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OZET

Bu tez calismasinda 2018-A-105-04 no’lu BAP projesi kapsaminda yuksek
herbisit konsantrasyonunda (reyebilen izole edilmis 45 Pseudomonas spp izolati
kullanild1. Segilen izolatlarin saf olup olmadiklart Gram boyama, hareketlilik ve
indol testleri ile kontrol edildi. Yulksek herbisit konsantrasyonunda Ureyebilen 45
Pseudomanas izolati i¢inden farkli yerlerden izole edilmis olmalaria dikkat edilerek
secilen 5 tanesi HPLC analizi ile degredasyon kabiliyetleri yoniinden tarandi.
Herbisit degredasyon 6zelligi bakimindan kontrol bakterisine (Pseudomonas putida
KT244- %18,8) gorece 13 numarali izolatin (%35,22) yaklagik 2 kat daha fazla
degredasyon yapabildigi gosterildi.

45 izolatin inorganik fosfati (CasPOs) ¢ozebilme yetenekleri Kontrol
bakterisine gorece degerlendirilereck 32 tanesinin fosfati ¢6zebildigi taranarak,
iclerinden 10 tanesinin fosfathi bilesikleri ¢ozdiigii spektrofotmetre olarak ta tespit
edildi. Bunlarin en aktif 5 tanesi, gen dizeyinde inorganik ve organik fosfat
¢oziinlrliigiinden sorumlu phoA, phoC ve GCD genlerinin varligi yoniinden
taranarak 18 no’lu izolatta GCD varlig: tespit edildi. Tlgili izolatin GCD aktivitesi
kontrol bakterisine (Pseudomonas aeruginosa) gorece diisiik olmasina ragmen real-
time PCR ile gosterildi. Devaminda 18 no’lu izolatin topraktaki davranigini test
etmek Uzere bugday bitkisi ile saksida bir araya getirildi. Daha 6nce P. baetica ve P.
koreensis ve P. moraviensis’e %98 benzetilen izolatin 16S rDNA dizisi NCBI
veribankasina kaydedilerek, erisim numaras1 (MZ976856) alindi. Makarnalik bugday
bitkisinin (Triticum durum L., Eminbey) blylUmesi (zerinde diamonyum fosfat
(DAP) miktarindaki azalmaya gorece (%50) gelisimin ilk 8. (bitki boyu, sap sayisi ve
govde kalinlhigi), 16. (bitki boyu) haftalardaki biiyiime asamalarindan gelen
ortalamalar istatistiki olarak anlamli bulunmazken ve 24. haftada hesaplanan kirmizi

ayal1 yaprak sayisinin azalmasina 18 numarali izolat pozitif yonde etkiledi.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas sp., fosfat, PGPB, nikosulfiron, degredayon.
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SUMMARY

In this thesis, 45 Pseudomonas spp isolates which can grow in high herbicide
concentration were chosen from the scope of 2018-A-105-04 BAP project. The
purity of the isolates were checked with Gram-staining, motility and indole tests. 5
isolates which were isolated from different soil areas were selected in this 45
isolates. HPLC analysis was done for investigate herbicide degradation capabilities
of 5 chosen isolates. It was found that herbicide degradation capability of isolate 13
(35,22%) is approximately 2 times more than the control bacteria (18,8%).

Inorganic phosphate degradation capabilities of this 45 isolates were
evaluated according to the control bacteria. 32 isolates from them were scanned for
phosphate solubilisation and capability of 10 bacteria from this 32 isolates also
measured by spectrophotometrically. Most active 5 isolates’ inorganic and organic
phosphate solubilisation genes (phoA, phoC, GCD) were scanned. In isolate 18,
GCD gene was determined. Although the GCD gene activity of the isolate 18
relatively low compared to the control bacteria, it was demonstrated by Real-time
PCR. In order to test the behavior of isolate 18 in soil, it was combined with wheat
plant in a pot. 16S rDNA sequence of the isolate 18, was found similar to P. baetica
and P. koreensis and P. moraviensis (98%) before, was recorded in the NCBI
database and the accession number (MZ976856). It was found that the effect of the
decrease in DAP fertilizer (50%) on the growth of the Triticum durum L., Eminbey
was not statistically significant in the development of the plant at the 8th and 16th
weeks. The decrease in the number of red-footed leaves counted at the 24th week
was evaluated as the positive effect of the 18th isolate.

Keywords: Pseudomonas sp., Phosphate, PGPB, Nicosulfuron, degradation.
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1. GIRIS

Fosfor, biyolojik biiyiime ve gelisme i¢in en 6nemli makro elementlerden
birisidir [Reddy et al., 2002]. Biitiin canlilarda hiicre zarlarmin temel yap: elemani
olan fosfolipidlerin 6nemli bir bileseni olan fosfor, ayn1 zamanda hiicredeki en
onemli makro-molekiiller olan DNA ve RNA'nin da temel yapi elemanlarindan
birisidir. Ayrica canlilarin kullandiklart ATP molekiiliinde de birbirlerine yiiksek
enerji depolayan baglar ile baglanan ii¢ adet fosfat grubu bulunur. Hayatin devami
icin temel fizyolojik olaylar olan fotosentez ve solunum reaksiyonlarinda 6nemli rol
oynayan NAD ve FAD ko-enzimlerinde de fosfor 6nemli bir yap1 tasidir [Kadioglu,
1998].

Fosfath bilesikler bitkiler i¢in temel besin elementlerindendir. Toprakta dogal
olarak inorganik ve organik formlar1 bulunsa da dogada bulunan formlar1 ¢ogu bitki
icin kullanilamaz bilesikler halinde olduklarindan kullanilabilir olmasi i¢in dncelikle
¢ozlnebilir formlara indirgenmeleri gereklidir. Bitkiler gelistikleri ortamdan fosforu,
primer ortofosfat iyonu (H2PO4) ve sekonder ortofosfat iyonu (HPO4?) olarak
alabilirler. Toprakta ¢oziinemez formda bulunan fosfatl: bilesikler organik asitlerler
ile veya mineralizasyon (enzimler ile) ile bitkiler i¢in kullanilabilir hale
dontstiiriilebilir. Bu noktada dogada fosfatli bilesikleri ¢ozebilen bakteriler, ¢esitli
enzim ve organik asitleri salgilayarak ¢Oziiniir hale getirdikleri fosfatli bilesikleri
bitkinin kullanimina uygun hale getirerek yardim ederler [Hanif vd., 2015].

Bahsedilen bu 6zelliklere sahip bir kisim bakteri tiirleri de rizosferde bitkiye
yakin olacak sekilde konuslanmiglardir. Rizosferde yasayan boyle bakterilerin farkli
etki mekanizmalar1 ile bitki gelisimini bircok yonden destekledigi yapilan
aragtirmalar sonucu ortaya konmustur. Bitkiye cesitli faydalar saglayan bu tip
bakterilere Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) denir (Kloepper et al.,
1980). PGPR'ler azot fiske edebilmeleri, hormon Uretmesi, fosforlu bilesikleri ve agir
metalleri ¢6zebilmesi, mineral ve su alimini artirmasi, kok gelisimini desteklemesi,
bitkide enzim aktivitesini artirmasi, gibi etki mekanizmalar ile bitki gelisimini tegvik
etmektedirler [Dejordjevic et al.,1987]. Rizobakteriler genis kullanim alanlarina
sahip olmalarindan dolay1 pek ¢ok ¢alismaya konu olmaktadir. Bu galismalardan
bazilari; rizobakterilerin agir metallerin detoksifikasyonu [Wani et al., 2010],

herbisitlerin parcalanmasi [zhang], tuzluluk toleransi [Mayak et al., 2004], bitki



hastalik ve zararlilarinin biyolojik miicadelesi [Hynes et al., 2008], bitki tarafindan
besin elementleri ve minerallerin kullaniminin artirilmasi, fitohormon ve enzim
tireterek bitki gelisimini desteklemesi [Ferreira et al., 1987] tizerine yogunlagsmustir.

Yabanc otlarla miicadele konusunda herbisitlerin kullanimi, tarimsal tiretimde
tirtin artigin1 pozitif yonde etkilemistir. Ancak 80’ li yillardan itibaren yogun herbisit
kullaniminin negatif sonuclar1 ortaya ¢ikmaya baglamistir. Herbisitler bilingsiz ve
yiiksek dozda kullanildiklarinda, tarim alanlarinda herbisitlere dayanikli yabanci ot
biyotiplerinin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Diger herbisit gruplar ile
kiyaslandiginda, siilfoniliire grubu herbisitler diisiik dozajli kullanimlari, yiiksek
herbisidal aktiviteleri, genis spektrumlu etkileri, liriin segicilikleri ve diisiik insan ve
hayvan toksisitesine sahip olmalariyla tanimlanirlar. 70’ li yillarda kullanima sunulan
siilfoniliire herbisitler gilines 1s181inda pargalanmamalari, yalniz asidik ortamlarda,
nem varlifinda ve toprak mikrobiyal cesitliligine bagli olarak ve biyokimyasal
aktivite yoluyla yikima ugramalar1 nedeniyle dogada uzun parcalanma siireclerine
sahiptirler. Ancak sahip olduklar1 bu 6zellikleri ile giinlimiizde ikinci iiriinde ciddi
toksisite sorunlari yaratmaktadirlar [Williams, 1984; Waller 1989; S6zeri ve Solmaz
1996]. Bunun igin herbisitlerin indirgenebilmesi ¢ok onemli bir giindem konusu
haline gelmistir.

Pek cok tiiri PGPR o6zelligi gosteren Pseudomonas tiirleri sahip olduklari
indirgeme yetenekleri ile herbisitlerin yarattiklar1 olasi yan etkileri azaltmak ve
kontrol etmek konusunda iyi birer adaylardir. Ustelik iglerinden pek ¢ok tiir fosfath
bilesikleri ~de indirgeyebilmektedirler ~ [Menglg, 2018]. Pseudomonas,
Pseudomonadaceae familyasindan tamami katalaz pozitif, Gram negatif, aerobik,
polar flagellasi ile hareket edebilen cubuk sekilli bakterileri i¢eren cinstir. Son derece
onemli olan bu cinsin tiirlerinin bazilar1 oksidaz pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir.
Bazi tiirleri insan, hayvan ve bitki patojenidir [Euzéby, 1997]. Bazi tiirleri proteolitik
ve lipolitik aktivite gostermektedir. Is1 ve radyasyona kars1 direngleri zayiftir kolayca
oldiirtilebilirler, 42 derece iizerinde iireyemezler ve kurumaya direnclilikleri zayiftir

[Madigan et al., 2005].



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Her gecen giin artan niifus ve bu dogrultuda artan besin ihtiyacin1 karsilamaya
yonelik ¢alismalar giinlimiizde oldukca 6nem kazanmistir. Bitkilerin dayanikliligini
ve Dbitkilerden alinan verimi yiikseltmek amaciyla bircok farkli ¢alisma
yapilmaktadir. Uriin verimini arttirmak igin kullanilan yollardan biri de herbisit
uygulanmasidir, boylelikle ekilen kiiltiir bitkileri besin i¢in yabanci otlar ile rekabet
etmek zorunda kalmaz [Web1,2020]. Ancak kullanilan herbisitler zamanla toprakta
ve yer alt1 sularinda birikir ve c¢evre kirliligine sebep olur. Bu kalintilar bazi diger
biyolojik yollarla yikilabilse de siire¢ oldukca yavas ve zaman alicidir. Literatiirde
bakterilerin bir bolimuinun herbisitleri pargalayabildigi bilinmektedir [Zhang, 2010;
Kurtoglu, 2020]. Kirlenmis topraklarin rehabilitasyonunda hem bitki dostu hem de
biyolojik olarak kalint1 giderimi yapabilen bakteriler 6nemlidir [Dindar, 2010].

Kiltiir bitkileri i¢in bir diger sorun ise yetersiz fosfat alimidir. Toprakta
bulunan fosfat miktarinin %80°’1 bitkilerin kullanimina uygun olmadigindan bu
yetersizlik, DAP (Diamonyum Fosfat), TSP (Triple Super Fosfat), NP (Kompoze
Giibre) ve NPK (Kompoze Giibre) gibi fosfath kimyasal giibreler ile
karsilanmaktadir [Akgin, 2015]. Nihayetinde bu kolayligin bir kiilfeti olarak
zamanla hareketli olmayan fosfatli giibreler toprakta birikerek gevreyi de olumsuz
etkilerler [Sonmez, 2008]. Bunun yaninda bir¢ok mikroorganizmanin hem
herbisitleri pargalayabildigi ve hem de fosfath bilesikleri ¢ozerek bitkinin
kullanimmna uygun forma getirebildigi bildirilmektedir [Li, 2017; Giines, 2013;
Zhang, 2012].

Dogada bulunan tiim kirleticiler dolayli veya dogrudan insan sagligini
etkilemektedir. Kirleticilerin mevcut saglikli ¢evreden bir an 6nce detoksifikasyon
veya biyoremediyasyon yolu ile uzaklastirilmasi veya etkisiz hale getirilmesi bu
miicadelenin ana senaryosunu olusturmaktadir. Bunun saglanmasi i¢in en onemli
kaynak hi¢ kuskusuz c¢evrede dogal olarak bulunan ve biyoremediyasyon yetenegi
olan mikroorganizmalar ile mimkiin olacaktir [Wasi et al., 2013]. Toksik
Kirleticilerin biyolojik parcalanma (biodegradasyon) ve detoksifikasyonunda
bakterilerin rolli ortaya konmustur [Johri et al., 1996; Wasi et al., 2011a, b]. Bu
konudaki ilk rapor Matsumura ve digerleri (1976) tarafindan persistent (par¢alanmasi

uzun siire alan) bir pestisit olan hegzeklorosiklohekzan (HCH)’ in Pseudomonas



genusuna ait izolatlar tarafindan aerobik pargalanmasi konusunda yapilmistir. Daha
sonralarda bu mikroorganizmanin P. paucimobilis oldugu, Wada ve digerleri., (1989)
tarafindan bildirilmistir. Literatiirde 2,4 D, karbamat gibi pestisitlerin, fenolik
bilesiklerin, kathekol gibi  pestisit ~hammaddelerinin, petrol  kaynakl
hidrokarbonlarinin, Cd, Cr, Cu gibi agir metallerin, p-crezol, petrol hidrokarbonlari
gibi organik veya inorganik kirleticilerin pargalanmasi veya gideriminde etkin olan
basta P. aeruginosa, P. acidovorans, P. flourescens ve P. putida olmak (izere pek ¢cok
Pseudomonas sp. tlr bakteri rapor edilmektedir [Wasi et al., 2013]. P. putida sahip
oldugu TOL plazmiti sayesinde toluen, m- ve p- toluate, ayrica m- ve p- ksilen ve
piruvat ve asetaldehit ile ilgili bilesenleri parcalama kabiliyeti ile patent alinmig ilk
mikroorganizma niteligini tasimaktadir. Sayilan bu 6zellikleri ile Pseudomonas cinsi
bakteriler sahip olduklar1 biyoremediyasyon ve parcalama yetenekleri ile tarim ve
cevre koruma uygulamalarinda  potansiyel kullanim alanlarina  sahip
mikroorganizmalardir [GUl-Seker, 2020].

Stilfoniliire grubu herbisitler diinya ¢apinda son yillarda yogunlukla kullanilan
ve insan ve hayvan sagligi tizerine sahip olduklar1 diisiik toksisiteleri nedeniyle tercih
edilmektedir. Ayrica bunlar bugday, arpa, piring, soya fasulyesi, pamuk, patates ve
misir gibi iriinlerin yetistiricilifinde yabanci ot miicadelesi i¢in diinya c¢apinda
kullanilan, genis bir kimyasal herbisit grubudur [Blair ve Martin, 1988; Brown,
1990; Zhou et al., 2008].

Yukarida Ozetlenen literatiir bilgisine dayali olarak bu tezin amaci; yogun
herbisit konsantrasyonlarinda yasayabilme oOzellikleri yoniinden izole edilen
Pseudomonas spp, toprakta ¢éziinmez halde bulunan fosfathi bilesikleri ¢6zebilme
yeteneklerinin arastirilmasi ve ayn1 zamanda fosfat1 ¢ézebilme yetenegine de sahip
secilen bir izolatin sera kosullarinda bir kislik ve makarnalik bir bugday cesidi olan
Emin Bey ¢esidinin (Triticum durum L.) verim parametrelerine (bitki boyu, basak
boyu, bayrak yaprak uzunlugu, ana basak dane sayisi, ana basak tane verimi (gram)
ve basaktaki basakg¢ik sayisi) etkisinin ortaya c¢ikarilmasidir. Tez ana konusunu
olusturan 45 Pseudomonas spp izolati herbisitlerin yogun olarak kullanildigi tarim
alanlarindan 2018A-105 no’lu ve “Sulfonillre grubu herbisit olan tribenuron metil ve
nikosulfuronu metabolize eden ve yerel kaynaklardan izole edilen Pseudomonas sp
soylarinin molekiiler ve biyokimyasal olarak tanimlanmasi” baslikli BAP projesi
kapsaminda izole edilmislerdir. S6z konusu izolatlarin yiiksek herbisit

konsantrasyonunda (500mg/L) treme g0sterebilen, klasik biyokimyasal testler ile
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(Gram boyama, Pigment olusumu, Glukoz kullanimi/Gaz olusumu, Oksidaz testi,
nitratin indirgenmesi ve N gazi olusumu, Nikosiilfiiron kullanimi vb) genus
seviyesinde karkterizasyonu yapilmis ve Pseudomonas spp.’ler olarak tez

kapsaminda caligilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Herbisitler

Toprak ekosisteminin énemli bir parcast olan yabanci otlar tarimin basindan
beri ¢iftcilere hep sorun olmustur. Arastiricilar yabanci otlardan kurtulmak igin
kiiltiirel, mekanik, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yOntemler gelistirmis ve
uygulamislardir. Yabanci ot kontroliinde kimyasal miicadele ajan1 olarak herbisitler,
kolay uygulanabilir, kisa vadede ekonomik ve hizli sonu¢ vermesi nedeniyle en
popiiler ve yaygin kullanimi1 olan kimyasallardir [Torun,2012].

Kimyasal miicadelede yaygin olarak kullanilan herbisitler sagladiklar
yararlarin yaninda yan etkileri ile de pek ¢ok zarara neden olabilmektedir. Herbisitler
uygulanmalar1 esnasinda olusan yanlis kullannm ve dozaj ile hedef alan digindaki
bitkilere zarar verebilecekleri gibi topraga uygulandiklarinda veya bitkiye
uygulandiktan sonra gesitli sekillerde topraga karistiklarinda, toprakta uzun sire
kalarak kiiltiir bitkilerinde cok ciddi kayiplara sebep olabilmektedir. Herbisitler
uygulamadan sonra parcalanmadan belirli bir siire toprakta kalabilmektedirler. Bu
siire yabancit ot kontrolii bakimindan Onemlidir. Siirenin uzun olmasi cevresel
sorunlara yol acabilecegi gibi kisa olmasi da verimsiz yabanci ot kontroliine sebep
olabilmektedir. Herbisitlerin yabanci ot biinyesinde tasinmasi yapraktan, toprakalti
organlarindan, az da olsa govde ve siirgiinlerden bitki bilinyesine giris yapan
herbisitler ot icerisinde; sirasiyla iletken dokular (parankimatik) icerisinde, dokular

arsinda ve hiicre igerisinde tasinma seklinde 3 asamada tasinirlar [Bagaran,2010].
2.1.1. Sulfoniltre Grubu Herbisitler

Stlfoniliire grubu herbisitler yabanci ot miicadelesinde son yillarda genis bir
uygulama alanina sahip olmalari, {iriin segicilikleri, diisiik insan ve hayvanlar
toksisiteleri  (LDso>5000mg/Kg-ratlarda) nedeniyle giderek daha ¢ok tercih
edilmektedir [Brown 1990; Zanardini et al., 2002; Zhou et al., 2008]. Ancak bu grup
herbisitlerle yapilan c¢alismalarda rotasyona tabi ikinci iiriinde ciddi kalinti ve
fitotoksite yarattigi tespit edilmistir (Demircioglu, 2007; Basaran, 2010; Serim ve
Maden, 20114, 2011b, 2011c, 2012). Bu etki, siilfoniliire grubu herbisitlerin topragin
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alkali pH’> smin uzun parcalanma siirecine neden oldugu seklindedir. Yapilan
caligmalarda parcalanma siirecinin diisiik pH’ ya sahip topraklarda ve toprakta var
olan mikroorganizma topluluklar1 sayesinde kisaldigi gosterilmistir. Bu siirecin
kisalmasini destekleyen laboratuvar ortaminda bircok c¢alisma son yillarda
yapilmaktadir [Joshi et al., 1985; O’ Keefe et al., 1991; Zanardini et al., 2002;
Boschin et al., 2003; Yu et al., 2005; Valle et al., 2006; Gu et al., 2007; Huang et al.,
2007; Ma et al., 2009; Xu et al., 2009; Lu et al., 2011].

e Stlfonilure Grubu Herbisitlerin Etki Mekanizmalari

Sulfonilire grubu herbisitler, bugday, arpa, piring, soya fasulyesi, pamuk,
patates ve musir gibi iiriinlerin yetistiriciliginde yabanci ot miicadelesi i¢in diinya
capinda kullanilan, genis bir kimyasal herbisit grubudur [Blair ve Martin, 1988;
Brown, 1990; Zhou et al., 2008]. Bu grup herbisitlerin 2-100g/ha oraninda yapilan
diisiik oranli dozajlar bile yiiksek herbisidal aktivite, genis spektrumlu etki, {iriin
yoniinden segicilik ve diisiik insan ve hayvan toksisitesine (raflarda LDso degeri
genellikle > 5000mg/kg) sahip olmalari nedeniyle gliniimiizde ¢ok tercih edilen bir
yabanci ot miicadele iirin grubudur. Kimyasal yapilar1 bir aril grup (R1), bir
stilfoniliire kopriisii ve azot igeren heterosiklik bir halkadan (R2) olusmaktadir (Sekil

2.1) [Zanardi et al.,2002].

Sekil 2.1: Sulfoniliire grubu herbisitlerin genel yapisi.

Aktivitelerini protein sentez inhibitdrii olarak gerceklestirirler. Bitkilerde ve
mikroorganizmalarda var olan ancak hayvanlarda olmayan dallanmis amino asitlerin
(valin, izol6sin ve 16sin) biyosentetik dongilerinde gorev alan bir enzim olan
asetolaktat sentetaz (ALS) enziminin inhibitorii olarak gorev yaparlar [Blair ve
Martin 1988; Brown, 1990]. Bu herbisitlerin uygulanmasi sonucu yabanci otun
biiyiimesi engellenirken, yapraklar1 sararmaya baslar ve 3-5 hafta icinde yabanci ot
Oliir. Siilfoniliire grubu herbisitlerin {iriin seciciligi fizyolojiktir [Ray,1984; Rost

1984].



e Nikosulfuron
2-[[[[(4,6-dimethoxy-2-pyrimidinyl)amino]carbonyl]amino]sulfonyl]-N,N-
dimethyl-3-pyridinecarboxamide (Nikosulfuron) bir sulfoniliire grubu herbisit olup

(Sekil 2.2), musir tarlalarinda yaygin olarak yabanci ot miicadelesinde

kullanilmaktadir.
s
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Sekil 2.2: Nikosulfuron.

Dar ve genis yaprakli yabanci otlarin miicadelesinde hayvanlar ve insanlar i¢in
diisiik toksisiteleri nedeniyle tercih edilmektedirler [Sikkema et al., 2007]. Misir
ekim alanlarinda bitki 4-8 yaprakli iken, ¢cimensi otlara, kardeslenme Oncesi veya
kardeslenme icinde olduklar1 erken donemde (2-8 yaprak), kanyas, ilac1 biinyeye
alacak yeterli cikislar (10-30 cm boyda) olduktan sonra uygulanmasi tavsiye
edilmektedir. Dar yapraklilardan kanyas (Sorghum halepense), darican (Echinochloa
crus-galli), benekli darican (E. colonom), catalotu (Digitaria sanguinalis), kirpidari
(Setaria viridis); genis yaprakli yabanci otlardan gelisimlerinin 2-6 yaprakli olduklari
gen¢ donemde olmak tizere, horozibigi (Amaranthus retroflexus), kopek Uzimi
(Chenopodium album), yabani semizotu (Portulaca oleracea) ve pitragin (Xanthium
strumarium) miicadelesinde kullanilmaktadir. Ancak tatli misir ve cin musirlarda
kullanilmasi 6nerilmemektedir [Tarim Bakanligi, 2013b].

Tarim Bakanliginin, 2012 yil1 verilerine gore; nikostilfuron 11591 kg’1 yerli ve
11,591 kg’1 ithal olmak iizere toplamda 19,383 kg tiiketilmistir. Bu rakamlara gore
s0z konusu herbisit iilkemizde yaygin ve ¢ok miktarda kullanilan siilfoniliire grubu
herbisitlerden biridir (Tarim Bakanligi, 2013b) ve hizli hareket kabiliyetinden dolayi
yer alt1 sularina karistiklar i¢in genis alanlarda kullanimi sinirlandirilmistir [Nélieu

et al., 2005].

¢ Biyolojik parcalanma- Biyolojik iyilestirme (Biyodegradasyon-Biyoremediyasyon)



Dogadan toksik organik kirleticileri uzaklastirilmasinda mikroorganizmalarin
rolii, genisletilmis anlamda biyolojik par¢alanma siirecini kapsamaktadir. Bu siire¢
biyolojik iyilestirme (bioremediation), 1slah etme (bioreclamation), biyorestorasyon
(biorestoration) olarak da adlandirilir. Doga ise bu siirecte sagladiglr cevresel
faktorler ile mikrobiyal aktiviteyi dengelemekte cok onemli bir rol oynamaktadir.
Topragi, suyu veya sedimentleri bulastiran kirleticilerin uzaklagtirilmasi veya
detoksifikasyonunda mikroorganizmalarin kullanimina biyoremediyasyon adi verilir.
Bu durum organik pestisitlerin son uriin olarak H2O ve CO.’ e kadar indirgenmesini
iceren slreci tamamlamak icin mikroorganizmalarin kullanimi1 seklinde de
aciklanabilir. Benzer bir sekilde, mikroorganizmalar, inorganik Kkirleticileri de
dontstiirebilirler. Bu halleri ile kirleticilerin ¢oziiniirliigii, hareketliligi ve toksisitesi
azalir [Kamaluedeen et al., 2003; Wasi et al., 2008; 2010]. Biyoremediyasyonun
amaci, olusan g¢evresel kirliligi en az maliyetle, en aza indirgemektedir [Timmis et
al., 1994; Paul et al., 2005]. Bu baglamda sagladig1 ekonomik kazan¢ ve uygulama
kolayligi  nedeniyle, bir biyolojik pargalanma sekli olan mikrobiyal
biyoremediyasyon, uygun ve diisiik maliyetli bir detoksifikasyon metodudur [Wasi et
al., 2013].

Yabanc1 otlarla miicadele konusunda herbisitlerin kullanimi, yesil devrimin bir
pargast olarak goriilmiis olsada, Ozellikle 80’li yillardan itibaren yogun herbisit
kullaniminin negatif sonucglar1 6n plana ¢ikmaya baslamistir. Herbisitlerin sik ve
yiiksek dozlarda uygulanmasinin, atmosfer ve su kaynaklarinin kirlenmesine neden
oldugu gibi [Perkins, 1997], tarim alanlarinda herbisitlere dayanikli yabanci ot
biyotiplerinin ortaya ¢ikmasina [Rubin, 1996] ve bilingsiz kullanildiginda ise {iretim
maliyetlerinde ciddi bir artisa neden oldugu bilinmektedir [Dogan vd., 2004]. 80’11
yillarin ortasinda diinyada herbisit kullaniminda azalma 6zellikle birim alana daha
diisik miktarda etken madde igeren sulfonilire grubu herbisitlerin piyasaya
cikmasiyla meydana gelmistir. Siilfoniliire grubu herbisitler sayesinde hektara
kilogram bazinda uygulanan herbisit miktar1 gram seviyesine gerilemistir. Boylece
her ne kadar birim alanda kullanilan herbisit miktarinin tonaj bazinda azalmasi
saglanmis olsa da zaman igerisinde bu grup herbisitlerin de digerlerine benzer yan
etkilerinin oldugu gézlenmistir [Bellinder et al., 1994].

Herbisitin toprakta aktif olarak bulundugu veya kaldigi siire, etkinliginin
devam etmesi ve ikinci iirlinde neden oldugu hasar ve iiriin kayb1 nedeniyle ¢ok

onemlidir. Bu siire yabanci ot ile ekilen bitki rekabetini Onleyecek kadar uzun
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olmalidir. Siire¢ sonunda herbisit toprakta inaktif formlarina kisa siirede doniiserek
kaybolabilmelidir. Ancak bazi herbisitlerde bu siire olduk¢a uzun oldugundan
miinavebe (rotasyona tabi ekilen ikinci triin) bitkilerinde ciddi fitotoksisiteye neden
olabilmektedir. Bu gibi durumlarda topraktaki yiiksek diizeydeki herbisit kalintisi
ciftcilerin Urln rotasyonu seceneklerinde kisitlamaya gitmeleri ile sonuglanmaktadir
[Zimdahl, 2007].

Siilfoniliire  par¢alanmasi1  literatlirde  silfonilire  grubu herbisitlerin
parcalanmasinin, 6zellikle mikrobiyal metabolizmaya ve kimyasal hidrolize bagl
oldugu belirtilmektedir [Seker, 2020]. Duffy and Hanafey (1987) kimyasal
hidrolizin, asidik ortamlarda daha hizli oldugunu ve toprak pH’sinin artmasiyla
azaldigim1 belirtmislerdir. Bazi stlfoniliire herbisitlerin  yliksek pH’ya sahip
topraklarda daha uzun siire kalabildigi [Beyer et al., 1988], bu herbisitlerin topraktaki
kalintisinin toprak pH’s1 arttikca rotasyona tabi ekilen ikinci iiriinde bitkilerindeki
zarart artirdigr [Curran et al., 1991] ve pH’s1 6.8’den yiiksek olan topraklarda
stlfoniliire kullanilmamas1 gerektigi [O’Sullivan ve Thomas, 2001] ifade
edilmektedir.

Toprakta bu herbisitlerin bazilari, 6zellikle simbiyotik mikroorganizmalarin
sahip oldugu nitrifikasyon yetenegini ve nitrojen fiksasyonunu ek olarak, mikrobiyal
biyokiitleyi ve bunlarin metabolik aktivitelerini negatif etkileyebilirler [Martensson
and Nilsson, 1989; Malkomes, 1989; 1990; Burnet and Hodgson, 1991; Martensson,
1992; Perucci et al., 1993; Thompson et al., 1993; Boldt and Jacobsen, 1998]. Bu
herbisit grubu dikkate deger bir uguculuk ve 1sikta parcalanma-bozulma
(fotodegradasyon) oOzelligine sahip degildir. Belli pedo-klimatik sartlarda ve bazi
bilesenlerin baskin olmasi durumunda ise parcalanma siireci 100 giinden daha
uzundur ve bu da yukarida ifade edildigi gibi ikinci iiriin i¢in kalintilarin yol actigi
zarar demektir. Stlfoniliire grubu herbisitler toprakta ¢ok hizli hareket ederler ve
parcalanmalar1 ancak asidik kosullarda, nem ve organik maddeler vasitasiyla
basarilmaktadir [Walker and Welch, 1989; Oppong and Sagar, 1992; Ismail et al.,
1996; Pons and Barriuso,1998]. Siilfoniliire grubu herbisitlerin ¢evresel akibetleri ve
biyolojik parcalanmalari, tarlada hassas ikinci {iriine verdikleri yiiksek fitotoksik etki
ve sucul ekosistemler tzerine muhtemel etkileri nedeniyle son zamanlarda artan bir
dikkatle incelenmektedir [Andersen et al., 2001; Sarmah and Sabadie, 2002; Wang et
al., 2010].
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Biyoremediyasyon ve biyolojik par¢alanma arastirmalari, siilfoniliire
bilesiklerinin topraktaki pargcalanmasinda mikroorganizmalarin 6nemli bir rol
oynadig1 yoniindedir [Andersen et al., 2001]. Sterilize edilmis topraklar ile steril
olmayan topraklardaki siilfoniliire par¢alanmasinin karsilastirilma caligmalarinda
steril olmayan topraklarda par¢alanmanin daha hizli ve efektif olusunun toprak
mikrobiyal topluluklarina bagli oldugu ortaya ¢ikarilmistir [Walker et el., 1989;
Ismail ve Lee, 1995; Li et al., 1999].

Yakin ge¢miste yapilan bazi arastirmalar ile siilfoniliire herbisitleri pargalama
yetenegine sahip bakteriler de rapor edilmistir [O’Keefe et al., 1991; Joshi et al.,
1985; Boschin et al., 2003; Yu et al., 2005; Huang et al., 2007; Xu et al., 2009; Lu et
al., 2011]. Bu gruptaki kimyasallarin par¢alanmasina iliskin literatiirde yer alan
arastirmalara gore, oksidasyon, de-esterifikasyon ve sulfonil Gre koprilerinin
koparilmasi yolu ile olmak iizere pargalanma 3 farkli yol ile agiklanmigtir [O’Keefe
et al., 1987; Yu et al., 2005; Ma et al., 2009; Xu et al., 2009; Lu et al., 2011].
Oksidasyon yolu ile pargalanma yoluna iliskin bir ¢alismada iki Sitokrom P450
oksidaz (P450SU1 ve P450SU2) Streptomyces griseolus ATCCC 11796’ da
tanimlanmis [O’Keefe et al., 1988; O’Keefe ve Harder, 1991] ve bu enzimlere iliskin
genler ise suaC ve subC klonlanarak, karakterize edilmistir [Omer et al., 1990]. De-
esterifikasyon ise sulfonilirenin mikrobiyal metabolizmasinda diger 6nemli bir
mekanizmadir [Joshi et al., 1985; Brown et al., 1997; Xu et al., 2009; Lu et al.,
2011]. Salfonilire herbisitlerin de-esterifikasyon ile metabolize edildiklerine iliskin
calismalar icinde esterazlarin karakterize edildigi molekiiler temelli bir ¢alisma da
literatiirde mevcuttur [Hang et al., 2012]. 2009 yilinda yapilan bir g¢alismada
Pseudomonas sp. LW3 izolatinin siilfoniliire grubu herbisitleri siilfonil iire
koprilerinden pargaladiklari, HPLC / LC MS analizleri ile elde edilen iiriinler
gosterilmistir [Zanardini et al., 2002; Ma et al., 2009].

Liteartirde birkag calisma ise nikosiilfuronun su kaynaklari, toprak ve
bitkilerde emilimine odaklanmistir [Regitano et al., 2006; Boschin et al., 2007,
Regitano ve Koskinen 2008].

Son yillarda artan sekilde, diger siilfoniliire grubu herbisitlerin mikrobiyal
biyolojik parcalanmasini konu eden ¢aligmalar da literatiirde yerini almistir [Joshi et
al., 1985; O’ Keefe et al., 1991; Zanardini et al., 2002; Boschin et al., 2003; Yu et al.,
2005; Valle et al., 2006; Gu et al., 2007; Huang et al., 2007; Ma et al., 2009; Xu et
al., 2009; Lu et al., 2011; Wang et al., 2011] (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1: Son yillarda yapilan siilfoniliire grubu herbisitlerin par¢alanmasini
konu alan aragtirmalardan 6rnekler.

Test edilen sulfoniliire grubu herbisit

Mikroorganizma

Literatir

Klorostilfuron

Streptomyces griseolus
Aspergillus niger
Peniclliuum sp.

Joshi et al., 1985

Thifensulfuron metil

Toprak mikrobiyal komunite

Brown et al., 1997

Bensulfuron metil

Methanobacterium sp
Methanosarcinia sp.

Brusa et al., 2001

Klorosulfuron ve metsulfuron metil

Pseudomonas fluorescens

Zanardini et al.,,
2002

Klorosulfuron ve metsulfuron

Aspergillus niger

Boschin et al., 2003

Klorosulfuron ve metsulfuron

Aspergillus niger

Boschin et al., 2003

Azimsulfuron

Toprak mikrobiyal komnite

Valle et al., 2006

Brevibacterium sp.

Ethametsulfuron metil Pseudomonas sp. SW4 Gu et al., 2007
Metsulfuron metil Methylopila sp. S113 Huang et al., 2007
Klorimuron etil Pseudomonas sp. LW3 Ma et al., 2009
Pitazosulfuron Pseudomonas sp. D61 Xu et al., 2009
Tribenuron metil Serretia sp. Wang et al., 2011
Metsulfuron metil Ancylobacter sp. XJ-412-1 Luetal., 2011
— Bacillus subtilis YB1
Nikosulfuron Aspergillus niger YF1 Luetal., 2012
Bensulfuron methyl Bacillus megaterium Linetal., 2012

Nikosilfuron

Serratia marcescens

Zhang et al., 2012

Tribenuron metil

Pseudomonas sp., strain NyZ42

Zhang et al., 2013

Nikostilfuron

Talaromyces flavus LZM1

Song et al., 2013

2.2. Tarimda Verim Arttirict Olarak Fosfath Giibreler

Toprak yapisina ve ihtiyacina gore eksikligi toprak analizleri ile belirlenmis,
bitki gelisimi ve verimin artirilmasina yonelik bir takviye olarak piyasada satilan
ticari gilibreler igerisinde fosfathi giibreler taban giibresi olarak degerli giibre
grubundandir. 4 ¢esit fosfatli giibre piyasada yaygin olarak kullanilmaktadir. Tarim
Bakanlig1 kaynaklarina gore [Web2, 2022] iclerinden en bilineni, DAP glbresi olup
yaygin olup halk arasinda 18-46-0 gubre olarak da bilinir. DAP gibresi icerisinde
%18 azot, %46 fosfor bulundurur. Ekinlerin ilk gelisim déneminde s6z konusu giibre
suda tamamen erimesiyle ile 6ne ¢ikmaktadir. TSP Gibresi ise Triple Siper Fosfat

glbresi olarak igeriginde %43-44 oraninda fosfor bulundurmaktadir Bitkiler
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tarafindan kolaylikla alinabilen bu giibre ¢esidi, daha ¢ok pH degeri 6.5-7.5 arasinda
olan topraklarda tercih edilmektedir. Bir diger fosfatli giibre ¢esidi ise NP Gibre
(Kompoze Gilbre): 20-20-0 gubresi olarak da anilmaktadir. Esit oranda azot ve fosfor
bulundurmaktadir. Tiim meyvelerin, tarla bitkilerinin yetistirilmesinde kullanilabilir.
Icerigi kiikiirt ve ¢inko ile zenginlestirilmis fakli ihtiyaclara hitab eden alt gesitleri de
bulunmaktadir. Son olarak NPK (Kompoze Giibre) Gibresi ise azot, fosfor ve
potasyumu esit oranda (15-15-15) igceren ayrica kiikiirt ve ¢inkolu kombinasyonlari
ile ne ¢ikan zengin bir glbredir. Ayrica dengeli gubreleme icin igerigi ihtiyaca gore
ayarlanabilen bir gubredir [Web3, 2022].

2.2.1. Kimyasal Fosfath Giibrelerin Tarimda Kullanimi

Bitkilerin dogal yasam dongiilerini siirdiirebilmeleri i¢in mikro ve makro besin
elementlerine ihtiyaglar1 vardir. Bunlarin i¢inde en 6nemlilerinden biri de fosfor (P)
elementidir. Fosfor her ne kadar yerytziinde bol miktarda bulunsa da oksijene olan
guclu ilgisi nedeniyle serbest halde bulunmaz [Berker, 1972]. P toprakta inorganik ve
organik bilesenlerin yapisinda olmak iizere 2 formda bulunmaktadir. Bunlar dogada
ortofosfat (POs) mineralleri seklinde [florapatit 3Ca3(POs)2.Ca.(F,Cl)2, fosforit,
Caz(P04)2, vivianit Fe3(PO4)2] ve/veya trifosfat bilesikleri olarak [adenozin trifosfat
(ATP), guanin trifosfat (GTP) vb], piro fosfat bilesikleri olarak [sodyum pirofosfat
(Na2P207) vblorganik bilesikleri seklinde canlilarin yapisinda bulunur [Berker,
1972].

Topraktaki fosfatin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan fosfatl bilesikler bitkinin
kullanamayacagi formdadir. Bu durum tarimda fosfatli giibre kullanimini
yayginlastirmistir (Sekil 2.3). Ancak fosfatli giibre kullanimi verimde kisa siirede
artis saglasa da uzun vadede dogaya zararli ve canlilarin hayati i¢in oldukca
tehlikelidir. Giibre igerisindeki bitki tarafindan alinmayarak toprakta kalan fosfat, bir
stire sonra kullanilamaz hale gelir ve topraktan yer alt1 sularma karigarak sularda
birikir. Toprakta Oli mikro ve makro organizmalarin artiklarindan gelen
kullanilabilir P yiiksek verim i¢in genellikle yetersizdir ve uygulanan inorganik
fosfat da glibrelemeden hemen sonra fikse edilmektedir. Ayn1 zamanda uygulanan
fosfat gubresi %75-90 oraninda Fe, Al ve Ca bilesikleri seklinde ¢Okelmektedir
[Gyaneshwar et al., 2002].
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Sekil 2.3: Kimyasal fosfatl giibre.

Yogun ve bilingsizce kimyasal giibre kullaniminin neden oldugu zararlar genel
olarak; yer altt ve yer lstii sularmin kirlenmesi, topragin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ozelliklerini etkilemesi, dolayli ya da dogrudan bitki gelisimini olumsuz

etkilemesi, gidalarda nitrat birikimi seklinde 6zetlenebilir [Celikten 2018].

2.2.2. Topraktan Dogal Fosfath  Bilesiklerin Al  igin
Mikroorganizmalarin Kullanilmasi

Kimyasal giibrelerin sebep oldugu ve yukarida tarif edilen zararlar dolayisiyla
diinya daha zararsiz ve ¢evre dostu yontemler arayisina girmistir. Son zamanlarda
topraktaki bu kimyasal doniisiime eslik ederek hizlandirabilecek bazi
mikroorganizmalarin ~ bio-gubre  olarak  kullanilabilme  potansiyellerinin
kesfedilmesiyle, biyolojik giibreler ilgi gormeye baslamistir (Sekil 2.4), [Aydogan.
2013]. Fosfath bilesikler toprakta inorganik ve organik formda bulunur, ancak
toprakta ¢Oziinmiis olarak bulunan fosfatli bilesiklerin konsantrasyonu <1 ppm
civarindadir. Fosfath bilesiklerin birkag sekli bitki kok hiicreleri tarafindan topraktan
alinabilmektedir. Ancak bir tercih s6z konusu oldugunda HPOs? veya H.PO*

formlar sirasiyla tercih edilir [Beever and Burns,1980].
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Sekil 2.4: Toprakta kimyasal ve organik giibre kullanimina ait dongler.

Fosfatin bitkilerin kullanabilecegi forma gelmesi igin; inorganik fosfatin
organik asitlerle pargalanmasi, organik fosfatin fosfataz enzimleriyle mineralize
edilerek bitkinin kullanilabilecegi hale getirilmesi seklinde 2 yol vardir. Farkli bir
acidan bakildiginda bakterilerin fosfathi bilesikleri cesitli enzim ve organik asitleri
salgilayarak bitkinin kullanimina uygun hale getirmesi, dogada tek yonlii bir
dolasima sahip fosfath bilesiklerin dolasimi ve dongiisii i¢in gilizel bir 6rnektir [Hanif
vd., 2015].

Toprakta organik asit olusumuna katkida bulunan PGPR'lerin iirettigi fosforu
cozebilen organik asitlerden en bilinenleri; laktik asit, glukonik asit, asetik asit,
formik asit, okzalik asit, tartarik asit, fumarik asit ve sutksinik asittir. Bacillus
polymyxa, B. megatarium, B. circulans, B. subtilis, B. firmus, P. striata, P. rathonia,
Rhizobium leguminosarum ve R. meliloti, organik asit iireterek fosforu ¢ozebilen bazi
PGPR bakterileridir. Hatta baz1 Bacillus tiirleri laktik, izovalerik, izobiitirik ve asetik
asit grubunun karisimini iiretebildigi Ram ve digerleri tarafindan bildirilmistir [Ram,
2013].

Havadaki serbest azotu fikse edebilen ve fosfat ¢oziicii bakterilerin seker
pancari, seker kamisi, piring, misir ve bugdayda kullanildigi bilinmektedir
[Dobereiner 1997, HechtBuchholz 1998, Schilling et al., 1998]. Bacillus spp’ler ile
yiiriitiilen aragtirmalarda piring, misir ve diger tahillarda 6nemli verim artis1 ortaya
konulmustur [Tiwari et al., 1989; Belimov et al., 1995; Sukhovitskaya, 1998;
Cakmakg¢1 vd., 1999, 2001, Pal 1999, Ozturk vd., 2003]. Biyolojik giibre olarak

fosfatli bilesikleri ¢6zebilen bakterilerinin kullanimiyla tarimsal iiretim de %10-15

15



oraninda artis gozlendigi de bildirilmistir. Benzer c¢alismalar giibre olarak
mikroorganizmalarin kullanilmasi konusunu daha da ilgi ¢ekici hale getirmektedir

[Yadav and Dadarwal 1997].

2.3. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Bakteriler

Bitki biiylime ve gelismesini tesvik eden bakteriler (PGPB)’in en 6nemli
Ozelliklerinden birkagi atmosferdeki serbest azotu baglayabilmesi, bazi sekonder
metabolitleri (bitki hormonu, siderofor ve antibiyotikler vb) Uretmeleri, organik
fosforu ¢ozebilmesi, sistemik dayanikliligi artirmasi, besin ve yer yarisi ile hastalik
etmenlerini baskilayabilmesidir [Kloepper, 1980]. PGPB'ler kok ylzeyinde kolonize
olabilmeleri, varliklarin1 devam ettirebilmeleri ve diger mikroorganizmalar ile
rekabet ederek bitki gelisimini tesvik edebilmeleri ya da bitkiyi patojen saldirist gibi
stres faktorlerine kars1 koruyabilmeleri ile karakterize edilmistir [imriz, 2014].

Ayn1 zamanda PGPB’ler etki mekanizmalarina gore de kendi iglerinde
biyofertilizer grubu (besin elementlerinin bitki kullanimina hazir hale getirmesi),
bitki stimiilatérii grubu (bitki gelisimini tesvik etmesi), rizoremediator grubu
(organik kirleticileri parcalayarak indirgemesi) ve biyopestisit grubu altinda

toplamiglardir [Somers et al., 2014].
2.3.1. PGP Bakterilerin Herbisit Parcalama Ozellikleri

Herbisit kullanimi her ne kadar iirlinde verim artisina sebep olsa da fazla
kullanimi1 sonrasinda kalintilar1 canli hayati i¢in tehlikeli bir kirletici olabilir. Dogada
bulunan her kirletici dolayli ya da dogrudan insan hayatina karisarak bir tehdit
olusturur. Bu nedenle ¢evreden uzaklastirilmas: gereklidir. Bunun i¢in en ¢evre dostu
yontem detoksifikasyon ve bioremediasyondur. Bunun i¢in dogada var olan en
onemli kaynak ise bioremediasyon yetenegine sahip mikroorganizmalardir [Wasi et
al., 2013]. Toprak mikroorganizmalar1 genel olarak algler, Aktinomiset’ler, bakteriler
ve funguslardir. Bu mikroorganizmalardan bazilar1 ¢ogalma ve biiylime igin
kullandiklar1 enerjilerini topraktaki organik maddeleri parcalayarak elde ederler.
[Web4, 2020] Toksik kirleticilerin biyolojik parcalanma ve detoksifikasyonun da
mikroorganizmalarin rolii bir¢ok ¢alismada belgelenmistir [Johri et al., 1996; Wasi et
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al., 2011a, b]. Bu konudaki ilk rapor Matsumura, (1976) tarafindan persistent pestisit
hegzeklorosiklohekzan (HCH)’ i Pseudomonas sp. izolatlar1 tarafindan aerobik
olarak par¢alanmasi konusunda yapilmistir [Matsumura et al.,, 1976]. Daha
sonralarda bu mikroorganizmanin P. paucimobilis oldugu, Wada, (1989) tarafindan
bildirilmistir [Wada, 1989].

2.3.2. PGP Ozelligi Olarak Fosfat Cozebilme Yetenegine Sahip
Bakterilerin Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Toprakta bulunan bakteri yogunlugu en ¢ok rizosferik bolgededir. Rizosferik
bolge toprak altinda kok cevresine en yakin bolge olarak tanimlanabilir. Mevcut
durumda da toprakta fosfat ¢ozebilen bakteriler vardir ancak sayilari rizosferdeki
diger bakterilerle savasacak diizeyde degildir [Cakmakgi, 2004].

Fosfat ¢6zebilme yetenegi olan bakterilerin (Phosphate Solubilizing Bacteria-
PSB), Cattelan ve digerleri 1999°da ki c¢alismalarinda bes rizosferik izolattan fosfat
¢ozebilme yetenegi olan ikisinin P alimi1 konusunda soya gelisimi iizerinde olumlu
etki gosterdigini belirlemislerdir [Cattelan, 1999].

Bakterilerin bitki gelisimine etkisi ¢ok yonlii olmakla birlikte ¢ogu
mikroorganizma P alimmi artirmaktadir. Misir ve marulda mikroorganizmalarin
mineral fosfatlar1 ¢ozerek gelisimi artirdigt Chabot ve digerleri tarafindan
gosterilmistir [Chabot,1996]. Benzer bazi ¢alismalarda Burkholderia cepacia’ nin
onemli miktarda P ¢6zdiigii ve belli ol¢lide fosfataz aktivitesi gosterdigi [Rodriguez
et al., 1996], Pseudomonas putida’nin bitki kok ve govde gelisimini tesvik ettigi ve
kanolada P alimini arttirdig1 belirlenmistir [Lifshitz et al., 1987]. B. megaterium, B.
brevis, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve X. maltophilia suslarimnin ¢ok
iyi P ¢ozebildigi belirlenmistir [De Freitas et al.,, 1997]. Piring fidelerinin
Azospirillun lipoferum ile agilanmasi, P oranini, kok uzunlugu ve kuru bitki agirligini
artirmis [Murty and Ladha 1988], B. firmus [Data et al., 1982], B. polymyxa [Gaur
and Ostwal 1972] ve B. cereus [Fernandez et al., 1984] asilamasindan sonra P alimi

ve bitki verimi arttif1 gézlemlenmistir.
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2.3.3. PGPB olarak Pseudomonas’lar

Pseudomonas’lar Gram negatif (Sekil 2.5) basil morfolojisine sahip, polar
flagella ile hareket edebilen nadiren hareketsiz (bazi tiirleri kisa dalga boylarinda
yanal kamg1 olusturabilen), katalaz ve oksidaz pozitif bir bakteri ailesidir. Bircok
farkli tiiri bulunan bu bakteriler tizerine oldukc¢a fazla calisma bulunmaktadir
[Palleroni, 2015]. Sahip olduklar1 ilgi ¢ekici baz1 6zellikler (fosfat ¢ozebilme, azotu
fikse edebilme, herbisit parcalayabilme vb.) sayesinde de bitki gelisimi iizerine
caligan bilim insanlarimin ilgisini ¢ekmislerdir. Ornegin; Ozyillmaz ve digerleri
yaptigi deney sonucunda Pseudomonas sp ile kaplanan tohumlarin verticillum
hastaligina daha dayanikli oldugu gézlemlenmistir [Ozyillmaz vd., 2012]. Bir diger
calisgmada da Sar1 ve digerleri (2002) Dicamba’ nin Pseudomonas maltophilia
tarafindan bir enerji kaynagi olarak kullanildigini, P. maltophilia’nin Dicamba’y1 30
C’de metabolize edebildigini bildirmislerdir. Toprakta 6zellikle rizosfer boliminde
oldukc¢a yogun sekilde bulundugunu tespit ettikleri bu bakteri grubunu gerek herbisit
parcalayabilme gerekse fosfat ¢ozebilme yetenegi gibi birgok bitki gelisimine fayda
saglayabilecek ozellige sahip oldugu icin PGPR olarak nitelendirmislerdir [Sari,
2002].

Sekil 2.5: Pseudomonas sp mikroskop goriintdsu.
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2.3.4. Fosfat Indirgenmesinin Genetigi

Mikroorganizmalar sahip olduklart ¢esitli fosfatli bilesik indirgeme
ozellikleriyle topraktaki fosfat dongiisiiniin ayrilmaz bir pargasi olmuslardir. Bir
yandan, asit fosfataz (phoC ve olpA tarafindan kodlanir), alkalin fosfataz (phoD,
phoA), fitaz (appA), fosfonataz (phnX) ve CP liyaz (phnJ) gibi bir dizi bakteri tirevli
enzim organik ¢6ziinmez haldeki fosfatli bilesikleri bitki tarafindan kullanilabilir
hale getirebilir [Rodrigez et al., 2006; Richardson et al., 2011; Alori et al., 2017]. Ote
yandan, sitrik asit, formik asit, glukonik asit, malik asit ve oksalik asit dahil olmak
lizere ¢esitli organik asitler, inorganik P formlarinin mikrobiyal ¢oziiniirliigiinde rol
oynar [Goldstein, 1995]. Bu organik asitler arasinda glukonik asit bu siire¢te en
onemlisidir ve genis capta calisilmis olandir. Ozellikle Gram negatif bakterilerde
fosfat ¢ozlintirliigiinde ana mekanizma olarak kabul edilir. Glukonik asit tretiminden
sorumlu ana enzim olan glukoz dehidrojenazin GCD tarafindan kodlandigi uzun
zamandir bilinmektedir, Bitkiler bakterilerle karsilastirildiginda daha az fosfath
bilesik ¢ozebilme kapasitesine sahiptir bu yiizden bakterilerin ortamda bulunmasi
bitkiler igin de yararli oldugu bildirilmektedir [Liang, 2020].

2.3.5. Bugday Bitkisi

Gerek Tiirkiye’de gerekse diinyada onemli bir tahil kaynagi olan bugday, ¢ok
eski zamanlardan beri tarim1 yapilan ve tiiketilen bir bitkidir. EKim alan1 ve iiretim
miktar1 bakimindan tahillar igerisinde bugday (Sekil 2.6, Web5 kaynagindan
almmustir). (Triticum aestivum L., Triticum durum L.) birinci sirada yer almaktadir
[Gecit vd., 2009].
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Sekil 2.6: Triticum aestivum L., Triticum durum L.

Yapilan arkeolojik arastirmalarda ortaya ¢ikarilan bugday tohumlarinin
incelenmesi sonucu bugdaym M.O. 7000 yillarinda kiiltiire alindig: anlasilmistir.
Bugdaym kokeninin Gilineybati Asya oldugu kabul edilmekle birlikte; Tiirkiye,
Suriye, Irak ve Kaftkasya’da yabani bugday tiirlerinin bulundugu ve bu yiizden de bu
bélgenin gen merkezi olarak kabul edilmesi gerektigi belirtilmektedir [Celikten,
2018].

Bugday diinyada yaklasik 225 milyon hektar ekim alanina ve 736 milyon ton
Uretime sahiptir [USDA, 2017]. Diinyada bugday tiretimi yapilan alanin yaklasik
%8-10’unda makarnalik bugday yetistirilmektedir. Ulkemizde bugday yetistirilen 7,9
milyon hektarlik alanda yaklagik 19,5 milyon ton iiretim yapilmaktadir [USDA,
2017].

Bugdayin gelisimi topragin sahip oldugu besin elementlerinin miktarina
baghdir. Besin miktar1 ne kadar fazlaysa bitki gelisimi de ayni dogrultuda artis
gosterir. Toprak dogal olarak ¢ok sayida mineral maddeyi biinyesinde bulundurur.
Ancak bunlarin miktarlar1 her zaman yeterli seviyede olmaz. Temel olarak ihtiyag¢
duyulan besinler makro ve mikro besinler olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Makro
besin maddeleri yeni hiicre ve dokularin olusmasi, eskilerin muhafazasi ve
fonksiyonlarini yerine getirmeleri i¢in fazla miktarda gerekli olanlardir. Bunlar; azot,
fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve kukdrttir. Mikro besin maddeleri ise
hicre icindeki 6nemli sirecler icin gerekli olup ¢cok az miktarda ihtiya¢ duyulurlar.
Bunlar; ¢inko, bakir, mangan, molibden, bor, demir ve klordur. Cok az miktarda

ihtiya¢ duyulsalar da eksikliklerinde verim kayiplar1 goézlenir [Mizrak, 2018].
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Fosfor yetersizliginde bugday bitkisi kisa kalir ve az kardeslenir, sap incelir,
kok gelismesi zayif olur, yapraklar kiigiiliir ve koyu yesil renk alir, olgunlagma
gecikir. Bazi bugday cesitlerinde kirmizi veya pembe yaprak ayasi rengi fosfor

noksanlig1 i¢in bariz semptomdur [Mizrak, 2018].

2.3.5.1.Eminbey (Triticum Durum L.) Makarnalik Bugday Cesidi

Emin Bey makarnalik bugday cesidi olup ayn1 zamanda irmik, bulgur ve
kuskus dretimi iginde uygundur. Yuksek verim parametrlerine sahip olmasi genis
cografik kosullara uyum saglayabilmesi yiiziinden iilkemizde ekim alani olarak
ekmeklik bugday one c¢iksa da 6nemli gidalarin ana kaynagi oldugundan ekimi
onemlidir. Yani makarnalik bugday tilkemizde 6zel iklim kosullar1 gerektirmesinden
dolay1 daha sinirh alanda (7.3 milyon ha bugday ekim alaninin 1.2 milyon hektari)
ekilmektedir. Halbuki tlkemiz makarnalik bugdayin gen merkezidir. Ayn1 zamanda
sahip oldugu iklim kosullar1 nedeniyle kaliteli makarnalik bugday iiretimine de son
derece uygundur. 2004 yilinda 2.1 milyon ha olan makarnalik bugday ekim alaninda
giiniimiize gelindiginde ciddi oranlarda azalmistir [Bozkurt, 2012; TUIK, 2019;
Benlioglu vd., 2020]. Enteresan bir sekilde tilkemiz makarnalik bugday ihtiyacin
ithalat ile karsilamaktadir [Dirik ve Sakin, 2018].

Makarnalik bugday ¢esitleri iginden Eminbey c¢esidi morfolojik olarak; orta
boy uzunlugunda, kilgikli beyaz basaklar olan, saglam yapili uzun oval ve dolgun
bicimli tane yapisina sahiptir. Bunlarin yaninda kisin ve soguk iklim kusaginda
gelisen yatmaya dayanikli ve giibrelemeye cevabi iyi seviyededir. Azotlu glbreleme
sayesinde iyi bir gelisim gosterir. Danelerini dokmeyen, kolay harman edilen bir
cesittir. Eminbey ¢esidi dekar basina 350-750 kg verim araligina sahiptir. Koyu
renkli irmigi proteince zengin igerigi ile iyi bir makarnalik bugday c¢esididir.
Ulkemizde Emin Bey makarnalik bugdy cesidi i¢in I¢ Anadolu ve gecis bolgelerinin
taban ve yari taban alanlar1 ekim alan1 olarak Tarin Bakanligi’nca Onerilmektedir

[Tarim Orman, 2021].
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Mikroorganizma Suslari

Bu tez ¢alismasinda Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692), Pseudomonas
putida (KT 244), Bacillus cereus (DSM 4312), Enterococcus faecalis (ATCC
29122), Escherichia coli (ATCC 8739) ve yukarida agik ad1 verilen ve 2018-A-105-
A-04 no’lu BAP projesi kapsaminda tarim alanlarindan izole edilerek biyokimyasal
testler ile genus seviyesinde On tanimlamalar1 yapilan 45 adet Pseudomoans sp

izolat1 kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Bitkisel Materyal

Saks1 denemelerinde kislik bir bugday olan Triticum durum L. Eminbey

makarnalik ¢esidi kullanilmistir.
3.1.3. Tezde Kullamlan Besiyeri ve Cozeltiler

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan besiyerleri ve igerikleri Tablo 3.1°de,
cozeltiler ve icerikleri ise Tablo 3.2” de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

Besiyeri Icerikleri

Glukoz 10 g/L, Ca3(PO4)2 1 g/L, (NH4)SO4 0.5 g/L, NaCl
0.2 g/L, MgSO47H.0 0.1 g/L, KCI 0.2 g/L, maya 0zt
0.5 g/L, MnSO;H.0O 0.001 g/L , FeSO47H,0O 0.001 g/L,
agar 15 g/L

Pikovskaya’s medium

Jelatin 20g/L, magnezyum Klorid 10g/L, potasyum

Cetremide agar )
sulfat 10g/L, Cetremide 0,3g/L, agar 13,6 g/L

Tripton 10g/L, sodyum Klorid 10g/L, maya O0zutl
5¢/L

Lauria Bertani Broth
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Tablo 3.1: Devam.

Pepton 5¢/L, et 06zitu 3g/L, sodyum

Nutrient agar )
klorid 8g/L, agar 12g/L

Pepton(kazein) 20g/L, pepton(meat)
SIM medium 6g/L, amonyum demir (lI) sitrat
0,2g/L, sodyum tiosilfat 0,2g/L, agar
3g/L

NaH.PO,; 6gr, Casaminoacid; 5gr,
KH2PO.; 3 gr, NH4Cl;1gr, NaCl;0,5
M9 medium gr karistirilarak otoklav edildi. Glukoz
10 ml, MgSQO..7H,O 1ml, Tiamin-

HCL 1 ml, CaCl, 1 ml

Tablo 3.2: Kullanilan ¢o6zeltiler ve igerikleri.

Cozeltiler Icerik

Amonyum  molibdat, amonyum
Barton’s ayiraci .
metavanadat, nitrit asit

Izoamil alkol, para-
Kovaks ayiract dimetilaminobenzaldehid, hidroklorik
asit
Fizyolojik tuzlu su (FTS) 8,5 gram NaCl ,1 litre dH:0O

Kullanilan besiyerleri hazirlanist asagidaki gibidir.

SIM (Sulfid Indole Motility) besiyeri: Dehidre SIM besiyeri olacak kaynar su
banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak (30,0 g/L) tam olarak
eritilir. Besiyeri heniiz sivi halde iken iyice karigtirlip homojen bir sekilde tiiplere
4’er mL olarak dagitilip, 121°C’ta 15 dakika sterilize edilerek hazirlandi.

Pikovskaya’s agar: Tablo 3.1°de tarif edildigi gibi besiyeri igerikleri tartilarak
hazirlandi. pH 7+0.2 ye ayarlanarak kaynatildiktan sonra otoklavda 1 atm basing
altinda 121 °C’ta 15 dk steril edildi ve steril Petri kutularina 20’ser ml olarak
aktarildi.

M9 minimal besiyeri hazirlanisi: NaH2POjs; 6gr, Casaminoacid; 5gr, KH2POg;
3 gr, NH4Cl;1gr, NaCl;0,5 gr karistirilarak otoklav edildi. Glukoz 10 ml,
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MgS0s4.7H20 1ml, Tiamin-HCL 1 ml, CaCl> 1 ml soliisyonlar1 hazirlanarak otoklav
sonrasinda M9 besiyerine eklendi. Erlenlere 20’ser ml aktarildi.

LB Siv1 Besiyeri: Caisson firmasindan temin edilen LB siv1 besiyerinden 25
gram tartild1 ve 1 litre suda ¢oziildii. Ardindan pH 7+0.2°ye ayarlanir ve 121 oC’de
15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Cetremide Agar: 45,3 g Merck marka cetremide agar tartilarak 1 litre saf suda
¢ozuldl. pH 7,2+£0.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 1 atm basing altinda 121 °C’ta
15 dk steril edildi ve steril Petri kutularina 20’ser ml olarak aktarildi.

Nutrient agar: 20 g tartilan nutrient agar 1 litre saf suda ¢o6ziildii. pH 7,2+0.2°ye
ayarlandiktan sonra otoklavda 1 atm basing altinda 121 °C’ta 15 dk steril edildi ve
steril Petri kutularina 20’ser ml olarak aktarildi.

Kullanilan ayirag ve ¢ozeltilerin hazirlanisi asagidaki gibidir.

KH2POs standartinin hazirlanmasi: 0,2195 g KH2PO4 1 litre suyun iginde
coziilerek 1 ml’de 59 ppm fosfor elde edildi. Hazirlanan ¢6zeltiden 10 ml alinarak
¢Ozelti 250 ml’ye tamamlandi (Cozeltinin 1 ml’si 2ppm fosfor igermektedir).

2 ppm’lik soliisyondan 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 15 ve 20 ml’lik oranlarda alinan
¢ozelti balon jojelere aktarildi ve iizerlerine 2,5 ml Barton’s ayiraci eklenerek ¢ozelti
distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.6, 3.2, 4.0, 6.0, 8.0 ppm
konsantrasyonlarinda 9 diliisyon standart egri igin hazirlanmis oldu. Barton’s
ayiracinin hazirlanmasi: Soliisyon A ve B’nin karistirildiktan sonra ve 1 litreye dH2O
ile tamamlanarak hazirlandi.

Soliisyon A: 25 g Monyum Molibdat 400 ml H2O da ¢6zuldu.

Solisyon B: 1,25 g Amonyum Metavanadat 300 ml kaynatilip sogutulmus suda
¢oziildi. Ardindan 250 ml (%65) HNOs eklendi.

Agaroz jel: %1 wiv ve %2 w/v olacak iki sekilde agaroz tartildi 1X TAE
tamponunda mikrodalgada tamamen berraklagsana kadar kaynatilarak ¢oziildii. 50
°C’ye kadar sogudugunda 1,5 pl redsafe eklendikten sonra jel taragi takilmis jel
tepsisine dokiilerek donmas1 saglandi.

Fizyolojik tuzlu su: 8,5 gram NaCl 1 litre dH20 ile ¢6zuldu. 121 °C’ta 15 dk
steril edilerek kullanildi.
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3.1.4. Kullamilan Kitler

Bu tez calismasinda RNA izolasyonunun gerceklestirilmesinde kullanilan

Thermo Scientist GENEJET RNA purification Kiti,

DNase uygulamas1 igin

fermantas DNase kiti ve Real-time PCR icin Thermo Scientific SyBR Kiti, Bioline

sensiFAST cDNA sentez Kiti ticari Kitleri kullanilmastir.

3.2. Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilmis olan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.3’te

belirtilmis olup kullanilan cihazlar Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik laboratuvarlari alt yapisinda bulunmaktadirlar.

Tablo 3.3: Kullanilan cihazlar.

Cihaz

Marka

4 °C ve -20 °C Buzdolab1

Arcelik

-80 °C derin dondurucu

Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer

30°C inibator

Niive es120 sogutmali inkiibator

Shaker Infors HT
Nanodrop Thermo
Steril Kabin Nive
Masa Ustii Santrifij Niive
PCR (Polymerase Chain Reaction) cihaz1 Bio-Rad
Su Banyosu Nuve
Spektrofotometre Shimadzu
Yatay Elektroforez Sistemi BIO-RAD
Gug Kaynagi BIO-RAD, PowerPac Basic
Otoklav ALP

Uv Goriintiileme Cihazi Bio-Rad

Uv Gorintiileme Cihazi

Azure Biosystem, c600

Ph Metre

Hana Instruments, pH 211

Buz Makinesi

BAR-LINE BF85

Uv Spektrofotometre

Beckman Coulter DU 530
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Tablo 3.3: Devam.

Mikrodalga Firin

Arcelik

Jel Goruntiileme Cihazi

Biorad

Real-Time gPCR (RTgPCR)

Applied biosystems

3.2.1. Kullamilan Kimyasallar

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan kimyasallar ve besiyeri katkilari.

Kimyasal Markasi
Maya 6zt Merck
Dekstroz Riedel-de haen
Kalsiyum fosfat Merck
Amonyum sulfat Merck
Potasyum Klorid Sigma
Magnezyum sulfat Merck
Manganaz sulfat Sigma

Ferros sulfat Sigma

Agar Sigma
Kazamino asit Sigma
Disodyum sulfat Sigma

Mono potasyum fosfat Sigma
Sodyum klortr Sigma
Amonyum Klorid Sigma
Magnezyum sulfat Merck
Tiamin.HCL Sigma
Kalsiyum Klorid Sigma

Glukoz Riedel-De Haen
Amonyum molibdat Sigma
Beta-merkaptoetanol Applichem
SDS Sigma
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3.2.2. Kullamilan DNA Molekuler Belirtecler

Hibrigen DNA marker (100bp), 5x HOT FIREEPol blend master mix (Solis

Biodyne) enzim.

3.3. YOntem

3.3.1. Pseudomonas spp izolatlarimin Saf Olup Olmadiklarimin
Kontrol Edilmesi ve Stoklarimin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan 45 Pseudomonas spp. izolati saf kultir olup
olmadigmin kontrol edilmesi amaciyla Gram boyama yontemi uygulanmistir
[Alexander ve Street, 2001]. Bunu gergeklestirmek tizere, Nutrient Agar (NA)
lizerine steril 6ze ile inokiile edilerek izolatlarin 24 saatlik taze kiiltiirleri hazirlandu.
Lam iizerine 1 damla distile su birakilarak, bakteri kolonisi lam {izerine yayildi.
Ardindan 3 kez alev ile muamele edilerek fikse edilen lamlar kurutma etuviinde
kurumaya birakildi. Kurumanin ardindan ilk olarak lam iizerine kristal viole
damlatilarak 1dk bekletildi ve siire sonunda boya distile su ile uzaklagtirildi.
Ardindan liigol damlatilan lamlar 1 dk beklemenin ardindan tekrar distile su ile
yikandi. Dekolorizasyon asamasinda preparatlar 10-15 saniye dekolorizasyon
soliisyonu ile muamele edilmesinin ardindan soliisyon distile su ile uzaklastirildi.
Son olarak 30 saniye safranin ile muamele edilen preparatlar distile su ile yikanarak
kurumaya birakildi. Boyamanin ardindan Gram negatif basil formundaki izolatlar
mikroskop altinda 100X biiylitmede immersiyon objektifi ile incelendi. Saf kiiltiir
olduklar1 dogrulanan izolatlardan buz Uzerinde 1:1 (v/v) oraninda bakteri kiiltiirQ ile
steril %80°1ik gliserol karistirilarak izolatlarin stoklar1 hazirlandi ve -20°C’ta

muhafaza edilmek tizere kaldirildi.
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3.3.2. Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler

3.3.2.1.Hareketlilik ve indol Testi

Sahip olduklar1 flagella ve pililer sayesinde hareket edebilen bakterilerin
belirlenmesi igin uygulanan bir testtir. Bu test i¢in kullanilacak Sulfide Indole
Motility (SIM) ile bakterilerin 3 farkli 6zelligi (siilfit olusumu, indol olusumu ve
hareketliligi) ayn1 anda taranabilir. Besi yerinin bir 6zelligi de yar1 kat1 olmasidir. Bu
sayede besi yeri icerisinde bakterilerin hareket edebilmesini kolaylastirir. Inkiibasyon
sonrast ekim bdlgesinde olusan bulaniklik hareketliligin gostergesidir. Hareketlilik
testi icin pozitif kontrol P. aeruginosa ATCC 15692, negatif kontrol olarak E.
faecalis ATCC 29122 kullanilmisitr. Besiyeri berrak, sarimsi-kahve renkte ve 25°C
de pH’s1 7,3+0,2 dir. Hareketlilik testi yapildiktan sonra indol testi yapilir. 0,5 mL
Kovacs; Indole Reagent (Kovacs ayiraci), besiyeri lzerine ilave edilir. Indol pozitif
olan bakterilerde reaktif pembe renk alir [Web6, 2022].

Sim SIM besiyeri hazirlanip otoklavdan c¢iktiktan sonra besiyeri tuplerin
icerisinde dik olarak sogumaya birakilmistir. Katilasan besiyerlerine aseptik
kosullarda alevde steril edilmis steril igne u¢ ile NA’daki 24 saatlik taze kulturlerden
besiyerine bir ekim hatt1 izerinden girip ¢ikacak sekilde inokiilasyon yapilarak 30°C
ta inklibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 ekim hatt1 etrafinda olusan bulanikliga gore
hareketlilik bakilmistir. Hareketliligin ardindan 6rneklerin iizerine 0.5 mL Kovacs’
Indole Reagent (Kovaks ayiraci) ilave edilerek 2 dakika sonrasinda renk olusumlari
kayitedilmis ve olusan kirmizi halka pozitif sonug¢ olarak kabul edilmistir. Negatif
kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692) ve pozitif kontrol olarak
Escherichia coli (ATCC 8739) kullanilmistir.

3.4. Herbisit (Nikosulfiiron) Degradasyonu igin Secili 5
Izolatin Degradasyon Seviyelerinin Yiiksek Hizh Sivi
Kromotografisi (HPLC) ile Belirlenmesi

Tez galigmasinin bu boéliimiinde se¢ilmis Pseudomonas spp. izolatlari igin bir
PGPR bakterilerinde bir 6zelligi olan herbisit degradasyonu incelendi. Yiiksek hizli
sivi kromotografisi kullanilarak sivi besi ortamindaki herbisit miktarindaki

degisimler ol¢iildii.
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Bu deney basamag i¢in herbisit miktar1 final hacimde 5mg/L olacak sekilde
20ml M9 salt besiyeri steril erlenler iginde hazirlandi. Izolatlarin taze kiiltiirlerinden
steril %0,85’lik (w/v) FTS icinde 0.5 McFarland’a ayarlanarak ilgili besyerlerine %2
(v/v) inokiile edildi. Inokiilasyondan sonra erlenler 7 giin boyunca 140 rpm’de
30°C’de inkiibe edilmistir. 1, 2, 4 ve 7. giinlerde 5’er ml 6rnek alind1 ve 4000 rpm’de
10 dk boyunca santrifiij ile ¢oktiiriildiikten sonra iist s1v1 yeni bir ependorfa alinarak -
20°C’ye Kkaldirilmistir. Bu 6rnekler HPLC ile yapilan analizlerde kullanildi. Pelletler
ise RT gPCR anallizlerinde gen anlatim diizeyinin belirlenmesi amaciyla kullanildi
(BKZ.Boluim 3.2.7).

Analizi yapilmak istenen 6rnekler HPLC analizi i¢in 0,45pum’luk membran
filtreden gecirildi ve degredasyonu incelenecek nikostlfiron konsantrasyonunu
hesaplamak {lizere UV/VIS dedektor ile A240 nm dalga boyunda, C18 kolon
kullanilarak Sigma ticari nikosiilfiiron (sigma 34210-100MG-R) protokoliine gore
HPLC (Shimadzu 10A, Shimadzu, Colombia, MD) analizine tabi tutuldu.

Kullanilan HPLC metotu Tablo 3.5°te verildi. Ornekler 20 dakika stresince

analiz edildi.
Tablo 3.5: HPLC metotu.
HPLC metotu
Mobil faz Asetonitril.dH,0(20:80)+ %0,1 fosforik asit
Akis hiz1 1 mi\min
Kolon sicakligi 30 derece
Enjeksiyon hacmi 20uL

0-6 ug/ml konsanstrasyon araliginda 5 farkli konsantrasyonda nicosulfuron

iceren standart ¢ozeltilerle HPLC 6lgiimleri ile standart egri olusturuldu (Sekil 3.1)
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Standart Egri

Area

12000000
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8000000 -
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4000000 - r
»
2000000 4 ¥ 4

0 1 2

Concrentration (ug/mil)

Sekil 3.1: HPLC dlgiimleri ile standart egri.

3.5. Inorganik Fosfat Cozebilen Bakterilerin Pikovskaya’s
Agarda Taranmasi

Bazi Dbakteriler inorganik fosfati c¢ozebilme yetenegine sahip bakteri
izolatlarinin taranmasinda kullanilan bir testtir [Suleman, 2018].

Her bir izolatin kat1 agardaki 24 saatlik taze kultrlerinden alevden gecirilerek
steril edilmis igne u¢ ile Pikovskaya’s agar besiyerine inokiilasyon yapilmistir.
30°C’ta 5 giin inkiibasyon siiresi sonunda seffaf zon olusturan izolatlar pozitif, zon
olusturmayan izolatlar negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak
Pseudomonas aureginosa (ATCC 15692), negatif kontrol olarak Bacillus cereus
(DSM 4312) kullanilmustir.

3.5.1. inorgan.i_k Fosfat Coziiniirliigiiniin Spektrofotometrik Yontem
ile Kantitatif Olcimu

Se¢ilmis 45 izolat icinden Pikovskaya’s agar sonuglar1 g0z Onlinde
bulundurularak ve ayni zamanda ziolasyon noktalarinin birbirine gorece farkli
olmasina dikkat ederek, 6n tanimlama testlerinde birbirlerine gorece farkli 6zellikleri
daha 6ne ¢ikan (glukoz fermantasyonu, proteolitik, lipolitik enzim aktivitesi, pigment
ozelligi, azot indirgeme, fosfat ¢dzebilme gibi aktivitelerden digerlerine gorece fazla
olan ya da birden fazla 6zelligi birlikte bulunduran) 10 izolat ayrilmistir (Bkz. 2018-
A-105-A-04 proje sonug raporu). Secilen bu 10 izolata ortamdaki ¢6ziinmiis fosfat
iyonunu Olgen ayni zamanda bir¢ok disiplinde uygulama alan1 olan Vanadate
Molybdate Yellow Assay (VMYA) uygulandi. Ortamdaki ¢6ziinmiis fosfat
iyonlarinin  varligmi, dolayisiyla mikroorganizmanin ¢6zebildigi fosfat iyon
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konsantrasyonunu belirlemeye yonelik kantitatif bir analiz olarak spektrofotometrik
6l¢tim yapild1 [Pingale, 2013].

Bu yontem ¢o6ziinen fosfat iyonlari ile molibdat arasinda olusan bilesik sonucu
gozlenen renk degisimine (sarilagsma) dayanmaktadir. Gozlenen sar1 renk arttikca
ortamda ¢6ziinmiis fosfat miktar1 fazla olarak gézlenmistir.

Segilen 10 izolat 2 tekrarl olacak sekilde, 0.5 McFarland’a steril Fizyolojik
Tuzlu Su (FTS) (%0,85 wi/v) icinde %2 (v/v)’lik asilama yapildi. Her bir erlende
yukarida igerigi tarif edilen ve sivi olarak hazirlanan 30 ml Pikovskay’s siv1 besiyeri
olacak sekilde 10 giin boyunca 150 rpm de 30°C ‘ta buyutildd. 10.ginin sonunda
her bir erlenden 5 ml alinarak bir 15 ml’lik konik tabanli santrifiij tlipiine ayrildi.
Tupler 20 dk 14.000 rpm de santriflij edildi. Ust sividan 2 ml gekilerek Whatmann
kagidi yardimiyla filtre edildi. 2 ml st sividan 1 ml stiziintli elde edildi. Elde edilen
1 ml suzunttye 250 ul Barton’s ayiraci eklenerek 10 dakika beklendi. Ardindan
spektrofotometre cihazinda 430 nm de Ol¢tim yapildi.

Standart egrinin hazirlanmasi: Yukarida tarif edilen sekilde (BKZ. Bolim
3.1.2) hazirlanan 9 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler (Sekil 3.2; 0.8, 1.2,
1.6, 2.0, 2.6, 3.2, 4.0, 6.0, 8.0 ppm) i¢in hazirlanip Barton’s ayiraci eklendikten sonra
10 dk beklendi. Ardindan spektrofotometrede 430 nm’de 6l¢iim alind1 ve standart
egri olusturuldu (Sekil 3.3.).

Sekil 3.2: KH2POg ile hazirlanan Bartons’s ayiract eklenmis farkl
konsantrasyonlardaki standart fosfor ¢ozeltileri.

Olgiim sonuclar1 6nceden hazirlanan standart egriye (Sekil 3.3) gorece

degerlendirilerek asagidaki formiile gore miktar tayini (ppm) yapildi.
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Sekil 3.3. KH2POys ile farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler kullanilarak
olusturulan standart egri grafigi.
Elde edilen egrinin denklemi y=0,1423x + 0,0631°dir. Bu denkleme gore

ortamda ¢0ziinmiis halde bulunan P miktar1 ppm olarak hesaplandi.

3.5.2. Molekuler Yontemler ile Fosfat Coziiniirliigiinden Sorumlu
Genin Varhginin Gosterilmesi

Spektrofotometre sonuglarina gore segilen gorece daha iyi fosfathi bilesikleri
¢cozdigi tespit edilen 5 izolata glukonik asit (GCD) ve pho gen ailesinden phoA ve
phoC varligi Tablo 3.5(b)’te belirtilen primerlerle kontrol edildi. Kontrol bakterimiz
Pseudomonas aeruginosa ATCC15692 icin NCBI’da tim genom verileri analiz
edilerek GCD gen bolgesine ait primer tasarlandi. Bu tez kapsaminda tasarlanan ilgili
primerler (Tablo 3.7) ile kontrol ve segilmis izolatlarda GCD gen varligi PCR ile
yapildi. Bunun icin ilgili primerler 5x HOT FIREEPol blend master mix (Solis
Biodyne) enzimi ile PCR dongusu Tablo 3.6’da gosterildigi sekilde gerceklestirildi.
Elde edilen PCR iriinleri %2’lik agaroz jelde yaklasik 40 dakika 90 V’ta yuratuldi.
Jel gorintuleme (BIO-RAD, USA) cihazinda genlerin varligi kontrol edildi.

Tablo 3.6: PCR termal dongusd.

Reaksiyon Kosullari Sicakhik Zaman Dongu
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 13 dk 1
Denatlrasyon 95 °C 15sn

Baglanma 55°C 45 sn 29
Uzama 75°C 20sn

Son Uzama 72°C 5dk 1
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Tablo 3.7.: PCR basamaginda tez kapsaminda tasarlanan primerlere ait diziler

ve PCR f{iriin boyutlari.

Gen Ad1 Primer Adi ve Dizisi PCR Uriin boyutu
PhoA F CCATCGACAAGCAGGACCAT

phoA 158 bp
PhoA R GATGATCTGGCTGGAGTGGG
GCDF CTACTCGCCGTTGAAGCAGA

GCD 122 bp
GCDR GGGTGTTCTCGTTGGTCAGT
phoC F CGGCTCCTATCCGTCCGG

phoC 155 bp
phoC RCAACATCGCTTTGCCAGTG

3.5.3. Arastirilan 3 gen icerisinden Gcd Varhg Gosterilen Izolatin
Besiyerinde pH Takibi

Ged varligr gosterilen izolat (18 numarali izolat) glukonik asit Uretebilme
yeteneginin de desteklenmesi amaciyla besiyerindeki pH diisiisii takip edilmek iizee
secildi. Hazirlanan besiyerinden 7 giin boyunca giinde 2 defa (12/24 sa) olmak (zere
ornek alinarak pH’lar 6lgiildii ve kaydedildi. Bunun igin sivi Pikovskaya’s besiyeri
hazirlandi ve baslangic pH’st 7.0+3’a ayarlandi. Besiyerine sec¢ilmis bakteri
izolatinin taze kiltiiriinden Steril FTS (%0,85 w/v) ile 0.5 McFarland’a ayarlanmis
hicre stspansiyonundan %2 (v/v) asilama yapildi. 7 giinliik toplam 14 6rnegin {ist
stvilart pH Olgimu igin pelletleri ise RT-qPCR deneylerinde kullanilmak {izere olasi

RNA izolasyonlari i¢in toplanarak -80°C’ta derin dondurucuya kaldirildilar.

3.5.4. Secilen 1izolata Ait GCD Gen Ekspresyon Seviyesinin
Molekuler Yontemler ile Gosterilmesi

¢ RNA izolasyonu i¢in izolatin hazirlanmasi
Bolim 3.2.5.1°de tarif edildigi gibi izolatin pelletlerin icinden pH 6lcuimlerinde

en diisiik 6l¢timiin yapildigin giin 6rnegi kullanilmak tizere secildi.

e RNA izolasyonu

Thermo PureLink RNA mini kit prosediriine gore segilmis 18 numarali
izolatin (<1.109 hiicre /ul) pelletinden RNA izolasyonu yapildi. Pellete 100 ul
hazirlanmis lizozim ¢6zeltisi eklendi, vorteks ile karistirildi ve yeniden suispanse

edildi. Uzerine 0,5 ul %10 SDS soliisyonu eklendi ve voteks ile karistirildi. Karisim
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oda sicakliginda 5dk inkiibe edildi.2-merkaptoetanol (B-ME) (%2 v/v) ile
hazirlanmig 350 ul liziz tamponu eklendi. Lizat 1.5 ml’lik yuvarlak tabanli bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. ve en az 45 sn boyunca max hizinda homojenizator
kullanarak homojenize edildi. Homojenat oda sicakliginda 5 dk 2.600 g’de santrifij
ile ¢oktlrdldu. Siipernatant temiz RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.

Baglama-yikama-eliisyon basamaginda bakteri hiicre homojenatinin  her
hacmine 250 ul %100 etanol eklendi. Etanol eklendikten sonra olusabilecek herhangi
bir goriiniir ¢okeltiyi dagitmak i¢in vorteks ile karistirildi. Numuneyi (kalan
cokeltiler dahil) bir kolona aktarildi. Hem kolon hem de toplama tliptni 12.000 g’de
oda sicakliginda 15 sn santrif(ij edildi ve {ist s1vi azaklastirildi ve ardindan ayni kolon
ayni toplama tiipiine yeniden takildi. Kolona 700 ul yikama tamponu 1 eklendi. Oda
sicakliginda 12.000 g 15 sn santrifiij edildi, tist sivi ve toplama tiipiinii atildi ve yeni
bir toplama tuptne yerlestirildi. Kolona etanollii 500 ul yikama tamponu 2 eklendi.
Oda sicakliginda 12.000 g’de 15 sn santrifiij edilerek iist sivi atildi. Kolon ayni
toplama tiipline yeniden yerlestirildi. Adim 6-7’yi bir kez daha tekrarlandi.

Bagli RNA ile zar1 kurutmak i¢in kolonu ve toplama tipini 12.000 g’de oda
sicakliginda 1 dk santrifiij edildi. Toplama tipunu attiktan sonra kolon bir yikama
tiipline yerlestirildi. Kolonun ortasina 30-100 ul RNaz ari su eklendi.l dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kolonu ve yikama tlpind oda sicakliginda 12.000 g’de 2
dk santrifilj edildi. Izole edilmis RNA &rnekleri daha sonra kullanilmak iizere -80°C

derin dondurucuya kaldirildi.

e DNase uygulamasi ile elde edilen RNA’nin DNA’dan temizlenmesi:

Bu basamak Femantase DNase enzim protokoliine gére yapildi. 1000ng RNA
icin; 1 ul 10X MgCI2’li reaksiyon tamponu, 1ul Dnase I, 10 ul’ye apirojen su ile
tamamlandi. 37 °C’ta 3 saat inkibe edildi. Ardindan 1ul EDTA (50mm) reaksiyon
tplne eklendi. 70 °C’ta 20 dk bekletilerek DNase reaksiyonu sonlandirildi.
Ortamdan DNA’nin uzaklastirilip uzaklastirilmadigir kurulan kontrol PCR’1 ile
dogrulandi.

e Saf RNA’nin cDNA’ya ¢evrilmesi:

Bioline cDNA kit prosedirini takiben RNA 10ul, tampon 4ul, revers
transkriptaz 1ul, dH2O 5ul eklenerek Tablo 3.8°de belirtilen PCR dongl programi
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uygulanmistir. Termal dongl programi bittikten sonra uygulanan protokoliin galisip

calismadigini gézlemlemek i¢in kontrol PCR’ 1 yapilmistir.

Tablo 3.8: cDNA termal dongll programu.

Primer baglanma 25 derece 10dk
Revers transkriptaz 42 derece 15dk
Inaktivasyon 85 derece 5dk
Saklama +4

Tez c¢alismasimin bu boliimiinde PCR ile varligi tespit edilen GCD geninin
ifade seviyesine Real Time qPCR (RT-qPCR) ile bakilmistir.

RT- gPCR i¢in kullanilan primerler (rpoD (housekeeping 1) ve GCD),
PRIMER3 programi kullanilarak tasarlandi ve Tablo 3.10°da verildi Primerlere ait
olas1 self-dimer, heterodimer olusumu ve ikincil yapilar i¢cin IDT OligoAnalyzer
(Integrated DNA Technologies Inc., ABD) programi ile tarandi.

RT-gPCR, ABI 7500 StepOnePlus™ cihazinda (Applied Biosystems, ABD)
iTaq Universal SYBR Green (Thermo Scientific, USA) kullanilarak {ireticinin
protokoliine gore yapilmistir. Kullanilan RT-qPCR dongii kosullart Tablo 3.9°da
belirtilmistir. Uriinlerin 6zgiilliigiinii ve homojenligini kontrol etmek icin erime

egrisi analizi yapilmigtir. Tim deneyler kopya halinde 3 biyolojik tekrarla

yapilmustir.
Tablo 3.9: RT-gPCR dongii kosullari.

Reaksiyon kosullari Sicakhik Zaman Dongu
Baslangi¢ denatiirasyon 95°C 10dk 1
Denatiirasyon 95°C 15sn
Baglanma 60°C 30sn 40
Uzama 60°C 30sn

Tablo 3.10: RT-qPCR i¢in kullanilan primerler.
Primer adi Dizi PCR Uriin boyutu
GCDF CTACTCGCCGTTGAAGCAGA
GCDR GGGTGTTCTCGTTGGTCAGT 122 bp
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Tablo 3.10: Devam.
RpoD F ACCAGCTTGATCGGCATGAA
RpoD R AGAAGGCCCTGAAGAAGCAC

91 bp

3.6. Secilmis Fosfat Cozebilen Izolatin Saksida Sera
Kosullarinda Bugday Bitkisi Biiyiime Parametrelerinin
Incelenmesi

Saks1 denemelerinde kullamlan toprak Gebze Teknik Universitesi Kampiis
arazisinden alindi. Toprak 1:1 oraninda ticari dis mekan topragi ile karistirilarak
karisim toprak elde edildi. Drenajin arttirllmasi amaciyla, karisim topragina 1:1
oraninda kum ilave edilerek olusturulan karisim iyice homojen bir dagilim olmasi
icin tekrar karistirtldi. Hazirlanan saksi topragi 121°C’de 20 dk otoklavlanarak steril
edildi. Denemelerde kullanilan karisim topragindan alinan 3 farkli toprak ornegi
analiz edilmek iizere Konya Gida Tarim Universitesi Toprak analiz laboratuvarina
gonderildi. Bu deneyde 2lcm kenar uzunluguna ve 30 cm derinlige sahip 11 It
hacimli kare saksilar kullanildi. Her bir saksiya 7 bugday tohumu olacak sekilde
ekim yapildi. Saksilarda makarnalik bugday (Triticum durum L.) Emin Bey gesidi
kullanildi. Eklenecek giibre miktar1 saks1 ylizey alanina ve toprak miktarina gore 12
kg/da olacak sekilde hesaplandi [Web 7, 2022].

Fosfat ¢cozebildigini tespit ettigimiz bakteri ile agilanan saksilar, onerilen DAP
dozunun %50’si ve %100 U ile desteklendi. Sadece %50 DAP ve %100 DAP ile
hazirlanan, bakteri inokiilasyonu yapilmayan saksilar kontrol olarak kullanildi. TUm
saksilara ekimden 1 ay sonrasinda sapa kalkmasini takiben %100 doz amonyum
nitrat gubresi eklendi (Sekil 3.4).

Ekimde kullanilacak tohumlar, ayni biiyiiklilkte olmalarina g6z ©niinde
bulundurularak secildi. Her saksiya 12 adet olacak sekilde ve topragin 2 cm altina
tohumlar ekildi. Ekim sonrasinda her tohumun Uzerine, 10® CFU/ mL
yogunlugundaki bakteri kiiltiirlinden 1 ml eklendi. Sapa kalkma dénemi Oncesi her
bitki kokiine 1ml (108 CFU/ mL) dokiilerek ve her bitkinin yapragina yaklasik 1ml
spreyleme yontemi ile bakteri inokiilasyonu tekrarlandi. Asilanmamis tohumlar

negatif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrol olarak tasarlanan saksilardaki
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tohumlar ise yine PGPR ozellikleri ile bilinen Pseudomonas aeruginosa ile inokile
edildi. Cimlenmenin ardindan saks1 bagina diisen bitki sayis1 7’ye indirilmistir.

Fosfat ¢oziiniirliigii icin yapilan saksi deney plani 3 ana gruptan olusmaktadir
(Sekil 3.4).

Morfolojik ve fizyolojik degisimler ve verim parametrelerine iliskin gézlemler

8,16.20 ve 24.haftalar takip edilerek kaydedildi.

%100 NH,NO, %100 NH,;NO,
@ 9,100 DAP - 950 DAP
|
.I. N\
g
-
@
u
G
s QS
P.aeruginosa Izolat 18 P.aeruginosa lzolat 18
Deneme A B C D E F G
ad1 Kontrol Kontrol Kontrol
1 2 3
%100 %100 %100 %100
%100 NH,NO; NH.NO, %100 NH,NO; NH:NOs
.. NH NO NH;NO;
4 3 0, 0,
GUbre | q.\if toprak %100 E/;igo %50 é’ig
uygulamasi %100 DAP %50 DAP
DAP . 18 no’lu DAP . 18 no’lu
P. aeruginosa : P. aeruginosa .
Izolat izolat

Sekil 3.4: Saksi deney plani.
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3.7. listatiksel analizler

Elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Veriler arasindaki farklar, asgari 6nemli fark testi (LSD, P

<0.05) kullanilarak ANOVA ile karsilastirilmistir.
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4.SONUCLAR

4.1. Tekirdag ili Tarim Alanlarindan Izole Edilen 45
Pseudomonas sp Izolatlarmmin Fizyolojik ve Biyokimyasal
Test Sonuclan

4.1.1. Gram boyama, Hareketlilik Testi ve indol Testi

Gram boyama testi sonuglarina gore; biitiin izolatlarin Gram negatif 6zellikte
ve morfolojik olarak basil seklinde olduklari mikroskobik gozlemle dogrulanmistir
(Tablo 4.1).

Ayni zamanda tiim izolatlar hareketli ve indol negatif olarak tespit edilmistir

(Tablo 4.1; Sekil 4.1; Sekil 4.2).

Tablo 4.1: Segilmis 45 izolatin Gram boyama, hareket ve indol testi sonuglari.

Kontrol Gram Hicre | Katalaz | Hareketlilik | Indol | Inorganik
Bakterileri* | boyama | morfolojisi ve testi testi fosfath
ve lizolatlar oksidaz bilesikleri

tesit* cozebilme
P. Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++++
aeruginosa*

B. cereus Pozitif Basil X X X -

DSM 4312
E. coli* Negatif Basil X - Pozitif X
E. faecalis* Pozitif Kok X Hareketsiz | Negatif X
1 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
2 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
3 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
4 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
5 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
6 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
7 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
8 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
9 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
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Tablo .4.1: Devam.

10 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
11 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
12 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
13 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
14 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
15 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
16 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
17 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
18 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
19 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
20 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
21 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
22 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
23 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
24 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
25 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
26 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
27 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
28 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
29 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
30 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
31 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
32 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
33 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
34 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
35 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
36 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif -
37 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
38 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
39 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
40 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
41 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
42 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +++
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Tablo 4.1: Devam.

43 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif ++
44 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +
45 Negatif Basil Pozitif Hareketli Negatif +

X: s6z konusu deneylerde kontrol bakterisi olarak kullanilmamustir; *: 2018 A-105-01 xxx no’lu BAP projesinden

alimmustir.

Sekil 4.1: Hareketlilik ve indol testi sonucu 6rnek fotografi;1, inokilasyon
yapilmamis negatif kontrol; 2, Indol pozitif kontrol (E.coli); 3, hareketlilik pozitif
kontrol (P.aeruginosa ATCC 15692); 4, hareketlilik negatif kontrol (E.faecalis
ATCC 29122); 5, izolat (1).

Sekil 4.2: Hareketlilik ve indol testi sonucu 6rnegi fotografi; 1, inokulasyon
yapilmamis negatif kontrol; 2, Indol pozitif kontrol (E.coli); 3, hareketlilik pozitif
kontrol (P.aeruginosa ATCC 15692); 4, hareketlilik negatif kontrol (E.faecalis
ATCC 29122); 5,izolat(5).
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4.2. Herbisit (Nikosulfuron) Parcalayabilen izolatlarin
HPLC ile Tayini

Herbisit eklenmis besiyerleri kullanilarak daha ©onceden BAP projesi
kapsaminda izole edilen, farkli yerlerden izole edilmis olmalarina ve 16SrDNA ile
molekiiler tanimlamalar1 yapilmis olmasina da dikkat edilerek [Gll Seker, 2021] 5
izolat (13, 15, 18, 38, 42) secildi [Tablo 4.3, Gul-Seker, 2021°den alindi]. 18
numarali izolatin daha 6nceki Bap projesi kapsaminda gerceklestirilen dizi analizi
sonuglari, ¢ift yonli (Forward ve Reverse) gergeklestirilen dizileme sonuglar
BioEdit Sequence Aligment programi ile eksik ve hatali okumalarin normalize
edildigi konsensus dizileri olusturuldu. Elde edilen dizi NCBI veri bankasindaki
dizilerle karsilastiriimasi (Nukleotit BLAST analizi) ile izolatin %98 P. baetica, P.
koreensis ve P. moraviensis’e benzerlik gosterdigi tespit edildi (BKZ Ek1). ilgili
izolatin dizisi konsensiis dizisi NCBI veribankasina yiiklenerek bir erisim numarasi

MZ976856 alindi.

Tablo 4.2: 16S rDNA dizi analiz sonuglarina gore, NCBI veri bankasindan elde
edilen tanimlama sonuglar1 ve benzerlik yiizdeleri.

izolat No* Skor Benzerlik Yuzdesi Sonug

. cremicolorata DSM 17059 = NBRC 16634
. parafulva NBRC 16636 = DSM 17004
. putida strain ICMP 2758

13 1434 %100

. baetica
18 1475 %98 . koreensis

. moraviensis

. plecoglossicida NBRC 103162
. cremoricolorata DSM 17059
. parafulva NBRC 16636

28 1407 %100

. reidholzensis
. putida NBRC 14164
. putida ATCC 12633

38 1389 %99

. reidholzensis
. putida NBRC 14164
. putida ATCC 12633

42 1434 %99

W U ©W| U U W ©W U ©UW| U UW ©W| T T T
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Bu izolatlar nikosilftronlu (5mg/L) M9 besiyerinde blyutulerek HPLC ile
degredasyon miktar1 tayini yapildi. Bu 5 izolatin i¢inden anlamli sonug veren 3 izolat

secilerek asagidaki grafik olusturuldu (Sekil 4.3).

u'
] Time . 3.811 Inten.
304

25

Sekil 4.3: Se¢ilmis izolatlarin nikostilfiiron degredasyonuna ait HPLC grafigi.
Pembe Egri, negatif kontrol inokiile edilmemis M9 medium; Kirmiz1 egri, 38
numarali izolat; Mavi egri, 18 numarali izolat; Yesil egri 13 numarali izolat.

Sekil 4.3, incelendiginde, yesil egri ile temsil edilen 13 numarali izolat en iyi
nikosiilfiironu parcalayabilen izolat olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu izolati mavi egri ile
temsil edilen 18 numarali izolat ve kirmizi egri ile temsil edilen 38 numarali izolat
takip etmektedir. Ad1 gegen izolatlarin kontrole gérece degredasyon yizdeleri igin ilk
asamada, Sekil 3.3’ de verilen standart egri grafiginden elde edilen formul
kullanilarak 6rneklerdeki nikosiilfliron miktarlar1 pgr/ml olarak hesaplandi. Elde

edillen degerler kontrole gorece oranlanarak yiizde indirgeme miktarlar1 belirlendi ve
Sekil 4.4’te verildi.
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Sekil 4.4: Secilmis izolatlarin nikostilfiironu yiizde (%) degredasyon grafigi.

Sekil incelendiginde ylizde par¢alanma orani en yiiksek izolatin %35,22 ile 18
numarali izolat oldugu ve kontrole gorece (%18.8) yaklasik 2 kat daha fazla

nikosiilfiironu parcalayabilidigi gosterildi.

4.3. Inorganik Fosfati COzebilen Bakterilerin Pikovskaya
Agarda Taranmasi

Pikovskaya besiyeri kullanilarak inorganik fosfat ¢oziiniirliigiinlin tarandig
ilgili besiyerinde, 5 giinliik inkiibasyon sonucunda olusan seffaf zonlar, pozitif olarak
degerlendirilecek sekilde gozlemlendi. Test sonucunda 45 izolatin 32 tanesinin
fosfat1 ¢ozdiigii, bunlarin iginden 10 tanesinin de fosfati1 gérece daha iyi ¢ozebildigi

olusan zonlardan tespit edildi (Sekil 4.5; 4.6).
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Sekil 4.5: Inorganik fosfat testi icin kontrol grubu
B. cereus DSM 4312 (- kontrol), P. aeruginosa ATCC 15692 (+kontrol).

Sekil 4.6: Inorganik fosfat ¢oziiniirliigii igin 6rnek Petri gorintileri.

4.3.1. inorganik Fosfat Coziiniirliigiiniin Spektrofotometrik Olarak
Tayini

45 izolatin i¢inden fosfatli bilesikleri ¢ozebilen ve ayni zamanda farkli
bolgelerden izole edilmis olup, diger PGPB 6zelliklerin (azotu fikse edebilme, PO4’1
cozebilme, proteolitik ve lipolitik enzim aktivitelerine sahip vb.) birine ve/veya
birkagina sahip 10 izolat i¢in kantitatif olarak spektrofotometrik analiz yolu ile 430

nm’de 6lgiim yapilmustir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7: 1zolatlarin kontrol bakterilerine gérece ¢dziinmiis P miktarlari.

Kontrol bakterilerin ve izolatlarin spektrofotometrede elde edilen absorbanslari
Sekil 3.2° de verilen standart egri grafiginden elde edilen formiil (y=0,1423x +
0,0631)’e gore iist sivilarinin icindeki ¢ozliinmiis P miktar1 pgr/ml  olarak
hesaplanmustir. ilgili sonuglar kontrol bakterileri ile kiyaslandiginda secilmis tiim
izolatlar kontrol bakterisi P. aeruginosa kadar olmasa da fosfatli bilesikleri
¢ozebilme kabiliyetlerini ortaya koymuslardir. Elde edilen sonuglarin aralarinda ¢ok

onemli farklar gézlenmemistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.3. Segilmis 10 izolatin kontrollerine gorece ¢6ziinmiis fosfat miktarlar

(ngr/ml).

Izolat no ugr/mi
P. aeruginosa 0,1193
B. cereus 0,105
8 0,1114
13 0,1071
15 0,1111
18 0,102
19 0,1048
23 0,1048
28 0,1105
32 0,1094
38 0,1019
42 0,1061
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Tablo 4.3 incelendiginde 8, 13 ve 28 numarali izolatlatlarin 0,11pg/ml ile diger

izolatlardan gorece daha fazla ¢oziicii olabildigi gosterildi.

4.3.2. Fosfat Coziiniirliigiinden Sorumlu Genlerin (phoA, phoA ve
GCD) gPCR ile Varhginin Gosterilmesi

Secilen 10 izolatta fosfat ¢oziiniirliigli metabolizmasini kontrol eden ii¢ farkli
(phoA, phoC ve GCD) genin varligi PCR ile kontrol edildi. Elde edilen PCR
tirtinlerinin jel goriintiileme sonuglarina gore; yalnizca 18 numarali izolatta GCD

geninin (122 bp) varlig: tespit edildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: GCD gen Grinundn jel gorintisu.-K: dH20 kontroll; +K:
Pseudomonas aeruginosa; M: markir 100pb; 1: 8 numarali izolat; 2: 15 numarali
izolat; 3: 18 numarali izolat; 4: 28 numarali izolat; 5: 32 numarali izolat.

4.3.3. GCD Varhg Gosterilen izolatin Besiyerinde pH Takibi

GCD geni glukonik asit iiretiminde gorev almaktadir. Bu sebeple ilgili izolatin
CazPOs ile hazirlanmig Pikovskaya besiyerinde (baslangic pH’s1t 7.0) pH degeri
takibi yapilmis (Sekil 4.9) ve diger 6rnek saatlerine gorece diisiik pH o6lgiilen gin
alman Ornegin pelletinden elde edilen RNA, gen anlatimmin artiginin
gosterilmesinde (RT-gPCR) kullanilmstir.
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pH skalasi
OFRrNWAULION

0. saat 6. saat 24. saa 102.
saat saat saat saat saat saat saat

1.gln 2.gun 3.gun 5.gun 6.gun
Pseudomonas aeruginosa 4,6 456 45 44 458 46 51 5 4.8 49
® 18 numarali izolat 455 435 425 43 434 436 44 433 438 43
® Bos besiyeri 54 5,7 56 575 58 59 58 565 56 57

Ornek alma zamanlan saat/giin)

Sekil 4.9: 18 numarali izolatin kontrole gérece 96 saat boyunca pH takip
sonuglart.

Bu verinin sonucunda pH’daki degisimin en ¢ok 2.giinde gerceklestigi (pH
4,34) belirlendi. Boylece gen ekspresyonunun incelenmesi i¢in 18 numarali izolatin

2.90n orneklerinden alinan pelletlerin kullanilmasina karar verildi.

4.3.4. Fosfat Céziiniirliigii icin Belirlenen Genin (GCD) ifadesinin
Real-Time PCR Kullamilarak incelenmesi

GCD varlig1 tespit edilmis 18 numarali izolat ve kontrol bakterisine ait CasPO4
(5 g/L) ile hazirlanmis Pikovskaya besiyerinde ayni kosullarda kiltire edildi,
ardindan gen ifadesinin seviyesi RT-qPCR ile tespit edebilmek i¢in pelletler ayrildi.

Pelletlerden elde edilen RNA Ornekleri, DNA agisindan temiz hale getirildikten
sonra, GCD ve rpoD genlerine ait primerler kullanilarak (122 bp ve 91 bp) RT-
gPCR’ da gen ekspresyon seviyelerine bakildi. Elde edilen sonuclara gore, 18
numarali izolatta kontrole gorece diisiik olsa da GCD ekspresyonun mevcut oldugu
gosterildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: 18 numaral1 izolatin kontrole (P. aeruginosa) gérece gen
ekspresyon seviyesinin Real time-PCR sonuglari.

Sekil 4.10’da da goruldiigii gibi kontrol bakterisi (P. aeruginosa) Petri
denemelerini de destekler sekilde 18 numarali izolata gorece daha aktif
gorinmektedir. Ancak vyine de, ilgili izolatin fosfathh bilesikleri ¢ozebilme
yeteneginin olmasi Sebebiyle saksi denemelerinde kontrole gorece topraktaki

performansini gozlemlemek adina kullanilmasina karar verilmistir.

4.4. Secilen Izolatin Saksi Deneyleri ile Bugday Bitkisi
Uzerinde Verim Parametrelerinin Incelenmesi Sonuclari

Yapilan fosfat Oziiniirliigi deneyleri sonucunda 18 numarali izolat saksi
denmeleri i¢in secilmistir.
Saksi denemesinde kullanilmak i¢in elde edilen toprak karigimindan alinan 3

Ornegin analizinden gelen degerlerin ortalamalar1 alinarak [Arit, 2022], Tablo 4.4

olusturuldu.
Tablo 4.4: Toprak analiz sonuglari.
Analiz Adi Sinir degerler* Sonug Birim
pH 6.50-7.50 (Notr) 6,975+0,025
EC 0,92 ms/cm (Turkiye Ort.) | 1,076667+0,119 ms/cm
Toplam Tuz 0.00-0.15 (tuzsuz) 0,027333+0,001 %
Su ile Doygunluk %30-50 (tmnl1) 39,96667+1,869 %
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Tablo 4.4: Devam.

Organik Madde %3.0-4.0 (iyi) 3,45+0,532 %
Kireg(CaCO3) %15.0-25.0 (fazla kirecli) 18,08+1,463 %
P (Fosfor) >12 kg/da (¢ok yuksek) 24,46667+5,957 kg/da
K (Potasyum) >40 kg/da (fazla) 71,9+14,689 kg/da
Azot (N) %0-1,0 (disiik) 0,147667+0,010 %

*(Sumr degerler WEB 7 (2021) 'dan alinmigstir).

Toprak analiz sonuglarina gore; deneme topragi notr pH (6,9)’ da, Normal EC
(1,07 ds/cm) sinir araliklarinda, tuzsuz (%0,27), su doygunluk orani %39,96 olmasi
ile tinli toprak toplam organik madde orami (%3,45) iyi seviyede organik igerige
sahip, CaCO3 %18,08 oldugundan fazla kirecli, ¢cok yiiksek fosfor igerigine sahip,
fosfat icerigi 71,9 kg/da ile bu yonden zengin, ancak %0,147 toplam azot orani ile
kullanilabilir azot¢a fakir bir toprak oldugu gorildi (Tablo. 4.4).

7 grup 5 tekrarli olusmak tizere 35 saksinin 8.haftada boy, sap ve govde

kalinlig1 6l¢iimleri alindi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: 8 haftalik bugday bitkilerine ait gévde ve sap boylar1 ve govde

kalinliklart.
Grup Govde Sap Govde Kaling:
Boyu(cm) Boyu(cm) (cm)
A
Kontrol 1 46,22+4,42° 11,26+1,36° 2,65+0,47¢
Steril Toprak
B
Kontrol 2 42,5742 56% 10,05+1,83 2,88+0,29°
(%100 DAP+%100 amonyum nitrat)
C
(%100 DAP+%100 amonyum 42,48+2 812 19,97+0,90° 3+0,43°
nitrat+P.aeruginosa)
D
(%100 DAP+3100 amonyum 42,45+318% | 10,08£0,90° | 2,9240,24°
nitrat+18 H e e
no’lu izolat)
E
Kontrol 3
. 41,74+2,90° 10+0,98° 2,98+0,25°
%50 DAP+(%100 Amonyum nitrat)
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Tablo 4.5: Devam.

F
(%50 DAP +%100 Amonyum nitrat 43,79+3,66% 10,5+01,09° 3+0,42°
+P.aeruginosa)

G
(%50 DAP+ %100 Amonyum nitrat 42,37+3,37° 10+1,01° 3,11+0,502
+18 no’lu izolat)

8. haftada yapilan boy, sap uzunlugu ve gévde kalinligi 6l¢iim sonuglar1 Sekil
4.11 ve 16.haftada yapilan 2. Boy 6l¢iim sonuglari ise Sekil 4.12°de gosterildi. 8.
haftaya ait veriler incelendiginde boy uzunlugunun saksi gruplarinda 43 cm ile 46
cm, sap uzunluklarinin da 93,97 cm ile 11,2 cm ve govde kalinliklarinin ise 3,11 ile

2,64 cm arasinda degistigi ve aralarinda istatistiki olarak fark olmadigi hepsinin tek
bir grup altinda toplandig1 goriildii (Sekil 4.11)

60
a
50 a a a a a a
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N 20
> 0 a a a a a a a
a a a a a a a
0 = T = T T = T T T
A B C D E F G
Saks1 gruplari
EBoy Uzunlugu ® Sap Uzunlugu Govde Kalinligi

Sekil 4.11: 8. haftada bugday boy, sap ve govde kalinligina (cm) ait 6lgim
sonugclari.
Sekil 4.12° del6.haftaya ait 2. boy oOlgiimleri incelendiginde ortalama boy
uzunluklarinin saksi denemeleri arasinda 38,8 ile 34 cm arasinda degistigi bugday
bitkisinin gelisim siirecinin bu asamasinda istatiksel bir fark olmadigi ve ayn1 grup

icinde yer aldiklar1 goriildii (Sekil 4.12).
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Saks1 Gruplar1

Sekil 4.12: 16.haftada bugday boy uzunluklari (cm).

16.hafta saksi denemesinin tiim gruplari fotograflari gekilerek gorsellestirildi (Sekil

4.13).
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37,2 cm |

Sekil 4.13: 16.haftaya ait saks1 fotograflar1 (Bitkilerin toprak iistii boylar1
gorsellerde daha iyi ayirt edilmeleri i¢in ortalamalarina gore bir ¢izgi ¢izilerek
fotograflara yansitilmistir).

20.haftaya gelindiginde ise 2. sap sayisit Ol¢iimii yapildi. Elde edilen verilere
gore ortalama sap sayilart 7,4 cm ile 6,4 cm arasinda degistigi goriildii ve istatiksel
degerlendirme sonucunda ise yine saks1 gruplari arasinda farklilik gézlenmedi, hepsi

ayni grupta yer aldilar (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: 20.hafta sap sayisi.

Sekil 4.15 incelendiginde 24.haftada yapilan kirmizi yaprak sayisi dl¢timleri
sonucunda en fazla kirmizi yaprak sayisina sahip grubun 5,2 adet ortalamasi ile steril
toprak iceren A grubu (Kontrol 1) oldugu ve diger deneme gruplarindan istatistiksel
olarak ayristig1 agikca goriilmektedir. Bunun yaninda sirasiyla 0,6 adet, 1 adet, ve 0,8
adet kirmizi yaprak sayisi ortalamasi ile B (%100 DAP+%100 amonyum nitrat-
Kontrol 2, C (%100 DAP+%100 amonyum nitrat+P.aeruginosa) ve D (%2100
DAP+%100 amonyum nitrat+18 no’lu izolat) gruplart ayni istatistiki grup igerisinde
yer aldi. 0,2 adet kirmiz1 yaprak sayisi ortalamasi ile E (%50 DAP+%100 amonyum
nitrat) ve F (Pseudomonas aeruginosa+%50 DAP+%100 amonyum nitrat) gruplar
ayni istatistiki grupta yer alirken, hi¢ kirmizi yaprak sayilmayan G (18 numarali

izolat+%50 DAP+%100 amonyum nitrat) grubu diger gruplardan ayrist1.
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Sekil 4.15:24 haftaya ait kirmiz1 yaprak sonuglari.
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Sekil 4.16: Tez Ozet semasi.
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5. TARTISMA

Tez c¢alismasinda kullanilan 45 izolat fizyolojik ve biyokimyasal test
sonuglarina gore degerlendirildiginde hepsinin Gram negatif, hareketli, katalaz
pozitif, oksidaz pozitif ve 45 izolatin 45’1 indol testi sonucu negatif olarak
degerlendirilmistir. Hiicre morfolojisi bakimindan ise tamaminin basil formunda
oldugu tespit edildi. Pseudomonas aeruginosa on tanimlamasinda selektif kati
besiyeri olarak kullanilan Cetremide agarda biiyiitillen 45 izolatin da cetremide
direncli oldugu belirlendi. Izolatlarirmiz o6zellikleri bakimindan kontrol bakterisi
Pseudomonas aeruginosa ile karsilastirildiginda izolatlarin tamaminin genus
seviyesinde Pseudomonas sp. olarak degerlendirilmistir [Giil Seker, 2021;
Palleroni,2015].

Bu tez calismasinda inorganik fosfat ¢ozebilme yetenegi CasPOs iceren
Pikovskaya besi yerinde zon olusumunun taramasi ve spektrofotometrik bir yontem
olan VMYA yontemiyle incelendi. 45 izolata Pikovskaya besiyerinde yapilan
inorganik fosfat ¢6zebilme testi sonucunda 45 izolattan 32 tanesinden pozitif sonug
alindi. Hem Petride hemde spektrofotometrik yontem ile fosfat ¢ozebildigi gosterilen
10 izolat tizerinde fosfat ¢oziliniirliiginden sorumlu genlerin (alkalin fosfataz phoA,
asit fosfataz phoC ve glukonik dehidrojenaz GCD) varligi yoniinden tarandi.
Glukonik dehidrojenaz 6zellikle Gram negatif bakterilerde fosfat ¢oziiniirligii igin
ana mekanizma olarak kabul edilir, fosfat ¢oziiniirliigii, glikozun zara bagl glikoz
dehidrojenaz GCD tarafindan glukonik aside dogrudan oksidasyonu ile gergeklesir
Pseudomonas sp’de bu genin varligina dair ¢alismalar literatiirde mevcuttur [Whang,
2018; Chen, 2015].

Tez kapsaminda tasarlanan primerler (Tablo 3.7) ile gPCR yardimi ile 18
numarali izolatta gcd gen varligi gosterildi. Devaminda ilgili genin aktivitesi RT-
gPCR ortaya kondu (Sekil 4.10). Kontrole gérece daha az gen ifadesi s6z konusu
olmasima ragmen s6z konusu izolatin herbisit indirgeme o6zelligine bakildiginda,
herbisit indirgemesi pozitif kontrol bakterimiz P. putida KT244 ile ayni yiizde
oraninda (%18,8) indirgeyebildigi gorildu. Bu agidan bakildiginda saksi
denemelerinde davraniglarinin gériilmesi adina kullanilmasi da 6nemlidir.

Organik veya inorganik kirleticilerin parcalanmasi veya gideriminde etkin olan

basta P. aeruginosa, P. acidovorans, P. flourescens ve P. putida olmak tizere pek
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cok Pseudomonas sp. tirt bakteri rapor edilmistir [Wasi ve ark., 2013]. P. putida ve
bazi Pseudomonas’larin herbisit indirgeme yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir
[Sar1i, 2002; Giingor, 2005]. Bu tez calismasi kapsaminda 16S rDNA dizilerinin
NCBI veri bankasindan elde edilen tanimlama sonucuna gore 13 numarali izolat
Pseudomonas cremicolorata, Pseudomonas parafulya ve Pseudomonas putida’ya
%100 benzerlik gostermistir (Tablo 4.2). Yapilan HPLC olgimlerinde herbisit
indirgedigi bilenen P. putida KT244 pozitif kontrol olarak kullanildi. P. putida
(%18,8)’ya gorece daha yuksek seviyede herbisit indirgeme ylzdesine sahip olan en
iyi izolat numarali izolat 13 (%35,22) olarak belirlendi. HPLC Ol¢cumuyle iyi bir
herbisit indirgeyici oldugu belirlenen 13 numarali izolat yapilacak herbisit indirgeme
caligmalar1 i¢in diger bakterilere rakip olabilecek nitelikte olup literatire
kazandirilmistir

Tez kapsaminda kullanilan 13 numarali izolat 16S rDNA dizisi seviyesinde P.
putida’ ya yiiksek benzerlik oranlarinda (%100) benzese de degredasyon performansi
ile ilgili tiirden ayrilmaktadir. Bu durum bir yandan izolatin diger iki tiirden biri
oldugunu disiindiirse de P. putida’nin bir alt tiri oldugu da g6z 6nunde
bulundurulmaktadir. Ushino vd., (2001) yayiladig: bir ¢calismada P. fulva’yr 3 yeni
tiire bolmis (P. fulva, P. parafulva ve P. cremicolorata) ve elde ettigi dizileri NCBI
veribankasinda kayit etmistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak bir 6rneklendirme yapan
baska bir makalede ise veribankasina yeni tiirlere ait oldugu idddiasi ile yapilan dizi
yuklemelerinde, geg¢mise yonelik giincellemelerin gerektigi gibi yapilamamasi
nedeniyle bazi1 kargiklikliklarin ortaya ¢iktigi ifade edilmektedir [Federhen, 2014].
Bu nedenle veribankasindaki dizlerle yapilan karsilastirmalarda tipki bu tez
calismasinda yapilan BLAST analiz sonuglarinda oldugu gibi, sisteme yiklenen
dizler farkli tiirlerle de %2100 benzerlik gosterebilmektedir. Bu olusan kafa
karigikliginin ortadan kaldirilarak, tiir tayininin yapilabilmesi bazi ek testleri ve
molekdler analizleri gerektirmektedir. Bu nedenle de detayli tanimlama igin genetik
belirteclerin ve varsa biyokimyasal testlerin arastirilarak nihai tanimlanmanin
yapilmas1 6nemlidir.

Yukarida secilme gerekgeleri detayli olarak ifade edilen 18 numarali izolat
caligmanin son agamasinda saksi denemelerinde bugday bitkisi ile bir araya getirildi,
Bu amagla kullanilan deneme topraginin analiz sonuglarina (Tablo 4.4) gére deneme
topragi; noétr, iilkemiz igin belirlenen EC smur aralik degerleri ile uyumlu, tuzsus,

tinl, iyl seviyede organik madde igerigine sahip, fazla kirecli, ¢ok yiiksek fosfor
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icerigine sahip, toplam azot orani bakimindan azotca fakir bir toprak oldugu tespit
edildi.

Fosfat ¢ozebilme yetenegi i¢in secilmis 18 no’lu izolatin deneme bitkisi olan
makarnalik bugday Emin Bey g¢esidinin gelisimine etkilerinin tespit edilmesinde,
tasarlanan saks: denemelerinin kurgusu ve 0Ozellikle organik maddece zengin olan
deney topraginin steril edilerek mikroorganizmalardan arindirilmis hale getirilmesi
ulagilmak istenen hedefler agisindan Onemlidir. Boylelikle inokllasyon sonucu
mikroorganizmalarin toprakta varolan organik igerigi ve sonradan ilave edilen farkli
oranlardaki kimyasal giibre katkisinin [DAP (%50 ve %100) ve Amonyum nitrat]
bitki icin uygun hale getirerek bitki gelisimine katkisinin takibi i¢in bir baglangig
noktasi olmustur. Kullanilan deney topragindaki organik ve inorganik madde igerigi
her zaman bitkinin kullanabilecegi formda olmayabilir. Bu asamada topragin
kimyasal potansiyelini hareketlendiren mikroroganizmalarin katkist yadsinamaz
[Sokol et al.,2022]. Kullanilan deney topragi ayni zamanda CaCOz agisindan zengin
yani kiregli bir topraktir. Ustelik topragin pH’sinin nétr (6,9) degerlerde olmasi
asidik ortamda yikim1 gergeklestirilen ¢oziinmeyen fosfatl bilesiklerin (6rn; CasPOa)
kullanilan bakteri izolati ve kontrol bakterisi tarafindan indirgenerek bitkinin
kullanabilecegi hale getirmesi igin belli bir zaman ge¢mesinin gerekliligine isaret
etmektedir.

Bu noktada, tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen bitki biiylimesine ve
gelisimine yonelik gozlem ve Olgimlerden elde edilen sonuglar toprak analizinden
elde edilen sonuclar1 ve ongoriileri destekler nitelikte olmustur. Fosfat eksikliginde
boy kisaliginin bir semptom olmasi goz oniinde bulundurularak 6rnegin; bitki boyu,
sap sayist ve sap kalinliklar1 agisinndan 8. ve 16. haftada yani bitki gelisiminin ilk
safhalarinda istatistiksel farklar ortaya ¢ikmamis kontrole gorece bitki gelisimi tiim
saks1 denmelerinde yakin seyretmistir (Sekil 4.11, 4.12 ve 4.14).

Ayn1 zamanda kullanilan toprak organik madde acisindan zengin olsa da azot
bakimindan da fakir olmasi nedeniyle DAP ve Amonyum nitrat giibresi ile
saksilarimizin desteklenmesi se¢ilmis izolatin kontrollerine gorece etkinliginin ortaya
konmasinda olduk¢a Onemlidir. Bdylece toprak icerigi ve kimyasal hareketliligi
bozulmadan belki de topragin yorgun ve igerik bakimindan fakirlesmesi
mikroorganizmalar araciligl ile 6nlenmis olacaktir. Tez ¢aligmasinin bu boliimiinde
verilen kimyasal giibrelerin (DAP acisindan %100 ve %50’lik recetelerde)

kullaniminin ve verime yansitilmasinin sonuglari takip edilmistir (Sekil 3.4). Asagida
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tarif edildigi tizere azaltilan (%50) DAP oranlarinda fosfat eksikliginde ortaya ¢ikan
kirmiz1 yaprak olusumu dikkate deger bir sekilde azalmistir.

Fosfat ¢ozebilme yetene8i olan bakterilerin bitkilere verim artisini gosteren
literatiir ¢aligmalari mevcuttur. Cattelan ve digerleri 1999°da ki caligmalarinda bes
rizosferik izolattan fosfat ¢ozebilme yetenegi olan ikisinin fosfat alimi konusunda
soya gelisimi iizerinde olumlu etki gosterdigini belirlemislerdir [Cattelan, 1999].

Bugiine kadar yapilan bir¢cok c¢alismada fosfat ¢ézebilme kabiliyetine sahip
bakterilerin misir, marul, piring gibi O6nemli kiiltiir bitkilerinde verimde artig
sagladig gosterildi [Chabot,1996; Rodriguez et al., 1996; Murty and Ladha 1988].
Literatiirde fosfat ¢ozebilme yetenegi olan Pseudomonaslar’in bitki gelisimi iizerine
etkisi incelendiginde Ozyillmaz ve digerlerinin (2012) yaptif1 deney sonucunda
Pseudomonas sp ile kaplanan tohumlarin verticillum hastaliina daha dayanikli
oldugu gozlemlenmistir. Pseudomonas putida’nin bitki kok ve govde gelisimini
tesvik ettigi ve kanolada P alimini arttirdigi belirlenmistir [Lifshitz et al., 1987].
Sonuglar detayli degerlendirmek gerekirse, fosfor yetersizliginde bugday bitkisi kisa
kalir ve az kardeslenir, sap incelir, kok gelismesi zayif olur, yapraklar kiigiiliir ve
koyu yesil renk alir, olgunlasma gecikir. Bazi bugday cesitlerinde kirmizi veya
pembe yaprak ayasi rengi fosfor noksanligi i¢in bariz semptomdur [Mizrak, 2018].
Bu bilgiler 1s181inda 8 haftalik (boy, sap sayis1 ve gévde kalinligi) ve 16 haftalik (boy)
Olctim sonuglar1 incelendiginde gelisimin ilk haftalarinda kardeslenme donemine
karsilik gelen donemde ekim yapilan tiim saksi deneme gruplarinda (A, B, C, D, E,
F, G) gelisim agisindan istatistiki olarak 6nemli bir farklilik gostermemistir.
Inokiilasyon yapilan ve yapilmayan saksi gruplari arasinda fark gozlenmemesi
gelismenin ilk 8 vel6. haftalarinda topragin mevcut igeriginin bitkiye gelisimini
destekleyebildigi seklinde yorumlanmaistir.

Fosfat gibi mobil(hareketli) elementler ise bitki tarafindan kokten alinarak
yapraga tasindigi i¢in yaslt yapraklar fosfatca fakir kalir bu yiizden fosfat eksikligi
bitkilerde gec evrelerde yash yapraklarda gozlemlenir. Bitkilerde fosfat eksikligi
yapraklarda once kirmizi yaprak ayasi olusumuna (antosiyan birikimi), kok
zayifligina, cansizlifina ve sacak koklerin olusmamasina veya yumusamasina neden
olur. Surgunler kisalir, incelir ve ipliksi goriiniim kazanir, gévde bogum aralarinda
daralmalar gozlenir. Fosfat hiicre boliinmesini arttirdigi i¢in verimi de arttiracak ve
ileri ki evrelerde en ¢ok kok ve tane miktarinda artis saglayacaktir [Bolat ve Kara,
2017].
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Bugdayda fosfat eksikliginin en yaygin belirtilerinden biri yukarida tarif
edildigi gibi kirmizi1 yaprak olusumudur. Olusan kirimizi yaprak sayist erken
evrelerde fark edilemeyebilir. 24. haftada tiim deneme saksilar1 gézden gegirilmis ve
fosfor eksikligine bagli olarak gelisen kirmizi pembe yaprak ayast olusumu
gozlenmistir. Bu sebeple kirmizi ayali yapraklar sayilarak kaydedilmistir. Deney
plan1 geregi fosfor eksikliginin kendini agik¢a gostermesini bekledigimiz Kontrol 1
(steril toprak) saks1 denemelerinde olusan kirmizi yaprak sayisi tipki beklendigi gibi
¢ikmis ve en yiiksek ortalama ile 5,2 adet sayilmistir (Sekil 4.15). Sirasiyla 0,6 adet,
1 adet, ve 0,8 adet kirmiz1 yaprak sayist ortalamasi ile B (%100 DAP+%100
amonyum nitrat- Kontrol 2, C (%100 DAP+%?100 amonyum nitrat+P.aeruginosa) ve
D (%100 DAP+%100 amonyum nitrat+18 no’lu izolat) gruplar1 ayn1 istatistiki grup
ierisinde yer almustir. Ilgili gruplarin kontrole gorece oldukea diisiik sayida kirmizi
yaprak ayasi ortalamasina sahip olduklari goriilmektedir. Ilging bir sekilde %100
Amonyum nitratin yaninda %50 DAP verilen E ve F gruplar1 beklendigi gibi fosfor
eksikligine isaret eden ancak kontrole goérece oldukg¢a diisiik kirmizi ayali yaprak
sayist ortalamasi ile benzer sonuglar gostermislerdir. G grubu ise ayni giibre
oranlarma ragmen 18 numarali izolatin uygulandig1 saksi grubu olup 24. Haftaya
gelindiginde bile bitkide fosfor eksikligine isaret eden s6z konusu belirtileri
gostermemistir. Bitki gelisiminin ilerleyen asamalarinda, gozlemlere devam etmek
kaydiyla, deney planlamasi sirasinda dngoriildiigii gibi izolatlarin in vitro kosullarda
ve toprakta davranislar1 birbirinden farkli olabilecegini destekleyen sonuglarin elde
edildigi soylenebilir.

Sonuclarin degerlerildirilmesi ve Gelecek ongoriileri

Yapilan deneyler sonucunda fosfat ¢ozebilme yetenegi igin segilen izolat
bugdayla bir araya getirildi. Ilgili izolatin bugday verimi iizerindeki nihai sonuglarini
tartismak i¢in bugday bitkisinin hasadin1 beklemek gerektigi acgiktir. Ancak, tezin
savunulmasi silirecine denemelerin bu bdliimii yetistirilememistir. Tezin yayina
dontstiiriilmesi siirecinde ilgili verilerin elde edilerek literatiire kazandirilmasi
planlanmustir.

Calisma kapsaminda yapilan HPLC analiz sonuglar1 olduk¢a dikkat ¢ekicidir.
Diinyada cevre kirliligi nemli bir sorun teskil etmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda
Pseudomonas putida’nin bioremediasyon yetenegine dair c¢alismlar mevcuttur
[Gong, 2008; Parakhia, 2014].
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Yapilan HPLC deneyinde bioremediasyon yetenegi bilinen Pseudomonas
putida KT244 pozitif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrolden daha fazla herbisit
indirgeyebilmesi ac¢isindan 13 numarali izolat herbisit indirgeme konusuna dair
ilerleyen ¢alismalarda kullanilabilir.

Tez calismast herbisit indirgeme ve fosfat ¢ozebilme kabiliyetine sahip
izolatlarin eldesi ile ileride ¢aligilmasi planlanan model bitki bakteri iliskisini konu
edinen calismalarin yapilmasi icin gerekli caligma materyalini saglayacaktir. Bu
baglamda inceledigimiz izolatlarin gelecekte tarlada ikinci iirtinde olusan zararlar1 en
aza indirmek iizere ve bitkiye fosfat saglayarak verimi arttirmak baglaminda
preparatlarin  hazirlamasinda  kullanilmas1  yOniindeki planlamalara yardimeci
olacagina. Boylece kalint1 problemi ve {iriin zararlarinin en aza indirgenmesi, kiiltiir
bitkisinde verimde artis miimkiin olabilecektir. Ayrica bu tez calismasinin yine
tilkemiz kaynakli literatiirlerde stilfoniliire grubu herbisitlerin biyolojik olarak
mikroorganizmalar ile par¢calanmalarin1 ve bakterilerin fosfat ¢ozebilme yetenegini
konu alacak daha sonraki arastirmalar igin 6rnek olmasi ve bir eksikligi doldurmasi

beklenmektedir.
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