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OZET

BUGDAY KOK BOLGESINDEN iZOLE EDIiLEN BAKTERILERIN BUGDAY
GELISIMINE OLAN ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Bitki koklerinde kolonize olabilen ve bitkiler ile simbiyotik bir iligski i¢erisinde
bulunan kok bakterileri, biyogiibre olarak kullanilan mikroorganizmalarin biiyiik bir
grubunu olusturmaktadir. Canli mikroorganizmalar igeren biyogiibreler tohuma, bitki
yiizeyine ve topraga uygulandiginda kok yilizeyi veya bitki i¢ dokularinda kolonize
olabilmekte ve bitkilerin ihtiyaci olan temel bilesikleri saglayarak bitki gelisimini
arttirmaktadirlar. Bu ¢alismada saglikli bugday bitkilerinin koklerinden elde edilen bitki
gelisimini tesvik eden bakterilerin (PGPR) bugday (Triticum aestivum L.) bitkilerinin
gelisimine etkileri incelenmistir. PGPR bakterilerinin izolasyonu amaciyla Hatay ilinde
9 farkli bugday tarlasindan kok ornekleri alinmistir. Alinan orneklerden 120 bakteri
izole edilmis ve MALDI-TOF ile tanis1 yapilan bakteri izolatlarinin Pseudomonas,
Bacillus, Micrococcus, Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus, Clostridium,
Weeksella, Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia, ve
Corynobacterium cinslerine ait oldugu saptanmistir. Bakteri izolatlar1 arasinda 73
PGPR izolat1 bugday tohumlarina uygulanmis olup, kok ve siirgiin gelisimine etkileri
belirlenmistir. Bakteri uygulanan tohumlar in vitro kosullarda kok gelisimini kontrol
uygulamasina goére %7,1 ile %70,6 oranlarinda, siirgiin gelisiminde ise %6,6 ile %102
oranlarinda arttirmistir. Bununla beraber tohum ¢imlenme testinde 4 izolat
(Pseudomonas libanensis 1KRK10, Pseudomonas kilonensis 3KRK?7, Corynobacterium
urealyticum 6ALD5 ve Bacillus pumilis 10ASO1) kok gelisimini olumsuz yonde
etkilemistir. Ayrica PGPR bakteri izolatlarinin fosfati ¢6zme kapasiteleri ve siderofor
tretim miktarlar1 belirlenmistir. Fosfat ¢oziintirliigii testinde en etkili PGPR izolati
Pseudomonas kilonensis 6ALD13 olarak belirlenirken, siderofor iiretiminde ise en etkili
izolat Bacillus mojavensis 5SDRC4 olarak saptanmuistir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ACTIVITIES OF RHIZOBACTERIA ISOLATED
FROM WHEAT ROOTS ON PLANT GROWTH

Rhizobacteria are root-colonizing bacteria that form symbiotic relationships with
many plants. They are an important group of microorganisms used in biofertilizer. Bio
fertilizer (also bio-fertilizer) is a substance which contains living microorganisms
which, when applied to seeds, plant surfaces, or soil, colonize the rhizosphere or the
interior of the plant and promotes growth by increasing the supply or availability of
primary nutrients to the host plant. In this study isolation and possible use of plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) from roots of healthy wheat plants were
investigated. Plant root samples were collected from several fields in 9 different region
of Hatay province and used for isolating putative PGPR isolates. From these plant
samples, total of 120 bacterial isolates were obtained and identified by using MALDI-
TOF instrument. All bacterial isolates were identified as belonging to Pseudomonas,
Bacillus, Microcossus, Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus, Clostridium,
Weeksella, Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Provendencia and
Corynebacterium genera. Among these isolates, 73 different PGPR isolates were used
as seed treatment and growth parameters of wheat seeds such as root and shoot lengths
were recorded. Bacterial isolates promoted root length by 7.1-70.6%, shoot length by
6.6-102.0% in comparison to control treatment. The most effective PGPR isolates for
promoting root and shoot length were recorded with Bacillus pumilis 10AS02 (70.6%)
and Bacillus megaterium 10ASQO9 (102.0%) isolates, respectively. On the other hand,
four bacterial isolates (Pseudomonas libanensis 1KRK10, Pseudomonas kilonensis
3KRKY7, Corynebacterium urealyticum 6ALD5 and Bacillus pumilis 10ASO1) had
negative (suppressive) effect on root development. Modes of action of PGPR such as
solubilizing phosphorus and siderofore production were also determined. Pseudomonas
kilonensis 6ALD13 and Bacillus mojavensis 5DRC4 isolates were recorded as the most
efficient PGPR isolates for solubilizing phosphorus and siderofore production,
respectively.

2016, 46 pages

Key words: PGPR, wheat, biofertilizer, phosphate solubility, siderophore



TESEKKUR

Yiiksek Lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Yrd. Dog. Dr. I. Adem BOZKURT’a sonsuz
saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez yazimi sirasinda her tiirlii yardimi esirgemeyen boliimiimiiz hocalarindan Ars.
GoOr. Ahmet Emin Yildirnm’a, tez c¢aligmasi igerisinde yer alan bakteri tanisinda
yardimlarini esirgemeyen Ziraat Yiiksek Miihendisi Aysun UYSAL’a isimlerini burada
yazamadigim ama yardimlarini esirgememis herkese igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen teyzeme ve calisma sirasinda
beni sabirla bekleyen ¢ok degerli aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica bu yiiksek lisans tez calismasini her animda yanimda olan, emeklerini asla

o0deyemeyecegim anneme ve babama ithaf ediyorum.
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1.GIRIS

Bugday (Triticum spp.) ¢ok eski zamanlardan beri tarimi yapilan ve baslica besin
kaynagi olarak tliketilen bir bitkidir. Yapilan kazilarda ortaya cikarilan bugday
tohumlarinin incelenmesi sonucu bugdaym M.O 7000 yillarinda kiiltiire alindig
anlasilmistir. Bugday bitkisinin kokeninin Glineybati Asya oldugu kabul edilmekle
birlikte; Tiirkiye, Suriye, Irak ve Kafkasya’da yabani bugday tiirlerinin bulundugu bu
yiizden de bu bolgenin gen merkezi olarak kabul edilmesi gerektigi belirtilmektedir
(Harlan ve Zohary, 1966). FAO’nun 2013 verilerine gore, diinya genelinde bugday
tiretim alan1 218 milyon hektar olup, toplam tiretim ise 713 milyon tondur.(Anonymous,
2013) Ulkemiz 22 milyon ton bugday iiretimi ile Diinya bugday iiretiminde 11. sirada
yer almaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Ulkelere gore 2013 yili bugday iiretim miktarlar:

Ulkeler Uretilen Bugday (ton)
Cin 121.720,000
Hindistan 93.510,000
ABD 57.966,658
Rusya 52.090,797
Fransa 38.613,900
Kanada 37.529,600
Almanya 25.013,100
Pakistan 24.231,000
Avusturalya 22.855,576
Ukranya 22.793,000
Tiirkiye 22.050,000
Diinya 13.182,914

Cizelge 1.2°de goriilebilecegi gibi iilkemizde toplam 65.931,140 da alanda
22.050,000 ton bugday iiretilmekte olup 2015 yilinda iller bazinda ilk siray1 1.696,326
ton ile Konya alirken Hatay ili ise 287.712 ton bugday iiretimi ile 23. sirada yer
almaktadir (Anonim, 2015).



Cizelge 1.2. iller bazinda Tiirkiye 2015 y1l1 bugday iiretimi (Anonim, 2015).

iller Uretim alam (da) Uretim miktar: (ton)
Konya 4.863.382 1.696,326
Ankara 4.284.615 1.073,493
Diyarbakir 2.960,183 915.292
Tekirdag 1.841.841 744.257
Sivas 2.935,062 742.881
Adana 1.874,551 730.298
Sanliurfa 1.709,608 582.722
Yozgat 2.339,016 567.580
Corum 1.874,684 536.245
Eskisehir 1.816,375 494.180
Hatay 695.467 287.712

Bugday, diinyada toplam tahil ekilisinin %32’sini, toplam tahil {iretiminin ise
%35’ini tek basina saglamaktadir (Anonymous, 1999). Vitamin ve mineral madde
yoniinden zengin, en Onemli karbonhidrat kaynaklarindan biri olan bugday; ortam
kosullarina uyumu, tanelerinin kolay saklanabilmesi ve kolayca una cevrilmesi gibi
Ozelliklerinden dolayi, beslenmenin en 6nemli bilesenidir (Milner ve ark., 1978).
Bugday tiirleri ploidi seviyelerine gore 3 grupta toplanirlar. Bunlar; diploid (2n=14)
Triticum monococcum AA, tetraploid (2n=28) Triticum turgidum ssp. durum AABB
(makarnalik bugday, durum bugday1) ve heksaploid (2n=42) Triticum aestivum ssp.
aestivum AABBDD (ekmeklik bugday)’dur (Joppa, 1993). Optimum gelisme sicakligi
25°C olan bugdaymn degisik genotipleri birbirinden ¢ok farkli toprak ve iklim
kosullarinda yasayabilir. Bugdayin en iyi gelistigi bolgelerdeki yillik yagis miktar: 375-
875 mm olup; nem miktarindaki artis kok yapisinin bozulmasina, hastaliklara ve
dolayisiyla verimde azalmaya neden olur (Temel, 2006). Diinyada herhangi bir yerde ve
herhangi bir zamanda toplanabilen bir bitki olmasina ragmen, bugdayin Kuzey Yarim
kiiredeki 1liman bolgelerde hasat mevsimi nisan ve eyliil aylar1 iken; Giiney Yarim
kiiredeki hasat mevsimi ekim ve ocak aylaridir (Leonard ve Martin, 1963). 2025 yilinda
diinya niifusu i¢in gereken toplam bugday miktarinin 786 milyon ton olacag: tahmini,
bugday tiretiminin arttirtlmasinin énemini vurgulamaktadir. Bugday tretimi ise 2 yolla

arttirilabilir. Bu yollarin ilki bugday ekilen alanlar1 genisletmek, digeri ise bugday



verimini arttirmaktir (Curtis ve ark., 2002). Tarim alanlarini genisletmek igin orman
alanlarinin azaltilmasinin, bugday iiretimini arttirmada tek basina yeterli olamayacagi ve
bu uygulamanin bagka sorunlara (ozon tabakasina etkisi, yeni toprak g¢esitlerinin ortaya
cikmas1 vb.) yol agabilecek olmasi, bugday da dahil olmak tizere diger tarim tirtinlerinde
verimin arttirtlmas1 yolunda ilerlemenin, ihtiyac1 karsilamada daha iyi sonuglar
verecegini diislindiirmektedir. Verim artis1 ise; gilibreleri daha etkili bir bigimde
kullanarak, ComCatR gibi verim arttirici maddelerden yararlanarak ve ortam kosullarina
dayanikli gesitler yetistirerek saglanabilir (Alam, 2004). Ulkemizde bitki besin
maddesine gore giibre tiiketimi (83 kg/ha), diinya ortalamasinin (95 kg/ha) altindadir
(Dolekoglu ve Cakaryildirim, 2003). Tirkiye’de 1994 yilinda ortalama 84 kg/ha giibre
kullanilmistir (N+P205+K20). 1990 yilinda 4.995.407 ton olan kimyevi giibre tiiketimi
2007 yilinda 5.148.059 ton olarak ger¢eklesmistir (Giineri, 2008).

Tarim sektoriinde, siirdiiriilebilir tarimin 6nemli unsurlarindan biri olan entegre
bitki besin maddesi yOnetiminin yaygin olarak bilinip uygulandigi sdylenemez.
Tiiketicinin biiyiikk kismi hala geleneksel sekilde gilibreleme yapmakta ve giibreyi
rengine bakarak satin almaktadir. Yilmaz ve ark., (2009) tarafindan yapilan bir
arastirmada ¢iftgilerin %34’ liniin glibre miktarini, %38’inin giibre ¢esidini ve %37’sinin
giibreleme zamanini belirlerken kendi bilgi ve tecriibesine gore karar verdikleri ve
%79’unun da giibre ve giibreleme ile ilgili herhangi bir ciftci egitim faaliyetine
katilmadiklar1 belirlenmistir. Tarim sektoriinde egitim ve yayim hizmetleri yeterli
diizeyde degildir. Tarim teskilati ile mesleki kuruluslar bu eksikligi teorik ve uygulamali
ciftci egitim programlari ile gidermek i¢in ¢aba sarf etmelidirler. Siirdiiriilebilir tarim
ilkelerine bagli kalinarak giibrelemenin g¢evreye zararimi onlemek i¢in dogru cins ve
miktarda giibre kullanimi kritik oneme sahiptir. Dogru cins ve miktarda giibre
kullaniminin en etkili yolu ise toprak ve bitki analizlerine dayali uygulamalardir. Ancak
iilkemizde bu sekilde yapilan giibreleme orani kamu kuruluslart ve giibre iiretici
kuruluslar ticretsiz analiz yaptig1 halde ¢ok diisiiktiir. Toprak ve bitki analizlerine dayali
giibreleme tiiketici egitim programinin dnde gelen konularindan birisi olmalidir. Bugday
tiretiminde genel olarak azotlu, fosforlu, potasyumlu ve kompoze giibreler
kullanilmaktadir.

Dogal kaynaklarin korunumu ve bu cergevede siirdiiriilebilir tarim son

donemlerde tiim diinyanin énemli giindem maddelerinden birisidir. Siirdiirtilebilir veya



iyi tarim uygulamalarinin bilesenlerini; toprak, su ve bitkisel kaynaklarin etkin, verimli
kullanim1 ve kaybinin 6nlenmesi, ¢evrenin korunmasi, toplum sagligi acisindan gida
giivenligi ve son asamada da gelecek kusaklara yasanilabilir bir doga birakilmasi
olusturmaktadir. Tarimsal etkinlikler igerisinde glibreleme 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bitkilerin yasamlarmni devam ettirebilmeleri bulunduklar1 ortamda yeteri kadar besin
elementi olmasina baglidir. Toprak tabii olarak ¢ok sayida mineral maddeyi yapisinda
bulundurur. Ancak bunlarm miktarlar1 her zaman yeterli seviyede degildir. Ozellikle
tizerinde bitki yetistirilen topraklar zamanla besin elementleri yoniinden fakirlesir. Bu
baglamda iiretimini yaptigimiz bitkilerden yeterli miktar ve kalitede {irlin alabilmemiz
toprakta eksilen mineral besin elementlerinin takviye edilmesine baghdir. Bitki
beslemenin 6nemi burada baglar. Bitkiler topraktan yillik 6nemli miktarlarda besin
elementi kaldirirlar. Kaldirilan bu besin elementleri ikame edilemez ise bitkilerde bir
takim beslenme bozukluklar1 ve verim diisiisleri goriiliir. Bu durumun 6nlenebilmesi
icin gerekli besin elementlerinden yeteri kadar takviye yapilmalidir. Geleneksel tarimda
o6nemli bir girdi olan gilibre; miktar, uygulama zamani ve sekli iyi planlandiginda ve
bilin¢gli kullanildiginda iiriiniin verim ve kalitesine olumlu yansimalar yapmaktadir.
Fakat bu optimum kosullar digina ¢ikildiginda ise 6nemli problemlere yol agmaktadir
(Irget ve ark., 2005).

Ogzellikle 1970’li yillarda ‘yesil devrim’ olarak anilan politikalarla tarimsal
tiretimde birim alandan maksimum {irlin alabilmek i¢in yillarca yogun sekilde kimyasal
pestisit ve gilibre kullanilmistir. 1980°1i yillara gelindiginde ise bu uygulamalarin
sonucunda c¢evrenin geri doniilemez bigcimde kirlenip dogal dengenin tahrip olmaya
basladig1 anlagilmistir (Aksoy ve ark., 2005).

Yogun sekilde ve bilingsizce kimyasal giibre kullaniminin neden oldugu zararlara
genel olarak bakacak olursak bunlar,

- Yer alt1 ve yer {istii sularinin kirlenmesi,
- Topragn fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini etkilemesi,
- Dolayl1 veya dogrudan bitki gelisimini olumsuz etkilemesi,
- Gidalarda nitrat birikimi,
- Kiiresel 1sinma, olarak goriilebilir.
Ozellikle nitratli giibreler, genel olarak da azotlu giibrelerin yogun olarak

kullanim1 sonucu yer alt1 ve yeriistii sularin nitrat igerigi artmaktadir. Bitkiler asiri



olarak verilen azotun tamamini kullanamazlar ve toprakta kalan O6nemli bir miktar,
sulama sulari ile yer alt1 sularinin bulundugu derinliklere yikanmaktadir.

Icme sular ile veya bitki {izerinde kalint1 seklinde biriken nitratin insanlar
tarafindan alinmasiyla nitrat nitrite indirgenmekte, nitrit ise bir dizi reaksiyonla
insanlarda kansere ve mutasyona neden olan nitrosamine doniismektedir (Aksoy ve ark.,
2005).

Asin fosforlu giibre kullanim1 sonucu toprakta biriken fosfor yagmur ve sulama
sular1 ile g6l ve nehirlere tasinmaktadir. Burada yiizey suyundaki fosfor
konsantrasyonundaki artig alg gelisimini tesvik etmekte, asir1 alg gelisimi ise sularin
oksijen dengesini bozarak bu sulardaki canli yasamini sinirlandirmaktadir. Otrifikasyon
ad1 verilen bu olaymm baslamasi i¢in gerekli olan fosfor konsantrasyonunun Kritik
degerinin sadece 0.01mg/It oldugu bildirilmektedir (Aktas, 1994).

Bilingsiz bir sekilde yapilan giibreleme toprakta mevcut olan bitki besin maddesi
dengesinin bozulmasina, toprak pH’sinin degismesine ve toprakta yasayan makro ve
mikro faunanin zarar gorerek, canli yasaminin olumsuz yonde etkilenmesine neden
olmaktadir (Demirtas ve Kaya, 2006)

Karadeniz bolgesi cay tarimi yapilan bdolgelerde uzun yillar boyunca yogun
miktarda amonyum siilfat giibresi kullanimi sonucu bu yoérelerde toprak pH’si cay
tarimi i¢in uygun olmayan degerlere diismiistiir. Genelde cay bitkisinin 4.5-6.0 pH
araliginda iyi gelistigi fakat asir1 giibreleme sonucu bu alanlardaki toprak pH’sinin 4.0
diizeylerine diistiigii bildirilmektedir (Kacar, 1992).

Asirt azotlu giibre kullaniminda ise denitrifikasyon sonucu azotlu gazlarin
topraktan atmosfere gectigi ve bu gazlardan bazilar1 (6r; nitroz oksit) sera etkisine neden
olmakta ve ozon tabakasini degistirerek kiiresel 1sinmada etkili olmaktadir.

Tarimsal iretimde kullanilan kimyasal giibrelerin gerek insan sagligi gerekse
dogal denge ve ¢evre lizerindeki bu tiir olumsuz etkilerinin artarak kendini hissettirmesi
nedeniyle son yillarda bu tiir kimyasallarin hi¢ ya da miimkiin oldugu kadar az
kullan1ldig1 bunlarin yerine organik veya biyolojik giibrelerin (biyogiibre) kullanildig:
alternatif yontemler gelistirilmektedir. Temel amaci toprak ve su kaynaklarini
kirletmeden, cevre, bitki ve insan sagligini koruyarak iiretim yapmak olan organik

tarimda, biyolojik giibreler 6nemli bir yer tutmaktadir.



Biyogiibre nedir?

Tohum, bitki yilizeyi veya topraga uygulandiginda bitkilere temel besin
elementlerini saglayabilen veya besin alimin1 arttiran, rizosferde kolonize olabilen, canli
mikroorganizmalardan iretilen giibrelere biyogiibre veya biyolojik giibre denir. Bu
tanimlama ile biyolojik giibreler deniz yosunu ekstraklari, kentsel atik kompostlari,
bitkisel ve hayvansal giibreler gibi diger organik giibrelerden ayrilmaktadir (Vessey,
2003).

Tarimda biyogiibrelerin kullanimi1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. 1683 yilinda
Leeuwenhoek’in mikroskop altinda bakterileri “mikroskobik hayvanlar” olarak
tanimlamasina kadar bakterilerin varligi bilinmese de tarimda biyogiibre olarak
kullanimlar1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. Theophrastus’un (M.O. 372-287) topraga
canlilik katmasi ve topraktaki eksikliklerin giderilmesi i¢in farkli toprak karigimlarinin
kullanilmasini 6nermesi bunun en énemli kanitlarindan birisidir (Vessey, 2003). Her ne
kadar o donemde ciftciler topraktaki mikrobiyal aktiviteyi bilmeseler de o6zellikle
baklagil iiretimi yapilan alanlardan alinan topraklarin diger bitki iiretim alanlarindaki
topraklarla karistirtlmasinin iiriin gelisimine katkida bulundugunun bilincindeydiler.

Yaklasik olarak 100-150 yildir diinyanin bir¢ok yerinde Rhizobium inokulantlari
ilk baslarda ¢ok kiiglik isletmeler halinde olsa da iretilmektedir. Azotobacter gibi
rizosferde yasayan asimbiyotik bakterilerle inokulasyonlar ilk olarak Rusya’da 1930-
1940 yillan arasinda genis alanlarda kullanilmigtir (Bashan, 1998). Bu yillarda yapilan
caligmalardan bazi nedenlerden dolay: tatmin edici sonuglar alinamayinca caligsmalara
ara verilmistir. Benzer sekilde Bacillus megaterium’un fosfat ¢ozlinirliigiint arttirict
etkisi lizerine caligsmalar ilk olarak Bati Avrupa’da 1930’lu yillarda baslamistir fakat
istenilen sonuglar elde edilemedigi i¢in yine ¢aligmalara ara verilmistir.

1970’11 yillara kadar bakterilerin bitki gelisimi iizerine etkileri ile ilgili fazla bir
calisma bulunmamaktadir. Fakat 1970’li yillarin sonlarina dogru Azospirillum
bakterisinin bitki metabolizmasinin dogrudan etkileyerek bitki gelisimini tesvik
ettiginin (Bashan ve Holguin, 1997) ve Pseudomonas fluorescens ile P. putida
bakterilerinin bazi1 bitki hastaliklarina karsi biyokontrol aktivitesi gdsterdiginin
belirlenmesi  (Kloepper ve Schroth, 1981) bakteriler ile bitki inokulasyonu

teknolojisinde bir kirilma noktas1 olmustur. Bu yillardan sonra bazi bakterilerin bitki



gelisimini arttirict 6zellikleri ve bazi hastaliklar1 engelleme mekanizmalart {izerine
caligmalar tekrar ivme kazanmustir.

Biyogiibre olarak adlandirilan mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu PGPR
olarak bilinen, bitki gelisimini arttiran kok bakterileri olusturmaktadir. PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) terimi ilk olarak 1978 yilinda Klopper ve arkadaglar
tarafindan kullanilmistir (Kloepper ve Schrot, 1978). Bitki gelisimini uyaran kok
bakterileri i¢cin PGPR terimi disinda da bazi terimler kullanilmaktadir. Cinde bu
bakteriler icin YIB (Yield Increasing Bacteria, Uriin Arttiran Bakteriler) terimi
kullanilirken bazi ¢aligmalarda ise bitki gelisimini arttiran bakteriler olarak PGPB (Plant
Growth Promoting Bacteria) terimi kullanilmaktadir. Cin’de ise bu bakterilerin verim
arttiric1 etkileri ile ilgili ¢aligmalar ilk olarak 1979 yilinda baslamis olup 1985’ten
itibaren genis alanlarda tarla uygulamalarina ge¢ilmistir (Chen ve.ark., 1996).

Bitki gelisimini tesvik eden kok bakterileri genel olarak; Bacillus, Lactobacillus,
Paenibacillus, Arthobacter, Streptomyces, Pseudumonas, Burkholderia, Comamonas,
Hydrogenophaga, Agrobacterium, Enterobacter, Pantoae, Klepsiella, Xanthomonas,
Serratia, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azosprillum, Azotobacter gibi cinslerde yer
aldig1 goriilmektedir. Bu cinsler arasinda 6zellikle Pseudomonas, Burkholderia ve
Bacillus’lar bitki gelisimini uyarmalar1 yaninda patojenlere karsi antagonistik
etkilerinden dolay1 da dikkat cekmektedirler. Ornegin; Burkholderia cepecia bakterisi,
Fusarium tiirlerine karst biyokontrol 6zelligi gosterirken Ozellikle demirce fakir

topraklarda siderofor {iretimi ile misir gelisimini tesvik etmektedir (Vessey, 2003).

Siderofor nedir?

Demir solunum, DNA analizi gibi yasam i¢in gerekli neredeyse tiim iglemlerde
onemlidir. Yeryiiziinde en ¢ok bulunan elementlerden olmasma ragmen cok diisiik
¢ozlinirliiktedir. (Neilands, 1995, Miller ve ark., 2008). Demir oksitler ve hidroksitler
(kirmiz1 ve sar1 toprak renklerinden sorumlu mineraller) gibi yaygin mineraller toprak
katmanlarinda birikir, dolayisiyla organizmalar tarafindan kolaylikla kullanilamazlar
(Kraemer, 2005). Siderofor, bakteri, mantar gibi mikroorganizmalar, pek c¢ok bitki ve
baz1 yiiksek organizmalar tarafindan salgilanan, demir selasyonu yapan bilesiklerdir.

Selasyon, metal iyonlarmin baglayici maddelerle halka olusturarak baglanmasidir



(Anonim, 2016). Sideroforlar selasyon yoluyla bu iyonlarin ¢dziilmesini saglar. Bu
¢oziilmiis kompleksler aktif tagima ile hiicre i¢ine almirlar. Cogu siderofor,
nonribozomal peptittir (Miethke ve Marahiel, 2007).

Siderofor iireten bakteriler bitkilerin kok bolgelerindeki toprakta, yapraklarda, su
birikintilerinde, deniz suyunda ve tortuda yasarlar (Carrillo-Castafieda ve ark., 2002).
Floresans Pseudomonas’larin, bazi bitki patojenlerine karst biyolojik miicadele etmeni
olarak kullanilabilecekleri bulunmustur. Bunlarin salgiladig1 piyoverdin adli sari-yesil
pigmentler siderofor olarak islev goriir. Bu bilesikler patojenleri gerek duyduklari

demirden mahrum birakir (Jagadeesh, 2001).

Fosfat ¢oziiniirliigii nedir?

Fosfor bitki gelismesini simirlayan temel elementtir ve tarim topraklarinin
cogunlugunda  bitkilerce alinamaz durumdadir (Ezawa ve ark, 2002).
Mikroorganizmalar fosfor dongiisiinde ©nemli rol oynamaktadir. Bitkiler fosforu
HPOs> veya H:POs formlarinda almaktadir. Topraklarda mineral fosfat primer,
hidroksi ve oksi apatit benzeri minerallerde tutulmus halde bulunmaktadir. Topraktan
fosforunun bitki ve mikroorganizmalar tarafindan alinabilmesi igin ¢dziinmesi
gerekmektedir. Ayrica kimyasal giibre olarak uygulanan ¢oziinebilir fosfor, topragin pH
ve tipine bagli olarak, c¢oziilmekte ve alinamaz forma doniismektedir (Cakmakei,
2005a).

Bitkilerin kok bolgelerindeki fosfor ¢oziicii mikroorganizmalarin varhigr ile ilgili
kanitlar 1903 yilina dayanmaktadir (Khan ve ark., 2007). Bakteriler fosfat ¢6zmede
funguslardan daha etkilidir (Afzal ve ark., 2008). Topraktaki tiim mikroorganizmalar
icinde fosfat ¢oziicii bakterilerin etkinlikleri %1 ile 50 oraninda iken fosfat ¢oziicii
funguslarin fosfat ¢6zebilme kapasiteleri %0,1 ile 0,5 oranindadir (Chen ve ark 2006).
Toprak bakterileri arasinda Pseudomonas ve Bacillus’larin ektorizosferik ve
endosimbiyotik kok bakterisi tiirleri etkili fosfat ¢oziiciiler olarak tanimlanirlar.
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium ve Enterobacter bakteri tiirleri en giiclii fosfat
¢oziicii bakteriler olarak goriilmektedir (Whitelaw, 2000). Fosfat ¢oziicii bakteriler

topraktaki diisiik molekiiler agirliktaki glikonik ve keto glikonik asiti ¢ozer (Deubel ve



ark., 2000). Fosfat ¢oziicii bakterilerin biyogiibre olarak kullanimi topraktaki sabit fosfat
kaynaklarmin kullanimi i¢in muazzam bir potansiyele sahiptir (Mohammadi, 2012).
Yapilan bu calismada, bugday bitkilerinin kok bolgesinden elde edilen kok
bakterilerinin, bugday tohumlarin ¢imlenmesi ve gelisimine etkisi, siderofor iiretimi ve
fosfat ¢oziiniirliigii kapasitelerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda Hatay
ilindeki farkli bolgelerindeki tarlalardan alinan bugday bitkilerinin koklerinden kok
bakterileri izole edilmistir. Izole edilen bakterilerin teshisi ve in vitro kosullarda bugday
kok ve siirglin gelisimine etkileri arastirilmistir. Ayrica izole edilen bakterilerin in vitro
kosullarda siderofor iiretimi ve fosfati ¢ozebilme kapasiteleri incelenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda bazi bakteri izolatlarinin tohum ¢imlenme testlerinde, kok ve
siirglin gelisimi iizerinde oldukca etkili oldugu belirlenirken, in vitro kosullarda
siderofor Tlretimi ve fosfat ¢Ozebilme kapasiteleri arasinda farkliliklar oldugu

saptanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bitki biiyiimesini arttiran kok bakterileri (PGPR) bitki koklerinde kolonize olan ve
degisik varyasyonlardaki mekanizmalarla bitki biiylimesini gelistiren yararh
bakterilerdir. Bagka bir tanimi ise; bitki gelisimini uyaran, bitkiye yararl etkide
bulunan, bitki hastaliklarina karsi biyokontrol aktivitesi gdsteren ve bitki koklerinde
kolonize olabilen kok bakterilerine “Bitki Gelisimini Uyaran Kok bakterileri” anlamina
gelen PGPR denir (Romeiro, 2000; Chandra ve ark., 2003). Azotobacter, Azospirillum,
Arthrobacter, Acetobacter, Acinetobacter, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Klebsiella, Pseudomonas, Xanthomonas, Serratia, Bacillus,
Lactobacillus, Paenibacillus, Pantoae, Proteus ve Rhizobium gibi cinslerde yer alan
PGPR’lerle ilgili ilk ¢alismalar 1970°1i yillarin sonlarinda baslamistir (Chen, 1996;
Bhawsar, 2003; Chandra, 2003). Diinyada gittikce artan miktarda PGPR iriinleri
pazarlanmaktadir. Matiru ve Dakota (2004)’nin bildirdigine gore su an biyogiibreden
yararlanilarak diinya ¢apinda azot desteginin yaklasik olarak % 65’inin karsilandigi
belirtilmektedir.

Kloepper ve ark., (1980) rizosfer bolgesinde kolonize olan bitki biiyiimesini
arttiran bakterilerin patates bitkisinin gelisimi ve verimine etkisini aragtirmiglardir.
Patates periderminden ve kereviz koklerinden izole edilen floresans Pseudomonas
tiirlerinden iki izolatin sera kosullarinda kontrole kiyasla patates bitkilerinin biiylimesini
% 500 kadar arttirdigini bildirmislerdir.

De Silva ve ark., (2000) yaban mersini gelisimi {izerine bitki biiyiimesini tesvik
eden Pseudomonas fluorescens (Pf5, PRAZ25, 105, 101), Bacillus pumilus (T4),
Pseudomonas corrugata (114) ve fungal izolatlar olan Gliocladium virens (G1-21) ve
Trichoderma harzianum (T22)’un etkilerini arastirmiglardir. P. fluorescens Pf5 ile
yapilan uygulamanin yaprak alani ve govde ¢apini artirdigr belirtmislerdir. Pastorize
edilmis topraga G. virens ilave edilmesi 4 aylik bir donem iginde yaprak sayis1 yaprak
alaninda ve siirgiinlerdeki P, Zn ve Cu oraninda artis saglamistir. Pastorize edilmeyen
topragin G. virens ile muamelesinin ise daha biiyiik yaprak alani, govde ¢api, siirgiin ve
kok kuru agirlig1 ve bitki basina daha fazla yaprak olusumu sagladig: belirlenmistir.

Egamberdiyeva ve Hoflich (2004) Ozbekistan’da yar1 kurak bdlgede pamuk ve
bezelyede bitki gelisimini arttiran bakterilerin biiylime ve besin alimina etkisini

incelemislerdir.  Arastirmalarin1  Calcisol topraklarla, saksilarda yapmuslardir.
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Pseudomonas alcaligenes PSA15, P. denitrificans PsD6, Bacillus polymyxa BcP26 ve
Mycobacterium phlei MbP18 bakterilerinin inokulasyonundan sonra pamuk ve
bezelyenin kok ve siirgiin biiylimesinin 6énemli 6lgiide arttigini belirlemislerdir. Pamuga
P. denitrificans PsD6, B. amyloliquifaciens BcA27, M. phlei MbP18, A. globiformis
ArGl ve A. simplex ArS50 (p < 0:05) inokulasyonu kontrole kiyasla siirgiin kuru
agirhigint %13 - %38 oranlarinda arttirmistir. Sadece ii¢ bakteri izolat1 (P. alcaligenes
PsAL5, P. denitrificans PsD6 ve A. simplex 50) kok kuru agirligini arttirmistir. Kok ve
stirgiin kuru agirligi artirmada en etkili olan izolat kontrol uygulamasina kiyasla %38
arttiran P. denitrificans PSD6 bakteri izolatinin oldugunu bildirmislerdir.

Cakmakg1 (2005b) tarafindan bildirildigine gore bitki gelismesi, azot baglanmasi,
fosforun biyolojik olarak alinabilir hale gelmesi, siderofor yardimiyla bitkilerce demirin
alinmasi, auksin, sitokinin ve gibberallin gibi bitkisel hormonlarin iiretilmesi ve bitki
etilen diizeyinin azaltilmas1 gibi mekanizmalar, bitki gelisimini arttiran kok bakterileri
(PGPR) tarafindan diizenlendigi Lucy ve ark., (2004) tarafindan bildirilmistir.

Cakmaker ve ark., (2006) bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin arpa gelisimi,
besin alimi, bazi toprak Ozellikleri ve bakteri sayisina etkisini arastirmislardir.
Aragtirmalarinda bes azot baglayici (Bacillus licheniformis RCO02, Rhodobacter
capsulatus RCO04, Paenibacillus polymyxa RCO05, Pseudomonas putida RC06 ve
Bacillus OSU- 142) ve iki fosfat ¢oziicii (Bacillus megaterium RCO1 ve Bacillus M- 13)
bakteri agilamasinin kontrol, azot (N) ve fosfor (P) giibresi ile karsilastirmali olarak sera
kosullarinda arpa bitkisinin gelisimi iizerine etkisini test etmislerdir. Test edilen bitki
gelisimini arttiran bakterilerden (PGPR) altisinin indol asetik asit (IAA) iirettigi, ligiiniin
fosfati ¢ozebildigi, biitiin izolatlarinin azot bagladigi ve arpa gelisimini arttirdigini
belirlemislerdir. Bacillus M- 13 ve B. megaterium RCO1 asilamasi toprakta alinabilir P
miktarin1 6nemli 6lgiide arttirmis. Toprakta en yiiksek NO3'N miktar1 Bacillus OSU-142
astlamasiyla elde edilirken, bunu P. polymyxa RCO5 ve R. capsulatus RC04 takip etmis.
Biitin uygulamalar toprakta toplam bakteri kolonilerini artirmig, topraktaki azot
baglayict bakteri kolonileri sayist B. megaterium RCO1 disindaki uygulamalarla
zamanla azalmistir. Bitki gelisimini arttiran bakteri agilamalari, bakteri izolatlarina bagl
olarak, arpa kok agirhigimi %18-32, govde agirligini ise % 29- 54 oraninda artirmustir.
Azot baglayict bakteri agilamalari arpada N, Fe, Mn ve Zn alimin1 6nemli diizeyde

artirmigs  ve bakterilerce hormon iretiminin bitkisel gelisimi tesvik eden
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mekanizmalardan biri oldugunu belirlemislerdir. Bacillus OSU-142, RC07 ve M-13 gibi
etkin Bacillus tiirlerinin ve P. polymyxa RCO5, P. putida RC06 ve R. capsulatus RC04
izolatlarinin tarimda biyogiibre olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Sadaghiani ve ark., (2008) Iran’da bugdaylarda bitki gelisimi iizerine PGPR
bakterilerinin etkisini incelemisler. Yaptiklari calismada Pseudomonas’larin sideoforlari
yardimiyla demir alinimini arttirdigini bildirmislerdir.

Soylu ve ark. (2008), bitki gelisimini tesvik eden kok bakterilerinin marul fidesi
yetistiriciliginde kullanilma olanaklar1 ve bakteri uygulamalariin bitki gelisimi lizerine
olan etkilerini aragtirdiklart ¢alismada, PGPR &zellige sahip bakteri izolatlarin bitki
gelisimini kontrol ve antagonist izolatlara gore 6nemli diizeyde tesvik ettigini, tohuma
kaplama seklinde yapilan uygulamanin diger uygulamalara goére (fidelerin sasirtilmasi
esnasinda kok daldirmasi seklinde yapilan uygulama ve damlatma seklinde yapilan
uygulama) daha yiiksek etkiye sahip oldugu belirlemislerdir.

Paul ve Nair, (2008) Kuzey Kore’de PGPR bakterilerin kiyisal tarim topraklarinda
tuzluluk artisinda stres adaptasyonlarini aragtirmiglardir. Yaptiklar ¢alismada tuz stresi
ile bitkilerde ortaya ¢ikan zararl etkilerinden ve tuz seviyesi yiiksek tarim alanlarinin
her gecen giin arttigindan bahsetmislerdir. Bir P. flourescens izolatinin tuz stresini
engelleyici proteinler tirettigini ve bu izolatin tuzlu topraklarda bitki gelisimi igin uygun
bir inokulant olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu izolatin ayn1 zamanda biyoajan olarak
da kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Gholami ve ark., (2009) PGPR’larin tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi ve musir
verimi lizerine etkisini arastirmiglardir. Calismalarinda alt1 bakteri izolati; (P.putida
izolat R-168, P.fluorescens izolat R-93, P.fluorescens DSM 50090, P.putida DSM291,
A.lipoferum DSM 1691, A.brasilense DSM 1690) kullanmiglardir. Sonug olarak, bakteri
muamele edilmis tohumlarda, bitki biiyiimesi ve gelismesinin daha iyi oldugunu, in vivo
calismalarda 6zellikle P.putida izolati R-168 ve A.lipoferum DSM 1691 diger tiirlere
gore bitki gelisimine daha iyi etki ettigini kaydetmislerdir. Sonugta bakteri
uygulamasinin  misir kuru agirhginda Onemli Olglide artisa neden oldugunu
saptamislardir. Kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda P.putida DSM291 izolatinin
%70’in lizerinde, A.lipoferum DSM1691’in ise %100’in {izerinde etki gosterdigini
bildirmislerdir.
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Yang ve ark., (2009) Kuzey Kore’de yaptiklar1 bir galismada PGPR bakterilerin,
bitkilerin tuz ve kuraklik stresine karst dayanikliligi tesvik ettigini, boylece topraktaki
azot ve fosfat ¢Oziimii ile topraktan alinabilir maddelerin artmasinin yaninda, suni
giibrelere gore daha az ihtiya¢ duyulacagindan su kirliliginin azalmasinin da etkili
olabilecegini bildirmislerdir.

Karag6z (2009) tarafindan bildirildigine gore Naiman ve ark., (2009) Arjantin’de
yaptiklar1 c¢alismada karasal bir ekosistemin isleyiginin topraktaki mikroorganizma
faaliyetine bagli oldugunu belirtmislerdir. Baz1 Azospirillum izolatlarinin bitki biiyiime
diizenleyicileri salgilayarak azot bagladiklarini, bazi Pseudomonas izolatlarinin ise
sitokinin salgilama yeteneginde olduklarini saptamiglardir. Ayrica bu tiirlerin organik
fosfat1 ¢ozebildiklerini belirten arastirmacilar calismalarinda bu cinslere ait 3 ticari
preperatin bugdayin gelisimi lizerine etkilerini arastirmiglardir. Sonugta uygulamalarin
bugdayin govde gelisiminde %12, kok gelisiminde %40, tane veriminde ise %1611k bir
artisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Ashrafuzzaman ve ark., (2009) celtik tarlalarinda bitkilerin rizosfer bolgelerinden
PGPR izolasyonu ve karakterizasyonu yapmislardir. Elde ettikleri PGPR izolatlarinin
biyogiibre olarak kullaniminin geltik gelisiminde yararli oldugunu ve IAA iiretimi ile
fosfat ¢ozlimiinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Yadav ve ark., (2010) nohutta bitki biiylimesini arttiran kok bakterilerinin etkisini
incelemiglerdir. Pseudomonas aeruginosa BHUPSB02, Pseudomonas putida
BHUPSBO04, Bacillus subtilis BHUPSB13, Paenibacillus polymyxa BHUPSB17 ve
Bacillus boronophilus BHUPSB19 olarak belirlenmis bes PGPR izolat1 basarili bir
sekilde izole etmis ve 16S rDNA gen dizilimi ile teshisleri yapilmigtir. Nohut
bitkilerinin gelisimi tizerine PGPR izolatlarinin etkisi, PGPR izolatlaryla karistirilmig
toprak iceren plastik kaplarda biiyliyen nohut bitkilerinde aragtirilmistir. PGPR
izolatlarmin bitki hormonlarmin (indol asetik asit) tiretimi, fosfat ¢Oziiniirligii ve
amonyak {iretimine neden oldugunu kaydetmislerdir. izolatlarin ¢ogu siirgiin ve kok
uzunlugu ile nohut fidelerinin siirgiin ve kdk kuru madde miktarinda 6nemli bir artisa
neden oldugunu bildirmislerdir.

Abbasi ve ark., (2011) Pakistan’da biiyiimeyi gelistirmesine, verime ve besin
alimina etkisini incelemek i¢in bugday bitkisinin kdk bolgesinden bitki gelisimini

arttiran bakterilerin izolasyonunu yapmislardir. Bu ¢alismada sekiz farkli PGPR
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izolasyonu yapmislardir. Bu izolatlarin morfolojik ve kiiltiirel karakterizasyonlari, fosfat
coziinlirliik kapasiteleri ve indol asetik asit tiretimleri tizerine ¢aligmislardir. Dort izolat
fosforu ¢ozerken tiim izolatlar 5.5-31.0 ug/ml arasinda degisen indol asetik asit (IAA)
tiretmistir. Temel morfolojik karakterlerde IAA iiretimi WPR-32, WPR-42, ve WPR-51
izolatlart PGPR olarak tanimlanmig ve ileriki c¢alismalarda kullanilmak tizere
secilmistir. Bu ii¢ izolat ve bunlarin birlesimlerinin etkisi, iki N seviyesinde (50 ve 100
kg/ha' oraninda N) sera kosullarinda bugdaylarda degerlendirilmistir. PGPR
uygulamasi bitki boyu, taze siirgiin agirlig1 kuru siirgiin agirhigini sirasiyla % 25, % 45
ve % 86 oraninda kok uzunlugu, taze ve kuru agirhigmi sirastyla %27, %102, %76
oraninda inokulasyon yapilmamis kontrol uygulamasmna kiyasla onemli Olgiide
arttirmistir. PGPR izolatlar1 ayn1 zamanda her bitkide siirgiin sayisini, bin tane agirligini
ve tane veriminin %23, %48, %59 oraninda kontrol uygulamasina kiyasla arttirdigini
bildirmislerdir.

Zhang ve ark., (2011) saglikli ve hastalikli pamuk bitkisinin kok bolgesindeki
bakteriler tizerine ¢alisma yapmislardir. Saglikli ve hastalikli (Verticillium dahliae Kleb.
ile enfekte edilmis) pamuk bitkilerinin farkli bitki biiyiime asamalarindaki bitkilerin
rizosferinden elde edilen bakteriler T-RFLP ve 16S rDNA analizini kullanarak
incelemislerdir. Ana sinif Acidobacteria ve Proteobacteria bulunmus. WS3’iin dahil
oldugu diger simif Deinococcus-Thermus, Verrucomicrobia, Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Thermomicrobia, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Proteobacteria,
Cyanobacteria ve smiflandirilmamis bakteriler tanilanmistir. Deinococcus-Thermus ve
Firmicutes sadece hastalikli pamuk bitkilerinde analiz edilmistir. Bu ¢alismayla, 16S
kolon kiitiiphanesine dayali PCA analizinde alt1 6rnegin 3 gurupta toplanmis oldugunun
kanitlandigini bildirmislerdir.

Noumavo ve ark., (2013) farkli PGPR’larin misir tohumlarinin ¢imlenmesi ve
gelisimi lizerine etkisini arastirmislardir. Calismalarinda 3 PGPR izolatinin muisir
biiylimesine  laboratuvar ve sera kosullarinda etkilerini  degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Misir tohumlarina tekli veya kombinasyon halinde kok bakterileri
inokule etmislerdir. Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putida kombinasyonu
kontrol uygulamasina gore yiiksek ¢imlenme elde edilmistir. Bu kombinasyon ayni
zamanda yapraklarin ve yaprak bolgesinin daire g¢evresinde en iyi kuvvetli indeks

kaydedilmistir. Bitkilerde maksimum boy %37.32 Azospirillum lipoferum da
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gozlenmistir. Kuru ortamda toprak alt1 en yiiksek oran kontrole kiyasla %56 dan fazla
artigla A. lipoferum da, P. fluorescens ve P. putida kombinasyonunda havai kuru
ortamda %59.11 artis kaydedilmistir. Son olarak havai biyokiitlede en yiiksek deger P.
fluorescens ve P. putida kombinasyonunda ve en yiiksek toprak alti biyokiitlesinde
sadece A. lipoferum da elde edilmistir. Bu sonuglarin PGPR izolatlar1 Gzel
kombinasyonlarinin alternatif biyogiibre olarak misir ¢imlenmesi, biyokiitle ve {iriin
veriminde daha verimli oldugunun g6z Oniinde bulundurulmas: gerektigini
bildirmislerdir.

Akhtar ve ark., (2013) bugday bitkisinde, alinabilir fosfat miktarin1 ve bugday
verimini arttirmak i¢in Rhizobium ve Bacillus tiirlerinin birlikte inokulasyonu ¢aligsmasi
yapmislardir. Tarla denemesinde bugdayin verim parametrelerinde Rhizobium ve
Bacillus’un tek ve birlikte birlesimlerinin arastirmasini yapmislardir. Ayn1 dozda azot
(N) ve potasyum (K) ile (160 ve 160 kg/ha™) iki seviye fosfor (P) (57 ve 114 kg/hat)
sirasiyla Ure, SOP ve SSP olarak uygulanmistir. Rhizobium ve Bacillus bakterileri
bugday tohumlarma kaplama olarak uygulanmustir. Sonuglar siirgiinlerin (370,3 m™),
basak uzunlugunun (13,50 cm), tahil sayisinin (46 basak) dane veriminin (6171 kg/ha'l),
biyokiitlenin (17 t/ha), tahil proteinin (%11,84) ve bin tane agirligmn (62 g) oldugunu
ve Rhizobium ve Bacillus bakterilerinin birlikte inokulasyonu sonucunda etkinin daha
yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Elde ettikleri sonuglara gore Rhizobium ve Bacillus
birlesiminin tane verimini, kontrole kiyasla, %17.5 arttirdig1 kaydedilmistir. Bacillus’un
tekli inokulasyonu tane verimini %7.7 artirdigint kaydetmislerdir. Taneler tarafindan
fosfor alintmi (25,29 kg/ha') Bacillus inokulasyonuyla kiyasla Rhizobium ile birlikte
inokulasyonunda en yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Hasat sonrasi toprak
orneklerindeki kullamilabilir fosfor miktar1 (16.27 mg/kg?) olarak kaydedilmis ve bu
sonucun diger tiim islemlerden onemli Olgiide daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Rhizobium ve Bacillus sp’nin birlikte inokulasyonunun
kullanilabilir fosfor miktarinda, biliyiime ve iriin veriminde pozitif yonde etkili
oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde Esringii ve ark., (2016) sarimsak yetistiriciliginde farkli bakteri
biyoformiilasyonu uygulamalarinin bitki gelisimi parametreleri, verim ve enzim
diizeyleri iizerine etkisi lizerine aragtirma yapmislardir. Yaptiklar1 bu ¢alismada; yabani

ve kiiltiir bitkilerinin toprak alt1 veya toprak iistii aksamlarindan izole edilerek tanilanan,
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toplam 1248 bakteri izolat1 igerisinden segilen Agrobacterium sp., Bacillus sp., Pantoea
sp. ve Pseudomonas sp.’e ait toplam 19 adet bakteri izolat1 kullanilarak 3 farkli bakteri
biyoformiilasyonu (F1, F2 ve F3) hazirlanmistir. Bu biyoformiilasyonlar igerisine
daldirilan sarimsak (Allium sativum L.) disleri saksilara ekilerek uygulamalarin bitki
boyu, klorofil diizeyi ve bazi enzim (katalaz, peroksidaz, polifenol oksidaz ve superoksit
dismutaz) aktiviteleri lizerine etkilerini saptamiglardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
tim bakteri formiilasyonu uygulamalarinin kontrole gore sarimsakta bitki gelisimine
onemli katkilar sagladigi ve bitki enzim diizeylerinde de onemli degisikliklere neden
oldugu belirlenmistir. Sonug olarak; test edilen 3 bakteri biyoformiilasyonu igerisinde
ozellikle F2 formiilasyonunun hem bitki gelisim parametreleri hem de bitkideki enzim
diizeylerinde neden oldugu degisimler degerlendirildiginde bu formiilayonun sarimsak

tariminda mikrobiyal giibre olarak kullanilabilecegini diisiindiiklerini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin materyalini bugday tohumlari, bakteri izolatlar1, petri kaplari, kurutma
kagitlari, besi ortamlar1, bakteri tanisinda kullanilan MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization- Time of Flight Mass Spectrometry), materyallerin
sterilizasyonda kullanilan otoklav ve etiiv, steril kabin gibi aletler ve ekipmanlar

olusturmustur. Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri Cizelge 3.1’de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besi ortamlari ve igerikleri

Besiyeri ad1

Kullanim amaci

Icerigi

King B (King ve
ark., 1954)

Izolasyon, floresans pigment
olusumu

209 pepton

1.5g MgS0..7H,0
1.5 g K:HPO4
10g gliserol

169 agar

NGA (Lelliott ve
Stead, 1987)

Bakterilerin egik kiitiirlerde
saklanmasinda,

8g nutrient broth
20g gliserol
169 agar

Blue CAS Agar
(Schwynn ve
Neilands, 1987)

Bakteriyel sideroforlarin
saptanmasinda

60,5mg CAS
10mI(ImM
FeCls.6H,0+10mM
HCL)

72,9mg HDTMA
20g pepton

1.5g MgS0..7H,0
1.5 g K:HPO4

10g gliserol

169 agar

NBRIP agar
(Nautiyal, 1999)

Bakterilerin fosfat
¢Oziintirliikklerinin belirlenmesinde

20g Glukoz

5¢ Cas(PO4)z
0.5g (NH4)2804
0,29 KCI

0,259 MgSO4
0,59 Yeast extract
20g. Agar

3.2. Yontem
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3.2.1. PGPR Bakteri izolatlarinin izolasyonu ve Tanist

Denemede kullanilan bakteriler Hatay ilinde bugday tiretimi yapilan 10 farkh
tarladan temin edilen bitkilerin koklerinden izole edilmistir (Sekil 3.1a). Alinan kok
ornekleri (1 gr tartilarak) 100 ml fosfat tamponu igerisinde 30 dk. calkalayicida
tutulduktan (Sekil 3.1b) sonra olusan siispansiyondan seyreltme serileri yapilmis ve 100
ul alimarak KB besiyeri igeren petrilere bagetle yayilip 24+1°C’ye ayarli inkiibatorlere
yerlestirilmistir. Inkiibasyondan 48 saat sonra petride gelisen koloniler UV 1s1k altinda
(366 nm) floresans pigment olusturan ve olusturmayanlar olarak iki gruba ayrilmistir
(Sekil 3.1c,d). UV 151k altindaki pigmentasyon durumlarina gore saflastirilan bakteriler
daha sonraki calismalarda kullanilmak tizere NGA besiyerinde cogaltilip +4°C’de

saklanmistir.

Sekil 3. 1 Tarladan izolasyon amagli bugday 6rneklerinin alinmasi (a), alinan kok 6rneklerinin
izolasyon amagli ¢alkalayicili inkiibatore yerlestirilmesi (b), izolasyon ve inolulasyon sonucu
gelisen bakteri kolonileri (¢) ve UV 1s1k altinda floresans pigment iireten bakteriler (d).

PGPR adaylariin tanis1 Matrix-Assisted Laser Desorption lonization- Time of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) yontemiyle yapilmustir.

MALDI-TOF 1980 yillarin sonunda Alman ve Japon bilim adamlarinin ortak
gelistirdigi proteinlerinin peptid kiitle parmak izi analiz olarak tanimlanan bir
yontemdir. Bakteri kolonileri saf olarak elde edildikten sonra 6zel matrix soliisyonlarini
iceren metal veya plastik tek kullanimlik target (tabla)’e aktarilir, cihaz ¢aligtirildiktan
sonra target lizerine yiiklenen alanlara lazer atislar1 yapilarak protein molekiillerinin
harekete gecirilmesi (iyonizasyon) saglanir. TOF tiipii igerisinde kiitle/yiik oranlarina
gore Kinetik enerji ile harekete gecen farkli hizlarda olusan iyonlarin ugus zamanlari
hesaplanir. Kiigiik kiitleli iyonlar 6nce dedektore carpar ve sinyal kaydedilir. Elde edilen

veriler daha sonra bilgisayarda yiiklii olan kiitliphane verileri ile karsilastirilarak tiir
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teshisi yapilir (Ahmad ve ark., 2012). Wang ve ark., (2012) Acidovorax oryzae ve
Acidovorax citrulli’nin birbirinden ayriminda kullanilan klasik testler (LOPAT),
biyokimyasal testler (karbon kaynaklar1 kullanimi) yag metil ester analizi (FAME) ve
ELISA testlerinin her zaman i¢in tiir ayriminda olumlu sonuglar vermedigini bildirmis
olup, calismalarinda tiirler arasindaki farki belirlemekte MALDI-TOF teknigini
kullanmiglardir. Stets ve ark., (2013) bugday kdklerinde epifitik olarak yasayan bakteri
cinslerinin tanisinda MALDI TOF teknigini kullanmislardir.

Tanis1 yapilacak olan bakteri izolatlar1 niitrient agar (NA) besi yerinde 27°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Orneklerin tan1 amaci ile hazirlanmasinda uzun ve kisa olarak iki
farkli yontem denenmistir.

-Uzun yontem (Etanol-Formik Asit ekstraksiyonu): Bu yontemde ependorf tiip
icerisine 300 pl su eklenmis ve besi ortaminda gelisen 1 giinliik bakteri kiiltiirlerinden
5-10 mg alinarak deiyonize su igerinde siispansiyon haline getirilmistir. Olusan
siispansiyon iizerine 900 ul etanol (%97) eklenerek &rnekler vortekslenmistir. Islem
sonrast ependorf tiipler 2 dk. boyunca maksimum hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast st faz atilmis ve pelet ilizerinde kalan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in tiipler agzi
acik sekilde oda sicakliginda 2-3 dk. kurumaya birakilmistir. Kuruma iglemi sonrasi
peletlerin tizerine 40 pl formik asit (%70) eklenmis ve tiipler vortekslenerek peletin
formik asit icerisinde homojen bir sekilde slispanse olmasi saglanmistir. Elde edilen
siispansiyonun iizerine 40 pl asetonitril (ACN) eklenerek tekrar vortekslenmis ve tiipler
2 dk. maksimum hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist fazdan 1 pl aliarak
polish target olarak adlandirilan metal plak tizerindeki kuyucuklara eklenmistir (Sekil
3.2a). Oda sicakliginda 1-2 dk. beklenerek 6rnegin kurumasi saglanmis ve tizerine 1 pl
matriks soliisyonu (Matriks igerisinde: alfa siyano 4 hidroksi sinnamic acid (HCCA) ve
solvent olarak da trifluoroasetik asit (TFA) ve asetonitril (ACN) bulunmaktadir)
eklendikten sonra tekrar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir (Sekil 3.2b). Makriks
kuruduktan sonra metal plaka MALDI-TOF cihazina yerlestirilmistir (Sekil 3.3a). Her
bir kuyucuktaki izolat numaras1 bilgisayara kaydedilerek tani islemi baslatilmistir.
Cihaz igerisinde lazer 1s1n1 verilerek izolat iyonize molekiiller haline doniismekte ve
ucusan molekiiller bir detektor yardimi ile toplanarak cihazin kiitiiphanesindeki bilgiler

ile karsilastirilarak izolatlarin tanis1 yapilmistir (Sekil 3.3b).
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-Kisa yontem: Bu yontemde ise besi yerinde gelisen bakteri kolonisinden steril
bir kiirdan ile alinarak dogrudan metal plaka {izerindeki kuyucuklara siirme iglemi ile
izolatlar eklenmis oda sicakliginda 1-2 dk. kurumasi beklenmistir. Kuruma islemis
sonrast Orneklerin tizerine lul formik asit (%70) eklenip kurutulmus ve daha sonra
tizerine 1pul matriks soliisyonu eklenerek tekrar oda sicakliginda kurutulduktan sonra

metal plaka bir dnceki yontemde anlatildig1 gibi MALDI-TOF cihazina yerlestirilmistir
(Pavlovic ve ark., 2012).

Sekil 3. 2. Tanilama ¢alismalarinda kullanilan MALDI-TOF metal plakasina PGPR izolatlarinin
konulmasi (a) ve iizerlerinin matriks soliisyonu ile kaplanmasi

* microflex /|

Sekil 3. 3. Metal plakanin MALDI-TOF cihazi igerisine yerlestirilmesi (a) ve izolatlarin
MALDI-TOF biotyper yazilimi ile tanilanmasi (b).

3.2.2. PGPR izolatlarinin Bugday Cimlenmesine Olan Etkilerinin in vitro
Kosullarda Belirlenmesi
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Izolasyon islemi sonrasi gelisen bakterilerin bugday tohumlarmin gelisimi
tizerlerine etkilerinin belirlenmesi 12 cm’lik petri kaplarinda yapilmistir. Bu amacla
NGA besi yerine gelistirilen bakterilerden NA agar igeren petrilere ekimi yapilmis ve 48
saatlik inkiibasyon sonrasi gelisen bakteriler %1’lik CMC (Carboxy Methyl Cellulose)
ile siispanse (108 cfu/ml) edilmistir. Olusan siispansiyonun igerisine %1°lik sodyum
hipokloriir ile yiizey dezenfeksiyonu yapilmis bugday tohumlar1 konulmus, ¢alkalayicili
inkiibatorde 30 dk. 26 °C’de calkalanarak bakterilerin bugday tohumlarin yiizeylerine
yapigmast saglanmistir. Her bakteri izolati i¢cin 10 adet tohum kullanilmistir. Tohumlar
bakteriler ile kaplama islemi sonrasi igerisinde steril saf su ile nemlendirilmis steril
kurutma kagitlar1 bulunan 12 cm’lik petrilere yerlestirilmistir. Petriler inkiibatorlerde 27
°C’de 7 giin bekletilmis ve daha sonra ¢imlenen tohumlarin kok ve siirgiin gelisimleri

olgtilmiistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Bugday tohumlarina PGPR izolatlarinin bulastirilmasi ve uygulama sonrast
petrilerde ¢imlenen tohumlar.

Denemede kontrol olarak yalnizca %1’lik CMC ile muamele edilmis tohumlar
kullanilmistir. Deneme 3 kez yinelenerek bakterilerin kontrole gore bugday kok ve
stirglin gelisimine ve ¢imlenme iizerine etkileri arastirilmistir.

3.2.3. PGPR izolatlarinin Etki Mekanizmalarimi Belirlenmesi
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3.2.3.1. Siderofor Uretiminin Belirlenmesi

PGPR bakterilerin siderofor iiretimlerinin belirlenmesinde Blue-CAS Agar
(Klement ve ark., 1990) besi yeri kullanilmistir. King B besi ortamina ekimi yapilarak
inkiibatorde gelistirilen 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden Blue-CAS agar ortamina nokta
ekim yapilmistir. Ekim yapilan Blue-CAS agar igerikli petriler 24°C’de 2 giin siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda nokta ekim yapilan koloni ¢evresindeki
portakal renkli alanin meydana gelmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmis ve bu

alanin gap1 ve koloni ¢api dlgiilerek siderofor tiretim indeksleri belirlenmistir.

3.2.3.2. Fosfat Coziiniirliigii Testi

In vitro’da kok bakterilerinin fosfati ¢6zme aktivitesini belirlemek amaciyla
NBRIB besiyeri (Nautiyal, 1992) igeren petri kaplarina 4 noktaya ekim seklinde inokule
edilmis ve 2442°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmis kok bakterilerinin inkiibasyon
siiresi sonunda kolonilerin ¢evresinde fosfat aktivitesine bagli olarak olusan erime
zonlar ol¢iilmiis ve ¢oziiniirliik indeksi, asagida gosterilen ¢oziiniirliik indeks formiilii

(SI) (Vazquez ve ark., 2000) ile belirlenmistir.

_ koloni ¢apt + zone capt

koloni ¢capt

3.2.4. Tiitiin Asir1 Duyarhlik Testi

PGPR aday1 izolatlarin patojenisitelerinin belirlenmesi amaci ile saflagtirilan
izolatlarla tiitiinde asir1 duyarlilik testi (Hypersensitive Reaction, HR) yapilmistir. HR
testinde 2 giinliik bakteri kiiltiirleri 108 cfu/ml (OD= 0.13) yogunlukta siispanse edilerek
tiitiin yapraklarina enjekte edilmistir (Sekil 3.5). Negatif kontrol olarak yapraklara steril
saf su inokule edilmis, pozitif kontrol olarak ise maydanoz patojeni olan Pseudomonas
syringae pv apii ve nar patojeni olan Pseudomonas savastonoi pv. savastonoi izolati
kullanilmistir. Inokulasyondan 2 giin sonra inokulasyon noktasinda doku ¢dkmelerine

neden olan izolatlar HR (+) olarak kabul edilmistir
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Sekil 3. 5. PGPR izolatlarinin tiitiin yapraklari tizerinde asir1 duyarlilik (HR) testi

3.2.5. Deneme Deseni ve istatistiksel Analizler

Tiim in vitro denemelerinde her petri 1 tekerriir ve her izolat da 3 tekerriir olacak
sekilde tesadif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, deneme 2 farkli
zamanda tekrar edilmistir. Elde edilen 6l¢iim degerleri (tohum c¢imlenmesi, kdk ve
slirglin uzunlugu, siderofor iiretimi ve fosfat ¢oziiniirliigii degerleri) SPSS istatistik
programi (SPSS Inc., versiyon 17.0) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans analizi
yapilmis ve Duncan’s c¢oklu karsilastirma testi (P<0.05) ile uygulamalar (PGPR

izolatlar1) arasindaki farkliliklar tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. PGPR Adayi Bakteri Izolatlarinin izolasyonu ve Tamisi

Araziden toplanan bugday koklerinden materyal yontemde anlatildigi sekilde

izolasyonlar yapilmis ve toplam 120 bakteri izolati elde edilmistir (Sekil 4.1a). Elde

edilen izolatlar ilk agamada UV (365 nm) 151k altinda floresans veren ve vermeyen

olarak gruplandirilmigtir. Bakteri izolatlarindan 33 tanesi UV 1gik altinda parlama

gostermistir (Sekil 4.1b)

Sekil 4. 1. Bugday kok bolgelerinden izole edilen PGPR izolatlarinin King B besi
ortamindaki genel gériiniimleri (a), UV 1sik altinda floresan parlama gésteren Pseudomonas

spp. (b)

izolasyon sonucu elde edilen bakterilerin tanist MALDI-TOF yontemi ile

yapilmis ve 120 izolattan 81 tanesi tanilanmistir. Bakteri izolatlarinin tani sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Tanis1 yapilan PGPR bakteri izolatlar1 ve tanilama indeks degerleri

) Bitki ) Tgmllama
Iice no Izolat no Tan1 sonucu Indeks
degeri
1 Bacillus atrophaeus 1.678
2 Bacillus mojavensis 1.696
s 3 Bacillus subtilis ssp subtilis 1.63
g 1 4 Bacillus subtilis ssp subtilis 1.5
§ 5 Pseudomonas frederiksbergensis 1.898
6 Bacillus subtilis ssp subtilis 1.563
7 Weeksella virosa 1.371
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Cizelge 4.1 (Devam). Tanis1 yapilan PGPR bakteri izolatlar: ve tanilama indeks degerleri

8 Pseudomonas proteolytica 2.045
9 Pseudomonas extremorientalis 1.924
10 Pseudomonas libanensis 1.914
1 Pseudomonas cedrina 1.96
2 Bacillus pumilus 1.982
3 Pseudomonas brassicacearum 2.136
5 Arthrobacter sulfureus 2.096
= 7 Pseudomonas kilonensis 1.912
g 3 10 Arthrobacter sulfureus 1.85
5 11 Bacillus pumilus 1.981
13 Bacillus pumilus 1.875
14 Arthrobacter sulfureus 2.145
15 Bacillus cereus 2.29
16 Arthrobacter arilaitensis 2.29
1 Arthrobacter polychromogenes 2.077
2 Pseudomonas extremorientalis 2.153
3 Micrococcus luteus 2.013
6 Bacillus cereus 2.282
2 7 Exiguobacterium aurantiacum 1.799
Z 8 Bacillus simplex 2.085
= 4 9 Bacillus niacini 1.943
= 10 Acinetobacter Iwoffii 2.196
= 11 Pseudomonas koreensis 1.86
E 13 Paenibacillus illinoisensis 1.701
14 Bacillus simplex 1.531
15 Bacillus altitudinis 1.683
16 Bacillus simplex 1.923
17 Pseudomonas extremorientalis 2.021
1 Pseudomonas cedrina 2.037
3 Clostridium beijerinckii 1.195
4 Bacillus mojavensis 1.949
7 Micrococcus luteus 1.948
A 8 Bacillus simplex 1.73
?2 12 Microbacterium saperdae 1.42
2 5 13 Pseudomonas fluorescens 1.806
3 14 Microbacterium phyllosphaerae 1.933
E 17 Pseudomonas proteolytica 2.006
8 18 Brevundimonas diminuta 1.031
21 Bacillus megaterium 2.267
22 Microbacterium hydrocarbonoxydans 1.68
23 Providencia rettgeri 1.346
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Cizelge 4.1 (Devam). Tanis1 yapilan PGPR bakteri izolatlar: ve tanilama indeks degerleri

1 Pseudomonas brassicacearum 1.988
2 Pseudomonas brassicacearum 2.131
c 5 Corynebacterium urealyticum 1.354
% 6 9 Bacillus pumilus 1.632
< 11 Bacillus altitudinis 1.813
12 Bacillus pumilus 1.799
13 Pseudomonas kilonensis 1.984
15 Bacillus pumilus 1.584
1 Pseudomonas brassicacearum 1.889
2 Pseudomonas kilonensis 1.796
3 Pseudomonas chlororaphis 1.803
4 Pseudomonas kilonensis 1.773
5 Pseudomonas brassicacearum 1.884
6 Pseudomonas brassicacearum 1.855
c 7 Pseudomonas corrugata 1.85
% 8 8 Bacillus megaterium 2.288
< 9 Pseudomonas cedrina 2.013
10 Micrococcus luteus 2.346
13 Pseudomonas corrugata 1.952
14 Pseudomonas brassicacearum 1.803
16 Pseudomonas brassicacearum 1.948
17 Pseudomonas brassicacearum 1.864
18 Micrococcus luteus 2.172
S
5 9 11 Pseudomonas corrugata 1.947
Y
<
1 Bacillus pumilus 1.707
- 2 Bacillus pumilus 1.731
< 10 4 Pseudomonas kilonensis 1.794
=y 5 Bacillus pumilus 1.641
) 6 Micrococcus luteus 2.298
9 Bacillus megaterium 2.386
< 11 Bacillus pumilus 1.996
2
£ 11 .
z 14 Micrococcus luteus 1.905

Tani sonuglari incelendiginde cins diizeyinde ilk sirayr 31 izolatla Pseudomonas
cinsi alirken bunu 28 izolatla Bacillus, 6 izolatla Micrococcus, 5 izolatla Arthrobacter

ve digerleri izlemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Bugday koklerinden izole edilip tanis1 yapilan PCPR izolatlarinin cins
diizeyinde dagilinm

Sekil 4.2°da cins diizeyinde verilen bakterilerin bircogunun bitki gelisimine
olumlu etkileri gesitli ¢alismalarda belirtilmektedir. Ozellikle Pseudomonas, Bacillus,
Arthrobacter, Clostridium, Paenibacillus cinslerine ait bakterilerin birgok bitkiden izole
edildigi ve bunlarin ¢ogunun bitki gelisimini arttirict etkileri bulundugu bilinmektedir
(Hurek ve Reinhold-Hurek 2003). Bu genuslar igerisinde 6zellikle Pseudomonas ve
Bacillus cinsine ait bakteriler hem bitki gelisimini arttiric1 6zellikleri hem de biokontrol
ozellikleri agisindan 6n plana ¢ikmakta olup giiniimiizde bir¢cok ¢alismada en yaygin
olarak goze carpan bakterilerdir (Kumar ve ark., 2011; Siilii ve ark., 2016). Ayrica
yapilan bu calismada izole edilen ve tamist yapilan Micrococcus, Arthrobacter,
Microbacterium, Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia ve
Corynobacterium cinslerine ait bakterilerin bugday, misir, piring, pamuk ve inci darisi
gibi bir¢ok bitki rizosferinden izole edildigi ve bitki gelisimini arttirict etkilerinin
bulundugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (Dastager ve ark., 2010; Zamin ve ark., 2011,
Rana ve ark., 2011; Shrivastava ve Kumar, 2013; Dinesh ve ark., 2014; Kumar ve Gera,
2014; Rawat ve Mushtag, 2015). Weeksella virosa izolati ise insan patojeni olarak
bildirilmis olup (Slenker ve ark 2012) yapilan galismada elemine edilmistir. Ayrica
80OTM?7 izolati1 patojen bir bakteri olan Pseudomonas corrugata olarak tanilanmis ve

calismadan ¢ikarilmstir.
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4.2. PGPR izolatlarimin Bugday Cimlenmesine Olan Etkilerinin in vitro Olarak
Belirlenmesi

Tanis1 yapilan 81 bakteri izolatinin 73 tanesi bugday tohumlarina uygulanmis ve
bu tohumlardan gelisen kok ve siirgiin uzunluklari (Sekil 4.3) inkiibasyondan 7 giin

sonra olciilerek bakterilerin bitki gelisimi iizerine olan etkinligi belirlenmistir.

Sekil 4.3. Farkli PGPR izolatlar1 ile muamele gérmiis bugday tohumlarinin kok ve siirgiin

geligimi.

Bakteri inokulasyonundan 1 hafta sonra kok ve silirgiin uzunluklari ayri ayri
Ol¢iilmiis, bakterilerin kok ve silirgiin gelisimine etkileri kontrol uygulamasi ile
karsilastirilarak % etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. PGPR bakteri uygulamalarinin bugday kok, siirgiin gelisimi (cm) tizerine etkisi
(%)

Izolat adi Kok uzunlugu (cm) % Etki Siirgiin uzunlugu (cm) % Etki

Kontrol 8,96 0 55 0,0
1KRK1 13,32 48,6 10,4 90,4
1KRK2 13,01 45,1 8,8 60,2
1KRK3 11,53 28,6 10,7 95,1
1KRK4 11,76 31,2 9,2 68,8
1KRK5 11,47 28,0 6,7 23,0
1KRK®6 11,28 25,8 7,7 41,2
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Cizelge 4.2 (Devam). PGPR bakteri uygulamalarinin bugday kok, siirgiin gelisimi (cm)
iizerine etkisi (%)

izolat ad Kok uzunlugu (cm) 9% Etki  Siirgiin uzunlugu (cm) % Etki

1KRKS8 12,23 36,5 8,9 62,4
1KRKY9 7,88 -12,1 6,8 25,1
1KRK10 11,47 28,0 8,9 62,7
3KRK1 11,52 28,5 8,6 57,6
3KRK2 9,68 8,0 9,2 68,5
3KRK3 10,93 22,0 8,7 58,6
3KRKS5 8,27 1,7 10,8 97,3
3KRKY 10,05 12,1 8,3 52,5
3KRK10 10,07 12,4 10,7 96,0
3KRK11 13,99 56,1 8,4 53,6
3KRK13 11,98 33,7 7,1 29,3
3KRK14 10,21 14,0 5,8 6,6

3KRK15 12,14 35,5 7,9 45,2
3KRK16 9,60 7,1 8,2 49,5
471 F1 11,59 29,3 7,5 38,0
4Z1LF3 13,99 56,1 8,0 45,5
471 F6 12,95 44,5 9,4 71,4
AZLF7 10,56 17,9 7,4 35,7
471 F8 13,27 48,1 10,0 82,5
4Z1LF9 9,62 7,4 6,5 18,2
4Z1 F10 13,52 50,9 11,4 108,6
471 F11 10,19 13,7 9,0 64,2
471 F13 11,57 29,1 8,7 59,0
4Z1 F14 10,73 19,8 9,2 68,2
4Z1 F15 10,52 17,4 8,9 62,4
471 F16 11,91 32,9 7,6 38,7
4Z1L F17 12,01 34,0 9,6 75,8
SDRC1 12,52 39,7 9,9 80,3
S5DRC3 14,06 56,9 10,7 96,2
SDRC4 14,52 62,1 8,2 50,0
SDRC7 15,27 70,4 9,9 80,9
S5DRC8 14,09 57,2 9,6 76,0
SDRC12 11,32 26,3 9,8 79,5
S5DRC13 11,86 32,3 9,1 67,2
SDRC14 11,17 24,6 8,6 57,7
SDRC17 13,08 46,0 9,0 64,7
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Cizelge 4.2 (Devam). PGPR bakteri uygulamalarinin bugday kok, siirgiin gelisimi (cm)
iizerine etkisi (%)

izolat ad Kok uzunlugu (cm) 9% Etki  Siirgiin uzunlugu (cm) % Etki

SDRC18 13,01 45,2 11,3 105,9
SDRC21 10,86 21,2 9,3 70,6
SDRC22 12,26 36,8 8,7 59,1
SDRC23 12,77 42,5 8,9 62,4
6ALD1 14,30 59,6 9,9 80,8
6ALD2 8,85 -1,2 8,0 46,0
6ALD5 14,01 56,3 10,4 90,7
6ALD11 13,35 48,9 10,5 92,8
6ALD12 13,56 51,3 9,8 79,0
6ALD13 12,64 41,0 9,2 68,0
6ALD15 15,19 69,5 9,8 79,3
80TM1 14,24 58,9 10,1 84,8
80TM?2 11,87 32,4 8,6 58,2
80TM3 10,82 20,7 8,4 54,5
80TM4 13,15 46,7 9,6 76,0
80TM5 11,43 21,5 9,4 72,1
80TM6 15,08 68,3 10,0 83,1
80TM8 13,72 53,1 9,4 72,6
80TM9 13,42 49,8 9,8 78,4
80TM12 14,30 59,5 8,5 55,8
80TM13 13,65 52,3 9,6 76,3
80TM14 13,85 54,5 9,8 78,6
80TM16 10,49 17,1 8,7 59,2
80TM18 7,80 -13,0 8,4 52,9
10ASO1 13,84 54,4 10,3 88,0
10ASO2 15,29 70,6 10,3 88,8
10ASO4 15,11 68,6 11,0 101,7
10ASO6 11,39 27,1 9,9 81,5
10ASO9 14,56 62,5 11,1 102,3
11ASO11 12,36 37,9 9,9 81,4
11ASO14 13,22 47,5 10,1 84,5

Test edilen 73 bakteri izolat1 iginde 69 izolat kontrol uygulamasina kiyasla kdk
uzunlugunda %7,1-70,6 oraninda artisa neden olmustur. Siirglin gelisimi acisindan
bakildiginda 73 izolatin tamami siirglin gelisimini pozitif sekilde arttirarak kontrol

uygulamasina kiyasla siirgiin uzunlugunda %6,6-102,3 oraninda artisa neden olmustur.
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Kok gelisimi iizerine en etkili izolat %70,6 ile Pseudomonas pumilis 10ASO2 izolati
olmustur. Siirgiin gelisiminde ise kontrole gore % 102,3 oraninda etki ile Bacillus
megaterium 10ASO9 izolat1 olmustur. In vitro kosullarda PGPR’larin bugday, misir ve
aycicegi gibi bir cok bitkide tohum ¢imlenmesi, kok ve siirgiin gelisimini arttirdigina
dair bircok c¢aligma bulunmakta olup elde edilen sonuclar yapilan bu caligma ile
paralellik gostermektedir (Gholami ve ark., 2009, Shaukat ve ark., 2006; Shaukat ve
ark., 2006.)

Kok ve siirgiin gelisimi testlerinde 4 izolat ise (Pseudomonas extremorientalis
1KRKY, Arthrobacter sulfureus 3KRKS, Pseudomonas brassicacearum 6ALD2,
Micrococcus luteus 80TM18) kok gelisimini olumsuz etkileyerek kontrolden daha
diisiik degerler almistir.

Ozellikle Bacillus ve Pseudomonas cinsi bazi bakterilerin bitki gelisimini arttirict
etkileri yaninda bazi bitki tohumlarinin ¢imlenmesini engelledigi de bilinmektedir.
Psedomonas fluorescens bakterisi bazi ¢alismalarda deleterious (zararli) rizobakter
(DRB) olarak tanimlanirken (Zdor ve ark., 2005), bir baska calismada ise PGPR olarak
tanimlanmistir (Jaleel ve ark., 2007). Vrbnic¢anin ve ark., (2011) tarafindan yapilan bir
caligmada baz1 kok bakterilerin Ambrosia artemisiifolia (Arsiz zaylan) tohumlariin
c¢imlenmesini engelledigi saptanmustir. Yaptiklart ¢alismada 6zellikle Bacillus
licheniformis ve Psedomonas fluorescens bakterilerinin tohum ¢imlenmesini engelledigi

saptamiglardir.

4.3. PGPR izolatlarinin Etki Mekanizmalariin Belirlenmesi

Fosfat ¢Oziiniirliigii ve siderofor iiretiminin belirlenmesi ¢aligmalarinda kok ve
stirglin gelisiminde kontrole gore % 35 ve lizeri artisa neden olan izolatlar segilerek bu

izolatlarin fosfat ¢6ziiniirligii ve siderofor tiretim oranlari belirlenmistir.

4.3.1. Fosfat Coziiniirliigii Testi

Fosfat ¢oziiniirliigii testinde NBRIB agara nokta ekimi yapilan izolatlarin
etrafinda inkiibasyondan 1 hafta sonra olusan seffaflagsmalar dlgiilerek materyal yontem
kisminda bahsedildigi sekilde fosfat c¢oziiniirliigli indeksleri hesaplanmistir (Cizelge

4.3),

31



Cizelge 4.3. Bakterilerin fosfati ¢gozmeleri sonucunda olusan seffaf zonlarin ¢apina bagli olarak
hesaplanan ¢oziiniirliikk indeks degerleri

Izolat no  Céziiniirliik indeks degerleri izolat no Coziinirlik indeks

degerleri
1KRK1 1,00a 5DRC7 1,00a
1KRK4 1,00a 5DRC13 2,40abcd
1KRK5 4,50ef 6ALD12 2,17abc
3KRK9 1,00a 6ALD13 5,00f
3KRK11 1,00a 6ALD15 1,00a
3KRK13 1,00a 80TM1 4,00def
3KRK15 1,00a 80TM2 3,67cdef
4ZLF1 2,45abcd 80TM4 3,00bcde
4ZLF3 1,00a 80TM6 4,00def
47ZLF10 1,80ab 80TM8 1,00a
4ZLF16 1,00a 80TM9 1,00a
5DRC1 1,00a 80TM14 1,90ab
5DRC3 1,00a 80TM16 3,13bcde
5DRC4 1,00a 11ASO11 1,00a

*(oziiniirlik indeksi her izolat i¢in {i¢ kere yinelenmis olup, iki kez tekrar edilmistir.
**Siitiin i¢inde verilen ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin
onemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P < 0,05).

Cizelge 4.3’de verildigi gibi 29 bakteri izolatindan 12 izolat fosfat ¢dziinme
testinde pozitif sonu¢ vermis olup, c¢oziinme indeksi 1,80-5,00 arasinda degisiklik
gostermistir. Test edilen izolatlar arasinda 17 bakteri izolatt NBRIP ortaminda herhangi
bir erime zonu olusturmamigstir. Fosfat ¢oziiniirliigii testinde en yiiksek indeks degeri
5,00 ile Pseudomonas kilonensis 6ALDI13 bakteri izolati tarafindan olusturulmustur
(Cizelge 4.3, Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. PGPR izolatlarinca NBRIP besi ortamu iizerinde fosfat ¢oziilmesi sonucu olusan
zonlar.

4.3.2. Siderofor Uretimi

Bakteri izolatlarinin siderofor iiretiminin belirlenmesinde modifiye Blue CAS
agar yontemi kullanilmistir. Besi yerine nokta ekimi yapilan izolatlarin etrafinda 48
saatlik inkiibasyon sonrasit olusan turuncu renkli alanlar (Sekil 4.4) oOlgiilmiis ve
siderofor iretim indeksleri belirlenmistir. Deneme 2 kez yinelenmis olup indeks

degerleri Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Sekil 4. 5. PGPR izolatlarinca Blue-CAS agarda siderofor iiretimi sonucu olusan turuncu zonlar
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Cizelge 4.4. PGPR izolatlarinca Blue-CAS Agar besi ortaminda iretilen siderofor sonucu
olusan zonlara bagli hesaplanan siderofor indeks degerleri

Coziiniiriliik indeks Goziiniiriiliik indeks

Izolat no degerleri Izolat no degerleri
1KRK1 2,09b 6ALD12 2,08b
1KRK4 2,41bcd 6ALD13 3,17g
1KRK5 2,69cdef 6ALD15 2,43bcd
3KRK9 2,93efg 80TM1 3,20g

3KRK11 2,92efg 80TM2 3,29h

3KRK13 2,08b 80TM4 4,43j
3KRK15 2,85defg 80TM®6 4,01i
4ZLF1 2,33bc 80TM7 3,66i
4ZLF3 2,50bcde 80TM9 2,50bcde
47ZLF10 2,14b 80TM14 3,77i
4ZLF16 2,20bc 80TM16 3,13fg
5DRC1 2,69cdef 10ASO1 2,64cde
S5DRC3 1,00a 10ASO4 4,76j
5DRC4 4,78j 11AS011 2,26bc
5DRC7 2,47bcde 11AS014 2,45bcde
S5DRC13 3,83i

*Siderofor indeks degerleri her izolat igin ii¢ kez yinelenmis olup iki kez tekrar edilmistir.
**Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yamindaki aym harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P <. 0,05).

Siderofor testinde 31 farkli izolat kullamilmustir. izolatlar icinde Clostridium
beijerinckii 5SDRC3 izolati disinda tiim izolatlar siderofor iiretmistir. En yiiksek
siderofor tiretimi Bacillus mojavensis SDRC4 izolati tarafindan olusturulmus olup
(Sekil 4.6), bu izolat1 sirasiyla P. kilonensis 10ASO4 ve P. kilonensis 80TM4 izolatlar
izlemistir.

PGPR gurubu bakterilerin siderofor iiretimi ve fosfat ¢oziintirliiglinii arttirmasi ile
bitki gelisimini tesvik etmesi bu grup bakterilerin en ¢ok bilinen etki mekanizmalari
olup bircok c¢alismada farkli konukcularin gelisiminin tesvik edilmesinde bu

mekanizmalarin etkili oldugu bildirilmektedir (Siilii ve ark. 2016).
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Sekil 4. 6. Bacillus mojavensis SDRC4 nolu izolatin siderofor iiretimi sonucu Blue-CAS Agar
iizerinde olusturdugu turuncu zon.

Ulkemizde hastaligm bastirildig1 tarlalardaki saglikli bitkilerin kok bélgelerinden,
saglikli meyvelerin igindeki tohum ylizeylerinden ve orman fidanliklarindaki saglikli
bitkilerden elde edilen antagonist ve PGPR ozellige sahip farkli bakteri tiirlerinin in
vitro ve in vivo kosullarda toprak kokenli fungal hastaliklar etkili bir sekilde baskiladigi
yapilan bir ¢ok ¢aligmada bildirilmistir (Soylu ve ark., 2002; Tekin ve ark., 2004; Soylu
ve ark., 2005; Soylu ve ark., 2011ab). PGPR &zellige sahip Pseudomonas fluorescens
(WCS417r), Bacillus pumulis (T4), Bacillus amyloliquefaciens (IN937a), Bacillus
subtilis (IN937b), Pseudomonas putida (89B61) izolatlarinin yani sira antagonistik
potansiyele sahip Lysobacter enzymogenes (C3R5) izolatlarinin kullanildigi ¢alismada,
bakteri stispansiyonlart marul tohumlarina tohum kaplama, fidelere ise daldirma ve kok
bolgesine damlatma olmak tizere 3 farkli sekilde uygulanmis olup, Uygulamalarin bitki
gelisimi tizerine olan etkinligi degerlendirildiginde, PGPR o6zellige sahip bakteri
izolatlar1 bitki gelisimini kontrol ve antagonist izolatlara goére dnemli diizeyde tesvik
ettigi belirlenmistir. PGPR izolatlar1 arasinda en yiiksek etkinlik Pseudomonas
fluorescens (WCS417r) izolat1 ile muamele edilmis bitkilerde goriilmiistiir. Bakterilerin
bitkiye uygulama sekilleri arasinda énemli bir farklilik gézlenmistir. Tohuma kaplama
seklinde yapilan uygulamanin diger uygulamalara gore (fidelerin sasirtilmasi esnasinda
kok daldirmasi seklinde yapilan uygulama ve damlatma seklinde yapilan uygulama)

daha yiiksek etkiye sahip oldugu kaydedilmistir (Soylu ve ark., 2008).
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4.5, Tiitiin asir1 duyarhhik testi (HR)

Tohum ¢imlenme, fosfat ¢ozinirligii ve siderofor {iretiminde etkili olan
izolatlarin patojenisitelerinin belirlenmesi amaci ile tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik
(HR) testi yapilmustir. Test sonucunda inokulasyondan 2 giin sonra inokulasyon
noktasinda olusan kuruma ve doku c¢Okmeleri pozitif olarak kabul edilmistir. Test
sonucunda bitki patojeni tiirlerin inokule edildigi pozitif kontrollerde tipik HR belirtileri
olusurken, PGPR aday1 izolatlarin biri disinda (Pseudomonas frederiksbergensis
1KRKD5) higbiri HR testinde pozitif sonu¢ vermemistir (Sekil 4.7).

Sekil 4. 7. Tiitiin asir1 duyarlilik testi HR pozitif sonug verenler siyah ok ile negatif kontrol
bolgesi kirmizi oK ile gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bitki gelisiminin ve verimin arttirilmasi amaciyla bitkilere kimyasal giibrelerin

yerine PGPR olarak adlandirilan bakterilerden iiretilen biyogiibrelerin uygulanmasi ve

bu bakterilerin etki mekanizmalarinin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalar son yillarda

farkli tilkelerde bir¢ok arastirici tarafindan yapilmakta ve iimitvar sonuglarin elde

edildigi yapilan ¢alismalarin sonucunda goriilebilmektedir.

Yapilan bu calismada bitki Orneklerinin araziden toplanmasi, bakterilerin

izolasyonu, saflastirilmasi ve tanisi, fosfat ¢oziiniirliigii ve siderofor iiretimi gibi in vitro

etki mekanizmalarinin belirlenmesi gibi agsamalar gerceklestirilmistir. Sonug olarak;

Bu ¢alisma kapsaminda Hatay ilinde bugday iiretimi yapilan 9 farkl tarladan
bugday kok ornekleri alinmustir.

Alman kok oOrneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda 120 PGPR adayi
bakteri izole edilerek saflagtirilmistir.

Saflastirilan bakterilerin 81 tanesi MALDI-TOF ile tanilanmistir. Tam
sonucunda cins diizeyinde ilk siray1 31 izolatla Pseudomonas cinsi alirken bunu
28 izolatla Bacillus, 6 izolatla Micrococcus, 5 izolatla Arthrobacter, 3 izolatla
Microbacterium ve birer izolatla ise Paenibacillus, Clostridium, Weeksella,
Exiguobacterium,  Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia  ve
Corynobacterium cinsleri izlemistir. Yapilan literatiir taramalarinda ozellikle
Weeksella virosa izolatinin insan patojeni olabilecegi saptanmis ve bu izolat
calismadan ¢ikarilmstir.

Tohum ¢imlenme ve testlerinde bakteri ile muamele goéren bugday tohumlarinin
kok ve siirgiin gelisimleri kontrol uygulamasi ile Kkarsilastirilarak PGPR
izolatlarmin Kontrole gore ¢imlenme ve siirgiin gelisimine etkileri % olarak
belirlenmistir. Deneme sonucunda 73 PGPR izolati kontrole gore %7,1 ile
%70,6 oranlarinda kok gelisimini arttirirken, 4 izolatin ise kontrolden daha
diisiik kok gelisimine neden oldugu belirlenmistir. Siirglin gelisimine etkide ise
tiim izolatlar kontrole gore %6,6 ile % 102,3 oranlarinda artis saglamistir. Kok
gelisimine etkide en etkili izolat Pseudomonas kilonensis 10ASO2 izolati
olurken, siirgiin gelisiminde ise en etkili izolat Bacillus pumilis 10ASQO9 izolati
olarak saptanmistir. Kok ve siirgiin gelisiminde kontrole gore % 35 ve ilizeri

etkili olan aday izolatlar secilerek diger ¢calismalarda kullanilmistir.
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- Kok ve siirgiin gelisimi etkilerine gore secilen 29 aday bakterinin fosfati
cozebilme kapasiteleri incelenmistir. Deneme sonucunda 17 izolat fosfatin
¢oziinmesine bagli olarak herhangi bir zon olusturmaz iken 12 izolat ise 1,8 ile
5,0 arasinda degisen ¢oziinme indeks degerlerinde seffaf zonlar olusturmustur.
Deneme sonucunda en etkili izolatin Pseudomonas kilonensis 6ALD13 izolati
oldugu belirlenmistir.

- Siderofor tiretimi testinde ise 31 farkli izolat arasinda 1 izolat disinda tiim aday
bakteriler 2,08 ile 4,78 arasinda degisen indeks degerlerinde farkli gaplarda
zonlar olusturmustur. En yiiksek siderofor iiretimi ise Bacillus mojavensis

5DRC4 izolatinda oldugu saptanmustir.

Tarimda kimyasal gilibrelerin yogun olarak kullanimi1 beraberinde birgok
sorunu da getirmistir. Coraklasma, yeraltt ve yer ustii sularmin kirlenmesi, insan
sagligina olumsuz etkileri dolayisiyla kimyasal giibrelere alternatif olarak biyolojik
giibrelerin kullanimi1 6nemini gittikge arttirmaktadir. Biyolojik giibre denildigi zaman
ilk siray1 ise PGPR olarak adlandirilan ve bitki gelisimini tegsvik eden bakteriler
almaktadir.

Yapilan bu g¢alisma ile bugday koklerinden izole edilen bazi bakterilerin in
vitro kosullarda bugday siirgiin ve kok gelisimine etkileri gibi 6zellikleri yaninda
bakteri izolatlarinin siderofor tiretimi ve fosfat ¢oziiniirligiinti arttirma gibi 6zellikleri
belirlenmistir ve ¢alisma sonucunca oldukga timitvar sonuglar elde edilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen veriler 1s181nda segilecek olan bakteri izolatlari ile in
vivo saks1 denemeleri, tarla denemeleri ve biyoformiilasyon ¢aligmalari ile pratikte bu

bakterilerin biyogiibre olarak kullanilabilirligi belirlenmis olacaktir.
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