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Bitki büyümesini teĢvik edici rizobakterlerin (BBTER), sürdürülebilir tarım sistemlerinin 

geliĢimine ciddi bir katkı sağlama potansiyelleri bulunmaktadır. Genellikle BBTER‘ler; bitkiler 

için belirli bileĢiklerin sentezlenmesi, bazı besin maddelerinin topraktan alınmasını 

kolaylaĢtırmak ve bitkileri hastalıklardan korumak gibi, üç farklı Ģekilde iĢlev görmektedirler. 

Bu çalıĢmanın amacı; Ankara ilinden farklı bitki rizosferlerinden bitki büyümesini teĢvik edici 

bakterleri izole etmek, genetik çeĢitliliklerini ortaya koymak ve bitki büyümesini teĢvik edici 

özelliklerini belirlemektir. Ġzolatların tanımlanması 16S rDNA sekans sonuçlarına göre yapılmıĢ 

ve aynı zamanda AluI, HeaIII ve MspI enzimleri kullanarak ARDRA analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  ÇalıĢmada kullanılan 11 farklı cinse dahil  (30 Pseudomonas, 15 

Arthorobacter, 7 Bacillus, 4 Phyllobacter, 4 Variovorax, 3 Olivibacter, 3 Enterobacter, 1 

Strenotrophomonas, 1 Flavobacterium, 1 Caulobacter, 1 Paenibacillus) dahil 70 bakteri 

suĢunun in vitro Ģartlarda azot fiksasyon, fosfat ve potasyum çözme kapasiteleri, IAA (ındol-3-

asetik asit),  siderofor üretme kapasiteleri ve bitki patojenlerine karĢı antagonastik etkileri 

değerlendirilmiĢtir. 56 bakterinin azot fiksasyon kapasitelerinin mikro kjeldahl yöntemine göre 

2,29-46,11 µg/mL arasında değiĢtiği belirlenmĢiĢtir. ÇalıĢılan bakterilerden sadece 

Paenibacillus polymxa H8/2 suĢunda nifH geni tespit edilmiĢtir. Tüm bakterilerde fosfor çözme 

kapasitesi  3,15-186,52 µg/mL arasında bulunmuĢtur. Triptofan eklenmiĢ besi ortamında IAA 

üretimleri 0,02-50,05 µg/mL arasında değiĢirken, bunlardan 32 adetinin siderofor üretebildiği 

saptanmıĢtır. AraĢtırmamızda kullandığımız bakterilerden 11 tanesi, denenen her iki fungusa 

karĢı etkili olurken, 17 tanesi sadece Fusarium culmorum‘a,  1 tanesi sadece Sclerotium rolfsii‘a 

karĢı etkili bulunmuĢtur.  Bakterilerin azot fikse etme ve fosfor çözme kapasitelerinin bitki 

geliĢimi üzerine etkisinin tespiti için sera denemeleri kurulmuĢ ve buğday bitkisi üzerine olumlu 

etkilere sahip oldukları tespit edilmiĢtir. 
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Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) have the potential to make a significant 

contribution to the development of sustainable agricultural systems. Generally, BBTERs 

function in three different ways, such as the synthesis of certain compounds for plants, 

facilitating the uptake of certain nutrients from the soil and protecting plants from diseases. The 

aim of this study is to isolate plant growth promoting bacteria from different plant rhizospheres 

from Ankara province, to reveal their genetic diversity and to determine their properties that 

promote plant growth. The identification of the isolates was made according to the 16S rDNA 

sequence results and ARDRA analyzes were also performed using AluI, HeaIII and MspI 

enzymes. Nitrogen fixation, phosphate and potassium dissolving, IAA (indole-3-acetic acid) and 

siderophore production capacities of 70 bacterial strains including 11 different genera (30 

Pseudomonas, 15 Arthorobacter, 7 Bacillus, 4 Phyllobacter, 4 Variovorax, 3 Olivibacter, 3 

Enterobacter, 1 Strenotrophomonas, 1 Flavobacterium, 1 Caulobacter, 1 Paenibacillus) used in 

this study were evaluated in in-vitro conditions. Nitrogen fixation capacities of 56 isolates were 

found to vary between 2,29-46,11 µg / mL according to micro kjeldahl method. Among the 

bacteria studied, nifH gene was detected only in Paenibacillus polymxa H8 / 2 strain. 

Phosphorus dissolving capacity of all bacteria was found between 3,15-186,52 µg / mL. IAA 

production in tryptophan added medium varied between 0.02-50.05 µg / mL and 32 of them 

were found to be able to produce siderophore. While 11 of the bacteria used in our study were 

effective against both fungi tested, 17 were found to be effective only against Fusarium 

culmorum and 1 against Sclerotium rolfsii. In order to determine the effect of nitrogen fixation 

and phosphorus dissolving capacities of the bacteria on plant growth, greenhouse experiments 

have been established and it has been found that they have positive effects on wheat plant. 
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1. GĠRĠġ 

Dünya nüfusundaki artıĢa paralel olarak, gıda maddelerine olan talep de artmaktadır. 

Yüksek verim artıĢını temel alan yoğun tarım uygulamaları; gerek gübreler ve gerekse 

bitki koruma ürünleri gibi farklı kimyasal ürünlerin kullanımını beraberinde getirmiĢtir. 

Kimyasal ürünler verimde önemli ölçüde artıĢa neden oldukları için, modern tarımın 

vazgeçilmez bir parçası olarak görülmektedir. Ancak toprak özelliklerinde ve çevresel 

kalitede önemli ölçüde yıkıcı değiĢimler yaratmaları ve yüksek maliyetleri gibi 

faktörler, kullanımlarına kısıtlamalar getirilmesini zorunlu kılmaktadır. Ürün verimini 

arttırmada önemli rolleri olan mikrobiyal inokulantlar ise; ucuz oluĢları, kullanımlarının 

kolay oluĢu ve en önemlisi toprak, bitki ve çevre üzerine olumsuz etkilerinin 

bulunmayıĢından dolayı, tüm dünyada popüler bir hal almıĢtır. Bitkisel üretimde 

verimliliğin artırılması, toprakların fiziksel ve kimyasal yapısının iyileĢtirilmesi,  insan 

sağlığının korunması ve çevre kirliliğinin önlenmesi gibi temel gereksinimlerin 

sağlanabilmesi, büyük ölçüde organik ürünlerin kullanımına bağlıdır. Bu nedenle 

tarımsal alanda kullanılan kimyasal ürünlere karĢı alternatif biyolojik ürünlerin 

geliĢtirilmesi ve kullanımlarının yaygınlaĢtırılması, sürdürülebilir tarımsal faaliyetler ve 

çevrenin korunması için önemli bir strateji olarak düĢünülmelidir.  

Tarımsal faaliyetlerde kimyasal gübre ve pestisitlere alternatif olarak, toprak canlılarının 

kullanımı büyük önem arz etmektedir. 1 hektar toprakta yaklaĢık 4 ton mikroorganizma 

olduğu tahmin edilmekte olup, gezegendeki en büyük mikroorganizma rezervinin 

toprak olduğu bilinmektedir. Topraklarda; çok sayıda bakteri, mantar, alg, virüs, 

protozoa gibi organizmalarla birlikte, mikroskobik boyutlarda omurgasızlardan 

omurgalılara kadar değiĢen toprak canlıları karmaĢık bir etkileĢim içindedirler. Bu 

canlılar içerisinde bakteriler önemli bir yer tutmaktadır. Farklı cinslere dahil toprak 

bakterileri, toprak ekosisteminde çeĢitli biyolojik aktivitelerle besin döngüsünü ve 

sürdürülebilir bitkisel üretimi dinamik hale getirmektedir. Rizosferdeki bitki bakteri 

interaksiyonu, bitki sağlığı ve toprak verimliliğinin göstergesi olarak kabul 

edilmektedir. Toprak bakterilerinin, bitkisel üretimde kullanılması için; bitkiye büyüme 

teĢvik edici bileĢikler salgılamak, fosfor, azot, kükürt, kalsiyum ve magnezyum gibi 
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bazı temel besin maddelerinin alımını sağlamak ve bitki hastalıklarının önlemek 

özelliklerinden en az birini barındırmaları gerekmektedir. 

Tarımsal faaliyetlerin sürdürülebilir ve güvenli olarak yapılabilmesini sağlama hedefi 

doğrultusunda bitki büyümesini teĢvik edici bakterilerin kullanımı, dünya genelinde 

artıĢ göstermektedir. Özellikle, azot fikse eden bakteriler (simbiyotik ve simbiyotik 

olmayan) ve fosfat (P) çözücü mikroorganizmalar kimyasal gübre kullanımının 

azaltılması amacıyla daha fazla önem kazanmakta ve küresel olarak pazarlanan 

mikrobiyal ürünlerin % 75'inden fazlasını oluĢturmaktadır. Tarım üzerindeki olumlu 

etkileri nedeniyle potansiyel mikrobiyal kaynakların taranması, tasarlanması, test 

edilmesi ve doğrulanması üzerine yürütülen temel ve uygulamalı araĢtırmalar, tarımsal 

mikrobiyoloji çalıĢmalarının odak noktası haline gelmiĢtir.  

Kimyasal ürünlere dayalı tarımsal uygulamaların meydana getirdiği olumsuz etkiler 

hakkında artan farkındalıklar, arzu edilen mahsul üretimini elde etmek için büyüme 

teĢvik edici ürün olarak kullanılabilecek, belirli bölgelere özgü mikrobiyal türlerin 

araĢtırılmasına ciddi bir ivme kazandırmıĢtır. 

Bu çalıĢmada; öncelikle Ankara ili topraklarından çeĢitli bitkilerin rizosferlerinden bitki 

büyümesini teĢvik edici özellikte yerel bakterilerin izole edilmesi ve bu bakterilerin 16S 

rDNA analizine göre tanımlanması amaçlanmıĢtır. Tanımlanan bakterilerin ilk aĢamada 

in vitro Ģartlarda bitki büyümesini teĢvik edici özellikleri araĢtırılmıĢ, daha sonra 

mikrobiyal gübre olarak kullanım potansiyelleri olan bakterilerin buğday bitkisi geliĢimi 

üzerine etkileri, sera denemeleri ile değerlendirilmiĢtir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

2.1 Rizosfer 

Rizosfer; kök sitemlerini etkileyen mikroorganizma aktivitelerinin gerçekleĢtiği,  bitki 

köklerine bağlı toprağı içeren, kök yüzeyinden birkaç milimetre uzaklıktaki toprak 

bölgesi olarak tanımlanmaktadır (Lynch 1990, Gray ve Smith 2005). 

Toprak bakterileri, en fazla rizosferde bulunmaktadır. Bitki kökleri, su ve besin 

elementleri alımını mekanik olarak desteklemesinin ve kolaylaĢtırmasının yanısıra; 

vitaminler, Ģekerler, proteinler, karbonhidratlar, organik asitler, amino asitler ve müsilaj 

gibi çeĢitli bileĢikler sentezlemekte, biriktirmekte ve salgılamaktadır (Brimecombe vd. 

2000, Walker vd. 2003). Kök salgıları olarak adlandırılan bu bileĢikler, aynı zamanda, 

birçok toprak mikroorganizması için cezbedici kimyasallardır. Söz konusu kök salgıları 

toprağın kimyasal ve fiziksel yapısını değiĢtirerek, rizosfer bölgesindeki mikrobiyal 

çeĢitliliği belirlerler (Dakora ve Phillips 2002). Bitki mikroorganizma iliĢkisi açısından 

kritik bir öneme sahip olan rizosferde, gramda 10
10

 dan daha fazla mikroorganizma ve 

30000‘den daha fazla bakteri türü yer almakta ve bu bakteriler rizobakter olarak 

adlandırılmaktadır (Mendes vd. 2011). Bitki ile iliĢkili bakteriler, bitki üzerindeki 

etkileri dikkate alındığında; faydalı, zararlı ve nötr gruplar olmak üzere sınıflandırılırlar 

(Dobbelaere vd.  2003). Topraklarda bulunan bakterilerin sayısı ve çeĢidi; sıcaklık, nem, 

tuzların ve diğer kimyasal maddelerin miktarı gibi ortam Ģartlarından etkilenmektedir.  

Toprak bu denli fazla sayıdaki bakteriye ev sahipliği yapmasına rağmen, bu bakterilerin 

sadece % 1‘i kültüre alınabilmektedir (Schoenborn vd. 2004). Yeni izolasyon teknikleri 

geliĢtirilmesi ve besin ortamlarının dizaynı ile bu oran yükseltilmeye çalıĢılmaktadır. 

2.2 Bitki Büyümesini TeĢvik Edici Bakteriler  

Bitkilerin kök bölgesinde yoğun olarak bulunan faydalı bakterilere; Bitki Büyümesini 

TeĢvik Edici Rizobakteriler (BBTER) (Plant Growth Promoting Rhizobacteria = PGPR) 

adı verilmektedir. BBTER terimi ilk kez Kloeper vd. (1980) tarafından, özellikle 
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patojenlere karĢı biyokontrol amaçlı kullanılan ve bitki geliĢimimine katkı sağlayan 

florosan  Pseudomonas‘lar için  kullanılmıĢtır. Daha sonra bu terim Kapulnik vd. (1981) 

tarafından bitki büyümesini direk teĢvik etme özelliğindeki rizobakterler için de 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Günümüzde BBTER terimi, bir veya daha fazla mekanizma 

ile bitki büyümesini teĢvik eden  ve rizosferde yaĢayan tüm bakteriler için 

kullanılmaktadır (Haghighi vd., 2011). PGPR‘lar rizosfer bakterilerinin yaklaĢık % 2-

5‘ini oluĢturmaktadır (Antoun ve Kloepper 2001). Bitki büyümesine olumlu etkisi olan 

bakterilerin; kökleri çevreleyen toprak bölgesine yerleĢmek, topraktaki diğer 

mikroorganizmalar ile rekabet halinde geliĢmek, çoğalmak, hayatta kalmak ve bitki 

büyümesini, geliĢmesini desteklemek gibi özelliklere sahip olması gerekmektedir 

(Kloepper 1994).  

BBTER‘ler öncelikle, bitkilerle olan iliĢkilerine göre; bitki kökü ile iliĢkili ve serbest 

yaĢayan rizobakterler olarak iki gruba ayrılmaktadırlar (Khan 2005). Bakteriler ile bitki 

kökleri arasındaki iliĢkiler; simbiyotik, endofitik veya kök yüzeyinde yaĢam olarak 

tanımlanmaktadır (Souza vd. 2015). Gray ve Smith (2005) bitki büyümesini teĢvik edici 

bakterileri; köklerin etrafını saran toprakta yaĢayan ve kök korteks hücreleri arasındaki 

boĢluklarda kolonize olarak bitki büyümesini teĢvik eden hücre dıĢı  (ePGPR) bakteriler 

ve bitki hücrelerinin içinde nodül adı verilen özel yapıların içinde kolonize olan hücre 

içi (iPGPR) bakteriler olarak kategorize etmiĢlerdir. 

BBTER‘ler; çeĢitli kimyasallar üreterek ve salgılayarak doğrudan veya dolaylı yollarla 

bitki büyümesini teĢvik eden, heterojen bir bakteri grubudur (Glick 1995).  Bu alanda 

yürütülen birçok çalıĢma Agrobacterium, Alcaligenes,  Azosprillum, Arthrobacter, 

Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Bradyrhizobium, Erwinia, Enterobacter, 

Flavobacterium, Gluconacetobacter, Klebsiella, Kosakonia, Paenibacillus, Pantoea, 

Pseudomonas, Rhizobium, Stenotrophomonas, Serratia ve Xanthomonas cinslerine 

dahil çeĢitli türlerin bitki büyümesini teĢvik edici bakteriler arasında yer aldığını ortaya 

koymuĢtur (Dutta ve Podile 2010, Xing vd. 2016, Solanki vd. 2017).  

Bakterilerin bitki büyümesini etkileyen mekanizmaları, türler ve suĢlar arasında farklılık 

gösterir ve bitki büyümesini teĢvik etmek için tek bir mekanizmaları yoktur. Somer vd. 
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(2004), bitki büyümesini teĢvik edici bakterileri, fonksiyonel aktivitelerine göre; 

biyogübreler (besin maddelerinin bitkiler için kullanabilirliğini arttırmak), bitki 

stimülatörleri (genellikle fitohormonlar yoluyla bitki büyümesini teĢvik etmek), 

rizoremediyatörler (organik kirleticileri parçalamak) ve biyopestisitler (özellikle 

antibiyotik ve antifungal metabolitler üreterek hastalıkların kontrol edilmesi) olarak 

sınıflandırmıĢtır. BBTER‘ler, birçok farklı mekanizma ile bitki geliĢmesini ve 

büyümesini etkileyebilirler. Direkt bitki büyümesini teĢvik edici mekanizmalar; N, P, K 

gibi temel besin elemetlerinin çeĢitli sistemlerle kaynağından alımını kolaylaĢtırmak, 

indol asetik asit, giberellin, sitokinin gibi fitohormonları sentezlemek, siderofor 

üretmek, olarak özetlenebilir. Dolaylı mekanizmalar ise; hidrojen siyanit, fenazit ve 

birçok antimikrobiyal metabolitleri sentezlemek ve besin için yarıĢmacı koĢullar 

yaratmak, indüklenen sistemik direncin ortaya çıkması ile bitki patojenlerine karĢı 

direnci artırmak gibi özelliklerle tanımlanmaktadır (Glick 1995). Bunların yanısıra; 

BBTER‘ler ağır metaller ve pestisitler gibi kirleticileri detoksifiye ederek, ortamı 

temizleme özelliğine sahiptir. 

BBTER'lerin tarımsal ürünler için inokülant olarak kullanımının baĢarısı ve etkinliği; 

bitki genotipleri, bitki geliĢim aĢamaları, bitki savunma mekanizmaları, mikrobiyal 

topluluğun diğer üyeleri gibi bazı biyotik faktörlerden ve toprak yapısı, toprağın 

iĢlenme Ģekli ve iklim koĢulları gibi abiyotik faktörlerden etkilenirler (Vacheron vd. 

2013). Bitki kökleri, değiĢen çevresel Ģartlara karĢı çok farklı salgılar üreterek, 

inokulantaların verimliliği için en önemli faktör olan bitki bakteri etkileĢimine katkıda 

bulunurlar. Ġnokulasyon verimliliğini etkileyen diğer önemli bir faktör ise; toprak tipi, 

besin elementi kompozisyonu, toksik metal konsantrasyonu, toprak nemi, mikrobiyal 

çeĢitlilik ve toprak iĢlemesinden kaynaklanan bozulmalar gibi, toprak sağlığı 

parametrelidir (Souza vd. 2015). 

2.3 Direk Mekanizmalar 

Bitki büyümesini teĢvik edici bakteriler; azot fiksasyonu, organik bileĢiklerin 

mineralizasyonu, mineral besinlerin çözünmesi ve fitohormonların üretilmesi gibi 

mekanizmalarla, besin alımını veya besin kullanılabilirliğini arttırarak bitkilerin 
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büyümesini ve geliĢmesini doğrudan etkileyebilirler (Bhardwaj vd. 2014). Bitki 

büyümesini doğrudan etkileyen bu mekanizmalar, mikroorganizma türü ve bitki 

çeĢidine göre değiĢiklik göstermektedir. Mikroorganizmaların biyogübre ve 

biyostimülatör olarak kullanımı, direk mekanizmalar arasında yer almaktadır.  

Mahdi vd. (2010), biyogübreleri, taĢıyıcı bir materyal ile paketlenmiĢ, tek baĢlarına 

veya kombinasyon halindeki bakteri, mantar ve alg kültürü olarak tanımlamıĢtır. 

Biyostimülatörler ise, bitki büyümesi düzenleyicileri veya fitostimülatörler olarak da 

adlandırılan organik kimyasal bileĢiklerdir. Bitkiler bu kimyasal molekülleri 

sentezleyebilmelerine rağmen, yine de optimum performansları için büyük ölçüde dıĢ 

beslemeye bağımlıdırlar. Bu dıĢ besleme, ağırlıklı olarak BBTER‘ler tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir (Khalid vd. 2006).  

2.3.1 Azot fiksasyonu 

Azot, bitki geliĢimi ve verimliliği için en önemli makroelementtir. Evrende en bol 

bulunan 5. element olan azot, protein ve nükleik asitler gibi biyomoleküllerin sentezinde 

anahtar rol oynaması açısından, tüm canlılar için hayati önem taĢımaktadır. Doğadaki 

azotun ana kaynağı olan atmosferik azotun bitkiler tarafından kullanılabilmesi için 

dönüĢtürülmesi gerekmektedir.  

Yıllık azot fiksasyon verimine yaklaĢık % 65‘lik katkı sağlayan ve belirli toprak 

bakterilerinin aktivitesi sonucu atmosferik azot gazının amonyağa çevrimi ile 

özetlenebilen biyolojik azot fiksasyonu, fotosentezden sonra meydana gelen en önemli 

ikinci proses olarak kabul edilmektedir (Fisher ve Newton 2002). Bu katkının % 83'ü 

simbiyotik birliktelikten sağlanırken, geri kalan kısmının serbest veya iliĢkili yaĢayan 

bakteriler tarafından sağlandığı düĢünülmektedir (Graham 1988). 

Biyolojik olarak azot fikse edebilen diazotrof mikoorganizmalar; serbest yaĢayan, 

bitkilerle endofitik (bitki dokusu içerisinde) iliĢki gösteren ve nodul adı verilen yapılar 

içerisinde bitkilerle ortak yaĢam süren, simbiyotik bakterilerdir (Unkovich vd. 2008). 
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Azotobacter, Azospirillum, Clostridium, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, 

Citrobacter, Pseudomonas, Herbaspirillım, azot fikse ettiği bilinen, ancak simbiyotik 

olmayan bakterilerdir (Hayat vd. 2010). Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, 

Azorhizobium, Allorhizobium ve Sinorhizobium türleri ise, baklagillerle simbiyotik iliĢki 

içerisindeki azot fikse edici bakterilerdir (Bottomley ve Maggard 1990).  

Azot fiksasyon yeteneğine sahip bakteriler arasında rizobialar, baklagillerde nodul 

oluĢturma yetenekleri ve bitkilere azot sağlama yolları en iyi tanımlanmıĢ türlerdir 

(Premachandra vd. 2016). Birçok araĢtırmacı rizobiaların,  baklagiller ile rotasyon ekim 

veya karıĢık ekim yapılan pamuk, tatlı mısır, mısır, buğday ve çeltik bitkisinin 

köklerinin iç dokularında kolonize olma yeteneğine sahip olduklarını göstermiĢdir 

(Spencer vd. 1994). Genellikle serbest yaĢayan bakterilerin, bitkiler ile simbiyotik 

yaĢayan bakterilere göre çok daha az miktarda azot fikse ettiği düĢünülmektedir (James 

ve Olivares 1997).   

Biyolojik azot fiksasyonu ile sağlanan fikse edilmiĢ azot, oluĢtuğu ortamda 

kullanılmasından dolayı gazlaĢmaya ve çözünmeye karĢı oldukça dirençlidir. Bu 

nedenle bu biyolojik proses, tarıma çok önemli sürdürülebilinir bir katkı sağlamaktadır 

(Dixon ve Kahn 2004).  

Azot (N2) gazının amonyağa indirgenmesi; azot fikse edebilen tüm prokaryotlarda 

kompozisyonel ve fonksiyonel açıdan oldukça benzer olan nitrojenaz enzim sistemi 

tarafından katalizlenmektedir (Beringer ve Hırsch 1984). N2‘nin biyolojik olarak 

indirgenerek amonyağa dönüĢümünü katalizleyen nitrojenazlar, korunmuĢ yapıları ve 

mekanik özellikleri ile kompleks metalloenzimlerdir (Dixon ve Kahn 2004). Bu enzimin 

analogları,  N2 fikse etme yeteneğine sahip 100 den fazla bakteri türünde tespit 

edilmiĢtir.  

Nitrojenaz enzimi ilk defa 1960 yılında anaerob bir tür olan Clostridium 

pasterianum‗dan izole edilmiĢtir. Günümüzde ise 30‘dan fazla türde nitrojenaz enzimi 

izole edilerek tanımlanmıĢtır (Fisher ve Newton 2002). Azot fikse edebilen simbiyotik 

ve serbest yaĢayan bakterilerde bulunan nitrojenaz enzimi (nif genleri tarafından 
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kodlanan enzim) tipik olarak 20 protein kodlayan ve 7 operon içeren, yaklaĢık 20-24 kb 

büyüklüğünde bir küme içerisinde bulunmaktadır  (Glick 2012). Nif (nitrogen 

fixation=azot tespiti) ismi ilk kez Valantine ve arkadaĢları tarfından, azot fiksasyonu 

için gerekli genleri belirtmek amacıyla kullanılmıĢ ve diğer araĢtırmacılar tarafından da 

kabul edilmiĢtir. Serbest yaĢayan Azotobacter vinelandii’ye ait nif genleri, Klebsiella 

pneumoniae‘nın nif genleri ile kıyaslanarak analiz edilmiĢ ve bu genler referans kabul 

edilerek tanımlamalar gerçekleĢtirilmiĢtir (Rubio ve Ludden 2002).   

Tüm diazotroflar molibden nitrojenaz sistemine (ġekil 2.1) sahiplerdir. Bazı azot fikse 

eden bakteriler, belirli geliĢme koĢullarında molibden içermeyen nitrojenaz sistemlerine 

de sahip olabilirler. Molibden yerine vanadyum ve demir veya sadece demir içeren 

nitrojenazlara, alternatif nitrojenazlar adı verilmektedir (Bishop ve Jorerger 1990).  

Molibden nitrojenaz, kompenent I ve II olarak adlandırılan iki farklı çözünebilir 

metalloproteinden oluĢmaktadır. Kompenent I, sırasıyla nifK ve nifD tarafından 

kodlanan α ve β alt ünitelerinin iki kopyasını içermektedir. Her molekülü 2 Mo atomu 

içeren bu tetramer, 245 kDa (kilo Dalton) büyüklüğe sahiptir (Elmerich 1984).  

Kompenent I, Mo ve Fe atomları içermekte ve sıklıkla MoFe proteini veya dinitrojenaz 

olarak adlandırılmaktadır (Beringer ve Hırsch 1984). MoFe proteini, P-demetleri (8Fe-

7S cluster) ve FeMo kofaktör (Mo-7Fe-9S) olmak üzere iki tip metalsülfür demet 

içermektedir (Rees vd. 2005).  Kompenent II, nifH tarafından kodlanan α alt ünitesinin 

yaklaĢık 55-65 kDa büyüklüğünde iki kopyasına sahiptir.  Kompenent II de Fe atomu 

içerdiğinden, bazen Fe proteini veya dinitrojenaz redüktaz olarak adlandırılır (Beringer 

ve Hırsch 1984). Fe proteini, alt ünitelerini kovalent olarak birbirine bağlayan bir metal 

demeti ([4Fe-4S] cluster) içermektedir.   

Azot fikse etme yeteneğine sahip olduğu bilinmeyen birçok mikroorganizmanın 

taksonomik tanımlanması, azot fiksasyonunun genetik potansiyelini ortaya çıkaran nifH 

geninin tespiti yoluyla gerçekleĢtirilebilir (Zehr vd. 1995). nifH geni 

mikroorganizmalarda diazotrofik organizmaların genetik çeĢitliliğinin tespiti ve 

incelenmesi için belirteç olarak kullanılmaktadır (Ueda vd. 1995). 
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ġekil 2.1 Mo nitrojenaz enzim sistemi (Kraulis 1991) 

Azotobacter vinelandii‘de molibdenin yeterli olduğu durumlarda, nitrojenaz enzim 

sentezini kodlayan temel gen demetleri mutasyonel analizler kullanılarak sekanslanmıĢ 

ve büyük ölçüde karakterize edilmiĢtir (Kennedy ve Bishop 2004). A.vinelandii‘de nif 

spesifik genler iki faklı kümede gruplanmıĢtır. Bunlardan biri 

nifHDKTYENXUSVWZMF genleri ve nif genlerinin arasına serpiĢtirilmiĢ birkaç ORF‘yi 

içeren major nif kümesi, diğeri ise nifABQ, nifL genleri ve fdxN‘i içeren minor nif 

kümesidir (ġekil 2.2-2.3) (Rubio ve Ludden 2002).   

 

ġekil 2.2 Major nif kümesi  (sayılar ORF‘leri, harfler nif genlerini göstermektedir) 
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ġekil 2.3 Minor nif kümesi 

Vanadyum içeren nitrojenaz, vnf genleri tarafından kodlanan Nitrojenaz-2 enzim 

sistemi, Fe protein-2 olarak da adlandırılan dinitrojenaz redüktaz-2 ve VFe protein 

olarak da adlandırılan dinitrojenaz-2 olmak üzere, iki komponentten oluĢmaktadır. 

ÖzdeĢ iki alt üniteden oluĢan dimer yapıdaki Fe protein-2‘nin her bir dimeri, dört Fe 

atomu ve dört kararsız sülfide sahiptir. Hekzamer yapıdaki VFe proteini, bir çift  α ve β 

alt ünitesi ve bir çift γ alt ünitesinden oluĢmaktadır. VFe proteininin her molekülü iki 

vanadyum atomu, 20 demir atomu ve 20 kararsız sülfid içermektedir (Kennedy ve 

Bishop 2004).  

Demir içeren nitrojenaz, anf genleri tarafından kodlanan Nitrojenaz-3 enzim sistemi ise 

Fe protein-3 olarak adlandırılan denitrojenaz redüktaz-3 ve FeFe proteini olarak 

adlandırılan dinitrojenaz-3 olmak üzere iki komponentten oluĢmaktadır. Dimer yapıdaki 

Fe protein-3‘ün her bir dimeri dört Fe atomu ve dört kararsız sülfide sahiptir. Hekzamer 

yapıdaki FeFe proteini, bir çift  α ve β alt ünitesi ve bir çift γ alt ünitesinden 

oluĢmaktadır. FeFe proteininin her molekülü 24 demir atomu ve 18 kararsız sülfid 

içermektedir (Kennedy ve Bishop 2004). 

Mo, V ve Fe nitrojenazlar, tüm organizmalarda substratın indirgenmesini aynı Ģekilde 

katalizlerler. Optimum koĢullarda N2 indirgenmesinin toplam reaksiyonu aĢağıdaki gibi 

gerçekleĢmektedir (Dixon ve Kahn 2004). 

N2 + 8e
-
 + 8H

+
 + 16MgATP 2 NH3 + H2 + 16 MgADP + 16 Pi 

Azot indirgenmesinde elektronlar, düĢük potansiyelli demir-kükürtlü proteinler olan 

ferrodoksinden veya flavodoksinden, dinitrojenaz redüktaza transfer edilir. Her 

elektron, transfer döngüsünde dinitrojenaz redüktaz, ferrodoksin/flavodoksin tarafından 
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indirgenir ve iki ATP molekülü bağlanır. ATP‘nin bağlanması, dinitrojenaz redüktazın 

yapısını değiĢtirir ve dinitrojenaz ile dinitrojenaz redüktazın etkileĢimine izin verecek 

Ģekilde, dinitrojenaz redüktazın indirgenme potensiyelini düĢürür. Daha sonra, elektron 

transferine bağlı olarak ATP hidrolize edilir ve dinitrojenaz redüktaz, dinitrojenazdan 

ayrılır. Reaksiyonun devamında, tekrar indirgenme ve ATP bağlanma döngüsüne geri 

dönülür. Dinitrojenaz yeterince indirgendiğinde, azotun amonyağa indirgeneceği 

reaksiyon, FeMo kofaktör merkezinde gerçekleĢir. Her elektron transfer aĢaması, Fe ve 

MoFe proteininin kompleks oluĢturmak için bir araya geldiği ve daha sonra ayrıldığı bir 

döngü içermektedir (Dixon ve Kahn 2004). 

2.3.2 Fosfor çözme 

Fosfor; azottan sonra bitki geliĢimini kısıtlayan ve bitkilerden maksimum verim elde 

etmek için gerekli olan ikinci önemli elementtir. Fosfor (P), nükleik asitlerin, 

fosfolipitlerin ve adenosin trifosfatın (ATP) yapısal bir bileĢeni ve özellikle fotosentez 

gibi önemli metabolik ve biyokimyasal yolakların temel unsuru olduğundan, bitkiler 

için önemli bir besin elementidir (Khan vd. 2007, Richardson ve Simpson 2011).  

Topraklar geniĢ bir fosfor rezervine (yaklaĢık 400-1200 ppm) sahip olmasına rağmen,  

genellikle bitkiye yarayıĢlı formdaki fosfor oldukça düĢük miktarda (1 ppm‘in altında) 

bulunmaktadır.  Bitkiler fosforu yalnızca monobazik (H2PO4) ve dibazik (HPO4) iyonlar 

Ģeklinde alabilmektedir (Bhattacharryya ve Jha 2012). Bitkiler, fosforlu gübrelerin çok 

az bir kısmını kullanırlar. Kimyasal gübre olarak kullanılan çözünmüĢ inorganik fosfat, 

gübrelemenin hemen ardından immobilize olması nedeniyle, topraklarda bulunan 

çözünemez formdaki fosforun büyük bir kısmını oluĢturmaktadır (Richardson 1994, 

Yadav ve Dadarwal 1997). Toprakta fosfor, hem mineral (inorganik) ve hemde organik 

formda bulunmaktadır. Topraktaki çözünmeyen fosforun mineral formu; apatit, 

hidroksiapatit, oksiapatit ve zayıf çözünebilen Fe, Al, Mn bileĢikleri Ģeklinde bulunur 

(Rodriguez ve Fraga 1999). Mineral P; killi topraklarda fiksasyon veya adsorbsiyon 

yoluyla kullanılamaz hale gelirken, alkali topraklarda Ca-P, Mg-P gibi katyonlarla iliĢki 

vererek, asidik topraklarda ise Fe-P, Al-P gibi çökelme reaksiyonlarını nedeniyle 

kullanılamaz forma dönüĢür (Adnan vd. 2017). Topraktaki fosforun yaklaĢık % 30-
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50‘sini oluĢturan organik fosfor, çoğunlukla mikroorganizmalar ve bitkiler tarafından 

sentezlenen inositol fosfat ve bunun yanısıra fosfomonoesterler, fosfolipitler, nükleik 

asitler ve fosfodiesterler gibi formlarda bulunmaktadır (Khan vd. 2007).   

Organik ve inorganik formdaki fosforu mineralize edebilen ve çözebilen bakteriler, 

fosfat çözücü bakteriler (PSB) olarak adlandırılmakta, ekonomik ve çevre dostu 

olmaları yönüyle kimyasal gübrelemeye alternatif oluĢturmaktadırlar (Khan vd. 2007). 

Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter en güçlü fosfat çözücü bakteriler 

olmak üzere Azotobacter, Beijerinckia, Burkholderia, Erwinia, Flavobacterium, 

Microbacterium ve Serratia cinslerine ait bazı türler de fosfat çözücü bakteriler olarak 

bilinmektedir (Whitelaw 2000, Bhattacharyya ve Jha 2012).  

2.3.2.1 Ġnorganik fosforun çözünmesi 

Ġnorganik fosforun bakteriler tarafından çözünmesini açıklayan birçok mekanizma 

vardır. Temel mekanizma; baĢta organik asitler, sideroforlar, protonlar, hidroksil 

iyonları ve CO2 olmak üzere, mineral çözücü bileĢiklerin bakteriler tarafından 

üretimidir (Sharma vd. 2013). Fosfat çözücü bakterilerin; glukonik asit, 2-ketoglukonik 

asit, laktik-izovalerik-izobutirik-asetik asit karıĢımı veya glikolik, oksalik, malonik ve 

suksinik asit gibi organik asitleri salgıladıkları tespit edilmiĢtir (Rodriguez ve Fraga 

1999). Periplazmik boĢlukta direk oksidayon yolu ile sentezlenen organik asitlerin 

inorganik fosforu çözmesi, pH‗ın düĢürülmesi ve katyonların Ģelatlanması esasına 

dayanmaktadır (Behera vd. 2017). Bu Ģekilde hidroksil ve karboksil grupları, fosfatlara 

bağlı alüminyum fosfat (Al3PO4), demir fosfat (Fe3PO4) ve trikalsiyum fosfat 

(Ca3(PO4)2) gibi bileĢiklerdeki katyonları Ģelatlayarak fosforu alınabilir forma 

dönüĢtürüler  (Goldstein 1995, Sagoe vd. 1998, Zhao vd. 2014).  

Ġnorganik fosforun çözünmesinde bir diğer mekanizma ise, mikroorganizmalar 

tarafından sülfürik, nitrik ve karbonik asit gibi inorganik asitlerin salgılanmasıdır. 

Ġnorganik asitlerin salgılanmasının; mikrobiyal kükürt oksidasyonu, nitrat üretimi ve 

CO2 oluĢumunun bir sonucu olarak ortaya çıktığı öne sürülmektedir (Sharma vd. 2013). 
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Ancak bu mekanizma organik asitlerlerle kıyaslandığında çok düĢük bir etkinliğe 

sahiptir (Alori vd. 2017).   

NH4 asimilasyonundan kaynaklanan H salınımı, alternatif bir P çözme mekanizması 

olarak düĢünülmektedir (Parks vd. 1990). Bazı mikroorganizmalar için NH4 kaynaklı 

proton salımı, P çözünürlüğünü teĢvik eden tek mekanizma gibi görünmektedir. 

2.3.2.2 Organik fosforun çözünmesi 

Organik fosfor çözünürlüğü, organik fosfor minerilizasyonu olarak da 

adlandırılmaktadır. BaĢta inositol olmak üzere, topraktaki çeĢitli organik fosfat 

bileĢikleri alkali ve asit fosfatazlar tarafından substrat olarak kullanılarak inorganik 

forma dönüĢtürülürler (Beech vd. 2001). Organik formdaki fosforun 

minerilizasyonunda rol oynayan ilk enzim grubu, organik bileĢiklerin fosfor esterini 

veya fosfoanhidrit bağını defosforile eden sipesifik olmayan asit fosfatazlardır 

(NSAPs). PSB‘ler tarafından salgılanan NSAPs‘ler arasında, üzerinde en yoğun 

çalıĢılan enzim, fosfataz olarak da adlandırılan fosfohomonoesterazlardır (Nannipieri 

vd. 2011). Fosfatazlar, optimum aktivite gösterdikleri pH değerlerine bağlı olarak, asit 

ve alkali fosfatazlar olmak üzere iki grup altında sınıflandırılmaktadır (Jorquera vd. 

2008). Asit fosfatazlar asidik topraklarda baskınken, alkali fosfatazlar nötr ve alkali 

topraklarda daha fazla bulunurlar (Renella vd. 2006) 

PSB‘ler tarafından, organik P minerilizasyonu için salgılanan bir diğer enzim grubu ise 

fitazlardır. Bu enzimler fitat Ģeklinde depolanan organik fosforun serbest kalmasında ve 

bitkiler tarafından alımında rol oynar (Richardson ve Simpson 2011). Bitki 

tohumlarında ve polenlerde depolanan baĢlıca P formu olan fitat, inositollerin birincil 

kaynağı ve topraktaki organik P'nin baĢlıca bileĢenidir (Richardson 1994). Fosfotazlar 

ve C-P liyazlar, organofosfatların C-P bağını parçalayarak P‘un serbest kalmasını 

sağlarlar (Rodriguez vd. 2006). 

 



14 

 

2.3.3 Potasyum çözme 

Bitki geliĢimi için gerekli üçüncü temel makroelement olan potasyum; hücre 

büyümesinde, enzim, protein, selüloz ve vitaminler gibi moleküllerin salgılanmasında 

kilit rol oynamaktadır (Verma vd. 2017).   

Potasyum toprakta suda çözünür, değiĢebilir, değiĢmez ve mineral olmak üzere dört 

formda bulunur. Suda çözünür potasyum, bitkiler ve mikrooragnizmalar için direk 

alınabilir formdadır. Ancak yıkanarak kaybolma potansiyeli vardır. Kil minerallerine ve 

humik maddelere elektrostatik olarak bağlanmıĢ olan değiĢebilir formdaki potasyum, 

bitkiler tarafından kolayca alınabilir özelliktedir (Barre vd. 2008). Ancak bu formlar 

toprakta bulunan potasyumun; sırasıyla, yaklaĢık  % 0,1-0,2 ve % 1-2‘sini oluĢtururlar 

(Sparks 1987). DeğiĢmez ve mineral formdaki potasyum bitkiler tarafından çok yavaĢ 

alınır ya da hiç alınamaz (Pal vd. 2001). Topraklarda potasyum, en fazla mika 

(muskovit, biotit) ve feldispat gibi birincil yapılara bağlı Ģekilde mineral formda 

bulunur. Potasyum feldispat, potasyumu toprak çözeltisine direk olarak verebilirken, 

mikalar içerisindeki potasyum elektrostatik güçlerle sıkıca tutulur. Ana kayadan oluĢan 

K-feldispat ve mikalardan oluĢan ikincil toprak mineralleri, bitki tarafından alınabilir 

potasyumun kaynağıdır (Singh ve Goulding 1997).  

Toprak mikroorganizmaları potasyumun çevriminde, çözünmez formdaki potasyumu 

bitkinin kullanabileceği forma dönüĢtürebildikleri için, kilit rol oynamaktadır. 

Acidithiobacillus, Agrobacterium, Aminobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, 

Clostridium, Delftia, Enterobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Microbacterium, 

Myroides, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, ve Sphingomonas 

cinslerine dahil bazı türlerin potasyum çözücü özelliğe sahip olduğu belirlenmiĢtir 

(Verma vd. 2017).  

Potasyum çözücü bakteriler (KSB), salgıladıkları organik asitler vasıtasıyla direk 

potasyum bileĢiklerini çözebilir ya da silikon ve alüminyum gibi katyonları Ģelatlayarak 

potasyumun serbest kalmasını sağlayabilirler. Potasyum çözücü bakteriler sitrik asit, 

tartarik asit ve glukonik asit gibi organik asitleri salgılamaları sonucu, potasyumu 
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feldspar ve illite çözündürerek bitkilerin kolayca alabileceği forma dönüĢtürürler. 

Mineral fosfatın çözünmesinde en etkili asitler, glikolik ve suksinik asit olarak 

bilinmektedir (Prajapati ve Modi 2012, Zarjani vd. 2013). 

2.3.4 Siderofor üretimi 

Demir (Fe); fotosentez, solunum, klorofil biyosentezi ve biyolojik azot fiksasyonu gibi 

birçok prosese katkı sağladığı için, bitkiler ve mikroorganizmalar için önemli bir 

mikroelementtir (Dixon ve Kahn 2004). Demir, toprakta yer alan en yaygın 4. element 

olmasına rağmen, oksijenli ortamlarda mikroorganizmalar ve bitkiler tarafından 

alınamayan, hidroksi ve oksihidroksi Fe
+3

 iyonları Ģeklinde bulunur (Rajkumar vd. 

2010). Mikroorganizmalar ve bitkiler, yüksek miktarda demire ihtiyaç duyduklarından,  

yeterli demir eldesi için yarıĢ içindedirler. Fe‘in çevreden biyoalımının düĢük 

olmasından dolayı, mikroorganizmalar siderofor üretmek gibi spesifik stratejiler 

geliĢtirmiĢlerdir. Sideroforlar; özellikle Fe‘in sınırlı olduğu durumlarda 

mikroorganizmalar ve bitkiler tarafından üretilen düĢük moleküler kütleye (200-2000 

Da) sahip metal Ģelatlayıcı ajanlardır (Schwyn ve Neilands 1987). Demiri mineral ve 

organik bileĢiklerden ayırmak için çözücü olarak davranan sideroforlar; Pseudomonas, 

Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Serratia, Azospirillum ve Rhizobium gibi birçok 

bakteri tarafından sentezlenirler (Glick vd. 1999, Loper ve Henkels 1999). 

Sideroforlar, ferrik iyonları koordine etmek için yüksek afiniteli bir ligand kümesi 

sağlayabilen, yan zincirler ve fonksiyonel gruplar içeren küçük peptidik moleküller 

olarak tanımlanırlar (Crosa ve Walsh 2002). Bakteriyal sideroforlar; yapısal özellikleri, 

ligand tipleri ve demirle uyumlu fonksiyonel gruplarına göre; katekholatlar, 

karboksilatlar ve hidroksamatlar olmak üzere üç ana kategoride sınıflandırılmaktadırlar 

(Matzanke 1991, Crowley 2006). Bunların yanısıra; ana fonksiyonel grupların 

karıĢımını içeren bakteriyel sideroforlar da vardır (Cornelis 2010). Bilinen 500‘e yakın 

siderofordan yaklaĢık 270 tanesinin kimyasal yapısı tanımlanmıĢtır (Neilands 1981, 

Hiden ve Kang 2010).  
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Demirin siderofor aracılığıyla çözünmesi ile ilgili farklı mekanizmalar öngörülmektedir. 

En genel mekanizma; siderofor-Fe (III) kompleksinin mineral yüzeyde oluĢması, daha 

sonra çevresindeki toprak çözeltisine aktarılması ve mikroorganizmalar veya bitkiler 

tarafından alınabilmesi için uygun hale gelmesi, Ģeklinde özetlenebilir (Kalinowski vd. 

2000, Kraemer 2004).  

Mikroorganizmalarda, siderofor aracılı demir alımı, hem reseptöre ve hem de enerjiye 

bağımlı bir süreçtir (Sigel ve Sigel 1998). Mikroorganizmalar farklı siderofor-Fe 

transfer sistemlerine sahiptir. Bu sistemler Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler 

arasında da farklılık gösterir. Gram-negatif bakteriler, hücre yüzeyindeki siderofor-Fe 

(III) kompleksini tanıyan TonB bağımlı dıĢ membran reseptörleri içerirler (Krewulak ve 

Vogel 2008). Fe-siderofor kompleksi, dıĢ membran reseptör proteinleri FecA ve FepA 

aracılığıyla hücre içine alınır. Daha sonra ATP bağlanma kaseti (ABC) transport sistemi 

olarak adlandırılan FecC,D,E ve FepC,D,E proteinlerine transfer edilir ve Ton B 

membran proteininin yardımı ile siderofor-Fe kompleksi sitoplazmaya taĢınır (Davidson 

ve Nikaido 1991, Boos ve Eppler 2001). Gram-pozitif bakterilerde dıĢ membran 

reseptörleri yoktur. Bu nedenle siderefor-Fe (III) kompleksi; periplazmik boĢluk 

olmadığı için, hücre zarına tutunmuĢ periplazmik siderofor bağlayıcı proteinler 

tarafından tutulur (Fukushima vd. 2013). Daha sonra Gram negatif bakterilerde olduğu 

gibi, sitoplazmaya taĢınır (Braun ve Hantke 2011). 

Bitki rizosfer bölgesindeki sideroforların en önemli biyoteknolojik kullanımı, bitkiye 

demir sağlamak ve kökü istila eden parazitlere karĢı ilk savunma görevi görmektir. 

Mikrobiyal sideroforların, Fe alımının düĢük olduğu durumlarda bitkilere Fe sağladığı 

bilinmesine rağmen, bu mekanizma tam olarak açıklanamamaktadır (Crowley 2006). 

Bitkilerin, mikrobiyal sideroforlar aracılığıyla Fe alımına iliĢkin iki muhtemel 

mekanizma önerilmektedir. Bunlardan birincisi, yüksek redoks potansiyeline sahip 

mikrobiyal sideroforlardır ve bunlar Fe (II)‘nin bitkinin taĢıma sitemine geçiĢini azaltır.  

Bu mekanizmada; mikrobiyal siderofor-Fe(III) kompleksi, sideroforun demirden 

ayrıldığı düĢünülen bölge olan bitki köklerindeki apoplasta taĢınır (Mengel 1995). 

Sonuç olarak kökte yüksek Fe konsantrasyonun artıĢına sebep olan Fe (II) apoplastta 

kalır (Kosegarten vd. 1999). Ġkinci mekanizmada ise; mikrobiyal sideroforlar topraktaki 
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demiri Ģelatlar ve sonra fitosideroforlar ile ligand değiĢimi yapar (Masalha vd. 2000). 

Bu mekanizma; mikrobiyal sideroforların ve fitosideroforların kararlığı, konsantrasyonu 

ve kök çevresinin redoks potansiyeli ve pH durumu gibi birçok paremetreye bağlıdır 

(Crowley 2006). 

Sideroforlar sadece demir ile değil; Al, Cd, Cu, Pb ve Zn gibi ağır metallerle de 

kompleks oluĢtururlar (Neubauter vd. 2000,  Kiss ve Farkas 1998). Sideroforların bu 

özellikleri, Fe dıĢındaki belirli metaller için güçlü bir afinite ve seçiciliğe sahip 

olabileceği anlamına gelen ligand fonksiyonlarından kaynaklıdır (Hernlem vd. 1999). 

Böylece sideroforlar, biyoremedasyon sağladığı gibi, bitkilerin ağır metal stresini de 

hafifletmiĢ olur (Belimov vd. 2005, Diels vd. 2002).  

2.3.5 Bitkisel hormon üretimi 

Bitki büyümesini teĢvik edici bakteriler, bitki düzenleyicileri olarak da adlandırılan bitki 

hormanlarını sentezleyip salgılayarak bitki büyümesi ve geliĢmesinde düzenleyici rol 

oynarlar. Bitki düzenleyicileri, bitkilerin fizyolojik süreçlerini son derece düĢük 

konsantrasyonlarda dahi etkileyebilen organik moleküllerdir (Dobbelaere vd. 2003). En 

iyi bilinen bitki düzenleyicileri; oksinler, gibberellinler, sitokininler, etilen ve apsisik 

asit olarak beĢ sınıfa ayrılmaktadırlar (Zahir vd. 2004) . 

2.3.5.1 Oksinler 

Oksinler, bitkinin hayatındaki birçok büyüme ve fizyolojik sürecin koordinasyonunda 

temel bir rol oynayan,  bitki geliĢimi için gerekli olan bitki hormonlarıdır. Indol-3-asetik 

asit  (IAA) bitkiler, bakteriler ve funguslar tarafından üretilen ve üzerinde en fazla 

çalıĢma yapılmıĢ doğal oksindir. IAA, bitki hücre bölünmesini, büyümesini ve 

farklılaĢmasını etkiler, tohum ve yumru çimlenmesini uyarır, ksilem oranını ve kök 

geliĢimini arttırır, vejatatif büyümeyi kontrol eder, ıĢığa, yerçekimine tepkilere aracılık 

eder, fotosentez, pigment oluĢumu ve çeĢitli metabolitlerin biyosentezini etkiler ve stres 

koĢullarına karĢı bitkiyi korur (Tsavkelova 2006, Spaepen ve Vanderleyden 2011).   
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ÇeĢitli bitki rizosferlerinden izole edilen mikroorganizmaların yaklaĢık % 80‘inin 

sekonder metabolit olarak oksin sentezlediği ve salgıladığı bilinmektedir (Patten ve 

Glick 1996). Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Azotobacter, Klebsiella, 

Pseudomonas ve Arthrobacter cinslerine dahil bakterilerin, bazı aktinomisetler ve 

fungusların IAA üreterek bitki büyümesini teĢvik ettiğine dair birçok bilimsel veri 

mevcuttur (Khamna vd.  2010, Reineke vd. 2008). 

Bakteriler tarafından salgılanan IAA‘nın, bitkiler tarafından alınması sonucu bitki IAA 

havuzu değiĢir ve böylece bakteriler tarafından salgılanan IAA birçok bitki geliĢim 

sürecine etki etmiĢ olur (Spaepen vd. 2007, Glick 2012). Bunların yanısıra bakteriyal 

IAA kök yüzey alanını ve boyunu arttırarak, bitki besin elementlerinin alımını teĢvik 

eder ve bitki hücre duvarlarını gevĢeterek, rizosfer bakterilerinin büyümesini 

desteklemek için ek besin sağlayan kök salgılarını arttırır (Glick 2012). 

IAA triptofan bağımlı veya triptofan bağımsız olmak üzere iki farklı yolakla 

sentezlenebilmektir. IAA'nın ana öncüsü olarak tanımlanan triptofan, IAA 

biyosentezinin seviyesini değiĢtiren en önemli moleküldür (Zaidi vd. 2009).  

Bakterilerde IAA sentezi kök salgılarındaki öncüllerin varlığına bağlıdır. Triptofan 

bağımlı IAA sentezinde, genetik ve biyokimyasal yöntemler kullanılarak, değiĢik ara 

ürünler ile karakterize edilen farklı yolaklar tanımlanmıĢtır. Bilinen baĢlıca 5 yolak 

olmasına rağmen, bu yolaklardaki tüm genler, kodlanmıĢ enzimler ve ara ürünler henüz 

belirlenememiĢtir (ġekil 2.4). ÇeĢitli patojenlerde bulunan Indol-3-asetamit (IMA) 

aracılı IAA yolağı, yüksek miktarlarda IAA üreterek bu suĢların virülansına katkıda 

bulunmaktadır. Bu yolağa aynı zamanda azot fikseri Rhizobium ve Bradyrhizobium 

türlerinde de rastlanmıĢtır. Indol-3-pürivat (IPA) bitkilerde oksin üretimi için ana 

yolaktır. Bu yolağa bazı fitopatojenlerde, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, 

Enterobacter cloacae, Paenibacillus, Pseudomonas ve Rhizobium gibi bitkiye faydalı 

bakterilerde ve siyanobakterilerde rastlanmaktadır. Triptamin yolağında, triptofan 

öncelikle triptamine dekarboksile edilir ve sonrasında aminoksidazlar tarafından IAA‘e 

dönüĢtürülür. Bir diğer yolak olan indol-3-asetonitril (IAN) yolağı bitkilerde uzun 

yıllardır çalıĢılmıĢ, ancak halen tam anlamı ile açıklanamamıĢtır. Bakterilerde ise IAN 

yolağına özgü bazı nitrilazlar tespit edilmiĢtir. Triptofan sentez izyolu mutantlarının 
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analizi, bitkilerin triptofan öncüsü olmadan da IAA'yı sentezleyebildiğini göstermiĢ ve 

bu triptofan bağımsız yolaktaki dallanma noktasının, indol-3 gliserol fosfat veya indol 

olduğu ortaya konmuĢtur (Spaepen ve Vanderleyden 2011). 

ġekil 2.4 IAA sentezi yolakları (Ahemad ve Kibret 2014) 

2.3.5.2 Sitokininler 

Sitokininler, tanımlaması ve miktar tayini zor olan ve bitkilerde genellikle düĢük 

miktarlarda bulunan, önemli bitki hormanlarıdır. Bitkiler üzerindeki en önemli etkileri; 

hücre bölünmesini, kök geliĢimini ve kılcal kök oluĢumunu teĢvik etmektir  

(Frankenberger ve Arshad 1995).  Bu molekül, endojen olarak bitkiler tarafından 

üretilebilmekte veya eksojen olarak BBTER‘ler yoluyla edinilebilmektedir (Pospısilova 

2003). Bitkiler ve mikroorganizmalar, 30‘dan fazla bitki büyümesini teĢvik eden 

sitokinin grubu bileĢik sentezleyebilmektedir. Rizosferde bulunan mikroorganizmaların 

yaklaĢık % 90‘ının in vitro Ģartlarda sitokinin sentezleme yeteneğine sahip olduğu tespit 

edilmiĢtir (Barea vd. 1976).  
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2.3.5.3 Giberellinler 

Gibberellinler; kök uzaması, endosperm metabolizması, tohum çimlenmesinin 

desteklenmesi ve meyve geliĢimi gibi birçok önemli bitki fonksiyonunun yerine 

getirilmesinde rol almaktadır (George vd. 2008). Gibberellinler; mantarlar ve bitkiler 

tarafından sentezlenmenin yanısıra, bakteriler tarafından da sentezlenirler (MacMillan 

2002). Bitkilerde, fotosentetik iĢlemlerin gerçekleĢmesinde hayati rolleri nedeniyle 

giberellinler ve üretici cinsler, birçok bitkinin stres toleransını artırabilen önemli bitki 

geliĢimi biyodüzenleyicileri olarak kabul edilirler (Kang vd. 2009). BBTER'lerin, 

giberellik asidin sentezi yoluyla bitki büyümesini nasıl arttırdığına dair kesin 

mekanizmalar henüz anlaĢılmamıĢtır. 100 den fazla giberellin bilinmekte olup, en 

yaygın olarak tanınan gibberellin, GA3 olarak da adlandırılan giberellik asittir. 

Bitkilerde en aktif giberellin ise, kök uzamasından sorumlu olan GA1'dir (Davies 1995). 

2.3.5.4 Etilen 

Etilen, bitki büyümesi, geliĢimi ve olgunlaĢması ile ilgili tüm mekanizmaların 

düzenlenmesinde görev alan, düĢük konsantrasyonlarda etki gösteren ve endojen olarak 

üretilen,  gaz halindeki bir fitohormondur (Saleem vd. 2007). Etilen, olgunlaĢma 

hormonu olarak tanınmasına ek olarak, kök ve kılcal kök oluĢumunu da teĢvik 

edebilmektedir. Ayrıca, çimlenmeyi uyarır ve tohumların dormansini bozar (Esashi 

1991). Bununla birlikte, eğer çimlenmeden sonra etilen konsantrasyonu yüksek kalırsa, 

kök uzaması inhibe olur (Jackson 1991).  

2.3.5.5 Absisik asit 

Absisik asidin stoma kapanmasındaki birincil rolü ve bitki tarafından alımı ve taĢınması 

iyi tanımlanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda, absisik asidin kurak ve yarı kurak iklimler gibi 

su stresi yaĢanan ortamlarda rizosferde bulunmasının, bitki geliĢimi için son derece 

önemli olduğu kanıtlanmıĢtır (Frankenberger ve Arshad 1995). 
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2.4 Dolaylı Mekanizmalar 

Dolaylı mekanizmalar, bitki büyümesini teĢvik edici bakterilerin, bitkilerin doğal 

direncini artıran maddeler üreterek fitopatojenlerin bitkiler üzerindeki zararlı etkilerini 

önlemesi ve ayrıca bitkilerin çevresel stres altında (abiyotik stres) aktif olarak 

büyümesine veya bitkilerin enfeksiyonlardan (biyotik stres) korumasına yardımcı olan 

bir süreç olarak tanımlanmaktadır (Akhgar vd. 2014,  Singh ve Jha 2015). 

Bitki hastalıklarının etkisini azaltan faydalı toprak mikroorganizmalarının kullanılması, 

biyolojik kontrol olarak adlandırılırken; kullanılan bu mikroorganizmalar, biyokontrol 

ajanları olarak tanımlanmaktadır (Kandel vd. 2017). Bir patojene karĢı inhibisyon 

etkisine sahip olan mikroorganizmalar ise, antagonistler olarak adlandırılmaktadır 

(Dixon ve Kahn 2004). 

Bakteriyal biyokontrol ajanlarının antagonistik aktiviteleri; patojenik mantar hücrelerini 

parçalayabilen kitinazlar, glukanazlar, proteazlar ve lipazlar gibi hidrolitik enzimlerin 

sentezi, besin ve yaĢam alanı için rekabet,  bitkide etilen seviyesini modüle etmeye etki 

eden ACC seviyesinin ACC-deaminaz enzimi ile düzenlenmesi, siderofor ve antibiyotik 

üretimi, uyarılmıĢ sistemik direnç gibi mekanizmaları içermektedir (Beneduzi vd. 

2013). Bunların yanısıra hidrojen siyanür üretimi de etkili mekanizmalardan biridir. 

Siderofor, bakteriyosin ve antibiyotik sentezi, bir antagonistin fitopatojen 

proliferasyonunu en aza indirmek veya önlemek için kullanabileceği en etkili ve en iyi 

bilinen mekanizmalardan üçüdür (Dixon ve Kahn 2004). 

2.4.1 Antibiyotik üretimi 

Antibiyotikler, bitkilerde toprak kaynaklı enfeksiyonların baskılanmasında 

rizobakterilerin sahip olduğu oldukça etkili bir mekanizmadır (Handelsman ve Stab 

1996). Bakteriler tarafından farklı antibiyotiklerin sentezi, bitki patojeninin, genellikle 

mantarların çoğalmasını önleme kabiliyetiyle iliĢkili bir özelliktir (Compant vd. 2005). 
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Çoğu biyolojik kontrol ajanı BBTER‘ler, mantar patojenlerini inhibe eden bir veya 

birkaç antibiyotik grubu üretmektedirler (Haas ve Defago 2005). 

Bacillus sp. ve Pseudomonas sp. antibiyotik üreterek patojen mikroorganizmaları inhibe 

eden BBTER‘lerin baĢında gelmektedir (Ulloa-Ogaz vd. 2015). Mantar ve bakteri 

suĢlarından izole edilmiĢ çok sayıda antibiyotik, patojenlerin hücre duvarı sentezini 

önleyen, hücrelerin zar yapılarını bozan ve ribozomun küçük alt biriminde protein 

sentezi baĢlatma komplekslerinin oluĢumunu engelleyen etki mekanizmalarına sahiptir 

(Maksimov vd. 2011). 

Mikrobiyal savunma sistemlerinde kullanılan bakteriyosinler; Riley ve Wertz (2002) 

tarafından yapılan bir incelemeye göre, geleneksel antibiyotiklerden farklı olarak, 

genellikle antagonistik spektrumuna sahiptirler ve sadece üreten tür ile yakından iliĢkili 

bakteriler için toksiktirler. 

2.4.2 Litik enzim sentezi 

Biyokontrol ajanları tarafından toprak kaynaklı patojenleri kontrol etmek için kullanılan 

ana mekanizmalardan bir diğeri, hücre duvarı yapısını parçalayan enzimlerin 

üretilmesidir (Kobayashi vd. 2002). Kitinaz, selülaz, 𝛽𝛽-1,3 glukanaz, proteaz ve 

lipazlar gibi litik enzimleri sentezleyen biyokontrol bakterileri, birçok patojenik 

mantarın hücre duvarını parçalama yeteneğindedir. Kitinaz ve 𝛽𝛽-1,3 glukanaz, fungal 

hücre duvarının ana bileĢeni olan çözünmeyen lineer yapılı b-l, 4-N asetilglukozaminin 

polimeri olan kitini parçalar. Böylece rizobakteriler, hedef patojenin hücre duvarlarının 

yapısal bütünlüğünü etkilemiĢ olur (Budi vd. 2000) 

Bu enzimlerin birini veya birçoğunu sentezleyebilen bakteriler;  Botrytis cinerea, 

Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia solani ve 

Pythium ultimum gibi patojenik funguslara karĢı biyokontrol aktivitesi göstermektedir 

(Frankowski 2001).  
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2.4.3 Siderofor üretimi 

Sideroforlar zararlı pestisitlere karĢı, çevre dostu alternatifler olarak da bilinmektedirler 

(Schenk vd. 2012). Bakteriler tarafından salgılanan siderofor, bitkiye besin elementi 

olarak katkı sağlamasının yanısıra (doğrudan etki), ortamdan demiri uzaklaĢtırmak 

suretiyle bitki patojenlerinin eliminasyonunu gerçekleĢtirerek de etki gösterebilir 

(dolaylı etki). BBTER‘lerin salgıladıkları sideroforlar, bazı fitopatojenlerin yeterli 

miktarda demir almasını önleyerek, çoğalma kabiliyetlerini sınırlar. Bu mekanizmanın, 

sideroforların demire karĢı patojen funguslardan daha fazla afiniteye sahip olmalarından 

dolayı etkili olduğu düĢünülmektedir (Kloepper vd. 1980).  Patojenlerin baskılanması; 

demir eksikliğinden kaynaklanan büyümenin baskılanması, nükleik asit sentezininin 

düĢmesi, sporülasyonun inhibisyonu ve hücre morfolojisinde meydana gelen 

değiĢikliklere bağlı olarak ortaya çıkmaktadır (Mathiyazhagan vd. 2004). Biyokontrol 

amacıyla kullanılan rizobakteriler arasında floresans özellik içeren Pseudomonas türleri, 

farklı bitkilerin rizosferindeki demir için (Fe
+3

) en önemli yarıĢmacıları teĢkil 

etmektedir. Söz konusu rizosferde floresans pigmentli piyoverdinler (psöydobaktinler) 

ve floresans olmayan piyokellinler olmak üzere iki ana tip siderofor bulunmaktadır 

(Lemanceau vd. 1993, Leeman vd. 1995). 

2.4.4 Hidrojen siyanür (HCN) üretimi 

HCN, iyi çalıĢılmıĢ uçucu bir biyokontrol ajanıdır. HCN, Gram negatif bakteriler 

tarafından, HCN sentaz aracılığı ile glisinden üretilen bir sekonder metobolittir (Castric 

1994).  Siyanür iyonu, metalloenzimleri, esas olarak da sitokrom c oksidazdaki bakırı 

inhibe eder (Blumer ve Haas 2000).   

2.4.5 YarıĢma 

Bazı dolaylı kanıtlar, patojenler ile BBTER‘ler arasındaki rekabetin, bitkilerede hastalık 

etkisini ve Ģiddetini sınırlayabileceğini göstermektedir. Yararlı toprak bakterileri bitki 

yüzeylerini hızlı bir Ģekilde kolonize eder ve mevcut besinlerin çoğunu kullanarak 
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patojenlerin büyümesini zorlaĢtırır (Glick 2012). BBTER'ler besin kullanımı sonucu 

teĢvik ettiği doğal büyümenin yanı sıra; içerdikleri flagellar yapılar, lipopolisakkaritler, 

kemotaksi yetenekleri ve salgılanan kök eksüdalarının kullanılması gibi diğer 

özelliklerinin de rekabeti arttırdığı saptanmıĢtır (Lugtenberg ve Kamilova 2009). 

2.4.6 ACC deaminaz aktivitesi 

Bitkiler tipik olarak, stresin bitki üzerindeki etkilerini arttıran etileni sentezleyerek 

fitopatojenlerin varlığına yanıt verirler (Abeles vd. 1992). Bitkilerde fitopatojenlerin 

neden olduğu zararı azaltmanın bir yolu bitkinin etilen tepkisini azaltmaktır (Glick ve 

Bashan 1997). Bunu baĢarmanın en basit yöntemi ise; ACC deaminaz sentezleyen 

BBTER‘lerin varlığının artırılmasıdır (Glick vd. 1998). 

Etilen, bitki büyüme düzenleyicisi olmasının yanı sıra, aynı zamanda stres fitohormonu 

olarak da iĢlev görmektedir. Abiyotik ve biyotik stres koĢullarında (patojen hasarı, sel, 

kuraklık, tuz, organik ve inorganik kirletici maddeler dahil), etilen üretimi büyük ölçüde 

hızlanır ve köklerin büyümesini dolayısıyla bitkinin büyümesini olumsuz etkiler (Souza 

vd. 2015). ÇeĢitli çevresel stres koĢullarına cevap olarak artan etilen miktarı, stresin 

bazı septomlarını artırabilmekte veya olumsuz koĢullar altında bitki sağkalımını artıran 

tepkilere yol açabilmektedir. 

Bitkilerde etilen seviyesini azaltmayı hedefleyen mekanizmalar, halen önemli bir 

araĢtırma konusudur. Bu amaçla kullanılan yöntemlerden biri, bakteriler tarafından 

sentezlenen 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminazın aktivitesinden 

yararlanmaktır (Farajzadeh vd. 2012). Bu sayede bitkilerde etilen biyosentezinin öncüsü 

olan ACC‘yi hidrolize edilebilmektedir (Yang ve Hoffman 1984). Bitki köklerinden 

salınan ACC, toprak mikroorganizmaları tarafından alınır ve ACC deaminaz enzimi 

tarafından hidrolize edilir. Böylece ortamdaki ACC miktarı azalmıĢ olur. Bu hidrolizin 

ürünleri, amonyak ve asetobutirat, bakteri tarafından büyüme için azot ve karbon 

kaynağı olarak kullanılır (Klee vd. 1991).  
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ACC deaminaz aktivitesine sahip olduğu bilinen cinsler arasında Acinetobacter, 

Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, 

Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia ve Rhizobium yer almaktadır (Zahir 

vd. 2009, Kang vd. 2010). 

2.4.7 UyarılmıĢ sistemik direnç 

UyarılmıĢ sistemik direnç (ISR), belirli bir çevresel uyarana yanıt Ģeklinde ortaya çıkan 

geliĢmiĢ bir savunma mekanizması olarak tanımlanmıĢ, fizyolojik bir durumdur. Bir 

savunma mekanizması olan sistemik kazanılmıĢ dirençten (SAR) farklı olarak, ISR 

patojenlerin primer enfeksiyonunu takiben, tüm bitkide aktive olur (Ryals vd. 1996). 

ISR ve SAR farklı sinyal yollarından etkilenen mekanizmalardır. SAR, salisilik asit 

(SA) ve ISR indüksiyonu, jasmonik asit (JA) ve etilen (ET) sinyal yollarına gereksinim 

duyar (Van Loon vd. 1998). 

Bitki büyümesini teĢvik eden bakteriler, birçok bitkide çeĢitli çevresel streslere karĢı 

sistemik direnç sağlamaktadırlar (Prathap ve Ranjitha 2015). BBTER‘lerdeki ISR; 

salisilik asit, siderofor, lipopolisakarit, flagella, N-asil homoserin lakton molekülleri ve 

antibiyotik üretimi ile gerçekleĢtirilebilmektedir. Bu biyolojik kontrol mekanizmasına 

Bacillus, Pseudomonas ve enterobakterilerde yaygın olarak rastlanır (Jourdan vd. 2009). 

ISR pozitif bakteriler, uyarılmıĢ defans mekanizmaları ile patojen ataklarına karĢı daha 

hızlı ve güçlü reaksiyon verirler. ISR, direnç indükleyici BBTER ile patojen arasında 

herhangi bir doğrudan etkileĢim gerektirmez (Bakker vd. 2007). Bitkilerde direnç 

indüklendiğinde, patojenik mantarlara, bakterilere ve virüslere karĢı spesifik olmayan 

bir koruma ortaya çıkmaktadır  (Silva vd. 2004). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Bakteriler 

Bu çalıĢmada; Ankara‘nın ilçelerinden alınan 26 toprak örneğinden izole edilen 70 adet 

bakteri suĢu, Staphylococcus aureus,  E.coli ATCC 25922 ve Azotobacter vinelandii 

indikatör bakterileri ve bitki patojeni Sclerotium rolfsli, Fusarium culmarum, 

Pseudomonas tomato bakteri ve mantarları kullanılmıĢtır. 

Bakteriler nutrient agar ve azotsuz Burk‘s agar ortamlarında 5+3 ºC‘de ve nutrient 

broth‘a % 60‘lık steril gliserol ilave edilerek, -80 ºC‘de saklanmıĢtır. ÇalıĢma 

materyalleri nutrient broth ortamında 5+3 ºC‘de haftalık transferlerle korunmuĢtur 

3.1.2 Test bitkisi 

Sera denemelerinde test bitkisi olarak Tosunbey buğday (Triticum sp.) çeĢidi 

kullanılmıĢtır.  Tosunbey (Ekmeklik Buğday); kılçıklı ve beyaz baĢaklı, beyaz tanelidir. 

Alternatif geliĢme tabiatlı, soğuğa, kurağa ve yatmaya dayanıklı, gübreye tepkisi iyi 

olan bir çeĢittir. Bin tane ağırlığı 28-35 g, hektolitre ağırlığı 79-80 kg, sedimentasyonu 

50-66,3, protein oranı % 13-14, yumuĢama değeri 55-80 arasında olup, ekmeklik 

kalitesi olarak 1. sınıfta yer almaktadır. Sarı ve kara pasa dayanıklıdır. Ġç Anadolu ve 

Geçit bölgelerinin taban ve yarı taban alanlarına önerilmektedir (Anonim 2019).      

3.2 Yöntem 

3.2.1 Toprak örneklerinin alınması 

Bakteri izolasyonu için kullanılacak olan topraklar, Ankara ilinin farklı noktalarındaki 

mera alanlarından Mayıs-Temmuz aylarında rastgele örnekleme ile, iyi geliĢme 
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göstermiĢ bitkilerin rizosfer toprağından 0-20 cm derinlikten alınmıĢtır. YaklaĢık 1 kg 

alınan toprak numuneleri, +4
0
 C‘de laboratuvara transfer edilmiĢ ve analize alınıncaya 

kadar +4
0
 C‘ de muhafaza edilmiĢtir. 

3.2.2 Toprak örneklerinin kimyasal ve fiziksel analizleri 

Alınan toprak numunelerinin bazı fiziksel ve kimyasal özelliklerinin belirlenmesi için 

yapılan analizler, 2 mm elekten geçirilmiĢ hava kuru toprakta gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Toprak bünyesi: Bu testte ıslak elemeli Bouyoucos yöntemi kullanılmıĢ ve analiz 

sonuçlarına göre bünye sınıfının belirlenmesinde toprak sınıflandırma üçgeninden 

yararlanılmıĢtır (Uzunoğlu 1992). 

-Elektriksel Ġletkenlik (EC, dS/m): Richards (1954) tarafından önerildiği Ģekilde 

hazırlanan su ile doygun toprakta tespit edilmiĢtir. 

-Toprak reaksiyonu (pH): Richards (1954) tarafından önerildiği Ģekilde hazırlanan su ile 

doygun toprakta gerçekleĢtirilmiĢtir. 

-Kireç (%): Çağlar (1949) tarafından önerildiği Ģekilde HCl ile muamele edilmiĢ toprak 

örneği Scheibler Kalsimetresi ile analiz edilmiĢtir. 

-Organik madde (%): Richards (1954) tarafından önerildiği Ģekilde, modifiye edilmiĢ 

Walkley-Black yöntemine göre,  FeSO4 ile titre edilerek saptanmıĢtır. 

-Toplam N (%):  Dumas metoduna göre, elementer analiz cihazı (Leco truspec CHN-S 

ABD) ile toprak numunesinin yüksek sıcaklıkta yakılması gerçekleĢtirilmiĢ ve 

elementer forma dönüĢen azot tespit edilmiĢtir. 

-Bitki tarafından alınabilir fosfor (kg/da) : Olsen vd. (1954) tarafından önerildiği 

Ģekilde, 0,5 M Sodyum bikarbonat ile ekstrakte edilerek belirlenmiĢtir. 
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-Bitki tarafından alınabilir potasyum (kg/da): Richards (1954) tarafından önerildiği 

Ģekilde 1 N Amonyum asetat ile ekstrakte edilen toprak numunesinin içerdiği alınabilir 

potasyum, flame fotometrede belirlenmiĢtir. 

3.2.3 Topraktan bakteri izolasyonu 

Aseptik koĢullarda laboratuvara getirilen toprak örnekleri, steril kaplarda net ağırlıkları 

10 g olacak Ģekilde tartılarak, 90 mL steril fizyolojik su (% 0,9 NaCl ) içeren 250 

mL‘lik cam ĢiĢelere aktarılmıĢtır. Tam homojenizasyonun sağlanması amacıyla 30 dk 

çalkalanan örneklerin 10-8 düzeyine kadar hazırlanan seri dilüsyonlarından 100 µL 

alınarak, iki paralelli olacak Ģekilde azotsuz Burk‘s Agar ve Nutrient Agar içeren 

Petri‘lere yayma ekim yöntemiyle inoküle edilmiĢ ve ortamlar 28+2 ºC‘de 72 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresi sonunda farklı koloni morfolojisine sahip 

olan izolatlar seçilmiĢ ve saflaĢtırılmak amacıyla, azotsuz Burk‘s agar ve Nutrient Agar 

ortamına çizgi ekim yöntemiyle ekilmiĢ ve tekrar 28+2 ºC‘de 72 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda elde edilen saf suĢlar, Nutrient broth ve azotsuz 

Burk‘s broth besiyerlerine aktarılmıĢ ve kod numaraları verilmiĢtir (Somasegaran ve 

Hoben 1994, Upadhyay vd. 2009). 

Nutrient Broth ve Agar (Merck, Germany) 

Et ekstraktı 1 g 

Maya ekstraktı 2 g 

Pepton 5 g 

NaCl 5 g 

Distile su 1000 mL 

Agar agar 15 g 

Sterilizasyon, 121 ºC‘de 15 dakika süre ile yapılmıĢtır.  

pH 7,4 ± 0,2 (sterilizasyondan önce) 

 

Azotsuz Burk‘s  Broth ve Agar (Subba Rao 1977) 

Magnezyum sülfat 0,2 g 

Dipotasyum fosfat 0,8 g 

Monopotasyum fosfat 0,2 g 
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Kalsiyum sülfat 0,13 g 

Ferrik klorit 0,00145 g 

Sodyum molibdat 0,000253 g 

Sükroz 20 g 

Distile su 1000 mL 

Agar agar 15 g 

Sterilizasyon, 121 ºC‘de 15 dakika süre ile yapılmıĢtır. 

3.2.4 Bakterilerin tanımlanması 

3.2.4.1 Ġzolatların morfolojik ve fizyolojik  karakterizasyonu 

Ġzolatların morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonları; Gram boyanma özellikleri, 

katalaz, oksidaz ve üreaz testi sonuçlarına göre yapılmıĢtır.  

Katalaz testi için, Nutrient Agar ortamında geliĢtirilen koloniler öze yardımı ile alınarak 

lama aktarılmıĢ, üzerine  % 30‘luk H2O2 damlatılmıĢ ve mikroskop altında gaz 

kabarcıklarının çıkıĢı gözlenmiĢtir. Oksidaz testi için, Nutrient Agar ortamında 

geliĢtirilen kolonilerin üzerine % 1‘lik tetrametil-p-fenilendiamin damlatılmıĢ ve mavi 

renk dönüĢümü pozitif sonuç olarak kabul edilmiĢtir. Üreaz testi için ise, üre içeren agar 

besi ortamına mikroorganizma ekimi yapılmıĢ ve 48 saat inkübasyon sonunda besi 

ortamının kırmızı/pembe renge dönüĢümü pozitif sonuç olarak değerlendirilmiĢtir (Holt 

vd. 1994). 

Üre Agar Ortamı (Cristensen 1946) 

Pepton (et) 1 g 

Glukoz 1 g 

NaCl 5 g 

KH2PO4 2 g 

Fenol kırmızısı 0,012 g 

Distile su 1000 mL 

Agar agar 12 g 

Sterilizasyon, 121 ºC‘de 15 dakika süre ile yapılmıĢtır.  



30 

 

Sterilizasyonun ardından üre agar ortamı 45 
o
C‘ye kadar soğutulmuĢ ve üzerine 50 

mL/L olacak Ģekilde filtreden geçirilmek suretiyle sterilize edilmiĢ % 40‘lık üre 

çözeltisi eklenmiĢtir. 

3.2.4.2 16S rDNA dizi analizi 

Ġzolatların 16S rDNA dizi analizi esasına göre tanımlanması; genomik DNA izolasyonu, 

16S ileri (5'-3') ve 16S geri (3'-5') evrensel primerleri kullanılarak 16S rDNA 

bölgelerinin çoğaltılması, çoğaltılan bölgelerin baz dizilimlerinin belirlenmesi ve elde 

edilen bulguların veri tabanında bulunan mikroorganizmalara ait baz sıraları ile 

karĢılaĢtırılması sonucu, gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Genomik DNA izolasyonu için, izolatlar 10 mL Nutrient broth ortamına % 1 oranında 

inoküle edilmiĢ ve 28+2 °C‘de 150 rpm çalkalama hızında 24 saat süre ile 

geliĢtirilmiĢtir. Bu süre bitiminde 1.5 mL kültür mikrosantrifüj tüplerine alınmıĢ ve 

12500 rpm‘de 5 dk santrifüj edilerek bakteri hücreleri çöktürülmüĢtür. Üst svı ortamdan 

uzaklaĢtırıldıktan sonra, hücre çökeltisi 567 µL Tris EDTA tampon içerisinde 

çözülmüĢtür. Üzerine 30 µL % 10 SDS ve 3 µL proteinaz K aktarılıp karıĢtırılmıĢ ve 37 

°C‘de 1 saat tutulmuĢtur. Bu aĢamadan sonra ortam, 100 µL 5M NaCl ilave edilerek 

karıĢtırılmıĢtır ve 80 µL CTAB/NaCl çözeltisi ile muamele edilmiĢtir. Bu ortam kesik 

mikropipet uçları kullanılarak beyaz partikül yapısı oluĢuncaya kadar iyice karıĢtırılmıĢ 

ve 65 °C‘de 10 dk inkübasyona tabi tutulmuĢtur. Ġnkübasyon süresi bitiminde ortam 

üzerine 0.75 mL kloroform/izoamil alkol (24/1 hacim/hacim) aktarılıp tekrar 

karıĢtırılmıĢ ve 12500 rpm‘de 10 dk santrifüj edilerek, oluĢan üst faz yeni mikrosantrifüj 

tüplerine alınmıĢtır. Alınan üst faz üzerine 0.75 mL fenol/kloroform/izoamil alkol 

(25/24/1 hacim/hacim) ilave edilmiĢ ve 12500 rpm‘de 10 dk santrifüj iĢlemine tabi 

tutulmuĢtur. Santrifüj iĢleminin sonunda tüplerdeki üst sıvı yeni mikrosantrifüj tüplerine 

aktarılmıĢ ve bu sıvının üzerine, toplam hacmin 0.6‘sı (~350 µL) oranında izopropanol 

ilave edilmiĢtir. Tüpler beyaz çökelti oluĢuncaya kadar öne arkaya hareket ettirilerek 

karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra 12500 rpm‘de 5 dk santrifüj iĢlemi uygulanmıĢtır. Üst sıvı 

döküldükten sonra çökelti üzerine 350 µL % 70‘lik etanol eklenerek tekrar 12500 

rpm‘de 5 dk santrifüj iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Üst sıvı dikkatli bir Ģekilde ortamdan 
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uzaklaĢtırılmıĢ ve kromozomal DNA örneği oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. Son 

aĢamada DNA çözeltisi 100 µL TE tampon içerisinde yaklaĢık 1 saat muamele edilerek 

çözülmüĢtür (Wilson 2001). Genomik DNA ların saflık durumu nanodrop ölçümü 

yapılarak ve % 0,7‘lik agaroz jelde yürütülerek kontrol edilmiĢtir. Elde edilen genomik 

DNA örnekleri PZR reaksiyonunda kullanılmak üzere   -20 
o
C‘de saklanmıĢtır.  

Toprak kaynaklı bakterilerden izole edilen genomik DNA üzerindeki 16S rDNA 

bölgeleri; 16S ileri (5'- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3') ve 16S geri (5'- CCG 

TCA ATT CCT TTG AGT TT -3‘) primerler kullanılarak (Edwards vd. 1989), thermal 

cycler (Techne- TC-512, England)‘da çoğaltılmıĢtır. Bu amaçla, toplam hacim 50 μL 

olacak Ģekilde, sırasıyla; 34.75 μL moleküler steril su, 5 μL 10xPZR tamponu, 1 μL 

deoksinükleotidtrifosfat (10 mM dNTP) karıĢımı, 1 μL 16S ileri ve 1 μL 16S geri 

primer, 0.25 μL Taq DNA polimeraz enzimi, 4 μL 25 mM MgCl2 ve 3 μL genomik 

DNA ilave edilip, tüm bileĢenler pipetle iyice karıĢtırılmıĢtır. PZR tüpleri, cihaza 

yerleĢtirilerek bir çevrimi; 95 oC‘de 45 saniye (zincirin açılması), 55oC‘de 45 saniye 

(bağlanma), 72 oC‘de 2 dakika (zincir uzaması) ile tanımlanan, toplam 35 çevrimlik 

PZR protokolü uygulanmıĢtır (Blaiotta vd. 2002). 

Elde edilen PZR ürünleri % 1 agaroz içeren jelde yürütülmüĢ ve 16S rDNA gen 

bölgesini içeren DNA fragmentlerinin büyüklükleri 100 bp‘lik (Solis Bio) marker 

kullanılarak tanımlanmıĢtır. 

PZR ürünlerinin saflaĢtırılması ve dizi analizleri BM Biyoteknoloji (Ankara/Türkiye) 

tarafından yapılmıĢtır. Dizi analiz sonuçları, BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) programı kullanılarak veri tabanıyla karĢılaĢtırılmıĢ, tarama sonucu aranan dizi 

sırasının hangi mikroorganizmaya ait olabileceği, benzerlik yüzdesiyle belirlenmiĢtir. 

16S rDNA bölgelerine göre filogenetik ağaç; elde edilen sekansların Clustal W 

kullanılarak hizalanmasının (aligned) ardından,  UPGMA (unweighted pair group 

method using arithmetic averages) metodu kullanılarak MEGA X programında 

oluĢturulmuĢtur.  
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3.2.4.3 ÇoğaltılmıĢ ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA:Amplified rDNA 

Restriction Analysis) 

 

Ġzolatların 16S rDNA gen bölgelerinin HaeIII (BsuRI), AluI, MspI (HpaII) (Thermo 

scientific) restriksiyon enzimleri ile kesim iĢleminin gerçekleĢtirilmesi için, çizelge 

3.1‘de verilen protokol takip edilmiĢtir.  Enzim ile muamele edilen PZR ürünleri, 37 

o
C‘de 6 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında restriksiyon 

endonükleazların aktivitesini sonlandırmak amacıyla, PZR tüpleri 80 °C‘de 20 dakika 

bekletilmiĢtir. Kesimi tamamlanmıĢ PZR ürünleri % 2,5 agaroz içeren jelde yürütülmüĢ 

ve agaroz jel üzerinde oluĢan bantlar görüntülenmiĢtir (Upadhyay vd. 2009).   

Çizelge 3.1 Enzim kesim protokolü 

Reaksiyon BileĢenleri µL 

PZR ürünü 10 

NF su 18 

Enzim Tamponu 2 

Enzim 1 

 

Jel görüntüleri Phoretix 1D yazılımı (Total Lab, UK) kullanılarak analiz edilmiĢtir. 

Ġzolatlar arasındaki genetik iliĢkileri gösteren dendrogram; kesim ardından oluĢan 

bantlar arasındaki benzerliğin  ―Dice product moment correlation coefficient (Dice 

korelasyon katsayısı)‖ değeri (r) ile ifade edilip % değerine dönüĢtürüldükten sonra, 

UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) analizi ile 

kümeleme (clustering) iĢlemi yapılması sonucu çizilmiĢtir. 

3.2.5 Bakterilerin azot fiksayon yeteneklerinin belirlenmesi 

3.2.5.1 Kantitatif yöntemler  

Bakterilerin azot fikse etme yetenekleri belirlemek için öncelikle azotsuz besi ortamında 

geliĢme durumları gözlenmiĢ, daha sonra Bremner (1965) tarafından önerilen mikro 
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Kjeldahl metodu kullanılarak azot fiksasyon miktarının belirlenmesi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu amaçla, azotsuz Burk‘s besi ortamında 18-24 saat süreyle aktive edilen kültürlerden,   

20 mL azotsuz Burk‘s broth besiyerlerine % 1‘lik inokülasyonlar yapılmıĢ ve sürekli 

havalandırmalı Ģartlarda, 150 rpm çalkalama hızında, 28+2 ºC‘de 7 gün inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyonun ardından bakteri üremesi gerçekleĢen kültür ortamındaki 

azot; bu ortamlardan alınan 5 mL örnek üzerine 15 mL sülfürik asit ve kjeldahl tableti 

eklendikten sonra, 400 
o
C‘de 2 saat yakılarak ekstrakte edilmiĢtir. Yakmanın ardından 

% 4‘lük borik asit ve % 50‘lik NaOH kullanılarak destilasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Destilasyon sonrası 3 damla metil kırmızısı brom krezol yeĢili 

indikatörü damlatılarak ve 0,01 N H2SO4 ile titrasyon yapılarak toplam azot miktarları 

belirlenmiĢtir (Upadhyay vd. 2015). Ġzolatlar tarafından fikse edilen azot miktarları 

aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıĢtır: 

1000

100)(14
%

Ax

xNxBTx
N




 

                N: Standart asidin kesin normalitesi  

                T: Titrasyonda numune için harcanan standart asit miktarı (mL) 

                B: Titrasyonda Ģahit için harcanan standart asit miktarı (mL) 

                A: Numune ağırlığı (g)  

 

3.2.5.2 nifH geninin aranması 

nifH gen bölgesinin (360 bp) çoğaltılması için pol F 5‘- 

TGCGAYCCSAARGCBGACTC - 3‘ ve pol R 5‘- ATSGCCATCATYTCRCCGGA -

3‘ ileri ve geri primerleri kullanılmıĢtır (Poly vd. 2001). Bu amaçla reaksiyon ortamında 

toplam hacim 25 μL olacak Ģekilde, sırasıyla; 15,3 μL moleküler steril su, 2,5 μL 

10xPZR tamponu, 0,5 μL deoksinükleotidtrifosfat (10 mM dNTP) karıĢımı, 1,25 μL 

ileri ve 1,25 μL geri primer, 0,2 μL Taq DNA polimeraz enzimi, 2 μL 25 mM MgCl2 ve 

2 μL genomik DNA ilave edilip, tüm bileĢenler pipetle iyice karıĢtırılmıĢtır. PZR 

tüpleri, cihaza yerleĢtirilerek bir çevrimi 94 
o
C‘de 1 dakika (zincirin açılması), 53 

o
C‘de 
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1 dakika (bağlanma), 72 
o
C‘de 5 dakika (zincir uzaması) ile tanımlanan, toplam 30 

çevrimlik PZR protokolü uygulanmıĢtır.  

Elde edilen PZR ürünleri % 1 agaroz içeren jelde yürütülmüĢ ve nif H gen bölgesini 

içeren yaklaĢık 360 bazlık DNA fragmentlerinin büyüklükleri 100 bp marker (Solis bio) 

kullanılarak tanımlanmıĢtır. 

3.2.6 Bakterilerin fosfor çözme kapasitelerinin belirlenmesi 

Bakterilerin fosfor çözme kapasiteleri, Mehta ve Nautiyal (2001) tarafından tanımlanan 

protokole göre kalitatif olarak belirlenmiĢtir. Ġzolatlar, öncelikle NBRIP sıvı besi 

ortamında 3 gün boyunca, 30+1 °C‘de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda izolatlar, 

Ca3(PO4)2 ve pH indikatörü olarak brom fenol mavisi içeren NBRIP katı besi ortamına 

10 µL inoküle edilerek nokta ekim yapılmıĢ ve 30+1 °C‘de 3 gün inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda bakterilerin etrafında oluĢan Ģeffaf zonlar pozitif 

sonuç olarak kabul edilmiĢ ve fosfor çözme katsayıları aĢağıdaki formüle göre 

hesaplanmıĢtır (Perez vd. 2007).   

Fosfor Çözme Katsayısı = 
                    

           
 

Fosfor çözme kapasitesinin kantitatif olarak belirlenmesi için ise; Ca3(PO4)2 içeren 10 

mL NBRIP sıvı besi ortamına % 1 bakteri inokülasyonu yapılmıĢ ve bu tüpler 150 rpm 

karıĢtırma hızında, 30+1 
o
C‘de 3 gün inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda bakteri 

üremesi gerçekleĢen tüpler 10.000 rpm de 10 dakika santrifüj edilmiĢ ve üst sıvı baĢka 

bir tüpe alınmıĢtır.  Bu üst sıvılarda fosfor miktarları, ICP – OES (Varian 720) 

cihazında ölçülmek suretiyle, izolatların fosfor çözme yetenekleri belirlenmiĢtir. Bakteri 

inokülasyonu yapılmamıĢ Ca3(PO4)2 içeren NBRIP sıvı besi ortamı, bu denemelerde 

kontrol olarak kullanılmıĢtır. 
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NBRIP (National Botanical Research Institute‘s Phosphate) Besiyeri (Nautiyal 1999) 

MgCl26H2O 5 g 

MgSO4H2O 0,25 g 

KCl 0,2 g 

(NH4)2SO4 0,1 g 

Ca3(PO4)2 5 g 

Glukoz  10 g 

Bromophenol blue 0,025 g 

Agar 15 g 

Distile su 1000 mL 

Sterilizasyon, 121 ºC‘de 15 dakika süre ile yapılmıĢtır. 

pH 6,8 ± 0,02 (sterilizasyondan önce )   

3.2.7 Bakterilerin potasyum çözme kapasitelerinin belirlenmesi  

Bakterilerin potasyum çözme kapasiteleri, Aleksandrov besiyeri kullanılarak 

belirlenmiĢtir. Kalitatif olarak, Aleksandrov besi ortamına izolatlar nokta ekim yöntemi 

ile ekilmiĢ ve 28±2 °C‘de 3 gün boyunca inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 

bakterilerin etrafında oluĢan Ģeffaf zonlar, pozitif sonuç olarak kabul edilmiĢ ve 

Khanderparkar‘s oranına göre hesaplamalar yapılmıĢtır. 

Khanderparkar‘s oranı = ġeffaf zon çapı / koloni çapı 

Potasyum çözme kapasitesinin kantitatif olarak belirlenmesi için ise, 10 mL 

Aleksandrov sıvı besi ortamı içeren tüplere % 1 bakteri inokülasyonu yapılmıĢ ve tüpler 

150 rpm çalkalama hızında, 28±2 °C‘de 3 gün inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 

bakteri üremesi gerçekleĢen tüpler 10.000 rpm de 10 dakika santrifüj edilmiĢ ve üst sıvı 

baĢka bir tüpe toplanmıĢtır. Flame fotometre cihazında kültür üst sıvılarındaki potasyum 

miktarları ölçülerek, izolatların potasyum çözme yetenekleri belirlenmiĢtir. Bakteri 

inokülasyonu yapılmamıĢ Aleksandrov sıvı besi ortamı ise, kontrol olarak kullanılmıĢtır 

(Parmar ve Sindhu 2013). 
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Aleksandrov Besiyeri (Prajapati ve Modi 2012)  

Magnezyum sülfat 0,5 g 

Kalsiyum karbonat 0,1 g 

Potasyum alüminyum silikat 2 g 

Ferrik klorit 0,005 g 

Kalsiyum fosfat 2 g 

Glukoz  5 g 

Agar 15 g 

Distile su 1000 mL 

   

Sterilizasyon, 121 ºC‘de 15 dakika süre ile yapılmıĢtır.  

pH 7,2± 0,2 (sterilizasyondan önce)  

3.2.8 Bakterilerin siderofor üretme kapasitelerinin belirlenmesi 

Bakterilerin siderofor üretme kapasitelerinin belirlenmesi için, Schwyn ve Neilands 

(1987) tarafından önerilen Modifiye Chrome Azurol S agar kullanılmıĢtır. Ġzolatlar 

besiyerine nokta ekim yöntemi kullanılarak ekilmiĢ ve 28±2 °C‘ de 4 gün boyunca 

inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda bakterilerin etrafında oluĢan sarı-turuncu renge 

dönüĢüm, pozitif sonuç olarak değerlendirilmiĢ ve oluĢan zon çapı (mm) ölçülmüĢtür. 

Modifiye Chrome azurol S (CAS) Agar 

Chrome azurol S (CAS) 0,06 g 

Demir (III) solüsyonu 10 mL 

Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) 0,073 G 

Nutrient agar 18 G 

Distile su 990 mL 

 

0,06 g CAS, 50 mL distile suda çözülmüĢtür. Demir (III) çözeltisi; 0,0027 g 

FeCl3.6H2O, 10 mM 10 mL HCl asit içeresinde çözülerek hazırlanmıĢtır. 0,073 g 

HDTMA 40 mL distile su ile çözülmüĢtür. Bu üç çözelti yavaĢça karıĢtırılıp, meydana 

gelen mavi sıvı 121 °C‘ de 15 dakika süre ile sterilize edilmiĢtir. Aynı anda 900 mL‘lik 

Nutrient agar hazırlanmıĢ ve pH 6,8‘e ayarlanarak, 121 °C‘ de 15 dakika süre ile 

sterilize edilmiĢtir. Sterilize edilen iki çözelti karıĢtırılarak Petri kaplarına dökülmüĢtür. 
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3.2.9 Bakterilerin indol asetik asit (IAA) üretme kapasitelerinin belirlenmesi 

Bakterilerin IAA üretim miktarlarının belirlenmesi için ilk aĢamada; %  0,1 triptofan 

içeren nutrient broth ortamında, 150 rpm çalkalama hızında, 28±2 °C‘ de 7 gün inkübe 

edilen kültürler, 10.000 rpm‘ de 10 dakika santrifüj iĢlemine tabi tutulmuĢ ve oluĢan üst 

sıvıdan 2 mL alınmıĢtır. Bu üst sıvı 2 damla ortofosforik asit ve 4 mL Salkowski ayıracı 

(Gordon ve Weber 1951) eklenerek karıĢtırılmıĢ ve 30 dakika karanlık bir ortamda renk 

değiĢimi için bekletilmiĢtir. Indol asetik asit ile 10, 20, 30, 40, 50 ppm lik standartlar 

hazırlanmıĢ ve numune gibi muamele edilmiĢtir. UV spektrofotometrede (Thermo 

Scientific Genesys 10S VIS)  530 nm dalga boyunda yapılan okumalar sonucu standart 

eğri çizilerek IAA miktarları belirlenmiĢtir (Ahmad vd. 2005). 

Salkowski Ayıracı 

% 35‘lik perklorik asit 50 mL 

0,5 M FeCl3 çözeltisi 1 mL 

   

3.2.10 Bakterilerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi  

Bakterilerin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi için çift kültür deneyi (dual culture 

assay) yapılmıĢtır (Berg vd. 2002). Seçilen bitki patojeni fungusların aktif 

kültürlerinden hazırlanan yaklaĢık 5 mm çapındaki agar diskleri, Potato Dextrose Agar 

ve Nutrient Agar (1:1) besi ortamı içeren Petri‘lerin orta noktasına yerleĢtirilmiĢtir. 

Ardından 28±2 °C‘ de 2 gün 150 rpm de Nutrient Broth besi ortamında geliĢtirilen 

yaklaĢık 10
8
 kob/mL yoğunluktaki bakteri süspansiyonu, fungal diskten 2,5 cm uzaklığa 

çift taraflı olarak çizgi ekim yapılmıĢ ve 28±2 °C‘de 5 gün inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Bakteri inokülasyonu yapılmamıĢ Petri kutuları kontrol olarak kullanılmıĢtır. Antifungal 

aktivite; patojen fungusların geliĢiminin engellenmesinin ölçülmesi ile hesaplanmıĢtır. 

% inhibisyon aĢağıdaki formüle göre belirlenmiĢtir; 
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xTC
İnhibisyon

100)(
%


  

C: Kontrol petrisindeki fungal üremenin çapı 

T: Test organizması varlığında fungal üremenin çapı  

Potato Dextrose Agar (Merck, Germany) 

 

Potato infusion 4 g 

D(+) Glukoz 20 g 

Agar 15 g 

Distile su 1000 mL 

Sterilizasyon, 121 ºC‘de 15 dakika süre ile yapılmıĢtır. 

Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi için, seçilen bitki patojeni bakterilerin yaklaĢık 

10
8
 kob/mL yoğunluktaki süspansiyonlarından nutrient agar besi ortamına 100 µL 

yayma ekim yapılmıĢtır. Bitki patojeni bakterileri içeren Petri plakları üzerine; Nutrient 

Broth besi ortamında 150 rpm çalkalama hızında, 28±2 °C‘ de 2 gün geliĢtirilen ve 

yaklaĢık 10
8
 kob/mL yoğunlukta hücre içeren bakteri süspansiyonları, Petri plaklarına 

yerleĢtirilen 5 mm çapındaki steril kağıt diskler üzerine 10 µL damlatılmıĢ ve 28±2 

°C‘de 2 gün inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresi sonunda kağıt disklerin 

etrafında oluĢan inhibisyon zonu oluĢumu incelenerek, sonuçlar değerlendirilmiĢtir 

(Jetiyanon ve Kloepper 2002).  

3.2.11 Sera denemeleri 

Sera denemesinde test bitkisi olarak kullanılan buğday tohumları, yüzey strelizasyonunu 

sağlamak için % 2‘lik NaOCl ile 3-5 dakika muamele edilmiĢ ve ardından steril su ile 5-

7 kez durulanmıĢtır. Sterilizasyonu sağlanan tohumlar, optik yoğunluğu OD 620: 0,08 

(yaklaĢık 10
8
 hücre/mL) olan bakteri süspansiyonunda 4 saat bekletilmiĢtir. Bakteri 

süspansiyonu ile muamele edilmeyen tohumlar kontrol olarak değerlendirilmiĢtir.  
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Denemede kullanılacak hava kuru topraklar, 121 °C‘de 1 saat süre ile sterilize 

edilmiĢtir. Denemede 2 kg lık saksılara, 2 cm derinliğe 10 adet tohum ekilmiĢ ve 

çimlenmeden sonra saksıdaki bitki sayısı 5‘e seyreltilmiĢtir. 

Bitkilerin sulama miktarı; toprağın tarla kapasitesine göre belirlenerek, tartım esasına 

göre tamamlanmıĢtır.   

10 hafta sonra hasat edilen bitkilerde; bitki boyu, gövde ve kök kuru/yaĢ ağırlığı gibi 

büyüme parametreleri ile, kök ve gövde de toplam azot, fosfor, toprakta toplam azot, 

alınabilir fosfor miktar tayinleri yapılmıĢtır. 

Bitki örneklerinde yapılan analizler;   

-Toplam N: Dumas metoduna göre Leco truspec CHN-S elementer analiz cihazında 

yapılmıĢtır (Kacar ve Ġnal 2008). 

             -Toplam P: YaĢ yakma yöntemine göre elde edilen bitki çözeltisindeki fosfor, 

vanadomolibdofosforik sarı renk yöntemine göre gerçekleĢtirilmiĢtir (Kacar ve Ġnal 

2008). 

Denemelerden elde edilen veriler SPSS-22 paket programı kullanılarak varyans 

analizine tabi tutulmuĢ, farklanmaları önemli bulunan verilere Duncan testi 

uygulanmıĢtır. 

3.2.11.1 Azot fiksasyonu sera denemesi  

 nif H gen varlığı tespit edilen H8/2 suĢu ile Toprak Gübre ve Su Kaynakları Merkez 

AraĢtırma Enstitüsü Müdürlüğü serasında tesadüf parselleri deneme desenine göre 3 

tekrarlı olarak sera denemesi kurulmuĢtur.   
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            Deneme konuları;  K0: B0 + G0 

                               K1: B0 + G1 

                               K: B + G2  

 

B0 : Bakteri aĢısız 

B  : Bakteri ile aĢılı 

G0 : Gübresiz 

G1 : Optimum gübreli 

G2: Azot hariç optimum gübreli 

 

Bitki için gerekli olan bitki besin elementleri toprak analiz sonuçları esas alınarak 

çizelge 3.2‘de verildiği gibi, sulama suyuna ilave edilmiĢtir. Sera denemesinde 

kullanılan toprağın analiz sonuçlarına göre; fosfor ve potasyum içeriği yeterli olduğu 

için fosfor ve potasyum gübrelemesi yapılmamıĢtır. Sadece K1 konusunun ihtiyacı olan 

azot hesaplanarak (0,08 gr saf azot/saksı) amonyum nitrat formunda seyreltmenin 

ardından sulama suyuna eklenerek verilmiĢtir.  

Çizelge 3.2 Sera denemesinde kullanılan toprağın analiz sonuçları (azot denemesi) 
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62 CL 0,62 7,78 18,4 11,4 118 1,87 0,12 28,10 15,20 1,24 

 

 

3.2.11.2 Fosfor çözme sera denemesi  

Ġn vitro fosfat çözme yetenekleri 40 mg/L‘nin üzerinde olduğu belirlenen suĢlar ile 

Toprak Gübre ve Su Kaynakları Merkez AraĢtırma Enstitüsü Müdürlüğü serasında 

tesadüf parselleri deneme desenine göre 3 tekrarlı olarak sera denemesi kurulmuĢtur.      
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Deneme konuları;     K0: B0 + G0 

                                  K1: B0 + G1 

                                  K: B + G2  

B0: Bakteri aĢısız 

B: Bakteri ile aĢılı 

G0: Gübresiz  

G1: Optimum gübreli 

G2: fosfor hariç optimum gübreli 

 

                     Sera denemesi konuları 

A6/2 B5/2 Ç1/7 

G3/7 BP2/3 H8/2 

K1 P5/1 K0 

 

Sera denemesinde kullanılan toprağın analiz sonuçlarına (Çizelge 3.3) göre potasyum 

gübrelemesi yapılmamıĢ K1 konusunun ihtiyacı olan azot (0,09 gr saf azot/saksı) 

amonyum nitrat formunda ve fosfor (0,09 gr saf fosfor/saksı) triple super fosfat 

formunda seyreltmenin ardından sulama suyuna eklenerek verilmiĢtir. Deneme 

konularına azot (0,09 gr saf azot/saksı), amonyum nitrat formunda seyreltmenin 

ardından sulama suyuna eklenerek verilmiĢtir. 

 Çizelge 3.3 Sera denemesinde kullanılan toprağın analiz sonuçları (fosfor denemesi) 
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62 CL 0.70 7.63 7,9 2,0 94 0,98 0,08 23,60 10,88 1,34 
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1 Toprak Örneklerinin Alınması 

Bitki büyümesini teĢvik edici bakteri izolasyonu için; Mayıs-Temmuz aylarında AyaĢ, 

Kızılcahamam, Kazan, GölbaĢı, Haymana, Bala, Çubuk, Beypazarı, Polatlı (ġekil 4.1) 

ilçelerindeki mera alanlarında iyi geliĢme gösteren bitkilerin rizosfer topraklarından 

rastgele örnekleme yöntemine göre, 26 adet toprak örneği alınmıĢtır.  

 

ġekil 4.1 Toprak örnekleme noktaları 

4.2 Toprak Örneklerinin Kimyasal ve Fiziksel Analizleri 

Bakteri izolasyonu yapılan toprakların verimlilik analizleri ve bazı fiziksel özellikleri 

çizelge 4.1‘de verilmiĢtir. Bakteri izolasyonu gerçekleĢtirilen topraklar, fiziksel 

yapılarına göre; killi (13 adet) ve killi tınlı (13 adet) olarak tespit edilmiĢtir. Topraklar 
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kimyasal özelliklerine göre incelendiğinde; 1 toprak hafif tuzlu, diğer topraklar tuzsuz, 

9 toprak nötr, 1 toprak hafif asidik, 16 toprak hafif alkali, 7 toprak az kireçli, 2 toprak 

kireçli 10 toprak orta kireçli, 2 toprak fazla kireçli, 5 toprak çok fazla kireçli olarak 

tespit edilmiĢtir. Toprakların verimlilik durumları incelendiğinde; bitki tarafından 

alınabilir fosfor 3 toprakta çok fazla, 3 toprakta yeterli seviyede, 11 toprakta az, 9 

toprakta çok az; alınabilir potasyum 24 toprakta yeterli, 2 toprakta çok az; azot 

durumları da, 22 toprakta yeterli, 3 toprakta az, 1 toprakta çok az olarak saptanmıĢtır. 

Toprakların organik madde durumları; 19 toprakta düĢük, 7 toprakta ise orta seviyede 

belirlenmiĢtir. 

Zhang vd. (2006) toprağın organik karbon ve azot, Palmer ve Young (2000) ise; pH, kil 

ve oganik madde miktarlarının, bakterilerin çeĢitliliğini önemli ölçüde etkilediğini ileri 

sürmüĢlerdir. Belirtilen özellikler açısından toprak örneklerimizi değerlendirdiğimizde; 

pH ve kil seviyeleri farklılık göstermemekle birlikte,  tamamının mikroorganizma 

geliĢimi için optimum seviyelerde olduğu tespit edilmiĢtir. Organik madde ve azot 

seviyeleri, mikroorganizmalar için önemli yapısal bileĢenler olmaları nedeniyle, bakteri 

üremesi ve çeĢitliliğinde kritik değiĢkenlerdir.  Bakteri izolasyonunda kullanılacak 

toprak örneklerinin yukarıda ifade edilen özellikleri, esasen bu literatür verilerinin 

sınanması amacı ile belirlenmiĢtir. 

Çizelge 4.1 Toprakların bazı fiziksel ve kimyasal özellikleri 
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Kızılcahamam 1 52 CL 0,62 6,50 <TEDB 12,41 18,99 1,07 0,11 

Kızılcahamam 2 80 C 0,69 6,43 <TEDB 2,64 83,08 1,36 0,11 

Kızılcahamam 3 58 CL 0,38 6,74 <TEDB 2,54 55,13 1,39 0,14 

Kızılcahamam 9 52 CL 0,21 6,70 <TEDB 5,18 55,13 1,45 0,13 

Kızılcahamam 11 69 CL 0,76 7,50 4,76 1,26 80,07 1,68 0,17 
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Çizelge 4.1 Toprakların bazı fiziksel ve kimyasal özellikleri (devam) 
 
Kazan 4 65 CL 0,61 7,60 5,49 0,33 130,55 1,03 0,13 

Kazan 5 51 CL 0,24 7,10 <TEDB 0,19 15,69 0,36 0,06 

Kazan 6 73 C 0,68 7,80 14,28 5,07 205,87 0,36 0,07 

Kazan 8 71 C 0,83 7,65 13,15 13,15 224,79 0,98 0,13 

AyaĢ 2 64 CL 0,59 7,79 7,56 7,72 170,41 1,04 0,17 

AyaĢ 5 71 C 0,32 7,96 11,40 4,25 239,50 1,10 0,16 

AyaĢ 6 62 CL 0,38 7,77 7,89 6,02 149,86 0,83 0,15 

Beypazarı 2 76 C 0,87 7,84 28,11 2,85 513,75 1,76 0,11 

GölbaĢı 3 66 CL 0,86 7,70 19,58 3,34 68,49 1,05 0,09 

GölbaĢı 4 95 C 0,89 7,63 8,19 2,00 417,66 2,62 0,11 

Çubuk 1 135 C 1,86 7,15 8,56 5,86 43,01 3,62 0,13 

Çubuk 3 82 C 0,62 7,94 <TEDB 3,48 105,60 1,70 0,10 

Çubuk 5 69 CL 0,71 8,40 7,39 1,72 55,13 0,18 0,08 

Haymana 4 66 CL 0,79 6,98 <TEDB 5,43 74,18 2,85 0,02 

Haymana 6 71 C 0,10 7,71 3,46 4,15 50,13 1,05 0,09 

Haymana 7 75 C 0,74 7,60 22,39 2,35 138,13 3,61 0,11 

Haymana 8 72 C 0,36 7,68 48,20 3,10 188,00 1,55 0,10 

Bala 2 66 CL 0,88 7,60 10,77 1,95 102,24 1,68 0,09 

Bala 3 132 C 2,30 7,15 13,41 4,21 47,71 3,35 0,13 

Bala 5 117 C 1,02 7,24 14,00 6,69 63,00 2,67 0,11 

Polatlı 5 56 CL 0,36 7,69 46,80 5,00 207,00 2,51 0,10 

TEDB: Tespit edilebilir düzeyde bulunamamıĢtır.  C: Killi     CL: Killi Tınlı 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Topraktan Bakteri Ġzolasyonu 

Ankara ilinin 26 farklı noktasından alınan toprak örneklerinden, azotsuz Burk‘s besi 

ortamına ve Nutrient Agar besi ortamına yapılan ekimlerin sonucunda, farklı morfolojik 

yapıya sahip koloniler seçilmiĢ ve saflaĢtırma gerçekleĢtirilerek toplam ve 70 adet izolat 

elde edilmiĢtir (Çizelge 4.2 ve ġekil 4.2). Topraktan izole edilen bakterilerin tümünün 
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bitki büyümesini teĢvik edici özelliklere sahip olma potansiyelleri düĢünülerek, 

saflaĢtırılan tüm bakteriler ileriki çalıĢmalarda kullanılmak üzere stoğa alınmıĢtır. 

Çizelge 4.2 Bakteri izolatları ve izole edildikleri bölgeler 
 

Ġzole edildiği yer Ġzolat 

Kodu 

Ġzole edildiği yer Ġzolat 

Kodu 

Kızılcahamam  

KH1/1 Bala B3/5 

KH1/2 B5/2 

KH4/1 B5/4 

KH4/2 

Çubuk 

Ç1/1 

KH9/1 Ç1/3 

KH9/2 Ç1/4 

Kazan 

K5/1 Ç1/6 

K6/1 Ç1/7 

K8/1 Ç3/1 

K8/2 Ç3/2 

K8/3 Ç5/1 

AyaĢ 

A2/1 Ç5/3 

A2/3 Ç5/4 

A2/4 

GölbaĢı 

G3/1 

A5/1 G3/2 

A5/2 G3/3 

A6/1 G3/4 

A6/2 G3/5 

A6/3 G3/6 

A6/4 G3/7 

Kazan K4/1 G4/1 

K4/3 G4/2 

Kızılcahamam  KH11/1 G4/3 

KH11/3 G4/4 

KH3/1 G4/5 

Haymana 

H4/1 G4/6 

H4/2 G4/7 

H4/3 G4/9 

H6/1 
Beypazarı 

BP2/1 

H6/2 BP2/2 

H7/1 BP2/3 

H7/2 BP2/4 

H7/4 Haymana H8/1 

Bala B2/1 H8/2 

B3/2 Polatlı P5/1 

B3/4   
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ġekil 4.2 Ġzolatların nutrient broth besi ortamındaki koloni morfolojileri 

4.4 Bakterilerin Tanımlanması 

4.4.1 Ġzolatların morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonu 

Ġzolatların morfolojik karakterlerini belirlemek amacıyla Gram boyanma özelliklerine 

bakılmıĢ ve mikroskop incelemesi yapılarak, hücrelerin morfolojik yapıları da 

belirlenmiĢtir. Ġzolatların yaklaĢık % 67‘si (47 izolat), Gram negatif suĢlardan 

oluĢmaktadır. Farklı coğrafi bölgelerde yürütülen çalıĢmalar sonucunda birçok 

araĢtırmacı, çalıĢmamızda elde ettiğimiz sonuçlarla benzer Ģekilde, rizosfer 

topraklarında Gram negatif bakterilerin daha baskın olduğunu tespit etmiĢtir (Joshi ve 

Bhatt 2011, Pathania vd. 2014). Özetle bizim verilerimiz, rizosferde dominant floranın 

Gram negatif bakteriler tarafından oluĢturulduğu genellemesini destekler niteliktedir.   

Diğer yandan örneklerimizde; 59 bakterinin katalaz, 58 bakterinin oksidaz ve 43 

bakterinin de üreaz enzimi üretebildiği saptanmıĢtır. Katalaz testinde Staphylococcus 

aureus pozitif kontrol, oksidaz ve üreaz testlerinde E.coli ATCC 25922 suĢu pozitif 



47 

 

kontrol olarak kullanılmıĢtır. Ġzolatlarda morfolojik yapı; kok, basil veya oval 

olabilmekle birlikte, basiller dominant morfotip olarak belirlenmiĢtir (Çizelge 4.3, ġekil 

4.3 ve 4.4). 

ÇalıĢma konumuzu teĢkil eden bitki büyümesini teĢvik edici bakterilerin de içerisinde 

bulunduğu toprak bakterileri, yüksek düzeyde heterojenite göstermektedir. Rizosfer bu 

açıdan toprak çeĢitliliğini tam olarak yansıtmasa bile, büyük oranda benzerliklere 

sahiptir (Dutta ve Podile 2010, Xing vd. 2016, Solanki vd. 2017). Bizim elde ettiğimiz 

veriler de bu genel literatür verileri ile uyum göstermektedir. Bu nedenle izolatların 

morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testlere dayanılarak tanımlanması ciddi 

yanılgılara yol açabilmektedir. Özellikle yakın akrabalık iliĢkisi olan türlerin 

tanımlanmasında genetik testlerin daha güvenilir sonuçlar vermesi nedeniyle, tanımlama 

çalıĢmalarına bu testlerle devam edilmiĢtir. 

Çizelge 4.3 Ġzolatların morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonları 
 

Ġzolat No 
Gram 

Boyama 
Morfoloji Oksidaz Üreaz Katalaz 

KH1/1 G (-) oval (+) (+) (+) 

KH1/2 G (+) basil (+) (+) (+) 

KH4/1 G (-) oval (+) (+) (+) 

KH4/2 G (-) kok (+) (+) (+) 

KH9/1 G (-) basil (+) (+) (+) 

KH9/2 G (+) basil (+) (-) (+) 

K5/1 G (-) oval (+) (+) (+) 

K6/1 G (+) basil (+) (-) (+) 

K8/1 G (-) basil (+) (-) (+) 

K8/2 G (-) basil (+) (-) (-) 

K8/3 G (+) basil (+) (-) (+) 

A2/1 G (-) oval (+) (-) (+) 

A2/3 G (+) basil (+) (-) (+) 

A2/4 G (+) basil (-) (-) (+) 

A5/1 G (-) basil (+) (+) (+) 

A5/2 G (+) basil (+) (-) (+) 

A6/1 G (-) basil (+) (+) (+) 
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Çizelge 4.3 Ġzolatların morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonları (devam) 

A6/2 G (-) kok (+) (+) (+) 

A6/3 G (-) oval (+) (+) (+) 

A6/4 G (-) oval (+) (-) (+) 

K4/1 G (-) oval (+) (+) (-) 

K4/3 G (-) kok (+) (+) (+) 

KH11/1 G (-) oval (+) (+) (-) 

KH11/3 G (-) basil (-) (-) (+) 

KH3/1 G (+) basil (+) (+) (+) 

H4/1 G (+) basil (+) (+) (+) 

H4/2 G (-) basil (+) (-) (+) 

H4/3 G (+) basil (-) (+) (+) 

H6/1 G (+) basil (+) (+) (+) 

H6/2 G (-) oval (+) (+) (+) 

H7/1 G (+) basil (-) (-) (+) 

H7/2 G (-) oval (+) (+) (+) 

H7/4 G (-) basil (+) (-) (-) 

B2/1 G (+) basil (+) (-) (+) 

B3/2 G (-) basil (+) (-) (+) 

B3/4 G (-) basil (+) (-) (+) 

B3/5 G (+) basil (-) (-) (+) 

B5/2 G (-) basil (+) (-) (+) 

B5/4 G (-) oval (+) (+) (+) 

Ç1/1 G (-) basil (+) (+) (+) 

Ç1/3 G (-) basil (+) (+) (-) 

Ç1/4 G (-) basil (+) (-) (+) 

Ç1/6 G (-) kok (-) (+) (+) 

Ç1/7 G (-) basil (+) (+) (-) 

Ç3/1 G (+) basil (+) (-) (+) 

Ç3/2 G (-) kok (-) (+) (+) 

Ç5/1 G (+) basil (-) (-) (+) 

Ç5/3 G(+) basil (-) (+) (+) 

G3/1 G (-) kok (+) (+) (+) 
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Çizelge 4.3 Ġzolatların morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonları (devam) 
 

G3/2 G (-) basil (+) (-) (-) 

G3/3 G (-) basil (+) (+) (-) 

G3/4 G (+) basil (-) (-) (-) 

G3/5 G (+) basil (+) (+) (+) 

G3/6 G (-) oval (+) (+) (+) 

G3/7 G (-) oval (+) (+) (+) 

G4/1 G (-) basil (+) (+) (+) 

G4/2 G (-) oval (+) (+) (-) 

G4/3 G (-) basil (+) (+) (+) 

G4/4 G (-) oval (+) (+) (+) 

G4/5 G (-) oval (+) (+) (+) 

G4/6 G (-) basil (+) (+) (+) 

G4/7 G (-) basil (+) (+) (+) 

G4/9 G (-) oval (+) (+) (+) 

BP2/1 G (-) basil (+) (+) (+) 

BP2/2 G (+) basil (-) (+) (+) 

BP2/3 G (-) basil (+) (+) (+) 

BP2/4 G (+) basil (-) (-) (+) 

H8/1 G (-) kok (-) (-) (+) 

H8/2 G (+) basil (+) (-) (+) 

P5/1 G(+) basil (+) (-) (+) 

-: Negatif sonuç     +: Pozitif sonuç   
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ġekil 4.3 Üreaz testi ġekil 4.4 Oksidaz testi 
 

4.4.2 16S rDNA dizi analizi  

Ankara ili topraklarından izole edilen bakteri örneklerinden 16S rDNA primerleri 

kullanılarak çoğaltılan PZR ürünlerinin jel görüntüleri (ġekil 4.5) ve bu çoğaltılan 

bölgelerin dizi analizinden elde edilen baz sıralarının NCBI BLAST veri tabanında 

gerçekleĢtirilen karĢılaĢtırmalı yorumlarından ortaya çıkan tanı sonuçları, Çizelge 4.4‘de 

verilmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda Ankara ilinden alınan toprak örneklerinden izole edilen 70 bakterinin 

16S rDNA sonuçlarına gore; 11 farklı cinse dahil olduğu (% 41‘i Pseudomonas, % 21‘i 

Arthrobacter ve % 11‘i ise Bacillus) tespit edilmiĢtir (ġekil 4.7). Proteobacteria filumu 

42 adet izolat ile en baskın grubu oluĢturmuĢ, bunu 15 izolat ile Actinobacteria filumu 

takip etmiĢtir (ġekil 4.6). 
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ġekil 4.5 16S rDNA PCR ürünleri agaroz jel görüntüleri 
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 Çizelge 4.4 Ġzolatların 16S rDNA dizi analizi sonuçlarına göre tanısı 
 

Ġzolat Kodu 16S rDNA tanısı Ġzolat Kodu 16S rDNA tanısı 

KH1/1 Pseudomonas sp. B3/4 Bacillus sp. 

KH1/2 Bacillus simplex B3/5 Arthrobacter gandavensis 

KH4/1 Pseudomonas sp. B5/2 Pseudomonas fluorescens 

KH4/2 Pseudomonas sp. B5/4 Pseudomonas sp. 

KH9/1 Pseudomonas fluorescens Ç1/1 Pseudomonas putida 

KH9/2 Bacillus sp. Ç1/3 Pseudomonas brassicacearum 

K5/1 Pseudomonas fluorescens Ç1/4 Pseudomonas mandelii 

K6/1 Bacillus drentensis Ç1/6 Enterobacter sp. 

K8/1 Pseudomonas gessardii Ç1/7 Pseudomonas sp. 

K8/2 Pseudomonas azotoformans Ç3/1 Arthrobacter sp. 

K8/3 Bacillus sp. Ç3/2 Enterobacter sp. 

A2/1 Strenotrophomonas sp. Ç5/1 Arthrobacter pascens 

A2/3 Bacillus endophyticus Ç5/3 Arthrobacter sp. 

A2/4 Arthrobacter nitroguajacolicus G3/1 Flavobacterium sp. 

A5/1 Pseudomonas sp. G3/2 Phyllobacterium sp. 

A5/2 Arthrobacter sp. G3/3 Caulobacter sp. 

A6/1 Pseuodomonas azotoformans G3/4 Arthrobacter scleramae 

A6/2 Pseuodomonas azotoformans G3/5 Arthrobacter sp. 

A6/3 Pseuodomonas azotoformans G3/6 Pseudomonas koreensis 

A6/4 Olivibacter sp. G3/7 Pseudomonas sp. 

K4/1 Pseudomonas fluorescens G4/1 Pseudomonas sp. 

K4/3 Phyllobacterium sp. G4/2 Olivibacter soli 

KH11/1 Pseudomonas sp. G4/3 Pseudomonas brassicacearum 

KH11/3 Pseudomonas azotoformans G4/4 Phyllobacterium sp. 

KH3/1 Arthrobacter nitroguajacolicus G4/5 Phyllobacterium sp. 

H4/1 Arthrobacter sp. G4/6 Pseudomonas brassicacearum 

H4/2 Variovorax paradoxus G4/7 Pseudomonas brassicacearum 

H4/3 Arthrobacter pascens G4/9 Pseudomonas lini 

H6/1 Arthrobacter humicola BP2/1 Pseudomonas sp. 

H6/2 Variovorax paradoxus BP2/2 Arthrobacter sp 

H7/1 Arthrobacter sp. BP2/3 Pseudomonas brassicacearum 

H7/2 Variovorax paradoxus BP2/4 Arthrobacter pascens 

H7/4 Variovorax paradoxus H8/1 Enterobacter cloacae 

B2/1 Bacillus sp. H8/2 Paenibacillus polymyxa 

B3/2 Olivibacter sp. P5/1 Bacillus mojavensis  
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ġekil 4.6 UPGMA yöntemi kullanılarak 16S rDNA sekans sonuçları ile oluĢturulan 

filogenetik ağaç 
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ġekil 4.7 Ġzolatların cinslere göre dağılımı 

 

4.4.3 ÇoğaltılmıĢ ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA)  

Ankara ilinin farklı noktalarından izole edilen 70 bakterinin genetik çeĢitliliğinin 

belirlenmesi amacıyla ayrıca ARDRA analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. ARDRA tekniği, 

rizobakterilerin ve özellikle Pseudomonas‘ların genetik çeĢitliliklerinin araĢtırılmasında 

yoğunlukla kullanılmaktadır (Santoro vd. 2016). Bakterilerin 16S rDNA bölgelerinin 

AluI, HaeIII, MspI enzimleri ile kesimi sonrasında % 2,5‘luk agaroz jelde yürütülmesi 

ile elde edilen (ġekil 4.8, 4.9, 4.10) bantlar arasındaki benzerlikler Dice korelasyon 

katsayısı kullanılarak UPGMA ile kümeleme iĢlemine tabi tutulmuĢ ve dendrogram 

oluĢturulmuĢtur (ġekil 4.11). AluI enzimi 12 kesim paterni oluĢtururken,  HaeIII ve 

MspI sırasıyla 9 ve 12 kesim paterni oluĢturmuĢtur.  

AluI, HaeIII ve MspI enzimlerinin oluĢturduğu kesim paternlerine göre oluĢturulan 

dendrogramda (ġekil 4.11) % 40 benzerlik oranı uygulandığında, 6 ana grup 

oluĢmuĢtur. % 80 benzerlik oranı dikkate alındığında ise, 17 genotipik grup meydana 

gelmiĢtir.  Daha ileri incelemelerde; A grubunun 5 alt gruba,  C grubunun 3 alt gruba, D 

grubunun 5 alt gruba, F grubunun ise 2 alt gruba ayrıldığı tespit edilmiĢtir. B ve E 

29 

8 

15 

1 
3 3 

1 1 1 

4 4 

Pseudomonas Bacillus Arthrobacter Strenotrophomonas

Olivibacter Enterobacter Flavobacterium Caulobacter

Paenibacillus Phyllobacterium Variovorax
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grupları ise alt gruplara ayrılmamıĢ ve sırasıyla Caulobacter sp. ve Strenotrophomonas 

sp. olmak üzere birer adet bakteri içerdiği görülmektedir. A ana grubunda yer alan 1, 2 

ve 3. alt gruplar Pseudomonas, 4. alt grup Variovorax, 5. alt grup Enterobacter cinsine 

dahil türleri içermektedir. C ana grubunda yeralan 7 ve 8. alt gruplar Bacillus, 9. alt 

grup Olivibacter cinsine dahil türleri,  D ana grubunda yeralan 10. alt grup 

Flavobacterium, 11 ve 12. gruplar Bacillus, 13. alt grup Paenibacillus, 14. alt grup ise 

Phyllobacterium cinsine dahil türleri içermektedir. F ana grubunda yeralan 16 ve 17. 

gruplar Arthrobacter cinsine dahil türlerden oluĢmuĢtur.  
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ġekil 4.8 Bakterilerin 16 S rDNA bölgelerinin AluI enzimi ile kesiminin jel görüntüsü 
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ġekil 4.9 Bakterilerin 16 S rDNA bölgelerinin HeaIII enzimi ile kesiminin jel görüntüsü 
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ġekil 4.10 Bakterilerin16 S rDNA bölgelerinin MspI enzimi ile kesiminin jel görüntüsü 
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ġekil 4.11 Bakterilerin AluI, HeaIII, MspI enzimleri kullanılarak oluĢturulan ARDRA 

paternlerinin, UPGMA ile elde edilen dendogramı 
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16S rDNA sekanslarına göre izolatlar 11 ayrı cins altında toplanırken, ARDRA 

analizinde % 80‘lik benzerlik oranı uygulandığında, 17 grup oluĢmuĢtur. ÇalıĢmamızda 

elde etttiğimiz bu bulgulara benzer Ģekilde, Jin vd. (2011) de,  BBTER bakteriler ile 

yürüttükleri çalıĢmada, izolatlarının 16S rDNA sekanslarına göre 17 cinse, ARDRA 

analizine göre % 88,5 benzerlik oranında 25 gruba ayrıldığını tespit etmiĢlerdir. Bu 

farklılık, ARDRA analizlerinde tür seviyesinde ayırımdan ziyade, suĢ seviyesinde 

ayrımın daha güçlü olmasından kaynaklanmaktadır. Zira tek nukleotit polimorfizmi 16S 

rDNA dizi analizlerinde önemli bir farklanmaya iĢaret etmezken, söz konusu 

polimofrizmin seçilen restriksiyon endonükleaz kesim bölgelerinde meydana gelmesi 

ARDRA sonuçlarını ciddi bir Ģekilde etkilemektedir. Diğer yandan özellikle enzim 

kesim reaksiyonlarının optimizasyonunda ki küçük değiĢiklikler, yine ARDRA 

sonuçlarında önemli varyasyonların belirlenmesine yol açabilmektedir.  

Ahmad vd. (2008); bitki büyümesini teĢvik eden bakterilerin çeĢitliliğini ve etkinliğini 

belirlemek amacıyla yürüttükleri çalıĢmada; rizosfer topraklarından ve kök 

nodüllerinden Azotobacter,  Pseudomonas, Mesorhizobium ve Bacillus cinslerine dahil 

toplam 72 bakteri izole etmiĢlerdir. Souza vd. (2013); çeltik rizosferinden izole ettikleri 

336 bakteri suĢunun, 31 farklı cinse dahil olduklarını bulmuĢlardır. Bu suĢlar arasından 

Agrobacterium, Burkholderia, Enterobacter ve Pseudomonas cinslerinin baskın 

olduklarını tespit etmiĢlerdir. Dinesh vd. (2015); farklı alanlardaki zencefil 

rizoserferlerinden izole ettikleri 100 adet bitki büyümesini teĢvik edici bakteri izolatının 

Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Enterobacter, Arthrobacter, 

Micrococcus ve Curtobacterium olmak üzere 10 farklı cinse dahil olduğunu ortaya 

koymuĢlardır. Tchakounte vd. (2018) yürüttükleri çalıĢmada; 143 izolatı, 20 farklı cins 

altında sınıflandırmıĢ ve bunların arasında baskın cinslerin Bacillus (% 31,5) ile 

Arthrobacter  (% 17,5) olduğunu belirtmiĢlerdir.   

Sezen vd. (2016); Erzurum ve KırĢehirden izole ettikleri 180 bakteriden hem azot fikse 

eden, hem de fosfat çözme aktivitesine sahip olan 16 izolatı, FAME profil analizi 

kullanılarak tanımlamıĢlardır. FAME tanımlamasının sonuçlarına göre, izole edilmiĢ 

bakteriler arasında 9 tanesi (AS2, AS9, AS13, AS15, AS4, AS8, AS12, AS16 ve AS15) 

Firmicutes, 4'ü (AS3, AS6, AS11 ve AS10) Gammaproteobacteria, 1‘i (AS1), 
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Actinobacteria ve 1‘i (AS5) Proteobacteria grubuna dahil bulunmuĢtur.  AS7 izolatı ise 

FAME analizi ile tanımlanamamıĢtır. Elde ettikleri sonuçlara göre bitki büyümesini 

destekleyici özelliklerine göre en etkili bakterilerin Bacillus, Pseudomonas ve 

Cellulomonas cinsine ait olduklarını ve % 56,25 oranla en baskın cinsin Bacillus 

olduğunu göstermiĢlerdir. 

Islam vd. (2016); bitki büyümesini teĢvik edici bakteriler arasında Bacillus ve 

Pseudomonas‘ların en baskın cinsler olduklarını belirtmiĢlerdir. Yerel ve evrensel 

literatür verileri ile paralel bir Ģekilde, bizim çalıĢmamızda da; Pseudomonas, Bacillus 

ve Arthrobacter cinsine dahil türler baskın türler olarak tespit edilmiĢtir. Diğer yandan 

Ankara topraklarında tanımladığımız Strenotrophomonas, Enterobacter cinsleri de bitki 

büyümesini teĢvik edici özellikleri üzerine yoğun çalıĢmalar yürütülen bakteri grupları 

arasında yer almaktadır.  Bunların yanısıra; Olivibacter, Phyllobacterium,  Flavobacter, 

Caulobacter ve Variovorax cinsleri çeĢitli literatürlerde bitki büyümesini teĢvik edici 

bakteriler grubuna dahil edilmekle birlikte, BBTER özellikleri ile ilgili çok fazla bilgiye 

eriĢilememektedir. ÇalıĢmamızda tanımlanan bu bakteriler bu açıdan önem 

taĢımaktadır. 

Mikrobiyal çeĢitlilik; çevresel Ģartlardan, toprak tipi ve alanlar arasındaki 

fizikokimyasal özelliklerinden etkilenmektedir (Grayston vd. 1998). Ayrıca izolasyon 

yapılan rizosferdeki bitki genotipleri de, mikroorganizmaların sayısı, çeĢitliliği ve 

aktivitesi üzerinde farklı etkiye sahiplerdir (Bais vd. 2006, Micallef vd. 2009). Bu 

nedenle farklı lokasyonlar ve bitki rizosferlerinden yapılan izolasyonlar sonucu 

belirlenen mikrobiyal çeĢitlilik farklılıkları, beklenen bir sonuçtur. Söz konusu 

farklılıkların tanımlanması yeni BBTE bakterilerin belirlenmesine kaynak teĢkil 

edecektir.   

4.5 Bakterilerin Azot Fiksasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi 

Azotsuz sıvı besi ortamında 7 gün inkübasyona bırakılan bakterilerin azot fiksasyon 

kapasitelerinin belirlenmesinde kullanılan Kjeldahl yöntemi; izolatların havadaki 

serbest azotu fikse ederek besi ortamında biriktirmeleri ve bu biriken azotun amonyum 
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azotuna dönüĢtürülerek, alkali ortamda destilasyonu sonucu açığa çıkan amonyak 

miktarının hesaplanması esasına dayanmaktadır. Yapılan deneyde, bakteri inoküle 

edilmeyen azotsuz Burk‘s besi ortamı kontrol olarak kullanılmıĢtır.  

Bu deneme sonucunda (mikro kjeldahl metoduna göre); bakterilerin 56‘sının azot fikse 

ettiği ve azot miktarlarının 0,79 – 46,11 ppm arasında değiĢiklik gösterdiği tespit 

edilmiĢtir (Çizelge 4.6). Bakterilerin % 44‘ü, 10 ppm‘in üzerinde azot fikse etme 

yeteneğinde bulunmuĢtur. En yüksek fiksasyon miktarları 46,11 ve 44,91 ppm olarak,  

sırasıyla B3/5 (Arthrobacter gandavensis) ve Ç1/6 (Enterobacter sp.) suĢlarında 

saptanmıĢtır. Bunların ardından en yüksek azot fiksasyonu; Pseudomonas, Bacillus ve 

Olivibacter cinslerine dahil bakterilerde belirlenmiĢtir. Azotsuz besi ortamında üreme 

durumları incelendiğinde, sadece K4/3 (Phyllobacterium sp.) suĢu bu ortamda üreme 

yeteneği göstermemiĢtir.  37 bakteri ise, azotsuz besi ortamında çok iyi üremiĢtir. 

Azot fikse etme yeteneğine sahip simbiyotik ve asimbiyotik tüm bakterilerde bulunan 

molibden nitrojenaz enzimi α alt ünitesinin sentezinden sorumlu nifH geni, azot 

fiksasyonunda görevli genler arasında yüksek oranda korunmasından dolayı 

diazotrofların tanımlanmasında standart gendir ve genellikle azot fikseri bakterilerin 

varlığının tespit aracı olarak kullanılmaktadır (Dixon ve Kahn 2004). Bu nedenle 

çalıĢmamızda yer alan tüm izolatlarda, polF ve polR universal dejenere primerler 

kullanılarak nifH geni taranmıĢtır. nifH gen varlığı bilinen Azotobacter vinelandii suĢu, 

bu denemelerde pozitif kontrol olarak kullanılmıĢtır. Pozitif kontrolde olduğu gibi, 

yaklaĢık 360 bp‘lik bant tespit edilen jellerden, söz konusu bölgeler kesilerek alınmıĢ ve 

dizi analizine gönderilmiĢtir (Çizelge 4.5). Elde edilen baz sıralarının NCBI BLAST 

veri tabanında gerçekleĢtirilen karĢılaĢtırma sonuçlarına göre, sadece H8/2 

(Paenibacillus polymyxa) suĢunda nifH geni varlığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.12). 
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ġekil 4.12 Çoğaltılan nif H gen bölgesinin agaroz jel görüntüsü 
M: 100 kb DNA marker N: negatif kontrol A: Azotobacter vinelandii H8/2: Paenibacillus polymyxa 

Çizelge 4.5 H8/2 izolatı nifH gen bölgesi dizi analizi  

TTTGCGATCC CAAGGCTGAC TCCACCCGTC TTATTCTGAA TACGAAGGCC CAACAGACAG 

TGCTACATCT GGCTGCTGAA AGGGGCACGG TAGAGGATTT GGAGCTGGAG GATGTTGTCC 

AGAAGGGCTT CGGTGACATT CTGAACGTGG AATGCGGCGG GCCAGAGCCT GGTGTCGGCT 

GTGCAGGACG CGGCATCATC ACAGCCATTA ATTTTCTGGA GGAAGAGGGG GCCTACGAAG 

GGCTGGATTT TGTTTCCTAC GATGTACTGG GGGACGTCGT GTGCGGGGGC TTCGCCATGC 

CGATCCGGAG  AAGAAGCGCA  GAAATCA 

 

Shen vd. (2016); Çin‘de yürüttükleri çalıĢmada mor topraklardan izole ettikleri 17 

bakteride, öncelikle in vitro Ģartlarda azot fikse etme, fosfor ve potasyum çözme 

yeteneklerini araĢtırmıĢlardır. 16 s rRNA sekans sonuçlarına göre tanımlanan suĢlarda, 

mikro kjeldahl metodu kullanılarak 91.5+2,69 ppm düzeyinde azot fiksayonu ile en 

yüksek azot fikse etme yeteneğine sahip suĢun Bacillus amyloliquefaciens olduğunu 

tespit etmiĢlerdir. Kızılkaya (2008); çeĢitli alanlardaki topraklardan izole ettiği 

Azotobacter türlerinin azot fiksasyon kapasitelerini, azotsuz Ashby besi ortamına 

inkübasyonun ardından kjeldahl yöntemi ile ölçmüĢ ve 3,5-29,35 ppm arasında 

değiĢtiğini (ortalama 10,24 ppm) saptamıĢtır.  
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Ding vd. (2005); buğday, mısır, çavdar ve söğüt rizosferlerinden azotsuz Burk‘s besi 

ortamında üreme özelliklerine göre 29 izolat seçmiĢlerdir. Ancak nifH geni spesifik 

primerlerle yapılan PZR sonucunda seçilen izolatlardan yalnızca 7 tanesinin nifH genine 

sahip olduğunu bulmuĢlardır. 16S rDNA sekans sonuçlarına göre nifH geni bulunan 

izolatlar; Paenibacillus massiliensis, Paenibacillus polymyxa, Bacillus cereus, Bacillus 

marisflavi ve diğer üçü Bacillus megaterium olarak tanımlanmıĢtır. Bu çalıĢma, 

Paenibacillus massiliensis ve Bacillus marisflavi‘nın azot fikse etme yetneğine sahip 

olduğunu kanıtlayan ilk çalıĢmadır. 

Gosal vd. (2011); sekiz farklı azotsuz besiyeri kullanarak buğday rizosferinden izole 

ettikleri 72 bakteri izolatının 28‘inde asetilen redüktaz yöntemi kullanarak, 22,3-72 

nmol C2H4/h arasında değiĢen miktarlarda nitrojenaz aktivitesi tespit etmiĢtir. Bu 

izolatların nifH gen taramaları spesifik primerler kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢ, ancak 

sadece 7 tanesinde nifH geni tespit edilmiĢtir. 16S rDNA sekans sonuçlarına göre bu 

izolatların; Azotobacter sp., Azospirillum sp., Stenotrophomonas maltophilia, 

Stenotrophomonas sp., Sphingomonas paucimobilis, Rhizobium larrymoorei, 

Pseudomonas aeruginosa ve Xanthomonas oryzae oldukları belirtilmiĢtir. Li vd. (2017); 

Ģeker kamıĢı rizosferinden izole ettikleri farklı türlere dahil 100 izolattan seçtikleri 

Pseudomonas cinsine dahil 30 örnek ile yürüttükleri çalıĢmada;  polR ve polF 

primerlerini kullanarak nifH geni için yaptıkları taramada, 10 izolatta nifH genini 

saptamıĢlardır.  

Yürüttüğümüz çalıĢmada KH4/1, A2/3, A6/1, A6/3, B5/2, Ç5/3, G4/2, G4/4, G4/5, 

H4/3, H6/2, H7/1, BP2/3, H8/1 suĢlarının azotsuz besi ortamında üremelerine rağmen,  

mikro kjeldahl yöntemine göre azot fikse etmedikleri tespit edilmiĢtir. Yine aynı Ģekilde 

mikro kjeldahl yöntemine ve azotsuz besi ortamında üreme durumlarına göre birçok 

izolatın azot fikse etme yeteneğinde olduğu görülmesine rağmen, sadece bir izolatta 

nifH geni tespit edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar arasında bir korelasyon tespit 

edilememiĢtir. Bugüne kadar yapılan birçok çalıĢmada; çalıĢmamızda elde ettiğimiz 

sonuçlara parelel olarak, diazotrofik olmamasına rağmen, bazı bakterilerin azotu 

toplayabildiği ve azotsuz besi ortamında geliĢirken bu azotu kullanabildiği saptanmıĢtır  

(Beneduzi vd. 2013). Bu durum azot tespitinin tanımlanmasında ciddi sorunlar 
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yaratmaktadır. Diğer yandan, Dean ve Jacobson (1992) nifH geninin tespiti ile 

nitrojenaz aktivitesini belirlemede kullanılan asetilen redüktaz yöntemi arasında direkt 

bir korelasyon belirleyememiĢtir. Tripathi vd. (2002) ise, azotsuz besi ortamındaki 

geliĢmeyi, asetilen redüktaz yönteminin tanımlayamayacağını ileri sürmüĢtür. Literatür 

verilerinde yer alan tüm bu çeliĢkili durumlar azot tespit eden bakterilerin tanısında 

halen altın standart olarak kullanılabilecek bir yöntemin bulunmadığına iĢaret 

etmektedir. 

Biyolojik azot fiksasyonunun girdilerinin doğru olarak belirlenmesi her zaman önemli 

bir sorun olmaktadır. Bu nedenle mikroorganizmaların azot fiksasyon yeteneklerinin 

kesin bir Ģekilde kanıtlanmasının yolları aranmaktadır (Herridge vd. 2008). Geleneksel 

olarak kantitatif bir yöntem olmasına rağmen, azotsuz besi ortamında 

mikroorganizmaların üremesinin gözlenmesi, azot fikse ettiği bilinen veya iddia edilen 

birçok mikroorganizmanın baĢka yöntemler de kullanılarak tekrar araĢtırılmasına yol 

açmıĢtır (Burris ve Wilson 1972). Azot fiksasyonunun kantitatif tespitinde tercih edilen 

yöntemlerden yaygın kullanım alanı bulanlarından bir diğeri, azotun tüm formlarını 

amonyum azotu Ģekline dönüĢtürmek ve alkali ortamda yapılan destilasyon sonucu 

açığa çıkan amonyak miktarından toplam azotu belirlemek esasına dayanan Kjeldahl 

metodudur (Burris ve Wilson 1972). Ancak bu yöntemde de yanıltıcı sonuçların 

bulunma olasılığı yüksektir. Dolaylı tespit yöntemleri arasında en geniĢ kullanım 

alanına sahip yöntem ise;  nitrojenaz enzim sistemi tarafından asetilenin etilene 

indirgenmesi esasına dayanan ve sonuçta gaz kromotografisi yöntemiyle etilenin tespit 

edilmesini hedefleyen asetilen redüktaz yöntemidir (Sylvia vd. 1999). Biyolojik azot 

fiksasyonun belirlenmesinin diğer bir yöntemi olan, 
15

N izotopu kullanılarak kütle 

spektrometresinde azot tayini yapmanın, fiksasyonun tespitinin en kesin yolu olduğu 

ileri sürülmektedir (Sylvia vd. 1999). Diğer yandan Young (1992); 

mikroorganizmalarda nifH‘nin varlığının, bakterinin azotu fikse edebildiğinin göstergesi 

olduğunu belirtmiĢtir. Ancak nifH geninin cinsler ve hatta türler arasında yüksek oranda 

polimorfik bir yapı içermesi ve ortologlarının bulunma olasılıkları, evrensel primerler 

ile kesin tanısının yapılmasını zorlaĢtırmaktadır. Bizim çalıĢmamızda da elde ettiğimiz 

verilerin kesin bir Ģekilde yorumlanmasında, yukarıda özetlediğimiz literatür verilerinin 

iĢaret ettiği zorluklar yer almaktadır.  
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Bir çok bitki iliĢkili bakteri N2'yi fikse edebilir ve böylece bitkiye azot sağlayabilir. 

PGPR mikroorganizmaların bitkide azot bilançosuna bulunduğu katkının, bitkinin 

lehine olduğuna dair kanıtlar, Ģeker kamıĢı gibi bazı bitkiler için, rapor edilmiĢtir 

(Boddey vd. 2003). Bununla birlikte, PGPR mikroorganizmalar vasıtası ile N2 

fiksasyonunun bitki büyümesinin uyarılması yönündeki etkisi halen tartıĢmalı bir 

konudur. Buna ilave olarak, azot tespiti yapma yeteneğinde olmayan rizobakterilerin 

bitki büyümesini desteklediğinin belirlenmesi, azot tespitinin bitki büyümesini 

destekleyen mikroorganizmalar için zorunlu bir kriter olmadığının açık bir kanıtıdır. Bu 

konudaki bir baĢka tipik örnek, azot tespiti yapamayan Phyllobacterium 

brassicacearum STM196 suĢunun, kanola ve Arabidopsis‘in büyümesini teĢvik etme 

yeteneğinde bulunmasıdır (Mantelin vd. 2006). 

Tüm bu bilgiler birlikte değerlendirildiğinde; evrensel literatür verileri ile paralel bir 

Ģekilde, çalıĢmamızda da toprak izolatlarında azot fiksasyon yeteneğinin değiĢik 

testlerle tespitinde çeliĢkili sonuçlar alınması, verilerin yorumlanmasını büyük ölçüde 

güçleĢtirmektedir. Ancak bu durum, PGPR tanısı için bir engel teĢkil etmemektedir. 

Çizelge 4.6 Bakterilerin Kjeldahl yöntemine göre azot fiksasyon miktarları ve azotsuz 
besi ortamında üreme durumları  

 

Ġzolat Kodu 
N-Burks 

Besiyerinde 

üreme 

N fiksasyon 

miktarı 

µg/mL 

Ġzolat 

Kodu 

N-Burks 

Besiyerinde 

üreme 

N fiksasyon 

miktarı 

µg/mL 

KH1/1 (++) 7,55 B3/4 (++) 22,46 

KH1/2 (+++) 22,12 B3/5 (+++) 46,11 

KH4/1 (+++) T.E.D.B. B5/2 (+) T.E.D.B. 

KH4/2 (+++) 9,08 B5/4 (+) T.E.D.B. 

KH9/1 (+++) 14,38 Ç1/1 (+) T.E.D.B. 

KH9/2 (+++) 7,68 Ç1/3 (++) 4,91 

K5/1 (+++) 9,52 Ç1/4 (+++) 33,33 

K6/1 (+++) 18,01 Ç1/6 (++) 44,91 
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Çizelge 4.6 Bakterilerin Kjeldahl yöntemine göre azot fiksasyon miktarları ve azotsuz 
besi ortamında üreme durumları (devam) 

K8/1 (+++) 5,41 Ç1/7 (+++) 18,82 

K8/2 (+++) 2,29 Ç3/1 (+) 12,41 

K8/3 (++) 3,21 Ç3/2 (+++) 24,56 

A2/1 (++) 28,16 Ç5/1 (+) 12,27 

A2/3 (++) T.E.D.B. Ç5/3 (+++) T.E.D.B. 

A2/4 (++) 18,98 G3/1 (+) 11,7 

A5/1 (+) 4,91 G3/2 (++) 10,3 

A5/2 (+++) 30,14 G3/3 (++) 23,51 

A6/1 (+++) T.E.D.B. G3/4 (+++) 5,14 

A6/2 (+++) 8,98 G3/5 (+++) 6,44 

A6/3 (+++) T.E.D.B. G3/6 (+) 5,05 

A6/4 (+++) 15,23 G3/7 (++) 11,22 

K4/1 (+++) 7,54 G4/1 (++) 21,14 

K4/3 (-) 2,39 G4/2 (++) T.E.D.B. 

KH11/1 (+++) 10,43 G4/3 (+) 15,78 

KH11/3 (+++) 3,57 G4/4 (+++) T.E.D.B. 

KH3/1 (++) 8,82 G4/5 (+++) T.E.D.B. 

H4/1 (+++) 16,29 G4/6 (+++) 14,54 

H4/2 (+) 8,67 G4/7 (+++) 17,76 

H4/3 (++) T.E.D.B. G4/9 (++) 7,24 

H6/1 (++) 28,28 BP2/1 (++) 5,08 

H6/2 (+) T.E.D.B. BP2/2 (+++) 9,06 

H7/1 (+++) T.E.D.B. BP2/3 (+) T.E.D.B. 

H7/2 (++) 22,14 BP2/4 (+++) 5,39 

H7/4 (+) 0,79 H8/1 (++) T.E.D.B. 

B2/1 (+++) 32,15 H8/2 (+++) 20,1 

B3/2 (+) 35,45 P5/1 (+++) 16,68 

 

(-) üreme yok 

(+) çok zayıf üreme var 

(++) üreme var 

(+++)  çok iyi üreme var 

T.E.D.B. Tespit edilebilir düzeyde bulunamamıĢtır. 
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4.6 Bakterilerin Fosfor Çözme Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Bakterilerin fosfor çözme kapasitelerinin in vitro Ģartarda tespiti, araĢtırmacıların 

üzerinde çalıĢtığı önemli konular arasında yer almaktadır. Bakterilerin fosfor çözme 

kapasitelerinin görsel hatta yarı nicel tespiti, zon oluĢumu tanısına dayanan ve tek bir 

fosfor kaynağının kullanıldığı agarlı besiyerleri aracılığıyla yapılabilmektedir. Tek bir 

çözünemez fosfor kaynağı ile zenginleĢtirilmiĢ sıvı besi ortamında üretilen bakterilerin, 

besi ortamında çözdüğü fosfor miktarının ölçümüne dayanan yöntemler ise, agarlı 

besiyerlerinin alternatifi olarak kullanılmaktadır (Rodriguez ve Fraga 1999).    

Bu çalıĢmada, bakterilerin fosfor çözme kapasitelerinin belirlenmesi için kalitatif ve 

kantitatif sonuçların elde edildiği iki farklı yöntem kullanılmıĢtır. Her iki yöntemde de 

fosfor çözme yeteneklerinin belirlenmesi için, bitkilerin kullanamadığı çözünemez 

formdaki Ca3(PO4)2 NBRIP besi ortamına eklenmiĢ ve izolatların Ca3(PO4)2‘ı bitkiler 

tarafından alınabilir formdaki elementer fosfora ayrıĢtırması incelenmiĢtir. Kalitatif 

yöntemde katı besi ortamına pH indikatörü olarak brom fenol mavisi eklenmiĢ, zon 

oluĢumunun gözlenmesi (ġekil 4.14) pozitif sonuç olarak kabul edilerek fosfor çözme 

katsayısı hesaplanmıĢtır. Kantitatif sonuçlar için; 10, 20, 30, 40, 50 µg/mL‘lik fosfor 

içeren standart çözeltiler ile standart eğri çıkarılmıĢ ve ICP OES cihazında 3 gün süreyle 

üretilen bakteri kültürlerinin üst sıvılarının okutulması gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Bu çalıĢmalar sonucunda, kantitatif deney sonuçları dikkate alındığında bakterilerin 

fosfor çözme kapasitelerinin 3,15 µg/mL ile 186,52 µg/mL arasında değiĢtiği 

belirlenmiĢtir (Çizelge 4.7). En yüksek fosfor çözme kapasitesine A6/2 (Pseudomonas 

azotoformans) kodlu bakterinin sahip olduğu ve Enterobacter, Pseudomonas ve 

Bacillus cinslerine dahil suĢların da benzer Ģekilde yüksek fosfor çözme kapasitesi 

içerdiği belirlenmiĢtir.  Kalitatif sonuçlar incelendiğinde ise 46 bakterinin fosfor 

çözebildiği görülmektedir. 

Rodriguez ve Fraga (1999); yürüttükleri bir çalıĢmada; Rhizobium, Pseudomonas ve 

Bacillus türlerinin, esasen trikalsiyum fosfat ve hidroksiapatit substratlarını kullanan en 

güçlü fosfor çözücüler olduklarını tespit etmiĢlerdir.  
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Chung vd. (2005); çeĢitli bitkilerin riosferlerinden izole ettikleri 13 izolat ile yaptıkları 

çalıĢmada; bu izolatların fosfor çözme miktarlarının Ca3(PO4)2 eklenmiĢ sıvı besi 

ortamında 96,2–142 µg/mL arasında değiĢtiğini ve bu izolatların 6 tanesinin 

Enterobacter cinsine dahil olduklarını saptamıĢlardır. Shen vd. (2016); Çin‘de 

yürüttükleri çalıĢmada, 129+11,89 µg/mL fosfat çözme kapitesi ile, en yüksek fosfor 

çözme yeteğine sahip izolatın Bacillus pumilus olduğunu belirlemiĢlerdir. Mukhtar vd. 

(2017), çeĢitli bitkilerin rizosferinden izole ettikleri altı fosfor çözücü bakterinin buğday 

veriminine etkisini, sera ve tarla Ģartlarında araĢtırmıĢlardır. Ġzolatlar Bacillus 

endophyticus, Bacillus sphaericus, Enterobacter aerogenes, Bacillus safensis, Bacillus 

megaterium ve Virgibacillus sp, olarak tanımlanmıĢ ve in vitro fosfor çözme 

yetenekleri, kaya fosfat içeren Pikovskaya besi ortamında test edilmiĢtir. En yüksek 

fosfor çözme yeteneği, karbon kaynağı olarak glukozun kullanıldığı besi ortamında 

305,6 ppm ile Bacillus megaterium‘da gözlenmiĢtir. Li vd. (2017); ĢekerkamıĢı 

rizosferinden izole ettikleri 30 Pseudomas cinsine dahil izolat ile yürüttükleri çalıĢmada, 

26 izolatın Ca3(PO4)2 eklenmiĢ Pikovskaya agar besi ortamında zon oluĢturması sonucu 

fosfor çözme yeteneğinde olduklarını belirlemiĢlerdir.   

Tüm bu literatür verileri,  çalıĢmamızda elde ettiğimiz bulgular ile birlikte 

yorumlandığında; yüksek fosfor çözme kapasitesinde belirlenen bakterilerin literatür 

bulguları ile genel bir uyum gösterdiği ortaya çıkmaktadır. Toprak ve bölge 

farklılıklarından kaynaklanan nedenlerle, literatürde yüksek fosfor çözücü olarak 

tanımlanan bazı bakteri cins ve türlerine ise, bu çalıĢmada kullanılan topraklarda 

rastlanılamamıĢtır.  

Çizelge 4.7 Bakterilerin fosfor çözme miktarları 
 

Ġzolat Kodu Fosfat Çözme 

Katsayısı 

Fosfat Çözme 

µg/mL 

Ġzolat Kodu Fosfat Çözme 

Katsayısı 

Fosfat Çözme 

µg/mL 

KH1/1 2,3 29,87 B3/4 1,9 21,24 

KH1/2 1,8 31,08 B3/5 - 15,62 

KH4/1 1,88 26,51 B5/2 1,76 62,17 

KH4/2 1,61 15,92 B5/4 1,72 37,51 

KH9/1 2,07 29,83 Ç1/1 2,11 39,48 

KH9/2 1,8 30,6 Ç1/3 1,87 28,47 
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Çizelge 4.7 Bakterilerin fosfor çözme miktarları (devam) 

K5/1 2,25 31,61 Ç1/4 1,41 22,86 

K6/1 - 18,6 Ç1/6 2,08 118,31 

K8/1 2,83 25,26 Ç1/7 1,59 42,63 

K8/2 2,57 30,29 Ç3/1 - 18,07 

K8/3 1,42 26,31 Ç3/2 2,01 64,49 

A2/1 - 20,27 Ç5/1 - 6,55 

A2/3 2,01 31,86 Ç5/3 - 6,5 

A2/4 - 16,72 G3/1 - 13,1 

A5/1 1,33 20,27 G3/2 - 15,1 

A5/2 - 9,41 G3/3 - 4,65 

A6/1 1,97 25,67 G3/4 - 6,25 

A6/2 2,13 186,52 G3/5 - 10,63 

A6/3 2 21,94 G3/6 2,08 35,16 

A6/4 - 18,67 G3/7 2,17 43,64 

K4/1 2,08 23,94 G4/1 1,94 31,68 

K4/3 - 15,14 G4/2 - 25,01 

KH11/1 1,6 27,39 G4/3 1,94 25,79 

KH11/3 2,99 28,97 G4/4 1,76 12,85 

KH3/1 - 17,86 G4/5 1,83 8,48 

H4/1 - 7,13 G4/6 1,94 29,58 

H4/2 1,5 27,93 G4/7 2,01 24,46 

H4/3 - 15,25 G4/9 1,42 27,97 

H6/1 2,5 22,34 BP2/1 1,29 24,46 

H6/2 2,02 25,01 BP2/2 - 3,15 

H7/1 - 16,14 BP2/3 1,77 52,54 

H7/2 - 10,22 BP2/4 - 19,28 

H7/4 1,29 20,58 H8/1 2,1 147,1 

B2/1 1,5 37,81 H8/2 1,39 43,98 

B3/2 - 6,49 P5/1 1,57 44,26 

- : zon oluĢumu gözlenmemiĢtir. 

T.E.D.B: Tespit edilebilir düzeyde bulunmamıĢtır. 
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ġekil 4.13 Fosfor çözme kapasitelerinin belirlenmesinde kullanılan yöntemlerin 

karĢılaĢtırılması 

 

  

ġekil 4.14 NBRIP katı besi ortamında fosfor çözme yeteneğinin belirlenmesi 
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Yaptığımız çalıĢmada, katı besi ortamında zon oluĢumunun gözlenmesi ile elde edilen 

sonuçlar ile sıvı besi ortamında elde edilen sonuçlar arasında; Joe vd. (2018)‘nin 

yürüttükleri çalıĢmada tespit ettikleri gibi,  herhangi bir korelasyon bulunmamıĢtır. 

Ancak sıvı besi ortamında yapılan deneye göre, 20 µg/mL‘in altında fosfor çözebilen 

bakteriler, kalitatif yöntem kullanıldığında zon oluĢturmamıĢ, dolayısıyla bu yönteme 

göre pozitif sonuç elde edilememiĢtir (ġekil 4.13). Nautiyal (1999); bakterilerin fosfor 

çözme yeteneklerinin belirlenmesi için kullanılan teknikler üzerinde yaptığı çalıĢmada; 

katı besi ortamında zon oluĢmamasına rağmen, sıvı besiyerinde fosfor çözünürlüğünü 

tespit etmiĢ ve bu nedenle fosfor çözücüleri tanımlamak için görünür zon oluĢumunun 

tespitinin yeterli bir yöntem olmadığını belirtmiĢtir. Sonuç olarak araĢtırmacı, toprak 

mikroorganizmalarının fosfor çözme yeteneklerinin salgıladıkları farklı organik asitlerin 

difüzyon oranlarının değiĢiklik göstermesinden dolayı sıvı NBRIP besiyerinde tespit 

edilmesinin daha etkili olacağını belirtmiĢtir. Yapılan bu çalıĢma bizim sonuçlarımızla 

paralellik göstermekte ve elde ettiğimiz sonuçları desteklemektedir.  

4.7 Bakterilerin Potasyum Çözme Kapasitelerinin Belirlenmesi  

Bakterilerin potasyum çözme kapasitelerinin belirlenmesi için, kalitatif ve kantitatif 

sonuçların elde edildiği iki farklı yöntem kullanılmıĢtır. Her iki yöntemde de 

bakterilerin potasyum çözme yeteneklerinin belirlenmesi için, bitkilerin kullanamadığı 

çözünemez formdaki potasyum alüminyum silikat Aleksandrov besi ortamına eklenmiĢ 

ve izolatların çeĢitli organik asitler salgılayarak, potasyum alüminyum silikatı bitkiler 

tarafından alınabilir formdaki elementer potasyuma ayrıĢtırması gözlenmiĢtir. Kalitatif 

olarak, zon oluĢumuna göre (ġekil 4.16) elde edilen sonuçlar, Khanderparkar‘s oranı 

esas alınarak hesaplanmıĢtır. Kantitatif sonuçlar ise, bakteri süpernatantlarının flame 

fotometrede okutulması ile elde edilmiĢtir. 

Katı besi ortamının kullanıldığı yöntemde 26 bakterinin potasyumu çözdüğü 

belirlenirken, sıvı besi ortamının kullanıldığı yöntemde 62 bakterinin 0,39-3,9 µg/mL 

arasında değiĢen miktarlarda (Çizelge 4.8) potasyum çözdüğü tespit edilmiĢtir. Ġki 

yöntem arasında bir korelasyon saptanmamıĢtır.   
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En yüksek potasyum çözme miktarları; Pseudomonas cinsine dahil KH11/1, B3/4, B5/4, 

Ç1/1,Ç1/3,Ç1/7, G4/1, G4/3, G4/6, G4/7, G4/9, BP2/1 suĢlarında ve Arthrobacter 

cinsine dahil KH3/1 suĢunda tespit edilmiĢtir. Mohammad vd. (2016) yürüttükleri 

çalıĢmada; beĢ farklı bakteri suĢunun potasyum ve fosfor çözme kapasitelerini, % 0,2 

muskovit veya biyotit ve  % 0,2 TCP içeren sıvı Aleksandrov besi ortamında 

araĢtırmıĢtır. 28 gün inkübasyonun ardından, kontrolde 5,67 ppm potasyum tespit 

edilirken, Pseudomonas cinsine ait S14-3 suĢunun 9,83 ppm, S19-1 suĢunun ise 9,26 

ppm potasyum çözdüğünü kaydetmiĢlerdir. Xiaoa vd. (2017) ise; öncelikle kolza 

rizosferinden potasyum çözme potansiyeli olan 16 bakteri izole etmiĢlerdir. Yapılan in 

vitro analizler sonucunda S-15 Mesorhizobium sp, S-17 Paenibacillus sp. ve S-18 

Arthrobacter sp. suĢlarında en yüksek potasyum çözme değerlerini tanımlamıĢlardır. 

Parmar vd. (2016); mika ile zenginleĢtirilmiĢ Aleksandrov besi ortamı kullanarak mısır 

rizosferinden izole ettikleri 25 bakterininin en yüksek potasyum çözme kapasitesine 

sahip örneklerini, Biolog sistemi kullanarak saptamıĢtır. Bu çalıĢma bulgularına göre, en 

yüksek miktarda potasyum çözen bakteriler KSB-1 Bacillus licheniformis (46,52 ppm)  

ve KSB-3 Bacillus subtilis (42,37 ppm) olarak belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz bulgular dikkate alındığında, bu çalıĢma kapsamında 

incelenen bakterilerin potasyum çözme miktarları, yukarıda özetlenen literatür 

verilerine göre oldukça düĢük çıkmıĢtır. Bu durumun; çalıĢmamız kapsamında 

kullanılan bakterilerin izole edildiği toprak numunelerinde, ülkemiz topraklarının 

genelinde olduğu gibi, potasyum miktarlarının yüksek olmasından kaynaklandığı 

düĢünülmektedir.  

 Çizelge 4.8 Bakterilerin potasyum çözme miktarları 
 

Ġzolat Kodu 
Khanderparkar’s 

oranı 

Potasyum 

Çözme 

µg/mL 

Ġzolat Kodu 
Khanderparkar’s 

oranı 

Potasyum 

Çözme 

µg/mL 

KH1/1 0,2 3,12 B3/4 0,7 3,9 

KH1/2 - 2,34 B3/5 - 2,34 

KH4/1 1 3,12 B5/2 0,7 3,51 

KH4/2 - 1,56 B5/4 0,7 3,9 

KH9/1 0,33 3,51 Ç1/1 0,3 3,9 

KH9/2 - 3,51 Ç1/3 0,3 3,9 
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Çizelge 4.8 Bakterilerin potasyum çözme miktarları (devam) 

 

 

 

 

K5/1 0,2 3,51 Ç1/4 - 3,51 

K6/1 - 1,95 Ç1/6 - 3,51 

K8/1 - 3,12 Ç1/7 - 3,9 

K8/2 0,1 3,51 Ç3/1 - 2,73 

K8/3 - 3,12 Ç3/2 0,9 3,12 

A2/1 - 3,12 Ç5/1 - 1,56 

A2/3 - <T.E.D.B Ç5/3 - 1,56 

A2/4 - 1,17 G3/1 - <T.E.D.B 

A5/1 - 3,51 G3/2 - 1,56 

A5/2 - 1,56 G3/3 - <T.E.D.B 

A6/1 0,8 <T.E.D.B G3/4 - <T.E.D.B 

A6/2 - 3,51 G3/5 - 1,56 

A6/3 - 3,51 G3/6 0,7 3,51 

A6/4 - 3,12 G3/7 1 0,39 

K4/1 0,2 3,12 G4/1 0,5 3,9 

K4/3 - 3,12 G4/2 - 3,12 

KH11/1 0,2 3,9 G4/3 0,7 3,9 

KH11/3 - 3,51 G4/4 - <T.E.D.B 

KH3/1 - 3,9 G4/5 - <T.E.D.B 

H4/1 - 3,12 G4/6 0,4 3,9 

H4/2 - <T.E.D.B G4/7 0,7 3,9 

H4/3 - 2,34 G4/9 0,3 3,9 

H6/1 0,7 3,51 BP2/1 0,3 3,9 

H6/2 0,8 <T.E.D.B BP2/2 - 2,34 

H7/1 - 2,34 BP2/3 0,7 3,51 

H7/2 - 3,12 BP2/4 - 1,56 

H7/4 0,3 2,73 H8/1 - 3,51 

B2/1 - 3,12 H8/2 - 3,51 

B3/2 - 1,56 P5/1 - <T.E.D.B 

- : zon oluĢumu gözlenmemiĢtir. 

T.E.D.B: Tespit edilebilir düzeyde bulunmamıĢtır. 
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ġekil 4.15 Bakterilerin potasyum çözme kapasitelerinin belirlenmesinde kullanılan 

yöntemlerin karĢılaĢtırılması 
 

 

ġekil 4.16 Aleksandrov besi ortamında zon oluĢumu 
 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

3,50

4,00

4,50

K
H

1
/1

K
H

4
/2

K
5

/1

K
8

/2

A
2

/4

A
6

/1

A
6

/4

K
H

1
…

H
4

/1

H
7

/1

B
2

/1

B
3

/5

Ç
1

/1

Ç
1

/6

Ç
3

/2

G
3

/2

G
3

/7

G
4

/3

G
4

/9

B
P

2
/3

H
8

/2

K
h

an
d

e
rp

ar
ka

r’
s 

o
ra

n
ın

a
 

Ç
ö

zü
n

e
n

 p
o

ta
sy

u
m

 p
p

m
 

POTASYUM ÇÖZME 

ppm indeks



76 

 

4.8 Bakterilerin Siderofor Üretme Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Bakterilerin siderofor üretme kapasitelerinin belirlenmesi için; demir içeren CAS agarda 

üretilen bakterilerin, salgıladıkları siderofor sayesinde demiri Ģelatlayarak, besi ortamı 

rengini maviden sarı-turuncuya dönüĢtürmesi esas alınmıĢ ve sarı turuncu rengin 

gözlendiği zon oluĢumu pozitif sonuç olarak değerlendirilmiĢtir (Çizelge 4.9). 

Bu esas doğrultusunda yürütülen denemeler sonucunda, araĢtırılan bakterilerin 33 

tanesinin 2-43 mm arasında değiĢen büyüklükte zon çapında siderofor üretebildiği 

belirlenmiĢtir. En yüksek siderofor üretimi K8/1 (Pseudomnas gessardi) suĢunda 43 

mm olarak belirlenirken, bunu H6/1 (Arthrobacter humicola) 40 mm, P5/1 (Bacillus 

mojavensis) 39 mm, H8/2 (Paenibacillus polymyxa) 31 mm zon oluĢumu ile takip 

etmiĢtir. Siderofor üreten suĢların % 75‘i Pseudomonas cinsi üyeleri olarak 

tanımlanmıĢtır. 

Beneduzi vd. (2008); yedi farklı çeltik tarlasından izole ettikleri 296 Bacillus ve 

Paenibacillus türü ile yürüttükleri çalıĢmada, 32 izolatın siderofor üretme yeteneğinde 

olduğunu saptamıĢlardır. Upadhyay vd. (2009)  buğday rizosferinden izole ettikleri 130 

izolatta, bitki büyümesini teĢvik edici özelliklerin tanımlanması amacıyla yürüttükleri 

çalıĢmada; izolatların 8‘inin 3,5–5,2 mm arasında değiĢen miktarlarda siderofor 

ürettiğini ve 16S rDNA sonuçlarına göre izolatların Bacillus ve Arthrobacter 

cinslerine dahil olduğunu belirlemiĢlerdir. Li vd. (2017); Ģeker kamıĢı rizosferinden 

izole ettikleri farklı türlere dahil 100 izolattan seçtikleri Pseudomonas cinsine dahil 30 

örnek ile sürdürdükleri araĢtırmada; izolatlardan 20 tanesinin, 0,3 cm üzerinde zon 

oluĢumuna yol açacak düzeyde siderofor ürettiğini bulmuĢlardır. 

ÇalıĢmamızda tanımlanan yüksek düzeyde siderofor üreticiler ve siderofor üretim 

miktarları, literatür verileri ile birlikte yorumlandığında, bulguların uyumlu olduğu 

görülmektedir. Zira çalıĢmamızda yüksek siderofor üreticileri olarak tanımlanan 

Pseudomonas, Paenibacillus, Arthrobacter ve Bacillus türleri, literatür verilerinde de 

yüksek siderofor üreticileri olarak tanımlanmaktadır.  
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Çizelge 4.9  Bakterilerin siderofor üretim düzeyleri 
 

Ġzolat Kodu 

Zon çapı     

mm 

 

      

mm 

Ġzolat Kodu 
Zon çapı          

mm 

KH1/1 8 B3/4 - 

KH1/2 - B3/5 - 

KH4/1 7 B5/2 - 

KH4/2 11 B5/4 3 

KH9/1 13 Ç1/1 22 

KH9/2 - Ç1/3 7 

K5/1 13 Ç1/4 6 

K6/1 - Ç1/6 - 

K8/1 43 Ç1/7 4 

K8/2 13 Ç3/1 - 

K8/3 - Ç3/2 - 

A2/1 - Ç5/1 - 

A2/3 - Ç5/3 - 

A2/4 - G3/1 - 

A5/1 - G3/2 - 

A5/2 - G3/3 - 

A6/1 8 G3/4 - 

A6/2 - G3/5 - 

A6/3 4 G3/6 6 

A6/4 - G3/7 3 

K4/1 15 G4/1 6 

K4/3 4 G4/2 - 

KH11/1 3 G4/3 10 

KH11/3 8 G4/4 - 

KH3/1 15 G4/5 - 

H4/1 - G4/6 9 

H4/2 - G4/7 11 

H4/3 - G4/9 11 

H6/1 40 BP2/1 8 

H6/2 2 BP2/2 - 

H7/1 - BP2/3 - 

H7/2 - BP2/4 - 

H7/4 - H8/1 20 

B2/1 - H8/2 31 

B3/2 - P5/1 39 

- : zon oluĢumu gözlenmemiĢtir. 
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ġekil 4.17 CAS agarda siderofor üretiminin tespiti 
 

4.9 Bakterilerin Ġndol Asetik Asit (IAA) Üretme Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Bakterilerin indol asetik asit üretim miktarlarını belirlemek için; 10, 20, 30, 40, 50 

µg/mL‘lik standartlar hazırlanmıĢ ve numune gibi muamele edilerek, standart eğri 

çıkarılmıĢtır. Kontrol olarak, bakteri inoküle edilmemiĢ besiyeri kullanılmıĢtır. 

Renklendirilen numuneler UV spektrofotometrede 530 nm‘de okutularak IAA 

miktarları belirlenmiĢtir.  

1 g/L triptofan içeren besi ortamında 7 gün inkübe edilen bakterilerin tamamının; 0,02 - 

50,05 µg/mL arasında değiĢen miktarlarda ĠAA ürettikleri tespit edilmiĢtir (Çizelge 

4.10). En yüksek ĠAA üretimi 50,05 µg/mL G3/4 (Arthrobacter sp.)  suĢu tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sekiz adeti Pseudomonas ve iki adeti Arthrobacter olmak üzere, 

toplam on suĢun, 20 µg/mL‘nin üzerinde IAA ürettiği saptanmıĢtır.   

Malik ve Sindhu (2011); nohut ve ―green gram‖ rizosferlerinden izole edilen 40 adet 

Pseudomonas suĢundan 11‘inin indol asetik asit ürettiğini saptamıĢtır. Bu araĢtırıcılar; 
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CPS59, CPS63, CPS67, CPS72, MPS77, MPS78 ve MPS94 izolatlarının 2 günlük 

inkübasyonun sonunda 18,1-31,2 ppm arasında değiĢen miktarlarda, 4 günlük 

inkübasyon sonunda ise 22,2-40,6 ppm arasında değiĢen miktarlarda IAA ürettiğini 

belirlemiĢtir. Özdal vd. (2017); sığır kuyruğu bitkisinin rizosferinden izole ettikleri IAA 

üreticisi sekiz bakteri suĢu arasından Arthrobacter agilis A17 ‗nin 75 ppm ile en yüksek 

IAA ürettiğini ve bu izolatın biyogübre amaçlı immobilizasyon çalıĢmalarında 

kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir. ÇalıĢmamız sonuçları, bu literatür verileri ile uyumlu 

bulunmuĢtur. 

Çizelge 4.10 Bakterilerin IAA üretim miktarları 

 
Ġzolat Kodu IAA miktarı    

µg/mL 

µg/mL 

Ġzolat Kodu IAA miktarı 

µg/mL 

KH1/1 3,33 B3/4 12,01 

KH1/2 4,07 B3/5 10,32 

KH4/1 3,88 B5/2 11,15 

KH4/2 2,20 B5/4 4,86 

KH9/1 25,23 Ç1/1 14,08 

KH9/2 7,16 Ç1/3 30,31 

K5/1 22,13 Ç1/4 13,84 

K6/1 1,59 Ç1/6 5,85 

K8/1 3,33 Ç1/7 41,02 

K8/2 24,6 Ç3/1 0,02 

K8/3 0,38 Ç3/2 18,17 

A2/1 1,78 Ç5/1 0,19 

A2/3 1,23 Ç5/3 1,21 

A2/4 1,20 G3/1 1,78 

A5/1 15,66 G3/2 0,82 

A5/2 6,85 G3/3 0,30 

A6/1 3,27 G3/4 50,05 

A6/2 11,03 G3/5 1,12 

A6/3 8,55 G3/6 14,13 

A6/4 0,6 G3/7 13,96 

K4/1 3,52 G4/1 11,38 
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Çizelge 4.10 Bakterilerin IAA üretim miktarları (devam) 

K4/3 5,53 G4/2 1,21 

KH11/1 8,55 G4/3 16,47 

KH11/3 31,75 G4/4 1,43 

KH3/1 6,84 G4/5 0,82 

H4/1 4,57 G4/6 19,19 

H4/2 3,11 G4/7 8,86 

H4/3 6,16 G4/9 27,92 

H6/1 18,4 BP2/1 37,15 

H6/2 4,56 BP2/2 1,84 

H7/1 27,11 BP2/3 9,25 

H7/2 2,53 BP2/4 3,74 

H7/4 0,41 H8/1 5,36 

B2/1 4,4 H8/2 0,95 

B3/2 0,931 P5/1 7,21 

 

  

ġekil 4.18 IAA üretimi deney tüpleri 

4.10 Bakterilerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi  

ÇalıĢmamızda kullanılan bakterilerin antimikrobiyal aktivite özellikleri; funguslarda çift 

kültür yöntemi ile, bakterilerde ise disk difüzyon yöntemi ile belirlenmiĢtir. Çift kültür 

yöntemi, biyolojik kontrol ajanlarının ön taramasında kullanılan önemli testlerden 
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biridir. Antagonistik etkiler, genellikle bakteri izolatları ve mantar izolatları arasında 

inhibisyon bölgelerinin oluĢması veya bakteriyel izolatlara karĢı radyal misel 

büyümesinin yüzde inhibisyonunun hesaplanması ile belirlenmektedir (Ji vd. 2014, Lee 

vd. 2017). 

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz sonuçlara göre; kullanılan bakterilerin 30 tanesi Fusarium 

culmorum, 12 tanesi Sclerotium rolfsii ve yalnızca 1 tanesi Pseudomonas tomato 

üzerinde etkili bulunmuĢtur (Çizelge 4.11 ). 

Fusarium culmorum‘un konakçıları arasında baĢta buğday, arpa, yulaf, çavdar, mısır, 

sorgum ve çeĢitli çim bitkileri olmak üzere Ģeker pancarı, keten, karanfil, fasulye, 

bezelye, kuĢkonmaz, kırmızı yonca, pırasa, ladin, çilek ve patates sayılabilir (Scherm 

vd. 2013). Bu fungus buğdayda kök, kök boğazı, sap çürüklüğüne ve baĢak yanıklığına 

neden olan önemli bir patojenidir (Treikale vd. 2010).  Denenen bakterilerin Fusarium 

culmorum‘a karĢı % inhibisyon miktarları, kontrol ile kıyaslandığında % 40-64 (30-48 

mm) arasında değiĢim göstermiĢtir (Çizelge 4.11). Denemelerde patojene karĢı etkili 

olan suĢların büyük çoğunluğunun (% 66; 20 suĢ) Pseudomonas cinsine dahil olduğu 

belirlenmiĢtir. Pseudomonas cinsinin yanısıra Bacillus, Peanibacillus, 

Strenotrophomonas, Enterobacter, Variovorax, Arthrobacter ve Olivibacter cinine dahil 

bazı suĢlar da Fusarium culmorum‘a karĢı etkili bulunmuĢtur (ġekil 4.22).  

Kotan vd. (2011); Bacillus, Burkholderia Pseudomonas, Flavobacter cinslerine dahil 17 

suĢun Fusarium sambucinum, Fusarium oxysporum ve  Fusarium culmorum‘ a karĢı 

antifungal aktivitelerini belirlemiĢlerdir. Tüm izolatların fungal patojenler üzerinde 

etkili olduğunu, en yüksek antogonistik etkinin, 35,33-47,37 mm arasında değiĢen 

inhibisyon zonu ile B. cepacia tarafından gerçekleĢtirildiğini kaydetmiĢlerdir. 

Rizosferden izole edilen Strenotrophomonas cinsine dahil suĢların; Rhizoctonia 

solani (Kai vd. 2007) ve çeĢitli fungal bitki patojenlerine (Jakobi vd. 1996) karĢı 

ürettikleri litik enzimler, sideroforlar, antibiyotikler ve maltofin gibi metabolitler 

vasıtasıyla etkili oldukları bulunmuĢtur. Birçok enterobakter türü bitkisel fungal 

patojenlere karĢı antagonistik etkili biyokontrol ajanları olarak tarif edilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda; Enterobacter cloacae‘nın bazı suĢlarının, Fusarium mantarlarının yol 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacilli
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fusarium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fusarium-oxysporum
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fusarium-culmorum
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açtığı bitkisel solgunluk hastalığına karĢı etkili olduğu tanımlanmıĢtır (Chernin vd. 

1995). Ancak Arthrobacter ve Variovorax ‗ın Fusarium‘a karĢı etkisi ile ilgili herhangi 

bir veri mevcut değildir. Bu açıdan çalıĢmamız bulguları literatüre katkı sağlayacak 

niteliktedir. 

  
ġ 

ġekil 4.19 Fusarium culmorum‘a karĢı antagonistik etki 
1.Petri A2/1 suĢunun etkisi 2. Petri KH4/2 suĢunun etkisi 3. Petri KH1/1 suĢunun etkisi 4. Petri KH3/1 

suĢunun etkisi 5. Petri Kontrol 6. Petri H8/2 suĢunun etkisi 

 

Sclerotium rolfsii 600‘den fazla konakçıya sahip, toprak kökenli bir fungustur ve birçok 

bitkide güney yanıklığı hastalığına neden olmaktadır (Zhang vd. 2018). Sclerotium 

rolfsii; tarla, sebze, meyve ve süs bitkileri dahil olmak üzere çok çeĢitli bitkilerde 

hastalığa neden olur. Yer fıstığı için önemli bir patojendir. ÇalıĢmamızda tanımlanan 

bakterilerin Sclerotium rolfsii‘ye karĢı % inhibisyon miktarları kontrol ile 

kıyaslandığında % 46.67-68,89  (42-62 mm) arasında değiĢtiği saptanmıĢtır. Etkili olan 

bakterilerin % 83,33‘ü (10 suĢ), literatür verilerinde olduğu gibi, Pseudomonas cinsine 

dahil bulunmuĢtur. Pseudomonas cinsine dahil suĢların yanısıra Paenibacillus polymxa 

H8/2 ve Bacillus mojavensis P5/1 suĢları da Sclerotium rolfsii‘ye karĢı ekili 

bulunmuĢtur. 

1 2 3 

4 5 6 
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2 

Pastor vd. (2010); sağlıklı domates bitkilerinin köklerinden izole ettikleri 

Pseudomonas‘ların bitki patojeni Sclerotium rolfsii, Alternaria alternata ve Fusarium 

solani‘ye karĢı antgonistik etkisini belirledikleri çalıĢmada, PCI2 izolatının 27 mm ile 

Sclerotium rolfsii‘ye karĢı en yüksek inhibisyon zonunu oluĢturduğunu tespit 

etmiĢlerdir. Aynı çalıĢma kapsamında yürütülen sera denemesinde, sadece patojen ile 

enfekte edilen toprakta yetiĢtirilen bitki ile PCl2 izolatı uygulanan enfekte toprakta 

yetiĢtirilen bitki karĢılaĢtırıldığında, bitki ve kök kuru ağrlığının bakteri varlığında 

sırasıyla % 63 ve % 70 daha fazla olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.20 Sclerotium rolfsii ‘ye karĢı antagonistik etki 
1.Petri H8/2 suĢunun etkisi 2. Petri P5/1 suĢunun etkisi 3. Petri KH4/1 suĢunun etkisi 4. Petri K5/1 

suĢunun etkisi 5. Petri Kontrol 6. Petri K8/2 suĢunun etkisi 

 

Pseudomonas tomato; domateste bakteriyel benek hastalığı etmenidir. Bitkinin tüm 

toprak üstü organlarında leke Ģeklinde belirti oluĢturmaktadır. Belirtiler fide döneminde 

baĢlamakta ve fidelerin yaprak ve gövdelerinde çok sayıda kahverengi-siyah lekelerin 

oluĢmasına neden olmaktadır. Bu lekeler zamanla tüm fidenin kurumasına yol 

açmaktadır (Anonim, 2008). ÇalıĢmamızda elde edilen sonuçlara göre sadece 

1 3 

4 5 6 
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Olivibacter soli G4/2 suĢunda, bu patojene karĢı 10 mm inhibisyon zonu oluĢumu 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.21). Bu, söz konusu bakterinin PGPR olabileceğine dair ilk 

veridir. 

Aysan ve Çınar (2002) tarafından yapılan bir çalıĢmada; bitki patojeni olan P. syringae 

pv. tomato‘ya karĢı 538 antagonistik bakterinin etkinliği test edilmiĢtir. Denenen 

izolatlar arasından 137 tanesinin inhibisyonu zonlarının 0,2-1 cm arasında değiĢtiği 

saptanmıĢtır. Ġn vitro deneme sonuçlarına göre seçilen 18 izolatın, saksı denemeleri 

sonucunda hastalık geliĢimini % 31-90, hastalık Ģiddetini ise % 5-84 oranında azalttığı 

belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.21 Pseudomonas tomato‘a karĢı antagonistik etki 
1. Petri Olivibacter soli G4/2 suĢunun etkisi 2. Petri Kontrol  

 

 

AraĢtırmamızda kullandığımız bakterilerden 11 tanesi, denenen her iki fungusa karĢı 

etkili olurken, 17 tanesi sadece Fusarium culmorum‘a,  1 tanesi sadece Sclerotium 

rolfsii‘a karĢı etkili bulunmuĢtur. Pseudomonas tomato’ya karĢı etkili bulunan izolatın 

funguslar üzerine etkisi tespit edilememiĢtir. Her iki patojen fungusa karĢı etkili 

bulunan bakteri izolatlarının çoğunlukla Pseudomonas cinsine dahil olduğu, ikinci 

sırada ise Bacillus cinsinin geldiği tespit edilmiĢtir (ġekil 4.22). Bitki büyümesini 

artırıcı özellikleri ve biyolojik kontrol potansiyelleri dikkate alınarak; baĢta Bacillus 

1 2 
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(Lee vd. 2017), Pseudomonas (Priyanka vd. 2017) ve Streptomyces (Lu vd. 2016) 

olmak üzere,  çok sayıda toprak bakterisinden tarımda yararlanılmaktadır. Pseudomonas 

cinsi üyeleri, adaptif metabolizmaları ve birçok antifungal bileĢik üretme kabiliyetleri 

nedeniyle üstün biyolojik kontrol özelliklerine sahiptir (Trivedi vd. 2008). Toprak 

kökenli patojenlerin Pseudomonas‘lar tarafından inhibisyonu; özellikle floroglükoller, 

fenazinler, pyoluteorin, pirrolnitrin ve hidrojen siyanür gibi sekonder metabolitlerin 

salgılanması ile bağlantılıdır (Haas ve Défago 2005).   

ÇalıĢmamızda Paenibacillus polymyxa H8/2 suĢu, her iki fungusa karĢı önemli derecede 

etkili bulunmuĢtur. P. polymyxa suĢları; salgıladıkları antimikrobiyal bileĢikleri 

sayesinde mantar, bakteri ve nematodların neden olduğu çeĢitli bitki hastalıklarını 

önleyen geniĢ spektrumlu antagonistik aktiviteye sahiptir (Weselowski vd. 2016). 

Yapılan çalıĢmalar P. polymyxa suĢlarının bakterilere karĢı polimiksin, polipeptin, 

gavaserin, saltavalin ve jolipeptin gibi peptid antibiyotikleri; Gram pozitif bakterilere, 

funguslar ve aktimisetlere karĢı ise LI-F antibiyotikler, gatavalin ve fusarisidleri, 

üretmek suretiyle etkili olduklarını göstermiĢtir (Lal ve Tabacchioni 2009, Deng vd. 

2011). 

 

ġekil 4.22 Antimikrobiyal aktive gösteren bakterilerin cinslere göre dağılımı 
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 Çizelge 4.11 Bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri 
 

Ġzolat Kodu 

 Fusarium culmarum  Sclerotium rolfsli   
Pseudomonas 

tomato  

Ġnhibisyon 

zonu  

mm 

İnhibisyon 

% 

Ġnhibisyon 

zonu 

 mm 

İnhibisyon 

% 

Ġnhibisyon 

zonu       

 mm 

KH1/1 45 60 62 68,89 - 

KH1/2 - 0 - 0 - 

KH4/1 44 58,67 55 61,11 - 

KH4/2 49 61,33 61 67,78 - 

KH9/1 44 58,66 65 72,22 - 

KH9/2 - 0 - 0 - 

K5/1 40 53,33 60 66,67 - 

K6/1 35 46 - 0 - 

K8/1 45 60 - 0 - 

K8/2 40 53 61 67,78 - 

K8/3 - 0 - 0 - 

A2/1 46 61,33 - 0 - 

A2/3 - 0 - 0 - 

A2/4 - 0 - 0 - 

A5/1 35 46,66 - 0 - 

A5/2 - 0 - 0 - 

A6/1 - 0 - 0 - 

A6/2 - 0 - 0 - 

A6/3 - 0 50 55,56 - 

A6/4 - 0 - 0 - 

K4/1 47 62,66 - 0 - 

K4/3 - 0 - 0 - 

KH11/1 48 64 - 0 - 

KH11/3 47 62,66 55 61,11 - 

KH3/1 - 0 - 0 - 

H4/1 - 0 - 0 - 

H4/2 40 53,33 - 0 - 

H4/3 - 0 - 0 - 

H6/1 34 45,33 - 0 - 

H6/2 - 0 - 0 - 

H7/1 - 0 - 0 - 

H7/2 - 0 - 0 - 

H7/4 - 0 - 0 - 

B2/1 - 0 - 0 - 

B3/2 - 0 - 0 - 

B3/4 36 48 - 0 - 

B3/5 - 0 - 0 - 
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Çizelge 4.11 Bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri (devam) 

B5/2 37 49,33 - 0 - 

B5/4 35 46,66 - 0 - 

Ç1/1 - 0 - 0 - 

Ç1/3 30 40 - 0 - 

Ç1/4 - 0 - 0 - 

Ç1/6 40 53,33 - 0 - 

Ç1/7 - 0 - 0 - 

Ç3/1 - 0 - 0 - 

Ç3/2 43 57,33 - 0 - 

Ç5/1 - 0 - 0 - 

Ç5/3 - 0 - 0 - 

G3/1 - 0 - 0 - 

G3/2 - 0 - 0 - 

G3/3 - 0 - 0 - 

G3/4 - 0 - 0 - 

G3/5 - 0 - 0 - 

G3/6 34 45,33 - 0 - 

G3/7 33 44 - 0 - 

G4/1 35 46,66 47 52,22 - 

G4/2 - 0 - 0 10 

G4/3 - 0 - 0 - 

G4/4 - 0 - 0 - 

G4/5 - 0 - 0 - 

G4/6 - 0 - 0 - 

G4/7 35 46,66 42 46,67 - 

G4/9 37 46,66 - 0 - 

BP2/1 - 0 - 0 - 

BP2/2 - 0 - 0 - 

BP2/3 34 45,33 -  0  -  

BP2/4 - 0 - 0 - 

H8/1 40 53,33 - 0 - 

H8/2 47 62,66 52 57,78 - 

P5/1 34 45,33 60 66,67 - 
    - : zon oluĢumu gözlenmemiĢtir. 
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4.11 Sera Denemeleri 

nifH geni tespit edilmesi dikkate alınarak azot fikseri olarak seçilen Paenibacillus 

polymyxa H8/2 suĢunun azotlu kimyasal gübre kullanmaksızın bitki geliĢimi üzerine 

olan etkisinin test edildiği sera denemesi; 1 bakteri uygulaması (Paenibacillus polymyxa 

H8/2) ve K1 (optimum kimyasal gübreli), K0 (gübresiz) kontrol konuları ile, Toprak 

Gübre ve Su Kaynakları Merkez AraĢtırma Enstitüsü serasında tesadüf parselleri 

deneme desenine göre 3 tekrarlı olarak kurulmuĢtur.  

Ekimden 10 hafta sonra yapılan hasat sonrasında bitki boyu, bitki ve kök kuru/yaĢ 

ağırlığı, bitki ve toprakta toplam azot miktarları analiz edilmiĢtir (Çizelge 4.12). 

Varyans analiz sonuçlarına göre; kök kuru ve yaĢ ağırlığı ile toprakta ve bitkide toplam 

azot miktarı parametrelerinde konular arasında % 5 önem seviyesinde istatistiki olarak 

fark bulunmuĢtur. H8/2 bakterisi uygulanmıĢ konu ile K1 konusunun kök kuru ve yaĢ 

ağırlıkları aynı grupta yer alırken; H8/2 konusu K0 konusu ile kıyaslandığında kök kuru 

ve yaĢ ağırlığında yaklaĢık % 55‘lik artıĢ sağlamıĢtır (ġekil 4.23). Bitkide azot miktarı 

en fazla K1 konusunda, en düĢük ise K0 konusunda tespit edilirken, H8/2 konusu K0 

konusu ile kıyaslandığında yaklaĢık bitki azot içeriğinde % 6‘lık artıĢın gerçekleĢtiği 

saptanmıĢtır. Toprakta toplam azot miktarı incelendiğinde, H8/2 konusu K1 ve K0 

konularının gerisinde kalmıĢtır. Deneme sonuçları diğer parametreler açısından 

değerlendirilğinde, konular arasında % 5 önem seviyesinde istatistiki olarak anlamlı 

fark bulunmamıĢtır. Bunun yanısıra H8/2 bakterisinin uygulanması bitkinin kuru 

ağırlığında ve boyunda K0 ile kıyaslandığında % 2,8 ve % 3,77‘lik artıĢ meydana 

getirmiĢtir (ġekil 4.23).  

Çizelge 4.12 Azot sera denemesi sonucu elde edilen veriler 
 

Konular 

Gövde Kök Bitki Toprak 

Boy         

(cm) 

YaĢ 

Ağırlık              

(g/saksı) 

Kuru 

Ağırlık     

(g/saksı) 

YaĢ Ağırlık 

(g/saksı) 

Kuru 

Ağırlık           

(g/saksı) 

Toplam Azot  

(%)  

Toplam Azot 

(%) 

H8/2 55±1,1 13,93±0,6 3,67±0,2 1,83±0,28 a 1,55±0,25 a 5,23±0,37 ab 0,13±0,003 b 

K1 54±1,5 15±0,8 3,93±0,6 1,73±0,19 a 1,48±0,07 a 5,70±0,20 a 0,15±0,003 a 

K0 53±1,4 14,2±0,8 3,57±0,1 1,18±0,19 b 0,99±0,18 b 4,93±0,47 b 0,14±0,002 ab 
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ġekil 4.23 Paenibacillus polymyxa H8/2 suĢunun K0‘a kıyasla verim parametrelerinde 

ve azot miktarlarında meydana getirdiği % değiĢim 
 

Bakterilerin fosfor çözme yeteneklerinin sera koĢullarında değerlendirilmesi amacıyla 

kurulan ikinci sera denemesinde, in vitro çalıĢmalarda 40 µg/mL‗nin üzerinde fosfor 

çözdüğü belirlenen bakteriler konuları oluĢturmuĢtur. H8/1, Ç1/6, Ç3/2 suĢları 

Enterobacter cinsine dahil oldukları ve gübre olarak kullanımlarına yönetmelikler 

gereği izin verilmediği için sera denemesine dahil edilmemiĢlerdir.  Seçilen 7 bakteri 

(G3/7, P5/1, H8/2, A6/2, B5/2, BP2/3, Ç1/7) uygulaması, KO (gübresiz) ve 

K1(optimum kimyasal gübreli) kontrol konularından oluĢan deneme Toprak Gübre ve 

Su Kaynakları Merkez AraĢtırma Enstitüsü Müdürlüğü serasında tesadüf parselleri 

deneme desenine göre 3 tekrarlı olarak kurulmuĢtur.  

Ekimden 10 hafta sonra hasat gerçekleĢtirilmiĢ ve bitki boyu, bitki ve kök kuru/yaĢ 

ağırlığı, toplam fosfor miktarı ve toprakta alınabilir fosfor miktarı analiz edilmiĢtir. 

Varyans analizi sonuçlarına göre incelenen tüm parametrelerde, konular arasında % 5 

önem seviyesinde istatistiki olarak fark bulunmuĢ ve tüm parametreler Duncan çoklu 

karĢılaĢtırma testi yapılarak değerlendirilmiĢtir (Çizelge 4.13). Bitki boyları 

karĢılaĢtırıldığında Ç1/7 ve BP2/3 konuları, K1 konusu ile aynı grupta yer alırken, 

konuların tümü K0 ile kıyaslandığında bitki boyunda % 4,8 - 19,5 arasında değiĢen 

oranlarda artıĢa sebep olmuĢlardır (ġekil 4.25). Ç1/7, BP2/3 ve G3/7 konularının bitki 
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yaĢ ağırlıkları, K1 konusundan sonra ikinci sırada yer almıĢlardır. Ç1/7, BP2/3, B5/2, 

H8/2, P5/1, G3/7 konularının gövde kuru ağırlıkları, K1 konusunun ardından ikinci 

sırada yer alırken, tüm konular K0 ile kıyaslandığında % 5,76 – 13,76 arasında değiĢen 

oranlarda kuru ağırlıkta artıĢa sebep olmuĢlardır. K1ve B5/2 hariç tüm konuların kök 

yaĢ ağırlıkları K0 konusunun gerisinde kalmıĢtır. Ç1/7 konusunun kök kuru ağırlığı K1 

konusunun önüne geçerken, K0 konusu ile kıyaslandığında kök kuru ağırlığında % 7‘lik 

bir artıĢ meydana getirmiĢtir. Bitki fosfor içerikleri % 0,076 – 0,239 değiĢmekle birlikte 

Ç1/7 konusu K1 konusunun ardından ikinci sırada yer almıĢ ve K0 konusuna kıyasla % 

197,37‘lik bir artıĢa sebep olmuĢtur. Toprakta alınabilir fosfor miktarında KO, P5/1 ve 

H8/2 konuları, K1‘in ardından ikinci sırada yer almıĢtır. G3/7, A6/2, B5/2, BP2/3 ve 

Ç1/7 konularının topraktaki alınabilir fosfor miktarları K0‘a göre % 34,81 – 61,62 

(ġekil 4.24) arasında değiĢen oranlarda azalmıĢtır.  Bu sonuç bize bakteri 

uygulamalarının, topraktaki mevcut fosforun bitki tarafından alınabilirliğini artırdığını 

göstermektedir.  

Çakmakçı vd. (2007); azot fikseri (Bacillus licheniformis RC02, Rhodobacter 

capsulatus RC04, Paenibacillus polymyxa RC05, Pseudomonas putida RC06, ve 

Bacillus OSU-142) ve fosfat çözücü (Bacillus megaterium RC01, Bacillus M-13) 

bakterilerle tohum aĢılamasının sera koĢullarında arpa geliĢimine etkisini 

araĢtırmıĢlardır. Denemeye alınan bakterilerden altısının indol asetik asit (IAA) ürettiği, 

üçünün fosfatı çözebildiği, bütün izolatlarının azot bağladığı ve arpa geliĢimini 

arttırdığını belirlemiĢlerdir. toprakta alınabilir P miktarını Bacillus M- 13 ve B. 

megaterium RC01 aĢılaması önemli ölçüde arttırırken, toprakta en yüksek NO3 -N 

miktarı Bacillus OSU-142 aĢılamasıyla elde edilmiĢ ve bunu P. polymyxa RC05 ve R. 

capsulatus RC04 takip etmiĢtir. Bakteri uygulamaları, arpa kök ağırlığını %18-32, 

gövde ağırlığını ise % 29- 54 oranında artırmıĢtır. Azot bağlayıcı bakteri aĢılamaları 

arpada N, Fe, Mn ve Zn alımını önemli düzeyde artırmıĢtır. Bacillus OSU-142, RC07 ve 

M-13 gibi etkin Bacillus türlerinin ve P. polymyxa RC05, P. putida RC06 ve R. 

capsulatus RC04 izolatlarının tarımda biyogübre olarak kullanılabileceğini 

bildirmiĢlerdir. 

  



Çizelge 4.13 Fosfor sera denemesi sonucu elde edilen veriler 
 

Konular 

Gövde Kök Bitki  Toprak 

Boy      

 (cm) 

YaĢ Ağırlık    

(g/saksı)           

Kuru Ağırlık 

(g/saksı)      

YaĢ Ağırlık    

(g/saksı)           

Kuru Ağırlık  

(g/saksı) 

Fosfor              

(%) 

Alınabilir Fosfor     

(kg/da) 

G3/7 45±1 b 18,49 ±0,8 b 9,56±0,2 bc 8,38±0,1bc 0,77±0,1 c 0,168±0,007 b 
  1,286±0,17 cd 

P5/1 
45±1 b 15,98±0,4 c 9,47±0,5 bc 8,46±0,3 bc 0,69±0,13 c 0,145±0,008 cd 

2,137±0,28 b 

H8/2 45±1 b 15,55±0,1 c 9,06±0,1 bcd 8,29±0,1c 0,67±0,2 c 0,095±0,001 e 
2,057±0,14 b 

A6/2 44±0,6 bc 15,23±0,7 c 8,99±0,1 cd 9,20±0,3 abc 0,84±0,1 bc 0,176±0,008 b 
1,053±0,08 cd 

B5/2 43±1 bc 15,39±1 c 9,13±0,1 bc 9,35±0,6 ab 1,08±0,2 ab 0,138±0,005 cd 
0,820±0,08 d 

BP2/3 48±1,5 a 17,36±1 b 9,67±0,2 b 8,74±0,1 abc 1,02±0,1 ab 0,160±0,016 bc 
1,393±0,28 c 

Ç1/7 49±1 a 18,51±0,6 b 9,52±0,5 bc 8,71±0,4 abc 1,22±0,2 a 0,226±0,021 a 
1,303±0,12 c 

K1 49±1 a 19,93±1 a 10,51±0,3 a 9,71±0,5 a 1,20±0,1 a 0,239±0,002 a 
3,506±0,55 a 

K0 41±0,6 c 15,00±0,6 c 8,50±0,4 d 9,24±0,4 abc 1,02±0,1 ab 0,076 ± 0,003 f 
2,137±0,41 b 

9
1
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ġekil 4.24 Bakteri uygulamalarının K0‘a kıyasla fosfor miktarlarında meydana 

getirdikleri % değiĢim 
 

 

ġekil 4.25 Bakteri uygulamalarının K0‘a kıyasla verim parametrelerinde meydana 

getirdikleri % değiĢim 
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ġahin vd. (2010); iki ayrı bitkinin rizosfer topraklarından izole ettikleri ve azotsuz besi 

ortamında geliĢme durumlarına göre azot fiksasyon kapasiteleri, NBRIP besi ortamında 

geliĢme durumlarına göre fosfat çözme kapasiteleri belirlenen on bir farklı bakteri 

suĢunun sera Ģartlarında arpa geliĢimi üzerine etkisini değerlendirmiĢlerdir. Deneme 

grupları olarak kontrol (bakteri ve mineral gübre uygulanmamıĢ), Bacillus megaterium, 

Paenibacillus polymyxa, Bacillus subtilis, Bacillus atrophaeus, Arthrobacter agilis, 

Brevibacillus choshinensis, Arthrobacter viscosus, Pantoea agglomerans, Bacillus 

pumilus, Arthrobacter aurescens, Micrococcus luteus ve mineral NP seçilmiĢtir. 

Kontrol grubuna kıyasla, arpa bitki uzunluğunun Arthrobacter viscosus ve Arthrobacter 

agilis, gövde yaĢ ağırlığının ise Bacillus megaterium, Arthrobacter agilis, Arthrobacter 

viscosus, Paenibacillus polymyxa, Bacillus pumilus aĢılamaları ve mineral gübre 

uygulamalarıyla önemli miktarda artıĢ gösterdiği saptanmıĢtır.  Mineral gübre 

uygulamasına kıyasla bitki uzunluğu Ar. viscosus, Ar. agilis ve B. megaterium, gövde 

ağırlığı ise B. megaterium, Ar. agilis ve Ar. viscosus aĢılamalarında yüksek olmakla 

birlikte, ortalamalar arasındaki farklılıklar istatistiki bakımdan önemli bulunmamıĢtır. 

Gövde kuru ağırlığı bakımından ise en iyi sonuçlar, B. megaterium (0,62 g/bitki) ve Ar. 

agilis (0,61 g/bitki) bakterilerinden elde edilmiĢtir. Bu özellik bakımından çalıĢmada 

kullanılan kontrol grubuna kıyasla, gübre uygulaması ve bakteri ırkları arasındaki 

farklılık önemli bulunmamıĢtır ÇalıĢma sonucunda; B. megaterium, Ar. agilis, Ar. 

viscosus, Pb. polymyxa, B. pumilus ve Ar. aurescens gibi etkin izolatların, organik ve 

sürdürülebilir tarımda biyolojik gübre olarak kullanılabileceği önerilmiĢtir. 

Majeed vd. (2015); in vitro koĢullarda 7‘sinin ĠAA ürettiğini, 7‘sinin azot fikse ettiğini, 

4‘ünün fosfatı çözebildiğini tespit ettikleri toplam 9 bakterinin buğday geliĢimi üzerine 

etkisini araĢtırmıĢlardır. Bakterilerin 2 tanesi Bacillus sp., 2 tanesi Stenotrophomonas 

spp., 1 tanesi Acetobacter pasteurianus olarak tanımlanmıĢtır. Ayrı ayrı uygulanan 

bakterilerin gövde ve kök uzunluğunda meydana getirdiği artıĢ kontrol ile 

kıyaslandığında sırasıyla % 25-45 ve % 29-52 olmuĢtur. Bu artıĢ gövde ve kök 

biyokütlesinde ise, sırasıyla  % 2-62 ve % 100-172 arasında artıĢa yol açmıĢtır.  Bakteri 

aĢılaması aynı zamanda kök ve gövdede azot içeriğinide önemli derecede arttıĢa sebep 

olmuĢtur. 
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Kumar (2016); Bacillus megaterium, Arthrobacter chlorophenolicus ve Enterobacter 

sp. SuĢlarının tekli, ikili ve üçlü kombinasyonlarının buğdayın geliĢimi üzerine etkisini 

belirlemek amacıyla yürüttükleri sera denemesinde, bakterilerin ikili (Arthrobacter 

chlorophenolicus ve Enterobacter sp. ) ve üçlü formülasyonlarının bitki boyunda 

bakteri uygulanmamıĢ kontrole göre sırasıyla % 14 ve % 17,5‘lük artıĢ meydana 

getirdiğini belirlemiĢtir. Bacillus megaterium ve Enterobacter sp.’nin tek baĢına 

uygulanmaları ise, bitki boyunda yaklaĢık % 12 artıĢa sebep olmuĢtur. Bitki ağırlığı 

kontrol ile kıyaslandığında en yüksek artıĢı % 78‘lik oran ile üçlü karıĢım sağlarken, 

bunu % 51,4 ile Bacillus megaterium’un tekli uygulaması izlemiĢtir. Bitkilerin azot ve 

fosfor içerikleri kontrol ile kıyaslandığında tüm uygulamalar artıĢa sebep olmuĢtur. En 

etkili uygulamalar sırasıyla % 178 ve % 154,8 ‗lik artıĢla bakterilerin üçlü karıĢımı 

olmuĢtur. Bu uygulamayı ikili karıĢım izlemiĢ ve ardından Bacillus megaterium‘un tekli 

uygulaması gelmiĢtir. 

Valetti vd. (2018) yürüttükleri araĢtırmada; kolza bitkisi rizosferinden izole ettikleri 

fosfor çözücü bakterileri tanımlamayı ve bitki büyümesi üzerine etkilerini incelemeyi 

amaçlamıĢlardır. Ġzole ettikleri 40 farklı bakterinin 14‘ünün fosforu çözebildiğini ve 

sera denemesi verilerine göre izolatların 7‘sinde bitki kuru ağırlığı sonuçlarının, gübreli 

kontrol ile çok yakın olduğunu tanımlamıĢlardır. Sera denemesinde olumlu sonuç alınan 

Arthrobacter, Panteo,  3 adet Serratia ve 4 adet Bacillus cinsine dahil suĢ tarla 

Ģartlarında denemiĢ ve Bacillus sp. LTAD-52 haricindeki diğer suĢların kolza verimini 

% 21-44 oranında arttırdıklarını belirlemiĢlerdir. 

Bakterilerin fosfor çözme kapasitelerinin sera koĢullarında test ettiğimiz denemelerde 

elde ettiğimiz sonuçlar da; tüm bakteri uygulamalarının, literatürlerde elde edilen 

sonuçlara paralel olarak, gübresiz konunun önüne geçtiğini göstermiĢtir. Ç1/7 

(Pseudomonas sp.) konusu optimum gübreli K1 konusuna en yakın sonuçları vermiĢ ve 

bu konuyu BP2/3 (Pseudomonas brassicacearum) konusu takip etmiĢtir. Ç1/7 konusu in 

vitro Ģartlarda diğer izolatlara kıyasla daha düĢük fosfor çözme yeteneğine (42 µg/mL) 

sahip olmasına rağmen, sera Ģatlarında diğer bakterilerin önüne geçmiĢtir. Bu sonucun 

Ç1/7 suĢunun sera denemesine alınan bakteriler arasında indol asetik asit üretim miktarı 

(41,02 µg/mL)  en yüksek olan izolat olmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir. 
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Deepa vd. (2010); bakterilerin bitki büyümesini teĢvik edici özellikleri arasında oksin 

üretiminin en temel araç olduğunu belirtmiĢtir. Çakmakçı vd. (2007); BBTE‘lerin bitki 

büyümesini arttırıcı etkisinin sadece N2 fiksasyonu ve / veya P çözünme yetenekleri ile 

değil, aynı zamanda hormon benzeri sekonder metabolitlerin üretilmesi ile 

açıklanabileceğini belirtmiĢtir. 

H8/2 (Paenibacillus polymyxa) suĢunun azot fikse etme yeteneğinin buğday geliĢimi 

üzerine etkisini araĢtırdığımız denemede, bakteri uygulaması gövde yaĢ ağırlığı hariç 

diğer tüm parametrelerde K0 konusunun önüne geçmesine rağmen, elde edilen sonuçlar 

fosfor denemesinde elde edilen farkın gerisinde kalmıĢtır. Rhizobium, Azotobacter ve 

Azospirillum gibi diazotrafik bakterilerin bitkilerde meydana getirdikleri büyüme 

artıĢının, azot fiksasyon yeteneklerinden kaynaklandığı ileri sürülmüĢtür. Ancak, 

kapsamlı araĢtırma çabalarına rağmen, sadece rizobiaların azot fiksasyonundan dolayı 

verimi arttırdığı gösterilmiĢtir. Diğer bakterilerin meydana getirdiği büyümedeki artıĢ, 

hormon üretimi gibi baĢka mekanizmaların sonucu olabileceği düĢünülmektedir 

(Arshad ve Frankenberger 1993; Glick 1995). Bu literatür verileri, çalıĢmamızda 

Paenibacillus polymyxa H8/2 suĢunun azot fikse etme yeteneğinin buğday geliĢimi 

üzerine etkisini  açıklar niteliktedir. 
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5. SONUÇ 

Günümüzde mikrobiyal içerikli gübreler, pestisitler ve çeĢitli formülasyonlar ürün 

verimliliğini artıran ve sürdürülebilir tarımsal ekosistemlere katkıda bulunan önemli 

tarımsal bileĢenler arasında sayılmaktadır. Genel olarak, faydalı toprak bakterileri, 

doğrudan ve dolaylı mekanizmalar olarak sınıflandırılan biçok biyokimyasal yolla bitki 

büyümesine katkı sağlayabilirler. Bu mekanizmalar arasında; bitki besin elementlerinin 

bitkiler tarafından alımını arttırmak, patojenik mikroorganizmaların geliĢimini 

engellemek ve bitkisel hormonların salımını arttırmak, en önemlileri olarak 

sıralanmaktadır.  

Ġklim, hava koĢulları, toprak özellikleri ve toprağın yerli mikrobiyal florasının bileĢimi 

ya da etkinliği; mikrobiyal inokulantların performansını, çoğalmalarını, bitki üzerindeki 

etkilerini önemli derecede sınırlayan faktörlerdir (Gupta vd. 2015). Bu nedenle istenen 

ürün verimini ve olumlu etkiyi elde etmek için, bölgeye özgü mikrobiyal türlerin 

araĢtırılması ve kullanım olanaklarının belirlenmesi, büyük önem taĢımaktadır. Bu 

araĢtırmada Ankara ili topraklarından izole edilen ve tanımlanan yerel suĢlarla 

çalıĢılması, bitki büyümesini teĢvik edici birçok mekanizmanın farklı yöntemlerle 

araĢtırılması açısından bir ilk niteliğindedir. 

ÇalıĢmamızda Ankara ilinin farklı noktalarından izole edilen ve bitki büyümesini teĢvik 

edici özellikleri incelenen 70 bakterinin 16s rDNA sonuçlarına göre 11 faklı cinse dahil 

olduğu ve bu izolatların ARDRA analizine göre 17 gruba ayrıldığı tespit edilmiĢtir. Bu 

bakterilerin tümü incelenen en az bir özellik bakımından (azot fiksasyonu, fosfor ve 

potasyum çözme, indol asetik asit ve siderofor üretimi, antimikrobiyal aktivite) çeĢitli 

seviyelerde pozitif sonuç vermiĢtir. Ancak nifH gen varlığı, 40 ppm üzerinde fosfor ve 

potasyum çözme, siderofor üretimi için CAS agarda 10 mm üzerinde zon oluĢturabilme, 

20 ppm‘in üzerinde ĠAA üretebilme ve patojenlere karĢı oluĢturdukları % 50‘nin 

üzerindeki inhibisyon miktarları/oranları göz önüne alındığında, 70 bakteriden 33 

tanesinin en az bir özelliğe sahip olduğu kesin kanıtlarla belirlenmiĢtir (ġekil 5.1).  
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Tarımda Kullanılan Organik, Mineral ve Mikrobiyal Kaynaklı Gübrelere Dair 

Yönetmelikte mikrobiyal gübrenin tanımı ‗Bitki geliĢimi için gerekli maddelerin 

sağlanmasında, bitki besin maddelerinin yarayıĢlılığının artırılmasında ve/veya toprağın 

düzeltilmesinde rol oynayan canlı mikroorganizmaları içeren ürünler‘ olarak 

yapılmıĢtır. Bu kapsamda değerlendirdiğimizde elde ettiğimiz bakterilerin % 37‘sinin 

mikrobiyal gübre üretiminde kullanım potansiyelinin olduğu görülmektedir.  

Paenibacillus polymyxa H8/2;  azot fiksasyon yeteneğinin nifH gen varlığının tespiti de 

dahil farklı testler kullanılarak ispatlanmasının yanısıra, fosfor çözme, indol asetik asit 

ve siderofor üretme özellikleri ile de mikrobiyal gübre üretiminde kullanım olanağı 

olarak ön plana çıkan bir bakteridir. Diğer yandan; Pseudomonas azotoformans A6/2, 

Pseudomonas fluorescens B5/2, Pseudomonas brassicacearum BP2/3, Pseudomonas 

sp. G3/7 fosfor çözme yetenekleri ile;  Pseudomonas sp. Ç1/7 fosfor çözmenin yanısıra 

indol asetik asit üretimi ile,  Bacillus mojavensis P5/1 ise fosfor çözmenin yanısıra, 

siderofor üretme yetenekleri ve sera denemesinde verdikleri olumlu sonuçlar ile 

mikrobiyal gübre üretiminde kullanılabilinecek aday bakteriler olarak 

tanımlanmıĢlardır. Mikroorganizmaların; bitkilere besin elementi sağlamalarına ilave 

olarak, siderofor ve indol asetik asit üretmeleri de gübre olarak kullanılabilmelerine 

olanak sağlamaktadır. Ġndol asetik asit üretimi açısından Arthrobacter scleramae G3/4 

ve Pseudomonas sp. Ç1/ suĢları, siderofor üretimi ile de Arthrobacter humicola H6/1 ve 

Pseudomonas gessardii K8/1 suĢları bu anlamda önem taĢımaktadır.  

ÇalıĢmamızda mikrobiyal gübre olarak kullanım olanakları tespit edilen suĢların 

yanında, antagonistik aktiviteleri de (antifungal ve antibakteriyal) tanımlanan 

Pseudomonas sp. KH1/1-KH4/1-KH4/2-KH11/1-B5/4-G4/1-G3/7-G4/7, Pseudomonas 

fluorescens KH9/1-K5/1-B5/2, Pseudomonas gessardii K8/1, Strenotrophomonas sp. 

A2/1, Pseudomonas azotoformans A6/3-K8/2-KH11/3, Variovorax paradoxus H4/2, 

Pseudomonas brassicacearum Ç1/3-G4/7, Enterobacter sp. Ç1/6-Ç3/2, Olivabacter soli 

G4/2, Pseudomonas lini G4/9 suĢlarının biyopestisit olarak yüksek kullanım 

potansiyeline sahip oldukları in vitro çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur. Öncelikle bitki 

denemeleri ile bu etkilerinin doğrulanmasının ardından, mevzuatın gerektirdiği 

çalıĢmalar yapılarak bu izolatların biyopestisit üretiminde kullanıma sunulmaları 

mümkündür.  
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ġekil 5.1 ÇalıĢmada kullanılan bakterilerin BBTE özellikleri 

 

Farklı bitki büyümesini teĢvik edici özelliğe sahip birkaç suĢu içeren mikroorganizma 

konsorsiyumlarının geliĢtirilmesinin; bitki büyümesini, verimi ve sağlıklı 

agroekosistemleri teĢvik edeceği aĢikardır (Malusa vd. 2012).  Bu nedenle yapılacak 

ileriki çalıĢmaların; farklı BBTE özelliklere sahip bakteriler ile oluĢturulacak 

kombinasyonlarla ve çeĢitli bitkilerle devam ettirilmesi gerekmektedir.  Bu çalıĢmalarda 

sıfır kimyasal gübre dozunun yanısıra, azaltılmıĢ gübre dozları ile yürütülecek deneme 

desenlerinin kullanımı, daha detaylı ve önemli sonuçların elde edilmesini sağlayacaktır. 

ÇalıĢmamız tüm bu araĢtırmalara esas teĢkil eden verilerin elde edildiği öncü bir 

çalıĢmadır. 
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