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Orchid plants belonging to the species of Anacamptis pyramidalis, Himantoglossum
caprinum, Limodorum abortivum, Platanthera bifolia, Serapias vomeracea subsp.
laxiflora, Spiranthes spiralis, Ophrys apifera, Ophrys sphegodes, Orchis coriophora,
Orchis laxiflora, Orchis provincialis, Orchis tridentata species were collected from
the Samsun regions. Bacteria isolated from the rhizosphere of orchids were tested for
phosphate solubilisation efficiency, indole-3-acetic acid production, ACC deaminase
activity and siderophore production traits.

As a result of the tests, 65 of 111 bacterial isolates were able to solubilize
phosphate, 32 isolates having ACC deaminase activity, 83 isolates producing indole
acetic acid and 10 isolates produced siderophores. 17 bacterial isolates indicating
these properties was accepted as candidate for PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria). According to 16S rDNA sequencing analysis, 17 isolates were
identified as belonging to the genera Acinetobacter, Bacillus, Lysinibacillus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Agrobacterium (Rhizobium) and Stenotrophomonas.

This study in which PGPR properties of bacteria isolated from orchids are
determined and their characterization is done by molecular methods, is the first for
both Turkey and the world.
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1. GIRIS

Rizosfer, bitki, toprak ve mikrofauna arasinda yogun iliskilerin meydana geldigi
mikroorganizmalar i¢in besince zengin bir habitattir. Bitki gelisiminde yararli, zararl
ve notr etkilere sahip bakteri, fungus, protozoa, alg gibi farkli tipte bircok
mikroorganizma rizosferdeki komiiniteyi olusturur (Barriuso vd, 2008; Prathap &
Kumari, 2015; Kaur vd, 2016).

Bakteriler rizosferde yer alan mikroorganizmalarin 6nemli bir kismim
olusturmaktadir (Tarkka vd, 2008). Cogu bitkinin salgiladigi besin elemani
seviyesinin yiiksek olmasi bakteriyel gelisimi ve metabolizmay1 desteklediginden, bu
durum rizosferde koklerin etrafindaki bakteri konsantrasyonunun da yiiksek olmasini
saglamaktadir (Han vd, 2005; Ramadan vd, 2016). Bitkiler koklerinden aminoasit,
yag asitleri, niikleotitler, organik asitler, fenolikler, bitki gelisim diizenleyicileri,
putreskin, steroller, sekerler ve vitaminler gibi (rizodepozit) organik bilesikler
salgilayarak kendileri icin en fazla katkida bulunan bakteriyi secerler (Barriuso vd,
2008; Lugtenberg & Kamilova, 2009; Kang vd, 2010; Kaur vd, 2016). Mikrobiyal
gelisim en fazla kok salgilar1 ve diger kok-tiirevli organik maddelerin yogun oldugu

alanlarda olmaktadir (Podile & Kishore, 2006).

Rizobakteri terimi kok cevresinde kolonize olabilen rizosfer bakterisini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Kloepper vd, 1991; Kloepper, 1994).
Rizobakteriler rizosferde, kok yiizeyinde (rizoplane) ve kok igindeki (endorizal
bakteri veya endofitler) bakterilerdir ve serbest yasayan, parazitik ya da saprofitik
olabilirler (Kaymak, 2010). Rizosferde bakteri gelisiminin artmasi toprak nemi,
sicaklik, substrat kullanilirlili1 gibi ¢evresel kosullardan etkilenir ve kok ylizeyinden
2 mm ya da daha yaygin olabilirler (Podile & Kishore, 2006). Antoun ve Prevost
(2006) rizobakterileri yararli, zararli ve etkisiz (nétr) olarak sinflandirmistir. Etkisiz
grubun varligi bitkide Onemsiz olabilir ancak zararli rizobakterilerin iirettigi
metabolitler bitki sagligimi olumsuz etkiler (Ramadan vd, 2016). Yararh
rizobakteriler serbest yasar ya da konukgu bitkiyle simbiyotik etkilesim iginde olarak
bitki biiylimesini ve gelisimini arttirabilirler (Glick vd, 1999; Ramadan vd, 2016).



Bitki gelisimini arttiran rizobakteriler (PGPR) ilk olarak Kloepper ve Schroth
(1978) tarafindan, bitkilerin koklerinde kolonize olan, gelisimleri ve biiylimelerine

yardim eden bakteriler olarak tanimlanmistir (Kloepper vd, 1980; Pandey vd, 2010).

PGPR c¢esitliligi bitki tipi, toprak tipi ve mevcut besin durumuna gore biiyiik
Olciide degisir (Tilak vd, 2005; Podile & Kishore, 2006). Tanimlanan PGPR’ler
arasinda Pseudomonas ve Bacillus spp. en sik calisilan rizobakterilerdir.
Acetobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Allorhizobium, Arthrobacter,
Azoarcus, Azorhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium,
Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Clostridium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Gluconacetobacter, Klebsiella, Mesorhizobium, Micrococcus,
Pseudomonas,  Rhizobium  (Agrobacterium),  Rhodococcus, Serratia ve
Stenotrophomonas gibi cinslerin suslari PGPR olarak tanimlanmistir (Podile &
Kishore, 2006; Solano vd, 2008; Babalola, 2010; Saharan & WNehra, 2011,
Bhattacharyya & Jha, 2012; Ahemad & Kibret, 2014; Yadav vd, 2015; Jha & Saraf,
2015; Shaikh vd, 2016).

PGPR toprak verimliligi, bitki gelisimini arttirma ve fitopatojenlerin
baskilanmast ve g¢evre dostu siirdiiriilebilir tarimin gelistirilmesi i¢in 6nemli rol
oynamaktadir (Gupta vd, 2015). PGPR’lerin bitki gelisiminde biyolojik azot
fiksasyonu, oksin, sitokinin ve giberellin gibi fitohormonlarin iiretimi, fosfor ve
demir gibi minerallerin ¢6ziintirligii, siderofor ve 1-aminocyclopropane-1-craboxylic
acid (ACC) deaminaz gibi enzimlerin {retimi, uyarilmis sistemik dayaniklilik,
antibiyotik tiretimi, rizosferdeki mevcut demirin gelatlanmasi, fungal hiicre duvarim
hidrolize eden ekstraselliiler enzimlerin sentezini igeren biyokontrol mekanizmalari
ve rizosfer i¢inde nig ve besin i¢in rekabet, biyoremediasyon, kuraklik, tuzluluk ve
agir metallerin olusturdugu stres kosullarinda biyo-inokiilant olarak kullanilmas1 gibi
direkt ve indirekt birgok etkisi vardir (Mayak vd, 2004; Zahir vd, 2004; Van Loon
2007; Wani & Khan, 2010; Ramadan vd, 2016).

PGPR’ler ile ilk ¢calismalar 1950’lerde SSCB’de azot tespit eden bakteriler ile
yapilmistir. Cin’de, ABD ve Hindistan’da yapilan PGPR arastirmalarinda farkl
tirtinlerde verim artiglar1 elde edilmistir (Chen vd, 1996; Kloepper vd, 1991; Reddy
vd, 2003). Ulkemizdeki PGPR uygulamalarina arpa (Canpolat vd, 2006), nane
(Kaymak vd, 2008), cilek (Esitken vd, 2010), kiraz (Karakurt vd, 2011), cay



(Cakmake1 vd, 2011) ve lahanada (Samancioglu vd, 2016) yapilan ¢alismalar 6rnek

verilebilir.

PGPR’lerin bitki gelisimini arttirmalara yonelik ilk ¢alisma Pseudomonas
putida GR-12-2’de yapilmistir. Bakterinin gnotobiyotik kosullarda kolzayla
inokiilasyonu sonucu kok uzunlugu, siirglin uzunlugu, fosfor alimim arttirdiklarini
kaydetmislerdir (Lifshitz vd, 1987). Ilk ticari PGPR olan Bacillus subtilis A-13
Gustafson Firmasi tarafindan 1985 yilinda firetilmistir. Bu triinlerin tohuma
uygulanan fungisitler ile birlikte kullanildiginda toprak patojenlerine karsi tohumlari

koruyabildigi rapor edilmistir (Nakkeeran vd, 2005).

Orkidelerle ilgili aragtirmalar 1971°de Almanya ve Hollanda’dan iilkemize
gelen botanikgilerle baslamistir. Ulkemizde bu konuda calismalar 1967°de Prof. Dr.
Ekrem Sezik ve diger arastiricilar tarafindan yapilan calismalarla (Ozko¢ & Dalct,
1992; Ozkog, 1994; Ozdener & Ozkog, 1994) devam ettirilmistir. Ulkemiz
cografyasindaki yaygmligi ve tiir zenginligine ragmen orkide tirleri ile ilgili
calismalar ¢ok sayida degildir. Yapilan calismalar genellikle bolgesel olan orkide
tiirlerinin tanimlanmasi, salep yapimi ve doku kiiltlirii ile g¢ogaltima yoneliktir
(Sandal & Sogiit, 2010). Orkidelerin mikorizal funguslarla iliskilerinin tohum
¢imlenmesi igin esasi olmasi uzun zamandir arastirilan bir konudur (Ozkog, 1994).
Buna karsilik orkidelerle iligkili bakterilerin kompozisyonu ve yapisal aktiviteleri

hakkinda bilinenler daha azdir (Tsavkelova vd, 2007a).

Su an 7 milyar1 bulan diinya niifusunun gelecek 50 yilda 10 milyara ulasmasi
beklenmektedir. Niifus artisiyla birlikte kiiresel yiyecek iiretim talebinin de artmasi,
bu niifusun beslenmesinde gelistirilecek tarimsal stratejiler ve ayni1 zamanda ¢evresel
zarar olusturan tarimsal uygulamalar 21. ylizyilda ¢6ziilmesi gereken baslica sorunlar
haline gelmistir. Bu kiiresel sorunla basetmek i¢in tarimsal verimliligin gelecek
birka¢ on yil icinde 6nemli oranda arttirilmasi ve ¢evreyle dost yeni uygulamalar
sunulmast kagmilmazdir (Ladeiro, 2012; Glick, 2014; Goswami vd, 2016).
PGPR’lerin kullanim1 c¢evresel kirlenme yaratan kimyasal giibre kullanimim
azaltacak cazip bir alternatiftir ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda PGPR
uygulamalari umut vaat eden bir potansiyel gostermektedir (Rawat & Mushtaq,
2015; Goswami vd, 2016).



Yapilan bu ¢alismada dogal ortamda yetisen yabani orkidelerin rizosferinde
yer alan olast PGPR ozelligi tasiyan bakterilerin tanimlanmasi, genetik
cesitliliklerinin  belirlenmesi  ve hangi mekanizmalarla bitki  gelisimini
desteklediklerinin arastirilmasi amaglanmistir. PGPR arastirmalarinda ¢ogunlukla
ticari dneme sahip bitkiler se¢ilmektedir. Yabani orkide rizosferinden bitki gelisimini
arttirict  rizobakterilerin  belirlenmesine yonelik yapilan bu ¢aligma ile heniiz
belirlenmemis orkide-rizobakteri iliskileri ve 6zellikleri ortaya ¢ikarilmaktadir. Elde
edilen veriler orkidelerin dogada ayakta kalma giiciine katkis1 olan ve PGPR olma
potansiyeli olan bakterilerin tarimsal 6neme sahip bitkilerde ve kiiltiir bitkilerinde

inokiilant olarak kullanilabilmesi yoniindeki arastirmalar i¢cin 6nem tasimaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Rizosfer

Rizosfer terimi Yunancada kok anlamina gelen ‘rhiza’ kelimesinden gelir ve ilk kez
Hiltner (1904) tarafindan tanimlanmistir (Parray vd, 2016; Kaur vd, 2016). Bitki
koklerini ¢evreleyen ince toprak katmani olan rizosfer, kok aktivitesi ve
metabolizmasi i¢in son derece onemlidir (Saharan & Nehra, 2011; Yadav vd, 2015)
(Sekil 2.1). Bitki rizosferinde besinlerin birikimi toprak cevresindeki mikrobiyal
gelisimin yiiksek olmasini destekler, bu kavram ‘rizosfer etkisi’ olarak ifade edilir

(Rovira, 1965; Dunfield & Germida, 2003; Mougel vd, 2006; Souza vd, 2015).
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Sekil 2.1. Rizosferin yapist (McNear Jr, 2013)

Bitki kokleri ile iligkili mikroorganizma ¢esitliligi muazzam olup onbinlerce
tirle uyumluluk gosterir (Berendsen vd, 2012). Bitki-mikroorganizma arasinda
negatif (patojenik) iliskiler, pozitif iliskiler (simbiyoz, her iki taraf da iliskiden yarar
saglar ya da sadece bir taraf digerine zarar1 olmadan yarar saglar) ve notral iligkiler
(iki taraf da iliskiden direkt olarak ne yarar ne de zarar goriir) olmak iizere ii¢ tip
etkilesim meydana gelir (Singh vd, 2004; Sekar & Kandavel, 2010). Pozitif iliskiler
bitki gelisiminin artisina ve bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliine katki saglayan
epifitik mikroorganizmalar, mikorizal fungus ve biyokontrol ajanlarin kok
kolonizasyonunu iceren iliskilerdir. Negatif iliskiler rekabet, parazitizm ve

antogonizmi igerir (Bais vd, 2006; Pliego vd, 2011).



Rizosferdeki bu c¢ok tarafli iligkiler organizmalarin karsilikli kimyasal
etkilesimleriyle sekillenmektedir (Saragli, 2006). Mikroorganizmalar, quorum
sensing (QS) adi1 verilen iletisim yolu ile kok kolonizasyonunu ve biyokontrolii
diizenler (Danhorn & Fuqua, 2007). QS bakteriyel davranisi, konak kolonizasyonunu
kontrol eden, stres kosullarinda popiilasyon yogunlugunu denetleyen hiicre igi sinyal
mekanizmalarini igerir (Danhorn & Fuqua, 2007; Schenk vd, 2012; He & Bauer,
2014). Bitki iligkili  bakteriler ¢ogunlukla Gram(+)’lerde oligopeptitler,
Proteobacteria’da N-a¢il homoserin lakton (AHL) igeren bu sinyal mekanizmasini

bitkilerle etkilesimi koordine etmek ve ayarlamak i¢in kullanirlar (Souza vd, 2015).

2.2. Rizosfer Organizmalari

Rizosfer, genellikle mikroorganizma yogunlugu ve mikrobiyal aktivite bakimindan
en aktif kisimdir. Cok sayida makroskobik organizma ve bakteri, fungus, protozoa,
alg gibi mikroorganizmalar rizosferde birlikte yasamaktadir (Barriuso vd, 2008).
Rizosferde bitki, toprak, mikroorganizmalar ve toprak mikrofaunasi arasinda ¢ok
onemli ve hassas etkilesimler olusur (Sekil 2.2). Bitki gelisimi ve verimlilik bu
iliskilerden biiyiik oranda etkilenir (Antoun & Prevost, 2005; Kaymak, 2010; Kaur
vd, 2016).
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Mikroorganizmalar(V) Funguslar
. ) T Algler
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/ \...__’ - fiksasyon
pH, besinler, tekstiir, - T B
kontaminantlar, redoks, - organik ve inorganik bilesiklerin
vogunluk vb. sentezi ve salmimi

Sekil 2.2. Rizosferde olusan etkilesimler (Gianfreda, 2015)



Rizosferde bitki gelisimini arttiran iki biiylik organizma grubu funguslar ve
bakterilerdir. Birgok karasal bitki ile toprak funguslari arasinda mikoriza olarak
adlandirilan simbiyotik yapilar meydana gelir. Bu iliskide fungus hifal yapilar
sayesinde bitkinin topraktaki su ve besin elemanlarmin almimini arttirir, bitki de

fungusa gelisimi i¢in gerekli karbonhidratlari saglar (Tarkka vd, 2008).

Arbuskular mikoriza gibi rizosferik funguslar ve Penicillium bilaii’nin
bitkinin besin durumunu arttirmak suretiyle bitki gelisimini arttiran etkiler
gosterdikleri uzun siiredir bilinmektedir (Sekil 2.3). Fusarium, Penicillium bilaii,
Penicillium simplicissimum, Phoma spp. ve Trichoderma bitki gelisimini arttirici
funguslardandir. Trichoderma ve benzeri organizmalar hastaliklara karsi direng
saglarken, koklerle simbiyotik iliskiler i¢inde bulunan arbuskular mikorizal fungus
(AMF) grubu organizmalar, konak bitkide besin elemani seviyesini arttirirlar ve
bitkinin saglikli bir sekilde biiyiimesine 6nemli katkilar saglarlar (Vessey, 2003;
Chandanie vd, 2005; Chandanie vd, 2006; Saldajeno vd, 2012). Bitki gelisimini
arttiran funguslarin kiiltiir bitkilerine olan yarar1 sadece bitki gelisimini attirmakla

sinirl1 olmayip onlar1 fungal ve bakteriyel hastaliklara karst da korumaktadirlar

(Ozkog vd, 2002; Erper vd, 2013).
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Sekil 2.3. Rizosferdeki AMF (Philippot vd, 2013)



Bitki koklerinin yiizey alani arbuskular mikorizal funguslarmin hifleri
sayesinde genisleyerek bitkinin bulundugu topraktan daha fazla yararlanmasi
saglanmaktadir. Ayrica AMF bitkinin tuzluluk, kuraklik ve agir metal stresine karsi
direncini arttirir, kok patojenlerine karsit bitkiyi koruyup bitkinin biiylimesini
saglayan hormonlar1 uyarmaktadir (Vessey, 2003; Chandanie vd, 2005; Saldajeno
vd, 2012).

Bitki gelisimini arttirict  funguslar hiperparazitizm, antibiyotik iiretimi,
rekabet ve uyarilmis sistemik dayanikliik ve fosfor kazanimi gibi etki
mekanizmalar1 ile bitki patojenlerini kontrol etmektedirler. Bunlardan o6zellikle
mikorizalar sayesinde bitki tarafindan kolay bir sekilde kullanilamayan fosforu
kullanilabilir hale getirmeleri olduk¢a 6nemlidir (Saldajeno vd, 2012; Ozkog vd,
2014; Prathap & Kumari, 2015).

Bakteriler rizosferde yer alan mikroorganizmalarin 6nemli bir kismim
olustururlar (Tarkka vd, 2008). Rizobakteriler rizosferde, rhizoplanede (kok yilizeyi)
ve endorizosferde (koklerin i¢ kismi) kolonize olabilirler (Czaban vd, 2007;
Cummings, 2009; Yang vd, 2009; Beneduzi vd, 2012; Sallam vd, 2013;
Przemieniecki vd, 2014) ve rizosfer bakterilerinin yaklasik % 2-5’1 bitki gelisimini
arttiric rizobakteridir (Kloepper & Schroth, 1978).

2.3. Bitki Gelisimini Arttiric1 Rizobakteriler (PGPR)

Bitki gelisimini arttirici rizobakteriler bitki kokleri ile ayni alanda yasarlar ve direkt
etki mekanizmalarindan indirekt etkilere kadar degisen pozitif etkiler gosterirler. Bu
fonksiyonlar1 gergeklestirmek i¢cin kok ¢evresinde, kok ylizeyinde ve kok dokusu
icinde kolonize olabilmeli ve yeterli miktarlara ulasabilmelidirler (Barriuso vd, 2008;
Verma vd, 2010; Saharan & Nehra, 2011). Bakteri gelisiminin en yaygin oldugu
bolgeler, yan koklerin agiga ciktigi kisimlar olan epidermal hiicreler arasindaki

baglantilardir (Lugtenberg & Kamilova, 2009) (Sekil 2.4).



Sekil 2.4. Rizobakterilerin yan koklerin agiga ¢iktigi kisimlarda gelisimi (Santos vd,
2010)

Bitki gelisimini arttiran rizobakteriler trettikleri fitohormonlar, sekonder
metabolitler ve enzimler sayesinde kok gelisimini degistirebilirler. Bu en yaygin
olarak primer koklerin gelisim hizini kisaltma ve lateral koklerin ve kok tiiylerinin
uzunlugu ve sayisinda artis seklinde gozlenir (Sekil 2.5). PGPR’ler bitki hiicrelerinde
gen transkripsiyonu degisimi ve metabolit biyosentezi sayesinde kok fizyolojisini de
modifiye edebilirler (Vacheron vd, 2013).
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Sekil 2.5. PGPR besin alinimi ve kdk fonksiyonunu uyarict etkisi (Vacheron vd,
2013)



PGPR’ler kendi i¢inde ekstraselliiler (¢ePGPR) ve intraselliiler (iPGPR) olarak
iki smniftir. ePGPR’ler rizosferde, kok yiizeyinde ya da kok korteksinin hiicreleri
arasinda yer alirken, iPGPR’ler ¢ogunlukla kok hiicrelerinin 6zellesmis nodiiler
yapilarinda  bulunurlar.  Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacilus,
Burkholderia,  Caulobacter, Chromabacterium, Erwinia, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas ve Serratia gibi bakteri cinsleri ePGPR’ye aittir.
iPGPR’ye  ait  Rhizobiaceae  familyalar1  Allorhizobium,  Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve Rhizobium’dur (Gupta vd, 2015; Yadav vd,
2015; Kaur vd, 2016).

Bitki-bakteri iligkileri i¢in rekabet¢i rizosfer kolonizasyonu ¢ok onemlidir.
Baslica Pseudomonas spp. gibi Gram (-) PGPR’lerle karsilastirildiginda, pratik
uygulamalarda 1s1 ve kuruluga direngli endospor olusturma avantajlarina ragmen,
Gram (+) sus lyelerinin kolonizasyonu hakkinda bilinenler nispeten azdir (Fan vd,
2011). Farkli bitki tiirlerinde PGPR ile inokiilasyon bakteri, viriis ve fungus
patojenlerine kars1 diren¢ saglamaktadir ve bitkide morfolojik degisiklerin yaninda,
fenoliklerin birikiminde ve bazi enzimlerin seviyelerinde artis olusturmaktadir
(Akhtar & Siddiqui, 2010).

Bakteri hiicreleri hiicreden hiicreye haberlesme sistemi aracilifiyla
populasyonlarini1 algilar ve bakterinin yogunlugu esik degerine ulasinca belirli
genlerin ekspresyonunu harekete gegirirler. Gram (+) organizmalarda peptit-temelli
sinyaller ve bircok Gram (-) bakteride bulunan N-a¢il homoserin lakton (AHL)
tanimlanmis sinyal molekiillerine drnektir (Braeken vd, 2008). Baz1 PGPR iiyeleri
otoindiikleyici sinyalleri pargalayarak ve bu sekilde birka¢ virlilans genin
ekspresyonunu bloke ederek g¢evrelerindeki bakterilerin QS kapasitelerini kontrol
edebilirler (Tarkka vd, 2008).

PGPR’lerin pozitif etkisi farkli mekanizmalarla gerceklesir (Cizelge 2.1). Bu
rol sadece tek bir bakteri susunun degil ayn1 zamanda toprak mikroorganizmalar1 ve
bitkiler arasinda, quorum sensing gibi mekanizmalar1 i¢eren, molekiiler iletisim
kurulmasiyla gergeklesir (Barriuso vd, 2008). Etki mekanizmalarina goére PGPR’ler
indirekt olarak bitki gelisimine yarar1 olan biyokontrol PGPR’ler ve bitki gelisimi,
tohum olusumu ya da {irtin verimine direkt etkisi olan PGPR’ler olarak iki gruptur

(Podile & Kishore, 2006).
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Cizelge 2.1. Rizobakterilerin bitki gelisimini arttirici etkileri (Garcia-Fraile vd, 2015)

PGPR Bitki gelisimini arttirici etkisi Uriin Kaynak
(Reinhold-Hurek &
Azoarcus Azot fiksasyonu Piring Hurek 1998)
Azobacter Sitokinin sentezi Salatalik (Aloni vd, 2006)
Azorhizobium Azot fiksasyonu Bugday (Sabry vd, 1997)

Hububat, piring

(Tejera vd, 2005;
Sahoo vd, 2014; Berg

Azospirillum Azot fiksasyonu seker kamisgi vd, 1980)
Azotobacter Azot fiksasyonu Bugday, arpa, (Wani vd, 2013)
yulaf, piring,
aycicegi,misir
hindistan cevizi,
kirmiz1 pancar,
tiitiin, ¢ay, kahve
(Ahmed & Hasnain,
Bacillus Indol asetik asit sentezi Patates 2010)
Salatalik, dogu (Sokolova vd, 2011;
Bacillus Sitokinin sentezi mazisi Liu vd, 2013)
Bacillus Giberellin sentezi Biber (Joo vd, 2005)
(Sheng & He, 2006;
Han vd, 2006;
Bugday, biber,  Basak & Biswas,
Bacillus Potasyum ¢oztinirligi salatalik 2009)
(Egamberdiyeva,
2007,
Bacillus Bitki stres direncini uyarma  Misir, yerfistign  El-Akhal vd, 2013)
Bacillus Antibiyotik iiretimi Alfalfa (Silo-Suh vd, 1994)
Bacillus Siderofor iiretimi Misir, biber  (Beneduzi vd, 2012)
Beijerinckia Azot fiksasyonu Seker kamigi  (Dobereiner, 1961)
(Govindarajan vd,
Burkholderia Azot fiksasyonu Piring 2007; Kao vd, 2003)
Chryseobacterium Siderofor iiretimi Domates (Radzki vd, 2013)
Frankia Azot fiksasyonu Alnus (Simonet vd, 1990)
(Munoz-Rojas &
Caballero-Mellado,
Gluconacetobacter Azot fiksasyonu Seker kamisi 2003)
(Elbeltagy, 2001,
Seker kamusi, Pereira vd, 1988;
fasulye, piring, Hurek & Reinhold-
Herbaspirillum Azot fiksasyonu sorghum Hurek, 2003)
(Egamberdiyeva,
Mycobacterium Bitki stres direncini uyarma Misir 2007)
Paenibacillus Indol asetik asit sentezi Bodur kiy1 cami  (Bent vd, 2001)
Paenibacillus Potasyum ¢oziintirligi Karabiber (Sangeeth vd, 2012)
Fosfat ¢oziiniirliigii, siderofor (Flores-Felix vd,
Phyllobacterium iretimi Cilek 2015)
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Cizelge 2.1. Rizobakterilerin bitki gelisimini arttirici etkileri (devam)

PGPR Bitki gelisimini arttirici etKisi Uriin Kaynak
Pseudomonas Kitinaz ve B-glukanaz Bir¢cok mahsiil  (Arora vd, 2008)
liretimi
(Ahmad vd, 2013;
Pseudomonas ACC deaminaz sentezi Sar1 fasulye, Shaharoona vd, 2008)
bugday
(Yao vd, 2010;
Egamberdiyeva,
Pseudomonas Bitki stres direncini uyarma Pamuk, Misir 2007)
Pseudomonas Antibiyotik tiretimi Bugday (Mazzola vd, 1995)
Giivercin
Pseudomonas Kitinaz ve B-glukanaz bezelye (Kumar vd, 2010)
iretimi
Pseudomonas Siderofor tiretimi Patates, musir (Beneduzi vd, 2012)
(Young & Haukka,
1996; Bedmar vd,
2006; Kaneko vd,
Rhizobia Azot fiksasyonu Baklagiller 2000)
Rhizobia Bitki stres direncini Yerfistgi (El-Akhal vd, 2013)
uyarma
Rhizobia Hidrojen siyaniir Baklagiller ~ (Thamer vd, 2011)
tiretimi
Rhizobium Azot fiksasyonu Piring (Yanni vd, 2001)
(Garcia-Fraile vd,
2012; Flores-Felix vd,
Rhizobium Indol asetik asit sentezi Biber, domates, 2013)
marul, havug
(Garcia-Fraile vd,
2012; Ahmad vd,
Rhizobium ACC deaminaz sentezi Biber, domates, 2013)
Sar1 fasulye
(Garcia-Fraile vd,
2012; Flores-Felix vd,
Rhizobium Fosfat ¢oziintirligi Biber, domates, 2013)
marul, havug
(Garcia-Fraile vd,
Biber, domates, 2012; Flores-Felix vd,
Rhizobium Siderofor iiretimi marul, havug 2013)
Giivercin

Sinorhizobium

Kitinaz ve B-glukanaz
iretimi

bezelye (Kumar vd, 2010)

Sphingomonas Giberellin sentezi Domates (Khan vd, 2014)
Streptomyces Indol asetik asit sentezi Hint leylagt  (Verma vd, 2011)
Streptomyces Siderofor iiretimi Hint leylagi (Verma vd, 2011)
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PGPR’ler bitki gelisimi iizerinde azot fiksasyonu, hormon {iretimi, fosfati
¢Oziiniir hale getirme, potasyum ¢oziiniirliigii, siderofor tiretimi gibi direkt etkilere
sahiptir. Uyarilmis sistemik dayaniklilik (ISR), antibiyoz, parazitizm/predasyon,
besin ve yer i¢in rekabet, zararli rizobakterileri baskilayan metabolitlerin tiretimi
(HCN, siderofor, litik enzim) gibi mekanizmalarla ise bitki gelisimine indirekt etki
gostermektedirler (Sekil 2.6). Ayrica biyoremediasyonda ve biyogiibre olarak
kullanilmaktadirlar (Akhtar & Siddiqui, 2010; Jha & Saraf, 2015; Gupta vd, 2015).
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Sekil 2.6. Direkt ve indirekt PGPR mekanizmalar1 (Garcia-Fraile vd, 2015)
2.4. PGPR’lerin Bitki Gelisimindeki Direkt Etki Mekanizmalari

2.4.1. Fitohormonlar

Bitki hormonlar1 bitkinin ¢evresine yanit verme yetenegini etkileyen kimyasal
habercilerdir. Hormonlar ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkili organik bilesiklerdir,
genellikle bitkinin bir kisminda sentezlenir ve bagka bir bolgeye gonderilir. Ornegin
bliylime ya da meyve olusumu gibi fizyolojik yanitlar olusturan spesifik hedef
dokular ile baglantihidirlar. Her yanit sik sik iki ya da daha fazla hormonun birlikte
gorev almasiyla olusur. Hormonlar bitki gelisimini stimiile veya inhibe ettiklerinden,
bircok botanik¢i onlar1 bitki gelisim diizenleyicileri olarak tanimlar (Saharan &
Nehra, 2011).
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Cizelge 2.2. PGPR’lerin iirettigi fitohormonlar (Vessey, 2003; Verma vd, 2010)

PGPR

Fitohormon

Kaynaklar

Arthrobacter mysorens 7,
Klebsiella CIAM 880

Indol-3-asetik asit, Etilen (Pishchik vd, 2002)

Azotobacter chroococcum

Indol-3-asetik asit

(Verma vd, 2010)

Azospirillum sp.

Indol-3-asetik asit

(Dobbelaere vd, 2001)

Bacillus licheniformis

Etilen

(Fukudah vd, 1989)

Bacillus subtilis

Etilen

(Mansouri & Bunch, 1989)

Bacillus megaterium BHUPSB14

Indol-3-asetik asit

(Verma vd, 2010)

Pseudomonas aeruginosa

Etilen

Mansouri & Buncli, 1989)

Pseudomonas flourescens

Etilen

(Swanson vd, 1979)

Pseudomonas flourescens
BHUPSBO06

Indol-3-asetik asit

(Verma vd, 2010)

Pseudomonas putida Etilen (Pazout vd, 1981)
Pseudomonas syringae Etilen (Sato vd, 1997)
Pseudomonas tabaci Etilen (Swanson vd, 1979)

R. leguminosarum

Indol-3-asetik asit

(Badcnoch-Jones vd, 1982)

R. leguminosarum

Indol-3-asetik asit

(Wang vd, 1993)

Rhizobium sp.

Indol-3-asetik asit

(Verma vd, 2010)

Aeromonas veronii

Indol-3-asetik asit

(Mehnaz vd, 2001)

Agrobacterium sp.

Indol-3-asetik asit

(Barazani & Friedman, 1999)

Alcaligenes piechaudii

Indol-3-asetik asit

(Barazani & Friedman, 1999)

Azospirillum brasilense

Indol-3-asetik asit

(Kaushik vd, 2000)

Enterobacter sp.

Indol-3-asetik asit

(Antoun vd, 1998)

Paenibacillus polymyxa Sitokinin (Timmusk vd, 1999)
Pseudomonas fluorescens Sitokinin (de Salamone vd, 2001)
Bacillus sp. Giberellin (Gutierrez-Manero vd, 2001)

Alcaligenes sp.

ACC deaminaz

(Belimov vd, 2001)

Pseudomonas putida

ACC deaminaz

(Mayak vd, 1999)

Variovorax paradoxus

ACC deaminaz

(Belimov vd, 2001)

PGPR’ler iirettikleri indol-3-asetik asit, sitokinin, giberellin ve etilen gibi
bitki hormonlar1 ile 06zellikle kok yapilanmasinda, hiicre proliferasyonunda
(tomurcuklanma) ve kok tliylerinin besin ve su alimini arttirmada etkilidir (Podile &

Kishore, 2006; Sekar & Kandavel, 2010; Gupta, 2015).
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Indol-3-asetik asit (IAA)

Indol-3-asetik asit hem en yaygin hem de en ¢ok calisilan oksinlerden biridir ve
bilimsel literatiiriin ¢ogunda oksin ve IAA birbirinin yerine kullanilir (Kundan,
2015). Indol-3-asetik asit bircok PGPR iiyesi tarafindan iiretilen 6nemli bir
fitohormondur (Sekil 2.7). IAA bitki hiicrelerinin boliinme, biiyiime ve
farklilasmasindan sorumludur, ayrica tohum uyarimi ve yumru ¢imlenmesi; ksilem
oraninda artis ve kok gelisimi; vejetatif gelisim siirecinin kontrolii, lateral ve
sonradan kok olusumunu baslatma; 151k, yercekimi ve ¢igek agma cevabina aracilik
etme; fotosentez, pigment olusumu, c¢esitli metabolitlerin biyosentezi ve stres
kosullarina dayaniklilik gibi etkileri vardir (Martinez-Viveros vd, 2010; Saharan &
Nehra, 2011; Goswami vd, 2016; Gupta, 2015).

MAMPlar/PAMPlar
QS AHLU'ler gibi bakterilerde
tamimlanan diger bilegikier?
Bakteriyel IAR, .. .....cccee.
e 1 TRréseptir
Azospinffum’da Bg':;&?::" m:s_kn iyonunun
it uzenlenmesi
pc:'j:j ::b::lk Agrobocterium’da  baskiszlagtrma
negatif feetiback 3
mekanizrgasi i
Lnlmfide 1AA simvyal mhﬁ&l/
Bitki oksin sinyD
Bitki doku proliferasyonu
Bakteride stres duremunda l
wiralans, adhezyon ve
T T e Bitki savunma sisteminin
genlerin ekpresyonu

Bitki doku oksin sinyaliyle baskilanmas:
salgilannda degisim

1
Bitki dokusunda daha iyi
adaptasyon

Temel bitki savunmasinin engellenmesi

............. » Mikroorganizma-bitki etkilegimi «
sirasinda bakteriyel kolonizasyon artigi

Sekil 2.7. Bakteriyel IAA {iretiminin patojenik ve yararli mikroorganizma-bitki
iligkilerindeki rolii (Spaepen vd, 2007)

Rizobakteriler indol-3-asetik asiti triptofan-bagimli yolaklar sayesinde
triptofandan sentezlenmektedir. Triptofan, kok salgilarinda yaygin olarak bulunan bir

aminoasittir, bakteride IAA’nin biyosentezi i¢in ana Onclil molekiil olarak
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tanimlanmistir. PGPR tarafindan IAA’nin biyosentezi, indol-3-piirivik asit ve indol-
3-asetik aldehit yoluyla gerceklesir (Gupta, 2015). Rhizobium, Bradyrhizobium ve
Azospirillum gibi ¢ogu yararli bakteri indole-3-piirivik asit (IPyA) yolag: ile IAA
sentezler (Patten & Glick, 1996; Kaymak, 2010) (Sekil 2.8). Erwinia herbicola,
Pseudomonas syringae ve Rhizobium tumefaciens gibi baz1 fitopatojenik bakteriler
ise TIAA sentezi i¢in c¢ogunlukla indol asetamit (IAM) yolagin1 kullanmaktadir
(Dobbelaere vd, 2003; Martinez-Viveros vd, 2010; Kaymak, 2010; Gupta vd, 2015).
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Sekil 2.8. Bakteride IAA sentezinin biyosentetik yollar1 (Patten & Glick,1996;
Solano vd, 2008)

Etilen ve ACC deaminaz aktivitesi

Etilen, ¢esitli biyotik ve abiyotik mekanizmalar yolu ile iiretilir ve bitkilerde ¢ok
yonlii fizyolojik degisikliklerin meydana gelmesinde O6nemli rol oynamaktadir.

Etilenin diisiik diizeyde olmasi kok gelismesini arttirirken, yiiksek miktarda etilen
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tiretimi kok gelisimini engellemekte ve anormal gelismeye neden olmaktadir. Etilen
bitkilerde stres hormonu olarak da bilinir ve stres kosullar1 altinda, bitki gelisiminde
negatif etkiler olusturan etilen seviyesi dnemli 6l¢iide artar. Ornegin, yiiksek etilen
konsantrasyonu yaprak dokiilmesi, yaprak yaslanmasi, kloroz, ¢i¢ek solgunlugu gibi
zarar verici etkilere sebep olur ve diger hiicresel siireglerde iiriin azalmasina yol
acabilir (Saleem vd, 2007; Cakmake1, 2009; Kardas & Okmen, 2014; Goswami vd,
2016).

1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) bilesigi bitkilerde etilen
fitohormonunun Onciiliidiir. Bazi  PGPR’ler etilenin  doniisiimiinde ACC
inhibisyonunu azaltan ACC deaminaz (EC 4.1.99.4) enzimi iiretme yetenegine
sahiptir. Abiyotik stres altinda ¢ok miktarda iiretilen ACC, bakteriyel ACC deaminaz
tarafindan amonyum ve alfa-ketobiitirata parcalanir, etilenin iiretimi engellenir ve
bitki hayatta kalir (Sekil 2.9). Bu yolla, ACC deminaz iireten PGPR bitkiyi tuzluluk,
kuraklik, topragin suyu emmesi, agir metaller ve patojenite gibi stres kosullar1 altinda

etilenin zararl etkilerinden korur (Goswami, 2016; Yadav vd, 2015).

Kok PGPR
Hicre uzamasi / \
T IAA salgilama

ACC
SAM I‘lkA ~ :ACC deaminaz
‘ ACC sentaz NH; u-ketobitirat
ACC |—> PGPR kaynag
ACC oksidaz Azt .
Etilen & /
'-'\ J_ :

‘~ Kok uzamas: ..;‘ S

aa ol

Sekil 2.9. ACC deaminaz aktivitesi (Ghorbanpour & Hatami, 2014)

Acinetobacter, Achromobacter, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia ve Rhizobium gibi
cinslerde ACC deaminaz aktivitesi gosteren birgok bakteriyel sus tanimlanmistir
(Kang vd, 2010; Ahemad & Kibret, 2014; Yadav vd, 2015).
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Agir metaller, fitopatojenler, kuraklik, yiiksek tuz ve etilen gibi bitkilerde

stres yaratan faktorlere karsi, bitkide ACC deaminaz aktivitesi gosteren PGPR’lerle

muamele ile k6k agirhiginda artig, dayaniklilik, k6k uzunlugunda artis gibi sonuglar
meydana gelmektedir (Cizelge 2.3) (Kang vd, 2010).

Cizelge 2.3. ACC deaminaz aktivitesi gosteren PGPR’ler (Cakmakg1, 2009)

Bitki Tiirii PGPR Etkileri Kaynaklar
Brassica Methylobacterium Bakteri kok uzamasini (Madhaiyan
campestris fujisawaense tesvik eder vd, 2006)
Brassica Bacillus circulans Asilama kok ve govde (Ghosh vd,
campestris Bacillus firmus gelisimini arttirmis 2003)
Brassica napus Algaligenes spp. Asilanan bitki daha (Belimov vd,
Bacillus pumilus kuvvetli gelismis 2001)
Brassica napus Enterobacter cloacae Kok ve govde uzunlugunda (Saleh &
artis Glick, 2001)
Brassica napus Acinetobacter spp. Kok uzunlugunda % 35-41  (Indiragandhi
oraninda artig vd, 2008)
Chamaecytisus Pseudomonas Kok uzamast ve nodil (Donate-
proliferus fluorescens sayisinda artig Corea vd,
2004)
Dianthus Azospirillum brasilense Kok uzamasinda artig (Li vd, 2005)
caryophyllus
Glycine max Pseudomonas cepacia Erken gelisimin tesviki (Cattelana
vd, 1999)
Lycopersicon Pseudomonas putida Kok, kok-govde agirligi ve  (Gravel vd,
esculentum Trichoderma atroviride  meyvede artis 2007)
Pisum sativum Rhizobium Nodiil gelisimin tesviki (Ma vd,
leguminosarum 2003)
Zea mays Pseudomonas spp. Kok uzunlugunda ve (Shaharoona
nodiilasyonda artis vd, 2006 a, b)
Vigna radiata Pseudomonas putida Etilen tiretiminde azalis (Mayak vd,
1999)
Zea mays Enterobacter sakazakii ~ Agronomik parametrelerde (Babalola vd,
Pseudomonas spp. artig 2003)
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2.4.2. Azot fiksasyonu

Azot en 6nemli bitki besin elemanlarindandir ve toprakta diisiik miktarda bulunmasi
nedeniyle (emisyon ve yikanma gibi nedenlerle) tarimsal ekosistemde sinirlayict bir
faktordiir (Martinez-Viveros vd, 2010). Atmosferik azot, biyolojik azot fiksasyonu
ile azot fikse eden organizmalar tarafindan, nitrojenaz olarak bilinen kompleks enzim
sistemini  kullanarak bitkinin kullanabilecegi forma, azottan amonyuma,
doniistiiriiliir. Nif geni olarak adlandirilan azot fiksasyon geni, hem simbiyotik hem

de serbest yasayan sistemlerde bulunur (Gupta vd, 2015).

Simbiyotik ve simbiyotik olmayan iki tip biyolojik azot fiksasyonu vardir.
Azot fikse eden bakteriler kok salgilarini (karbonhidrat) metabolize eder ve buna
karsilik aminoasit sentezi i¢in bitkiye azot kazandirir (Berg, 2009). Simbiyotik azot
fiksasyonu yapan bakterilere baklagil bitkilerinde zorunlu simbiyont Rhizobium ve
baklagil olmayan agaglarda Frankia oérnek verilebilir (Verma vd, 2010; Saharan &
Nehra, 2011).

Rhizobium’larin baklagil bitkileri ile simbiyozu, diinya ¢apinda yillik toplam
biyolojik azot fiksasyonunun 175 milyon tonunun % 50’sini trettikleri i¢in, oldukga
onemlidir (Verma vd, 2010). Azot fiksasyonu Rhizobium’un kokte olusturdugu
nodiillerde gerceklesir, bakteri bitkiye azot kazandirirken, bitki de bakteriye

karbonhidrat saglamaktadir.

Frankia, 8 farkli familyaya ait 280°den fazla odunlu bitki tiirtinde kok nodiilii
olusturur. Bununla birlikte simbiyotik iligkileri iyi anlagilamamistir. Frankia’nin
Alnus ve Casuarina tiirlerinde etkili simbiyozlar olusturdugu bilinmektedir. Birkag
tiirii bitki biiylime diizenleyicileri, siderofor ve hidrojen siyaniir salgilayarak ya da
fosfat1 kullanigl hale getirerek bitki beslenmesine katkida bulunmaktadir (Saharan &

Nehra, 2011).

Azot fikse etme vyetenekleri nedeniyle Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium ve Sinorhizobium gibi bakteriler en
fazla ¢alisilan PGPR’ler arasindadir (Verma vd, 2010). Simbiyotik olmayan azot
fikse eden baz1 rizosferik bakteriler Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter,
Azoarcus, Bacillus, Burkholderia, Diazotrophicus, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Pseudomonas ve Stenotrophomonas cinslerine aittir (Solano vd, 2008; Berg, 2009;

Gupta vd, 2015). Azotobacter ve Azospirillum hem azot fikse ederek hem de IAA,
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giberellik asit, sitokinin gibi hormonlarnt ireterek bitkiye pozitif etkiler
saglamaktadir. Azotobacter chroococcum ve Azospirillum brasilence {iriin veriminin
arttirtlmasinda etkilidir (Solano vd, 2008). Delftia tsuruhatensis HR4’iin hem azot
fikse ettigi hem de biyokontrol aktivite gosterdigi belirlenmistir (Han vd, 2005).

Bazi bitkilerde azot fikse eden PGPR’ler arasinda, misirda Azospirillum sp.
(de Salamone vd, 1996) ve Azotobacter sp. (Pandey vd, 1998); kallar otu (Hurek vd,
2002) ve sorghumda (Stein vd, 1997) Azoarcus sp.; piringte Burkholderia sp.
(Baldani vd, 2000) ve Herbaspirillum sp. (James vd, 2002); bugdayda Bacillus
polymyxa (Omar vd, 1996); seker kamisinda Glucanacetobacter diazotrophicus
(Boddey vd, 2001) ve Acetobacter sp. (Muthukumarasamy vd, 2000) sayilabilir
(Vessey, 2003; Kundan vd, 2015).

2.4.3. Fosfat ¢oziiniirliigii

Fosfor azottan sonra bitkiler i¢in igin en 6nemli anahtar elementtir. Fotosentez, enerji
transferi, sinyal doniisiimii, makromolekiil biyosentezi ve solunum gibi bitkide hayati
olan tiim 6nemli metabolik siireglerde 6nemli rol oynar. Fosfor toprakta hem organik
hem de inorganik formda bolca mevcuttur. Tahminen toprak fosforunun %30-50’si
organik formda fosfordur. Bitkiler sadece fosfatin ¢6ziilebilir formu olan monobazik
(H2POy,) ve dibazik (HPO,4) formunu absorblayabilir (Sekil 2.10). (Saharan & Nehra,
2011; Gupta vd, 2015).
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4 N ¢ p, ¢ >
: [ Coziinmeyen fosfor ‘
I [ § |
: | organik fosfor | | inorganik fosfor |
! “eaa”
Kok salgilan
. . Ghukoz, fruktoz Molekﬁllnle_r !ra[dllr'ul!la
BI.'.]_“K!' manmitol ve diger fosfat ¢oziindrlGgi
KOKU karbonhidratlar

- Kok salgilarindan karbonhidrat
kullanarak organik asit iiretimi

- Fitaz, fosfataz iiretimi

- Solunumla H:CO3 iiretimi

- P bagh katyonlarin selasyonu

Fosfat coziicii
PGPR

—

Sekil 2.10. PGPR tarafindan toprak fosforunun ¢éziinmesi (Goswami vd, 2016)
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Toprak mikroorganizmalarinin  %20-40’1mnin  fosfati ¢6zebildigi tahmin
edilmektedir ve bunlarin 6nemli bir kismi rizosfer topragindan izole edilen
bakterilerdir (Goswami vd, 2016). Achromobacter, Aerobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Cryseobacterium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Pseuodomonas, Rhizobium,
Rhodococcus ve Serratia gibi cinsler fosfati bitkiler igin ¢oziiniir hale getirirler
(Solano vd, 2008; Gupta vd, 2015).

Topraktaki mevcut PGPR, fosforun kullanilamayan formunun bitkinin
absorblayacagi forma doniistiirmek icin farkli stratejiler kullanirlar. PGPR fosfati,
kompleks olan ya da organik asit anyonlari, protonlar, hidroksil iyonlari, CO, gibi
mineral ¢ozen bilesikler salgilayarak; ekstraselliiler enzimlerin serbest birakilmasi
(biyokimyasal fosfat mineralizasyonu) ile ve substratin bozulmasi sirasinda fosfati

serbest birakarak (biyolojik fosfat mineralizasyonu) ¢6zmektedir (Gupta vd, 2015).

2.4.4. Siderofor iiretimi

Demir bitkiler icin esasi bir elementtir. Demir solunum, fotosentez ve nitrojen
fiksasyonu gibi 6nemli fizyolojik olaylarda kofaktér olmasindan dolayi, eksikliginde
metabolik olumsuzluklar olusur (Solano vd, 2007). Demirin sinirlt oldugu kosullar
altinda PGPR’ler siderofor denilen diisiik molekiiler agirlikli bilesikler {iiretir
(Compant vd, 2005) (Sekil 2.11).

> Denmir selatsiderofor Tekrar Kullanim
A o' HOCRE DISI B

DI§ MEBRAN RESEPTOR DM

Denmir selat/siderofor

ve—"o
::25;‘?"‘ Membran demir

protein badiayact profein Tekrar Kullanim

o I
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aget proteinleri

degredasyon

degradasyon

e -—1 SITOPLAZMA

Sekil 2.11. (A) Gram negatif ve (B) Gram pozitif bakteride siderofor aracili demir
alinimi1 (Andrews vd, 2003; Erdem, 2013)
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Sideroforlar karakteristik fonksiyonel gruplarina gore hidroksomatlar,
katekolatlar ve karboksilatlar olarak 3 ana aileye ayrilmaktadir. Su an sideroforlarin
500°den fazla farkl: tipi bilinmektedir ve 270’1 yapisal olarak karakterize edilmistir
(Cizelge 2.4) (Boukhalfa vd, 2003; Ahmed & Holmstrom, 2014; Gupta vd, 2015).
Bakteriyel sideroforlarin ¢ogu katekolatlar grubundandir (6rnegin enterobaktin), bir
kism1 karboksilat (0rnegin rizobaktin) ve bir kismi da hidroksomat (6rnegin
ferrioksamin B) grubu iiyesidir (Matzanke, 1991; Ahmed & Holmstrom, 2014).
Bakteriyel sideroforlardan ana fonksiyonel gruplar karisik olan bazi Ornekler de

(6rnegin piyoverdin) mevcuttur (Cornelis, 2010; Ahmed & Holmstrom, 2014).

Sideroforlar PGPR tarafindan bitki gelisiminin artisinda hem dogrudan hem
de dolayli olarak etkilidir. Bakteriyel sideroforlarin bitki gelisimine direkt yarari,
isaretli ~ ferrik-sideroforlarin ~ kullanimi ile (bitkide Aeromonas, Bacillus,
Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Streptomyces sp. gibi c¢ok
sayida PGPR tarafindan tek demir kaynag1 olarak isaretli demirin alindig1 ve asili

bitki ile karsilastirildiginda klorofil seviyesinde artis) gosterilmistir (Gupta, 2015).

Cizelge 2.4. Bazi bakteri ve funguslarin tirettigi sideroforlar (Khan vd, 2014)

S.No Sideroforlar Ureten organizmalar

1 Hidroksomat

A Ferrikrom Ustilago sphaerogena

B Desferrioksamin B (deferoksamin)

C Desferrioksamin E Streptomyces coelicor

D Fusarinin C Fusarium roseum

E Ornibaktin Burkholderia cepacia

2 Katekolat

A Enterobaktin Echerichia coli

B Basillibaktin Bacillus subtilis, Bacillus anthracis
C Vibrioaktin Vibrio cholera

3 Kansik ligandlar

A Azotobaktin Azotobacter vinelandii

B Piyoverdin Pseudomonas aeruginosa
C Yersiniabaktin Yersinia pestis

Siderofor {ireten rizobakteriler demir almimini arttirirlar, antibiyotik
molekiiller salgilayarak diger mikroorganizmalarin gelisimini engellerler ve
patojenler igin mevcut demiri kisitlayarak gelisimlerini engellerler. Ornegin

funguslar genellikle demir-siderofor kompleksini absorblayamaz (Solano vd, 2008).
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Sideroforlarin etkileri arasinda nodiilasyon, molibden ve vanadyum alimi
sayesinde azot fiksasyonu, antibakteriyel potansiyel, asimilasyon, agir metallerin
alim1 ve mobilizasyonu, biyo-kontrol ajanlar, biyopestisidler ve hayatta kalma
becerisi sayilabilir (Ahemad & Khan, 2011).

Rizosfer bakterileri antibiyotik aktivitesi ve demir alinimini arttiran bu
bilesenleri bitkilerin rekabet giiclerini arttirmak ic¢in olustururlar. Siderofor {ireten
bakteriler ¢ogunlukla Pseuodomonas cinsine aittir, en yaygini piyoselin ve
piyoverdin tireten Pseudomonas fluorescens’tir (Solano vd, 2008). Birgok ¢alismada
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Streptomyces cinslerine ait

siderofor tireten bakteriler gosterilmistir (Gupta vd, 2015).

2.5. PGPR’lerin Bitki Gelisimindeki Indirekt Etki Mekanizmalar

2.5.1. Uyarilms sistemik dayanmikhilik

Uyarilmig sistemik dayaniklilik (ISR) denilen mekanizma sayesinde bazi bitki
gelisimini arttiric1 rizobakteriler bitkide patojenlerin olusturdugu hastaliklar

azaltabilmektedirler (Van Loon vd, 1998).

ISR, sistemik dayaniklilik kazanma (SAR) gibi farkli tipteki patojenlere karsi
etkilidir, fakat uyarict PGPR’nin konak bitkide goriilir semptomlara yol agmamasi
bakimindan SAR’dan farklidir (Compant vd, 2005). Baz1 bakterilerin bitki kokleri ile
iliskisi sonucu bazi patojenik bakteri, fungus ve virilislere karst diren¢ olusur
(Lugtenberg & Kamilova, 2009). PGPR ile tetiklenen ISR, bitki hiicre duvari
dayanikliligini arttirir ve bitkinin patojen ve/veya abiyotik stres faktorlerine karsi
bitki savunma kimyasallarinin sentezinin artmasina yol acarak bitkinin fizyolojik ve

metabolik yanitin1 degistirir (Compant vd, 2005).

Patojen, bitkinin hormon (salisilik asit ve jasmonik asit) ve PR proteini
tretmesini saglamaktadir. Uyarilmis sistemik dayaniklilikta patojen olmayan bir
uyaran (PGPR) patojenleri etkisiz hale getirmek i¢in bitkiyi uyarmaktadir (Sekil
2.12).
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Sekil 2.12. ISR i¢in sinyal yollar1 (Akhtar & Siddiqui, 2010)

Secilmis yararli PGPR suslar1 bir¢cok bitki patojenine karsi etkili olan bitki
destekli ISR direncini harekete gecirir. Bu direng 6nceden patojenle infekte olmus
bitkilerin infekte olmayan kisimlarinin daha sonraki infeksiyona daha direngli oldugu
klasik patojen tesvikli dirence benzeyen bitki destekli bir mekanizmadir (Saharan &
Nehra, 2011). ISR, 6liimciil olabilen bakteriyel on-inokulasyon olmadan bitkide
patojen saldirilarina karst dayaniklilik saglar. Bugiine kadar, Pseudomonas,
Burkholderia ve Bacillus spp.’nin ISR (uyarilmis sistemik dayaniklilik) sagladiklari
gosterilmistir (Sekil 2.13) (Kloepper vd, 2004). Phaseolus vulgaris ile Pseudomonas
putida BTP1’in kok tedavisi, yapraklarda patojen Botrytis cinerea’nin neden oldugu

hastaligin 6nemli 6l¢lide azalmasina yol agmaktadir (Tarkka vd, 2008).

Sekil 2.13. Bacillus pumilus SE34’iin tiitinde Cucumber mosaic virus’e karst ISR
etkisi
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Bazi PGPR iiyelerinin parazitleri dogrudan oldiirerek bitkinin patojen
tarafindan kolonize edilmesini 6nledigi bulunmustur ve bu tip PGPR’lerin HCN,
fenazinler, piyoluteorin ve pirolnitrin gibi antibiyotikleri lirettigi gosterilmistir (Kang

vd, 2010). PGPR’ler ayrica ISR ile viral hastaliklara karsi dayaniklilik saglamaktadir

(Cizelge 2.5) (Akhtar & Siddiqui, 2010).

Cizelge 2.5. Bitkide viral hastaliklar izerinde PGPR ’lerin etkileri

Viriisler

PGPR

Bitkide EtKisi

Kaynaklar

Tutlin mozaik virisu

(TMV)

Bacillus

uniflagellatus

Kiiltiirlerdeki

lezyonlari azalmasi

(Mann, 1969)

Tiitlin nekroz virlisii Pseudomonas Tiitlindeki nekrozun (Maurhofer
(TNV) fluorescens CHAO azaltilmasi vd, 1994)
Hiyar mozaik viriisii Pseudomonas CMV’ye kars1 sistemik ~ (Raupach
(CMV) fluorescens, Serratia  direncin tesvik edilmesi  vd, 1996)
marcescens
Domates beneklenme B.subtilis, B.pumilus, PGPR’lerle muamele ile (Murphy &
viriisii (ToMoV) B.amyloliquefaciens  hastalikta azalma Zehnder,
2000)
Hiyar mozaik B.subtilis, B.pumilus, CCMV’ye karsi ISR (Zehnder vd,
cucumo viriisii B.amyloliquefaciens  olusumu 2000)
(CCMV)
Biber hafif leke B.amyloliquefaciens  Tiitiinde sistemik (Ahn vd,
viriisii (PMMoV) direncin tesvik edilmesi ~ 2002)

2.5.2. Antibiyoz

Antibiyoz ‘antibiyotik ve benzeri metabolitler salgilayarak patojeni engellemek’
seklinde tamimlanabilir. PGPR’nin fitopatojenlere karsi en gii¢lii biyokontrol
mekanizmalarindan biri oldugu disiiniilen antibiyoz, son yirmi yilda daha anlasilir
hale gelmistir. Laboratuvar kosullar1 altinda PGPR tarafindan {iretilen farkli tipte
bir¢ok antibiyotigin bitki patojeni ajanlara karsi etkili oldugu gosterilmistir. Bacillus,
Streptomyces, Stenotrophomonas spp. ve Pseudomonas tarafindan iiretilen bazi
antibiyotiklere 6rnek olarak amfisin, 2,4-diasetilfloroglusinol (DAPG), hidrojen
siyaniir, oomisin A, fenazin, piyoluteorin, pirolnitrin, tensin, tropolon, oligomisin A,

kanomisin, zwittermicin A, xanthobaccin verilebilir (Fernando vd, 2005; Compant
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vd, 2005; Lugtenberg & Kamilova, 2009; Martinez-Viveros vd, 2010; Gupta vd,
2015; Parray vd, 2016).

2.5.3. Parazitizm/Predasyon

PGPR’ler patojenik funguslarin hiicre duvarini parcalayan hidrolitik enzimler
tireterek olusturduklart parazitizmi engellemeye calisirlar. Bu enzimler arasinda en
onemlileri kitinaz ve glukanazdir. Pseudomonas, Serratia ve Streptomyces spp. gibi
birgok biyokontrol PGPR kitinaz sayesinde fungal hiicre duvarimi pargalayabilir.
Sekil 2.14’de Pseudomonas aeruginosa BHUPSBO1’in Fusarium oxysporum’a karsi
ve Pseudomonas putida BHUPSBO04’iin Rhizoctonia solani’ye karsi antogonistik
aktivitesi goriilmektedir (Verma vd, 2010). Bazi bakteri suslar1 kitinaz ve glukanaza
ek olarak proteaz {iretirler. Pseudomonas fluorescens fitopatojenik funguslarin
gelisimini Onleyen 2,4-diagil floroglusinol {iiretmektedir. Pseudomonas stutzel,
Fusarium solani’nin miselyumlarini pargalayan kitinaz ve laminarinaz iiretir. Bazi
PGPR’ler de gigeklerin solmasina (wilt) neden olan Fusarium spp. tarafindan iiretilen
fusarik asiti pargalayarak hastalik gelisimini 6nlerler. Bacillus subtilis AF1, Serratia
marcescens ve Serratia plymuthica kitinaz ireterek yiiksek antifungal etki
gosterirler. Glukanaz iireten Burkholderia cepaciasusu Rhizoctonia solani, Serratia
rolfsii ve Pythium ultimum gibi funguslara karsi etkilidir (Compant vd, 2005;
Lugtenberg & Kamilova; Martinez-Viveros vd, 2010; Verma vd, 2010; Quan vd,
2010).

Sekil 2.14. Pseudomonas aeruginosa BHUPSBO1’in Fusarium oxysporum’a karsi
antogonistik aktivitesi (solda), Pseudomonas putida BHUPSB04’iin
Rhizoctonia solani’ye kars1 antogonistik aktivitesi (sagda)
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2.5.4. Rekabet

PGPR kok salgilarinda mevcut sinirli besin i¢in ve uygun kolanizasyon i¢in zararl
mikroorganizmalar ve patojenlerle rekabet eder. Bu mekanizma beslenmeye iliskin
yetenekleri ve rizosferdeki yiiksek gelisme oranlari nedeniyle daha c¢ok floresan
pseudomonadlar tarafindan kullanilir. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida, Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas aeruginosa nin hastalik olusturan
suslarin gelisimini engelledigi bulunmustur. Pseudomonas WCS358 tarafindan demir
i¢in siderofor-aracili rekabet sayesinde turpta Fusarium’un neden oldugu solgunlugu
baskilamaktadir. Baz1 PGPR iiyeleri parazitleri dogrudan 6ldiirerek bitkinin patojen
tarafindan kolonize edilmesini Onlerler. Bu tip PGPR’lerin HCN, fenazinler,
piyoluteorin ve pirolnitrin gibi antibiyotikleri {rettigi gosterilmistir. Bacillus
thruingiensis, Bacillus sphaericus, Bacillus cereus ve Bacillus subtilis’in farkli
suglar1 da biyokontrol ajan olarak kullanilmaktadir (Sindhu vd, 2010). Sekil 2.15’de
Sorghum fidelerinde rizobakterilerle Pythium ultimum’un baskilanmasi, Sekil
2.16°de Fusarium oxysporum’a karsi Bacillus izolatlar1 uygulanmasi ile gelisimin

arttig1 goriilmektedir (Labuschagne vd, 2010).

Sekil 2.16. Fusarium oxysporum’a karsi uygulanan Bacillus izolatlar
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2.6. Biyoremediasyonda PGPR’ler

Bitki gelisimini arttiric1 rizobakteriler organik Kkirleticilerin ya da agir metallerin
olusturdugu etkilerin ortadan kaldirilmasina yardimci olmak i¢in de kullanilabilirler
(Sekil 2.17). Biyoremediasyon, ¢evreden kirleticilerin uzaklastirilmasi ya da zararli
etkilerinin ortadan kaldirilmas: i¢in bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalarin
kullanilmasidir (Zhuang vd, 2007). Saks1 ve sera denemelerinde Arthrobacter sp.,
Flavobacterium sp., Pseudomonas sp., Ralstonia sp., Rhodococcus sp.,
Stenotrophomonas sp., Variovorax paradoxus (Belimov vd, 2005); Pseudomonas
fluorescens (Gupta vd, 2005); Bacillus sp. ve Pseudomonas sp. (Rajkumar vd, 2006);
Azomonas sp. RJ4, Bacillus sp. RJ31, Pseudomonas sp., Xanthomonas sp. RJ3RJ10
(Sheng & Xia, 2006) ve Bacillus subtilis SJ-101 (Zaidi vd, 2006) bakterilerinin
kullannmmin Pb-Zn, Ni, Cd, Hg gibi agir metallerin bitkide olusturduklar

olumsuzluklar1 azalttiklar1 gozlemlenmistir.
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Sekil 2.17. PGPR’lerin biyoremediyal mekanizmalar1 (Ramprasad vd, 2014)

2.7. Biyogiibre Olarak PGPR’ler

PGPR bitkinin N ve P aliniminmi arttirilmasinda ve {riinlerin biyofertilizasyonunda
onemli rol oynarlar. Bakteriyel inokulantlar tohum olusumunu hizlandirarak, fide
gelisiminde, stres faktorlerine karsi yanit olusturmada, bitkileri hastaliklardan
korumada ve kok gelisiminde etkili olarak bitki gelisimini arttirirlar (Egamberdiyeva,
2007) (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6. Farkl1 bitki tiirlerinde PGPR'lerin inokiilant ya da bakteriyel kiilttir olarak kullanildig toprak deneylerine 6rnekler (Souza vd, 2015)

Bitki Deney kosullari Mikroorganizma PGP ozelligi Sonugclar Kaynaklar
Pseudomonas jessenii C-2/2' nin tekli ya da ikili inokiilasyonunda, nodiil
Tarla: tohuma s1v1 PS06, Mesorhizobium Azot fiksasyonu (C- sayisinda ve azot saliniminda artis olurken,PS06'1n bitki (Valverde vd,
Nohut'  Kkiiltiir uygulamasi ciceri C-2/2 2/2),fosfat ¢ozme (PS06)  gelisimine dnemli etkisi olmamustir. 2006)
Azot fiksasyonu
(Rhizobium, OSU-142),
Rhizobium sp., Bacillus biyokontrol aktivitesi
saksi ve tarla: tohuma subtilis OSU-142, (OSU-142, M-3), P- Tarlada, Rhizobium igeren tiim karma uygulamalarda,
stvi kiiltiir uygulamas1 ~ B.megaterium M-3 ¢ozme (M-3) Rhizobium' un tek kullanimina gére daha iyi nodiilasyon (Elkoca vd, 2008)
saksi: tohum ya da Tohum uygulamasinda kontrole gére yeni siirgiin artisi,
topraga sivi kiiltiir Burkholderia ambifaria Siderofor, antifungal toprakta siv1 kiiltiir uygulamas ile bitki gelisiminde 6nemli (Ciccillo vd,
Misir uygulamasi MCI7 aktivite 6lgiide azalma 2002)
Pseudomonas alcaligenes  Azot fiksasyonu,
PsA15, Bacillus polymyxa  antifungal aktivite (BcP26
sakst: tohuma s1vi BcP26, Mycobacterium ve MbP18), IAA (BcP26 (Egamberdiyeva,
kiiltiir uygulamasi phlei MbP18 ve MbP18) Kok gelisimi ve koklerden N, K alinimini tegvik etme 2007)
Killi toprakta saks1 denemelerinde, Ab-V5 tam doz
saks1 ve tarla: tohuma uygulandiginda bitki gelisiminde artis. Tarlada, Ab-V5 ve
stvi inokiilant N eklendiginde sadece N eklenmesi ile karsilagtirildiginda, (Ferreira vd,
uygulamasi A.brasilense Ab-V5 Azot fiksasyonu, IAA tahil {iretiminde artig 2013)
Topraga uygulanan inokiilant tohuma uygulanan
Tarla: tohum ya da inokiilasyonla kargilagtirildiginda, iire-N ile ya da iire-
topraga inokiilant Rhizobium leguminosarum N’siz, field pea’de N besin artig1 (Clayton vd,
Bezelye uygulamasi bv. viciae Azot fiksasyonu 2004)
P.fluorescens ACC-
Saks1: tohuma s1vi 5(biyotip G) ve ACC-14, ACC-5 susu toprak neminin ¢ok diisiik seviyelerinde su
kiiltiir uygulamasi P.putida Q-7(biyotip A) ACC-deaminaz kullanim etkinligini biiyiik 6l¢iide artig (Zahir vd, 2008)
ACC-deaminaz, 1AA,
Yer saksi1 ve tarla: tohuma  P.fluorescens PGPR1, siderofor, antifungal

fistig1’

s1vi kiiltir

PGPR2 ve PGPR4

aktivite

3 yillik tarla denemelerinde kontrolle karsilastirildiginda

(Dey vd, 2004)
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Cizelge 2.6. Farkl1 bitki tiirlerinde PGPR'lerin inokiilant ya da bakteriyel kiilttir olarak kullanildig: toprak deneylerine 6rnekler (devam)

Bitki Deney kosullari Mikroorganizma PGP ozelligi Elde Edilen Sonu¢ Kaynaklar

saksi ve tarla: fideye Tarla denemelerinde B510 ile inokiilasyon filiz sayisinda

siv1 kiiltiir uygulamast ~ Azospirillum sp. B510 Azot fiksasyonu, IAA artig (Isawa vd, 2010)

Tarla: tohuma ve in- B.japonicum SEMIA 5079

furrow'a sivi inokiilant  ve SEMIA 5080, Tohumun rhizobia ile inokiilasyonu %8,4, A.brasilense ile (Hungria vd,
Piring  uygulamasi A.brasilense Ab-V5 Ab-V6 Azot fiksasyonu, IAA birlikte inokiilasyonu in-furrow ortalama %16.1 {irlin artist 2013)

Kontrolle karsilastirildiginda rizosfer toprak
Siderofor, ACC- ozelliklerinde(enzim aktivitesi, [AA iiretimi, mikrobiyal
saksi: tohuma sivi B.amyloliquefaciens deaminaz, IAA, antifungal yanit, mikrobiyal biomas-C) ve yer fistig1 tohumlar1 ve (Sharma vd,
kiiltiir uygulamasi sks_bnj 1 aktivite, fitaz samanda (straw) besin igeriginde 6nemli oranda artis 2013)
B.vietnamiensis MG43,
G.dizaotrophicus MG43 inokiilasyonu ile biyomas artis1 tarlada %20'ye
Seker saks1 ve tarla: fideye LMG7603, H.seropedicae ulagmis,. 3 susun inokiilasyonu tek basina MG43'e gore (Govindarajan vd,
kamist  sivi kiiltiir uygulamast  LMG6513 Azot fiksasyonu daha az etkili olmugtur 2006)
Bu sus kontrolle karsilastirildiginda seker kamisi
tarla: govde kesitine sivi Azot fiksasyonu, IAA, stvisinda, ¢oziinme miktarinda ve ¢imlenmede 6nemli artis  (Beneduzi vd,
kiiltiir uygulamasi G.diazotrophicus V127 siderofor, P-¢6zme gostermistir 2013)
(Diaz-Zorita &

Tarla: tohuma sivi Hem siirgiin olusumunda hem de kuru kék agirliginda Fernandez-
Bugday inokiilant uygulamasi A.brasilense INTA Az-39  Azot fiksasyonu, IAA artig Canigia, 2009)

Saksi: topraga sivi B.subtilis SU47, Farkli tuzluluk kosullarinda PGPR ile inokiilasyon ile (Upadhyay vd,

kiiltiir Arthrobacter sp. SU18 IAA, P-¢6zme kuru biyomasta ve ¢6ziinen seker, prolin igeriginde artig 2012)
Bugday Tarla: tohuma sivi A.brasilense Ab-V5 ve Ab- Inokiilant uygulamasi sonucu bugday ve musirda iiriin (Hungria vd,
ve musir inokiilant uygulamasi V6 Azot fiksasyonu, IAA artist 2010)

'Cicer arietinum L.
?Arachis hypogaea L



2.8. Orkideler

Orchidaceae ailesi Magnoliophyta (Angiospermae) subesine, Liliopsida sinifina ve
Asparagales takimina ait tek ¢enekli bitkilerdir. Apostasioideae, Cypripoideae,
Epidendroideae, Orchidoideae ve Vanilliodeae olmak iizere bes alt aile igerir
(Haider vd, 2012). Orkideler -Orchidaceae Juss.- diinyada yayilis gosteren
26500’den fazla tiiriiyle, angiospermlerin en biiyiik ailesidir (Silva vd, 2015).

Orkideler ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Kuzeyde Alaska ve Isve¢’ten giineyde
Tierra del Fuego ve Macquarie Adalari’na kadar, soguk veya kurak iklimler harig,
diinyanin her yerinde orkidelere rastlanabilmektedir Dogada yasayan bu orkideler
epifitik, terrestrial, litofitik, semiakuatik ve subterranean olabilirler. Ancak en yaygin
olanlar1 bir baska bitkinin iizerinde yani epifit olarak yasayanlar ile terrestrial yani
toprakta yasayan orkidelerdir (Ari, 2000). Cephalanthera gibi baz1 orkideler
genellikle orman bitkileridir. Himantoglossum gibi bazi tiirler orman ve g¢aliliklarin
kenarlarinda, 15181 bol olan arazilerde yasarlar. Nemli ¢ayirlarda Orchis laxiflora,
Serapias gibi tiirler, kuru ¢ayirlarda ise Anacamptis pyramidalis gibi tiirler yayilig
gosterirler (Sezik, 1984).

Orkidelerin merak uyandiran uyum stratejileri arasinda yiiksek seviyede
tozlasma oOzelligi, cok kii¢iilk tohumlar ve c¢imlenmenin mikorizal funguslarla
iliskilerine bagl olmasi sayilabilir. Orkideler (0.05-6mm) boyutunda ve (0.31-24 nug)
agirhiginda olan, her bir tohum kapsiiliinde binlerce tohum bulunan, c¢ok kiigiik
tohumlar tretir (Tsavkelova, 2011). Orkidelerin diger bitkilere gore oOzellikle
tohumdan gelismesi daha zordur. S6z konusu zorluklart ¢ézmek iizere yapilan
caligmalar, orkidelerin neslini devam ettirebilmesi i¢in ¢esitli mikroorganizmalara
(fungal ve bakteriyel organizmalar) ihtiya¢ duydugunu gostermistir (Ozkog vd,
2014). Basarili ¢imlenme ve tohum olusturmalari tamamiyla mikorizalara baglidir
(Ozkog, 1994). Kiiciik orkide tohumlar1 endosperm olusturmaz ve enerji ile besin
destegini simbiyotik fungustan saglar (Tsavkelova, 2011).

Orkide-mikroorganizma iliskileri, bitki dokusu i¢inde ve yiizeyde kolonize
olan farkli fungal ve bakteriyel suslar arasindaki etkilesimleri igermektedir. Bu iligki
besin destegini garantileyen ve c¢evresel kosullara en iyi adapte olan en yararh
komiiniteyi secen bir mekanizmaya dayanmaktadir (Tsavkelova, 2011). Segici

faktorlerden biri, orkideler tarafindan iiretilen, patojenik fungus ve bakterinin
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gelisimini engelleyen cesitli antimikrobiyaller olabilmektedir (Stoessl & Arditti,
1984). Orkidelerin flavonoidler, alkoloidler, fenolik bilesenler ve metabolitler
iireterek geleneksel farmakolojide antitiimor, antikanser, antimikrobiyal, antiviral ve
antifungal ilag gibi kullandig1 agiklanmistir (Stoessl & Arditti, 1984; Singh &
Duggal; 2009; Pant; 2013).

Orkide rizosferinden bitki gelisimini arttirict bakteri belirlenmesine yonelik
calisma yok denecek kadar azdir. Mevcut ¢alismalarda orkidelerin koklerinden izole
edilen bakterilerden bazilar1 Acinetobacter, Aquaspirillum, Bacillus, Burkholderia,
Curtobacterium, Erwinia, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus,
Enterobacter,  Flavobacterium,  Micrococcus, = Xanthomonas,  Nocardia,
Cellulomonas, Mycobacterium, Streptomyces, Alcaligenes, Sphingomonas ve
Stenotrophomonas cinslerine ait bulunmustur (Tsavkelova vd, 2004; Tsavkelova vd,
2007a; Tsavkelova vd, 2007b; Galdiano Junior vd, 2011; Silva vd, 2015). Bu
caligmada yabani orkidelerin kok ve rizosferinden bitki gelisimini arttiric1 yeni aday
bakterilerin belirlenerek literatiire kazandirilmasi ve daha sonra yapilacak

caligmalara altyap1 olusturulmasi amaclanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Test bitkisinin secimi ve alan ¢calismasi

Test bitkisi olarak secilen yabani orkidelerin rizosferinden bitki gelisimini arttirici
bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in Samsun’un Ondokuzmayis-Engiz,
Incesu, Atakum-Kurupelit-OMU kampiisii, Bafra-Kizilirmak Deltas: ile Ordu’nun
Unye Ilgesi Cevizdere Kdyii’'nden 2013 ve 2014 yillarinda orkidelerin ¢iceklenme
zamani olan Nisan-Haziran aylar1 arasi1 ve Eyliil-Ekim aylarinda 6rnekleme yapildi
(Cizelge 3.1). Anacamptis pyramidalis (L.) Rich., Himantoglossum caprinum
(M.Bieb.) Spreng., Limodorum abortivum L. Swartz, Platanthera bifolia (L.)
L.C.Rich., Serapias vomeracea subsp. laxiflora (So6) Golz & Reinhard, Spiranthes
spiralis (L.) Chevall.,, Ophrys apifera Huds., Ophrys sphegodes Mill., Orchis
coriophora L., Orchis laxiflora LAM, Orchis provincialis Balb. ex Lam.& DC.,
Orchis tridentata Scop. orkide tiirlerine ait 6rnekler toplandi. Bitkilerin teshisleri

Flora of Turkey’e gére (Davis, 1965-1988) yapild:.

Cizelge 3.1. Toplandig1 yer ve tarihe gore orkideler

Orkide Ad1 Toplandig1 Yer Tarih

Orchis laxiflora Samsun-Ondokuzmayis-Engiz 30.04.2013
Orchis tridentata Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 03.05.2013
Serapias vomeracea subsp. laxiflora  Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 10.05.2013
Limodorum abortivum Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 10.05.2013
Orchis provincialis Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 10.05.2013
Serapias vomeracea subsp. laxiflora  Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 10.05.2013
Spiranthes spiralis Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 13.05.2013
Orchis laxiflora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.05.2013
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.05.2013
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.05.2013
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.05.2013
Serapias vomeracea subsp. laxiflora  Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 07.06.2013
Ophrys sphegodes Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 10.06.2013
Platanthera bifolia Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 10.06.2013
Himantoglossum caprinum Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 14.06.2013
Anacamptis pyramidalis Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 14.06.2013
Anacamptis pyramidalis Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 14.06.2013
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 24.06.2013
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Cizelge 3.1. Toplandig1 yer ve tarihe gore orkideler (devam)

Orkide Ad1 Toplandig: Yer Tarih

Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 24.06.2013
Spiranthes spiralis Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 28.10.2013
Spiranthes spiralis Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 28.10.2013
Orchis tridentata Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 20.05.2014
Serapias vomeracea subsp. laxiflora  Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 22.05.2014
Limodorum abortivum Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 22.05.2014
Serapias vomeracea subsp. laxiflora  Ordu-Unye- Cevizdere Koyii 25.05.2014
Serapias vomeracea subsp. laxiflora  Ordu-Unye- Cevizdere Kéyii 25.05.2014
Himantoglossum caprinum Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 04.06.2014
Platanthera bifolia Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 04.06.2014
Ophrys apifera Samsun-Kurupelit-OMU Kampiis 04.06.2014
Himantoglossum caprinum Samsun-Atakum-incesu 09.06.2014
Himantoglossum caprinum Samsun-Atakum-Incesu 09.06.2014
Anacamptis pyramidalis Samsun-Atakum-incesu 09.06.2014
Anacamptis pyramidalis Samsun-Atakum-incesu 09.06.2014
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.06.2014
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.06.2014
Orchis coriophora Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.06.2014
Anacamptis pyramidalis Samsun-Bafra-Kizilirmak Deltasi 18.06.2014

Kok c¢evresindeki toprakla beraber toplanan orkideler plastik posetlere konularak

laboratuvara getirildi ve en gec 24 saat icinde izolasyonlar1 yapildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Rizosfer topragindan (ektorizosfer) bakterilerin izolasyonu

J Kok ¢evresindeki rizosfer topragi laboratuvar kosullarinda iyice kurutuldu ve

daha sonra 0,2 mm delik ¢apina sahip elekten geg¢irildi.

. Elenmis 10 gram toprak o6rnegi 90 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

icinde oda sicakliginda 2 saat ¢alkalandi.

o Icinde 9 ml %0.85 NaCl (serum fizyolojik) bulunan tiiplere calkalanan

siispansiyondan 1 mL eklenerek seyreltme serileri hazirlandi.

. 10, 10° ve 10° seyreltmelerden 100 pl almip 3 tekrarli olarak segici

besiyerlerine ekimler yapildi. Bakterilerin izolasyonu i¢in King B, Nutrient agar,

Triptik soy agar (TSA) ve M9 minimal besiyeri ortamlari kullanildi.
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. Petriler 28°C’de 3 giin inkiibe edildi. Farkli morfolojik gelisme gdsteren
kolonilerden saflastirma yapildi (Bashan vd, 1993; De Freitas vd, 1997; Mirik, 2005;
Bafana, 2012).

. Saflagtirilan bakteri ornekleri % 20’lik gliserollii stoga alinarak -20°C’de

saklandi.

3.2.2. Kokten (endorizosfer ve rhizoplaneden) bakterilerin izolasyonu

. Bitki kokleri akan musluk suyunda yikandi.

o Sirastyla %70’lik etanolde 1 dakika, sodyum hipoklorit soliisyonunda (%2 Cl
olan) 5 dakika, %70’lik etanolde 30 saniye bekletildi.

. Steril distile su ile 2 kez yikama yapilarak havanda homojenize edildi.

o Homojenattan bir 6ze dolusu alinip segici besiyeri petrisine (King B, Nutrient
agar, M9 minimal besiyeri, TSA) asiland1.

. Sterilizasyon yonteminin basarili oldugunu dogrulamak i¢in yikama yapilan
son distile sudan da besiyerine asilama yapildi.

. Petriler 28°C’de 3 giin inkiibe edilerek gelisme takip edildi ve morfolojik
olarak farkli olan koloniler se¢ildi. Ayni besiyerine tekrarli ekilerek saf kiiltiir elde
edildi (Bashan vd, 1993; Araujo vd, 2002; Bafana, 2012).

o Saflagtirilan bakteri Ornekleri % 20°lik gliserollii stoga alinarak -20°C’de

saklandi.

3.2.3. Fosfati ¢oziiniir hale getirme

Fosfat ¢6zme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in bakteriler % 0.5 trikalsiyum fosfath
Pikovskaya (PVK) agar besiyerine (Pikovskaya, 1948) ekildi. 28°C’de 5 giin
inkiibasyon sonucunda bakterilerin petrilerdeki gelisimleri degerlendirildi. Bakteri
kolonilerinin etrafinda olusan seffaf zon varligir fosfat c¢oziiniirliigli aktivitesini
gostermektedir (Flirnkranz vd, 2009; Faria vd, 2012; Jarak vd, 2012; Rathaur vd,
2012).

3.2.4. ACC deaminaz aktivitesi

ACC (l-aminosiklopropan-1-karboksilik asit) deaminaz enzimi aktivitesini
belirlemek i¢in Brown & Dilworth (BD) Minimal Besiyeri (Brown ve Dilworth,
1975) kullanildi. Besiyeri otoklavlanip 50°C’ye sogutuldugunda ACC (0.3033 g L™
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Husen vd, 2009) ve vitamin soliisyonu (1 ml L) filtreden gegirilerek eklendi. Tiim
izolatlar ACC eklenmis ve ACC eklenmemis Brown & Dilworth minimal besiyerine
ekildi. 5 gin oda sicakliginda gelistirildi ve 5 gin sonunda gelisimleri
degerlendirildi. ACC eklenmeyen besiyerleri ile karsilastirildiginda, ACC eklenmis
BD ortaminda yiiksek oranda gelisim gosterenler ACC deaminaz {ireten bakteri
olarak belirlendi (Kuffner vd, 2008; Fiirnkranz vd, 2009; Husen vd, 2009; Gasser vd,
2011).

3.2.5. TAA iiretimi

Indol-3-asetik asit (IAA) iireten bakteriler (Brick vd, 1991)’de tanimlanan
kolorimetrik metot kullanilarak test edildi. Bakteri izolatlari, indol asetik asitin
onciilii L-Triptofan (1 g L) eklenmis, 5 ml Luria Bertani Broth (LB) kiiltiir ortami
igeren test tiiplerine ekildi. 28°C’de 3 giin boyunca 150 rpm’de c¢alkalanarak inkiibe
edildi. 1,5 ml homojenize kiiltiir mikrotiiplere transfer edilip 10.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan ve saf IAA ile 10-100 pg/ml
arasinda (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg/ml) olusturulan standartlar ve kor
(blank) olarak salkowski ayracindan 90 pl alinip mikroplate’lere aktarildi ve {izerine
60 ul Salkowski ayract (1 ml 0,5 M FeCls ve 50 ml %35 HCIO,4) eklendi. Mikroplate
30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Kirmizi-pembe renk olusumu IAA iiretimini
gostermektedir. 492-630 nm arasinda mikroplate okuyucuda (ChroMate Microplate
Reader) absorbanslar1 ve konsantrasyonlar dlgiildii. Kor ve standartlara gore olgtlilen
konsantrasyon degerleri, IAA {irettigi bilinen ve test edilen orneklerle ayn1 iglemlere
tabi tutulan Serratia plymuthica HRO-C48 (e-nema GmbH, Almanya) susunun
konsantrasyon degerleri ile de karsilagtirilarak degerlendirildi (Tsavkelova vd,

2007a; Fiirnkranz vd, 2009; Silva vd, 2012).

3.2.6. Siderofor iiretimi

Elde edilen bakterilerin siderofor iiretimini test etmek i¢in ‘CAS (Chrome azurol
Sulfonate) agar plate’ yontemi kullanildi (Schwyn & Neilands, 1987). Bakteri
ornekleri Luria Bertani Broth besiyerinde 180 rpm’de 1 giin iiretildi. 10 pl bakteri
kiiltiirii CAS agar besiyerine nokta ekimi ile ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Mavi-yesil renkteki CAS agar besiyerinde bakteri kolonilerin etrafinda sar1 veya
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turuncu renk olusmasi siderofor tiretimi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Shin

vd, 2001; Demir vd, 2008; Louden vd, 2011; Garcia vd, 2012; Sreedevi vd, 2014).

3.2.7. Secilen PGPR Adaylarindan DNA izolasyonu

Aday PGPR olarak segilen bakterilerden DNA izolasyonu yapmak icin High Pure
Template Preparation Kit (Roche) kullanildi. Kit kilavuzunda belirtilen asamalar
uygulanarak bakteri DNA’lar1 elde edildi.

J Sivi besiyerinde iretilmis bakteri kiiltiirinden 1000 pl alinip 1,5 ml’lik
niikleaz-igermeyen mikrotiiplere aktarildi. 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

o Ust s1v1 dokiildii, dipteki bakteri peletleri iizerine 200 pl PBS ilave edilerek
coziilmeleri saglandi.

J Uzerine 200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinaz K ilave edilip karigtirildi.
(Eger Gram (+) bakteri ise bu islemden once hiicre duvarim lizis etmek i¢in 15 pl
lizozim eklendi (Tris-HCI i¢inde 10 mg/ml, pH 8.0) ve 15 dakika 37°C’de inkiibe
edildi).

o 70°C'de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 100 pul izoproponol eklendi ve iyice
karigtirildu.

o Olusan karisim filtreli tiiplere aktarilip 1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi.
Alttaki toplama tiipii atilarak filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine konuldu.

e  Uzerine 500 ul Inhibitér Removal Buffer eklenerek 1 dakika 8000 rpm'de
santrifiij edildi.

J Filtreli tlip yeni toplama tiipiine konuldu ve 500 pul Wash buffer eklenerek 1
dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi.

. Filtreli tiipler temiz 1,5 ml’lik tiiplere konuldu, 200 pl Elution Buffer eklenerek
1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi. Ayni giin ¢alisilan 6rnekler +4°C'de, daha
sonra caligilanlar ise -20°C'de saklandi.

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) islemi Oncesinde agaroz jel
elektroforeziyle DNA varligi kontrol edildi. Bunun i¢in hazirlanan % 1°lik agaroz jel
dondurulduktan sonra, i¢cinde 1X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. Izole edilmis DNA iiriinleri jeldeki kuyucuklara yiiklendi (1,7 pl ddH0O,
1 pl 6X DNA yiikleme tamponu, 0,3 pl GelRed ve 3 ul DNA) ve 80 voltta

yiriitiilerek UV transliiminatorde goriintiilendi.

37



3.2.8. PGPR Adaylarimin Dizi Analizlerinin Yapilarak Tanimlanmasi

ThermoScientific marka kit bilesenleri ile fd1(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’)
ve rd2(5’AAGGAGGTGATCCAGCC3’) 16S rDNA primerleri (Invitrogen)
kullanilarak PCR karisimi1 hazirlandi (Cizelge 3.2). Elde edilen DNA’lar bu karisima
eklendi ve 16S rDNA kodlayan bolge MGW-Biotech (Almanya) termal cycler
cihazinda ¢ogaltildi. Cogaltma islemi i¢in uygulanan PCR protokolii basamaklari:
95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon; 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30
saniye primerlerin baglanmasi, 72°C’de 1 dakika primerlerin uzamasi olacak sekilde

35 dongii ve 72°C’de 5 dakika son uzama basamag olarak uygulandh.

Cizelge 3.2. PCR karisimi bilesenleri

PCR Karisim 1 6rnek (pl)
H,O 36,75

PCR Buffer (10x) 5

Mg*(25) 3

dNTP 1

Forward Primer (fd1) 15

Reverse Primer (rd2) 15

Taq Polimeraz 0,25

DNA 1

Toplam 50

Cogaltilan PCR firiinleri saflagtirllma ve DNA dizileme islemi i¢cin Macrogen
Inc. (Hollanda) firmasina gonderildi. Macrogen Inc.’den gelen diziler Chromas Lite
2.1 programinda kontrol edilip BioEdit Sequence Alignment Editor programinda
birlestirildi. Birlestirilen diziler BLAST programi ile NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabanindaki dizilerle karsilastirilarak analiz edildi

ve % benzerlikler belirlendi.

3.2.9. Filogenetik Analizlerin Yapilmasi

Aday PGPR secilen 6rneklerin 16S rDNA gen dizilerine yakin benzerlik gosteren
diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan
indirilerek filogenetik analizler i¢in veri seti olusturuldu (Cizelge 3.3). Veri seti
olusturulduktan sonra diziler ClustalX 2.0.12 (Thompson vd, 1997) programi ile
hizaland1. Filogenetik agaglar, MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
6.06 programinda (Tamura vd, 2013) Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987)
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algoritmasi ile Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980) kullanilarak olusturuldu.
Olusturulan filogenetik agaclarin giivenilirliklerini belirlemek i¢in 10000 tekrarli

bootstrap analizleri yapildi, % 50’nin iizerinde desteklenen diiglimler agaglarda
belirtildi.

Cizelge 3.3. Veri setindeki kismi 16S rDNA dizilerinin NCBI erigim numaralari

izolat Iliskili Oldugu Bakteri Accession No
HA-59 Agrobacterium sp. KR081269
HA-59 Agrobacterium tumefaciens AF114 LC015594
HA-59 Agrobacterium tumefaciens LM6-1 KM884893
HA-59 Agrobacterium tumefaciens Y36 KF730752
HA-59 Agrobacterium tumefaciens AB749228
HA-59 Agrobacterium tumefaciens JN628031
HA-59 Agrobacterium tumefaciens NGB-SR 7 AB571230
HA-59 Agrobacterium tumefaciens XjGEB-58 JQ320093
HA-59 Rhizobium sp. XjGEN-53 JQ320092
HA-59 Agrobacterium tumefaciens PR12 KJ870024
HA-59 Agrobacterium tumefaciens NGB-SR19 ABB825999
HA-59 Agrobacterium tumefaciens KK5 KF975413
HA-59 Rhizobium sp. LS-079 KF870446
HA-37 Acinetobacter calcoaceticus LN995703
HA-37 Acinetobacter calcoaceticus KP762556
HA-37 Acinetobacter calcoaceticus KJ767372
HA-37 Acinetobacter rhizosphaerae FN600413
HA-37 Acinetobacter calcoaceticus KP762560
HA-37 Acinetobacter calcoaceticus KJ767370
HA-37 Acinetobacter calcoaceticus KJ870042
HA-38 Acinetobacter calcoaceticus KP762558
HA-38 Acinetobacter calcoaceticus IHB KP762557
HA-38 Acinetobacter calcoaceticus HQ242742
HA-38 Acinetobacter sp. YP11 KF719294
HA-38 Acinetobacter sp. CT3-6 KC355337
HA-38 Acinetobacter sp. B2 KP137409
HA-38 Acinetobacter sp. D59 KM488466
HA-13 Bacillus sp. KF740308
HA-13 Bacillus sp. JN695705
HA-13 Bacillus thuringiensis LN890196
HA-13 Bacillus toyonensis KJ870041
HA-17 Bacillus sp. KT318615
HA-17 Bacillus cereus KT922033
HA-17 Bacillus thuringiensis KJ767310
HA-50 Bacillus simplex KU170605
HA-50 Bacillus sp. KP267844
HA-62 Bacillus cereus GU568201
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Cizelge 3.3. Veri setindeki kismi 16S rDNA dizilerinin NCBI erigim numaralari

(devam)

izolat Iliskili Oldugu Bakteri Accession No
HA-62 Bacillus sp. LN680102
HA-62 Bacillus cereus GU568207
HA-67 Bacillus thuringiensis KU983835
HA-67 Bacillus sp. KJ789110
HA-104 Bacillus amyloliquefaciens KU242746
HA-104 Bacillus anthracis KM888109
HA-112 Bacillus sp. KM887993
HA-112 Bacillus sp. JF738144
HA-112 Bacillus thuringiensis KT895835
HA-25 Pseudomonas sp. FN547413
HA-25 Pseudomonas sp. JN228314
HA-25 Pseudomonas fluorescens KR054991
HA-25 Pseudomonas sp. JX458422
HA-53 Pseudomonas fluorescens MFAF6a KT350501
HA-53 Pseudomonas baetica KF580860
HA-53 Pseudomonas sp. YP9 KP326358
HA-53 Pseudomonas baetica KC139413
HA-53 Pseudomonas sp. KC884675
HA-53 Pseudomonas sp. KJ781911
HA-53 Pseudomonas sp. KM186980
HA-55 Pseudomonas jessenii HM068366
HA-55 Pseudomonas sp. YP9 KP326358
HA-55 Pseudomonas fluorescens MFAF6a KT350501
HA-82 Pseudomonas putida KJ586275
HA-82 Pseudomonas sp. KR088654
HA-64 Stenotrophomonas maltophilia SM59 KU693283
HA-64 Xanthomonas retroflexus K-3 JQ890537
HA-64 Pseudomonas geniculata IARI-HHS1-19 KF054771
HA-64 Stenotrophomonas sp. 2NR15 AB908113
HA-64 Stenotrophomonas maltophilia 262XG3 KF818622
HA-64 Stenotrophomonas sp. PP3 KC997228
HA-64 Pseudomonas geniculata RTAE39 KX530780
HA-64 Stenotrophomonas sp. D12B KX527653
HA-64 Stenotrophomonas maltophilia SM59 KU693283
HA-64 Stenotrophomonas maltophilia D13 KM488438
HA-64 Pseudomonas geniculata MD 05 KC247683
HA-64 Pseudomonas geniculata JS19 HQ857772
HA-64 Xanthomonas sp. HNRO4 EU373342
HA-64 Stenotrophomonas maltophilia CanlL-48 KT580575
HA-64 Stenotrophomonas maltophilia LWJ3 KT932956
HA-86 Paenibacillus sp. KT461879
HA-86 Paenibacillus sp. FR727721
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Cizelge 3.3. Veri setindeki kismi 16S rDNA dizilerinin NCBI erisim numaralari

(devam)

izolat Iliskili Oldugu Bakteri Accession No
HA-86 Paenibacillus sp. FR874235
HA-86 Paenibacillus taichungensis KM272757
HA-86 Paenibacillus sp. JF768728
HA-86 Paenibacillus pabuli KM378614
HA-86 Paenibacillus sp. JQ513855
HA-121 Lysinibacillus sp. KR493009
HA-121 Lysinibacillus fusiformis NR112628
HA-121 Lysinibacillus fusiformis LK391674
HA-121 Bacillus sp. KJ733983
HA-121 Lysinibacillus sp. KR072668
HA-121 Bacillus muralis JN082264
HA-121 Bacillus simplex KM888120
HA-121 Bacillus simplex KM817245

3.2.10. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

1X PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi)

NaCl 8¢
KCI 029
Na,HPO4.2H,0 1,449
KH,PO, 0,24 ¢

Belirtilen kimyasallar tartilarak icinde 800 ml distile su bulunan behere eklendi.
Manyetik karigtirict ile ¢ozdiiriildli, ortam pH’st 7,4’e ayarlanip 1000 ml’ye
tamamlandi. 121°C’de 1 atmosfer basingta 20 dakika otoklavlandi ve oda
sicakliginda saklandi (Sambrook & Russell, 2001).

Nutrient Agar Besiyeri

Glukoz 1g
Pepton 15¢
NaCl 60
Maya ekstrakti 30
Agar 15¢
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Tartilan kimyasallar 800 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Ortam pH’s1 7,5’e ayarlanip
karistm 1000 ml’ye tamamlandi ve 121°C’de, 1 atmosfer basingta 20 dakika
otoklavlandi (Sigma-Aldrich). Otoklavlanan besiyerinin steril petrilere dokiilerek

donmasi saglandi.

KB Besiyeri

Pepton 2049
MgS0O,.7H,0 159
K,HPO, 159
Gliserol 10 g
Agar 15¢

Kimyasal maddeler yukarida belirtilen dlciilerde tartildi. 800 ml distile su i¢inde
coziilmeleri saglandi ve pH 7,1’e ayarlandiktan sonra ortam 1000 ml’ye tamamlanda.
Karigim 121°C’de, 1 atmosfer basingta 20 dakika otoklavlandi. Steril petrilere
dokiilerek besiyeri donduruldu (King vd, 1954).

5X M9 Minimal Besiyeri

Na,HPO, 10,2 ¢
KH,PO, 39
NaCl 0649
NH,CI 20 g
Glukoz 59
Agar 15¢

800 ml distile su iceren beher icinde kimyasallar ¢ozdiiriilerek pH 7,4’e ayarlandi.

1000 ml’ye tamamlandiktan sonra 121°C’de, 1 atmosfer basingta 20 dakika

otoklavlandi. Steril petrilere dokiilerek besiyeri donduruldu (Sambrook vd, 1989).

Salkowski Avyraci
0,5 M FeCl; 1ml
% 35 HCIO, 50 ml
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0,5 M FeCls elde etmek igin 1,35 g FeCl3 10 ml suda ¢ozdiiriildii ve hazirlanan 0,5
M FeCl; soliisyonundan 1 ml alinip 50 ml % 35’lik HCIO, igine yavasga eklendi
(Gordon & Weber, 1951).

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)

0,5 M EDTA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 18,61 g EDTA 80 ml distile suda ¢ozdiiriildi
ve NaOH ile pH 8.0’a ayarlandi. Karisim 100 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi
(Sambrook & Russell, 2001).

Brown&Dilworth (BD) Minimal Besivyeri

Nikotine acid 10 mg
Thiamine-HCI 10 mg
Biotin 10 mg
Ca-panthotenate 10 mg
ddH,O 100 ml

Vitamin soliisyonu hazirlamak i¢in yukarida yazili kimyasal maddeler tartilip 100 ml
distile su i¢inde karistirildi. 2 ml’lik mikrotiiplere 1 ml alikotlanarak -20°C’de derin

dondurucuda saklandi.

KNOs 0,79
MgS0O,.7H,0 0,259
CaCl, 0,02 g
NaCl 0,29
KH,PO, 0,36 g
KoHPO, 1449
FeCls 6,6 mg
EDTA 0,15 mg
Agar 15¢
Vitamin soliisyonu 1ml
ACC 0,30 g

Belirtilen kimyasal maddeler 800 ml distile su icinde ¢ozdiiriildi. pH 7.0’a

ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de, 1 atmosfer basingta 20
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dakika otoklavlandi. 50 °C’ye sogudugunda vitamin soliisyonu filtreden gegirilerek
besiyerine eklendi. ACC deaminaz aktivitesini test etmek icin, ACC eklenmis BD
besiyeri hazirlanirken yukarida yazili kimyasallar 1000 ml distile suda hazirlanip
otoklavlandiktan sonra besiyeri 50 °C’ye sogudugunda 1 ml vitamin soliisyonu ve
0,3033 g ACC filtreden gegirilerek eklendi (Brown & Dilworth, 1975). Steril

petrilere dokiilerek donduruldu.

GelRed

Stok GelRed (Biotium) distile su ile 1/20 oraninda sulandirilarak kullanildi. Oda

sicakliginda karanlikta saklandi.

10X TBE (Tris Borat EDTA) Tamponu

Borik asit 55¢
Trizma base 108 g
0,5 M EDTA (pH 8.0) 40 ml

1000 ml distile su iginde borik asit, trizma base ve 0,5 M EDTA (pH 8.0) yukarida
belirtilen miktarlarda eklenip ¢ozdiiriiliip 20 dakika otoklavlandi (Maniatis vd, 1982).
Soliisyon oda sicakliginda saklandi. 1X TBE elde etmek i¢in karigim 1/10 oraninda

sulandirilarak kullanildi.

Luria Bertani Broth (LB) Lennox Besiveri

Tripton 10g
NaCl 59
Maya ekstrakti 5¢
L-Triptofan 1lg

800 ml icinde kimyasallar belirtilen oranlarda eklenerek c¢ozdiiriildii. pH 7.2°ye
ayarlanarak karisim 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan karisim kapakli tiiplere 5 ml

olarak eklendi ve 20 dakika otoklavlandi (Bertani, 1951).

Pikovskaya Agar Besivyeri

Glukoz 10 ¢
Caz(POs)2 59
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(NHy)2SO4 059

NaCl 0,29
MgS0,.7H,0 0,1g
KCI 0,29
Maya ekstrakti 0549
MnSQO4.H,0 0,0001 g
FeS0,4.7H,0 0,0001 g

Kimyasal maddeler belirtilen miktarda tartilip 800 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii,
pH 7.0’a ayarlandi. 1000 ml’ye tamamlanip 20 dakika otoklavlandi ve petrilere
dokiildi (Pikovskaya, 1948).

CAS (Chrome Azurol S) Agar Besiveri

CAS 0,06 g
FeCl;.6H,0 0,0027g
HDTMA 0,073 ¢g
KH,PO, 15¢
NaCl 25¢
NH,CI 509
Glukoz 20 ¢
NaOH 259
Casamino acid 39
PIPES 32,24 g

Mavi Boya Soliisyonu hazirlamak i¢in:

Soliisyon 1: 0,06 g CAS 50 ml ddH0 i¢inde ¢ozdiiriildii.

Soliisyon 2: 0,0027 g FeCl3.6H,0 10 ml 10 mM HCl iginde ¢ozdiiriildii.
Soliisyon 3: 0,073 g HDTMA 40 ml ddH;0 i¢inde ¢6zdiirtildii.

Soliisyon 1 ile 9 ml Soliisyon 2 karistirildi, sonra Soliisyon 3 eklendi. 15 dakika

otoklavlandi. Olusan karisim mavi renkte olmalidir.

MM9 (Minimal Media 9) Tuz Soliisyon Stok: 15 g KH,PO4, 25 g NaCl ve 50 g
NH,4CI 500 ml distile su i¢inde ¢6zdiirtildii. pH 6.8’e ayarlandi.
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% 20 Glukoz Stok: 20 g glukoz tartilip 100 ml distile suda ¢ozdiirtildii. Filtre ile
steril edildi.

NaOH Stok: 25 g NaOH tartilip 150 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. pH 12 civarinda

olmalidir.

Casamino Asit Soliisyonu: 3 g casamino asit tartitlip 27 ml distile su iginde

¢ozdiiruldi. Filtre ile steril edildi.

750 ml su igine 100 ml MM9 soliisyonu eklendi. 32,24 g PIPES (piperazine-N,N'-bis
2- ethanesulfonic acid) pH 6,8’e ayarlanarak ¢ozdiiriildii ve tizerine eklendi. 15 g
Bacto agar eklenip otoklavlandi ve 50 °C’ye sogutuldu. 30 ml steril casamino asit ve
10 ml steril % 20 glukoz soliisyonu, MMOY/PIPES karigimina eklendi. 100 ml ‘Mavi
Boya soliisyonu’ yavas¢a hazirlanan karisima eklendi (Schwyn & Neilands, 1987;
Shin vd, 2001; Demir vd, 2008; Louden vd, 2011; Garcia vd, 2012; Sreedevi vd,
2014).

TSA Besivyeri
Kazein pepton 159
Soy pepton 50
NaCl 59
Agar 15¢

Kimyasal maddeler tartildi ve 800 ml i¢inde ¢ozdiiriildii. pH 7.3’e ayarlanip 1000

ml’ye tamamlandi (Thermo Sicientific). Otoklavlanip petrilere dokiildii.

%70’1ik Etanol

100 ml % 70’1ik etanol hazirlamak igin, 70 ml saf etanol ve 30 ml distile su

karistirildi.

Gliserol stok (% 20)

%80’1ik gliserol 250 ul
Bakteri kiiltiirii 750 pl
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250 ml %80’lik gliserol ve sivi besiyerinde iretilmis 750 ml bakteri kiiltiirii
karistirilip steril vidali kapakli tiiplere eklendi. Oda sicakliginda 1 saat bekletilen

gliserol stok -20°C’de derin dondurucuda saklandi.
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4. BULGULAR

4.1. Orkide Orneklerinden Bakteri izolasyonu

2013 ve 2014 yillarinda ornekleme yapilan Anacamptis pyramidalis (L.) Rich.,

Himantoglossum caprinum (M.Bieb.) Spreng., Limodorum abortivum L. Swartz,

Platanthera bifolia (L.) L.C.Rich., Serapias vomeracea subsp. laxiflora (So6) G6lz
& Reinhard, Spiranthes spiralis (L.) Chevall.,, Ophrys apifera Huds., Ophrys
sphegodes Mill., Orchis coriophora L., Orchis laxiflora LAM, Orchis provincialis
Balb. ex Lam.& DC. ve Orchis tridentata Scop. tiirlerinden (Cizelge 4.1) toplam 111

bakteri izole edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. izole edilen bakteriler

Cizelge 4.1. Orkide tiirlerden elde edilen bakteriler

Orkide Ad1 Ornek Sayist izole Edilen Bakteri
Orchis laxiflora 2 8
Orchis tridentata 2 7
Serapias vomeracea subsp. laxiflora 6 16
Limodorum abortivum 2 6
Orchis provincialis 1 1
Ophrys apifera 1 3
Orchis coriophora 8 22
Ophrys sphegodes 1 5
Platanthera bifolia 2 5
Himantoglossum caprinum 4 19
Anacamptis pyramidalis 5 15
Spiranthes spiralis 3 4
TOPLAM 37 111
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4.2. Aday PGPR izolatlarinin Secimi

4.2.1. Fosfati ¢oziiniir hale getirme

Fosfati ¢ozme 6zelligini test etmek icin Pikovskaya agar (%0.5 trikalsiyum fosfatli)
besiyerine ekilen 111 bakteriden 65’inin fosfati ¢ozdiigii gozlendi (Cizelge 4.2).

Fosfat1 ¢6zdiigii belirlenen 65 izolattan 28’si rizosfer topragindan izole edildi.

Petride seffaf zon olugmasi bakterinin fosfati ¢6zdiigiinii gostermektedir. Sekil 4.2°te
goriildiigiic gibi PKV besiyerinde Platanthera bifolia’dan izole edilen HA-42
bakterisi fosfat1 ¢ozme 6zelligi gosterirken, Orchis tridentata’dan izole edilen HA-9

orneginin fosfat1 ¢oziiniir hale getirme 6zelligi negatif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.2. Pikovskaya besiyerinde fosfat ¢oziiniirliigii gosteren bakteriler

Cizelge 4.2. Fosfat ¢ozliniirliiliigii sonuglari

izolat Orkide Ad1 izole Edildigi Yer Fosfati Cé6zme
1 HA-1 Orchis laxiflora Kok -
2 HA-3 Orchis laxiflora Kok -
3 HA-A4 Orchis laxiflora Kok +
4 HA-5 Orchis laxiflora Kok ++
5 HA-6 Orchis tridentata Kok +
6 HA-7 Orchis tridentata Kok ++
7 HA-8 Orchis tridentata Kok -
8 HA-10 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kok +
9 HA-11 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -
10 HA-12 Limodorum abortivum Kok -
11 HA-13 Limodorum abortivum Kok +
12 HA-14  Limodorum abortivum Kok -
13 HA-15 Orchis provincialis Kok -
14 HA-16  Spiranthes spiralis Kok +
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Cizelge 4.2. Fosfat ¢oziiniirliligi sonuglar1 (devam)

izolat Orkide Ad1 izole Edildigi Yer Fosfati Cé6zme
15 HA-17  Spiranthes spiralis Kok ++
16 HA-18 Orchis laxiflora Kok ++
17 HA-19 Orchis laxiflora Kok +
18 HA-20 Orchis laxiflora Toprak -
19 HA-21 Orechis laxiflora Toprak +
20 HA-22  Orchis coriophora Kok -
21 HA-23  Orchis coriophora Toprak +
22 HA-24  Orchis coriophora Toprak +
23 HA-25 Orchis coriophora Kok +
24 HA-26  Orchis coriophora Kok -
25 HA-27  Orchis coriophora Kok -
26 HA-28  Orchis coriophora Kok
27 HA-29 Orchis coriophora Kok
28 HA-30 Orchis coriophora Toprak -
29 HA-31 Orchis coriophora Toprak -
30 HA-33 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -
31 HA-34 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk +
32 HA-35 Ophrys sphegodes Kok -
33 HA-36 Ophrys sphegodes Kok -
34 HA-37  Ophrys sphegodes Kok
35 HA-38 Ophrys sphegodes Toprak
36 HA-39 Ophrys sphegodes Toprak -
37 HA-43 Platanthera bifolia Kok +
38 HA-44  Himantoglossum caprinum Kok -
39 HA-45 Himantoglossum caprinum Kok -
40 HA-46  Himantoglossum caprinum Toprak +
41 HA-47 Himantoglossum caprinum Toprak ++
42 HA-48 Himantoglossum caprinum Toprak -
43 HA-49  Anacamptis pyramidalis Kok -
44 HA-50  Anacamptis pyramidalis Kok +
45 HA-51  Orchis coriophora Toprak -
46 HA-52  Orchis coriophora Toprak -
47 HA-53  Orchis coriophora Kok +
48 HA-55  Orchis coriophora Toprak +
49 HA-57 Spiranthes spiralis Kok +
50 HA-59 Spiranthes spiralis Kok ++
51 HA-62 Orchis tridentata Kok +
52 HA-63 Orchis tridentata Kok -
53 HA-64 Orchis tridentata Toprak
54 HA-65 Orchis tridentata Toprak
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Cizelge 4.2. Fosfat ¢oziiniirliiliigli sonucglar1 (devam)

izolat Orkide Ad1 izole Edildigi Yer Fosfati Cé6zme
55 HA-67 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kok ++
56 HA-68 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kok
57 HA-69 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak
58 HA-70 Limodorum abortivum Kok -
59 HA-71  Limodorum abortivum Kok +
60 HA-72 Limodorum abortivum Toprak ++
61 HA-73 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk +
62 HA-74 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -
63 HA-75 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak -
64 HA-76  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak -
65 HA-77 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kok -
66 HA-78 Himantoglossum caprinum Kok -
67 HA-80 Himantoglossum caprinum Kok +
68 HA-81 Himantoglossum caprinum Toprak +
69 HA-82 Himantoglossum caprinum Toprak +
70 HA-83 Himantoglossum caprinum Toprak -
71 HA-84 Himantoglossum caprinum Toprak +
72 HA-85 Platanthera bifolia Kok -
73 HA-86 Platanthera bifolia Kok +
74 HA-87 Platanthera bifolia Toprak -
75 HA-88 Platanthera bifolia Toprak -
76 HA-89  Ophrys apifera Kok +
77 HA-90 Ophrys apifera Toprak -
78 HA-91  Ophrys apifera Toprak -
79 HA-92 Himantoglossum caprinum Kok +
80 HA-93 Himantoglossum caprinum Kok +
81 HA-94 Himantoglossum caprinum Kok +
82 HA-95 Himantoglossum caprinum Toprak +
83 HA-96 Himantoglossum caprinum Toprak -
84 HA-97 Himantoglossum caprinum Toprak
85 HA-98  Anacamptis pyramidalis Kok
86 HA-99  Anacamptis pyramidalis Kok -
87 HA-100 Anacamptis pyramidalis Toprak +
88 HA-101 Anacamptis pyramidalis Toprak ++
89 HA-102 Anacamptis pyramidalis Toprak ++
90 HA-103 Anacamptis pyramidalis Toprak
91 HA-104 Anacamptis pyramidalis Kok
92 HA-105 Anacamptis pyramidalis Kok -
93 HA-106 Anacamptis pyramidalis Kok ++
94 HA-107 Anacamptis pyramidalis Kok -
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Cizelge 4.2. Fosfat ¢oziiniirliiliigli sonuglar1 (devam)

izolat Orkide Ad1 izole Edildigi Yer Fosfati Cé6zme

95 HA-110 Anacamptis pyramidalis Toprak ++
96 HA-112 Orchis coriophora Kok +
97 HA-113 Orechis coriophora Toprak -
98 HA-114 Orchis coriophora Toprak +
99 HA-116 Orchis coriophora Toprak -
100 HA-117 Orchis coriophora Kok +
101 HA-118 Orchis coriophora Toprak -
102 HA-119 Anacamptis pyramidalis Kok +
103 HA-120 Anacamptis pyramidalis Toprak -
104 HA-121 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak

105 HA-122 Orchis coriophora Toprak

106 HA-124 Orchis coriophora Toprak ++
107 HA-125 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak +
108 HA-126 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak ++
109 HA-127 Himantoglossum caprinum Kok -
110 HA-128 Himantoglossum caprinum Toprak +

111 HA-129 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak -

(+) Fosfat ¢cozliniirligii gozlendi.
(++) Daha iyi ¢oziiniirlikk gozlendi.

4.2.2. ACC deaminaz aktivitesi

ACC deaminaz aktivitesi gosteren PGPR aday1 bakterileri belirlemek i¢in 111 6rnek
ACC eklenen ve ACC eklenmeyen Brown & Dilworth minimal besiyeri (BD)
ortamina ayri ayr ekildi (Sekil 4.3). ACC eklenmeyen BD besiyerindeki iiremesiyle
karsilastirildiginda, ACC eklenen BD petrisinde daha iyi lireme gosteren 32 bakteri
izolatinin ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Cizelge 4.3).

Sekil 4.3. BD besiyerinde ACC deaminaz aktivitesi
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Cizelge 4.3. ACC-deaminaz aktivitesi sonuglari

Izolat  Orkide Adi izole Edildigi Yer de’:rgi(r:l az

1 HA-1 Orchis laxiflora Kok -
2 HA-3 Orchis laxiflora Kok +
3 HA-4 Orchis laxiflora Kok -
4 HA-5 Orchis laxiflora Kok -
5 HA-6 Orchis tridentata Kok -
6 HA-7 Orchis tridentata Kok -
7 HA-8 Orchis tridentata Kok -
8 HA-10 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kgk -
9 HA-11 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -
10 HA-12 Limodorum abortivum Kok -
11 HA-13 Limodorum abortivum Kok +
12 HA-14  Limodorum abortivum Kok -
13 HA-15 Orchis provincialis Kok -
14 HA-16  Spiranthes spiralis Kok -
15 HA-17  Spiranthes spiralis Kok +
16 HA-18 Orchis laxiflora Kok -
17 HA-19 Orchis laxiflora Kok -
18 HA-20 Orchis laxiflora Toprak -
19 HA-21 Orchis laxiflora Toprak -
20 HA-22  Orchis coriophora Kok -
21 HA-23  Orchis coriophora Toprak -
22 HA-24  Orchis coriophora Toprak -
23 HA-25 Orchis coriophora Kok +
24 HA-26  Orchis coriophora Kok -
25 HA-27  Orchis coriophora Kok -
26 HA-28  Orchis coriophora Kok -
27 HA-29  Orchis coriophora Kok -
28 HA-30 Orchis coriophora Toprak -
29 HA-31 Orechis coriophora Toprak -
30 HA-33 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -
31 HA-34 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk +
32 HA-35 Ophrys sphegodes Kok -
33 HA-36 Ophrys sphegodes Kok -
34 HA-37 Ophrys sphegodes Kok

35 HA-38  Ophrys sphegodes Toprak

36 HA-39 Ophrys sphegodes Toprak -
37 HA-43 Platanthera bifolia Kok -
38 HA-44  Himantoglossum caprinum Kok +
39 HA-45 Himantoglossum caprinum Kok -




Cizelge 4.3. ACC-deaminaz aktivitesi sonuglar1 (devam)

Izolat  Orkide Adi izole Edildigi Yer de’:rgi(r:l az

40 HA-46 Himantoglossum caprinum Toprak +
41 HA-47 Himantoglossum caprinum Toprak +
42 HA-48 Himantoglossum caprinum Toprak +
43 HA-49  Anacamptis pyramidalis Kok -
44 HA-50 Anacamptis pyramidalis Kok +
45 HA-51  Orchis coriophora Toprak -
46 HA-52  Orchis coriophora Toprak +
47 HA-53  Orchis coriophora Kok +
48 HA-55  Orchis coriophora Toprak +
49 HA-57  Spiranthes spiralis Kok -
50 HA-59 Spiranthes spiralis Kok

51 HA-62 Orchis tridentata Kok

52 HA-63 Orchis tridentata Kok -
53 HA-64 Orchis tridentata Toprak +
54 HA-65 Orchis tridentata Toprak -

55 HA-67 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk

56 HA-68 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk

57 HA-69 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak R

58 HA-70 Limodorum abortivum Kok -
59 HA-71  Limodorum abortivum Kok -
60 HA-72  Limodorum abortivum Toprak -

61 HA-73 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kgk R

62 HA-74 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -

63 HA-75 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak +

64 HA-76  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak R

65 HA-77 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk -

66 HA-78 Himantoglossum caprinum Kok -
67 HA-80 Himantoglossum caprinum Kok +
68 HA-81 Himantoglossum caprinum Toprak -
69 HA-82 Himantoglossum caprinum Toprak +
70 HA-83 Himantoglossum caprinum Toprak -
71 HA-84 Himantoglossum caprinum Toprak -
72 HA-85 Platanthera bifolia Kok -
73 HA-86 Platanthera bifolia Kok +
74 HA-87 Platanthera bifolia Toprak -
75 HA-88 Platanthera bifolia Toprak

76 HA-89  Ophrys apifera Kok

77 HA-90 Ophrys apifera Toprak -
78 HA-91  Ophrys apifera Toprak +
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Cizelge 4.3. ACC-deaminaz aktivitesi sonuglar1 (devam)

Izolat  Orkide Adi izole Edildigi Yer de’;‘rﬁi(r:] az

79 HA-92 Himantoglossum caprinum Kok -
80 HA-93 Himantoglossum caprinum Kok -
81 HA-94 Himantoglossum caprinum Kok -
82 HA-95 Himantoglossum caprinum Toprak -
83 HA-96 Himantoglossum caprinum Toprak -
84 HA-97 Himantoglossum caprinum Toprak -
85 HA-98  Anacamptis pyramidalis Kok -
86 HA-99  Anacamptis pyramidalis Kok -
87 HA-100 Anacamptis pyramidalis Toprak -
88 HA-101 Anacamptis pyramidalis Toprak -
89 HA-102 Anacamptis pyramidalis Toprak +
90 HA-103 Anacamptis pyramidalis Toprak -
91 HA-104 Anacamptis pyramidalis Kok +
92 HA-105 Anacamptis pyramidalis Kok -
93 HA-106 Anacamptis pyramidalis Kok -
94 HA-107 Anacamptis pyramidalis Kok -
95 HA-110 Anacamptis pyramidalis Toprak -
96 HA-112 Orchis coriophora Kok +
97 HA-113 Orchis coriophora Toprak -
98 HA-114 Orchis coriophora Toprak +
99 HA-116 Orchis coriophora Toprak -
100 HA-117 Orchis coriophora Kok -
101 HA-118 Orchis coriophora Toprak -
102 HA-119 Anacamptis pyramidalis Kok -
103 HA-120 Anacamptis pyramidalis Toprak

104 HA-121 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak +
105 HA-122 Orchis coriophora Toprak -
106 HA-124 Orchis coriophora Toprak -
107 HA-125 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak -
108 HA-126 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak -
109 HA-127 Himantoglossum caprinum Kok -
110 HA-128 Himantoglossum caprinum Toprak -
111 HA-129 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak -

(+) ACC deaminaz aktivitesi gézlendi.
(-) ACC deaminaz aktivitesi gozlenmedi.
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4.2.3. indol-3-Asetik Asit (IAA) iiretimi

Indol-3-Asetik Asit iiretimini belirlemek icin Luria Bertani Broth besiyerinde
iiretilen bakterilerden (Sekil 4.4) elde edilen siipernatantlar ve salkowski ayraci
mikroplate’e eklendi. Karanlikta 30 dakika inkiibasyonun ardindan IAA iiretiminin
belirlenmesi i¢in 111 izolat saf IAA ile hazirlanmig standartlar ve kore (blank) karsi
okundu (Cizelge 4.4).

Sekil 4.4. LB s1v1 besiyerinde tlireyen bakteri drnekleri

En diisiik standart degeri 10 pg/ml kriter alinarak sonuglar degerlendirildiginde 28
ornekte indol-3-asetik asit iiretimi < 10 pg/ml 6l¢iildii. 7 izolat ise 20 pg/ml’den
fazla olgtilerek Serratia plymuthica HRO-C48 (e-nema GmbH, Almanya) susunun
konsantrasyon degerine (21,7) yakin degerler verdi. Yiiksek IAA degerleri saptanan

7 izolattan 6’s1 rizosfer topragindan izole edildi.

Cizelge 4.4. Olgiilen IAA degerleri

fzolat  Orkide Adi izole Edildigi Yer IAA 1
(ng mL")
1 HA-1 Orchis laxiflora Kok 17,8
2 HA-3 Orchis laxiflora Kok <10
3 HA-4 Orchis laxiflora Kok <10
4 HA-5 Orchis laxiflora Kok 11,4
5 HA-6 Orchis tridentata Kok <10
6 HA-7 Orchis tridentata Kok <10
7 HA-8 Orchis tridentata Kok <10
8 HA-10  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk 13,3
9 HA-11  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kgk 11,7
10 HA-12  Limodorum abortivum Kok <10
11  HA-13  Limodorum abortivum Kok 14,6
12 HA-14  Limodorum abortivum Kok 13
13 HA-15  Orchis provincialis Kok 17,1
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Cizelge 4.4. Olgiilen IAA degerleri (devam)

: . : o rene 1AA

1zolat Orkide Ad1 Izole Edildigi Yer (ug mLY)
14 HA-16  Spiranthes spiralis Kok 14,1
15 HA-17  Spiranthes spiralis Kok 14,6
16 HA-18 Orchis laxiflora Kok <10
17 HA-19  Orchis laxiflora Kok <10
18 HA-20  Orchis laxiflora Toprak 11,7
19 HA-21  Orchis laxiflora Toprak <10
20 HA-22  Orchis coriophora Kok <10
21 HA-23  Orchis coriophora Toprak 10
22 HA-24  Orchis coriophora Toprak 14,3
23  HA-25  Orchis coriophora Kok 18,4
24 HA-26  Orchis coriophora Kok 11,7
25 HA-27  Orchis coriophora Kok <10
26 HA-28  Orchis coriophora Kok 10,1
27 HA-29  Orchis coriophora Kok 10
28 HA-30  Orchis coriophora Toprak 13,7
29 HA-31  Orchis coriophora Toprak 12,9
30 HA-33 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk <10
31 HA-34 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kgk <10
32  HA-35  Ophrys sphegodes Kok <10
33 HA-36  Ophrys sphegodes Kok <10
34  HA-37  Ophrys sphegodes Kok 11,2
35 HA-38  Ophrys sphegodes Toprak 17,3
36 HA-39  Ophrys sphegodes Toprak 10,1
37 HA-43  Platanthera bifolia Kok 13,7
38 HA-44  Himantoglossum caprinum Kok <10
39 HA-45 Himantoglossum caprinum Kok <10
40 HA-46  Himantoglossum caprinum Toprak <10
41  HA-47  Himantoglossum caprinum Toprak 14,2
42  HA-48  Himantoglossum caprinum Toprak <10
43  HA-49  Anacamptis pyramidalis Kok 13,1
44  HA-50  Anacamptis pyramidalis Kok 16,5
45 HA-51  Orchis coriophora Toprak <10
46  HA-52  Orchis coriophora Toprak <10
47 HA-53  Orchis coriophora Kok 16,1
48 HA-55  Orchis coriophora Toprak 15,1
49  HA-57  Spiranthes spiralis Kok 13,1
50 HA-59  Spiranthes spiralis Kok 12
51 HA-62  Orchis tridentata Kok 11,5
52 HA-63  Orchis tridentata Kok 13,4
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Cizelge 4.4. Olgiilen IAA degerleri (devam)

Izolat  Orkide Adi izole Edildigi Yer IAA 1
(ng mL")

53 HA-64  Orchis tridentata Toprak 13,8
54  HA-65 Orchis tridentata Toprak 11,6
55 HA-67  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk 13,4
56 HA-68  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk 13,8
57 HA-69  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak <10
58 HA-70 Limodorum abortivum Kok 16,9
59 HA-71  Limodorum abortivum Kok 14,2
60 HA-72  Limodorum abortivum Toprak 16,4
61 HA-73  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk 11,9
62 HA-74  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kok 14,3
63 HA-75  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak 16,1
64 HA-76  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak 16,4
65 HA-77  Serapias vomeracea subsp. laxiflora Kk 14,7
66 HA-78  Himantoglossum caprinum Kok <10
67 HA-80 Himantoglossum caprinum Kok 16,1
68 HA-81  Himantoglossum caprinum Toprak 20,9
69 HA-82  Himantoglossum caprinum Toprak <10
70 HA-83  Himantoglossum caprinum Toprak 18,5
71 HA-84  Himantoglossum caprinum Toprak 12,5
72 HA-85 Platanthera bifolia Kok 14,2
73 HA-86 Platanthera bifolia Kok 16,6
74  HA-87 Platanthera bifolia Toprak 19,1
75 HA-88 Platanthera bifolia Toprak 14,2
76  HA-89  Ophrys apifera Kok 14,2
77  HA-90  Ophrys apifera Toprak 16,8
78 HA-91  Ophrys apifera Toprak 20,2
79 HA-92  Himantoglossum caprinum Kok 17,3
80 HA-93 Himantoglossum caprinum Kok 17,5
81 HA-94  Himantoglossum caprinum Kok 13,8
82 HA-95 Himantoglossum caprinum Toprak 19,1
83 HA-96 Himantoglossum caprinum Toprak 16,1
84 HA-97  Himantoglossum caprinum Toprak 21,8
85 HA-98  Anacamptis pyramidalis Kok 14

86 HA-99  Anacamptis pyramidalis Kok <10
87 HA-100 Anacamptis pyramidalis Toprak 15

88 HA-101 Anacamptis pyramidalis Toprak 14,4
89 HA-102 Anacamptis pyramidalis Toprak 12,5
90 HA-103 Anacamptis pyramidalis Toprak 23,1
91 HA-104 Anacamptis pyramidalis Kok 15,8
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Cizelge 4.4. Olgiilen IAA degerleri (devam)

92  HA-105 Anacamptis pyramidalis Kok 14,6
93 HA-106 Anacamptis pyramidalis Kok 21,4
94  HA-107 Anacamptis pyramidalis Kok 131
95 HA-110 Anacamptis pyramidalis Toprak <10
96 HA-112 Orchis coriophora Kok 17,1
97  HA-113 Orchis coriophora Toprak <10
98 HA-114 Orchis coriophora Toprak 23

99 HA-116 Orchis coriophora Toprak 15,2
100 HA-117 Orchis coriophora Kok 13,8
101 HA-118 Orchis coriophora Toprak 16,1
102 HA-119 Anacamptis pyramidalis Kok 14

103 HA-120 Anacamptis pyramidalis Toprak 16,4
104 HA-121 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak 14,4
105 HA-122 Orchis coriophora Toprak 16,6
106 HA-124 Orchis coriophora Toprak 15,5
107 HA-125 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak 27,2
108 HA-126 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak 12,4
109 HA-127 Himantoglossum caprinum Kok <10
110 HA-128 Himantoglossum caprinum Toprak 141
111 HA-129 Serapias vomeracea subsp. laxiflora Toprak 14,2

4.2.4. Siderofor iiretimi

Fosfat1 ¢ozme, ACC deaminaz ve indol-3-asetik asit iiretimi 6zelliklerinin hepsine
sahip oldugu belirlenen potansiyel PGPR izolatlarimin siderofor iiretiminin test
edilmesi i¢in CAS agar besiyeri kullanildi. Mavi-yesil renkteki CAS agar besiyerinde
siderofor tireten bakteri kolonilerinin etrafinda turuncu renk olusumu gozlendi (Sekil

4.5). 17 izolattan 10’unda siderofor iiretimi pozitif olarak belirlendi (Cizelge 4.5).

Sekil 4.5. Siderofor iireten bakteri izolatlar1
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Cizelge 4.5. PGPR aday1 bakterilerin siderofor liretimi

Izolat  Orkide Adi izole Edildigi Yer Siderofor Uretimi

1 HA-13  Limodorum abortivum Kok -
2 HA-17  Spiranthes spiralis Kok -
3 HA-25  Orchis coriophora Kok +
4  HA-37  Ophrys sphegodes Kok -
5 HA-38  Ophrys sphegodes Toprak +
6 HA-50 Anacamptis pyramidalis Kok +
7 HA-53  Orchis coriophora Kok +
8 HA-55  Orchis coriophora Toprak +
9 HA-59  Spiranthes spiralis Kok +
10 HA-62  Orchis tridentata Kok -
11 HA-64  Orchis tridentata Toprak +
12 HA-67 IS:;i?E)I?aS vomeracea subsp. Kok i
13 HA-82  Himantoglossum caprinum Toprak -
14 HA-86  Platanthera bifolia Kok -
15 HA-104 Anacamptis pyramidalis Kok

16 HA-112 Orchis coriophora Kok

17 HA-121 f:;i?ﬂ?as vomeracea subsp. Toprak N

4.3. Secilen PGPR Adayi Bakterilerin Dizi Analizi Sonuclar:

Fosfat1 ¢oziinilir hale getirme, ACC-deaminaz iiretme, IAA olusturma ve siderofor
tiretimi 6zelliklerini gosterdigi belirlenen 17 bakteri izolatinin 16S rDNA primerleri
(fd1-rd2) kullanilarak Macrogen firmasina ticari olarak yaptirilan dizi analizi
sonuclart NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabani
kullanilarak degerlendirildi ve bu dizilerin Bacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas, Acinetobacter, Agrobacterium (Rhizobium), Stenotrophomonas

cinslerine ait olabilecegi belirlendi (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Dizi analizi sonuglari

izolat Orkide Adi iliskili bulunan Bakteri % Benzerlik
HA-13  Limodorum abortivum Bacillus % 99
HA-17  Spiranthes spiralis Bacillus % 99
HA-25  Orchis coriophora Pseudomonas % 99
HA-37  Ophrys sphegodes Acinetobacter % 99
HA-38  Ophrys sphegodes Acinetobacter % 99
Bacillus % 99

HA-50  Anacamptis pyramidalis
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Cizelge 4.6. Dizi analizi sonuglar1 (devam)

Iliskili bulunan Bakteri

% Benzerlik

izolat Orkide Ad1
HA-53  Orchis coriophora Pseudomonas % 99
HA-55  Orchis coriophora Pseudomonas % 99
HA-59  Spiranthes spiralis Agrobacterium(Rhizobium) % 99
HA-62  Orchis tridentata Bacillus % 99
HA-64  Orchis tridentata Stenotrophomonas % 99
Serapias vomeracea subsp. Bacillus % 99
HA-67 laxiflora
HA-82  Himantoglossum caprinum Pseudomonas % 99
HA-86  Platanthera bifolia Paenibacillus % 99
HA-104 Anacamptis pyramidalis Bacillus % 99
HA-112  Orchis coriophora Bacillus % 99
Serapias vomeracea subsp. Lysinibacillus % 99
HA-121 laxiflora

4.4. Filogenetik Analizler

Filogenetik analizler i¢in veri seti olusturmak amaciyla, aday PGPR olarak secilen 17

izolatin yakin benzerlik gosterdigi 16S rDNA gen dizileri NCBI (National Center for

Biotechnology Information) veri tabanindan indirildi. Veri setleri olusturulduktan

sonra diziler ClustalX ile hizalandi. izolatlar arasindaki filogenetik iligkilerin

belirlenmesi i¢in MEGA 6.06 programinda Neighbor-Joining algoritmasi ve Kimura

2-parameter model kullanilarak filogenetik agaglar olusturuldu. Elde edilen agaglarin

istatistiksel olarak giivenilirliklerinin belirlenebilmesi igin 10000 tekrarli bootstrap

analizleri yapildi ve % 50’nin lizerinde desteklenen diiglimler agaglarda belirtildi.
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4.4.1. Agrobacterium (Rhizobium) izolatimin filogenetik analizi

PGPR aday1 olarak belirledigimiz HA-59 izolatinin ve NCBI veri tabaninda yakin

benzerlik gosterdigi dizilerle olusturulan filogenetik agac (Sekil 4.6) incelendiginde

HA-59’un Agrobacterium (Rhizobium) cinsi ile iligkili, Agrobacterium tumefaciens

(Rhizobium tumefaciens) ile daha yakin iliskili oldugu goriilmektedir.

HA-59
Agrobacterivm tumefaciens NGB-5R 7 ABSF1230
Agrobacterium tumefaciens XjGEB-53 10320093

Agrobacterivm tumefociens ABT49223
Rhizobium sp. XjGEN-53 10320092
Agrobacterivm tumefociens ING2B031
igrobacterium tumefaciens AF114 LCD15594
Agrobacterium tumefociens PR12 K1870024
Agrobacterium sp. KROE1269

Agr::rbuc terium tumefaciens Y36 KFF30752

Agrobacterium tumefaciens LME-1 KME34593
Agrobacterium tumefaciens NGB-5R19 AB325999

robacterium tumefaciens KK5 KF975413
ABIRhizobium sp. L5079 KFET 0446

Bacillus cereus K1312448

l—m—l

Sekil 4.6. HA-59 izolat1 ve benzer 16S rDNA dizilerinin Neighbour Joining
algoritmasi ile olusturulmus filogenetik agaci (Referans diziler NCBI
erisim numaralari ile, bu ¢alismada elde edilen PGPR aday1 bakterilere
ait diziler ‘HA” 6n eki ile gosterilmistir).
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4.4.2. Acinetobacter izolatinin filogenetik analizi

HA-37 ve HA-38 igin olusturulan filogenetik agaca gore her iki izolatin da
Acinetobacter cinsine ait oldugu, Acinetobacter calcoacetus ve Acinetobacter
rhizosphere ile iliskili olabilecegi gortilmiistiir (Sekil 4.7).

Acinstobacter rhizosphasras FINE00413
Acinstobacter calcoacetious EJET0042
HA-37

Acinstobacter sp. YP11 KF719294
Avinstobacter sp. CT3-6 KC355337
Asinstobacter sp. B2 KP137409

Acinstobacter calroaceticus LNG95703
Acinstobacter calcoaceticus EIT67370

Acimstobacter calcoaceticus EIT67372

”

Acinstobacter calcoaceticus HQ242742

HA-38
Acimstobacter calcoaceticus KDT62560

Acinstobacter calcoacsticus IHE EPT62337
Acinstobacter calcoaceticus KPT82336
\ecinstobacter calcoacsticus EPT62558
Acingtobacter sp. D39 EM438466

Bacillur cereus EJ812448

—F

Sekil 4.7. HA-37 ve HA-38 izolatlarinin ve benzer 16S rDNA dizilerinin Neighbour
Joining algoritmasi ile olusturulmus filogenetik agaci (Referans diziler
NCBI erisim numaralar1 ile, bu calismada elde edilen PGPR adayi
bakterilere ait diziler ‘HA” 6n eki ile gosterilmistir).
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4.4.3. Paenibacillus izolatinin filogenetik analizi

HA-86’nin  benzer dizilerle olusturulan filogenetik agaci incelendiginde

Paenibacillus cinsi ile iligkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.8).

Poenibacillus taichungensis KM272757

£ Paenibacillus sp. JF768728

Paenibacillus sp. FRB74235

B
Paenibacillus sp. FR727721

Fi]
| Poenibacillus sp. KT461879

?E[ L HA-86

I: Paenibacillus sp. J0513855

Paenibacillus pobuli KM378614
Escherichia coli AB269763

Sekil 4.8. HA-86 izolatinin ve benzer 16S rDNA dizilerinin Neighbour Joining
algoritmasi ile olusturulmus filogenetik agaci (Referans diziler NCBI

erisim numaralar ile, bu ¢alismada elde edilen PGPR aday1 bakterilere
ait diziler ‘HA’ 6n eki ile gosterilmistir).
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4.4.4. Lysinibacillus izolatimin filogenetik analizi

HA-121 izolat1 Lysinibacillus ve Bacillus cinsleri ile benzer bulunmustur. Agag
incelendiginde Lysinibacillus sp., Lysinibacillus fusiformis, Bacillus sp. ile iliskili
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9).

] Lysinibacillus sp. KR433009

Lysinibacillus fusiformis NR112628
Lysinibacillus fusiformis LK391674

1 ,
Bacillus sp. KI1733983

HA-121
lysinibacillus sp. KRO7 2668
Bacillus muralis INOB2264

100 | Bacillus simplex KMB88120
Bacillus simplex KMB17245

Enterohacter aerogenes KM503147

—
20

Sekil 4.9. HA-121 izolatinin ve benzer 16S rDNA dizilerinin Neighbour Joining
algoritmasi ile olusturulmus filogenetik agaci (Referans diziler NCBI
erisim numaralar ile, bu ¢alismada elde edilen PGPR aday1 bakterilere
ait diziler ‘HA’ 6n eki ile gosterilmistir).

65



4.4.5. Pseudomonas izolatlarinin filogenetik analizi

Veritabanindaki benzer dizilerle olusturulan filogenetik agaci incelendiginde HA-25,
HA-53, HA-55, HA-82 Pseudomonas cinsi ile iliskili bulunmustur. HA-53, HA-55
izolatlar1 Pseudomonas sp., Pseudomonas flourescens, Pseudomonas putida,
Pseudomonas jessenii, Pseudomonas baetica tiirleri ile; HA-25’in Pseudomonas sp.,
Pseudomonas flourescens ile; HA-82’nin ise Pseudomonas sp., Pseudomonas putida
ile iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10).

rHA-53

HA-55

Preudomonar jessenii HWPES366
\Preudomonar bastica EF3 80860
70 |Preudomonas zp. YPS KP3I26358
\Preudomonas flusrescens MEAFGa
Preudomonas sp. ENI13653(

ag Preudomonas baetica KC135413
Preudomonas sp. KCI84673

Preudomonas sp. JN228314
HA-25

V| Preudomonas sp. FN547413
E.: Poeudomonas sp. JTH458422

Preudomonas sp. EJ731911
Preudomonas flucrescens KR0548G1

m

HA-B2

Preudomoras sp. ER038634
EI?[
Preudomonar putida FI386275

Bacillus thuringtersis KUU175338

!
Sekil 4.10. HA-25, HA-53, HA-55, HA-82 izolatlarinin ve benzer 16S rDNA
dizilerinin Neighbour Joining algoritmasi ile olusturulmus filogenetik

agaci (Referans diziler NCBI erisim numaralar ile, bu ¢aligmada elde
edilen PGPR aday1 bakterilere ait diziler ‘HA’ 6n eki ile gdsterilmistir).

66



4.4.6. Bacillus izolatlariin filogenetik analizi

HA-13, HA-17, HA-50, HA-62, HA-67, HA-104 ve HA-112 izolatlarinin Bacillus
cinsi ile iliskili olabilecegi belirlenmistir. HA-50 Bacillus simplex ile yakin iliskili
olarak degerlendirilmistir, digerleri i¢in tiir diizeyinde belirleyici bir ayrim

yapilamamistir (Sekil 4.11).

Bacillus toverernsiz KIET0041
Bacillus sp. IN6G3703
Bacillus sp. EF740308

HA-13

Bacillus thwineiensiz BEIT87310
Bacillus thwingisnsiz K1IJ983835
Bacillus sp. EXI114626

Bacillus sp. LN630102

Bacillus cereus KTS22033
Bacillus cereus GU368201
Bacillus sp. KJ785110

Bacillur cereus LNEB0173
Fl|Baciilur =sp. KT318613
Bacillus cereus GU3GE207
- HA-17
HA-104

HA-62

Bacillus ampyloliguefociens E1T242746
Bacillus sp. JFT38144
Bacillus sp. EMIBITEG3
Bacillus thuirgiensic KT885835
\Bacillus arthracis EMESS106
HA-112
Bacillur thuringisnsiz LN3S0196

——HA-67
Bacillus simplex KU1 70605

g HA-50
Bacillus sp. KP267844

Hlebsislla guasipreumonias HGEO33206

T

Sekil 4.11. HA-13, HA-17, HA-50, HA-62, HA-67, HA-104 ve HA-112 izolatlarinin
ve benzer 16S rDNA dizilerinin Neighbour Joining algoritmasi ile
olusturulmus filogenetik agaci (Referans diziler NCBI erisim numaralari
ile, bu calismada elde edilen PGPR aday1 bakterilere ait diziler ‘HA’ 6n
eki ile gosterilmistir).
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4.4.7. Stenotrophomonas izolatinin filogenetik analizi

HA-64 izolatinin filogenetik olarak Stenotrophomonas cinsi ile iliskili oldugu

goriilmiistir (Sekil 4.12).

Stenotrophomonas sp. KUG47176
go|3tenctrophomonas sp. 2NR15 AB308113
Stenotrophomonas sp. PPI KCE97228
Stenotrophomonas maltophilio 262%63 KFE18622
Stenotrophomonas maltophilio SM53 KUES3283
Stenotrophomonas sp. D128 Kx527653
Stenotrophomonas maltophilio KT932956

HA-54
Stenotrophomonas maltophilio KUES3283

Litenotrophomonas maltophilia KUBS3276

Bocilius cereus K1812448

T

Sekil 4.12. HA-64 izolatinin ve benzer 16S rDNA dizilerinin Neighbour Joining
algoritmasi ile olusturulmus filogenetik agaci (Referans diziler NCBI
erisim numaralar ile, bu ¢alismada elde edilen PGPR aday1 bakterilere

ait diziler ‘HA”’ 0n eki ile gosterilmistir).
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5. TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada yabani orkide bitkisinin rizosferinden ve kdklerinden izole
edilen bakterilerin bitki gelisimini arttirici bakteri olup olmadiklarinin belirlenmesi
ve karakterizasyonlarmin yapilmasi1 amaglanmustir. izole edilen bakterileri test etmek
icin PGPR’lerin 6nemli 6zelliklerinden olan fosfati1 ¢oziiniir hale getirme, indol-3-
asetik asit tiretimi, ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit) deaminaz aktivitesi

ve siderofor liretimi se¢ilmistir.

Anacamptis pyramidalis, Himantoglossum caprinum, Limodorum abortivum,
Platanthera bifolia, Serapias vomeracea subsp. laxiflora, Spiranthes spiralis, Ophrys
apifera, Ophrys sphegodes, Orchis coriophora, Orchis laxiflora, Orchis provincialis,
Orchis tridentata tiirlerine ait toplanan Orneklerden toplam 111 bakteri izole

edilmistir.

Bitki gelisimini arttirici rizobakteriler azotu ve fosforu bitki i¢in kullanilabilir
hale getirerek, indol-3-asetik asit gibi hormonlar tireterek, ACC deaminaz enzimi ile
etilenin olumsuz etkisini engelleyerek, siderofor iiretimi ile demir almimim
arttirarak, uyarilmis sistemik dayaniklilik olusturarak, antibiyotik iireterek, zararl
mikroorganizmalara kars litik enzimler ve bazi metabolitler lireterek, mevcut yer ve
besin i¢in bitkinin rekabet giiciinii arttirarak bitki gelisimine katkida bulunurlar
(Podile &Kishore, 2006; Kaymak, 2010; Saharan & Nehra, 2011; Rathore, 2014;
Gupta vd, 2015; Kundan vd, 2015; Yadav vd, 2015; Goswami vd, 2016; Parray vd,
2016).

PGPR ozellikleri gosteren bakterilerin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalar
cogunlukla tarla bitkilerinde yapilmistir. Orkidelerde bu alanda yapilan ¢alisma ¢ok
azdir. Genellikle orkide c¢imlenmesine etkisi olan ya da ¢imlenmeyi arttirma
potansiyeli olan bakteriler lizerine yapilan c¢aligmalar mevcuttur. Orkide
rizosferinden bitki gelisimini arttirict bakteri izole edilmesine yonelik ya da
orkidelerden izole edilen bakterilerle calismamizda segilen PGPR o6zelliklerinin
hepsinin degerlendirildigi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bununla birlikte, ¢ok fazla
olmamakla beraber indol asetik asit iireten bakterilerin orkide c¢imlenmesinde

etkisinin arastirildig1 calismalar bulunmaktadir.

69



Orkidelerin biiylime ve gelisiminde bakterilerin yararli etkisi ilk olarak
1922°de Lewis Knudson tarafindan bildirilmistir. Epidendrum ve Laeliocattleya’nin
koklerine ¢imlenmeyi arttirmak igin diazotrofik Rhizobium leguminosarum’u
(6nceden Bacillus radicicola) inokiile etmislerdir (Silva vd, 2015). 1980’lerden sonra
Avusturalyali arastiricilar orkide subtrat koklerinin i¢ tabakasindan endofitik bakteri
izole etmisler ve bunlarin Pseudomonas, Bacillus, Xanthomonas, Arthrobacter ve
Kurthia cinslerine ve Enterobacteria’ya ait olduklarini tespit etmislerdir (Wilkinson
vd, 1989; Wilkinson vd, 1994; Tsavkelova vd, 2004).

Tsavkelova vd (2007a) epifitik orkide Dendrobium moschatum koklerinden
Rhizobium, Microbacterium, Sphingomonas ve Mycobacterium cinslerine ait bakteri
izole etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma bakterilerin orkide ¢imlenmesi igin esasi
oldugunu ve pratik acidan orkide tohumlarinin TAA iireten suslar ile muamelesinin

orkidelerin in vitro ¢ogaltilmasi i¢in yararli olabilecegini géstermistir.

Tsavkelova vd (2007b)’nin tropikal orkideler Paphiopedilum appletonianum
ve Pholidota articulata ile yaptiklar1 bagka bir ¢alismada Paphiopedilum koklerinde
Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Erwinia ve Nocardia
suslarimin,  Pholidota  koklerinde  ise  Pseudomonas,  Flavobacterium,
Stenotrophomonas, Pantoea, Chryseobacterium, Bacillus, Agrobacterium, Erwinia,
Burkholderia ve Paracoccus suslarmin kolonize oldugunu gostermislerdir. Farkli
epifitik ve terrestrial tiirlerin (Dendrobium, Paphiopedilum, Ponthieva ve
Dactylorhiza cinsleri) orkide tohumlarimin Dendrobium leonis (Lindl.) Rchb.’den
izole edilen Bacillus ile muamelesinin orkide g¢imlenmesi ve gelisimini 6nemli

olgtide tesvik ettigini gdzlemlediklerini belirtmislerdir.

Faria vd (2012) ise Cymbidium eburneum orkidesinin meristeminden izole
edilen yirmi endofitik bakteriyi, kolorimetrik yontemlerle indol tiretim miktarina, in
vitro fosfat c¢oziiniirliiliigii ve sera kosullart altinda bitki gelisimini arttirma
potansiyellerine gore degerlendirmislerdir. Tanimlanan Paenibacillus cinsine ait
sekiz Ornek indol iiretimi gostermis ve higbiri fosfati ¢ozmemistir. Tiim bakteri
suslar1 Cattleya cinsi orkide tohumlarina asilandiklarinda deney siirecinde bitki
canliligim arttirmig ve bitki gelisimini tesvik etmislerdir. Calisma sonucunda orkide
tirlerinde endofit olan IAA {ireten bakterilerin diger orkide tiirleri i¢in inokiilant

olarak kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.
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Silva vd (2015) simbiyotik in vitro tohum ¢ogaltilmasinda fungal ve
bakteriyel partnerlerin bitki biiylimesi ve gelismesine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, Dendrobium’un mikorizal fungus veya bitki biiylime diizenleyicileri
eklenmeden PGPR ile kiiltiire edilmesi sonucunda orkide-iliskili bakterilerin tohum

¢imlenmesinin uyarilmasinda énemli rolii oldugunu gostermislerdir.

Galdiano Junior vd (2011) Cattleya walkeriana orkidesinin rhizoplane’ninden
izole edilen 36 izolattan dort tanesini ¢ok iyi oksin {ireten rizobakteriyel organizma
olarak  Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium ve Enterobacter olarak

tanimlamuglardir.

Son on yilda bitki gelisimini uyarmalari, iiriin verimini arttirmalari, ¢evreye
daha az zararli olmalar1 ve kimyasal giibrelerin maliyetini azaltmalari nedeniyle

PGPR arastirmalar1 6nem kazanmistir (Kundan vd, 2015).

Tirkiye’deki PGPR ile ilgili c¢alismalara bakildiginda ¢ilekte Bacillus
lentimorbus, B. megaterium, B. pumilis, B. subtilis, Enterobacter intermedius,
Kurthia sibirica, Paenibacillus polymyxa ve Pantoea agglomerans’in Botrytis
cinerae’ya karsi biyokontrol ajan olarak kullanilabilecegi belirlenmistir (Dénmez vd,
2011). Yine cilekte yapilan bir calismada PGPR olan Pseudomonas BA-8, Bacillus
OSU-142 ve Bacillus M3’lin tek basmma ya da birlikte uygulanmasinin gelisimi
arttirdig1 gézlenmistir (Esitken vd, 2010).

Cakmakg1 vd (2007) bes farkli azot fikse eden ve iki farkli fosfat ¢ozen PGPR
bakteriyi arpa (Hordeum vulgare) tohumlarina asilamis ve sera kosullarinda arpa
bitkisinin gelisimi iizerine etkisini arastirmiglardir. Bakteriler oksin iiretimi (IAA)
icin Bent vd (2001)’in ve fosfat ¢ozme kapasiteleri i¢in Pal (1998) ve Mehta &
Nautiyal (2001)’e gore test edilmis ve sonugta PGPR’lerin altisinin TAA iirettigi ve
tciiniin fosfat1 ¢ozdiigli, ayn1 zamanda biitiin izolatlarin azot fiske ettigi ve arpa

gelisimini arttirdig1 gézlenmistir.

Ertirk vd (2010) yabani ahududu, bugday ve domates bitkilerinin
rizosferinden izole edilen yedi PGPR izolatimin (Bacillus RC23, Paenibacillus
polymyxa RCO05, Bacillus subtilis OSU-142, Bacillus RC03, Comamonas
acidovarans RC41, Bacillus megaterium RCO01, Bacillus simplex RC19) Kivinin
(Actinidia deliciosa) koklenme ve kok gelisimine olumlu etkisi oldugunu tesbit

etmiglerdir. Yaptiklart ¢aligmada 25 pg/ml triptofan varliginda tiim bakterilerin

71



yiksek oranda IAA irettiklerini de belirlemislerdir (Paenibacillus polymxyxa
RCO05’te 32.8 pg/ml, Bacillus simplex RC19°da 33.6 ug/ml, Bacillus RC23’te 20.4

ug/ml).

Cakmake1 vd (2011) ¢ay rizosferinden azot fiksasyonu, fosfat ¢6zme, ACC
deaminaz aktivitesi gosteren bakterileri belirlemek i¢in azotsuz kati malat-siikroz,
ACC deminaz i¢in DF salt besiyeri, fosfat ¢oziiniirliigii igin NBRIP-BPB besiyeri
kullanarak 644 izolattan 394 liniin azot fiske edebildigini, 305’inin fosfat1 ¢ozdiigiinii

ve 93’1linlin ACC deaminaz aktivitesi gosterdigi sonucuna varmiglardir.

Karakurt vd (2011) bitki gelisimini arttiran dort bakterinin (Bacillus subtilis
OSU142, Bacillus megaterium M-3, Burkholderia cepacia OSU-7, Pseudomonas
putida BA-8) tek basina ve birlikte uygulanmasinin visnenin (Prunus cerasus)

vejetatif gelisimine ve meyve tutumuna olumlu etkisi oldugunu gostermislerdir.

Orhan (2016) bugdayda (Triticum aestivum) 18 halotolerant ve halofilik
bakterinin amonyum, indol-3-asetik asit, ACC deaminaz iiretimi, fosfat ¢ozlintirlig,
azot fiksasyonu 6zellikleri yoniinden bitki gelisimini arttirma yetenekleri arastirilmig
ve sadece bir izolatin (Bacillus) fosfati ¢ozdiigiinii, yaklagik % 66’sinda ACC

deaminaz, % 44’iinde IAA iiretme potansiyeli oldugunu belirlemislerdir.

Benzer sekilde Agikgoz vd (2016) ¢imende (turfgrass); Canpolat vd (2006)
arpa (Hordeum vulgare) ve bugdayda; Kaymak vd (2008) nanede (Mentha piperita
L.); Samancioglu vd (2016) lahanada; Orhan vd (2006) ahududunda, Esitken vd
(2006) kiraz agacinda; Sabir vd (2011) Vitis spp.’de; Turan vd (2012) bugdayda
PGPR izolatlar1 kullanarak bitki gelisimine olumlu etkilerini belirledikleri ¢alismalar

mevcuttur.

Fosfor biyolojik olarak biiylime ve gelisme i¢in 6nemli besinlerden biridir.
Fosfat1 ¢ozen rizobakterilerin bu 6zelligi bitkide fosfor alinimini arttirmasi agisindan
onemli rol oynamaktadir (Habib vd, 2016). Cogu toprak bakterisi, 6zellikle Bacillus
ve Pseudomonas cinsine ait olanlar, formik asit, asidik, propiyonik, laktik, glikolik,
fumarik ve siiksinik asit salgilayarak fosfatin ¢6ziilmeyen formunu ¢oziilebilir hale
doniistiirme yetenegine sahiptir (Vazquez vd, 2000; Kumar vd, 2012). Ornekleme
yapilan orkidelerden izole edilen bakterilerin fosfati ¢oziinlir hale getirme 6zelligi
olup olmadigini belirlemek i¢in Pikovskaya agar (% 0.5 trikalsiyum fosfatli) besiyeri

kullanilmig ve 111 6rnekten 65’inin fosfat1 ¢ozdiigii belirlenmistir.
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Rathaur vd (2012) Withania somnifera’nin (Solanaceae) rizosferinden
kadmiyum ve nikeli tolere eden PGPR’lerin izolasyonu ve karakterizasyonunu
amacladiklar1 ¢alismada, test izolati rizobakteri P-35’in fosfat c¢oziiniirliigiini
belirlemek i¢in Pikovskaya agar besiyerini kullanmiglar ve s6z konusu izolatin
tohuma asilanmasinin tohum ¢imlenmesini, kok ve siirgiin gelisimini 6nemli 6l¢iide

arttirdigini tespit etmislerdir.

Kumar vd (2012) alt1 taze fasulye rizosferik toprak érneginden izole ettikleri
30 bakterinin PKV agar kullanarak fosfat ¢oziiniirliigli 6zelliklerini test etmisler ve
20’sinin fosfat1 ¢6zdiigiinii belirlemislerdir.

Goswami  vd (2014) PKV besiyeri kullanarak Suaeda fruticosa
(Amaranthaceae) bitkisinin rizosferinden izole ettikleri 85 izolatin 23’iiniin fosfati
¢ozdiiglinii ve 11’inin IAA {irettigini, 7’sinin ise hem fosfati ¢6zme hem de [AA

iiretme 6zelligi oldugunu tespit etmiglerdir.

Calismada izole edilen bakterilerin Indol-3-asetik asit (IAA) iiretip
iretmedigini belirlemek i¢in Brick vd (1991)’de tanimlanan kolorimetrik yontem
kullanilmistir. Hazirlanan IAA standartlarina ve TAA {ireten Serratia plymuthica
HRO-C48 susunun (Kalbe vd, 1996; Miiller vd, 2008) IAA konsantrasyon miktarina
gore degerlendirme yapildiginda 111 izolattan 83’iinde 10 pg/ml-20 pg/ml arasinda
degisen IAA degerleri saptanmistir. 28’inde 10 pg/ml’dan kiigiik degerler Sl¢iilmiis
ve 7 izolatta ise referans sus olarak kullanilan Serratia plymuthica HRO-C48
susunun ¢aligmamizda Ol¢iilen konsantrasyon degerine (21.7 pg/ml) yakin degerler

bulunmustur.

Filirnkranz vd (2009) yabanturpu agac1 (Morings oleifera), sorgum (Sorghum
vulgare), aycicegi (Helianthus annuus) ve aspir (Carthamus tinctorius) rizosferinden
izole ettikleri 54 bakterinin IAA sentezini arastirdiklart g¢alismada, yaptigimiz
caligmaya benzer sekilde elde ettikleri bakteri slipernatantlarin1 ve salkowski ayracini
mikroplate’e yiikleyerek spektrofotometrede okutmuslar ve sonuglar1 Serratia
plymuthica HRO-C48 ile karsilastirarak degerlendirmislerdir. Yine Silva vd
(2012)’de Brachiaria brizantha’nin kok ve toprak orneklerinden izole ettikleri 72’1
izolat1 indol-3-asetik asit liretimi i¢in calismamiza benzer sekilde Brick vd (1991)’de
belirtilen kolorimetrik yontem ile mikroplate okuyucu kullanilarak IAA
konsantrasyonlarin1 6lgmiisler ve izolatlarinin triptofan varliginda 68’inde 0.39

pg/ml-195 pg/ml arasinda degisen IA A konsantrasyon degerleri belirlemislerdir.
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Kannapiran & Ramkumar (2011) TAA iiretimini test etmek icin Brick vd
(1991) ve Gordon & Weber (1951)’den modifiye ettikleri yontemi kullanmislar ve
test ettikleri izolatlardan Azotobacter chroococcum’da IAA miktarini 23.6 ug/ml ve

Azotobacter beijerincki 17.6 ug/ml olarak belirlemislerdir.

Dasri vd (2014) 4 epifitik orkideden (Dendrobium ‘anna’, Dendrobium
pulchellum, Cattleya ‘Queen Sirikhit> ve Aerides falcate) izole ettikleri 25
rizobakterinin IAA iiretimini belirledikleri ¢alismalarinda bes izolatin IAA {iretimini
pozitif olarak degerlendirmislerdir. Bu bes izolat ig¢inde triptofanla desteklenmis
King B besiyerinde 6 giin kiiltiire edilen bir izolat 2.5mM triptofanla (0.5 g/l)
desteklenmis besiyeri kullanilarak 67.18 pg/ml ile en yiiksek IAA degerini vermistir.
Calismamizda 27.2 pg/ml degeri ile en yiiksek IAA degerini veren izolat (HA-125)
Serapias vomeraceae orkidesinden izole edilmistir. 20 pg/ml’den daha yiiksek
Olgiilen diger IAA degerleri Himantoglossum caprinum (HA-81 ve HA-97), Ophrys
apifera (HA-91), Anacamptis pyramidalis (HA-106), Orchis coriophora (HA-113)

tiirlerinden izole edilen izolatlara ait bulunmustur.

ACC deaminaz enzimi (E.C.4.1.99.4) bitki hormonu etilenin Onciiliidiir ve
1978’de kesfedildiginden beri (Honma & Shimomura, 1978) ACC deaminaz
aktivitesi birgok bakteride, 6zellikle Achromobacter, Agrobacterium, Azospirillum,
Burholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Rastolnia ve Rhizobium’un kdokleri ile
iliskili toprak bakterilerinde belirlenmistir (Glick vd, 1995; Glick vd, 2007; Contesto
vd, 2008). ACC deaminaz ACC’nin alfa ketobiitirat ve amonyuma hidrolizini
katalizleyen enzimdir. Rizosfer toprak orneklerinden izole edilen bircok bakteriyel
sus azotun tek kaynagi olarak ACC’yi kullanmaktadir (Penrose & Glick, 2003). ACC
deaminaz igeren PGPR uygulanan bitkiler sel, agir metaller, fitopatojenlerin varligs,
kuraklik ve yiiksek tuzluluk gibi stres kosularinda sentezlenerek etilen stresinin

zararh etkilerine daha direncli olmaktadir (Penrose & Glick, 2003).

Izole edilen bakterilerin ACC deaminaz enzimi aktivitesini belirlemek igin
calisgmamizda Brown & Dilworth Minimal besiyeri (BD) kullanilmistir. ACC
eklenen ve eklenmeyen BD besiyerine ekilen 111 izolattan 32’si ACC eklenmemis
BD besiyeri ile karsilastirildiginda ACC deaminaz aktivitesi gostermistir. Contesto
vd (2008) yaptiklar1 ¢alismada dort rizobakterinin ACC deaminaz aktivitesinin
Arabidopsis’in kok gelisimine, kok yapisi ve kok tiiyli uzunluguna olumlu etkileri

oldugunu belirlemislerdir.
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Husen vd (2009) azot kaynagi olarak ACC ya da amonyum siilfatla
desteklenen DF tuz besiyeri kullanarak soya fasulyesi rizosferinden izole ettikleri
kok gelisimini arttiran 13 bakteriden 11’inde ACC deaminaz iiretimini pozitif olarak
degerlendirmiglerdir. (Mayak vd, 2004) ACC deaminaz-igeren bakteri
Achromobacter piechaudii ARV8’in domates bitkisinde kuraklik ve tuzluluk stresini

maskeledigi de gosterilmistir (Goswami vd, 2016).

PGPR’lerin bagka bir 6nemli 6zelligi bitki gelisimine indirekt etkisi olan
siderofor Ttretimidir. Sideroforlar bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalar
tarafindan demir stresi durumunda olusturulan gii¢lii demir iyonu selatorleridirler

(Verma vd, 2012).

Siderofor iiretiminin belirlenmesi i¢in arastiricilar tarafindan en yaygin olarak
CAS (Chrome Azurol S) agar besiyeri kullanilmistir (Sayyed vd, 2005; Ahmad vd,
2008; Tailor & Joshi, 2012; Rathour vd, 2012; Sakthivel & Karthikeyan, 2012;
Anand & Nikhilesh, 2013). Calismamizda da siderofor iiretiminin belirlenmesi i¢in
CAS (Chrome Azurol S) agar besiyeri kullanilmis ve bu besiyerine ekilen 17

bakteriden 10’unun siderofor tirettigi belirlenmistir.

Cherif-Silinil vd (2016) bugday rizosferinden izole ettikleri 35 bakteri
susunun siderofor iiretimini test etmek i¢cin CAS agar besiyerini kullanmiglar ve
filogenetik analizleri sonucunda Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis,

Brevibacterium frigoritolerens, Paenibacilllus’la iliskili bakteriler elde etmislerdir.

Giliniimiizde 16S rDNA bakterilerin taksonomisi i¢in ¢ok Onemli bir
standarttir (Wang & Sun, 2009). 16S rDNA dizileme teknigi bakteri tiirlerinin
tanimlanmasi, filogenetik  akrabaliklarinin  ve  bakteri tlirleri  arasindaki
pozisyonlarinin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan molekiiler bir belirtectir (\WWoese
vd, 1985; Woese, 1987; Janda & Abbott, 2007; Ribeiro & Cardoso, 2012; Aziz,
2015). Bakteriyel filogeni ve taksonomi ¢alismalarinda 16S rRNA geninin
housekeeping genetik belirteci olarak ¢ok daha yaygin kullanilmasinin sebepleri;
hemen hemen tiim bakterilerde var olmasi, 16S rRNA geninin fonksiyonunun
zamanla degismemis olmasi1 ve 16S rRNA geninin informatik amaglar i¢in (1500 bg)

yeterince uzun olmasi sayilabilir ( Patel, 2001; Janda & Abbott, 2007).

Tropikal epifitik orkideler olan Acampe papilosa ve Dendrobium moschatum

orkidelerinin kokleri ile iligkili bakterilerin belirlenmesi i¢in yapilan calismada,
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Acampe papilosa’dan Acinetobacter, Bacillus, Cellulomonas, Gluconobacter,
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus, Streptomyces, Flavobacterium,
Micrococcus ve Xanthomonas cinslerine ait, Dendrobium moschatum’dan ise
Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Curtobacterium, Rhodococcus,
Xanthomonas, Acinetobacter, Aquaspirillum cinslerine ait bakteriler elde edilmistir
(Tsavkelova vd, 2004).

Bhusan Bal vd (2013) tropikal piring bitkisinin rizosferinden izole ettikleri
bakteri izolatlarinin filogenetik analizlerini yaptiklarinda Bacillus, Microbacterium,
Methylophaga, Agromyces ve Paenibacillus cinslerine ait olduklarini

belirlemislerdir.

Bu calismada ise PGPR 06zellikleri gosteren 17 izolatin 16S rDNA dizi analizi
sonuglarma  gore  Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Pseudomonas,
Acinetobacter, Agrobacterium (Rhizobium), Stenotrophomonas cinslerine ait

olabilecegi belirlenmistir.

En sik raporlanan PGPR’ler arasinda Bacillus suslar1 ¢ok yaygindir (Qiao vd,
2014). Calismamizda da PGPR aday1 olarak belirlenen bakterilerden en fazla
Bacillus cinsi ile iliskili organizmalar elde edilmistir. Bacillus endospor
olusturmalar1 nedeniyle diger bakterilere gore avantajlidir ve bu nedenle biyofungusit
ya da biyogiibre gibi preparatlarin temel bilesenini olusturmaktadir (Qiao vd, 2014;
Cherif-Silinil vd, 2016).

Pseudomonas cinsi i¢inde su ana kadar 144 tiir tanimlanmistir ve Gram (-)
bakterilerin en fazla tiire sahip cinsidir. Bacillus’dan sonra en sik tesbit edilen
organizmalardan biri olan Pseudomonas suslar1 birgok orkide kokiinden izole edilmis
olup ¢alismamizda da PGPR izolatlarindan 4@ (HA-25, HA-53, HA-55, HA-82) bu

grupla iligkili bulunmustur. Dolayisiyla s6z konusu veriler literatiirle uyumludur.

Bir izolatin (HA-121) Lysinibacillus ve Bacillus cinsiyle iligkili oldugu
bulunmustur. Lysinibacillus Bacillaceae ailesine aittir. Bu cinsteki organizmalarin
onceden Bacillus tiyeleri oldugu kabul edilmis, fakat 2007°de Lysinibacillus cinsine
dahil edilmislerdir (Ahmed vd, 2007; Xu vd, 2015). Mevcut literatiire gore izolatimiz
(HA-121) PGPR organizmasi olarak bu yeni cins acisindan diinya olgeginde yeni
kayit olma potansiyeli tasimaktadir.
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Paenibacillus cinsi ilk olarak Ash vd (1993) tarafindan Onerilmistir ve
Bacillus cinsinden ayrilmistir. Gram (+), spor olusturan, fakiiltatif acrobik bakteri
grubudur. Bitki gelisimini arttiran rizobakteri olarak Paenibacillus cinsine ait bir¢ok
bakteri tamimlanmustir (Timmusk vd, 1999; Bent vd, 2001; Sangeeth vd, 2012;
Bhusan Bal vd, 2013). Ornegin Paenibacillus polymyxa PGPR olarak tanimlanan
tirlerdendir (Timmusk vd, 1999). Bir izolatin (HA-86) bu cins ile iliskili oldugu
tesbit edilmis fakat tiir diizeyinde ayrimi net olarak yapilamamistir. Dolayisiyla bu
cins orkidelerde tesbit edilmis olup tilkemizde ve bolgemizdeki orkideler igin tesbit

edilen ilk PGPR organizmasi olarak degerlendirilmistir.

Calismada elde edilen iki izolatin (HA-37 ve HA-38) yiiksek bootstrap
degerleriyle Acinetobacter cinsine ait olduklar1 belirlenmistir. Bu cinse ait izolatlar
bircok orkideden elde edilmis ve digerlerinde oldugu gibi PGPR o6zelligi tesbit
edilmemistir. Bu nedenle elde edilen izolatlarin orkidelerde PGPR 6zelligi tasiyan
organizmalar olarak hem diinya hem de {ilkemiz 6l¢eginde ilk kayit olma 6zellikleri

bulunmaktadir.

Bir izolatin (HA-59) Agrobacterium (Rhizobium) cinsi ile iligkili oldugu,
bootstrap degerleri dikkate alindiginda Agrobacterium tumefaciens’le yakin iligkili
oldugu belirlenmistir. Bir baska izolatin (HA-64) ise yiiksek bootstrap degerleri
dikkate alinarak Stenotrophomonas cinsi ile iliskili oldugu bulunmustur.
Stenotrophomonas diger bitkilerde PGPR olarak belirlenmis cinsler arasindadir.
Orkide koklerinden izole edilen suslar arasinda da Stenotrophomonas ve
Agrobacterium cinsine ait bakteriler belirlenmis olmakla birlikte diger cinslerde
oldugu gibi PGPR o6zellikleri degerlendirilmemistir. Dolayisiyla bizim ¢alismamiz
orkide bitkisinden izole edilen bakterilerin PGPR 06zelliklerinin belirlenmesi

acisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

Tsakelova vd (2016) Dendrobium nobile’den elde edilen bakteriler igin ilk
kez PGPR tanimini kullanmis olsa da, bu calismada PGPR 06zelligi olarak sadece
IAA ozelligi tesbit edilmistir. Elde edilen mevcut veriler 1s18inda, orkide
rizosferinden PGPR 6zelligi tastyan bakterilerin tanimlanmasina yonelik yaptigimiz

bu calisma diinyada ve iilkemizde ilk kayit olma 6zelligi tagimaktadir.

77



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada dogal ortamda yetisen yabani orkidelerin rizosfer bolgesinde yasayan
olast PGPR o6zelligi tasiyan bakterilerin tanimlanmasi, genetik c¢esitliliklerinin
belirlenmesi ve hangi mekanizmalarla bitki gelisimini desteklediklerinin belirlenmesi
amaclanmistir.  Bitkilerin  gelisimine ¢esitli mekanizmalarla katkis1  olan
rizobakterilerin belirlenmesi ve bu etkileri gosteren yeni PGPR adayi bakterilerin
belirlenmesi i¢in molekiiler diizeyde c¢aligmalar yapilmaktadir. Son yillarda
mikrobiyom kavraminin 6ne ¢ikmasiyla birlikte bu tip ¢alismalarin 6nemi daha da

artmaktadir.

PGPR etki mekanizmalarina odaklanan ¢aligmalarin ¢ogu ticari PGPR’lerin
etkinligini arttirmaya yoneliktir. Bu siirecin daha iyi yonetilebilmesi agisindan
organizmanin gelisimi sirasinda sinyal ¢evrimi mekanizmasint ve diisman
ataklarindan  bitkiyi koruyan biyokontrol —mekanizmasini agiklayan omik

teknolojilerinden yararlanilabilecektir (Rathore, 2014).

Molekiiler yaklasimlar toprakta kiiltiirii yapilabilen organizmalarin yanisira
kiiltiirii yapilamayan mikroorganizmalarin (bazi Archaea tiyeleri) varligin1 da ortaya
cikarmaktadir (Tarkka vd, 2008). Halihazirda Pseudomonas ve Bacillus gibi serbest
yasayan rizobakteriyel suslara odaklanilmaktadir. Ancak, simbiyotik olmayan
endofitik bakterilerden 0zgilin iliskileri ve biiylime arttirici etkileri bakimindan

ogrenilecek ¢ok sey vardir (Compant vd, 2010).

PGPR arastirmalarinda ¢ogunlukla ticari 6neme sahip bitkiler secilmektedir.
Calismamizda secilen yabani orkide bitkisinden elde ettigimiz sonuglar, orkidelerin
dogada ayakta kalma giicline katkis1 olan bakterilerin de PGPR 0&zelligi
tagiyabilecegini gostermistir. Elde edilen veriler c¢imlendirme deneyleri ile de
desteklenebildiginde daha degerli olacaktir. Ayrica filogenetik iliskilerin
belirlenmesinde genel belirtec olan 16S rDNA dizilemesine ek olarak baska
housekeeping genlerin kullanimi ile de elde edilen agaglardan daha ayrintili bilgi

saglanabilecektir.
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Yapilan c¢alismada, belirtilen PGPR ozelliklerini tasiyan bakteriler tesbit
edilmis, 16S dizileme teknigi kullanilarak teshisleri yapilmis ve iliskili oldugu
bakteri cins ve tiirleri belirlenmistir. Literatiirde belirtilen PGPR organizmalarina ek
olarak bu baglamda daha 6nce belirtilmemis olan bakteriler de tesbit edilmistir.
Dolayisiyla, iilkemizde ve yoremizde farkli orkide tiirlerine ait bakteriyel
biyogesitliligin ortaya cikarilmasi ve bunlarin literatiire kazandirilmas1 bakimindan,

ayni zamanda iilkemizde bu alandaki ilk ¢alisma olmas1 bakimindan énemlidir.

PGPR potansiyeline sahip bu bakterilerin tarimsal oneme sahip diger
bitkilerde ve Kkiiltiir bitkilerinde inokiilant olarak kullanilabilmesi ¢alismanin diger

onemli bir 6zelligini olusturmaktadir.

Elde edilen mevcut veriler 1s13inda, orkide rizosferinden PGPR 6zelligi
tagtyan bakterilerin tanimlanmasina yonelik yapilan bu ¢alisma diinyada ve

iilkemizde ilk kayitlar1 barindirmaktadir.
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