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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

BUGDAY BIiTKIiSININ RiZOSFER BOLGESINDEN BAKTERIYEL iZOLATLARIN
ELDESI, IMMOBILIZASYONU VE BITKIi GELiSiMi UZERINE ETKISi
SULE iNiS

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

PROF. DR. iISA KARAMAN

Yapilan bu ¢alismanin amaci; yabani bugday bitkisinin rizosferinden izole edilen bakterilerin
immobilize edilerek bugday bitki gelisimi {izerine etkisinin belirlenmesidir. Calismada;
yabani bugdayin rizosfer ve rizosfer ¢evresinden izolasyon yapilmistir. Ardindan bu
bolgelerdeki bakteriler spesifik besiyerleri sayesinde izole edilmistir. Elde edilen izolatlar
prosediire uygun olarak Onceden belirlenen grup haline getirilecek bakteri sayisina gore
gruplandirilarak immobilize edilmistir. immobilizasyon sonucu elde edilen beadler bugdayla
birlikte topraga ekilmistir. Yaprak ayasi, govde c¢api, kardeslenme sayist ve kok uzunlugu
bugdaymn gelisim parametresi olarak belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore; kontrole
kiyasla Si-38 bead grubunun tiim gelisim parametrelerinde artisa sebep oldugu saptanmistir.

2018, 49 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER: PGPR, Bugday, Aljinat, Immobilizasyon, Rizosfer, izolasyon,
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECT OF BACTERIAL ISOLATES FROM THE RHIZOSPHERE OF WHEAT
PLANT ON IMMOBILIZATION AND PLANT GROWTH
SULE iNiS

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. iSA KARAMAN

The purpose of this study is; is to determine the effect of the bacterium isolated from the
rhizosphere of the wild wheat plant on the wheat plant development by immobilizing. In
study; Isolation was made from rhizosphere and rhizosphere perimeter of the wild wheat.
Bacteria in these regions were then isolated by means of specific media. The obtained isolates
were immobilized in groups according to the determined procedure. After the immobilization,
the beads were planted in the soil together with the wheat. Leaf diameter, stem diameter,
number of siblings and root length were determined as growth parameters of wheat.
According to findings; resulted in an increase in all growth parameters of the SI-38 bead
group compared to the control.

2018, 49 Page
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1. GIRIS

Tahillar, insan beslenmesinde ana besin olmasi disinda hayvan beslenmesinde ve
endiistride de kullanilmaktadir. Bugday diinyada ekim alani, {iretimi ve tiiketimi en
fazla olan, tahillar arasinda ilk kiiltiire alinan ve adaptasyonu yiiksek olan bir bitkidir.
Yiiksek adaptasyon yetenegi bugdayr her tiirli iklim ve yorede yetistirilebilmesini
saglayarak stratejik dneme sahip bir bitki haline getirmektedir. Bu nedenle artan besin
ihtiyacin1 karsilama bakimindan tahillar ve ozellikle bugday biiylik 6neme sahiptir

(Bayramoglu ve Gilindogmus, 2010).

2025’te diinya niifusu i¢in ihtiya¢ duyulan toplam bugday miktarinin tahmini 786
milyon ton olacagi bildirilmekte bu da bugday iiretiminin arttirmanin Gnemini
vurgulamaktadir. Uretiminin arttirilmasinin ise 2 yolu vardir. Bunlar; bugday ekilecek
alanlar1 genisletmek ve birim alandaki bugday veriminin arttirilmasidir (Curtis ve ark.,
2002).

Tarimsal ekim alanlarini genisletmek icin orman alanlarinin azaltilmasinin, bugdaymn
iretiminin arttirmada tek basina yeterli olmayip ayrica bagka sorunlara (yeni toprak
cesitlerinin ortaya ¢ikmasi, ozon tabakasina etki etmesi gibi) sebep olmaktadir. Bu
nedenle bugday dahil olmak {izere diger tarim {iriinlerinin verimini arttirmaya yonelik
ilerlemelerin, ihtiya¢ duyulan tarimsal {riinlerin karsilanmasinda daha etkili sonuglar
verecegini diisiindiirmektedir (Alam, 2004). Ornegin; 2012 yili verilerine gore
tilkemizde 8.1 milyon ha ekim alanindan, iiretim 20.1 ton ve ortalama verim ise 240
kg/da olarak verilmistir (Anonim, 2013a). Ayrica giiniimiizde tarim yapilabilecek
arazilerin bir kisminin erozyon ve ¢oraklasma ile kullanilamaz hale gelmesi, geri kalan
kisminin ise turizm ve yerlesim alanlarina doniistiiriilmesi gibi tarim dis1 amaglar i¢in
isgal edilmesi nedeniyle bugdayin ekim alanlarinin arttirilma imkani hi¢ kalmamigtir
(Sevgican, 2003; Yilmaz, 2005; Kazan ve Dogan, 2005). Burdan da anlasilacagi iizere
tilkemizin artan niifusunun besin gereksinimini karsilayabilmek i¢in bugday birim alan

verimini arttirmak gerekmektedir (Yiirtir, 1998).

Bugdayin birim alani veriminin artmas1 oncelikle ekolojiye uygun iyi bir ¢esit secimine
baghidir. Verim iizerinde etkili unsurlar belirlenen ¢esidin iyi tohumlugu, ekilecek tarim

arazisinin hazirligi, ekim zamani, yontemi, tohum miktari, giibreleme, bakim, hasat ve



harmandir. Ancak, bugday veriminde en etkili olan iki faktoér birim alana ekilecek
tohum miktar1 ile giibrelemedir. Ulkelerin ekonomik gelisimi ve insan refahinin
gelismesi sonucu degisen talepler dogrultusunda tarimsal iiretimde degismistir. Bunlarin
yerine verimliligin artmasi ig¢in kimyasal ve maliyeti diisiirmek i¢in mekanizasyon

kullanilmaktadir (Bayramoglu ve Giindogmus, 2010).

Ticari amagla iiretilen kimyasallar hem bitkinin verimininin arttirllmasinda hem de bitki
hastaliklariyla miicadelede kullanilmaktadir. Tarimda kullanilan bu kimyasallarin
mikroorganizmalara diren¢ kazandirmasi, cevre kirligine sebebiyet vermesi, bitki,
hayvan ve insan sagligina zarar verici etkilerinin olmasi, fiyatinin pahali olmasi gibi
olumsuzluklar1 vardir. Bu olumsuzluklar kimyasallara alternatif bir uygulama olarak
verim i¢in yararli mikroorganizmalarin kullanimina olanak saglamistir (Kucharski ve

ark., 1996, Avis ve ark., 2008).

Son zamanlarda tarimda verimliligin arttirilmasi, topragin yapisinin iyilestirilmesi,
insan sagliginin korunmasi ve ¢evre kirliliginin énlenmesinde yardime1 olacak biyolojik
iiriinlerin (biyopestisit ve mikrobiyal giibre) kullanimmna egilim olmustur. Ozellikle
dogal kaynaklara daha az zarar veren, tarimsal kimyasallara nerdeyse bagimsiz
durumda olan ¢evre dostu yontemlerin kullanilmasina ve siirdiiriilebilir tarima duyulan
gereksinim evrenseldir. Bununla birlikte siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin en 6nemli
etmenlerinden birisi de, bitki korunmasinda biyolojik miicadele etmenlerinin

kullanilmasidir (Szekeres, 2006).

Bitki biiyiimesi ve sagliginda etkili olan c¢esitli metabolitleri iireten ve salan
mikroorganizmalar, toprak veriminde onemli goriilen bir biyolojik etmendir (Ping ve
Boland, 2004). Topragin rizosfer olarak bilinen kisminda yogun olarak mikroorganizma
populasyonu bulunmaktadir. Toprakta gerceklesen fizikokimyasal aktiviteler tamamen
bu mikroorganizmalara baghdir. Toprakta yasayan mikroorganizmalarin en biiyiik

kismini1 bakteriler olusturmaktadir (Imriz ve ark., 2014).

Bakteri topluluklar1 arasinda bitki kokleri ile iligkili olan bakterilere rizobakteriler (kok
bakterileri) denir. Rizobakterilerin bitki kokleriyle olan iligkisi g6z Oniine alindiginda
bir kisminin yararli, bir kismininda zararli bakteri oldugu goriilmektedir. Yararl

rizobakterilerinden bazilar1 bitkilerde gelismeyi uyarici veya biyokontrol ajani gibi rol



oynayarak ya da her iki sekilde de davranarak bitkilere yararli olmaktadir. Bu tiir yararh
olan kok bakterilerine “’bitki gelisimini uyaran kok bakterileri’” (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria: PGPR) denilmektedir (Bayrak ve Okmen, 2014).

PGPR, diinyanin bir¢ok bdlgesinde potansiyel kirleticiler olan endiistriyel giibre ve
pestisit uygulamalarinin azaltilmas1 amaciyla biyolojik giibre olarak kullanilmaktadir
(Burdman ve ark., 2000). PGPR’lerin azot fiksasyonuyla bitkinin azot beslenmesini,
fosfor ¢oziiniirliigiini,, suyu kullanim etkinligini ve bitkisel hormonlarin tiretimini
(oksin, sitokinin ve giberellin) arttirdigini, bitki tarafindan besin alimini etkinlestirerek
veya enzimatik yolla bitkide etilen seviyesini azaltarak bitki gelisimi tizerine olumlu
etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu bakteriler, bitkilerin fitopatojenlere
kars1 dayaniklilik, kuraklik, tuz ve oksidatif strese karsi tolerans ve B vitamini

kompleklerini liretmesini saglayarak bitki gelisimini olumlu etkiledigi belirlenmistir

(Ekici ve ark., 2015).

Topraktaki bakterilerin rakipler ve predatorler arasinda hayatta kalmak i¢in bir nis
olusturmasi siklikla zordur. Bu yiizden immobilizasyon, toprakta bakterilere yasam i¢in
daha uygun bir mikrogevre saglar (Sivakumar ve ark., 2014). Mikroorganizmalarin
polimerik  bir matrikste kapsiillenmesi  (bir mikroorganizma kullanildiginda
immobilizasyon ve birden fazla organizma kullanildiginda co-immobilizasyon olarak da
bilinir) su anda tarimsal ve ¢evresel bakteri asilama teknolojisinde deneysel bir
yontemdir. Mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonu altinda yatan temel endiistriyel
kavram, canli mikroorganizmalart bir polimerik matrikse sokmak ve canliligin
stirdiirmektir (Bashan ve ark., 2013). PGPR kapsiillemesinin ana hedefleri; sert toprak
ortamindan onlart korumak, mikrobiyal rekabeti azaltmak ve bitki koklerinin
kolonizasyonunu kolaylastirmak i¢in onlar1 yavas yavas salmasini saglamak (Sivakumar
ve ark., 2014). Yapilan c¢aligmalarda polimer matriksine mikrobiyal hiicrelerin
immobilizasyonunun  dogrudan topraga asilama iizerine avantajlar1 oldugu

kanitlanmistir (Sivakumar ve ark., 2014).

Yapilan bu caligmada, Gramineae familyasinin yabani tiirlerinden yabani bugday
bitkilerinin kok bolgesinden elde edilen kok bakterilerinin immobilize edilip bugdayin
gelisimi tizerindeki etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda Tokat Erbaa’ya

bagli Canpolat Kdyiiniin tarim yapilmayan arazilerinden alinan yabani bugdaylarin
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koklerinden kok bakterileri izole edilmistir. Izole edilen bakteriler immobilizasyon
prosediiriine gére immobilize edilmis ve ardindan Gramineae familyasindan bugday
tohumu ile birlikte topraga ekilmistir. Iimmobilize edilmis bakterilerin bugdayn gévde
cap1, kok uzunlugu, kardeslenme sayis1 ve yaprak ayasi ilizerine etkisi arastirilmistir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda bazi immobilize edilmis bakteri gruplarinin gévde capi,
kok uzunlugu, kardeslenme sayisi ve yaprak ayasi iizerinde olumlu etkileri oldugu
saptanmistir. Ancak bazi immobilize edilmis bakteri gruplarinin ise kontrol grubuna

kiyasla bugday gelisiminde olumsuz etkiler olusturdugu goriilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Bugday

Bugday nerdeyse her iilke niifusunun beslenmesinde yaygin olarak kullanilan, ekilisi ve
tiretimi yoniinden tahil bitkileri arasinda genis bir yeri olan yiiksek besin degerine sahip
kiiltiir bitkisidir (Ozaydin, 2001; Dong ve ark., 2002). Diinya’da ve Tiirkiye’de en ¢ok
iiretilen kiiltiir bitkilerinden birisi bugdaydir. Ozellikle iilkemizde 8.1 milyon hektarlik
ekim alani ile tiim tahil bitkilerinin ekim alaninin %66’sin1 olusturmaktadir (Anonim,

2014).

Beslenmede ¢ok yiiksek bir paya sahip olan bugday, ozellikle iilkemizde tiiketim
aligkanliklarinda ilk siralarda yer almaktadir. Serin iklim tahillari en c¢ok tiiketilen ve
adaptasyon yetenegi yiiksek olan bugday, bulgur, un, makarna, nisasta, irmik, biskiivi
ve yem sanayisinde kullanildig1 gibi, hasat ve harman sonrasi kalan bugday artiklar1 da

hayvan beslenmesinde kaba yem olarak da kullanilmaktadir (Kiin, 1988; Aktas, 2010).

Bugdayin optimum gelisme sicakligi 25°C olmasina ragmen degisik genotipleri ¢ok
farkli iklim ve toprak kosullarinda yasayabilmektedir. En iyi gelistigi yerlerdeki
ortalama yillik yagis 375-875 mm dir. Nem miktarinda gergeklesecek olan herhangi bir
artis ise bugdayin kok yapisinin bozulmasina, c¢esitli hastaliklara ve sonug¢ olarak
verimde azalmaya neden olmaktadir (Temel, 2006). Diinya’nin herhangi bir yerinde ve
herhangi bir zamaninda hasat edilebilen bir bitki olan bugdayin Kuzey yarim kiirenin
iliman bolgelerinde hasat Nisan ve Eyliil aylarinda yapilirken; Giiney yarim kiirede ise

Ekim ve Ocak aylarinda yapilmaktadir (Leonard ve Martin, 1963).

Tarimsal iiretimin temel amaci artan diinya niifusu i¢in verimli, kaliteli ve giivenilir
tirtinlerin yetistirilmesidir (Kucharski ve ark., 1996). Bu nedenle hem agliga bir ¢6ziim
olmak hem de beslenme diizeyini daha iyi hale getirmek i¢in iirlinlerin niteligini
diisiiriicli etkenlerin ortadan kaldirilmas: gerekir. Her tarimsal iirlinde olmas1 gerektigi
gibi bugday bitkisinin iretiminin arttirilmasi i¢in var olan ekim alanlarinin
genisletilmesi yerine birim alandan elde edilen verim ve kalitesinin arttirilmasi biiyiik
Ooneme sahiptir. Bu amaca ulagsmak i¢in sulama, giibreleme ve topraga ekim islemlerinin

dogru zamanda yapilmasi, nitelikli tohumlarin kullanilmasi, verimde azalmaya sebep



olan hastalik, zararli ve yabanci otlara karst miicadelenin bilingli sekilde yapilmasi

gerekmektedir (Aktas, 2001).

Ticari olarak tretilen ¢esitli kimyasallar (gilibre ve pestisit gibi), bitki verimini artirmak
ve bitki hastaliklarin miicadelesinde kullanilmaktadir (Kucharski ve ark., 1996).
Topraktan yeterli miktarda ve kaliteli iirlinler alabilmek i¢in bazi bitki besin
maddelerinin bulunmasi gerekir. Ancak azot, fosfor ve potasyum gibi besin maddeleri
bitkisel organizmalarda ¢ok miktarda kullanildig1 igin toprakta yeterli diizeyde
bulunamamaktadir. Bu nedenle giibre gerekli miktarda bulunamayan besinlerin
saglanmasi i¢in topraga ilave edilmektedir (Albayrak, 2015). Bu 6zelliginden dolay1
diinyada oldugu gibi iilkemizde de giibrenin kullanimi hizla artmaktadir (Karaman ve
Turan, 2012). Tarimsal uygulamalarda verimliligin artmasi tizerine onemli olan bir
diger madde ise pestisittir. Pestisitler ise bocek, akar, nematod, fungus, bakteri, yabanci
ot, fare gibi zararlilarinin 6nlenmesi veya kontrolii i¢in kullanilan kimyasal ve biyolojik

bilesiklerdir (Bolat, 2016).

1960’1 yillarda artan diinya niifusunun ihtiya¢ duydugu besin karsilamak amaciyla
tarimsal iiretimde verimi arttirmak ve hastalik etmenlerinden dogan kayiplar1 azaltmak
i¢in pestisit ve giibre kullanmak 6nemli bir gelismeydi (Tilak ve ark., 2005). Ancak
artan diinya niifusunun gida ihtiyacin1 karsilamak icin 20. yiizyilin basindan beri ¢ok
miktarda kullanilan giibre, hormon ve zirai ilaglar, toprak yapisinin bozulmasina,
cevrenin kirliligine, patojenlerin ortaya ¢ikmasina sebebiyet vermistir (Zengin, 2007;

Saber, 2001; Backman, 1997).

Glinlimiizlin tarimsal ekosistemlerinde yer alan bircok toksik ve tehlikeli kimyasal
madde bitki, toprak, ylizey ve yeralt1 sular1 ve gidalarin i¢ine karigmaktadir. Bundan
dolayr ekim alanlarinda su ve riizgar erozyonu, toprakta organik madde kayiplar1 ve
besin maddesi tiikkenmesi gibi topragin verimligini olumsuz etkileyen sonuglar
dogurmaktadir. Boylece tarimsal iiretimde kimyasal kullanimi ile ortaya cikan hizl
iiretim artis1 artik azalmaktadir (Saber, 2001). Toprak, su, hava ve gidada eski kaliteye
ulasmak i¢in cevre dostu, dogal gelistirici etmenlerin doga ile uyumlu bir sekilde
kullanilmasi giindemdedir. Bircok iilkede de bu fark edilip geleneksel (klasik) tarimdan

cevre dostu tarim yontemlerine gegilmeye baslanmistir (Zengin, 2007).



Tarimda kullanilan kimyasallarin verdigi zararlar gdézoniine alinarak verimliligin
arttirilmasi, topragin yapisinin iyilestirilmesi, insan sagliginin korunmasi ve gevre
kirliliginin Onlenmesinde yardimci olacak biyolojik {irtinlerin (biyopestisit ve
mikrobiyal giibre) kullanimina egilim olmustur (Szekeres, 2006). Mikrobiyal giibreler
bitkinin ihtiyag duydugu besinlerin topraktan almmmasmi saglayan canl
mikrooganizmalarin tarim i¢in hazirlanan ticari formiilasyonlardir. Bu mikrobiyal
giibrelerin ¢ogu bitkinin gelisimi ve verimini arttirmasi, besin maddesi aliminin
arttirmasi, topraktan kaynaklanan gesitli hastaliklarin kontrolii gibi olumlu etkileri
vardir. Bitkilerde mikrobiyal giibre kullanimina bagl dayaniklilik artigina, pestisit ve

giibre kullaniminda azalmaya yol agabilmektedir (Ozbay ve ark., 2015).

Kimyasal gilibre ve pestisite alternatif olarak tarimsal {iretimde kullanilacak faydali
mikroorganizmalarin igerisinde bakterilerin yeri 6nemlidir. Yapilan arastirmalarda
normal bir tarim topraginin santimetre kiiplinde ortalama 90 milyon bakteri, 4 milyon
aktinomiset, 200 bin fungus, 30 bin alg, 5 bin protozoa ve 30 adet nematot oldugu
belirtilmektedir. Bu organizmalarin bitkisel iiretimin en temel girdilerinden olan
toprakta bu kadar yogun bir sekilde bulunmalar1 asla sebepsiz degildir (McMillan,
2007). Bu 6nem fark edilmesinden dolay1 son yillarda bitki hastaliklarindan korunmanin
yant sira bitkinin biliylimesi ve gelisimini tesvik etmek ic¢in topraktan elde edilen
bakterilerin kullanmmi yayginlasmistir. Ozellikle asirt niifusa sahip olan Cin gibi
ilkelerde fazla iiriin verimi alabilmek i¢in topraktan elde edilen ve genis alanlarda
kullanilan rizobakterilerden yararlanmaktadirlar. Rizosfer mikrobiyal etkinligin fazla
oldugu bitki bolgesidir ve burada bulunan bazi bakteriler kok bakterileri (rizobakteri)
diye adlandirilirlar (Chen ve ark, 1996).

2.2. Bitki Gelisimi Uyaran Kok Bakterileri (PGPR)

Rizobakterilerin bazilari, bitkilerde gelismeyi uyarici veya biyokontrol ajani olarak
bitkilere olumlu etki gostermektedir. Bitki gelisimini uyaran rizobakteriler (PGPR-Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) olarak tanimlanan bu bakteriler topraga direkt yada
tohumla birlikte ekilir (Altin ve ark., 2005; Oztekin ve ark., 2015). Bu bakteriler daha
¢cok  Acinetobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,

Flavobacterium, Microccocus, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodobacter,



Rhodosprilum, Serratia ve Xanthomonas cinslerine aittir. Bu cinsler arasinda 6zellikle
Pseudomonas, Burkholderia ve Bacillus’lar bitki gelisimini uyarmalar1 yaninda

patojenlere kars1 antagonistik etki gostermektedirler (Vessey, 2003).

PGPR’lerin fonksiyonlar1 genel olarak asimbiyotik N2 fiksasyonu, inorganik fosfatin
¢Oziinlir hale getirilmesi, organik veya diger besinlerin mineralizasyonu ve siderefor
tiretimi ile bitkinin besin alimini arttiran biyogiibreler; oksin, giberellin ve sitokinin gibi
bitkisel hormonlarin iiretimiyle bitki biiyiimesini tesvik eden fitostimiilatorler;
antibiyotikle antifungal iiretimiyle hastaliklar1 kontrol eden biyokontroller olarak

gruplandirilmistir (Antoun ve Prevost, 2006; Karakurt ve ark., 2011).

Biyogiibreler, barindirdigi canli mikroorganizmalar bitki yiizeyine, topraga ya da
tohuma uygulandiginda bitkinin i¢inde veya rizosfer bolgesinde kolonilesmeye yol
acarak bitkiye temel besin maddelerini saglayan ticari olarak {iretilen giibrelerdir
(Vessey, 2003). Yapilan bir ¢alismada biyogiibre olarak misir (Zea mays)
yetistiriciligindeki en etkili PGPR’yi se¢mek ve bunlarin inokulasyonun topragin dogal
mikrobiyal yapis1 Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Hem sakst hem de tarla
denemelerinde misir biiyiimesinde etkinin belirlenmesi i¢in Pseudomonas sp. SUT 19
ve Brevibacillus sp. SUT 47 bakterileri segilmistir. Tarla denemelerinde organik
giibreyle degistirilen PGPR tiim muamelelere kiyasla en yiiksek sonuglar1 vermistir.
Rizosferden izole edilen DNA toplulugu, Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE)
yardimiyla incelenmis ve bu calisma boyunca izolatlarin rizosferde var oldugunu
dogrulanmistir. PGPR’nin rizosferde tiir cesitliligi tiizerinde etkiye sahip olup
olmadigini degerlendirmek i¢in, kesilmis DGGE bantlarinin DNA dizilimi yapilmistir.
Sonug olarak, mikrobiyal yapidaki baskin tiirlerin PGPR tarafindan engellenmedigi

ancak bitki gelisiminde giiclii bir etki olusturdugu kanitlanmistir.

Fitostimiilatorler, bitkisel hormon iiretimiyle bitki biiylimesini tesvik eden PGPR’lerdir.
Oksin, sitokinin ve giberellin gibi bitkisel hormonlar yardimiyla bitki gelisimini
dogrudan etkilemektedir. Bu hormonlar yalnizca bitkiler tarafindan iiretilmezler, ayni
zamanda bitkiyle iliski igerisindeki pek c¢ok bakteride iiretebilmektedir (Karakurt,
2006). PGPR’ler tarafindan en ¢ok salgilanan hormon oksinlerdir. Oksinler azot
baglamaktan ziyade koklenmeyi uyarmada ve bitki biiyiimesini arttirmada ana etken

oldugu kabul edilmektedir (Bloenberg ve Luktenberg, 2001). Biiyiimeyi tesvik etmede
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rol oynayan diger hormonlar ise sitokinin ve giberellindir. Yapilan birgok c¢aligma
biyogiibrelerin geleceginin umut verici oldugunu gostermektedir (Fuentes-Ramirez ve
Caballero-Mellado, 2006).

Organizmalar tarafindan patojen gelisiminin Onlenmesi igin konuk¢u dokuda
antibiyosis, rekabet, parazitizm gibi mekanizmalarin biri ya da birkaginin
kombinasyonunun gergeklestirilmesine biyokontrol denir (Bora ve Ozaktan, 1998).
Etiyopya’da yapilan bir patates ¢aligmasinda Ralstonia solanacerum’un neden oldugu
bir hastaliga kars1 112 adet PGPR denenmistir. Sonugta denemede kullanilan B. subtilis
ve P. macerans’in hem hastaligi 6nemli oranda baskiladigi hem de kontrole gore bitki
boyu ve agirliginda gozle goriilebilir artis sagladigr gozlemlenmistir (Aliye ve ark.,
2008).

Serbest PGPR hiicrelerinin topraga dogrudan asilanmasiyla bitki koklerinin bu
bakteriler tarafindan kolonizasyonu kolay degildir. Ciinkii, serbest PGPR hiicreleri
toprak kosullari, pH ve sicaklik dalgalanmasi, nem, protozoa predasyonu ve tuz stresi
gibi ¢evresel degisikliklere karsi hassastir (Wu ve ark., 2012). Bakterilerin hayatta
kalmasi i¢in iimit verici bir PGPR susunun ticari bir asilama iirliniine doniistiiren
formiilasyon olan biyobozunur tastyicilara PGPR’nin immobilize edilmesi yontemi
gelistirilmistir (Bashan, 1998). Bu nedenle, topraga mikrobiyal asilarin iyi bir sekilde
korunmasini saglamak i¢in depolama siiresi boyunca hiicre canliliginin iyilestirilmesi,
bitki inokiilasyonu iizerinde olumlu bir cevap elde etmenin ana amacidir. Asilama
stratejileri, besin kaynaklarinin saglanmasi ile birlikte koruyucu bir nis olusturmayi
amaglayan formiilasyonlarin uygulanmasini, tasima ve depolama i¢in uygun kosullari

icermektedir (Schoebitz ve ark., 2013a).
2.3. immobilizasyon

Immobilizasyon, biyoteknolojik uygulamalarda hiicrelerin sistemde yeniden ve siirekli
olarak kullanilabilirligini saglamak amaciyla basvurulan tekniktir (Mou ve ark., 1991).
Bu islem hiicrenin aktivitesini kaybetmeden belirlenmis olan tasiyict malzemede
hedeflenen bosluga tutturulmasi veya hapsedilmesidir. Immobilizasyon islemi
enzimlere, hiicresel organellere, mikrobiyal hiicrelere ve diger tiim biyokatalizorlere

uygulanmaktadir (Illanes, 2008). Bazen biyokatalizdrler tasiyict materyale fiziksel yada



kimyasal baglanirken, bazen de tasiyict malzemedeki bosluklara hapsedilmektedir
(Aehle ve ark., 2004).

Bakteriyel hiicrelerin immobilizasyonu ve kapsiillenmesi, koruyucu bir yapiya
kavugmak veya aktif bilesenlerin immobilizasyonuna, korunmasina, salinmasina ve
islevsellestirilmesine izin veren bir kapsiil olarak tarim, ilag, gida ve diger endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Boylece olumsuz cevresel faktdrlere daha az maruz
kalir. Kapsiilleme, kiiltiirlerin {iretimi, depolanmasi ve islenmesi asamalarinda
hiicrelerin canliligini ve stabilitesini arttirir ve ayni zamanda rehidrasyon sirasinda ek

koruma saglar (Schoebitz ve ark., 2009).

Bir¢cok calisma, mikrobik inokulantlarin hayatta kalmasini iyilestirmek i¢in gelisen
farkli kapsiilleme tekniklerine odaklanmistir. Mikroorganizmalarin kapsiillenmesi en
yeni ve en verimli teknolojilerden biridir. Ornegin, damlatma teknigi ile kapsiilleme
hiicrelerin korunmasi i¢in kullanilir ve inokulasyondan sonra hiicrelerin toprakta daha
iyl hayatta kalmasimi saglar. Kapsiillenmis hiicreler yavas ve kontrollii halde hedef
topraga salinabilir, daha uzun vadeli bir gegerlilik saglar. Bununla birlikte, 1980'lerden
beri yararli toprak mikroorganizmalar lizerine yapilan c¢alismalarin ¢ogu, bakteriyel
genetik ve fizyolojiye odaklanmistir ve asilama formiilasyonlar1 iizerinde yapilan
aragtirmalar mikroorganizmalar hakkindaki bilimsel makalelerin %1'in den azini temsil

etmektedir (Schoebitz ve ark., 2012).

Son zamanlarda ABD'de B. subtilis tiiriiniin uygulandigi 2 milyon hektarin {izeri alanda
test edilmis ve mikrobiyal asilayicilar tarafindan tretilen verimin toplam alanin %50 ile
%70'inde artis oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara ragmen, toprak inokiilasyonu, farkli
tilkelerde farkli bitki ve toprak kosullariyla deneysel bir alan olmaya devam etmektedir.
Farkli bitki tiirleri ve toprak kosullari altinda diinyanin farkli bolgelerinde PGPR'nin
asilanmasiyla elde edilen sonuglar, mahsul veriminde 6nemli bir artis oldugunu ortaya

koymustur (Diaz-Zorita ve Fernandez-Canigia, 2009).
2.3.1. Immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon, uygun bir matrikste mikrobik veya bitki hiicrelerini yakalama/ ekleme

yontemidir. Immobilize hiicrelerin hazirlanmasi i¢in kapsiilleme, kovalent baglanma,
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adsorpsiyon, ¢apraz baglama ve jel tutuklamasi gibi farkli yontemler gerceklestirilir

(Elakkiya, 2016)

Enkapstilasyon, hiicre, enzim ve mikroorganizmalarin protein veya karbonhidrata dayali
bir kaplama materyali ile kaplanmasidir. Tarim, tip, eczacilik, endiistri ve biyoteknoloji
gibi kullannm alanlar1 vardir. Enkapsiilasyon kendi i¢inde nanoenkapsiilasyon,

mikroenkapsiilasyon ve makroenkapsiilasyon olarak ayrilmaktadir (Madene ve ark.,
2006).

Mikroorganizmalarin kapsiillenmesi, mikroorganizmalarin korunmasi, salinmasi ve
islevsellestirilmesine izin vermek i¢in cevreleyen bir yapi elde etmek i¢in tarimda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Aslinda kapsiilleme, abiyotiklere ve biyotik
streslere daha az maruz kalmay1 saglayarak hiicreleri stabilize etme egilimindedir.
Uretim, depolama ve ambalajlama sirasinda canhiligi ve istikrar1 potansiyel olarak

arttirirken, ayn1 zamanda rehidrasyon boyunca ilave koruma saglar (Schoebitz ve ark.,
2012).

Ikinci immobilizasyon ydntemi olarak kovalent baglanma uygulanmaktadir. Kovalent
bag, bir baglanma (¢apraz baglama) ajaninin varliginda, aktif inorganik destek ve hiicre
arasina insa edilir. Kovalent baglant1 i¢in, ylizeyin kimyasal modifikasyonu gereklidir
(Elkahlout, 2011).

Adsorpsiyon ise invertaz enziminin aktif odun komiiriine emdirilmesiyle bildirilen en
eski immobilizasyon teknigidir. Tim hiicrelerin adsorpsiyonla uygulanan ilk
immobilizasyonu, sirke endiistriyel {liretimi sirasinda bakteri hiicrelerinin odun talas
tizerine adsorpsiyonudur (Elkahlout, 2011). Medikal uygulamalarda adsorpsiyonun ilk
ornegi olarak ise Escherichia coli hiicrelerinin bir iyon degisim re¢inesi baglanmasi
verilebilir (Ruggieri ve ark., 1986). Mikrobiyal hiicreler, ahsap, cam seramik, plastik
malzemeler gibi farkli destekler {iizerindeki adsorpsiyon ile immobilize edilir.
Adsorpsiyon olayl, yikli destek ve mikrobiyal hiicre arasindaki elektrostatik
etkilesimlere (van der Walls kuvvetleri) dayanmaktadir. Destek yiizeyleri tizerindeki
gercek yiik hala bilinmemektedir ve bu da mikrobiyal baglant1 i¢in uygun destek yiizeyi
secimini sinirlandirmaktadir. Hiicre ylizeyi iizerindeki yiikk ve hiicre duvar tasiyict

bileseninin yapisinda baskin bir rol oynamaktadir (Elkahlout, 2011).
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Tastyic1 Ozellikleri hiicre destegi etkilesimini biiyiik 6l¢iide etkiler. Tastyicilarin yapisi
genellikle tim cam veya seramik destekler, hiicre ve destek arasinda bag olusumu ile
sonuglanan aliimina, silika, magnezyum, zirkonyum, vb. oksitlerin degisen oranlarindan

olusur (Elkahlout, 2011).

Immobilizasyon yontemlerinden biri olan capraz baglama sirasinda da mikrobiyal
hiicreler, glutaraldehit, toluenediizosiyanat (Hu, 1986) gibi iki veya ¢ok fonksiyonlu
reaktifler ile birbirine ¢apraz baglanma ile sabitlenir. Capraz baglama i¢in kullanilan
kimyasallarin toksisitesi, agik¢ca bu immobilizasyon yonteminin prosediirlerinin genel

uygulanabilirligi i¢in sinirlamalar getirmektedir (Bucke ve Brown, 1983).

Endiistriyel amagla yapilan hiicre immobilizasyonunda, polimer matrikslere mikrobiyal
hiicrelerin tutuklanmas1 veya bir yilizeye emilimi kapsamli olarak incelenen ve
uygulanan bir yontemdir. Jel tutuklama ve yiizeylere emilim, hiicrelerin kendilerini
dogada bulabilecekleri en yakin kosullar1 saglar. Jel igerisindeki tutuklamanin
muhtemelen immobilize edici hiicrelerin en basarili aract oldugu kanitlanmistir (Bucke

ve Brown, 1983).

Jel tutuklama, bir jele hiicrelerin ¢esitli metodlarla hapsedilmesidir. Agar, kollajen,
aljinat, karragenan ve poliakrilamid gibi maddeler yardimiyla jellesme gerceklestirilir.
Bu jel olusturma islemi iyonik yiik degisimi, ¢oktiirme, kovalent veya ¢apraz baglama
ile saglanmaktadir. Tutuklama islemi sonrasi yart Omriin arttigt ve hiicrelerin
canliliklari  korudugu yapilan calismalarla ispatlanmistir. Ornegin; tutuklama
yontemiyle immobilize edilmis E.coli hiicresinin oksijen kullanmasi ve agarli
besiyerinde iiremesi gibi canliligini kanitlayan bulgularla karsilagilmistir. Tutuklanmig
deaktive hiicrelerin zengin besiyerinde bekletilerek tekrar aktiflestigi gortilmustiir.
Ayrica tutuklanarak depo edilen hiicrelerinde tutuklandiktan sonra bozulmadiklari
elektron mikroskobuyla yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir (Akdogan, 2010; Arica ve
ark., 2003).

S1v1 inokulantlarin kullanimi mikroorganizmalari toprak stresine karsi korumaz. Hiicre
canliligint artirmak i¢in tasiyict materyallerin  kullanilmast  mikroorganizma
formiilasyonunda basarinin ana faktorlerinden biri olabilir (Schoebitz, 2016).

Bakterilerin uygulanmasi i¢in kullanilan alternatif tasiyict malzemeler ve
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formiilasyonlar: talk, vermikiilit, perlit, poliakrilamid, Irlanda yosunu, aljinat, aljinat-

nisasta, aljinat-hiimik asit ve toz formiilasyonlaridir (Schoebitz ve ark., 2013a).
2.3.2. Tasiyic1 Malzemeler

Tasiyici, genellikle bir veya daha fazla yararli bakteriyi iceren, yiiksek kaliteli fizyolojik
durumda yavasca yasayabilir hiicreleri serbest birakabilen, uygun ve ekonomik bir
malzemedir. (Bashan, 1998). Hem dogal ve hemde sentetik polimerlerden olusan
tastyict malzemeler, mikrobiyal kapsiilleme igin kullanilmaktadirlar. Poliakrilamid,
polistiren, poliliretan sentetik polimerlerdir. Agar, agaroz, aljinat ve yosun gibi alg

polisakaritleri dogal polimerler olarak siiflandirilir (Cassidy, 1996).

Toprak uygulamalar1 i¢in kullanilacak jel beadleri igin gereken kriterler, kontrol
biyoreaktdr sistemi i¢in gerekenlerden farklidir. Sentetik polimerler tarafindan elde
edilen uzun siireli stabilite ve kiigiik gozenek boyutlar1 biyoreaktorlerde kullanim igin
etkili olmasmma ragmen, gevresel uygulamalarda bu istenmeyebilir. Poliakrilamid
durumunda hiicre biitiinliigii ve aktivitesi, sicaklik ve serbest kokler lireten sentetik
matrikslerin polimerizasyonu sirasinda bozulabilir. Buna ragmen bir Rhizobium sp.
serbest hiicreler gibi etkili olarak poliakrilamid i¢ine kapsiillenmistir. Polimer gozenek
boyutu 6zel bir proses i¢in matriks se¢iminde kritik bir parametre olabilir. Poliakrilamid
kapsiilleme yoluyla elde kiigiik bir gézenek biiyiikliigii, matriks proteinleri ve hiicrelerin
en az sizintiyla biyoreaktorlerde uygulanmalari i¢in faydali olabilir. Daha biiyiik
gozenekler algal polisakkaritler gibi dogal polimerler ile hiicreler enkapsiile edildiginde

yaratilir (Cassidy, 1996).

Dogal polimerler kuruma ve depolamadan sonra bakteriyel hayatta kalmay1 saglayabilir.
Genel olarak toksik olmayan dogal polimerler toprakta kullanim icin tavsiye
edilmektedir. Ornegin aljinat veya K karragenan gibi biyolojik olarak bozunabilir jel
matriksleri; hiicrelerin kapsiillenmesi, topraga bakterilerin verilmesi i¢in giivenli ve
etkili bir yontem olabilir. Aseptik kosullarda minimum kontaminasyonda hiicreleri
enkapsiile etme prosesi hiicreler icin stres olusturmaz, tastyicilar biyolojik olarak
parcalanabilir ve toksik degildir. Beadler bozulana kadar hiicreleri korurken ayrica

mikroorganizmalarin zaman i¢inde yavas bir salinim yapmasini saglar (Cassidy, 1996).
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2.3.2.1. Aljinat

Aljinat, biiyiik siirdiiriilebilir miktarlarda farkli deniz makroalglerinin yanisira gesitli
bakterilerden de elde edilen dogal olarak olusan bir polimerdir. Bakterileri i¢eren
beadlerin hazirlanmasi oldukga kolay, basit ve oda sicakliginda az miktarda kimyasal
madde ve ckipman ilavesi ile ¢ok asamali bir prosediir kapsar. Bu nedenle,

aragtirmalarda popiilerdir (Bashan ve ark., 2014).

2016'da yapigkanlar, besin maddeleri, ylizey aktif cisimleri, dengeleyiciler, dagilma
malzemeleri, y1gin materyalleri ve kriyoprotektan maddeler ile siklikla kombine edilen
aljinat tlirevleri, tarimsal ve gevresel kullanimlar i¢cin mikroorganizmalarin ¢ogunlukla
kapsiillenmesi i¢in tercih edilen deneysel polimerlerdir. Aljinat formiilasyonlar
bugiinlerde biyolojik kontrol maddelerinin, bakteriyel biiylime promoterlerinin,
mikorizal mantarlarin ve mantar yetistiriciliginin uygulanmasi i¢in kullanilmaktadir.
Aljinat formiilasyonlarinin bu amaglar i¢in avantajlari, toksik olmayan yapisi,
biyobozunabilirligi, diisiik maliyette elde edilebilirligi (Cin iirliinii kg basina 2 ABD
dolar1), tutuklanan mikroorganizmalarin topraga yavas salinmasidir ki bu polimerik
yapidaki varyasyonlarla gerceklestirilebilir ve ABD Gida ve ila¢ Idaresi tarafindan

insan kullanimi1 i¢in onaylanmasidir (Bashan ve de-Bashan, 2016).

Son zamanlarda, jel tutma veya kapsiilleme ic¢in polisakkaritlerin kullanimi1 zorlu bir
yontem haline gelmistir. Bu alanda aljinat jel beadlerinin kullanimi, su anda en umut
verici ve ¢ok yonlii yontem olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu immobilizasyonun
prosediirii, ¢cok hafif kosullar altinda tek asamali bir islemle gerceklestirilebilir ve bu
yizden canli hiicrelerle uyumludur. Hiicre siispansiyonu bir Na* aljinat ¢Ozeltisi ile
karistirilir ve karisim ¢ok degerli katyonlar (genellikle Ca*? igeren bir ¢ozelti igine
damlatilir. Jel beadleri seklindeki damlaciklar, iyonik olarak ¢apraz bagl aljinatin iig
boyutlu bir kafesine hemen hapsedilir. Cogu hiicre tipi, bu teknikle immobilizasyon i¢in

uygundur (Chhetham ve ark., 1985).

Ca*? aljinat beadler icine hiicrelerin tutulmasi son zamanlarda canli hiicrelerin
immobilizasyonu i¢in en yaygin kullanilan teknik haline geldi. Bu ¢ok yonlii yontem,
biyoreaktorlerde yasayan veya Oli hiicrelerin immobilizasyonu, bitki protoplastlarinin

mikro yayilim i¢in immobilizasyonu ve monoklonal antikorlarin {iretimi i¢in hibridom
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hiicrelerinin immobilizasyonundan, yapay organlarin implantasyonu i¢in hayvansal

hiicrelerin tutulmasina kadar ¢esitli uygulamalari igerir (Strand ve ark., 2000).

Kalsiyum aljinat beadleri, bol miktarda su ile doldurulmus gevsek bir ag olarak
yapilandirilmistir (Nussinovitch, 2010). Boylelikle, hiicre biyomekanizasyonu i¢in tek
basina aljinatin kullanilmasi, kurutma islemi sirasinda hiicreleri yeterince korumaz ve
hafifce bozulmus beadlere yol agar. Nisasta gibi dolgu maddeleri, kurumadaki kuru
maddeyi arttirmak, mekanik direnci gelistirmek ve hiicrelerin topraga ilerleyen bir
sekilde salinmasini saglamak igin formiilasyona eklenebilir (Bashan ve ark., 2002).
Matriks %97-98 su igeren aljinat taneciklerine bagli olarak, kurutma sirasinda A.
brasilense  hiicre sayisinda iki log azalmayla hiicreleri  koruyamadi
Biyoenkapsiilasyonda nigasta kullanildiginda, su igerigi %65'e diistii ve bu durum hiicre
sagkalimmi onemli Ol¢iide iyilestirdi (Schoebitz ve ark., 2012). Tim aljinat jel
beadlerinin temel 6zellikleri yiiksek mekanik ve kimyasal kararlilik, kontrol edilebilir
sisme Ozellikleri, toksik, pirojenik ve immiinojenik kontaminatlarin disiik igerigi,
tanimlanmis gézenek boyutu ve dar gozenek boyutu dagilimi olmasidir (Strand ve ark.,

2000).
2.4.  Ornek Calismalar

Diinyada tiretimi ve pazarlamasi gittik¢e artan PGPR’lerle yapilan ilk ¢calismalar 197011
yillarin baglarinda gergeklesmistir. Matiru ve Dakota (2004), simdilerde azot desteginin
%65 1nin biyogiibrelerden karsilandigini bildirmislerdir (Celikten, 2016).

Kloepper ve ark., (1980) sera kosullarinda yaptig1 bir calismada patates peridermi ve
kereviz koklerinden izole edilen iki izolatin kontrole gore patates biiylimesini %500

arttirdigini saptamiglardir.

Carletti (2000), arpa, domates, biber vb. bitkilerde Azospirillum, Azotobacter spp.,
Bacillus spp., Pseudomonas spp. ve Bradyrhizobium inokulasyonun kok yiizey

alaninda, kok kuru agirliginda ve verimde 6nemli artislara neden oldugunu bildirmistir.

Egamberdiyeva ve Hoflich (2004), farkli tarim iriinlerinin rizosferinden izole edilen
PGPR’leri Ozbekistan’mn yar1 kurak bolgesinde pamuk ve bezelye iizerinde

denemisglerdir. Bu bakteriler sayesinde pamuk ve bezelyenin besin alimi ve bitki
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biiyiimesine etkileri analiz edilmistir. Sonug¢ olarak Pseudomonas alcaligenes PsA15, P.
denitrificans PsD6, Bacillus polymyxa BcP26 ve Mycobacterium phlei MbP18 ‘nin
pamuk ve bezelyenin kok ve siirgiin gelisiminde artisa sebep oldugu goriilmiistiir.

Ayrica N, P ve K iceriginide arttirdig1 Saptanmustir.

Cakmake1 ve ark., (2006) bes adet N> fikse eden bakteri (Bacillus RC08, Rhodobacter
RCO04, Paenibacillus RC05, Pseudomanas RCO06, Bacillus OSU-142) ve iki adet P
¢ozlicii (Bacillus RCO7, Bacillus M-13) bakterinin arpa gelisimi, besin alimi, bazi
toprak ozellikleri ve bakteri sayisina etkisini aragtirmiglardir. Sonuglar N ve P giibresi
ve kontrolle kiyaslanmistir. Bakteri asilamalar1 toprakta toplam bakteri sayisini, arpa da
N, Fe, Mn ve Zn alimini arttirmistir. Ayrica arpanin kok ve govde agirhi@innda da artisa

sebep olmustur.

Gholami ve ark., (2009) tohum ¢imlenmesi, fide biliylimesi ve tarlada yetistirilen misir
verimi lizerine bitki biiylimesini tesvik eden P.putida susu R-168, P.fluorescens susu R-
93, P.fluorescens DSM 50090, P.putida DSM291, A.lipoferum DSM 1691 ve
A.brasilense DSM 1690’1n etkilerini {i¢ deneyde degerlendirmislerdir. Ik ¢alismanin
sonuglari, tohum asilamasinin, misirin tohum c¢imlenmesi ve fide etkinligini 6nemli
olgiide arttirdign gosterilmistir. Ikinci deneyde, hem steril hem de steril olmayan
toprakta bakteriyel inokiilasyon ile yaprak ve siirgiin kuru agirlig1 ve yaprak yiizey alani
onemli Olclide ile arttirilmistir. Sonuglar, bakteriyel tedaviler ile asilamanin, steril
olmayan topraktaki bitkilerin steril toprakta olanlara kiyasla biiyiimesi ve gelismesi
lizerinde daha uyaric1 bir etkiye sahip oldugunu géstermislerdir. Uciincii deneyde, musir
tohumlarinin tiim bakteri suslari ile asilanmasi, bitki boyunu, 100 tane tohum agirhigini,
basak ve yaprak alani basina tane sayisint onemli Olclide arttirmistir. Sonuglar ayrica,

misirin siirgiin ve basak kuru agirliginda artis oldugunu gostermistir.

Abbasi ve ark., (2011) bugdaymn kok bdlgesinden bitki gelisimini arttiran bakteri
izolasyonu yapmislardir ve sekiz farkli PGPR izolati elde etmislerdir. Bu izolatlar
morfolojik ve kiiltiirel karakterizasyonlari, fosfat ¢oziiniirliik kapasiteleri ve indol asetik
asit tretimleri tizerine ¢alismislardir ve {i¢ izolati (WPR-32, WPR-42, ve WPR-51)
ileriki calismalarda kullanmak i¢in secilmistir. Bu {i¢ izolat iki N seviyesinde sera
kosullarinda gergeklestirilmistir. Kontrol uygulamasina kiyasla PGPR uygulamasi bitki

boyu, taze siirglin agirligi ve kuru siirgiin agirligini sirastyla %25, %45 ve %86 oraninda
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kok uzunlugu, taze ve kuru agirligimi sirasiyla %27, %102, %76 oraninda arttirmistir.
Ayrica PGPR izolatlarimin her bitkide siirgiin sayisini, bin tane agirligimi ve tane

verimini kontrole gore %23, %48, %59 oraninda arttirdigini bildirmislerdir.

Celikten (2016)’in yaptig1 ¢alismada Hatay ilinde 9 farkli tarladan alinan saglikli
bugday koklerinden elde edilen PGPR’nin bugday (Triticum aestivum L.) gelisimine
etkileri incelemistir. Elde edilen 120 bakteri izolatinin MALDI-TOF yardimiyla
Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus,
Clostridium, Weeksella, Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia,
ve Corynobacterium cinslerine ait oldugu saptanmistir. Bu bakteri izolatlar1 arasindan
73 PGPR izolati bugday tohumlarina uygulanmistir. Kontrol uygulamasina kiyasla
PGPR uygulamas1 in vitro kosullarda kok gelisimine %7.1 ile %70.6 oranlarinda,

stirgiin gelisiminde ise %6.6 ile %102 oranlarinda arttirmistir.

Caligmalarda da goriildiigii gibi PGPR nin bitki gelisimine olumlu etkisi vardir. Toprak
fiziksel olarak heterojendir ve degisen c¢evre kosullar toprakta cesitli degisikliklere
sebep olur. Topraga serbest olarak verilen PGPR’lerin {izerinde biyotik ve abiyotik stres
olusmaktadir. Hem g¢evresel stres hemde diger mikroorganizmalarla olan rekabet ortami
PGPR’lerin hayatta kalmasi ve beklenilen aktiviteyi gostermesinde bir engel olusturur.
Bu sorunlara ¢6ziim bulmak icin ¢esitli calismalar yapilmistir ve mikroorganizmalarin
immobilizasyonuna karar verilmistir (Young ve ark., 2006; Cassidy ve ark., 1996).
Immobilizasyon islemi yasayan hiicreleri kapsar, hiicrelerin hayatta kalmasini iyilestirir,
mikroorganizmalar1 bir¢ok ¢evresel strese karsi korur ve hiicrelerin dehidrasyonla yavas

yavas topraga birakilmasini saglar (Bashan, 1986).

Bashan (1987), Azospirillum Brasilense ve Pseudomonas Fluorescens’in aljinat bead
lerine immobilizasyonuyla yaptig1 bir caligmada bugday bitkisinin koklerinin basariyla
inokule edildigi ve referans olarak alinan torfa gore daha iyi sonuglar alindigini

bildirmistir.

Bashan ve Gonzalez (1999) yaptiklari ¢alismada aljinat beadler iginde immobilize
edilen Azospirillum brasilense Cd ve P. fluorescens 313’in depolama kosullarinda 14
yildan sonra hayatta kalmas1 10°-10° CFU g olarak tespit edilmistir. Bu uzun depolama

stiresinden sonra, rizobakterinin bugday bitkilerinin biiylimesini uyarma yeteneklerini
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kaybetmedigi ortaya c¢ikmustir. Arastirma rizobakterinin uzun siire boyunca aljinat

beadlerde yasayabildigini ve aktivitesini korudugunu gostermistir.

Trivedi ve Pandey (2008), sodyum aljinat bazli bir formiilasyonda immobilize ettigi iki
bitki biiytimesinin destekleyen bakteriyi (Bacillus subtilis ve Pseudomonas corrugata)
4°C'de 3 wyillik depolamadan sonra hayatta kalma, canlilik ve bitki biliylimesini
destekleme yetenekleri agisindan degerlendirmislerdir. Bitki bazli biyo-deneylerde,
bakteriyel izolatlarin her ikisinin de bitki biiylimesini artirma yeteneginin, taze et suyu
bazli formiilasyonlarinkilere esit oldugunu gostermistir. Bakteriyel izolatlar, depolama
sirasinda aljinat bazli formiilasyonda kok kolonizasyonunu ve antifungal ve enzim
aktivitelerini muhafaza etmistir. PGPR’nin aljinat beadlerinde daha uzun siireler

boyunca hayatta kalabilecegi saptanmuistir.

Bashan ve ark., (2002) bugday (Triticum aestivum cv.) ve domates (Lycopersicon
esculentum Mill. cv.) ile ¢ol tarim alaninda baskin olan gergekgi toprak kosullarinda
calisma yapmislardir. Deneme ¢omleklerde, ¢ok yillik bitkilerin yetismedigi alanlardan
alinan topraklarla gergeklestirmislerdir. Calisma A. brasilense iceren mikrobeadlerle
bitki inokulasyonu, 1siyla Oldiiriilmiis A. brasilense iceren mikrobeadlerle bitki
inokulasyonu ve bitki inokulasyonu yapilmamis grup olarak incelenmislerdir. Bitki
yiiksekligi, kok ve yaprak kuru agirhigr Olglimleri ¢imlenmeden 21-30 giin sonra
yapilmustir. Topragi nemli tutmak i¢in gerektiginde su eklenmistir. Calisma sonucunda
en yiiksek degerler A. brasilense igeren mikrobeadlerle bugday inokulasyonunda
gorilmistiir. Diger gruplara kiyasla bitki yiikseliginde ortalama %33 artis, kok kuru
agirhginda ortalama %63 artis ve yaprak agirhiginda ise ortalama %54 artis elde

edilmistir.

Wu ve ark., (2014) serbest ve kapsiil haline getirilmis PGPR Raoultella planticola'nin,
salin stres altinda pamuk biiyiimesini desteklemedeki etkinligi arastirmislardir.
Kapsiillenmis Raoultella planticola'nin pamuklu fidanlar {izerinde, serbest hiicrelerden

daha olumlu etkilere sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Kwon ve Song (2014) tarafindan yapilan ¢alismada rizosferdeki bitki biiylimesini tesvik
eden rizobakterilerin (PGPR) stirekliligini arttirmak ve bitki biliylimesini desteklemek

icin aljinat boncuga immobilize edilmis PGPR Arthrobacter woluwensis ED'nin

18



uygulanmasindan sonra domates biiylimesi incelenmistir. Domates fideleri 1 g toprak
basma 10® A. woluwensis ED gelecek sekilde hiicre ile muamele edildiginde ve bitki
bliylime odasinda 30 giin inkiibe edildiginde askida birakilmis inokulantlarla muamele
edilen domates bitkilerinin siirgin ve kok uzunlugu, taze agirligt ve kuru agirhig
inokiile edilmemis kontrole gore sirasityla %36.2, %59, %51.1 ve %37.5 oraninda
artmistir. Immobilize edilmis bakterilerin tedavisi, kontrol ile karsilastirildiginda
sirastyla %42, %67.4, %62.5 ve %60.4 oraninda artmistir. Buradan da anlasilacagi
lizere immobilize bakterilerin tedavisi ile domates biiylimesinin artis1, askida birakilmis
inokulantlarinkinden daha yiiksek olmustur. Ayrica aljinat bead lerinde PGPR'nin
kapsiillenmesi bitki rizosferinde PGPR'nin hayatta kalmasi ve bitki gelisimini

desteklemek i¢in s1vi inokulantlardan daha etkili olabilecegi saptanmistir.

De Gregorio ve ark., (2017) iki potansiyel PGPR olan Pantoea agglomerans ISIB55 ve
Burkholderia caribensis ISIB40 ‘nin stabilitesi (yararli Ozelliklerin canliligi ve
korunmasi) iizerindeki nanofiberlerin bakteriyel immobilizasyon etkisinin = bir
degerlendirmesini yapmislardir. Ayrica soya fasulyesi tohumun nanofiber-immobilize

rizobakteriler ile kaplamasinin bakteriyel canlilik tizerindeki etkisini belirlemislerdir.

Bakteriyel nanoimmobilizasyon ve nanofiber-immobilize rizobakteri ile tohum kaplama
elektrospinning ile gergeklestirimistir. Sonuglar rizobakterinin ya canlhilifini ya da
yararli 6zelliklerini etkilemedigi igin, P. agglomerans ISIB55 ve B. caribensis ISIB40't
bu teknikle basarili bir sekilde immobilize edildigini gostermistir.  Nanofiber-
immobilize rhizobacteria ile tohum kaplama, 30 giin boyunca saklanan tohumlarda P.
agglomerans ISIB55 ve B. caribensis ISIB40 sagkalimini iyilestirmis ve bitki koki
tizerindeki her iki bakterinin de basarili kolonizasyonuna katkida bulunmustur. Ayrica,
P. agglomerans ISIBS55 ile tohum kaplamasi, kokiin ¢imlenmesini, uzunlugunu ve kuru
agirhigin arttirmistir. Ayrica, B. caribensis ISIB40 ile tohum kaplama, yaprak sayisini
ve siirgliniin kuru agirligint arttirmistir. Bu nedenle, nanofiber-immobilize edilmis
PGPR ile tohumlarin kaplanmasi i¢in mevcut caligmada uygulanan teknik, bir
mikrobiyal asilayicit kullanilarak soya fasulyesi iiretimini gelistirmek igin limit vaat

eden ¢evre dostu bir yaklagim olarak diisiiniilebilecegini saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada Kullanilcak olan Mikroorganizmalarin izole Edilecegi Bitkisel

Materyaller

Arastirmada Gramineae familyasinin yabani tilirlerinden yabani bugday bitkisi
kullanilmistir. Mikroorganizmalarin izole edilecegi bu bitkiler Tokat Merkeze baglh

Canpolat Koyliniin tarim yapilmayan arazilerinden toplanmaistir.
3.1.2. Cahsmada Kullanilan Besiyerleri

Calismada genel besiyeri olarak; bakterilerin gelistirilmesi i¢in NA (Nutrient Agar) ve
NB (Nutrient Broth) kullanilmistir. Bakterilerin izolasyonu igin 6zel besiyeri olarak
JMV, NFb (Nitrogen Fixing bacteria), LGl ve Dobreiner N-Free Malat Semi-Solid
Medium kullanilmistir. Bakterilerin immobilizasyon islemi igin genel besiyeri olarak

MHB (Mueller-Hinton Broth) kullanilmistir.
3.1.3. Cahsmada Kullanilan Immobilizasyon Materyalleri

Calismada bakteri immobilizasyonu i¢in sodyum aljinat, patates nisastasi, pepton,

CaCl; ¢ozeltisi ve 50 ml’lik siringa kullanilmastir.
3.2. Yontem
3.2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Mikroorganizmalarin izole edilecegi bitkiler Tokat Erbaa’ya bagli Canpolat Kdyiiniin
tarim yapilmayan arazilerinden alinan Gramineae familyasinin yabani tiirlerinden
yabani bugdaylarin kokleri steril makasla kesilmistir. Elde edilen kdklerin herbiri steril
kaplara konulmustur. Steril kaplarda ici buz dolu kutuya alinarak laboratuvara

gotiirtilmiistiir.
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Sekil 3.2. Yabani bugday bitki kdkiiniin goriiniimii

3.2.3. NA (Nutrient Agar) Hazirlanmasi

24 g/L lik toz NA besiyerinden 600 ml lik besiyeri hazirlamak icin 14.4 g toz NA
tartilmistir. Tartilan toz NA erlene aktarilmis ve 600 ml distile su ilave edilmistir.
Ardindan i¢ine manyetik balik konulup manyetik karistiricida homojen hale gelene
kadar karistirilmistir. Homojen haline geldikten sonra manyetik balik tutucu ile

manyetik balik ¢ikarilmis ve erlenin agzi folyo ile kapatilip 121°C 15 dakika programda
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otoklavda steril hale getirilmistir. Islem bittikten sonra erlendeki steril NA bir miktar
sogutulmus ve steril kabinde ates yaninda steril petrilere dokiilmiistiir. NA bakterilerin

gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.
3.2.4. NB (Nutrient Broth) Hazirlanmasi

13 g/L lik toz NB besiyerinden 600 ml lik besiyeri hazirlamak i¢in 7.8 g toz NB
tartilmistir. Tartilan toz NB erlene aktarilmis ve 600 ml distile su ilave edilmistir.
Erlenin agz1 folyo ile kapatilip 121°C 15 dakika programda otoklavda steril hale
getirilmistir. Thtiyag  duyuldugunda steril ortamda steril tiiplere aktarilarak
kullanilmistir. NB kat1 besiyerlerine ekimden o©nce bakterilerin gelistirilmesi ve

seyreltilmesi i¢in kullanilmastir.
3.2.5. Dobreiner N-Free Malat Semi-Solid Medium Hazirlanmasi

1 It’ lik besiyeri hazirlamak i¢in 10 g toz mannitol, 10 g siikroz, 0.5 g K:HPOg4, 0.2 g
MgS04.7H20, 0.2 g NaCl, 5 g CaCOs, 0.002 g FeSQO4, 0.002 g MnS0O4.4H,0 ve 0.002 g
malat tartilmigtir. Tartilan toz malzemeler erlene aktarilmis ve 1 It distile su ilave
edilmistir. Erlenin agz1 folyo ile kapatilip 121°C de 15 dakika programda otoklava
birakilmigtir.  Thtiyag  duyuldugunda steril ortamda steril tiiplere aktarilarak
kullanilmistir. Dobreiner N-Free Malat Semi-Solid Medium rizosferden bakterilerin

izolasyon agamasinda inkubasyon i¢in kullanilmstir.
3.2.6. JMV Hazirlanmasi

1 It lik besiyeri hazirlamak i¢in mannitol 5g, KoHPOs 0.6g, KH2POs 1.8 g,
MgSO4x7H20 0.2g, NaCl 0.1 g, CaCl2x2H20 0.2 g, bromtimol blue 2ml, iz element
¢ozeltisi (ZnSO4 100 mg/L, MnClx4H>0 30 mg/L, H3BO3 300 mg/L, CoCl2x6H20 200
mg/L, CuCl2x2H>0 10 mg/L, NiCIx2H.0 20 mg/L, NazMoOsx2H>0 30 mg/L ) 2ml,
Fe-EDTA c¢ozeltisi (%1.6 [w/v]) 4 ml, KOH 4.5 g, vitamin ¢ozeltisi (riboflavine 10
mg/L, thiamin-HCLx2H20 50 mg/L, nicotic acid 50 mg/L, pyrodixin-HCI 50 mg/L, Ca-
panthotenate 50 mg/L, biotin 100 mg/L, folic acid 200 mg/L, vitamin B12 200 mg/L),
yarl kati besiyeri i¢in 2.1 g agar hazirlannigtir. Istenilen miktarlarda hazirlanan
malzemeler erlene aktarilmis ve hacmi 1 1t ye tamamlanmistir. pH 4.2-4.5. ayarlanmistir

(Jha ve ark., 2009). Ardindan manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar
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karistirilmistir. Homojen haline geldikten sonra erlenin agzi folyo ile kapatilip 121°C 15
dakika programda otoklavda steril hale getirilmistir. Islem bittikten sonra JMV bir
miktar sogutulmus ve steril kabinde ates yaninda steril petrilere dokiilmistiir. JIMV

bakterilerin izolasyonu i¢in 6zel besiyeri olarak kullanilmistir.
3.2.7. NFb (Nitrogen Fixing bacteria) Hazirlanmasi

Malik asit (5g/L) hari¢ JMV besiyeriyle ayni1 bilesime sahiptir. Yar1 kat1 besiyeri
hazirlamak i¢in 1.8 g agar kullanilmistir. 10N KOH ile pH 6.5 e ayarlanmistir (Jha ve
ark., 2009). Ardindan manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirtlmistir.
Homojen haline geldikten sonra erlenin agzi folyo ile kapatilip 121°C 15 dakika
programda otoklavda steril hale getirilmistir. Islem bittikten sonra NFb bir miktar
sogutulmus ve steril kabinde ates yaninda steril petrilere dokiilmiistiir. NFb bakterilerin

izolasyonu i¢in 6zel besiyeri olarak kullanilmistir.
3.2.8. LGI Hazirlanmasi

Bu besiyeri sukroz hari¢ NFb ile ayn1 bilesime sahiptir. 10 M H2SOs ile pH 6.0-6.2
ayarlanir (Jha ve ark., 2009). Ardindan manyetik karistirictda homojen hale gelene
kadar karistirilmistir. Homojen haline geldikten sonra erlenin agzi folyo ile kapatilip
121°C 15 dakika programda otoklavda steril hale getirilmistir. Islem bittikten sonra LGI
bir miktar sogutulmus ve steril kabinde ates yaninda steril petrilere dokiilmiistiir. LGI

bakterilerin izolasyonu i¢in 6zel besiyeri olarak kullanilmistir.
3.2.9. MHB (Mueller Hinton Broth) Hazirlanmasi

Distile su igerisinde 21 g/L olacak sekilde eritildikten sonra 121 °C’ de 15 dakika
otoklavlanmistir. Thtiya¢ duyuldugunda steril ortamda steril tiiplere aktarilip
kullanilmistir. MHB bakterilerin immobilizasyon islemi ic¢in genel besiyeri olarak

kullanilmustir.
3.3. Bitkilerden Mikroorganizmalarin izolasyonu
3.3.1. Ekzofit izolasyonu

Her bitkiden elde edilen kok 25 ml steril tuz ¢ozeltisi iceren 50 ml lik santrifiij tiipiine

almmustir (Sekil 3.3). Tiipler vortekslenir (Sekil 3.4). Vorteksleme esnasinda ¢ozeltiye
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gecen toprak rizosfer olarak degerlendirilmistir. Bu siispansiyondan 1 ml alinarak 4 ml
dobreiner N-free malat semi-solid medium igeren deney tiiplerine verilmis (Sekil 3.5)
ve 72 saat inkiibatdrde inkube edilmistir (Sekil 3.6) (Ogiit ve ark., 2008).

Sekil 3.3. Steril kaptan yabani bugday kokiinii ¢ikarma

Sekil 3.4. Santrifijj tiipiinde vorteksleme islemi
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Sekil 3.6. Deney tiiplerinin aerobik inkubatdre alinmast
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3.3.2. Endofit izolasyonu

Vortekslenen tiiplerin i¢inde kalan kokler 2 defa distile su ile yikanir ardindan 1 defa
tuzlu su ¢ozeltisinde vortekslenmistir (Sekil 3.7). Tuz ¢ozeltisinde rizosfer kalintisi
kalmadigindan emin olunduktan sonra kok steril bir havana alinmistir (Sekil 3.8). Kok
kiigiik pargalar halinde kalana kadar steril havanda ezilmis ve ezilen kok tiipe
aktarilmistir. Icinde ezilmis kok bulunan tiiplere 25 ml tuz ¢ozeltisi aktarilmis ve
vortekslenmistir. Ardindan tiiplin i¢inden steril pipet yardimiyla 1 ml alinarak 4 ml

dobreiner N-free malat semi-solid medium igeren deney tiiplerine verilmis ve 72 saat

inkiibatdrde inkube edilmistir (Ogiit ve ark., 2008).

Sekil 3.8. Kokiin havanda ezilmesi islemi
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3.4. Mikroorganizmalarin Besiyerlerine EKimi

Inkiibatorde 72 saat inkube edilen mikroorganizmalardan 1 ml alinip 9 ml lik NB’ye
aktarilarak seyreltme islemi gerceklestirilmistir. ilk tiip 107 olarak kabul edilmis ve bu
islem 10 ¢ kadar devam edecek sekilde tekrarlanmistir. Diliie edilen her tiipten 100 pL
cekilerek belirlenen kati besiyerlerine drigalski yardimiyla yayma ekim yapilmistir
(Sekil 3.9). Ardindan etiketlemesi yapilan besiyerleri aerobik inkubatore birakilmistir.
Inkube edilen besiyerlerinde olusan koloniler tek ve saf bakteri elde edilene kadar dze
yardimiyla ¢izgi ekim gergeklestirilmistir. Tek tek ve saf halde elde edilen bakteriler

calismanin devami i¢in stoga alinmustir.

Sekil 3.9. Yayma ekim iglemi

3.5. lzole Edilen Mikroorganizmalarin immobilizasyonu
3.5.1. immobilize Edilecek Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Immobilizasyon islemi i¢in bakteriler 10 arli gruplara ayrilirlar. 10 arli grupta yeralan

her bakteriden 6ze dolusu alinmig, 30 ml lik MHB (Mueller Hinton Broth)’ye ekilmis
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ve etiketlenmistir. 24-48 saat siire kalmak iizere thermoshakera (120 rpm, 36°C de)
yerlestirilmistir. 24-48 saatin ardindan thermoshakerdan bakteri iceren besiyerleri
cikarilmis ve santrifiij tliplerine aktarilmistir. 6000 rpm de 10 dakikaya ayarli santrifiije
birakilmistir. Santriflij islemi bittikten sonra tiiplerin igerisindeki siipernatant kismi
dokiilmiis ve 10 bakterinin peletleri tek bir tiipe aktarilmistir. Ardindan pelet yer alan
tipe %1 pepton igeren ¢ozeltiden 3 ml eklenmistir. Pepton eklenen tiip i¢indeki pelet
(10 bakterinin peletlerini igerir) c¢oOziinene kadar vortekslenmistir. Vorteksleme
isleminden sonra mikroorganizmalar immobilizasyona hazirdir. Onceden belirlenen
grup haline getirilecek bakteri sayisina gore gruplanan bakterilerde buna benzer
islemlerden gegirilir. Bu islemde mikroorganizmalar 10°-10° bakteri ml* olacak sekilde
hazirlanmistir (Schoebitz ve ark., 2013b).

3.5.2. Immobilizasyon islemi

39 Na-aljinat tartilmis ve 100 ml DW (distile su) i¢inde homojen olana kadar 30 dakika
karistirilmistir. Homojen hale gelen Na-aljinat karisimina 47g patates nisastasi ilave
edilmis ve homojen hale gelene kadar karistirilmistir. Onceden hazirlanan
mikroorganizma (pelet +pepton karigimi) bu karigima eklenmis ve homojen olana kadar
karistirilir. En son elde edilen karisim 50 ml lik siringaya aktarilmigtir. %1.5 luk CaCly
¢ozeltisi hazirlanmis ve balik atilip, manyetik karistiriciya yerlestirilmistir. Siringa
icindeki karisim %]1.5 luk CaCly ¢ozeltisine damlatilmistir (Sekil 3.10). Karisimin
damlatilmasi bittikten sonra olusan beadler 30 dakika %1.5 luk CaCly ¢6zeltisinde
bekletilmistir (Schoebitz ve ark., 2013b). Ardindan ¢esme suyu ile yikanip kurutma
kagitlarina alinmistir. Etiketlenip 36°C de etiive kurumaya birakilmistir (Sekil 3.11).
Kuruyan beadler klipsli posetlere aktarilmis ve etiketlenmistir. Kullanilana kadar 1s1k

gormeyen bir alanda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.10. Immobilizasyon isleminin gsterimi

Sekil 3.11. Immobilize beadlerin kurutulmasi
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3.6. Immobilize Bakteri Beadlerinin Bugday ile Topraga Ekimi

Her bead grubu i¢in kazilan siraya Gramineae familyasindan 3 bugday tohumu ile 4
adet bead eklenmis ve iizeri toprak ile kapatilmustir. Iki sira aras1 10 cm olacak sekilde
ekime devam edilmistir. Ekimden isleminden yaklasik 3 ay sonra bitki gelisim

parametreleri incelenmistir.
3.7. Immobilize Bakteri Beadlerinin Céziinme Giiciiniin incelenmesi

Arazi denemelerinde kullanilan bakteri beadlerinin ¢6ziinme giicii 6grenmek istenmistir.
Bunun igin laboratuvarda ayni 6zellige sahip kaplar belirli yere kadar vermikompostla
doldurulmus ve topragin farkli noktalarina beadler konulup iizeri vermikompostla

ortiilmiistiir. Kuruma durumuna gore sulama gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. PGPR adayi bakteri izolatlarinin izolasyonu

Araziden toplanan Gramineae familyasinin yabani tiirlerinden olan yabani bugday
koklerinden materyal ve metotta anlatildigi sekilde 227 bakterinin izolasyonu
yapilmustir. Izole edilen bakteriler ve laboratuvarda mevcut olan bakterilerle birlikte
toplam 537 bakteri test edilmistir (Sekil 4.1). Izolatlarin hepsini teker teker test etmenin
hem uzun bir siire¢ olmas1 hem de maliyetli olmasi goz 6niinde bulundurularak 6nceden
planlanan sekilde bakteriler ~gruplandirilmistir. Immobilizasyon islemide bu
gruplandirma goz 6niine alinarak gerceklestirilmistir. Izole edilen bakteriler (SI’ler) ve
laboratuvarda mevcut olan bakterilerin immobilize beadleri (F, KR, MG ve ET) ile

birlikte 58 immobilize bakteri grubu olusturulmustur (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Bugday rizosfer bolgesinden izole edilen bakteri izolatlarindan birinin besi

ortamindaki genel goriiniimi

Sekil 4.2. Immobilize bakteri beadlerinin goriiniimii
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4.2. Immobilize Bakteri Gruplarmmn (Beadlerin) Céziinme Giicii

Arazi denemelerinde kullanilan bakteri beadlerinin ¢ézlinme giicii 6grenmek istenmistir.
Bunun i¢in vermikomposta ekilen beadlerin ¢éziinmeleri gdzlenmistir. Her iki giinde bir
kaptan beadler alinip hem ¢iplak gozle (Sekil 4.3) hemde mikroskopla (Sekil 4.4)
incelenmistir. 14. giinde beadlerin tamamen ¢6ziindiigi goriilene kadar bu isleme
devam edilmistir. Buna dayanarak calismamizda kullandigimiz immobilize bakteri
beadlerinden topraga ckimden 14 giin sonra ¢Oziinmiistir. Cozlinmeden sonra
barindirdig1 bakterileri de salacagi anlagilmistir. Calismada kullanilan beadlerden

salinan bakterilerin de bitki rizosferine dagilmistir.

10.GUN 12.GUN 14. GUN

Sekil 4.3. immobilize bakteri beadlerinin vermikompostta ¢dziinme giiciiniin ¢iplak

gbzle goriinimii
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8. GUN 10. GUN 12.GUN 14. GUN

Sekil 4.4. Immobilize bakteri beadlerinin vermikompostta ¢oziinme giiciiniin

mikroskopta goriiniimii
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4.3. Immobilize Bakteri Gruplarinin (Beadlerin) Bugday Gelisimine Etkisi
4.3.1. Yaprak Ayasi

Tarladan sokiilen bugdaylar laboratuvara getirilip kokleri yikandi. Ardindan rastgele
secilen dort adet yapragin ayasi cetvel yardimiyla tek tek olgiiliip degerler not edildi.
Farkli olarak gordiigiimiiz beadler kontrole kiyaslanarak elde edilen sonuglar Cizelge
4.1°de gosterilmistir. Bu gelisim parametresinde en etkili olan bead grubu kalin (bold)

halde gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Immobilize bakteri beadlerinin bugday yaprak ayasi (cm) iizerine etkisi ve

kontrole gore ylizde etki degeri (%)

YAPRAK AYASI (cm)
BEAD

ADI 1 2 3 4 ortalama %
Si-36 1,3 1,2 1,1 1,4 1,25 51.515
Si-37 1 1 11 1 1,025 24.242
Si-38 1,2 1,4 1,2 1,1 1,225 48.484
F3 1 1,2 1,4 1,1 1,175 42.424
F4 1,5 1,5 1.4 1,2 1,4 69.696
F5 11 1,3 1,2 1 1,15 39.393
F6 1,4 1,5 1,2 1,1 1,3 57.575
KR-1 1,2 11 13 1 1,15 39.393
KR-2 0,6 1,2 14 1,1 1,075 30.303

KONTROL 1 1 0,6 0,7 0,825 0
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4.3.2. Govde Capr

Tarladan sokiilen bugdaylar laboratuvara getirilip kokleri yikandi. Ardindan rastgele
secilen dort adet bugday govdesi (sap1) tek tek iple gevrelendi. Ip cetvelle dlgiiliip
degerler not edildi. Farkli olarak gordiigiimiiz beadler kontrolle kiyaslanarak elde edilen
sonuglar Cizelge 4.2°’de gosterilmistir. Bu gelisim parametresinde en etkili olan bead

grubu kalin (bold) halde gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Immobilize bakteri beadlerinin bugday gdévde ¢ap1 (cm) iizerine etkisi ve

kontrole gore ylizde etki degeri (%)

GOVDE CAPI (cm)
BEAD
ADI 1 2 3 4 ortalama %
SI-36 2 2,2 2 2,1 2,075 22.058
SI-37 1,7 1,6 1,7 2 1,75 2.941
Si-38 2,2 2,4 2 1,9 2,125 25
F3 2,1 2 1,6 1,8 1,875 10.294
F4 18 2 2,3 2,4 2,125 25
F5 1,4 1,7 1,8 1,6 1,625 -4.411
F6 1,8 2,2 2,4 2,6 2,25 32.352
KR-1 2 1,9 1,6 1,8 1,825 7.352
KR-2 15 1,6 1,7 1,3 1,525 -10.294
KONTROL 1,7 1,8 2 1,3 1,7 0

35



4.3.3. Kardeslenme Sayisi

Tarladan sokiilen bugdaylar laboratuvara getirilip kokleri yikandi. Ardindan tek bir
kokten ¢ikan kardesler sayilip not edildi. Farkli olarak gordiigiimiiz beadler kontrolle
kiyaslanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Bu gelisim

parametresinde en etkili olan bead grubu kalin (bold) halde gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Immobilize bakteri beadlerinin bugday kardeslenme sayisi1 (adet) iizerine

etkisi ve kontrole gore yiizde etki degeri (%)

BEAD KARDESLENME SAYISI
ADI
adet %
Si-36 32 88.235
SI-37 26 52.941
SI-38 31 82.352
F3 10 -41.176
F4 18 5.882
F5 21 23.529
F6 23 35.294
KR-1 37 117.647
KR-2 17 0
KONTROL 17 0
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4.3.4. Kok Uzunlugu

Tarladan sokiilen bugdaylar laboratuvara getirilip kokleri yikandi. Ardindan kokler
cetvelle tek tek Olciiliip degerler not edildi. Farkli olarak gordiiglimiiz beadler kontrolle
kiyaslanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de gosterilmistir. Bu gelisim

parametresinde en etkili olan bead grubu kalin (bold) halde gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Iimmobilize bakteri beadlerinin bugdayin kok uzunlugu (cm) iizerine etkisi

ve kontrole gore yiizde etki degeri (%)

GRUP ADI KOK UZUNLUGU
cm %
Si-36 10 17.647
Si-37 14 64.705
Si-38 13 52.941
F3 9 5.882
F4 11,8 38.823
F5 13,5 58.823
F6 11,8 38.823
KR-1 12,5 47.058
KR-2 12,8 50.588
KONTROL 8,5 0
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu ¢alismada Tokat Merkeze bagli Canpolat Kdyii'niin tarim yapilmayan arazilerinden
alinan Gramineae familyasinin yabani tiirlerinden olan yabani bugdayin rizosferinden
izole edilen bakteriler kullanilmistir. Elde edilen bakteri izolatlar1 énceden belirlenen
grup haline getirilecek bakteri sayisina gore gruplandirilarak immobilize edilmistir.
Daha sonra bakteri iceren bu beadler Gramineae familyasindan bugday tohumuyla
ekilmis ve bugday gelisimi iizerine olusturdugu etki incelenmistir. Yaprak alani, govde
(sap) cap1, kardeslenme sayisi ve kok uzunlugu bugdayin gelisim parametreleri olarak

kabul edilmis ve degerlendirme ona gore yapilmaistir.

Calismamizda rizosferden izole edilen bakteri gruplarina herhangi bir tanilama islemi
yapilmamistir. Clinkii elde edilen 227 bakteri izolatinin ve laboratuvarda mevcut olan
bakterilerin tanilanmasinin oldukga maliyetli olacagi disiiniilmiistiir. Ancak yapilan
bir¢ok ¢alismada bugday, misir ve piring gibi bir¢ok bitki rizosferinden izolasyon islemi
sonucunda genellikle Azotobacter, Azospirillum, Micrococcus, Arthrobacter,
Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Clostridium, Paenibacillus, Microbacterium,
Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia ve Corynobacterium
cinslerine ait bakterilerin bulundugu ve bu bakterilerin bitki gelisimini tesvik edici
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Dastager ve ark., 2010; Zamin ve ark., 2011; Rana ve
ark., 2011; Shrivastava ve Kumar, 2013; Dinesh ve ark., 2014; Kumar ve Gera, 2014;
Rawat ve Mushtaq, 2015). Eger istenirse daha sonraki yapilabilecek olan ¢alismalar i¢in
bu calisma sonucu bugday gelisiminde en iyi etkiyi gergeklestiren bakteri grubunun

tanilanmasinin daha uygun olacag: diisiniilmiistiir.

Aljinat beadlerde Pseudomonas fluorescens’in 14 yil hayatta kaldig1 ve bakteri sayisinin
bitkilerin ekili kolonizasyonu i¢in yeterli miktarda oldugu saptanmistir (Power ve ark.,
2011). Yapilan ¢alismada immobilize bakteri beadlerinde 14 giinliik ¢oziinme siireci
boyunca bakterileri hayatta tuttugu diisiiniilmiis ve gelisim sonuglarina bakildiginda
bunun dogru bir kan1 olduguna varilmistir. Ayrica ¢éziinme giiciiniin belirlenmesi igin
yapilan c¢aligmada vermikompost kullanildigindan topragin nemine bagli olarak

¢Oziinmenin 12-14 giin i¢inde gergeklestigi diistiniilmiistiir.
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Atar ve Kara (2017)’nin tarla kosullarinda yaptig1 calismada ekilen bugdaymn
cimlenmesinin ortalama 6.6 ile 10 giin arasinda gerceklestigi saptanmistir. Kuru
tarimsal preparatlardaki bakterilerin faaliyetlerini sadece tohum ¢imlenmesinden ve
beadlerin ayrismasindan sonra ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (Bashan ve ark., 2002).
Bunlarda c¢alismadaki aljinat beadlerin 14 giinliik ¢6ziinme siireci bitiminin
¢imlenmeden sonraki doneme geldigi ve aljinat beadlerin igindeki bakterilerin bitki
gelisim donemine etki ettigini gostermektedir. Coziinme siirecinden sonra pargalanan

beadler bakterilerini bugdayin rizosferine dagitmistir.

Calismada immobilize bakteri beadlerinin ¢dziinme giiciinlin incelenmesi asamasinda
vermikompost kullanilmis bunun disinda bugdaymn ekim islemleri ilave glibre
kullanilmadan sadece toprakta yapilmistir. Son zamanlarda yaygin olarak kullanilmasi
ve organik madde igeriginin yliksek nedeniyle immobilize bakteri beadlerinin ¢éziinme

giiclinlin incelenmesi asamasinda vermikompost kullanilmastir.

Immobilize bakteri beadlerinin bugday gelisimine etkisine genel olarak bakildiginda
yaprak ayasinda segilen 9 bead grubunun tamaminin artisa sebep oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.1). Bu artis kontrole gore %?24.242-69.696 oranindadir. Goévde ¢api
Olgtimlerinde segilen 9 bead grubunun 7’sinin kontrole gore %2.941-32.352 oraninda
artisa sebep oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2). Kardeslenme sayis1 gz Oniinde
bulunduruldugunda ise segilen 9 bead grubunun 8’inin kontrol grubuna kiyasla %5.882-
117.647 oraninda artisa sebep olmustur (Cizelge 4.3). Kok uzunlugunda ise secilen 9
bead grubunun tamaminin artisa sebep oldugu goriilmiis ve kontrol grubuna kiyasla

%5.882-64.705 oraninda artis olmustur (Cizelge 4.4).

Yaprak gelisiminde en etkili immobilize bakteri bead grubu %69.696 ile F4 olmustur
(Cizelge 4.1). Govde gelisiminde en etkili bead grubu %32.352 ile F6 olmustur (Cizelge
4.2). Kardeslenme sayisinda en etkili bead grubu ise kontrole gore %117.647 artigla
KR-1 dir (Cizelge 4.3). Kok gelisimi iizerine en etkili bead grubu %64.705 ile Si-37
olmustur (Cizelge 4.4). PGPR’lerin in vitro kosullarda bugday, misir ve aygicegi gibi
birgok bitkide tohum ¢imlenmesi, kok ve siirgiin gelisimini arttirdigina yonelik bir¢cok
calisma olmustur (Gholami ve ark., 2009, Shaukat ve ark., 2006). Elde ettigimiz
sonuglar yapilan bu ¢alisma ile paralellik tasimaktadir. Laboratuvarda var olup test

edilen immobilize bakteri beadleri arasinda F ve KR gruplart belirli gelisim
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parametrelerinde olumlu etki olusturmustur. Ancak verilere genel olarak bakildiginda
rizosferden izole edilmis bakterilerden olusan immobilize bakteri beadlerinin (SI’lerin),
test edilen diger beadlere (F, KR, MG ve ET) gore bugday gelisiminde daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Biitiin parametrelerde olumlu etki olusturan bead grubu ise Si-38

olmustur.

Bashan ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismaya gore bakteri iceren mikrobeadlerle bugday
inokulasyonunda bugdayin uzunlugunda, kok ve yaprak agirliginda deney yapilan diger
gruplara kiyasla artig goriilmiistiir. Sonug olarak bakteri iceren mikrobeadlerle bugday
inokulasyonunun bugday gelisimine olumlu etkisi oldugunu saptamislardir. Yaptigimiz
calisgmada da immobilize bakteri beadlerinin kontrole goére bugdayin kok, yaprak,

kardeslenme ve govde gelisimine olumlu etki olusturdugu gorilmiistir.

Mikrobead tiretiminin kiigiik bir dezavantaji, tutuklama prosediiriinde aljinat-kalsiyum
kompleksinin bakteriyel hiicre duvari ile capraz baglanmasi nedeniyle cok sayida
bakteriyi oldiirmesidir (Bashan, 1986b). Calismada bazi bead gruplarimin bugday
gelisiminde kontrole gére olumsuz etki olusturmasina sebep olan durumun tutuklama
islemi sirasinda ¢apraz baglanmaya bagh bakteri 6liimii oldugu diistiniilmiistiir. Ayrica
bugday gelisimindeki olumsuz etkinin ekilen tohum kalitesinin rastlantisal olarak kot

¢ikma ihtimalide g6z 6nilinde bulundurulmustur.

Bugday gelisim parametrelerinin hepsinde de olumlu etki gosteren immobilize bakteri
bead grubunun Si-38 oldugu saptanmigtir. Daha sonra SI-38 grubunda yer alan
bakterilerin ¢esitli kombinasyonlarda ve kosullarda test edilmesi oOnerilmektedir.

Boylece etkili bakteri belirlenebilir ve tanimlanmasi gergeklestirilebilir.

Literatiirde simirli yayinlanmis arastirmalara ve calismamizda elde etti§imiz verilere
dayanarak aljinatin tasiyict malzemelerin i¢inde en umut verici uygulamalardan biri
oldugu goriilmektedir. Bu konuya yonelik calismalarin arttirilarak aljinat bead
uygulamasinda goriilebilecek muhtemel eksiklikleri en aza indirilmeye calisilmalidir.
Uzun arastirma siireci sonrasi belki de bugday gelisimine etkisi belirlenip, tanimlanan
bakterinin sonraki asamalarda aljinat beadlere immobilizasyonuyla ticari {iriine

doniistiiriilebilecektir.
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Sonug olarak calismada elde edilen veriler 1s181inda secilecek olan bakteri izolat: ile
yapilacak olan biyoformiilasyon caligmalari, tarla ve saksi denemeleri yardimiyla bu
bakterinin biyogiibre olarak kullanilabilirligi belirlenmis olacaktir. Uretimde verimi ve
kaliteyi arttirmak icin ¢evreyi koruyan siirdiiriilebilir tarimda bu yontemin gelistirilmesi
ve kullanimi ile kimyasal giibrelerin uygulanmas: sifira indirilmese de 6nemli dlciide

azaltilmasinda katkis1 olacag diisiiniilmektedir.
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