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Erzurum ve Kirsehir civarindaki bolgelerden alinan farkli bitki rizosferlerine ait topraklardan
toplam olarak 180 bakteri izole edildi. Bu bakteriler azot baglayici ve fosfat ¢oziicii 6zellikleri
bakimindan test edildi. izolatlardan 16 tanesinin gesitli diizeylerde hem azot baglayic1 hem de
fosfat ¢oziicli dzellige sahip oldugu belirlendi. Baz kiiltiirel ve sitolojik 6zellikleri ile yag asiti
profillerine gore izolatlar Cellulomonas turbata (AS-1), Bacillus megaterium (AS-2),
Pseudomonas putida (AS-3), Bacillus cereus (AS-4), Neisseria mucosa (AS-5), Enterobacter
cloacae (AS-6), Bacillus megaterium (AS-8), Bacillus mycoides (AS-9), Enterobacter cloacae
(AS-10), Vibrio furnissii (AS-11), Bacillus cereus (AS-12), Bacillius cereus (AS-13), Bacillus
cereus (AS-14), Bacillus megaterium (AS-15), Bacillus megaterium (AS-16) olarak tanilandu.
AS-7 izolat1 MIS sistemi ile tanilanamadi. Nohut (Cicer arietinum L. cv. Aziziye-94) tohumlari
bu izolatlar ile asiland1 ve steril kum igeren saksilarda sera sartlarinda biiyiitiildii. Hasattan sonra
bitkilerin kok ve gdvde boylari, yaprak kuru agirliklar: ve protein igerikleri 6lgiildii. Izolatlarla
asilamanin nohut bitkisinde biiyiime parametrelerini 6nemli diizeyde (p<0,05) etkiledigi
belirlendi. Kok boyu, gévde boyu, yaprak kuru agirligi ve yaprak protein igerigi {izerinde en
etkili irklarin sirasiyla AS-8; AS-10; AS-2 ve AS-13 olduklar1 bulundu. Sonuglar izolatlarimizla

asilamanin nohut tiretiminde pahali azot- fosfor giibrelerinin yerine kullanilabilecegini gosterdi.

2012, 73 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bitki gelisimini tesvik edici bakteriler, biyogiibre, biyoinokiilant,

nohut.



ABSTRACT

MS Thesis

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PLANT GROWTH PROMOTING
BACTERIA (PGPB) AND DETERMINATION OF THEIR POTENTIAL FOR USE A
BIOFERTILIZER AGENT FOR CHICKPEA

Alev SEZEN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Assoc. Yrd. Dog. Dr. Meryem SENGUL KOSEOGLU
Co-Supervisor: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

Totaly 180 bacterial strains, isolated from the rhizosphere soils of different wild plants collected
from te regions in Erzurum and Kirsehir vicinity, were tested for their nitrogen fixing and
phosphate solubilizing capacity. Results indicated that 16 isolates have both nitrogen fixing and
phosphate solubilizing popential at different levels. On the basis of some cultural and
cytological characteristics and fatty acid profiles the strains were identificated as Cellulomonas
turbata (AS-1), Bacillus megaterium (AS-2), Pseudomonas putida (AS-3), Bacillus cereus (AS-
4), Neisseria mucosa (AS-5), Enterobacter cloacae (AS-6), Bacillus megaterium (AS-8),
Bacillus mycoides (AS-9), Enterobacter cloacae (AS-10), Vibrio furnissii (AS-11), Bacillus
cereus (AS-12), Bacillius cereus (AS-13), Bacillus cereus (AS-14), Bacillus megaterium (AS-
15) and Bacillus megaterium (AS-16). AS-7 could not be identified by MIS system. The seeds
of chickpea (Cicer arietinum L. cv. Aziziye-94) were inoculated with these isolates and grown
in pots containing sterile sand at greenhouse conditions. Hogland solution was used for
irrigation of pots. After harvest the length of roots and shoots, dry weight and protein content of
leaves were measured. Inoculations with isolates effected the growth parameters of chickpea
significantly (p<0,05). Most effective strains on root and shoot lengths, dry weight and protein
contents of leaves were AS-8; AS-10; AS-2 and AS-13, respectively. The results showed that
microbial inoculation of seeds with our isolates may substitute costly Nitrogen-Phosphate

fertilizer in chicpea production.

2012, 73 pages

Keywords: Plant growth promoting bacteria, biofertilizer, bioinoculant, chickpea.
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1. GIRIS

1.1. Bitki Gelisimini Tesvik Edici Bakteriler

Toprak c¢ok sayida ve cesitlilikte mikroorganizma topluluklarini igerir. Bu
mikroorganizma gruplar1 igerisinde bitki kokleri ile iligkili olan bakteriler yer alir.
Yogun mikrobiyal etkinligin oldugu bir bdlge olan bitki rizosferinde yasayan
mikroorganizmalar, bitki biiylimesini tesvik ederler. Bu bakterilerin bitki kokleri ile
etkilesimleri goz Oniine alindiginda bir kisminin yararli bir kismmin zararh etkide
bulundugu goriilmektedir. Yararli etkide bulunan bu bakterilerin bazilar1 bitkilerde
gelismeyi uyaric1 veya biyokontrol ajani gibi rol oynayarak ya da her iki sekilde de
davranarak bitkilere yararli etkide bulunurlar (Romerio 2000). Bu bakteriler dilimizde
“Bitki Gelisimini Uyaran Kok Bakterileri’’, Ingilizce kaynaklarda ise ‘‘Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR)’’ olarak isimlendirilmektedir. Bu terim ilk kez 1978
yilinda kullanilmistir (Kleopper and Schroth 1978). PGPR terimi disinda baska terimler
de kullanilmaktadir. Cin’de bitki gelisimini uyaran kok bakterileri icin Ingilizce ‘*Yield
Increasing Bacteria’’ sézciiklerinin bas harflerinden olusan YIB terimi kullanilmaktadir
(Chen et al. 1996). Birtakim ¢alismalarda da bitki gelisimini uyaran bakteriler anlamima
gelen ‘‘Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)’’ terimi tercih edilmektedir (Bashan
et al. 2000).

PGPR’ler hem bitki gelisimini diizenleyici, hem de kok patojenlerini baskilayici
etkileriyle dikkat ¢ekerler (Kloepper 1993; Lucas et al. 2000; Lemanceau et al. 2000;
Parmar and Dudarwal 2000). Ancak bu iki yararli etkiyi birbirinden ayirmanimn kolay
olmadig, her iki olaym da birbiriyle etkilesim i¢inde oldugu vurgulanmaktadir (Chen et

al. 1996).



1.2. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bashca Bakteriler

Bugiin diinyanin pek c¢ok iilkesinde, bitki gelisimini tesvik eden ve biyolojik giibre
olarak kullanilan baslica bakteri cinslerinin; Azospirillum, Azotobacter, Agrobacterium,
Acetobacter, Aereobacter, Alcaligenes, Artrobacter, Acinetobacter, Achromobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium, Chromatium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Herbaspirillum, Klebsiella, Microccocus, Paenibacillus,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprillum, Serratia ve Xanthomonas
oldugu goriilmektedir (Cakmake1 2005 a, b; Cakmake1 ve Erdogan 2008). Ulkemizde en
cok calisilan tiirler, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas ve Azospirillum cinslerine
aittir (Cakmake1 vd 2006a, b; 2007 a, b; 2008 a, b). Bunlardan Pseudomonas ve Bacillus
cinslerine ait tiirler patojenleri baskilayici 6zellikleriyle, Rhizobium, Azotobacter ve
Azosprillum cinslerine ait tiirler ise azot baglayict Ozellileriyle PGPR’nin en cok

caligilan tiirleridir.

1.3. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bakterilerin Etki Mekanizmalar

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler iki grupta smiflandirilir. Ilk grup besin
elementlerinin alimini kolaylastirarak veya bitkisel gelisime yardimei salgi maddelerini
iireterek dogrudan bitki gelisimini tesvik eder. Ikinci grup ise bitki patojenlerinin zararli

etkilerinin azaltilmasini saglar ve boylece dolayli olarak bitki gelisimini tesvik eder.

Bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin oksin, giberellin ve etilen gibi bitkisel
hormonlar1 {iretebildigi (Cakmake¢1 vd 2006a, b; Aslantas vd 2007), serbest veya
simbiyotik olarak N fikse ettigi (Sahin vd 2004; Cakmakc¢t vd 2007a, b), bitki enzim
aktivitesini arttirdig1 (Cakmake1 vd 2007a, 2009a), mineral fosfat1 ve demiri ¢ozebildigi
ve organik fosfat ve diger besin elementlerini mineralize ettigi (Canbolat vd 2006a,
Cakmake¢1 vd 2006a); tuz stresinin bitki gelismesi ve beslenmesi iizerine olumsuz
etkilerini azalttig1 (Yildirim vd 2008); vitamin tiretimi, siderefor, antibiyotik, enzim ve

fungusit bilesikler sentezleyerek veya rekabet gibi mekanizmalarla patojenlere karsi



antagonistik etki gosterdigi (Kotan ve Sahin 2002; Esitken vd 2003; Ozaktan ve Bora
2006; Akgtil ve Mirik 2008) kaydedilmektedir.

1.4. Azot Fiksasyonu

Molekiiler azot diinya atmosferinin en 6nemli bilesenidir ve atmosfer, azotun tiikenmez
ve sinirsiz kaynagidir. Azot elementi tiim hayat formlarmin temelini olusturan niikleik
asit ve protein gibi bilesiklerin temel yapi tasidir. Ancak yiiksek bitkiler azottan
dogrudan yararlanamazlar. Yararlanabilmesi icin atmosfer azotunun (N,) Oncelikle
yiikseltgenerek nitrat (NOj;) azotuna ya da indirgenerek amonyak (NH;3) azotuna
doniistiiriilmesi gerekir. Atmosferdeki N, gazmin, toprakta serbest ve simbiyotik
yasayan ve nitrogenaz enzimine sahip olan mikroorganizmalar tarafindan NHj’e
indirgenerek topraga baglanmasi olayma biyolojik azot fiksasyonu denir (Taiz and

Zeiger 1991; Salisbury and Ross 1992; Algur ve Ogiitcii 2000).

Azot fiksasyonu serbest ve simbiyotik olmak iizere ikiye ayrilir. Simbiyotik azot
fiksasyonu mikroorganizmalarla bitki kokleri arasinda simbiyotik bir iligki ile
gergeklesir. Bunun en karakteristik ornegini baklagiller ile bunlarin kdklerinde nodiil

olusturan Rhizobium bakterileri arasindaki iliski olusturur.

Serbest azot fiksasyonu, bitki kokleri ¢evresinde yasayan bazi bakteriler tarafindan
gergeklestirilir. Bu yolla yilda 1-5 kg-ha N fikse edildigi belirtilmektedir. izotopik '°N
tekniklerinin gelismesinden sonra, degisik ortamlarda ¢ok sayida bakterinin azot fikse
ettigi tespit edilmis, ancak bunlardan sadece Azofobacter, Bacillus ve Azosprillum
cinslerine ait bazi tiirler biyogiibre olarak tarimda kullanilmistir (Alcamo 1996; Kantar
1997; Kantar vd 1999; Algur ve Ogiit¢ii 2000). Simbiyotik azot fiksasyonu ise
baklagillerin koklerinde simbiyotik yasayan Rhizobium cinsine mensup bakteriler

tarafindan gergeklestirilmektedir.

Rhizobium baklagil iligkisi kemotaksis ile baslar. Rhizobium tiirleri peritrik kamgilar1

sayesinde kimyasal gradiente dogru hareket edebilirler. Rizosferde koloni olusumunu



yoneten amino asit, karboksilik asit ve fenolik bilesikler gibi bircok kimyasal cezbedici

(kemoatraktan) maddeler vardir.

Rhizobium—baklagil simbiyozunda kemotaksisi tutunma izlemektedir. Her bir baklagil
bitkisinin 6zel bir Rhizobium tiiriinii kabul ettigi goriliir. Bu enfeksiyon olaymnda ilk
olarak bakterilerin bitki kokii yiizeyine yapismasi gerekmektedir. Bakterinin bitkiyi
tanimasi, bakteri hiicre duvar1 polisakkaritleri ile bitki hiicre duvarmin lektin molekiili
arasindaki interaksiyona baghdir. Lektin molekiili hem protein, hem karbohidrat
icermektedir. Bakterinin hiicre ¢eperindeki polisakkaritlerin lektin molekiilleri ile
interaksiyona girdigi noktada kok tiiylerinin hiicre ¢eperi igeriye dogru ¢cokmeye baglar
ve bakterileri igeren tiip, hiicreye dogru biiylir. Bu tiip, infeksiyon ipligi olarak
adlandirilir. Infeksiyona ugrayan hiicre zar1 siser ve igerisinde bakterilerin bulundugu
bakteroid ad1 verilen yuvarlak yapilar meydana gelir. Infeksiyon ipligi komsu hiicrenin
duvarina ulastigi zaman, hiicre ¢eperi ¢oker ve sonug¢ olarak kokiin korteksine
bakterileri tagir. Burada infeksiyon ipliginin ucu bozulur ve korteks hiicrelerine dogru
serbest hale gecerler. Bunu bakterilerin ¢ogalmasi izler ve bitki hiicrelerinde azot fikse
eden bakterilerle dolu hiicreler i¢eren nodiiller olusur (Schlegel 1986; Kadioglu 1998;
Algur ve Ogiit¢ii 2000).

Nodiillerin olusumunda Rhizobium tirleri tarafindan bitki biinyesinde sentezlettirilen
bitkisel hormonlarin etkili olduklar1 sanilmaktadir. Azot fiksasyonunun ilk sathasi olan
Ny’nin amonyuma doniisiimii, nodiilde gerceklesir. Bu olay bakterinin nitrogenaz
enzimi tarafindan katalizlenir ve havanin azotuna hidrojen ilavesi ile gerceklestirilir.
Normal sartlar altinda 1 mol azot fiksasyonu igin 6-20 mol ATP harcandigi

bilinmektedir (Salisbury and Ross 1992; Kadioglu 1998).

Azot fiksasyonu, bakteride bulunan Nif molekiilleri ile kontrol edilir. Son yillarda bu
genlerin azot fikse edemeyen yiiksek bitkilere asilanmasi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir

(Algur ve Ogiitcii 2000).



1.5. Bakterilerin Fosforlu Bilesikleri Coziicii Potansiyelleri

Bitkiler i¢in azottan sonra en 6nemli besin kaynaklarindan biri de fosfordur. Fosfor bitki
gelisimini smirlayan elementlerdendir. Toprakta, coziinebilir fosfor kaynaklar1 kit
oldugundan, tarimsal iiretimde verimi artirmak i¢in ¢Oziinebilir fosfor kaynaklarini
iceren giibrelere ihtiyag vardir. Toprakta bulunan bir takim bakteriler, topraktaki bu
kullanilamayan fosforu cozerek bitkiler tarafindan kullamilabilir forma doniistiiriir.
Mikroorganizmalar, dogal P dongiisiinde baslica etkendir. Bakteriler; trikalsiyum fosfat,
dikalsiyum fosfat, kaya fosfati ve hidroksi apatit gibi suda ¢6ziinemeyen fosfor
kaynaklarmni ¢ozilinlir hale getirmektedir (Goldstein 1986, 1995). Mineral fosfatlarin
cOziinlirliiglinde mikroorganizmalarca iiretilen organik asitlerin temel mekanizma
oldugu kabul edilmektedir (Leyval and Berthelin 1989; Salih vd 1989; Hadler et al.
1990). Mikroorganizmalarin inorganik fosfat materyalini ¢6zebildigi (Jones and Darrah
1994; Nautiyal et al. 2000) ve ¢oziinmede organik metabolitlerin 6nemli rol oynadigi
(Kucey et al. 1989; Gadd 1999; Kumar and Narula 1999; Vassileva et al. 2000;
Whitelaw 2000) bilinmektedir. Bu sayede bitki veriminde artislar meydana gelir.
Mikroorganizmalarin fosforlu bilesikleri ¢oziicii 6zelligi salgiladiklar1 organik
asitlerden kaynaklanir. Bu sayede toprak pH’s1 diismekte ve fosforlu bilesiklerin

cOziinlirliigii artmaktadir (Seshadri ef al. 2000; Antoun 2003).

1.6. Bitki Biiyiimesini Diizenleyici Maddelerin Uretimi

Kok bakterilerinin bitki gelisimi iizerindeki etkilerinden biri de onlarin bitki biiylimesini
diizenleyen maddeleri iiretmeleri yoluyla ger¢eklesmektedir. IAA ve etilen bu konuda

on plandadir.

Indol-3-asetik asit (IAA) ilk olarak 1885 yilinda Salkowski tarafindan fermentasyon
ortaminda bulunmustur (Anonymous 2003a). Yapilan arastirmalarda; IAA’nin
bitkilerde hiicre uzamasimi tesvik ettigi, floem ve ksilemin farklilagmasini sagladigi,
yaprak yaslanmasini geciktirdigi ve ¢icek gelisimini arttirdig1 saptanmistir (Anonymous

2003a).



Rizosferden izole edilen kok bakterilerinin %80’inin bitki gelismesini diizenleyen [AA
iirettikleri tahmin edilmektedir. Bu bakteriler arasinda Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola ve Pseudomonas syringae gibi
patojenlerin yaninda Azotobacter, Pseudomonas, Azosprillium, Rhizobium, Bacillus ve
Enterobacter gibi bitki gelisimini uyaran bakterilerin bulundugu genuslar da yer

almaktadir (Patten and Glick 2000).

Kok bakterileri tarafindan iiretilen diger bir bitki biiyliimesini diizenleyici madde de

etilendir.

1.7. ACC (1-amino siklopropan-1-karboksilik asit) Deaminaz Aktivitesine Sahip
Bakteriler

Bitki biiylimesi bir¢ok biyotik ve abiyotik stres faktorii ile inhibe edilmektedir. Bu stres
faktorlerinden baslicalary; yiiksek sicaklik, asir1 1sik, kuraklik, fazla su, toksik metal
birikimi, organik kirletici birikimi, radyasyon, yaralanma, bocek parazitligi, asir1 tuz ve
viral bakterial ve fungal patojenlere maruziyet olarak sayilabilir (Abeles et al. 1992). Bu
stres faktorlerinin varhigi, bitki bliylimesini geriletir. Cesitli toprak mikroorganizmalari,
bitkilerin bu stres faktorlerinden daha az zarar gormesine yol acan aktiviteler
gosterebilirler. Bu olay ¢esitli yollarla gerceklesir ki bu yollardan bazilari; 1) Azot,
fosfor veya demir gibi besinlerin topraktaki alinabilir formlarini arttirmak, 2)
Patojenlerin cogalmasini 6nlemek, 3) Dogrudan bitki biiylimesini stimiile eden oksin ve
sitokinin gibi hormonlar iiretmek ve 4) Etilen gibi stres sartlarinda {iretilerek bitki
biiylimesine ket vuran maddelerin biyosentezini engellemek seklinde siralanabilir (Glick

1995; Glick et al. 1999).

Bitkiler stres sartlarina maruz kaldiklarinda stres etileni olarak bilinen maddeyi tiretirler.
Cesitli bitkiler strese karsi farkl tepkiler (cevaplar) verir. Etilen ve diger bitki
hormonlar1 arasinda kompleks bir etkilesim ag1 vardir ve bitkiden bitkiye degisiklik
gosterir. Dolayisiyla bitkilerin stres sartlarinda tirettigi stres etileni ve onun etki

mekanizmas1 hakkinda tek bir model sunmak giictiir. Calismalar, farkli stres sartlarinda



iiretilen etilenin normal biyosentez yolu ile sentezlendigini gostermistir. Bu sentez
yoluna gore, metionin amino asiti etilenin 6ncli maddesidir. Metioninin etilene

doniisiimiinde rol oynayan ara bilesik ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit)’dir.

ACC deaminaz enzimi, ACC’nin amonyak ve a ketobiitirata ayrigmasini katalizleyen
enzim olup ilk olarak 1978 yilinda kesfedilmistir (Honma and Shimomura 1978). Bu
enzim bir¢ok bakteri ve fungus tarafindan sentezlenmektedir (Klee ef al. 1991; Glick et
al. 1995; Bernard et al. 2007). Bu tiirlerin birgogundan ACC deaminaz geni izole
edilerek ozelikleri belirlenmistir. Ozellikle toprak bakterilerinden Azosprillum,
Rhizobium, Agrobacterium, Achromobacter, Burkholderia, Ralstonia, Pseudomonas ve
Enterobacter cinslerine ait tiirlerin bu enzim bakimindan aktif olduklar1 da
kaydedilmektedir (Blaha et al. 2006). Bitki biliylimesini tesvik edici 6zellikte olan bu
bakterilerin,  biiylimeye  katkilarini, etilen  miktarin1  azaltmak  suretiyle
gerceklestirdikleri, normal sartlarda bakteri hiicrelerinde az ve inaktif olan bu enzimin,
bitki dokular1 ile temas noktalarinda ACC maddesi ile indiiklenerek c¢ogaldigi ve

aktivite kazandig1 ifade edilmektedir (Glick ef al. 1998).

1.8. Biyogiibre Nedir?

Biyogiibreler; kok, tohum ve topraga uygulanarak, bitki biiylimesini ve mikroflorasini
tyilestirebilen faydalt mikroorganizmalardan olusturulmus canli preparasyonlardir. Bu
preparasyonlar, bitki yiizeyi ve topraga uygulandiginda atmosferik azotu fikse edebilen,
organik ve inorganik kaynaklardan mineral elementlerin alinabilirligini arttrmak veya
sekonder metabolit liretmek suretiyle bitkisel gelismeyi tesvik eden; rizosferde kolonize
olabilen veya bitki dokularma girebilen, canli mikroorganizmalardan olusan
materyallerdir. Artan diinya niifusuna karsilik yogunlasan tarim, asir1 giibre kullanimini
gerekli kilmakta ve bdylece bu islemde c¢evresel problemlere ve dogal kaynaklarin
tiikkenmesine yol agmaktadir. Yiiksek verimli iirlin i¢in birim alana daha fazla giibre
uygulanmasi yerine, biyogiibre kullanimi ile organik ve inorganik giibrelerin kullanimi

saglanmalidir. Bitkisel {iretimde verimliligin arttirilmasi, topraklarin fiziksel ve



kimyasal yapisinin iyilestirilmesi, insan saglhiginin korunmasi ve cevre kirliliginin

onlenmesi i¢in biyogiibrelerin gerekli oldugu bilinmektedir.

Gilibre uygulamasini en aza indirmek, bitki gelisimini ve beslenmesini maksimum
diizeye ¢ikarmak amaciyla rizosferden se¢ilmis farkli mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda biyogiibrelemenin kapsami genislemis, serbest
yasayan, bitkisel gelisimi tesvik eden, biyolojik savas ajani olan ve biyogiibre olarak
kullanilan bitki biiylimesini tesvik eden mikroorganizmalar (PGPR) kullanilmaya

baslanmustir.

Son yillarda bitkisel gelismeyi tesvik edici ve arttirict Rhizobium, Azotobacter, Bacillus,
Azosprillium, Pseudomonas, Enterobacter, Klesiella ve Staphylococcus gibi bakterilerin
biyogiibre olarak kullanimi {izerine arastirmalar yapilmakta ve olumlu sonuglar
almmaktadir (Kaiser 1995; Srinivasan ef al. 1996; Bashan and Holguin 1997; Sudhakar
et al. 2000; Cakmakc12002).

Mikroorganizmalarin biyogiibre olarak kullanilmasmin pek c¢ok faydasi vardir.
Biyogiibre daha ucuzdur, bitkilere toksik etki gdstermez, yer alt1 sularm kirletmez ve

toprak asitligini arttirmaz.

Biyogiibrelerin bitki gelisimi iizerindeki en belirgin 6zellikleri simbiyotik ve non-
simbiyotik azot fiksasyonu, toprak kokenli hastaliklarin biyolojik kontrolii, bitki besin
elementlerini mobil hale getirilmesi ve bitki gelisimini uyarict maddelerin

salgilanmasidir (Lucy et al. 2004).

1.9. Nohut Bitkisinin Ulkemiz Tarimsal Uretimindeki Yeri ve Onemi

Diinya’da ve iilkemizde artan diinya niifusuna oranla protein kaynaklarmin azalmasi
tahil proteinlerinden ¢ofgunun bazi aminoasitleri igermemesi ve hayvansal kaynakli
proteinlerin pahali olusu protein bakimindan zengin olan kuru baklagillerin degerini

arttrmustir. Diger taraftan kuru baklagillerin tohumlarinin yiiksek protein icerigine sahip



oldugu, A, B ve D vitaminleri bakimindan zengin olduklar1 da belirtilmektedir. Sehirali
(1988), baklagil kalitesinde birinci faktoriin protein muhtevasi oldugunu belirtmekte ve
nohut bitkisinin %20-25 diizeyindeki protein oraniyla diger baklagillere gore daha
besleyici oldugunu kaydetmektedir.

Nohut iilkemizin 6nemli ihrag¢ triinlerinden biri olup halen 625 bin hektar alanda
ekilmekte ve 560 bin ton civarinda iiretilmektedir (Anonim 2000). Ulkemizin nohut
iiretiminde diinya iilkeleri arasinda, ekim alanlar1 bakimindan 3. , iiretim bakimindan 2.
, thracatta ise 1. sirada oldugu, 2015 yili itibariyla hedeflenen ekim alani biiyiikliigiiniin
1,7 milyon hektar, tiretimi ise 1,7 milyon ton oldugu da kaydedilmistir (Sehirali vd

1995).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bitki gelisimini tesvik edici bakterilerle ilgili calismalar son yillarda artis gostermistir.
Asagida azot fiksasyonu yapan, fosfat parcalayan ve ACC (1-aminosiklopropan-1-
karboksilik asit) deaminaz aktivitesine sahip ve biyogiibre olusturan bakterilerle ilgili

bazi ¢alismalar 6zetlenmistir.

Giirblizer (1980) tarafindan yapilan bir ¢alismada; mercimek bitkisine azot baglama
ozelligi gosteren 9 R. leguminasarum susu izole edilerek asilama yapilmistir. Asilama
sonucunda {iriin veriminin, dekara 4 kg azotlu giibreleme ile ayn1 diizeyde oldugu

belirlenmistir.

Azcon et al. (1976) tarafindan yapilan bir calismada; invitro sartlarda fosfat kayasi
cozebilen ve bitki biiylimesini diizenleyici maddeler salgilayan iki bakteri susu ile
vesikiiler arbuskiiler mikorizal fungi arasindaki iligkiler karsilastirilmigtir. Bakteriler
birlikte ve ayr1 ayr1 bitkiye agilanmistir. Sonugta, mikroorganizmalarla inokule edilmis
bitkilerin, her iki durumda da fosfat kayasi ilave edilmis topraklarda kontrole gére daha

fazla fosfat algiladiklar1 belirlenmistir.

Rennie and Dubetz (1986) tarafindan yapilan bir calismada; R. leguminasarum
kiiltiirleri ile mercimek bitkisine asilama yapmislardir. Asili bitkilerin asisiz bitkilere

gore tespit ettikleri azot miktarlarinda artislar oldugunu kaydetmislerdir.

Matos and Schréder (1988) tarafindan yapilan bir ¢aligmada; 176 A22 straininin, N’li
kontroller ve inokulasyon yapilmamis kontrollere oranla N fikse etme yetenegini
arastrmiglar ve bu arastirma sonucunda inokulasyonun yapildigi denemelerde; bitki

kuru agirliginda, %N ve nodiilasyonda 6nemli farkliliklar oldugunu saptamislardir.

Beck (1992), 8 nohut ve 2 bakteri susu kullanarak sera ve tarla sartlarinda azot

fiksasyonu lizerine ¢esit—sus interaksiyonun etkilerini arastiran bir ¢aligma yiirtitmiistiir.
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Sera sartlarinda siirgiin kuru agirlig1 ve azot icerigi lizerine cesit, sus ve bu iki faktoriin
interaksiyonunun 6nemli derecede etkili oldugu sonucuna varmustir. Tarla sartlarinda ise
bu iki susun etkinligini azotlu ve azotsuz kontrol parselleriyle test etmistir. Her iki
bakteri susuyla yapilan asilamanm fikse edilen azot miktarmi arttirdigi ve cesit—sus

interaksiyonunun azot fiksasyonunu 6nemli derecede etkiledigini bulmustur.

Rice et al. (1995) tarafindan yapilan bir calismada; Penicillium bilaii ve Rhizobium
meliloti tiirlerini turbo topragi igerisine aktararak fosfat ¢oziiniirliigii yoluyla bazi

bitkilerin fosfat alimin1 arttiran bir biyogiibre elde etmislerdir.

Grupta and Namdeo (1996) tarafindan yapilan bir calismada; Rhizobium rkimin etkinligi
azotsuz ve azot uygulanmis parsellerde test edilmistir. Azot uygulamasi, bitki basina

diisen nodiil sayis1 ve nodiil kuru agirligini1 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

Cakmakct vd (1999) tarafindan yapilan bir calismada; azot fikse eden (Bacillus
polymyxa) ve fosfat ¢ozebilen (Bacillus megaterium var. phosphaticum) bakteriler,
seker pancart (cv. Sonja) ve arpa (cv. Tokak) tohumlarma asilanarak verim
parametreleri karsilastirilmistir. Calisma sera sartlarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmalar
sonucunda; Bacillus polymyxa’nin daha etkili bir sus oldugu ve ikili agilamalarda

verimde %19,0 ve %25,9 artis sagladig1 gézlemlenmistir.

Metha and Nautiyal (2001) tarafindan yapilan bir calismada; fosfat ¢6ziicli bakterilerin
se¢imi i¢cin brom fenol mavisi i¢eren besiyeri kullanilmig ve bu sayede fosfat ¢oziicii
bakterilerin nitel bir gozleme dayali olarak cabucak sec¢ilmelerinin miimkiin oldugu

gosterilmistir.

Peix et al. (2001), Mesorhizobium mediterraneum’un bir susunun nohut ve arpa
bitkilerindeki fosfor icerigini ve bitki gelisimini artirma 06zelligi olup olmadigim
saptamak i¢in fosfatsiz ve fosfath toprakta calismalar yapmislardir. Topraga PECA21
izolat1 ile birlikte trikalsiyum fosfat ilavesinin verimde Onemli artisa yol agtigini

kaydetmislerdir. PECA21 wki ile asilanmis ve c¢oziinmeyen fosfat uygulanan



12

topraklarda gelisen nohutun ve arpanin fosfor iceriginin %100 ile %125 arasinda 6nemli
bir sekilde artis gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica, yapilan ¢alismada bitkide kuru
madde, azot, potasyum, kalsiyum ve magnezyum igeriginin ¢6ziinmez fosfat katilmis ve

bakteri asilanmis toprakta 6nemli derecede artis gosterdigini kaydetmislerdir.

Jakobs et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada; bir fungus tiirii ile trikalsiyum
fosfatin Ca3z(PO;)s ¢Oziinmesi i¢in, besiyerinde bulunan glikozun belli bir
konsantrasyonda olmasi gerektigini belirlemislerdir. Glikoz miktar1 belli bir diizeyin
altina distliglinde organik asit iiretimi ve Caz(PO;)s c¢Oziiniirliigiiniin de durdugu

bulunmustur.

Cakmaket et al. (2007) tarafindan yapilan bir calismada; azot fikseri olan Bacillus
licheniformis RCO02, Rhodobacter capsulatus RC04, Paenibacillus polymyxa RCOS,
Pseodomonas putida RCO06, Bacillus OSU-142 ve fosfat ¢oziici olan Bacillus
megaterium RCO1 ve Bacillus M-13 bakterilerinin sera sartlarinda N ve P giibresi ile
karsilagtirmali olarak arpa bitkisinin gelisimi {lizerine olan ekisi test edilmistir. Bu
bakterilerden iigliniin fosfat ¢6zebildigi, altisinin indol asetik asit iirettigi ve tiim
izolatlarin azot fikse ettigi ve arpa gelisimini tesvik ettigi belirlenmistir. Toprakta en
yiliksek NO3z-N miktar1 Bacillus OSU-142 asilamasinda elde edilmistir. Bitki gelisimini
tesvik edici bakteri asilamalar1 ile arpa kok agirhigr %17,9-32,1, govde agirhigr ise
%28,8-54,2 oraninda artmistir. Azot fikse eden bakterilerle yapilan asilamalar sonucu
arpa N, Fe, Mn ve Zn alimini arttirmis ve bakterilerce hormon {iretiminin bitkisel
gelisimi tesvik edici mekanizmalardan biri oldugu belirlenmistir. Bu calismada; Bacillus
OSU-142 ve Bacillus M—13, Paenibacillus polymyxa RC05, Pseodomonas putida
RCO06 ve Rhodobacter capsulatus RC04 izolatlarmin tarimda kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

Ogiitcii et al. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Erzurum ydresinde diisiik
sicakliga sahip ve yiiksek rakimli (2000-2500 m) alanlardaki yabani nohut (Cicer
anatolicum) bitkilerinden, toplam 21 Rhizobium leguminosarum subsp. ciceri susu

simbiyotik etkinligin belirlenmesi amaciyla izole edilmistir. izolatlarla asilanmis nohut
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tohumlari, icerisinde steril kum bulunan saksilara ekilerek; saksilar diisiik (15°C
glindiiz/9°C gece) ve normal (25°C giindiiz/22°C gece) sicaklik kosullarma sahip bitki
biiylitme kabinlerine yerlestirilmistir. Normal sicaklik kosullarindaki izolatlarin tamama,
diisiik sicaklik kosullarindaki izolatlarin ise sekiz tanesi nodiil olusturmustur. Nodiil
olusturan izolatlarda genellikle bitki kuru agirlig1 ile toplam azot igerigi artmistir. Bu da
bitkiye azot sagladiklarinin gostergesidir. Bu izolatlarin bitki kuru agirligi, toplam azot
icerigi, fikse edilen azot miktar1 ve simbiyotik etkinlikleri dikkate alindiginda, 25°C
gilindiiz/22°C gece sicaklik kosullarinda yedi, 15°C giindiiz/9°C gece sicaklik
kosullarinda ise dort izolatin iyi bir performans gosterdigi ortaya konulmustur. Bu
sonuglar, yabani nohut bitkilerinden elde edilen etkili izolatlarin, nohutta asilama

materyali olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu géstermistir.

Rajeshkumar et al. (2009) tarafindan yapilan bir calismada; arbuskular mikorizal
mantarlardan Glomus geosporum, azot fikse eden bakterilerden Azotobacter
chroococcum ve mycoryhiza yardimci bakterilerden Bacillus coagulans, arasmdaki
etkilesimi ve bunlardan hazirlanan inokulantin Melia azedarach L. fidelerinin bliylime
ve beslenmesi tizerine etkilerini sera sartlarinda arastirmistir. M. azedarach fidelerine G.
geosporum, A. chroococcum ve B. coagulans mikroorganizmalarmm {icli
inokulasyonlarmm bitki biyomasimi, N, P, Zn ve Cu alimini, kalite indeksini maksimum
diizeyde artirdigi gézlemlenmistir. Ayrica kontrol bitkisi ile mukayese edildiginde bu
bitkilerin kok zonlarinda mikorizal kok kolonizasyonu ve spor sayisinda artis
gozlemlenmistir. Mikroorganizmalar ile inokule edilen bitkiler ile kontrol bitkileri
arasinda yapilan mukayese sonucu bakteri inokule edilmis bitkilerin fosfataz,
dehidrojenaz gibi enzim aktviteleri olduk¢a yiiksek bulunmustur. M. azedarach
bitkisinin seralarda sagliklt ve en giizel sekilde yetistirilmesinde G. geosporum+A.
chroococcum+B. coagulans organizmalarin {icli kombinasyonlarmm en uygun

mikrobiyal karisim oldugu sonucuna varilmistir.

Khan et al. (2010) tarafindan yapilan bir calismada; Azotobacter ve Azosprillum
bakterileri ve bu bakterilerin kombinasyonlarinin Brassica juncea cv. bitkisinde, verim

iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bakteriler tekli ve ikili kombinasyonlar halinde
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uygulanmistir. Gerek tekli, gerekse kombine uygulamalarda verimde artislar
kaydedilmistir. Ayrica, her iki bakterinin yarim doz kombinasyonu ile yapilan
uygulamanin ayr1 ayr1 yapilan uygulamasia oranla bitki gelisimi ve verimi i¢in en iyi

sonug verdigi kanitlanmastir.

Ogiitcii et al. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada; ¢ok yillik yabani nohut (Cicer
anatolicum) bitkilerinden izole edilen Rhizobium leguminosarum bv. ciceri suslarinin
simbiyotik etkinlikleri tuzlu sartlarda standart bakteri kiiltiirii, azot uygulamasi ve asisiz
kontrolle kiyaslamali olarak test edilmistir. Calismada dort farkli sus (DN1, DN7, TN3
ve TN4) kullanilmistir. Suslarla asilanmis nohut (Cicer arietinum L1.) tohumlari
saksilara ekilerek farkli tuz seviyelerinde (0,50 ve 100 mM NaCl) yetistirilmislerdir.
Kok ve siirglin kuru agirligi, kok/stirgiin orani, nodul sayisi ve kuru agirhigi, bitki
klorofil ve azot igerigi, toplam ve fikse edilen azot miktar1 tuz miktarindaki artigla
azalmistir. Tuzlu sartlarda, Ozellikle 50 mM NaCl uygulamasinda, DN7, TN4 ve
standart bakteri kiiltiirii ile asilanan bitkiler, DN1 ve TN3 ile asilanan bitkilere gore
daha yiiksek siirgiin kuru agirligi, nodul kuru agirlhigi, toplam ve fikse edilen azot
miktarina sahip olmuslardir. Bu ¢alisma, yabani nohut bitkilerinden izole edilen
Rhizobium leguminosarum bv. ciceri suslar1 ile yapilan asilamalarm, nohudun tuzlu

sartlardaki gelisim ve dayanikliligini arttirabilecegini géstermistir.

Minaxi et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Bacillus sp. cinsine ait RM-2
isimli bakteri izolat1 kullanilmistir. Yar1 kurak c¢ollerde, siirdiiriilebilir tarim ig¢in
biyoinokulant olarak kullanilan bu bakterinin bitki gelisimini tesvik edici 6zelligi tarla
ve sera ortaminda test edilmistir. Bu izolatin P ¢d6zme, ACC deaminaz aktivitesi,
antifungal aktivite, amonyak ve IAA iretimi gibi pek c¢ok yararli 6zelligi tespit
edilmistir. {zolat boriilce bitkisinde denenmis; bu bitkide biiyiime ve besin alimi {izerine
onemli etkiler yapmistir. RM-2 susu ile asilanmis tohumlarda, Ozellikle tohum
cimlenmesinde artig, kok uzunlugu, taze agirlik ve kuru agirlik ve yaprak alaninda artis
gozlenmistir. Verim parametreleri sakst denemeleri ve kontrol gruplart ile
karsilastirildiginda RM—2 susunun, boriilce bitkisinin gelisiminde rol oynayan yararli

bakterilere bir 6rnek olusturdugu sonucuna varilmaistir.
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Piromyou et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢calismada; biyogiibre olarak rol oynayan
bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin misir (Zea mays) iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Bu arastirmalar i¢in Pseudomonas sp. SUT 19 ve Brevibacillus sp. SUT
47 bakterileri kullanilmistir. Denemeler sera ve tarla ortaminda organik giibrelerle
mukayeseli olarak yiiriitiilmiistiir. Denemeler sonucunda PGPR’nin tiim muamelelere

kiyasla en 1y1 sonucu verdigi gézlemlenmistir.

I-Aminosiklopropan-1-karboksilik asit deaminaz (ACC deaminaz) bitki hormonu olan
etilenin Ooncii maddesini pargalamaktadir. Bir¢ok toprak bakterisi ACC deaminaz
aktivitesine sahiptir. Bitki biiylimesini tesvik ettigi bilinen bazi Rhizobacter tiirleri de
ACC deaminaz liretebilmektedir. Contesto ef al. (2007) tarafindan etilenin sinyal yoluna
katilimini arastirmak i¢in yapilan bir calismada; model bitki olarak Arabidopsis thaliana
kullanmigtir.  Dort  Rhizobacter  (Phyllobacterium  brassicacearum — STM196,
Pseudomonas putida UW4, Rhizobium leguminosarum bv. viciae 128C53K,
Mesorhizobium loti MAFF303099) ve onlarm ACC deaminaz aktivitesi olmayan
mutantlar1 ile indiiklenen kok yapis1 ve uzunlugundaki degisiklikler karsilastirilmistir.
Tim mutantlar lateral kok gelisiminde ayni degisiklere yol actiklar1 halde ACC
deaminaz aktivitesine sahip mutant suslar ile yapilan inokulantlarin kok tiiyleri ACC
deaminaz aktivitesine sahip olmayan suslarla yapilan inokulantlarin kok tiiylerine gore

anlamli derecede iyi oldugu gézlemlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Bakterilerin izolasyon ve saflagtirma islemlerinde kullanilan nutrient agar (NA), nutrient
broth (NB), tryptone soy agar (TSA) gibi genel besiyerleri, OXOID, FLUKA, MERCK
ve SIGMA firmalarmdan temin edilmistir. Azot fikse eden bakterilerin belirlenmesi igin
Mannitol Agar kullanilmistir (Rao 1977). Mikrobiyal yolla ¢oziinen inorganik fosfat
miktarmin kalitatif olarak belirlenmesi icin NBRIP-BPB (Brom fenol mavisi ilaveli
National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium) besiyerinin
modifiye edilmesi sonucu elde edilen siv1 besiyerleri kullanilmistir (Mehta and Nautiyal

2000).

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup MERCK firmasindan

saglanmigtir.

3.1.2. Bitki kok ve rizosfer topragi érneklerinin alinmasi

Calismada kullanilacak bakterilerin izolasyonu i¢in Ekim-Kasim 2010 tarihleri arasinda
Erzurum (Kampiis i¢i, Bolge Arastirma Hastanesi yani, Veterinerlik Fakiiltesi ve Su
Uriinleri Boliimii yani, Ilica Sehitlik yan1 ve Palandéken Dagi Kent Orman’1), Kirsehir
(Kervansaray Dag1, Karincali Koyii Baranli Dagi ve Cigekdagi ilgesinden) sehirlerinden
cesitli bitki rizosfer toprak Ornekleri alinmis ve plastik posetler igerisine almarak
laboratuvara tasman Orneklerden, uygun vasatlara ekimler yapilarak izolasyon islemi

baslatilmistir.
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3.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar:

Saf su iiretme cihazi
Buzdolab1
Calkalamal1 inkiibator
Vorteks

Hassas terazi
Otoklav

Inkiibator

Manyetik karistiric
Spektrofotometre
pH metre

Steril kabin
Elektrikli mikroskop

: Niive NS 112

: Argelik, TURKIYE, 8190NF

: Zhicheng, CHINA, ZHWY-200B
- IKA, U. S. A., MS2

: Denver, GERMANY, TP- 214

: Hirayama, JAPAN, HVE 50

: Memmert, GERMANY, INBE 410 1583
: Niive, TURKIYE, MK-418

: Shimadzu, JAPAN, RC 232C

: Hanna, PORTUGAL, HI 9321

: Esco, SINGAPORE, AC2-4E1

: Boeco BM—-180, Germany

3.1.4. Cahismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlamsi

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanma sekilleri asagida

verilmigtir:

1. Mannitol agar: Serbest azot fiksasyonu yapan bakterilerin izolasyonu i¢in Rao
(1977) Mannitol Agar besiyeri kullanilmigtir. Bu amagla, 20 g mannitol, 0,2 g K,POy,
0,2 g MgS0O,. 7TH,0, 0,2 g NaCl, 0,1 g K,PO4, 5 g CaCO; ve 15 g agar 1000 ml distile
su igerisine eklenerek manyetik karistiricida karistirilmis ve pH’s1 7,440,2°ye
ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmis ve karigim petrilere dokiilerek
katilasmaya birakilmistir.

2. %25’lik Gliserin: 25 ml steril distile su igerisine 25 ml gliserin ve 50 ml nutrient

broth eklendikten sonra karistirilarak ¢oziinmesi saglanmis ve 1’er ml’lik eppendorf

tiiplerinde muhafaza edilmistir.
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3. %3’liikk KOH cozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril distile su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir.

4. Kiristal violet ¢ozeltisi: 0,5 g kristal violet, 100 ml steril saf su icinde ¢oziilerek
hazirlanmstir.

5.%0,25 Safranin cozeltisi: 0,25 safranin, 100 ml steril saf su i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmstir.

6. Aseton-Alkol: 250 ml %95°lik etanol ve 250 ml saf aseton karistirilarak
hazirlanmstir.

7. Gram iyodu: 1 g iyot ve 2 g KI, 5 ml distile suda ¢oziilmiis, bu karigima 250 ml
distile su ve 60 ml %5°lik sodyum bikarbonat (NaHCO,) ilave edilerek hazirlanmistir.

8. Hoagland besiyeri: Saksi deneylerindeki bitkileri sulamak ve besinlerini temin
etmek i¢cin kullanilan Hoagland ¢ozeltisi, Hoagland i (1989) belirttigi formiile gore

hazirlanmis olup, besin igerigi asagida sunulmustur:

icerik 1000 ml icin
Makro Elementler

KNO; 1.0g
Ca(NOs), 05¢g
NH4H,PO4 025¢
MgSO4 05¢g
Mikro Elementler

H;BO; 0.003 g
MnCl, 0.0015 g
CuSOy4 0.0001 g
H,MoOg4 0.0001 g
C4HeOg 0.0006 g
FeSO4 0.0003 g
ZnSO4 0.0003 g

Yukaridaki elementler 1000 ml distile su icerisine katilarak manyetik karistirici

vasitastyla iyice ¢oziilmiis ve elde edilen ¢ozelti steril ortamlarda muhafaza edilmistir.
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9. NBRIP-BPB (Brom fenol mavisi ilaveli National Botanical Research Institute’s

phosphate growth medium) besiyeri:

icerik 1000 ml icin
Glikoz 10g
Caz(PO4), (Tr1 Kalsiyum Fosfat) 5¢g
MgCl,. 6H,O (Magnezyum Kloriir) S5¢g
MgSO4. 7H,0 (Magnezyum Siilfat) 025¢g
KCI (Potasyum Klortir) 02¢g
(NH4)2SO4 (Amonyum Siilfat) 0.1g
BPB (Brom fenol mavisi) 0.025 ¢

Bu ¢6zeltinin hazirlanisinda; 6nce yukaridaki elementler kaynama sicakligina getirilmis
olan 1000 ml distile su icerisine katilarak manyetik karistirict vasitasiyla iyice
cOzililmiistir. Daha sonra ¢ozelti pH’st 7’ye ayarlanip 121°C’de 30 dakika
otoklavlanarak steril edildikten sonra uygun isiya kadar sogutulup oda sicakliginda

muhafaza edilmistir. (Mehta and Nautiyal 2000).

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin (bakterilerin) izolasyonu ve saflastirilmasi

Daha oOnceden g¢esitli bitkilerin rizosfer bolgesinden alinan toprak ornekleri ile
laboratuvara getirilen bitki koklerine yapisik topraklar iyice karistirilip homojenize
edildikten sonra her birinden, 10"~10°"1ik seri diliisyonlar hazirlanmistir. Bu 6rneklerin
her birinden, daha 6nce hazirlanan mannitol agarli besiyeri iceren petrilere, yayma ekim
yontemi ile ekim yapilmistir. Petriler oda sicakliginda 2-4 giin siireyle inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda gelisen cok sayida bakteri kolonileri incelenerek,
belirgin morfolojik karakterlerine gore secildikten sonra nutrient agar igeren petri

plaklarina transfer edilmek suretiyle saflastirilmistir. Bu bakteriler, potansiyel azot
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baglayicilar olarak kabul edilmistir. Her birisine ayr1 bir kod numarasi verilmis,

gliserinli ortamlarda ve yatik agarlarda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Asetilen rediiksiyon testi

Izolatlarin nitrogenaz enzim aktiviteleri ‘‘asetilen rediiksiyon testi’’ ile belirlenmistir.
Bu amagla 7 ml kiiltiir stvis1 25 ml’lik serum siselerine konulmus ve 37°C’de 4 giin
siireyle plastik tikagh siselerde inkiibe edilmistir. Daha sonra, her bir siseye 1 ml
asetilen gazi1 enjekte edilmis ve ayni sartlarda 3 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 1 ml’lik 6rnekler siselerden almarak gaz kromatografisi
sistemine aktarimistir. Etilen konsantrasyonu ‘‘Schimadzu GC-17AAF, V3, 230V”
kromatografi cihazinda belirlenmistir. Tastyic1 gaz olarak helyum gazi kullanilmus,
kolon sicakligi 100°C’ye ayarlanmistir. Kolon akis hizi 1.40 olarak uygulanmistir
(Burlage et al. 1998).

3.2.3. inorganik fosfatin (tri kalsiyum fosfat) mikrobiyal yolla ¢6ziinmesinde etkili

olan mikroorganizmalarin kalitatif olarak belirlenmesi

Mannitol agarli besiyerinde gelisen saf bakteri kiiltiirlerinin her birinden, icerisinde
pH’s1 otoklav 6ncesi 7’ye ayarli 5 ml NBRIP-BPB bulunan tiiplere 25 mikrolitre
(yaklasik 0,5-1x10° CFU/ml) inokiilasyon yapilarak, calkalayicida 30°C’de ve 180
rpm’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, kontrol grubu tiiplerin
(inokiilim yapilmamus tiipler) orijinal mavi renklerinde herhangi bir a¢ilma olmadig1
halde, inokiiliim yapilan tiiplerin bazilarinda farkli derecelerde bir renk agilimi meydana
gelmis ve imorganik fosfat ortaminda lireyemeyenlerde ise kontrol grubunda oldugu gibi

herhangi bir renk degisimi olmamustir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. NBRIB- BPB besiyerine ekilen izolatlarin besiyeri renginde olusturdugu
degisikler.

Renginde acilma gozlenen sivi kiiltiirlerin herbirisi 5000 rpm’de 10 dakika siire ile
santrifiij edilerek bakteriler uzaklastirilmis, siipernatant saf su ile 1/3 oraninda
seyreltildikten sonra spektrofotometrede, 600 nm’de absorbans degerleri okunarak

kaydedilmistir (Aydogan 2004; Mehta and Nautiyal 2000).

3.2.4. izolatlarin tamisi - karakterizasyonu

3.2.4.a. Kiiltiirel, morfolojik ve biyokimyasal testler

Yapilan testler sonucunda inorganik fosfat ¢6zmede etkili olduklar1 belirlenen ve azot

fikse eden bakteri tiirlerinin baz1 kiiltiirel ve sitolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Kiiltiirel testler: Koloni morfolojisi: Saflastirilan bakteri kiiltiirlerinin her birinden
alman ornekler, ¢izgi ekimle tek koloni diisecek sekilde NA besiyerine transfer edilmis
ve 25°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen

kolonilerin sekilleri ve renkleri incelenmistir (Saygili 1995).
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Hiicre morfolojisi: Stoklardan alinan saf bakteri izolatlarinin 24 saatlik genc kiiltiirleri
gelistirilmis ve bu kiiltiirlerden preparatlar hazirlanmistir. Gram ve basit boyama
yontemleri ile boyanan preparatlar mikroskobun immersiyon objektifinde incelenerek
bakterilerin gram 0zelligine ve hiicre sekillerine (¢ubuk, yuvarlak, virgiil vs.) bakilmistir

(Saygili 1995).

Ayrica %3’liik KOH ¢ozeltisi kullanilarak yine bakterilerin gram 6zelligine bakilmis ve

basit boyama yontemi kullanilarak bakterilerin hiicre biiytikliikleri 6l¢iilmiistiir.

Hareketlilik testi: Saf bakteri izolatlarinin 24 saatlik kiiltlirlerinden alman 6rneklerin
hareketlilik testi, “yar1 kat1 besiyerinde iireme” ve “asili damlama preparat yontemi”
teknikleri ile gerceklestirilmistir (Gok and Martin 1993; Saygili 1995; Ugar ve Oner
1998).

Endospor testi: Stoklardan alinan saf bakteri strainleri, ¢izgi ekimle tek koloni diisecek
sekilde NA besiyerine aktarildiktan sonra 55-60°C’de 24-48 saat siireyle iliremeye
birakilmistir. Inkiibasyon sonucu gelisen kolonilerden preparat hazirlanmis, 20 kez
alevden gecirildikten sonra iizerleri tamamen boyayla kaplanacak sekilde malasit
yesiliyle boyanmis ve 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Saf su ile 10 sn muamele
edildikten sonra, safranin ile preparatin yiizeyi kaplanmis ve 15 sn beklenmistir.
Boyanin fazlasi1 su ile muamele edilerek atildiktan sonra preparat kurutulmus ve

mikroskopta immersiyon mercegi ile incelenmistir (Temiz 1996).

Katalaz testi: Katalaz enzimi; hidrojen peroksit’t (H202) H20 ve O2 gazina
parcalayan bir enzimdir. 24 — 48 saatlik geng¢ bakteri kiiltiirlerinin her birinden bir 6ze
dolusu almarak lam iizerine konulmus ve {izerlerine bir damla H202 damlatilmistir.
Kabarcik olusumu katalaz pozitif, olusmamasi1 1ise katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Klement ez al. 1990).
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3.2.4.b. Molekiiler metotlar

MIS (Microbial Identification System) analizi: Kiiltiir ortaminda (Standart suni
besiyerlerinde) ¢ogalabilen mikroorganizmalarm gerek tanisi ve gerekse taksonomik
yerlerinin belirlenmesi i¢in, yag asitleri profillerinin kullanilabilecegi, bir¢cok bilimsel

calisma ile kanitlanmistir (Wayne Moss et al. 1973; Roy 1988; Vauterin ef al. 1996).

Azot baglayict ve ayn1 zamanda fosfat ¢oziiciiliigii bakimindan etkili izolatlarm MIS

analizi asagidaki protokole gore yapilmistir:

Hiicre Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi: Istenilen 6zeliklere uygun olarak izole edilip
saflastirilan bakteriler, tanis1 yapilmak tizere kodlanarak, nutrient agar (NA) besiyeri
iceren petrilerde muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bakterilerin yag asiti profillerinin
belirlenmesi i¢in, Tripticase Soy Broth Agar (TSA) besiyeri hazirlanmistir. Tanisi
yapilacak bakteri tiirlerinin daha 6nce saflastirilmis olan kiiltiirlerinden steril platin 6ze
ile alman ornekler (tek bir koloniden); ayr1 ayr1 TSB besiyerlerine transfer edilerek 4
fazli ¢izgi ekim yapilmistir. Petriler silinmeyecek sekilde etiketlendikten sonra 28°C’de

24 saat siireyle inkiibasyona birakilmaistir.

Yag asiti ekstraksiyonu icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanisi: Mikroorganizmalarin

yag asitlerini saf olarak izole etmek i¢in 4 farkli ¢ozelti kullanilmistir.

Cozelti 1: Hiicre parcalayici: Swrasiyla 150 ml metil alkol (HPCL safliginda) ve 150
ml dH,O, 1 I'lik renkli ¢bzelti sisesine konulmus, daha sonra kati formdaki 45 g
sodyum hidroksit (ACS safliginda) bu c¢ozeltiye eklenip iyice ¢oziiliinceye kadar

karistirilmistir.

Cozelti 2: Metillestirme: Sirasiyla 325 ml hidroklorik asit (6,00N) ve 255 ml metil
alkol (HPCL safliginda), 1 I’'lik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢oOziiliinceye kadar

karistirilmstir.
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Cozelti 3: Saflastirma: Sirasiyla 200 ml metil-tert-butil eter (MTBE-HPCL
safliginda) 200 ml hekzan {izerine ilave edilerek 1 I’lik renkli ¢6zelti sisesinde iyice

coziiliinceye kadar karistirilmistir.

Cozelti 4: Bazik yikama cozeltisi: Swrasiyla 10,8 g kati sodyum hidroksit (ACS
safliginda) 900 ml dH,O igerisinde, I’lik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢oziiliinceye kadar

karistirilmistir.

Yontem: 1. TSA besiyerinde 25°C’de 24 saat inkiibasyon siirecini takiben gelisen
bakterilerin, 3 ve 4 numaralar1 fazlarimdan canli bakteri hiicreleri steril bir 6ze ile
toplanarak (yaklasik 40 mg) agizlar1 teflon kapakli steril test tiiplerine (5 ml’lik)

aktarilmis ve kapaklar1 kapatilarak tizerleri etiketlenmistir.

2. Her bir test tiipiine 1ml ¢ozelti —1 ilave edilerek, 5-10 saniye ¢alkalandiktan sonra 5
dk stireyle 100°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler
tekrar 5-10 saniye calkalanarak 25 dk siireyle 100°C’lik su banyosunda beklemeye
brrakilmistir. Bu muamele ile canli hiicreler parcalanarak, yag asitlerinin serbest kalmasi

saglanmigtir.

3. Test tiiplerine 2 ml ¢o6zelti-2 eklenerek 5-10 saniyelik bir calkalamadan sonra
80°C’de 10 dk su banyosunda bekletilmis ve bunu takiben 2 dk siireyle hizli sogutma
uygulanmistir (- 80°C’de 5dk kadar).

4. Sogutulmus tiiplere 1,25 ml ¢ozelti-3 eklenerek 10 dk siireyle hematoloji ¢alkalayis1
ile calkalanmistir. Bu asamada tiiplerin alt kisminda asidik, iist kisminda da organik sivi
fazlar1 olmak {izere iki ayr1 faz olugsmustur. Yag asidi metil esterleri asidik fazdan
ayrigtirarak organik fazda toplanmasini saglamistir. Tiplerin {ist kismindaki asidik faz

pastor pipeti yardimiyla atilmis, organik faz muhafaza edilmistir.

5. En son asamada ise her bir tiipe 3 ml ¢ozelti—4 ilave edilmis ve 5 dk siireyle

hematoloji c¢alkalayis1 ile calkalandiktan sonra 10 dk silireyle oda sicakliinda
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bekletilmistir. Cozelt—4, bazik bir soliisyon olup serbest yag asidi metil esterlerinin daha
saf olarak elde edilmesine yardimci olmaktadir. Tiip igerisinde yine iki ayr1 faz
olusmustur. Ust fazda toplanan ve yag asidi metil esterleri igeren faz, pastor pipeti ile
almarak 2 ml’lik gaz kromatografi tiiplerine transfer edilmis ve agizlar1 sikica

kapatilarak etiketlenmistir.

6. Agizlar1 sikica kapatilarak etiketlenen gaz kromatografi tiipleri, MIS cihazi
iizerindeki 6rnek depolama tepsisine gore yerlestirildikten sonra, cihaz calistirilarak
sistem kilavuzunda belirtildigi gibi ornekler tek tek analiz edilmis ve her bakteri igin
ayr1 ayr1 olmak iizere tan1 sonuglari, bilgisayardan ¢ikt1 olarak alinmistir (Stead 1992;

Kiifrevioglu vd 1999).

3.2.5. izolatlarn bitki biiyiimesini tesvik edici potansiyellerini belirlemek amaciyla

yapilan saksi deneyleri:

Kiiltiir bitkisi olarak Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliim’iinden

alman Aziziye-94 isimli nohut tohumlar1 kullanilmistir.

3.2.5.a. Inokulum (as1 kiiltiirii) hazirlanmasi

Kiiltiir bitkilerinin tohumlarina agilanacak inokulumiin hazirlanmasi i¢in stok izolatlar
once nutrient agar besiyerinde 48 saat siireyle iiretilmis ve buradan igerisinde 100 ml
steril nurient broth bulunduran 250 ml’lik erlenmayerlere iki 6ze dolusu asilanmistir.
Kiiltiirler 28°C’de termostathh calkalayicida 160 devir/dakikada 6 giin siireyle
inkiibasyona birakilarak ¢ogaltilmistir (Pre’vost e al. 1987). Bu son kiiltiir, tohumlarin

asilanmasinda inokulum olarak kullanilmistir.

3.2.5.b. Tohumlarin sterilizasyonu

Tohumlar, asagidaki islemlerden gecirilerek yiizey sterilizasyonuna tabii tutulmustur:

Ekim yapilacak nohut tohumlar1 %10,0’lik sodyum hipoklorid soliisyonu igine
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birakilmis ve yavas yavas karistirilarak 10 dakika kadar bekletilmistir. Bu siire sonunda
nohutlar 6nce ¢esme suyu ile, ardindan 3-4 kez steril distile su ile iyice yikanmistir.
Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar bir gece steril distile su igerisinde birakilarak su

almasi1 saglanmistir.

3.2.5.c. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonu yapilan ve bir gece steril distile su igerisinde birakilarak su almasi
saglanan tohumlar steril kurutma kagitlar1 ile kaplanmis ve steril fizyolojik saf tuzlu su
ile nemlendirilmis kaplarda 23°C’de 3 giin siire ile ¢imlendirilmek iizere karanlik ve
steril bir ortamda bekletilmistir. Cimlenme sonrasi saksi denemelerinde kullanilmak
iizere ayn1 oranda ¢imlenen tohumlar secilmis ve se¢ilen bu tohumlarin ekimi steril kum

ile dolu saksilara yapilmistir.

3.2.5.d. Saks1 ve kum sterilizasyonu

Bitkilerin biiylimesi i¢in kullanilan kum, suyu berraklasincaya kadar musluk suyuyla
yikanmig ve otoklavda 121°C’de 2 saat siireyle steril edilmistir. Kum, %95°lik alkole
batirilmis pamuk ile dezenfekte edilen saksilara doldurularak, ekime kadar hava
kontaminasyonunu dnlemek amaciyla agizlar steril kurutma kagitlar1 ile ortiilii olarak

saklanmistir (Beck ef al. 1993).

3.2.5.e. Denemenin kurulmasi

Deneme asisiz kontroller (azotsuz hoagland, normal hoagland ve Cas(POj), ilaveli
fosfatsiz hoagland) ve asili kontroller (azotsuz hoagland+inokulum, normal
hoagland+inokulum ve Ca3(POs), ilaveli fosfatsiz hoagland+inokulum) halinde
diizenlenmis ve iki paralel yiiriitiilmiistiir. Her bir saksiya 3’er tohum ekilmis ve saksilar

sera sartlarinda ¢iceklenme donemine kadar biiytitiilmiistiir (Sekil 3.2).
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Nohut bitkisi 60 gilin biiyiitiildiikten sonra, c¢igeklenme doneminde bitkilerin hasati
yapilmistir. Bu asamada bitkiler kokleri ile birlikte c¢ikarilarak musluk suyunda
yikanmis; kok ve boy uzunluklar1 Olciilmiistiir. Ayrica yaprak orneklerinde protein

tayini yapilmistir.

Saks1 denemelerinde, kontrol gruplari i¢in kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri Cizelge

3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Saksi denemelerinde, kontrol gruplari i¢in kullanilan ¢6zeltilerin igerikleri

Normal Azotsuz Ca3(POy), +
w2 Hoagland (Azot Fosfatsiz
Hogland Cozeltisi Hoagland (Azot icin nesatif Hoagland (Fosfat
(Elementler g/L) ve fosfat icin ¢ g ag .
pozitif kontrol) kontrol) icin negatif
kontrol)
Makro Elementler
KNOs; 1.0 g + - +
Ca(NO3), 0.5 ¢ + - -
NH4H2PO4 0.25 g + - -
MgS040.5¢g + + +
Mikro Elementler

H3;BO5 0.003 g + + +
MnClI, 0.0015 g + + +
CuS0,4 0.0001 g + + +
H;Mo0040.0001 g + + +
C4HsOg 0.0006 g + + +
FeSO,4 0.0003 g + + +
ZnS040.0003 g + + +
Ca3(PO4)2 5 g - - +

3.2.6. Bitkilerin kok ve boy uzunluklar

Her saksidan sokiilen bitkilerin kok ve boy uzunluklari cetvelle 6lgiiliip ortalamasi

alinarak tespit edilmistir.
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3.2.7. Bitki yaprak dokusunda ¢oziinebilir protein miktarinin tayini

Protein tayini, yaprak Orneklerinde yapilmis ve Bradford’un belirttigi yOntem
uygulanmistir (Bradford, 1976). Bu amacgla 0,5 g’lik yaprak oOrnekleri 10 misli
hacimdeki 0,05 M fosfat tamponunda (pH:6.5) havanda ezilerek homojenizasyon
yapilmis ve homojenat dort kath tiilbentten siiziildiikten sonra siiziintii 15.000 rpm’de

20 dk boyunca santrifiij edilmistir.

Protein tayini i¢in tiiplerin iist kismindaki sivi faz (slipernatant) kullanilmistir. Protein
miktar1 spektrofotometrik yolla tayin edilmistir. Metot i¢in gerekli standart grafik su
sekilde hazrrlanmistir; 1ml’sinde 1 mg protein igeren standart sigir albiimin
cozeltisinden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg protein iceren hacimler tiiplere
aktarilmis, saf su ile biitiin tiiplerin hacimleri 0,2ml’ye tamamlanmistir. Bu tiiplere 3’er
ml Coomassie Blue G ilave edilip vorteks ile karistirilmigtir. K6r numune olarak 0,2 ml

tampon ve 3 ml Coomassie Blue reaktifinden olusan karisim kullanilmastir.

Yapilan spektrofotometrik ol¢climler sonucunda, 595 nm’deki absorbans degerlerine
karsilik gelen protein degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edilmistir (Sekil
3.3). Standart grafik hazirlama calismasinda oldugu gibi, bitki yapraklarindan elde

edilen oziitlerden 0,2 ml alinmis ve 3 ml Coomassie reaktifiyle karistirilmistir.

Daha sonra 595 nm’de absorbanslar1 Olgiilerek standart grafikten yardimiyla protein

miktar1 hesaplanmis ve sonuglar protein/g doku olarak verilmistir.
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_Absorbans (395 nm)

[I T I T T T T T T T 1
0 10 20 320 40 50 60 70 80 90 10

Protein miktar: (ug)

Sekil 3.3. Protein miktarinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan standart grafik.

3.2.8. Sonuclarnn istatistiki olarak degerlendirilmesi

Denemeler {i¢ tekerriirlii olarak yapilmis elde edilen degerler SPSS 12.0 istatistik
programi kullanilarak LSD coklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir (Yildiz 1991).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Potansiyel Etkili izolatlarin Secimi

Bu arastirmada, cesitli bitkilere ait rizosfer topragi orneklerinden, toplam olarak 16
izolat elde edilmistir. Biitiin izolatlar, inorganik fosfati ¢6zebilme 6zelligine sahip olup
olmadiklar1 bakimindan, 3.2.3’de belirtilen yontemle test edilmis ve pozitif sonug

verenler secilerek Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Izolatlarn inorganik fosfat1 ¢dzme etkinliklerinin kalitatif 6l¢iimiinden elde
edilen bulgular

Izolat No A (600nm) Izolat No A (600nm)
Kontrol 1,934 AS-8 0,535
AS-1 0,085 AS-9 0,519
AS-2 0,351 AS-10 0,533
AS-3 0,525 AS-11 0,563
AS-4 0,359 AS-12 0,581
AS-5 0,460 AS-13 0,576
AS-6 0,499 AS-14 0,611
AS-7 0,264 AS-15 0,656
AS-16 0,681

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi fosfat ¢oziicii 6zelligi bakimmdan en etkili izolatlar
sirastyla AS-1 (0,085), AS-7 (0,264) ve AS-2 (0,351)’dir. Diger 13 izolat da belirli
diizeylerde Ca3(PO4),’ yi ¢oziicli 6zellige sahiptir.

Diger taraftan, izolasyonun ilk asamasinda, Ornekler azotsuz artama asilandigindan,
ireyen biitiin bakterilerin azot baglama potansiyeline sahip olduklar1 (yani tiim
izolatlarm azot baglayabildikleri) varsayilabilir. Ancak bu kanaate varmak i¢in ayrica
““azot baglayici 6zelligin kesin tanis1’” amaciyla kullanilan ‘‘asetilen rediiksiyonu testi’’

uygulanmis ve sonuclar Cizelge 4.2’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Izolatlarin Asetilen Rediiksiyon Testine Gore Olusturduklar1 Etilen Miktar1

Izolat No Etilen (nmol/mg.h) Izolat No Etilen (nmol/mg.h)

AS-1 128 AS-9 37

AS-2 165 AS-10 42

AS-3 77 AS-11 18

AS-4 68 AS-12 13

AS-5 47 AS-13 16

AS-6 35 AS-14 8

AS-7 50 AS-15

AS-8 22 AS-16 14

Cizelgeden de gorildiigii gibi, asetilen rediiksiyon testine gore en yiiksek diizeyde azot
baglayici 6zellige sahip olan izolat AS-2 (165)’ dir. Bunu sirasiyla AS-1 (128) ve AS-4
(68) izolatlar1 izlemektedir. Cizelge 4.1°de verilen ve fosfat ¢oziicii 6zelligi bulunan
biitiin izolatlarin ayn1 zamanda az ¢ok azot da baglayabildikleri goriilmektedir.
Dolayisiyla, yukaridaki bulgular 1s1ginda c¢aligmanin bundan sonraki kisminda bu

potansiyel etkili izolatlar kullanilmistir.

4.2.Potansiyel Etkili izolatlarin Cesitli Ozellikleri

Etkili izolatlarin toplandiklar1 bdlge, hangi bitki rizosferinden elde edildikleri ve MIS
analizine gore gore isimleri Cizelge 4.3’de, bu izolatlarin bazi kiiltiirel ve sitolojik

ozellikleri ise Cizelge 4.4’de, Sekil 4.1°de ve 4.2°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.3. Izolatlarin izole edildigi habitatlar ve mis verilerine gore bilimsel adlar1

izolat kodu Toplandigi Bitki Tiiriiniin Bitki Tiiriiniin soml:/glzllfrlna
Bolge Bilimsel Adi Tiirkce Adi .
gore ismi
AS-1 Erzurum Atatirk Scorzonera Sakiz Otu Cellulomonos
Universitesi hispanica L. turbata
Kampiis I¢i
AS-2 Erzurum Atatlirk Xeranthemum Olmez Otu Bacillus
Universitesi inapertum megaterium
Kampiis ici
AS-3 Erzurum Astragalus Boz geven Pseudomonas
Palandoken Dag1 microcephalus putida
Kent Ormani
AS-4 Kirsehir Xeranthemum Kagit Cigcegi Bacillus cereus
Kervansaray annum
Dag1
AS-5 Kirsehir Verbascum sp. Sigir Neisseria
Cigekdagi Kuyrugugiller mucosa
AS-6 Erzurum Echium italicum  Engerek Otu Enterobacter
Palandoken Dagi cloacae
Kent Ormani
AS-7 Kirsehir Verbascum sp. Sigir Salkim kok
Karincali Kaoyii Kuyrugugiller
Baranli Dagi
AS-8 Kirsehir Artemisia Pelin Otu Bacillus
Kervansaray absintium megaterium
Dagi
AS-9 Erzurum Centaures sp. Peygamber Bacillus
Palanddken Dagi Cigegigiller mycoides
Kent Ormani
AS-10 Erzurum  Ilica Mentha longifolis It Nanesi Enterobacter
(Sehitlik yani) cloacae
AS-11 Kirsehir Alkanna sp. Hava civa Vibrio furnissii
Cicekdagi Otugiller
AS-12 Kirsehir Onosma sp. Emzik Otugiller  Bacillus cereus
Cigekdagi
AS-13 Erzurum Dipsacus Yabani Bacillus cereus
Palandoken Dag1 sylvestris Fesgittaragi
Kent Ormani
AS-14 Erzurum Bolge Senecio sp. Kanarya Bacillus cereus
Arastirma Otugiller
Hastanesi Yani
AS-15 Erzurum Euphorbia sp. Siitlegengiller Bacillus
Palandoken Dagi megaterium
Kent Ormani
AS-16 Kirsehir Verbascum sp. Sigir Bacillus
Cigekdagi Kuyrugugiller megaterium




34

Potansiyel etkili izolatlardan 8 tanesi (AS-1, AS-2, AS-3, AS-9, AS-10, AS-13, AS-14

ve AS-15) Erzurum ve civarindaki bolgelere ait topraklardan, diger 8 izolat ise (AS-4,

AS-5, AS-6, AS-7, AS-8, AS-11, AS-12 ve AS-16) Kirsehir ve civarindaki bolgelere ait

topraklardan elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Potansiyel etkili izolatlarin bazi kiiltiirel ve sitolojik 6zellikleri

OZELLIKLER AS-1 AS-2 AS-3  AS-4 AS-5 AS-6 AS-7  AS-8
Kok
Hiicre sekli  Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Diplokok Cubuk Salkim Cubuk
Koloni ozclligi Parlak Mukoid oo  Mat  Mukoid Mukoid Mat
Gram 6zelligi + + - + - - - -
Hareket + + + + + + +
Endospor - + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + +
OZELLIKLER AS-9 AS-10 AS-11 AS-12  AS-13  AS-14 AS-15 AS-16
Hiicre sekli  Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk

Koloni 6zelligi

Gram ozelligi
Hareket
Endospor
Katalaz

Parlak

+
+
+
+

Parlak
turuncu

+ + +

Mukoid Mukoid Mukoid Mukoid Mat

+ + +

+ o+ 4+ o+

+ o+ 4+ o+

+ o+ 4+ o+

+ o+ 4+ o+

Parlak

+ o+ 4+ o+
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AS-13 AS-14 AS-15 AS-16

Sekil 4.1 Izolatlarin nutrient agar igeren besiyerinde olusturdugu koloniler
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AS-1 AS-2 AS-3 AS-4

AS-5 AS-6 AS-7 AS-8

AS-9 AS-10 AS-11 AS-12

AS-13 AS-14 AS-15 AS-16

Sekil 4.2 izolatlarin basit boyama ile goriintiilenen hiicre sekilleri

Cizelge ve sekillerden, 9 izolatin gram pozitif; 7 izolatin ise gram negatif ozellikte
oldugu, 14 izolatin ¢ubuk seklinde; bir izolatin koklar halinde, bir izolatin da
diplokoklar halinde oldugu, biitiin izolatlarmm katalaz enzimi iirettigi ve hareketli

olduklar1 goriilmektedir. MIS analizi sonucglarina gore izolatlardan 9 tanesi Bacillus



cinsine aittir. Cellulomonas,

Pseudomonas,

Neisseria ve Vibrio 1’er tirle ve

Enterobacter cinsi 2 turle temsil edilmektedir. AS-7 izolat1 ise MIS sistemi ile

tanimlanamamistir. MIS analizi sonuglarma gore, izolatlarin yag asiti profilleri Cizelge

4.5’de O0zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Potansiyel etkili izolatlarin mis sistemine gore icerdikleri yag asiti ¢esitleri
ve bulunma oranlar1

YAG _
ASITLERI

10: 0

10: 03 OH

12: 0

12: 0 2 OH

12: 03 OH

12: 0 ISO

13: 0 ISO

13: 0 ANTEISO
14: 0

14: 0 ISO

15:0

15:02 OH

15: 0 ISO

15: 0 ANTESIO
16: 0

16:0N
ALCOHOL

16: 1 w7c
ALCOHOL

16: 0 ISO

16: 1 w5c

16: 1 wllc

17: 0

17: 0 ANTESIO
17: 0 CYLO
17: 0 ISO

17: 1 w8c

18: 0

18:1 w7c

18:1 w9c

18:3 wéc

ISO 17: 1 wl0c
ISO 17: 1 w5¢

AS-1

4.76

33.60
53.41
8.23

AS-2

21.38
68.32
3.25

7.05

AS-3

2.43
2.00
3.74
2.44

1.88

27.08

3.94

26.83

AS-4

9.43

5.18
4.19

33.76
3.54
3.61

4.52

5.46

3.94
6.53

AS-5 AS-6
9.78 4.54
5.60

5.59

24.45 26.70

0.48
4.73
25.59 25.41

AS-7

11.27

4.16
18.05

30.93
2.67

3.66

2.02
5.32

AS-8

3.16

49.02
38.57
1.82

4.29

3.13
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Cizelge 4.5. (devam)

As}(ﬁ%m AS-9  AS-10  AS-11  AS-12 AS-13  AS-14  AS-15  AS-16
10: 0
10: 03 OH 0.88
12: 0 287  3.60 3.90 420 410  5.04 334 332
12:02 OH 0.97
12:03 OH 0.98
12:0 1SO 057 051 049
13: 0 1SO 1296  0.73 1.80 976 971 1135 1.0l 1.00
13: 0 ANTEISO  1.43 102 100 114
14: 0 418  3.89 6.07 571 569  3.49 082 078
14: 0 1SO 338 0.6l 2.46 047 045
15:0 0.78
15:01SO 3143 172 7.84 3218 31.10 3352 5816  58.12
15:02 OH 082 078 033
15:0 ANTEISO  3.95 333 330 450 2662 2445
16: 0 803 2515 2216 2.9 4.24 1.35 1.30
16:0N
ALCOHOL
o lure 056  0.55 025 023
16: 0 1SO 437 049 409 407 294 056  0.50
16: 1 w5c 0.72
16: 1 wllc 0.55 059 045
17: 0 0.39
17: 0 ANTEISO 038 035 087 215 211
17: 0 CYLO 2.64 1.33
17+ T ANTEISO 077 072 0.66
17: 0 1SO 7.94 1.42 373 368  6.00 3.44 334
17: 1 w8c
18: 0 0.59
18:1 wic 2375 2109 044 037
18:1 w9c 1.13
18:3 wbc
ISO17: 1wloc 4.0l 243 241 3.65 098 091
ISO 17: 1 wSc 5.01 2.20

Cizelge 4.5 incelendiginde Cellulomonas turbata, olarak tanimlanan AS-1 susu 14:0;

15:0; 15.0 ANTESIO vel6:0 yag asitlerini, Bacillus megaterium olarak tanimlanan
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AS-2 susu 15:0 ISO; 15.0 ANTESIO; 16:0; 16:1wllc yag asitlerini, Pseudomonas
pudita olarak tanimlanan AS-3 susu 10:0 30H; 12:0; 12:0 20H; 14:0; 16:0; 17:0 CYLO
ve 18:1w7c¢ yag asitlerini, Bacillus cereus olarak tanimlanan AS-4 susu 13:0 ISO; 14:0;
14:0 ISO; 15:0 ISO; 15:0 ANTESIO; 16:0; 16:0 ISO; 17:0 ISO; ISO 17:1w10c ve ISO
17:1w5c yag asitlerini, Neisseria mucosa susu olarak tanimlanan AS-5 susu 12:0; 13:0
ISO; 16:0 ve 18:1w7c yag asitlerini, Entolabacter cloacae susu olarak tanimlanan AS-6
susu 12:0; 14:0; 16:0; 17:0; 17:0 CLYO ve 18:1w7c yag asitlerini, Bacillus megaterium
olarak tanimlanan AS-8 susu 12:0; 15:0 ISO; 15:0 ANTESIO; 17:0 ANTESIO ve 17:0
ISO yag asitlerini, Bacillus mycoides olarak tanimlanan AS-9 susu 12:0; 13:0 ISO; 13:0
ANTESIO; 14:0; 14:0 ISO; 15:0 ANTESIO; 16:0; 16:0 ISO; 17:0 ISO ve ISO
17:1w10c yag asitlerini, Entorobacter cloacae olarak tanimlanan AS-10 susu 10:0 30H;
12:0; 12:0 20H; 13:0 ISO; 14:0; 14:0 ISO; 15:0; 15:0 ISO; 16:0; 16:0 ISO; 17:0; 17:0
CLYO; 18:0 ve 18:1w7c yag asitlerini, Vibrio furnissii olarak tanimlanan AS-11 susu
12:0; 13:0 ISO; 14:0; 15:0 ISO; 16:0; 17:0 CYLO; 17: 0 ISO ve 18:1w7c¢ ag asitlerini,
Bacillus cereus olarak tanimlanan AS-12 susu 12:0; 12:0 ISO; 13:0 ISO; 13:0 ISO
ANTEISO; 14:0; 15:0 ISO; 15:0 20H; 15:0 ANTEISO; 16:0; 16:1w7¢c ALCOHOL;
16:0 ISO; 17:0 ISO; 17:1 ANTESIO; 17:0 ISO; 18:1 w7c¢; ISO 17:1 wl0c ve ISO 17:1
WSC yag asitlerini, Bacillus cereus olarak tanimlanan AS-13 susu 12:0; 12:0 ISO; 13:0
ISO; 13:0 ISO ANTEISO; 14:0; 15:0 ISO; 15:0 20H; 15:0 ANTEISO; 16:0; 16:1w7c
ALCOHOL; 16:0 ISO; 17:0 ISO; 17:1 ANTESIO; 17:0 ISO; 18:1 w7¢c; ISO 17:1 w10c
ve ISO 17:1 W5C yag asitlerini, Bacillus cereus olarak tanimlanan AS-14 susu 12:0;
12:0 ISO; 13:0 ISO; 13:0 ANTESIO; 14:0; 14:0 ISO; 15:0 ISO; 15:0 20H; 15:0
ANTESIO; 16:0; 16:0 ISO; 16:1 w5c; 16:1wllc; 17:0 ANTESIO; 17:1 ANTESIO A:
17:0 1SO; 18:3 wobc; ISO 17: 1wl0c ve ISO 17:1w5c yag asitlerini, Bacillus
megaterium olarak tanimlanan AS-15 susu 12:0; 13:0 ISO; 14:0; 14:0 ISO; 15:0 ISO;
15:0 ANTESIO; 16:0; 16:1 w7¢ ALCOHOL; 16:0 ISO; 16:1 wllc; 17:0 ANTESIO;
17:0 ISO ve ISO 17:1 wl0c yag asitlerini, Bacillus megaterium olarak tanimlanan AS-
16 susu 12:0; 13:0 ISO; 14:0; 14:0 ISO; 15:0 ISO; 15:0 ANTESIO; 16:0; 16:1 w7c
ALCOHOL; 16:0 ISO; 16:1 wllc; 17:0 ANTESIO; 17:0 ISO ve ISO 17:1 wl0c yag

asitlerini igermektedir.
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4.3. Saks1 Denemeleri Sonucunda Elde Edilen Bitki Kok Boyu Uzunluklar

Nohut bitkisinde, farkli izolatlar ile asilamanm kok boyu tizerindeki etkileri Sekil 4.3;
4.4 ve 4.5°de verilmistir. Sekil 4.3’deki Azotsuz hogland grubu, izolatlarm azot
bakimindan katkilarin1 gérmek icin; Sekil 4.4’deki fosfatsiz hogland grubu; izolatlarin
fosfat bakimmdan katkilarmi1 gormek i¢in negatif kontroller olarak; Sekil 4.5’deki
normal hogland grubu ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sekil 4.3’den goriildiigii
gibi azotsuz kontrole gore kok boyu iizerinde maksimum olumlu etkiyi AS-3 (15,00)
izolat1 saglamis, bu izolat1 swrastyla AS-1 (14,50), AS-5 (14,25), AS-10 (14,00) ve AS-
11 (13,75) izolatlar1 izlemistir. Sekil 4.4 degerlendirildiginde, fosfatsiz kontrole gore en
basarili izolatlar sirasiyla; AS-6 (13,75), AS-11 (13,50), AS-7 (13,00) ve AS-4 (13,00)
izolatlaridir. Izolatlarm pozitif kontrol ile karsilastirilmasini amaglayan deney
sonuglarini gosteren sekil 4.5 incelendiginde; sadece AS-8 (17,75) izolatinin kontrolden

daha yiiksek kok boyu olusumu sagladigi anlasilmaktadir.
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Sekil 4.3. Izolatlarla asilamanim kok boyu iizerindeki etkilerinin azot i¢in negatif kontrol
grubu ile karsilagtirilmasi
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KOK BOYU (cm)
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Sekil 4.4. Izolatlarla asilamanin kdk boyu iizerindeki etkilerinin fosfat i¢in negatif
kontrol grubu ile karsilastiriimasi
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KOK BOYU (cm)
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Sekil 4.5. izolatlarla asilamanin kok boyu iizerindeki etkilerinin azot ve fosfat igin
pozitif kontrol grubu ile karsilastirilmasi

Kok boyu dlgiimlerinden elde edilen degerlerin istatistiki analizleri ise Cizelge 4.6’da
Ozetlenmistir. Bu veriler 1s18inda; azotsuz kontrole gére AS-3, AS-1, AS-5, AS-10 ve
AS-11 izolatlarinin kdk boyu artigina katkilar1 istatistiki bakimdan (p<0,05) diizeyinde
onemli bulunmustur. Gerek fosfatsiz kontrole, gerekse pozitif kontrole gore bazi
izolatlar kok boylarinda artiglara sebep olsa da bu artiglarin istatistiki bakimdan énemli

olmadiklar1 (p<0,05) da belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Kok boyu dlgiimlerinden elde edilen bulgularin istatistiki analizi *

K6k Boyu (cm) Azotsuz hogland Cas (P}Cl);)gzl;t;czlsfatsm Normal hogland
kontrol 8,25 +0,78¢ 11,00 + 1,15 10,25 + 0,75
AS-1 14,50 £1,0° 11,00 + 0,82 8,25 + 0,63
AS-2 8,50 +0,29% 12,75 + 0,96 9,50 +0,29"¢
AS-3 15,00 = 0,7° 12,50 + 0,58 9,00 + 0,41
AS-4 7,00 +0,68¢ 13,00 = 1,41% 8,25 + 0,31
AS-5 14,25 + 0,75 12,25+ 1,41% 7,00 +£0,58%4¢
AS- 6 10,25 +1,08%¢ 13,75 £1,07° 9,00 +0,22°¢
AS-7 12,75 + 0,95 13,00 + 0,97 10,00 + 0,48
AS-8 7,75 + 0,631 12,75+ 1,77 12,75 0,71 *
AS-9 11,00 1,207 9,25 +1,50™ 5,00 + 0,80°
AS-10 14,00 = 0,68ab 12,25 +1,50° 9,25 + 0,96
AS-11 13,75 + 0,63 13,50 +1,00™ 8,50 = 0,50 >
AS-12 9,00 +0,41% 12,50 +£1,03% 7,50 + 0,415
AS-13 9,25 + 0,60 9,00 +1,02% 6,75 +0,60°*
AS-14 8,75 +0,85% 9,75 + 0,96™ 7,25 + 0,85
AS-15 9,00 + 0,41 11,25 +£0,96™* 8,25 + 0,484
AS-16 9,50 +0,16% 12,00 + 1,01°* 8,75 + 0,484

*: Ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan énemsizdir (p<0,05).

4.4. Saks1 Denemeleri Sonucunda Elde Edilen Bitki Gévde Boyu Uzunluklarn

Nohut bitkisinde farkli izolatlar ile asilamanin gévde boyu iizerindeki etkileri Sekil 4.6;
4.7 ve 4.8°da 0zetlenmistir. Sekil 4.6’dan da gorildiigii gibi azotsuz kontrole gére govde
boyu iizerinde maksimum olumlu etkiyi AS-11 (36,50) izolat1 saglamis, bu izolat1

sirasiyla AS-10 (34,75), AS-9 (33,50) ve AS-13 (33,50) izolatlar1 izlenmistir.

Sekil 4.7 degerlendirildiginde fosfatsiz kontrole gore en basarili izolatlar sirasiyla AS-2
(43,75), AS-11 (38,25) ve AS-12 (37,50) izolatlaridir. izolatlarin pozitif kontrolle (hem
fosfat, hem azot kaynaklarin1 igeren) karsilastirilmasini amaglayan Sekil 4.8

incelendiginde, higbir izolatin pozitif kontrolden daha yiiksek deger vermedigi, ancak
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AS-15; AS-10 ve AS-2 izolatlarinin kontrole ¢ok yakm gdévde boyu olusumu

sagladiklar1 gorilmiistiir.

Govde boyu (cm)

Sekil 4.6. izolatlarla asilamanin gdvde boyu iizerindeki etkilerinin azot bakimindan
negatif kontrol grubu ile karsilastiriimasi
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Sekil 4.7. Izolatlarla asilamanin gévde boyu iizerindeki etkilerinin fosfat bakimindan
negatif kontrol grubu ile karsilastiriimasi
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Sekil 4.8. izolatlarla asilamanin gdvde boyu iizerindeki etkilerinin azot ve fosfat
bakimindan pozitif kontrol grubu ile karsilagtiriimasi

Govde boyu dlciimlerinden elde edilen degerlerin istatistiki analizleri ise Cizelge 4.7°de
Ozetlenmistir. Bu veriler 1s1ginda fosfatsiz kontrole gére AS-2 izolatinin gévde boyu
iizerindeki etkisinin istatistiki bakimdan (p<0,05) diizeyinde onemli oldugu, azotsuz
kontrol ve pozitif kontrolle kiyaslandiginda basarili izolatlar olmakla beraber,

kontrollere gore degerlerin 6nemsiz oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.7. Govde boyu Olgtimlerinden elde edilen bulgularin istatistiki analizi*

GOVDE Azotsuz hogland Cas (P}Cl);)gzl;t;czlsfatsm Normal hogland
kontrol 31,25+3,35%¢de 33,25+1,65" 35,50+2,39°
AS-1 31,75+1,93% 34,75+1,10° 33,75+1,54%
AS-2 28,50+1,19°df 43,75+4,46" 34,25+1,93%
AS-3 31,00+1,29%%¢d¢ 36,75+ 2,05 31,50+2,25%¢
AS-4 23,25+1,318 33,00+1,77° 32,50+2,50™
AS-5 25.00+1,58° 30,50+1,65% 26,00+1,47°%
AS-6 29,002,614 31,25+1,79" 31,00+2,16™¢
AS-7 30,00+1,582¢4f 33,004; 2,48° 29,75+1,70%
AS-8 28,502,900 33,50+1,55° 34,25+2,86%
AS-9 33,50+1,70™ 36,00+1,47° 24,75+0,85%
AS-10 34,75+1,65% 37,00+ 2,41 34,50+3,66™
AS-11 36,50+2,02° 38,25+1,31% 31,50+1,19%%
AS-12 30,50+0,952¢4F 37,50+2,98% 27,75+1,19%
AS-13 33,50+2,72% 31,75+4,44% 30,00+2,73%4
AS-14 31,25+1,37%¢de 37,00+ 1,77% 32,50+3,37%%
AS-15 28,00+1,47°%T 35,25+ 2,05° 34,75+0,85%
AS-16 26,75+1,49% 33,75+ 1,10° 30,75+1,70%¢

*: Ayni1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan nemsizdir (p<0,05).

4.5. Saksi1 Denemeleri Sonucunda Elde Edilen Bitki Yapraklarindaki Kuru Agirhk
Miktarlan

Nohut bitkisinde farkli izolatlar ile asilamanin, bitki yaprak kuru {izerindeki etkileri
Sekil 4.9; 4.10 ve 4.11°de verilmistir. Sekil 4.9°dan da gorildigii gibi azotsuz kontrole
gore maksimum olumlu etkiyi AS-1 (0,914) izolat1 saglamis, bu izolat1 sirasiyla AS-16
(0,891), AS-10 (0,825), AS-9 (0,791), AS-13 (0.738) ve AS-4 (0,704) izolatlar
izlemistir. Sekil 4.10 degerlendirildiginde; fosfatsiz kontrole gore en basarili izolatlar
sirastyla, AS-3 (0,976), AS-9 (0,930) ve AS-8 (0,875) izolatlaridir. Izolatlarm pozitif
kontrolle karsilagtirilmasint amaclayan deney sonuglarmi gdsteren sekil 4.11
incelendiginde; hicbir izolatin pozitif kontrolden daha yiiksek deger vermedigi, ancak

AS-2 izolatinin kontrole yakin kuru agirlik olusumu sagladigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. Izolatlarla asilamanin nohut yaprag: iizerindeki etkilerinin azot bakimmdan

negatif kontrol grubu ile karsilastiriimasi
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Sekil 4.10. izolatlarla asilamanimn nohut yaprag iizerindeki etkilerinin fosfat bakimmdan
negatif kontrol grubu ile karsilastirilmasi
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Sekil 4.11. Izolatlarla asilamanin nohut yaprag: iizerindeki etkilerinin azot ve fosfat
bakimindan pozitif kontrol grubu ile karsilagtiriimasi

Kuru agirlik 6l¢timlerinden elde edilen bulgularim istatistiki analizleri ise Cizelge 4.8’de
Ozetlenmistir. Bu veriler 1s1ginda fosfatsiz kontrole gore AS-3; AS-8; AS-9 izolatlarinin;
azotsuz kontrole gore AS-1; AS-4; AS-9; AS-10; AS-13 ve AS-16 izolatlarinin
istatistiki bakimdan 6nemli (p<0,05) artislar sagladig1 belirlenmistir. Pozitif kontrole
gore bazi izolatlar kuru agirlhik tlizerinde kontrole yakin etki yapsa da, bu etkinin

istatistiki bakimdan 6nemli olmadig: (p<0,05) belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Kuru agirlik bulgularinin istatistiki analizi*

Kuru agirlik Azotsuz hogland Ca3(POy) Hosfatsiz Normal hogland
hogland
kontrol 0,62640,022" 0,854+0,03¢ 0,758+0,015°
AS-1 0,914+0,054° 0,296+0,020' 0,549+0,023°
AS-2 0,41340,030* 0,657+0,0428 0,73240,024°
AS-3 0,575+0,023" 0,976+0,051° 0,426+0,021"
AS-4 0,704+0,111" 0,106+0,042" 0,495+0,0268
AS-5 0,335+0,023 0,52140,025" 0,511+0,013"
AS-6 0,52840,017' 0,85140,033¢ 0,27840,015'
AS-7 0,571+0,040' 0,356+0,041% 0,226+0,025™
AS-8 0,262+0,038™ 0,875+0,102° 0,475+0,012"
AS-9 0,791+0,022¢ 0,930+0,032° 0,415+0,016'
AS-10 0,825+0,034° 0,590+0,043" 0,35740,034%
AS-11 0,20140,044" 0,674+0,051° 0,56340,021¢
AS-12 0,106+0,023° 0,785+0,015¢ 0,284+0,031"
AS-13 0,738+0,012° 0,184+0,061™ 0,491+0,010¢
AS-14 0,50340,022 0,38440,024’ 0,57840,011°
AS-15 0,640+0,0248 0,680+0,021° 0,38640,041'
AS-16 0,891+0,032° 0,44240,0341 0,47640,035"

*: Ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan énemsizdir (p<0,05).

4.6. Saks1 Denemeleri Sonucunda Elde Edilen Bitki Yapraklarinda Coziinmiis

Protein miktari

Nohut bitkisinde farkli izolatlar ile asilamanin bitki protein miktar1 lizerindeki etkileri
Sekil 4.12; 4.13 ve 4.14°de verilmistir. Sekil 4.12’den de goriildigi gibi azotsuz
kontrole gore protein miktar1 {izerinde maksimum olumlu etkiyi AS-8 (1,089) izolati

saglamis, bu izolat1 AS-9 (0,956) izolat1 izlemistir.

Sekil 4.13 degerlendirildiginde; fosfatsiz kontrole gore en basarili izolatlar sirasiyla AS-
8 (1,457), AS-11 (0,926) ve AS-12 (0,930) izolatlaridir. izolatlarin pozitif kontrol ile

karsilagtirilmasint amaglayan deney sonuglarini gdsteren sekil 4.14 incelendiginde;
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Protein miktari (mg)

latin da kontrole gore yliksek protein olusumu sagladiklar: gériilmiistiir.

-

maksimum protein veriminin AS-13 (1,605) izolatindan elde edilmekle beraber, diger
cogu izo

Sekil 4.12. izolatlarla yapilan asilamanm nohut bitkisinde protein miktar: iizerindeki

etkilerinin azot bakimindan negatif kontrol grubu ile karsilastrilmasi
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Protein miktari (mg)
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Sekil 4.13. izolatlarla yapilan asilamanm nohut bitkisinde protein miktar: iizerindeki

etkilerinin fosfat bakimidan negatif kontrol grubu ile karsilastrilmasi



55

Protein miktari (mg)

1,4
1,2

0,8

0,6
0,4

||||||||||||||

(o)
W\\z
<,
(o)
QX
. n
% S
W\\z
<,
%
X
) S22
% s
m\\»o
<,
O,
A\X
A
% %
%
<,
O,
A\X
) DA
% %
W\\»o
<,
(o)
QX
. [
% s
W\\»o
<,
O,
A\X
2
% s
w\\no
<,
O,
A\X
N
=3 %
(4
&
<,
(o)
A\xQ,
%

Sekil 4.14. izolatlarla yapilan asilamanm nohut bitkisinde protein miktar: iizerindeki

etkilerinin azot ve fosfat bakimindan pozitif kontrol grubu ile karsilastrilmasi

Protein miktar1 6l¢iimlerinden elde edilen bulgularin istatistiki analizleri ise Cizelge

4.9’da 6zetlenmistir. Bu veriler 15181nda, fosfatsiz kontrole gére AS-8 izolatinin, azotsuz

kontrole gére AS-8 ve AS-9 izolatlarmin, pozitif kontrole gére de AS-5, AS-8, AS-9,
AS-10, AS-12, AS-13 ve AS-15 izolatlarmin daha yiiksek miktarda ve istatistiki

bakimdan 6nemli (p<0,05) diizeyde protein artis1 sagladiklar1 goériilmektedir.
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Cizelge 4.9. Cozlinmiis protein miktar: bulgularmin istatistiki analizlerr*

Protein Caz(POy),+osfatsiz
mg/doku Azotsuz hogland hogland Normal hogland
Kontrol 0,82840,002° 0,890+0,004° 0,83940,107"
AS-1 0,565 +£0,047¢ 0,895+0,026° 0,845+0,03 1°M
AS-2 0,77240,060% 0,90240,039" 0,95740,021°M
AS-3 0,83620,030° 0,89340,089" 0,93040,023°eM
AS-4 0,553+0,1218 0,53140,059° 0,97620,04 5%
AS-5 0,626 +0,0028 0,649+0,081% 1,280:0,047°
AS-6 0,65140,023 & 0,82140,068" 0,81740,007"
AS-7 0,624 +£0,0318 0,84620,104% 1,050+0,037°%¢f
AS-8 1,089+0,060° 1,457+0,135° 1,273+0,073°
AS-9 0,956+0,044° 0,73840,036™ 1,359+0,022°
AS-10 0,596+0,1298 0,89640,009" 1,252+0,073>¢
AS-11 0,627+0,1218 0,92640,018" 0,790+0,066™
AS-12 0,289+0,069" 0,93040,007° 1,060:£0,040°
AS-13 0,678+0,045f 0,900+0,042° 1,605+0,181°
AS-14 0,627+0,043¢ 0,644+0,042% 0,781+0,038h1
AS-15 0,42640,022" 0,90620,004° 1,178+0,051¢
AS-16 0,690+0,001° 0,84840,047% 1,013+0,019%"

*: Ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan énemsizdir (p<0,05).



57

5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada, cesitli bitki rizosferlerinden izole edilen bakterilerin, nohut bitkisinde

biyoinokiilant olarak kullanilabilme potansiyelleri arastirilmstir.

5.1. izolatlarin Azot Baglama Potansiyelleri

Bitki biliylimesini tesvik edici bakterilerde, bitki biiyimesinde olumlu etki saglayan
hemen her ¢esit 6zellik dikkate alinsa da, bu konuda en ¢ok aranan 6zelliklerin basinda
“‘havanin azotunu baglayic1 6zellik’” gelmektedir. Bunun sebebi, tarim topraklarinin en
cok ihtiyaci olan elementin azot olmasi ve bu eksikligi gidermek igin kullanilan
kimyasal giibrelerin hem ¢ok pahali, hem de uzun vadede ¢evre kirletici bir etkiye sahip
olmalaridir. Bu nedenle, son yillarda serbest azot baglayic1 6zellige sahip bakteriler ile
asillama ve biyogiibre iiretimi ¢aligsmalar1 hiz kazanmistir. Dolayisiyla, arastirmamizda
farklr bitki rizosferlerinden alinan toprak ornekleri, 6ncelikle azot icermeyen ortama
(Subba Rao’nun (1977) mannitol agar azotsuz besiyeri ortamina) ekilerek, bu 6zellik
bakimmdan dominant bir kiiltlir olusturulmustur. Ancak bu yontemin bazi yanilmalara
yol actig1 bilindiginden, azot baglayici 6zelligi ‘‘nitrogenaz’’ enziminin aktivitesine

dayali olarak 6lgme esasli ““asetilen rediiksiyon testi’” de uygulanmustir.

Bilindigi gibi optimum kosullar altinda indirgenen her bir molekiil azot i¢in bir molekiil
hidrojen serbest birakilmaktadir. Azot baglayici bakterilerde bulunan nitrogenaz enzimi,
hidrojenden baska bazi substratlar1 da indirgeyebilir. Ornegin asetilenin etilen gazima

indirgendigi asagidaki reaksiyon nitrogenaz enzimi ile gerceklestirilebilir:

Nitrogenaz

CH, + 2H +2¢ —» C,H4
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Bu reaksiyon geregi; belirli bir siire icersinde indirgenen asetilen miktar1 (veya olusan
etilen miktar1) nitrogenaz aktivitesinin veya bir baska ifadeyle azot baglama

potansiyelinin bir 6l¢iisii olarak kullanilmaktadir.

Bu reaksiyon ve enzimin reaksiyondaki rolii 1966 yilinda Dilworth tarafindan
bulunmustur (Dilworth ef al. 1966). Boylece, azot fiksasyonu potansiyelini belirlemek
icin daha 6nceki yillarda kullamilan ve "°Nj ile gerceklestirilen pahali ve daha az hassas
testler terkedilmistir. Bu arastirmada azot baglayici o6zelligi olan 16 izolat
incelendiginde, maksimum nitrogenaz aktivitesini 165 n mol/mg protein/ saat ile AS-2
susu gostermistir (Cizelge 4.2). Bunu srasiyla AS-1 (128 n mol/mg protein/ saat) ve
AS-3 (77 n mol/mg protein/saat) suslar1 izlemektedir. En diisiik aktivite ise AS-15 (7 n

mol/mg protein/saat) susunda goriilmiistiir.

Daha once yapilmis arastirmalarda Azosprillium lipeferum tiirii i¢in saatte 1 mg protein
icin 2,367 n mol; Entamoeba aglomerans tirii i¢in 90,7 n mol; Enterobacter sp. i¢in
52,3 n mol ve Klebsiella pneumonia tiirii icin 47,2 n mol’liikk etilen gazi degerleri elde
edilmistir (Haathela et al.1981). Cesitli Pseudomonas tirleri ile yapilan bir bagka
arastirmada, etilen miktar1 21,8-3624 n mol/mg protein/saat olarak Ol¢iilmiistiir
(Naureen et al. 2005). Seker pancari ve cavdar rizosferlerinden izole edilen
Azosprillium tiirlerinin test edildigi bir baska arastirmada ise etilen miktarlar1 121,3-
1221 n mol/mg protein/saat olarak belirlenmistir (Gangwar and Kaur 2009). Bu degerler
ile, aragtirmamizda kullanilan AS-1 ve AS-2 izolatlarindan elde edilen etilen miktarlari
karsilastirildiginda, bizim izolatlarimizin nitrogenaz aktivitelerinin orta diizeyde

oldugunu soyleyebiliriz.

5.2. Fosfat Coziicii Ozelligin Belirlenmesi Icin Yapilan Tarama (Screening)

Cahsmalan

Bilindigi gibi, bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerde en ¢ok aranan 6zelliklerden biri
de onlarin fosfat ¢oziicii 6zellige sahip olmasidir. Ciinkii, bitkilerin biiylimesini

sinirlayan elementlerden biri de ¢oziinmiis fosforlu bilesiklerdir ve ne yazik ki tarim
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arazilerinin topraklar1 bu bilesikler bakimindan fakirdir. Diger taraftan, toprakta bir¢cok
fosfat ¢oziicii mikroorganizma bulunsa da, bunlarin sayilar1 yeterli degildir ve rekabet

glicleri zayiftir.

Dolayisiyla, bitkilerin uygun ve rekabet giicii yiiksek fosfat ¢éziicli mikroorganizmalarla
inokiile edilmesi, verimde Onemli artiglar saglayacaktir. Arastirmamizda, azot
bagladiklar1 belirlenen izolatlarin ayni zamanda fosfat c¢oziicii Ozelliklerinin de
arastirilmasi, ileride bu izolatlar ile gerceklestirilebilecek biyogiibre materyalinin daha
etkili olmasini saglamay1 amaglamistir. Nitekim, daha dceki arastirmalarda da ya her iki
ozellige (azot baglayict ve fosfat ¢oziicii) sahip bakterilerden veya ayri ayri1 bu
ozelliklere sahip bakteri kombinasyonlarindan hazirlanan inokiilantlar, sinerjik etki ile
verimde artiglar saglanmiglardir (Kundu and Gaur 1984; Alagawadi and Gaur 1992).
Hatta giiniimiizde ‘‘Phylazonit-M>> ve “‘Kyusei-M’’ ticari adlariyla satilan
biyogiibreler, hem fosfat ¢oziicli, hem de azot baglayici bakterilerin karigtirilmasiyla

hazirlanan preparasyonlardir (Rodriguez and Fraga 1999).

Fosfat ¢oziicli mikroorganizmalarm taranmasi ve secimi islemlerinde iki farkli selektif
besiyeri kullanilmaktadir. Bunlardan biri brom-fenol ve trikalsiyum fosfat igeren
besiyeri olup, yontemin esasi mikroorganizmanin olusturdugu asitin, indiikatdor boya
olan brom-fenol ile verdigi rengin koloni etrafinda olusturdugu zonu Olgmeye
dayanmaktadir. Ancak, fosfati ¢ozdiikleri halde, asit {iretmeyen mikroorganizmalar, bu
besiyerinde izole edilemezler. Bu nedenle, hassasiyeti daha yliksek olan NBRIB-BPB
besiyerinde iiretim yontemi Onerildiginden (Nautiyal er al. 2000), arastirmamizdaki
tarama islemlerinde de bu yontemin kullanimi tercih edilmistir. Ayrica, baslangigtaki

izolat sayimizin ¢oklugu da, bu yontemi tercihte etkili olmustur.

5.3. izolatlarin Tam islemleri

Bu arastirma sonunda, hem fosfat ¢oziicii hem de azot baglayici 6zelligi tesbit edilen 16
izolat, once klasik yontemler kullanilarak g¢esitli 6zellikleri belirlenmis ve daha sonra

MIS ile tanilanmistir. Klasik yontemlerden; cins diizeyinde tanida yardimci olmasi
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diistiniilen hiicre morfolojisi, gram ozelligi, hareket, koloni morfolojisi ve rengi,

endospor olusturma ve katalaz tiretimi gibi 6zelliklerin incelenmesi tercih edilmistir.

Bilindigi gibi son yillarda klasik tan1 yontemlerine ilaveten kullanilan modern teknikler
icerisinden pratik ve ucuz olmasi nedeniyle MIS yontemi 6nerilmektedir (Paisley 1995).
Yukarida belirtilen sitolojik ve kiiltiirel 6zelliklerin  belirlenmesini  takiben,
izolatlarimizin MIS ile taranmasi sonucu, AS-1’in Cellulomonas turbata, AS-3’lUn
Pseudomonas putida, AS-4, AS-12, AS-13 ve AS-14’tin Bacillus cereus, AS-5’in
Neisseria mucosa, AS-6 ve AS-10"un Enterobacter cloacae, AS-2, AS-8,AS-15 AS-
16’nin Bacillus megaterium, AS-9un Bacillus mycoides, AS-11°in Vibrio furnissii

olduklar1 degerlendirilmistir.

Ne yazik ki, MIS analizinde tanilanan izolatlar i¢in tan1 indeksleri olduk¢a diistik (0,1-
0,7) bulunmustur. MIS sistemi ile Bacillus cinsine ait olduklar1 belirlenen AS-2, AS-4,
AS-8, AS-12, AS-13, AS-14, AS-15 ve AS-16 izolatlarinin, klasik yontemle belirlenen
ozelliklerinin bulundugu Cizelge 4.4. incelendiginde; bu izolatlarin hepsinin ¢ubuk
seklinde, endospor olusturan ve katalaz pozitif 6zellikte olduklar1 goriilmektedir. Bu
ozellikler Bacillus cinsinin genel cins Ozellikleriyle oOrtiismektedir. Ancak; klasik
yontemlerden elde edilen bulgularla, MIS tanilarinin ¢elistigi durumlara da
rastlanmaktadir. Ornegin MIS’in Enterobacter cloacae olarak tanimladigi AS-6 ve AS-
10 izolatlar1 endospor olusturan izolatlardir. Bu miimkiin degildir, ¢linkii Enterobacter
tiirleri endospor olusturamaz. Ayni ¢eliskili durum Neisseria mucosa olarak tanimlanan
AS-5 izolat1 i¢in de s6z konusudur. Gerek ornekleri verilen g¢eliskili durumlar, gerekse
tan1 indekslerinin diisiik degerli olmas1 nedenleriyle, MIS tanilarmnin giivenilir olmadig1
kanaatindeyiz. Dolayisiyla, bu izolatlar ile gercekte yapmay1 planladigimiz yaymlarda
daha hassas molekiiler teknikler (16S rRNA vb.) kullanilarak tanilama isleminin

yenilenmesi faydali olacaktur.
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5.4. Izolatlarla Asilamanin Nohut Bitkisinde Biiyiime Parametreleri Uzerindeki

Etkileri

Tarimsal iiretimlerde verimi etkileyen ekolojik faktorlerin, veya giibre degeri
belirlenmek istenen materyallerin (kimyasal giibreler veya bitki biiylimesini tesvik edici
bakterilerden olusan biyogiibreler) etki diizeylerini anlamayir amaglayan c¢esitli
calismalarda, deneme ¢alismasindan sonra farkli bliyiime parametrelerinin kriter olarak
kullanildig1 goriilmektedir. Ornegin alkol sanayi yan iiriinii olan vinasin giibre degerinin
belirlenmesini amaglayan bir ¢calismada, bezelye veya aygigegi bitkisinin hasat donemi
sonrast govde boyu, kok boyu, yaprak alani, bitki kuru agirligi ve primer prodiiktivite
degerleri kriter olarak kullanilmistir (Algur and Kadioglu 1992). Bacillus polymyxa ve
Bacillus megaterium var. phosphaticum bakterilerinin biyogiibre etkisini belirlemeye
yonelik bir bagka arastirmada, kok ve gdvde yas agirliklari, bitki dokusunda seker
miktari, total biyomas miktar1 ve tohum verimi parametreleri kriter olarak kullanilmistir
(Cakmake1 et al. 1999). Nohut bitkisi ilizerinde daha once yapilmis bir caligmada
Rhizobium asilamanin verim tizerindeki etkileri incelenirken bitki kdk ve gévde boyu,
total azot miktari, simbiyotik etkinlik, nodiil kuru agirhig1 ve bitki basna fikse edilen
azot miktarlar1 degerlendirmeye alinmistir (Kantar et al. 2003). Kaya et al. (2006)
tarafindan gergeklestirilen ve aycicegi bitkilerinin yan {Uriinlerinin  biyolojik
parcalanmasi sonucu elde edilen materyalin giibre degerinin test edildigi arastirmada da,
kriter olarak total protein ve total klorofil miktarlari, ¢cimlenme indeksleri ve bitki boyu
parametreleri kullanilmistir. Bu 6rnekleri ¢ogaltmak miimkiindiir. Arastrmamizda da
izolatlar ile asilamanin nohut iizerindeki etkilerini belirlerken kriter olarak bitki kok ve
govde boyu, yaprak kuru agirligi ve protein miktarlarinin biiyiime parametresi olarak

kullanilmasi tercih edilmistir.

Izolatlar ile asilamanm nohut bitkisinin kok boyu iizerindeki etkilerini gosteren Sekil
4.3; 4.4 ve 4.5 ile Cizelge 4.6 incelendiginde azotsuz kontrole gére AS-1; AS-3; AS-5;
AS-10 ve AS-11 izolatlar1 ile asilamanm p<0,05 diizeyinde 6nemli diizeyde artislar
sagladig1 goriilmektedir. Izolatlardan bazilar1 fosfatsiz kontrol ve pozitif kontrol

gruplarma gore de kismi artiglar saglamig, fakat bu artiglar istatistiki bakimdan 6nemsiz
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bulunmustur (p<0,05). Azotsuz kontrole gore en yiiksek artis1 saglayan AS-3 izolati ile
asilama kok boyu parametresinde %84’ liik bir artis1 ifade etmektedir.

Sekil 4.7; 4.8 ve 4.9 ile Cizelge 4.7 ise izolatlar ile asilamanin govde boyu tlizerindeki
etkilerini gostermektedir. Cizelge 4.6’dan, bazi izolatlarin azotsuz kontrole gore kismi
artiglar saglasa da bu artislarin istatistiki bakimdan 6nemsiz oldugu (p<0,05); fosfatsiz
kontrole gore sadece AS-2 izolatinin istatistiki bakimdan 6nemli artis sagladigi ve
pozitif kontrole gore de izolatlarin kontrolden biiyiik degerler vermedigi, ancak bir¢ok
izolatla asilamanin pozitif kontrole ¢ok yakmn (farklar1 p<0,05 diizeyinde Onemsiz)

govde boyu olusumu sagladigi anlasilmaktadir.

Genel olarak degerlendirildiginde izolatlar ile asilama, nohut bitkisinin kok ve govde
boyu iizerinde 6nemli diizeyde etkili (olumlu ve olumsuz) bulunmustur. Bu beklenilen
bir durumdur. Ciinkii topraktaki azot ve fosfor eksikligi veya fazlaliginin bitki kok ve
govde boyu tlizerinde etkili oldugunu gosteren ¢alismalar vardir. Avei (2007); bitki boyu
uzunlugunun genetik olmakla birlikte, gelistirme teknigi ve besin elementleri
miktarindan da etkilendigini belirtmektedir. Yine azot eksikliginin vegatatif gelisimi
olumsuz etkiledigi, govdeyi zayiflattigi, bitkinin erken yaslanmasima yol ac¢tigi; fosfor
eksikliginin de zayif sap ve govde olusumuna sebep oldugu ifade edilmektedir
(www.bitkisagligi.net/Bitki Cansiz). Ozellikle de topragm azot igerigi ile kok biiyiimesi
arasindaki iliski, ¢6ziinmiis NO; miktarinin artisma bagli olarak bitki hiicrelerinin
boliinmesinin uyarilmast ve sonugta kokiin boyca uzamasi seklinde agiklanmaktadir
(Martinez and Martinez 2007). Hatta yapilan arastirmada bazi Azosprillium tiirleri ile
asilama, koklerde solunum potansiyellerini artirict bir etki gostermis ve buna bagl
olarak karbon asimilasyonu olumlu yonde etkilenmek suretiyle bitki biliylimesinde
%38’lik artiglar saglamistir (Wessey 2003). Arastirmamizda inokulant olarak kullanilan
izolatlarm kok ve govde boyunda meydana getirdikleri artislarm, yukarida

aciklanilmaya calisilan mekanizmalarin bir veya bir kagina bagl oldugu sdylenebilir.

Izolatlar ile asilamanm nohut bitkisinde yaprak kuru agirhg: iizerindeki etkileri Sekil

4.10; 4.11; 4.12 ve Cizelde 4.8’de ozetlenmistir. Sekil ve cizelgelerden de goriildiigi
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gibi AS-1, AS-4, AS-9, AS-10, AS-13ve AS-16 suslar1 ile asilama, azotsuz kontrole
gore; AS-3, AS-8 ve AS-9 suslari ile asilamada fosfatsiz kontrole gore yaprak kuru
agirhiginda istatistiki bakimdan onemli (p<0,05) artislar saglamislardir. Pozitif kontrol
ise, asili gruplara nazaran 6nemli (p<0,05) diizeyde daha basarili sonu¢ vermistir.
Bir¢ok arastirmada genellikle bir biiylime kriteri olarak ‘‘yaprak alani’ ele alinmis ve
degerlendirilmistir. Bitkinin asimilasyon faaliyetinin en yogun gerceklestigi bu organin
biiytikligliniin kriteri olarak degerlendirilmesi beklenilen bir durumdur. Ancak ¢esitli
arastrmalarda organlarm biytkliginden c¢ok, kuru agrrligi kullanildigindan bu

arastirmada da yaprak kuru agirhgi (yaprak biyomasi) bir kriter olarak kullanilmistir.

Bitkinin c¢esitli bolgelerinde; biyomas verimi ile tane verimi {izerinde yapilan arastirma
sonuclar1 incelendiginde; tane verimi ile biyomas verimi arasinda pozitif bir
kolerasyonun varhign dikkat g¢ekmektedir (Ozalkan et al. 2010). Dolaysiyla,
arastirmamizda gerek kok ve gdovde boy uzamasina yol acan, gerekse yaprakta kuru
agirlik (biyomas) artisini saglayan inokiilantlarimizin, tane verimi lizerinde de olumlu
sonug verebilecegi diisiiniilmiis ve bu izolatlarimizla tarla denemelerinin uygun olacagi

degerlendirilmistir.

Bitki beslenmesinin, bitkinin dokularindaki protein orani iizerinde etkili olacagi
siiphesizdir. Ustelik, inokulantlar ile toprakta artmasi saglanan azot ve fosfor gibi
elementler, protein metabolizmasinda ¢ok Onemli rollere sahiptir ve zaten bitki
dokularindaki protein miktari, ayni dokudaki azot miktarmin belli bir faktorle
carpilmasi sonucu hesaplanmaktadir. Ciinkii, proteinler canlidaki en Onemli azot
depolaridir. Bu bilgiler 15181nda, arastirmamizda kontrol gruplari ile deneme gruplarmin
yaprak protein diizeyleri de belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.23, 4.14 ve 4.15 ile Sekil
4.9’da ozetlenmistir. Cizelge 4.9 incelendiginde, AS-8 ve AS-9 izolatlar1 ile asilama
azotsuz kontrollere gore, AS-8, AS-11 ve AS-12 ile asilama fosfatsiz kontrollere gore;
AS-5, AS-8, AS-9, AS-10, AS-12, AS-13 ve AS-15 izolatlar1 ile asilama ise pozitif
kontrole gore, nohut bitkisinin yaprak protein oranmi 6nemli (p<0,05) miktarda
artrrmistir. Bitki i¢cin giibre edegeri olan ve azot ve fosfat¢a topragi zenginlestirici

materyallerin uygulandig1 arastirmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Kaya et al.
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2006). Bir baska arastirmada, Rhizobium, Bradrhizobium ve Bacillus megaterium var.
phosphaticum tiirleri tek baglarma ve kombinasyonlar halinde inokiilant olarak
kullanilmis ve protein diizeylerinde artislar kaydedilmistir (Elsoni and Osman 2011).
Aragtrma  bulgularimiz, yukarida belirtilen arastrma sonuglariyla paralellik

arzetmektedir.

Bu arastirma bulgular1 dikkatle incelendiginde bazi izolatlardan elde edilen bulgularin
sanki birbiriyle ¢elistigi degerlendirilebilir. Ornegin kok ve gdvde boyu iizerinde etkisiz
bulunan AS-15 izolati, protein orani lizerinde pozitif kontrolden bile ¢ok iy1 performans
gostermistir. Yine Cizelge 4.1°e gore fosfat ¢oziicli 6zelligi zayif bulunan AS-8, AS-9,
AS-10, AS-11, AS-12, AS-13, AS-14, AS-15 ve AS-16 izolatlar1 ile, Cizelge 4.2°ye
gore azot baglayic1 6zelligi zayif bulunan AS-6 ve AS-7 izolatlari, bu iki 6zellik
bakimmdan daha etkili bulunan diger izolatlara nazaran farkli bitki parametreleri
iizerinde daha yiiksek verimler saglamiglardir. Bu 6rnekleri ¢ogaltmak miimkiindiir.
Ancak giris kisminda da belirtildigi gibi ‘‘Bitki Biliylimesini Tesvik Edici Bakteriler’’
sadece azot baglayic1 ve fosfat ¢oziicii olanlardan ibaret degildir. Toprak patojenlerini
Oldiirerek, vitamin sentezleyerek, bitki biliylime diizenleyicilerini iireterek,
mineralizasyonu hizlandirarak da bitki biiyiimesine katki saglayan bakteriler vardir.
Ornegin bazi toprak kokenli bakterilerin toprak pH’sini diisiiriicii asitler iireterek
mineralizasyonu hizlandirdigr (Orhan et al. 2006); fosfat coziicii bakterilerin ayni
zamanda B12, riboflavin ve niasin gibi vitaminler iireterek metabolizmay1 olumlu
etkiledigi (Rempe 1973), Enterobacter ve Pseudomonas cinslerine ait bazi bakteri
tiirlerinin siderofor ve oksin gibi maddeler iireterek bitki bliylimesini tesvik ettigi (Barea
et al. 1976; Martinez and Martinez 2007) kaydedilmektedir. Arastrmamizda fosfat
cOziicii ve azot baglayict Ozellikleri zayif bulundugu halde, nohut bitkisi biiylime
parametrelerinde Onemli artiglar saglayan ve yukarida belirtilen izolatlar, bu

arastirmalarda belirtilen 6zellikleri bakimindan ayrica incelenebilir.

Bilindigi gibi, daha once yapilan benzer bir¢ok arastirmada, sera kosullarinda basarili
bulunan bir¢ok inokiilant tarla kosullarinda basarisiz bulunmustur. Bunun baslica

sebebi, inokiilant olarak kullanilan bakterilerin rekabet giiclerinin zayifligidir.
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Dolayisiyla bu konuda direncli ve rekabet giicii yiiksek tiirlerin se¢imi 6nemlidir.
Ozellikle endospor olusturabilen Bacillus tiirlerinin bu bakimdan avantajli oldugu ve
dolayisiyla arastirmamizda izole edilen ve kullanilan Bacillus cinsine ait izolatlarin daha
imitvar olduklar1 sdylenebilir. Ancak yine de bu durum tarla denemleri ile teyit

edilmelidir.
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