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Oz

Bitki rizosfer kisminda bulunan Fosfor(P) ¢6zlici mikroorganizmalar, topraktaki bitki tarafindan
alinamayan ¢6ziinmez haldeki P’nin ¢bzlinmesini saglamaktadir. Bu c¢alismada 35 farkh bitki rizosfer
topragindan izole edilen 117 fosfat ¢ozlici bakterinin in vitro ortamda hicre yogunluklari ve salgiladiklari
organik asitlerin fosfat ¢cdzme degerlerine etkileri arastirilmistir. izolatlarin TCP iceren NBRIP besiyerinde fosfat
¢6zme degerlerinin 35.6 ve 387.9 mg L™ arasinda degistigi tespit edilmistir. izolatlar ¢6zdiigii fosfor miktari ile
dogru orantil sekilde ortamin pH sin 6.8-7.0 dan 4.5-5.7 arasina distrdikleri gérilmistur. Yiksek derecede
fosfat ¢c6zen 15 adet bakteri secilerek tanilamasi MALDI-TOF MS tanilama sistemi ile yapilmistir. Tanisi yapilan
izolatlar Enterobacter cloacae(2), diger izolatlar ise Enterobacter cancerogenus, Enterobacter ludwigii,
Enterobacter asburiae, Citrobacter koseri, Staphylococcus epidermidis, Microbacterium laevaniformans,
Pseudomonas anguilliseptica, Lelliottia amnigena, Agromyces rhizospherae, Agromyces cerinus ssp cerinus,
Arthrobacter tecti, Microbacterium hominis ve Microbacterium liquefaciens sekilinde tanilanmistir. izolatlarin
fosfat cozmede en 6nemli mekanizma olan organik asit(Fumarik asit, Laktik asit, Tartarik asit, Malik asit, Sitrik
asit, Glasiyal asetik asit, Suksinik asit ve Maleik asit) sentezlerinin farkl miktarda ve cesitte oldugu HPLC ile
belirlenmistir. Bakteriler arasindaki Enterobacter cancerogenus toplam organik asitmiktari(10.758 mg ml?) en
yiiksek, Microbacterium liquefaciens izolati ise en disik miktarda(2.964 mg ml?) olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda izolatlarin organik asit olarak yiiksek miktarda(5.128-0.652 mg ml?) laktik asit salgiladiklari
belirlenmistir. Toplam organik asit miktarinin izolatlarin ¢6zdUgi fosfor miktari ile dogru orantili pH ile ters
orantili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Fosfat ¢6ziicli bakteriler, maldi-tof ms, organik asit, toprak bakterileri

Determination of the Relationship Between Phosphate Solubilizing with Organic Acid
Production of Some Soil Bacteria

Abstract

In this study, were investigated the effects of 117 phosphate solubilising bacteria isolated from 35
different plant rhizosphere soil on phosphate solubilising the cell density and the release of organic acids at the
in vitro conditions. It was determined that the phosphate solubilising containing TCP ranged between 35.6 and
387.9 mg L values of the isolates in the NBRIP medium. It was observed that the pH of the medium decreased
from 6.8-7.0 to 4.5-5.7 in accurate ratio with the amount of phosphorus solubilising. 15 high phosphorus
solubilising bacteria were selected and identified by MALDI-TOF MS identification system. Among the identified
isolates as Enterobacter cloacae(2),Enterobacter cancerogenus, Enterobacter ludwigii, Enterobacter asburiae,
Citrobacter koseri, Staphylococcus epidermidis, Microbacterium laevaniformans, Pseudomonas anguilliseptus,
lagus spp. Microbacterium liquefaciens. The synthesis of organic acid(Fumaric acid, Lactic acid, Tartaric acid,
Malic acid, Citric acid, Glasial acetic acid, Succinic acid and Maleic acid) which is the most important mechanism
in phosphate solubilising of isolates, was determined by HPLC. Among the bacteria Enterobacter cancerogenus
total amount of organic acid (10.758 mg ml') was the highest, the lowest amount of Microbacterium
liquefaciens (2.964 mg ml!) was determined. It was determined that total amount of organic acid was directly
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proportional to the amount of phosphorus solubilising by isolates and inversely proportional to pH. It was also
determined that the isolates secrete high amounts of lactic acid (5.128-0.652 mg ml?) as organic acid.

Keywords: Phosphate solubilizing bacteria, maldi-tof ms, organic acid, soil bacteria

Girig

Fosfor (P), bitkiler icin; blaylime, verim ve
tohum olusumu icin gereken en 6nemli besin
elementlerinden biridir. Birgok tarim topraklarinda

yiksek miktarda inorganik ve organik P
bulunmasina ragmen; primer, hidroksi ve
oksiapatit benzeri minerallerde(Demir  ve

Alliminyum) tutundugundan bitkiler tarafindan
alinabilir formda degildir(Adesemoye ve Kloepper,
2009). Topraga dizenli olarak glibreleme yapilsa
bile uygulanan inorganik P'nin % 90’a yakini Fe, Al
ve Ca elementleri tarafindan fikse
edilmektedir(Gyaneshwar ve ark., 2002). Fikse
edilen mineral P bitkiler tarafindan verimli bir
sekilde alinamaz ve buna bagh olarak asiri sekilde P
uygulamasi bir¢cok cevresel ve ekonomik sorunlara
neden olmaktadir(Sharpley, 1995).

Fosforun bitki icin O6nemini belirten
calismalarda, bitkide fosfor eksikliginin meydana
gelmesi, bitkinin hastalik etmenlerine karsi daha
dayaniksiz hale geldigi ve Urin verimin distigu
belirtilmistir(Gaffaroglu ve ark., 2019; idikut ve

Yildiz, 2018). Yapilan c¢alismalarda  bazi
mikroorganizmalarin  toprakta P donglsiinde
onemli olduklari belirlenmistir. Fosfat ¢b6zen

mikroorganizma olarak adlandirilan bu bakterilerin,
izole edilmesi, fosfor ¢6zme mekanizmalarinin
arastirilmasi, tanilanmasi, gelistirilmesi ve tarimda
kullanimi 6nem arz etmektedir. Bacillus, Erwinia,
Pseudomonas, Burkholderia, Rhizobium, vb. gibi
bakteri tirlerinin bir¢ok tlrli P ¢6zlime aktivitesi
gostermektedir(Rodriguez ve Fraga, 1999). P ¢6zen
bu mikroorganizmalarin tarimda dogal biyogiibre
amaci ile kullanilmasi kimyasal glibrelerin meydana
getirdigi toprak kirliliginin azalmasina yonelik bir
adim olarak kabul edilmektedir(Vassilev ve ark.,
2006). Mikroorganizmalarin mineral fosfatlarin
¢OzUnurlGglinde mikroorganizma tarafindan
Uretilen gesitli organik asitlerin temel mekanizma
oldugu kabul edilmektedir(Acevedo ve ark., 2014).
Bar-yosef (1991) fosfat ¢ozen mikroorganizmalarin
fosfat ¢6zme mekanizmasinin genellikle
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen organik
asitler oldugunu belirtmistir. Mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen bu organik asitler mikrobiyal
hiicrelerin etrafini asitlestirerek P ¢6zlinmesini
saglamaktadir(Zeng ve ark., 2016). Fosfor ¢oziicu
bakterilerden olan Pseudomonas sp., Erwinia(Liu
ve ark., 1992) ve Ps. cepacia (Goldstein, 1995)
oldugu; R. leguminosarum, R. meliloti(Halder ve
Chakrabartty, 1993), B. firmus (Banik ve Ninawe,
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1988) gibi fosfat ¢ozlicllerin 2-keto glukonik asit
salgiladigi ortaya konulmustur.

Yapilan farkh calismalarda
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan organik
asitlerden olan oksalik asit, sitrik asit, laktik asit,
glukonik asit vb. belirlenmesinde High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) kullanilmistir(White
et al,, 1999). HPLC yontemi ile sivi besi yerinde
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan organik
asit cesitleri ve miktarlari belirlenebilmektedir.
Kullanilan HPLC analizi ile her organik asitin
olusturdugu pik farkli bir organik asitin bir piki ile
birbirinden ayrilabilmektedir. Bu neden ile HPLC
yontemi organik asitler dahil olmak Uzere birgok
farkh organik bilesiklerin  miktarinin, c¢esidinin
belirlenmesi ve tanimlanmasi igin dogru ve uygun
bir yontemdir(Zaky et al., 2017). Bektas (2020)
toprakta laktik asit ve fumarik asit salgilayan
onemli bazi fosfat ¢ozlicli funguslarin belirlenmesi
amaci ile vyaptigi calismada funguslarin farkh
oranlarda organik asit salgiladiklarini ve salgilanan
organik asit miktari ile fosfor ¢oziiculuginin
birbirleri ile orantil oldugunu belirlemistir. Ayni
zamanda salgilanan organik asit miktari ve cesidi
belirlemek icin HPLC yontemi kullanmistir.Farkl
tirde P ¢6zen mikroorganizmalarin P ¢6zmede en
onemli mekanizma olan organik sentezlerinin
arastirilarak birbiri ile kiyaslanmasi gerekmektedir.

Yapilan bu calismada Amasya ilinde tarim
alanlarinda yetistirilen bitkilerin rizosfer kismindaki
topraktan P ¢O6zen mikroorganizmalar izole
edilmistir. izole edilen bakterilerin sivi National
Botanic Research Institute Phosphate (NBRIP) besi
ortamda P ¢dzme degerleri belirlenmistir. Yiiksek
miktarda P ¢6zen mikroorganizmalarin tanilanmasi
MALDI-TOF MS tanilama sistemi ile yapilmistir.
Bakterin P ¢6zmede en 6nemli mekanizmasi olan
Organik asit sentezleri(Fumarik asit, Laktik asit,
Tartarik asit, Malik asit, Sitrik asit, Glasiyal asetik
asit, Suksinik asit ve Maleik asit) ve miktarlarinin
belirlenmesi HPLC(High—Performance Liquid
Chromatography) analizi ile vyapilarak, P
¢OzUnUrliginin organik asit miktar ile ve pH
arasindaki iliski arastiriimistir.

Materyal ve Metot
Fosfat ¢6zen bakterilerin izolasyonu

Fosfat ¢ozen bakterilerin izolasyonu, 2019
yllinda Amasya ilinde Suluova ilgesinde tarimi
yapilan  bitkilerin(sogan, bugday, misir ve
sekerpancari) rizosfer bolgesinden alinan toprak
orneklerinden, Mirik (2005) tarafindan belirtilen



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 8(1): 66-76, 2021

yonteme gore yapilmistir. Bakteri izolasyonu igin
yapilacak toprak ornekleri tarim alanlarinda
digerlerine gore daha fazla gelismis 8 sogan, 9
bugday, 8 misir ve 10 sekerpancari bitkisini rizosfer
kismindan 20-30 cm derinlikten alinmistir. Bitki
rizosfer kismindaki yumusak toprak bitkiden
ayrilarak 35 adet toprak ornegi bakteri izolasyon
islemi igin laboratuva getirilip kurutularak, tahta
tokmakla déviiliip ezilmis ve 2 mm ¢apl eleklerden
elenmistir. izolasyon islemi igin 10 g toprak 6érnegi
alinarak 90 ml fizyolojik su (%0.85 NaCl) icerisinde
iki saat 160 dev dak.Yda calkalayicida
calkalanmustir. Sispansiyondan 1.0 ml alinip icinde
9.0 ml fizyolojik su bulunan tlpe ilave edilmis ve
tlip karistiricida iyice karistirildiktan sonra 10 kat
dilisyon serileri hazirlanmistir.  Uglinci  ve
dordiinct dilisyon serilerinden 100 ul alinarak, P
¢6zen bakterilerin belirlenmesi igin trikalsiyum
fosfat(TCP) iceren NBRIP; Glikoz, 10 g; Cas(POa):
(TCP) 5 g; MgCl2.6H20, 5 g; MgS04.7H20, 0.25 g;
KCl, 0.2 g ; (NH4)2S04, 0.1 g ve Agar, 15 g; saf su
1000 mL; pH 7.0) besi ortamina ylzeysel ekim
yontemiyle ekim yapilmistir(Nautiyal ve ark., 2000).
Besi ortamlari 27+1 °C'de 72 saat sire ile inkibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra besi ortaminda
cevresinde fosforu ¢ozme belirtisi olarak zon
olusturan koloniler segilerek ¢izgi ekim yontemiyle
saf klltur elde edinceye kadar kati King B (KB) besi
ortaminda ekim yapilmistir.izole edilen tim
bakterilerin fosfor ¢cozme indeksleri kati NBRIP besi
ortamina ¢ tekrarli nokta ekimi yapilarak;
Cozulebilir fosfor indeksi= koloni c¢api+seffaf zon
cap! / koloni capi seklinde hesaplanmistir(Johri ve
ark., 1999).

Bakterilerin P ¢6zme degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan yéntemde, 108 CFU ml?
bakteri yogunluguna ayarlanmis slspansiyondan
100 pl ahnarak, sivi NBRIP besi ortami igeren
tiplere inokule edilmistir. Deneme (g tekerrirli
olarak vyapilmistir. Besiyerleri 150 dev.dak.®
calkalayicida 27+1°C’'de 10 giin inkibe edilmistir.
Ayni sekilde E. coli ekilen besiyerleri ise kontrol
amaci ile kullanilmistir(Nautiyal, 1999). Bakterilerin
¢O6zdugl P’yi hesaplamak icin besiyerindeki
bakterileri, suda ¢ozilmeyen kati maddeleri ve
Casz(P0a4)2’yi ¢oktirmek amaci ile tlipler 10.000 dev.
dakda 10 dakika santrifij yapilmis ve
siipernatant elde edilmistir. Supernetant kisimdan
pipet yardimiile 1 ml alinarak 10 ml’lik yeni tiiplere
aktarilarak Uzerine 9 ml saf su eklenerek
seyreltilmistir. Olusan karisim Gzerine 1 ml Barton
¢Ozeltisi eklendikten sonra 30 dak. karanhk
ortamda 25+1°C’'de inklbe edilmistir.
Spektrofotometrik analizler i¢in stok fosfor ¢ozeltisi
ile farkh ppm dozlarinda (0, 10, 25, 50, 100, 200
ppm) bes standart ¢6zelti hazirlanmistir. Hazirlanan
¢Ozeltiler 430 nm’de Olgllmis ve absorbans
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degerleri kaydedilmistir. Karanlik ortamda inkiibe
edilen ¢ozeltilerde ¢6ziinmis halde ne kadar fosfor
bulundugu 430 nm’de spektrofotometrede
Olcllerek elde edilen absorbans degerleri, standart
¢Ozeltilerin absorbans degerleri ile kiyaslanarak
¢Oziinen P degerleri ppm diizeyinde
hesaplanmistir(Barton, 1948).

Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS sisteminde
tanimlanmasi

Yiksek miktarda fosfor ¢o6zen 15 adet
bakteri izolatinin tanisi, Hatay Mustafa Kemal
Universitesi  Bitki Sagligi Klinigi Uygulama ve
Arastirma Merkezi'nde bulunan MALDI-TOF MS
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time
of Flight Mass Spectrometry, Bruker Daltonics
GmbH, Bremen, Almanya) mikroorganizma
tanimlama cihazi kullanilarak yapilmistir. MALDI-
TOF MS son yillarda mikrobiyolojik tanilamada hizl
ve givenilir olan matriks yardimli lazer desorpsiyon
iyonizasyon ucgus sireli kitle spektroskopi
cihazidir(Ahmad ve ark., 2012). MALDI-TOF sistemi
dogrudan bakteriden lazer ile elde edilen protein
profillerinin  cihaz tarafindan kitlUphanesinde
tanimh izolatlar ile karsilastirima prensibine
dayanan en son teknolojik bir tanilama sistemidir.
Saf kiltirden alinan ve kati TSA besi ortaminda
gelisen 1 gunlik bakteri kolonisinden alinan
ornekler ethanol/formik asit ydontemi ile muamele
edildikten sonra (Pavlovic ve ark., 2012) cihazin
ornek tablasina yuklenerek cihazin
kuttphanesindeki mikroorganizmalar ile
BioTyper™ 1.1 software (BrukerDaltonics, Bremen,
Almanya) vyazilimi ile karsilastirilarak teshisleri
yapilmistir. Tanilama sonucunda, yiksek olasilkli
tir teshisi; 2 000-3 000(yesil renk), cins dizeyinde
ve muhtemel tir dizeyinde teshis; 1 700-1 999
(sar1 renk) arasindaki skala degerleri kullanilarak
degerlendirilmistir(Uysal ve ark., 2008).

Fosfat ¢oziiniirliigii, pH ve organik asitlerin
tanimlanmasi

Fosfor  ¢ozlici  bakteriler  tarafindan
sentezlenen organik asit cesidi,miktari ve ortam
pH’sinin  fosfat ¢ozunarlGgh lzerine etkisini
belirlemek icin, TCP iceren sivi NBRIP besi ortamina
108 CFU ml? yogunluktaki bakterilerden 100 pl
inokiile  edilmistir.  inkiibatérde  27+1°C'de
inkiibasyona birakilan bakteri kiltarlerinin pH’ya
etkisini belirlemek icin, inkiibasyonun 10. glinlinde
sivi besiyerinin pH’si, pH metrenin(Hanna - pH 211)
probunun alkol(% 70) ile dezenfekte edilerek
besiyerine daldirilarak 6l¢tilmesi ile kaydedilmistir.
NBRIP besi ortamindaki, suda ¢0zilmeyen kati
maddeleri ve ¢6ziinmemis halde bulunan kalan
TCP’yi ¢oktirmek amaci ile tiipler 10.000 dev dak
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Yda 10 dakika santrifij(Hermle Z206A) yapilmis ve
slpernatant elde edilmistir. Supernatant
icerisindeki organik asitler, (Bevilacqua ve Califano
1989) tarafindan verilen yontem kullanilarak HPLC
cihazinda (Agilent HPLC 1100 G 1322) analize tabi
tutulmustur. Stpernatant kisim 6nce kaba filtre
kagidindan, daha sonra iki kez 0.45 um membran
filtreden (Millipore Millex-HV Hydrophilic PVDF,
Millipore, ABD) ve son olarak SEP-PAK C18
kartusundan gegirilmistir. HPLC sisteminde Inertsil
ODSs-3, (18 (4.6x250 mm) kolon(Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, ABD), kullaniimis ve
cihaz CBM-20 Alite paket program iceren
bilgisayarla kumanda edilmistir. Dedektér 190 ve
800 nm dalga boylarina ayarlanmistir. Calismada
mobil faz olarak 0.45 pum membran filtreden
gecirilen % 5’lik 1 mL dak? akis hizinda sahip
MeCN(Asetonitril), pH: 2.0 kullanilmistir. Filtre
edilmis sivida organik asitler % 85'lik aseto nitril sivi
faz yardimiyla refraktif indeks detektériine sahip
HPLC cihazinda belirlenmistir. Ornekteki organik
asit pikleri, cihaza okutulan organik asit
standartlarindan olusan pikleri ile karsilastirilarak

organik asit tayini yapilmistir. Elde edilen degerler
ppm cinsinden hesaplanmistir.

istatistiksek analiz

Arastirmadan elde edilen verilerin varyans

analizi ve gruplar arasindaki karsilagtirmalar
(Duncan testi) SPSS 20.0 paket programi
kullanilarak yapilmistir (Spss, 2011). Gruplarin

etkileri (6nemlilikleri) p<0.05 6nem dizeyinde
degerlendirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Fosfor ¢ozlici bakterilerin  izolasyonu
Amasya ili Suluova ilgesinde tarimi yapilan 35 adet
bitkinin kok cevresindeki topraktan yapilmistir.
Alinan toprak érneklerinden elde edilen 10 ve 10
dilisyon sivilarinin  kati NBRIP besi ortamina
yuzeysel ekilmesi ile koloni c¢evresinde farkh

miktarda zon olusturan 117 adet fosfor ¢o6zen
bakteri izolati elde edilmistir(Sekil 1). izolatin fosfor
¢6zme indekslerinin ise 1.08-6.78 arasinda degistigi
belirlenmistir.

Koloni

Zon

Sekil 1. Fosfor ¢6zen bakterilerin kati NBRIP besi ortaminda olusturdugu zonlar(a) ve izolatlarin fosfor ¢c6zme

indekslerinin belirlenmesi(b)

P ¢oziiniirliigii ve pH

Bakterilerin ppm cinsinden P
¢OzUnUrliginin belirlenmesinde sivi NBRIP besi
ortaminda 10 glin inkGbasyonundan besi

ortamindaki hiicre yogunluklari, pH ve ¢dzliinms P
konsantrasyonlari 6lgilmis hesaplanmistir (Cizelge
1). TCP igeren sivi ortamda ortamin pH’sinin 6.8-
7.0'den 5.7-4.5'ye kadar belirgin bir sekilde
distiglh belirlenmistir. Bakteri izolatlarinin sivi
ortamda ¢6zdigu P konsantrasyonu ise, farkli
izolatlar arasindaki 35.6 ve 387.9 mg L arasinda
degistigi belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan
E.coli uygulamasinda ise ortamin pH sI 6.6 olarak
Olgllmistir ve ¢oziinmiis P konsantrasyonu 15.1
mg L olarak hesaplanmustir. izolatlar arasinda en
fazla P ¢6zme miktarina sahip Enterobacter
cancerogenus (387.9 mg L) ardindan Enterobacter
ludwigii (383.1 mg L) olarak belirlenip ve bu iki
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izolatin bulundugu ortamin pH’si en fazla disus
gostererek 4.5 olarak 6lgllmastir. Segilen izolatlar
arasinda en disik fosfor ¢ozme miktarina sahip
(304.7 mg L) Microbacterium liquefaciens izolati
olarak belirlenmis ve ortamin pH'l ise segilen diger
bakterilerin ortam pH’sina goére daha yliksek
oldugu(5.7) belirlenmistir. Buna bagli olarak pH ile
¢O6ziinmls P konsantrasyonu arasinda gigcliu bir
negatif  korelasyon  gbzlemlenmistir.  Hicre
yogunluklari ve ¢bdziinen P konsantrasyonu
arasinda da pozitif korelasyon goézlemlenmistir.
Kontrol olarak kullanilan E. coli izolatinin P ¢6zme
ozelligi ¢ok disik oldugundan dolayr hiicre
yogunlugu artmasina ragmen ¢ozinmis P
konsantrasyonu 15.7 mg L olarak kaydedilmistir.
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Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS sisteminde
tanimlanmasi

Sivi besi ortaminda yiiksek miktarda P ¢6zen
ve tanisi yapilan 15 izolatin MALDI-TOF MS
analizlerinde skor degerleri incelendiginde, bu 15
tirin yuksek olasilikli  olarak; Enterobacter
cloacae(2), Enterobacter cancerogenus,

Enterobacter ludwigii, Enterobacter asburiae,
Citrobacter koseri, Staphylococcus epidermidis,
Microbacterium laevaniformans, Pseudomonas
anguilliseptica, Lelliottia amnigena, Agromyces
rhizospherae, Agromyces cerinus, Arthrobacter
tecti, Microbacterium hominis ve Microbacterium
liquefaciens seklinde belirlenmistir(Cizelge 1).

Cizelge 1.YUksek miktarda P ¢6zen mikroorganizmalarin P ¢6zme indeksleri, sivi ortamda ¢6zdigi P miktari
ortam pH si, hiicre yogunluklari ve MALDI-TOF MS tani sonucu

izolat MALDI-TOFMS  Ncsl  '20¢  MALDL P P gozme Hucre
no tanilama sonucu No edildigi TOFMS (Cbdzme miktari pH yogunlugu
bitki degeri  indeksi (mg LY (log CFU mlI?)

E.coli - - - - 0 157:0.7° 6.6 5.9

1p  [Enterobacter 69218  Sogan 2417 135 387.9+14 45 6.3
cancerogenus

14 ~ Enterobacter 550  Sogan  2.189  1.42  383.1+1.1" 45 5.9
ludwigii
Enterobacter . h

25 : 61645 Sogan  2.653 169  380.5:0.6" 4.7 6.0
asburiae

g Cltrobacter 545 Misir 2137 165  378.4+15" 49 5.7
koseri

g Staphylococcus .0, 3eker o, oeh 170 373.841,02¢ 5.1 5.8
epidermidis pancari

g3  Microbacterium o0 plsday 249 170 368.2414° 5.1 5.9
laevaniformans
Pseud. .

70~ [SEUAOMONAs - ogun6 Bugday  2.568 172 366.3#120 53 5.8
anguilliseptica
Lelliotti

75 elotia 61646  Misr 2351  1.80  356.7+1,09° 5.4 5.7
amnigena

g ~ Agromyces 88374 %K' 5146 195  3531:18° 54 55
rhizospherae pancari

102 Agromyees 232089 KT 9504 196 3564210 5.4 55
cerinus pancari

105 ?;Zmb“ter 271433  Sogan 2527 190  353.5+1,1° 5.4 5.6

11 [Enterobacter 550 Misir  2.341 21 352,8t1,4° 5.4 5.3
cloacae
Microbacterium d

113 o7 162426  Misir  2.194 25  340,1#2.2¢ 56 5.3
hominis
Enterobacter .

115 550  Sogan  2.651  2.78  3342+2.4° 56 5.0
cloacae
Microbacterium . b

117 \ 33918  Sogan 2257 296  304.7+2.08° 5.7 4.9
liquefaciens

* Elde edilen degerler li¢ tekrarin ortalamasidir. Her situndaki ayni harf iceren veriler, Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gére p<0.05 6nem diizeyine gore aradaki fark dnemli degildir.

Bakterilerin organik asit iiretimleri

Bakterilerin P ¢ozmede en Onemli
mekanizmasi olan organik asitlerin tayininde HPLC
de elde edilen pikler, hazirlanan standart organik
asit c¢ozeltilerinden elde edilen pikler ile
karsilastirildiginda izolatlarin sekiz farkh organik
asit(Fumarik asit, Laktik asit, Tartarik asit, Malik
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asit, Sitrik asit, Glasiyel asetik asit, Suksinik asit ve
Maleik asit)’i farkli oranlarda sentezledigi
saptanmistir(Sekil 2). izolatlarin ¢cogu, birden farkli
organik asit sentezledigi ve tespit edilemeyen
farkh organik asitler sentezledigi tespit edilmistir
(Cizelge 2). HPLC analizi yapilan izolatlarin 6zellikle
diger organik asitlere gore yiksek miktarda laktik
asit salgiladigi tespit edilmistir.
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Sekil 2. Enterobacter cancerogenus izolatinin salgiladigi organik asitlerin belirlenmesinde olusan HPLC pikleri

izolatlar arasindaki P ¢6zme degeri en fazla
olan E. cancerogenus, E. ludwigii, E. asburiae ve
Citrobacter koseri izolatlari en fazla cesitte ve
miktarda organik asit sentezledigi ve buna bagh
olarak pH dizeylerinin en disik oldugu
belirlenmistir.P ¢dzme degeri en kiglik olan
Microbacterium liquefaciens izolati ise en az gesitte
ve miktarda organik asit sentezledigi ve ortamin
pH'sinin diger ortamlara gore yiiksek bir deger olan
5.7 olarak olgtlmustiir. Ayni zamanda (Uretilen
toplam organik asit miktari ile pH arasindda negatif

bir korelasyon gézlemlenmistir. Belirlenen organik
asitlerden, tartarik asit(0.923 mg ml 1) ve sitrik
asit(0.785 mg ml 1) Microbacterium
laevaniformans; Laktik asit(5.128 mg ml "), Malik
asit(1.854 mg ml ), Fumarik asit(0.997 mg ml 1),
Maleik asit(0.098 mg ml 1) ve Suksinik asit(1.100
mg ml 1) Enterobacter cancerogenus; Glasiyal
asetik asit 0.986 mg ml ! ile Microbacterium
hominis izolatlari tarafindan diger izolatlara gore
daha fazla salgilanmistir(Cizelge 2).

Cizelge 2. Fosfat ¢oziicii izolatlarin NBRIP besiyerine salgiladiklari organik asit cesitleri ve miktarlarinin HPLC

analizi

Organik Asitler(mg ml?)

Toplam
izolatlar TA LA GAA SA SUA MA FA MLA Organik
asit(mg ml?)

E. cancerogenus 0.538 5.128 0.258 0.785 1.100 1.854 0.997 0.098 10.758
E.ludwigii 0.747 4.184 0.256 0.198 0.987 0.984 0.652 0.035 8.043
E. asburiae 0.697 3.583 0.769 0.251 0.458 0.851 0.745 0.036 7.390
C.koseri 0.514 3.415 0.458 0.652 0.458 0.745 0.681 0.078 7.027
S. epidermidis 0.622 2.144 0.785 TE 0.886 1.254 0.854 0.025 6.570
M.laevaniformans 0.923 2.191 0.148 0.785 0.652 0.654 0.745 0.025 6.123
P.anguilliseptica TE 3.784 0369 0.345 0.782 0.987 0.257 0.047 6.571
L.amnigena 0.643 2.321 TE 0.458 0.651 0.358 0.652 0.045 5.128
A.rhizospherae 0.838 1.845 0.412 0.651 0.128 0.254 0.165 0.014 4.307
A.cerinus 0.658 1998 0.457 0.365 0.356 0.587 0.198 0.014 4.633
Arthrobacter tecti 0.287 0.939 0.845 0.354 TE 0.542 0.754 0.098 3.819
E.cloacae TE 2,114 0357 0415 0.198 0.364 0.368 0.035 3.881
M.hominis TE 1.121 0.986 0.740 0.637 0.146 0.147 0.036 3.813
E.cloacae 0.817 1.697 0.364 0.154 0.214 0.168 0.197 0.035 3.646
M. liquefaciens 0.581 0.652 0.148 TE 0.457 0.642 0.485 TE 2.964

TA:Tartarik asit, LA:Laktik asit, GAA:Glasiyel asetik asit, SA:Sitrik asit, SUA:Suksinik asit, MA:Malik asit,
FA:Fumarik asit, MLA:Maleik asit, TE:Tespit edilemedi.

Yapilan bu calismada elde edilen sonug,
bitkilerin rizosferik topraklarinda farkl cinste fosfat
¢O6zen bakterilerin varligini  tespit edilmistir.
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Calismada fosfor ¢ozen bakterileri hizli bir sekilde
belirlenmesinde dogrudan kati NBRIP besiyeri
kullanilmistir. Bu besiyeri fosfor ¢6zen bakterilerin
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hizli bir sekilde belirlemek igin kullanilan besiyeri
cesididir(Marra ve ark., 2019). Kisek (2007), asma
kok bolgesindeki fosfor ¢bzen bakterilerin
izolasyonu ve segiminde kati NBRIP besi ortami
kullanmistir. Mardad ve ark. (2013) inorganik
fosfatin  ¢ozlndrligh  Gzerine yaptiklar  bir
calismada topraktan izole ettikleri bakterilerin
fosfor ¢6zme indekslerini farkh miktarlarda
oldugunu hesaplamislardir. Literatiir galismalarinda
bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme indeksi bolgeden
bolgeye, izolattan izolata degisiklik gdostermektedir

ve calismamizi  destekler yénde sonuglara
ulasilmigtir.
Mikroorganizmalarin P ¢ozme

miktarlarinin nicel olarak belirlenmesinde sivi
NBRIP besi yeri kullanilmaktadir(Santana ve ark.,
2019). Kapri ve Tewari (2010) farkh bitki
koklerinden izole ettikleri Trichderma spp.’nin in
vitro’da ne kadar fosfor ¢6zdugiini sivi NBRIP besi
ortami kullanarak nicel olarak arastirmislardir.
Yaptigimiz ¢alismada literatiire uygun olarak
izolatlarin nicel olarak ¢6zdigi P’nin belirlenmesi
icin sivi NBRIP besi ortami kullanilmigtir. Sivi NBRIP
besi ortamina inokiile edilen 117 adet izolat
arasindan en fazla fosfor ¢ézme oOzelligi olan 15
adet izolatin fosfor ¢ozme Oozellikleri istatistiki
olarak kontrol uygulamasi ve kendi aralarinda
karsilastiriimistir. Sivi NBRIP besi ortamina ¢6zdigii
fosfor degerinin hesaplanmasinda 15 adet izolatin
¢6zdugi fosfor miktari kontrol uygulama olan E.
coli uygulamasi ile karsilastirildiginda aradaki farkin
tim izolatlar icin istatistiki olarak 6nemli oldugu
saptanmistir(p<0.05). izolatlarin fosfor ¢&zme
degerleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
izolatlar arasinda farkliliklar olabilecegi
belirlenmistir. Kumar ve ark. (2012) yaptiklari
calismada bezelye bitkisinin kék kismindan izole
ettikleri 30 bakteri izolatinin fosfor ¢6zme
ozelliklerini belirlemek igin sivi NBRIP besi ortami
kullanmiglardir. Bes gliniin sonunda yapilan fosfor
analizinde ¢6zillen fosfor miktarinin en fazla 562,34
ppm ile FBJ6 kodlu Pseudomanas spp. izolati
oldugunu tespit etmislerdir.

Mikroorganizmalarin P ¢ozme 6zellikler
salgiladiklari organik asit miktarlari ile
iliskilendirilmektedir, organik asitlerin ortamin
pH'sini dusirerek P’un ¢dzlinmesini saglamaktadir
(Kpomblekou-a ve Tabatabai 1994). Benzer sekilde
mikroorganizmalar tarafindan vyapilan fosfat
¢OzUlmesinin organik asitlerin Uretimi ile iligkili
oldugu teyit edilmektedir(Halder ve ark., 1990;
Goldstein ve ark.,, 1999; Kim ve ark. 1998).
Cozinen P konsantrasyonu ve pH arasindaki
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negatif korelasyon, izolatlar tarafindan (Uretilen
organik asit ile, P ¢6zlinmeyi kolaylastiran ortamin
aktivasyonunda  6nemli  bir rol oynadigini
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda pH ile
¢Ozlinmus P konsantrasyonu arasinda negatif
korelasyon  oldugu  belirlenmistir(lllmer  ve
Schinner, 1995). Hwangbo ve ark. (2003)
calismalarinda ¢im kokiinden izole ettikleri
Enterobacter  intermedium  izolatinin  fosfor
¢6zmede en 6nemli mekanizmasinin glukonik asit
ve 2-ketoglukonik asit oldugunu HPLC ile
belirlemislerdir. Ayrica 10 giin inkiibasyon sonunda
pH'nin 8'den belirgin bir sekilde 2.8’e kadar
distiglu belirtilerek, P ¢ozilmesinin pH ile ters
orantil  oldugunu saptamislardir. Enterobacter
asburiae izolatinin fosfor ¢6zme Ozelliginin
arastirildig1 bir calismada ise Gyaneshwar ve ark.
(1999) izolatin glukonik, suksinik ve asetik asit
organik asitlerini sirasi ile 55, 12.7 ve 0.42 mM
salgiladiklarini HPLC ile belirlemislerdir.
Calismamizda bu izolatin ayrica; tartarik asit, laktik
asit, glasiyel asetik asit, sitrik asit, suksinik asit,
malik asit, fumarik asit ve maleik asit salgiladig
belirlenmistir. Lee ve ark. (2019) Enterobacter
ludwigii izolati fosfor ¢ozmede en Onemli
mekanizma olarak sitrik asit(113.8 pg mL™), laktik
asit(20.3 pg mL™?) ve asetik asit(109.5 ug mL™?)
oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda Fosfor
¢Ozlcl izolat olarak belirlenen Acinetobacter
rhizosphaerae BIHB723'in; P ¢6ziminde o6zellikle
glukonik asit, formik asit, oksalik, laktik asit, formik
asit, malik asit salgilamasindan kaynaklandigini
belirten calismada Gulati ve ark. (2010), P
¢6zUminin artmast  ile pH'nin  azaldigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada, mikroorganizmalar
arasinda besiyerine salgilanan toplam organik asit
miktari en fazla 10.758 mg ml? ile fosfat ¢6zme
degeri en yiiksek(387.9 mg L?) olan Enterobacter
cancerogenus izolati olmustur. Bu izolati 8.043 mg
mltile Enterobacter ludwigii ve 7.390 mg ml? ile
Enterobacter asburiae izolatlar izlemistir. izolatlar
arasinda en diisiik 2.964 mg ml™ organik asit salgisi
ise fosfor ¢dzme degeri en disiik(304.7 mg L?)
olan Microbacterium liquefaciens uygulamasi
olmustur. Enterobacter cancerogenus,
Enterobacter Iludwigii ve Enterobacter asburiae
izolatlari tarafindan Tartarik asit, Laktik asit,
Glasiyel asetik asit, Sitrik asit, Suksinik asit, Malik
asit, Fumarik asit ve Maleik asit organik asitlerinin
farkh  miktarda salgilandigr tespit edilmistir.
Microbacterium liquefaciens izolatinda ise sitrik
asit ve maleik asit tespit edilememistir. Vyas ve
Gulati (2009) yaptigi calismada topraktan izole
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ettigi Pseudomonas spp. izolatlarinin fosfor ¢ézme
mekanizmasinda 6zellikle oksalik asit ve glukonik
asit 6nemli rol oynadiklarini belirtip, diger asitler
olan; laktik asit, suksinik asit, formik asit, sitrik asit
ve malik asite gore daha fazla (Uretildigini
belirlemislerdir. Bu galismada ise izolatlarin genel
olarak en fazla salgiladiklari organik asit cesidi
laktik asit olarak tespit edilmistir. Bu sonug, farkli
izolatlarin farkh cinste ve miktarda organik asit
Uretebildigini gostermektedir. HPLC analizinde
izolatlarin  salgiladiklari  toplam organik asit
miktarlari ve ¢6zlinen P miktari ve arasinda pozitif
bir korelasyon tespit edilmis iken ortam pH ile
negatif korelasyon gozlemlenmistir. Calismada
fosfat ¢ozen mikroorganizma olarak belirlenen
izolatlar tarafindan HPLC ile belirlenen cesitli
organik asit salgilanmasi sonucu ortamin pH’sinin

distigi ve buna bagh olarak fosfat
¢OzUnUrliginin arttigr belirlenmistir.
Fosforun toprakta ¢Oziinebilir

konsantrasyonu olduk¢a dlsik olup ve bitki
blylmesini sinirlayan en 6nemli element olmasinin
yaninda, bitki tarafindan alinabilir formda
olmadigindan ¢OzinlrlGgu onem arz
etmektedir(Vassilev ve Vassileva, 2003). Yaptigimiz
calismaya benzer yapilan bir ¢alismalarda Chen ve
ark. (2006) topraktan izole ettikleri 36 adet fosfat
¢6zen mikroorganizmanin farkh oranlarda fosfor
¢6zdUgilni ve izolat tirine gore fosfat ¢ozmede
farkh miktarlarda organik asit salgiladiklarini HPLC
ile tespit etmislerdir. Fosfot ¢6zen Aspergillus

flavus, Penicillum canescens ve A.niger ile
besiyerinin pH’sini en fazla dusliren bakteri
izolatlarinin ~ fosfat ¢ézme  mekanizmasinin

arastirildigi bir calismada (Rashid ve ark.,2004)
salgilanan organik asit miktarlarini ve cesitlerini
HPLC ile glukonik, fumarik, suksinik ve asetik asit
olarak analiz etmislerdir. izolatlar arasinda 10RB
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