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Cizelge 1: 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltimi i¢in PCR reaksiyon sartlari

Cizelge 2. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonu icin kullanilan reaksiyon bilesenleri ve
miktarlari

Cizelge 3. 16S rRNA gen bolgesinin dizilemesi i¢in kullanilan dizileme primerleri

Cizelge 4. N fikse etme 6zelligine sahip Micromonospora izolatlarinin kaynagi, izolasyon ortami
ve diliisyon orant

Cizelge 5. Segilen izolatlarin hidrolitik enzim test sonuglari

Cizelge 6. Micromonospora izolatlarinin morfolojik tanimlama besiyerlerindeki sonuglari
Cizelge 7. 16S rRNA analizi yapilan Micromonospora izolatlarinin tip tiirleri iginde benzerlik
oranlari

Cizelge 8. C.annuum bitki tohumlarmin giinlere bagli olarak sicaklik bazinda ¢imlenme
oranlarinin tablosu

Cizelge 9. C.annuum ve Micromonospora sp. ile muamele edilmis bitki tohumlarinin giinlere
bagli olarak sicaklik bazinda ¢imlenme oranlarinin tablosu

Cizelge 10. C. annuum (Kontrol) grubu ve KSCO08 (Micromonospora sp.) izolatinin 21. giin

vigor indeks sonuglari
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SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Secilen izolatlarin nisasta testi goriintiileri

Secilen izolatlara yapilan seliilaz enzim testi goriintiisii

Secilen izolatlarin kazeinaz testi goriintiileri

Secilen izolatlarin indol asetik asit testi goriintiileri

Secilen izolatlarin fosfat ¢oziintirliigi testi goriintiileri

Secilen izolatlarin siderefor testi goriintiileri

Secilen izolatlarin antifungal aktivite test goriintiileri

Secilen izolatlarin oatmeal agar (ISP 3) goriintiileri

GBT13 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 2 ve Bennett’s Agar goriintiileri
Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.

GBT13 izolatinin Bennett’s Agar goriintiisii

GBT17 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 5, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri
KSCO06 izolatinin TSA, NA, ISP 5, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri

KSCO08 izolatinin CDA, ISP 5, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri

KSC10 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri
KSC56 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri

KSC59 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri
VYN16 izolatinin ISP 4 Agar goriintiileri

VYN17 izolatinin TSA, CDA, NA ve Bennett’s Agar goriintiileri

GBT17 izolatinin TSA, CDA, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri

VYN26 izolatinin CDA, NA, TSA, ISP 4 ve Bennett’s Agar goriintiileri

SLV11 izolatinin ISP 4 Agar goriintiisii

VYNI12 izolatinin ISP 4 Agar goriintiisii

VYN35 izolatinin ISP 4 Agar goriintiisii

GBTO07 izolatinin ISP 4 Agar goriintiisti

KSCO09 izolatinin ISP 4 Agar goriintiisii

DNA izolasyonu yapilan izolatlarin eliisyonlarinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii
6 Izolatin %1°lik agaroz jeldeki 16S rRNA goriintiisii

Micromonospora cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi

analizine dayali neighbour-joining filogenetik agaci
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Sekil 29. C. annuum bitkisinin 25°C’de tohum ¢imlenme deney goriintiileri

Sekil 30. KSCO8 izolat1 ile muamele edilmis C. annuum bitkisinin 25°C’de tohum ¢imlenme
deney goriintiileri

Sekil 31. C. annuum bitkisinin toprak/torf/vermikiilit karsimindaki 21 giinliik goriintiisii

Sekil 32. KSCO08 izolati ile muamele edilmis C. annuum bitkisinin toprak/torf/vermikiilit

karsimindaki 21 giinliik goriintiisii
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OZET

Micromonosporaceae familyasinin bir {iyesi olan Micromonospora cinsi, sekonder
metabolitlerin 6nemli bir kaynagi olarak kabul edilir (Berdy, 2005). Cins, giiniimiizde
tanimlanmis 84 tiirden ve 7 alttlirden olusmaktadir
(http://www.bacterio.cict.fr/p/micromonospora.html). Micromonospora cins iiyeleri, aerobik ve
gram pozitif bakterilerdir ve yiikksek G+C igerigine sahiptirler. Bu cinsin iiyeleri hava
miselyumunun yoklugu ve fragment icermeyen substrat miselyumuna dogrudan bagl hareketsiz
sporlar1 ile karakterizedir. Micromonospora cinsine ait suslar toprak, su, kumtasi ve kok
nodiilleri gibi farkli ortamlarda yaygin olarak dagilir. Micromonospora cins iiyeleri bitki kok
nodiillerinde sikga rastlandigi ve Frankia gibi azot fikse etme yeteneklerine sahip oldugu farkl
calismalarda belirlenmistir.

Azot fiksasyonunu gergeklestirebilen bakteriler, bitki gelisimi gibi birgok biyolojik
sliregte fayda saglayan mikroorganizma grubudur. Bu nedenle projede azot tutma kapasitesine
sahip olan Micromonospora izolatlar1 secilmis ve bu izolatlarin farkli bitki gelisim enzimlerine
sahip olup olmadiklar1 belirlenmistir. Bu kapsamda hidrolitik enzim testlerinden seliilaz,
kazeinaz, indol asetik asit, siderefor ve fosfat ¢oziiniirliigii testleri yapilmistir. Pozitif sonug
veren izolatlar ile morfolojik olarak farkli olan izolatlarin tanimlamalar1 16S rRNA gen bolgesi
kullanilarak yapilmustir.

Izolatlarin 16S rRNA gen bolgesinin niikleotit dizilimi, 4 oligoniikleotit primeri ile
Macrogen Inc.(Hollanda) firmasindan hizmet alimi yapilarak gergeklestirilmistir. 16S gen
bolgesi dizi analizleri MEGA7 yazilimi kullanilarak olusturulmus ve filogenetik agaglar,
neighbour -joining algoritmasi ile MEGA7 programinda hazirlanmistir. Muhtemel yeni tiir
oldugu belirlenen suslarin verileri Genbank'a (NCBI=National Center for Biotechnology
Information, US) deposit islemleri devam etmektedir.

Mikroorganizmalar ile gerceklestirilen test sonuglar1 ve 16S rRNA analiz sonuglari
birarada degerlendirilmis ve {stiin ozellikler gosteren KSCO8 izolati bitki denemelerinde
kullanilmak iizere segilmistir. Bitki denemeleri laboratuvar kosullarinda biber (Capsicum
annuum) bitkisi ile gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma ile Micromonospora izolatlarinin tarim
alaninda kullanim olanaklarinin olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Micromonospora, Biber (Capsicum annuum), Bitki biiylime tesvik
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1. GIRIS

Micromonospora Izolatlarn Kullamlarak Biber (Capsicum annuum) Bitkisinde Bitki

Bilyiimesinin Artirma Olanaklarinin Arastirilmasi

Diinya genelinde Micromonospora bakterileri i{izerine oldukga az arastirma olmasina
karsin glinimiizde bu Dbakteriler ftizerindeki arastirmalar giderek hiz kazanmaktadir.
Micromonospora cinsi Gram-pozitif, kemoorganotropik, aerobik ve yiiksek % G+C oraniyla
Actinomycetes ordosu i¢inde yer almaktadir (Vobis, 1992). Micromonospora, énemli derecede
fizyolojik ¢esitlilik sergilemesine ragmen kemotaksonomik, filogenik ve morfolojik agidan iyi
tanimlanan bir cinstir (Kawamoto, 1989).

Micromonospora tiirlerinde sporlar substrat miselyumunda olusur, hava miselyumu
olusturmazlar. Nadiren hava miselleri olussa bile bu miseller sterildir. Micromonosporaceae
familyasindaki diger cinsler gibi bu cinsin iiyeleri de benzer mikroskobik hiicre morfolojisine
sahiptir. Bunlar 0,25-1,5um c¢apinda dallanmig, bolmeli hifler olusturur ve koloniler beyaz,
turuncu, giil kurusu veya kahverengi renkte olabilirken, besiyerine ¢Oziiniir pigment
salgilayanlarin da mevcut oldugu bilinmektedir (Hirsch ve Valdés, 2010). Genellikle geng
koloniler soluk sar1, acik turuncu gibi renklerde iken yasli kolonilerin rengi koyulasmakta ve
koyu turuncu, kirmizi, kahverengi hatta siyah renge donebilmektedir (Vobis, 2006).

Micromonospora iiyeleri 6zellikle humusga zengin topraklarda yayilis gostermekte ve
sahip oldugu hidrolitik enzimler sayesinde organik madde dongiisiinde 6nemli rol oynamaktadir
(Songsumanus ve dig., 2013; Gurovic ve dig., 2013; Ren ve dig., 2013). Sahip oldugu hidrolitik
enzimlerle seliiloz, kitin, lignin ve diger kompleks polisakkaritleri parcalayabilmektedir
(Erikson, 1941; Wilson, 1992; Gacto ve dig., 2000; de Menezes ve dig., 2008). Toprak
verimliligini arttiran ve bitki gelisimine katki saglayan bu tip mikroorganizmalar, "biyogiibreler"
olarak adlandirilmakla birlikte tarimda da mikrobiyal asi materyallerinin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Cogu aktinomisette oldugu gibi Micromonospora tiirleri de bitki sagligini
arttiran ve yiiksek verim alinmasina katki saglayan maddeleri (Or. vitaminler ve bitki hormonlar
gibi) iirettiginden dolay1 toprakta “fitostimulatér” veya bitki biliylime promotorlar1 olarak
kullanilmaktadir. Ayni zamanda Micromonospora tiirleri, bitki koklerinde endofitik olarak

tirettikleri antibiyotik ve antifungal ajanlarla bitki koklerinde hastaliga sebep olan toprak
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kaynaklt pek ¢ok bitki patojenine karsi savasirlar ve bitki gelisimini destekledikleri icin
biyokontrol ajani olarak da kullanilmaktadirlar (El-Tarabily ve dig., 1996a, 1996b; Kurtboke,
2000; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006; Kurtboke ve dig., 2007). Bu bitkiler arasinda
havug, bugday, ¢in lahanasi ve salatalik ile yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (EI-Tarabily ve
dig., 1997; Coombs ve Franco, 2003; Lee ve dig., 2008; El-Tarabily ve dig., 2009).

Micromonospora tiirlerinin varligi karasal habitatlarda; saman, bugday depolar1 veya
evdeki atmosferik ortami kirleten ¢evrenin kirletici maddelerin igerisinde tespit edilmistir.
Birgok Micromonospora susu ¢iirtimiis yaprakli giibre i¢inden (Cordon, 1939), bitki kdklerinden
(Merzaeva ve Shir-okikh, 2006), bataklik ormanlar1 ve turbalar (Thawai ve dig., 2005), taskin
ovalarin ¢ayirlar1 (Zenova ve Zviangitsev, 2002), kiy1 sedimentleri (Zhao ve dig., 2004) ve sucul
alanlarin sedimentleri (Mincer ve dig., 2002; Maldonado ve dig., 2009) gibi farkli ortamlardan
izole edilerek tanimlanmustir.

Aktinobakteriler de dahil olmak {izere ¢esitli bakterilerin bitki biiylimesini tesvik etme
ozellikleri birgok arastirmacinin ilgisini ¢ekmis ve bu alanda giiniimiize kadar bir¢ok arastirma
yapilmistir. Biyokontrol ve bitki bliylimesini destekleyen ajanlar ve ikincil metabolitler de dahil
olmak iizere agroaktif bilesiklerin kaynagi olarak aktinomisetlere yonelik biyiik bir ilgi
bulunmaktadir (Behal, 2000). Aktinomisetler bitki rizosferinde yasar (Suzuki ve dig., 2000) ve
bitki patojenlerine kars1 rollerinin yani sira bitkilerin gelisimsel ve fizyolojik siiregleri iizerinde
genis etki gosterirler (Ahemad ve Kibret, 2014).

Streptomyces, Micromonospora, Corynebacterium, Frankia, Mycobacterium ve
Rhodococcus (Tsavkelova ve dig., 2005; Khamna ve dig., 2010) tiirlerinin dogrudan
(fitohormonlarin iiretimi) veya dolayli olarak {iretim kabiliyetinde (hiicre duvar1 bozucu
enzimlerin iretimi) etkilerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur (Walter ve Crawford, 1995).
Bitki biiylimesini tesvik etmek i¢in, fosfor azottan sonra en 6nemli ikinci pozisyonu alir, ancak
mevcudiyeti, ¢coziinmeyen formlar olarak ortaya ¢ikmasi nedeniyle topraktaki bolluguna ragmen
bitkilerin alabildigi miktar1 ile sinirlidir. Bitki iireme parcalarinin primordia gelisimi igin bitki
gelisiminin erken asamalarinda fosfor gereklidir. Fosfat ¢oziindiiriici mikroorganizmalar (PSM)
kimyasal fosfat kullanimina bagli olarak Kirlenen topraklarda kirligin azaltilmasi i¢in ¢evre dostu

bir ¢6ziim sunmaktadirlar (Sharma ve dig.,, 2013).
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Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda segilen biber bitkisi hem endiistriyel agidan hem
de biyoteknoloji alaninda fitokokimyasal 6zellikleriyle arastirilan bir tiir olmustur. (Capsicum
annuum), Asya, kuzey Amerika, gliney ve orta Avrupa ve tropikal ve subtropikal Afrika gibi
diinya ¢apinda sicak iklim bolgelerinde yetistirilen Solanaceae familyasina ait yillik otsu bir
bitkidir (Thampi, 2004). Toplam biber iiretimi on yilda % 25 artmig (2006'dan 2016'ya,
FAOSTAT tarafindan bildirilen son veriler), 34,5 milyon ton (MT) {iiretimi ile diinyanin en
ekonomik ve tarimsal agidan 6nemli sebze tiriinlerinden biri olmustur. Bu anlamda Cin (17,5
MT), Meksika (2,7 MT), Endonezya (2,0 MT) ve Ispanya (1,1 MT) en biiyiik taze biber
ureticileriyken Hindistan (1,4) MT) en yiiksek kuru biber iireticisidir (FAOSTAT, 2016).
Genellikle, biberler ¢ig (dolmalik biber) veya toz halinde baharat (biber) veya renklendirici
(kirmizi1 biber) olarak tiiketilir. Biber meyveleri, tatli, biiyilik ve kalin, yesil biber gibi, ince ve aci
gibi cesitlilik gosterir. Meyveler, yesil, sari, turuncu ve farkli olgunlasma asamalarina ve
sentezleyici karotenoidleri veya klorofil kapasitelerine karsilik gelen farkli renklerde olabilir.
Lezzet ile ilgili olarak, bu sebze, kirmizi1 biber gibi tatli (keskin olmayan) gesitlerden, biber veya
act gibi sicak tiirlere kadar uzanir (Buckenhiiskes, 2003). Keskinlik, aroma ve renk gibi duyusal
ozelliklerine ek olarak, biberler, C ve E vitaminleri, provitamin A, karotenoidler ve fenolik
bilesikler de dahil olmak {izere tiiketiciler i¢in saglik yararlar1 sunan 6nemli biyoaktif bilesik
kaynaklaridir (Padilha ve dig., 2015).

Bu proje kapsaminda; farkli ortamlardan izole edilen ve N tutma kapasitesine sahip olan
Micromonospora izolatlarinin  bitki gelisim {izerine etkisinin tespiti amaglanmistir.
Micromonospora izolatlari seliilaz, kaseinaz, siderofor varligi, indol asetik asit (IAA) ve fosfat
¢Oziiniirliigli yonilinden incelenerek sonuclar1  kaydedilmistir. Enzim test sonuglari
degerlendirilerek secilen izolatlarin genomik DNA'lar1 izole edilmis ve PZR amplifikasyonlari
ile 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltilarak dizileme ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen 16S rRNA
gen bolgesi kullanilarak test izolatlarinin filogenetik iliskileri belirlenmistir. Proje kapsaminda
sunulan tiim analiz sonuglar1 birlikte degerlendirilerek bitki gelisiminde kullanilmak iizere
Micromonospora sp. KSC08 izolat1 secilmis ve biber bitkisinin gelisimine etkileri incelenmistir.
Bu kapsamda KSCO8 izolat1 ile inokiile edilmis biber tohumlarinin 21 giinliik hasati yapilmis

elde edilen sonuglar proje raporunda sunulmustur. 21. giin hasat sonrasinda kok, gévde boyu,
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¢imlenme oranlar1 ve vigor indeksi belirlenmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilerek

KSCO08 izolatinin bitki gelisimi tizerine etkileri belirlenmistir.
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2. AMAC VE KAPSAM

Proje kapsaminda, farkli ortamlardan izole edilen ve N tutma kapasitesine sahip olan
Micromonospora izolatlarinin  bitki gelisim {izerine etkisinin tespiti amaglanmistir.
Micromonospora izolatlar1 seliilaz, kaseinaz, indol asetik asit (IAA), siderofor, fosfat
¢Oziiniirliigl ve antifungal aktivite yoniinden incelenmistir. Bu 6zelliklerin birden fazlasina sahip
olan izolat/izolatlar segilerek morfolojik 6zellikleri tripton yeast glukoz agar ve oatmeal agarda
belirlenmigtir. Benzer morfolojiye sahip olanlardan sadece bir tanesi secilerek molekiiler
analizlere gecilmistir. Segilen izolatlarin genomik DNA’lar1 izole edilmis ve PZR
amplifikasyonlar1 ile 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltilarak dizileme calismalart yapilmistir. Elde
edilen 16S rRNA gen bolgesi kullanilarak test izolatlarinin filogenetik iliskileri belirlenmistir.
Tiim proje kapsaminda yapilan analizlerin sonuglar1 incelenerek bitki gelisiminde kullanilmak
lizere Micromonospora izolat: belirlenmistir. Ulke ekonomimiz agisindan da énemli bir yere
sahip olan biber bitkisi kullanilarak segilen Micromonospora izolatinin bitki gelisimine etkisinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda Micromonospora izolati ile inokiile edilmis biber
tohumlar1 21 giinliik biliylime periyoduna birakilmistir. Sonrasinda kok, govde boyu ile vigor
indeksi ve c¢imlenme oranlari belirlenmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilerek
Micromonospora izolatmin bitki gelisimi tizerine etkileri belirlenmistir. Proje kapsaminda
yapilan ¢aligmalarla Micromonospora izolatinin olasi biyogiibre olma potansiyeli belirlenmesi

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Nisasta Testi

Nisasta degredasyonunda, nisasta (% 0.1 w/v) eklenmis GYEA (glukoz yeast ekstrakt
agar) iceren petrilere ekilen test suslart 30°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Bes giin sonunda
Lugol’s iodin eriyigi ortam iizerinde ince bir tabaka olusturacak sekilde petrilere dokiilmiistiir
(Cowan ve Steel, 1974). Ortamda nigasta varsa iodin nisasta ile birlesip koyu mavi bir kompleks
olusturacaktir. Oligosakkarit ve diger basit sekerlerin ortamda varliklar1 biiyiime alani
civarindaki agik zon ile belirlenebilmektedir ve okuma sirasinda bu durum pozitif olarak

kaydedilmistir.

3.2. Selliilaz aktivitesi

Izolatlar CMC agar (tripton, maya 6ziitii, NaCI, CMC Agar) besiyerine (pH:10.0 ve % 10
NaCl iceren) cizgi seklinde ekilmis ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda petri kutusuna % 0.1°lik kongo kirmizisi ¢ozeltisinden dokiilmiis ve 6rnekler 15 dakika
sireyle boyanarak 1M NaCl ¢o6zeltisi ilave edilerek 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Boyama islemi sonunda etrafinda sar1 hidroliz zonu gozlenen suslar seliilaz (glukanaz) pozitif

olarak degerlendirilmistir.
3.3. Kaseinaz Testi

Skim milk agara mikroorganizmalar nokta inokiilasyonu ile ekilmis ve 37 °C’de 1-3 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda mikroorganizmanin cevresinde gdzlenen
seffaf zonlar pozitif olarak kabul edilmistir.

3.4. Indol Asetik Asit testi (IAA)

Secilen test mikroorganizmalari, triptofan aminoasidi igeren ve triptofan aminoasidi

icermeyen LB (Luria Broth) besiyeri ortamlarina inokiile edilmis ve 30°C’de 3-4 giin
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calkalamal1 inkiibatorde karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. 2 ml’lik ependorflara
mikroorganizmalardan eklenerek 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi gergeklestirilmis ve 1
ml siipernatant kismi test tiiplerine alinarak tizerlerine 2 ml Salkowski reagent eklenmistir.
Sonrasinda 30 dakika karanlik ortamda tiipler bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda pembe renk

olusumu, indol asetik asit agisindan positif olarak kabul edilmistir.

3.5. Fosfat ¢oziiniirliigii testi

Pikovskaya (PVK) agara mikroorganizmalar nokta inokiilasyonu ile ekilmis ve 30 °C’de
5-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizmalarin etrafinda olusan seffaf zon pozitif

olarak kabul edilmistir.

3.6. Siderefor Testi
Siderefor testini uygulamak i¢in hazirlanan ortam (CAS Agar) birkag basamak icinde

hazirlanmastir.

A. Mavi Boya Hazirhg;
Soliisyon 1;

0.06 g CAS (casaminoasit) 50 ml ddH20 i¢inde ¢oziindiirilmiistiir.

Soliisyon 2;
0.0027 g FeCl3-6 H20'yi 10 ml 10 mM HC1 iginde ¢oziindiitilmiistiir.

Soliisyon 3;

0.073 g HDTMA'y1 40 ml ddH20 igerisinde ¢ozlindiiriilmiistiir.

e Sollisyon 1°’den 9 ml alinarak soliisyon 2 ile karigtirilmistir. Ardindan soliisyon 3 ile
karistirm. Cozelti artik mavi renkte olacaktir. 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu

gergeklestirilmistir.
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B. Karisim ¢ozeltisi:

a. Minimal Ortam 9 (MM9) Tuz Cozeltisi
15 g KH2P04, 25 g NaCl ve 50 g NH4CI'yi 500 ml ddH20 igerisinde ¢6ziindiiriilmiistiir.

b. % 20 Glikoz Stoku
20 g glikozu 100 ml ddH20 iginde ¢dzdirilmiistiir.

c. NaOH Hazirhgi
25 g NaOH'1 150 ml ddH20 i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir; pH ~ 12 olmalidir.

d. Casamino Asit Cozeltisi

i. 3 g Casamino asidi 27 ml ddH,0 igerisinde ¢6ziindiirilmistiir.

ii. Iz demir elementini elimine etmek igin kloroform iginde% 3 8-hidroksikinolin ile
ekstrakte edilmistir.

iii. 0,45°1ik filtre ile sterilize edilmistir.

C. CAS agar Hazirlanmasi:

a. 750 ml ddH,0’ya 100 ml MM9 tuz ¢6zeltisi eklenmistir.

b. 32,24 g piperazin-N, N'-bis (2-metansiilfonik asit) ¢6ziilmiistiir. pH~5'in altinda
¢oziilmez. pH6'ya kadar pH getirilerek ve karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. PIPES ¢6ziindiikge pH
diisecektir. Karigtirirken, pH" yavasga 6.8'e getirilmistir.

c. 15 g Bacto agar eklenmistir.

d. Otoklavlanarak ve 50°C'ye sogutulmustur.

e. MM9 / PIPES karisimma 30 ml steril Casamino asit ¢ozeltisi ve 10 ml steril% 20
glikoz ¢ozeltisi eklenmistir.

f. Yavasga karistirmak igin yeterli ¢alkalama saglanarak 100 ml Blue Dye ¢ozeltisi
yavags¢a eklenmistir. Aseptik kosullar altinda mediumlar kullanima hazir hale getirilmek ig¢in

dokilmistir.
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Chrome azurol S (CAS) agara mikroorganizmalar nokta inokiilasyonu ile ekilmis ve 30
°C’de 10-15 giin inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizmalarin etrafinda olusan turuncu zon

pozitif olarak kabul edilmistir.

3.7. Antifungal Aktivite

Mueller Hinton Agar (MHA) antifungal aktivite deneylerinde kullanilmistir.
Aktiflestirilen organizmalar Luria Bertanii (LB)’a aktarilarak ekimleri yapilmigtir. Organizmalar
calkalamali inkiibatérde 30 °C’de 3 giin inkiibe edilmistir. Antifungal aktivite i¢in; Fusarium sp.
LB ortamina ekimi yapilarak, calkalamali inkiibatorde 30 °C’de 3 giin inkiibe edilmistir.
Organizmalarda tireme gozlendikten sonra MHA ortaminda petrinin orta kismma 7 ul nokta
ekim islemi yapilmistir. Organizmalar 30 °C’de etiive konulmustur ve 3. giin sonunda
mikroorganizmalara kloroform damlatilarak 40 dakika bekletilmistir. 200 pul ODgye nm 0,1
Fusarium sp. yayma ekimleri yapilmistir. Sonuglar bakteri inokiilasyonunun etrafinda seffaf bir

zon olusmasi dikkate alinarak kaydedilmigtir.

3.8. Morfolojik testlerin uygulanmasi

Morfololojik inceleme, temel olarak ISP ve 3 farkli besiyeri ortaminda diiretilen
mikroorganizmalarin morfolojik tanimlamalarini temel almaktadir. Projede enzim testlerine gore
secilen izolatlar morfolojik inceleme amaciyla ISP besiyerleri (ISP 2-7 agar) ve
Aktinomisetlerin morfolojik tanimlamasinda kullanilan diger besiyerleri (Nutrient Agar,
modifiye Bennett’s agar, Triptik soy agar, Czapek’s agar) kullanilmistir (Ek-A). Burada enzim
testleri bir se¢im kriteri olarak islev gdrmiistiir. Enzim testlerinde pozitif sonug¢ veren izolatlar
secilerek belirtilen ortamlara aktarilmis ve tiim morfolojik 6zellikleri (substrat, hava miselyum

yapilari, diffiizlenebilir pigment, spor morfolojisi, koloni morofolojisi) belirlenmistir.
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3.9. Genomik DNA izolasyonu

Saf olarak stoklanan test izolatlarmin genomik DNA izolasyonu; DNA izolasyon Kiti
(Invitrogen, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Test organizmalar1 yogun olarak gelisebildikleri kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir.
Inkiibasyonu takiben her bir izolattan bir 6ze dolusu almarak gelisim gosterdikleri kiiltiir ortama
gore 30 ml TYG broth bulunan 50 ml’lik erlenlere steril sartlarda transfer edilmistir. Kiiltiirler
calkalamali inkiibatérde 30 °C’de 150 rpm’de 3-10 giin siireyle gelistirilmistir. Safliklar1 kontrol
edildikten sonra steril ependorflara kiiltiirlerden 1.5 ml ilave edilerek, 13.000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi tist faz uzaklastirilip altta kalan peletler ddH,O ile 1 defa, TE ( 10 mM
tris, 1 mM EDTA, pH:8 ) tamponunda 2 defa yikanmistir. Bu islemler sonucu hiicre peletleri

DNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir.

3.9.1. islem Basamaklar

Lizatin Hazirlanisi;

1. Izolatlardan elde edilen her bir hiicre peleti iizerine 180 ul lizozim (20 mg/ml) tamponu
eklenip kisa siire vortekslendikten sonra 37°C’de 12 saat bekletilmistir.

2. 2 adet su banyosu 37 °C ve 55°C’ye ayarlanmistir.

3. 2 ul triton-X ilave edilip pipetaj yapilarak, 37 °C’de 30 dk bekletilmistir.

4. 20 pl RNaz ve 20 pl Proteinaz K eklenip kisa vortekslemeden sonra 37°C’de 30-45 dk
bekletilmistir.

5. 200 ul PureLink Genomik Par¢alama/Baglama tamponu eklenerek vortekslenerek,
55°C’de 30 dk bekletilmistir.

6. Lizata 200 ul %96-100’lik etanol eklenip homojen bir ¢ézelti elde etmek igin 5 sn

vortekslenerek iyice karistirilmistir.
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Uygulama;

Yaklasik 640 pl olan lizat PureLink spin kolona aktarilmistir.

Kolon oda sicakliginda 10.000g’de 1 dk santrifiijlenmistir.

Toplama tiipii atilmis ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarilmistir.
Kolona daha 6nceden hazirlanan yikama tamponu 1’den 500 pl eklenmistir.
Kolon oda sicakliginda 10.000 g’de 1 dk santrifiijlenmistir.

Toplama tiipii atilmis ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarilmistir.
Kolona daha 6nceden hazirlanan yikama tamponu 2’den 500 pl eklenmistir.

Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 3 dk santrifiijlenmis ve toplama tiipii atilmistir.

© ©o N o g bk~ w DD

Spin kolon 1.5 mI’lik temiz mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmistir.

[HEN
o

. Kolona 25-200 pl PureLink Genomik Ayirma Tamponu eklenmistir.

[EEN
[EEN

. Kolon oda sicakliginda maksimum hizdal.5 dk santrifiijlenmis ve bdylece istenilen izolat
DNA’s1 saf bir sekilde elde edilmistir.
12. Saflagtirilan DNA 6rnekleri -20°C muhafaza edilmistir.

3.9.2. DNA izolasyon Kontrolii

DNA izolasyon islemini takiben, 6rneklerin agaroz jel elektroforez teknigi ile kontrolii
saglanmistir. Izole edilen DNA &rneklerini agaroz jelde goriiniir hale getirebilmek icin jele
floresan 0zellik gdsteren etidyum bromiir (EtBr) boyasi ilave edilmistir.

Elektroforez tablasi kullanimdan once saf su ile temizlenerek ve kurutularak diiz bir
zemine birakilmistir. DNA ve PCR Ornekleri igin %1°lik agaroz jel hazirlanmigtir. Tartimi
yapilan agaroz lizerine 1X TBE tamponu eklenerek hazirlanan ¢6zelti mikrodalgada sitilip
homojen hale getirilmistir. Daha sonra ¢ozelti elle tutulur sicakliga ulastiginda tlizerine 1 pl
etidyum bromiir eklenmis ve daha sonra elektroforez tablasina dokiilmiistiir. Her bir 6rnekten 3-
5 ul ve jel yiikkleme tamponundan ( brom fenol mavisi ) 1 pl dikkatli bir sekilde transfer
edilmistir 120 voltta 30-45 dk yiiriitilmustiir.
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3.9.3. 16S rRNA Gen Bélgesinin PCR Islemi

Test izolatlarinin 16S rRNA gen boélgesi 27f ve 1525r primerleri kullanilarak Thermal
Cycler’da amplifiye edilmistir.
16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in Promega firmasindan alinan GoTaq Hot

Start Master Mix reaksiyon karigimi agagidaki ¢izelgede belirtilmistir.

Cizelge 1: 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltimi i¢in PCR reaksiyon sartlari

Islem Sicaklik (°C) Siire (dk) Déngii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 35

Baglanma 55 2 35

Uzama 72 3 35

Son Uzama 72 8 1

Reaksiyon sonrasi saklama 4

Cizelge 2. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonu icin kullanilan reaksiyon bilesenleri ve

miktarlari
Reaktif Stok yogunlugu Miktar (ul)
Hot Start Master Mix 2X 25
27f primeri 10 pmol 1
1525r primeri 10 pmol 1
Kalip DNA 50-100 ng 2
Niikleaz igermeyen su X

Toplam Hacim 50 pl
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Cizelge 3. 16S rRNA gen bolgesinin dizilemesi i¢in kullanilan dizileme primerleri

Primer Sekans (5- ve 3-) Bandlanma Kullanim
Ad1 Alan1
Biiyiiklik : : Kaynak
5 3 PCR | Sekans

27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 8 27 N, N Lane (1991)
Mg520f | CAGCAGCCGCGGTAATAC 18 520 536 ~ Kageyama vd. (2004)
Mg5f  |AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 907 926 v [Chun and Goodfellow

(1995)
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 1544 | 1525 N ~ Lane (1991)
800 TACCAGGGTATCTAATCC 18 800 782 ~ Chun and Goodfellow|

r
(1995)

3.10. Biber Tohumlarmmn Sterilizasyonu

Biber bitkisi tohumlari, kullanilacak MS ortamlari, plastik petriler, kurutma kagitlar ve
beherler 10 dakika steril kabinette UV 1s181na birakilarak steril edilmistir. Daha sonra tohumlar
yikamak icin 1:4 oraninda c¢amasir suyu:distile su karisimi hazirlanarak tohumlar beher
icerisinde deterjan soliisyonunda 15 dakika bekletilmistir. Filtre kagidindan siizdiiriilerek saf su
ile yikama islemine gegilmistir. Birka¢ kez saf su ile yikanarak kloraktin kalmamasi
saglanmistir. Yikamadan sonra tohumlar filtre kagidina alinmis ve suyu uzaklastirilmistir.
Tohumun iyice kurumasi da bu asamada olduk¢a Onemlidir. Bir sonraki basamakta saf su
bulunan behere ve ODgyp nm:0,1°e¢ ayarlanan KSCO08 izolatinin bulundugu behere biber
tohumlar1 eklenerek 2 saat 30°C’de bekletilmistir. 3 farkli sicaklik denemesi igin biiyiik petrilere
kurutma kagitlar1 eklenmis ve saf su ile sulanmistir. 25°C, 35°C, 45°C olmak iizere 3 farkh
sicaklik denemesi i¢in; hem mikroorganizmali biber tohumlarmin inokiile edildigi iki petri hem
de bakterisiz ortamda inokiile edilen saf suda bekletilmis biber tohumlar1 parafilmle sarilarak

giin bazinda sicakliklarina gore ¢cimlenme durumlart gézlemlenerek not edilmistir.

30 °C'de 2 saat inkiibasyona birakilan tohumlar 2/1/1; steril toprak/vermikiilit/perlit
ortamina aktarilmistir. 21 ve meyve hasatina kadar gececek siire ile 16:8 fotoperiyot ve 25-26+2

°C'ye ayarlanmis iklim odasinda gelisime birakilmstir. Ik 5 giinliik periyotta her giin ¢imlenen
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tohum sayis1 sayilmis ve ¢imlenme yiizdesi sayim sonuglarina gore elde edilmistir. 21. giliniin
sonunda bitkilerin kdk uzunluklart ve govde uzunluklarinin oSlgiimleri yapilmistir. Kok
uzunluklari, gévde uzunluklar1 ve ¢imlenme oranlart kullanilarak vigor index hesaplanmistir.
Proje ilk 21 giinliik periyotta yapilan denemeleri igermektedir. Ancak proje imkanlar1 dahilinde
meyve hasadi i¢cin de ek denemeler kurulmustur. Sonuglar projede elde edilecek sonuglar ile

birarada degerlendirilecektir.
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3. BULGULAR

Projede kullanilan azot fikse etme 6zelligine sahip Micromonospora izolatlarinin kaynagi,

izolayon ortami ve diliisyon oranlari Cizelge 4’de verilmistir.

Cizelge 4. N fikse etme 6zelligine sahip Micromonospora izolatlarinin kaynagi, izolasyon ortami

ve diliisyon orant

Kosice Topraklar::

izolat No:  izolatin Adi:

KSCO01 Micromonospora sp.
KSCO06 Micromonospora sp.
KSCO07 Micromonospora sp.
KSCO08 Micromonospora sp.
KSC09 Micromonospora sp.
KSC10 Micromonospora sp.
KSC14 Micromonospora sp.
KSC16 Micromonospora sp.
KSC18 Micromonospora sp.
KSC20 Micromonospora sp.
KSC28 Micromonospora sp.
KSC31 Micromonospora sp.

Kaynakc¢a

F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),

Kosice Mevkii- Slovakya

izolasyon
Ortam
TYG
TYG
TYG
TYG
TYG
TYG
TYG
TYG
SM3
SM3

SM3

GYM

Diliisyon

Ortam

10°

10°

103

103

103

103

103

103

1073

1073

103

103
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KSC32

KSC37

KSC38

KSC41

KSC43

KSC48

KSC49

KSC50

KSC52

KSC53

KSC56

KSC57

KSC58

KSC59

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Viyana topraklarn :

izolat No:

VYNO5

izolatin Adi:

Micromonospora sp.

F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer) ,
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer),
Kosice Mevkii- Slovakya
F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer) ,
Kosice Mevkii- Slovakya

Kaynakc¢a

F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii-

Avusturya

GYM

HV

HV

HV

HV

TYG

TYG

SM3

SM3

SM3

GYM

GYM

GYM

GYM

izolasyon
Ortam

TYG

1073

1073

10°

10°

1073

10*

10*

10*

10*

10*

10*

10*

10*

10*

Diliisyon
Oram

10°
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VYNO9

VYN12

VYN13

VYN16

VYN17

VYN20

VYN25

VYN26

VYN35

VYN36

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Giil Baba Tiirbesi topraklar :

izolat

No:

GBTO02

GBTO7

GBT08

GBTO09

GBT11

GBT13

izolatin Adx:

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

Micromonospora sp.

F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- GYM
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- HV
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- HV
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- HV
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- HV
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- HV
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- SM3
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- SM3
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- SM3
Avusturya
F. Ozdemir Kogak; Viyana Mevkii- GYM
Avusturya
Kaynakca izolasyon Diliisyon
Ortam Orani
F. Ozdemir Kogak; Tarla topragi, HV 10°
Budapeste Mevkii- Macaristan
F. Ozdemir Kogak; Tarla topragi, GYM 103
Budapeste Mevkii- Macaristan
F. Ozdemir Kogak; Tarla topragi, GYM 103
Budapeste Mevkii- Macaristan
F. Ozdemir Kogak; Tarla topragi, GYM 10"
Budapeste Mevkii- Macaristan
F. Ozdemir Kogak; Tarla topragi, TYG 10"
Budapeste Mevkii- Macaristan
F. Ozdemir Kogak; Tarla topragi, SM3 10

103

103

10

10

103

10

10

103

10*

10*
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Budapeste Mevkii- Macaristan

GBT14 Micromonosporasp. F. Ozdemir Kogak; Tarla toprag, SM3 10*
Budapeste Mevkii- Macaristan

GBT17 Micromonosporasp. F. Ozdemir Kogak; Tarla toprag, SM3 10
Budapeste Mevkii- Macaristan

GBT24 Micromonospora sp. F. Ozdemir Kogak; Tarla toprai, HV 10
Budapeste Mevkii- Macaristan

Slovakya Topraklar::

izolat izolatin Adi: Kaynakca izolasyon Diliisyon

No: Ortam Oram

SLVO01 Micromonospora sp.  F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer), GYM 10°
Slovakya

SLVO02 Micromonospora sp.  F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer), GYM 10
Slovakya

SLVO03 Micromonospora sp.  F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer), GYM 10°
Slovakya

SLV11 Micromonospora sp.  F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer), SM3 10
Slovakya

SLV12 Micromonospora sp.  F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer), TYG 10
Slovakya

SLV20 Micromonospora sp.  F. Ozdemir Kogak; Orman (Rizosfer), TYG 10

Slovakya
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4.1. Nisasta Degredasyonu

Se¢imi yapilan Micromonospora izolatlarina uygulanan nisasta hidroliz test sonuglari

Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. Bazi izolatlarn; a; KSCO08, b;SLV02, ¢;KSC37, d;KSC38, e;
KSC41, f;KSC09, g;KSC50 nisasta testi goriintiileri

Uygulanan test sonucunda 36 izolat lugol eriyigini pargalayarak mavi renkte agilmalar
saglamis ve pozitif olarak degerlendirilmistir. KSC06, KSC07, KSC08, KSC09 gibi teste
kullanilan ¢ogu organizma nisasta degredasyonunda olumlu sonuglar vermistir. Elde edilen

sonuclar Cizelge 5’de verilmistir.

4.2. Selliilaz aktivitesi
Micromonospora izolatlarinin seliilaz degredasyonunu belirlemek amaciyla CMC agar
ortamina ekilmis ancak izolatlarin iireme gostermedigi belirlenmigtir. Sekil 2°de

Micromonospora sp.’nin seliilaz enzim test goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 2. Micromonospora sp. izolatinin seliilaz enzim testi goriintisii.

4.3. Kaseinaz Testi
Kazeini par¢alama yeteneklerini belirlemek amaciyla Skim milk agar ortami kullanilmig

ve test edilen Micromonospora izolatlarinin  kazeinaz test goriintiileri Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Segilen Micromonospora izolatlarin kazeinaz testi goriintiileri
Micromonospora izolatlarinin 21 tanesinin bu teste pozitif sonug¢ verdigi belirlenmistir.
Seffaf bir zon olusturan KSC01, KSC06, KSC07 ve diger 18 izolatin kazeinaz enzim varlig

belirlemis ve Cizelge 5°de sonuglar verilmistir.

4.4, Indol Asetik Asit testi (IAA)

Micromonospora sp. izolatlari, triptofan aminoasidi iceren ve triptofan aminoasidi
icermeyen LB (Luria Broth) besiyeri ortamlaria aktarilmis ve triptofani parcalama yetenekleri
deneysel siireglerle belirlenmistir. Pembe renk olusumu indol asetik asit varligini gosterdigi igin

pozitif olarak degerlendirilmistir. IAA test goriintiileri Sekil 4’de verilmistir.

SI—

A A L)
3KSCO7-LB  4.KSCO7-LB-T SKS

: = =

C08-LB 6.KSCO08

i .
)
.
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Sekil 4. Segilen izolatlarin indol asetik asit testi goriintiileri
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Triptofanaz enzim varlig1 agisindan incelenen izolatlarin 26’smin pozitif sonug verdigi
belirlenmistir. Pembe renk olusumu bu enzimin varligin1 gosterdigi i¢in KSC08, KSC09, KSC28

ve diger 23 izolat pozitif olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 5’te verilmistir.

4.5. Fosfat ¢oziiniirliigii testi

Micromonospora sp. izolatlari, fasfatli bilesikleri par¢alama yeteneklerini belirlemek

amaciyla Pikovskaya (PVK) agara inokiile edilmis ve yapilan fosfat ¢oziiniirliigi test goriintiileri

Sekil 5’de verilmistir.
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Sekil 5. Segilen izolatlarin fosfat ¢oziintirligi testi goriintiileri

Bu test sonucunda GBT08, GBT13, GBT14 gibi toplam 16 organizma olusturdugu seffaf

ve dar bir zonla pozitif sonug¢ vermistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 5’te verilmistir.

4.6. Siderefor Testi
Micromonospora izolatlarinin, siderefor aktivitesinin belirlenmesi igin CAS Agar

ortamina inokiilasyonu Sekil 6’da yer almaktadir.

KSC56

GBTO7

Sekil 6. Segilen izolatlarin siderefor testi goriintiileri
Siderofor testi sonucunda KSCO8 izolatinin siderofor testi pozitif ¢cikmis diger izolatlarda

ise bir aktivite gdzlenmemistir.
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4.7. Antifungal Aktivite
Micromonospora izolatlarinin, Fusarium sp. fungal patojenine Kkarsi antifungal
aktivitesini belirlemek amaciyla Mueller Hinton Agar (MHA) ortamina inokiile edilmistir.

Yapilan antifungal aktivite test goriintiileri Sekil 7°de yer almaktadir.

Sekil 7. Segilen izolatlarin antifungal aktivite testi gériintiileri



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 izolatlar bitki
patojeni olan Fusarium sp.’ye kars1 direng gostererek seffat ve dar bir zon vermistir. Toplamda

11 izolatin Fusarium sp. fungal patojenine karsi direng gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 5’de verilmistir.
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Cizelge 5. Segilen izolatlarin hidrolitik enzim testleri ile antifungal aktivite test sonuglar

izolat Filogenetik iligskili =~ Azok fikse Nisasta Selillaz 1AA  Kazeinaz Fosfat Antifungal

Kodu oldugu tiir etme Testi  aktivitesi  ¢oziiniirlik aktivite
ozellikleri

KSCo01 + + - - + - ¥
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 + + - + + + +
VYNO5 + + - - - - -

VYNO09 + - - - - - -


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

VYN12
VYN13
VYN16
VYNL17
VYNZ20
VYN25
VYNZ26
VYN34
VYN35
VYN36
SLVO01

SLV02

SLVO03

SLV11

SLV20

GBTO02
GBTO7
GBTO08
GBTO09
GBT11
GBT13
GBT14
GBT17
GBT24
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+ - - + + + +
+ + - - - - -

M.vinacea + - - + - + i

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

M.saelicesensis + + - + - + -
+ + - + + + -
+ - - - + + +
+ + - + - - -
+ + - - - - -
+ - - + - - -

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

M.zamorensis + + - + + - -
+ - - - - - _
+ + - -- - - -
+ + - + + + +

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

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

---: Ureme gerceklesmeyen izolatlar

Morfolojik testlerin uygulanmasi

Enzim testlerine gore segilen izolatlarin morfolojik incelemesi ISP besiyerleri (ISP 2-7
agar) ve Aktinomisetlerin morfolojik tanimlamasinda kullanilan Nutrient Agar, modifiye
Bennett’s agar, triptikas soy agar ve Czapek’s agarda yapilmistir. Segilen izolatlarin morfolojik

Ozellikleri (substrat, hava miselyum yapilari, diffiizlenebilir pigment, spor morfolojisi, koloni



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) belirlenmis ve Cizelge 6 ile Sekil 8 arasinda verilmistir. Bazt Micromonospora

izolatlarmin ISP 3 ortamindaki morfolojik test goriintiileri Sekil 8°de yer almaktadir.
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Sekil 8. Segilen izolatlarin oatmeal agar (ISP3) goriintiileri

Enzim testlerine gore secilen izolatlarin farkli ortamlardaki gelisimleri ve morfolojik

ozellikleri asagida verilmistir.

Sekil 9. GBT13 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 2 ve Bennett’s agar goriintiileri
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Sekil 11. GBT17 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 2, ISP 5, ISP 4 ve Bennett’s agar goriintiileri




T.C.
BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
SONUG RAPORU FORMU

Sekil 13. KSCO8 izolatinin CDA, ISP 5, ISP 4 ve Bennett’s agar goriintiileri
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Sekil 15. KSC56 izolatinin TSA, CDA, NA, ISP 4 ve Bennett’s agar goriintiileri
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Sekil 18. VYN17 izolatinin TSA, CDA, NA ve Bennett’s agar goriintiileri




D

BILECIK SEYH EDEBALI
UNIVERSITESI

T.C.

BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI
BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
SONUC RAPORU FORMU




T.C.
I BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI

I s BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
. HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
BlLECHK SEYH EDEBAL SONUG RAPORU FORMU

Sekil 23. VYN3S5 izolatinin ISP 4 agar goriintiisii

GBTO
1SPY

Sekil 24. GBTO07 izolatinin ISP 4 agar goriintiisii

Sekil 25. KSCO09 izolatinin ISP 4 agar goriintiisii

Micromonospora izolatlar1 tiim belirtilen besiyerlerine ekilmis ancak tiimiinde tireme
gostermedigi icin elde edilen sonuglar Sekil 9-25 arasinda verilmistir. Morfolojik olarak
tanimlamada kullanilan Micromonospora izolatlarinin besiyerlerindeki sonuglart Cizelge 6’de

verilmistir.
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Cizelge 6: Micromonospora izolatlarinin morfolojik tanimlama besiyerlerindeki sonuglari

Organizma 1SP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett’s TSA Czapek’s Nutrient
Ad1 Agar Agar Agar
G: G: G:+ G ++ G: G: G +++ G +++ G ++ G +++
R R R :Beyaz R :Beyaz R R R R : R :Beyaz R
KSC06 A A A: A: A A Turuncu Turuncu A: Turuncu
S S S+ S+ S S A A: S+ A:
S ++ S+ S+
G +++ G +++ G :+++ G :++ G G G +++ G:++ G +++ G +++
R:Turuncu R :Turuncu R R R R R R R R
KSCO08 A: A: ‘Turuncu Turuncu A A Turuncu Turuncu :A.turuncu  Turuncu
S ++ S 4+ A: A: S S A: A: A: A:
S+ S+ S ++ S+ S+ S ++
G G G +++ G: G G: G G: G: G:
R R R: R: R R: R R: R: R:
KSC09 A A Turuncu A: A A: A A: A: A:
S S A: S: S S: S S: S: S:
S:-
G ++ G: G +++ G G G: G +++ G ++ G ++ G +++
R:Turuncu R: R R R R: R :Kahve R R :San R : Kahve
KSC10 A: A: Turuncu A A A: A: ‘Turuncu A A:
S+ S: A: S S S: S ++ A: S+ S ++
S:- S+
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
KSC16 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R:Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
KSC18 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R:Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
KSC20 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S
G: G: G +++ G: G: G: G: G: G G
R: R: R : Beyaz R: R: R: R: R: R R
KSC28 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S: S +++ S: S: S: S: S: S S
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
KSC38 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R :Kahve R: R: R: R: R: R: R R
KSC41 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
KSC4s A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S 4+ S: S: S: S: S: S: S S
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
KSCS2 A A A: A: A: A A A A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S



T.C.
I BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI

I I BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
o HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
BILECK SEYH EDEBAL SONUG RAPORU FORMU

G: G +++ G +++ G G: G G +++ G ++ G ++ G ++
R: R:Turuncu R R R: R R :Kahve R : R :Beyaz R
KSC56 A A Turuncu A A: A A Turuncu A: ‘Turuncu
S: S +++ A: S S: S S+ A: S+ A:
S:- S ++ S ++
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G: G:
R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R: R:
KSC57 A: A: A: A: A: A: A: A: A: A:
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S: S:
G:+ G +++ G +++ G: G: G: G +++ G ++ G ++ G +++
R :Turuncu R :Turuncu R :Kahve R: R: R: R R R R
KSC59 A: A: A: A: A: A: ‘Turuncu ‘Turuncu  :Turuncu ‘Turuncu
S:- S +++ S++ S: S: S: A A: A: A:
S ++ S:- S ++ S:-
G G: G:+++ G G G: G G: G: G:
R R: R R R R: R R: R: R:
VYN12 A A: Turuncu A A A: A A: A: A:
S S: A: S S S: S S: S: S:
S:-
G: G +++ G: G: G: G: G: G: G G
R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R R
VYN13 A: A: A: A: A: A: A: A: A A
S: S +++ S: S: S: S: S: S: S S
G: G: G +++ G: G: G: G: G: G G
R: R: R R: R: R: R: R: R R
VYN16 A: A: ‘Turuncu A: A: A: A: A: A A
S: S: A: S: S: S: S: S: S S
S+
G G ++ G: G G G: G +++ G +++ G ++ G +++
R R :Turuncu R: R R R: R : Kahve R : R :Beyaz R :
VYN17 A A: A: A A A: A: Turuncu A: Turuncu
S S ++ S: S S S: S++ A: S ++ A:
S++ S ++
G G +++ G :++ G G G: G +++ G +++ G ++ G +++
R R:Turuncu R R R R: R :Siyah R R :Beyaz R
VYN25 A A: ‘Turuncu A A A: A: ‘Turuncu A Turuncu
S S +++ A: S: S: S: S +++ A: S+ A:
S:- S+ S+
G G G :++ G: G: G: G +++ G ++ G ++ G ++
R R R R R: R R R R :Beyaz R
VYN26 A A ‘Turuncu A A: A Turuncu Turuncu A: Turuncu
S S A: S S: S A: A: S+ A:
S+ S+ S ++ S+
G G G +++ G: G G G: G G G:
R R R R: R R R: R R R:
VYN35 A A Turuncu A: A A A: A A A:
S S A: S+ S S S: S S S:
S+
G G G:+++ G G G G: G G G
R R R R R R R: R R R
SLV11 A A Turuncu A A A A A A A
S S A: S S S S: S S S
S:-
G: G +++ G ++ G G G G: G G G
R: R :Kahve R :Kahve R R R R: R R R
GBTO7 4. A A A A A A A A A
S: S +++ S:- S S S S: S S S
GBTO08 G: G +++ G: G G G G: G G G
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GBT11

GBT13

GBT14

GBT17

R: R :Turuncu R: R: R: R: R: R: R: R:
A A A: A: A: A: A A: A: A:
S: S ++ S: S: S: S: S: S: S: S:
G: G ++ G: G: G: G: G: G: G: G:
R: R:Turuncu R: R: R: R: R: R: R: R:
A: A: A: A: A: A: A: A: A: A:
S: S ++ S: S: S: S: S: S: S: S:
G +++ G +++ G: G: G: G: G +++ G +++ G ++ G +++
R :Turuncu R :Kahve R: R: R: R: R R : R :Beyaz R
A: A: A: A: A: A: Turuncu Turuncu A: Turuncu
S ++ S +++ S: S: S: S: A A: S +++ A:
S ++ S+ S ++
G: G: G G: G G G +++ G: G: G:
R: R: R R: R R R R: R: R:
A: A: A A: A A Turuncu A: A: A:
S: S: S S: S S A S: S: S:
S++
G: G :++ G +++ G :++ G G G +++ G +++ G +++ G +++
R: R :Turuncu R : Beyaz R :Beyaz R R R R : R :Beyaz R
A: A: A: A: A A Turuncu Turuncu A: Turuncu
S: S ++ S+ Si++ S S A A: S ++ A:
S++ S++ S++

G:Germinasyon, R: Renk, S:Spor

Genomik DNA izolasyonu

Micromonospora izolatlarmin, DNA Izolasyon Kiti (Invitrogen, USA) kullanilarak

yapilan DNA izolasyon sonuglar1 Sekil 26’de verilmistir.

1 7 8 9 A0 2. 235345450 2326E. A7, .28 1920

2 3 4 S5 6

Sekil 26. DNA izolasyonu yapilan izolatlarin eliisyonlarinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii
1,KSC41,; 2,KSC41; 3,KSCO07; 4,KSCO07; 5,SLV11; 6,SLV11; 7,KSC20; 8,KSC20; 9,KSC37,;
10,KSC37; 11,GBT09; 12,GBT09; 13,KSCO09; 14,KSC09; 15,KSC38; 16,KSC38; 17,SLV02;
18,SLV02; 19,KSC08; 20,KSCO08;.

Yapilan 6 izolatin 16S rRNA gen bolgesi i¢in yapilan PCR sonuglarinin agaroz jeldeki

gorlntiisii Sekil 27°da verilmistir.
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Sekil 27. Yapilan 6 izolatin %]1°lik agaroz jeldeki 16S rRNA gériintiisii; 1,KSC41; 2,GBT09;
3,KSC07; 4,KSCO08; 5,SLV11; 6,KSC37; M; marker 100bp.

M.parathelypteridis NEAU-JXY5"

M.luteifusca GUI2T

Micromonospora sp. KSC07
Micromonospora sp. SLV11
M.zamorensis DSM 456007
M.zeae NEAU-gq9"

63 M. jinlongensis NEAU-GRX11"
Micromonospora sp. KSC10

M.vinacea GUI63" (FN658651)
Micromonospora sp. VYN16
Micromonospora sp. GBT09
Micromonospora sp. KSC09

65 ' Micromonospora sp. KSC08

Micromonospora sp. KSC56

Micromonospora sp. KSC37
. Micromonospora sp. KSC43
M.saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
L M.noduli GUI43" (FN658649)
M.ureilytica GUI23" (FN658641)
M.profundi DS3010" (KF494813)

100 | Micromonospora sp. SLV02

Micromonospora sp. GBT14

M.krabiensis DSM 453447
M.mirobrigensis DSM 448307

90 [ M.coxensis DSM 451617
M.halophytica DSM 431717
M.luteiviridis SGB14"

77 M.purpureochromogenes DSM 438217

C.citrea DSM 440977

0.0050

Sekil 28. Micromonospora cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi

analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci (nodlarda %
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50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis grup olarak C.citrea DSM 44097" (X93197)

kullanilmastir.

Cizelge 7. 16S rRNA analizi yapilan Micromonospora izolatlarinin tip tiirleri i¢inde benzerlik

oranlari
Kod Dizi Akraba Nt %
uzunlugu farkhihg1 | benzerlig

1 GBTO09 1376 Micromonospora vinacea 3/1372 99.78
2 KSC07 1383 M. parathelypteridis 4/1383 99.75
3 KSCO08 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 KSCO06 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
Farkli deney diizeneklerinde benzer sekilde steril edilen C. annuum bitki tohumlari
kullanilmigtir. Petri kaplarinda yapilan tohum ¢imlenme deneylerinde kontrol olarak kullanilan

setin verileri Cizelge 8’de giinlere ve sicakliga bagl olarak verilmistir.



https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Micromonospora%20zamorensis
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Cizelge 8: C. annuum bitki tohumlarmin giinlere bagl olarak sicaklik bazinda ¢imlenme

oranlarmin tablosu

Day / 1. Day 2. Day 3. Day 4. Day
Temperature
C.annuum | Toplam | Cimlenen | Toplam | Cimlenen | Toplam | Cimlenen | Toplam | Cimlenen
T. T. T. T. T. T. T. 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 izolatinin uygulandigi bitki tohumlarinin giinlere ve sicakliga bagl

olarak ¢imlenme verileri Cizelge 9°de verilmistir.

Cizelge 9: Micromonospora ile muamele edilmis C. annuum bitki tohumlarinin giinlere bagh

olarak sicaklik bazinda ¢imlenme oranlarinin tablosu

Day/ 1. Day 2. Day 3. Day 4. Day
Temperature
C. annuum Toplam | Cimlenen | Toplam | Cimlenen | Toplam | Cimlenen | Toplam | Cimlenen
+ T. T. T. T. T. T. T. T.
Micromonospora
sp. (KSCO08)
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
Sicakliga bagli gelisen stresin azaltilabilmesi amaciyla farkli ¢alismalarda

mikroorganizma kullanimi mevcuttur. Micromonospora sp. (KSCO08) izolatinin da sicaklik

etkisine bagli ¢imlenme oranini degistirip degistirmedigi incelenmis ve ¢imlenme yiizdesinde bir

artisa neden olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 30. KSCO08 izolat1 ile muamele edilmis C. annuum bitkisinin 25°C’de tohum ¢imlenme

deney goriintiileri
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Sekil 31 c annuum  bitkisinin Sekil 32. KSCO08 izolat1 ile muamele

dilmi C. annuum bitkisinin
toprak/torf/vermikiilit earmis

toprak/torf/ ikiilit  k daki 21
karsimindaki 21 giinliik gortintiisii OPTaR/IOrUVETmIKU arsimindakt

giinliik goriintisii

21. gun
800 -
780 -
760 A
é 740 A
2 720 A
700 1
(®]
s} 680 -
> 660 -
640 -
620 -

600 1 1 T T 1
CONTROL KSCO08

Cizelge 10. C. annuum ( control) grubu ve KSCO08 ( Micromonospora sp.) izolatinin 21. giin

vigor indeks sonuclari
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4. SONUC

Micromonospora izolatlariin ¢esitli enzim aktiviteleri yapilan testlerle degerlendirilmistir.
Buna bagl olarak Cizelge 5’de yer alan sonuglar elde edilmistir. Calisma kapsaminda indol
asetik asit testi i¢in triptofanaz enzimine sahip olup olmadigi degerlendirilen 6rneklerden 26
izolat pozitif sonu¢ vermistir. KSC08, KSC09, KSC28 ve diger 23 izolatin indol asetik test
sonucu pozitif c¢ikarak pembe kompleksli renk yapisi olusturmus ve bu enzimin varligim
gostermistir. Calisma kapsaminda kazein degredasyonu i¢in proteaz aktvitesine bakilan
Micromonospora izolatlarinin 21 tanesinin bu teste pozitif sonug¢ verdigi belirlenmistir. Seffaf
bir zon olusturan KSC01, KSC06, KSC07 ve diger 18 gibi izolatlarin kazeinaz enzim varligini
belirlemistir. Micromonospora izolatlarina uygulanan fosfat ¢oztiniirliik testi sonucunda GBTOS,
GBT13, GBT14 gibi toplam 16 organizma bu testte olusturdugu seffaf ve dar bir zonla pozitif
sonug vermistir. Diger bir testte ise izolatlarin nisasta gibi polisakkaritleri pargalama yetenekleri
test edilmistir. Uygulanan test sonucunda 36 izolat pozitif sonug vererek test asamasinda lugol
eriyigini pargalayarak mavi renkte agilmalari saglamistir. KSC06, KSC07, KSC08, KSC09 gibi
teste kullanilan ¢ogu organizma nisasta degredasyonunda olumlu sonuglar vermistir. Boylece
Micromonospora izolatlarinin nisasta degredasyon yeteneklerinin yiiksek oldugu sdylenebilir.
Proje siirecinde yapilan bir diger enzim testi izolatlarin seliilaz degredasyon yeteneklerini
belirleyebilmek igin selillaz enzim testidir. Micromonospora izolatlar1 seliilaz testi igin
hazirlanan CMC agar ortaminda iireme gostermedigi i¢in seliilaz aktivitesi tespit edilememistir.
KSCO08,VYN25, KSCO1 gibi izolatlar yapilan hidrolitik enzim testlerinde diger organizma
gruplarina nazaran yiiksek derecede pozitif sonuglar vermisglerdir.

Proje kapsaminda olmayan fakat Micromonospora izolatlarinin bitkilerin farkli patojenlere
kars1 direncini arttirmasindan yola ¢ikarak antifungal aktivite deneyleride yapilmistir. Yapilan
deney sonucunda 11 izolatin Fusarium sp. fungal patojenine karsi direng gosterdigi
belirlenmistir. Uygulanan testlerde KSC16, KSC53, KSC59, VYNI12, GBT07 ve GBTI3
izolatlart bitki patojeni olan Fusarium sp.’ye karsi direng gostererek seffat ve dar bir zon
vermistir. Micromonospora izolatlar1 ¢alisma sahalar1 dar olup heniiz literatiirde etkin sonuglari

yer almamaktadir. Bu baglamda Bilimsel Arastirma Projesinde yapilan deneyler ile 52 izolat
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calisiimis ve tarimsal alanda kullanilabilecek farkli izolatlarin eldesi tarimsal kullanimlar
acisindan onemli katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.

KSCO08 izolat1 fosforu ¢ézme, indol asetik asit, siderefor iiretimi ve proteini parcalama
yetenegini ile dikkat ceken bir organizma olmustur. Bu izolat, TUBITAK 1002 projesinde
kompost denemelerinde de kullanmilmis ve kompost diizenleyici olarak etkin oldugu
belirlenmistir. Ozellikle kompostta N oraninda artisa neden olmasi ve enzim testlerinde de
seliilaz testi diginda tiim testlerde pozitif sonu¢ vermesi ayni zamanda diger izolatlara kiyasla
daha hizli lireme yetenegine sahip olmasi nedeniyle bitki denemelerinde kullanilmak amaciyla
secilmistir.

Farkli metotlar kullanilarak Micromonospora sp. izolatinin biber bitkisi {izerine etkileri
belirlenmeye calisilmistir. ilk olarak petri kaplarinda yapilan farkli sicakliklarda c¢imlenme
yiizdelerine etkisi incelenmis olup Micromonospora izolatinin etkinliginin diisiik oldugu
belirlenmistir.

Ikinci olarak toprak/vermikiilit/torf karigtmi  kullanilarak  yapilan  denemelerde
Micromonospora izolatinin 15. giinde etkinliginin olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle hasat 21.
giine ertelenmistir. 21. giinde ise Micromonospora izolatinin etkinliginin arttigi ve yaprak aya
genisliklerini arttirdigi belirlenmistir. Vigor indeksi ise ¢imlenme oraninin diisiik olmasi
nedeniyle diisiik olarak tespit edilmigtir. 2. hasatin ise iirline kadar gidilerek yapilmasi
planlanmistir. Micromonospora izolatinin yavas iiremesinin bir sonucu olarak bitki tizerindeki
etkilerininde geg ortaya ¢iktig1 disiiniilmektedir. Meyveye kadar gidilerek izolatin bitkiye etkisi
total olarak degerlendirilecektir. Projede iirline kadar gidilmesi planlanmamis olup proje
stiresininde sona ermesi nedeniyle bu sonuglar proje kapsaminda verilememistir.

Micromonospora izolatinin bitki gelisimine etki ettigi yapilan denemeler ile belirlenmistir.
Bu projede hedeflenen en temel sonu¢ bu olmasiin yaninda yapilan 16S rRNA dizi ¢aligmalar
ile de KSC50, SLV02, KSC06 ve KSC07 izolatlarinin da olast yeni birer tlir olma ihtimalleri

projenin diger 6nemli bir ¢iktis1 olarak degerlendirilebilir.
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Projede belirtilen proje amaglar1 ve siireci uygun sekilde tamamlanarak ‘Micromonospora
izolatlar1 Kullamlarak Biber (Capsicum annuum) Bitkisinde Bitki Biiyiimesinin Artirma
Olanaklarinin Arastirilmasi’ adli proje basari ile tamamlanmustir.

Projede mali olarak herhangi bir kurulustan destek alinmamustir. Proje, Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarinda ve BAP biriminin
karsiladig1 biitce ile ylriitilmiistiir.

Proje c¢aligmalarimizin sonuglarindan uluslarars1 kongrelerde sunulmak tizere bildiri
hazirlanmistir. Bu ¢alismada Acknowledgement boliimiine proje numarasi belirtilerek finansal
destegi saglayan kurulus olarak Bilecik Seyh Edebali Universitesi BAP birimine tesekkiir
edilmistir. Ancak tiim diinyayr etkisi altina alan Covid 19 nedeniyle kongre katilimlari
gerceklestirilemistir. Normallesme silirecinde kongre katilimlari saglanarak bilimsel olarakta

calisma sonucglarimizin literatiire kazandirilmasi hedeflenmektedir.
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6. EKLER
Ek-A.

Kiiltiir Ortamlarimin Bilesimi ve Hazirlanisi

Humik Asit Vitamin Agar (HV agar, Hayakawa ve Nomomura, 1987)
Humik asit vitamin agar (HV agar), nocardioform ve nadir aktinomisetlerin izolasyonunda

selektif besiyeri olarak kullanildu.

Humik asit 1gr
Na2HPO4 059
KClI 1,7
MgSO4-7H20 50 mg
FeSO4-7H20 10 mg
CaCO3 10 mg
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Ortama ilave edilmeden 6nce, humik asit 10 ml 0,2 N NaOH i¢inde ¢oziildi ve diger
ortam bilesenleriyle birlikte birka¢ dakika homojen olana kadar kaynatildi ve oda 1sisinda biraz
sogutulduktan sonra pH’s1 0,1 M NaOH veya HCI ile ayarlandi. Agar ilave edilip homojen hale
gelene kadar karistirilarak kaynatildi. Kaynama esnasinda buharlasan su kismi1 tamamlandi ve
hazirlanan kiiltiir ortam1 otoklava dayanakli 500 ml’lik agzi1 kapakli cam siselere 400°er ml
olacak sekilde boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.

Distile suda c¢oziilen vitamin karigimi, steril 0,45 um capindaki membran filtreden
gecirilerek steril edildi ve stoklama yapilan sisenin etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak +4
°C’de saklandi. Otaklavlanan ve 55°C’de bir siire bekletilen besiyeri ortamina antibiyotiklerle

birlikte her 400 ml’ye 1 ml olacak sekilde 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
Inositol 0,5 mg
Calcium pantothenote 0,5mg
p-Aminobenzoik acid 0,5 mg
Biotin 0,25 mg
Distile su 10 ml

Nutrient agar besiyeri

8 g nutrient broth, 15 g agar tartimlar1 yapilarak 1000 ml suda ¢oziiriildii. 121 °C’de 15
dakika sterilizasyonu gerceklestirildi. Petrilere dokiildii.

SM3 besiyeri

10 g glukoz, 3 g tripton, 5 g pepton, 5 g NaCl, 15 g agar tartimlar1 yapilarak 1000 ml suda
cozdiiriildii. 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri,
antibiyotigin etkisinin kaybolmamasi i¢in sogumaya birakilarak sogumasina yakin 2.5 ml nalidix

asit eklendi ve petrilere dokiimleri steril kabinette karanlik ortamda gergeklestirildi.

Tyriptone Yeast Extract Agar

3 g tripton, 5 g yeast extract, 5 g glukoz, 15 g agar tartimlar1 yapilarak 1000 ml suda
cozdiiriildii. 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu gergeklestirildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri,
antibiyotigin etkisinin kaybolmamasi i¢in sogumaya birakilarak sogumasina yakin 2.5 ml
rifampicin, siklohekzimid, nalidix asit eklendi ve petrilere dokiimleri steril kabinette karanlik

ortamda gergeklestirildi.




| T.C.

| BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI

| BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI

| HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
EDEBAL SONUG RAPORU FORMU

Glucose Yeast Extract Agar

4 g glukoz, 4 g yeast extract, 10 g malt extract, 12 g agar tartimlar1 yapilarak 1000 ml
suda ¢ozdiirildi. 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirildi. Otoklavdan c¢ikan
besiyeri, antibiyotigin etkisinin kaybolmamasi i¢in sogumaya birakilarak sogumasina yakin 2.5
ml rifampicin, siklohekzimid, nalidix asit eklendi ve petrilere dokiimleri steril kabinette karanlik

ortamda gergeklestirildi.

ISP 2 (Yeast Malt Ekstrakt agar)

Yeast Ekstrakt 4 g
Malt Ekstrakt 10 g
Dektroz 4 g
Agar15¢g

Distile su 1000 ml
pH7.2+0.2

Ortamun Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistirici ile
¢Ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gore 1siticilt manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20
dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda

plastik petri kaplarina dokiildii.
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

Ortamin Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karigtirici ile
¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20
dk otoklavlandi. Ardindan cam sigeler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda

plastik petri kaplarina dokiildi.

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, 7H20 0.001 g
Zinc sulphate, 7H20 0.001 g

Agar 20.000 g

Distile su 1000 ml

pH 7.2+0.2




T.C.
I BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI

I I BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
o HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
BILECK SEYH EDEBAL SONUG RAPORU FORMU

Ortamin Hazirlamst: Igerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karigtirici ile
¢oOzdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCI ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20
dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda

plastik petri kaplarma dokiildi.

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

Iml 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

Ortamn Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karigtirici ile
¢Ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. 10 ml gliserol eklendi. Daha sonra 121
°C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda
sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina dokiildii.

ISP 7 (Tyrosine Agar)
L-Asparagine 1000 g
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L-Tyrosine 0.500 g

Dipotassium phosphate 0.500 g
Magnesium sulphate. 7H20 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, 7H20 1.360 mg
Copper chloride, 2H20 0.027 mg
Cobalt chloride, 6H20 0.040 mg
Sodium molybdate, 2H20 0.025 mg
Zinc chloride 0.020 mg

Boric acid 2.850 mg

Manganese chloride, 4H20 1.800 mg
Sodium tartarate 1.770 mg

pH 7.3+0.1

Ortamin Hazirlamist: Igerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve {lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistirici ile
¢oOzdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. 15 ml gliserol eklendi. Daha sonra 121
°C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda

sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarma dokiildii.

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

Ortamin Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karigtirici ile
¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20
dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda

plastik petri kaplarina dokiildi.

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

Ortamn Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve lzerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistirict ile
¢Ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20
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dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda

plastik petri kaplarina dokiildi.

Tryptic Soy Agar
Tryptic soy broth 30000 g
Agar 15 ¢

Distile su 1000 ml

pH 7.3+0.2

Ortamn Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak otoklavlanabilir
cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karigtirici ile
¢oOzdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme durumlarina gore 1siticili manyetik
karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina
agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121°C 1 ATM basingta 20
dk otoklavlandi. Ardindan cam siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda
plastik petri kaplarina dokiildii.

DNA izolasyon Bilesenleri ve Hazirliklar

Genomik DNA izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

0,5MEDTA, pH 8
EDTA (Merck) 186,1 ¢
DDH20 (Double distile su) 1000 ml

800 ml DDH2O igerisine 186,1 g EDTA ve 20 g NaOH pelleti ilave edilerek manyetik
karigtirici  lizerinde berraklasincaya kadar c¢oziildi. Son hacim DDH20 ile 1000 ml’ye
tamamlandi. 100 mI’lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril

edildi ve oda sicakliginda saklandi.




T.C.
I BiLI_EQiK SEYH EDEBALI UNiVERSiTE_Si
I ' BILIMSEL AR{-\$TIRMA _PROJEI___ERI ]
il HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
R R EDER SONUC RAPORU FORMU
1M Tris, pH 8

Tris (Merck) 121,1 g

DDH20 1000 ml

800 ml DDH2O igerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karistirict iizerinde
50°C’de berraklasincaya kadar ¢oziilerek oda sicakliginda sogumaya birakildi. pH 8’de 1 M Tris
elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 ml %38’lik HCI ilave edildi. Son hacim DDH2O ile 1000
ml’ye tamamlandi. 100 mI’lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda

steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

TE tamponu, pH 8

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

1M Tris, pH 8 10 mi

DDH20 1000 mi

Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100 ml’lik agz1 kapakl
cam siselere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

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 igerisinde c¢oziilerek hazirlandi. 1,5 ml’lik steril

eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

Proteinaz K (2 mg/ml)
Proteinaz K (AppliChem) 2mg
TE tamponu 10 ml
2 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.
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%70’lik etanol
%100’luk alkol 70 ml

DDH20 (otoklav edilmis) 30 ml

Steril 100 mI’lik agz1 kapakli cam sise igerisinde steril cam pipetler kullanilarak soliisyon
hazirlandi ve —18°C’de saklandi.

RNAaz (10 mg/ml)
RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 1ml

10 mg RNA az 1 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf tiiplere
1’er ml boliinerek —18°C’de saklandi.

DNA izolasyonu Kontroliinde Kullanilan Cézeltiler

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

Tris 121,109

Borik asit (Merck) 61,83 g

EDTA (susuz) 5,849

DDH20 1000 mi

Soliisyon igerikleri tartildi ve 1000 ml’lik beher icerisine kondu. Igerisine 500 ml
DDH?20 ilave edilerek soliisyon manyetik karistirict lizerinde berraklasincaya kadar tutuldu. Son
hacim 1000 ml’ye tamamlanip, %33’liikk HCI kullanilarak pH 8’e ayarland1 ve +4°C’de saklandi.

Presipitat olustugu takdirde kullanilmamalidir.

IXTBE, pH 8
10xTBE tamponu 50 ml
DDH20 450 ml

Soliisyon icerikleri meziirle dl¢iiliip, agz1 kapakli 500 ml’lik cam sise icine konularak oda

sicakliginda tutuldu.
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Etidyum Bromiir (10 mg/ml stok)

Etidyum bromiir (Sigma) 100 mg

DDH20 10 ml

100 mI’lik agz1 kapakli cam sise icerisine 100 mg etidyum bromiir ve 10 ml DDH20 su
ilave edildi. Manyetik karistirict tlizerinde birka¢ saat karistirilarak hazirlandi. Sisenin etrafi
aliminyum folyo kapatilarak +4°C’de saklandi. Hazirlanan bu soliisyondan her 100 ml agaroza 5
ul olacak sekilde ilave edilmektedir. Agaroz hazirlarken etidyum bromiiriin buharlasmasini

engellemek icin sicaklik ~ 60°C’ye gelince ilave edilmelidir.
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EK-1. Proje Mali Etkinlikleri

I T.C.
BiLECIK SEYH EDEEALI DNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELER] KOORDINATORLOGD
- AvansKredi talebi
BLECIK. S EDERALL
URIVEREITESRI
Proje Bligileri
Proje Yinitdolsd Dir.Or. Dyesi Fadime OZDEMIR KOGAK
Proje Murnaras: 2018-02.BSEQ.26-02
Projenin T . 1) GEMEL AMACLI PROJELER
Projarin A Micromonaspona [zolatan Kullandank Biber {Capsicum annuum) Bhkisinde Bitki
Blylimasinin Arirma Olanaklanimn Araghnimas:

Proje Sdnesi 12 Ay
Proje Kalan Biige 4,132,065 TL
Onceden Avans Kullanmig mi?
Kullanrmig ise Mikian
Talep Edllen Avana Miktan 2285 TL
Avans lle alinacak malzemehlzmet listes|

Ha Malzeme/Hizmeat adi Miktar Birim Fiyat Toplam Tutan

1 |Dizlima analid Gl Aot 41.72TL 250320 TL

2 [Puriibasyon 23 Aded 1345 TL 30838 TL

Avons Igin gérevlendiriien harcama yetkllisl mutemat

A Soyad : Fadime GZDEMIR KOGAK

T.C. Kimiik Mo - TE305AZIEA

Banka Adi : Halkbank

Banka Hesap/IBAM < TR 28 0001 2009 3680 0001 011512

Avons Talebl Gerelgesl ve Agiklamam

|BAF projesi kapsammda N tutma kapasitesine sship oidufu balifkenen Micromonospora benoad izolatlar, bitkl gelgimind tegvi
edan fakh mekanizmalar agisindan incelenacektr. Bu makanizmatann varif e Sellliaz aktivites], Kessinar Test, Indol Asetic
| st beesti (LA, Siderodor testi ve Fosfat pBziindriGgi test ile balidenmigt. lolatar bu testlerin sonugan gie Gninde
bulundunularak morolojik benzedikler apmindan da incelenmigtir. Tdm bu degedendirmeler neticesinde soglon Micromonaspora
tratatiannm 165 rRMA gen bdigesi aralizerinin yaplabimesi amaciyla Macrogen Inc (Holanda) Srmasindan hizmet alime
yapitacakhr. Elda edilen dizilerin filogenstik analizied yapkerak izolatlar arasindaki atrabalik ilkilend belideneceldr. Tim sonuglar
jdefjeriandirilocek ve biber bitsisinda kullanilacak aday/adaylar belidenecektr.

AVANS TALEP DILEKGES]

Yiritdedsd bulundudum projem kapsarminda, yukanda belitmig oldufum garakpaler ve apklamalar dognitusunda avans
talebimin karglanmas: hususunda;
Geregini bilglarnize arz edarim.
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D3¢ Oyesi Fadime OZDEMIR KOGAK 03-01-2020




HAZIRLAMA VE DEGERLENDIRME YONERGESI
ONIVERSITES] SONUG RAPORU FORMU

T.C.
I BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI
l BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI

A 0r0zrUyesi Fadime 6ZDEMIR K Proje Kasalar

Hesap Kodu Hesap Adi Biitge Harcanan Kalan
C"‘ Proje Diizenle 830.03.02.06.01 Laboratuvar MAlzemesi Ile Kimyevi ve Temrinlik Malzeme Alimlari 10,179.04 TL  10,178.08 TL 0.96 TL
§30.03.05.09.90 dDiger Hizmet Alimiar 4,132.00 TL 3,234.01 TL 897.99 TL
@ Proje Ozeti Toplam: 14,311.04TL 13,412.09 TL 898.95 TL

= Detay Bilgileri

(@ Harcama Bilgileri

t Proje Kasalan 2
R satinalma Talepleri LL] 18-02-2020 202000043 Fadime OZDEMIR KOGAK 421 7L -421.45TL
& Bursiyer Talepleri 14-02-2020 202000010 Fadime GZDEMIR KOGAK ( AVANS KAPATMA ) 2,813TL  -2,812.55TL  +2,812.55TL
% Yolluk Talepleri 31-01-2020 202000005 Fadime GZDEMIR KOCAK ( AVANS ALIMI ) 2,813 TL -2,812.55 TL
} 03-09-2019 201300157 BEND MUHENDISLIK 10,178 L -10,178.08 TL
@ Diger Ek Talepler a
Toplam Harcanan : 13,412.09TL 0.00 TL
& Malzeme Listesi
Toplam Kalan : 898.95 TL 898.95 TL

A Demirbas Malzemeler [ 2]



