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izmir ve Aydin Yoéresindeki Topraklardan_izole Edilen
Azotobacter chroococcum (Beijerinck, 1901) lIzolatlarinin Tuz,
Sicaklik ve Bazi Agir Metallere Toleranslarinin Belirlenmesi’
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Ozet

Aydin ve izmir illerindeki farkli noktalardan alinan 35 toprak érneginden yapilan
ekimler sonucunda 96 izolat olusturduklari farkl kolonilere dayanilarak segilmis ve 69
tanesinin Azotobacter chroococcum oldugu tespit edilmigtir. Segilen A. chroococcum
suslari; NaCl ve KCI tuzlarinin 0,1-0,9 M arasindaki konsantrasyonlarina, 37-47 °C
arasindaki sicaklik derecelerine ve Pb, Zn, Ni, Cd ve Cu agir metallerinin 0,5-5 g/l
arasindaki konsantrasyonlarina maruz birakilarak toleranslari belirlenmigtir. Sonugta;
A. chroococcum suslarinin; 0,5 ve 0,6 M NaCl ve KCI konsantrasyonlarina tolerans
gosterdikleri ve 0,6 M da her iki tuz igin toleransli suglarin oraninin % 37.5 oldugu,
sicaklik toleranslarinin en yuksek 45 °C ve buna toleransli suslarin oraninin % 37,5
oldugu, Pb, Zn, Ni, Cd ve Cu agir metallerine en ¢ok 4.5 g/l duzeyinde tolerans
gosterdikleri, bu konsantrasyonda Cd, Zn, Cu igin toleransli suslarin oraninin % 33,3,
Pb icin % 50 ve Niicin ise % 16,6 oldugu saptanmistir.

Giris

Dunyada dogal kaynaklarin koétu kullanim sonucu azaldigi ve bu durumun ¢ok uzak
olmayan bir gelecekte ciddi sorunlara yol agacagi bilinmektedir. Bu durum bilim
adamlarini dogal kaynaklari koruyucu, doga ile dost teknoloji ve uygulamalar
Uzerinde calismaya yoneltmektedir. Organik (ekolojik) tarimin desteklenerek tarim
ilaglarinin zararl etkilerinin azaltilmaya ¢alisiimasi da s6z konusu bu uygulamalardan
belki de ilk akla gelenidir.

Azotobacter ’ler toprakta serbest olarak yasayan ve havanin azotunu fikse eden,
simbiyotik olmayan azot fikse edici bakterilerdendir. Topraga bagdladiklari azot
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nedeniyle dogadaki azot g¢evrimine onemli katkilari vardir. Topraga baglanan azot
“Yesil Gubre” olarak toprak verimliligini arttirdigi gibi bitkilerde de verim artisi
saglamaktadir (1).

Azotobacter’in gesitli bitkilerin gelisimi Gzerindeki etkileri ile ilgili ilk calismay1 Gerlach
ve Vogel yapmistir. Bundan sonra, bazi Sovyet mikrobiyologlari bitki gelisiminde
Azotobacter inokulasyonunun olumlu etkilerini kanitlamislardir (2).

Cesitli Azotobacter turlerinin topragin azot, fosfor, potasyum degerlerini gelistirerek,
cesitli tarim, endustriyel ve orman bitkilerinde, bitkilerin farkh kisimlarinda biomass
artisi sagladiklari, dut fidanlarinda buylime etkisi, orman turlerinde blylime ve
biomass artisinda, bitkilerde 06zellikle antioksidan enzim, karetenoid, klorofil
pigmentleri, ¢6zUnUr protein ve kuru madde artisinda etkili olduklari saptanmistir (3,
4).

Bazi Ulkelerde degisik ticari isimlerde uretilen Rhizobium ve Azotobacter turleri
mevcuttur. Ornegin; Azotobacter chroococcum AZONIK adi altinda cesitli tahil
bitkilerinde inokulant olarak, ayni sekilde Rhizobium tiirleri de RiZONIK adi altinda
degisik kaltur bitkilerinde biyogubre olarak Uretilmistir. Bundan bagska degisik
Azotobacter turlerinin endustriyel bitkilerin doku kulturlerinin Gretiminde inokulant
olarak katildigi calismalar da yapilmistir (4 - 8).

Ayrica, Azotobacter turlerinin bugday, pamuk, domates gibi endustriyel dnemi olan
cesitli bitkilerde hastalik olusturan c¢esitli fitopatojenik funguslara karsi belirli
oranlarda etkili oldugu yapilan antagonistik ¢alismalar sonucunda saptanmistir (9).

Bunlarin yani sira, Azotobacter turlerinden A. chroococcum ve A. vinelandii ’nin
catecholate, azobactin ve pioverdine gibi degisik tiplerdeki siderofor uUretiminde
kullanildigi ve 0ozellikle yetersiz metal iceren ortamlardaki siderofor biyosentezi
konusunda gesitli galigmalar yapiimigtir (10 - 13).

A. chroococcum son yillarda mikrobiyal plastik hammaddesi olan PHB Uretiminde de
sik¢a kullaniimisg, farkli substratlarin tretim Gzerindeki etkileri galisiimigtir (14 - 20).

Sahip olduklari nitrogenaz enzimi sayesinde havanin azotunu simbiyotik olmayan
yolla fikse edebilen Azofobacter ’lerin tuz, sicaklik ve bazi agir metallere toleransinin
belirlenmesi ile tuzlu topraklarda, cesitli endUstriler tarafindan kirlilige maruz kalan
alanlarda ve sicak iklimli alanlardaki topraklarda inokulasyon uygulamalari ile
topragin azot igeriginin glbreleme yapilmadan dogal vyollarla artirilarak tarim
arazilerinde gevreci bir tarim olanagi saglanacak, bitkilerde Urin ve kalite yoninden
artiglar elde edilebilecektir. Ayrica, s6z konusu organizmanin tuz, sicaklik ve bazi
agir metal toleranslarinin belirlenmesinden sonra, toleransi yuksek olan izolatlar gen
kaynagi olarak gesitli arastirmalarda kullanilabilecektir.

Butln bu bilgiler 1siginda; calismamizda éncelikle izmir ve Aydin yoresindeki sanayi
tesis ve bolgelerinden etkilenme olasiligi yuksek bu tesislere yakin alanlardan,
tuzlulugu bilinen bolgelerden alinan toprak érneklerinden Azotobacter chroococcum
izolasyonu ve tanimlanmasi yapilmigtir. Daha sonra, alindigi toprak ornegi goéz
onlinde bulundurularak segilen izolatlar; NaCl ve KCI tuzlarinin degisik
konsantrasyonlari ile cgesitli sicaklik derecelerine ve Pb, Zn, Ni, Cd ve Cu agir



metallerinin  degisik konsantrasyonlarina maruz birakilarak toleranslarinin
belirlenmesi amaglanmigtir.

Denemeler sonucunda; tuz, sicaklik ya da agir metal toleransinin ylksek oldugu
belirlenen her bir A. chroococcum straini daha sonra, uUrin kalite ve veriminin
arttinimasina yonelik tarla uygulamalarinda, tuzluluga bagli olarak kurak ve/veya yari
kurak topraklarla, endustriyel kaynakl olarak kirletiimig topraklarin azot igeriginin
arttinlarak tarima daha elverigli hale getiriimesinde, ayrica biyoteknolojik
calismalarda gen kaynagi olarak kullanilabileceklerdir.

Materyal ve Metot

Toprak Orneklerinin Alinmasi

Tuz, sicaklik ile Pb, Zn, Ni, Cd ve Cu agir metallerine toleransi belirlenecek olan A.
chroococcum ’larin izolasyonu amaciyla Aralik 2002-Subat 2003 tarihlerinde bdlgeyi
en iyi temsil edecek sekilde Aydin ve izmir sinirlari igerisindeki 35 degisik noktadan,
topragin ylzeye yakin kismindan bir miktar toprak uzaklastirildiktan sonra, yaklasik
5-10 cm derinlikten alinmig ve arazide agizlari bagl vaziyette hazirlanan etiketli
torbalara konularak laboratuara getirilerek, en kisa zamanda igleme tabi tutulmustur.

Topraktan Azotobacter izolasyonu ve Tanimlanmasi

A. chroococcum en yaygin tirdUr ve izolasyon igin 6zel bir zenginlegtirme islemine
gereksinim duyulmaz (21). A. chroococcum ’un izolasyonunda Nutrient Sollsyon
Metodu ve Toprak Hamuru Metodu kullanilmaktadir. Bunlara ilave olarak A.
chroococcum’un izolasyonu, saflastiriimasi ve ileri kultGvasyonunda Azotobacter
Zenginlestirme Ortaminin kullanimi uygundur (22). Azotobacter izolasyonu igin
toprak oOrneklerinden 10 gram alinarak, iginde 90 ml saf su bulunan siselere
konulmus ve calkalanarak iyice karistirilmistir. Bu sekilde elde edilen 107"lik
seyreltmeden steril petrilere 1’er ml konulduktan sonra, Uzerine 121 °C, 1,1 atm
basingta, 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis Azotobacter Zenginlestirme
Ortamindan vyaklasik 15-20 ml dokulerek ince bir film halinde plaklanmasi
saglanmigtir. Denemeler her toprak orneginden 3’er petri ekilerek yapiimigtir. Bu
sekilde hazirlanmis petri kaplari 25 °C’de 7-14 gun inkdbasyona birakilmigtir.
inkiibasyondan sonra petrilerde treme gosteren akici-civik, kahverengi, degisik
morfolojideki koloniler secilerek tuplere vyatik olarak hazirlanmis Azotobacter
Zenginlestirme Ortamlarina ekilerek saf kilturleri hazirlanmig ve tanilari yapilincaya
kadar buzdolabinda +4 °C’de stoklanmigtir.

Yatik olarak hazirlanmig Azotobacter Zenginlestirme Ortamlarinda stoklanan saf
kaltdrlerin, tanisi amaciyla; gram boyama, katalaz testi, nisasta kullanimi, hareketlilik
testi, kapsul boyama ve kist boyamalari yapiimistir (23, 24).



Azotobacter chroococcum izolatlarinin Tuz Toleranslarinin Belirlenmesi

Azotobacter chroococcum izolatlarinin tuz toleransinin belirlenmesi amaciyla ise;
icerisine degigik konsantrasyonlarda NaCl veya KCI eklenerek modifiye edilmig
Azotobacter zenginlestirme ortami: mannitol agar kullaniimistir. Alindiklari yerler g6z
onunde bulundurularak secilen izolatlar, 0,1 M; 0,2 M; 0,3 M; 0,4 M; 0,5 M; 0,6 M; 0,7
M ve 0,9 M konsantrasyonlarinda NaCl ve KCI ilave edilmis Azotobacter
zenginlestirme ortamina, segilen izolatlarin stok kulturlerinden ekim yapilarak, 25
°C’lik etiivde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda lreme gdésteren
izolatlar pozitif olarak degerlendirilmis olup, Uremenin gorilmedigi konsantrasyona
kadar tuz igerigi arttirilarak ortam hazirlanarak, ekim yapiimaya devam edilmigtir.

A. chroococcum izolatlarinin Sicaklik Toleranslarinin Belirlenmesi

A. chroococcum izolatlarinin sicaklik toleranslarinin belirlenmesi amaciyla; alindiklari
yerler g6z onunde bulundurularak segilen izolatlar, Azotobacter zenginlestirme
ortamina ekilmis ve 37 °C den baslanarak giderek artan sicakliklara ayarlanmig
etlvlerde inkubasyona birakilmistir. TUm ekimler gift paralelli olarak yapilmigtir.
inkiibasyon sonucunda lreme gosteren izolatlar pozitif olarak degerlendiriimis,
uremenin gortulmedigi sicakliga kadar ortam hazirlanarak, ekim yapilmaya devam
edilmigtir.

A. chroococcum izolatlarinin Bazi Agir Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Azotobacter chroococcum izolatlarinin agir metal toleranslarinin belirlenmesi
amaciyla; alindiklari yerler géz 6ninde bulundurularak segilen izolatlar, degisik
konsantrasyonlarda Pb, Zn, Ni, Cd ve Cu ilave edilmis nutrient agara c¢ift paralelli
olarak ekilmig ve 25 °C’lik etlivde inkibasyona birakiimistir. Agir metallerin Pb(NOs3)z2,
ZnCl2, NiCl4.6H20, CdCl2.2H20 ve CuCl2 formlari kullaniimistir. inkijbasyon
sonucunda Ureme gOsteren izolatlar pozitif olarak degerlendiriimis, Uremenin
gorulmedigi agir metal konsantrasyonuna kadar, agir metal konsantrasyonu
arttinlarak ortam hazirlanarak, ekim yapiimaya devam edilmistir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Azotobacter izolasyonunda kullanilan “Azotobacter Zenginlestirme Ortami” iyi sonug¢
vermis ve incelemeye alinan 35 toprak 6rneginin 30 tanesinden Azotobacter elde
edilmistir. Azotobacter Zenginlestirme Ortami halen bir¢ok arastirmaci tarafindan
Onerilen ortamlar arasinda yer almaktadir (22).

Azotobacter kolonisi gozlenen 30 ornekten segilen 96 izolata gram boyama, kapsul
ve kist boyama yapiimig, karbon kaynagi olarak sadece nisasta iceren ortama
ekilerek nigasta kullanimina, yari kati ortama ekilerek hareketliliine ve katalaz
enzimlerinin bulunup bulunmadigina bakilmistir. izolasyonu ve tanisi yapilan 96
izolattan,  yapilan morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda 69 tanesinin
Azotobacter chroococcum oldugu belirlenmistir. S6z konusu 69 izolattin alindiklar



yerler goz onunde bulundurularak tuz, sicaklik ve agir metal denemelerinde
kullanilacak olan izolatlar tespit edilmistir.

Buna gore; 8 izolat sicaklik toleransinin belilenmesinde, yine 8 izolat tuz toleransinin
belirlenmesinde ve 6 izolat da agir metal toleransinin belirlemesinde kullaniimistir.

Tuz konsantrasyonu (kloridler, sulfatlar ve digerleri), tuzlu toprak ve sularda disik ya
da yuksek tuz konsantrasyonu ile mikroorganizmalarin canhhigini etkileyen ana
ekolojik faktorl olusturur (25).

A. chroococcum strainlerinin tuz toleransinin belirlenmesi amaci ile; NaCl ve KCI
tuzlarinin 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.9 M konsantrasyonlari kullaniimistir.
Sonucta; secilen A. chroococcum strainlerinin tamami her iki tuzunda 0.4 M
konsantrasyonuna tolerans gostermis, 0.5 M NaCl'de toleransli strain orani % 87.5,
0.6 M da % 37.5 olarak; 0.5 M KCIl'de toleransl strain orani % 75, 0.6 M da ise %
37.5 olarak tespit edilmistir. Her iki tuz igcinde, gelismenin gorilmedigi konsantrasyon
0.7 M olarak tespit edilmistir. Bu deger NaCl igin; 4.095 g/100 ml'ye, KCI igin ise;
5.215 g/100 ml'ye karsilik gelmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Azotobacter chroococcum strainlerinin  uygulanan NaCl ve KCI
konsantrasyonlari ve strainlerin bu konsantrasyonlardaki bliylume oranlari

Tuz M g/100 mi BuyUme orani(%)
0,1 0,585 100
0,2 1,17 100
0,3 1,755 100
0,4 2,34 100

NaCl 0,5 2,925 87,5 (7)*
0,6 3,51 37,5 (3)*
0,7 4,095 0
0,9 5,265 0
0,1 0,745 100
0,2 1,49 100
0,3 2,235 100
0,4 2,98 100

KCI 0,5 3,725 75 (6)*
0,6 4,47 37,5 (3)*
0,7 5,215 0
0,9 6,705 0

* Belirtilen konsantrasyonlarda gelisme gosteren strain sayisi parantez icinde verilmistir.

Azotobacter 'ler mezofilik bakterilerdir. Krasilnikov “Actinomycetler ve Bakterilerin El
Kitabl” nda gesitli Azotobacter tirlerinin gelisimi igin optimum sicakligi 25 °C olarak
vermektedir. Fakat, gesitli A. chroococcum strainlerinin geligsimi i¢in optimal sicaklik
bazi literatlrde farkhidir (25).

Arastirmamizda A. chroococcum strainlerinin sicaklik toleransinin belirlenmesi amaci
ile; Azotobacter Zenginlestirme Ortamina ekim yapilarak farkl sicaklik derecelerinde
inkiibasyona birakiimis ve Uremenin gorulmedigi sicakliga kadar, inkubasyon
sicakhgi arttirlarak devam edilmigtir. Sonugta; 37 °C ve 40 °C’ye tim izolatlar



tolerans gdstermigstir. 42 °C’ye tolerans gdsteren strainlerin orani % 62,5, 45 °C’ye
toleransli strainlerin orani ise % 37,5 olarak belirlenmistir. 45 °C’de 3 izolat zayifta
olsa gelisme gostermesine ragmen, 47 °C’ de higbir strainin gelisme gdstermedigi
tespit edilmistir(Tablo 2).

Tablo 2. Azotobacter chroococcum strainlerine uygulanan sicaklik dereceleri ve
strainlerin bu sicakliklardaki buyime oranlari

Uygulanan Sicaklik Dereceleri (°C)

izolatlarin biyime

oranlari (%) 37 40 42 45 47

100 100 62,5 (5)° | 37,5(3) 0

* Belirtilen sicaklik derecelerinde gelisme gdsteren strain sayisi parantez iginde verilmistir.

S6z konusu sicakliklar mezofilik bakterilerin gelisimi icin ylksek sicakliklar olmasina
ragmen; benzer sonuglarin bulundugu ¢alismalar gesitli kaynaklarda yer almaktadir.

Cevrede bulunan cesitli formlardaki agir metaller mikroorganizmalar ve onlarin
aktivitelerini Uzerinde hatiri sayilir modifikasyonlara sebep olmaktadir. Agir metaller
genellikle ya essensiyal metal iyonlarinin yerine gecerek ya da biyolojik
molekullerinin aktif konformasyonunu modifiye ederek, essensiyal fonksiyonel
gruplari bloke etmek suretiyle mikroorganizmalar Uzerinde inhibe edici rol oynarlar.
Fakat, bazi metallerin dusuk konsantrasyonlari metaloproteinler ve enzimler i¢in co-
faktor olarak gerekli olduklarindan mikroorganizmalar igin essensiyaldirler. Agir
metallerle c¢evrenin kirlenmesi endustri bolgelerindeki toprak ve sularda agir
metallere rezistant mikroorganizmalarin gorulmesine neden olmustur. Bakterilerdeki
metal rezistansi siklikla plasmidler ve tranpozonlar Uzerinde bulunan genlerle
kodlanir ve yine siklikla genlerarasi ve turlerarasi transfer edilir (26).

A. chroococcum strainlerinin agir metal toleranslarinin belirlenmesi amaci ile;
strainler Pb, Zn, Ni, Cd ve Cu agir metallerinin Pb(NO3)2, ZnCl2, NiCls.6H20,
CdCl2.2H20, CuCl2 formlarinin degisik konsantrasyonlarina maruz birakiimig ve
gelismenin gorulmedigi konsantrasyona kadar agir metal icerigi arttirilarak,
denemelere devam edilmigtir. Sonugta; tum agir metallerin 0.5-2 gl
konsantrasyonuna butln strainler tolerans gdstermistir. Cd, Zn ve Ni igin inhibisyon
2.5 g/lI'den itibaren, Cu igin ise 3 g/I'den itibaren bagladigi ve strainlerde en ge¢ Pb
dan etkilenmenin goérildigu ve inhibisyonun 3,5 g/l den itibaren basladigi tespit
edilmistir. Pb icin; 3.5 ve 4 g/l'ye direng gosteren strainlerin orani, % 83.3, 4.5 g/l'ye
ise % 50 dir. Cd ve Zn igin; 2.5 g/l'ye direng gdsteren strainlerin orani % 83.3 iken, 3
ve 3.5 g/l'ye % 66.6, 4 g/I'ye % 50, 4.5 g/l'ye de % 33.3 tur. Cu igin; 3 g/l'ye direng
gOsteren strainlerin orani % 83.3, 3.5 g/l'ye % 66.6, 4 g/I'ye % 50, 4.5 g/l'ye ise
%33.3 tur. Ni icin direng oranlarina bakacak olursak; 2.5 g/l de % 83.3, 3 ve 3.5 g/l de
% 66.6, 4 g/l de % 50 ve 4.5 g/l de de % 16.6 oldugu goériimektedir.

Denememizde kullanilan tum agir metaller i¢in secilen izolatlarin direng gosterdikleri
en yuksek konsantrasyon 4.5 g/l dir. Bu konsantrasyonda Pb igin 3; Cd igin 2; Zn igin
2; Cu icin 2 ve Ni icin 1 izolat direng gostermistir. Pb, Cd ve Zn agir metallerinin 4.5
g/l konsantrasyonunda buylime gostererek, 3 agir metale strainlerden birinin direng
gOsterdigi gorulmustir. Bunun yanisira, diger 3 izolatta sirasiyla Ni, Pb; Zn, Cu ve




Cd, Cu agir metallerinin 4.5 g/l konsantrasyonlarinda gelisme gostererek, ikiser agir
metale karsi direng gostermislerdir. 1 izolat ise sadece Pbnun 4.5 gl
konsantrasyonlarina karsi direng gdstermistir. S6z konusu agir metallerin 5 g/I (5000
pg/ml) konsantrasyonunda ise higbir strainin gelisemedigi gorulmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Azotobacter chroococcum  strainlerine  uygulanan agir metal
konsantrasyonlari ve strainlerin bu konsantrasyonlardaki buyume oranlari

Uygulanan Agir Metal Konsantrasyonlari (g/l) ve
AQir Strainlerin Bu Konsantrasyonlardaki Buyume Oranlari (%)

Metal | 0,5 | 1 1,5 | 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Pb | 100|100 | 100 | 100 | 100 100 83,3(5)* | 83,3(5) | 50(3)*

)
Cd | 100 | 100 | 100 | 100 | 83,3(5) | 66,6(4) | 66,6(4) | 503) | 33,3(2)"
Zn | 100 | 100 | 100 | 100 | 83,3(5) | 66,6(4) | 66,6(4) | 503 | 33,3(2)
) ) (

Ni | 100 | 100 | 100 | 100 | 83,3(5)* | 66,6(4)* | 66,6(4)* | 50(3)* | 16,6(1)*

0
0
0
Cu 100 | 100 | 100 | 100 100 83,3(5)* | 66,6(4)* 50(3)* 33,32 | O
0
de

* Belirtilen agir metal ve konsantrasyonunda gelisme gdsteren strain sayisi parantez icin
verilmistir.

Sonug¢

Calismamizda elde edilen Azotobacter chroococcum strainlerinin genel olarak tuz,
sicaklik ve agir metal direnglerinin yliksek olmasi sebebi ile ileride yapilabilecek trin
kalite ve veriminin arttirilmasina yonelik tarla uygulamalarinda, tuzluluga bagli olarak
kurak ve/veya yari kurak topraklarla, endustriyel kaynakl olarak kirletilmis topraklarin
azot iceriginin arttirllarak tarima daha elverigli hale getiriimesinde, ayrica cesitli
biyoteknolojik calismalarda gen kaynagdi olarak kullanilabileceklerdir.

Sicakliga direngli strainler tarla kosullarinda genellikle daha iyi bitki gelisimi ve Urun
saglamaktadir (27). Sadece sicaklik toleransi yuksek strainlerin degil, tuz ve agir
metal toleransi yuksek strainlerinde tarla kosullarinda ve uygulamalarda daha iyi
sonuglar verecegi dusunulmektedir. Ancak, s6z konusu caligmalarda laboratuar
sartlari ile in vivo kosullarin her zaman ayni sonuglari vermedigi goz 6nunde
bulundurularak, toleransi yuksek olarak belirlenen strainlere yonelik in vivo
calismalarin yapilarak, en iyi sonucu saglayanlarin kullaniimasi daha faydall
olacaktir.
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