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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

PALANDOKEN DAGINDAN ALINAN RiZOSFERIK VE NON-RiZOSFERIK
TOPRAK ORNEKLERINDE SOGUGA ADAPTE PGPR/PGPB TURLERININ
ARASTIRILMASI

Emrah SATICI
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet KARADAYI

Amag: Bu ¢alismada Erzurum Palandoken daginin belirli lokasyonlarindan alinan rizosferik ve
non-rizosferik toprak numunelerinin aseptik kosullarda laboratuvar ortamia taginmalari, bu
numunelerden elde edilen bakteriyel izolatlarin secgilerek saflastirilmasi ve bunlar arasindan
azot fiksasyonu, fosfat ¢ozme ve IAA iiretme bakimindan PGPR 6zellik gosteren bakterilerin
konvansiyonel yontemler kullanilarak yerel bir kiiltiir koleksiyonunun hazirlanmasi
amaglanmistir.

Yontem: Bu calismada aktif izolatlarin tanilamasinda klasik mikroskobik incelemeler ve
molekiiler teknikler kullanilmistir. izolatlarin molekiiler identifikasyonu evrensel 16S rRNA
gen bolgesine spesifik primerlerinin kullanildigt PCR uygulamasi, amplikonlarin sekans
analizleri ve NCBI veri tabaninda BLAST analizi uygulanmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda 321 soguga adapte bakteri izolat1 elde edilmis ve bunlar
icerisinden azot baglama, fosfat ¢ozme, IAA ve siderofor iiretme Ozelliklerinden en az bir
tanesini gosteren 21 aktif izolat secilmistir. Molekiiler tan1 verileri bu izolatlarin Acinetobacter,
Bacillus, Enterobacter, Enterococcus, Exiguobacterium ve Rhizobium cinslerine ait oldugunu
ortaya koymustur.

Sonug: Tez calismasi sonucunda soguk ekosistemlerde dogal yollarla bitki biiyiimesini tesvik
icin gelistirilecek preparatlarin hazirlanabilecegi 21 aktif PGPR/PGPB izolatinin yerli bir kiiltiir
koleksiyonu olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Soguga Adapte Mikroorganizma, PGPR, PGPB, 16S rRNA.
Eyliil 2022, 77 Sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF COLD ADAPTABLE PGPR/PGPB SPECIES IN
RIZOSPHERIC AND NON-RISOSPHERIC SOIL SAMPLES TAKEN FROM
PALANDOKEN MOUNTAIN

Emrah SATICI
Supervisor: Assist. Dr. Mehmet KARADAYI

Purpose: In this study, rhizospheric and non-rhizospheric soil samples taken from choosen
locations of Erzurum Palanddken Mountain were transported to the laboratory environment
under aseptic conditions, the bacterial isolates obtained from these samples were selectively
purified and bacteria showing PGPR properties in terms of nitrogen fixation, phosphate
dissolution and IAA production were analyzed locally using conventional methods. It is aimed
to prepare a cultural collection.

Method: In this study, classical microscopic examinations and molecular techniques were used
for the identification of active isolates. Molecular identification of isolates, PCR application
using universal 16S rRNA gene region specific primers, sequence analysis of amplicons and
BLAST analysis in NCBI database were applied.

Findings: As a result of the study, 321 cold-adapted bacterial isolates were obtained and 21
active isolates showing at least one of the properties of nitrogen binding, phosphate dissolving,
IAA and siderophore production were selected. Molecular diagnostic data revealed that these
isolates belonged to Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Enterococcus, Exiguobacterium
and Rhizobium genera.

Results: As a result of the thesis study, a native culture collection of 21 active PGPR/PGPB
isolates was created, in which preparations to be developed to promote plant growth naturally
in cold ecosystems can be prepared.

Keywords: Cold Adapted Microorganism, PGPR, PGPB, 16S rRNA.
September 2022, 77 pages
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GIRIS

Biyolojik agidan 6nemli bir fiziksel etken olan soguk, yasamsal reaksiyonlar tizerindeki
dogrudan ve dolayl etkilerinden 6tiirii yer kiiredeki canliligi kisitlayan en 6nemli faktorlerden
birisi olarak kabul edilmektedir (Collins and Margesin, 2019). Bununla birlikte, yer kiirenin
kutuplar, buzullar, derin okyanus zeminleri ve yliksek daglar gibi bolgeleri i¢ine alan biiyiik bir
kisminin diigiik sicakliklara siirekli olarak maruz kaldig1 da bilinmektedir. Bu durum, dnceleri
bu bolgelerde yasam olamayacagi goriisiinii dogurmus, bu bdlgelerin biyogesitliligini ortaya
koyacak c¢alismalarin yapilmasini uzun yillar ertelemistir. Ancak, daha sonra ileri mikroskopi
tekniklerinin, yeni kiiltiire alma yaklasimlarimin ve genomik, transkriptomik, proteomik,
metagenomik gibi omik teknolojilerin gelistirilmesiyle soguk bolgelerin de canlilik agisindan
ozellikle de mikrobiyolojik cesitlilik agisindan olduk¢a zengin oldugu ortaya konulmus ve
bunun bir sonucu olarak soguk ekosistemlerdeki canlilik faaliyetlerini aragtiran ¢alisma sayisi
giderek artmistir (Singh et al.,2014; Koh et al.,2017; Raymond-Bouchard et al.,2018; Tribelli
and Lopez, 2018; Karadayi et al.,2021).

Soguk ekosistemlerin mikrobiyal biyogesitliligini arkeler, bakteriler, mayalar, kiifler,
siyanobakteriler, mikroalgler ve tek hiicreli 6karyotik hayvansal organizmalar olusturmaktadir
(Margesin and Collins, 2019). Genelde, soguga adapte mikroorganizmalar olarak adlandirilan
bu canlilar diisiik sicakliklarda yasamay1 miimkiin kilan sitoplazmik membran farklilagsmalari,
0zellesmis metabolik yolaklar, elektron akiglari, soguk aktif enzimler ve antifriz proteinleri gibi
cok sayida mekanizma gelistirmeleriyle karakterize edilirler (Margesin and Miteva, 2011;
Karadayi et al,2021). Literatiir ¢alismalari, soguga adapte mikroorganizmalardaki
mekanizmalarin sadece canlilarin soguk ¢evrelerdeki zorlayici kosullarda hayatta kalmalarinda
rol oynamadigini, ayni zamanda ekosistemin siirdiiriilebilirligi agisindan elzem olan besin ve

madde dongiilerinin ger¢eklesmesinde de kilit rol oynadigin1 gostermistir (Hamdan, 2018).

Ote yandan soguga aktif mikroorganizmalar ve bunlarin iirettikleri 6zel metabolitler
gosterdikleri cesitli endiistriyel kullanim potansiyelleriyle giliniimiiz  biyoteknoloji
caligmalarina ilham kaynagi olmaktadir. Buna soguga adapte Rhodococcus, Pseudomonas,
Pseudoalteromonas tiirlerinin biyoremediasyonda, antimikrobiyal metabolitler iireten tiirlerin
eczacilikta, soguk aktif beta-galaktosidaz, pektinaz, ksilanaz, proteaz, lipaz ve amilaz {ireten
cesitli tiirlerin ise gida ve deterjan endiistrilerinde kullanim1 6rnek olarak verilebilir (Ruberto

et al.,2005; Aislabie et al.,2006; Lin et al.,2009; Singh et al.,2012; Struvay and Feller, 2012;



Adapa et al.,2014; Tomova et al.2015) Yine soguga adapte mikroorganizmalarin stirdiiriilebilir

ve ¢evreci tarim uygulamalarimin gelistirilmesinde kullanimi da glinlimiiziin popiiler aragtirma

konularindan birisi olarak kabul edilmektedir (Khan and Goel, 2008; Mishra et al.,2012).

Soguk iklim kosullarina sahip bolgelerdeki dogal bitki ortiisiiniin gelisimi ya da zirai
tiretimin tesvik edilmesinde rol oynayan mikroorganizmalar genellikle bakterileri kapsamakta
ve bu nedenle “soguga adapte bitki biliylimesini tesvik edici rizobakteriler (cold-adapted plant
growth promoting rhizobacteria, cold-adapted PGPR veya soguga adapte PGPR)” olarak
adlandirilmaktadirlar (Khan and Goel, 2008; Mishra et al.,2012; Patni et al,2018). Bu
bakterilerin azot baglama, fosfath bilesikleri ¢cozme gibi Ozellikleriyle topraktaki besleyici
elementleri arttirdigi, basta oksinler olmak tiizere ¢esitli bitki biiyiime diizenleyicilerini
(fitohormonlar) salgilayarak {iriin verimi iizerine olumlu etki gosterdikleri ve sideroforlar gibi
baz1 6zel bilesenleri lireterek topraktaki bitki patojenlerini baskilayabildikleri bilinmektedir
(Vessey, 2003; Ashraf et al.,2011; Muthezhilan et al.,2012; Bal et al.,2013; Singh, 2013). Bu
baglamda soguga adapte PGPR tiirleri biyofertilizer, biyostimulan ve/veya biyoprotektan
ozellikler gostererek soguk iklim kosullarinin hakim oldugu bolgelerde bitkisel {iretim igin

stirdiiriilebilir ve ¢evreci alternatifler sunarlar (Backer ef al.,2018; Basu et al.,2021).

Ote yandan soguga adapte PGPR tiirleri kullanilarak hazirlanan zirai preparatlarin
ticarilesmesinin Oniinde halen asilmasi gereken sorunlarin oldugu bilinmektedir. Bu noktada,
gelistirilen preparatlarin benzer iklim kosullarina sahip olsa bile farkli cografyalarda ayni
verimle ¢alismamasi 6rnek olarak verilebilir. Bunun temelinde yerel vejetasyon bolgelerindeki
mikrobiyal topluluklarin 6zel olarak kendi konukgularina adapte olma ihtimallerinin yiiksek
olusu yatmaktadir. Bu nedenle belli bir ekosistemde kullanilabilecek en uygun preparatin yine
o ekosistemden izole edilecek PGPR tiirleri ile hazirlanabilecegi goriisii ortaya ¢ikmaktadir
(Singh, 2013; Mapelli et al.,2013; Yu et al.,2014). Sonug olarak, yerel soguk ekosistemlerden
izole edilecek soguga adapte PGPR tiirlerinden hazirlanacak preparatlarin hem bu bolgelerdeki
dogal bitki Ortiislinlin gelismesi bakimindan hem de tarlalarda zirai iiretimin arttirilmasi

bakimindan ithal preparatlara nazaran daha efektif sonuglar verecegi agikca goriilmektedir.

Bu ilkeler c¢ergevesinde hazirlanan tez c¢alismamizda, Tiirkiye’nin en soguk
ekosistemlerinden birisi olan Palandoken Dagi’ndan, azot baglama, fosfatl bilesikleri ¢c6zme,
indol-3-asetik asit ve/veya siderofor iiretme 6zelliklerinden en az birine sahip soguga adapte
PGPR tiirleri izole edilmis, bu izolatlar molekiiler yaklasimlarla tanilanmis ve Erzurum’da
kullanilabilecek ticari preparatlarin gelistirilmesine kaynak saglamasi amaciyla yerel bir kiiltiir

koleksiyonu olusturulmustur.
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KURAMSAL TEMELLER

Niifus artisina paralel olarak artan gida iiretimi tizerindeki baski, kimyasal giibre ve
diger tarimsal kimyasallarin kullanimini kaginilmaz kilmistir. Ancak tarimsal kimyasallarin
asir1 kullanilmasi, ekilebilir topragin biyolojik ve fizikokimyasal yapisinin bozulmasina,
mahsul verimliliginde diisiise ve biyolojik ¢esitliligin azalmasina neden olmaktadir (Bishnoi,
2018). Gliniimiiz teknolojisinde bu ekolojik ve sosyo-ekonomik problemlere yonelik ¢6ziim
arayislart tiim hiziyla devam etmektedir. Ornegin tarimsal kimyasal kullaniminmn kismen
azaltilmasi, biyo-atiklardan elde edilen {iriinlerin kullaniminin tesvik edilmesi, ekin bitkilerinin
koklerinde yasayan faydali mikroorganizmalardan elde edilen biyo-giibrelerin kullaniminin
arttirtlmas1 (Fascella et al.2015) gibi cevreye ve topraga duyarli, siirdiiriilebilir tarimin
devamliligini esas alan ve yiiksek verimli tarimsal {iriin elde edinimi i¢in benimsenmis etkili
stratejiler tlizerinde calisilmaktadir. Tarimsal kimyasallarin; c¢evre kirliligine neden olmasi,
bitki, hayvan ve insan sagligini kotii yonde etkilemesi ve mikroorganizmalarin bu kimyasallara
kars1 diren¢ kazanmis olmasi nedeniyle (Avis et al,2008) mahsul yetistiriciliginde, biyo
giibreleyiciler ve biyolojik kontrol ajanlari olarak bitki biliylimesini tesvik eden rizobakteriler
(PGPR), sentetik tarim kimyasallarina olan bagimlilig1 azaltmak i¢in uygun bir ikame olarak

one ¢ikmaktadir. (Vessey, 2003 ; Anli et al.,2020 ).

Diinya genelinde bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin (PGPR) izolasyonuna
yonelik 1liman bolgelerin zirai alanlarinda olduk¢a yogun calismalar yapilmistir. Ancak son
yillarda; sicaklik, tuzluluk, asidik, pH veya alkalilik gibi stres faktorlerinden etkilenmis
alanlarin biyoremediasyonu yapilarak mahsul iiretimine kazandirilmasi ¢alismalar1 bu ekstrem
habitatlarin 6nemini arttirmistir. Bunlar igerisinde 6zellikle soguk habitatlar, Diinya ylizeyinin
cok biiyiik bir kismin1 kaplamalar1 nedeniyle, gelecege yonelik gida giivenligi ¢aligmalarinin
en onemli odagi konumunda bulunmaktadir. Abiyotik stres faktdrlerinden biri olan soguk, bitki
bliylimesi ve mahsul verimi lizerindeki olumsuz etkileri nedeni ile, slirdiiriilebilir tarimin
gelecegi ve mahsul kayiplarinin 6niine gecilmesi i¢in miicadele edilmesi gereken bir etmendir.
Ciinkii soguga veya sicaga maruz kalma mahsul veriminde kayiplara veya en kotii olasilikla
mahsuliin bozulmasina neden olacak sekilde ciddi problemler dogurur (Duncan,.2000).
Biyosferin yaklasik %80°ninin siirekli 5°C'nin altindaki sicakliklarda bulundugu goz oniine
alindiginda (Karadayi et al.,2021), soguk stresin neden oldugu kayiplari indirgemede bu soguk
ortamlara 6zgili bitkilerin koklerinden izole edilecek soguga toleransli mikroorganizmalarin
zengin bir kaynak olusturmasi beklenmektedir.
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Soguk habitat organizmalari, optimal olarak 15°C'nin altinda (20°C iist sinir) biliyiiyen
psikrofiller ve 0°C'nin altindaki sicakliklarda hayatta kalan ancak 20-25°C'de optimal olarak
biiyliyen psikrotolerant organizmalar olarak tanimlanmigtir (Morita, 1975). Biiyiik 6l¢iide veya
stirekli don halinde bulunan ortamlarin her ne kadar yasama elverissiz oldugu kanist hakim olsa
da psikrofilik organizmalarin bu habitatlarda hayatta kalmay1 basardiklari bilinmektedir.
Psikrofil, Yunanca soguk anlamina gelen psychros ve soguk seven anlamina gelen philos
kelimelerinden tiiremistir. Ayrica kriyofiller ve rigofiller olarak da adlandirilirlar. Psikrofil
terimi ilk kez 0 °C’de iireyebilen mikroorganizmalar i¢in kullanilmis olmakla birlikte (Schmidt,
1902), saf bakteri kiiltiirlerinin 0 °C’de ¢ogalma kabiliyetini ilk kez 1887’ de Forster
gostermistir (Berry, 1934). Forsterin deniz baliklarindan izole ettigi parlak bakteriler ayn1 yil
icerisinde Fischer’in kiiltiir koleksiyonundaki 2 parlak bakteri susu ve 14 ek taze izole edilmis
deniz bakteri susu ile dogrulanmistir (Ficher ,1888). Forster buna miiteakip 1892 de yayimlamig
oldugu baska bir makalede, psikrofilik bakterilerin tatli ve tuzlu sularda, tath ve tuzlu su
baliklarinin yiizeyinde ve bagirsaklarinda, siitte, ette, bahge topraginda, kanal ve ¢ayir sularinda
yani dogada genis capta yayildigin1 gostermistir. Daha sonra yapilan ¢ok sayidaki arastirma,
psikrofilik bakterilerin, Diinya'daki en bol, cesitli ve yaygin olarak dagilmis ekstremofilleri
temsil ettigini fazlasiyla dogrulamistir (Piette et al.,2011).

Diisiik sicakliklarda psikrofilik mikroorganizmalarin biiyiime yetenegi gostermesi sahip
olduklar1 enzimlerin bazi benzersiz 6zellik gostermelerinden kaynaklaniyor olabilir. Ornegin
Brown (1957) birkag substratin oksidasyon sicaklik katsayisinin psikrofiller i¢cin mezofillerden
daha diisiik oldugunu gostermistir. Bu, psikrofillerin enzimatik aktivitelerinin, sicakliktaki bir
diisiisten mezofillerinkinden daha az etkilendigini gosterir. Ancak yine Brown tarafindan
yapilan bagka bir ¢calismada, Pseudomonas “1in psikrofilik bir tiirli ile Pseudomonas aeruginosa
‘nin mezofilik bir tiiriinlin glukoz ve glukonik asit oksidasyonunu karsilastirmis ve iki bakteri
tiirliniin enzim sistemlerinin sicaklik iligkilerini belirleyen fiziksel 6zellikleri bakimindan

biiyiik bir farklilik olmadig1 sonucuna varmastir.

Psikrofilik mikroorganizmalar soguk ortamlarda hayatta kalabilme yeteneklerinin yan1
sira soguk ortamlarin ekstra stres faktorleri olan kuruma, radyasyon, asir1 UV, yiiksek veya
diisiik pH, yiiksek ozmotik basing ve yetersiz besin mevcudiyeti (Tehei ez al., 2005; Morgan-
Kiss et al.,2006) gibi olumsuz etmenlere karsida direng gostermeleri nedeni ile bitki

biiyiimesini tesvik eden bakteriler (PGPR/PGPB) grubu icerisinde biiylik bir 6neme sahiptirler.

Rizosfer

Rizosfer terimi ilk olarak Hiltner (1904) tarafindan mikrobiyal popiilasyonlarin kok

faaliyetleri tarafindan uyarildigir kokleri gevreleyen dar toprak bolgesini tanimlamak igin
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kullanilmistir. Rizosfer birbiri ile etkilesim halinde olan toprak, rizoplan ve kok bilesenleri ile
taninir. Rizoplan, kokiin dis yiizeyi ve buraya yapisan toprak ve dokiintii parcaciklarini ifade
eder (Barea ef al.,2005). Organik madde, enerji ve besin maddelerinin sistematik dongiisiiniin
gerceklestigi toprak ise, en karmasik habitat olarak solucan ve termitler gibi makro
organizmalara; mantar, alg ve bol miktarda bulunan bakteriler gibi mikro organizmalara ev

sahipligi yapmaktadir.

Bitki koklerini ¢evreleyen, biri bitki bliytimesini destekleyen rizobakteriler olmak iizere
cok sayida mikroorganizma tiirii igeren bolge olarak tanimlanan rizosfer; mikrobiyal aktivitesi
yiiksek ve i1yi karakterize edilmis (Mendes et al., 2011), ¢esitli ve essiz mikrobiyal koloni
tiplerini etkileyen kok eksudalart ile direkt veya indirekt iliski igerisinde olan biyolojik
aktivitenin merkezidir. Rizosferdeki bu bitki, kok ve bakteri arasindaki etkilesimler bitki sagligt
ve toprak verimliligini belirleyen kriterlerdir. Bu bolgenin mikroplar1 bitkiye besin temin
edilmesinde ve bu besinlerin sindiriminde, toprak dokusunu gelistirmede, sinyal bilesikleri
salgilamada, antibiyotikler, ikincil metabolitler ve hormonlar gibi hiicre dis1 molekiilleri
salgilamada tstlenmis olduklar1 6nemli gorevlerle bitki stres tepkilerini diizenlerler (Leach et

al.,2017; Smith et al., 2017).

Bitki kokleri, bitkiye mekanik destek saglamanin ve su, azot ve fosfat gibi 6nemli
besinlerin alimin1 kolaylastirmanin yani sira, cesitli bilesikleri salgilayarak bitki biiylimesini
tesvik eder (Walker et al.,2003). Bitki kokleri tarafindan salgilanan ve kok eksudalari olarak
adlandirilan amino asitler, proteinler, sekerler ve sinyal peptitleri dahil olmak iizere (Tablo 1)
farkli organik bilesikler (Dakora ve Philips, 2002; Lucas et al., 2014), mikroorganizmalar i¢in
segici bir ortam olusturarak rizosferde PGPR olusumunu destekler (Buée et al., 2009). Aslinda,
eksiidalarin bir kismi mikroorganizmalara karsi rekabet giiclinii arttirmak igin itici rol
tistlenirken, digerleri mikroplar1 ¢ekmek icin cezbedici olarak hareket eder. Rizosferdeki
mikrobiyal aktivite, kok sekillenmesini ve bitkilere topraktaki mevcut besinlerin alimini

etkileyerek eksilidalarin kalite ve miktarin1 degistirir. (Kang et a/.,2010).
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Tablo 1. Farkli Bitki Tiirlerinin Kok Salgilarindaki Cesitli Bilesikler

Amino asitler a-Alanine, b-alanine, asparagines, aspartate, cystein, cystine, glutamate,
glycine, isoleucine, leucine, lysine, methionine, serine, threonine, proline,
valine, tryptophan, ornithine, histidine, arginine, homoserine,
phenylalanine, c-Aminobutyric acid,a-Aminoadipic acid

Organik asitler Citric acid, oxalic acid, malic acid, fumaric acid, succinic acid, acetic acid,
butyric acid, valeric acid, glycolic acid, piscidic acid, formic acid,aconitic
acid, lactic acid, pyruvic acid, glutaric acid, malonic acid, tetronic acid,
aldonic acid, erythronic acid

Sekerler Glucose, fructose, galactose, ribose, xylose, rhamnose, arabinose,

Vitaminler desoxyribose, oligosaccharides, raffinose, maltose

Purin/nukleoidler Biotin, thiamin, pantothenate, riboflavin, niacin Adenine, guanine, cytidine,
uridine

Enzimler Acid/alkaline-phosphatase, invertase, amylase, protease

Inorganik iyonlar HCOs; , OH, H", CO>, H>
Dakora ve Phillips (2002)

Genellikle bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) olarak adlandirilan, bitki
bliylimesi i¢in faydali olan serbest yasayan toprak bakterileri, bitki kokiinii kolonize ederek
bitki biiylimesini tesvik edebilir. PGPR’ler genel olarak ii¢ farkli yolla bitki biiyiimesini tesvik
ederler: (i) bitkiler i¢in kritik bilesiklerin sentezlenmesi, (ii)) P, N, C, K, S vb. besinlerin
topraktan alinmasini kolaylastirma, ve (iii) bitkileri hastaliklardan koruma veya mevcut

hastaliklarin azaltilmas1 seklinde.

Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler/rizobakteriler (PGPR/PGPB)

Topragin hayati bir bileseni olan ve on yillardir mahsul tiretiminde kullanilan bakteriler
etkili bir besin doniisiimii ve siirdiiriilebilir mahsul {iretimi i¢in toprak ekosisteminin cesitli
biyotik faaliyetlerinde 6nemli roller iistlenmislerdir (Ahemad ve digerleri, 2009; Chandler ve
digerleri, 2008). Ornegin, topraktaki besin maddelerini harekete gecirerek, fitohormonlar
tireterek, fitopatojenlerle miicadele ederek, topragi toksik agir metallerden arindirarak ve
kimyasal kullanim1 sonucu kirlenmis topragi biyolojik olarak iyilestirerek biyotik faaliyetlere
katki sunarlar (Ahemad and Malik, 2011; Hayat ef al.,2010; Rajkumar et al.,2010; Braud et
al.,2009).

Bitki koklerini ve/veya rizosferi kolonize ederek, bitkiye dogrudan besin temin etme
yoluyla bitki biiylimesini destekleyen ve bitki hastaliklarina neden olan toprak patojenlerine ve
abiyotik/biyotik streslere kars1 savunma mekanizmalar1 gelistiren bakteriler, "Bitki Biiylimesini
Tesvik eden Rizobakteri" (PGPR) olarak adlandirilmaktadir (Kloepper et al.,1989). Bitki
koklerinin ¢evresindeki veya koklerin igindeki rizobakterilerin, besinleri ¢dzmede,

dontistiirmede ve harekete gegirmede diger bolgelerdeki toprak bakterilerine kiyasla ¢ok yonlii
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oldugu (Hayat et al.,2010), ve toprak besinlerinin geri doniistimiinde baskin gii¢ oldugu (Glick,
2012) yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir.

Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler: (i) kok yiizeyini kolonize etme
yeteneklerinin yiiksek olmasi, (ii) bitki biiylimesini tesvik ve bitkiyi koruma goérevlerini yerine
getirmek i¢in gereken siire boyunca hayatta kalmayr ve ¢ogalmay1 basarmasi, (iii) diger
mikrobiyota’lar ile rekabet giiciiniin fazla olmasi, ve (iv) bitki biiyiimesini tesvik etmesi gibi
ayrt edici 6zelliklerle karakterize edilirler (Kloepper, 1994). Kok ¢evresinde, kdk ylizeyinde,
kok dokusunda veya 6zellesmis kok yapilart olan nodiillerin i¢inde bulunan (Gray and Smith
,2005) PGPR ‘lerin bitkilerle arasindaki etkilesimin molekiiler aracilar1 heniiz tam manasi ile
aciklanamamis olsa da temelde, dogrudan ve dolayli mekanizmalarla bitki biiyiimesini arttiran
giiclii PGP ajanlari olarak bilinirler (Kishore et a/.2005; Glick and Babola , 2017). Dolayl bitki
bliylimesinin tesviki, kiigiik metal baglayicilar1 olan sideroforlarin ve hidrojen siyaniir
(HCN)lin iiretilmesi yoluyla fitopatojenik organizmalarin zararh etkilerinin 6nlenmesini igerir.
Bununla birlikte toprak kaynakli bitki patojenlerinin biyolojik kontrolii, antibiyotik sentezi ve
bitkilerde genis bir kok ve yaprak patojen yelpazesine karsi sistemik direnci indiiklemeyi igerir
(Meena et al.,2020). Dogrudan bitki biiylimesinin tesviki ise topraktan sabit azot veya
¢Oziindiiriilmiis mineraller gibi besinleri bitkiye saglamak ve oksinler, sitokininler,
giberellinler, etilen ve absisik asit gibi fitohormonlarin tiretimini igerir (Parray et al.2016;
Kalam et a/.,2020). Bununla birlikte Somers et al. (2004), PGPR’ yi fonksiyonel aktivitelerine
gore bitkiye besin maddelerinin mevcudiyetini arttiran biyogiibreler, fitohormon {tiretimi
araciligiyla bitki biiylimesini tesvik eden bitki uyaricilar, organik kirleticileri indirgeyen
rizoremediatorler, antibiyotik ve antifungal metabolitlerin iiretimi yoluyla hastaliklar1 kontrol

eden biyopestisitler olarak siniflandirmislardir.

Bakterinin koke olan yakinlik derecesine gore PGPR-bitki etkilesimleri degiskenlik
gosterir (Gray and Smith, 2005). Bu yakinlik iligkilerine bagli olarak PGPR hiicre dis1 bitki
biiylime rizobakterileri (¢ePGPR) veya hiicre i¢i bitki biiylime rizobakterileri (iPGPR) olarak
simiflandirilir (Martinez-Viveros et al.2010). Genel olarak Azotobacter, Chromobacterium,
Agrobacterium, Caulobacter, Bacillus, Burkholderia vb. gibi genel bakterileri kapsayan (Gray
and Smith 2005) ePGPR, rizosfer, rizoplan veya kok korteks hiicreleri arasinda bulunur.
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium vb. endofitler ve
Frankia tirlerini igeren iPGPR ise kok hiicreleri icin 6zellesmis nodiiler yapilar igerisinde
bulunur (Verma et al,2010; Wang and Martinez-Romero, 2000; Figueiredo et al.,2011).
Pseudomonas, Rhizobia ve Bacillus, yliksek PGP ve kok kolonilestirme yetenekleri nedeni ile

en yaygin olarak bulunan PGPR‘ler olarak rapor edilmistir (Sivasakthi er al,2014).
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Bacillus‘lar; endospor olusturma yetenekleri, ¢ok katmanli hiicre duvarina sahip olmalari,
ekstrem c¢evre kosullari ile miicadelede birgok fizyolojik karaktere sahip olmasi (Shafi et
al.2017) ve gesitli ikincil metabolitleri salgilamalar1 bakimindan 6nemlidir. Rizobia tiirleri ise
(Rhizobium,  Mesorhizobium,  Bradyrhizobium,  Azorhizobium,  Allorhizobium  ve
Sinorhizobium) bitki bliylimesini tesvik edici 6zelliginin yan1 sira biyolojik azot fiksasyonu
yapma yetenegine sahip gram negatif bakterilerdir (Podile and Kishore 2006; Dardanelli et
al.2010; Arora et al.2017). R. leguminosarum viciae topraktaki fosfatin serbest kalmasinda
onemli bir rol iistlenir (Abd-Alla, M.H., 1994). R. leguminosarum bv. phaseoli ile asilanan
misir ve marul bitkilerinin kuru agirliklarinda ve fosfor diizeylerinde belirgin sekilde artis
goriilmiistiir (Chabot et al., 1996). Toprak patojenlerine kars1 biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilan Rhizobium bakterileri (R. meliloti 49 nolu izolat) zararli bir mantar tiirii olan
Fusarium oxysporum ’a kars1 yonca bitkisinin direncini arttirmistir (Viands et al., 1980). Ayrica
Rhizobium ve diger mikroorganizmalar, toprak kirleticilerin ve agir metallerin daha az toksik
forma indirgenmesi icin rizoremediasyonda aktif rol {istlenirler. Pseudomonas ise bitki
gelisimini tesvik edici bakteriler olarak tanimlanan, toprakta ve rizosfer bolgesinde en yaygin
bulunan bakteri tiiriidiir. Bu bakteri tiirliniin yaygin ve bol ¢esitliligi arastirmalar noktasinda
genis bir ilgi alan1 olusturmustur. Ornegin tibbi éneme sahip ve diger bakteri tiirlerine karsi
direncli olan Pseudomonas aeruginosa ¢ok sayida bilesigi parcalama yetenegine sahiptir.
Genellikle yaralarin, yaniklarin ve kronik cilt ilserlerinin (mavi-yesil irin) sekonder
enfeksiyonlarinda goriiliirler. Kimyasal olarak tanimlanmis minimum ortam dahil olmak iizere
yaygin bakteriyolojik ortamlarin ¢ogunda biiyiime yetenegi gosterirler (Vogel et al.,1956).
Biyokontrol ajanlar olarak da kullanilan Pseudomonas tiirlerinin gesitliligi zorlu ve olumsuz
cevresel kosullara uyum saglamalarina yardimeir olmustur (Anayo et al.2019). Topraktan
kolayca izole edilebilen ve genis yelpazede karbon ve azot kaynaklarini kullanma yetenegine
sahip olan Pseudomonas putida birgok farkli ortami kolonize etme ve genis metabolik ¢ok
yonliiligi ile bilinen bir tirdiir (Nogales et @l.2008). Bu tiirlerin haricinde mikrobiyal
topluluklarin ana bilesenlerinden biride bitki biiylimesine katki saglayan aktinomisetlerdir
(Bhattacharyya ve Jha, 2012; Merzaeva ve Shirokikh 2006). Ozellikle Micromonospora sp.,
Streptomyces spp., Streptosporangium sp. ve Thermobifida sp., tiirleri farkli k6k mantar
patojenlerine karsi muazzam bir biyokontrol ajan1 olarak hareket ederler (Bhattacharyya ve Jha,

2012). Tablo 2’de baz1 PGPR tiirlerinin bitki biiyiimesini tesvik edeici 6zellikleri verilmistir.
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Tablo 2. PGPR'ler Tarafindan Salgilanan Biiyiimeyi Tesvik Eden Maddeler.

Pseudomonas putida

Pseudomonas aeruginosa

Rhizobium sp. (pea)
Mesorhizobium sp.
Rhizobium sp.(lentil)
Bradyrhizobium sp. 750
Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonasfluorescens,
Ralstonia metallidurans

Pseudomonas sp.

Serratia marcescens

Pseudomonas fluorescens

Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp.

Enterobacter sp.

Azotobacter sp.,
Mesorhizobium sp.,

Pseudomonas sp., Bacillus

sp.
Klebsiella oxytoca

IAA, siderophores, HCN,
ammonia, exo-polysaccharides,
phosphate solubilization

IAA, siderophores, HCN,
ammonia, exo-polysaccharides,
phosphate solubilization

IAA, siderophores, HCN,
ammonia,exo- polysaccharides

IAA, siderophores, HCN,
ammonia,exo-polysaccharides

IAA, siderophores, HCN,
ammonia,exo-polysaccharides

Heavy metal mobilization

Siderophores

Phosphate solubilization, IAA,
siderophore, HCN, biocontrol
potentials

IAA, siderophore, HCN

ACC deaminase, phosphate
solubilization

ACC deaminase, [AA,
antifungal activity, Na-
fixation, phosphate
solubilization

ACC deaminase, IAA,
siderophore, phosphate
solubilization

IAA, siderophore, antifungal
activity, ammoniaproduction,
HCN

IAA, phosphate solubilization,
nitrogenase activity

Ahemad and Khan (2012)

Ahemad and Khan (2012)

Ahemad and Khan (2012)

Ahemad and Khan (2012)

Babu et al.,(2015)

Dary et al.,(2010)
Braud et al.,(2009)

Tank and Saraf (2009)

Selvakumar et al.,(2008)
Shaharoona et al.,(2008)

Indiragandhi et al.,(2008)

Kumar et al., (2008)

Ahmad et al.,(2008)

Jha and Kumar (2007)

Verimlilikleri iklim kosullari, toprak pH’ s1, ve mineraller gibi bir dizi abiyotik faktorler
ile patojen basinci ve bakteriyel rizosferin yeterliligi gibi biyotik faktorlere bagli olan
PGPR’lerin (Dutta and Podile , 2010) gelecekte tarimsal stirdiiriilebilirligin saglanabilmesi i¢in
biyogiibreleme, biyokontrol ve biyo giiclendirme gibi aktiviteler ile mahsul yetistiriciligin de

daha fazla aktif roller listlenmesi dngoriilmektedir (Rana et a/.,2015; Shaikh and Saraf, 2017).

Biyofertilizerler olarak PGPR/PGPB’lerin kullanim

Tohuma, bitki yiizeylerine veya dogrudan topraga uygulandiginda rizosferi veya

bitkinin i¢ kismini1 kolonize eden ve konak¢iya N ve P gibi hayati besin maddelerini temin
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ederek veya bu maddelerin alinimini kolaylastirarak bitki biiylimesini destekleyen canli
mikroorganizmalar iceren madde literatlirde biyogiibre olarak tanimlanmistir (Dong, 2019).
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium ve Sinorhizobium,
biyogilibre olarak kullanilmalar1 nedeniyle gii¢lii PGPR tiirleri olarak tanimlanmistir (Vessey
2003). PGPR’ lerin biyogiibre ve biyolojik kontrol ajani olarak topraga ve/veya bitki kokiine
uygulanmasi, tarimsal kimyasallarin kullanim miktarinin azalmasina ve dolayisiyla mahsul
veriminin artmasina, kimyasal giibre kullanim1 sonucu tahrip olmus topragin iyilesmesine ve
girdi maliyetlerinin azalmasina katki saglar (Vessey, 2003; Dong et al., 2019). Toprak saglig
ve biyolojisini koruyan, ¢evre dostu, abiyotik streslerle miicadele eden ve yenilenebilir besin
kaynagi olan mikroorganizmalar, yenilenemez kaynaklarin kullanimina bagli olan kimyasal

giibrelere kiyasla yiiksek c¢esitlilikte avantaj saglar (Bhardwaj et al., 2014; Backer et al., 2018).

Biyogiibrelerde bulunan mikroorganizmalarin mahsul bitkileri iizerindeki olumlu
etkileri ya azot fiksasyonunu saglamak ya fosfat ¢6ziindiirmek yoluyla bitki biiyliimesine destek
olmak yada tim bu Ozellikleri biinyesinde barindiran bir kombinasyon seklinde olabilir
(Mahanty, 2017). Biyogiibrelerin bitkilerin beslenmesini arttirmak i¢in yonettigi bu siire¢
mikrobun dogal kapasitesini kullanmak suretiyle besinleri pargalamak ve ¢oziindiirmek
seklinde gerceklesmektedir (Sattar et al., 2019). Bununla birlikte biyogiibreler, tohum veya
toprak asilayici olarak uygulandiginda besin dongilisiine katilarak siirdiiriilebilir tarim igin
mahsul iiretimine yardimer olabilir (Itelima, 2018; Sun, 2016). Ancak Rhizobium gibi bazi
asilayicilar uzun bir siireden beri piyasada olmasina ragmen, biyogiibre olarak etkileri mevcut
kimyasal giibrelere kiyasla cok daha azdir (Bashan, 1998; Cook, 1993; Fages, 1992). Bu diisiik
etkinin nedenlerinden biri uygun olmayan asilama nedeniyle topraga giren bakterilerin hizla
azalmasidir. Bakterilerin topraga transferinden sonra hayatta kalmasi {izerine yayinlanmis az
sayida ¢alisma bulunmaktadir (Albareda et al.2009; Dary et al.2010; Staley and Brauer, 2006).
Mikroorganizmalar topraga inokiile edildikten kisa bir siire sonra bakterilerin karsi karsiya
kaldiklar stresler nedeniyle bakteri popiilasyonunun giderek azaldig1 genel olarak kabul edilir
(Cosgrove et al.2010; Vanelsas et al.1986). Bu nedenle, toprakta yasayan yararli bakteri
kaynagi olusturmak ve bu kaynagin bitkiler i¢in faydali hale gelmesini saglamak biiyiik 6nem
tasimaktadir (Albareda et al.2008; Bashan, 1998). Bu noktada 6zellikle farkli karakteristik
yetenek sergileyen mikroorganizmalarin birbirleri ile olan besin saglama, inhibitor {iriinleri
uzaklastirma ve nitrojen fiksasyonu gibi iligkileri dikkate alindiginda karisik bakteri
asilayicilarin se¢ciminin daha biiyiik bir etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz (Adesemoye et

al.2008; Richardson et al.,2009).
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Azot fiksasyonu

Bitkilerin biiylime ve gelismesi i¢in zorunlu ve tiim besinler i¢cinde hayati 6neme sahip
olan azot elementi, atmosferde (litosfer katmani) yiiksek oranlarda (%78) bulunmasina ragmen
bitkiler tarafindan dogrudan kullanima uygun degildir. Bununla birlikte azot, tarim
ekosisteminde yagis ve mineral sizintilarini engelleyici bir faktér olmasi ve klorofil, enzim ve
vitaminlerin yapisinda bulunmalar1 nedeni ile de 6nem arz etmektedir. Atmosferdeki No,
Klebsiella pneumoniae, Pantoea aglomerans ve Rhizobium sp. gibi PGPR suslar1 tarafindan

sabitlenerek bitkilerin kullanabilecegi forma doniistiiriilebilmektedir (Riggs et al.2001).

Azotun, bitki biiylime ve iiretkenligi i¢in kullanilabilir hale gelmesi hidrojen ve oksijen
ile birlesmesine baglidir. Hidrojen ve oksijen ile birlesen azot molekiilleri arasindaki iiclii
baglar ikili baga indirgenerek NH4 “(Amanyum) ve NO> (Nitrat) formlar1 olusur. Daha sonra
nitrat rediiktaz enzimi araciligiyla Nitrat (NO®") Nitrit’e (NO2"), nitrik rediiktaz enzimi
araciligiyla Nitrit de (NO2") amonyaga (NH3) doniiserek bitki tarafindan kullanilabilir hale
gelirler (Fritsche, 1990; Umesha et al. 2018; Gaby and Buckley, 2012). Yapay olarak 1kg azotlu
giibre tretilmesi i¢in 20.000 kcal’lik yiiksek bir enerjiye gereksinim duyulurken (Gok ve
Martin, 1993) bu doniistim, Azotobacter spp., Paenibacillus (Bacillus) polymyxa, Burkholderia
spp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Anabaena ve Herbaspirillum spp. (Vessey ,2003) vb.
tirleri tarafindan kolayca gergeklestirilebilir. Bu mikroorganizmalar araciligiyla azotun
kullanilabilir forma doniistiiriilmesine “Biyolojik Azot Fiksasyonu” (BNF) denir (Kim and
Rees, 1994). Biyolojik azot fiksasyonu hem simbiyotik hem de simbiyotik olmayan
etkilesimlerde goriilen bir stirectir (Shridhar, 2012). Atmosferik azotun yaklasik iigte ikisi BNF
aracilif1 ile sabitlenirken geri kalan1 Haber-Bosch prosesi ile endiistriyel olarak sentezlenir
(Rubio ve Ludden, 2008). Arau’jo ve Hungria (1999), biyolojik azot fiksasyon prosesinin
katkisini arttirmak i¢in soya fasulyesi tohumlarinin ham veya formiile edilmis metabolitler veya
Bacillus subtilis hiicreleri ile agilanmasi yoluyla uygulanabilirligini gostermistir. Biyolojik azot
fiksasyonu, genellikle 1liman sicakliklarda, dogada yaygin olarak bulunan azot fikse eden

mikroorganizmalar tarafindan gerceklesir (Raymond et al.2004).

Simbiyotik olmayan azot fiksasyonu

PGPR’ler simbiyotik ve simbiyotik olmayan iki mekanizma ile atmosferdeki azotu fikse
edebilirler. N-sabitleme yetenegine sahip simbiyotik olmayan en yaygin diazotrofik PGPR,
Azospirillum sp. olarak bildirilmistir (Bashan et al. 2004). Bununla birlikte Azotobacter,
Gluconoacetobacter diazotrophicus ve Azokarus tiirleride non-simbiyotik mikroorganizmalar
grubu icerisinde yer alir (Bhattacharyya and Jha, 2012). Bu bakteri tiirleri konukgu bitkinin
ihtiya¢ duydugu nitrojenin yalnizca kii¢iik bir miktarini saglayabilir (Glick, 2012). Turp ve
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piring gibi baklagiller grubuna dahil olmayan non-simbiyotik iliskinin gorildiigii bitkilerde
(Gupta et al., 2015), bitkinin ihtiya¢ duydugu azot’un fiksasyonu i¢in nem, oksijen ve organik
bir besin kaynagina ihtiya¢ vardir. Yaklagik 30 milyon ton azot diinya genelinde simbiyotik
olmayan yolla fikse edilmektedir (Tamer et al., 1994). Non-simbiyotik yolla azot fikse eden
organizmalar: 1-Heterotrofik bakteriler (Azotobacter, Clostridium, Achromobacter,
Azotomonas, Beijerinkia, Pseudomonas, Bacillus polmyxa cinsleri), 2-Kemoototrofik bakteriler
(Methanobacillus amelianskii), 3-Mavi-yesil algler (4Anabaena, anaboenopsis, aulosira,
Calothrix, Cylindrospermum, Nostoc, Tolypotrix spp.), 4-Fotosentetik bakteriler (Chlorobium,
Cbromatiumi, Rhodomicrobium spp.) olarak bildirilmistir (Kiziloglu, 1999).

Simbiyotik azot fiksasyonu

Diinya niifusunun artigina paralel olarak, protein ihtiyacinin artmasi ve bu ihtiyaci
karsilamak iizere kullanilan azot giibrelerinin iiretimi ve kullanimi sirasinda ortaya ¢ikan ¢evre
sorunlar1 dikkate alindiginda simbiyotik azot fiksasyonunun Oneminin giderek arttig1
sOylenebilir. Simbiyotik yolla azot fikse eden bakteriler {i¢ grupta toplanmaktadir: 1-Baklagil
bitkilerinin kdklerinde yasayan bakteriler, 2-Baklagil olmayan bitkilerin koklerinde ve tizerinde
yasayan bakteriler, 3-Bazi bitkilerin yapraklarinda yasayan bakteriler (Uyanik et al., 2011).
Simbiyotik N-sabitleme yetenegine sahip en karakteristik 6rnek olarak uzun yillardan beri
kullanilan baklagiller ile bunlarin koklerinde nodiil olusturan Rhizobium lar arasindaki iliski
gosterilebilir (Ahemad ve Kibret, 2014). Bu simbiyotik iliskide baklagiller hem kendi ihtiyaci
olan azotu karsilar hem de kendinden sonra ekilecek olan bitkiye azot bakimindan zengin bir
ortam birakir, buna karsilik bakteri ise bitkiden kendi ihtiyaci olan karbonhidratlar: alir.
Rhizobium bakterisi konukgu bitki iizerinde nodiil denen yumrular meydana getirir ve bu
yumrular igerisinde azot fiksasyonu yapar. Etkili bir fiksasyonun olabilmesi i¢in bitkinin
yetistigi ortamda kendine 6zel bakterinin bulunmasi gerekmektedir. Ornegin, Rhizobium
meliloti yonca, tas yoncasi ve c¢emende; Rhizobium trifolii tggiillerde; Rhizobium
leguminasorum fig, burcak, mercimek ve bezelyede; Rhizobium phasoli fasulyede,; Rhizobium
lupini baklada; Rhizobium cicer nohutta; Rhizobium japonicum soya ve yerfistiginda etkin
olmaktadir. Diinya genelinde biyolojik yolla baglanan 175 milyon ton/yil azotun yaklasik
%350’s1 baklagil — Rhizobium simbiyotik birlikteliginden elde edilmektedir (Mckenzie and
Roberts, 1990).

Fosfat ¢oziiniirliigii

Fosfat, toprakta organik ve inorganik formlarda bulunan ve bitki gelismesini sinirlayan

temel bir elementtir (Khan et al/, 2009). Bitkide fotosentez, solunum, enerji akist (Khan et al.
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2010) gibi metabolik siireclerde aktif rol iistlenen fosfatin, yetersiz veya kisa tedarik formu
genellikle bitki biiylimesini sinirlar. Topraklarda primer, hidroksi ve oksi apatit benzeri
minerallerde tutulmus halde bulunmaktadir. Toprakta fazla miktarda fosfat bulunmasina
ragmen ¢Oziinebilir ve bitkiler tarafindan aliabilir (H2PO4 ve HP04>) fosfat miktar1 1 ppm’den
daha diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Cogu durumda topraga diizenli olarak P
giibrelemesi yapilsa dahi, bitkilerin fosfati alma potansiyeli diisiik kalmakta ve uygulanan
inorganik fosfor giibresinin %75-90’1 giibrelemeden hemen sonra fikse edilmektedir
(Gyaneshwar et al. 2002). Bitki tarafindan dogrudan alinamayan fosfat, PGPR ler aracilig ile
asitlestirme, selasyon, de8isim reaksiyonlar1 ve glukonik asit iiretimi siirecleri ile ¢oziilerek
bitkiler tarafindan kullanilabilir forma donistiiriiliir (Chung et al.,2005; Khan et al.2009;
Coutinho et al.2012; Li et al.2017).

Kimyasal giibre iiretim maliyetlerinin yiikselmesi, ¢evrenin ve topragin zarar gérmesi
gibi etmenler arastirmacilart dogal olarak meydana gelebilen, giivenilir, alternatif P
giibrelerinin arastirilmasina yoneltmis ve bu arastirmalar neticesinde kaya fosfati parcalayan
bakterilerin izolasyonu, gelistirilmesi ve kullanimi benimsenmistir. Bu baglamda, genellikle
fosfat ¢oziicli mikroorganizmalar (PSM) olarak adlandirilan, fosfat ¢oziicii aktiviteye sahip
bakterilerin (PSB), bitkilere mevcut P formlarin1 saglayabilecegi ve kimyasal fosfat’li
giibrelerin yerini alabilecegi gozlemlenmistir (Khan et al. 2006). Yapilan caligmalarda
tohumlarin P ¢oziici bakterilerle asilanmasi toprakta fiksedilmis fosforun alinabilirliliginin
arttigin1 gostermistir (Jones and Darrah, 1994). Inorganik fosfatin bakterilerle dogal olarak
¢Oziinebilir hale gelmesi bitki gelisimini tesvik etmis (Kumar and Narula, 1999; Whitelaw,
2000) ve diger minerallerin aliminmi arttirmistir (Biswas et al. 2000a). Fosfat bakterilerinin
biyogiibre uygulamasi ile tarimsal iiretimin %10-15 oranda arttig1 da ifade edilmistir (Yadav ve

Dadarwal, 1997).

Genel olarak bakteriler, fosfat1 ¢ozmek i¢in iki mekanizma kullanir: (1) fosforu harekete
geciren organik asitleri serbest birakarak fosfat tuzunun katyonlari ile iyonik etkilesim kurmak
ve (2) organik maddeye bagli fosfat gruplarinin salinmasindan sorumlu fosfatazlarin
sentezlenmesi seklinde (Solano et al.2009). Inorganik fosforun ¢oziiniirliigii, cesitli toprak
bakterileri tarafindan sentezlenen diisilk molekiiler agirlikli organik asitlerin etkisinin bir
sonucu olarak meydana gelir (Nautiyal et al. 2000; Kumar and Narula, 1999; Vassileva et al.
2000). Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium ve Serratia gibi bakteri cinsleri en
onemli fosfat ¢oziicii bakteriler olarak bildirilmistir (Bhattacharyya and Jha, 2012). Ornegin

Pseudomonas sp. (Illmer nad Schinner, 1992), Erwinia (Liu et al. 1992) ve Ps. cepacia
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(Goldstein et al. 1993) tiirlerinin genel olarak organik asit liretici fosfat ¢oziicli bakteriler
oldugu; Rhizobium leguminosarum (Hadler et al., 1990), R. meliloti (Halder and Chakrabartty
1993), B. firmus (Banik and Dey 1982) gibi fosfat ¢oziiciilerin ise 2-ketogliikonik asit
salgiladig1 bilinmektedir. Bu fosfat ¢6ziicii bakterilerin sivi kiiltiir ortamlarinda sitrik, glutamik,
siiksinik asit, laktik, okzalik, maleik, fumarik, tartarik ve ketobiitirik gibi organik asitleri lirettigi
bilinmektedir (Sundara et al. 2002). Mineral fosfatlarin disinda organik fosfat da topraktaki
fosforun kaynagini olusturmaktadir. Genellikle inositol fosfat, fosfomonoester veya fosfolipit,
niikleik asit ve fosfotriester seklinde bulunan organik P 1n bitkiler tarafindan alinabilmesi i¢in
inorganik fosfora hidrolize olmasi gerekir. Bu hidroliz islemi toprakta yeter miktarda bulunan
fosfataz enzimi (El-Sawah et al. 1993; Bishop et al. 1994; Kremer, 1994) ile gerceklesir.
Rhizobium (Abd-Alla, 1994), Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus, Klebsiella (Thaller
et al., 1995), Pseudomonas (Glick et al., 1997) ve Bacillus (Skrary and Cameron, 1998)

cinslerine ait tiirler bu siiregte temel asit fosfataz aktivitesi gosterirler.

Bakterilerin bitki gelisimi {izerine ¢ok yonlii etkilerinin oldugu ve birgok
mikroorganizmanin fosfat alimini arttirdigi bilinmektedir. B. megaterium, B. brevis, B.
polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve- Xanthomonas maltophilia suslart 1y1 bir P ¢oziicli
olarak bildirilmistir (De Freitas et al. 1997). PGPR tarafindan iiretilen oksin hormonu (IAA)
(Sheng and Xia, 2006) bitki kok gelismesini ve kok uzunlugunu saglarken, IAA iiretebilen
Bacillus firmus P eksikligi olan ve kaya fosfat uygulanan toprakta iiretilen piringte dane verimi
ve P aliminit artirmistir (Data ef al., 1982). Bununla birlikte Pseudomonas putida ile asilama
yapilan tohumun bitki kok ve govde gelisiminde artis gésterdigi ve kanola bitkisinde P alimini
arttirdig1 gézlemlenmistir (Lifshitz et al. 1987). Bacillus, Paenibacillus, Vibrio, Xanthobacter,
Enterobacter, Kluyvera, Pseudomonas ve Chryseomonas cinslerine ait 13 bakterinin P ¢6zme
yeteneginde olduklari bildirilmistir (Vazquez et al. 2000). Burkholderia cepacia misir ve marul
bitkilerine asilanmasi sonucu 6nemli miktarda fosfat ¢oziilerek bitkilerin gelisimine pozitif
katki saglamistir (Chabot et al., 1996). Bakteriler tarafindan salgilanan bitkisel hormon,
antibiyotik, siderofor ve diger maddeler bitkiler i¢in P alinabilirligini arttirmanin yani sira bitki
gelisimini de tesvik etmektedir (Kloepper et al. 1989). Ancak toprakta dogal olarak bulunan
PSB bitki gelisimi i¢in tek bagina yeterli olamamaktadir.

Cevresel sartlar, bakteriyel suslar, toprak kosullart ve konukcu bitki fosfat ¢ozen
bakterilerin bitki biiylime ve gelismesine olumlu etki gosterebilmesi i¢in gerekli faktorlerdir
(Sahin et al., 2004). Fosfat ¢oziicli bakteri (PSB) uygulamalarinda 6nemli basarilarin elde
edilmesi i¢in alternatif bir yaklasim denenerek farkli mikroorganizmalarin kombinasyonu

bitkiye inokiile edilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (Zaidi and Khan, 2005; Vikram and
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Hamzehzarghani, 2008). Azotobacter ile fosfat ¢oziicii bakterilerin birlikte asilanmasi bitki
verimini arttirmanin yani sira N ve P alinimini arttirmistir (Kundu and Gaur 1984; Monib et al.,
1984). Fosfat ¢oziicli Agrobacterium radiobacter’in Azospirillum lipoferum ile birlikte arpa
bitkisine inokulasyonu bu bakterilerle yapilan tekli asilamalara kiyasla dane verimini énemli
diizeyde artirmistir (Belimov et al. 1995). Sonug olarak bakteri kombinasyonu ile yapilan
asilama besin elementleri dengesini saglamakta, bu nedenle bitkilerin N ve P alim1 énemli

miktarda artmaktadir.

Biyostimulant olarak PGPR/PGPB’lerin kullanim

Bitki biyo-uyaricilar1 veya tarimsal biyo-stimiilanlar, bitki biiyiimesini artiran ¢esitli
maddeler ve mikroorganizmalari igerir. Bitki biyo-stimiilanlarinda 6nemli olan biyostimiilanin
icerdigi {irtinlerden c¢ok, iirtiniin gordiigli islevidir. Ciinkii bir biyostimiilanin sahadaki
performansi hava durumu, toprak mikrobiyomu, toprak tipi, mahsul ¢esidi, vb. bir¢ok faktérden

etkilenebilir.

Avrupa Biyostimiilan Endiistri Konseyi (EBIC), arastirmacilar ve ilgili endiistri
sektorleri ile yapilan ¢alismalar neticesinde; “Bitki biyo-uyarici; bitkilere veya rizosfere
uygulandiginda islevi, besin alimi, besin verimliligi, abiyotik strese tolerans ve/veya mahsul
kalitesi i¢in dogal siirecleri tesvik etmek olan madde(ler) ve/veya mikroorganizmalar igeren bir

materyal” olarak tanimlanmistir.

Gelecekteki gida taleplerinin daha fazla c¢evresel bozulmaya neden olmadan
karsilanmasi oldukca gii¢ gibi goriinmektedir. Her ne kadar kimyasal glibreler mahsul iiretim
artisinda Onemli bir rol oynamis olsa da asir1 konvensiyonel gilibre kullanimi toprak
verimliliginde azalma ve g¢evresel bozulmalara neden olmustur (Wezel et al., 2014). Bununla
birlikte bu fenni gilibrelerden daha fazla verim saglamalar1 da beklenmemelidir. Bu gida ve
cevresel tehlikelere karsi, igerdigi madde ve benzersiz mikroorganizmalarla biyostimulantlar

essiz bir alternatif sunmaktadir (Calvo et al., 2014; Mire et al., 2016).

Bu PGPR tabanli biyostimulantlar konukgu bitkilerle simbiyotik iligkiler kuran, bitki
besin alimini iyilestiren, biyolojik streslere karsi biyokontrol ajani olarak gorev yapan
(Bhattacharyya and Jha, 2012) ve bitki gelisimini uyaran, kullanimi basit tarimsal {iriinler
icerisinde yer almaktadirlar (Walker et al., 2012). Oyle ki, PGPR icerikli biyostimulantlar
piring, bugday, misir ve soya fasulyesi gibi bir¢ok bitkide uzun yillardan beri kullanilmakta
olup bununla birlikte tropikal, subtropikal ve iliman bdlge meyve ve sebzelerinde de

uygulanmaktadir (Pérez-Montafio et al.2014; du Jardin, 2015). Allorhizobium, Azorhizobium,
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Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium ve Sinorhizobium biyogiibre olarak hareket etme

yetenekleri nedeniyle giiglii PGPR tiirleri olarak bildirilmistir (Vessey, 2003).

Mikrobiyal inokulantlar, esas olarak, toprak, bitki, bitki artiklari, su ve kompost giibreler
dahil olmak iizere ¢esitli ortamlardan izole edilmis serbest yasayan bakteriler, mantarlar ve
arbuskiiler mikorizal mantarlar1 (AMF) icerir (Dodd and Ruiz-Lozan, 2012; Vessey, 2003).

Uygun mikrobiyal asilayicilarin gelistirilmesi, etkilerinin stirdiiriilebilirligi bir dizi
toprak tiirii ve ¢evre sartlarinda test edilmis ve ticari formiilasyonlarinin yapilmis olmasi gibi
kriterlere baglidir (Bashan et al., 2014). Asilanan mikroorganizmalar, se¢ilen formiilasyonda
hayatta kalabilmeli ve tarla uygulamalarinda asilamay: takiben beklenen etkiyi géstermelidir.
Bununla birlikte kaliteli bir PGPR {irlinii elde edilmek isteniyorsa konukgu bitkiye 6zgii yerel
suslardan elde edilecek biyogiibre bu ihtiyaca en iyi cevabi verecektir (Reddy et al.,1999; Mire
et al.,2016). Farkli kombinasyon PGPR suslarindan olusan biyostimulantlar, farkli bitki
gelisimi ve zorlu ¢evresel kosullarda, tek bir PGPR susundan olusan biyostimulantlara gore
daha saglikli rekabet etme giiciine sahiptir. Ciinkii karigim halindeki PGPR suslarinda artan
genetik ¢esitlilik sayesinde bos nislere ulasma daha fazladir. Ornegin Bacillus
amyloliquefaciens IN937a ve Bacillus pumilus T4 tirlerinin suslariyla olusturduklar
kombinasyon sayesinde mikoriza mantart Glomus intraradices’de suni giibre kullaniminin %25
oraninda azaldig1r (Adesemoye et al. 2009) bitki gelisimi, verimi ve besin aliniminin arttigt
rapor edilmistir (Mire et al. 2016). Baz1 Bacillus suslarinin etkili Bradyrhizobium ile birlikte
asilanmasi, Mas fasulyesinin (Vigna radiata L.) artan nodiilasyonu ve bitki biiyiimesi ile
sonuglanmistir (Sindhu er al.2002). Bitki biiylime hormonlari olarak bilinen fitohormonlar,
yapraklar ve cicekler gibi bitkilerin ¢esitli kisimlarinin olusumu, gelisimi ve meyvelerin
olgunlagsmas1 gibi tiim siiregleri etkileyerek bitki biiyiime ve gelismesini arttirir (Khalid et
al.2006). Azospirillum, Bacillus, Rhizobium gibi 6nemli PGPR tiirleri fitohormonlar iireterek
kok ve kok tiiyii olusumunu ve bitki streslerini diizenler. 1-amino siklopropan-1-karboksilat
(ACC) deaminaz enzimi, ortamda asir1 bulunmasi nedeni ile bitki biiyiimesini olumsuz
etkileyen etilenin iiretimini azaltarak bitkide stres diizenlemesi yapar (Bhattacharyya and Jha,
2012). Adesemoye et al., (2010), Bacillus spp. ii¢ susunun karistminin domates biiylimesini
destekledigini ve bitkinin tiikenmis giibre (‘°N) alimmi artirdigin1 bildirmistir. Misir bitkisine
PGPR ve AMF kombinasyonu ile sahada yapilan asilama sonucunda toplam besin igeriginin ve

veriminin artig1 gdzlemlenmistir (Adesemoye et al., 2008).

Oksin hormonu (IAA)

Onemli bir fitohormon olan oksinler hiicre genislemesi, hiicre boliinmesi ve doku

farklilagmasi gibi bitki gelisimi ve biiyliimesinin birka¢ asamasini kontrol eder. Bununla birlikte
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kok tiiylerinin uzunluk ve yogunlugunu uyararak bitki biiylime ve beslenmesine dnemli katki
sunan oksin, rizosferik ortamda baskin durumda bulunan PGPR’ ler tarafindan dretilir.
Oksinlerin kok yiizey alaninda saglamis olduklar1 bu artis sayesinde, bitkinin topraktan biiyiik
miktarda su ve mineral besin maddesi alma potansiyeli artar. Cesitli mahsullerin rizosferinden
izole edilen mikroorganizmalarin birgcogunun oksinleri ikincil metabolitler olarak sentezleme
kapasitesine sahip olduklar1 bildirilmektedir (Patten and Glick, 1996). Toprak bakterileri
tarafindan salgilanan IAA'mn, bitki IAA'sina etki edebilme 6zelligi nedeni ile rizobakteriler
tarafindan salgilanan IAA, bitkinin bir¢ok gelisim silirecine miidahale eder (Glick, 2012;
Spaepen et al., 2007). Goswami et al. (2016) bitki kokleri tarafindan tiretilen IAA in PGPR
tarafindan lretilen [AA’den daha etkili oldugunu bildirmistir. IAA ayn1 zamanda cesitli
mikroorganizmalarda gen ekspresyonunu etkileyen karsilikli bir sinyal molekiili goérevi
iistlenmesi ve bir dizi fito-patojenik bakteriye karsi savunma mekanizmalar1 gelistirmesi
dikkate alindiginda, TAA’nin rizobakteri-bitki etkilesimlerinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi
sonucunu ¢ikarabiliriz (Spaepen and Vanderleyden, 2011). IAA nin bu kadar gesitli islevsellige
sahip olmasi, IAA biyosentetik, tasima ve sinyal yollarinin olaganiistii karmasiklig: ile ifade

edilir (Santner ef al.2009).

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa, IAA bitki hiicre boliinmesini, uzamasini ve
farklilagmasini etkiler; tohum ve yumru ¢imlenmesini uyarir; ksilem ve kok gelisimini
hizlandirir; bitkisel biiylime siireglerini kontrol eder; yanal ve adventif kok olusumunu baslatir;
fotosentezi, pigment olusumunu, ¢esitli metabolitlerin biyosentezini ve stresli kosullara karsi
direnci etkiler. Kok yiizey alanin1 ve uzunlugunu arttirarak bitkinin toprak besin maddelerine
erisimini saglar. Ayrica, rizobakteriyel IAA, rizosfer bakterilerinin biiylimesini desteklemek
icin bitki hiicre duvarlarin1 gevseterek kok ekstidasyonlarinin salinimini arttirir (Glick, 2012).
Boylece, rizobakteriyel IAA’nin bitki-mikrop etkilesimlerinde bir efektér molekiil olarak
calistigini sdyleyebiliriz (Spaepen and Vanderleyden, 2011). Mikroorganizmalarin [AA iiretme
yetenekleri, mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda 6nemli bir kaynak olusturur ve bu
kaynak organizma olusum asamasinda IA A ‘nin fizyolojik rollerini tanimlamada belirte¢ olarak
kullanilir (Bric et al.,1991). Oksinin tuz stresini azaltmadaki rolii tam bilinmesede, IAA’in
tuzluluk ve agir metal stresleri altinda bitkilerin kok ve silirglin biiyiimesini arttirdigi
bildirilmistir (Sheng and Xia, 2006). Rhizobium legumin-osarum bv viciae ile agilamanin, Vicia
hirsute'deki vahsi tip muadili tarafindan olusturulan nodiillerden 60 kata kadar daha fazla IAA

iceren potansiyel azot sabitleyici kok nodiilleri iirettigi gdzlemlenmistir (Camerini et al.2008).

Ilk tanimlanan bitki hormonu olarak bilinen Indol-3- asedik asit’in (IAA) genetik

diizeydeki biyosentetik yolu heniiz tam olarak aydinlatilamamais olsa bile, triptofana bagiml
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veya triptofandan bagimsiz olmak tizere iki biyosentez yolu bildirilmistir (Zhao et al.,2001).
Ister bitki tarafindan ister mikroorganizma tarafindan sentezlenmis olsun oksinler sadece
biyosentetik yolakta farklilik gosterir (Ramos et al. 2008). Triptofan ile baslayan IAA sentezi
icin farkli yolaklar tarif edilmistir. Bu yolaklardaki bazi ara maddeler farklilik gosterse bile
cogu yol bitkilerde tarif edilen yolaklara benzerlik gostermektedir (Spaepen and Vanderleyden,
2011; Patten and Glick, 1996) ; (i) indol-3-piruvik asit ve indol-3-asetik aldehit yoluyla IAA
olusumu, Erwinia herbicola gibi bakterilerin ¢ogunda bulunur; Agrobacterium ve
Pseudomonas cinslerinin saprofitik tiirlerinde; Bradyrhizobium, Rhizobium, Azospirillum,
Klebsiella ve Enterobacter'in belirli tlirlerinde goriiliir, (i1) Triptofanin indol-3-asetik aldehite
doniistiiriilmesi, psddomonadlarda ve azospirillada oldugu gibi triptaminin olusturuldugu
alternatif bir yolu igerebilir, (iii) saprofitik pseudomonad'lar gibi (6rnegin, Pseudomonas
putida ve P. fluorescens), fitopatojenik bakteriler Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
syringae ve E. herbicola i¢in indol-3-asetamid olusumu yoluyla IAA biyosentezi rapor
edilmistir; (iv) Triptofanin indol-3-asetonitrile doniislimiinii iceren IAA biyosentezi,
siyanobakterilerde (Synechocystis sp.) goriliir ve (v) bitkilerde daha yaygin olan triptofandan
bagimsiz yol, azospirilla ve siyanobakterilerde goriiliir. Bununla birlikte, McCue et a/, (2000)
bakterilerde oksin {iretiminin ise proline bagli pentoz fosfat yolu ile diizenlendigini

bildirmistirler.

Sitokininler (CKs)

Bitki biiyiime diizenleyicileri olarak bilinen bir diger onemli fitohormon olan
sitokininler, hiicre boliinmesi, organ olusumu ve rejenerasyonu, apikal baskinlik, vaskiiler
gelisim, besin hareketliligi ve yaslanma dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli bitki bliylime ve gelisme
siireclerinde rol oynar (Mok, 1994). Aslinda bu hormon bitki tarafindan sentezlenir ancak bazi
PGPR ve maya tiirlerinden de bu hormon elde edilebilir. Pseudomonas, Azospirillum ve
Bacillus (Glick, 2012) gibi farkli cinslere ait olan mikroorganizmalardan elde edilen
sitokininlerin de aymi sekilde; biyogenez, apikal baskinlik, yaprak yaslanmasi, vaskiiler
farklilagsma, besin mobilizasyonu, siirgiin farklilagsmasi, antosiyanin iiretimi ve fotomorfojenik
gelisim dahil olmak {izere ¢esitli bitki biiyiimesi ve gelisim siire¢lerinde rol aldig1 goriilmiistiir
(Davies, 2004). Baz1 fitopatojenlerin ve ayrica Azotobacter spp., Pantoea aglomerans,
Rhizobium spp., Rhodospirillumrubrum, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens ve
Paenibacillus polymyxa gibi gesitli bakterilerin sitokinin hormonu trettigi de bildirilmistir

(Morris, 1986).

Sitokininler, purinin N® pozisyonunda izoprenden tiiretilmis veya aromatik bir yan

zincir tagtyan adenin tlirevleridir. Bitkiler izoprenoid sitokininleri iki yolla sentezler: birincil
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veya de novo sentez yolu ve tRNA bozunma yolu. Cogu sitokinin, denovo yolu tarafindan
iiretilir (Haberer and Joseph, 2002). ilk dogal olarak tespit edilmis sitokinin, misir (Zea mays)
endosperminden izole edilen trans-zeatindir (tZ) (Miller, 1961). Sonraki yillarda arastirmacilar
bircok bitki tiirlinden sitokinin aktivitesine sahip bilesikler izole etmis olsalar da (Mok and
Mok, 2001), su anda en yaygin ve en ¢ok c¢alisilan dogal sitokininler izopenteniladenin (iP) ve
tZ'dir. Philip ve Torrey (1972) tarafindan R. leguminosarum ve B. japonicum bakterilerinin
61A68 kiiltiir filtratlarinda PGPR tarafindan yaygin bir sekilde iiretilen zeatin tespit edilmistir.
NS-yan zincirinin yapisina gore sitokininler, izoprenoid sitokininler ve aromatik sitokininler
olarak smiflandirilir (Martin et al.2001; Mok and Mok, 2001). Izoprenoit sitokininler, bir
izopentenil yan zincirine sahiptir ve N°-(A2-izopentenil)-adenin(iP) ve zeatini igerir. Bitki
dokularinda nispeten diisiik miktarda bulunan (Strnad, 1997; Tarkowska et al.2003) aromatik
sitokininler, kinetin, N°-benziladenin (6-BA) ve topolin gibi N® konumunda bir benzil veya
hidroksibenzil grubuna sahiptir. Bitkilerdeki sitokinin tiirevleri genellikle niikleobazlar (serbest
bazlar) halinde bulunur. Sitokininlerin aktiviteleri bitki tiirlerine, dokularma ve gelisim
asamalarina bagl olarak farkliliklar gosterir. Ornegin, iP ve tZ, Arabidopsis ve bir yosundaki
(Funaria hygrometrica) baslica sitokinin tiirevleri iken, misir ve piringte (Oryza sativa) yiiksek
miktarda biyoaktif cis zeatin (cZ) gozlenmistir (Kudo et al.2012; Mok and Mok,2001; Veach
et al.2003).

[k yapilan denemelerde, sitokinin biyosentezinin esas olarak koklerde meydana geldigi
ileri siiriilmiistli, ancak son c¢aligmalar sitokinin biyosentezinin bitki boyunca ger¢eklestigini
gosteriyor. Ornegin, AtIPT (Arabidopsis geni) genleri, yapraklar, gévdeler, cigekler ve silikalar
dahil olmak iizere siirgiinlerin ¢esitli dokularinda eksprese edilir. A¢#/PT1 geni agirlikli olarak
koklerin, yaprak aksillerinin, oviillerin ve olgunlagsmamig tohumlarin vaskiiler stelinde eksprese
edilir; A¢tIPT3, floem bulunan hiicrelerde ifade edilir; At/PT4 ve AtIPTS, olgunlasmamis
tohumlarda eksprese edilir. 4¢/PT5, yan kok, kok kapaginda, geng cigek salkimlarinin st
kisimlar1 ve meyve absisyon bolgelerinde ifade edilir. A¢/PT7, kdk uzama bdlgesinin
endodermisinde, gen¢ yapraklardaki tiiylerde ve polen tiiplerinde ifade edilir (Miyawaki et
al.2004). Bu bulgular, A¢/PT geninin ekspresyonunun uzamsal olarak farklilastigini ve

sitokininlerin biyosentezinin bitkilerde c¢esitli bolgelerde gerceklestigini gostermektedir.

Sitokinin (CK) biyosentetik genlerinin transkripsiyonu, hormonlar ve makro besinler
dahil olmak {izere bir¢ok faktor tarafindan modiile edilir. Makrobesinler ayrica sitokinin
biyosentezini de etkiler. Ornegin nitrat, misirda gesitli sitokininlerin ve Arabidopsis'in kokiinde

tZ-tipi sitokininlerin birikimini destekler (Takei et al.2002). Bu sitokinin birikimi muhtemelen
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AtIPT3 ekspresyonunun indiiklenmesinden kaynaklanmaktadir, ¢linkii sitokininlerin nitrata

bagli birikimi bir ipt3 null mutantinda biiyiik dl¢lide azaltilmistir (Takei et al.,2004a).

Sitokininler, tuzluluk ve yiiksek sicakliga karsi bitkilerin direnme giiclinii arttirirlar.
Bitkinin CK'lere verdigi tepkiler, genellikle digsal olarak uygulanan CK'lere verdikleri
tepkilerden degerlendirilir. Sitokinin iiretebilme yetenegine sahip Bacillus megaterium bakteri
susunun Arabidopsis thaliana bitkisine asilanmasi ile bitkinin biyokiitlesinde artig goriilmiistiir
(Ortiz-Castro et al., 2008). Selvakumar et al. (2016) sitokinin iireten Citricoccus zhacaiensis
ve B. amyloliquefaciens ozmotolerant suslarinin, su stresi ortaminda domatesin biiyiimesini
desteklediklerini bildirmistir. Sitokinin iiretimi ile bugday ve turp bitkilerinde Pseudomonas

G20-18 ‘in biiylimeyi tesvik edici 6zelligi bildirilmistir (Garcia de Hynes and Nelson 2001).

Giberellinler (GA)

Bitkilerde bakteriyel olarak sentezlenen hormonlarin rolii ve bakteriyel sentez yolagi
tam olarak acikliga kavusturulamamis olsa da (Garcia de Salamone et al.2001; Kang et al.2009)
birgok PGPR sitokinin ve oksin hormonlarinin yani sira giberellin hormonunu {irettigi de
bilinmektedir. Giberellin’ler sadece yiiksek bitkiler ve mantarlar tarafindan degil (MacMillan,
2002) ayn1 zamanda bakteriler tarafindan da iiretilen bir hormondur. Giberellinlerin (GA)
endofitik bakteriler tarafindan iiretilebiliyor olmalar1 bu hormonlarin birgok mahsul bitkisinin
biliylimesi ve verimi iizerinde faydali etkilerinin oldugunu gosterir (Piccoli et al., 1999).
Gibberellinler (GA’lar), ilk olarak 1920'lerde bilinen bir piring patojeni olan Gibberella
fujikuroi'den izole edilmistir (Ogas, 2000). GA'lar, bitki biiyiimesi ve gelisiminin her yoniine
dahil gibi goriinsede, en karakteristik 6zelligi gévde biliylimesinin artisina olan etkileridir
(Nishijima et al., 1995). Ayn1 zamanda GA'lar ¢igeklerin cinsiyet ifadesini degistirebilir,
meyvenin partenokarpik gelisimini indiikleyebilir ve yaslanmay1 geciktirebilir. GA'lar,
tohumlarin ve sporlarin ¢imlenmesinde hidrolitik enzimlerin olusumunu uyarir ve sogan ve
yumrularin biliylimesinde vernalizasyon (soguga maruz birakma) ihtiyacini ortadan kaldirir
(Martin, 1983). Bu siire¢lerin ¢ogunda giberellinler, diger fitohormonlar ve ek diizenleyici
faktorlerle kombinasyon halinde hareket eder (Trewavas 2000). GA’nin bu o6zelligi A.
lipoferum susunun musir fidelerinde gecici kurakligi hafifletme yetenegi lizerine yapilan
calismada (Cohen et al.2001), Prohexadione-Ca ve fluridon kullanilarak giberellin ve ABA
sentezi bloke edilmigtir. Normalde ABA sentezinin inhibisyonu stoma kapanmasinin
azalmasina neden oldugu i¢in bitkiye zarar vermekteydi. Ancak fideler en fazla zarar1 bu iki
hormonun sentezinin azalmasiyla gormiistiir. Buda bize giberellinin diger hormonlarla birlikte

hareket ettigi sonucunu dogrulamistir.
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Gibberellinlerin roliinii anlamada 6nemli bir sorun, mevcut bilimsel bilgilerin bir¢ok
farkl tiir ve cesitli deneysel modellerden yararlanmasidir, bu da tiirler, cinsler ve familya
sinirlart arasinda sonuglart tahmin etmeyi zorlastirir. Yakin zamana kadar yiiksek bitkilerden
136 GA (128 tiir), mantarlardan 28 GA (7 tiir) ve bakterilerden (7 tiir) sadece 4GA (GA1, GA3,
GA4, ve GA20) tanimlandig1 bildirilmistir (MacMillan, 2002). Bitkilerden tanimlanan bu 136
giberellinden 3pB-hidroksillenmis, C19 giberellinler (GA1, GA3 ve GA4), tek gen bodur
mutantlart ile yapilan ¢aligmalarda, bitkilerde siirglin uzamasinin tegvik edilmesinde dogrudan

etkili olduklar1 rapor edilmistir (Crozier et al.2000).

Giberellinler dahil fitohormonlarin sentezi ve bu hormonlarin bitki tarafindan emilmesi
PGPR mahsul verimindeki artig1 saglamadaki mekanizmalarini agiklamada 6nemli faktorlerden
biridir (Cassan et al.2001a,b). Bakterilerde fiziko-kimyasal yontemler kullanilarak yapilan ilk
gibberellin karakterizasyonu, Rhizobium melilotimin GAl, GA4, GA9 ve GA20'nin
gnotobiyotik kiiltiirlerinde rapor edilmistir (Atzorn et al.1988). Cok sayida yapisal molekiilden
olusan giberellinler PGPR tiirlerinden Bacillus pumilus ve Bacillus licheniformis suglarindan
nadiren {retilebilmektedir. Bununla birlikte Azospirillum sp.’nin yiiksek bitkilerde
giberellinleri in vitro ve in vivo metabolize edebildigi bildirilmistir (Cassan et al.2001a,b).
PGPR'nin gelismis bitki filizi biiyliimesini tesvik eden (Jha and Saraf, 2015) bazi tiirleri nispeten
biiyiilk miktarlarda giberellin iiretimini destekleyebilir. Bu fitohormon grubu bitkilerde,
koklerden toprak iistii kisimlara dogru hareket ederek etkilerini gosterirler (Goswami et al.,
2016). MacMillan (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Acetobacter diazotrophicus, A.
lipoferum, A. brasilense, Bacillus lisheniformis, B. pumilus, Herbasprillum seropedicea ve
Rhizobium phaseoli dahil olmak {izere yedi bakteri tiiriinde dort giberellin hormonu (GAI,
GA3, GA4 ve GA20) tanimlamistir. Giberellin {ireten PGP susu Leifsonia soli (SE134)’ nin
salatalik tohumlarinda biyokiitle, hipokotilin ve kok uzunluklarinda artisim1 sagladig
bildirilmistir (Kang et al., 2014). Yiksek oranda GA birikimi transgenik Arabidopsis
bitkilerinde, hipokotil uzunlugu ve bogum arasinda artis, yapraklarda soluk yesil renk ve

ciceklenmenin hizlandi1g1 gozlenmistir.

Giberellin tanimlama islemi; spektroskopi ve bir analitik kimya islemi olan HPLC
(yiiksek performansli sivi kromatografisi) gibi yontemlerle yapilmaktadir (Goswami et al.,
2016). Azospirillum sp. ve Rhizobium sp. tlirlerinin diginda, TLC, biyoanalizler, HPLC-UV gibi
kullanilan tekniklerle, bir¢ok bakteri tiirlinde giberellin benzeri maddelerin iiretimi de iddia
edilmistir. GC-MS (kromatografi-kiitle spektrometrisi), gibi kesin fiziko-kimyasal yontemler
kullanilarak, giberellinlerin iiretimi Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae

(Bastian et al.,1998) ve Azospirillum sp.’ye ek olarak Bacillus sp.’de dogrulanmistir.
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FEtilen

Etilen, hemen hemen tiim bitkilerde endojen olarak iiretilen, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda (0,05 mL L) bile aktif olan, bitki bilyiime ve gelisiminde rol alan gaz
halindeki bir hormondur. Etilen iiretimi, i¢ sinyaller tarafindan siki bir sekilde diizenlenir ve
genellikle mekanik stres, hipoksi, tlisiime ve beslenme bozukluklart gibi biyotik ve abiyotik
streslere yanit olarak miktar: artar (Igbal ef al.2013). Etilen, bitkide besin eksikliklerine kars1
fizyolojik ve morfolojik tepkilerin diizenlenmesinde rol oynar (Garcia et al.2015). Bitki besin
maddeleri Fe ve P’nin eksikliklerine verilen fizyolojik ve/veya morfolojik tepkilerin
diizenlenmesinde etilenin rolii oldugu anlasilmistir (Lync et al. 1997). Son ¢aligsmalarda etilenin
bu tepki diizenlemelerinin K (potasyum) eksikligi ve S (kiikiirt) eksikligi gibi diger besin
eksiklikleri durumunda da devreye girdigi anlagilmistir. Sonug olarak ¢ogu bitki tiirii bir stres
nedeni olan besin eksikligi karsisinda strese tepki olarak etilen iiretimini arttirir (Abeles et

al.1992).

Etilen hormonu; kok biiyiimesi, tohum ¢imlenmesi, yaprak yaslanma ve dokiilmesi,
meyve biiyiime ve olgunlagmasi gibi temel bitki gelisim siirecleri ile birlikte savunma sistemleri
ve stres tepkilerini diizenlemede rol oynar. Ozellikle abiyotik ve biyotik bitki streslerine
gostermis oldugu tepkilere bakilarak etilenin bir “stres hormonu” oldugunu da sdyleyebiliriz
(Bhattcharya and Jha, 2012). Stresli kosullar altinda tiretimi artan etilen, ya bitkinin toleransini
arttirir ya da stres—tepki semptomlarina bagli olarak tiim bitkinin biiylimesini olumsuz yonde
etkiler (Morgan and Drew, 1997; Saleem ef al., 2007). Tuzluluk, kuraklik, su birikmesi, agir
metaller ve patojenite gibi stres kosullar1 altinda endojen etilen seviyesi, bitki biiylimesini
olumsuz yonde etkileyecek sekilde artar. Kok uzamasi veya baklagillerdeki azot fiksasyonu
(vb.) gibi (Goswami et al., 2016) hayati siireclerin durmasini engellemeye yonelik bu
istenmeyen etilen artisi, PGPR’ler tarafindan 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC)
deaminaz enzimi sentezlenerek (Glick et al., 2007) onlenmis olur. ACC deaminaz aktivitesi
sergileyen bakteri suslari, Acinetobacter, Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia ve
Rhizobium gibi ¢ok ¢esitli cinslerde tanimlanmistir (Nadeem et al/, 2007; Kang et al., 2010). Bu
bakteriler bitki kdklerine baglanir ve onu amonyak ve a-ketobutirata hidrolize ederek ACC igin
bir ¢cekim gorevi goriir ve boylece stresli bitkilerin gelismekte olan fidelerinde etilen seviyesini
distiriir. Fitopatojenik mikroorganizmalarin etkileri ve poliaromatik hidrokarbonlar, agir
metaller, radyasyon, yaralanma, bocek predasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonu, hava akimi,
asirt sicaklik, yiiksek 1s1k yogunlugu ve su baskinindan kaynaklanan strese direng gibi ¢esitli
stres bicimleri ACC deaminaz iireticileri tarafindan hafifletilir (Glick, 2012). Strese tepki olarak
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iiretilen bitki etilen konsantrasyonunu diisiirmenin bir diger yolu amino-etoksi vinil glisin
(AVG) ve kobalt gibi kimyasallarin kullanimini1 igerir. Ancak bu yolun pahali olmasi ve gevreye

toksik olmasi nedeniyle tercih edilmez (McKeon et al. 1995).

Etiyole edilmis bezelyeler, etilene karakteristik bir klasik "tiglii" tepki gosterir. Bu klasik
tclii tepki, govde uzamasinin azalmasini, hipokotilin sigsmesini ve biiyiime yoOniindeki
degisikligi igerir (Goeschl ef al. 1966). ACC-deaminaz iiretebilme yetenegine sahip bakterilerle
yapilan agilamada kanola bitkilerinde tuz direncinin arttig1 ve buna bagli olarak bitki biiyiimesi
ve verimliliginin arttig1 kaydedilmistir (Cheng et al.,2007). Pierik et al, (2006), PGPR'nin
aracilik ettigi diisiik etilen konsantrasyonunda, Arabidopsis thaliana'nin bitki verimi, biiyiime
performansi ve ¢imlenme 6zelliklerinin hizlandigini belirtmislerdir. Shakir et al. (2012) bugday
rizosferinden izole ederek orneklendirdikleri 30 izolati ACC-deaminaz aktivitesi ve kuraklik
tolerans1 yoniinden incelediklerinde rizobakteriler ile inokiile edilen bitkilerin veriminde artis
gormiis ve ACC-deaminaz lireten rizobakterilerin zararli etilen seviyesini diisiirerek bitkide kok

sayisinda artisin oldugunu bildirmislerdir.

Biyoprotektan olarak PGPR/PGPB’lerin kullanimi

Biyokontrol terimi sadece canli bitkilerdeki hastaliklari kontrol etmek icin degil ayni
zamanda meyve-sebzelerin depolanmasi sirasinda olusan hastaliklar1 kontrol etmek igin de
kullanilmaktadir. Oyle ki, kiiresel mahsul veriminin yaklasik %40 nin hasattan dnce %20’si nin
ise hasattan sonra zarar gordiigii rapor edilmistir (Mesterhazy et al., 2020). Bu mikroplarin
kullanimi, topraga ve ¢evreye asir1 zarar veren kimyasal pestisitlere kiyasla daha fazla secicilik
ve daha az toksisite Ozelligi gosterir. Bitki hastaliklarinin mikrobiyal kontrolii, sadece
biyokontrol mikrobu, patojen ve bitkiyi degil, ayn1 zamanda yerli mikroflorayi, nematodlar ve
protozoa gibi makrobiyotalar1 ve toprak, tasylinii veya vermikiilit gibi bitki biiylime substratini

da iceren karmasik bir siirectir (Chin et al.2003).

Bitki koklerinde yasayan ve toprak patojenlerin kontroliinde hayati bir 6énemi olan
PGPR’ler, ya biyokontrol ajani olarak ya bitki gelisimini uyaricilar olarak yada her iki gorevi
birden icra eden formiilasyonlar olarak (Romerio, 2000), ¢esitli mantar, bakteri, nematod ve
viral hastaliklar gibi toprak patojenlerinin neden oldugu bitki hastaliklarina karsi biyolojik
savas verdikleri bilinmektedir (Kloepper, 1993; Lucas et al., 2000). Bu mikrobiyal kontrol
bakterilerinin verimli bir sekilde hareket edebilmeleri i¢in, degisen pH, sicaklik ve farkli iyon
konsantrasyonlarinda aktif kalmasi beklenir. Ancak bu gereksinimleri tek basina bir
mikroorganizmanin karsilamasi kolay olmadigi i¢in hastalik siireci yonetiminde birkag
biyokontrol iirliniiniin formiilasyonu tercih edilir (Copping, 2004). Biyokontrol ve biiyiimeyi

tesvik etme gibi Ozellikler sergileyen Pseudomonas ‘lar, biyolojik kontrol yetenegine sahip
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rizobakterilerin en 6nemli tiirleri olarak bildirilmistir. Ciinkii bu tiirler; in vitro ortamlarda hizli
gelisme, birlikte lireme, kok eksiidalarini kullanabilme, rizosferde yiliksek kolonize olabilme,
diger mikroorganizmalarla rekabet edebilme ve c¢evresel streslere uyum saglama vb. bir¢ok
Ozellige sahip olduklar1 bilinmektedir. Ancak dinlenme sporlar1 (resting spores) iiretme
noktasinda yetersiz oluslar1 ticari formiilasyonlarini zorlagtirmaktadir. Bununla birlikte
endofitik olarak rapor edilen farkli bakteri tiirleri, yani Alcaligenes sp., Bacillus pumilus, B.
subtilis, B. megaterium, Clavibacter michiganensis, Curtobacterium sp., Flavobacterium sp.,
Kluyvera sp., Microbacterium sp., Pseudomonas alcaligenes, P. putida, P. fluorescens bitki

patojenlerine karsi inhibitor olarak kullanilmaktadir (Verma et al.2013; Verma et al.2017).

Toprak patojenlerinin neden oldugu bitki hastaliklar1 ile miicadele i¢in kullanilan diger
Oonemli bir grup Fluorescent pseudomonas alt tiirleridir (Weller, 2007). Bu alt tiirler fitopatojen
kontrolii 6zelliklerinin yan sira biiyliime tesvik edici hormonlari, hidrojen siyanid, katalaz ve
antibiyotik iiretip fosfat ¢ozebilirler. Ornegin Pseudomonas fluorescens MSP-393 bakterisi
tuzlu topraklarda iiretilen piring bitkisi i¢in biyokontrol ajani olarak kullanilmaktadir (Negi et

al., 2005).

Bitkide, patojenik bakteri, mantar ve viriislerin neden oldugu hastalik durumunda,
PGPR biyolojik kontrol ajani olarak hareket edebilmeleri i¢in; (i) antibiyotik, B-1,3-glukanaz
ve/veya kitinaz iiretimi, (ii) besin ve nis i¢in yliksek rekabet, (iii) sinyal girisimi, (iv) uyarilmig
sistemik direng, (v) hidrojensiyaniir (HCN) ve litik enzim iiretim mekanizmalarindan birini

kullanmasi gerekir (Podile and Kishore, 2006; Lugtenberg and Kamilova, 2009).

Hidrojen siyanid (HCN) iiretiminde PGPR kullanimi

Antagonistik gram-negatif biyokontrol bakterilerinin olusturdugu, yabani otlar
baskilayan ugucu bilesik hidrojen siyaniir olarak tanmimlanmistir (Haas and Keel, 2003).
Rizosferdeki zararli mikroorganizmalar tarafindan lretilen ve kok gelisimi lizerinde negatif
etkisi olan HCN, gaz halinde bulunan sekonder bir metabolittir. Uretilmesi ortamdaki demirin
(IIT) varligina bagli olan HCN, topraktaki sinirli miktardaki demirin, siderofor iireten rizosferik
bakteriler tarafindan kullanilmasiyla engellenir. Cogu PGPR hastalik etmeni olan mantarlarla
miicadele etmek i¢in lizing enzimler veya hidrojen siyaniir gibi hastalik tedavisine alternatif
olusturan antifungal maddeler tirettigi bilinmektedir. Yabani otlarla miicadelede biyokontrol
ajani olarak kullanilan ve toprak rizosferindeki bitki kokleriyle koloni olusturabilen bakteri
gruplarindan biri zararli rizobakterilerdir (Deleterious rhizobacteria). Bitki kok diiglimlerinde
ve rizosferde bulunan Bacillus tiirlerinin yariya yakininin, Pseudomonas tiirlerinin ise biiylik
bir kisminin HCN f{iretim siire¢lerinin ortak 6zellik oldugu bildirilmistir (Ahmad et al., 2005;
Heydari et al., 2008). Belirli Floresan psodomonad lar’in HCN iiretimi yolu ile koklerde
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yasayan patojenlerin isleyisi engellenebilir. Siyaniir iyonu ¢ogu metalloenzimleri, 6zellikle

bakir igeren sitokrom c oksidazlari inhibe eder (Blumer ve Haas, 2000).

Lorck (1948) tarafindan agiklanan tekniklere gére, HCN iiretimi (siyanojenez) agirliklt
olarak Pseudomonas sp. ile nicel olarak iligkilidir. Pseudomonas suslar1 tarafindan iiretilen
siyaniiriin, domates kanserini 6nledigi bildirilmistir. Gram negatif bakteriler tarafindan ikincil
bir metabolit olarak olusan glisin, HCN sentaz tarafindan katalize edilir (Castric, 1994).
Hidrojen siyaniir (HCN) ve CO2, HCN sentaz tarafindan katalize edilen glisin'den olusturulur.
Toprak kaynaklt mantarlarin neden oldugu kok hastaliklarindan bitkiyi koruyan aerobik P.
fluorescens susu CHAO (Voisard et al. 1994), Thielaviopsis basicola'nin neden oldugu tiitiin
kara kok ctiriikliigiinii basartyla bastirmistir (Laville et al., 1998). Bununla birlikte, Floresan
pseudomonas'in agresif kolonizasyon giicli nedeniyle, toprak kaynakli bitki patojenlerinin

kontroliinde etkin bir sekilde kullanildig1 bildirilmistir (Lugtenberg et al., 2001).

Siderofor iiretiminde PGPR kullaninu

Tiim yasam formlarinin ihtiya¢ duydugu ve yeryiiziindeki en bol maden yataklarindan
biri olan demir, toprakta bol miktarda bulunmasina ragmen, ferrik hidroksit (Fe**) polimerleri
halinde bulunmasi nedeni ile bitkiler tarafindan dogrudan kullanilamazlar. Bitkiler ya demiri
selatlayabilen ve onu ¢ozebilen organik bilesikleri salgilayarak ya da demirin bitki i¢inde
indirgendigi ve kolayca emildigi organik bilesik ve Fe?' tarafindan olusturulan kompleksi
absorbe ederek verimli bir demir emilimi gerceklestirirler (Ahmed and Holmstrom, 2014).
Demir tastyict veya demir selatlama anlamina gelen siderofor; sitokrom, enzim kofaktorii ve
hem veya hem olmayan proteinlerin benzersiz bir bileseni olarak demirin (Fe*")
biyoyararlanimini  artirmak i¢in gelistirilmis Onemli bir stratejidir.  Sideroforlar,
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen genellikle 1 kDa'nin altinda olan diisiik molekiiler
agirhikli biyomolekiillerdir ve hiicreye girerken Fe®" iyonlariyla giiglii bir afiniteye sahiptir
(Ahemad and Kibret, 2014). Agir metalle kirlenmis topraklar1 detoksifiye etme ve bitkilere
demir ihtiyacini karsilama gibi dnemli 6zellikleri ile mikrobiyal olarak {iretilen sideroforlar

stirdiiriilebilir tarimin vazgegilmezleri arasindadir (Saha et al.2016).

Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif rizobakterilerde, bakteri membrani lizerindeki
Fe’*-siderofor kompleksindeki demir (Fe*"), i¢c ve dis zarlar1 birbirine baglayan bir gecit

mekanizmasi yoluyla siderofordan hiicreye daha fazla salinan Fe*""

ya indirgenir. Bu indirgeme
islemi sirasinda, siderofor ya yok olur ya da geri doniistiiriilebilir (Rajkumar et a/.2010). Bu
nedenle, sideroforlar, siirli demir kosullar1 altinda minerallerden veya organik bilesiklerden

gelen demir icin ¢oziindiiriicii maddeler olarak islev goriir (Indiragandhi et al, 2008).
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Sideroforlar sadece demir degil, aynm1 zamanda Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb ve Zn gibi ¢evresel

sorunlar yaratan diger agir metallerle de stabil kompleksler olustururlar (Neubauer et a/.2000).

Bitki i¢in oldugu kadar toprak mikrobiyotasi i¢in de ihtiya¢ duyulan demirin
bulunmamasi veya kitlig1 nedeniyle toprakta siddetli rekabet ortaya ¢ikabilir. Bunun yani sira
demir asidik topraklarda, bazik topraklara kiyasla daha fazla ¢6ziinmiis halde bulundugundan
dolay1 bazik topraklarda az miktarda bulunan demir iyonu i¢in rekabetin daha fazla oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu rekabet ortaminda bakteriler, funguslar ve bitkiler demir iyonlarini alabilmek
icin suda ¢6ziinebilen, diisiik molekiil agirlikli ve topraktaki demir iyonlarini hiicre i¢ine tagima
yetenegine sahip sideroforlari (Rai and Nabti, 2017) sentezlerler. Bu 6zellikleri nedeni ile
bir¢ok bakteri tiirii sideroforlar iireterek demirin varligini arttirmaya yardimci olurlar (Kloepper
et al.,1980; Ahmed and Holmstrom, 2014). Bununla birlikte sideroforlar patojenik mikroplari
Fe mahrum birakarak kontrollii bir miicadele gerceklestirir (Ahmed and Holmstrom, 2014).
Demir eksikligi; solunum, fotosentez ve azot fiksasyonu gibi 6nemli fizyolojik stireglerde bir

dizi enzim i¢in bir kofaktor roliinden dolayi ciddi metabolik degisikliklerde kendini gosterir.

Bacillus megaterium iretmis oldugu siderofor sayesinde c¢ay bitkisi rizosferindeki
patojenleri baskilayarak bitki biiylimesini tesvik eder. Endorizosferik ortamdan izole edilmis
olan E. coli bakterisinin yiiksek miktarda siderofor iiretip, seker kamisi ve ¢avdar otunun
gelisimine destek oldugu bildirilmistir (Kloepperr 1980; Husen, 2003). Pseudomonas cinsleri
(Pseudomonas fluorescens ve P. aeeruginosa) en ¢ok siderofor iireten bakteri tiirleri olarak
bilinir (Saleem et al., 2002). Pseudomonas fluorescens sideroforlari, bitkinin topraktan demir
alimimni attiran antibiyotik ozelliklere sahip pycohelin ve pyoverdin bilesiklerini serbest
birakabilme yetenegindedir (Glick, 1995). Nohut (Cicer arietinum L.) ve soya fasulyesi
tohumunun siderofor lireten floresan Pseudomonas ile asilanmasi sonucu tohum ¢imlenmesinde
ve bitki veriminde artislar gozlemlenmistir. Azotobacter, Azospirillum, Agrobacterium gibi
rizobakterilerinde siderofor iireterek bir¢ok bitkinin biiylimesine destek olduklar1 bilinmektedir
(Ahemad and Kibret, 2014). Siderofor iireten Pseudomonas tarafindan toprak kaynakli bitki
patojenlerinin baskilandigmi bildirilmistir (Buysens et al., 1996). Ilgili calisma, Bacillus,
Rhodococcus, Pseudomonas ve Enterobacter cinslerinin spesifik 6rnegi ile hem gram pozitif
hem de gram negatif organizmalarda siderofor liretiminin gerceklestigini gostermistir (Tian et
al., 2009). Sonug olarak, bu 6zellik, giibre formiilasyonunda bilesen olusturduklari, bitkilerde
demir alim kapasitesini diizenledigi ve biiylimeyi kolaylastirdiklar1 i¢cin basta ¢imenler

(fitosideroforlar) olmak iizere baz1 bitkiler tarafindan da sergilenmektedir.

Sideroforun verimli iiretimi; pH, topraktaki demir seviyesi ve formlari, diger eser

elementlerin varlig1, yetersiz karbon, azot ve fosfor temini gibi ¢evresel faktorlerle sinirlanir
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(Duffy and Défago, 1999). Bununla birlikte, PGPR'nin siderofor araciligiyla biiylimeyi tesvik
edici aktivitesi, hiicre dis1 sideroforlar kompleksi olusumu ile zararli mikroorganizmalarin
cevresel demire erigimini engellemek suretiyle olur. Konu ile yapilan calismalar, sideroforun
PGPR sentezinin sadece bitkilerin biiylime performansini ve stres ortaminda adaptasyonlarini
tyilestirmekle kalmayip, ayn1 zamanda diisiik konsantrasyonda bile hem radyoaktif demiri hem
de rizosferik metalleri absorbe etme yeteneklerini gelistirdigini gostermistir. (Dimkpa et
al.2009; Robin et al.2008). Genel olarak, PGPR tarafindan siderofor iiretimi, bitki kok

patojenlerini kontrol etmede en verimli yoldur.

PGPR tiirleri tarafindan antibiyotik iiretimi

Hastalik etmenleri ile antagonistik organizmalar arasindaki goriilen antibiyosis, rekabet,
hiperparatizm ve hipovirulens gibi etkilesimlerin bir sonucu olarak biyolojik bir rekabetin
ortaya ciktig1 sOylenebilir. Antagonistler tarafindan salgilanan toksinler, antibiyotikler ve
enzimler gibi metabolik salgilar, patojenlerin gelisimini engeller veya patojenleri oldiiriir, ki bu

duruma antibiyosis ad1 verilir.

Fitopatojenlerle miicadele etmek i¢in kimyasal pestisit kullanimina alternatif diger bir
yol antibiyotik iiretimidir. Antibiyotik tiretimi, PGPR’ler tarafindan sergilenen ve en ¢ok
calisilan biyokontrol stratejilerinden biridir. Amfisin, 2,4-diasetilfloroglusinol (DAPG),
oomycin A, fenazin, pyoluteorin, pirrolnitrin, tensin, tropolon ve siklik lipopeptitlerin sentezi
PGPR tarafindan tiretilen antibiyotiklere 6rnek gosterilebilir (Loper and Gross, 2007). Bunlara
ek olarak phloroglucinols (Phl), 2-heksil-5-propil resorsinol (HPR), D-glukonik asit, hidrojen
siyaniir (HCN) ve 2-hidroksimetilkroman-4-one biyokontrol ajani1 olarak basariyla
kullanilmistir (Perneel et al.2008; Kang et al.2004). Rizobakteriler tarafindan salgilanan ¢esitli
antibiyotikler hastalik yapici bu zararli mikroorganizmalarin gelismesini engelleyerek bitki
koklerinin gelisimini siirdiirmesine yardimci olur. Bilinen yaygin antagonist karakterli PGPR
Pseudomonas ve Bacillus tiirlerine aittir. Diisiik molekiil agirli§ina sahip olan antibiyotikler,
heterojen organik bilesikler olup fitopatojenlere karst kullanilan gii¢lii biyokontrol ajanlaridir.
Biyokontrol ajan1 olma 6zelligi PGPR kendi bitki rizosferi ve endosferini habitat
edinmelerinden kaynaklanmaktadir. Toprak patojenlerinin olumsuz etkilerini bertaraf etmek
i¢in toprak bakteri ve funguslari gibi canli gruplar aktif rol oynamaktadirlar. Ozellikle PGPR
tiirleri patojenlerin olumsuz etkilerine kars1 pantosin, oomycin vb. antibiyotikler tiretmek, HCN
(hidrojen siyaniir) liretmek ve biitanediol, asetonin vb. gibi bilesikler liretmek suretiyle (Ryu et
al.2003) bitki direng sistemini tesvik ederek genis ¢apli bir miicadele gosterirler (Principe et

al.2007; Miransari, 2011).
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Toprak patojenlerine karsi en etkili bir tiir olan Floresan Pseudomonas larin (Weller,
1988); Viscosinamide, Hydrogen cyanide, Pyocyanine, Phenazine-1-carboxamide, Pyrolnitrin
gibi iirettikleri antibiyotikler (Ram ez a/.2013), domates, okaliptiis, seker pancari, turp, tiitiin ve
patates bitkilerinde toprak kokenli fungal ve bakteriyel patojenlerin kontroliinde
uygulandiklarinda olumlu sonuglar alindigi goriilmistiir. Bacillus sp.’lerin ise iturin A,
basilisin, fengimisin, subsporin, subtilin gibi ribozomal kokenli antibakteriyel antibiyotikler
ireterek domates ¢okertene neden olan Rhizoctonia solani ye karsi etkili olduklari bildirilmistir
(Asaka and Shoda, 1996; Leclere ef al.2005). Bu metabolitler, diisiik konsantrasyonlarda bile
antifungal, antiviral, antioksidan gibi bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellikler sergilemektedir.
Sistemik direng (ISR) genlerinin uyarilmasina etkili oldugu diisiiniilen antibiyotiklerin rolii
bitki araciligiyla olmayip dogrudan antipatojenik olarak etkili oldugu bildirilmistir (Bakker et
al.2003). Bu nedenle, bitkilerde hastalik yonetimi antibiyotiklerin ana islevidir diyebiliriz.

Uyarilmug sistemik dayaniklilik (ISR)

Bitki eksudatlar1 ve lizatlar’la beslenen (Lynch, 1976) ve kok yiizeyinde yiiksek
miktarda bulunan epifitik kok bakterilerinin olusturdugu sistemik dayaniklilik, Uyarilmig
Sistemik Dayaniklilik (ISR) olarak ifade edilir (Van Loon et al., 1998). Bitki verimliliginin
artis1 zararli mikroorganizmalarin ve toprak orjinli patojenlerin, PGPR tarafindan baskilanmasi
sonucu meydana gelir (Schippers, 1988). ISR, hem toprak ve yaprak patojenlerinin zararlari ile
hem de viriis, nematod ve boceklerle miicadelede is goren ©nemli bir biyokontrol
mekanizmasidir. Patojenler tarafindan birincil enfeksiyonu takiben tiim bitki boyunca aktive
olan bir savunma durumu olan sistemik kazanilmis direncin (SAR) (Handelsman and Stabb,
1996) aksine, bitkide var olan dayaniklilik mekanizmalarinida harekete gecirebilen sistemik
direnci indiikleme (ISR), bitkilerde organik asitler, salisilik asit, jasmonik asit ve etilen gibi
bitki hormonlarini kullanarak cesitli bitki patojenlerine karsi konake¢1 bitki savunma tepkisinin
uyarilmasini saglar (Beneduzi et al.2012; Pieterse et al.2014). Konukgu bitkide dayaniklilik
tetiklenip harekete gecirildikten sonra koruyucu etki genellikle kalict olmaktadir

Bacillus pumilus, Pseudomonas sp. ve enterobakteriler biyokontrol formuna katilan
suglar olarak bildirilmistir. Rhizobacteria aracili ISR, patojenik mikroorganizmalarin
aktivitesini ve bilylimesini etkiler ve ayrica yerli rizosfer mikroflorasinin biiylimesini ve
aktivitesini ve eklenen biyolojik kontrol ajanlarini etkileyebilir. Farkli PGPR tiirlerinin
karigimlarmin belirli bitkilerin tohumlarina veya fidelerine uygulanmasi, ¢esitli patojenlere
karst indiiklenmis sistemik direncin (ISR) etkinliginin artmasiyla sonuglanmistir
(Ramamoorthy ef al.2001). PGPR’ler bu etkiyi salisilik asit, siderofor iiretimi, lipopolisakkarit,
flagella, N-asil homoserin lakton (AHL) molekiilleri, antibiyotik iiretme, bakteriyel ylizey
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bilesenleri ve bakteriyel sekonder metabolitler ile uyararak savunma yanitt olusturur
(Lugtenberg and Kamilova, 2009). Rizobakteriler, nekroz olayr olmadan sistemik direnci
indiiklemekte ve konukcu bitkilerde bagisiklik tepkisinin indiiklenmesini gerceklestirmektedir
(Van Loon et al., 1998). Bitkiler ise fitohormonlar araciligiyla bir sinyal iletim yolu
olusturmaktadir. Uyarilmis sistemik dayanikliligin varligi konukg¢u bitkide kok bakterisinin
patojenin engellendigi bolgede bulunmamasi durumunda anlagilir. NPRI geninden yoksun
bitkilerde ISR’nin bulunmayisi, uyarilmis sistemik dayanikliligin molekiiler diizeydeki

kanitidir (Van Loon et al., 1998).

Tohum kabuguna Pseudomonas syringae susunun uygulanmasi, salatalikta Erwinia
tracheiphila'min neden oldugu, yaprak lekesi ve bakteriyel solgunlugu hastaligina neden olan
antraknoza (Colletotrichum lagenarium) kars1 ISR'nin tegvik edilmesi ile hastalik biiyiik ol¢iide
tyilesmistir (Zehnder et al.2001). Elbadry et al., (2006), infaba fasulyesinde (Vicia faba L.)
goriilen, fasulye saris1i mozaikpoti (BYMYV) virlisiine karst Pseudomonas florescens ve
Rhizobium leguminosarum ile yapmis olduklar1 inokiilasyonda, hastalik insidansinda (PDI) ve
viriis konsantrasyonunda 6nemli bir azalmanin oldugunu gézlemlemislerdir. Alstroem (1991),
PGPR'nin bakteriyel hastaliklara karsi indiiklenmis sistemik korumasini gézlemlemek icin
yaptig1 ¢alismada, fasulye tohumlarini Pseudomonas florescens ile muamele etmis ve bu susun
Pseudomonas syringae pv. fazolikola’nin neden oldugu halo yaniklig1 hastaligina kars: bitkiyi
korudugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Pseudomonas putida susu 89B-27 ve Serratia
marcescens susu 90-166 tarafindan Fusarium oxysporum tarafindan tesvik edilen salataligin
Fusarium solgunluguna kars1 sistemik direng indiiklenmesi arastirilmis ve bakteriyel solgunluk

insidansinda 6nemli bir azalmanin oldugu kaydedilmistir (Liu ef al.1995)

Bununla birlikte Liu et al,. (1995) yapmis oldugu bu c¢alismada, tohumlar1 agilanmamaisg
plakalara kiyasla PGPR suslar1 ile asilanmis bitkilerde daha fazla sistemik koruma

gozlemlemislerdir.

Fitoremediasyonda PGPR 'nin rolii

Toprak siirekli olarak ve biiylik miktarda Hg, Pb, Cr, Co, Zn, Ni ve Cd gibi hem ¢evreye
hemde insan sagligina zararlar1 olan agir kimyasallara maruz kalmaktadir. Sanayilesme ve
kentlesme siireglerine ek olarak, tarimsal kalkinma icin kullanilan agirt giibre uygulamasi,
kanalizasyon ve belediye atiklarinin gelisigiizel ¢cevreye salinmasi ve bocek ilact kullanimi gibi
insan faaliyetleride topragi kirletmektedir. Her ne kadar bu tarimsal kimyasallar, mahsul
bliylimesini ve iiretkenligini arttirsada, bitki biiylimesini ve mikrobiyal metabolizmay1 bozan
metal kalintilar topraga birakirlar. Topraga birakilan bu metallerin kanserojen, mutajen ve

teratojen yapida olmalari ve biyolojik olarak par¢alanamamalari nedeniyle besin zinciri yoluyla
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insana bulasmakta ve insan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (Ahemad and Kibret,
2013a). Bununla birlikte bu metallerin esik sinir1 asmasi durumunda mikrobiyal ¢esitlilik ve
toprak verimliligide etkilenir (Huang et a/.2009). Bu tiir metal yiiklii topraklarin iyilestirilmesi
ve tarimsal uygulamalara kazandirilmalar1 biiyliik 6nem tasimaktadir. Her nekadar metalle
kirlenmis bu topraklar fizikokimyasal teknoloji ile temizlenebiliyor olsada maliyetin yiiksek
olmasi nedeni ile tercih edilmemektedir (Hashim et a/.2011). Kontamine alanlarin biyolojik
stirecler kullanilarak biyoremediasyonu, tarimda siirdiiriilebilirlik sorunlar1 ve ¢evre etigi goz
Oniine alindiginda kimyasal teknolojilere kiyasla, kapsamli ve ekolojik olarak bir alternatif

sunmaktadir (Hashim et al.2011).

Toprak rizobakteri destekli fitoremediasyon, farkli biyoremediasyon yaklasimlari
arasinda ucuz ve c¢evre acisindan gilivenli olmast nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak
uygulamanin uzun zaman almasi ve yiiksek diizeyde metallerin bitkilerin iyilestirme
verimliligini diigiirmesi, bu teknigin istenmeyen dezavantajlaridir (Ali et al., 2013). Bu agir
metalle kirlenmis topragin dekontaminasyonu, rizosferde ikamet eden biiylik toprak
mikroorganizmalar1 konsorsiyumu kullanilarak selasyon, ¢oziindiirme ve mineralizasyon
yoluyla gerceklesir. Gegen son on yillarda yapilan ¢alismalarda, hem agir metal detoksifiye
edici 6zellikler hem de bitki biiylimesini tesvik edici aktiviteler sergileyen birkag fosfat ¢oziicii
bakteri (PSB) arastirilmis ve metalli topraklarin fitoremediasyonu ile iliskilendirilmistir (Misra
et al.2012; Ahemad and Kibret 2013b). Organik asit liretimi, sideroforlarin salgilanmasi, IAA
iretimi ve ACC deaminaz aktivitesi gibi PSB'nin c¢esitli bitki biiylimesini tesvik edici

Ozellikleri, bitkilerin fitoremediasyon kapasitesinin arttirilmasina katkida bulunur.

Fitoekstraksiyon ve rizofiltrasyon, fitoremediasyon tekniginden gelistirilmis bilinen en
iyi iki yoldur (Salt et al.1998). Rizofiltrasyon genellikle bitki koklerinin suda ve sulu atik
akimlarinda bulunan kirleticileri emmek ve/veya sogurmak ic¢in kullanilan metotdur.
Fitoekstraksyon ise genel olarak kirletici madde biriktiren bitkilerin metalleri ve organik
maddeleri bitkinin hasat edilebilir kisimlarinda biriktirerek topraktan uzaklastirma yontemidir.
Bu yontemin mevcut toprak iyilestirme stratejilerine uygulanabilir bir alternatif olabilmesi i¢in

yiiksek biyokiitleli, hizli biiyiiyebilen bitkilere ihtiyac vardir.

Bitkilerin toprak ¢ozeltisinden Fe, Zn ve Mn gibi mikro besin metallerini aldiklari uzun
zamanlardan beri bilinen bir gercektir. Ancak, bitkilerin elementleri topragin ¢dziinmeyen
mineral fazindan dogrudan alabilmeleri ve fitoekstraksiyonun basarili bir sekilde
gerceklesebilmesi icin kirlenmeye neden olan metallerin toprakta belirli bir konsatrasyonda
mevcut bulunmasi gerekir. Bu hedef metallerin bitkiye alinimi hiicreleri ¢evreleyen secici

gecirgen zardan, zara gdmiilii iyon tagima proteinleri vasitasiyla olur. Bu nedenle Cd, Pb ve U
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gibi kirletici metallerin alinmasina izin vermek i¢in, hedef kirletici metali se¢gme kapasitesine
sahip tasima proteinleri gerekecektir. Fitoekstraksiyon prosesinin bir diger énemli bileseni,
ekstrakte edilen metallerin bitkinin hasat edilebilir kisminda, genel olarak yer {istii siirgiin
biyokiitlesinde birikmesidir. Bunu basarmak i¢in metalin kokten siirgiine verimli bir sekilde
tasinmasi onemlidir. Son olarak, ayn1 anda siirgiinlerde yiiksek metal(ler) konsantrasyonlari ve
yiiksek bir biiylime orani elde etmek icin, bitkilerin birikmis metalin toksik etkilerini tolere

edebilmeleri gerekecektir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullanilan alet ve cihazlar

Kullanilan alet ve cihazlara ait bilgiler asagidaki tabloda listelenmistir.

Kullamlan Cihaz Marka ve Model Numarasi

Azot Tank1 Termo, Electron Corporation

Buzdolab1 Arcelik, TURKIYE, 8190NF

Derin Dondurucu Nuarie, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN P07K-476316-PK
Elektroforez Akim Saglayici OWL OSP300-2Q, U.S.A.

Elektroforez Tanki (Yatay) OWL B2, US.A.

Etiiv Memmert, UN55

Hassas Terazi Mettler Toledo AL204, CHINA)

Jel Goriintiileme Sistemi DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL
Manyetik Karistiric Daihan Scientific MSH 20A, KOREA
Mikrodalga Firin Argelik, TURKIYE, MD 592

Nanodrop Qiagen/Qiaxpert 200061 24V F 2.5A
Otoklav Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
Otomatik Pipetler Eppendorf, GERMANY

PCR Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA
pH Metre InoLab pH730 wtw Series, GERMANY

Saf Su Cihazi GFL 2004, GERMANY

Santrifiij Hettich, GERMANY, EBA-20

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE) 27

Su Banyosu Memmert WNB14, GERMANY

Vorteks Velp Scientifica, F202A0173

Besiyeri ve cozeltiler

Kullanilan besiyerlerinin ve ¢dozeltilerin icerikleri ve hazirlanma sekli asagida

verilmistir.

Nutrient Agar: Soguga adapte bakterilerin izolasyon c¢alismalarinda, kiiltiir
morfolojilerinin incelenmesinde ve izolatlarin kisa siireli muhafaza edilmesinde temel besiyeri

olarak kullanilmistir.
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Icerik

Nutrient agar

Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Nutrient Broth: Test bakterilerinin canlandirilmasi

hazirlanmasi1 amaciyla kullanilmistir.

Icerik
Oxoid Nutrient broth No:2

Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Pikovskaya’s Agar: Fosfat ¢6zme yetenegine sahip PGPR izolatlarinin se¢ilimi i¢in

kullanilmastir.

Icerik
MgS04.7H,0
Malt o6ziitii
D-Glukoz
CazOsP>
HsN>04S
KCI
KH,.PO4
MnO4.S
FeSO4.7H20
Agar

Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Jenses’s Medium: Azot baglama yetenegine sahip PGPR izolatlarinin secilimi i¢in

kullanilmistir.

Icerik

Siikroz
K>HPO4
MgSO,
NaClO>
FeSOq4

41

1000 ml i¢in

28¢g

ve gecelik Kkiiltiirlerinin

1000 ml icin

23 ¢g

1000 ml i¢in
0,21¢g
0,5¢g
10g
58
0,5¢g
02g
05¢g
0,0001 g
0,0002 g
I5¢g

1000 ml i¢in
20,000

1,000
0,500
0,500
0,100



NazxMoOg4 0,005

CaCOs 2,000

Agar 15,000
Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Triptofan Katkili LB Broth: IAA iiretme yetenegine sahip PGPR izolatlarmnin segilimi

icin kullanilmigtir.

Icerik 1000 ml i¢in
LB Broth 25¢
L-Triptofan 0,1g

Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Chrome Azurol S (CAS) Agar: Siderofor iiretme yetenegine sahip PGPR izolatlarinin

secilimi i¢in kullanilmisgtir.

Boya Soliisyonunun Hazirlanisi: (i) 0,06 g CAS 50 ml saf su igerisinde ¢oziilerek I.
¢Ozelti hazirlanir. (i1) 0,0027 g FeCl3-6H,0 10 ml 10 mM HCI igerisinde ¢oziilerek II. ¢ozelti

hazirlanir. (iii) 0,073 g HDTMA 40 ml saf su igerisinde ¢oziilerek I11. ¢ozelti hazirlanir. (iv)
Daha sonra ¢ozelti I lizerine 9 ml ¢ozelti [I’den ve 40 ml ¢ozelti [II’ten eklenerek karistirilir ve

otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda saklanir.

Karisim Soliisyonunun Hazirlanisi: (i) 15 g KH2POs, 25 g NaCl ve 50 g NH4Cl1 500 ml

saf su igerisinde ¢oziilerek MM9 stok soliisyonu hazirlanir. (ii) 20 g dekstroz 100 ml saf su
icerisinde ¢oziilerek dekstroz stok soliisyonu hazirlanir. (iii) 25 g NaOH 150 ml saf su i¢erisinde
¢oziilerek alkali stok soliisyonu hazirlanir. (iv) 3 g Casamino asit 27 ml suda ¢oziiliir ve %3 8-

hidroksikinolin ¢6zeltisi ile ekstrakte edilerek Casamino asit soliisyonu hazirlanir.

CAS Agar Hazirlanisi: (i) 100 ml MMO stok soliisyonu 750 ml saf su igine eklenir. (ii)

Daha sonra iizerine 32,24 g PIPES ve 15 g agar eklenerek ¢ozelti otoklavlanir. (iii1) Cozeltinin
sogumasinin ardindan iizerine 30 ml Casamino asit soliisyonu ve 10 ml dekstroz stok soliisyonu
eklenir. (iv) Son asamada 100 ml boya soliisyonu eklenerek iyice karismasi saglanir ve ¢ozelti

petrilere dokiiliir.

Uzun Siireli Saklama Besiyerleri: Bakteri izolatlarinin -87°C’de uzun siireli muhafaza
edilmeleri i¢in kullanilmistir. Nutrient broth besiyerinin son hacmi %20 olacak sekilde gliserol
eklenmesiyle hazirlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra

kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklanmustir.
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TE Tamponu: Genomik DNA izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Tris-HCI 12¢
Etilen diamin tetra asedik asit 0,372 g

Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip pH 8’e ayarlandiktan sonra

otoklavlanarak 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

%70’lik Etil Alkol: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Saf etil alkol 700 ml
Ultra saf su 300 ml

700 ml saf etil alkoliin hacmi 300 ml saf su ile 1000 mI’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

¢oOzelti kullanilincaya kadar -20°C’de karanlikta muhataza edilmistir.

%10’luk SDS ¢ozeltisi: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Sodyum dodesil stilfat 100 g

100 g sodyum dodesil siilfat 800 ml saf su igerisinde ¢dziildiikten sonra son hacim yine
saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmis ve kullanilincaya kadar oda sicakliginda karanlikta saklanmstir.

Liziz Tamponu: Genomik DNA izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmigtir.

Icerik 1000 ml i¢in
Tris-HCI 1,36 g
EDTA 0,422 g
NaCl 0,664 g
%10’luk SDS ¢ozeltisi 250 ml
Triton X-100 22,7 ml

Tris-HCI ve EDTA 650 ml saf su icerisinde tamamen ¢oziilmiis ve ¢ozeltinin pH degeri
8’e ayarlanmigtir. Daha sonra ¢ozeltinin {izerine NaCI eklenmis ve son hacim 727,3 ml’ye
tamamlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Cozelti otoklavdan
cikartildiktan sonra uygun sicakliga geldiginde iizerine 250 ml %10’luk SDS ve 22,7 ml Triton

X-100 eklenmis ve kullanilincaya kadar oda sicakliginda karanlikta saklanmugtir.

Proteinaz K: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
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Steril saf su I ml
Proteinaz K 20 mg
1 ml steril distile su igerisine 20 mg proteinaz K eklenmis ve iyice ¢oziildiikten sonra -

20°C’de muhafaza edilmistir.

Ethidyum Bromiir Cozeltisi: DNA jel elektroforezi ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Steril saf su 1000 ml
Ethidium bromiir 10g

1000 ml steril saf su igerisinde 10 g ethidium bromiir iyice ¢oziilmiis ve amber sise

icerisinde oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

10X TBE Tamponu: DNA jel elektroforezi ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Igerik 1000 ml i¢in
Tris-HCI 107 g
Borik asit S5¢g
EDTA 58¢g

500 ml saf su igerisinde tris, borik asit ve EDTA ¢oziilmiistiir. Olusan ¢ozeltinin toplam
hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlanip pH degeri 8’e ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

0,5X TBE Tamponu: DNA jel elektroforezi ¢alismalarinda kullanilmaistir.

Icerik 1000 ml i¢in
10X TBE stok soliisyonu 50 ml
Steril distile su 950 ml

50 ml 10X TBE stok soliisyonu iizerine 950 ml steril distile su eklenmistir. +4°C’de

muhafaza edilmistir.

1X TBE Tamponu: DNA jel elektroforezi ¢calismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
10X TBE stok soliisyonu 100 ml
Steril distile su 900 ml

100 ml 10X TAE stok soliisyonu iizerine 900 ml steril distile su eklenmis ve

kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

6X Yiikleme Tamponu: DNA jel elektroforezi ¢caligsmalarinda kullanilmistir.
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Igerik 1000 ml i¢in
Bromfenol blue 0,1g
Gliserol 40 ml

0,1 g bromfenol blue, 40 ml gliserol igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozeltinin toplam hacmi

1X TBE ile 100 mI’ye tamamlanmis ve amber sise igerisinde +4°C’de muhafaza edilmistir.

Fizyolojik Su Cozeltisi: Mikrobiyolojik izolasyon ¢aligmalarinda ve seri diliisyonlarin

hazirlanmasinda kullanilmastir.

Icerik 1000 ml i¢in
NacCl 85¢g

Yukarida verilen maddeler 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliip, otoklavlanarak 121°C’de

15 dakika steril edilmistir.

Yontem
Bakteriyel izolasyon calismalari

Bakteriler Rizosfer (RS), rizoplan (RP), filoplan (PP) ve non-rizosferik (NR)
bolgelerden alinan toprak numunelerinden izole edilmistir. Rizosferik 6rneklemeler Achillea,
Mentha, Utrica ve Alkanna cinslerine ait bitkilerin koklerinden ve ¢evresindeki topraktan
yapilmus, bitki numunelerinin teshisi Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde
gerceklestirilmistir. Rizosferik bakterilerin izolasyonu ig¢in, koklere yapisik topraktan 1 g
almarak, 10 ml %0,85 (w/v) fizyolojik su (NaCl) i¢inde siispanse edilmistir. Bu siispansiyon
karigimi kuvvetli bir sekilde vortekslenmis, seri olarak diliie edilmis ve Luria-Bertani (LB) agar
tizerine ekimi yapilmistir. Rhizoplan bakterilerinin izolasyon islemi i¢in kokler iyice
yikandiktan sonra, tuzlu su iginde siispanse edilmis ve elde edilen siispansiyonun ekimi
yapilmistir. Benzer sekilde filoplan ve non-rizosferik numunelerden alinan 1 g toprak tuzlu su
icinde siispanse edilmis, siispansiyonun sivi kismi seri olarak seyreltildikten sonra ekimi
yapilmistir. Petri kaplarina yapilan inokiilasyon islemlerinden sonra hazir hale gelen tiim
numunelerimizden farkli morfolojiye sahip koloniler elde edebilmek icin 10°C'de 24 saat

inkiibe edilmistir.
Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriyel izolatlarin se¢ilimi

Azot Baglayan Izolatlarin Secilimi

Bitki biiyiimesini tesvik eden en 6nemli elementlerden birisi olan azotun havadan
topraga baglanmasini saglayan PGPR izolatlarinin se¢ilimi i¢in i¢eriginde azot bulunmayacak

sekilde formiile edilmis olan Jansen’s medium besiyerinin agar plakalar1 kullanilmistir. Bu
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amacla 10 pl gecelik kiiltiir plakalar tizerine ¢izgi ekim yapilarak inokiile edilmis, 7 giin
boyunca 10 °C'de inkiibe edilmistir. Caligma sonunda bakteriyel kolonilerin olusumu pozitif

sonug olarak degerlendirilmistir.

Fosfat Cozen Tzolatlarin Secilimi

Toprakta ¢oziinmemis halde bulunan Fosfatin bitki tarafindan kullanilabilir hale
gelebilmesi i¢in organik asitlerle mineralizasyonu gerekmektedir. Bu nedenle PGPR 6zellik
gosteren bakterilerin iirettigi organik asitler fosfat ¢ozmeleri bakimindan oOnemli olup
caligmamizda izolatlarin fosfat ¢ozebilme yetenekleri Pikovskaya agar plakalar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Ozetle, 10 ul gecelik kiiltiir plakalar iizerine noktasal asilamalar yapilarak,
7 glin boyunca 10°C'de inkiibe edilmistir. Calisma sonunda koloniler etrafinda seffaf zonlarin

gozlemlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

144 Ureten Izolatlarin Secilimi

Bitki biiylimesini tesvik eden ve ilk tanimlanan bitki hormonu olarak bilinen indol-3-
asedik asit iireten izolatlarin sec¢imi i¢in; izolatlar %1 triptofan ihtiva eden LB broth besiyerine
inokiile edilerek 10°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon islemi sonrasinda kiiltiirler 6000
rpm de 30 dk. santriflij edilmistir. Santrifiij sonunda {istte kalan sividan (slipernatant) 2 ml
almarak 2 damla ortho-fosforik asit ile karistirilmis ve hazirlanan bu karisimin tamami
icerisinde 4 ml Salkowski c¢ozeltisi (50 ml of %35 of perklorik asit + 1 ml of 0.5 M FeCls
sollisyonu) bulunan steril cam tiiplere aktarilmistir. Bu islemler sonucunda, tiiplerdeki besiyeri

renginin acik sartdan kirmizi-pembe renge donmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Siderofor Ureten Izolatlarin Secilimi

Yeryiiziiniin en bol bulunan madenlerden biri olan demir, toprakta bol miktarda
bulunmasina ragmen bitkiler tarafindan dogrudan kullanilamayan formda (Fe™) bulunur.
Bitkiler demiri ya organik bilesikler salgilayip demiri selatlamak suretiyle yada demirin bitki
icinde indirgendigi ve kolayca emildigi organik bilesik ve Fe** tarafindan olusturulan
kompleksi absorbe ederek verimli bir demir emilimi gergeklestirirler. Yapmis oldugumuz
caligmada siderofor iiretimi yapan izolatlarin se¢ilimi i¢in Chrome Azurol S (CAS) agar besi
yeri kullanilmistir. Bu amagla, CAS agar plakasi iizerine ¢izgi ekim ile 10 pl gecelik kiiltiirler
asillanmis ve 10°C’de 7-14 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda mavi agar
tizerindeki kolonilerin etrafinda turuncu renkli halkalarin goériilmesi pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.
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Soguga Adapte PGPR/PGPB izolatlarinin Molekiiler Tanis
DNA izolasyonu

Izolatlarmn genomik DNA izolasyonu igin asagida detaylar1 verilen protokol

uygulanmistir. Bu protokole gore:

I- Uygun besi yerlerinde gelistirilen geng kiiltiirler 6ze yardimi ile 1 6ze dolusu

toplanarak 2 ml’lik steril tiiplere aktarilir.
2- 567 ul Tris-EDTA tamponu eklenir ve iyice karistirilir.

3- Daha sonra 6rneklerin iizerine 30 pl %10’luk SDS ve 3 pl proteinaz K eklenir.
Hafifce karistirilan 6rnekler 37 °C’de 60 dk beklemeye birakilir.

4- Siire sonunda 100 pl 5SM NacCl eklenir ve karigtirilir.

5- 80 ul 65 °C CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenerek hizlica karistirilir ve 65 °C’de 10 dakika
bekletilir.

6- 780 pl Kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek hafifce karistirilir.
7-4 °C’de 12000 rpm hizda 5 dakika santrifiijlenir ve {ist faz yeni tiipe aktarilir.

8- Alman iist faza esit hacimde Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenerek

hafif¢e karistirilir.
9- Santrifiij islemi tekrarlanir ve {ist faz yeni tiipe aktarilir.

10- Alman st faza 0,6 hacimde soguk (-20 °C) izopropanol eklenerek hafifce

karistirlir.
11- 4 °C’de 12000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlenir ve {ist faz ortamdan uzaklastirilir.
12- Pelet %70’lik alkol ile yikanir ve oda sicakliginda kurutulur.

13- Kuruyan pelet 100 pl TE tamponunda ¢oziilerek %0,6’l1ik agaroz jelinde yiiriitiiliir.
Jelde tek parca bant veren 6rnekler PCR ¢alismalari i¢in segilerek kullanilincaya kadar +4 °C’de

saklanir.
16S rRNA PCR

PCR calismalari i¢in literatiir tarafindan Onerilen 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve 1492R (5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3")

primer ¢ifti se¢ilmistir.

PCR’1 yapilacak 6rnek i¢in 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500 mM KCI,
15 mM MgCl2, 9%0.01 jelatin pH: 8.3), 0.6 ul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP,

47



dCTP, dTTP — 10mM), 3 ul forward primer, 3 ul reverse primer, 1.2 ul DMSO, 0.6 pul MgCl,
(50 uM), 0.3 uM/mL taq DNA polimeraz ve 15.3 ul sdH>O ile 27 pl’lik reaksiyon karigimi
hazirlanmis ve karisima son olarak 3 pl 6rnek DNA (100 ng/ul) eklenerek son hacim 30 ul’ye

tamamlanmustir.

PCR kosullari; 95 °C’de 2dk denatiirasyon, bunu takiben 36 dongii olacak sekilde 94
°C’de 1 dk denatiirasyon, 54 °C’de 1 dk baglanma ve 72 °C’de 2 dk uzama basamaklari ve son
olarak 72 °C’de 5 dk uzama basamagindan olusacak sekilde programlanmistir. Olusan

amplikonlar %1°lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir.
PCR Uriinlerinin Sekans Analizi ve Degerlendirme Calismasi

PCR iiriinlerinin sekans analizleri hizmet alim1 ile yaptirilmistir. Elde edilen dizi verileri
izolatlarin nihai tanilarinin yapilmasi ve kiiltiir koleksiyonunun olusturulmasi i¢in NCBI’1n veri

tabaninda BLAST uygulamasi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez calismamiz kapsaminda gergeklestirilen bakteriyel izolasyon calismalar ile
Palandoken Dagi’ndan alinan rizosferik ve non-rizosferik toprak orneklerinden toplam 325

bakteriyel izolat elde edilmistir.

Bu izolatlar ile gergeklestirilen PGPR/PGPB secilim ¢alismalarinda ise 47 izolatin azot
baglama, fosfat ¢cozme, IAA iiretme ve siderofor iretme PGPR/PGPB aktivitelerinden en az bir

tanesini zayif, orta ya da giiclii seviyede gosterdigi tespit edilmistir.

Daha sonra literatiir bilgileri de goz 6niinde bulundurularak multipotent PGPR/PGPB
Ozellikli ve en az bir 6zellik yoniinden giiclii aktivite gdsteren aktif 21 izolat ileri tanilama

caligmalan ve kiiltlir koleksiyonu i¢in secilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Secilen Bakteriyel Izolatlarin Bitki Biiyiimesini Tesvik Etme Potansiyeli

Ornek Kodu Azot Baglama Fosfat Cozme IAA Uretimi Siderofor Uretimi
ES-1 ++ +++ + ++
ES-2 r N + N
ES-3 -+ = + -
ES-4 +++ + - -
ES-5 - +++ - -
ES-6 ++ - +++ -
ES-7 + - . _
ES-8 +++ - + -+
ES-9 + + -+ +
ES-10 - - + +
ES-11 - +++ + -
ES-12 - +++ ++ +
ES-13 N + + N
ES-14 + + -+ +
ES-15 - + e+ Tt
ES-16 i et N N
ES-17 ++ N + +
ES-18 + - +++ -+
ES-19 + N -+ -
ES-20 + +++ - -
ES-21 ++ + ot ;
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Yapilan molekiiler tan1 analizleri sonucunda 21 aktif PGPR/PGPB izolatinin 16S rRNA
gen bdlgeleri NCBI veri tabaninda degerlendirilmis ve izolatlara ait bulgular Tablo 4’te

Ozetlenmistir.

Tablo 4. Secilen Bakteriyel Izolatlarin Tan1 Bulgular

Ornek Kodu Degerlendirilen % Eslesme Tani
Baz Sayisi

ES-1 ++ 100 Bacillus subtilis
ES-2 + 100 Bacillus sp.
ES-3 +++ 100 Rhizobium sp.
ES-4 +++ 100 Rhizobium sp.
ES-5 - 100 Exiguobacterium sp.
ES-6 ++ 100 Bacillus megaterium
ES-7 + 100 Bacillus atrophaeus
ES-8 +++ 100 Acinetobacter Iwoffii
ES-9 + 100 Acinetobacter johnsonii
ES-10 - 100 Bacillus simplex
ES-11 - 99 Bacillus sp.
ES-12 - 100 Bacillus cereus
ES-13 it 100 Bacillus atrophaeus
ES-14 + 99 Acinetobacter sp.
ES-15 - 99 Enterococcus sp.
ES-16 - 100 Bacillus sp.
ES-17 ++ 100 Bacillus atrophaeus
ES-18 + 100 Enterococcus sp.
ES-19 + 100 Bacillus sp.
ES-20 + 100 Bacillus sp.
ES-21 ++ 100 Exiguobacterium aurantiacum

Soguk bir gezegen olan Diinya’mizdaki biyosferin yaklasik %85’inin siirekli olarak 5
°C’nin altindaki sicakliklara maruz kaldig: bilinmektedir. Yer kiirenin soguk habitatlar1 olarak
bilinen bu 6zel ekosistemlere kutuplar (arktik ve antarktik), derin okyanus dipleri ve yiiksek
daglar ornek olarak gosterilmektedir. Sahip olduklar1 u¢ 6zelliklerden dolay1 dnceleri bu
ekosistemler canli biyogesitliligi yoniinden fakir olarak diisiiniilmiis ve aragtirmalarda ihmal
edilmis olsa da giiniimiizde basta soguga adatpte mikroorganizmalar olmak iizere yiiksek
biyocesitlilige sahip olduklar1 bilinmektedir (Singbaraunah et al. 2014; Koh et al., 2017;
Raymond-Bouchard et al., 2018; Tribelli and Lopez, 2018; Karadayi et al., 2021).
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Soguga adapte mikroorganizmalar soguk ekosistemlerin siirdiiriilebilirlginde hayati bir
rol oynar ve bu ekosistemlerin hem florasini hem de faunasmi etkiler. Ayrica bu
mikroorganizmalar tarafindan gelistirilen adaptasyon mekanizmalarinin kesfedilmesi de
soguga adapte mikroorganizmalarin yiiksek biyoteknolojik potansiyellerinin kullanildig
teknolojilerin gelistirilmesi acisindan 6nemlidir. Ornegin, soguk ortamlarda yasayan ve
optimum biiyiime sicakliklart -20 °C ile +10 °C arasinda degisen soguga adapte
mikroorganizmalar ve bunlarin soguk aktif iiriinleri deterjan endiistrisi, biyoteknoloji, tibbi ve
molekiiler tani, tekstil, biyoremediasyon, atik isleme, gida {iiretimi, zirai uygulamalar,
madencilik gibi bircok alanda ticari ve endiistriyel 6neme sahiptir (Morita,1975; Ruberto et
al.,2005; Aislabie et al.,2006; Lin et al.,2009; Singh et al,2012; Struvay and Feller, 2012;
Adapa et al.,2014; Tomova et al.,2015). Ozellikle Diinya niifusuna bagli olarak artan gida
talebinin 6nemli bir sorun oldugu giinlimiizde, zirai uygulamalar alaninda soguga adapte bitki
bliylimesini tesvik bakteriler 6nemli bir yer teskil etmektedir (Khan and Goel, 2008; Mishra et
al.,2012).

Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler (PGPB) olarak bilinen mikroorganizmalar sahip
olduklar1 azot baglama, fosfat ¢cozme, bitki biliylimesini tesvik edici hormon ya da siderofor
tiretme gibi ¢esitli mekanizmalarla bitki biiylimesini ve sagligin1 dogrudan ya da dolayl1 olarak
etkilerler. Basta Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas ve Rhizobium olmak lizere pek c¢ok
bakteri cinsinin ¢esitli tiyelerinin bitki biiylimesine ve geligmesine yardimeir olan metabolitler
sentezleyebildigi ve soguk ekosistemlerde zirai liriin verimini arttirdigi bilinmektedir (Khan

and Goel, 2008; Mishra et al., 2012; Verma et al., 2014).

Bu bilgiler cer¢evesinde, gelecekte soguk aktif biyofertilizer, biyostimulan ve/veya
biyoprotektan preparatlarin endiistriyel iiretimine kaynak saglayacak soguga adapte
PGPB/PGPR izolatlarinin yerli bir kiiltiir koleksiyonunu olusturmak amaciyla yapilan tez
caligmamizda tilkemizin en soguk ekosistemlerinden birisi Pakandoken Dag1 ¢alisma alani
olarak secilmis ve nihayetinde 21 aktif PGPR/PGPB izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlardan 12
tanesi (ES1, ES2, ES6, ES7, ES10, ES11, ES12, ES13, ES16, ES17, ES19, ES20) Bacillus

cinsine ait tiirler olarak tanilanmistir (Tablo 4).

Bacillus tirleri toprakta en bol bulunan bakteri gruplarindan birisidir. Literatiirde 1yi
bilinen azot baglama, fosfat ¢ozme, fitohormon iiretme, siderofor iiretme 6zelliklerinin yani sira
indiiklenmis sistemik diren¢ (ISR), biyofilm olusumu ve lipopeptit liretimi gibi 6zellikleriyle
de bitkilerde biyotik ve abiyotik stres toleransini indiikleyen mikroorganizmalardir. Yine
agroekosistemlerde etkili bir denitrifikasyon ajan1 olarak islev gordiikleri bilinmektedir. Ayrica

biyoremediasyon teknolojilerinde Bacillus tiirleri metalle kirlenmis topragi arindirma
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islemlerinde kullanilir (Mahapatra et al. 2022). Tez calismamizin konusu olan soguk habitatlar
acisindan ise Bacillus sporlart dayanikli ve uzun Omiirlii olmalartyla zorlu ¢evre kosullar

altinda hayatta kalmayi basarirlar (Nicholson et al. 2020).

Calismamizda ayrica PGPR/PGPB izolatlarindan 2 tanesi (ES3 ve ES4) literatiirde
Oonemli azot baglayicilar olarak bilinen RAizobium cinsinin iiyeleri olarak tanimlanmistir (Tablo
4). Azot, esas olarak bitkideki ana metabolizmadan sorumlu olan proteinin yap1 tasi olarak
gorev yapan, bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in ihtiya¢ duyulan temel elementlerden biridir.
Rhizobium tiirleri atmosferik azotu topraga baglayarak bitki biiyiime gelismesine katki sunan
onemli PGPR/PGPB tiirleri olarak kabul edilmektedir. Ozellikle baklagillerin kdklerinde nodiil
olusumu gergeklestirerek atmosferik azotu baglama etme yetenekleri uzun zamandan beri
bilinmektedir. Bununla birlikte RhAizobium tiirlerinin baklagil olmayan bitkilerde de bitki
bliylimesini tesvik edici (PGP) aktiviteler sergileyebildikleri yapilan son c¢alismalarda
gorilmistiir (Yanni et al., 1997). Besinlerin mobilizasyonu ve verimli alimi, stres direncinin
arttirllmasi, ¢oziinmeyen fosfatlarin ¢oziinmesi, sistemik hastalik direncinin indiiklenmesi,
fitohormonlarin, vitaminlerin (Dobbelaere et al., 2003) ve sideroforlarin iiretimi gibi PGP
aktivitelerinde onemli roller iistlenmektedir (Dakora, 2003). Giincel ¢alismalarda Rhizobium
tiirlerinin toprakta gliclii bitki biliylimesini tesvik edici etkilere sahip oldugu bulunmustur

(Xingyan Tan et al., 2019).

ES5 ve ES21 izolatlar1 ise Exiguobacterium cinsinin iyeleri olarak tanilanmistir.
Exiguobacterium olaganiistii cesitlilige sahip ve gesitli asir1 ortamlara adapte olma yetenegi
yiiksek ¢ok yonlii bir cinstir. Literatiir bilgileri dogrudan ve dolayli mekanizmalarla bitki
biiyiimesini tesvik etmesi nedeni ile kimyasal yogun tarim uygulamalarini en aza indirerek ve
stirdiiriilebilir tarimsal {iretimi gelistirmek i¢in ¢evre dostu biyolojik alternatifler tasarlamada

onemli bir kaynak olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir (Chauhan et al. 2015).

Tezimizde soguga adapte PGPR/PGPB tiirlerinin temsil edildigi bir diger grup ise
Acinetobacter cinsidir (ES8, ES9 ve ES14). Literatlire gore Acinetobacter cinsinin iiyeleri
aromatik bilesiklerin mineralizasyonuna katkida bulunan 6nemli toprak organizmalaridir. Bu
cinsin tiyeleri ayrica toprak, deniz baliklari, tatli su baliklar1 ve sebzeler gibi bir¢cok yerde
bulunabilir (Von Graevenitz, 1995). Giincel bir ¢alismada Gulati ve arkadaslari (2009)
tarafindan Hint Himalaya bdlgesinin soguk ¢ollerinden izole edilen Acinetobacter
rhizosphaerae’nin rizosferde yetkin bir fosfat ¢6ziicli oldugu bildirilmistir. Yine Rokhbakhsh
ve arkadaglart (2011) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada Pennisetum glaucum’un
rizosferinden izole edilen Acinetobacter tirlerinden iki izolatin (Acinetobacter sp. PUCM1007

ve A. baumannii PUCM1029) indol asetik asit (10-13 pg/ml) iirettigi gdzlemlenmistir. Ayrica
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bu calismanin mineral ¢oziicii suslar1 arasinda, 4. calcoaceticus PUCM1006 nin fosfat verimli

bir sekilde (84 mg/ml) ¢oziindiirdiigi de tespit edilmistir.

Tez ¢aligmamizda PGPR/PGPB tiirlerinin bir diger temsilcisi de Enterococcus tiirleri
olmustur (ES15 ve ES18). Enterococcus tiirleri i¢in olagan ekolojik nis, insanlarin ve diger
hayvanlarin bagirsaklaridir. Ancak enterokoklar toprakta, bitkilerde veya siit tirlinleri gibi
bircok yerde serbest olarak bulunabilir (Devriese et al., 1995). Giincel calismalarda ise
tezimizdeki bulgular1 destekler nitelikte bu cinsin iiyelerinin 6nemli PGPR mekanizmalarina
sahip olduklar1 ve cesitli ekosistemlerde bitki biiylimesini tesvik edici 6zellik gosterebildikleri

rapor edilmistir (Chandran ef al. 2021).
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SONUCLAR

Hazirlanan tez ¢alismasi sonucunda Tiirkiye’nin en 6nemli soguk ekosistemlerinden
birisi olan Palandoken Dagi’ndan alinan rizosferik ve non-rizosferik toprak orneklerinden
toplam 325 bakteriyel izolat elde edilmistir. Yapilan PGPR analizleri neticesinde ise 47 izolatin
azot baglama, fosfat cozme, IAA iiretme ve siderofor liretme PGPR/PGPB aktivitelerinden en
az bir tanesini zayif, orta ya da giiclii seviyede gosterdigi tespit edilmistir. Bunlar arasindan en

giiclii 21 tanesi secilmis, molekiiler tanilar1 yapilmis ve kiiltiir koleksiyonu hazirlanmstir.

Tanmi verilerine gore kiiltiir koleksiyonunu olusturan soguga adapte PGPR/PGPB
izolatlarinin 12 tanesi Bacillus (ES1, ES2, ES6, ES7, ES10, ES11, ES12, ES13, ES16, ES17,
ES19 ve ES20), 2 tanesi Rhizobium (ES3 ve ES4), 2 tanesi Exiguobacterium (ES5 ve ES21), 3
tanesi Acinetobacter (ES8, ES9 ve ES14) ve 2 tanesi de Enterococcus (ES15 ve ESI18)

cinslerine ait tiirler olmustur.

Sonug olarak, tez ¢alismamiz ile elde edilen soguga adapte PGPR/PGPB tiirleri ile
olusturulan kiiltiir koleksiyonu basta Erzurum olmak {izere soguk iklim sartlarinin etkili oldugu
benzer bolgelerde dogal yollarla zirai iiretimin arttirilmasinda kullanilabilecek yerli
PGPR/PGPB temelli biyofertilizer, biyostimulan ve biyoprotektan preparatlarin gelistirilmesi

icin kaynak saglayabilecek olmasiyla 6nem arz etmektedir.
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