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OZET

ENDOFITIK BAKTERILERIN HIYAR BITKILERINDE
KOLONIZASYONUNUN VE BITKi GELiSIMINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

AKAT, Sahika

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
Eyliil 2015, 91 sayfa

Bu calismada, yiizey dezenfeksiyonu yapilmis saglikli hiyar bitkilerinin
icsel dokularindan izole edilen ve daha Onceden in vitro kosullarda bitki
gelisimini artirma (PGPR) potansiyelleri belirlenmis olan 6 endofitik bakteri EB
izolatinin; hiyar bitkilerinde bitki biiylime parametrelerine ve verime etkisi ile
bitki icerisinde kolonizasyon potansiyelleri arastirilmistir. EB izolatlari, tohum
bakterizasyonu ve fide kok icirme uygulamasi bigiminde sisteme verilmistir.
Verim denemeleri, serada topraksiz tarim kosullarinda, ilkbahar ve sonbahar
olmak tizere iki kez tekrarlanmistir. Calismada biyokiitle olusumu (kok, govde,
yaprak ve meyve), verim (toplam ve pazarlanabilir) meyve kalitesine (¢ap, boy,
sertlik, renk vb.) iligkin ¢esitli 6l¢iim ve analizler yapilmistir. EB uygulamalarinin,
bitki gelisimi ve verimini negatif kontrole oranla %35-28 oraninda artirdigi
saptanmistir. Hem biyokiitle hem de verim degerleri agisindan en basaril
uygulamanin 56 no.lu EB izolat1 oldugu belirlenmistir. EB’lerin bitki iginde 62
giin stireyle hiyar koklerinde ve yesil aksaminda basariyla kolonize oldugu
saptanmigtir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan bakteri izolatlarinin, 16s rRNA
primerleri kullanilarak yapilan molekiiler tanilama testleri ve sekans analizi
sonucunda; 37 ve 56 no.lu EB izolatlarinin Pseudomonas punonensis, 80 no.lu
izolatin  Ochrobactrum  pseudintermedium, 83 no.lu izolatin Pantoea
agglomerans, 99 no.lu izolatin Bacillus thuringiensis ve 112 no.lu izolatin ise

Pseudomonas fluorescens oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Bitki gelisimini artiran endofitik bakteriler,

kolonizasyon, verim, hiyar.






ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ENDOPHYTIC
BACTERIA ON PLANT GROWTH PROMOTION AND
COLONIZATION IN CUCUMBER PLANTS

AKAT, Sahika

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
September 2015, 91 pages

In this study, it was investigated for six endophytic bacteria (EB) strains,
which were isolated from the internal tissues of surface disinfected cucumber
plants and previously screened according to in vitro plant growth promoting tests,
to effects on increasing the plant growth parameters and vyield, and the
colonization rate in cucumber plants. EB inoculation took place two times; before
sowing as seed coating and after transplanting as substrate drenching. In the
greenhouse conditions, yield experiments were repeated two times as spring and
autumn under soilless cultivation system. In this study, some measurements and
analyzes were carried out related with the biomass (fresh and dry weights of root
and shoot), yield (total and marketable), and quality of fruits (diameter, length,
stiffness, color and so on.). EB isolates increased the plant growth and yield at the
rate of 5-28% compared to non treated the negative control. EB strain 56 was
determined as the most successful treatment in terms of both biomass and yield.
It was recorded that tested EB strains were successfully colonized on root and
shoot tissues for a period of 62 days. In this thesis, tested EB strains were
identified according to the results of molecular diagnostic test by using 16s rRNA
primers and sequence analysis as Pseudomonas punonensis (strains 37 and 56),
Ochrobactrum pseudintermedium (strain 80), Pantoea agglomerans (strain 83),

Bacillus thuringiensis (strain.99), and Pseudomonas fluorescens (strain 112).

Keywords: Plant growth promoting endophytic bacteria, colonization,

yield, cucumber.
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1. GIRIS

Cucurbitaceae familyasina ait olan hiyar (Cucumis sativus L.), diinyada ve
iilkemizde yetistiriciligi yogun olarak yapilan en eski sebze tiirlerinden biridir.
Anavatani konusunda inceleme yapan bircok arastirict bu kiiltiir bitkisinin
Hindistan’in Himalaya daglar1 ile Bengal korfezinin kuzey kismi arasindaki
sahadan ve Cin, Iran ile Anadolu’yu igine alan bir bdlgeden diinyaya yayildig
konusunda fikir birligi i¢indedir. Ik kez Kolomb tarafindan Haiti’de 1494 yilinda
yetistirilerek diinyaya tanitilmig ve bircok iilkede sicak bolgelerde kiiltiire
alimmistir (Robinson,1999).

FAO’nun (2013) wverilerine gore; hiyar, diinyadaki toplam {iretimde
71,365,573 ton ile tarimsal iiretimde 6nemli bir yer kaplar. Bu iiretimin % 87.9’u

Asya, % 7.5’1 Avrupa ve kalan kismi ise diger kitalardan elde edilmektedir.

Diinyada en ¢ok hiyar iretilen iilkeler arasinda {ilkemiz Cin’den
(54,362,750 ton) sonra ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde 2014 yih
verilerine gore toplam 387,959 da alanda gergeklestirilen, 1,845,749 tonluk hiyar
tiretiminin, 1,701,708 tonunu sofralik, 144,041 tonunu ise tursuluk hiyar tiretimi
olusturmaktadir. Meyvesi yenen sebzeler igerisinde hiyar, iilkemizde 1,845,749
tonluk iiretimi ile domatesten sonra ikinci siray1 almaktadir (FAO, 2013; TUIK,

2014).

Tarimsal iiretimin ana amacinin, artan diinya niifusu i¢in verimli, glivenilir
ve kaliteli triinlerin liretimi oldugu vurgulanmistir (Kucharski et al.,1996).
Kullanilan gesitli ticari kimyasallar, bitki verimini arttirma ve bitki hastaliklar ile
miicadeleyi hedeflemektedir. Kimyasallari; c¢evre kirliligi yaratmasi, bu
kimyasallara karsi mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasi, bitki, hayvan ve insan
sagligini olumsuz etkilemesi ayrica pahali olmasi gibi olumsuzluklar alternatif bir
uygulama olarak yararlt mikroorganizmalarin kullanimini ortaya koymustur (Avis
et al., 2008). Yararli mikroorganizmalar, endofitler, epifitler, patojenler ve
saprofitler rizosferdeki mikrobiyal kommuniteyi olusturmaktadirlar (Kloepper et
al., 1989). Toprakta denge halinde bulunan bu mikroorganizma populasyonlarinin

degismesiyle, yararli mikroorganizma populasyonunun azalmasi, bitki



patojenlerinin toprakta baskin hale gelmesi sonucu bitki iiretimi, dolayisiyla da
bitki verimi olumsuz etkilenmektedir (Vessey, 2003). Bitki patojenlerine karsi
mikrobiyal antagonistlerden yararlanma pestisitlere bir alternatif olarak

onerilmistir (Fernando et al., 2006).

Son zamanlarda biyolojik miicadelede, ¢ogunlukla bitkilerin yetistirildigi
ortamlarda bulunan ve bir¢ok bitki tiirii ile iliski icerisinde bulunan bitki
gelisimini tesvik edici bakteriler (Plant Growth Promoting Bacteria —~PGPB-)
dikkat ¢cekmektedir (Bashan and Holguin, 1998). Bu bakterilerin kullandiklar1
mekanizmalar, ekolojik nislerinde bulunan diger mikroorganizmalarla rekabet
etmek, patojenlere karsi engelleyici allelokimyasallar iiretmek, patojenler ve
abiotik strese karsi bitkide sistemik dayanikliligi (Induce Systemic Resistance-
ISR-) uyarmak olarak belirtilmektedir (Mayak et al, 2004; Nowak and Shulaev,
2003).

Kok ylizeyini kolonize eden ayni zamanda rizosferde bulunan bitki
gelisimini arttiran rhizobakterler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria— PGPR-
) PGPB'lerin en ¢ok ¢alisilan grubunu olusturmaktadir (Kloepper et al., 1978,
1999). Bitki gelisimini uyaran kok bakterilerinin bu etkilerinin yaninda
hastaliklara 6zellikle de toprak kaynakli patojenlere karsi biyolojik miicadelede
etkili olduklar1 bilinmektedir (Kloepper, 1993; Lucas et al., 2000; Lemanceau et
al., 2000; Parmar and Dudarwal, 2000). Fakat, birgok arastirici tarafindan bitki
gelisimini tesvik eden kok bakterilerinin yararh etkileri olarak ortaya konmus olan
bitki gelisimini uyarma etkisi ile biyolojik kontrol etkilerini birbirinden net bir

sekilde ayirmanin kolay olmadigi bildirilmistir (Chen et al.,1996).

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler; tohum ¢imlenmesi, bitkinin sudan
yararlanmasi, kok gelisimi ayrica kendi yararlarina rizosferde mikrobiyal dengeyi
degistirmesi, mineral madde oranini diizenleyerek bitki gelisimini dolayli olarak
etkilemesi aynm1 zamanda bakteriyel, fungal ve nematod hastaliklarini biiyiik
oranda baskilamasi, viral hastaliklara karsi koruma saglamasi gibi Onemli
ozellikler gostermektedir (Siddiqui, 2006). Rizosfer bakterileri, fungal ve
bakteriyel patojenlere karsi genis spektrumlu antagonistler olarak etkilidirler

(Weller, 1988; Emmert and Handelsman, 1999; Kurze et al., 2001). Diger



calismalarda igsel kok dokularini kolonize eden bakterilerin de bitki gelisimini ve
bitki sagligini arttirabilecegi gosterilmistir (Sturz et al., 1997). Biyolojik savas
eleman1 olarak bu bakteriler iyi birer miicadele ajani1 olarak kabul edilmektedir

(Tjamos et al., 2004).

Bu bakterilerin 6nemli bir boliimiiniin, endodermisi gecerek, kok
korteksinden baslayarak vaskuler sistem boyunca tasinip bitkinin yaprak, govde,
yumru ile diger organlarinda endofitik olarak yasayabildigi belirlenmistir (Bell et
al., 1995; Compant et al., 2005; Gray and Smith, 2005; Hallman et al., 1997).
Ayrica baz1 PGPR’larin kok igerisine girebilecegi ve burada endofitik popiilasyon
olusturabilecegi de yapilan galismalarla belirtilmistir (Kloepper et al., 1999).

Hallmann et al. (1998), endofitik bakterileri bitkilere herhangi bir zarar
vermeyen, bitkilerin i¢sel dokularindan ekstrakte edilen ya da yiizey
dezenfeksiyonu yapilmig bitki dokularindan izole edilen bakteriler olarak
tanimlamigtir. Lilley et al. (1996), yaptiklar1 ¢alismalarla bu bakterilerin bir¢ok
bitkinin ¢icek, yaprak, meyve, gévde, kok ve tohumlarindan izole edebilmislerdir.
Endofitik bakterilerin populasyonlarini ise bitki genotipi, biyotik ve abiyotik ¢evre
kosullarinin etkileyebilecegi bildirilmistir (Mahaffee and Kloepper, 1997a).

Ulkemizde, endofitik bakterilerin bitki gelisimini arttirict potansiyellerinin
arastirildig1 ¢aligmalar oldukc¢a siirlidir. Bu ¢alismayla; saglikli hiyar bitkilerinin
ylizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki dokularinin igsel kisimlarindan izole edilen
ve in vitro kosullarda bitki gelisimini artirma (PGPR) potansiyelleri saptanan
bakteriyel endofitlerin, hiyar bitkisinin gelisimine ve verimine etkisini saptamak
ayrica tohum bakterizasyonundan baslayarak EB’lerin bitki igerisinde
kolonizasyonu ve populasyon degisimlerini belirlemek ve s6z konusu EB’lerin

molekiiler yontemlerle tanisinin gergeklestirilmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Bitki Gelisim ve Verimini Uyaran Yararh Mikroorganizmalar

2.1.1 PGPR’lar ile ilgili yapilan ¢alismalar

PGPB'lerin en ¢ok calisilan grubu, toprakta yiizeye yakin yerlerde,
rhizosferde ve kok ylizeyinde kolonize olabilen bitki gelisimini destekleyen
rhizobakteriler (PGPR)'dir (Kloepper and Schroth, 1978; Kloepper et al., 1999).
Bu mikroorganizmalar bitki gelisimini arttiriken bitki patojenlerini de kontrol
altinda tutabilmektedirler. Bitki hastaliklarinin  PGPR ile biyokontrolii,
biyogiibreleme ve bitki hormonlarinin iiretimi gibi konular ilgi alanm
olusturmaktadir. Bitki sagligi, toprak yonetimi, bitki biliylimesi ve gelisimini
destekleyici mikroorganizmalar olarak bitki ile iliskili bakterilerin kullanim
olanaklarmin agiklanmasi {izerine bir¢ok literatiir mevcuttur (Glick, 1995;

Hallman et al., 1997; Rovira, 1965; Sturz et al., 2000; Welbaum et al., 2004).

Ulkemizde yapilan bir calismada; epifitik ve endofitik bakterilerin
domateste 6z nekrozu hastaliginin kontroliinde etkileri arastirilmistir. Calismada
dort farkli cinse (Bacillus, Pseudomonas, Pantoea ve Agrobacterium sp.) ait
toplam 14 bitki gelisimini tesvik eden bakteri ve on farkli cinse (Bacillus,
Pseudomonas, Bergeyella, Brevibacillus, Enterobacter, = Micrococcus,
Paenibacillus, Pantoea, Salmonella ve Stenotrophomonas) ait toplam 132
potansiyel biyoajan bakteri izolati kullanilmistir. Sivi tasiyict materyal
kullanilarak, kok uygulamalar igin toplam dokuz bakteri formiilasyonu (petri
denemelerinde antagonistik ve/veya hiperparasitik etki gosteren 14 bakteri
izolatindan olusan) ve yapraga sprey uygulamalari igin toplam iki bakteri
formiilasyonu hazirlanmistir. Sadece tasiyict materyal, ticari mikrobiyal gilibre
(BM-MegaFlu) ve bakteri uygulamasi yapilmayan uygulamalar kontrol olarak
kullanilmigtir. Kok daldirma ve yaprak spreyi seklinde kullanilan bu bakteriyel
formiilasyonlarin bircogunun hem hastalig1 kontrol ettigi, hem de bitki gelisimi ve
bitki klorofil miktarinda artiglara sebep olduklar1 tespit edilmistir. Sonug olarak;
bu formiilasyon igerisinde bitki gelisim parametreleri ve hastalik kontrolii

acisindan en etkili bulunan B3+BA-A, B3+BA-B ve B4+BA-B uygulamalarinin



domates yetistiriciliginde hem domates 6z nekrozu hastaligimin kontroliinde
biyokontrol ajan1 hem de bitki gelisiminde mikrobiyal giibre olarak
kullanilabilecegi ongorilmistiir (Aktas ve Kotan, 2015).

Ulkemizdeki bir baska ¢alismada ise topraksiz tarim sisteminde hiyar, biber
ve domates’in gelisimi iizerine PGPR’larin olas1 etkileri arastirilmigtir. PGPR
olarak; 18/1K: Pseudomonas putida, 21/1K: Enterobacter cloacae, 62: Serratia
marcescens, 70: P. fluorescens, 66/3: Bacillus sp., 180: P. putida alt1 dogal izolat
ve Bacillus amyloliquefaciens FZB24, Bacillus amyloliquefaciens FZB42 ki
ticari PGPR preparat1 kullanilmistir. Izolatlarin IAA iiretimi ve fosfati ¢dzebilme
yetenekleri degerlendirilmistir. P. putida, Serratia marcescens ve P. fluorescens
ile uygulanmis hiyar bitkileri negatif kontrole gore sirastyla % 42, % 43 ve % 20
oraninda toplam verimi arttirmistir. Arastiricilar tarafindan bakterilerin  kok
kolonizasyonu, bitki gelisimi, bitki besin maddesi alimlar1 ve verime olan
etkilerine bakildiginda da Bacillus spp., P. putida ve P. fluorescens’in topraksiz
ortamda sebze yetistiriciliginde olumlu katkilar sagladigi belirlenmistir (Gl vd.,

2008).

Erwinia tracheiphila 'nin neden oldugu hiyar solgunluk hastaligi ile yogun
sekilde bulasik olan bir tarladan alinan saglikli hiyar bitkilerinin yiizeyi sterilize
edilmis govde dokularindan izole edilen Bacillus pumilus strain INR7 ile yapilan
tarla denemelerinde ise bu bakteri straininin kontrol bitkilerine gore uygulandigi

bitkilerde bitki gelisimini arttirdig1 gézlemlenmistir (Wei et al., 1996).

Epifitik ve endofitik bakteriler bitki gelisimini diizenleyerek tohum
cimlenmesi, kok gelisimi ile bitkinin sudan yararlanmasina ¢ok 6nemli katkilar
saglarken bakteriyel, fungal ve nematod hastaliklarin1 genis dl¢lide baskilamakta,
viral hastaliklara kars1 da bitkiyi korumaktadir (Siddiqui, 2006). Akkoprii ve
Ozaktan (2012) tarafindan yapilan bir calismada, kok bakterisi Pseudomonas
putida strain AA11/1’in ve Acibenzolar S-Methyl (ASM) uygulamasinin zamana
bagl olarak Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl) populasyonuna olan
etkisi degerlendirilmistir. Bu calismaya goére ASM, duyarli ve tolerant hiyar
¢esidinde Psl populasyonunu ve hastalik siddetini pozitif kontrole gére azaltmistir.

P. putida strain AA11/1 ise, duyarli ve tolerant hiyar ¢esidinde, Psl



populasyonunu etkilemeksizin, hastalik siddetini pozitif kontrole gore
engellemistir. P. putida strain AA11/1 ve ASM uygulamalari, topraksiz tarim
sisteminde, duyarli hiyar ¢esidinde (2246 F1) hastalik siddetini pozitif kontrole
gore, sirastyla % 33 ve 58, tolerant hiyar ¢esidinde (Crispina F1) ise % 17 ve 56
oraninda engellemistir. Hastalik baskisinin olmadigi kosulda, P. putida strain
AAT11/1 uygulamasinin pazarlanabilir verimi duyarli ve tolerant ¢esitte negatif
kontrole gore, sirasiyla % 33 ve 67 oraninda arttiran en iyi uygulama oldugu,
ASM uygulamasinin ise, negatif kontrole gore verimde bir fark yaratmadigi bu

caligma ile tespit edilmistir.

Ozaktan ve Akat (2011), domates bitkilerinden izole edilen kok
bakterilerinin domateste bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’i engelleme potansiyellerini in vitro
ve in vivo kosullarda degerlendirmislerdir. Calismada Ege bdolgesinde saglikli
bitkilerin koklerinden elde edilen toplam 49 adet epifitik ve endofitik antagonist
aday bakteri izolat1 kullanilmistir. Testlenen bakteriyel antagonistlerin % 40’1 in
vitro testlerde 2-37 mm arasinda degisen engelleme zonlari olusturarak Cmm’i
engellemistir. In vitro test sonuglarina gore en etkili antagonistlerin floresan
Pseudomonaslar oldugu saptanmistir. Deneme sonuglarina gore, on bir bakteriyel
antagonistin dordii domates tohumlarina uygulandiginda kontrol’e gore bakteriyel
solgunlugu % 54-86 oraninda engellemistir. Bu izolatlar, tohum bakterizasyonu
uygulamasini takiben sasirtma sirasinda koklere uygulandiginda hastalik ¢ikisini
% 80-97 oraninda engelleyerek tek basina tohum uygulamasindan daha basarili

bulunmustur.

2.1.2 Endofitik bakterilerle ilgili yapilan calismalar

2.1.2.1 Endofitik bakterilerin tanim

Endofit terimi, konuk¢u bitkide yasam dongiisiiniin tamamini veya bir
kismmi hicbir hastalik belirtisi gostermeksizin gegirebildikleri ve rhizosferde
kolonize olan bazi bakterilerin bitkilerin igerisine girebildigi bildirilmistir
(Galippe, 1887). Bu calisma di Vestea (1888) tarafindan onaylandigi halde,

Pasteur, Chamberland ve Fernbach gibi donemin 6nemli aragtirmacilar1 saglikli



bitkilerin mikroorganizmalardan ari oldugunu diisiindiiklerinden bu caligmay1
uzun siire kabul etmemislerdir (Smith, 1911). O zamandan beri endofitler i¢in

bir¢ok arastirmaci gesitli tanimlar yapmustir.

Endofitlerin tanimi ilk olarak; yilizeyi sterilize edilmis olan bitki
dokularindan izole edilebilen mikroorganizmalar olarak kaydedilmistir (Henning
and Villforth, 1940). Endofit terimi bakteriyel veya fungal mikroorganizmalar
tarafindan bitkilerin i¢ kolonizasyonu anlamina gelmektedir. Cesitli yollarla
tanimlanan endofitlerin bu alanda arastirmalar ilerledik¢e tanimlar1 da degismistir.
Hollis (1951), bu mikroorganizmalar1 hastalik belirtilerine neden olmadan
bitkilerin igerisinde yasayabilen canlilar olarak bildirmistir. Kloepper et al.
(1992), endofitleri; i¢ dokularda bulunan bakteriler olarak belirtmistir. ilerleyen
donemlerde bu kavram, konukc¢u bitkilerde gorsel zarar1 olmayan ve ylizeyi
sterilize edilmis bitki dokularindan izole edilebilir olan biitiin bakterileri
kapsayacak sekilde genisletilerek tanimlanmistir (Hallmann et al., 1997). James
and Olivares (1997), bu tanimlar1 uyarlamis ve bitkilerin i¢ dokularinda kolonize
olan aktif ve latent patojenleri de iceren tiim bakterileri endofit olarak kabul
etmistir. Bacon ve White (2000) ise endofitleri; herhangi bir anda canli bitkilerin
i¢ dokularint belirgin olumsuz etkilere sebep olmaksizin kolonize olan

mikroorganizmalar olarak bildirmistir.

Sturz (2000), endofitik bakterilerin genis bir bitki ¢esitliliginden izole
edildigini belirtmistir. Yapilan c¢alismalarda 4 kiiltiir bitkisi ve 27 cayir bitkisi
toprak istii aksamindan 853 endofitik bakteri tiirlinlin izole edilebildigi
bildirilmistir (Zinniel et al., 2002). Endofitik bakterilerin bazilarinin bitkiye
yararli etkide bulundugu, diger kisminin ise zararli veya notr etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Hollis, 1951; Tervet and Hollis, 1948). Notr olanlarin, farkh
konukc¢u genotiplerinde ve bazi kosullar altinda patojenik 6zellik gosterebilecegi
belirtilmistir (Misaghi and Donndelinger, 1990). Hiyar bitkisinden izole edilen
Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Clavibacter,
Curtobacterium, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium,
Pseudomonas, Serratia ve Stenotrophomonas vb. gibi bakteriyel genuslar
endofitik bakteriler arasinda antagonistik bakteriler kadar patojenlerin de yer

aldigini gostermektedir. Ayrica, Bacillus ve Pseudomonas cinslerine ait bakteriler,



kiiltiirii kolay oldugundan caligsmalar icerisinde sik rastlanan endofitik bakteriler
oldugu goriilmektedir (Mahaffee and Kloepper, 1997, 1997b; Mclnroy and
Kloepper, 1995).

Endofitler, yasam dongiilerinin en azindan bir kismini bitkilerin icerisinde
bulunarak gegirmektedir. Bu bakteriler yasam stratejilerine gore baslica 'obligat'
veya 'fakiiltatif' olarak iki gruba ayrilir. Obligat endofitik bakteriler,
gelisebilmeleri ve hayatta kalabilmeleri i¢in kesinlikle konukgu bitkiye ihtiyag
duyan, bitki disinda yasama donemine sahip olmayan ve tiim yasamlar1 boyunca
bitkiye bagimli olan bakterilerdir. Fakiiltatif endofitik bakterilerin yasam
dongiileri ise bitkiler ve ¢evreleri (6zellikle toprak) arasinda degisen iki kisimdan
olusur. Bu endofitik bakteriler, konukc¢u bitkilerin dis kistmindaki yasam
dongiilerini istege bagli olarak bitki igerisinde veya diger ortamlarda
stirdiirebilirler (Hardoim et al., 2008). Bu iki ana grubun yaninda; zaman zaman
bitki igerisine giri yapan ve bitkinin i¢ ortaminda korunma, beslenme ve ¢evresel
rekabetten uzak bir sekilde yasamak amaciyla faydalanan firsatct endofitik
bakteriler de bulunmaktadir (Reinhold-Hurek and Hurek, 1998). Toprakta yasayan
gecici endofitik bakteriler ise, nematodlarin kokleri istila etmesinin ardindan veya
dogal yaralarin  kolonizasyonuna bagli  olarak tesadiifen  endofitik
olabilmektedirler. Bu tiir bakteriler bitkinin i¢sel dokularinda yasamlarini
stirdirmek zorunda degildir. Tesadiifen bitkiye giris yapmis olan sik sik kok
korteksi ile simirli bakteriler olarak da isimlendirilmis endofitik bakterileri
icermektedir. Bitki ortamina 1yl uyum sagladiklar1 ve firsat¢r endofitlerin tim
ozelliklerine sahip olduklar ileri siiriilenler ise ger¢ek endofitik bakteriler olarak
adlandirilmistir. Bu bakteriler, vaskuler dokular gibi bitkinin 6zel dokular1 basta
olmak {tizere bitkinin tamamina yayilabilen, ¢ok yiiksek yogunluklara ulagsalar
bile konukg¢u bitki ile uyumlu bir sekilde yasamlarini siirdiirebilen ve bitki
metabolizmasima siirekli olarak etki edebilen endofitik bakterileriler olarak

kaydedilmistir (Hardoim et al., 2011).

Bitkilerin igerisinde iyi adapte olmus bakterilerin dogal olarak secildigi
gozlenmektedir. Endofitler bitkilerde aktif veya latent sekilde lokal ya da
sistematik olarak hiicreler arasi olarak kolonize edebilirler. Arastirmalar bu

bakterilerin bitki tiirleri i¢indeki ¢esitli doku tiplerinde bulundugunu



gostermektedir ve bu bakteriler birkag cins ve tiir igermektedir (Ryan et al., 2008).
Endofitik bakteriler genis bir bitki ¢esitliliginden izole edilmistir (Sturz et
al.,2000). Bitkilerin meyve, ¢icek, yaprak, govde, kok ve tohumlarindan izole
edilebilmektedirler (Lilley et al., 1996). Endofitik bakterilerin populasyonlarini
bitki genotipi disinda biyotik ve abiyotik ¢evre kosullar1 da etkilemektedir
(Mahaffee and Kloepper, 1997).

2.1.2.2 Endofitik bakterilerin bitki gelisimi ve verimi artirici

ozellikleri

Bitki gelisimini destekleyen rhizobakteriler (PGPR) gibi endofitik bakteriler
konukgulart iizerinde ¢esitli mekanizmalarla yararli etkiler olusturmaktadir
(Hoflich et al., 1994; Kloepper et al, 1991). Bitkide biiyiime ve gelismeyi
dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebilirler. Giinlimiizde, endofitik bakterileri
iceren mikroorganizmalarin bitki gelisimine etkileri; dogrudan biiyiime ve
gelisimin desteklenmesi (Frommel et al., 1991, 1993; Kloepper et al., 1980, 1991)
ve dolayli olarak kok bolgesindeki fitopatojenlerin biyokontrolii ile gelisimin
uyarilmast (Bakker and Schippers,1987; DéFago et al., 1990) seklinde meydana
gelmektedir.

Endofitik bakteriler, Indole Asetik Asit gibi fitohormonlar1 {ireterek
dogrudan ve bitkide fitohormon sentezini etkileyerek dolayli olarak bitki
gelisimini uyarabilir (Lazarovits and Nowak, 1997; Lee et al., 2004; Barbieri et
al., 1986; Brown, 1974; Holland, 1997; Jacobson et al., 1994; Tien et al., 1979).
Siderofor tretimi ve fosfatin ¢oziinebilirligi aktivitesi gibi mekanizmalar ile
minerallerin bitkiye alinimini kolaylastirabilirler (Davison, 1988; Murty and
Ladha, 1988; Costa and Loper, 1994; Verma et al., 2001; Wakelin et al., 2004).
Ayrica don zarar1 ve bitki patojenlerine kars1 bitki duyarliligimi diizenleyerek ve
bitkilerin ihtiya¢ duydugu temel vitaminleri saglayarak bitki biiylime ve gelisimini
tesvik edebilmektedirler (Gagné et al., 1989; Xu et al., 1998; Fredrickson and
Elliot, 1985; Schippers et al., 1990; Pirttila et al., 2004). Tiim bunlarin yaninda
antagonizm, rekabet veya bitkinin kendi savunma sistemlerinin devreye girmesini
uyararak bitkilerin hastaliklara dayanikliligini arttirarak bitki gelisimini dolayli
yoldan tesvik edebilmektedirler (Compant et al., 2010).
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Ulkemizde yapilan bir calisma kapsaminda, saglikli hryar bitkilerinden izole
edilen endofitik bakteriler in vitro kosullarda testlenmis, 104 izolattan yaklasik
%17’sinin TIAA, %50’sinin siderofor iiretimi ve %33’lniin ise fosfati ¢6zebilme
yetenegine sahip oldugu saptanmis ve bu sonuglar dogrultusunda endofitik
bakterilerin bitki biiylimesini tesvik etme potansiyelinin yiiksek oldugu
belirtilmistir (Fakhraei ve Ozaktan, 2015).

Hindistan’da yiiriitiilen bir ¢alismada patates yumrularindan izole edilen
endofitik bakterilerin bitki gelisimini destekledigi, s6z konusu endofitik
bakterilerin % 21'inin bitki gelisimini destekledigi, bunun siirgiin uzunlugunda %
63, siirglin yas agirhiginda % 66, kok yas agirliginda % 55 oraninda artig olarak
ortaya ¢iktig1 kaydedilmistir (Sturz et al., 1998).

Bacillus subtilis ile domates ve biberde yapilan bir ¢alismada bitki gelisimi,
yaprak alani, kok-govde agirligi, meyve verim artis1 saglayarak bitkiye yarali
oldugu saptanmistir (Kokalis-Burella et al., 2002). Benzer sekilde B. subtilis B2
izolatun govde kuru agirhginda % 12-94, kok yas agirhiginda ise %13-100
oraninda artis sagladigi yapilan calismalarla bildirilmistir (Reddy and Rahe,
1989).

Ispanya’da vyiiriitiilen bir calismada; kuraklik stresi altindaki musir bitkisine
Bacillus thuringiensis (BT) ve arbuscular mikorizal mantar (AM)’in etkinligi
aragtirllmistir.  Misir  bitkilerine BT, AM ve bu iki mikroorganizmanin
kombinasyonu inokule edildikten sonra iyi sulama kosullar1 ve kurak kosullar
altinda yetistirilerek yiiriitiilen ¢alismada; fotosentez verimi, besin degeri, bitki
gelisimi, kok verimi gibi ¢esitli parametreler ol¢lilmiis ve BT ile inokiile edilen
bitkilerin o6nemli Olglide besin birikiminin = arttigt  goriilmiistiir. Ayrica
kombinasyon seklinde yapilan uygulamanin da kurakliktan kaynakli hasarlar

diistirdiigti bildirilmistir (Armada et al., 2015).

Ulkemizde meyve agaclarinda yapilan bir ¢alismada ise; Bacillus mycoides
T8 ve Bacillus subtilis OSU-142 bakteri irklarinin verim, meyve ozellikleri ve
bitki gelisimi {izerine etkileri incelenmistir. Calismada T8 ve OSU-142 bakteri

irklar1 tek baslarma ve kombinasyon halinde bitki gelisimini tesvik etmis ve
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onemli verim artis1 saglamistir. Her iki yilda da yaprak ve cicekten uygulanan
bakterilerin visnede aga¢ basina verim, meyve sap uzunlugu ve siirgiin
uzunlugunu kontrole gore arttirdigi gozlemlenmistir. 2010 yilinda en yliksek
stirgtin uzunlugu T8 (45.75 cm) uygulamasindan elde edilirken, 2011 yilinda ise
T8+0OSU-142 (59.28 cm) uygulamasindan elde edilmistir. T8, OSU-142 ve
T8+0OSU-142 bakterilerinin yaprak ve ¢icek uygulamalart aga¢ basina verimi
onemli derecede arttirdig tespit edilmistir (Arikan ve Pirlak, 2012).

Hiyar bitkisinde yapilan bir ¢alismada Pantoe agglomerans’in bitki agirligi,
meyve verimi ve meyve sayisinda sirasiyla % 29, % 14, % 50 oraninda artis
sagladig1 kaydedilmistir (Uthede et al., 1999). Ayrica Pseudomonas fluorescens
domateste % 5.6-9.4 oraninda verim artigi saglamistir (Gagne et al., 1993).
Pseudomonas spp. ile kanola bitkisinde % 11-52 kok kuru agirlik artist
saptanirken (Bertrand et al., 2001), seker pancarinda % 6.1-13 kok, % 7.8 seker
verim artist saglanmistir (Cakmake1 vd., 2001). P. fluorescens ve B. pumilis yaban
yasemini bitkisinde yaprak alan1 ve gdvde capi artis1 saglayarak bitki gelisimine

fayda saglamistir (De Silva et al., 2000).

Bitki gelisimini destekleyen endofitik bakterilerin en 6nemli yonii, azot
fiksasyonudur. Son c¢alismalar, biyolojik olarak fikse ettikleri nitrojeni (Biyolojik
Azot Fiksasyonu-BNF-) dogrudan konukgularinin kullanimi igin uygun forma
doniistiiren endofitik diazotroflarin oldugunu belirtmektedir. Bu durum endofitik
bakterilerin, kok yilizeyindeki rhizosfer mikroorganizmalar1 ile rekabetlerinin
azalmasinda, metabolik substratlara kolay erisimlerinde, uygun ortam kosullar
saglanmasinda ve ¢ok yiiksek oksijen konsantrasyonlarindan korunmada
avantajlar saglayabilmektedir (Quispel, 1991). Nitrojeni fikse edebilen cesitli
endofitik bakterilerin, misir, ¢im, ¢eltik bitkilerinin kdklerinin igerisinde kolonize
oldugu arastirmacilar tarafindan belirlenmistir (Barraquio et al.,1997; Cocking et
al., 1990; Diem et al., 1978; Hurek et al., 1991; Patriquin and Dé6bereiner, 1978).
Yapilan ¢aligmalar sonucunda Seker kamist (Boddey et al., 1995), ¢eltik (Ladha
and Reddy, 1995; Yanni et al., 1997), ve bugdayin (Webster et al., 1997) azot
ithtiyacinin bu endofitik bakteriler tarafindan karsilandig1 ortaya ¢ikmistir. Ayrica
Burkholderia spp., Azoarcus sp. BH72, Herbaspirillum seropedicae,

Gluconacetobacter diazotrophicus ve Azospirillum brasilense gibi diazotrofik
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bakterilerin, kontrollii kosullar altinda azot fiksasyonuna bagli olarak konukg¢u

biyomasini 6nemli derece arttirdig1 kaydedilmistir (Bhattacharjee et al., 2008).

Cezayir’de yiiriitiilen bir calismada azot fiske eden bakteriler bugdaydan
izole edilmis, tuz stresi ve kurak kosullar altinda bitkilerin verimliligi ve bitki
gelisimine etkisi arastirilmistir. izolatlarin tamist API20E ve 16s tRNA sekans
analizi ile tespit edilmistir. Sonuca gore Pantoea agglomerans olarak tanisi
yapilan bakterinin IAA, siderofor ve fosfati ¢ozme aktiviteleri degerlendirilip
kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda siderofor i¢in 300mM, IAA i¢in 100mM ve
fosfati ¢6zme aktivitesi i¢in 1061,49 microg mL(-1) olarak maximum degerler
tespit edilmistir. Ayrica P. agglomerans tuz konsantrasyonu 100 ile 300 mM
arasindayken 41°C’ye kadar tolerans gosterebilmistir. Calisma sonucuna gore; P.
agglomerans’in kurak ve tuzlu kosullarda iyi bir bitki gelisim aktivitesi gosterdigi

sonucuna varilmistir (Silini-Chérif et al., 2012).

Pantoea agglomerans ile yapilan bir farkli ¢alismada; yer fistigindan izole
edilen PAJ ve BS2a suslart Bali’de yerel piring ¢esidi olan Cicih Medango
Selem’de bitkinin biiylime ve gelismesi ile verime olan etkisine bakilmistir.
Izolatlar tohumlara uygulandiktan sonra bazi biiyiime ve verim parametreleri,
biyokiitle agirliklari, kok ve yaprak alani gbzlemlenerek kontrol bitkileriyle
karsilagtirilmis ve sonuglar 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (Khalmi et al.,
2012).

Kuklinsky-Sobral et al. (2004), soya fasulyesi kiiltiivarlarinin, bazi bitki
gelisme donemlerinden izole edilen epifitik ve endofitik izolatlar1 analiz etmistir.
Bitkinin baslangi¢ gelisme donemlerinden (geng¢ bitkilerden) izole edilen
cogunlukla Pseudomonaceae, Burkholderiaceae ve Enterobacteriaceae
genuslarini igeren, endobakteriyel izolatlarin % 60'mmin fosfat1 ¢ozebildigi, yash
bitkilerden izole edilen bakterilerin ise % 50'den daha azinin fosfati ¢6zebilme

yetenegine sahip oldugu yapilan karsilastirma ile anlasilmistir.

Endofitik bakteriler demiri baglama yetenegindedir, dolayisiyla ortamda

bulunan patojenlerin demirden faydalanmasini sinirlayarak, bu patojenik
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bakteriler lizerinde antagonistik aktiviteyle bitkiye yarar saglamaktadir (Hardoim,

2011).

IAA iiretimi, endofitik bakteriler arasinda yaygin olan bir diger 6zelliktir.
Bu 6zellik kok hacmi ve biyomasinin artisi, lateral koklerin ¢ikmasinda goriilen
artis gibi bitki kok gelisiminin desteklenmesini saglamaktadir (Dias et al., 2009;
Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Taghavi et al., 2009; Tsavkelova et al., 2007).
Bortilce bitkisinde endofitik bakterilerin uygulandig: bitkilerde; kok olusumunun
onemli Olclide tesvik edildigi, gelisen koklerin sayisinda ve uzunlugunda
kontrollere gore artis gozlemlendigini bildirmistir. Bu durum, kok gelisiminde
endobakteriyel oksinlerin 6nemli derecede rol sahibi oldugunu gostermektedir

(Tsavkelova et al., 2007).

ACC (aminocyclopropane-1-carboxylic acid) ve etilenin sentezi; patojen
saldirisi, yaralanma, kuraklik, sel baskini gibi biyotik ve abiyotik faktorler
tarafindan uyarilir. Stres altinda yogun sekilde iiretilen etilen, bitkide kok
gelisimini ve uzamasini engellemektedir, ayrica etilen, oksinlerin sinyalizasyonu
ve tagimimu tizerine dogrudan etki gosterebilmektedir (Strader et al., 2010). Glick
et al. (1998), bitki gelisimini destekleyen bakterilerin ¢ogunun 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminaz enzimine sahip
olduklarimi  bildirmistir.  Bitki gelisimi icerisinde, etilen seviyelerinin
diizenlenmesinde ACC-deaminazin gorev aldig belirtilmistir (Glick et al., 1994;
Glick et al., 1997;Glick et al., 1998; Hall et al., 1996). Bitki ile iliskili bazi
bakteriler, kodladiklart ACC-deaminaz enzimini kullanarak etilenin 6nciilii olan
ACC'yi pargalayarak, karbon ve azot kaynag: olarak ortaya ¢ikan son tirlinlerden
besin olarak faydalanabilir. Dolayisiyla, bitki dokularinin igerisinde bu bakteriler
kolonize olur. Kok uzunlugunda ve bitki biyomasinda artis gibi bitki gelisiminin
desteklenmesinin, Bacillus spp., Pseudomonas, Arthrobacter, Burkholderia
phytofirmans, Methylobacterium fujisawaense gibi endofitik bakteri tiirleri
tarafindan ACC-deaminaz {iretimine bagli oldugu bildirilmistir (Nadeem et al.,
2010).
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2.1.2.3 Endofitik bakterilerin bivokontrol ézellikleri

Bakteriyel biyokontrol ajanlarinin ¢ogunlugu, rhizobakteriler arasindan
secilmistir (Beauchamp, 1993; Kloepper, 1992; Weller, 1988). Endofitik
bakteriler ve konukgular1 arasindaki yakin iligski, biyokontrol ajanlari olarak
secilmelerinde onlar1 dogal adaylar yapmaktadir (Chen et al., 1995; Van Buren et
al., 1993).

Endofitik bakteriler, bitkide iletim demetleri (Hallmann et al., 1997) ve
interselliilar alanlarda aktif olarak kolonize olabilir ve sistemik sekilde
yayilabilirler (Quadt-Hallmannet al., 1997a). Bu kolonizasyonun gergeklestigi
ekolojik nis, fitopatojenlerin bulundugu ekolojik nis ile benzerlik gosterir,
dolayistyla bu durum endofitik bakterilerin, patojenlere karsi iyi bir biyokontrol
ajan1 olarak davranabilmelerini saglayabilmektedir (Hallmann et al., 1997). Bu
bakteriler bitki hastaliklarinin baskilanmasinda; antibiosis (Sturz et al., 1998), yer
ve besin rekabeti (Puentea et al., 2009) mekanizmalarin1 kullanarak patojene karsi
dogrudan etki gosterirken, bitkide dayaniklilik sistemlerini de uyararak

patojenlere kars1 dolayli etki gostermektedirler (M'Piga et al., 1997).

Hindistan’da yapilan bir calismada; cay bitkisi rhizosferinden izole edilen
Ochrobactrum anthropi TRS-2, Phellinus noxius’un neden odugu kahverengi kok
¢liriikliigii hastaligin1 engellemek igin uygulanmustir. Izole edilen Ochrobactrum
anthropi TRS-2 in vitro’da bitki gelisimi i¢in fosfati ¢6zme, siderofor iiretme ve
IAA aktivitesi testleri uygulanarak patojenlere karsi antifungal etkileri
degerlendirilmistir. Sonuglara goére; Ochrobactrum anthropi TRS-2 bitki
gelisimini arttirirken ayni zamanda hastalig1 da biiytlik 6l¢iide azalttig1 sonucuna

varilmistir (Chakraborty et al., 2009).

Ulkemizde yiiriitiilmiis bir ¢alismada; saglikli hiyar bitkilerinden izole
edilen endofitik bakterilerin hiyarda Fusarium solgunluk etmeni olan Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum (FOC)’u engelleme ve bitki gelisimini arttirma
potansiyelleri aragtirlmistir. EB uygulamasi goéren bitkilerin%32-62 oraninda
hiyar bitkilerinde FOC’un gelisimini engelledigi ayrica bu izolatlar arasinda

bulunan Pantoea agglomerans ve Bacillus thuringiensis ‘in %52 ve %49 oraninda
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hastalig1 azaltmasiyla birlikte kontrol bitkilerine gére verimde %30 artis sagladigi

bildirilmistir (Fakhraei ve Ozaktan, 2015).

Endofitik bakteriler tarafindan Hidrojen siyanid (HCN) ve antibiyotikler
gibi antimikrobiyal maddelerin iiretimi, fitopatojenler ile biyolojik miicadelede bu
bakterilerin kullandigi 6nemli mekanizmalardandir (Blumer and Haas, 2000).
Ayrica ugucu bilesikleri karigim halinde iireterek diger bazi bakteri ve funguslari
etkili bir sekilde engelleyebilmekte veya yok edebilmektedirler (Strobel et al.,
2001). Bacillus subtilis'in trettigi iturin A ve Serratia plymuthica' nin trettigi
pyrrolnitrin endofitik bakteriler tarafindan salinan bazi antifungal maddelerdir

(Cho et al., 2002).

Endofitik bakteriler, uygulandiklar1 noktalardan asagr ve yukari dogru
taginabilir veya vaskuler silindir igerisine herhangi bir patojenin girisini
engelleyebilir. Pamuk bitkilerine gévde enjeksiyonu yolu ile endofitik bakterilerin
uygulanmasi, Rhizoctonia solani etmenin sebep oldugu kok ciirikligi ve F.
oxysporum f. sp. vasinfectum etmeninin sebep oldugu vaskuler solgunluk

hastaliginin olusumunu azaltmistir (Chen et al., 1995).

Bakteriyel patojenlere karsi endofitik bakterilerin antagonistik aktivitesini
gosteren ¢alismasinda patates govde dokularindan izole ettigi 192 endofitik
bakteri straininin 61'inin, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus'a karsi
etkili biyokontrol sagladigin1 belirlemistir. Bu bakteriler arasinda, bir floresan
Pseudomonas (CICA90) izolati, kok ve gévdenin i¢indeki ve disindaki dokularin
her ikisinde de kolonize olmustur. Yapilan bir ¢alismada antagonistik Bacillus
MSU-127 izolat1 inokulasyonu seker pancarinda dnemli zarar yapan Rhizoctonia
solani fungusunun neden oldugu kok ¢irtikligi hastaligini onemli oranda

azaltmistir (Van Buren et al., 1993).

Pakistan’da yiiriitiilen bir ¢alismada seker pancarinda hastaliga sebep olan
Colletotrichum  falcatum’a karst Ochrobactrum intermedium strain NH-5,
Pseudomonas sp. NH-203, Pseudomonas sp. NH-276 ve Stenotrophomonas
maltophilia NH-300 strainleri sera kosullarinda patojeni engellemek igin

denenmis ve bu bakterilerin timiinin HCN irettigi ayrica Ochrobactrum
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intermedium strain NH-5 ve Pseudomonas sp. NH-203’iin siderofor ile genis
spektrumlu bir antibiyotik tirettigi gdzlemlenmistir. Pseudomonas sp. NH-276 ise
proteaz tiretmistir. Calismanin sonucuna gore Ochrobactrum intermedium strain
NH-5 ve Stenotrophomonas maltophilia NH-300’mn iyi birer biyolojik ajan
ozelligi gostererek hastaligit % 44-52 oraninda azalttigi bildirilmistir (Hassan et

al., 2014).

Biyolojik  kontrolde bakteriyel metabolitlerin, uyarilmis sistemik
dayaniklilik (ISR) olarak adlandirilan bir siiregle uyararak bitkilerin patojenlere
karst dayanikliligini arttirarak, bitkileri etkilemesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Bazi kimyasal uygulamalar1 veya nekroz olusturan patojenler yoluyla bitkilerde
dayanikliligin = olugmasi, sistemik kazamilmis dayaniklilik (SAR) olarak
adlandirilir. Pieterse et al. (1998), ISR ve SAR'a bitkide sebep olan elisitorlerin ve
sinyal tagima yollarinin birbirinden farkli oldugunu ileri stirmiistiir. ISR'nin sinyal
tagima yolu salisilik asitten bagimsiz, etilen ve jasmonik asite bagimlidir. SAR
ise, sinyal molekiilii olarak bilinen salisik asit’e bagimhidir. Yapilan son
caligmalar, endofitik bakterileri de igeren bazi rhizobakterilerin, etilen ve jamonik
asit'den bagimsiz, salisilik asit'e bagimli olan sistemik korunmanin olusumunu
tetikledigini gostermistir. ISR olusmasini saglayan kok bakterileri rhizosferde
zaten var olan yogun bakteri mikroflorasinda bulunabilmektedirler. Fakat bitkide
ISR’yi uyaran kok bakterileri arasinda spesifik bir tanima sarttir (Pieterse at al.,

1998).

ISR-uyaric1 P. fluorescens WCS417r ile islem goren Arabidopsis thaliana
bitkisinde ISR-uyarict1 genler microarray analizleri ile belirlenmistir.
Aragtirmacilar, kok igerisinde aktive edilmis 97 gen ile karsilagirken, govdede
farkli bir gen regulasyonu ile karsilasmamislardir. Ancak, arastirmacilar bitki
patojeni, P. syringae pv. tomato ile bitkinin inokule edilmesinin ardindan, P.
fluorescens WCS417r ile 6n islem gérmiis bitkilerin govdelerinde aktive olan 81
gen bulmuslardir. Dolayisiyla bitkilerin, ISR yoluyla patojen saldirisina karsi
dayanikliliklarinin tetiklendigi yapilan bu ¢aligma ile gosterilmistir (Verhagen et
al., 2004).
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Jetiyanon and Kloepper (2002), Tayland da, baz1 kiiltiir bitkilerinde ISR'yi
tetikleyen, endofitik Bacillus spp. ile yaptiklart sera denemeleriyle, tropikal
tarimda endofitik bakteriler ile ISR'nin tetiklenmesi siirecini arastirmislardir.
Calismalarinda, domates ve Ralstonia solanacearum; biber (Capsicum
annuumvar. acuminatum) ve Colletotrichum gloeosporioides; lahana (Brassica
chinensis var. parachinensis) ve Rhizoctonia solani; hiyar ve Cucumber mozaic
virtis (CMV) igceren 4 farkli konukgu-patojen sistemini kullanmiglardir.
Calismanin hedefi, dort konukgu-patojen sisteminin tiimiinde, ISR'yi tetikleyen
endofitik spor olusturan bakterilerin karigimini bulmaktir. Bu amagla 7 bireysel
strain ve 2 strainin 11 farkli kombinasyonu test edilmistir. B. amyloliquefaciens
IN937a straini ve 4 strainin karisimi (IN937a+B. subtilisIN937b; IN937b + B.
pumilus SE34; IN937b + B. pumilus SE49; ve IN937b + B. pumilus INR7) bu dort

hastaligin tiimiiniin oranin1 ve siddetini 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

2.1.2.4 Endofitik bakterilerin kolonizasyonu

Endofitik bakterilerin bitki i¢indeki kolonizasyonunun genellikle rizosferde
basladigr daha sonra rhizoplane tutundugu bildirilmistir. Endofitik bakterilerin
rhizoplaneden kok korteksine kadar konukgularinda gelismeleri siiresince, yer
degistirme siireclerinin aktif ve pasif mekanizmalar ile iligkili oldugu

bildirilmistir. (Lugtenberg et al., 2001).

Bakteriler kok korteks bolgesine ulastiginda, sadece bazi bakteriler
endodermisi gecgebilirken, diger bakteriler i¢cin daha ileri kolonizasyon endodermis
gibi bir bariyer araciligiyla engellenmektedir (Gregory, 2006). Endodermisi
gecebilen  endofitik  bakteriler, endoriza igerisinde  kolonizasyonlarini
stirdiirebilmek icin hiicre duvarini degrade eden enzimler salgilayabilir. Hiicre
ceperini bozan bakteriyel enzimlerin, hiicre duvarlariyla savunma ve onarimda
isbirligi yapan bir¢ok protein gibi bitki savunma yollarinin ortaya ¢ikmasiyla ilgili

oldugu belirtilmistir (Iniguez et al., 2005).

Dogal kosullar altinda zararli bakteriler, endodermisin bozulmasina neden

olarak endofitik bakterilerin, merkezi silindire gegmesine izin verir. Endodermis
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bariyerini gectikten sonra, endofitik bakteriler konukgularinin kdék ksilem

kanallaria ulagmak i¢in pericycle'a giris yapmak zorundadir (James et al., 2002).

Baz1 endofitler, kok internal dokularinda kolonize olabilir ve kok ksilem
kanallarmma kadar gelismelerini  siirdiirebilirler ancak endofitlerin  aktif
penetrasyonu konukc¢u bitkilerin savunma mekanizmalarint uyarmalari ile

iligskilendirilmistir (Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006).

Lamb et al. (1996), rhizobakter = Pseudomonas aureofaciens
Ps3732RNLI1(L11) ile tohum yiizeyinin bakterizasyonunun ardindan,
monokotiledon ve dikotiledon 16 bitkinin toprak tstii dokulari igerisinde, bu
bakterinin kolonize olabildigi bildirilmistir. Bitkinin toprak {istii dokularinin
kolonizasyonu, kok inokulasyonunun ardindan yiizeyine bulastirilma yapilmamais
siirglinlerde de gdézlemlenmistir. Bu durum koklerden siirgilinlere dogru vaskuler

olarak endofitik bakterilerin tasindigin1 gostermektedir.

Pakistan’da yiiriitiilen bir ¢alismada; bugday ve aygicegi bitki koklerinde
Ochrobactrum intermedium, Bacillus cereus ve Brevibacterium sp. tiirlerinin
kolonizasyon potansiyelleri — arastirilmistir.  Bugday  bitkisi  koklerinde
Ochrobactrum intermedium ve Bacillus cereus ile Brevibacterium sp.
karsilastirtlmis, Ochrobactrum intermedium rhizoplanede kolonize olurken
Bacillus cereus hem rhizoplane hem de kok bolgesi yakinlarinda kolonize oldugu
gozlemlenmistir. Brevibacterium sp. ise aygigegi bitkisi koklerinin rhizosferinde
grup halinde kolonize olmustur. Sonug olarak; her iki bitkide de Ochrobactrum
intermedium en iyi kolonize olan bakteri olarak tespit edilmistir (Faisal and
Hasnain, 2000).

Ulkemizde yiiriitiilen bir ¢alisma kapsaminda; Pantoea agglomerans ve
Bacillus thuringiensis ‘in bitki iginde zamana bagli olarak kolonizasyonu
periyodik olarak degerlendirilmistir. FOC’un Pantoea agglomerans {izerine
olumsuz etkisi saptanmamis olup Bacillus thuringiensis populasyonunun FOC’un
varligindan olumsuz etkilendigi ayrica FOC’un bitki i¢indeki kolonizasyonu EB

uygulamalarindan etkilendigi sonucglarma varilmis ve bu veriler dogrultusunda



19

EB’lerin konuk¢u bitkide sistemik dayanikligi uyarma potansiyeli oldugu
bildirilmistir (Fakhraei ve Ozaktan, 2015).

Ulkemizde yiiriitiilmiis bir baska calismada; saglikli hiyar bitkilerinin farkli
kisimlarindan elde edilen endofitik bakteri izolatlarinin hiyar koseli yaprak leke
hastaligina (Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Psl) kars1 biyokontrol etkisi
ve bitki igerisinde kolonizasyonu arastirilmistir. izolatlarm hiyar tohumlarinda 3 -
7,5x10° cfu/g tohum oraninda kolonize oldugu saptnmis ve EB’lerin kok ile yesil
aksamdaki kolonizasyonunun patojen bakteri inokulasyonundan sonra azalmadigi
bildirilmigtir. Hiyar bitkisinin i¢sel dokularinda basariyla kolonize olan bu
bakterilerin, pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, patojen bakterinin populasyon
yogunlugunu on kat azalttig1 ayrica Indol-3-Asetik Asit (IAA), siderofor {iretimi,
fosfat1 parcalama yetenegi, vigorite indeksine etkisi ve antibiyosiz 6zellikleri gibi
in vitro parametreler agisindan degerlendirilen ve hiyar bitkilerinde Psl’nin
gelisimini % 50°den daha yiiksek oranda engelledigi bildirilmistir (Akbaba ve
Ozaktan, 2014).

Bitki gelisimini destekleyen bakterilerin amino asitler, vitamin Bl ve
NADH dehidrojenaz I‘i (Camacho Carvajal et al., 2002; Simons et al., 1997),
lipopolisakkaritleri (LPS) (Dekkers et al., 1998) sentezleme yeteneklerinin,
kokleri kolonize etmeleriyle yakindan iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica dis
membran proteinleri gibi, hiicre yiizey proteinleri agglutinin, IV pili tip gibi
yapilarin kolonizasyon siireci ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. (de Mot et al.,
1992; Anderson et al., 1988; Dorr et al., 1998). Azoarcus sp. BH72 i¢in, celtikte
bir endofitik diazotrofu pil AB tarafindan kodlanan IV pili tipi, kok yiizeylerine
tutturulmak icin gereklidir (Dorr et., 1998).

Kok ile iliskili bakterilerin besin kaynagi olarak kullandigi, cesitli
karbonhidratlar, amino asitler, organik asitler bunlarin yam sira diger bilesikler
bitkiler tarafindan rizosfere salinir (Walker et al., 2003). Mikroorganizmalar, bu
eksudatlara dogru tasinir. Bu durum hem rhizosfer hem de rhizoplanede
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini ve kolonize olmasini kolaylagtirir (Lugtenberg

and Kamilova, 2009).
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Kok eksudatlarinin  yapisindaki  farkliliklarin, kolonizasyon siirecini
etkileyebilecegi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Lugtenberg et al., 2001).
de Weert et al. (2002), kemotaksis’den sorumlu cheA geninden yoksun olan, bitki
gelisimini tesvik eden Pseudomonas fluorescens'in mutant strainini kullanarak
yaptig1 calismasinda, bu bakterinin domates bitkisi rhizosferi igerisinde kok
eksudatlarina dogru hareketinin ve kok kolonizasyonun azaldigi sonucunu ortaya

koymustur.

Quorum-sensing'in rhizosfer ve rhizoplanenin kolonizasyonuyla iliskili
oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir (Soto et al., 2006). Bunun aksine, baz1
caligmalar Gram negatif bakteriler icerisinde, Quorum-sensing'i yéneten N-acyl
homoserine lacton (AHL)'larin bitki kolonizasyonu sirasinda bakteriler igin
siirekli gerekli olmadigini gostermistir. Ancak Quorum-sensing’in, dogal kosullar
altinda rhizosfer igerisinde bakterilerin kolonizasyonunu etkileyen bakteriyel
strainlerin rekabet yetenekleri lizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Miiller et al.,

2009; Schuhegger et al., 2006).

In vivo kosullar altinda endofitik bakterilerin kolonizasyonunu, sicaklik,
nem, inokulum yogunlugu, konuk¢u genotipi gibi faktorlerin etkiledigi
bildirilmistir (Pillay and Nowak, 1997). Ornekleme zamani ve konukgunun
gelisme asamasinda, gelisme sezonu boyunca olusan dalgalanmalara bagli olarak
da populasyon yogunlugunun degisebilecegi bildirilmistir (Mclnroy and
Kloepper, 1994, 1995a). Seker kamisinda diisiik azotla giibrelenen bitkilerin
aksine Gluconacetobacter diazotrophicus tarafindan yiiksek azot giibreleme
rejimi altindaki bitkilerin kolonizasyonunda bir azalma gozlenmistir (Hallmann et
al., 1997).

Endofitik bakterilerin yayilis mekanizmalarindaki farklilik, her dokuda
bulunan intersellular alanlara bagli olup ayn1 zamanda her mikroorganizmanin
kendi gereksinimlerini karsilayabilecek spesifik dokulara yerlesme istekleri ve
diger bakteriler ile olan iligkilerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Di Fiori and
Del Gallo, 1995). Genellikle, rhizosfer topraginda kiiltiire alinabilen rhizosfer
bakterilerinin popiilasyon yogunlugu yaklasik olarak 107-10° cfu /g arasindayken,
rhizoplanda bitki yas agirliginda bu bakterilerin 10°-107 cfu/g arasinda popiilasyon
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yogunlugu olusturabildigi bildirilmistir (Bais et al., 2006; Benizri et al., 2001).
Birgok bitki tiirii i¢in bitki dokularinda endofitik bakterilerin popiilasyon
yogunlugu 1x103-1x10°cfu/g arasinda degismistir (Dong et al., 1994; Frommel et
al., 1991; Lamb et al., 1996; Quadt-Hallmann and Kloepper, 1996).

Baz1 endofitik bakteriler, konukgularinda besince zengin olan intersellular
alanlarda kolonize olmakta ve konukgular1 igerisinde bu kisimlarda
yayillmaktadirlar (Cavalcante and Dobereiner, 1988; Dong et al., 1994). Bitki
igerisinde endofitik bakterilerin tasinmasini bakteriyel kamg1 ve bitki transprasyon
kanallar1 desteklemektedir. Ustelik yalnizca bazi endofitik bakteriler bitkinin
toprak istiindeki vejetatif kisimlarinda kolonize olabilir. Bu endofitik bakteriler,
farkli bitki nislerine yerlesebilmek icin gerekli olan fizyolojik bazi 6zelliklere

sahip olmalarinin yaninda bir¢ok engeli de agsmak durumundadirlar (Hallmann,

2001).

Endofitik Pseudomonas sp. ile inokule edilmis olan patateslerde, kok
popiilasyonunun final popiilasyon yogunlugu 1x10® cfu/cm olup baslangig
popiilasyonuna gére artis gdsterirken, gdvde final popiilasyon yogunlugu, 3.3x10°
cfu/cm baslangic popiilasyonundan, 1.9x10% cfu/cm populasyon yogunluguna
dogru diisiis gostermistir (Frommel et al., 1991). Kok dokularinda o6zellikle
kolonizasyonun yogun bir sekilde goriilmesi, endofitlerin bitki igerisine giris
yapmasinda baslica yerin kokler oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (Sprent
and de Faria, 1988).

En yiiksek endofitik bakteri yogunlugu genellikle koklerde olup, gévdeden
yapraklara dogru ilerledik¢e bu yogunluk azalmaktadir (Lamb et al., 1996; Quadt-
Hallman and Kloepper, 1996). Yapilan bir c¢alismada; endofitik bakterilerin
yogunlugunun bitkinin kok bolgesinden biiylime ucuna dogru diizenli bir sekilde
azaldigini, misir bitkisinin gévdesindeki dokularda bu yogunlugun kok dokularina
gore daha diisiik oranda oldugu bildirilmistir (Fisher et al., 1992). Dolayisiyla
endofitik bakterilerin ekolojik olarak basarili olabilmeleri i¢in, kokleri kolonize
eden diger bakterilerle rekabet etmeleri zorunludur (Serensen and Sessitsch,
2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii ve
Bahge Bitkileri Boliimii’niin olanaklar1 kullanilarak in vitro testler, fide tiretimi ve
serada bitki yetistiriciligi olmak lizere {i¢ asamali gerceklestirilmistir. In vitro
testler Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvari’nda yiiriitiiliirken fide
iiretimi ve serada bitki yetistiriciligi denemesi Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait olan

iklim odas1 ve polietilen ortiilii serada gergeklestirilmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Cahismada kullanilan test bitkisi

Ulkemizde yaygin olarak iiretimi yapilan Beith Alpha tipinde Gordion F1

hiyar (Cucumis sativus L.) ¢esidi calismada materyal olarak kullanilmistir.

3.1.2 Cahismada kullanilan endofitik bakteriler

Calismada, E.U.Z.F. Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvar
stoklarinda bulunan, ortii altinda ve agikta yetistirilen saglikli hiyar bitkilerinin
i¢sel dokularindan i1zole edilen endofitik bakteri (EB) izolatlar1 kullanmilmistir. Tez
caligmast kapsaminda EB izolatlarinin se¢imi i¢cin CAS agar ortaminda siderofor
iretme aktivitesi, Indol 3- asetik asit (IAA) liretme aktivitesi, Hidrojen siyanid
(HCN) tiretme aktivitesi, Fosfati ¢ozme aktivitesi ve vigorite indeksi (VI) testleri
gibi baz1 in vitro bitki gelisimini arttirma (PGPR) 6zellikleri 6nceden belirlenmis
olan ve -80 °C’de sivi besiyerinde muhafaza edilen endofitik bakteri (EB)
izolatlar1 arasindan segilen 6 adet izolat kullanilmistir (Sekil 3.1). Bu izolatlara

iliskin bilgiler Cizelge 3.1°de toplu olarak goriilmektedir.
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Cizelge 3.1 Calisma sirasinda kullanilan Endofitik Bakteri (EB) izolatlarina iligskin
bilgiler (Fakhraei, D. ve Ozaktan, H., 2015).

ORNEGIN IZOLATLAR’IN TANIYA IZOLATLARIN IN VITRO BITKI GELISIMINI
ALINDIGI DONUK BAZI OZELLIKLERI ARTTIRMA (PGPR) OZELLIKLERI
KB’de e - L
Izolat | Tarih Bitki Gram floresan Titiin S}_derpfqr AA HCN Fosfataz Vigorite
No | ve Yer Organi Testi Pigment HR Uretimi | Uretimi Uretimi Aktivitesi indeksi*
1 0,
Olusumu Testi (mm) (ug/ml) (mm) (%)
37 | 18312 1 oiqe : - : 7 7 - 1 3
Komluca
19.3.12
56 | Yesilkoy Kok - - - 12 13 - 0 10
(Kas)
go | 2X612 1 Giige : - : 7 125 - 4 19
Baymdir
21.6.12
83 Bayindir Yaprak - - - 7 45 - 6 -9
99 21.6.12 Kok " _ _ 1 6 - 0 34
Baymndir
21.6.12 F.
112 o Yaprak | pseudom + - 6 8 - 15 31
Baymdir onas

*Negatif kontrolde saptanan VI degerlerine gore fark (%) Abbott ile saptanmustir.

Sekil.3.1 Eb’lerin in vitro kosullarda sirasiyla siderofor, IAA, fosfati pargalama aktiviteleri

3.1.3 Calismada kullanilan besiyerleri

Cizelge 3.2°de belirtildigi gibi EB’lerin in vitro’da gerceklestirilen islemleri

King B, Triptik Soya Agar (TSA) + Rifampicine (200 ppm) gibi besiyerleri

kullanilarak caligmalar gerceklestirilmistir (Schaad et al., 2001).
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Cizelge 3.2 Denemelerde kullanilan besiyerleri ve bilesimleri (11t suya gore).

Besiyeri ad1

(1000 ml) Kullanim amaci Igerigi
Pepton 209
! Bakteriyel etmenlerin K2HPO4 159
King’s B . . MgSO47H20 159
] izolasyonu, pigment - !
(King et al., 1954) olusumu Gliserol 10 ml
Agar 169
121°C’de 20 dk. Otoklavlanir.
Besiyeri ad1 e,
(1000 ml) Kullanim amaci Igerigi
Kolonizasyonun Triptic soy broth 30 g
. ) Agar 169
TsA incelenmesi ve 121°C*de 20 dk. Otoklavlanr
+Rifampicine(200ppm) | EB’lere Rifampicine : - ) :
(200 ppm)’e Rifampicine 200 mg
(Anonymous, 2010) da arﬁpkhhk Rifampicine 3-5 ml alkolde ¢6ziildiikten sonra
y ' kaZan dirlmas sterilize edilmis 50 °C’ye kadar sogutulmus TSA

ortamina eklenir.

3.1.4 Cahsmada kullanilan yetistirme ortam

Iklim odasinda yiiriitiilen ¢alismalarda 10 cm ¢apinda saksilar ve yetistirme

ortami olarak steril torf kullanilirken, sera denemelerinde boyutlar1 75*25*16 cm

olan plastik saksilar, yetistirme ortami olarak ise siiper iri perlit kullanilmistir

(Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Denemelerde kullanilan saks1 ve yetistirme ortamlarinin goriiniimi
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3.1.5 Cahismada uygulanan besin ¢ozeltisi

Bitkilerin ihtiyac1 olan besin maddeleri suya eklenmek sureti ile besin

cOzeltisi hazirlanmistir. Arastirmada kullanilan besin element igerigi Cizelge

3.3’te verilmistir (Giil ve ark., 2000).

Cizelge 3.3 Denemeler boyunca hiyar bitkisine uygulanan besin ¢ozeltisi regetesi.

1) ilkbahar dénemi

mg/L EC
Hafta
N P K Ca Mg Fe Mn Zn | B Cu | Mo mS/cm
1 184 | 29 228 | 152 36 2 075 | 05|04 | 01| 0.05 1.8
2 204 | 32 250 | 171 39 2 075 | 05|04 | 01| 0.05 2.0
3-4 220 | 37 284 | 190 47 2 075 [ 05|04 | 01| 0.05 2.2
5-6 256 | 46 353 | 190 53 2 075 [ 05|04 | 01| 0.05 2.4
7-9 259 | 44 350 | 180 50 2 075 | 05|04 | 01| 0.05 24
10-12 | 244 | 37 323 | 158 43 2 075 | 05|04 | 01| 0.05 2.2
13-19 | 247 | 32 291 | 141 39 2 075 [ 05|04 | 01| 0.05 2.0
20-,,, 224 | 23 256 | 125 34 2 075 [ 05|04 | 01| 0.05 1.8
2) Sonbahar dénemi
mg/L EC
Hafta

N P K | Ca |Mg|Fe|Mn| zZn | B | Cu | Mo | mS/cm

1 184 | 29 | 228 | 152 | 36 2 1075| 05 04 | 01 0.05 1.8

2 204 | 32 | 250 | 171 | 39 2 [075| 05 04 | 01 0.05 2.0

3 220 | 37 | 284 | 190 | 47 2 [075| 05 04 | 01 0.05 2.2

4-8 259 | 44 | 350 | 180 | 50 2 1075| 05 04 | 01 0.05 24

9-,, 244 | 37 | 323 | 158 | 43 2 1075| 05 04 | 01 0.05 2.2

3.1.6 Molekiiler calismada kullanilan primerler

EB izolatlarinin molekiiler tanisinda 16 s rRNA bdélgesine spesifik iiniversal

FD1/RP2 ve 27F/1492R primer ¢iftleri kullanilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 EB’lerin molekiiler tanis1 i¢in kullanilan 16 s rRNA primerlerin listesi

ve Termal cycler ¢aligma kosullar

Forward primer Reverse primer | aAmplicon
Fd1/ sz (5,_3,) (5;_3!) uzun.(bp)
(Weisburg,199
1) AGAGTTTGATCC | ACGGCTACCTTG - 1400
TGG CTCAG TTACGACTT
27F/1492R AGA GTT TGA GGTTACCTTGTT | o0
(Jiang,2006) | TCM TGG CTC AG ACG ACTT
Termal cycler ¢alisma kosullari
1 dongii 35 dongii 1 dongii 1 dongii
95°C 94 °C 55°C 72°C 72°C 15°C
3.2 Yontem

3.2.1 EB’lerin In vivo kosullarda bitki gelisimini ve verimi arttirici

etkisinin belirlenmesi

In vitro PGPR parametreleri dogrultusunda secilen EB izolatlari sisteme
tohum bakterizasyonu ve fidelerin kotiledon yaprak doneminde bakteri
siispansiyonunun yetistirme ortamina i¢irme uygulamasi seklinde verilmistir.
Belirtilen 6 EB izolat1 serada topraksiz tarim sisteminde, bitki gelisimi ve verimini

artiric1 Ozellikleri agisindan test edilmistir.

3.2.1.1 Yetistirme verlerinin hazirlanmasi

Denemenin yapildig1 seraya, siralar arasinda 100 cm mesafe olacak sekilde
taban seviyesinde 2 adet 16 mm capinda drenaj deligi bulunan plastik saksilar
icerisine siiper iri perlit eklendikten sonra yerlestirilmistir. Sera topraksiz tarim

teknigine uygun tarzda hazirlanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Seradan genel bir goriiniim

3.2.1.2 EB’lerle tohum bakterizasyonu

Triptic Soya Agar (TSA)’da 24 — 48 saat siireyle gelistirilen EB’ler steril
Carboxy Methyl Cellulose (%1°lik CMC) ile siispanse edilerek, onceden yiizeyi
%0.2’lik Sodyum-hipoklorit ile dezenfekte edilmis hiyar tohumlart (5g tohum /
10ml bakteri siispansyonu, 10° cfu/ml (ODgoonm=0.5) bu bakteri siispansiyonu
icinde 30 dakika boyunca bekletilmis ve kurutma kagitlar: arasinda 24°C’de 1 saat
kurumaya birakilmistir. 24h Kurutulan tohumlar saksilara ekilmistir. Ayrica,
tohum bakterizasyonu yapilan hiyar tohumlarindan 1 gram Ornekte EB
populasyonu (cfu/g hiyar tohumu) izolasyon islemi ile denemenin baglangicinda

belirlenmistir.

3.2.1.3 Bitkilerin vetistirilmesi

Sonbahar doneminde iiretim 05.09.2013 tarihinde fide dikimi ile baslamig
17.12.2013 tarihinde sona ermistir. Ilkbahar déneminde iiretim 24.03.2014
tarithinde fide dikimi ile baslamis 30.06.14 tarihine kadar devam etmistir. Bitki
biiyiime odasinda fide donemine getirilmis bitkiler sira aras1 100 cm ve sira tlizeri
25 cm olacak sekilde, her saksiya ilk deneme i¢in 2, ikinci deneme igin ise 3 bitki
olacak bi¢imde nemli ortama dikilmistir. Bitkilerin gelisimini tesvik amaciyla,
bitkiler 20-30 cm'ye kadar ilk bogumlardaki yan siirgiin ve g¢igeklerin
temizlenmesi seklinde budanmais, yapraklara ise dokunulmamistir. 20-30 cm’den

sonra ana govdedeki tiim meyveler birakilip yan siirgiinler 1 meyve birakilacak
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sekilde budanmustir. Uretim devam ettigi siirede govde iizerinde yaslanmuis,

sararmis yapraklar ve bosalan koltuklar temizlenmistir.

3.2.1.4 EB’lerin yetistirme ortamina uygulanmasi

EB izolatlari, sivi TSB’da 48 h siireyle 120 rpm’de gelistirilerek, santrifiijle
(3,440xg/10°, 4°C) yogunlastirilip pellet elde edilmis ve bu pellet steril su ile
resiispanse edilerek yogunlugu 10° cfu/ml (ODsoonm=0.5)’ye ayarlanmistir. Hiyar
bitkilerinin kotiledon yapraklar1 ciktiktan sonra her bitki basina 20 ml bu
siispansiyondan inokule edilmis ve dikim sonrasi yetistirme ortamina ayni
yogunlukta ancak her bir bitkiye 30 ml olacak sekilde uygulama
gerceklestirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Serada EB’lerin igirme uygulamasi

3.2.1.5 EB’lerin in vivo kosullarda bitki gelisimini ve verimi

arttiric1 etkisinin deserlendirilmesi amaciyla vapilan

olciim ve analizler

Biyokiitle

Sonbahar doneminde 19.11.2013, ilkbahar doneminde 30.04.2014
tarihlerinde isaretlenen bitkiler sokiiliip kok, govde, yaprak ve meyveler seklinde
ayrilmistir.  Bitki ornekleri toz vb. maddelerden arindirildiktan sonra yas
agirliklan tartilip etiivde (65°C'de) sabit agirhiga ulasincaya kadar tutulmustur.

Etlivden ¢ikarilan 6rneklerin kuru agirligi belirlenmistir.
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Verim

[k hasattan son hasada kadar her deneme parselinden toplanan meyveler
ayrt ayri tartilmis ve sayilmistir. Haflalik kiimiilatif verim (g/bitki) ve meyve
sayis1 (adet/bitki) belirlenmistir.

Toplam verimden (g/bitki) standart dis1 meyvelerin agirligr ¢ikarilarak
pazarlanabilir verim hesaplanmistir. Ayni sekilde toplam meyve sayisindan
(adet/bitki) standart dis1 meyvelerin sayisi ¢ikarilarak pazarlanabilir meyve sayisi

hesaplanmustir.

Meyve kalitesi

Meyve kalite analizi i¢in sonbahar doneminde 24.10.14, ilkbahar doneminde
23.05.14 tarihinde her parselden rastgele segilen 5 meyve alinmis ve ¢esitli l¢glim
ve analizler yapilmistir. Meyve capt (cm) dijital kumpas, meyveboyu (cm)
cetvelli boylama tahtas1 yardimiyla dl¢lilmiistiir. Meyve sertligi i¢in meyvelerin
kabugu meyve etinin {izerinden soyulmus ve soyulan bu kisimda meyve eti
sertligi (N) Effe-Gi Fruit Pressure Tester (7.9 mm’lik ug) kullanilarak kg

cinsinden Olglilmiig, sonuglar Newton’a ¢evrilmistir.

Meyve rengi Minolta CR-300 renkolgerle L*a*b olarak Olgtilmiistiir (Sekil
3.6). Bu sistemde, renkler ii¢ boyutlu kiiresel bir uzayda nokta olarak belirlenir.
L, siyah:0’dan beyaz:100’a olacak sekilde rengin agiklik veya koyulugunu, a ve b
ise L’ye dik bir renk diizleminde rengi belirler. Eksenin tam ortasinda renk (a=0,
b=0) renksiz (gri-akromatik)’dir. Yatay eksende pozitif a kirmiziyi, negatif a
yesili; dikey eksendeki pozitif b sarty1 ve negatif b ise maviyi gostermektedir.
Rengin temel bilesenlerini (kirmizi, sari, mavi ve yesil) belirleyen hue ve rengin
doygunlugunu, canliligini belirleyen kroma degerleri a ve b’den asagidaki

formiillere gore hesaplanarak elde edilmistir (Sekil 3.5).

Hue °h=tan® (b/a) Kroma C*=\(a’+b?)
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Yellow

(Groen}
-a*

Sekil 3.5 Minolta CR-300 renk Slgere ait CIE L*a*Db renk skalalart.

Alinan meyve Ornekleri, darasi alinmis plastik kaplara konularak hassas
terazide tartilmis ve yas agirliklar: alindiktan sonra 65°C’lik etiivde sabit agirliga
gelinceye kadar kurumaya birakilmistir. Daha sonra kuru agirliklart dlgiiliip, %

toplam kuru agirlik hesaplanmistir (Kacar, 1972).

Toplam suda ¢6ziinebilir kuru madde miktar1 (TSCKM %) belirlenirken ise
yine rastgele segilen 3-4 adet meyveden blander yardimiyla elde edilen meyve
pliresi bir tiilbent yardimiyla siiziilerek bu siiziikten 4-5 damla 6rnek Euromex
dijital el reflaktometresi ile okunup sonuglar % olarak verilmistir. Siizlige batirilan
masa tipi Inolab marka EC metreprobu (dS/cm) yardim ile yapilan okumalar
sonucunda meyve suyunun EC degeri elde edilmistir. Benzer sekilde siiziige
batirilan masa tipi (Medler Toledo) metre probu yardimi ile okuma yapilmis ve

meyve suyunun pH degeri degerlendirilmistir.

3.2.2 EB’lerin bitki icinde kolonizasyonunun izlenmesi

Endofitik Bakterilerin bitki igerisinde zamana ve bitki gelisme asamalarina
bagli olarak populasyonundaki degisiminin segici olarak izlenmesi amaciyla; s6z
konusu EB izolatlar1 200 ppm (ug/ml) Rifamicin’e dayanikli kiliarak
etiketlenmistir. EB’ler, 200 ppm Rifampicin igeren TSA besiyerine ekilerek 24
0C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiirleri %1.5°luk CMC (Karboksil
Metil Seliiloz) ile siispanse edilmistir. EB siispansiyonlar1 hiyar tohumlariyla
kaplandiktan sonra bu tohumlar kurutma kagitlarina aktarilmis, kurumasi i¢in 24h
bekletildikten sonra steril torfla doldurulmus plastik saksilara ekilmistir.

Kotiledon yapraklar goriildiikten sonra, EB’ ler topraga ig¢irme bigiminde tekrar
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uygulanmistir. 62 giin silireyle biiyiime odasinda tutulan bitkilerde EB’lerin
kolonizayonunu takip etmek i¢in uygun goriilen 6rnek alinma zamanlar1 Cizelge

3.5’te gosterildigi gibi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.5 EB’lerin bitki igerisinde kolonizayonunu takip etmek i¢in uygun

goriilen 6rnek alinma zamanlari.

1.  Tohum bakterizasyonundan 30 dk. sonra tohumdaki EB‘lerin kolonizasyonunun
incelenmesi

2. Tohum bakterizasyonundan 24 h. sonra, yiizey dezenfeksiyonu yapilan tohumdaki
EB‘lerin kolonizasyonunun incelenmesi

3.  Kotiledon Dbaglangict doneminde alinan bitki Orneklerinde  EB’lerin
kolonizasyonunun incelenmesi,

4.  Kotiledon sonu déneminde alinan bitki 6rneklerinde EB’lerin kolonizasyonunun
incelenmesi,

5. l.gercek yaprak doneminde alinan bitki 6rneklerinde EB’lerin kolonizasyonun
incelenmesi,

6. 2.gercek yaprak doneminde alinan bitki drneklerinde EB’lerin kolonizasyonunun
incelenmesi,

7. Tohum bakterizasyonundan 28 giin sonra EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi,

8.  Tohum bakterizasyonundan 33 giin EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi,

9.  Tohum bakterizasyonundan 42 giin sonra EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi,

10. Tohum bakterizasyonundan 50 giin sonra EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi,

11. Tohum bakterizasyonundan 62 giin sonra EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi.

Hiyar bitkilerinde EB’lerin populasyonunu izlemek amaciyla alinan bitki
orneklerinin sadece koklerine ylizey dezenfeksiyonu uygulanmistir. Bitki kesitleri
% 5 oraninda hazirlanmis sodyum hipokloritte 15 sn bekletildikten sonra, 3 kez
steril sudan geg¢irilerek kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmus ve son yikama
suyundan 200 ppm Rifampicine igeren TSA’ya ekim yapilarak, 72 saat siireyle
inkubasyona birakilmistir. Son yikama suyunda bakteriyel bir gelisme
gozlenmediginde EB izolasyonu basarili kabul edilmistir. Daha sonra bitki
ornekleri, kok ve govde kesitleri seklinde ikiye ayrilmis ve ayri ayr tartilarak
agirliklar belirlenen kok ve gévde kesitleri, steril polietilen torbalara konularak
stomaker yardimiyla ezilmistir. Kok ve govde kesitlerinin agirliklarinin 10 kati
steril saf su bu torbalara konulmus ve 30 dakika 120 rpm de calkalayicida

karistirtlmistir.  Elde edilen bu siispansiyondan seyreltme basamaklari
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olusturularak Rifampicine (200 ppm) iceren TSA ortamia 20 pl damlatilarak
ekimler yapilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 EB’lerin bitki igerisinde kolonizasyonunu belirlemek i¢in kullanilan ydntemin
asamalarindan bir goriiniim; 1) Orneklerin alinma asamasi, 2) alinan Orneklerin
koklerinin yikanma asmasi, 3) koklerin dezenfeksiyon asamasi, 4-5) 6rnekleri kurutma
ve ezme agamasl, 6) bitki ekstraksiyonundan seyreltme serileri hazirlanma asamas1 7)

ekim agamast

Denemeler Tesadiif Bloklar1 deneme desenine goére, her Ornekleme
doneminde Ornekler 3 tekerriirlii alinacak sekilde kurulmustur. Boylece EB’lerin
hiyar bitkilerinin tohum ekimi asamasindan baslayarak kok ve toprak {istii

dokularindaki kolonizasyonu zamana bagli olarak degerlendirilmistir.
3.2.3 EB izolatlarin tanisi

EB’lerin molekiiler tanisinda 16s rRNA hedef bolgesine gore dizayn edilmis
Fd1/Rp2 ve 27F/1492R primer ¢iftleri kullanilmistir. Hazirlanan master mix ve
Termal Cycler kosullar1 Cizelge 3.6’da verilmistir. Elde edilen PCR iirlinleri TAE
buffer (Fermentase, 0.5M) ile hazirlanan %1,5’luk Agaroz jelde 80 Voltta lsaat

elektroforezde kosularak sonuglar UV transilluminator goriintiileme cihazinda
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bantlarin varligiyla degerlendirilmistir. Elde edilen PCR {iriinleri sekans analizine

gonderilmis (Macrogen, Invitrogen) ve sekans sonuglart NCBI veri tabandaki

bilgiler ile karsilastirilarak EB izolatlar1 tanilanmistir.

Cizelge 3.6 Fd1/Rp2 ve 27F/1492R 16s rRNA primerleri i¢in kullanilan master

mix icin gerekli kimyasallar ve miktarlar.

16s rRNA Fd1/Rp2 ve 27F/1492R primerleri i¢in master mix

; - 1 6rnek icin .. Sekansa. .
-Gerekll Baslangig Stok Final gerekli gonder_me!( icin
Kimyasallar Konsantrasyon : gerekli miktar
miktar
(50uL)
TagKClBuffer 10 X 1X 2 ul Sul
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,2 ul 3ul
dNTP 2,5mM 0,2 mM 1,6 ul 4 ul
Fd1 Forward 10 mM 1mM 2 ul Spul
Rp2 Rewerse 10mM 1 mM 2 ul S5ul
H.O - - 8 ul 20 pl
TagPolimeraz 5U 1U 0,2 pl 0.5 ul
Ornek Niikleik Asit 107 Cfu/ml (ODgoo; 0,5) 3ul 7.5 ul
Toplam hacim - ‘ - 20 pl 50 pl

3.2.4 Verilerin analizi

Elde edilen verilere, bilgisayarda SPSS (SPSS Inc. PASW Statistics

versiyon 21) paket programi ile varyans analizi uygulanmig ve ortalamalar

arasindaki farkliliklar % 5 hata olasiligi ile yapilan DUNCAN testiyle

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Endofitik Bakterilerin Serada Bitki Gelisimini Arttirici

Ozelliklerine Yonelik Testlerin Sonuclar:

EB izolatlarinin hiyar bitkisinin kok / yesil aksam yas ve kuru agirligina
(biyokiitle), meyve verimine ve kalite parametrelerine etkisi sonbahar ve ilkbahar
olmak iizere 2 farkli yetistirme doneminde topraksiz tarim kosullarinda

denenmistir.
4.1.1 Sonbahar doneminde elde edilen sonuclar

4.1.1.1 Bivyokiitle olusumu

EB uygulamalarinin kok gelisimi {izerine etkisi degerlendirildiginde, kok
yas agirlign bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (Cizelge 4.1). 56 no.lu izolat kék yas agirligimi kontrole
kiyasla %88 oraninda arttirmistir (Sekil 4.1); bu uygulamay: sirasiyla 83, 80 ve
112 no.lu EB uygulamalari izlemistir. 37 ve 99 no.lu izolatlar ile inokule edilen
bitkilerin kok yas agirligi ise kontrol bitkilerinin kok yas agirligina yakin degerler
vermis ve diger EB uygulamalarindan istatistiksel olarak farkli grupta yer almistir.
Uygulamalara bagl olarak kok kuru agirligimin degisimi kok yas agirligindaki
degisime benzer gerceklesmistir. Ancak; kok kuru agirligr degerleri arasindaki
farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir. 56 no.lu izolat ile inokule
edilen bitkilerin kok kuru agirligi, kontrole gore %64 diizeyinde artig gostermis,
bu uygulamay1 83 ve 80 no.lu EB uygulamalar1 izlemistir. Kok yas ve kuru agirlik

sonuglar istatistiksel agidan desteklenmese de, birbiriyle tutarli bulunmustur.
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Cizelge 4.1. EB uygulamalariin sonbahar déoneminde (2013) hiyar bitkilerinin

kok yas ve kuru agirligina etkisi.

o | ST ooy | QTS
UYGULAMALAR AGIRLIQI DEGISIM AGIBLIQI DEGISIM
(G/BITKI)* Oy (G/BITKI)* 9y
Kontrol 21.33 b** - 1.38** -

37 21.08b -1.2 1.35 -2.2

56 40.10a 88.0 2.26 63.8

80 24.71 ab 15.8 1.54 11.6

83 25.48 ab 19.5 1.55 12.3

99 21.60b 13 1.46 5.8

112 24.38 ab 14.3 1.61 16.7

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tasiyan uygulamalar P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gore EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

Sekil 4.1 EB’lerin hiyar bitkilerinin kok gelisimine etkisi

EB uygulamalarinin yesil aksam yas ve kuru agirligma etkisine iliskin
sonuglar Cizelge 4.2’ de verilmistir. Cizelgedeki sonuglardan; EB uygulamalariin
yesil aksam yas ve kuru agirligina etkileri istatistiksel agidan 6nemsiz bulundugu
anlasilmaktadir. Bununla birlikte; EB inokule edilen bitkilerin yesil aksam yas
agirliklary, 112 no.lu EB uygulamasi hari¢, kontrol uygulamasina gore % 14-41
oraninda artig gostermistir. Bu arada, EB uygulamalarinin tiimii Kontrole kiyasla

yesil aksam kuru agirligini %2-30 oraninda arttirmayi basarmistir.
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Cizelge 4.2. EB uygulamalarimin sonbahar déneminde (2013) hiyar bitkilerinin

yesil aksam yag ve kuru agirligina etkisi.

( g /BITK)* DEGISIM AGIRLIGI DEGISIM

(%)*** (G/BITKI)* (%)***
Kontrol 245.73 6.d.** - 38.21 6.d.** -
37 330.13 34.3 38.92 1.9
56 346.08 40.8 45.07 18.0
80 339.65 38.2 48.50 26.9
83 300.24 22.2 49.68 30.0
99 279.08 13.6 41.82 9.4
112 187.90 -23.5 44.24 15.8

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tasiyan uygulamalar P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

EB uygulamalarimin meyve yas ve kuru agirhigina etkisi % 95 giivenle
onemli bulunmustur (Cizelge 4.3). Biyokiitle olusumunu belirlemek iizere sokiilen
bitkilerden hasat edilen meyvelerin yas agirligi, EB inokule edilen bitkilerde
kontrole kiyasla %4-27 oraninda yiiksek bulunmustur. Ozellikle 56 ve 80 no.lu
EB uygulamalar ise; istatistiksel agidan Kontrolden tamamen farkli grupta yer
almigtir. Meyve kuru agirligr sonucglarma bakildiginda; 112 no.lu izolat ile
inokule edilen bitkilerden elde edilen degerler, istatistiksel agidan Kontrolden

tamamen farkli bulunurken, 99 no.lu izolat ise Kontrol ile ayn1 grupta yer almistir.

Cizelge 4.3. EB uygulamalarimin sonbahar déneminde (2013) hiyar bitkilerinin

meyve yas ve kuru agirhigina etkisi.

vivvevas | RO v oy | KOVTOLE
UYGULAMALAR AGIRLIG{k DE GiSiM AG{RLIGj* DEGI SiM
(G/BITKI) (%) (G/BITKI) (%)
Kontrol 3357 ¢** - 96.2 b** -
37 3819 abc 13.8 126.5 ab 31.5
56 4261 a 26.9 121.4 ab 26.2
80 4132 ab 23.1 127.0 ab 32.0
83 4053 abc 20.7 130.3 ab 354
99 3491 bc 4.0 94.0b -2.3
112 3723 abc 10.9 139.7a 45.2

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni1 harfi tagiyan uygulamalar P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.
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4.1.1.2 Verim

Sonbahar doneminde hasatlara 11 hafta devam edilmistir. Uygulamalara
bagli olarak toplam verimin Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi degistigi saptanmustir.
Uygulamalar arasindaki farkliliklar %95 giivenle oOnemli bulunmus, EB
uygulamalarinin kontrole kiyasla verimi arttirdigi belirlenmistir. Toplam verimi
arttirma agisindan kontrole kiyasla en basarili uygulamanin 56 no.lu EB
uygulamasi oldugu, bunu 80 ve 83 no.lu EB izolatlarinin izledigi saptanmistir. EB
uygulamalar1 kontrol uygulamasina gore, toplam verimde (g/bitki) % 5-28

oraninda bir artisa neden olmustur.

Cizelge 4.4 EB uygulamalarinin sonbahar déneminde (2013) toplam verime

etkisi.
TOPLAM TOPLAM
UYGULAMALAR VERIM VERIME ETKI
(G/BITKI) * (%)***
Kontrol 3977 c** -
37 4719 abc 18.7
56 5093 a 28.1
80 4857 ab 22.1
83 4808 ab 20.9
99 4182 bc 5.2
112 4415 abc 11

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.

** Duncan testine gore ayn1 harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.

***Degerler Abbott formiiline gére EB uygulamalarindaki toplam verim (g/bitki) degerlerinin K(-)’den
farkini1 gostermektedir.

Uygulamalarin toplam meyve sayisina etkisi Cizelge 4.5’te verilmistir. EB
uygulamalarinin kontrole kiyasla toplam meyve sayisini arttirdigi belirlenmistir.
Bu acidan en basarili uygulamalarin 80 ve 56 no.lu EB izolatlar1 oldugu
saptanmistir, bu EB’ler kontrole kiyasla meyve sayisini sirasi ile %24 ve %23

diizeyinde arttirmistir.
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Cizelge 4.5 EB uygulamalarinin sonbahar doneminde (2013) toplam meyve

sayisina etkisi.

TOPLAM MEYVE SAYISI TOPLAM MEYVE
UYGULAMALAR (ADET/BITKI) * SAYISINA ETKI (%)***
Kontrol 32.6 b** -
37 39.3ab 20.6
56 40.2 a 23.3
80 40.4 a 23.9
83 38.9 ab 19.3
99 34.8 ab 6.7
112 37.2ab 14.1

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni1 harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

EB uygulamalarinin pazarlanabilir verime etkisinin %95 giivenle 6nemli
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.6). EB uygulamalarinin kontrole kiyasla
pazarlanabilir verimi %7-%30 arasinda degisen oranlarda artirdig1 belirlenmistir.
Pazarlanabilir verimi arttirma agisindan kontrole kiyasla en basarili uygulamanin

56 no.lu EB uygulamasi oldugu saptanmistir, bu uygulamay1 80 ve 83 no.lu EB

izolatlarinin izledigi saptanmistir.

Cizelge 4.6. EB uygulamalarinin sonbahar doneminde (2013) pazarlanabilir

verime etkisi.

PAZARLANABILIR PAZARLANABILIR
UYGULAMALAR VERIM (G/BITKI) * VEI}{%E*ETKI
Kontrol 3771 c** -
37 4536 abc 20.3
56 4893 a 29.8
80 4690 ab 24.4
83 4681 ab 24.1
99 4016 bc 6.6
112 4325 abc 14.7

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

Uygulamalarin pazarlanabilir meyve sayisina etkisi Cizelge 4.7°de
verilmistir. EB uygulamalarinin kontrole kiyasla pazarlanabilir meyve sayisin
%8-24 arasinda degisen diizeylerde arttirdigi belirlenmistir. Bu agidan en basarili

uygulamanin 80 no.lu EB izolat1 oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.7. EB uygulamalarinin sonbahar doneminde (2013) pazarlanabilir

meyve sayisina etkisi.

PAZARLANABILIR iAAEZ\?\l}é‘ ?Eﬁ‘ I%III,:]IE
UYGULAMALAR MEYVE SAYISI . e
gt ETKI (%)
(G/BITKI) *
Kontrol 31.36.d.** -
37 37.9 21.1
56 38.6 23.3
80 38.9 24.3
83 37.9 21.1
99 33.7 7.7
112 36.4 16.1

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

EB uygulamalarinin meyvelerin ortalama agirliklarina (Cizelge 4.8) olan
etkisi incelendiginde, 56 numarali izolat ile inokule edilen bitkilerden hasat edilen
meyvelerin en yiiksek (127.3 g), 112 numarali izolat ile inokule edilen bitkilerden
hasat edilen meyvelerin en diisiik (118.9 g) degere sahip olduklari; kontrol ve

diger EB uygulamalarinin ise bahsedilen uygulamalarin arasinda yer aldigi

saptanmistir.

Cizelge 4.8 EB uygulamalarinin sonbahar déneminde (2013) ortalama meyve

agirligina etkisi.

ORTALAMA ORTALAMA MEYVE
UYGULAMALAR | MEYVE AGIRLIGI AGIRLIGINA ETKI
(G/BITKI) * (Yo)***
Kontrol 120.7 ab** -

37 119.2 ab -1.2

56 127.3 a 55

80 120.6 ab -0.1

83 123.5ab 2.3

99 119.2 ab -1.2

112 1189b -1.5

*Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gore EB uygulamalarinin K(-)’den farkini géstermektedir.
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4.1.1.3 Meyve kalitesi

Meyve kalitesi ile ilgili olarak belirlenen ¢ap, uzunluk, meyve sertligi, kuru
madde miktari, TSCKM, meyve suyunun EC’si ve pH’s1 ile meyve kabuk rengi
degerleri Cizelge 4.10°da sunulmustur. Meyve ¢ap1 iizerine uygulamalarinin etkisi
istatistiksel anlamda (P<0.05) 6nemli bulunmustur. 56 numarali EB izolat1 ile
inokule edilen bitkilerden hasat edilen meyvelerin ¢ap1 en fazla (3.7 cm) olurken,
80 ve 99 nolu izolat uygulanan bitkilerden hasat edilen meyvelerin ¢ap1 en diisiik
olmustur. Bununla birlikte, kontrol uygulamasi da EB uygulamalar1 arasinda yer
almistir. Meyve uzunlugu ise 83 no.lu EB uygulamasinda en yiiksek (16.9 cm)
degerde bulunurken, 112 no.lu EB uygulamasinda ise en disiikk (14.5 cm)
bulunmustur. 56, 83 ve 112 numarali EB izolatlar1 ile inokule edilen bitkilerden
hasat edilen meyvelerin, kontrol uygulamasina ait meyvelere kiyasla daha sert

oldugu belirlenmistir(Sekil 4.2).

Meyvelerin kuru madde igerigi incelendiginde, 112 numarali EB izolat1 ile
inokule edilen bitkilerden hasat edilen meyvelerin, kontrol uygulamasina ait
meyvelere kiyasla daha yliksek kuru madde igerigine sahip oldugu, 56 ve 99
numarali EB izolatlariin ise kontrol ile ayni istatistiksel grupta yer aldigi
saptanmigtir. Meyvelerin TSCKM igerigi, meyve suyunun EC’si ve pH’si ile
meyve rengi lizerine uygulamalarin etkisi istatistiksel onem diizeyinde degildir

(Cizelge 4.9).

Sekil 4.2 Hiyar meyve kalite analizi
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Cizelge 4.9 Sonbahar doneminde EB uygulamalarinin meyve kalitesine etkisi.

Meyve

Meyve | Meyve e Kuru EC

UYG. Cap1 Boyu (szr\;,ltlg;) Madde T?(%iM (mS/cm) |  pH* F:J;E ?Ceor;li
(cm)* | (cm)* * (%)* *

Kontrol 3.4 15.3 3.6 2.86 3.60 4.71 5.74 235.9 25.0
ab** ab** b** b** 0.d.** o.d.** | o.d** | o.dFk | o.dF*
3.3 15.9 3.6 3.32

37 ab ab b ab 3.73 4.75 5.73 235.9 24.6

56 37 | 158 | . 285 363 | 455 | 575 | 2354 | 232
a ab b

80 33 15.0 4.0 3.08 3.67 4.70 5.76 236.1 24.7
b b ab ab

83 3.3 16.9 4.2 3.20ab 3.70 4.52 5.80 235.0 22.7
ab a a

99 3.1 14.6 38 2.70 3.57 4.67 577 | 2351 | 22.6
b b ab b

112 3.5 14.5 41 3.76 3.57 4.77 5.79 235.6 24.2
ab b a a

*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.

4.1.2 flkbahar déneminde elde edilen bulgular

4.1.2.1 Biyokiitle olusumu

Uygulamalarin ilkbahar doneminde kok yas ve kuru agirlhigina etkisi
istatistiksel olarak ©nemli bulunmamustir. Bununla birlikte, kok yas agirlig
bakimindan 37 ve 99 numarali EB izolatlarinin, kék kuru agirligi bakimindan ise
37, 99 ve 80 numarali EB izolatlarinin kontrolden daha diistik degere sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.10). Istatistiksel acidan farkli bulunmamakla birlikte; kok
yas agirhigr agisindan en basarili uygulamalar 56, 83 ve 112 no.lu EB
uygulamalar1 oldugu; kok kuru agirligr agisindan ise 56 ve 112 no.lu

uygulamalarin basarili oldugu saptanmastir.
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Cizelge 4.10 EB uygulamalarmin ilkbahar doneminde (2014) doneminde hiyar

bitkilerinin kok yas ve kuru agirligina etkisi.

KOKYAS | “UagPa | KOKKURY | 00
UYGULAMALAR AGIRLIGI DEGISIM AGIRLIGI DEGISIM
(G/BITKI)* (%) x> (G/BITKI)* (%) *r*
Kontrol 30.14 6.d.** - 1.38 6.d.** -

37 18.73 -37.9 0.95 -31.2

56 31.29 3.8 1.68 21.7

80 27.22 9.7 1.32 -4.3

83 30.17 0.1 147 6.5

99 24.63 -18.3 0.98 -29.0

112 33.03 9.6 1.65 19.6

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

Yesil aksam yas ve kuru agirlign bakimindan da uygulamalar arasinda
istatistiksel anlamda bir fark olmadigi saptanmistir (Cizelge 4.11). Bununla
birlikte; EB ile inokule edilen bitkilerde yesil aksam yas agirliginin kontrole
kiyasla %17-37 oraninda yiiksek oldugu; yesil aksam kuru agirliginin ise %21-44

oraninda yliksek oldugu degerlendirilmistir.

Cizelge 4.11 EB uygulamalarinin ilkbahar doneminde (2014) hiyar bitkilerinin

yesil aksam yas ve kuru agirligina etkisi.

vesi kst | Ko ROLE [ VESIC IS | KOVROLE
UYGULAMALAR Y‘(*g /SETIIEIL),{GI DEGISIM AGIRLIGI DEGISIM
(%)*** (G/BITKI)* (%)***

Kontrol 112.03 6.d.** - 14.22 6.d.** -

37 131.09 17.0 19.93 40.2

56 153.26 36.8 19.86 39.7

80 142.16 26.9 18.51 30.2

83 149.95 33.8 19.98 40.5

99 142.60 27.3 17.24 21.2

112 146.01 30.3 20.47 44.0

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.

** Duncan testine gore ayni harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gore EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

EB uygulamalarinin meyve yas ve kuru agirligina etkisi Cizelge 4.12°de

verilmistir. Ilkbahar déneminde biyokiitle olusumunu belirlemek iizere sokiilen



43

bitkilerden hasat edilen meyvelerin yas agirligimnin, EB inokule edilen bitkilerde

kontrol bitkilerinin yas agirliklar1 ile yakin degerler verdigi tespit edilmistir.

Uygulamalarin ilkbahar déneminde meyve yas ve kuru agirhigma etkisi

istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Meyve kuru agirliklarinda da benzer

sekilde agirlik artisina neden olmadiklari belirlenmistir.

Cizelge 4.12 EB uygulamalarinin ilkbahar déneminde (2014) hiyar bitkilerinin

meyve yas ve kuru agirligina etkisi.

Uygulamalar M;gy:rl 161 gl a KoRtrple lglyasla Migﬁlgru Kozl.tr.ole kiyasla
(g/bitki)* degisim (%0)*** (g/bitki)* degisim (%6)™**
Kontrol 918 6.d.** - 51.16d** -
37 560 -39.9 20.0 -60.9
56 872 -5.0 334 -34.6
80 819 -10.8 28.6 -44.0
83 703 -23.4 28.7 -43.9
99 768 -16.3 30.0 -41.3
112 762 -17 32.2 -37

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.

** Duncan testine gore ayn1 harfi tastyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir.

4.1.2.1 Verim

[lkbahar doneminde hasatlara 12 hafta devam edilmistir. Bu donemde

uygulamalarin toplam verime etkisi istatistiksel agidan onemli bulunmamistir

(Cizelge 4.13). Test edilen EB’lerden 80, 56 ve 83 toplam verimi negatif kontrole

kiyasla, sirasiyla, %14, %13 ve %9 oraninda artirirken, 99 ve 37 numarali EB

izolatlar1 ise toplam verimi diisliren uygulamalar olarak dikkati ¢ekmistir.
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Cizelge 4.13 EB uygulamalarinin ilkbahar doneminde (2014) toplam verime

etkisi.
TOPLAM | TOPLAM
UYGULAMA | VERIM | VERME
(g/bitki)* (%)
Kontrol 2913 6.d.** -
37 2906 0.2
56 3276 125
80 3318 14
83 3160 8.5
99 2763 5.2
112 2061 17

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir

Toplam verime benzer sekilde, toplam meyve sayist bakimindan da
uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli olmamistir (Cizelge 4.14). Test edilen
EB’ler, 37 numarali izolat disinda, kontrole kiyasla meyve sayisinda %5.0 (99
no.lu EB) ile %13.8 (56 no.lu EB) arasinda degisen artig saglamistir.

Cizelge 4.14 EB uygulamalarimin ilkbahar déneminde (2014) toplam meyve

sayisina etkisi.

TOPLAM | TOPLAM
MEYVE MEYVE
UYGULAMA | ‘¢ ot | SAYISINA
(adet/bitki)* (%5}*
Kontrol 26 6.d.** -
37 25.8 -0.8
56 29.6 13.8
80 28.6 10
83 28.4 9.2
99 27.3 5
112 27.4 5.4

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir
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Pazarlanabilir verim degerleri incelendiginde, uygulamalar arasindaki
farkliliklarin istatistiksel acidan onemli olmadigi saptanmistir. Test edilen tiim
EB’ler pazarlanabilir verimi kontrol uygulamasina kiyasla artirmistir, en yiiksek

artis %15.6 oraniyla 80 numarali EB izolatinda gergeklesmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 EB uygulamalarinin ilkbahar doneminde (2014) pazarlanabilir

verime etkisi.
PAZARLANABILIR PAZA&E&‘\T&BILIR
UYGULAMA VERIM /
/bitki)* ETKI
(g (%)***
Kontrol 2790.8 6.d.** .
37 27945 01
56 3196.6 145
80 3224.9 156
83 3149.5 12.8
9 3074.7 102
112 2940.1 53

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir
Bitki basina elde edilen pazarlanabilir 6zellikteki meyvelerin sayisina
uygulamalarin etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (Cizelge 4.16). Test

edilen EB’ler, kontrole kiyasla, 37 numarali izolat disinda, pazarlanabilir meyve

sayisini arttirmistir.

Cizelge 4.16 EB uygulamalarinin ilkbahar doneminde (2014) pazarlanabilir

meyve sayisina etkisi.

PAZARLANABILIR II:/[I\EZ\?\I/{IEJQEYAEIIKIE
UYGULAMA MEYVE SAYISI .
Ibitki)* ETKI
(g (%)***
Kontrol 24.9 6.d.** -
37 24.8 -0.5
56 28.8 15.7
80 27.7 11.3
83 28.3 13.7
99 26.8 7.7
112 27.3 9.6

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni harfi tastyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiline gére EB uygulamalarimin K(-)’den farkini gostermektedir
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Pazarlanabilir 6zellikteki meyvelerin ortalama agirhi§inin uygulamalara
bagli bir degisim gostermedigi, farkliliklarin tesadiiften kaynaklandigi
belirlenmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17 EB uygulamalarinin ilkbahar déneminde (2014) ortalama meyve

agirligi tizerine etkisi.

ORTALAMA | ORTALAMA
MEYVE MEYVE
UYGULAMA NEYVE AGIRLIGINA
AGIRLIGI j
Ibitki)/* ETKI
Kontrol 111.506.d.** -
37 111.8 03
56 110.3 11
80 115.8 3.9
83 110.8 0.7
99 1145 27
112 107.6 35

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayn1 harfi tasiyan iglemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
***Degerler Abbott formiiliine gére EB uygulamalarinin K(-)’den farkini gostermektedir

4.1.2.3 Meyve Kkalitesi

Belirlenen meyve kalite Ozellikleri (¢ap, uzunluk, meyve sertligi, kuru
madde miktari, TSCKM, meyve suyunun EC’si ve pH’s1 ile meyve kabuk rengi
degerleri) Cizelge 4.18’de verilmistir. Meyve ¢ap1 lizerine uygulamalarin etkisi
istatistiksel anlamda (P<0.05) 6nemli bulunmustur. 37 numarali izolat ile inokule
edilen bitkilerden hasat edilen meyvelerin ¢ap1 en fazla (3.7 cm) olurken, 80
numaral1 izolat ile inokule edilen bitkilerin meyvelerinin ¢ap1 en diisiik (3.2 cm)
olmustur. Bununla birlikte, kontrol uygulamasi da EB uygulamalar1 (56, 99 ve
112) arasinda yer almistir. Meyve uzunlugu acisindan en basarili uygulama ise

16.8 cm ile 99 no.lu EB uygulamasi olmustur (Cizelge 4.18).

83 numarali EB izolati ile inokule edilen bitkilerden hasat edilen
meyvelerin, kontrol uygulamasimna ait meyvelere kiyasla daha sert oldugu

belirlenmistir. Meyvelerin kuru madde igerigi incelendiginde, EB uygulamalarina
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kiyasla, kontrole ait meyvelerin daha yiiksek kuru madde igerigine sahip oldugu
saptanmistir. Meyvelerin TSCKM igerigi, meyve suyunun EC’si ve pH’s1 ile
meyve rengi iizerine uygulamalarin etkisi istatistiksel onem diizeyinde degildir

(Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18 Ilkbahar déneminde EB uygulamalarinin meyvelerin c¢api, boyu,
toplam suda erir kuru madde icerigi ve sertligi, meyvelerin renk,

EC ve pH degeri lizerine etkileri.

Meyve | Meyve | Meyve Kuru EC

UYG. | Capt | Boyu | Sertlizi | Madde T?%EM (msfcm) | pH* (F:_f(g': (Fg;'j
(cm)* | (cm)* | (Newton)* | (%)* 0 *
34 | 143 3.6 5.27 3.66 560 | 578 | 2349 | 180

Kontrol | x| yer b | odr* | odF* | odF* | sdr* | odFt | .de

37 3.7 | 160 4.1 3.77 3.70 561 | 564 | 2343 | 171
a ab ab

56 34 | 166 4.1 3.73 3.78 575 | 570 | 2341 | 153
ab a ab

80 32 | 151 3.9 3.77 3.66 570 | 548 | 2346 | 173
b bc abc

83 37 | 160 4.3 4.07 358 573 | 552 | 2328 | 157
a ab a

99 33 | 168 3.9 3.78 3.62 548 | 567 | 2316 | 157
ab a bc

12 | 36 | 153 3.9 4.08 3.66 551 | 566 | 2336 | 157
ab bc abc

*Degerler 5 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore ayni harfi tagiyan iglemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
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4.1.3 Sonbahar ve ilkbahar doneminde yapilan denemelerin
biyokiitle ve verim sonuc¢larnmin  toplu  olarak

degerlendirilmesi

4.1.1. ve 4.1.2. boliimiinde cizelgeler halinde ayr1 olarak verilen sonbahar ve
ilkbahar tiretimine iliskin toplam meyve verimi ve biyokiitle (kok+yesil aksam yas
ve kuru agirlik) degerleri karsilastirmali olarak birarada degerlendirilmistir. Her

iki tUretim sezonuna iligkin toplam verim degerleri Sekil 4.3.°de birlikte

goriilmektedir.
6000
5000
be abc
4000
3000 H Sonbahar Dénemi toplam
verim
2000 m ilkbahar D&nemi toplam
verim
1000
0
> A ) )
RN I (RN

&

Sekil 4.3. Sonbahar ve Ilkbahar Dénemi toplam verim sonuglari (* Duncan testine gore ayni harfi

tastyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir)

Sekil 4.3.’deki degerlerden her iki iiretim sezonunda da negatif kontrole
kiyasla toplam meyve verimini artiran EB uygulamasinin 56 no.lu izolat oldugu,

bunu 80 ve 83’1in izledigi anlagilmaktadir.

Sekil 4.4’de; sonbahar ve ilkbahar {iretim doneminden elde edilen yesil
aksam yas agirlik degerleri, Sekil 4.5°de ise yesil aksam kuru agirlik degerleri
toplu olarak goriilmektedir. Her iki sekilde de, 56, 80 ve 83 no.lu EB izolatlarinin

negatif kontrole oranla yesil aksam yas ve kuru agirhigin artirdig1 gézlenmektedir.
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400

350

300 -

250 - m SONBAHAR YESIL
AKSAM YAS AGIRLIGI
(G/BITKI)*

= iLKBAHAR YESIL
AKSAM YAS AGIRLIGI
(G/BITKi)*

200

150

100

50

Sekil 4.4. Sonbahar ve Ilkbahar Dénemi yesil aksam yas agirlig1 sonuglari (* Duncan testine gore

ayni harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir)

60
50
40 - _
B SONBAHAR YESIL
30 - AKSAM KURU AGIRLIGI
(G/BITKI)*
20 - ¥ iLKBAHAR YESIL
AKSAM KURU AGIRLIGI
10 - (G/BITKi)*
0 -
O AN S
N
%0

Seki 4.5. Sonbahar ve ilkbahar Dénemi yesil aksam kuru agirligi sonuglari (* Duncan testine gore

ayni harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir)

Sekil 4.6°de; sonbahar ve ilkbahar liretim doneminden elde edilen kok yas
agirhik degerleri, Sekil 4.7°de ise kok kuru agirlik degerleri toplu olarak
goriilmektedir. Her iki sekilde de, 56 no.lu EB izolatinin negatif kontrole oranla

kok yas ve kuru agirligini arttirdigr gézlenmektedir.
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M Sonbahar Dénemi kok
yas agirhgi (g/bitki)*

m ilkbahar Dénemi kok
yas agirhgi (g/bitki)*

Sekil 4.6. Sonbahar ve ilkbahar Donemi kok yas agirligi sonuglart (* Duncan testine gore ayni

harfi tasiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir)

2,5
2
m SONBAHAR KOK
15 - KURU AGIRLIGI
(G/BIiTKi)*AGIRLIGI
. (G/BITKi)*
m iLKBAHAR KOK KURU
05 AGIRLIGI (G/BITKi)*
o AGIRLIGI (G/BITKi)*
0 4
QI AT S R B
(\
%O

Sekil 4.7. Sonbahar ve Ilkbahar Dénemi kék kuru agirligi sonuglart (*Duncan testine gore ayni

harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir)
4.2 EB’lerin Bitki I¢cinde Kolonizasyonu

EB uygulamalarinin hiyar bitkilerinde zamana bagli olarak kolonizasyonu
ve popiilasyonu arastirilmistir. EB’lerin hiyar bitkisinin kok ve toprak iistii
dokularindaki zamana bagli kolonizasyon sonuglart Cizelge 4.19 ve Sekil 4.3°de

verilmistir.
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Cizelge 4.19 EB izolatlariin hiyar bitkilerinin yesil aksaminda zamana bagh

olarak kolonizasyonundaki degisimi.

Yesil Aksam (cfu/g bitki)

Ornekleme Zamam
N
=
2
N
o
1* 2* 3* 4* 5* 6> 7 8* 9* 10* 11* 12*
99 | 27 | goi | eq00 | 38X | L6XL [ 12x1 | 65x | 82x1 | 25x1 | 28 | 24
37 x10° | x108 06 q 0* 08 0% 104 0* 0* x10% | x10°
O6.d** | o.d** b a a a c a
6.2x1 -1 1.5x1 | 1.1x1 | 1.2x1 | 1.1x1 | 1.7x1
s6 | 2 | 20 fsac| o [P e | o | 0 |00 | o . .
b b a ab c
8.1 23 29%1 3.61)51 7 9;(1 3.7;(1 1 3;(1 8 71)1(1 1x10° | 2x108 3.85 2.2;(
80 | oo | wor | o8 0 0 0 0 0 oo . x10 10
a ab b a ab
3.9x1 | 1.4x1 | 3.1x1 1.1x1 4.5x1 5
83 9.9 3.1 %108 ol0 06 05 1x108 05 5x10° 08 8.3x10° X105
x10° x108 a b b
a a a a
o | 82 | 22 |31a|3a0° | 3x0° 3'(7)2‘1 3x10° 2'85‘1 4'33‘1 a0t | S| 2T
9 s 5 x10 x10
x10 x10 0 c ab a c
b ab b
2.8 4.7x1 | 2.1x1 | 2.6x1 5 | 1.3x1 | 1.1x1 | 2.3x1 2.3
12 | 90| waoe |3V g | s | g5 | PXEOT | st | Te | s | oxaor |-
x10 0 a
d bc a bc ab a

*Her bir dénemdeki popiilasyon yogunlugu 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore her siitunda ayni1 harfi tagityan uygulamalar P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.
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Cizelge 4.20 EB izolatlarinin hiyar bitkilerinin koklerinde zamana bagli olarak

kolonizasyonundaki degisimi.

Ornekleme Zamam
=
=
-
1* 2* 3* 4* 5* 6* 7 8* o9* 10* 11* 12*
2.7 1.1x1 3.2x1 | 9.2x1 | 6.2x1 2.1 6.2
6 5 4
37 Xgl'gg X108 2.3;(1 1"30 1";0 o5 [P0 T | s | or | x105 | w108
a a
2.4 5 s . | 3.6x1 . .| 43x1
56 8.2g 108 2.8;(1 3x108 | 3x10° | 2x10 04 1xt0 1x10 04 i i
x10 0 c a a
= 2.3 3.7x1 3.3 1.6x1 | 3.8x1 | 3.2x1 3.3x
< 5 4 3
S| 80 X8ié9 108 2.33(1 0l0 xigs | 3x10° | 1x10 o 04 04 3.3){;10 104
L0 b a ab
=
S
&
3.4x1 3 2.3x1 | 3.5x1 | 83x1 | 1.5x1 | 5.3x1 5.2
=| 83 9'89 3'(1)8 POl o [ aos | o5 | 0n | 00 | ot | o 37x10° | e
R 1 x1 a
~ X b a b
99 8.2 2.2 3x108 3x108 | 1x10° | 1x10° 3'8§(1 1x10° | 1x10* | 1x108 X21:83
x10° | x108 c b ab
7.9 238 2 3x1 1.52(1 1x105 1.72(1 1x105 9.2;(1 1.93(1 1.5;(1 5.85 3.43(
112 | oo | wgoe | oo 0 . 0 0 0 0 x10 10
X X a b a

*Her bir donemdeki popiilasyon yogunlugu 3 tekerriiriin ortalamasidir.
** Duncan testine gore her siitunda ayn1 harfi tasiyan uygulamalar P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.

EB izolatlarinin tohumlara uygulanmasindan 24 h sonra hiyar tohumlarina
yiizey dezenfeksiyonu islemi uygulanmis ve 2.2-3.1x10® cfu/g tohum diizeyinde
bir bakteri populasyonu ile endofitik bakterilerin tohum igine girdigi saptanmustir.
Kotiledon déneminde de bitki igsel dokularinda 1.7x108°-4.8x10%%! cfu/ g bitki
diizeyinde bir bakteri populasyonunun saptanmasi, EB izolatinin tohumdan yeni
gelisen bitkiye dogru kolonize oldugunu gostermistir. Ikinci gercek yaprak
asamasinda EB’nin hiyar bitkisinin yesil aksaminda ve kok dokusunda

populasyonu 1x10° - 3.7x10%°cfu/g bitki diizeyini korumustur (Cizelge 4.19).
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Genel anlamda EB izolatlar1 62 giin siireyle hiyar koklerinde ve yesil
aksaminda basariyla kolonize olmustur. Tohum bakterizasyonundan sonra, 62 giin
siireyle 37, 80, 83 ve 99 no.lu EB’lerin hiyar bitkisinin yesil aksam ve kok
dokularindaki populasyon diizeyi 2.4x10° - 5x10° cfu/g bitki ya da kok dokusunu
korurken; 56 no.lu EB uygulamasinda tohum bakterizasyonundan hemen sonra
1057 cfu/g bitki ya da kok diizeyinde olan bakteri popiilasyonu, 50 giin sonra 10%
cfu/g bitki kok diizeyine diismiis, son Ornekleme periodu olan tohum
bakterizasyonundan 62 giin sonra ise bitkilerin yesil aksam ve kokte calisma
hassasiyeti smirlar1 i¢inde bakteriye rastlanamamigtir. 112 no.lu EB’nin hiyar
bitkisinin yesil aksam ve koklerindeki kolonizasyon seyrine bakildiginda;
kotiledon doneminde yesil aksam ve kokte 1078 cfu/g diizeyinde bir popiilasyon
saptanirken, tohum bakterizasyonundan 50 giin sonra yesil aksamdaki popiilasyon
diizeyi 10° cfu/g bitkiye diismiis ve 62. Giinde ise hi¢ bakteriye rastlanilmamustir.
Ancak, 112 no.lu EB kokte son drnekleme periodu olan 62. Giinde de 10°cfu/g
kok diizeyinde saptanabilmis, yani basariyla kolonize olmustur (Sekil 4.8).

7 8
i 6
AL g5
s 4 - ~
1) oo 4 >—o—4
33 —+—37 Yesil 33
S G —— 37 Kok
2 Aksam 2
1 1
0 0
3 5 7 9 11 3456789101112
ORNEKLEME ZAMANI ORNEKLEME ZAMANI
8 7
6 &
6 \ o 5 i
2 | VY 2
5, ot 24
o q ~
3 |4 —+—56 Yesil g3 ]
5] S 5 —o— 56 Kok
2 Aksam \
\L o I U
o — 0 -
3 5 7 9 11 3456789101112
ORNEKLEME ZAMANI ORNEKLEME ZAMANI

Sekil 4.8 EB izolatlarinin hiyar bitkilerinin kdk ve yesil aksaminda zamana bagli olarak

kolonizasyonundaki degigim
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Sekil 4.8 EB izolatlarinin hiyar bitkilerinin kdk ve yesil aksaminda zamana bagli olarak

kolonizasyonundaki degisim (devami)
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4.3 EB’lerin Tanis1

EB ‘lerin molekiiler tanilama g¢alismalar1 i¢in 16s rRNA hedef bolgesine
gore dizayn edilmis olan Fd1/Rp2 ve 27F/1492R primer ¢iftleri kullanilarak PCR
islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR dirlinleri sekans analizine
gonderildikten sonra sekans sonuglar1 NCBI veri tabandaki bilgiler ile
karsilastirilmistir (Sekil 4.9 ve4.10).

37. . 56 804 83 8GR L12 K M

1400b

Sekil 4.9 Fd1/Rp2 primerleri ile testlenen EB izolatlamin PCR elektroferez-jel gorintiisii
(M: 100 bp’lik ladder, K: Kontrol)

83 99 112

1460b

Sekil 4.10 27F/1492R primerleri ile testlenen EB izolatlarmm PCR elektroferez-jel goriintiisii
(M: 100 bp’lik ladder, K: Kontrol)
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Sonuglara gore; 16s rRNA primerleri kullanilarak yapilan PCR islemi
sonucunda Fd1/Rp2 i¢in 1400bp, 27F/1492R igin 1460bp elde edilmistir (Sekil
4.9 ve 4.10). 37 ve 56 no’lu izolatlar Pseudomonas punonensis, 80 no’lu izolat
Ochrobactrum pseudintermedium, 83 no’lu izolat Pantoea agglomerans, 99 no’lu
izolat Bacillus thuringiensis ve 112 no’lu izolat ise Pseudomonas fluorescens

olarak belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Bitki gelisimini arttiran bakteriler (PGPB); bitki hastaliklariyla biyolojik
miicadele ve bitki gelisimini ve verimini artirma kapsaminda en c¢ok calisilan
mikroorganizma grubudur (Bashan and Holguin, 1998). PGPB'lerin en genis
caligilan grubu, toprak igerisinde yiizeye yakin yerlerde, rhizosferde ve kok
yiizeyinde kolonize olabilen bitki gelisim ve verimini tesvik eden rhizobakteriler
(PGPR)'dir (Kloepper and Schroth, 1978; Kloepper et al., 1999). Kloepper et al.
(1999) ve Gray and Smith (2005), PGPR’ larin bazilarinin kok i¢ine girebilecegini
ve endofitik populasyon olusturabilecegini vurgulamuslardir. I¢sel kok dokularini
kolonize eden endofitik bakterilerin bitki gelisimini ve bitki sagligin
arttirabilecegi yapilan caligmalarla gozlemlenmistir (Sturz et al., 1997). Bazi
calismalar endofitik mikroorganizmalarin bitkilerin biiyiimesini destekleyici
potansiyelinin rizosfer mikroorganizmalarindan (Van Buren et al., 1993) daha
yiiksek oldugunu gostermistir, ancak bitki biiylimesinde bakteriyel endofitlerin

rolleri heniiz tam olarak anlasilamamustir.

Bircok endofitik bakterinin bitki biiylimesini tesvik ettigini gosteren
caligmalara rastlanmaktadir (Zachow et al.,, 2010; Malfanova et al., 2013).
Endofitlerin aracilik ettigi dogrudan bitki biiylimesinin tesvik edilmesinden
genelde bitkiler i¢in hormonlarin iiretim ve / veya diizenlenmesi ve gerekli
besinlerin saglamasi sorumludur. Cesitli bitki dokularindan ¢ok sayida endofitik
mikroorganizma bildirilmistir ve bu endofitler farkli yararli 6zelliklere sahiptirler.
Endofitlerin konukgu bitki i¢inde bakterizasyonu bitki biiylimesini tesvik eder,
baklagillerde daha fazla azot fiksasyonuna yardimci olur. Bu o6zellikleri,

endofitlerin tarimsal ekosistemlerde basarili olmasinida etkendir.

Biyolojik miicadelenin ¢evre dostu ve onemli alternatif miicadele yontemi
olmasi, bitki hastaliklarina karsi endofitik bakterilerin kullanimini1 son yillarda
yeni bir yaklagim olarak ortaya cikarmis ve yapilan calismalarla bu goris
desteklenmistir. Endofitik bakterilerin bitkinin kok, govde, yaprak, cicek, meyve
ve tohumlarmin igsel dokularindan izole edilebildigini belirten yayinlar agirlikli
olarak bulunmaktadir (Lilley et al., 1996). Bu tez calismasinda; testlenen 6 EB

izolatinin bitki bliylime parametrelerine ve verime etkinligi yapilan denemeler ile
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degerlendirilmistir. Saglikli hiyar bitkilerinin kok, gévde ve yapraklarinin igsel
dokularindan elde edilen bu endofitik bakteri izolatlarinin Gram (-), Gram (+) ve
floresan Pseudomonas grubuna dahil oldugu saptanmistir. Bu bulgular, genel
olarak, etkili bulunan EB’lerin de bu gruplara dahil olmasi nedeniyle literatiirle

uyum gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan c¢aligmalarda 4 kiiltiir bitkisi ve 27 cayir bitkisi toprak iistii
aksamindan 853 endofitik bakteri tiiriiniin izole edilebildigi bildirilmistir (Zinniel
et al., 2002). Hiyar bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin Agrobacterium,
Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Clavibacter, Curtobacterium,
Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas,
Serratia ve Stenotrophomonas vb. gibi bakteriyel genuslar igerisinde yer aldigi
yapilan caligmalar ile bildirilmistir (Mahaffee and Kloepper, 1997a, 1997b; Mc
Inroy and Kloepper, 1995). Bu tez calismasinda kullanilan bakteri izolatlarinin
16s rRNA primerleri kullanilarak yapilan molekiiler tanilama testleri ve sekans
analizi sonuglaria bakildiginda, bunlarin Bacillus, Pseudomonas, Ochrobactrum
ve Enterobacter (Pantoea) genuslarina dahil oldugu saptanmistir. Molekiiler
tanilama ile elde edilen sonuglarin, izole edilen bakterilerin genuslar1 agisindan
onceki ¢aligmalar ile uyum gosterdigi goriilmektedir. 16s rRNA sekans analizi
sonuclarina goére; calismamizda kullandigimiz 37 no.lu EB izolatinin
Pseudomonas punonensis, 56 no.lu izolatin P. punonensis, 80 no.lu izolatin
Ochrobactrum pseudintermedium, 83 no.lu izolatin Pantoea agglomerans, 99
no.lu izolatin Bacillus thuringiensis ve 112 no.lu izolatin ise Pseudomonas

fluorescens oldugu kesinlesmistir.

Endofitik bakteriler olarak P. agglomerans ve P. fluorescens’m en bilinen
ve yaygin calisilan, bir¢ok bitki tiirlinde bitki agirligi, meyve verimi ve meyve
sayisinda onemli artig saglayan organizmalar oldugu konusunda ¢alismalar dikkati
cekmektedir (Bertrand et al., 2001; Cakmake¢1 vd., 2001; De Silva et al., 2000;
Gagne et al., 1993; Uthede et al., 1999). Ozellikle Pantoea spp’larm bitki i¢sel
dokularindan siklikla izole edildigi, fosforu ¢ozerek ve/veya fitohormon tiretimini
artirarak bitki gelisimini tesvik ettikleri bilinmektedir (Tsavkelova et al., 2007).
Cezayir’de yiiriitilen bir calismada P. agglomerans olarak tanisi yapilan

bakterinin IAA, siderofor ve fosfati ¢ézme aktiviteleri degerlendirilip kontrol
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bitkileriyle karsilastirildiginda maximum degerler tespit edilmis ve calisma
sonucuna gore; P. agglomerans’in kurak ve tuzlu kosullarda iyi bir bitki gelisim
aktivitesi sergiledigi sonucuna varilmistir (Silini-Chérif et al., 2012).Benzer
sekilde Pseudomonas ve Bacillus sp gibi endofitlerin de bitki gelismesini
arttirdigin1 bildiren c¢alismalar bulunmaktadir (Chen et al., 1995; Liu et al.,
1995;Wei et al., 1991). Bu tez ¢aligmasinda hiyar bitkisinde bitki gelisimi ve
verim parametreleri a¢isindan testlenen 83 no.lu P. agglomerans izolatinin her iki
iiretim doneminde de negatif kontrole oranla biyokiitle ve verimde artis saglamasi
dikkati ¢ekmistir. Bu izolatin en belirgin 6zelligi yiiksek diizeyde IAA (45 ug/ml)

liretmesi olmustur.

Ispanya’da yiiriitiilen bir ¢calismada; kuraklik stresi altindaki nusir bitkisine
Bacillus thuringiensis (BT)’in etkinligi arastiritlmis ve sonuglar s6z konusu
endofitik bakterinin bitki gelisimi ve verimini arttirdigini géstermistir (Armada et
al., 2015). Bu tez calismasinda hiyar bitkisinde bitki biiyiime parametreleri ve
verimi agisindan etkisi arastirtlan 99 no.lu EB izolatinin Bacillus thuringiensis
olarak tanilanmasi dikkati ¢ekmistir. Bu tiir 6zellikle, entomopatojen 6zelligi agir
basan ger¢cek endofitik bakteridir. Son yillarda endofitlerle ilgili calismalara
bakildiginda, bu bakterinin giliglii kitinaz aktivitesi nedeniyle, bitkilerde
dayanikliligin uyarilmasinda ve biyolojik savasta etkili oldugu anlasilmaktadir. 99
nolu bakterinin in vitro bitki gelisimini artirma aktivitesine bakildiginda; 6pg/ml
IAA dretimi, ve zayif siderofor salgilama aktivitesi saptanmistir. Ayni bakteri
izolat1 in vitro ikili kiiltiir testinde FOC’’un miseliyal gelisimini yaklagik %18
diizeyinde engellemeyi basarmustir (Fakhraei ve Ozaktan, 2015). Bu bakterinin
soz konusu in vitro biyokontrol Ozelliginin, kitinaz aktivitesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilebilir. 99 no.lu B. thuringiensis izolat1 zayif in vitro
biiyiime parametrelerine sahip olmasina karsin; in vivo testlerde bitki gelisimini
artirma agisindan basarili bulunmasinda test edilmeyen baska fitohormon ya da
salgillarin varligi sorumlu olabilir. Pueraria thunbergiana bitkisinin ylizey
sterilizasyonu yapilmis nodiillerinden izole edilen B. thuringiensis KR-1
izolatinin, IAA ve HCN diireterek hem bitki gelisimini hem de patojenlere karsi
dayanikliligr uyardigi belirtilmistir (Selvakumar et al. 2008). Anil and Podile
(2011) ise; B. thuringiensis’in Harpin proteini salgilayan SFC24 no.lu straini

yerfistig1 bitkisinde gelisme ve verimi artirmayr basarmistir. Bu g¢aligmadaki
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sonuglar, bizim ¢alismamizdaki sonuglarin yorumuna katki saglayacak

niteliktedir.

Bu tez c¢alismasinda, bitki gelisimi ve verim artirict etkisi denenen EB
izolatlarimiz  arasinda, sekans analizi sonuglarina gore Ochrobactrum
pseudintermedium’in saptanmis olmasi c¢alismanin bir bagka ilging sonucu
olmustur. Ciinkii; siklikla karsilasilan EB’ler arasinda Bacillus, Pseudomonas ve
Pantoea genuslarimin oldugu diistintildigiinde, Ochrobactrum genusunun bu tez
caligmasi sirasinda bulunmus olmast bu konuda yapilan diger c¢alismalara
bakmamizi saglamis ve bu genusdaki bakterilerin de biyokontrol ve bitki
gelisimini artirma konusunda etkili organizmalar oldugunu degerlendirmemize

neden olmustur.

Pakistan’da vyiiriitiilen bir ¢alismada seker pancarinda hastaliga sebep olan
Colletotrichum falcatum’a karst O. intermedium strain NH-5, Pseudomonas sp.
NH-203, Pseudomonas sp. NH-276 ve Stenotrophomonas maltophilia NH-300
strainleri denenmis ve bu Dbakterilerin tiimiiniin HCN {rettigi ayrica
Ochrobactrum intermedium strain NH-5 ve Pseudomonas sp. NH-203’iin
siderofor ile genis spektrumlu bir antibiyotik iirettigi gozlemlenerek iyi birer
biyolojik ajan 0Ozelligi gostermis olup, hastaligi % 44-52 oraninda azalttigi
bildirilmistir (Hassan et al., 2014). Yapilan bir diger calismada ise, cay bitkisi
rhizosferinden izole edilen O. anthropi TRS-2, Phellinus noxius 'un neden oldugu
kahverengi kok ciiriikliigii hastaligini engellemek igin uygulanmig, ayrica in
vitro’da bitki gelisimi i¢in fosfati ¢6zme, siderofor iiretme ve IAA aktivitesi
testleri uygulanarak patojenlere kars1 antifungal etkileri degerlendirilmistir.
Sonuglara gore; Ochrobactrum anthropi TRS-2 bitki gelisimini arttirirken ayni
zamanda hastalig1 da biiyiik 6l¢iide azalttig1 sonucuna varilmistir (Chakraborty et
al., 2009). Bitki gelisimini artirma 6zellikleri arastirilan Ochrobactrum sp’nin de
icinde oldugu bir dizi rhizobakter izolat1 ¢eltik bitkisinde verim artirict 6zellikleri
acisindan in vivo kosullarda test edildiginde besin alinimini ve taginimini artirma
yoluyla etkili olmustur. Bu izolatlarin hi¢ birisi fosfat1 parcalama ve acetylene
indirgeme yetenegine sahip degilken, bir baska bitki gelisimini tesvik etme
mekanizmas1 olan indolik bilesiklerin (IC) ve siderofor iliretiminden sorumlu

olduklar1 saptanmig ve verim artirma, besin tagima sisteminde bu mekanizmalarin
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is gorebilecegi one siiriilmiistiir (de Souza et al., 2015). Bal et al. (2013) da,
Ochrobactrum sp.’nin de yer aldigi bir dizi PGP bakteri straininin tuz stresi
altinda yetisen ¢eltik bitkisinde bitki gelisimini artirmasindan ACC deaminase
aktivitesinin sorumlu oldugunu one siirmiistiir. Bakterilerin ACC deaminase
aktivitesi yaslanma hormonu olan etilenin Onciilii ACC’yi pargalayarak etilen
kaynakli stresi azaltmakta, boylece farkli stresler altindaki bitkide daha iyi bir
gelismeye neden olmaktadir (Glick, 2012). 80 no.lu O. pseudintermedium
izolatinin in vitro bitki gelisimini artirma parametrelerine baktigimizda, giiglii bir
IAA (125 ug/ml) ve siderofor {iiretme kapasitesi (7mm) oldugu dikkati
cekmektedir. Ancak, bu izolatin IC ve ACC deaminaz Ozellikleri konusunda
bilgimizin olmamasi, verim artirici 6zelligini yorumlamamizda bir eksiklik olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Tez caligmasinda hem biyokiitle hem de verim degerleri agisindan en
basarili bulunan izolat 56 no.lu EB’dir. Bu izolat sonbahar ve ilkbahar iiretim
donemlerinde verim ve biyokiitle parametreleri acisindan dikkati c¢eken bir
performans sergilemistir. Bu izolatin kesin tanisi sonucunuda Pseudomonas
punonensis oldugunun saptanmasi ¢alismamizin bir baska ilging bulgusu
olmustur. Ciinkii; P. punonensis’in bitki gelisimini ve verimi artirict etkisi
konusunda yeterince ¢aligmaya rastlanilamamstir. Arastirdigimiz makalelerde, bu
bakteri tliriiniin daha ¢ok ¢evre sagliginda biyoremediasyon konusunda 6ne ¢iktigt
saptanmistir (Hemela et al., 2014). Bir baska ilgin¢ bulgu da, 37 no.lu EB
izolatinin da P. punonensis olarak tanisi yapilmis olmasidir. Ancak; 37 no.lu EB
izolat1 verim ve biyokiitle parametreleri acisindan 56 no.lu izolat kadar iyi bir
basar1 gosterememistir. Bu da bize, ayni tiire dahil olsalar da izolatlarin PGP
ozelllikleri agisindan salgiladiklar1 hormon ve sekonder metabolitler yoniinden
farklilik gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Her iki izolatin in vitro PGP
ozelliklerine bakildiginda; ikisinin de giiclii siderofor salgilama yetenegi oldugu
(7mm), 56 no.lu izolatin orta diizeyde IAA (13 ug/ml) iirettigi, 37 no.lu izolatin
ise diisik dizeyde IAA drettigi (7 ug/ml) dikkati ¢ekmektedir. Bu in vitro
parametrelerle, bu izolatlarin bitki gelisimini artirma yeteneklerinden sorumlu
olan metabolitleri yorumlamak olas1 degildir. Endofitik bakterilerin uygulandigi
boriilce bitkisinde; kok olusumunun onemli Olgiide tesvik edildigi, gelisen

koklerin sayisinda ve wuzunlugunda kontrollere gore artis gozlemlendigi
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kaydedilmistir. Bu durum, endobakteriyel oksinlerin kok gelisiminde onemli
derecede rol sahibi oldugunu gostermektedir (Tsavkelova et al., 2007).
Azotobacter, Azospirillum, Enterobacter, Pseudomonas, Staphylococcus vb gibi
genuslara ait bazi endofitik bakteri strainlerinin iirettigi etilen, oksin ve sitokinin
gibi bitki biiyiime diizenleyicileri, bitki biiylime ve gelismesinin degisimine sebep
olan faktorler olarak belirtilmistir (Arshad and Frankenberger, 1991; Bashan and
Holguin, 1997; Leifert et al.,1994). Bu konuda, sitokinin, gibberellin, ACC

deaminaz, IC vb gibi diger bagka testlerin de yapilmas1 gerekliligi anlasilmaktadir.

Endofitik bakterilerin  bitki igindeki kolonizasyonunun, genellikle,
rizosferde baslayarak daha sonra rhizoplanede tutundugu bildirilmistir. Genellikle,
rhizosfer bakterilerinin populasyon yogunlugu yaklasik olarak 107-10° cfu /g
arasindayken, rhizoplaneda bitki yas agirliginda bu bakterilerin 10°-107 cfu/g
arasinda populasyon yogunlugu olusturabildigi bildirilmistir (Bais et al., 2006;
Benizri et al., 2001). Lamb et al. (1996), rhizobakter Pseudomonas aureofaciens
Ps3732RNLI11 (L11) ile tohum bakterizasyonunun ardindan, monokotiledon ve
dikotiledon 16 bitkinin toprak lstii dokular igerisinde, bu bakterinin kolonize
olabildigini gdzlemlemistir. Benzer sekilde; bu tez calismasinda kullanilan EB
izolatlarinin tohumlara uygulanmasindan 24 h sonra hiyar tohumlarma yilizey
dezenfeksiyonu islemi uygulanms ve 108 cfu/g tohum diizeyinde bir bakteri
populasyonu ile endofitik bakterilerin tohum i¢ine girdigi saptanmistir. Tohum
bakterizasyonundan sonra, testlenen EB izolatlarinin hiyar bitkisinin yesil aksam
ve kok dokularindaki populasyon diizeyi ise 1.1x10%° - 6.3x10*° cfu/g bitki ya da
kok dokusu diizeyinde saptanarak c¢aligmalarla uyum igerisinde oldugu

belirlenmistir.

Birgok bitki tiirli i¢in bitki dokularinda endofitik bakterilerin popiilasyon
yogunlugu 1x103-1x10%fu/g arasinda degismistir (Dong et al., 1994; Frommel et
al., 1991; Lamb et al., 1996; Quadt-Hallmann and Kloepper, 1996). Calismamizda
da buna paralel olarak, bitkilerin kotiledon doneminde bitki i¢sel dokularinda
1.7x10%°-4.8x10% cfu/ g bitki diizeyinde bir bakteri populasyonunun saptanmast,
EB izolatinin tohumdan yeni gelisen bitkiye dogru kolonize oldugunu

gostermistir. Ikinci gercek yaprak asamasinda EB’nin hiyar bitkisinin yesil
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aksaminda ve kok dokusunda populasyonu 0.3x10%° - 3.7x10° cfu/g bitki diizeyini

koruyarak literatiirlerle uyum gostermistir.

Endofitik bakterilerin uygulandiklar1 noktalardan asagi ve yukari dogru
tagmabildigi, bitkilerin igsel dokularda kolonize olabildigi bilinmektedir.
Endofitik bakterilerin rhizoplaneden kok korteksine kadar konukgularinda
gelismeleri boyunca, yer degistirme siireclerinin aktif ve pasif mekanizmalar ile
iligskili oldugu bildirilmistir. (Lugtenberg et al., 2001). Lamb et al. (1996),
rhizobakter Pseudomonas aureofaciens Ps3732RNL11 (L11) ile tohum yiizeyinin
bakterizasyonunun ardindan, monokotiledon ve dikotiledon 16 bitkinin toprak
st dokular1 igerisinde, bu bakterinin kolonize olabildigini gozlemlemistir.
Bitkinin toprak iistii dokularinin kolonizasyonu, kok inokulasyonunun ardindan
yiizeyine bulastirilma yapilmamis siirgiinlerde de goézlemlenmistir. Bu durum
koklerden siirgiinlere dogru vaskuler olarak endofitik bakterilerin tasindigini
gostermektedir (Pillay and Nowak, 1997). Ornekleme zamani ve konuk¢unun
gelisme sezonu boyunca olusan dalgalanmalara bagli olarak da populasyon
yogunlugunun degisebilecegi bildirilmistir (McInroy and Kloepper, 1994, 1995).
Pakistan’da yiiriitilen bir c¢aligmada; bugday ve aycicegi bitki koklerinde
Ochrobactrum intermedium, Bacillus cereus ve Brevibacterium sp. tiirlerinin
kolonizasyon potansiyelleri arastirilmistir. Sonug¢ olarak; her iki bitkide de O.
intermedium en iyi kolonize olan bakteri olarak tespit edilmistir (Faisal and
Hasnain, 2006). Bu tez ¢calismasinda kullanilan 80 no.lu O. pseudintermedium ve
83 no.lu P. agglomerans izolatlar1 da 62 giinliik yetistirme doneminde, her
ornekleme periodunda kok ve yesil aksamda yaklasik 10° cfu/g bitki diizeyini
koruyarak en iyi kolonize olabilen EB’ler olmustur. Bu sonugclar, literatiir
verileriyle de uyumlu bulunmustur. Ancak; bitki gelisimini ve verimi artirma
acisindan en basarili izolatimiz olan 56 no.lu P. pununensis izolat1 ise bitki iginde
10* cfu/g diizeyinde bir kolonizasyon diizeyine sahipken, drnekleme déneminin
sonlarinda kok ve yesil aksamdan izole edilememistir. Bir bagka P. punonensis
izolat1 olan 37 no.lu EB ise, 6rnekleme donemleri boyunca kok ve yesil aksamda
10*® cfu/g bitki diizeyini korumustur. Bu sonuglar, kolonizasyon basarisinda
bakterinin tiiriinden ¢ok izolatlarin konukcuya ve ekolojiye uyum saglamalarinin
daha onemli olabilecegini bize gostermistir. In vivo kosullar altinda endofitik

bakterilerin kolonizasyonunu, sicaklik, nem, inokulum yogunlugu, konukc¢u
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genotipi gibi faktorlerin etkiledigi bildirilmistir (Pillay and Nowak, 1997). Chen et
al., (1995); bitkilerdeki endofit popiilasyonundaki dalgalanmalarin bitkinin yasina
ve c¢evresel faktorlere bagli olabilecegini, bitki dokusundaki popiilasyon
yogunlugunun yaslanmayla birlikte azalma gosterecegini belirtmistir. Bizim
kolonizasyon c¢alismamiz bitki biiylime odasinda homojen cevresel faktorlerde
yuriitiildiigh icin endofit popiilasyonundaki dalgalanmalardan bitki fizyolojisi ve

yasinin sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir.

Farkli bitki dokularinda endofit bakterilerin populasyonlarmin 103-10° cfu/g
ve ender olarak 107 cfu/g ile simirli oldugu bildirilmistir (de Wegger et al., 1995).
Baslangictaki inokulum miktarindan bagimsiz olarak, endofitik popiilasyonlar
bitki dokularina bagli olarak optimal biiylikliige ulasma egilimlidir. Endofitik
Pseudomonas sp. ile inokule edilmis olan patateslerde, kok popiilasyonunun final
popiilasyon yogunlugu 1x10® cfu/cm olup baslangi¢ popiilasyonuna gore artis
gosterirken, govde final popiilasyon yogunlugu, baslangi¢c popiilasyonu olan
3.3x10° cfu/cm’den 1.9x10% cfu/cm popiilasyon yogunluguna dogru diisiis
gostermistir (Frommel et al., 1991). Bu tez ¢alismasinda kok ve yesil aksamdaki
kolonizasyon ve popiilasyon degisimi izlenen EB izolatlarindan bazilari yesil
aksama oranla kokde daha iyi kolonize olmustur. Ornegin; 112 no.u P.
fluorescens izolatinin yesil aksamdaki popiilasyon yogunlugu 10° cfu/g bitki’den
10° cfu/g bitki’ye diiserken, kokteki popiilasyonu 62 giin siireyle, dalgalanmalarla
birlikte, 10°cfu/g bitki diizeyini korumustur. Bu sonuglarin aksine, 99 no.lu B.
thuringiensis izolat1 ise yesil aksamda kok dokularina oranla daha iyi kolonize
olmustur. Fisher et al, (1992) musir bitkilerinde endofitik bakterilerin bitkilerin
topraga yakin olan boliimlerinde st kisimlarma oranla daha iyi kolonize
oldugunu bildirmislerdir. Genel olarak, kokbogazi ve kok dokulari, endofit

bakterilerin say1 ve biyogesitlilik agisindan en zengin oldugu alanlardir.

EB izolatlarinin hiyar bitkisinin i¢sel dokularinda kolonizasyonu ile verim
arasinda bir iliskinin varligini aragtirmak amaciyla verim ve kolonizasyon verileri
karsilagtirildiginda; verim agisindan en dikkat ¢ekici EB uygulamasinin 56 no.lu
P. pununensis izolati oldugu anlagilmaktadir. Bu izolatin bitki igindeki
kolonizasyon ve popiilasyon degisimine bakildiginda, bitki i¢inde (kok ve yesil

aksam) 10* cfu/g bitki diizeyinde bir kolonizasyon diizeyine sahipken, érnekleme
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doneminin sonlarinda kok ve yesil aksamdaki popiilasyonu giderek diigmiis ve son
ornekleme doneminde yeniden izole edilememistir. Bu sonuglar, bakterinin verim
acisindan basarili olmasinda ¢ok yiiksek bir kolonizasyon diizeyinde olmasindan
cok, konukcu bitkide tetikledigi gen bdlgelerinin aktivasyonunun sorumlu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ustelik, bitki icindeki kolonizasyon ve
populasyon yogunluklarina bakildiginda; Raaijmakers et al., (1995) tarafindan 6ne
siiriilen esik deger olan 10° cfu/g bitki degerine genel olarak ulastiklar1 dikkati
cekmektedir. Bu esik deger 6zellikle ISR agisindan 6nem tasimaktadir. Konukgu x
patojen x endoftik mikroroganizma etkilesiminin test edildigi caligmalarda bu
durum konukgu bitkide sistemik dayanikliliktan sorumlu gen ekspresyonlarinin

aktive edilmesi olarak daha iyi calisilmis ve yorumlanmaistir.

Bakterilerin vaskiiler dokularin kolonizasyonu ile ilgili olarak, en énemli
tartisma konusu endofitik bakterilerin vaskiiler sistemi bitki i¢erisinde taginmalari
ve ¢ogalmalar1 i¢in kullanmalarma ragmen, bitkilerde patojen olan ve iletim
sistemiyle tasinip orada ¢ogalan bakteriler gibi solgunluk ve hastaliga neden
olmamalaridir. Bunun ana nedeninin, endofitik bakterilerin, bitki patojeni
bakteriler gibi ksilem kanallarii tikayacak yiiksek bir populasyona asla
ulasmamalar1 olabilir. iletim sistemi i¢inde endofitik bakterilerin niifusu nispeten
diisiiktiir, bu nedenle yararli endofitik bakteriler vaskiiler dokular1 daha az

kolonize etmekte ve daha az yer kaplamaktadir.

Bu tez ¢alismasinin en 6nemli amaci; in vitro testler dogrultusunda se¢ilmis
EB izolatlarmin hiyar bitkisinde bitki biliylime parametrelerine ve verime olan
etkisini arastirmak ve in vitro verilerle in vivo testler arasinda bir korelasyonun
varligimi arastirmakti. Tez c¢alismasindan elde edilen veriler bu yoniiyle
irdelendiginde; in vitro test parametreleri dogrultusunda segilen EB izolatlart
hiyarda, topraksiz tarim sisteminde sonbahar liretim sezonunda toplam meyve
verimini %5-28 oraninda artirarak negatif kontrol uygulamasindan istatistiksel
acidan farkli bulunmustur. Ancak; ilkbahar iiretim sezonunda EB uygulamalari
negatif kontrol uygulamasindan istatistiksel agidan farkli bulunmamistir. Buradaki
en bliylik etken, testlenen organizmalarin ve bitkinin de canli sistemler olmas1 ve
ekolojik kosullardaki degisikliklerden etkilenmesi olabilir. Bitki biiylime
denemelerinde dikkati ¢eken bir diger olgu da; bitki biyokiitle (yas ve kuru
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agirlik) degerleri ile verim arasinda bir korelasyonun varligi arastirildiginda,
sonbahar doneminde EB uygulamalari sadece kok yas agirligini arttiriken kok ve
yesil aksam kuru agirliginda onemli farkin saptanamamasi, ancak, verimde
istatistiksel anlamda artiglarin bulunmasidir. Ayrica tez c¢alismasi sirasinda
yapilan diger bitki biiyiime parametreleri olan meyve kalite analizi (renk, meyve
boyu/capr, TSCKM) vb gibi testler EB’lerin bitki biliylime ve gelismesine
etkilerini degerlendirme konusunda bizim i¢in kayda deger bir sonu¢ vermemistir.
Bu tiir ¢alismalarin ulasmak istedigi ana hedef ve pratige aktarilmak istenen
sonug; bitki verimini arttirmaktir. Bu nedenle, bu tiir caligmalarda verim artisinin

en onemli parametre olarak dikkate alinmasi yararli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Elde edilen bulgular biitiiniiyle degerlendirildiginde; calismada kullanilan
EB’lerin kontrollii kosullar altinda degerlendirilerek bitki gelisimi ve verimini
arttirdig1 sonucuna varilmis olup, s6z konusu EB’lerin pratige aktarilmasi halinde
de bu etkinin serada hiyar yetistiriciliginde olumlu katkilar saglayabilecegi

distiniilmektedir.

EB’ler bitkilere toksik etki gostermedigi gibi yeralti kaynaklarini da
kirletmeyip, toprak asitligini artirmayip, dogadan izole edilip tekrar dogaya
uygulandiklarindan sentetik kimyasallardan daha ekonomik ve c¢evre dostu
organizmalardir. Bu tez calismasinda kullanilan ve verim acisindan basarili
bulunan, Ozellikle, 56 no.lu EB izolatlarimin P. punonensis olarak tanisi
yapilmugtir. P. punonensis ¢evre sagliginda biyoremediasyon konusunda one ¢ikan
yararli bir organizmadir. Bu da tez ¢alismasinin 6zgiin bir sonucu olarak dikkate

alinabilir.

Bunun yanisira, 37 no.lu P. punonensis izolati verim ve bitki biiyiime
acisindan 56 no.lu P. punonensis izolat1 kadar iyi bir basar1 gosterememistir. Bu
da bize, ayni tiire dahil olsalar da izolatlarin PGP o6zelllikleri agisindan
salgiladiklar1  hormon ve sekonder metabolitler yoniinden  farklilik
gosterebilecegini  diisiindiirmektedir. Bu nedenle, bitki gelisimini artirma
yeteneklerinden sorumlu olan 1AA, siderofor, HCN iiretimi ve fosfati pargalama
gibi testlerin yani sira; sitokinin, gibberellin, ACC deaminaz, IC vb gibi diger

bagska testlerin de yapilmasi gerekliligi orataya ¢ikmaistir.

80 no.lu EB izolati O. pseudintermedium ve 83 no.lu EB izolati Pantoea
agglomerans’in da uygun olarak kullanilmalar1 halinde bitki gelisimini ve
verimini arttirabilecekleri, pratikte kullanim i¢in 6nerilebilecegi diisiiniilmektedir.

Ancak; daha kapsamli testler yapilmasinda yarar vardir.

EB’lerin ozellikle erken donemde bitki gelismesini tesvik edici olduklari
bildirilmektedir. Fakat, bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore sec¢ilen endofitik
bakterilerin bitki gelisimini arttiric1 etkilerinin sadece erken dénemde olmayip
yetistirme donemi boyunca siirdiigii giiz ve bahar donemi denemeleri sonuglariyla

ortaya koymustur.
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Yapilan bazi arastirmalarda, EB’ lerin, bazi bilesiklerin parcalanmasini
saglamalarimin ardindan daha hizli bir sekilde ksileme girebildigi ve bu
bilesiklerle bulasik topraklarda bitki yetistiriciligi siiresince kok ile iliskili
bakterilerin oynadigi rol tam olarak bilinmemesine ragmen, bitki bakteri
kombinasyonlar1 rhizosferdeki atiklarin pargalanmasini hizlandirabilmektedir. Bu
durum o6zellikle toprak yorgunlugunun goriildiigii bolgelerde, EB uygulamalarinin
topragin bitkiler tarafindan kullanilan ylizey tabakasinin yenilenmesinde etkili
olabilecegi ve bitkilerin mineralleri topraktan kolayca alabilmesine olanak

saglayarak bitki gelisimini arttirabilecegi goriilmektedir.

EB’ler, ugucu maddelerin sentezlemesi, osmotik basincin ayarlanmasi,
stomalarin diizenlenmesi, kok morfolojisinin degisimi, bitkinin mineral alimini
kolaylastirilmasi, azot birikimi ve metabolizmasinin ayarlanmasini igeren bir dizi
mekanizmay1 kullanarak da bitki gelisimini arttirabilmektedir. Dolayisiyla,
mikrobiyal kiiltiirdeki yeni metodlarin gelistirilmesi, bitki ve endofitik bakteriler
arasindaki yararli iliskinin daha dengeli ve siirdiiriilebilir bir gsekilde

gerceklesmesini saglayacag diisiiniilmektedir.

Ayrica, EB izolatlarmin, bitki dokular1 igerisinde kolonize olabilme
yetenegine sahip olmalari, bitkilerde epifitik olarak kolonize olabilen bakterilere
gore sicaklik, osmotik potansiyel ve ultraviole radyasyon gibi bakterilerin uzun
siire hayatta kalmasini sinirlayan ekstrem ¢evre kosullarindan korunmalarina da
olanak saglamaktadir. Bu baglamda kontrollii ortamlarda etkin bulunan bu
mikroorganizmalarin tarla kosullarina tasinmasi ve adapte edilebilmesi icin

caligmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

EB uygulamalari; tuz, kuraklik gibi bitki i¢in stresli ¢evre kosullarina
tolerans1 arttirarak gelisim ve verimi olumlu etkileyebilir ayn1 zamanda bitkiyi
patojen saldirilarina karsi etkin bir sekilde koruyabilir. Bu tez ¢alismasinda bitki
gelismi ve verimi artirma acisindan basarili bulunan EB izolatlarinin farkh
konuk¢u x patojen sistemlerinde de denenerek bityokontrol o6zelliklerinin
saptanmasina gereksinim vardir. Boylece; bu bakteriler biyopreparat ve biyogiibre

olarak ¢ok yonlii bir kullanima sahip olabilirler.
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