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ÖZET 

Micromonosporaceae familyasının bir üyesi olan Micromonospora cinsi, sekonder 

metabolitlerin önemli bir kaynağı olarak kabul edilir (Berdy, 2005). Cins, günümüzde 

tanımlanmıĢ 84 türden ve 7 alttürden oluĢmaktadır 

(http://www.bacterio.cict.fr/p/micromonospora.html). Micromonospora cins üyeleri, aerobik ve 

gram pozitif bakterilerdir ve yüksek G+C içeriğine sahiptirler. Bu cinsin üyeleri hava 

miselyumunun yokluğu ve fragment içermeyen substrat miselyumuna doğrudan bağlı hareketsiz 

sporları ile karakterizedir. Micromonospora cinsine ait suĢlar toprak, su, kumtaĢı ve kök 

nodülleri gibi farklı ortamlarda yaygın olarak dağılır. Micromonospora cins üyeleri bitki kök 

nodüllerinde sıkça rastlandığı ve Frankia gibi azot fikse etme yeteneklerine sahip olduğu farklı 

çalıĢmalarda belirlenmiĢtir. 

Azot fiksasyonunu gerçekleĢtirebilen bakteriler, bitki geliĢimi gibi birçok biyolojik 

süreçte fayda sağlayan mikroorganizma grubudur. Bu nedenle projede azot tutma kapasitesine 

sahip olan Micromonospora izolatları seçilmiĢ ve bu izolatların farklı bitki geliĢim enzimlerine 

sahip olup olmadıkları belirlenmiĢtir. Bu kapsamda hidrolitik enzim testlerinden selülaz, 

kazeinaz, indol asetik asit, siderefor ve fosfat çözünürlüğü testleri yapılmıĢtır. Pozitif sonuç 

veren izolatlar ile morfolojik olarak farklı olan izolatların tanımlamaları 16S rRNA gen bölgesi 

kullanılarak yapılmıĢtır. 

Ġzolatların 16S rRNA gen bölgesinin nükleotit dizilimi, 4 oligonükleotit primeri ile 

Macrogen Inc.(Hollanda) firmasından hizmet alımı yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 16S gen 

bölgesi dizi analizleri MEGA7 yazılımı kullanılarak oluĢturulmuĢ ve filogenetik ağaçlar, 

neighbour -joining algoritması ile MEGA7 programında hazırlanmıĢtır. Muhtemel yeni tür 

olduğu belirlenen suĢların verileri Genbank'a (NCBI=National Center for Biotechnology 

Information, US) deposit iĢlemleri devam etmektedir. 

Mikroorganizmalar ile gerçekleĢtirilen test sonuçları ve 16S rRNA analiz sonuçları 

birarada değerlendirilmiĢ ve üstün özellikler gösteren KSC08 izolatı bitki denemelerinde 

kullanılmak üzere seçilmiĢtir. Bitki denemeleri laboratuvar koĢullarında biber (Capsicum 

annuum) bitkisi ile  gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢma ile Micromonospora izolatlarının tarım 

alanında kullanım olanaklarının olup olmadığının belirlenmesi hedeflenmiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: Micromonospora, Biber (Capsicum annuum), Bitki büyüme teĢvik 
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1. GİRİŞ 

Micromonospora İzolatları Kullanılarak Biber (Capsicum annuum) Bitkisinde Bitki 

Büyümesinin Artırma Olanaklarının Araştırılması 

 

  Dünya genelinde Micromonospora bakterileri üzerine oldukça az araĢtırma olmasına 

karĢın günümüzde bu bakteriler üzerindeki araĢtırmalar giderek hız kazanmaktadır. 

Micromonospora cinsi Gram-pozitif, kemoorganotropik, aerobik ve yüksek  % G+C oranıyla 

Actinomycetes ordosu içinde yer almaktadır (Vobis, 1992). Micromonospora, önemli derecede 

fizyolojik çeĢitlilik sergilemesine rağmen kemotaksonomik, filogenik ve morfolojik açıdan iyi 

tanımlanan bir cinstir (Kawamoto, 1989). 

Micromonospora türlerinde sporlar substrat miselyumunda oluĢur, hava miselyumu 

oluĢturmazlar. Nadiren hava miselleri oluĢsa bile bu miseller sterildir. Micromonosporaceae 

familyasındaki diğer cinsler gibi bu cinsin üyeleri de benzer mikroskobik hücre morfolojisine 

sahiptir. Bunlar 0,25-1,5μm çapında dallanmıĢ, bölmeli hifler oluĢturur ve koloniler beyaz, 

turuncu, gül kurusu veya kahverengi renkte olabilirken, besiyerine çözünür pigment 

salgılayanların da mevcut olduğu bilinmektedir (Hirsch ve Valdés, 2010). Genellikle genç 

koloniler soluk sarı, açık turuncu gibi renklerde iken yaĢlı kolonilerin rengi koyulaĢmakta ve 

koyu turuncu, kırmızı, kahverengi hatta siyah renge dönebilmektedir (Vobis, 2006).  

Micromonospora üyeleri özellikle humusça zengin topraklarda yayılıĢ göstermekte ve 

sahip olduğu hidrolitik enzimler sayesinde organik madde döngüsünde önemli rol oynamaktadır 

(Songsumanus ve diğ., 2013; Gurovic ve diğ., 2013; Ren ve diğ., 2013). Sahip olduğu hidrolitik 

enzimlerle selüloz, kitin, lignin ve diğer kompleks polisakkaritleri parçalayabilmektedir 

(Erikson, 1941; Wilson, 1992; Gacto ve diğ., 2000; de Menezes ve diğ., 2008). Toprak 

verimliliğini arttıran ve bitki geliĢimine katkı sağlayan bu tip mikroorganizmalar, "biyogübreler" 

olarak adlandırılmakla birlikte tarımda da mikrobiyal aĢı materyallerinin hazırlanmasında 

kullanılmaktadır. Çoğu aktinomisette olduğu gibi Micromonospora türleri de bitki sağlığını 

arttıran ve yüksek verim alınmasına katkı sağlayan maddeleri (Ör. vitaminler ve bitki hormonları 

gibi) ürettiğinden dolayı toprakta “fitostimulatör” veya bitki büyüme promotorları olarak 

kullanılmaktadır. Aynı zamanda Micromonospora türleri, bitki köklerinde endofitik olarak 

ürettikleri antibiyotik ve antifungal ajanlarla bitki köklerinde hastalığa sebep olan toprak 
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kaynaklı pek çok bitki patojenine karĢı savaĢırlar ve bitki geliĢimini destekledikleri için 

biyokontrol ajanı olarak da kullanılmaktadırlar (El-Tarabily ve diğ., 1996a, 1996b; Kurtböke, 

2000; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006; Kurtböke ve diğ., 2007). Bu bitkiler arasında 

havuç, buğday, çin lahanası ve salatalık ile yapılmıĢ çalıĢmalar bulunmaktadır (El-Tarabily ve 

diğ., 1997; Coombs ve Franco, 2003; Lee ve diğ., 2008; El-Tarabily ve diğ., 2009).  

Micromonospora türlerinin varlığı karasal habitatlarda; saman, buğday depoları veya 

evdeki atmosferik ortamı kirleten çevrenin kirletici maddelerin içerisinde tespit edilmiĢtir. 

Birçok Micromonospora suĢu çürümüĢ yapraklı gübre içinden (Cordon, 1939), bitki köklerinden 

(Merzaeva ve Shir-okikh, 2006), bataklık ormanları ve turbalar (Thawai ve diğ., 2005), taĢkın 

ovaların çayırları (Zenova ve Zviangitsev, 2002), kıyı sedimentleri (Zhao ve diğ., 2004) ve sucul 

alanların sedimentleri (Mincer ve diğ., 2002; Maldonado ve diğ., 2009) gibi farklı ortamlardan 

izole edilerek tanımlanmıĢtır. 

Aktinobakteriler de dahil olmak üzere çeĢitli bakterilerin bitki büyümesini teĢvik etme 

özellikleri birçok araĢtırmacının ilgisini çekmiĢ ve bu alanda günümüze kadar birçok araĢtırma 

yapılmıĢtır. Biyokontrol ve bitki büyümesini destekleyen ajanlar ve ikincil metabolitler de dahil 

olmak üzere agroaktif bileĢiklerin kaynağı olarak aktinomisetlere yönelik büyük bir ilgi 

bulunmaktadır (Behal, 2000). Aktinomisetler bitki rizosferinde yaĢar (Suzuki ve diğ.,  2000) ve 

bitki patojenlerine karĢı rollerinin yanı sıra bitkilerin geliĢimsel ve fizyolojik süreçleri üzerinde 

geniĢ etki gösterirler (Ahemad ve Kibret, 2014).  

Streptomyces, Micromonospora, Corynebacterium, Frankia, Mycobacterium ve 

Rhodococcus (Tsavkelova ve diğ., 2005; Khamna ve diğ., 2010) türlerinin doğrudan 

(fitohormonların üretimi) veya dolaylı olarak üretim kabiliyetinde (hücre duvarı bozucu 

enzimlerin üretimi) etkilerinin incelendiği çalıĢmalar mevcuttur (Walter ve Crawford, 1995). 

Bitki büyümesini teĢvik etmek için, fosfor azottan sonra en önemli ikinci pozisyonu alır, ancak 

mevcudiyeti, çözünmeyen formlar olarak ortaya çıkması nedeniyle topraktaki bolluğuna rağmen 

bitkilerin alabildiği miktarı ile sınırlıdır. Bitki üreme parçalarının primordia geliĢimi için bitki 

geliĢiminin erken aĢamalarında fosfor gereklidir. Fosfat çözündürücü mikroorganizmalar (PSM) 

kimyasal fosfat kullanımına bağlı olarak kirlenen topraklarda kirliğin azaltılması için çevre dostu 

bir çözüm sunmaktadırlar (Sharma ve diğ.,, 2013).  
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Bilimsel AraĢtırma Projesi kapsamında seçilen biber bitkisi hem  endüstriyel açıdan hem 

de biyoteknoloji alanında fitokokimyasal özellikleriyle araĢtırılan bir tür olmuĢtur. (Capsicum 

annuum), Asya, kuzey Amerika, güney ve orta Avrupa ve tropikal ve subtropikal Afrika gibi 

dünya çapında sıcak iklim bölgelerinde yetiĢtirilen Solanaceae familyasına ait yıllık otsu bir 

bitkidir (Thampi, 2004). Toplam biber üretimi on yılda % 25 artmıĢ (2006'dan 2016'ya, 

FAOSTAT tarafından bildirilen son veriler), 34,5 milyon ton (MT) üretimi ile dünyanın en 

ekonomik ve tarımsal açıdan önemli sebze ürünlerinden biri olmuĢtur. Bu anlamda Çin (17,5 

MT), Meksika (2,7 MT), Endonezya (2,0 MT) ve Ġspanya (1,1 MT) en büyük taze biber 

üreticileriyken Hindistan (1,4) MT) en yüksek kuru biber üreticisidir (FAOSTAT, 2016). 

Genellikle, biberler çiğ (dolmalık biber) veya toz halinde baharat (biber) veya renklendirici 

(kırmızı biber) olarak tüketilir. Biber meyveleri, tatlı, büyük ve kalın, yeĢil biber gibi, ince ve acı 

gibi çeĢitlilik gösterir. Meyveler, yeĢil, sarı, turuncu ve farklı olgunlaĢma aĢamalarına ve 

sentezleyici karotenoidleri veya klorofil kapasitelerine karĢılık gelen farklı renklerde olabilir. 

Lezzet ile ilgili olarak, bu sebze, kırmızı biber gibi tatlı (keskin olmayan) çeĢitlerden, biber veya 

acı gibi sıcak türlere kadar uzanır (Buckenhüskes, 2003). Keskinlik, aroma ve renk gibi duyusal 

özelliklerine ek olarak, biberler, C ve E vitaminleri, provitamin A, karotenoidler ve fenolik 

bileĢikler de dahil olmak üzere tüketiciler için sağlık yararları sunan önemli biyoaktif bileĢik 

kaynaklarıdır (Padilha ve diğ., 2015). 

Bu proje kapsamında; farklı ortamlardan izole edilen ve N tutma kapasitesine sahip olan 

Micromonospora izolatlarının bitki geliĢim üzerine etkisinin tespiti amaçlanmıĢtır. 

Micromonospora izolatları selülaz, kaseinaz, siderofor varlığı, indol asetik asit (IAA) ve fosfat 

çözünürlüğü yönünden incelenerek sonuçları kaydedilmiĢtir. Enzim test sonuçları 

değerlendirilerek seçilen izolatların genomik DNA'ları izole edilmiĢ ve PZR amplifikasyonları 

ile 16S rRNA gen bölgesi çoğaltılarak dizileme çalıĢmaları yapılmıĢtır. Elde edilen 16S rRNA 

gen bölgesi kullanılarak test izolatlarının filogenetik iliĢkileri belirlenmiĢtir. Proje kapsamında 

sunulan tüm analiz sonuçları birlikte değerlendirilerek bitki geliĢiminde kullanılmak üzere 

Micromonospora sp. KSC08 izolatı seçilmiĢ ve biber bitkisinin geliĢimine etkileri incelenmiĢtir. 

Bu kapsamda KSC08 izolatı ile inoküle edilmiĢ biber tohumlarının 21 günlük hasatı yapılmıĢ 

elde edilen sonuçlar proje raporunda sunulmuĢtur. 21. gün hasat sonrasında kök, gövde boyu, 



 

T.C. 
BİLECİK ŞEYH EDEBALİ ÜNİVERSİTESİ 

BİLİMSEL ARAŞTIRMA PROJELERİ  
HAZIRLAMA VE DEĞERLENDİRME YÖNERGESİ 

 SONUÇ RAPORU FORMU 

 

çimlenme oranları ve vigor indeksi belirlenmiĢtir. Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirilerek 

KSC08 izolatının bitki geliĢimi üzerine etkileri belirlenmiĢtir. 
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2. AMAÇ VE KAPSAM 

Proje kapsamında, farklı ortamlardan izole edilen ve N tutma kapasitesine sahip olan 

Micromonospora izolatlarının bitki geliĢim üzerine etkisinin tespiti amaçlanmıĢtır. 

Micromonospora izolatları selülaz, kaseinaz, indol asetik asit (IAA), siderofor, fosfat 

çözünürlüğü ve antifungal aktivite yönünden incelenmiĢtir. Bu özelliklerin birden fazlasına sahip 

olan izolat/izolatlar seçilerek morfolojik özellikleri tripton yeast glukoz agar ve oatmeal agarda 

belirlenmiĢtir. Benzer morfolojiye sahip olanlardan sadece bir tanesi seçilerek moleküler 

analizlere geçilmiĢtir. Seçilen izolatların genomik DNA‟ları izole edilmiĢ ve PZR 

amplifikasyonları ile 16S rRNA gen bölgesi çoğaltılarak dizileme çalıĢmaları yapılmıĢtır. Elde 

edilen 16S rRNA gen bölgesi kullanılarak test izolatlarının filogenetik iliĢkileri belirlenmiĢtir. 

Tüm proje kapsamında yapılan analizlerin sonuçları incelenerek bitki geliĢiminde kullanılmak 

üzere Micromonospora izolatı belirlenmiĢtir.  Ülke ekonomimiz açısından da önemli bir yere 

sahip olan biber bitkisi kullanılarak seçilen Micromonospora izolatının bitki geliĢimine etkisinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bu kapsamda Micromonospora izolatı ile inoküle edilmiĢ biber 

tohumları 21 günlük büyüme periyoduna bırakılmıĢtır. Sonrasında kök, gövde boyu ile vigor 

indeksi ve çimlenme oranları belirlenmiĢtir. Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirilerek 

Micromonospora izolatının bitki geliĢimi üzerine etkileri belirlenmiĢtir. Proje kapsamında 

yapılan çalıĢmalarla Micromonospora izolatının olası biyogübre olma potansiyeli belirlenmesi 

hedeflenmiĢtir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Nişasta Testi 

NiĢasta degredasyonunda, niĢasta (% 0.1 w/v) eklenmiĢ GYEA (glukoz yeast ekstrakt 

agar) içeren petrilere ekilen test suĢları 30C‟de 5 gün inkübe edilmiĢtir. BeĢ gün sonunda 

Lugol‟s iodin eriyiği ortam üzerinde ince bir tabaka oluĢturacak Ģekilde petrilere dökülmüĢtür 

(Cowan ve Steel, 1974). Ortamda niĢasta varsa iodin niĢasta ile birleĢip koyu mavi bir kompleks 

oluĢturacaktır. Oligosakkarit ve diğer basit Ģekerlerin ortamda varlıkları büyüme alanı 

civarındaki açık zon ile belirlenebilmektedir ve okuma sırasında bu durum pozitif olarak 

kaydedilmiĢtir. 

 

3.2. Sellülaz aktivitesi 

 

Ġzolatlar CMC agar (tripton, maya özütü, NaCI, CMC Agar) besiyerine (pH:10.0 ve % 10 

NaCl içeren) çizgi Ģeklinde ekilmiĢ ve 37
o
C‟de bir gece inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon 

sonunda petri kutusuna % 0.1‟lik kongo kırmızısı çözeltisinden dökülmüĢ ve örnekler 15 dakika 

süreyle boyanarak 1M NaCl çözeltisi ilave edilerek 15 dakika inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Boyama iĢlemi sonunda etrafında sarı hidroliz zonu gözlenen suĢlar selülaz (glukanaz) pozitif 

olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

3.3. Kaseinaz Testi 

 

Skim milk agara mikroorganizmalar nokta inokülasyonu ile ekilmiĢ ve 37 °C‟de 1-3 gün 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonucunda mikroorganizmanın çevresinde gözlenen 

Ģeffaf zonlar pozitif olarak kabul edilmiĢtir. 

 

3.4. İndol Asetik Asit testi (IAA) 

 

Seçilen test mikroorganizmaları, triptofan aminoasidi içeren ve triptofan aminoasidi 

içermeyen LB (Luria Broth) besiyeri ortamlarına inoküle edilmiĢ ve 30°C‟de 3-4 gün 



 

T.C. 
BİLECİK ŞEYH EDEBALİ ÜNİVERSİTESİ 

BİLİMSEL ARAŞTIRMA PROJELERİ  
HAZIRLAMA VE DEĞERLENDİRME YÖNERGESİ 

 SONUÇ RAPORU FORMU 

 

çalkalamalı inkübatörde karanlık ortamda inkübasyona bırakılmıĢtır. 2 ml‟lik ependorflara 

mikroorganizmalardan eklenerek 10000 rpm‟de 15 dakika santrifüj iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ ve 1 

ml süpernatant kısmı test tüplerine alınarak üzerlerine 2 ml Salkowski reagent eklenmiĢtir. 

Sonrasında 30 dakika karanlık ortamda tüpler bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında pembe renk 

oluĢumu, indol asetik asit açısından positif olarak kabul edilmiĢtir. 

 

3.5. Fosfat çözünürlüğü testi 

 

Pikovskaya (PVK) agara mikroorganizmalar nokta inokülasyonu ile ekilmiĢ ve 30 °C‟de 

5-7 gün inkübasyona bırakılmıĢtır. Mikroorganizmaların etrafında oluĢan Ģeffaf zon pozitif 

olarak kabul edilmiĢtir. 

 

3.6. Siderefor Testi 

Siderefor testini uygulamak için hazırlanan ortam (CAS Agar) birkaç basamak içinde 

hazırlanmıĢtır. 

 

A. Mavi Boya Hazırlığı; 

Solüsyon 1; 

 0.06 g CAS (casaminoasit) 50 ml ddH20 içinde çözündürülmüĢtür. 

 

Solüsyon 2; 

 0.0027 g FeCl3-6 H20'yi 10 ml 10 mM HC1 içinde çözündüülmüĢtür. 

 

 Solüsyon 3; 

0.073 g HDTMA'yı 40 ml ddH20 içerisinde çözündürülmüĢtür. 

 

 Solüsyon 1‟den 9 ml alınarak solüsyon 2 ile karıĢtırılmıĢtır. Ardından solüsyon 3 ile 

karıĢtırın. Çözelti artık mavi renkte olacaktır. 121 °C‟de 15 dakika sterilizasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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B. Karışım çözeltisi: 

 

a. Minimal Ortam 9 (MM9) Tuz Çözeltisi 

 15 g KH2P04, 25 g NaCl ve 50 g NH4CI'yi 500 ml ddH20 içerisinde çözündürülmüĢtür. 

 

b. % 20 Glikoz Stoku 

20 g glikozu 100 ml ddH20 içinde çözdürülmüĢtür. 

 

c. NaOH Hazırlığı 

25 g NaOH'ı 150 ml ddH20 içinde çözündürülmüĢtür; pH ~ 12 olmalıdır. 

 

d. Casamino Asit Çözeltisi 

            i. 3 g Casamino asidi 27 ml ddH20 içerisinde çözündürülmüĢtür. 

ii. Ġz demir elementini elimine etmek için kloroform içinde% 3 8-hidroksikinolin ile 

ekstrakte edilmiĢtir. 

iii. 0,45‟lik filtre ile sterilize edilmiĢtir. 

 

C. CAS agar Hazırlanması: 

a. 750 ml ddH2O‟ya 100 ml MM9 tuz çözeltisi eklenmiĢtir. 

b. 32,24 g piperazin-N, N'-bis (2-metansülfonik asit) çözülmüĢtür. pH~5'in altında 

çözülmez. pH6'ya kadar pH getirilerek  ve karıĢtırılarak çözdürülmüĢtür. PIPES çözündükçe pH 

düĢecektir. KarıĢtırırken, pH'ı yavaĢça 6.8'e getirilmiĢtir. 

c. 15 g Bacto agar eklenmiĢtir. 

d. Otoklavlanarak ve 50
o
C'ye soğutulmuĢtur. 

e. MM9 / PIPES karıĢımına 30 ml steril Casamino asit çözeltisi ve 10 ml steril% 20 

glikoz çözeltisi eklenmiĢtir. 

f. YavaĢça karıĢtırmak için yeterli çalkalama sağlanarak 100 ml Blue Dye çözeltisi 

yavaĢça eklenmiĢtir. Aseptik koĢullar altında mediumlar kullanıma hazır hale getirilmek için 

dökülmüĢtür. 
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Chrome azurol S  (CAS) agara mikroorganizmalar nokta inokülasyonu ile ekilmiĢ ve 30 

°C‟de 10-15 gün inkübasyona bırakılmıĢtır. Mikroorganizmaların etrafında oluĢan turuncu zon 

pozitif olarak kabul edilmiĢtir. 

 

3.7. Antifungal Aktivite 

 

Mueller Hinton Agar (MHA)  antifungal aktivite deneylerinde kullanılmıĢtır. 

AktifleĢtirilen organizmalar Luria Bertanii (LB)‟a aktarılarak ekimleri yapılmıĢtır. Organizmalar 

çalkalamalı inkübatörde 30 °C‟de 3 gün inkübe edilmiĢtir. Antifungal aktivite için; Fusarium sp. 

LB ortamına ekimi yapılarak, çalkalamalı inkübatörde 30 °C‟de 3 gün inkübe edilmiĢtir. 

Organizmalarda üreme gözlendikten sonra MHA ortamında petrinin orta kısmına 7 µl nokta 

ekim iĢlemi yapılmıĢtır. Organizmalar 30 °C‟de etüve konulmuĢtur ve 3. gün sonunda 

mikroorganizmalara kloroform damlatılarak 40 dakika bekletilmiĢtir. 200 µl OD600 nm 0,1 

Fusarium sp. yayma ekimleri yapılmıĢtır. Sonuçlar bakteri inokülasyonunun etrafında Ģeffaf bir 

zon oluĢması dikkate alınarak kaydedilmiĢtir. 

 

3.8. Morfolojik testlerin uygulanması  

 

Morfololojik inceleme, temel olarak ISP ve 3 farklı besiyeri ortamında üretilen 

mikroorganizmaların morfolojik tanımlamalarını temel almaktadır. Projede enzim testlerine göre 

seçilen izolatlar morfolojik inceleme amacıyla ISP besiyerleri (ISP 2-7 agar)  ve 

Aktinomisetlerin morfolojik tanımlamasında kullanılan diğer besiyerleri (Nutrient Agar, 

modifiye Bennett‟s agar, Triptik soy agar, Czapek‟s agar) kullanılmıĢtır (Ek-A). Burada enzim 

testleri bir seçim kriteri olarak iĢlev görmüĢtür. Enzim testlerinde pozitif sonuç veren izolatlar 

seçilerek belirtilen ortamlara aktarılmıĢ ve tüm morfolojik özellikleri (substrat, hava miselyum 

yapıları, diffüzlenebilir pigment, spor morfolojisi, koloni morofolojisi) belirlenmiĢtir. 

 

 

 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/70191?lang=en&region=US
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3.9. Genomik DNA İzolasyonu 

 

 Saf olarak stoklanan test izolatlarının genomik DNA izolasyonu; DNA Ġzolasyon Kiti 

(Ġnvitrogen, USA) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Test organizmaları yoğun olarak geliĢebildikleri kültür ortamları hazırlanmıĢtır. 

Ġnkübasyonu takiben her bir izolattan bir öze dolusu alınarak geliĢim gösterdikleri kültür ortama 

göre 30 ml TYG broth bulunan 50 ml‟lik erlenlere steril Ģartlarda transfer edilmiĢtir. Kültürler 

çalkalamalı inkübatörde 30 °C‟de 150 rpm‟de 3-10 gün süreyle geliĢtirilmiĢtir. Saflıkları kontrol 

edildikten sonra steril ependorflara kültürlerden 1.5 ml ilave edilerek, 13.000 rpm‟de 10 dk 

santrifüjlenmiĢtir. 

 Santrifüj sonrası üst faz uzaklaĢtırılıp altta kalan peletler ddH2O ile 1 defa , TE ( 10 mM 

tris, 1 mM EDTA, pH:8 ) tamponunda 2 defa yıkanmıĢtır.  Bu iĢlemler sonucu hücre peletleri 

DNA izolasyonuna hazır hale getirilmiĢtir. 

 

3.9.1. İşlem Basamakları 

Lizatın Hazırlanışı; 

1. Ġzolatlardan elde edilen her bir hücre peleti üzerine 180 µl lizozim (20 mg/ml) tamponu 

eklenip kısa süre vortekslendikten sonra 37°C‟de 12 saat bekletilmiĢtir. 

2. 2 adet su banyosu 37 °C ve 55°C‟ye ayarlanmıĢtır. 

3. 2 µl triton-x ilave edilip pipetaj yapılarak, 37 °C‟de 30 dk bekletilmiĢtir. 

4. 20 µl RNaz ve 20 µl Proteinaz K eklenip kısa vortekslemeden sonra 37°C‟de 30-45 dk 

bekletilmiĢtir. 

5. 200 µl PureLink Genomik Parçalama/Bağlama tamponu eklenerek vortekslenerek, 

55°C‟de 30 dk bekletilmiĢtir. 

6. Lizata 200 µl %96-100‟lük etanol eklenip homojen bir çözelti elde etmek için 5 sn 

vortekslenerek iyice karıĢtırılmıĢtır. 
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Uygulama; 

1. YaklaĢık 640 µl olan lizat PureLink spin kolona aktarılmıĢtır. 

2. Kolon oda sıcaklığında 10.000g‟de 1 dk santrifüjlenmiĢtir. 

3. Toplama tüpü atılmıĢ ve spin kolon temiz bir toplama tüpüne aktarılmıĢtır. 

4. Kolona daha önceden hazırlanan yıkama tamponu 1‟den 500 µl eklenmiĢtir. 

5. Kolon oda sıcaklığında 10.000 g‟de 1 dk santrifüjlenmiĢtir. 

6. Toplama tüpü atılmıĢ ve spin kolon temiz bir toplama tüpüne aktarılmıĢtır. 

7. Kolona daha önceden hazırlanan yıkama tamponu 2‟den 500 µl eklenmiĢtir. 

8. Kolon oda sıcaklığında maksimum hızda 3 dk santrifüjlenmiĢ ve toplama tüpü atılmıĢtır. 

9. Spin kolon 1.5 ml‟lik temiz mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. 

10. Kolona 25-200 µl PureLink Genomik Ayırma Tamponu eklenmiĢtir. 

11. Kolon oda sıcaklığında maksimum hızda1.5 dk santrifüjlenmiĢ ve böylece istenilen izolat 

DNA‟sı saf bir Ģekilde elde edilmiĢtir. 

12. SaflaĢtırılan DNA örnekleri -20°C muhafaza edilmiĢtir. 

3.9.2. DNA İzolasyon Kontrolü 

 

 DNA izolasyon iĢlemini takiben, örneklerin agaroz jel elektroforez tekniği ile kontrolü 

sağlanmıĢtır. Ġzole edilen DNA örneklerini agaroz jelde görünür hale getirebilmek için jele 

floresan özellik gösteren etidyum bromür (EtBr) boyası ilave edilmiĢtir. 

 Elektroforez tablası kullanımdan önce saf su ile temizlenerek ve kurutularak düz bir 

zemine bırakılmıĢtır. DNA ve PCR örnekleri için %1‟lik agaroz jel hazırlanmıĢtır. Tartımı 

yapılan agaroz üzerine 1X TBE tamponu eklenerek hazırlanan çözelti mikrodalgada ısıtılıp 

homojen hale getirilmiĢtir. Daha sonra çözelti elle tutulur sıcaklığa ulaĢtığında üzerine 1 µl 

etidyum bromür eklenmiĢ ve daha sonra elektroforez tablasına dökülmüĢtür.  Her bir örnekten 3-

5 µl ve jel yükleme tamponundan ( brom fenol mavisi ) 1 µl dikkatli bir Ģekilde transfer 

edilmiĢtir 120 voltta 30-45 dk yürütülmüĢtür. 
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3.9.3. 16S rRNA Gen Bölgesinin PCR İşlemi 

 

 Test izolatlarının 16S rRNA gen bölgesi 27f ve 1525r primerleri kullanılarak Thermal 

Cycler‟da amplifiye edilmiĢtir. 

 16S rRNA gen bölgesinin amplifikasyonu için Promega firmasından alınan GoTaq Hot 

Start Master Mix reaksiyon karıĢımı aĢağıdaki çizelgede belirtilmiĢtir. 

 

Çizelge 1: 16S rRNA gen bölgesinin çoğaltımı için PCR reaksiyon Ģartları 

İşlem Sıcaklık (°C) Süre (dk) Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 94 2 1 

Denatürasyon 94 1 35 

Bağlanma 55 2 35 

Uzama 72 3 35 

Son Uzama 72 8 1 

Reaksiyon sonrası saklama 4   

 

Çizelge 2. 16S rRNA gen bölgesi amplifikasyonu için kullanılan reaksiyon bileĢenleri ve 

miktarları 

Reaktif Stok yoğunluğu Miktar (µl) 

Hot Start Master Mix 2x 25 

27f primeri 10 pmol 1 

1525r primeri 10 pmol 1 

Kalıp DNA 50-100 ng 2 

Nükleaz içermeyen su  X 

Toplam Hacim  50 µl 
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Çizelge 3. 16S rRNA gen bölgesinin dizilemesi için kullanılan dizileme primerleri 

Primer 

Adı 
Sekans (5

‟
 ve 3

‟
)  

Büyüklük 

Bandlanma 

Alanı 

Kullanım 
 

Kaynak 

5
‟
 3

‟
 PCR Sekans 

27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 8 27   Lane (1991) 

Mg520f  CAGCAGCCGCGGTAATAC  18 520 536   Kageyama vd.  (2004) 

Mg5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 907 926   Chun and Goodfellow 

(1995) 

1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 1544 1525   Lane (1991) 

800r 
TACCAGGGTATCTAATCC  

 

18 800 782   Chun and Goodfellow 

(1995) 

 

3.10. Biber Tohumlarının Sterilizasyonu  

 

 Biber bitkisi tohumları, kullanılacak MS ortamları, plastik petriler, kurutma kağıtları ve 

beherler 10 dakika steril kabinette UV ıĢığına bırakılarak steril edilmiĢtir. Daha sonra tohumlar 

yıkamak için 1:4 oranında çamaĢır suyu:distile su karıĢımı hazırlanarak tohumlar beher 

içerisinde deterjan solüsyonunda 15 dakika bekletilmiĢtir. Filtre kağıdından süzdürülerek saf su 

ile yıkama iĢlemine geçilmiĢtir. Birkaç kez saf su ile yıkanarak kloraktın kalmaması 

sağlanmıĢtır. Yıkamadan sonra tohumlar filtre kağıdına alınmıĢ ve suyu uzaklaĢtırılmıĢtır. 

Tohumun iyice kuruması da bu aĢamada oldukça önemlidir. Bir sonraki basamakta saf su 

bulunan behere ve OD600 nm:0,1‟e ayarlanan KSC08 izolatının bulunduğu behere biber 

tohumları eklenerek 2 saat 30°C‟de bekletilmiĢtir. 3 farklı sıcaklık denemesi için büyük petrilere 

kurutma kağıtları eklenmiĢ ve saf su ile sulanmıĢtır. 25°C, 35°C, 45°C olmak üzere 3 farklı 

sıcaklık denemesi için; hem mikroorganizmalı biber tohumlarının inoküle edildiği iki petri hem 

de bakterisiz ortamda inoküle edilen saf suda bekletilmiĢ biber tohumları parafilmle sarılarak 

gün bazında sıcaklıklarına göre çimlenme durumları gözlemlenerek not edilmiĢtir. 

  

30 °C'de 2 saat inkübasyona bırakılan tohumlar 2/1/1; steril toprak/vermikülit/perlit 

ortamına aktarılmıĢtır. 21 ve meyve haĢatına kadar gececek süre ile 16:8 fotoperiyot ve 25-26±2 

°C'ye ayarlanmıĢ iklim odasında geliĢime bırakılmıĢtır. Ġlk 5 günlük periyotta her gün çimlenen 
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tohum sayısı sayılmıĢ ve çimlenme yüzdesi sayım sonuçlarına göre elde edilmiĢtir. 21. günün 

sonunda bitkilerin kök uzunlukları ve gövde uzunluklarının ölçümleri yapılmıĢtır. Kök 

uzunlukları, gövde uzunlukları ve çimlenme oranları kullanılarak vigor index hesaplanmıĢtır. 

Proje ilk 21 günlük periyotta yapılan denemeleri içermektedir. Ancak proje imkanları dahilinde 

meyve hasadı için de ek denemeler kurulmuĢtur. Sonuçlar projede elde edilecek sonuçlar ile 

birarada değerlendirilecektir.  
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3. BULGULAR 

Projede kullanılan azot fikse etme özelliğine sahip Micromonospora izolatlarının kaynağı, 

izolayon ortamı ve dilüsyon oranları Çizelge 4‟de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4. N fikse etme özelliğine sahip Micromonospora izolatlarının kaynağı, izolasyon ortamı 

ve dilüsyon oranı  
 

Kösice Toprakları: 

 

İzolat  No: İzolatın Adı : Kaynakça İzolasyon 

Ortamı 

Dilüsyon 

Ortamı 

KSC01 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 

 

10
-3

 

KSC06 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC07 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC08 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC09 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC10 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC14 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC16 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-3

 

KSC18 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

SM3 10
-3

 

KSC20 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

SM3 10
-3

 

KSC28 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

SM3 10
-3

 

KSC31 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

GYM 10
-3
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KSC32 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

GYM 10
-3

 

KSC37 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

HV 10
-3

 

KSC38 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

HV 10
-3

 

KSC41 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

HV 10
-3

 

KSC43 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

HV 10
-3

 

KSC48 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-4

 

KSC49 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

TYG 10
-4

 

KSC50 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

SM3 10
-4

 

KSC52 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

SM3 10
-4

 

KSC53 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

SM3 10
-4

 

KSC56 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer) , 

Kösice Mevkii- Slovakya 

GYM 10
-4

 

KSC57 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

GYM 10
-4

 

KSC58 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Kösice Mevkii- Slovakya 

GYM 10
-4

 

KSC59 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer) , 

Kösice Mevkii- Slovakya 

GYM 10
-4

 

    
  

 

Viyana toprakları : 

 
İzolat No: İzolatın Adı: Kaynakça İzolasyon 

Ortamı 

Dilüsyon 

Oranı 

VYN05 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

TYG 10
-3
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VYN09 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

GYM 10
-3

 

VYN12 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

HV 10
-3

 

VYN13 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

HV 10
-3

 

VYN16 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

HV 10
-3

 

VYN17 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

HV 10
-3

 

VYN20 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

HV 10
-3

 

VYN25 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

SM3 10
-3

 

VYN26 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

SM3 10
-3

 

VYN35 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

SM3 10
-4

 

VYN36 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Viyana Mevkii- 

Avusturya 

GYM 10
-4

 

     
  

Gül Baba Türbesi toprakları : 

 
İzolat 

No: 

İzolatın Adı: Kaynakça İzolasyon 

Ortamı 

Dilüsyon 

Oranı 

GBT02 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

HV 10
-3

 

GBT07 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

GYM 10
-3

 

GBT08 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

GYM 10
-3

 

GBT09 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

GYM 10
-4

 

GBT11 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

TYG 10
-4

 

GBT13 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, SM3 10
-4
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BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

GBT14 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

SM3 10
-4

 

GBT17 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

SM3 10
-4

 

GBT24 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Tarla toprağı, 

BudapeĢte Mevkii- Macaristan 

HV 10
-4

 

 

 

Slovakya Toprakları: 

 
İzolat 

No: 

İzolatın Adı: Kaynakça İzolasyon 

Ortamı 

Dilüsyon 

Oranı 

SLV01 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Slovakya 

GYM 10
-3

 

SLV02 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Slovakya 

GYM 10
-3

 

SLV03 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Slovakya 

GYM 10
-3

 

SLV11 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Slovakya 

SM3 10
-3

 

SLV12 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Slovakya 

TYG 10
-3

 

SLV20 Micromonospora sp. F. Özdemir Koçak; Orman (Rizosfer), 

Slovakya 

TYG 10
-4
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4.1. Nişasta Degredasyonu 

Seçimi yapılan Micromonospora izolatlarına uygulanan niĢasta hidroliz test sonuçları 

ġekil 1‟de verilmiĢtir. 

       
   

       
 

Şekil 1. Bazı izolatların; a; KSC08, b;SLV02, c;KSC37, d;KSC38, e; 

KSC41, f;KSC09, g;KSC50 niĢasta testi görüntüleri  

Uygulanan test sonucunda 36 izolat lugol eriyiğini parçalayarak mavi renkte açılmalar 

sağlamıĢ ve pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. KSC06, KSC07, KSC08, KSC09 gibi teste 

kullanılan çoğu organizma niĢasta degredasyonunda olumlu sonuçlar vermiĢtir. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 5‟de verilmiĢtir. 

 

4.2. Sellülaz aktivitesi 

Micromonospora izolatlarının selülaz degredasyonunu belirlemek amacıyla CMC agar 

ortamına ekilmiĢ ancak izolatların üreme göstermediği belirlenmiĢtir. ġekil 2‟de 

Micromonospora sp.‟nin selülaz enzim test görüntüsü yer almaktadır. 

 

d 

a b c 

e f g 
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Şekil 2. Micromonospora sp. izolatının selülaz enzim testi görüntüsü. 

 

4.3. Kaseinaz Testi 

Kazeini parçalama yeteneklerini belirlemek amacıyla Skim milk agar ortamı kullanılmıĢ 

ve test edilen Micromonospora izolatlarının   kazeinaz test görüntüleri ġekil 3‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 3. Seçilen Micromonospora izolatların kazeinaz testi görüntüleri 

Micromonospora izolatlarının 21 tanesinin bu teste pozitif sonuç verdiği belirlenmiĢtir. 

ġeffaf bir zon oluĢturan KSC01, KSC06, KSC07 ve diğer 18 izolatın kazeinaz enzim varlığı 

belirlemiĢ ve Çizelge 5‟de sonuçlar verilmiĢtir. 

 

4.4. İndol Asetik Asit testi (IAA) 

Micromonospora sp. izolatları, triptofan aminoasidi içeren ve triptofan aminoasidi 

içermeyen LB (Luria Broth) besiyeri ortamlarına aktarılmıĢ ve triptofanı parçalama yetenekleri 

deneysel süreçlerle belirlenmiĢtir. Pembe renk oluĢumu indol asetik asit varlığını gösterdiği için 

pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. IAA test görüntüleri ġekil 4‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 4. Seçilen izolatların indol asetik asit testi görüntüleri 
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Triptofanaz enzim varlığı açısından incelenen izolatların 26‟sının pozitif sonuç verdiği 

belirlenmiĢtir. Pembe renk oluĢumu bu enzimin varlığını gösterdiği için KSC08, KSC09, KSC28 

ve diğer 23 izolat pozitif olarak tespit edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar Çizelge 5‟te verilmiĢtir. 

 

4.5. Fosfat çözünürlüğü testi 

 

Micromonospora sp. izolatları, fasfatlı bileĢikleri parçalama yeteneklerini belirlemek 

amacıyla Pikovskaya (PVK) agara inoküle edilmiĢ ve yapılan fosfat çözünürlüğü test görüntüleri 

ġekil 5‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 5. Seçilen izolatların fosfat çözünürlüğü testi görüntüleri 

Bu test sonucunda GBT08, GBT13, GBT14 gibi toplam 16 organizma oluĢturduğu Ģeffaf 

ve dar bir zonla pozitif sonuç vermiĢtir. Elde edilen sonuçlar Çizelge 5‟te verilmiĢtir. 

 

4.6. Siderefor Testi 

Micromonospora izolatlarının, siderefor aktivitesinin belirlenmesi için CAS Agar 

ortamına inokülasyonu ġekil 6‟da yer almaktadır. 

    

Şekil 6. Seçilen izolatların siderefor testi görüntüleri 

Siderofor testi sonucunda KSC08 izolatının siderofor testi pozitif çıkmıĢ diğer izolatlarda 

ise bir aktivite gözlenmemiĢtir.  
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4.7. Antifungal Aktivite 

Micromonospora izolatlarının, Fusarium sp. fungal patojenine karĢı antifungal 

aktivitesini belirlemek amacıyla Mueller Hinton Agar (MHA) ortamına inoküle edilmiĢtir. 

Yapılan antifungal aktivite test görüntüleri ġekil 7‟de yer almaktadır. 

 

    
 

     
 

      
 

   
 

Şekil 7. Seçilen izolatların antifungal aktivite testi görüntüleri 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/70191?lang=en&region=US
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Uygulanan testlerde KSC16, KSC53, KSC59, VYN12, GBT07 ve GBT13 izolatları bitki 

patojeni olan Fusarium sp.‟ye karĢı direnç göstererek Ģeffat ve dar bir zon vermiĢtir. Toplamda 

11 izolatın Fusarium sp. fungal patojenine karĢı direnç gösterdiği belirlenmiĢtir. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 5‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 5. Seçilen izolatların hidrolitik enzim testleri ile antifungal aktivite test sonuçları 

İzolat 

Kodu 

Filogenetik ilişkili 

olduğu tür 

Azok fikse 

etme 

özellikleri 

Nişasta Selülaz IAA 

Testi 

Kazeinaz 

aktivitesi 

Fosfat 

çözünürlük 

Antifungal 

aktivite 

KSC01  + + - - + - + 

KSC06 M.coriariae + + - - + - - 

KSC07 M.parathelypteridis + + - - - - -- 

KSC08 M.vinacea + + - + + + -- 

KSC09 M.vinacea + + - + - - - 

KSC10 M.vinacea + + - + + + - 

KSC14  + + - + - - - 

KSC16  + + - + + + + 

KSC18  + + - + + + - 

KSC20 M.phytophila + + - + + - - 

KSC28  + + - + - - - 

KSC31  + + - - + - - 

KSC32  + - - - - - - 

KSC37 M.saelicesensis + + - + - - - 

KSC38 M.saelicesensis + + - + - - - 

KSC41 M.saelicesensis + + - - + - + 

KSC43 M.saelicesensis + + - - - - - 

KSC48  + + - - - - - 

KSC49  + - - + + - - 

KSC50 M.parathelypteridis + + - + - - - 

KSC52  + + - - - -  

KSC53  + + - + + - + 

KSC56 M.arida + + - - + + + 

KSC57  + + - - - + - 

KSC58  +  - - - - -- 

KSC59  + + - + + + + 

VYN05  + + - - - - - 

VYN09  + - - - - - - 

https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20parathelypteridis
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20phytophila
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20saelicesensis
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20saelicesensis
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
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---: Üreme gerçekleşmeyen izolatlar 

 

Morfolojik testlerin uygulanması  

Enzim testlerine göre seçilen izolatların morfolojik incelemesi ISP besiyerleri (ISP 2-7 

agar)  ve Aktinomisetlerin morfolojik tanımlamasında kullanılan Nutrient Agar, modifiye 

Bennett‟s agar, triptikas soy agar ve Czapek‟s agarda yapılmıĢtır. Seçilen izolatların morfolojik 

özellikleri (substrat, hava miselyum yapıları, diffüzlenebilir pigment, spor morfolojisi, koloni 

VYN12  + - - + + + + 

VYN13  + + - - - - - 

VYN16 M.vinacea + - - + - + - 

VYN17 M.vinacea + - - - + + + 

VYN20  + - - - - - - 

VYN25 M.saelicesensis + + - + - + - 

VYN26  + + - + + + - 

VYN34  + - - - + + + 

VYN35  + + - + - - - 

VYN36  + + - - - - - 

SLV01  + - - + - - - 

SLV02 M.phytophila + + - + - - - 

SLV03  +  - - - - - 

SLV11 M.zamorensis + + - + + - - 

SLV20  + - - - - - - 

GBT02  + + - -- - - - 

GBT07  + + - + + + + 

GBT08  + - - - - - -- 

GBT09 M.vinacea + + - - --- - -- 

GBT11  + - - - - - -- 

GBT13  + + - + + + + 

GBT14 M.phytophila + - - + -- + -- 

GBT17  + + - + + - - 

GBT24  + - - -- --- - - 

https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20phytophila
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20zamorensis
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20vinacea
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20phytophila
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morofolojisi) belirlenmiĢ ve Çizelge 6 ile ġekil 8 arasında verilmiĢtir. Bazı Micromonospora 

izolatlarının ISP 3 ortamındaki morfolojik test görüntüleri ġekil 8‟de yer almaktadır. 
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Şekil 8. Seçilen izolatların oatmeal agar (ISP3) görüntüleri 

 

Enzim testlerine göre seçilen izolatların farklı ortamlardaki geliĢimleri ve morfolojik 

özellikleri aĢağıda verilmiĢtir. 

     
 

   
 

Şekil 9. GBT13 izolatının TSA, CDA, NA, ISP 2 ve Bennett‟s agar görüntüleri 
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Şekil 10. GBT14 izolatının Bennett‟s agar görüntüsü 

 

     
 

     
 

 

 
 

Şekil 11. GBT17 izolatının TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 5, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 
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Şekil 12. KSC06 izolatının TSA, NA, ISP 5, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 

 

 

     
 

 
 

Şekil 13. KSC08 izolatının CDA, ISP 5, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 
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Şekil 14. KSC10 izolatının TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 

 

 

     
 

   
 

Şekil 15. KSC56 izolatının TSA, CDA, NA, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 
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Şekil 16. KSC59 izolatının TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 

 

 
 

Şekil 17. VYN16 izolatının ISP 4 Agar görüntüleri 
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Şekil 18. VYN17 izolatının TSA, CDA, NA ve Bennett‟s agar görüntüleri 

 

 

     
 

 
 

Şekil 19. GBT17 izolatının TSA, CDA, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 
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Şekil 20. VYN26 izolatının CDA, NA, TSA, ISP 4 ve Bennett‟s agar görüntüleri 

 

 

  
 

Şekil 21. SLV11 izolatının ISP 4 agar görüntüsü 

 

   
 

Şekil 22. VYN12 izolatının ISP 4 agar görüntüsü 
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Şekil 23. VYN35 izolatının ISP 4 agar görüntüsü 

 

   
 

Şekil 24. GBT07 izolatının ISP 4 agar görüntüsü 

 

  
 

Şekil 25. KSC09 izolatının ISP 4 agar görüntüsü 

 

Micromonospora izolatları tüm belirtilen besiyerlerine ekilmiĢ ancak tümünde üreme 

göstermediği için elde edilen sonuçlar ġekil 9-25 arasında verilmiĢtir. Morfolojik olarak 

tanımlamada kullanılan Micromonospora izolatlarının besiyerlerindeki sonuçları Çizelge 6‟de 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 6: Micromonospora izolatlarının morfolojik tanımlama besiyerlerindeki sonuçları 
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Genomik DNA İzolasyonu 

 

Micromonospora izolatlarının, DNA Ġzolasyon Kiti (Ġnvitrogen, USA) kullanılarak 

yapılan DNA izolasyon sonuçları ġekil 26‟de verilmiĢtir. 

 

Şekil 26. DNA izolasyonu yapılan izolatların elüsyonlarının %1‟lik agaroz jeldeki görüntüsü 

1,KSC41; 2,KSC41; 3,KSC07; 4,KSC07; 5,SLV11; 6,SLV11; 7,KSC20; 8,KSC20; 9,KSC37; 

10,KSC37; 11,GBT09; 12,GBT09; 13,KSC09; 14,KSC09; 15,KSC38; 16,KSC38; 17,SLV02; 

18,SLV02; 19,KSC08; 20,KSC08;. 

 

Yapılan 6 izolatın 16S rRNA gen bölgesi için yapılan PCR sonuçlarının agaroz jeldeki 

görüntüsü  ġekil 27‟da verilmiĢtir. 
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Şekil 27. Yapılan 6 Ġzolatın %1‟lik agaroz jeldeki 16S rRNA görüntüsü; 1,KSC41; 2,GBT09; 

3,KSC07; 4,KSC08; 5,SLV11; 6,KSC37; M; marker 100bp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 28. Micromonospora cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz dizi 

analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyağacı (nodlarda % 

 M.parathelypteridis NEAU-JXY5T 

(KU997023)  
 M.luteifusca GUI2T 

(FN658633) 
 Micromonospora sp. KSC07 
 Micromonospora sp. SLV11 

 M.zamorensis DSM 45600T 

(LT607755) 
 M.zeae NEAU-gq9T 

(KC287242) 
 M.jinlongensis NEAU-GRX11T 

(KC134254) 
 Micromonospora sp. KSC10 

 M.vinacea GUI63T (FN658651) 
 Micromonospora sp. VYN16 

 Micromonospora sp. GBT09 
 Micromonospora sp. KSC09 

 Micromonospora sp. KSC08 
 Micromonospora sp. KSC56 

Micromonospora sp.  KSC37 
 Micromonospora sp. KSC43 
 M.saelicesensis Lupac 09T (AJ783993) 
 M.noduli GUI43T (FN658649) 
 M.ureilytica GUI23T (FN658641) 
 M.profundi DS3010T (KF494813) 

 Micromonospora sp. SLV02 
 Micromonospora sp. GBT14 

 M.krabiensis DSM 45344T 

(LT598496)  
 M.mirobrigensis DSM 44830T 

(jgi.1058874) 
 M.coxensis DSM 45161T 

(LT607753)  
 M.halophytica DSM 43171T 

(jgi.1058864) 
 M.luteiviridis SGB14T 

(FN658669) 
 M.purpureochromogenes DSM 43821T 

(LT607410) 
 C.citrea DSM 44097T  

90 

77 

100 

 

 

 

58 

 

71 

 

63 
94 

65 

87 

 

 

 

 

 

 

 

70 

74 

0.0050 
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50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). DıĢ grup olarak C.citrea DSM 44097
T
 (X93197) 

kullanılmıĢtır. 

 

Çizelge 7. 16S rRNA analizi yapılan Micromonospora izolatlarının tip türleri içinde benzerlik 

oranları 

 Kod Dizi 

uzunluğu 

Akraba  Nt 

farklılığı 

% 

benzerliğ 

1 GBT09 1376 Micromonospora vinacea  3/1372 99.78 

2 KSC07 1383 M. parathelypteridis 4/1383 99.75 

3 KSC08 1359 M. vinacea 2/1357 99.78 

4 KSC09 1359 M. vinacea 2/1357 99.78 

5 KSC37 1427 M. saelicesensis 1/1420 99.93 

6 KSC41 1200 M.  saelicesensis 24/1200 98.00 

7 SLV02 1396 M. phytophila 5/1394 99.64 

8 SLV11 1379 M. zamorensis 1/1379 99.93 

9 KSC06 1421 M. coriariae 4/1421 99.7 

10 KSC38 1483 M. saelicesensis 1/1437 99.93 

11 KSC43 1477 M. saelicesensis 2/1437 99.86 

12 KSC50 1437 M. parathelypteridis 8/1437 99.44 

13 VYN17 1437 M.  vinacea 3/1418 99.79 

 

 

Biber Tohumu Sterilizasyonu 

Farklı deney düzeneklerinde benzer Ģekilde steril edilen C. annuum bitki tohumları 

kullanılmıĢtır. Petri kaplarında yapılan tohum çimlenme deneylerinde kontrol olarak kullanılan 

setin verileri Çizelge 8‟de  günlere ve sıcaklığa bağlı olarak verilmiĢtir. 

 

 

https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20zamorensis
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Çizelge 8: C. annuum bitki tohumlarının günlere bağlı olarak sıcaklık bazında çimlenme 

oranlarının tablosu 

 
Day / 

Temperature 

1. Day 2. Day 3. Day 4. Day 

C. annuum Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

25°C 40 0 40 3 40 10 40 20 

35°C 41 0 41 4 41 4 41 4 

45°C 42 2 42 4 42 4 42 4 

 

 

Micromonospora izolatının uygulandığı bitki tohumlarının günlere ve sıcaklığa bağlı 

olarak çimlenme verileri Çizelge 9‟de verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 9: Micromonospora ile muamele edilmiĢ C. annuum bitki tohumlarının günlere bağlı 

olarak sıcaklık bazında çimlenme oranlarının tablosu 

 
Day / 

Temperature 

1. Day 2. Day 3. Day 4. Day 

C. annuum 

+ 

Micromonospora 

sp. (KSC08) 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

Toplam 

T. 

Çimlenen 

T. 

25°C 42 1 42 5 42 8 42 16 

35°C 40 1 40 4 40 5 40 5 

45°C 41 4 41 2 41 4 41 4 

  

Sıcaklığa bağlı geliĢen stresin azaltılabilmesi amacıyla farklı çalıĢmalarda 

mikroorganizma kullanımı mevcuttur. Micromonospora sp. (KSC08) izolatının da sıcaklık 

etkisine bağlı çimlenme oranını değiĢtirip değiĢtirmediği incelenmiĢ ve çimlenme yüzdesinde bir 

artıĢa neden olmadığı belirlenmiĢtir. 
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Şekil 29. C. annuum bitkisinin 25°C‟de tohum çimlenme deney görüntüleri  

 

 

Şekil 30. KSC08 izolatı ile muamele edilmiĢ C. annuum bitkisinin 25°C‟de tohum çimlenme 

deney görüntüleri  
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Çizelge 10. C. annuum ( control) grubu ve KSC08 ( Micromonospora sp.) izolatının 21. gün 

vigor indeks sonuçları 

Şekil 32.  KSC08 izolatı ile muamele 

edilmiĢ C. annuum bitkisinin 

toprak/torf/vermikülit karĢımındaki 21 

günlük görüntüsü 

 

Şekil 31. C. annuum bitkisinin 

toprak/torf/vermikülit  

karĢımındaki 21 günlük görüntüsü 
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4. SONUÇ 

Micromonospora izolatlarının çeĢitli enzim aktiviteleri yapılan testlerle değerlendirilmiĢtir. 

Buna bağlı olarak Çizelge 5‟de yer alan sonuçlar elde edilmiĢtir. ÇalıĢma kapsamında indol 

asetik asit testi için triptofanaz enzimine sahip olup olmadığı değerlendirilen örneklerden 26 

izolat pozitif sonuç vermiĢtir. KSC08, KSC09, KSC28 ve diğer 23 izolatın indol asetik test 

sonucu pozitif çıkarak pembe kompleksli renk yapısı oluĢturmuĢ ve bu enzimin varlığını 

göstermiĢtir. ÇalıĢma kapsamında kazein degredasyonu için proteaz aktvitesine bakılan 

Micromonospora izolatlarının 21 tanesinin bu teste pozitif sonuç verdiği belirlenmiĢtir. ġeffaf 

bir zon oluĢturan KSC01, KSC06, KSC07 ve diğer 18 gibi izolatların kazeinaz enzim varlığını 

belirlemiĢtir. Micromonospora izolatlarına uygulanan fosfat çözünürlük testi sonucunda GBT08, 

GBT13, GBT14 gibi toplam 16 organizma bu testte oluĢturduğu Ģeffaf ve dar bir zonla pozitif 

sonuç vermiĢtir. Diğer bir testte ise izolatların niĢasta gibi polisakkaritleri parçalama yetenekleri 

test edilmiĢtir. Uygulanan test sonucunda 36 izolat pozitif sonuç vererek test aĢamasında lugol 

eriyiğini parçalayarak mavi renkte açılmaları sağlamıĢtır. KSC06, KSC07, KSC08, KSC09 gibi 

teste kullanılan çoğu organizma niĢasta degredasyonunda olumlu sonuçlar vermiĢtir. Böylece 

Micromonospora izolatlarının niĢasta degredasyon yeteneklerinin yüksek olduğu söylenebilir. 

Proje sürecinde yapılan bir diğer enzim testi izolatların selülaz degredasyon yeteneklerini 

belirleyebilmek için selülaz enzim testidir. Micromonospora izolatları selülaz testi için 

hazırlanan CMC agar ortamında üreme göstermediği için selülaz aktivitesi tespit edilememiĢtir. 

KSC08,VYN25, KSC01 gibi izolatlar yapılan hidrolitik enzim testlerinde diğer organizma 

gruplarına nazaran yüksek derecede pozitif sonuçlar vermiĢlerdir. 

Proje kapsamında olmayan fakat Micromonospora izolatlarının bitkilerin farklı patojenlere 

karĢı direncini arttırmasından yola çıkarak antifungal aktivite deneyleride yapılmıĢtır. Yapılan 

deney sonucunda  11 izolatın Fusarium sp. fungal patojenine karĢı direnç gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Uygulanan testlerde KSC16, KSC53, KSC59, VYN12, GBT07 ve GBT13 

izolatları bitki patojeni olan Fusarium sp.‟ye karĢı direnç göstererek Ģeffat ve dar bir zon 

vermiĢtir. Micromonospora izolatları çalıĢma sahaları dar olup henüz literatürde etkin sonuçları 

yer almamaktadır. Bu bağlamda Bilimsel AraĢtırma Projesinde yapılan deneyler ile 52 izolat 
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çalıĢılmıĢ ve tarımsal alanda kullanılabilecek farklı izolatların eldesi tarımsal kullanımlar 

açısından önemli katkılar sağlayacağı düĢünülmektedir. 

KSC08 izolatı fosforu çözme, indol asetik asit, siderefor üretimi  ve proteini parçalama 

yeteneğini ile dikkat çeken bir organizma olmuĢtur. Bu izolat, TÜBĠTAK 1002 projesinde 

kompost denemelerinde de kullanılmıĢ ve kompost düzenleyici olarak etkin olduğu 

belirlenmiĢtir. Özellikle kompostta N oranında artıĢa neden olması ve enzim testlerinde de 

selülaz testi dıĢında tüm testlerde pozitif sonuç vermesi aynı zamanda diğer izolatlara kıyasla 

daha hızlı üreme yeteneğine sahip olması nedeniyle bitki denemelerinde kullanılmak amacıyla 

seçilmiĢtir.  

Farklı metotlar kullanılarak Micromonospora sp. izolatının biber bitkisi üzerine etkileri 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Ġlk olarak petri kaplarında yapılan farklı sıcaklıklarda çimlenme 

yüzdelerine etkisi incelenmiĢ olup Micromonospora izolatının etkinliğinin düĢük olduğu 

belirlenmiĢtir.  

Ġkinci olarak toprak/vermikülit/torf karıĢımı kullanılarak yapılan denemelerde 

Micromonospora izolatının 15. günde etkinliğinin olmadığı belirlenmiĢtir. Bu nedenle hasat 21. 

güne ertelenmiĢtir. 21. günde ise Micromonospora izolatının etkinliğinin arttığı ve yaprak aya 

geniĢliklerini arttırdığı belirlenmiĢtir. Vigor indeksi ise çimlenme oranının düĢük olması 

nedeniyle düĢük olarak tespit edilmiĢtir. 2. hasatın ise ürüne kadar gidilerek yapılması 

planlanmıĢtır. Micromonospora izolatının yavaĢ üremesinin bir sonucu olarak bitki üzerindeki 

etkilerininde geç ortaya çıktığı düĢünülmektedir. Meyveye kadar gidilerek izolatın bitkiye etkisi 

total olarak değerlendirilecektir. Projede ürüne kadar gidilmesi planlanmamıĢ olup proje 

süresininde sona ermesi nedeniyle bu sonuçlar proje kapsamında verilememiĢtir.   

Micromonospora izolatının bitki geliĢimine etki ettiği yapılan denemeler ile belirlenmiĢtir. 

Bu projede hedeflenen en temel sonuç bu olmasının yanında yapılan 16S rRNA dizi çalıĢmaları 

ile de KSC50, SLV02, KSC06 ve KSC07 izolatlarının da olası yeni birer tür olma ihtimalleri 

projenin diğer önemli bir çıktısı olarak degerlendirilebilir. 
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 Projede belirtilen proje amaçları ve süreci uygun Ģekilde tamamlanarak „Micromonospora 

Ġzolatları Kullanılarak Biber (Capsicum annuum) Bitkisinde Bitki Büyümesinin Artırma 

Olanaklarının AraĢtırılması‟ adlı proje baĢarı ile tamamlanmıĢtır. 

Projede mali olarak herhangi bir kuruluĢtan destek alınmamıĢtır. Proje, Bilecik ġeyh Edebali 

Üniversitesi Biyoteknoloji Uygulama ve AraĢtırma Merkezi laboratuvarında ve BAP biriminin 

karĢıladığı bütçe ile yürütülmüĢtür. 

Proje çalıĢmalarımızın sonuçlarından uluslararsı kongrelerde sunulmak üzere bildiri 

hazırlanmıĢtır. Bu çalıĢmada Acknowledgement bölümüne proje numarası belirtilerek finansal 

desteği sağlayan kuruluĢ olarak Bilecik ġeyh Edebali Üniversitesi BAP birimine teĢekkür 

edilmiĢtir. Ancak tüm dünyayı etkisi altına alan Covid 19 nedeniyle kongre katılımları 

gerçekleĢtirilemiĢtir. NormalleĢme sürecinde kongre katılımları sağlanarak bilimsel olarakta 

çalıĢma sonuçlarımızın literatüre kazandırılması hedeflenmektedir.  
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6. EKLER 

 

Ek-A.  

Kültür Ortamlarının Bileşimi ve Hazırlanışı   

 

Humik Asit Vitamin Agar (HV agar, Hayakawa ve Nomomura, 1987)  

Humik asit vitamin agar (HV agar), nocardioform ve nadir aktinomisetlerin izolasyonunda 

selektif besiyeri olarak kullanıldı.  

Humik asit                  1 gr  

Na2HPO4                  0,5 g  

KCl                            1,7 g  

MgSO4-7H2O           50 mg  

FeSO4-7H2O            10 mg  

CaCO3                       10 mg  

Agar                           15 g  

Distile su                    1000 ml  

pH                                7,2  

  

Ortama ilave edilmeden önce, humik asit 10 ml 0,2 N NaOH içinde çözüldü ve diğer 

ortam bileĢenleriyle birlikte birkaç dakika homojen olana kadar kaynatıldı ve oda ısısında biraz 

soğutulduktan sonra pH‟sı 0,1 M NaOH veya HCl ile ayarlandı. Agar ilave edilip homojen hale 

gelene kadar karıĢtırılarak kaynatıldı.  Kaynama esnasında buharlaĢan su kısmı tamamlandı ve 

hazırlanan kültür ortamı otoklava dayanaklı 500 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢelere 400‟er  ml 

olacak Ģekilde bölünerek 121°C‟de 20 dk otoklavda steril edildi.  

Distile suda çözülen vitamin karıĢımı, steril 0,45 μm çapındaki membran filtreden 

geçirilerek steril edildi ve stoklama yapılan ĢiĢenin etrafı alüminyum folyo ile kapatılarak +4 

°C‟de saklandı. Otaklavlanan ve 55°C‟de bir süre bekletilen besiyeri ortamına antibiyotiklerle 

birlikte her 400 ml‟ye 1 ml olacak Ģekilde vitamin stok solusyonundan ilave edildi.  
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Vitamin Stok Solusyonu 

Thiamine hydrochloride   0,5 mg 

Riboflavin                         0,5 mg 

Niacin                                0,5 mg 

Pyridoxine hydrochloride  0,5 mg 

Ġnositol                               0,5 mg 

Calcium pantothenote        0,5 mg 

p-Aminobenzoik acid        0,5 mg 

Biotin                                0,25 mg 

Distile su                           10 ml 

 

Nutrient agar besiyeri 

8 g nutrient broth, 15 g agar tartımları yapılarak 1000 ml suda çözürüldü.  121 °C‟de 15 

dakika sterilizasyonu gerçekleĢtirildi.  Petrilere döküldü. 

 

SM3 besiyeri 

10 g glukoz, 3 g tripton, 5 g pepton, 5 g NaCl, 15 g agar tartımları yapılarak 1000 ml suda 

çözdürüldü.  121 °C‟de 15 dakika sterilizasyonu gerçekleĢtirildi.  Otoklavdan çıkan besiyeri, 

antibiyotiğin etkisinin kaybolmaması için soğumaya bırakılarak soğumasına yakın 2.5 ml nalidix 

asit eklendi ve petrilere dökümleri steril kabinette karanlık ortamda gerçekleĢtirildi. 

 

Tyriptone Yeast Extract Agar 

 

3 g tripton, 5 g yeast extract, 5 g glukoz, 15 g agar tartımları yapılarak 1000 ml suda 

çözdürüldü.  121 °C‟de 15 dakika sterilizasyonu gerçekleĢtirildi.  Otoklavdan çıkan besiyeri, 

antibiyotiğin etkisinin kaybolmaması için soğumaya bırakılarak soğumasına yakın 2.5 ml 

rifampicin, siklohekzimid, nalidix asit eklendi ve petrilere dökümleri steril kabinette karanlık 

ortamda gerçekleĢtirildi. 
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Glucose Yeast Extract Agar 

 

4 g glukoz, 4 g yeast extract, 10 g malt extract, 12 g agar tartımları yapılarak 1000 ml 

suda çözdürüldü.  121 °C‟de 15 dakika sterilizasyonu gerçekleĢtirildi.  Otoklavdan çıkan 

besiyeri, antibiyotiğin etkisinin kaybolmaması için soğumaya bırakılarak soğumasına yakın 2.5 

ml rifampicin, siklohekzimid, nalidix asit eklendi ve petrilere dökümleri steril kabinette karanlık 

ortamda gerçekleĢtirildi. 

 

ISP 2 (Yeast Malt Ekstrakt agar) 

 

Yeast Ekstrakt 4 g 

Malt Ekstrakt 10 g 

Dektroz 4 g 

Agar 15 g 

Distile su 1000 ml 

pH 7.2 ± 0.2 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. Daha sonra 121 ºC 1 ATM basınçta 20 

dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda soğutularak steril ortamda 

plastik petri kaplarına döküldü. 

 

ISP 3   

 

Oat Meal  20.000 g 

Agar  18.000 g 

Ferric sulphate heptahydrate  0.001 g 
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Trace salts, - 

Manganese chloride tetrahydrate  0.001 g 

Zinc sulphate heptahydrate  0.001 g 

Distile su 1000 ml  

pH 7.3±0.2 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. Daha sonra 121 ºC 1 ATM basınçta 20 

dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda soğutularak steril ortamda 

plastik petri kaplarına döküldü. 

 

ISP 4 (Inorganic Salt Starch Agar)  

 

Starch, soluble  10.000 g 

Dipotassium phosphate  1.000 g 

Magnesium sulphate. heptahydrate  1.000 g 

Sodium chloride  1.000 g 

Ammonium sulphate  2.000 g 

Calcium carbonate  2.000 g 

Ferrous sulphate, heptahydrate  0.001 g 

Manganous chloride, 7H2O  0.001 g 

Zinc sulphate, 7H2O  0.001 g 

Agar  20.000 g 

Distile su 1000 ml 

pH 7.2±0.2 
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Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. Daha sonra 121 ºC 1 ATM basınçta 20 

dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda soğutularak steril ortamda 

plastik petri kaplarına döküldü. 

 

ISP 5 (Glycerol Asparagine Agar Base)  

L-Asparagine  1000 g 

Dipotassium phosphate  1000 g 

*Trace salt solution (ml) 1000 g 

Agar 20000 g 

Distile Su 1000 ml 

1ml of Trace salt solution contains - 

Ferrous sulphate heptahydrate 0.001 g 

Manganese chloride tetrahydrate 0.001 g 

Zinc sulphate heptahydrate 0.001 g 

pH 7.4±0.2 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. 10 ml gliserol eklendi. Daha sonra 121 

ºC 1 ATM basınçta 20 dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda 

soğutularak steril ortamda plastik petri kaplarına döküldü. 

 

ISP 7 (Tyrosine Agar) 

L-Asparagine 1000 g 
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L-Tyrosine 0.500 g 

Dipotassium phosphate 0.500 g 

Magnesium sulphate. 7H2O 0.500 g 

Sodium chloride 0.500 g 

*Trace salt solution (ml) 1000 

Agar 20000 g 

Distile su 1000 ml 

*Trace salt solution contains - 

Ferrous sulphate, 7H2O 1.360 mg 

Copper chloride, 2H2O 0.027 mg 

Cobalt chloride, 6H2O 0.040 mg 

Sodium molybdate, 2H2O 0.025 mg 

Zinc chloride 0.020 mg 

Boric acid 2.850 mg 

Manganese chloride, 4H2O 1.800 mg 

Sodium tartarate 1.770 mg 

pH 7.3±0.1 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. 15 ml gliserol eklendi. Daha sonra 121 

ºC 1 ATM basınçta 20 dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda 

soğutularak steril ortamda plastik petri kaplarına döküldü. 

 

Bennet's Agar 

 

Yeast extract 1000 g 

Beef extract 1000 g 
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Casein enzymic hydrolysate 2000 g 

Dextrose 10000 g 

Agar 15000 g 

Distile su 1000 ml 

pH  7.3±0.2 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. Daha sonra 121 ºC 1 ATM basınçta 20 

dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda soğutularak steril ortamda 

plastik petri kaplarına döküldü. 

 

Czapek Dox Agar  

Sucrose 30000 g 

Sodium nitrate 2000 g 

Dipotassium phosphate 1000 g 

Magnesium sulphate 0.500 g 

Potassium chloride 0.500 g 

Ferrous sulphate 0.010 g 

Agar 15.000 g 

Distile su 1000 ml 

pH 7.3±0.2 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. Daha sonra 121 ºC 1 ATM basınçta 20 
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dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda soğutularak steril ortamda 

plastik petri kaplarına döküldü. 

 

Tryptic Soy Agar 

Tryptic soy broth 30000 g 

Agar 15 g 

Distile su 1000 ml 

pH 7.3±0.2 

 

Ortamın Hazırlanışı: Ġçeriği oluĢturan her bir bileĢen hassas terazi ile tartılarak otoklavlanabilir 

cam ĢiĢelere aktarıldı ve üzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karıĢtırıcı ile 

çözdürüldü. Besiyerini oluĢturan bileĢenlerin sudaki çözünme durumlarına göre ısıtıcılı manyetik 

karıĢtırıcı kullanıldı. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH değeri ayarlandıktan sonra besiyeri ortamına 

agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandı. Daha sonra 121ºC 1 ATM basınçta 20 

dk otoklavlandı. Ardından cam ĢiĢeler 60 ºC'ye kadar su banyosunda soğutularak steril ortamda 

plastik petri kaplarına döküldü. 

 

DNA İzolasyon Bileşenleri ve Hazırlıkları 

Genomik DNA İzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler  

 

0,5 M EDTA, pH 8  

EDTA (Merck)                            186,1 g     

DDH2O (Double distile su)        1000 ml      

800 ml DDH2O içerisine 186,1 g EDTA ve 20 g NaOH pelleti ilave edilerek manyetik 

karıĢtırıcı üzerinde berraklaĢıncaya kadar çözüldü. Son hacim DDH2O ile 1000 ml‟ye 

tamamlandı. 100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢelere bölünerek 121°C‟de 15 dk otoklavda steril 

edildi ve oda sıcaklığında saklandı. 
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1 M Tris, pH 8   

Tris (Merck)  121,1 g     

DDH2O         1000 ml    

800 ml DDH2O içerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karıĢtırıcı üzerinde 

50°C‟de berraklaĢıncaya kadar çözülerek oda sıcaklığında soğumaya bırakıldı. pH 8‟de 1 M Tris 

elde etmek için solüsyon içerisine 42 ml %38‟lik HCl ilave edildi. Son hacim DDH2O ile 1000 

ml‟ye tamamlandı. 100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢelere bölünerek 121°C‟de 15 dk otoklavda 

steril edildi ve oda sıcaklığında saklandı.   

 

TE tamponu, pH 8   

0,5M EDTA, pH 8 (Merck)      2 ml  

1M Tris, pH 8                        10 ml     

DDH2O                                 1000 ml  

Tampon 1000 ml‟ye tamamlanmadan önce pH kontrolü yapıldı. 100 ml‟lik ağzı kapaklı 

cam ĢiĢelere bölünerek 121°C‟de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sıcaklığında saklandı. 

 

Lizozim (50 mg/ml)  

 Lizozim (Sigma)                                                          500 mg    

TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8)           10 ml      

500 mg lizozim 10 ml TE tampon içerisinde çözülerek hazırlandı. 1,5 ml‟lik steril 

eppendorf tüplere 1‟er ml bölünerek -18°C‟de kullanım zamanına kadar saklandı.  

 

Proteinaz K (2 mg/ml)   

Proteinaz K (AppliChem)                2 mg   

TE tamponu                                     10 ml  

2 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu içerisinde çözüldü. 1,5 ml‟lik steril eppendorf 

tüplere 1‟er ml bölünerek -18°C‟de kullanım zamanına kadar saklandı. 
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%70’lik etanol  

%100‟lük alkol                    70 ml  

DDH2O (otoklav edilmiĢ)   30 ml  

Steril 100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢe içerisinde steril cam pipetler kullanılarak solüsyon 

hazırlandı ve –18°C‟de saklandı.   

 

RNAaz (10 mg/ml)  

RNAaz (AppliChem)  10 mg  

TE tamponu                 1 ml  

10 mg RNA az 1 ml TE tamponu içerisinde çözüldü. 1,5 ml‟lik steril eppendorf tüplere 

1‟er ml bölünerek –18°C‟de saklandı. 

 

DNA İzolasyonu Kontrolünde Kullanılan Çözeltiler  

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)   

Tris                           121,10 g  

Borik asit (Merck)   61,83 g  

EDTA (susuz)          5,84 g  

DDH2O                   1000 ml  

Solüsyon içerikleri tartıldı ve 1000 ml‟lik beher içerisine kondu. Ġçerisine 500 ml 

DDH2O ilave edilerek solüsyon manyetik karıĢtırıcı üzerinde berraklaĢıncaya kadar tutuldu. Son 

hacim 1000 ml‟ye tamamlanıp, %33‟lük HCl kullanılarak pH 8‟e ayarlandı ve +4°C‟de saklandı. 

Presipitat oluĢtuğu takdirde kullanılmamalıdır.  

 

1XTBE, pH 8  

10xTBE tamponu   50 ml  

 DDH2O                 450 ml  

Solüsyon içerikleri mezürle ölçülüp, ağzı kapaklı 500 ml‟lik cam ĢiĢe içine konularak oda 

sıcaklığında tutuldu.  
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 Etidyum Bromür (10 mg/ml stok)      

 Etidyum bromür (Sigma)      100 mg  

DDH2O                                  10 ml  

100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢe içerisine 100 mg etidyum bromür ve 10 ml DDH2O su 

ilave edildi. Manyetik karıĢtırıcı üzerinde birkaç saat karıĢtırılarak hazırlandı. ġiĢenin etrafı 

alüminyum folyo kapatılarak +4°C‟de saklandı. Hazırlanan bu solüsyondan her 100 ml agaroza 5 

μl olacak Ģekilde ilave edilmektedir. Agaroz hazırlarken etidyum bromürün buharlaĢmasını 

engellemek için sıcaklık  ~ 60°C‟ye gelince ilave edilmelidir. 
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EK-1. Proje Mali Etkinlikleri 
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