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OZET

Doktora Tezi

TOPRAK BAKTERILERININ PGPR OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASINDA PCR TEMELLI
MOLEKULER TEKNIKLERIN UYGULANMASI

Burak ALAYLAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Medine GULLUCE

Bu caligmada, Erzurum ve c¢evresindeki zirai alanlardan rizosferik toprak Ornekleri
toplanmis ve aseptik kosullarda laboratuvar ortamina tasinmistir. Bu 6rneklerden saf
bakteriyel izolatlar elde edilerek saflastirilmis ve bunlarin arasindan azot fiksasyonu,
fosfat ¢ozme ve IAA iiretme bakimindan PGPR o6zelligi gosterenler konvensiyonel
yontemler kullanilarak se¢ilmistir. Aktif izolatlarin tanilanmasinda klasik mikroskobik
incelemeler ve molekiiler teknikler kullanilmistir. Izolatlarin molekiiler identifikasyonu
evrensel 16S rRNA gen bolgesine spesifik primerlerinin kullanildigi PCR uygulamasi,
amplikonlarin sekans analizleri ve NCBI veri tabaninda BLAST analizi ile yapilmistir.
Daha sonra bu aktif izolatlar bu ozelliklerin arastirllmasinda kullanilabilecek PCR
temelli molekiiler tekniklerin uygulanmasi i¢in kullanilmigtir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda PGPR 06zelligi tespit edilen 34 aktif izolat belirlenmis ve
molekiiler tanilar1 yapilmistir. Ayrica bu izolatlarin kullanilmasiyla azot fiksasyonu ile
iligkili nif, fosfat ¢oziindirme ile iliskili pqq ve IAA iretimi ile iliskili ipdc gen

bolgeleri i¢in spesifik yeni primer ¢iftleri tasarlanmistir.
2017, 150 sayfa

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, Azot fiksasyonu, Fosfat ¢ozme, IAA iiretimi, PCR,
PGPR.



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

IMPLEMENTATION OF PCR-BASED MOLECULAR TECHNIQUES FOR
STUDYING PGPR PROPERTIES IN SOIL BACTERIA

Burak ALAYLAR

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Medine GULLUCE

In the present study, rhizospheric soil samples were collected from agricultural regions
in Erzurum and near locations, and aseptically transferred to the laboratory. Pure
bacterial isolates were obtained and active ones were selected by using conventional
methods according to the PGPR criteria that include nitrogen fixation, phosphate
solubilization and IAA production. Conventional microscopic examinations and
molecular techniques were used for identification of the active isolates. Molecular
identification of the isolates was done by using PCR with universal primers for 16S
rRNA gene region, sequencing of amplicons and the BLAST analysis of NCBI
database. These active isolates were then used to develop PCR-based molecular
techniques that could be used to investigate these properties.

According to the results, 34 active isolates with PGPR property were determined and
their molecular characterization was done. In addition, using these isolates, new pairs of
specific primers were designed for the nitrogen fixation-related nif, phosphate
dissolution-related pgq and 1AA production related ipdc gene regions.

2017, 150 pages

Keywords: 16S rRNA, Nitrogen fixation, Phosphate solubilization, IAA production,
PCR, PGPR.
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1. GIRIS

Son yillarda hizla artmakta olan diinya niifusu, insan yasaminin temel
gereksinimlerinden biri olan gida ihtiyacinin da artmasina sebep olmustur. Bu durum
mevcut zirai ¢alismalarin gelistirilmesi ve bu ¢alismalar neticesinde ¢esitli stratejilerin
belirlenmesi ile sonuclanmistir. Bu alanda ilk gelistirilen stratejilerde pestisitler ve
kimyasal giibrelerin kullaniminda 6nemli artislar olmus ve kisa vadede taleplerin
karsilanabilmesi icin alternatif bir ¢6ziim iiretilmistir. Bununla birlikte gecen zaman
icerisinde bu kimyasallarin {iretim maliyetlerinin artmas1 ve bunlarin asir1 kullanimlar
hem ekonomik hem de ¢evresel sorunlarin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmistir (Chauhan

et al. 2015; Vejan et al. 2016; Vimal et al. 2017).

Diinya Gida ve Tarim Orgiitii 2011 yili verilerine gore; yeryiiziinde hizla devam
etmekte olan kuraklagma, siirekli degisen iklim kosullari, patojenler, pestisitlerin ve
insan kaynakli etkenlerin gevreye vermis oldugu zararlar yaklasik 24 milyar ton verimli
iriin aliabilecek topragin kaybina sebep olmustur (Gopalakrishnan et al. 2014;
Chauhan et al. 2015; Haiyambo et al. 2015; Ruzzi and Aroca 2015).

Mevcut olan bu tablo daha ekonomik ve g¢evreci stratejilerin gelistirilmesini zorunlu
kilmis ve aragtirma odaklarini topraktaki kimyasal maddelerin azaltilmasini hedefleyen
cevre dostu iirlin miktarinda ve kalitesinde artis saglayacak alternatif dogal yontemlerin
gelistirilmesine yoneltmistir. Bu yontemlere; dogal giibrelerin kullaniminin arttirilmasi,
kompost, hasat kalintilar1 gibi bir¢ok {irlin i¢in yonetim stratejilerinin gelistirilmest;
topraklarin nadasa birakilmalari, birden fazla iiriinlin ayn1 anda ekilmesi ya da her yil
farkli bir ekin ekerek topraklarda {iriin rotasyonunun saglanmasi gibi farkli uygulamalar

ornek olarak verilebilir (Vimal et al. 2017).

Yapilan giincel arastirmalarda Ozellikle biyolojik giibrelerin hazirlanmasi ve bu
giibrelerin kullanim1 ile toprak verimliliginin arttirilabildigi, kimyasal giibrelerin

kullanimindan zarar gérmiis toprak yapisinin iyilestirilebildigi ve iiriin kalitesinin



onemli Olglide arttirilabildigi gosterilmistir. Giiniimiizde bu mikrobiyolojik giibrelerin
hazirlanmasinda; bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler (plant growth promoting
rhizobacteria - PGPR) 6nemli bir yer teskil etmektedir (Sharan and Nehra 2011;
Gopalakrishnan et al. 2014; Chauhan et al. 2015).

Rizobakteriler toprakta dogal olarak bulunan, yogun bir sekilde bitki koklerinin
cevresinde ve iizerinde kolonize olan, bitki gelisimine katki saglayan veya bitki
patojenleri gibi zararli ajanlara karsi bitkilerin korunmasini tesvik edici toprak
bakterileridir. Zirai bitkilerin erken gelisimi sathasinda, inokiile edilen bitki biiylimesini
tesvik eden rizobakteriler sayesinde bu bitkilerin kok ve govdelerinde biyokiitle
artisinin - meydana geldigi bilinmektedir. Yine bu bakterilerin siis bitkilerine
inokiilasyonunda ise; tohum ¢imlenmesi, bitki sertligi, klorofil miktari, baklagillerdeki
nodiil sayisi, dokulardaki besleyici nitelikteki madde artig1 gibi olgular bitkilerin daha
uzun siire saglikli kalabilmesini saglamaktadir (Sharan and Nehra 2011; Ruzzi and
Aroca 2015; Zaidi et al. 2015). Biyofertilizer, biyoprotektan ve biyostimulant
Ozelliklerinden dolay1 rizobakteriler; tarimda kullanilan birgok zararli kimyasal
giibrenin, pestisitlerin ve hormonlarin yerini alabilecek g¢evre dostu, toprak verimini
arttiran, irlin kalitesine olumlu etki gostermektedir. Giiniimiizde diinya genelindeki
birgok bilim adami bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakterilerin zirai ve ekolojik
uygulamalariyla ilgili calismalara énem vermekte ve bu konuyla ilgili bilimsel verileri
insanligin hizmetine sunmaktadir (Bhattacharyya and Jha 2012; Mire et al. 2016; Odoh
2017).

Rizobakteriler ile ilgili yapilan akademik calismalar incelendiginde bugiine kadar azot
fiksasyonu, fosfat ¢ozebilme yetenegi, IAA iiretimi gibi ¢esitli bitki biiylimesini tegvik
edici hormonlarn iiretebilme, siderofor bilesenleri iiretebilme gibi bitki biiylimesini
tesvik edici rizobakteri olma 6zelliginin tespit edilmesinde konvensiyonel yontemler
kullanilmis ve bu yontemler sayesinde bir¢ok bakterinin PGPR 06zellikleri tespit
edilmistir (Vaikuntapu 2014; Zafar et al. 2017). Bununla birlikte bu alanda yapilan

arastirmalarin sayisindaki 6nemli artig, konvensiyel yontemlerin yerini alabilecek daha



giivenilir, ekonomik, kolay ve hizli yontemlerin gelistirilmesi ihtiyacin1 ortaya

cikarmistir.

Yukarida belirtilen nedenlerden dolayr son yillarda bu ihtiyacin karsilanmasi igin
dogrudan PGPR 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu gen bolgelerini hedef alan
PCR temelli molekiiler tekniklerin kullanilmasi en 6énemli yaklasimlardan birisi haline
gelmistir. Ornegin; Bruto ve arkadaslarmin 2014 yilinda yapmus olduklar1 galismada,
cesitli PGPR tiirlerinin spesifik gen aileleri incelenmis ve ACC deaminaz (acdS), fosfat
¢ozebilme (pqgB, pqgC, pagD, pqgE, paqF) ve azot fiksasyonu (nifD, nifH, nifK) ile
ilgili cok sayida gen tanimlanmistir. Yine literatiirdeki benzer bir¢ok giincel ¢aligmada
da PGPR ile iliskilendirilebilecek ¢ok sayidaki spesifik genin bilgisine de ulagmak
miimkiindiir (Spaepen et al. 2008; Mashiguchi et al. 2011; Bruto et al. 2014,
Nascimento et al. 2014; Won et al. 2014; Borland et al. 2015; Cho et al. 2015; Parsons
et al. 2015). Buna karsin halen PGPR tiirlerinin giivenilir, ekonomik, kolay ve hizli
olarak analiz edilmesine olanak saglayacak yeni molekiiler tekniklerin gelistirilmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut tez ¢alismamizda azot fiksasyonunda onemli rol istlenen nif geni, fosfat
¢oziinmesinde pgq geni, IAA iretiminde ise ipdc geni PGPR 6zelliklerinin
arastirtlmasinda Oonemli gorevler almaktadir. Nif genleri azot fiksasyonuna katilan
genlerdir. Bu genler azot fiksasyonu yapabilen bakterilerde bulunmaktadir. Klebsiella
pneumoniae gibi serbest yasayan azot fiksasyonu yapabilen bakterilerde bir operon
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Nif genleri azot fiksasyonunda gerekli nitrogenaz ve bazi
diizenleyici proteinleri kodlar. Azot fiksasyonunda yaklagik 20 farkli nif gen iriini

gorev almaktadir (Dahal 2016).

Pirolokinolin kinon (PQQ) biyosentezinde yer alan genler bir¢ok mikroorganizmada
PQQ operonun bir pargasi olarak tanimlanmistir. Pqq geni operon yapisinin sayisi ve
bulunduklar1 mikroorganizmaya gore degismektedir. PQQ, bitki biiylimesini
destekleyen onemli bir faktor olarak diisiiniilmiistiir. PQQ bakteri ve bitkilerde hiicre

cogalmasini ve stres toleransini destekleyen bir vitamin olarak da diisiiniilmektedir. Son



zamanlarda yapilan ¢alismalar ise bu genin {rlinlerinin fungal patojenlere karsi bir
biyokontrol maddesi olarak islevlerinin oldugunu ortaya koymaktadir. Yiiksek oranda
PQQ iireten bakteriler, cesitli bakteri cinslerinde tespit edilmistir. Bu bakteriler
arasinda; Acinetobacter, Ancylobacte, Gluconobacter, Hyphomicrobium, Klebsiella,
Paracoccus, Polyporus, Pseudomonas, Methylobacillus, Methylophilus, Methylovorus,
Methylobacterium, Mycobacterium, Thiobacillus, ve Xanthobacter yer almaktadir. PQQ
onemli bir fosfat ¢oziicii faktordiir. PQQ {ireten bakterilerin bir¢ogu inorganik fosfat
¢ozebilmektedirler. Bu bakterilerde ise fosfat ¢6zme yetenegine sahip pgq genleri yer
almaktadir (An 2016).

IpdC geni, indol piruvat dekarboksilaz enzimini kodlar ve indol-3-Piruvat (IPA)
yolagindaki ana basamag katalize eder ve IAA {iretimi yapan bakterilerde bu gen yer
almaktadir. TAA bazi bakteriler tarafindan bitki gelisimini tesvik etmede ana unsur
olarak kullanilmaktadir ve fitostimiilasyonu maksimize etmek icin IAA biyosentezinin
genetik manipiilasyonuyla ilgili ¢aligmalara biiyiilk 1ilgi vardir. Bu bakteriyal
inokiilantlarin ideal kullanim kosullarin1 belirlemek IAA i¢in modifiye edilmis
bakteriyel fitostimiilasyonun ekolojik etkisini incelememiz sonucunda ortaya ¢ikacaktir.

(Duca et al. 2014).

Sonug olarak, PGPR tiirlerine artan ihtiyacin giderilmesine katki saglamak amaciyla
hazirlanan doktora tez calismamizda Erzurum cevresinden izole edilen aktif toprak
bakterileri molekiiler olarak tanilanmistir. Bu bakteriler igerisinde PGPR 6zelliklerinden
(azot fiksasyonu yapabilen, fosfat ¢ozebilen ve IAA iireten) bir ya da birkagini1 gosteren
tirlerin daha hizli se¢ilimi i¢in giivenilir, ekonomik, ve kolay analiz edilmesine olanak

saglayacak PCR temelli molekiiler tekniklerin uygulanmasi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Rizobakteriler (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria - PGPR)

Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) ilk kez 1978 yilinda Kloepper ve
Schroth tarafindan kesfedilmistir. Bu bilim adamlar1 rizobakterileri; bitki gelisimine
olumlu etkileri olan, genellikle bitkilerin kokleri tizerinde ve gevresinde yer alan toprak
bakterileri olarak tanimlamislardir. PGPR’lar ayrica bitki sagligin artirici rizobakteriler
veya bitki nodiillerini artirict bakteriler olarak da adlandirilmaktadir (Burr and Caesar
1984; Hayat et al. 2010). Giiniimiizde PGPR tiirleri tarimsal anlamda kullanish, bitki
gelisimine katki saglayan, yararli ve ¢ogunlukla serbest yasayan bakteri tiirleri olarak
tanimlanmaktadir. Literatiirdeki bir¢ok calismada PGPR tiirleri biyolojik giibre olarak
da adlandirilmaktadir (Zaidi et al. 2015). Geg¢mis yillarda yapilan birgok arazi
uygulamalarinda PGPR’larin; patates, seker pancari, turp gibi bir¢ok iirlinliin verim
artisgina katki sagladigi anlagilmistir. Yine bu bakterilerin ticari uygulamalar1 da
denenmis ve ekonomik anlamda faydalarimin oldugu tespit edilmistir. PGPR’lar,
konukeu bitki ve bu bakteriler arasinda meydana gelen 6zel etkilesimlerin bir sonucu
olarak bitki kok yiizeylerinde, koklerin hiicreler arasi bosluklarinda ve bunlar
cevreleyen toprak katmanlarinda (rizosfer) kolonize olmaktadir. Bitki kokleri {izerinde
kolonize olan PGPR tiirleri bitki gelisimine dolayli ve dogrudan etkileyen
mekanizmalara sahiptir. Bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler bir¢ok mekanizmayla
birlikte; bitki gelisimi iizerine, verim ve besin alinimini artirmasina katki saglamaktadir.
Baz1 bakteriyel tiirler dogrudan bitkisel hormon sentezleyerek bitki fizyolojisini
diizenlemektedir. Buna kargin bazi bakteriler ise topraktaki mineral ve azot miktarini
arttirarak dolayli yollardan bitki biiyiimesine katkida bulunurlar. Bu bakterilerin ayn1
anda iki ya da daha fazla bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellige sahip olabilecegi
bilinmektedir. Bu 6zellikler bitki bliylimesini dogrudan, dolayli veya sinerjistik yollarla

tesvik edebilir (Joseph et al. 2007; Yasmin et al. 2007; Tailor and Joshi 2014).

Bakteriyel inokiilantlarin bitki biiylimesini tesvik edici etkinlikleri, uygulandiklar



topragin besinsel kosullarin1 dogrudan etkilemektedir. Yapilan aragtirmalar bakteriyel
inokiilantin bitki biliylimesini tesvik etmede besleyicilik yonilinden fakir topraklarda,
besin yoniinden zengin topraklara nazaran ¢ok daha etkili olabilecegini gostermistir.
Efektif PGPR tiirlerinin se¢ilimi i¢in gnatobiyotik kosullarda biiylimeyi tesvik etme
kapasitelerinin arastirilmast ve in vitro kosullarda ¢esitli metabolitleri iiretebilme

yeteneklerinin arastirilmasi olduk¢a kullanigh bir yaklasimdir (Egamberdiyeva 2007).

Bu bilgiler goz oniine alindiginda bir¢ok farkli mekanizma ile bitki gelisimini olumlu
yonde etkileyen PGPR tiirlerinin temelde; arttiran

bitkisel

topragin besin kalitesini

biyofertilizerler, hormonlar ve c¢esitli biiylime ajanlari1  sentezleyen
biyostimulantlar ve topraktaki bitki patojenlerinin iizerine antagonistik etki gdsteren

biyoprotektanlar olmak {izere {i¢ grupta toplanmas1 miimkiindiir.

Cizelge 2.1. PGPR tiirlerinin etki mekanizmalar1 (Bhattacharyya and Jha 2012)

PGPR Tanim Etki Mekanizmasi Referanslar

Formlari

Biyofertilizer ~Canli mikroorganizmalar1  Biyolojik azot fiksasyonu Vessey 2003
igeren, tohum, bitki
yiizeyi veya topraga Coziinmeyen fosforun Somers et al.
uygulandiginda rizosferde  kullanimi 2004

koloni olusturabilen ve
konukgu bitki tizerinde
temel besin miktarini
arttirarak bitki
biiylimesini tesvik ederler

Biyostimulant

Indol asetik asit,
giberellik asit, sitokininler

Fitohormonlarin iiretimi

Lugtenberg et
al.

ve etilen gibi bitki 2002,
hormonlart iiretebilen Somers et al.
mikroorganizmalar (2004)

Biyoprotektan  Bitki patojenik ajanlarin1  Antibiyotik, siderofor, Somers et al.
kontrol ederek bitki hidrolitik enzimlerin 2004

gelisimini tesvik eden
mikro organizmalar

tretimi,
Patojenler tizerine etkisi

Indiiklenmis direng sistemi

Chandler et al.
2008




2.2. PGPR Tiirlerinin Biyofertilizer Olarak Kullanim

2.2.1. Biyofertilizerin tanim

PGPR'lar1 biyolojik fertilizer olarak adlandirmaya baslamadan once, biyolojik fertilizer
terimini tanimlamak gerekmektedir. Modern sozliikkler bu terimin tanimini
icermemektedir. Biyofertilizer kelimesiyle ilgili diinya capinda web taramalari
sonucunda sayisiz yorumun bulundugu ¢ok sayida internet sitesi yer almaktadir. Bu web
siteleri biyofertilizerleri; yosun ekstratlarindan elde edilen herhangi bir sey, kentsel
atiklardan elde edilmis kompost, tanimlanamayan ¢esitli mikrobiyal karisimlar, organik
bilesiklerle (proteinler ve vitaminler) desteklenmis kimyasal giibre formiilasyonlari
olarak tanimlamigslardir. Ayni sekilde bilimsel literatiirde ise biyofertilizerler yesil
giibrelerden (Rao and Gill 1995; Ventura and Ladha 1997; Vessey 2003), hayvan
giibrelerinden (Abdel-Magid et al. 1995) ve bitki 6ziitlerinden (Zodape 2001) olusan
cok sayidaki Ornegi temsil edebilecegine dair yorumlar mevcuttur. Mikrobiyal
biyofertilizerler (biyolojik gilibre) canli mikroorganizmalari iceren bir madde olarak
tanimlanmakla birlikte tohum, bitki ylizeyleri veya toprak iizerine uygulandiginda
rizosferde veya bitki icerisinde koloni olusturarak konukg¢u bitki i¢in birincil besin
maddelerinin mevcudiyetini arttirarak biliylimeyi tesvik eder. Bu tanim mantiga dayanan
bir tanim olmakla birlikte biyofertilizer teriminin tam olarak ag¢iklanmasini
kisitlamaktadir.  Biyoloji  bilim  dali  canli  organizmalar1  incelediginden
biyofertilizerlerin; konukgu bitkinin besin durumunu bitki ile birlikte devam ettirerek
arttiran canli organizmalar1 icermesi gerekmektedir. Bu tanim biyofertilizerleri organik
giibrelerden ve organik bilesik igeren giibrelerden de (dogrudan veya ¢liriime ile toprak
verimini arttirmaktadir) ayirmaktadir. Benzer sekilde, biyofertilizer terimi; yesil giibre,
giibre veya organik destekli kimyasal giibre terimleri ile birbirlerinin yerine
kullanilmamalidir. Okon ve Labandera 1994 yilinda ilk kez rizosferik organizmalarin
toprak besin maddelerinin kullanimini iyilestiren biyolojik etkenler oldugunu ancak
bunlarin toprak besinlerinin (kimyasal giibreler, mikorizal funguslar ve PGPR’lar gibi)
yerini alamayacagini ve dolayisiyla biyofertilizer olarak adlandirilamayacagini

savunmuglardir (Vessey 2003; Malusa and Vassilev 2014).



Fuentes-Ramirez ve Caballero-Mellado 2005 yilinda biyofertilizerleri canli
mikroorganizma igeren farkli mekanizmalar yoluyla bitki biiylimesi ve {irlin verimi
tizerinde dogrudan veya dolayl yararli etkiler yapan bir tiriin olarak tanimlamistir. Yine
bu bilim insanlar1 biyofertilizer tanimin1 bitki patojenlerini kontrol etmek i¢in kullanilan
bakterileri de icine alacak sekilde genisletmislerdir. Bitkinin beslenme durumu
mikroorganizma tarafindan arttirildigi siirece, bir mikroorganizmanin varligi toprak
besinlerini degistirerek (biyolojik azot fiksasyonu) veya besin maddelerini daha
kullanabilir hale getirerek (fosfat ¢oziinmesi) veya bitkinin besin erisebilirligini
arttirarak (bitki kok ylizey alanmin artigi) biofertilizer olarak adlandirilmaktadir.
PGPR’larin tiimii biyofertilizer olarak tanimlanamaz. Zararli organizmalarin kontrolii ve
bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler biyopestisitlerdir fakat biyofertilizer degildirler.
Buna ragmen bazi PGPR’lar hem biyofertilizer hem de biyopestisit olarak hareket
ederek biiyiimeyi tesvik etmektedir. Ornegin, Burkholderia cepacia suslarinin,
Fusarium alt tiirlerine kars1 biyolojik kontrol 6zelliklerine sahip olduklari bilinmektedir.
Ayni zamanda siderofor liretimi yoluyla demir oraninin diisiik oldugu kosullar altinda
musirin biiylimesini tesvik edebilir (Bevivino et al. 1998; Vessey 2003; Malusa and
Vassilev 2014).

Simdiye kadar detayli bir sekilde tanimlandig iizere biyofertilizerler bitkinin beslenme
durumunu arttirarak bitki bliylimesini tesvik eden canli mikroorganizmalar icermelidir.

Bununla birlikte tiim biyofertilizerler PGPR icermemektedir.

2.2.2. Biyofertilizer o6zellikli PGPR tiirlerinin konukg¢u bitkilerle etkilesimi

Biyofertilizer 06zellikli PGPR tiirlerinin  konuk¢u bitkilerin beslenme durumunu
tyilestirme yoluyla faydali bir etkiye sahip olmas1 i¢in PGPR ile konukgu bitki arasinda
yakin bir iliski olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, PGPR ve konukcu bitki
arasindaki yakin iligki derecesi konukg¢u bitkinin PGPR tiirlerini nerede ve nasil
kolonize ettigine bagl olarak degisebilir. PGPR ve konukgu arasindaki iliski rizosferik

ve endofitik olmak tizere 2 farkli sekilde kategorize edilebilmektedir (Vessey 2003).



Rizosferik  iliskilerde, PGPR tiirleri rizosferde, kok yiizeyinde koloni
olusturabilmektedirler (McCully 2001). PGPR tiirleri disinda hig¢bir bakteri bu alanlarda
kolonize olamazlar. Bitki, rizosferi olusturan topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
PGPR tiirlerinin kolonize olmasima imkan verecek sekilde degistirir. Bu farkliliklar
toprak pH'sinda, su potansiyelinde, kismen O, basincinda ve bitki eksiidalarina baglh
sayisiz diger fiziksel ve kimyasal 6zellik sayesinde ortaya c¢ikmaktadir (Uren and
Reisenauer 1988; Tavaria and Zuberer 1998; Griffiths et al. 1999; Revsbech et al. 1999;
Xu 2000; Vessey 2003; Miransari 2011).

Pek¢ok rizosferik iliskide PGPR tiirleri tam olarak bitki ylizeyindeki cesitli bitki
salgilarina tutunacaktir (Andrews and Harris 2000). Bununla birlikte; bitki yiizeyine
tutunan bakteriler arasinda en iyi bilinenler Azospirillum tiirleridir (Michiels et al. 1991,
Steenhoudt and Vanderleyden 2000). Kok yiizeylerinde PGPR tiirlerinin koloni
olusturma sekilleri tek tipte degildir. Ornegin, Kluyvera ascorbata kanola koklerinin
yiizeyinin tgte ikisini kolonize etmektedir, ancak kok uglarinin ¢evresinde bakteri tespit

edilememistir (Ma et al. 2001).

Endofitik bakteriler genellikle bitki dokularinda bulunarak bitki gelisimlerini ve
dolayisiyla biiylimeyi giiclendirir. Endofitik bakteriler bitkilerde bitki gelisimini 6nemli
Olclide destekleyerek konuk¢u bitki icin lireme kaynagi olarak kabul edilmektedir
(Kuklinsky-Sobral et al. 2004; Luo et al. 2011; Miransari 2011; Reinhold-Hurek and
Hurek 2011).

Endofitik iliskilerde, PGPR tiirleri konukgu bitkilerin i¢indeki apoplastik bosluklarda
besin alimimini destekleyici ajanlar olarak bulunur. Hiicre i¢i bosluklar1 isgal eden
endofitlerle ilgili bazi kanitlar1 olmasina ragmen bu durumla ilgili bilimsel ¢alismalara
cok az rastlanilmaktadir. Endofitlerin konukgularinda kolonilestirilmesini igeren en iyi
karakterize edilmis 6rnek yasam baklagillerle Rhizobium arasindaki simbiyotik iliskidir.
Mikrosimbiyotik kimyasal ¢ekim, baglanma, enfeksiyon ve kok nodiillerinin gelisimi

oldukca karmagik ve diizenlenmis bir siire¢ olmakla birlikte son zamanlarda yapilan bir
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cok calismada iyi bir sekilde tanimlanmistir (Gualtieri and Bisseling 2000; Spaink
2000).

2.2.3. Biyofertilizer olarak PGPR tiirlerinin etki mekanizmalar:

2.2.3.a. Biyolojik azot fiksasyonu

Glniimiizde en ¢ok calisilan ve uzun siiredir yararlanilan PGPR tiirleri; konukg¢u
bitkinin kok nodiillerine yerlestikten sonra azot fikse edebilmelerinden dolay1 Rhizobia
cinsinde yer almaktadir. Baklagillerde kullanilmak iizere ilk ticari rizobiyal inokiilantlar
1890’11 yillarda kullanilmaya baslanilmistir (Tailor and Joshi 2014). Azospirillum,
Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium ve Serratia cinsine ait bakteri
tiirleri bitki rizosferiyle iliskilidir ve bu bakterilerin bitki gelisimi lizerine yararl etkileri
bulunmaktadir (Egamberdiyeva 2005; Tilak et al. 2005). Rizosferdeki bakteri
komtinitesi gelisimi organik bilesenlerin kalintilarinin dogasina ve konsantrasyonuna

baglidir (Curl and Truelove 1986).

Rizosferik bakteriyal komiiniteler kok kalintilarindaki (eksuda) mevcut organik
bilesiklerin degerlendirilmesinde etkili rol oynar. Bu yiizden bir¢cok bakteri, kok
kalintilarindan (eksuda) maksimum fayda saglamak i¢in kok ylizeyine (rhizoplane)
baglanmaktadir. Boylelikle bitki ve mikroorganizmalarin birliktelik iligkileri evrimin bir
sonucunu ortaya koyar. PGPR tiirleri zirai iirlinlerin verim artiglarinin saglanmasi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu durum; kimyasal giibre, pestisitler gibi bitki igin
zararli etkenlerle yer degistirmesi nedeniyle bu tiirleri O6nemli kilmaktadir
(Ashrafuzzaman et al. 2009). Azot fikse eden faydali bakteri ve mikroorganizmalar gibi
biyolojik giibrelerin ve tesvik edici ajanlarin kullanimi kimyasal giibre uygulamalarini
ve lirlin maliyetini azaltmaktadir. Verimliligin arttirilmasinda PGPR tiirleri, organik
giibrelerin kullanimi agisindan uygun bir alternatif yontem olmaktadir ve bu tiirlerin
kullanimi1 tarim alanlarindaki kirliligi azaltmakla birlikte ekolojik dengeleri de

korumaktadir (Stefan et al. 2008). Bu yiizden bitki biiylimesini tesvik eden
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rizobakterilerin zirai alanlarda kullanimi umut verici bir kaynak olabilmektedir. Bu
rizobakterilerin bitkilerin biiylimesini ve gelismesini tesvik eden inokulantlar
olabilecekleri bilinmektedir. PGPR ftiirleri veya izolatlari, ayrica giibre besin
verimliligini  arttirabilmekte ve kimyasal giibrelerin uygulanma oranlarini

azaltabilmektedir (Chaiharn et al. 2008; Adesemoye et al. 2009).

PGPR izolatlarinin biyolojik giibre inokiilant1 olarak kullanimi piring ekiminde
faydalidir. Bu uygulama piring gelisimini arttirmakta ve bitki biiylimesini tesvik eden
diger oOzellikleri indiiklemektedir. Arazi kosullarinda biyolojik giibre olarak nohuta
inokiile edilen PGPR tiirleri, nohutun gelisimine fayda saglamistir (Ashrafuzzaman et
al. 2009).

Gilintimiizde biyolojik azot fiksasyonunun yilda yaklasik 180 x 10® metrik ton oldugu
tahmin edilmekte ve bu oranin %80’lik kisminin simbiyotik yasayan, kalan %20’lik
kisminin ise serbest yasayan mikroorganizma tilirleri tarafindan gerceklestirildigi
bilinmektedir. Atmosferdeki azot rezervinden indirgeme yoluyla topraklarin
zenginlestirilmesini  saglayan mikrorganizmalar arke ve bakteriler igerisinde
gruplandirilir. Bu bakteri gruplarinin igerisinde yer alan ve azot fikse eden simbiyotik
bakteriler arasinda en fazla arastirilan gruplar Rhizobia ve Frankia cinsleri iken, serbest
yasayan ve azot fikse edenler ise Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium ve
Azotobacter gibi bir¢ok bakteri grubudur (Graham 1988; Young 1992; Rokhzadi et al.
2008). Bircok PGPR bakterisi azot fiksasyonu yapabilme yetenegine sahip olmasina
ragmen bitki gelisimlerine ait etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler sinirhidir. Azot
fikse edebilme yetenegine sahip bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler iginde
konukgu bitkinin uyarilmasi ve nitrogenaz aktivitesi arasindaki iliskiyi gosteren delillere
Azoarcus, Beijerinckia, Klebsiella pneumoniae, Pantoea agglomerans ve Rhizobium
tirlerinde rastlanilmaktadir (Antoun et al. 1998; Xu 2000; Tailor and Joshi 2014).

1. Azot fikse eden simbiyotik bakteriler

Azot; enzimlerin, proteinlerin, klorofilin, DNA ve RNA’nin hiicresel sentezi igin
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gereklidir ve bu ylizden bitki gelisimi, gida {iretimi ve beslenme i¢in 6nemli dl¢iide rol
almaktadir. Baklagillerde nodiil olusumu sayesinde rizobiyal bakteriler tarafindan
nitrogenaz ile simbiyotik atmosferik azot fiksasyonu gerceklesir. Bu biyolojik azot
fiksasyonu siireci tarimda halihazirda kullanilan azot miktarinin %65’ini olusturmakla
birlikte gelecekte siirdiiriilebilir bitkisel tirlinlerin iiretim sistemlerinde dnem kazanmaya
devam edecektir (Matiru and Dakora 2004; Hayat et al. 2010). Biyolojik azot
fiksasyonun o©nemli kimyasal reaksiyonlar1 azot fikse eden mikroorganizmalarin
baklagillerle simbiyotik olarak isbirligi durumunda, atmosferik azot (N,) elmentinin

amonyaka (NHs;) doniismesiyle meydana gelmektedir (Shiferaw et al. 2004).

Rhizobia (Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium
ve Sinorhizobium tiirleri) kemotaktik olarak flavonoid molekiillerine cevap vererek
konukg¢u baklagillere sinyal gonderir ve yakin iliskiler kurar. Bu bitki bilesenleri
Rhizobia’da koklerde mitotik hiicre boliinmesini tetikleyen, nodiil olusumuna yol acan
nodiilasyon (nod) genlerinin ekspresyonunu indiikler bu da koklerde mitotik hiicre
boliinmesini tetikleyen nodiil olusumuna yol agan lipo-kitooligosakkarit sinyalleri tiretir
(Dakora 1995; Lhuissier et al. 2001; Dakora 2003; Matiru and Dakora 2004; Hayat et
al. 2010). Nodiiller simbiyotik azot fiksasyonu bdlgelerinde Rhizobia ve baklagil
bitkilerinin etkilesimleri sonucu olusur. Bununla birlikte baklagil bitki koklerinin
nodiilasyonunu etkileyen; konukgu-mikrosimbiyont uyumu, topragin fizikokimyasal
ozellikleri, flavonoidler, polisakkaritler ve hormonlar gibi bilinen ve bilinmeyen bir¢ok
biyomolekiiliin varligini igeren ¢ok sayida faktor vardir (Zafar-ul-Hye et al. 2007). Bu
durum konukgu bitki ile Rhizobium’un uyumlu bir susunun nodiil gelisimini baslatici
olarak kabul edilen molekiiler bir etkilesimdir (Murray et al. 2007). Rizobiyal istila
konuk¢u bitkinin kontrolii dahilinde bakterilerin koklere girisiyle gergeklesir. Bu
stirecte; Rhizobium tiirleri kok tiiylerinin kivrilmasiyla olusturulan bir oyuk igine sikisir,
kok tiiyli plazma membrani boslugunu doldurur ve tiip seklindeki bir yap1 olusturarak
bakterinin bitkiye girisini saglar. Sonug¢ olarak; istila kok korteksinde yer alan nodiil
primordiuma ulasir ve Rhizobium’un salmmasi sonucunda nodiile déniisiir (Ogiitcu
2000; Limpens et al. 2003). Bazen baz1 rizobiyal kiiltiirler inokiile edilmelerine ragmen

bitkide nodiilasyon meydana gelmez ciinkii bu tiir durumlarda kullanilan suslar,
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mutasyon veya tanimlanmamis herhangi nedenden otiirli ekzopolisakkarit eksikligi

olusturur (Van Rhijn et al. 2001).

Rhizobium ile baklagiller arasindaki simbiyotik iliski kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Baklagillerde, Rhizobium tarafindan gergeklesen azot fiksasyonu ayrica baklagil
olmayan bitkilere direk olarak aktarildiginda ayni arazide yetisen farkli tahil iiriinlerine
fayda saglamaktadir (Snapp et al. 1998). Baklagillerde azot fiksasyonuna ek olarak;
Rhizobia’da yer alan Rhizobium ve Bradyrhizobiom tiirleri bitki gelisimini tesvik eden
oksinler, sitokininler, absisik asitler, lumikrom, riboflavin, lipokitooligosakkararitler ve
vitaminler gibi molekiiller tiretirler (Hardarson 1993; Herridge et al. 1993; Keating et
al. 1998; Hayat and Ali 2004; Hayat et al. 2010; Tailor and Joshi 2014). Bu tiirlerin
koklerde kolonizasyonunun ve saliniminin bitki gelisimini ve iiriin verimini arttiracagi
diisiiniilmektedir (Kloepper and Beauchamp 1992; Dakora 2003; Matiru and Dakora
2004; Hayat et al. 2010). Rhizobia ve Bradyrhizobia diger PGPR o6zelliklerinden;
fitohormon {iretimi, siderofor olusumu, inorganik fosfat ¢oziinmesi, bitki patojenlerine
kars1 antogonizma Ozelligi de igermektedir (Ehteshamul-Haque and Ghaffar 1993;
Plessner et al. 1993; Abd-Alla 1994; Chabot et al. 1996; Arshad and Frakenberger
1997; Avsar 2017).

2. Azot fikse eden nonsimbiyotik bakteriler

Bitki gelisimini tesvik eden bir grup rizobakteri C3 ve C4 bitkileriyle etkilesime girer
(Piring, bugday, misir, seker kamisi ve pamuk) ve dnemli dl¢lide vejatatif biiyiime ile
irtin veriminin artigina sebep olurlar (Kennedy et al. 2004). Azotobacter (Azotobacter
vinelandii, Azotobacter chrroococcum) tiirleri serbest yasayan, yeterli miktarda
indirgenmis karbon kaynagi gibi enerji kaynaklarina bagl heterotrofik diazotroflardir
(Kennnedy and Tchan 1992). Piring kiiltiiriindeki aktiviteleri saman uygulamasiyla
arttirilabilir. Bu artisin muhtemel sebebi sellobiyoz ve glukoza mikrobiyal olarak
pargalanmasidir (Kanungo et al. 1997). Azotobacter uygulamasi ile piring (Yanni and El
Fattah 1999), pamuk (Patil and Patil 1984; Anjum et al. 2007) ve bugday (Soliman et

al. 1995; Barassi et al. 2000) verimi artmistir. Azotobacter’in aksine Clostridia tiirleri
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yalnizca oksijen eksikliginde azot fikse edebilen zorunlu anaerobik heterotroflardir.
Clostridia ¢ogunlukla piring topraklarindan izole edilmistir ve bu izolatlar samanli
toprak alanlarma aktarildiklarinda aktivitelerinde ve topraktaki C/N oranlarinda da
artisa sebep olmustur (Kennedy and Tchan 1992; Elbadry et al. 1999; Kennedy et al.
2004).

Hem sera hem de tarla kosullarinda Azospirillum’un inokiilasyonu sonucundan bugday
verimine yararli etkilerinin oldugu bilimsel ¢alismalarin sonucunda goézlemlenmistir
(Hegazi et al. 1998; EI Mohandes 1999; Ganguly et al. 1999). Azot fikse edebilen
Azospirillum suslart rizosferdeki bitkilerle yakin bir iliski halindedir. Azospirillum
tiirleri mikroaerobik kosullar altinda azot fikse edebilen aerobik heteretroflardir ve otsu
bitkilerin rizosferlerinde genis Ol¢lide bulunmaktadirlar (Kennedy and Tchan 1992;
Roper and Ladha 1995; Kennedy et al. 2004). Azospirillum ile bitki birlikteligi farkli
konukc¢u bitkilerin de gelisimini ve verimini arttirmaktadir (Fallik et al. 1994). Bitki
verimindeki bu artis esas olarak su ve mineral alimmin artisiyla kok gelisimine katki
saglamaktadir (Okon and Labandera-Gonzalez 1994; Okon and ltzigsohn 1995).
Azospirillum tarafindan sentezlenen fitohormonlar, konuk¢u bitkilerin kok solunum
hizin1, metabolizmasin1 ve kok proliferasyonunu etkiler ve bitkilere inokiile edilmesi
sonucunda mineral ve su alimini arttirir (Okon and Itzigsohn 1995). A. lipoferum ve
Azospirillum brasilense seker kamisi ve piring bitkilerinin koklerinden ve sap
kisimlarindan Azospirillum amazonese ise piring bitkisinin kokiinden izole edilmistir
(Ladha et al. 1982; Pereira et al. 1988; James et al. 2002).

Cizelge 2.2. Atmosferik azot fikse edebilen PGPR tiirlerinin konukg¢u bitkiler
tizerindeki iligkileri (Tailor and Joshi 2014).

PGPR Tiirii Konukguyla iliskisi ~ Konuk¢u Uriin ~ Referanslar
Azospirillum sp. Rizosferik Misir Garcia de
Salamone et al.
1996
Piring Malik et al.
1997
Bugday Boddey et al.

1986
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Cizelge 2.2. (devam)

Azoarcus sp. Endofit Siipiirge darist Stein et al. 1997
Azotobacter sp. Rizosferik Misir Pandey et al.
1998
Bugday Mrkovacki and
Milic 2001
Bacillus polymyxa Rizosferik Bugday Omar et al.
1996
Burkholderia sp. Endofit Piring Baldani et al.
2000
Gluconacetobacter sp.  Endofit Siipiirge darist Isopi et al. 1995
Seker kamisi Boddey et al.
2001
Herbaspirillum sp. Endofit Piring James et al.
2002
Stipiirge darist James et al.
1997

2.2.3.b. Fosfat ¢ozen bakteriler

Fosfor (P) bitki biiylime ve gelisimi i¢in en énemli temel makro besin elementlerinden
birisidir (Ehrlich 1990; Hayat et al. 2010). Fosfor toprakta 400-1,200 mg/kg ™
araliginda bulunmaktadir. Fosfor toprakta organik ve inorganik fosfat olmak tizere iki
farkli formda bulunmaktadir. Coziinmeyen fosfat bilesiklerini (hem organik hem de
inorganik) bitki tarafindan erisebilir bir bigime doniistiirmek bitki verimini artirmada
PGPR‘lar i¢in 6nemli bir 6zelliktir (Igual et al. 2001; Rodriguez et al. 2006). Toprakta
¢ozilinebilir fosfor konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir genelde 1 ppm’den daha azdir. Bitki
fosforu genellikle birka¢ farkli formda alir, fakat cok bliyiik bir kismi HPO, 2 veya
H,PO, * formlarinda alinmaktadir. Topraktaki fosfat miktarini1 sabitleme ve ¢okelme
olgusu togragin pH’sina ve toprak tipine baghdir. Yapilan arastirmalar neticesinde
organik fosfat kaynaklarinda topraga mikrobiyal fosfat salinimi gézlenmistir (McGrath
et al. 1995; Ohtake et al. 1996; McGrath et al. 1998; Rodriguez and Fraga 1999).

Pseudomonas, Bacillus ve Rhizobium cinslerine ait suslar en gii¢lii fosfat ¢ozenler
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arasinda yer alirken trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit gibi fosfatli bilesenlerin fosfat
kayaglarina gore daha fazla fosfat ¢oziinebilir substratlarinin oldugu goézlemlenmistir
(Arora and Gaur 1979; IHllmer and Schinner 1992; Halder and Chakrabarty 1993;
Rodriguez and Fraga 1999; Hayat et al. 2010).

Organik asit tiretimi Ozellikle glukonik asit tiretimi Pseudomonas tiirleri, Erwinia
herbicola, Pseudomonas cepacia, Burkholderia cepaci gibi bakteriler tarafindan mineral
fosfat ¢ozmede en sik goriilen ajanlardir (Rodriguez and Fraga 1999). Fosfat ¢ozebilen
suslar da tanimlanan bir baska organik asit ise Rhizobium leguminosarum (Halder et al.
1990), Rhizobium meliloti (Halder and Chakrabarty 1993) ve Bacillus firmus'da (Banik
and Dey 1982) ve tanimlanamayan diger toprak bakterilerinde bulunan 2-ketoglukonik
asittir (Hayat et al. 2010). Bacillus licheniformis ve Bacillus amyloliquefaciens
suslarinin  laktik, izovalerik, izobutirik ve asetik asitlerin karisimini irettigi
kesfedilmistir. Diger organik asitler, drnegin glikolik asit, oksalik asit, malonik asit,
siiksinik asit, sitrik asit ve propionik asit de mikrobiyal fosfat ¢oziiciileri olarak

tanimlanmistir (Banik and Dey 1982; Illmer and Schinner 1992; Chen et al. 2006).

Toprak ayrica bitki biiylimesi i¢in fosfat kaynagi olan ¢ok sayida organik substrat igerir.
Bu formdaki fosfatin bitki beslenmesinde kullanilabilmesi i¢in inorganik fosfata
hidrolize edilmesi gerekmektedir. Cogu inorganik fosfor bilesiginin minerilizasyonu
fosfataz (Fosfohidrolazlar) (Giigi et al. 1991; Rodriguez and Fraga 1999), fitaz
(Richardson and Hadobas 1997), fosfonoasetat hidrolaz (McGrath et al. 1998), D-a-
gliserofosfataz (Skraly and Cameron 1998) ve C-P liyaz (Ohtake et al. 1996) gibi
enzimler aracilifiyla gergeklestirilir. Cesitli fosfatazlarin misir, arpa ve bugday da
fosfataz aktivitesi; i¢ rizosferde ve nétr toprak pH’sinda onemli olgiide etkiledigi
gozlemlenmistir. Asit fosfatazlarin dnemli bir kismin1 eksprese eden toprak bakterileri
arasinda Rhizobium (Abd-Alla 1994), Enterobacter, Serrateia, Citrobacter, Proteus
(Thaller et al. 1995), cinslerinin suslar1 oldugu gibi Pseudomonas (Gtigi et al. 1991) ve
Bacillus (Skraly and Cameron 1998) cinslerini de igermektedir. Arthrobacter
ureafaciens, Phyllobacterium myrsinacearum, Rhodococcus erythropolis ve Delftia

tiirleri, organik asit salgilayarak besiyerinde 6nemli miktarda trikalsiyum fosfat ¢6zme
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kapasiteleri teyit edildikten sonra ilk kez 2006 yilinda Chen ve arkadaglar tarafindan
fosfat ¢ozen bakteri suslart olarak tanimlanmistir. Rhizobium ve simbiyotik olmayan
azot fikse edebilen Azobacter’lerin fosfat ¢oziiniirligii hakkinda daha fazla galisma
mevcuttur (Halder et al. 1990; Abd-Alla 1994; Chabot et al. 1996; Kumar et al. 2001;
Hayat et al. 2010). Nohut ve arpa bitkilerinde biiyiime ve fosfat miktarini arttirmak igin
Mesorhizobium mediterraneum susunun etkinligi kontrollii sartlar altinda fosfat
eklenmis ve fosfat eklenmemis toprakta degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak PECA21
susunun topraga trikalsiyum fosfat eklendiginde bitkilerde fosfor alinimini verimli bir
sekilde harekete gecirdigi gozlemlenmistir. Rhizobia suslarinin etkinligi topraga inokiile
edildiginde sadece fiksasyon potansiyeline dayandirilmamalidir, ¢linkii bu bakteriler
bitki gelisimini fosfat ¢ozliniirliigii dahil olmak {izere diger mekanizmalarla da

artirabilirler (Peix et al. 2001).

Rhizobium’un fosfat ¢6zme aktivitesi NaOH ilavesiyle ortamdan uzaklastirilan 2-
ketoglukonik asit ile iliskilidir ve bu organizmanin fosfat ¢6zme aktivitesi tamamen
ortamin pH’smi diisiirme kabiliyetinden kaynaklandigin1 gostermistir (Halder and
Chakrabarty 1993; Hayat et al. 2010). Bununla birlikte simbiyotik nodiil bakterilerinin
fosfat ¢Ozliniirliigiiniin ayrintili kimyasal ve molekiiler mekanizmalar1 arastirilmalidir.
De Freitas ve arkadaglar1 1997 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalarin sonucunda bitki
topraklarinin rizosferik kisimlarindan 111 sus izole etmisler ve bunlarin 9 tanesinin in
vitro’da fosfat ¢c6zme yeteneklerinin oldugunu gozlemlemislerdir. Tanimlanan suslardan
bazilar1 Bacillus bresvis, Bacillus megaterium, Bacillus polymxa, Bacillus sphaericus,
Bacillus thuringiensis ve Xanthomonas maltophilia fosfat ¢6zen bakteriler arasinda yer
almaktadir. Bunlara ek olarak; Bacillus ve Paenibacillus tiirleri topraga uygulanmis ve
bitkilerde fosfor miktarini arttirmistir (Van Veen et al. 1997). Fosfat ¢6zen bakterilerin
bitkiler lizerindeki yararli etkileri ¢evresel kosullara, bakteriyal suslara, konukcu bitkiye
ve toprak kosullarina baglidir (Sahin et al. 2004; Cakmake1 et al. 2006; Hayat et al.
2010). Mikroorganizmalarin trikalsiyum fosfatlar1 ¢6zmek i¢in kullandiklari en yaygin
mekanizma biyosentez yolu ile ortami asitlendirmek ve ¢esitli organik asitlerin serbest
birakilmasidir (Rodriguez and Fraga 1999; Igual et al. 2001; Delvasto et al. 2008; Hayat
et al. 2010).
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Fosfat ¢ozen bakterilerin genetik manipulasyonu bitki biiylime 6zelliklerini gelistirme
yetenegini arttirmanin bagka bir yoludur (Rodriguez and Fraga 1999). Bu hem mineral
hemde organik fosfat ¢éziinmesine dahil olan genlerin klonlanmasini ve bunun ardindan
secilen rizobakteriyel suslarda ekspresyonunu igermektedir (Rodriguez et al. 2006). Bu
cercevede fosfat alinimi ve tasimimi igin ilgili genleri belirlemek ve karekterize etmek

i¢in ¢esitli caligmalar yapilmistir (Rossolini et al. 1998; Shenoy and Kalagudi 2005).

Goldstein ve Liu 1987 yilinda gram negatif bir bakteri olan Erwinia herbicola’da
yapmis olduklar1 calismada fosfat c¢ozme silirecine katilan bir geni ilk kez
klonlamiglardir. Bu genin ekspresyonunda Eschericia coli HB101’de giberellik asit
tiretimine izin verilmis ve hidroksiapatiti ¢oziindiirme kabiliyeti kazandirilmistir. Yine
giberellik asit ve mineral fosfat ¢ozme tiretiminde yer alan bir bagka gen tiirii (gaby)
Pseudomonas’dan klonlanmistir (Babu-Khan et al. 1995). Dort biiyiik fosfat metabolik
enzimi i¢in genler arastirilmistir (Valverde et al. 1999).

Sitosolik GAPDH niikleer gen GapC tarafindan kodlanirken, kloroplastik GAPDH,
GapA ve GapB niikleer genleri tarafindan kodlanmaktadir. Niikleer GapN, sitozolik
GAPDHN'yi kodlar. PGK, niikleer gen pgk tarafindan kodlanir (Serrano et al. 1993). Bu
klonlanmis genler PGPR suslarinin genetik manipulasyonu i¢in 6nemli bir materyal
kaynagidir. Bazilar1 toprakta iyi performans gosterebilen asit fosfataz enzimlerini
kodlar. Ornegin Francisella tularensis’den izole edilen acpA geni pH’s1 6’da ve gok
cesitli substrat ozgiilliigii ile optimum aktiviteye sahip bir asit fosfatazi eksprese eder
(Reilly et al. 1996). Ayrica Morganella morganii’den izole edilen non-spesifik asit
fosfataz smif A (PhoC) ve sinif B (NapA) kodlayan genlerin daha sonra yapilacak
calismalarda 6nemli rol alacagina dair umut verici ¢alismalar yapilmaktadir (Thaller et

al. 1995).

Rizobakteriler arasinda yer alan Burkholderia cepacia’da fosfataz aktivitesini
kolaylastiran bir gen izole edilmistir (Rodriguez et al. 2000). Bu gen, ortamda ¢oziiniir
fosfatlarin yoklugunda sentezi gili¢lendiren ve hiicreye P tasinmasinda yer alabilen bir

dis zar proteinini kodlar. Ayrica 2 nonspesifik periplazmik asit fosfataz genlerinin
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(napD ve napE) klonlanmast Rhizobium (Sinorhizobium) meliloti bakterisinde
gerceklestirilmistir. Morganella morganii toprak bakterisinden alinan napA fosfataz
geni Burkholderia cepacia [S-16'ya aktarilmis, sus biyolojik giibre ve genis
araliklardaki konukg¢u vektorii olan PRK293 olarak kullanilmistir. Rekombinant susun

hiicre dis1 fosfataz aktivitesinde bir artis elde edilmistir (Fraga et al. 2001).

Bitkilerin fitatdan (inositoliin birincil kaynagi ve fosfatin biiylik miktarlarda depolanmis
formlar1 bitki polenleri ve tohumlarinda yer alir) dogrudan fosfor elde etme kabiliyeti
¢ok smirhidir. Bununla birlikte; Arabidopsis bitkilerine fitat uygulanmasinin sonucunda
genetik olarak fitaz geni ile degistirildiklerinde bu bitkide biiyiime ve fosfor beslenmesi
onemli derecede gelismistir. Isiya dayanikli Bacillus fitaz genleri (phy) DS11 (Kim et
al. 1998) ve Bacilllus subtilis VTT E-68013’den klonlanmistir (Kerovuo et al. 1998).
Escherichia coli’den asit fosfataz/fitaz genleri (appA ve appA2 genleri) izole ve
karakterize edilmistir (Rodriguez et al. 1999; Golovan et al. 2000). Notr fitaz genleri
Bacillus licheniformis'ten klonlanmistir (Tye et al. 2002; Hayat et al. 2010).

Rizosferik toprak | Rizosferik olmayan toprak :
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Sekil 2.1. PGPR tiirleri tarafindan topraktaki fosfor ¢éziinmesinin sematik gosterimi
(Goswami et al. 2016)
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2.2.3.c. PGPR tiirlerinin toprak streslerinin azaltilmasinda kullanim

Son yillarda, PGPR tiirlerinin stres altindaki kullanimi ile ilgili ¢ok ilging arastirma
sonuglar1 verilmistir. Ornegin; Glick ve arkadaslari 2003 yilinda yapmis olduklar
calismada Psedomonas fluorescence ve Pseudomonas putida gibi PGPR’larda farkli
stresler altinda bitki biiylimesi lizerindeki olumsuz etkilerini bakteriyal ACC deaminaz
tiretimi yoluyla hafifletebilecegini gostermistirler. ACC etilen iiretiminin 6n sartidir ve
stres kosullar1 altinda bitki biiylimesini ve tirtin verimini olumsuz etkileyen durumlarda
miktarlar artar. Dolayisiyla, etilen, stres de dahil olmak {izere farkli kosullar altinda
bitki biiylimesini diizenleyen stres hormonlarindan biridir. PGPR tarafindan ACC
deaminaz tretimi, etilen iretimi igin O6n sart olan ACC'yi NHj; ve o-ketobutirata
doniistiirebilir ve bdylece stres kontrol altina alinabilir. ACC deaminaz ayrica stres
altindaki kok gelisimini artirarak bitki gelisimini de etkiler. Toprak pH’s1, alt-optimal
kok bolgesi sicakligl ve agir metaller de dahil olmak iizere bitki biiylimesini ve iiriin
verimini etkileyen cesitli toprak stres faktorii vardir. Arastirmacilar; Rhizobium ile
baklagiller arasinda gergeklesen azot fiksasyonuna genistein gibi sinyal molekiillerinin
kullanilmasiyla farkli stres faktorlerinin olumsuz etkilerinin hafifletilebilecegini
kesfettiler. Genistein, Bradyrhizobium japonicum'daki nod genlerini aktive eden soya
fasulyesi gibi 6zel baklagil konukgu bitki tarafindan tiretilir (Miransari and Smith 2008;
Miransari 2011).

Nemli veya kuru iklim kosullarinda toprak o6zellikleri ¢ok fazla degisebilmektedir. Eger
suslar stres altindaki topraklardan izole edildiginde, PGPR’larin hafifletici etkileri bitki
bliylimesi lizerine artis gosterir. Eger suslar; tuzluluk, asitlik ya da kuraklia maruz
kalan topraklardan izole edilirlerse, stresi daha etkili sekilde hafifletebilirler (Daei et al.
2009; Jalili et al. 2009; Miransari 2011). Ayrica PGPR'nin stres altindaki bitki
gelisimini artirabilecegi diger mekanizmalar da vardir: a) kuraklik veya tuzluluk
stresinde osmolytes iiretiminin arttirilmasi, b) stres tiriinlerini katabolize edebilen bitki
antioksidanlarinin arttirilmis aktiviteleri, ¢) simbiyotik birliktelik sonucunda PGPR veya
bitki tarafindan farkli metabolitlerin tiretilmesi, d) stres altinda bitkilerin hayatta

kalmasina yardimci olabilen, 1-aminosiklopropan-l-karboksilat (ACC) deaminaz
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tiretimi, e) ¢oziinmeyen fosfat lirlinlerinin ¢éziinmesi f) siderofor iiretimi g) patojenlerin
inhibisyonu g) stres altinda K/Na gibi iyon oraninin ayarlanmasi (Chebotar et al. 2009;
Miransari 2011).

2.3. PGPR Tiirlerinin Biyostimulant Olarak Kullanim

Yeni yesil teknolojilerin gelisimi kimyasal biyostimulantlar iizerine pek ¢ok aragtirma
yapilmasina neden olmustur. Toprak verimliliginin siirdiiriilebilir  yonetimi,
konvensiyonel kimyasal giibrelerin kullanimindan kaynaklanan olumsuz etki ve
ekolojik tehditler goz oniine alindiginda biiyiik bir endise kaynagi olmaktadir (Wezel et
al. 2014). Bu bakimdan biyostimulantlar kimyasal giibrelerin yerini alabilecek alternatif
yontemleri olusturmaktadir. Biyostimulantlar bitki gelisimini arttirmak igin gesitli
maddelerden ve mikroorganizmalardan (mikrobiyal inokiilantlar, humik ve fulvik
asitler, yosun ekstratlari, protein hidrolizatlari, aminoasitler) olusurlar (Calvo et al.
2014; du Jardin 2015; Mire et al. 2016). Bu ajanlar mahsul verimini en az %5-10
oraninda arttirabilirler ve fertilizer (giibre) kullanim verimliligini en az %5-25 arasinda
katki saglamaktadirlar (European Biostimulants Industry Consortium 2011). 2012
yilinda biyostimulantlarin kiiresel pazari agirlikli olarak Avrupa’da yer alirken bu
alandaki pazar paymnin 2018 yilina kadar yillik %12°‘lik artigla 2,241 milyon Amerikan
dolarina ulagsmasi beklenmektedir (Calvo et al. 2014; Mire et al. 2016).

Biyostimulanlarin artan kullanimlarina ragmen ne diizenleyici makamlar ne de bilimsel
topluluklar tarafindan kabul goéren hi¢bir tanimi mevcut degildir. Bununla birlikte
Avrupa Birligi giibre mevzuatinin gozden gecirilmesi ile bir miktar ilerleme
kaydedilmistir. Bu c¢ercevede yapilan c¢alisma neticesinde bitki biyostimulantlari,
herhangi bir madde veya mikroorganizma, kullanictya verildigi formda bitkiler igin
uygulanan, tohum veya kok ¢evresinde bitki dogal siireglerini uyarmak amaciyla besin
kullanim verimliligini artirmast ve abiyotik streslere toleransli, besin igerigine
bakilmaksizin veya bu tiir maddelerin herhangi bir kombinasyonu ve bu kullanima

yonelik mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir (Traon et al. 2014; Mire et al. 2016).



22

PGPR tabanli biyostimulantlar, biyofertilizerlerin tarimsal kullanima yonelik 6nemli
bilesenleridir. Bu tirlinler uzun siiredir birgok {liretici tarafindan pazarlanmakta ve piring,
bugday, misir ve soya fasulyesi gibi gesitli tarla bitkilerine uygulanmaktadir. Bunlar
ayrica tropikal, subtropikal ve iliman meyveler ve sebzeler gibi bahge bitkilerine de
uygulanmaktadir (Pérez-Montaiio et al. 2014; du Jardin 2015; Mire et al. 2016). PGPR
tabanli biyostimulantlar bitki gelisimini uyarmak, bitki besin alimin1 ve abiyotik stres
toleransini arttirmak i¢in kullanimi kolay tarimsal araglar icerisinde yer almaktadir
(Walker et al. 2012; Hol et al. 2013). Ayrica konuk¢u bitkiler ile birlikte faydali
simbiyotik iligkiler kurarlar. Bazi PGPR tabanli biyostimulantlar bitkileri biyolojik
streslere karsi koruyacak biyokontrol aktivitelerine de sahiptirler (Bhattacharyya and
Jha 2012).

Biyostimulantlar tek bir PGPR tiirii, bir PGPR karisim1 veya PGPR ve PGPF (Bitki
gelisimini tegvik eden funguslar) karisimi temeline dayali olarak olusabilirler. Tek sus
triinleriyle karsilastirildiginda, fakli karisimlardan olusan biyostimulantlarin artan
genetik cesitlilik nedeniyle bos nislerin ¢oguna erisebilir ve kok bolgesine tek suslardan
olusan biyostimulantlara gore ¢ok daha hizli kolonize olabilirler. PGPR suslar1 karigimi
olan triinler farkli bitki gelisimi ve ¢evresel kosullar altinda daha genis bir potansiyel
patojen yelpazesiyle rekabet edebilmektedir. Buna ek olarak; yapilan son caligsmalar
neticesinde PGPR tiirleri mineralli giibreleri tamamlamakta kullanilir ve bdylece
kimyasal fertilizerlerin kullaniminda da oransal olarak diisis meydana gelmektedir.
Adesemoye ve arkadaglarinin 2009 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada PGPR suslari
olan Bacillus amyloliquefaciens IN937a ve Bacillus pumilus T4'iin arbuskiiler mikoriza
mantar1 Glomus intraradices susuyla birlikte kombine bir sekilde inokiilasyonunun
neticesinde giibre kullanim oranim1 %25 oraninda azalttigimi gostermistir. Bu
kombinasyon; bitki gelisimi, verimi ve besin alinimi1 bakimindan %100’lik fertilizer

(glibre) uygulamasi kadar etkilidir (Mire et al. 2016).

PGPR tiirlerinin bitki biiylimesini tesvik etme kapasitesi esas olarak ¢esitli bitki biiyiime
diizenleyicilerini liretme ve azaltma kapasitelerine dayanmaktadir. PGPR tiirleri

tarafindan tretilen fitohormonlar (oksinler, sitokininler, gibberellinler, etilen) ¢oklu
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bitki fizyolojik siireclerini (kok olusumu ve uzamasi, kok tiiyli olusumu) diizenleyebilir
(Calvo et al. 2014). Ornegin, Azospirillum, Bacillus, Rhizobium ve Enterobacter gibi
rizobakteriler, 1-amino siklopropan-1-karboksilat deaminaz salgilanmasi yoluyla bitki
stres hormonu olan etilen iiretimini azaltabilir ve boylece bitki biiyiime inhibisyonunu

onlemektedir (Bhattacharyya and Jha 2012).

Di1s kaynakli (egzojen) PGPR bilesikleri (ekzopolisakkaritler ve fitohormonlar) iceren
iirlinler toprakta spesifik yararli mikroplarin biiylimesini ve gelisimini arttirmak igin
gelistirilmistir (Marks et al. 2013). Bununla birlikte, PGPR tabanli iiriinlerin etkinligi
hala ¢esitli faktorlere baghdir. Bitki tiirleri ve gesitleri, toprak tipi, ¢evresel kosullar ve
ticari formiilasyonlar1 verimliligin 6nemli belirleyicileridir (Calvo et al. 2014). En iyi
PGPR fiiriinleri genelde konuk¢u bitkiye 6zgli yerel suslardan olusur, fizyolojik ve
genetik uyum i¢in i1yi bir kapasite gosterir ve ortak bir yasam ortaminda diger yerli
suslarla birlikte gelisirler (Reddy et al. 1999; Ogiitcii 2000; Mader et al. 2011; Aratjo et
al. 2013; Mire et al. 2016).

2.3.1. Bitki biiyiime tesvik edicilerinin iiretiminde PGPR kullanim

Bitki hormonlari, bitkinin ¢evresine haber verme yetenegine sahip kimyasal
habercilerdir. Hormonlar diisiik konsantrasyonlarda bile etkilerini gosterebilen organik
bilesiklerdir ve genellikle bitkinin bir bolgesinde sentezlenir ve baska bir bolgesine
taginarak etkilerini gosterirler. Bu sekilde 6zel hedef dokularla etkilesime girerek
biiyiime ya da meyve olgunlagmasi gibi fizyolojik cevaplara neden olurlar. Her bir
cevap genellikle iki ya da daha fazla hormonun birlikte hareket etmesi sonucunda
olusur. Ciinkii hormonlar bitki biiylimesini tesvik ya da inhibe ederler ayrica bir¢ok
botanik¢i tarafindan bitki biliyiime diizenleyicileri olarak adlandirilmislardir.
Botanikg¢iler hormonlari; oksinler, gibberellinler, etilen, sitokininler ve absisik asit

olmak tizere 5 ana grup altinda toplamiglardir.

Indol-3- asedik asit (IAA), fitohormon grubunun bir {iyesidir ve genellikle oksinlerin en

gereklileri olarak tanimlanmistir. Bitki gelisiminin diizenlenmesinde organogenezi,
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yonelimsel cevaplar1 (tropic responses) kapsayan hiicre genislemesi, bdliinme,
farklilasma ve gen regiilasyonu gibi hiicresel cevaplarda 6dnemli sinyal molekiilii rolii
istlenmektedir. Farkli bakteri tiirleri, 6nemli bir fitohormon olan IAA’y1 liretme
yetenegine sahiptirler. IAA iireten bakteriler ile bitkiler arasindaki etkilesimler bitkiler
acisindan patogenezisden fitostimulasyona kadar ¢ok gesitli olgularin ortaya ¢ikmasina

sebep olur (Ryu and Patten 2008; Ashrafuzzaman et al. 2009).

Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirma neticesinde IAA fitohormonunun
bakterilerdeki sinyal molekiilii ilizerinde Onemli bir roliiniin oldugu gorilmiis ve
bakteriyel fizyolojiyi de etkiledigi sonucuna varilmistir. Toprak ve saf kiiltiirler
icerisindeki saf oksinlerin sentezini iceren ¢ok sayida toprak mikroflorasi vardir.
Rizobakteriler tarafindan sentezlenen potansiyel oksinler etkili PGPR tiirlerini
arastirmada 6nemli bir arac¢ olarak kullanilmaktadirlar. Oksin, giberellin ve sitokinin
gibi fitohormonlarin {iretimi ile PGPR tiirleri bitki biiyiime ve gelisimini
etkilemektedirler. Oksinlerin bitki fideleri iizerine olan etkileri konsantrasyonlarina
baglidir. Diisiik konsantrasyon da biiylimeyi tesvik ederken, yiiksek konsantrasyonda ise
inhibe edebilmektedir. Farkli bitki fideleri degisken oksin konsantrasyonuna ve
mikroorganizma tiirlerine farkli yanit vermektedirler. Toprakta yliksek miktarda oksin,
IAA vb. hormonlan iireten bakteri suslari bugday ekininin biiyiimesi ve maksimum
verim artsina sebep olur. Hatta diisiik miktarda IAA ireten suslarda da bitki gelisimini
tesvik etmektedir. En Onemli aktif IAA Tretici cinsler arasinda Rhizobium,
Microbacterium, Sphingomonas ve Mycobacterium cinsleri yer almaktadir. Bunlara
ilaveten Bacillus ve Pseudomonas biyostimulant cinsleri de bu suslar arasinda
sayilabilir (Arshad and Frankenberger 1991; Sarwar and Frankenberger 1994; Barazani
and Friedman 1999; Khalid et al. 2004; Ahmad et al. 2005; Mandal et al. 2007;
Spaepen et al. 2007).

Yine bazi mikroorganizmalar oksini L-triptofan gibi uygun bir dncii madde varliginda
tretirler. B. amyloliquefaciens FZB42’de meydana gelen IAA iiretimi, triptofan artis1 ile
meydana gelmektedir. Tien ve arkadaslart Azospirillum’un triptofana maruz kaldiginda

oksin iiretebilecegini gostermislerdir (Tien et al. 1979; Idris et al. 2007).
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2.3.2. PGPR tiirleri tarafindan iiretilen fitohormonlar

Bilinen en yaygin fitohormon siniflari; oksinler, giberellinler, sitokininler, etilen, absisik
asitlerdir. Rizosfer bakterileri bu hormonlari iiretme potansiyeline sahiptir (Goswami et
al. 2016). Bu fitohormonlar bitkilerin hiicre biiyiimesi, boliinmesi, koklerdeki

simbiyotik ve simbiyotik olmayan biiyiime gibi siire¢lerde aracilik edebilmektedirler.

2.3.2.a. Indol-3-asedik asit (IAA)

Fitohormonlar, 6zellikle oksinler bitki gelisiminin ve biiyiimesinin birka¢ asamasini
kontrol ederler. Hiicre genislemesi, hiicre boliinmesi, doku farklilasmas1 ve apikal
dominansi oksinlerin bitkilerin gelisimi ve biiyiimesindeki en belirgin belirtileri
arasinda yer almaktadir. Mikrobiyal sentez ve oksinlerin bitki tizerindeki temel
mekanizmastyla ilgili yogun bir sekilde arastirma yapilmaktadir. Oksin, Indol-3- asedik
asit (IAA), birka¢ PGPR susu tarafindan iiretilen 6nemli bir fitohormon olmakla birlikte
IAA iireten rizobakterilere uygulanmasinda bitki bliylimesini artirdig1 iyi bilinmektedir
(Vessey 2003; Goswami et al. 2016). Oncelikle, IAA’in bitkilerde hem hizli (hiicre
uzamasinda artis) hem de uzun vadeli (hiicre boliinmesi ve farklilagsmasi) tepkileri
uyardig1 bilinmektedir. Uzun siire IAA ile muamele edildiginde bitkinin koklerinde son
derecede 1yi bir gelisim oldugu gozlemlenmistir. Bu durum ise bitkinin daha iyi besin
maddelerini almasmma ve sonug¢ olarak bitkinin genel olarak biiylimesine yardimci

olmaktadir.

Rizosferdeki bakteri florasinin yaklasik %80°ni IAA iiretebilmektedir ve bdylece; bu tip
mikroorganizmalarin tarla uygulamalarinda kullanilmasi bitkinin igsel olarak [AA
seviyesini artirarak bitki biiylimesinde belirli bir etkiye sahip olmaktadir. Oksinlerin
biitiin bitkiyi etkiledigi bilinmektedir. Ancak PGPR tiirleri rizosferde IAA {iretmektedir
ve bitki kokleri tarafindan {iretilen IAA, PGPR tiirleri tarafindan iiretilen IAA’e
nispeten daha etkilidir ve bu nedenle bitki kokleri daha ¢ok etkilenmektedir (Goswami

et al. 2016).
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Rizobakteriler tarafindan salgilanan IAA, kok sistemindeki biiylikligi ve agirligi,
dallanma sayisi, topraga temas eden yiizey alamin1 biliylikk oranda artirarak
etkilemektedir. Biitiin bu degisiklikler toprakta meydana gelen besin degisimleriyle
ilgili arastirmalarin artisina neden olur ve boylelikle bitkilerin besin havuzu ve biiyiime
kapasitesini gelistirir (Gutierrez-Manero et al. 2001). Farkli PGPR’lar IAA sentezi igin
farkli metabolik yollara sahiptir. IAA bitki ile iligkili mikroplar vasitastyla L-Triptofana
bagimli veya bagimsiz yollarla sentezlenir ve 3 L-Triptofana bagimli yol (yolak) olarak
bilinmektedir. Bu PGPR’larin ¢ogu L-Triptofan kullanmakta ve IAA iiretiminde bir
oncii madde olarak kok eksiidalarinda salgilanmaktadir. L-Triptofana bagimsiz yollarla
IAA iireten ¢ok az yol (yolak) bilinmektedir, bu yolla IAA iireten en cok c¢alisilan
organizmalardan biri Azospirillum brasilense’dir. Bununla birlikte, bu yolla IAA sentezi

icin kullanilan kesin yol (yolak) ve enzimler hala bilinmemektedir (Jha et al. 2012).

2.3.2.h. Sitokininler

Sitokininler mikroorganizmalar tarafindan tretilen bir bagka bitki fitohormonu smifini
temsil etmektedirler (Persello-Cartieaux et al. 2013). Frankenberger ve Arshad 1995
yilinda ayrintili bir sekilde oksinlerin, sitokininlerin, giberellinlerin ve absisik asitlerin
bitkilere uygulandiklarinda bitki biiylimesini ve verimini artirdigini gézlemlemistirler.
Indol asedik asite benzer bir sekilde sitokininlerin dis kaynakli olarak bitkilere
uygulandiginda; hiicre boliinmesini artirmasina, kok tiiylerinin olusumundaki artisa, kok
uzamasindaki azalisa, silirgiin olusumlarina ve diger fizyolojik tepkilere cevap

vermektedir (Goswami et al. 2016).

Cesitli bitkiler ile iligkili mikroplarda sitokinin iiretimi iyi bir sekilde karakterize
edilmistir. Pseudomonas, Azospirillum ve Bacillus gibi farkli cinslere ait olan bu
organizmalar arpa, kanola, fasiilye ve Arabidopsis gibi ¢ok sayida bitki tiirinden izole
edilmistir. Ortiz-Castro, Valencia-Cantero, and Loépez-Bucio 2008 yilinda yapmis
olduklar1 g¢alismalarinin sonucunda A. Thailana ve P. vulgaris fidelerinin sitokinin
tiretimi yoluyla biiylimesini tesvik eden Bacillus megaterium susunu tanilamislardir.

Bununla birlikte; Proteus, Klebsiella, Escherichia, Pseudomonas ve Xanthomonas diger
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farkli bakteri cinslerinin de sitokinin iiretme kabiliyetine sahip oldugu bilinmektedir

(Alexandre et al. 1996; Goswami et al. 2016).

En yaygin bulunan sitokinler adenin tipi olanlardir, bunlarda N6 pozisyonundaki adenin
zeatin gibi bir izoprenoit veya kinetinde oldugu gibi bir aromatik yan halkayla yer
degistirmektedir. Zeatinler tRNA yolagi ve adenozin monofosfat (AMP) yolag1 olmak
tizere iki farkli yolak tarafindan sentezlenmektedir. tRNA yolaginda zeatin, izopentenil
tRNA’larin geri doniistiirtilmiis bir Uriintidiir. AMP yolagindaki zeatin ise izopentenil
vericisi dimetilaldifosfat (DMAPP) ve AMP, adenozin difosfat (ADP) veya adenozin
trifosfat izopentenil transferazlar vasitasiyla sentezlenmektedirler. Zeatin bir sitokinin

tirtidiir. PGPR’lar tarafindan yaygin olarak tiretilmektedir (Goswami et al. 2016).

1970’1 yillarin basindan beri sitokininlerin mikroorganizmalar tarafindan {retildigi
arastirmacilar tarafindan kanitlanmistir. Philip ve Torrey 1972 yilinda yapmis olduklar
caligmalarin neticesinde R. leguminosarum ve B. japonicum 61A68 kiiltir
filtratlarindaki sitokinin benzeri maddeleri rapor etmis olup daha sonra bu maddeler
zeatin olarak tanimlanmislardir. Upadhyaya, Letham, Parker, Hobart ve Dart 1991
yilinda Rhizobium suslari olan ANU 240 ve IC 3342 {izerinde yapmis olduklari
calismanin sonucunda bu suslarda 6nemli miktarlarda izopenteniladein (IPA) ve zeatin
tiretiminin oldugunu gostermislerdir. Garcia de Salamone, Hynes ve Nelson 2001
yilinda yapmis oldugu caligmada ise sitokininlerin {retimi ile bugday ve turp
bitkilerinde Pseudomonas G20-18'in biiyiime destekleyici etkisini bildirmiglerdir. Daha
sonra 2011 yilinda; Karnwal ve Kaushik P. fluorescens AK1 ve P. aeruginosa AK2’nin
izopenteniladenin (IPA), dihidroksietazin ribozid (DHZR) ve zeatin ribozid (ZR)
tiretimini ve piring fideleri lizerindeki biiyiimeye olan katkisini gostermislerdir. Yapilan
caligmalarin neticesinde bugiine kadar bitkilerde 30'dan fazla farkli biiylimeyi tesvik

eden sitokinin bilesigi bulunmustur (Goswami et al. 2016).

2.3.2.c. Giberellinler

Giberellinler 136 farkli yapisal molekiilden olusan biyiik bir fitohormon grubudur.
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Yiiksek bitkilerde tohum ¢imlenmesi, kok uzamasi, ¢iceklenme ve meyve verme gibi
bir¢ok gelisim asamasini etkileyen bir bitki hormonu grubudur. Bugiine kadar bir¢ok
bitki, bakteri ve fungus tiirtinden ¢ok sayida giberellin tanilamalar1 yapilmistir. Bunun
yanisira giberellin iireten, bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler de tanilanmistir.
Bacillus suslari tarafindan giberellinlerin iiretimi nadir olarak goriilmektedir ve
giberellin iiretebilme yetenegine sahip bilinen suslart B. pumilus ve B.licheniformis 1tir.
Bu biiylime diizenleyici sinifin ortak yapisi 15-20 karbonlu bir iskelettir. Giberellinlerin
belirgin etkisinin nedeni; bu hormonlarin bitki kdklerinden toprak iistii kisimlarina
dogru yer degistirebilmesidir. Bu kisimlardaki etkiler dikkate degerdir ve ayrica
bakteriler oksin iirettiginde toprak iistii kisimlardaki biiyiimeyi kolaylastirmak ve besin

maddesi temini i¢in kok sistemini uyarmaktadir (Goswami et al. 2016).

Fizikokimyasal yontemleri Kkullanarak bakterilerde gibberellin karekterizasyonunu
Atzorn ve arkadaslart tarafindan 1988 yilinda rapor edilmis olup, R. meliloti
gnotobiyotik kiiltiirlerinde GA1, GA4, GA9 ve GA20’nin varligimi ortaya koymuslardir.
Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektroskopisi gibi acik fizikokimyasal yontemleri
kullanarak Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Azospririllum ve
Bacillus tiirlerinde teyit edilmistir. Giberellerin tanilanmasi ve miktar belirlenmesi;
Spektroskopi, yiiksek performansli ince tabaka kromotografisi, HPLC vb. yontemlerle

miimkiin olabilmektedir (Goswami et al. 2016).

Funguslarda ise genel olarak yiiksek bitkilere benzer bir yolak izlenmekte olup buna
ragmen farkli enzim ve genlere sahiptirler. Bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler
tarafindan iiretilen giberellinlerin bitki iizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir
ancak bakterilerde oldugu gibi tohum ¢imlenmesinde kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalarin neticesinde giberellin iireten funguslarin fitopatojen oldugu bildirilmektedir

(Goswami et al. 2016).

2.3.2.d. Etilen

Etilen, ¢ok cesitli biyolojik aktivite igeren essiz bir fitohormondur. Bu hormon, kok
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uzamasini meyvelerin olgunlasmasi, yapraklarin dokiilmesi gibi bitki gelisimi ig¢in
anahtar rol {stlenen birgok gelisim siirecini uyarmaktadir. Yapilan c¢aligmalar
neticesinde etilenin bir senesens hormonu olarak siniflandirilmasinin nedeni bu
hormonun yiiksek konsantrasyonlarda salgilanmasinda bitki biliylimesini engelleyici
roliinden kaynaklandig1 sonucuna varilmistir. Etilen yliksek konsantrasyonlarda yaprak
dokiilmesi, kok ve govde bliylimesinin engellenmesi gibi hiicresel siiregleri uyararak
bitkilerde erken yaslanmaya sebep olmakla birlikte tarim iirlinleri iizerinde olumsuz

yonde etki gostermektedir (Goswami et al. 2016; Odoh 2017) .

Bitkiler; kuraklik, soguk, sel baskinlari, patojen enfeksiyonlar1 ve agir metallerin varligi
gibi cesitli gevresel streslere maruz kalma durumuna tepki olarak etilen fitohormonun
oncti maddesi olan 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) sentezlemektedir. Stres
kosullar1 altinda {iretilen yiiksek etilen seviyeleri, kok uzamasi veya baklagillerdeki azot
fiksasyonu gibi siire¢leri durdurarak erken yaslanmaya neden olmaktadir (Goswami et

al. 2016; Odoh 2017) .

Rizosferdeki ACC'nin PGPR tiirleri tarafindan kullanilmasi bozulma dongiisiinii
kisaltabilir ve cevresel strese dayanabilecek saglikli bir kdk sistemini yeniden
olusturabilmektedir. Ayrica, ACC deaminaz iireten ve IAA sentezleyen bitki gelisimini
tesvik eden bakterilerin, bitki biliylimesini kolaylastirabilecegi bircok caligmada
gosterilmektedir. ACC deaminaz enzimi rizobakterilerin temel mekanizmasini
olusturmakla birlikte etilenin degradasyonunda kullanilabilmektedir. Acinetobacter,
Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia ve Rhizobium cinsleri etilen
degradasyonunda kullanilan PGPR tiirleri arasinda yer almaktadir. Ornegin; PGPR
ACC deaminaz aktivitelerinin Brassica napus iizerinde yapilan ¢alismalarda bu bitki

tizerinde hayati dneminin oldugu tespit edilmistir (Goswami et al. 2016; Odoh 2017).
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Tohum Etilen
cimlenmesi Nodil olusumu
Yaprak Yaprak dokiilmesi
Senesenst Stres tepkisi
Meyve
olgunlasmasi Ciceklenme Kok olusumu, uzamasi
ve dallanmasi

Yiiksek konsantrasyon da erken yaslilik ile birlikte kok ve
gdvde biiyiime inhibisyonu

Sekil 2.2. Etilen fitohormonun bitkiler tizerindeki etkileri (Vejan et al. 2016)

Cizelge 2.3. PGPR tiirleri tarafindan iretilen fitohormonlar (Bhattacharyya and Jha
2012)

Hormon Uretimi ~ PGPR Susu Konukgu Referans
Bitki
IAA iiretimi Aeromonas veronii Piring Mehnaz et al. 2001
Agrobacterium sp. Marul Barazani and
Friedman 1999
Alcaligenes piechaudii Marul Barazani and
Friedman 1999
Azospirillum brasilense Bugday Kaushik et al. 2000
Bradyrhizobium sp. Turp Antoun et al. 1998
Comamonas acidovorans Marul Barazani and
Friedman 1999
Enterobacter cloacae Piring Mehnaz et al. 2001
Rhizobium leguminosarum Turp Antoun et al. 1998
Sitokinin Paenibacillus polymyxa Bugday Timmusk et al.
1999
Pseudomonas fluorescens Soya Garcia de Salamone
fastilyesi et al. 2001
Rhizobium leguminosarum Marul Noel et al. 1996
Giberellin Bacillus sp. Kizil agag ~ Gutierrez-Manero

tohumu et al. 2001
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2.4. PGPR Tiirlerinin Biyoprotektant Olarak Kullanimi

PGPR tiirleri bitki rizosferinde ve toprakta dogal olarak bulunan bitki patojenlerine
kars1 biyolojik kontrolde onemli bir rol oynamaktadir. Bu tiirler bakteri, fungus ve
nematod hastaliklarin1 genis bir spektrum araliginda baskilayabilmektedir. PGPR tiirleri
ayrica viral hastaliklara kars1 da koruma saglayabilmektedir. Boylece bitki hastaliklarina
kars1 onlem olarak PGPR kullanimi diinyanin bir¢ok bolgesinde yaygin bir uygulama
haline gelmistir. Buna ragmen bitki patojenlerinin O6nemli bir sekilde kontroli
laboratuvar ve sera caligmalarinda gosterilse de arazi uygulamalarinda alinan sonuglarda

istikrar saglanamamaistir (Siddiqui 2006).

PGPR tiirleri iizerine yapilan c¢aligmalar neticesindeki son gelismeler; bu tiirlerin
cesitliligi, kolonize olma yetenekleri, etki mekanizmalari, formiilasyonlar1 ve bitki
patojenlerine kars1 giivenilir biyokontrol ajanlar1 olarak kullanilma sanslarini
arttirmaktadir. Rizobakterilerin bazilar1 ayrica hasereyle miicadele etmede de
kullanilmaktadir. PGPR tiirlerinin tarimda en biliyllk uygulamalar1 arasinda
biyofertizilizasyon ve patojenlere karsi biyolojik kontrol uygulamalari vardir. Lolium
perenne’nin rizosferinden izole edilen bakteriler bitki biiylimesini tegsvik eden bakteriler
ve biyokontol ajanlar1 olarak kullanilabilmektedir. Biyolojik kontrol potansiyelli
rizobakterilerin en 6nemli grubunu Pseudomonas’lar olusturmakta ve bu grubun alt
tiirleri tarim topraklarindan yaygin olarak bulunmaktadir. Pseudomonas’lar biyokontrol
ve bliylime destekleyici ajanlar gibi bircok ozellige ayni anda sahip olabilmektedir.
(Kremer and Kennedy 1996; Shoebitz et al. 2007).

Bu tiirlerin; in vitro ortamlarda hizli bir sekilde gelismeleri ve birlikte {iremeleri, hizli
bir sekilde kok ve tohum salgilarini kullanabilmeleri, rizosferde hizla kolonize olmalari
ve iremeleri, biyoaktif metabolitleri genis bir spektrumda iiretmeleri (antibiyotikler,
sideroforlar, ugucu maddeler, biiyiimeyi tesvik eden maddeler 6rnek verilebilir), diger
mikroorganizmalarla rekabet etmeleri ve cevresel streslere uyum saglamalari bu
ozelliklerinden bazilaridir. Bu bilgilere ek olarak Pseudomonas’lar toprak kokenli

patojenlere kars1 dogal baskilayicilardir. Biyokontrol ajanlart olarak Pseudomonas’larin
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en zayif noktasi dinlenme sporlart (resting spores) iiretmede yetersiz oluslaridir
(Bacillus spp. tiirlerinin ¢gogunda oldugu gibi) ve bu durum ticari kullanim i¢in bakteri
formiilasyonunu zorlastirmaktadir. Toprak kaynakli bitki hastaliklarinin etkin bir
sekilde yok edilmesi i¢in bitki biliyliime tesvik edici olan Fluorescent pseudomonas alt
tirleri de bir diger 6nemli grubu olusturur (Weller 1988; Weller et al. 2002; Weller
2007).

F. pseudomonas ¢esitli biyokontrol ajanlar1 arasinda fitopatojen kontrolii i¢in birgok
mekanizmayla donatilmistir ve bitki biiyiime gelisimi i¢in yaygin olarak kullanildig:
gibi bir¢ok biiyiime tesvik hormonlari, hidrojen siyanid, katalaz, cesitli sideroforlar,
antibiyotik tretirler ve fosfat ¢o6zebilirler. Pseudomonas fluorescens MSP-393
rizobakterisi kiy1r ekosistemlerindeki tuzlu topraklarda yetisen piring igin etkin bir
biyokontrol ajani olarak kullanilmaktadir. Garhvali’den izole edilen soguga dayanikli P.
Fluorescens’in bezelyede potansiyel biyokontrol ajani olarak bitki biiyiimesini tesvik

etmede rol oynadigi bilinmektedir (Negi et al. 2005; Paul et al. 2006).

2.4.1. Hidrojen siyanid (HCN) iiretiminde PGPR kullanimi

Yabani otlar icerisinde biyokontrol ajani olarak goérev Yyapan rizobakterilerden
Deleterious rhizobacteria (DRB), bitki gelisimini baskilamak i¢in kok yiizeyinde
kolonize olabilmektedir. Bircok DRB bitkiye 6zgiidiir. Bu bakteriler tarafindan tiretilen
siyanid, toksik 6zelliklere sahip zararl1 bir kimyasaldir. Buna ragmen siyanid metabolik
bir inhibitér olarak rol alir. Bakteri, fungus, alg, bitki ve bocekler gibi ylizlerce
organizma tarafindan avlanmayi ve rekabeti 6nlemek i¢in sentezlenir ve salgilanirlar.
Konukgu bitkiler genel olarak siyanid tireten bakteri suslarinin inokiilasyonundan
olumsuz etkilenmezler ve konukcuya 6zgili rizobakteriler biyolojik yabani ot ajanlar
olarak gorev yapmaktadirlar (Suslow and Schroth 1982; Schippers et al. 1987; Zeller et
al. 2007).

Rizosferde Pseudomonas’lar tarafindan yaygin olarak tiretilen bir diger 6nemli sekonder

metabolit ise hidrojen siyaniddir. Bu da kok metabolizmasina ve gelisimine etki eden
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negatif bir gaz olarak bilinmektedir. Yabani otlarin biyolojik kontrolii i¢in ¢evresel
olarak uyumlu bir potansiyel mekanizmadir. Pseudomonas tiirlerindeki biyokontrol
metabolitleri, ¢evresel kirleticiler, HCN {iretiminin farkliliklarina gore yapilan
smiflandirmada, rizosferde Pseudomonas (%88.89) ve Bacillus (%50) benzerliginin
oldugu tespit edilmistir (Schippers et al. 1990; Ahmad et al. 2005; Charest et al. 2005;
Heydari et al. 2008).

2.4.2. Siderofor iiretiminde PGPR kullanimi

Demir biitiin canli organizmalarda temel gelisim elementidir. Toprak habitatlarinda ve
bitki yiizeylerinde demir eksikligi biyolojik olarak rekabeti tetiklemektedir. Demir
yoniinden fakir topraklarda bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler diisiik molekiil
agirlikli siderofor olarak adlandirilan bilesikler iiretirler ve demir iyonunun alinimi i¢in
rekabet ederler. Sideroforlar; bakteri, fungus ve bitkiler gibi mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan yiiksek afiniteli kiiciik demir selat bilesenleridir ve yunancada
demir tasiyicilart anlamma gelmektedir. Bircok siderofor ribozomal olmayan
peptitlerden olusur ve bunun sonucu olarak ¢ogunun biyosentezi bagimsiz
gerceklesmektedir. Sideroforlar ayrica bazi patojenik bakterilerde demir aliniminda ¢ok
6nemlidirler. Bu molekiiller Fe*® baglayicilar1 arasinda en giiglii grup olarak yer
almaktadir ve bunlarin arasinda Enterobactin en iyi bilinenidir. Siderofor iireten
izolatlarin ayrim1 Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) teknigine
gore gergeklesmektedir. izolatlarin ¢ogu gram negatif bakterilerin ierisinde yer alan
Pseudomonas ve Enterobacter cinslerindendir. Gram pozitif bakterilerde ise siderofor
tiretiminin Bacillus ve Rhodococcus cinsleri tarafindan yapildigi gézlemlenmistir
(Neilands 1952; Loper and Henkels 1997; Raymond et al. 2003; Challis 2005; Miethke
and Marahiel 2007; Tian et al. 2009).

pH dahil olmak iizere, demir seviyesi, demir iyonlarinin farkli formlari, diger iz
elementlerin varliginda yeterli miktarda azot, karbon ve fosfor siderofor sentezini
modiile eden sayisiz ¢evresel faktdrlerdendir. Bakteri gelisiminin yam sira siderofor

tiretimi de; (NH4)2,SO4 ve amino asitler tarafindan uyarilir. Bununla birlikte optimum
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siderofor iiretimi lire varliginda elde edilir. Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler
tarafindan {iretilen sideroforlar “Krom Azurol S Analizi” vasitasiyla konvensiyonel
olarak tespit edilir (Cattelan et al. 1999; Duffy and Défago 1999; Sayyed et al. 2005;
Sarode et al. 2007; Avsar 2017). Bu test sideroforlardan bagimsiz olan genel bir
analizdir. Sideroforlar ¢esitli fungus ve bakteriler tarafindan iiretilmektedir ve genellikle
demir iyonu sellat ligandlar1 yonilinden siniflandirilirlar. Sideroforlarin biiyiik gruplari
arasinda fenolatlar, hidroksamatlar ve karboksilatlar (6rnegin; sitrik asit tiirevleri) yer
alir. Toprak bakteri izolatlarindan Azotobacter vinelandii MAC529 ve B. cereus UW85
siderofor tiretmektedirler ve bu bakteriler zirai verimi arttirmak igin etkili PGPR tiirleri
olarak kullanilmaktadir. Cay bitkisinin rizosferinde yer alan Bacillus megaterium
siderofor iiretebilmektedir ve boylece hastalik siddetini azaltarak bitkinin biiylimesini
tesvik eder. Seker kamisi (Saccharum sp.) ve cavdar otunun (Lolium perenne)
endorizosferinden izole ve karakterize edilmis olan E.coli’nin maksimum seviyede
siderofor Ttirettigi ve bitkilerin gelisimine yardimci oldugu bulunmustur (Kloepperr

1980; Husen 2003).

2.4.3. PGPR tiirlerinin antifungal aktivitesi

PGPR tiirleri fitopatajenlerin proliferasyonunu engelleyerek bitki gelisimini arttirir ve
dolayisiyla bitki gelisimini desteklemis olurlar. Baz1 PGPR tiirleri antifungal antibiyotik
sentezlerler. Ornegin; P. fluorescens tarafindan iiretilen 2.4-diasetil floroglusinol
fitopatojenik funguslarin gelisimini inhibe eder. Fusarium alt tiirleri tarafindan firetilen
fusarik asid PGPR tiirleri tarafindan ayristirilir ve bu sekilde antisolgunluk ajani olarak
kullanilir ve patogenezi Onler. PGPR tiirlerinin bir kismi ayrica fungal hiicreleri
pargalayabilecek enzimler iiretebilmektedir. Ornegin; Pseudomonas stutzeri tarafindan
tiretilen kitinaz ve laminarinaz Fusarium solani’nin misellerini pargalar (Mauch et al.

1988; Nowak et al. 1994).

Son yillarda P. flourescent tiirlerinin rizosferde kolonize olma yeteneklerinden dolay1
onemli tarimsal mantar hastaliklarina karsi potansiyel biyokontrol ajani olarak

kullanilmasi tavsiye edilmistir. Tiitiin bitkisinin kok ¢lirliimesinde, nohutta ve bugdayda
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kok ciirimesinde, seker pancarinda meydana gelen hastaliklara karst birgok tarimsal
triinde kullanilmaktadir. P. flourescent ayrica piring ve seker kamisi rizosferinde
Rhizoctonia bataticola ve Fusarium oxysporum’a karsi giiglii bir antifungal aktivitiye
sahiptir. Yine nohut rizosferinde fitopatojenik funguslara karsi in vivo ve in vitro
kosullarda Pseudomanas tiirlerinin antagonistik etkilere sahip olduklar1 gézlemlenmistir
(Gaur et al. 2004; Reddy and Rao 2009).

2.4.4. Patojenlerin Kontrolii

Toprak mikroorganizmalari, toprak cevresini etkileyen cok cesitli biyokimyasallar
tiretirler. Toprak patojenlerinin biiylimesini ve aktivitelerini olumsuz etkileyen canli
gruplar1 arasinda toprak bakterileri ve toprak funguslari yer almaktadir. Ornegin
PGPR’lar toprak patojenleri iizerinde olumsuz etkilere neden olabilecek hidrojen
siyaniiric (HCN) iiretirler. Buna ek olarak; toprak mikroorganizmalar1 bitki direng
sistemini tesvik ederek patojenlere karsi bitki direngini artirabilir (Principe et al. 2007;
Jalili et al. 2009; Miransari 2011). Rizosferdeki toprak mikroplarinin varligi ve farkli
bilesiklerin tiretimi bitki biliylimesini ve direng sistemini uyarabilir. Bu bitki genlerinin
expresyon yoluyla; patojenlere karsi bitki direncini etkileyen bazi iirlinler veya kok
eksiidalar1 tretebilir. Boylelikle toprak mikrobiyal popiilasyonunu ve rizosferdeki
aktivitelerini etkileyebilmektedir (Principe et al. 2007). Ornegin; Ryu ve arkadaslarinin
2003 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada bitkilerdeki sistemik direng¢ indiiksiyonun
Bacillus tiirleri varliginda biitanediol ve asetoinin de dahil oldugu gesitli ucucu

bilesenlerinin iiretimi yoluyla uyarildigini géstermistirler.

Genellikle, Pseudomonas ve Bacillus tiirleriyle iliskili olan PGPR‘larin toprak

patojenleri iizerindeki olumsuz etkileri asagida gibi siralanmustir:

1) Antibiyotik bilesiklerinin iiretimi (HCN, pirolnitrin, floroglusinol, fenazin,
pyoluteorin ve halkali lipopeptidler) 6rnegin elektron taginimini inhibe edebilen,
2) Bitki sistemik direng indiiksiyonu,

3) Patojenlerin bitki biiylimesini baskisi altina alma kabiliyetlerine miidahale etmek
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Ornegin; patojenler tarafindan iretilen tercih edilmeyen degradasyona sebep olan
tiriinler vasitasiyla gergeklesmektedir (Haas and Défago 2005; Miransari 2011; Qin et
al. 2011).

2.4.5. PGPR tiirleri tarafindan Kitinaz ve glukanaz iiretimi

Biyokontrol ajanlar tarafindan, toprak kaynakli patojenlerin kontrol altina alinabilmesi
icin kullanilan en 6nemli mekanizmalar arasinda hiicre duvarini pargalayan enzimlerin
tiretimi yer almaktadir. PGPR tiirleri tarafindan salgilanan B-1,3-glukanaz, kitinaz,
seliilaz ve proteaz gibi hiicre duvarin1 pargalayan enzimler, mantar patojenlerinin hiicre
duvarin1 pargalayarak mantar hifleri gelisimi iizerinde dogrudan etki yapmaktadir.
Kitinaz, fungal hiicre duvarinin ana bilesenini olusturan ¢dziinmeyen lineer bir polimer
olan B-1, 4-N-asetilglukozamin, kitini degrade eder. Paenibacillus ve Streptomyces
suslar1 tarafindan sentezlenen B-1,3-glukanaz, patojenik olan F. oxysporum'un mantar
hiicresi duvarlarmi1 kolaylikla degrade edebildigi yapilan arastirmalar sonucunda
gozlemlenmistir (Goswami 2016). Benzer bir sekilde Bacillus cepacia p-1,3-glukanaz
sentezleyerek, toprak kaynakli patojenlerden olan R. solani, P. ultimum ve Sclerotium
rolfsii'min hiicre duvarlarini tahrip etmektedir. Kitinolitik aktiviteye sahip potansiyel
biyokontrol ajanlar1 arasinda B. licheniformis, B. cereus, B. circulans, B. subtilis ve B.
thuringiensis tiirleri yer almaktadir. Gram negatif bakteriler arasinda ise Serratia
marcescens, Enterobacter agglomerans, P. aeruginosa ve P. fluorescens'in kitinolitik

aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Goswami et al. 2016).

Rizobakterilerin, hiicre duvarim1i parcalayan enzimleri, hedef patojenin hiicre
duvarlarinin yapisal biitiinliigiinii etkiler. Someya ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis
olduklar1 ¢aligmada, giiclii bir biyokontrol susu olan S. marcescens B2’de kitinolitik ve
antifungal aktivitelerini toprak kaynakli olan Rhizoctonia solani ve F. oxysporum
patojenleri lizerinde denenmistir. Bu sus ile birlikte inokiile edilen fungal patojenlerin
misellerinde; hiflerde siskinlik, hiflerde kivrilma ve hiflerin u¢ kisimlarinda patlama
gibi ¢esitli anormallikler gézlemlenmistir. Sclerotium rofsii ve F. Oxysporum tiirlerinin

fasiilye {iizerindeki uygulamalarinda hiicre duvarini yikan enzimlerin aktivitleri de
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fitopatonejik enfeksiyonlardan korunmaya ornek olarak verilebilmektedir. Bu nedenle,
bu enzimlerin PGPR tarafindan iiretilmesi mantar patojenlerine kars1 biyolojik kontrol

maddesi olarak kategorize edilebilir (Goswami et al. 2016).

2.4.6. PGPR tiirleri tarafindan antibiyotik iiretimi

Tarimsal iiriinlerdeki bitki patojenlerine karsi mikrobiyal antagonistlerin kullanilmasi
kimyasal zirai ilaglarin alternatifi olarak 6nerilmistir. Bacillus ve Pseudomonas tiirlerine
iceren PGPR'lar, antibiyotik iireten patojen mikroorganizmalarin supresyonlarinda etkin
rol oynamaktadirlar. Bu bakteriyel antagonistler, hiicre dis1 metabolitlerin salgilanmasi
yoluyla  bitki  patojenlerinin  baskilanmasin1  zorlamakla  birlikte  diisiik

konsantrasyonlarda bile inhibisyona yol agarlar (Goswami et al. 2016).

Bacillus cinsine ait bakteriler, ¢cok ¢esitli antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler
iiretirler. Subtilin, subtilozin A, TasA ve sublancin de dahil olmak {izere bu bilesikler,
ribozomal orijinli olup bunlarin bazilart ise iyi bilinmektedir ancak bakilisin,
klorotetain, mikobasilin, rhizocticins, bakillaen, difficidin ve surfakin, iturin ve fengisin
ailelerine ait lipopeptitler ribozomal olmayan peptid sentetazlar veya poliketiz
sentatazlar1 tarafindan olusturulur (Leclere et al. 2005). Model organizma olan B.
subtilis 168 ve bitki koklerinde koloni olusturabilen B. amyloliquefaciens FZB42, ¢ok
cesitli antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler iiretirler ve bu tiirlerin antibiyotik
biyosentezinde yer alan gen kiimeleri tanilanmistir (Chang et al. 2007). B.
amyloliquefaciens FZB42’de dokuz gen kiimesi (srf, bmy, fen, nrs, dhb, bac, min, bae,

dfn) biyoaktif peptidlerin sentezini yonlendirdigi bilinmektedir (Goswami et al. 2016).

Antibiyotikler ayrica, Pseudomonas suslar1 tarafindan tiretilmektedir. Bu suslar arasinda
P. fluorescens ve P. aeruginosa’da antibiyotik ftretimi gozlemlenmis olup bu
antibiyotikler arasinda 2,4 Diasetil Phloroglusinol (DAPG), Fenazin-1-karboksilik asit
(PCA), Fenazin-1-karboksamit (PCN), Pyoluteorin (PIt), Pirolnitrin (Prn), OomisinA,
Viscosinamide, Butyrolactones, Kanosamine,  Zwittermycin-A,  Aerugine,

Ramnolipidler, Cepaciamide A, Ecomycins, Pseudomonic asit, Azomisin, antitumor
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antibiyotikler FR901463, Cepafungins ve antibiyotik karalisin yer almaktadir. Bu
antibiyotiklerin  bilinen antiviral, antimikrobiyal, bocek ve memeli antifeedant,
antihelmintik, fitotoksik, antioksidan, sitotoksik, antitiimér ve PGPR aktivitelerinin

oldugu bilinmektedir (Goswami et al. 2016).

PGPR
Diger mikroplar
PGPR ilgisi Toksin degradasyonu
Toksin Notralizasyonu

Eksiidat
degisimi Faz

Cesitli seker ve  Enkapsiilasyon ve degisimi

aminoasitler koruma

Toksin iiretimi
Gelismis kolonizasyon
Patojenler Kiik eksiidatlar,
t
Bitki kikleri

Sekil 2.3. PGPR tiirleri tarafindan antibiyotik {iretimi (Goswami et al. 2016).

2.5. PGPR Tiirlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

2.5.1. Konvensiyonel yontemler

Son yillarda rizobakterilerle ilgili yapilmis bir¢ok akademik caligmalar incelendiginde
bugiine kadar azot fiksasyonu, fosfat ¢ozebilme yetenegi, IAA gibi cesitli bitki
bliylimesini tesvik edici hormonlar1 liretebilme, siderofor bilesenleri iiretebilme gibi
bitki bliylimesini tesvik edici rizobakteri olma Ozelliginin tespit edilmesinde
konvensiyonel yontemler kullanilmig ve bu yontemler sayesinde birgok bakterinin
PGPR ozellikleri tespit edilmistir. Artan ilgi ve c¢aligmalarin sayisina karsin bu
yontemlerin uzun vadede sonu¢ vermesi, daha kolay, ekonomik, hizli, giivenilir yeni
yontemlerin gelistirilmesini konu alan ¢alismalarin yapilmasini tetiklemistir (Sharan

and Nehra 2011; Gopalakrishnan et al. 2014; Chauhan et al. 2015).
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2.5.2. Molekiiler yontemler

Gliniimiize kadar PGPR tiirleri iizerine yapilan arastirmalarin sayisindaki dnemli artis,
konvensiyel yontemlerin yerini alabilecek daha giivenilir, ekonomik, kolay ve hizli
yontemlerin gelistirilmesi ihtiyacin1 ortaya ¢ikarmistir. Son yillarda bu ihtiyacin
kargilanmasi i¢in dogrudan PGPR 0zelliklerinin ortaya c¢ikmasindan sorumlu gen
bolgelerini hedef alan PCR temelli molekiiler tekniklerin kullanilmasi en Onemli
yaklasimlardan birisi haline gelmistir. Ornegin; Bruto ve arkadaslarinin 2014 yilinda
yapmis olduklar1 ¢calismada, c¢esitli PGPR tiirlerinin spesifik gen aileleri incelenmis ve
ACC deaminaz (acdS), fosfat ¢ozebilme (pqqB, pqqC, pqqD, pqqE, pqqF), azot
fiksasyonu (nifD, nifH, nifK), IAA dretimi (ipdc) ile ilgili ¢ok sayida gen
tanimlanmistir.  Yine literatiirdeki benzer bir¢ok giincel calismada da PGPR ile
iligkilendirilebilecek ¢ok sayidaki spesifik genin bilgisine de ulagsmak miimkiindiir
(Spaepen et al. 2008; Mashiguchi et al. 2011; Bruto et al. 2014; Nascimento et al. 2014;
Won et al. 2014; Borland et al. 2015; Cho et al. 2015; Parsons et al. 2015). Buna kargin
halen PGPR tiirlerinin giivenilir, ekonomik, kolay ve hizli olarak analiz edilmesine

olanak saglayacak yeni molekiiler tekniklerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.5.2.a. Molibdenli nitrogenaz (Nif) geni

Molibden nitrogenaz (Nif) en ¢ok gruplara ayrilan ve tiim nitrogenaz enzimleri arasinda
kapsamli bir sekilde incelenen c¢esitidir (Rees and Howard 2000). Molibden
nitrogenazin yapisal bilesenlerini kodlayan genler, nifH, nifD ve nifK'dir (Dos Santos et
al. 2012). Bu yapisal genlerin yani sira, diazotroflar arasinda korunmus ve
nitrogenazlarin katalize olabilmelerin de ve sentezinde gorev alan bir nif geni ¢gekirdegi
vardir. Bu nif geni ¢ekirdegi igerisinde; nifB, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifw,
nifZ vb. gen gruplart yer almaktadir (Zheng et al. 1998; Dixon and Kahn 2004; Rubio
and Ludden 2008; Dahal 2016).
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Azotobacter vinelandii nif gene regions
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Sekil 2.4. Azotobacter vinelandii’'de azot fiksasyonu i¢in gerekli minumum nif geninin
gosterimi (Dahal 2016)

Mo-nitrogenaz iki ayr1 oksijenli kararsiz metaloproteinden olusur. Bunlar; nifD ve nifK
tarafindan kodlanan ayfB; heterotetramer yapida olan MoFe proteini ile ve nifH
tarafindan kodlanan homodimer yapida Fe proteinidir. Bu bilesenlerin her ikisi de
oksijen tarafindan geri dondiiriilemez sekilde zarar goriir ve katalizlenme islemi icin 2
mol amonyaka doniistiiriilen diazot gazinin her molii i¢cin 16 mol ATP’ye ihtiyag
duymaktadir. Bu enerji harcamalari, substrat indirgemesi i¢in gerekli olan elektron

transferi islemiyle iligkilendirilir (Dahal 2016).

Nitrogenaz 3 metalli kiimeden olugmaktadir. Bunlardan birtanesi MoFe proteini
icerisinde yer alan ve FeMo-co olarak adlandirilan, biyolojide en kompleks heterometal
kiimelerden biridir. FeMo-co, nitrogen indirgenmesi i¢in katalitik alani saglar ve
molibden, demir, siilfiir, bir merkezi karbon atomu ve bir organik parga olarak
homositrat ihtiva eder (Mo Fe7 S9 C-homositrat). Geriye kalan 2 metal kiime ise; Fe
proteini icerisinde yer alan [4Fe-4S] kiimesi ve MoFe proteini igerisinde kiimelenen P
kiimesidir (8Fe-7S) . Bu iki metal kiime Fe proteinden P kiimesi vasitasiyla FeMo-co
katalitik alanina bir elektron transfer iletim hatti saglar. Bu biyokimyasal siirecin
karmasikligi Klebsiella oxytoca gibi bakterilerde diizenleyici genler haricinde
nitrogenaz kompleksinin islevi i¢in ¢ok sayida nif geni gereklidir (Dahal 2016).
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[k bakista, biyolojik azot fiksasyonu i¢in zorlu fizyolojik gereklilikler diisiiniildiigiinde
ozelliklede bitki nif genlerinin diizenlenmesinde nitrogenazi oksijenden korumak gibi
onemli engeller ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte; doga, siyanobakterilerin yasam
alanlarindaki uyumsuz azot fiksasyon ve oksijenli fotosentez siireclerini mekansal ve
zamansal ayrim yoluyla uzlastirmayr basarmistir (Oldroyd and Dixon 2014; Dahal
2016).

@ PPBY BDEP vsDv:pi DD BP

Fe protein MoFe protein Fe protein
| L1} 1 1] 1
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N2 + 8H* 7. 7
oo ’_-g;, ““2NH;, + H,
e 5
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FeMo-co
[4Fe4S] P-cluster :
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Sekil 2.5. Nitrogenazin yapisi ve biyosentezinde gerekli genlerin gosterimi (Oldroyd
and Dixon 2014)
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Cizelge 2.4. Azot fiksasyonunda goérev alan (nif) gen iriinleri ve fonksiyonlar1 (Chai
2007).

Nif Geni Fonksiyonu

Q Molibdenin nitrogen igerisine yerlestirilmesi

B FeMo-kofaktor sentezi

A Pozitif regiilasyon

L Negatif regiilasyon

F Elektron tasiyict: flavodoksin

M Nitrogenaz rediiktaz siireci

Z FeMo proteininin olgunlagmasi ve aktivasyonu

W Olgunlasma ve aktivasyon; FeMo-proteinin oksijen
korumasi

\% FeMo-kofaktor sentezi: homositrat-sentaz

S Homodimerik sistein, desiilfiiraz, metal kiime
sentezinde S aktivasyonu

U FeMo-protein siireci

X FeMo-kofaktor sentezi ve negatif regiilasyon

E Diazot proteine FeMo-co sentezi ve eklenmesi

Y MoFe-protein siireci

T Nitrogenaz olgunlasmasi

K FeMo-protein f alt birimi

D FeMo-protein o alt birimi

H Fe-protein alt birimi

J Elektron transferi: piruvat-flavodoksin

oksidorediiktaz
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2.5.2.b. Pirolokinolin kinon (Pqq) geni

Pirolokinolin kinon (PQQ) ilk olarak metilotrofik bakterilerde 1979 yilinda metanol
dehidrogenaz i¢in bir koenzim olarak tanilanmistir (Salisbury et al. 1979; Misra et al.
2012). PQQ, farkli enzimlerle kovalent bir sekilde etkilesime girer (McIntire 1994) ve
PQQ ile etkilesen proteinler ilk olarak kinon proteinler olarak adlandirilmistir. PQQ
dahil olmak iizere kinonlarla etkilesen ve fonksiyonlarini diizenleyen bu proteinler
kinon proteinleri grubuna dahil edilmistir. Bu proteinlerin ¢ogunlugu bakteriyel
dehidrogenazlar olmasina ragmen, ¢ok sayida ki diger enzimler i¢in de PQQ temel bir
kofaktor olarak kullanildigi belirlenmistir. Bunlar arasinda en dikkat cekigi olanlart E.
coli’de bulunan amin oksidaz/dehidrogenazlar (Mclntire 1994; Khairnar et al. 2007),
Deinococcus radiodurans’da bulunan Ser/Thr protein kinazlari yer alirken (Rajpurohit
and Misra 2010), memeli sisteminde ise 2-aminoadipik 6-semialdehid dehidrogenaz ve
AMP'ye baglanan bir sinyal proteini, fosfopantetin baglanma domainleri ve 6 tane PQQ
baglanma motifleri yer almaktadir. PQQ ¢ok ¢esitli gidalarda ve diger kaynaklarda
tespit edilmistir (Kumazava et al. 1995; Mitchell et al. 1999). PQQ iizerine yapilan
calismalar neticesinde hemen hemen tiim kati ve sivi gida iriinlerinde 0.19-7.02 ng
araliginda bulunmaktadir (Misra et al. 2004; Noji et al. 2007). PQQ, tiim
organizmalarin biiyiimesinde ve gelisiminde 6nemli rol oynamasina ragmen; yiiksek
organizmalardaki sentezi acikliga kavusturulamamistir. Bu organizmalar arasindan PQQ

ile en ¢ok bilinen canli grubu mikrobiyal kaynakli olanlardir.

PQQ sentezinin biyokimyasal yolagi [4C] tirozin ile desteklenmis ortamda yetistirilen
Methylobacterium extorquens AMI1'de izlenmistir (Smidt et al. 1991; Junkefer et al.
1995). PQQ sentezinin genetigi ise Acinetobacter calcoaceticus (Goosen et al. 1989),
Enterobacter intermedium 60-2G (Kim et al. 2003), Gluconobacter oxydans (Holscher
and Gorisch 2006), Klebsiella pneumoniae (Meulenberg et al. 1992), M. extorquens
AML1 (Toyama et al. 1997) ve P. fluorescens CHAO (Schnider et al. 1995) bakterileri
tizerinde ¢alisilmistir. PQQ sentezinde yer alan gen sayisi, A. calcoaceticus’da 4 tane,
metilotrofik bakterilerde ve G. oxidans'da 6-7 gen arasindadir. PQQ sentezi yapan

bakterilerin ¢ogunlugu bir operonda 6 veya 7 gen (pqQABCDEF/ G) igermektedir. PQQ
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biyosentezi bu genlerin kodlamis oldugu birkag enzimi igerir. Ornegin; pgqqE geni, PQQ
sentaz adi verilen bir diizenleyici enzim tarafindan kodlanmaktadir (Goldstein et al.
2003). PqqA, tirosin ve glutamat tasiyan, genellikle kaynastirilmis 24 amino asitten
kiiciik bir peptidi kodlar ve sonraki PQQ doniisiimleri i¢in bir oncii form olustururlar
(Goosen et al. 1989). Bu molekiil, bir dncii peptid ile bagh kalir ve yolakta yer alan
enzimler tarafindan biyosentetik siiregteki daha sonraki bir agamada ayrilir. PqqA geni
irtiinli bazi1 bakterilerde PQQ sentezi i¢in gereksiz olmakla birlikte bu genin

kullanilabilirligi PQQ biyosentezinde hiz belirleyici bir adim olarak goriilebilmektedir.

E. coli, PQQ sentezinde yetersizdir ve bu nedenle, Erwinia herbicola (Liu et al. 1992),
Pseudomonas cepasia (Babu-Khan et al. 1995), Rahnella aquatilis (Kim et al. 1998), E.
intermedium (Rodriguez and Fraga 1999; Kim et al. 2003) ve D. radiodurans (Khairnar
et al. 2003) PQQ sentaz geninin klonlanmasi i¢in konuk¢u olarak kullanilmiglardir.
Transgenik E. coli’den iiretilen PQQ ¢ozliinmeyen kaya fosfatlarini inorganik fosfora
¢oziinebilir hale getirebilir. E. coli'de PQQ sentezinde yardimci olan ve goriiniiste
bilinen PQQ sentaz genleriyle ¢ok az benzerlik gosteren veya hi¢ dizi homolojisi
benzerligi olmayan farkli bakterilerden cesitli DNA fragmantlar1 tespit edilmistir. Bu
durum ise farkli mikroorganizmalarda PQQ sentezi ile iligkili metabolik yolaklardaki
cesitliligi ortaya koymaktadir. E. coli, farkli bakterilerden PQQ sentaz genlerinin,
mineral fosfat ¢ozinirliigliniin  islevsel tamamlayicis1 olarak  klonlanmada
kullanildigindan, mineral fosfat ¢oziiniirliigii aktivitesinde G. oxidans'tan klonlanan tiim
PQQ sentez operonu E. coli'de eksprese edildi ve PQQ sentezi gosterildi. (Yang et al.
2010). Son zamanlarda yapilan calismalar dogrultusunda PQQ genin diger bir¢ok

fizyolojik siiregte rol aldig1 gdsterilmistir.
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Klebsiella pneumoniae genome

2603 K 2602 K 2601 K 2600 K 2599 K 2598 K

| | I | | l
PqqA PqqC PqqE
peptide substrate  cofactorless oxidase radical SAM protein
| >
—> > | >
PqqB PqqD PqqF
putative oxygenase unknown fuction putative protease

Sekil 2.6. Klebsiella pneumoniae operonunda Pqq biyosentezi (Klinman and Bonnot
2014)

2.5.2.c. Indol piruvat dekarboksilaz (IPDC) geni

IpdC geni, indol piruvat dekarboksilaz enzimini kodlar ve indol-3-Piruvat (IPA)
yolagindaki ana basamagi katalize eder (Patten and Glick 2002). Bu gen g¢esitli
bakterilerden klonlanmistir ve Indol-3-Asetik Asit (IAA) eksikligi bulunan mutantlarin
tespitinde 6nemli rol almaktadir (Koga et al. 1991; Costacurta et al. 1994; Zimmer et al.
1994; Brandl and Lindow 1996; Carreno-Lopez et al. 2000; Yagi et al. 2001; Patten and
Glick 2002; Ryu and Patten 2008; Malhotra and Srivastava 2008; Fedorov et al. 2010;
Duca et al. 2014). IpdC geni ile kodlanmis olan enzim a-keto asit dekarboksilazdir ve
bu enzimlerin genis substrat 6zgilliigi bilinmektedir. Baz1 bakterilerin indol piruvat
dekarboksilazlarinin, indolpiruvat i¢in yiiksek afiniteye sahip iken; fenilpiruvat, piruvat,
benzoil format iizerinde de rol almaktadirlar. Dolayisiyla bu enzimlerin ana rolii
[IAA'nin iretimi olmayabilir, ancak yolagin bu asamasini tesadiifen katalize edebilirler
(Schiitz et al. 2003; Phi et al. 2008; Patten et al. 2012).

IPA yolagi, patojenik olmayan bitki ile iligkili bakteriler arasinda yaygindir ve ayrica
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae subsp. savastanoi ve Erwinia
herbicola pv. gypsophilae gibi fitopatojenlerde var oldugu ileri siiriilmiistiir (Duca et al.
2014). Bu fitopatojenlerden bazilarinda IPA yolaginin bulunmasi, karsilik gelen ara
driinlerin tanimlanmasi veya veya bakteriyel hiicrelerin bu yolagin indol tiirevlerini

metabolize etme kabiliyetlerinin tespit edilmesi temelinde dayanmaktadir. Bununla
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birlikte IPA yolaginda goérev alan genleri tanimlamakla birlikte, IAA biyosentezindeki
bu genlerle ilgili enzimleri deneysel olarak dogrulamak gerekmektedir (Patten et al.

2012; Duca et al. 2014).
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Sekil 2.7. Prokaryotlarda IAA sentezinin gsematik gosterimi (Kawaguchi and Syono
1996)
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3.1.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Calisma siiresince kullanilan alet ve cihazlarin listesi asagida verilmistir.

Buzdolab1

Derin Dondurucu

Hassas Terazi
Inkiibator

Manyetik Karistirict
Mikrodalga Firin
Mini Karistirici

Otoklav

Saf Su Cihazi
Sicak Su Banyosu

Steril Kabin

UV/VIS Spektrofotometre

pH Metre
Santrifiy
Mikrodalga Firin
Elektroforez Tank1

Elektroforez Akim Saglayici

Jel Goruntuleme Sistemi

Buz Makinesi

: Arcelik, TURKIYE, 8190NF

: Nuaire, U.S.A., -86 Ultralow Freezer,
SN PO7K-476316 PK

: Mettler Toledo, CHINA, AL204

: Binder, GERMANY, BD53

: Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083
: Arcelik, TURKIYE, MD592

: IKA, U.S.A., M51, SN 03017581

: Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN
030787253

: GFL, GERMANY, 2004

: Memmert, GERMANY, 854

: Esco, SINGAPORE, AC2-4E1

: Shimadzu, JAPAN, RC 232C

: Hanna, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202
: Hettich EBA 21, GERMANY

: Beko MD1505, TURKIYE

:Owl, US.A., B2,

: Owl, U.S.A., OSP300-2Q

: DNR Biolmaging Syste ISRAEL MiniBis
Pro

: Scotsman ITALY, AC45
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QIAXxcel Advanced System : Qiagen, GERMANY

Heating Block : Daihan Scientific, KOREA, WiseTherm®,
HB-96

PCR Cihaz1 : SensoQquest, GERMANY, Gradient
LabCycler, 1123240169

Vortex tIKA, U.S.A., MS2

Rotator : GFL, GERMANY,3025

Otomatik Pipet Setleri : Eppendorf, GERMANY, 0.1-2.5, 1-10, 10-

100, 20-200, 100-1000 pl

3.1.2. Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve c¢ozeltilerin hazirlanma sekilleri asagida

verilmistir.

Mikroorganizma Stok Besiyeri

Icerik 1000 ml i¢in
Yeast extract 50

Pepton 10¢

Saf su 800 ml
Gliserol 150 ml

Bu c¢ozeltinin hazirlanisinda yukaridaki maddeler steril bir erlen igerisine katilarak
manyetik karistirict vasitasiyla iyice ¢oziiliir. pH’s1 5,8 ayarlanir ve daha sonra 150 ml
gliserol eklenerek son hacim 1000 ml’ye tamamlanir. 121°C’de 20 dakika

otoklavlanarak steril edilir ve kriyovial tiiplere 1,5 ml hacimlere boliintir.
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Nutrient Agar (NA): Deney bakterilerinin canlandirilmasi ig¢in kullanilmustir.

Icerik 1000 ml i¢in
Nutrient Agar 284

Bu besiyerin hazirlanisinda 28 g Nutrient agar hassas terazide tartilarak kaynama
sicakligina getirilen 1000 ml saf su igerisine katilarak manyetik karistirict ile
¢Ozililmiistir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildikten
sonra dokme 1s1sina geldiginde petri kaplarina aktarilarak besiyerin hazir hale gelmesi

saglanmistir.

Tryptic Soy Agar (TSA): Deney bakterilerinin canlandirilmasinda alternatif besiyeri

olarak kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Tryptic Soy Agar 409

Bu besiyerin hazirlanisinda 40 g Tryptic soy agar hassas terazide tartilarak kaynama
sicakligina getirilen 1000 ml saf su igerisine katilarak manyetik karistirict ile
¢Oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildikten
sonra dokme 1s1sina geldiginde petri kaplarina aktarilarak besiyerin hazir hale gelmesi

saglanmstir.

LB Broth: PGPR tiirlerinin IAA iiretimi testi ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Tryptic Soy Agar 409

Bu besiyerin hazirlanisinda 20 g LB broth hassas terazide tartilarak kaynama sicakligina

getirilen 1000 ml saf su igerisine katilarak manyetik karistirici ile ¢oziilmiistiir ardindan
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pH’s1 7,4 ayarlandiktan sonra bu besiyeri 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril

edildikten sonra dokme 1sisina geldiginde cam deney tiiplerine aktarilmistir.

Azot Free Medium: PGPR o6zellige sahip oldugu diisiiniilen izolatlarin klasik

yontemlerle azot fikse etme potansiyellerini analiz edebilmek i¢in bu besiyeri

hazirlanmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Stikroz 209

FeSO, 0,019
MgSQ,4.7H,0 0,59

CaCl, 01g

NaCl 0,29
Na;MoO, 0,005¢g
KH,.PO4 059

Agar 18 ¢

Bu besiyerin hazirlanisinda yukarida belirtilen kimyasallar sirasiyla 1000 ml saf su
icerisine katilarak manyetik karistirict ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20
dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra dokme 1sisina geldiginde petri kaplarina

aktarilarak besiyerin hazir hale gelmesi saglanmistir.

Pikovskaya’s Agar: PGPR 0zellige sahip oldugu diisiiniilen izolatlarin klasik

yontemlerle fosfat ¢ozme potansiyellerini analiz edebilmek icin bu besiyeri

hazirlanmastir.

Icerik 1000 ml icin
MgSQO,.7H,0 0,219
Maya Oziitii 059
D-Glukoz 109

C&gOng S g
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HgN204S 0549
KCI 0,29
KH.PO4 059
MnQO,.S 0,0001 g
FeS0O,4.7H,0 0,0002 g
Agar 159

Bu besiyerin hazirlanisinda yukarida belirtilen kimyasallar sirasiyla 1000 ml saf su
icerisine katilarak manyetik karistirict ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20
dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra dokme 1sisina geldiginde petri kaplarina

aktarilarak besiyerin hazir hale gelmesi saglanmistir.

TE Tamponu: Genomik DNA izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Tris-HCI 129
Etilen diamin tetra asedik asit 0.372 ¢

Bu ¢6zeltinin hazirlanisinda 1.2 g Tris-HCI ve 0.0372 g etilendiamin tetra asedik asit
(EDTA) 1000 ml ultra saf su igerisinde ¢oziiliir ve olusan ¢ozeltinin pH degeri 8’e
ayarlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir. Hazirlanan ¢ozelti

kullanilincaya kadar oda sicakliginda karanlikta muhafaza edilir.

%70’lik Etil Alkol: Genomik DNA izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Saf etil alkol 700 ml
Ultra saf su 300 ml

Bu ¢ozeltinin hazirlanisinda 700 ml saf etil alkoliin hacmi 300 ml steril ultra saf su ile
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1000 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya kadar -20°C’de karanlikta

muhafaza edilir.

Liziz Tamponu: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.

Igerik 1000 ml igin
Tris-HCI 1,36¢
EDTA 0,422 g
NaCl 0,664 g
%10’luk SDS Cozeltisi 250 ml
Triton X-100 22,7 ml

Bu ¢6zeltinin hazirlanisinda ilk olarak Tris-HCI ve EDTA 650 ml ultra saf su i¢erisinde
tamamen c¢oziiliir ve ¢ozeltinin pH degeri 8’e¢ ayarlanir. Daha sonra pH ayarlamasi
yapilan c¢ozeltinin {izerine NaCIl eklenir ve son hacim 727,3 ml’ye tamamlanir.
121°C’de 20 dakika otolavlanarak steril edilir. Cozelti otoklavdan ¢ikartildiktan sonra
uygun sicakliga geldiginde tizerine 250 ml %10’luk SDS ve 22,7 ml Triton X-100
eklenir. Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya kadar oda sicaklifinda karanlikta muhafaza

edilir.

%10’luk SDS ¢ozeltisi: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Sodyum dodasil siilfat 100 g

Bu ¢6zeltinin hazirlanisinda 100 g sodyum dodasil siilfat 800 ml ultra saf su igerisinde
¢oziildiikten sonra son hacim yine ultra saf su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan
cozelti 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve kullanilcaya kadar oda

sicakliginda karanlikta muhafaza edilir.
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STE (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 50 mM EDTA, pH: 8) Cozeltisi: Genomik DNA

izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Tris 1,36 ¢

NaCl 0,422 g
NaCl 0,664 g
%10’luk SDS Cozeltisi 250 ml
Triton X-100 22,7 ml

1,21 g Tris, 1,75 g NaCl ve 3,72 g EDTA saf su igerisinde ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 8
olana kadar titre edildi. Toplam hacim 200 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril
edildi.

Proteinaz K: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmigtir.

Icerik 1000 ml i¢in
Steril saf su 1ml
Proteinaz K 20 mg

1 ml steril distile su icerisinde 20 mg proteinaz K eklenerek iyice ¢oziildiikten sonra -
20°C’de muhafaza edilmistir.

5 M NacCl ¢ozeltisi: Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmastir.

Icerik 1000 ml i¢in
Steril saf su 1000 ml
NaCl 292,29

Bu ¢ozeltinin hazirlanisinda 292,2 g sodyum kloriir 1000 ml ultra saf su igerisinde
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¢Oziilir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve

kullanilincaya kadar oda sicakliginda karanlikta muhafaza edilir.

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl c¢ozeltisi:

Genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmastir.

Igerik 1000 ml icin
Steril saf su 1000 ml
NaCl 409 ¢
CTAB 100 gr

800 ml saf su icerisinde once 40,9 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢oziindiikten sonra
karisima 100 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Toplam hacim 1000 ml ye
tamamlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve

kullanilincaya kadar oda sicakliginda muhafaza edildi.

Fenol: Kloroform: izoamil alkel (25:24:1) Cozeltisi: Genomik DNA izolasyonu
calismalarinda kullanilmistir (Sigma 77617).

Kloroform: izoamilalkol (24:1) Cozeltisi: Genomik DNA izolasyonu calismalarinda
kullanilmistir. 24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir. -20°C’de muhafaza edildi

(Sigma 77617).

Ethidyum Bromiir Cozeltisi: DNA jel elektroforezi ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Steril saf su 1000 ml
Ethidium bromiir 10¢

1000 ml steril saf su igerisinde 10 g ethidium bromiir magnetik karistirici kullanarak
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lyice ¢oziiliir. Hazirlanan ¢6zelti amber sisede, oda sicakliginda muhafaza edilir

0,5X TBE Tamponu: DNA jel elektroforezi ¢alismalarinda kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
10X TBE Stok Soliisyonu 50 ml
Steril Distile Su 950 ml

Bu tamponun hazirlaniginda 50 ml 10X TBE stok soliisyonu tizerine 950 ml steril distile

su eklenir. Hazirlanan tampon +4°C’de muhafaza edilir.

1X TAE Tamponu: DNA jel elektroforezi galismalarinda kullanilmstir.

Icerik 1000 ml i¢in
10X TAE Stok Soliisyonu 100 ml
Steril Distile Su 900 ml

Bu tamponun hazirlanisinda 100 ml 10X TAE stok soliisyonu tizerine 900 ml steril

distile su eklenir. Hazirlanan tampon +4°C’de muhafaza edilir.

6X Yiikleme Tamponu

Icerik 100 ml i¢cin
Bromfenol blue 0,19
Gliserol 40 ml

0,1 g bromfenol blue, 40 ml gliserol igerisinde ¢oziiliir. Cozeltinin toplam hacmi 1X
TAE ile 100 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan tampon amber sise igerisinde +4°C’de

muhafaza edilir.
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Ticari olarak liyofilize halde alinan primerleri (nmol)/0,1 (100 pM/ml) ¢dzmek i¢in
katolog bilgileri dahilinde gerekli olan 1XTE 41 buffer miktar1 belirlenmis ve 100
uM/ml’lik stok hazirlanmistir. Buradan da C1xV1=C2xV2 formiilii kullanilarak, 5
uM/ml lik primer calisma soliisyonu hazirlanmis ve PCR calismasinda kullanilmak

tizere -20°C’de muhafaza edilmistir (Adigiizel 2006; Sezen 2015).

3.2. Yontem

3.2.1. Toprak bakterilerinin temini ve izolasyonu

Erzurum ve ¢evresinden farkli noktalardan toplanan toprak 6rnekleri bitki rizosferinden,
yiizeyinden almarak steril falkon tiiplerine aktarilarak Atatiirk Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Bakteriyoloji labaratuvarina getirilmistir. Toprak o6rnekleri 1 ml veya 1 g
olacak sekilde hazirlanarak, 9 ml steril %0,9’luk fizyolojik su igerisinde, 1-2 saat
calkalanarak homojenize edilmis, bir seri diliisyon (10™’¢ kadarhik diliisyon serisi)
hazirlanmistir. Bu diliisyonlarin  her birinden birer paralel olmak fzere, flora
bakterilerinin izolasyonu igin, TSA ve NA besiyerlerine yayma ekim yapilarak, 28°C’de
bir hafta siiresince etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca 1, 3, 5
ve 7. giinlerde, petri plaklarinda gézlemlenen farkli goriiniise sahip bakteri kolonilerine

ait kiiltiirler elde edilerek izolasyonlar1 yapilmustir.

3.2.2. Toprak bakterilerinin ¢calisma stoklarinin hazirlanmasi ve saklanmasi

izole edilen toprak bakterileri nutrient broth besiyerinde 1-2x10° bakteri/ml (O.D.540 —
0,1-0,2) yogunluk olacak sekilde gelistirildi. Sonra ortama son konsantrasyonu %10-15
olacak sekilde gliserol eklendi ve homojenize edildi. Kiiltiir 1 ml hacimlerde boliinerek

steril eppendorf tliplerine aktarildiktan sonra -87°C’de saklanda.
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3.2.3. Konvensiyonel yontemlerle PGPR tiirlerinin tespit edilmesi

3.2.3.a. Azot fiksasyonu yapan izolatlarin belirlenmesi

Azotun bitkilerin kullanimina hazir hale gelmesinin ancak c¢esitli mikrobiyal ve
fizyokimyasal siirecler sonunda gergeklestiginden hareketle PGPR 6zellige sahip
oldugu diisiiniilen izolatlarin azot fikse etme potansiyelleri, L™*: 20 g sukroz; 0,01 g
FeSO,4-7H,0; 0,5 g MgSO,4-7H,0; 0,1 g CaCl,; 0,2 g NaCl; 0,005 g Na,MoOy; 0,5 g

KH2POy4; 18 g agar ihtiva eden ve azot icermeyen ortam kullanilarak arastirildi.

3.2.3.b. Fosfath bilesenleri ¢ozebilen izolatlarin belirlenmesi

Topraktaki organik fosfatin bitki tarafindan kullanilabilmesi igin mineralizasyonu,
mineralizasyon i¢in ise organik asitler ve fosforik asitler nemlidir. Bu ¢er¢evede PGPR
bakterilerin T{rettigi organik asitler fosfat c¢ozmeleri bakimindan Onemli olup
calismamizda izolatlarin fosfat ¢ozebilme potansiyeli, L™: 10 g glukoz; 5 g Cas(PO4)s;
0,5 g (NH4).SOq4; 0,2 g NaCl; 0,1 g MgSO4-7H,0; 0,2 g KCI; 0,5 g maya ekstrakti;
0,002 g MnSO4-H,0O; 0,002 g FeSO4 7H,0O ihtiva eden Pikovskaya besiyerinde
aragtirtldi (Nautiyal 1999; Vaikuntapu et al. 2014).

3.2.3.c. IAA iireten izolatlarin belirlenmesi

Bitki biiylimesini tegvik eden 6nemli dogal oksinlerden biri olan indol asetik asit tiretimi
Vaikuntapu ve arkadaglar1 tarafindan 2014 yilinda yapmis olduklari g¢alismadaki
prosediire prosediire gore yapilmistir. Bu prosediire gore izolatlar %1 triptofan ihtiva
eden LB broth besiyerine inokiile edilerek 28°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon periyodu sonrasinda kiiltiirler 6000 g de 30 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatantdan 2 ml alinarak 2 damla o-fosforik asit ve 4 ml Salkowski ¢oziiciisii (50
ml of %35 of perklorik asit + 1 ml of 0.5 M FeCl; soliisyonu) ile karigtirilmistir. Sonug
olarak, 530 nm de kalorimetrik olarak IAA 6l¢iimii yapilmistir.
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3.3. Konvensiyonel Yontemlere Alternatif Olabilecek PCR Temelli Molekiiler

Yontemlerin Gelistirilmesi

3.3.1. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan PGPR tiirlerinin DNA ekstraksiyonu, Sezen 2015 tarafindan

modifiye edilen izolasyon metoduna gore asagidaki sekilde yapilmustir.

e DNA’s1 izole edilecek bakteriler Nutrient agar (NA) besiyerine 3 faz halinde
ekilerek petriler 28-32°C’ye ayarli inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona
brrakilmastir.

e Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml’lik ependorflara 1000 pl STE (hiicre duvarini
pargalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak igerisine
2-3 0ze dolusu bakteri kiiltiirii ilave edilmistir.

e Tiipler 2500 rpm’de vortekslenerek homojenize olmalar1 saglanmstir.

e Vortekslenen tiipler 10 000 rpm’de 10 dak siireyle santrifiijlendikten sonra iist faz
mikropipetle alinarak atilmis ve peletin iizerine tekrar 1000 pl STE tamponu eklenerek,
10 dak 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem iist faz berrak olana kadar tekrar
edilmistir.

e  Santrifiij sonrasi, olusan iist faz atilarak peletin tizerine 500 pl STE tamponu ilave
edildikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek (pipetaj) suretiyle tamponun
peletle iyice karismasi saglanmigtir.

e Tipler 75°C’ye ayarli su banyosunda 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 15. dakikasinda tiipler almarak 4-5 kez alt iist edilerek tekrar
inkiibasyona birakilmistir.

e Su banyosundan ¢ikartilan tiiplere 50 pl %10’luk SDS (proteinler arasindaki distilfit
baglarini pargalar) ve 7 ul proteinaz K (proteinleri pargalar) eklenmis ve 40°C’ye ayarl
su banyosunda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak
sekilde SM NaCl ve 0,1 hacim %10’luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA’y1 polisakkaritlerden

ve ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) eklenmistir.
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e Tipler 65°C’ye ayarli su banyosunda 15 dakika inkiibe edilmistir.

e Su banyosundan alinan tiiplere esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol
(genellikle, niikleik asitlerden proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform
proteinleri denatiire ederek, s1v1 ve organik fazlarm ayrismasini saglar. Izoamil alkol ise
ekstraksiyon esnasinda meydana gelebilecek kopiirmeyi engeller) ilave edilerek 15
dakika oda sicakliginda calkalayici karistirilmistir.

e Tiipler 16 000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni steril
ependorf tiiplere aktarilmistir. Her bir tiipe 0,1 hacim %10 CTAB/0.7 M NaCl (ortamda
bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elemine etmede kullanilir) eklenmistir.

e  65°C’ye ayarli su banyosunda tiipler 15 dakika bekletilmistir.

e Su banyoundan ¢ikarikan tiiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol
eklenmis ve tiipler 15 dakika oda sicakliginda, calkalayici calkalanmastir.

e Tiipler tekrar 16 000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis, santrifiij sonras1 olusan tist
faz yine yeni steril bir ependorfa alinmistir.

e Tiipler tlizerine 0,6 hacim izopropanol (DNA’y1 baglayarak, iplikcikler halinde
¢okmesini saglar) eklenmistir. Tiipler -20°C’de 1 gece boyunca bekletilmistir.

e Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dakika santrifiijlenmistir.

e Uzerine -20°C’de bekletilen %70 lik etanolden (DNA’yr yikamak amaciyla
kullanilir) 500-600 pl eklenmis ve 15 000 rpm de 15 dakika siireyle santrifiijlendikten
sonra siipernatant yavas ve dikkatlice dokiilmiistiir.

e Peletin iizerine yeniden %70 lik etanolden 500-600 pl eklenerek, 15 000 rpm de 15
dakika santrifiijenmistir. Siipernatant dikkatlice dokiilerek tiipler agzi1 agik bir sekilde
etil alkoliin ugmasi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goriiniim almasi amaciyla 2-3 saat
stireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

e Tamamen kuruduktan sonra, DNA’lar 50-70 pl TE ic¢inde oda sicakliginda 30
dakika bekletilerek, iyice ¢Ozlinmesi saglanmis ve iizerlerine 2-3 pl RNAse ilave
edilmistir.

e DNA’lar %0,6’lik agaroz jelinde yiiriitiilmiis ve jelde tek parca bant veren 6rnekler
4°C’ye kaldirilarak sonraki ¢alismalar i¢in hazir hale getirilmistir (Sezen 2015).
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3.3.2. DNA konsantrasyonlarimin o6l¢iilmesi ve cahsma soliisyonlarinin

hazirlanmasi

DNA miktari, direkt olarak 260 nm’deki absorbans Ol¢iimiiyle belirlenirken, genetik
materyalin temizligi yani protein kirliligi tasiyip tasimadigr ise 280 nm’de okunan
absorbans degeriyle tespit edilir. Kuvarts kiivet igerisine 998 ul TE ¢ozeltisi konularak
260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbansi olgiilmiis ve elde edilen deger kor
olarak kaydedilmistir. Ardindan kiivete 2 ul DNA ilave edilerek karigitmin homojen
olmasi saglanildiktan sonra 260 nm’de absorbansi yeniden Ol¢lilmiistiir. Okunan bu
degerden kore ait deger cikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulunmustur. Yapilan
islemlerin aynisi 280 nm igin de tekrarlanarak, A260 ve A280 degerlerine bakilarak
A260 / A280 = 1-1,7 olan 6rnekler galigma soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir.

3.3.3. DNA érneginin ve DNA calisma soliisyonunun konsantrasyonu (pg/ml)

DNA konsantrasyonu (pug/ml)=A260 x Seyreltme Faktorii (500) x 50 (DNA i¢in sabit
deger) formiilii kullanilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlenmistir. DNA
calisma soliisyonunun konsantrasyonu ise; Istenen Konsantrasyon (100ng/ul) X Istenen
Hacim (200 pl)/Stok DNA Konsantrasyonu (pg/ml) formiilii ile DNA ¢alisma
soliisyonu hazirlanmis ve bu hesaplamadan elde edilen deger stok DNA ¢ozeltisinden
alinacak miktar1 vermistir. Bu miktar TE ¢6zeltisi ile 200 pl’ye tamamlanarak 100 ng/pl
konsantrasyondaki DNA c¢aligma soliisyonu hazirlanmis ve DNA tiipleri -86°C’de

sonraki ¢aligmalarda kullanilincaya kadar saklanmistir (Hiindiir 2015;Sezen 2015).

3.3.4. Bakteri izolatlarinin 16S rRNA boélgesinin PCR ile amplifikasyonu

Test izolatlarindan saflagtirilmis olan genomik DNA’lardan bakteri sistematigi
acisindan 6nemli olan 16S rRNA bdlgesi evrensel primerler (forward ve reverse
primerler) kullanilarak in vitro kosullar altinda PCR yardimu ile ¢ogaltilmistir (Hiindiir
2015; Sezen 2015).
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Reaksiyonun (Master mix’in) hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500
mM KCI, 15 mM MgCIl2, %0.01 jelatin pH: 83), 0.6 pul dNTP
(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10mM), 3 pl UNI 16S-L
(forward ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA), 3 ul 16S-R (reverse ATG GTA
CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA), 1.2 ul DMSO, 0.6 pl MgCI2 (50 uM), 0.3 uM
/ ml taq DNA polimeraz ve 15.3 ul sdH2O ile 27 ul’lik reaksiyon karigimi hazirlanmis
ve karisima son olarak 3 pl template DNA (100 ng/ul) eklenerek son hacim 30 pl’ye
tamamlanmistir. Master mix ve template DNA igeren ependorf tiiplerin iizerine

buharlagsmay1 engellemek amaciyla 15 pl mineral yag ilave edilmistir.

PCR program

PCR i¢in hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2 dakika denatiirasyon, bunu takiben 36 dongii
olacak sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 54 °C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de
2 dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72 °C’de 5 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina yerlestirildi. Secilen

programda hedef bolgelerin ¢cogaltilmasi yapildi.

PCR i¢in hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2dk denatiirasyon, bunu takiben 36 dongii olacak
sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2
dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii (termocycler) cihazina

yerlestirilmistir. Se¢ilen programda hedef bolgelerin amplifikasyonu yapilmaistir.

16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

Kesilen PCR iirtinleri QIAxcel Advanced analiz sistemiyle degerlendirilmistir.16S
rRNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin baz dizi analizi yapilmistir.
Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)
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var olan diger bakteriyal dizilerle karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonucu aralarindaki
benzerlik oranlari tespit edilmis ve gen bankasi kabul numaralart alinmistir (Hiindiir

2015; Sezen 2015).

3.3.5. PGPR nitelikleri icin ilgili gen bolgelerinin belirlenmesi

Calismamizin bu asamasinda; konveksiyonel yontemlerde gozlemlenen; azot
fiksasyonu, fosfat ¢6zebilme, IAA iiretimine sahip PGPR 6zellikli bakterilere literatiirde
ki mevcut primerlerle uygulamalar, PGPR nitelikleri i¢in ilgili gen bdlgelerinin

belirlenmesinde kullanildi.

Cizelge 3.1. PGPR 06zelligi gosteren ilgili gen bolgeleri

PGPR ozelligi Ilgili gen bolgeleri

Azot fiksasyonu NifA, NifD, NifK NifH

Fosfat ¢6ziinme yetenegi pgqB, pqgC, paqD, pqgE,
paaF, paaG,

Oksin sentezi ipdC,

Cizelge 3.2. Literatiirde yer alan primerlerin baz dizilimi

Primer Forward 5°-3’ Reverse 5°-3° PGPR

ozelligi
nifH2/nifHL ~ TGYGAYCCNAARGCNG ADNGCCATCATYTCNCC Azot fikse
A edebilme
Kadino/Emino TGYGAYCCIAARGCIGA GCRTAIAINGCCATCATYTC Azot fikse
edebilme
F2/R6 TGYGAYCCIAAIGCIGA TCIGGIGARATGATGGC Azot fikse
edebilme

pqgBCD TTCAAGATGCTCAGCCA CGATCTTGTCGATGTTGTG Fosfat
CTG C ¢Oziinmesi

PqgAB TGTGGACCAAACCTGCA GATGCTCATGCCATCGAA  Fosfat

TACACTG ¢Oziinmesi
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Cizelge 3.2. (devam)

PqqE

PqqF

avbgltx1/
avbipdC1

GATCGTCCTCGCCTGAG GATGACACGGGAGTTTCGA Fosfat

TT T ¢Oziinmesi
CCAACTTACCCTCGCCA CAGCGTTGGCCAAACATAG Fosfat
AT ¢Oziinmesi

CGCCGGATCCAAAGAC AGGGAGATCTCACCCGGAA TAA iiretimi

GCCCATCAGGCGTC TCCCGAACATG

3.3.6. In silico uygulamalarla ¢alismada kullanilacak ilgili bolgelere ait primerlerin

tasarlanmasi

Calismamizin bu asamasinda; secilmis gen bdlgelerine ait primerler, NCBI primer

designing tool veri tabaniyla tasarlandi ve bu veri tabaninda elde edilen primerler in

silico olarak bilgisayar ortaminda kontrol edildi. Primerlerin forward ve reverse Tm

sicaklilari, baz sayilari, vb. o6zellikleri kontrol edilerek uygun primerler tasarlanarak

siparis edilmistir.

Cizelge 3.3. Tasarlanan primerlerin baz dizilimi

Primer  Forward 5°-3’ Reverse 5°-3’ PGPR
ozelligi
nifAl GTCGACGTCCGGCTCATATT GTAGAGCATACCCGACCTGC Azot fikse
edebilme
nifA2 ATACCGCCAAAGTCATGGCA TCTTGCAAGGAGCGGAATGT Azot fikse
edebilme
nifD1 GCTGCAGTTCACCTCAGACT TATTTCGCGCAGGGAGGTTT Azot fikse
edebilme
nifH3 GTTTTACGGGAAGGGAGGCA ACCACGTCTCCAAGAACGTC Azot fikse
edebilme
Pqg5 ATGCTGAAGGAAGTCGACGG GATCCATCCGGAACAACGGT Fosfat
¢Oziinmesi
PqgA2 ACTACGAAGAACGCCCCAAG CGTTCATTGCGAAAGGCCAA Fosfat
¢Oziinmesi
PqgB1l AATCCAAGCCAAAGCCCGTA ATTGTCGCCATCATGTGGGT Fosfat

¢Oziinmesi
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Cizelge 3.3. (devam)

PqgB2 AAGCCAAAGCCCGTACTCAA TGGGTCATGTCGATGTGGTG Fosfat
¢Oziinmesi
PqgF2 GTGTTGTTCGGCGTCCAATC GGCCATTTTTAGCTGGGTGC Fosfat
¢Oziimesi
Ipdc6 TGGGGCTCGATTGGTTACAC TTCCAGAGCCTTGGTAAGCG 1AA
iiretimi
Ipdc7 GTGGGGCTCGATTGGTTACA GGGATATCCGCTTTCGGGAG I1AA

uretimi

3.3.7. Tasarlanan gen spesifik primerlerle PCR uygulamalar:

Spesifik PCR uygulamasi

Bakteriyel izolatlarin genomik DNA’lar1 kullanilarak literatiirdeki ve veritabanindan
secilmis uygun primerler ile ilk etapta spesifik gen bolgelerine ait primerler dizayn
edildi. Bu primerlerin ilgili gen bolgelerine ait primerler icin PCR optimizasyonlari (Tm
sicakliklari, primer konsantrasyonu gibi) yapilarak ilgili gen bdlgelerinin

cogaltilabilirligi kontrol edildi.

3.3.8. Sonuclarin degerlendirilmesi

Calismamizin bu asamasinda; konvensiyonel yontemler sonucunda PGPR 6zellikteki
bakteriler tespit edildi. Bu asamadam sonra konvensiyonel yontemlere alternatif
olusturabilecek daha hizli, giivenilir olan molekiiler teknikler kullanilarak sonuglarin

degerlendirilmesi yapildi.
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4.1. Toprak Orneklerinin Ahnmasi ve Bakteri Izolasyonu

Erzurum ve ¢evresinde yer alan farkli bolgelere ait 15 alan belirlenmistir. Bu bolgelerde

yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda 32 Ornek bakteri izolasyonlar1 yapilmak {izere

labaratuvara getirilmistir. Bu 6rneklerden toplamda 200 bakterinin izolasyonu koloni

karakteristikleri gdz oniinde bulundurularak yapilmistir. Orneklemelerin yapildig

bolgelere ait konum bilgileri ve 6rnekleme verileri Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Arazi ¢alismasina ait konum ve drnekleme bilgileri

No Yer Adi Konum Ornekleme Sayisi
1 Erzurum — Artvin Yolu 40°2'60" Kuzey 2
10. Km 41°20'32" Dogu
2 Akdag Koyt Kirsali 40°6'21" Kuzey 2
41°20'35" Dogu
3 Giizel Yayla Gegidi 40°11'13" Kuzey 2
41°27'45" Dogu
4 Erzurum — Artvin Yolu 40°18'55" Kuzey 2
50. Km — Misir Tarlast  41°31'30" Dogu
5 Pehlivanli Koyii — 40°29'42" Kuzey 6
Tarla 41°30'9" Dogu
6 Uzundere Girisi 40°31721" Kuzey 1
41°32'4" Dogu
7 Erzurum — Agri Yolu  39°58'47" Kuzey 3
Stiriilmiis Tarla 41°27'3" Dogu
8 Pasinler 39°59'3" Kuzey 2
41°42'14" Dogu
9 Erzurum Cevre Yolu 39°57'11" Kuzey 3
41°20'43" Dogu
10 Erzurum — Erzincan 39°59'13" Kuzey 2

Yolu — Tarla

40°58'13.0" Dogu
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Cizelge 4.1. (devam)

11 Askale — Yesil Alan 39°55"23" Kuzey 2
40°4028" Dogu
12 Erzincan — Erzurum 39°57'1" Kuzey 1
Yolu - Tarla 40°50'30" Dogu
13 Kandilli — Kirsal Alan  39°54'58" Kuzey 1
40°51'53" Dogu
14 Kandilli — Tarla 39°56'40" Kuzey 1
40°52'4" Dogu
15 Ilica — Tarla 40°25'5" Kuzey 2

41°2922" Dogu

4.2. Molekiiler Tani1 Sonucu Belirlenen Bakteri Tiirleri

DNA izolasyonu yapilan bakterilerin 16S rRNA PCR amplifikasyonu sonucunda gen
bankasinda yer alan 16S rRNA gen dizileri ile karsilagtirllmistir. Bakteri izolatlarina ait

bilgiler; Cizelge 4.2°de, 16S rRNA geni kismi baz siralar1 ie Ek 1-34’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Molekiiler tan1 sonucu belirlenen bakteri tiirleri

Bakteri Adi Baz Query Benzerlik  Genbank
Sayisi Cover Oram Numarasi

Pseudomonas sp. 1388 100 99 MG584444

TAGEM15-70-B1

Bacillus megaterium 1421 100 100 MG584445

TAGEM15-70-B2

Bacillus toyonensis 1402 100 100 MG584446

TAGEM15-70-B3

Acinetobacter bouvetii 1401 100 100 MG584447

TAGEM15-70-B4

Exiguobacterium aurantiacum 1393 100 100 MG584448

TAGEM15-70-B5

Pantoea sp. 1380 100 99 MG584449

TAGEM15-70-B6
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Cizelge 4.2. (devam)

Enterobacter cloacae 1404 100 100 MG584450
TAGEM15-70-B7

Rhizobium sp. 1351 100 100 MG584451
TAGEM15-70-B8

Exiguobacterium sp. 1428 100 100 MG584452
TAGEM15-70-B9

Bacillus sp. 1423 100 100 MG584453
TAGEM15-70-B10

Pseudomonas sp. 1406 100 100 MG685679
TAGEM15-70-B11

Bacillus cereus 1273 100 99 MG685680
TAGEM15-70-B12

Bacillus simplex 1419 100 100 MG685681
TAGEM15-70-B13

Acinetobacter bouvetii 1222 100 99 MG685682
TAGEM15-70-B14

Acinetobacter sp. 1083 100 99 MG685683
TAGEM15-70-B15

Acinetobacter haemolyticus 1390 100 100 MG685684
TAGEM15-70-B16

Acinetobacter Iwoffii 1407 100 100 MG685685
TAGEM15-70-B17

Enterobacter sp. 1406 100 99 MG685686
TAGEM15-70-B18

Acinetobacter Iwoffii 1393 100 100 MG685687
TAGEM15-70-B19

Acinetobacter johnsonii 1385 100 100 MG685688
TAGEM15-70-B20

Acinetobacter sp. 1403 100 99 MG685814
TAGEM15-70-B21

Enterococcus sp. 1180 100 100 MG685815
TAGEM15-70-B22

Bacillus cereus 1401 100 100 MG685816
TAGEM15-70-B23

Bacillus cereus 1378 100 100 MG685817

TAGEM15-70-B24
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Cizelge 4.2. (devam)

Bacillus atrophaeus 1398 100 100 MG685818
TAGEM15-70-B25
Bacillus aryabhattai 1415 100 100 MG685819
TAGEM15-70-B26
Enterobacter sp. 1353 100 99 MG685820
TAGEM15-70-B27
Bacillus atrophaeus 1413 100 100 MG685821
TAGEM15-70-B28
Acinetobacter sp. 1218 100 99 MG685822
TAGEM15-70-B29
Pseudomonas japonica 1404 100 99 MG685823
TAGEM15-70-B30
Exiguobacterium aurantiacum 1425 100 100 MG685824
TAGEM15-70-B31
Enterobacter cloacae 1358 100 100 MG685825
TAGEM15-70-B32
Exiguobacterium sp. 1412 100 100 MG685826
TAGEM15-70-B33
Bacillus sp. 1428 100 100 MG685828

TAGEM15-70-B35

4.3. Test Bakterilerine Konvensiyonel Yontemlerin Uygulanmasi

4.3.1. Azot fiksasyonu deneyleri

Molekiiler ¢alismalarin yapilmasi i¢in secilen azot fikse edebilen ve azot fikse
edemeyen test bakterilerinin bu 06zellikler yoniinden dogrulanmasi amaciyla yapilan

konvensiyonel azot fiksasyonu testlerinin sonuglar1 Cizelge 4.3’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.3. Test bakterilerinin azot fiksasyonu potansiyellerinin konvensiyonel
yontemlerle belirlenmesi

No  Azot Fiksasyonu (+) Azot Fiksasyonu (-)

1 Pseudomonas sp. Exiguobacterium sp.
TAGEM15-70-B1 TAGEM15-70-B9

2 Bacillus megaterium Acinetobacter bouvetii
TAGEM15-70-B2 TAGEM15-70-B4

3 Bacillus toyonensis Acinetobacter johnsonii
TAGEM15-70-B3 TAGEM15-70-B20

4 Pseudomonas sp. Bacillus cereus
TAGEM15-70-B11 TAGEM15-70-B12

5 Acinetobacter sp. Acinetobacter lwoffii
TAGEM15-70-B15 TAGEM15-70-B19

6 Bacillus cereus Enterobacter sp.
TAGEM15-70-B23 TAGEM15-70-B18

7 Bacillus cereus Enterococcus sp.
TAGEM15-70-B24 TAGEM15-70-B22

8 Enterobacter cloacae Acinetobacter sp.
TAGEM15-70-B32 TAGEM15-70-B21

9 Exiguobacterium sp. Acinetobacter lwoffii
TAGEM15-70-B33 TAGEM15-70-B17

10 Bacillus sp. Bacillus sp.
TAGEM15-70-B35 TAGEM15-70-B10

Bu verilerin degerlendirilmesinde kullanilan deneysel gozlemlere ait drnek goriintii de

Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Azot fiksasyonu yapabilen ve yapamayan bakterilerin AFM agar besiyeri
tizerinde gelisim durumlarinin gosterilmesi [(+) solda ve (—) sagda]

4.3.2. Fosfat ¢ozme deneyleri

Molekiiler c¢alismalarin yapilmasi igin secilen fosfatli bilesikleri ¢Ozebilen ve
cozemeyen test bakterilerinin bu 6zellikler yoniinden dogrulanmasi amaciyla yapilan

konvensiyonel fosfat ¢cozme testlerinin sonuglar1 Cizelge 4.4’de dzetlenmistir.

Cizelge 4.4. Test bakterilerinin fosfathh bilesikleri ¢ozebilme potansiyellerinin
konvensiyonel yontemlerle belirlenmesi

No Fosfat Cozme (+) Fosfat Cozme (-)

1 Rhizobium sp. Enterobacter cloacae
TAGEM15-70-B8 TAGEM15-70-B7

2 Enterobacter sp. Bacillus megaterium
TAGEM15-70-B18 TAGEM15-70-B2

3 Enterococcus sp. Exiguobacterium sp.
TAGEM15-70-B22 TAGEM15-70-B9

4 Bacillus cereus Acinetobacter johnsonii
TAGEM15-70-B24 TAGEM15-70-B20

5 Bacillus atrophaeus Acinetobacter Iwoffii

TAGEM15-70-B25 TAGEM15-70-B19
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Cizelge 4.4. (devam)

6 Bacillus aryabhattai Bacillus atrophaeus
TAGEM15-70-B26 TAGEM15-70-B28

7 Enterobacter sp. Acinetobacter sp.
TAGEM15-70-B27 TAGEM15-70-B13

8 Acinetobacter sp. Acinetobacter Iwoffii
TAGEM15-70-B29 TAGEM15-70-B17

9 Pseudomonas japonica Acinetobacter bouvetii
TAGEM15-70-B30 TAGEM15-70-B14

10 Enterobacter cloacae Bacillus sp.
TAGEM15-70-B32 TAGEM15-70-B10

Test bakterilerinin fosfat ¢dzme potansiyellerinin degerlendirilmesinde kullanilan

deneysel gozlemlere ait 6rnek goriintli Sekil 4.2°de gosterilmigtir.

Sekil 4.2. Fosfatli bilesenleri ¢ozebilen ve ¢ozemeyen bakterilerin Pikovskaya’s agar
besiyeri lizerinde gelisim durumlar1 ve berrak zon olusumu.

4.3.3. IAA iiretme deneyleri

Molekiiler g¢alismalarin yapilmasi i¢in secilen IAA iiretebilen ve liretemeyen test
bakterilerinin bu 6zellikler yoniinden dogrulanmasi amaciyla yapilan konvensiyonel

IAA iiretme testlerinin sonuglar1 Cizelge 4.5’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.5. Test bakterilerinin IAA {retebilme potansiyellerinin konvensiyonel
yontemlerle belirlenmesi

No IAA Uretme (+) IAA Uretme (-)

Absorbans (ODsz) Absorbans (ODsz)
1 Pseudomonas sp. Acinetobacter johnsonii

TAGEM15-70-B1 0,322 TAGEM15-70-B2 0,012

2 Bacillus megaterium Acinetobacter bouvetii
TAGEM15-70-B2 0,319 TAGEM15-70-B4 0,088

3 Bacillus toyonensis Bacillus cereus
TAGEM15-70-B3 0,313 TAGEM15-70-B12 0,087

4 Exiguobacterium aurantiacum Bacillus cereus
TAGEM15-70-B5 0,420 TAGEM15-70-B12 0,064

5 Pantoea sp. Acinetobacter bouvetii
TAGEM15-70-B6 0,440 TAGEM15-70-B14 0,076

6 Rhizobium sp. Acinetobacter haemolyticus
TAGEM15-70-B8 0,364 TAGEM15-70-B16 0,097

7 Exiguobacterium sp. Acinetobacter Iwoffii
TAGEM15-70-B9 0,404 TAGEM15-70-B17 0,082

8 Bacillus sp. Acinetobacter Iwoffii
TAGEM15-70-B10 0,448 TAGEM15-70-B19 0,078

9 Pseudomonas sp. Acinetobacter sp.
TAGEM15-70-B11 0,432 TAGEM15-70-B21 0,084

10 Bacillus sp. Exiguobacterium aurantiacum

TAGEM15-70-B35 0,372

TAGEM15-70-B31 0,072

Test bakterilerinin IAA {iretebilme potansiyellerinin degerlendirilmesinde kullanilan

deneysel gozlemlere ait 6rnek goriintli de Sekil 4.3°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Test bakterilerinin IAA iiretebilme potansiyellerinin kolorimetrik olarak
incelenmesi

4.4. Test Bakterilerine Molekiiler Yontemlerin Uygulanmasi

4.4.1. Azot fiksasyonuna yonelik molekiiler deneyler

Azot fiksasyonu yoniinden konvensiyonel denemelerde (+) ve (—) 6zellik gdsteren test
bakterilerinden izole edilen genomik DNA’lar, literatiirde toprak bakterilerinin azot
fiksasyonu yeteneklerinin arastarilmasi i¢in Onerilen Kadino/Emino, nifH1/nifH2,
F2/R6 ve bu calismada ilk kez tasarlanan NifA1F/NifA2R primer setleri ile yapilan
PCR calismalart i¢in kullanilmistir. Bu caligsmalara ait bulgular Sekil 4.4 — 4.11°de

verilmistir.
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Sekil 4.4. Azot fiksasyonu (+) 6zellikli test bakterilerinin Kadino/Emino primer seti ile
yapilan PCR uygulamalarinin amplifikasyon sonuglari
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Sekil 4.4°deki jel goriintiisiiniin degerlendirilmesi sonucunda yalnizca Pseudomonas sp.
TAGEM15-70-B11 kodlu bakteride mevcut Kadino/Emino primer seti ile sonug
alinmistir. Mevcut calismamizda azot fiksasyonuna yonelik molekiiler uygulamalarda
azot fikse edebilen 10 bakteri arasindan sadece 1 tanesi cevap vermis olup bu primer

seti icin hazirlanan reaksiyonda %10’luk basar1 gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.5. Azot fiksasyonu (—) 6zellikli test bakterilerinin Kadino/Emino primer seti ile
yapilan PCR uygulamalarinin amplifikasyon sonuglari

Sekil 4.5°de verilen jel goriintiisii degerlendirildiginde; azot fiksasyonuna yonelik
molekiiler uygulamalarda azot fiksasyonu (-) 10 bakteriden Kadino/Emino primer seti
ile herhangi bir sonug elde edilememistir ve boylelikle konvensiyonel denemelerde azot

fiksasyonu (-) cevap veren drnekler molekiiler uygulamalarla da teyit edilmistir.
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Sekil 4.6. Azot fiksasyonu (+) 6zellikli test bakterilerinin NifH1/NifH2 primer seti ile
yapilan PCR uygulamalariin amplifikasyon sonuglari
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Yine Sekil 4.6’daki jel goriintiisiiniin degerlendirilmesi sonucunda; Bacillus megaterium
TAGEM15-70-B2, Bacillus toyonensis TAGEM15-70-B3, Pseudomonas sp.
TAGEM15-70-B11, Acinetobacter sp. TAGEM15-70-B15, Bacillus cereus TAGEM15-
70-B23 kodlu bakterilerde mevcut NifH1/NifH2 primer seti ile sonug alinmistir. Mevcut
calismamizda azot fiksasyonuna yonelik molekiiler uygulamalarda azot fikse edebilen
10 bakteri arasindan sadece 5 tanesi cevap vermis olup bu primer seti i¢in hazirlanan

reaksiyonda %50’lik basar1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Azot fiksasyonu (—) ozellikli test bakterilerinin NifH1/NifH2 primer seti ile
yapilan PCR uygulamalarinin amplifikasyon sonuglari

Sekil 4.7°de belirtilen jel gorintiisiiniin incelenmesi sonucunda; azot fiksasyonu
belirlemeye yonelik molekiiler uygulamalarda azot fiksasyonu (-) olan 10 bakteriden
NifH1/NifH2 primer seti ile herhangi bir sonu¢ elde edilememistir ve bdoylelikle
konvensiyonel denemelerde azot fiksasyonu (-) cevap veren Ornekler molekiiler

uygulamalarla da teyit edilmistir.
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Sekil 4.8. Azot fiksasyonu (+) 6zellikli test bakterilerinin F2/R6 primer seti ile yapilan
PCR uygulamalarinin amplifikasyon sonuglari

Sekil 4.8’de verilen jel goriintiisiiniin degerlendirilmesi sonucunda; Enterobacter cloaca
TAGEM15-70-B32, Bacillus sp. TAGEM15-70-B35 bakterilerde mevcut F2/R6 primer
seti ile sonu¢ alinmistir. Mevecut calismamizda azot fiksasyonuna yonelik molekiiler
uygulamalarda azot fikse edebilen 10 bakteri arasindan sadece 2 tanesi cevap vermis

olup bu primer seti i¢in hazirlanan reaksiyonda %20’lik basar1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.9. Azot fiksasyonu (—) dzellikli test bakterilerinin F