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Oz: Bu calisma, Amasya ilindeki farkli tarim alanlarinda yetisen farkl bitkilerin
rizosfer kismindaki topraktan fosfor (P) ¢6zen funguslarin izolasyonu,
mikroskobik tanilanmasi ve organik asit sentezlerinin belirlenmesi amaci ile
yapilmistir. Rizosfer topragindan NBRIP (National Botanical Research
Institute’s Phosphate) kati besiyeri kullanilarak 8 farkli fosfor ¢ézen fungus
izole edilmistir. Funguslar spor karakteristik dzelliklerinegére cins diizeyinde
Botrytis spp., Alternaria spp. Rhizopus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.,
Trichoderma spp., Aspergillus spp. ve Cladosporium spp. olarak belirlenmistir.
Izolatlar arasinda nicel olarak en yiiksek oranda P ¢6zen izolatin 52.98 mg/ml
ile Penicillium spp izolat: belirlenirken en diisiik miktarda P ¢ozen 29.8 mg/ml
ile Cladosporium spp. izolati belirlenmistir. Ayn1 zamanda fungus izolatlarinin
salgiladiklari toplam Laktik ve Fumarik organik asit miktarlarinin ¢6ziinen P ile
dogru orantili ve pH ile ters orantili oldugu belirlenmistir. izolatlar arasinda en
yiiksek oranda organik asit sentezleyen 12.475 mg/ml ile Penicillium spp.
izolat1 olurken, en diisiik oranda 10.268 mg/ml ile Cladosporium spp. izolati
belirlenmigtir. Sonug¢ olarak bu ¢alismada funguslarin ¢ozdigi P ile
sentezledikleri toplam organik asit miktari ile iligkili oldugu belirlenmistir.
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Abstract: This study was carried out with the aim of isolation, microscopic
identification and determination of organic acid synthesis of phosphorus (P)
solubilising fungi from rhizosphere soil part of different plants grown in
different agricultural areas in Amasya province. Eight different phosphorus-
solubilising fungi were isolated from the rhizosphere soil using NBRIP
(National Botanical Research Institute's Phosphate) solid medium. Fungi were
identified at the genus level as Botrytis spp., Alternaria spp. Rhizopus spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., Aspergillus spp. and
Cladosporium spp. according to spore characteristics. Penicillium spp isolate
was determined quantitatively the highest rate of P soluble isolates with 52.98
mg/ml and Cladosporium spp. isolate the lowest amount of P dissolving with
29.8 mg/ml. At the same time, the total amount of Lactic and Fumaric organic
acid secreted by fungus isolates is directly proportional to P and inversely
proportional to pH. It was determined Penicillium spp isolate with 12.475
mg/ml, which synthesizes the highest amount of organic acid, while
Cladosporium spp. with the lowest rate of 10.268 mg/ml. As a result, it was
determined that the identified fungi were associated with the total amount of
organic acid they synthesized with the P solubilising.
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1. Giris

Fosfor (P), bitki bilyiime ve gelismesini saglayan Azot (N)’dan sonra bitki kuru agirhigmin
%0.2’sini olusturan en 6nemli besin elementidir. Toprakta ¢dziinmiis halde bulunan ve bitki tarafindan
alinan P orami ise oldukca diisiik olup 0.05 ile 10 ppm arasinda degismektedir. Topraga uygulanan
P'nin de %80'inden fazlasi diger elemenler tarafindan fikse edilerek veya organik forma doniigsmesi
nedeniyle bitki i¢in kullanilamaz hale gelmektedir. P’nin fikse edilmesi alkali topraklarda Ca
tarafindan tutularak tri-kalsiyum fosfat (Cas(PO.).) seklinde olurken, asidik toprakta Demir (Fe) ve
Aliminyum (Al)’ye baglanarak FePOs ve AIPOs seklinde olmaktadir. Fiske edilen P’nin bitki
tarafindan alinabilmesi igin ¢Ozlnebilir iyonik fosfatlara veya diisik molekiil agirlikli fosfor
bilesiklerine dontismesi gerekmektedir (Holford, 1997).

Bir¢ok arastirmaci bitki koklerinde fosfat ¢oziicii mikroorganizmalar olan bakteri, fungus,
aktinomiset tiirlerinin bulundugu ve bu mikroorganizmalarin bitki i¢in P aliminda 6neme sahip oldugu
belirlemistir (Sujatha ve ark., 2004). Giiniimiizde tarimda kullanilan yogun sentetik kimyasallarin
toprak kalitesine olan olumsuz etkisini azaltabilmek; besin elementlerin bitkiler tarafindan
kullanilabilirligini arttirabilmek adina fosfat ¢ézen bu mikroorganizmalarin organik tarimda biyogiibre
olarak kullamimlar tavsiye edilmektedir (Oztekin ve ark., 2015). Rizobakterilerin bitki biiyiimesini,
verimi ve meyve kalitesini artirmada faydali ve ekonomik oldugu belirlenmistir (Ipek ve ark., 2018).
Yapilan ¢aligmalarda funguslarin kaya fosfatini bakterilerden daha fazla ¢6zme kabiliyetine sahip
olduklart bildirilmistir (Anil ve Lakshmi, 2010). Rizosfer mikroorganizmalar1 arasinda bulunan
Penicillium spp. ve Aspergillus spp. onemli fosfat ¢ozict funguslar olarak degerlendirilmektedir.
Aspergillus niger ve bazi Penicillium tarleri fosfat ¢6zinirligi biyokontrol ve diger biyoteknolojik
onemlilikleri bakimindan iizerinde caligilan Onemli mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir
(Chuang ve ark., 2007).

Fosfat ¢oziicii mikroorganizmalarin fosfat ¢6ziindiirme mekanizmasimin genellikle diisiik
molekiil agirlikli organik asitlerin salinmasi ile iliskili oldugu kabul edilmektedir (Goldstein,1995).
Mikroorganizmalar tarafindan salinan bu organik asitler hidroksil ve karboksil gruplar1 yoluyla fosfata
bagli katyonlar1 selatlar, béylece onu ¢oziinlir formlara dontstirmektedirler (Kpomblekou ve
Tabatabai,1994). Mikroorganizmalar tarafinda tiretilen organik asitler, ayn1 zamanda ortamin pH’sin1
diistirmesi sonucu olusan asidik ortam, fosfat ¢6ziinmesini saglanmaktadir (Halder ve ark., 1991). Bar-
Yosef ve ark. (1999), calismalarinda toprak fosfatimn mikrobiyal ¢6ziilmesinin genellikle
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen organik asitler nedeniyle oldugunu gostermistir. Bircok farkli
caligmada organik asitlerden olan oksalik asit, sitrik asit, laktik asit, glukonik asit vb.
mikroorganizmalar tarafindan salgilandigi High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ile
belirlenmistir (White ve ark., 1999). HPLC metodu ile sivi besi ortamda mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan organik asit ¢esitleri ve miktarlar1 belirlenebilmektedir. Bu ydntem ile her
organik asit farkli bir pik ile digerinden ayrilabilmektedir. Bu neden ile HPLC kullanimi organik
asitler dahil organik bilesiklerin miktarmin belirlenmesi ve tanimlanmasi i¢in dogru ve uygun bir
tekniktir (Zaky ve ark., 2017).

Yapilan bu ¢aligmada Amasya ilinde tarim alanlarinda yetisen bitkilerin rizosfer topraginda
bulunan fosfat cozuctu funguslar izole edilerek mikroskobik tanisi yapilmistir. Tanisi yapilan
funguslarin P ¢6zme degerleri National Botanical Research Institute Phosphate (NBRIP) besi ortami
kullanilarak nicel olarak belirlenmistir. Fungus izolatlarinin fosfor ¢6zmede en 6nemli mekanizmasi
olan organik asit sentezleri ve miktarlart HPLC analizi ile belirlenerek P ¢dzliniirliigliniin organik asit
miktari ile ve pH arasindaki iligki arastirilmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1.Toprak Orneklerinin Almmasi

Aragtirma, Amasya ilinin Suluova ilgesinde 2019 yilinda farkli aylarinda sogan, bugday, misir
ve sekerpancari yetisen bitkilerin rizosfer topraginin incelenmesi ile yapilmistir. Fungus izolasyonu
yapilacak toprak ornekleri farkli tarim alanlarinda digerlerine gére daha fazla gelismis 8 sogan, 9

bugday, 7 musir ve 9 sekerpancari bitkisini rizosfer kismindan 10-30 cm derinlikten alinmugtir. Bitki
rizosfer kismindaki yumusak toprak bitkiden ayrilarak 33 adet toprak 6rnegi fungus izolasyon islemi
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icin laboratuvara getirilmistir. Toprak numuneleri izolasyon galismalar yapilana kadar oda sicakliginda
tutulmustur.

2.2. Fosfat Céziicii Funguslarin izolasyonu

Topraktan fosfat ¢oziicii funguslarin izolasyonu her bir toprak drneginin 1 gr almarak 9 ml
fizyolojik tuzlu su (% 0.85 NaCl) diliisyon yapilmast ile izole edilmistir. Toprak ornekleri bu sekilde
10 kat seri diliisyon serileri hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyon serilerinin 4. ve 5. serilerinden 1 ml
almarak cozinmeyen Trikalsiyum fosfat (TCP) iceren NBRIP (Glikoz, 10 g; Ca3(POs). 5 ¢;
MgCl,.6H-0, 5 g; MgS0..7H,0, 0.25 g; KCI, 0.2 g; (NH.)2SOs, 0.1 g ve Agar ,15 gr; saf su 1000 mL;
pH 7.0) besi ortamina yiizeysel olarak ekilmis ve 27-30 °C'de 2 giin siireyle inkiibe edilmistir
(Nautiyal, 1999). Etrafinda zon olusturan kolonilerden igne ucu ile bir miktar miselyum alinarak steril
lam Uzerindeki 100 pl saf su ile karistirtlarak spor soliisyonu hazirlanmistir. Daha sonra igerisinde su
agar1 bulunan petri kutularina bir 6ze dolusu spor soliisyonu gizilerek ekim yapilmistir(Akgul, 2008).
Bu sekilde gelistirilerek saflastirilan funguslar ¢alismalar igin PDA (Patates Dekstroz Agar) besi
yerinde +4 °C saklanmistir.

2.3. Fosfat Coziicii Funguslarin Tanis1

Saf olarak elde edilen ve PDA besiyerinde gelistirilen fungus kolonilerinin, misel ve spor
yapilar1 mikroskobik olarak incelenmistir. izole edilen tiim fungus kolonilerinin mikroskobik tanisi
spor morfolojilerine gbre 1sitk mikroskobunda 40X’lik ve 400X’lik biyitmede (Samson ve
ark.,2004)’den yararlanilarak yapilmistir.

2.4. Fosfat Coziicii Funguslarin Fosfat C6zme Degerlerinin Hesaplanmasi

PDA besiyerinde gelistirilen saf fungus kiltlrlerinin her birinden, 1 cm ¢aph fungus delici
kullanilarak alman 1 cm ¢apli fungus 6rnekleri, igerisinde 50 ml NBRIP sivi besi yeri bulunan
erlenlere inokilasyon yapilmistir. Fungus kiiltiirleri besiyerinde 150 rpm’de galkalayicida, 30°C’de 7
gilin inkiibasyona birakilmistir. Deneme, izole edilen her bir fungus icin ii¢ tekrarli bir sekilde
yapilmustir. Besiyerinde ¢6ziinmez halde bulunan ¢ozdiigii P’yi hesaplamak icin fungus hicrelerini,
suda ¢oziilmeyen katt maddeleri ve Caz(POs)2’yi ¢oktiirmek amaci ile besiyeri tiiplere aktarilarak
10.000 dev/dak’da 10 dakika santrifiij yapilmis ve siipernatant elde edilmistir. Stipernatant kismindan
pipet yardimi ile 1 ml almarak 10 ml’lik yeni tiiplere aktarilmistir. Iginde 1 ml suipernatant bulunan
tlplere 5 ml saf su eklenerek seyreltilmistir. Olusan karisim tizerine 1 ml Barton ¢Ozeltisi eklendikten
sonra 30 dak. karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Spektrofotometrik analizler i¢in stok fosfor ¢ozeltisi
ile farkli ppm dozlarinda (0, 10, 25, 50, 100, 200 ppm) bes standart P ¢6zelti hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler spektrofotometre ile 430 nm’de 6l¢iilmiis ve absorbans degerleri kaydedilmistir.
Karanlik ortamda inkiibe edilen ¢ozeltilerde ¢oziinmiis halde ne kadar fosfor bulundugu 430 nm’de
Olciilerek elde edilen absorbans degerleri, standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri ile kiyaslanarak
¢cozlinen P degerleri seyreltme faktorii dikkate alinarak mg/ml diizeyinde hesaplanmistir (Barton,
1948). Her bir cinsten en yiiksek miktarda P ¢6zme degerine sahip fungus segilerek, P ¢dzmedeki
organik asit sentezi incelenmistir.

2.5. Fosfat Coziiniirliigii, pH ve Organik Asitlerin Tanimlanmasi

Sentezlenen organik asit g¢esidi ve ortam pH’sinin fosfat ¢oziiniirligi tizerine etkisini
belirlemek icin TCP igeren sivi NBRIP sivi besi ortamina funguslar inokule edilmistir. inkiibasyona
birakilan fungus kiiltiirlerinin 10. giiniinde sivi ortamin pH’s1 oOlgililerek kaydedilmistir. Suda
¢oziilmeyen katt maddeleri ve ¢oziinmemis halde bulunan kalan TCP’yi ¢oktiirmek amaci ile tupler
10.000 dev/dak’da 10 dakika santrifiij yapilmis ve siipernatant elde edilmistir. Slipernatant icerisindeki
organik asitler, Bevilacqua ve Califano (1989), tarafindan verilen yontem kullanilarak HPLC
cihazinda (Agilent HPLC 1100 G 1322) analize tabi tutulmustur. Siipernatant kisim 6nce kaba filtre
kagidindan, daha sonra iki kez 0.45 pm membran filtreden (Millipore Millex-HV Hydrophilic PVDF,
Millipore, ABD) ve son olarak SEP-PAK C18 kartusundan gecirilmistir. HPLC sisteminde Inertsil
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ODS-3, C18 (4.6x250 mm) kolon (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, ABD), kullanilmis ve cihaz
Agilent paket program iceren bilgisayarla kumanda edilmistir. Dedektdr 190 ve 250 nm dalga
boylarina ayarlanmistir. Calismada mobil faz olarak 0.45 um membran filtreden gecirilen %5 lik 1
mL/dk akis hizinda sahip MeCN (Asetonitril), pH: 2.0 kullanilmistir. Filtre edilmis sivida organik
asitler %85°1ik aseto nitril sivi faz yardimiyla refraktif indeks detektoriine sahip HPLC cihazinda
belirlenmistir. Ornekteki organik asit pikleri standart pikler ile kontrol edilip degerlendirilerek
sonuclar mg/ml cinsinden hesaplanmustir.

2.6. istatistiksek Analiz

Calismada elde edilen degerler varyans analizine tabi tutularak gruplar arasindaki
karsilagtirmalar Duncan testi SPSS 20.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Gruplarin
onemlilikleri p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.

3. Bulgular
3.1. Fosfat Coziicii Funguslarin izolasyonu ve Tamisi

Bitki rizosferlerinden alinan 33 adet toprak 6rneginden, NBRIP besi yerinde fosfat ¢dzme
belirtisi olarak zon olusturan, birbirinden farkli olarak 8 farkli cinste fungus izole edilmistir. Topraktan
izole edilen fosfat ¢ozen funguslarin mikroskop altinda 40X’lik ve 400X’lik blytitmede spor ve hif
yapilari incelenmistir. Saf kolonilerin Samson (2004)’a gore morfolojik tanis1 yapilmasi ile funguslar
cins dlzeyinde; Trichoderma spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Botrytis spp., Rhizopus spp.,
Cladosporium spp., Penicillium spp.,ve Alternaria spp. olarak tanilanmistir (Cizelge 1). Morfolojik
olarak tespit edilen 8 farkli fungus cinsine ait bazi spor ve hif yapilar1 Sekil 1.”de verilmistir.

Cizelge 1.Bitki rizosfer topraklarindan izole edilen fungus cinsleri

izole izole Izole
'I.'_opreilf Bitki edilen 'I.'.oprellf Bitki edilen 'I.'_opreilf Bitki edilen
Ornegi fungus Ornegi fungus Ornegi fungus
cinsleri tlrleri cinsleri
1 Sogan P,AR,F 12 Bugday AF,C 23 Misir ABAILT
2 Sogan ABFT,C 13 Bugday P,Al, 24 Misir P,AR
3 Sogan P.B,R,F 14 Bugday B,R,F 25 Sekerpancari AlLRT
4 Sogan AAlLF 15 Bugday P.AT 26 Sekerpancari P,R,F,
5 Sogan B,R,F,T,C 16 Bugday AlLR,F 27 Sekerpancari AB,T
6 Sogan P.AlLF 17 Bugday ABT,C 28 Sekerpancari P.AlLF
7 Sogan ABR,F 18 Masir P,AAlLF 29 Sekerpancari P,B,C
8 Sogan P,A AlLF 19 Masir A,B,F 30 Sekerpancari RFT
9 Bugday P.B,T,C 20 Maisir P,BAIlT 31 Sekerpancari P,AAlLR
10 Bugday ABR 21 Misir P.AF,.C 32 Sekerpancari P.B,F
11 Bugday P,AILF,T 22 Misir PRT 33 Sekerpancari ARFT

Penicillium spp.(P), Aspergillus spp.(A), Botrytis spp.(B), Alternaria spp.(Al), Rhizopus spp.(R), Fusarium spp.(F),
Trichoderma spp.(T), Cladosporium spp.(C).

Penicillium spp. 18, Aspergillus spp. 17, Botrytis spp.14, Alternaria spp. 12, Trichoderma spp.
13, Rhizopus spp. 14, Fusarium spp. 20 ve Cladosporium spp.7 rizosfer topragindan izole edilmistir.
Bitki rizosfer topraklarindan yogun olarak Fusarium spp. izolatlari izole edilirken en az yogunlukta
Cladosporium spp. izolatlar1 izole edilmistir.
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Sekil 1.Fosfat ¢ozen funguslarin bazilarinin konidi ve kondiofor yapilarinin goriiniimleri (a:Alternaria
spp., b: Fusarium spp., ¢: Aspergillus spp., d: Rhizopus spp., e: Botrytis spp) (400X).

3.2. Fosfat Coziiniirliigii ve pH

Funguslarin P ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesinde NBRIP s1v1 besiyerinde 7 giin inkiibasyondan
sonra besi yerinin pH’s1 dl¢lilmiis ve ¢oziinmiis P konsantrasyonu hesaplanmistir (Cizelge 2). Elde
edilen degerler kendi aralarinda ve fungus uygulamasi yapilmamis negatif kontrol ile istatistiki olarak
karsilagtirtlmistir. TCP igeren sivi besi ortaminin baslangigta pH’smin 6.8-7.1’dan inkiibasyon
sonunda 5.1-5.9’a kadar belirgin bir sekilde diistiigli belirlenmistir. Fungus izolatlarinin sivi ortamda
¢Ozdiigii P konsantrasyonu ise, farkli izolatlar arasinda 29.8 mg/ml ve 52.98 mg/ml arasinda degistigi
belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan uygulamada ise ortamin pH’s1 7.1 olarak Olciilmiistiir ve
¢oziinmiis P konsatrasyonu 0.018 mg/ml olarak belirlenmistir. Izolatlarmnin ¢dzdiigii P miktarlari
arasinda istatistiki olarak farklar oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Fungus izolatlar arasinda en fazla P
¢ozme miktarina sahip Penicillium spp. (52.98 mg/ml) belirlenip ve bu izolatin bulundugu ortamin
pH’s1 en fazla diisiis gostererek 5.1 olarak Ol¢iilmiistiir. Aspergillus spp.izolati ise 50.4 mg/ml P
¢Ozmesine ragmen Penicillium spp.’nin ¢6zdiigii P miktari ile arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz
bulunmustur (p<0.05). Se¢ilen izolatlar arasinda en diisiik fosfor ¢6zme miktarina sahip (35.38 mg/ml)
Cladosporium spp. fungus izolati olarak belirlenmis ve ortamin pH'st ise segilen diger bakterilerin
ortam pH’smna goére daha yiiksek oldugu (5.9) belirlenmistir. Buna bagl olarak pH ile fungus
izolatlarinin ¢6ziindiigli P konsantrasyonu arasinda giiglii bir negatif korelasyon gézlemlenmistir.

Gizelge 2. Fosfor ¢ozen ve morfolojik olarak tanimlanan funguslarin ¢6zdigii P miktari, besiyeri pH’s1
ve salgiladiklar1 organik asit miktarlari

Toprak izole edilen _ Fosfat Fuma_lrik Lak_tik Top_lam _
Ornegi funguslar Izole edildigi  ¢Oziiniirligi  pH Asit asit organik asit
bitki (mg/ml£SH) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
11 Penicillium spp. Bugday 52.98+1.469 5.1 0.051 12.423 12.475
18 Aspergillus spp. Misir 50.4+0.73% 5.3 0.051 11.980 12.032
23 Botrytis spp. Misir 47.15+0.48" 5.4 0.048 11.505 11.554
33 Alternaria spp. S.pancart 46.59+0.80" 5.3 0.050 11.804 11.854
14 Rhizopus spp. Bugday 43.46+0.56° 5.6 0.048 11.410 11.459
1 Fusarium spp. Sogan 38.1+0.85¢ 5.6 0.049 11.191 11.241
5 Trichoderma spp. Sogan 32.96+1.56° 5.8 0.045 10.547 10.592
21 Cladosporium spp. Misir 29.8+0.94° 5.9 0.041 10.227 10.268
Kontrol - 0.018+0.01* 7.1 - - -

*Ayn siitunda benzer harfle ifade edilen degerler arasinda Duncan g¢oklu karsilastirma testine gore istatistiki agidan fark
yoktur (p<0.05) (SH:Standart Hata).

3.3. Fungus izolatlarimin organik asit Uretimlerinin belirlenmesi
Besiyerlerinin icerindeki organik asitlerinin belirlenmesinde HPLC’de elde edilen pikler,
hazirlanan standart organik asit ¢ozeltilerinden elde edilen pikler ile karsilagtirildiginda izolatlarin iki

farkl1 organik asit (Fumarik asit, Laktik asit) ve bunlar farkli oranlarda sentezledigi saptanmustir.
Izolatlarin tamami Fumarik asit, Laktik asit organik asitlerini sentezledigi ve tespit edilemeyen farkl
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bir organik asit sentezledigi tespit edilmistir (Sekil 2). Izolatlar arasindaki P ¢dzme degeri en fazla
olan Penicillium spp.en ylksek miktarda (12.475 mg/ml) toplam organik asit sentezledigi ve buna
bagh olarak pH diizeylerinin en diisiik oldugu belirlenmistir.P ¢6zme degeri en kiigiik olan
Cladosporium spp. izolat1 ise en az miktarda (10.268 mg/ml) organik asit sentezledigi ve ortamin pH
sinin diger ortamlara oranla yiiksek bir deger olan 5.9 olarak Ol¢iilmistiir. Ayn1 zamanda lretilen
toplam organik asit miktari ile pH arasinda negatif bir korelasyon gozlemlenmistir.
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Sekil 2.HPLC analizinde Penicillium spp. izolatinin sentezledigi organik asitlerin belirlenmesi.
4. Tartisma ve Sonug

Yapilan bu galismada elde edilen sonug, bitkilerin rizosferik topraklarinda farkli cinste fosfat
¢ozen funguslarin varligim tespit edilmistir. Caligmada topraktaki fosfor ¢ozen funguslarm hizl bir
sekilde belirlenmesinde dogrudan katt NBRIP besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri benzer sekilde farkli
calismalarda fosfor ¢dzen mikroorganizmalarin hizli bir sekilde belirlemek igin kullanilan besiyeri
¢esididir (Marra ve ark., 2019). Calismamiza benzer sekilde yapilan bir ¢alismada Xiao ve ark. (2009),
topraktaki fosfor ¢ozen funguslarin belirlenmesinde kati NBRIP besi kullanmislardir. Besiyeri
lizerinde c¢evresinde acik zon olusturan funguslar fosfor ¢dzme oOzelligine sahip olduklarini
belirtmiglerdir. Bagka bir ¢aligmada ise fosfor ¢ozen funguslarin belirlemesinde Pikovskaya(PVK) kati
besiyeri kullanilmistir. Onyia ve Anyanwu(2013), topraktan izole ettikleri 12 farkli fungal izolatin
fosfat ¢ozme etkisinin belirlenmesinde PVK kati ve NBRIP sivi besiyerleri kullanmiglardir.
Caligmalarinda ¢alismamiza paralel sekilde ¢oziinen fosfor miktar1 arttikca ortamin pH’smin ters
orantilt bir sekilde diistiiglinii saptamislardir. Yine benzer sekilde toplam organik asit miktarinin
¢Oziinen fosfor miktari ile dogru orantili oldugunu tespit etmislerdir.

Funguslarin tamimlamalarinda birgok farklt yontem kullanilmaktadir. Bunlardan biriside
fungus koloni morfolojileri ve spor karakteristik ozellikleridir. Tambekar ve Wate (2007), yaptiklar
calismada topraktaki inorganik formdaki fosforu ¢6zen funguslarin belirlenmesinde mikroskop altinda
koloni morfolojilerini ve spor karakteristik 6zelliklerini incelemislerdir. Fungus cinslerini ¢alismamiza
benzer sekilde Aspergillius spp., Penicillium spp. ve Fusarium spp. olarak belirlemislerdir.
Funguslarin fosfor ¢ézme ozellikleri cinsine ve tiirline gore degismektedir. Yapilan bir ¢aligmada
Khatoon ve ark. (2014), topraktaki bazi funguslarin ¢6zdiigii fosfor miktarinin nicel olarak
belirlenmesinde sivi NBRIP besi yeri kullanmiglardir. Caligmalarinda topraktan izole ettikleri ve
fosfor ¢cozme 6zelligine sahip izolatlardan olan Aspergillus niger ve A. fumigatus izolatlarinin ¢6zdiigi
fosfor miktarini sirasi ile 246 pg/ml ve 290 pg/ml olarak belirlemisleridir. Calismamizda organik asit
ureten tiim fungus izolatlarinin, ¢ozliinmeyen fosfati ¢6zdiigiinii ve ¢6ziinen fosfat miktarin, tretilen
organik asit ile orantili oldugunu belirlenmistir. Ortam pH diisiisleri ise, fosfat ¢ozen funguslar
tarafindan salinan organik asitlerinden salgilanmasindan dolayidir (Sharma, 2012). Besiyerinde pH
azalmasimin organik asit sentezine bagli oldugunu belirten bir ¢alismada, Ramachandran ve ark.
(2003), ¢6ziinmeyen fosfatin s1vi ortamda mikrobiyal ¢6ziindiiriilmesinin, organik asitlerin salinimina
bagli oldugunu ve bunun sonucunda pH'da bir azalmanin meydana geldigini gostermislerdir.
Calismamizda kullandigimiz fungus izolatlarin, ¢dziinmeyen fosfati ¢dzlindiiren organik asitler
iiretebildigi sonucu ile tutarhidir. Fosfat ¢6ziinmesinin organik asit ile iligkili oldugunu belirten bir
calismada Varsha ve ark. (2010), baz1 funguslar tarafindan organik asit iiretiminin, pH'daki diisiise ve
fosfat ¢oziinmesi olarak adlandirilan ¢éziinmeyen fosfatin ayrigsmasina neden oldugunu bildirmistir.
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Organik asit Uretimi olmadan da bazi mikroorganizmalar fosfat ¢ézebilmektedir. Bu durum bu
mikroorganizmalarin fosfat ¢6ziimiinde salgiladiklar1 fosfataz enzimi varligi ile gergeklestirebilirler
(Ma ve ark., 2011). Calismamiza benzer sekilde fosfor ¢ozmede en énemli mekanizma olarak kabul
edilen organik asit sentezinin arastirildigi bir caligmada, Scervino ve ark. (2011), fosfor ¢6zme
ozelligine sahip Penicillium purpurogenum fungus izolatinin sentezledigi organik asit ve ¢esidini
HPLC de analiz etmislerdir. Calismalarinda P.purpurogenum organik asit olarak glukonik asit (29-32
mg/L, sitrik asit (1-52 mg/L ) ve fumarik asit (0-0.3 mg/L) olarak belirlemislerdir.

Yapilan bu ¢alismada, topraktaki ¢c6ziinmez formda bulunan organik fosfati ¢6zen toprakta
funguslarin oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu fungus izolatlar1 bitkideki fosfor beslemesinde
kullanilarak biyogiibre aday1 olabilirler. Mevcut ¢alismada belirlenen fungus izolatlarin iki farkli
(Fumarik asit, Laktik asit) organik asit sentezleyerek ortamin pH’simu diistirerek ¢6ziinmez formda
bulunan trikalsiyum fosfatin ¢6ziilmesinin saglandigi sonucuna varilmistir. Yapilacak olan ileriki
caligmalar ile P ¢oziicli funguslarin fosfat ¢ozmede baska mekanizmalarinin arastirilmasi ve izolatlarin
tir diizeyinde tanilanmasi yapilarak organik tarimda kullanilabilirligi tarla kosullarinda denenmesi
gerekmektedir.
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