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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

TOPRAK BAKTERİLERİNİN PGPR ÖZELLİKLERİNİN 

ARAŞTIRILMASINDA PCR TEMELLİ 

MOLEKÜLER TEKNİKLERİN UYGULANMASI 

 

Burak ALAYLAR 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Moleküler Biyoloji Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Medine GÜLLÜCE 

 

Bu çalıĢmada, Erzurum ve çevresindeki zirai alanlardan rizosferik toprak örnekleri 

toplanmıĢ ve aseptik koĢullarda laboratuvar ortamına taĢınmıĢtır. Bu örneklerden saf 

bakteriyel izolatlar elde edilerek saflaĢtırılmıĢ ve bunların arasından azot fiksasyonu, 

fosfat çözme ve IAA üretme bakımından PGPR özelliği gösterenler konvensiyonel 

yöntemler kullanılarak seçilmiĢtir. Aktif izolatların tanılanmasında klasik mikroskobik 

incelemeler ve moleküler teknikler kullanılmıĢtır. Ġzolatların moleküler identifikasyonu 

evrensel 16S rRNA gen bölgesine spesifik primerlerinin kullanıldığı PCR uygulaması, 

amplikonların sekans analizleri ve NCBI veri tabanında BLAST analizi ile yapılmıĢtır. 

Daha sonra bu aktif izolatlar bu özelliklerin araĢtırılmasında kullanılabilecek PCR 

temelli moleküler tekniklerin uygulanması için kullanılmıĢtır.  

Yapılan çalıĢmalar sonucunda PGPR özelliği tespit edilen 34 aktif izolat belirlenmiĢ ve 

moleküler tanıları yapılmıĢtır. Ayrıca bu izolatların kullanılmasıyla azot fiksasyonu ile 

iliĢkili nif, fosfat çözündürme ile iliĢkili pqq ve IAA üretimi ile iliĢkili ipdc gen 

bölgeleri için spesifik yeni primer çiftleri tasarlanmıĢtır.  

2017, 150 sayfa 

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, Azot fiksasyonu, Fosfat çözme, IAA üretimi, PCR, 

PGPR. 
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ABSTRACT 

Ph. D. Thesis  

 

IMPLEMENTATION OF PCR-BASED MOLECULAR TECHNIQUES FOR 

STUDYING PGPR PROPERTIES IN SOIL BACTERIA  

 

Burak ALAYLAR 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Science of Molecular Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Medine GÜLLÜCE 

 

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 pqq and IAA production related ipdc gene regions. 

2017, 150 pages 

Keywords: 16S rRNA, Nitrogen fixation, Phosphate solubilization, IAA production, 

PCR, PGPR.  
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1. GİRİŞ 

Son yıllarda hızla artmakta olan dünya nüfusu, insan yaĢamının temel 

gereksinimlerinden biri olan gıda ihtiyacının da artmasına sebep olmuĢtur. Bu durum 

mevcut zirai çalıĢmaların geliĢtirilmesi ve bu çalıĢmalar neticesinde çeĢitli stratejilerin 

belirlenmesi ile sonuçlanmıĢtır. Bu alanda ilk geliĢtirilen stratejilerde pestisitler ve 

kimyasal gübrelerin kullanımında önemli artıĢlar olmuĢ ve kısa vadede taleplerin 

karĢılanabilmesi için alternatif bir çözüm üretilmiĢtir. Bununla birlikte geçen zaman 

içerisinde bu kimyasalların üretim maliyetlerinin artması ve bunların aĢırı kullanımları 

hem ekonomik hem de çevresel sorunların ortaya çıkmasıyla sonuçlanmıĢtır (Chauhan 

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

Dünya Gıda ve Tarım Örgütü 2011 yılı verilerine göre; yeryüzünde hızla devam 

etmekte olan kuraklaĢma, sürekli değiĢen iklim koĢulları, patojenler, pestisitlerin ve 

insan kaynaklı etkenlerin çevreye vermiĢ olduğu zararlar yaklaĢık 24 milyar ton verimli 

ürün alınabilecek toprağın kaybına sebep olmuĢtur (Gopalakrishnan et al. 2014; 

Chauhan et al. 2015; Haiyambo et al. 2015; Ruzzi and Aroca 2015). 

Mevcut olan bu tablo daha ekonomik ve çevreci stratejilerin geliĢtirilmesini zorunlu 

kılmıĢ ve araĢtırma odaklarını topraktaki kimyasal maddelerin azaltılmasını hedefleyen 

çevre dostu ürün miktarında ve kalitesinde artıĢ sağlayacak alternatif doğal yöntemlerin 

geliĢtirilmesine yöneltmiĢtir. Bu yöntemlere; doğal gübrelerin kullanımının arttırılması, 

kompost, hasat kalıntıları gibi birçok ürün için yönetim stratejilerinin geliĢtirilmesi; 

toprakların nadasa bırakılmaları, birden fazla ürünün aynı anda ekilmesi ya da her yıl 

farklı bir ekin ekerek topraklarda ürün rotasyonunun sağlanması gibi farklı uygulamalar 

örnek olarak verilebilir (Vimal et al. 2017). 

Yapılan güncel araĢtırmalarda özellikle biyolojik gübrelerin hazırlanması ve bu 

gübrelerin kullanımı ile toprak verimliliğinin arttırılabildiği, kimyasal gübrelerin 

kullanımından zarar görmüĢ toprak yapısının iyileĢtirilebildiği ve ürün kalitesinin 
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önemli ölçüde arttırılabildiği gösterilmiĢtir. Günümüzde bu mikrobiyolojik gübrelerin 

hazırlanmasında; bitki büyümesini teĢvik eden rizobakteriler (plant growth promoting 

rhizobacteria - PGPR) önemli bir yer teĢkil etmektedir (Sharan and Nehra 2011; 

Gopalakrishnan et al. 2014; Chauhan et al. 2015). 

Rizobakteriler toprakta doğal olarak bulunan, yoğun bir Ģekilde bitki köklerinin 

çevresinde ve üzerinde kolonize olan, bitki geliĢimine katkı sağlayan veya bitki 

patojenleri gibi zararlı ajanlara karĢı bitkilerin korunmasını teĢvik edici toprak 

bakterileridir. Zirai bitkilerin erken geliĢimi safhasında, inoküle edilen bitki büyümesini 

teĢvik eden rizobakteriler sayesinde bu bitkilerin kök ve gövdelerinde biyokütle 

artıĢının meydana geldiği bilinmektedir. Yine bu bakterilerin süs bitkilerine 

inokülasyonunda ise; tohum çimlenmesi, bitki sertliği, klorofil miktarı, baklagillerdeki 

nodül sayısı, dokulardaki besleyici nitelikteki madde artıĢı gibi olgular bitkilerin daha 

uzun süre sağlıklı kalabilmesini sağlamaktadır (Sharan and Nehra 2011; Ruzzi and 

Aroca 2015; Zaidi et al. 2015). Biyofertilizer, biyoprotektan ve biyostimulant 

özelliklerinden dolayı rizobakteriler; tarımda kullanılan birçok zararlı kimyasal 

gübrenin, pestisitlerin ve hormonların yerini alabilecek çevre dostu, toprak verimini 

arttıran, ürün kalitesine olumlu etki göstermektedir. Günümüzde dünya genelindeki 

birçok bilim adamı bitki büyümesini teĢvik eden rizobakterilerin zirai ve ekolojik 

uygulamalarıyla ilgili çalıĢmalara önem vermekte ve bu konuyla ilgili bilimsel verileri 

insanlığın hizmetine sunmaktadır (Bhattacharyya and Jha 2012; Mire et al. 2016; Odoh 

2017). 

Rizobakteriler ile ilgili yapılan akademik çalıĢmalar incelendiğinde bugüne kadar azot 

fiksasyonu, fosfat çözebilme yeteneği, IAA üretimi gibi çeĢitli bitki büyümesini teĢvik 

edici hormonları üretebilme, siderofor bileĢenleri üretebilme gibi bitki büyümesini 

teĢvik edici rizobakteri olma özelliğinin tespit edilmesinde konvensiyonel yöntemler 

kullanılmıĢ ve bu yöntemler sayesinde birçok bakterinin PGPR özellikleri tespit 

edilmiĢtir (Vaikuntapu 2014; Zafar et al. 2017). Bununla birlikte bu alanda yapılan 

araĢtırmaların sayısındaki önemli artıĢ, konvensiyel yöntemlerin yerini alabilecek daha 
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güvenilir, ekonomik, kolay ve hızlı yöntemlerin geliĢtirilmesi ihtiyacını ortaya 

çıkarmıĢtır. 

Yukarıda belirtilen nedenlerden dolayı son yıllarda bu ihtiyacın karĢılanması için 

doğrudan PGPR özelliklerinin ortaya çıkmasından sorumlu gen bölgelerini hedef alan 

PCR temelli moleküler tekniklerin kullanılması en önemli yaklaĢımlardan birisi haline 

gelmiĢtir. Örneğin; Bruto ve arkadaĢlarının 2014 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada, 

çeĢitli PGPR türlerinin spesifik gen aileleri incelenmiĢ ve ACC deaminaz (acdS), fosfat 

çözebilme (pqqB, pqqC, pqqD, pqqE, pqqF) ve azot fiksasyonu (nifD, nifH, nifK) ile 

ilgili çok sayıda gen tanımlanmıĢtır. Yine literatürdeki benzer birçok güncel çalıĢmada 

da PGPR ile iliĢkilendirilebilecek çok sayıdaki spesifik genin bilgisine de ulaĢmak 

mümkündür (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 karĢın halen PGPR türlerinin güvenilir, ekonomik, kolay ve hızlı 

olarak analiz edilmesine olanak sağlayacak yeni moleküler tekniklerin geliĢtirilmesine 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

Mevcut tez çalıĢmamızda azot fiksasyonunda önemli rol üstlenen nif geni, fosfat 

çözünmesinde pqq geni, IAA üretiminde ise ipdc geni PGPR özelliklerinin 

araĢtırılmasında önemli görevler almaktadır. Nif genleri azot fiksasyonuna katılan 

genlerdir. Bu genler azot fiksasyonu yapabilen bakterilerde bulunmaktadır. Klebsiella 

pneumoniae gibi serbest yaĢayan azot fiksasyonu yapabilen bakterilerde bir operon 

olarak ortaya çıkmaktadır. Nif genleri azot fiksasyonunda gerekli nitrogenaz ve bazı 

düzenleyici proteinleri kodlar. Azot fiksasyonunda yaklaĢık 20 farklı nif gen ürünü 

görev almaktadır (Dahal 2016). 

Pirolokinolin kinon (PQQ) biyosentezinde yer alan genler birçok mikroorganizmada 

PQQ operonun bir parçası olarak tanımlanmıĢtır. Pqq geni operon yapısının sayısı ve 

bulundukları mikroorganizmaya göre değiĢmektedir. PQQ, bitki büyümesini 

destekleyen önemli bir faktör olarak düĢünülmüĢtür. PQQ bakteri ve bitkilerde hücre 

çoğalmasını ve stres toleransını destekleyen bir vitamin olarak da düĢünülmektedir. Son 
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zamanlarda yapılan çalıĢmalar ise bu genin ürünlerinin fungal patojenlere karĢı bir 

biyokontrol maddesi olarak iĢlevlerinin olduğunu ortaya koymaktadır. Yüksek oranda 

PQQ üreten bakteriler, çeĢitli bakteri cinslerinde tespit edilmiĢtir. Bu bakteriler 

arasında; Acinetobacter, Ancylobacte, Gluconobacter, Hyphomicrobium, Klebsiella, 

Paracoccus, Polyporus, Pseudomonas, Methylobacillus, Methylophilus, Methylovorus, 

Methylobacterium, Mycobacterium, Thiobacillus, ve Xanthobacter yer almaktadır. PQQ 

önemli bir fosfat çözücü faktördür. PQQ üreten bakterilerin birçoğu inorganik fosfat 

çözebilmektedirler. Bu bakterilerde ise fosfat çözme yeteneğine sahip pqq genleri yer 

almaktadır (An 2016). 

IpdC geni, indol piruvat dekarboksilaz enzimini kodlar ve Ġndol-3-Piruvat (IPA) 

yolağındaki ana basamağı katalize eder ve IAA üretimi yapan bakterilerde bu gen yer 

almaktadır. IAA bazı bakteriler tarafından bitki geliĢimini teĢvik etmede ana unsur 

olarak kullanılmaktadır ve fitostimülasyonu maksimize etmek için IAA biyosentezinin 

genetik manipülasyonuyla ilgili çalıĢmalara büyük ilgi vardır. Bu bakteriyal 

inokülantların ideal kullanım koĢullarını belirlemek IAA için modifiye edilmiĢ 

bakteriyel fitostimülasyonun ekolojik etkisini incelememiz sonucunda ortaya çıkacaktır. 

(Duca et al. 2014). 

Sonuç olarak, PGPR türlerine artan ihtiyacın giderilmesine katkı sağlamak amacıyla 

hazırlanan doktora tez çalıĢmamızda Erzurum çevresinden izole edilen aktif toprak 

bakterileri moleküler olarak tanılanmıĢtır. Bu bakteriler içerisinde PGPR özelliklerinden 

(azot fiksasyonu yapabilen, fosfat çözebilen ve IAA üreten) bir ya da birkaçını gösteren 

türlerin daha hızlı seçilimi için güvenilir, ekonomik, ve kolay analiz edilmesine olanak 

sağlayacak PCR temelli moleküler tekniklerin uygulanması amaçlanmıĢtır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Bitki Büyümesini Teşvik Eden Rizobakteriler (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria - PGPR) 

Bitki büyümesini teĢvik eden rizobakteriler (PGPR) ilk kez 1978 yılında Kloepper ve 

Schroth tarafından keĢfedilmiĢtir. Bu bilim adamları rizobakterileri; bitki geliĢimine 

olumlu etkileri olan, genellikle bitkilerin kökleri üzerinde ve çevresinde yer alan toprak 

bakterileri olarak tanımlamıĢlardır. PGPR‟lar ayrıca bitki sağlığını artırıcı rizobakteriler 

veya bitki nodüllerini artırıcı bakteriler olarak da adlandırılmaktadır (Burr and Caesar 

1984; Hayat et al. 2010). Günümüzde PGPR türleri tarımsal anlamda kullanıĢlı, bitki 

geliĢimine katkı sağlayan, yararlı ve çoğunlukla serbest yaĢayan bakteri türleri olarak 

tanımlanmaktadır. Literatürdeki birçok çalıĢmada PGPR türleri biyolojik gübre olarak 

da adlandırılmaktadır (Zaidi et al. 2015). GeçmiĢ yıllarda yapılan birçok arazi 

uygulamalarında PGPR‟ların; patates, Ģeker pancarı, turp gibi birçok ürünün verim 

artıĢına katkı sağladığı anlaĢılmıĢtır. Yine bu bakterilerin ticari uygulamaları da 

denenmiĢ ve ekonomik anlamda faydalarının olduğu tespit edilmiĢtir. PGPR‟lar, 

konukçu bitki ve bu bakteriler arasında meydana gelen özel etkileĢimlerin bir sonucu 

olarak bitki kök yüzeylerinde, köklerin hücreler arası boĢluklarında ve bunları 

çevreleyen toprak katmanlarında (rizosfer) kolonize olmaktadır. Bitki kökleri üzerinde 

kolonize olan PGPR türleri bitki geliĢimine dolaylı ve doğrudan etkileyen 

mekanizmalara sahiptir. Bitki büyümesini teĢvik eden bakteriler birçok mekanizmayla 

birlikte; bitki geliĢimi üzerine, verim ve besin alınımını artırmasına katkı sağlamaktadır. 

Bazı bakteriyel türler doğrudan bitkisel hormon sentezleyerek bitki fizyolojisini 

düzenlemektedir. Buna karĢın bazı bakteriler ise topraktaki mineral ve azot miktarını 

arttırarak dolaylı yollardan bitki büyümesine katkıda bulunurlar. Bu bakterilerin aynı 

anda iki ya da daha fazla bitki büyümesini teĢvik edici özelliğe sahip olabileceği 

bilinmektedir. Bu özellikler bitki büyümesini doğrudan, dolaylı veya sinerjistik yollarla 

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

Bakteriyel inokülantların bitki büyümesini teĢvik edici etkinlikleri, uygulandıkları 
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toprağın besinsel koĢullarını doğrudan etkilemektedir. Yapılan araĢtırmalar bakteriyel 

inokülantın bitki büyümesini teĢvik etmede besleyicilik yönünden fakir topraklarda, 

besin yönünden zengin topraklara nazaran çok daha etkili olabileceğini göstermiĢtir. 

Efektif PGPR türlerinin seçilimi için gnatobiyotik koĢullarda büyümeyi teĢvik etme 

kapasitelerinin araĢtırılması ve in vitro koĢullarda çeĢitli metabolitleri üretebilme 

yeteneklerinin araĢtırılması oldukça kullanıĢlı bir yaklaĢımdır (Egamberdiyeva 2007). 

Bu bilgiler göz önüne alındığında birçok farklı mekanizma ile bitki geliĢimini olumlu 

yönde etkileyen PGPR türlerinin temelde; toprağın besin kalitesini arttıran 

biyofertilizerler, bitkisel hormonlar ve çeĢitli büyüme ajanlarını sentezleyen 

biyostimulantlar ve topraktaki bitki patojenlerinin üzerine antagonistik etki gösteren 

biyoprotektanlar olmak üzere üç grupta toplanması mümkündür. 

Çizelge 2.1. PGPR türlerinin etki mekanizmaları (Bhattacharyya and Jha 2012) 

PGPR 

Formları 

Tanım Etki Mekanizması Referanslar 

Biyofertilizer Canlı mikroorganizmaları 

içeren, tohum, bitki 

yüzeyi veya toprağa 

uygulandığında rizosferde 

koloni oluĢturabilen ve 

konukçu bitki üzerinde 

temel besin miktarını 

arttırarak bitki 

büyümesini teĢvik ederler 

Biyolojik azot fiksasyonu 

 

Çözünmeyen fosforun 

kullanımı 

Vessey 2003 

 

Somers et al. 

2004 

Biyostimulant Ġndol asetik asit, 

giberellik asit, sitokininler 

ve etilen gibi bitki 

hormonları üretebilen 

mikroorganizmalar 

Fitohormonların üretimi Lugtenberg et 

al. 

2002,  

Somers et al. 

(2004) 

Biyoprotektan Bitki patojenik ajanlarını 

kontrol ederek bitki 

geliĢimini teĢvik eden 

mikro organizmalar 

Antibiyotik, siderofor, 

hidrolitik enzimlerin 

üretimi, 

Patojenler üzerine etkisi 

ĠndüklenmiĢ direnç sistemi 

Somers et al. 

2004  

Chandler et al. 

2008 
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2.2. PGPR Türlerinin Biyofertilizer Olarak Kullanımı 

2.2.1. Biyofertilizerin tanımı 

PGPR'ları biyolojik fertilizer olarak adlandırmaya baĢlamadan önce, biyolojik fertilizer 

terimini tanımlamak gerekmektedir. Modern sözlükler bu terimin tanımını 

içermemektedir. Biyofertilizer kelimesiyle ilgili dünya çapında web taramaları 

sonucunda sayısız yorumun bulunduğu çok sayıda internet sitesi yer almaktadır. Bu web 

siteleri biyofertilizerleri; yosun ekstratlarından elde edilen herhangi bir Ģey, kentsel 

atıklardan elde edilmiĢ kompost, tanımlanamayan çeĢitli mikrobiyal karıĢımlar, organik 

bileĢiklerle (proteinler ve vitaminler) desteklenmiĢ kimyasal gübre formülasyonları 

olarak tanımlamıĢlardır. Aynı Ģekilde bilimsel literatürde ise biyofertilizerler yeĢil 

gübrelerden (Rao and Gill 1995; Ventura and Ladha 1997; Vessey 2003), hayvan 

gübrelerinden (Abdel-Magid et al. 1995) ve bitki özütlerinden (Zodape 2001) oluĢan 

çok sayıdaki örneği temsil edebileceğine dair yorumlar mevcuttur. Mikrobiyal 

biyofertilizerler (biyolojik gübre) canlı mikroorganizmaları içeren bir madde olarak 

tanımlanmakla birlikte tohum, bitki yüzeyleri veya toprak üzerine uygulandığında 

rizosferde veya bitki içerisinde koloni oluĢturarak konukçu bitki için birincil besin 

maddelerinin mevcudiyetini arttırarak büyümeyi teĢvik eder. Bu tanım mantığa dayanan 

bir tanım olmakla birlikte biyofertilizer teriminin tam olarak açıklanmasını 

kısıtlamaktadır. Biyoloji bilim dalı canlı organizmaları incelediğinden 

biyofertilizerlerin; konukçu bitkinin besin durumunu bitki ile birlikte devam ettirerek 

arttıran canlı organizmaları içermesi gerekmektedir. Bu tanım biyofertilizerleri organik 

gübrelerden ve organik bileĢik içeren gübrelerden de (doğrudan veya çürüme ile toprak 

verimini arttırmaktadır) ayırmaktadır. Benzer Ģekilde, biyofertilizer terimi; yeĢil gübre, 

gübre veya organik destekli kimyasal gübre terimleri ile birbirlerinin yerine 

kullanılmamalıdır. Okon ve Labandera 1994 yılında ilk kez rizosferik organizmaların 

toprak besin maddelerinin kullanımını iyileĢtiren biyolojik etkenler olduğunu ancak 

bunların toprak besinlerinin (kimyasal gübreler, mikorizal funguslar ve PGPR‟lar gibi) 

yerini alamayacağını ve dolayısıyla biyofertilizer olarak adlandırılamayacağını 

savunmuĢlardır (Vessey 2003; Malusá and Vassilev 2014). 
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Fuentes-Ramirez ve Caballero-Mellado 2005 yılında biyofertilizerleri canlı 

mikroorganizma içeren farklı mekanizmalar yoluyla bitki büyümesi ve ürün verimi 

üzerinde doğrudan veya dolaylı yararlı etkiler yapan bir ürün olarak tanımlamıĢtır. Yine 

bu bilim insanları biyofertilizer tanımını bitki patojenlerini kontrol etmek için kullanılan 

bakterileri de içine alacak Ģekilde geniĢletmiĢlerdir. Bitkinin beslenme durumu 

mikroorganizma tarafından arttırıldığı sürece, bir mikroorganizmanın varlığı toprak 

besinlerini değiĢtirerek (biyolojik azot fiksasyonu) veya besin maddelerini daha 

kullanabilir hale getirerek (fosfat çözünmesi) veya bitkinin besin eriĢebilirliğini 

arttırarak (bitki kök yüzey alanının artıĢı) biofertilizer olarak adlandırılmaktadır. 

PGPR‟ların tümü biyofertilizer olarak tanımlanamaz. Zararlı organizmaların kontrolü ve 

bitki büyümesini teĢvik eden bakteriler biyopestisitlerdir fakat biyofertilizer değildirler. 

Buna rağmen bazı PGPR‟lar hem biyofertilizer hem de biyopestisit olarak hareket 

ederek büyümeyi teĢvik etmektedir. Örneğin, Burkholderia cepacia suĢlarının, 

Fusarium alt türlerine karĢı biyolojik kontrol özelliklerine sahip oldukları bilinmektedir. 

Aynı zamanda siderofor üretimi yoluyla demir oranının düĢük olduğu koĢullar altında 

mısırın büyümesini teĢvik edebilir (Bevivino et al. 1998; Vessey 2003; Malusá and 

Vassilev 2014). 

ġimdiye kadar detaylı bir Ģekilde tanımlandığı üzere biyofertilizerler bitkinin beslenme 

durumunu arttırarak bitki büyümesini teĢvik eden canlı mikroorganizmalar içermelidir. 

Bununla birlikte tüm biyofertilizerler PGPR içermemektedir. 

2.2.2. Biyofertilizer özellikli PGPR türlerinin konukçu bitkilerle etkileşimi 

Biyofertilizer özellikli PGPR türlerinin konukçu bitkilerin beslenme durumunu 

iyileĢtirme yoluyla faydalı bir etkiye sahip olması için PGPR ile konukçu bitki arasında 

yakın bir iliĢki olması gerekmektedir. Bununla birlikte, PGPR ve konukçu bitki 

arasındaki yakın iliĢki derecesi konukçu bitkinin PGPR türlerini nerede ve nasıl 

kolonize ettiğine bağlı olarak değiĢebilir. PGPR ve konukçu arasındaki iliĢki rizosferik 

ve endofitik olmak üzere 2 farklı Ģekilde kategorize edilebilmektedir (Vessey 2003). 
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Rizosferik iliĢkilerde, PGPR türleri rizosferde, kök yüzeyinde koloni 

oluĢturabilmektedirler (McCully 2001). PGPR türleri dıĢında hiçbir bakteri bu alanlarda 

kolonize olamazlar. Bitki, rizosferi oluĢturan toprağın fiziksel ve kimyasal özelliklerini 

PGPR türlerinin kolonize olmasına imkan verecek Ģekilde değiĢtirir. Bu farklılıklar 

toprak pH'sında, su potansiyelinde, kısmen O2 basıncında ve bitki eksüdalarına bağlı 

sayısız diğer fiziksel ve kimyasal özellik sayesinde ortaya çıkmaktadır (Uren and 

Reisenauer 1988; Tavaria and Zuberer 1998; Griffiths et al. 1999; Revsbech et al. 1999; 

Xu 2000; Vessey 2003; Miransari 2011). 

Pekçok rizosferik iliĢkide PGPR türleri tam olarak bitki yüzeyindeki çeĢitli bitki 

salgılarına tutunacaktır (Andrews and Harris 2000). Bununla birlikte; bitki yüzeyine 

tutunan bakteriler arasında en iyi bilinenler Azospirillum türleridir (Michiels et al. 1991; 

Steenhoudt and Vanderleyden 2000). Kök yüzeylerinde PGPR türlerinin koloni 

oluĢturma Ģekilleri tek tipte değildir. Örneğin, Kluyvera ascorbata kanola köklerinin 

yüzeyinin üçte ikisini kolonize etmektedir, ancak kök uçlarının çevresinde bakteri tespit 

edilememiĢtir (Ma et al. 2001). 

Endofitik bakteriler genellikle bitki dokularında bulunarak bitki geliĢimlerini ve 

dolayısıyla büyümeyi güçlendirir. Endofitik bakteriler bitkilerde bitki geliĢimini önemli 

ölçüde destekleyerek konukçu bitki için üreme kaynağı olarak kabul edilmektedir 

(Kuklinsky-Sobral et al. 2004; Luo et al. 2011; Miransari 2011; Reinhold-Hurek and 

Hurek 2011). 

Endofitik iliĢkilerde, PGPR türleri konukçu bitkilerin içindeki apoplastik boĢluklarda 

besin alınımını destekleyici ajanlar olarak bulunur. Hücre içi boĢlukları iĢgal eden 

endofitlerle ilgili bazı kanıtları olmasına rağmen bu durumla ilgili bilimsel çalıĢmalara 

çok az rastlanılmaktadır. Endofitlerin konukçularında kolonileĢtirilmesini içeren en iyi 

karakterize edilmiĢ örnek yaĢam baklagillerle Rhizobium arasındaki simbiyotik iliĢkidir. 

Mikrosimbiyotik kimyasal çekim, bağlanma, enfeksiyon ve kök nodüllerinin geliĢimi 

oldukça karmaĢık ve düzenlenmiĢ bir süreç olmakla birlikte son zamanlarda yapılan bir 
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çok çalıĢmada iyi bir Ģekilde tanımlanmıĢtır (Gualtieri and Bisseling 2000; Spaink 

2000). 

2.2.3. Biyofertilizer olarak PGPR türlerinin etki mekanizmaları 

2.2.3.a. Biyolojik azot fiksasyonu 

Günümüzde en çok çalıĢılan ve uzun süredir yararlanılan PGPR türleri; konukçu 

bitkinin kök nodüllerine yerleĢtikten sonra azot fikse edebilmelerinden dolayı Rhizobia 

cinsinde yer almaktadır. Baklagillerde kullanılmak üzere ilk ticari rizobiyal inokülantlar 

1890‟lı yıllarda kullanılmaya baĢlanılmıĢtır (Tailor and Joshi 2014). Azospirillum, 

Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, 

Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium ve Serratia cinsine ait bakteri 

türleri bitki rizosferiyle iliĢkilidir ve bu bakterilerin bitki geliĢimi üzerine yararlı etkileri 

bulunmaktadır (Egamberdiyeva 2005; Tilak et al. 2005). Rizosferdeki bakteri 

komünitesi geliĢimi organik bileĢenlerin kalıntılarının doğasına ve konsantrasyonuna 

bağlıdır (Curl and Truelove 1986). 

Rizosferik bakteriyal komüniteler kök kalıntılarındaki (eksuda) mevcut organik 

bileĢiklerin değerlendirilmesinde etkili rol oynar. Bu yüzden birçok bakteri, kök 

kalıntılarından (eksuda) maksimum fayda sağlamak için kök yüzeyine (rhizoplane) 

bağlanmaktadır. Böylelikle bitki ve mikroorganizmaların birliktelik iliĢkileri evrimin bir 

sonucunu ortaya koyar. PGPR türleri zirai ürünlerin verim artıĢlarının sağlanması için 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu durum; kimyasal gübre, pestisitler gibi bitki için 

zararlı etkenlerle yer değiĢtirmesi nedeniyle bu türleri önemli kılmaktadır 

(Ashrafuzzaman et al. 2009). Azot fikse eden faydalı bakteri ve mikroorganizmalar gibi 

biyolojik gübrelerin ve teĢvik edici ajanların kullanımı kimyasal gübre uygulamalarını 

ve ürün maliyetini azaltmaktadır. Verimliliğin arttırılmasında PGPR türleri, organik 

gübrelerin kullanımı açısından uygun bir alternatif yöntem olmaktadır ve bu türlerin 

kullanımı tarım alanlarındaki kirliliği azaltmakla birlikte ekolojik dengeleri de 

korumaktadır (ġtefan et al. 2008). Bu yüzden bitki büyümesini teĢvik eden 
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rizobakterilerin zirai alanlarda kullanımı umut verici bir kaynak olabilmektedir. Bu 

rizobakterilerin bitkilerin büyümesini ve geliĢmesini teĢvik eden inokulantlar 

olabilecekleri bilinmektedir. PGPR türleri veya izolatları, ayrıca gübre besin 

verimliliğini arttırabilmekte ve kimyasal gübrelerin uygulanma oranlarını 

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

PGPR izolatlarının biyolojik gübre inokülantı olarak kullanımı pirinç ekiminde 

faydalıdır. Bu uygulama pirinç geliĢimini arttırmakta ve bitki büyümesini teĢvik eden 

diğer özellikleri indüklemektedir. Arazi koĢullarında biyolojik gübre olarak nohuta 

inoküle edilen PGPR türleri, nohutun geliĢimine fayda sağlamıĢtır (Ashrafuzzaman et 

al. 2009). 

Günümüzde biyolojik azot fiksasyonunun yılda yaklaĢık 180 x 10
6 

metrik ton olduğu 

tahmin edilmekte ve bu oranın %80‟lik kısmının simbiyotik yaĢayan, kalan %20‟lik 

kısmının ise serbest yaĢayan mikroorganizma türleri tarafından gerçekleĢtirildiği 

bilinmektedir. Atmosferdeki azot rezervinden indirgeme yoluyla toprakların 

zenginleĢtirilmesini sağlayan mikrorganizmalar arke ve bakteriler içerisinde 

gruplandırılır. Bu bakteri gruplarının içerisinde yer alan ve azot fikse eden simbiyotik 

bakteriler arasında en fazla araĢtırılan gruplar Rhizobia ve Frankia cinsleri iken, serbest 

yaĢayan ve azot fikse edenler ise Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium ve 

Azotobacter gibi birçok bakteri grubudur (Graham 1988; Young 1992; Rokhzadi et al. 

2008). Birçok PGPR bakterisi azot fiksasyonu yapabilme yeteneğine sahip olmasına 

rağmen bitki geliĢimlerine ait etki mekanizmaları hakkındaki bilgiler sınırlıdır. Azot 

fikse edebilme yeteneğine sahip bitki geliĢimini teĢvik eden rizobakteriler içinde 

konukçu bitkinin uyarılması ve nitrogenaz aktivitesi arasındaki iliĢkiyi gösteren delillere 

Azoarcus, Beijerinckia, Klebsiella pneumoniae, Pantoea agglomerans ve Rhizobium 

türlerinde rastlanılmaktadır (Antoun et al. 1998; Xu 2000; Tailor and Joshi 2014). 

1. Azot fikse eden simbiyotik bakteriler 

Azot; enzimlerin, proteinlerin, klorofilin, DNA ve RNA‟nın hücresel sentezi için 
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gereklidir ve bu yüzden bitki geliĢimi, gıda üretimi ve beslenme için önemli ölçüde rol 

almaktadır. Baklagillerde nodül oluĢumu sayesinde rizobiyal bakteriler tarafından 

nitrogenaz ile simbiyotik atmosferik azot fiksasyonu gerçekleĢir. Bu biyolojik azot 

fiksasyonu süreci tarımda halihazırda kullanılan azot miktarının %65‟ini oluĢturmakla 

birlikte gelecekte sürdürülebilir bitkisel ürünlerin üretim sistemlerinde önem kazanmaya 

devam edecektir (Matiru and Dakora 2004; Hayat et al. 2010). Biyolojik azot 

fiksasyonun önemli kimyasal reaksiyonları azot fikse eden mikroorganizmaların 

baklagillerle simbiyotik olarak iĢbirliği durumunda, atmosferik azot (N2) elmentinin 

amonyaka (NH3) dönüĢmesiyle meydana gelmektedir (Shiferaw et al. 2004). 

Rhizobia (Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium 

ve Sinorhizobium türleri) kemotaktik olarak flavonoid moleküllerine cevap vererek 

konukçu baklagillere sinyal gönderir ve yakın iliĢkiler kurar. Bu bitki bileĢenleri 

Rhizobia‟da köklerde mitotik hücre bölünmesini tetikleyen, nodül oluĢumuna yol açan 

nodülasyon (nod) genlerinin ekspresyonunu indükler bu da köklerde mitotik hücre 

bölünmesini tetikleyen nodül oluĢumuna yol açan lipo-kitooligosakkarit sinyalleri üretir 

(Dakora 1995; Lhuissier et al. 2001; Dakora 2003; Matiru and Dakora 2004; Hayat et 

al. 2010). Nodüller simbiyotik azot fiksasyonu bölgelerinde Rhizobia ve baklagil 

bitkilerinin etkileĢimleri sonucu oluĢur. Bununla birlikte baklagil bitki köklerinin 

nodülasyonunu etkileyen; konukçu-mikrosimbiyont uyumu, toprağın fizikokimyasal 

özellikleri, flavonoidler, polisakkaritler ve hormonlar gibi bilinen ve bilinmeyen birçok 

biyomolekülün varlığını içeren çok sayıda faktör vardır (Zafar-ul-Hye et al. 2007). Bu 

durum konukçu bitki ile Rhizobium‟un uyumlu bir suĢunun nodül geliĢimini baĢlatıcı 

olarak kabul edilen moleküler bir etkileĢimdir (Murray et al. 2007). Rizobiyal istila 

konukçu bitkinin kontrolü dâhilinde bakterilerin köklere giriĢiyle gerçekleĢir. Bu 

süreçte; Rhizobium türleri kök tüylerinin kıvrılmasıyla oluĢturulan bir oyuk içine sıkıĢır, 

kök tüyü plazma membranı boĢluğunu doldurur ve tüp Ģeklindeki bir yapı oluĢturarak 

bakterinin bitkiye giriĢini sağlar. Sonuç olarak; istila kök korteksinde yer alan nodül 

primordiuma ulaĢır ve Rhizobium‟un salınması sonucunda nodüle dönüĢür (Ögütcu 

2000; Limpens et al. 2003). Bazen bazı rizobiyal kültürler inoküle edilmelerine rağmen 

bitkide nodülasyon meydana gelmez çünkü bu tür durumlarda kullanılan suĢlar, 
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mutasyon veya tanımlanmamıĢ herhangi nedenden ötürü ekzopolisakkarit eksikliği 

oluĢturur (Van Rhijn et al. 2001). 

Rhizobium ile baklagiller arasındaki simbiyotik iliĢki kapsamlı bir Ģekilde incelenmiĢtir. 

Baklagillerde, Rhizobium tarafından gerçekleĢen azot fiksasyonu ayrıca baklagil 

olmayan bitkilere direk olarak aktarıldığında aynı arazide yetiĢen farklı tahıl ürünlerine 

fayda sağlamaktadır (Snapp et al. 1998). Baklagillerde azot fiksasyonuna ek olarak; 

Rhizobia‟da yer alan Rhizobium ve Bradyrhizobiom türleri bitki geliĢimini teĢvik eden 

oksinler, sitokininler, absisik asitler, lumikrom, riboflavin, lipokitooligosakkararitler ve 

vitaminler gibi moleküller üretirler (Hardarson 1993; Herridge et al. 1993; Keating et 

al. 1998; Hayat and Ali 2004; Hayat et al. 2010; Tailor and Joshi 2014). Bu türlerin 

köklerde kolonizasyonunun ve salınımının bitki geliĢimini ve ürün verimini arttıracağı 

düĢünülmektedir (Kloepper and Beauchamp 1992; Dakora 2003; Matiru and Dakora 

2004; Hayat et al. 2010). Rhizobia ve Bradyrhizobia diğer PGPR özelliklerinden; 

fitohormon üretimi, siderofor oluĢumu, inorganik fosfat çözünmesi, bitki patojenlerine 

karĢı antogonizma özelliği de içermektedir (Ehteshamul-Haque and Ghaffar 1993; 

Plessner et al. 1993; Abd-Alla 1994; Chabot et al. 1996; Arshad and Frakenberger 

1997; AvĢar 2017). 

2. Azot fikse eden nonsimbiyotik bakteriler 

Bitki geliĢimini teĢvik eden bir grup rizobakteri C3 ve C4 bitkileriyle etkileĢime girer 

(Pirinç, buğday, mısır, Ģeker kamıĢı ve pamuk) ve önemli ölçüde vejatatif büyüme ile 

ürün veriminin artıĢına sebep olurlar (Kennedy et al. 2004). Azotobacter (Azotobacter 

vinelandii, Azotobacter chrroococcum) türleri serbest yaĢayan, yeterli miktarda 

indirgenmiĢ karbon kaynağı gibi enerji kaynaklarına bağlı heterotrofik diazotroflardır 

(Kennnedy and Tchan 1992). Pirinç kültüründeki aktiviteleri saman uygulamasıyla 

arttırılabilir. Bu artıĢın muhtemel sebebi sellobiyoz ve glukoza mikrobiyal olarak 

parçalanmasıdır (Kanungo et al. 1997). Azotobacter uygulaması ile pirinç (Yanni and El 

Fattah 1999), pamuk (Patil and Patil 1984; Anjum et al. 2007) ve buğday (Soliman et 

al. 1995; Barassi et al. 2000) verimi artmıĢtır. Azotobacter‟in aksine Clostridia türleri 
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yalnızca oksijen eksikliğinde azot fikse edebilen zorunlu anaerobik heterotroflardır. 

Clostridia çoğunlukla pirinç topraklarından izole edilmiĢtir ve bu izolatlar samanlı 

toprak alanlarına aktarıldıklarında aktivitelerinde ve topraktaki C/N oranlarında da 

artıĢa sebep olmuĢtur (Kennedy and Tchan 1992; Elbadry et al. 1999; Kennedy et al. 

2004). 

Hem sera hem de tarla koĢullarında Azospirillum‟un inokülasyonu sonucundan buğday 

verimine yararlı etkilerinin olduğu bilimsel çalıĢmaların sonucunda gözlemlenmiĢtir 

(Hegazi et al. 1998; El Mohandes 1999; Ganguly et al. 1999). Azot fikse edebilen 

Azospirillum suĢları rizosferdeki bitkilerle yakın bir iliĢki halindedir. Azospirillum 

türleri mikroaerobik koĢullar altında azot fikse edebilen aerobik heteretroflardır ve otsu 

bitkilerin rizosferlerinde geniĢ ölçüde bulunmaktadırlar (Kennedy and Tchan 1992; 

Roper and Ladha 1995; Kennedy et al. 2004). Azospirillum ile bitki birlikteliği farklı 

konukçu bitkilerin de geliĢimini ve verimini arttırmaktadır (Fallik et al. 1994). Bitki 

verimindeki bu artıĢ esas olarak su ve mineral alımının artıĢıyla kök geliĢimine katkı 

sağlamaktadır (Okon and Labandera-Gonzalez 1994; Okon and Itzigsohn 1995). 

Azospirillum tarafından sentezlenen fitohormonlar, konukçu bitkilerin kök solunum 

hızını, metabolizmasını ve kök proliferasyonunu etkiler ve bitkilere inoküle edilmesi 

sonucunda mineral ve su alımını arttırır (Okon and Itzigsohn 1995). A. lipoferum ve 

Azospirillum brasilense Ģeker kamıĢı ve pirinç bitkilerinin köklerinden ve sap 

kısımlarından Azospirillum amazonese ise pirinç bitkisinin kökünden izole edilmiĢtir 

(Ladha et al. 1982; Pereira et al. 1988; James et al. 2002). 

Çizelge 2.2. Atmosferik azot fikse edebilen PGPR türlerinin konukçu bitkiler 

üzerindeki iliĢkileri (Tailor and Joshi 2014). 

PGPR Türü Konukçuyla ĠliĢkisi Konukçu Ürün Referanslar 

Azospirillum sp. Rizosferik Mısır Garcia de 

Salamone et al. 

1996 

  Pirinç Malik et al. 

1997 

  Buğday Boddey et al. 

1986 
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Çizelge 2.2. (devam) 

Azoarcus sp. Endofit Süpürge darısı Stein et al. 1997 

Azotobacter sp. Rizosferik Mısır Pandey et al. 

1998 

  Buğday Mrkovacki and 

Milic 2001 

Bacillus polymyxa Rizosferik Buğday Omar et al. 

1996 

Burkholderia sp. Endofit Pirinç Baldani et al. 

2000 

Gluconacetobacter sp. Endofit Süpürge darısı Isopi et al. 1995 

  ġeker kamıĢı Boddey et al. 

2001 

Herbaspirillum sp. Endofit Pirinç James et al. 

2002 

  Süpürge darısı James et al. 

1997 

2.2.3.b. Fosfat çözen bakteriler 

Fosfor (P) bitki büyüme ve geliĢimi için en önemli temel makro besin elementlerinden 

birisidir (Ehrlich 1990; Hayat et al. 2010). Fosfor toprakta 400–1,200 mg/kg
−1

 

aralığında bulunmaktadır. Fosfor toprakta organik ve inorganik fosfat olmak üzere iki 

farklı formda bulunmaktadır. Çözünmeyen fosfat bileĢiklerini (hem organik hem de 

inorganik) bitki tarafından eriĢebilir bir biçime dönüĢtürmek bitki verimini artırmada 

PGPR„lar için önemli bir özelliktir (Igual et al. 2001; Rodríguez et al. 2006). Toprakta 

çözünebilir fosfor konsantrasyonu çok düĢüktür genelde 1 ppm‟den daha azdır. Bitki 

fosforu genellikle birkaç farklı formda alır, fakat çok büyük bir kısmı HPO4
−2 

veya 

H2PO4
−1 

formlarında alınmaktadır. Topraktaki fosfat miktarını sabitleme ve çökelme 

olgusu toğrağın pH‟sına ve toprak tipine bağlıdır. Yapılan araĢtırmalar neticesinde 

organik fosfat kaynaklarında toprağa mikrobiyal fosfat salınımı gözlenmiĢtir (McGrath 

et al. 1995; Ohtake et al. 1996; McGrath et al. 1998; Rodríguez and Fraga 1999). 

Pseudomonas, Bacillus ve Rhizobium cinslerine ait suĢlar en güçlü fosfat çözenler 
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arasında yer alırken trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit gibi fosfatlı bileĢenlerin fosfat 

kayaçlarına göre daha fazla fosfat çözünebilir substratlarının olduğu gözlemlenmiĢtir 

(Arora and Gaur 1979; Illmer and Schinner 1992; Halder and Chakrabarty 1993; 

Rodríguez and Fraga 1999; Hayat et al. 2010). 

Organik asit üretimi özellikle glukonik asit üretimi Pseudomonas türleri, Erwinia 

herbicola, Pseudomonas cepacia, Burkholderia cepaci gibi bakteriler tarafından mineral 

fosfat çözmede en sık görülen ajanlardır (Rodríguez and Fraga 1999). Fosfat çözebilen 

suĢlar da tanımlanan bir baĢka organik asit ise Rhizobium leguminosarum (Halder et al. 

1990), Rhizobium meliloti (Halder and Chakrabarty 1993) ve Bacillus firmus'da (Banik 

and Dey 1982) ve tanımlanamayan diğer toprak bakterilerinde bulunan 2-ketoglukonik 

asittir (Hayat et al. 2010). Bacillus licheniformis ve Bacillus amyloliquefaciens 

suĢlarının laktik, izovalerik, izobutirik ve asetik asitlerin karıĢımını ürettiği 

keĢfedilmiĢtir. Diğer organik asitler, örneğin glikolik asit, oksalik asit, malonik asit, 

süksinik asit, sitrik asit ve propionik asit de mikrobiyal fosfat çözücüleri olarak 

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

Toprak ayrıca bitki büyümesi için fosfat kaynağı olan çok sayıda organik substrat içerir. 

Bu formdaki fosfatın bitki beslenmesinde kullanılabilmesi için inorganik fosfata 

hidrolize edilmesi gerekmektedir. Çoğu inorganik fosfor bileĢiğinin minerilizasyonu 

fosfataz (Fosfohidrolazlar) (Gügi et al. 1991; Rodríguez and Fraga 1999), fitaz 

(Richardson and Hadobas 1997), fosfonoasetat hidrolaz (McGrath et al. 1998), D-α- 

gliserofosfataz (Skraly and Cameron 1998) ve C-P liyaz (Ohtake et al. 1996) gibi 

enzimler aracılığıyla gerçekleĢtirilir. ÇeĢitli fosfatazların mısır, arpa ve buğday da 

fosfataz aktivitesi; iç rizosferde ve nötr toprak pH‟sında önemli ölçüde etkilediği 

gözlemlenmiĢtir. Asit fosfatazların önemli bir kısmını eksprese eden toprak bakterileri 

arasında Rhizobium (Abd-Alla 1994), Enterobacter, Serrateia, Citrobacter, Proteus 

(Thaller et al. 1995), cinslerinin suĢları olduğu gibi Pseudomonas (Gügi et al. 1991) ve 

Bacillus (Skraly and Cameron 1998) cinslerini de içermektedir. Arthrobacter 

ureafaciens, Phyllobacterium myrsinacearum, Rhodococcus erythropolis ve Delftia 

türleri, organik asit salgılayarak besiyerinde önemli miktarda trikalsiyum fosfat çözme 
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kapasiteleri teyit edildikten sonra ilk kez 2006 yılında Chen ve arkadaĢları tarafından 

fosfat çözen bakteri suĢları olarak tanımlanmıĢtır. Rhizobium ve simbiyotik olmayan 

azot fikse edebilen Azobacter‟lerin fosfat çözünürlüğü hakkında daha fazla çalıĢma 

mevcuttur (Halder et al. 1990; Abd-Alla 1994; Chabot et al. 1996; Kumar et al. 2001; 

Hayat et al. 2010). Nohut ve arpa bitkilerinde büyüme ve fosfat miktarını arttırmak için 

Mesorhizobium mediterraneum suĢunun etkinliği kontrollü Ģartlar altında fosfat 

eklenmiĢ ve fosfat eklenmemiĢ toprakta değerlendirilmiĢtir. Sonuç olarak PECA21 

suĢunun toprağa trikalsiyum fosfat eklendiğinde bitkilerde fosfor alınımını verimli bir 

Ģekilde harekete geçirdiği gözlemlenmiĢtir. Rhizobia suĢlarının etkinliği toprağa inoküle 

edildiğinde sadece fiksasyon potansiyeline dayandırılmamalıdır, çünkü bu bakteriler 

bitki geliĢimini fosfat çözünürlüğü dahil olmak üzere diğer mekanizmalarla da 

artırabilirler (Peix et al. 2001). 

Rhizobium‟un fosfat çözme aktivitesi NaOH ilavesiyle ortamdan uzaklaĢtırılan 2-

ketoglukonik asit ile iliĢkilidir ve bu organizmanın fosfat çözme aktivitesi tamamen 

ortamın pH‟sını düĢürme kabiliyetinden kaynaklandığını göstermiĢtir (Halder and 

Chakrabarty 1993; Hayat et al. 2010). Bununla birlikte simbiyotik nodül bakterilerinin 

fosfat çözünürlüğünün ayrıntılı kimyasal ve moleküler mekanizmaları araĢtırılmalıdır. 

De Freitas ve arkadaĢları 1997 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmaların sonucunda bitki 

topraklarının rizosferik kısımlarından 111 suĢ izole etmiĢler ve bunların 9 tanesinin in 

vitro‟da fosfat çözme yeteneklerinin olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Tanımlanan suĢlardan 

bazıları Bacillus bresvis, Bacillus megaterium, Bacillus polymxa, Bacillus sphaericus, 

Bacillus thuringiensis ve Xanthomonas maltophilia fosfat çözen bakteriler arasında yer 

almaktadır. Bunlara ek olarak; Bacillus ve Paenibacillus türleri toprağa uygulanmıĢ ve 

bitkilerde fosfor miktarını arttırmıĢtır (Van Veen et al. 1997). Fosfat çözen bakterilerin 

bitkiler üzerindeki yararlı etkileri çevresel koĢullara, bakteriyal suĢlara, konukçu bitkiye 

ve toprak koĢullarına bağlıdır (ġahin et al. 2004; Çakmakçı et al. 2006; Hayat et al. 

2010). Mikroorganizmaların trikalsiyum fosfatları çözmek için kullandıkları en yaygın 

mekanizma biyosentez yolu ile ortamı asitlendirmek ve çeĢitli organik asitlerin serbest 

bırakılmasıdır (Rodríguez and Fraga 1999; Igual et al. 2001; Delvasto et al. 2008; Hayat 

et al. 2010). 
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Fosfat çözen bakterilerin genetik manipulasyonu bitki büyüme özelliklerini geliĢtirme 

yeteneğini arttırmanın baĢka bir yoludur (Rodríguez and Fraga 1999). Bu hem mineral 

hemde organik fosfat çözünmesine dahil olan genlerin klonlanmasını ve bunun ardından 

seçilen rizobakteriyel suĢlarda ekspresyonunu içermektedir (Rodríguez et al. 2006). Bu 

çerçevede fosfat alınımı ve taĢınımı için ilgili genleri belirlemek ve karekterize etmek 

için çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢtır (Rossolini et al. 1998; Shenoy and Kalagudi 2005). 

Goldstein ve Liu 1987 yılında gram negatif bir bakteri olan Erwinia herbicola‟da 

yapmıĢ oldukları çalıĢmada fosfat çözme sürecine katılan bir geni ilk kez 

klonlamıĢlardır. Bu genin ekspresyonunda Eschericia coli HB101‟de giberellik asit 

üretimine izin verilmiĢ ve hidroksiapatiti çözündürme kabiliyeti kazandırılmıĢtır. Yine 

giberellik asit ve mineral fosfat çözme üretiminde yer alan bir baĢka gen türü (gabY) 

Pseudomonas‟dan klonlanmıĢtır (Babu-Khan et al. 1995). Dört büyük fosfat metabolik 

enzimi için genler araĢtırılmıĢtır (Valverde et al. 1999). 

Sitosolik GAPDH nükleer gen GapC tarafından kodlanırken, kloroplastik GAPDH, 

GapA ve GapB nükleer genleri tarafından kodlanmaktadır. Nükleer GapN, sitozolik 

GAPDHN'yi kodlar. PGK, nükleer gen pgk tarafından kodlanır (Serrano et al. 1993). Bu 

klonlanmıĢ genler PGPR suĢlarının genetik manipulasyonu için önemli bir materyal 

kaynağıdır. Bazıları toprakta iyi performans gösterebilen asit fosfataz enzimlerini 

kodlar. Örneğin Francisella tularensis‟den izole edilen acpA geni pH‟sı 6‟da ve çok 

çeĢitli substrat özgüllüğü ile optimum aktiviteye sahip bir asit fosfatazı eksprese eder 

(Reilly et al. 1996). Ayrıca Morganella morganii’den izole edilen non–spesifik asit 

fosfataz sınıf A (PhoC) ve sınıf B (NapA) kodlayan genlerin daha sonra yapılacak 

çalıĢmalarda önemli rol alacağına dair umut verici çalıĢmalar yapılmaktadır (Thaller et 

al. 1995). 

Rizobakteriler arasında yer alan Burkholderia cepacia‟da fosfataz aktivitesini 

kolaylaĢtıran bir gen izole edilmiĢtir (Rodríguez et al. 2000). Bu gen, ortamda çözünür 

fosfatların yokluğunda sentezi güçlendiren ve hücreye P taĢınmasında yer alabilen bir 

dıĢ zar proteinini kodlar. Ayrıca 2 nonspesifik periplazmik asit fosfataz genlerinin 
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(napD ve napE) klonlanması Rhizobium (Sinorhizobium) meliloti bakterisinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Morganella morganii toprak bakterisinden alınan napA fosfataz 

geni Burkholderia cepacia IS-16'ya aktarılmıĢ, suĢ biyolojik gübre ve geniĢ 

aralıklardaki konukçu vektörü olan PRK293 olarak kullanılmıĢtır. Rekombinant suĢun 

hücre dıĢı fosfataz aktivitesinde bir artıĢ elde edilmiĢtir (Fraga et al. 2001). 

Bitkilerin fitatdan (inositolün birincil kaynağı ve fosfatın büyük miktarlarda depolanmıĢ 

formları bitki polenleri ve tohumlarında yer alır) doğrudan fosfor elde etme kabiliyeti 

çok sınırlıdır. Bununla birlikte; Arabidopsis bitkilerine fitat uygulanmasının sonucunda 

genetik olarak fitaz geni ile değiĢtirildiklerinde bu bitkide büyüme ve fosfor beslenmesi 

önemli derecede geliĢmiĢtir. Isıya dayanıklı Bacillus fitaz genleri (phy) DS11 (Kim et 

al. 1998) ve Bacilllus subtilis VTT E-68013‟den klonlanmıĢtır (Kerovuo et al. 1998). 

Escherichia coli‟den asit fosfataz/fitaz genleri (appA ve appA2 genleri) izole ve 

karakterize edilmiĢtir (Rodríguez et al. 1999; Golovan et al. 2000). Nötr fitaz genleri 

Bacillus licheniformis'ten klonlanmıĢtır (Tye et al. 2002; Hayat et al. 2010). 

 

Şekil 2.1. PGPR türleri tarafından topraktaki fosfor çözünmesinin Ģematik gösterimi 

(Goswami et al. 2016) 
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2.2.3.c. PGPR türlerinin toprak streslerinin azaltılmasında kullanımı 

Son yıllarda, PGPR türlerinin stres altındaki kullanımı ile ilgili çok ilginç araĢtırma 

sonuçları verilmiĢtir. Örneğin; Glick ve arkadaĢları 2003 yılında yapmıĢ oldukları 

çalıĢmada Psedomonas fluorescence ve Pseudomonas putida gibi PGPR‟larda farklı 

stresler altında bitki büyümesi üzerindeki olumsuz etkilerini bakteriyal ACC deaminaz 

üretimi yoluyla hafifletebileceğini göstermiĢtirler. ACC etilen üretiminin ön Ģartıdır ve 

stres koĢulları altında bitki büyümesini ve ürün verimini olumsuz etkileyen durumlarda 

miktarları artar. Dolayısıyla, etilen, stres de dahil olmak üzere farklı koĢullar altında 

bitki büyümesini düzenleyen stres hormonlarından biridir. PGPR tarafından ACC 

deaminaz üretimi, etilen üretimi için ön Ģart olan ACC'yi NH3 ve α-ketobutirata 

dönüĢtürebilir ve böylece stres kontrol altına alınabilir. ACC deaminaz ayrıca stres 

altındaki kök geliĢimini artırarak bitki geliĢimini de etkiler. Toprak pH‟sı, alt-optimal 

kök bölgesi sıcaklığı ve ağır metaller de dahil olmak üzere bitki büyümesini ve ürün 

verimini etkileyen çeĢitli toprak stres faktörü vardır. AraĢtırmacılar; Rhizobium ile 

baklagiller arasında gerçekleĢen azot fiksasyonuna genistein gibi sinyal moleküllerinin 

kullanılmasıyla farklı stres faktörlerinin olumsuz etkilerinin hafifletilebileceğini 

keĢfettiler. Genistein, Bradyrhizobium japonicum'daki nod genlerini aktive eden soya 

fasulyesi gibi özel baklagil konukçu bitki tarafından üretilir (Miransari and Smith 2008; 

Miransari 2011). 

Nemli veya kuru iklim koĢullarında toprak özellikleri çok fazla değiĢebilmektedir. Eğer 

suĢlar stres altındaki topraklardan izole edildiğinde, PGPR‟ların hafifletici etkileri bitki 

büyümesi üzerine artıĢ gösterir. Eğer suĢlar; tuzluluk, asitlik ya da kuraklığa maruz 

kalan topraklardan izole edilirlerse, stresi daha etkili Ģekilde hafifletebilirler (Daei et al. 

2009; Jalili et al. 2009; Miransari 2011). Ayrıca PGPR'nin stres altındaki bitki 

geliĢimini artırabileceği diğer mekanizmalar da vardır: a) kuraklık veya tuzluluk 

stresinde osmolytes üretiminin arttırılması, b) stres ürünlerini katabolize edebilen bitki 

antioksidanlarının arttırılmıĢ aktiviteleri, c) simbiyotik birliktelik sonucunda PGPR veya 

bitki tarafından farklı metabolitlerin üretilmesi, d) stres altında bitkilerin hayatta 

kalmasına yardımcı olabilen, 1-aminosiklopropan-l-karboksilat (ACC) deaminaz 
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üretimi, e) çözünmeyen fosfat ürünlerinin çözünmesi f) siderofor üretimi g) patojenlerin 

inhibisyonu ğ) stres altında K/Na gibi iyon oranının ayarlanması (Chebotar et al. 2009; 

Miransari 2011). 

2.3. PGPR Türlerinin Biyostimulant Olarak Kullanımı 

Yeni yeĢil teknolojilerin geliĢimi kimyasal biyostimulantlar üzerine pek çok araĢtırma 

yapılmasına neden olmuĢtur. Toprak verimliliğinin sürdürülebilir yönetimi, 

konvensiyonel kimyasal gübrelerin kullanımından kaynaklanan olumsuz etki ve 

ekolojik tehditler göz önüne alındığında büyük bir endiĢe kaynağı olmaktadır (Wezel et 

al. 2014). Bu bakımdan biyostimulantlar kimyasal gübrelerin yerini alabilecek alternatif 

yöntemleri oluĢturmaktadır. Biyostimulantlar bitki geliĢimini arttırmak için çeĢitli 

maddelerden ve mikroorganizmalardan (mikrobiyal inokülantlar, humik ve fulvik 

asitler, yosun ekstratları, protein hidrolizatları, aminoasitler) oluĢurlar (Calvo et al. 

2014; du Jardin 2015; Mire et al. 2016). Bu ajanlar mahsul verimini en az %5-10 

oranında arttırabilirler ve fertilizer (gübre) kullanım verimliliğini en az %5-25 arasında 

katkı sağlamaktadırlar (European Biostimulants Industry Consortium 2011). 2012 

yılında biyostimulantların küresel pazarı ağırlıklı olarak Avrupa‟da yer alırken bu 

alandaki pazar payının 2018 yılına kadar yıllık %12„lik artıĢla 2,241 milyon Amerikan 

dolarına ulaĢması beklenmektedir (Calvo et al. 2014; Mire et al. 2016). 

Biyostimulanların artan kullanımlarına rağmen ne düzenleyici makamlar ne de bilimsel 

topluluklar tarafından kabul gören hiçbir tanımı mevcut değildir. Bununla birlikte 

Avrupa Birliği gübre mevzuatının gözden geçirilmesi ile bir miktar ilerleme 

kaydedilmiĢtir. Bu çerçevede yapılan çalıĢma neticesinde bitki biyostimulantları, 

herhangi bir madde veya mikroorganizma, kullanıcıya verildiği formda bitkiler için 

uygulanan, tohum veya kök çevresinde bitki doğal süreçlerini uyarmak amacıyla besin 

kullanım verimliliğini artırması ve abiyotik streslere toleranslı, besin içeriğine 

bakılmaksızın veya bu tür maddelerin herhangi bir kombinasyonu ve bu kullanıma 

yönelik mikroorganizmalar olarak tanımlanmıĢtır (Traon et al. 2014; Mire et al. 2016). 
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PGPR tabanlı biyostimulantlar, biyofertilizerlerin tarımsal kullanıma yönelik önemli 

bileĢenleridir. Bu ürünler uzun süredir birçok üretici tarafından pazarlanmakta ve pirinç, 

buğday, mısır ve soya fasulyesi gibi çeĢitli tarla bitkilerine uygulanmaktadır. Bunlar 

ayrıca tropikal, subtropikal ve ılıman meyveler ve sebzeler gibi bahçe bitkilerine de 

uygulanmaktadır (Pérez-Montaño et al. 2014; du Jardin 2015; Mire et al. 2016). PGPR 

tabanlı biyostimulantlar bitki geliĢimini uyarmak, bitki besin alımını ve abiyotik stres 

toleransını arttırmak için kullanımı kolay tarımsal araçlar içerisinde yer almaktadır 

(Walker et al. 2012; Hol et al. 2013). Ayrıca konukçu bitkiler ile birlikte faydalı 

simbiyotik iliĢkiler kurarlar. Bazı PGPR tabanlı biyostimulantlar bitkileri biyolojik 

streslere karĢı koruyacak biyokontrol aktivitelerine de sahiptirler (Bhattacharyya and 

Jha 2012). 

Biyostimulantlar tek bir PGPR türü, bir PGPR karıĢımı veya PGPR ve PGPF (Bitki 

geliĢimini teĢvik eden funguslar) karıĢımı temeline dayalı olarak oluĢabilirler. Tek suĢ 

ürünleriyle karĢılaĢtırıldığında, faklı karıĢımlardan oluĢan biyostimulantların artan 

genetik çeĢitlilik nedeniyle boĢ niĢlerin çoğuna eriĢebilir ve kök bölgesine tek suĢlardan 

oluĢan biyostimulantlara göre çok daha hızlı kolonize olabilirler. PGPR suĢları karıĢımı 

olan ürünler farklı bitki geliĢimi ve çevresel koĢullar altında daha geniĢ bir potansiyel 

patojen yelpazesiyle rekabet edebilmektedir. Buna ek olarak; yapılan son çalıĢmalar 

neticesinde PGPR türleri mineralli gübreleri tamamlamakta kullanılır ve böylece 

kimyasal fertilizerlerin kullanımında da oransal olarak düĢüĢ meydana gelmektedir. 

Adesemoye ve arkadaĢlarının 2009 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada PGPR suĢları 

olan Bacillus amyloliquefaciens IN937a ve Bacillus pumilus T4'ün arbusküler mikoriza 

mantarı Glomus intraradices suĢuyla birlikte kombine bir Ģekilde inokülasyonunun 

neticesinde gübre kullanım oranını %25 oranında azalttığını göstermiĢtir. Bu 

kombinasyon; bitki geliĢimi, verimi ve besin alınımı bakımından %100‟lük fertilizer 

(gübre) uygulaması kadar etkilidir (Mire et al. 2016). 

PGPR türlerinin bitki büyümesini teĢvik etme kapasitesi esas olarak çeĢitli bitki büyüme 

düzenleyicilerini üretme ve azaltma kapasitelerine dayanmaktadır. PGPR türleri 

tarafından üretilen fitohormonlar (oksinler, sitokininler, gibberellinler, etilen) çoklu 
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bitki fizyolojik süreçlerini (kök oluĢumu ve uzaması, kök tüyü oluĢumu) düzenleyebilir 

(Calvo et al. 2014). Örneğin, Azospirillum, Bacillus, Rhizobium ve Enterobacter gibi 

rizobakteriler, 1-amino siklopropan-1-karboksilat deaminaz salgılanması yoluyla bitki 

stres hormonu olan etilen üretimini azaltabilir ve böylece bitki büyüme inhibisyonunu 

önlemektedir (Bhattacharyya and Jha 2012). 

DıĢ kaynaklı (egzojen) PGPR bileĢikleri (ekzopolisakkaritler ve fitohormonlar) içeren 

ürünler toprakta spesifik yararlı mikropların büyümesini ve geliĢimini arttırmak için 

geliĢtirilmiĢtir (Marks et al. 2013). Bununla birlikte, PGPR tabanlı ürünlerin etkinliği 

hala çeĢitli faktörlere bağlıdır. Bitki türleri ve çeĢitleri, toprak tipi, çevresel koĢullar ve 

ticari formülasyonları verimliliğin önemli belirleyicileridir (Calvo et al. 2014). En iyi 

PGPR ürünleri genelde konukçu bitkiye özgü yerel suĢlardan oluĢur, fizyolojik ve 

genetik uyum için iyi bir kapasite gösterir ve ortak bir yaĢam ortamında diğer yerli 

suĢlarla birlikte geliĢirler (Reddy et al. 1999; Öğütcü 2000; Mäder et al. 2011; Araújo et 

al. 2013; Mire et al. 2016). 

2.3.1. Bitki büyüme teşvik edicilerinin üretiminde PGPR kullanımı 

Bitki hormonları, bitkinin çevresine haber verme yeteneğine sahip kimyasal 

habercilerdir. Hormonlar düĢük konsantrasyonlarda bile etkilerini gösterebilen organik 

bileĢiklerdir ve genellikle bitkinin bir bölgesinde sentezlenir ve baĢka bir bölgesine 

taĢınarak etkilerini gösterirler. Bu Ģekilde özel hedef dokularla etkileĢime girerek 

büyüme ya da meyve olgunlaĢması gibi fizyolojik cevaplara neden olurlar. Her bir 

cevap genellikle iki ya da daha fazla hormonun birlikte hareket etmesi sonucunda 

oluĢur. Çünkü hormonlar bitki büyümesini teĢvik ya da inhibe ederler ayrıca birçok 

botanikçi tarafından bitki büyüme düzenleyicileri olarak adlandırılmıĢlardır. 

Botanikçiler hormonları; oksinler, gibberellinler, etilen, sitokininler ve absisik asit 

olmak üzere 5 ana grup altında toplamıĢlardır. 

Ġndol-3- asedik asit (IAA), fitohormon grubunun bir üyesidir ve genellikle oksinlerin en 

gereklileri olarak tanımlanmıĢtır. Bitki geliĢiminin düzenlenmesinde organogenezi, 
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yönelimsel cevapları (tropic responses) kapsayan hücre geniĢlemesi, bölünme, 

farklılaĢma ve gen regülasyonu gibi hücresel cevaplarda önemli sinyal molekülü rolü 

üstlenmektedir. Farklı bakteri türleri, önemli bir fitohormon olan IAA‟yı üretme 

yeteneğine sahiptirler. IAA üreten bakteriler ile bitkiler arasındaki etkileĢimler bitkiler 

açısından patogenezisden fitostimulasyona kadar çok çeĢitli olguların ortaya çıkmasına 

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

Son zamanlarda yapılan birçok araĢtırma neticesinde IAA fitohormonunun 

bakterilerdeki sinyal molekülü üzerinde önemli bir rolünün olduğu görülmüĢ ve 

bakteriyel fizyolojiyi de etkilediği sonucuna varılmıĢtır. Toprak ve saf kültürler 

içerisindeki saf oksinlerin sentezini içeren çok sayıda toprak mikroflorası vardır. 

Rizobakteriler tarafından sentezlenen potansiyel oksinler etkili PGPR türlerini 

araĢtırmada önemli bir araç olarak kullanılmaktadırlar. Oksin, giberellin ve sitokinin 

gibi fitohormonların üretimi ile PGPR türleri bitki büyüme ve geliĢimini 

etkilemektedirler. Oksinlerin bitki fideleri üzerine olan etkileri konsantrasyonlarına 

bağlıdır. DüĢük konsantrasyon da büyümeyi teĢvik ederken, yüksek konsantrasyonda ise 

inhibe edebilmektedir. Farklı bitki fideleri değiĢken oksin konsantrasyonuna ve 

mikroorganizma türlerine farklı yanıt vermektedirler. Toprakta yüksek miktarda oksin, 

IAA vb. hormonları üreten bakteri suĢları buğday ekininin büyümesi ve maksimum 

verim artĢına sebep olur. Hatta düĢük miktarda IAA üreten suĢlarda da bitki geliĢimini 

teĢvik etmektedir. En önemli aktif IAA üretici cinsler arasında Rhizobium, 

Microbacterium, Sphingomonas ve Mycobacterium cinsleri yer almaktadır. Bunlara 

ilaveten Bacillus ve Pseudomonas biyostimulant cinsleri de bu suĢlar arasında 

sayılabilir (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 bazı mikroorganizmalar oksini L-triptofan gibi uygun bir öncü madde varlığında 

üretirler. B. amyloliquefaciens FZB42‟de meydana gelen IAA üretimi, triptofan artıĢı ile 

meydana gelmektedir. Tien ve arkadaĢları Azospirillum‟un triptofana maruz kaldığında 

oksin üretebileceğini göstermiĢlerdir (Tien et al. 1979; Idris et al. 2007). 
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2.3.2. PGPR türleri tarafından üretilen fitohormonlar 

Bilinen en yaygın fitohormon sınıfları; oksinler, giberellinler, sitokininler, etilen, absisik 

asitlerdir. Rizosfer bakterileri bu hormonları üretme potansiyeline sahiptir (Goswami et 

al. 2016). Bu fitohormonlar bitkilerin hücre büyümesi, bölünmesi, köklerdeki 

simbiyotik ve simbiyotik olmayan büyüme gibi süreçlerde aracılık edebilmektedirler. 

2.3.2.a. İndol-3-asedik asit (IAA) 

Fitohormonlar, özellikle oksinler bitki geliĢiminin ve büyümesinin birkaç aĢamasını 

kontrol ederler. Hücre geniĢlemesi, hücre bölünmesi, doku farklılaĢması ve apikal 

dominansi oksinlerin bitkilerin geliĢimi ve büyümesindeki en belirgin belirtileri 

arasında yer almaktadır. Mikrobiyal sentez ve oksinlerin bitki üzerindeki temel 

mekanizmasıyla ilgili yoğun bir Ģekilde araĢtırma yapılmaktadır. Oksin, Ġndol-3- asedik 

asit (IAA), birkaç PGPR suĢu tarafından üretilen önemli bir fitohormon olmakla birlikte 

IAA üreten rizobakterilere uygulanmasında bitki büyümesini artırdığı iyi bilinmektedir 

(Vessey 2003; Goswami et al. 2016). Öncelikle, IAA‟in bitkilerde hem hızlı (hücre 

uzamasında artıĢ) hem de uzun vadeli (hücre bölünmesi ve farklılaĢması) tepkileri 

uyardığı bilinmektedir. Uzun süre IAA ile muamele edildiğinde bitkinin köklerinde son 

derecede iyi bir geliĢim olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu durum ise bitkinin daha iyi besin 

maddelerini almasına ve sonuç olarak bitkinin genel olarak büyümesine yardımcı 

olmaktadır. 

Rizosferdeki bakteri florasının yaklaĢık %80‟ni IAA üretebilmektedir ve böylece; bu tip 

mikroorganizmaların tarla uygulamalarında kullanılması bitkinin içsel olarak IAA 

seviyesini artırarak bitki büyümesinde belirli bir etkiye sahip olmaktadır. Oksinlerin 

bütün bitkiyi etkilediği bilinmektedir. Ancak PGPR türleri rizosferde IAA üretmektedir 

ve bitki kökleri tarafından üretilen IAA, PGPR türleri tarafından üretilen IAA‟e 

nispeten daha etkilidir ve bu nedenle bitki kökleri daha çok etkilenmektedir (Goswami 

et al. 2016). 
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Rizobakteriler tarafından salgılanan IAA, kök sistemindeki büyüklüğü ve ağırlığı, 

dallanma sayısı, toprağa temas eden yüzey alanını büyük oranda artırarak 

etkilemektedir. Bütün bu değiĢiklikler toprakta meydana gelen besin değiĢimleriyle 

ilgili araĢtırmaların artıĢına neden olur ve böylelikle bitkilerin besin havuzu ve büyüme 

kapasitesini geliĢtirir (Gutierrez-Manero et al. 2001). Farklı PGPR‟lar IAA sentezi için 

farklı metabolik yollara sahiptir. IAA bitki ile iliĢkili mikroplar vasıtasıyla L-Triptofana 

bağımlı veya bağımsız yollarla sentezlenir ve 3 L-Triptofana bağımlı yol (yolak) olarak 

bilinmektedir. Bu PGPR‟ların çoğu L-Triptofan kullanmakta ve IAA üretiminde bir 

öncü madde olarak kök eksüdalarında salgılanmaktadır. L-Triptofana bağımsız yollarla 

IAA üreten çok az yol (yolak) bilinmektedir, bu yolla IAA üreten en çok çalıĢılan 

organizmalardan biri Azospirillum brasilense‟dir. Bununla birlikte, bu yolla IAA sentezi 

için kullanılan kesin yol (yolak) ve enzimler hala bilinmemektedir (Jha et al. 2012). 

2.3.2.b. Sitokininler 

Sitokininler mikroorganizmalar tarafından üretilen bir baĢka bitki fitohormonu sınıfını 

temsil etmektedirler (Persello-Cartieaux et al. 2013). Frankenberger ve Arshad 1995 

yılında ayrıntılı bir Ģekilde oksinlerin, sitokininlerin, giberellinlerin ve absisik asitlerin 

bitkilere uygulandıklarında bitki büyümesini ve verimini artırdığını gözlemlemiĢtirler. 

Ġndol asedik asite benzer bir Ģekilde sitokininlerin dıĢ kaynaklı olarak bitkilere 

uygulandığında; hücre bölünmesini artırmasına, kök tüylerinin oluĢumundaki artıĢa, kök 

uzamasındaki azalıĢa, sürgün oluĢumlarına ve diğer fizyolojik tepkilere cevap 

vermektedir (Goswami et al. 2016). 

ÇeĢitli bitkiler ile iliĢkili mikroplarda sitokinin üretimi iyi bir Ģekilde karakterize 

edilmiĢtir. Pseudomonas, Azospirillum ve Bacillus gibi farklı cinslere ait olan bu 

organizmalar arpa, kanola, fasülye ve Arabidopsis gibi çok sayıda bitki türünden izole 

edilmiĢtir. Ortíz-Castro, Valencia-Cantero, and López-Bucio 2008 yılında yapmıĢ 

oldukları çalıĢmalarının sonucunda A. Thailana ve P. vulgaris fidelerinin sitokinin 

üretimi yoluyla büyümesini teĢvik eden Bacillus megaterium suĢunu tanılamıĢlardır. 

Bununla birlikte; Proteus, Klebsiella, Escherichia, Pseudomonas ve Xanthomonas diğer 
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farklı bakteri cinslerinin de sitokinin üretme kabiliyetine sahip olduğu bilinmektedir 

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

En yaygın bulunan sitokinler adenin tipi olanlardır, bunlarda N6 pozisyonundaki adenin 

zeatin gibi bir izoprenoit veya kinetinde olduğu gibi bir aromatik yan halkayla yer 

değiĢtirmektedir. Zeatinler tRNA yolağı ve adenozin monofosfat (AMP) yolağı olmak 

üzere iki farklı yolak tarafından sentezlenmektedir. tRNA yolağında zeatin, izopentenil 

tRNA‟ların geri dönüĢtürülmüĢ bir ürünüdür. AMP yolağındaki zeatin ise izopentenil 

vericisi dimetilaldifosfat (DMAPP) ve AMP, adenozin difosfat (ADP) veya adenozin 

trifosfat izopentenil transferazlar vasıtasıyla sentezlenmektedirler. Zeatin bir sitokinin 

türüdür. PGPR‟lar tarafından yaygın olarak üretilmektedir (Goswami et al. 2016). 

1970‟li yılların baĢından beri sitokininlerin mikroorganizmalar tarafından üretildiği 

araĢtırmacılar tarafından kanıtlanmıĢtır. Philip ve Torrey 1972 yılında yapmıĢ oldukları 

çalıĢmaların neticesinde R. leguminosarum ve B. japonicum 61A68 kültür 

filtratlarındaki sitokinin benzeri maddeleri rapor etmiĢ olup daha sonra bu maddeler 

zeatin olarak tanımlanmıĢlardır. Upadhyaya, Letham, Parker, Hobart ve Dart 1991 

yılında Rhizobium suĢları olan ANU 240 ve IC 3342 üzerinde yapmıĢ oldukları 

çalıĢmanın sonucunda bu suĢlarda önemli miktarlarda izopenteniladein (IPA) ve zeatin 

üretiminin olduğunu göstermiĢlerdir. García de Salamone, Hynes ve Nelson 2001 

yılında yapmıĢ olduğu çalıĢmada ise sitokininlerin üretimi ile buğday ve turp 

bitkilerinde Pseudomonas G20-18'in büyüme destekleyici etkisini bildirmiĢlerdir. Daha 

sonra 2011 yılında; Karnwal ve Kaushik P. fluorescens AK1 ve P. aeruginosa AK2‟nin 

izopenteniladenin (IPA), dihidroksietazin ribozid (DHZR) ve zeatin ribozid (ZR) 

üretimini ve pirinç fideleri üzerindeki büyümeye olan katkısını göstermiĢlerdir. Yapılan 

çalıĢmaların neticesinde bugüne kadar bitkilerde 30'dan fazla farklı büyümeyi teĢvik 

eden sitokinin bileĢiği bulunmuĢtur (Goswami et al. 2016). 

2.3.2.c. Giberellinler 

Giberellinler 136 farklı yapısal molekülden oluĢan büyük bir fitohormon grubudur. 



28 

 

Yüksek bitkilerde tohum çimlenmesi, kök uzaması, çiceklenme ve meyve verme gibi 

birçok geliĢim aĢamasını etkileyen bir bitki hormonu grubudur. Bugüne kadar birçok 

bitki, bakteri ve fungus türünden çok sayıda giberellin tanılamaları yapılmıĢtır. Bunun 

yanısıra giberellin üreten, bitki geliĢimini teĢvik eden rizobakteriler de tanılanmıĢtır. 

Bacillus suĢları tarafından giberellinlerin üretimi nadir olarak görülmektedir ve 

giberellin üretebilme yeteneğine sahip bilinen suĢları B. pumilus ve B.licheniformis’tir. 

Bu büyüme düzenleyici sınıfın ortak yapısı 15-20 karbonlu bir iskelettir. Giberellinlerin 

belirgin etkisinin nedeni; bu hormonların bitki köklerinden toprak üstü kısımlarına 

doğru yer değiĢtirebilmesidir. Bu kısımlardaki etkiler dikkate değerdir ve ayrıca 

bakteriler oksin ürettiğinde toprak üstü kısımlardaki büyümeyi kolaylaĢtırmak ve besin 

maddesi temini için kök sistemini uyarmaktadır (Goswami et al. 2016). 

Fizikokimyasal yöntemleri kullanarak bakterilerde gibberellin karekterizasyonunu 

Atzorn ve arkadaĢları tarafından 1988 yılında rapor edilmiĢ olup, R. meliloti 

gnotobiyotik kültürlerinde GA1, GA4, GA9 ve GA20‟nın varlığını ortaya koymuĢlardır. 

Gaz Kromotografisi-Kütle Spektroskopisi gibi açık fizikokimyasal yöntemleri 

kullanarak Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Azospririllum ve 

Bacillus türlerinde teyit edilmiĢtir. Giberellerin tanılanması ve miktar belirlenmesi; 

Spektroskopi, yüksek performanslı ince tabaka kromotografisi, HPLC vb. yöntemlerle 

mümkün olabilmektedir (Goswami et al. 2016). 

Funguslarda ise genel olarak yüksek bitkilere benzer bir yolak izlenmekte olup buna 

rağmen farklı enzim ve genlere sahiptirler. Bitki geliĢimini teĢvik eden rizobakteriler 

tarafından üretilen giberellinlerin bitki üzerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir 

ancak bakterilerde olduğu gibi tohum çimlenmesinde kullanılmaktadır. Yapılan 

çalıĢmaların neticesinde giberellin üreten fungusların fitopatojen olduğu bildirilmektedir 

(Goswami et al. 2016). 

2.3.2.d. Etilen 

Etilen, çok çeĢitli biyolojik aktivite içeren eĢsiz bir fitohormondur. Bu hormon, kök 
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uzamasını meyvelerin olgunlaĢması, yaprakların dökülmesi gibi bitki geliĢimi için 

anahtar rol üstlenen birçok geliĢim sürecini uyarmaktadır. Yapılan çalıĢmalar 

neticesinde etilenin bir senesens hormonu olarak sınıflandırılmasının nedeni bu 

hormonun yüksek konsantrasyonlarda salgılanmasında bitki büyümesini engelleyici 

rolünden kaynaklandığı sonucuna varılmıĢtır. Etilen yüksek konsantrasyonlarda yaprak 

dökülmesi, kök ve gövde büyümesinin engellenmesi gibi hücresel süreçleri uyararak 

bitkilerde erken yaĢlanmaya sebep olmakla birlikte tarım ürünleri üzerinde olumsuz 

yönde etki göstermektedir (Goswami et al. 2016; Odoh 2017) . 

Bitkiler; kuraklık, soğuk, sel baskınları, patojen enfeksiyonları ve ağır metallerin varlığı 

gibi çeĢitli çevresel streslere maruz kalma durumuna tepki olarak etilen fitohormonun 

öncü maddesi olan 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) sentezlemektedir. Stres 

koĢulları altında üretilen yüksek etilen seviyeleri, kök uzaması veya baklagillerdeki azot 

fiksasyonu gibi süreçleri durdurarak erken yaĢlanmaya neden olmaktadır (Goswami et 

al. 2016; Odoh 2017) . 

Rizosferdeki ACC'nin PGPR türleri tarafından kullanılması bozulma döngüsünü 

kısaltabilir ve çevresel strese dayanabilecek sağlıklı bir kök sistemini yeniden 

oluĢturabilmektedir. Ayrıca, ACC deaminaz üreten ve IAA sentezleyen bitki geliĢimini 

teĢvik eden bakterilerin, bitki büyümesini kolaylaĢtırabileceği birçok çalıĢmada 

gösterilmektedir. ACC deaminaz enzimi rizobakterilerin temel mekanizmasını 

oluĢturmakla birlikte etilenin degradasyonunda kullanılabilmektedir. Acinetobacter, 

Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, 

Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia ve Rhizobium cinsleri etilen 

degradasyonunda kullanılan PGPR türleri arasında yer almaktadır. Örneğin; PGPR 

ACC deaminaz aktivitelerinin Brassica napus üzerinde yapılan çalıĢmalarda bu bitki 

üzerinde hayati öneminin olduğu tespit edilmiĢtir (Goswami et al. 2016; Odoh 2017). 
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Şekil 2.2. Etilen fitohormonun bitkiler üzerindeki etkileri (Vejan et al. 2016) 

Çizelge 2.3. PGPR türleri tarafından üretilen fitohormonlar (Bhattacharyya and Jha 

2012) 

Hormon Üretimi PGPR SuĢu Konukçu 

Bitki 

Referans 

IAA üretimi Aeromonas veronii Pirinç Mehnaz et al. 2001 

 Agrobacterium sp. Marul Barazani and 

Friedman 1999 

 Alcaligenes piechaudii Marul Barazani and 

Friedman 1999 

 Azospirillum brasilense Buğday Kaushik et al. 2000 

 Bradyrhizobium sp. Turp Antoun et al. 1998 

 Comamonas acidovorans Marul Barazani and 

Friedman 1999 

 Enterobacter cloacae Pirinç Mehnaz et al. 2001 

 Rhizobium leguminosarum Turp Antoun et al. 1998 

Sitokinin Paenibacillus polymyxa Buğday Timmusk et al. 

1999 

 Pseudomonas fluorescens Soya 

fasülyesi 

Garcia de Salamone 

et al. 2001 

 Rhizobium leguminosarum Marul Noel et al. 1996 

Giberellin Bacillus sp. Kızıl ağaç 

tohumu 

Gutierrez-Manero 

et al. 2001 
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2.4. PGPR Türlerinin Biyoprotektant Olarak Kullanımı 

PGPR türleri bitki rizosferinde ve toprakta doğal olarak bulunan bitki patojenlerine 

karĢı biyolojik kontrolde önemli bir rol oynamaktadır. Bu türler bakteri, fungus ve 

nematod hastalıklarını geniĢ bir spektrum aralığında baskılayabilmektedir. PGPR türleri 

ayrıca viral hastalıklara karĢı da koruma sağlayabilmektedir. Böylece bitki hastalıklarına 

karĢı önlem olarak PGPR kullanımı dünyanın birçok bölgesinde yaygın bir uygulama 

haline gelmiĢtir. Buna rağmen bitki patojenlerinin önemli bir Ģekilde kontrolü 

laboratuvar ve sera çalıĢmalarında gösterilse de arazi uygulamalarında alınan sonuçlarda 

istikrar sağlanamamıĢtır (Siddiqui 2006). 

PGPR türleri üzerine yapılan çalıĢmalar neticesindeki son geliĢmeler; bu türlerin 

çeĢitliliği, kolonize olma yetenekleri, etki mekanizmaları, formülasyonları ve bitki 

patojenlerine karĢı güvenilir biyokontrol ajanları olarak kullanılma Ģanslarını 

arttırmaktadır. Rizobakterilerin bazıları ayrıca haĢereyle mücadele etmede de 

kullanılmaktadır. PGPR türlerinin tarımda en büyük uygulamaları arasında 

biyofertizilizasyon ve patojenlere karĢı biyolojik kontrol uygulamaları vardır. Lolium 

perenne‟nin rizosferinden izole edilen bakteriler bitki büyümesini teĢvik eden bakteriler 

ve biyokontol ajanları olarak kullanılabilmektedir. Biyolojik kontrol potansiyelli 

rizobakterilerin en önemli grubunu Pseudomonas‟lar oluĢturmakta ve bu grubun alt 

türleri tarım topraklarından yaygın olarak bulunmaktadır. Pseudomonas‟lar biyokontrol 

ve büyüme destekleyici ajanlar gibi birçok özelliğe aynı anda sahip olabilmektedir. 

(Kremer and Kennedy 1996; Shoebitz et al. 2007). 

Bu türlerin; in vitro ortamlarda hızlı bir Ģekilde geliĢmeleri ve birlikte üremeleri, hızlı 

bir Ģekilde kök ve tohum salgılarını kullanabilmeleri, rizosferde hızla kolonize olmaları 

ve üremeleri, biyoaktif metabolitleri geniĢ bir spektrumda üretmeleri (antibiyotikler, 

sideroforlar, uçucu maddeler, büyümeyi teĢvik eden maddeler örnek verilebilir), diğer 

mikroorganizmalarla rekabet etmeleri ve çevresel streslere uyum sağlamaları bu 

özelliklerinden bazılarıdır. Bu bilgilere ek olarak Pseudomonas‟lar toprak kökenli 

patojenlere karĢı doğal baskılayıcılardır. Biyokontrol ajanları olarak Pseudomonas‟ların 
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en zayıf noktası dinlenme sporları (resting spores) üretmede yetersiz oluĢlarıdır 

(Bacillus spp. türlerinin çoğunda olduğu gibi) ve bu durum ticari kullanım için bakteri 

formülasyonunu zorlaĢtırmaktadır. Toprak kaynaklı bitki hastalıklarının etkin bir 

Ģekilde yok edilmesi için bitki büyüme teĢvik edici olan Fluorescent pseudomonas alt 

türleri de bir diğer önemli grubu oluĢturur (Weller 1988; Weller et al. 2002; Weller 

2007). 

F. pseudomonas çeĢitli biyokontrol ajanları arasında fitopatojen kontrolü için birçok 

mekanizmayla donatılmıĢtır ve bitki büyüme geliĢimi için yaygın olarak kullanıldığı 

gibi birçok büyüme teĢvik hormonları, hidrojen siyanid, katalaz, çeĢitli sideroforlar, 

antibiyotik üretirler ve fosfat çözebilirler. Pseudomonas fluorescens MSP-393 

rizobakterisi kıyı ekosistemlerindeki tuzlu topraklarda yetiĢen pirinç için etkin bir 

biyokontrol ajanı olarak kullanılmaktadır. Garhvali‟den izole edilen soğuğa dayanıklı P. 

Fluorescens’in bezelyede potansiyel biyokontrol ajanı olarak bitki büyümesini teĢvik 

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

2.4.1. Hidrojen siyanid (HCN) üretiminde PGPR kullanımı 

Yabani otlar içerisinde biyokontrol ajanı olarak görev yapan rizobakterilerden 

Deleterious rhizobacteria (DRB), bitki geliĢimini baskılamak için kök yüzeyinde 

kolonize olabilmektedir. Birçok DRB bitkiye özgüdür. Bu bakteriler tarafından üretilen 

siyanid, toksik özelliklere sahip zararlı bir kimyasaldır. Buna rağmen siyanid metabolik 

bir inhibitör olarak rol alır. Bakteri, fungus, alg, bitki ve böcekler gibi yüzlerce 

organizma tarafından avlanmayı ve rekabeti önlemek için sentezlenir ve salgılanırlar. 

Konukçu bitkiler genel olarak siyanid üreten bakteri suĢlarının inokülasyonundan 

olumsuz etkilenmezler ve konukçuya özgü rizobakteriler biyolojik yabani ot ajanları 

olarak görev yapmaktadırlar (Suslow and Schroth 1982; Schippers et al. 1987; Zeller et 

al. 2007). 

Rizosferde Pseudomonas‟lar tarafından yaygın olarak üretilen bir diğer önemli sekonder 

metabolit ise hidrojen siyaniddir. Bu da kök metabolizmasına ve geliĢimine etki eden 
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negatif bir gaz olarak bilinmektedir. Yabani otların biyolojik kontrolü için çevresel 

olarak uyumlu bir potansiyel mekanizmadır. Pseudomonas türlerindeki biyokontrol 

metabolitleri, çevresel kirleticiler, HCN üretiminin farklılıklarına göre yapılan 

sınıflandırmada, rizosferde Pseudomonas (%88.89) ve Bacillus (%50) benzerliğinin 

olduğu tespit edilmiĢtir (Schippers et al. 1990; Ahmad et al. 2005; Charest et al. 2005; 

Heydari et al. 2008). 

2.4.2. Siderofor üretiminde PGPR kullanımı 

Demir bütün canlı organizmalarda temel geliĢim elementidir. Toprak habitatlarında ve 

bitki yüzeylerinde demir eksikliği biyolojik olarak rekabeti tetiklemektedir. Demir 

yönünden fakir topraklarda bitki büyümesini teĢvik eden bakteriler düĢük molekül 

ağırlıklı siderofor olarak adlandırılan bileĢikler üretirler ve demir iyonunun alınımı için 

rekabet ederler. Sideroforlar; bakteri, fungus ve bitkiler gibi mikroorganizmalar 

tarafından salgılanan yüksek afiniteli küçük demir Ģelat bileĢenleridir ve yunancada 

demir taĢıyıcıları anlamına gelmektedir. Birçok siderofor ribozomal olmayan 

peptitlerden oluĢur ve bunun sonucu olarak çoğunun biyosentezi bağımsız 

gerçekleĢmektedir. Sideroforlar ayrıca bazı patojenik bakterilerde demir alınımında çok 

önemlidirler. Bu moleküller Fe
+3

 bağlayıcıları arasında en güçlü grup olarak yer 

almaktadır ve bunların arasında Enterobactin en iyi bilinenidir. Siderofor üreten 

izolatların ayrımı Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) tekniğine 

göre gerçekleĢmektedir. Ġzolatların çoğu gram negatif bakterilerin içerisinde yer alan 

Pseudomonas ve Enterobacter cinslerindendir. Gram pozitif bakterilerde ise siderofor 

üretiminin Bacillus ve Rhodococcus cinsleri tarafından yapıldığı gözlemlenmiĢtir 

(Neilands 1952; Loper and Henkels 1997; Raymond et al. 2003; Challis 2005; Miethke 

and Marahiel 2007; Tian et al. 2009). 

pH dahil olmak üzere, demir seviyesi, demir iyonlarının farklı formları, diğer iz 

elementlerin varlığında yeterli miktarda azot, karbon ve fosfor siderofor sentezini 

modüle eden sayısız çevresel faktörlerdendir. Bakteri geliĢiminin yanı sıra siderofor 

üretimi de; (NH4)2SO4 ve amino asitler tarafından uyarılır. Bununla birlikte optimum 
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siderofor üretimi üre varlığında elde edilir. Bitki büyümesini teĢvik eden rizobakteriler 

tarafından üretilen sideroforlar “Krom Azurol S Analizi” vasıtasıyla konvensiyonel 

olarak tespit edilir (Cattelan et al. 1999; Duffy and Défago 1999; Sayyed et al. 2005; 

Sarode et al. 2007; AvĢar 2017). Bu test sideroforlardan bağımsız olan genel bir 

analizdir. Sideroforlar çeĢitli fungus ve bakteriler tarafından üretilmektedir ve genellikle 

demir iyonu Ģellat ligandları yönünden sınıflandırılırlar. Sideroforların büyük grupları 

arasında fenolatlar, hidroksamatlar ve karboksilatlar (örneğin; sitrik asit türevleri) yer 

alır. Toprak bakteri izolatlarından Azotobacter vinelandii MAC529 ve B. cereus UW85 

siderofor üretmektedirler ve bu bakteriler zirai verimi arttırmak için etkili PGPR türleri 

olarak kullanılmaktadır. Çay bitkisinin rizosferinde yer alan Bacillus megaterium 

siderofor üretebilmektedir ve böylece hastalık Ģiddetini azaltarak bitkinin büyümesini 

teĢvik eder. ġeker kamıĢı (Saccharum sp.) ve çavdar otunun (Lolium perenne) 

endorizosferinden izole ve karakterize edilmiĢ olan E.coli‟nin maksimum seviyede 

siderofor ürettiği ve bitkilerin geliĢimine yardımcı olduğu bulunmuĢtur (Kloepperr 

1980; Husen 2003). 

2.4.3. PGPR türlerinin antifungal aktivitesi 

PGPR türleri fitopatajenlerin proliferasyonunu engelleyerek bitki geliĢimini arttırır ve 

dolayısıyla bitki geliĢimini desteklemiĢ olurlar. Bazı PGPR türleri antifungal antibiyotik 

sentezlerler. Örneğin; P. fluorescens tarafından üretilen 2,4-diasetil floroglusinol 

fitopatojenik fungusların geliĢimini inhibe eder. Fusarium alt türleri tarafından üretilen 

fusarik asid PGPR türleri tarafından ayrıĢtırılır ve bu Ģekilde antisolgunluk ajanı olarak 

kullanılır ve patogenezi önler. PGPR türlerinin bir kısmı ayrıca fungal hücreleri 

parçalayabilecek enzimler üretebilmektedir. Örneğin; Pseudomonas stutzeri tarafından 

üretilen kitinaz ve laminarinaz Fusarium solani‟nin misellerini parçalar (Mauch et al. 

1988; Nowak et al. 1994). 

Son yıllarda P. flourescent türlerinin rizosferde kolonize olma yeteneklerinden dolayı 

önemli tarımsal mantar hastalıklarına karĢı potansiyel biyokontrol ajanı olarak 

kullanılması tavsiye edilmiĢtir. Tütün bitkisinin kök çürümesinde, nohutta ve buğdayda 
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kök çürümesinde, Ģeker pancarında meydana gelen hastalıklara karĢı birçok tarımsal 

üründe kullanılmaktadır. P. flourescent ayrıca pirinç ve Ģeker kamıĢı rizosferinde 

Rhizoctonia bataticola ve Fusarium oxysporum‟a karĢı güçlü bir antifungal aktivitiye 

sahiptir. Yine nohut rizosferinde fitopatojenik funguslara karĢı in vivo ve in vitro 

koĢullarda Pseudomanas türlerinin antagonistik etkilere sahip oldukları gözlemlenmiĢtir 

(Gaur et al. 2004; Reddy and Rao 2009). 

2.4.4. Patojenlerin kontrolü 

Toprak mikroorganizmaları, toprak çevresini etkileyen çok çeĢitli biyokimyasallar 

üretirler. Toprak patojenlerinin büyümesini ve aktivitelerini olumsuz etkileyen canlı 

grupları arasında toprak bakterileri ve toprak fungusları yer almaktadır. Örneğin 

PGPR‟lar toprak patojenleri üzerinde olumsuz etkilere neden olabilecek hidrojen 

siyanürü (HCN) üretirler. Buna ek olarak; toprak mikroorganizmaları bitki direnç 

sistemini teĢvik ederek patojenlere karĢı bitki dirençini artırabilir (Principe et al. 2007; 

Jalili et al. 2009; Miransari 2011). Rizosferdeki toprak mikroplarının varlığı ve farklı 

bileĢiklerin üretimi bitki büyümesini ve direnç sistemini uyarabilir. Bu bitki genlerinin 

expresyon yoluyla; patojenlere karĢı bitki direncini etkileyen bazı ürünler veya kök 

eksüdaları üretebilir. Böylelikle toprak mikrobiyal popülasyonunu ve rizosferdeki 

aktivitelerini etkileyebilmektedir (Principe et al. 2007). Örneğin; Ryu ve arkadaĢlarının 

2003 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada bitkilerdeki sistemik direnç indüksiyonun 

Bacillus türleri varlığında bütanediol ve asetoinin de dahil olduğu çeĢitli ucucu 

bileĢenlerinin üretimi yoluyla uyarıldığını göstermiĢtirler. 

Genellikle, Pseudomonas ve Bacillus türleriyle iliĢkili olan PGPR„ların toprak 

patojenleri üzerindeki olumsuz etkileri aĢağıda gibi sıralanmıĢtır: 

1) Antibiyotik bileĢiklerinin üretimi (HCN, pirolnitrin, floroglusinol, fenazin, 

pyoluteorin ve halkalı lipopeptidler) örneğin elektron taĢınımını inhibe edebilen, 

2) Bitki sistemik direnç indüksiyonu, 

3) Patojenlerin bitki büyümesini baskısı altına alma kabiliyetlerine müdahale etmek 
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örneğin; patojenler tarafından üretilen tercih edilmeyen degradasyona sebep olan 

ürünler vasıtasıyla gerçekleĢmektedir (Haas and Défago 2005; Miransari 2011; Qin et 

al. 2011). 

2.4.5. PGPR türleri tarafından kitinaz ve glukanaz üretimi 

Biyokontrol ajanları tarafından, toprak kaynaklı patojenlerin kontrol altına alınabilmesi 

için kullanılan en önemli mekanizmalar arasında hücre duvarını parçalayan enzimlerin 

üretimi yer almaktadır. PGPR türleri tarafından salgılanan β-1,3-glukanaz, kitinaz, 

selülaz ve proteaz gibi hücre duvarını parçalayan enzimler, mantar patojenlerinin hücre 

duvarını parçalayarak mantar hifleri geliĢimi üzerinde doğrudan etki yapmaktadır. 

Kitinaz, fungal hücre duvarının ana bileĢenini oluĢturan çözünmeyen lineer bir polimer 

olan β-1, 4-N-asetilglukozamin, kitini degrade eder. Paenibacillus ve Streptomyces 

suĢları tarafından sentezlenen β-1,3-glukanaz, patojenik olan F. oxysporum'un mantar 

hücresi duvarlarını kolaylıkla degrade edebildiği yapılan araĢtırmalar sonucunda 

gözlemlenmiĢtir (Goswami 2016). Benzer bir Ģekilde Bacillus cepacia β-1,3-glukanaz 

sentezleyerek, toprak kaynaklı patojenlerden olan R. solani, P. ultimum ve Sclerotium 

rolfsii'nin hücre duvarlarını tahrip etmektedir. Kitinolitik aktiviteye sahip potansiyel 

biyokontrol ajanları arasında B. licheniformis, B. cereus, B. circulans, B. subtilis ve B. 

thuringiensis türleri yer almaktadır. Gram negatif bakteriler arasında ise Serratia 

marcescens, Enterobacter agglomerans, P. aeruginosa ve P. fluorescens'in kitinolitik 

aktivitesine sahip olduğu bulunmuĢtur (Goswami et al. 2016). 

Rizobakterilerin, hücre duvarını parçalayan enzimleri, hedef patojenin hücre 

duvarlarının yapısal bütünlüğünü etkiler. Someya ve arkadaĢlarının 2000 yılında yapmıĢ 

oldukları çalıĢmada, güçlü bir biyokontrol suĢu olan S. marcescens B2‟de kitinolitik ve 

antifungal aktivitelerini toprak kaynaklı olan Rhizoctonia solani ve F. oxysporum 

patojenleri üzerinde denenmiĢtir. Bu suĢ ile birlikte inoküle edilen fungal patojenlerin 

misellerinde; hiflerde ĢiĢkinlik, hiflerde kıvrılma ve hiflerin uç kısımlarında patlama 

gibi çeĢitli anormallikler gözlemlenmiĢtir. Sclerotium rofsii ve F. Oxysporum türlerinin 

fasülye üzerindeki uygulamalarında hücre duvarını yıkan enzimlerin aktivitleri de 
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fitopatonejik enfeksiyonlardan korunmaya örnek olarak verilebilmektedir. Bu nedenle, 

bu enzimlerin PGPR tarafından üretilmesi mantar patojenlerine karĢı biyolojik kontrol 

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

2.4.6. PGPR türleri tarafından antibiyotik üretimi 

Tarımsal ürünlerdeki bitki patojenlerine karĢı mikrobiyal antagonistlerin kullanılması 

kimyasal zirai ilaçların alternatifi olarak önerilmiĢtir. Bacillus ve Pseudomonas türlerine 

içeren PGPR'lar, antibiyotik üreten patojen mikroorganizmaların supresyonlarında etkin 

rol oynamaktadırlar. Bu bakteriyel antagonistler, hücre dıĢı metabolitlerin salgılanması 

yoluyla bitki patojenlerinin baskılanmasını zorlamakla birlikte düĢük 

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

Bacillus cinsine ait bakteriler, çok çeĢitli antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler 

üretirler. Subtilin, subtilozin A, TasA ve sublançin de dahil olmak üzere bu bileĢikler, 

ribozomal orijinli olup bunların bazıları ise iyi bilinmektedir ancak bakilisin, 

klorotetain, mikobasilin, rhizocticins, bakillaen, difficidin ve surfakin, iturin ve fengisin 

ailelerine ait lipopeptitler ribozomal olmayan peptid sentetazlar veya poliketiz 

sentatazları tarafından oluĢturulur (Leclere et al. 2005). Model organizma olan B. 

subtilis 168 ve bitki köklerinde koloni oluĢturabilen B. amyloliquefaciens FZB42, çok 

çeĢitli antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler üretirler ve bu türlerin antibiyotik 

biyosentezinde yer alan gen kümeleri tanılanmıĢtır (Chang et al. 2007). B. 

amyloliquefaciens FZB42‟de dokuz gen kümesi (srf, bmy, fen, nrs, dhb, bac, mln, bae, 

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

Antibiyotikler ayrıca, Pseudomonas suĢları tarafından üretilmektedir. Bu suĢlar arasında 

P. fluorescens ve P. aeruginosa‟da antibiyotik üretimi gözlemlenmiĢ olup bu 

antibiyotikler arasında 2,4 Diasetil Phloroglusinol (DAPG), Fenazin-1-karboksilik asit 

(PCA), Fenazin-1-karboksamit (PCN), Pyoluteorin (Plt), 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 almaktadır. Bu 

antibiyotiklerin bilinen antiviral, antimikrobiyal, böcek ve memeli antifeedant, 

antihelmintik, fitotoksik, antioksidan, sitotoksik, antitümör ve PGPR aktivitelerinin 

olduğu bilinmektedir (Goswami et al. 2016). 

 

Şekil 2.3. PGPR türleri tarafından antibiyotik üretimi (Goswami et al. 2016). 

2.5. PGPR Türlerinin Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

2.5.1. Konvensiyonel yöntemler 

Son yıllarda rizobakterilerle ilgili yapılmıĢ birçok akademik çalıĢmalar incelendiğinde 

bugüne kadar azot fiksasyonu, fosfat çözebilme yeteneği, IAA gibi çeĢitli bitki 

büyümesini teĢvik edici hormonları üretebilme, siderofor bileĢenleri üretebilme gibi 

bitki büyümesini teĢvik edici rizobakteri olma özelliğinin tespit edilmesinde 

konvensiyonel yöntemler kullanılmıĢ ve bu yöntemler sayesinde birçok bakterinin 

PGPR özellikleri tespit edilmiĢtir. Artan ilgi ve çalıĢmaların sayısına karĢın bu 

yöntemlerin uzun vadede sonuç vermesi, daha kolay, ekonomik, hızlı, güvenilir yeni 

yöntemlerin geliĢtirilmesini konu alan çalıĢmaların yapılmasını tetiklemiĢtir (Sharan 

and Nehra 2011; Gopalakrishnan et al. 2014; Chauhan et al. 2015). 
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2.5.2. Moleküler yöntemler 

Günümüze kadar PGPR türleri üzerine yapılan araĢtırmaların sayısındaki önemli artıĢ, 

konvensiyel yöntemlerin yerini alabilecek daha güvenilir, ekonomik, kolay ve hızlı 

yöntemlerin geliĢtirilmesi ihtiyacını ortaya çıkarmıĢtır. Son yıllarda bu ihtiyacın 

karĢılanması için doğrudan PGPR özelliklerinin ortaya çıkmasından sorumlu gen 

bölgelerini hedef alan PCR temelli moleküler tekniklerin kullanılması en önemli 

yaklaĢımlardan birisi haline gelmiĢtir. Örneğin; Bruto ve arkadaĢlarının 2014 yılında 

yapmıĢ oldukları çalıĢmada, çeĢitli PGPR türlerinin spesifik gen aileleri incelenmiĢ ve 

ACC deaminaz (acdS), fosfat çözebilme (pqqB, pqqC, pqqD, pqqE, pqqF), azot 

fiksasyonu (nifD, nifH, nifK), IAA üretimi (ipdc) ile ilgili çok sayıda gen 

tanımlanmıĢtır. Yine literatürdeki benzer birçok güncel çalıĢmada da PGPR ile 

iliĢkilendirilebilecek çok sayıdaki spesifik genin bilgisine de ulaĢmak mümkündür 

(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 karĢın 

halen PGPR türlerinin güvenilir, ekonomik, kolay ve hızlı olarak analiz edilmesine 

olanak sağlayacak yeni moleküler tekniklerin geliĢtirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. 

2.5.2.a. Molibdenli nitrogenaz (Nif) geni 

Molibden nitrogenaz (Nif) en çok gruplara ayrılan ve tüm nitrogenaz enzimleri arasında 

kapsamlı bir Ģekilde incelenen çeĢitidir (Rees and Howard 2000). Molibden 

nitrogenazın yapısal bileĢenlerini kodlayan genler, nifH, nifD ve nifK'dır (Dos Santos et 

al. 2012). Bu yapısal genlerin yanı sıra, diazotroflar arasında korunmuĢ ve 

nitrogenazların katalize olabilmelerin de ve sentezinde görev alan bir nif geni çekirdeği 

vardır. Bu nif geni çekirdeği içerisinde; nifB, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifW, 

nifZ vb. gen grupları yer almaktadır (Zheng et al. 1998; Dixon and Kahn 2004; Rubio 

and Ludden 2008; Dahal 2016). 
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Şekil 2.4. Azotobacter vinelandii’de azot fiksasyonu için gerekli minumum nif geninin 

gösterimi (Dahal 2016) 

Mo-nitrogenaz iki ayrı oksijenli kararsız metaloproteinden oluĢur. Bunlar; nifD ve nifK 

tarafından kodlanan α2β2 heterotetramer yapıda olan MoFe proteini ile ve nifH 

tarafından kodlanan homodimer yapıda Fe proteinidir. Bu bileĢenlerin her ikisi de 

oksijen tarafından geri döndürülemez Ģekilde zarar görür ve katalizlenme iĢlemi için 2 

mol amonyaka dönüĢtürülen diazot gazının her molü için 16 mol ATP‟ye ihtiyaç 

duymaktadır. Bu enerji harcamaları, substrat indirgemesi için gerekli olan elektron 

transferi iĢlemiyle iliĢkilendirilir (Dahal 2016). 

Nitrogenaz 3 metalli kümeden oluĢmaktadır. Bunlardan birtanesi MoFe proteini 

içerisinde yer alan ve FeMo-co olarak adlandırılan, biyolojide en kompleks heterometal 

kümelerden biridir. FeMo-co, nitrogen indirgenmesi için katalitik alanı sağlar ve 

molibden, demir, sülfür, bir merkezi karbon atomu ve bir organik parça olarak 

homositrat ihtiva eder (Mo Fe7 S9 C-homositrat). Geriye kalan 2 metal küme ise; Fe 

proteini içerisinde yer alan [4Fe-4S] kümesi ve MoFe proteini içerisinde kümelenen P 

kümesidir (8Fe-7S) . Bu iki metal küme Fe proteinden P kümesi vasıtasıyla FeMo-co 

katalitik alanına bir elektron transfer iletim hattı sağlar. Bu biyokimyasal sürecin 

karmaĢıklığı Klebsiella oxytoca gibi bakterilerde düzenleyici genler haricinde 

nitrogenaz kompleksinin iĢlevi için çok sayıda nif geni gereklidir (Dahal 2016). 
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Ġlk bakıĢta, biyolojik azot fiksasyonu için zorlu fizyolojik gereklilikler düĢünüldüğünde 

özelliklede bitki nif genlerinin düzenlenmesinde nitrogenazı oksijenden korumak gibi 

önemli engeller ortaya çıkmaktadır. Bununla birlikte; doğa, siyanobakterilerin yaĢam 

alanlarındaki uyumsuz azot fiksasyon ve oksijenli fotosentez süreçlerini mekansal ve 

zamansal ayrım yoluyla uzlaĢtırmayı baĢarmıĢtır (Oldroyd and Dixon 2014; Dahal 

2016). 

 

Şekil 2.5. Nitrogenazın yapısı ve biyosentezinde gerekli genlerin gösterimi (Oldroyd 

and Dixon 2014) 
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Çizelge 2.4. Azot fiksasyonunda görev alan (nif) gen ürünleri ve fonksiyonları (Chai 

2007). 

Nif Geni Fonksiyonu 

Q Molibdenin nitrogen içerisine yerleĢtirilmesi 

B  FeMo-kofaktör sentezi 

A Pozitif regülasyon 

L Negatif regülasyon 

F Elektron taĢıyıcı: flavodoksin 

M Nitrogenaz redüktaz süreci 

Z FeMo proteininin olgunlaĢması ve aktivasyonu 

W OlgunlaĢma ve aktivasyon; FeMo-proteinin oksijen 

koruması 

V FeMo-kofaktör sentezi: homositrat-sentaz 

S Homodimerik sistein, desülfüraz, metal küme 

sentezinde S aktivasyonu 

U FeMo-protein süreci 

X FeMo-kofaktör sentezi ve negatif regülasyon 

E Diazot proteine FeMo-co sentezi ve eklenmesi 

Y MoFe-protein süreçi 

T Nitrogenaz olgunlaĢması 

K FeMo-protein β alt birimi 

D FeMo-protein α alt birimi 

H Fe-protein alt birimi 

J Elektron transferi: piruvat-flavodoksin 

oksidoredüktaz 
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2.5.2.b. Pirolokinolin kinon (Pqq) geni 

Pirolokinolin kinon (PQQ) ilk olarak metilotrofik bakterilerde 1979 yılında metanol 

dehidrogenaz için bir koenzim olarak tanılanmıĢtır (Salisbury et al. 1979; Mısra et al. 

2012). PQQ, farklı enzimlerle kovalent bir Ģekilde etkileĢime girer (McIntire 1994) ve 

PQQ ile etkileĢen proteinler ilk olarak kinon proteinler olarak adlandırılmıĢtır. PQQ 

dahil olmak üzere kinonlarla etkileĢen ve fonksiyonlarını düzenleyen bu proteinler 

kinon proteinleri grubuna dahil edilmiĢtir. Bu proteinlerin çoğunluğu bakteriyel 

dehidrogenazlar olmasına rağmen, çok sayıda ki diğer enzimler için de PQQ temel bir 

kofaktör olarak kullanıldığı belirlenmiĢtir. Bunlar arasında en dikkat çekiçi olanları E. 

coli‟de bulunan amin oksidaz/dehidrogenazlar (McIntire 1994; Khairnar et al. 2007), 

Deinococcus radiodurans‟da bulunan Ser/Thr protein kinazları yer alırken (Rajpurohit 

and Misra 2010), memeli sisteminde ise 2-aminoadipik 6-semialdehid dehidrogenaz ve 

AMP'ye bağlanan bir sinyal proteini, fosfopantetin bağlanma domainleri ve 6 tane PQQ 

bağlanma motifleri yer almaktadır. PQQ çok çeĢitli gıdalarda ve diğer kaynaklarda 

tespit edilmiĢtir (Kumazava et al. 1995; Mitchell et al. 1999). PQQ üzerine yapılan 

çalıĢmalar neticesinde hemen hemen tüm katı ve sıvı gıda ürünlerinde 0.19–7.02 ng 

aralığında bulunmaktadır (Misra et al. 2004; Noji et al. 2007). PQQ, tüm 

organizmaların büyümesinde ve geliĢiminde önemli rol oynamasına rağmen; yüksek 

organizmalardaki sentezi açıklığa kavuĢturulamamıĢtır. Bu organizmalar arasından PQQ 

ile en çok bilinen canlı grubu mikrobiyal kaynaklı olanlardır. 

PQQ sentezinin biyokimyasal yolağı [4C] tirozin ile desteklenmiĢ ortamda yetiĢtirilen 

Methylobacterium extorquens AM1'de izlenmiĢtir (Smidt et al. 1991; Junkefer et al. 

1995). PQQ sentezinin genetiği ise Acinetobacter calcoaceticus (Goosen et al. 1989), 

Enterobacter intermedium 60-2G (Kim et al. 2003), Gluconobacter oxydans (Hölscher 

and Görisch 2006), Klebsiella pneumoniae (Meulenberg et al. 1992), M. extorquens 

AM1 (Toyama et al. 1997) ve P. fluorescens CHA0 (Schnider et al. 1995) bakterileri 

üzerinde çalıĢılmıĢtır. PQQ sentezinde yer alan gen sayısı, A. calcoaceticus‟da 4 tane, 

metilotrofik bakterilerde ve G. oxidans'da 6-7 gen arasındadır. PQQ sentezi yapan 

bakterilerin çoğunluğu bir operonda 6 veya 7 gen (pqqABCDEF/ G) içermektedir. PQQ 
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biyosentezi bu genlerin kodlamıĢ olduğu birkaç enzimi içerir. Örneğin; pqqE geni, PQQ 

sentaz adı verilen bir düzenleyici enzim tarafından kodlanmaktadır (Goldstein et al. 

2003). PqqA, tirosin ve glutamat taĢıyan, genellikle kaynaĢtırılmıĢ 24 amino asitten 

küçük bir peptidi kodlar ve sonraki PQQ dönüĢümleri için bir öncü form oluĢtururlar 

(Goosen et al. 1989). Bu molekül, bir öncü peptid ile bağlı kalır ve yolakta yer alan 

enzimler tarafından biyosentetik süreçteki daha sonraki bir aĢamada ayrılır. PqqA geni 

ürünü bazı bakterilerde PQQ sentezi için gereksiz olmakla birlikte bu genin 

kullanılabilirliği PQQ biyosentezinde hız belirleyici bir adım olarak görülebilmektedir. 

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 klonlanması için konukçu olarak kullanılmıĢlardır. 

Transgenik E. coli‟den üretilen PQQ çözünmeyen kaya fosfatlarını inorganik fosfora 

çözünebilir hale getirebilir. E. coli'de PQQ sentezinde yardımcı olan ve görünüĢte 

bilinen PQQ sentaz genleriyle çok az benzerlik gösteren veya hiç dizi homolojisi 

benzerliği olmayan farklı bakterilerden çeĢitli DNA fragmantları tespit edilmiĢtir. Bu 

durum ise farklı mikroorganizmalarda PQQ sentezi ile iliĢkili metabolik yolaklardaki 

çeĢitliliği ortaya koymaktadır. E. coli, farklı bakterilerden PQQ sentaz genlerinin, 

mineral fosfat çözünürlüğünün iĢlevsel tamamlayıcısı olarak klonlanmada 

kullanıldığından, mineral fosfat çözünürlüğü aktivitesinde G. oxidans'tan klonlanan tüm 

PQQ sentez operonu E. coli'de eksprese edildi ve PQQ sentezi gösterildi. (Yang et al. 

2010). Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar doğrultusunda PQQ genin diğer birçok 

fizyolojik süreçte rol aldığı gösterilmiĢtir. 
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Şekil 2.6. Klebsiella pneumoniae operonunda Pqq biyosentezi (Klinman and Bonnot 

2014) 

2.5.2.c. İndol piruvat dekarboksilaz (IPDC) geni 

IpdC geni, indol piruvat dekarboksilaz enzimini kodlar ve Ġndol-3-Piruvat (IPA) 

yolağındaki ana basamağı katalize eder (Patten and Glick 2002). Bu gen çeĢitli 

bakterilerden klonlanmıĢtır ve Ġndol-3-Asetik Asit (IAA) eksikliği bulunan mutantların 

tespitinde önemli rol almaktadır (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 kodlanmıĢ olan enzim α-keto asit dekarboksilazdır ve 

bu enzimlerin geniĢ substrat özgüllüğü bilinmektedir. Bazı bakterilerin indol piruvat 

dekarboksilazlarının, indolpiruvat için yüksek afiniteye sahip iken; fenilpiruvat, piruvat, 

benzoil format üzerinde de rol almaktadırlar. Dolayısıyla bu enzimlerin ana rolü 

IAA'nın üretimi olmayabilir, ancak yolağın bu aĢamasını tesadüfen katalize edebilirler 

(Schütz et al. 2003; Phi et al. 2008; Patten et al. 2012). 

IPA yolağı, patojenik olmayan bitki ile iliĢkili bakteriler arasında yaygındır ve ayrıca 

Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae subsp. savastanoi ve Erwinia 

herbicola pv. gypsophilae gibi fitopatojenlerde var olduğu ileri sürülmüĢtür (Duca et al. 

2014). Bu fitopatojenlerden bazılarında IPA yolağının bulunması, karĢılık gelen ara 

ürünlerin tanımlanması veya veya bakteriyel hücrelerin bu yolağın indol türevlerini 

metabolize etme kabiliyetlerinin tespit edilmesi temelinde dayanmaktadır. Bununla 
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birlikte IPA yolağında görev alan genleri tanımlamakla birlikte, IAA biyosentezindeki 

bu genlerle ilgili enzimleri deneysel olarak doğrulamak gerekmektedir (Patten et al. 

2012; Duca et al. 2014). 

 

Şekil 2.7. Prokaryotlarda IAA sentezinin Ģematik gösterimi (Kawaguchi and Syono 

1996) 

  



47 

 

3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Çalışmada kullanılan alet ve cihazlar 

ÇalıĢma süresince kullanılan alet ve cihazların listesi aĢağıda verilmiĢtir. 

Buzdolabı : Arçelik, TÜRKĠYE, 8190NF 

Derin Dondurucu : Nuaire, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, 

SN P07K-476316 PK 

Hassas Terazi : Mettler Toledo, CHINA, AL204 

Ġnkübatör : Binder, GERMANY, BD53 

Manyetik KarıĢtırıcı : Nüve, TÜRKĠYE, MK-418, SN 05-1083 

Mikrodalga Fırın : Arçelik, TÜRKĠYE, MD592 

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

Otoklav : Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 

030787253 

Saf Su Cihazı : GFL, GERMANY, 2004 

Sıcak Su Banyosu : Memmert, GERMANY, 854 

Steril Kabin : Esco, SINGAPORE, AC2-4E1 

UV/VIS Spektrofotometre : Shimadzu, JAPAN, RC 232C 

pH Metre : Hanna, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202 

Santrifüj : Hettich EBA 21, GERMANY 

Mikrodalga Fırın : Beko MD1505, TÜRKĠYE 

Elektroforez Tankı : Owl, U.S.A., B2, 

Elektroforez Akım Sağlayıcı : Owl, U.S.A., OSP300-2Q 

Jel Görüntüleme Sistemi : DNR BioImaging Syste ISRAEL MiniBis 

Pro 

Buz Makinesi : Scotsman ITALY, AC45 
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QIAxcel Advanced System : Qiagen, GERMANY 

Heating Block : Daihan Scientific, KOREA, WiseTherm
®
, 

HB-96 

PCR Cihazı : SensoQquest, GERMANY, Gradient 

LabCycler, 1123240169 

Vortex : IKA, 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 µl 

3.1.2. Besiyerleri ve çözeltiler 

ÇalıĢma süresince kullanılan besiyerleri ve çözeltilerin hazırlanma Ģekilleri aĢağıda 

verilmiĢtir. 

Mikroorganizma Stok Besiyeri 

Ġçerik 1000 ml için 

Yeast extract 5 g  

Pepton 

Saf su 

Gliserol 

10 g 

800 ml 

150 ml 

 

Bu çözeltinin hazırlanıĢında yukarıdaki maddeler steril bir erlen içerisine katılarak 

manyetik karıĢtırıcı vasıtasıyla iyice çözülür. pH‟sı 5,8 ayarlanır ve daha sonra 150 ml 

gliserol eklenerek son hacim 1000 ml‟ye tamamlanır. 121°C‟de 20 dakika 

otoklavlanarak steril edilir ve kriyovial tüplere 1,5 ml hacimlere bölünür. 
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Nutrient Agar (NA): Deney bakterilerinin canlandırılması için kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Nutrient Agar 28 g 

Bu besiyerin hazırlanıĢında 28 g Nutrient agar hassas terazide tartılarak kaynama 

sıcaklığına getirilen 1000 ml saf su içerisine katılarak manyetik karıĢtırıcı ile 

çözülmüĢtür. Hazırlanan çözelti 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril edildikten 

sonra dökme ısısına geldiğinde petri kaplarına aktarılarak besiyerin hazır hale gelmesi 

sağlanmıĢtır. 

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

olarak kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Tryptic Soy Agar 40 g 

Bu besiyerin hazırlanıĢında 40 g Tryptic soy agar hassas terazide tartılarak kaynama 

sıcaklığına getirilen 1000 ml saf su içerisine katılarak manyetik karıĢtırıcı ile 

çözülmüĢtür. Hazırlanan çözelti 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril edildikten 

sonra dökme ısısına geldiğinde petri kaplarına aktarılarak besiyerin hazır hale gelmesi 

sağlanmıĢtır. 

LB Broth: PGPR türlerinin IAA üretimi testi çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Tryptic Soy Agar 40 g 

Bu besiyerin hazırlanıĢında 20 g LB broth hassas terazide tartılarak kaynama sıcaklığına 

getirilen 1000 ml saf su içerisine katılarak manyetik karıĢtırıcı ile çözülmüĢtür ardından 
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pH‟sı 7,4 ayarlandıktan sonra bu besiyeri 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril 

edildikten sonra dökme ısısına geldiğinde cam deney tüplerine aktarılmıĢtır. 

Azot Free Medium: PGPR özelliğe sahip olduğu düĢünülen izolatların klasik 

yöntemlerle azot fikse etme potansiyellerini analiz edebilmek için bu besiyeri 

hazırlanmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Sükroz          20 g 

FeSO4           0,01 g 

MgSO4.7H2O          0,5 g 

CaCI2           0,1 g 

NaCI            0,2 g 

Na2MoO4          0,005 g 

KH2.PO4          0,5 g 

Agar           18 g 

Bu besiyerin hazırlanıĢında yukarıda belirtilen kimyasallar sırasıyla 1000 ml saf su 

içerisine katılarak manyetik karıĢtırıcı ile çözülmüĢtür. Hazırlanan çözelti 121°C‟de 20 

dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra dökme ısısına geldiğinde petri kaplarına 

aktarılarak besiyerin hazır hale gelmesi sağlanmıĢtır. 

Pikovskaya’s Agar: PGPR özelliğe sahip olduğu düĢünülen izolatların klasik 

yöntemlerle fosfat çözme potansiyellerini analiz edebilmek için bu besiyeri 

hazırlanmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

MgSO4.7H2O          0,21 g 

Maya Özütü          0,5 g 

D-Glukoz          10 g 

Ca3O8P2          5 g 
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H8N2O4S          0,5 g 

KCI           0,2 g 

KH2.PO4          0,5 g 

MnO4.S          0,0001 g 

FeSO4.7H2O          0,0002 g 

Agar           15 g 

Bu besiyerin hazırlanıĢında yukarıda belirtilen kimyasallar sırasıyla 1000 ml saf su 

içerisine katılarak manyetik karıĢtırıcı ile çözülmüĢtür. Hazırlanan çözelti 121°C‟de 20 

dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra dökme ısısına geldiğinde petri kaplarına 

aktarılarak besiyerin hazır hale gelmesi sağlanmıĢtır. 

TE Tamponu: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik    1000 ml için 

Tris-HCI          1.2 g 

Etilen diamin tetra asedik asit       0.372 g 

Bu çözeltinin hazırlanıĢında 1.2 g Tris-HCI ve 0.0372 g etilendiamin tetra asedik asit 

(EDTA) 1000 ml ultra saf su içerisinde çözülür ve oluĢan çözeltinin pH değeri 8‟e 

ayarlandıktan sonra 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir. Hazırlanan çözelti 

kullanılıncaya kadar oda sıcaklığında karanlıkta muhafaza edilir. 

%70’lik Etil Alkol: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik    1000 ml için 

Saf etil alkol          700 ml 

Ultra saf su          300 ml 

Bu çözeltinin hazırlanıĢında 700 ml saf etil alkolün hacmi 300 ml steril ultra saf su ile 
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1000 ml‟ye tamamlanır. Hazırlanan çözelti kullanılıncaya kadar -20°C‟de karanlıkta 

muhafaza edilir. 

Liziz Tamponu: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Tris-HCI          1,36 g 

EDTA           0,422 g 

NaCI           0,664 g 

%10‟luk SDS Çözeltisi        250 ml 

Triton X-100          22,7 ml 

Bu çözeltinin hazırlanıĢında ilk olarak Tris-HCI ve EDTA 650 ml ultra saf su içerisinde 

tamamen çözülür ve çözeltinin pH değeri 8‟e ayarlanır. Daha sonra pH ayarlaması 

yapılan çözeltinin üzerine NaCI eklenir ve son hacim 727,3 ml‟ye tamamlanır. 

121°C‟de 20 dakika otolavlanarak steril edilir. Çözelti otoklavdan çıkartıldıktan sonra 

uygun sıcaklığa geldiğinde üzerine 250 ml %10‟luk SDS ve 22,7 ml Triton X-100 

eklenir. Hazırlanan çözelti kullanılıncaya kadar oda sıcaklığında karanlıkta muhafaza 

edilir. 

%10’luk SDS çözeltisi: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik    1000 ml için 

Sodyum dodasil sülfat        100 g 

Bu çözeltinin hazırlanıĢında 100 g sodyum dodasil sülfat 800 ml ultra saf su içerisinde 

çözüldükten sonra son hacim yine ultra saf su ile 1000 ml‟ye tamamlanır. Hazırlanan 

çözelti 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve kullanılcaya kadar oda 

sıcaklığında karanlıkta muhafaza edilir. 
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STE (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH: 8) Çözeltisi: Genomik DNA 

izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Tris 1,36 g 

NaCl 0,422 g 

NaCl 0,664 g 

%10‟luk SDS Çözeltisi 250 ml 

Triton X-100 22,7 ml 

1,21 g Tris, 1,75 g NaCl ve 3,72 g EDTA saf su içerisinde çözüldü. 1 N HCl ile pH‟sı 8 

olana kadar titre edildi. Toplam hacim 200 ml‟ye tamamlandıktan sonra otoklavda steril 

edildi. 

Proteinaz K: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Steril saf su 

Proteinaz K 

1 ml 

20 mg 

1 ml steril distile su içerisinde 20 mg proteinaz K eklenerek iyice çözüldükten sonra -

20°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

5 M NaCl çözeltisi: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Steril saf su 

NaCI 

1000 ml 

292,2 g 

Bu çözeltinin hazırlanıĢında 292,2 g sodyum klorür 1000 ml ultra saf su içerisinde 
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çözülür. Hazırlanan çözelti 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve 

kullanılıncaya kadar oda sıcaklığında karanlıkta muhafaza edilir. 

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

Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Steril saf su 1000 ml 

NaCI 

CTAB 

40,9 g 

100 gr 

800 ml saf su içerisinde önce 40,9 g NaCl çözüldü. NaCl tamamen çözündükten sonra 

karıĢıma 100 g CTAB ilave edilerek çözünmesi sağlandı. Toplam hacim 1000 ml ye 

tamamlandıktan sonra otoklavda 121°C‟de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve 

kullanılıncaya kadar oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

Fenol: Kloroform: İzoamil alkol (25:24:1) Çözeltisi: Genomik DNA izolasyonu 

çalıĢmalarında kullanılmıĢtır (Sigma 77617). 

Kloroform: İzoamilalkol (24:1) Çözeltisi: Genomik DNA izolasyonu çalıĢmalarında 

kullanılmıĢtır. 24: 1 oranında hazır olarak kullanılmıĢtır. -20°C‟de muhafaza edildi 

(Sigma 77617). 

Ethidyum Bromür Çözeltisi: DNA jel elektroforezi çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

Steril saf su 

Ethidium bromür 

1000 ml 

10 g 

 

1000 ml steril saf su içerisinde 10 g ethidium bromür magnetik karıĢtırıcı kullanarak 



55 

 

iyice çözülür. Hazırlanan çözelti amber ĢiĢede, oda sıcaklığında muhafaza edilir 

0,5X TBE Tamponu: DNA jel elektroforezi çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

10X TBE Stok Solüsyonu         50 ml 

Steril Distile Su         950 ml 

Bu tamponun hazırlanıĢında 50 ml 10X TBE stok solüsyonu üzerine 950 ml steril distile 

su eklenir. Hazırlanan tampon +4°C‟de muhafaza edilir. 

1X TAE Tamponu: DNA jel elektroforezi çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Ġçerik 1000 ml için 

10X TAE Stok Solüsyonu         100 ml 

Steril Distile Su         900 ml 

Bu tamponun hazırlanıĢında 100 ml 10X TAE stok solüsyonu üzerine 900 ml steril 

distile su eklenir. Hazırlanan tampon +4°C‟de muhafaza edilir. 

6X Yükleme Tamponu 

Ġçerik    100 ml için 

Bromfenol blue         0, 1 g 

Gliserol          40 ml 

0,1 g bromfenol blue, 40 ml gliserol içerisinde çözülür. Çözeltinin toplam hacmi 1X 

TAE ile 100 ml‟ye tamamlanır. Hazırlanan tampon amber ĢiĢe içerisinde +4°C‟de 

muhafaza edilir.  
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Ticari olarak liyofilize halde alınan primerleri (nmol)/0,1 (100 μM/ml) çözmek için 

katolog bilgileri dahilinde gerekli olan 1XTE 41 buffer miktarı belirlenmiĢ ve 100 

μM/ml‟lik stok hazırlanmıĢtır. Buradan da C1xV1=C2xV2 formülü kullanılarak, 5 

μM/ml lik primer çalıĢma solüsyonu hazırlanmıĢ ve PCR çalıĢmasında kullanılmak 

üzere -20°C‟de muhafaza edilmiĢtir (Adıgüzel 2006; Sezen 2015). 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Toprak bakterilerinin temini ve izolasyonu 

Erzurum ve çevresinden farklı noktalardan toplanan toprak örnekleri bitki rizosferinden, 

yüzeyinden alınarak steril falkon tüplerine aktarılarak Atatürk Üniversitesi Moleküler 

Biyoloji ve Bakteriyoloji labaratuvarına getirilmiĢtir. Toprak örnekleri 1 ml veya 1 g 

olacak Ģekilde hazırlanarak, 9 ml steril %0,9‟luk fizyolojik su içerisinde, 1-2 saat 

çalkalanarak homojenize edilmiĢ, bir seri dilüsyon (10
-5

‟e kadarlık dilüsyon serisi) 

hazırlanmıĢtır. Bu dilüsyonların her birinden birer paralel olmak üzere, flora 

bakterilerinin izolasyonu için, TSA ve NA besiyerlerine yayma ekim yapılarak, 28°C‟de 

bir hafta süresince etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresi boyunca 1, 3, 5 

ve 7. günlerde, petri plaklarında gözlemlenen farklı görünüĢe sahip bakteri kolonilerine 

ait kültürler elde edilerek izolasyonları yapılmıĢtır. 

3.2.2. Toprak bakterilerinin çalışma stoklarının hazırlanması ve saklanması 

Ġzole edilen toprak bakterileri nutrient broth besiyerinde 1-2×10
9
 bakteri/ml (O.D.540 – 

0,1-0,2) yoğunluk olacak Ģekilde geliĢtirildi. Sonra ortama son konsantrasyonu %10-15 

olacak Ģekilde gliserol eklendi ve homojenize edildi. Kültür 1 ml hacimlerde bölünerek 

steril eppendorf tüplerine aktarıldıktan sonra -87°C‟de saklandı. 



57 

 

3.2.3. Konvensiyonel yöntemlerle PGPR türlerinin tespit edilmesi 

3.2.3.a. Azot fiksasyonu yapan izolatların belirlenmesi 

Azotun bitkilerin kullanımına hazır hale gelmesinin ancak çeĢitli mikrobiyal ve 

fizyokimyasal süreçler sonunda gerçekleĢtiğinden hareketle PGPR özelliğe sahip 

olduğu düĢünülen izolatların azot fikse etme potansiyelleri, L
-1

: 20 g sukroz; 0,01 g 

FeSO4·7H2O; 0,5 g MgSO4·7H2O; 0,1 g CaCl2; 0,2 g NaCl; 0,005 g Na2MoO4; 0,5 g 

KH2PO4; 18 g agar ihtiva eden ve azot içermeyen ortam kullanılarak araĢtırıldı. 

3.2.3.b. Fosfatlı bileşenleri çözebilen izolatların belirlenmesi 

Topraktaki organik fosfatın bitki tarafından kullanılabilmesi için mineralizasyonu, 

mineralizasyon için ise organik asitler ve fosforik asitler önemlidir. Bu çerçevede PGPR 

bakterilerin ürettiği organik asitler fosfat çözmeleri bakımından önemli olup 

çalıĢmamızda izolatların fosfat çözebilme potansiyeli, L
-1

: 10 g glukoz; 5 g Ca3(PO4)2; 

0,5 g (NH4)2SO4; 0,2 g NaCl; 0,1 g MgSO4·7H2O; 0,2 g KCl; 0,5 g maya ekstraktı; 

0,002 g MnSO4·H2O; 0,002 g FeSO4·7H2O ihtiva eden Pikovskaya besiyerinde 

araĢtırıldı (Nautiyal 1999; Vaikuntapu et al. 2014). 

3.2.3.c. IAA üreten izolatların belirlenmesi 

Bitki büyümesini teĢvik eden önemli doğal oksinlerden biri olan indol asetik asit üretimi 

Vaikuntapu ve arkadaĢları tarafından 2014 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmadaki 

prosedüre prosedüre göre yapılmıĢtır. Bu prosedüre göre izolatlar %1 triptofan ihtiva 

eden LB broth besiyerine inoküle edilerek 28°C‟de 72 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon periyodu sonrasında kültürler 6000 g de 30 dk santrifüj edilmiĢtir. 

Süpernatantdan 2 ml alınarak 2 damla o-fosforik asit ve 4 ml Salkowski çözücüsü (50 

ml of %35 of perklorik asit + 1 ml of 0.5 M FeCl3 solüsyonu) ile karıĢtırılmıĢtır. Sonuç 

olarak, 530 nm de kalorimetrik olarak IAA ölçümü yapılmıĢtır. 
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3.3. Konvensiyonel Yöntemlere Alternatif Olabilecek PCR Temelli Moleküler 

Yöntemlerin Geliştirilmesi 

3.3.1. DNA izolasyonu 

ÇalıĢmada kullanılan PGPR türlerinin DNA ekstraksiyonu, Sezen 2015 tarafından 

modifiye edilen izolasyon metoduna göre aĢağıdaki Ģekilde yapılmıĢtır. 

 DNA‟sı izole edilecek bakteriler Nutrient agar (NA) besiyerine 3 faz halinde 

ekilerek petriler 28-32°C‟ye ayarlı inkübatörde 24 saat süreyle inkübasyona 

bırakılmıĢtır. 

 Steril edilmiĢ, ağzı kapaklı 1,5 ml‟lik ependorflara 1000 μl STE (hücre duvarını 

parçalayarak hücre içeriğinin serbest hale gelmesini sağlar) tamponu konularak içerisine 

2-3 öze dolusu bakteri kültürü ilave edilmiĢtir. 

 Tüpler 2500 rpm‟de vortekslenerek homojenize olmaları sağlanmıĢtır. 

 Vortekslenen tüpler 10 000 rpm‟de 10 dak süreyle santrifüjlendikten sonra üst faz 

mikropipetle alınarak atılmıĢ ve peletin üzerine tekrar 1000 μl STE tamponu eklenerek, 

10 dak 10 000 rpm‟de santrifüjlenmiĢtir. Bu iĢlem üst faz berrak olana kadar tekrar 

edilmiĢtir. 

 Santrifüj sonrası, oluĢan üst faz atılarak peletin üzerine 500 μl STE tamponu ilave 

edildikten sonra mikropipetle dikkatlice alıp vermek (pipetaj) suretiyle tamponun 

peletle iyice karıĢması sağlanmıĢtır. 

 Tüpler 75°C‟ye ayarlı su banyosunda 30 dakika süreyle inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun 15. dakikasında tüpler alınarak 4-5 kez alt üst edilerek tekrar 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 Su banyosundan çıkartılan tüplere 50 μl %10‟luk SDS (proteinler arasındaki disülfit 

bağlarını parçalar) ve 7 μl proteinaz K (proteinleri parçalar) eklenmiĢ ve 40°C‟ye ayarlı 

su banyosunda 1 saat süreyle inkübe edilmiĢtir. 

 Ġnkübasyon sonrası tüplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak 

Ģekilde 5M NaCl ve 0,1 hacim %10‟luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA‟yı polisakkaritlerden 

ve ortamdaki diğer bileĢiklerden arındırır) eklenmiĢtir. 
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 Tüpler 65°C‟ye ayarlı su banyosunda 15 dakika inkübe edilmiĢtir. 

 Su banyosundan alınan tüplere eĢit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol 

(genellikle, nükleik asitlerden proteinlerin uzaklaĢtırılmasında kullanılır. Kloroform 

proteinleri denatüre ederek, sıvı ve organik fazların ayrıĢmasını sağlar. Ġzoamil alkol ise 

ekstraksiyon esnasında meydana gelebilecek köpürmeyi engeller) ilave edilerek 15 

dakika oda sıcaklığında çalkalayıcı karıĢtırılmıĢtır. 

 Tüpler 16 000 rpm‟de 15 dakika santrifüjlendikten sonra oluĢan üst faz yeni steril 

ependorf tüplere aktarılmıĢtır. Her bir tüpe 0,1 hacim %10 CTAB/0.7 M NaCl (ortamda 

bulunabilecek polisakkarit kalıntılarını elemine etmede kullanılır) eklenmiĢtir. 

 65°C‟ye ayarlı su banyosunda tüpler 15 dakika bekletilmiĢtir. 

 Su banyoundan çıkarıkan tüplere eĢit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol 

eklenmiĢ ve tüpler 15 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı çalkalanmıĢtır. 

 Tüpler tekrar 16 000 rpm‟de 15 dakika santrifüj edilmiĢ, santrifüj sonrası oluĢan üst 

faz yine yeni steril bir ependorfa alınmıĢtır. 

 Tüpler üzerine 0,6 hacim izopropanol (DNA‟yı bağlayarak, iplikcikler halinde 

çökmesini sağlar) eklenmiĢtir. Tüpler -20°C‟de 1 gece boyunca bekletilmiĢtir. 

 Buzdolabından çıkartılan tüpler 15 000 rpm de 15 dakika santrifüjlenmiĢtir. 

 Üzerine -20°C‟de bekletilen %70 lik etanolden (DNA‟yı yıkamak amacıyla 

kullanılır) 500-600 μl eklenmiĢ ve 15 000 rpm de 15 dakika süreyle santrifüjlendikten 

sonra süpernatant yavaĢ ve dikkatlice dökülmüĢtür. 

 Peletin üzerine yeniden %70 lik etanolden 500-600 μl eklenerek, 15 000 rpm de 15 

dakika santrifüjenmiĢtir. Süpernatant dikkatlice dökülerek tüpler ağzı açık bir Ģekilde 

etil alkolün uçması, DNA‟nın kuruyarak Ģeffaf bir görünüm alması amacıyla 2-3 saat 

süreyle oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 

 Tamamen kuruduktan sonra, DNA‟lar 50-70 μl TE içinde oda sıcaklığında 30 

dakika bekletilerek, iyice çözünmesi sağlanmıĢ ve üzerlerine 2-3 μl RNAse ilave 

edilmiĢtir. 

 DNA‟lar %0,6‟lık agaroz jelinde yürütülmüĢ ve jelde tek parça bant veren örnekler 

4°C‟ye kaldırılarak sonraki çalıĢmalar için hazır hale getirilmiĢtir (Sezen 2015). 
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3.3.2. DNA konsantrasyonlarının ölçülmesi ve çalışma solüsyonlarının 

hazırlanması 

DNA miktarı, direkt olarak 260 nm‟deki absorbans ölçümüyle belirlenirken, genetik 

materyalin temizliği yani protein kirliliği taĢıyıp taĢımadığı ise 280 nm‟de okunan 

absorbans değeriyle tespit edilir. Kuvarts küvet içerisine 998 μl TE çözeltisi konularak 

260 nm‟ye ayarlı spektrofotometrede absorbansı ölçülmüĢ ve elde edilen değer kör 

olarak kaydedilmiĢtir. Ardından küvete 2 μl DNA ilave edilerek karıĢımın homojen 

olması sağlanıldıktan sonra 260 nm‟de absorbansı yeniden ölçülmüĢtür. Okunan bu 

değerden köre ait değer çıkarılarak DNA‟nın absorbans değeri bulunmuĢtur. Yapılan 

iĢlemlerin aynısı 280 nm için de tekrarlanarak, A260 ve A280 değerlerine bakılarak 

A260 / A280 = 1-1,7 olan örnekler çalıĢma solüsyonu hazırlamak için kullanılmıĢtır. 

3.3.3. DNA örneğinin ve DNA çalışma solüsyonunun konsantrasyonu (μg/ml) 

DNA konsantrasyonu (μg/ml)=A260 x Seyreltme Faktörü (500) x 50 (DNA için sabit 

değer) formülü kullanılarak stok solüsyonun DNA konsantrasyonu belirlenmiĢtir. DNA 

çalıĢma solüsyonunun konsantrasyonu ise; Ġstenen Konsantrasyon (100ng/μl) x Ġstenen 

Hacim (200 μl)/Stok DNA Konsantrasyonu (μg/ml) formülü ile DNA çalıĢma 

solüsyonu hazırlanmıĢ ve bu hesaplamadan elde edilen değer stok DNA çözeltisinden 

alınacak miktarı vermiĢtir. Bu miktar TE çözeltisi ile 200 μl‟ye tamamlanarak 100 ng/μl 

konsantrasyondaki DNA çalıĢma solüsyonu hazırlanmıĢ ve DNA tüpleri -86°C‟de 

sonraki çalıĢmalarda kullanılıncaya kadar saklanmıĢtır (Hündür 2015;Sezen 2015). 

3.3.4. Bakteri izolatlarının 16S rRNA bölgesinin PCR ile amplifikasyonu 

Test izolatlarından saflaĢtırılmıĢ olan genomik DNA‟lardan bakteri sistematiği 

açısından önemli olan 16S rRNA bölgesi evrensel primerler (forward ve reverse 

primerler) kullanılarak in vitro koĢullar altında PCR yardımı ile çoğaltılmıĢtır (Hündür 

2015; Sezen 2015). 
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Reaksiyonun (Master mix’in) hazırlanması 

PCR‟ı yapılacak her bir örnek için 3 μl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris – HCl, 500 

mM KCI, 15 mM MgCl2, %0.01 jelatin pH: 8.3), 0.6 μl dNTP 

(deoksinükleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP – 10mM), 3 μl UNI 16S-L 

(forward ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA), 3 μl 16S-R (reverse ATG GTA 

CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA), 1.2 μl DMSO, 0.6 μl MgCl2 (50 μM), 0.3 μM 

/ ml taq DNA polimeraz ve 15.3 μl sdH2O ile 27 μl‟lik reaksiyon karıĢımı hazırlanmıĢ 

ve karıĢıma son olarak 3 μl template DNA (100 ng/μl) eklenerek son hacim 30 μl‟ye 

tamamlanmıĢtır. Master mix ve template DNA içeren ependorf tüplerin üzerine 

buharlaĢmayı engellemek amacıyla 15 μl mineral yağ ilave edilmiĢtir. 

PCR programı 

PCR için hazırlanan örnekler, 95°C‟de 2 dakika denatürasyon, bunu takiben 36 döngü 

olacak Ģekilde 94°C‟de 1 dakika denatürasyon, 54 °C‟de 1 dakika bağlanma ve 72°C‟de 

2 dakika uzama basamakları ve son olarak 72 °C‟de 5 dakika uzama basamağından 

oluşacak Ģekilde programlanan PCR termal döngü cihazına yerleĢtirildi. Seçilen 

programda hedef bölgelerin çoğaltılması yapıldı. 

PCR için hazırlanan örnekler, 95°C‟de 2dk denatürasyon, bunu takiben 36 döngü olacak 

Ģekilde 94°C‟de 1 dakika denatürasyon, 53°C‟de 1 dakika bağlanma ve 72°C‟de 2 

dakika uzama basamakları ve son olarak 72°C‟de 5 dakika uzama basamağından 

oluĢacak Ģekilde programlanan PCR termal döngü (termocycler) cihazına 

yerleĢtirilmiĢtir. Seçilen programda hedef bölgelerin amplifikasyonu yapılmıĢtır. 

16S rRNA PCR ürünlerinin elektroforezi 

Kesilen PCR ürünleri QIAxcel Advanced analiz sistemiyle değerlendirilmiĢtir.16S 

rRNA PCR yöntemi ile çoğaltılan 16S rRNA gen bölgesinin baz dizi analizi yapılmıĢtır. 

Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen Bankasında (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) 
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var olan diğer bakteriyal dizilerle karĢılaĢtırılmıĢtır. KarĢılaĢtırma sonucu aralarındaki 

benzerlik oranları tespit edilmiĢ ve gen bankası kabul numaraları alınmıĢtır (Hündür 

2015; Sezen 2015). 

3.3.5. PGPR nitelikleri için ilgili gen bölgelerinin belirlenmesi 

ÇalıĢmamızın bu aĢamasında; konveksiyonel yöntemlerde gözlemlenen; azot 

fiksasyonu, fosfat çözebilme, IAA üretimine sahip PGPR özellikli bakterilere literatürde 

ki mevcut primerlerle uygulamalar, PGPR nitelikleri için ilgili gen bölgelerinin 

belirlenmesinde kullanıldı. 

Çizelge 3.1. PGPR özelliği gösteren ilgili gen bölgeleri 

PGPR özelliği İlgili gen bölgeleri 

Azot fiksasyonu NifA, NifD, NifK NifH 

 

Fosfat çözünme yeteneği  pqqB, pqqC, pqqD, pqqE, 

pqqF, pqqG, 

 

Oksin sentezi ipdC,  

 

Çizelge 3.2. Literatürde yer alan primerlerin baz dizilimi 

Primer Forward 5‟-3‟ Reverse 5‟-3‟ PGPR 

özelliği 

nifH2/nifH1 TGYGAYCCNAARGCNG

A 

ADNGCCATCATYTCNCC Azot fikse 

edebilme  

Kadino/Emino TGYGAYCCIAARGCIGA GCRTAIAIIGCCATCATYTC Azot fikse 

edebilme  

F2/R6 TGYGAYCCIAAIGCIGA TCIGGIGARATGATGGC Azot fikse 

edebilme  

pqqBCD TTCAAGATGCTCAGCCA

CTG 

CGATCTTGTCGATGTTGTG

C 

Fosfat 

çözünmesi 

PqqAB TGTGGACCAAACCTGCA

TACACTG 

GATGCTCATGCCATCGAA Fosfat 

çözünmesi 
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Çizelge 3.2. (devam) 

PqqE GATCGTCCTCGCCTGAG

TT 

GATGACACGGGAGTTTCGA

T 

Fosfat 

çözünmesi 

PqqF CCAACTTACCCTCGCCA

AT 

CAGCGTTGGCCAAACATAG Fosfat 

çözünmesi 

avbgltx1/ 

avbipdC1 

CGCCGGATCCAAAGAC

GCCCATCAGGCGTC 

AGGGAGATCTCACCCGGAA

TCCCGAACATG 

IAA üretimi 

3.3.6. In silico uygulamalarla çalışmada kullanılacak ilgili bölgelere ait primerlerin 

tasarlanması 

ÇalıĢmamızın bu aĢamasında; seçilmiĢ gen bölgelerine ait primerler, NCBI primer 

designing tool veri tabanıyla tasarlandı ve bu veri tabanında elde edilen primerler in 

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

sıcaklıları, baz sayıları, vb. özellikleri kontrol edilerek uygun primerler tasarlanarak 

sipariĢ edilmiĢtir. 

Çizelge 3.3. Tasarlanan primerlerin baz dizilimi 

Primer Forward 5‟-3‟ Reverse 5‟-3‟ PGPR 

özelliği 

nifA1 GTCGACGTCCGGCTCATATT GTAGAGCATACCCGACCTGC Azot fikse 

edebilme  

nifA2 ATACCGCCAAAGTCATGGCA TCTTGCAAGGAGCGGAATGT Azot fikse 

edebilme  

nifD1 GCTGCAGTTCACCTCAGACT TATTTCGCGCAGGGAGGTTT Azot fikse 

edebilme  

nifH3 GTTTTACGGGAAGGGAGGCA ACCACGTCTCCAAGAACGTC Azot fikse 

edebilme 

Pqq5 ATGCTGAAGGAAGTCGACGG GATCCATCCGGAACAACGGT Fosfat 

çözünmesi 

PqqA2 ACTACGAAGAACGCCCCAAG CGTTCATTGCGAAAGGCCAA Fosfat 

çözünmesi 

PqqB1 AATCCAAGCCAAAGCCCGTA ATTGTCGCCATCATGTGGGT Fosfat 

çözünmesi 
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Çizelge 3.3. (devam) 

PqqB2 AAGCCAAAGCCCGTACTCAA TGGGTCATGTCGATGTGGTG Fosfat 

çözünmesi 

PqqF2 GTGTTGTTCGGCGTCCAATC GGCCATTTTTAGCTGGGTGC Fosfat 

çözümesi 

Ġpdc6 TGGGGCTCGATTGGTTACAC TTCCAGAGCCTTGGTAAGCG IAA 

üretimi 

Ġpdc7 GTGGGGCTCGATTGGTTACA GGGATATCCGCTTTCGGGAG IAA 

üretimi 

3.3.7. Tasarlanan gen spesifik primerlerle PCR uygulamaları 

Spesifik PCR uygulaması 

Bakteriyel izolatların genomik DNA‟ları kullanılarak literatürdeki ve veritabanından 

seçilmiĢ uygun primerler ile ilk etapta spesifik gen bölgelerine ait primerler dizayn 

edildi. Bu primerlerin ilgili gen bölgelerine ait primerler için PCR optimizasyonları (Tm 

sıcaklıkları, primer konsantrasyonu gibi) yapılarak ilgili gen bölgelerinin 

çoğaltılabilirliği kontrol edildi. 

3.3.8. Sonuçların değerlendirilmesi 

ÇalıĢmamızın bu aĢamasında; konvensiyonel yöntemler sonucunda PGPR özellikteki 

bakteriler tespit edildi. Bu aĢamadam sonra konvensiyonel yöntemlere alternatif 

oluĢturabilecek daha hızlı, güvenilir olan moleküler teknikler kullanılarak sonuçların 

değerlendirilmesi yapıldı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Toprak Örneklerinin Alınması ve Bakteri İzolasyonu 

Erzurum ve çevresinde yer alan farklı bölgelere ait 15 alan belirlenmiĢtir. Bu bölgelerde 

yapılan arazi çalıĢmaları sonucunda 32 örnek bakteri izolasyonları yapılmak üzere 

labaratuvara getirilmiĢtir. Bu örneklerden toplamda 200 bakterinin izolasyonu koloni 

karakteristikleri göz önünde bulundurularak yapılmıĢtır. Örneklemelerin yapıldığı 

bölgelere ait konum bilgileri ve örnekleme verileri Çizelge 4.1‟de özetlenmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Arazi çalıĢmasına ait konum ve örnekleme bilgileri 

No Yer Adı Konum Örnekleme Sayısı 

1 Erzurum – Artvin Yolu 

10. Km 

40°2'60" Kuzey 

41°20'32" Doğu 

2 

2 Akdağ Köyü Kırsalı 40°6'21" Kuzey 

41°20'35" Doğu 

2 

3 Güzel Yayla Geçidi 40°11'13" Kuzey 

41°27'45" Doğu 

2 

4 Erzurum – Artvin Yolu 

50. Km – Mısır Tarlası 

40°18'55" Kuzey 

41°31'30" Doğu 

2 

5 Pehlivanlı Köyü – 

Tarla  

40°29'42" Kuzey 

41°30'9" Doğu 

6 

6 Uzundere GiriĢi 40°31'21" Kuzey 

41°32'4" Doğu 

1 

7 Erzurum – Ağrı Yolu 

SürülmüĢ Tarla 

39°58'47" Kuzey 

41°27'3" Doğu 

3 

8 Pasinler 39°59'3" Kuzey 

41°42'14" Doğu 

2 

9 Erzurum Çevre Yolu 39°57'11" Kuzey 

41°20'43" Doğu 

3 

10 Erzurum – Erzincan 

Yolu – Tarla  

39°59'13" Kuzey 

40°58'13.0" Doğu 

2 
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Çizelge 4.1. (devam) 

11 AĢkale – YeĢil Alan 39°55'23" Kuzey 

40°40'28" Doğu 

2 

12 Erzincan – Erzurum 

Yolu – Tarla  

39°57'1" Kuzey 

40°50'30" Doğu 

1 

13 Kandilli – Kırsal Alan 39°54'58" Kuzey 

40°51'53" Doğu 

1 

14 Kandilli – Tarla  39°56'40" Kuzey 

40°52'4" Doğu 

1 

15 Ilıca – Tarla  40°25'5" Kuzey 

41°29'22" Doğu 

2 

4.2. Moleküler Tanı Sonucu Belirlenen Bakteri Türleri 

DNA izolasyonu yapılan bakterilerin 16S rRNA PCR amplifikasyonu sonucunda gen 

bankasında yer alan 16S rRNA gen dizileri ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Bakteri izolatlarına ait 

bilgiler; Çizelge 4.2‟de, 16S rRNA geni kısmi baz sıraları ie Ek 1-34‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.2. Moleküler tanı sonucu belirlenen bakteri türleri 

Bakteri Adı Baz 

Sayısı  

Query 

Cover 

Benzerlik 

Oranı 

Genbank 

Numarası  

Pseudomonas sp.  

TAGEM15-70-B1 

1388 100 99 MG584444 

Bacillus megaterium 

TAGEM15-70-B2 

1421 100 100 MG584445 

Bacillus toyonensis 

TAGEM15-70-B3 

1402 100 100 MG584446 

Acinetobacter bouvetii  

TAGEM15-70-B4 

1401 100 100 MG584447 

Exiguobacterium aurantiacum  

TAGEM15-70-B5 

1393 100 100 MG584448 

Pantoea sp.  

TAGEM15-70-B6 

1380 100 99 MG584449 
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Çizelge 4.2. (devam) 

Enterobacter cloacae 

TAGEM15-70-B7 

1404 100 100 MG584450 

Rhizobium sp.  

TAGEM15-70-B8 

1351 100 100 MG584451 

 

Exiguobacterium sp. 

TAGEM15-70-B9 

1428 100 100 MG584452 

Bacillus sp.  

TAGEM15-70-B10 

1423 100 100 MG584453 

Pseudomonas sp.  

TAGEM15-70-B11 

1406 100 100 MG685679 

Bacillus cereus  

TAGEM15-70-B12 

1273 100 99 MG685680 

Bacillus simplex  

TAGEM15-70-B13 

1419 100 100 MG685681 

 

Acinetobacter bouvetii 

TAGEM15-70-B14 

1222 100 99 MG685682 

 

Acinetobacter sp. 

 TAGEM15-70-B15 

1083 100 99 MG685683 

Acinetobacter haemolyticus 

TAGEM15-70-B16 

1390 100 100 MG685684 

 

Acinetobacter lwoffii 

TAGEM15-70-B17 

1407 100 100 MG685685 

Enterobacter sp.  

TAGEM15-70-B18 

1406 100 99 MG685686 

Acinetobacter lwoffii 

TAGEM15-70-B19 

1393 100 100 MG685687 

Acinetobacter johnsonii 

TAGEM15-70-B20 

1385 100 100 MG685688 

Acinetobacter sp.  

TAGEM15-70-B21 

1403 100 99 MG685814 

Enterococcus sp. 

TAGEM15-70-B22 

1180 100 100 MG685815 

Bacillus cereus 

TAGEM15-70-B23 

1401 100 100 MG685816 

Bacillus cereus 

TAGEM15-70-B24 

1378 100 100 MG685817 
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Çizelge 4.2. (devam) 

Bacillus atrophaeus 

TAGEM15-70-B25 

1398 100 100 MG685818 

Bacillus aryabhattai 

TAGEM15-70-B26 

1415 100 100 MG685819 

Enterobacter sp. 

TAGEM15-70-B27 

1353 100 99 MG685820 

Bacillus atrophaeus 

TAGEM15-70-B28 

1413 100 100 MG685821 

Acinetobacter sp. 

TAGEM15-70-B29 

1218 100 99 MG685822 

Pseudomonas japonica 

TAGEM15-70-B30 

1404 100 99 MG685823 

Exiguobacterium aurantiacum 

TAGEM15-70-B31 

1425 100 100 MG685824 

Enterobacter cloacae 

TAGEM15-70-B32 

1358 100 100 MG685825 

Exiguobacterium sp. 

TAGEM15-70-B33 

1412 100 100 MG685826 

Bacillus sp. 

TAGEM15-70-B35 

1428 100 100 MG685828 

4.3. Test Bakterilerine Konvensiyonel Yöntemlerin Uygulanması 

4.3.1. Azot fiksasyonu deneyleri 

Moleküler çalıĢmaların yapılması için seçilen azot fikse edebilen ve azot fikse 

edemeyen test bakterilerinin bu özellikler yönünden doğrulanması amacıyla yapılan 

konvensiyonel azot fiksasyonu testlerinin sonuçları Çizelge 4.3‟de özetlenmiĢtir. 
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Çizelge 4.3. Test bakterilerinin azot fiksasyonu potansiyellerinin konvensiyonel 

yöntemlerle belirlenmesi 

No Azot Fiksasyonu (+)  Azot Fiksasyonu (–) 

1 Pseudomonas sp.  

TAGEM15-70-B1 

 Exiguobacterium sp. 

TAGEM15-70-B9 

2 Bacillus megaterium 

TAGEM15-70-B2 

 Acinetobacter bouvetii 

TAGEM15-70-B4 

3 Bacillus toyonensis 

TAGEM15-70-B3 

 Acinetobacter johnsonii 

TAGEM15-70-B20 

4 Pseudomonas sp.  

TAGEM15-70-B11 

 Bacillus cereus  

TAGEM15-70-B12 

5 Acinetobacter sp.  

TAGEM15-70-B15 

 Acinetobacter lwoffii 

TAGEM15-70-B19 

6 Bacillus cereus 

TAGEM15-70-B23 

 Enterobacter sp.  

TAGEM15-70-B18  

7 Bacillus cereus  

TAGEM15-70-B24 

 Enterococcus sp.  

TAGEM15-70-B22 

8 Enterobacter cloacae 

TAGEM15-70-B32 

 Acinetobacter sp.  

TAGEM15-70-B21 

9 Exiguobacterium sp. 

TAGEM15-70-B33 

 Acinetobacter lwoffii 

TAGEM15-70-B17 

10 Bacillus sp.  

TAGEM15-70-B35 

 Bacillus sp.  

TAGEM15-70-B10 

Bu verilerin değerlendirilmesinde kullanılan deneysel gözlemlere ait örnek görüntü de 

ġekil 4.1‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 4.1. Azot fiksasyonu yapabilen ve yapamayan bakterilerin AFM agar besiyeri 

üzerinde geliĢim durumlarının gösterilmesi [(+) solda ve (–) sağda] 

4.3.2. Fosfat çözme deneyleri 

Moleküler çalıĢmaların yapılması için seçilen fosfatlı bileĢikleri çözebilen ve 

çözemeyen test bakterilerinin bu özellikler yönünden doğrulanması amacıyla yapılan 

konvensiyonel fosfat çözme testlerinin sonuçları Çizelge 4.4‟de özetlenmiĢtir. 

Çizelge 4.4. Test bakterilerinin fosfatlı bileĢikleri çözebilme potansiyellerinin 

konvensiyonel yöntemlerle belirlenmesi 

No Fosfat Çözme (+) Fosfat Çözme (–) 

1 Rhizobium sp.  

TAGEM15-70-B8 

Enterobacter cloacae  

TAGEM15-70-B7 

2 Enterobacter sp.  

TAGEM15-70-B18 

Bacillus megaterium  

TAGEM15-70-B2 

3 Enterococcus sp.  

TAGEM15-70-B22 

Exiguobacterium sp.  

TAGEM15-70-B9 

4 Bacillus cereus  

TAGEM15-70-B24 

Acinetobacter johnsonii 

TAGEM15-70-B20 

5 Bacillus atrophaeus 

TAGEM15-70-B25 

Acinetobacter lwoffii  

TAGEM15-70-B19 
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Çizelge 4.4. (devam) 

6 Bacillus aryabhattai  

TAGEM15-70-B26 

Bacillus atrophaeus 

TAGEM15-70-B28 

7 Enterobacter sp.  

TAGEM15-70-B27 

Acinetobacter sp.  

TAGEM15-70-B13 

8 Acinetobacter sp. 

TAGEM15-70-B29 

Acinetobacter lwoffii 

TAGEM15-70-B17 

9 Pseudomonas japonica  

TAGEM15-70-B30 

Acinetobacter bouvetii 

TAGEM15-70-B14 

10 Enterobacter cloacae 

TAGEM15-70-B32 

Bacillus sp.  

TAGEM15-70-B10 

Test bakterilerinin fosfat çözme potansiyellerinin değerlendirilmesinde kullanılan 

deneysel gözlemlere ait örnek görüntü ġekil 4.2‟de gösterilmiĢtir. 

 

Şekil 4.2. Fosfatlı bileĢenleri çözebilen ve çözemeyen bakterilerin Pikovskaya‟s agar 

besiyeri üzerinde geliĢim durumları ve berrak zon oluĢumu. 

4.3.3. IAA üretme deneyleri 

Moleküler çalıĢmaların yapılması için seçilen IAA üretebilen ve üretemeyen test 

bakterilerinin bu özellikler yönünden doğrulanması amacıyla yapılan konvensiyonel 

IAA üretme testlerinin sonuçları Çizelge 4.5‟de özetlenmiĢtir. 
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Çizelge 4.5. Test bakterilerinin IAA üretebilme potansiyellerinin konvensiyonel 

yöntemlerle belirlenmesi 

No IAA Üretme (+) 

Absorbans (OD530) 

IAA Üretme (–) 

Absorbans (OD530) 

1 Pseudomonas sp.  

TAGEM15-70-B1 0,322 

Acinetobacter johnsonii  

TAGEM15-70-B2 0,012 

2 Bacillus megaterium  

TAGEM15-70-B2 0,319 

Acinetobacter bouvetii  

TAGEM15-70-B4 0,088 

3 Bacillus toyonensis  

TAGEM15-70-B3 0,313 

Bacillus cereus  

TAGEM15-70-B12 0,087 

4 Exiguobacterium aurantiacum 

TAGEM15-70-B5 0,420 

Bacillus cereus  

TAGEM15-70-B12 0,064 

5 Pantoea sp.  

TAGEM15-70-B6 0,440 

Acinetobacter bouvetii 

TAGEM15-70-B14 0,076 

6 Rhizobium sp.  

TAGEM15-70-B8 0,364 

Acinetobacter haemolyticus 

TAGEM15-70-B16 0,097 

7 Exiguobacterium sp.  

TAGEM15-70-B9 0,404 

Acinetobacter lwoffii 

TAGEM15-70-B17 0,082 

8 Bacillus sp.  

TAGEM15-70-B10 0,448 

Acinetobacter lwoffii  

TAGEM15-70-B19 0,078 

9 Pseudomonas sp.  

TAGEM15-70-B11 0,432 

Acinetobacter sp.  

TAGEM15-70-B21 0,084 

10 Bacillus sp.  

TAGEM15-70-B35 0,372 

Exiguobacterium aurantiacum 

TAGEM15-70-B31 0,072 

Test bakterilerinin IAA üretebilme potansiyellerinin değerlendirilmesinde kullanılan 

deneysel gözlemlere ait örnek görüntü de ġekil 4.3‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 4.3. Test bakterilerinin IAA üretebilme potansiyellerinin kolorimetrik olarak 

incelenmesi 

4.4. Test Bakterilerine Moleküler Yöntemlerin Uygulanması 

4.4.1. Azot fiksasyonuna yönelik moleküler deneyler 

Azot fiksasyonu yönünden konvensiyonel denemelerde (+) ve (–) özellik gösteren test 

bakterilerinden izole edilen genomik DNA‟lar, literatürde toprak bakterilerinin azot 

fiksasyonu yeteneklerinin araĢtarılması için önerilen Kadino/Emino, nifH1/nifH2, 

F2/R6 ve bu çalıĢmada ilk kez tasarlanan NifA1F/NifA2R primer setleri ile yapılan 

PCR çalıĢmaları için kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmalara ait bulgular ġekil 4.4 – 4.11‟de 

verilmiĢtir. 

 

Şekil 4.4. Azot fiksasyonu (+) özellikli test bakterilerinin Kadino/Emino primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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ġekil 4.4‟deki jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda yalnızca Pseudomonas sp. 

TAGEM15-70-B11 kodlu bakteride mevcut Kadino/Emino primer seti ile sonuç 

alınmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda azot fiksasyonuna yönelik moleküler uygulamalarda 

azot fikse edebilen 10 bakteri arasından sadece 1 tanesi cevap vermiĢ olup bu primer 

seti için hazırlanan reaksiyonda %10‟luk baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.5. Azot fiksasyonu (–) özellikli test bakterilerinin Kadino/Emino primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.5‟de verilen jel görüntüsü değerlendirildiğinde; azot fiksasyonuna yönelik 

moleküler uygulamalarda azot fiksasyonu (-) 10 bakteriden Kadino/Emino primer seti 

ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel denemelerde azot 

fiksasyonu (-) cevap veren örnekler moleküler uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

 

Şekil 4.6. Azot fiksasyonu (+) özellikli test bakterilerinin NifH1/NifH2 primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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Yine ġekil 4.6‟daki jel görüntüsünün değerlendirilmesi 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 sonuç alınmıĢtır. Mevcut 

çalıĢmamızda azot fiksasyonuna yönelik moleküler uygulamalarda azot fikse edebilen 

10 bakteri arasından sadece 5 tanesi cevap vermiĢ olup bu primer seti için hazırlanan 

reaksiyonda %50‟lik baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.7. Azot fiksasyonu (–) özellikli test bakterilerinin NifH1/NifH2 primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.7‟de belirtilen jel görüntüsünün incelenmesi sonucunda; azot fiksasyonu 

belirlemeye yönelik moleküler uygulamalarda azot fiksasyonu (-) olan 10 bakteriden 

NifH1/NifH2 primer seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle 

konvensiyonel denemelerde azot fiksasyonu (-) cevap veren örnekler moleküler 

uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 
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Şekil 4.8. Azot fiksasyonu (+) özellikli test bakterilerinin F2/R6 primer seti ile yapılan 

PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.8‟de verilen jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; Enterobacter cloaca 

TAGEM15-70-B32, Bacillus sp. TAGEM15-70-B35 bakterilerde mevcut F2/R6 primer 

seti ile sonuç alınmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda azot fiksasyonuna yönelik moleküler 

uygulamalarda azot fikse edebilen 10 bakteri arasından sadece 2 tanesi cevap vermiĢ 

olup bu primer seti için hazırlanan reaksiyonda %20‟lik baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.9. Azot fiksasyonu (–) özellikli test bakterilerinin F2/R6 primer seti ile yapılan 

PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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ġekil 4.9‟da verilen jel görüntüsü incelendiğinde; azot fiksasyonuna yönelik moleküler 

uygulamalarda azot fiksasyonu (-) olan 10 bakteride F2/R6 primer seti ile herhangi bir 

sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel denemelerde azot fiksasyonu (-) 

cevap veren örnekler moleküler uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

 

Şekil 4.10. Azot fiksasyonu (+) özellikli test bakterilerinin NifA1F/NifA1R primer seti 

ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.10‟da görülen jel görüntüsü incelendiğinde; Bacillus megaterium TAGEM15-

70-B2, Pseudomonas sp. TAGEM15-70-B11 kodlu bakterilerde mevcut 

NifA1F/NifA1R primer seti ile sonuç alınmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda azot 

fiksasyonuna yönelik moleküler uygulamalarda azot fikse edebilen 10 bakteri arasından 

sadece 2 tanesi cevap vermiĢ olup bu primer seti için hazırlanan reaksiyonda %20‟lik 

baĢarı gözlemlenmiĢtir. 
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Şekil 4.11. Azot fiksasyonu (–) özellikli test bakterilerinin NifA1F/NifA1R primer seti  

ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

Yine ġekil 4.11‟de verilen jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; azot 

fiksasyonuna yönelik moleküler uygulamalarda azot fiksasyonu (-) olan 10 bakteride 

NifA1F/NifA1R primer seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle 

konvensiyonel denemelerde azot fiksasyonu (-) cevap veren örnekler moleküler 

uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

4.4.2. Fosfat çözmeye yönelik moleküler deneyler 

Fosfatlı bileĢikleri çözebilme yönünden konvensiyonel denemelerde (+) ve (–) özellik 

gösteren test bakterilerinden izole edilen genomik DNA‟lar, literatürde toprak 

bakterilerinin fosfat çözme yeteneklerinin araĢtarılması için önerilen PqqBCDF/ 

PqqBCDR, PqqFF/PqqFR ve bu çalıĢmada ilk kez tasarlanan Pqq5F/Pqq5R, 

PqqA2F/PqqA2R, PqqB1F/PqqB1R, PqqF2F/PqqF2R primer setleri ile yapılan PCR 

çalıĢmaları için kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmalara ait bulgular ġekiller 4.12 – 4.25‟de 

verilmiĢtir. 
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Şekil 4.12. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin PqqBCDF/PqqBCDR primer 

seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.12‟de görülen jel görüntüsü incelendiğinde; Bacillus atrophaeus TAGEM15-70-

B25, Enterobacter sp. TAGEM15-70-B27 kodlu bakterilerde mevcut 

PqqBCDF/PqqBCDR primer seti ile sonuç alınmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda fosfat 

çözme özelliklerini belirlemeye yönelik moleküler uygulamalarda fosfat çözme yeteneği 

olan 10 bakteriden 2 tanesi cevap vermiĢ olup bu primer seti için hazırlanan reaksiyonda 

%20‟lik baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.13. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin PqqBCDF/PqqBCDR 

primer seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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ġekil 4.13‟deki jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; fosfat çözmeye yönelik 

moleküler uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden 

PqqBCDF/PqqBCDR primer seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle 

konvensiyonel denemelerde fosfat çözme yeteneği (-) olan örnekler moleküler 

uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

 

Şekil 4.14. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin PqqFF/PqqFR primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

Yine ġekil 4.14‟de verilen jel görüntüsü değerlendirildiğinde; Enterococcus sp. 

TAGEM15-70-B22 kodlu bakterileride mevcut PqqFF/PqqFR primer seti ile sonuç 

alınmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda fosfat çözme özelliklerine yönelik moleküler 

uygulamalarda fosfat çözme yeteneği olan 10 bakteri arasından 1 tanesi cevap vermiĢ 

olup bu primer seti için hazırlanan reaksiyonda %10‟luk baĢarı gözlemlenmiĢtir. 
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Şekil 4.15. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin PqqFF/PqqFR primer seti 

ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.15‟de görülen jel görüntüsü incelendiğinde; fosfat çözmeye yönelik moleküler 

uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden PqqFF/PqqFR primer seti 

ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel denemelerde 

fosfat çözme (-) özellikli cevap veren örnekler moleküler uygulamalarla da teyit 

edilmiĢtir. 

 

Şekil 4.16. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin Pqq5F/Pqq5R primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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Yine ġekil 4.16‟da verilen jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; 

Acinetobacter sp. TAGEM15-70-B29, Pseudomonas japonica TAGEM15-70-B30 

kodlu bakterilerilerde mevcut Pqq5F/Pqq5R primer seti ile sonuç alınmıĢtır. Mevcut 

çalıĢmamızda fosfat çözme özelliklerine yönelik moleküler uygulamalarda fosfat çözme 

yeteneği olan 10 bakteri arasından 2 tanesi cevap vermiĢ olup bu primer seti için 

hazırlanan reaksiyonda %20‟lik baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.17. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin Pqq5F/Pqq5R primer seti 

ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.17‟de verilen jel görüntüsünün incelenmesi sonucunda; fosfat çözmeye yönelik 

moleküler uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden Pqq5F/Pqq5R 

primer seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel 

denemelerde fosfat çözme yeteneği (-) olan örnekler moleküler uygulamalarla da teyit 

edilmiĢtir. 
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Şekil 4.18. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin PqqA2F/PqqA2R primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.18 jel görüntüsü değerlendirildiğinde; Rhizobium sp. TAGEM15-70-B8, 

Enterobacter sp. TAGEM15-70-B18, Bacillus atrophaeus TAGEM15-70-B25, 

Pseudomonas japonica TAGEM15-70-B30, Enterobacter cloacae TAGEM15-70-B32 

kodlu bakteriler PqqA2F/PqqA2R primer seti ile sonuç alınmıĢtır. Mevcut 

çalıĢmamızda fosfat çözme özelliklerine yönelik moleküler uygulamalarda fosfat çözme 

yeteneği olan 10 bakteri arasından 5 tanesi cevap vermiĢ olup bu primer seti için 

hazırlanan reaksiyonda %50‟lik baĢarı gözlemlenmiĢtir. 
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Şekil 4.19. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin PqqA2F/PqqA2R primer 

seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.19‟da verilen jel görüntüsü incelendiğinde; fosfat çözmeye yönelik moleküler 

uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden PqqA2F/PqqA2R primer 

seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel denemelerde 

fosfat çözme (-) olan örnekler moleküer uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

 

Şekil 4.20. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin PqqB1F/PqqB1R primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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ġekil 4.20‟deki jel görüntüsü değerlendirildiğinde; Rhizobium sp. TAGEM15-70-B8, 

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

Acinetobacter sp.TAGEM15-70-B29 kodlu bakteriler PqqB1F/PqqB1R primer seti ile 

sonuç alınmıĢtır. Mevcut çalıĢmamızda fosfat çözme özelliklerine yönelik moleküler 

uygulamalarda fosfat çözme yeteneği olan 10 bakteriden 4 tanesi cevap vermiĢ olup bu 

primer seti için hazırlanan reaksiyonda %40‟lık baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.21. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin PqqB1F/PqqB1R primer 

seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

Yine ġekil 4.20‟de verilen jel görüntüsü incelendiğinde; fosfat çözmeye yönelik 

moleküler uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden PqqB1F/PqqB1R 

primer seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel 

denemelerde fosfat çözme yeteneği (-) olan örnekler moleküler uygulamalarla da teyit 

edilmiĢtir. 
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Şekil 4.22. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin PqqB2F/PqqB2R primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.22‟deki jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; Enterobacter sp. 

TAGEM15-70-B18 kodlu bakteride PqqB2F/PqqB2R primer seti ile sonuç alınmıĢtır. 

Mevcut çalıĢmamızda fosfat çözme özelliklerine yönelik moleküler uygulamalarda 

fosfat çözme yeteneği (+) olan 10 bakteri arasından 1 tanesi cevap vermiĢ olup bu 

primer seti için hazırlanan reaksiyonda %10‟luk baĢarı gözlemlenmiĢtir. 

 

Şekil 4.23. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin PqqB2F/PqqB2R primer 

seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 
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ġekil 4.23‟de verilen jel görüntüsü incelendiğinde; fosfat çözmeye yönelik moleküler 

uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden PqqB2F/PqqB2R primer 

seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel denemelerde 

fosfat çözme yeteneği (-) olan örnekler moleküler uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

 

Şekil 4.24. Fosfat çözme (+) özellikli test bakterilerinin PqqF2F/ PqqF2R primer seti ile 

yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.24‟de görülen jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; Rhizobium sp. 

TAGEM15-70-B8 kodlu bakteride PqqF2F/PqqF2R primer seti ile sonuç alınmıĢtır. 

Mevcut çalıĢmamızda fosfat çözme özelliklerine yönelik moleküler uygulamalarda 

fosfat çözme özelliği olan 10 bakteri arasından sadece 1 tanesi cevap vermiĢ olup bu 

primer seti için hazırlanan reaksiyonda %10‟luk baĢarı gözlemlenmiĢtir. 
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Şekil 4.25. Fosfat çözme yeteneği (–) olan test bakterilerinin PqqF2F/ PqqF2R primer 

seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.25„deki jel görüntüsü incelendiğinde; fosfat çözmeye yönelik moleküler 

uygulamalarda fosfat çözme yeteneği (-) olan 10 bakteriden PqqF2F/PqqF2R primer 

seti ile herhangi bir sonuç elde edilememiĢtir ve böylelikle konvensiyonel denemelerde 

fosfat çözme yeteneği (-) olan örnekler moleküler uygulamalarla da teyit edilmiĢtir. 

4.4.3. IAA üretmeye yönelik moleküler deneyler 

IAA üretebilme yönünden konvensiyonel denemelerde (+) ve (–) özellik gösteren test 

bakterilerinden izole edilen genomik DNA‟lar, literatürde toprak bakterilerinin IAA 

üretme yeteneklerinin araĢtarılması için önerilen avbgltx1F/avbipdc1R,ve bu çalıĢmada 

ilk kez tasarlanan ipdc6F/ipdc6R, ipdc7F/ipdc7R, ipdc8F/ipdc8R, primer setleri ile 

yapılan PCR çalıĢmaları için kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmalara ait bulgularda herhangi bir 

sonuç gözlemlenmemiĢtir. ġekiller 4.26 ve 4.27‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 4.26. IAA üretme yeteneği (+) olan test bakterilerinin avbgltx1F/avbipdc1R 

primer seti ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.26‟da verilen jel görüntüsünün değerlendirilmesi sonucunda; 

avbgltx1F/avbipdc1R primer seti ile konvensiyonel yöntemlerde IAA üretme yeteneği 

(+) olan bakterilerde moleküler uygulamalar yapılmıĢ olup sonuç alınamamıĢtır. 

 

Şekil 4.27. IAA üretme yeteneği (+) olan test bakterilerinin ipdc6F/ipdc6R primer seti 

ile yapılan PCR uygulamalarının amplifikasyon sonuçları 

ġekil 4.27„deki jel görüntüsü incelendiğinde; ipdc6F/ipdc6R primer seti ile 

konvensiyonel yöntemlerde IAA üretme yeteneği (+) olan bakterilere moleküler 

uygulamalar yapılmıĢ olup sonuç alınamamıĢtır. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Dünyada artan nüfusla birlikte bu nüfusun beslenmesi için doğru orantılı bir Ģekilde 

gıda talebi meydana gelmektedir. Yapılan araĢtırmalar neticesinde dünya nüfusunun 

2050 yılında yaklaĢık 9,1 milyar'a ulaĢacağı öngörülmekte ve bunun bir sonucu olarak 

bugüne kıyasla ek iki milyar insan için gıda üretiminin arttırılması gerekmektedir. 

(Wezel et al. 2014). Bu ihtiyacın karĢılanabilmesi dünya üzerindeki bugünkü mevcut 

gıda talebinin küresel seviyede %30 oranında arttırılması ile mümkün olabilecektir. 

Teorikte mümkün görünen bu artıĢın pratik uygulamalara yansıtılması ise oldukça 

büyük zorlukların üstesinden gelebilmeyi gerektirmektedir. Bu çerçevede; 1943-1970 

yılları arasında “YeĢil Devrim” olarak adlandırılan bir akım, meydana gelen bir dizi 

araĢtırma, geliĢtirme ve teknoloji transferi giriĢimleri ile birlikte sanayileĢmiĢ tarım 

ürünlerinin kullanılmasını hedeflemiĢtir. Bu akım; artan nüfus artıĢına karĢı maksimum 

derecede fazla tarım ürünü üretebilmeyi amaçlamıĢ ve bulunduğu dönem içerisinde tüm 

dünyaya yayılmıĢtır (Sharan and Nehra 2011). 

Dünyadaki nüfus artıĢı sonucunda gıda üretimine ihtiyaç duyulunca mevcut tarım 

yapılabilen alanlardan kimyasal gübrelerin kullanımıyla daha fazla ürün alınabilmesi 

amaçlanmıĢ ve bu kimyasal gübrelerin kullanımı tarım arazilerinde birim alana düĢen 

tarım ürünü miktarıyla artmıĢtır. Tarım arazilerindeki kimyasal gübrelerin aĢırı 

kullanımı sonucunda ürün verimi ve üretimi artmıĢ ancak sürdürülebilir toprak 

verimliliği ve doğal dengeler tehlikeye sokulmuĢtur. Modern tarım; toprak 

verimliliğinin kaybedilmesi, iklimsel faktörlerin dalgalanması, patojen ve zararlı 

kimyasal ürünlerin artması gibi zorluklarla yüz yüze kalmaktadır. Kimyasal gübrelerin 

aĢırı kullanımı sonucunda çevreye vermiĢ oldukları geri dönüĢümsüz zararların 

anlaĢılması ile bu olumsuz tablonun ortadan kaldırılmasını sağlayacak, çevreyle dost 

ürün miktarı ve kalitesinde artıĢa sebep olan biyolojik gübrelerin kullanılması ön plana 

çıkmıĢtır (Adesemoye et al. 2009). 

Günümüzde biyolojik gübre formülasyonu geliĢtirme odaklı araĢtırmaların en temel 

unsurlarından birini rizobakteriler oluĢturmaktadır. Bitki büyümesini teĢvik eden 
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rizobakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria: PGPR), toprakta doğal olarak 

var olan, yoğun olarak bitki kökleri üzerinde veya çevresinde kolonize olan ve bitkilerin 

büyümesine veya zararlı ajanlara karĢı korunmasına katkı sağlayan toprak bakterileridir. 

Yapılan çalıĢmalar, zirai bitkilerin erken geliĢme safhalarında PGPR türleri ile 

inokülasyonu sonucunda, bu bitkilerde kök ve gövde büyümesine bağlı olarak biyokütle 

artıĢının meydana geldiğini göstermiĢtir. Süs bitkilerinin, ağaçların, sebzelerin ve zirai 

bitkilerin PGPR türleri ile inokülasyonu bitki büyümesinde çok yönlü etkilere sebep 

olmaktadır. Bu etkiler; çiçeklenmenin, tohum çimlenme oranının, klorofil miktarının, 

baklagillerde nodül sayısının, bitki sertliğinin, bitki boyunun, fide ağırlığının, 

dokulardaki besleyici maddelerin artması ve sağlıklı bitki halinin sürdürülmesi gibi 

çeĢitli olguları kapsamaktadır. Bu olguların ortaya çıkıĢı ve PGPR türlerinin sebep 

olduğu büyüme, topraktan besin alımı ve ürün verimindeki artıĢın arka planında çeĢitli 

mekanizmaların rol oynadığı bilinmektedir. Bu mekanizmalara sahip PGPR türlerinin 

bazıları, azot fikse ederek bitkilerin azot ihtiyaçlarını karĢılamaya yardım eder. Yine 

bazı PGPR türlerinin fosfor, kükürt, demir ve bakır gibi çeĢitli besleyici elementlerin 

bitkiler tarafından kullanılabilir formlarının topraklarda artmasına (biyofertilizer), bitki 

hormonlarının üretilmesine (biyostimulant) ve diğer yararlı mikroorganizmaların kökler 

çevresinde kolonizasyonuna, buna karĢın zararlı bakteri, fungus ve böcek türlerinin 

ortamdan uzaklaĢtırılmasına (biyoprotektan) sebep olduğu belirlenmiĢtir (Vessey 2003; 

Sharan and Nehra 2011; Bhattacharyya and Jha 2012; Vejan et al. 2016; Odoh 2017; 

Yakhin et al. 2017). 

Tüm bu yararlı özelliklerden dolayı, tarımda kullanılan zararlı kimyasalların (kimyasal 

gübreler, hormon benzeri ajanlar ve pestisitler) yerini alabilecek PGPR preparatlarının 

geliĢtirilmesini amaçlayan çalıĢmalara olan ilgi artmıĢ, bu preparatların kullanılması 

sonucu yetiĢtirilen pek çok zirai ürün dünya pazarında yerini almıĢtır (Bhattacharyya 

and Jha 2012). 

Bununla birlikte PGPR türlerinin uygulamalardaki etkinlikleri hakkındaki bilgilerin 

çoğu zirai alanlardan izole edilmiĢ türlerden oluĢmakta ve henüz ıslah edilmemiĢ doğal 

alanların bu hususta sahip olduğu potansiyel hakkındaki bilgimiz yetersiz kalmaktadır. 
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Doğal vejetasyon bölgelerindeki mikrobiyal toplulukların özel olarak kendi 

konukçularına adapte olma ihtimallerinin yüksek oluĢu, belli bir ekosistemi iyileĢtirmek 

için kullanılabilecek en uygun biyolojik gübrelerin, yine aynı ekosistemden izole 

edilecek yerel PGPR türlerini içermesi gerekliliğine vurgu yapmaktadır. Bu durum, 

besleyici elementler tarafından fakir ve çeĢitli stres koĢullarına (tuzluluk, sel, elveriĢsiz 

iklim Ģartları, vb.) maruz kalmıĢ toprakların, bu bölgeleri ıslah etmede kullanılabilecek 

mikroorganizmaları izole etmek için eĢsiz kaynaklar olduğuna iĢaret etmektedir (Reddy 

et al. 1999; Öğütcü 2000; Mäder et al. 2011; Araújo et al. 2013; Mire et al 2016). 

Mevcut yaklaĢımlar göz önüne alındığında, yerel kaynaklardan izole edilecek 

bakterilerden hazırlanacak biyolojik gübre preparatlarının mevcut tarlalarda veya ıslah 

edilecek doğal alanlarda yurt dıĢından ithal edilecek preparatlara nazaran daha etkin 

sonuçlar vereceği ve her toplumun kendi zirai geleceğini güvence altına alabilmesi için 

benzer çalıĢmaları kendi ekosistemlerinde uygulamak zorunda kalacağı açıkça 

görülmektedir (Miransari 2011). 

Bu bağlamda ülkemizde de günümüze kadar çok sayıda bilimsel araĢtırma baĢarıyla 

gerçekleĢtirilmiĢ ve bu alanda çeĢitli geliĢmeler kaydedilmiĢtir. Ancak bu geliĢmelerin 

daha çok bireysel giriĢimlerle sınırlı kalması, elde edilen bilimsel verilerin Ģimdiye 

kadar talep edilen teknolojilere dönüĢtürülememesi, çeĢitli ekosistemlerden elde edilen 

değerli bakteri türlerinin kolayca ulaĢılabilen toplu bir envanteri ve koleksiyonunun 

bulunmaması, bu çalıĢmaların hızını ve verimini azaltan önemli engellerdir. 

Bu bilgiler çerçevesinde hazırlanan mevcut çalıĢmamızda öncelikle Erzurum 

çevresinden bakteri izolasyonları yapılarak tanımlanmıĢ ve bunlar içerisinde PGPR 

olma potansiyeli bulunduranlar azot fikasyonu, fosfat çözme ve IAA üretme açısından 

konvensiyonel yöntemler kullanılarak belirlenmiĢtir. Daha sonra da elde edilen aktif 

izolatlarla PGPR seçiliminde kullanılabilecek PCR temelli moleküler yöntemlerin 

uygulanmasına yönelik çalıĢmalar yapılmıĢtır. 
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Günümüzde; bitki geliĢimini teĢvik eden bakterilerin araĢtırılmasında kullanılan en 

yaygın yöntem konvensiyonel yöntemlerdir. Bu yöntemlerin kullanımıyla PGPR 

özelliği olan bakterilerin tespiti doğru ve güvenilir bir Ģekilde yapılabilmektedir. Artan 

ilgi ve çalıĢmaların sayısına karĢın bu yöntemlerin uzun vadede sonuç vermesi yeni 

yöntemlerin geliĢtirilmesini konu alan çalıĢmaları tetiklemiĢtir (Vejan et al. 2016; Afzal 

et al. 2017). 

20. yüzyılın ikinci yarısında, mikrobiyoloji çalıĢmalarının model mikroorganizmaların 

davranıĢlarını laboratuvar koĢulları altında anlamaya çalıĢmak bilim insanlarının odağı 

haline gelmiĢtir. Mikroorganizmaların rizosfer ve filosferdeki doğal ve çoğunlukla 

karmaĢık habitatlardaki davranıĢlarıyla ilgili bilgilerin gün yüzüne çıkartılması bilim 

insanlarının karĢılaĢmıĢ oldukları en büyük zorluklar arasında yer almaktadır. Bir 

mikroorganizmanın belirli bir habitatta davranıĢlarını anlayabilmek için hangi genleri 

ekspresyon edildiğini bilmek temel zorunluktur. Çünkü bu genlerin iĢlevlerinin neler 

olduğu, gen ürünleriyle nasıl etkileĢim kurdukları, bu süreçlerin abiyotik ve biyotik 

streslere nasıl bağımlı olduğu ve bu davranıĢlara yol açan özelliklerin nasıl dönüĢtüğü 

gen ekspresyonu sonucunda öğrenilen bilgilerdir. Genomiks gibi yeni teknolojilerin 

kullanımıyla bu soruların gerekli gen çalıĢmaları neticesinde cevaplandırılabileceği 

savunulmaktadır. Bu çalıĢmaların içerisinde yer alan PCR teknolojilerinin geliĢimiyle 

moleküler tekniklerin önemi artmıĢtır. Karry Mulis tarafından 1983 yılında keĢfedilen 

bu teknik; PubMed gibi veri tabanlarında yer alan bilimsel yayınlar %3‟ün de PCR ile 

ilgili yayınları referans göstermektedir. Bu teknik günümüz de adli tıp, gıda bilimleri, 

ekolojik saha çalıĢmaları, zirai uygulamalarda ve tıbbi tanılarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. PCR teknolojilerinin etkin kullanımıyla ilgili geliĢmeler arasında 

insan genom projesinde kullanılmıĢ olması ve bu teknolojinin diğer bilimsel 

alanlarlarda ne kadar önemli olduğu tespit edilmiĢtir (Barlet and Stirling 2002). 

Bu çerçevede; toprak bakterilerinin PGPR özelliklerinin araĢtırılmasında PCR temelli 

moleküler tekniklerin uygulanması konulu çalıĢmamızın bulguları incelendiğinde; 

Erzurum ve çevresinden izole edilen toprak bakterilerin önce konvensiyonel 

yöntemlerle azot fiksasyonu, fosfat çözünmesi ve IAA üretimi gibi PGPR özellikleri 
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araĢtırılmıĢtır. Yapılan bu araĢtırmaların neticesinde deney grupları her bir PGPR 

özelliği için negatif ve pozitif gruplar olmak üzere 2 farklı deney grubuna ayrılmıĢ ve 

her bir grup için konvensiyonel yöntemlerle tespit edilen 10 örnek yer almıĢtır. 

Konvensiyonel yöntemlerin ardından bu yöntemlere alternatif olabilecek moleküler 

yöntemler için azot fiksasyonu, fosfat çözünmesi ve IAA üretimi ile ilgili 

mekanizmalarda görev yapan genler seçilmiĢtir. Bu genler; azot fiksasyonunda nif, 

fosfat çözünmesinde pqq ve indol üretiminde ise ipdc genleri olarak belirlenmiĢtir. Bu 

genler ile ilgili yapılan literatür çalıĢmaları incelenmiĢ olup literatürde mevcut bulunan 

primerler konvensiyonel yöntemlerle tespit edilen örnekler üzerinde PCR tekniği ile 

PGPR özelliği pozitif ve negatif olan her bir parametrede yer alan örnekler üzerinde 

uygulanmıĢtır. 

Azot fiksasyonu ile ilgili literatür çalıĢmaları incelendiğinde, bu çalıĢmalarda yer alan 

nif geni ile ilgili primerlerin (Kadino/Emino, nifH1/nifH2, F2/R6) toprak bakterilerine 

uygulandığında sırasıyla %84, %86, %92 oranında sonuç vereceği öne sürülmektedir 

(Gaby and Buckley 2012). Bu primerler, konvensiyonel yöntemlerde azot pozitif ve 

azot negatif örneklerinde yapılan DNA izolasyonunun ardından gerekli PCR 

optimizasyonları yapıldıktan sonra Erzurum ve çevresinden izole edilen PGPR 

bakterilerine uygulanmıĢtır. Bu PCR reaksiyonunda nif genine spesifik literatürde yer 

alan nifH1/nifH2 primeri azot (+) olan 10 PGPR türüne uygulanmıĢ ve 5 tanesinde 

sonuç alınmıĢtır (ġekil 4.6). Bu sonuç bize; literatürde yer alan ve yaklaĢık %86 

oranında topraktan izole edilen PGPR türlerinde cevap vermesi beklenen bir primerin 

Erzurum ve çevresinden izole edilen PGPR türlerinde ancak %50 oranında cevap 

verebildiğini göstermektedir. Azot (-) örneklerde ise nifH1/nifH2 primeri ise tüm 

örneklerde negatif sonuç vererek konvensiyonel yöntemlerde azot (-) çıkan örneklerin 

sonuçlarını moleküler yöntemlerle de desteklemiĢtir (ġekil 4.7). 

Nif geni için literatürden yararlanılan diğer primerler ise F2/R6 ve Kadino/Emino 

primerleridir. Bu primerlerle yapılan çalıĢmalarda ise Azot (+) için sırasıyla; %20 ve 

%10 oranında uygulanan örneklerde cevap verirken, Azot (-) için her iki primerde de 
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negatif sonuç vererek konvensiyonel yöntemleri doğrulamıĢtır (ġekil 4.4, ġekil 4.5, 

ġekil 4.8, ġekil 4.9). 

Nif geni için literatürde yer alan primerlerin yanı sıra çalıĢma sırasında ise NifA1, 

NifA2, NifD1, NifH3 primerleri dizayn edilmiĢ olup aynı örnekler üzerinde 

uygulanmıĢtır. Bu uygulamaların sonunda ise NifA1 primer seti Azot (+) için %20 

oranında baĢarı sağlanırken, Azot (-) ise tüm örneklerde negatif sonuç vererek 

konvensiyonel yöntemleri doğrulamıĢtır (ġekil 4.10, ġekil 4.11). NifA2, NifD1, NifH3 

primer setleri ise örnek bakteri gruplarımıza cevap vermemiĢtir. 

Fosfat çözen bakterilerde pqq gen bölgesine ait literatürde yer alan primer setleri 

PqqBCD, PqqAB, PqqE, PqqF izole edilen PGPR bakterilerine uygulanmıĢtır (Naveed 

et al. 2015) Bu uygulamaların sonucunda sırası ile PqqBCD primer setiyle fosfat (+) de 

%20 oranında baĢarı sağlanırken, fosfat negatiflerde %100 oranında cevap vermiĢtir 

(ġekil 4.12, ġekil 4.13). PqqAB ve PqqE primer setleri ise örnek bakteri gruplarımıza 

cevap vermemiĢtir. PqqF primer seti fosfat (+) de %10 oranında baĢarı sağlanırken 

fosfat (-) lerde ise ise tüm örneklerde negatif sonuç vererek konvensiyonel yöntemleri 

doğrulamıĢtır (ġekil 4.14, ġekil 4.15). 

Fosfat çözen bakterilerde pqq gen bölgesi için dizayn edilen Pqq5, PqqA2, PqqB1, 

PqqB2, PqqF2, primer setleri örnek gruplarımıza uygulanmıĢtır. Fosfat (+) örneklerde 

ortaya çıkan sonuçlar sırasıyla, %20, %50, %40, %10 ve %10‟dur. Fosfat (-) örneklerde 

ise ise tüm örneklerde negatif sonuç vererek konvensiyonel yöntemleri doğrulamıĢtır 

(ġekil 4.16, ġekil 4.17, ġekil 4.18, ġekil 4.19, ġekil 4.20, ġekil 4.21, ġekil 4.22, ġekil 

4.23, ġekil 4.24, ġekil 4.25). 

IAA üretimi gerçekleĢen bakterilerde ise ipdc gen bölgesine ait literatürde en çok 

kullanılan primerlerden olan avbgltx1F/avbipdc1R primer seti ve ipdc gen bölgesi için 

dizayn edilen ipdc6F/ipdc6R, ipdc7F/ipdc7R, ipdc8F/ipdc8R, primer setleri örnek 

gruplarımıza uygulanmıĢtır. Yapılan PCR denemeleri ve optimizasyon sonucunda gerek 

literatürde yer alan primer seti gerekse çalıĢmamız esnasında dizayn edilen primer 
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setleri konvensiyonel yöntemlerde pozitif olarak sonuç veren örneklere moleküler 

yöntemlerle cevap vermemiĢtir (ġekil 4.26, ġekil 4.27). 

Sonuç olarak mevcut tez çalıĢmamız ile azot fiksasyonu, fosfat çözme ve IAA üretme 

potansiyellerinden en az bir tanesini içeren PGPR özellikli bakteri izolatları yerel 

kaynaklarımızdan elde edilmiĢ ve bu özellikleri konvensiyonel yöntemlerle 

kanıtlanmıĢtır. Yine çalıĢmamız çerçevesinde bu bakterilerin moleküler 

karakterizasyonları yapılmıĢ ve türlerin Bacillus, Acinetobacter, Enterobacter, 

Exiguobacterium, Rhizobium, Pantoea ve Pseudomonas cinsleri içerisinde yer aldıkları 

tespit edilmiĢtir. Elde edilen bilgiler NCBI – GenBank veri tabanına girilmiĢ ve bilim 

dünyası ile paylaĢılmıĢtır (Çizelge 4.2). 

Ayrıca mevcut çalıĢmamızda PGPR özellikleri yönünden olumlu sonuçlar veren 

izolatlar, PGPR özelliklerin moleküler yöntemlerle belirlenmesi için kullanılabilecek 

yeni primer setlerinin tasarlanması ve uygunluklarının test edilmesi için kullanılmıĢtır. 

Azot fiksasyonu yönünden etkin olan izolatlarla yapılan deneyler sonucunda en yüksek 

verimlilik daha önceki literatürlerde yer alan nifH1/nifH2 primer setiyle %50 olarak 

bulunmuĢtur. ÇalıĢmada dizayn edilen primer setlerinde ise en yüksek %20 oranında 

baĢarı elde edilebilmiĢtir (ġekil 4.10). Bu sonuçlar literatür verilerinin (%86) çok altında 

olmasına rağmen (Gaby and Buckley 2012) nifH1/nifH2 primer setinin azot fiksasyonu 

yapan PGPR türlerinin seçilimi için en yüksek baĢarıyla kullanılabilecek moleküler 

araçlar olduğunu göstermektedir. 

Fosfat çözme yönünden etkin olan izolatlarla yapılan deneyler sonucunda literatürde en 

çok önerilen primer setlerinden birisi olan PqqBCD primer setinin baĢarı oranı %20 ile 

sınırlı kalmıĢtır. Uygulanan diğer bilinen primer setlerinin baĢarı oranı ise %20‟nin 

altında kalmıĢtır. Bununla birlikte çalıĢmamız dahilinde ilk kez tasarlanan ve uygulanan 

primer setleri arasından Pqq5, PqqA2 ve PqqB1‟in baĢarı oranları %20, %50 ve %40 

olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.16, ġekil 4.18, ġekil 4.20). Dolayısıyla PqqA2 ve PqqB1 
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primer setleri literatürde yer alan benzerlerinden en az iki kat daha fazla etkinlik 

göstererek bu setlerin yerini alabilecek niteliktedir. 

IAA üretebilen izolatlarla yapılan deneyler sonucunda ise hem literatürde yer alan 

primer setlerinin hem de çalıĢmamızda tasarlanan primer setlerinin bölgemizde çalıĢılan 

izolatlarla olumlu sonuçlar vermediği açık bir Ģekilde görülmüĢtür. Bu durum, bu 

çalıĢmalarda kullanılabilecek yeni yöntemlerin araĢtırılması gerekliliğini ortaya 

koymaktadır. 

Dolayısıyla mevcut çalıĢmamızda, 

1. Ġlk kez Erzurum ve çevresinden izole edilen toprak bakterilerinin konvensiyonel 

yöntemlerle PGPR türlerinin tespit edilmesine alternatif olabilecek moleküler 

yöntemlerle karĢılaĢtırılması yapılmıĢtır. 

2. Azot fiksasyonu yapan bakterilerde ise nif genine ait olan literatürde ki mevcut 

primerlerin kullanılmasının daha faydalı olabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

3. Literatürde yer alan pqq gen bölgesine ait primer setlerinin Erzurum ve çevresinden 

izole edilecek bakterilerde fosfat çözünmesi ile ilgili yapılacak olan moleküler 

çalıĢmalarda en az 2 kat daha verimli olabilecek primer setleri ilk kez dizayn edilmiĢtir. 

4. En iyi PGPR ürünleri genelde konukçu bitkiye özgü yerel suĢlardan oluĢabileceği 

ve bu suĢlara ait PGPR özelliklerini belirlemede bu türlere özgü gen bölgelerinin 

belirlenmesi PCR temelli moleküler yöntemlerle birlikte çalıĢmalara ait spesifik 

primerlerin dizayn edilmesi PGPR türlerinin moleküler tanılanmaları konvensiyonel 

yöntemlere alternatif oluĢturması ve bu çalıĢmada da ilk kez yapılıyor olması sebebiyle 

özgünlük ve değer arz etmektedir. 
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