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Danisman: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

Bitki biiyiimesini tesvik edici rizobakterlerin (BBTER), siirdiiriilebilir tarim sistemlerinin
gelisimine ciddi bir katki saglama potansiyelleri bulunmaktadir. Genellikle BBTER’ler; bitkiler
icin belirli bilesiklerin sentezlenmesi, bazi besin maddelerinin topraktan alinmasini
kolaylastirmak ve bitkileri hastaliklardan korumak gibi, ii¢ farkli sekilde islev gdrmektedirler.
Bu ¢aligmanin amaci; Ankara ilinden farkli bitki rizosferlerinden bitki biiylimesini tesvik edici
bakterleri izole etmek, genetik cesitliliklerini ortaya koymak ve bitki biiyiimesini tesvik edici
ozelliklerini belirlemektir. zolatlarin tanimlanmas1 16S rDNA sekans sonuglarina gore yapilmis
ve ayni zamanda Alul, Healll ve Mspl enzimleri kullanarak ARDRA analizleri
gergeklestirilmigtir.  Calismada kullanilan 11 farkli 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
susunun in vitro sartlarda azot fiksasyon, fosfat ve potasyum ¢6zme kapasiteleri, IAA (indol-3-
asetik asit), siderofor liretme kapasiteleri ve bitki patojenlerine karsi antagonastik etkileri
degerlendirilmistir. 56 bakterinin azot fiksasyon kapasitelerinin mikro kjeldahl yontemine goére
2,29-46,11 pg/mL arasinda degistigi belirlenmsistir. Caligilan  bakterilerden sadece
Paenibacillus polymxa H8/2 susunda nifH geni tespit edilmistir. Tiim bakterilerde fosfor ¢6zme
kapasitesi 3,15-186,52 pg/mL arasinda bulunmustur. Triptofan eklenmis besi ortaminda TAA
iretimleri 0,02-50,05 ug/mL arasinda degisirken, bunlardan 32 adetinin siderofor iiretebildigi
saptanmustir. Aragtirmamizda kullandigimiz bakterilerden 11 tanesi, denenen her iki fungusa
kars etkili olurken, 17 tanesi sadece Fusarium culmorum’a, 1 tanesi sadece Sclerotium rolfsii’a
kars1 etkili bulunmustur. Bakterilerin azot fikse etme ve fosfor ¢dzme kapasitelerinin bitki
gelisimi iizerine etkisinin tespiti i¢in sera denemeleri kurulmus ve bugday bitkisi lizerine olumlu
etkilere sahip olduklari tespit edilmistir.

Ocak 2020, 120 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bitki biiyiimesini tegvik edici bakteriler, ARDRA, Azot fiksasyonu, Fosfor
¢dzme, Indol asetik asit, Siderofor, Antagonistik etki



ABSTRACT
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF GENETIC
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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 Alul, Healll and Mspl
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 pg / 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 pug / mL. TAA
production in tryptophan added medium varied between 0.02-50.05 pg / 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.

January 2020, 120 pages

Key Words: Plant growth promoting bacteria, ARDRA, Nitrogen fixation, Phosphorus
dissolution, Indole acetic acid, Siderophore, Antagonistic effect



TESEKKUR

Bilgi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren, yakin ilgi ve destegini her zaman hissettigim,
O0grencisi olmaktan onur duydugum danmisman hocam Saymn Prof. Dr. Mustafa
AKCELIK (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi)’e; beni daima cesaretlendiren, destek ve
giiller yiiziinii higbir zaman esirgemeyen Dog. Dr. Nefise AKCELIK (Ankara

Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii)’e;

Tez izleme komitemde yer alan kiymetli hocalarim Prof. Dr. Siimer ARAS (Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi) ve Prof. Dr. Yavuz BEYATLI (Gazi Universitesi Fen

Fakiiltesi)’ya;

Enerjileri ve giiler yiizleriyle laboratuvar calismalarimi eglenceli kilan Prokaryot

Genetigi Laboratuvarindaki arkadaslarima;

Mensubu olmaktan mutluluk duydugum Toprak Giibre ve Su Kaynaklar1 Merkez
Arastirma Enstitiisi Midurligii yonetimine, tez c¢alismam siiresince is yiikiimii
hafifletmek i¢in ellerinden geleni yapan, calismalarimin deneysel asamalarinda bana
yardimct olan Mikrobiyal Giibre Arastirma Teknoloji Gelistirme ve Kiiltiir
Kolleksiyonu Merkezi’'ndeki calisma arkadaslarima, Ilhan GUNGOR ve Aynur
DILSiZ’e;

Bitki patojeni mikroorganizmalar1 temin etmemi saglayan Zirai Miicadele Merkez

Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii ¢alisanlar1 Dr. Aynur KARAHAN ve Dr. FilizUnal’a;

Calismam boyunca sabirla ve gayretle bikmadan benimle ilgilenen, yasamimi mutluluk
ve huzur i¢inde devam ettirmemi saglayan, zor anlarimi kolaylagtiran canim esim
Nizamettin OZDOGAN’a ve onlardan c¢aldigim zamanlar i¢in beni affetmelerini

diledigim, motivasyon ve nese kaynaklarim canimin i¢i kizlarim Ceren ve Defne ‘ye;



Hayatim boyunca hic¢bir fedakarliktan kaginmayarak sevgi ve destekleriyle bugiinlere
gelmemi saglayan, egitim hayatim boyunca bana benden ¢ok gilivenen canim annem

Hiilya KAYA ve ablam Ozlem SOSYAL’a;

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda oldugunu ve mutlulugmu paylastigint hissettigim, onun kizi
olmaktan dmriim boyunca gurur duyacagim, tezimi tamamlamadan kaybettigim canim

bitanem babam Eyiip KAYA’ya ithafen....

Dilek KAYA OZDOGAN
Ankara, Ocak 2020



ICINDEKILER

TEZ ONAYI1 SAYFASI

ETHK i
OZET ... e i
B ST R A CT e bbbt h e h et bt e bt oo bt e bt e R bR e eh e e Re b e A be R e e e Rt nhe e abe e be e b e enbeerrenteens iii
TESEKKIUR ..ottt ettt ettt e et et et et e et e et et et ee e e et e e et et et ee e e et e e eeeeeeeneens iv
TCINDEKILER ......ooooooeeeoeeeee ettt ettt ettt e et ettt e et et et ee e e s e eeeeeneeee Vi
SIMGELER DIZINT .....c.o.ooiiiiiiiii st viii
L ST 1 11 1 P USSP viii
SEKILLER DIZINT ......cooiiiiiieeeeeeeeee ettt sttt ix
(01 17220 5(€) 03 09 00 230 1) 172 0. (500 TP X
L GERIS oottt ettt ettt ettt et 1
2. KAYNAK OZETLERI ....ooooiiiiiiitiii it 3
2.1 RIZOSTRE .ttt n s 3
2.2 Bitki Bilyiimesini Tesvik Edici Bakteriler.................c.ccccoiiiiiiiiii 3
2.3 DIrek MEKANIZMAIAK .....c.couiieiiiiitiee bbbttt et 5
2.3.1 AZOT FIKSASYONUL. ...tttk bbbkt b bbbttt bbbt r et e 6
2.3.2 FOSTOT COZIME .......ooiieiiiit ittt bbb e b e b e e s be e ettt e s bb e e bt e e s bae e nbb e e sbbeenbbeens 11
2.3.2.1 inorganik fosforun COZENMESI...................ccceveviuereiiieeeiceece e ettt 12
2.3.2.2 Organik fosforun ¢OZUNMESI ...............ccccooiiiiiiiiiiic e 13
2.3.3 POtASYUIN COZIMNE ...ttt e nr e nn e e n e et e s reenn e nreenneene s 14
2.3.4 Siderofor TIretimi .............coooiiiiiiiiii bbb ne s 15
2.3.5 Bitkisel hormon Gretimi.............ccoooiiiiiiiiiii e 17
2.3.5.0 OKSINIBE ...ttt bbb bbb bbb bbb et b ettt 17
2.3.5.2 SHOKININIEE ...ttt bbb bbbt b et b et 19
2.3.5.3 GIDBIEIHINIET ...t 20
.35 4 ELIIBN bbb h bbbttt b b et ebe s 20
2.3.5.5 ADSISTK @SIT ...ttt 20
2.4 Dolaylt MeKaniZmalar..............coocoiiiiiiiiiiiiiiie e s 21
2.4.1 Antibiyotik liretimi................ccoooiiii 21
2.4.2 LItIK NZIM SEINTEZI . .c.viveiiieieictisi ettt bbbt b b s 22
2.4.3 SIAerofor GIretimi............cccoeiiiiiiiiiii ettt nrr e 23
2.4.4 Hidrojen siyaniir (HCN) Gretimi ...........c.cooviiiiiicc e 23
2045 YATISINIA .....ooiiiiiiii ittt ettt b ek et b et e b et e bR e e R Rt Rt R et bR et n e nnneennr e 23
2.4.6 ACC deaminaz aKEIVITESE .......cuvveiiiriiiiiree et 24
2.4.7 Uyarilmis Sistemik diF€IIe ..........c.ooiiiiiiieieeie et e et enreesee e 25
3. MATERYAL VE YONTEM ......cocoooiiiiiiiiieieiieeeeeee et sen e sas s snesaesenss s senen s s 26
TN AV o1 T Y- | SO U PRSP 26
BLLLL BAKEEIIIEK ...ttt 26
3.1 2 TSE DITKIST ...t 26

Vi



R I 1) (11 (1 WP OTPPRTRTRTPRR 26

3.2.1 Toprak orneKlerinin alINmasI ..............ccoooiiiiiiiiii s 26
3.2.2 Toprak dérneklerinin kimyasal ve fiziksel analizleri.................c.cccocooiiiiinii e, 27
3.2.3 Topraktan bakteri iIZOIASYONU ...........coiiiiiiiiiiiniee e 28
3.2.4 BaKterilerin tanimlanmast............ccoouiuiiiiiiieiieeeee et ettt e e ne s 29
3.2.4.1 izolatlarin morfolojik ve fizyolojik KaraKterizasyomu .................c.ccccocooeerererecrererieresinsenennen, 29
3.2.4.2 16S rDNA diZi QNALIZI....cvieiiecieice s 30
Cizelge 3.1 Enzim Kesim protokolil................cccocooiiiiiiiii 32
3.2.5 Bakterilerin azot fiksayon yeteneklerinin belirlenmesi...........ccococviiiiiiniiiine 32
3.2.5.1 Kantitatif yONtEmIEr . .............coooviiiiiiiceee s 32
3.2.5.2 NiIfH gENININ AFANIMASI .......cviiiiiiiic et e et e rbesseesteesteenreesreeeeas 33
3.2.6 Bakterilerin fosfor ¢6zme Kkapasitelerinin belirlenmesi .................c..ccoooiii 34
3.2.7 Bakterilerin potasyum ¢6zme kapasitelerinin belirlenmesi...................c.coccooiinin. 35
3.2.8 Bakterilerin siderofor iiretme kapasitelerinin belirlenmesi ...................c..cccoiiiiiin, 36
3.2.9 Bakterilerin indol asetik asit (IAA) iiretme kapasitelerinin belirlenmesi ...............c.cccoenie 37
3.2.10 Bakterilerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ... 37
3.2.11 Sera dENEMEIET ..ot 38
3.2.11.1 Az0t fiKSASYONU SEra AENEMIESE ...c.vveieeieiieciecteeteestee s e e e e e e et e e te e eeneesreesreesreesreaeeas 39
3.2.11.2 Fosfor ¢0ZMe SEra GENEIMEST .....cviiiiieiiitieiteeeeie et e s e s e ste e e e st et e staesbeesteanaesneesneesneenas 40
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 42
4.1 Toprak OrneKIerinin AINIMASE ...............ccceviviviriiieeiecieieeisissessse st 42
4.2 Toprak Orneklerinin Kimyasal ve Fiziksel ANalizIeri...............c..cccoocovoevvierecirerecereeeceseeeseen, 42
4.3 Topraktan BaKteri [ZoIasyOnu .................ccccooviiiiuiiiioieieceee e, 44
4.4 Bakterilerin TanimMIANIMAST ...........ccocoiiiiiiiiiiiiei ettt e e sbr e sineennneen 46
4.4.1 izolatlarin morfolojik ve fizyolojik Karakterizasyonu .................cccoccooevvierereiericeenersseseesnnnn, 46
4.4.2 16S rDNA dizi @NALIZI.....ccvieiiiieciee e 50
4.5 Bakterilerin Azot Fiksasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi.........cccccvocvvivieiieiieiie v 61
4.6 Bakterilerin Fosfor Cé6zme Kapasitelerinin Belirlenmesi................c...cccooiiiiiie 68
4.8 Bakterilerin Siderofor Uretme Kapasitelerinin Belirlenmesi....................c..cccooeveivercrrireieninnnn, 76
4.9 Bakterilerin indol Asetik Asit (IAA) Uretme Kapasitelerinin Belirlenmesi ................................. 78
4.10 Bakterilerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi...........ccoccoiiiiiiiiiiiii e 80
411 SEra DENEMEIEIT ....o.vviiiieiiie et r et 88
5. SONUGQ ... e 96
KCAY NAKLAR . .. bbb bbbt e e a e n e sr e r e 99
[07.7€] 005\ 1 100 119

Vil



SIMGELER DiZIiNi

L Litre

ulL Mikrolitre

mL Mililitre

nm Nanometre

um Mikrometre

mm Milimetre

mM Mikromolar

ug Mikrogram

mg Miligram

g Gram

rpm Dakikada devir sayist

ppm Milyonda bir birim

% Yiizde

°Cc Santigrat derece

kg/da Kilogram/dekar

kb Kilo baz

kob/mL Mililitredeki koloni olusturma birimi
Log Logaritma

dS/m Decisiemens/metre

NaCl Sodyum kloriir

N Azot

P Fosfor

K Potasyum

Fe Demir

Kisaltmalar

PBS Tamponlanmus fosfat ¢ozeltisi

oD Optik yogunluk

BBTER Bitki bilyiimesini tesvik edici rizobakter
I1AA Indol-3-asetik asit

ACC aminocyclopropane-1-carboxylic acid
DNA Deoksiribo Niikleik Asit

NBRIP National Botanical Research Institute’s Phosphate

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 MO Nitrojenaz enNZim SISTEMI ..........ciiiiiiiieieie e 9
Sekil 2.2 Major Nif KUMESE.....ccveveiieiicie et sre e e snee e 9
Sekil 2.3 Minor NI KGMEST........oiiiiiiiiiieiieie e 10
Sekil 2.4 TAA sentezi YOlaKIart ......ccccoivvviiiiiiiiiiii e 19
Sekil 4.1 Toprak ornekleme NoKtalari...........ccooveriiiiiiiiici e 42
Sekil 4.2 Izolatlarin nutrient broth besi ortamindaki koloni morfolojileti..........c.o........ 46
SEKIl 4.3 UTEAZ LESt cv.vuvvvvevcvvereseeeceetetetes e ettt esses et s et es sttt es e e se st s s sneeens 50
Sekil 4.4 OKSIAAZ TESTH.....cveviieiiiiiieeieese e 50
Sekil 4.5 16S rDNA PCR firiinleri agaroz jel gortintileri...........ccocvvvvvriiiiiineinnniieen, 51
Sekil 4.6 UPGMA yo6ntemi kullanilarak 16S rDNA sekans sonuglari ile olusturulan

FIlOZENETIK ATAC... . e 53
Sekil 4.7 Izolatlarin cinslere gore dagilimi ...........coceveveviiccuerereriecere e, 54
Sekil 4.8 Bakterilerin 16 S rDNA bolgelerinin Alul enzimi ile kesiminin jel

GOTUNTUSTL ...ttt n e nne e 56
Sekil 4.9 Bakterilerin 16 S rDNA bdlgelerinin Healll enzimi ile kesiminin jel

GOTUNTUSTL ..ttt n e nne e 57
Sekil 4.10 Bakterilerin 16 S rDNA bolgelerinin Mspl enzimi ile kesiminin jel

GOTUNTUSTL ...ttt e e 58
Sekil 4.11 Bakterilerin Alul, Healll, Mspl enzimleri kullanilarak olusturulan

ARDRA paternlerinin, UPGMA ile elde edilen dendogrami.............ccccveues 59
Sekil 4.12 Cogaltilan nif H gen bolgesinin agaroz jel gorintisti.......cocceververeereririennnn 63
Sekil 4.13 Fosfor ¢6zme kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin

Karslagtirilmast.........eooiiiiiiie s 71
Sekil 4.14 NBRIP kati besi ortaminda fosfor ¢ozme yeteneginin belirlenmesi.............. 71
Sekil 4.15 Bakterilerin potasyum ¢6zme kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan

yontemlerin karsilagtirtlmast .........cceeeiiieiiieii 75
Sekil 4.16 Aleksandrov besi ortaminda zon OlUSUMU.........cccevvvveiiiieiiiie e 75
Sekil 4.17 CAS agarda siderofor Gretiminin teSPItl .......c.cocvvervrrieerienniieseeee e 78
Sekil 4.18 TAA iiretimi deney tipleri.......cooeviiiiiiiiiiiiii e 80
Sekil 4.19 Fusarium culmorum’a karsi antagonistik €tki .........cccevvrveriverenienninennseenen 82
Sekil 4.20 Sclerotium rolfsii *ye karst antagonistik etki ...........ccocereviiiiiineiniiienccnnn 83
Sekil 4.21 Pseudomonas tomato’a karsi antagonistik etki...........c.ceovreieneneninennnnnn 84
Sekil 4.22 Antimikrobiyal aktive gosteren bakterilerin cinslere gore dagilimu .............. 85
Sekil 4.23 Paenibacillus polymyxa H8/2 susunun K0’a kiyasla verim

parametrelerinde ve azot miktarlarinda meydana getirdigi % degisim .......... 89
Sekil 4.24 Bakteri uygulamalarinin K0’a kiyasla fosfor miktarlarinda meydana

getirdikleri %0 deGISIM ..oovviviiiiiicc e 92
Sekil 4.25 Bakteri uygulamalarinin K0’a kiyasla verim parametrelerinde meydana

getirdikleri %0 deGISIM ..ocveviiiiiicicce e 92
Sekil 5.1 Calismada kullanilan bakterilerin BBTE 6zellikleri..........ooocvvvviiiiiiiiiiiennee 98



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1 Enzim kesim protokolii.........cccooveiiiiiiiiiiiiciici e 32
Cizelge 3.2 Sera denemesinde kullanilan topragin analiz sonuglar1 (azot denemesi).....40
Cizelge 3.3 Sera denemesinde kullanilan topragin analiz sonuclar1 (fosfor denemesi)..41

Cizelge 4.1 Topraklarin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri..........ccccvvveiiiiiiiiieiiinnns 43
Cizelge 4.1 Topraklarin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (devam) ............c.cceeenee 44
Cizelge 4.2 Bakteri izolatlar1 ve izole edildikleri bolgeler ..........cccocvvvviiviiiiiiiiiiieiiinnns 45
Cizelge 4.3 izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonlart..............cc.co.cuenee. 47
Cizelge 4.4 Izolatlarm 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore tanist............c.coceuevevee. 52
Cizelge 4.5 H8/2 izolat1 nifH gen bolgesi dizi analizi ...........coovvveieiieieieienenesesens 63
Cizelge 4.6 Bakterilerin Kjeldahl yontemine gore azot fiksasyon miktarlar1 ve

azotsuz besi ortaminda tireme durumlart ..........coccevvviiiieninne e, 66
Cizelge 4.6 Bakterilerin Kjeldahl yontemine gore azot fiksasyon miktarlari ve

azotsuz besi ortaminda tireme durumlari (devam) ........cccoeeevveiiiniiniiieennnn. 67
Cizelge 4.7 Bakterilerin fosfor ¢dzme miktarlart..........cccoooiiiieiiiiiciii 69
Cizelge 4.7 Bakterilerin fosfor ¢ozme miktarlart (devam) ...........ccocovvviiiiiiiiiiinienne 70
Cizelge 4.8 Bakterilerin potasyum ¢ozme miktarlari...........ccooveriiiiiiiiiiiieneciee e 73
Cizelge 4.9 Bakterilerin siderofor tiretim diizeyleri..........ccooovvvviiiiiiiiiiiiiicceee 77
Cizelge 4.10 Bakterilerin TAA tiretim miktarlart ........c.ocoeiiiiiniiiic e 79
Cizelge 4.10 Bakterilerin IAA tiretim miktarlari (devam)........ccoccoevveeviiiiinnieniee s 80
Cizelge 4.11 Bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri.............cccccooeviiiiiiic i 86
Cizelge 4.11 Bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri (devam) .........cccccoovevviiiiininnennne 87
Cizelge 4.12 Azot sera denemesi sonucu elde edilen veriler.............cccoeviiiiiiinee, 88
Cizelge 4.13 Fosfor sera denemesi sonucu elde edilen veriler ..............cccoooveviiicnnnn 91



1. GIRIS

Diinya niifusundaki artisa paralel olarak, gida maddelerine olan talep de artmaktadir.
Yiiksek verim artisin1 temel alan yogun tarim uygulamalari; gerek gilibreler ve gerekse
bitki koruma {irtinleri gibi farkli kimyasal {irtinlerin kullanimini beraberinde getirmistir.
Kimyasal iiriinler verimde onemli Ol¢lide artisa neden olduklari i¢in, modern tarimin
vazgecilmez bir pargasi olarak goriilmektedir. Ancak toprak 6zelliklerinde ve ¢evresel
kalitede Onemli olgiide yikict degisimler yaratmalari ve yiiksek maliyetleri gibi
faktorler, kullanimlarina kisitlamalar getirilmesini zorunlu kilmaktadir. Uriin verimini
artttrmada 6nemli rolleri olan mikrobiyal inokulantlar ise; ucuz olusglari, kullanimlarinin
kolay olusu ve en oOnemlisi toprak, bitki ve ¢evre iizerine olumsuz etkilerinin
bulunmayisindan dolayi, tiim diinyada popiiler bir hal almistir. Bitkisel iiretimde
verimliligin artirilmasi, topraklarin fiziksel ve kimyasal yapisinin iyilestirilmesi, insan
saghigmin korunmasi ve c¢evre Kkirliliginin Onlenmesi gibi temel gereksinimlerin
saglanabilmesi, biiyiik Ol¢iide organik {irlinlerin kullanimina baglhidir. Bu nedenle
tarimsal alanda kullanilan kimyasal {irlinlere karsi alternatif biyolojik {iriinlerin
gelistirilmesi ve kullanimlarinin yayginlastirilmasi, siirdiirtilebilir tarimsal faaliyetler ve

cevrenin korunmasi i¢in dnemli bir strateji olarak diisiintilmelidir.

Tarimsal faaliyetlerde kimyasal giibre ve pestisitlere alternatif olarak, toprak canlilarinin
kullanimi1 biiyiik 6nem arz etmektedir. 1 hektar toprakta yaklasik 4 ton mikroorganizma
oldugu tahmin edilmekte olup, gezegendeki en biiyilk mikroorganizma rezervinin
toprak oldugu bilinmektedir. Topraklarda; c¢ok sayida bakteri, mantar, alg, viriis,
protozoa gibi organizmalarla birlikte, mikroskobik boyutlarda omurgasizlardan
omurgalilara kadar degisen toprak canlilar1 karmasik bir etkilesim i¢indedirler. Bu
canlilar icerisinde bakteriler 6nemli bir yer tutmaktadir. Farkli cinslere dahil toprak
bakterileri, toprak ekosisteminde cesitli biyolojik aktivitelerle besin dongiisiinii ve
stirdiirtilebilir bitkisel tretimi dinamik hale getirmektedir. Rizosferdeki bitki bakteri
interaksiyonu, bitki sagligt ve toprak verimliliginin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Toprak bakterilerinin, bitkisel liretimde kullanilmasi igin; bitkiye biiylime

tesvik edici bilesikler salgilamak, fosfor, azot, kiikiirt, kalsiyum ve magnezyum gibi



baz1 temel besin maddelerinin alimini saglamak ve bitki hastaliklarinin 6nlemek

ozelliklerinden en az birini barindirmalart gerekmektedir.

Tarimsal faaliyetlerin siirdiiriilebilir ve gilivenli olarak yapilabilmesini saglama hedefi
dogrultusunda bitki biliyiimesini tesvik edici bakterilerin kullanimi, diinya genelinde
artis gostermektedir. Ozellikle, azot fikse eden bakteriler (simbiyotik ve simbiyotik
olmayan) ve fosfat (P) c¢oziicii mikroorganizmalar kimyasal giibre kullaniminin
azaltilmas1 amaciyla daha fazla 6nem kazanmakta ve kiiresel olarak pazarlanan
mikrobiyal iriinlerin % 75'inden fazlasini olusturmaktadir. Tarim tizerindeki olumlu
etkileri nedeniyle potansiyel mikrobiyal kaynaklarin taranmasi, tasarlanmasi, test
edilmesi ve dogrulanmasi iizerine yiiriitiilen temel ve uygulamali arastirmalar, tarimsal

mikrobiyoloji ¢alismalarinin odak noktasit haline gelmistir.

Kimyasal iriinlere dayali tarimsal uygulamalarin meydana getirdigi olumsuz etkiler
hakkinda artan farkindaliklar, arzu edilen mahsul iiretimini elde etmek igin biiylime
tesvik edici Urlin olarak kullanilabilecek, belirli bolgelere 6zgli mikrobiyal tiirlerin

arastirilmasina ciddi bir ivme kazandirmistir.

Bu ¢alismada; 6ncelikle Ankara ili topraklarindan gesitli bitkilerin rizosferlerinden bitki
bliylimesini tesvik edici 6zellikte yerel bakterilerin izole edilmesi ve bu bakterilerin 16S
rDNA analizine gore tanimlanmasi amacglanmistir. Tanimlanan bakterilerin ilk asamada
in vitro sartlarda bitki biiyiimesini tesvik edici Ozellikleri arastirilmis, daha sonra
mikrobiyal giibre olarak kullanim potansiyelleri olan bakterilerin bugday bitkisi gelisimi

tizerine etkileri, sera denemeleri ile degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Rizosfer

Rizosfer; kok sitemlerini etkileyen mikroorganizma aktivitelerinin gergeklestigi, bitki
koklerine bagl topragi igeren, kok yiizeyinden birka¢ milimetre uzakliktaki toprak
bolgesi olarak tanimlanmaktadir (Lynch 1990, Gray ve Smith 2005).

Toprak bakterileri, en fazla rizosferde bulunmaktadir. Bitki kokleri, su ve besin
elementleri alimimi mekanik olarak desteklemesinin ve kolaylastirmasinin yanisira;
vitaminler, sekerler, proteinler, karbonhidratlar, organik asitler, amino asitler ve miisilaj
gibi ¢esitli bilesikler sentezlemekte, biriktirmekte ve salgilamaktadir (Brimecombe vd.
2000, Walker vd. 2003). Kok salgilari olarak adlandirilan bu bilesikler, ayn1 zamanda,
birgok toprak mikroorganizmasi i¢in cezbedici kimyasallardir. S6z konusu kok salgilari
topragin kimyasal ve fiziksel yapisini degistirerek, rizosfer bolgesindeki mikrobiyal
cesitliligi belirlerler (Dakora ve Phillips 2002). Bitki mikroorganizma iligkisi agisindan
kritik bir 5neme sahip olan rizosferde, gramda 10'° dan daha fazla mikroorganizma ve
30000°den daha fazla bakteri tiirii yer almakta ve bu bakteriler rizobakter olarak
adlandirilmaktadir (Mendes vd. 2011). Bitki ile iliskili bakteriler, bitki tizerindeki
etkileri dikkate alindiginda; faydali, zararli ve notr gruplar olmak iizere siiflandirilirlar
(Dobbelaere vd. 2003). Topraklarda bulunan bakterilerin sayis1 ve ¢esidi; sicaklik, nem,
tuzlarin ve diger kimyasal maddelerin miktar1 gibi ortam sartlarindan etkilenmektedir.
Toprak bu denli fazla sayidaki bakteriye ev sahipligi yapmasina ragmen, bu bakterilerin
sadece % 1’1 kiiltiire alinabilmektedir (Schoenborn vd. 2004). Yeni izolasyon teknikleri

gelistirilmesi ve besin ortamlarinin dizayni ile bu oran ylikseltilmeye ¢alisilmaktadir.

2.2 Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Bakteriler

Bitkilerin kdk bolgesinde yogun olarak bulunan faydali bakterilere; Bitki Biiyiimesini
Tesvik Edici Rizobakteriler (BBTER) (Plant Growth Promoting Rhizobacteria = PGPR)
ad1 verilmektedir. BBTER terimi ilk kez Kloeper vd. (1980) tarafindan, ozellikle



patojenlere karsi biyokontrol amagli kullanilan ve bitki gelisimimine katki saglayan
florosan Pseudomonas’lar i¢in kullanilmigtir. Daha sonra bu terim Kapulnik vd. (1981)
tarafindan bitki biliylimesini direk tesvik etme Ozelligindeki rizobakterler i¢in de
kullanilmaya baslanmistir. Giintimiizde BBTER terimi, bir veya daha fazla mekanizma
ile bitki biiylimesini tesvik eden  ve rizosferde yasayan tiim bakteriler icin
kullanilmaktadir (Haghighi vd., 2011). PGPR’lar rizosfer bakterilerinin yaklasik % 2-
5’ini olusturmaktadir (Antoun ve Kloepper 2001). Bitki biiyiimesine olumlu etkisi olan
bakterilerin; kokleri g¢evreleyen toprak bolgesine yerlesmek, topraktaki diger
mikroorganizmalar ile rekabet halinde gelismek, ¢ogalmak, hayatta kalmak ve bitki
bliylimesini, gelismesini desteklemek gibi 0Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir

(Kloepper 1994).

BBTER’ler 6ncelikle, bitkilerle olan iliskilerine gore; bitki kokii ile iligkili ve serbest
yasayan rizobakterler olarak iki gruba ayrilmaktadirlar (Khan 2005). Bakteriler ile bitki
kokleri arasindaki iliskiler; simbiyotik, endofitik veya kok yiizeyinde yasam olarak
tanimlanmaktadir (Souza vd. 2015). Gray ve Smith (2005) bitki biiyiimesini tesvik edici
bakterileri; koklerin etrafini saran toprakta yasayan ve kok korteks hiicreleri arasindaki
bosluklarda kolonize olarak bitki biiyiimesini tesvik eden hiicre dis1 (ePGPR) bakteriler
ve bitki hiicrelerinin i¢inde nodiil ad1 verilen 6zel yapilarin iginde kolonize olan hiicre

ici (IPGPR) bakteriler olarak kategorize etmislerdir.

BBTER’ler; cesitli kimyasallar tireterek ve salgilayarak dogrudan veya dolayli yollarla
bitki bliyiimesini tesvik eden, heterojen bir bakteri grubudur (Glick 1995). Bu alanda
yiiriitillen bir¢ok calisma Agrobacterium, Alcaligenes, Azosprillum, Arthrobacter,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Bradyrhizobium, Erwinia, Enterobacter,
Flavobacterium, Gluconacetobacter, Klebsiella, Kosakonia, Paenibacillus, Pantoea,
Pseudomonas, Rhizobium, Stenotrophomonas, Serratia ve Xanthomonas cinslerine
dahil ¢esitli tiirlerin bitki bliylimesini tesvik edici bakteriler arasinda yer aldigini ortaya

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

Bakterilerin bitki biiyiimesini etkileyen mekanizmalar, tiirler ve suslar arasinda farklilik

gosterir ve bitki bliylimesini tesvik etmek i¢in tek bir mekanizmalar1 yoktur. Somer vd.



(2004), bitki biiytimesini tesvik edici bakterileri, fonksiyonel aktivitelerine gore;
biyogiibreler (besin maddelerinin bitkiler igin kullanabilirligini arttirmak), bitki
stimiilatorleri  (genellikle fitohormonlar yoluyla bitki biiylimesini tesvik etmek),
rizoremediyatorler (organik Kirleticileri pargalamak) ve biyopestisitler (6zellikle
antibiyotik ve antifungal metabolitler iireterek hastaliklarin kontrol edilmesi) olarak
siniflandirmistir.  BBTER’ler, birgok farkli mekanizma ile bitki gelismesini ve
biiyiimesini etkileyebilirler. Direkt bitki biiyiimesini tesvik edici mekanizmalar; N, P, K
gibi temel besin elemetlerinin c¢esitli sistemlerle kaynagindan alimini kolaylastirmak,
indol asetik asit, giberellin, sitokinin gibi fitohormonlar1 sentezlemek, siderofor
tiretmek, olarak Ozetlenebilir. Dolayli mekanizmalar ise; hidrojen siyanit, fenazit ve
bircok antimikrobiyal metabolitleri sentezlemek ve besin ic¢in yarigsmact kosullar
yaratmak, indiiklenen sistemik direncin ortaya g¢ikmasi ile bitki patojenlerine karsi
direnci artirmak gibi Ozelliklerle tanimlanmaktadir (Glick 1995). Bunlarin yanisira;
BBTER’ler agir metaller ve pestisitler gibi Kkirleticileri detoksifiye ederek, ortami

temizleme 6zelligine sahiptir.

BBTER'lerin tarimsal {iriinler i¢in inokiilant olarak kullaniminin basaris1 ve etkinligi;
bitki genotipleri, bitki gelisim asamalari, bitki savunma mekanizmalari, mikrobiyal
toplulugun diger tiiyeleri gibi bazi biyotik faktorlerden ve toprak yapisi, topragin
islenme sekli ve iklim kosullar1 gibi abiyotik faktorlerden etkilenirler (Vacheron vd.
2013). Bitki kokleri, degisen cevresel sartlara karsi ¢ok farkli salgilar iireterek,
inokulantalarin verimliligi i¢in en 6nemli faktor olan bitki bakteri etkilesimine katkida
bulunurlar. Inokulasyon verimliligini etkileyen diger 6énemli bir faktor ise; toprak tipi,
besin elementi kompozisyonu, toksik metal konsantrasyonu, toprak nemi, mikrobiyal
cesitlilik ve toprak islemesinden kaynaklanan bozulmalar gibi, toprak saglig:
parametrelidir (Souza vd. 2015).

2.3 Direk Mekanizmalar

Bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler; azot fiksasyonu, organik bilesiklerin
mineralizasyonu, mineral besinlerin ¢oziinmesi ve fitohormonlarin iretilmesi gibi

mekanizmalarla, besin alimin1 veya besin kullanilabilirligini arttirarak bitkilerin



biliyiimesini ve gelismesini dogrudan etkileyebilirler (Bhardwaj vd. 2014). Bitki
biliyiimesini dogrudan etkileyen bu mekanizmalar, mikroorganizma tiirii ve bitki
cesidine gore degisiklik gostermektedir. Mikroorganizmalarin  biyogiibre ve

biyostimiilator olarak kullanimi, direk mekanizmalar arasinda yer almaktadir.

Mahdi vd. (2010), biyogiibreleri, tasiyict bir materyal ile paketlenmis, tek baslarina
veya kombinasyon halindeki bakteri, mantar ve alg kiltiirii olarak tanimlamustir.
Biyostimiilatorler ise, bitki biliylimesi diizenleyicileri veya fitostimiilatorler olarak da
adlandirilan organik kimyasal bilesiklerdir. Bitkiler bu kimyasal molekiilleri
sentezleyebilmelerine ragmen, yine de optimum performanslart igin biiyiik 6l¢tide dis
beslemeye bagimlidirlar. Bu dig besleme, agirlikli olarak BBTER’ler tarafindan
gerceklestirilmektedir (Khalid vd. 2006).

2.3.1 Azot fiksasyonu

Azot, bitki gelisimi ve verimliligi i¢in en 6nemli makroelementtir. Evrende en bol
bulunan 5. element olan azot, protein ve niikleik asitler gibi biyomolekiillerin sentezinde
anahtar rol oynamasi agisindan, tiim canlilar i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Dogadaki
azotun ana kaynagi olan atmosferik azotun bitkiler tarafindan kullanilabilmesi i¢in

dontistiiriilmesi gerekmektedir.

Yillik azot fiksasyon verimine yaklasik % 65°lik katki saglayan ve belirli toprak
bakterilerinin aktivitesi sonucu atmosferik azot gazinin amonyaga c¢evrimi ile
ozetlenebilen biyolojik azot fiksasyonu, fotosentezden sonra meydana gelen en onemli
ikinci proses olarak kabul edilmektedir (Fisher ve Newton 2002). Bu katkinin % 83'i
simbiyotik birliktelikten saglanirken, geri kalan kisminin serbest veya iliskili yasayan
bakteriler tarafindan saglandigi diisiiniilmektedir (Graham 1988).

Biyolojik olarak azot fikse edebilen diazotrof mikoorganizmalar; serbest yasayan,
bitkilerle endofitik (bitki dokusu igerisinde) iliski gdsteren ve nodul ad1 verilen yapilar

igerisinde bitkilerle ortak yasam siiren, simbiyotik bakterilerdir (Unkovich vd. 2008).



Azotobacter, Azospirillum, Clostridium, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella,
Citrobacter, Pseudomonas, Herbaspirillim, azot fikse ettigi bilinen, ancak simbiyotik
olmayan bakterilerdir (Hayat vd. 2010). Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Allorhizobium ve Sinorhizobium tiirleri ise, baklagillerle simbiyotik iligki

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

Azot fiksasyon yetenegine sahip bakteriler arasinda rizobialar, baklagillerde nodul
olusturma yetenekleri ve bitkilere azot saglama yollar1 en iyi tanimlanmis tiirlerdir
(Premachandra vd. 2016). Bir¢ok arastirmaci rizobialarin, baklagiller ile rotasyon ekim
veya karigik ekim yapilan pamuk, tathh misir, misir, bugday ve g¢eltik bitkisinin
koklerinin i¢ dokularinda kolonize olma yetenegine sahip olduklarini gdstermisdir
(Spencer vd. 1994). Genellikle serbest yasayan bakterilerin, bitkiler ile simbiyotik
yasayan bakterilere gore ¢cok daha az miktarda azot fikse ettigi diisiiniilmektedir (James

ve Olivares 1997).

Biyolojik azot fiksasyonu ile saglanan fikse edilmis azot, olustugu ortamda
kullanilmasindan dolay1 gazlasmaya ve c¢oziinmeye karsi oldukc¢a direnglidir. Bu
nedenle bu biyolojik proses, tarima ¢ok 6nemli siirdiiriilebilinir bir katki saglamaktadir

(Dixon ve Kahn 2004).

Azot (N2) gazinin amonyaga indirgenmesi; azot fikse edebilen tiim prokaryotlarda
kompozisyonel ve fonksiyonel agidan oldukg¢a benzer olan nitrojenaz enzim sistemi
tarafindan katalizlenmektedir (Beringer ve Hirsch 1984). Ny’nin biyolojik olarak
indirgenerek amonyaga doniisiimiinii katalizleyen nitrojenazlar, korunmus yapilar1 ve
mekanik 6zellikleri ile kompleks metalloenzimlerdir (Dixon ve Kahn 2004). Bu enzimin
analoglari, N, fikse etme yetenegine sahip 100 den fazla bakteri tiiriinde tespit

edilmistir.

Nitrojenaz enzimi ilk defa 1960 yilinda anaerob bir tir olan Clostridium
pasterianum‘dan izole edilmistir. Gliniimiizde ise 30’dan fazla tiirde nitrojenaz enzimi
izole edilerek tanimlanmustir (Fisher ve Newton 2002). Azot fikse edebilen simbiyotik

ve serbest yasayan bakterilerde bulunan nitrojenaz enzimi (nif genleri tarafindan



kodlanan enzim) tipik olarak 20 protein kodlayan ve 7 operon igeren, yaklasik 20-24 kb
biiyiikliigiinde bir kiime igerisinde bulunmaktadir  (Glick 2012). Nif (nitrogen
fixation=azot tespiti) ismi ilk kez Valantine ve arkadaslar1 tarfindan, azot fiksasyonu
icin gerekli genleri belirtmek amaciyla kullanilmis ve diger arastirmacilar tarafindan da
kabul edilmistir. Serbest yasayan Azotobacter vinelandii’ye ait nif genleri, Klebsiella
pneumoniae’nin nif genleri ile kiyaslanarak analiz edilmis ve bu genler referans kabul

edilerek tanimlamalar gergeklestirilmistir (Rubio ve Ludden 2002).

Tiim diazotroflar molibden nitrojenaz sistemine (Sekil 2.1) sahiplerdir. Baz1 azot fikse
eden bakteriler, belirli gelisme kosullarinda molibden igermeyen nitrojenaz sistemlerine
de sahip olabilirler. Molibden yerine vanadyum ve demir veya sadece demir igeren

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

Molibden nitrojenaz, kompenent I ve II olarak adlandirilan iki farkli ¢6zilinebilir
metalloproteinden olusmaktadir. Kompenent I, sirasiyla nifK ve nifD tarafindan
kodlanan a ve B alt iinitelerinin iki kopyasini igermektedir. Her molekiilii 2 Mo atomu
iceren bu tetramer, 245 kDa (kilo Dalton) biiyiiklige sahiptir (Elmerich 1984).
Kompenent I, Mo ve Fe atomlar1 igermekte ve siklikla MoFe proteini veya dinitrojenaz
olarak adlandirilmaktadir (Beringer ve Hirsch 1984). MoFe proteini, P-demetleri (8Fe-
7S cluster) ve FeMo kofaktor (Mo-7Fe-9S) olmak iizere iki tip metalsiilfiir demet
icermektedir (Rees vd. 2005). Kompenent 1, nifH tarafindan kodlanan o alt Ginitesinin
yaklasik 55-65 kDa biiyiikliigiinde iki kopyasina sahiptir. Kompenent Il de Fe atomu
icerdiginden, bazen Fe proteini veya dinitrojenaz rediiktaz olarak adlandirilir (Beringer
ve Hirsch 1984). Fe proteini, alt iinitelerini kovalent olarak birbirine baglayan bir metal

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

Azot fikse etme yetenegine sahip oldugu bilinmeyen birgok mikroorganizmanin
taksonomik tanimlanmasi, azot fiksasyonunun genetik potansiyelini ortaya ¢ikaran nifH
geninin  tespiti  yoluyla gergeklestirilebilir  (Zehr wvd. 1995). nifH geni
mikroorganizmalarda diazotrofik organizmalarin genetik c¢esitliliginin tespiti ve
incelenmesi i¢in belirteg olarak kullanilmaktadir (Ueda vd. 1995).



B alt anitesi FeMo—kofaktor

Ol alt anitesi P- kumesi [4F e:4S] kimesi

MoF e-protein Fe protein

Sekil 2.1 Mo nitrojenaz enzim sistemi (Kraulis 1991)

Azotobacter vinelandii‘de molibdenin yeterli oldugu durumlarda, nitrojenaz enzim
sentezini kodlayan temel gen demetleri mutasyonel analizler kullanilarak sekanslanmis
ve biiylik Olciide karakterize edilmistir (Kennedy ve Bishop 2004). A.vinelandii’de nif
spesifik genler iki fakl kiimede gruplanmustir. Bunlardan  biri
nifHDKTYENXUSVWZMF genleri ve nif genlerinin arasina serpistirilmis birkag ORF’yi
iceren major nif kiimesi, digeri ise nifABQ, nifL genleri ve fdxN’i i¢eren minor nif
kiimesidir (Sekil 2.2-2.3) (Rubio ve Ludden 2002).
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Sekil 2.2 Major nif kiimesi (sayilar ORF’leri, harfler nif genlerini géstermektedir)
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Sekil 2.3 Minor nif kiimesi

Vanadyum igeren nitrojenaz, vnf genleri tarafindan kodlanan Nitrojenaz-2 enzim
sistemi, Fe protein-2 olarak da adlandirilan dinitrojenaz rediiktaz-2 ve VFe protein
olarak da adlandirilan dinitrojenaz-2 olmak iizere, iki komponentten olusmaktadir.
Ozdes iki alt {initeden olusan dimer yapidaki Fe protein-2’nin her bir dimeri, dért Fe
atomu ve dort kararsiz siilfide sahiptir. Hekzamer yapidaki VFe proteini, bir ¢ift o ve 8
alt linitesi ve bir ¢ift y alt {initesinden olusmaktadir. VFe proteininin her molekiilii iki

vanadyum atomu, 20 demir atomu ve 20 kararsiz siilfid icermektedir (Kennedy ve

Bishop 2004).

Demir igeren nitrojenaz, anf genleri tarafindan kodlanan Nitrojenaz-3 enzim sistemi ise
Fe protein-3 olarak adlandirilan denitrojenaz rediiktaz-3 ve FeFe proteini olarak
adlandirilan dinitrojenaz-3 olmak iizere iki komponentten olugmaktadir. Dimer yapidaki
Fe protein-3’iin her bir dimeri dort Fe atomu ve dort kararsiz siilfide sahiptir. Hekzamer
yapidaki FeFe proteini, bir ¢ift o ve P alt linitesi ve bir ¢ift y alt {initesinden
olusmaktadir. FeFe proteininin her molekiilii 24 demir atomu ve 18 kararsiz siilfid

icermektedir (Kennedy ve Bishop 2004).

Mo, V ve Fe nitrojenazlar, tiim organizmalarda substratin indirgenmesini ayni sekilde
katalizlerler. Optimum kosullarda N; indirgenmesinin toplam reaksiyonu asagidaki gibi

gerceklesmektedir (Dixon ve Kahn 2004).

N, + 8¢ + 8H" + 16MgATP —» 2 NH3 + H, + 16 MgADP + 16 Pi

Azot indirgenmesinde elektronlar, diigiikk potansiyelli demir-kiikiirtlii proteinler olan
ferrodoksinden veya flavodoksinden, dinitrojenaz rediiktaza transfer edilir. Her

elektron, transfer dongiisiinde dinitrojenaz rediiktaz, ferrodoksin/flavodoksin tarafindan
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indirgenir ve iki ATP molekiilii baglanir. ATP’nin baglanmasi, dinitrojenaz rediiktazin
yapisini degistirir ve dinitrojenaz ile dinitrojenaz rediiktazin etkilesimine izin verecek
sekilde, dinitrojenaz rediiktazin indirgenme potensiyelini diistiriir. Daha sonra, elektron
transferine bagl olarak ATP hidrolize edilir ve dinitrojenaz rediiktaz, dinitrojenazdan
ayrilir. Reaksiyonun devaminda, tekrar indirgenme ve ATP baglanma dongiisiine geri
doniilir. Dinitrojenaz yeterince indirgendiginde, azotun amonyaga indirgenecegi
reaksiyon, FeMo kofaktor merkezinde gerceklesir. Her elektron transfer asamasi, Fe ve
MoFe proteininin kompleks olusturmak i¢in bir araya geldigi ve daha sonra ayrildigi bir

dongii icermektedir (Dixon ve Kahn 2004).

2.3.2 Fosfor ¢ozme

Fosfor; azottan sonra bitki gelisimini kisitlayan ve bitkilerden maksimum verim elde
etmek icin gerekli olan ikinci Onemli elementtir. Fosfor (P), niikleik asitlerin,
fosfolipitlerin ve adenosin trifosfatin (ATP) yapisal bir bileseni ve ozellikle fotosentez
gibi 6nemli metabolik ve biyokimyasal yolaklarin temel unsuru oldugundan, bitkiler

icin 6nemli bir besin elementidir (Khan vd. 2007, Richardson ve Simpson 2011).

Topraklar genis bir fosfor rezervine (yaklasik 400-1200 ppm) sahip olmasina ragmen,
genellikle bitkiye yarayisli formdaki fosfor olduke¢a diisiik miktarda (1 ppm’in altinda)
bulunmaktadir. Bitkiler fosforu yalnizca monobazik (H2PO,) ve dibazik (HPO,) iyonlar
seklinde alabilmektedir (Bhattacharryya ve Jha 2012). Bitkiler, fosforlu giibrelerin ¢ok
az bir kismini kullanirlar. Kimyasal giibre olarak kullanilan ¢dziinmiis inorganik fosfat,
giibrelemenin hemen ardindan immobilize olmasi nedeniyle, topraklarda bulunan
¢oziinemez formdaki fosforun biiyiik bir kismini olusturmaktadir (Richardson 1994,
Yadav ve Dadarwal 1997). Toprakta fosfor, hem mineral (inorganik) ve hemde organik
formda bulunmaktadir. Topraktaki ¢oziinmeyen fosforun mineral formu; apatit,
hidroksiapatit, oksiapatit ve zayif ¢oziinebilen Fe, Al, Mn bilesikleri seklinde bulunur
(Rodriguez ve Fraga 1999). Mineral P; killi topraklarda fiksasyon veya adsorbsiyon
yoluyla kullanilamaz hale gelirken, alkali topraklarda Ca-P, Mg-P gibi katyonlarla iliski
vererek, asidik topraklarda ise Fe-P, AIl-P gibi ¢okelme reaksiyonlarini nedeniyle

kullanilamaz forma doniisiir (Adnan vd. 2017). Topraktaki fosforun yaklasik % 30-
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50’sini olusturan organik fosfor, ¢ogunlukla mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan
sentezlenen inositol fosfat ve bunun yanisira fosfomonoesterler, fosfolipitler, niikleik

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

Organik ve inorganik formdaki fosforu mineralize edebilen ve ¢ozebilen bakteriler,
fosfat ¢oziicii bakteriler (PSB) olarak adlandirilmakta, ekonomik ve ¢evre dostu
olmalar1 yoniiyle kimyasal giibrelemeye alternatif olusturmaktadirlar (Khan vd. 2007).
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter en giiclii fosfat ¢oziicii bakteriler
olmak tizere Azotobacter, Beijerinckia, Burkholderia, Erwinia, Flavobacterium,
Microbacterium ve Serratia cinslerine ait bazi tiirler de fosfat ¢oziicli bakteriler olarak
bilinmektedir (Whitelaw 2000, Bhattacharyya ve Jha 2012).

2.3.2.1 Inorganik fosforun céziinmesi

Inorganik fosforun bakteriler tarafindan ¢oziinmesini agiklayan bircok mekanizma
vardir. Temel mekanizma; basta organik asitler, sideroforlar, protonlar, hidroksil
iyonlari ve CO; olmak {iizere, mineral ¢oziicli bilesiklerin bakteriler tarafindan
tiretimidir (Sharma vd. 2013). Fosfat ¢oziicii bakterilerin; glukonik asit, 2-ketoglukonik
asit, laktik-izovalerik-izobutirik-asetik asit karigimi veya glikolik, oksalik, malonik ve
suksinik asit gibi organik asitleri salgiladiklar1 tespit edilmistir (Rodriguez ve Fraga
1999). Periplazmik boslukta direk oksidayon yolu ile sentezlenen organik asitlerin
inorganik fosforu ¢o6zmesi, pH‘in diisiiriilmesi ve katyonlarin selatlanmasi esasina
dayanmaktadir (Behera vd. 2017). Bu sekilde hidroksil ve karboksil gruplari, fosfatlara
bagl aliminyum fosfat (AlsPO,4), demir fosfat (FesPO4) ve trikalsiyum fosfat
(Caz(POy4),) gibi bilesiklerdeki katyonlar1 selatlayarak fosforu alinabilir forma
doniistiiriiler (Goldstein 1995, Sagoe vd. 1998, Zhao vd. 2014).

Inorganik fosforun ¢oziinmesinde bir diger mekanizma ise, mikroorganizmalar
tarafindan siilfiirik, nitrik ve karbonik asit gibi inorganik asitlerin salgilanmasidir.
Inorganik asitlerin salgilanmasinin; mikrobiyal kiikiirt oksidasyonu, nitrat iiretimi ve

CO; olusumunun bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 6ne siiriilmektedir (Sharma vd. 2013).
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Ancak bu mekanizma organik asitlerlerle kiyaslandiginda ¢ok diisiik bir etkinlige

sahiptir (Alori vd. 2017).

NH, asimilasyonundan kaynaklanan H salinimi, alternatif bir P ¢6zme mekanizmasi
olarak diisiiniilmektedir (Parks vd. 1990). Baz1 mikroorganizmalar i¢in NH, kaynakli

proton salimi, P ¢oziiniirliigiinii tesvik eden tek mekanizma gibi goriinmektedir.

2.3.2.2 Organik fosforun ¢oziinmesi

Organik  fosfor ¢Oziiniirliigii, organik fosfor minerilizasyonu olarak da
adlandirilmaktadir. Basta inositol olmak iizere, topraktaki ¢esitli organik fosfat
bilesikleri alkali ve asit fosfatazlar tarafindan substrat olarak kullanilarak inorganik
forma  dondstirtliirler (Beech vd. 2001). Organik formdaki  fosforun
minerilizasyonunda rol oynayan ilk enzim grubu, organik bilesiklerin fosfor esterini
veya fosfoanhidrit bagini defosforile eden sipesifik olmayan asit fosfatazlardir
(NSAPs). PSB’ler tarafindan salgilanan NSAPs’ler arasinda, iizerinde en yogun
calisilan enzim, fosfataz olarak da adlandirilan fosfohomonoesterazlardir (Nannipieri
vd. 2011). Fosfatazlar, optimum aktivite gosterdikleri pH degerlerine bagl olarak, asit
ve alkali fosfatazlar olmak tizere iki grup altinda siniflandirilmaktadir (Jorquera vd.
2008). Asit fosfatazlar asidik topraklarda baskinken, alkali fosfatazlar notr ve alkali
topraklarda daha fazla bulunurlar (Renella vd. 2006)

PSB’ler tarafindan, organik P minerilizasyonu i¢in salgilanan bir diger enzim grubu ise
fitazlardir. Bu enzimler fitat seklinde depolanan organik fosforun serbest kalmasinda ve
bitkiler tarafindan aliminda rol oynar (Richardson ve Simpson 2011). Bitki
tohumlarinda ve polenlerde depolanan baslica P formu olan fitat, inositollerin birincil
kaynag1 ve topraktaki organik P'min baslica bilesenidir (Richardson 1994). Fosfotazlar
ve C-P liyazlar, organofosfatlarin C-P bagini parcalayarak P’un serbest kalmasin
saglarlar (Rodriguez vd. 2006).
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2.3.3 Potasyum ¢oézme

Bitki gelisimi igin gerekli {glinci temel makroelement olan potasyum; hiicre
bliylimesinde, enzim, protein, seliilloz ve vitaminler gibi molekiillerin salgilanmasinda

kilit rol oynamaktadir (Verma vd. 2017).

Potasyum toprakta suda ¢oziiniir, degisebilir, degismez ve mineral olmak {izere dort
formda bulunur. Suda ¢6ziinlir potasyum, bitkiler ve mikrooragnizmalar icin direk
aliabilir formdadir. Ancak yikanarak kaybolma potansiyeli vardir. Kil minerallerine ve
humik maddelere elektrostatik olarak baglanmis olan degisebilir formdaki potasyum,
bitkiler tarafindan kolayca alinabilir 6zelliktedir (Barre vd. 2008). Ancak bu formlar
toprakta bulunan potasyumun; sirasiyla, yaklagik % 0,1-0,2 ve % 1-2’sini olustururlar
(Sparks 1987). Degismez ve mineral formdaki potasyum bitkiler tarafindan ¢ok yavas
alinir ya da hi¢ alinamaz (Pal vd. 2001). Topraklarda potasyum, en fazla mika
(muskovit, biotit) ve feldispat gibi birincil yapilara bagli sekilde mineral formda
bulunur. Potasyum feldispat, potasyumu toprak ¢ozeltisine direk olarak verebilirken,
mikalar icerisindeki potasyum elektrostatik giiglerle sikica tutulur. Ana kayadan olusan
K-feldispat ve mikalardan olusan ikincil toprak mineralleri, bitki tarafindan alinabilir

potasyumun kaynagidir (Singh ve Goulding 1997).

Toprak mikroorganizmalar1 potasyumun c¢evriminde, ¢éziinmez formdaki potasyumu
bitkinin kullanabilecegi forma donistlirebildikleri icin, kilit rol oynamaktadir.
Acidithiobacillus, Agrobacterium, Aminobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus,
Clostridium, Delftia, Enterobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Microbacterium,
Myroides, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, ve Sphingomonas
cinslerine dahil bazi tiirlerin potasyum ¢oziicii 6zellige sahip oldugu belirlenmistir

(Verma vd. 2017).

Potasyum c¢oziicii bakteriler (KSB), salgiladiklar1 organik asitler vasitasiyla direk
potasyum bilesiklerini ¢6zebilir ya da silikon ve aliiminyum gibi katyonlar1 selatlayarak
potasyumun serbest kalmasini saglayabilirler. Potasyum ¢oziicli bakteriler sitrik asit,

tartarik asit ve glukonik asit gibi organik asitleri salgilamalari sonucu, potasyumu
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feldspar ve illite coziindiirerek bitkilerin kolayca alabilecegi forma doniistiiriirler.
Mineral fosfatin ¢oziinmesinde en etkili asitler, glikolik ve suksinik asit olarak
bilinmektedir (Prajapati ve Modi 2012, Zarjani vd. 2013).

2.3.4 Siderofor uretimi

Demir (Fe); fotosentez, solunum, klorofil biyosentezi ve biyolojik azot fiksasyonu gibi
bircok prosese katki sagladigi i¢in, bitkiler ve mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir
mikroelementtir (Dixon ve Kahn 2004). Demir, toprakta yer alan en yaygin 4. element
olmasina ragmen, oksijenli ortamlarda mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan
almamayan, hidroksi ve oksihidroksi Fe™ iyonlar seklinde bulunur (Rajkumar vd.
2010). Mikroorganizmalar ve bitkiler, yiikksek miktarda demire ihtiya¢ duyduklarindan,
yeterli demir eldesi igin yaris igindedirler. Fe’in ¢evreden biyoaliminin disiik
olmasindan dolay1, mikroorganizmalar siderofor tiiretmek gibi spesifik stratejiler
gelistirmislerdir.  Sideroforlar;  6zellikle Fe’in smurli  oldugu  durumlarda
mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan tretilen diisiik molekiiler kiitleye (200-2000
Da) sahip metal selatlayici ajanlardir (Schwyn ve Neilands 1987). Demiri mineral ve
organik bilesiklerden ayirmak igin ¢6ziicii olarak davranan sideroforlar; Pseudomonas,
Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Serratia, Azospirillum ve Rhizobium gibi bir¢ok
bakteri tarafindan sentezlenirler (Glick vd. 1999, Loper ve Henkels 1999).

Sideroforlar, ferrik iyonlar1 koordine etmek icin yiiksek afiniteli bir ligand kiimesi
saglayabilen, yan zincirler ve fonksiyonel gruplar igeren kiiciik peptidik molekiiller
olarak tanimlanirlar (Crosa ve Walsh 2002). Bakteriyal sideroforlar; yapisal 6zellikleri,
ligand tipleri ve demirle uyumlu fonksiyonel gruplarina goére; katekholatlar,
karboksilatlar ve hidroksamatlar olmak iizere ii¢ ana kategoride siniflandirilmaktadirlar
(Matzanke 1991, Crowley 2006). Bunlarin yanisira; ana fonksiyonel gruplarin
karisimini igeren bakteriyel sideroforlar da vardir (Cornelis 2010). Bilinen 500’e yakin
siderofordan yaklasik 270 tanesinin kimyasal yapisi tanimlanmistir (Neilands 1981,
Hiden ve Kang 2010).
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Demirin siderofor araciligiyla ¢oziinmesi ile ilgili farkli mekanizmalar 6ngériilmektedir.
En genel mekanizma; siderofor-Fe (III) kompleksinin mineral yiizeyde olusmasi, daha
sonra ¢evresindeki toprak ¢ozeltisine aktarilmasi ve mikroorganizmalar veya bitkiler
tarafindan alinabilmesi i¢in uygun hale gelmesi, seklinde 6zetlenebilir (Kalinowski vd.
2000, Kraemer 2004).

Mikroorganizmalarda, siderofor aracili demir alimi, hem reseptore ve hem de enerjiye
bagimli bir siirectir (Sigel ve Sigel 1998). Mikroorganizmalar farkli siderofor-Fe
transfer sistemlerine sahiptir. Bu sistemler Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
arasinda da farklilik gosterir. Gram-negatif bakteriler, hiicre yiizeyindeki siderofor-Fe
(IIT) kompleksini tantyan TonB bagimli dis membran reseptorleri igerirler (Krewulak ve
Vogel 2008). Fe-siderofor kompleksi, dis membran reseptor proteinleri FecA ve FepA
araciligryla hiicre igine alinir. Daha sonra ATP baglanma kaseti (ABC) transport sistemi
olarak adlandirilan FecC,D,E ve FepC,D,E proteinlerine transfer edilir ve Ton B
membran proteininin yardimi ile siderofor-Fe kompleksi sitoplazmaya taginir (Davidson
ve Nikaido 1991, Boos ve Eppler 2001). Gram-pozitif bakterilerde dis membran
reseptorleri yoktur. Bu nedenle siderefor-Fe (III) kompleksi; periplazmik bosluk
olmadig1 i¢in, hiicre zarina tutunmus periplazmik siderofor baglayict proteinler
tarafindan tutulur (Fukushima vd. 2013). Daha sonra Gram negatif bakterilerde oldugu

gibi, sitoplazmaya tasinir (Braun ve Hantke 2011).

Bitki rizosfer bolgesindeki sideroforlarin en 6nemli biyoteknolojik kullanimi, bitkiye
demir saglamak ve kokii istila eden parazitlere karsi ilk savunma gorevi gormektir.
Mikrobiyal sideroforlarin, Fe aliminin diisiik oldugu durumlarda bitkilere Fe sagladig:
bilinmesine ragmen, bu mekanizma tam olarak agiklanamamaktadir (Crowley 2006).
Bitkilerin, mikrobiyal sideroforlar araciligiyla Fe alimma iligkin iki muhtemel
mekanizma Onerilmektedir. Bunlardan birincisi, yiiksek redoks potansiyeline sahip
mikrobiyal sideroforlardir ve bunlar Fe (II)’nin bitkinin tasima sitemine gecisini azaltir.
Bu mekanizmada; mikrobiyal siderofor-Fe(ll1) kompleksi, sideroforun demirden
ayrildigr diistiniilen bolge olan bitki koklerindeki apoplasta tasmir (Mengel 1995).
Sonug olarak kokte yiiksek Fe konsantrasyonun artigina sebep olan Fe (I1) apoplastta
kalir (Kosegarten vd. 1999). Ikinci mekanizmada ise; mikrobiyal sideroforlar topraktaki
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demiri selatlar ve sonra fitosideroforlar ile ligand degisimi yapar (Masalha vd. 2000).
Bu mekanizma; mikrobiyal sideroforlarin ve fitosideroforlarin kararligi, konsantrasyonu
ve kok ¢evresinin redoks potansiyeli ve pH durumu gibi birgok paremetreye baglidir
(Crowley 2006).

Sideroforlar sadece demir ile degil; Al, Cd, Cu, Pb ve Zn gibi agir metallerle de
kompleks olustururlar (Neubauter vd. 2000, Kiss ve Farkas 1998). Sideroforlarin bu
Ozellikleri, Fe disindaki belirli metaller icin giliclii bir afinite ve secicilige sahip
olabilecegi anlamina gelen ligand fonksiyonlarindan kaynaklidir (Hernlem vd. 1999).
Boylece sideroforlar, biyoremedasyon sagladigi gibi, bitkilerin agir metal stresini de
hafifletmis olur (Belimov vd. 2005, Diels vd. 2002).

2.3.5 Bitkisel hormon iiretimi

Bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler, bitki diizenleyicileri olarak da adlandirilan bitki
hormanlarin1 sentezleyip salgilayarak bitki biiyiimesi ve gelismesinde diizenleyici rol
oynarlar. Bitki diizenleyicileri, bitkilerin fizyolojik siire¢lerini son derece diisiik
konsantrasyonlarda dahi etkileyebilen organik molekiillerdir (Dobbelaere vd. 2003). En
iyi bilinen bitki diizenleyicileri; oksinler, gibberellinler, sitokininler, etilen ve apsisik

asit olarak bes sinifa ayrilmaktadirlar (Zahir vd. 2004) .

2.3.5.1 Oksinler

Oksinler, bitkinin hayatindaki bir¢ok biiylime ve fizyolojik siirecin koordinasyonunda
temel bir rol oynayan, bitki gelisimi i¢in gerekli olan bitki hormonlaridir. Indol-3-asetik
asit (IAA) bitkiler, bakteriler ve funguslar tarafindan iiretilen ve lizerinde en fazla
calisma yapilmis dogal oksindir. IAA, bitki hiicre bdliinmesini, biiylimesini ve
farklilasmasini etkiler, tohum ve yumru ¢imlenmesini uyarir, ksilem oranint ve kok
gelisimini arttirir, vejatatif bliylimeyi kontrol eder, 1518a, yergekimine tepkilere aracilik
eder, fotosentez, pigment olusumu ve ¢esitli metabolitlerin biyosentezini etkiler ve stres

kosullarina kars1 bitkiyi korur (Tsavkelova 2006, Spaepen ve Vanderleyden 2011).
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Cesitli bitki rizosferlerinden izole edilen mikroorganizmalarin yaklagik % 80’inin
sekonder metabolit olarak oksin sentezledigi ve salgiladigi bilinmektedir (Patten ve
Glick 1996). Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Azotobacter, Klebsiella,
Pseudomonas ve Arthrobacter cinslerine dahil bakterilerin, bazi aktinomisetler ve
funguslarin TAA freterek bitki biiylimesini tesvik ettigine dair bir¢cok bilimsel veri
mevcuttur (Khamna vd. 2010, Reineke vd. 2008).

Bakteriler tarafindan salgilanan IAA’nin, bitkiler tarafindan alinmasi sonucu bitki IAA
havuzu degisir ve bdylece bakteriler tarafindan salgilanan IAA birgok bitki gelisim
stirecine etki etmis olur (Spaepen vd. 2007, Glick 2012). Bunlarin yanisira bakteriyal
IAA kok yiizey alanin1 ve boyunu arttirarak, bitki besin elementlerinin alimini tegvik
eder ve bitki hiicre duvarlarim1 gevseterek, rizosfer bakterilerinin biiylimesini

desteklemek i¢in ek besin saglayan kok salgilarini arttirir (Glick 2012).

IAA triptofan bagimli veya triptofan bagimsiz olmak tizere iki farkli yolakla
sentezlenebilmektir. IAA'min ana Onciisii olarak tanimlanan triptofan, IAA
biyosentezinin seviyesini degistiren en Onemli molekiildir (Zaidi vd. 2009).
Bakterilerde TAA sentezi kok salgilarindaki oOnciillerin varligina baglhidir. Triptofan
bagimli TAA sentezinde, genetik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak, degisik ara
tirlinler ile karakterize edilen farkli yolaklar tanimlanmistir. Bilinen baslica 5 yolak
olmasina ragmen, bu yolaklardaki tiim genler, kodlanmis enzimler ve ara iiriinler heniiz
belirlenememistir (Sekil 2.4). Cesitli patojenlerde bulunan Indol-3-asetamit (IMA)
aracilt IAA yolag, yiikksek miktarlarda IAA {ireterek bu suslarin viriilansina katkida
bulunmaktadir. Bu yolaga ayn1 zamanda azot fikseri Rhizobium ve Bradyrhizobium
tirlerinde de rastlanmistir. Indol-3-piirivat (IPA) bitkilerde oksin {iretimi i¢in ana
yolaktir. Bu yolaga bazi fitopatojenlerde, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Enterobacter cloacae, Paenibacillus, Pseudomonas ve Rhizobium gibi bitkiye faydali
bakterilerde ve siyanobakterilerde rastlanmaktadir. Triptamin yolaginda, triptofan
oncelikle triptamine dekarboksile edilir ve sonrasinda aminoksidazlar tarafindan IAA’e
dontistiiriilir. Bir diger yolak olan indol-3-asetonitril (IAN) yolagi bitkilerde uzun
yillardir ¢alisilmig, ancak halen tam anlami ile agiklanamamistir. Bakterilerde ise 1AN

yolagina 6zgii bazi nitrilazlar tespit edilmistir. Triptofan sentez izyolu mutantlarinin

18



analizi, bitkilerin triptofan onciisii olmadan da 1AA'y1 sentezleyebildigini gostermis ve
bu triptofan bagimsiz yolaktaki dallanma noktasinin, indol-3 gliserol fosfat veya indol

oldugu ortaya konmustur (Spaepen ve Vanderleyden 2011).

Inele-3-acetakdouime

== = Indole-3-acetanilrile
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. * ,-"
I |I'IdIJE"3'I:.P;"JI|'HI.E _— I1du|n-3-u.c\cladnh'|.'d|: !
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L " Tryplamine T

Indiale-3-lactale Tryplaphod

Sekil 2.4 TAA sentezi yolaklari (Ahemad ve Kibret 2014)

2.3.5.2 Sitokininler

Sitokininler, tanimlamasi ve miktar tayini zor olan ve bitkilerde genellikle disiik
miktarlarda bulunan, 6nemli bitki hormanlaridir. Bitkiler tizerindeki en dnemli etkileri;
hiicre boliinmesini, kok gelisimini ve kilcal kok olusumunu tesvik etmektir
(Frankenberger ve Arshad 1995). Bu molekiil, endojen olarak bitkiler tarafindan
tiretilebilmekte veya eksojen olarak BBTER’ler yoluyla edinilebilmektedir (Pospisilova
2003). Bitkiler ve mikroorganizmalar, 30°dan fazla bitki bliyliimesini tesvik eden
sitokinin grubu bilesik sentezleyebilmektedir. Rizosferde bulunan mikroorganizmalarin
yaklasik % 90’1min in vitro sartlarda sitokinin sentezleme yetenegine sahip oldugu tespit

edilmistir (Barea vd. 1976).
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2.3.5.3 Giberellinler

Gibberellinler; kok wuzamasi, endosperm metabolizmasi, tohum g¢imlenmesinin
desteklenmesi ve meyve gelisimi gibi bircok Onemli bitki fonksiyonunun yerine
getirilmesinde rol almaktadir (George vd. 2008). Gibberellinler; mantarlar ve bitkiler
tarafindan sentezlenmenin yanisira, bakteriler tarafindan da sentezlenirler (MacMillan
2002). Bitkilerde, fotosentetik islemlerin gergeklesmesinde hayati rolleri nedeniyle
giberellinler ve iiretici cinsler, birgok bitkinin stres toleransini artirabilen onemli bitki
gelisimi biyodiizenleyicileri olarak kabul edilirler (Kang vd. 2009). BBTER'lerin,
giberellik asidin sentezi yoluyla bitki biiylimesini nasil arttirdigina dair kesin
mekanizmalar heniiz anlagilmamistir. 100 den fazla giberellin bilinmekte olup, en
yaygin olarak taninan gibberellin, GA3 olarak da adlandirilan giberellik asittir.

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

2.3.5.4 Etilen

Etilen, bitki biliylimesi, gelisimi ve olgunlagsmasi ile ilgili tiim mekanizmalarin
diizenlenmesinde gorev alan, diisiik konsantrasyonlarda etki gosteren ve endojen olarak
tiretilen, gaz halindeki bir fitohormondur (Saleem vd. 2007). Etilen, olgunlasma
hormonu olarak taninmasina ek olarak, kok ve kilcal kok olusumunu da tesvik
edebilmektedir. Ayrica, ¢imlenmeyi uyarir ve tohumlarin dormansini bozar (Esashi
1991). Bununla birlikte, eger ¢imlenmeden sonra etilen konsantrasyonu yiiksek kalirsa,

kok uzamasi inhibe olur (Jackson 1991).

2.3.5.5 Absisik asit

Absisik asidin stoma kapanmasindaki birincil rolii ve bitki tarafindan alim1 ve tasinmasi
iyi tammmlanmistir. Yapilan ¢alismalarda, absisik asidin kurak ve yar1 kurak iklimler gibi
su stresi yasanan ortamlarda rizosferde bulunmasinin, bitki gelisimi i¢in son derece

onemli oldugu kanitlanmistir (Frankenberger ve Arshad 1995).
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2.4 Dolayh Mekanizmalar

Dolayli mekanizmalar, bitki biliylimesini tesvik edici bakterilerin, bitkilerin dogal
direncini artiran maddeler tireterek fitopatojenlerin bitkiler tizerindeki zararli etkilerini
Onlemesi ve ayrica bitkilerin ¢evresel stres altinda (abiyotik stres) aktif olarak
biliylimesine veya bitkilerin enfeksiyonlardan (biyotik stres) korumasina yardimci olan

bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Akhgar vd. 2014, Singh ve Jha 2015).

Bitki hastaliklarinin etkisini azaltan faydali toprak mikroorganizmalariin kullanilmasi,
biyolojik kontrol olarak adlandirilirken; kullanilan bu mikroorganizmalar, biyokontrol
ajanlar1 olarak tanimlanmaktadir (Kandel vd. 2017). Bir patojene karsi inhibisyon
etkisine sahip olan mikroorganizmalar ise, antagonistler olarak adlandirilmaktadir
(Dixon ve Kahn 2004).

Bakteriyal biyokontrol ajanlarinin antagonistik aktiviteleri; patojenik mantar hiicrelerini
pargalayabilen kitinazlar, glukanazlar, proteazlar ve lipazlar gibi hidrolitik enzimlerin
sentezi, besin ve yasam alani i¢in rekabet, bitkide etilen seviyesini modiile etmeye etki
eden ACC seviyesinin ACC-deaminaz enzimi ile diizenlenmesi, siderofor ve antibiyotik
tiretimi, uyarilmig sistemik direng gibi mekanizmalar1 i¢ermektedir (Beneduzi vd.
2013). Bunlarin yanisira hidrojen siyaniir iiretimi de etkili mekanizmalardan biridir.
Siderofor, bakteriyosin ve antibiyotik sentezi, bir antagonistin fitopatojen
proliferasyonunu en aza indirmek veya onlemek igin kullanabilecegi en etkili ve en iyi

bilinen mekanizmalardan ti¢iidiir (Dixon ve Kahn 2004).

2.4.1 Antibiyotik iiretimi

Antibiyotikler,  bitkilerde toprak kaynakli  enfeksiyonlarin  baskilanmasinda
rizobakterilerin sahip oldugu oldukga etkili bir mekanizmadir (Handelsman ve Stab
1996). Bakteriler tarafindan farkli antibiyotiklerin sentezi, bitki patojeninin, genellikle

mantarlarin ¢gogalmasin1 6nleme kabiliyetiyle iligkili bir 6zelliktir (Compant vd. 2005).
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Cogu biyolojik kontrol ajant BBTER’ler, mantar patojenlerini inhibe eden bir veya
birkag antibiyotik grubu iiretmektedirler (Haas ve Defago 2005).

Bacillus sp. ve Pseudomonas sp. antibiyotik iireterek patojen mikroorganizmalari inhibe
eden BBTER’lerin basinda gelmektedir (Ulloa-Ogaz vd. 2015). Mantar ve bakteri
suglarindan izole edilmis ¢ok sayida antibiyotik, patojenlerin hiicre duvari sentezini
onleyen, hiicrelerin zar yapilarint bozan ve ribozomun kiigiik alt biriminde protein
sentezi baslatma komplekslerinin olusumunu engelleyen etki mekanizmalarina sahiptir

(Maksimov vd. 2011).

Mikrobiyal savunma sistemlerinde kullanilan bakteriyosinler; Riley ve Wertz (2002)
tarafindan yapilan bir incelemeye gore, geleneksel antibiyotiklerden farkli olarak,
genellikle antagonistik spektrumuna sahiptirler ve sadece tireten tiir ile yakindan iligkili

bakteriler i¢in toksiktirler.

2.4.2 Litik enzim sentezi

Biyokontrol ajanlari tarafindan toprak kaynakli patojenleri kontrol etmek i¢in kullanilan
ana mekanizmalardan bir digeri, hiicre duvari yapisini pargalayan enzimlerin
tiretilmesidir (Kobayashi vd. 2002). Kitinaz, seliilaz, $f-1,3 glukanaz, proteaz ve
lipazlar gibi litik enzimleri sentezleyen biyokontrol bakterileri, birgok patojenik
mantarin hiicre duvarini pargalama yetenegindedir. Kitinaz ve ff-1,3 glukanaz, fungal
hiicre duvarinin ana bileseni olan ¢dziinmeyen lineer yapili b-1, 4-N asetilglukozaminin
polimeri olan kitini pargalar. Boylece rizobakteriler, hedef patojenin hiicre duvarlarinin

yapisal biittinligiinii etkilemis olur (Budi vd. 2000)

Bu enzimlerin birini veya birgogunu sentezleyebilen bakteriler; Botrytis cinerea,
Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia solani ve
Pythium ultimum gibi patojenik funguslara kars1 biyokontrol aktivitesi gostermektedir
(Frankowski 2001).
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2.4.3 Siderofor iiretimi

Sideroforlar zararli pestisitlere karsi, gevre dostu alternatifler olarak da bilinmektedirler
(Schenk vd. 2012). Bakteriler tarafindan salgilanan siderofor, bitkiye besin elementi
olarak katki saglamasmin yanisira (dogrudan etki), ortamdan demiri uzaklastirmak
suretiyle bitki patojenlerinin eliminasyonunu gerceklestirerek de etki gosterebilir
(dolayli etki). BBTER’lerin salgiladiklar1 sideroforlar, bazi fitopatojenlerin yeterli
miktarda demir almasin1 6nleyerek, ¢cogalma kabiliyetlerini sinirlar. Bu mekanizmanin,
sideroforlarin demire kars1 patojen funguslardan daha fazla afiniteye sahip olmalarindan
dolay1 etkili oldugu diisiintilmektedir (Kloepper vd. 1980). Patojenlerin baskilanmasi;
demir eksikliginden kaynaklanan biliylimenin baskilanmasi, niikleik asit sentezininin
diismesi, sporiilasyonun inhibisyonu ve hiicre morfolojisinde meydana gelen
degisikliklere bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (Mathiyazhagan vd. 2004). Biyokontrol
amaciyla kullanilan rizobakteriler arasinda floresans 6zellik igeren Pseudomonas tiirleri,
farkli bitkilerin rizosferindeki demir igin (Fe™) en onemli yarismacilari teskil
etmektedir. S6z konusu rizosferde floresans pigmentli piyoverdinler (psdydobaktinler)
ve floresans olmayan piyokellinler olmak iizere iki ana tip siderofor bulunmaktadir

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

2.4.4 Hidrojen siyaniir (HCN) iiretimi

HCN, iyi calisilmis ucucu bir biyokontrol ajanidir. HCN, Gram negatif bakteriler
tarafindan, HCN sentaz aracilig1 ile glisinden {iretilen bir sekonder metobolittir (Castric
1994). Siyaniir iyonu, metalloenzimleri, esas olarak da sitokrom c oksidazdaki bakir
inhibe eder (Blumer ve Haas 2000).

2.4.5 Yarisma

Bazi dolayli kanitlar, patojenler ile BBTER ler arasindaki rekabetin, bitkilerede hastalik
etkisini ve siddetini sinirlayabilecegini gostermektedir. Yararl toprak bakterileri bitki

yiizeylerini hizli bir sekilde kolonize eder ve mevcut besinlerin ¢ogunu kullanarak
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patojenlerin biiylimesini zorlastirir (Glick 2012). BBTER'ler besin kullanimi sonucu
tesvik ettigi dogal biiylimenin yani sira; igerdikleri flagellar yapilar, lipopolisakkaritler,
kemotaksi yetenekleri ve salgilanan kok eksiidalarinin  kullanilmasi: gibi diger

Ozelliklerinin de rekabeti arttirdigi saptanmistir (Lugtenberg ve Kamilova 2009).

2.4.6 ACC deaminaz aktivitesi

Bitkiler tipik olarak, stresin bitki {izerindeki etkilerini arttiran etileni sentezleyerek
fitopatojenlerin varligima yanit verirler (Abeles vd. 1992). Bitkilerde fitopatojenlerin
neden oldugu zarar1 azaltmanin bir yolu bitkinin etilen tepkisini azaltmaktir (Glick ve
Bashan 1997). Bunu basarmanin en basit yontemi ise; ACC deaminaz sentezleyen

BBTER’lerin varliginin artirtlmasidir (Glick vd. 1998).

Etilen, bitki biiylime diizenleyicisi olmasinin yan sira, aynt zamanda stres fitohormonu
olarak da islev gormektedir. Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda (patojen hasari, sel,
kuraklik, tuz, organik ve inorganik kirletici maddeler dahil), etilen iiretimi biiytik 6lctide
hizlanir ve kdklerin biiylimesini dolayisiyla bitkinin biiylimesini olumsuz etkiler (Souza
vd. 2015). Cesitli cevresel stres kosullarina cevap olarak artan etilen miktari, stresin
bazi septomlarini artirabilmekte veya olumsuz kosullar altinda bitki sagkalimini artiran

tepkilere yol acabilmektedir.

Bitkilerde etilen seviyesini azaltmay:r hedefleyen mekanizmalar, halen 6nemli bir
arastirma konusudur. Bu amagla kullanilan yontemlerden biri, bakteriler tarafindan
sentezlenen 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminazin aktivitesinden
yararlanmaktir (Farajzadeh vd. 2012). Bu sayede bitkilerde etilen biyosentezinin dnciisii
olan ACC’yi hidrolize edilebilmektedir (Yang ve Hoffman 1984). Bitki koklerinden
salinan ACC, toprak mikroorganizmalar1 tarafindan alinir ve ACC deaminaz enzimi
tarafindan hidrolize edilir. Boylece ortamdaki ACC miktar1 azalmis olur. Bu hidrolizin
irtinleri, amonyak ve asetobutirat, bakteri tarafindan biiyiime i¢in azot ve karbon

kaynag1 olarak kullanilir (Klee vd. 1991).
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ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugu bilinen cinsler arasinda Acinetobacter,
Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia ve Rhizobium yer almaktadir (Zahir
vd. 2009, Kang vd. 2010).

2.4.7 Uyarilmis sistemik diren¢

Uyarilmis sistemik direng (ISR), belirli bir ¢evresel uyarana yanit seklinde ortaya ¢ikan
gelismis bir savunma mekanizmasi olarak tanimlanmus, fizyolojik bir durumdur. Bir
savunma mekanizmasi olan sistemik kazanilmis direngten (SAR) farkli olarak, ISR
patojenlerin primer enfeksiyonunu takiben, tiim bitkide aktive olur (Ryals vd. 1996).
ISR ve SAR farkli sinyal yollarindan etkilenen mekanizmalardir. SAR, salisilik asit
(SA) ve ISR indiiksiyonu, jasmonik asit (JA) ve etilen (ET) sinyal yollarina gereksinim
duyar (Van Loon vd. 1998).

Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler, birgok bitkide ¢esitli ¢evresel streslere karsi
sistemik diren¢ saglamaktadirlar (Prathap ve Ranjitha 2015). BBTER’lerdeki ISR;
salisilik asit, siderofor, lipopolisakarit, flagella, N-asil homoserin lakton molekiilleri ve
antibiyotik iiretimi ile gergeklestirilebilmektedir. Bu biyolojik kontrol mekanizmasina
Bacillus, Pseudomonas ve enterobakterilerde yaygin olarak rastlanir (Jourdan vd. 2009).
ISR pozitif bakteriler, uyarilmis defans mekanizmalari ile patojen ataklarina kars1 daha
hizli ve giiclii reaksiyon verirler. ISR, diren¢ indiikleyici BBTER ile patojen arasinda
herhangi bir dogrudan etkilesim gerektirmez (Bakker vd. 2007). Bitkilerde direng
indiiklendiginde, patojenik mantarlara, bakterilere ve viriislere kars1 spesifik olmayan

bir koruma ortaya ¢ikmaktadir (Silva vd. 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Bu ¢alismada; Ankara’nin il¢elerinden alinan 26 toprak orneginden izole edilen 70 adet
bakteri susu, Staphylococcus aureus, E.coli ATCC 25922 ve Azotobacter vinelandii
indikator bakterileri ve bitki patojeni Sclerotium rolfsli, Fusarium culmarum,

Pseudomonas tomato bakteri ve mantarlar1 kullanilmastir.

Bakteriler nutrient agar ve azotsuz Burk’s agar ortamlarinda 5+3 °C’de ve nutrient
broth’a % 60°lik steril gliserol ilave edilerek, -80 °C’de saklanmistir. Calisma

materyalleri nutrient broth ortaminda 5+3 °C’de haftalik transferlerle korunmustur

3.1.2 Test bitkisi

Sera denemelerinde test bitkisi olarak Tosunbey bugday (Triticum sp.) cesidi
kullanilmistir. Tosunbey (Ekmeklik Bugday); kil¢ikli ve beyaz basakli, beyaz tanelidir.
Alternatif gelisme tabiatli, soguga, kuraga ve yatmaya dayanikli, giibreye tepkisi iyi
olan bir gesittir. Bin tane agirlig1 28-35 g, hektolitre agirligi 79-80 kg, sedimentasyonu
50-66,3, protein orant % 13-14, yumusama degeri 55-80 arasinda olup, ekmeklik
kalitesi olarak 1. simfta yer almaktadir. Sar1 ve kara pasa dayaniklidir. I¢ Anadolu ve

Gegit bolgelerinin taban ve yari taban alanlaria 6nerilmektedir (Anonim 2019).

3.2 Yontem

3.2.1 Toprak érneklerinin alinmasi

Bakteri izolasyonu i¢in kullanilacak olan topraklar, Ankara ilinin farkli noktalarindaki

mera alanlarindan Mayis-Temmuz aylarinda rastgele ornekleme ile, iyi gelisme
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gostermis bitkilerin rizosfer topragindan 0-20 cm derinlikten alinmigtir. Yaklasik 1 kg
alman toprak numuneleri, +4° C’de laboratuvara transfer edilmis ve analize alinincaya

kadar +4° C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Toprak orneklerinin kimyasal ve fiziksel analizleri

Alman toprak numunelerinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi igin

yapilan analizler, 2 mm elekten gegirilmis hava kuru toprakta gergeklestirilmistir.

Toprak biinyesi: Bu testte 1slak elemeli Bouyoucos yontemi kullanilmis ve analiz
sonuclarina gore bilinye smifinin belirlenmesinde toprak simniflandirma {i¢geninden

yararlanilmistir (Uzunoglu 1992).

-Elektriksel iletkenlik (EC, dS/m): Richards (1954) tarafindan &nerildigi sekilde

hazirlanan su ile doygun toprakta tespit edilmistir.

-Toprak reaksiyonu (pH): Richards (1954) tarafindan 6nerildigi sekilde hazirlanan su ile
doygun toprakta gerceklestirilmistir.

-Kireg (%): Caglar (1949) tarafindan onerildigi sekilde HCI ile muamele edilmis toprak

ornegi Scheibler Kalsimetresi ile analiz edilmistir.

-Organik madde (%): Richards (1954) tarafindan onerildigi sekilde, modifiye edilmis
Walkley-Black yontemine gore, FeSQy ile titre edilerek saptanmuistir.

-Toplam N (%): Dumas metoduna gore, elementer analiz cihaz1 (Leco truspec CHN-S
ABD) ile toprak numunesinin yiiksek sicaklikta yakilmasi gerceklestirilmis ve

elementer forma doniisen azot tespit edilmistir.

-Bitki tarafindan alinabilir fosfor (kg/da) : Olsen vd. (1954) tarafindan Onerildigi
sekilde, 0,5 M Sodyum bikarbonat ile ekstrakte edilerek belirlenmistir.
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-Bitki tarafindan alinabilir potasyum (kg/da): Richards (1954) tarafindan Onerildigi
sekilde 1 N Amonyum asetat ile ekstrakte edilen toprak numunesinin i¢erdigi alinabilir

potasyum, flame fotometrede belirlenmistir.

3.2.3 Topraktan bakteri izolasyonu

Aseptik kosullarda laboratuvara getirilen toprak drnekleri, steril kaplarda net agirliklar
10 g olacak sekilde tartilarak, 90 mL steril fizyolojik su (% 0,9 NaCl ) igeren 250

mL’lik cam siselere aktarilmistir. Tam homojenizasyonun saglanmasi amaciyla 30 dk

¢alkalanan orneklerin 108 diizeyine kadar hazirlanan seri diliisyonlarindan 100 pL
aliarak, iki paralelli olacak sekilde azotsuz Burk’s Agar ve Nutrient Agar iceren
Petri’lere yayma ekim yontemiyle inokiile edilmig ve ortamlar 28+2 °C’de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda farkli koloni morfolojisine sahip
olan izolatlar se¢ilmis ve saflagtirillmak amaciyla, azotsuz Burk’s agar ve Nutrient Agar
ortamina ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve tekrar 28+2 °C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda elde edilen saf suslar, Nutrient broth ve azotsuz
Burk’s broth besiyerlerine aktarilmis ve kod numaralar1 verilmistir (Somasegaran ve
Hoben 1994, Upadhyay vd. 2009).

Nutrient Broth ve Agar (Merck, Germany)

Et ekstrakti 1 g
Maya ekstrakti 2 g
Pepton 5 ¢
NaCl 5 ¢
Distile su 1000 mL
Agar agar 15 g

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmustir.
pH 7,4 + 0,2 (sterilizasyondan once)

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

Magnezyum siilfat 0,2 g
Dipotasyum fosfat 0,8 g
Monopotasyum fosfat 02 g
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Kalsiyum siilfat 0,13 g
Ferrik klorit 0,00145 g
Sodyum molibdat 0,000253 ¢
Stikroz 20 g
Distile su 1000 mL
Agar agar 15 g

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmustir.

3.2.4 Bakterilerin tanimlanmasi

3.2.4.1 izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonu

Izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonlar;; Gram boyanma &zellikleri,

katalaz, oksidaz ve iireaz testi sonuglarina gore yapilmistir.

Katalaz testi i¢in, Nutrient Agar ortaminda gelistirilen koloniler 6ze yardimi ile alinarak
lama aktarilmis, lizerine % 30’luk H;O, damlatilmis ve mikroskop altinda gaz
kabarciklariin ¢ikisi gozlenmistir. Oksidaz testi ic¢in, Nutrient Agar ortaminda
gelistirilen kolonilerin tlizerine % 1°lik tetrametil-p-fenilendiamin damlatilmis ve mavi
renk doniisiimii pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Ureaz testi i¢in ise, iire igeren agar
besi ortamima mikroorganizma ekimi yapilmig ve 48 saat inkiibasyon sonunda besi
ortaminin kirmizi/pembe renge doniisiimii pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Holt
vd. 1994).

Ure Agar Ortami (Cristensen 1946)

Pepton (et) 1 g
Glukoz 1 g
NaCl 5 ¢
KH,PO, 2 9
Fenol kirmizisi 0,012 g
Distile su 1000 mL
Agar agar 12 g

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmistir.
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Sterilizasyonun ardindan iire agar ortami 45 °C’ye kadar sogutulmus ve iizerine 50
mL/L olacak sekilde filtreden gecirilmek suretiyle sterilize edilmis % 40’lik {ire

¢Ozeltisi eklenmistir.

3.2.4.2 16S rDNA dizi analizi

Izolatlarin 16S rDNA dizi analizi esasina gére tanimlanmasi; genomik DNA izolasyonu,
16S ileri (5'-3) ve 16S geri (3-5) evrensel primerleri kullanilarak 16S rDNA
bolgelerinin gogaltilmasi, ¢ogaltilan bolgelerin baz dizilimlerinin belirlenmesi ve elde
edilen bulgularin veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz siralar1 ile

karsilastirilmast sonucu, gergeklestirilmistir.

Genomik DNA izolasyonu i¢in, izolatlar 10 mL Nutrient broth ortamina % 1 oraninda
inokiile edilmis ve 28+2 °C’de 150 rpm c¢alkalama hizinda 24 saat siire ile
gelistirilmistir. Bu siire bitiminde 1.5 mL kiiltiir mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve
12500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek bakteri hiicreleri ¢oktiiriilmiistiir. Ust sv1 ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra, hiicre ¢okeltisi 567 pL. Tris EDTA tampon igerisinde
¢oziilmiistiir. Uzerine 30 uL % 10 SDS ve 3 pL proteinaz K aktarilip karistirilmis ve 37
°C’de 1 saat tutulmustur. Bu asamadan sonra ortam, 100 pL 5M NacCl ilave edilerek
karistirtlmistir ve 80 pLL CTAB/NaCl ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Bu ortam kesik
mikropipet uclar1 kullanilarak beyaz partikiil yapis1 olusuncaya kadar iyice karistirilmis
ve 65 °C’de 10 dk inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon siiresi bitiminde ortam
tizerine 0.75 mL kloroform/izoamil alkol (24/1 hacim/hacim) aktarihip tekrar
karistirtlmis ve 12500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek, olusan iist faz yeni mikrosantrifiij
tiplerine alinmistir. Alinan st faz tlzerine 0.75 mL fenol/kloroform/izoamil alkol
(25/24/1 hacim/hacim) ilave edilmis ve 12500 rpm’de 10 dk santriflij islemine tabi
tutulmustur. Santrifiij isleminin sonunda tiiplerdeki iist siv1 yeni mikrosantrifiij tliplerine
aktarilmig ve bu sivinin {izerine, toplam hacmin 0.6’s1 (~350 pL) oraninda izopropanol
ilave edilmistir. Tiipler beyaz cokelti olusuncaya kadar one arkaya hareket ettirilerek
karistirilmistir. Daha sonra 12500 rpm’de 5 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Ust sivi
dokiildiikten sonra c¢okelti tizerine 350 pL % 70’lik etanol eklenerek tekrar 12500
rpm’de 5 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ust siv1 dikkatli bir sekilde ortamdan
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uzaklagtirllmis ve kromozomal DNA 0Ornegi oda sicakliginda kurutulmustur. Son
asamada DNA ¢ozeltisi 100 uL TE tampon igerisinde yaklasik 1 saat muamele edilerek
¢Ozililmiistir (Wilson 2001). Genomik DNA larin saflik durumu nanodrop Ol¢limii
yapilarak ve % 0,7°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Elde edilen genomik
DNA 6rnekleri PZR reaksiyonunda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustr.

Toprak kaynakli bakterilerden izole edilen genomik DNA {izerindeki 16S rDNA
bolgeleri; 16S ileri (5'- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3') ve 16S geri (5'- CCG
TCA ATT CCT TTG AGT TT -3”) primerler kullanilarak (Edwards vd. 1989), thermal
cycler (Techne- TC-512, England)’da ¢ogaltilmistir. Bu amagla, toplam hacim 50 uL
olacak sekilde, sirasiyla; 34.75 pL molekiiler steril su, 5 pL 10xPZR tamponu, 1 pL
deoksiniikleotidtrifosfat (10 mM dNTP) karigimi, 1 pL 16S ileri ve 1 uL 16S geri
primer, 0.25 uL Taq DNA polimeraz enzimi, 4 pL 25 mM MgCl, ve 3 pL genomik
DNA ilave edilip, tiim bilesenler pipetle iyice karistirllmistir. PZR tiipleri, cihaza
yerlestirilerek bir ¢evrimi; 95 °C’de 45 saniye (zincirin agilmasi), 55°C’de 45 saniye
(baglanma), 72 °C’de 2 dakika (zincir uzamasi) ile tanimlanan, toplam 35 gevrimlik

PZR protokolii uygulanmistir (Blaiotta vd. 2002).

Elde edilen PZR fiiriinleri % 1 agaroz igeren jelde yliriitilmiis ve 16S rDNA gen
bolgesini igeren DNA fragmentlerinin biiyiiklikleri 100 bp’lik (Solis Bio) marker

kullanilarak tanimlanmustir.

PZR iriinlerinin saflagtirilmasi ve dizi analizleri BM Biyoteknoloji (Ankara/Tiirkiye)
tarafindan yapilmistir. Dizi analiz sonuglari, BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) programi kullanilarak veri tabaniyla karsilastirilmis, tarama sonucu aranan dizi
sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesiyle belirlenmistir.
16S rDNA bolgelerine gore filogenetik agag; elde edilen sekanslarin Clustal W
kullanilarak hizalanmasinin (aligned) ardindan, UPGMA (unweighted pair group
method using arithmetic averages) metodu kullanilarak MEGA X programinda

olusturulmustur.
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3.2.4.3 Cogaltilms ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA:Amplified rDNA
Restriction Analysis)

Izolatlarn 16S rDNA gen bolgelerinin Haelll (BsuRlI), Alul, Mspl (Hpall) (Thermo
scientific) restriksiyon enzimleri ile kesim isleminin gergeklestirilmesi igin, ¢izelge
3.1’de verilen protokol takip edilmistir. Enzim ile muamele edilen PZR firiinleri, 37
°C’de 6 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda restriksiyon
endoniikleazlarin aktivitesini sonlandirmak amaciyla, PZR tiipleri 80 °C’de 20 dakika
bekletilmistir. Kesimi tamamlanmig PZR iiriinleri % 2,5 agaroz igeren jelde yiiriitiilmiis

ve agaroz jel iizerinde olusan bantlar goriintiilenmistir (Upadhyay vd. 2009).

Cizelge 3.1 Enzim kesim protokolii

Reaksiyon Bilesenleri | pL
PZR iiriinii 10
NF su 18
Enzim Tamponu 2
Enzim 1

Jel goriintiileri Phoretix 1D yazilimi (Total Lab, UK) kullanilarak analiz edilmistir.
Izolatlar arasindaki genetik iliskileri gosteren dendrogram; kesim ardindan olusan
bantlar arasindaki benzerligin “Dice product moment correlation coefficient (Dice
korelasyon katsayis1)” degeri (r) ile ifade edilip % degerine dontistiiriildiikten sonra,
UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) analizi ile

kiimeleme (clustering) islemi yapilmasi sonucu ¢izilmistir.

3.2.5 Bakterilerin azot fiksayon yeteneklerinin belirlenmesi

3.2.5.1 Kantitatif yontemler

Bakterilerin azot fikse etme yetenekleri belirlemek i¢in dncelikle azotsuz besi ortaminda

gelisme durumlar gézlenmis, daha sonra Bremner (1965) tarafindan onerilen mikro
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Kjeldahl metodu kullanilarak azot fiksasyon miktarinin belirlenmesi gergeklestirilmistir.
Bu amagla, azotsuz Burk’s besi ortaminda 18-24 saat siireyle aktive edilen kiiltiirlerden,
20 mL azotsuz Burk’s broth besiyerlerine % 1°lik inokiilasyonlar yapilmis ve siirekli
havalandirmali sartlarda, 150 rpm c¢alkalama hizinda, 28+2 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan bakteri iiremesi gergeklesen kiiltiir ortamindaki
azot; bu ortamlardan alinan 5 mL 6rnek tizerine 15 mL siilfiirik asit ve kjeldahl tableti
eklendikten sonra, 400 °C’de 2 saat yakilarak ekstrakte edilmistir. Yakmanin ardindan
% 4’lik borik asit ve % 50’lik NaOH kullanilarak destilasyon islemi
gerceklestirilmistir. Destilasyon sonrast 3 damla metil kirmizisi brom krezol yesili
indikatorii damlatilarak ve 0,01 N H,SOy ile titrasyon yapilarak toplam azot miktarlari
belirlenmistir (Upadhyay vd. 2015). Izolatlar tarafindan fikse edilen azot miktarlart

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

14x(T — B)xNx100
Ax1000

%N =

N: Standart asidin kesin normalitesi
T: Titrasyonda numune i¢in harcanan standart asit miktari (mL)
B: Titrasyonda sahit i¢in harcanan standart asit miktar: (mL)

A: Numune agirhigi (g)

3.2.5.2 nifH geninin aranmasi

nifH gen  bolgesinin (360 bp)  ¢ogaltilmast  igin pol F  5°-
TGCGAYCCSAARGCBGACTC - 3’ ve pol R 5’- ATSGCCATCATYTCRCCGGA -
3’ ileri ve geri primerleri kullanilmistir (Poly vd. 2001). Bu amagla reaksiyon ortaminda
toplam hacim 25 pL olacak sekilde, sirasiyla; 15,3 pL molekiiler steril su, 2,5 uL
10xPZR tamponu, 0,5 pL deoksiniikleotidtrifosfat (10 mM dNTP) karigimi, 1,25 pL
ileri ve 1,25 puL geri primer, 0,2 uL. Taq DNA polimeraz enzimi, 2 pL 25 mM MgCl; ve
2 uL genomik DNA ilave edilip, tiim bilesenler pipetle iyice karigtirilmistir. PZR
tiipleri, cihaza yerlestirilerek bir ¢evrimi 94 °C’de 1 dakika (zincirin agilmasi), 53 °C’de
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1 dakika (baglanma), 72 °C’de 5 dakika (zincir uzamasi) ile tanimlanan, toplam 30

cevrimlik PZR protokolii uygulanmistir.

Elde edilen PZR iriinleri % 1 agaroz iceren jelde yiiriitiilmiis ve nif H gen bdlgesini
igeren yaklasik 360 bazlik DNA fragmentlerinin biiytikliikleri 100 bp marker (Solis bio)

kullanilarak tanimlanmustir.

3.2.6 Bakterilerin fosfor ¢ozme kapasitelerinin belirlenmesi

Bakterilerin fosfor ¢6zme kapasiteleri, Mehta ve Nautiyal (2001) tarafindan tanimlanan
protokole gore kalitatif olarak belirlenmistir. [zolatlar, 6ncelikle NBRIP sivi besi
ortaminda 3 giin boyunca, 30+1 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda izolatlar,
Cag(PO4); ve pH indikatorii olarak brom fenol mavisi igeren NBRIP kati besi ortamina
10 pL inokiile edilerek nokta ekim yapilmis ve 30+1 °C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin etrafinda olusan seffaf zonlar pozitif
sonu¢ olarak kabul edilmis ve fosfor ¢ozme katsayilari asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Perez vd. 2007).

koloni ¢api+zon cap1

Fosfor Cozme K 181 =
osfor Cozme Katsayis Foloni cap:

Fosfor ¢6zme kapasitesinin kantitatif olarak belirlenmesi igin ise; Caz(POy), i¢eren 10
mL NBRIP siv1 besi ortamina % 1 bakteri inokiilasyonu yapilmis ve bu tiipler 150 rpm
karistirma hizinda, 30+1 °C’de 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri
tiremesi gerceklesen tiipler 10.000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmis ve {ist siv1 baska
bir tiipe alinmistir. Bu st sivilarda fosfor miktarlari, ICP — OES (Varian 720)
cihazinda olgtilmek suretiyle, izolatlarin fosfor ¢6zme yetenekleri belirlenmistir. Bakteri
inokiilasyonu yapilmamis Ca3(PO4), igeren NBRIP sivi besi ortami, bu denemelerde

kontrol olarak kullanilmustir.
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NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate) Besiyeri (Nautiyal 1999)

MgCl,6H,0 5 g
MgSO4H20 0,25 g
KCI 0,2 g
(NH4)2S0O4 0,1 g
Cag(PO4)2 5 g
Glukoz 10 g
Bromophenol blue 0,025 g¢g
Agar 15 g
Distile su 1000 mL

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmustir.
pH 6,8 £ 0,02 (sterilizasyondan 6nce )

3.2.7 Bakterilerin potasyum ¢ozme kapasitelerinin belirlenmesi

Bakterilerin potasyum ¢6zme kapasiteleri, Aleksandrov besiyeri kullanilarak
belirlenmistir. Kalitatif olarak, Aleksandrov besi ortamina izolatlar nokta ekim ydntemi
ile ekilmis ve 28+2 °C’de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
bakterilerin etrafinda olusan seffaf zonlar, pozitif sonu¢ olarak kabul edilmis ve

Khanderparkar’s oranina gore hesaplamalar yapilmistir.

Khanderparkar’s oran1 = Seffaf zon ¢ap1 / koloni ¢ap1

Potasyum ¢ozme Kkapasitesinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in ise, 10 mL
Aleksandrov s1vi besi ortami igeren tiiplere % 1 bakteri inokiilasyonu yapilmis ve tiipler
150 rpm ¢alkalama hizinda, 28+2 °C’de 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
bakteri iiremesi gerceklesen tiipler 10.000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi
bagka bir tiipe toplanmistir. Flame fotometre cihazinda kiiltiir Gist sivilarindaki potasyum
miktarlar1 Olciilerek, izolatlarin potasyum ¢ézme yetenekleri belirlenmistir. Bakteri
inokiilasyonu yapilmamis Aleksandrov sivi besi ortami ise, kontrol olarak kullanilmistir

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

Magnezyum siilfat 0,5 g
Kalsiyum karbonat 0,1 g
Potasyum altiminyum silikat 2 g
Ferrik klorit 0,005 ¢
Kalsiyum fosfat 2 g
Glukoz 5 g
Agar 15 g
Distile su 1000 mL

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmustir.
pH 7,2+ 0,2 (sterilizasyondan dnce)

3.2.8 Bakterilerin siderofor iiretme kapasitelerinin belirlenmesi

Bakterilerin siderofor iiretme kapasitelerinin belirlenmesi i¢in, Schwyn ve Neilands
(1987) tarafindan &nerilen Modifiye Chrome Azurol S agar kullamlmustir. izolatlar
besiyerine nokta ekim yontemi kullanilarak ekilmis ve 2842 °C’ de 4 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin etrafinda olusan sari-turuncu renge

dontigiim, pozitif sonug olarak degerlendirilmis ve olusan zon ¢ap1 (mm) 6lgiilmiistiir.

Modifiye Chrome azurol S (CAS) Agar

Chrome azurol S (CAS) 006 ¢
Demir (III) soliisyonu 10 mL
Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) 0,073 G
Nutrient agar 18 G
Distile su 990 mL

0,06 g CAS, 50 mL distile suda c¢oziilmistir. Demir (III) ¢ozeltisi; 0,0027 g
FeCl3.6H,0, 10 mM 10 mL HCI asit igeresinde ¢Oziilerek hazirlanmistir. 0,073 ¢
HDTMA 40 mL distile su ile ¢oziilmiistiir. Bu ii¢ ¢ozelti yavasca karistirilip, meydana
gelen mavi sivi 121 °C’ de 15 dakika stire ile sterilize edilmistir. Ayn1 anda 900 mL’lik
Nutrient agar hazirlanmis ve pH 6,8’e ayarlanarak, 121 °C’ de 15 dakika siire ile

sterilize edilmistir. Sterilize edilen iki ¢ozelti karistirilarak Petri kaplarina dokiilmiistiir.
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3.2.9 Bakterilerin indol asetik asit (IAA) iiretme kapasitelerinin belirlenmesi

Bakterilerin TAA iretim miktarlarinin belirlenmesi i¢in ilk asamada; % 0,1 triptofan
igeren nutrient broth ortaminda, 150 rpm c¢alkalama hizinda, 28+2 °C’ de 7 giin inkiibe
edilen kiiltiirler, 10.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij islemine tabi tutulmus ve olusan {ist
stvidan 2 mL alinmistir. Bu st sivi 2 damla ortofosforik asit ve 4 mL Salkowski ayiract
(Gordon ve Weber 1951) eklenerek karistirilmig ve 30 dakika karanlik bir ortamda renk
degisimi i¢in bekletilmistir. Indol asetik asit ile 10, 20, 30, 40, 50 ppm lik standartlar
hazirlanmis ve numune gibi muamele edilmistir. UV spektrofotometrede (Thermo
Scientific Genesys 10S VIS) 530 nm dalga boyunda yapilan okumalar sonucu standart
egri ¢izilerek IAA miktarlart belirlenmistir (Ahmad vd. 2005).

Salkowski Avyiraci

% 35’lik perklorik asit 50 mL
0,5 M FeClj3 ¢ozeltisi 1 mL

3.2.10 Bakterilerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Bakterilerin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in ¢ift kiiltiir deneyi (dual culture
assay) yapilmistir (Berg vd. 2002). Secilen bitki patojeni funguslarin aktif
kiltlirlerinden hazirlanan yaklasik 5 mm c¢apindaki agar diskleri, Potato Dextrose Agar
ve Nutrient Agar (1:1) besi ortami igeren Petri’lerin orta noktasina yerlestirilmistir.
Ardindan 28+2 °C’ de 2 giin 150 rpm de Nutrient Broth besi ortaminda gelistirilen
yaklasik 10® kob/mL yogunluktaki bakteri siispansiyonu, fungal diskten 2,5 cm uzakliga
cift tarafli olarak ¢izgi ekim yapilmig ve 28+£2 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmstir.
Bakteri inokiilasyonu yapilmamis Petri kutular1 kontrol olarak kullanilmistir. Antifungal
aktivite; patojen funguslarin gelisiminin engellenmesinin dl¢lilmesi ile hesaplanmigtir.

% inhibisyon asagidaki formiile gore belirlenmistir;
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(C —T)x100

% Inhibisyon = c

C: Kontrol petrisindeki fungal iremenin ¢ap1

T: Test organizmasi varliginda fungal iiremenin ¢ap1

Potato Dextrose Agar (Merck, Germany)

Potato infusion 4 g
D(+) Glukoz 20 g
Agar 15 g
Distile su 1000 mL

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmistir.

Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi igin, segilen bitki patojeni bakterilerin yaklagik
10® kob/mL yogunluktaki siispansiyonlarindan nutrient agar besi ortamina 100 pL
yayma ekim yapilmistir. Bitki patojeni bakterileri iceren Petri plaklari {izerine; Nutrient
Broth besi ortaminda 150 rpm ¢alkalama hizinda, 2842 °C’ de 2 giin gelistirilen ve
yaklasik 10% kob/mL yogunlukta hiicre igeren bakteri siispansiyonlari, Petri plaklarina
yerlestirilen 5 mm c¢apindaki steril kagit diskler tizerine 10 pL damlatilmig ve 28+2
°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kagit disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zonu olusumu incelenerek, sonuglar degerlendirilmistir

(Jetiyanon ve Kloepper 2002).

3.2.11 Sera denemeleri

Sera denemesinde test bitkisi olarak kullanilan bugday tohumlari, yiizey strelizasyonunu
saglamak i¢in % 2’lik NaOClI ile 3-5 dakika muamele edilmis ve ardindan steril su ile 5-
7 kez durulanmistir. Sterilizasyonu saglanan tohumlar, optik yogunlugu OD 620: 0,08
(yaklasik 10® hiicre/mL) olan bakteri siispansiyonunda 4 saat bekletilmistir. Bakteri

siispansiyonu ile muamele edilmeyen tohumlar kontrol olarak degerlendirilmistir.
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Denemede kullanilacak hava kuru topraklar, 121 °C’de 1 saat siire ile sterilize
edilmistir. Denemede 2 kg lik saksilara, 2 cm derinlige 10 adet tohum ekilmis ve

c¢imlenmeden sonra saksidaki bitki sayis1 5’e seyreltilmistir.

Bitkilerin sulama miktar1; topragin tarla kapasitesine gore belirlenerek, tartim esasina

gore tamamlanmuistir.

10 hafta sonra hasat edilen bitkilerde; bitki boyu, govde ve kok kuru/yas agirligi gibi
biiylime parametreleri ile, kok ve govde de toplam azot, fosfor, toprakta toplam azot,

aliabilir fosfor miktar tayinleri yapilmistir.

Bitki 6rneklerinde yapilan analizler;

-Toplam N: Dumas metoduna gore Leco truspec CHN-S clementer analiz cihazinda

yapilmistir (Kacar ve Inal 2008).

-Toplam P: Yas yakma yontemine gore elde edilen bitki ¢o6zeltisindeki fosfor,
vanadomolibdofosforik sar1 renk ydntemine gore gerceklestirilmistir (Kacar ve Inal

2008).

Denemelerden elde edilen veriler SPSS-22 paket programi kullanilarak varyans
analizine tabi tutulmus, farklanmalar1 6nemli bulunan verilere Duncan testi

uygulanmustir.

3.2.11.1 Azot fiksasyonu sera denemesi

nif H gen varlig1 tespit edilen H8/2 susu ile Toprak Giibre ve Su Kaynaklar1 Merkez
Arastirma Enstitiisit Mudirliigii serasinda tesadiif parselleri deneme desenine goére 3

tekrarli olarak sera denemesi kurulmustur.
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Deneme konular1; K0: BO + GO
K1: B0 + G1
K:B+G2

BO : Bakteri asisiz

B : Bakteri ile agili

GO : Giibresiz

GI : Optimum giibreli

G2: Azot hari¢ optimum giibreli

Bitki icin gerekli olan bitki besin elementleri toprak analiz sonuclar1 esas alinarak
cizelge 3.2°de verildigi gibi, sulama suyuna ilave edilmistir. Sera denemesinde
kullanilan topragin analiz sonuglarina gore; fosfor ve potasyum igerigi yeterli oldugu
icin fosfor ve potasyum giibrelemesi yapilmamistir. Sadece K1 konusunun ihtiyaci olan
azot hesaplanarak (0,08 gr saf azot/saksi) amonyum nitrat formunda seyreltmenin

ardindan sulama suyuna eklenerek verilmistir.

Cizelge 3.2 Sera denemesinde kullanilan topragin analiz sonuglari (azot denemesi)

S SIS S g |- |
X~ = — S = ~ X 2
= 23 & @ > ‘D ~ =
= |5 |§ |% |f |z |2

= ~ o < o ‘D - o
2 | £ |g S £ | Z S |2 |8 |2 |5
@] % D o o e =T = = Q % <
= 2 o 228 = S S = g S
= B= QO T B- =1 g" = _E‘:D = o < o <
7] aa) L o 2 m ol Mo O ~ = n s

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 ¢ozme sera denemesi

In vitro fosfat ¢ozme yetenekleri 40 mg/L’nin iizerinde oldugu belirlenen suslar ile
Toprak Giibre ve Su Kaynaklart Merkez Arastirma Enstitiisi Miidiirliigii serasinda

tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekrarli olarak sera denemesi kurulmustur.
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Deneme konular1;  KO: BO + GO
K1: B0 + G1
K:B+ G2
B0: Bakteri asisiz
B: Bakteri ile asili
GO: Giibresiz
G1: Optimum giibreli

G2: fosfor hari¢ optimum giibreli

Sera denemesi konulari

AB/2 B5/2 Cl1/7
G3/7 BP2/3 H8/2
K1 P5/1 KO

Sera denemesinde kullanilan topragin analiz sonuglarina (Cizelge 3.3) gore potasyum
giibrelemesi yapilmamis K1 konusunun ihtiyaci olan azot (0,09 gr saf azot/saksi)
amonyum nitrat formunda ve fosfor (0,09 gr saf fosfor/saksi) triple super fosfat
formunda seyreltmenin ardindan sulama suyuna eklenerek verilmistir. Deneme
konularima azot (0,09 gr saf azot/saksi), amonyum nitrat formunda seyreltmenin

ardindan sulama suyuna eklenerek verilmistir.

Cizelge 3.3 Sera denemesinde kullanilan topragin analiz sonuglar (fosfor denemesi)

= - - © - 5 - =

= = S ~ | 52| 5 |8 2 8 =
5 | 2| 2 S ES|E s |R |2 |2 |Ec

—_ ~ < < — — —~~ —~ ’

S| S | 2 | T | & |=Z|-2Zx8 S|8S|28 <5
D < > E 8 0 = O x E’ E ~ (_5 ~ ! ~ <~ E a
= =2 A e i S e ) S) = = 2

S /m L =Ra N = 5 = < 3 =

N m m =

62 CL |070 | 763 | 7,9 2,0 94 (0,98 0,08 |23,60(10,88| 1,34
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Toprak Orneklerinin Alinmasi

Bitki biiyiimesini tesvik edici bakteri izolasyonu icin; Mayis-Temmuz aylarinda Ayas,
Kizilcahamam, Kazan, Golbasi, Haymana, Bala, Cubuk, Beypazari, Polatli (Sekil 4.1)
ilgelerindeki mera alanlarinda iyi gelisme gosteren bitkilerin rizosfer topraklarindan

rastgele drnekleme yontemine gore, 26 adet toprak 6rnegi alinmistir.

*  Ormnekleme Noktalari

[ Ankara iiiige Sinirtan ¥

Sekil 4.1 Toprak 6rnekleme noktalari

4.2 Toprak Orneklerinin Kimyasal ve Fiziksel Analizleri

Bakteri izolasyonu yapilan topraklarin verimlilik analizleri ve baz1 fiziksel 6zellikleri
cizelge 4.1°de verilmistir. Bakteri izolasyonu gerceklestirilen topraklar, fiziksel

yapilarina gore; killi (13 adet) ve killi tinli (13 adet) olarak tespit edilmistir. Topraklar
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kimyasal 6zelliklerine gore incelendiginde; 1 toprak hafif tuzlu, diger topraklar tuzsuz,
9 toprak nétr, 1 toprak hafif asidik, 16 toprak hafif alkali, 7 toprak az kiregli, 2 toprak
kirecli 10 toprak orta kirecli, 2 toprak fazla kiregli, 5 toprak ¢ok fazla kiregli olarak
tespit edilmistir. Topraklarin verimlilik durumlar incelendiginde; bitki tarafindan
almabilir fosfor 3 toprakta ¢ok fazla, 3 toprakta yeterli seviyede, 11 toprakta az, 9
toprakta cok az; almabilir potasyum 24 toprakta yeterli, 2 toprakta ¢ok az; azot
durumlar1 da, 22 toprakta yeterli, 3 toprakta az, 1 toprakta ¢ok az olarak saptanmustir.
Topraklarin organik madde durumlari; 19 toprakta diisiik, 7 toprakta ise orta seviyede

belirlenmistir.

Zhang vd. (2006) topragin organik karbon ve azot, Palmer ve Young (2000) ise; pH, kil
ve oganik madde miktarlarinin, bakterilerin gesitliligini 6nemli 6l¢iide etkiledigini ileri
stirmiislerdir. Belirtilen 6zellikler agisindan toprak orneklerimizi degerlendirdigimizde;
pH ve kil seviyeleri farklilik gostermemekle birlikte, tamaminin mikroorganizma
gelisimi i¢in optimum seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Organik madde ve azot
seviyeleri, mikroorganizmalar i¢in 6nemli yapisal bilesenler olmalar1 nedeniyle, bakteri
tiremesi ve cesitliliginde kritik degiskenlerdir. Bakteri izolasyonunda kullanilacak
toprak Orneklerinin yukarida ifade edilen 6zellikleri, esasen bu literatiir verilerinin

sinanmasi amaci ile belirlenmistir.

Cizelge 4.1 Topraklarin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

x = ~|l= ~| § <
2 — Z)-w A E« An ~— (=)
c h=| D = > 8 |15 8 o ~
> E | = S |Eglfe|lB |8
Numune Adi [ S| % ) I N U Il PSS I~ <
S |2 |3 E 1 L2 = £
= g | o > 2 QlE s | 2
> = S
» m o [m X S e
Kizilcahamam 1 52 CL 0,62 6,50 <TEDB |12,41 (18,99 |1,07 0,11
Kizilcahamam 2 80 C 0,69 6,43 <TEDB | 2,64 83,08 |1,36 0,11

Kizilcahamam 3 58 CL 038 |6,74 |<TEDB [2,54 |5513 |1,39 0,14

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

Kizilcahamam 11 | 69 CL 0,76 |750 |4,76 1,26 80,07 |168 |0,17
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Cizelge 4.1 Topraklarin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (devam)

Kazan 4 65 CL 0,61 |[7,60 |549 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 083 |7,65 |13,15 13,15 |224,79 0,98 |0,13
Ayas 2 64 CL 059 |7,79 |7)56 7,72 |170,41|1,04 |0,17
Ayas 5 71 C 0,32 |79 |11,40 425 239,50 1,10 0,16
Ayas 6 62 CL 0,38 7,77 |7,89 6,02 |149,86|0,83 |0,15
Beypazari 2 76 C 0,87 |7,84 2811 2,85 |513,75|1,76 |0,11
Golbag 3 66 CL 0,86 |[7,70 19,58 3,34 68,49 |1,05 0,09
Golbasi 4 95 C 0,89 (7,63 |8,19 2,00 |[417,66|2,62 0,11
Cubuk 1 135 C 1,86 |7,15 |8,56 586 |43,01 |362 0,13
Cubuk 3 82 C 0,62 |794 |<TEDB |348 |10560 1,70 |0,10
Cubuk 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
Polatli 5 56 CL 0,36 |7,69 |46,80 5,00 |207,00|2,51 0,10

TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir. C: Killi ~ CL: Killi Tinlt

4.3 Topraktan Bakteri Izolasyonu

Ankara ilinin 26 farkli noktasindan alinan toprak orneklerinden, azotsuz Burk’s besi
ortamina ve Nutrient Agar besi ortamina yapilan ekimlerin sonucunda, farklt morfolojik
yapiya sahip koloniler segilmis ve saflagtirma gerceklestirilerek toplam ve 70 adet izolat

elde edilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Topraktan izole edilen bakterilerin tiimiiniin
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bitki biiylimesini tesvik edici Ozelliklere sahip olma potansiyelleri diisiliniilerek,

saflastirilan tiim bakteriler ileriki calismalarda kullanilmak {izere stoga alinmistir.

Cizelge 4.2 Bakteri izolatlar1 ve izole edildikleri bolgeler

Izole edildigi yer izolat izole edildigi yer Izolat
KH1/1 Bala B3/5

KH1/2 B5/2

Kizilcahamam AT = n
KH4/2 C1/1

KH9/1 C1/3

KH9/2 Cl/4

K5/1 C1/6

Kazan K6/1 Gubuk C1/7
K8/l C3/1

K8/2 C3/2

K8/3 C5/1

A2/1 C5/3

A2/3 C5/4

A2/4 G3/1

Ayas A5/1 G3/2
Ab5/2 G3/3

A6/1 G3/4

AB6/2 G3/5

A6/3 G3/6

Ab/4 Golbast G3/7

Kazan K4/1 G4/1
K4/3 G4/2

Kizilcahamam | KH11/1 G4/3
KH11/3 G4al4

KH3/1 G4/5

H4/1 G4/6

H4/2 Gal7

H H4/3 G4/9
aymana H6/1 T
e Beypazari =577
H7/1 BP2/3
H7/2 BP2/4

H7/4 Haymana H8/1

Bala B2/1 H8/2
B3/2 Polath P5/1

B3/4
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Sekil 4.2 Izolatlarin nutrient broth besi ortamindaki koloni morfolojileri

4.4 Bakterilerin Tanimlanmasi

4.4.1 izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonu

izolatlarin morfolojik karakterlerini belitlemek amaciyla Gram boyanma 6zelliklerine
bakilmis ve mikroskop incelemesi yapilarak, hiicrelerin morfolojik yapilar1 da
belirlenmistir. izolatlarin yaklasik % 67°si (47 izolat), Gram negatif suslardan
olugmaktadir. Farkli cografi bolgelerde yiirlitilen calismalar sonucunda bir¢ok
arastirmaci, c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla benzer sekilde, rizosfer
topraklarinda Gram negatif bakterilerin daha baskin oldugunu tespit etmistir (Joshi ve
Bhatt 2011, Pathania vd. 2014). Ozetle bizim verilerimiz, rizosferde dominant floranin

Gram negatif bakteriler tarafindan olusturuldugu genellemesini destekler niteliktedir.

Diger yandan orneklerimizde; 59 bakterinin katalaz, 58 bakterinin oksidaz ve 43
bakterinin de iireaz enzimi tretebildigi saptanmistir. Katalaz testinde Staphylococcus
aureus pozitif kontrol, oksidaz ve iireaz testlerinde E.coli ATCC 25922 susu pozitif
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kontrol olarak kullamilmustir. izolatlarda morfolojik yapi; kok, basil veya oval
olabilmekle birlikte, basiller dominant morfotip olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil
4.3ve 4.4).

Calisma konumuzu teskil eden bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin de igerisinde
bulundugu toprak bakterileri, yiiksek diizeyde heterojenite gostermektedir. Rizosfer bu
acidan toprak cesitliligini tam olarak yansitmasa bile, biiyilk oranda benzerliklere
sahiptir (Dutta ve Podile 2010, Xing vd. 2016, Solanki vd. 2017). Bizim elde ettigimiz
veriler de bu genel literatiir verileri ile uyum gostermektedir. Bu nedenle izolatlarin
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testlere dayanilarak tanimlanmasi ciddi
yanilgilara yol acabilmektedir. Ozellikle yakin akrabalik iliskisi olan tiirlerin
tanimlanmasinda genetik testlerin daha giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle, tanimlama

calismalarina bu testlerle devam edilmistir.

Cizelge 4.3 izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonlar

izolat No B%;err?a Morfoloji Oksidaz Ureaz Katalaz
KH1/1 G () oval ) ) )
KH1/2 G(+) basil *) +) )
KH4/1 G() oval (+) (+) (+)
KH4/2 G() kok ) +) (+)
KH9/1 G(-) basil €] (+) )
KHY/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 G ) )
A5/1 G(-) basil ) (+) (+)
A5/2 G(+) basil ) ) )
A6/1 G() basil (+) (+) (+)
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Cizelge 4.3 Izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonlari (devam)

ABI2 G() kok ) +) )
A6/3 G () oval (+) (+) (+)
Ab6/4 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 (+) (+) (+)
C11 G() basil ) ) *)
C1/3 G() basil ) ) )
C1/4 G() basil (+) ) (+)
C1/6 G() kok “) (+) (+)
C1/7 G() basil (+) (+) )
Cc3n G (+) basil (+) ) (+)
C312 G() kok ) (+) (+)
Cs/1 G (+) basil () () (*+)
Cs/3 G(+) basil ¢) (+) )
G3/1 G() kok ) +) )
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Cizelge 4.3 Izolatlarin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonlar1 (devam)

G312 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 +) +) Q]
G4/3 G () basil +) +) )
Ga/4 G () oval +) +) )
G4/5 G () oval (+) (+) ()
G4l6 G () basil *) (+) ()
Ga/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 Q] ) ()
H8/2 G(+) basil *) ) )
P5/1 G(+) basil *) ) *)
- Negatif sonug  +: Poxzitif sonug
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Sekil 4.3 Ureaz testi Sekil 4.4 Oksidaz testi

4.4.2 16S rDNA dizi analizi

Ankara ili topraklarindan izole edilen bakteri orneklerinden 16S rDNA primerleri
kullanilarak cogaltilan PZR iiriinlerinin jel goriintiileri (Sekil 4.5) ve bu cogaltilan
bolgelerin dizi analizinden elde edilen baz siralarinin NCBI BLAST veri tabaninda
gerceklestirilen karsilastirmali yorumlarindan ortaya ¢ikan tani sonuglari, Cizelge 4.4’ de

verilmistir.

Calismamizda Ankara ilinden alinan toprak Orneklerinden izole edilen 70 bakterinin
16S rDNA sonuglarina gore; 11 farkli cinse dahil oldugu (% 41’i Pseudomonas, % 21’1
Arthrobacter ve % 11’i ise Bacillus) tespit edilmistir (Sekil 4.7). Proteobacteria filumu
42 adet izolat ile en baskin grubu olusturmus, bunu 15 izolat ile Actinobacteria filumu
takip etmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 16S rDNA PCR iiriinleri agaroz jel goriintiileri
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Cizelge 4.4 Izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gére tanisi

izolat Kodu | 16S rDNA tanisi izolat Kodu | 16S rDNA tamisi

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 ci1 Pseudomonas putida

KH9/2 Bacillus sp. C1/3 Pseudomonas brassicacearum
K5/1 Pseudomonas fluorescens Cl1/4 Pseudomonas mandelii

K6/1 Bacillus drentensis Cl1/6 Enterobacter sp.

Ka8/1 Pseudomonas gessardii Cc1/7 Pseudomonas sp.

Ka8/2 Pseudomonas azotoformans C31 Arthrobacter sp.

Ka8/3 Bacillus sp. C3/2 Enterobacter sp.

A2/1 Strenotrophomonas sp. Ccs1 Arthrobacter pascens

A2/3 Bacillus endophyticus C5/3 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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G3-7 Pseudomonas sp.

B5-4 Pseudomonas sp.

Proteobacteria

c1-7 Pseudomonas sp.
G3-6 Pseudomonas koreensis
¢1-1 Pseudomonas putida

HB8/1 Enterobacter cloacae

¢3-2 Enterobacter sp.

K5-1 Pseudomonas fluorescens

A6-3 Pseudemonas azotoformans

K8/2 Pseudomonas azotaformans

KH4-1 Pseudomonas sp.

K4-1 Pseudomonas fluorescens

K8-1 Pseudomonas gessardii

Kh4-2 Pseudomanas sp.

A6-1 Pseudomonas azotoformans

Kh11-3 Pseudomonas azotoformans

AG-2 Pseudomonas azotoformans

Kh11-1 Pseudomonas sp.

Khg-1 d flueresc.

Kh1-1 Pseudomonas sp.

c1/4 Pseudomonas mandelii

A5-1 Pseudomonas sp.

BP2-1 Pseudomonas sp.

G4-9 Pseudomonas lini

G4-6 Pseudomonas brassicacearum

¢1-3 Pseudomonas brassicacearum | Gammaproteobacteria
R —— B5-2 Pseudomonas fluorescens

G4-7Pseudomonas brassicacearum

G4-3 Pseudomonas brassicacearum

G4-1 Pseudomonas brassicacearum

Bp2-3 Pseudomonas brassicacearum

c1-6 Enterobacter sp.

A2-1 Strenotrophomonas sp.

Hd-2 Variovorax paradoxus

HB-2 Variovorax paradoxus .
P —— Betaproteobacteria
H7-4 Variovorax parodoxus

il

H7-2 Variovorax paradoxus
G3-3 Coulobacter sp.

K4-3 Phyllobacterium sp.
G3-2Phyllobacterium sp.
G4-5 Phyllobacterium sp.
G4-4 Phyllobacterium sp.

—— Alphaproteobacteria

Kh1-2 Bacillus simplex

B2-1 Bacillus sp.
K8-3 Bacillus sp.
KH9-2 Bacillus sp.
B3-4 Bacillus sp. —— Bacilli
P51 Bacillus moj

tes

irmicu

A2-3 Bacillus endophyticus

F

KB-1 Bacillus drentensis

H8/2 ibacillus polymxa

{ G3-4 Arthrobacter scleramae
Bp2-2 Arthrobacter sp.

KH3/1 Arthrobacter nitroguajacolicus
A2/4 Arthrobacter nitroguajacolicus

B3-5 Arthrobacter gandovensis
¢3-1 Arthrobacter sp.

| Actinobacteria
H4-3 Arthrobacter pascens

G3-5 Arthrobacter sp.

HE-1 Arthrobacter humicola
H4-1 Arthrobacter sp.
c5-1Arthrobacter pascens
H7-1 Arthrobacter sp.

c5-3 Arthrobacter sp.
BP2-4 Arthrobacter pascens
A5-2 Arthrobacter sp.

G3-1Flavob jum sp.

AG-4 Olivitbacter sp.
— o4Ot 1]
G4-2 Oliviibacter soli
B3-2 oliviibacter sp.

Actinobacteria

Flavobacteria

— Sphingobacteriaceae

Bacteroidetes

+ + i
0200 0.150 0.100 0.050 0.000

Sekil 4.6 UPGMA yontemi kullanilarak 16S rDNA sekans sonuglari ile olusturulan
filogenetik agag
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B Pseudomonas M Bacillus Arthrobacter Strenotrophomonas

B Olivibacter M Enterobacter B Flavobacterium B Caulobacter
M Paenibacillus B Phyllobacterium M Variovorax
29
15
8

1 1 1 1
En___EN
Sekil 4.7 izolatlarin cinslere gore dagilimi

4.4.3 Cogaltilmus ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA)

Ankara ilinin farkli noktalarindan izole edilen 70 bakterinin genetik cesitliliginin
belirlenmesi amaciyla ayrica ARDRA analizleri gergeklestirilmistir. ARDRA teknigi,
rizobakterilerin ve 6zellikle Pseudomonas’larin genetik ¢esitliliklerinin arastirilmasinda
yogunlukla kullanilmaktadir (Santoro vd. 2016). Bakterilerin 16S rDNA bélgelerinin
Alul, Haelll, Mspl enzimleri ile kesimi sonrasinda % 2,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmesi
ile elde edilen (Sekil 4.8, 4.9, 4.10) bantlar arasindaki benzerlikler Dice korelasyon
katsayisi kullanilarak UPGMA ile kiimeleme islemine tabi tutulmus ve dendrogram
olusturulmustur (Sekil 4.11). Alul enzimi 12 kesim paterni olustururken, Haelll ve

Mspl sirastyla 9 ve 12 kesim paterni olusturmustur.

Alul, Haelll ve Mspl enzimlerinin olusturdugu kesim paternlerine gore olusturulan
dendrogramda (Sekil 4.11) % 40 benzerlik orant uygulandiginda, 6 ana grup
olusmustur. % 80 benzerlik orani dikkate alindiginda ise, 17 genotipik grup meydana
gelmistir. Daha ileri incelemelerde; A grubunun 5 alt gruba, C grubunun 3 alt gruba, D

grubunun 5 alt gruba, F grubunun ise 2 alt gruba ayrildig1 tespit edilmistir. B ve E
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gruplari ise alt gruplara ayrilmamis ve sirasiyla Caulobacter sp. ve Strenotrophomonas
sp. olmak tizere birer adet bakteri igerdigi goriilmektedir. A ana grubunda yer alan 1, 2
ve 3. alt gruplar Pseudomonas, 4. alt grup Variovorax, 5. alt grup Enterobacter cinsine
dahil tiirleri igermektedir. C ana grubunda yeralan 7 ve 8. alt gruplar Bacillus, 9. alt
grup Olivibacter cinsine dahil tiirleri, D ana grubunda yeralan 10. alt grup
Flavobacterium, 11 ve 12. gruplar Bacillus, 13. alt grup Paenibacillus, 14. alt grup ise
Phyllobacterium cinsine dahil tiirleri icermektedir. F ana grubunda yeralan 16 ve 17.

gruplar Arthrobacter cinsine dahil tiirlerden olusmustur.
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Sekil 4.8 Bakterilerin 16 S rDNA bolgelerinin Alul enzimi ile kesiminin jel goriintiisii
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100bp 20 2 S 3 33 34 35 3% 3 38

100bp 41 43 44 45 46 47 48 49 50 51 53 54 55 56 57 58 59 60 61

) e gy e

Y g

100bp 62 63 64 65 66 67 68 69 70

-
-

Sekil 4.9 Bakterilerin 16 S rDNA bolgelerinin Healll enzimi ile kesiminin jel goriintiisii
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Sekil 4.10 Bakterilerin16 S rDNA bolgelerinin Mspl enzimi ile kesiminin jel goriintiisii
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BPM Pdomanas brasicacaum
054 Pueucomanas sp.
CL/1 Prsydomanas putidy
117 Pueudomanas sp.
(536 pseudomens kevesnsi

637 Pueudomanas sp.

HAJ2 Vanavarax poradasus
7 ﬁ L‘nmmmxﬁmdnm

R

L1t Entarobacter sp.
l—:mz bzt

%% %uu%ﬂmp. ;

RH1JE Bacils simplex
4{ (2 Bl .
/3 Gacilus sp.

1 Bﬂr{lhs i
Nﬁjl faeilug jmn linsis

|ﬂ.ﬁ,'r1 Olivibactar sp,

8312 Oliibactars
] lvbacr

ool 0l (Vg

3/ Eacilus moensis

8214 Bgeilus andaonhyTens

i aulu

IMB Ehyllobactarium
|32 hpaciams

G414 Phyhobaclerium sp.
|Gd;"i Phyllzbaclarium sp.

A1 Strenatrophomanas sp.

cler nilrogug
G ,'rlmhmhucre.rsckmma’l;

BP214 Arthrobactar pascans

HAJL Arhrobacter sp.
IIG}} Arthrabactar humicols
B35 Arthvebictar gandawensis
G313 Arthoobacter p.

|lP2;'2 Mhmhﬂr:rmp

ﬂth crmm unjacolies
clr posces
(31 Arthrobacter sp.

||?)1 Arthrabacler sp.
(/1 Athrobacter pascens
(53 Arthrobactar sp.

0l % 08
Coaffient

R

i

Rajd Arinrobacler sp. |

7

Is

It

Sekil 4.11 Bakterilerin Alul, Healll, Mspl enzimleri kullanilarak olusturulan ARDRA
paternlerinin, UPGMA ile elde edilen dendogrami
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16S rDNA sekanslarmma gore izolatlar 11 ayri cins altinda toplanirken, ARDRA
analizinde % 80’lik benzerlik orani uygulandiginda, 17 grup olusmustur. Calismamizda
elde etttigimiz bu bulgulara benzer sekilde, Jin vd. (2011) de, BBTER bakteriler ile
yiriittiikkleri calismada, izolatlarinin 16S rDNA sekanslarina gére 17 cinse, ARDRA
analizine gore % 88,5 benzerlik oraninda 25 gruba ayrildigini tespit etmislerdir. Bu
farklilik, ARDRA analizlerinde tiir seviyesinde ayirimdan ziyade, sus seviyesinde
ayrimin daha giiclii olmasindan kaynaklanmaktadir. Zira tek nukleotit polimorfizmi 16S
rDNA dizi analizlerinde onemli bir farklanmaya isaret etmezken, soz konusu
polimofrizmin segilen restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerinde meydana gelmesi
ARDRA sonuglarini ciddi bir sekilde etkilemektedir. Diger yandan ozellikle enzim
kesim reaksiyonlarmin optimizasyonunda ki kiiciik degisiklikler, yine ARDRA

sonuclarinda dnemli varyasyonlarin belirlenmesine yol acabilmektedir.

Ahmad vd. (2008); bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin gesitliligini ve etkinligini
belirlemek amaciyla yirittikleri ¢alismada; rizosfer topraklarindan ve kok
nodiillerinden Azotobacter, Pseudomonas, Mesorhizobium ve Bacillus cinslerine dahil
toplam 72 bakteri izole etmislerdir. Souza vd. (2013); celtik rizosferinden izole ettikleri
336 bakteri susunun, 31 farkli cinse dahil olduklarin1 bulmuslardir. Bu suslar arasindan
Agrobacterium, Burkholderia, Enterobacter ve Pseudomonas cinslerinin baskin
olduklarint tespit etmiglerdir. Dinesh vd. (2015); farkli alanlardaki zencefil
rizoserferlerinden izole ettikleri 100 adet bitki biiylimesini tesvik edici bakteri izolatinin
Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Enterobacter, Arthrobacter,
Micrococcus ve Curtobacterium olmak iizere 10 farkli cinse dahil oldugunu ortaya
koymuslardir. Tchakounte vd. (2018) yiiriittiikleri ¢calismada; 143 izolati, 20 farkl cins
altinda siniflandirmig ve bunlarin arasinda baskin cinslerin Bacillus (% 31,5) ile

Arthrobacter (% 17,5) oldugunu belirtmislerdir.

Sezen vd. (2016); Erzurum ve Kirsehirden izole ettikleri 180 bakteriden hem azot fikse
eden, hem de fosfat ¢6zme aktivitesine sahip olan 16 izolati, FAME profil analizi
kullanilarak tanimlamislardir. FAME tanimlamasinin sonuglarina gore, izole edilmis
bakteriler arasinda 9 tanesi (AS2, AS9, AS13, AS15, AS4, AS8, AS12, AS16 ve AS15)
Firmicutes, 4'i (AS3, AS6, AS11 ve AS10) Gammaproteobacteria, 1’i (AS1),
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Actinobacteria ve 1’1 (AS5) Proteobacteria grubuna dahil bulunmustur. AS7 izolat1 ise
FAME analizi ile tanimlanamamistir. Elde ettikleri sonuclara gore bitki biiylimesini
destekleyici o6zelliklerine gore en etkili bakterilerin Bacillus, Pseudomonas ve
Cellulomonas cinsine ait olduklarmi ve % 56,25 oranla en baskin cinsin Bacillus

oldugunu gostermislerdir.

Islam vd. (2016); bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler arasinda Bacillus ve
Pseudomonas’larin en baskin cinsler olduklarini belirtmislerdir. Yerel ve evrensel
literatiir verileri ile paralel bir sekilde, bizim ¢alismamizda da; Pseudomonas, Bacillus
ve Arthrobacter cinsine dahil tiirler baskin tiirler olarak tespit edilmistir. Diger yandan
Ankara topraklarinda tanimladigimiz Strenotrophomonas, Enterobacter cinsleri de bitki
biliylimesini tesvik edici 6zellikleri iizerine yogun ¢alismalar yiiriitiilen bakteri gruplari
arasinda yer almaktadir. Bunlarin yanisira; Olivibacter, Phyllobacterium, Flavobacter,
Caulobacter ve Variovorax cinsleri ¢esitli literatiirlerde bitki biiylimesini tesvik edici
bakteriler grubuna dahil edilmekle birlikte, BBTER o6zellikleri ile ilgili ¢ok fazla bilgiye
erisilememektedir. Calismamizda tanimlanan bu bakteriler bu a¢idan Onem

tasimaktadir.

Mikrobiyal c¢esitlilik; ¢evresel sartlardan, toprak tipi ve alanlar arasindaki
fizikokimyasal 6zelliklerinden etkilenmektedir (Grayston vd. 1998). Ayrica izolasyon
yapilan rizosferdeki bitki genotipleri de, mikroorganizmalarin sayisi, ¢esitliligi ve
aktivitesi tlizerinde farkli etkiye sahiplerdir (Bais vd. 2006, Micallef vd. 2009). Bu
nedenle farkli lokasyonlar ve bitki rizosferlerinden yapilan izolasyonlar sonucu
belirlenen mikrobiyal ¢esitlilik farkliliklari, beklenen bir sonugtur. S6z konusu
farkliliklarin  tanimlanmast yeni BBTE bakterilerin belirlenmesine kaynak teskil

edecektir.

4.5 Bakterilerin Azot Fiksasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Azotsuz sivi besi ortaminda 7 giin inkiibasyona birakilan bakterilerin azot fiksasyon
kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan Kjeldahl yontemi; izolatlarin havadaki

serbest azotu fikse ederek besi ortaminda biriktirmeleri ve bu biriken azotun amonyum
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azotuna dontstiiriilerek, alkali ortamda destilasyonu sonucu agiga ¢ikan amonyak
miktarinin hesaplanmasi esasina dayanmaktadir. Yapilan deneyde, bakteri inokiile

edilmeyen azotsuz Burk’s besi ortami1 kontrol olarak kullanilmistir.

Bu deneme sonucunda (mikro kjeldahl metoduna gore); bakterilerin 56’sinin azot fikse
ettigi ve azot miktarlarinin 0,79 — 46,11 ppm arasinda degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.6). Bakterilerin % 44’i, 10 ppm’in iizerinde azot fikse etme
yeteneginde bulunmustur. En yiiksek fiksasyon miktarlar1 46,11 ve 44,91 ppm olarak,
sirastyla B3/5 (Arthrobacter gandavensis) ve C1/6 (Enterobacter sp.) suslarinda
saptanmistir. Bunlarin ardindan en yiiksek azot fiksasyonu; Pseudomonas, Bacillus ve
Olivibacter cinslerine dahil bakterilerde belirlenmistir. Azotsuz besi ortaminda ilireme
durumlart incelendiginde, sadece K4/3 (Phyllobacterium sp.) susu bu ortamda tireme

yetenegi gostermemistir. 37 bakteri ise, azotsuz besi ortaminda ¢ok iyi tiremistir.

Azot fikse etme yetenegine sahip simbiyotik ve asimbiyotik tiim bakterilerde bulunan
molibden nitrojenaz enzimi o alt {nitesinin sentezinden sorumlu nifH geni, azot
fiksasyonunda gorevli genler arasinda yiliksek oranda korunmasindan dolay:
diazotroflarin tanimlanmasinda standart gendir ve genellikle azot fikseri bakterilerin
varhigmin tespit araci olarak kullanilmaktadir (Dixon ve Kahn 2004). Bu nedenle
calismamizda yer alan tiim izolatlarda, polF ve polR universal dejenere primerler
kullanilarak nifH geni taranmistir. nifH gen varligi bilinen Azotobacter vinelandii susu,
bu denemelerde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Pozitif kontrolde oldugu gibi,
yaklasik 360 bp’lik bant tespit edilen jellerden, s6z konusu bolgeler kesilerek alinmis ve
dizi analizine gonderilmistir (Cizelge 4.5). Elde edilen baz siralarinin NCBI BLAST
veri tabaninda gergeklestirilen karsilastirma sonuglarina goére, sadece H8/2

(Paenibacillus polymyxa) susunda nifH geni varlig: tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Cogaltilan nif H gen bolgesinin agaroz jel goriintiisii
M: 100 kb DNA marker N: negatif kontrol A: Azotobacter vinelandii H8/2: Paenibacillus polymyxa

Cizelge 4.5 H8/2 izolat1 nifH gen bolgesi dizi analizi

TTTGCGATCC
TGCTACATCT
AGAAGGGCTT
GTGCAGGACG
GGCTGGATTT
CGATCCGGAG

CAAGGCTGAC
GGCTGCTGAA
CGGTGACATT
CGGCATCATC
TGTTTCCTAC
AAGAAGCGCA

TCCACCCGTC
AGGGGCACGG
CTGAACGTGG
ACAGCCATTA
GATGTACTGG
GAAATCA

TTATTCTGAA
TAGAGGATTT
AATGCGGCGG
ATTTTCTGGA
GGGACGTCGT

TACGAAGGCC
GGAGCTGGAG
GCCAGAGCCT
GGAAGAGGGG
GTGCGGGGGC

CAACAGACAG
GATGTTGTCC
GGTGTCGGCT
GCCTACGAAG
TTCGCCATGC

Shen vd. (2016); Cin’de ytriittiikleri ¢alismada mor topraklardan izole ettikleri 17

bakteride, oncelikle in vitro sartlarda azot fikse etme, fosfor ve potasyum ¢ozme

yeteneklerini aragtirmiglardir. 16 s rRNA sekans sonuglarina gére tanimlanan suslarda,

mikro kjeldahl metodu kullanilarak 91.5+2,69 ppm diizeyinde azot fiksayonu ile en

yiiksek azot fikse etme yetenegine sahip susun Bacillus amyloliquefaciens oldugunu

tespit etmislerdir. Kizilkaya (2008); cesitli alanlardaki topraklardan izole ettigi

Azotobacter tiirlerinin azot fiksasyon kapasitelerini, azotsuz Ashby besi ortamina

inkiibasyonun ardindan Kjeldahl yontemi ile olgmiis ve 3,5-29,35 ppm arasinda

degistigini (ortalama 10,24 ppm) saptamistir.



Ding vd. (2005); bugday, misir, cavdar ve sogiit rizosferlerinden azotsuz Burk’s besi
ortaminda tireme Ozelliklerine gore 29 izolat se¢mislerdir. Ancak nifH geni spesifik
primerlerle yapilan PZR sonucunda segilen izolatlardan yalnizca 7 tanesinin nifH genine
sahip oldugunu bulmuslardir. 16S rDNA sekans sonuglarina gore nifH geni bulunan
izolatlar; Paenibacillus massiliensis, Paenibacillus polymyxa, Bacillus cereus, Bacillus
marisflavi ve diger {igii Bacillus megaterium olarak tanimlanmistir. Bu ¢alisma,
Paenibacillus massiliensis ve Bacillus marisflavi’nin azot fikse etme yetnegine sahip

oldugunu kanitlayan ilk ¢alismadir.

Gosal vd. (2011); sekiz farkli azotsuz besiyeri kullanarak bugday rizosferinden izole
ettikleri 72 bakteri izolatinin 28’inde asetilen rediiktaz yontemi kullanarak, 22,3-72
nmol C,Hy/h arasinda degisen miktarlarda nitrojenaz aktivitesi tespit etmistir. Bu
izolatlarm nifH gen taramalar1 spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilmis, ancak
sadece 7 tanesinde nifH geni tespit edilmistir. 16S rDNA sekans sonuglarina gore bu
izolatlarin; Azotobacter sp., Azospirillum sp., Stenotrophomonas maltophilia,
Stenotrophomonas sp., Sphingomonas paucimobilis, Rhizobium larrymoorei,
Pseudomonas aeruginosa ve Xanthomonas oryzae olduklari belirtilmistir. Li vd. (2017);
seker kamisi rizosferinden izole ettikleri farkli tiirlere dahil 100 izolattan sectikleri
Pseudomonas cinsine dahil 30 ornek ile yiirittiikleri ¢alismada; polR ve polF
primerlerini kullanarak nifH geni icin yaptiklar1 taramada, 10 izolatta nifH genini

saptamiglardir.

Yiriittiiglimiiz calismada KH4/1, A2/3, A6/1, A6/3, B5/2, C5/3, G4/2, G4/4, G4/5,
H4/3, H6/2, H7/1, BP2/3, H8/1 suslarinin azotsuz besi ortaminda iiremelerine ragmen,
mikro kjeldahl yontemine gore azot fikse etmedikleri tespit edilmistir. Yine ayn1 sekilde
mikro Kjeldahl yontemine ve azotsuz besi ortaminda iireme durumlarina gore birgok
izolatin azot fikse etme yeteneginde oldugu goriilmesine ragmen, sadece bir izolatta
nifH geni tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalar arasinda bir korelasyon tespit
edilememistir. Bugiine kadar yapilan birgok calismada; calismamizda elde ettigimiz
sonuglara parelel olarak, diazotrofik olmamasina ragmen, bazi bakterilerin azotu
toplayabildigi ve azotsuz besi ortaminda gelisirken bu azotu kullanabildigi saptanmistir

(Beneduzi vd. 2013). Bu durum azot tespitinin tanimlanmasinda ciddi sorunlar
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yaratmaktadir. Diger yandan, Dean ve Jacobson (1992) nifH geninin tespiti ile
nitrojenaz aktivitesini belirlemede kullanilan asetilen rediiktaz yontemi arasinda direkt
bir korelasyon belirleyememistir. Tripathi vd. (2002) ise, azotsuz besi ortamindaki
gelismeyi, asetilen rediiktaz yonteminin tanimlayamayacagini ileri stirmiistiir. Literatiir
verilerinde yer alan tim bu geliskili durumlar azot tespit eden bakterilerin tanisinda
halen altin standart olarak kullanilabilecek bir yontemin bulunmadigma isaret

etmektedir.

Biyolojik azot fiksasyonunun girdilerinin dogru olarak belirlenmesi her zaman 6nemli
bir sorun olmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalarin azot fiksasyon yeteneklerinin
kesin bir sekilde kanitlanmasinin yollar1 aranmaktadir (Herridge vd. 2008). Geleneksel
olarak kantitatif bir yoOntem olmasina ragmen, azotsuz besi ortaminda
mikroorganizmalarin liremesinin goézlenmesi, azot fikse ettigi bilinen veya iddia edilen
birgok mikroorganizmanin baska yontemler de kullanilarak tekrar arastirilmasina yol
acmistir (Burris ve Wilson 1972). Azot fiksasyonunun kantitatif tespitinde tercih edilen
yontemlerden yaygin kullanim alani bulanlarindan bir digeri, azotun tiim formlarimni
amonyum azotu sekline doniistiirmek ve alkali ortamda yapilan destilasyon sonucu
aciga c¢ikan amonyak miktarindan toplam azotu belirlemek esasina dayanan Kjeldahl
metodudur (Burris ve Wilson 1972). Ancak bu yontemde de yaniltict sonuglarin
bulunma olasilig1 yiiksektir. Dolayli tespit yontemleri arasinda en genis kullanim
alanina sahip yOntem ise; nitrojenaz enzim sistemi tarafindan asetilenin etilene
indirgenmesi esasina dayanan ve sonugta gaz kromotografisi yontemiyle etilenin tespit
edilmesini hedefleyen asetilen rediiktaz yontemidir (Sylvia vd. 1999). Biyolojik azot
fiksasyonun belirlenmesinin diger bir yontemi olan, N izotopu kullanilarak kiitle
spektrometresinde azot tayini yapmanin, fiksasyonun tespitinin en kesin yolu oldugu
ileri  siiriilmektedir  (Sylvia vd. 1999). Diger yandan Young (1992);
mikroorganizmalarda nifH’nin varliginin, bakterinin azotu fikse edebildiginin gostergesi
oldugunu belirtmistir. Ancak nifH geninin cinsler ve hatta tiirler arasinda yiiksek oranda
polimorfik bir yap1 icermesi ve ortologlarinin bulunma olasiliklari, evrensel primerler
ile kesin tanisinin yapilmasini zorlastirmaktadir. Bizim ¢aligmamizda da elde ettigimiz
verilerin kesin bir sekilde yorumlanmasinda, yukarida 6zetledigimiz literatiir verilerinin

isaret ettigi zorluklar yer almaktadir.
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Bir ¢ok bitki iliskili bakteri N,'yi fikse edebilir ve boylece bitkiye azot saglayabilir.
PGPR mikroorganizmalarin bitkide azot bilangosuna bulundugu katkinin, bitkinin
lehine olduguna dair kanitlar, seker kamisi gibi bazi bitkiler i¢in, rapor edilmistir
(Boddey vd. 2003). Bununla birlikte, PGPR mikroorganizmalar vasitasi ile N
fiksasyonunun bitki biiylimesinin uyarilmasit yoniindeki etkisi halen tartismali bir
konudur. Buna ilave olarak, azot tespiti yapma yeteneginde olmayan rizobakterilerin
bitki biliylimesini desteklediginin belirlenmesi, azot tespitinin bitki biiyiimesini
destekleyen mikroorganizmalar i¢in zorunlu bir kriter olmadiginin agik bir kanitidir. Bu

konudaki bir baska
brassicacearum STM196 susunun, kanola ve Arabidopsis’in biiylimesini tesvik etme

tipik Ornek, azot tespiti yapamayan Phyllobacterium

yeteneginde bulunmasidir (Mantelin vd. 2006).

Tim bu bilgiler birlikte degerlendirildiginde; evrensel literatiir verileri ile paralel bir
sekilde, calismamizda da toprak izolatlarinda azot fiksasyon yeteneginin degisik
testlerle tespitinde ¢eligkili sonuclar alinmasi, verilerin yorumlanmasini biiyiik 6l¢iide

giiclestirmektedir. Ancak bu durum, PGPR tanis1 i¢in bir engel teskil etmemektedir.

Cizelge 4.6 Bakterilerin Kjeldahl yontemine gore azot fiksasyon miktarlart ve azotsuz
besi ortaminda iireme durumlari

izolat Kodu N-Burks N fiksasyon izolat N-Burks N fiksasyon
Besiyerinde miktari Kodu Besiyerinde miktari
iireme pg/mL iireme pg/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 c11 *) T.EDB.
KH9/2 (+++) 7,68 Cc1/3 (++) 4,91
K5/1 (+++) 9,52 C1/4 (+++) 33,33
K6/1 (+++) 18,01 C1/6 (++) 44,91
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Cizelge 4.6 Bakterilerin Kjeldahl yontemine

ore azot fiksasyon miktarlari1 ve azotsuz

besi ortaminda iireme durumlari %devam)
K8/1 (+++) 5,41 C1/7 (+++4) 18,82
K8/2 (+++) 2,29 c3/1 ) 12,41
K8/3 (++) 3,21 C3/2 (+++) 24,56
A2/1 (++) 28,16 csn ) 12,27
A2/3 (++) T.E.D.B. C5/3 (+++) 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 (+++) 514
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 (++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 Gal7 (+++) 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 (+++) TEDB. BP2/3 ) TEDGB.
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
O] ireme yok
(+) ¢ok zayif tireme var
(++) lreme var
(++4) ¢ok iyi tireme var
T.E.D.B. Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir.
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4.6 Bakterilerin Fosfor Cozme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin fosfor ¢ozme kapasitelerinin in vitro sartarda tespiti, arastirmacilarin
lizerinde ¢alistigr onemli konular arasinda yer almaktadir. Bakterilerin fosfor ¢ozme
kapasitelerinin gorsel hatta yar1 nicel tespiti, zon olusumu tanisina dayanan ve tek bir
fosfor kaynaginin kullanildig1 agarli besiyerleri araciligiyla yapilabilmektedir. Tek bir
¢oziinemez fosfor kaynagi ile zenginlestirilmis sivi besi ortaminda tiretilen bakterilerin,
besi ortaminda ¢6zdiigii fosfor miktarmin olglimiine dayanan yontemler ise, agarh

besiyerlerinin alternatifi olarak kullanilmaktadir (Rodriguez ve Fraga 1999).

Bu c¢alismada, bakterilerin fosfor ¢ozme kapasitelerinin belirlenmesi igin kalitatif ve
kantitatif sonuclarin elde edildigi iki farkli yontem kullanilmigtir. Her iki yontemde de
fosfor ¢ozme yeteneklerinin belirlenmesi igin, bitkilerin kullanamadigi ¢6ziinemez
formdaki Ca3(PO,4); NBRIP besi ortamina eklenmis ve izolatlarin Ca3(PO4),’1 bitkiler
tarafindan alinabilir formdaki elementer fosfora ayristirmasi incelenmistir. Kalitatif
yontemde kat1 besi ortamina pH indikatorii olarak brom fenol mavisi eklenmis, zon
olusumunun goézlenmesi (Sekil 4.14) pozitif sonug olarak kabul edilerek fosfor ¢zme
katsayist hesaplanmistir. Kantitatif sonuglar i¢in; 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL’lik fosfor
iceren standart ¢ozeltiler ile standart egri ¢ikarilmis ve ICP OES cihazinda 3 giin siireyle

iretilen bakteri kiiltiirlerinin iist stvilarinin okutulmasi gerceklestirilmistir.

Bu ¢aligmalar sonucunda, kantitatif deney sonuclar1 dikkate alindiginda bakterilerin
fosfor ¢o6zme kapasitelerinin 3,15 pg/mL ile 186,52 upg/mL arasinda degistigi
belirlenmistir (Cizelge 4.7). En yiiksek fosfor ¢6zme kapasitesine A6/2 (Pseudomonas
azotoformans) kodlu bakterinin sahip oldugu ve Enterobacter, Pseudomonas ve
Bacillus cinslerine dahil suslarin da benzer sekilde yiiksek fosfor ¢ozme kapasitesi
igerdigi belirlenmistir.  Kalitatif sonuclar incelendiginde ise 46 bakterinin fosfor

¢ozebildigi goriilmektedir.

Rodriguez ve Fraga (1999); yirttiikleri bir ¢alismada; Rhizobium, Pseudomonas ve
Bacillus tiirlerinin, esasen trikalsiyum fosfat ve hidroksiapatit substratlarin1 kullanan en

giiclii fosfor ¢oziiciiler olduklarini tespit etmislerdir.
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Chung vd. (2005); gesitli bitkilerin riosferlerinden izole ettikleri 13 izolat ile yaptiklar
calismada; bu izolatlarin fosfor ¢6zme miktarlarinin Caz(PO,4), eklenmis sivi besi
ortaminda 96,2-142 npg/mL arasinda degistigini ve bu izolatlarin 6 tanesinin
Enterobacter cinsine dahil olduklarin1 saptamiglardir. Shen vd. (2016); Cin’de
yiriittiikleri ¢alismada, 129+11,89 pg/mL fosfat ¢6zme Kkapitesi ile, en yiiksek fosfor
¢ozme yetegine sahip izolatin Bacillus pumilus oldugunu belirlemislerdir. Mukhtar vd.
(2017), cesitli bitkilerin rizosferinden izole ettikleri alt1 fosfor ¢oziicli bakterinin bugday
veriminine etkisini, sera ve tarla sartlarinda arastirmislardir. Izolatlar Bacillus
endophyticus, Bacillus sphaericus, Enterobacter aerogenes, Bacillus safensis, Bacillus
megaterium ve Virgibacillus sp, olarak tanimlanmig ve in vitro fosfor ¢oézme
yetenekleri, kaya fosfat igeren Pikovskaya besi ortaminda test edilmistir. En yliksek
fosfor ¢ozme yetenegi, karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi besi ortaminda
305,6 ppm ile Bacillus megaterium’da goézlenmistir. Li vd. (2017); sekerkamisi
rizosferinden izole ettikleri 30 Pseudomas cinsine dahil izolat ile yiirtittiikleri ¢aligmada,
26 izolatin Caz(POs); eklenmis Pikovskaya agar besi ortaminda zon olusturmasi sonucu

fosfor ¢6zme yeteneginde olduklarini belirlemislerdir.

Tim bu literatiir verileri, ¢aligmamizda elde ettigimiz bulgular ile birlikte
yorumlandiginda; yiiksek fosfor ¢ozme kapasitesinde belirlenen bakterilerin literatiir
bulgulart ile genel bir uyum gosterdigi ortaya cikmaktadir. Toprak ve bdlge
farkliliklarindan kaynaklanan nedenlerle, literatiirde yiiksek fosfor c¢oziicii olarak
tanimlanan bazi bakteri cins ve tlirlerine ise, bu calismada kullanilan topraklarda

rastlanilamamustir.

Cizelge 4.7 Bakterilerin fosfor ¢ozme miktarlar

izolat Kodu | Fosfat Cézme | Fosfat Cozme | izolat Kodu | Fosfat Cozme | Fosfat Cozme

Katsayisi pg/mL Katsayisi pg/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 C1/1 2,11 39,48
KH9/2 1,8 30,6 C1/3 1,87 28,47
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Cizelge 4.7 Bakterilerin fosfor ¢ozme miktarlar1 (devam)

K5/1 2,25 31,61 Cl/4 1,41 22,86
K6/1 - 18,6 C1/6 2,08 118,31
K8/1 2,83 25,26 C1/7 1,59 42,63
K8/2 2,57 30,29 C31 - 18,07
K8/3 1,42 26,31 C3n2 2,01 64,49
A2/1 - 20,27 C5/1 - 6,55
A2/3 2,01 31,86 Cs/3 - 6,5
A2/4 - 16,72 G3/1 - 13,1
A5/1 1,33 20,27 G312 - 15,1
A5/2 - 9,41 G3/3 - 4,65
A6/1 197 25,67 G3/4 - 6,25
A6/2 213 186,52 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/l 1,94 31,68
K4/3 - 15,14 G412 - 25,01
KH11/1 16 27,39 G4/3 1,94 25,79
KH11/3 2,99 28,97 G4/4 1,76 12,85
KH3/1 _ 17,86 G4l5 1,83 8,48
H4/1 - 7.13 G4l6 1,94 29,58
H4/2 15 27,93 G4I7 2,01 24,46
H4/3 - 15,25 G4/9 1,42 27,97
H6/1 25 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 1471
B2/1 15 37,81 H8/2 1,39 43,98
B3/2 - 6,49 P5/1 157 44,26

: zon olusumu gézlenmemistir.
T.E.D.B: Tespit edilebilir diizeyde bulunmamustir.
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Sekil 4.13 Fosfor ¢ozme kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin
karsilastirilmast

Sekil 4.14 NBRIP kati besi ortaminda fosfor ¢6zme yeteneginin belirlenmesi
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Yaptigimiz ¢alismada, kat1 besi ortaminda zon olusumunun gézlenmesi ile elde edilen
sonuglar ile sivi besi ortaminda elde edilen sonucglar arasinda; Joe vd. (2018)’nin
yiriittiikleri ¢alismada tespit ettikleri gibi, herhangi bir korelasyon bulunmamustir.
Ancak sivi besi ortaminda yapilan deneye goére, 20 pug/mL’in altinda fosfor ¢ozebilen
bakteriler, kalitatif yontem kullanildiginda zon olusturmamis, dolayisiyla bu yonteme
gore pozitif sonug elde edilememistir (Sekil 4.13). Nautiyal (1999); bakterilerin fosfor
¢ozme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in kullanilan teknikler {izerinde yaptig1 ¢alismada;
kat1 besi ortaminda zon olusmamasina ragmen, sivi besiyerinde fosfor ¢oziiniirliigiini
tespit etmis ve bu nedenle fosfor ¢oziiciileri tanimlamak i¢in goriinlir zon olusumunun
tespitinin yeterli bir yontem olmadigini belirtmistir. Sonu¢ olarak arastirmaci, toprak
mikroorganizmalarinin fosfor ¢ozme yeteneklerinin salgiladiklar: farkli organik asitlerin
difiizyon oranlarinin degisiklik gdstermesinden dolayr sivi NBRIP besiyerinde tespit
edilmesinin daha etkili olacagini belirtmistir. Yapilan bu ¢aligma bizim sonuglarimizla

paralellik géstermekte ve elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

4.7 Bakterilerin Potasyum Cozme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin potasyum ¢ézme kapasitelerinin belirlenmesi i¢in, Kalitatif ve kantitatif
sonuclarin elde edildigi iki farkli yontem kullanilmistir. Her iki yontemde de
bakterilerin potasyum ¢6zme yeteneklerinin belirlenmesi igin, bitkilerin kullanamadigi
¢Oziinemez formdaki potasyum aliiminyum silikat Aleksandrov besi ortamina eklenmis
ve izolatlarin ¢esitli organik asitler salgilayarak, potasyum aliiminyum silikati bitkiler
tarafindan aliabilir formdaki elementer potasyuma ayristirmas: gézlenmistir. Kalitatif
olarak, zon olusumuna goére (Sekil 4.16) elde edilen sonuglar, Khanderparkar’s orani
esas alinarak hesaplanmistir. Kantitatif sonuglar ise, bakteri siipernatantlarinin flame

fotometrede okutulmasi ile elde edilmistir.

Kat1 besi ortaminin kullanildigi yontemde 26 bakterinin potasyumu ¢ozdiigi
belirlenirken, sivi besi ortaminin kullanildigr yontemde 62 bakterinin 0,39-3,9 ug/mL
arasinda degisen miktarlarda (Cizelge 4.8) potasyum ¢ozdiigii tespit edilmistir. iki

yontem arasinda bir korelasyon saptanmamastir.
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En yiiksek potasyum ¢6zme miktarlari; Pseudomonas cinsine dahil KH11/1, B3/4, B5/4,
C1/1,C1/3,C1/7, G4/1, G4/3, G4/6, G4/7, G4/9, BP2/1 suslarinda ve Arthrobacter
cinsine dahil KH3/1 susunda tespit edilmistir. Mohammad vd. (2016) yiiriittiikleri
calismada; bes farkli bakteri susunun potasyum ve fosfor ¢6zme kapasitelerini, % 0,2
muskovit veya biyotit ve. % 0,2 TCP igeren sivi Aleksandrov besi ortaminda
aragtirmigtir. 28 giin inkiibasyonun ardindan, kontrolde 5,67 ppm potasyum tespit
edilirken, Pseudomonas cinsine ait S14-3 susunun 9,83 ppm, S19-1 susunun ise 9,26
ppm potasyum ¢ozdiigini kaydetmislerdir. Xiaoa vd. (2017) ise; oncelikle kolza
rizosferinden potasyum ¢dzme potansiyeli olan 16 bakteri izole etmislerdir. Yapilan in
vitro analizler sonucunda S-15 Mesorhizobium sp, S-17 Paenibacillus sp. ve S-18
Arthrobacter sp. suslarinda en yiiksek potasyum ¢6zme degerlerini tanimlamigslardir.
Parmar vd. (2016); mika ile zenginlestirilmis Aleksandrov besi ortam1 kullanarak misir
rizosferinden izole ettikleri 25 bakterininin en yiiksek potasyum ¢6zme kapasitesine
sahip orneklerini, Biolog sistemi kullanarak saptamistir. Bu ¢alisma bulgularina gore, en
yiiksek miktarda potasyum ¢ozen bakteriler KSB-1 Bacillus licheniformis (46,52 ppm)
ve KSB-3 Bacillus subtilis (42,37 ppm) olarak belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular dikkate alindiginda, bu calisma kapsaminda
incelenen Dbakterilerin potasyum ¢6zme miktarlari, yukarida Ozetlenen literatiir
verilerine gore olduk¢a diisiik c¢ikmistir. Bu durumun; c¢alismamiz kapsaminda
kullanilan bakterilerin izole edildigi toprak numunelerinde, iilkemiz topraklarinin
genelinde oldugu gibi, potasyum miktarlarinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.8 Bakterilerin potasyum ¢6zme miktarlari

izotat Koau | Khanderparkar’s| FEEVEI i, 1 geqqy | Khanderparkar’s | EEEAT
ug/mL pg/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 C1/1 0,3 3,9
KH9/2 - 3,51 C1/3 0,3 3,9
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Cizelge 4.8 Bakterilerin potasyum ¢dzme miktarlari (devam)

K5/1 0.2 3,51 Cl/4 - 3,51
K6/1 - 1,95 C1/6 - 3,51
K8/1 - 3,12 C1/7 - 3.9
K8/2 0.1 3,51 C3n - 2,73
K8/3 - 3,12 C3/2 0,9 3,12
A2/1 - 3,12 Cs1 - 1,56
A2/3 - <TEDB C5/3 - 1,56
A2/4 - 117 G3/1 - <TEDB
A5/1 - 3,51 G3/2 - 1,56
A5/2 - 1,56 G3/3 - <TEDB
A6/1 08 <TEDB G3/4 - <TEDB
A6/2 - 3,51 G3/5 - 1,56
A6/3 - 3,51 G3/6 07 3,51
A6/4 - 3,12 G3/7 1 0,39
K4/1 0.2 3,12 G4/l 05 3.9
K4/3 2 3,12 G4/2 - 3,12
KH11/1 0.2 3.9 G4/3 07 3.9
KH11/3 » 3,51 G4/4 - <TEDB
KH3/1 ; 39 G4/5 - <T.EDB
H4/1 - 3,12 G4/6 04 3.9
H4/2 - <TEDB GA4l7 07 3.9
H4/3 - 2,34 G4/9 03 3.9
H6/1 07 3,51 BP2/1 03 3.9
H6/2 08 <TEDB | BP22 - 2,34
H7/1 - 2,34 BP2/3 07 3,51
H7/2 - 3,12 BP2/4 - 1,56
H7/4 03 2,73 H8/1 - 3,51
B2/1 - 3,12 H8/2 - 3,51
B3/2 - 1,56 P5/1 - <T.ED.B

- : zon olusumu gézlenmemistir.

T.E.D.B: Tespit edilebilir diizeyde bulunmamastir.
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Sekil 4.15 Bakterilerin potasyum ¢6zme kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan

yontemlerin karsilagtirilmasi

Sekil 4.16 Aleksandrov besi ortaminda zon olusumu
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4.8 Bakterilerin Siderofor Uretme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin siderofor iiretme kapasitelerinin belirlenmesi i¢in; demir igeren CAS agarda
tiretilen bakterilerin, salgiladiklar1 siderofor sayesinde demiri selatlayarak, besi ortami
rengini maviden sari-turuncuya donistiirmesi esas alinmig ve sar1 turuncu rengin

gozlendigi zon olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.9).

Bu esas dogrultusunda yiiriitiilen denemeler sonucunda, arastirilan bakterilerin 33
tanesinin 2-43 mm arasinda degisen biiyiiklikte zon ¢apinda siderofor iiretebildigi
belirlenmistir. En yiiksek siderofor iiretimi K8/1 (Pseudomnas gessardi) susunda 43
mm olarak belirlenirken, bunu H6/1 (Arthrobacter humicola) 40 mm, P5/1 (Bacillus
mojavensis) 39 mm, H8/2 (Paenibacillus polymyxa) 31 mm zon olusumu ile takip
etmistir. Siderofor {ireten suslarin % 75’i Pseudomonas cinsi fiyeleri olarak

tanimlanmustir.

Beneduzi vd. (2008); yedi farkli geltik tarlasindan izole ettikleri 296 Bacillus ve
Paenibacillus tiirii ile yirittiikleri ¢aligmada, 32 izolatin siderofor liretme yeteneginde
oldugunu saptamiglardir. Upadhyay vd. (2009) bugday rizosferinden izole ettikleri 130
izolatta, bitki biiylimesini tegvik edici 6zelliklerin tanimlanmas1 amaciyla yiiriittiikleri
calismada; izolatlarin 8’inin 3,5-5,2 mm arasinda degisen miktarlarda siderofor
drettigini ve 16S rDNA sonuglarina gore izolatlarin Bacillus ve Arthrobacter
cinslerine dahil oldugunu belirlemislerdir. Li vd. (2017); seker kamis1 rizosferinden
izole ettikleri farkl tiirlere dahil 100 izolattan segtikleri Pseudomonas cinsine dahil 30
ornek ile siirdiirdiikleri arastirmada; izolatlardan 20 tanesinin, 0,3 cm {izerinde zon

olusumuna yol agacak diizeyde siderofor iirettigini bulmuslardir.

Calismamizda tanimlanan yiiksek diizeyde siderofor iireticiler ve siderofor iiretim
miktarlari, literatiir verileri ile birlikte yorumlandiginda, bulgularin uyumlu oldugu
goriilmektedir. Zira calismamizda yiiksek siderofor iireticileri olarak tanimlanan
Pseudomonas, Paenibacillus, Arthrobacter ve Bacillus tiirleri, literatiir verilerinde de

yiiksek siderofor iireticileri olarak tanimlanmaktadir.
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Cizelge 4.9 Bakterilerin siderofor iiretim diizeyleri

Zon cap:
izolat Kodu mm izolat Kodu Zon ¢cap1
mm
KH1/1 8 B3/4 -
KH1/2 - B3/5 a
KH4/1 7 B5/2 a
KH4/2 11 B5/4 3
KH9/1 13 Cc11 22
KH9/2 - C1i3
K5/1 13 C1/4 6
K6/1 - C1/6 -
K8/1 43 C1/7 4
K8/2 13 C31 -
K8/3 - C312 -
A2/1 - csn ;
A2/3 - C5/3 _
A2/4 - G3/1 -
A5/1 - G3/2 -
A5/2 - G3/3 -
A6/1 8 G3/4 3
A6/2 - G3/5 9
A6/3 4 G3/6 6
A6/4 - G3/7 3
Ka4/1 15 G4/1 6
K4/3 G4I2 -
KH11/1 G4/3 10
KH11/3 Gala -
KH3/1 15 G4/5 -
H4/1 - G4/6 9
H4/2 - G4l7 11
H4/3 - G4/9 11
H6/1 40 BP2/1 8
H6/2 2 BP2/2 -
H7A - BP2/3 .
H7/2 - BP2/4 -
H7/4 - H8/1 20
B2/1 - H8/2 31
B3/2 - P5/1 39

- : zon olusumu gézlenmemistir.
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Sekil 4.17 CAS agarda siderofor {iretiminin tespiti

4.9 Bakterilerin indol Asetik Asit (IAA) Uretme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin indol asetik asit tiretim miktarlarimi belirlemek i¢in; 10, 20, 30, 40, 50
ng/mL’lik standartlar hazirlanmis ve numune gibi muamele edilerek, standart egri
cikarilmigtir. Kontrol olarak, bakteri inokiile edilmemis besiyeri kullanilmistir.
Renklendirilen numuneler UV spektrofotometrede 530 nm’de okutularak IAA

miktarlar1 belirlenmistir.

1 g/L triptofan i¢eren besi ortaminda 7 giin inkiibe edilen bakterilerin tamaminin; 0,02 -
50,05 pg/mL arasinda degisen miktarlarda IAA iirettikleri tespit edilmistir (Cizelge
4.10). En yiiksek IAA iiretimi 50,05 pg/mL G3/4 (Arthrobacter sp.) susu tarafindan
gerceklestirilmistir. Sekiz adeti Pseudomonas ve iki adeti Arthrobacter olmak iizere,

toplam on susun, 20 ug/mL’nin {izerinde TAA irettigi saptanmustir.

Malik ve Sindhu (2011); nohut ve “green gram” rizosferlerinden izole edilen 40 adet

Pseudomonas susundan 11’inin indol asetik asit iirettigini saptamistir. Bu arastiricilar;
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CPS59, CPS63, CPS67, CPS72, MPS77, MPS78 ve MPS94 izolatlarinin 2 giinliik
inklibasyonun sonunda 18,1-31,2 ppm arasinda degisen miktarlarda, 4 giinliik
inkiibasyon sonunda ise 22,2-40,6 ppm arasinda degisen miktarlarda IAA iirettigini
belirlemistir. Ozdal vd. (2017); sigir kuyrugu bitkisinin rizosferinden izole ettikleri IAA
tireticisi sekiz bakteri susu arasindan Arthrobacter agilis A17 ‘nin 75 ppm ile en yiiksek
[IAA irettigini ve bu izolatin biyogiibre amacgli immobilizasyon c¢aligmalarinda
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Calismamiz sonuglari, bu literatiir verileri ile uyumlu

bulunmustur.

Cizelge 4.10 Bakterilerin IAA tiretim miktarlar

izolat Kodu TAA miktari izolat Kodu TAA miktari
pg/mL pg/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 c11 14,08
KH9/2 7,16 C1/3 30,31
K5/1 22,13 C1/4 13,84
K6/1 1,59 C1/6 5,85
K8/1 3,33 C1/7 41,02
K8/2 24,6 31 0,02
K8/3 0,38 C372 18,17
A2/1 1,78 csn 0,19
A2/3 1,23 C5/3 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
Ab/4 0,6 G3/7 13,96
K4/1 3,52 G4/1 11,38
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Cizelge 4.10 Bakterilerin IAA tiretim miktarlar1 (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

Sekil 4.18 IAA iiretimi deney tiipleri

4.10 Bakterilerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan bakterilerin antimikrobiyal aktivite 6zellikleri; funguslarda ¢ift
kiiltir yontemi ile, bakterilerde ise disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Cift kiiltir

yontemi, biyolojik kontrol ajanlarinin 6n taramasinda kullanilan 6nemli testlerden



biridir. Antagonistik etkiler, genellikle bakteri izolatlar1 ve mantar izolatlar1 arasinda
inhibisyon bolgelerinin olugsmas1 veya bakteriyel izolatlara karsi radyal misel
biiyiimesinin yiizde inhibisyonunun hesaplanmasi ile belirlenmektedir (Ji vd. 2014, Lee
vd. 2017).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore; kullanilan bakterilerin 30 tanesi Fusarium
culmorum, 12 tanesi Sclerotium rolfsii ve yalnizca 1 tanesi Pseudomonas tomato

tizerinde etkili bulunmustur (Cizelge 4.11).

Fusarium culmorum’un konakgilar1 arasinda basta bugday, arpa, yulaf, ¢avdar, musir,
sorgum ve cesitli ¢im bitkileri olmak tiizere seker pancari, keten, karanfil, fasulye,
bezelye, kuskonmaz, kirmizi yonca, pirasa, ladin, ¢ilek ve patates sayilabilir (Scherm
vd. 2013). Bu fungus bugdayda kok, kok bogazi, sap ciiriikliigiine ve basak yanikligina
neden olan 6nemli bir patojenidir (Treikale vd. 2010). Denenen bakterilerin Fusarium
culmorum’a kars1 % inhibisyon miktarlari, kontrol ile kiyaslandiginda % 40-64 (30-48
mm) arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.11). Denemelerde patojene karsi etkili
olan suslarin biiyiik cogunlugunun (% 66; 20 sus) Pseudomonas cinsine dahil oldugu
belirlenmistir. Pseudomonas cinsinin yanisira Bacillus, Peanibacillus,
Strenotrophomonas, Enterobacter, Variovorax, Arthrobacter ve Olivibacter cinine dahil

bazi suslar da Fusarium culmorum’a kars1 etkili bulunmustur (Sekil 4.22).

Kotan vd. (2011); Bacillus, Burkholderia Pseudomonas, Flavobacter cinslerine dahil 17
susun Fusarium sambucinum, Fusarium oxysporum ve Fusarium culmorum’ a karsi
antifungal aktivitelerini belirlemislerdir. Tiim izolatlarin fungal patojenler iizerinde
etkili oldugunu, en yiiksek antogonistik etkinin, 35,33-47,37 mm arasinda degisen
inhibisyon zonu ile B. cepacia tarafindan gerceklestirildigini kaydetmislerdir.
Rizosferden izole edilen Strenotrophomonas cinsine dahil suslarin; Rhizoctonia
solani (Kai vd. 2007) ve cesitli fungal bitki patojenlerine (Jakobi vd. 1996) karsi
trettikleri litik enzimler, sideroforlar, antibiyotikler ve maltofin gibi metabolitler
vasitasiyla etkili olduklar1 bulunmustur. Bir¢ok enterobakter tiirii bitkisel fungal
patojenlere karsi antagonistik etkili biyokontrol ajanlart olarak tarif edilmistir. Yapilan

calismalarda; Enterobacter cloacae’nin bazi suslarmin, Fusarium mantarlarinin yol
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actig1 bitkisel solgunluk hastaligina karsi etkili oldugu tanimlanmistir (Chernin vd.
1995). Ancak Arthrobacter ve Variovorax ‘in Fusarium’a kars: etkisi ile ilgili herhangi
bir veri mevcut degildir. Bu acidan ¢alismamiz bulgular literatiire katki saglayacak

niteliktedir.

Sekil 4.19 Fusarium culmorum’a kars1 antagonistik etki
1.Petri A2/1 susunun etkisi 2. Petri KH4/2 susunun etkisi 3. Petri KH1/1 susunun etkisi 4. Petri KH3/1
susunun etkisi 5. Petri Kontrol 6. Petri H8/2 susunun etkisi

Sclerotium rolfsii 600°den fazla konakgiya sahip, toprak kokenli bir fungustur ve birgok
bitkide gliney yanikligi hastaligina neden olmaktadir (Zhang vd. 2018). Sclerotium
rolfsii; tarla, sebze, meyve ve siis bitkileri dahil olmak tizere ¢ok c¢esitli bitkilerde
hastaliga neden olur. Yer fistig1 i¢in dnemli bir patojendir. Calismamizda tanimlanan
bakterilerin  Sclerotium rolfsii’ye karsi % inhibisyon miktarlar1 kontrol ile
kiyaslandiginda % 46.67-68,89 (42-62 mm) arasinda degistigi saptanmistir. Etkili olan
bakterilerin % 83,331 (10 sus), literatiir verilerinde oldugu gibi, Pseudomonas cinsine
dahil bulunmustur. Pseudomonas cinsine dahil suslarin yanisira Paenibacillus polymxa
H8/2 ve Bacillus mojavensis P5/1 suslar1 da Sclerotium rolfsii’ye karsi ekili

bulunmustur.
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Pastor vd. (2010); saghkli domates bitkilerinin koklerinden izole ettikleri
Pseudomonas’larin bitki patojeni Sclerotium rolfsii, Alternaria alternata ve Fusarium
solani’ye kars1 antgonistik etkisini belirledikleri ¢alismada, PCI2 izolatinin 27 mm ile
Sclerotium rolfsii’ye karst en yiiksek inhibisyon zonunu olusturdugunu tespit
etmiglerdir. Ayn1 ¢alisma kapsaminda yiiriitiilen sera denemesinde, sadece patojen ile
enfekte edilen toprakta yetistirilen bitki ile PCI2 izolati uygulanan enfekte toprakta
yetistirilen bitki karsilagtirildiginda, bitki ve kok kuru agrliginin bakteri varliginda
strasiyla % 63 ve % 70 daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.20 Sclerotium rolfsii *ye kars1 antagonistik etki
1.Petri H8/2 susunun etkisi 2. Petri P5/1 susunun etkisi 3. Petri KH4/1 susunun etkisi 4. Petri K5/1
susunun etkisi 5. Petri Kontrol 6. Petri K8/2 susunun etkisi

Pseudomonas tomato; domateste bakteriyel benek hastaligi etmenidir. Bitkinin tim
toprak tstli organlarinda leke seklinde belirti olusturmaktadir. Belirtiler fide doneminde
baslamakta ve fidelerin yaprak ve gévdelerinde ¢ok sayida kahverengi-siyah lekelerin
olusmasina neden olmaktadir. Bu lekeler zamanla tiim fidenin kurumasma yol

agmaktadir (Anonim, 2008). Caligmamizda elde edilen sonuglara gore sadece
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Olivibacter soli G4/2 susunda, bu patojene karst 10 mm inhibisyon zonu olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.21). Bu, s6z konusu bakterinin PGPR olabilecegine dair ilk

veridir.

Aysan ve Cmar (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada; bitki patojeni olan P. syringae
pv. tomato’ya karsi 538 antagonistik bakterinin etkinligi test edilmistir. Denenen
izolatlar arasindan 137 tanesinin inhibisyonu zonlarmin 0,2-1 cm arasinda degistigi
saptanmustir. In vitro deneme sonuglarina gore secilen 18 izolatin, saksi denemeleri
sonucunda hastalik gelisimini % 31-90, hastalik siddetini ise % 5-84 oraninda azalttig

belirlenmistir.

Sekil 4.21 Pseudomonas tomato’a kars1 antagonistik etki
1. Petri Olivibacter soli G4/2 susunun etkisi 2. Petri Kontrol

Arastirmamizda kullandigimiz bakterilerden 11 tanesi, denenen her iki fungusa karsi
etkili olurken, 17 tanesi sadece Fusarium culmorum’a, 1 tanesi sadece Sclerotium
rolfsii’a karsi etkili bulunmustur. Pseudomonas tomato 'ya karsi etkili bulunan izolatin
funguslar iizerine etkisi tespit edilememistir. Her iki patojen fungusa karsi etkili
bulunan bakteri izolatlarinin ¢ogunlukla Pseudomonas cinsine dahil oldugu, ikinci
sirada ise Bacillus cinsinin geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.22). Bitki biiytimesini
artirict Ozellikleri ve biyolojik kontrol potansiyelleri dikkate alinarak; basta Bacillus
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(Lee vd. 2017), Pseudomonas (Priyanka vd. 2017) ve Streptomyces (Lu vd. 2016)
olmak iizere, c¢ok sayida toprak bakterisinden tarimda yararlanilmaktadir. Pseudomonas
cinsi lyeleri, adaptif metabolizmalar1 ve bir¢ok antifungal bilesik liretme kabiliyetleri
nedeniyle istiin biyolojik kontrol ozelliklerine sahiptir (Trivedi vd. 2008). Toprak
kokenli patojenlerin Pseudomonas’lar tarafindan inhibisyonu; ozellikle florogliikoller,
fenazinler, pyoluteorin, pirrolnitrin ve hidrojen siyaniir gibi sekonder metabolitlerin

salgilanmasi ile baglantilidir (Haas ve Défago 2005).

Calismamizda Paenibacillus polymyxa H8/2 susu, her iki fungusa kars1 6nemli derecede
etkili bulunmustur. P. polymyxa suslari; salgiladiklar1 antimikrobiyal bilesikleri
sayesinde mantar, bakteri ve nematodlarin neden oldugu c¢esitli bitki hastaliklarini
onleyen genis spektrumlu antagonistik aktiviteye sahiptir (Weselowski vd. 2016).
Yapilan g¢aligmalar P. polymyxa suslarinin bakterilere kargt polimiksin, polipeptin,
gavaserin, saltavalin ve jolipeptin gibi peptid antibiyotikleri; Gram pozitif bakterilere,
funguslar ve aktimisetlere karsi ise LI-F antibiyotikler, gatavalin ve fusarisidleri,
tiretmek suretiyle etkili olduklarin1 gostermistir (Lal ve Tabacchioni 2009, Deng vd.
2011).
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Sekil 4.22 Antimikrobiyal aktive gosteren bakterilerin cinslere gore dagilimi
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Cizelge 4.11 Bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri

Fusarium culmarum Sclerotium rolfsli Pseudomonas
tomato
izolat Kodu | jnhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon
zonu 0 zonu zonu
mm % mm % 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 -
Ab5/2 - 0 - 0 -
A6/1 - 0 - 0 -
A6/2 - 0 - 0 -
A6/3 - 0 50 55,56 -
Ab/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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Cizelge 4.11 Bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri (devam)

B5/2 37 49,33 - 0 -
B5/4 35 46,66 - 0 -
C11 - 0 - 0 -
C1/3 30 40 - 0 -
C1/4 - 0 - 0 -
C1/6 40 53,33 - 0 -
Cc1/7 - 0 - 0 -
C3/1 - 0 - 0 -
C3/2 43 57,33 - 0 -
Ccs5/1 - 0 - 0 -
C5/3 - 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 -
G4l7 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 olusumu goézlenmemistir.
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4.11 Sera Denemeleri

nifH geni tespit edilmesi dikkate alinarak azot fikseri olarak secilen Paenibacillus
polymyxa H8/2 susunun azotlu kimyasal giibre kullanmaksizin bitki gelisimi {izerine
olan etkisinin test edildigi sera denemesi; 1 bakteri uygulamasi (Paenibacillus polymyxa
H8/2) ve K1 (optimum kimyasal giibreli), KO (giibresiz) kontrol konulari ile, Toprak
Gilibre ve Su Kaynaklar1 Merkez Arastirma Enstitlisii serasinda tesadiif parselleri

deneme desenine gore 3 tekrarli olarak kurulmustur.

Ekimden 10 hafta sonra yapilan hasat sonrasinda bitki boyu, bitki ve kok kuru/yas
agirh@i, bitki ve toprakta toplam azot miktarlar1 analiz edilmistir (Cizelge 4.12).
Varyans analiz sonuglarina gore; kok kuru ve yas agirhigi ile toprakta ve bitkide toplam
azot miktar1 parametrelerinde konular arasinda % 5 dnem seviyesinde istatistiki olarak
fark bulunmustur. H8/2 bakterisi uygulanmis konu ile K1 konusunun kok kuru ve yas
agirliklart ayni grupta yer alirken; H8/2 konusu KO konusu ile kiyaslandiginda kok kuru
ve yas agirliginda yaklasik % 55°lik artis saglamistir (Sekil 4.23). Bitkide azot miktari
en fazla K1 konusunda, en diisiik ise KO konusunda tespit edilirken, H8/2 konusu KO0
konusu ile kiyaslandiginda yaklasik bitki azot iceriginde % 6’lik artisin gerceklestigi
saptanmistir. Toprakta toplam azot miktar1 incelendiginde, H8/2 konusu K1 ve KO
konularinin gerisinde kalmistir. Deneme sonuglari diger parametreler agisindan
degerlendirilginde, konular arasinda % 5 6nem seviyesinde istatistiki olarak anlamli
fark bulunmamistir. Bunun yanisira H8/2 bakterisinin uygulanmasi bitkinin kuru
agirhginda ve boyunda KO ile kiyaslandiginda % 2,8 ve % 3,77’lik artis meydana
getirmistir (Sekil 4.23).

Cizelge 4.12 Azot sera denemesi sonucu elde edilen veriler

Govde Kok Bitki Toprak
Konular | Boy ¥a$ K'uru Yas Agirhk Kvuru Toplam Azot | Toplam Azot
(cm) Agirhk Agirhk (g/saks1) Agirhk (%) (%)
(g/saks1) | (g/saksi) (g/saks1)
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+0,19a | 1,4840,07a | 5,70+0,20a | 0,15+0,003 a
KO 53+1,4 | 14,2+0,8 | 3,57+0,1 | 1,18+0,19b | 0,99+0,18 b | 4,93+0,47 b | 0,14+0,002 ab
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Sekil 4.23 Paenibacillus polymyxa H8/2 susunun K0’a kiyasla verim parametrelerinde
ve azot miktarlarinda meydana getirdigi % degisim

Bakterilerin fosfor ¢ozme yeteneklerinin sera kosullarinda degerlendirilmesi amaciyla
kurulan ikinci sera denemesinde, in vitro ¢alismalarda 40 pg/mL‘nin {izerinde fosfor
¢ozdiigi belirlenen bakteriler konulart olusturmustur. H8/1, C1/6, C3/2 suslari
Enterobacter cinsine dahil olduklari ve giibre olarak kullanimlarina yonetmelikler
geregi izin verilmedigi i¢in sera denemesine dahil edilmemislerdir. Segilen 7 bakteri
(G3/7, P5/1, H8/2, A6/2, B5/2, BP2/3, C1/7) uygulamasi, KO (giibresiz) ve
K1(optimum kimyasal giibreli) kontrol konularindan olusan deneme Toprak Giibre ve
Su Kaynaklar1 Merkez Arastirma Enstitiisii Midirliigli serasinda tesadiif parselleri

deneme desenine gore 3 tekrarl olarak kurulmustur.

Ekimden 10 hafta sonra hasat gergeklestirilmis ve bitki boyu, bitki ve kok kuru/yas
agirlig, toplam fosfor miktar1 ve toprakta alinabilir fosfor miktari analiz edilmistir.
Varyans analizi sonuglarina gore incelenen tiim parametrelerde, konular arasinda % 5
onem seviyesinde istatistiki olarak fark bulunmus ve tiim parametreler Duncan ¢oklu
karsilastirma testi yapilarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.13). Bitki boylar
karsilastirildiginda C1/7 ve BP2/3 konulari, K1 konusu ile ayn1 grupta yer alirken,
konularin timii KO ile kiyaslandiginda bitki boyunda % 4,8 - 19,5 arasinda degisen
oranlarda artisa sebep olmuslardir (Sekil 4.25). C1/7, BP2/3 ve G3/7 konularinin bitki
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yas agirliklari, K1 konusundan sonra ikinci sirada yer almislardir. C1/7, BP2/3, B5/2,
H8/2, P5/1, G3/7 konularinin gévde kuru agirliklari, K1 konusunun ardindan ikinci
sirada yer alirken, tiim konular KO ile kiyaslandiginda % 5,76 — 13,76 arasinda degisen
oranlarda kuru agirlikta artisa sebep olmuslardir. K1ve B5/2 harig¢ tiim konularin kok
yas agirliklart KO konusunun gerisinde kalmistir. C1/7 konusunun kok kuru agirlign K1
konusunun 6niine gecerken, KO konusu ile kiyaslandiginda kok kuru agirhiginda % 7°lik
bir artis meydana getirmistir. Bitki fosfor icerikleri % 0,076 — 0,239 degismekle birlikte
C1/7 konusu K1 konusunun ardindan ikinci sirada yer almis ve KO konusuna kiyasla %
197,37’lik bir artisa sebep olmustur. Toprakta alinabilir fosfor miktarinda KO, P5/1 ve
H8/2 konulari, K1’in ardindan ikinci sirada yer almigtir. G3/7, A6/2, B5/2, BP2/3 ve
C1/7 konularimin topraktaki alinabilir fosfor miktarlar1 KO’a gore % 34,81 — 61,62
(Sekil 4.24) arasinda degisen oranlarda azalmistir. Bu sonu¢ bize bakteri
uygulamalarinin, topraktaki mevcut fosforun bitki tarafindan alinabilirligini artirdigini

gostermektedir.

Cakmake¢1 vd. (2007); azot fikseri (Bacillus licheniformis RCO02, Rhodobacter
capsulatus RCO04, Paenibacillus polymyxa RCO05, Pseudomonas putida RCO06, ve
Bacillus OSU-142) ve fosfat ¢oziicii (Bacillus megaterium RCO1, Bacillus M-13)
bakterilerle tohum asilamasinin sera kosullarinda arpa gelisimine etkisini
arastirmislardir. Denemeye alinan bakterilerden altisinin indol asetik asit (IAA) iirettigi,
liciiniin fosfat1 ¢ozebildigi, biitiin izolatlarinin azot bagladigi ve arpa gelisimini
arttirdigint  belirlemiglerdir. toprakta alinabilir P miktarin1 Bacillus M- 13 ve B.
megaterium RCO1 asilamasi 6nemli 6lgiide arttirirken, toprakta en yiiksek NOsz -N
miktar1 Bacillus OSU-142 asilamasiyla elde edilmis ve bunu P. polymyxa RCO5 ve R.
capsulatus RC04 takip etmistir. Bakteri uygulamalari, arpa kok agirhigm %18-32,
govde agirhigini ise % 29- 54 oraninda artirmistir. Azot baglayici bakteri asilamalar
arpada N, Fe, Mn ve Zn alimin1 6nemli diizeyde artirmistir. Bacillus OSU-142, RCO7 ve
M-13 gibi etkin Bacillus tiirlerinin ve P. polymyxa RCO05, P. putida RC06 ve R.
capsulatus RCO04 izolatlarinin tarimda Dbiyogiibre olarak kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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Cizelge 4.13 Fosfor sera denemesi sonucu elde edilen veriler

Govde Kok Bitki Toprak
Konular Boy Yas Agirlik Kuru Agirlik Yas Agirhik | Kuru Agirlik Fosfor Alnabilir Fosfor
(cm) (g/saksi) (g/saksi) (g/saksi) (g/saksi) (%) (kg/da)
G3/7 | 45:1b | 1849+08b | 9,56:02bc | 8,38+0,lbc | 077+0,1c | 0,168+0,007b | 1-286+0.17cd
Pt 45¢1b | 15,98+04c | 947+05bc | 8,46:03bc | 0,69+0,13¢ | 0,145:0,008 cd | >137*0.28b
H8/2 | 45:1b | 155550,1c | 9,06+0,1bed | 829+0,1c | 067+02¢c | 0,095:0,001¢ | 2057*0.14b
AG6I2 | 44£0,6bc | 1523+07¢c | 899+0,1cd | 920403 abc | 0,84+0,1 bc | 0,176+0,008b | 1-033+0.08cd
B5/2 | 43:+1bc | 1539+1c 9,13:0,1 bc | 935:0,6ab | 1,08+02ab | 0,138+0,005cd | 0-820+0.08d
BP2/3 | 48+1,5a | 17,36+l b 9,67£02b | 8,74+0,1 abc | 1,0240,1ab | 0,16040,016bc | 1393%0.28¢
C1/7 49+1a | 1851%0,6b | 9,52+05bc | 8,71+04abc | 122+02a | 0226:0,021a | 1303#0.12¢
K1 4941 a 19,9341 a 10,5140,3 a 9714052 | 120:0,1a | 0,239+0,002a | >-200£0.55a
KO | 41206c | 1500£0,6¢ 8,50404d | 924404 abc | 1,0240,1ab | 0,076+0,003 f | 2137+0.41D




250

200

150
100
5 TR
o . B
L]

X 50
0
Allnabilil. l Toplam Fosfor
-50 Top Bitki
-100

HG3/7 mP5/1 WH8/2 mA6/2 EmB5/2 EBP2/3 Em(Cl/7 EK1

Sekil 4.24 Bakteri uygulamalarinin K0’a kiyasla fosfor miktarlarinda meydana
getirdikleri % degisim
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Sahin vd. (2010); iki ayr1 bitkinin rizosfer topraklarindan izole ettikleri ve azotsuz besi
ortaminda gelisme durumlarina gore azot fiksasyon kapasiteleri, NBRIP besi ortaminda
gelisme durumlarina gore fosfat ¢6zme kapasiteleri belirlenen on bir farkli bakteri
susunun sera sartlarinda arpa gelisimi iizerine etkisini degerlendirmislerdir. Deneme
gruplar1 olarak kontrol (bakteri ve mineral giibre uygulanmamis), 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 segilmistir.
Kontrol grubuna kiyasla, arpa bitki uzunlugunun Arthrobacter viscosus ve Arthrobacter
agilis, govde yas agirliginin ise Bacillus megaterium, Arthrobacter agilis, Arthrobacter
viscosus, Paenibacillus polymyxa, Bacillus pumilus asilamalar1 ve mineral giibre
uygulamalariyla Onemli miktarda artis gosterdigi saptanmistir.  Mineral gilibre
uygulamasina kiyasla bitki uzunlugu Ar. viscosus, Ar. agilis ve B. megaterium, gévde
agirh@ ise B. megaterium, Ar. agilis ve Ar. viscosus asilamalarinda yiiksek olmakla
birlikte, ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiki bakimdan 6nemli bulunmamustir.
Govde kuru agirh@r bakimindan ise en iyi sonuglar, B. megaterium (0,62 g/bitki) ve Ar.
agilis (0,61 g/bitki) bakterilerinden elde edilmistir. Bu 6zellik bakimindan ¢alismada
kullanilan kontrol grubuna kiyasla, giibre uygulamasi ve bakteri irklar1 arasindaki
farklililk 6nemli bulunmamistir Calisma sonucunda; B. megaterium, Ar. agilis, Ar.
viscosus, Pb. polymyxa, B. pumilus ve Ar. aurescens gibi etkin izolatlarin, organik ve

stirdiiriilebilir tarimda biyolojik giibre olarak kullanilabilecegi onerilmistir.

Majeed vd. (2015); in vitro kosullarda 7’sinin IAA iirettigini, 7’sinin azot fikse ettigini,
4’linlin fosfat1 ¢ozebildigini tespit ettikleri toplam 9 bakterinin bugday gelisimi iizerine
etkisini arastirmislardir. Bakterilerin 2 tanesi Bacillus sp., 2 tanesi Stenotrophomonas
spp., 1 tanesi Acetobacter pasteurianus olarak tanimlanmistir. Ayri ayri uygulanan
bakterilerin govde ve kok uzunlugunda meydana getirdigi artis kontrol ile
kiyaslandiginda sirasiyla % 25-45 ve % 29-52 olmustur. Bu artis govde ve kok
biyokiitlesinde ise, sirasiyla % 2-62 ve % 100-172 arasinda artisa yol agmistir. Bakteri
astlamas1 ayn1 zamanda kok ve govdede azot iceriginide 6nemli derecede arttisa sebep

olmustur.
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Kumar (2016); Bacillus megaterium, Arthrobacter chlorophenolicus ve Enterobacter
sp. Suslarmin tekli, ikili ve ii¢cli kombinasyonlarinin bugdayin gelisimi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla yiiriittikkleri sera denemesinde, bakterilerin ikili (Arthrobacter
chlorophenolicus ve Enterobacter sp. ) ve tglii formiilasyonlarinin bitki boyunda
bakteri uygulanmamis kontrole gore sirasiyla % 14 ve % 17,5°liikk artis meydana
getirdigini belirlemistir. Bacillus megaterium ve Enterobacter sp.’nin tek basina
uygulanmalar1 ise, bitki boyunda yaklasik % 12 artisa sebep olmustur. Bitki agirligi
kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek artist % 78’lik oran ile iiclii karisim saglarken,
bunu % 51,4 ile Bacillus megaterium "un tekli uygulamasi izlemistir. Bitkilerin azot ve
fosfor igerikleri kontrol ile kiyaslandiginda tiim uygulamalar artisa sebep olmustur. En
etkili uygulamalar sirasiyla % 178 ve % 154,8 ‘lik artisla bakterilerin tiglii karigimi
olmustur. Bu uygulamayi ikili karisim izlemis ve ardindan Bacillus megaterium’un tekli

uygulamasi gelmistir.

Valetti vd. (2018) yiirtittiikleri aragtirmada; kolza bitkisi rizosferinden izole ettikleri
fosfor ¢oziicii bakterileri tanimlamay1 ve bitki biiyiimesi lizerine etkilerini incelemeyi
amaclamuslardir. Izole ettikleri 40 farkli bakterinin 14’iiniin fosforu ¢ozebildigini ve
sera denemesi verilerine gore izolatlarin 7’sinde bitki kuru agirligi sonuglarinin, giibreli
kontrol ile ¢ok yakin oldugunu tanimlamiglardir. Sera denemesinde olumlu sonug alinan
Arthrobacter, Panteo, 3 adet Serratia ve 4 adet Bacillus cinsine dahil sus tarla
sartlarinda denemis ve Bacillus sp. LTAD-52 haricindeki diger suslarin kolza verimini

% 21-44 oraninda arttirdiklarini belirlemislerdir.

Bakterilerin fosfor ¢ozme kapasitelerinin sera kosullarinda test ettigimiz denemelerde
elde ettigimiz sonuglar da; tiim bakteri uygulamalarinin, literatiirlerde elde edilen
sonuglara paralel olarak, giibresiz konunun Oniine gectigini gostermistir. C1/7
(Pseudomonas sp.) konusu optimum giibreli K1 konusuna en yakin sonuglar1 vermis ve
bu konuyu BP2/3 (Pseudomonas brassicacearum) konusu takip etmistir. C1/7 konusu in
vitro sartlarda diger izolatlara kiyasla daha diisiik fosfor ¢c6zme yetenegine (42 pg/mL)
sahip olmasina ragmen, sera satlarinda diger bakterilerin oniine gegmistir. Bu sonucun
C1/7 susunun sera denemesine alinan bakteriler arasinda indol asetik asit iiretim miktari

(41,02 ug/mL) en yiiksek olan izolat olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir.
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Deepa vd. (2010); bakterilerin bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellikleri arasinda oksin
iretiminin en temel arag oldugunu belirtmistir. Cakmake1 vd. (2007); BBTE’lerin bitki
biiyiimesini arttirici etkisinin sadece N, fiksasyonu ve / veya P ¢6ziinme yetenekleri ile
degil, aym1 zamanda hormon benzeri sekonder metabolitlerin iretilmesi ile

aciklanabilecegini belirtmistir.

H8/2 (Paenibacillus polymyxa) susunun azot fikse etme yeteneginin bugday gelisimi
tizerine etkisini arastirdigimiz denemede, bakteri uygulamasi gévde yas agirhigi harig
diger tiim parametrelerde KO konusunun 6niine gegmesine ragmen, elde edilen sonuglar
fosfor denemesinde elde edilen farkin gerisinde kalmigtir. Rhizobium, Azotobacter ve
Azospirillum gibi diazotrafik bakterilerin bitkilerde meydana getirdikleri biiylime
artisinin, azot fiksasyon yeteneklerinden kaynaklandigi ileri siiriilmiistir. Ancak,
kapsamli arastirma c¢abalarina ragmen, sadece rizobialarin azot fiksasyonundan dolay1
verimi arttirdig1 gosterilmistir. Diger bakterilerin meydana getirdigi biiyiimedeki artis,
hormon iretimi gibi bagska mekanizmalarin sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir
(Arshad ve Frankenberger 1993; Glick 1995). Bu literatiir verileri, ¢alismamizda
Paenibacillus polymyxa H8/2 susunun azot fikse etme yeteneginin bugday geligimi

tizerine etkisini agiklar niteliktedir.
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5. SONUC

Gliniimiizde mikrobiyal igerikli gilibreler, pestisitler ve c¢esitli formiilasyonlar {iiriin
verimliligini artiran ve siirdiiriilebilir tarimsal ekosistemlere katkida bulunan 6nemli
tarimsal bilesenler arasinda sayilmaktadir. Genel olarak, faydali toprak bakterileri,
dogrudan ve dolayli mekanizmalar olarak siiflandirilan bigok biyokimyasal yolla bitki
biiyiimesine katki saglayabilirler. Bu mekanizmalar arasinda; bitki besin elementlerinin
bitkiler tarafindan alimim1 arttirmak, patojenik mikroorganizmalarin  gelisimini
engellemek ve bitkisel hormonlarin salimmi arttirmak, en Onemlileri olarak

siralanmaktadir.

Iklim, hava kosullar1, toprak 6zellikleri ve topragmn yerli mikrobiyal florasinin bilesimi
ya da etkinligi; mikrobiyal inokulantlarin performansini, ¢ogalmalarini, bitki tizerindeki
etkilerini 6nemli derecede sinirlayan faktorlerdir (Gupta vd. 2015). Bu nedenle istenen
irlin verimini ve olumlu etkiyi elde etmek icin, bolgeye 6zgii mikrobiyal tiirlerin
arastirilmasi ve kullanim olanaklarinin belirlenmesi, biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
aragtirmada Ankara ili topraklarindan izole edilen ve tanimlanan yerel suslarla
calisilmasi, bitki biliylimesini tesvik edici bir¢ok mekanizmanin farklt yontemlerle

arastirilmasi acisindan bir ilk niteligindedir.

Calismamizda Ankara ilinin farkli noktalarindan izole edilen ve bitki biiyiimesini tesvik
edici Ozellikleri incelenen 70 bakterinin 16s rDNA sonuglarina gore 11 fakli cinse dahil
oldugu ve bu izolatlarin ARDRA analizine gore 17 gruba ayrildig: tespit edilmistir. Bu
bakterilerin tiimii incelenen en az bir 6zellik bakimindan (azot fiksasyonu, fosfor ve
potasyum ¢0zme, indol asetik asit ve siderofor iiretimi, antimikrobiyal aktivite) cesitli
seviyelerde pozitif sonu¢ vermistir. Ancak nifH gen varligi, 40 ppm {izerinde fosfor ve
potasyum ¢dzme, siderofor liretimi i¢in CAS agarda 10 mm {izerinde zon olusturabilme,
20 ppm’in iizerinde IAA iiretebilme ve patojenlere karsi olusturduklari % 50’nin
tizerindeki inhibisyon miktarlari/oranlart géz Oniine alindiginda, 70 bakteriden 33

tanesinin en az bir 6zellige sahip oldugu kesin kanitlarla belirlenmistir (Sekil 5.1).
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Tarimda Kullanilan Organik, Mineral ve Mikrobiyal Kaynakli Giibrelere Dair
Yonetmelikte mikrobiyal gilibrenin tanimi ‘Bitki gelisimi i¢in gerekli maddelerin
saglanmasinda, bitki besin maddelerinin yarayishiliginin artirilmasinda ve/veya topragin
diizeltilmesinde rol oynayan canli mikroorganizmalar1 igeren {riinler’ olarak
yapilmistir. Bu kapsamda degerlendirdigimizde elde ettigimiz bakterilerin % 37’sinin
mikrobiyal giibre {iretiminde kullanim potansiyelinin oldugu gdriillmektedir.
Paenibacillus polymyxa H8/2; azot fiksasyon yeteneginin nifH gen varliginin tespiti de
dahil farkli testler kullanilarak ispatlanmasinin yanisira, fosfor ¢6zme, indol asetik asit
ve siderofor iiretme Ozellikleri ile de mikrobiyal giibre iiretiminde kullanim olanagi
olarak 6n plana ¢ikan bir bakteridir. Diger yandan; Pseudomonas azotoformans A6/2,
Pseudomonas fluorescens B5/2, Pseudomonas brassicacearum BP2/3, Pseudomonas
sp. G3/7 fosfor ¢6zme yetenekleri ile; Pseudomonas sp. C1/7 fosfor ¢ozmenin yanisira
indol asetik asit tiretimi ile, Bacillus mojavensis P5/1 ise fosfor ¢ozmenin yanisira,
siderofor tiretme yetenckleri ve sera denemesinde verdikleri olumlu sonuglar ile
mikrobiyal  giibre {iretiminde  kullanilabilinecek  aday  bakteriler  olarak
tanimlanmislardir. Mikroorganizmalarin; bitkilere besin elementi saglamalarina ilave
olarak, siderofor ve indol asetik asit liretmeleri de giibre olarak kullanilabilmelerine
olanak saglamaktadir. Indol asetik asit iiretimi acisindan Arthrobacter scleramae G3/4
ve Pseudomonas sp. C1/ suslari, siderofor tiretimi ile de Arthrobacter humicola H6/1 ve

Pseudomonas gessardii K8/1 suslari bu anlamda énem tagimaktadir.

Caligmamizda mikrobiyal giibre olarak kullanim olanaklar1 tespit edilen suslarin
yaninda, antagonistik aktiviteleri de (antifungal ve antibakteriyal) tanimlanan
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 C1/3-G4/7, Enterobacter sp. C1/6-C3/2, Olivabacter soli
G4/2, Pseudomonas lini G4/9 suslarmin biyopestisit olarak yiiksek kullanim
potansiyeline sahip olduklar1 in vitro ¢aligmalarla ortaya konmustur. Oncelikle bitki
denemeleri ile bu etkilerinin dogrulanmasinin ardindan, mevzuatin gerektirdigi
caligmalar yapilarak bu izolatlarin biyopestisit iiretiminde kullanima sunulmalari

mumkindiir.

97



K5/1 I

K8/1
KS8/2 I
A2/1 —
AG/2 E—
AG/3
K4/l —
KH11/1 —

HE/2 I
P5/1 I I

~ o
T F
o o

m Azot Fiksasyonu  m Fosfor Cdzme m Siderofor Uretimi m IAA Uretimi m Antimikrobiyal Aktivite

B5/2 I
HE/1 I

B5/4 NE—
C1/1 -

KH11/3 I—
KH3/1 —
H4/2 —
H7/1 —
Cl/3 I
Cl/6
Cl/7
C3/? M
G3/4 I
G3/7 I
G4/1 —
G4/2 —
G4/3 N

BP2/2 I

o = 2% w
KH1/1 —
KH4/1 —
KH4/2
KHO/1 I
BP2/1

Sekil 5.1 Calismada kullanilan bakterilerin BBTE 6zellikleri

Farkli bitki biliylimesini tesvik edici 6zellige sahip birka¢ susu iceren mikroorganizma
konsorsiyumlarinin  gelistirilmesinin; ~ bitki  biiylimesini, verimi ve saglikl
agroekosistemleri tesvik edecegi asikardir (Malusa vd. 2012). Bu nedenle yapilacak
ileriki ¢alismalarin; farkli BBTE oOzelliklere sahip bakteriler ile olusturulacak
kombinasyonlarla ve gesitli bitkilerle devam ettirilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmalarda
sifir kimyasal giibre dozunun yanisira, azaltilmis giibre dozlar ile yiiriitilecek deneme
desenlerinin kullanimi, daha detayli ve 6nemli sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir.
Calismamiz tiim bu arastirmalara esas teskil eden verilerin elde edildigi oncii bir

calismadir.
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