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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

ACC DEAMINAZ AKTIVITESINE SAHIP VE SOGUGA DIRENCLI
BAKTERILERIN IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Gamze BALTACI KADIOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

Bitki biiylimesini tesvik eden bazi rizobakteriler (PGPR) ACC deaminaz enzimi
tiretirler ve bu enzim bitkilerdeki stres etileninin miktarin1 azaltarak onlarin biyotik ve
abiyotik stres kosullarinda biiyiimesini saglar. Diger taraftan, soguk iklimin hakim
oldugu kisa sezonlu bolgelerde, toprak sicakligi PGPR bakterilerinin optimal iireme
sicakligindan diistiktiir ve bu nedenle soguga direngli ve ACC deaminaz iireten yeni
PGPR bakterilerinin izolasyonu 6nem kazanmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, Erzurum
civarindaki daglarin yiiksek rakimli bolgelerinden (1760-2724 m) toplanan 20 yabani
bitkiye ait rizosfer topragindan toplam 32 bakteri izole edilmistir. Bu izolatlarin ACC
deaminaz enzimi Uretim potansiyelleri dikkate alinarak 8 tanesi sec¢ilmistir. Kiiltiirel,
sitolojik, biyokimyasal testler ve 16s rDNA analizi yontemleri ile bu sekiz izolat
Pseudomonas migulae (GBK 1), Leucobacter iarius (GBK 2), Pseudomonas
fluorescens (GBK 3), Stenotrophomonas maltophilia (GBK 4), Pseudomonas
fluorescens (GBK 5), Enterobacter cloacae (GBK 6), Pseudomonas carica papayae
(GBK 7) ve Pseudomonas migulae (GBK 8) olarak tanilanmistir. Bu tiirlerin optimal
sicaklik degerlerinin altinda iireyebildigi ve ACC deaminaz iiretebildigi belirlenmistir.
ACC’den a-ketobiitirat liretme potansiyeli bakimindan en etkili 4 tiirlin sirasiyla
Stenotrophomonas maltophilia (GBK 4) (1,207mg™ h™), Leucobacter iarius (GBK 2)
(0,993 mg™ h™), Pseudomonas fluorescens (GBK 3) (0,962 mg™ h) ve Pseudomonas
migulae (GBK 1) (0,951 mg™h™) olduklar tesbit edilmistir.

2013, 101 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Bakteriler, ACC, ACC deaminaz,
biyogiibre, etilen
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF COLD TOLERANT AND ACC
DEAMINASE CONTAINING BACTERIA
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It is well known that certain Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPB) having
ACC deaminase enzyme activity that reduce the level of stres ethylene and stimulating
growth of plants under various biotic and abiotic stresses. On the other hand, cold
environments are characterized by short growing seasons and temperatures below the
optimal values for growth of PGPR. So, isolation of novel cold tolerant and ACC
deaminase containing bacteria is very important. Keeping all this in view, 32 bacteria
were isolated from the 20 rhizospheric soils of wild plants collected from high altitudes
(1760-2724 m) in mountains in Erzurum, Eastern Anatolia, Turkey. They were screened
in their ACC deaminase producing potentials and 8 of them were selected. After some
cultural, cytological and biochemical tests and 16s rDNA analysis they were identified
as Pseudomonas migulae (GBK 1), Leucobacter iarius (GBK 2), Pseudomonas
fluorescens (GBK 3), Stenotrophomonas maltophilia (GBK 4), Pseudomonas
fluorescens (GBK 5), Enterobacter cloacae (GBK 6), Pseudomonas carica papayae
(GBK 7) ve Pseudomonas migulae (GBK 8). It was found that these eight bacteria may
grow and produce ACC deaminase at sub-optimal temperatures (5, 15 and 20 °C). The
most effective four species in a-ketobutyrate producing potential from ACC were
Stenotrophomonas maltophilia (GBK 4) (1,207mg™ h™), Leucobacter iarius (GBK 2)
(0,993 mg™ h™), Pseudomonas fluorescens (GBK 3) (0,962 mg™ h™) and Pseudomonas
migulae (GBK 1) (0,951 mg™h™), respectively.

2013, 101 pages

Keywords: Planth Growth Promoting Bacteria, ACC, ACC deaminase, biofertilizer,
ethylene
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1. GIRIS

Uzun yillar, tarimsal verimi artirmak amaciyla ¢esitli kimyasal maddeler kullanilmistir.
Bu kimyasallarin bir kismi pestisit olarak adlandirilan ve tarim faaliyetlerinde olmasi
istenmeyen canlilar1 dldiirmede kullanilan maddelerdir. ikinci grup kimyasal maddeler
ise ‘kimyasal giibre’ olarak tanimlanan maddelerdir. Bu kimyasallarin yogun bir sekilde
kullanimi, verimde kismi artiglar saglamis ve kullanimlar giderek artmistir. Ancak,
uzun yillar boyunca kimyasallarin kullanimi, yeralt1 ve yeriistii sularinda ve toprakta
birikimlerine yol agmis, bu da sadece faydali organizmalar ve insami tehdit eder
boyutlarda kalmamis, ayn1 zamanda tarimsal verimin de giderek azalmasina yol
acmistir. Bu nedenlerle, tarimsal verimi artirici alternatif ve dogal {iriinlerin {iretimi
calismalar1 hiz kazanmistir (Penrose and Glick 2003; Cakmakg1 2005; Fiirnkranz et al.
2009).

1.1. Bitki Biiyiime ve Gelisimini Artiric1 Mikroorganizmalar

“Bitki Gelisimini Tesvik Edici Kok Bakterileri’” olarak bilinen bu mikroorganizmalar
literatiirde ‘‘Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)’’ olarak tanimlanmustir.
PGPR teriminden ilk olarak 1978 yilinda bahsedilmistir (Kleopper and Schroth 1978).
Bu bakteriler i¢in ‘‘Yield Increasing Bacteria (YIB)’’, ‘‘Plant Growth Promoting
Bacteria (PGPB)’’ terimleri de kullanilmaktadir (Chen et al. 1996; Bashan et al. 2000).

Bitkiye fayda saglayan bakteriler toprakta serbest yasayanlar ve bitkilerle simbiyotik
yasayanlar olarak iki gruba ayrilabilir. PGPR; bitki rizosferinde kolonize olan, bitki
kokleriyle yakin iliski igerisinde bulunan ve serbest yasayan saprofit bakteriler
grubunda yer alir. PGPR’nin bitki gelisimini artirmada inokiilant olarak kullanimi
kolay, ucuz ayn1 zamanda olumsuz etkileri olmayan bir yoldur. Ancak; gelisimi
artirmada PGPR’nin etkisi; inokiilant 1rklar, kiiltiirel kosullar veya tiirlere gore

degisiklik arzedebilir (Kloepper et al. 1988; van Peer and Schipper 1989; Frommel et



al. 1991; Kloepper and Beauchamp 1992; Liu et al. 1995; Glick et al. 1998; Chen et al.
2000; Tahir et al. 2006; Kausar et al. 2006; Arshad et al. 2007).

PGPR kullanimi1 sayesinde ¢imlenme orani, kok gelismesi, verim, yaprak alani, klorofil
orani, azot orani, protein orani, hidrolik aktivite, susuzluga tolerans, kok ve govde
agirligr artmakta, yapraklarin yaslanmasi gecikmekte ve bazi hastaliklara karsi direng
saglanmaktadir. PGPR uygulamalar1 laboratuvar, sera ve tarla kosullarinda
yiirlitiilmekte, ancak tarla denemelerinde beklenmeyen kosullardan dolayr kimi zaman
uygun sonuglarin alinmasi zorlagsmaktadir. Topraktaki pH degisimleri, yiliksek sicaklik,
disik yagis, nem ve besin noksanligi gibi olumsuz kosullarin ortaya c¢ikmasi
mikroorganizma kolonizasyonunu azaltmaktadir (Dobbelaere et al. 2001; Sahin vd
2004). Kiiltiir ortamindaki bitkiler tizerinde faydali etkiler olusturma yetenegi ile bilinen
PGPR, tarim alanlarinda kullanmak i¢in de bir potansiyel olusturur. PGPR,
stirdiirtilebilir tarimda, mabhsiillerde ¢ok ¢esitli iiriin artis1 saglamada yol gosterici ve

onemli bir etkiye sahiptir (Kloepper et al. 1989; Kloepper 1994).

Bitki gelisimini tesvik eden baslica bakterilerin; Azospirillum, Azotobacter,
Agrobacterium, Acetobacter, Aereobacter, Alcaligenes, Artrobacter, Acinetobacter,
Achromobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium, Chromatium,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Herbaspirillum, Klebsiella, Microccocus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprillum, Serratia ve
Xanthomonas cinslerine ait tiirler oldugu belirlenmistir (Cakmakg1 2005 a, b; Cakmakei
ve Erdogan 2008). Ulkemizde en ¢ok calisilan tiirler; patojenleri baskilayic
ozellikleriyle bilinen Bacillus, Pseudomonas ve azot baglayici 6zellikleriyle bilinen
Rhizobium, Azotobacter ve Azosprillum cinslerine ait tiirlerdir (Cakmake1 vd 2006 a, b;
2007 a, b; 2008 a, b). PGPR’nin kullanim1 hakkinda yapilan bazi arastirmalar Cizelge

1.1.” de 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. Baz1 PGPR’nin gesitli bitkilerin gelisimi tizerindeki etkileri (Cakmakg1
2005’ten degistirilerek)

Bakteri Bitki Sonuglar/ artis Kaynak
Kuru madde, yaprak
alani, kok say1 ve Sarig et al
Azospirillum brasilense Sorgum uzunluk 9%33-40, 1993 1998
hidrolik gecirgenlik %25 '
-40 artig
A. brasilense Cd Nohut, bakla Kok, govde, verim artisi, | Hamaoui et al. 2001
A. brasilense NO40 Piring %15-20 verim artist Omar et al. 1989
. L. Gelisme ve g¢imlenme
A. lipoferum Aygicegi tesviki imleme Fages fgglArsac,
X. maltophla Aygicegi orani artig1
A. lipoferum CRTI Misir N oranm girst;z,mgienw kok Jacoud et al. 1998
Azospirillum spp. Bugday %- 15.8-31 verim degisimi | Baldani et al. 1987
%-12.1-31.7 verim
. Dari degisim
Azospirillum spp. Hardal %16-128 verim artist Kloepper et al. 1989
Celtik %4.9-15.5 verim artig1
Azospirillum spp. Misir %11-14 verim artig1 Fallik and Okon, 1996
Azospirillum spp. Misir Kuru madde ve Mg artig | Hernandez et al. 1997
Glutamat sentez ve
Azospirillum spp. Misir dehidrojenaz aktivite, Ribaudo et al. 2001
kok ve yaprak N artig
Beijerinckia mobilis Par;gcig dgrpa, Cimlenme, uzunluk ve Polyanskaya et al.
Clostridium spp. turp agirlik artis! 2000
. % 33 govde uzunlugu, %
Burkholderia Celtik 53 kok ag., % Tran Van et al. 2000
vietnamiensis

13-22 dane verimi artis1

Ikili agilama pancar
Bacillus spp. Sekerpancart, arpa %11.9-12.4, arpa % 7.4- Sahin vd 2004
9.3 verim artis1

Enterobacter cloacea

CAL3 Domates, biber, Fide gelisimini tegvik Mayak et al.. 2001
Pseudomonas cepacia
R85, N 0 . De Freitas and
P. fluorescens R104 Kislik bugday %0 46-75 dane verim artist Germida 1992 a,b
P. putida R111
P. corraata Gelisme ve N artigi, dogal
: g Horozibigi, ragi bakteri Pandey et al. 1999
A. chroococcum L o
gelisiminin tesviki
P. fluorescens Domates %5.6-9.4 verim artisi Gagne et al. 1993
0, 0,
P fluorescens %12 meyvevsay1s1,A)18
P. corrugate Fyar meyve ag. artist, Mc Cullaugh et al.
Serrétia lvmthica Pythium enfekte edilen 1996
ply toprakta % 18 verim artis1
Kanola, marul, o e
P. putida GR12-2 domates, Dikotiledon bitki kdk Hall et al. 1996

arpa, bugday, yulaf gelisimi artisi




Cizelge 1.1 (devam)

Pseudomonas spp.

%11-52 kok kuru ag. A

Variovovax spp. Kanola Bertrand et al. 2001
- artisi,
Phyllobacterium spp.
Serada bitki ag., tarlada
Pseudomonas sp. Patates yumru verimi Frommel et al. 1993
artisg1
Sera ﬁde. agurligy, tarla Suslow and Schroth,
Pseudomonas spp. Seker pancart verim artigi,

hastaliklara antagonizm

1982

Pseudomonas spp.

Patates, Piring

% 14 ile 33 verim
degisimi,
% 3-160 verim artist

Kloepper et al. 1989

Pseudomonas spp.

Mistr, arpa, bugday

%15-25 verim artigt

Iswandi et al. 1987

P. syringae pv.

Fasulye

Protein artig1, patojen
kontrolii

Alstrom 1995

Pseudomonas W34
B. cereus S18

Marul, domates

Fide biyomas artisi,
% 9 verim artig1

Hoffmann-Hergarten
et al.1998

S.liqufaciens, Bacillus
spp., Pseudomonas

Spp.

Misir

% 8-14 verim artis1,

Lalande et al. 1989

1.2. Bitki Gelisimini Artiric1 Bakterilerin Etki Mekanizmalari

PGPR, sahip oldugu bazi mekanizmalar vasitasiyla bitki gelisimini dogrudan ya da
dolayli bir sekilde etkiler. Dolayli etki, PGPR’nin bitki gelisimini sinirlayict kosullar
onlemesiyle gergeklesirken; dogrudan etki, bitkiye bakteri tarafindan sentezlenen bir
bilesigi olan bazi besinlerin hazir alimini

saglamas1 veya c¢evreden gerekli

kolaylagtirmasiyla gerceklesir.

PGPR, firettigi sideroforlarla demiri ayirmasiyla, fosfat minerallerini ve diger besin
maddelerini ¢6zebilme kabiliyetiyle ve havadaki serbest azotun fiksasyonuyla bitkiye
besin saglayarak; indol asetik asit (IAA), indol-3- asetik asit, giberellin, oksin, sitokinin
gibi bitki hormonlarin1 sentezleyerek; bitki hormonlarinin seviyelerini etkileyerek
gelisim ve biiyiimeyi ayarlayan bazi enzimler iireterek (Ornegin; ACC deaminaz
aktivitesiyle bitki etilen hormonu seviyesini enzimatik olarak diisiirme) bitkiye

dogrudan hizmet eder. Ayrica; antibiyotik sentezleyerek, mantar patojenlerinin ihtiyag



duydugu demiri baglayici 6zellikteki sideroforlar1 salgilayarak, antifungal aktiviteye sahip
hidrojen siyanit gibi agir metabolitler lireterek, bazi mantar hiicrelerini lize edebilen kitinaz, [3-
1,3- glukanaz, proteaz veya lipaz gibi enzimler sentezleyerek, kok yiizeyindeki bitki
patojenlerini besin ve uygun yer konusunda rekabet dig1 birakarak biyokontrol saglamasiyla ve
bulundurdugu ACC deaminaz enzimi ile asirt miktarda sentezlendiginde bitkiyi olumsuz yonde
etkileyen etilenin seviyesini azaltarak bitkinin ¢evresel streslere karsi daha direngli olmasini
saglamasiyla da bitkiye dolayli olarak hizmet ederler (Scher and Baker 1982; Dart 1986; Bar-
ness et al. 1991; Arshad and Frankenberger 1991; Mordukhova et al. 1991; Renwick et al.
1991; Shanahan et al. 1992; O Sullivan and O Gara 1992; Glick 1995; Flaishman et al. 1996;
Kennedy et al. 1997; De Freitas et al. 1997; Glick et al. 1999; Bloemberg and Lugtenberg
2001; Gull et al. 2004; Glick et al. 2005; Nadeem et al. 2006; Van Loon 2007; Raaijmakers et
al. 2008).

PGPR olarak tanimlanan bakteriler bu mekanizmalardan herhangi birini ya da birkacgini
kullanarak bitki biiyiime ve gelismesini etkiler. Ustelik bu bakteriler bitkinin yasami
siiresince farkli dénemlerde farkli Ozelliklerden yararlanabilir. Ornegin; tohum
¢imlenmesini takiben bir PGPR bitkinin etilen konsantrasyonunu diisiirmekle, fide kok
uzunluguna etilenin inhibe edici etkisini azaltmis olur. Fide tohumun igerdigi besin
kaynaklarimi tlikettigi zaman ise aym1 PGPR topraktaki fosfor ve demiri bitkiye
saglayarak bitki gelisimine katkida bulunur.

Toprak bilesiminin igerigi; bitkiye azot, fosfor ve demir gibi bir bilesigi veya besini
saglayan bakteri mekanizmasimi oldukca fazla etkiler. PGPR’nin etkisi optimum
kosullar altinda ve besin bakimindan zengin topraklarda yasayan bitkiler i¢in yok
denecek kadar azdir (Glick et al. 1998; Penrose and Glick 2003). PGPR’nin baz1 etki

mekanizmalar1 Cizelge 1.2°de gdsterilmistir.



Cizelge 1.2. Bazi 6nemli bakteriyel faktorlerin bitki biliyiimesine etkisi (Ping and
Boland 2004’ten degistirilerek)

MIKROORGANIZMA BAKTERIYEL BITKI BITKIDEKI ETKISI
SALGI
Bitkisel Hormonlar
Pseudomonas Oksinler Arabidopsis Morfogenesis, Gelismeyi
Diizenleme
Rhizobium Giberellinler Piring GelismeyiTegvik etme
Rhizobium Sitokininler Kanola GelismeyiTesvik etme
Pseudomonas Etilen Pueraria lobata Gelismeyi Diizenleme
Serratia Salisilik asit Tiitiin Sistemik Kazanilmis
Dayanim
Hiicredis1 Enzimler
Enterobacter ACC deaminaz Kanola Etilen Uretimini Azaltma
Rhizobium Fosfataz Misir Inorganik Fosfatlari
Mineralize etme
Organik Asitler
Pseudomonas, Glukonik asit, A i
Rhizobium ve Bacillus 2-ketoglukonik asit Genel Organik Fosfatlari C5zme

Bitki biiyiimesini tesvik edici bakterilerin hepsi ayni yogunlukta kullanilmamakta, bazi
PGPR fiyeleri, biyogiibre iiretimi i¢in daha yogun ¢alisilan ve kullanilan organizma
grubunu temsil etmektedir. Asagida bu organizmalarin bazilar1 hakkinda bilgi

verilmistir.

1.2.1. Fosforlu bilesikleri ¢cozebilme kabiliyeti olan PGPR iiyeleri

Bitkiler i¢cin en Onemli besin kaynaklarindan biri de fosfordur. Fosfor (P), bitki
gelisimini etkileyen elementlerdendir. Genel olarak topraktaki toplam fosforun
%30-50’sini organik P olusturmaktadir. Organik P toprakta ¢cogunlukla inositol fosfat,
fosfomonoester veya fosfolipit, niikleik asit ve fosfotriester seklinde bulunmaktadir.
Organik P ancak inorganik fosfora hidrolize olmasi durumunda bitkiler tarafindan
almabilir. Toprakta bulunan bazi bakteriler, bitkiler tarafindan kullanilamayacak

durumdaki fosforu ¢ozerek kullanilabilir forma doniistiirtir (Goldstein 1986, 1995).



Topraktaki P yeterli diizeyde olsa ya da diizenli olarak giibreleme yapilsa bile bitkilerin
bu fosforu alma etkinligi disiik olmaktadir. Bitki tarafindan alinabilen P yiiksek verim
icin genellikle yetersizdir ¢iinkii uygulanan inorganik fosfor giibrelemeden hemen sonra

fikse edilmektedir (Gyaneshwar et al. 2002).

Tohumlarin fosfor ¢oziicii bakterilerle (PSB) asilanmasi toprakta fikse edilmis
durumdaki giibre fosforunun alinabilirligini artirarak bitki gelismesini tesvik etmektedir.
Fosfat bakterilerinin biyolojik giibre olarak kullanimi ile tarimsal iiretim %10-15

oraninda artmistir (Jones and Darrah 1994; Yadav and Dadarwal 1997).

Bitkiler fosforu HPO42 veya H,PO, ~ formunda alabilirler. Topraktaki fosforun bu
formlara donligmesi i¢in mikroorganizmalar tarafindan c¢oziilmesi gerekmektedir.
(Cakmake¢1 2005). Bitki rizosferinde onemli sayida aerobik ve anaerobik P ¢oziici
bakteri bulunmaktadir. Besin ve enerji kaynagi olarak topraktaki organik maddelerin
parcalanmasit sonucu toprak sollisyonundaki P diizeyinde degisiklik meydana
gelmektedir. Fosfat ¢oziiniirliigli bazi elementler tarafindan da etkilenmektedir. Mesela
kritik bir potasyum konsantrasyonunun optimum P ¢oziiniirligii i¢in gerekli oldugu
saptanmistir (Illmer and Schinner 1992). Mikroorganizmalar fosfat ¢dzebilme
kabiliyetine ilaveten bitki gelisimini tesvik edici maddeleri tireterek demir, ¢inko gibi
elementlerin de alinmasii artirmaktadir (Kucey et al. 1989). Ayrica N, fiksasyonunun
almabilir P tarafindan simirlandig1 da yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Mac Dermott
1999). Fosfat ¢oziicii Bacillus spp. sayesinde bitkiye P saglanarak bitki gelismesinin
tesvik edildigi bunun yaninda N, P, K ve Fe aliminin arttigi da ortaya cikmustir
(Whitelaw et al. 1997; Biswas et al. 2000a). Ayrica fosfatin ¢6ziilme miktarinin karbon

kaynagi olan glikoz konsantrasyonunun fazlalagsmasina bagl olarak arttig1 gozlenmistir

(Nautiyal 1999).

Mikroorganizmalarin, salgiladiklar1 organik asitler sayesinde toprak pH’smi diisiirmek
suretiyle inorganik fosfat materyalini ¢6zebildigi ve buna bagli olarak bitki veriminde
artiglar meydana geldigi yoniinde bulgular tespit edilmistir (Kucey et al. 1989; Jones
and Darrah 1994; Gadd 1999; Kumar and Narula 1999; Vassileva et al. 2000; Whitelaw



2000; Nautiyal et al. 2000; Seshadri et al. 2000; Antoun 2003). Bazi arastirma
sonuglarinda ise fosfat ¢oziinilirliigli ile pH arasinda dogrusal bir iligkinin olmadig:

ortaya konulmustur (Thomas 1985; Ehrlich 1990; Cakmak¢1 vd 2004).

Organik P’nin ¢6ziilmesinde asit fosfataz iiretimi onemli rol oynamaktadir (Rodriguez
and Fraga 1999). Ayrica glikolik, okzalik, malonik, siiksinik (Banik and Dey 1982;
llimer and Schinner 1992) asetat, laktat, oksalat, tartarat, siiksinat, sitrat, glukonat,
ketoglukonat ve glikolat (Banik and Day 1982; Goldstein 1986; Cunningham and
Kuiack 1992; Gyaneshwar et al. 1998; Kim et al. 1998, 1999) gibi organik asitlerin
fosfat ¢oziicli bakteriler tarafindan sentezlendigi bulunmustur. Sivi kiiltiir ortamlarinda
fosfat ¢oziiciilerin sitrik, glutamik, siiksinik, laktik, okzalik, maleik, fumerik, tartarik ve

ketobiitirik gibi organik asitleri liretme yetenegi fark edilmistir (Sundara et al. 2002).

Rhizobium spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus spp.,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp. ve Bacillus spp. onemli diizeyde asit fosfataz
aktivitesi gostermektedir (Abd-Alla 1994; Thaller et al. 1995; Glick et al. 1997; Skrary
and Cameron 1998). Bunun yaninda Paenibacillus, Vibrio, Xanthobacter, Kluyvera,
Erwinia ve Chryseomonas cinslerine ait bakterilerin P ¢6zebildigi sonucuna varilmigtir
(Liu et al. 1992; Vazquez et al. 2000). Rhizobium leguminosarum (Hadler et al. 1990),
R. meliloti (Hadler and Chakrabartty 1993), B. firmus (Banik and Dey 1982) gibi
tirlerin ise 2-ketogliikkonik asit salgilayarak fosfati ¢ozdigii goézlemlenmistir. B.
liqueniformis ve B. amyloliquefaciens tiirlerinin laktik, izovalerik, izobiitirik ve asetik

asit karisimlarini tiretebildigi bilinmektedir.

1.2.2. Azot baglayic1i PGPR iiyeleri

Atmosfer, onun en dnemli bileseni olan molekiiler azot i¢in sinirsiz bir kaynaktir. Azot
elementi, niikleik asit ve protein gibi bilesiklerin temel yap1 tasi olmasi itibariyle tiim
hayatsal faaliyetler icin onemli bir nitelik tasir. Ne yazik ki; yiiksek bitkiler azottan
dogrudan istifade edemez. Bitkilerin azottan yararlanabilmesi igin atmosferde N

formunda olan azotun ilk Once yiikseltgenerek nitrata (NO3) veya indirgenerek



amonyaga (NH3) doniistliriilmesi gerekir. Toprakta serbest ve simbiyotik yasayan
bakterilerin sahip olduklar1 nitrogenaz enzimi yardimiyla atmosferdeki N, gazinin
NHs’e indirgenmesi biyolojik azot fiksasyonu olarak tanimlanmaktadir (Taiz and Zeiger

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

Azot fiksasyonu serbest ve simbiyotik olarak iki sekilde gerceklesmektedir. Simbiyotik
azot fiksasyonunun en bilinen 6rnegini baklagiller ile onlarin koklerinde nodiil olusturan
Rhizobium bakterileri olusturur. Serbest azot fiksasyonu ise bitki rizosferinde yasayan
baz1 bakteriler vasitasiyla meydana gelir. Cok sayida bakterinin azot fikse ettigi tespit
edilmis, ancak bunlardan sadece Azotobacter, Bacillus ve Azosprillum cinslerine ait bazi
tiirlerden tarimda biyogiibre olarak faydalanilmistir (Alcamo 1996; Kantar 1997; Kantar
vd 1999; Algur ve Ogiit¢ii 2000). Yapilan calismalarda Azotobacter diazotrophicus ve
Herbaspirillum spp.’nin seker kamiginda endofit olarak bulundugu ve azotu fikse ettigi
ortaya konulmustur (Ddbereiner et al. 1993 b). Azot fiksasyonunun ilk safhasi olan
N2’nin amonyuma doniisiimii Rhizobium bakterilerinin yerlestigi nodiilde olusur.
Bakterinin iirettigi nitrogenaz enzimi ile katalizlenen bu siire¢te havanin azotuna

hidrojen eklenir (Salisbury and Ross 1992; Kadioglu 1998).

Azotun kimyasal olarak indirgenmesi, yiiksek oranda enerji gerektirdigi i¢in biyolojik
nitrojen fiksasyonu (BNF) biiyilik bir 6nem tagimaktadir. Baz1 mikroorganizmalar BNF

kabiliyetleriyle bitkiler tarafindan alinamayan atmosfer azotunu (N,), nitrogenaz enzimi
sentezleyerek bitkinin kullanabilecegi sekle (NH 4) doniistirmektedir. BNF’nin

maaliyeti kimyasal giibrelere gore daha diisgiiktiir ve enerji tasarrufu saglamaktadir
(Glick 1995; Lucy et al. 2004). BNF miktar1 nem, oksijen ve organik kaynaklara bagl
olarak farklilik gosterir. BNF; siirdiiriilebilir tarimin gelismesi igin alternatif giibre
kaynag1 olarak kullanilmasiyla, stirekli artan gereksinimleri karsilamasiyla, cevre
kalitesini artirmasiyla, dogal kaynaklar1 korumasiyla ve toprak erozyonunu azaltmasiyla

giindemde 6nemli bir yer edinmistir (Cakmakeg1 2005).
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1.2.3. Patojenlerle miicadele edebilme kabiliyeti olan PGPR iiyeleri

Bakteriler; antifungal madde, siderofor ve antibiyotik sentezinin yaninda patojenlere
kars1 koymada baska mekanizmalara da sahiptir. PSeudomonas benzeri bazi bakterilerin
hidrojen siyanit sentezleyerek mantar gelisimini engellemesi, P. cepacia gibi tiirlerin
Fusarium enfeksiyonunda bitkiye zarar veren fusarik asit bilesiklerini pargalayarak
mantar patojenlerinin olusturdugu bitki hastaliklarin1 6nlemesi, baz1 bakterilerin fungus
gelisimini Onleyici enzim salgilamasi, P. cepacia gibi bazi bakterilerin mantar
misellerine zarar vererek Rhizoctonia, Sclerotium ve Pythium cinslerine ait patojenlerin
zararin1 Onlemesi, kok yiizeyinde besin igin rekabete girerek bitkileri patojenlerden
korumasi, PGPR ile asilanan bitki ve tohumlarin uzun dénemde hastaliklara neden olan
funguslara karsi bitkide sistemik dayaniklilik saglamasi, Pseudomonas benzeri
bakterilerle inokiilasyonla dogal mikroflora arasinda antibiyosis ve rekabete dayali

antagonistik etki olusturmasi bu mekanizmalar arasinda sayilabilir (Cakmakg1 2005).

Mycorrhyzae, Streptomycetes, Enerobacter, Pseudomonas, Agrobacterium ve Bacillus
cinslerine ait c¢esitli tiirler toprak patojenlerinin kontroliinde etkilidir. En bilinen
bakteriyel biyoinsektisit B. thuringiensis’tir. Bu bakterinin iiretmis oldugu Bt toksini,
cok secici bir ozellik gostererek sadece belli zararli boceklere karst etkide bulunur ve
dolayisiyla insan, kus, balik ve faydali boceklere zarar vermez. Yapilan bir ¢alismada B.
thuringiensis, sebzelerde biyokontrol amagli olarak kullanilmis ve bu bakterinin
kimyasal ilaglamalar kadar etkili oldugu belirlenmistir (Saber 2001). Bitki gelisimini
artirmada bazi patojenlere karsi kullanilan g¢esitli PGPR iyeleri Cizelge 1.3°de
belirtilmistir.
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Cizelge 1.3. Baz1 patojenlerle miicadelede ve bitki gelisimini artirmada etkili gesitli
PGPR iiyeleri (Kiigiik ve Giiler 2009°dan degistirilerek)

Antagonist Patojen Konukgu
bitki

Rhizobium spp. Meloidogyne javanica Mercimek
R. leguminosarum Fusarium solani f. sp. pisi Bezelye
R. phaseoli Fusarium solani Fasulye
Rhizobium spp. Ascocyta rabiei Nohut
R. trifolii Phytophthora sp. Yonca
Pseudomonas spp. F. oxysporum f. sp. raphani Turp
P. fluorescens Q8r1-96 Gaumannomyces graminis var.

tritici Bugday
P. chlororaphis MA342 Drechslera graminea Arpa
P. fluorescens VO61 D. avenae Yulaf
P. aeruginosa Phythium sp. Domates
Trichoderma hamatum TR1 Rhizoctonia solani Patlican
T. harzianum T1 P. ultimum Fasulye
T. virens GL-21 Fusarium sp. Hiyar

1.2.4. Fitohormon sentezleyebilme kabiliyeti olan PGPR iiyeleri

Rizosferden elde edilen kok bakterilerinin %80’inde bitki gelisimini diizenleyen IAA

tiretiminin gergeklestigi diistiniilmektedir (Patten and Glick 2002).

Yapilan ¢alismalar; IAA’ min bitkilerde floem ve ksilemin farklilasmasini sagladigin,

yaprak yaslanmasini geciktirdigini ve ¢igek gelisimini arttirdigini ortaya ¢ikarmistir

(Anonymous 2003a). IAA; kok olusumu, hiicre béliinmesi ve genislemesini,

giberellinler ise bitki morfolojisini degistirebilmektedir (Salisbury 1992). IAA iireten

PGPR kok gelismesi ve kok uzunlugunu artirdigi i¢in bitkiler daha genis bir kok yiizey

alan1 sayesinde topraktan besin elementlerini biinyesine kolaylikla alabilmektedir (Data

et al. 1982). PGPR tarafindan firetilen, hiicre ¢ogalmasi, hiicre genislemesi ve belli
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bitkilerde doku genislemesinde etkisi bulunan bir baska fitohormonun ise sitokinin

oldugu anlasilmistir (Mayak et al. 1999; Holguin and Glick 2001).

Mikroorganizmalar fitohormon iireterek bitki gelisimini tesvik etmekte ve PGPR
dogrudan kok solunumunu etkileyerek kok gelisimini artirabilmektedir. Nitekim farkli
bitkilerin Azospirillum ile agilanmasi sonucu kok solunumu artig gostermistir (Vedder-
Weiss et al. 1999). PGPR’nin dogal bitki hormonlarini sentezlemesi ile bitki geligimini
uyardigr (Amer and Utkheda 2000), besinlerin alimini kolaylastirdigi (Bashan et al.
1990), bitki hastaliklarinin kontroliinii sagladigi (Kiewnik et al. 2001; Georgakopoulos
et al. 2002; Estevez de Jensen et al. 2002) ve fide gelisimini tesvik ettigi (Biswas et al.
2000b; Peng et al. 2002) tespit edilmistir. Ornegin; Azospirillum cinsine ait bakteriler
N, fikse etme yetenegine ek olarak, oksin ve sitokinin hormonlarini tiretmesiyle de
erken fide gelismesi {lizerinde olumlu etki gostermektedirler (Shanthaam and Mattoo
1997). PGPR tarafindan iiretilen bazi fitohormonlar ve uygulandigi bitkiler Cizelge
1.4.°de gosterilmistir.

Cizelge 1.4. PGPR tarafindan iiretilen baz1 fitohormonlar (Vessey 2003 den
degistirilerek)

Uretilen madde PGPR Bitki Kaynak
IAA Aeromonas veronii Piring Mehnaz et al. 2001
Agrobacterium sp. Marul Barazani and Friedman 1999
Alcaligenes piechaudii Marul Barazani and Friedman 1999
Azospirillum brasilense Bugday Kaushik et al. 2000
Bradyrhizobium sp. Turp Antoun et al. 1998
Comamonas acidovorans Marul Barazani and Friedman 1999
Enterobacter cloacae Piring Mehnaz et al. 2001

Enterobacter sp.
Rhizobium leguminosarum

Seker kamisi
Turp

Mirza et al. 2001

Antoun et al. 1998

Sitokinin Paenibacillus polymyxa Bugday Timmusk et al. 1999
Pseudomonas fluorescens  Soya fasulyesi  De Salamone et al. 2001
Cam Bent et al. 2001
Rhizobium leguminosarum  Kolza- Marrul ~ Noel et al. 1996
Giberellin Bacillus sp. Kizilagag Gutierrez-Manero et al. 2001
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1.3. Etilen Hormonu

Gaz tabiatinda bir bitki hormonu olan etilenin, bitkilerin yasamlar1 boyunca gerceklesen
birgok gelisimsel islemin diizenlenmesinde kullanildigi bilinmektedir (Abeles et al.
1992; Reid 1995). Etilen bir¢ok mekanizma ile bitki gelisim ve fonksiyonlarini diizenler
ve olgunlagtirma hormonu olarak tanimlanir. Farkli gelisimsel asamalardaki fizyolojik
roliinden baska; mekanik yaralanma, Kimyasallar ve metaller, kuraklik, ekstrem
sicakliklar ve patojen enfeksiyonu gibi birtakim streslere maruz kalan bitkilerde tepkiler
uyandirmasiyla baglantisindan dolay1 etilen, stres hormonu olarak da bilinir (Wang et
al. 1990; Kende 1993; Abeles 1993; Morgan and Drew 1997; Johnson and Ecker 1998).

1.3.1. Etilen hormonunun bitkiler iizerindeki etkisi

Etilen; dormansinin kirilmasi, koék olusumu ve koklerin uzamasi, kok ve govde
farklilasmasi, adventif kok formasyonu, yaprak ve meyve dokiilmesi, c¢iceklenmenin
sona ermesi, dioik bitkilerde dollenmenin artmasi, ¢igek ve yaprak yaslanmasi ve nodiil
olusumu gibi bir¢cok olayda gorev almasiyla bitkisel gelisimin fizyolojik bir gostergesi
konumundadir (Abeles et al. 1992; Johnson and Ecker 1998; Arshad and Frankenberger
2002). Ayrica ¢imlenme, ¢igek gelisimi, meyve olgunlasmasi ve birgok ¢evresel faktore
tepki gibi bitkide meydana gelen ¢ok ¢esitli olaylarda islevi bulunan énemli bir sinyal
molekiiliidiir (Stearns and Glick 2003; Yildirim and Taylor 2005).

Etilen baz1 bitkilerde ciceklerin solmasinda, bazi bitkilerde ise ¢igeklenmede rol oynar.
Diisiik diizeyde etilenin kok gelisimini tesvik etmesine ragmen, hizli bir sekilde gelisen
koklerin yiiksek miktarda etilen sentezine sebep olmasi kok uzamasini engellemektedir
(Mattoo and Suttle 1991; Ma et al. 1998). Etilenin bitki gelisiminde biiyiik dneminin
olmasiyla birlikte, stres durumlarinda dretilen asir1 etilen bitki gelisimini
engellemektedir. Koklerdeki etilen artis1 biyotik ve abiyotik stres kosullarina bitkinin
verdigi bir tepkidir (Abeles et al. 1992; Arshad and Frankenberger 1995, 1998, 2002).
Yiiksek miktarda etilen kok gelisimini olumsuz olarak etkiler ve anormal gelismeye

neden olur. Bu bakimdan normal bitki biiyiime ve gelisimini saglamak i¢in etilen
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tiretiminin diizenlenmesi gereklidir. Strese bagli olarak iiretilen etilen; kok uzamasini,
yumrucuk olusumunu ve oksin tasinmasini engelleyerek bitki yaslanmasi ile yaprak
dokiilme ve yaslanmasini hizlandirmaktir. Bitkiler cesitli stres durumlarinda genellikle
“stres etileni” iireterek strese yanit verir. Farkli bitkiler strese farkli sekillerde tepki
gosterir ancak bircok bitki etilen hassasiyetine sahiptir. Yani farkli stres cesitlerine
maruz kalan bitkilerin zarar gérmesinin bir sonucu olarak bitki etilen diizeyinin artis

degismeyen bir tepki seklidir (Hyodo 1991).

Karanlikta ¢imlenen (etiyole) dikotil fidelerinin etilen varliginda gosterdigi ‘klasik ti¢li

tepki’ (classical triple response) bitki gelisimi {izerinde etilenin en bilinen etkisidir. Bu
etki, fidelerde morfolojik olarak 3 degisiklige sebep olur. Bunlar; govde uzamasinin
inhibisyonu, gévde c¢apinda artis, yatay (horizontal) biiyiime seklindedir (Akhtar et al.
2005; Khalid et al. 2006).

1.3.2. Etilen hormonu ve ACC deaminaz enzimi

Bitkilerdeki etilen {iretiminin belirgin sekilde artist bitki dokusundaki ACC
konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir (Machackov et al. 1997). Etilen; doku tahribi,
biyotik ve abiyotik stres kosullari boyunca bitki dokularinda éncii maddesi olan ACC’
den sentezlenir. Etilenin asir1 miktarda sentezlenmesi ise kok uzamasini ve fidelenmeyi
engeller ayrica bitkilerdeki yapraklarin gelisimini durdurur (Sheehy et al. 1991; Foolad
and Lin 1997; Glick and Pasternak 2003; Ma et al. 2003). Bunun yaninda etilen adeta
nodulasyonun bir inhibitorii olarak davranig gosterip, nodiil formasyonunu olumsuz

etkiler (Ligero et al. 1991; Hirsch and Fang 1994).

Stres kosullarinda bitkilerde bir yanda “stres etileni” miktarinda artis gézlenirken, diger
yanda etilen sentezini engelleyen ve diizenleyen maddelerde azalma goriiliir. Bundan
dolay1 ACC deaminaz iireten bakteriler bitkilerdeki etilen diizeyini azaltabilirse, stresin
bitkilerin bliylime ve gelismesi tizerindeki zararli etkilerine karsi koruma saglanabilir
(Cakmake1 2009).
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Etilen seviyesini diisiirmek igin rizobitoksin, L- riobitoksinin sentetik anologu olan L-a-
aminoetoksivinil glisin (AVG), aminooksiasetik asit (AOA) ve etilen inhibitori
metilsiklopropan (MCP) ve anologlart gibi kimyasallar kullanilir (Sisler and Serek
1997; Yuhashi et al. 2000). Ozellikle hasat sonrast meyve bozulmalar: ve ciceklerin
solmasint azaltmada ticari olarak onaylanmig MCP kullaniimaktadir. Fakat genellikle bu
kimyasallar pahali, uygulama alani1 dar ve ¢evre igin zararli etkileri mevcut olan
maddelerdir (Saleem et al. 2007). Rizosferde dogal olarak bulunan bir¢ok PGPR, ACC
deaminaz aktivitesi bulundurmasi ve genis alanlarda uygulanabilmesi yoniiyle
kimyasallara gére daha avantajli olmaktadir. Ustelik oksin, giberellin, sitokinin ve
poliamin sentezi gibi bircok mekanizma bulundurduklarindan bitki gelisimini dogrudan
artirict Ozelliktedirler (Tabor 1985; Frankenberger and Arshad 1995; Patten and Glick
2002; Zahir et al. 2004; Cakmake1 vd 2007a). Bu 6zelliklerinden 6tiirii ACC deaminaz
tireten PGPR’yi tercih etmek diger alternatiflere gore daha giivenilirdir. Su da ifade
edilmelidir ki; ACC deaminaz aktivitesine sahip bitki gelisimini artirici bakteriler
haricinde biyotik ve abiyotik stres sartlarina karsi tarla kosullarinda herhangi bir

kimyasal etilen inhibitorii uygulanmamaktadir (Glick et al. 2007).

1.3.3. Bitkideki etilen seviyesini etkileyen faktorler

Normal biiyiime ve gelisme siirecinde, hiicre i¢indeki etilen seviyesi bitki tarafindan
bazit mekanizmalar Kkullanilarak ayarlanir. Yiiksek bitkilerde S-adenozilmetionin
(SAM), ACC sentaz enzimi yardimiyla ACC’ ye donistirilir. Etilen tretiminin son
asamasinda ise ACC, ACC oksidaz enzimi vasitasiyla; etilen, karbondioksit (CO;) ve
siyanite (HCN) okside olur (Hontzeas et al. 2004). Bu da bitkilerdeki etilen tiretiminin,
dogrudan bitki dokularindaki ACC konsantrasyonuna bagli oldugu anlamina
gelmektedir (Liirssen et al. 1979; McKeon et al. 1982; Machackov et al. 1997).

ACC seviyesinin azalmasi, stresin neden oldugu yiiksek etilen degerlerinin inhibe edici
etki potansiyelini azaltan hiicre i¢indeki daha diisiik etilen seviyesiyle sonuglanir.

Yapilan caligmalarda bazi PGPR’lerin ACC deaminaz enzimleri vasitasiyla ACC’yi



16

pargalayip koklerdeki hiicre ici etilen seviyesini diisiirerek bitki gelisimini tegvik ettigi

goriilmiistiir (Glick et al. 1998; Yuhashi et al. 2000).

ACC deaminaz enzimi ACC tarafindan indiikleninceye kadar bakteri stoplazmasinda
diisiik bir miktarda bulunur ve enzimin indiiklenmesi yavas gelisen bir siirectir
(Jacobson et al. 1994). Bakteri bitki dokular ile temasa gectiginde, bakteri hiicrelerinde
inaktif ve diisiik miktarda bulunan bu enzim bitki tarafindan sentezlenen ACC maddesi
ile indiiklenerek artmakta ve aktif hale gelmektedir (Glick et al. 1998).

1.4. ACC Deaminaz Enzimi

ACC deaminaz, piridoksal 5-fosfat kofaktorii ile enzimatik aktivite gdsteren bir enzim
grubunun dyesidir (Walsh et al. 1981). Bu enzimler ti¢ boyutlu yapilarina gore dort
grupta incelenir. Bunlar; triptofan sentez, aspartat aminotransferaz, D-aminoasit
aminotransferaz ve alanin rasemazdir (Jansonius 1998). ACC deaminaz, triptofan sentez
grubuna dahildir. ACC deaminaz enzimi ilk olarak Honma ve Shimomura (1978)
tarafindan kesfedilmistir.

1.4.1. Bakteriyel ACC deaminaz enzimi ve etki mekanizmasi

Mikroorganizmalarin igerdigi ACC deaminaz enzimi, bitkilerde etilenin yakin 6ncii
maddesi olan ACC’ nin etilene doniismesi yerine amonyak ve o-ketobiitirata
pargalanmasini saglar (Honma and Shimomura 1978; Glick et al. 1994 a, b, 1998, 2001,
Mayak et al. 1999; Penrose and Glick 2003; Shaharoona et al. 2006a; Khosravi et al.
2008).

Bakteriyel ACC enziminin aksiyon sekli Glick et al. (1998) tarafindan bulunmustur.
Bitki gelisimini tesvik edici bakteriler tarafindan tretilen indol asetik asit, tohnum ve kok
sizintilarinda  bulunan triptofan ve diger kiigiikk molekiiller yardimiyla bitki kok
yiizeyleri veya tohumlar tarafindan adsorbe edilir (Whipp 1990; Hong et al. 1991; Fallik
et al. 1994). Bakteri tarafindan sentezlenen IAA bitki tarafindan almir ve igsel 1AA ile
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birleserek hiicre ¢ogalma ve biiyiimesini indiikler. IAA aym zamanda ACC sentez
enziminin aktivitesini tesvik ederek SAM’in ACC’ye doniismesini saglar (Kende 1993).
ACC deaminaz enzim akivitesi olan bakteriyle muamele edilen bitkide bakteriyel
indolasetik asit nedeniyle ACC sentez enzimi aktivitesi artarken, ACC miktar
bakteriyel ACC deaminaz enziminden dolay: azalir (Glick et al. 1998; Madhaiyan et al.
2006; Saleem et al. 2007). Tohum ve koklerden biiyiik oranda sizan ACC, toprak
bakterileri tarafindan alinir ve mikrobiyal ACC deaminaz enzimi tarafindan amonyum
ve o-ketobiitrata hidrolize edilir, boylece bitkideki harici ACC miktar1 azalmis olur
(Glick et al. 1998).

ACC deaminaz aktivitesi gosteren toprak mikroorganizmalari, bitki koklerinden sizan,
bitkinin drettigi ve ihtiyact olan ACC miktarindan daha fazla ACC sentezlenmesine
neden olur, fakat daha fazla ACC rizosfere aktigindan igsel ve digsal ACC miktar
dengelenir. ACC, ACC deaminaz iireten mikroorganizmalara azot kaynag: oldugu igin,
bu bakteriler diger toprak mikroorganizmalarina oranla bitki kok bolgesiyle daha siki
bir iliskiye girer ve daha hizli gelisir. Bu yolla etilenin 6ncii maddesi olan ACC diizeyi
dolayisi ile de stres hormonu olan etilenin biyosentezi engellenmis olur (Glick et al.
1998; Saleem et al. 2007). Bu modele gore, bitki ACC deaminaz aktivitesine sahip
bakteriyle inokiile edildigi zaman daha fazla kok gelisimi gostermektedir. Yiiriitiilen
aragtirmalarda ACC deaminaz aktivitesi gosteren mikroorganizmalarla inokiilasyon
durumunda igsel etilen diizeyinde kesinlikle bir farklilagsma oldugu ve bunun sonucunda
bitki gelismesinde degisimler meydana geldigi ortaya konulmustur. Sonugta, ACC
deaminaz aktivitesi gosteren bakteriyle asilanan bitkilerde, koklerdeki ACC miktar: ve
buna bagl olarak etilen tiretimi azaltilabilmektedir (Burd et al. 1998; Penrose et al.
2001; Belimov et al. 2002; Mayak et al. 2004 b). Cizelge 1.5’de bazi bitkilerin ACC
deaminaz aktivitesine sahip PGPR ile asilanmasiyla bitkilerde ortaya ¢ikan degisiklikler

Ozetlenmistir.
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Cizelge 1.5. ACC deaminaz aktivitesine sahip PGPR’nin baz1 bitkilere etkisi (Cakmakg¢1
2009’dan degistirilerek).

Bitki tiirii

PGPR

Etkiler

Kaynak

Brassica campestris

Bacillus circulans
B. firmus
B. globisporus

Asilama kdk ve gdvde
geligimini artirmig

Ghosh et al. 2003

Alcaligenes spp.

Asilanan bitki daha

B. napus Bacillus pumilus L Belimov et al. 2001
kuvvetli gelismis
Variovorax paradoxus
Kok uzunlugu ve gévde | Saleh and Glick,

B. napus Enterobacter cloacae yiiksekliginde artis 2001

Chamaecytisus Kok uzamasi ve nodiil | Donate-Correa et
- Pseudomonas fluorescens
proliferus sayisinda artig al. 2004
Dianthus caryophyllus Azospirillum brasilense Kok uzamasinda artis Li et al. 2005

Lycopersicon

Kok, kdk-govde agirlign

esculentum P. putida ve meyvede artig Gravel etal. 2007
Pisum sativum Rhizobium leguminosarum Nodiil gelisimi tesviki Ma et al. 2003
Zea mays Pseudomonas spp. s Kok uzamasinda ve Shaharoona et al.
Vigna radiata Pp- Spp. nodiilasyonda artig 2006 a, b
V. radiata P. putida Etilen tiretimi azalist | Mayak et al. 1999
7 mavs E. sakazakii Pseudomonas Agronomik Babalola et al.
- may spp. Klebsiella oxytoca parametrelerde artis 2003

1.4.2. ACC deaminaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar

ACC deaminaz aktivitesinin Enterobacter spp., Rhizobium spp., Pseudomonas spp.,
Variovorax spp., Alcaligenes spp. ve Bacillus spp.’de yaygin olarak goriilmesinin
yaninda; yapilan ¢aligmalarda, gram negatif bakteriler (Wang et al. 2000; Babalola et al.
2003), gram pozitif bakteriler (Belimov et al. 2001; Ghosh et al. 2003), endofitik
bakteriler (Pandey et al. 2005; Sessitsch et al. 2005) ve mantarlar (Minami et al. 1998;
Jia et al. 1999) gibi bircok mikroorganizmada da ACC deaminaz aktivitesinin oldugu
belirlenmistir. Toprak bakterilerinin

tasidigit bu enzim, mikroorganizma-bitki

birlikteliginde bir anahtar niteligi tasir.

Farkli bir aragtirmada ise Azospirillum, Agrobacterium, Achromobacter, Burkholderia,

Ralstonia cinslerine ait bir¢ok tiiriin suslarmin da ACC deaminaz aktivite genlerine
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sahip oldugu bulunmustur (Blaha et al. 2006). Wang et al. (2001) tarafindan diinyanin
farkl bolgelerinden izole edilen ve biyokontrolde kullanilan Pseudomonas tiirlerinin

¢ogunda ACC deaminaz enziminin bulundugu belirlenmistir.

ACC deaminaz treten bakteriler, farkli bitkisel siirecleri engelleyen etilen miktarin
azaltarak ve buna bagli olarak ACC sentaz enziminin olumsuz etkilerini ortadan kaldirip
kok ve govde uzamasini saglayarak, hiicre ¢ogalmasina katkida bulunarak bitki biiylime
ve gelisimini olumlu yonde etkiler. Ne var ki, ACC deaminaz aktivitesi gosteren her
bakterinin bitki gelismesini artirmadigi, bitki gelisimini tesvik edici bakterilerde ACC
deaminaz aktivitesinin bitki biiylime ve gelismesinde tek basina yeterli olmadigi
yoniinde arastirma bulgular: da vardir (Dey et al. 2004).

ACC deaminaz aktivitesi gosteren bakterilerle birlikte yetisen bitkilerde, bakteri bitki
tarafindan sentezlenen ACC igin ahci islevi goriir ve bitkide etilen diizeyini azaltir
(Glick et al. 1998). Yaygmn bir sekilde ACC deaminaz enzimine sahip olan toprak
mikroorganizmalari, ACC’yi azot ve karbon kaynagi olarak kullanabildigi i¢in kok
rizosferine kolonize olma bakimindan diger bakterilere oranla daha yiiksek rekabet sansi
kazanirlar. Ornegin yiiriitiilen bir ¢alismada, farklh kaynaklardan izole edilen 233
Rhizobium susundan 27 adedi hari¢ digerlerinin ACC deaminaz enzim aktivitesi

gosterdigi saptanmistir (Duan et al. 2006).

1.43. Stres hasarlarimin azaltilmasinda ACC deaminaz enzimine sahip

mikroorganizmalarin etkisi

Yapilan bir¢ok calismada ekstrem sicakliklar, yiiksek 151k, sel, kuraklik, toksik metaller,
radyasyon, yaralanmalar, predator bocekler, ¢esitli patojenlerin (viriis, bakteri, mantar
vb.) varligi, yiiksek tuz miktari, gevresel organik kirleticiler gibi ¢ok sayida abiyotik ve
biyotik stres kosullarinin bitki gelisimini inhibe ettigi vurgulanmistir. Ortamdaki stres
faktorleri giderilinceye ya da bitki metabolizmast stresin {iistesinden gelmeyi

basarincaya kadar bitki, yasami boyunca bu gibi streslere maruz kalir. Dolayis1 ile bitki
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gelisim siireci genelde, maksimum gelisim periyotlar1 arasina gelisim inhibisyon

periyotlarinin girmesi seklinde ilerler (Abeles et al.1992; Glick et al.2007).

PGPR, ozellikle bitkinin ¢evresel streslere hassas oldugu geng fide donemi olan bitki
gelismesinin ilk ti¢ veya dort haftas1 boyunca etkili bir sekilde gelismeyi tesvik eder ve
bitkinin korunmasimi saglar. Boylelikle bitki yiiksek gelisme gdsterir ve stres sartlarini
saglikl1 bir sekilde atlatir (Shantharam and Mattoo 1997).

Oldiiriicii olmayan stres dénemlerinde bitki gelisimi yavaslar veya durur bu yiizden
gelisme siirecindeki bitkinin gergek verimi stres faktorlerinin yogunlugu ve sayisina
bagl olarak degisir (Glick 1995; Glick et al. 1999).

Bitkilerin savunma proteinleri sentezlemesini de kapsayan fizyoloji ve metabolizmasini
degistirebilme yetenegine ilaveten toprak rizosferindeki PGPR’nin de ¢esitli ¢evresel
stres kosullar ile basa ¢ikmasi i¢in bitkiye yardim edebilecegi diisiiniilmiistiir. PGPR ile
muamele edilen bitkilerde bu bakterilerin icerdigi ACC deaminaz enzimi sayesinde stres
kosullarinin bir sonucu olarak sentezlenen stres etileninin miktar1 azaltilarak bitkideki
bu agir1 etilenin yol agabilecegi yikici etkilere karsi bitkinin daha direngli olmasi
saglanmigtir (Burd et al. 1998; Grichko et al. 2000; Wang et al. 2000; Grichko and
Glick 2001; Mayak et al. 2004a,b; Kausar and Shahzad 2006; Zahir et al. 2007;
Nadeem et al. 2007; Arshad et al. 2008).

Bitkinin strese tepkisinin ilk asamalarinda ACC birikmesine bagli olarak etilen
tiretiminde hizli bir patlama yasanir (Morgan and Drew 1997). Birgok bitki i¢in etilen
patlamasi tohumun uyku halinin kirilmasini saglar fakat ¢imlenmeyi takiben devam

eden yiiksek etilen seviyesi kok uzamasini engeller (Esashi 1991; Jackson 1991).

PGPR; ACC deaminaz aktivitesi sayesinde etileni azaltma ve dolayisiyla daha uzun
koklerin formasyonunu kolaylastirma yoluyla, 6zellikle tohumlar ekildikten sonraki ilk
birka¢ giin boyunca cesitli stresler altindaki bazi fidelerin hayatta kalma sansini arttirir

(Glick et al. 1998; Wang et al. 2000; Grichko and Glick 2001; Penrose and Glick 2003).
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Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine tepki olarak bitkinin etilen iretimindeki artig, kok
gelismesini ve dolayisiyla tim bitki gelisimini engelleyici niteliktedir. Bitkisel
gelismeyi engelleyen etilen tiretimi bir¢ok cevresel stres faktori tarafindan tesvik edilir
(Abeles et al. 1992). Bu konuyla ilgili bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin bitkideki
etilen seviyesini azaltabildigi ve boylece bitki gelisimine yardimci olabildigi goriisii 6ne
siriilmistir (Glick et al. 1998). Bu durumda bitki gelisimini tesvik edici bakteriler
genellikle tohum ve koklere yapisir, triptofan veya bitkinin salgiladigi bazi kiigiik
molekiillere yanit olarak IAA sentezleyip salgilar ve bu IAA’nin bir kismi bitki
tarafindan almir. Alinan IAA ile bitkide bulunan icsel IAA birleserek; hiicre
cogalmasini, bitki hiicrelerinin uzamasini veya ACC’nin olusumunu katalizleyen ACC
sentaz enziminin transkripsiyonunu saglar. Tohum, kok ve yapraklardan sizan ACC
bakterilerce alinir veya bir miktar ACC daha sonra bakteri tarafindan ACC deaminaz
yardimiyla amonyum ve a-ketobiitirata doniistiriliir (Penrose et al. 2001; Grichko and
Glick 2001a). Savunulan bu modelde ACC deaminaz enzim aktivitesi gosteren PGPR,
bitkide bulunan ACC igin alic1 rol ustlenerek bitkideki etilen miktarinin azalmasina
sebep olur. Bu sekilde bitki etilen diizeyini dogrudan azalttigi gibi 6zellikle stres
kosullarinda bitki gelisimini engelleyen etilen miktarini da azaltarak bitkiye dayaniklilik
saglar. Boylelikle bu bakteri-bitki birlikteliginde, bitki kok ve govde gelismesi
Kolaylastirilmis olur (Cakmakg1 2009).

Nitekim; ACC deaminaz aktivitesine sahip gen aktarilmig transgenik bitkilerin,
laboratuvar kosullarinda asir1 su (Grichko and Glick 2001a), bitki patojenleri (Robison
et al. 2001 b), tuzluluk (Sergeeva et al. 2006) ve metal kirliligi (Grichko et al. 2000; Nie
et al. 2002; Stearns et al. 2005) gibi baz1 stres kosullarina kars1 dayaniklilik gosterdigi
sonucuna vartlmistir. Bu bitkilerde ACC deaminaz enzimi, ACC’yi a-ketobiitrat ve
amonyuma parcalayarak etilene okside olabilen ACC miktarin1 diisiirmektedir. Mesela
transgenik domateste ACC deaminaz aktivitesinin, transformasyon yapilmamis olanlara

gore asir su stresini azalttig: ortaya konulmustur (Grichko and Glick 2001a).
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1.4.3.a. Tuzluluk stresine karsi ACC deaminaz enziminin etkisi

Toprakta tuz miktariin fazla olmasi, tarim tretimini giiclestiren baslica engelleyici
unsurlardan birisidir (Kausar 2006). Kurak ve yar1 kurak bolgelerde tuzluluk stresi, tiriin
verimi {lizerinde biiyiik 6l¢lide negatif etki potansiyeline sahiptir. Tuzluluk stresine bagl
olarak, bitkide etilen i¢in bir 6ncii olan ACC miktar1 artar (Jalili et al. 2009). Ayrica kiy
bolgesi yakinlarindaki tarim alanlari igin toprak tuzlulugu biiyiik bir problemdir (Mayak
et al. 2004b).

Tuzlu topraklarda bitkilerin daha fazla sulanmaya ihtiyac1 vardir. Ozellikle sicak ve
kurak bolgelerde tuzluluk tarimsal dretimi 6nemli olgiide sinirlayict bir faktordiir.
Diinyada sulanan tarim alanlarinin %20’si yetersiz sulamanin bir sonucu olarak ortaya
¢ikan ikinci bir tuzlulasmayla kars1 karsiyadir (Mayak et al. 2004a). Tuz stresi bitkinin
hiicre igi etilen dretimini tesvik etmektedir (Cuartero and Fernandez-Munoz 1999;
Blumwald 2000). Arastirmalar ACC deaminaz aktivitesine sahip PGPR ile muamele
edilen bitkilerin tuz stresine maruz oldugu durumlarda da normal gelisim deseni

gosterdigini ortaya ¢gikarmustir.

Ornegin Israil’de bitki kok rizosferinden izole edilen ve ACC deaminaz enzimi tasiyan
Achromobacter piechaudii bakterisi kullanilarak tuzlu topraklarda yetistirilen
bitkilerdeki gelisim olumsuzluklarin1 giderme yoluna gidilmistir (Mayak et al. 2004a).
Arastirma sonuglart 172 mM iizerinde NaCl varliginda bu bakterinin domates
fidelerinde yas ve kuru agirlik artisina sebep oldugu yoniindedir. Bu arastirmalarda
bitkideki sodyum miktarinin degismedigi, fosfor ve potasyum aliminin arttigi ve bu
durum sonucunda tuzluluk stresinin bitkiye olumsuz etkilerinin azaldig1 saptanmstir. A.
piechaudii bakteri irkinin fazla miktarda tuz bulunan ortamdaki domateste etilen
diizeyini onemli derecede diisiirerek tuz stresine karsi bitki gelisimini kolaylastirdig
goriilmistiir. Misir bitkisinin farklh tuz konsantrasyonlarina sahip ortamlarda ACC
deaminaz enzimi bulunduran Pseudomonas syringae, Enterobacter aerogenes ve

Pseudomonas fluorescens gibi bakterilerle yetistirilmesi sonucu tuza karsi bitki
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depresyonunda azalma ve gelisme parametrelerinde artis izlenmistir (Nadeem et al.
2007).

1.4.3.b. Kuraklik stresine kars1 ACC deaminaz enziminin etKisi

Kuraklik diinyanin yarisina yakin bir kismini olumsuz yonde etkileyen global bir
problemdir. Ayn1 zamanda bitki biiyiime ve gelisimini sinirlayan en 6nemli cevresel
streslerden birisidir. Bitkiler kurakliga diger bir¢ok olumsuz cevre faktorlerinde oldugu
gibi dokularindaki etilen iretimini artirarak hiicresel ve molekiiler seviyede tepki verir.
Bu da bitki gelisiminde anormallikler goriilmesi sonucunu dogurur (Mattoo and Suttle
1991; Ingram and Bartels 1996; Bray 1997; Mayak et al. 2004b).

Mayak et al. (2004b) tarafindan vyiritilen arastirmalarda, ACC deaminaz igeren
Achromobacter piechaudii ARV8 susunun etilen miktarini azaltarak, kuraklik stresinin
sebep oldugu bitkisel gelisim yetersizligini ortadan kaldirdigi, domates ve biber
fidelerinde yas ve kuru agirlik artis1 sagladigi bulunmustur. Bu bakteri susunun, suyun
yetersiz oldugu sartlarda bitki su icerigini degistirmezken, yeniden su uygulandiginda
bitki su alimini artirdig: tespit edilmistir. Bununla beraber, su stresi altinda da bitki

gelisiminin devamini saglamasi ilging bulunmustur.

Dodd et al. (2005) tarafindan uygulanan g¢alismada sulama ve kuraklik kosullarinda
ACC deaminaz aktivitesine sahip Variovorax paradoxus 5C-2 susu ile inokiile edilen
bezelyede (Pisum sativum L.) bakteriyel etkinin su stresi kosullarinda daha belirgin
oldugunu saptamislardir. Bu ¢alismada, kisa siireli denemelerde ACC deaminaz igeren
bakterinin kok ve govde biyomasi, yaprak alani ve transpirasyon tizerinde olumlu etki
gosterdigi belirlenmistir. Uzun siireli denemelerde ise ACC deaminaz aktivitesi gosteren
bakteri inokiilasyonunun uygulama yapilmayanlara oranla bitkideki tohum verimini,
tohum sayisi1 ve tohum azot birikimini artirdig: gézlenmistir. Ustelik bakteri asilamas,
kuraklik stresine maruz kalan bezelyede nodiilasyonu, yeteri kadar sulanan fakat
inokiile edilmemis bitkilerde olusan nodiilasyon seviyesine ¢ikarmistir. Benzer sekilde

uygulanan saks ve tarla denemelerinde kuraklik stresinin olumsuz etkilerini engellemek
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amaciyla ACC deaminaz aktivitesine sahip bakteri asilamalari sayesinde bezelyede

gelisme, verim ve olgunlagma iizerinde olumlu sonuglar alinmistir (Saleem et al. 2007).

1.4.3.c. Asir1 su /sel stresine karst ACC deaminaz enziminin etkisi

Su basmas: bitkinin yetisme siireci boyunca belli donemlerde karsilasilabilecek bir
sorundur. Asirt su bulunan toprakta bitki cevresinde anaerobik ortam olusmasina bagl
olarak bitki kok dokularinda ACC birikimi dolayisi ile de bitki kok ve govdesinde etilen
tiretimi artar (Else and Jackson 1998). Sentezlenen etilenden &tiirii epinasti, yapraklarda
klorosis ve nekrozlar olusarak verim diiser. Sel durumunda koklerde sentezlenen ACC
govdeye tasinarak ACC oksidaz enziminin etki etmesiyle etilene doniisiir (Else et al.
1995). Sele yakalanan domates bitkilerinde goriilen anormal gelisimin en biiyiik
nedeninin domates goévdelerindeki etilen tretiminin artist oldugu ortaya ¢ikmustir
(Jackson 1997). Yapilan deneylerde goriildiigii kadariyla sele ugrayan bitkilere ACC
deaminaz aktivitesi olan bakteri asilamasi yapildigi veya genetik olarak bu enzim
ozelligi bitkilere aktarildigi takdirde koklerdeki ACC birikimi azalmistir. Sonugta
sentezlenen etilen miktar:1 distigiinden bitkinin daha az zarar gordiigii sonucuna
vartlmistir (Grichko and Glick 2001a,b). Yabani domates bitkilerine Pseudomonas
putida UW4, Enterobacter cloacae CAL2 ve P. putida (ATCC17399/pRKACC) bakteri
irklarindan ACC deaminaz geni aktarilmis veya P. putida (ATCC17399/pRK415) 1rki
ile agilama yapilmis ve stres sonucu olusan etilen miktarinin bakteriyel ACC deaminaz
tarafindan azaltilarak su basmasina karsi bitkisel toleransin arttigi gézlemlenmistir
(Grichko and Glick 2001).

1.4.3.d. Sicaklik stresine karsi ACC deaminaz enziminin etKkisi

Bitkiler de ¢ogu canlida oldugu gibi sicaklhik degisimlerine karsi hassasiyet gosterir.
Kiiresel 1sSinmadan dogan sicaklik stresi diinya tarim alanlar: igin ciddi bir tehlike arz
eder (Mendelsohn and Rosenberg 1994; Robertson et al. 2000). Siirekli yiikselip algalan
sicaklik bitkide hormonal dengesizlige yol agarak bitki gelisimini ciddi bir sekilde
etkiler (Cheikh and Jones 1994). Diger biyotik ve abiyotik stres faktorlerinde oldugu
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gibi yiiksek ve diisiik sicakliklar da bitki dokularinda etilen tiretiminin artmasini tetikler
(Strzelczyk et al. 1994). Yine diger cevre streslerine karsi isleyen mekanizma
kullanilarak PGPR bakterileri araciligiyla tiretilen ACC deaminaz yardimiyla bitkiler
etilen diizeyini azaltarak kendisi i¢in uygun olmayan sicakliklarda yasamaya

dayanmaya calisirlar.

Nitekim yiiksek sicaklik kosullarindaki patates bitkisinin bir PGPR ozelligi tasiyan
Burkholderia phytofirmans PsJN ile asilanmasi durumunda patateste normal bitki
gelisiminin devam ettigi sonucuna varilmistir (Bensalim et al. 1998). Barka et al.
(2006), invitro kosullarda asmanin (Vitis vinifera L.) Burkholderia phytofirmans PsIN
susu ile asilanmasi sonucu normal cevre sicakliginda (26°C) ve diistik sicaklikta (4°C)
asma gelisiminde ve fizyolojik aktivitesinde artis gézlemislerdir. Yapilan inokiilasyonla

kok geligsmesi ve bitki biyomasi artmustir.

Arastirmalarda PGPR ile muamelenin muamele gormeyenlere gore, bitkide disiik
sicakliga toleransi tesvik ettigi yoniinde bulgular ortaya konulmustur. Cheng et al.
(2007), ACC deaminaz aktivitesi gosteren P. putida UW4 susu ile asilanan kanolada
diisiik sicakhga karsi tolerans ve gelisim tizerinde olumlu etki belirlemislerdir. Az
sayida da olsa yapilan ¢alismalar ACC deaminaz enzimine sahip bakterilerin sicaklik
stresi tarafindan tetiklenen etilen dretimini azaltict etkide bulundugunu ortaya

cikarmustir.

1.4.3.e. Bitkilerin soguga diren¢ kazanmasinda ACC deaminaz enziminin etkisi

Genel itibariyle diinya soguk bir gezegendir ve biyosferin %80-851 y1l boyunca siirekli
olarak 5°C’nin altindaki sicakliklara maruz kalmaktadir (Herbraoud and Potier 1999;
Bakermans 2007).

Soguk habitatlar; arktik ve antarktik bolgeler, yliksek daglar, derin okyanuslar, soguk
topraklar, ¢oller, goller ve magaralar gibi diger soguk cevreler ile ifade edilir.

(Bakermans 2007). Soguk gevrelerde, cok cesitli sayida bakteriler, arkealar, mayalar,
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ipliksi mantarlar ve algler gibi mikroorganizmalar kolonize olmustur (Gerday and
Glansdorff 2007; Margesin et al. 2008). Mikroorganizmalar tiim ekosistemlerin
ayrilmaz bir pargasi oldugu i¢in ve bulundurduklar1 baz1 6zellikler sayesinde soguk

ekosistemlerde besin dongiisiinde 6nemli bir rol oynarlar (Hidggblom and Margesin

2005).

Sicaklik neredeyse tiim yasayan tiirlerin gelisimi ve hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir
unsur oldugundan, optimum degerlerden uzaklasan sicaklik degisimleri ani ve siddetli

olarak ekosistemin verimini etkiler (Kumar et al. 2005).

Alpin toprak cevreleri gibi yiiksek ve soguk bolgeler, fiziksel ve biyokimyasal
ozelliklerinde belirgin olarak mevsimsel degisiklik gostermeleriyle karakterize edilir
(Greenland and Losleben 2001).

Mikrobiyal kommiinite kompozisyonlarindaki ve mikrobiyal yeteneklerdeki
degisiklikler, periyodik olarak gerceklesen belirli ¢cevresel degisikliklerle baglantilidir.
Aminoasitler, toprak proteinleri, suda ¢oziinebilen organik bilesikler ve seliiloz gibi
birgok organik bilesik mevsimsel degisimlere bagli olarak farklilasan mikrobiyal
kommiinite igin onemlidir. Ornegin topraklarin yasliktan kuruluga dogru degisimi
gelisim igin gerekli olan karbon kaynaklarinin dagilimini daha heterojen bir hale getirir.
Bu yiizden mevsimsel degisiklik gosteren cevrelerde bakteriler sert ve degisken
kosullara egilimli olmaya mecbur kalir (Lipson et al. 1999,2000; Schadt et al. 2003;
Meyer et al. 2004).

Bitki gelisimi ve verimliligi soguk sartlarda gerilediginden dolay1 donla birlesen diisiik

sicakliklar temel zorlayict unsurlardan biridir (Kumar et al. 2005).

Mikroplar diisiik sicakliklar1 tercihlerine gore; psikrofiller (sogugu sevenler) ve
psikrotolerantlar (soguga toleranslilar) olarak gruplandirilir. Psikrofiller siirekli olarak
kutuplar, yliksek bolgeler, derin denizler gibi soguk habitatlarda yasarlar ve 15°C ile

0°C’nin altinda degisen sicakliklarda yetisirler. Psikrotolerantlar ise yiiksek yaz ve
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diisiik kis sicaklikli kitasal iklimli bolgeler gibi periyodik olarak giinliik ya da
mevsimlik sicaklik degisimi gosteren ¢evrelerde ve genellikle 20°C’ nin altindaki
sicakliklarda optimum olmakla birlikte 4-42°C gibi genis bir sicaklik araliginda
gelisirler.  Soguk kosullarin  genellikle gecisli  oldugu yiiksek bolgelerdeki
ekosistemlerde daha sicak kosullarda optimum olarak gelistikleri halde daha disiik
sicaklik  kosullarinda da  fonksiyonlarim1  koruduklart  i¢in  psikrotolerant

mikroorganizmalar biiyiik bir 6nem arz eder (Morita 1975; Mishra et al. 2009).

Tarimsal verim, 6zellikle kis aylar1 boyunca diisiik atmosfer ve toprak sicakligina bagh
olarak azaldigindan dolayr; diisiik sicakliklarin negatif etkisini dengeleyen, soguga
adapte olmus, bitki bliylime ve gelisimini olumlu olarak etkileyen rizobakteri irklarin
inokiilant olarak kullanmak son derece 6nemlidir (Kottmeier and Sullivan 1990; Mishra
et al. 2009).

Soguga direngli bu mikroorganizmalar diisiik sicakliktaki ¢evrelerde basariyla
gelisebilmek i¢in, bir dizi fonksiyonel ve giiclii etkili adaptasyon gelistirmislerdir. Bu
adaptasyonlar; diisiik sicakliklarda yiiksek katalitik etkili, sogukta aktif kalabilen enzim
tiretimi, hiicre membranlarina membran akigskanliini korumak i¢in doymamis yag
asitlerinin katilmas1 ve diisiik sicakliklarda soguk sok proteininin sentezi olarak bilinir
(Gerday and Glansdorff 2007; Margesin et al. 2008).

Soguga bir tepki olarak meydana gelen protein sentezi, Csps (Soguk soku proteinleri =
Cold shock proteins) veya Caps (Soguk soku alistirma proteinleri = Cold shock
acclimation proteins) olarak gruplandirilmaktadir (Russell et al. 1995).

Sicaklik azaldiginda biitiin hiicrelerde ¢ift katmanli fosfolipid membranlarin akiskanlig
da azalmaktadir. Optimum akiskanligr saglamak icin hiicreler, membranlarindaki
doymamis yag asiti miktarini arttirnr veya membran yag asitlerinin uzunluklarin

azaltarak akigkanlig: arttirabilirler (Phadtare et al. 1999).
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1.4.3.f. Patojen stresine kars1 ACC deaminaz enziminin etKkisi

Bitki patojeni olan mikroorganizmalar ¢esitli ekosistemlerde ve gida iiretim alanlarinda
en biyiik tehlikelerden biri oldugu igin son yillarda viriis, bakteri ve fungal patojenlere
dayanikliligi saglama adina yapilan ¢alismalar bitki miihendisliginde popiilerlik
kazanmistir. Ne yazik ki ¢evre kosullarinin degiskenlik gostermesi biitiin patojenlerle
veya diger stres faktorleriyle basa ¢ikmada biiyiik bir engel teskil etmektedir. Bu yiizden
pratik bir yol olarak farkl: patojenlere kars: bitkileri koruyacak biyolojik kontrol ajanlar
olan bakteriler segilir ve gelistirilir. Toprak ve bitkiye yarar saglayan ve bitki gelisimini
tesvik edici ajan olarak kullanilan bakterilerle ilgili birgok g¢alisma ylriitilmistiir
(Esitken et al. 2002; Dobbelaere et al. 2003; Altindag et al. 2006; Domenech et al.
2006; Ji et al. 2006). PGPR, ekolojik ortam ve besin maddeleri i¢in rekabet ederek ve
patojenlere kars1 allelokimyasal madde treterek bitkiye sistemik dayaniklilik
kazandirmasiyla bitkilerin biyolojik olarak kontroliinii saglar (Bloemberg et al. 2001,
Wang et al. 2001; Compant et al. 2005). Patojenle enfekte olan bitkide genellikle etilen
seviyesi artar. Bu sebeple bazi etilen engelleyicilerin varhig: bitkilerdeki patojen

enfeksiyonunu biiyiik 6l¢iide indirgeyebilir (Bashan 1994).

ACC deaminaz aktivitesiyle bilinen PGPR, mikrobiyal patojenlere karsi antagonistik
etkide bulundugundan bu bakterilerle bitki tohum ve koklerinin muamele edilmesi
yaygin bir stratejidir. Ornegin, ACC deaminaz iiretme yetenegi olan biyokontrol ajanlar:
sayesinde salatalikta Pythium ultimum ve patateste Erwinia carotovora patojenlerinin

yikici etkileri engellenmistir (Wang et al. 2000).

ACC deaminaz igeren bakteriler patojenlere karsi dogrudan antagonistik etki etmenin
yaninda bitkiye dayaniklilik saglayarak da patojen saldirisina karsi bitkinin korunmasini

temin eder.

Baz1 patojenik bakterilerin de ACC deaminaz enzimine sahip oldugu yoniinde bulgular

vardir (Joardar et al. 2005; Blaha et al. 2006). Fakat ACC deaminaz varliginin bu
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bakterilerin patojenik etkilerine perde oldugu ya da bitki gelisimine olumlu yonde etki

ettigine dair bir sonu¢ bulunmamastir.

Bitkide azalan etilen miktariyla birlikte bircok fungal enfeksiyonun etkisinin de biiyiik
Ol¢iide azaldig: tespit edilmistir (Hyodo 1991; Bashan 1994). Mesela ACC deaminaz
ozelligi aktarilmig transgenik domates bitkileri biinyelerindeki stres etilenini azaltarak

farkl patojenlere kars1 koruma saglamistir (Lund et al. 1998; Robison et al. 2001b).

Bakteriyel ACC deaminaz enziminin kullanimi bitki hastaliklarina toleransta yol
gosterici olmakla beraber mekanizmanin agikhga kavusmas: igin ileri seviyede

arastirmalara ihtiyag vardir.

1.4.3.g. Agir metal stresine kars1 ACC deaminaz enziminin etkisi

Bazi agir metaller bitki biiytime ve gelismesi igin gerekli olan iz elementlerdir fakat
asirn miktarlar bitkide toksik etki olusturur ve bitki gelismesini baskilar (Ernst 1998).
Toprakta bulunan yiiksek konsantrasyondaki metaller etilen tiretiminde artisa sebep olur
(Rodecap et al. 1981; Safronova et al. 2006), CO, fiksasyonunu azaltir ve sekerlerin
tasinmasint sinirlar boylece kok ve govde gelismesini engeller (Prasad and Strazalka
2000). Bitkinin yetistigi ortamda fazlaca agir metal bulundugu takdirde bitki tarafindan
gelisimi engelleyici nitelikteki ‘stres etileni’ sentezlenir ve bu da demir eksikligine
neden olur. Laboratuvar kosullarinda ACC deaminaz ve siderofor diretici PGPR
kullanimi ile agir metallerin olusturdugu zararli etkiye karsi bitkileri koruma temin
edilmistir (Burd et al. 1998, 2000; Reed and Glick 2005). Bakteriyel ACC deaminaz
geni aktarilmis transgenik bitkiler, gen aktarimi yapilmamis bitkilere nispeten toksik
metal etkilerine kars1 daha dayanikl bulunmustur (Grichko et al. 2000; Nie et al. 2002;
Stearns et al. 2005). P. putida ile muamele goren aygiceginde kadmiyum toksik
etkisinin azaldig1 ve kokler tarafindan metal aliminin %40 oraninda arttigi belirlenmistir
(Wu et al. 2006).
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Tarla kosullarinin laboratuvar ortamlarina gére daha kompleks olmasina ragmen yapilan
tarla ¢alismalarinda bitkilerin ACC deaminaz iiretici PGPR ile islem gérmesi ve bitkiye
ACC deaminaz aktivitesini saglayan gen aktarimi, bakteri uygulanmamis ve genetik
transformasyon yapilmamis bitkilere oranla metal Kirliligine karsi bitki gelisiminde

olumlu sonuglar saglamistir (Farwell et al. 2006).

Metal kirliligi olan topraklarda bitki gelisiminde kazanimlar elde etmekle beraber metal
Kirlilik seviyesinin azaltilabilmesi igin, agir metal alimi yiiksek bitkilerin kok ve
tohumlarina ACC deaminaz aktivitesi gosteren PGPR asilanarak, bu bakterilerin
sayilarin1 artirma yoluna gidilmelidir. Buna ek olarak; yiiksek diizeyde metal akiimiile
eden bitkilere ACC deaminaz gen aktarimi yapilmalidir. Agir metal stresi altindaki

bitkilere ACC deaminaz bulunduran bazi PGPR nin etkisi Cizelge 1.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 1.6. Bitkilerdeki agir metal stresinin ACC deaminaz iceren PGPR ile
azaltilmasi (Cakmakg¢1 2009°dan kisaltilarak).

Bitki tiirii ACC deaminaz iceren PGPR Kirletici Kaynak
Brassica napus Yiiksek Ni?*, Pb?*, Zn®*, | Burd etal. 1998,
B.juncea | b ve CrO,”~ toksiditesi yok 2000
esculentum

Bacillus pumilus Bakteri Cd®* toksiditesine | Belimov et al.
B. juncea Alcallge_nes xylosoxidans kars1 toleransli ve 300 pM 2001
E- braSSI_caCIQarum CdCl, soliisyonunda
: : - marginalis kolza kok uzamasim
Pisum sativum ;
P.putida tesvik etmis
P. oryzihabitans

Yiiksek Cu?* ve kreozot | Reed et al. 2005

Phragmites australis P. asplenii ortaminda normal gelisim
) Astlama Cd? neden Safronova et al.
P sativum P. brassicacearum oldugu koklerin besin 2006
' P. marginalis aliminin engellemesini
Onlemis
Cd?" toksik etkisine kars1 | Dell’Amico et al.
B. napus P. fluorescens koruma ve gelisme tesviki 2008
) Asirt su ve Ni?¥, Farwell et al.
B. napus P. putida ortaminda biomas artisi 2007

Cd? toksitesi azalmus kok | Wu et al. 2006

Helianthus annuus | P. putida metal alimi % 40 artirmis
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1.4.3.h. Organik Kirletici stresine karst1 ACC deaminaz enziminin etkisi

Topraktaki organik kirleticilerin anormal boyutta olmasi bitki gelisimini olumsuz olarak
etkiler. Bu konuda ¢ok az arastirma mevcut olmakla birlikte Kirli ortamlarda yetistirilen
bitkilerde goriilen kok sistemindeki gelisme bozukluklarinin da yine etilen dretimindeki
artigtan ileri geldigi disiiniilmiistir (Jackson 1997; de Prado et al. 1999). ACC
deaminaz aktivitesi gosteren PGPR ile kanola tohumlarina yapilan asilamayla bakir ve
kreozot igeren topraktaki dogal bakterilere kiyasla bu bakterilerin bitki gelisimi tizerinde
daha etkili olduklar1 gériilmistiir (Reed and Glick 2005).

Yag artiklari, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve polisiklik bifenil gibi organik ¢evre
kirleticilerini bitkisel olarak temizleme yollar1 ve bununla ilgili birgok ticari iriin
gelistirilmistir. Ancak ¢ogu bitki ve agag¢ tiirii bazi organik bilesikleri ayristirirken
yiiksek molekiiller ve su eksikliginden otiiri degradasyon zorlastigindan bu maddelerin
bitki kokleri tarafindan ayrigtirilmasini kolaylastirici degredatif bakterilere son derece
ihtiya¢ vardir. Normal topraklarda bulunan bakteri popiilasyonu kompleks organik
molekiilerin pargalanmasinda bir etkiye sahip olmazken, rizosferdeki ayristirici
bakteriler normal popiilasyonlarmin 100-1000 kati daha fazla bir popiilasyonla bu isi
yapabilmistir. Ancak bu bakterilerle ayni rizosferde bulunan bitkiler bu sonugtan
olumsuz etkilenebilir. Bu durum bitkiler tarafindan bir stres faktorii olarak algilanir ve

bitkide stres etileni sentezi artar.

Bitkisel gelismenin engellendigi bu durumlarda, bitki tohum ve koklerinin ACC
deaminaz iretici PGPR ile asilanmasi, bitkisel gelismenin normal diizeyine ulasmasini
saglar ve Kirleticilerin par¢alanmas: diger durumlara gore daha hizli gergeklesir (Huang
et al. 2004, 2005; Reed and Glick 2005; Greenberg et al. 2006).

1.4.3.a. Hava kirliligi stresine karsi1 ACC deaminaz enziminin etkisi

Hava kirliligine sebep olan CO,, CO, SO,, NOx, CH,4 ve Os gibi bilesikler tarim ve siis

bitkileri i¢in de onlarin metabolik aktivitelerini ve enzim sistemlerini engellemeleri
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nedeniyle tehlike arz eder (McCune 1975). Hava kirliligi kosullarinda bitkinin savunma

mekanizmasi olarak etilen hormonu tiretimini artirdig1 arastirma sonuglarinda mevcuttur

(Tuomainen et al. 1997; Moeder et al. 2002; Wang et al. 2002; Vahala et al. 2003).

Kimyasal bir kirletici olan ozon, bitki yaprak yiizeylerinde nekrotik lezyonlarin ortaya
¢ikmasina sebep olur. Bitkide ozonun zararlh etkilerini 6nlemek amaciyla ACC oksidaz
ve ACC sentaz enzimlerine bagli olarak degisen etilen miktarin dengelenmesiyle ilgili

calismalar ylriitilmiistiir.

ACC sentaz geni antisens aktarim: yapilmis tiitiin ve patates bitkilerinde ozonun sebep
oldugu asir1 etilen miktar1 sirasiyla %82 ve %66 oraninda diisiirilmistiir (Nakajima et
al. 2002; Sinn et al. 2004). Arastirmalarda etilenin inhibe edilmesi ile O3 tarafindan
meydana gelen yaprak bozukluklarinda azalma gozlenmistir (Moeder et al. 2002).
Ancak kirlilik stresine karst ACC deaminaz enziminin kullanimiyla ile ilgili ¢ok sayida

calismaya gereksinim vardir.

1.4.3.i. Ornamental (Siis) bitkilerde ¢iceklerin solmasina karsi ACC deaminaz

enziminin etkisi

Tarla, bahge ve gida endiistrisini yakindan ilgilendiren ¢igeklerin yaslanmasi, meyve
olgunlasmasi ve bozulmas: gibi konularda etilenin 6nemli bir rolii vardir. Koruyucu
enzim etkilerinin ortadan kalkmasi, oksijen tirlerinin aktivasyonu ve membran
gecirgenliginin artmasiyla hiicrelerin 6lmesi sonucu cigeklerde solma olayr goriiliir
(Rubinstein 2000). Sas bitkileri ve agac tiirlerinde etilen iiretimine bagl olarak
ciceklerin solmasi ve raf omriiniin hizla kisalmasi gigekgilikte 6nemli bir problemdir.
Cigekli tirlerde yaslanma ve giceklerin solmasinda etilen ve onun onciisitc ACC’nin
etkisi goz ard1 edilemez (Woltering and van Doorn 1988; Reid and Wu 1992). ACC
deaminaz iceren PGPR siispansiyonlartyla bitkinin muamele edilmesi sonucu cesitli
ciceklerde raf omriiniin uzatilabilecegi (Nayani et al. 1998) ve bu yontemin ticari olarak
stis bitkisi yetistiriciliginde kullanighi  bir biyoteknolojik ¢alisma olabilecegi
diistiniilmektedir (Cakmakg1 2009).
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1.4.3.j. Rizobiyal enfeksiyona kars1t ACC deaminaz enziminin etkisi

Nodiilasyon siirecinde Rhizobium bakterilerinin kokleri enfekte etmesi bitkide biyotik
strese neden olur ve koklerde iiretilen ACC dolayisiyla da etilen seviyesi artis gosterir.
Bu durumda etilen ve onun onciisii olan ACC, baklagil bitkilerinde nodiilasyonu
olumsuz yonde etkiler (Lee and La Rue 1992; Nukui 2000; Oldroyd et al. 2001). Yani
sonugta rizobiyal enfeksiyon adeta kendi kendini engelleyici bir siire¢ olarak isler
(Guinel and Geil 2002; Ma et al. 2003 a).

Yapilan son ¢alismalar 1s1ginda bitkilere ACC deaminaz aktivitesi gosteren PGPR’nin
uygulanmasiyla etilen biyosentezinin engellenmesi sonucu baklagillerde nodiilasyonun
kolaylagmasi1 saglanarak simbiyotik iliski ve azot fiksasyonunda artis elde edilmistir
(Okazaki et al. 2004).

Ormegin; Dey et al. (2004) tarafindan yerfisigina ACC deaminaz enzimine sahip
Pseudomonas fluorescens inokiilasyonu yapilarak bitki agirligi ve nodiil sayisinda artis
saglanmigtir. ACC deaminaz {iiretici PGPR’nin soyada erken gelisme ve nodiilasyonu

artirdig1 goriilmistiir (Cattelana et al. 1999).

Bir bagka calismada bezelyenin ACC deaminaz aktivitesi gosteren Rhizobium
leguminosarum bv. viciae 128C53K bakterisi ile muamele gérmesi sonucu erken
nodiilasyon doneminde koklerdeki etilen etkisinin azalmasina bagli olarak nodil

olusumunda artis belirlenmistir (Ma et al. 2003).

Sunu da vurgulamak gerekir ki; PGPR’nin Rhizobium bakterileriyle birlikte asilanmasi,
baklagillerin nodiilasyon veriminde ¢ok daha olumlu sonuglarin ortaya ¢ikmasini
saglamistir (Remans et al. 2007).

Mesela; Pseudomonas bakterisinin Bradyrhizobium ile birlikte asilanmasi sonucu ACC
deaminaz aktivitesi sayesinde bitkisel ACC’nin, etilen yerine amonyum ve o-

ketobiitrata pargalandigr ve Dbirlikte asilamanin tek basina Rhizobium asilamasina
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nispeten nodiilasyonda daha olumlu etki sagladig: tespit edilmistir (Shaharoona et al.
2006 b).

Fosfor eksikligi PGPR’nin nodiilasyon ve bitki gelisimindeki performansini etkileyen
bir faktordiir. Fosforun yetersiz oldugu durumlarda bakterilerdeki hormon dengesi de
degisir. Bunun i¢in ACC deaminaz aktivitesi olan bakteriler Rhizobium bakterileriyle
birlikte uygulandigi zaman baklagillerde nodiil olusumu ve bitki gelisiminin artacagi 6n
goriilmiistiir. Ozellikle fosfor igeriginin az oldugu topraklarda etkili PGPR-Rhizobium

kombinasyonu uygulamak olumlu sonuglar doguracaktir (Cakmakgi1 2009).

Birgok Rhizobium tiiriintin ACC sentaz enziminin inhibitérii olan rizobitoksin veya
etilen seviyesini diistiriici ACC deaminaz {irettigi ve bu sayede nodiilasyonu %25-40
civarinda artirdig1 gézlenmistir (Nukui et al. 2000; Ma et al. 2003 b, 2004).

Fakat ACC deaminaz aktivitesi bulunan ticari bir¢ok Rhizobium tiirii olmasina ragmen
tarla kosullarinda bu bakterilerin ¢cok az bir kisminin etkin oldugu goriilmiistiir. Bu
yiizden dogal kosullarda da dogrudan ACC deaminaz aktivitesi gosteren Rhizobium

tirlerinin segimi ticari inokulant gelistirme agisindan 6nemlidir.

ACC deaminaz enzim aktivitesi aktarilan Rhizobium tiirleri serbest yasayan PGPR’ye
nispeten daha az enzim aktivitesi sergiler. Bu durum sonucunda iki ¢esit ACC deaminaz
tiretici bakteri oldugu disiiniilebilir. Bunlardan biri; toprakta serbest yasayan, bitki
dokularina yerlesmeyen ve yiiksek diizeyde ACC deaminaz aktivitesi ile bitkideki etilen
seviyesini azaltarak farkli stres kosullarinin olumsuz etkilerine kars1 bitkiyi koruyan ve
bitkiye dayaniklilik saglayan bakteri grubudur. Digeri ise; bitki ile simbiyotik bir iliski
icinde olan, sadece belli bitki koklerine ait, ACC deaminaz enzim aktivitesi diisiik
olmakla beraber yalnizca bitkinin belli bir bdlgesinde etilen diizeyini azaltarak

nodiilasyonu tesvik eden Rhizobium bakterileridir (Cakmakg1 2009).
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1.5. Arastirmanin Amaci

Bu aragtirmanin amaci, soguk ve yiiksek rakimli bolgelerden toplanan bitki rizosfer
topraklarindan ACC deaminaz aktivitesine sahip bakterileri izole etmek ve
karakterizasyonlarin1 yapmaktir. Bu tiirlerin, soguk iklim sartlarina sahip ve rakimi
yilksek olan Erzurum ili ve c¢evresindeki tarimsal faaliyetlerde PGPR olarak

kullanilmalar1 hedeflenmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda PGPR igerisinde ACC deaminaz aktivitesine sahip mikroorganizmalarin
izolasyonu ve kullanimi iizerindeki arastirmalar yogunluk kazanmistir. Bu

arastirmalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Zafar-ul-Hye et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada; ACC deaminaz igeren 27
rizobakteri izolati mercimek rizosferinden diliisyon yayma teknigi kullanilarak elde
edilmistir. Steril kosullar altindaki tiim rizobakteriyel izolatlarin mercimek fidelerinin
gelisimini etkileme potansiyeli oldugu goriilmiistiir. Secilen izolatlarla inokiilasyon
sonucunda mercimek fidelerinin kok uzunlugu, filiz uzunlugu, yas kok agirhigi, yas filiz
agirhigi, kuru kok agirligi, kuru filiz agirhiginda sirasiyla; 2,4, 2,3, 2,6, 2,7, 2,6, 2,2 kat

kadar artig gézlemlenmistir.

Khosravi et al. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Sinorhizobium meliloti tiirtiniin
ACC deaminaz igeren KYA40 ve KYA71 suslar1 ile negatif kontrol olarak ACC
deaminaz tasimayan KYA95 susunun 7 ve 10 dS.m™ tuzluluktaki bugday gelisimi ve
hazir besinlerin alimina etkileri arastirilmistir. KYA40 ile inokiilasyonun bugdayda
slirgiin uzunlugunu, stirgiin agirhgini, kok uzunlugunu ve Fe, Mn ve Cu elementlerinin
alimim belirgin bir sekilde artirdigi sonucuna varilmustir. Bu susun; 10 dS.m™de
inokiile edilmeyenlere gore kuru siirgiin agirligini %9; Fe, Cu ve Mn alimini ise %37 ile

47,45 oraninda artirdig1 hesaplanmigtir.

Jalili et al. (2009) tarafindan ACC deaminaz enzimine sahip P. fluorescens tiirlerini
izole ve karakterize etmek, onlarin gelisimini artirici faktorleri ve kanola tohumlarinin
cimlenmesi iizerine etkilerini belirlemek amaciyla bir calisma yiiriitiilmiistiir. izolatlarm
%14’tinde tuzluluk stresi altinda ACC deaminaz aktivitesi yani ACC’yi azot kaynagi
olarak kullanma yetenegi belirlenmistir. Tuz stresi altinda ACC deaminaz igeren P.
fluorescens ve P. putida tiirleriyle inokiile edilen tohumlarin ¢imlenme orani bariz bir

sekilde daha yiiksek c¢ikmistir. Sonug¢ olarak kanola tohumlarinin bu tiirlerle
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inokiilasyonunun kanolada tohum ¢imlenmesi ve gelisimi tlizerindeki tuzluluk stresinin

olumsuz etkilerini hafifletebilecegi 6n goriilmiistiir.

Penrose and Glick (2003); genellikle ACC deaminaz igeren bakterilerce zengin olan
bitki koklerine yakin topraklardan numuneler almis, ¢esitli islemlerle elde ettigi bakteri
izolatlarinin ACC deaminaz aktivitelerini tayin etmis ve onlarin kanola fidelerinin kok
uzunluguna etkisini aragtirmistir. Bu bakterilerle muamele goren kanola fidelerinin kok
uzunluklarinin iglem gérmeyenlere gore %40-60, bazen de %90-120 oraninda daha

fazla oldugu sonucuna varmaistir.

Saravanakumar and Samiyappan (2006); Pseudomonas tiirlerinin tuz stresi altindaki
yerfistigi bitkisinin gelisimini artirmadaki kabiliyetini test etmeye yonelik ACC
deaminaz aktivitelerini belirleme ve ACC deaminaz enziminin in vitro ve tarla
kosullarinda stres altindaki yerfistigina etkisi iizerine caligma yapmustir. In vitro
kosullarda yapilan ¢alismada tuz stresine maruz kalan yerfistigi bitkileri {izerindeki
etkinliklerini  degerlendirmek amaciyla doért PGPR ki kullamilmistir. PCR
analizleri bu dort susun floresan pseudomonas grubuna ait oldugunu gostermistir.
Bunlarin iginde P. fluorescens TDK1 susunun yerfistigi fidelerinin biiyiime
parametrelerinde artis noktasinda yiiksek performans gosterdigi  saptanmistir.
Biyokimyasal ve molekiiler (PCR) analizlere gore dort sus arasinda
P. fluorescens TDK1 susu daha yiiksek ACC deaminaz aktivitesi ve PCR analizine
pozitif reaksiyon gostermistir P. fluorescens TDK1 irkindan izole edilen ACC deaminaz
geni tuzdan etkilenen yerfistig1 bitkilerine klonlanarak test edilmistir. Sonug olarak bu
irkin yiiksek ACC deaminaz enzim aktivitesi sayesinde tuzluluga ragmen yerfistig1 iiriin

veriminde yiiksek performans izlenmistir.

Meyer et al. (2004) tarafindan Alpin bdlgelerdeki Pseudomonas kommiinitesini
karakterize etmek ve bu kommiinitedeki degisken kosullarin etkisini arastirmak igin,
cesitli karbon kaynaklarinda yetisen Pseudomonas izolatlariin soguga karsi toleransi
Olgiilmiis ve 16S ribozomal DNA dizi analizi sonuglarina dayanarak aralarindaki

filogenetik iliski incelenmistir. Alinan toprak drneklerinde yaygin olarak Pseudomonas
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cinsinin varlig1 ve izolatlarin genis metabolik ¢esitlilik gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica metabolik ozelliklerle 16S filogenisindeki uyumsuzluktan dolayr bu

mikroorganizmalarin metabolik ¢esitliligi filogeni tarafindan belirlenememistir.

Mishra et al. (2009); 4°C’de gelisen ve bitki biiylimesini artirict nitelikteki bakteri
izolatin1 kuzeybati Hindistan Himalaya Daglari’nda yetisen Amaranth bitkisinin rizosfer
topragindan izole edilmistir. Gram negatif 6zellikteki izolatin optimum 28°C olmakla
beraber 4-30°C’de yetisebildigi, optimum pH’ siin 8.0 ve pH tolerans araliginin 5-10,
tuz konsantrasyonuna toleransinin %6 (w/v)’ya kadar oldugu sonuglarina varilmistir.
Rifampisin, gentamisin, streptomisine duyarli olmasina ragmen; ampisilin, penisilin,
polimiksin, B siilfat ve kloramfenikole direng gosterdigi tespit edilmistir. 16S rRNA
dizi analizine gore bu bakterinin Pseudomonas lurida oldugu saptanmistir. Bu
bakterinin IAA iirettigi ve 4, 15 ve 28°C’de fosfati ¢ozebildigi gdzlemlenmistir. Ayrica
15°C’de siderofor sentezledigi bulgusuna varilmistir. Tohumlarimin bu bakteriyle
inokiilasyonu sonucunda 30 giinlik bugday fidelerinde inokiilasyon yapilmayanlara
gore cimlenmenin, siirgiin ve kok uzunluklarinin sirasiyla 9%19,2, 30,0 ve 22,9

oranlarinda arttig1 saptanmustir.

ACC deaminaz aktivitesi, bitkideki etilen seviyesini diisiirerek bitki gelisimini artiran
bakteriler i¢in 6nemli bir belirleyicidir. Li et al. (2011) tarafindan ACC deaminaz igeren
bakterilerin hizli bir sekilde taranabilmesi i¢in ACC’nin kolorimetrik ninhidrin analizine
dayanan bir metot gelistirmistir. Bu metotla 311 bakteri izolatindan tek azot kaynagi
olarak ACC’nin kullanildig1 minimal besiyerinde gelisebilen 44 bakteri izolat1 hizli bir
sekilde secilmistir. ACC’yi kullanabilen bu 44 bakteri izolatimin Burkholderia,

Pseudomonas ve Herbaspirillum cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

Selvakumar et al. (2008); Hindistan’in kuzeybati Himalaya bolgesindeki subalpin
topraklaridan izole edilen soguga dayanikli Pantoea dispersa irkinin izolasyonu,
karakterizasyonu, filogenetik analizi ve bitki gelisimini artirma potansiyeli ile ilgili bir
arastirma yapmustir. Sar1 pigmentli, ¢ubuk seklinde ve gram negatif 6zelliginde olan

Pantoea dispersa 1A susu nutrient agar besiyerinde izole edilerek 4°C’de inkiibasyona
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birakilmistir. Bu bakteri susu, 16 S rRNA dizi analizi sonuglarina gére tanimlanmistir.
Maksimum gelismesi 30°C’de olmakla beraber, 4 ila 42°C’de yetisebildigi goriilmiistiir.
4°-15°C’de farkli miktarlarda fosfat ¢ozme ve IAA, siderofor ve HCN iiretme yetenegi
tespit edilmistir. Ayrica bu bakteri izolatinin sera kosullarinda bugdayin besin alimi
parametrelerine ve gelisiminin artmasina olumlu yonde etkide bulundugu ortaya
konulmustur. Dolayisiyla soguk ortamlarda yetisen bugdayin Pantoea dispersa 1A
(MTCC 8706) susu ile asilanmasiyla biiyiime ve gelisme seviyesinde istenen degerlerin

elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Bitkilerdeki {irlin verimini artirmak igin bitki gelisimini tesvik edici ozelliklere sahip
olan kok bakterilerinin secilmesi gerekli ve Onemli bir stratejidir. Stres kosullari
altindaki rizosferde fazla miktarda etilen tiretimine bagli olarak nohut bitkisindeki
nodiilasyon inhibe edilir. ACC deaminaz ozelligine sahip kok bakterileri bu zararli
etkinin Ustesinden gelerek bitki biiylimesini kolaylastirabilir. Bu verilere dayanarak
Shahzad et al. (2010) tarafindan kontrollii kosullar altinda nohut fidelerinin gelisimini
artirmak i¢in ACC deaminaz enzimini tasiyan rizobakteriler, Punjab’m farkli
bolgelerinde yetisen nohut bitkilerinin rizosferinden izole edilerek taranmistir. Cok az
bir kismu hari¢ tiim rizobakteri izolatlarinin aksenik kosullar altinda nohut fidelerinin
gelisiminde olumlu bir sekilde degisiklige sebep oldugu belirlenmistir. Calisma
sonuglarinda; secilen izolatlarla agilama yoluyla nohut fidelerinin kok uzunlugu, siirgiin
uzunlugu, kuru kok agirligi, kuru siirglin agirligi, yan kok sayisi, lateral kok uzunlugu
ve lateral kok kuru agirliginda inokiilasyon yapilmayan kontrol grubuna gore sirasiyla
%107,5, 57,4, 86,7, 83,5, 266,7, 286,6 ve 121’e kadar artis oldugu gozlenmistir. Bu
veriler 15181nda; dogal kosullardaki etkisi test edilmeden 6nce kontrollii kosullar altinda
nohut fidelerinin biiyiimesini tesvik etmede etkili kok bakterilerinin taranmasi igin ACC
deaminaz enzim aktivitesinin varliginin belirlenmesinin kullanish bir yol olabilecegi

sonucu ¢ikarilmustir.

Sadrnia et al. (2011) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada; rizosferde bulunan, plazmid
tasiyan gen kodlamasit ACC deaminaz i¢ceren Pseudomonas mendocina bakterisinin,

domates bitkisinin tuzluluga karsi direnci tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu ¢alisma
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saks1 ve sera kosullarinda gerceklestirilmistir. Saksi denemelerinde ACC deaminaz geni
aktarilmig P. mendocina ile muamele edilen domates bitkileriyle plazmid geni
tasimayan P. mendocina ile muamele goéren domates bitkileri ve kontrol grubu
karsilastirilmistir.  Tuzluluk; sulama suyuna 172 ve 207 mM NaCl eklenerek
saglanmistir. Sera deneyleri ise benzer bakteri gruplariyla 207 mM NacCl ile yapilmustir.
Saksi denemelerinden elde edilen sonuglarda 172 mM NaCl’ de klonlanmis P.
mendocina ile muamele edilen bitkilerde, plazmidsiz P. mendocina ve kontrol grubuyla
muamele edilenlere gore siirgiin gelisiminde %11-%18,4, kdklerde %3,7- %16,6 ve bes
hafta sonra 1slak agirlikta %9,6- %27,5 oraninda artis gézlenmistir. 207 mM NaCl’deki
sonuglarda ise slirgiin i¢in %9,7-%14,9, kokler i¢in %15,7- %94,3 ve 1slak agirlik i¢in
%50,6- %96,4 artis hesaplanmistir. 207 mM NaCl’deki sera denemesi sonuglarinda;
stirgiinde 7 kat, koklerde 14 kat, 1slak agirlikta 154 kat artig belirlenmistir.

ACC deaminaz treten rekombinant P. mendocina ile yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
yagsayan domates bitkisinin uygulanmasi durumunda bu bakterinin bitkideki etilen
icerigini azaltarak tuzluluk stresine karsi bitkinin direncini artirabilecegi sonucuna

varilmistir.

Etilen, gesitli stresler tarafindan indiiklendigi i¢in stres hormonu olarak bilinmektedir.
Yiiksek bitkilerde ACC etilenin 6ncii maddesidir ve bazi kok bakterileri sahip olduklari
ACC deaminaz enzimleri vasitasiyla bu maddeyi amonyak ve a-ketobutirata
dontistiirebilmektedir. Shaharoona et al. (2006) tarafindan ACC deaminaz enzimi
bulunduran rizobakterilerin karanlikta ¢imlenen bezelye fidelerinde ACC tarafindan

indiiklenen klasik ti¢lii tepkiye etkisi lizerine bir arastirma diizenlenmistir.

Etiyole bezelye fideleri farkli ACC konsantrasyonlari (0,2 - 10 mmol L™) ile muamele
edilmis ve 7 gilin karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Baska bir ¢aligmada ise farkli
ACC deaminaz aktivitesi olan 5 rizobakteri 1rki ile bezelye fideleri inokiile edilmistir.
Inokiile edilen bu bezelye fideleri 10 mmol L™ ACC ile muamele edilmis ve 25+3°C’de
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Sonuglarda ACC’ nin hiicre dig1 uygulamasinin

etiyole bezelye fidelerindeki "klasik ii¢lii tepki” konsantrasyonu iizerinde etkisi oldugu
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bulunmustur. Rizobakterilerle inokiilasyonun, etiyole bezelye fidelerindeki ACC’ye
dayali Klasik Ttglii tepkiyi azalttigi, fide ve kok uzunlugunda inokiilasyon
yapilmayanlara gore belirgin bir artisa sebep oldugu ortaya ¢ikmustir. Inokiilasyona
bagl olarak, inokiilasyon yapilmayan fidelere goére kok capinda 6nemli bir miktarda
azalma (%31’¢ kadar ) goriilmiistiir. ACC deaminaz aktivitesi ile fide uzunlugu arasinda
anlamh (P < 0.05) pozitif bir korelasyon (R* = 0.91) belirlenmistir. Bu veriler 1s1ginda;
rizobakterilerin ACC deaminaz aktivitesinin etiyole bezelye fidelerindeki klasik ti¢lii
tepkide azalmayr sagladigi sonucuna varilmistir. Calisma sonuglart ACC deaminaz
iceren rizobakterilerle inokiilasyonun bitkilerde biyotik ve abiyotik streslere bagli olarak

tiretilen ACC miktarini azaltabilecegini ortaya koymustur.

Nadeem et al. (2006) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada tuzluluk stresi altindaki misir
bitkisinin gelisimini artirmak i¢in ACC deaminaz aktivitesine sahip mikrobiyal irklarin
potansiyelinin degerlendirilmesi amacglanmistir. 20 rizobakteri irki tuz stresinden
etkilenmis bolgelerin toprak drneklerinden izole edilmis ve 6 dS m™de aksenik kosullar
altinda ACC deaminaz aktivitesi ve bitki gelisimini artirma bakimindan taranmistir. 3
irkin (S5, S15 ve S20) 6nemli diizeyde gelisimi artirdig1 goriilmiis ve 0, 5, 10 dS m™de
saks1 denemeleri i¢in kullanilmistir. Saksi denemelerinde tuzluluk seviyesinin
artmasimin misir fidelerinde gelisimin azalmasina yol ac¢tigi bununla birlikte misir
tohumlarinin bu 3 bakteri irkiyla inokiilasyonunun tiim tuzluluk seviyelerinde iyi bir
performans sagladigi gozlenmistir. Ozellikle S20 susu ile 5 dS.m™de inokiilasyon
neticesinde, inokiilasyon yapilmayan kontrol grubuna gore kok/siirgiin uzunlugunda,
kok kuru / yas agirhiginda ve siirgiin yas/ kuru agirliginda sirasiyla %56/62, %51/71,
%52/61 oranlarinda artis hesaplanmustir. 10 dS.m™’deki artis ise sirasiyla; %120/63,
%352/71, 9%59/118 olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde S20 susuyla taze
yapraklardaki klorofil a, b ve karotenoid igerigindeki artis kontrol grubuna kiyasla 5
dS.m™de %86’ya 10 dS m™Y’de ise %84’¢ kadar ulagmustir. Arastirma sonucunda
rizobakteriyel 1rklarin hiicre i¢i ACC’nin deaminasyonunu sagladigi ve ACC deaminaz
iceren bu bakterilerle inokiilasyonun stresin indiikledigi etilenin negatif etkilerini

Onleyebilecegi goriisline varilmistir.
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Kausar et al. (2006) tarafindan tuz stresi altindaki misirin gelisimini artirmada ACC
deaminaz enzimi tastyan rizobakterilerin etkisini incelemek i¢in kontrollii kosullarda bir
calisma diizenlenmistir. Tek azot kaynagi olarak ACC’ nin kullanildig1r minimal salt
medium’ da bakteriler gelistirilmistir. Sterilize edilen muisir tohumlar1 petri plaklarda
¢imlenmeye birakilmistir. Diizgiin bir sekilde ¢imlenen tohumlar segilerek belirlenen
suglar ile inokiile edildikten sonra iki filtre kagidi arasina yerlestirilmistir. Tohumlari
igeren filtre kagitlar1 kavanozlara yerlestirilerek gelisme odasinda 27 + 1°C’de inkiibe
edilmistir. Misir i¢in farkli tuz seviyeleri NaCl kullanilarak olusturulmustur. Gelisen
fidelere besin saglamak i¢in Hoagland ¢6zeltisi kullanilmistir. Kontrol grubuna kiyasla;
EC 9 dS.m™*de P. fluorescens A (N3) susu ile inokiilasyon sonucu kok uzunlugunda 3,3
kat, 12 dS.m™"de P. putida A (Q7) susu ile asilama yoluyla siirgiin uzunlugunda 2,3 kat,
6 dS.m™’de Nj ile inokiilasyonla ise yas agirlikta 1,13 kat artis hesaplanmustir.

PGPR; tarimda kullanilan kimyasal giibreler ve bocek ilaci uygulamalarina ekonomik
ve ¢evre dostu bir alternatif olmustur. Firnkranz et al. (2009) tarafindan bitkilerle
birlikte yasayan ve Bolivya tarimi icin PGPB olarak hizmet edebilecek yeni bakteri
tirlerini izole ve karakterize etmek amaciyla bir ¢alisma yiritilmistir. Bolivya
tariminda bitki gelisimini artirict olarak kullanilabilecek yeni bakteriler elde etmek igin
sonjna (Moringa oleifera), sorgum (Sorghum vulgare), ay¢igegi (Helianthus annuus) ve
aspir (Carthamus tinctorius) bitkileriyle iliski icinde olan bakteriler dogrudan veya
dolayli PGPB o6zelliklerini belirlemek igin in vitro kosullarda taranmigtir. Daha sonra
gelecek vaat eden suslar ¢aligmalar i¢in se¢ilmistir. Yapilan in vitro deneylerde, 59 test
izolatindan %19’u diazotrof, %41’ i fosfor ¢dzebilme, %10’u ACC miktarini azaltma ve
%17’si fitohormon (IAA) sentezleme oOzelligi sergilemistir. In vitro taramalara
dayanarak Pectobacterium cypripedii M56, Pantoea agglomerans M72 ve P.
agglomerans M8L1 rizosfer bakteri suslar1 ¢aligmalar igin se¢ilmistir. Calisma sonucunda
bitki gelisimini artiric1 6zelliklerine dayanilarak bitkiyle iliskili bakterilerin se¢iminin
tarimsal amaglar i¢in yeni mikrobiyal inokiilantlarin gelistirilmesine katki saglayacagi

diistinilmiistiir.
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Karagoz (2012) tarafindan; ACC deaminaz bulunduran, azot fikseri ve fosfat ¢oziicii
bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin seker pancari verim ve kalitesiyle, pentoz fosfat
yolu ve antioksidan enzimleri {izerine asir1 su ve su eksikligi kosullarinda etkisinin test
edilmesi amaciyla bir arastirma yiritilmistir. Sonu¢ olarak; erken gelisme
donemlerinde gecici bir su stresi ortaya ciktiginda sekerpancart depo-kok ve seker
veriminde 6nemli bir oranda azalma goézlenmistir. Su eksikliginde klorofil igerigi ve
fotosentez oraninin azaldigr ayn1 zamanda asir1 suyun da seker pancari lizerine zararl
etkilerinin bulundugu ortaya konulmustur. Sulama diizeylerine bagl olarak degismekle
beraber genel olarak optimum, asir1 su ve kisitl su kosullarinda 6zellikle azot fikseri,
fosfat ¢oziicli ve ACC deaminaz aktivitesine sahip P. putida B3/10, B. subtilis BS 6/3,
B. subtilis R3/3, P. fluorescens T26, V. paradoxus R2/1 ve B. megaterium A21/3
izolatlariyla asilanmaya bagl olarak seker pancarinda enzim aktivitesi, yan kok, depo

kok ve yaprak veriminde gelisme gozlenmistir.

ACC deaminaz igeren bakteri ile agilama neticesinde su stresinin seker pancarinin
gelisme, verim ve kalitesi tizerindeki olumsuz etkilerinin kismen ortadan kalktig: tespit
edilmistir. Ayrica PGPR agilamasi ile seker pancari yapraklarinin makro ve mikro
element igeriginde artis ve enzim aktivitesinde degisme fark edilmistir. Arastirma
sonuglart; test edilen etkin bakterilerin bitki gelisimi i¢in kimyasal giibre ihtiyacini ve su
stresinin olumsuz etkisini azaltabildigini ve sirdiriilebilir organik seker pancari
tiretiminde biyolojik giibre olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu

gostermistir (Karagdz 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismada Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda bulunan asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Saf su tiretme cihazi: Niive NS 112

Buzdolab1: Argelik, TURKIYE, 8190NF
Calkalamali inkiibator: Zhicheng, CHINA, ZHWY-200B
Vorteks karistirici : IKA, U. S. A., MS2

Hassas terazi: Denver, GERMANY, TP- 214
Otoklav: Hirayama, JAPAN, HVE 50

Inkiibator: Memmert, GERMANY, INBE 410 1583
Manyetik karistirict: Niive, TURKIYE, MK-418
Spektrofotometre: Shimadzu, JAPAN, RC 232C
pH metre: Hanna, PORTUGAL, HI 9321

Isik mikroskobu: Boeco BM—-180, Germany

Etiiv: Philip-Harris, England

3.1.2. Kimyasal maddeler

Bakterilerin izolasyonu, saflastiriimasi ve inokiilasyonu gibi islemlerde kullanilan
nutrient agar (NA), nutrient broth (NB), tryptic soy agar (TSA), tryptic soy broth (TSB)
gibi genel besiyerleri; OXOID, FLUKA, MERCK ve SIGMA firmalarindan temin
edilmistir.

ACC ( 1-aminosiklopropan-1 karboksilat ) A3903; SIGMA firmasindan alinmustir.
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3.1.3. Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamsi

1. Kristal violet ¢ozeltisi: 20 ml %95’lik etanolde 2 g kristal viyolet ¢oziilmiistiir. 80
ml distile edilmis suda 0,8 g amonyum oksalat ¢oziilmiis ve bu iki ¢ozelti karistirilarak

kullanilmustir.

2. Safranin ¢ozeltisi: 0,25 g safranin 10 ml etanolde ¢6ziilmiis ve tizerine 100 ml distile

edilmis su ilave edilerek iyice karistirilmistir. Filtre kagidindan siiziilerek kullanilmistir.

3.Gram iyodu: 1 g iyot ve 2 g KI havanda iyice karistirilarak toz hale getirilmis ve

lizerine yavas yavas 300 ml distile su ilave edilerek iyice karistirilmustir.

4. Malasit yesili: 5 g malasit yesili 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

5. %5’lik safranin: 0,5 g safranin 200 ml distile suda ¢6ziilerek hazirlanmistir.

6.0,5 M ACC cozeltisi:10 ml steril saf suda 0,5055 g ACC ¢oziilerek elde edilmistir.

Bu siv1 filtreden gegirilerek sterilize edilmis ve -20°C’de saklanmustir.

7. %1 seyreltilmis 0,5 M ACC ¢ozeltisi: 0,1 ml 0,5 M ACC, 9,9 ml steril saf suya

eklenerek hazirlanmistir.

8. 0,1 M Tris-HCI (pH 7,6): 1,21 g trizma base 80 ml steril saf suda ¢6ziilmiis, 0,1 M

HCl ile pH 7,6’ ya ayarlanmustir. Cozeltinin tizeri 100 ml’ ye tamamlanmuistir.

9. 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5): 1,21 g trizma base 80 ml steril saf suda ¢oziilmis, 0,1 M

HCl ile pH 8,5’e ayarlanmustir. C6zeltinin tizeri 100 ml’ ye tamamlanmustir.

10. 0,56 M HCI: 1,7 ml %37’lik HCI steril saf suya katilmig ve iizeri 100 ml’ ye

tamamlanmustir.



46

11. Dinitrofenil hidrazin aywraci (2 M HCI’ de %0,2): 6,13 ml HCI steril saf suya
eklenmis ve tizeri 100 ml’ ye tamamlanmigtir. 0,2 g dinitrofenil boyas1 katilip yarim
saat karistirllarak ¢oziilmistiir. Daha sonra slizme islemi yapilarak ¢ozelti

hazirlanmstir.

12.2 N NaOH: 8 g NaOH 100 ml sterilize edilmis saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan besiyerlerinin hazirlamsi

1.PAF medium:

20 g bactopepton, 1,5 g MgSQOy4, 1,5 g K;HPO,4, 10 ml gliserol; 1 | saf suda sirayla

¢oziilerek hazirlanmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle steril edilmistir.

2. DF (Dworkin and Foster 1958) minimal salt medium:

a) Eser elementler: 10 mg H3BOg3, 11,19 mg MnSO,. H,0, 124,6 mg ZnSO,4 7H0,
78,22 mg CuSO,. 5H,0, 10 mg MoOs; 100 ml saf suda sirasiyla ¢oziilmiis ve otoklavda
121°C’de 15 dk siireyle steril edilmistir.

b) Demir ¢6zeltisi: 100 mg FeSO,. 7H,0; 10 ml saf suda sirayla ¢6ziilerek hazirlanip
otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle steril edilmistir.

¢) Digerleri: 4 g KH,PO4, 6 g Na;HPO,, 0,2 g MgSO,4, 7H,0, 2 g glikoz, 2 g glikonik
asit, 2 g sitrik asit, 2 g (NH;).SO; (azot kaynagi olarak ACC’ nin katilmadig
durumlarda); 1 1 saf suda sirayla ¢oziilerek hazirlanmistir. Ardindan otoklavda 121°C’de

15 dk stireyle steril edilmistir.

FeSO,4. 7H,0 cozeltisinin ve eser elementlerle hazirlanan ¢dzeltinin her birinden 0,1 ml

alinarak diger elementlerle hazirlanan 1 1’ lik ¢6zeltiye aktarilmistir.
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3.1.5. Kullamilan bitki materyali

Calismada; Erzurum ilindeki Palandoken, Kargapazari ve Hasanbaba Daglarinin
bulundugu bolgelerden rizosfer topragiyla birlikte toplanan bitkiler kullanilmistir.
Bitkiler, vakit gegirilmeden laboratuvar ortamina getirilmis ve izolasyon islemlerine

gecilmisgtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Arazi calismalari

Calismada kullanilmak tizere 2011 ve 2012 yillarinin Ekim-Kasim aylarinda arazi
calismasi diizenlenen Erzurum ilinin Palandoken, Kargapazari ve Hasanbaba Daglar
civarindan bitki Ornekleri rizosfer topragiyla birlikte toplanmis ve steril polietilen
torbalara konularak laboratuvar ortamina getirilmis ve ayn1 giin izolasyon c¢aligsmalari
icin kullanilmistir. Cizelge 4.1.’de orneklerin toplandig: yerlerin ylikselti ve konumlari

verilmistir.

3.2.2. Bitki orneklerinin teshisi

Toplanan bitki 6rneklerinin teshisi; herbaryum koleksiyonu ve teshis anahtari
yardimiyla bitkilerin morfolojik 6zellikleri belirlenerek Yrd. Dog¢. Dr. Meryem Sengiil

Koseoglu tarafindan yapilmistir.
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3.2.3. Bakterilerin izolasyonu ve saflastirilmasi

Ik olarak Erzurum’da bulunan Palandoken, Kargapazar1 ve Hasanbaba Daglari
civarindan toplanan 20 ¢esit bitki, rizosfer topragiyla birlikte dikkatlice steril polietilen
torbalara yerlestirilip numaralandirilmis ve bitki toplanan boélgelerin konum ve

yiikseklikleri GPS (Magellan 600) cihaziyla belirlenmistir.

Toplanan her bir bitkinin rizosfer topragindan 1’er g alinarak igerisinde steril olarak 50
ml PAF sivi besiyeri bulunan 250 ml’lik erlenmayerlere aktarilmistir. 15°C’de 24 sa.
inkiibasyonun ardindan her bir kiiltiirden 1 ml alinip, otoklavlanarak yeniden hazirlanan
ve igerisinde 50 ml PAF sivi besiyeri bulunan 250 ml’lik erlenmayerlere transfer
edilmistir. Tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra igerisinde 50 ml DF
s1vi besiyeri bulunan ve amonyum siilfat ((NH4)2SO,) igeren 250 ml’lik erlenmayerlere
bir onceki kiiltiirden 1 ml’lik ekim yapilarak 24 sa. inkiibe edilmistir. Ertesi giin; yeni
hazirlanmis olan ve igerisinde steril 50 ml DF sivi besiyeri bulunan (300 pul ACC
katilmis) 250 ml’lik erlenmayerlere yine bir 6nceki kiiltiirden 1 mI’lik aktarim yapilarak
mikroorganizmalar 7 giin boyunca 15°C’de calkalayicili inkiibatdrde gelismeye
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 1010 lik seri diliisyonlar hazirlanmistir. 10 lik
dilisyonlar azotsuz DF kati besiyeriyle hazirlanan (her birine 120 pl 0,5 M %l
seyreltilmis ACC katilan) petrilere yayma ekim yontemiyle ekilmistir. Bu islem her bir
toprak rneginin 107 liik diliisyonunun 5°C, 15°C ve 20°C” de inokiile edilmek iizere
hazirlanan ACC’li DF kat1 besiyeri bulunan petrilere ekimiyle gerceklestirilmistir. 2-6
giinliik inkiibasyon sonunda 3 farkli sicaklikta (5°C, 15°C ve 20°C) gelisen
mikroorganizma kolonilerinden farkli olanlar arka arkaya yapilan pasajlar sonucunda
izole edilerek saf kiiltiirler elde edilmis ve yatik agarlarda stoklar1 olusturulmustur.
Mikroorganizmalarin {iretimi ve saflagtirilmasi ile ilgili islemler Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve

Sekil 3.3’ de verilmistir.
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Sekil 3.1. Ik inkiibasyondan sonra PAF sivi besiyerinde mikroorganizmalarin iireme
durumlar

LA AL AC R

Sekil 3.2. ACC’li ortamda ve 5°C, 15°C ve 20°C’de iireyen mikroorganizmalarin saf
kiiltiirlerinin elde edilmesi
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Sekil 3.3. Mikroorganizmalarin yatik agarlarda stoklarinin olusturulmasi

3.2.4. Izolatlarin Kiiltiirel, biyokimyasal ve sitolojik karakterizasyonu

Koloni morfolojisi: Saflastirilan bakteri kiiltiirlerinin her birinden alinan érnekler, ¢izgi
ekim yontemiyle tek koloni diisecek sekilde NA besiyerine aktarilmig ve 25°C’de 24-48

saatlik inkiibasyon sonunda gelisen koloniler sekil ve renk bakimindan incelenmistir.

Hiicre morfolojisi: Stoklanan saf bakteri izolatlarinin 24 saatlik geng kiiltiirleri
olusturulmus ve bu kiiltirlerden preparatlar hazirlanmistir. Gram ve basit boyama
yontemi ile boyanan preparatlar mikroskobun immersiyon objektifinde incelenmis ve

bakterilerin gram o6zelligi, hiicre sekilleri ve hiicre biiyiikliikleri tespit edilmistir.

Endospor testi: Stoklanan saf bakteri izolatlari, ¢izgi ekimle tek koloni diisecek sekilde
NA besiyerinde gelistirildikten sonra 50-60°C’de 20 dk siireyle inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonucu gelisen kolonilerden preparat hazirlanmistir. Bu
preparatlar 3 kez alevden gegirilerek fikse edilmis ve filtrelenen malasit yesiliyle
boyanmistir. Daha sonra alevde 5 dk. etkiye birakilmistir. Buharlagtikga boya ilave
edilmistir. Saf suyla yikandiktan sonra safranin ile 30 sn. muamele edilmistir. Tekrar saf

suyla boyanin fazlas1 akitilarak preparat kurutulmus ve yag immersiyon objektifiyle
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incelenmistir. islem sonunda sporlar yesil renkte, vejetatif hiicreler pembe renkte

goriilmiistiir (Tamer vd 1989).

Katalaz testi: 2448 saat gelismeye birakilan geng bakteri kiiltiirlerinin her birinden bir
0ze dolusu alinarak lam tizerine konulmus ve tizerlerine bir damla H,O, damlatiimastir.
Kabarcik olusumu bakterinin katalaz pozitif, olusmamasi ise bakterinin katalaz negatif

oldugu sonucunu gostermistir (Klement et al. 1990).

3.2.5. ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesi

ACC’li DF salt medium kat1 besiyerinde iyi gelisen mikroorganizmalar secilerek ACC
deaminaz aktivite tayinleri yapilmistir. ACC deaminaz aktivitesinin tayini igin

kullanilan yontemin akim semasi Sekil 3.4’te verilmistir.



52

! Stok Kiiltiirii
Aktiflestirme (TSA)

m j\ Bakteri inokiilasyonu

=

-

(15 ml TSB)

V

24 sa. inkiibasyon

Y

Santrifiijleme

Peletler birlestirilir. (5 ml DF ile yikama, vorteksleme, santrifiijleme)
l, (7,5 DF ile yikama, vorteksleme)
45u1 0,5 M ACC eklenir.

24 sa. inkiibasyon —= santrifiijleme —— siipernatant atilir.

v

2 kere 5 ml 0,1 M Tris HCI ( pH: 7,6) ile yikama, vorteksleme, santrifiijleme

\

Pelet -20°C’ de saklanir.

Sekil 3.4 (devam)
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Biyomasin lizerine 1 ml 0,1 M Tris-HCI ( pH: 7,6) eklenir, vortekslenir.

)

Santrifijleme —> siipernatant atilir.

€

600 ul 0,1 M Tris HCI ( pH: 8,5) eklenir, vortekslenir.

€

30 pl Toluen eklenir, vortekslenir

-
7

v

20 pul 0,5 M ACC eklenir.

30°C’ de 15 dk inkiibasyon

v

1 ml 0,56 M HCI eklenir. —>  Santrifiijleme

G

1 ml siipernatant cam tiiplere aktarilir.

U

V

800 pul 0,56 M HCI ve 300 pl 2,4- dinitrofenil- hidrazin ayiraci eklenir.

y

540 nm’ de dl¢iim —= 30°C’ de 30 dk inkiibasyon

Y

2 M 2ml NaOH eklenir. . 540 nm’ de dl¢iim yapilir

Sekil 3.4. ACC deaminaz aktivitesinin tayininde kullanilan yontemin akim semasi
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Bu maksatla; stoklanan izolatlarin TSA’ya ekimi yapilarak mikroorganizmalar

aktiflestirilmistir. Her bir bakteri tiirii i¢in asagidaki adimlar uygulanmigtir.

Bakteri hiicrelerinin besiyerinden arindirilmast ve ACC deaminaz aktivitesinin

tetiklenmesi islemlerinde kullanilan deney protokolii:

1) Igerisinde 15 ml TSB bulunan 2 adet tiipe bakteri inokiile edilmistir. 1 gece 200 rpm
ve 25°C’de inkiibe edilmistir.

2) Biyomas santrifiij edilmistir (5.000 rpm, 20 dk, 4°C ). Her iki tiipte bulunan peletler

birlestirilerek hiicreler 5 ml DF minimal mediumla yikanmis ve vortekslenmistir.

3) Tekrar santrifiij islemi gerceklestirilmis ve hiicreler 7,5 ml DF salt medium bulunan

yeni tiipe aktarilip vortekslenerek yikama islemi tekrarlanmistir.

4) inkiibasyondan 6nce 0,5 M ACC ‘den 45 ul eklenerek son konsantrasyonun 3 mM
olmasi saglanmistir. ACC deaminaz aktivitesini tetiklemek icin, 200 rpm’de 24 sa.

inkiibe edilmistir.

5) 5.000 rpm, 4°C’de 20 dk. santrifiij isleminden sonra iist kisim (slipernatant) atilmistir.
Hiicreler iist tiste 2 kere 5 ml 0.1 M Tris-HCl (pH:7.6) tamponunda yikanmis,

vortekslenmis, santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Pelet - 20°C de saklanmuistir.

Bakteri hiicrelerinin parcalanmasi ve ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesinde

kullanilan deney protokolii:

1) 1,5 mI’lik ependorf tiipiine alinan biyomasin iizerine 0,1 M 1 ml Tris-HCI (pH:7,6)

tamponu eklenmis ve vortekslenmistir.
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2) 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilip siipernatant atilmistir. Pelet {izerine 600 pl 0,1 M
Tris-HCI (pH:8,5) eklenmis ve vortekslenmistir.

3) Hiicreleri pargalamak igin; tizerine 30 pl toluen eklenerek 30 sn yiiksek devirde
vortekslenmistir. Toluenli hiicrelerden 200 pl alinarak 1.5 ml’ lik santrifiij tiipline

aktarilmig ve tizerine 20 pl 0,5 M ACC eklenerek vortekslenmistir.

4) 30°C’de 15 dk inkiibe edildikten sonra 0.56 M HCI’den 1 ml eklenerek

vortekslenmistir.

5) 13.000 rpm’de 25°C’de 5 dk santrifijjlenmis ve siipernatanttan temiz cam tiipe 1ml

alinmistir.

6) Uzerine 800 ul 0,56 M HCI eklenip vorteksleme islemi yapilmistir. Daha sonra 300
ul 2,4- dinitrofenil- hidrazin ayiraci eklenmis, vortekslenmis ve ilk spektrofotometrik

6l¢tim yapilmistir.

7) 30°C’de 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, iizerine 2M 2 ml
NaOH eklenerek spektrofotometrede 540 nm’de 6l¢iim yapilmis ve izolatlarin ACC

deaminaz aktiviteleri belirlenmistir.

ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesi ile ilgili islemler Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil
3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Besiyerinden arindirilan ve santrifiijlenen biyomaslar

Sekil 3.6. Bakteri hiicrelerinin toluenle pargalanmasi
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Sekil 3.7. Elde edilen siipernatanta 2M 2 ml NaOH eklendikten sonra gézlemlenen renk
degisimleri

3.2.6. ACC deaminaz aktivite tayini i¢cin standart grafigin hazirlanmasi

ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan metotta (Honma and
Shimomura 1978) ACC deaminazin ACC’yi parcalamasi durumunda olusan o-
ketobiitirat miktar1 Ol¢iilmistiir. Bu reaksiyon sonucu olusan o-ketobiitiratin pmol
sayisi, Ornegin 540 nm’de Olgiilen absorbans degeri ile a-ketobiitiratin 0,1-1 pmol

araligindaki standart egri degerleri karsilagtirilarak belirlenmistir.

100 mM a-ketobiitiratin stok ¢ozeltisi 0,1M Tris-HCI (pH:8,5) ile hazirlanmig ve 4°C’de
saklanmistir. Kullanmadan Once, standart konsantrasyon egrisi olusturmak icin ayni
tamponla stok cozelti diliie edilerek 10 mM’ lik ¢ozelti elde edilmistir. Bilinen a-
ketobiitirat konsantrasyonlarma 300 ul 2.4- dinitrofenil- hidrazin ayiraci eklenmis,
vortekslenmis ve 30°C’de 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Bu sirada a-ketobiitiratin
fenilhidrazona doniismesi beklenmistir. Daha sonra tizerine 2 M 2 ml NaOH eklenip

vortekslenerek spektrofotometrede 540 nm’de 6l¢tim yapilmustir.
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Penrose and Glick (2003) tarafindan yapilan ¢alismada 0-1,0 pmol araligindaki o-
ketobiitirat, 540 nm’ de 0-1,6 araliginda absorbans degeri gostermistir. En diisiikk o-

ketobiitirat miktar1 ise 0,1 pwmol olarak belirlenmistir.

\

Absorbans (540nm)

o o O e e
B O R, N PR O N

S\

o I

0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
a-ketobutyrate (pmol)

Sekil 3.8. Standart egri grafigi

Sekil 3.8’den anlagilacagi gibi 0,1 pmol a-ketobiitirat 0,13; 0,2 umol a-ketobiitirat 0,22;
0,4 pumol a-ketobiitirat 0,53; 0,6 umol a-ketobiitirat 0,75; 0,8 pmol a-ketobiitirat 0,98

ve 1 umol a-ketobiitirat 1,66 absorbans degeri gdstermistir.

3.2.7. 16S rDNA gen analizi

En yiiksek ACC deaminaz aktivitesine sahip izolatlar segilerek bu izolatlar (GBK 1,
GBK 2, GBK 3, GBK 4, GBK 5, GBK 6, GBK 7 ve GBK 8) i¢in 16S rDNA geni
analizi uygulanmistir. 16s rRNA gen analizi icin REFGEN firmasindan hizmet alimi

yapilmistir. izolatlarin komsuluk analizi Sekil 4.5’te verilmistir.

3.2.8. istatistiksel analiz
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Tez galismasinda yapilan biitiin deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen verilerin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadiklari, SPSS 15 paket programi
kullanilarak, 0.05 6nem seviyesinde tek yollu ANOVA testi ile belirlenmistir. Elde

edilen sonuclar Cizelge 4.5’de ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bitki Toplanan Yerlerin Ozellikleri

Bu calismada 2011 ve 2012 yillarinin Ekim-Kasim aylarinda ¢esitli bitkiler rizosfer
topragiyla birlikte toplanarak 3.2.3’de belirtilen izolasyon ve saflastirma islemlerine tabi
tutulmus ve ACC deaminaz aktivitesine sahip soguga direncli bakteriler elde edilmeye
calisilmigtir. Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te arastirma alanlarinin uydu goriintiileri,
Cizelge 4.1°de ise konum ve yiikseklik degerleri ile bu bolgelerden toplanan bitki

kodlar1 verilmistir.

il Al a Mh

S Erzurum:’

Sekil 4.1. Palandoken Daglarinin uydu goriintiisii
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Sekil 4.3. Kargapazar1 Daglarinin uydu goriintiisii
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Cizelge 4.1. Bitkilerin toplandig: yerlerin konum ve yiikseklikleri

Ornek Toplanan Bitki Kodu Konumu Yiiksekligi
Bolge
1/6, 1/13, 1/24, 1/2, 39°50" 10 K
Palanddken Dagy 1/3, 1/4 41°16'39D 2531 m
Tekman yolu
1/21, 1/22, 1/8, 117, 39°49' 40 K
Palanddken Dag1 1/12 41°17' 18 D 2724 m
39°50' 43 K
1/5, 1/16
Palanddken Dag1 41°16' 41 D 2425 m
. 39°59" 18 K
Pasinler 1/17
41°39'39D 1764 m
pasinler/ H bab 1/23, 1/15, 1/18, 39°59' 06 K
asinler/ Hasanbaba
1/19 41°40' 25D 1760 m
Dagi
Y2,Y3,Y4,Y5, Y6, 39°49' 15K 2132
. m
Palanddken v7 41°17' 34 D
214, 1/9, 2/9, 2/8, 40°18' 37K 2650
5 m
Kargapazar1 Daglarn 2/3 41°49' 54D
/ Tortum yolu

Yapilan ¢alismada; soguk kosullarda canliligin1 koruyabilen bakteriler elde etme
sansinin fazla olacagi diisiiniilerek, bitki 6rnekleri diistik sicakliklara sahip olan yiiksek
rakimli daglarin kuzeye bakan kesimlerinden toplanmistir. Ayrica drnekleme isleminin
yapildig1 aylarda ortalama sicakligin 4-6°C oldugu gozlemlenmistir. Cizelgeden de
anlasilacagi iizere; bitki orneklerinin toplandig1 en yiliksek rakim 2724 m (Palanddken
Dag1), en diisiik rakim ise 1760 m (Pasinler/ Hasanbaba Dag1) olarak tespit edilmistir.
Yine ¢izelgeden de ¢ikarilacagi gibi; 2531 m rakima sahip bolgeden sirasiyla 1/6, 1/13,
1/24, 1/2, 1/3, 1/4 kodlariyla belirtilen; Artemisia spp. (Pelin otlari), Chenopodium
album (Tel pancari), Onosma sp. (Emzik otu), Salvia sp. (Adagay1), Verbascum sp.
(Sigirkuyrugu) ve Artemisia sp. (Pelin otlar1) bitkileri toplanmistir. 2724 m rakima sahip
bolgeden sirasiyla 1/21, 1/22, 1/8, 1/7, 1/12 kodlariyla belirtilen; Asteraceae
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(Papatyagiller), Astragalus sp. (Geven otu), Malva sylvestris Linnaeus (Kusekmegi),
Veronica sp. (Yavsan otu) ve Senecio sp. (Kanarya otu) bitkileri toplanmistir. 2425 m
rakima sahip bolgeden sirasiyla 1/5, 1/16 kodlartyla belirtilen; Festuca sp. (Yumak) ve
Avena sp. (Yulaf) bitkileri toplanmistir. 1764 m rakima sahip bolgeden 1/17 koduyla
belirtilen Euphorbia sp. (Siitlegen) bitkisi toplanmistir. 1760 m rakimli bdlgeden
sirasiyla 1/23, 1/15, 1/19 kodlariyla belirtilen; Achillea millefolium (Civanpergemi),
Avena sp. (Yulaf) ve Xeranthemum annuum (Dag karanfili) bitkileri toplanmistir. Bu
bolgeden aliman 1/18 kodlu bitki ise teshis edilememistir. 2132 m rakimli boélgeden
sirasiyla Y2, Y3, Y4, Y5, Y6, Y7 kodlartyla belirtilen; Senecio sp. (Kanarya otu),
Artemisia spp. (Pelin otlar1), Chenopodium foliosum (it {iziimii), Anchusa azurea
(Sigirdili), Melilotus officinalis (Tas yoncasi), Ziziphora sp. (Dag reyhanlari) bitkileri
toplanmigtir. 2650 m rakima sahip bolgeden ise 2/4, 1/9, 2/9, 2/8, 2/3 kodlariyla
belirtilen bitkiler toplanmistir. Bu bitkilerin teshisleri yapilamamakla beraber, bolgeden
alian 2/9 kodlu bitki hari¢ diger bitki rizosferlerinden izolat elde edilmistir.

4.2. Toplanan Bitki Orneklerinin Teshisi

Boliim 3.2.2°de belirtildigi gibi toplanmis olan bitki 6rnekleri teshis edilmistir. Cizelge

4.2’de bitkilerin Latince ve Tiirkge isimleri verilmistir.

Cizelge 4.2. Toplanan bazi bitkilerin isimleri

Bitki Kodu Bitkinin Latince Ismi Bitkinin Tiirkce Ismi
Fabaceae / Baklagiller /
ve Melilotus officinalis Tas yoncasi
Boraginaceae / Hodangiller /
Yo Anchusa azurea Sigirdili
Asteraceae / Papatyagiller /
ve Senecio sp. Kanarya otu




Cizelge 4.2 (devam)
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Asteraceae /

Papatyagiller /

Y3
Artemisia sp. Pelin otlar1
Ve Labiatae / Ballibabagiller /
Ziziphora sp. Dag reyhanlari
va Chenopodiaceae / Kazayagigiller /
Chenopodium foliosum It {iziimii
123 Asteraceae / Papatyagiller /
Achillea millefolium Civanpercemi
1/21 Asteraceae / Papatyagiller /
e Asteraceae / Papatyagiller /
Artemisia sp. Pelin otlar1
V13 Chenopodiaceae / Kazayagigiller /
Chenopodium album Tel pancari
Uls Poaceae / Bugdaygiller /
Avena sp. Yulaf
Y Boraginaceae / Hodangiller /
Onosma sp. Emzik otu
1/18 Teshis edilemedi
122 Fabaceae / Baklagiller /
Astragalus sp. Geven otu
119 Asteraceae / Papatyagiller /
Xeranthemum annuum Dag karanfili-6lmez otu
o Labiatae / Ballibabagiller /
Salvia sp. Adagay1
U3 Scrophulariaceae / Siracaotugiller /
Verbascum sp. Sigirkuyrugu
18 Plumbaginaceae / Disotugiller /

Malva sylvestris Linnaeus

Kusekmegi-madimak




Cizelge 4.2 (devam)

65

s Poaceae / Bugdaygiller /
Festuca sp. Yumak
17 Scrophulariaceae / Siracaotugiller /
Veronica sp. Yavsan otu
Ua Asteraceae / Papatyagiller /
Artemisia sp. Pelin otlar1
17 Euphorbiaceae / Stitlegengiller /
Euphorbia sp. Siitlegen
U1 Asteraceae / Papatyagiller /
Senecio sp. Kanarya otu
Ul Poaceae / Bugdaygiller /
Avena sp. Yulaf
2/8 Teshis edilemedi
2/3 Teshis edilemedi
2/4 Teshis edilemedi
1/9 Teshis edilemedi
2/9 Teshis edilemedi

Cizelge 4.2 incelendiginde; en ¢ok bitki tiiriiyle temsil edilen familyanin Asteraceae/
Papatyagiller (8 tiir) oldugu goriilmektedir. Bu familyay1 Poaceae/ Bugdaygiller (3 tiir)
familyas1 takip etmektedir.
Labiatae (Ballibabagiller), Chenopodiaceae (Kazayagigiller) ve Scrophulariaceae
(Siracaotugiller) familyalarin1 2 bitki tiirii temsil etmekle beraber Plumbaginaceae

(Disotugiller) ve Euphorbiaceae (Siitlegengiller) ailelerine ait 1 bitki tiirii tespit

edilmistir.

Palanddken, Kargapazar1 ve Hasanbaba Daglar1 civarindan rizosfer topragiyla birlikte

toplanan bitkiler Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Fabaceae (Baklagiller), Boraginaceae (Hodangiller),
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Sekil 4.4 (devam)



67

Sekil 4.4 (devam)



Sekil 4.4 (devam)
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Sekil 4.4. Toplanan bitki 6rnekleri

4.3. Rizosfer Topraklarindan Elde Edilen izolatlarin Baz1 Ozellikleri

3.2.3’te belirtildigi gibi toprak orneklerinden izole edilip saflastirilan izolatlar 3.2.4.’te
ifade edildigi gibi gram Ozellikleri, hiicre sekilleri, koloni renkleri, biiyiikliikleri,
endospor ve katalaz enzimi bulundurma 6zelliklerine gore incelenmistir. Cizelge 4.3.°te

yapilan ¢alismanin sonuglari 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.3. izolatlarin baz1 kiiltiirel ve sitolojik dzellikleri

izolat Gram . . Koloni PR
No Reaksiyonu Hiicre Sekli Rengi ve Sekli Biiyiikliik ( pm) Endospor Katalaz
GBK1 - Basil Krem-yuvarlak 3,7 x 12 _ +
GBK 2 + Basil Krem-yuvarlak 3,7 X 1,2 _ +
GBK 3 . Basil | Yesilimsisan- 15 x 05
yuvarlak - +
GBK 4 - Kokobasil Sari-yuvarlak 0,8 x 0,3 _ +
GBK 5 . Basil | Yesilimsisan- 15 x 05
yuvarlak - +
GBK 6 . Basil Agik sari- 50 x 12
yuvarlak - +
GBK 7 - Basil Krem-bulutsu 6,2 x 0,7 R +
GBK 8 - Basil Krem-bulutsu 3,7 X 1,2 _ +
GBK9 + Kok Krem-yuvarlak 30 x 3,0 + +
GBK 10 - Basil Krem-bulutsu <1 R +
GBK 11 - Basil Agik sar - 37 x 15
yuvarlak - +
GBK 12 + Streptobasil | Beyaz-yuvarlak 6,2 Xx 1,2 _ +
GBK 13 + Streptobasil | Beyaz-yuvarlak 3,7 x 1,2 _ +
GBK 14 " Basil Seffaf-kare 12 x 09
yuvarlak - +
GBK 15 - Basil Krem-bulutsu 50 x 15 R +
GBK 16 + Kok Krem-yuvarlak 25 X 25 _ +
GBK 17 + Diplobasil Krem-bulutsu 25 x 12 R +
GBK 18 - Kok Pembe-yuvarlak 30 x 30 R +
GBK 19 - Basil Seffaf Krem- 50 x 12
kare yuvarlak - +
GBK 20 + Kok Krem-yuvarlak 25 X 2,5 _ +
GBK 21 + Basil Beyaz-bulutsu 75 X 25 _ 4
GBK 22 + stafilokok Krem-yuvarlak 25 x 25 + +
GBK 23 - Basil Krem- bulutsu 50 x 1,2 R +
GBK 24 - Basil Krem-bulutsu 37 x 18 R +
GBK 25 + Kokobasil Sari- yuvarlak 05 x 0,3 R +
GBK 26 - Kok Sar1-yuvarlak 15 x 15 R +
Turuncu-
GBK 27 + Kok yuvarlak 25 x 2,5 + +
GBK 28 - Basil Krem- bulutsu 50 x 15 _ R
GBK 29 + Kok Krem- yuvarlak 32 X 3,2 + R
Agik sar1-
GBK 30 + streptokok yuvarlak 15 x 15 + +
GBK 31 - Kok Krem- bulutsu 30 x 30 R +
GBK 32 - Basil Krem- bulutsu 50 x 15 R +

Sonuglar; elde edilen izolatlarin genelinin katalaz pozitif 6zellikte oldugunu ortaya

cikarmistir. Inceleme sirasinda sentral ve subterminal endosporlara rastlanmistir. En ve
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boy Ol¢iileri arasinda fazla bir fark bulunan ¢ubuk seklindeki bakterilerin yaninda en ve
boy farki az olan kokobasiller de goriilmiistiir. Diplobasil, streptobasil, monobasil,
monokok, streptokok ve stafilokok sekillerinde bakteriler bulunmustur. Petrilerde
incelenen bakterilerin koloni renkleri genelde krem olmakla birlikte beyaz, a¢ik sari,
turuncu, pembe, yesilimsi sar1 ve seffaf renkte koloniler de incelenmistir. Ayrica ekim
sirasinda; kolonilerin bazilarinin mukoid bazilarinin mat-kat1 sabunsu ve bazilarinin ise
floresan Ozellikte oldugu fark edilmistir. Gram 6zelligi bakimindan sayisal anlamda bir
grubun istiinlitk gostermedigi (Gram pozitif izolat sayisi: 14, Gram negatif izolat sayist:

18) sonucuna varilmistir.

4.4. ACC Deaminaz Enzimi Bakimindan Aktif izolatlarin Secimi

3.2.3’de bahsedildigi gibi ACC igeren DF besiyerinde daha iyi gelisen
mikroorganizmalar segilerek saflagtirlmis ve ACC deaminaz aktivite tayinleri

yapilmistir. Bu besiyerinde izolatlarin tireme durumlar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Izolatlarin ACC igeren ve DF besiyeriyle hazirlanan petrilerde 2-6 giin
icindeki tireme durumlari

) Toprak_lardan Elde Edilen
Rizosfer Ornegi Izolat Kodu
Alinan Bitki 5°C 15°C 20°C
Kodu 5°C 15°c | 20°C
2/8 GBK 1 GBK 2 3 1 4
Y7 GBK 22 GBK 31 1 3 4
1/2 GBK 8 2 1 4
Y2 2 2 3
2/4 GBK 23 1 3 3
2/3 GBK 7 GBK 20 3 4 -
1/22 1 1 3
1/16 GBK 3 3 1 2
1/21 GBK 32 2 2 5
Y5 GBK 10 | GBK 16 | GBK 25 4 4 5
1/19 GBK 13 | GBK19 | GBK 29 2 3 4
Y3 GBK 11 | GBK 17 | GBK 27 3 4 4
Y4 2 1 3
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Cizelge 4.4 (devam)

1/9 GBK 9 GBK 15 | GBK 24 3 3 4
1/23 GBK12 | GBK18 | GBK 28 2 3 4
1/5 GBK 30 2 2 4
1/24 GBK 14 | GBK 21 3 3 3
219 2 3
1/18 GBK 4 2 2 4
1/3 GBK5 GBK 6 GBK 26 3 4 4

-: ireme yok 1:¢ok diisiik 2:diisiik 3:orta 4:iyi 5:¢ok iyi

Calisma sirasinda petrilerde 2-3 giin i¢inde en az iiremenin 5°C’de oldugu, diger
sicakliklara gore en iyi iiremenin ise 20°C’de oldugu sonucuna varilmistir. Ureme
goriilmeyen veya tiremenin diisilk oldugu izolatlarin DF besiyerinde 3. giinden sonra
gelismelerinde ilerleme goriilmiistiir. En iyi tireme sergileyen izolatlar; 5°C’ de; GBK 1,
GBK 7, GBK 3, GBK 10, GBK 11, GBK 9, GBK 14, GBK 5 kodlu izolatlar, 15°C’ de
ise GBK 22, GBK 23, GBK 20, GBK 16, GBK 19, GBK 17, GBK 15, GBK 18, GBK
21, GBK 6 kodlu izolatlar olarak gézlemlenmistir.

4.5. Secilen izolatlarin ACC Deaminaz Aktivite Degerleri

3.2.5’te belirtilen islemler sonrasinda bakterilerin ACC’yi pargalayarak olusturdugu o-
ketobiitirat sonucu ortaya c¢ikan absorbans degerleri 540 nm’de 6l¢iilmiis ve sonuglar

Cizelge 4.5de ifade edilmistir.
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Cizelge 4.5. Elde edilen izolatlarin ACC deaminaz aktivite degerleri

iZOLAT NO ACC Deaminaz Aktivite Degeri ( 25°C)

Absorbans (540 nm) pmol

GBK1 1,300 0,951
GBK 2 1,528 0,993
GBK 3 1,474 0,962
GBK 4 1,688 1,207
GBK 5 0,320 0,309
GBK 6 0,787 0,689
GBK7 0,656 0,545
GBK 8 0,318 0,307
GBK 9 0,276 0,265
GBK 10 0,182 0171
GBK 11 0,249 0,237
GBK 12 0,157 0,145
GBK 13 0,210 0,196
GBK 14 0,146 0,135
GBK 15 0,208 0,194
GBK 16 0,245 0,233
GBK 17 0,200 0,189
GBK 18 0,172 0,160
GBK 19 0,223 0,212
GBK 20 0,242 0,230
GBK 21 0,145 0,133
GBK 22 0,304 0,295
GBK 23 0,156 0,144
GBK 24 0,177 0,166
GBK 25 0,236 0,225
GBK 26 0,249 0,237
GBK 27 0,173 0,161
GBK 28 0,209 0,195
GBK 29 0,174 0,163
GBK 30 0,204 0,190
GBK 31 0,165 0,154
GBK 32 0,162 0,151
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En diisiik absorbans degerinin (0,145) 15°C’de gelisen GBK 21 kodlu izolata, en yiiksek
absorbans degerinin ise (1,688) 20°C’de gelisen GBK 4 kodlu izolata ait oldugu

bulunmustur.

46. ACC Deaminaz Aktivitesi Yiiksek Bulunan Bakterilerin Genetik

Karakterizasyonu

ACC deaminaz aktivite degerleri en yiiksek bulunan 8 izolatin genetik karakterizasyonu
3.2.7.”de belirtildigi gibi 16S rDNA analizi ile yapilmistir. Cizelge 4.6’da bu izolatlarin
Latince isimleri, absorbans degerleri, izole edildigi sicakliklar, ait oldugu bitki ve toprak

kodlar1 verilmistir. Komsuluk analizi ise Sekil 4.5’de belirtilmistir.

Cizelge 4.6. ACC deaminaz aktivite degerleri en yiiksek bulunan 8 izolata ait veriler

izolat | Almdizir | Gelistizi | ACC deaminaz aktivite Ismi
Kodu Bitki Sicaklik degeri

Kodu (540 nm) (umol)
GBK 1 2/8 5°C 1,300 0,951 Pseudomonas migulae
GBK 2 2/8 20°C 1,528 0,993 Leucobacter iarius
GBK 3 1/16 5°C 1,474 0,962 Pseudomonas fluorescens
GBK 4 1/18 20°C 1,688 1207 Stenotro_p_homonas

' maltophilia

GBK 5 1/3 5°C 0,320 0,309 Pseudomonas fluorescens
GBK 6 1/3 15°C 0,787 0,689 Enterobacter cloacae
GBK 7 2/3 5°C 0,656 0,545 Pseudomonas carica papayae
GBK 8 172 20°C 0,318 0,307 | Pseudomonas migulae
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| GBK 6
! Enterobacter cloacae

| GBK 4

| Stenorrophomonas maltophilia

GBK 7

Pseudomonas cavica papavae

— Preudomonas mandelii

GEBK 3

Preudomonas fluorescens
GBKE 5

[ GBK &8
GBK |

FPseudomonas migulae

[ GBK !

Leucobacter iarius

Sekil 4.5. GBK 1, GBK 2, GBK 3, GBK 4, GBK 5, GBK 6, GBK 7 ve GBK 8
izolatlarinin yakinligin1 gosteren dendogram

Sekil 4.5’te goriildiigi gibi, ACC deaminaz aktivitesi bakimindan etkili bulunan tiirler 4
ana gruba ayrilmaktadir. Birinci grupta tek tiirle Enterobacter cloacae (GBK 6) tiiri,
ikinci grupta yine tek tiirle Stenotrophomonas maltophilia (GBK 4) tiirii temsil
edilmektedir. Ugiincii grupta yakin akrabalik gosteren Pseudomonas carica papayae
(GBK 7), Pseudomonas fluorescens (GBK 3), Pseudomonas fluorescens (GBK 5),
Pseudomonas migulae (GBK 8) ve Pseudomonas migulae (GBK 1) tiirleri

bulunmaktadir. Dordiincii grupta ise Leucobacter iarius (GBK 2) tiirii yer almaktadir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tarimda verimi artirmak igin gesitli kimyasallarin (giibre, pestisid vb.) kullanimi bu
kimyasallarin yeralti ve yeriistii sularinda ve toprakta birikimine yol a¢gmis ve basta
insan olmak iizere biitiin canlilarin saghigmi tehdit eder bir boyut kazanmustir. Ustelik,
kimyasallarin bilingsiz ve agir1 kullanimi, giderek artirilmasi hedeflenen tarimsal verimi
de diistirmiistiir. Bu durum, verimi artirici ve ¢evre dostu yeni iirlinlerin gelistirilmesini
zorunlu kilmistir. Yogun mikrobiyal etkinligin oldugubitki rizosferinde yasayan
mikroorganizmalarin farkli yol ve mekanizmalarla bitki biiylimesini olumlu yonde
etkiledigi konusundaki gozlemler, bu mikroorganizmalar ile yapilacak preparasyonlarin,
yukarida belirtilen kimyasal madde kullanimina bir alternatif olabilecegini diistindiirmiis
ve rizosfer topraklarindan izole edilerek tek veya karisik inokiilantlar olarak hazirlanan
preparatlara biyogiibre, bu preparatlar igerisindeki mikroorganizmalara da “Bitki
Biiytimesini  Tesvik  Edici  Rizobakteriler =~ (PGPR)” adi1  verilmistir. Bu
mikroorganizmalarin bir grubu topraktaki besin elementlerinin alimimi kolaylastirarak
veya bitki gelisimine yardimer salgilar tireterek bitki gelisimini tesvik eder. Diger grup

ise bitki patojen ve zararlilarinin etkilerini azaltarak biiylimeye katki saglar.

PGPR’nin yaygin olarak kullanimimi sinirlayan en Onemli engel, laboratuvar
kosullarinda gosterdikleri performansi, tarla kosullarinda gdsterememeleridir. Bunun
sebebi ya bolgenin klimatik sartlarina adaptasyon saglayamamalari ya da yerel
mikroflora ile rekabet edememeleridir. Ornegin Erzurum ve gevresinde, rakimm yiiksek
olmast, kis mevsiminin uzunlugu, iiretim sezonunun kisalig1 ve oldukga diisiik ortalama
sicaklik derecelerine sahip olmasi gibi sebeplerle, PGPR iiyeleri bu sartlara
adaptasyonda zorlanmakta ve uygulanmalarindan kisa bir zaman sonra elenerek
yerlerini yerel mikrofloraya terketmektedir. iste bu nedenlerle, arastirmamizda PGPR
olarak kullanilabilecek ACC deaminaz aktiviteli tiirlerin, ayn1 zamanda soguk sartlara

direngli olmalar1 hedeflenmis ve ¢alisma bu hedef dogrultusunda yiiriitiilmiistiir.
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Tarimsal verim, ozellikle kis aylar1 boyunca diisiik atmosfer ve toprak sicakligina bagl
olarak azaldigindan dolayr; diisiik sicakliklarin negatif etkisini dengeleyen, soguga
adapte olmus, bitki biiylime ve gelisimini olumlu olarak etkileyen rizobakteri irklarini
inokiilant olarak kullanmak son derece gereklidir (Kottmeier et al. 1990; Mishra et al.
2009).

Mikroorganizmalarin izole edildigi rizosfer topraklarinin yiiksek rakimli bolgelerden
toplanmast ve 20°C’nin altinda iireme gosteren ACC deaminaz etkinliine sahip
bakterilerin se¢imi, bdyle izolatlarin bdlgemiz kosullarinda kullanilabilecegi

diisiincesiyle gergeklestirilmistir.

Soguga direngli bu mikroorganizmalar diisiik sicakliktaki ¢evrelerde basariyla
gelisebilmek icin, bir dizi fonksiyonel ve giiclii etkili adaptasyon gelistirmislerdir. Bu
adaptasyonlar; diisiik sicakliklarda yiiksek katalitik etkili, sogukta aktif kalabilen enzim
tretimi, hiicre membranlarina membran akiskanligini korumak i¢in doymamis yag
asitlerinin katilmas1 ve diisiik sicakliklarda soguk sok proteininin sentezi olarak bilinir

(Gerday and Glansdorff 2007; Margesin et al. 2008).

Bir PGPR elemani olarak ACC deaminaz lireten bakteriler, sadece bu enzimi tirettikleri
icin degil, baska bir¢ok yol ve mekanizma ile bitki biiylimesine katki sagladiklari i¢in de
bliylik 6neme sahiptirler. Soyle ki; 1) ACC deaminaz lireten bakteriler disinda, biyotik
ve abiyotik stres etilenine karst baska bir inhibitdr kullanilmamaktadir.2) Yaygin bir
sekilde ACC deaminaz enzimine sahip olan toprak mikroorganizmalari, ACC’yi azot ve
karbon kaynagi olarak kullanabildigi i¢cin kok rizosferine kolonize olma bakimindan
diger bakterilere oranla daha yiiksek rekabet sansi kazanirlar. Ornegin yiiriitiilen bir
calismada, farkli kaynaklardan izole edilen 233 Rhizobium susundan 27 adedi harig
digerlerinin ACC deaminaz enzim aktivitesi gosterdigi saptanmistir (Duan et al. 2006).
3) Bakteriyel ACC deaminaz geni aktarilmis transgenik bitkiler, gen aktarimi

yapilmamis bitkilere nispeten toksik metal etkilerine kars1 daha dayanikli bulunmustur
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(Grichko et al. 2000; Nie et al. 2002; Stearns et al. 2005). Pseudomonas putida ile
muamele goren ayciceginde kadmiyum toksik etkisinin azaldigi ve kokler tarafindan
metal aliminin %40 oraninda arttigi belirlenmistir (Wu et al. 2006). 4) Cicekli tiirlerde
yaslanma ve c¢igeklerin solmasinda etilen ve onun onciisic ACC’nin etkisi gbz ardi
edilemez (Woltering and van Doorn 1988; Reid and Wu 1992). ACC deaminaz igeren
PGPR preparatlariyla bitkinin muamele edilmesi sonucu ¢esitli ¢i¢eklerde raf omriiniin
uzatilabilecegi (Nayani et al. 1998) ve bu yontemin ticari olarak siis bitkisi
yetistiriciliginde kullanighi bir biyoteknolojik c¢alisma olabilecegi diistiniilmektedir
(Cakmake1 2009). 5) Nodiilasyon siirecinde Rhizobium bakterilerinin kokleri enfekte
etmesi bitkide biyotik strese neden olur ve koklerde iiretilen ACC dolayisiyla da etilen
seviyesi artis gosterir. Bu durumda etilen ve onun oncisi olan ACC, baklagil
bitkilerinde nodiilasyonu olumsuz yonde etkiler (Lee and La Rue 1992; Nukui 2000;
Oldroyd et al. 2001). Yani sonugcta rizobiyal enfeksiyon adeta kendi kendini engelleyici
bir siire¢ olarak isler (Guinel and Geil 2002; Ma et al. 2003 a). 6) Yapilan
arastirmalarda; ug¢ sicakliklar, yiiksek 1s1k, sel, kuraklik, toksik metaller, radyasyon,
yaralanmalar, predatdr bocekler, cesitli patojenlerin varligi, yliksek tuz miktari, ¢evresel
organik kirleticiler gibi ¢ok sayida abiyotik ve biyotik stres kosullariin bitki gelisimini
inhibe ettigi vurgulanmistir (Abeles et al. 1992; Glick et al. 2007). ACC deaminaz
enzimi iceren PGPR ile muamele edilen bitkilerde bu enzim sayesinde stres kosullarinin
bir sonucu olarak sentezlenen stres etileninin miktar1 azaltilarak bitkideki bu asir1
etilenin yol agabilecegi yikict etkilere karsi bitkinin daha direngli olmasi saglanmagtir
(Burd et al. 1998; Grichko et al. 2000; Grichko and Glick 2001; Mayak et al. 2004a,b;
Arshad et al. 2008). 7) ACC deaminaz aktivitesine sahip PGPR inokiilantlarinin
bahgecilik ve zirai alanlarda kullanigh olacagi goriisii yaygindir (Penrose and Glick
2003). Cesitli ¢alismalar sonucunda ACC deaminaz ozelliginin tespit edilmesinin,
verimli PGPR’nin taranmasinda etkili bir yol olabilecegi (Hye et al. 2007) ve ACC
deaminaz aktivitesinin bitki gelisimini artiran bakterileri tanimada bir anahtar niteligi

tasidig1 (Glick et al. 2007) kaydedilmistir.

Yukarida maddeler halinde anlatilan Ozellikleri nedeniyle son yillarda bir PGPR

elemani olarak ACC deaminaz iireten bakterilerin izolasyonu konusundaki arastirmalar
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yogunluk kazanmistir (Penrose and Glick 2003; Selvakumar et al. 2008; Jalili et al.
2009; Li et al. 2011). Bu organizmalarin izolasyonunda genellikle iki yol izlenmistir.
Bunlardan birincisi tek azot kaynagi olarak ACC igeren minimal besiyerlerinde gelisen
kolonileri se¢me esasina dayanir (Zafar-Ul-Hye 2007). Ancak arastirmamiz boyunca
yapilan 6n denemeler sonunda, bu yontemin sonuglarinin yeterince giivenilir olmadig,
ACC igermeyen minimal ortamda da bazi kolonilerin gelistigi goriilmiistiir. Bu nedenle
sonuglar1 itibariyle daha giivenilir olan “a-ketobiitirat” 6l¢limii esasina dayali yontem
kullanilmistir. Ustelik bu ydntem hem kantitatif hem de kalitatif bilgiler vermektedir.
Giris kisminda da belirtildigi gibi ACC deaminaz enzimi, etilenin onciisii olan ACC’yi
a- ketobiitirat ve amonyaga donistiirmektedir. Dolayisiyla ACC deaminaz enzim
aktivitesini belirledigimiz bu metotta {irlinlerden «- ketobiitiratin O6l¢iimii esas
alinmaktadir. ilk olarak Honma and Shimomura (1978) tarafindan 6nerilen bu ydntem,

giiniimiizde de bu tip ¢aligmalarda giivenle kullanilmaktadir.

Arastirma sonuglarimiza gore; dag reyhani bitkisinin rizosferinden 2 izolat (GBK 22 ve
GBK 31), adagay1r bitkisinin rizosferinden 1 izolat (GBK 8), yulaf bitkisinin
rizosferinden 1 izolat (GBK 3), papatyagiller familyasina ait bitki fizosferinden 1 izolat
(GBK 32), sigirdili bitkisinin rizosferinden 3 izolat (GBK 10, GBK 16 ve GBK 25), dag
karanfili bitkisinin rizosferinden 3 izolat (GBK 13, GBK 19 ve GBK 29), pelin otu
bitkisinin rizosferinden 3 izolat (GBK 11, GBK 17 ve GBK 27), civanpergemi bitkisinin
rizosferinden 3 izolat (GBK 12, GBK 18 ve GBK 28), yumak bitkisinin rizosferinden 1
izolat (GBK 30), emzik otu bitkisinin rizosferinden 2 izolat (GBK 14 ve GBK 21),
sigirkuyrugu bitkisinin rizosferinden 3 izolat (GBK 5, GBK 6 ve GBK 26) elde
edilmistir. Ayrica 2/8 kodlu bitki rizosferinden 2 izolat (GBK 1 ve GBK 2), 2/4 kodlu
bitki rizosferinden 1 izolat (GBK 23), 2/3 kodlu bitki rizosferinden 2 izolat (GBK 7 ve
GBK 20), 1/9 kodlu bitki rizosferinden 3 izolat (GBK 9, GBK 15 ve GBK 24), 1/18
kodlu bitki rizosferinden 1 izolat (GBK 4) elde edilmekle beraber teshisleri
yapilamamistir. Bu yiizden daha sonraki ¢aligmalarda bahar aylarinda ve ¢igeklenme
doneminde ayni bitkilerin tekrar toplanmasi, bdylelikle bitki teshislerinin daha kolay
yapilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bitkilerin rizosferinden elde edilen ve bu tez

kapsaminda olmayan bircok izolatimiz da bulunmaktadir. Bu izolatlarin inorganik
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fosfat1 ¢ozebilme, azot fikse edebilme, mineralizasyonda goérev alabilme, patojenleri
inhibe edebilme vb. potansiyelleri, daha sonraki arastirmalarimiz igin yeterli bir

koleksiyon olusturmustur.

5°C’de; GBK 1, GBK 7, GBK 3, GBK 10, GBK 11, GBK 9, GBK 14, GBK 5 kodlu
izolatlar, 15°C” de ise GBK 22, GBK 23, GBK 20, GBK 16, GBK 19, GBK 17, GBK
15, GBK 18, GBK 21, GBK 6 kodlu izolatlar en iyi iireme gostermesi bakimindan
sogukeul mikroorganizma grubunun temsilcileri olarak diiglinlilmiistiir. Hem diisiik
sicakliklarda iiremeleri hem de yiikksek ACC deaminaz aktivite degerlerine sahip
olmalar1 agisindan GBK 1, GBK 7, GBK 3, GBK 5 (5°C) ; GBK 6 (15°C) kodlu
izolatlarin calisma yaptigimiz bolgenin tarla kosullarinda da etkili olabilecegini 6n

gorerek kullanimi 6nerebiliriz.

Bu aragtirmada ACC deaminaz enzimi bakimindan etkili 8 izolat elde edilmis ve 16s
rDNA analizi sonucu bunlarin Pseudomonas migulae (GBK 1), Leucobacter iarius
(GBK 2), Pseudomonas fluorescens (GBK 3), Stenotrophomonas maltophilia (GBK 4),
Pseudomonas fluorescens (GBK 5), Enterobacter cloacae (GBK 6), Pseudomonas
carica papayae (GBK 7) ve Pseudomonas migulae (GBK 8) olduklar1 tespit edilmistir.
Cizelge 4.6.’da da goriildigii gibi ACC deaminaz aktivitesi bakimindan en yiiksek
performans1 Stenotrophomonas maltophilia tiirii gostermistir. Daha Once yapilan
arastirmalarda (Naz and Bano, 2012; Anonim 2013) bu tiiriin g¢esitli bitkilerin
rizosferinde bulunan endofitik bir tiir oldugu, bazi suslarin IAA, GA, ABA ve trans-
zeatin gibi biiyiime diizenleyici maddeler iireterek bitki biliylimesine katki sagladigi,
proteaz ve Kkitinaz gibi ekstraseliiler enzimler bakimindan zengin oldugu, bazi
antimikrobik maddeler iiretebildigi ve dolayisiyla hem bir biyokontrol ajan1 hem de bir
PGPR olarak kullanilabilecegi kaydedilmistir (Anonymus 2013). Ancak bu tiiriin ACC
deaminaz aktivitesine sahip oldugunu gosteren bir kaynaga ulasilamamistir. Bu nedenle
aragtirmamiz, S. maltophilia’nin ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugunu gosteren
ilk calisma olarak degerlendirilebilir. Diger taraftan bu arastirmada izole edilen S.
maltophilia, yukarida bu tiirde bulundugu belirtilen PGPR ve biyokontrol 6zellikleri

bakimindan da arastirilmalidir.
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Arastirmamizdan elde edilen sonuglara gore, ACC deaminaz bakimindan etkili bulunan
8 tlrlin 5 tanesi Pseudomonas cinsine aittir. Daha 6nce bu konu iizerinde yapilmis
arastirma sonuclar1 incelendiginde, ACC deaminaz aktivitesine sahip tiirlerin
Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter ve Rhizobium cinslerine ait oldugu,
ancak Pseudomonas cinsinin bu konuda bariz bir Gstiinliik gdsterdigi anlagilmaktadir
(Meyer et al. 2004; Kausar et al. 2006; Jalili et al. 2009; Mishra et al. 2009). Arastirma
sonuglarimizda 8 etkili tiirden 5’inin Pseudomonas cinsine ait olmasi, yukaridaki
arastirma sonuglarin1  destekler niteliktedir. Diger taraftan, gerek endiistriyel
mikrobiyoloji alaninda yapilan iiretimler, gerekse tarimsal biyoteknoloji caligmalarinda
Pseudomonas tiirlerinin en ¢ok kullanilan organizmalar oldugu ve ayni tiiriin birden
fazla amacla kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Toprak
Pseudomonad’lar1 gesitli biyotik ve abiyotik stres kosullarinda fazla miktarda bitkiye
dayaniklilik saglayict enzimler ve metabolitler iiretme kapasitesi, koklere miikemmel bir
sekilde kolonize olma kapasitesi ve katabolik olarak ¢ok yonlii olmalarindan dolay1
bilim diinyasinda 6nemli bir yere sahiptir. Ornegin gram negatif ozellikteki P.
fluorescens, bitki gelisimine, canliligina ve patojenlerle basa ¢ikmada bitkinin
kabiliyetini artirarak yliksek verim elde edilmesine pozitif etkide bulunmaktadir
(Ramamoorthy et al. 2001; Nandakumar et al. 2001; Vivekananthan et al. 2004; Mayak
et al. 2004a; Saravanakumar et al. 2006). Yine alpin ve subalpin bdlgelerde soguga
adapte olan bakterilerle ilgili yapilan mevcut ¢alismalarda en c¢ok Pseudomonas
cinslerinin varligindan s6z edilmekle beraber, bu boélgelerde yasamak icin etkili
mekanizmalara sahip diger cinslerin genellikle az oldugu vurgulanmistir (Meyer et al.

2004).

Pseudomonas tiirlerinin PGPR elemani olarak bir bagka iistiinliikleri biyodegradasyon
ve mineralizasyon yetenekleridir. Yag artiklari, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
polisiklik bifenil gibi organik ¢evre kirleticilerini bitkisel olarak temizleme yollar1 ve
bununla ilgili birgok ticari iriin gelistirilmistir. Ancak ¢ogu bitki ve agag tiirii bazi
organik bilesikleri ayristirirken yiiksek molekiiller ve su eksikliginden Gtiirii
degradasyon zorlastigindan bu maddelerin bitki kokleri tarafindan ayristirilmasin
kolaylastirici degredatif bakterilere son derece ihtiyag vardir. Normal topraklarda
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bulunan bakteri popiilasyonu kompleks organik molekiilerin parcalanmasinda bir etkiye
sahip olmazken, rizosferdeki ayristirici bakteriler normal popiilasyonlarinin 100-1000
kat1 daha fazla bir popiilasyonla bu isi yapabilmistir. Ancak bu bakterilerle ayni
rizosferde bulunan bitkiler bu sonuctan olumsuz etkilenebilir. Bu durum bitkiler

tarafindan bir stres faktori olarak algilanir ve bitkide stres etileni sentezi artar.

ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugu ilk olarak bu arastirmada belirlenen bir baska
dikkat cekici tiir de Leucobacter iarius’tur. Ilk olarak Vishal et al. (2007) tarafindan
entomopatojenik bir nematod olan Steinernema thermophilum’dan izole edilerek
tanimlanan bu bakteri, Microbacteriaceae familyasina mensuptur. GBK 2 koduyla
arastirmamizda yer alan bu tiiriin Gram pozitif ve ¢ubuk sekilli bir bakteri oldugu,
katalaz {irettigi, endospor olusturmadigi ve krem renginde koloniler olusturdugu
goriilmistiir. Bu ozellikler Vishal et al. (2007) tarafindan ilk tanimlanan tiire ait

ozelliklerle de benzerlik arz etmektedir.

Aragtirmamizda etkili bulunan 8 izolata ait a-ketobiitirat degerleri umol olarak soyledir:
Stenotrophomonas maltophilia: 1,207mg™ h™*; Leucobacter iarius: 0,993 mg™ h™;
Pseudomonas fluorescens: 0,962 mg™ h™; Pseudomonas migulae: 0,951 mg™* h;
Enterobacter cloacae: 0,689 mg™ h™'; Pseudomonas carica papayae: 0,545 mg™ h;
Pseudomonas fluorescens: 0,309 mg™h™; Pseudomonas migulae: 0,307 mg™h™.

[zolatlarimizdan en etkili bulunan ve ilk iicii olan S. maltophilia, L. Tarius ve P.
fluorescens ile daha Once gesitli arastiricilar tarafindan elde edilen izolatlara ait en

yiiksek a-ketobiitirat degerleri Cizelge 5.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 5.1. Belirtilen izolatlara ait a-ketobiitirat degerleri

izolat a-ketobiitirat (umol) Kaynak
Stenotrophomonas maltophilia 1,207 Bu aragtirma
Leucobacter iarius 0,993 Bu arastirma
Pseudomonas fluorescens 0,962 Bu aragtirma
ACC5 0,174 Shaharoona et al. 2006
S20 0,442 Nadeem et al. 2006
Pseudomonas fluorescens TDK1 0,342 Saravanakumar and Samiyappan 2006

Burkholderia sp. 16,5 Li et al. 2011
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Cizelge 5.1.’de de goriildiigl gibi izolatlarimizin ACC deaminaz aktivitesi ACCS5, S20
ve P. fluorescens TDK1 tiirlerinden yiiksek, Burkholderia cinsine gore ise daha
disiiktiir. Ancak arastirmamizda elde edilen izolatlarin soguga toleransli olmasi
nedeniyle soguk bolgelerde kullanilabilirligi agisindan ayri bir {istlinliige sahip oldugu
da hesaba katilmalidir. Ayrica ACC deaminaz aktivitesinin diisiik bir miktar1 (> 20
nmol o-ketobiitirat rng'1 h™) bakterinin ACC iizerinde gelismesi ve PGPR olarak
davranmasi igin yeterli bulunmustur. Ustelik daha fazla miktarda ACC deaminaz
aktivitesine (300-400 nmol) sahip olan bakterilerin daha diisiik aktiviteye sahip
olanlardan daha fazla miktarda kok gelisimine sebep olmadigi saptanmistir (Penrose and
Glick 2003). Bu baglamda diisiik ACC deaminaz aktivitesi gosteren izolatlarimiz da
PGPR olarak degerlendirilebilir.
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