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Topraktan izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve biyolojik
ozelliklerinin arastirilmasi
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Bu calismada, Giresun adasindan toplanan toprak orneklerinden Bacillus izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlar
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimlanmigtir. Tanimlanan Bacillus’larda bazi ekstraselliiler
enzimlerinin varlig1 kalitatif olarak incelenmistir. Ayrica Bacillus izolatlarmin bazi bakterilere kars1 antibakteriyal
aktiviteleri agar difiizyon metoduna gore arastirilmistir. Sonug olarak 38 izolat B. cereus grubu iiyesi, 7 izolat B.
thuringiensis, 10 izolat B. megaterium, 6 izolat B. pumilus ve 12 izolat Bacillus sp. olarak tanimlanmistir. Bacillus
izolatlarinin ekstraselliiler enzim aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde 38 izolatin amilaz, 53 izolatin lipaz/esteraz,
16 izolatin kitinaz, 7 izolatin ksilanaz, 2 izolatin pektinaz, 73 izolatin proteaz ve 35 izolatin seliillaz enzim aktivitesi
pozitif olarak bulunmustur. Calismada kullanilan Bacillus izolatlar test edilen mikroorganizmalarin gelismelerini
degisik oranlarda engellemistir. Dokuz izolat yiiksek antibakteriyal aktivite gostermistir.

Anahtar Kelimeler: antibakteriyal aktivite, Bacillus, Bacillus thuringiensis, ekstraselliiler enzim

Identification of Bacillus species isolated from soil and investigation of their
biological properties

ABSTRACT

In this study, Bacillus isolation were performed from soil samples collected from Giresun Island. These isolates were
characterized as morphological, biochemical, and molecular. The presence of some extracellular enzymes in the
identified Bacillus isolates were qualitatively investigated. Furthermore the antibacterial activities of the Bacillus
isolates against some bacteria were examined by the agar diffusion method. As a result 38 isolates were identified as
the members of B. cereus group, 7 as B. thuringiensis, 10 as B. megaterium, 6 as B. pumilus, and 12 as Bacillus sp.
When the extracellular enzyme activity results of the identified Bacillus isolates were evaluated, it was found that 38
of these have amylase, 53 have lipase/esterase, 16 have chitinase, 7 have xylanase, 2 have pectinase, 73 have
protease, and 35 have cellulase positive enzyme activities. The Bacillus isolates used in this study inhibited the
growth of tested microorganisms in varying ratios. Nine isolates show high antibacterial activity.
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1. GiRiS (INTRODUCTION)

Bacillus bakterileri tarafindan Uretilen enzimler,
antibiyotikler ve bakteriyosinler gibi endiistriyel 6neme
sahip bilesikler gida, ilag, deterjan gibi birgok
endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Bacillus’lar; gubuk
sekilli, Gram pozitif, zorunlu veya fakiiltatif aerob ve
hareketli bakterilerdir.

Bacillus’lar amilaz, lipaz, kitinaz, ksilanaz, pektinaz,
proteaz ve seliillaz gibi farkli ekstraselliiler enzimleri
iretme yetenegine sahiptirler. Bir karbohidraz olan a-
amilaz ekstraselliiller enzimi ticari olarak kullanilan ilk
enzimdir [1, 2]. Bacillus subtilis’tan izole edilen amilaz
saflagtirilmis ve karakterize edilmistir [3]. Bakteriyel
lipazlarin bir kismi glikoprotein, bir kisimi da hiicre dis1
lipoprotein yapisindadirlar. Bakteriyel lipaz iiretiminde,
Achromobacter sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., ve Chromobacterium sp. gibi
mikroorganizmalardan faydalanilmaktadir [4]. Ertugrul
vd. [5]’ne gore kitinazlar organizmalar arasinda oldukc¢a
genis bir dagilim gosterirler. Bu dagilim bakteriler,
mantarlar, yiiksek bitkiler, bocekler, kabuklular ve bazi
omurgalilar1 icermektedir [6]. Bakteriler tarafindan
iretilen kitinaz, kitini parcalayarak karbon ve enerji
kaynagi olarak bakterinin kullanimina sunar [7, 8, 9].
Kitinazlar baslica Serratia, Bacillus ve Vibrio tiirleri
tarafindan tiretilmektedir [10, 11, 12]. Ksilan, yiiksek
bitkilerin hiicre duvarinin hemiseliilozik kisminin temel
yapisinda bulunur [13, 14]. Cogu bakteri ve mantar
ksilan1 sindirmek i¢in ksilanaz ekstraselliiler enzimi
iretmektedir [14, 15]. Topraktan izole edilen B. cereus
bakterisinden ksilanaz enzimi izole edilmis ve
karakterize edilmistir [16]. Pektinazlar gida ve meyve
suyu iretiminde kullanilmaktadir. Ticari pektinaz
iretiminde kullanilan en Onemli mikroorganizma
Aspergillus niger’dir [17]. Kumar vd. [18] yaptiklar1 bir
calismada Bacillus bakterisinden izole ettikleri
pektinazin liretimini ve optimizasyonunu ¢aligmiglardir.
Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin biiyiik
bir kismimi olusturmaktadir. Proteazlar, gida olmak
iizere pek c¢ok alanda kullanilmaktadir. Bakteriyel
proteazlar diger proteazlar ile karsilastirildigi zaman
daha etkili oldugu gorilmektedir [19]. Bircok
mikroorganizmadan proteaz izole edilsede izolasyonu
daha kolay oldugu i¢in Bacillus biyoteknolojide en fazla
kullanilan bakteridir. Seliillozu pargalayan ekstraselliiler
enzimler oOzellikle mantar ve Dbakterilerden elde
edilmektedir. Ticari olarak en cok kullanilan seliillaz
iireticisi Trichoderma tiirleridir [20]. Ayrica seliilazlar
Aspergillus, Penicillium, Basidiomycetes ve
Bacillus’lardan da elde edilmektedir [21, 22].

Bacillus’lar ~ bakteriyosin ~ ve  antibiyotik  gibi

antimikrobiyal bilesikler de iretmektedirler. Bu
bilesikler genellikle tip, gida ve biyolojik miicadele
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calismalarinda kullanilmaktadir. Giinlimiizde birgok
mikroorganizma antibiyotiklere karsi direng
kazanmistir. Bundan dolayr yeni izole edilen
mikroorganizmalarin antibiyotik iiretmesi ve genis
antimikrobial aktiviteye sahip olmasi 6nemli olmaktadir

[23].

Toprak kokenli olan Bacillus’larin farkli 6zellikleri ile
ilgili glinimiizde birgok ¢aliyma yapilmaktadir. Bu
calismada, Giresun adasindan  aliman  toprak
orneklerinden Bacillus bakterileri izole edilerek
tanimlanmalar1  yapilmis ve bu izolatlarin farkli
ekstraselliiler enzim wvarliklar1 ile antibakteriyal
aktiviteleri incelenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM (MATERIALS AND
METHODS)

2.1. Toprak Orneklerinin Toplanmas:1 (Collection of
Soil Samples)

Giresun Adasindan Eylil 2012 yilinda topragin iist
ylizeyi temizlendikten sonra steril bir spatula ile
yaklasik 5 cm derinlikten 10’ar gram olacak sekilde 60
adet toprak Ornegi alinarak steril plastik posetler igine
birakilmigtir. Alinan 6rnekler kullanilincaya kadar +4
°C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Bacillus izolasyonu (Bacillus Isolation)

Toprak orneklerinden Bacillus cinsine ait bakterileri
izole etmek i¢in her toprak 6rneginden 1’er gr tartilarak,
9 ml steril saf suda ¢oziilmesi saglanmistir. Bu
karigimlar vorteksle iyice karigtirildiktan sonra oda
sicakliginda yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Daha
sonra karigimlarin iizerindeki sivi alinarak steril cam
tiiplere birakilmig ve drnekler 65 °C’lik su banyosunda
30 dakika bekletilmistir. Seri dillisyonlar hazirlanarak
seyreltiklerden 100 pl alinarak Nutrient Agar (NA)
besiyerine ekimleri yapilmigs ve 30 °C’de bir gece
inkiibasyona  birakilmistir.  Inkiibasyon  sonunda
morfolojik olarak Bacillus’a benzeyen kolonilerden
rasgele secilmistir. Segilen kolonilerden NA besiyerine
cizgi ekim yapilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Saf
kiiltiirler Nutrient Broth (NB) besiyerine ekilmig sonraki
calismalarda kullanilmak iizere %20’lik steril gliserol
icerisinde -20 ve -80 °C’lerde muhafaza edilmistir.

2.3. Bacillus izolatlarinin Tanimlanmasi
(Identification of Bacillus isolates)

2.3.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi (Determination of Morphological and
Biochemical Properties)

Topraktan izole edilen bakterilerin ilk olarak Gram
boyamalar1 yapilmistir. Gram boyama sonucu Bacillus
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sipheli  izolatlarin  biyokimyasal  &zelliklerinin
belirlenmesi i¢in VITEK 2 cihazi (Biomerieux)
kullanilmistir.

Bacillus  thuringiensis bakterilerini tanimlamak icin
izolatlar NA besiyerinde bes giin bilyiitiilmiis ve
smearlart hazirlanmistir. Bu smearlara Sharif ve
Alaeddinoglu [24]’na gore kristal boyama prosediirii

uygulanmigtir. Boyama sonucunda kristal benzeri
yapilar1 igeren izolatlar B. thuringiensis olarak
degerlendirilmistir.

2.3.3. Molekiiler Tanimlama (Molecular Identification)

Calismada PROMEGA Wizard® Genomik DNA
Izolasyon Kiti kullamlarak Bacillus izolatlarindan
genomik DNA izole edilmistir. Bu DNA’lardan 16S
rDNA gen bolgelerini ¢ogaltmak i¢cin 16S rDNA
primerleri (F 5>-ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC
TCA-3’; R 5>-ATG GTA CCG TGT GAC GGG CGG
TGT GTA-3’) kullanilmstir [25]. PCR reaksiyonu 50
pl olacak sekilde 1ul DNA, 5 pl 10xPCR tamponu, 3 ul
25 mM MgCl2, 2,5 U Tag DNA polimeraz, 1 pl 10 mM
dNTP mix, 1’er ul 20 uM forward ve reverse primeri
almarak  hazirlanmistir. PCR  sartlar;;  baslangic
denatiirasyonu 95 °C’de 2 dak. olacak sekilde 94 °C’de
1 dak., 56 °C’de 1 dak., 72 °C’de 2 dak. 36 dongii ile 72

°C’de 10 dak. son uzama basamag ile
gerceklestirilmistir.
PCR sonucunda elde edilen yaklagik 1400 bp

uzunlugundaki 16S rDNA gen bolgesi sekanslama igin
Macrogen  (Hollanda)  firmasina  gonderilmistir.
Macrogen firmasindan elde edilen dizi verileri
GenBankasindaki mevcut dizilerle BLAST programi
kullanilarak karsilastirilmistir.

2.4. Bacillus izolatlarmmn Ekstraselliiler Enzim
Uretme Yeteneklerinin Arastirilmasi (Investigation of
Extracellular Enzyme Production Capabilities of Bacillus
Isolates)

Bacillus izolatlarinda amilaz, kitinaz, ksilanaz,
lipaz/esteraz, pektinaz, proteaz ve seliilaz ekstraselliiler
enzim {retme yetenekleri kalitatif olarak asagidaki
besiyeri ve teknikler kullanilarak arastirilmistir.

Amilaz ekstraselliiller enzimi: Amilaz aktivitesinin
saptanmasi amactyla nigasta besiyerine (Tripton 10 g,
Maya Ekstrakt1 5 g, NaCl 10 g, Agar 15 g, Nisasta 5 g,
Distile su 1000 ml) [26] ekim yapildiktan sonra 30
°C’lik etlive konularak 1 gece siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Ureme gbzlendikten sonra iyot solusyonu
(I2 1g, KI 2g, 300ml) ile boyanarak gozlenen zonlar
pozitif sonug olarak degerlendirilmistir [27].
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Kitinaz ekstraselliller enzimi: Kolloidal kitin ihtiva
eden besiyeri kullanilmistir [7]. Petrilere Bacillus’lar
nokta ekim yapilarak ekilmistir ve 10 giin 30 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakterilerin
etrafinda seffaf zon goriilmesi pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir [28].

Ksilanaz ekstraselliiler enzimi: Bacillus’larda ksilanaz
aktivitesi i¢in ksilan ihtiva eden besiyeri (Ksilan 10 g,
Pepton 5 g, Maya ekstrakti 5 g, MgS04.7H,0 0.2 g,
KoHPO4 1 g (pH 7), Agar 15 g, Distile su 1000 ml)
kullanilmistir. Ekim yapildiktan sonra 30 °C’lik etiivde
2 gece slireyle inkiibasyona birakilmigtir. Koloni
etrafinda gozlenen seffaf zonlar pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir [16].

Lipaz/esteraz ekstraselliiller enzim: Lipaz/esteraz
ekstraselliiler enzim varliginin arastirtlmasi  igin
Tribiitirin, Tween 20 ve Tween 80 igeren agar
besiyerlerine kiirdanla ekim yapilmis ve 30 °C’de 3 giin
inkiibe edilmistir [29]. Inkiibasyon sonunda etrafinda
seffaf zon/kristal olusan kolonilerin lipaz/esteraz
ekstraselliller — enzim  aktivitesi  pozitif  olarak
degerlendirilmistir. Bacillus’larin lipaz aktivitelerinin
dogrulanmas1 amac1 ile de % 2.5 zeytinyagi ilave
edilerek hazirlanan Rhodamine B Agar Besiyeri
kullanilmstir [30, 31].

Pektinaz ekstraselliiller enzimi: Pektinaz varligim
arastirmak i¢in iki farkli besiyeri kullanilmistir (Besiyeri
1: Maya ekstrakt1 1 g, Amonyum siilfat 1 g, NaHPO4 6
g, KH,POy4 3 g, Poligalakturonik asit 5 g, Agar 20 g,
Distile su 1000 ml, Besiyeri 2: Maya ekstrakti 1 g,
Amonyum siilfat 2 g, Na,HPO4 6 g, KH,PO4 3 g, pektin
5 g, Agar 20g, Distile su 1000 ml). Bu besiyerilere ekim
yapildiktan sonra 30 °C’de 3-4 giin inkiibasyon
sonrasinda hazirlanan 1% (w/v) setrimonyum bromiir
(CTAB) soliisyonu ile koloniler kaplanmistir. Oda
sicakliginda 10 dak. bekletilmis ve sonra kolonilerin
etrafinda acik zon olusumu pektinaz lireticisi olarak
degerlendirilmistir [32].

Proteaz ekstraselliller enzimi: Bacillus izolatlarinda
proteaz aktivitesini aragtirmak i¢in proteaz besiyerisi
((g/D): KHPO,4 2, glukoz 1, pepton 5, jelatin 15 ve agar
15) kullanilmistir. Besiyerilerine ekilen Bacillus’lar 30
°C’de iki giin inkiibe edildikten sonra bakterilerin
iizerini kaplayacak sekilde civa kloriir solusyonu
dokiilmiistiir [33]. Olusan zonlar proteaz aktivitesi igin
pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Seliilaz ekstraselliiler enzimi: Bacillus izolatlarinin
selilaz aktivitesini aragtirmak i¢in CMC besiyeri
(Tripton 10 g, Maya Ekstrakt1 5 g, NaCl 10 g, Agar 15
g, CMC (Carboxymethylcellulose) 1 g, Distile su 1000
ml) kullanilmistir [26]. Bu besiyeriye ekim yapildiktan
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sonra petriler 30 °C’de 1 gece siireyle inkiibasyona
birakilmigtir. Ureme gozlendikten sonra %0.1 w/v
kongo kirmuzisi ilave edilerek CMCaz ekstraselliiler
enzim aktivite zonu kirmizi zeminde sarimtrak renk
seklinde gozlenmistir [27].

2.5. Bacillus izolatlariin Antibakteriyal
Aktivitelerinin  Belirlenmesi  (Determination  of
Antibacterial Activities of Bacillus Isolates)

Bacillus izolatlarinin indikatdr bakterilerine (Tablo 1)
karst herhangi bir antibakteriyal madde iiretip
iretmedigini arasgtirmak i¢in agar nokta ekim yodntemi
kullamlmustir. 1k olarak Bacillus’larn steril kiirdan
aracilig ile triptik soy agar (TSA) iceren besiyerilerine
nokta ekimi yapilmistir ve 30 ©°C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Ayni zamanda indikator
bakteriler de triptik soy broth (TSB) besiyerinde bir
gece inkiibe edilmistir. Bu indikatdr bakteriler 10 mL
yumusak agar (%0.7 oraninda agar igeren TSB)
icerisine inokiile edilmistir. Bu sekilde hazirlanan
yumusak agar ortami, nokta ekim sonrasi gelisen
kolonileri igeren TSA iizerine ikinci bir tabaka halinde
homojen bir sekilde yayilmistir. Ardindan bir gece
inkiibe edilmistir. Calismanin sonucunda, cevresinde
inhibisyon zonu goézlenen Bacillus’lar, pozitif sonug
olarak, inhibisyon zonu gozlenmeyen Bacillus’lar ise
negatif sonug olarak degerlendirilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan indikator bakteriler (Indicator bacteria
used in this study)
Bitki Patojenleri*

Erwinia amylovora

B. thurigiensis ve B. cereus suslarr**
Bi_subsp. galleriae HD29 (4G5)
Bi_subsp. tolworthi HDS37 (413)
Bi_subsp. israclensis HDS67 (4Q1)

Pseudomonas savastanoi (Ps)  B. thuringiensis Berliner (2046)

Patojenik bakteriler
Bacillus subtilis IMG22

Enterobacter cloaceae ATCCI3047
Enterococcus faecalis ATCC29212
Proteus vulgaris ATCCI3315

Klebsiella pneumonia ATCC13883
Pseudomanas aeroginosa ATCC27853
Staphylococcus epidermidis ATCC12228
Salmonella typhimirium ATCC14028
Staphylacoccus aureus ATCC25923
Yersinia pseudotuberculosis ATCC911
Escherichia coli ATCC25922

Micrococcus luteus

Pseudomonas putida

Pseudomonas savastanoi (Psa) Bt subsp. aizawai HD133 (413)

Bt subsp. tochigiensis HD868 (4Y1)
Bt subsp. kurstaki 3a3b (6102)

Bt subsp. entomocidus HD9 (414)
Bt subsp. canadensis HD30 (4H1)
Bt subsp. aizawai HD137 (415)

Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

Bt subsp. thompsoni HD542 (401) Escherichia coli ATCC 25218
Bt subsp. colmeri 1720 (4X1) Bacillus pumilus DSM27
Bt_subsp. darmstadiensis HD146 (4AM1) Bacillus megaterium lab. izolat1
Bt subsp. morrisoni HDI12 (4K1)

Bt subsp. tenebrionis (4AA1)

Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

Bt subsp. kumamtoensis HDS67 (4W 1)
Bt subsp. thuringiensis (4A1)

Bt subsp. israelensis HD500 (4Q2)

Bt subsp. i is (4Q7)

Bt subsp. kurstaki (4D1)

Bt subsp. kenyae HD293 (4F3)
Bacillus cereus (6AS5)

Bacillus cereus (6A2)

*Yeditepe Universitesi Bi i islik Boliimii laboratuarmdan temin edilen bitki patojeni bakterileri.

Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis

Staphylacoccus sciuri lab. lzolaty

**Bacillus Genetic Stock Center'dan temin edilen B. thuringiensis ve B. cereus suslan.

3. ARASTIRMA BULGULARI (RESEARCH
FINDINGS)
3.1. Bacillus izolatlariin
(Identification of Bacillus isolates)

Tanimlanmasi

Giresun adasindan alinan toprak Orneklerinden izole
edilen Bacillus izolatlar1 morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler yontemler kullanilarak tanimlanmustir.
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Morfolojik c¢aligmalar sonucu Gram pozitif ve spor
olugturma oOzelliklerine sahip 91 izolat belirlenmistir.
Secilen bu 91 Bacillus izolatinin biyokimyasal
tanimlanmalar1 ile biyolojik o6zelliklerinin benzer
olmasindan dolay1r birbirine benzer olan izolatlar
cikarilarak calismaya 73 izolat ile devam edilmistir.
Ayrica bu izolatlarin kristal yapi igerip igeripmedikleri
arastirilmistir.  Yedi izolatta kristal benzeri yapilar
belirlenmistir.

3.1.1. Bacillus izolatlarimin Biyokimyasal Olarak
Tanimlanmasi1 (Biochemical Identification of Bacillus
isolates)

Morfolojik olarak Bacillus oldugu belirlenen 73 izolatin
VITEK 2 cihaz1 kullanilarak biyokimyasal olarak
tanimlanmalar1 yapilmistir. Bu cihazin veri bankasi
kullanilarak Bacillus izolatlarinin benzedigi bakteriler
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Bacillus izolatlarinin VITEK 2 sistemi ile tanimlanmasi
(Identification of Bacillus isolates using VITEK 2 system)
Bakteriler

Brevibacillus laterosporus

izolat nu.

T1, T2, T4, T67

T3, T5, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13, TI4T15,
T16, T18, T19, T24, T25, T27, T28, T31, T32, T34,
T35, T38, T42, T44, T45, T51, T52,T54, TS6, T57,
T62, T63, T64, T65, T66, TGS, T69, T71, T72, TT3

Bacillus cereus/thuringiensis/mycoides

T6, T17,T23, T37, TAL, T46, T47, T53, T59, T60  Tanmmlama yapmad

T20, T30, T33, T39, T43, T48, T49, T50, T55, T70 Bacillus megaterium

T21,T22, T26, T29, T36, TS8 Bacillus pumilus

T40, T61 Bacillus lentus

3.1.2. Bacillus 1izolatlarmm Molekiiler Olarak
Tanimlanmasi (Molecular Identification of Bacillus
isolates)

Calismada 73 Bacillus izolatinin 16S rDNA analizleri
yapilmistir. Izolatlarin  cogaltilan 16S rDNA gen
bolgelerine ait yaklagik 1400 bp uzunlugunda bantlar
elde edilmistir. Bu baz siralar1 NCBI blast programinda
karsilagtirildiktan sonra izolatlarin benzedigi bakteri
sonuglart Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Bacillus izolatlarin 16S rDNA dizin analizi ile
tanimlanmasi (Identification of Bacillus isolates using 16S rDNA

sequencing)
izolat nu.  16S rDNA’ya gére benzedigi bakteriler Erisim Numarasi % *
T1 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki EU153549.1 99
T2 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki EU153549.1 99
T3 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki EU153549.1 99
T4 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki EU153549.1 99
TS Bacillus thuringiensis strain NBRC 3951 AB680181.1 99
T6 Bacillus cereus strain RL-1 KJ744035.1 97
T7 Bacillus cereus strain ZH-3 HM219667.1 98
T8 Bacillus cereus strain CTSP40 EU855216.1 96
T9 Bacillus cereus strain ZH-3 HM219667.1 99
T10 Bacillus cereus strain G38 JX293301.1 98
TI11 Bacillus cereus strain IHB B 6508 KF475854.1 98
T12 Bacillus cereus strain NBRC 3002 AB679979.1 99
T13 Bacillus thuringiensis strain 4-Sj-2-3-7-T KJ009512.1 99
T14 Bacillus cereus strain ZH-3 HM219667.1 98
T15 Bacillus cereus strain AntCr97 HF570102.1 99
T16 Bacillus cereus strain NMSL88 GU568190.1 98
T17 Bacillus sp.D2(2011) JF449448 94
TI18 Bacillus cereus strain IHB B 6508 KF475854.1 98
T19 Bacillus cereus strain SH16 KM248381.1 95
T20 Bacillus megaterium strain MB1-42 KJ843149.1 99
T21 Bacillus pumilus strain ZAP071 KJ801630.1 98
T22 Bacillus pumilus strain B-30 KJ126924.1 98
T23 Bacillus megaterium strain gl AY373360.1 98
T24 Bacillus cereus isolate NHS5-1 EF690422.1 98
T25 Bacillus cereus strain IARI-ME-36 KJ752763.1 98
T26 Bacillus pumilus strain 2.1 KM265462.1 98
T27 Bacillus cereus NBRC 3002 AB679979.1 99
T28 Bacillus cereus strain 2109 JF947356.1 97
T29 Bacillus pumilus strain DZBT01 KM087337.1 98
T30 Bacillus megaterium strain MB1-42 KJ843149.1 98
T31 Bacillus cereus strain NMSL88 GU568190.1 99
T32 Bacillus cereus strain GBSC45 GU568207.1 98
T33 Bacillus megaterium strain PAS 16 KJ789369.1 99
T34 Bacillus cereus strain CTSP40 EU855216.1 99
T35 Bacillus cereus strain IHB B 6504 KF475850.1 98
T36 Bacillus pumilus strain BF17 KJ524515.1 98
T37 Bacillus megaterium strain MB1-42 KJ843149.1 99
T38 Bacillus cereus strain GBSC45 GU568207.1 99
T39 Bacillus megaterium strain IARI-CS-63 JF343154.1 90
T40 Bacillus sp.LS-511 KJ601746 99
T41 Bacillus megaterium strain MB1-42 KJ843149.1 99
T42 Bacillus cereus strain YB18 KJ720022.1 99
T43 Bacillus megaterium strain WZ-2 KJ855770.1 97
T44 Bacillus cereus strain LLCG23 GU568201.1 99
T45 Bacillus cereus strain ChST2.5 JF935135.1 98
T46 Bacillus megaterium strain DZBJOS KM 191302.1 98
T47 Bacillus cereus strain 264ZG5 KF831395.1 98
T48 Bacillus megaterium strain UF07 KF717520.1 95
T49 Bacillus megaterium strain MB1-42 KJ843149.1 98
T50 Bacillus megaterium strain SH6-1 FJ461752.1 99
T51 Bacillus cereus strain ZH-3 HM219667.1 96
T52 Bacillus cereus strain G38 JX293301.1 97
T53 Bacillus megaterium strain WS19 JN688163.1 96
T54 Bacillus cereus strain IARI-MB-6 IN411331.1 97
TS5 Bacillus megaterium strain S20510 KF956591.1 98
T56 Bacillus cereus strain g9 KMO019855.1 98
T57 Bacillus cereus strain IN174 KF150416.1 98
T58 Bacillus pumilus strain DZBT01 KMO087337.1 93
T59 Bacillus megaterium strain MP02 KF717500.1 96
T60 Bacillus megaterium strain ALA2 AY739901.1 95
T61 Bacillus megaterium strain SCMC89 KF358455 95
T62 Bacillus cereus strain NMSW23 GU568186.1 98
T63 Bacillus cereus strain NAS GQ280810.1 99
T64 Bacillus cereus strain M3 JF836883.1 98
T65 Bacillus cereus strain GBSC45 GU568207.1 98
T66 Bacillus cereus strain DBM DQ521606.1 97
T67 Bacillus cereus strain MAL 5D KM251864.1 96
T68 Bacillus cereus strain SMR22 KF600770.1 91
T69 Bacillus cereus strain HPCA2 JQ512967.1 98
T70 Bacillus megaterium strain ALA2 AY739901.1 95
T71 Bacillus cereus strain SNAP21 KJ722482.1 98
T72 Bacillus cereus strain IARI-MB-6 IN411331.1 97
T73 Bacillus thuringiensis strain LAMA 1099 KM272764.1 97

*:%97 altindaki benzerlikler eksik okumadan kaynaklanmaktadr.
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3.2. Bacillus 1izolatlarmin Ekstraselliler Enzim
Uretme Yetenekleri (Extracellular Enzyme Production
Capabilities of Bacillus Isolates)

Bacillus izolatlarinda amilaz, lipaz/esteraz, Kkitinaz,
ksilanaz, pektinaz, proteaz ve seliillaz ekstraselliiler
enzim iretme yetenekleri kalitatif olarak incelenmistir.
Bacillus izolatlarina ait izolatlarin ekstraselliiler enzim
aktivite sonuglari tablo 4’de verilmistir. Baz1 Bacillus
izolatlarinin enzim iiretme yeteneklerine ait kalitatif
gorintiiler sekil 1°de verilmistir.

Tablo 4. Bacillus izolatlarina ait ekstraselliiler enzimler (Extracellular
enzymes belonging Bacillus isolates)

Lipaz/esteraz Pektinaz
izolatnu. | Amilaz_|Kitinaz | Tween 20 | Tween 80 | Tribiitirin| Rho. B agar | Ksilanaz |Pektinaz 1[Pektinaz 2 Proteaz | Seliilaz
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Tween 20 ‘Tributirin

AITS (NegK) BTO (PozK)  A:T41 (NegK) B:T42 (PozK) A:T41 (NegK.) BiT42 (PozK.)

Pektinaz
2 K.) B:T6 (Poz.K.)

AIT30 (Neg T36 (PozK) A:TS

Proteaz Seliilaz
AIT27 (PozK.) AIT27 (NegK.) B:T29 (PozK.)

Sekil 1. Bacillus izolatlarina ait bazi enzimlerin kalitatif gorintiileri.
(Qualitative images of some enzyme contents of Bacillus isolates)

3.3. Bacillus izolatlarinin Antibakteriyal Ozellikleri
(Antibacterial properties of Bacillus isolates)

Bu calismada izole edilen Bacillus izolatlarinin, B.
thuringiensis suslar1 ile patojenik bakterilere karsi
antibakteriyal Ozellikleri incelenmistir. Bazi Bacillus
izolatlarinin indikator bakteriye karsi gostermis oldugu
antibakteriyal aktivite sekil 2°de goriilmektedir. Bacillus

izolatlarmin calismada kullanilan indikator
bakterilerden Staphylococcus epidermidis,

Xanthomonas axonopodis, Pseudomonas syringae ve
Micrococcus luteus’a kars1 antibakteriyal aktivitelerinin
olmadig1 gorilmistir. T9, T12, T20, T25, T27, T33,
T34, T35, T39, T40, T41, T46, T49, T55, T60 ve T70
numarali Bacillus izolatlarinin ¢alismada kullanilan
indikator bakterilere karsi aktivite gostermedigi tespit
edilmistir. Calismada kullanilan 9 izolat tablo 5’te
verildigi gibi bazi indikatér bakterilerine karsi
antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Diger 48 izolat daha diisiik oranlarda antibakteriyal
aktivite gdstermistir.

Sekil 2. Bacillus izolatinin antibakteriyal aktivite gériintisi. 4Y1:
Indikator Bakteri (Bacillus thuringiensis subsp. tochigiensis HD868);
A: Tzolat T71 (Antibacterial Activity Image of Bacillus isolate. 4Y1:
Indicator Bacteria (Bacillus thuringiensis subsp. tochigiensis HD868))

286

Topraktan izole edilen Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi
ve biyolojik ozelliklerinin arastiriimast

Tablo 5. Indikator bakterilere karsi yiiksek antibakteriyal aktivite
gosteren Bacillus izolatlar. (Bacillus isolates which show high

antibacterial activity against indicator bacteria)

indikatér Bakteriler

izolat nu.* |izolatn adi |Bitki B. thurigiensis ve B. cereus suslan
B. pumilus |P. savastanoi (Psa) |Bt subsp. kurstaki 3a3b (6102)

Bt subsp. colmeri (4X1)

Bt subsp. thompsoni HD542 (401)

Bt subsp. entomocidus HD9 (414)

Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

T26 Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1)
Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

Bt subsp. tenebrionis (4AA1)

Bt subsp. galleriae HD29 (4G5)

Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)
|Bacillus cereus (6A2)

Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1) |E. coli ATCC25922
Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

Bt subsp. tenebrionis (4AA1)

T36 B subsp. galleriae HD29 (4GS)

Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)

Bt subsp. kurstaki 3a3b (6102)

Bt subsp. israclensis HD567 (4Q1)

Bt subsp. colmeri 1S720 (4X1)

Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

Bt subsp. canadensis HD30 (4H1)

Bt subsp. israclensis HD567 (4Q1)

Bt subsp. thompsoni HD342 (401)
T4 Bt subsp. entomocidus HD9 (414)

Bt subsp. kurstaki 3a3b (6102)

B subsp. galleriae HD29 (4GS)
|Bacillus cereus (6A5)

|Bacillus cereus (6A2)

Bt subsp. kurstaki 3a3b (6102)

B subsp. kenyae HD293 (4F3)

Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

T51 Bt subsp. entomocidus HD9 (414)

Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)

Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1)
Bacillus cereus (6A2)

Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

Bt subsp. indiana HD521 (4S2)
Bacillus cereus (6A2)

T52 Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)

Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1)
Bt subsp. entomocidus HD9 (414)

| Bt _subsp. kurstaki 3a3b (6102)

| B.cereus | Bt subsp. israelensis (4Q7)

Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1)
T62 Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

| Bacillus cereus (6A2)

Bacillus cereus (6A5)

| B.cereus P. savastanoi (Ps) Bt subsp. israelensis (4Q7)

E. amylovora | Bt subsp. thuringiensis (4A1)

Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)

Bt subsp. tenebrionis (4AA1)

Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

Bt subsp. thompsoni HD542 (401)

Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

T68 |B. thuringiensis Berliner (2046)

Bt subsp. canadensis HD30 (4H1)

Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1)
Bt subsp. morrisoni HDI12 (4K 1)

Bt subsp. kumamtoensis HDS67 (4W1)
B subsp. galleriae HD29 (4GS)

| Bacillus cereus (6A2)

[Bacillus cereus (6A5)

Bt subsp. israelensis (4Q7)

Bt subsp. thuringiensis (4A1)

Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)

Bt subsp. tenebrionis (4AA1)

Bt subsp. thompsoni HD542 (401)

Bt subsp. kenyae HD136 (4F1)

Bt subsp. canadensis HD30 (4H1)
T69 Bt subsp. darmstadiensis HD146 (4M1)
Bt subsp. morrisoni HD12 (4K 1)

Bt subsp. kumamtoensis HD867 (4W1)
Bt subsp. galleriae HD29 (4G5)
|Bacillus cereus (6A2)

Bacillus cereus (6A5)

Bt subsp. israelensis HD500 (4Q2)

B subsp. kenyae HD293 (4F3)

Bt subsp. thuringiensis (4A1)

Bt subsp. morrisoni HD12 (4K 1)

Bt subsp. israelensis (4Q7)

Bt subsp. aizawai HD137 (415)

Bt subsp. tochigiensis HD868 (4Y 1)
T71 B. thuringiensis Berliner (2046)

Bt subsp. tolworthi HD537 (4L3)

Bt subsp. indiana HD521 (4S2)

Bt subsp. kumamtoensis HD867 (4W1)
Bt subsp. entomocidus HD9 (414)

Bt subsp. aizawai HD133 (413)
Bacillus cereus (6A2)

|Bacillus cereus (6A5)

*Bu izolatlar indikatér bakterilere kars: yiiksek aktivite gdstermistir. Zon ¢api:15-20 mm

Patojenik bakteril
E. coli ATCC25922

B. pumilus | P. putida

B. cereus

B. cereus B. subtilis IMG22

B. cereus B. subtilis IMG22

E. coli ATCC25922
B. subtilis IMG22

E. coli ATCC25922
B. subtilis IMG22

Bcereus  |E. amylovora

B. pumilus DSM27
B. megaterium

B. cereus
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4. TARTISMA (DISCUSSION)

Bu c¢alismada Karadeniz’in tek adasi olan Giresun
adasindan alinan toprak orneklerinden izole edilen 73

Bacillus izolati tamimlanarak ekstraselliiler enzim
iretme yetenekleri ve antibakteriyal oOzellikleri
incelenmistir.

Caligma sonucu izolatlarin 45’inin B. cereus grubu
iiyesi oldugu ve kristal benzeri yapilari i¢eren 7 izolatin
B. thuringiensis oldugu tespit edilmistir. Literatiire

baktigimizda  B. cereus  Uyeleri  arasindaki
benzerliklerinden  dolayr bu  grubun {iyelerini
tanimlayabilmek i¢in ilave c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir. B. cereus iiyeleri bir¢ok ortamdan izole
edilebilmektedir. B. cereus grubunda yer alan tiirler B.
cereus [34], B. thuringiensis [34, 35], B. anthracis [34],
B. mycoides [34], B. pseudomycoides [36], B.
weihenstephanensis [37] ve B. cytotoxicus [38] dir.
Diger izolatlarin 10’u B. megaterium, 6’s1 B. pumilus ve
12°si Bacillus sp. olarak tanimlanmistir. VITEK 2 cihazi
ile yapilan ¢aligma sonucunda T20, T30, T33, T39, T43,
T48, T49, T50, T55 ve T70 numarali izolatlarin B.
megaterium’a benzer oldugu ve 16S rDNA analiz
sonuglarina gore ise yiiksek oranda B. megaterium ve B.
aryabhattai  benzedigi bulunmustur. Yapilan bir
calismada B. megaterium bakterisinin koloni rengi
beyaz/krem renkli oldugu belirtilitken B. aryabhattai
bakterisinin ise seftali renkli oldugu bildirilmektedir
[39]. Bu galismada izolatlarin koloni renklerinin krem
renkli olmasi ve molekiiler caligmalari destekleyen
biyokimyasal c¢alismalar sonucu izolatlarin  B.
megaterium bakterisi olduguna karar verilmistir. VITEK
2 cihaz ile yapilan ¢alisma sonucunda T21, T22, T26,
T29, T36 ve T58 numarali izolatlarin B. pumilus’a
benzer oldugu ve 16S rDNA sonuglarimin da yiiksek
oranda B. pumilus’a benzemesinden dolayr bu
izolatlarm  B.  pumilus’e  ait  suslar  oldugu
diisiiniilmektedir. Diger izolatlarim (T6, T17, T23, T37,
T40, T41, T46, T47, T53, T59, T60, T61) biyokimyasal
ve molekiiler analiz sonuglari benzer sonuglar
vermemesinden dolay1 bu izolatlar Bacillus sp. olarak
tanimlanmusgtir.

Bacillus izolatlarmin ekstraselliiler enzim aktivite
sonuglart degerlendirildiginde 38 izolatin amilaz, 53
izolatin lipaz/esteraz, 16 izolatin kitinaz, 7 izolatin
ksilanaz, 2 izolatin pektinaz, 73 izolatin proteaz ve 35
izolatin seliillaz ekstraselliiler enzim aktivitesi pozitif
olarak bulunmustur.

T26, T44, T51, T52, T62, T68, T69 ve T71 numarali
izolatlar kullanilan indikatdr bakterilere karsi diger
izolatlara gore daha yiiksek aktivite gdstermislerdir.
Bacillus tiirleri ve B. cereus bakterileri antibiyotikler,
proteinazlar ve bakteriyosinler gibi ¢esitli biyolojik aktif
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metabolitler {iretmektedirler. Cogu bakteri diger
bakterilere in vitro biiylimeleri siiresince inhibitdr etki
gostermektedir [40]. Laktik asit bakterileri tarafindan
iiretilen bakteriyosinler ¢cok calisilmistir. Bacillus’larda
ozellikle B. cereus bakterileri ile ilgili bakteriyosin
calismalar1 sinirhidir. B. coagulans tarafindan iretilen
coagulin  olarak adlandirilan  plazmit kaynakli
antilisterial bakteriyosin Le Marrec vd. [41] tarafindan
rapor edilmistir. Buna ilave olarak B. subtilis JH642 ve
yaban tipi B. subtilis 22A {retilen antilisterial peptid
saflagtinllmistic [42]. B. licheniformis 26-103RA susu
lichenin olarak adlandirilan bakteriyosin iretirken [43],
B. thuringiensis tarafindan Thuricin 7 iretilmektedir
[44]. Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen basitrasin,
pumilin ve gramisidin antibiyotikleri Gram pozitif
bakterilere (Staphylococci, Streptococci, Corynebacter,
Streptomyces)  karsi,  tetrasiklin,  kloramfenikol,
vankomisin, gentamisin Gram negatif bakterilerine kars1
ve Lactobacillus lactis tarafindan iiretilen nisin
laktobacillus bakterilerine karsi kullanilmaktadir [45].
Antagonistik bakteriyal ajanlar ile bitki hastaliklarimi
kontrol ~ etme  ¢abalart  bagarili  bir  sekilde
yiiriitilmektedir [46, 47]. Bacillus tiirlerinin biyolojik
kontrol mekanizmalarin1 aydinlatmak igin ¢esitli
calismalar  yapilmaktadir.  Antagonistik  aktivite
antibiyotik ozellikli sekonder metabolitlerin iiretimiyle
cogunlukla iliskilidir [48, 49, 50].
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