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OZET

FARKLI iLLERDEN ALINAN BIiTKiLERDEN iZOLE EDILEN
BAKTERILERIN TANISI VE AZOT FiKSE ETME, FOSFOR, POTASYUM VE
KALSIYUM COZME OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

YILMAZ, Songiil
Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1

1. Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen DONMEZ
2. Tez Danismani: Prof. Dr. Irfan CORUH

Subat 2019, 75 sayfa

Bu ¢aligmada farkli illerden 23 saglikli bitki 6rnegi materyal olarak alinmistir.
Bitkilerden yapilan izolasyon sonucunda 246 bakteri straini elde edilmistir. Tiitliinde
yapilan HR testi ile bakteri strainlerinin patajen olmadiklar1 belirlenmistir. Strainler
Mikrobial Tan1 Sistemi kullanilarak tanilanmistir.Yag asit metil analiz sonuglarina gore
bakteri strainleri ; Arthbacter (17), Brevibacillus (12), Bacillus (65), Lysinibacillus (3),
Herbaspirillum (7), Kocuria (21), Paucimonas (8), Pseudomonas (36) , Virgibacillus
(3), Microbacterium (11), Micrococcus (8), Erwinia (4), Stenotrophomonas (8),
Nesterenkonia (1), Achromobacter (1), Curtobacterium (5), Rhodococcus (7),
Enterobacter (2), Escherichia (1), Chryseobacterium (1), Xanthomonas (3),
Acinetobacter (5), Rothia (1), Paenibacillus (1), Ochrobacterium (1), Pantoea (1),
Sphingbacterium (5), Rhizobium (3), Grimontia (1), Aeromonas (1), Brevundimonas
(1), Phyllobacterium (1) ve Staphylococcus (1) olarak belirlenmistir. Elde edilen
bakteri strainleri azot fiksasyonu, fosfat, potasyum ve kalsiyum ¢oziicii 6zellikleri
bakimindan test edilmistir. Bunlar arasinda Herbaspirillum huttiense (SK4, SK49),
Microbacterium esteraromaticum (SK19, SK39, SY48), Achromobacter xylosoxidans
(SK50), Paucimonas lemoignei (SK56), Pantoea agglomerans (SY43), Pseudomonas
putida biotype B (YS2, DT17), Pseudomonas syringae pv. syringae (EP19),
Pseudomonas pseudoalcaligenes (SA20) olmak tizere 12 tane strainin biitiin testlerde
pozitif sonu¢ verdigi, diger strainlerin test sonuglarinin ise degiskenlik gdsterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: MIS, Fosfat ¢6zen bakteri, Potasyum ¢dzen bakteri, Kalsiyum
¢ozen bakteri, Azot fiksasyonu



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF BACTERIA ISOLATED FROM PLANTS TAKEN
FROM PIFFERENT PROUINCES AND DETERMINATION OF PROPERTIES
OF NITROGEN FIXATION, PHOSPHORUS, POTASSIUM AND CALCIUM
SOLUBILIZING

YILMAZ, Songiil
Master Thesis, Plant Protection Main Discipline
1% Thesis Adviser: Asst. Prof. Dr. Mesude Figen DONMEZ
2" Thesis Adviser: Prof. Dr. irfan CORUH
February 2019, 75 pages

In this study, 23 healthy plant samples were taken from different provinces.
246 bacterial strains were isolated from the plants. Bacterial strains were tested for
hypersensitive response (HR) on tobacco. HR test showed that bacterial strains were
not pathogenic. The strains were identified by using the Microbial Identification
System. According to the fatty acid methyl ester analysis results bacterial strains were
determined as follow; Arthbacter (17), Brevibacillus (12), Bacillus (65), Lysinibacillus
(3), Herbaspirillum (7), Kocuria (21), Paucimonas (8), Pseudomonas (36),
Virgibacillus  (3), Microbacterium (11), Micrococcus (8), Erwinia (4),
Stenotrophomonas (8), Nesterenkonia (1), Achromobacter (1), Curtobacterium (5),
Rhodococcus (7), Enterobacter (2), Escherichia (1), Chryseobacterium (1),
Xanthomonas (3), Acinetobacter (5), Rothia (1), Paenibacillus (1), Ochrobacterium (1),
Pantoea (1), Sphingbacterium (5), Rhizobium (3), Grimontia (1), Aeromonas (1) ,
Brevundimonas (1), Phyllobacterium (1) ve Staphylococcus (1). The obtained bacterial
strains were tested for nitrogen fixing, phosphate, potassium and calcium solubilising
properties. Herbaspirillum huttiense (SK4, SK49), Microbacterium esteraromaticum
(SK19, SK39, SY48), Achromobacter xylosoxidans (SK50), Paucimonas lemoignei
(SK56), Pantoea agglomerans (SY43) , Pseudomonas putida biotype B (YS2, DT17),
Pseudomonas syringae pv. syringae (EP19), Pseudomonas pseudoalcaligenes (SAZ20)
strains were found to be positive in all tests and the test results of other strains were
found to be variable.

Key Words: MIS, Phosphate solubilizing bacteria, Potassium solubilizing bacteria,
Calcium solubilizing bacteria, Nitrogen fixation



ONSOZ ve TESEKKUR

Ulkemizde tarimsal {iretimin énemli problemlerinden birisi, tarimsal ilaglarm ve
kimyasal giibrelerin bilingsizce ve dengesiz olarak bitkisel iiretimde kullanilmasidir.
Ulkemizde, yurt disindan petrolden sonra en fazla giibre alim1 yapilmaktadir. Kimyasal
giibrelerin pahali olmasi, dogal giibre kaynaklarinin giderek azalmasi ve kullanilan
kimyasal giibrelerin toprak, su ve hava kirliligine sebep olmasi, fikse olan besin
elementlerinden bitkilerin faydalanamamasi nedeniyle calismalar biyolojik giibreler
olarak adlandirilan mikroorganizmalar iizerine yogunlagmaktadir. Toprak, bitkisel
tiretimde temel faktorlerden bir tanesidir ve topraklarin verimliligi biyolojik aktivitesi
ile yakindan ilgilidir. Bu noktada mikroorganizmalar topraklarda kullanilamayan
formda olan besin elementlerinin serbest hale dontistiiriilmesini saglayarak bitkilerin bu
besin elementlerini aliminmi arttirmak ve bitki gelisimini tesvik etmek yoluyla bitki
beslenmesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalar oncelikle azot
fikse eden, fosfor, potasyum ve kalsiyumu ¢dzebilen mikroorganizmalarin izolasyonu,

tanisi, cesitli 6zelliklerinin ortaya konulmasi seklinde bir sira izlemektedir.

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler konusunda mesleki deneyimleri ile beni
dogru yonlendiren, ¢alismalarimdaki gostermis oldugu biiyiik 6zveri ve Ozen igin,
damigman hocam Dr. Ogr. Uyesi M.Figen DONMEZ’e, bitkilerin teshisi igin
yardimlarini esirgemeyen Dog¢. Dr. Yusuf ZEYNELOV a, baz1 6rneklerin alinmasinda
ve izolasyonunda bana yardimci olan sevgili arkadaslarim Yilmaz OZEN ve Elif
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1. GIRIS

Diinyada yasanan hizli sanayilesme ve niifus artis1 6nemli ¢evre sorunlarini da
beraberinde getirmistir. Kullanilabilir tarim alanlarmin  bir kisminin  erozyon,
coraklagma, turizm ve yerlesim alanlarina doniistiirtilmesi ile kullanilamaz hale gelmesi
ve giderek artan diinya niifusunun gida ihtiyacinin karsilanmasinin gerekliligi tarim
sistemlerinin yeniden degerlendirilmesi sonucunu dogurmustur (Aksoy, 2001; Zengin,
2007; Glick, 2012). Bu amagla tarimsal iiretimde birim alandan yiiksek verim ve
kalitede tirtin almak hedef olarak belirlenmistir (Dursun et al., 2010). Bununla birlikte
tiim diinyada bitkisel liretim ve hastalik/zararl kontroliinde yogun olarak ve bilingsizce
pestisit ve kimyasal giibre kullanilir hale gelmistir. Bu yiizden toprak verimliligi ve
biyolojik ¢esitlilik olumsuz etkilenmis, toprakta bulunan mikroorganizmalarin
faaliyetleri azalmis, patojen ve =zararli popiilasyonlar1 artmis, patojen ve zararl
etmenlerde ilaglara kars1 dayaniklilik riski olusmus, dogal denge bozulmus ve tiim bu
olumsuzluklar maalesef ki insan, hayvan ve ¢evre sagligini tehdit eder duruma gelmistir
(Akman ve Kara, 2001; ilter ve Altindisli, 2002; Szekeres, 2006; Yolcu ve Dasct,
2008). Ayrica triinlerdeki pestisit kalintilar1 basta ihracatimiz olmak {izere, i¢ pazarda
da biiylik marketlerde pazarlamay1 engelleyen en Onemli unsur olarak karsimiza
¢ikmaya baglamistir (Tosun ve ark., 2003). Dolayisiyla sorunun iistesinden gelmek
adina yapilan yogun miktarlarda kimyasal kullanimi kisir bir dongiiniin meydana

gelmesine sebep olmustur (Verma et al., 2007).

Tarimsal iiretimde istenilen nitelik ve nicelikte {iriin elde etmenin kosulu toprak
verimliligini optimum diizeyde tutmaktir. Bir topragin verimli sayilabilmesini
belirleyen unsurlarin basinda, o topragin bitkiler icin gerekli besin elementlerini
saglama kapasitesi gelmektedir. Bu nedenle; verimli topragin herseyden dnce iizerinde
yetistirilen bitkilerin gereksinimlerini karsilayacak diizeyde besin elementlerini
icermesi gerekmektedir. Kiiltiir topraklarini bitkilerin besin elementi gereksinimini
saglayacak diizeyde tutmak i¢in yapilacak kiiltiirel islemlerin basinda ise giibreleme
uygulamalar1 gelmektedir (Emrebas, 2010). Giibrelemedeki temel amag; gelisme
donemi boyunca bitkinin gereksinimi olan besin elementlerini kok bolgesinde

bulundurmak, topragin organik maddesini ve mikrobiyal aktivitesini arttirmaktir. Birim



alandan saglanan tarimsal iiretimi, olanaklar Olciisiinde en yiiksek ekonomik diizeye
ulagtirmak i¢in, giibrelemenin bilingli olarak yapilmasi, uygulanan besin elementlerinin
bitkiye yararli olmasi ve ayni zamanda yetisme periyodu boyunca bitkilerin
yararlanabilecegi formda bulundurulmasi gerekmektedir (Emrebas, 2010). Ancak
kimyasal giibreler, ¢ok daha fazla verim alabilmek diisiincesi ile rastgele zamanlarda,
Olgii tanimaz miktarlarda ve bilimsel olmayan yol ve metotlarla araziye
uygulanmaktadir. Bu sekilde bilingsizce kullanilan giibrelerin bir kismi bitkilere yararli
olabilmekte geri kalan kismi ise toprak sisteminden yikanma, yiizey akislar1 ve
buharlagsma ile uzaklasmakta veya toprakta siki bir sekilde tutulabilmektedir. Bu
sekilde topraktan uzaklasan giibreler toprak, hava ve su ortamlarinda g¢esitli olumsuz
etkilere neden olabilmektedir (Saber, 2001). Azotlu giibreler gibi bir kism1 topraktan
uzaklasan azotun fosforlu giibreler gibi toprakta adsorbe olabilen fosfor ve potasyumun
toprak sistemi iizerindeki olumsuz etkileri topragin kuvvetli bir tamponlama giicline
sahip olmasindan dolayr hemen fark edilmemektedir. Ayrica uzun vadede, bilimsel
esaslara uygun olmayan giibreleme topraklarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
dinamiklerini olumsuz yonde etkilemekte ve sonugta 6nemli bir sorun olan gevre
kirliligi meydana gelmektedir. Ozellikle yiiksek diizeyde sodyum igeren giibreler ve
potasyumlu giibreler, toprak tekstiirii lizerine olumsuz etki yapmaktadir. Belli
giibrelerin kontrol edilmeden, yiiksek diizeylerde kullanilmasi sonucu, topraklarda
toksik maddeler birikebilmektedir (Aksoy ve Altindisli, 1998). Bu durum hem verimin
diisiik olmasina hem de giibrelerin etkin olarak kullanilamamasina yol a¢gmaktadir.
Yanlis uygulama sonucunda toprakta denge halinde bulunan mikrobiyal fauna yararh
mikroorganizma popiilasyonunun aleyhine bir degisime ugramakta bu da bitki

patojenlerinin toprakta baskin hale gelmesine yol agmaktadir (Vessey, 2003; Er, 2009).

Tarim sisteminde en ¢ok azot ve fosfor igerikli kimyasal giibreler
kullanilmaktadir. Ciinkii her iki besin elementi de bitki gelismesini ve alinan iiriin
miktarint siirlayan en onemli besin elementleridir (Metha and Nautiyal, 2001).
Bitkilerce topraktan alinan besinler igerisinde en ¢ok gereksinim duyulan azot, biiyiik
Olclide aminoasitlerin, niikleik asitlerin, proteinlerin, klorofilin ve ¢esitli vitaminlerin
sentezi icin gereklidir ve karbondan sonra bitki dokularinda en ¢ok bulunan ikinci

elementtir (Miiftiioglu ve Demirer, 1998; Whitehead, 2000). Havanin %78’ini azot



olusturdugundan atmosfer azotun temel kaynagidir denilebilir. Ancak azot atmosferde
bu denli fazla miktarda bulunmasina karsin bitkiler havadaki serbest azottan
yararlanamamaktadir (Bosgelmez ve ark., 2001). Atmosferdeki azotun bitkiler
tarafindan kullanilabilir hale gelmesi i¢in endiistriyel olarak islenmesi veya biyolojik
yolla fikse edilmesi gerekmektedir. Endiistriyel azot fiksasyonu yiiksek enerji girdisine
ve daha cok is giicline ihtiya¢ duymakta, iiretim sistemi ile ¢evre kirliligine neden
olmaktadir (Haktanir ve Arcak, 1997). Azotlu giibre hammaddelerinin bir kisminin
nafta, komiir, dogalgaz gibi fosil kaynaklar oldugu diisiiniildiigiinde, kimyasal azotlu
giibre kullaniminin tarimda tiretim maliyetini arttirdigi gériilmektedir. Oysa biyolojik
olarak azot fiksasyonu, bazi mikroorganizmalar tarafindan (bakteriler, mavi yesil algler
ve funguslar) nitrogenaz enzimini kullanarak diisik enerji tliketimi ile
gerceklestirilebilmektedir (Ozturan ve Akman, 2017). Ayrica azotlu giibrelerden 1 kg
tiretmek icin 20.000 kcal’lik enerjiye ihtiya¢ duyuldugu dikkate alindiginda, biyolojik
azot fiksasyonunun 6nemi kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir (Cakir, 2005; Uyanik et
al., 2011). Biyolojik azot fiksasyonu; atmosferde bulunan molekiiler azotun
mikroorganizmalar tarafindan amonyum formlarina cevrilerek topraga baglanmasi,
yarayisli duruma gegmesi olayidir. Azot fiksasyonu biyolojik olarak Clostridium,
Azotobacter, Agromonas, Klebsiella ve Bacillus gibi toprakta serbest yasayan bakteriler
tarafindan gerceklestirilebildigi gibi konukgu segiciligi gosteren Rhizobium bakterileri
tarafindan simbiyotik iligki ile 6zellikle baklagil bitkilerinin koklerinde olusan nodiiller
sayesinde de gerceklestirilebilmektedir (Hirano et al., 2001; Ozdemir, 2002). Bu
mikroorganizmalarin nitrogenaz enzimini {retme yeteneklerinin oldugu, enzimin
N2’nin NHz’e doniigiimiinii kataliz ettigi ve bu yolla olusan amonyagin aminoasitler
haline doniiserek bitkiler tarafindan kullanildigi bildirilmistir (Hansen, 1994; Hardoim,
2011). Kiziloglu (1995) tarafindan yapilmis olan bir ¢alismada, biyolojik azot tespiti ile
elde edilen azotun kimyasal yolla tespit edilen azota oranla dort kat daha fazla oldugu

ve bunun simbiyotik ve non-simbiyotik yollarla gerceklestigi belirlenmistir.

Bitki gelisimi agisindan azottan sonra gelen en 6nemli besin elementlerinden
birisi de fosfordur. Bitkiler ortamda bulunan fosforu kokleri araciligiyla primer orto
fosfat (H,PO4) iyonu ve azda olsa sekonder orto fosfat (HPO4?), pirofosfat ve

metafosfat seklinde almaktadir (Goldstein, 1994). Bu inorganik formlar yaninda bitki



organik pargalanma tiriinleri olan niikleik asit ve fitin gibi baz1 organik fosfatlardan da
yararlanmaktadir. Bu durum bize ayni zamanda fosforun bitki biinyesinde yap1
maddeleri olan niikleik asitlerin ve fitinin olusmasinda onemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Ayrica fosforun ATP ve protein sentezinde, metabolik ara iiriinlerin
aktivasyonunda, fosfolipidlerin yapisal elemani olmasinda, enzimlerin translasyon
sonrast regiilasyonunda temel hiicresel gorevleri vardir ki bunlar fosforun bitkiler i¢in

mutlak liizumlu bir element olduguna isaret etmektedir (Azkan, 2002; Kocacaligkan,
2008).

Tiirkiye topraklarinda, asir1 diizeyde fosfor fiksasyonu nedeniyle bitkiler fosfor
noksanlig1 belirtileri gdstermektedir. Kimyasal giibreler ile verilen fosforlu giibrelerin
ancak %210-30’u bitkilerce alinmakta, geri kalani1 ya fikse olmakta, yada yagmur veya
sulama sular1 ile yikanarak yer alti sularina veya ylizey sularina karisarak kirlilige
neden olmaktadir (Shigaki et al., 2006). Cogu durumda toprakta fosfor miktar1 yeterli
olsa veya diizenli olarak giibreleme yapilsa bile, bitkilerce alim etkinligi diisiik
olmaktadir. Bu yiizden alinabilir fosfor yiiksek verim icin genellikle yetersizdir ve
uygulanan inorganik fosfor da giibrelemeden hemen sonra fikse edilerek kullanigsiz
hale gelmektedir (Goldstein, 2000). Bu durum bitkilere yarayisli fosforun asit
reaksiyonlu topraklarda aliiminyum, silisyum ve demir gibi maddelerle metalik
kompleks bilesikler halinde veya alkali reaksiyonlu topraklarda kalsiyum karbonat ile
coziinmez kompleks bilesikler olusturmak suretiyle fikse olmasindan dolayi ortaya

¢ikmaktadir (Kacar ve Katkat, 2007; Bilgin, 2008).

Diinya tarim alanlarinin yaklasik %67’sinde yarayisli fosfor igeriginin ¢ok az
oldugu ve giin gectikce fosfor kaynaklarinin azalacagi gz oniine alindiginda fiksasyon
olgusu ayr1 bir 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde iireticiler, ¢evre kirliligine
sebep olan kimyasal giibre kullanimin1 azaltic1 yonde faaliyetlere 6nem vermektedirler
(Te-Hsiu, 1999). Bunun sonucu olarak toprakta fosfor eksikliginin giderilmesinde ve
topraktaki kullanilamayan fosforun ¢oziilerek bitkiler tarafindan kullanilabilir forma
doniistiiriilmesinde fosfat ¢oziicli organizmalarin kullaniminin arastirildigr ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Calismalarin sonucunda bitkiden ve toprakta izole edilen bazi
mikroorganizmalarin tarim sisteminde bitkinin fosfor alimina onemli derecede etki

ederek bitkilerin daha iyi gelismesini sagladiklar1 ve verimi arttirdiklar1 ortaya
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konulmustur (Frossard et al., 2000; Narsian and Patel, 2000; Richardson, 2001; Sujatha
et al., 2004; Sahin ve ark., 2004; Vassilev et al., 2006; Nahas, 2007; Cakmakg¢1 ve ark.,
2010).

Fosfat ¢6zen mikroorganizmalar arasinda, bakterilerin rizosferde yaygin olarak
bulundugu ve genellikle Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Enterobacter, Achromobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Streptomyces, Serratia,
Agrobacterium, Microccocus, Mycobacterium, Aerobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Proteus cinslerinde yer aldiklari tespit edilmistir (Rodriguez and Fraga, 1999; Turan et
al., 2005; Karakurt, 2006). Fosfat ¢oziicii bu bakteriler topraktaki kalsiyumapatatit,
oksiapatit, hidroksiapatit, dikalsiyum fosfat, trikalsiyum fosfat, mangan fosfat, demir
fosfat, alliminyum fosfat formlar1 ve kaya fosfat1 gibi suda ¢6ziinemeyen ve az ¢oziinen
fosfor kaynaklarini ¢6ziiniir hale getirmektedir (Rodriguez and Fraga, 1999; Sujatha et
al., 2004; Vassilev et al., 2006). Coziinemez formdaki fosforun bitkiye yarayish forma
doniistiiriilmesi isleminde bakteriler trikarboksilik asit, 2- ketoglukonik asit, sitrikasit,
formik asit, asetik asit, propionik asit, glutamik asit, suksinik asit, laktik asit, okzalik
asit, glukolik asit, malik asit, izobiitiirik asit, izovalerik asit, fumarik asit ve tartarik asit
gibi organik asitler iiretmektedir (Whitelaw et al., 1999; Sundara et al., 2002).
Bakteriler tarafindan salgilanan bu organik asitlerin fosfor ¢oziiniirliiglinde temel
mekanizma oldugu, organik asitlerin toprak pH’sin1 diisiirerek fosforlu bilesiklerin
¢oztinirligiint arttirdigr bilinmektedir (Seshadri et al., 2004; Antoun and Prevost,
2006). Ayrica bu mikroorganizmalar tarafindan salgilanan asit fosfataz enzimi
topraktaki fosforun serbestlenmesini saglayan ester-fosfat hidrolizlerini katalizlemede
onemli rol oynamakta, bu 0Ozelligi ile fosfor ¢oziiniirliiglinde 6nem tagimaktadir
(Richardson et al,. 2000; Tarafdar et al., 2003; Quiquampoix and Mousain, 2005; Aseri
et al., 2009).

Potasyum, diinyanin en bol yedinci elementidir. Bu kadar bol miktarda olmasina
ragmen bitkiler potasyumun sadece % 1-2'sini kullanabilmektedir (Sparks and Huang,
1985). Geri kalan biiyiik miktardaki potasyum diger minerallerle bagli oldugundan
bitkiler tarafindan kullanilamaz durumdadir. Bu yiizden bitkilerin ¢ogunda potasyum
noksanlig1 bildirilmektedir (Xiao et al., 2017). Potasyumun serbest kalmasini saglayan,

minerilizasyonu etkileyerek toprak verimliligini arttiran faydali mikroorganizmalarin



varligi gesitli ¢aligmalarda kanitlanmis, Bacillus mucilaginosus, Bacillus circulans,
Bacillus edaphicus, Burkholderia, Acidithiobacillus ferrooxidans, Arthrobacter sp.,
Enterobacter hormaechei, Paenibacillus mucilaginosus, P. frequentans, Cladosporium,
Aminobacter, Sphingomonas, Burkholderia ve Paenibacillus glucanolyticus tiirlerinin
potasyumu ¢ozen bakteriler oldugu rapor edilmistir (Parmar and Sindhu, 2013; Meena
et al., 2014; Meena et al., 2016). Bu bakteriler arasinda B. mucilaginosus, B. edaphicus
ve B. circulans silikat kayasini en etkili ¢ozen tiirler olarak tespit edilmistir (Meena et
al., 2016). Bu mikroorganizmalarin genellikle toprakta bulundugu, 6zellikle rizosfer,
nonrizosfer ve tuzlu topraklardan izole edildigi belirtilmistir (Bhattacharya et al., 2016;
Bakhshandeh et al., 2017).

Potasyum ¢6zen bakterilerin potasyumun bagli bulundugu minerallerden
potasyumun serbest kalmasinda etkili olan ¢esitli organik asitleri (oxalic asit, tartaric
asit, gluconic asit, 2-ketogluconic asit, citric asit, malic asit, succinic asit, lactic asit,
propionic asit, glycolic asit, malonic asit, fumaric asit ) salgiladigi belirlenmistir (Hu et
al., 2006; Keshavarz Zarjani et al., 2013; Liu et al., 2012; Prajapati et al., 2013; Saiyad
et al., 2015; Sheng and He, 2006). Potasyumun bagli oldugu minerallerden ayrilmasi
asidolysis ad1 verilen mekanizma ile gerceklesmektedir. Bakteriler tarafindan tiretilen
organik/inorganik asitler ve serbest kalan H* direkt mineral potasyumu ¢dzmektedir
(Sheng et al., 2008; Uroz et al., 2009; Maurya et al., 2014; Meena et al., 2015).
Organik materyallerin mikrobiyal pargalanmasi sonucunda olusan amonyak ve hidrojen
silfiir toprakta oksitlenerek nitrik asit ve silfiirik asit gibi giicli  asitleri
olusturmaktadir. Asitlerin {iretilmesi ve toprak pH’smin yiikselmesiyle potasyumun
Si**, AP* Fe?* ve Ca® iyonlariyla birleserek olusturdugu kompleks yapilardan
potasyum serbest kalmaktadir (Styriakova et al., 2003; Rémheld and Kirkby, 2010).

Antropojenik kaynaklardan kaynaklanan karbondioksit (CO,) gazi saliniminin
neden oldugu kiiresel 1sinma, ¢evre i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Bu gazin bir
kismi, suda yasayan bakterilerin yani sira toprak bakterileri tarafindan da absorbe
edilmekte bir kismi ise ¢Oziinmeyen kalsiyum karbonata (CaCOgs) veya Kalsite
doniismektedir. Su ve tarim arazisindeki CaCO3 veya kalsit konsantrasyonunun artmasi

ise bircok problem yaratmaktadir. Alkali sartlar altinda ¢6ziinmesi zor olan CaCO3 ve



kalsiti bakteri strainlerinin salgiladiklart sitrik asit, oksalik asit ve sanazin pigmentinin

¢Ozdigi tespit edilmistir (Rana et al., 2015).

Tarimsal kimyasallara daha az bagimli olan, besin elementlerinin dogal dongii
icerisinde tekrar topraga ve daha sonrasinda ise bitkilere kazandirilmasinda énemli rol
oynayan ¢evre dostu metotlarin kullanilmasina ve bu tarim uygulamalariin
yayginlagtirilmasina gereksinim vardir (Szekeres 2006; C1g, 2010). Bu nedenle tarimsal
tretimde verimliligin artirilmasina, topraklarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerinin  iyilestirilmesine, biyolojik  ¢esitliligin  ve dogal kaynaklarin
muhafazasinin saglanmasina katkida bulunacak biyolojik iiriinlerin kullanimi gereklidir
(Akman ve Kara, 2001; Singh et al., 2011; Toprak, 2012). Ciinkii toprak sagligi; bitki
ve cevre sagligi, gida giivenligi ve kalitesini yakindan etkilemektedir (Nielsen ve
Winding, 2002). Bu anlayis tarzi ile dogadan aldigini tekrar dogaya kazandiran, tarimda
kimyasal kullanimin1 azaltan veya kimyasal yerine kullanilabilen mikroorganizmalarin
izolasyonu, tanisi, azot fikse edebilme, fosfor, potasyum ve kalsiyum c¢ozebilme

Ozellikleri bu tez ¢caligmasinin amacini olusturmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Bitkiler tarafindan topraktan alinan 13 elementten altis1 (azot, fosfor, potasyum,
kalsiyum, magnezyum ve kiikiirt) digerlerine gore daha fazla kullanilmaktadir. Bu
elementler bitki tarafindan fazla miktarda kullanildiklarindan, makro elementler olarak
isimlendirilmistir. Belirtilen elementlerin toprakta yeterli diizeyde bulunmamalari veya
diger besin elementleri ile dengeli olmamalari durumunda bitki biiylimesi
yavaglamakta, cesitli noksanlik belirtileri olugsmakta ve verim diismektedir

(Kocagaliskan, 2008).

Bitkisel verimin artirilmasi icin, azot fikse eden, toprakta kullanilamayan
formda bulunan besin elementlerinin alinmasinda rol oynayan uygun ve rekabet giicii
yiiksek bakterilerin tespiti ve bitkilerin belirlenen bakterilerle inokule edilmesi 6nemli
avantajlar saglamaktadir. Bu konuda yapilan cesitli ¢alismalarda rizosferde mikrobiyal
toplulugu olusturan saprofitik, epifitik ve endofitik bakterilerin topraga veya bitki
tohumlarina inokulasyonu ile bitki biiylimesinin tesvik edildigi rapor edilmistir
(Narsiyan and Patel, 2000; Ratti et al., 2001; Cebel 2004; Cakmakgi et al.,2007; Kilig
et al 2007; ).

Halder et al. (1990) tarafindan Bradyrhizobium ve Rhizobium strainlerinin kaya
fosfatini ¢ézme Ozellikleri in vitro ortamda test edilmis ve strainlerin hepsinin kaya
fosfatin1 etkili olarak ¢6zdiigii ve besiyerinin pH degerini diisiirdiigii tespit edilmistir.
Strainler arasinda Rhizobium leguminosarum BICC635’in en etkili strain oldugu ve
inokulasyonun {giincii giiniinden sonra maksimum fosfat ¢oziimii ile asit liretiminin
meydana geldigi belirlenmistir. Besiyerine CaCl,, CaCO3; ve Ca(OH), gibi kalsiyum
bilesiklerinin eklenmesinin ¢oziilen fosfor miktarinda azalmaya neden oldugu

saptanmuistir.

Nahas (1996), tarafindan yapilan bir calismada 31 bakterinin fosfor ¢ézme
Ozelliginin tespiti i¢in igerisinde kaya fosfati ve kalsiyum fosfat olan besiyeri
kullanilmistir. Calisma sonunda sekiz bakteri straininin fosfat ¢ézme kabiliyetinin
oldugu, bunlar arasinda Pseudomonas cepacia tiiriiniin digerlerine gore yliksek fosfat

¢6zme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.



De Freitas et al. (1997), tarafindan tarlada yetistirilen bugday, bezelye, kanola,
arpa ve musir bitkilerinin kdk bdlgesinden alinan 6rneklerden 111 adet bakteri straini
izole edilmistir. Elde edilen bakteri strainlerinden 9 tanesinin PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobactera) ozelliklerinin oldugu yapilan fosfati ¢6zebilme testleri ile
belirlenmistir. En etkili fosfat ¢cozen bakteriler yag asit metil ester analizi (FAME) ile
Bacillus brevis, B. megaterium, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve

Xanthomonas maltophilia olarak tanilanmustir.

KimYong et al. (1998), tarafindan Enterobacter agglomerans gibi bazi toprak
bakterilerinin {irettikleri enzimlerle organik fosfat bilesiklerini pargaladig1 ve inorganik
fosfat bilesiklerini ¢6zerek bitki biliylimesine yardimci olduklar1 belirlenmistir.
Arastirma sonucunda, bakterilerin fosfat ¢oziicii Ozellikleri bakimindan en elverisli

karbon kaynaklarinin glikoz ve ¢6ziiniir nisasta oldugu tespit edilmistir.

Cattelan et al. (1999), tarafindan azot baglayan bakterileri tespit etmek i¢in
yapilan arastirmada azot icermeyen bir besiyeri kullanilmistir. Besiyerinde
gozlemledikleri bakteri gelisimine gore Pseudomonas chlororaphi ve Pseudomonas

putida tiirlerine ait bes strainin azot baglama 6zelligine sahip oldugu bulunmustur.

Nautiyal (1999), tafafindan topraktan izole edilen mikroorganizmalarin fosfor
¢ozme yeteneklerini belirleyebilmek i¢in yapilan bir calismada PVK besiyerinden daha
etkili olan NBRIP besiyeri gelistirilmistir. Bu amagla daha 6nceden fosfor ¢ozdiigii
bilinen bakteriler her iki besiyerinde de gelistirilmistir. Petri denemelerinde kati NBRIP
besi yeri PVK besi yerine kiyasla daha etkili bulunurken sivi NBRIP besi yerinin
PVK’ya oranla 3 kat daha etkili oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak topraktan izole
edilen bakterilerin fosfor ¢dzme kabiliyetlerini belirleyebilmek igin sivi NBRIP

ortaminin daha avantajli oldugu saptanmustir.

Nautiyal et al. (2000), tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada alkali topraktan ve
nohut rhizosferinden elde edilen NBRI0603, NBRI12601, NBRI13246 ve NBRI14003
strainlerinin fosforu ¢ozebildikleri tespit edilmistir. Ancak in vitro kosullarda,
strainlerin fosforu ¢ozme aktivitelerinin farkli azot (KNOj3; CaNOs;, NaNO; ve
(NH;)2NO3) ve karbon kaynagi (fruktoz, galaktoz, sorbitol, mannitol, xyloz, sukroz,

maltoz ve laktoz) varhiginda degisik seviyelerde oldugu belirlenmistir. Asit tiretiminin



fosforu ¢ozmeye katki sagladigi fakat besiyerinde fosforun serbest kalmasinin tek
nedeninin olmadigi belirtilmistir. Dort strain igerisinde NBRI2601’in %10 tuz
varliginda, pH 12 veya 45°C’de fosfor ¢6zme kapasitesinin maksimum seviyede oldugu

saptanmistir.

Vazquez et al. (2000), tarafindan Avicennia germinans L. ve Laguncularia
racemosa (L.) Gaertn. bitkilerinin kdklerinden yapilan izolasyon sonucunda elde edilen
mikroorganizmalarin fosfor ¢ozme kabiliyetleri in vitro ortamda test edilmistir. Elde
edilen strainlerin fosfor ¢o6zme Ozelligi fosfor kaynagi olarak suda ¢oziinmeyen
kalsiyum fosfat ilave edilerek hazirlanan kati besiyerinde degerlendirilmistir. Bakteri
strainlerinden 12 tanesinin (Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus
atrophaeus, Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus, Xanthobacter agilis,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter taylorae, Enterobacter asburiae, Kluyvera
cryocrescens, Psudomonas stutzeri, Chryseomonas luteola) besiyerinde gelisen
kolonilerinin etrafinda olusan zon Oolgiilerek fosforu ¢ozdiigii tespit edilmistir.
Bakteriler igerisinde V. proteolyticus’un en fazla fosforu ¢ozen bakteri oldugu

saptanmuistir.

Hirano et al. (2001), tarafindan uzun yillar kimyasal uygulanmis bir piring
tarlas1 ile dogal haldeki bir piring tarlasindaki bitkilerin kdk bdlgesinden Ornekler
alinmigtir. Orneklerden yapilan izolasyon calismasi sonucunda elde edilen bakteri
strainlerinden azot baglayan bakterilerin tanisin1 16s rDNA analizi ile yapilmistir. Azot

baglayan bakterilerin % 98.3 -99.3’ii Agromonas oligotrophica olarak belirlenmistir.

Mehta and Nautiyal (2001) tarafindan yapilan bir arastirmada fosfat ¢oziicii
bakterilerin se¢imi igin gorsel gozlemlere dayali bir protokol gelistirilmistir. Bu
yontemde, bromfenol mavisi igeren besiyeri formulasyonu kullanilarak fosfat ¢oziicii
bakterilerin nitel bir temele dayali olarak kisa siirede secilmelerinin miimkiin oldugu
goriilmiistiir. Dolayisiyla fosfat ¢Oziici bakterileri elemek i¢in, biyokimyasal
prosediirleri siirdiirmeye gerek kalmadigi ve zamandan dikkate deger bir tasarruf

saglandig bildirilmistir.

Aydogan (2004), tarafindan yiiriitilen bir calismada farkli toprak ve su

orneklerinden izole edilen 670 bakteri straini trikalsiyum fosfat ve Mazidag1 fosfat

10



kayasini ¢cozme yetenekleri bakimindan test edilmistir. 42 strainin trikalsiyum fosfat ve
Mazidag fosfat kayasini ¢ozdiigii ve bunlar igerisinde 7 strainin maksimum ¢oziintirliik
gosterdikleri tespit edilmistir. Bu 7 strain (MFB7, MFB25, MFB44, MFB66, MFBG69,
MFB72 ve MFBS81) biyokimyasal ozellikleri ve yag asit profillerine bagli olarak
Bacillus sp., Aeromonas hydrophila, Acinetobacter radioresistens, Vibrio carchariae,
Erwinia chrysanthemi, Acinetobacter calcoaceticus ve Vibrio aestuarianus olarak
tanmilanmistir. Bu bakterilerden Aeromonas hydrophila, Vibrio carchariae, Erwinia
chrysanthemi ve Vibrio aestuarianus tiirlerinin fosfat ¢ozme yetenekleri ilk kez bu

calismada belirlenmistir.

Kuklinsky-Sobral et al. (2004), tarafindan soya fasulyesinin geng ve yash
doneminde aldiklar1 6rneklerden yapilan izolasyon sonrasinda epifitik ve endofitik
bakteri strainleri elde edilmistir. izole edilen strainlerin ¢cogunlukla Pseudomonaceae,
Burkholderiaceae ve Enterobacteriaceae familyalarina ait olduklart belirlenmistir.
Bitkinin gen¢ gelisme doneminde elde edilen bakteri strainlerinin % 60'min fosfati
¢ozebildigi, yash bitkilerden izole edilen bakterilerin ise % 50'den daha azinin fosfati
cozebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte fosfati1 ¢ozebilen

strainlerin ¢ogunun nitrojeni fikse edebildikleri de belirlenmistir.

Ahmad et al. (2005), tarafindan yapilan ¢alismada ¢esitli toprak 6rneklerinden
azot icermeyen Jensen’s besiyeri kullanilarak izolasyon yapilmistir. Elde edilen 21
bakteri straininden 11 tanesinin Azotobacter, 10 tanesinin ise Pseudomonas oldugu

tespit edilmistir.

Pradhan and Sukla (2005), tarafindan bakterilerin fosfat ¢6zme kapasitesine
amonyum ve nitrat tuzlarinin etkisi degerlendirilmistir. Amonyum tuzunun ortam

pH’sin1 diisiirerek fosforun ¢oziilmesinde en iyi etkiyi yaptigi belirlenmistir.

Cubukcu (2007), tarafindan Aydin ilinde yapilan bir ¢alismada farkli pamuk
cesitlerinden ve yabanci otlardan 280 tane endofitik bakteri straini izole edilmistir. Elde
edilen 280 strain arasindan 6 bakteri straininin fosfati ¢6zebilme 6zelliginde oldugu

bulunmustur.

Caballero-Mellado et al. (2007), tarafindan Meksika’da yapilan bir ¢alismada

domates tiiretim alanlarindan elde edilen bakteri strainleri azot baglama oOzelligi

11



bakimindan test edilmistir. Strainlerden Burkholderia tiirlerinin in vitro kosullarda
azotu bagladigi, bitki biliylimesini artirmak i¢in ya da biyolojik kontrol saglamada

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Cetinkaya Yildiz (2007), tarafindan toprakta c¢oOziinmeyen formda bulunan
fosfati ¢ozen PGPR’larin saptanmasi amaciyla yapilan calismada, Adana, Antalya,
Hatay, Osmaniye, Mersin ve Mugla illerinden alinan 39 farkli toprak 6rneginden 386
adet bakteri straini elde edilmistir. Bu strainlerin tiitlinde asir1 duyarlilik ve patateste
pektolitik aktivite testlerinde negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Fosfati1 indirgeyen
bakterilerin seciminde sivi NBRIP besiyerinin icerdigi bromfenol blue’da meydana
gelen renk acilmasi bir kriter olarak degerlendirilmistir. Stvi NBRIP besiyerine inokule
edilen 386 strainden 34 tanesinin besi ortaminda renk agilmasi olusturdugu ve fostafi
¢cozdiigii kabul edilmistir. Topraktan elde edilen PGPR strainlerinin azotu baglama
yeteneklerinin belirlenmesi i¢in bakteriler Jensen’s besiyerine inokule edilmistir. Her
bir petri kabina 6 adet farkli bakteri straini ekilerek gelismeye birakilmis ve ¢alisma 3
tekerriirlii olarak yiriitiilmistiir. Azot igermeyen Jensen’s besiyerinde gelisen 21

bakteri straininin pozitif sonug verdigi tespit edilmistir.

Forchetti et al. (2007), tarafindan yapilan bir ¢alismada sulak ve kurak
ortamlarda yetistirilen aygicegi bitkilerinden endofitik bakteri izolasyonu yapilmistir.
Elde edilen bakterilerin fosfati ¢ozme 0Ozelligi belirlenmis ve fosfati ¢ozebilme
aktivitesine sahip endofitik bakteri strainlerinin daha ¢ok kurakliga maruz kalan

bitkilerden izole edildigi tespit edilmistir.

Kiisek (2007), tarafindan yapilan bir calismada Mersin, Adana, Osmaniye,
Hatay, Gaziantep ve Kahramanmaras illerinde bulunan bag alanlarindan PGPR
izolasyonu i¢in 39 toprak Ornegi alinmistir. Toprak orneklerinden 464 adet bakteri
straini izole edilmistir. Katt NBRIP besi yeri kullanilarak strainlerden 63’iiniin fosforu
¢Ozdiigii belirlenmistir. Nicel olarak strainlerin fosforu ¢ozme miktar1 belirlenmis ve en
yiikksek fosfor ¢ozen 10 strain segilerek c¢alismalarda kullanilmak {izere muhafaza

edilmistir.

Ozyillmaz (2007), tarafindan yapilan bir ¢alismada Aydin ili Sultanhisar

ilgesinde yetistirilen saglikli ¢ilek bitkileri, karnabahar, kirmiz1 lahana, brokoli, lahana,
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turp, bakla ile yabanci otlardan yabani turp, darican ve c¢oban c¢antasi bitkilerinin
koklerinden 362 adet bakteri straini elde edilmistir. Bu strainler icerisinde antagonistik
Ozellikleri belirlenen 101 adet bakteriden bazi 6n testler yapilarak 24 tanesi se¢ilmis ve
bu strainler yag asiti metil ester analizi (FAME) ile tanilanmistir. Degerlendirmeye
alinan 24 bakteri tiiriiniin Pseudomonas genusunda (Pseudomonas fluorescens biotype
A, Pseudomonas fluorescens biotype F, Pseudomonas putida biotype A ) yer aldig
tespit edilmistir. 24 antagonist bakteri straininden higbirinin kitinaz, seliilaz ve pektinaz
enzim aktivitesi gdstermedigi buna karsin 3 strainin fosfataz enzimi trettigi, 20 strainin

de inorganik fosfati ¢cozebilme yeteneginde oldugu in vitro tetslerle belirlenmistir.

Unlii (2007), tarafindan Adana ilinde yapilan bir arastirmada sardunya
yetistiriciligi yapilan alanlardan PGPR izolasyonu i¢in toplam 16 adet toprak Ornegi
almmistir. Orneklerden 234 adet bakteri straini izole edilmistir. Elde edilen bu bakteri

strainlerinden 60 tanesinin katit NBRIP besiyerinde fosforu ¢ozdiigii belirlenmistir.

Cakmakg1 et al. (2008), tarafindan azot fikse eden ve hormon {ireten bakteri
izolasyonu amaciyla Coruh Vadisinde Kackar Daglari’’nin giiney batisinda cografik
olarak birbirinden farkli 8 bdlgede yetisen yabani ahududu bitkilerinin rizosfer
topragindan ornek almmustir. Izolasyonda azotsuz kati malat-sukroz —besiyeri
kullanilmistir. Saflagtirilan strainler, bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan
MIDI kullanilarak yag asit metil ester (FAMEs) analizi ile tanilanmistir. Tani
sonuglarina goére bakterilerin 34 Bacillus, 3 Alcaligenes, 2 Brevundimonas, 2
Burkholderia, 1 Comamonas, 2 Micrococcus, 6 Paenibacillus, 2 Pantoea, 1
Paracoccus, 8 Pseudomonas, 1 Pseudoalteromonas, 1 Rhodobacter, 1 Rhodococcus, 1
Sphingomonas, 2 Stenotrophomonas ve 1 Variovorax cinslerine ait oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen strainlerden 68 tanesinin azotsuz besi ortaminda gelistigi

gorilmiistiir.

Ates et al. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada azot fikse eden, fosfat ¢6zen
bakteri izolasyonu amaciyla asidik ve alkali ii¢ farkli lokasyonda yetisen dogal asma
rizosfer topraklarindan 6rnek alinmistir. Asma rizosferinde 27 farkli cins ve 45 tiire ait
95 azot fikse eden bakteri straini izole edilmistir. Toplam 95 serbest azot fikse eden
strainden 12 tanesinin ayni zamanda fosfat ¢6zebildigi belirlenmistir. Asidik ve alkali

kosullarda Bacillus ve Pseudomonas tiirlerinin yaygin oldugu goriilmiistiir.
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Cakmaker et al. (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada 32 lokasyonda, asitli
topraklarda yetistirilen ¢ay bitkilerinin rizosferinden elde edilen bakteri strainlerinin
fosfat ¢oziinilirliiglinde gosterdikleri farklilik aragtirilmistir. Bakteri strainleri triptic soy
agarda gelistirilmis ve gelisen koloniler segilerek saflastirildiktan sonra yag asit metil
ester (FAME) analizi ile tanilanmistir. FAME profillerine dayali olarak, 53 bakteri cinsi
>(0.3‘liikkbenzerlik indeksiyle tanilanmis ve tanilanan strainlerin %60.3‘lnlin 5 cinse
(Bacillus (34.6%), Pseudomonas (8.9%), Stenotrophomonas (6.1%), Paenibacillus
(5.9%) ve Arthrobacter (4.8%)) ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen Bacillus
grubunun en ¢ok B. cereus, B. megaterium ve B. sphaericus‘dan, Psedomonas
grubunun ise P. fluorescens, P. putidave P. alcaligenes‘den olustugu tespit edilmistir.
Izole edilen fosfat ¢6zen bakterilerin %61.3li gram pozitif ve %38.7 gram negatif
olarak saptanmistir. Fosfat ¢dzen bakteri gruplari arasinda Bacillus, Pseudomonas,
Paenibacillus and Stenotrophomonas cinsleri en 6ne ¢ikan gruplar olmustur. Bu
cinslere ait B. cereus, P. fluorescens, S. maltophilia, B. megaterium, P. putida, B.
sphaericus ve Paenibacillus polymyxa tiirleri fosfati en ¢ok ¢ozen tiirler olarak

saptanmuistir.

Cogender (2011), tarafindan Erzurum ve yakin gevresinde farkli 6zellikteki
habitatlardan basta yabani nohut ve mercimek olmak iizere ¢esitli baklagil bitkilerinin
rizosfer topraklari ve kok bolgelerinden 184 adet bakteri izolasyonu yapilmistir. Bu
bakteriler saflastirildiktan sonra NBRIP-BPB besiyeri kullanilarak trikalsiyum fosfati
(TCP) cozebilme yetenekleri, kalitatif ve kantitatif olarak test edilmistir. Bakteri
strainlerinden 32 tanesinin inorganik fosfat ¢6zme 6zelliginin oldugu, 5 strainin de iyi
diizeyde TCP ¢ozdiikleri belirlenmistir. IPB 4, IPB 8, IPB 25, IPB 26, ve IPB 72 olarak
kodlanan bu strainler bazi biyokimyasal 6zelliklerinin yani sira, VITEK cihazi
verilerine gore; Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae, Pantoea sp.,

Pseudomonas aeruginosa ve Sphingomonas paucimobilis olarak tanilanmustir.

Sezen (2012), tarafindan yapilan bir ¢alismada Erzurum ve Kirsehir civarindaki
bolgelerden alinan farkl bitki rizosferlerine ait topraklardan toplam olarak 180 bakteri
izole edilmistir. Elde edilen bakteriler azot baglayici ve fosfat ¢oziicii 6zellikleri
bakimindan test edilmis ve strainlerden 16 tanesinin ¢esitli diizeylerde hem azot

baglayict hem de fosfat ¢oziicii 6zellige sahip oldugu belirlenmistir. Bazi kiiltiirel
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ozellikleri ile yag asiti profillerine gore strainler Cellulomonas turbata (AS-1), Bacillus
megaterium (AS-2), Pseudomonas putida (AS-3), Bacillus cereus (AS-4), Neisseria
mucosa (AS-5), Enterobacter cloacae (AS-6), Bacillus megaterium (AS-8), Bacillus
mycoides (AS-9), Enterobacter cloacae (AS-10), Vibrio furnissii (AS-11), Bacillus
cereus (AS-12), Bacillius cereus (AS-13), Bacillus cereus (AS-14), Bacillus
megaterium (AS-15) ve Bacillus megaterium (AS-16) olarak tanilanmustir.

Zhanga and Konga (2014), tarafindan ekonomik onemi yiiksek olan tiitiin
bitkisinde kimyasal giibre kullaniminin azaltilmasi ve bitkinin potasyum aliminin
tyilestirilmesi amaciyla yapilan ¢alismada potasyum ¢dzen strainlerin elde edilmesi i¢in
tiitiin bitkisinin rizosfer bolgesinden &rnek almmustir. Orneklerden yapilan izolasyon
sonucunda 27 bakteri straini elde edilmistir. Strainlerin potasyumu c¢ozebilme
ozellikleri Aleksandrov kati besiyerinde degerlendirilmis ve strainlerin hepsinin
potasyumu ¢ozdigi tespit edilmistir. 16S ribosomal DNA analizi ile strainlerden 17
tanesi Klebsiella variicola, 2 tanesi Enterobacter cloacae, 2 tanesi Enterobacter
asburiae ve 6 tanesi Enterobacter aerogenes, Pantoea agglomerans, Agrobacterium
tumefaciens, Microbacterium foliorum, Myroides odoratimimus ve Burkholderia

cepacia olarak belirlenmistir.

Keles (2015), tarafindan topraktan izole edilen bakterilerin fosforu c¢ozme
ozelliklerinin tespitinde iki yontem kullanilmistir. Ydntemlerin birincisinde bakteri
strainleri tliplerde hazirlanan sivi NBRIP-BPB (National Botanical Research Institute’s
phosphate growth medium) besiyerine inokule edilmis ve 7 giin 30 °C’de ¢alkalayicida
125 devir/dk ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonras1 baslangigta koyu mavi
renk olan s1v1 besi yerinde, renk agilmasina neden olan ve spektrofotometre’de 400 nm
absorbans degeri en kiigiik olan strainler belirlenmistir. ikinci yontemde ise bakteri
strainleri steril kiirdan yardimi ile kat1 NBRIP besi yeri iceren petrilere, her bir petride
9 1izolat olacak sekilde ekilmis, ekim noktas1 etrafinda meydana gelen zon

degerlendirilerek fosfor ¢oziiniirliigli igin pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Mursyida et al. (2015), tarafindan yapilan bir ¢alismada bakteri strainlerinin
potasyum ¢ozme Ozelligi Aleksandrov ve Pikovskaya kati besiyeri iizerine nokta ekim
yontemi kullanilarak test edilmistir. Bakteri inokule edilen besiyerleri oda sicakliginda

7 giin inkubasyona birakilmistir. inkubasyon sonras1 QC3.a.1 ve QC3.d.5 strainlerinin
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Ca3(PO4), iceren Pikovskaya besiyerinde en yiiksek ¢oziinlirlik gosterdigi tespit
edilmistir. Besiyerinde olusan seffaf zon olusumuna dayali olarak sonuglar
degerlendirildiginde ise QC3.a.2 straininin en iyi potasyum ¢oziinme aktivitesi
gosterdigi bulunmustur. Potasyumu ¢ozen 3 strainin gram negatif oldugu ve 16S rRNA
gen dizisine dayali analiz ile QC3.a.1 straininin Burkholderia cepacia, QC3.a.2
straininin Serratia marcescens ve QC3.d.5 straininin Pseudomonas putida oldugu

belirlenmistir.

Rana et al. (2015), tarafindan taze ve depolanmis inek giibresinden hem CaCO3
/kalsit ¢ozebilen hem de iireaz aktivite gosteren bakterileri elde etmek amaciyla yapilan
calismada nutrient agar kullanilarak izolasyon yapilmis ve 479 bakteri straini elde
edilmistir. Bakterilerin tespiti kalsiyum klorit iceren calcite agar ortaminda
degerlendirilmis, bakteri gelisiminin ¢evresinde berrak zon olusumu gosteren 12 bakteri
straini segilmistir. Bu strainlerden ikisinin tanis1 yapilamamis, digerleri Pseudomonas
sp. strain GRTM, Pseudomonas sp. strain GATS, Pseudomonas sp. strain GNST,
Pseudomonas sp. strain TMGR, Pseudomonas sp. strain GTRS, Pseudomonas sp. strain
TSSG, Pseudomonas sp. strain GTNS, Pseudomonas sp. strain TSGR, Bacillus subtilis
strain TGNS, Enterobacter sp. strain TSNG olarak tanilanmistir. Bu strainler igerisinde
sadece Pseudomonas cinsi bakterilerin CaCO3 /kalsit ¢6zebilme oOzelligine sahip

oldugu belirlenmistir.

Verma et al. (2016), tarafindan Hindistan’in farkli bolgelerinden (Adalpura,
Mirzapur, Sarnathchirgoan Varansi, Namipur, Rangwasa, Rau) alinan toprak
orneklerinden diliisyon yontemi ile izolasyon yapilmis ve izolasyonda Alkendrove kati
besiyeri kullanilmustir. Izolasyon sonrasi gelisen kolonilerin etrafinda sefaf zon
olusturan 14 strain secilmistir. Elde dilen strainlerden 14 strainden 7 tanesinin
(MPS1C2, MPS2C5, MPS2C4, MPS5C1, UPSICI1, UPS2C1, UP53C1) daha yiiksek
¢Oziiniirliik bolgesi olusturdugu gozlenmistir. Farkli potasyum formlarinin biiyiime ve
¢oziinme bolgesi lizerindeki etkisini belirlemek i¢in Alekandrove kati1 besiyerine KCI,
K,SO4 ve AIK (SOy), eklenmistir. Biitlin strainlerin KC1 ve K,SOy4 iceren ortamda
fosfor ¢coziiniirligi maksimum bulunmustur. Yapilan farkli biyokimyasal analizler

(katalaz testi, nisasta hidroliz testi, gram boyama, endospor ve Kkapsiill boyama)
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sonucunda bakteriler Micrococcus varians ve Corynebacterium kutscheri olarak

tanilanmistir.

Parmar et al. (2016), tarfindan yapilan bir arastirmada saglikli misir bitkilerinin
rizosfer kismindan kok ve toprak igeren drnekler alimmistir. Orneklerden diliisyon ekim
yontemi ile izolasyon yapilmistir. Izolasyon c¢alismasinda potasyum bakterileri icin
secici bir besiyeri olan mica igerikli Aleksandrov ortami kullanilmistir. Ekim yapilan
petriler oda sicakliginda (30 + 1 © C) 3 giin inkiibasyona birakilmis ve gelisen koloniler
etrafinda temiz bolgeler olusturan strainler saflastirilmistir. Elde edilen 25 bakteri
straininden 5 tanesinin potasyum ¢oziiniirliigii gosterdigi tespit edilmistir. Bu strainler
arasinda ise KSB-1 ve KSB-3 kodlu bakterilerin en yiiksek ¢oziiniirliikk indeksine sahip
oldugu belirlenmistir. Strainler biyokimyasal testler (seker kullanimi, metil kirmizisi
testi, VVoges-Proskauer (VP) testi, {ire hidrolizi, nitrat indirgeme testi, jelatin hidroliz
testi, katalaz testi, nisasta hidrolizi, kazein hidrolizi, gram reaksiyon ve H2S iiretim
testi) ve Biolog Sistem ile tanilanmis, KSB-1 straini Bacillus licheniformis, KSB-3

straini Bacillus subtilis olarak tanilanmustir.

Bagyalakshmi et al. (2017), tarafindan Hindistan’in giineyinde yer alan c¢ay
plantasyonundaki yerli potasyum ¢6zen bakterileri tanimlamak icin yapilan caligmada
cay rizosferinden 152 bakteri straini izole edilmistir. Bakteri strainlerin potasyumu
cozme yetenekleri Aleksandrov besiyerine % 0,2 konsantrasyonda ilave edilen farkli
potasyum kaynaklarinda (potasyum muriat, potasyum siilfat ve montmorillonit)
degerlendirilmistir. Kat1 ve sivi besiyerinde ¢oziiniirliik etkinligine bagli olarak 30
bakteri straininin fosfati ¢6zdiigii belirlenmistir. Besiyerine potasyum kaynagi olarak
ilave edilen potasyum muriat mn varlifinda ¢ézliinmenin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Valparai bolgesinden izole edilen strainlerin daha yiiksek potasyum
¢Oziinilirliigline sahip oldugu bulunmustur. 30 tane potasyumu ¢6zme 6zelligine sahip
olan strain arasinda 6 strainin (CKSB15, GKSB6, KKSB3, MKSB6, VKSBI12,
VPKSB2) ise en etkili ¢oziinmeyi gosterdigi saptanmistir. Strainlerden GKSB6 ve
VPKSB2 Bacillus subtilis, CKSB15 ve VKSB12 Pseudomonas nitroreducens, KKSB3
ve MKSB6 Burkholderia cepacia olarak 16S rDNA gen sequens analizi ile

tanilanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.Materyal
3.1.1. Cahismada kullamlan alet ve cihazlar

Calismada; otoklav (HIRAYAMA, HV-50L), inkiibator (MEMMERT, INB
500), mikroskop (LEICA, DM 500), Mikrobiyal Tan1 Sistem (AGILENT, 7890A),
hematoloji ¢alkalayicisi, calkalayict (SATUART, ROTATOR SB3), su banyosu
(MEMMERT, WNB-14), otomatik pipetler (EPPENDORF), magnetik Kkaristirict
(WISESTIR, MSH-20A), pH Metre (METTLER TOLADO), derin dondurucu -80 °C
(VESTEL, FT 280), hassas terazi (SHIMADZU, ATX224), buzdolabi (BEKO,
D9463NMS), saf su cihazi (MILLIPORE, DIRECT-Q-3UV, vortex (WISEMIX, VM-
10) ve steril kabin (ESCO, Class II Type A2) kullaniimistir.

3.1.2. Calismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerleri
(Calismada kullanilan ¢ozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanis sekilleri asagidaki
gibidir:

> %70°lik etil alkol: 70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmstir.

» % 30‘luk gliserol: 70 ml steril distile su igerisine 30 ml gliserol eklendikten
sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek hazirlanmistir.

» Hiicre parcalama (saponification) ¢ozeltisi: 150 ml metil alkol (HPLC Grade)
ve 150 ml sdH,O 1 L’lik renkli ¢6zelti sisesine ilave edilmistir. Daha sonra kati
formdaki 45 g sodyum hidroksit (ACS Grade) eklenerek iyice ¢oziiliinceye
kadar karistirilarak hazirlanmistir.

» Metillestirme (methylation) ¢ozeltisi: 325 ml hidroklorik asit (6 N) ve 275 ml
metil alkol (HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesi igerisinde iyice
¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlanmistir.

» Saflagtirma (exraction) cozeltisi: 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade)
200 ml hexan (HPLC Grade) lizerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti

sisesine katilacak iyice ¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlanmistir.
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Bazik yikama (base wash) ¢ozeltisi: 10.8 g kati formdaki sodyum hidroksit
(ACS Grade) 900 ml sdH,0 igerisinde iyice ¢oziiliinceye kadar karistirildiktan
sonra 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilmistir.

Nutrient agar: 1 L distile su igerisine 28 g NA karisimi (Oxoid) ilave
edilmistir. Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir. Otoklavdan
cikarildiktan sonra hazirlanan besiyeri 45°C’ye kadar sogutularak steril petrilere
dokiilmiis ve katilasmaya birakilmistir.

Trypticase soy broth agar (TSBA) besiyeri: 30 g Trypticase soy broth (BBL #
11768) ve 15 g graniile agar (BBL # 11849) 1 L dHO igerisine ilave edilmis ve
1sitmali magnetik karistiricida agar eriyinceye kadar karistirilmistir. Daha sonra
karigtm 121°C°de 15 psi basing altinda 15 dk siireyle otoklav edilmistir. Steril
edilen ortam 60 °C’ ye ayarli su banyosunda sogutulduktan sonra steril kabinde
petrilere (100x15 mm) 20-25 ml’lik kisimlar halinde dokilerek, oda
sicakliginda katilasmaya birakilmistir.

N-Free solid malate-sucrose besiyeri: 1L dH,0 igerisine 10gr sucrose 10g, 5g
L-Malic Acid, 0.2g MgSQO, H;0, 0.01g FeCls, 0.1g NaCl, 0.4g CaCl, 2H,0,
0.4g K;HPQO4, Na;Mo00O,4 H,0 ve 18g agar ilave edilmistir. Hazirlanan karigimin
pH’s1 IN NaOH ile 7.2’ye ayarlanmis ve otoklavda 121°C’de 20 dk. steril
edildikten sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmigtir.
NBRIP-BPB (National Botanical Research Institutes’s Phosphate Growth
Medium ) besiyeri: 1L dH,O igerisine 20g glukoz, 10g Caz(PO4),, 59 MgCL,
6H,0, 0.25g MgSO,4 7H,0, 0.2g KCI, 0.1g (NH4).SO, ve 0.025g bromphenol
blue ilave edilmistir. Hazirlanan karisimin pH’s1 7°e ayarlanmig ve test tiiplere
aktarilmistir. Hazirlanan test tiipleri otoklavda 121°C’de 20 dk. steril edildikten
sonra sogumaya birakilmistir.

Yeast dekstroz kalsiyum karbonat agar: 1L dH,O igerisine 20 gr destrose, 10
gr yeast extract, 20 gr CaCOg3 ve 15 gr agar ilave edilerek karistirilmigtir. Daha
sonra karigim 121 °C’de 15 dk siire ile otoklav edilmistir. Strerilizasyon sonrasi
besiyeri 45 °C’ye kadar sogutulmus ve daha sonra steril petrilere dokiilerek
katilagmasi saglanmistir.

Aleksandrov besiyeri: 1L dH,0 igerisine 5 gr glikoz, 0.005 gr MgSQO, 7H,0,
0.1gr FeCls, 2gr CaCOg3, 3 gr waste mica, 2 gr kalsiyum fosfat ve 20 gr agar
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ilave edilerek karistirllmigtir. Daha sonra karisim 121 °C’de 15 dk siire ile
otoklav edilmistir. Strerilizasyon sonrasi besiyeri 45 °C’ye kadar sogutulmus ve

daha sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Bitki orneklerinin toplanmasi

Igdir merkez, merkeze bagli Melekli koyii, Suveren koyii, Tuzluca ilgesi,
Adiyaman -Ulubaba koyti, Van-Ercig Agacoren koyii ve Sanliurfa- Tepe koylerinden
bitkiler (yaprak kismi kdk kismi ve gevresini saran toprakla birlikte) alinmistir. Alinan
ornekler, polietilen torbalara konularak, buz kutusu icerisinde laboratuvara getirilerek

izolasyon islemine kadar +4 °C’ de saklanmustir.

3.2.2. Bakteri strainlerinin yapraktan izolasyonu

Yaprak oOrneklerinin dig yiizeyi %70’ lik etil alkol ile yiizeysel olarak
dezenfekte edilmistir. Steril bir bistiiri ile yapraklar ¢ok kiigiik parcalara kesilmis ve
tizerine steril su eklenerek siispansiyon haline getirilmistir. Boylece doku igerisinde
bulunan bakterilerin s1v1 ortama geg¢mesini saglanmistir. Bu siispansiyonlardan 6ze ile
alinarak, NA besiyerine ¢izgi ekim yapilmustir. Petriler 26 °C’de inkubasyona
birakilmigtir. Inkubasyon sonrasi gelisen farkli renk ve dzellikteki bakteri kolonilerinin
herbirisi saflastirilmistir (Saygili ve ark., 2006).
3.2.3. Bakteri strainlerinin kokten izolasyonu

Kok orneklerinin dis yiizeyi %70’lik etil alkol ile ylizeysel olarak dezenfekte
edilmistir. Steril bir bistiiri ile kokler ¢ok kiiciik parcalara kesilmis ve {lizerine steril su
eklenerek silispansiyon haline getirilmistir. Boylece doku igerisinde bulunan
bakterilerin s1v1 ortama gegmesini saglanmistir. Bu siispansiyonlardan 6ze ile alinarak,
nutrient agar besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir. Petriler 26 °C’de inkubasyona
birakilmistir. Inkubasyon sonrasi gelisen farkli renk ve 6zellikteki bakteri kolonilerinin

her birisi saflagtirilmistir (Saygili ve ark., 2006).

3.2.4. Bakteri strainlerinin topraktan izolasyonu

Alman 6rnegin rizosfer bolgesinden 10 g toprak tartilarak 250-300 ml hacminde
steril erlenmayer igerisine konulmustur. Bunun {izerine 90 ml steril su eklenerek
karisim 30 dk calkalayicida calkalanmistir. Daha sonra erlenlerdeki siispansiyondan

steril pipetle 1 ml alinarak igerisine 9 ml steril su bulunan tiiplere konulmus ve iyice
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karigtirilmistir. Bu tlipten tekrar 1 ml alinip, i¢cinde 9 ml steril su bulunan tiipe
aktarilmis ve iyice karistirilmistir. Bu seyreltme islemi 5-6 kez tekrarlanmigstir. Son 3
seyreltikten 0.1 ml alinarak petrilere birakilmis ve cam bagetle besiyerine yayilmistir.
Ekim yapilan petriler 26 °C’ye ayarli inkiibatore gelismeleri igin birakilmustir.
Inkiibasyon sonras1 gelisen farkli renk ve sekildeki bakteri kolonilerinin her birisi
saflastirilmistir (Saygili ve ark., 2006).
3.2.5. izole edilen bakteri strainlerinin muhafazasi

Saf kiiltiirlere ait 24 saat’lik her bir bakteriden bir 6ze dolusu alinarak igerisinde
500 ul % 30°luk gliserol ve 500 ul NB bulunan steril eppendorf tliplere birakilmgtir.
Tiipler karistiricida karigtirilarak homojenizasyonu saglanmis, sonraki caligmalarda
kullanilmak iizere —80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.3. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk (Hypersensetive Response=HR) Testi

Elde edilen biitiin bakteriyel strainler NA besiyerine ekilerek, 24-48 sa 27 °C’ye
ayarli inkiibatorde gelismeye birakilmigtir. Gelisen Kkiiltiirlerden sdH,O ile
konsantrasyonu 10° hiicre/ml olan sollisyonlar hazirlanmistir. Soliisyonlar 3cc’lik
plastik enjektorlerle tiitiin (Nicotiana tabacum L. Samsun) yapraklarinin alt kismindan
damar aralarina enjekte edilmistir. Inokule edilen bitkiler en az 8 sa 1s1ikl1 bir ortamda
muhafaza edilerek inokulasyonun yapildigi kisimda nekroz olusup olusmadig: tespit
edilmigtir. Olii doku olusumu HR pozitif, olusmamasi ise HR negatif olarak
degerlendirilmistir (Klement et al. 1966, Lelliot ve Stead 1987).
3.3.1. Mikroorganizmalarin yag asitleri profillerine gére tamlanmasi

Saf kiiltiir olarak — 80 °C’de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit
metil ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizi yapilmistir.
Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Tani Sistemi (MIDI,
Inc., Newark, DE) kullanilarak kiiltiire alinan strainlerin tiir ve alt tiir seviyesinde tanis1
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak MFD 120 Xanthomonas compestris pv. phaseoli

(xcp) kullanilmustir.

21



3.3.2. Aerobik bakteri strainlerinin trypticase soy broth agar (TSBA) besiyerinde
gelistirilmesi

Test edilecek mikroorganizmalar steril platin bir 6ze ile depo kiiltiirden alinmis
ve trypticase soy broth agar kati besiyerine 4 fazli ¢izgi ekim yapilmistir. Ekim yapilan

petriler, 24-48 sa siireyle 27 °C’ye ayarl1 bir inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir.

3.3.3. Yag asit methil esterlerinin saflagtiriimasi
Mikroorganizmalarin yag asitlerini saf olarak izole edebilmek i¢in 4 farkh
cozelti kullanilmistir. Hazirlanan 4 ¢ozelti ile aerobik bakterilerden yag asit metil

esterlerinin saflastirilmasi agagidaki metot takip edilerek yapilmistir.

» TSBA iizerinde gelistirilen bakterilerin inkiibasyon periyodunu takiben, 4 fazli
¢izim yapilmis petrilerin 3 ve 4 numarali fazlarindan canli bakteri hiicreleri
steril bir 6zeyle toplanarak (~ 40mg) steril teflon kapakli cam test tiiplerine (5
ml) aktarilmis ve tilipler etiketlenerek agizlar1 kapatilmistir.

» Her bir test tiipiine 1 ml hiicre pargalayic1 ¢ozelti ilave edilmis ve 5-10 s
calkalandiktan sonra test tiipler 5 dk siireyle 100 °C‘lik su banyosunda
bekletilmistir. Ardindan tekrar 5-10 s ¢alkalanan test tiipler 25 dk siireyle
100°C‘lik su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Bu muamele ile canli
hiicreler parcalanarak, yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir.

» Test tiiplerine 2 ml metillestirme ¢ozeltisinden eklendikten sonra 5-10 s’lik bir
calkalamadan sonra 80 °C‘de 10 dk siireyle su banyosunda bekletilmis ve
hemen takiben 2 dk siireyle buz veya soguk su igerisinde sogutulmustur. Bu
uygulama ile serbest yag asitlerine ester baglar1 ile metil eklenmis ve yag
asitlerinden yag asit metil esterleri elde edilmistir. Boylece yag asitlerine
yiiksek sicakliklarda uguculuk 6zelligi kazandirilmastir.

» Sogutulmus tliplere 1.25 ml saflagtirma ¢ozeltisinden eklenerek 10 dk stireyle
hematoloji c¢alkalayicisinda ¢alkalanmistir. Tiplerin alt kisminda asidik
(inorganik), iist kisminda da organik siv1 faz olmak tizere 2 ayr1 faz olusmustur.
Yag asit metil esterleri asidik fazdan ayrigarak organik faz bolgesinde
toplandigindan pastor pipeti kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz

atilacak ve organik faz muhafaza edilmistir.
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» En son asamada her tiipe 3 ml bazik yikama ¢ozeltisinden ilave edilmistir.
Tiipler 5 dk siireyle hematoloji calkalayicisinda karistirildiktan sonra 10 dk
siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Kullanilan ¢6zelti bazik 06zellikte
oldugundan, serbest yag asit metil esterleri daha saf olarak elde edilmistir. Bu
asamada da tiip icerisinde yine iki ayr1 faz olusmustur. Ust fazda toplanan ve
yag asit metil esterleri iceren faz pastdr pipeti ile alinarak 2 ml gaz
kromatografisi tiiplerine transfer edildikten sonra agizlari sikica kapatilmis ve
MIS cihaz1 lizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirilmistir.

> Ornekler MIS cihazi iizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirildikten sonra
cihaz galigtirilmis, sistem klavuzunda belirtildigi gibi tek tek analiz edilerek tani

sonuclar1 alinmistir.

3.4. Bakteri Strainlerinin Azot Fikse Etme Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainleri depo kiiltiirlerinden NA besiyerine ekilerek 26 °C’ye ayarh
inkiibatérde gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen 48 sa’lik bakteri
kiiltirlerinden N-Free Solid Malate-Sucrose besiyeri iizerine ¢izgi ekim yapilarak
petriler 26 °C’ye ayarl inkiibatorde bir hafta siireyle muhafaza edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi  besiyerinde gozlemlenen bakteri gelisimi pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.

3.5. Bakteri Strainlerinin Fosforu Cézme Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainleri depo kiiltiirlerinden NA besiyerine ekilerek 26 °C’ye ayarl
inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen 48 sa’lik bakteri
kiiltiirleri NBRIP-BPB (National Botanical Research Institutes’s Phosphate Growth
Medium) s1v1 besiyerine aktarilmistir. Ekim yapilan tiipler 26 °C’ye ayarh inkiibatorde
iki hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde
gozlemlenen renk degisimi (sivi besiyerinin renginin acik maviye donmesi veya

seffaflagmasi) pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.6. Bakteri Strainlerinin Potasyumu Cézme Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainleri depo kiiltiirlerinden NA besiyerine ekilerek 26 °C’ye ayarl
inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen 48 sa’lik bakteri
kiiltiirlerinden Aleksandrov besiyeri iizerine nokta ekim yapilmis ve petriler 26 °C’ye

ayarl inkiibatorde iki hafta siireyle muhafaza edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri
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gelisimi  etrafinda gozlemlenen seffaf zon olusumu pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.

3.7. Bakteri Strainlerinin Kalsiyumu Kullanma Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainleri depo kiiltiirlerinden NA besiyerine ekilerek 26 °C’ye ayarli
inkiibatérde gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen 48 sa’lik bakteri
kiiltiirlerinden YDC besiyeri lizerine nokta ekim yapilarak petriler 26 °C’ye ayarh
inkiibatérde iki hafta siireyle muhafaza edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri gelisimi

etrafinda gozlemlenen seffaf zon olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bakteri Strainlerinin Izolasyonu

2015 yilinda Igdir merkez, merkeze bagli Melekli ve Suveren koyii, Tuzluca
ilgesi, Adiyaman - Ulubaba koyii, Van - Ercis Agagoren koyii ve Sanlurfa - Tepe
koylerinden 23 bitki tiirli 6rnek olarak alimmistir. Laboratuvara getirilen bitkilerin
teshisi Dog. Dr. Yusuf ZEYNELOV tarafindan yapilmistir. Caligilan bitki tiirlerine ait
genel bilgiler Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4°de verilmistir.

Sekil 4.1. Saf kiiltlirlerin olusturulmasi
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Cizelge 4.1. Igdir ilinden alinan bitki 6rneklerinden elde edilin bakteri strainlerinin sayisi

iZOLASYONUN YAPILDIGI MATERYAL

LOKASYON BITKi i ) .
TOPRAK KOK YAPRA GOVDE CICEK
Igdir-Merkez Chenopodium album L. 6 2 KS - -
Igdir-Merkez Chenopodium murale L. 3 2 3 - -
Igdir-Merkez Trifolium repens L. 3 - 4 - -
Igdir-Merkez Veronica chamaedrys L. 1 3 5 - -
Igdir-Merkez Elytrigia repens (L.) Nevski - 2 3 - -
Igdir-Merkez Lolium perenne L. 2 5 4 - -
Igdir-Merkez Polygonum persicaria L. - - 5 - -
Igdir-Merkez Polygonum arenastrum Boreau - 4 - - -
Igdir-Merkez Plantago major L. - 2 4 - -
Igdir-Merkez Turgenia latifolia (L.) Hoffm. 6 - 3 - -
[gdir-Merkez Kochia sp. 2 - 4 - -
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Cizelge 4.1. Devami

IZOLASYONUN YAPILDIGI MATERYAL
LOKASYON  BITKi

TOPRAK KOK YAPRA GOV CiC

K DE EK
[gdir-Tuzluca Chenopodium album L. - 11 1 - -
[gdir-Suveren Koyii Chenopodium album L. 5 3 2 1 1
[gdir-Suveren Koyii Chenopodium botrys L. 1 6 - 1 5
[gdir-Suveren Koyii Malva neglecta Wallr. 4 6 9 - -
[gdir-Suveren Koyii Crepis sancta (L.) Babc. 8 1 9 - -
[gdir-Suveren Koyii ~ Xanthium spinosum L. 5 3 3 - -

TOPLAM 46 50 62 2 6




Cizelge 4.2. Adiyaman-Ulubaba kdyiinden alinan bitki 6rneklerinden elde edilen bakteri strainlerinin sayisi

IZOLASYONUN YAPILDIGI MATERYAL

LOKASYON BIiTKI
TOPRAK KOK YAPRAK GOVDE CICEK
Adiyaman-Ulubaba Sideritis hyssopifolia L. 3 3 2 - -
Adiyaman-Ulubaba Sideritis hirsuta L. 2 3 2 - -
Adiyaman-Ulubaba Thymus vulgaris L. 3 8 - - -
Adiyaman-Ulubaba Agrostis stolonifera L. - 6 5 - -
Adiyaman-Ulubaba Barbarea sp. 1 2 1 - -
Adiyaman-Ulubaba Achillea millefolium L. - - 2 - -

TOPLAM 9 22 12 - -




Cizelge 4.3. Sanliurfa-Tepe koylinden alinan bitki dérneklerinden elde edilen bakteri strainlerinin sayisi

IZOLASYONUN YAPILDIGI MATERYAL

LOKASYON BITKI ) ) )
TOPRAK KOK YAPRAK  GOVDE CiC
Sanlrfa-Tepekdyii Euphorbia sp. 4 5 2 - E-K
Sanlurfa-Tepekoyi Verbascum thapsus L. 4 - 3 - -
TOPLAM 8 5 5 - -

Cizelge 4.4. Van-Erciyis-Agacoren kdyiinden alinan bitki 6rneklerinden elde edilen bakteri strainlerinin sayisi

IZOLASYONUN YAPILDIGI MATERYAL

LOKASYON BITKi ) ) .
TOPRAK KOK YAPRAK GOVDE CiC
Van-Ercig(Agagoren) Verbascum thapsus L. 10 4 4 - E-K
Van-Ercig(Agagoren) Thymus vulgaris L. - 1 -
TOPLAM 10 5 4

29



Bitki orneklerinden yapilan izolasyon ¢aligsmasi sonucunda 246 bakteri straini
elde edilmistir. Strainlerden 89’si bitkilerin toprak iistli aksamindan, 157’1 ise toprak
alt1 aksamindan izole edilmistir. Bakteri strainlerine ait saf kiiltiirlerden stok kiiltiirler
hazirlanmis ve ¢alismalarda kullanilmak iizere —80 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil

4.1,4.2, 4.3 ve 4.4).

Chenopodium album bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 35 bakteri straini
elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 16 tanesi kokten, 11 tanesi toprak bolgesinden,
6 tanesi yapraktan, 1 tanesi ¢igekten ve 1 tanesi govde kismindan izole edilmistir.
Trifolium repens bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 7 bakteri straini elde
edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 3 tanesi toprak bodlgesinden ve 4 tanesi yapraktan
izole edilmistir. Veronica chamaedrys bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 9
bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 3 tanesi kokten, 1 tanesi toprak
bolgesinden ve 5 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Lolium prenne bitkisinden
yapilan izolasyon sonucunda 11 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden
5 tanesi kokten, 2 tanesi toprak bolgesinden ve 4 tanesi yaprak kismindan izole
edilmistir. Elytrigia repers bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 5 bakteri straini
elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 2 tanesi kokten ve 3 tanesi yaprak kismindan
izole edilmigtir. Polygonum persicaria bitkisinin yaprak kisimindan yapilan izolasyon
sonucunda 5 bakteri straini elde edilmistir. Kochia sp. bitkisinden yapilan izolasyon
sonucunda 6 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 2 tanesi toprak
bolgesinden ve 4 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Malva neglecta bitkisinden
yapilan izolasyon sonucunda 19 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden
6 tanesi kokten, 4 tanesi toprak bolgesinden ve 9 tanesi yaprak kismindan izole
edilmistir. Crepis sancta bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 18 bakteri straini
elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 1 tanesi kokten, 8 tanesi toprak bolgesinden ve
9 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Xanthium spinosum bitkisinden yapilan
izolasyon sonucunda 11 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 3 tanesi
kokten, 5 tanesi toprak bolgesinden ve 3 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir.
Sideritis hyssopifolia bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 8 bakteri straini elde
edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 3 tanesi kokten, 3 tanesi toprak bolgesinden ve 2

tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Thymus vulgaris bitkisinden yapilan izolasyon
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sonucunda 12 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 9 tanesi kokten
ve 3 tanesi toprak bolgesinden izole edilmistir. Agrostis stolonifera bitkisinden yapilan
izolasyon sonucunda 11 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 6 tanesi
kokten ve 5 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Barbarea sp. bitkisinden yapilan
izolasyon sonucunda 4 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 2 tanesi
kokten, 1 tanesi toprak bolgesinden ve 1 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir.
Achillae millefolium bitkisinin yaprak kisimindan yapilan izolasyon sonucunda 2
bakteri straini elde edilmistir. Sideritis hirsuta bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda
7 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 3 tanesi kokten, 2 tanesi
toprak bolgesinden ve 2 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Euphorbia sp.
bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 11 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri
strainlerinden 5 tanesi kokten, 4 tanesi toprak bolgesinden ve 2 tanesi yaprak kismindan
izole edilmistir. Verbascum thapsus bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 25 bakteri
straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 4 tanesi kokten, 14 tanesi toprak
bolgesinden ve 7 tanesi yaprak kismindan izole edilmistir. Plantago major bitkisinden
yapilan izolasyon sonucunda 6 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden
2 tanesi kokten ve 4 tanesi toprak bolgesinden izole edilmistir. Chenopodium murale
bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 8 bakteri straini elde edilmistir. Bu bakteri
strainlerinden 2 tanesi kokten, 3 tanesi toprak bolgesinden ve 3 tanesi yaprak kismindan
izole edilmistir. Turgenia latifolia bitkisinden yapilan izolasyon sonucunda 9 bakteri
straini elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinden 6 tanesi toprak bolgesinden ve 3 tanesi
yaprak kismindan izole edilmistir. Polygonum arenastrum bitkisinin kok bolgesinden

yapilan izolasyon sonucunda 4 bakteri straini elde edilmistir.

4.2. Tiitiinde Asin Duyarhhk (Hypersensetive Response=HR ) Testi

Tiitlin bitkisinde yapilan HR testinde, referans kiiltir MFD 255 Psedomonas
syringae pv. phaselicola inokulasyonundan 48-74 sa sonra tiitiin yapraklarinda enjekte
edilen alanla siirli kisimda ¢okme ve su emmis leke olusturmus, HR pozitif sonug
almmustir. Test edilen bakteri strainlerinin hepsi tiitiin bitkisinin yapraklarinda tipik
asir1  duyarhilik reaksiyonuna neden olmamis ve sonu¢ HR negatif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.2). Calismada elde edilen bakteri strainlerinin HR test
sonuglar1 Cizelge 4.5’de belirtilmistir.
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Sekil.4.2 Bakteri siispansiyonunun tiitiin yapraginin alt yiiziine enjektorle infiltre

edilmesi

4.3. Mikroorganizmalarin Yag Asit Profillerine Gére Tansi

Mikroorganizmalarin yag asit metil ester analizleri sonucunda yag asit profilleri
elde edilmistir. Bu profillere bagli olarak 17 Arthbacter, 12 Brevibacillus, 65 Bacillus,
3 Lysinibacillus, 7 Herbaspirillum, 21 Kocuria, 8 Paucimonas, 36 Pseudomonas , 3
Virgibacillus, 11 Microbacterium, 8 Micrococcus, 4 Erwinia, 8 Stenotrophomonas, 1
Nesterenkonia, 1 Achromobacter, 5 Curtobacterium, 7 Rhodococcus, 2 Enterobacter, 1
Escherichia, 1 Chryseobacterium, 3 Xanthomonas, 5 Acinetobacter, 1 Rothia, 1
Paenibacillus, 1 Ochrobacterium, 1 Pantoea, 5 Sphingbacterium, 3 Rhizobium, 1
Grimontia, 1 Aeromonas, 1 Brevundimonas, 1 Phyllobacterium ve 1 Staphylococcus
olmak tizere 33 farkli bakteri cinsi tanilanmistirr. Bakteri strainlerine ait MIS tani
sonuclar1 ve indeksleri (%) Cizelge 4.5°de tanilanmistir. Elde edilen bakteri cinsleri tiir
ve alt tiir bazinda incelendiginde 2 Arthbacter pascens, 8 Arthbacter oxydans, 3
Arthbacter ourescens, 1 Arthbacter crysollopoietes, 3 Arthbacter globiformis, 5
Brevibacillus choshinensis, 1 Brevibacillus formosus, 3 Brevibacillus centrosporus, 3
Brevibacillus parabrevis, 6 Bacillus thuringiensis, 10 Bacillus viscosus, 12 Bacillus
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cerus, 2 Bacillus psychrosacchorolyticus, 15 Bacillus megaterium, 4 Bacillus subtilis, 4
Bacillus atrophaeus, 1 Bacillus alcalophilus, 5 Bacillus pumilus, 5 Bacillus GC group
22, 1 Bacillus coagulans, 3 Lysinibacillus sphaericus, 3 Herbaspirillum autotrophicum,
4 Herbaspirillum huttiense, 7 Kocuria rhizophila, 12 Kocuria rosea, 2 Kocuria
kristinae, 8 Paucimonas lemoignei, 25 Pseudomonas putida, 1 Pseudomonas syringae
syringae, 5 Pseudomonas pseudoalcaligenes, 2 Pseudomonas fluorescens, 1
Pseudomonas agarici, 1 Pseudomonas pertucinogena, 1 Pseudomonas cichorii, 3
Virgibacillus pontothenticus, 4 Microbacterium esteraromaticum, 1 Microbacterium
laevaniformans, 3 Microbacterium luteolum, 1 Microbacterium lacticum, 1
Microbacterium barkeri, 1 Microbacterium liquefaciens, 7 Micrococcus luteus, 1
Micrococcus lylae, 4 Erwinia chrysanthemi, 8 Stenotrophomonas maltophilia, 1
Nesterenkonia halobia, 1 Achromobacter xylosoxidans , 5 Curtobacterium
flaccumfaciens, 2 Rhodococcus fascians, 1 Rhodococcus erythropolis, 4 Rhodococcus
rhodochrouss, 1 Enterobacter hormaechei, 1 Enterobacter cloacae, 1 Escherichia coli,
1 Chryseobacterium indologenes, 2 Xanthomonas axonopodis, 1 Xanthomonas
hortorum, 4 Acinetobacter calcoaceticus, 1 Acinetobacter Iwoffii, 1 Rothia
dentocariosa, 1 Paenibacillus polymyxa, 1 Ochrobacterium anthropi, 1 Pantoea
agglomerans, 3 Sphingbacterium faecium, 2 Sphingbacterium spiritivorum, 3
Rhizobium radiobacter, , 1 Grimontia hollisae, 1 Aeromonas jandaei, 1 Brevundimonas
vesicularis, 1 Phyllobacterium myrsinacearum ve 1 Staphylococcus lentus olarak

tanilanmistir (Cizelge 4.5).

4.4, Bakteri Strainlerin Azot Fikzasyon Ozelliginin Belirlenmesi

251 bakteri straininin azot fikse etme Ozelligi N-Free Solid Malate-Sucrose
ortaminda gelisme durumlarina gore belirlenmistir. Besiyerinde gelisen strainlerden
220 tanesinin azot fikse etme potansiyeline sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Strainlerden 11 tanesinin besiyerinde gelismedigi ve azot fikse etme yeteneginin
olmadig1 saptanmustir. 15 bakteri straininin ise besiyerinde gelisiminin yavas ve zayif

oldugu goriilmiis sonug zayif pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5)( Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Bakteri strainlerinin N-Free Solid Malate-Sucrose ortaminda gelismesi

4.5. Bakteri Strainlerinin Fosfor Cézebilme Ozelliginin Belirlenmesi

Strainlerin fosfor ¢ozebilme oOzellikleri NBRIP-BPB sivi  besiyerinde
inokulasyon sonrasinda meydana gelen renk degisimine gore belirlenmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kontrol olarak kullanilan tiipdeki sivi besiyerinin renginde (ispirto rengi)
herhangi bir degisiklik olmadigr gorilmistiir. Strainlerden 81 tanesinin inokule
edildikleri besiyerinin rengini degistirdikleri, su gibi berrak bir goriintii olusturduklari
tespit edilmis, sonu¢ kuvvetli pozitif olarak belirlenmistir. 130 strainin kontrolle
kiyaslandiginda sivi besiyerinin rengini degistirdigi, rengin acik maviye dondigi
gozlenmis, sonug pozitif olarak kaydedilmistir. Strainlerden 24 tanesinin besiyerinde
renk degisimine neden oldugu ancak renk acilmasinin ¢ok belirgin olmadig1 goériilmiis,
sonu¢ zayif pozitif olarak saptanmistir. 11 strainin ise inokule edildikleri sivi
besiyerinin renginde herhangi bir degisime neden olmadig goriilmiis ve sonug negatif

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5)(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 NBRIP-BPB besiyerinde renk agilmasi

4.6. Bakteri Strainlerin Potasyum Cozebilme Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainlerinin potasyum ¢ozebilme 6zelligi Aleksandrow kat1 besiyerinde
kolonilerini gelisiminin etrafinda olusan sefaf zonun varligiyla belirlenmistir.
Strainlerden SK3, SK4, SK8, SK15, SK16, SK19, SK30, SK38, SK39, SK49, SK50,
SK55, SK56, SK58, SY32, SY36, SY43, SY45, SY48, SY50, SY55, DT2, DT17, EP19
ve SAl’in besiyerinde gelisen kolonilerinin etrafinda seffaf zon olustugu gézlenmis,
sonug pozitif olarak degerlendirilmistir. Strainlerden SK27, SK33, SK57, SY16, SY25,
SY41, SY49, SY52, SY63, YO31, YS2, NKI ve SA20’nin besiyerinde gelisen
kolonilerinin etrafinda olusan zonun g¢apinin 1-2 mm arasinda degistigi gozlenmis,

sonu¢ zayif pozitif olarak kaydedilmistir. Diger 208 strainin potasyum c¢ozme

Ozelliginin negatif oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5)(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Aleksandrow besiyerinde pozitif sonug

4.7. Bakteri Strainlerin Kalsiyumu Cézebilme Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainlerinin kalsiyumu ¢ozebilme ozelligi yeast dextroz kalsiyum
karbonat agar besiyerinde gelisiminin etrafinda olusan seffaf zonun varligiyla
belirlenmistir. SK3, SK4, SK8, SK17, SK39, SK47, SK50, SK56, SY48, YO35, YO38,
YS2, YS21, EP10, EP19, NK12 ve SA20 strainlerinin besiyerinde gelisen kolonilerinin
etrafinda seffaf zon meydana gelmis, sonu¢ pozitif olarak degerlendirilmistir.
Strainlerden SK15, SK19, SK49, SY36, SY41, SY43, DT7, EP9 ve NKI1’in
besiyerinde gelisen kolonilerin etrafinda olusan zonun 1-2 mm genisliginde oldugu
gbzlenmis, sonu¢ zayif pozitif olarak kabul edilmistir. Diger 221 strainin kalsiyumu

¢ozme Ozelliginin negatif oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5)(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 YDC besiyerinde koloni gelisiminin etrafinda olusan seffaf zon
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Cizelge 4.5 Bakteri strainlerinin tiitinde HR testi ve MIS tan1 sonucu, azot fikse etme, fosfor, potasyum ve kalsiyum ¢dzme 6zellikleri

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU SIM INDEX % N K Ca P HR
1 SK1 Lysinibacillu sphaericus GC subgroup E 70 + - - + -
2 SK2 Paucimonas lemoignei 70 + - - + -
3 SK3 Herbaspirillum autotrophicum 18 - + + o+ -
4 SK4 Herbaspirillum huttiense 75 + + K K-
5 SK6 Kocuria rhizophila 68 + - - + -
6 SK7 Virgibacillus pantothenticus 59 + - - + -
7 SK8 Pseudomonas putida biotype B 33 + + + - -
8 SK11 Arthrobacter aurescens 87 + - - + -
9 SK-12 Kocuria rosea GC subgroup A 38 K* - - - -
10 SK14 Brevibacillus choshinensis 64 + - - + -
11 SK-15 Pseudomonas pseudoalcaligenes 30 K+ Z7 o+ -
12 SK-16 Pseudomonas putida biotype A 38 + + - + -
13 SK-17 Pseudomonas putida biotype A 50 + - + o+ -
14 SK-18 Bacillus cereus GC subgroup B 42 z - -z -
15 SK-19 Microbacterium esteraromaticum 48 + Z' K-
16 SK-20 Micrococus luteus GC subgroup B 72 K" - -z -
17 SK-21 Micrococus luteus GC subgroup B 76 + - - K-
18 SK-22 Arthrobacter pascens 21 + - - + -
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N K Ca P HR
19 SK-23 Erwinia chrysanthemi biotype Il 72 K - - K-
20 SK-24 Stenotrophomonas maltophilia 59 + - - K-
21 SK-25 Lysinibacillu sphaericus GC subgroup B 84 + - - K-
22 SK-26 Bacillus subtilis 66 K - -+ -
23 SK-27 Kocuria rhizophila 80 Kz - K -
24 SK-29 Microbacterium laevaniformans 32 K* - - + -
25 SK-30 Nesterenkonia halobia 49 + o+ - K'Y -
26 SK-31 Kocuria rosea GC subgroup C 55 + - - + -
27 SK32 Micrococus luteus GC subgroup B 78 + - - + -
28 SK-33 Kocuria kristinae GC subgroup A 49 - Z - + -
29 SK37 Bacillus atrophaeus 17 + - - + -
30 SK-38 Paucimonas lemoignei 60 + + - + -
31 SK-39 Microbacterium esteraromaticum 41 K + + K -
32 SK-43 Arthrobacter oxydans 73 K* - - - -
33 SK44 Paucimonas lemoignei 75 + - - + -
34 SK-46 Bacillus subtilis 62 + - -+ -
35 SK-47 Herbaspirillum autotrophicum 36 + - + o
36 SK-48 Bacillus megaterium GC subgroup B 77 + - -z -
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU MISSIM INDEX % N K Ca P HR
37 SK-49 Herbaspirillum huttiense 68 + o+ Z o+ -
38 SK-50 Achromobacter xylosoxidans denitrificans 65 K' o+ + K-
39 SK51 Paucimonas lemoignei 70 + - -+ -
40 SK-53 Brevibacillus choshinensis 67 K" - - - -
41 SK-54 Micrococcus luteus GC subgroup B 67 - -+ -
42 SK-55 Microbacterium esteraromaticum 69 + + -+ -
43 SK-56 Paucimonas lemoignei 70 + + + o+ -
44 SK-57 Bacillus atrophaeus 62 z z -+ -
45 SK-58 Brevibacillus choshinensis 65 K' o+ -+ -
46 SK59 Curtobacterium flaccumfaciens betae/oortii 45 + - -+ -
47 SK-60 Kocuria rose GC subgroup A 58 K" - -z -
48 SK-62 Rhodococcus fascians GC subgroup A 83 K' - - K'Y -
49 SK-64 Rhodococcus fascians GC subgroup A 66 K" - - K-
50 SK-65 Micrococcus luteus GC subgroup B 73 + - -z -
51 SK-66 Brevibacillus choshinensis 72 + - - K'Y -
52 SK67 Paenibacillus polymyxa 66 + - -+ -
53 SK71 Rothia dentocariosa 50 + - -+ -
54 SK72 Bacillus subtilis 70 + - -+ -
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N K Ca P HR
55 SY-1 Arthrobacter ourescens 81 + - -+ -
56 SY2 Microbacterium luteolum 13 + - - K'Y -
57 SY-4 Bacillus viscosus 44 + - - KY-
58 SY-5 Pseudomonas fluorescens biotype A 83 + - - + -
59 SY-6 Acinetobacter calcoaceticus 70 K" - -+ -
60 SY7 Pseudomonas agarici 58 + - - + -
61 SY-8 Herbaspirillum huttiense 70 + - - + -
62 SY-13 Pseudomonas putida biotype B 78 + - - + -
63 SY-14 Bacillus viscosus 57 + - -+ -
64 SY-16 Microbacterium lacticum GC subgroup B 49 + zZ - 7 -
65 SY-17 Arthrobacter oxydans 52 + - - + -
66 SY18 Brevibacillus formosus 48 K+ - - K+ -
67 SY19 Brevibacillus centrosporus 32 + - - + -
68 SY-20 Kocuria rosea GC subgroup A 21 K* - - + -
69 SY-23 Enterobacter hormaechei 77 K* - - + -
70 SY-24 Chryseobacterium indologenes 70 - - - + -
71 SY-25 Micrococcus luteus GC subgroup B 43 + Z - - -
72 SY-26 Bacillus atrophaeus 53 + - -z -
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N K Ca P HR
73 SY-27 Stenotrophomonas maltophilia 42 K* - - + -
74 SY-28 Kocuria rosea GC subgroup A 34 - - K-
75 SY-29 Brevibacillus choshinensis 69 K" - -+ -
76 SY-32 Enterobacter cloacae 80 + - K'Y -
77 SY33 Escherichia coli GC subgroup C 90 + - - + -
78 SY-36 Herbaspirillum huttiense 56 + o+ Z - -
79 SY37 Brevibacillus centrosporus 45 + - - - -
80 SY-38 Ochrobactrum anthropi 50 Z+ - -z -
81 SY-41 Microbacterium barkeri 66 z+ -+ -
82 SY-43 Pantoea agglomerans GC subgroup C 37 K + zZ@ K -
83 SY-44 Sphingobacterium faecium 72 K* - - + -
84 SY-45 Paucimonas lemoignei 49 + + -+ -
85 SY-46 Bacillus viscosus 48 Z+ - -+ -
86 SY-47 Kocuria kristinae GC subgroup A 74 + - - K-
87 SY-48 Microbacterium esteraromaticum 68 + K+ o+ -
88 SY-49 Pseudomonas pseudoalcaligenes 67 Kz - + -
89 SY-50 Bacillus viscosus 67 + o+ -z -
90 SY-51 Rhodococcus erythropolis 81 K" - - K-
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU MISSIM INDEX% N Ca P HR
91 SY-52 Sphingobacterium faecium 63 + 7 - + -
92 SY-53 Stenotrophomonas maltophilia 29 - - - + i
93 SY-54 Micrococcus luteus GC subgroup B 86 - - - + -
94 SY-55 Rhizobium radiobacter 58 K"+ -+ -
95 SY56 Kocuria rosea GC subgroup A 47 + - - + i
96 SY-58 Arthrobacter pascens 64 + - - + -
97 SY59 Bacillus pumilus GC subgroup B 68 - - + -
98 SY-61 Virgibacillus pantothenticus 48 A - - + -
99 SY-63 Kocuria rhizophila 68 -z - K-
100 SY64 Bacillus meggaterium GC subgroup A 54 + - - + -
101 SY65 Bacillus meggaterium GC subgroup A 54 + - - + -
102 SY66 Bacillus viscosus 71 + - - + -
103 YO-1 Pseudomonas putida biotype A 66 + - - + -
104 YO-4 Stenotrophomonas maltophilia 36 K* - - + -
105 YO-6 Pseudomonas putida biotype B 57 K" - -+ -
106 YO-7 Arthrobacter oxydans 64 K" - - K-
107 YO-8 Pseudomonas putida biotype B 73 K" - - K-
108 YO-9 Bacillus psychrosaccharolyticus 74 K* - - K-
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N K Ca P HR
109 YO-10 Pseudomonas putida biotype A 55 + - - + -
110 YO-11 Pseudomonas putida biotype A 59 K" - - K-
111 YO-12 Bacillus cereus GC subgroup A 74 + - - - -
112 YO-13 Arthrobacter oxydans 21 Z - - + -
113 YO-15 Pseudomonas fluorescens biotype F 63 K" - -z -
114 YO-16 Bacillus thuringiensis canadensis 72 K" - - K'Y -
115 YO-17 Bacillus viscosus 35 K" - -+ -
116 YO-18 Acinetobacter calcoaceticus 35 K - - K-
117 YO-19 Virgibacillus pantothenticus 56 K" - - K-
118 YO-20 Sphingobacterium spiritivorum GC subgroup B 64 K" - - K-
119 YO-22 Pseudomonas putida biotype A 20 K* - - K-
120 YO-24 Bacillus thuringiensis kurstakii 44 K" - - - -
121 YO-25 Bacillus cereus GC subgroup A 81 K" - -z -
122 YO-26 Grimontia hollisae 10 K' - - K-
123 YO30 Sphingobacterium faecium 81 + - - + -
124 YO-31 Bacillus megaterium GC subgroup A 57 + + - + -
125 YO-32 Pseudomonas pertucinogena 15 - - - K-
126 YO-33 Aeromonas jandaei 11 z - - K-
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N K Ca P HR
127 YO34 Bacillus cereus GC subgroup A 67 + - - + -
128 YO-35 Paucimonas lemoignei 50 + - + o+ -
129 YO-36 Paucimonas lemoignei 37 + - - + -
130 YO-37 Pseudomonas cichorii 75 z - -7 -
131 YO-38 Pseudomonas putida biotype B 17 K* - + o+ -
132 YO-41 Bacillus cereus GC subgroup A 78 K" - -+ -
133 YO-42 Kocuria rhizophila 44 + - - K-
134 YO-44 Brevundimonas vesicularis 43 K - - K-
135 YO-45 Arthrobacter crystallopoietes 36 K" - - K-
136 YO-48 Bacillus thuringiensis israelensis 21 K" - - K-
137 YO-50 Sphingobacterium spiritivorum GC subgroup B 75 K* - - + -
138 YO-51 Rhodococcus rhodochrous GC subgroup B 20 K" - - K-
139 YO-53 Rhodococcus rhodochrous GC subgroup B 31 K" - -+ -
140 YO-55 Arthrobacter globiformis GC subgroup B 57 K' - - K-
141 YO-56 Stenotrophomonas maltophilia 27 + - - + -
142 YO-57 Stenotrophomonas maltophilia 35 z - - K-
143 YO-58 Kocuria rosea GC subgroup A 46 + - - K-
144 YO-59 Microbacterium luteolum 67 z - - K'Y
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N K Ca P HR
145 YO-60 Bacillus psychrosaccharolyticus 82 + - - K-
146 YS-1 Bacillus megaterium GC subgroup A 61 K* - - + -
147 YS-2 Pseudomonas putida biotype B 32 A + o+ -
145 YS-3 Bacillus cereus GC subgroup A 76 K - -z -
149 YS5 Pseudomonas putida biotype B 50 + - - + -
150 YS-7 Pseudomonas putida biotype A 43 + - - K-
151 YS-8 Arthrobacter oxydans 35 + - - K-
152 YS-9 Arthrobacter globiformis GC subgroup B 77 - -z -
153 YS-11 Rhodococcus rhodochrous GC subgroup B 43 K* - -z -
154 YS-14 Bacillus megaterium GC subgroup A 59 + - - + -
155 YS-15 Bacillus megaterium GC subgroup A 52 + - - + -
156 YS-16 Bacillus cereus GC subgroup A 64 + - -z -
157 YS-18 Bacillus alcalophilus 29 + - -+ -
158 YS-19 Bacillus thuringiensis israelensis 53 - - - K-
159 YS-20 Xanthomonas axonopodis 23 - - -z -
160 YS-21 Pseudomonas putida biotype B 20 + - + o+ -
161 YS-22 Acinetobacter Iwoffii GC subgroup A 81 + - - K-
162 YS-23 Bacillus cereus GC subgroup A 63 + - - K-
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU MISSIM INDEX% N Ca P HR
163 YS-24 Bacillus megaterium GC subgroup A 61 + - + -
164 DT1 Kocuria rhizophila 45 + - K-
165 DT-2 Pseudomonas putida biotype B 62 + - + -
166 DT3 Kocuria rhizophila 49 + - + -
167 DT-6 Kocuria rosea GC subgroup A 38 + - + -
168 DT-7 Pseudomonas putida biotype A 52 Z zZ o+ -
169 DT-8 Bacillus subtilis 45 K* -+ -
170 DT-11 Microbacterium liquefaciens 52 + - - -
171 DT12 Xanthomonas axonopodis 74 + - + -
172 DT-14 Stenotrophomonas maltophilia 35 + - + -
173 DT-15 Xanthomonas hortorum 46 + - + -
174 DT-16 Bacillus megaterium GC subgroup A 50 K* - -
175 DT-17 Pseudomonas putida biotype B 74 + Kzt -
176 EP-1 Kocuria rosea GC subgroup A 56 K* - -
177 EP-2 Arthrobacter oxydans 87 K* - - -
178 EP5 Herbaspirillum autotrophicum 50 + - + -
179 EP-7 Bacillus viscosus 72 K* - K-
180 EP8 Bacillus megaterium GC subgroup B 62 - - + -
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAIN NO MIS TANI SONUCU MIS SIM INDEX % N
181 EP-9 Pseudomonas putida biotype A 33 -
182 EP-10 Pseudomonas putida biotype B 75 +
183 EP-11 Bacillus GC group 22 34 + K*
184 EP-17 Pseudomonas syringae syringae 42 + K*
185 EP-19 Bacillus cereus GC subgroup B 43 A K*
186 EP-20 Bacillus cereus GC subgroup A 72 + K*
187 EP-21 Bacillus thuringiensis kurstakii 69 + Z
188 EP-22 Bacillus cereus GC subgroup B 13 Z +
189 EP23 Bacillus pumilus GC subgroup B 68 + A
190 EP-24 Arthrobacter oxydans 77 + K*
191 EP-25 Bacillus viscosus 37 + +
192 EP-26 Pseudomonas putida biotype B 60 - A
193 EP-27 Bacillus GC group 22 44 + K*
194 EP28 Bacillus thuringiensis israelensis 49 K* Z
195 NK-1 Arthrobacter globiformis GC subgroup B 32 A
196 NK-2 Kocuria rosea GC subgroup A 54 A
197 NK-3 Rhizobium radiobacter 59 K* *

198 NK-4 Rhodococcus rhodochrous GC subgroup B 43 K*

A A

+




Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU MISSIM INDEX% N
199 NK-6 Bacillus coagulans 54 +
200 NK-8 Stenotrophomonas maltophilia 66 +
201 NK-11 Pseudomonas putida biotype B 34 K*
202 NK-12 Pseudomonas putida biotype B 35 K*
203 NK-14 Bacillus megaterium GC subgroup A 53 +
204 NK-15 Arthrobacter oxydans 64 +
205 NK16 Bacillus pumilus GC subgroup B 51 +
206 NK17 Curtobacterium flaccumfaciens betae 60
207 SA-1 Erwinia chrysanthemi biotype II 79 K*
208 SA2 Pseudomonas pseudoalcaligenes 44 +
209 SA-4 Kocuria rosea GC subgroup A 34 + +
210 SA-5 Bacillus megaterium GC subgroup A 51 + +
211 SA-6 Erwinia chrysanthemi biotype II 84 K* A
212 SA-7 Erwinia chrysanthemi biotype I 86 K* +
213 SA-8 Phyllobacterium myrsinacearum 54 K* K*
214 SA-9 Acinetobacter calcoaceticus 51 + K*
215 SA-10 Acinetobacter calcoaceticus 55 K* K*

K

+

216 SAll Pseudomonas pseudoalcaligenes 83

+



Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU MISSIM INDEX% N K Ca P HR
217 SA-13 Pseudomonas putida biotype B 43 + - - K-
218 SA-16 Pseudomonas putida biotype B 23 K* - - + -
219 SAl7 Bacillus GC group 22 63 + - - + -
220 SA-19 Rhizobium radiobacter 85 K" - - K-
221 SA-20 Pseudomonas pseudoalcaligenes 50 K z2 + + -
222 SB1 Lysinibacillus sphaericus GC subgroup B 75 + - - + -
223 SB7 Staphylococcus lentus GC subgroup B 31 + - - + -
224 SB-10 Brevibacillus centrosporus 29 K" - -+ -
225 SB11 Bacillus GC group 22 55 + - - + -
226 SB-13 Curtabacterium flaccumfaciens 62 + - - K'Y -
227 SB-14 Curtabacterium flaccumfaciens 71 zr - - K-
228 SB-15 Bacillus cereus GC subgroup A 83 + - - K-
229 SB-16 Curtabacterium flaccumfaciens 65 + - - K-
230 SB17 Microbacterium luteolum 73 + - -+ -
231 SB20 Brevibacillus parabrevis GC subgroup A 68 + - - K-
232 SB21 Bacillus megaterium GC subgroup A 95 + - - + -
233 SB-23 Bacillus GC group 22 18 K* - - + -
234 SB-24 Bacillus viscosus 67 K" - -+ -
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Cizelge 4.5 Devami

S.NO STRAINNO MIS TANI SONUCU MISSIM INDEX% N K Ca P HR
235 SB25 Brevibacillus parabrevis GC subgroup A 78 + - - + -
236 SB27 Bacillus viscosus 82 + - - + -
237 SB28 Micrococcus lylae GC subgroup B 18 + - - K-
238 SB-29 Brevibacillus parabrevis GC subgroup A 77 K - - K-
239 SB-32 Bacillus atrophaeus 52 + - - K-
240 SB-33 Kocuria rhizophila 62 K - - K-
241 SB-34 Kocuria rosea GC subgroup A 15 K - - K-
242 SB35 Bacillus megaterium GC subgroup A 60 + - - + -
243 SB36 Arthrobacter aurescens 56 + - -+ -
244 SB37 Bacillus pumilus GC subgroup B 73 + - - + -
245 SB38 Bacillus megaterium GC subgroup A 57 + - - K-
246 SB39 Bacillus pumilus GC subgroup B 72 + - - + -

N: Azot fikse etme 6zelligi, K: Potasyum ¢ozme 6zelligi, Ca: Kalsiyum kullanma 6zelligi, P: Fosfor ¢6zme 6zelligi, HR: Tiitiinde asir1

duyarlilik

testi

K™

Kuvvetli pozitif sonug, Z:

Zayif  pozitif

sonug,

+:

Pozitif

sonug,

Negatif

sonug
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4.8. Tartisma

Ulkemizde tarimsal {iretimin 6nemli problemlerinden birisi, tarimsal ilaglarin ve
kimyasal giibrelerin bilingsizce ve dengesiz olarak bitkisel iiretimde kullanilmasidir.
Ulkemizde, yurt digindan petrolden sonra en fazla giibre alimi1 yapilmaktadir. Kimyasal
giibrelerin pahali olmasi, dogal giibre kaynaklarinin giderek azalmasi ve kullanilan
kimyasal giibrelerin toprak, su ve hava kirliligine sebep olmasi, fikse olan besin
elementlerinden bitkilerin faydalanamamasi nedeniyle calismalar biyolojik giibreler
olarak adlandirilan mikroorganizmalar iizerine yogunlasmaktadir. Toprak, bitkisel
tiretimde temel faktorlerden bir tanesidir ve topraklarin verimliligi biyolojik aktivitesi
ile yakindan ilgilidir. Bu noktada mikroorganizmalar topraklarda kullanilamayan
formda olan besin elementlerinin serbest hale doniistiiriilmesini saglayarak bitkilerin bu
besin elementlerini alimin1 arttirmak ve bitki gelisimini tesvik etmek yoluyla bitki
beslenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalar oncelikle azot
fikse eden, fosfor, potasyum ve kalsiyumu ¢dzebilen mikroorganizmalarin izolasyonu,
tanisi, cesitli ozelliklerinin ortaya konulmasi seklinde bir sira izlemektedir. Bu tez
calismasinda da Igdir merkez, merkeze bagli Melekli ve Suveren koyii, Tuzluca ilgesi,
Adiyaman - Ulubaba koyli, Van - Ercis Agacoren koyli ve Sanlurfa - Tepe koylerinden
23 bitki tiri (Chenopodium album, Chenopodium murale, Trifolium repens, Veronica
chamaedrys, Lolium perenne, Elytrigia repens, Polygonum persicaria, Polygonum
arenastrum, Kochia sp., Malva neglecta, Crepis sancta, Xanthium spinosum, Sideritis
hyssopifolia, Thymus vulgaris, Agrostis stolonifera, Barbarea sp., Achillea millefolium,
Sideritis hirsuta, Euphorbia sp., Verbascum thapsus, Plantago major, Turgenia
latifolia) 6rnek olarak alinmig ve yapilan izolasyon sonucunda 246 bakteri straini elde
edilmistir. Bakterilerin illere gore dagilimi incelendiginde Igdir’dan 166, Adiyaman’dan
43, Van’dan 19 ve Urfa’dan 18 bakteri straini izole edilmistir. Bakteri strainlerinin
patojen olup olmadiklarini belirlemek igin tiitiin bitkisinde HR testi yapilmis ve patojen
olmadiklar1 tespit edilmistir. Yapilan yag asit metil ester analizi sonucunda bakteri
strainlerinin yag asit profilleri elde edilerek tanis1 yapilmistir. MIS sistemi ile bakteriler
tir ve alt tiir bazinda 2 Arthbacter pascens, 8 Arthbacter oxydans, 3 Arthbacter
ourescens, 1 Arthbacter crysollopoietes, 3 Arthbacter globiformis, 5 Brevibacillus
choshinensis, 1 Brevibacillus formosus, 3 Brevibacillus centrosporus, 3 Brevibacillus

parabrevis, 6 Bacillus thuringiensis, 10 Bacillus viscosus, 12 Bacillus cerus, 2 Bacillus
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psychrosacchorolyticus, 15 Bacillus megaterium, 4 Bacillus subtilis, 4 Bacillus
atrophaeus, 1 Bacillus alcalophilus, 5 Bacillus pumilus, 5 Bacillus GC group 22, 1
Bacillus coagulans, 3 Lysinibacillus sphaericus, 3 Herbaspirillum autotrophicum, 4
Herbaspirillum huttiense, 7 Kocuria rhizophila, 12 Kocuria rosea, 2 Kocuria kristinae,
8 Paucimonas lemoignei, 25 Pseudomonas putida, 1 Pseudomonas syringae pv.
syringae, 5 Pseudomonas pseudoalcaligenes, 2 Pseudomonas fluorescens, 1
Pseudomonas agarici, 1 Pseudomonas pertucinogena, 1 Pseudomonas cichorii, 3
Virgibacillus pontothenticus, 4 Microbacterium esteraromaticum, 1 Microbacterium
laevaniformans, 3 Microbacterium luteolum, 1 Microbacterium lacticum, 1
Microbacterium barkeri, 1 Microbacterium liquefaciens, 7 Micrococcus luteus, 1
Micrococcus lylae, 4 Erwinia chrysanthemi, 8 Stenotrophomonas maltophilia, 1
Nesterenkonia halobia, 1 Achromobacter xylosoxidans , 5 Curtobacterium
flaccumfaciens, 2 Rhodococcus fascians, 1 Rhodococcus erythropolis, 4 Rhodococcus
rhodochrouss, 1 Enterobacter hormaechei, 1 Enterobacter cloacae, 1 Escherichia coli,
1 Chryseobacterium indologenes, 2 Xanthomonas axonopodis, 1 Xanthomonas
hortorum, 4 Acinetobacter calcoaceticus, 1 Acinetobacter Iwoffii, 1 Rothia
dentocariosa, 1 Paenibacillus polymyxa, 1 Ochrobacterium anthropi, 1 Pantoea
agglomerans, 3 Sphingbacterium faecium, 2 Sphingbacterium spiritivorum, 3
Rhizobium radiobacter, 1 Grimontia hollisae, 1 Aeromonas jandaei, 1 Brevundimonas
vesicularis, 1 Phyllobacterium myrsinacearum ve 1 Staphylococcus lentus olarak
tanilanmistir.  Tan1  sonuglart igerdigi strain sayist bakimindan cins bazinda
degerlendirildiginde 65 strain ile Bacillus cinsinin birinci sirada yer aldigi, bu cinsi 36
strain ile Pseudomonas, 21 strain ile Kocuria ve 17 strain ile Arthrobacter’in takip ettigi

goriilmektedir.

Bitki biiyiimesini tesvik edici bakterilerde, en ¢ok aranan 6zelliklerin basinda
havanin azotunu baglayici 6zellik gelmektedir. Bunun sebebi, tarim topraklarinin en gok
ihtiyac1 olan elementin azot olmasidir. Bu tez calismasinda elde edilen bakteri
strainlerinin azot fiksasyon 6zelligi N-Free Solid Malate-Sucrose besiyeri kullanilarak
belirlenmistir. Arthrobacter olarak tanilanan strainlerin hepsinin azotu fikse ettigi
belirlenmistir. EP8, YS19 hari¢ Bacillus cinsinde bulunan strainlerin hepsinin, EP9,

Y32 ve EP26 hari¢ diger Pseudomonas tiirlerinin tamaminin ve SY63 ve SK33 haric
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biitin Kocuria cinslerinin hepsinin, SK3 hari¢ Herbaspirillum tiirlerinin tamami, YS20
hari¢ Xanthomonas cinslerinin hepsi, SY24 hari¢ Chryseobacterium tiirlerinin hepsi,
SY53 hari¢ Stenotrophomonas cinslerinin tamami, SY54 hari¢ biitiin Microccus
tiirlerinin azot fiksasyon 6zelligi pozitif bulunmustur.  Biitiin strainlerin test sonucuna
bakildiginda ise toplam 234 strainin azot fiksasyon ozelliginin pozitif oldugu tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda Bacillus, Azoarcus, Alcaligenes, Azotobacter,
Azospirillum, Brevundimonas, Burkholderia, Comamonas, Micrococcus, Paenibacillus,
Pantoea, Paracoccus, Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Rhodobacter, Rhodococcus,
Sphingomonas, Stenotrophomonas ve Variovorax cinslerinde yer alan bakteri
strainlerinin azot fiksasyonunda etkili mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir
(Ahmad et al., 2005; Cakmakg¢i ve ark., 20008 ). Ayni konuda yapilan bagka
arastirmalarda Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus mycoides Cellulomonas
turbata, Herbaspirillum seropedicae, Gluconacetobacter diazotrophicus, Neisseria
mucosa, Vibrio furnissii, Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Pseudomonas
putida, Agromonas oligotrophica ve Azospirillum brasilense tiirlerinin azot fiksasyon
yeteneklerinin pozitif oldugu belirlenmistir (Hirano et al., 20001; Cherif-Silini et al.,
2012; Sezen, 2012). Nitrojenaz enzimine sahip olan bakteri strainlerinin azot
fiksasyonunu gergeklestirdigi ve her familyada bu enzimi bulunduran tiirlerin yaygin bir
sekilde bulundugu tespit edilmistir (Purwanto and Simarmata, 2017). Bu calismada da
238 strainin azot fikse edebildigi ve bu mikroorganizmalarin ¢ok farkli cinlerde yer
aldig1 goriilmektedir. Azot fiksasyonu pozitif bulunan bu bakteri strainlerinin nitrojenaz

enzimine sahip oldugu diistintilmektedir.

Bakteri strainlerinin fosfat ¢ozebilme o6zelligi NBRIP-BPB sivi besiyeri
kullanilarak belirlenmistir. Fosfat kaynag: olarak Cas(PO)® igeren ortamda etkili olan
strainlerin, sivi besiyerinin renginde olusturduklar1 renk degisiminin ¢iplak gozle
izlenebildigi goriilmektedir. Strain sayisinin ¢ok yiiksek oldugu arastirmalarda, kalitatif
6l¢lim sonuclaria bakilarak, daha az sayida kantitatif 6l¢lim yapilabilmesine imkan
vermesi bakimindan, bu besiyerinin kullanim1 onerilebilir. Nautiyal (1999), tarafindan
yapilan bir arastirmada petri denemelerinde kati NBRIP besiyeri PVK (Pikovskaya
Agar) besiyerine kiyasla daha etkili bulunurken sivi NBRIP besi yerinin PVK’ya oranla
3 kat daha etkili oldugu kanitlanmistir. Ayrica fosfati1 ¢ozdiikleri halde, asit liretmeyen
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mikroorganizmalarin, bazi besiyerlerinde yanlis sonug¢ verebilecegi, bu nedenle,
hassasiyeti daha yiiksek olan NBRIB-BPB Dbesiyerinde fosfat ¢oziiniirliigliniin
degerlendirilmesinin daha uygun olacagi belirtilmistir (Nautiyal et al., 2000). Fosfor
¢Oziinlirligli agisindan strainlerin test sonuglar1 incelendiginde SKS8 hari¢ 35
Pseudomonas tiiriiniin, SK12 ve EP1 hari¢ 19 Kocuria tiiriiniin ve EP2 hari¢ 16
Arthrobacter tiiriiniin fosfor ¢zme 6zelliginde oldugu tespit edilmistir. YO12 ve YO24
strainleri disinda 63 Bacillus tiirliniin fosforu ¢ozebildigi saptanmigtir. Genel olarak
strainlerin test sonucuna bakildiginda ise toplam 235 strainin fosfor ¢6zme potansiyeline
sahip oldugu bulunmustur. Yapilan ¢esitli calismalarda Bacillus, Pseudomonas,
Erwinia, Agrobacterium, Serratia, Flavobacterium, Enterobacter, Micrococcus,
Azotobacter,  Bradyrhizobium  ve  Rhizobium,  Salmonella,  Alcaligenes,
Chromobacterium, Arthrobacter, Streptomyces, Thiobacillus ve Escherichia ve Kocuria
cinsine ait tiirlerin onemli fosfat ¢6zen bakteriler olduklar1 ve bitkilerin fosfor alimini
arttirdiklar1 saptanmistir (Rodriguez ve Fraga, 1999; Whitelaw, 2000; Igual et al., 2001;
Zhoa ve Lin, 2001; Sharma et al 2013; Hansda et al., 2017). De Freitas et al (1997),
cesitli bitkilerden izole ettikleri 111 bakteriden 9 strainin fosforu ¢6zebildigini, bunlar
arasinda Bacillus brevis, B. megaterium, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve
Xanthomonas maltophilia tiirlerinin en giiglii fosfat ¢oziicii bakteriler oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismaya benzer bir arastirmada B. megaterium, B. circulans, B.
subtilis, B. polymyxa, B. Sircalmous ve Pseudomonas striata tiirlerinin fosfat
¢ozinlrligl konusunda en etkin tiirler oldugu tespit edilmistir (Subbarao, 1988; Kucey
et al., 1989). Calismamizda izole edilen ve fosfor ¢ozme 6zelligi belirlenen tiirlerin
diger arastiricilarin  ¢aligmalarinda  belirlenen tiirler ile paralellik gosterdigi
goriilmektedir. Fosfatin ¢dziinmesinde genel olarak bakteriler tarafindan salgilanan
organik asitlerin énemli rol oynadig1 bilinmektedir (Puente et al., 2009). Asit iiretimi
rizosfer bolgesinin asitlesmesine neden olmakta, bunun sonucunda fosfor serbest hale
gecerek elverisli forma dontismektedir (Lopez et al., 2011). Bacillus amyloliquefaciens,
B. licheniformis, B. atrophaeus, Penibacillus macerans, Vibrio proteolyticus,
Xanthobacter agilis, Enterobacter aerogenes, E. taylorae, E. asburiae, Kluyvera
cryocrescens ve Pseudomonas aerogenes tiirleri tarafindan salgilanan laktik, itakonik,
isovalerik, isobutirik, asetik asit (Vazquez et al., 2000); Bacillus megaterium,

Pseudomonas sp., Bacillus subtilus tarafindan salgilanan laktik ve malik asit; (Taha et
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al., 1969); B. pumilus, B. subtilis, Actinomadura oligospora, Citrobacter sp. tarafindan
salgilanan glukonik, propionik, isovalerik, heptonik, kaproik, isokaproik, formik,
valerik, suksinik, oksalik, oksalasetik, malonik (Puente et al., 2004) asit gibi organik
asitlerin fosfat ¢oniiniirliigiinde biiyiik 6nem tasidigi belirlenmistir. Bu ¢alismada fosfat
¢ozdiigl tespit edilen strainlerin belirtilen asitlerden bir ya da daha fazlasini iireterek
besiyerinin rengini degistirdigi, ortamda bulunan kalsiyumdan fosforun serbest

kalmasini sagladig: diisiiniilmektedir.

Strainler potasyum ¢ozme Ozellikleri Aleksandrov besiyerinde test edilmis ve 8
Pseudomonas, 6 Microbacterium, 4 Bacillus, 4 Herbasprillum, 3 Kocuria, 3
Paucimonas, 1 Rhizobium, 1 Enterobacter, 1 Erwinia, 1 Pantoea, 1 Brevibacillus, 1
Micrococcus, 1 Arthrobacter, 1 Achromobacter 1 Nesterenkonia ve 1 Sphingbacterium
olmak Tlizere 38 bakteri tiirlinlin pozitif sonu¢ verdigi tespit edilmistir.
Mikroorganizmalarin kalitatif olarak potasyum ¢6zme Ozelliklerinin belirlenmesi
konusunda yapilan caligmalarda Aleksandrov besiyerinin basariyla kullanilabilecegi
ifade edilmektedir (Parmar et al., 2016; Sen et al., 2016; Fatharani and Rahayu, 2018).
Arastiricilar tarafindan Bacillus mucilaginosus, Bacillus edaphicus, Bacillus circulans,
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis Paenibacillus glucanolyticus, Acidothiobacillus
ferrooxidans, Azotobacter chroococcum, Enterobacter hormaechei tiirlerinin Ve
Pseudomonas, Rhizobium, Burkholderia cinlerinde bulunan bakterilerin potasyumu
¢ozmede etkili mikroorganizmalar oldugu bildirilmistir (Rajawat et al., 2012; Basak and
Biswas, 2012; Singh et al., 2010; Parmar and Sindhu, 2013; Parmar et al., 2016). Bu tez
calismasinda elde edilen tiirlerin ve potasyum ¢6zme 6zelliklerine dair sonuglarin diger
aragtirmalarmin bulgular1 ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Potasyum c¢ozen
bakterilerin potasyumun bagli bulundugu minerallerden potasyumun serbest kalmasinda
etkili olan gesitli asitler salgiladiklar1 bilinmektedir. Bashir et al. (2017), tarafindan
bakteri strainlerinden Serratia marcescens’in sitrik ve laktik asit; Chryseobacterium
tiirlerinin sitrik asit; Pseudomonas tiirlerinin glukonik, laktik, suksinik, formik ve malik
asit; Enterobacter tiirlerinin ise malik ve glukonik asit tirettikleri tespit edilmistir. Bu
arastirmada pozitif sonug¢ veren strainlerin de ¢esitli organik asitler iireterek besiyerinde

berrak bir zon olusumu ile ortam i¢erinde bulunan mica’y1 ¢ézdiigii diisiiniilmektedir.
Bakteri strainlerinin kalsiyumu kullanma o6zelligi Yeast Dekstroz Kalsiyum
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Karbonat agar besiyeri kullanilarak tespit edilmistir. 13 Pseudomonas, 4
Microbacterium, 1 Bacillus, 5 Herbasprillum, 2 Paucimonas, 1 Pantoea ve 1
Achromobacter olmak lizere 26 bakteri tiiriiniin kalsiyumu ¢6zme yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir. Rana et al. (2015), Pseudomonas, Enterobacter ve Bacillus
cinsinde yer alan 12 bakteri straininden sadece Pseudomonas cinsi bakterilerin
piosiyanin ireterek CaCOgs /kalsit ¢ozebilme Ozelligine sahip oldugu saptanmistir.
Ayrica yalmzca asidik Dbilesikler sentezleyebilen bakterilerin CaCO3; /Kkalsit’i
cozebilecegi ifade edilmistir. Besin elementi noksanliklar1 6zellikle toprak pH’sinin
yiiksek ve CaCOjsz miktarinin fazla oldugu topraklarda daha belirgin goriildiigiinden
bitkilerin besin elementlerinden optimum diizeyde fayadalanabilmesi konusunda

calismada tespit edilen kalsiyum ¢6zen bakterilerin 6nem tasidig: diisiiniilmektedir.

Azot, fosfor ve potasyum toprakta bitki gelisimi i¢in en 6nemli besin elementleri
grubunda yer almakta olup bitki gelisimini direkt olarak etkilemektedir. Bundan dolay1
izole edilen bakteri strainlerinden bitki gelismesini tesvik edenlerin belirlenmesinde
bakteri se¢imi fosforu ve potasyum indirgeme ve azot baglama o6zelliklerine gore
yapilmaktadir. Ancak bitki gelisimi ve verimi iizerine bu mikroorganizmalarin etkinligi
bircok  faktére baglh  olarak  degismektedir. Disaridan  inokule edilen
mikroorganizmalarin ortamda dogal olarak bulunan mikroorganizmalarla rekabet
edebilmesi, rizosferde kolonize olmasi ve yasamini devam ettirebilmesi, gerekli
bilesikleri sentezleyebilmesi toprak-bitki-iklim faktorlerine baghilik gostermektedir. Bu
nedenle tespit edilen mikroorganizmalarin hangi kosullarda daha iyi performans
gosterecegi oldukca dnemli bir husustur. Cesitli bitkilerin uygun ve rekabet giicii yliksek
mikroorganizmalarla inokule edilmesiyle bitkilerin daha iyi gelismesi tesvik edilebilir.
Farkli 6zellikler tasiyan bakterilerin tek tek veya kombinasyonlar halinde hazirlanan
inokulantlar olarak kullanilmasiyla sinerjik etki olusturulabilir ve bitkilerin veriminde
artis saglanabilir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda arastiricilar bu mikroorganizmalarin
yalniz baglarma degil organik giibreler ile birlikte uygulanmasimin daha faydal
olacagini belirtmislerdir (Poonamgautam et al., 2003; Stephen and Nybe, 2003; Afzal et
al., 2005). Farkli iklim ve toprak gruplarinda besin elementi yarayigliliginin
arttirilmasinda, elementlerin fiksasyonunu azaltacak onlemlerin alinmasinda ve buna

bagl olarak uygun giibre yonetiminin belirlemesinde ¢alismada belirlenen bakterilerin
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kullaniminin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ¢esitli bitki x bakteri x iklim x
toprak faktorleri kombinasyonunda etkinligi belirlenen strainlerin siderofor,
antimikrobiyal bilesikler ve litik enzimler liretme 6zelliklerinin tespitiyle patojenlerin ve
zararlilarin kontroliinde etkinliklerinin arastirilmasi ile g¢evreye dost bir yaklasimla

pestisit kullanim1 azaltilabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Igdir merkez, merkeze bagli Melekli ve Suveren koyti, Tuzluca ilgesi, Adiyaman
Ulubaba koyii, Van Ercis Agacoren koyli ve Sanlurfa Tepe kdylerinden 23 bitki tiiri
ornek olarak alinmis ve yapilan izolasyonlar sonucunda 246 bakteri straini elde
edilmistir. Strainler yag asit metil ester analizi ile tanilanmis ve tiitiin bitkisinde yapilan
HR testi ile patojen olmadiklar: tespit edilmistir. Elde edilen bakteri strainleri azot
baglayici, fosfat, potasyum ve kalsiyum ¢oziicli 6zellikleri bakimindan test edilmis ve
strainlerden 12 tanesinin [ Herbaspirillum huttiense (SK4), Microbacterium
esteraromaticum (SK19), Microbacterium esteraromaticum (SK39), Herbaspirillum
huttiense (SK49), Achromobacter xylosoxidans (SK50), Paucimonas lemoignei (SK56),
Pantoeaagglomerans (SY43), Microbacterium esteraromaticum (SY48), Pseudomonas
putidabiotype B (YS2), Pseudomonas putidabiotype B (DT17), Pseudomonas
syringaesyringae (EP19), Pseudomonas pseudoalcaligenes (SA20) ] biitiin testlerde
pozitif sonug¢ verdigi, diger strainlerin test sonuglarinin ise degiskenlik gosterdigi

bulunmustur.

Tarimda kimyasallarin  asir1  ve rastgele kullanilmas: toprak yapisinin
degismesiyle verimsiz topraklarin ortaya cikmasina, yeralti sularmin ve gidalarin
kirlenmesine, ekolojik dengenin bozulmasina, insan, hayvan ve ¢evre sagligi acisindan
onemli sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Oysa tarimsal {iretimin ana amaci
artan diinya niifusu i¢in verimli, giivenilir ve kaliteli {riinlerin {retilmesidir. Bu
baglamda farkli ozellikleri belirlenen mikroorganizmalarin iiretim sistemlerinde hem
giibre olarak hem de hastaliklar1 engelleme performanslariyla kullanilmalar1 biiyiik
olumlu etki saglayacaktir. Boylece gereksiz giibre kullanimi1 6nlenebilecek ve tarimin
onemli bir girdisini teskil eden giibreleme masraflar1 azaltilabilecektir. Dolayisiyla daha
az masrafla, daha kaliteli {irlin elde edilecektir. Ayrica, toprak ve tohum kaynakli ¢esitli
hastalik etmenlerinin baski altina alinmasi ve bitkinin gelisiminin iyilesmesinden dolay1
pestisit kullanim1 azaltilabilecektir ki bu da hem insan sagligi, hem de dogal dengenin

stirekliligi agisindan faydali olacaktir.
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Bu c¢aligmanin devaminda arastirilmasi gereken konular asagida belirtilmistir.

v" Bakterilerin fosfor ve potasyum ¢ozebilme 6zelligi yaninda ¢ozdiigi fosfor ve
potasyum miktari da 6nemlidir. Bu nedenle bakteri strainlerinin s1v1 besi yerinde
¢Ozdiigi fosfor ve potasyum miktarlar1 belirlenebilir.

v' Elde edilen bakteri strainlerinden in vitro test sonuglar1 iyi olanlar sera ve tarla
sartlarinda yiiriitiillen denemelerde gerek bitki gelisimini tesvik etmeleri gerekse
farkli konuk¢u x patojen sistemlerinde hastaliklarin ¢ikisini engelleme veya
hastalik siddetine olan etkileri bakimindan test edilerek 6zellikleri belirlenebilir.
Calismada olumlu 6zellikleri belirlenen bakteri strainlerinin enzim, hormon ve
antimikrobiyal madde {iretme yetenekleri arastirillarak bitki gelisimine
sagladiklar1 katkinin ve hastalik kontrolinde gosterecekleri etkinin
mekanizmalart ortaya koyulabilir. Ayrica bakteri strainlerinin kimyasal
pestisitlere duyarliliklar1 saptanabilir ve dayanikli olduklar1 belirlenen pestisitler
ile birlikte kullanim olanaklari tespit edilerek entegre miicadele yontemlerine
dahil edilebilir.

v Basarili bulunan bakteri strainlerinin BIOLOG GEN Il sistemi ile metabolik
enzim profilleri tespit edilebilir. En fazla karbon kaynagini kullanabilme 6zelligi
gosteren strainlerin rekabet yeteneginin daha 1y1 olacag: diisiincesiyle biyolojik
kontrolde etkinlikleri arastirilabilir. Tohum ve toprak kaynakli bakteriyel ve
fungal hastaliklarin  kontrolinde bu  bakterilerle yapilacak  tohum
bakterizasyonun etkisi arastirilabilir.

v Bakteri uygulamalarinin (doz, uygulama metodu, tek veya kombinasyon
seklinde kullanimi) gesitli bitkilerin verim ve kalite parametrelerine etkisi sera

ve tarla sartlarinda ve farkli 6zelliklere sahip topraklarda degerlendirilebilir.
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