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OZET

Bugday fazla tiiketilen temel gida {iriinlerinin hammaddesi olmas1 ve hayvan
yemi olarak da kullanilmas1 nedeniyle diger tarim iiriinlerine gdrece dnemlidir. Ote
yandan verim artig1 i¢in kullanilan kimyasal giibreler ekolojik agidan pek ¢ok ¢evre
sorunu da beraberinde getirmekte, kullanimlarmin azaltilmasina yonelik olarak
gelistirilen mikrobiyal giibreler ise gittik¢e artan bir ilgiye sahiptir.

Bu calisma, BAP projesi (2018-A-105-04) kapsaminda izole edilmis 134
Pseudomonas spp izolat1 i¢inden tasarlanacak mikrobiyal giibre formiilasyonlar1 i¢in
aday olabilecek, bitki biiyiimesini tesvik eden, 6zellikle azot fiksasyonu yoniinden
giiclii bir izolatin ortaya ¢ikarilmasini hedeflemistir.

Tez calismasi kapsaminda ilgili 134 izolatin 123 tanesinin siderofor iiretebildigi,
49’unun havadaki serbest azotu fikse edebildigi ve bunlarin 46 tanesinin indol-3 asetik
asit iiretme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Nihayetinde, Nfb testi ile azotu
fikse edebilmeleri yoniinden giiglii olan 6 izolat secilmis ve bu izolatlar NH4 {iretimi
yoniinden tekrar test edilerek 3 tanesinin GC analizi ile giiglii azot fikse eden
izolatlarin (sirastyla 129>131>118) olduklari gosterilmistir. Bu 3 izolatin rDNA’s1
dizlenmis ve rDNA’lar BLAST analiz kullanilarak NCBI veri bankasindaki veriler ile
karsilgtirilarak 118 (%98,38-%98,25), 129 (%99,42 -%%99,28) ve 131(%98,44-
%098,30) sirastyla P.reidholzensis ve P.putida’ya belirtilen oranlarda benzetilmistir.

En giiclii azot fikse eden izolat olarak secilen 129, bugday bitkisi ile saksida bir
araya getirilerek makarnalik bugday bitkisinin (Triticum durum L., Eminbey)
bliylimesi lizerinde 8. ve 16. haftalardaki biliyiime asamalar1 goézlemlenmistir.
Amonyum nitrat miktarindaki azalmaya (%50) karsin secilen 129 nolu izolatin 16.
haftada govde kalinliklar1 ve kardeslenme asamasinda olusan sap sayilarinda kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli artis olusturdugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas sp., PGPB, azot, azot fiksasyonu.
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SUMMARY

Wheat is relatively important compared to other agricultural products because it
is the raw material of basic food products and is used as animal feed. On the other
hand, while chemical fertilizers used for yield increase bring ecological environmental
problems, interest in microbial fertilizers developed to reduce their use is increasing.

This study targeted to reveal out the Dbest nitrogen-fixing one of 134
Pseudomonas spp which is isolated from the BAP project (2018-A-105-04) that could
be candidate for future microbial fertilizer formulations

Whitin the scope of the thesis, it was determined that 123 out of 134 isolates
were able to produce siderophores, 49 nitrogen fixation, and 46 produce indole-3 acetic
acid. Finally, 6 isolates that were strong in terms of nitrogen fixation were selected
with the Nfb test. These isolates were retested for NH4 production. 3 of them were
shown to be strong nitrogen-fixing isolates (129>131>118, respectively) by GC
analysis. rDNA of these 3 isolates were sequenced. By BLAST analysis, DNA’s were
matched with NCBI databank datas and 118 (98.38%-98.25%), 129 (99.42% 99.28%)
and 131 (98.44%-98.30%) were likened to P. reidholzensis and P. putida, respectively.

The growth stages of the wheat (Triticum durum L., Emin Bey) combined with
the best nitrogen fixing isolate number 129. Productivity parameters were observed at
the 8th and 16th weeks. It was determined that the isolate 129 had showed statistically
significant increase on stem numbers occurred in 16. week in comparison to control

although ammonium nitrate concentration was decreased 50%.

Keywords: Pseudomonas sp., PGPB, nitrogen, nitrogen fixation.
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1.GIRIS

Bakteriler biyosferde en yaygin canli grubu olsa da her yerde ayni1 yogunlukta
bulunmazlar. Bitki kok g¢evresinin, bos toprakla kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek
konsantrasyonda bakteri i¢erdigi bilinmektedir [Carvalhais, et al., 2015]. Tim bu
bakteriyel popiilasyonun iginde bitkilerin koklerinden salgilanan maddelerden
yararlanan ve bitki biiyiimesine olumlu etkilere sahip olanlarina, bitki biiyiimesini
tesvik eden bakteriler anlamina gelen “Plant Growth Promoting Bacteria” (PGPB)
denmektedir [Olanrewaju et al., 2017]. PGPB’ler hem dogrudan hem de dolayh
mekanizmalarla bitki biiyiimesini destekleyebilir [Glick, 1995]. Rizosferde yasayan
bazi bakterilerin farkli etki mekanizmalar1 ile bitki gelisimini bir¢ok ydnden
destekledigi yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur. Boyle bakteriler “Plant
Growth Promoting Rhizobacteria” (PGPR) olarak adlandirilirlar. PGPR'ler azot fiske
edebilmeleri, hormon iiretmesi, fosforu ve agir metalleri ¢6zebilmesi, mineral ve su
alimin1 artirmasi, kok gelisimini desteklemesi, bitkide enzim aktivitesini artirmasi gibi
etki mekanizmalariyla bitki gelisimini tesvik etmektedirler [Imriz vd., 2014].
Rizobakteriler genis kullanim alanlarina sahip olmalarindan dolay1 pek ¢ok calismaya
konu olmaktadir. Bu caligsmalar, rizobakterilerin agir metallerin detoksifikasyonu
[Wani etal., 2010], herbisitlerin pargalanmasi [Ahemad et al., 2012], tuzluluk toleransi
[Mayak et al., 2004], bitki hastalik ve zararlilarinin biyolojik miicadelesi [Hynes et al.,
2008], bitki tarafindan besin elementleri ve minerallerin kullaniminin artirilmasi,
fitohormon ve enzim iireterek bitki gelisimini desteklemesi [Ferreira et al., 1987] gibi
etkiler lizerinde yogunlasmistir.

PGPB bakterilerin bitki gelisimine etki mekanizmalarindan biri de havadaki
serbest azotu fikse ederek bitkilerin kullanabilecegi formlara getirmektir. Azot
elementi tim canli yapilarin temelinde bulunan niikleik asitler ve proteinler gibi
kimyasal bilesenlerin temel yapi tasidir. Canlilar azotu biiylime ve iireme i¢in gerekli
kimyasallari olusturmak amaciyla kullanirlar. Fakat azot gaz formunda (N2) iken canli
sistemler tarafindan dogrudan kullanilamaz. N2 gazi canli sistemlere girmeden Once,
iki N elementi arasindaki giiglii 3 kovalent bag N2’nin indirgenme reaksiyonlari ile
kirilmalidir. Azot tespiti (fiksasyonu) olarak adlandirilan bu olay kimyasal veya
biyolojik olarak ger¢eklesmektedir ve enerji gerektiren bir reaksiyondur [Aslan,1999].

Bitkilerde azot eksikligi tarimda verimin diigmesine neden olur. Toprakta azot



eksikliginin gézlemlenmesi, ¢ogu toprakta maksimum bitki verimi elde etmek icin
gereklidir. Bitkinin ihtiyac1 olan azot bilyiik miktarlarda azotlu giibrelerin kullanilmasi
ile karsilanmaktadir. Ancak, verimin arttirilmasi i¢in uygulanan kimyasal giibreler
topragin pH’inda asitlesmeye neden olarak topragin ¢oraklasmasina ve uzun vadede
iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Kimyasal giibreler, ayni zamanda iiretim
stireglerinde fosil yakitlarin kullanilmasi, atmosfere zararli gazlarin salinmasina neden
olmalar1 gibi olumsuz 6zelliklere de sahiptir [Igiechon and Babalola 2018].

Kimyasal glibrelerin zararlar1 nedeniyle, tarimda kullanilan kimyasal azot
giibrelerine  alternatif olusturan bakteriyel giibreler gilinlimiizde giderek
yayginlagsmaktadir. Havanin %78’ini olusturan azotun biyolojik fiksasyonu nitrogenaz
enzim kompleksi tarafindan gergeklestirilmektedir. Nitrogenaz kompleksinin sentezi
ve fonksiyonunda rol alan 20 farkli proteini kodlayan nif genleri 7 oprerondan olusan
20-24kb'lik bir gen kiimesi i¢inde konumlanmistir. Nitrogenaz enzim kompleksinin
aktivitesi nifD, nifK ve nifH genleri tarafindan kontrol edilmektedir. Diger nif genleri
ise nitrogenaz enziminin gen anlatiminin kontroliinden sorumludurlar. Azot fikse eden
bakteriler ile ilgili caligmalarda gen diizeyinde en yaygin ise nifH geni bakilmaktadir
[Kim et al.,1994; Ram et al., 2013; Ahemad et al., 2014]. Azot fikse edebilen PGPB
bakteri tiirlerinin izolasyonu ve bitkiler tizerindeki etkilerinin aragtirilmasi, mikrobiyal
giibrelerin gelistirilmesi i¢in de dnemlidir.

Giliniimiizde bircok PGPB tiirii  bakteri (Rhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium, Allorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Frankia tiirleri,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis vb.) ya biyo-kontrol ajanlar1 ya da
biofertilizer (biyogiibre) olarak ticari sekilde tiretilmektedir [Cakmakg1, 2005]. Birgok
PGPB 6zelligini bir arada bulundurabilen Pseudomunas sp. (PGPB Pseudomonaslar)
tiirlerinin birgogunun azotu fikse edebilme ve fosfatli bilesikleri ¢ozebilme yetenekleri
oldukca gelismistir. Gram negatif ve basil morfolojik o6zelliklerine sahip bu
bakterilerin bircok tiiriiniin bitkiler ile uyumlu ve bitki gelisimini tesvik ederek
yasamlarina devam ettikleri bilinmektedir [Suslow and Schroth, 1982; Iswandi et al.,
1987; Frommel et al., 1993].

Her gecen giin artan niifus artisina bagh olarak, beslenme yoniinden gerekli
bitkisel ve hayvansal gidalara olan ihtiya¢ hizl1 bir sekilde artmaktadir. Bu baglamda
tahillar ozellikle de bugday dnemli bir yere sahiptir. Ekilis alan1 ve {iretim miktar
bakimindan tahillar igerisinde bugday (Triticum aestivum L., Triticum durum L.)

birinci sirada yer almaktadir [Gegit, 2006].



Bugday diinyada yaklasik 225 milyon hektar ekim alanina ve 736 milyon ton
tiretime sahiptir. Diinyada bugday iiretimine ayrilan alanin yaklasik %8-10’unda
makarnalik bugday yetistirilmektedir [Bond and Liefert, 2017]. Ulkemizde bugday
yetistirilen 7,9 milyon hektarlik alanda yaklasik 19,5 milyon ton tiretim yapilmaktadir
[Web 1, 2019].

Bitkilerin besin ihtiyaglar1 2 ana baglik altinda toplanmaktadir; makro ve mikro
besin maddeleri. Makro besin maddeleri yeni hiicre ve dokularin olusmasi,
fonksiyonlarini yerine getirmeleri ve eskilerin muhafazasi i¢in fazla miktarda gerekli
ihtiya¢ duyulan maddelerdir. Bunlar azot, fosfor, kiikiirt, kalsiyum, magnezyum ve
potasyumdur. Mikro besin maddeleri ise hiicre i¢indeki 6nemli yagamsal siirecler igin
gerekli olup ¢cok az miktarda ihtiya¢ duyulurlar. Bunlar ¢inko, demir, bakir, mangan,
molibden, bor ve klordur. Cok az miktarda ihtiya¢ duyulsalar da eksikliklerinde verim
kayiplar1 gozlenir. Azot noksanligi c¢eken bitkilerde yapraklarda sararma, bitki
boyunda kisalma, kardes sayisinda azalma gdzlenir [Bolat ve Omer, 2017].

Bitkilerin besin ihtiyaglarini topraktan karsilayamamasi durumunda tarimda
verim disiikliigii olugsmaktadir. Verimin arttirilmasi i¢in yaygin olarak kimyasal
giibreler kullanilmakta olup kimyasal giibrelerin uzun siireli kullaniminda toprak pH’1
degismekte ve tarim topraklar1 verimsiz hale gelmektedir. Ayrica kullanilan giibreler
su kaynaklarina karisarak ¢evre kirliligi de olusturmaktadirlar. Giiniimiizde gelistirilen
mikrobiyal giibreler, kimyasal giibrelere kiyasla hem daha ¢evre dostu hem de daha
disik maliyetli bir alternatif olusturmaktadir. Kimyasal giibre kullaniminin
azaltilmast  yolunda  mikrobiyolojik  giibre  formiilasyonlar1  icin  aday

mikroorganizmalarin arastirilmasi 6nem arz etmektedir [Cakmake1, 2005].
1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve icerigi

Tez galismasinin amaci, 2018-A-105-A-04 no’lu GTU BAP projesi kapsaminda
tarimsal alanlardan izole edilen 134 Pseudomonas sp. izolati iginden azot fikse
edebilme yetenegine sahip olanlarinin taranarak, en iyi azot fikse eden izolatin, bir
kislik bugday (Triticum durum L EminBey) ¢esidinin verimi {izerindeki etkilerinin
arastirtlmasidir. Bu amaca yonelik olarak, 134 izolat i¢inden biyokimyasal testler ile
siderofor iretimi, Indol-3-Asetik Asit (IAA) iiretimi vb. PGPB 6zelliklerine sahip,

ayn1 zamanda azot fikse edebilme yetenegi yapilan enstriimental analizler (Gaz



Kromotografisi-GC) ile belirlenen en iyi Pseudomonas sp. izolati, yerli, kislik,
proteince zengin icerigi ile iilkemizde yaygin olarak yetistirilen bir cesit olmasi
sebebiyle tercih edilen makarnalik bugday (Triticum durum L. EminBey) ¢esidi
tizerindeki etkileri saks1 denemeleri ile kontrollii kosullar altinda arastirilmistir

Bu calisma ile gilinlimiizde kullanimi giderek artan mikrobiyal giibre
formiilasyonlar1 i¢in aday bakteriler tespit edilerek bir kismu literatiire kazandirilmistir
(Giil Seker, 2021). Tez galismasi sonunda elde edilen yerel Pseudomonas sp. suslari,
PGPR ozellikleri ortaya konmus ve mikrobiyolojik giibre formiilasyonlarinin
olusturulmasina aday bakterilerdir. Boylece tarimda verim artisina katkida bulunan ve
geleneksel tarimda uygulanan teknikler ve kimyasal gilibre kullanimin yol agtig:
ekolojik zararlar1 indirgeyebilme potansiyeline sahip izolatlatin ortaya konmasina
katki saglamistir. Ayrica yerel bakteriyel giibre formiilasyonu c¢alismalarinin
tilkemizde yayginlagmasi i¢in kaynak olusturma konusunda 6nerisini sunmus, tarimda
mikrobiyolojik gilibre kullaniminda disa bagimliligi ve ayrica tarimda kullanilan
kimyasallarm zararli etkilerini azaltilmasi1 konularinda bilgi birikimine destek

olmustur.



2.LITERATUR OZETI

2.1. Tarimda Kullanilan Verim Arttiricilar

Kiiresel iklim degisikliginin etkilerini ¢ok daha fazla hissedildigi ve pandemi
stirecinde yaganan sosyo-ekonomik hareketliligin giderek artmasi ile kontrol edilebilir
olmaktan uzaklastig1 son yillarda, kendi kendine yetebilmenin {ilkeler bazinda 6ne
¢ikmasi ile gelismekte olan iilkeler modern tarim anlayisina, ¢ok daha fazla 6nem
vermek zorundadirlar. Tarim alanlarinda birim alandan yiiksek verim alinmasi, artan
niifusun besin ihtiyacinin karsilanmasi ve disa bagimliligin azaltilmasi igin
zorunludur. Bu zorunluluk verim artis1 ve =zararli miicadelesinde Ozellikle
mikrobiyolojik giibre uygulamalarinin 6nemini arttirmistir [Ceritoglu ve Erman,
2019]. Topragin yikanma ve erozyona ugramasi gibi nedenlerle tarim topraklari
zamanla bitki besin elementleri yoniinden fakirlesmektedir [Raun and Johnson, 1999].
Gtibreleme, zararlilarla miicadele, isleme, sulama gibi tarim uygulamalari ile tarimsal
iretimin en 6nemli kaynagi olan toprak verimli hale getirilir. Yani topragin besin
maddeleriyle takviye edilmesi (giibrelenmesi) verimliliginin siirdiirebilmesinde
onemlidir [Sahin, 2016]. 2030 yilina gelindiginde yaklasik 8 milyar olmas1 beklenen
diinya niifusunu besleyebilmek i¢in bugiinkii gida iiretiminin %60 oraninda artirilmasi
gerekmektedir [Fresco, 2004]. Bu niifusun biiyiik bir kisminin sehirlerde yasamakta
oldugu ve kirsal alanlardan sehirlere gogiin her gegen giin arttig1 diislintildiigiinde artan
tiketim hizinm1 karsilayabilecek bir {retim potansiyelinin olmayacagi agikca

anlasilmaktadir [Kili¢ ve Korkmaz, 2012].
2.1.1. Kimyasal Azotlu Giibreler

FAO’nun verilerine gore, diinyada ziraat amagli {iretilen giibre 192.224.457,06
bin tondur [FAO 2017]. Tiirkiye bu iiretimin 2.644.333,00 tonla %1.38’lik payina
sahiptir. 2018 TUIK verilerine gore ise 10.567,457 ton kimyasal giibre kullanilmakta
olup, kullanilan kimyasal giibrenin %68.82’si azotlu giibre, %28.99’u fosforlu giibre
ve %2.19°’u potasyumlu giibredir. Tirkiye’de kimyasal giibre kullanimi, yerli
tiretiminden ¢ok daha fazladir ve giincel tarim kimyasal giibreye dayali sekildedir

[Yiizbasioglu, 2020].



Azot bitkisel liretimde noksanligr en sik goriilen elementtir. Bu noksanlik
baklagiller digindaki bitkilere azotlu giibrelerin uygulanmasini kag¢inilmaz hale
getirmektedir. Amonyak kullanilarak yapilan amonyum nitrat, amonyum siilfat, lire ve
benzeri yiiksek azot i¢eren kimyasal giibre ¢esitleri geleneksel tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir [Eraslan vd., 2010].

Glinlimiizde tiriin miktarin1 artirmak i¢in uygulanan kimyasal giibrelerin
bilingsiz kullanimindaki artis, ekonomik kayiplara ve tarimda siirdiiriilebilirligin
olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir [Kili¢ ve Korkmaz, 2012]. Azotlu, fosforlu
ve potasyumlu giibreler bitkisel iiretim sisteminde verimi artirabilmek i¢in kullanilan
giibrelerin baginda gelmektedir. Azotlu giibreler yiliksek dozlarda kullanildiklarinda,
icme, yiizey ve yeralti sularinda yiiksek yogunlukta nitrat (NO3’) ve nitrit (NO2)
birikimine yol agarlar. Bu birikim insan saglhigini ve ¢evreyi tehdit edici diizeylere
ulasabilmektedir [ibrik¢i vd., 2000]. Tarmmsal uygulamalarda kullanilan giibrelerle
beraber NO3z™ miktar1 giin gegtikge artarak toprakta birikmekte ve topragin yikanmasi
ile derinlere inmektedir [Korkmaz, 2007]. Toprakta giibre mikroorganizmalar
tarafindan nitrifikasyonla NO3"a déniisiir ve yikanarak taban suyuna ulasir [Atilgan
vd., 2007]. En ideal kosullarda bile topraga uygulanan azotlu giibrelerin yalnizca %
50’sinin bitkiler tarafindan kullanildigi, % 15-25’inin killi toprakta bulunan organik
bilesikler ile birlestigi, % 2-20’sinin buharlagma yoluyla kaybedildigi ve geri kalan %
2-10’luk kisminin yiizey ve yer alti sularina karistigi belirtilmektedir. [Korkmaz,
2007].

Sularda yiiksek NOs™ seviyesi, 0lii ¢ocuk dogumlarina, disiik dogum
agirliklarina, c¢iftlik hayvanlarinda diisiik agirliklara ve canliligin azalmasina neden
olmaktadir [Sonmez vd., 2008]. Ayrica NO3™ fazlalig1 insanlarda kalp diizensizlikleri,
sinir sistemi bozukluklar1 ve kanser gibi hastaliklara da neden olabilmektedir. Insan
viicudu igin toksik olmayan NOs™ iyonunun indirgenmesi ile olusan NO™ iyonlari,
kiiglik ¢ocuklarda kandaki hemoglobin ile methemoglobine doniisiir ve bu durum
oksijenin viicut igerisinde taginmasini engellemektedir. Su kaynaklarinda NO-
birikimi, insan ve hayvan saglig1 iizerinde olusturdugu ciddi etkiler nedeniyle son
yillarda dikkatle izlenen bir konu haline gelmistir [Rao and Puttanna, 2000].

Kimyasal azotlu giibrelerin yarattigr olumsuz etkilerden biri de uzun donem
kullanimlar1 sonucu topragin pH’inda asitlesmeye neden olarak tarim arazilerinin

zaman igerisinde verimsizlesmesine neden olmalaridir [Sonmez vd., 2008].



Azotlu giibrelerin endiistriyel tiretimi 100 milyar ABD dolarindan fazladir.
Ciinkii ytiksek sicaklikta ve basingta gerceklestirilen tiglii bagin enerjisel olarak zor
indirgenmesi, sinirli bir kaynak olan fosil yakitin biiyiik miktarlarda kullanilmasini
gerektirmektedir. Bu durum mali boyutunun yaninda tiretim sonunda ¢ikan gazlar
(N20, CO2, CH4 ve CFCS vb.) nedeniyle de ¢evre kirliligine neden olmaktadir
[Cakmakgi, 2005].

2.1.2. Mikrobiyolojik Giibreler

Iklim degisikligi ve artan niifus baskis1 nedeniyle tarim alanlar1 olumsuz bir¢ok
cevresel etkiyle kars1 karsiya kalmakta olup bu durum nihayetinde gida iiretiminde
yetersizlige neden olmaktadir. Bu durumun iistesinden gelmek i¢in, artan gida talebine
kars1 tarim alanlarina zarar vermeden yeterli gida iiretimini saglama potansiyeline
sahip sirdiiriilebilir gida tretimi i¢in yeni mekanizmalar gelistirilmesi gerekliligi
literatiirde vurgulanmaktadir. Bu baglamda tarimsal ihtiyac1 karsilamada kullanilan
mekanizmalardan biri de “Biyolojik veya Mikrobiyolojik giibreler”dir [Reddy et al.,
1998].

Mikrobiyolojik giibreler, topraktaki 6nemli besin elementlerini bitki tarafindan
kullanilamaz formdan biyolojik siire¢ler yolu ile kullanilabilir forma mobilize edebilen
mikrobiyal formiilasyonlardir. Ucuz, yenilenebilir ve ¢cevre dostu olmalari nedeniyle
mikrobiyolojik giibreler, gida iiretimi ve tarim alaninda son on yilda artan bir
popiilerlik kazanmistir [MeCarty et al., 2017]. Mikrobiyolojik giibreler, kimyasal
giibrelerin ve pestisitlerin kullaniminin ¢evre {izerinde olusturdugu, topragin
tuzlulugunun artmasi ve tarim alanlarindan kimyasallarin g¢evreye yayilimi gibi
sorunlarin ¢dziilmesinde iyi bir alternatif niteligindedir. Yapilan ¢aligsmalar, kimyasal
giibrelerin kullanimimni azalttiklari, toprak verimliliginde iyilesme sagladiklar1 ve
rizosferdeki mikrobiyolojik aktiviteleriyle verimde artis sagladiklarina isaret
etmektedir. Tim bu yanlariyla mikrobiyolojik giibreler tarimda stirdiiriilebilirligin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadirlar [Bloemberg et al, 2000].

Mikbiyolojik giibreler esas olarak azotu fikse eden, fosfat c¢oziicii, bitki
patojenlerine karst koruma saglayan ve bitki biliylimesini tesvik eden
mikroorganizmalart icermektedir [Lucy et al, 2004]. Tarimsal faaliyetler ile bitkiler

havadaki serbest azottan yararlanamadiklarindan toprakta var olan azotun



yararlanilabilir formlarinda eksilmeye yol agmakta ve azotlu giibrelerinin kullanilmasi
verim acisindan Onemli hale getirmektedir. Fakat giiniimiizde, tiiketici talepleri
dogrultusunda 6nemi artan organik tarim, her tiirlii girdisinin kimyasal igerikli olmayan
kaynaklardan karsilanmasi temeline dayanmasi nedeniyle, Ozellikle kimyasal azotlu
giibrelemeyi kisitlayan bir uygulama olarak goz oniine ¢ikmustir. Bu sebeple organik
tarimda bitkilerin ihtiyag duydugu azotu alternatif ve organik ¢éztimlerle saglamak 6nem
kazanmistir. Hayvansal kaynakli biiyiik ve kiiclikbas hayvan digkilari, solucan, yarasa
giibreleri organik tarimda azot kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Ancak bu giibreler
temininde dogabilecek sikintilara, her sene uygulama zorunluluguna ve uygulama
zorluklarma sahiptir. Ayrica ilgili giibrelerin bitkilerin kullanabilmesi icin ayristirict
aracilara, yani yine mikroorganizmalara ihtiyag duymast da mikrobiyal giibre
kullaniminin 6nemine isaret etmektedir [Burdman et al., 2000]. Tiim bunlara karsi
mikroorganizma uygulamalari, toprakta belirli bir popiilasyonun olusturulmas: ile kendi
kendini yenileyebilen bir azot kaynagi olarak siirekli bir ¢oziim olabilir. Ayn1 zamanda
kimyasal azotlu giibre tiiketiminin tarimda {iretim maliyetlerini artirmasiyla ortaya ¢ikan
mali yiikii azaltmak i¢in uzun vadede kalici ¢Oziimler ortaya koyabilecek olmasi
mikrobiyolojik giibrelemenin her gegen giin 6nemini arttirmaktadir [Hubbel and Kidder,
1998].

Mikrobiyolojik  giibreler ¢evre kirliliginin ~ Onlenmesi  ve  tarimsal
sirdirilebilirlik, kaynaklarin devamliliginin  saglanmasi, tarimsal maliyetin
diistiriilmesi, biyolojik azotu fikse eden ve ormancilik ve g¢evrenin yenilenmesi
amagclariyla kullanilmaktadir [Jensen and Nielsen, 2003].

Mikroorganizmalarin mikrobiyolojik giibre olarak kullaniminin sagladig: birgok
fayda vardir. Bunlar 6zetlenecek olursa; miokrobiyolojik giibreler, bitkilere toksik etki
gostermez, daha ucuzdur, yeralt1 sularini kirletmez ve toprak asitligini artirmaz. Bu
giibreler, topraktan bitki besin elementlerinin alinimin1 ve ekonomik kullanimini
saglamakta, bitki biiylime hormonlar iireterek bitki geligmesini arttirmakta ve
hastaliklarin kontroliinde kullanilmaktadirlar [Cakmakei, 2005]. Ayrica giibre
tiretiminde gerekli olan yiiksek miktardaki fosil yakit kaynakli enerji mikrobiyolojik

giibreler i¢in gerekli degildir [Ddbereiner et al, 1993].



2.2. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden (Plant Growth
Promoting-PGP) Bakteriler

Toprakta ozellikle de bitkinin kok c¢evresinde mikroorganizma yogunlugu
fazladir. Topraktaki pek ¢ok fizyokimyasal aktivitenin gergeklesmesini saglayan bu
mikroorganizmalarin en biiyiik cogunlugunu bakteriler olusturmaktadir [Imriz vd.,
2014]. Toprakta mikroorganizma popiilasyonunun yogunlastigi, bitki koklerini
cevreleyen bolgeye rizosfer; bu bolgede kolonize olan bakterilere ise rizobakteri
denmektedir. Bitki koklerinden sentezlenen bazi kimyasal bilesikler kok salgilari
(eksudatlar1) olarak bilinmekte olup mikroorganizmalara karsi cezbedici bir etkiye
sahiptirler. Kok salgilart bitki ¢esidine gore degisiklik gosterebilmekle birlikte
aminoasitler, organik asitler, sekerler, vitaminler, piirinler/niikleazlar, amilaz, proteaz,
asit/alkalin-fosfataz gibi enzimler ve HCOs", H*, CO2, H2 gibi inorganik iyonlar ve gaz
molekiilleri olarak siralanabilir [Dakora et al., 2002]. K&k salgilar1 sayesinde olusan
rizosferdeki mikrobiyal yogunluk ile artan mikrobiyal aktiviteler sonucunda koklenme
etkilenebilmekte ve salg1 miktar1 da artabilmektedir [Kang et al., 2010].

PGPR uygulamalart ile verim parametrelerinde (yaprak alani, kok gelismesi,
¢imlenme orani, azot, klorofil ve protein igerikleri, hidrolik aktivite, susuzluga tolerans
ve kok-govde oranit vb.) artig goriilebilmektedir. Bunun yani sira yapraklarin
yaslanmasinda gecikme goriiliirken, bazi hastaliklara karsi dayamklilik da
saglanmaktadir. PGPR uygulamalari laboratuvar, sera ve tarla kosullarinda
gerceklestirilmektedir. Ancak tarla denemelerinde beklenmeyen kosullarin meydana
gelmesi, dogru sonuglarin alinmasini1 da zaman zaman zorlastirmaktadir [Dobbelaere
etal., 2001].

Son yillarda, mikrobiyolojik giibre kullanimi iizerine yogun arastirmalar
yapilmakta olup Rhizobium, Azotobacter, Bacillus, Azospirillum, Pseudomonas,
Enterobacter, Klebsiella ve Staphylococcus Genuslarina ait bakteri tiirlerinin,
Aspergillus ve Penicillium gibi baz1 fungal tiirlerin bitkisel gelismeyi tesvik edici ve
artirict etkileri tizerine vurgu yapan g¢aligmalar bulunmaktadir [Bashan and Holguin,
1997; Sudhakar et al., 2000; Cakmakg1 ve Oral, 2002].



2.2.1. Bitki-Bakteri iliskileri Yoniinden Bitki Biiyiimesini Tesvik
Edici Bakterilerin Etki Mekanizmalan

Somers et al. (2004), PGPR'leri fonksiyonlarina gore 4 gruba ayirmis ve bunlari
biyofertilizer grubu (besin elementlerinin bitkinin kullanabilecegi forma getiren), bitki
stimiilatorii grubu (bitki gelisimini tesvik eden), rizoremediatér grubu (organik
Kirleticileri parcalayarak indirgeyen) ve biyopestisitler olarak adlandirmistir. Ram et
al. (2013) ise PGPR’leri, etki mekanizmalarina gére dogrudan ve dolayli olmak tizere

iki gruba ayirmislardir (Sekil.2.1).

Azot Fosf .
Fiksasyonu osfat Cézme
Fitohormon
I I Uretme

Dogrudan Etki
Mekanizmalari

Dolayh Etki

Mekanizmalan

Antibiyotik

Uretimi Siderefor

iiretimi

Sekil 2.1: PGPR bakterilerin etki mekanizmalari.

2.2.1.1. Dogrudan Etki Mekanizmalar

e Azot Baglanmasi
Azot gaz formunda iken iki azot molekiilii arasinda ti¢lii bag bulunmaktadir.
Baz1 bakteriler bu iicli bagi kirarak azot baglanmas: (fiksasyonu) olayini

gerceklestirirler ve azotun topraga gegisini saglamis olurlar. Daha sonra azot, nitrit
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bakterileri tarafindan NO2 a, NO2 ise nitrat bakterileri tarafindan NO;s lara
doniistiiriilerek bitkiler tarafindan kullanilabilir forma getirilir [Daroub and Snyder,
2012] (Sekil 2.2 [Web 2, 2021]).

G} e +H,CO,
4 +H,0
N2 HzN :NHZ =>- NH&—NH:

NzN

Hydrazin
Elementel N

Sekil 2.2: Azot fiksasyonu reaksiyonunun semasal gosterimi.

Azotun bitkilerin yararlanabilecegi forma getirilmesi tamamen topraktaki
mikrobiyal ve fizyokimyasal aktiviteye bagl olarak gergeklesmektedir. Azotu fikse
etme yetenegine sahip olan bakteriler dogada simbiyotik ve simbiyotik olmayan olmak
tizere iki grupta toplanmislardir. [Saxena and Tilak, 1998]. Bitki koklerinde nodiil
olusumunu tesvik eden simbiyotik bakterilere; Mesorhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium ve Bradyrhizobium 6rnek verilebilir. Simbiyotik olmayan azot baglayan
bakteriler ise Pseudomonas, Azoarcus, Gluconacetobacter, Diazotrophicus,
Azotobacter, Herbaspirillium, Azospirillum, Azomonas, Bacillus,
Rhodopseudomonas, Archomobacter, Acetobacter, Arthrobacter, Beijerinckkia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia Enterobacter, Klebsiella, Rhodospirillum ve
Xanthobacter olarak siralanabilir [Dobert et al., 1994; Saxena and Tilak, 1998]

e Fosforun Coziilmesi

Fosfor(P) bitkiler i¢in en onemli ikinci besin elementidir. Fosfor DNA
yapilarinda bulunmasi nedeniyle tiim canlilar i¢in O6nem tasimaktadir. Ayrica
bitkilerde enerji transferi, fotosentez ve karbonhidratlarin sentezi ve pargalanmasi gibi
metabolik siireglere katilir. Ayn1 zamanda kok gelisimini, tohum olusumunu, erken
ciceklenmeyi ve kardeslenmeyi de destekler [Rodriguez and Fraga, 1999; Yadav and
Verma, 2012; Lacava and Azevedo, 2013]

Fosfor topraktan bitkiler tarafindan H,PO4™ (monobasic) veya HPO.* (dibasic)
fosfat anyonlar1 formunda bulundugunda alabilmektedir. Bununla birlikte, bitkilerin

alabilecegi fosfor miktari, topraktaki toplam fosfor miktarina gére (normalde 1 ppm
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veya daha az seviyelerde) ¢ok daha diisiiktiir. Bitkiler fosforu yalnizca ¢oziiniir formda
alabildiklerinden, toprakta c¢oziinlir fosforun yetersiz olmasi bitki biiylimesini
siirlamaktadir [Rodriguez and Fraga, 1999].

Organik asitler ve fosforik asitler toprakta fosforun mineralizasyonu ile bitki
kullanimina hazir hale getirilmesini saglamaktadir. PGPR’lar tarafindan iiretilen
formik asit, laktik asit, tartarik asit, glukonik asit, asetik asit, okzalik asit, fumarik asit

ve suksinik asit en bilinen fosfat ¢oziicii organik asitlerdir [Ram et al., 2013].

e Fitohormon Uretimi

Rizobakterilerin, dogrudan bitki gelisimini uyardigi bir diger yol ise bitki
biiylimesinde biiyiikk 6neme sahip olan indol-3-asetik asit (IAA), sitokinin, giberellin
gibi hormonlarin iiretimidir.

IAA yani oksinlerin bitkide kok gelisimi, kok yiizey alaninin genislemesi, hiicre
boliinmesi, bitkiye besin elementlerinin girisinde bitkiye yardimei olmasi gibi etkileri
vardir [Ahemad and Khan, 2012]. Ayrica yiiksek IAA konsantrasyonlari kok
gelisimini engellerken, diisiik konsantrasyonlar ise gelismeyi tesvik eder [Altin ve
Bora 2005].

Sitokinin de benzer sekilde bitkide hiicre béliinmesi, tohum ¢imlenmesi, yaprak
gelisimi, klorofil akiimiilasyonu, kok gelisimi, yaglanmanin gecikmesi gibi fizyolojik
ve biiylime islevlerinde etkili oldugu bilinmektedir [Horemans et al., 1986].

Giberellinler ise dormansi, ¢imlenme, enzim islevinin baslatilmasi, gévdenin

uzamas1, yaprak ve meyve yaslanmasi gibi islevlerde rol almaktadir [imriz vd., 2014].

e Enzim Uretimi

Biitiin ytiksek bitkiler tarafindan tretilebilen etilen ise tohum ¢imlenmesinde,
dokularin farklilagsmasinda, ilk c¢iceklenmede, kok ve siirgiin olusmasinda, kok
uzamasinda, yan tomurcuklarin gelismesinde, ¢i¢cek agmasi ve yaglanmasinda, meyve
olgunlasmasinda, meyvelerde hos koku olusumundan sorumlu ugucu organik
bilesiklerin iiretiminde, depo edilen {iriinlerin hidrolizinde, yaprak ve meyve dokiimii
gibi fizyolojik olaylarda etkilidir. Ayrica bitkide biotik ve abiyotik stres kosullarinda
miktar1 artmaktadir [Yang, 2009]. Diisiik etilen seviyelerinde kok olusumu ve
biiylimesi artmakta, kok uzamasi uyarilmaktadir, Etilenin yliksek seviyeleri ise kok
uzamasini engellemektedir [Pal et al., 2000]. ACC deaminaz enzimi etilen iiretiminde

belirleyici olan ACC’nin olusumunu engellemektedir. PGPR bakteriler tarafindan
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tiretilen ACC deaminaz enzimi, etilen seviyesinin diisliriilmesini saglayarak kok

uzunlugunu artmasini saglamaktadir [Ahemad and Kibret, 2013].

2.2.1.2.Dolayh Etki Mekanizmalari

PGPR’ler toprakta bulunan bitki patojenlerine karsi biyo-kontrol ajani olma
potansiyeline sahiptirler. PGP bakteriler iirettikleri sekonder metabolitler ile bitki
hastalik etmenlerini baskilamaktadir. Ozellikle PGPR Pseudomonas ve Bacillus tiirleri
bitki toprak patojenlerinin antagonisti niteligindedir [Ram et al., 2013].

PGPR bakteriler, kitinaz, Beta-1,3 glukanaz, proteaz, lipaz gibi enzimler ile
bitkide uyarilmis dayanikliliga neden olabilmek ve ayrica iirettikleri c¢esitli
antibiyotikler ile bitki i¢in zararli mikroorganizmalarin engellenmesini de
saglayabilmektedirler [Asaka and Shoda, 1996].

Tiim canli organizmalar azot fiksasyonu, fotosentez, solunum gibi 6nemli
reaksiyonlarda gorev alan proteinlerin bileseni oldugundan demire ihtiya¢ duyarlar.
Demir toprakta gii¢ ¢oziinen ferrik hidroksit polimerleri halinde bagli olmasi nedeniyle
serbest iyon halinde sinirli oranda bulunur. Asidik karakterli topraklarda demir
polimerleri ¢6ziiniir ve yeterli demir iyonu mevcuttur fakat bazik karakterli topraklarda
¢cOziiniirliiglin  diismesiyle beraber demir iyonu konsantrasyonu azalir ve
mikroorganizmalar arasinda demir i¢in rekabet dogar [Altin ve Bora 2005].

Demir tasiyic1 anlamina gelen sideroforlar, bakteri, fungus ve bikiler tarafindan
sentezlenen demir iyonlar1 i¢in yiiksek uyuma sahip, diisiik molekiiler agirlikta ve suda
¢oziinebilen molekiillerdir. Sideroforlar topraktaki demir iyonlarini alarak hiicre i¢ine
birakirlar [Miethke and Marahiel, 2007] .

Bitki gelisimini uyaran kok bakterileri tarafindan iretilen siderofor, toprakta
sinirl miktarda iiretilen demiri selatlayarak patojen gelismesini engeller ve bdylece
biyokontrol yolu ile bitki gelisimine olumlu etki saglarlar [Altin ve Bora 2005]. Ayrica
birgok bitki biyokontrol PGPB demir-siderofor kompleksini baglayabilme, alabilme
ve daha sonra kullanabilme yetenegine sahiptir [David et al., 2018].

Siderofor iireten bakterilerin bitkiye sagladigi bir diger fayda ise zararli
mikroorganizmalarin kok gelisimi i¢in zararli Hidrojen Siyaniir (HCN)’lin

salgilamasini engellemektir. Bu durum, ortadaki demirin tutunabilirligine bagl olan
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HCN dretiminin, demire uyumu daha fazla olan sideroforun varliginda

gerceklesememesine dayanmaktadir [Bakker and Schippers., 1987].

2.2.1. PGP Adayi Olarak Pseudomonaslar

Pseudomonas Genusu, Gram negatif, ¢ubuk sekilli ve ¢ok kamgili olup
proteobakteria smifina mensup bakteridir [Sekil 2.3 (Deligianni et al., 2010’dan
alimmistir)]. Bu bakteriler UV 15181 altinda floresan 1s1ma yapmalari nedeniyle floresan
Pseudomonas tiirleri olarak da bilinirler. Suda ve toprakta c¢ok yaygin olarak
bulunabilmektedirler. Birgogu zorunlu aerop olsa da bazi suslar1 hiicresel solunum
sirasinda son elektron alicist olarak NOs” kullanabilir. Optimal biiylime sicakliklar 25-
30°C araligindadir [Baliah, et al., 2018]. Ayrica Pseudomonas cinsi, Gram-negatif
bakteri tiirleri arasinda en kalabalik Genus’tur [Gomila et al., 2015]. Cok sayida tiire
sahip olmas1 bu cinsin, ¢ok ¢esitli yasam alanlarinda bulunabilmesini ve metabolik ¢ok

yonliliigiinii saglar [Sitaraman, 2015].
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Sekil 2.3: Pseudomonas aeruginosa izolatlarina ait taramali elektron mikroskobu
goriintiileri.

In vitro ortamda hizli biiyiitiilebilen ve seri iiretilebilen Pseudomonaslar, bir
rizobakteri olarak bitki biiylimesini tesvik edici ve biyokontrol saglayan bircok
ozellige sahiptir. Tohum ve kok salgilarini hizla kullanabilmeleri nedeniyle rizosferde
cok cabuk kolonilesip ¢ogalabilirler. Cevresel streslere yliksek uyum saglayabilen ve
diger mikroorganizmalarla agresif bir sekilde rekabet edebilen bu tiir bitki rizosferinde
birgok antibiyotik, siderofor ve bitki biiylimesini tesvik edici maddeler
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tiretebilmektedirler. Ayrica bitkide sistemik direnci indiikleyen Pseudomonaslar gesitli
mekanizmalarla patojen mikroorganizmalarin biiyiimesini baskilarlar [Baliah et al.,
2018].

Pseudomonaslarin PGPR 6zelliklerine vurgu yapilan literatiirde c¢esitli
calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde; endiistriyel atik su ile sulanmis
tarim arazisinden izole edilen Pseudomonas aeruginosa izolatinin biyoremediasyon
potansiyeli arastirllmistir. Calisma ile bugday bitkisinde biyokiitle degisimi, besin
alimi, antioksidan enzim aktiviteleri ve oksidatif stres toleransi incelenmistir. Sonug
olarak, P. aeruginosa’nin bitkide besin elementlerinde artis1 sagladigi, antioksidan
savunma sistemini destekleyerek ve Zn metalinin alimimi azaltarak Zn Kaynakli
oksidatif strese karsi iyilesme sagladig1 ve ayrica bugday biiylimesinin desteklenmesi
icin ideal bir aday oldugu goriilmustiir [Islam et al., 2014].

Diger bir ¢alismada, yerel kaynaklarindan izole edilmis izolatlar arasindan su
stresine karsi tolerans, PGP 6zellikleri ve in vitro biyofilm olusturma kabiliyetine gore
secilen ve yeni bulunan bir sus olan Pseudomonas azotoformans 1 bugday bitkisinde
kuraklik stresine olan etkisi arastirllmistir. Calisma sonunda ekzopolisakkarit (EPS)
tiretme, [AA tiretme, ACC deaminaz iiretme ve fosfat cozme yeteneklerine sahip olan
bu susun bugday bitkisinde kuraklik stresinin hafiflemesinde etkili oldugu, farkli
kuraklik seviyelerinde gergeklestirilen saksi denemeleri ile gosterilmistir [Ansari et
al., 2021] .

Navaz ve Bano tarafindan 2020 yilinda yiiriitiilen bir diger ¢alisma, iki farkl
salatalik ¢esidi (Amerikan cesidi, Poinsett 76 ve Desi ¢esidi, Sialkot se¢imi) iizerinde
gerceklestirilmis olup, iki PGPR Pseudomonas susu ve Ag-nanopartikiillerin roliinii
degerlendirmeyi amaglamistir. Ekimden 6nce salatalik tohumlarinin, Pseudomonas
putida (KX574857) ve Pseudomonas stutzeri (KX574858) ile 10° hiicre/ml oraninda
asilanmas1 ve Ag-nanopartikiiller (5ppm), ekimden 27 giin sonra erken vejetatif fazda
bitki {izerine piiskiirtiilmesi sonucunda Ag-nanopartikiillerin ve PGPR'nin kombine
tedavisinin, yapraklarin flavonoid iceriginde ve bitkilerin yapraklarindaki PAL, SOD
ve CAT aktivitelerinde artig gozlendigi bildirilmistir. Ayrica Pseudomonas putida’nin,
antioksidan ve savunma enzim aktivitelerini arttirmak igin tek basina veya Ag-
nanopartikiiller ile kombinasyon halinde kullanilabilir oldugu sonucuna ulasilmistir
[Navaz and Bano, 2020].

Jinxiang sarimsaginin mikrobiyomunun incelendigi ¢alismada, Pseudomonas

Genusu’na ait tiirlerin sarimsak rizosferinde 6nemli bir PGPR oldugu goriilmiis olup,
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sarimsak rizosferinden izole edilen alti Pseudomonas sp susu ile olusturulan sentetik
komiinitenin de bitki bilylimesini tesvik etme kabiliyetine sahip oldugu bildirilmistir
[Zhuang et al., 2021].

Son olarak, Mesorhizobium sp ve dogal PGPR Pseudomonas sp.’nin birlikte
nohut bitkisi {izerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada Mesorhizobium sp'nin tek
basina asilanmasi ile karsilastirildiginda, Mesorhizobium sp'nin dogal PGPR
Pseudomonas sp ile birlikte asilanmasimin biiylime ve simbiyotik parametrelerde
onemli iyilesme gosterdigi bildirilmistir. Calisma sonuglar1 dogrultusunda dogal
PGPR Pseudomonas sp 'nin, siirdiiriilebilir tarimda diisiik girdi prensibi kapsaminda
nohutta Mesorhizobium sp ile birlikte giiglii bir biyo-giibre olarak kullanilabilecegi
ileri siirlilmiistiir [Kaur et al., 2015].

Literatiirde Biyolojik Azot Fiksasyonu Yapan PGPR Pseudomonaslara 6rnekler:

Mirza et al. (2006), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada tuza dayanikli bir tiir olan
Koyu yumak otundan (Kallar Grass-Leptochloa fusca) ) izole edilen Pseudomonas sp
izolati, yapilan rrs gen dizisine gore yapilan tanimlama sonucu; ilgili izolatin
tanimlanamamis bir deniz bakterisine %99, Pseudomonas sp. PCP2’ye %98, kiiltiire
edilemeyen bir bakteriye %98 ve Pseudomonas alcaligenes’e %97 oraninda benzerlik
gosterdigi, ayrica ayni izolatin nifH geninin ise sirasiyla Azotobacter chroococcum ve
Pseudomonas stutzeri tiirlerine ait nifH genleri ile %93 ve %91 dizi benzerligine sahip
oldugu bildirilmistir. Bu izolatin iki piring ¢esidine asilanmasinin ardindan,
asilanmamis kontrol bitkilerine gorece siirgiin biyokiitlesinde ve/veya tane veriminde
artis kaydedildigi bildirilmistir [Mirza et al., 2006].

Azot fikse eden Pseudomonas sp. (H8) ve Azospirillum lipoferum (34H) sulak
alan princinden izole edilmis ve ayni pring ¢esidinin fidesinden izole edilen izolatlar
ile siispanse edilerek asilama gerceklestirilen calismanin sonuglarinda, asilamanin
princin erken kardeslenmesini sagladigi, ayrica hasatta dane dolum oranini ve bitki
basina dane agirligini arttirdigi rapor edilmistir [Watanabe and Lin, 1984].

Tuzlu topraklardan izole edilmesinin ardindan morfolojik ve biyokimyasal
olarak izolatlarin Bacillus sp ve Pseudomonas sp tiirlerine benzer olduklari tespit
edilmistir. Azot fiksasyonu, fosfat ¢oziiniirliigii, amonyak, indol asetik asit ve hidrojen
siyaniir iiretim aktiviteleri belirlenen izolatlar bugday bitkisinin bitki boyunda, kok
uzunlugunda, taze agirhiginda ve kuru agirliginda artis sagladigi bildirilmistir [Vimal

etal., 2018].
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Aygigegi bitkisinin kokiinden izole edilen baska bir ¢alismada; 16S rRNA dizi
analizi ile Pseudomonas sp oldugu goriilen izolat PGPR o6zellikleri bakimindan
arastirtlmistir. Bu izolat triptofan ilave edilmis besiyerinde 23.9 ugmL-1 indol-3-
asetik asit, asetilen indirgeme deneyi ile 44.28 nmol mg? protein h? iirettigi
gosterilmistir. Ayrica nitrojenaz aktivitesi gosterdigi ve besiyerinde 48.80 pgmL™
tistelik Pikovskaya agarda asetik asit, malik asit ve glukonik asit {iretimi ile ortam
pH’m1 7'den 3.04'e diistiirerck fosforlu bilesikleri ¢ozdiigii, bildirilmistir. Calisma
sonunda Pseudomonas izolatinin birden fazla bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellik
icerdigi ve kimyasal (NP) giibrelerin azaltilmis uygulamasiyla aygigegi mahsul
verimini artirmak i¢in biyogiibre iiretimi i¢in potansiyel bir aday olabilecegi ileri
stirilmistiir [Majeed et al., 2018].

Son olarak soguga toleransli Pseudomonas sp izolatinin bezelye fidesine
Rhizobium leguminosarum ile birlikte inokiile edildigi bir diger c¢alismada,
nodiilasyonun (%156,2) ve bitki biyokiitlesinin 6nemli Ol¢lide (>%57,) arttig1
bildirilmis olup ko-inokiilasyonun, asilanmamis kontrol bitkilerine goére kok
nodiillerinde toplam klorofil igerigini (%31.5), fizyolojik olarak mevcut demiri
(%106.7), toplam demiri (%95.9) ve leghemoglobin konsantrasyonunu (17.5 kat)
arttirdig1 ayrica, stirgtinlerin N alimini (%66.3), P alimini (%23.3), K alimin1 (%47.1)
ve Zn alimin1 (2.75 kat) arttirdig bildirilmistir [Mishra et al, 2012].

2.3. Biyolojik Azot Fiksasyonu

Nitrojen diinyanin hemen hemen tamaminda noksanligi duyulan ve iiretimi
sinirlayan temel bitki besin maddesidir. Buna ragmen N2 gelisme ve iireme i¢in gerekli
bilesiklerin olusumunda biyolojik sistemler tarafindan dogrudan kullanilamaz. Uygun
bir bitkisel iiretim diizeyinin siirdiiriilebilmesi i¢in siirekli yenilenmesi gerekli olan
azot, kimyasal ve biyolojik fiksasyonla toprak-bitki sistemine katilmaktadir [Jensen
and Nielsen, 2003].

Biyolojik azot fiksasyonu, c¢esitli mikroorganizmalar tarafindan atmosferik
azotun indirgenerek amonyaga doniismesidir [Peoples et al., 1995]. Biyolojik azot
fiksasyonu (BNF), enzimatik bir reaksiyon olup reaksiyon sonunda olusan bilesikler,

aminoasitlerin ve diger N igeren molekiillerin biyosentezi i¢in baslangi¢ molekiillerini
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olusturmaktadir [Biirgmann, 2003]. Biyolojik azot fiksasyonuna ait reaksiyon
denklemi ise su sekildedir [Dixon and Kahn, 2004]:

N2 + 8 e~ + 8 H+ + 16 MgATP — 2 NH3 + H2 + 16 MgADP + 16Pi.
(2.1)

2.3.1. Nitrogenaz Enzimi ve Yapisi

Azot fiksasyonundan sorumlu olan ve Sekil 2.4 ([Dixon and Kahn 2004])’te
yapist gosterilen nitrogenaz enzimi ilk kez 1966’da Bulen ve Lecomte tarafindan
Azotobacter vinelandii’ den izole edilmistir. [Madigan et al., 1997; Vignais et al.,
1985]. Nitrogenazlar enzimi dinitrojenin amonyaga indirgenmesini kataliz eden
metalloenzimler olup korunmus yapisal ve mekanik 6zelliklere sahiptirler. Nitrogenaz
enzimi, adin1 barindirdig1 metal bilesimlerinden alan iki proteinden olusmaktadir.
Biiylik heterotetramerik bilesen olan molibden-demir (MoFe) proteini (NIFDK,
dinitrojenaz) enzimin Kkatalitik bélgesini igerirken, kii¢iik dimerik bilesen olan demir
(Fe) proteini (NIFH, dinitrojenaz rediiktaz) ise molibden-demir (MoFe) proteinine,
ATP'ye bagimli bir elektron dondriidiir [Rees and Howard, 2000].

[8Fe-7S)
P cluster

Bound
nucleotide

[4Fe-4S] cluster

\ J\ JN J
Y b4 Y

Fe protein MoFe protein Fe protein

Sekil 2.4: Nitrogenaz enziminin yapisi.
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Dinitrojenaz (MoFe proteini) 200.000-250.000 Da molekiil agirligina sahip olup
20 ve 2 alt birimlerinden olusmaktadir. Iki tip metal merkezi ve elektron transferi
saplayan fosfor demeti (P cluster) icermektedir. Fosfor demeti, 4Fe**S’den, FeMo—
kofaktorii 4Fe3S ve Mo3Fe3S kompozisyonundan olusmus iki demetten
olusmaktadir. Bu proteinin temel goérevi azotun indirgenmesini kontrol etmektir
[Madigan et al., 1997]. MoFe proteini tiim diazotroflarda bulunmaktadir. Fakat bazi
organizmalar vanadyum-demir veya demir-demir kofaktorlerini iceren alternatif
nitrojenazlar da sentezleyebilmektedirler [Einsle et al., 2002].

Nitrogenaz enziminin bir diger bileseni olan Fe proteini ise 60.000 Da molekiil
agirhgina sahiptir ve birbirine 6zdes iki alt {initeden olusmaktadir. 4Fe ve 4S
atomlarin1 kapsayan bu proteinin diisiik potansiyelli elektronlar1 sentezleyerek azot
fiksasyonunun devamini destekledigi diisiiniilmektedir [Madigan et al., 1997; Kim and
Rees, 1994]. Ayrica nitrogenaz enzimini olusturan iki protein de oksijene son derece

duyarhdir [Seefeldt et al., 2004].

2.4. Bugday Bitkisi

Insanlik tarihinde bugdayin yeri MO 1700 yilina kadar uzanmaktadir [Tanno and
Willcox, 2006] (Sekil 2.5; [Web 3, 2021]). Diinyada ilk kiiltire alindigt bilinen
bugdayin Diyarbakir-Karacadag'da 10 bin yil kadar once kiiltiire alindigi tahmin
edilmektedir. Anadolu’da bugdayin 23 yabani ve 400 den fazla kiiltiire alinmis ¢esidi
mevcuttur [Ozberk vd., 2016]. Vavilov’'un [1987] arastirmalarinda 8 gen merkezi
belirlemistir ve bunlardan ikisi Tiirkiye'de bulunmaktadir. Ulkemizde 11707 bitki
taksonu bulunmakta olup bunlarin yaklagik %32'si endemiktir. Bunlar igerisinde
etkileri bakimindan en énemlilerinden biri de bugdaydir [Ozberk vd., 2016].

Bugday (Triticum spp.) (Sekil 2.5) diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de stratejik
bir bitki konumundadir. Bugday; iklimsel degisimlerden az etkilenir, liretimi, tasima,
depolama ve islenmesi olaylari kolaydir. Yiiksek besin degerlerine sahip olup tiim bu
sebeplerden dolayr hem insan hem de hayvan beslenmesinde bir¢ok besinin

hammaddesidir [Tosun, 1980].
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Sekil 2.5: Triticum spp..

Ayrica diinya niifusunun yaklagik %35’inin temel besin kaynagini olugturan
bugday, insan beslenmesinde proteinin énemli bir kismini ve enerji gereksiniminin
%20’sini karsilamaktadir. Vitamin ve mineral bakimindan ¢ok zengin olmasa da bazi
vitaminler ve mikro besin maddeleri i¢in de iyi bir kaynak olugturmaktadir. Tiirkiye’de
bugday iiriinleri tarafindan giinliik enerji ihtiyacinin %40°1 karsilanmaktadir [Ozberk
vd., 2010].

Tiirkiye’de yillik bugday iiretimi TUIK verilerine gére 20 milyon ton civarinda
olup diinya siralamasinda 2019 yilinda 10. sirada iken 2021 yilinda 11. sirada yer
almistir. FAO verilerine gore 2021 yili bugday iiretimi diinyada 771 milyon tondur ve
bu tiretimin %66’s1 ilk 10 iiretici iilke tarafindan tiretilmektedir (Web 4, 2021; Web 5,
2021)

Gilinlimiizde yaygin olarak tiretimi yapilan bugday tiirleri; hekzaploid ekmeklik
bugday, T. aestivum L. (2n=42, AABBDD) ve tetraploid sert makarnalik bugday T.
durum Desf. (2n=28,AABB)’dir. Tetraploid (2n=4x=28, AABB) bitkiler olan
makarnalik bugdaylar, kullanim alanlar1 ve kalite 6zellikleri bakimindan hexaploid
(2n=6x=42, AABBDD) T. aestivum ve T. compactum bugdaylarindan ¢ok farkli ve
ozel bir konuma sahiptir [Ozberk vd., 2010].

Makarnalik bugdaylarin  kullanim sekilleri iilkelere gore degismektedir.

Ozellikle Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde makarna gesitlerinde kullanilmak
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tizere iretilirken, Tiirkiye, Orta Dogu ve Kuzey Afrika gibi iilkelerde makarna
tiretiminin yaninda bulgur, kuskus ve bazi ekmek ¢esitlerinin yapiminda kullanilmak
lizere tiretimi yapilmaktadir [Giileg vd., 2010].

Bugday bitkisi gelisimi fakli evrelere sahiptir ve sicakliga bagl olarak
gerceklesmektedir (Sekil.2.6; [Web 3, 2021] ).
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Sekil 2.6: Bugday gelisim evreleri, Zadoks skalasi.

Gelisimin ilk evresi olan ¢imlenme (Zadoks 00-19) sicakliga bagli olmakla
birlikte ekimden 3-15 giin sonra gergeklesir. Ardindan ilk {i¢ yapragin olusumuyla
bitki fide donemine (Zadoks 10-19) gecer. 4. yapragin ¢ikisi ile bitkide kardeslenme
baslar (Zadoks, 20-29), bitki durumuna, ¢esidine ve fizyolojik etmenlere bagl olarak
kardes sayis1 degisiklik gostermektedir. Bir sonraki donem olan sapa kalkma evresi;
yaprak kini diklesmesi, sapin olusmasi, bogum ve bogum aralarinin goriilmesi
olaylarmin gergeklestigi evredir. Kardeslenme ile sapa kalkma arasindaki devrede,
yazlik cesitlerde yaprak ve kardeslerin goriiniisti dik iken, kislik bugday ¢esitlerinde
yapraklar yere paralel goriinimdedir. Cimlenme ile sapa kalkma devresinde yazlik
cesitler 6-10 °C arasinda sicakliga, kishk ¢esitler ise 1-5 °C arasinda 5-60 giinliik
vernalizasyon ad1 verilen diisiik sicaklik devresine ihtiya¢ duyarlar. Vernalizasyonun
sonunda bitkide otsu goriintii kaybolur. Bayrak yaprak kininin uzamasi, kinda sisme,
kilgikli gesitlerde kilgik ucunun goriilmesi ile gebecik evresi (Zadoks, 40-49)
gerceklesir. Gebecik evresini takip eden basaklanma evresi (Zadoks, 50-59), bayrak
yapraginin kinindan basak ucunun ¢ikmasi, basagin kindan tamamen kurtulmasi ile

karakterizedir. Cigeklenme evresinde (Zadoks, 60-69), basagin ortasinda ilk anterler

21



goriiliir ve basagin {ist ve orta kismina dogru anter ¢ikisi devam eder. Tanenin sekilsel
olarak olusup tanede siit kivaminin yogunlagmasiyla proteinlerin ve az miktarda
karbonhidratlarin birikmesi, siit olum (Zadoks, 70-79) evresinde gerceklesir. Hamur
olum evresinde (Zadoks, 80-89) ise tane i¢i once yumusak-gevsek hamur (boza)
kivaminda sonra kat1 (koyu) hamur kivaminda olur. Zadoks skalasina gore son evre
olan fizyolojik olum evresinde (Zadoks, 90-99), tane sadece su kaybeder ve olgunlasir.
Tiim bu evrelerin sonunda bugday bitkisinin gelisimi tamamlanmis olur [Zadoxs et
al., 1974].

2.4.1. Eminbey (Triticum Durum L.) Makarnalik Bugday Cesidi

Makarnalik bugday makarna, bulgur, kuskus ve irmik {retiminde
kullanilmaktadir. Birim alan veriminin yiliksek ve adaptasyon sinirlarinin genis olmasi
nedeniyle ekmeklik bugday, ekim alanlarimin biiylik kismini olusturmaktadir.
Makarnalik bugday ise daha 6zel iklim kosullarina gereksinim duymamasi nedeniyle
ekmeklik bugdaya gorece daha dar ekim alanlarma sahiptir. Tiirkiye makarnalik
bugdayin gen merkezi olmas1 ve ekolojik olarak kaliteli makarnalik bugday iiretimine
son derece uygun olmasina ragmen, makarnalik bugdaylar 7.3 milyon ha bugday ekim
alaniin yalnizca 1.2 milyon ha’lik kismini kapsamaktadir. Son 15 yila bakildigina,
2004 yilinda 2.1 milyon ha olan makarnalik bugday ekim alaninda dramatik bir diisiis
gerceklestigi goriilmektedir [Benlioglu vd., 2020; Bozkurt, 2012; TUIK, 2019].
Ulkemiz makarnalik bugday yetistiriciligi igin uygun ekolojiye sahip iken kaliteli
bugday ihtiyacini ithalat ile karsilamaktadir [Dirik ve Sakin, 2018].

Makarnalik bugdaylardan biri olan Eminbey ¢esidi kilgikli beyaz basak, orta
boy, saglam yapi ve uzamis yumurta bigimindeki tane morfolojik &zelliklerini
gostermektedir. Ayn1 zamanda kiglik gelisme tabiatina, yiliksek yatmaya dayanikliliga
sahip olmakla birlikte giibreye reaksiyonu iyidir ve uygun azotlu giibreleme ile donme
goriilmez. Dane dokmeyen ve harman olma kabiliyeti 1yi olan bir ¢esit olan
Eminbey’in verim potansiyeli 350-750 kg/da’a kadar ¢cikmaktadir.

Protein kalitesi ve irmik rengi ile makarnalik kalitesi ¢cok iyi olan Eminbey
c¢esidi makarna sanayinin taleplerini karsilayacak kalitededir. Kislik gelisme tabiatina
sahip olan bu gesit i¢in ¢ Anadolu ve Gegit bolgeleri ayrica benzer yorelerin yari

taban ve taban alanlar1 6nerilmektedir [TARIMORMAN, 2021]
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Canh Materyaller (Mikroorganizmalar)

Tez calismasinda yapilan testlerde kontrol olarak kullanilan P.aeruginosa
ATCC 15692, E.Coli ATCC 8739, S.aureus ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC
(laboratuvar izolarr) hiicre hattlart GTU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
Mikrobiyota Laboratuvari stoklarindan temin edilmistir. Daha 6nce 2018-A-105-04
numarali BAP projesi kapsaminda izole edilmis 134 adet Pseudomonas sp. izolati
(Giil-Seker, 2021) kullanilmistir.

3.1.2. Kullamlan Bitkisel Materyal

Saks1 denemelerinde Triticum durum L. Eminbey makarnalik bugday cesidi

kullanilmuistir.
3.1.3. Cozeltiler

Bu calisma sirasinda kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlaniglari Tablo 3.1°de

gosterilmistir.
Tablo 3.1: Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislari.
Cozelti Hazirlanisi

Agaroz Jel %1 w/v ve %2 w/v olarak iki sekilde tartildi 1X TAE
tamponunda mikrodalgada tamamen berraklasana kadar
kaynatilarak ¢o6ziildii. 50 °C’ye kadar sogudugunda 2 pl
redsafe eklendikten sonra jel taragi takilmis jel tepsisine
dokiilerek donmasi saglandi.

Lizozim 25 mg/ul olacak sekilde tartild1 ve steril dH20’da eritilerek
hazirlandi. Filtreden gegirilerek steril edildi.
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Tablo3.1: Devamu.

0,5MEDTA 73,06 g EDTA (Etilendiamidin tetraasetik asit) tartilarak 300
ml steril dH20’da ¢o6ziildi. pH’s1 NaOH ile 8.0’a ayarlandi
ve son hacmi 500 ml’ye tamamlandi.

10X TAE tamponu | 10 ml 50X TAE tamponundan alind1 iizerine 500 ml steril
dH20 eklenerek 10X’ e seyreltildi.

1X TAE tamponu 100 ml 10X TAE tamponundan 100 ml alindi ve 900 ml steril
dH20 eklenerek 1X’ e seyreltildi.

1M Tris-HCL 24,228 g Tris tartildi. 200 ml steril dH2O eklenerek ¢oziildii.
pH’ si HCL ile 8.0’ a ayarland1

TE Buffer 100 ml steril dH20O’ ye 2 ml Tris-HCL (pH 8.0)’den ve 500

ul EDTA (pH 8.0)’ dan eklendi. pH’s18.0° a ayarland:. Uzeri

200ml’ ye tamamlandi.

Fizyolojik tuzlu su
cozeltisi (FTS)

8,5 gram NaCl 1 litre dH2O ile ¢oziildii.

Fe-EDTA

3,8 gram Na2H2EDTAH2O tartilarak 10 ml 1mol/L NaOH
ile ¢oziildii. 2,5 gram FeCI36H2O0 tartilip iizerine 5 ml dH20
eklenmesinin ardindan 1sitilip nazikge karistirilarak ¢oziildi.
Hazirlanan iki soliisyon yavasca karistirilarak 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmesinin ardindan filtre kagidindan
stiziildi. Stiziintii alkolle 2 defa yikanarak oda sicakliginda

kurumaya birakildi.

%1,64 Fe-EDTA

0,164 gram Fe-EDTA 10 ml dH20’da ¢o6ziilerek hazirlandi.

0,2 M KOH 0.5 gram tartilip son hacmi dH20 ile 50 mI’ye tamamlandi.
%0,5 Bromtimol | 5 mg BTM tartildi 1ml dH20 eklenerek ¢6ziiliip 0,2 M KOH
Mavisi (BTM) ile son hacim 10 ml’ye tamamland1

3.1.4. Besiyerleri

LB Siv1 Besiyeri: Caisson firmasindan temin edilen LB siv1 besiyerinden 25

gram tartildi ve 1 litre suda ¢oziildii. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de 15

dk otoklavlanarak steril edildi.
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LB Agar Besiyeri: Caisson firmasindan temin edilen LB agardan 40 gram
tartilarak 1 litre suda ¢ozildi. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edildi.

Peptonlu Su: Merck firmasindan temin edilen peptonlu sudan 25,5 gram
tartilarak 1 litre suda ¢ozildi. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edildi.

NFb Sivi Besiyeri: 5 gram malik asit, 0,5 gram KH2PQOg4, 0,2 gram MgSO47H-0,
0,2 gram NaCl, 10 mg biotin, 20 mg pridoxin, 0,2 gram Na:MoOQO4, 0,235 gram
MnSO4H-0, 0,28 gram H3BO3, 0,008 gram CuSO45H20, 0 24 gram ZnSO47H>0, 2
ml %0,5 Bromtimol Mavisi, 4 ml %1,64 Fe-EDTA 100 ml dH20 ile ¢oziildi ve 0,2
M KOH ile pH 6,8’¢ ayarlandi. Son hacim dH20 ile 1 litreye tamamlandi ve 121 °C’de
15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Nfb Agar Besiyeri: 5 gram malik asit, 0,5 gram KH2POg4, 0,2 gram MgSO47H:0,
0,2 gram NaCl, 10 mg biotin, 20 mg pridoxin, 0,2 gram NA2Mo00Os, 0,235 gram
MnSO4H0, 0,28 gram H3BO3, 0,008 gram CuSO45H20, 0 24 gram ZnSO47H20, 15
gram agar, 2 ml %0,5 Bromtimol Mavisi, 4 ml %1,64 Fe-EDTA 100 ml dH20 ile
¢ozildi ve 0,2 M KOH ile pH 6,8’¢ ayarlandi. Son hacim dH20 ile 1 litreye
tamamlandi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

CAS Blue Agar Besiyeri: 350 ml besiyeri hazirlandi. Besiyeri asagida anlatildigi
sekilde verilen bileseler ile hazirlanmistir. Besiyeri hazirliginda kullanilan tiim
malzemeler 1 giin 6ncesinde 6 molar HCl ile yikandiktan sonra dH20O’dan gecirilerek

kurumaya birakilmistir.

e Mavi Boya (Blue Dye)

e Sol 1: 0,06 gram CAS 50 ml ddH20 igerisinde ¢oziildii.

e Sol 2: 0,0027 gram FeCl3.6H20 10 ml 10 mM HCl ile ¢6ziildii.

e Sol 3: 0,073 gram HDTMA 40 ml ddH0 ile ¢oziildii.

e Sol 1’den 25 ml, Sol 2’den 4,5 ml Sol 3’ten 20 ml plastik sisede bir araya
getirildi. Hazirlanan boya soliisyonu 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edildi.
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e Karisim Soliisyonu

Minimal Media9 (MM9) Stok Soliisyonu: 0,75 gram KH2PO4, 1,25 gram NaCl,
2,5 gram NH4Cl 25 ml ddH20’da ¢6ziildii.

%20 Glikoz Stok Soliisyonu: 2 gram glikoz 10 ml ddH20’da ¢6ziilmesinin
ardindan filtre ile steril edildi.

NaOH Stok Soliisyonu: 25 gram NaOH 150 ml ddH>0O’da ¢oziildii.

Casamino Asit Sollisyonu: 3 gram casamino asit 13,5 ml ddH>O ile ¢oziildiikten
sonra 13,5 ml kloroform igerisinde ¢o6ziilmiis %3 8-hidroksikinolin eklendi ve +4
°C’de gece boyu inkiibe edilerek ekstrakte edildi. Inkiibasyonun ardindan iki faza
ayrilan soliisyondan {ist faz ayirilarak kalan kloroformun uzaklagtirilmasi amaciyla

ceker ocakta 1 saat bekletildi. Hazirlanan soliisyon filtre ile steril edildi.

e CAS Hazirlama

262,5 ml dH20 ile 35 ml MM soliisyonunda 11, 284 gram pipes ¢oziildii. Pipes
pHS5’in altinda c¢oziinmediginden yavas yavas pH 6’ya ayarlanarak tamamen
¢Oziinmesi sagladi ve pH 6,8’e ayarlandi. 5,25 gram bacto agar soliisyonda
¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra 10,5 ml steril casamino asit soliisyonundan, 3,5
ml %20 glikoz soliisyonundan eklenerek iyice karisirildi. Karistira islemi devam
ederken yavasca 35 ml blue dye soliisyonunun eklenmesinin ardindan besiyerinin
yapimi tamamlandi. Hazirlanan besiyeri steril petrilere dokiilerek kullanma hazir hale

getirildi.

3.1.5. Ayrraclar

Nessler’s reaktifi: Merck firmasindan temin edilmistir.
Salkowski reaktifi: 49 ml %35 HCIO4’¢ Iml 0,5 M FeCls eklenmesi ile

hazirlanmstir.
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3.1.6. Kullamlan DNA Molekiiler Belirtecleri

Agaroz jel goriintiilemeleri i¢cin Molekiiler DNA Belirteci Fermentas 100-bp
Gene Ruler Plus DNA lader (USA) ve Thermo Scientific™ GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (USA) kullanilmistir (Sekil 3.1).

bp ng/0.5pg % BY| bp ng/0.5 g
000 280
0000 ;'zuz-guz» 28.0
3050 6
. 1500 28.0
00 o & /, 120 280
4000 30 3 / 1000 800
/00 30 6 4, 900 27.0
3000 70 14 2 80 270
&0 2 - 700 27.0
500 : .; - 600 270
500 80.0
1000 60 12 — 400 300
75 - 300 300

- 20 300

- 100 300

1.7% TopMsor™ LE GO Aguose (2R0491)

—

y padane, 8 om kength gal, (

0.5 1 8 om leng .5 pafane, 8 om length gel,
........ 1X TAE, 7 Viem, 45 min IXTBQS‘."-‘cm,H\

Sekil 3.1: A-GeneRuler 1 kb DNA Ladder SM0314, B- Fermentas 100-bp Gene
Ruler Plus DNA lader SM0323.

3.1.7. Kullanilan Kitler

Bu tez ¢alismasinda DNA izolasonunun gergeklestirilmesinde kullanilan Nucleo
Spin Microbial DNA Isolation Kit’i Macherey-Nagel firmasindan (Diiren,
GERMANY) temin edilmistir.

3.1.8. Cihazlar

Bu ¢aligma sirasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.2’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Ismi

Markasi

-80 °C derin dondurucu

Thermo, Forma 86°C ULT Freezer

Steril Kabin Heraeus, HP48

Masa Ustii Santrifiij VWR, Microsent 17R

Ultrasantrifij Beckman CoulterTM AvantiTM J-30I
Centrifuge

35 Masa Ustii Santrifiij BACKMAN COULTER, Microfuge
22R

Spektrofotometre BIORAD, Smartspec 3000

Yatay Elektroforez Sistemi BIO-RAD, Mini-Sab Cell CT

Giig¢ kaynagi BIO-RAD, PowerPac Basic

Otoklav HIRAYAMA, HICLA HVE-50

UV Goriintiileme Cihazi Vilmer Loumart

UV Goriintiileme Cihazi Azure Biosystem, ¢600

BioSpec-nano UV1800 Shimadzu/Biotech

pH Metre Hanna Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter

Su banyosu TECHNE, TE-10A Tempette

Buz makinesi BAR-LINE BF85

Floresans Spektrofotometre VARIAN, EClipse

UV Spektrofotometre Beckman Coulter DU 530

Mikrodalga Firin Samsung

Jel Goriintiileme Cihazi Biorad

3.1.9. Kullamilan Kimyasallar

Tez galismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.3’de gdsterilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan kimyasallar ve markalart.

Kimyasal Ad1 Markasi

Pepton Merck

LB Siv1 Besiyeri Caisson

LB Agar Besiyeri Caisson

NaCl Merck

MgSO4 Merck

Agar Affymetrix/USB
Tripton Biolife

Agaroz Prona

Redsafe Chembio
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Tablo 3.3: Devamu.

L - (-) Malic Acid (C4H605) Merck
Lizozim Sigma-Aldrich
EDTA Sigma
Trisma-base Sigma
Na;HEDTAH>0 Sigma
NaOH Sigma
FeCl36H20 Sigma
KOH Zag
Bromtimol Mavisi Sigma
KH2PO4 Merck
MgSO47H20 Merck
Biotin Sigma Aldrich
Pridoxin Sigma Aldrich
Na;MoO4 Merck
H3BO3 Sigma Aldrich
CuS045H20 Sigma Aldrich
ZnS047H20 Sigma Aldrich
HDTMA Merck
NH4CI Merck
N-Z Amine (Kazein Hidrolizat) Sigma
8-hidroksikinolin Sigma
Kloroform Sigma Aldrich
Pipes Appli Chem
D (+) Glucose Monohydrate Riedel-De Haen
L- Tryptophan Sigma
Nessler’s reaktifi Merck
(NH4)2SO4 Merck
IAA Sigma Chemicals
Immersion Oil Merck

3.2. Yontem

3.2.1. Izolatlarin PGPB Ozelliklerinin Arastirilmasi

3.2.1.1.Siderofor Uretimi Testi

Siderofor iireterek demiri selatlayan bakterilerin tespitinde, demir ile bag

yaptiginda mavi/yesil renk veren CAS/HDTMA kompleksi iceren CAS blue agar
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kullanilmistir. ~ Siderofor gibi giiglii bir selatér, demiri CAS/HDTMA- Fe
kompleksinden ayirdiginda renk turuncuya doner (Schwyn and Neiland,1987). Cas
blue agar Louden ve ark (2011)’larinin 6nerdigi sekilde hazirlanip, 121°C’ta 15 dk
steril edildi. Steril besiyeri aseptik sartlarda petrilere dokiildiikten sonra izolatlardan
igne uclu 6ze ile inokiilasyon yapildi. 30°C’ta 2 giinliikk inkiibasyonun ardindan
turuncu renk olusturan izolatlar siderofor iiretme Ozelligine sahip olarak
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aureginosa (ATCC 15692),
negatif kontrol olarak Escherichia coli (ATCC 8739) kullanildi.

3.2.1.2. N Fiksasyonu Testi

Bu test ile havada serbest halde bulunan azotu, NH4 ve tiirevlerine fikse edebilme
yetenegine sahip olan Pseudomonas sp. izolatlar1 tespit edildi. Azot fiksasyonu testi
icin kullanilan NFb agar besiyeri, azot icermeyen ve pH’a duyarli bromtimol mavisi
iceren bir besiyeridir. Azot fiksasyonu sonunda pH’a duyarli bromtimol mavisi boyast,
olusan bazik pH’da besiyerinin rengini yesilden maviye dondiiriir. Steril NFb besiyeri
aseptik sartlarda petrilere dokiiliip, petrilere her bir izolat igne uglu 6ze ile inokiile
edildi. Pozitif kontrol olarak P.aureginosa (ATCC 15692), negatif kontrol olarak
E.coli (ATCC 8739) kullanildi. 30°C’ta 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda mavi
renk olusturan izolatlar pozitif (azot fiksasyonu yapan), mavi renk olusturmayan

izolatlar ise negatif (azot fiksasyonu yapmayan) olarak degerlendirildi.
3.2.1.3.Indol-3 Asetik Asit Olusumu Testi

Pseudomonas izolatlarinin TAA iiretimi, Salkowski reaktifi kullanilarak
belirlendi (Gordon ve Weber 1951). Luria-Bertani (LB) besiyerinde biiyiitiilen taze
kiltiirler 0,5 OD (optical density) yogunluguna geldikten sonra, 100 pg/ ml triptofan
ilave edilmis 5 ml LB broth igeren tiiplere %2’lik asilama ile inokiile edildi. 28 = 1 °
C’ta 2 giin inkiibasyonun ardindan 5 dakika siireyle 10.000 rpm'de santrifiijlendi ve
slipernatan igerisine esit hacimde Salkowski reaktifi ilave edili. Renk olusturmasi igin
30 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildiktan sonra optik yogunluk 530 nm'de
okutuldu. Asilanmamis besiyeri, kontrol olarak kullanilmis olup ve IAA iiretimi yapan
[P. aureginosa (ATCC 15692)] (E.coli ATCC 8739) ve yapmayan (S.aureus)

30



bakteriler ile sonugclar karsilagtirilmistir. Standart egri, kantifikasyon i¢in 5-100 pg/ml
IAA (Sigma Chemicals) ile hazirlanmistir.

3.2.1.4.NH. Uretiminin Belirlenmesi

Izolatlara ait NH4 iiretiminin tespiti Cappuccino and Sherman’a (1992) gore
gerceklestirildi. Nutrient broth besiyerinde 24 saat biiyiitilen kiiltiirlerden 0,5
McFarland (yaklasik 108 CFU/ml) bakteri sayis1 ayarlandi. 10 ml Peptonlu suya %2’lik
asilama ile inokiilasyon yapildi. 30°C'ta 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
her tiipe 0,5 ml Nessler’s reaktifinden eklenerek olusan renk degisimi ve 530 nm’deki
absorbans degerleri kaydedildi. Peptonlu suda (NH4)2SOs’tin 1000ppm, 500ppm,
200ppm, 100ppm ve 50 ppm’lik konsantrasyonlari hazirlanarak Nessler’s reaktifi
ornekler ile aymi sekilde eklenerek 530 nm’deki absorbans degerleri kaydedilmis ve
bu degerler ile standart egri olusturulmustur. Standart egri kullanilarak izolatlara ait

tiretim miktarlar1 hesaplanmustir.

3.2.1.5.GC Analizi

Nfb agar testi ile en iyi azot fikse ettigi gozlemlenen en az 3 izolatin nitrogenaz
aktivitesi gaz kromotografisinde (GC) Gothwall et al., (2008)’nin 6nerdigi sekilde
asetilen indirgeme testi (acetylene reduction assay-ARA) kullanilarak belirlendi. Brom
timol mavisi eklenmeden hazirlanan ve steril edilen azotsuz sivi Nfb besiyerinden
steril serum sigeleri icerisine 14 ml eklendi. Luria-Bertani (LB) besiyerinde biiyiitiilen
taze kiiltiirlerin yogunlugu steril fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde 0.5 McFarland’a
ayarlanarak serum siselerindeki 14 ml besiyerine (sise hacminin 2/3’{) %10 v/v olacak
sekilde inokiile edildi. Izolatlar 30°C’de 72 saat inokiile edildikten sonra 5 ml steril
siringa yardimiyla sise hacminin %10°u kadar gaz serum sisesi igerisinden g¢ekilerek
yerine ayni miktarda asetilen gazi eklendi. Izolatlar bu sekilde c¢alkalayicida 180
rpm’de 24 saat 37°C’de inkiibe edildi ve nitrogenaz enzim aktivitesi sonucu asetilen
gazinin etilene indirgenmesi reaksiyonunun gerceklesmesi inkiibasyon sonunda
iretilen etilen miktar1 olusan pikler ile degerlendirildi.

Uretilen etilenin analizi i¢in 5ul numune gazi, bir Propak T kolonu ve H-alev

iyonizasyon detektorii ile baglanan bir Perkin-Elmer otosistem gaz kromatografisine
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(Perkin elmer turbo matrix headspace clarus 580 gas chromatography) enjekte edildi.
Gaz kromatografi i¢in ¢aligma kosullar su sekildedir: Kolon-Porpak T, 6 fitde1/8 ing
(yaklasik 183'e 0.3 cm); tastyici nitrojen gazinin akis hizi 30 ml dk*; kolon sicaklig,
60 °C; enjeksiyon agzi, 110 °C; alev iyonizasyon dedektorii, 120 °C. Tiim deneyler,
bir kontrol (yalnizca biiylime ortami, asilama yok) ve bos (gazli biliylime ortamu,
asilama yok) ile birlikte li¢c kez gergeklestirildi. Asilama yapilmayan gazli biiyiime
ortami  (NFb besiyeri) negatif kontrol, K.pneumoniae pozitif kontrol olarak

degerlendirilmistir.
3.2.2. Molekiiler Yontemler ile Tanimlama

3.2.2.1.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin segilen 1 Pseudomonas spp. izolatinin LB besiyerine 5
ml’lik 24 saatlik taze kiiltiirleri %2 v/v asilama ile inokiile edildi. 30 °C’ta 24 saat
inkiibasyonun ardindan kiiltiirlerin i¢inde bulundugu tiipler, 4500 g’de 20 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen pelletlerden Nucleo Spin/Microbial DNA Isolation
Kit kullanilarak, bakterilerin genomik DNA izolasyonu Nucleo Spin Microbial DNA
Isolation kiti (MACHEREY-NAGEL, Germany) protokoliiniin o6nerdigi sekilde
gerceklestirildi.

3.2.2.2.DNA Miktarimin Tayini

Elde edilen DNA oOrneklerinin miktar tayini nanodrop cihazinda (Thermo
Scientific, Nanodrop Lite Spectrophotometer/USA) gergeklestirildi. Bunun i¢in izole
edilen DNA orneklerinden buz lizerinde 1’°er pl 6rnek alinip 6lgiim yapildi ve sonuglar

kaydedildi.
3.2.2.3.DNA’nin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

DNA’nin jelde goriintilenmesi amaciyla % 1°lik agaroz jel hazirlandi. Jel
polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarilip aparat elektroforez tankina yerlestirildi. 1X

TAE tamponu ile elektroforez tanki dolduruldu. Her bir 6rnek 1X Loading Dye
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icerecek sekilde boya ile karistirildi ve final hacimde 6 ul 6rnek kuyucuklara transfer
edildi. Ornekler 100V ta yaklasik 45 dk yiiriitiilmesinin ardindan jel goriintiileme
cihazinda (Vilber-Lourmat infinity 3026, Fransa) goriintileme sisteminde

goriintiilendi.

3.2.2.4.PZR ile 16 S rDNA Dizisinin Cogaltilmasi

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lardan 16S rDNA ve rpoD bélgelerinin
eldesine ve ¢ogaltilmasina yonelik olarak hazirlanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in
asagidaki Termal Dongii Cihazi reaksiyon karisimi ve programi kullanildi.

Reaksiyon toplam hacmi 20 pl olacak sekilde; reaksiyon karigimi; 1X Hot
FIREPol Blender Master Mix, 0,2 uM F ve R primer c¢iftleri, kalip DNA <50 ng ile
hazirland1 ve 20 pl ye steril apirojen ampul su ile tamamlandi.

Termal dongii cihazi programi, 6n denatiirasyon 95 °C’ta 13 dk, denatiirasyon
95°C’ta 15 sn, baglanma Tablo 3.4’te belirtilen derecede 1 dk, uzama 72°C’ ta 1 dk ve
son uzama 10 dk olacak sekilde toplam 35 dongii olarak gergeklestirildi.

Elde edilen PZR friinleri %2 (w/v) lik agaroz jelde yaklasik 40 dk 90 V’ta
yiritiildic ve jel goriintiileme cihazinda (Vilber-Lourmat infinity 3026, France)
goriintiilendi. Jelde kullanilan uygun belirteclerle (100 bp DNA Ladder) yaklasik 1500
baz ¢iftlik 16S rDNA bolgesinin elde edildigi goriiliip her 6rnek i¢in fotograflandi.

Elde edilen PZR iiriinlerinin dizilenmesi hizmet alim1 yolu gerceklestirilmis olup

diziler ¢ift yonlii olarak okunarak izolatlara ait 16S rDNA dizisi belirlendi.

Tablo 3.4: Tiir bazinda tanimlama i¢in kullanilan genlere ait primer bilgileri.

Baglanma | Bant
Gen Adi Primer Adi ve Dizisi Kaynak
sicakligi Boyutu

27F GAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S rRNA 58°C 1465bp Lane (1991)
1492R TACCTTGTTACGACTT

3.2.3. Secilen izolatin Saks1 Deneyleri ile Bugday Bitkisi Uzerindeki
Etkilerinin Incelenmesi

Saksi denemelerinde kullanilan toprak Gebze Teknik Universitesi kampiis

arazisinden alinmis olup 1:1 oraninda ticari dis mekan topragi ile karistirilarak karigim
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toprak elde edilip ardindan drenajin arttirilmasi1 amaciyla, karigim topragi 1:1 oraninda
kum ile karigtirildi. Hazirlanan saksi topragi 121°C’de 20 dk otoklavlanarak steril
edildi. Kullanilan toprak bu asamadan sonra karistirilarak 3 farkli 6rnek alinip analize
gonderilmistir.

Denemelerde 2 1cm kenar uzunluguna ve 30 cm derinlige sahip 12 It hacimli kare
saksilar kullanildi. Denemeler makarnalik bugday ¢esidi (Triticum durum L. Eminbey)
ile yapildi. Eklenecek giibre miktar1 saksi biiyiikliigiine ve her saksiya eklenen toprak
miktarina gére 12kg/da’a gore hesaplandi.

Benzer biiyiikliige sahip tohumlar segilerek suya koyuldu ve su yiizeyine ¢ikan
tohumlar kullanilmadi. Segilen tohumlar ekimden hemen 6nce 1 litre ¢esme suyu ve
diamonyum fosfat (DAP) giibresi verilmis topragin bulundugu her saksiya 12 adet
olacak sekilde, topragin 2 cm derinligine tohumlar ekimdi. Ardindan her tohumun
lizerine, 108 CFU/ mL yogunlugundaki bakteri kiiltiiriinden 1 ml eklendi. Sapa kalkma
donemi oncesi her bitki kokiine 1ml (108 CFU/ mL) dokiilerek ve her bitkinin
yapragina yaklasik 1ml spreyleme ile bakteri inokiilasyonu tekrarlandi. Asilanmamis
tohumlar negatif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrol olarak kullanilacak olan
tohumlar ise PGPR o6zellikleri ile bilinen Pseudomonas aeruginosa ile inokiile edildi.
Cimlenmenin ardindan saks1 basina diisen bitki sayis1 7’ye indirilmistir.

Secilen izolat ile inokiile edilen tohumlarin ekilen saksilar, planlandig: sekilde
amonyum nitrat (NH4sNO3) dozunun % 50'si ve %100’ ile desteklendi. Sadece % 50
amonyum nitrat ve % 100 amonyum nitrat ile desteklenen, bakteri inokiilasyonu
yapilmayan tohumlarin ekildigi saksilar kontrol olarak kullanildi. Tiim saksilara % 100
doz DAP eklendi (Sekil 3.2).

Testler sonucunda belirlenen izolat, saks1 denemelerinde bugday bitkisi ile bir
araya getirildi. Azot fikse edebilen bakteri ile yapilan saks1 denemesi 3 ana gruptan
olusmakta olup asagidaki sematize edilmistir (Sekil 3.2). Bitki tizerindeki morfolojik
ve fizyolojik degisimleri isaret eden parametreler 8. (Govde boyu, sap boyu ve gévde
kalinlig1) ve 16. (sap sayisi ve sar1 yaprak sayisi) haftalarda takip edilerek kaydedildi.
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Sekil 3.2: Saks1 deney plani.

3.2.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen wverilerin istatistik analizleri SPSS programi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Veriler arasindaki farklar, asgari 6nemli fark testi (LSD, P <0.05)

kullanilarak ANOVA ile karsilagtirilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Azot Fikse Etme Kabiliyetine Sahip Tiirlerin Secilmesi

2018-A-105-A-04 no’lu GTU BAP projesi kapsaminda izole edilmis olan 134
izolattan 49 tanesinin azot fikse etme yetenegine sahip oldugu goriilmistir. Sekil
4.1°de kontrol suslar1 olan P.aeruginosa (+Kontrol), S.aureus (-Kontrol) ve E.coli (-
Kontrol)’ye ve Sekil 4.2°de bazi izolatlara ait Petri fotograflar1 gosterilmis olup, olusan

mavi zonlar azot fiksasyonuna isaret etmektedir.

134 izolata ait azot fiksasyonu sonuglar1 Tablo 4.1°de yer almaktadir.

Sekil 4.1: A) P.aeruginosa [Kontrol ( +)], B) sterilizasyon kontrolii, C) E.coli
[Kontrol (-)], D) S.aureus [Kontrol (-)].

++++ +4+++

Sekil 4.2: Izolatlarm azot fikse etme seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan
derecelendirme.
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Tablo 4.1: izolatlarin kontrol test bakterisi (P. aeruginosa ATCC15692)’ne
gorece N fiksasyon testi sonuglari.

[zolat No N2 [zolat No N> Izolat N>
Fiksasyonu Fiksasyonu | No Fiksasyonu

P.a*K(+) +++ 45 - 91 -
S.a*K(-) - 46 - 92 +++
1 - 47 - 93 -
2 - 48 + 94 ++
3 - 49 - 95 +
4 - 50 - 96 +
5 - 51 - 97 +
6 ++ 52 + 98 -
7 - 53 - 99 ++
8 - 54 - 100 ++
9 - 55 - 101 ++
10 - 56 = 102 +
11 - 57 - 103 -
12 - 58 - 104 -
13 - 59 - 105 ++
14 - 60 - 106 -
15 - 61 - 107 -
16 - 62 - 108 -
17 - 63 - 109 -
18 - 64 - 110 ++
19 - 65 - 111 ++
20 - 66 - 112 +
21 + 67 - 113 +++
22 - 68 + 114 -
23 - 69 - 115 +
24 - 70 - 116 +
25 - 71 - 117 -
26 - 72 - 118 +++
27 + 73 - 119 +
28 + 74 - 120 ++++
29 - 75 - 121 +
30 - 76 + 122 +
31 - 77 ++ 123 +
32 - 78 - 124 +
33 - 79 - 125 +
34 - 80 + 126 +++
35 + 81 - 127 +++
36 - 82 - 128 -
37 - 83 + 129 +++++
38 + 84 ++ 130 +
39 - 85 - 131 ++++
40 - 86 +++ 132 +++
41 - 87 - 133 +++

37



Tablo 4.1: Devam.

42 - 88 +++ 134 4+
43 - 89 -
44 + 90 +

*P.a.: Pseudomonas aeruginosa; S.a: Staphylococcus aureus

4.2. lzolatlara Ait Siderofor Uretme Ozelligine Sahip
Olanlarin Tespit Edilmesi

2 giinliik inkiibasyon siiresinin ardindan kontrol suslart olan ve Sekil.4.3.’de
gosterilen P.aeruginosa (+ Kontrol) ve S.aureus (- Kontrol)’a gorece izolatlara ait
siderofor iretme yetenegi gozlemlenmistir. Besiyerinde olusan renk degisiminin
boyutuna gore sonuglar degerlendirilmis olup 134 izolattan bazilarina ait Petri
goriintiileri Sekil 4.3 te gosterilmistir. 134 izolata ait sonuglar Tablo 4.2°de gosterildigi
gibi olup, 134 izolattan 123 tanesinin siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu tespit

edilmistir.

A | | B

Sekil 4.3: A: P.aeruginosa (kontrol +), S.aureus (Kontrol - ); B: Siderofor iiretme
yetenegine sahip oldugu gozlenen bakteri 6rneklerinden bazilari.
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Tablo 4.2: 134 izolatlatin kontrol test bakterisi (P. aeruginosa ATCC15692)’ne
gorece siderofor iiretimi testi sonuglari.

[zolat No Siderofor | Izolat No | Siderofor [zolat Siderofor
Uretimi Uretimi No Uretimi

Pa*K(+) |+ 45 ++ 91 ¥
S.a*K(-) 46 ¥ 92 ¥
1 + 47 +++ 93 +
2 ++ 48 ++ 94 ++++
3 49 + 95 +++
4 50 + 96 ++
5 51 + 97 ++
6 52 + 98 +
7 ++ 53 + 99 ++
8 + 54 + 100 ++
9 +++ 55 + 101
10 + 56 + 102 +
11 ++ 57 + 103
12 ++ 58 + 104 +
13 +++ 59 + 105
14 + 60 + 106 +
15 ++ 61 + 107
16 +++ 62 + 108
17 ++ 63 +++ 109 +
18 +++ 64 + 110 ++
19 ++++ 65 + 111 a7
20 + 66 + 112 ++
21 ++ 67 113 +
22 + 68 + 114 ++
23 + 69 + 115 ++
24 + 70 + 116 ++
25 + 71 ++ 117 ++
26 + 72 118 +++
27 + 73 + 119 ++
28 ++ 74 + 120 ++
29 75 + 121 ++
30 it 76 + 122 ++
31 * 77 + 123 |+
32 + 78 + 124 +
33 + 79 ++ 125 +
34 ++ 80 + 126 +
35 +++ 81 + 127 +
36 +++ 82 ++ 128 ++++
37 +++ 83 ++ 129 +++
38 +++ 84 ++ 130 ++
39 ++++ 85 +++ 131 ++
40 ++++ 86 ++ 132 +
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Tablo 4.2: Devama.

41 - 87 - 133 ++
42 ++ 88 + 134 ++
43 + 89 ++

44 ++ 90 +4++

*P.a.: Pseudomonas aeruginosa; S.a: Staphylococcus aureus

4.3. Azot Fikse Ettigi Belirlenen izolatlarin indol-3 Asetik
Asit Uretme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Azot fikse ettigi tespit edilen 49 izolat IAA liretme yetenekleri bakimindan
incelenmistir. 2 gilinlilk inkiibasyon sonunda izolatlarin {irettigi IAA miktar
kalibrasyon egrisi kullanilarak, olciilen absorbans degerlerine gore pg/ml olarak
hesaplanmistir. 49 izolat igerisinden 9 tanesinin (koyu renk ile gosterilen izolatlar)

pozitif kontrol P.aeruginosa’dan daha fazla iiretim yaptig1 goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Azot fikse eden izolatlarin kontrol test bakterisi (P. aeruginosa
ATCCI15692)’ne gorece IAA iiretim miktarlari.

Izolat No IAA Uretimi | Izolat No | IAA Uretimi | Izolat | IAA Uretimi
(ng/ml) (ng/ml) No (ng/ml)

P.a*K(+) 3,28 92 0,95 122 0,83
6 7,50 94 0,28 123 0,70
21 5,39 95 0,79 124 1,80
24 4,17 96 -0,265 125 3,53
27 5,56 97 0,747 126 2,22
28 3,24 99 2,52 127 2,01
35 13,44 100 0,367 129 0,75
44 4,83 101 0,45 130 4,25
48 1,13 102 1,42 131 -0,09
52 2,81 105 1,34 132 1,29
68 2,22 110 2,98 133 1,13
76 2,56 112 0,16 134 1,46
77 2,56 113 0,54
80 1,59 115 1,50
83 1,97 116 0,41
84 1,21 118 3,74
86 1 119 -0,31
88 1,25 120 1,97
90 0,24 121 2,2

*: P.a: Pseudomonas aeruginosa

Azot fikse eden 49 izolattan 46 tanesi bu yetenege sahip olmakla beraber 9 tanesi

kontrol olarak kullanilan P.aeruginosa’dan daha yiiksek IAA iiretimi gostermistir. Bu
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deney sonrasinda; azot fiksasyonu, IAA iiretimi ve Siderofor iiretimi yeteneklerine
sahip olan 126, 120, 129 ve 134; azot fiksasyonu ve IAA iiretimi yetenegine sahip olan
118; azot fiksasyonu ve Siderofor iiretimi yapabilen 131 numarali izolatlar secilmis

olup calismaya bu izolatlar ile devam edilmistir.

4.4. Secilen Izolatlarin NH4 Uretiminin Belirlenmesi

Azot fiksasyonu, siderofor iiretimi ve IAA firetimi Ozellikleri géz Oniinde
bulundurularak segilen 6 izolatin, peptonlu suda 72 saat inkiibe edilmesinin ardindan
amonyum iiretim yetenekleri, hem kalitatif hem de kantitatif olarak gézlemlenmistir.
Inkiibasyon sonunda besiyeri renginin saridan kahverengiye donmesi amonyum

uretimini gostermektedir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: Segilen izolatlarin kontrol test bakterisi (P. aeruginosa ATCC15692)’ne
gorece NHy liretimi testi sonuglari.

Kalibrasyon egrisine gore, 530 nm’deki absorbans degerleri kulanilarak ppm
olarak hesaplanan iiretim Sekil 4.5’te yer alan grafikte verilmis olup, tiim izolatlarin
NHj tirettigini ve 129 numarali izolata ait tiretimin pozitif kontrol P.aeruginosa’dan

yaklasik 1,5 kat fazla oldugu gézlenmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Segilmis izolatlarin NHy tiretimi.

izolat No NH4 Uretimi (ppm)
P.aeruginosa 2179,75 +1,25P
118 2013,5+40¢
120 704,75+1,259
126 1318,5+177,5¢
129 2973,5+4052
131 1566+132,5¢
134 932,25+163,75
Amonyum (NH4) Uretimi
4000
3500 a
3000
% 2500 b c
2000 I . d f
1500
1000 g
il
0
& Ny P N3 N N g
@@
Q & izolat numaralar1

Sekil 4.5: Segilen izolatlarin kontrol test bakterisi (P. aeruginosa ATCC15692)’ne
gorece NHj4 liretim miktarlari.

4.5. Asetilen Indirgeme Deneyi (ARA)

Asetilen-etilen metodu kullanilarak elde edilen sonuglarda segilen izolatlarin
nitrogenaz aktivitesine sahip oldugu gortilmistiir. Béylece Petri denemeleri ile (Bkz.
Boliim 4.1) azotu en iyi fikse eden segilmis izolatlarin azot fiksasyon kabiliyetine sahip
olduklari Gaz Kromotagrafi cihazi kullanilarak enstriimental analiz ile de
desteklenmistir (Sekil 4.8). GC analizinde kullanilan etilen standardi sekil 4.6’da,

asetilen standardi ise sekil 4.7°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.6: Standart gaz karisimi pikleri.

Pik yiiksekligi (mm)

I NTET ST FTETE ST ST RN AR S AN ST

U A )
__Alikonma zamani (dk)

4.7: Asetilen piki.
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Sekil 4.8: Kontrole (K. pneumoniae) gorece se¢ilmis (118, 129, 131) izolatlarin
nitrogenaz aktivitesi sonucu asetilen gazindaki azalis1 gosteren GC sonucu.

Sekil 4.8° de yer alan piklerde izolatlara ait piklerin yiiksekligine gorece
alikonma zamanlar1 gosterilmektedir. Nitrogenaz enziminin asetilen gazini etilene
indirgemesini temel alan ARA deneyi sonucunda GC’de asetilen pikleri elde edilmis
olup, pik alanlar1 analiz edilmis ve azot fikse ettigi Petri deneyleri ile gosterilen 118,
129 ve 131 numarali izolatlarin ortama verilen asetilen gazini indirgedigi, ortamdaki
asetilen gazindaki azaligin gorsellestirilmesi ile acik sekilde goriilmektedir. Ortamda
bulunan asetilen gazinin % 92’sini indirgeyen K.pneumoniae (pozitif kontrol) ve 129
numarali izolat en yliksek indirgeme oranina sahiptir. Bunu 131 numarali izolat (%91),
takip etmekte olup asetilen gazinin %89’ini indirgemis olan 118’ in en az asetilen

indirgemesi gergeklestiren izolat oldugu goriilmustiir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Verilen asetilen gazinin kontrol ve se¢ilmis izolatlar (118,129, 131)
tarafindan indirgenme grafigi.

4.6. Secilen izolatlarin Tiir Bazinda Tanimlanmasi

4.6.1. DNA Miktarimin Tayini

Secilen 3 izolattan elde edilen DNA Orneklerinin miktar tayini i¢in nanodrop
cihazi (Thermo Scientific, Nanodrop Lite Spectrophotometer/USA) kullanildi. Bunun
icin izole edilen DNA 6rneklerinden buz iizerinde 1’er pl 6rnek alinarak 6l¢iim yapild.

Olgiim sonuglar1 kaydedildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Nanodrop 6l¢iim sonuglari.

Izolat No 118 129 131
Miktar (ng/ul) 38,1 83,3 125,5
A260/280 1,79 1,80 1,83
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4.6.2. PZR ile 16 S rDNA Dizisinin Cogaltilmasi ve Analizi

16 S rDNA bolgesinin tanimlanmasinda kullanilan 27F/1492R evrensel primeri
ile yapilan PZR sonucu Sekil 4.10°daki gibidir.

1500 bp

Sekil 4.10: PZR ile ¢ogaltilan 16 S rDNA dizisi jel fotograflari. 1: Marker;
GeneRuler 1 kb DNA Ladder SM0314 ; 2: Negatif kontrol; 3: 118; 4: 129; 5: 131
numarali izolatlara ait 16 S rDNA dizisi jel goriintiisii.

Ug izolatin tiir bazinda tanimlamasi i¢in 27F/1492R primerleri (Lane, 1991)
kullanilarak PZR yontemi ile ¢ogaltilan 16 S rDNA bdlgeleri, hizmet alim1 yolu ile
gonderilerek, PZR iiriinlerinin ¢ift yonlii dizilemesi yaptirildi. Cift yonlii dizileme
sonuglar1 BioEdit programi kullanilarak birlestirildi ve elde edilen konsenstis diziler,

NCBI’a kayit edilerek erisim numaralar1 alindi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: izolatlarin NCBI veri tabanindaki erisim numaralari ve benzetildikleri
Pseudomonas tiirlerine benzerlik oranlar1 (Bakiniz EK 1).

Izolat Erisim Benzerlik | Benzetilen
Numaras1 | Numarasi yiizdeki Mikroorganizma
118 MZ976854.1 %98,38 P.reidholzensis
%98,25 P. putida

129 MZ976852 %99,42 P.reidholzensis
% 99,28 P. putida

131 MZ976855.1 %98,44 P.reidholzensis
%98,30 P. putida

Elde edilen diziler NCBI niikleotit blast programi kullanilarak veri bankasi
verileri ile karsilastirildi ve 3 izolatin da P.putida ve P.reidholzensis tiirlerine gesitli

yiizdelerde benzerlik gdsterdigi tespit edildi. Blast analizinde 118, 129,131 numarali
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izolatlar sirasi ile %98,38, %99,42 ve %98,44 oraninda P.reidholzensis’e; %98.25,
%99,28 ve %98,30 oraninda ise P.putida’ya benzerlik gostermistir.

4.7. Secilen Izolatin Saks1 Deneyleri ile Bugday Bitkisi
Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi Sonuclar

Toprak analiz sonuglar1 3 Ornegin analizinden gelen degerlerin ortalamalari

alinarak Tablo 4.7’de gosterilmistir.

Tablo 4.7: Toprak analizi sonuglari.

Analiz Ad1 Simir degerler* Sonug¢ Birim
pH 6.50-7.50 (N&tr) 6,975+0,025

EC 0,92 ms/cm (Tirkiye Ort.) | 1,076667+0,119 ms/cm
Toplam Tuz 0.00-0.15 (tuzsuz) 0,027333+0,001 %
Su ile Doygunluk %30-50 (tmnlr) 39,96667+1,869 %
Organik Madde %3.0-4.0 (iyi) 3,45+0,532 %
Kire¢(CaCO3) 9%15.0-25.0 (fazla kiregli) 18,08+1,463 %

P(Fosfor) >12 kg/da (ok yiiksek) | 24,46667+5,957 |  kgl/da

K (Potasyum) >40 kg/da (fazla) 71,9+14,689 kg/da
Azot (N) %0-1,0 (diisiik) 0,1476670,010 %

*(str degerler WEB 6 (2021) 'dan alinmustir).

Saksi denemelerinde kullanilan toprak analiz sonuglarina gore; pH 6,9 ile nétr,
1,07 ds/em EC degeri ile iilkemiz i¢in belirlenen EC sinir araliklarinda ve ortalama
(0,92 ds/cm) ile uyumlu, %0,27 tuzluluk orani ile tuzsuz, %39,96 su doygunluk orani
ile tinl toprak, %3,45 toplam organik madde orani ile iyi seviyede organik madde
icerigine sahip, kire¢ (CaCOz3) agisindan %18,08 ile fazla kiregli, 24,46kg/da fosfor
orani ile ¢ok yiiksek fosfor icerigine sahip, 71,9 kg/da potasyum (K) igerigi ile fosfat
icerigi yoniinden zengin ancak toplam azot oran1 bakimindan %0,147 ile kullanilabilir
azotca fakir bir toprak oldugu goriilmiistiir.

Kardeslenme donemi 6ncesinde (8 haftalik) tiim bitkilere ait govde, sap boyu

ve govde kalinliklar1 cm olarak Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8: 8 haftalik bugday bitkilerine ait govde ve sap boylari ve govde

kalinliklari.
Grup Govde Sap Govde
Boyu(cm) Boyu(cm) Kalinhg: (cm)
A 46,22+4,422 11,26+1,36° 2,65+0,47°
Kontrol 1
Steril Toprak
B 45,67+3,3252 11,39+1,23P 3,04+0,562
Kontrol 2
(%100 DAP+9%6100 amonyum
nitrat)
¢ 46,14+2,482 11,99+1,15% 3,37+0,48?
(%100 DAP+%100 amonyum
nitrat+P.aeruginosa)
D 45,66+3,69° 12,34+1,252 3,3440,57°
(%100 DAP+%100 amonyum
nitrat+ 129)
E 46,53+3,089? 11,67+1,303° 2,94+0,472
Kontrol 3
(%100 DAP+%50 amonyum
nitrat)
F 47,09+3,239° 12,06+0,872 3,26+0,442
(%100 DAP+%50 amonyum
nitrat+P.aeruginosa)
G 46,21+3,336 12,54+1,112 3,2340,422

(%100 DAP+%50 amonyum
nitrat+129)

Elde edilen veriler incelendiginde, yapilan uygulamalar ile gdvde boylar

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: 8 haftalik bugday bitkilerine ait govde ve sap boylari.
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Ayrica 8. haftada bitkilerin gdvde kalinliklar1 incelendiginde, bakteri

inokiilasyonu yapilan gruplarin (kontrol bakterisi ve 129 no’lu izolat), sirast ile C (3,37

cm), D (3,34cm), F (3,26 cm) ve G (3,23 cm)’nin diger gruplardan yiiksek gévde

kalinligina sahip oldugu ve istatistiksel olarak ayni grupta yer aldig1 goriilmektedir.

Bunlari ise, ¢esitli oranlarda (%100 DAP+%100 Amonyum nitrat ve %100 DAP+%50

Amonyum nitrat) giibre verilen fakat bakteri inokiilasyonu yapilmayan kontrol

gruplarinin [sirastyla Kontrol 3 E (2,94 cm) ve Konrol 2 B (3,04 cm)] takip ettigi ve

istatistiksel olarak farkli bir grupta yer alan Kontrol 1 “steril toprak [A (2,65 cm)]”

verilerinin (en diisiikk gévde kalinligi) arasinda yer almistir (Sekil 4.12).

w

N

[ERN

8.Hafta Govde kalinligi(mm)

a
a
ab
ab
A B C D E

a d
F G

Sekil 4.12: 8 haftalik bugday bitkilerine ait gdvde kalinlig1 verileri.

Ekimden sonra 16. haftaya ait sap sayisina iliskin veriler incelendiginde ise

kontrol gruplar ile giibre ve bakteri uygulanan gruplarin arasinda istatistiki olarak

anlamli farklar olustugu ve gruplarin sap sayilart bakimindan (C, D ve F) diger

gruplardan ayristig1 agik¢a goriilmektedir (Tablo 4.9)

Tablo 4.9: 16 haftalik bitkilerin sap ve sar1 yaprak sayilari.

Grup* Sap Sayisi Sar1 Yaprak Sayisi
A 4,44+1,06¢ 2,85+0,97°
B 6,54+1,25% 2,89+0,97°
C 8,82+0,92° 3,551 .4°
D 9,11+1,432 3,5+1,112
E 5,86+0,93¢ 2,89+0,71°
F 8,89+1,652 1,71£0,61%¢
G 8,82+1,36° 1,14+0,49¢
*:Gruplarmn igeriklerine iliskin detaylar i¢in BKZ. Tablo 4.6
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Buna gore, P.aeruginosa ile inokiile edilen gruplar [C (%100 DAP+%2100
Amonyum nitrat-8,82 adet) ve F (%100 DAP+%50 Amonyum nitrat-8,89 adet)] ile
%100 DAP ve %100 amonyum nitrata ilave olarak 129 no’lu izolat ile inokiile edilmis
grup D (9,11 adet)’nin en fazla sap sayis1 ortalamasi ile istatistiki olarak ayni grubun
icinde yer almiglardir.

Burada dikkat ¢eken ayrint1 129 no’lu izolatin %100 amonyum ilavesi yapilmis
saksilarda sap sayisini kontrol bakterisine gorece pozitif etkiledigidir. %50 amonyum
ilavesi yapilmis saksilarda ise s6z konusu izolatin kontrol bakterisinin %100 amonyum
nitrat katkist ile ayn1 etkiyi gostermis olmasidir.

Yine 129 no’lu izolat ile inokiile edilmis G grubu (%100 DAP+%50 amonyum
nitrat) 8,82 adet sap ortalamasi ile bunlar1 takip etmistir. 6,54 adet sap sayis1 ortalamasi
ile %100 DAP+%100 amonyum nitrat katksist verilen B grubu (Kontrol 2), 5,86 adet
sap sayist ortalamasi ile %100 DAP+%50 amonyum nitrat verilen E grubu (Kontrol 3)
ve en az sap sayisi ortalamasi (4,44 adet) A grubu (Kontrol 1) siralanmistir. Kontrol 1

beklendigi gibi istatistiki olarak en ¢ok ayrisan grubu olusturmustur (Sekil 4.13).

Bugday 16. Hafta Verileri
12
d
10 a a b
3 bc
C
6 d 3
d

4 b b b

i i i i
2 i C
. L

A B C D E F G

W Sap sayisi W Sari yaprak sayisi

Sekil 4.13: 16 Haftalik bitkilerin sap ve sar1 yaprak sayilari.

16. hafta sonunda bitkilerin yapraklarinda azot eksikliginin bir gdstergesi olarak
sararmalar gézlemlenmis olmakla birlikte en fazla sar1 yaprak 3,5 adet ortalamayla C
ve D gruplarinda gozlenmistir. En az sar1 yaprak ise 1,14 adet ortalamayla G grubunda
sayilmigtir. Bunlar1 F grubu 1,71 adet ile takip etmistir (Tablo 4.9) (Sekil 4.13).

Sakst denemesinin tiim gruplar1 16 hafta sonunda fotograflar1 ¢ekilerek
gorsellestirilmistir (Sekil 4.14).
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B Grubu: %100DAP + %100 Amonyum Nitrat

‘ | A Grubu: Sadece Steril Toprak

C Grubu: %100DAP + %100 Amonyum Nitrat D Grubu: %100DAP + %100 arz:xlnc_mylum Nitrat
+ Paeruginosa + 129 Numarah Izolat

. | F Grubu: %100DAP + %50 Amonyum Nitrat
J +Paeruginosa

38,6 cm

G Grubu: %100DAP + %50 Amonyum Nitrat
+129 Numaral izolat

a:gwjv 7
27N

Sekil 4.14: 16 haftalik bugday bitkileri (Bitkilerin toprak {istli boylar1 gorsellerde
daha iyi ayirt edilmeleri i¢in ortlamalarina gore bir ¢izgi ¢izilerek fotograflara
yansitilmistir).

Saks1 seviyesinin istiinde kalan bitki boylar1 dlgiilerek ortalamalari Tablo

4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.10: 16.haftada bugday bitkilerinin boy uzunlugu verileri.

Grup

A

B

C

D

E

=

G

Boy

36+2,452

36,8+3,62

36,4+1,962

37+1,672

36,2+0,42

38,642,332

36,841,472

16 haftalik sonuglara gore bitki boyu agisindan heniiz istatistiksel olarak anlamli
bir fark olusmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.15).

16.Hafta Boy (cm)

45
40

a a

a a a a a
3
3
2
2
1
1
0

A B C D E F G

Sekil 4.15: 16 haftalik bugday bitkilerinin boy uzunluklart.

v O U1 O Uu1n O v

Yine de uzunluk agisindan bakildiginda 129 no’lu izolatin kontrol bakterisi P.
aeruginosa inokiile edilmis saksilara gérece %100 amonyum nitrat verilen saksilarda
(srrastyla 37,1 cm ve 36,4 cm) daha basarili bir ortalamaya sahip oldugu

goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Gida kitlig1 ve gevre kirliligi gelecegimizi tehdit eden en biiyiik sorunlardandir.
Tarimda verimin arttirtlmas1 gida kitlig1 sorununa ¢dziimde ¢ok kritik olmakla beraber,
bu amaca hizmet etmesi amaciyla kullanilan kimyasal giibreler, iiretim siireglerinde
kullanilan fosil yakitlar nedeniyle hava kirliligine; asir1 kullanimlari sonucu su
kaynaklarinda kirliliklere neden olmaktadir. Ayrica bilingsiz kullanildiklarinda tarim
arazilerinde, topragin asitlesmesine neden olarak  verimsizlesmesi ile
sonuglanmaktadir [Onal, 2009].

Giiniimiizde popiilerligi ve kullanimi giderek artan mikrobiyolojik giibreler,
kimyasal giibrelerin neden oldugu olumsuzluklara karsi 1yi bir alternatif niteligindedir.
Uretim siireglerinde ve kullanimlari sonucunda gevre kirliligine neden olmazlar ayni
zamanda tarimda istenen siirdiiriilebilirligin saglanmasinda, kullanimlar stratejik bir
oneme sahiptir. Mikrobiyolojik giibreleri olusturan bitki ile karsilikli yarara dayanan
bir iligski igerisindeki PGPR’ler dogada var olan ve ¢ogu bilinen tiirlerdir.
Mikrobiyolojik giibrelerin tarimda kullanilmasi ile dogada var olan bitkiye yararli
mikroorganizmalarin ortamda artis1 saglanmig olmaktadir [Yayla ve Senol, 2020].

Bitkiye bir¢ok mekanizma yolu ile fayda saglayan PGPR’larin izolasyonunun ve
karakterizasyonun yapildigi birgok ¢alisma [Kumar et al., 2014; Alemneh, 2021;
Friedrich et al., 2021; Lihan et al., 2021; Alungal et al., 2021] literatiirde yer
almaktadir.

PGPR bakteriler arasindan birgok Pseudomonas susu, bitki biiylimesini tegvik
etme ve biyokontrol mekanizmalarin yani sira rizosferde kolonilesme ve gelisme
yetenekleri ile de biiyiik ilgi gormektedir. Bu nedenle ozellikle PGPR
Pseudomonas’larin arastirildigi pek ¢ok c¢alismaya literatiirde rastlanabilmektedir
[Islam et al., 2014; Davit et al., 2018; Meliani and Bensoltane, 2018; Panpatte et al.,
2016; Goswami et al., 2015].

Tez ¢alismasi kapsaminda tarim arazilerinden izole edilen 134 adet
Pseudomonas sp. izolat1 bitkiye yarar saglamalar1 yoniinden arastirilmistir. Oncelikle
134 izolatin azot fiksasyonun yapma kabiliyetine sahip olanlar1 azot icermeyen bir
besiyeri olan NFb besiyeri kullanilarak tespit edilmistir. NFb besiyerinin i¢ermis
oldugu brom timol mavisi boyasmin pH’in baziklestigi durumlarda maviye donmesi

ile azot fiksasyonu olayinda pH’in baziklesmesi durumu bagdasmaktadir. NFb
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besiyeri iizerinde olusan mavi zon ¢aplarinin karsilastirilmasi ile olusturulan Tablo
4.1°deki sonuclarda 49 izolatin azot fikse etme kabiliyetine sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica tiim izolatlar igerisinde en gii¢lii zon olusturan izolatin 129
numarali izolat oldugu gortlmistir (Sekil 4.1). Pseudomonas spp, simbiyotik
olmayan azot fikse eden bakteriler arasinda yer aldigi (Palleroni, 2015) bilinmekte
olup 134 bakteriden 49 unun azot fiksasyon yetenegini gostermesi ilgili Genusun her
iiyesinin bu 6zellige sahip olamayabileceginin iyi bir gostergesidir [Li et al., 2017].

Schwyn and Neiland (1987)’in o6nerdigi sekilde gergeklestirilen siderofor
tiretimi testinde Cas-blue agar kullanilmigtir. Bu besiyerinde tek demir kaynagi,
besiyerine rengini veren mavi boya ile bag olusturdugundan siderofor iiretebilen
bakterilerin bu demiri selatlamasi sonucu besiyeri rengi mavi-yesil’den turuncuya
donmektedir (Sekil 4.2). 134 izolattan 123 tanesinin siderofor iiretme yetenegine sahip
oldugu Tablo 4.2°de gosterilmistir. Siderofor iiretme yetenegi Gram negatif
bakterilerde sik¢a rastlanan bir 6zellik oldugundan, izolatlarimizin bu yondeki
ozellikleri literatiirle uyumlu olarak ortaya konmustur [Faraldo-Goémez and Sansom,
2003].

Tez ¢aligmasinin asil konusu azot fiksasyonu olmasi nedeniyle daha sonraki
deneyler azot fikse eden izolatlardan, belirlenen kriterlere sahip olanlarin segilmesi ile
devam etmistir.

Bir bagka PGPR ozelligi olan TAA iiretimi yetenegine sahip olan izolatlar
Gordon ve Weber (1951)’e gore spektrofotometrik yontem kullanilarak belirlenmistir.
Azot fikse eden 49 izolattan 46 tanesi bu yetenege sahip olmakla beraber 9 tanesi
kontrol olarak kullanilan P.aeruginosa’dan daha yiiksek IAA iretimi gostermistir. Bu
deney sonrasinda; azot fiksasyonu, IAA fiiretimi ve siderofor iiretimi yeteneklerine
sahip olan 120, 126, 129 ve 134; azot fiksasyonu ve IAA iiretimi yetenegine sahip olan
118; azot fiksasyonu ve siderofor iiretimi yapabilen 131 numarali izolatlar se¢ilmis
olup sonraki ¢aligmalara bu izolatlar ile devam edilmistir.

Bitki i¢in azotun en 6nemli makro besin elementi olmasi nedeniyle secilen
izolatlarin amonyum firetimi 6zelliklerine de bakilmistir. Cappuccino and Sherman
(1992)“in onerdigi sekilde gerceklestirilen spektrofotometrik analiz sonucunda tiim
izolatlarin bu yetenegi gosterdigi ve 118, 129 ve 131 numarali izolatlarin en iyi ii¢
izolat oldugu sonucuna ulagilmistir (Sekil 4.5).

Secilen 3 izolatin da 16S rDNA dizilerinin NCBI verileri ile karsilastirilmasi
sonucu, Pseudomonas reidholzensis ve Pseudomonas putida’ya (%99, 42-%98,25

54



degisen oranlarda, BKZ, Tablo 4.6) benzerlik gosterdigi gorilmiistiir. Secilen izolatlar
birbirlerine gorece yakin bolgelerden izole edilmistir. 3 izolatin da ayni tiirlere
(Pseudomonas reidholzensis veya Pseudomonas putida) yakin benzerlik oranlarinda
benzerlik gostermelerine ragmen, iglerinden birinin (129) azot fiksasyonu ile
digerlerinden ayrigmasi alt tiir olabilecekleri goriisiinii 6ne ¢ikarmaktadir. Bu agsamada
s6z konusu iki tiirin farkli testlerle ayriminin ortaya konmasi gerekliligi vardir
[Garrity et al., 2015].

Azot fiksasyonu nitrogenaz enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu
enzimin varlig1 bakterinin azot fikse etme yetenegine sahip oldugunu, enzimin
aktivitesinin derecesi ise bu yetenegini ne kadar giicli gerceklestirdigini
gostermektedir. Nitrogenaz enziminin, asetilen gazini etilene indirgemesi 6zelligini
temel alan asetilen indirgeme testi (ARA), nitrogenaz enzim aktivitesinin
Ol¢iilmesinde  kullanilmaktadir. Gothwall et al. (2008), Onerdigi sekilde
gercgeklestirilen deneyde elde edilen GC pikleri yorumlandiginda segilen 3 izolatin da
asetilen gazinin miktarinda azalma sagladigi ve 129 numarali izolatin ortama verilen
asetilen gazinin %92’sini indirgedigi goriilmistiir. Azot fiksasyonu yoOniinden
kantitatif ve kalitatif olarak gerek Petri denemeleri, gerek NHa tiretimi ve gerekse GC
analiz sonuglarina gore net bir sekilde azotu fikse edebildigi gosterilen 129 no’lu izolat
diger Pseudomonas izolatlar1 arasindan 6ne ¢ikmistir. Bu sonug ile 129 numaral
izolatin NFb agar {izerinde olusturdugu gii¢lii zon dogrulanmis bu izolatin giiglii
derecede azot fiksasyonu yetenegine sahip oldugu kantitatif olarak da gosterilmistir
(BKZ Sekil 4.9).

Azot fiksasyonu nitrogenaz enzim aktivitesi ile gosteren literatiirde pek ¢ok
yayin mevcuttur. [Gothwall et al., 2008; Mirza et al., 2006; Li et al., 2016; Vermeiren
et al., 1999]. Ayrica Majeed et al.(2018), tarafindan gergeklestirilen ¢alisma
kapsaminda ayg¢igeginden izole edilen Pseudomonas sp. izolatinin PGPR &zellikleri
aragtirilmig, izolatin asetilen indirgeme deneyi (ARA) ile 44.28 nmol mg™ protein h
nitrojenaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmis, ayrica izolatin indol-3-asetik asit
iirettigi ve fosfat ¢ozdiigii belirlenmistir. Ilgili izolatin kimyasal (NP) giibrelerin
azaltilmis (%100 ve %50 oranlarinda) uygulamasiyla ayc¢icegi mahsul verimini
artirmak icin biyogiibre iiretimi adina potansiyel bir aday olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
Pseudomonas sp. izolat1 ile asilaminin azaltilmis (yarim) dozda azot ve fosforlu giibre
ile birlikte gergeklestirildiginde, ayciceginin bitki biiyiimesini, verimini ve besin

alimin1 6nemli 6l¢iide uyardigi bildirilmistir. Benzer sekilde Vimal et al. (2018),
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tarafindan izole edilen Pseudomonas spp. tiirlerine ait azot fiksasyonu, fosfat
¢cozlnlirliigli, amonyak, indol asetik asit ve hidrojen siyaniir iiretim aktiviteleri
belirlenerek bugday bitkisinde mikrobiyal giibre olarak steril toprak igeren saksilarda
denenmistir. Deneme deseni giibre verilmeyen kontrol grubu, sadece ¢iftlik giibresi
verilen 2. kontrol grubu ve ¢iftlik giibresine ek olarak izolatin verildigi deneme grubu
olarak olusturulmus olup, ekimden sonraki 29.giinde Pseudomonas sp. izolati ile
inokiilasyonun; bitki boyu, kok boyu, taze agirlik ve kuru agirlikta artis sagladigi
bildirilmistir.

Tim sonuglar géz oniine alindiginda iyi derecede azot fikse ettigi yapilan
deneylerle tespit edilen 129 numarali izolat saks1 denemesinde bugday bitkisi ile bir
araya getirilmek tizere se¢ilmistir.

Toprak analiz sonuglarina gore (Tablo 4.7) deneme topragi; notr, iilkemiz i¢in
belirlenen EC smir araliklarinda (0,92 ds/cm) ile uyumlu, tuzsus, tinli, iyi seviyede
organik madde igerigine sahip, fazla kiregli, cok yiiksek fosfor igerigine sahip, toplam
azot orani1 bakimindan azotga fakir bir toprak oldugu goriilmiistiir. Bu 6zellikleri
bakimindan topragin i¢ dinamikleri goz onilinde bulunduruldugunda, toplam organik
madde azotun siirekli yikanarak topraktan hizla uzaklagtirilmasini engelleyen bir
kaynak olarak énemlidir. Bu agidan topraktaki azotun en iyi kaynagi yani stoklanmis
halidir. Organik maddedeki bagli azotlu bilesiklerden bitki dogrudan yararlanamasa
da aract mikroorganizmalar vasitasiyla suda ¢6ziinebilen amonyum ve nitratlara
dontistiiriilerek kullanilabilir hale getirilir [ Web 6, 2021]

Bu da tez calismasi1 kapsaminda kurgulanan saksi denemeleri, tez ile ulasilmak
istenen hedefleri agiklamak icin dogru bir yaklasim olmustur. Ozellikle, organik
maddece zengin olan deneme topraginin steril edilerek mikroorganizmalardan ari hale
getirilmesi kontrol bakterisi (P.aeruginosa) ve se¢ilmis azotu fikse edebilen 129 no’lu
izolatin bitki lizerinde verim analizlerinin ortaya konmasinda onemli bir yaklagim
olmustur. Boylece uygulanan mikroorganizmalar mevcut organik igerigi ve asagida
tarif edildigi sekilde uygulanan farkli konsantrasyonlardaki azotlu giibreleri kullanma
konusunda yardimci olmalari goéz oniinde bulundurulmustur. Organik maddeler
topraga stabil bir yap1 kazandirdigindan bitki besin maddelerinin ¢oziiniirliigiinii iy1
yonde etkileyerek bitki tarafindan kullanimini kolaylastirir. Ayrica notr toprak pH’sina
sahip topraklar havadaki serbest azotu yiiksek derecede fikse edebilen
mikroorganizmalar i¢in olduk¢a elveriglidir. Yani toprakta serbest ve simbiyotik

yasayan bakteriler genelde nétr topraklarda daha etkilidirler [Web 7, 2021]. Tez
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kapsaminda denemelerde kullanilan topragi pH’sinin ndtr degerlerde olmasi da
mikroorganizma denemeleri i¢in ideal olduguna isaret etmektedir.

Ayrica CaCOs agisindan kirecli bir toprak olmasina ragmen nétr pH’ya sahip bir
toprak olmasi nedeniyle kirecin bitkilerin kullanabilecegi ¢Oziiniir hale
doniistiiriilmeleri gii¢ goriinmektedir. Ustelik bu denge topragin baziklesmesi
yoniinden redoks dengelerini degistirecegi diisiiniildiigiinde, bu c¢ok ta istenilen bir
durum olmayacaktir. Topragin baziklesmesi bitkinin su ve Fe alimini tersine
degistireceginden ¢ok ta istenilen bir sonu¢ degildir. Bu nedenle DAP ve Amonyum
nitrat gilibresi ile saksilarimizin desteklenmesi uygun goriinmektedir. Boylece topragin
dinamikleri bozulmadan mikroorganizmalar aracilig1 ile verilen kimyasal giibrelerin
(amonyum nitrat agisindan %100 ve %50’lik recetelerde) kullaniminin ve verime
yansitilmasinin sonuglart 16. Haftadan itibaren belirgin sekilde olumlu olarak
seyretmeye baslamistir (BKZ Sekil 4.13) .

Buna gore 8 haftalik ve 16 haftalik verim analizleri gézlemlendiginde; Ekimden
sonraki 8. haftada bitkilerin tiim govdeleri toprak tistiinden yaprak ucuna kadar (govde
boyu) ve sadece sap boylari Ol¢iilmiistiir. Govde boylar1 arasinda istatistiksel
bakimdan anlamli bir fark gozlenmemis olup sap boylarina bakildiginda kontrol
bakterisi ve 129 no’lu izolatin uygulandig sirasiyla C (%100 DAP, %100 amonyum
nitrat), D (%100 DAP,%100 amonyum nitrat), F (%100 DAP, %50 amonyum nitrat),
ve G (%100 DAP,%100 amonyum nitrat) gruplarinin diger gruplara gérece daha uzun
sapa sahip oldugu goriilmiistiir. Giibre verilmeyen steril toprak i¢ceren A grubu ile B
(%100 DAP+%100 amonyum nitrat) ve E (%100 DAP+%350 amonyum nitrat) gruplari
arasinda 8. haftadaki boy ve sap boyu 6l¢timlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmezken bakteri uygulamasimin sap boyunda artis saglamasi 8. haftaya kadar
bitkinin toprakta var olan azotu (BKZ Tablo 4.7) kullanarak boy gelisimini
destekledigine, fakat bakteri inokiilasyonunun da azottan bagimsiz olarak bitkide sap
boyunu arttirdigina isaret etmektedir.

Ayrica 8. Haftada bitkilerin govde kalinliklarina bakildiginda ise A gubunun en
az govde kalinligr gosterdigi goriilmis, gilibre verilen fakat bakteri inokiilasyonu
yapilmayan B (%100 DAP+%100 amonyum nitrat) ve E (%100 DAP+%50 amonyum
nitrat) gruplari arasinda istatistiksel olarak bir fark olusmamistir. Bakteri inokiilasyonu
yapilan tiim gruplarda ise (C, D, F ve G) kendi iglerinde istatistiksel olarak fark
gostermemis ancak B (%100 DAP+%100 amonyum nitrat) ve E (%100 DAP+%50)

kontrol (swrasiyla Kontrol 1 ve 2) gruplarindan daha kalin goévde olusumu
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saglamiglardir. Bu durum 8. haftada giibre uygulamasinin gévde kalinliginda fark
olusturmaya basladigin1 ve bakteri uygulamasinin da kimyasal giibrelere ek olarak
govde kalinliginda artis1 destekledigini gostermektedir.

16. haftaya gelindiginde ise sonuglarin verilen giibre oranlar ile iliskili oldugu
%100 DAP+%100 amonyum nitrat uygulanan C (+P.aeruginosa) ve D (+129 no’lu
izolat) ile %100 DAP+%50 amonyum nitrat uygulanan F (+P.aeruginosa) gruplarinin
en fazla sap sayisina sahip oldugu goriilmiistiir. Bunlar1 129 numarali izolatin verildigi
%350 amonyum nitrat iceren grup G takip etmistir (Sekil 4.13). Ayrica %50 amonyum
nitrat verilmis bakteri izolatin1 igeren grubun (G), %100 amonyum nitrat verilen
kontrol grubuna (B) kiyasla bitkide daha fazla sap olusumunu saglamasi gelisimin
ileriki donemlerinde bu saplarda olusacak basaklara ve dolayisiyla da olasi verim
artisina igaret etmektedir. Bu baglamda, yiiksek giibre maliyetleri diisiiniildiiglinde
%50’lik amonyum nitrat azalist 6nemli bir finansal tasarrufa isaret etmektedir. Bu
yoniiyle elde edilen ilk sonuglar dikkate degerdir.

16. haftada goriilen sar1 yapraklar en fazla C (%100 DAP+%100 amonyum
nitrat+P.aeruginosa) ve D (%100 DAP+%100 Amonyum nitrat+129) gruplarinda
goriilmekle birlikte en az F (%100 DAP+%50 amonyum nitrat+P.aeruginosa) ve G
(%100 DAP+%50 amonyum nitrat+129) gruplarinda goriilmistiir. F ve G gruplarinda
sar1 yaprak sayisindaki azalma, kimyasal giibre oraninin azaltilmasi ile birlikte bakteri
inokiilasyonunun bitkide daha az sar1 yaprak olusumuna destek verdigi seklinde
yorumlanmugtir.

Literatiirde PGPR Pseudomonaslar ile yapilan galismalara bakildiginda Mirza et
al. (2006), tarafindan yumak otundan (Kallar Grass) izole edilen Pseudomonas sp.
izolatinin iki farkli piring c¢esidine asilandiginda biyokiitlesinde ve/veya tane
veriminde artig kaydedildigi bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada, Watanabe and Lin
(1984) tarafindan azot fikse eden Pseudomonas sp. ve Azospirillum lipoferum
piringten izole edilmis ve ayni ¢esit piring fidesine inokiile edilmis olup ¢alisma
sonunda inokiilasyonun pirincin erken kardeslenmesini sagladigi, ayrica hasatta dane
dolum oranin ve bitki bagina dane agirligini arttirdigi rapor edilmistir.

Bugday bitkisi tizerinde Bacillus sp. ve Pseudomonas sp. izolatlarinin etkisinin
arastirildigr bir diger ¢alismada ise, inokiilasyonun bugday bitkisinin bitki boyunda,
kok uzunlugunda, taze agirliginda ve kuru agirhginda artis sagladigi bildirilmistir

[Vimal et al., 2018].
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Mishra et al., tarafindan 2012 yilinda gergeklestirilen caligmada ise
Pseudomonas sp izolati bezelye fidesine Rhizobium leguminosarum ile birlikte inokiile
edilmis ve bakteri inokiilasyonunun bitki biiyiimesine pozitif etki sagladigi yoniinde
sonuglar paylasilmistir.

Tiim veriler goz oniinde bulunduruldugunda tez kapsaminda 8. ve 16. haftada
elde edilen ilk veriler, 129 numarali izolatin bugday bitkisinin biiylimesinde yukarida
atiflanan yayinlarla uyumlu olarak olumlu etkilerinin var olduguna isaret etmektedir.

Gelecek Ongoriileri ve Sonuglarin Degerlendirilmesi:

134 izolat igerisinden segilerek, 16S rDNA dizi analizi ile tanimlanarak PGPR
ozellikleri agisindan bireysel 6zellikleri ortaya konmus olan 129 no’lu izolat %99,42
P. reidholzensis’e ve % 99,28 P. putida’ya benzetilmistir. {lgili izolatin verim
analizleri yoniinden nihai sonuclarini tartismak icin bugday bitkisinin hasadim
beklemek gerektigi agiktir. Ancak, tezin savunulmasi siirecine denemelerin bu boliimii
yetistirilememistir. Tezin yayina doniistiiriilmesi siirecinde ilgili verilerin elde edilerek
literatiire kazandirilmas1 planlanmaistir.

NCBI verilerine gore P. reidholzensis ve P. putida’ya yakin oranlarda benzetilen
gerek 118, gerek 129 ve gerekse 131 no’lu 3 izolatin da de bu iki tiire yakin benzerlik
oranlarmma (%99,42-%98,25) sahip olduklari goériilmektedir. Bu durumda her iki
izolata dair ayirt edici, farklt molekiiler teknikler kullanarak ileri seviyede tanimlama
slireglerinin tamamlanmas1 da gerekmektedir. Buna gore rpoD gen bdlgesinin
cogaltilmasinda kullanilan 70F (ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATGMGN
GARATGGGNACNGT), 70R (ATAGAAATAACCAGACGTAAGTTNGCYTCNA
CCATYTCYTTYTT) ve 70Fs (ACGACTGACCCGGTACGCATGTA) primerleri
[Vaz-Moreira et al., 2012; Yamamoto et al.,2000] ile ileri tanimlama testleri devam
etmektedir. Tezin yayinlanmasi siirecinde bu testlerin tamamlanarak izolatlarin nihai
tanimlanmas1 planlanmistir.

Gelinen siirecgte tez caligsmasi, konu ile ilgili aragtirmacilara ve literatiire yiiksek
nitelikli PGPR bakterilerin tarimda artan énemine dair olumlu veriler sunmaktadir.
Artan gida talebine yliksek verim ile yanit verilebilmesi gerektigi agiktir. Bunun igin
topragin kimyasinin ve i¢ dinamiklerini koruyacak organik temelli yeni yaklagimlara
ithtiyacimiz vardir. Bunlarin basinda kimyasal giibre kullanimini1 azaltmaya yonelik
uygulamalar gelmektedir. Bu baglamda tezin bir sonraki basamagini, giderek azalan

oranlarda kimyasal giibre takviyeleri ile birden fazla ve beraber yasayabilen
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mikroorganizma topluluklarmin kullaniminin  kurgulandigi, yeni denemelerin

kurulmasi olusturacaktir.

60



KAYNAKLAR

Ahemad M., Khan M. S., (2012), “Productivity Of Greengram In Tebuconazole-
Stressed Soil, By Using A Tolerant And Plant Growth-Promoting Bradyrhizobium Sp.
Mrm6 Strain.” Acta Physiologiae Plantarum, 34(1), 245-254.

Ahemad M., Kibret M., (2014), “Mechanisms And Applications Of Plant Growth
Promoting Rhizobacteria: Current Perspective”, Journal Of King Saud University-
Science, 26(1), 1-20.

Alemneh A. A., (2021), “Enhancing The Chickpea-Mesorhizobium Symbiosis Using
Beneficial Rhizobacteria” Doktora Tezi, School of Agriculture, Food and Wine.

Altin N., Bora T., (2005), “.Bitki Gelisimini Uyaran Kok Bakterilerinin Genel
Ozellikleri ve Etkileri”, Anadolu Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Dergisi, 15(2), 87-
103.

Alungal R. B., Girija D., Gopal K. S., Vijayaraghavan R., Nairindirabai B. V., (2021),
“Plant Growth Promoting Actinobacteria From Rhizosphere Soils Of Black Pepper in
Wayanad”, Computational Biology and Bioinformatics, 9(2), 31.

Ansari F. A., Jabeen M., Ahmad 1., (2021), “Pseudomonas Azotoformans Fap5, A
Novel Biofilm-Forming Pgpr Strain, Alleviates Drought Stress in Wheat Plant”,
International Journal Of Environmental Science And Technology, 1-16.

Asaka O., Shode M., (1996), “Applied Env. Microbiology”, 62, 4081-4085.
Aslan S., (1999), “Diinyada Ne Kadar Mikrop Var”, Bilim Ve Teknik, Sf, 90.

Atilgan A., Coskan A., Saltuk B., Erkan M., (2007), “Antalya Yo6resindeki Seralarda
Kimyasal Ve Organik Giibre Kullanim Diizeyleri Ve Olas1 Cevre Etkileri”, Ekoloji,
15(62), 37-47.

Backer R., Rokem J. S., llangumaran G., Lamont J., Praslickova D., Ricci E., Smith
D. L., (2018), “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria: Context, Mechanisms Of
Action, And Roadmap To Commercialization Of Biostimulants For Sustainable
Agriculture”, Frontiers in Plant Science, 9, 1473.

Bakker A. W., Schippers B. O. B., (1987), “Microbial Cyanide Production in The
Rhizosphere In Relation To Potato Yield Reduction And Pseudomonas Spp-Mediated
Plant Growth-Stimulation”, Soil Biology and Biochemistry, 19(4), 451-457.

Baliah N. T., Sheeba P. C., Mallika S., (2018), “Encouraging Effect Of Gibberellic

Acid On The Growth And Biochemical Characters Of Green Gram (Vigna Radiata
L.)”, Journal Of Global Biosciences, 7(8), 5522-5529.

61



Bashan Y., Holguin, G., (1997), “Azospirillum—Plant Relationships: Environmental
And Physiological Advances (1990-1996)”, Canadian Journal Of Microbiology,
43(2), 103-121.

Benlioglu B., Sahin N. K., Birsin M. A., (2020), “Makarnalik bugday (Triticum durum
Desf.) ¢esitlerinin doku kiiltiirii parametrelerine tepkisi”, Mediterranean Agricultural
Sciences, 33(1), 123-128.

Bloemberg G.V., Wijfjes A. H. M., Lamers G. E. M., Stuurmam N., Lugtenberg, B. J.
J., (2000), “Simultaneous Imaging Of Pseudomonas Fluoresens Wcs 3655 Populations
Expressing Three Different Autofluorescent Proteins in The Rhizosphere: New
Perspective For Studying Microbial Communities”, Mol. Plant Mic. Int., 13:1170-
1176.

Bolat 1., Omer K. A. R. A., (2017), “Bitki Besin Elementleri: Kaynaklari, Islevleri,
Eksik Ve Fazlaliklar1”, Bartin Orman Fakiiltesi Dergisi, 19(1), 218-228.

BondJ., Liefert O., (2017), “Wheat Outlook™, Usda Economic Research Service, Whs-
17b, 1-28.

Borrelli G.M., Deleonardis A.M., Fares C., Platani C., Difonzo N., (2003), “Effects Of
Modified Processing Conditions On Oxidative Properties Of Semolina Dough And
Pasta”, Cereal Chemistry, 80, 225-231

Bozkurt M., (2012), “Tiirkiye diinya durum bugday: iretiminde tigiincti”, Ekmek,
Biskiivi ve Makarna Sektorii Thtisas Dergisi, 1, 74-75.

Burdman S., Jurkevitch E., Okon Y., (ZOOQ), “Recent Advances In Th; Use Of Plapt
Growth Promoting Rhizobacteria (Pgpr) In Agriculture”, Microbial Interactions In
Agriculture And Forestry (Volume In), 229-250.

Cappuccino J. G., Sherman N., (1992), “Biochemical Activities Of Microorganisms.
Microbiology, A Laboratory Manual”, The Benjamin/Cummings Publishing Co.
California, Usa, 188-247.

Carvalhais L. C., Dennis P. G., Badri D. V., Kidd B. N., Vivanco J. M., Schenk P. M.,
(2015), “Linking Jasmonic Acid Signaling, Root Exudates, and Rhizosphere
Microbiomes”, Molecular Plant Microbe Interactions, 28(9), 1049-1058.

Ceritoglu M., Erman, M., (2019, March), “Organik Tarimda Mikrobiyolojik Giibre
Kullanimmin Onemi”, 6. In International Congress On Matematics, Engineering,
Natural And Medical Sciences (Pp. 8-10).

Cakmakc1 R., (2005),” Bitki Gelisimini Tesvik Eden Rizobakterilerin Tarimda
Kullanim1”, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 36(1), 97-107.

Cakmaker R., Oral E., (2002), “Root Yield And Quality Of Sugarbeet In Relation to

Sowing Date, Plant Population and Harvesting Date Interactions”, Turkish Journal Of
Agriculture And Forestry, 26(3), 133-139.

62



Dakora F. D., Phillips D. A., (2002), “Root Exudates As Mediators Of Mineral
Acquisition In Low-Nutrient Environments”, Food Security In Nutrient-Stressed
Environments: Exploiting Plants” Genetic Capabilities, 201-213.

Daroub H. S., Snyder G. H., (2012), “Mineral Nutrition And Plant Disease”, Aps Press,
Minnesota, Pp.278.

David B. V., Chandrasehar G., Selvam P. N., (2018), “Pseudomonas Fluorescens: A
Plant-Growth-Promoting Rhizobacterium (Pgpr) With Potential Role In Biocontrol Of

Pests Of Crops”, In Crop Improvement Through Microbial Biotechnology (Pp. 221-
243). Elsevier.

Deligianni E., Pattison S., Berrar D., Ternan N. G., Haylock R. W., Moore J. E.,
Dooley J. S., (2010), “Pseudomonas aeruginosa Cystic Fibrosis Isolates Of Similar

Rapd Genotype Exhibit Diversity In Biofilm Forming Ability In Vitro”, Bmc.
Microbiology, 10(1), 1-13.

Dirik K. O., Sakin M. A., (2018), “Kislik ve yazlik olarak yetistirilen bazi makarnalik
bugday (Triticum durum L.) g¢esit ve hatlarinin bazi kalite &zelliklerinin
karsilastirilmas1”, Gaziosmanpasa Uni, Ziraat Fak. Der., 35(2), 119-126.

Dixon R., Kahn D., (2004), “Genetic Regulation Of Biological Nitrogen Fixation”.
Nature Reviews Microbiology, 2(8), 621-631.

Dobbelaere S., Croonenborghs A., Thys A., Ptacek D., Vanderleyden J., Dutto P.,
Okon Y., (2001), “Responses Of Agronomically Important Crops To Inoculation With
Azospirillum”, Functional Plant Biology, 28(9), 871-879.

Dobert R. C., Breil B. T., Triplett E. W., (1994), “DNA sequence of the common
nodulation genes of Bradyrhizobium elkanii and their phylogenetic relationship to
those of other nodulating bacteria”, Molecular plant-microbe interactions: MPMI.,
7(5), 564-572.

Dobereiner J., Baldani V. L. D, Olivares F. Reis V. M., (1993), “Endophytic
Diazotrophs: The Key To Bnf In Gramineous Plants”, Eds. Na Hegazi, M Fayez Y
Monib M. Pp: 395-408. Soy. Univ.

Einsle O., Tezcan F. A., Andrade S. L., Schmid B., Yoshida M., Howard J. B., Rees
D. C., (2002), “Nitrogenase Mofe-Protein At 1.16 A Resolution: A Central Ligand In
The Femo-Cofactor”, Science, 297(5587), 1696-1700.

Eraslan F., Inal A., Giines A., Erdal 1., Coskan A., (2010), “Tiirkiye’de Kimyasal
Giibre Uretim ve Tiiketim Durumu, Sorunlar, Coziim Onerileri Ve Yenilikler”, Tmmob
Ziraat Miihendisleri Odasi, Ziraat Miithendisligi Vii. Teknik Kongresi, 11, 15.

FAO (2017) Plant production statistics, Food and Agriculture Organization.

Faraldo-Gomez J. D., Sansom M. S., (2003)., “Acquisition Of Siderophores in Gram-
Negative Bacteria”, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 4(2), 105-116.

63



Ferreira M. C. B., Fernandes M. S., Déberenier J., (1987), “Role Of Azospirillum
Brasilense Nitrate Reductase In Nitrate Assimilation By Wheat Plants”, Biol. And
Ferti. Of Soils, 4: 47-53.

Fresco L. O., (2004),” Fertilizer and The Future”, Fao Agriculture Department, Rome.

Friedrich 1., Bodenberger B., Neubauer H., Hertel R., Daniel R., (2021), “Down In The
Pond: Isolation And Characterization Of A New Serratia Marcescens Strain (Lvf3)
From The Surface Water Near Frog’s Lettuce (Groenlandia Densa)”, Plos One, 16(11),
E0259673.

Frommel M. 1., Nowak J., Lazarovits G., (1993), “Treatment Of Potato Tubers With
A Growth Promoting Pseudomonas Sp.: Plant Growth Responses and Bacterium
Distribution in The Rhizosphere”, Plant and Soil, 150(1), 51-60.

Gegit H. H., (2006), “Makarnalik bugdayda (Triticum durum L.) sulama ve azotlu
giibrelemenin verim ve verim 6geleri tizerine etkisi”, Journal of Agricultural Sciences,
12(03).

Glick B. R., (1995), “The Enhancement Of Plant Growth By Free-Living Bacteria.
Canadian Journal Of Microbiology”, 41(2), 109-117.

Gomila M., Pefia, A., Mulet, M. M., Lalucat, J., And Garcia-Valdés, E., (2015),
“Phylogenomics and Systematics in Pseudomonas”, Front. Microbiol. 6:214.

Gordon S. A., Weber R. P., (1951), “Colorimetric Estimation Of Indoleacetic Acid”,
Plant Physiology, 26(1), 192.

Goswami D., Patel K., Parmar S., Vaghela H., Muley N., Dhandhukia P., Thakker J.
N., (2015), “Elucidating Multifaceted Urease Producing Marine Pseudomonas
Aeruginosa Bg As A Cogent Pgpr And Bio-Control Agent”, Plant Growth Regulation,
75(1), 253-263.

Gothwal R. K., Nigam V. K., Mohan M. K., Sasmgl D., Ghosh, P., (2008), “_Screening
Of Nitrogen Fixers From Rhizospheric Bacterial Isolates Associated With Important
Desert Plants”, Applied Ecology and Environmental Research, 6(2), 101-109.

Giileg T. E., Sonmezoglu O. A., Yildirim A., (2010), “Makarnalik Bugdaylarda Kalite
ve Kaliteyi Etkileyen Faktorler”, GOU. Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 27(1), 113-120

Horemans S., Koninck K. D., Neuray J., Hermans R., Vlassak K., (1986), “Production
Of Plant Growth Substances By Azospirillum Sp, And Other Rhizosphere Bacteria
Symbiosis”, Symbiolil, 2, 341-346.

Hubbell D. H., Kidder G., (1998), “Biological nitrogen fixation”, Institute of Food and
Agriculture Sciences, University of Florida Cooperative Extension Service, EDIS.

Hynes R. K., Leung G. C., Hirkala D. L., Nelson L. M., (2008), “Isolation, Selection,

And Characterization Of Beneficial Rhizobacteria From Pea, Lentil, And Chickpea
Grown In Western Canada”, Canadian Journal Of Microbiology, 54(4), 248-258.

64



Ibrik¢i H., Yagbasanlar T., Keklik¢i Z., Cakmak 1., Biiyiik G., Toklu F., Giizel N.,
(2000), “Cukurova Bolgesinde Insan Saglig1 ve Cift¢i Ekonomisi Acisindan Bugdayda
Azot Giibrelemesinin Optimiza Galonsyonu”, Dpt. Kesin Sonu¢ Raporu. Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii, Adana.

Igiechon N. O., Babalola O. O., (2018), “Rhizosphere Microbiome Modulators:
Contributions Of Nitrogen Fixing Bacteria Towards Sustainable Agriculture”,
International Journal Of Environmental Research And Public Health, 15(4), 574.

Islam F., Yasmeen T., Ali Q., Ali S., Arif M. S., Hussain S., Rizvi H., (2014),
“Influence Of Pseudomonas Aeruginosa As Pgpr On Oxidative Stress Tolerance In
Wheat Under Zn Stress”, Ecotoxicology And Environmental Safety, 104, 285-293.

Islam F., Yasmeen T., Ali Q., Ali S., Arif M. S., Hussain S., Rizvi H., (2014),
“Influence Of Pseudomonas Aeruginosa As Pgpr On Oxidative Stress Tolerance in
Wheat Under Zn Stress”, Ecotoxicology And Environmental Safety, 104, 285-293.

Iswandi A., Bossier P., Vandenabeele J., Verstracte W., (1987), “Effect Of Seed
Inoculation With The Rhizopseudomonad Strain 7nsk2 On The Root Microbiota Of
Maize (Zea Mays) And Barley (Hordeum Vulgare)”, Biology And Fertility Of Soils,
3(3), 153-158.

Imriz G., Ozdemir F., Topal 1., Ercan B., Tas M. N., Yakisir E., Okur O., (2014),
“Bitkisel Uretimde Bitki Gelisimini Tesvik Eden Rizobakteri (Pgpr)ler ve Etki
Mekanizmalar1”, Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi, 12(2), 1-19.

Jensen E. S., Nielsen H. H., (2003), “How Can Increased Use Of Biological N>
Fixation In Agriculture Benefit The Environment?”, Plant And Soil, 252(1), 177-186.

Kang B. G., Kim W. T., Yun H. S., Chang S. C., (2010), “Use Of Plant Growth
Promoting Rhizobacteria Associated With Chickpea (Cicer Arietinum L.)”, Int. J.
Plant Prod. 2, 141-152.

Kaur N., Sharma P., Sharma S., (2015), “Co-inoculation of Mesorhizobium sp. and
plant growth promoting rhizobacteria Pseudomonas sp. as bio-enhancer and bio-
fertilizer in chickpea (Cicer arietinum L.)”, Legume Research-An International
Journal, 38(3), 367-374.

Ke X., Feng S., Wang J., Lu W., Zhang W., Chen M., Lin M., (2019), “Effect of
inoculation with nitrogen-fixing bacterium Pseudomonas stutzeri A1501 on maize

plant growth and the microbiome indigenous to the rhizosphere”, Systematic and
applied microbiology, 42(2), 248-260.

Kilig R., Korkmaz K., (2012), “Kimyasal Giibrelerin Tarim Topraklarinda Artik
Etkileri”, Biyoloji Bilimleri Arastirma Dergisi, 5(2), 87-90.

Kim J., Rees D. C., (1994), “Nitrogenase And Biological Nitrogen Fixation”,
Biochemistry, 33(2), 389-397.

65



Korkmaz M., (2007), “The Effects Of Leadership Styles On Organizational Health”,
Educational Research Quarterly, 30(3), 23-55.

Kumar A., Maurya B. R., Raghuwanshi R., (2014), “Isolation And Characterization
Of Pgpr And Their Effect On Growth, Yield And Nutrient Content in Wheat (Triticum
aestivum L.)”. Biocatalysis And Agricultural Biotechnology, 3(4), 121-128.

Lacava P. T., Azevedo J. L., (2013), “Endophytic Bacteria: A Biotechnological
Potential In Agrobiology System”, In Bacteria In Agrobiology: Crop Productivity, 1-
44).

Lane D. J., (1991), “16s/23s Rrna Sequencing”, Nucleic Acid Techniques in Bacterial
Systematics, 115-175.

Li H. B., Singh R. K., Singh P., Song Q. Q., Xing Y. X,, Yang L. T., Li Y. R., (2017),
“Genetic Diversity Of Nitrogen-Fixing And Plant Growth Promoting Pseudomonas
Species Isolated From Sugarcane Rhizosphere”, Frontiers In Microbiology, 8, 1268.

Lihan S., Benet F., Husaini A. A. S. A, Apun K., Roslan H. A., Hassan H., (2021),
“Isolation And Identification Of Plant Growth Promoting Rhizobacteria From Sago
Palm (Metroxylon Sagu, Rottb.)”, Tropical Life Sciences Research, 32(3).

Louden B. C., Haarmann D., Lynne, A. M., (2011), “Use Of Blue Agar Cas Assay For
Siderophore Detection”, Journal Of Microbiology and Biology Education, 12(1), 51-
53.

Lucy M., Reed E., Glick B. R., (2004), “Applications Of Free Living Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria”, Antonie Van Leeuwenhoek, 86(1), 1-25.

Madigan M. T., Martinko J. M., Parker, J., (1997), “Brock Biology Of
Microorganisms” (Vol. 11). Upper Saddle River, Nj: Prentice Hall.

Majeed A., Abbasi M. K., Hameed S., Yasmin S., Hanif M. K., Naggash T., Imran A.,
(2018), “Pseudomonas sp. AF-54 containing multiple plant beneficial traits acts as
growth enhancer of Helianthus annuus L. under reduced fertilizer input”,
Microbiological research, 216, 56-69.

Mayak S., Tirosh T., Glick B. R., (2004), “Plant Growth-Promoting Bacteria Confer
Resistance in Tomato Plants To Salt Stress”, Plant Physiology and Biochemistry,
42(6), 565-572.

Mecarty S. C., Chauhan D. S., Mecarty A. D., Tripathi K. M., Selvan T., (2017),
“Effect of Azotobacter And Phosphobacteria On Yield of Wheat (Triticum aestivum)”,
Vegetos-An International Journal Of Plant Research, 30(2).

Meliani A., Bensoltane A., (2016), “Biofilm-Mediated Heavy Metals Bioremediation
in PGPR Pseudomonas”, J. Bioremediat Biodegrad, 7(370), 2.

Miethke M., Marahiel M., (2007), “Siderophore-Based Iron Acquistion And Pathogen
Control”, Microbiol, and Molecular Biol. Reviews, 71(3), 413-451.

66



Mirza M. S., Mehnaz S., Normand P., Prigent-Combaret C., Moénne-Loccoz Y., Bally
R., Malik K. A., (2006), “Molecular characterization and PCR detection of a nitrogen-

fixing Pseudomonas strain promoting rice growth”, Biology and Fertility of Soils,
43(2), 163-170.

Mishra P. K., Bisht S. C., Mishra S., Selvakumar G., Bisht J. K., Gupta H. S., (2012),
“Coinoculation of Rhizobium leguminosarum-PR1 with a cold tolerant Pseudomonas
sp. improves iron acquisition, nutrient uptake and growth of field pea (Pisum sativum
L.)”, Journal of plant nutrition, 35(2), 243-256.

Nawaz S., Bano A., (2020), “Effects Of PGPR (Pseudomonas Sp.) And Ag-
Nanoparticles On Enzymatic Activity And Physiology Of Cucumber”, Recent Patents
On Food, Nutrition & Agriculture, 11(2), 124-136.

Olanrewaju O. S., Glick B. R., Babalola O. O., (2017), “Mechanisms Of Action Of
Plant Growth Promoting Bacteria”, World Journal Of Microbiology And
Biotechnology, 33(11), 1-16.

Onal I, (2009), “Sirtta Tasinan Cay Giibreleme Makinesi Prototipi”, Tarim Makinalari
Bilimi Dergisi, 5(1), 115-124.

Ozberk 1., Atay S., Altay F., Cabi E., Ozkan H., Ath A., (2016), “Tiirkiye nin Bugday
Atlasi”, www-Tiirkiye. Bilyiik Postane Cad. No:19, Istanbul. Isbn: 978-605-9903-07-
3.

Ozberk 1., Zencirci N., Ozkan H., Ozberk F., Eser V., (2010), “Diinden Bugiine
Makarnalik Bugday Islah1 ve Gelecege Bakig”, Makarnalik Bugday ve Mamulleri
Konferansi, 17-18 Mayis 2010, 43-66.

Pal K. K., R. Dey D. M. Bhatt, S. M. Chauhan, (2000), “Palnt Growth Promoting
Fluorescent Pseudomonads Enhanced Peanut Growth, Yield And Nutriend Uptake”,
Fifth International Pgpr Workshop, 29 October - 3 November, 2000, Cordoba-
Argentina.

Palleroni N. J., (2015), “Pseudomonas. Bergey's manual of systematics of archaea and
bacteria”, Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and Bacteria, 1-1.

Panpatte D. G., Jhala Y. K., Shelat H. N., Vyas R. V., (2016), “Pseudomonas
Fluorescens: A Promising Biocontrol Agent And Pgpr For Sustainable Agriculture”,

In Microbial inoculants in Sustainable Agricultural Productivity Springer, New Delhi,
257-270.

Peoples M. B., Ladha J. K., Herridge D. F., (1995), “Enhancing Legume N 2 Fixation
Through Plant And Soil Management”, In Management Of Biological Nitrogen
Fixation For The Development Of More Productive And Sustainable Agricultural
Systems, Springer, Dordrecht, 83-101.

Ram R. L., Maji C., Bindroo B. B., (2013), “Role Of Pgpr in Different Crops-An
Overview”, Indian Journal Of Sericulture, 52(1), 1-13.

67



Rao E. P., Puttanna K., (2000)., “Nitrates, Agriculture And Environment”, Current
Science, 79(9), 1163-1168.

Raun W. R., Johnson G. V., (1999), “Improving Nitrogen Use Efficiency For Cereal
Production”, Agronomy Journal, 91(3), 357-363.

Reddy M. P., Rao D. M. R., Verma R. S_., Srinath, B., Katiyar, R. S., (1998), “Response
Of S 13 Mulberry Variety To Vam Inoculum Under Semiarid Condition”, Indian
Journal Of Plant Physiology, 3, 194-196.

Rees D. C., Howard J. B., (2000), “Nitrogenase: Standing At The Crossroads”, Current
Opinion in Chemical Biology, 4(5), 559-566.

Rodriguez H., Fraga R., (1999), “Phosphate Solubilizing Bacteria And Their Role in
Plant Growth Promotion”, Biotechnology Advances, 17(4-5), 319-339.

Saxena A. K., Tilak K. V. B. R., (1998), “Free-Living Nitrogen Fixers: Its Role in
Crop Production”, Microbes For Health, Wealth And Sustainable Environment,
Malhotra Publ. Co., New Delhi. Edited By Verma Ak, 25-64.

Schwyn B., Neilands J. B., (1987), “Universal Chemical Assay For The Detection And
Determination Of Siderophores”, Analytical Biochemistry, 160(1), 47-56.

Seefeldt L. C., Dance I. G., Dean D. R., (2004), “Substrate Interactions With
Nitrogenase: Fe Versus Mo”, Biochemistry, 43(6), 1401-14009.

Sitaraman R., (2015), “Pseudomonas Spp. As Models For Plant-Microbe
Interactions”, Frontiers In Plant Science, 6, 787.

Somers, E., Vanderleyden J., Srinivasan M., (2004), “Rhizosphere Bacterial

Signalling: A Love Parade Beneath Our Feet”, Critical Reviews In Microbiology,
30(4), 205-240.

Sénmez 1., Kaplan M., Sénmez S., (2008), “Kimyasal Giibrelerin Cevre Kirliligi
Uzerine Etkileri ve Coziim Onerileri”, Derim, 25(2), 24-34.

Sudhakar P., Chattopadhyay G. N., Gangwar S. K., Ghosh J. K., (2000), “Effect Of
Foliar Application Of Azotobacter, Azospirillum And Beijerinckia On Leaf Yield And
Quality Of Mulberry (Morus Alba)”, The Journal Of Agricultural Science, 134(2),
227-234.

Suslow T. V., Schroth M. N., (1982), “Role Of Deleterious Rhizobacteria As Minor
Pathogens In Reducing Crop Growth”, Phytopathology, 72(1), 111-115.

Sahin G., (2016), “Tiirkiye'de Giibre Kullaniom Durumu ve Giibreleme Konusunda
Yasanan Problemler”, Tarim Ekonomisi Dergisi, 22-1.

68



Seker M. G., (2021), “Siilfoniliire Grubu Herbisit Kullanilan Tekirdag Tarim
Alanlarindan izole Edilen Pseudomonas Tiirlerinin Karakterizasyonu”, Anadolu
Tarim Bilimleri Dergisi, 36(1), 10-19.

Tanno K. I., Willcox G., (2006), “How Fast Was Wild Wheat Domesticated?”,
Science, 311(5769), 1886-1886.

TARIMORMAN, (2021), Eminbey, Tarim ve Orman Bakanligi.
Tosun, O., (1980). Tarla Ziraati, Ders Notu. A.U Zir. Fak. Teksir No: 44,
TUIK, (2019), Bitkisel Uretim Istatistikleri, Tiirkiye Istatistik Kurumu.

Vavilov N. 1., (1987), “Origin And Geography Of Cultivated Plants”, The University
Press, Cambridge.

Vaz-Moreira I., Nunes O. C., Manaia C. M., (2012), “Diversity And Antibiotic
Resistance In Pseudomonas Spp. From Drinking Water”, Science Of The Total
Environment, 426, 366-374.

VermaJ. P., Yadav ], Tiwari K.N., (2Q12), “Enhancement Of Nodulation And Yield
Of Chickpea By Co-Inoculation Of Indigenous Mesorhizobium Spp. And Plant

Growth—Promoting Rhizobacteria in Eastern Uttar Pradesh”, Communications in Soil
Science and Plant Analysis, 43(3), 605-621.

Vimal S. R., Gupta J., Singh J. S., (2018), “Effect of salt tolerant Bacillus sp. and
Pseudomonas sp. on wheat (Triticum aestivum L.) growth under soil salinity: a
comparative study”’, Microbiology Research, 9(1), 26-32.

Wani P. A., Khan M. S., (2010), “Bacillus Species Enhance Growth Parameters Of
Chickpea (Cicer Arietinum L.) In Chromium Stressed Soils”, Food And Chemical
Toxicology, 48(11), 3262-3267.

Watanabe 1., Lin C., (1984), “Response of wetland rice to inoculation with
Azospirillum lipoferum and Pseudomonas sp.”, Soil science and plant nutrition, 30(2),
117-124.

Web 1, (2019), https://www.tmo.gov.tr/Upload/Document/sektorraporlari/hububat
2019.pdf, (Erisim Tarihi: 31/10/2021).

Web 2, (2021), https://images.App.Goo.Gl/Xx3vajymdvgwwuhm8 (Erisim Tarihi:
31/10/2021).

Web 3, (2021), http://www.tohumcu.org/index.php?page=Galeri&sl=11 (Erisim
Tarihi: 31/10/2021).

Web 4, (2021), https://Arastirma.Tarimorman.Gov.Tr/Bugday,Haziran-2021. (Erisim
Tarihi: 31/10/2021).

69


https://www.tmo.gov.tr/Upload/Document/sektorraporlari/hububat%202019.pdf
https://www.tmo.gov.tr/Upload/Document/sektorraporlari/hububat%202019.pdf

Web 5, (2021), https:/Www.Tarimorman.Gov.Tr/Bugem/Belgeler/Uriinmasalary/
Bugdaybiilteni, (Erisim Tarihi: 31/10/2021).

Web 6 (2021) https://www.tarimorman.gov.tr/TAGEM/Belgeler/yayin/TOPRAKSU
%20G%C3%9CBREY%20TAVS%C4%B0YE%20%20Verileri.pdf (Erisim Tarihi:
31/10/2021).

Web 7 (2021) https://arastirma.tarimorman.gov.tr/toprakgubre/Belgeler/2018%20Y1l1
%20Proje%20Raporlary/Tiirkiye%20Topraklarinin%20Baz1%20Verimlilik%20ve%2
00rganik%20Karbon%20(TOK)%20iceriginin%20Cografi%20Veritabaninin%2001
usturulmast.pdf (Erisim Tarihi: 31/10/2021).

Yamamoto S., Kasai H., Arnold D. L., Jackson R. W., Vivian A., Harayama S., (2000),
“Phylogeny Of The Genus Pseudomonas: Intrageneric Structure Reconstructed From
The Nucleotide Sequences Of Gyrb And Rpod Genesthe Genbank Accession
Numbers For The Sequences Determined In This Work Are: Gyrb, D37926, D37297,
D86005-D86019 And Ab039381-Ab039492; Rpod, D86020-D86036 And
ADb039493-Ab039624”, Microbiology, 146(10), 2385-2394.

Yang J., Kloepper J. W., Ryu C. M., (2009), “Rhizosphere Bacteria Help Plants
Tolerate Abiotic Stress”, Trends In Plant Science, 14(1), 1-4.

Yayla S. R., Senol N., (2020), “Tarimda Kullanilan Baz1 Mikrobiyal Giibrelerin
Eisenia Foetida Deri Dokusu Uzerinde Etkisinin Morfolojik  Agidan

Degerlendirilmesi”, Siileyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fen
Dergisi, 15(2), 213-223.

Yiizbasioglu R., (2020), “Ureticilerin Kimyasal Giibre Kullanim Biling Diizeylerinin
Incelenmesi: Tokat Merkez Ilce Ornegi”, Turkish Journal Of Agricultural Engineering
Research, 1(2), 452-465.

Zadoks J. C., Chang T. T., Konzak C. F., (1974), “A Decimal Code For The Growth
Stages Of Cereals”, Weed Research, 14(6), 415-421.

Zhuang L., Li Y., Wang Z., Yu Y., Zhang N., Yang C., Wang Q., (2021), “Synthetic

Community With Six Pseudomonas Strains Screened From Garlic Rhizosphere
Microbiome Promotes Plant Growth”, Microbial Biotechnology, 14(2), 488-502.

70


https://www.tarimorman.gov.tr/Bugem/Belgeler/Ürünmasaları/
https://www.tarimorman.gov.tr/TAGEM/Belgeler/yayin/TOPRAKSU%20%20G%C3%9CBRE%20TAVS%C4%B0YE%20%20Verileri.pdf
https://www.tarimorman.gov.tr/TAGEM/Belgeler/yayin/TOPRAKSU%20%20G%C3%9CBRE%20TAVS%C4%B0YE%20%20Verileri.pdf
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/toprakgubre/Belgeler/2018%20Yılı

OZGECMIS

Tugge ARIT, 2014 yilinda Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde lisans egitimine bagladi. Lisans egitimini
2018 yilinda tamamladiktan sonra 2019 yi1linda Gebze Teknik Universitesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda

yiiksek lisans egitimine basladi. Halen Yiiksek Lisans egitimine devam etmektedir.

71



EKLER

NCBI Veri Tabanmindaki Analiz Sonuglari

Ek A

T 1050tT Ul [tST 8716 00 wWel o0 197(  B6reoll N SEUOUOPNoSq - S191aM0) VI PWOS0OTd SOT GAH UTEa3s STSUSNUBUOP Seuomopnssg
T"6Tv69T WN 9297 @9°/6 0'@ %Ol 9vT  TOWC  TETLRET Wh v seuouopnasg t TeTlJed ‘yyy TENOSOQTJ S9T STTIVVH) UTEJ1S SN1S3E SELOWOpNEsg
T"9EESTT ¥N 5191 89°[6 @' XL 9V ¥OWC 9£9%8t W cc seuouopnasy  @duanbas TeTlded ‘yy TEW0SOQTJ S9T gy ETTudouolua seuowopnasg
TELOTTT WN EBST BY'[6 Q'@ %@l 99vT 98T 68L9L ¥l Tt SEUOWOpNasy " Yy TewoscqTd SIT EQEPAT 41D UTEJ1S TTTTSIUON SELONOpNasd
1°766670 4N BOYT 69°/6 Q'@ %Ol 89¥T BSWC  YATSICT YN cC sevouopnasd Uyl TEW0SOQTJ ST BYEZT WSO = @¥ACAT Jugy eatuodel sevowopnasy
T 7h3SHT ¥l ESYT 69°/6 0°0 %O 89vT  8SWC 689LET N "t seuouopnasq "+ YNy TEw0SOQTJ S9T G7TN UTEJ}s eITTousydTAN[e seuowopnasq
1"658679 4N vayT 9L°[6 @'@ XeeT ELvT €y PIISTIT W cC seuouopnasd Uiy TeW0SORTJ SIT ¥ALT WSQ = 9£99T DHAN eATnjeded seuowopnasg
T"SSRETT UN PT 9°[6 @' %0l WD SLPT 86ASTLT ¥l Tt SEUOWOpNasd " tWOSOGTJ S9T pE9IT JHEN = 658LT WSQ EILJOTODTJOUSUD SEUOWOPNES,
T°958¢TT WH VT 9.°L6 @°@ %Ol SV ST PTISICT YN cC seuouopnasd Uyl TEWOSOQTJ ST vALT WSO = 9E99T DMAN eaTnjeded seuowopnasg
T"LSBETT ¥N vl 9°l6 @' BT SV SLWT B8aLY W - seuouopnasq -TeTided ‘yy TEWOSOGTJ SOT ZE99T DWEN UTEJIS BATNS Seuomopnasg
T"v26v20 N ETST E8°[6 Q'8 X0 6LV 6LFT LeesL ¥l Tt SEUOWOpNasy "ty TeWosoqTd SOT £9-96 TWd) UTeU1S TTT3SS0N SELONOPN3S
T"6LZveT Wl veyl €8°[6 @'@ XPeT e/vT 6LVT  BeASTIT ¥N Tt SeuoWOpnasq  CtWYT UTEJIS PEGYT DHEN = 6981 WSQ EIEJOTODTJOURLD SEUOWODNESH
T"v58zeT N 9297 £8°/6 0'0 %O 6LV 6LV 9/9¥8¢ Wh cC seuouopnasg  @dusnbas TeTlued ‘yyy TEW0SOQTJ S9T gy eTTydouolus seuowopnasg
T vTvere di (97 £8°[6 @' %O 6LV 6LFT €8t W cc seuouopnasy ttrTeTlJed “yy TENOSOQTJ §9T 9ETT WY UTEJ1S epTind seuowopnasg
T/zver N vayl €8°[6 @'@ XBeT eivl ey PIISTID W cC seuouopnasd ttt9T GZTZ [V UTRM1S pAA/T WSO = 9E99T DUAN eATnjeded seuouopnasg
1" 09zver N vayl €8°[6 @'Q XBeT oLVT 6LV ity Wh c° sevouopnasg -t TeTiJed ‘yNy TENOSOQTJ S9T @RTE JTHN UTEJAS EATNS Seuouopnasg
T'T6THTT ¥l vl 9°l6 @' XBEL 6L¥D 6LFT  YOTSICT W c seuouopnasd Uiy TeW0SOQTJ SIT BYEZT WSO = @FAEAT JugN EaTuodel seuowopnasg
T"9725T N BEST [o'[6 Q'@ %0eT Qe¥T @6YC  LTOLBLT W ccosevouopnasy  ctTeTRJed ‘WY TEWOSOQTJ SOT ZSMY UTEJIS STSUWINY SELOWOpnasy
T 72ZvlT N YT L6'l6 @' %0l ¢  T6WC 689, WH cc sevouopnasd  CyhY TeWOSOGTJ ST §STEQT DYEN UTEJ3s TTTTR1UON SEuouopnasg
1°0T6va N (1T ¥0°86 '8 %6l SevT  S6We 689, N "t seuouopnasq *** Yy TEWoSCqTJ S9T £98YAT dI) UTEJ1S TTTTSIUON SELONOpNEsq
1°799v20 ¥N BovT T1'86 @' %ol Tes Test sLieL Wl cc seuouopnasg  ctt iy TeW0sOqTJ §9T T46)dd UTedIs epTaTssorBodard seuowopnasg
1°922vTT N vT T1'86 @' %ol Test Test aLraL gh ccoseuouopnasd  ctCTEWOSOQTY SOT Z9TEAT W@ UTedis epraTssordedard seuowopnasg
1°188520 4N £2ST B1°86 0'@ %0l [0 L8N 988y Wh c° sevouopnasd teTided iy TeWOSOQTY ST T-7 UTRJ3s SUEITGRYTZAO seuowopnasg
T'TLT9TT Wl 09YT B1°8c @' %Ol [0S [BST  etdcell il T SEuoWOpnasy U897 TRLLT JME UTRA1S GYETL WSQ STSUSUBMTEL SEUOWOPNESy
T6L0vTT N eyl S7°86 Q'@ %@l vIST  ¥IST £6E W c seuouopnasy teTdded iy TRWOSOQTJ SOT £E9ZT DDL UTEJ1S eprand seuowopnasg
T TS9¢TT WN tovT SC°86 Q'@ %eel vIsL  ¥ISE £6E gh cc sevouopnasd " -eTdded ‘yy TeWOSOGT ST p9THT AN UTeJ1s eprand seuowopnasg
TLLLIST N TEST 6E'86 0°@ %01 €75 EIST  C9T9BLT Wh c° seuouopnasg veTided iy TEWOSOGTY ST (I UTRJ1S STSUSZ[OYPTS. SELOWOPNESg

UOTS5322y U3 1USPT BNTBA JIN0I 34025 3J0I§ pIXe] auey| 3y UoTATIIS3(

0y cdag ] Kuend Teaol  xey Lo JT4TIUBTIS

118
Numarah

lat

120

:sjusmuBTTe juesT4TudTs Buronpodd saouanbag

72T 'YaBua [gegze Adan|TaT QI Adand) uawsTdwod suansd snsussuo) iT# Auznd
(suted1s adA1 eaeyduy pue erJsadeg) iy TEWOSOQTJ SOT VNN Tew0S0qTJ S9T/suTeuisadAy yys :aseqeisq

NISy1g :weaSoug
JUBLATAWC) SJIA3J SNSUISUD):ITIT] GO[

HTATXMMANLE .GE_

lata ait 16S rDNA bolgesinin NCBI veri tabanindaki

120

: 118 numarali i

Sekil Al.1

analiz sonuglart.

72



8671
3948
£0sT
STSsT
v8rl
erT
LTST
v8rl
7erl
7971
9t
7971
7971
€14l
9751
7971
8eal
LTST
8671
9t
LTST
67T
(4348
7971
TEST

ua
*2y

0."86
0L°86
9L°86
£8°86
36786
78786
78786
78786
7886
78786
36786
78786
LL7886
50766
£1766
0t 66
90766
L1766
TE 66
£ 66
0t 66
(A1
37766
87766
(A1
JuspT

*J3d

®
=
<
=
-
4

ee
0°e
0°e
ee
0°e
0e
ee
0°e
0e
ee
0°e
0e
ee
0°e
ee
ee
0°e
ee
ee
0°e
ee
ee
0°e
ee
ee

%0at
%0t
%66
%66
%66
%eet
%0at
%0t
%0t
%0at
%66
%0at
%0at
%66
%66
%66
%0t
%66
%66
%66
%0at
%66
%0t
%0at
%0at

SnTef Js3A02

E|

Aaznp

Tave
Tave
L4yt
AN 74
09vt
(4174
ore
4174
ore
ore
4174
v
ore
99v¢
Tive
[ TA Y
olvt
£8re
28ve
28ve
[
et
Loyt
LoYe
LB5¢
34025

1830

Tave
Tave
A 74
A 74
e9ve
4174
9re
4174
ore
9re
4174
ore
9re
99v¢
Iive
YA
A7
€817
28v¢
23ve
(74
6t
1374
74

£05T
34005

KBl

OISTLT
60957
65191
9/978¢
IISTET
8605121
£t
IISTET
038.Y
3605121
IISTET
038.Y
OISTLT
17581
9/978¢
6519/
1701617
6519/
SLL0L
sLLel
588/%
ecar6Tl
cog

£t
79T58/1
pixe]

N
Wi
Wi
N
Wi
Wi
N
Wi
bl
N
Wi
N
N
Wi
N
N
Wi
N
N
Wi
N
N
Wi
N

N
auep

uowwo?

mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
mmcoEOﬁ:wm&
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
mMCOEOﬁzwm&
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
mM:OEOﬁzmm&
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
Seucwopnasd
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
Seucwopnasd
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
mG:OEOﬁ:mmm
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
mG:OEOﬁ:mmm
mG:OEOﬁ:mmm
mmcoEOﬁ:wm&
mG:OEOﬁ:mmm
mG:OEOﬁ:mmm
3wey
JTHTIBTIS

“TYNY TewosoqTJd S9T 8¥EZZ WSA = evAfeT D¥an extuodel
* " ‘yNy TEwosoqTd S9T 871N uTeu3s edTTouaydTAyre

Tt YNy TewosoqTd $9T £88¥AT dID UTEJ}S TT]Tajuow
2ouznbas TeTided ‘yyy TewosoqTJd S9T 27 eTydowojuz
"TYNY TEwosOqTJ SOT ¥@ALT WSO = 9£99T JHAN eA[njeded
TTUWYI UTEJIS FE99T JY¥AN = 650LT WSQ BIEJOTOITJOWSJD
TrTerjued “yhY TEWOSOqTJ S9T 9E7T WyI uTeJ3s eprind
"*9T 6717 [V UTBJIS $@ALT WSO = 9£99T JHAN eA[njeded
"TrTeTided Yy TEW0SOqTJ S9T @8T JIYN UTeJis eafny
TTWos0qTJ S9T FE99T JY¥AN = 65@LT WSO BIEJOTOITJOWSJI
"TYNY TEwosOqTJ SOT ¥@ALT WSO = 9£99T JHAN eA[njeded
"TTeTided “yNY TEWOSOqTJ SOT ZE99T J¥GN UTEJ}s eaTny
“TYNY TewosoqTJd S9T 8¥EZZ WSA = evAfeT D¥an extuodel
rr YNy TewosoqTJ SOT £8-@6 W4D UTBJ}S TI[3ss0W
@ousnbas TetjJed “yyy TewosoqId $9T 2] errydowoius
trfgNY Tewosoqrd ST @STEAT DJ¥GN UTEJ3s TTTIa}uoW
“orretided “yNy [EwOsOqTJ ST ZSMX UTEJ}s sTsuswiny
T TyNy Tewosoqrd S9T £88¥AT dID UTEJ}s TTTIajuow

* YNy TewosoqTd S9T T56)dd4 UTeJls epraTssoySodard
**[ewosOqTJ S9T 79TEAT D¥GN UTeJ}s epToTssofBodsrd
“teTlded Ny TewWOsSoqTJ S9T [-7 UTeJls sueirqeyrzduo
TTUSOT TSLLT J¥0@ UTeJ3s STIE WSQ STSusuemMTel
“reTyded YNy TEWOSOqTJ SOT ££9¢T DJLV uTeuis eprind

“eTided ‘yNy TEWOSOQTJ ST $9THT UGN uTeJis eprind
reTiJded ‘Y TEWOSOQTJ SO (I UTBJIS STSUSITOYPTa

seuowopnasq
seuowopnas
seuowopnas
seuowopnasq
seuowopnas
SeUOWOpNas
seuowopnasq
seuowopnas
SeuowOpnas
seuowopnasq
seuowopnas
seuowopnasg
seuowopnasq
seuowopnas
seuowopnasq
seuowopnasq
seuowopnas
seuowopnasq
seuowopnasq
seuowopnas
seuowopnasq
seuowopnasq
seuowopnas
seuowopnasq
seuowopnasq
uoT3dTuds3(Q

:sjuawusTTe juedTiTudTs SuTonpoud saduanbag

@RET y3Bua] T9LP AJanD|T2T :qI Adanh juswaTdwod sudAzd SNsuasuo) :T# Adand
(suredis adA1 eseyduy pue erdsideg) yly TEWOSOQTJ SQT WNY [BWOSOqTJ S9T/sureJisadAy yyNyd :sseqeleq
NLSV1g :wedSodd
67T/PB-V-5AT-Y-8T07 JuswaTdwod SJaAaJd SNSUBSUO):BTIT] qof
£TONd/HHLL "DHL

lata ait 16S rDNA bolgesinin NCBI veri tabanindaki

120

: 129 numarali

Sekil A1.2

analiz sonuglart.

73



%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66
%66

ISELT!

STST 859°[6 @70
86FT €L°[6 @0
eS¥T L7l @70
05T 8597/ 070
verl e8'/e @@
9FT ©8°le @@
9FT ©8°[e @@
o9FT B8'[e @0
eIl [8°[6 @@
verl [8'/6 @@
9zsT [8°[6 @70
Le5T [8°[6 @@
verl [8'/[6 @@
verl [8'/6 @@
9FT ©8°le @@
8e5T Te'8 @70
9FT Te'8 @0
LT5T 60°86 @70
86¥T 91°8 @°0
9FT 91°8 @0
L[E5T €¢°86 @'
69FT tC'8 @°0
6T BE'86 070
29¥l ec'86 @'
TesT vw'86 @°0
U7 3JUSPT BNTBA JBA0I
“20y tdad ]
h
o & B
- E R
4

8cve
[Ay7A
(AL
(A4
Lt
ovie
o
e
£5¥ve
£9¥t
£5¥¢
£5¥ve
£5¥ve
£5¥¢
£5¥ve
vt
99¥¢
eLve
ETALA
Sive
18v¢
18%¢
a8ve
a8yt
L6t
34025

1e30]

8cve
e
e
e
Ay A
ot
6t
6t
£5ke
£9¥T
£5T
£5ke
£5ke
£5T
£5ke
eI
99t
TA A
ETA A
Sive
18ve
18v¢
a8rt
asre

LeiT
3035

XEY

9/978¢
POTSTIT
609/ET
65.9L
PITSTZT
8605TCT
PITSTET
088/1¥
LTERL
2605TCT
9/978¢
£0¢
PITISTET
088/1¥
7OTSTET
Leelele
659/9/
69.9L
SLL8L
S/lel
S88LY
G TATAS
€0t

£0¢
915841
prxel

N
N
W
N
N
W
N
N
W
N
N
W
W
N
W
W
N
W
W
N
N
W
N
N

N
awey

uowwo)

SeUOWOpnasd
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwm&
SeUOWOpnasd
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwm&
m@:OEOﬁzwm&
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwm&
mM:OEOﬁzwm&
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwm&
m@:OEOﬁzwm&
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwm&
m@:OEOﬁzwm&
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwm&
m@:OEOﬁzwm&
SEUOWOPNasd
m@:OEOﬁzwmm
m@:OEOﬁzwm&
SEUOWOPNasd
mm:OEOﬁzwmm
m@:OEOﬁzwm&
awey
JT4TURIS

@ousnbas Terided “yNy TewosoqIid $9T 8y elrydowojus
TYNY TEWosoqTJd S9T 8¥EZZ WSA = AAEAT J¥AN edTuodel
“*r YNy TewosoqTJ S9T §71) UTBJ3s edTTousydiidre
YNy TEwosoqTJd S9T £88%eT dID UTedls TITTajuow
TYNY TEwosoqTd S9T veeLT WSA = 9€99T Judn eaTnjeded
TTwosoqTd S9T $E99T JWAN = 650LT WSO B3eJ0To3TJows.2
TYNY TEwosoqTJd SOT vRe/T WSA = 9£99T J¥dN eATnjeded
r7eTiued ‘yNY TEWOSOqTJ SOT /£99T D¥EN UTEJls eafny
*rrCyNy TewosoqTJ S9T £3-6 TW4D) UTBJ}s TIT3ssow
TTUWVI UTEJ3S $E99T JWAN = 650LT WSQ B3EJOTOITJOWS.UD
@ousnbas TetiJed ‘yyy TewosoqTd $9T g7 elTydowojus
"rrretjued ‘yyy Tewosoqrd S9T 9EZT WY uTedis eprind
**9T 6ZTZ [V UTEJIS $R@/T WSA = 9£99T J¥dN eATnjeded
st-retiJed ‘yNy TewosoqTJd S9T @8T@ DIUN UTEJls eaTnl
""YNY TewosoqTd S9T 8yECT WSA = Ovecer J¥gN edtuodel
"rr7etided “yyy TEWOSOQTJ SQT ZSMX UTEJ}S STsuswiny
YNy TEwosoqTJd S9T 8STEAT JMAN UTEJ}s TTTTII}uoW
roCyNy TewosoqTJ S9T £88YAT dID UTBJ}s TITajuow

" - ‘yNy Tewosoqrd $9T TS6)d4 UTed}s epIdTssorSodard
* - -TewosoqTd S9T 9T£AT JHGN UTeJls epIaTssofoderd
“rerlded ‘yNy TewWosoqTJ S9T T-7 UTEJls suejTqeyrzAdo
TTUSOT TSLLT J4l9 uTed3s SPETT WSO STsusuemiel
rerided “yNy TewosoqTJ S9T £€9ZT D)1V uTeJis eprind

“retided TyNy TewosoqTJd S9T YOTYT J¥AN uTedys eprind
“rerlded ‘yNy TEWOSOQTJ S9T £QI UTBJYS STSUSZTOYPTaJ

Seuowopnasd
seuowopnasd
seuowopnasy
seuowopnasy
seuowopnasd
seuowopnasy
Seuowopnasy
seuowopnasd
seuowopnasy
SeuowWOpNasy
seuowopnasd
seuowopnasy
seuowopnasy
seuowopnasd
seuowopnasy
seuowopnasy
seuowopnasd
seuowopnasy
seuowopnasy
seuowopnasd
seuowopnasd
seuowopnasy
seuowopnasd
seuowopnasy
seuowopnasy
uoT1dTJasa(

:sjuswusTTe juedTTudTs SuTonpoud saduanbag

€TPT :YyaBua1 7707 Ad4and|T2T :aI Ad4and sJaaad snsuasuo) :T# Ausnd
(sutedys adA1 eseyody pue BTJ3}DEQ) YNY [EWOSOQTJ G9T YNY [EWOSOQTJ S9T/sutedisadAy ypyd :aseqejeq

N1Sv1d :wed5o.d
16T/78-¥-50T-V-8T107 Juswaldwod SJaAaJd SNSUISUO):I3TIT] qof

cTOVITALXAL "DHL

NCBI veri tabanindaki

lata ait 16S rDNA bolgesinin

120

: 131 numaral

Sekil A1.3

analiz sonuglart.

74



