http://dergipark.gov.tr/trkjnat

Trakya University Journal of Natural Sciences, 18(1): 25-32, 2017
ISSN 2147-0294, e-ISSN 2528-9691

DOI: 10.23902/trkjnat.304384

Arastirma Makalesi/Research Article

YABANI Vicia aintabensis BOISS. & HAUSSKN. EX BOISS KOK
NODULLERINDEN iZOLE EDILEN Rhizobium FRANK iZOLATLARININ
TUZ TOLERANSI VE PHB URETIMI

Cigdem KUCUK

Harran Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Sanlurfa
Corresponding author: e-mail: ckucuk@harran.edu.tr

Almis (Received): 18 Kasim 2016, Kabul (Accepted): 2 Aralik 2016, Erken Goriiniim (Online First): 6 Nisan 2017, Basim (Published): 15 Haziran 2017

Ozet: Bu ¢alismada, yabani Vicia aintabensis Boiss. & Hausskn. ex Boiss kok nodiillerinden izole edilen Rhizobium Frank
izolatlarinin farkli tuz konsantrasyonlarmma (0, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 ve 450mM) toleranslarinin ve bu tuz
konsantrasyonlarinin izolatlarin poli-B-hidroksibiitirik asit (PHB) iiretimlerine olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir.
Elde edilen sonuglar, izolatlarin farkli tuz toleransina sahip olduklarimi ortaya koymustur. Tuz konsantrasyonlarindan en fazla
etkilenen V4.6 izolat: olmustur. izolatlarin PHB verimi (kuru hiicre agirhgma gore) %0,62-27 arasindadir. Artan tuz
konsantrasyonlari izolat gelisimini inhibe ederken, PHB depolanmasini tesvik etmistir. Kok nodiil izolatlar: tarafindan tuz stres
kosullarinda PHB iiretimi tartigilmigtir.

Anahtar kelimeler: Poli-B-hidroksibiitirik asit, yabani Vicia aintabensis Boiss. & Hausskn. ex Boiss, izolat, tuz konsantrasyonu.

Salt tolerance and PHB production of Rhizobium Frank isolates of root nodules of wild Vicia
aintabensis Boiss. & Hausskn. ex Boiss

Abstract: This study was performed in order to determine the tolerance of Rhizobium Frank isolates obtained from root nodules
of wild Vicia aintabensis Boiss. & Hausskn. ex Boiss to different NaCl concentrations (0, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400
and 450mM ) and to determine the effects of these different salt concentrations on poly-B-hydroxybutyric acid (PHB) production
of the isolates. The results showed that the isolates showed different salt tolerance responses. V4.6 isolate was found to be the
most affected isolate by salt concentrations. The PHB yield of the isolates (in terms of cell dry weight) was between 0.62-27%.
Increasing salt concentrations inhibited isolate growths but stimulated PHB accumulation. PHB production by root nodule
isolates under salt—stress conditions was discussed.

Key words: Poly-B-hydroxybutyric acid, wild Vicia aintabensis Boiss. & Hausskn. ex Boiss, isolate, salt concentration.

Giris

Diinyada karasal alanlarin yaklasik %40 kadarinin
tuzluluk problemi gosterdigi agiklanmistir (Gorji ve ark.
2015). Ozellikle kurak ve yar1 kurak bdlgelerde, {iretimi
siirlandiran en 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biri
olan tuzluluk ile iilkemizde de, yaklagik 1,5 milyon hektar
alanda savasilmaktadir (Cullu 2011). Sulama igin
kullanilan su kaynaklar1 veya topraklarda tuzlulugun
artmasi, bir¢cok tarimsal {irliniin verimini azaltmakta,
bitkilerin gelisimlerinde degisikliklere yol agmaktadir
(Cordovilla ve ark. 1994). Ozmotik stres gibi direk toksik
etkiye sahip, artan tuz konsantrasyonlari toprak
mikrobiyal popiilasyonunu olumsuz etkilemekle birlikte
(Tate 1995), baklagil bitkileri gelisme donemlerinde
tuzdan etkilenmektedirler (Cordovilla ve ark. 1994,
Zahran 1991). Baklagil bitkileri arasinda da tuza
toleranslilik bakimindan farkliliklar incelenmistir (Zahran
1991). Vicia faba Moench, Phaseolus vulgaris Alef, bazi
Vicia sp. tiirleri (Zahran ve Sprent 1986), Glycine max

Merrill gibi bazi baklagillerin diger baklagil tiirlerine gore
tuza daha toleransli olduklari, V. faba Moench’in
tolerantl hatlarinin tuzlu kosullarda da azot fiksasyonunu
gergeklestirdigi bildirilmistir (Zahran ve Sprent 1986).

Buna karsin, Rhizobium Frank ve Bradyrhizobium
Jordan cinsi kok nodiil bakterileri konukgular1 olan
baklagillere gore tuza karsi daha toleransli olmalarina
ragmen, bu bakteri izolatlarinin tuza kars1 direnglilikleri
farklilik gostermektedir (Abdel-Wahab ve Zahran 1979).

Rhizobium leguminosarum Frank izolatlarinin sivi
kiiltirde 350mM NaCl konsantrasyonuna toleransh
oldugu bildirilmistir (Abdel-Wahab ve Zahran 1979).
Soya fasulyesi ve nohutta kok nodiilleri olusturan
Rhizobium izolatlarmim 340mM NaCl’e toleransh
olduklar1 ayrica hizli gelisen izolatlarin yavas gelisenlere
gore tuza daha direngli oldugu yapilan bir ¢alismada
agiklanmistir  (El-Sheikh ve Wood 1990). Ozellikle
yabani baklagillerden izole edilen Rhizobium Frank
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izolatlarinin tuz toleransinin yiiksek oldugu, 1,8M NaCl
iizerindeki yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bile gelisme
gosterdikleri bildirilmistir (Tate 1995). Baklagil yem
bitkilerinden izole edilen R. meliloti Dangeard, R.
leguminosarum bv. trifolii Frank (EI-Mokadem ve ark.
1991) ile soya fasulyesi (El-Sheikh ve Wood 1995) ve
yoncadan izole edilen Rhizobium Frank izolatlarinin
(Mashhady ve ark. 1998) tuzlu kosullarda gelisme
gosterdikleri saptanmustir. Mikroorganizmalar; ozmotik
basinct dengeleyebilmek i¢in karbonhidratlari, betainleri,
aminoasitleri ve potasyum gibi inorganik iyonlar
depolayabilmektedirler (Hua ve ark. 1982).

Poli-B-hidroksibiitiratin (PHB), bakteri hiicrelerinde
en ¢ok bulunan mikrobiyal poliesterlerden oldugu
Anderson ve Dawes (1990), Junior ve ark. (2011)
tarafindan agiklanmistir. Rhizobium Frank bakterilerinin
hiicre kuru agirliklarinin %55’inden daha fazla PHB
tirettigi rapor edilmistir (Lakshmi ve ark. 2012, Tombolini
ve Nuti 1989). Bu mikrobiyal poliesterler, uygun olmayan
kosullarda gelisme sirasinda intraselliller inkliizyonlar
olarak olusmaktadir (Anderson ve Dawes 1990).

Stres kosullarinda Rhizobium Frank bakterilerinde
depolanan PHB’nin kok enfeksiyonu sirasinda 6nemli
karbon ve enerji kaynagi oldugu agiklanmistir (Charles ve
ark. 1997). Stam ve ark. (1986) PHB’nin nodiillerde
oksijen konsantrasyonunun artmasi ile nitrojenazi
korudugu, nodiil disinda besin yetersizliginde ise karbon
ve enerji kaynagi olarak bakteri gelisimine hizmet ettigini
bildirmislerdir. Calismada tarimsal agidan 6nemli olan
Rhizobium Frank bakterilerinin tuz stresine kars1 PHB nin
olasi roliinii belirlemek igin, daha 6nce yabani Vicia
aintabensis kok nodiillerinden izole edilen 10 Rhizobium
sp. Frank izolatinin farkli NaCl konsantrasyonlardaki
gelisimleri ve PHB iiretimleri iizerine farkli NaCl
konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir.

Materyal ve Metot

Kullanilan mikroorganizmalar

Calismada Sanlmurfa ve c¢evresinde dogal olarak
yetisen yabani Vicia aintabensis (antep figi) kok
nodiillerinden daha 6nce izole edilmis ve tanimlamalar
yapilmig  olan  Rhizobium sp. Frank izolatlar
kullamlmistir (Kiigiik ve ark. 2011). izolatlar Harran
Universitesi ~ Biyoloji ~ Béliimii ~ Mikrobiyoloji
laboratuvarindan saglanmustir. izolatlarin bazi morfolojik
ve fizyolojik 6zellikleri Jordan (1984)’a gore yapilmis ve
Tablo 1°de verilmistir.

Izolatlarin __ farkli  NaCl
gelismeleri

Yeast ekstrakt mannitol broth (YEM) besiyerine farkli
konsantrasyonlarda (0, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450mM) NaCl eklenerek hazirlanan besiyeri ortamlari
121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlanmistir.
Sterilizasyon sonrasi, 10ml besiyeri igeren tiiplere
10%ob/ml igeren bakteri kiiltiiriinden 0,5ml ayr1 ayri
inokule edilmistir. Bakteriyal izolatlar 27+2°C’de 48saat
siire ile gelistirilmistir. Izolatlarin gelisimleri 620nm

konsantrasyonlarinda
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dalga  boyunda  spektrofotometrede  Olgiilmiistiir
(Abdelmoumen ve ark. 1999, Faituri ve ark. 2001).

Lolatlarin_Poli-f-hidroksibiitirik _asit _iiretimlerinin
belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren yeast ekstrakt
mannitol sivi besiyerinde 150rpm, 27+£2°C’de 48saat
gelistirilen izolatlar, 40000xg’de 30 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklastirllmig ve 50°C’de
kurutulup tartimi1 yapilan peletlerin {izerine, 5’er ml steril
distile su eklenerek 3dakika sonikasyona birakilmustir.
Hiicre siispansiyonuna 2ml HCl (2N) eklenerek, 2saat
boyunca 100°C’lik su banyosunda bekletilmistir.
6000xg’de 20dk santrifiij sonrast elde edilen pelletlere;
Sml kloroform eklenmis ve vorteklenmistir. Daha sonra
icerikler, 30°C’de 150rpm’de 24saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda ise icerik, 6000xg’de 30dk
satrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi igerikten 0,1ml alinip
temiz tiipe aktarilmig ve 100°C’de kloroformun
ucurulmasi saglanmigtir. Sml stlfiirik asit eklenerek
100°C’de 10-20dk bekletilmis, 235nm dalga boyunda
spektrofotometrede okuma yapilmustir (Bonartseva ve
Myshkina 1985). Izolatlarm kuru hiicre agirliklarinda
depolanan PHB miktari, PHB standart grafigi kullanilarak
hesaplanmigtir (Bonartseva ve Myshina 1985).

[statistiki analiz; MS Excel’de varyans analizine gore
izolatlar arasi, uygulamalar ve kendi aralarinda
karsilastirilarak yapilmistir (Yurtsever 1984).

Sonuclar ve Tartisma

Yabani Vicia aintabensis kok nodiil izolatlar1 bazi
morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerine gore incelenmis ve
izolatlarin koloni biiyiikliiklerinin agar ortaminda 0,8-
2,4mm arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.
Izolatlarin tiimii ¢ubuk sekilli ve hareketli olup, Gram
negatiftir (Tablo 1). Izolatlarin koloni vizkoziteleri
degisiklik gostermekle birlikte; V4.2 ve V4.5 nolu
izolatlar oldukga yiiksek mukoid koloni olusturmuslardir.
Sicakliga toleransliliklarinda ise, degiskenlik
gostermislerdir. Sekiz izolat 42°C’de, iki izolat 38°C’de
gelismistir. Oksidaz reaksiyonu pozitiftir ve izolatlar test
edilen karbon kaynaklarini (glukoz, mannitol, maltoz,
ksiloz, mannan, sukroz, sakkaroz, galaktoz) asimile
etmislerdir. Izolatlarin gdsterdikleri bu reaksiyonlar
Bergeys’e gore Rhizobium bakterileri grubuna girmekle
birlikte tiir tanisinda kesin veriler vermemektedir (Jordan
1984). Calismada amag kok nodiil izolatlarinin farkl tuz
konsantrasyonlarinda gelismelerinin incelenmesi ve PHB
dretimlerinin belirlenmesi oldugundan tiir diizeyindeki
tanilamalar1 bu ¢aligmada yapilmamastir.

Caligmada test edilen ve yabani Vicia aintabensis kok
nodiillerinden izole edilen Rhizobium Frank izolatlarinin
farkli tuz konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda farkl
gelisme sergiledikleri tespit edilmistir (Sekil 1).

Yapilan benzer bir ¢alismada da, 300mM’den fazla
tuz  konsantrasyonlarinda  Sinorhizobium  meliloti
Dangeard’in gelisme gosterdigi rapor edilmistir (Sauvage
ve ark. 1983). Kassem ve ark. (1985) ise 750mM NaCl’e
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Tablo 1. Yabani Vicia aintabensis kok nodiil izolatlarinin bazi morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri.

Ozellikler
V4.1 V4.2 V4.3 V4.4

izolatlar

V4.5 V4.6 VA7 V3.8 V3.3 V1.3

Gram boyama

reaksiyonu
YEMA’da Koloni
2,1 2,0 15 0,8 11 2,2 2,4 2,0 2,2 1,6
biiytikliig (mm)
Hiicre sekli ¢ubuk cubuk cubuk cubuk ¢ubuk ¢ubuk ¢ubuk  ¢ubuk ¢ubuk ¢ubuk
¢ok cok
Mukoz olusumu yiiksek orta diisiik yiiksek orta  yiiksek  diisiik orta
yiiksek yiiksek
6,5- 5,5- 6,5-
Farkli pH’larda tireme  5,5-85 6,5-85 6,5-8,5 6,5-8,5 5585 55-85 5,5-8,5
8,5 8,5 8,5
Sicaklik toleransi (°C) 42 42 42 42 42 38 42 38 42 42
Spor olusumu - - - - - - - - - -
Oksidaz reaksiyonu + + + + + + + + + +
Litmus milkte alkali
] + + + + + + + + + +
reaksiyon
Kongo kirmizisi igeren
+ + + + + + + + + +

YEMA da iireme

+: pozitif, -: negatif

1,6
1,4
10 mM
,g 1,2 =100 mM
S 1 u 150 mM
< ] ]
2 0,8 ‘ =200 mM
: | |
£ 04 | =300 MM
i | NN - 380m
el | | H L . eom
0 450 mM
V4.1l V4.2 V4.3 V4.4 V4.5 V4.6 V4.7 V3.8 V3.3 V13
izolatlar
Sekil 1. Farkli tuz konsantrasyonlarinda Rhizobium sp. Frank izolatlarinin gelisimleri (p<0.05).
Rhizobium Frank izolatlarinin toleransli oldugunu, konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlarda

900mM NaCl iceren ortamda ise izolatlarin
gelismelerinin inhibe oldugunu saptamiglardir. El-Sheikh
ve Wood (1990), nohut kék nodiillerinden izole ettikleri
Rhizobium Frank izolatlarinin Na;SQ4, NaCl, MgSOs,
K:SOs ve KCI gibi farkli tuzlarm %1 ve %1,5
diizeylerindeki konsantrasyonlariin bulundugu
ortamlarda gelisebildiklerini belirlemislerdir. Izolatlar
arasinda gelisimi en fazla inhibe olan V4.6 nolu izolat
olarak saptanmistir. Bunu sirasi ile V4.5 ve V4.2 nolu
izolatlar  izlemistir  (Sekil 1). Farkli  tuz
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izolatlarimizin tuza karsi toleransliliklarinda belirlenen
farkliligin, izolatlarin birbirlerinden farkli olmalarindan
kaynaklandig diisiniilmektedir.

Yapilan benzer ¢aligmada da, soyafasulyesi ve nohut
ko6k nodiillerinden izole edilen Rhizobium sp. Frank
izolatlarinin 340mM NaCl’e, boriilce kok nodillerinden
izole edilen Rhizobium sp. Frank izolatlarinin ise 450mM
NaCl’e toleransli olduklari saptanmistir (Abdal 2016). Saf
kiilltirde ve  toprak  gibi  kompleks ortamda
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Tablo 2. Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelistirilen yabani Rhizobium sp. Frank izolatlarinin kuru hiicre agirliklar (glt), PHB

igerikleri (gl™) ve varyans analizi.

Kuru hiicre agirhiklari (KHA) (gl

izolatlar
OmM 100mM 150mM 200mM 250mM 300mM 350mM 400mM 450mM
V4.1 0,31 0,29 0,20 0,21 0,20 0,18 0,16 0,17 0,09
V4.2 0,26 0,22 0,21 0,20 0,17 0,12 0,10 0,29 0,03
V4.3 0,29 0,24 0,22 0,14 0,14 0,13 0,12 0,17 0,09
V4.4 0,24 0,22 0,21 0,20 0,20 0,20 0,15 0,09 0,08
V4.5 0,23 0,24 0,15 0,13 0,12 0,08 0,04 0,03 0,03
V4.6 0,22 0,21 0,16 0,14 0,12 0,16 0,03 0,02 0,02
V4.7 0,27 0,24 0,24 0,19 0,19 0,20 0,15 0,15 0,10
V3.8 0,25 0,24 0,22 1,14 0,21 0,21 0,14 0,11 0,09
V3.3 0,27 0,26 0,17 0,13 0,12 0,11 0,10 0,08 0,07
V13 0,12 0,19 0,18 0,12 0,12 0,12 0,10 0,06 0,02
Ortalama 0,236 0,235 0,196 0,26 0,159 0,151 0,109 0,117 0,062
iyolatlar PHB icerigi (gl ™)
0omM 100mM 150mM 200mM 250mM 300mM 350mM 400mM 450mM
va.l 0021  0,0057 0,0063 0,0067 0,0078 0,0098 0,0086 0,0071 0,0064
V4.2 0,018 0,0025 0,0052 0,0058 0,0062 0,0075 0,0104 0,0121 0,0035
V4.3 0,02 0,0048 0,0071 0,0076 0,008 0,0087 0,008 0,0073 0,0042
V4.4 0,008 0,0032 0,0045 0,0077 0,0083 0,0096 0,0106 0,0096 0,0045
V4.5 0,018 0,0043 0,0051 0,0056 0,0058 0,0074 0,0053 0,0025 0,0022
V4.6 0,021 0,0031 0,0047 0,0068 0,0092 0,0117 0,0081 0,0052 0,0047
V4.1 0,006 0,0015 0,0034 0,0045 0,0086 0,0092 0,0114 0,0098 0,0062
V338 0,012 0,0018 0,0031 0,0038 0,0042 0,0079 0,0077 0,0065 0,004
V3.3 0,009 0,0016 0,0044 0,0047 0,0061 0,0074 0,008 0,0082 0,0033
V13 0,013 0,0022 0,0028 0,0034 0,0038 0,005 0,0056 0,005 0,0021
Ortalama 0015 00032 0,0051 0,0061 0,0074 0,0092 0,0092 0,0082 0,004
Kareler ortalamasi
V.K. S.D. Kareler ortalamasi (PHB)
(KHA)
Tekerriir 1 0,0004 0,00001
Uygulama (U) 8 0,08 0,29™
Kontrol ve digerleri 1 0,1™ 0,14™
Digerleri 7 0,07 0,31™
Hata 1 8 0,002 0,0006
Izolat (I) 9 0,04 0,01™
ixU 72 0,02 0,005™
Hata 2 161 0,0001 0,00003
*, %% %5 ve %1 e gbre onemli (sirastyla)
mikroorganizmalarin gelisimi, farklilik gostermektedir 2006). Tuza toleransliligin, artan tuz diizeylerine
(Elsheikh ve Wood 1990). Rhizobial izolatlarin abiyotik toleransli  Rhizobium  Frank izolatlarmin  nodiil

strese dayanikliliklarinin farkli oldugu, tuz stresine maruz
kaldiklarinda  ozmotik  adaptasyon i¢in  farkhi
mekanizmalar1 kullandiklar1 bildirilmistir (Arora ve ark.

iletkenliginin oksijenin yiiksek stabilitesi ile iliskili
oldugu belirtilmistir (Cordovilla ve ark. 1994, Ltaief ve
ark. 2007).
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Kurak bolge topraklarinda yetisen baklagil kok
nodiillerinden izole edilen Rhizobium Frank bakterilerinin
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelistigi Singleton ve ark.
(1982) ve Ventorino ve ark. (2012) tarafindan rapor
edilmistir. Arora ve ark. (2006) ise; dort Sinorhizobium
Scholla & Elkan izolatinin farkli tuz konsantrasyonlarinda

gelismelerinde  farklilikk  oldugunu  belirtmislerdir.
Calismamizda farkli diizeylerde NaCl iceren ortamlarda
izolatlarimizin ~ gelismelerinde  belirlenen  farklilik

aragtiricilarin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Izolatlarin PHB iiretimi, farkli tuz konsantrasyonlarinda
incelenmis ve her bir tuz konsantrasyonlarida
depoladiklart PHB igeriginde farklilik saptanmustir (Tablo
2). En yiliksek PHB icerigi 400mM NacCl iceren ortamda
V4.2 izolatinda 0,0121gl? olarak  belirlenmistir.
Izolatlardan V4.6 izolat1 300mM’de (0,0117gl) en yiiksek
PHB iiretmistir. V4.4 (0,0106gl™?), V4.7 (0,0114gl™) ve
V1.3 (0,0056gl?Y) izolatlar1 ise 350mM NaCl igeren
ortamda yliksek PHB {iiretmislerdir (Tablo 2).

Izolatlarin PHB tretimi, farkl tuz
konsantrasyonlarinda incelenmis ve her bir tuz
konsantrasyonlarinda depoladiklar1 PHB igeriginde
farklilik saptanmistir (Tablo 2). En yiliksek PHB igerigi
400mM NaCl igeren ortamda V4.2 izolatinda 0,0121gl?
olarak belirlenmistir. izolatlardan V4.6 izolat:1 300mM’de
(0,0117gl) en yiiksek PHB iiretmistir. V4.4 (0,0106gl™?),
V4.7 (0,0114gl'Y) ve V1.3 (0,0056gl?) izolatlart ise
350mM NacCl igeren ortamda yiiksek PHB {iiretmislerdir
(Tablo 2). izolatlarin tiimiinde en diisiik PHB igerigi tuz
icermeyen ortamda (kontrol) tespit edilmistir. izolatlarin
depoladiklar1 PHB, ortamdaki tuz konsantrasyonuna ve
izolata  gore  farkliik  gostermistir.  Kontrolle
karsilagtirildiginda PHB igerigindeki en yiiksek artis;
250mM, 300mM, 350mM, 400mM ve 450mM NaCl
iceren ortamlarda V4.7 nolu izolattan alinmistir. Bu da,
tuzlu kosullarda V4.7 bakteri izolatinin PHB
depolayabildigini gostermektedir. Her bir izolatta PHB
depolanmasi farkli tuz konsantrasyonlarinda artmis, V4.2
izolatinda ise en yiiksek artis 400mM NaCl’de
belirlenmistir. 1zolatlarin iirettizi PHB icerikleri ile
gelistikleri ortamlarda yiiksek ozmotik basinca tepki
olarak biyopolimer sentezledikleri ve yiiksek PHB
iretilen tuz diizeyleri de izolatlar i¢in optimum tuz
konsantrasyonlar1 olarak diisiiniilebilir. Bu degerleri daha
iyi tahmin etmek igin, ortamlarin optimizasyonlar1 i¢in
ayrintili bir c¢alisma yapilmas1 gerekmektedir. Belirli
NaCl konsantrasyonlarinda izolatlar tarafindan {iretilen
PHB iceriklerinde diisiis meydana gelmistir. Bu sonug,
PHB olusumu i¢in PHB biyosentez mekanizmasinda
inhibisyon olusumunun meydana geldigini gostermekte
olup, artan tuz konsantrasyonuyla iiretilen PHB igeriginin
diisiik olmas1 da ozmotik strese cevap olabilir.

PHB depolanmasinin, tuza dayanikli izolatlara gore
degisiklik gosterebilecegi agiklanmustir (Ali ve ark. 2014,
Arora ve ark. 2006, Kassem ve ark. 1985). Benzer olarak,
tuz goliinden izole edilen Bacillus megaterium deBary
uyuni S29 izolatinin farkli tuz konsantrasyonlari iceren
ortamlardaki iireme durumlari incelenmistir (Rodriguez-
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Contreras ve ark. 2016). S29 izolat1 45g1"* NaCl, 100gl*
NaCl ve 250gl* NaCl iceren ortamlarda gelisebilmis ve
PHB iretebilmislerdir. Aragstiricilar tuz
konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak biyomas ve
PHB iiretiminde bir azalma belirlemislerdir (Rodriguez-
Contreras ve ark. 2016). Arastiricilar, S29 izolatinin en iyi
iireme gosterdigi 45gl’ NaCl konsantrasyonunda en
yiiksek PHB depoladigint bildirmiglerdir. Yapilan bir
aragtirmada Cupriavidus necator Davis ve Rhizobium
Frank DDSS-69’un maruz kaldiklari tuz stresi biyomas
dretimlerini  etkilememis ve kontrole gére PHB
depolanmasin1  arttirmistir  (Obruca ve ark. 2010).
Caligmamizda da artan tuz konsantrasyonlarinda
izolatlarimizin PHB igeriklerinde belirlenen artis,
aragtiricilarin sonuglari ile uyumludur.

Arora ve ark. (2006); yiiksek ozmotik stres sirasinda
ortamda artan tuz diizeyinden dolayl, bakteriyal
hiicrelerin azot, potasyum veya diger iyonlar
absorblamalariin zorlagsmasinin hiicre i¢inde PHB’nin
depolanmaya Dbaglamasindan kaynaklandigini ifade
etmislerdir. Kim ve ark. (1999) ise potasyumun azaldig1
durumlarda bakteriyal hiicrelerin PHB depoladiklarini
yaptiklart c¢aligmalarinda kanitlamislardir. Passanha ve
ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, bes farkli (3, 5,
6, 5 9, 12 ve 15gIY) NaCl konsantrasyonunun
Cupriavidus necator Davis tarafindan polialkonat (PHA)
tiretimi  lizerine etkileri aragtirtlmigtir. Ortamda tuz
konsantrasyonunun artmasiyla, hiicre iginde daha fazla
miktarda PHB graniiliiniin biriktigini belirlemislerdir. Bu
calismada da Passanha ve ark. (2016)’nin bulgularina
benzer olarak artan tuz konsantrasyonuna gore izolatlarda
depolanan PHB igeriklerindeki artig farklilik gostermistir.
Bu calismada arastirilan bakteri izolatlar1 toplam kuru
hiicre agirliginin %0,62-27’si arasinda PHB iiretmislerdir
(Tablo 3). Tuzlu kosullarda endofitik bakterilerden
Enterobacter aerogenens Hormaeche & Edwards ET 101,
E. gergoviae Hormaeche & Edwards ET 111, E.
aerogenens Hormaeche & Edwards ET102 ve Rhizobium
leguminosarum bv. viceae Frank’in piring gelisimi
tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, bakteriyal
izolatlarin ayrica tuz igeren ortamda PHB iirettikleri
saptanmustir. Ozmotik kosullara toleransli izolatlarin
iretilen PHB  9%19,66-39,09 arasinda degisiklik
gostermistir (Ali ve ark. 2014). Arastiricilar 6zellikle en
yiiksek PHB tireten E. aerogenens Hormaeche & Edwards
ET 101 izolatinin tuzlu toprak kosullarinda piring
bitkisinin tuz stresine toleranshiliginin arttirilmasinda
etkili oldugunu belirlemislerdir. Tablo 4’de farkli bakteri
izolatlarinin tuzlu igeren ortamlarda firettikleri PHB
miktar1 verilmistir. Uretilen PHB nin bakteri tiiriine gore
degisiklik gosterdigi ve ayni tiirtin farkli izolatlari
arasinda da PHB miktarinin degistigi goriilmektedir
(Tablo 4).

Sonug olarak; yabani Vicia aintabensis kok nodiil
izolatlarmin farklt konsantrasyonlardaki NaCl igeren
ortamlarda gelisimleri farklilik gostermekle birlikte,
yiksek  tuz  igerigi izolatlarin gelismelerini
siirlandirmigtir. Izolatlar yiiksek NaCl
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Tablo 3. Farkl: tuz konsantrasyonlarinda gelistirilen yabani Rhizobium sp. Frank izolatlarmm PHB verimi (%).

NaCl konsantrasyonlar1 varhginda PHB verimi (%)

Tzolatlar —— ™ T00mM  150mM  200mM _ 250mM __ 300mM _ 350mM __ 400mM __ 450mM
Va1l 6,77 1,96 3,15 3,19 39 5,44 54 4,17 7,11
V4.2 6,92 1,13 2,47 2,9 3,64 3,94 4 4,17 11,67
V4.3 6,89 2 3,22 5,42 5,71 6,69 6,47 4,29 4,67
V4.4 3,33 1,45 2,14 3,85 4,15 4,8 7.1 10,7 5,63
V4.5 7,82 1,79 34 4,30 4,83 9,25 13,3 83 7,33
V4.6 9,54 1,47 2,94 4,85 7,67 73 27 26 235
Va7 2,22 0,63 1,42 2,36 4,52 46 76 6,53 6,2
V3.8 48 0,75 1,40 1,58 2 3,7 55 5,90 4,44
V3.3 3,33 0,62 2,58 3,62 5,08 6,7 8 10,25 4,71
V1.3 10,83 1,16 1,56 2,83 3,17 4,2 5,6 8,33 10,5

Tablo 4. Farkli bakteri izolatlarmin farkl tuz konsantrasyonlarindaki PHB iiretimleri

Tuz Kuru hiicre

PHB iiretici izolatlar PHB (gI?) Kaynak

diizeyi  agirhg (gl?)
Sinorhizobium JB1 Dangeard 700mM 0,00136 Arora ve ark. 2006
S.meliloti MTCC 3402 Dangeard 500mM 0,00121 Arora ve ark. 2006
S.meliloti RMP5 Dangeard 300mM 0,00115 Arora ve ark. 2006
Sinorhizobium sp. Dangeard 300mM 0,00091 Arora ve ark. 2006
B.megaterium uyuni S29 deBary 5glt 2,60 1,17 Rodriguez-Contreras ve ark. 2014
B.megaterium uyuni S29 deBary 45gIt 5,42 2,22 Rodriguez-Contreras ve ark. 2014
B.megaterium uyuni S29 deBary 100glI* 3,20 0,72 Rodriguez-Contreras ve ark. 2014
Enterobacter aerogonens Hormaeche & Edwards ~ 8gl* 1,10 0,430 Ali ve ark. 2014
E.gergovise Hormaeche & Edwards 8glt 1,15 0,422 Ali ve ark. 2014
E.aerogenens (L.) Hormaeche & Edwards 8glt 1,20 0,236 Ali ve ark. 2014
R.leguminosarum Frank 8glt 0,308 0,308 Ali ve ark. 2014
Rhizobium sp. Frank V4.1 300mM 0,18 0,098 Bu ¢alismada
Rhizobium sp. Frank V4.3 300mM 0,13 0,0087 Bu ¢alismada
Rhizobium sp. Frank V4.5 300mM 0,08 0,0074 Bu ¢aligmada
Rhizobium sp. Frank V4.6 300mM 0,16 0,0117 Bu ¢aligmada
Rhizobium sp. Frank V3.8 300mM 0,21 0,0079 Bu caligmada
Rhizobium sp. Frank V4.4 350mM 0,15 0,0106 Bu ¢alismada
Rhizobium sp. Frank V4.7 350mM 0,15 0,0114 Bu ¢alismada
Rhizobium sp. Frank V1.3 350mM 0,10 0,0056 Bu ¢alismada
Rhizobium sp. Frank V4.2 400mM 0,29 0,0121 Bu ¢aligmada
Rhizobium sp. Frank V3.3 400mM 0,08 0,0082 Bu ¢aligmada
Cupriavidus necator Davis 2glt 10,1 6,36 Obruca ve ark. 2010

C. necator Davis 5glt 9,3 5,16 Obruca ve ark. 2010
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konsantrasyonlarinda en yiilksek PHB  sentezini
yapmuslardir.  Izolatlarn  tiimiinde, kontrol ~(NaCl
icermeyen) uygulamasinda depolanan PHB icerigi, artan
tuz diizeylerinde depolanan PHB igerigine gore oldukca
diisiik bulunmustur. Tuzlu kosullarda PHB depolamasinin
tuza toleransli izolatlara bagli oldugu diisliniilmektedir.
Calismada elde edilen sonuglar, tuzlu kosullarda
bakteriyal hiicrelerin korunmasinda PHB’nin roliinii
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