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OZET

VAN GOLU HAVZASINDAN iZOLE EDIiLEN ENDOFIT BAKTERILERIN
KARAKTERIZASYONU VE IN VITRO KOSULLARDA BAZI BiTKI
PATOJENI BAKTERILERE KARSI ANTAGONISTIK ETKILERININ
BELIRLENMESI

BABIER, Yasin
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dalt
Tez Danigmant: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet AKKOPRU
Temmuz 2019, 55 sayfa

Stirdiirtilebilirlik agisindan bitki gelisimini tesvik eden ve bitki hastaliklarini
baskilayan PGPR’lar ve bu grupta yer alan, bitki dokusu igerisinde kolonize
olabilmesiyle 6ne ¢ikan endofit bakterilerin tarimda kullanimi giin gectikge Onemini
arttirmaktadir. Bu ¢alismada, Van G6lii Havzasinda tiretimi yapilan kiiltiir bitkilerinden
izole edilen 191 endofit bakteri segici besiyerleri kullanilarak in vitro’da azot fiksasyon
kabiliyetleri, fosfataz aktiviteleri, siderofor iiretimleri, ACC-deaminaz tiiretimleri ve
indol-3-asetik asit tiretim kabiliyetleri yoniinden karakterize edilmistir. Karakterizasyon
calismalarinda gosterilen basariya gore endofit bakteriler dnceden belirlenen bir tartili
derecelendirme puanina tabi tutulmus ve ilk 30 izolatin belirlenen 7 bitki patojenine
karst in vitro’da antagonistik etkileri degerlendirilmistir. Karakterizasyon ve
antagonizm sonuglarima gore en basarili 5 izolatin 16srRNA bolgesi dizi analizi yoluyla
tanilamalar1 gergeklestirilmistir. In vitro testler sonucunda izolatlarin higbirinin azot
fiksasyonu yapmadigi, % 20’sinin fosfataz aktivitesi gosterdigi, % 53.3’iiniin indol-3-
asetik asit irettigi, % 13.9’unun ACC-deaminaz enzimi tirettigi ve % 75’inin siderofor
irettigi belirlenmistir. V33K1, V35Y1, V34Gl1, V17G2, V30Y3, V38Kl1, V17KI1 ve
V36Y2 kodlu izolatinin karakterizasyon caligmalarinda incelenen 5 6zelliin 4’iine
sahip oldugu belirlenmistir. V30Y3 ve V30G2 kodlu izolatlarin biitiin patojenlere karsi
engelleme zonu olusturarak en basarili izolatlar olmustur. Antagonizm caligmalarinda
kullanilan 30 izolatin 17’sinin en az 1 patojene karsi engelleme zonu olusturdugu

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antagonizm, Endofit bakteriler, Endofitik bakterilerin
karakterizasyonu, Molekiiler tanilama, PGPR.






ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATED FROM
VAN LAKE BASIN AND DETERMINATION OF ANTAGONISTIC EFFECTS
AGAINST SOME PLANT PATHOGENIC BACTERIA IN VITRO CONDITIONS

BABIER, Yasin
M. Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ahmet AKKOPRU
July 2019, 55 pages

In terms of sustainability, the use of PGPR's which promotes plant growth and
suppresses plant diseases and in this group endophytic bacteria which are prominent in
the colonization of plant tissue increases their importance in agriculture. In this study,
191 endophyte bacteria isolated from plants in Van Lake Basin were characterized using
a selective media by the following in vitro tests; nitrogen fixation ability, phosphatase
activity, siderophore production, ACC-deaminaz production and indole-3-acetic acid
secretion ability. According to the success of the characterization studies, endophytic
bacteria were subjected to a predetermined scoring system and the antagonistic effects
of the first 30 isolates against 7 plant pathogens in vitro were evaluated by measuring
the inhibition zones against pathogens. According to characterization and antagonism
results, the most successful 5 isolates were identified by 16srRNA region sequence
analysis. As a result of in vitro tests, none of the isolates were found to have nitrogen
fixation ability, 20 % had phosphatase activity, 53.3 % made indole-3-acetic acid
secretion, 13.9 % produced ACC-deaminaz enzyme and 75 % produced siderophore.
V33K1, V35Y1, V34G1, V17G2, V30Y3, V38K1, V17K1 and V36Y2 coded 8 endofit
bacteria isolates were determined to have 4 of the 5 properties investigated in the
characterization studies. V30Y3 and V30G2-coded isolates were the most successful
isolates by creating a inhibition zone against all pathogens. It was determined that 17 of
the 30 isolates used in antagonism studies formed a zone of inhibition against at least 1

pathogen.

Keywords: Antagonism, Characterization of endophyte bacteria, Endophyte

bacteria, Molecular identification, PGPR.
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1. GIRIS

21. yy. diinyasinda bugiine dek goriilmemis sekilde c¢evre sorunlariyla
karsilagmaktayiz. Ekosistemin devamliligini saglayan dogal kaynaklar hizla
kirlenmekte, insan niifusu dehset verici bir hizda artmakta, tarim arazileri, ana biyolojik
sistemler ve ormanlarimiz kaybolmaktadir (Karaca, 2007). Meadows ve ark. (1972)’ye
gore sanayi atiklari, entansif tarim uygulamalarindan sonra olusan atiklar, pestisitler ve
artan insan niifusunun olusturdugu baski; ¢evrenin karsilayabileceginden daha fazla,
yogun bir kirlilige neden olmaktadir.

Iklim, cevre kosullari, yetistiricilik teknikleri, bitki besleme, bitki hastalik ve
zararhlar ile miicadele tarimda verimi etkileyen faktdrler olarak siralanabilir. Uriin
kayiplarin1 azaltmak i¢in bu faktorler gbéz Oniine alinarak {retim stratejileri
gelistirilmektedir. Bitki besleme ve bitki hastalik ve zararlilar1 ile miicadele konusu
tarimda verimi etkileyen dnemli faktorler olmasi sebebiyle iizerinde durulmasi 6nem arz
eden konulardir, fakat icerdigi uygulamalar nedeniyle bir¢ok olumsuzlugu beraberinde
getirmektedir.

Bitki beslemede kullanilan kimyasal giibreler dogrudan ve dolayli olarak birgok
cevre sorununa yol agmaktadir. Bu giibrelerin kullanimi toprak tuzlulugu, toprakta agir
metal birikimi, toprak mikroflorasinin bozulmasi, sularda o&trofikasyon ve nitrat
birikimi, havaya azot ve kiikiirt iceren gazlarin verilmesi, ozon tabakasinin incelmesi ve
sera etkisi gibi bir¢ok ¢evre sorunlariyla ekosistemi tehdit etmektedir (Sonmez ve ark.,
2008). Bitki hastalik ve zararlilar1 ile miicadelede pestisit kullanimi hizli1 sonug¢ vermesi
ve kisa siireler icinde tekrarlanabilir olmasi a¢isindan siklikla tercih edilmekte, fakat
birgok cevre ve insan saglig1 sorununu da beraberinde getirmektedir. Pestisitler, ylizey
ve yeralti sularima karigarak, topraga bulasarak, hedef dis1 organizmalara zarar
vermekte, kalintilar ve kalic1 bilesikler nedeniyle biyolojik sistemleri ve ¢evreyi tehdit
etmektedir (Yildiz ve ark., 2005). Bitki hastaliklariyla miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin
yetersiz kalmasi ve kimyasal miicadelede kullanilan pestisitlerin ekolojiye verdigi
zararlar alternatif miicadele yollarimin arastirilmasina yonelmemizi saglamistir. Bu
baglamda biyolojik savas bitki hastaliklariyla miicadelede iyi bir alternatif olarak

goriilmektedir (Akkoprii, 2012).



Yapilan arastirmalar gerek toprak mikroflorasinda gerekse bitki yiizeyinde ve
bitkilerin i¢sel dokularinda bulunan birgok mikroorganizmanin dogrudan ve dolayl
olarak bitki gelisimini tesvik edebilecegini veya hastaliklar1 baskilayarak verim artisi
saglayabilecegini gostermektedir. Toprakta bitki kokleri ile etkilesimde bulunan ¢ok
sayida ve cesitlilikte mikroorganizma bulunur. Bu mikroorganizmalarin bitki kokleri ile
etkilesimi yararli olabilirken bir kismi zararli etki gosterir. Bazi kokbakterileri bitki
gelisimini uyararak veya biyokonrol ajani gibi hareket ederek ya da her iki rolde de
davranarak bitkilere yararli etkide bulunurlar (Romerio, 2000). Bu sekilde yararl
etkilere sahip ve bitki icin olumsuz bir etkisi olmayan kokbakterileri igin bitki
gelisimini tesvik eden kokbakterileri ya da Ingilizce olarak “Plant growth promoting
rhizobacteria” denir ve kisaca PGPR olarak ifade edilir. PGPR terimi ilk olarak 1978
yilinda kullanilmistir (Kloepper ve Schroth, 1978).

Sentetik  giibrelerin  olumsuz etkilerine karsi biyogiibre olarak PGPR
kullaniminin popiilaritesi son yillarda artmaktadir. Ayrica PGPR ¢esitli etki
mekanizmalar ile bitki patojenlerinin gelisimini engeller veya baskilayabilirler. PGPR
tiyesi olan bir grup bakteri bitkilerin igsel dokularinda kolonize olabilmektedir. Bu
bakteriler endofit bakteriler olarak adlandirilmaktadir. Endofit terimi Latince endo
(icinde) ve phyton (bitki) kelimelerinden meydana gelmistir ve ilk kez De Bary (1866)
tarafindan kullanilmistir. Perotti (1926) saglikli bitkilerin dokular1 iginde yerlesik
bakteri varligi seklinde yorumlamustir. Quispel (1992) Konuk¢u dokuya hasar vermeden
ya da bitki hastalik belirtileri ortaya c¢ikarmadan igsel olarak dokuyu kolonize olan
bakteriler olarak aciklamistir. Hallmann ve ark., (1997) konukgu bitkiler iizerinde gozle
goriiliir hi¢bir zararli etkisi olmayan yiizeyi sterilize olan bitki dokularinin i¢inden izole
edilerek tespit edilebilen tiim bakteriler olarak tanimlamistir. Bacon ve White (2000) ise
canli bitkilerin i¢ dokularini, herhangi bir anda, belirgin olumsuz etkilere sebep olmadan
kolonize eden mikroplar olarak tanimlamistir. Giinlimiizde ise ylizey dezenfeksiyonu
yapilmis bitki dokularindan veya bitkilerin i¢ kisimlarindan izole edilebilen, ayrica
konukguya zarar vermemek suretiyle yasamimnin en azindan bir boliimiini bitki
biinyesinde geciren bakteriler endofit bakteri olarak tanimlanirlar ve en yaygin kabul
goren tanimdir. (Hallman ve ark., 1997; Azevedo ve ark., 2000; Ryan ve ark., 2008).
Hardoim (2011)’e gore endofit bakterilerin (EB) bitkilerin vaskiiler dokulari basta



olmak {tizere bitkinin tamamina yayilabildiklerini, yiiksek popiilasyon yogunluklarina
ulagsalar bile bitki ile simbiyotik iligkilerine devam edebildiklerini bildirilmistir.

In vitro kosullarda biyokontrol ajanlarinin patojenlere karsi etkinligi gozlenebilir
ve uygun preparatlar olusturularak arazi veya sera kosullarinda denenebilir. Bitki
hastaliklariyla basarili bir biyolojik miicadele i¢cin patojen ile biyolojik savas ajani
arasindaki etkilesimin iyi bilinmesi gereklidir, zira miicadele stratejileri bunun iizerine
kurulacaktir (Hallmann ve ark., 1997).

PGPR iiyesi olan endofit bakteriler bitki dokusu igerisinde kolonize olabilme
yetenegiyle bitki dokulari igerisinde gelisen patojenlerin baskilanmasi konusunda biiyiik
avantaj saglayabilir (Hardoim 2008). Neredeyse tiim test edilen bitki tiirlerinin
mikroorganizmalar tarafindan kolonize oldugu tespit edildiginden, i¢ bitki dokulari
steril bir ortamdan uzaktir (Surette ve ark., 2003). PGPR ¢esitli etki mekanizmalari ile
bitki gelisimini uyarmaktadirlar. Temel olarak bitki besin elementlerinin alimini
kolaylastirmasi, fitohormonlar iizerine etkileri, zararli mikroorganizmalar1 baskilamasi
ve bitki diren¢ mekanizmalarinin uyarilmasi olarak siralanabilir (Fallik ve ark., 1989;
Kloepper ve ark., 1989; Van Loon ve ark., 1998). Daha once PGPR ile ilgili
bahsettigimiz mekanizmalar EB’ler icin de gecerlidir. Fakat bitki dokusu icinde
kolonize olmalar1 diger epifitik PGPR’lara gore baz iistiinliikler saglamasinin yani sira
kendilerine de avantajlar saglar. Bitkilerin i¢sel dokular1 EB’ler i¢in korunakli bir ortam
olusturur ve EB’ler bu dokularda kolonize olabilir. EB’ler patojenler gibi bitki dokusu
icerisinde kolonize olabilmesi 6zelligiyle, tarimda kullanilan sentetik pestisitlere ve
giibrelere kars1 alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir (Ozaktan ve ark., 2015).

Bu calismada Van Goli Havzasinda iiretimi yapilan kiiltiir bitkilerinden izole
edilen endofitik bakteri adaylarinin PGPR markoérlerinden olan bazi enzim ve
metabolitleri belirlenmis ve ¢esitli bitki patojenlerine kars1 etkinligi in vitro ortamda test

edilerek basarili izolatlarin molekiiler tanilamasi yapilmistir.






2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

Yapilan arastirmalar sonucunda PGPR tarafindan sentezlenen ve bitki gelisimini
uyardig1 tespit edilen metabolitler, bakterilerin PGPR olarak belirlenmesinde markor
olarak kullanilabilmektedir. Bircok bilimsel arastirmada bitkilerin i¢sel dokularindan
izole edilen bakterilerin, bu parametrelere gére PGPR etkinligi degerlendirilmis ve
basaril1 izolatlarin bitkilerde biyolojik savas ajanit ve biyogiibre olarak kullanilma
olanaklar1 arastirilmigtir.

Azot makro besin elementi olup bitkilerin miktar olarak en fazla ihtiya¢ duydugu
besin elementlerinin basinda gelir. Bununla birlikte bir¢ok ekosistemde, bu bilesiklerin
mevcudiyeti siklikla sinirlidir. Atmosferde bol miktarda azot bulunmasina ragmen
bitkiler bunu direkt olarak kullanamazlar. Bitkiler, azot sabitleyici bakterilerle birlikte
yasayarak, kismen azot eksikliginin iistesinden gelebilir (Geurts ve ark. 2016). Bunun
en tipik Ornegi baklagiller ve baklagil koklerinde nodiilasyon yapan rhizobium
bakterileridir. Azot fiksasyonu yapabilen bakterilere diazotroflar denir ve N, gazinin
amonyaga doniislimiinii katalize eden enzim kompleksi olan nitrojenazi kodlarlar.
Biyolojik azot fiksasyonu yapabildigi bilinen bazi bakterilerin, baklagil-rhizobium
simbiyozundan farkli olarak bitkilerin farkli organlarinda kolonileserek endofitik iliski
olusturdugu bilinmektedir (Santi ve ark., 2013). Baklagil-rizobium simbiyozunun
disindaki biyolojik azot fiksasyonu (BAF) yapan bakterilerin belirlenmesi yetistiricilik
anlaminda 6nemli katkilar saglayabilir.

Diazotroflar kodladig1 nitrojenaz enzimi ile havadaki serbest azotu amonyaga
cevirirler. Amonyak (NH3) sulu ortamda hidrojen iyonlarini alarak amonyum (NHy")
iyonuna doniisiir ve ortamda hidrojen iyonlarinin azalmasiyla pH yiikselir. Diazotrof
bakterilerin belirlenmesinde amonyagin bu 6zelliginden faydalanilmaktadir. Nitrojenaz
aktivitesi gosteren bakteriler, pH degisimine duyarli bromtimol mavisi ilave edilen
N-Free besiyerinde ortam rengini yesilden maviye g¢evirerek tanilamaya imkan saglar
(Dobereiner ve ark. 1972; Kuan ve ark., 2016).

Schultz ve ark. (2014) bes farkli endofitik diazotrofik bakteri asilanmasinin
seker kamiginda tarladaki kimyasal N giibrelemesine karst degerlendirilmesi yapilmis

ve EB uygulamasinin kimyasal giibrelemeye benzer sekilde seker kamisi verimini



arttirdigr  tespit edilmistir. Aguiar ve ark. (2016)’da kuraklik stresi Kkarsi
degerlendirilmek iizere seker kamisi bitkilerine endofitik diazotrofik olan
Gluconacetobacter diazotrophicus strain PALs ve Herbaspirillum cinsine ait bir izolat
uygulanmustir. Bitkiler 21 giinliik kuraklik stresine maruz kaldiktan sonra bakteriler
astlanmigtir. Bakteriler bitkilerin filizlenme ve kok kuru agirligini sirasiyla % 50 ve %
70 oraninda, yapraklardaki toplam N igerigini ise % 77 oraninda arttirdigini
belirlemislerdir. Da Silva Araajo ve ark. (2013)’te 10 geleneksel piring ¢esidinin, ayni
bolgenin piring topragindan izole edilmis ve in vitro indol-3 asetik asit (IAA) iiretme
kabiliyetleri agisindan taranan 10 diazotrofik susun piring ¢esitlerine asilanmasinin
sonuglar1 degerlendirilmistir. Saks1 denemelerinde Burkholderia vietnamiensis AR 1122
susu Arroz 70 piring ¢esidinde biyokiitle artisinda en iyi sonucu verdigi bildirilmistir.
Baska bir ¢aligmada Giiney Brezilya bolgesinde yetisen misir kdklerinden 6 endofitik
bakteri izole edilmis, bu 6 endofitik izolattan dordii, N-Free besiyerinde siirekli olarak
asetileni azalttigindan nitrojenaz aktivitesi yoOniinden pozitif bulunmustur. Tim
endofitik izolatlar, in vivo bitki biiyiimesini tesvik etmek i¢in musira yeniden
asilandiginda, Enterobacter cinsine ait bir endofitik diazotrofik susun, tohum
¢imlenmesini % 47 ve kok hacmini % 44 arttirdig: tespit edilmistir (Szilagyi-Zecchin ve
ark. 2014).

Fosfor bitkiler icin onemli besin elementlerinden biridir. Toprakta yeterli
miktarlarda bulunmasina ragmen c¢ok azi bitkiler i¢in alinabilir formdadir. Bir kisim
kokbakterileri toprakta bulunan fosforu ¢ozebilme kabiliyetindedir ve bu dzellikleri ile
topraktaki fosforu bitkiler i¢in yarayisl hale getirirler (Seshadri ve ark., 2000). Fosfor
¢oziicii bakteriler fosfor kaynagi olarak Cag(POg), eklenen NBRIP agar ortamina
(Nautiyal, 1999) asilandiklarinda  ¢oziicii  etkisinden  dolayr  besiyerini
saydamlastirmaktadir. Bakteri izolatlar1 NBRIP agar ortamina nokta ekim yoluyla
uygulanarak ¢evresinde olusan saydam zonun Olcililmesiyle fosfor ¢ozme
kabiliyetlerinin degerlendirilmesi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Matos ve ark., (2017) tarafindan muz agaclarindan izole edilen bakterilerin
% 65’inin fosfataz aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir. Fosfat ¢oziicii Bacillus
megaterium var. phosphaticum igerikli biyogiibrenin domates bitkisinde verim ve

arttirdign tespit edilmistir (Oztekin ve ark., 2015).



Fitohormonlar, bitkiler i¢in yasam faaliyetlerini diizenlemede Onemli
fonksiyonlara sahiptirler. PGPR’larin indol-3-asetik asit (IAA), sitokinin, giberellin gibi
hormonlar iirettikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. IAA kok gelisimi,
hiicreye besin alimi saglanmasi ve hiicre boliinmesi gibi fizyolojik olaylarda etkilidir.
(Van Loon ve ark., 1998; Ozaktan ve ark., 2015).

Bakterilerin tirettikleri TAA miktarini belirlemek i¢in Van Urk Salkowski reaktifi
kullanilarak kolorimetrik bir test uygulanmaktadir. Bakteri izolatlar1 agar igermeyen
besiyerlerine asilanmakta ve 24 saat boyunca calkalayicilarda inkiibe edilmektedir.
Inkiibasyon sonunda bakterilerin gelistigi sivi besi yerleri santrifiij edilip olusan
stipernatant alinarak Salkowski reaktifi ile muamele edilmekte ve spektrofotometre ile
535 nm’de renk olusumu olgiilerek degerlendirilmektedir (Bric ve ark., 1991; Akbari ve
ark., 2007).

Bir ¢alismada piring rizosferinden izole edilen 10 izolatin 6’sinin IAA {iretme
kabiliyetinde oldugu tespit edilmistir. izolatlarin bitki boyu, kok uzunlugu ve kuru
madde iiretiminde Onemli bir artis sagladigi belirlenmistir. Ayrica izolatlar pirincin
tohum ¢imlenmesini 6nemli 6l¢tide arttirmistir (Ashrafuzzaman ve ark., 2009). Oksin ve
IAA iireten bakterilerin barbunyada kok olusumu ve kok gelisiminde 6nemli diizeyde
artis ortaya koydugunu bildirilmistir (Tsavkelova ve ark., 2007). Tamami [AA {ireten
bakterilerin kivi bitkisinde koklenme ve kok olusumunda artis sagladigi bildirilmistir
(Ertiirk ve ark., 2010).

Etilen bitkiler i¢in meyve olgunlagmasinda, yaprak dokiimiinde, bitki direncinde
vb. bir¢ok fizyolojik olayda dogrudan veya sinyal molekiilii olarak gorev yapar (Glick,
1995; Imriz ve ark., 2014), fakat etilen iiretimi bitkide stres kosullar1 altinda yiiksek
seviyelere ¢ikmakta ve bitki gelisimini inhibe etmektedir (Yang ve ark., 2008). Bazi
PGPR iirettikleri 1-aminoklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaz enzimi ile ACC’yi
parcalayarak azot kaynagi olarak kullanabilmekte dolayisi ile bitkilerde etilen liretimini
dengeleyerek bitki gelisimine katkida bulunmaktadir (Glick, 1995).

ACC-deaminaz  iireten bakteriler DF  besiyeri kullanilarak  tespit
edilebilmektedir. Temel olarak azottan ari bu besiyerine tek azot kaynagi olarak ACC
eklenmekte ve bakteri izolatlar1 asilanarak gelisimleri gézlenmektedir. Gelisim gdsteren

izolatlarin ACC-deaminaz iirettigi yorumlanmaktadir (Penrose ve Glick, 2003).



Glick ve ark. (1998) ACC-deaminaz sentezleyebilen bakteriler kullanilarak
bitkilerde etilen diizeyinin azaldigmi bildirmislerdir. Shakir ve ark. (2012)
calismalarinda bugday rizosferinden elde ettikleri 30 bakteri izolatinin ACC-deaminaz
etkinligi ve kuraklik stresine karsi etkilerini testlemislerdir. ACC-deaminaz {ireten
PGPR uygulamasinin etilen seviyesini dengeledigi ve kuraklik stresini kismen ortadan
kaldirdig1 rapor edilmistir.

Latif Khan ve ark., (2016) domates bitkisinde IAA, ACC-deaminaz ve fosfataz
aktivitesi gosteren farkli bakteri suslarinin etkisini incelemistir. Tarama sonuglarina
gore, endofitik bakteri susu MPB 2.1 izolatinin uygulanmas: ile domates fidesinin
gelisimi, siirglin uzunlugu, siirglin agirligi, kok uzunlugu ve klorofil igerikleri 6nemli
Olciide arttirmistir.

Demir mikroorganizmalarin metabolizmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir
ancak toprakta kullanilabilir serbest iyon halinde sinirli olarak bulunurlar. Bu nedenle
toprakta sinirlt olan demir i¢in mikroorganizmalar rekabet etmek zorunda kalirlar.
Bitkiler, bakteriler ve funguslar demir iyonlariyla yiiksek uyuma sahip sézciik anlami
demir tasiyic1 anlamina gelen sideroforlar sentezlerler. Sideroforlarin gorevleri demir
iyonlarin1 baglayip onlar1 hiicre i¢indeki metabolik olaylarda kullanilmak iizere hiicre
igine tasimaktir (Leong, 1986; Altin ve Bora, 2005).

Kokbakterileri toprakta sinirli miktarda bulunan demir i¢in siderofor iretir. Bu
bakteriler tarafindan tretilen sideroforlar bitki gelisimine katkida bulunabilir. Bir diger
etki ise demir i¢in patojenlerle rekabete girer boylece patojen gelisimi engellenmis olur
ve bu durumdan bitki gelisimi olumlu etkilenebilir. Sideroforlarin bazilar ise giiclii
antibiyotiklerdir (Leong, 1986). Ayrica sideroforlarin, bitkilerde dayanikliligin
uyarilmasinda rol aldig1 belirtilmektedir (Van Loon ve ark. 1998).

Kloepper ve ark., (1980a), Fusarium oxysporum f. sp. lini ve Gaeumannomyces
graminis var. tritici patojenlerine kars1 siderofor iireten Pseudomonas tiirii bakterilerin
etkinligini test etmislerdir ve patojenlerin baskilandig1 bildirilmistir. Toprakta kompleks
halde bulunan demirin Pseudomonas’lar tarafindan alinmasi ve patojen etmenlerin
rekabet edememesi sonucunda gelisiminin inhibe edildigi disiiniilmistiir. Siderofor
iireten PGPR’larin, patates, seker pancar1 ve turp bitkisinde hizla kolonize oldugunu ve
tarla testlerinde % 144’¢ varan verim artislarina neden oldugunu bildirilmistir (Kloepper
ve ark., 1980b).



PGPR ile ilgili ilk calismalar, bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinden daha
cok biiylimeyi tesvik etmeye odaklanmis ve toprak kaynakli bitki patojenlerine karsi
antagonist olan Pseudomonas spp. ve Bacillus subtilis gibi bakteri tiirlerini 6n plana
cikarmistir (Kloepper ve ark., 1989). Cesitli bitki tiirlerinin rizosferinden elde edilen 5
bakteri izolatinin pamuk bitkisi lizerinde Verticillium solgunlugu ve bitki gelisimi
tizerine etkileri incelenmistir. 2 bakteri susu Carmen adli pamuk ¢esidinde % 47 ve %
23 oraninda kuru madde artis1 saglamistir (Ozyilmaz ve Benlioglu, 2012). Uslu (2006)
tarafindan 24’0 Gram (-) 18’i Gram (+) olmak iizere 42 bakteriyel strain bezelye ve
nohut bitkileri tizerinde tarla denemeleri ile smanmistir. In vitro ve in vivo testler
sonucunda; Kullanilan bakteri izolatlarinin bitki tiirii ve bakteri strainlerine gore bitki
gelisimini tesvik edici etkisinin degiskenlik gosterdigi hem IAA hem de fosfataz
aktivitesi acisindan daha basarili olan Gram (-) bakterilerin Gram (+) bakterilerden daha
etkili oldugu bildirilmistir.

PGPR’nin gelisim ve verim iizerine etkileri cesitli abiyotik stres faktorleri
tizerinde de denenmistir. Bir ¢alismada tuz stresi altinda yetistirilen nohut bitkilerinde
PGPR’nin bitki gelisimi ve antioksidan enzim aktiviteleri lizerine etkileri arastirilmistir.
Aragtirma sonucunda, bitkilerde kok ve govde yas ve kuru agirligi, gévde boyu, yaprak
sayist ve klorofil miktarinda kontrol grubuna gore Onemli artiglar sagladigi
belirlenmistir (Ayhan, 2016).

Biyolojik savasta bitkilerin diren¢ mekanizmalarinin uyarilmast yolu ile
miicadele her gegen giin biraz daha ilgi gérmektedir. Biyokontrol ajanlari tarafindan
hastalik baskilanmasi; bitki, patojen, biyokontrol ajani, bitki lizerinde ve g¢evresindeki
mikrobiyal topluluk ve fiziksel ¢evre arasindaki etkilesimlerin bir sonucudur (Paulitz ve
Belanger, 2001). Bitki biiylimesini destekleyen kokbakterileri, ¢esitli yollar ile
patojenleri dogrudan baskilayabilecegi gibi  bitkide sistemik bir direncin
indiiklenmesiyle de etki gosterebilir. Bu sekilde indiiklenen mekanizmaya uyarilmis
sistemik dayaniklilik (Induced Systemic Resistance) adi verilir (Van Loon ve ark.,
1998). Uyarilmis sistemik direncin (ISR) genel olarak spesifik olmayan karakteri, ayn1
anda birgok patojene bazal direng seviyesinde bir artis olusturur, ki bu da coklu
patojenlerin mevcut olabilecegi dogal kosullar altinda yarar saglayabilirler (Van Loon
ve Bakker, 2006).
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PGPR bitki hiicre duvar modifikasyonlarina ve bitki savunma mekanizmalarinda
rol alan bilesiklerin sentezine yol acan fizyolojik degisikliklere neden olur.
Lipopolisakkaritler, sideroforlar ve salisilik asit, uyarilmis sistemik dirence aracilik
eden baslica belirleyicileridir (Antoun ve Prevost, 2006). Hiyar tohumlarinin
Pseudomonas putida, S. marcescens ve Bacillus pumilis tiirleri ile islem gormesi
bakteriyel koseli yaprak lekesi hastaliginin olusturdugu lekelerin ¢capini azaltmistir (Wei
ve ark., 1996). Benzer bir ¢alismada yine P. putida ve S. marcescens uygulanan hiyar
tohumlar1 Erwinia trachephila etmeninin neden oldugu bakteriyel solgunlugu
baskilamistir (Kloepper ve ark., 1993).

Biyokontrol ajanlarinin kimyasal giibre ve pestisitlere alternatif olarak biyogiibre
ve biyopestisit olarak kullanilmasi ile ilgili caligsmalar her gegen giin artmakta ve alinan
sonuglar umut verici olmaktadir. Duyarli ve tolerant hiyar gesitlerinde kokbakterileri ve
Acibenzolar S-Methyl (ASM) yoluyla uyarilan bitki dayanikliliginin hiyar kdseli yaprak
leke hastaligina, Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl)’nin popiilasyonuna ve
topraksiz tarim sisteminde toplam pazarlanabilir verime olan etkilerinin incelendigi
caligmada, AA11/1 adli kok bakterisinin (KB) duyarli ve tolerant hiyar gesitlerinde Psl
popiilasyonunu etkilemeksizin hastalik siddetini pozitif kontrole gore engelledigi
belirlenmistir. KB uygulamalar1 hastalik baskisinin olmadigi kosullarda pazarlanabilir
toplam verimi duyarli g¢esitlerde % 33, tolerant c¢esitlerde % 67 oraninda arttirdigi
gozlemlenmistir. Bagarili AA11/1 izolatinin yiiksek oranda siderofor {iirettigi ve 60 ppm
diizeyinde IAA iirettigi belirlenmistir. (Akkoprii, 2012). Hiyar bakteriyel leke hastalig
ile ilgili yapilan baska bir ¢calismada saglikli hiyar bitkilerinin farkli kisimlarindan elde
edilen endofitik bakteri izolatlarinin Psl’ye karsi biyokontrol etkisi ve bitki icerisinde
kolonizasyonu arastirilmistir. izolatlar in vitro parametreler agisindan degerlendirilmis
ve basarili olan izolatlar saks1 denemelerinde kullanilmistir. Test edilen EB izolatlarinin
% 21’1 bitkilerde hastalik etmeninin gelisimini % 50 oraninda azaltmistir. Calismada
testlenen 38 EB izolatinin % 95°1lik kisminin CAS agar ortaminda 0-19 mm arasi zon
olusturdugu, 16 EB izolatinin NBRIP Agar ortami iizerinde 1-9 mm arasinda degisen
erime zonu olusturdugu rapor edilmistir (Akbaba, 2014).

Biberde bakteriyel leke etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nin
PGPR bakteriler ile biyolojik miicadele olanaklarinin arastirildig: bir ¢alismada cesitli

illerde biber iiretim alanlarindan alinan toprak ve bitki koklerinden bakteri izole
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edilmistir. izole edilen bakterilerde fosfat1 indirgeyen 11 adet izolat aday PGPR olarak
secilmis ve bunlardan segilen 3 bakteri izolatt ve kombinasyonlar1 saksi ve tarla
caligmalarinda denenmistir. Denemeler sonucunda PGPR izolatlar1 uygulanan bitkilerde
hastalik siddetinin % 65 oraninda azaldigi gozlemlenmis ve farkli oranlarda bitki
gelisimini arttirmistir. Calismada kullanilan aday PGPR’larin 189’undan 11’inin fosfati
indirgeme kabiliyetinde oldugu belirtilmistir. (Mirik, 2005).

Akat ve Ozaktan (2011) tarafindan domates bitkilerinden izole edilen
kokbakterilerinin domates bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’in kontroliinde biyoajan olarak etkinligini
incelenmistir. Ege bolgesinde saglikli bitki koklerinden elde edilen gesitli epifitik ve
endofitik antagonistler testlenmistir. Testlenen bakteriyel antagonistlerin % 40’1 in vitro
calismalarda 2-37 mm arasinda engelleme zonu olusturmus ve Cmm gelisimini
engellemistir. 11 bakteri izolat1 iki farkli donemde saksi denemelerinde kullanilmak
lizere segilmistir. Ilk denemede izolatlardan dordii domates tohumlarina uygulanmis ve
hastalik siddetini pozitif kontrole gore % 54-86 oraninda engellemistir. Bu izolatlar
sasirtma sirasinda koklere uygulandiginda hastalik ¢ikisint % 80-97 oraninda engellemis
ve tohum uygulamasindan daha basarili bulunmustur. ikinci denemede tek basina tohum
bakterizasyonu uygulamasi hastalii % 50-60 oraninda engellerken, sasirtmadan Once
fideye yapilan tohum bakterizasyonu + kok daldirma uygulamasinda Cmm’e karsi
% 59-74 oraninda engelleme saptanmaistir.

Hiyar bitkilerinden izole edilen 109 aday EB izolatinin IAA iiretimi, siderofor
iiretimi, fosfat1 parcalama yetenegi ve antibiyosis 6zelikleri gibi parametreler acgisindan
degerlendirilmis ve basarili bulunan 24 EB izolatimin Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum (Foc) ve Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl) patojen etmenlerine
kars1 etkinligini ve bitki gelisimine etkisi testlenmistir. 24 EB izolatinin % 25°lik kismi
Foc ve Psl’yi % 32-63 oraninda baskiladigi belirtilmistir. 72 EB izolat1 5-20 pg/ml
araliginda degisen TAA iiretimi gerceklestirirken, 28 EB izolat1 20-125 pg/ml arasinda
degisen yliksek bir IAA tretimi gerceklestirmislerdir. Fosfat aktivitelerine gore yapilan
degerlendirmelerde 33 izolatin 1-9 mm aras1 erime zonu olusturdugu gézlemlenmistir.
EB izolatlar siderofor potansiyelini belirlemek amaciyla Cas agar ortaminda testlenmis
% 50’sinin 3-19 mm arasinda zonlar olusturdugu goézlemlenmistir (Ozaktan ve ark.,

2015).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. lizolasyon yapilan bitkiler

Calismada 12 Haziran-15 Temmuz 2018 tarihleri arasinda Van Golii Havzasinda
yapilan saha calismalarinda, iiretim alanlarindan toplanan 41 adet tek yillik kiltiir
bitkileri kullanilmistir. Bitkiler Gevas, Edremit, Tusba, Muradiye, Ercis il¢elerinde ve
bu ilgelere bagh kdylerden temin edilmistir. Bitki ornekleri; biber, domates, fasiilye,
hiyar, kabak, karpuz, kavun, marul, nohut ve patlican gibi Van’da yaygin olarak tarimi
yapilan 10 farkli bitki tiiriinii icermektedir. Izolasyon yapilan bitki &rneklerine ait

bilgiler ¢izelge 4.1.’de verilmistir.

3.1.2. Kullanmilan besiyerleri

KB besiyeri: 20 g Pepton; 1.5 g KoHPOy; 1.5 g MgSO,4 7H,0; 10 ml gliserol; 16 g agar
1000 ml suya ilave edilmis, 121°Cde 20 dk otoklavlanmis ve 45°Cye kadar sogutularak
petrilere dokiilmistiir (King ve ark., 1954). Bakterilerin saflastirilmasi, canlandirilmasi

vb. islemlerde genel besiyeri olarak kullanilmistir.

NBA besiyeri: 8 g nutrient broth; 15 g agar; 1000 ml suya ilave edilmis, 121°Cde 20 dk

otoklavlanmis ve 45°Cye kadar sogutularak petrilere dokiilmiistiir. Bakterilerin
saflagtirilmasi, canlandirilmas: vb. islemlerde genel besiyeri olarak kullanilmistir. EB
izolasyonu i¢in kullanilan NBA besiyerlerine fungus gelisiminin engellenmesi i¢in 100

ug/L cycloheximid eklenmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

% 15 gliserol katkili NB besiyeri: 8 g nutrient broth; 20 ml gliserol 1000 ml suya ilave

edilmis, 121°C’de 20 dk otoklavlanmistir. Sogutularak 2 ml’lik steril santrifiij tiiplerine

doldurulmus besi yeri tekrar otoklavda steril edilerek kullanima hazirlanmistir. Bu



14

besiyeri izole edilen aday EB izolatlarinin -80°C'de saklanmasi amaciyla kullanilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987).

N-Free (azotsuz) besiyeri: 10 g sukroz; 5 g L-malik asit; 0.1 g K;HPOy; 0.4 g KH,POy;
0.2 g MgSO,4 7H,0; 0.01 g FeCls; 0.1 g NaCl; 0.02 g CaCl, 2H,0; 0.02 g Na;MoO,
2H,0; 0.05 g bromtimol blue (5 ml etil alkolde ¢6ziiliir); 1000 ml suya ilave edilmis ve

pH 6.9’a ayarlandiktan sonra 12 g agar eklenmistir. Daha sonra 121°Cde 20 dk
otoklavlanmis ve 45°Cye kadar sogutularak petrilere dokiilmiistiir. Aday EB’lerin Azot
fikse etme yeteneklerinin belirlenmesinde kullanilmigtir (Dobereiner, 1966; Dobereiner,
1970).

NBRIP besiyeri: 10 g glukoz; 5 g Caz(PO4)2; 0.1 g (NH4)2:SOy4; 0.2 g KCI; 0.25 g
MgSQO, 7H,0; 5 g MgCl, 6H,0; 1000 ml suya ilave edilmis ve pH 7’ye ayarlandiktan
sonra 15 g agar eklenmistir. Daha sonra 121°Cde 20 dk otoklavlanmig ve 45°C’ye kadar
sogutularak petrilere esit miktarda konulmasina dikkat edilerek dokiilmiistiir. Aday

EB’lerin fosfataz aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Nautiyal, 1999).

Blue-CAS Agar besiyeri (Klement ve ark., 1990): Iz elementlerin giderilmesi amaciyla

kullanilan tiim cam parcalar 6 M HCl ile temizlenmistir.

A. Mavi soliisyon

Soliisyon 1: 0.06 g CAS (Fluka Chemicals) 50 ml ddH,0O i¢inde ¢oziilmiistiir.
Soliisyon 2: 0.0027 g FeCl3-6H,0 10 ml (10 mM) HC1 iginde ¢oziilmiistiir.
Soliisyon 3: 0.073 g HDTMA 40 ml ddH,0 iginde ¢oziilmiistiir.

Soliisyon 1’den alinan 9 ml soliisyon 2 ile karistirilmis ardindan soliisyon 3 ile ilave
edilmistir (final soliisyonun mavi renkte olmasina dikkat edilmistir). Karigim

otoklavlanmis ve 151k gegirmeyecek sekilde bir kapta saklanmustir.

B. Karisim cozeltisi
a) Minimal Medya 9 (MM9) Tuz Cdozeltisi Stoku
15 g KH,P0Q4; 25 g NaCl ve 50 g NH4CI 500 ml ddH20 i¢inde ¢oztilmiistiir.
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b) 20 g glikoz 100 ml steril distile su ¢oziindiiriilmiis filtre ile sterilize edilmistir
c) 25 g NaOH 150 ml steril distile su iginde ¢oziindiiriilmiis ve pH ~12’ye
ayarlanmstir.

d) Casamino Acid Soliisyonu: 3 g Casamino asidini 27 ml steril distile su
icinde ¢oziindiiriilmiistiir. Iz demiri gidermek icin kloroform icerisinde % 3

8-hidroksikinolin ile ekstre edilmistir. Siispansiyon filtre ile sterilize edilmistir.

C. CAS agarin hazirlanmasi
a) 100 ml MM9 tuz ¢ozeltisi 750 ml ddH,O'ya eklenmistir.
b) 32.24 g piperazin-N, N'-bis (2-etansiilfonik asit) (PIPES) ¢oziilmiistiir. Bu

amagla pH 6'ya getirilip karistirilirken yavasga PIPES eklenmistir. (PIPES
¢oziindik¢e pH disecektir, PIPES eklenirken pH yavas yavas 6.8%
getirilmelidir. Cozeltiyi yesile gevirecegi i¢in 6.8 agilmamalidir).

¢) 15 g Bacto agar eklenmistir.

d) Otoklavlanmis ve 50°Cye sogutulmustur.

¢) MM9 / PIPES karisimina, 30 ml steril Casamino asit ¢ozeltisi ve 10 ml steril
% 20 glikoz ¢ozeltisi ilave edilmistir.

f) lyice karistirmak amaciyla yeterli miktarda calkalama ile cam duvar boyunca
yavasga 100 ml mavi soliisyon eklenmistir.

e) Son karisim aseptik olarak plakalari dokiilmiistiir.

DF besiyeri: 5 mM (670 mg) malik asit; 2 g glukoz; 2 g sitrik asit; 4 g KH,POg4; 6 g
Na;HPO,; 0.2 g MgS0,4.7H,0; 1 png FeS04.7H,0; 10 ng MnSOg4; 70 pg ZnSOy; 50 pg
CuSOg; 10 pg MoOs; 2 g (NH4)2SO, (pozitif kontrol i¢in); 20 g agar; 1000 ml suya
ilave edilmig, 121°Cde 20 dk otoklavlanmig ve 45°Cye sogutulup petrilere
dokiilmistir. ACC-deaminaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla azot kaynagi olarak 6
mM ACC soliisyonu hazirlanmis ve soliisyondan 100 puL petri yiizeyine yayilmistir.
Negatif kontrol i¢cin DF besiyeri azot kaynagi eklenmeden kullanilmistir (Penrose ve
Glick, 2003).
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3.1.3. Aday EB’lerin antagonistik etkilerinin degerlendirilmesi icin kullanilan
bitki patojeni bakteriler

Antagonizm ¢aligmalar1 i¢in kullanilan aday EB’lerin antagonistik etkileri
Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii laboratuvari
stoklarinda bulunan Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae,
Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Pseudomonas syringae pv. tomato, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli ve

Xanthomonas euvesicatoria bitki patojenlerine kars1 in vitro olarak degerlendirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. EB izolasyonu icin bitkilerin toplanmasi

Calismada kullanilan aday bitkiler 12/06/2018-15/07/2018 tarihleri arasinda Van
Goli Havzasinda bitkisel {iretim yapilan alanlardan temin edilmistir. Bitkiler secilirken
biyotik ve/veya abiyotik stres faktorlerinin gorildiigii yerlerden saglikli bitkilerin
alinmasi seklinde bir strateji izlenmistir (Sekil 3.1.). Alinan bitki 6rnekleri, kokleri ve
bir miktar toprakla birlikte polietilen torbalara konarak soguk zincirde Yiiziincii Yil
Universitesi bakteriyoloji laboratuvarma getirilmis ve izolasyona kadar maksimum 24

saat olmak kosulu ile 4°C'de muhafaza edilmistir.

h _Segilen bir bitki Srnei

Sekil 3.1. Izolasyon igin segilen bir bitki rnegi.
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3.2.2. EB adaylarinin izolasyonu

Calismada kullanilan aday EB’ler Boliim 3.1.1.°de belirtilen bitki 6rneklerinin
kok, siirgiin ve yapraklarindan izole edilmistir. Kok, siirgiin ve yaprak ornekleri
sirastyla 10 dakika % 2’lik sodyum hipoklorit ardindan 10 dakika % 70’lik etil alkolde
bekletilip daha sonra 3’er dakikalik 3 durulama asamasindan gegirilerek yiizey
sterilizasyonu yapilmistir. Son durulamada kokler ayri siirgiinler ve yapraklar ayri

durulama suyuna alinmistir (Sekil 3.2.).

3. durulama
3 dakikda

1. duruI;ma 2 durulama
3 dakida 3 dakida

Sodyum hipoklorit-%2 Etil alkol-%70
10 dakida 10 dakika

© Y. Babier 2019

Sekil 3.2. Aday bitkilerden alinan Orneklere yiizey sterilizasyonu uygulanmasinin
sematik gosterimi.

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan 6rnekler kurutma kagitlarina alinip daha sonra
1000 pL saf su ile havanelinde ezilmis ve olusan ekstraktan 100 uL o6rnek alinip
cycloheximide iceren antibiyotikli NBA besiyerine yayilarak ekim yapilmistir. Ayni
islem Orneklerin son durulama suyuna da uygulanarak sterilizasyonun basaris1 kontrol
edilmistir. Son durulama suyunun eklendigi besi yerlerinde herhangi bir mikrobiyal
gelisim gozlemlendigi taktirde ait oldugu 6rnek elenmistir.

Yiizey sterilizasyonu basarili olan orneklerin bulundugu petrilerde gelisen
bakteri kolonileri; renk, koloni ¢api, vb. morfolojik 6zelliklerine gore degerlendirilip

farkl1 oldugu diisiiniilen koloniler izole edilip saflastirilmak iizere NB besiyerine
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ekilmistir. Daha sonra % 15 gliserol katkili sivi NB besiyerlerine asilanmis ve sonraki

calismalarda kullanilmak {izere -80°C’de stoklanmuistir.

3.2.3. On testler

-80°C’de stoklanan aday EB’ler KB besiyerine ekilerek ve 48 saat inkiibasyona
tabi tutulmustur. Gelisen kolonilerin KOH testi (Buck, 1982) ile gram reaksiyonlart
degerlendirilmistir. Ornekler patojenisite kontrolii igin tiitiin yapraklarma enjeksiyon
yoluyla uygulanmis ve 48 saat beklenmistir. Siire sonunda yaprakta asir1 duyarlilik
belirtisine (HR) neden olan o6rnekler (Sekil 3.3.) patojen olma ihtimallerine kars
elenmistir. (Schaad ve ark, 2001).

.
©. Babier 2019 | © Y'Babier 2019

Sekil 3.3. Tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden olan 6rnekler.

3.2.4. Aday EB’lerin karakterizasyonu

Calismanin bu asamasinda Aday EB’ler asagidaki oOzellikler yoniinden
karakterize edilmistir. Basarili olan izolatlarin daha sonra in vitro’da énceden belirlenen

bitki patojenlerine kars1 antagonistik etkileri degerlendirilmistir.
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3.2.4.1. Serbest azot fikse etme yeteneklerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan aday EB’lerin 24 saatlik KB veya NB besiyerinde
gelistirilmis olan kiiltiirleri N-Free sukroz malate besiyerine (Dobereiner, 1966;
Dobereiner ve ark. 1972) nokta ekim yoluyla ekilmistir. 4 giin siireyle 25-27°Cde
inkiibe edilmistir. Besiyerinde gelisen ve amonyak iiretimine bagli olarak yesilden
maviye renk degisimi gosteren izolatlarin azot fikse edebilme kabiliyetlerinin var

oldugu kabul edilmistir.
3.2.4.2. Fosfataz aktivitesinin belirlenmesi

Aday EB’lerin fosforu ¢6zebilme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla NBRIP
Agar besiyerinde birbirine esit uzaklikta 4 noktaya ekilmis ve 14 giin siireyle 24°C'de
inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin sonunda koloni ¢evresinde olusan saydam

zonlarin Ol¢iilmesiyle bakterilerin fosfataz aktiviteleri degerlendirilmistir (Nautiyal,

1999).
3.2.4.3. Indol asetik asit salgilama yeteneginin belirlenmesi

Aday EB’lerin IAA iretimi Akbari ve ark.,, (2007) belirtigi yOntemin
modifikasyonu ile L-triptofan (L-TRP) varliginda kolorimetrik olarak belirlenmesi ile
yapilmistir. Nutrient Broth (NB) besiyeri 100 ml’lik erlenlerle otoklavda sterilize
edilmis daha sonra her erlen i¢in filtre edilerek sterilize edilen 5 ml L-TRP (% 0.05)
ilave edilmistir. Aday EB izolatlarimin 48 saatlik kiiltiirlerinden 10° cfu/mI’lik 100 pL
eklenmistir. Biitiin bu islemler tamamlandiktan sonra 26 £2°C'de 120 rpm’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen sivi kiiltiir 1000 rpm de 10 dk. santrifiij edilmis
ve olusan siipernatant alinarak Whatman (No: 2) filtre kagidindan gegirilmistir. Islem
sonunda elde edilmis siipernatanttan 3 ml alinarak ayr1 bir tiipe aktarilmis ve iizerine 2
ml Salkowski ayiraci (2 ml 0.5 M FeCl; + 98 ml % 35’lik HCIO,) ilave edilmis ve 30
dk renk olusumu i¢in beklenmistir. Siire sonunda spektrofotometrede 535 nm’de
okunarak absorbans (Abs) degeri belirlenmistir. Elde edilen Abs degerlerini pug/ml’ye
doniistiirmek icin 1’den 50’ye kadar farkli ppm diizeylerinde IAA siispansiyonu
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hazirlanarak 6l¢iimler yapilmis ve excel paket programi ile probit analizi yapilmis ve bir
grafik elde edilmistir. Elde edilen grafik denklemine gore bir kurve elde edilmistir.
Olusturulan kurveye gore kokbakterilerinin IAA iiretimi hesaplanmistir (Akbari ve ark.,
2007; Akkopri, 2012).

3.2.4.4. ACC-deaminaz uretiminin belirlenmesi

EB’lerin bitkilerde zararli etilen iiretimini baskilayan 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid deaminase (ACC-deaminaz) enziminin aday EB’ler tarafindan iiretilme
kabiliyeti Penrose ve Glick, (2003)’tin belirttigi yontem dogrultusunda DF besiyeri
kullanilarak degerlendirilmistir.  ACC deaminaz etkinligini belirlemek amaciyla
besiyerine tek azot kaynagi olarak bulunan (NHg4),SO4 yerine ACC (Merck KGaA)
kullanilmigtir. 600mg/L ACC (6mM) steril saf suda ¢oziilmis ve filtre edilerek sterilize
edilmistir. Bu siispansiyondan 100 puL azot kaynagi olarak (NH,4)>SO,4 eklenmemis,
karbon kaynaklar1 eklenmis olan DF besiyerine eklenerek petri yiizeyine yayilmaistir.
Petri ylizeyine yayilan ACC tamamen kuruduktan sonra testlenmek istenen izolatlarin
¢izgi ekimi metodu ile ekimi yapilmistir. Petriler 28°C'de 48-72 saat inkiibe edilerek
koloni gelisimleri gézlemlenmistir. Kontrol i¢in azot kaynagi olarak (NHg4),S04 ilave
edilmis (pozitif kontrol) ve hi¢ azot igermeyen (negatif kontrol) DF besi yerleri
kullanilmistir. Azot kaynagi olarak ACC eklenen ve koloni gelisimi gozlenen
petrilerden alinan Ornekler bir kez daha ACC iceren DF besiyerlerine aktarilmistir.
Ikinci asamada da gelisim gdsteren izolatlar ACC deaminaz iiretiminin pozitif oldugu
yoniinde degerlendirilmistir (Penrose ve Glick, 2003). izolatlar gelisim yogunlugu baz
alinarak belirledigimiz 0-3 skalasina gore (0: gelisim yok, 1: tek ve kesin sinirlarla
ayrilan az sayida koloniler, 2: koloniler bitisik fakat birbirinden ayirt edilebilir durumda,
3: yogun gelisim sonucu koloniler tamamen birlesmis ve ayirt edilemez durumda)

puanlanmaistir.

3.2.4.5. Siderofor etkinliginin belirlenmesi

Aday EB’lerin 24 saatlik saf kiiltiirlerinden alinan 6rnekler Blue-CAS agar

besiyerine birbirine esit uzaklikta bulunan dort noktaya ekilmis, 7 giin siireyle 24°C'de
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inkiibasyona birakilmig ve koloni ¢evresinde olusan sar1 zon ¢ap1 4 farkli noktasindan
Olgiilerek aritmetik ortalamasi alinmistir. Elde edilen degerlere gore EB adaylarinin

siderofor {liretme seviyesi degerlendirilmistir (Schwyn ve Neilands, 1987; Klement ve

ark., 1990; Louden ve ark., 2011).

3.2.5. Antagonizm ¢alismalarinda kullanilacak EB’lerin secimi

Bakteri izolatlar1 karakterizasyon calismalarinda gosterdikleri basariya gore
onceden belirlenen ve asagida formiilize edilen tartili derecelendirme puanina tabi
tutulmus (TAP) ve bu puana gore ilk 30 bakteri izolati antagonizm g¢alismalarinda
kullanilmak iizere secilmistir. Her kategori i¢in 6nem derecesine gore bir katsayi
verilmigtir. Bu katsayilar ACC-deaminaz iiretimi i¢in 5, fosfataz tiretimi icin 6,
siderofor iiretimi i¢in 7, Azot fiksasyonu ve IAA iiretimi i¢in 8 olarak belirlenmistir.
Her bir kategori i¢in bakteri izolatinin karakterizasyon testi sonucunda aldig1 deger ayni
kategoride varlik gdsteren biitlin izolatlarin ortalamasina boliindiikten sonra kategori
icin belirlenen katsayi ile carpilmis ve izolatin bu sekilde hesaplanan her kategori igin
aldig1 degerler toplanmistir. Daha sonra her kategorinin en yiiksek degerleri i¢in ayni
islemler yapilmis ve ayri ayri hesaplanip toplandiktan sonra makSimum deger
belirlenmistir. Daha sonra biitiin izolatlar maksimum deger ile oranlanmis ve ¢ikan
sonug¢ 100 ile garpilmistir. Bu puanlama sonucunda her bir izolat 0-100 puan arasi
degerler almistir, aksi takdirde yapilan islemler kontrol edilmistir. Bu sekilde tiim aday
izolatlara bir TAP degeri verilmis ve en yiiksek degerleri alan ilk 30 bakteri antagonizm
caligmalarinda kullanilmistir. Bu islemlerin formiilize edilmis hali esitlik 3.1.°de
verilmistir. Formiilde ACCd; ACC-deaminaz aktivitesini, Paz; fosfataz aktivitesini, Sid,;
siderofor aktivitesini, N; azot fikse etme kabiliyetini (nitrojenaz aktivitesi), IAA; indol
asetik asit tiretme kabiliyetini, EYD; bir kategoride alinan en yiiksek degeri, EBO ayni
kategoride degerlendirilen biitin aday EB izolatlarinin ortalamasimi (aktivite

gostermeyenler ortalamaya dahil edilmemistir) ifade etmektedir.

5 (ACCd degeri 6 Paz degeri 7 (Sid degeri) 8 (N degeri 8 (IAA degeri)
ACCd EBO Paz EBO Sid EBO N EBO IAA EBO
ACCd EYD Paz EYD Sid EYD N EYD IAA EYD
5 (xccarso) + ¢ (Pazzro) * 7 (siarso) + 8 (WrBO) + 8 (Ta7ERO)

100 (3.1)
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3.2.6. EB’lerin in vitro’da bitki patojenlerine karsi antagonistik etkilerinin

degerlendirilmesi

Karakterizasyonu tamamlanarak basarili olarak belirlenen ve en yiiksek puani
alan 30 izolat patojenlere karsi antagonistik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
secilmistir. Patojen izolatlarin 24 saatlik saf kiiltiirlerinden spektrofotometre yardimiyla
ODegoo: 0.01-0.05 degerine ayarlanmais siispansiyonlar hazirlanmistir. Bu siispansiyondan
100 pL alinarak KB besiyeri yiizeyine yayilarak 1 saat kurumasi beklenmistir. Daha
sonra 24 saatlik aday EB’lerin hazirlanan petrilere esit araliklarla 4 noktaya ekimleri
yaptlmistir. Bu islem 3 tekerriir olarak yapilmistir. Aday EB’lerin olusturduklari

engelleme zonu oOl¢iilerek antibiyosis etkisi degerlendirilmistir.

3.2.7. Basarih izolatlarin molekiiler tanilamasi

Karakterizasyon ve antibiyosis c¢alismalarinda basarili bulunan EB adaylarinin
tanilamas1 EB’lerin 16s rRNA bolgesinin dizi analizi ile yapilmistir. Bu amagla ¢izelge
3.1.’de verilen primerler ve ¢izelge 3.2.’de belirtilen Master Mix igerigi ve Termal
Cycler kosullarda yapilan PCR islemi ile ¢ogaltilan bolgenin dizi analizi yapilmistir.

Analiz sonucu elde edilen dizileme sonuglart NCBI veri tabaninda karsilastirilmastir.

Cizelge 3.1. EB’lerin tanilanmasinda kullanilan primerler

Hedef Primerler Oligoniikleotit Dizilimi (5°-3) Kaynak
16S rRNA 27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG

Lane, (1991)
(=1428 bp) 1492R TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACTT
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Cizelge 3.2. 16s rRNA bolgesi dizi analizi i¢in kullanilan 27F/1492R spesifik cfll
primer
cifti i¢in Master mix ve Termal Cycler kosullar1

PCR Master Mix

Gerekli Baslangi¢ Final 1 6rnek Sekansa
Kimyasallar Stok Konsantrasyonu icin gondermek
gerekli icin gerekli
miktar miktar
Taqg KCI Buffer 10 X 1X 2 uL SuL
MqCl, 25 mM 1.5mM 1.2 L 3uL
dNTP 2.5mM 0.2 mM 1.6 uL 4 uL
Fd1 Forward 10 mM 1 mM 2 uL 5uL
Rp2 Rewerse 10 mM 1 mM 2 uL 5uL
H,0 - - 8 uL 20 uL
Taq Polimeraz 5U 1U 0.2 uL 0.5uL
Ornek Niikleik Asit 10" Cfu/ml 3L 3puL 7.5l
Toplam hacim - - 20 uL 50 uL
27F [ 1492R primerleri i¢in termal cycle kosullar:
1 dongii —35dongi———| 1 dongii 1 dongii
95°C 94°C 50°C 72°C 72°C 15°C

3dk 1dk 1dk 2dk 5dk 00







4. BULGULAR

4.1. lizolasyon Yapilan Bitki Ornekleri

Survey calismalar1 sonucu farkli bolgelerden toplam 11 biber, 8 domates, 5
patlican, 1 nohut, 1 fasiilye, 3 hiyar, 2 kabak, 3 karpuz, 5 kavun, 2 salata marul 6rnegi

toplanmistir. Bitki 6rneklerine ait bilgiler ¢izelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. EB izolasyonu yapilan bitki 6rnekleri, kodlari, alindig1 bitki donemi, elde
edildigi bolge ve tarihler

Bitki kodu Tiir Alindig1r Tarih  Alindigi yer Bitki gelisim donemi
1 Vi Biber 12.06.2018 Tusba-Alakdy Fide donemi
2 V2 Domates  12.06.2018 Tusba-Alakdy Fide donemi
3 V3 Patlican 20.06.2018 Muradiye-Kosk Koyt Fide donemi
4 VA4 Biber 20.06.2018 Muradiye-Kosk Koyt Fide donemi
5 V5 Domates  20.06.2018 Muradiye-Kosk Koyt Fide donemi
6 V6 Marul 20.06.2018 Muradiye-Kosk Koyt Fide donemi
7 V7 Nohut 20.06.2018 Tusba-K&prikdy Fide donemi
8 V8 Domates 2.07.2018 Tugsba-Alakoy Fide donemi
9 V9 Domates 2.07.2018 Tusba-Alakoy Fide donemi
10 V10 Patlican 2.07.2018 Tugba-Alakoy Fide donemi
11 Vi1 Patlican 2.07.2018 Tusba-Alakdy Fide donemi
12 V12 Domates 2.07.2018 Tugba-Alakoy Vejetatif donem
13 V13 Domates  2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
14 V14 Kabak 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
15 V15 Biber 2.07.2018 Tusba-Alakdy Fide donemi
16 V16 Kavun 2.07.2018 Tugba-Alakoy Vejetatif donem
17 V17 Hiyar 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
18 V18 Kavun 2.07.2018 Tugba-Alakoy Vejetatif donem
19 V19 Karpuz 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
20 V20 Biber 2.07.2018 Tusba-Alakdy Fide donemi
21 V21 Patlican 2.07.2018 Tusba-Alakdy Fide donemi
22 V22 Biber 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
23 V23 Hiyar 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
24 V24 Biber 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
25 V25 Kavun 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
26 V26 Kavun 2.07.2018 Tusba-Alakdy Vejetatif donem
27 V27 Kabak 5.07.2018 Edremit-Andag Mevkii  Vejetatif donem
28 V28 Marul 5.07.2018 Edremit-Anda¢ Mevkii  Vejetatif donem
29 V29 Domates  5.07.2018 Edremit-Andag Mevkii Fide donemi
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Cizelge 4.1. EB izolasyonu yapilan bitki 6rnekleri, kodlari, alindig1 bitki dénemi, elde
edildigi bolge ve tarihler (devam)

Bitki kodu Tiir Alindig1 Tarih  Alindigi yer Bitki gelisim donemi
30 V30 Patlican 5.07.2018 Edremit-Anda¢ Mevkii  Fide donemi
31 V3l Biber 5.07.2018 Edremit-Andag Mevkii  Fide donemi
32 V32 Biber 5.07.2018 Edremit-Anda¢ Mevkii  Fide donemi
33 V33 Biber 5.07.2018 Edremit-Andag Mevkii  Fide donemi
34 V34 Domates  5.07.2018 Edremit-Anda¢ Mevkii  Vejetatif donem
35 V35 Karpuz 15.07.2018 Ercis-Unseli Koyii Vejetatif donem
36 V36 Hiyar 15.07.2018 Ercis-Unseli Koyii Vejetatif donem
37 V37 Karpuz 15.07.2018 Ercig-Kegikiran Kéyii ~ Vejetatif donem
38 V38 Biber 15.07.2018 Ercis-Kozluca Koyt Vejetatif donem
39 V39 Fasiilye 15.07.2018 Ercis-Merkez Vejetatif donem
40 V40 Biber 15.07.2018 Ercis-Kozluca Koyt Vejetatif donem
41 V4l Kavun 15.07.2018 Ercig-Kozluca Koyii Fide donemi

4.2. Aday EB izolasyonu ve On Testler

Boliim 3.1.1.°de belirtilen bitkilerden 191 EB izole edilmistir. 6 izolat tiitiinde

HR gosterdiginden ve 5 izolat -80°C derin dondurucudan tekrar canlandirilamamasindan

dolay1 elenmistir. Geriye kalan 180 izolat ile karakterizasyon g¢aligmalar1 yapilmustir.

KB besiyerinde 24 saat gelistirilen bakterilerin gozle muayenesi yapilarak koloni

ozellikleri belirlenmistir. Daha sonra KOH testi ile Gram reaksiyonuna tabi tutulan

izolatlarin

% 58.9’unun Gram (-), % 41.1’inin Gram (+) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Aday EB’lere ait 6n test sonuglari

izolat Gram reaksiyon Koloni 6zellikleri
1 ViGl Gram (-) Kirli sar1 mukoid, parlak
2 VI1G3 Gram (-) Krem rengi
3 VIV1 Gram (+) Krem rengi, piitiirlii
4 V2G1 Gram (+) Krem rengi, levan olusumu
5 VZK1 Gram (+) Kirli sar
6 V2K2 Gram (-) Kirli sar1, mukoid
7 V2K3 Gram (-) Krem rengi, levan olusumu
8 V2K4 Gram (+) Krem rengi, levan olusumu
9 V2vyl Gram (+) Kirli sar
10 V2Y2 Gram (-) Kirli sar, seffaf
11 V3G1 Gram (-) Kizilimsi, mukoid
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V3G2

Gram (-)

Kirli sar1, seffaf

Cizelge 4.2. Aday EB’lere ait 6n test sonuglari (devam)

izolat Gram reaksiyon Koloni dzellikleri
13 V3K1 Gram (+) Kirli sar1, mukoid
14 V3K2 Gram (-) Krem rengi, seffaf
15 V3Yl Gram (+) Krem, kuru, piitiirlii
16 V3Y2 Gram (-) Krem rengi
17 V4Gl Gram (-) Beyaz mukoid
18 V4G2 Gram (-) Krem rengi, mukoid, parlak
19 V4K1 Gram (-) Krem rengi
20 V4Yl Gram (+) Kirli sar
21 VAY2 Gram (-) Krem rengi
22 V4Y3 Gram (+) Krem rengi, levan olusumu
23 V5G1 Gram (+) Turuncu
24 V5G2 Gram (-) Krem rengi
25 V5G3 Gram (+) Krem rengi
26 V5K1 Gram (+) Krem rengi, seffaf, mukoid
27 V5K2 Gram (+) Krem rengi
28 V5K3 Gram (+) Krem rengi
29 V5Y1 Gram (-) Seffaf Sar1
30 V6K1 Gram (-) Sar1, seffaf mukoid
31 V6K2 Gram (-) Krem rengi, mukoid, parlak
32 V6K3 Gram (-) Kirli sart,
33 V6K4 Gram (-) Sart
34 V6K5 Gram (+) Krem rengi
35 V6Y1 Gram (+) Beyaz
36 V6Y2 Gram (-) Krem rengi
37 V6Y3 Gram (-) Limon sarisi
38 Vb6Y4 Gram (-) Kirli sari, parlak
39 V7G1 Gram (-) Kirli sar1, mukoid, parlak
40 V7G2 Gram (-) Krem rengi, mukoid, parlak
41 V7G3 Gram (-) Turuncu, mukoid, parlak
42 V8G1 Gram (-) Turuncu seffaf, mukoid
43 V8G2 Gram (-) Krem rengi, mukoid
44 V8Kl Gram (-) Krem rengi
45 V8K2 Gram (+) Krem rengi
46 V8K3 Gram (-) Krem rengi
47 VB8K4 Gram (-) Kirli sar
48 VGl Gram (+) Kizilimsi, mukoid
49 VIG2 Gram (-) Limon saris1
50 V9G3 Gram (-) Kirli beyaz, mukoid
51 V9Y2 Gram (-) Krem rengi, mukoid
52 V10K1 Gram (-) Kirli sari
53 V10K2 Gram (+) Krem rengi, mukoid



54

V10K3

Gram (-)

Krem rengi

Cizelge 4.2. Aday EB’lere ait 6n test sonuglar1 (devam)

izolat Gram reaksiyon Koloni dzellikleri
55 V11G1 Gram (-) Krem rengi
56 V11G2 Gram (-) Sar1 mukoid
57 V11K1 Gram (+) Krem rengi
58 V11K2 Gram (-) Acik sar
59 V1iY1l Gram (+) Kirli sar1
60 V12G1 Gram (-) Beyaz
61 V12G2 Gram (-) Krem rengi
62 V12K1 Gram (-) Kirli sar
63 V12K2 Gram (+) Krem rengi
64 V12K3 Gram (+) Krem rengi, ags1
65 V12Y1 Gram (+) Kirli sar1, agsi
66 V14G1 Gram (-) Krem rengi, ags1
67 V14G2 Gram (-) Sar1, mukoid
68 V14G3 Gram (+) Krem rengi, piitiirlii
69 V14K1 Gram (-) Krem rengi
70 V14K2 Gram (-) Krem rengi
71 V14K3 Gram (+) Kirli sar1, mukoid, bombeli
72 V14K4 Gram (-) Seffaf sar1
73  V14K5 Gram (-) Seffaf sar1, mukoid
74 V14Y1 Gram (-) Limon sar1s1, mukoid
75 VI17G1 Gram (-) Kirli sar1, mukoid
76 V17G2 Gram (-) Krem rengi, mukoid
77 V17G3 Gram (-) Krem rengi seffaf
78 V17K1 Gram (-) Kirli sar1, agsi
79 V17K2 Gram (+) Krem rengi
80 V17K3 Gram (-) Krem rengi, mukoid
81 V18G1 Gram (+) Limon sarisi
82 V18G2 Gram (+) Kirli sar
83 V18G3 Gram (-) Sar1 seffaf
84 V18G4 Gram (-) Limon sar1s1, mukoid
85 V21Y2 Gram (+) Krem rengi
86 V27G2 Gram (+) Acik sar
87 V27Y1 Gram (-) Krem rengi, mukoid
88 V27Y2 Gram (-) Krem rengi
89 V27Y3 Gram (+) Krem rengi
90 V28Y1 Gram (-) Krem rengi
91 V28Y2 Gram (-) Krem rengi
92 V28Y3 Gram (+) Krem rengi
93 V29Y1 Gram (+) Krem rengi
94 V29Y2 Gram (-) Beyaz
95 V29Y3 Gram (-) Beyaz
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V30G1

Gram (-)

Beyaz

Cizelge 4.2. Aday EB’lere ait On test sonuglar1 (devam)

izolat Gram reaksiyon Koloni ézellikleri
97 V30G2 Gram (-) Seffaf sar1
98 V30G3 Gram (-) Turuncu geffaf
99 V30K1 Gram (+) Krem rengi, bombeli
100 V30K2 Gram (-) Krem rengi
101 V30Y2 Gram (+) Beyaz
102 V30Y3 Gram (+) Krem rengi
103 V31G1 Gram (-) Sar1
104 V31K1 Gram (-) Levan olusumu, krem rengi
105 V31K3 Gram (-) Sar1, mukoid
106 V31K4 Gram (+) Kirli sar
107 V31K5 Gram (+) Krem rengi
108 V31Y1 Gram (+) Krem rengi
109 V31Y2 Gram (-) Cok a¢ik sar1
110 V31Y3 Gram (-) Turuncu
111 V31lY4 Gram (-) Turuncu
112 V32G1 Gram (-) Seffaf
113 V32G2 Gram (-) Krem rengi
114 V32G3 Gram (+) Turuncu
115 V32K1 Gram (-) Krem rengi
116 V32K2 Gram (-) Krem rengi, piitiirlii
117 V32Y1 Gram (+) Krem rengi, mukoid
118 V32Y2 Gram (+) Sari, piitiirli, levan olusumu
119 V33K1 Gram (+) Krem rengi
120 V33K2 Gram (+) Krem rengi
121 V34G1 Gram (+) Krem rengi, levan olusumu
122 V34G2 Gram (-) Krem rengi
123 V34K1 Gram (+) Krem rengi
124 V34K2 Gram (-) Krem rengi
125 V34K3 Gram (-) Levan olusumu, krem rengi
126 V34Y1 Gram (+) Krem rengi
127 V34Y?2 Gram (+) Kirli sar1
128 V34Y3 Gram (+) Krem rengi
129 V34Y4 Gram (+) Levan olusumu, Acik sar1
130 V35G1 Gram (+) Krem rengi seffaf
131 V35K1 Gram (-) Krem rengi
132 V35K2 Gram (-) Krem rengi, mukoid
133 V35K3 Gram (+) Kirli sar
134 V35K4 Gram (+) Levan olusumu, krem rengi
135 V35Y1 Gram (+) Krem rengi
136 V35Y2 Gram (-) Beyaz
137 V36G1 Gram (-) Sar1, mukoid
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138 V36G2 Gram (-) Turuncu seffaf, mukoid

Cizelge 4.2. Aday EB’lere ait On test sonuglar1 (devam)
izolat Gram reaksiyon Koloni ézellikleri

139 V36G3 Gram (-) Turuncu, mukoid

140 V36G4 Gram (-) Sar seffaf

141 V36K1 Gram (+) Sar1, mukoid

142 V36K2 Gram (+) Krem rengi

143 V36K3 Gram (-) Turuncu seffaf

144 V36K4 Gram (+) Krem rengi

145 V36K5 Gram (-) Turuncu seffaf, mukoid

146 V36K6 Gram (-) Sar1

147 V36K7 Gram (+) Krem rengi

148 V36Y1 Gram (-) Acik sari

149 V36Y2 Gram (+) Krem rengi

150 V37G1 Gram (-) Turuncu, mukoid

151 V37G2 Gram (-) Turuncu mukoid

152 V37G3 Gram (-) Krem rengi

153 V37G4 Gram (+) Krem rengi, Levan olusumu

154 V37Y1 Gram (-) Limon saris1

155 V37Y2 Gram (-) Turuncu, mukoid yapili

156 V37Y3 Gram (+) Krem rengi

157 V38G1 Gram (-) Krem rengi

158 V38G2 Gram (-) Seffaf sar1

159 V38K1 Gram (+) Beyaz

160 V38K2 Gram (-) Krem rengi

161 V38K3 Gram (+) Kirli sar1, agsi

162 V38K4 Gram (-) Krem rengi, agsi1 yapi

163 V38Y1l Gram (+) Krem rengi, piitiirli

164 V40G1 Gram (+) Krem rengi

165 V40G2 Gram (+) Acik sari

166 V40K1 Gram (-) Kirli agik sari

167 V40K2 Gram (-) Krem rengi, piitiirlii

168 V40K3 Gram (+) Krem rengi

169 V40K4 Gram (+) Acik sari

170 V40Y1 Gram (-) Krem rengi

171 V40Y?2 Gram (-) Krem rengi

172 V41G1 Gram (-) Turuncu, mukoid

173 V41G2 Gram (-) Sar1 seffaf, mukoid

174 V41K1 Gram (-) Turuncu

175 V41K2 Gram (+) Turuncu

176 V41K3 Gram (+) Krem rengi

177 V41Y1 Gram (+) Krem rengi

178 V41Y?2 Gram (+) Sar seffaf, mukoid

179 V41Y3 Gram (+) Krem rengi
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180 V4lY4 Gram (-) Krem rengi
4.3. EB Karakterizasyon Calismalar:

4.3.1. Azot fiksasyonu

Karakterizasyon calismasi yapilan 180 izolatin her biri 3 tekerriir halinde
azotsuz besiyerine ekilmistir. Besi yerlerinde koloni gelisimi gbézlenmis fakat higbir
izolatin besiyerlerinde mavi renk olusturmadigi gozlenmistir (Sekil 4.1. A). Koloni
gelisimi tek basina yeterli olmadigindan 180 izolatin hi¢birinin azot fiksasyonu
kabiliyetinde olmadig1 kabul edilmistir. Bazi bakterilerin besiyerinde yesilden sariya bir
renk degisimi olusturdugu gozlenmektedir (Sekil 4.1. B). Bu durum bakteri izolatinin
asidite artisina  neden oldugunu ve azot fiksasyonunun gergeklesmedigini

gostermektedir (Dobereiner, 1966; Dobereiner ve ark. 1972).

Sekil 4.1. Azotsuz besiyerine ekilen bakteri izolatlart.

4.3.2. Fosfataz aktivitesi

Izolatlar 3 tekerrriir halinde NBRIP besiyerlerine nokta ekim yontemi ile ekilmis
ve 14 giin siireyle 24°Cde inkiibasyona tabi tutulmustur. 14 giinliik siire sonunda
izolatlarin olusturdugu saydam zonlar cetvel yardimi ile Olgiilmiistir (Sekil 4.2.).
Toplam izolatlarin % 20’lik kisminin fosfataz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.
Fosfataz aktivitesi gosteren en basarili V33K2 izolati 11.75 mm’ye zon olusturmustur.
Fosfataz aktivitesi gosteren 36 izolatin 17’sinin Gram (+), 19°nun Gram (-) oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.2. Fosfataz aktivitesini belirlemek amaciyla NBRIP besiyerine ekilen bakteri
kolonileri.

4.3.3. Siderofor aktivitesi

Izolatlar siderofor iiretim kabiliyetlerinin belirlenebilmesi amaciyla Blue-CAS
agar ortamima nokta ekim yoluyla ekilmis ve 7 giin siireyle 24°Cde inkiibasyona
birakilmistir. Izolatlarin % 75’inin Blue-CAS agar ortaminda zon olusturdugu
gozlenmistir (Sekil 4.3.). V40K2 kodu verilen izolatin 7 mm zon olusturarak en basarili
izolat oldugu kaydedilmistir. Siderofor aktivitesi gosteren 135 izolatin 53’liniin Gram

(+), 82’sinin Gram (-) oldugu kaydedilmistir.

© Y. Babier 2019

Sekil 4.3. Bakteri izolatlarinin Blue-CAS agar ortaminda gelisimleri.
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4.3.4. ACC-deaminaz aktivitesi

Aday EB izolatlar1 DF tuz besiyerinde gelisim yogunluklar1 baz alinarak boliim
3.2.4.4°te belirtilen 0-3 skalasina gore puanlanmistir. ACC-deaminaz aktivitesi gésteren
25 izolat tiim izolatlarin % 13.9’unu temsil etmektedir. 12 izolatin Gram (+), 13 izolatin
Gram (-) oldugu kaydedilmistir. Sekil 4.4.’te DF besiyerinde gelisim gosteren V40K1

izolat1 0-3 skalasina gore 3 puan almistir.

NEGATIF KONTROL
Azot kaynagi icermeyen ortam

© Y. Babier 2019 © Y. Babier 2019

Sekil 4.4. ACC-deaminaz aktivitesinin degerlendirilmesi.

4.3.5. 1AA iiretiminin belirlenmesi

Degerlendirmeler sonucunda izolatlarin % 53.3’{inlin IAA iiretime kabiliyetinde
oldugu kaydedilmistir. IAA iireten 96 izolatin 41° Gram (+), 55’4 Gram (-) olarak
kaydedilmistir. V31Y4 kodlu izolat 25.03 ppm IAA iireterek en basarili izolat olmustur.
IAA aktivitesi gosteren EB izolatlar1 (Sekil 4.5.) ortalama 1 ila 25 ppm araliginda 1IAA
tretmigstir. 1 ppm altinda IAA iireten izolatlarin TAA iiretimi 0 kabul edilmistir. EB

izolatlarina ait biitiin karakterizasyon sonuglari ¢izelge 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.5. A: 1-50 ppm arast IAA soliisyonlari; B: Farkli bakteri izolatlarina ait
ornekler; C: Bir bakteri izolatinin gergeklestirdigi renk olusumunun kontrole
gore degisimi.

Cizelge 4.3. Aday EB’lerin karakterizasyon sonuglar1 (izolatlar TAP degerlerine gore
siralanmigtir. Azot fikse eden izolat bulunmadigi icin TAP’a dahil

edilmemistir)
ACC- Siderofor  Fosfataz IAA

] Azot deaminaz  aktivitesi aktivitesi tiretimi

Izolat Fiksasyonu (0-3 skalas1)) (mm-zon) (mm-zon) (ppm) TAP
1 V3lY4 - 3 2.25 - 25.03 51.28
2  V33K2 - - 15 11.75 7.68 47.25
3 V331 - 1 1.75 2.58 1432 36.38
4 V37Y1 - - 55 0.75 856 35.98
5 V40K2 - 3 7 - 138 35.22
6 V31Y3 - - 1.63 3.17 1221 32.36
7 V35Y1 - 2 15 2.17 1091 31.28
8 V14G3 - 3 3 - 9.09 30.86
9 Vi3iGl - - 45 3.42 1.79  28.99
10 V37G2 - - 2.25 - 135 28.58
11 V41K3 - 3 2 - 9.74 27.89
12 V34G1 - 3 1 0.5 10.97  27.07
13 V32Y2 - - 5.88 - 2.62 26.82
14 V29Y1 - - 5 - 432 2590
15 V17G2 - 3 0.5 3.84 509 25.05
16 V32K2 - 2 4.5 - 2.03 24.45
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Cizelge 4.3. Aday EB’lerin karakterizasyon sonuglar1 (Izolatlar TAP degerlerine gore
siralanmigtir.  Azot fikse eden izolat bulunmadigr icin TAP’a dahil
edilmemistir) (devam)

ACC- Siderofor  Fosfataz 1AA

) Azot deaminaz aktivitesi  aktivitesi iiretimi

Izolat Fiksasyonu (0-3 skalas)) (mm-zon) (mm-zon) (ppm) TAP
17 V30Y3 - 3 1.5 1 6.91 24.37
18 V36K1 - - 1.25 6.42 1.21 2311
19 V17K2 - 3 1.75 - 7.09 23.04
20 V38K1 - 3 1.13 15 579 2254
21 V30G2 - - 4.5 1.84 - 2231
22 VA0Y?2 - 3 2 - 5.03 21.00
23 V29Y2 - - 2.25 - 8.09  20.65
24 VA0K1 - 3 1.75 2.88 - 20.03
25 V37Y3 - - 2.25 2.84 2.68  20.00
26 V31K1 - 3 - 1.88 6.32 19.88
27 V27Y3 - - 2 2.25 3.26 18.38
28 V31K3 - - 213 2.92 1.74 18.33
29 V31K5 - 3 1.25 - 5.09 18.15
30 V17G1 - 1 2.25 - 468 17.59
31 V8G2 - - 1.5 - 791 17.46
32 V41Y3 - - 2 0.75 4,74  16.69
33 V17K1 - 2 1 1 432 16.68
34 V31Y1 - - 0.75 2.75 4.56 16.67
35 V9G2 - - 1.5 - 7.09 16.25
36 V27Y1 - - 413 - - 16.14
37 VI12K2 - 3 0.75 - 3.68 14.13
38 V36Y2 - 1 1 2.17 1.85 14.12
39 V37G1 - - 25 0.5 191 13.86
40 V11K1 - - 1.13 - 6.38 13.75
41 V36K6 - - - 45 1.26  13.39
42 V6Y3 - - 2.38 - 262 13.13
43 V18G2 - - 1.25 - 55 12.95
44 V2G1 - - 15 - 4,79 12.89
45 V7G3 - - - - 8.74  12.80
46 V2K2 - - 1.75 - 397 1266
47 V1G3 - - 2.63 - 1.62 12.64
48 VI1G1 - - 1 - 5.91 12.57
49 V30G3 - - 15 - 456 12.55
50 V36G1 - - 1.38 - 474 12.32
51 V14Y1 - 3 1.63 - - 1217
52 V41G2 - - 1.75 - 3.62 1215
53 V36K3 - - 1 2 2.09 12.10

54 V6K5 - - 2.25 - 221 12.03
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Cizelge 4.3. Aday EB’lerin karakterizasyon sonuglar1 (Izolatlar TAP degerlerine gore
siralanmigtir.  Azot fikse eden izolat bulunmadigr icin TAP’a dahil
edilmemistir) (devam)

ACC- Siderofor  Fosfataz 1AA

) Azot deaminaz aktivitesi  aktivitesi iiretimi

Izolat Fiksasyonu (0-3 skalas)) (mm-zon) (mm-zon) (ppm) TAP
55 V5K2 - - 1.75 - 3.38 11.80
56 V4Gl - - 1.63 - 356 11.57
57 V32G1 - - 25 - 1.21  11.55
58 V17K3 - - 2 - 238 11.32
59 V3Gl - - 2 - 221 11.06
60 V3Y2 - 3 1.25 - - 10.70
61 V36G3 - - 1.63 - 291 10.62
62 V37G3 - - 0.5 - 591 10.62
63 V6Y1 - - 1.75 - 256 10.60
64 V9G3 - - 15 - 3.15 10.48
65 VIY2 - - 1.5 - 291 10.13
66 V36K2 - - 1 - 4.15 9.99
67 VaYl - - 25 - - 9.78
68 V6Y2 - - 0.5 - 5.32 9.75
69 V32Y1 - - 1.25 1.84 - 9.60
70 V38K4 - - 1 - 3.85 9.56
71 V34Y2 - - - - 6.44 9.44
72 V31Y2 - - 1 2.09 - 9.26
73  V41K2 - - 1 - 3.56 9.13
74 V40Y1 - - - - 6.21 9.09
75 V34Y1 - 2 - - 35 9.00
76 V5G3 - - 2.25 - - 8.80
77 V8K4 - - 1.5 - 1.97 8.76
78 V35K2 - - 1.25 - 2.44 8.47
79 V6K2 - - 2.13 - - 8.31
80 V6Y4 - - 1 - 2.68 7.83
81 V2K4 - - 2 - - 7.83
82 V5G1 - - 2 - - 7.83
83 V6K3 - - 2 - - 7.83
84 V9G1 - - 2 - - 7.83
85 VI10K2 - - 2 - - 7.83
86 VI11G2 - - 2 - - 7.83
87 VI12K1 - - 2 - - 7.83
88 V14G2 - - 2 - - 7.83
89 V28Y2 - - 2 - - 7.83
90 V38G2 - - 2 - - 7.83
91 V34G2 - - 1.13 2.32 7.81

92 V27Y2 - - 1.25 0.5 1.09 7.77
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Cizelge 4.3. Aday EB’lerin karakterizasyon sonuglar1 (Izolatlar TAP degerlerine gore
siralanmigtir.  Azot fikse eden izolat bulunmadigr icin TAP’a dahil
edilmemistir) (devam)

ACC- Siderofor  Fosfataz 1AA

) Azot deaminaz aktivitesi  aktivitesi iiretimi

Izolat Fiksasyonu (0-3 skalas)) (mm-zon) (mm-zon) (ppm) TAP
93 V32G2 - - 1 15 - 7.76
94 V12K3 - - 15 - 1.26 7.72
95 VI11vY1 - - 1.5 - 1.21 7.64
96 V10K1 - - 1.25 - 1.74 7.43
97 V3G2 - - 1.88 - - 7.34
98 V14K4 - - 1.88 - - 7.34
99 V2Kl1 - - 1.25 - 1.62 7.26
100 V5K1 - - 1.25 - 15 7.09
101 V37Y2 - 1 - 2 - 7.07
102 V8K1 - - 1 - 2.03 6.89
103 V5K3 - - 1.75 - - 6.85
104 V5Y1 - - 1.75 - - 6.85
105 V11K2 - - 1.75 - - 6.85
106 V40K4 - - 1.75 - - 6.85
107 V41G1 - - 1.75 - - 6.85
108 V14K5 - - 1.63 - - 6.36
109 V30K2 - - 0.75 - 2.15 6.08
110 V34K1 - - - - 4.15 6.07
111 Vv4Y3 - - 1.5 - - 5.87
112 V6K1 - - 15 - - 5.87
113 V7G1 - - 1.5 - - 5.87
114 V18G4 - - 15 - - 5.87
115 V30K1 - - 1.5 - - 5.87
116 V31K4 - - 15 - - 5.87
117 V32G3 - - 1.5 - - 5.87
118 V40G2 - - 1.5 - - 5.87
119 V38G1 - - - 1.25 1.79 5.83
120 Vv41vY1 - - 0.5 - 2.62 5.79
121 V35K1 - - 1 - 1.09 5,51
122 V2K3 - - 1 - 1.03 5.42
123 V8G1 - - 1.38 - - 5.38
124 V36K5 - - 1.38 - - 5.38
125 V37G4 - - 1.38 - - 5.38
126 V30G1 - - 0.75 - 15 5.13
127 V35K4 - - - - 3.38 4.95
128 V18G1 - - 1.25 - - 4.89
129 V18G3 - - 1.25 - - 4.89

130 V36G4 - - 1.25 - - 4.89
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Cizelge 4.3. Aday EB’lerin karakterizasyon sonuglar1 (Izolatlar TAP degerlerine gore
siralanmigtir.  Azot fikse eden izolat bulunmadigr icin TAP’a dahil
edilmemistir) (devam)

ACC- Siderofor  Fosfataz 1AA

) Azot deaminaz aktivitesi  aktivitesi iiretimi

Izolat Fiksasyonu (0-3 skalas)) (mm-zon) (mm-zon) (ppm) TAP
131 V40G1 - - - - 2.79 4.09
132 V38K2 - - 0.63 - 1.03 3.95
133 V3K2 - - 1 - - 3.91
134 V8K2 - - 1 - - 3.91
135 V11G1 - - 1 - - 3.91
136 V12Y1 - - 1 - - 3.91
137 V17G3 - - 1 - - 3.91
138 V27G2 - - 1 - - 3.91
139 V28Y1 - - 1 - - 3.91
140 V41K1 - - 1 - - 3.91
141 V41Y?2 - - 1 - - 3.91
142 V30Y2 - - - 15 - 3.85
143 V38K3 - - 0.5 - 1.21 3.72
144 V38Y1 - - - - 25 3.66
145 V14G1 - - 0.5 - 1.15 3.64
146 V34K3 - - - - 2.38 3.49
147 V36Y1 - - 0.88 - - 3.42
148 V36K7 - - - 1.25 - 3.21
149 V6KA4 - - 0.75 - - 2.93
150 V8K3 - - 0.75 - - 2.93
151 V5G2 - - - - 15 2.20
152 V34K2 - - - - 15 2.20
153 V36K4 - - - - 15 2.20
154 V10K3 - 1 - - - 1.94
155 V34Y4 - - - 0.75 - 1.92
156 V35G1 - - - - 1.15 1.68
157 V12G1 - - - 0.5 - 1.28
158 V14K3 - - - 0.5 - 1.28
159 V35Y2 - - - 0.5 - 1.28
160 V1Yl - - - - - 0.00
161 V2Y1 - - - - - 0.00
162 V2Y2 - - - - - 0.00
163 V3K1 - - - - - 0.00
164 V3Y1 - - - - - 0.00
165 V4G2 - - - - - 0.00
166 V4K1 - - - - - 0.00
167 V4Y2 - - - - - 0.00

168 V7G2 - - - - - 0.00
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Cizelge 4.3. Aday EB’lerin karakterizasyon sonuglar1 (Izolatlar TAP degerlerine gore
siralanmigtir.  Azot fikse eden izolat bulunmadigr icin TAP’a dahil
edilmemistir) (devam)

ACC- Siderofor  Fosfataz 1AA

) Azot deaminaz aktivitesi  aktivitesi iiretimi
Izolat Fiksasyonu (0-3 skalas)) (mm-zon) (mm-zon) (ppm) TAP
169 V12G2 - - - - - 0.00
170 V14K1 - - - - - 0.00
171 V14K2 - - - - - 0.00
172 V21Y2 - - - - - 0.00
173 V28Y3 - - - - - 0.00
174 V29Y3 - - - - - 0.00
175 V32K1 - - - - - 0.00
176 V34Y3 - - - - - 0.00
177 V35K3 - - - - - 0.00
178 V36G2 - - - - - 0.00
179 V40K3 - - - - - 0.00
180 V41Y4 - - - - - 0.00

4.4. Aday EB’lerin In Vitro’da Bitki Patojenlerine Kars1 Antagonistik

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bolim 3.2.5’te belirtildigi gibi PGPR o6zelliklerine gore bakteri izolatlar
puanlanmis ve ¢izelge 4.3.’te belirtilen en basarili ilk 30 bakteri izolati antagonizm
caligmalarinda kullanilmak tizere secilmistir. Secilen bakteri izolatlariin bdlim
3.1.3.’te belirtilen bitki patojeni bakterilere karsi antagonistik etkileri in vitro kosullarda
incelenmistir.

V30Y3 ve V30G2 kodlu izolatlarin biitiin patojenlere karsi engelleme zonu
olusturdugu goézlenmistir. V27Y3 1zolat1 6 patojen; V14G3 izolat1 5 patojen; V34Gl,
V40K1 ve V31K3 izolatlar1 4 patojen; V33K2, V37Y1, V40K2 ve V37Y3 izolatlar1 3
patojen; V31G1, V41K3, V29Y1 ve V17K2 izolatlar1 2 patojen; V32Y2 ve V31K2
izolatlar1 1 patojen tiirline karst engelleme zonu olustururken 13 adet izolat higbir
patojen tiiriine kars1 engelleme zonu olusturmamistir. Yalnizca 3 izolat Psl ve Pst’ye
kars1 engelleme zonu olustururken, 5 izolat PsS’ye, 7 izolat Ea’ya, 14 izolat Cmm ve
Xph’ye, ve 13 izolat Xe’ye karsi engelleme zonu olusturmustur. 13 izolatin ise higbir

patojene kars1 zon olusturmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.6.; Cizelge 4.4.).
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Sekil 4.6. Bakteri izolatlarinin patojenlere karsi olusturdugu engelleme zonlari.
A: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, B: Xanthomonas
euvesicatoria.

Cizelge 4.4. Bakteri izolatlarinin bitki patojenlerine karsi antagonistik etkilerinin
degerlendirilmesine ait sonuglar (Degerler izolatlarin olusturdugu
engelleme zonlarmin yar1 ¢aplarmin Olglilmesiyle elde edilmistir.

Degerler
milimetre cinsindendir)

izolat Psl Pss Pst Ea Cmm Xe Xph
1 V3lY4 - - - - - - -
2 V33K2 - - - - 4.33 1.33 2.00
3 V33Kl - - - - - - -
4 V3TY1 - - - - 7.00 2.00 2.00
5 V40K2 - - - - 1.33 2.67 2.00
6 V3lY3 - - - - - - -
7 V35Y1 - - - - - - -
8 V14G3 - 1.00 - 8.00 3.00 6.00 9.00
9 ViiGl - - - - - 8.00 19.00
10 V37G2 - - - - - - -
11 VA41K3 - - - - 3.00 - 2.00
12 V34G1 - - - 4.00 2.00 5.33 4.33
13 V32Y2 - - - - 1.00 - -
14 V29Y1 - - - - 4.00 3.00 -
15 V17G2 - - - - - - -
16 V32K2 - - - - - - -
17 V30Y3 2.33 2.33 2.00 2.00 9.67 8.67 16.00

=
(o]

V36K1 - - - - - - -
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19 VI17K2 - - - - 2.33 - 1.00

Cizelge 4.4. Bakteri izolatlarinin bitki patojenlerine kars1 antagonistik etkilerinin
degerlendirilmesine ait sonuglar (Degerler izolatlarin olusturdugu
engelleme zonlarinin yart c¢aplarinin Olgiilmesiyle elde edilmistir.
Degerler milimetre cinsindendir) (devam)

izolat Psl Pss Pst Ea Cmm Xe Xph
20 V38K1 - - - - - - -
21 V30G2 2.00 2.00 2.00 2.00 9.67 8.33 16.00
22 V40Y2 - - - - - - -
23 V29Y2 - - - - - - -
24 VA40K1 - - - 1.00 15.00 4.00 15.00
25 V37Y3 - - - 4.00 - 1.00 4.00
26 V31K1 - - - - 2.67 - -
27 V27Y3 3.00 2.00 4.00 4.33 - 4.00 8.00
28 V31K3 - 1.50 - - 15.00 6.00 15.00
29 V31K5 - - - - - - -
30 V17G1 - - - - - - -

Bu ¢alismada elde edilen bulgular sonucu fosfataz aktivitesi gdsteren izolatlarin
% 72.2°sinin siderofor aktivitesinde, % 30.6’sinin ACC-deaminaz aktivitesinde ve
% 66.7’sinin ise IAA iiretiminde varlik gosterdigi belirlenmistir. Siderofor aktivitesi
gosteren izolatlarin % 19.3°lik kismi fosfataz aktivitesinde de varlik gosterirken
% 15.6’lik dilimin ACC-deaminaz aktivitesine sahip oldugu ve % 59.3’liniin [AA
trettigi belirlenmistir. ACC- deaminaz {ireten izolatlarinin % 84’linlin siderofor
aktivitesinde ve % 80’inin IAA iretiminde basarili oldugu dikkat cekmektedir. Ayrica
bu izolatlarin % 44 oraninda fosfataz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. [AA
iiretiminde varlik gosteren izolatlarin % 20.8’inin ACC-deaminaz iiretiminde, % 83.3’1
siderofor aktivitesi ve
% 25’1 fosfataz aktivitesinde varlik gostermistir.

Biitiin karakterizasyon sonuglari ele alindiginda karakterizasyon testleri yapilan
5 kategorinin hepsinde birden varlik gosteren izolat bulunmamaktadir. V33K1, V35Y1,
V34Gl1, V17G2, V30Y3, V38Kl1, V17K1 ve V36Y2 kodlu 8 bakteri izolat1 azot
fiksasyonu disinda diger 4 kategoride aksiyon gosterdigi tespit edilmistir. 25 izolat 3
farkli kategoride, 59 adet izolat 2 farkli kategoride, 67 izolat sadece 1 kategoride
aksiyon gosterirken 21 izolat hicbir kategoride varlik gdsterememistir. Karakterizasyon

sonuglarina gore boliim 3.2.5.te ifade edildigi gibi puanlanan ve antagonizm testlerinde
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tabi tutulan en basarili ilk 30 izolatin 15’inin Gram (+) 15’tiniin Gram (-) oldugu
kaydedilmistir.
4.5. Molekiiler Tanilama

Karakterizasyon ve antagonizm caligmalar1 sonucunda V40K2, V30Y3 ve
V30G2 kodlu bakterilerin 16 rRNA bolgeleri cizelge 3.1.’de belirtilen primerler ve
cizelge 3.2.°de belirtilen master mix ve termal cycler kosullarinda PCR yoluyla ile
cogaltilmistir. PCR f{iriinleri jel elektroforez ile 100 V, 400 mA sartlarda 70 dakika
kosturulmus ve yaklasik 1500 bp’de bantlar gozlenmistir (Sekil 4.7.). PCR iiriinlerinin
Sanger Yontemi ile sekans analizleri yapilmigtir. Sekans sonuglarinin ncbi veri

tabaninda blast analizleri yapilmistir (¢izelge 4.5.).

500 bp

Sekil 4.7. EB izolatlarina ait jel goriintiileri.

Cizelge 4.5. NCBI veri tabaninda bulunan izolatlar ile karsilastirilmasi ile tanilamasi
yapilan EB izolatlar

izolat Tam Benzerlik
V40K2 Bacillus velezensis % 100.00
V30Y3 Bacillus megaterium % 100.00

V30G2 Pseudomonas caspiana % 100.00
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5. TARTISMA VE SONUC

Yiirtitiilen bu yiiksek lisans ¢alismasinda Van Golii Havzasinda tiretimi yapilan
bazi kiiltiir bitkilerinden 191 endofitik bakteri adayi izole edilmis ve bazi PGPR
markorleri belirlenmistir. Tartili derecelendirme sonucu basarili bulunan 30 izolatin
bitki patojenlerine karsi etkinligi in vitro ortamda test edilmis ve basarili izolatlarin
molekiiler tanilamasi1 yapilmistir.

Aragstiricilar her gecen giin PGPR’larin bitki sagligi ve gelisimine katkilariin
yeni yol ve metabolitlerini belirlemektedirler. Boylece bakteri, bitki ve cevre
kombinasyonunda hangi faktoriin aktif oldugunu belirlemek gayet giictiir. Bu
cergevede bakildiginda en saglikli siirecin aday izolatlarin hedefler dogrultusunda
dogrudan bitki lizerinde denenmesidir. Fakat bunun incelenen bakteri sayisinin ¢coklugu
g0z Oniine alindiginda ¢ok pratik bir yontem olmadig1 goriilmektedir. Bu nedenle PGPR
karakterini belirlemede segilecek bazi markdrlerin in vitro da 6n degerlendirilmesi
yapilarak {imit var olanlarin se¢ilmesi ve boylece in vivo galigsmalara gegilmesi is giici,
zaman ve malzemeden tasarruf saglayacaktir. Aksi taktirde yiiksek sayilardaki
izolatlarin dogrudan bitki iizerinde denenmesi gerekecektir.

IAA, ACC-deaminaz, siderofor, fosfataz iireten ve azot fikse edebilen
bakterilerin basarilt PGPR olduklar1 ve bu unsurlarin iy1 markorler olduklart bir¢ok
arastirici tarafindan rapor edilmistir (Goswami ve ark., 2016). IAA bitkide ¢imlenme,
kok gelisimi gibi vejetatif parametrelere etki eden bir fitohormondur ve PGPR’larin %
80’inin IAA iretebildigi tahmin edilmekte ve bu yolla bitkide verim artis1 sagladigi
bilinmektedir. (Brick ve ark., 1992; Salisbury, 1994; Patten ve Glick, 2002). ACC-
deaminaz {iiretebilen bakterilerin bitkilerde zararlh etilen liretimini diisiirdligii ve bitkiye
katk1 sagladigi rapor edilmistir (Penrose ve Glick, 2003; Shakir ve ark., 2012; Putri ve
ark., 2015; Khan ve ark., 2016). Sideroforlar bitki gelisimine dnemli bir besin elementi
demiri  kazandirarak dogrudan; patojenlerle rekabet ederek, dogal direng
mekanizmalarini uyararak veya antibiyotik etkisiyle dolayli olarak katki saglamaktadir

(Van Loon ve Backer, 1998). Bu nedenle sideroforlar énemli bir PGPR gostergesi
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olarak kabul edilmektedir (Van Loon ve Backer, 1998; Van Loon ve ark., 2005).
PGPR’lar tarafindan iiretilen organik asitle toprakta ¢oziinmesi gii¢ halde bulunan
fosfor iceren bilesikler yarayish hale gelir. Fosfataz iireten bakterilerin bitki gelisimine
onemli diizeyde katki yaptigini belirleyen ¢alismalar mevcuttur (Seshadri ve ark., 2000).
Azot fiksasyonu yapabilen bakterilerin suni giibrelere alternatif olabilecegi hatta ciddi
sekilde azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Dobereiner, 1966; Dobereiner ve ark., 1972;
Santi ve ark., 2013). Arazi ve sera kosullarinda denenmek {lizere bitkilere yararh
olabilecek bakterilerin se¢iminde bu kriterler referans alinarak bir 6n eleme
yapilabilmektedir. Dolayisiyla bu ¢aligmada survey calismalarinda izole edilen endofit
bakteriler iyi PGPR parametrelerinden olan 1AA, ACC-deaminaz, siderofor, fosfataz
iiretimi ve azot fiksasyonu yoniinde karakterize edilmistir.

Analiz edilen 180 izolatin higbirinin kullanilan yonteme goére azot fikse etme
kabiliyetinde olmadig1 goriilmiistiir. Karagoz (2009)’da N-Free ortamda test edilen tiim
izolatlarin azot fikse etme kabiliyetinde oldugu kaydedilmistir. Analizlerin, N-Free
ortamda koloni gelisim yogunluguna goére yapildigi bildirilmistir. Fakat Andrade ve
ark., (2014) tarafindan muz agaci1 koklerinden elde edilen toplam 40 endofitik bakteri
izolatinin 20’sinin N-Free ortamda gelistigi, ancak sadece dort izolatin asetilen
rediiksiyon deneyi (Danso, 1995) ve Kjeldahl yontemi (Nogueira ve ark., 1998; Schultz
ve ark., 2014) kullanilarak analiz edildiginde azot fiksasyonu agisindan pozitif sonuglar
gosterdigi bildirilmistir. Bu sonuglar tek basina koloni gelisimine gore degerlendirilme
yapilmasinin yaniltic1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismaya ait testlenen 180
izolatin % 97.6’sinda N-Free ortamda koloni gelisimi gozlenmis fakat higbir izolat
amonyak {lretimine bagli olarak beklendigi gibi besiyerinde yesilden maviye renk
degisimi  gostermediginden azot fikse etme etkinlikleri negatif olarak
degerlendirilmistir.

Fakhraei (2015) calismasinda degerlendirdigi 104 EB izolatinin % 33’iiniin
fosfataz etkinligine sahip oldugunu ve 1-9 mm arasinda zon olusturdugunu bildirmistir.
Bu calismada 11.75 mm’ye kadar zon olusumu gdzlenmistir ve alinan sonuglarin bu
calismayla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Yildiz ve Aysan (2014) 39 farkl toprak
orneginden izole edilen 499 adet aday PGPR bakteri izolatinin fosfataz aktivitesini sivi
ve kati NBRIP besiyeri kullanilarak testlemistir. Sec¢ilen 386 izolatin sivi ortamda

% 8.9’unun fosfataz aktivitesi gosterdigi, kat1 ortamda kullanilan 113 izolatin % 15’inin
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fosfataz aktivitesinde oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada fosfataz aktivitesinde % 20’lik
bir oran goriilmektedir ve degerlerin yakin oldugu sdylenebilir.

Putri ve ark. (2015) DF besiyeri kullanilarak 47 izolatin ACC-deaminaz
aktivitesini degerlendirmislerdir. DF besiyerinde azot kaynagi olarak ACC igeren
pertrilerde 4 (% 8.5) bakteri izolatinin gelisim gosterdigi rapor edilmistir. Ayni1 izolatlar
ACC-deaminaz genine spesifik primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edilmistir ve 8
izolatin (% 17) kesin olarak ACC-deaminaz pozitif oldugu bildirilmistir. Molekiiler
degerlendirme ile secgici besiyeri kullanilarak yapilan degerlendirme sonuglari
arasindaki farkin iki kat olmas1 dikkat ¢ekmektedir. PCR yoluyla spesifik primerler
kullanilarak ACC-deaminaz pozitif oldugu tespit edilen ama DF besiyerinde gelismeyen
izolatlar i¢in kullanilan besiyerinin uygun olmadigi ihtimal dahilindedir. Bu ¢aligmada
izolatlarin DF besiyerinde ACC-deaminaz aktiviteleri degerlendirilmis ve % 13.9
oraninda ACC-deaminaz pozitif izolat kaydedilmistir. Daha net sonuglar i¢cin PCR
caligmalar1 yapilabilir.

Imriz ve ark., (2014)’{in Patten ve ark., (2002)’den aktardiina gore topraktan
izole edilen mikroorganizmalarin % 80’inin IAA {rettigi tahmin edilmektedir. Bu
calismada bitki dokusu igerisinde izole edilen EB’lerin % 53.3 oraninda IAA iirettigi
kaydedilmistir. Bir ¢alismada piring rizosferinden izole edilen 10 endofit bakterinin
6’smin (% 60) TAA iiretme kabiliyetinde oldugu rapor edilmistir (Ashrafuzzaman ve
ark., 2009). Calvo ve ark. (2010) ise patates rizosferinden elde ettigi 63 izolatin %
81’inin A A {irettigini tespit etmistir.

EB’ler bitki dokular igerisinde kolonize olduklar1 ve hareket edebildikleri i¢in
diger epifitik PGPR’lara gore bitki hastaliklarina karsi daha avantajli olabilir.
Patojenlerle bitki dokular icerisinde rekabet, antibiyosis gibi yollarla miicadele edebilir
(Hardoim 2008). Bu nedenle karakterizasyon ¢alismalarinda basarili olan izolatlarin in
vitro’da bitki patojeni bakterilere karsi antagonistik etkisi degerlendirilmistir.
Antagonizm ¢alismalarinda en az bir patojene kars1 engelleme zonu olusturan 17 bakteri
izolat1 bulunmaktadir. Bunlarin 10’unun Gram (+), 7’sinin Gram (-) oldugu KOH testi
ile belirlenmistir ve gram pozitif bakterilerin daha basarili oldugu goriilmektedir. Ayrica
bunlardan 1 izolat disinda hepsinin siderofor aktivitesi gostermesi dikkat ¢ekicidir. Yine
bu 17 izolatin 15’inin karakterizasyon caligmalarinda en az 3 kategoride varlik

gosterdikleri kaydedilmistir. Gholami ve ark., (2014) Iran ve Dogu Azerbaycan’da
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fasiilye bitkilerinden izole edilen, endofit bakteriler Bacillus ve Streptomyces spp.’nin
Sclerotium rolfsii’nin in vivo ve in vitro’da etkili antagonistler oldugunu
belirlemislerdir.
16s rRNA bolgesi dizi analizi ile V40K2, V30Y3 ve V30G2 kodlu izolatlarin
molekiiler tanilamast yapilmis ve bu izolatlarin sirasiyla Basillus velezensis, Bacillus
megaterium, Pseudomonas caspiana tiirleri oldugu tespit edilmistir. Literatiirde bu
tiirler ile ilgili birgok kayit bulunmaktadir. Ozellikle Basillus velezensis ve Bacillus
megaterium tiirlerinin yiiksek biyolojik savas potansiyeline sahip izolatlar1 barindiran
tiirler oldugu bildirilmistir. Gao ve ark. (2017) B. velezensis’in Alternaria solani ve
Botrytis cinerea’a karsi antifungal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Rashid ve ark.
(2017) B. velezensis’in Arabidopsis fidelerinde yaprak bitlerine kars1 uyarilmis sistemik
direnci harekete gecirdigi ve yaprak bitlerinin yerlesmesini, beslenmesini ve
cogalmasini 6nemli Olgiide azalttigini bildirmislerdir. Chakraborty ve ark. (2006)’da B.
megaterium'un ¢ay bitkilerinde biiyiime ve gelismeyi arttirdigi, Fomes lamaoensis’in
neden oldugu kahverengi kok ¢iirtikliigii hastaligini belirgin sekilde azalttigi in vivo
calismalarla tespit etmislerdir. Bunun ile birlikte siniflandirmasi heniiz yapilan
Pseudomonas caspiana’nin hakkinda smirli ¢alisma bulunmaktadir. Busquets ve ark.
(2017) tarafindan Pseudomonas caspiana’nin turunggillerde patojen oldugu
kaydedilmistir.
Calisma kapsaminda Van Golii Havzasinda Gevag, Edremit, Tusba, Muradiye,
Er¢is ilcelerinden ve bagli beldelerden alinan bitki drneklerinden 191 EB izolasyonu
yapilmis ve gelecekte bolgede yiiriitiilecek in vivo galismalar i¢in materyal ve bilgi
altyapist saglama amaclanmastir.
e Elde edilen izolatlarin % 59.9 Gram (-), % 41.1 Gram (+) bakterilerden
olusmustur.
e Karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda, V33K1, V35Y1, V34Gl1,
V17G2, V30Y3, V38K1, V17K1 ve V36Y2 kodlu EB’lerin PGPR
markorlerinden olan 5 6zelligin 4’iine sahip oldugu belirlenmistir.
e Caligmadaki higbir izolatin azot fiksasyonu kabiliyetine sahip olmadig
tespit edilmistir. Tiim izolatlarin % 53.3 TAA, % 75 siderofor, % 20
fosfataz, % 13.9 ACC-deaminaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.
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e TAP’a gore en basarili ilk 30 izolattan yalnizca V30Y3 ve V30G2 kodlu
izolatlarin biitlin patojenlere, 17’sinin ise en az birine antagonistik etki
gosterdigi belirlenmistir.

e Karakterizasyon ve antagonizm calismalarinda gosterilen basariya gore
secilen V40K2, V30Y3, V30G2 kodlu EB’lerin 16srRNA bolgesi dizi

analizi ile tanilamalar1 yapilmistir.

Karakterizasyon ve antagonizm ¢alismalarinda basar1 gosteren molekiiler
tanilamalar1 yapilan izolatlarin ve bunlarin kombinasyonlarmin iklim odasi, arazi ve
sera kosullarinda cesitli kiiltiir bitkileri lizerinde bitki gelisimini tesvik edici ve/veya
patojenlere karsi biyokontrol etkisinin arastirilmasi ¢alismanin hedefine ulagsmasini
saglayacaktir. Bununla birlikte in vivo ¢alismalarda basarili olan izolatlar ve bunlarin
kombinasyonlar1 sentetik giibreler veya kimyasal pestisitlere alternatif olarak kullanilma

potansiyeline sahiptir.
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