T.C.
GEBZE TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

TARIM ARAZILERINDEN ELDE EDILEN PSEUDOMONAS
SP. ILE OLUSTURULAN YENI BiR
BiYOFORMULASYONUN BUGDAY BUYUMESI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

MIiHRIiBAN AYDOGAN GEMICI
YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIK ANABILIM DALI

GEBZE
2022



T.C.
GEBZE TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

TARIM ARAZILERINDEN ELDE EDILEN
PSEUDOMONAS SP. ILE OLUSTURULAN
YENI BiR BIYOFORMULASYONUN
BUGDAY BUYUMESI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

MIHRIBAN AYDOGAN GEMICIi
YUKSEK LISANS TEZI
MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILIM DALI

DANISMANI
DR. OGR. UYESI MINE GUL SEKER

GEBZE
2022



T.R.
GEBZE TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

INVESTIGATION OF EFFECTS OF A
NEW BIOFORMULATION CREATED WITH
PSEUDOMONAS SP. ISOLATED FROM
AGRICULTURAL LANDS ON GROWTH OF
THE WHEAT

MIHRIBAN AYDOGAN GEMICi
A THESIS SUBMITTED FOR THE DEGREE OF
MASTER OF SCIENCE
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

THESIS SUPERVISOR
ASSIST. PROF. DR. MINE GUL SEKER

GEBZE
2022



Vs

re

»

YUKSEK LiSANS JURi ONAY FORMU
GEBZENS_

TEKNIK UNIVERSITESI

GTU Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun 30/06/2022 tarih ve 2022/33 sayili karariyla
olusturulan jiiri tarafindan 20/07/2022 tarihinde tez savunma smavi yapilan Mihriban AYDOGAN
GEMICI’nin tez ¢alismas1 Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS tezi

olarak kabul edilmistir.

JURI
UYE
(TEZ DANISMANI) : Dr.Ogr.Uyesi Mine GUL SEKER
UYE : Prof.Dr.Yelda OZDEN CIFTCI
UYE : Dr. Ogr.Uyesi Veysel SUZERER
ONAY

Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu’nun

........ [iveeeiid oo tarth ve Lo.....L /o ... sayill Karar,

IMZA/MUHUR



OZET

Bu tez ¢aligmasinda, BAP projesi (2018-A-105-04) kapsaminda izole edilmis
134 Pseudomonas sp izolati kullanildi. 134 Pseudomonas izolatt mikrobiyal bir
biyoformiilasyon tasarlanmasi i¢in aday olabilecek ve bitki biiylimesini tesvik eden
izolatlarin belirlenmesi amaciyla fizyolojik ve biyokimyasal testler ile tarand1. Yapilan
fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari degerlendirildiginde 134 izolat igerisinden
49 izolatin azot fiksasyonu yetenegine sahip oldugu, 34 izolatin pozitif kontrole gérece
daha yiiksek miktarda indol Asetik Asit iiretim yetenegine sahip oldugu, 123 izolatin
siderofor liretim yetenegine sahip oldugu, 116 izolatin fosfat indirgeme yetenegine
sahip oldugu belirlendi. Yapilan testler ile bitki biiylimesini tesvik edebilecek en iyi
ozelliklere sahip oldugu belirlenen 3 adet izolat ile biyoformiilasyon hazirlandi.

En giiclii PGPB aday1 olarak secieln 35, 104 ve 129 numarali izolatlar ile
hazirlanan biyoformiilasyon bugday bitkisi ile saksida bir araya getirilerek makarnalik
bugday bitkisinin (Triticum durum L., Eminbey) biiyiimesi iizerindeki etkileri 21.
haftada incelendi. Biyorformiilasyon ile birlikte farkli oranlarda DAP ve Amonyum
nitrat giibreleri ile desteklenen topraklarda yetistirilen bugday bitkileri kontrole gérece
kiyaslandiginda bitki boyu, gévde kalinligi, sar1 yaprak sayisi ve kardes sayilari

acisindan bugday bitkilerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas sp., PGPB, makarnalik bugday, siirdiiriilebilir

tarim.



SUMMARY

In this thesis, 134 Pseudomonas sp isolates isolated within the scope of the BAP
project (2018-A-105-04) were used. 134 Pseudomonas isolates were screened by
physiological and biochemical tests to identify isolates that could be candidates for
designing a microbial bioformulation and promote plant growth. When the
physiological and biochemical test results were evaluated, it was determined that 49
isolates out of 134 isolates had nitrogen fixation ability, 34 isolates had a higher
amount of Indole Acetic Acid production ability compared to the positive control, 123
isolates had siderophore production ability, and 116 isolates had phosphate reduction
ability. . Bioformulation was prepared with 3 isolates, which were determined to have
the best properties to promote plant growth.

The bioformulation prepared with the isolates 35, 104 and 129 selected as the
strongest PGPB candidate was combined with the wheat plant in the pot and its effects
on the growth of the durum wheat plant (Triticum durum L., Eminbey) were examined
at the 21st week. When wheat plants grown in soils supplemented with bioformulation
with DAP and ammonium nitrate fertilizers at different rates were compared to the
control, it was observed that there was a statistically significant difference in wheat
plants in terms of plant height, stem thickness, number of yellow leaves and number

of siblings.

Keywords: Pseudomonas sp., PGPB, durum wheat, sustainable agriculture .

Vi



TESEKKUR

Kiymetli danismanim Dr. Ogr iiyesi Mine GUL SEKER‘e verdigi destek ve
yiiksek lisans tez calismam boyunca gosterdigi anlayis icin ¢ok tesekkiir ederim.
Yiiksek lisans egitimim sirasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylagarak higbir
konuda destegini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Yelda OZDEN CIFTCI’ye

Tez ¢alisgmam boyunca karsilastigim her zorlukta yanimda olan, bilgi, tecriibe,
dostluguyla hep yolumu aydinlatan, degerli laboratuvar arkadaslarim Seray TOPCU,
Tugce ARIT, Ilkay ILHAN, Sena ACET, Nida ARSLAN, tez calismalarimi
ylriitiirken yardimlarin1 esirgemeyen bitki biyoteknolojisi grubu {iyelerine cok
tesekkiir ederim.

Calistigim stire zarfi boyunca gerek bazi deneylerimi is yerimde yapmama
olanak saglayan gerekse okulum ile ilgili her konuda izin vererek her konuda anlayis
gosteren Kazlicesme Ar-Ge Merkezindeki kiymetli yoneticilerim ve degerli calisma
arkadaslarima

Yiiksek lisans egitimim sirasinda veya hayatin her alaninda, her konuda
verdikleri destekleri ve dostluklar1 ile yanimda olan sevgili arkadaslarim Acelya
YASAR ve Biisra Nur CEVIK’e

Diinyalara degismeyecegim, her zaman desteklerini, sevgilerini ve giivenlerini
arkamda hissettigim, yeri geldiginde deli dolu nesemi yeri geldiginde de kahrimi ¢eken
ve bu konuma gelmemi saglayan canim babam Esat Aydogan’a, canim annem Sadet
Aydogan’a, canim kardeslerim Tolgahan ve Melike Aydogan’a ve ailemin bir pargasi
olan canim dostlarima hayatimda olduklar1 i¢in sonsuz tesekkiir ederim. Her zaman
yanimda olup, basarilarimi destekleyen ve ufkumu genisletmemi saglayan, duydugu
giivenle, sabirla destek vererek bana c¢ok sansli hissettiren canim esim Mertcan

Gemici’ye varligl i¢in sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinya genelinde niifus artigsina bagli olarak artan gida talebi ve hizla degisen iklim
kosullar1 nedeniyle gelecek nesiller i¢in gida giivenligini saglayacak teknolojik
¢ozlimler aranmaktadir [Shelar et al., 2021]. Tarimda iiretimi artirmak igin farkl
kimyasal giibreler kullanilmaktadir. Fakat yogun kimyasal giibre kullanimi sularin
kirlenmesine, besin maddelerinin kaybolmasima ve toprak yapisinin bozulmasina
sebep olur [Chojnacka et al., 2020]. Kimyasal giibrelerin bu olumsuz etkilerini
azaltabilmek ve ekosisteme verilen zarar1 onarmak i¢in yesil devrime katkida
bulunabilecek yeni, tutarli ve siirdiiriilebilir tarimsal iiretim yaklagimlarina ihtiyag
duyulmaktadir [Shelar et al., 2021]. Bu noktada teknolojik yontemler ile siirdiiriilen
modern tarim, kiiresel gida ve enerji glivenligi i¢in tehdit olusturan bir¢ok zorlukla
kars1 karsiyadir. Bir¢ok bitki biiyiimesini tesvik edici (plant growth promoting- PGP)
ozellige sahip olan bitki ile iligkili mikroorganizmalar, bu zorluklarin ¢6ziilmesine
yardimci olabilecek gii¢lii bir potansiyele sahiptir [Ke et al., 2021].

Bitki biiytimesini tesvik eden bakterilerin bir bolimi tipki bitkinin kendi ig
dokularinda yasayan endofitler veya doku / organlarin yilizeyinde yasayan epifit
mikroorganizmalar gibi  bitki rizosferinde kolonize olarak yasarlar. Bu
mikroorganizma gesitleri genelde serbest yasayan toprak bakterileridir ve bunlar bitki
biliyiimesini tesvik eden bakteriler (PGPB) olarak adlandirilir. Genel tanimi ile
bakterilerin yaninda bitki biiyimesini mikorizalar gibi bazi mantar tiirleri vb.
mikroorganizmalar da tesvik etmektedir. Bitkilerin rizosfer (kokiin hemen yakin
cevresi) bolgesinde yogunlasan bu bakterilere bitki biiylimesini tesvik eden
rizobakteriler (PGPR) denir. Bu bakteriler bitki biiylimesini tesvik etme ve ¢esitli bitki
hastalik etkenlerine karsi koruma saglayarak bitki-patojen iliskilerini kontrol etme
ozelliklerine sahiptir. PGPR’ler, Azospirillum brasilense, Azotobacter salinestris,
Burkholderia phytofirmans, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Paenibacillus
favisporus, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
florescens, Pseudomonas stutzella gibi mikroorganizmalarin dahil oldugu genis bir
taksonomik cesitlilige sahiptir [Kumar et al., 2021]. PGPB’ler, bitkilerin abiyotik
(sicaklik, kuraklik, tuz stresi, toprak pH’s1 vb.) ve biyotik (patojen bakteri, mantar,
nematod vb.) streslere kars1 direncini arttirma 6zelligine sahiptir [Raio and Puopolo,

2021]. Ek olarak PGPB’ler, bitkilerin antioksidan aktivitelerini ve fenolik igeriklerini


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8622033/#B45-ijms-22-12245

de arttirir. Boylelikle ekonomik anlamda 6nemli kiiltiir bitkilerinin besin igeriklerini
de iyilestirme yetenegine sahiptir [Khatoon et al., 2020].

Bitki koklerinin etrafinda kolonize olan PGP bakteri konsantrasyonu, genellikle
topragin tamaminda bulunan bakteri konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksektir. Bunun
nedeni, bitki koklerinden bakteriler i¢in uygun besin kaynagi olarak kullanilan
sekerler, organik asitler ve amino asitler gibi kii¢iik molekiillerin fazlaca salinmasidir.
PGPB’ler, dogrudan ve dolayli etki mekanizmalar1 ile bitki biliylimesini tesvik
edebilmektedir. Bitki biiytimesini dogrudan destekleyen mekanizmalara bir oksin
hormonu ¢esidi olan Indol Asetik Asit (IAA) iiretimi, sitokinin, giberellin, azot
fiksasyonu, fosfor ¢oziiniirliigii ve bakteriyel sideroforlarin tiretimi 6rnek verilebilir
[Olanrewaju et al., 2017]. Dolayli mekanizmalara ise bitki i¢in patojenik aktivitenin
baskilanmasit ve organik kirleticilerin mineralizasyonu yoluyla toprak sagligini
koruyarak bitkilere fayda saglmak ornek olarak verilebilir [Kumar et al., 2021]. Ek
olarak; ACC deaminaz, antibiyotikler, hiicre duvarini parcalayan enzimler, hidrojen
siyaniir, uyarilmig sistemik diren¢ (Induced systemic resistance —ISR) de dolayli
mekanizmalar arasinda yer alir [Olanrewaju et al., 2017].

Yeryiiziinde yarim milyondan fazla bitki tiirli olmasina ragmen bu bitki tiirleri
arasindan tahillar ve baklagiller gida ve beslenme giivenligi icin en onemlileridir.
Tahillar, diinya ¢apinda tiiketilen kalorinin ¢ogunu iiretirler. Diinyada yetistirilen
baslica tahillara Ornek olarak piring (Oryza sativa), misir (Zea mays ), bugday
(Triticum aestivum), arpa (Hordeum vulgare) verilebilir [Thudi et al., 2021]. Tiim bu
tahillar arasinda bugday, insan gidasinin 6nemli bir protein kaynagi olarak hizmet eder
[Han et al., 2019]. Bugday; ekmek g¢esitlerinde, bulgur, eriste, makarna, kuskus,
atistirmalik gidalar, pogaca, kahvaltilik gevrekler, simit, nisasta, cerez gidalar gibi pek
¢ok gidanin liretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir [Giil vd., 2021].

Diinyada artan niifusun beslenmesi, degisen isteklerin karsilanmasi i¢in musir,
piring, bugday, soya gibi temel tarla iirlinlerinin giinlimiiz kosullarindaki iiretime
oranla ikiye katlanmasi1 gerekmektedir. Bu durumu ¢ézebilmenin yolu ise temel gida
tretimini siirdiiriilebilir ve yenilik¢i modern tarim uygulamalar1 ile artirmaktan
gecmektedir [Atar, 2017]. Bu noktada, PGPB’ler, tarimsal iiretim ve toprak yapisinin
korunmasinda kimyasallarin kullanimina karsi ¢evre dostu bir alternatif olup, girdi
maliyetlerini azaltmasi bakimindan tarimsal miicadelede ekonomik ve siirdiiriilebilir
cozlimler saglayabilen bir potansiyel barindirmaktadir [Ke et al., 2021; Santoyo et al.,
2021].



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tez calismasi ile, 2018-A-105-A-04 numarali GTU BAP projesi kapsaminda
tarim alanlarindan izole edilen Pseudomonas izolatlarinin yeni ve orjinal bir
biyoformiilasyonun olusturulmasi amag¢lanmistir. Bu amagla 134 Pseudomonas sp.
izolatr arasindan azotu iyi derecede fikse etme yetenegine sahip, Indol-3 asetik asit
iiretimi iyi olan, siderofor liretim yetenegi yiiksek, iyi derecede fosfat ¢ozebilme
yetenegineve iyi derecede biyofilm olusturma yetenegine sahip Pseudomonas sp.
izolatlarinin se¢ilmesi hedeflenmistir. Ardindan, biyoformiilasyonu olusturmak igin
bir arada yasayabilen ve bir network (iletisim ag1) olusturabilen ve beraberken PGPB
yeteneklerini de koruyabilen 3 adet izolatin belirlenerek se¢ilmesi amaglanmustir.
Belirlenen 3 Pseudomonas sp.'den olusan yeni biyoformiilasyonunun makarnalik
bugday olarak ekilen ve yerli bir ¢esidimiz olan Emin Bey (Triticum durum L.)’nin
verim parametrelerine [bitki boyu, basak boyu, bayrak yaprak uzunlugu, ana basak
dane sayisi, ana basak tane verimi (gram) ve basaktaki basak¢ik sayisi (adet)] etkileri
belirlenerek ilgili ¢esidin tizerindeki fizyolojik sonuglar1 arastirilmstir.

Bu tez calismasi ile son donemlerde siirdiiriilebilir tarimda giderek artan
mikrobiyal giibre formiilasyonlar1 i¢in aday olabilecek PGPB o6zelligine sahip
Pseudomonas bakterileri tespit edilerek literatiire kazandirilmasi amaglanmistir.
Yukarida belirtilen proje kapsaminda izole edilen ve 6zgiin/ daha 6nce iizerine bu
yonde arastirma yapilmamis olan yerel Pseudomonas izolatlarinin PGPR 6zellikleri
ortaya konmus ve mikrobiyal giibre formiilasyonlarinin olusturulmasma aday
bakteriler oldugu belirlenmistir. Boylelikle giinlimiizde hem tarim alanlar1 hem de
cevrede biiylik zararlara yol acan kimyasal giibrelerin kullanimini hafifletmeye
yonelik alternatif mikrobiyal giibre formiilasyonlarinin olusturulabilmesi acisindan

katki saglamistir.



2. LITERATUR OZETI

Diinya niifusunun 2050 yilina kadar yaklasik 9,73 milyar 77 milyon kisiye
ulagsmasi beklenmektedir. Bu niifus artisina bagli olarak gida iiretimi ihtiyacinin
artmasini tetikleyecegi 6ngoriilmektedir. 2050 yilina kadar artan niifusa bagli olarak
ongoriilen kiiresel gida taleplerini karsilamak i¢in, mevcut olan bitkisel {iretimin iKi
katina ¢ikmasi ve yilda yaklasik % 2,4'lik bir biiylime oran1 ile ilerlemesi gerekecektir
[Silva et al., 2022]. Tarim, iilke niifusunun beslenmesi, milli gelire ve istihdama
katkisi, sanayi sektoriine hammadde saglamasi, sanayiye sermaye aktarmasi, ihracata
dogrudan ve dolayli olarak katkisi, biyolojik ¢esitlilikle ekolojik dengeye katkilari
nedeniyle tiim diinyada vazge¢ilmez olan, gida liretiminin giivenligi nedeniyle de tilke
ckonomilerini olusturan, temel ve stratejik bir sektor niteligindedir [Dogan ve ark.,
2015]. Tarim, insanlar i¢in gida ve giysinin ana kaynagi (pamuk, keten vs.) olmasinin
yani sira ekonomik kalkinma ve sosyal ilerlemenin de 6nciisiidiir. Sanayi devriminden
once, tarimsal tiretimdeki gelismeler toprak verimliliginin kendi kendini iyilestirmesi
veya hayvan giibresi kullanimi sayesinde gergeklesiyordu. Bu nedenle tarimin gelisimi
yavastl. 19. yiizyilin ortalarina gelindiginde, kimyasal giibreler kesfedildi. Kimyasal
giibrelerin tarimda kullanilmaya baglamasi ile, tarimsal sisteme disaridan malzeme
akisii gercgeklesti ve enerji dongiisiiniin igerigi genisledi. Boylelikle tarimsal iiretim
biiyiik ol¢iide genisledi. Bu donemlerde kimyasal giibrelerin uygulanmasi toprak
verimliligini artirmis ve insanligin hayatta kalmasina ve gelismesine biiyiik katki
saglamistir [Guo and Wang, 2021]. Siirekli artan diinya niifusuna paralel olarak gidaya
olan ihtiya¢ da her gecen giin artmaktadir. Bununla birlikte, modern tarim igin en
biiyiik zorluk, bitki verimliligini ¢evresel agidan siirdiiriilebilir bir sekilde artirmaktir.
Gelismekte olan iilkelerde ve ozellikle kaynaklart kisith ciftciler arasinda tarimsal
tiretim verimini kisitlayan 6nemli bir neden de topragin yetersizligidir [Singana et al.,
2006; Silva et al., 2022]. Bu noktada devreye giren kimyasal giibreler, hem toprak
verimliligini hem de verimi artirmak i¢in sik¢a kullanilan temel verim artiricilardir.
Gilinimiizde modern tarimin temel bir bileseni olan kimyasal giibreler, optimum iiriin
gelisimi icin toprakta ve/veya diger mevcut organik kaynaklarda bulunmayan besin
maddelerini saglarlar [Kumar et al., 2016; Singana et al., 2006]. Kimyasal giibrelerin
verim artirici olarak ¢ok fazla ve bilingsiz kullanimui {iriin verimini artirsa da toprak

yapisinin (pH ve asidite —redox potansiyelinin degismesi vb. agisindan) bozulmasina



neden olarak insan ve ¢evre sagligi, tarimsal iiretimin gelecegi acisindan ciddi tehdit
olusturmaktadir [Gautam et al., 2021; Silva et al., 2022]. Bu alanlarda verimlilik
yeniden saglanmadigi taktirde, ciftgiler gelismis gida cesitliligi bakimindan ve daha
verimli kiiltiirel uygulamalardan yararli sonuglar elde edemeyecektir [Singana et al.,
2006]. Bu baglamda, bitkiler tarafindan toprakta bulunan bitki biiytimesi i¢in yararl
besin emilimini iyilestirecek ve kimyasal giibre kullanimini azaltacak teknolojilere
ihtiya¢ duyulmaktadir [Silva et al., 2022].

Tarimda kimyasal giibre kullaniminin yani sira verimi olumsuz etkileyen en
onemli etkenlerden digeri de biyotik ve abiyotik streslerdir. Biyotik ve abiyotik stresler
bitki biiylimesini, gelismesini, tirtin verimini ve {iriinlerin biyokiitle tiretimini olumsuz
etkilemektedir [Chaudhary et al., 2012]. Bu noktada bitki biiylimesini tesvik eden ve
PGPB olarak adlandirilan bakteriler, biyotik ve abiyotik stres kaynakl etkileri en aza
indirerek, geleneksel tarim uygulamalarina yenilikgi bir alternatif olarak stirdiiriilebilir
ve ¢evre dostu tarimsal tiretim sistemlerinde kullanilabilirler [Hashem et al., 2019].
PGPB'lerin baskin cinsleri arasinda Pseudomonas ve Bacillus sp. yer almaktadir.
PGPB'lerin bitki rizosferinde uygulanmasi, benzersiz oOzellikleri, cesitliligi ve
bitkilerle olan iliskileri nedeniyle bitki streslerini hafifletmek ic¢in kullanilabilir.
Boylelikle PGPB’ler dolayli olarak da bitkilerin stres kosullarin1 dengeleyerek iiriine

dayal1 verimin artmasina destek olabilirler [Ali et al., 2014].

2.1. Tarimda Giibre Kullanimi

Giibreler bitkilerin biiytimesi ve daha iyi beslenebilmesi igin gerekli maddeleri
bitkilere sunan, topragin bitkiler i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikleri
acisindan verimli olabilmesi i¢in topraga eklenen dogal veya yapay maddelerdir.
Giibreler genellikle fosfat, nitrat, amonyum ve potasyum tuzlarini igerirler [Katip,
2020]. Bitkiler, optimal biiyiime ve iiretimleri i¢in makro ve mikro besinlere ihtiyag
duyarlar. Bitkiler icin topraktan yararlanabilecegi besin maddesi miktarin1 ve
kullanilabilirligini arttirmak amaciyla, bitkiye gerekli makro ve mikro besinleri
saglayan kimyasal giibreler kullanilir. Diinya niifusunun hizla artmasiyla birlikte
kimyasal giibre kullanimi ve dolayisiyla ¢evre kirliligi olasilig1 biiyiik 6l¢iide artmistir.
Giibrenin asir1 kullaniminin olumsuz etkileri arasinda sucul ekosistemlerin sizmasi,

yiizey akisi, emisyonu ve otrofikasyonu yer almaktadir. Bu nedenle, bitkinin besin
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gereksinimlerini dogru sekilde belirleyebilmek ve yeterli 6l¢iide karsilamak igin ve
cevre kirliligi riskini en aza indirmek i¢in kimyasal giibrelemenin kullanimini optimize
etmek onemlidir [Miransari, 2011]. Giibreleme yapmadan once toprakta mevcut
bulunan besin elementi miktarinin bilinmesi dogru dengeli bir giibre uygulamasi i¢in
oldukg¢a onemli kritik bir noktadir. Bilingli giibre uygulamalar1 ayni1 zamanda bitki
besin elementlerinin kullanim etkinliginin artirilmasi, ¢evresel risklerin ve ekonomik
kayiplarin azaltilmasi agisindan da oldukga gereklidir [Karasahin, 2012]. Aksi taktirde
sentetik kimyasal giibrelerin tarimda, bilingsiz ve asir1 kullanilmasiyla birlikte
giiniimiizdeki tarim uygulamalarindan elde edilen tarimsal iiriinlerin insan sagligi
acisindan potansiyel riskleri odugu agiktir [Vejan et al., 2016].

Stirdiiriilebilir tarim igin topragin dinamik dogasi ¢ok énemlidir [Gouda et al.,
2018]. Giiniimiiz kosullarinda siirdiiriilebilir tarimin amaci, saghkli bitkilerin diinya
iizerindeki artan niifus i¢in glivenli gida kaynaklarin1 sunmasi ve bu giivenli gidalari
saglarken uygulanan tarim uygulamalarinin da ¢evre tizerindeki olumsuz etkilerini en
aza indirecek uygulamalarin hayata gecirilmesidir [Svircev et al., 2018].

Hem bitki zararlilar1 ve hastaliklar1 ile basa ¢ikmak igin hem de bilingsiz tarim
uygulamalarmin olumsuz etkilerini en aza indirgeyerek tarim ve bahge bitkilerinin
verimli ve siirdiiriilebilir {iretiminde yararli mikroorganizmalarin kullanimi son
donemlerde oldukga ilgi ¢ekmektedir [Merakli ve Memon, 2020]. Bitki biiyiimesi i¢gin
yararli bakteriler, funguslar ve diger organizmalar; tarim zararlilar1 ve kimyasal
giibrelerin neden oldugu olumsuz sonuglarla miicadele etmede biyolojik yontemler
icerisinde mikrobiyal giibre ve biyopestisitler diinyada en c¢ok kullanilan biyolojik
coztimlerdir [Avan ve Kotan, 2021]. Bitkisel iiretimde ¢oklu fonksiyonel ve PGP
ozelliklerine sahip fonksiyonel bakteri suslarinin kullanilmasi, siirdiiriilebilir tarimsal
verimi destekler. Bu durum ayni zamanda kimyasal giibre uygulamasina oranla
maliyeti en aza indirmek i¢in iyi bir se¢enek sunar [Tang et al., 2020]. Giderek artan
niifusun gida ihtiyacini karsilayabilmek; ileri tarim teknolojilerinin yayginlastirilmasi,
tarim alanlarinin daha etkin ve bilingli kullanimi, genetik ¢caligsmalar, sulama ve dengeli
giibreleme ile birlikte verim artis1 saglayarak miimkiin olacaktir [Karasahin, 2012]. Bu
nedenle, mikroorganizmalarin uygun miktarlarda ve birbirleri ile topluluk
olusturabilenlerinin bir araya getirilmesi ile elde edilen mikrobiyal giibreler, tarimsal
verimliligin siirdiiriilmesinde ve c¢evre saghiginin korunmasinda kimyasal giibre
girdilerini azaltma potansiyeline sahiptir. Ayrica mikrobiyal giibrelerin kullanimi hem
kolaydir hem de kimyasal giibrelere gorece maliyetleri daha disiiktiir. Mikrobiyal
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giibreler, bitkilerin topraktan kokleri sayesinde daha iyi besin almasini, daha fazla
biliylime hormonu tiiretimini ve daha yiiksek miktarda ve kaliteli iiretimine yol agan
faydali fitokimyasallar1 salgilayan azot fiksasyonu yapan fosfat ve kiikiirt ¢6zen
bakteriler ve fosfath bilesikleri ¢ozebilen bakteriler gibi bir veya daha fazla faydali
bakteri icerir [Gautam et al., 2021].

Giibreleme, topraktaki mevcut besinlerin doniisiimiinii ve depolanmasini etkiler,
topragin fiziksel ve kimyasal oOzelliklerinde degisikliklere yol agar ve toprak
bakterilerinin gesitliligini ve sayisini etkiler. Bu sekilde bitki biiylimesini ve kalitesini
etkileyebilir. Giibrelemenin topraktaki bakteri toplulugu cesitliligi ve sayisi tizerindeki
etkisinin incelenmesi, toprak mikrobiyal topluluk yapisinin diizenlenmesinde, bitki
verimliliginin artirilmasinda ve topragin siirdiiriilebilir olarak tarimda kullaniminin

tesvik edilmesinde 6nemlidir [Yang et al., 2021].

2.1.1. Kimyasal Giibrelerin Kullanimi ve etkileri

Kimyasal giibreler, yesil devrimin dnemli bilesenlerinden biridir. TUIK (2018)
verilerine gore 10.567,457 ton kimyasal giibre kullanilmaktadir. Kullanilan kimyasal
giibrenin %68.82’s1 azotlu giibre, %28.99’u fosforlu giibre ve %2.19’u potasyumlu
giibredir [Yiizbasioglu, 2020]. Kimyasal giibreler, ekonomik 6neme sahip kiiltiir
bitkilerinin verim artisinda 6nemli bir paydas olmuslardir. Bu nedenle, gida giivenli
tiretiminin ulusal diizeyde saglanmasi ve sosyal istikrarin garanti altina alinmasinda
kritik bir rol oynamislardir [Guo and Wang, 2021]. Kimyasal giibreler fosfat, nitrat,
amonyum ve potasyum tuzlari igerir [Savci, 2012]. Bununla birlikte, geleneksel tarim
uygulamalar1 ve uygun olmayan giibreleme yontemleri nedeniyle, kimyasal giibre
uygulamalar1 tarimsal alanlardaki kirliliginin ana kaynaklarindan da biri olmustur.
Ekolojik uygarligin insas1 ve insanlarin ekolojik bilincinin artmasiyla birlikte, asiri
kimyasal giibre kullanimindan kaynaklanan su kirliligi, hava kirliligi ve arazi
bozulmasi gibi kaynak ve ¢evre sorunlarinin giderilmesine insanlik giderek daha fazla
ilgi gostermektedir. Kimyasal giibreler sadece verimi artirarak olumlu etkilere sahip
degildir. Bunun yani sira tarimsal kaynaklarin kirliligi gibi bir¢ok olumsuz etkiyi de
beraberinde getirir [Guo and Wang, 2021]. Diinya ¢apinda gida kitligin1 dnlemek ve
verimi en tist diizeye ¢ikarmak i¢in son birka¢ on yilda ekilebilir alanlara biiyiik

miktarlarda kimyasal giibre uygulamasi yapilmistir. Ancak kimyasal giibrelerin asir
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kullanimi, ciddi toprak bozulmasi, topraktaki azot miktariin artisina bagh olarak
topragin asitlesmesi, toprak sikismasi, toprak organik maddesinde azalma ve toprak
karbon kaybi gibi cesitli sorunlara yol agmistir. Ayni zamanda, kimyasal giibrelerin
bitki verimi {izerindeki etkinligi zamanla azalmaktadir. Bu endiseler nedeniyle,
organik tarimin gelistirilmesi diinyadaki en biiyiik ihtiyaglardan biridir. [Lin et al.,
2019].

2.1.2. Mikrobiyal Giibrelerin Kullanimi ve Etkileri

Toprak mikroorganizmalari, toprak ekosisteminin isleyisine ve diizenine aracilik
eden onemli rollere sahiptir. Topragin barindirdigi mikrobiyal yiik toprak kalitesinin
bir gostergesi olarak kabul edilir [Sharma ve digerleri, 2010 ]. Mikrobiyal giibre,
organik tarim igin kiiresel dlgekte dnemli bir kaynak haline gelmektedir. iImkrobiyal
giibreler, canli mikroorganizmalar1 igeren gilibreler olarak tanimlanabilir.
Bunlar, tohumlara, bitki yiizeylerine veya topraga uygulandiklarinda, rizosferde veya
bitkinin i¢inde kolonize olurlar ve konukg¢u bitkinin ihtiya¢ duydugu besinleri bitkiye
saglayarak bitki biiylimesini tesvik ederler [Vejan et al., 2016]. Genel olarak toprak
mikroorganizmalar1 organik madde ayrismasini diizenler ve besin maddelerini geri
dontstiirerek ve bunlarin bitkilere erisilebilirligine aracilik ederler. Boylelikle yer tistii
ve yer alt1 ekosistemlerini birbirine baglarlar. Buna karsilik, bitki biiytimesi, topraktaki
mikroorganizmalarin aktivitelerini etkiler. Aslinda, bitki ve mikrobiyal topluluklar
arasindaki yararli iliskiler bitki bliylimesi ve iiretkenligini etkileyen en 6nemli
etkenlerden biridir [Guo et al., 2020]. Bunun yaninda, bitki rizosferinde yasayan
rizobakteriler, bitkilerin besin ve su alimini artirir. Rizobakteriler abiyotik ve biyotik
streslere kars1 bitki direncini artirirlar. Boylelikle bitki biiylimesine yardimci olurlar.
Bu nedenle rizobakteriler ¢evre kirliliginin 6nemli nedenlerinden biri olan sentetik
kimyasal giibrelere kiyasla ekonomik ve gilivenli bir bitki besin aracisidir. Bu
mikroorganizmalar hem tarimsal {iretim ve toprak verimliliginin artirilmasinda hem
de yenilenebilir ve c¢evre dostu bir bitki destekleyicisi olarak biiyiik potansiyele
sahiptir [Vurukonda et al., 2018]. S6z konusu mikroorganizma igeriklerinden
olusturulan biyogiibreler diger adiyla biyoinokulantlar, bitki kokleri ile faydali

etkilesimleri, bitki verimini iyilestirmeleri ve bitkileri topraktaki patojenlere karsi
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korumalar1 sayesinde siirdiiriilebilir tarim i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [Sharma
etal., 2021].

Maliyetlerinin disiikliigii ile de kimyasal giibrelerin girdi maliyetlerinin
diistiriilmesinde iyi bir alternatif olan mikrobiyal giibreler, kimyasal azotlu giibreler
gibi topragin asitlik seviyesini yiikseltmez ve bitkiler i¢in toksik degildir. Ustelik tiim
bu olumlu 6zelliklerinin yani sira topraktan bitki besin elementlerinin alinimini daha

etkin hale getirerek bitki gelismesini desteklerler [Cakmakg1, 2005].

2.2. Mikrobiyal Giibre Bileseni Olarak Bitki Biiyiimesini
Tesvik Edici Bakteriler (PGPB)

Biyogiibre formiilasyonlarinda sikca tercih edilen bir ¢ok bakteri bitkinin
koklerinin etrafindaki ince toprak tabakasinda yogunlasmis olan rizosfer bakterileridir.
Rizosfer, amino asitler, sekerler, yag asitleri ve diger organik bilesikleri igeren
mikroorganizmalarin yogun bir sekilde kolonize oldugu zengin bir ortamdir. Rizosfer
icerdigi kok salgilar sayesinde bunlar1 kullanan mikroorganizmalar1 koklerin etrafina
ceker [Kiigiik ve Almaca, 2019]. PGPR aracili bitki biiyiimesi, ¢esitli maddelerin
iretimi yoluyla rizosferde kolonize olan mikrobiyal toplulugun degistirilip
zenginlestirilmesiyle gergeklesir [Sharma et al., 2021]. Topraktaki farkli PGPR tiirleri,
organik maddelerin mineralizasyonu ve ayrigmasini gergeklestirerek bitki biiylimesini

destekler [Yayla ve Senol, 2020].

Sekil 2.1: Bitki koklerinde bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakterilerin yeri.

Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Actinoplanes, Azotobacter, Bacillus,

Pseudomonas sp., Rhizobium, Bradyrhizobium, Erwinia, Enterobacter, Amorpho
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sporangium, Cellulomonas, Flavobacterium, Streptomyces ve Xanthomona
Genuslarina ait birgok farkli mikroorganizma tiirleri PGPR’lere 6rnek olarak

verilebilir [Singana et al., 2006].
2.2.1. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Bakterilerin Ozellikleri

Tarimsal tiriinlerin iyilestirilmesi konusunda mikrobiyal teknoloji ve genetik
miihendisliginin 6nemli katkilar1 olmustur. Rizosfer mikroorganizmalari, bitki
dokusunda endofitik olarak, simbiyotik olarak veya rizosferde kolonize olarak gesitli
metabolik aktif maddeler iretebilir. Bu sayede birbirleriyle iletisime gecerek bitki
biiytimesi i¢in is birligi yapabilirler [Kii¢iik ve Almaca, 2020].

Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler belirli 6zelliklere sahip olmalidirlar.
Ornegin kok yiizeyini kolonize etmek icin yeterli sayida olmalar gerekir. Kolonize
olduklari bolgede ilk olarak hayatta kalmali, gogalmali ve diger mikroorganizmalar ile
rekabet ve bitki biiylimesini tesvik edebilmelidirler [Ahemad and Kibret, 2014].
PGPR, azot fiksasyonu, fosfat ¢oziiniirliigli ve siderofor iiretimi yoluyla bitki
beslenmesini iyilestirebilir. Fitohormonlarin veya enzimatik aktivitelerin iiretimi
yoluyla kok gelisimini ve biiylimesini tesvik edebilir ve ayrica rizobiyal veya
mikorizal simbiyozlarin kurulmasini destekleyebilirler. Farkli PGPR tiyeleri, rekabet
mekanizmalar1 sayesinde fitoparazitlerin inhibisyonunu ve/veya indiiklenmis sistemik
direng gibi bitki savunmalarini ortaya ¢ikararak bitkiyi koruyabilir [Vacheron et al.,
2013].

PGPR’lerin abiyotik (pH, tuz stersi, kuraklik vb.) ve biyotik stres
(bakteriyal/fungal patojenler, nematod vb.) kosullarina kars1 bitki direncini artirarak
bitkileri destekleme ozellikleri vardir. Ayrica bu grup bakterilerin bitkiler {izerinde
dogrudan ve dolayl olmak {izere iki farkli etkisi bulunmaktadir. Bunlar biiyiimeyi
diizenleyebilen ve verimi artirabilen maddeler tireterek, su ve besin alimini artirarak
bitkiye dogrudan fayda saglayabilirler. Dolayli olarak ise antibiyotik ve enzimlerin
tretimi araciligiyla patojenlerin inhibisyonunu saglayan mekanizmalarda aktif rol
alarak ta bitki ile faydali etkilesimlerde bulunabilirler. Buna 6rnek olarak; PGPR’lerin
salgiladiklar1 primer ve sekonder metabolitler sayesinde bitkileri fitopatojenlere karsi

koruyarak bitki bliytimesine katki saglamalar1 verilebilir [Yayla ve Senol, 2020].
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Ek olarak, PGPR'ler, toprakta oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlari yoluyla
kimyasal bilesenleri isleyerek mikro besinlerin (Fe, Zn, Se alim1) mevcudiyetini arttirir

[Stamenkovic¢ et al., 2018].

indirekt Etki Mekanizmalan
Biyokontrol

Direkt Etki Mekanizmalan /
Biyogiibre

Rizosfer
imikroorganizmalari

PGPR

Sekil 2.2: PGPR’lerin bitki biiyiimesi {izerindeki dogrudan (direkt) ve dolayli
(indirekt) etki mekanizmalari.

2.2.1.1. Dogrudan Etki Mekanizmalan

o Azot Fiksasyonu

Azot, tiim canli hiicrelerde bulunan niikleik asitler (DNA ve RNA), iire ve amino
asitler (proteinler), adenosin trifosfat (ATP) ve nikotinamid adenin diniikleotidin
(NAD) temel bir bilesenidir. Azot, fotosentez i¢in gerekli olan en 6nemli pigment olan
klorofilin ana bilesenidir ve bitki biiylimesi ve iiretimi i¢in kritik 6neme sahiptir
[Lindstrom and Mousavi, 2020]. Atmosferde bulunan nitrojen (N2) amino asitlere,
niikleotitlere ve diger metabolitlerin yapisina dahil edilmeden 6nce kullanilabilir bir
kimyasal forma déniistiiriilmelidir. Okaryotlar, atmosferdeki serbest azotu dogrudan
kullanmazlar. Bu nedenle atmosferdeki serbest azottan biyoyararlanimlari diisiiktiir ve
bu da bitki biiyiimesi i¢in 6nemli bir sinirlayici faktordiir (Grady et al., 2016) Azotlu
bilesikleri sentez ederek baglayabilen mikroorganizmalar nitrojenaz enzim sistemi ile
karmasik bir kimyasal sentez siirecini takiben atmosferik N2>’u amonyaga doniistiiren
biyolojik azot fiksasyonu ile bitkilerin kullanilabilecegi formlara doniistiirebilirler
[Ahemad and Kibret, 2014; Ladha et al., 1997; Raymond et al., 2004].
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. Fitohormon Uretimi

PGPR bakteriler ayni zamanda ¢esitli fitohormonlarin tiretimi ile de bitki
biiyiimesine destektirler. Onemli bir bitki biiyiime diizenleyicisi olan indol asetik asit
(IAA) oksinin aktif bir formudur. Yasam dongiisii boyunca IAA, bitki biiyiime ve
gelismesinde ¢ok onemli bir role sahiptir [Numan et al., 2018]. Cok 6nemli bir
mikrobiyal metabolit olan indol-3-asetik asit tohum ¢imlenmesini uyarma, kok
biliylimesini hizlandirma, kok sisteminin mimarisini degistirme, kok biyokiitlesini
artirma yetenekleri sayesinde bitkileri destekler [Hassen et al., 2016].

Sitokininler bitki dokularinda hiicre boliinmeleri esnasinda rol alan, onemli bir
bitki bilyime hormunudur [Kumlay ve Eryigit, 2011]. Literatiirde yapilan bir
calismada, sitokinin sinyalizasyonundan sorumlu olan genler tanimlanmustir.
CRE1/AHK4/WOL, AHK2, AHKS3 sitokinin reseptorleri igin ti¢ reseptordiir. Bitki
biiylimesi lizerinde olumlu etkileri olan bu genler sitokinin bagiml bir sekilde bu
reseptorler tarafindan aktive edilir. Artan bitki biiyiimesi, PGPR tarafindan iiretilen
sitokininler ile iliskilidir [Lopez-Bucio et al., 2007]. Farkli bir ¢calisamada, Bacillus
megaterium tarafindan bitki biiylimesinde rol oynayan sitokinin sinyallemesi
etkilerinin belirlenmesi igin Arabidopsis thaliana bitkisi kullanilmistir. Bitki
biliytimesini tesvik eden Bacillus megaterium tarafindan sitokinin sinyal geni olan
RPN12 geni ve iki veya li¢ reseptérden yoksun mutant Arabidopsis thaliana
bitkilerinin biiylime durumlari karsilastirilmistir. AHK2-2 ve RPN12'nin tek tek veya
ikisi birden mutant yapilarak olusturulan kombinasyonlar: bitki biiyiimesi tizerinde
olumsuz etkiler gosterdigi bildirilmistir [Ortiz-Castro et al., 2008]. Benzer sekilde
giberellin, tohumun dormansi halinde kalmasi, ¢cimlenmesi, govdenin uzamasi, yaprak

ve meyve yaslanmas gibi islevlerde rol almaktadir [imriz vd., 2014].

o Siderofor Uretimi
Sideroforlar, toprak verimliligini ve biyokontroliinii gelistirmek, ¢evresel ve
tibbi uygulama gibi gesitli alanlarda genis uygulama alanina sahip gesitli bakteriler
tarafindan iiretilen kiigiik biyolojik molekiildiir [Ellermann and Arthur, 2017; Sajeed
Ali and Vidhale, 2013]. Demir, ¢cogu yasam formunun hayatta kalmasi i¢in temel bir
mikro besindir [Ellermann and Arthur, 2017; Saeed et al., 2021]. Yeryiiziinde en bol
bulunan demir az ¢6ziiniir formda olan Fe*® 'dir. Ancak canli organizmalar i¢in mevcut

olan kullanilabilir formda Fe*? miktar1 ¢ok azdir. Bitkiler kok bolgesinde yeterli
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miktarda ¢oziinebilir Fe™’ye ihtiyag duyar. PGPR, demiri bitkiler i¢in kullanilabilir
hale getirmek icin diisiik molekiiler agirlikli sideroforlar iiretir. Bdylece, rizosferik
bolgede ¢oziinebilir demir miktarini artirarak bitki biiyiimesini dolayli olarak etkilerler
[Saeed et al., 2021]. Yapilan bir ¢alismada, siderofor iireten bir Phyllobacterium
susunun c¢ileklerin biiyiimesini ve kalitesini destekledigini gosterilmistir [Vejan et al.,
2016].

Sideroforlarin patojenler i¢in toprakta bulunan demir miktarmni sinirlayarak
mantarlarin bilylimesini yavaglattigi bildirilmistir [Ghosh et al., 2020]. Toprakta agir
metallerin birikmesi bitkiler i¢in toksik etkiye sahip oldugu ve bu nedenle toprak
verimliligi ve toprak mikrobiyal aktivitesi azaldigi bilinmektedir. Yapilan bir
calismada bu durumla miicadele etmek igin ¢esitli toprak ve su ortamlarinda bir
siderofor ¢esidi olan hidroksamat sideroforlar n plana ¢ikmistir. Pseudomonas putida
tarafindan iretilen hidroksamat sideroforlari metalleri hareketsiz hale getirerek
bitkilerin biiylimesi i¢in uygun ortam saglamada yardimci olur [Sajeed Ali and
Vidhale, 2013].

o Fosfatli bilesikleri ¢6zebilme

Fosfor, bitki biiylimesini ve verimini sinirlayan en 6nemli ikinci elementtir.
Toprakta bol miktarda fosfor bulunmasina ragmen sadece %0,1'i bitki kokleri
tarafindan almabilir formdadir; geri kalan1 ¢6ziinmeyen mineral kompleksleri
olusturur veya organik madde i¢inde baglanarak hareketsiz hale gelir [Grady et al.,
2016]. Fosfor, asidik topraklarda ¢oziinmeyen demir ve aliiminyum fosfatlar1 veya
alkali topraklarda kalsiyum fosfatlari olarak bilesiklere kovelent baglandigindan ¢ogu
dogal toprakta genellikle eksikligi goriiliir. Mineral fosfat ¢oziiniirliigiiniin ana
mekanizmasinin toprak mikroorganizmalari tarafindan sentezlenen organik asitlerin

etkisiyle oldugu bilinmektedir [Chauhan et al., 2017].

2.2.1.2. Dolayh Etki Mekanizmalar

PGPB’lerin bitkiler tizerindeki dolayli etkisi, toprak patojenlerini inhibe eden
ikincil metabolitler (antibiyotikler ve hidrojen siyaniir gibi) iiretmeleridir. Ayni
zamanda fitopatojenlerin hiicre duvarini bozan enzimleri sentezleyebilirler [Mehta et
al., 2014.].
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Genel olarak PGPB’lerin dolayli etkileri antibiyotiklerin {iretimi, bitkide
sistemik dayanikliligin uyarilmasi, fungal hiicre duvarlarinin {iretilen litik enzimler ile
pargalanmasi, antifungal metabolitlerin iiretimi, besin ve yer i¢in rekabet ederek
patojenleri onlemektir [Celik ve Yarsi, 2020]. Cesitli patojenik bakteri, mantar ve
nematodlar bitkiyi enfekte edebilir ve boylece bitkide verimi biiyiik 6lglide azaltabilir.
PGPR'ler, g¢esitli antibiyotikleri, sideroforlari, siyaniirleri veya litik enzimleri
sentezleyerek patojenlere karsi bitki direncinin indiiklenmesini dnemli 6l¢iide etkiler
[Stamenkovi¢ et al., 2018]. PGPB, antibiyotik iiretimi yolu ile fitopatojenik ajanlarin
biiyiimesini inhibe ederek bitki biiyiimesini tesvik eder ve Pseudomonas spp.,
diinyadaki en yikict bitki patojenlerinden ikisi olan Rhizoctonia solani ve
Phytophthoracapsici'yi inhibe ederek bitki biiytimesine katkida bulunur [Vejan et al.,
2016].

2.3. Bugday Bitkisi

Tiirkiye’de iklim kosullarinin tarima elverisli olmasi1 nedeniyle tarim, Tirkiye
ekonomisinde 6nemli bir yere sahiptir. Bugday bitkisi diinyada tahil iiretiminde ikinci
sirada yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2018 verilerine gére tahil iiretimi
icin ayrilan alanlarin %62 sinde bugday yetistirilmektedir. TUIK 2018 raporu goz
Oniine alindiginda yillik tahil iiretiminin %37 sini bugday olusturmaktadir [Kaya ve
Polat, 2021]. Insan beslenmesinde tarihin ilk ¢aglarindan beri énemli rol oynayan
bugday birgok iilkede halkin temel besin maddesidir. Hizla artan niifusun
beslenmesinde temel gida hammaddesi olarak bilinen bugdayin iiretimi diinyada ve
iilkemizde de artmaktadir [Aydogan vd., 2013]. Bugday, hem diinyada hem de
tilkemizde ekim alani ve tiretimi en fazla olan tahil bitkisidir (Triticum aestivum L.).
Bugday, tiim besinlerden alinan kalorinin %20°lik biiyiik bir payina sahiptir. Diinya
bugday iiretimi 751.5 milyon ton, ekim alan1 2.22-108 ha, verimi ise 338 kg da™"dur.

Ulkemizde bugday ekim alan1 7671945 ha, iiretimi 20.6 milyon ton ve verimi
ise 269 kg da! olarak belirtilmistir [Kars ve Ekberli, 2019].

TUIK verilerine gore 2019 yilinda iilkemizde 107.721.600 dekar olan toplam
bugday ekim alanina sahiptir. Bu ekim alani igerisinde makarnalik bugdaylarinin pay1
10.955.635 dekar ile yaklasik %10.17’luk bir paya sahiptir. Bu alanlarda bugday
tiretim miktar1 toplam 34.401.704 tondur ve orani ise %9.16’dir. 2020 yilinda ise
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toplam ekim alaninin (111.432.162 dekar) i¢erindeki ekilme pay1 12.580.562 dekar ile
%11.29 civarinda iken, 2020 yilinda ise liretim miktar1 37.187.508 ton ile makarnalik
bugday orani ise %10.76’dir. 2020 yilinda ise toplam ekim alaninin (111.432.162
dekar) icerindeki ekilis payr 12.580.562 dekar ile %11.29 civarindadir. Tirkiye
bazinda makarnalik bugday verimi 2019 yilinda 288 kg da-1; 2020 yilinda ise 318 kg
dat’dir. Covid-19 salgimi sebebiyle diinya genelinde makarnaya olan talep artmis ve
ekilen alanda %14.83, {iretim miktarinda %26.98 ve verimde %10.42 artis oldugu
bildirilmektedir [TUIK, 2021].

Ticari anlamda diinyada ve Tiirkiye’de {i¢ tir bugday tiirii yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bunlar; Triticum aestivum (ekmeklik), Triticum compactum
(biskiivilik, topbas) ve Triticum durum (makarnalik) bugdaylaridir. Triticum durum
tirii bugdaylar; makarna, kuskus ve bulgur gibi gidalarin tiretiminde kullanilmaktadir
[Giil vd., 2021].

Makarnalik bugdaylar, kullanim o6zelliklerine gore ekmeklik ve topbas
bugdaylarindan farklilik gostermektedir. Makarnalik bugdaylar ekmeklik bugdaylara
gore cevresel etkilere karst daha secici oldugundan dolay1r diinyanin belirli
bolgelerinde yetistirilmektedirler [Anonim, 2007]. Tirkiye’de bugday ekim
alanlarinin 760 bin hektarlik kisminda makarnalik bugday iiretimi yapilmaktadir
[TUIK, 2018].

Giliniimilizde iiretimi yaygin yapilan bugday tiirleri Sekil 2.3’te gosterilen;
hekzaploid ekmeklik bugday, T. aestivum L. (2n=42, AABBDD) ve tetraploid sert
makarnalik bugday T. durum Desf. (2n=28 AABB)’dir. Tetraploid (2n=4x=28,
AABB) bitkiler olan makarnalik bugdaylar, kullanim alanlar1 ve kalite 6zellikleri
bakimindan hexaploid (2n=6x=42, AABBDD) T. aestivum ve T. compactum
bugdaylarindan ¢ok farklidir [Ozberk vd., 2010].
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Sekil 2.3: Uretimi yapilan bugday tiirleri.
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Sekil 2.4: Bugdayin gelisim evrelerini gosteren Zadoks skalasi.

Bugdayin ¢imlenmesi gelisimin ilk evresidir (Zadoks 00-19). Uygun sicaklik
kosullarinda bugday tohumlarinin ekiminden 3-15 giin sonra gerceklesir. Sonraki
evrede ilk ti¢ yaprak olusumu ile birlikte fide dénemi baslar (Zadoks 10-19). Bir
sonraki evre kardeslenme evresidir, 4.yaprak olusumu goriildiigiinde baslar (Zadoks,
20-29), Ardindan, yaprak kini diklesmesi, sapin olugmasi, bogum ve bogum aralarinin
goriilmesi ile ger¢eklesen sapa kalkma evresidir. Kardeslenme ile sapa kalkma dénemi
arasinda kislik bugday c¢esitlerinde yapraklar yere paralel goriinlimdedir. Cimlenme ile
sapa kalkma donemi araliginda yazlik bugday cesitleri 6-10 °C arasinda sicakliga,

kislik cesitler ise 1-5 °C arasinda 5-60 giinliik vernalizasyon adi verilen diisiik
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sicakliklara ihtiyac¢ duyarlar. Vernalizasyonun sonunda bitkide otsu goriintii kaybolur.
Ardindan gebecik evresi yaprak kininin uzamasi, kinda sisme ile bas gosterir (Zadoks,
40-49). Basaklanma evresinde bayrak yapragi kinindan basak ucu ¢ikmaya baslar
(Zadoks, 50-59). Sonrasinda, g¢igeklenme evresinde basagin ortasinda ilk anterler
goriiliir (Zadoks, 60-69). Siit olum evresinde tane olusumu baglar ve tanelerde siit
kivami yogunlasmaya baslar ve tanelerde protein ve karbonhidrat birikmeye baslar
(Zadoks, 70-79). Hamur olum evresinde tane i¢i 6nce yumusak sonra kat1 kivaminda
olur (Zadoks, 80-89). Fizyolojik olum evresi Zadoks skalasinin son evresidir ve burada
tane olgunlasir (Zadoks, 90-99). Bu evrelerin sonunda bugday gelisimi tamamlanir
[Zadoxs et al., 1974].

2.2.1. Eminbey (Triticum Durum L.) Makarnahk Bugday Cesidi

Eminbey bir makarnalik bugday ¢esididir. Bu bugday ¢esidi; kilgikli ve beyaz
basakli yapiya sahiptir. Basaklar1 orta uzun, orta sik ve diktir. Tane sekli uzamis
yumurta bi¢cimindedir. Eminbey bugday cesidi, soguga ve kisa dayanikli bir bugday
tiiridiir. Ayrica, yatmaya dayamikliligi yliksek ve orta erkenci bir cesittir. Verim
potansiyeli, 300-350 mm yag1s alan yerlerde 220-300 kg da , 350-400 mm yagis alan
yerlerde 300-370 kg da-1 , sulamali sartlarda verim potansiyeli 350- 750 kg da-1 'a
kadar ¢ikabilmektedir [Giil vd., 2021].

Ulkemizde Emin Bey makarnalik bugdy cesidi i¢in i¢ Anadolu ve gegis
bolgelerinin taban ve yar1 taban alanlar1 ekim alani1 olarak Tarin Bakanligi’nca

onerilmektedir [Tarim Orman, 2021].
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Tez caligmasinda gerceklestirilen testlerde kontrol olarak kullanilan
P.aeruginosa ATCC 15692, E.Coli ATCC 8739, S.aureus ATCC 25922, Bacillus
cereus DSM 4312 (laboratuvar izolatlar1) hiicre hatlar1 GTU, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimii Mikrobiyota Laboratuvari stoklarindan elde edilmistir. Daha 6nce,
2018-A-105-04 sayili BAP projesi (Giil-Seker, 2021) kapsaminda izole edilen 134

Pseudomonas sp. izolatlar etz kapsaminda kullanilmistir.
3.1.2. Kullamlan Bitkisel Materyal ve Toprak

Tez calismasinda gergeklestirilen sakst deneylerinde makarnalik bugday

Triticum durum L./Eminbey ¢esidi kullanilmistir.
3.1.3. Kimyasallar ve Markalar

Bu tez galismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan kimyasallar.

Uriin Marka
NaCl Merck, Germany
NaOH Sigma Aldrich, Germany
TRIS-Trizma Hydrochloride Sigma Aldrich, Germany
Kristal Viyole Merck, Germany
Agar Merck, Germany
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Tablo 3.1: Devam.

Red Safe Chembio, Tirkiye
HCI Sigma Aldrich, Germany
96% EtOH Alkomed, Turkey

Bradford Reagent

Sigma Aldrich, Germany

Agarose Prona

L - (-) Malic Acid (C4H605) Merck, Germany

DMSO Sigma Aldrich, Germany
SDS Sigma Aldrich, Germany
EDTA Sigma Aldrich, Germany
KCI Sigma Aldrich, Germany
Na:HPO4 Sigma Aldrich, Germany
IAA Sigma Chemicals

Immersion Oil Merck, Germany

Gram Boyama Seti Merck, Germany

3.1.4. Kitler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kitler Tablo 3.2°de gdsterilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan kitler ve markalar:.

Uriin Marka

ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit USA

3.1.5. Besiyerleri

LB Agar Besiyeri: Neogen (UK) firmasindan temin edilen 40 g LB broth
besiyeri tartildi ve 1 litre suda ¢oziildii. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de
15 dk otoklavlanarak steril edildi.

LB Broth Besiyeri: Neogen (UK) firmasindan temin edilen 25 g LB broth
besiyeri tartildi ve 1 litre suda ¢oziildii. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de
15 dk otoklavlanarak steril edildi.
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NFB Agar: 5 gram malik asit, 0,5 gram KH2POg, 0,2 gram MgSO47H-0, 0,2
gram NaCl, 10 mg biotin, 20 mg pridoxin, 0,2 gram NA2Mo00O4, 0,235 gram
MnSQO4H-0, 0,28 gram H3BOs3, 0,008 gram CuS045H-0, 0 24 gram ZnS047H-0, 15
gram agar, 2 ml %0,5 Bromtimol Mavisi, 4 ml %1,64 Fe-EDTA 100 ml dH-O ile
¢ozildi ve 0,2 M KOH ile pH 6,8’¢ ayarlandi. Son hacim dH2O ile 1 litreye
tamamlandi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Nutrient Agar: Lamb (USA) firmasindan temin edilen 28 g Nutrient Agar
besiyeri tartild1 ve 1 litre suda ¢6ziildii. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de
15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Nutrient Broth: Merck (Germany) firmasindan temin edilen 8 g Nutrient Broth
besiyeri tartild1 ve 1 litre suda ¢6ziildii. Ardindan pH 7’ye ayarlanarak, ve 121 °C’de
15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Tyrptic Soy Broth: Merck (Germany) firmasindan temin edilen 30 gram besi yeri
1 L dH20,ile ¢oziildi. pH 7’ye ayarlandi. 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Pikovskaya Agar: Glukoz 10 g/L, Caz(PO4)2 1 g/L, (NH4)SO4 0.5 g/L, NaCl 0.2
g/L, MgSO47H20 0.1 g/L, KC1 0.2 g/L, maya 6ziitii 0.5 g/L, MnSO4H>0O 0.001 g/L ,
FeSO47H20 0.001 g/L, agar 15 g¢/L karisitilarak hazirlandi. pH 7’ye ayarlandi. 121
°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

Cas Blue Agar: 350 ml besiyeri i¢in gerekli soliisyonlar tarif edildigi sekilde
hazirlanarak birlestirilmistir. Mavi Boya (Blue Dye) hazirlamak igin soliisyon 1,
soliisyon 2 ve soliisyon 3 hazirlandi. Soliisyon 1 i¢in 0,06 gram CAS 50 ml ddH20 ile
¢ozildi. Soliisyon 2 igin 0,0027 gram FeClz.6H0O 10 ml 10 mM HCI ile ¢6ziildii.
Soliisyon 3 i¢in 0,073 gram HDTMA 40 ml ddH.0 ile ¢6ziildii. Ardindan, Solisyon
1’den 25 ml, Soliisyon 2’den 4,5 ml Soliisyon 3’ten 20 ml alinarak plastik sisede
karigtirildi. Hazirlanan boya soliisyonu 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
Karisim Soliisyonu hazirlandi. Minimal Media9 (MM9) Stok Soliisyonu i¢in 0,75
gram KH2POgs, 1,25 gram NaCl, 2,5 gram NH4Cl 25 ml ddH2O’da ¢oziildi. %20
Glikoz Stok Soliisyonu hazirlamak i¢in 2 gram glikoz 10 ml ddH20’da ¢oziildi ve
ardindan filtre ile steril edildi. NaOH Stok Soliisyonu i¢in 25 gram NaOH 150 ml
ddH20 ile ¢oziildii. Casamino Asit Soliisyonu i¢in 3 gram casamino asit 13,5 ml
ddH0 ile ¢oziildi ve 13,5 ml kloroform igerisinde ¢oziilmiis %3 8-hidroksikinolin
eklendi ve +4 °C’de gece boyu inkiibe edilerek ekstrakte edildi. Inkiibasyon sonrasinda
soliisyonun iki faza ayrildigi goriildii. Ust faz ayrilarak kalan kloroformun

uzaklastirilmasi amaciyla ¢eker ocakta 1 saat bekletildi. Hazirlanan soliisyon filtre ile
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steril edildi. CAS hazirlamak i¢in 11, 284 gram pipes 262,5 ml dH20 ve 35 ml MM9
igeren soliisyonda ¢oziildii. pH 6’ya ayarlanarak pipesin tamamen ¢oziinmesi saglandi.
pH 6,8’¢ ayarlandi. 5,25 gram bacto agar eklendi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak
steril edildi. Steril besiyeri 50 °C sicaklikta 10,5 ml steril casamino asit soliisyonundan,
3,5 ml %20 glikoz soliisyonundan eklenerek iyice karisirildi. Karigtirma islemi
sirasinda 35 ml blue dye yavas yavas eklendi ve besiyeri hazir hale getirildi.Cas Blue
Agar besiyerini hazirlamak i¢in kullanilan tim malzemeler 1 giin énce 6 M HCl ile

yikandi ve dH20’dan gegirilerek kurumaya birakildi.

3.1.6. Ayrraclar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ayirag Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan ayiraglar.

Uriin Hazirlanisi

Salkowski ayiraci 49 ml %35 HCIO4 tizerine 1ml 0,5 M

FeClseklenerek yapilir.

3.1.7. DNA Molekiiler Belirteci

Bu tez caligmasi kapsaminda Agaroz jel goriintiilemesi i¢in Sekil 3.1°de

gosterilen Molekiiler DNA Belirteci Hibrigen 100bp Ladder Plus (Tiirkiye) kullanildi.
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Sekil 3.1: A-Hibrigen 100 bp DNA Ladder Plus (1x50 pg), MG-LDR-100P.

100bp ladder plus
MG-LDR-100P

bp  ng/5ul

3000 40
2000 40

1500 40
1200 100

.

600 40
-500 100
400 40

300 40

200 40
100 40

1.7% agarose

5 pl/kuyu, 8 cm jel
0.5xTBE, 5V/cm, 1sa

3.1.8. Soliisyonlar

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 3.4°de

gosterilmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan ¢ozeltiler.

Soliisyonlar

Hazirlamislar:

FTS

8,5 gram NaCl 1 litre dH2O ile ¢oziildii.

PBS

0.8% NaCl (pH=7.4)
0.144% NazHPO, (pH=7.4)
0.002% KCI (pH=7.4)
0.0245% KH,PO4 (pH=7.4)

10 X TAE

10X’ e seyreltildi.

10 ml 50X TAE tamponundan alindi

tizerine 500 ml steril dH2O eklenerek
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Tablo 3.4 Devam.

1 XTAE 10 ml 10X TAE tamponundan alind1 ve
90 ml steril dH2O eklenerek 1X’ e
seyreltildi.

0,2 M KOH 0.5 gram tartilip son hacmi dH20O ile 50

ml’ye tamamland1

%0,5 Brom Timol Mavisi (BTB)

5 mg BTM tartildi 1ml dH20 eklenerek
¢oziiliip 0,2 M KOH ile son hacim 10

ml’ye tamamlandi.

Fe-EDTA

3,8 gram Na;H,EDTAH:O tartilarak 10
ml 1M NaOH ile ¢ozildii. 2,5 gram
FeCl36H.0 tartilip tizerine 5 ml dH.O
eklendi. Isitilip karistirilarak ¢oziildii.
Hazirlanan iki farkli soliisyon yavasca
karnigtirilarak 15 dk oda sicakliginda
bekletildi. Filtre kagidi ile siiziildii.
Stiziintii alkolle 2 defa yikanarak oda

sicakliginda kurumaya birakildi.

1 M Tris-HCI

24,228 g Tris tartildi. 200 ml steril dH2O
eklenerek ¢ozildii. pH’ si HCl ile 8.0” a

ayarlandi.

3.1.9. Cihazlar

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan aletler Tablo 3.5’da gosterilmistir.

Tablo 3.5: Kullanilan cihazlar ve markalar.

Cihaz Isimleri ve Markalar1

Inkiibatér VWR Supplier Partnerships (Binder, USA), Inkiibatér ES 120 (Nuve,

Tiirkiye), inkiibatér Function Line (Heraeus Instruments, Almanya)

pH 211 Microprocessor pH Metre (Hanna Instruments, USA)

Isiticili manyetik karistirict MSH-A WiseStir Wisd (Daihan, Kuzey Kore)
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Tablo 3.5 Devam.

Hassas terazi 0.001g-620g (Kern, Almanya)

Analitik terazi ATX224 (Shimadzu, Japonya)

NF 1200R Santrifiij (Nuve, Tiirkiye)

Sogutmali santrifiij 124Br (Gyrozen, Kuzey Kore)

Spektrofotometre UV1800 (Shimadzu, Japonya)

Otoklav CL-40L (ALP, Japonya) Otoklav HICLAVE HVE-50 (HIRAYAMA,
Japonya), Otoklav NC 40M (Nuve, Tiirkiye)

Mikrosantrifiij Z 216M (Hermle, Almanya)

Sogutmali mikrosantrifiij 1730R (Labogene, Danimarka)

McFarland Cihaz1 BD CrystalSpec (Becton Dickinson, USA)

Vortex VM10 (Daihan Scientific, Kuzey Kore)

Jel goriintiileyici Azure Biosystems C600+ (Bio-Rad, USA)

Mikroskop (Nickon Eclipse E100)

-20°C Dondurucu (Bosch), -80°C Dondurucu (Heraeus, Danimarka), +4°C Buzdolab1
(Vestel)

Smif 2 Biyogiivenlik kabini (Tezsan)

Cekerocak (Tezsan, Tiirkiye)

Buz makinesi (Scotsman AF80, Italya)

TProfessional TRIO Thermocycler (Biometra, Almanya)

NanoDrop™ Lite Spektrofotometre (Thermo Scientific™, USA)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Azot Fiksasyonu Testi

Azot fiksasyonu testi, bitkilerin yasam dongiisiinde c¢okca ihtiya¢c duydugu
elementlerden biri azottur. Bu test ile atmosferde bol miktarda bulunan elementel
azotun bitkilerin kullanabilecegi amonyum formlara doniistiirme yetenegine sahip
olan Pseudomonas sp. izolatlar1 belirlendi. Bu testte kullanilmak iizere NFb (Nitrogen
free Medium) besiyeri 0.2 M KOH, % 0.5’lik Brom Tymol Blue (BTB) ve Fe-EDTA
kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan besiyeri otoklav araciligi ile steril edilerek aseptik
kosullarda Petri kaplarina dokiildii. Her bir izolatin 24 saatlik taze kiiltiiriinden igne
uclu 6ze ile inokiile edildi. Pozitif kontrol olarak P.aeruginosa (ATCC 15692), negatif
kontrol olarak E.coli (ATCC 8739) kullanildi. Petriler 7 giin boyunca 30°C’ta inkiibe
edildi. Azot fiksasyonu yetenegine sahip pozitif izolatlarin besiyerinde mavi renk
olusumu gozlenirken azot fiksasyonu yetenegine sahip olmayan negatif izolatlarin

besiyerinde renk degisimi gbzlenmez.
3.2.2. Indol-3 Asetik Asit Olusumu Testi

Indol asetik asit 6nemli bir bitki biiyiime hormonudur. Bitki biiyiimesini
destekleyebilecek izolatlar1 belirlemek amaci ile bu test yapildi. Pseudomonas
izolatlarinin 24 saatlik taze kiiltiirii i¢in Luria-Bertani (LB) Broth besiyeri kullanildi.
0,5 ODesoo (optical density) yogunluga erisen taze bakteri kiiltiirlerinden 0,1g/L
triptofan igeren LB Broth besiyerine bakteriler %2 v/v asilama orani ile inokiile edildi.
28° C’ta 2 giin inkiibe edildi. Kiiltiirler, 10.000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi Santrifiij
sonrasi siipernatan igerisine esit hacimde Salkowski ayiraci ilave edildi (Gordon ve
Weber 1951). Bakteri igermeyen Triptofanli LB besiyeri ve Salkowski ayiraci
karistirilarak negatif kontrol (blank) olarak kullamldi. Ornekler karanlikta 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Renk olusumunun gozlenmesi i¢in Blank ve ornekler,
ODs3 nm'de  UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu, Japonya) okutuldu. Pozitif
kontrol olarak P. aureginosa (ATCC 15692) ve E.coli (ATCC 8739) ve negatif kontrol

olarak ise S.aureus kullanildi. Sonuglar1 degerlendirmek ve iiretilen IAA’i kantitatif
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olarak tayin edebilmek i¢in 5-100 pg/ml IAA (Sigma Chemicals) kullanilarak standart
egri (Sekil 3.3) hazirland.

Sekil 1.2: IAA iiretimi miktarini belirlemek i¢in hazirlanan standartlar.

Indol-3 Asetik Asit Standart Egri

y=0.0237x +0.0073

2.5 R2=10.99
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c
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N
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<
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Konsantrasyon (png/ml)

Sekil 3.3: IAA standart egrisi.

3.2.3. Siderofor Uretimi Testi

Bir¢ok bakteri, metabolizmalarinin temel siiregleri i¢in gerekli olan g¢evresel
demiri elde etmek icin ¢evreden ferrik demir (¢oziilebilir Fe*?) alimu siirecine yardime1
olan sideroforlar1 kullanir. Pseudomonas sp. izolatlarinin siderofor iiretimi yetenegini

belirlemek i¢in Cas Blue Agar kullanildi. CAS/HDTMA, mavi renk iiretmek icin ferrik
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demir ile giiclii bir bag yapar [Schwyn and Neiland,1987]. CAS blue agar ile Fe™
boyasit kompleks olusturdugu igin besi yeri mavi renktedir [Korgoban, 2020].
Siderofor varliginda Fe™ — CAS kompleksi reaksiyona girer ve serbest boya aciga
¢ikarak mavi renk turuncuya dontisiir (Sekil 4.4). Cas blue agar (Louden et al., 2011)
referans alinarak hazirlandi. Otoklav araciligr ile 121°C’ta 15 dk steril edildi.
Hazirlanan Cas Blue Agar aseptik sartlarda steril petrilere dokiildii. Izolatlardan igne
uclu 6ze ile besiyerine inokiilasyon yapildi. 2 giin 30°C’ta inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda turuncu renk olusturan izolatlar siderofor iiretme Gzelligine sahip
pozitif izolarlar olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aureginosa
(ATCC 15692), negatif kontrol olarak Escherichia coli (ATCC 8739) kullanildi.

3.2.4. Fosfat Coziiniirliigii Testi

Bitki rizosferinde bulunan Fosfor (P) ¢oziicii mikroorganizmalar, topraktaki
bitki tarafindan alinamayan c¢oziinmeyen formdaki fosforun c¢oziinmesini
saglamaktadir [Bektas vd., 2021]. Pseudomonas izolatlarmin fosfati ¢6zebilme
yetenegini belirlemek i¢in Pikovskaya agar besiyeri hazirland1 [Suleman et al., 2018].
Otoklav aracilig ile steril edilen besiyeri aseptik kosullarda Petri kaplarina dokiildii.
[zolatlar igne uglu 6ze yardimu ile Pikovskaya agara ekildi. 1 giin 30°C’ta inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin zon cap1 biiyiikliigii pozitif kontrol ile
karsilastirilarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aureginosa
(ATCC 15692), negatif kontrol olarak Bacillus cereus (ATCC 4312) kullanildi.

Bu asamadan sonra 134 tane izolatin ilgili test sonuglar1 degerlendirilerek
iclerinen en iyi 43 tanesi se¢ildi ve segilen izolatlar biyofilm olusturabilme yetenekleri

acisindan asagida agiklandigi gibi test edildi.

3.2.5. Biyofilm Olusumu

Dogada bakteri topluluklarini bir arada tutmak {izere 6zellesms bir mimari yap1
olan biyofilm olusturma yetenegi segilmis 45 izolat igin test edildi. Bunun i¢in 43 adet
izolatin kiiltiirii %1wl/v glikoz igeren TSB (Tryptic Soy Broth) besiyerine baslatildi.
Izolatlarn her birinin yogunlugu 0,5 Mc Farland’a ayarlanarak biyofilm testine

baslandi. Kiiltiirler 5 dk 10 000 rpm santrifiijlendi. Santrifiij sonrast supernatant atildi.
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Hiicreler 1’er ml %3 w/v glikoz iceren TSB iginde ile vortex ile karigtirilarak ¢oziildi.
96 kuyucuklu plaka’nin ilgili kuyularina bakteriler 3’er tekrarli olacak sekilde (0,5 Mc
Farland) 100’er ul ilave edildikten sonra 30 °C’ta 72 saat boyunca inkiibe edildi.
Negatif kontrol olarak bakteri igermeyen %3 w/v glikoz igeren TSB besiyeri kullanildi.
Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aureginosa (ATCC 15692) kullanildi. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi1 0,1 g Kristal viyole boyasi tartilarak 10 ml distile su ile ¢oziildii ve
filtre kagidu ile siiziildii. 96 kuyucuklu plak i¢indeki besiyeri ¢ekilip atildi. Kuyucuklar
musluk suyu ile yikandi. Bu islem 2 kez gerceklestirildi. Kuyucuklara 125 pl Kristal
viyole koyuldu. 10 dk oda sartlarinda beklendi. Ardindan kuyucuklar tekrar musluk
suyu ile yikandi ve 96 kuyucuklu plak agzi yar1 kapali olacak sekilde oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra %30 asetik asit (14 ml dH20 + 6 ml Asetik asit)
¢ozeltisi her bir kuyuya 200 ul olacak sekilde ilave edildi. 15 dk oda sicakliginda
plagin agz1 kapali olacak sekilde bekletildi. Bekleme siiresi sonunda pipet ile
karistirilarak FLUOstar Omega (Almanya)’da OD600 nm’de spektrofotometrik 6lgtim
alindi.

Bu asamadan itibaren azot fiksasyonu, IAA {iiretimi, siderofor iiretimi, fosfat
¢ozebilme yeteneklerine gore 43 adet izolat segilerek biyofilm olusturma yetenekleri
acisindan da degerlendirildi. Ilgili 43 adet izolatin ¢inden biyofilm yetenegi iyi olan

10 adet izolat se¢ildi ve diger testlere bu secilen 10 izolat ile devam edildi.

3.2.6. Cross Streak Plate

Onceki 5 yontem ile elde edilen sonuglara gére segilen 10 adet izolatin birbirleri
ile yasay1p yasayamama durumunu belirlemek i¢in bu yontem kullanildi. Nutrient agar
besiyeri hazirlanarak aseptik kosullarda Petri kaplarina dokiildii. Her bir izolatin 24
saatlik taze kat1 kiiltiirlinden Nutrient agara Sekil 3.1°de gosterilen deney planina
uygun sekilde st iiste ¢izildi. Cizilen izolatalar 1 giin 30°C’ta inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda {ist {iste ¢izilen izolatlarin birbirleri ile yasabilme durumlari

degerlendirildi.
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Sekil 3.4: Cross-streak plate bakterilerin ¢izim plani1 (Rakamlar segilen 10
izolat1 temsil etmektedir.).

Bu test ile 10 adet izolatin birlikte yasayabilmeleri degerlendirilerek birlikte
yasayabildigi goriilen 3 adet izolat secildi ve diger ¢alismalara bu 3 Pseudomonas

izolat1 ile devam edildi.

3.2.7. Biyoformiilasyonun Biki Bilyiimesini Tesvik Etme
Ozelliklerinin Incelenmesi

Cross streak plate yontemi ile en iyi sekilde birlikte yasayabilen bakterilerin in
vivo kontroliinii yapmak igin 35, 104 ve 129 (ilk izolat numaralarina gére) numarali
izolatlarin LB Broth besiyerine kiiltiirii baslatildi. Bunun i¢in her bir bakteri ayr1 ayri
5 ml besiyerinin i¢ine 100 ul bakteri inokiile edildi ve 30 °C’ta inkiibe edildi. 24 saat
sonunda bakterilerin yogunlugu 0,5 McFarland’a turbidimetre ile ayarlandi. 2 tekrarl
olacak sekilde 5 ml LB besiyeri igerisine 100’er pl (%2 v/v) 35, 104 ve 129 numarali
izolatlarindan kiiltiirlerinden inokule edildi. Hazirlanan bu karisik kiiltiirden 0, 24, 48
ve 72. saatlerde 100’er ul 6rnek alinarak Nf besiyerine, Cas Blue agara ve Pikovskaya

agara damla seklinde ekim yapildi.
3.2.8. Pseudomonas izolatlari ile Biyoformiilasyon Hazirlanmasi

Her bir bakteri ayr1 ayrt 5 ml besiyerinin igine 100 pl bakteri inokiile (%2 v/v)
edildi ve 30 °C’ta inkiibe edildi. 24 saat sonunda Her bir izolatin s1v1 kiiltiiriinden ayr1
ayrt 0,5 McFarland’a ayarlandi. Steril bir erlen icerisine 50 ml LB Broth besiyeri

eklendi. Ardindan bu besiyerinin igine her biri 0,5 McFarland ayarlanmis bakteriden
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4’er ml inokule edildi. 24 saat 30 °C’ta inkiibe edildi. Inkiibe edilen bu bakteri karisim1

PGPR o6zelliklerin yeniden taranmasi testlerinde ve saksi denemelerinde kullanildi.

A B 0.5 McFarland
35 104 129

Bos Kontrol \ l

> 50 ml LB 50 ml LB
Broth Broth

Sekil 3.5: A) 50 ml LB Broth igeren bos kontrolii, B) Biyoformiilasyonun LB
broth i¢inde 35, 104 ve 129 numarali izolatlarin karigik kiiltiirii.

3.2.9. Molekiiler Biyolojik Yontemler ile Tanimlama

3.2.9.1. Genomik DNA izolasyonu

Secilen 35, 104 ve 129 no’lu Pseudomonas izolatlarinin LB broth igerisinde 24
saatlik taze kiiltiirti %2 v/v asilama ile hazirlandi. 24 saat 30 °C etiivde inkiibe edildi.

24 saat inkiibasyon sonrasi, bakterilerin bulundugu tiipler 4500 g’de 20 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen pelletlerden ZymoBIOMICS ™ DNA
Miniprep Kit kullanilarak iiretici firmanin (ZymoBIOMICS, USA) onerdigi sekilde
DNA izolasyonu yapildi.

3.2.9.2. DNA Miktarmin Belirlenmesi

[zolasyon sonrasi her bir bakteriden elde edilen DNA o6rneklerinin
konsantrasyonu Nanodrop cihazi (Thermo Scientific™ NanoDrop Lite
Spectrophotometer/USA) ile &lgiildii. Olgiim icin cihaza izole edilen DNA
orneklerinden 1’er pl koyuldu ve Hesaplanan DNA miktarlar1 (ug/ml) kaydedildi.
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3.2.9.3. Genomik DNA’nin Goriintilenmesi

DNA’nin agaroz jelde goriintiilenmesi i¢in % 1°lik agaroz jel hazirlandi. Jel
tankina agaroz dokiildii ve tarak takildi. Jel polimerlestikten sonra elektroforez tankina
yerlestirildi ve tarak ¢ikarildi. Elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile dolduruldu. Her
bir 6rnek 1X Loading Dye igerecek sekilde boya ile karigtirildi. Her bir kuyucuga 5 pl
ornek yiiklendi. Ornekler 80 V’ta 50 dk vyiiriitiildii. Jel goriintiileme cihaz1 Gel Imager
Azure Biosystems C600+ (Bio-Rad, USA) kullanilarak DNA varlig1 goresellestirildi.

3.2.9.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lardan 16S rDNA ve rpoD bélgelerinin
eldesi ve ¢ogaltilmasi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) gerceklestirildi. Termal
Dongili Cihaz1 reaksiyon karisgimi ve miktarlart Tablo 3.7°de belirtildigi sekilde
hazirlandi. Reaksiyon final hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon
karisiminin hacmi steril apirojen ampul su kullanilarak 25 ul ye ile tamamlandi (Tablo
3.7).

Ug izolatin tiir bazinda tanimlamasi icin 27F/1492R primerleri (Lane, 1991)
kullanilarak PZR yontemi ile16 S rDNA bolgeleri cogaltildi. 16 S rDNA bdlgesinin

tanimlanmasinda Tablo 4.6’da dizisi belirtilen 27F/1492R evrensel primeri kullanildi.

Tablo 3.6: 16S rDNA tanimlamasinda kullanilan genlere ait primer bilgileri.

Gen Ad1 Primer Ad1 ve Dizisi Baglanma Bant Boyutu
Sicakligi (bp)
27F
16S rDNA | GAGTTTGATCCTGGCTCAG |[58°C 1465
1492R
TACCTTGTTACGACTT
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Tablo 3.7: PZR reaksiyonu i¢in kullanilan malzemelerin isim, hacim ve final

konsantrasyonlari.
Malzeme Stok 1X Final
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
GoTag®  Green | 2 X 12,5 pl 1X
Master Mix, 2X
(M712B) B
yazilacak m1?
27 F, 10 uyM|10uM 0,5 ul 1uM
(Forward Primer)
1492 R, 10 puM |10 uM 0,5 ul 1uM
(Reverse Primer)
DNA Template - - 50 ng
Steril apirojen | - - 11 ul
ampul su

Termal dongii cihaz1 programi, 1.adim olan 6n denatiirasyon 95 °C’ta 3 dk,

2.adim olan denatiirasyon 95°C’ta 15 sn, 3.adim olan baglanma primerlerin

baglanabilmesi i¢in 58 °C’de derecede 1 dk, 4.adim olan uzama 72°C’ ta 1 dk ve

S5.adim olan son uzama 72°C’ ta 10 dk olacak sekilde toplam 35 dongii olarak

gerceklestirildi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8: PZR dongii programiu.

Adim Sicakhik Siire

1 95°C 3 dakika
2 95°0C 15 saniye
3 58 °C 1 dakika
4 72°C 1 dakika
5 72°C 10 dakika
6 40C 0

Elde edilen PCR iiriinleri %1 (w/v) lik agaroz jele yiiklendi. ilk kuyucuga molekiiler
belirteg olarak kullanilan kag 3 pL Hibrigen 100 bp p Ladder Plus [(1x50 pg), MG-
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LDR-100P] yiiklendi. Ardindan sirastyla 35, 104 ve 129 numarali izolatlarin PZR
iiriinlerinden 3’er pl olacak sekilde kuyulara yiiklendi. 1500 baz ciftlik 16S rDNA
bolgesinin varligimi goriintiilemek igin jel 50 dk 80 V’ta yiiriitiildi. Jel goriintiileme
cihaz1 Gel Imager Azure Biosystems C600+ (Bio-Rad, USA) kullanilarak 16SrDNA
dizisinin varligi jel izerinde goriintiilendi.

Elde edilen PZR iriinlerinin dizilenmesi hizmet alim1 yolu gergeklestirildi. Elde
edilen diziler ¢ift yonlii olarak okunarak izolatlara ait 16S rDNA dizisi belirlendi.

3.2.10. Saks1 Deneyleri

Saksi denemelerinde makarnalik bugday ¢esidi (Triticum durum L. Eminbey)
kullanildi. Bugday tohumlar: saksiya ekilmeden dnce nemli filtre kagitlart arasinda 5
giin +4 °C’de ve karanlikta bekletilerek tohum vernalizasyonu denilen 6n isleme tabi
tutuldu.

Saks1 denemelerinde Kelebek Tarim’dan alinan ticari dis mekan topragi
kullanildi. Drenajin arttirilmasi amaciyla, dis mekan topragi 1:1 oraninda kum ile
karigtirildi. Hazirlanan saksi topragi 121°C’de 20 dk otoklavlanarak steril edildi.
Toprak analiz sonuglar1 3 6rnegin analizinden gelen degerlerin ortalamalar1 alinarak
Tablo 3.9’da gosterilmistir.

Toprak analiz sonuglarina gore; deneme topragi nétr pH (6,9)’ da, Normal EC
(1,07 ds/cm) sinir araliklarinda, tuzsuz (%0,27), su doygunluk orani %39,96 olmast ile
tinl1 toprak toplam organik madde orani (%3,45) iyi seviyede organik icerige sahip,
CaCOs3 %18,08 oldugundan fazla kirecli, ¢ok yiiksek fosfor icerigine sahip, fosfat
icerigi 71,9 kg/da ile bu yonden zengin, ancak %0,147 toplam azot orani ile

kullanilabilir azotca fakir bir toprak oldugu goriildii (Tablo. 3.9).

33



Tablo 3.9: Toprak analizi sonuglari.

Analiz Ad1 Sinir degerler* Sonug¢ Birim

pH 6.50-7.50 (Notr) 6,975+0,025

EC 0,92 ms/cm 1,076667+0,119 ms/cm
(Tiirkiye Ort.)

Toplam Tuz 0.00-0.15 (tuzsuz) 0,027333+0,001 %

Su ile Doygunluk %30-50 (tinlt) 39,96667+1,869 %

Organik Madde %3.0-4.0 (iyi) 3,45+0,532 %

Kireg(CaCO3) %15.0-25.0 (fazla 18,08+1,463 %
kirecli)

P (Fosfor) >12 kg/da (gok 24,46667+5,957 kg/da
ytiksek)

K (Potasyum) >40 kg/da (fazla) 71,914,689 kg/da

Azot (N) 9%0-1,0 (diisiik) 0,147667+0,010 %

*[Smir degerler WEB 7 (2021)’dan alinmaistir].

Denemelerde 21 cm kenar uzunluguna ve 30 c¢cm derinlige sahip hacimi 12 It
olan kare saksilar kullanildi. Eklenecek giibre miktar1 saksi biiytikligii ve saksilara
eklenecek toprak miktar1 géz oniinde bulundurularak 12kg/da’a gore hesaplandi. Bu
hesaba gore kullanilacak diamonyum fosfat (DAP) ve amonyum nitrat giibresi
miktarlar1 belirlendi. 5 farkli deney grubu olusturuldu (Tablo 3.10). A grubu saksilar
deneyin negatif kontroliidiir. A grubu (negatif kontrol grubu) sadece steril toprak
icermekte olup herhangi bir giibre igermemektedir. Saksilara tohumlar ekilmeden 6nce
%100 diamonyum fosfat (DAP) giibresi iceren deney gruplarina (B grubu ve C grubu
saksilarina) 5,3’er g DAP ve %50 diamonyum fosfat (DAP) giibresi iceren deney
gruplarma (D grubu ve E grubu saksilarina) 2,65’er g DAP toprak ylizeyine
serpistirilerek toprak yiizeyinde karistirildi. Ardindan toprak yiizeyi hafif 1slatilarak
vernalizasyon siireci tamamlanan tohumlar her saksiya olasi bir ¢imlenmeme
durumuna hazirlikli olmak {izere 7 adet olacak sekilde, topragin 2 cm derinligine
ekildi. 24 saatlik 35, 104 ve 129 nolu izolatlarin her birinden 4 ml steril LB Broth
besiyerine %2 asilama oraninda inokiile edilerek 30 °C’ta 24 saat inkiibe edildi.
Ardindan her tohumun iizerine, 108 CFU/ mL yogunlugundaki 24 saat birlikte inokiile

edilen bakteri kiiltiiriinden 1 ml eklendi. Sapa kalkma donemi &ncesi de her bitki
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kokiine 1ml (108 CFU/ mL) dokiilerek ve her bitkinin yapragina yaklasik 1ml
spreyleme ile bakteri inokiilasyonu tekrarlandi. Sapa kalkma doéneminde %100
amonyum nitrat (NHsNO3) giibresi i¢eren deney gruplarina (B grubu ve D grubu
saksilarina) 5,3’er g NH4sNO3zve %50 NHsNOs3 giibresi iceren deney gruplarina (C
grubu ve E grubu saksilarina) 2,65’er g NH4sNO3 giibresi eklendi Kontrol grubu olarak
sadece steril toprak igeren asilanmamis tohumlar kullanildi. Cimlenmenin ardindan

saks1 basina diisen bitki sayis1 5’e indirilmistir.

Tablo 3.10: Saks1 deneyi gruplar1 ve ilave edilen giibre oranlari.

Deney Gruplar1 | DAP Orani (%) | NH4sNO3z Oram (%)
A - -

B 100 100

C 100 50

D 50 100

E 50 50
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Sekil 3.6: Saksi deney plani.

3.2.11. istatiksel Analiz

Elde edilen wverilerin istatistik analizleri SPSS programi kullanilarak
gergeklestirildi. Veriler arasindaki farklar, asgari onemli fark testi (LSD, P <0.05)
kullanilarak ANOVA ile karsilagtirilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Pseudomonas Izolatlarmn Azot  Fiksasyonu
Yeteneklerinin Belirlenmesi

2018-A-105-A-04 no’lu GTU BAP projesi kapsaminda izole edilmis olan 134
izolat igerisinden 49 tanesinin azot fikse etme yetenegine sahip oldugu goriildi. Sekil
4.1°de kontrol suslari olan P.aeruginosa (+Kontrol), S.aureus (-Kontrol) ve E.coli (-
Kontrol)’ye petri fotograflar: gosterildi. Sekil 4.2°de ise farkli izolatlara ait 6rnek Petri
fotograflar1 gosterildi. Petrilerde mavi zon olusumunun goriilmesi azot fiksasyonu
yetenegine sahip olan izolatlar1 gstermektedir. izolatlarm olusturdugu mavi zon ¢ap1

pozitif kontrol bakterisi P.aeruginosa’nin zon ¢ap1 +++ kabul edilerek izolatlarin azot

fikse edebilme kabiliyeteleri “+, ++, +++, ++++, +++++ seklinde derecelendirildi
(Tablo 4.1).

Sekil 4.1: A) Pozitif (+) Kontrol P.aeruginosa; B) Negatif (-) Kontrol E.coli.
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Sekil 4.2: izolatlarin Pseudomonas aeruginosa’a gérece azotu fikse edebilme
seviyeleri i¢in 0rnek izolat fotograflari.

Tablo 4.1 incelendiginde kontrol bakterisine (++) gorece yliksek seviyede azot
fikse edebilen ve 4 art1 ile derecelendirilen 120,131 ve 139 nmarali izolatlae ile 5+ ile

derecelendirilen 129 numaral1 izolat 6ne ¢ikmustir.

Tablo 4.1:Pseudomonas izolatlarinin Azot fiksasyonu testi sonuglari. Kalin
olarak isaretlenen izolatlar kontrole gérece yiiksek seviyede azot fikse ettigi gézlenen
izolatlardur.

Izolat Ei ksasyo [zolat 1‘\: ksasyon Izolat Ei ksasyo [zolat Ei ksasyo
Numarasi Numarasi Numarasi Numarasi

nu u nu nu
*P.a(+K) | +++ 33 - 67 - 101 ++
*S.a(-K) |- 34 - 68 + 102 +
1 - 35 + 69 - 103 -
2 - 36 - 70 - 104 -
3 - 37 - 71 - 105 ++
4 - 38 + 72 - 106 -
5 - 39 - 73 - 107 -
6 + 40 - 74 - 108 -
7 - 41 - 75 - 109 -
8 - 42 - 76 + 110 ++
9 - 43 - 77 ++ 111 ++
10 - 44 + 78 - 112 +
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Tablo 4.1: Devam.

11 - 45 - 79 - 113 +++
12 - 46 - 80 + 114 -

13 - 47 - 81 - 115 +

14 - 48 + 82 - 116 +

15 - 49 - 83 + 117 -

16 - 50 - 84 ++ 118 +++
17 - 51 - 85 - 119 -

18 - 52 ++ 86 +++ 120 +4+++
19 - 53 - 87 - 121 +

20 - 54 - 88 +++ 122 +

21 + 55 - 89 - 123 +

22 - 56 - 90 + 124 +

23 - 57 - 91 - 125 +

24 - 58 - 92 +++ 126 +++
25 - 59 - 93 - 127 +++
26 - 60 - 94 ++ 128 -

27 + 61 - 95 + 129 +++++
28 + 62 - 96 + 130 +

29 - 63 - 97 + 131 ++++
30 - 64 - 98 - 132 +++
31 - 65 - 99 ++ 133 ++
32 - 66 - 100 ++ 134 ++++

*P.a: Pseudomonas aeruginosa ; *S.a:

Staphylococcus aureus

4.2. Pseudomonas izolatlarimin Indol-3 Asetik Asit Uretimi
Yeteneklerinin Belirlenmesi

134 adet Pseudomonas izolat1 IAA iiretme yetenekleri bakimindan incelendi.

[zolatlarm iirettigi IAA miktarin1 hesaplamak icin bir standart egri hazirlanarak elde

edilen formiil kullanilarak izolatlarin trettigi IAA miktar1 ug/ml olarak hesaplandi.

Tablo 4.2 incelendiginde pozitif kontrol P.aeruginosa’nin IAA iiretim miktar1 3.27

pg/ml karsin, 134 izolat igerisinde 34 tanesinin (tabloda koyu renk isaretli olanlar)

pozitif kontrolden daha yiiksek miktarda (3,29 ile 13,45 pg/ml arasinda degisen

miktarlarda) IAA iiretimi yaptig1 belirlendi. Ozellikle 3 no’lu izolat 9.90 pg/ml, 20

no’lu izolat 7.88 png/ml ve 35 no’lu izolat 13,45 pg/ml ile diger izolatlar arasindan 6ne

¢ikmuglardir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: izolatlarin TAA iiretim miktarlar.

izolat IAA Uretimi izolat IAA Uretimi Izolat IAA Uretimi
numarasi (ng/ml) numarasi (ng/ml) numarast (ng/ml)
P.a (+K) 3,28 45 4,71 90 0,24
1 5,51 46 -0,31 91 0,07
2 5,94 47 2,05 92 0,96
3 9,90 48 1,13 93 0,49
4 5,51 49 2,35 94 0,28
5 5,94 50 3,03 95 0,79
6 7,50 51 1,46 96 -0,27
7 -0,05 52 2,81 97 0,75
8 5,68 53 1,46 98 0,49
9 3,07 54 1,63 99 2,52
10 4,97 55 2,73 100 0,37
11 5,26 56 1,76 101 0,45
12 2,43 57 0,96 102 1,42
13 2,86 58 1,76 103 4,16
14 2,73 59 1,34 104 0,32
15 2,18 60 1,46 105 1,34
16 2,94 61 3,62 106 0,28
17 3,32 62 2,73 107 0,87
18 3,07 63 1,59 108 1,04
19 4,42 64 2,35 109 0,70
20 7,88 65 2,18 110 2,98
21 5,39 66 2,18 111 0,32
22 3,03 67 1,59 112 0,16
23 5,81 68 2,22 113 0,54
24 4,16 69 1,63 114 -0,31
25 2,90 70 1,72 115 151
26 4,54 71 2,94 116 0,41
27 5,56 72 4,04 117 3,03
28 3,24 73 2,05 118 3,74
29 2,22 74 1,76 119 -0,31
30 4,25 75 151 120 1,97
31 2,43 76 2,56 121 2,10
32 3,66 77 2,56 122 0,83
33 2,65 78 5,18 123 0,70
34 3,83 79 2,43 124 1,80
35 13,45 80 1,59 125 3,53
36 2,65 81 2,14 126 2,22
37 2,22 82 2,14 127 2,01
38 3,66 83 1,97 128 -0,31
39 4,59 84 121 129 0,75
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Tablo 4.2: Devam.

40 4,33 85 1,55 130 4,25
41 5,09 86 1,00 131 -0,10
42 1,13 87 2,05 132 1,30
43 3,07 88 1,25 133 1,13
44 4,84 89 1,55 134 1,46

*P.a: Pseudomonas aeruginosa

4.3. Pseudomonas lizolatlarmn Siderofor Uretimi
Yeteneklerinin Belirlenmesi

Materyal metot bolimiinde tarif edilen sekilde hazirlanan 134 izolatin 2 giinliik
inkiibasyon siiresinin ardindan siderofor tiretme yetenegi kontrol bakterisi
P.aeruginosa (+ Kontrol) ile kiyaslandi. Besiyerinde olusan renk degisiminin
derecesine gore sonuglar karsilastirildi. Pozitif kontrol bakterisi P.aeruginosa nin
olusturdugu renk degisimi boyutu “+++” olarak kabul edildi, kontrol bakterisinden
daha biiylik renk degisimi boyutuna sahip olan bakteriler “++++” olarak
degerlendirildi. Tablo 4.3’te gosterilen sonuglar incelendiginde, 134 izolattan 123
tanesinin gesitli seviyelerde siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu tespit edildi
(Tablo 4.3). Bunlarin i¢inden ise 19, 30, 39, 40, 98, ve 104’{in en iyi seviyede siderofor

iirettigi belirlenerek ++++ ile 6ne ¢iktigr goriildii.

Sekil 4.3: (+) Kontrol; P.aeruginosa, (-) Kontrol; S.aureus.
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Sekil 4.4: Siderofor iiretme yetenegine sahip olan bazi izolat 6rnekleri.

Tablo 4.3: Pseudomonas izolatlarinin siderofor iiretimi testi sonuglari. Koyu
renk olarak isaretlenenler Petri denemelerinde en yiiksek seviyede siderofor tirettigi
belirlenen izolatlardir.

Izolat Siderofor | Izolat Siderofor | Izolat Siderofor | izolat Siderofor
Numarasi | Uretimi | Numarasi | Uretimi | Numarasi | Uretimi | Numarasi | Uretimi
P.a* (+K) | +++ 33 + 67 - 101 +
S.a* (-K) |- 34 ++ 68 + 102 +

1 + 35 +++ 69 b 103 +

2 ++ 36 +++ 70 + 104 ++++
3 + 37 +++ 71 ++ 105 +++
4 + 38 +++ 72 - 106 ++
5 + 39 +H++ |73 + 107 ++
6 + 40 +HH+ |74 + 108 +

7 ++ 41 - 75 + 109 ++
8 + 42 ++ 76 + 110 ++
9 +++ 43 + 77 + 111 -

10 + 44 ++ 78 + 112 +

11 ++ 45 ++ 79 ++ 113 -

12 ++ 46 + 80 + 114 +

13 +++ 47 +++ 81 + 115 -

14 + 48 ++ 82 ++ 116 +

15 ++ 49 + 83 ++ 117 -

16 +++ 50 + 84 ++ 118 -

17 ++ 51 + 85 +++ 119 +

18 +++ 52 + 86 ++ 120 ++
19 ++++ 53 + 87 - 121 +

20 + 54 + 88 + 122 ++
21 ++ 55 + 89 ++ 123 +
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Tablo 4.3: Devam.

22 + 56 + 90 +++ 124 ++
23 + 57 + 91 + 125 ++
24 + 58 + 92 ++ 126 ++
25 + 59 + 93 ++ 127 ++
26 + 60 + 94 + 128 +++
27 + 61 + 95 + 129 ++
28 ++ 62 + 96 ++ 130 ++
29 - 63 +++ 97 + 131 ++
30 ++++ 04 + 08 ++++ 132 ++
31 + 65 + 99 + 133 +
32 + 66 + 100 - 134 +

*P.a: Pseudomonas aeruginosa ; *S.a: Staphylococcus aureus

4.4. Fosfat Coziiniirliigii Testi Sonuclar:

Bu test ile toprakta bulunan inorganik fosfati etkili bir sekilde pargalayarak,
bitkilerin kullanabilecegi forma doniistiiren Pseudomonas sp. izolatlar1 belirlendi.
Pozitif kontrol bakterisi P. aeruginosa’nin olusturdugu zon ¢ap1 belirlenerek (+++)
diger izolatlarin olusturdugu zon caplar1 karsilastirildi. Bu karsilagtirma sonuglarina
gore izolatlarin zon cap1 “+, ++, +++” olacak sekilde degerlendirildi. Negatif kontrol
bakterisi B.cereus’un inokiile edildigi Petride zon olusumu goézlenmedi. (Sekil
4.5).134 izolata ait fosfat ¢ozebilme sonuglar1 Tablo 4.4’te yer almaktadir. Tablo 4.4
incelendiginde 66 no’lu izolat (kontrol ile ayni seviyede) harig tiim izolatlarin fosfath
bilesikleri ¢ozebilme yoOniinden kontrole gorece zayif kaldigi ve ++ ile

derecelendirildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5: A) (+) Kontrol; P.aeruginosa ve (—) Kontrol; B.cereus B) Bazi

izolatlara ait Pikovskaya agar Petri sonuglari.

Tablo 4.4: Pseudomonas izolatlarmin fosfat ¢ozme testi sonuclari.

Izolat | Fosfat Izgles Fosfat [zolat Fosfat Lzolet Fosfat
Numaras1 | Cozme l\lumaras Cozme 1\lumaras Cozme 1\lumaras Cozme
P.a* (+K) | +++ 33 + 67 +++ 101 +
E.c* (-K) |- 34 + 68 ++ 102 +
1 + 35 + 69 ++ 103 ++
2 - 36 ++ 70 - 104 +
3 - 37 + 71 ++ 105 +
4 ++ 38 ++ 72 + 106 ++
5 - 39 ++ 73 - 107 ++
6 ++ 40 + 74 ++ 108 +
7 + 41 - 75 + 109 -

8 - 42 ++ 76 ++ 110 +
9 + 43 + 77 ++ 111 +
10 + 44 ++ 78 + 112 +
11 + 45 ++ 79 + 113 ++
12 + 46 + 80 + 114 +
13 + 47 + 81 + 115 +
14 - 48 + 82 + 116 +
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Tablo 4.4;: Devami.

15 + 49 + 83 + 117 +
16 + 50 + 84 + 118 +
17 + 51 + 85 + 119 +
18 + 52 + 86 + 120 +
19 ++ 53 + 87 ++ 121 +
20 + 54 ++ 88 + 122 +
21 ++ 55 ++ 89 + 123 -
22 - 56 ++ 90 ++ 124 +
23 - 57 + 91 + 125 +
24 + 58 + 92 + 126 +
25 + 59 + 93 ++ 127 +
26 - 60 ++ 94 + 128 +
27 + 61 - 95 ++ 129 +
28 ++ 62 ++ 96 ++ 130 +
29 - 63 ++ 97 + 131 +
30 ++ 64 + 98 ++ 132 +
31 + 65 - 99 + 133 +
32 - 66 +++ | 100 ++ 134 -

*P.a: Pseudomonas aeruginosa ; *E.c: Escherichia coli

Bu asamadan sonra 134 adet izolat azot fiksasyonu, IAA fiiretimi, siderofor

iiretimi ve fosfat ¢ozme yetenegi agisindan degerlendirilerek tiim 6zelliklerin yer aldig1

44 izolata ait bir 6zet tablo hazirland:1 (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Secilen 44 izolatin toplu test sonuglari.

[zolat N Fiksasyonu IAA Uretimi Siderofor Fosfat
Numarasi (ng/ml) Uretimi Cozebilme
6 + 7,49789 + ++
9 - 3,06751 +++ +
13 - 2,85654 +++ +
21 + 5,38819 ++ ++
28 + 3,23629 ++ ++
30 - 4,24895 ++++ ++
35 + 13,4473 +++ +
36 - 2,64557 +++ ++
37 - 2,22363 +++ +
38 + 3,65823 +++ ++
39 - 4,5865 ++++ ++
40 - 4,33333 ++++ +
44 + 4,83966 ++ ++
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Tablo 4.5: Devam.

47 - 2,05485 +++ +
48 + 1,12658 ++ +
63 - 1,59072 +++ ++
66 - 2,18 + +++
68 + 2,22363 + ++
76 + 2,56118 + ++
77 ++ 2,56118 + ++
83 + 1,97046 ++ +
84 ++ 1,21097 ++ +
86 +++ 1 ++ +
88 +++ 1,25316 + +
90 i 0,24051 +++ ++
92 +++ 0,95781 ++ +
98 - 0,49367 ++++ ++
104 - 0,32489 ++++ +
105 ++ 1,33755 +++ +
110 ++ 2,98312 ++ +
113 +++ 0,53586 - ++
120 ++++ 1,97046 ++ +
122 + 0,83122 ++ +
124 + 1,80169 ++ +
125 + 3,53165 ++ +
126 +++ 2,22363 ++ +
127 +++ 2,01266 ++ +
128 - -0,308 +++ +
129 +++++ 0,74684 ++ +
130 + 4,24895 ++ +
131 - -0,097 ++ +
132 +++ 1,29536 ++ +
133 ++ 1,12658 + +
134 ++++ 1,46414 + -
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45. lzolatlarm  Biyofilm Olusturma Yeteneginin
Belirlenmesi

Daha once yapilan azot fiksasyonu, Indol-3 Asetik Asit iiretimi, siderofor
tretimi ve fosfat ¢ozliniirliigii testleri sonucunda en iyi degerlere sahip olan 44 adet
izolat segildi. Secgilen 44 adet izolat ile yapilan biyofilm testi sonuglari, Tablo 4.5°de
gosterilmektedir. Kontrol bakterisi olarak yiiksek diizeyde biyofilm olusturma
yetenegine sahip oldugu bilinen P.aeruginosa (ATCC 15692) kullanildi [Thi et al.,
2020]. Kontrol bakterisinin biyofilm olusturma ODgoo’de absorbans degeri degeri
0,114 olarak belirlendi.

Tablo 4.6: Secilen 44 adet izolat ile yapilan biyofilm testi sonuglari.

Izolat Numarasi Biyofilm Testi | izolat Numarasi Biyofilm Testi
Sonugclari Sonugclari

P.a (+K) 0.114 86 0,88867
6 2,492 88 2,26033
9 0,939 90 1,40933
13 -1,9577 92 2,272

21 -1,997 98 -0,2063
28 -0,6783 104 -0,286
30 -2,026 105 0,32733
35 0,78367 110 -0,1277
36 -2,0673 113 -0,0497
37 -2 120 0,23033
38 2,11667 122 0,25667
39 -0,0133 124 0,12933
40 -1,2417 125 0,338

44 3,5 126 0,18467
47 0,41667 127 0,206

48 1,31267 128 0,43767
63 -0,747 129 0,028

68 -0,1033 130 0,363
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Tablo 4.6: Devam.

76 -1,2183 131 0,438

77 1,324 132 0,01967
83 0,62567 133 0,15167
84 -0,0993 134 0,78533

*P.a: Pseudomonas aeruginosa

Bu test sonucunda 43 izolatin biyofilm sonuglari kontrol bakterisi P.aeruginosa
(ATCC 15962)’ya gorece kiyaslandi. Bu izolatlar i¢inde en 1yi degerlere sahip izolatlar
yapilan diger 4 test sonuglar1 da géz 6ntinde bulundurularak degerlendirildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda belirli 6zellikler agisindan 6n plana ¢ikan 10 adet izolat
secildi. Azot fiksasyonu yetenegi acisindan diger izolatlardan daha 6n plana ¢ikan 120
ve 129 nolu izolatlar se¢ildi. IAA {iretimi agisindan daha 6n plana ¢ikan 6 ve 35 nolu
izolatlar secildi. Siderofor iiretimi yetenegi daha yiiksek olan 30 ve 104 nolu izolatlar
biyoformiilasyon aday1 olarak uygun olabilecek adaylar olarak degerlendirilerek
secildi. 68 ve 113 nolu izolatlar diger izolatlara gorece daha {istiin fosfat ¢ozebilme
yetenegine sahip oldugundan biyoformiilasyon i¢in uygun olabilecek adaylar olarak
degerlendirildi ve secildi. 44 ve 88 nolu izolatlar ise biyofilm olusturma yetenegi
acisindan daha iistiin yetenege sahip olmasi bakimindan biyoformiilasyon i¢in uygun

aday bakteri olabilecekleri degerlendirilerek segildi.

4.6. Bakterilerin Ust Uste Cizilerek Birlikte Yasayabilme
Durumlarinin Degerlendirilmesi

Bu yontem ile segilen 10 adet izolat (6, 30, 35, 44, 68, 88, 104, 113, 120 ve 129
nolu izolatlar) Nutrent Agar besiyerinde iist iiste (Cross-Streak yontemi) ¢izildi. Sekil
4.6’da kirmiz1 isaretli olarak gosterilen noktalarda bakterilerin birbirleri ile uyumlu
yasaylp yasayamadiklar1 degerlendirildi. Bu test sonucunda iist iiste cizilen
bakterilerin kesisme noktalarinda bakteri yogunlugu artiyorsa bir arada uyumlu bir
sekilde yasayabildikleri sonucuna varildi. Eger bakterilerin kesisme noktasindaki
bakteri yogunlugunda diisiis varsa, bu bakterilerin bir arada yasamak i¢in ¢ok uyumlu

olmadiklar1 sonucuna varildi.
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Sekil 4.6: Cross-streak yontemi ile izolatlarin st iiste ¢izilmesi sonucu olugan
petri goriintiileri.

Bu yontem ile 35, 104 ve 129 numaral izolatlarin diger izolatlarla karsilastirildiginda
hem bir arada daha uyumlu sekilde yasayabilecekleri gézlendi hem de siderofor, IAA
ve Azotu fikse edebilme yetenekleri ile one ¢ikan izolatlar olmalar1 sebebiyle iyi bir
biyoformiilasyon aday1 olduklar1 belirlendi. Bu nedenle Pseudomonas izolatlar: ile
olusturulacak biyoformiilasyon i¢in kullanilacak bakterilere 35, 104 ve 129 numaral

Pseudomonas izolatlar1 olarak karar verildi.
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4.7. Biyoformiilasyonun Bitki Biiyiimesini Tesvik Etme
Ozelliklerinin in vitro Degerlendirilmesi

Sekil 4.7: Segilen izolatlarin bitki biiyiimesini tesvik etme 6zelliklerinin in
vitro degerlendirilmesi i¢in hazirlanan petrilerin gériintiileri. A) Al:0. saat, A2: 24.
Saat, A3: 48. Saatlerde elde edilen azot fiksasyonu testi sonuglari; B) B1:0. saat, B2:
24. Saat, B3: 48. Saatlerde elde edilen siderofor iiretimi testi sonuglari; C) C1:0. saat,
C2: 24. Saat, C3: 48. Saatlerde elde edilen fosfat ¢ozebilme testi sonuglari.

Biyoformiilasyon i¢in aday olarak secilen 3 izolatin bitki biiylimesini tesvik etme
ozelliklerinin in vitro degerlendirilmesi igin LB broth besi yerine ayr1 ayr1 hazirlanan
taze kiiltiirlerinden 0,5 McFarland ayarlandi. Bu 3 kiiltiirden 5 ml LB broth igerisine
100’er pl eklenmesi ile karisik kiiltiir hazirlandi. Kiiltiir hazirlandiktan sonra 0, 24, 48.
saatlerde karigik kiiltiirden 20’ser pul alinarak NFb, Cas-Blue agar ve Pikovskaya besi
yerine ekim yapildi. Sekil 4.7°de gosterilen sonuglara bakildiginda 0, 24 ve

48.saatlarde alinan azot fiksasyonu sonuclarina bakildiginda; 3 izolat birlikte kiiltiire
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edildiginde azot fiksasyonu yeteneginin izolatlarin ayr1 ayr1 azot fiksasyonu yetenegi
ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek seviyeye ¢iktig1 goriilmektedir. Bakterilerin
birlikte kiiltiir edilmesinin azot fiksasyonu yetenegini artirmast bu bakteri
birlikteliginin saks1 denemelerinde bitki biiyiimesini tesvik edebilecek ve bu durumu
destekleyebilecek nitelikte oldugu goriildii. Siderofor {iretimini belirlemek igin
kullanilan Cas-Blue agar petri sonuglaria bakildiginda 0, 24 ve 48.saatlarde alinan
siderofor {iretimi sonuglarina bakildiginda; 3 izolat birlikte kiiltiire edildiginde
sideorofor iiretim yeteneginin yiiksek oldugu goriilmektedir. izolatlarm ayri ayri
siderofor liretimi testi ile karsilastirildiginda 3 izolatin birlikte kiiltiire edilmesi sonucu
iretilen siderofor mikar1 daha yiiksek goriinmektedir. Bu sonuglara bakildiginda
secilen 3 izolatin saks1 denemelerinde bitki ile bir araya getirildiginde bitki biiyiimesini
destekleyebilecek adaylar olarak se¢ilmesinin dogru oldugu kanitlanmaktadir. Fosfat
¢ozebilme yeteneklerini belirlemek i¢in kullanilan Pikovskaya agar petri sonuglarina
bakildiginda 0, 24 ve 48.saatlarde alinan petri sonuglarina bakildiginda; 3 izolat
birlikte kiiltiire edildiginde fosfat ¢6zebilme yeteneginin, izolatlarin ayri ayr fosfat
¢ozebilme sonuglar ile karsilastirildiginda 3 izolatin birlikte kiiltiire edilmesi sonucu
fosfat ¢ozme yeteneginde belirgin fark goriilmedi. Toplu olarak bu sonuglara
bakildiginda segilen 3 izolatin saksi denemelerinde bitki ile bir araya getirildiginde
bitki biiylimesini iyi seviyede destekleyebilecek adaylar olma 6zelligine sahip oldugu

goriilmektedir.

4.8. Pseudomonas lzolatlan ile  Konsorsiyumun
Hazirlanmasi

Cross-streak yontem ile 35, 104 ve 129 numarali izolatlar biyoformiilasyon i¢in
secildi. 35 numarali izolat iyi bir sekilde fosfat indirgeme 6zelligine sahipken, 104
numarali izolat hem yiiksek seviyede IAA iretim yetenegine sahip hem iyi sekilde
siderofor tliretim yetenegine sahip hem de iyi bir biyofilm olusturabilir. 129 numarali
izolat ise 1yi sekilde N fiksasyonu yetenegine sahip olmasi agisindan biyoformiilasyon
agisindan aday bakteriler olarak belirlendi. Biyoformiilasyonu hazirlamadan 6nce bu

3 izolatin Gram boyamasi yapilarak kiiltiirlerin saf oldugu kanitlandi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: A) 35 numarali izolatin B) 104 numarali izolatin C) 129 numarali izolatin

Gram boyama goriintiileri.

4.9. Molekiiler Biyolojik Yontemler ile Tammlama

4.9.1. DNA Miktarmin Belirlenmesi

Secilen 35, 104 ve 129 numarali izolattan izole edilen DNA orneklerinin

konsantrasyonunu belirlemek icin nanodrop cithazi (Thermo Scientific, Nanodrop

Lite Spectrophotometer/USA) kullanildi. Cihaza 6nce blank olarak saf su koyulup

okutuldu. Ardindan 1’er ul DNA sensore koyularak 6lgtim yapildi.

Tablo 4.7: Nanodrop 6l¢iim sonuglari.

[zolat Numaras1 DNA Konsantrasyonu A260/280
(ng/ul)
35 84,1 1,81
104 81,7 1,80
129 106,1 1,78
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4.9.2. PCR ile 16 S rDNA Dizisinin Cogaltilmasi ve Analizi

1500 bp

Sekil 4.9: 1) Marker; GeneRuler 100 bp DNA Ladder SM0314; 2) 35 numarali
izolat; 3) 104 numarali izolat; 4) 129 numarali izolata ait 16 S rDNA dizisi jel
goruntusu.

Secilen izolatlarin tiir tanimlamasi i¢in 16S rDNA boélgeleri cogaltilmistir. PZR
irtinleri 35, 104 ve 129 nolu izolatlarin PZR agaroz jel goriintiisii resimdeki gibi
¢cikmistir. Her bir izolatin 1500 bp bant1 ¢tkmustir (Sekil 4.9).

Ug izolatin ¢ogaltilan 16S rDNA bélgelerinin PZR iiriinlerinin ¢ift yonlii
dizilemesi hizmet alim1 yolu yaptirildi. 35 ve 104 nolu izolatlarin ¢ift yonlii dizileme
sonuglar1 BioEdit programi kullanilarak birlestirildi ve elde edilen konsensiis diziler,
NCBI’a kayit edilerek erisim numaralar1 talep edildi. 129 nolu izolatin dizileme
sonucu ise Arit, 2022 referans alinarak tabloya eklenmistir [Arit, 2022]. Dizileme
sonuglarma bakildiginda 35 nolu izolatin % 99,38 oraninda Pseduomonas putida’ya
ve %99,29 oraninda Pseudomonas hunanensis’e benzedigi belirlendi. 104 nolu
izolatin % 99,92 oraninda Pseduomonas putida’ya ve % 99,92 oraninda Pseduomonas
protegens’e benzedigi belirlendi. 129  nolu izolatin ise % 99,42 oraninda
Pseduomonas reidholzensis’e ve %99,28 oraninda Pseduomonas putida’ya benzedigi
belirlendi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8: izolatlarin NCBI veri tabanindaki erisim numaralar1 ve
benzetildikleri Pseudomonas tiirlerine benzerlik oranlari.

Izolat Numaras1 Erisim Numaras1 | Benzerlik Yiizdesi | Benzetilen
Mikroorganizma

35 NCBI erisim | %99,38 P.putida
numaralart  i¢in | %99,29 P.hunanensis
basvuru
yapilmistir.

104 NCBI erigim | %99,92 P.putida
numaralart  i¢in | %99,92 P.protegens
basvuru
yapilmaistir.

129 MZ976852 %99,42 P.reidholzensis

% 99,28 P. putida
4.10. Pseudomonas Izolatlan ile Hazirlanan

Biyoformiilasyonun Saksi Deneyleri ile Bugday Bitkisi
Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi Sonuclari

Bugday tohumlarina saksiya ekmeden oOnce uygulanan 6n islem olan
vernalizasyon (Ciceklenmeyi tesvik etmek veya tohum iretimini arttirmak igin
tohumlarin  disiik sicakliklara maruz birakilmasi islemi) sirasinda bugday

tohumlarimin Sekil 4.10’da gosterildigi sekilde ¢imlenmeye basladigi goriildii.

Sekil 4.10: A) Nemli kagitlar arasinda bekletilen vernalizasyon iglemi uygulanmis
tohumlar B) Tohum vernalizasyonu sirasinda ¢imlenen tohumlarin gorseli.
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Bugday tohumlar: vernalize olduktan sonra 5 grup 5 tekrarli olmak tizere 25
sakstya ekilerek sonuglar takip edildi. Bugday bitkileri diizenli olarak takip edilerek
21. haftada bugday bitkisinin boylar1 (Sekil 4.11), govde kalinliklar1 (Sekil 4.12),
kardes sayilari1 (Sekil 4.13) ve sar1 yaprak sayilar1 (Sekil 4.14) belirlenerek 6l¢timleri
alind1 ve SPSS programi kullanilarak LSD testi ile analiz edildi.

Bugday boyu sonuglarinin analizi i¢in biyogiibre formiilasyonunun uygulandigi,
%100 DAP ve %100 Amonyum Nitrat giibresi igeren B grubu, %100 DAP ve %50
Amonyum Nitrat giibresi iceren C grubu, %50 DAP ve %100 Amonyum Nitrat giibresi
iceren D grubu ve %50 DAP ve %50 Amonyum Nitrat giibresi iceren E grubu bitkileri
sadece steril toprak iceren A (negatif kontrol) grubu ile kiyaslanmistir. Analiz
sonuglaria gore kontrol grubu olan A grubu ile B grubu arasinda bugday boylarinda
21. hafta sonuglarina gore istatistiki olarak anlamli bir fark olmadigi (ns: not
significant) goriildi. A grubu ile C grubu bugday boylarmin Kkarsilastirilmasi
sonucunda anlamli bir fark oldugu (p<0,001) belirlenmis ve “****” olarak
belirtilmistir. Benzer sekilde A grubu ile D grubu ve A grubu ile E grubu arasinda da
bugday boylarimin karsilastirilmasit sonucunda anlamli bir fark oldugu (p<0,001)

belirlenmis ve “****” olarak belirtilmistir (Sekil 4.11).

50_ *dkdkk .

—— wwen T Bl A-Steril Toprak
— ns— ; p
€ 40+ ___ B-Biyoformiilasyon + %100 DAP +
L = %100 Amonyum Nitrat
2. 30- m C-Biyoformiilasyon + %100 DAP +
m %50 Amonyum Nitrat
= 20+
= - D-Biyoformulasyon + %50 DAP
3 10 + %100 Amonyum Nitrat

E-Biyoformulasyon + %50 DAP +
0- %50 Amonyum Nitrat
A B C D E
Deney Gruplan

Sekil 4.11: Bugdaylarin 21. haftadaki bitki boyu karsilastirmalari.

Bugday bitkilerinin gdvde kalinliklar1 belirlenmis ve SPSS programi
kullanilarak LSD testi ile analiz edilmistir. Analiz sonuglarina bakildiginda, kontrol
grubu olarak sadece steril toprak i¢eren bugday bitkileri ile B grubu (biyoformiilasyon
+ %100 DAP + %100 Amonyum Nitrat) kiyaslandig1 zaman anlamli bir fark oldugu
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(p<0,001) belirlenmis ve “****” olarak belirtilmistir. Kontrol A grubu ile C grubu
(biyoformiilasyon + %100 DAP ve %50 Amonyum Nitrat) karsilastirildiginda kontrol
grubuna gorece istatistiki olarak anlamli bir fark oldugu (p<0,001) belirlenmis ve
kA olarak belirtilmistir. A grubu ile D grubu (biyoformiilasyon + %50 DAP ve
%100 Amonyum Nitrat) kiyaslandiginda ise kontrol grubuna gorece istatistiki olarak
anlaml1 bir fark oldugu (p<0.03) belirlenmis ve “**” olarak belirtilmistir. Kontrol A
grubu ve E grubu (biyoformiilasyon + %50 DAP ve %50 Amonyum Nitrat)
karsilastirildiginda ise istatistiki olarak anlaml bir fark oldugu (p<0,001) belirlenmis
ve “¥**¥*” olarak belirtilmistir (Sekil 4.12).

2.8+ _| | Bl A-Steril Toprak
E 2.4+ s = B-Biyoformulasyon + %100 DAP + %100
5 2.0 Amonyum Nitrat
= ' C-Biyoformulasyon + %100 DAP + %50
= 1.6+ Amonyum Nitrat
T 1.2+ D-Biyoformiilasyon + %50 DAP + %7100
T 0.8- Amonyum Nitrat
:8 0.4- E-Biyoformulasyon + %50 DAP + %50
Amonyum Nitrat
0.0- T T T T
A B Cc D E
Deney Gruplar

Sekil 4.12: Bugdaylarin 21. haftadaki gévde kalinlig1 karsilastirmalari.

Bugday bitkilerinin kardes sayilarinin analiz sonuglarina bakildiginda, kontrol
grubu olarak sadece steril toprak iceren bugday bitkileri ile diger tiim gruplar
karsilastirildiginda [B grubu (biyoformiilasyon + %100 DAP + %100 Amonyum
Nitrat, C grubu (biyoformiilasyon + %100 DAP ve %50 Amonyum Nitrat) , D grubu
(biyoformiilasyon + %50 DAP ve %100 Amonyum Nitrat), ve E grubu
(biyoformiilasyon + %50 DAP ve %50 Amonyum Nitrat)] kontrole gorece istatistiki
olarak anlaml fark fark oldugu (p<0,001) belirlenmis ve tiim gruplarin A grubu ile
istatistiki farki “****” olarak belirtilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Bugdaylarin 21. haftadaki kardes sayilar1 karsilagtirmalari.

21 hafta sonunda bitkilerin yapraklarinda sararmalar gozlemlenmistir. Bu
sararmalar bitkilerde azot eksikligi oldugunu gostermektedir. Deney gruplarinin sari
yaprak sayilaria bakildiginda en fazla sar1 yaprak ortalama 145 adet ile E grubunda
gozlenmistir. En az sar1 yaprak ise ortalama 105 adet ile C grubunda gézlenmistir. Ayni1
zamanda sar1 yaprak sayilarinin analiz sonuglarina gore kontrol olan A grubunun hem
B grubu [B grubu (biyoformiilasyon + %100 DAP + %100 Amonyum Nitrat)], hem de
C grubu [C grubu (biyoformiilasyon + %100 DAP ve %50 Amonyum Nitrat)] ile
kiyaslandiginda (p<0.001) istatistiki olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir. Kontrol
grubu olan A grubu ile D [D grubu (biyoformiilasyon + %50 DAP ve %100 Amonyum
Nitrat)] ve E gruplarinin [(biyoformiilasyon + %50 DAP ve %50 Amonyum Nitrat)]
karsilagtirilarak analiz edilmesi sonucu bu iki grupta kontrol grubuna gorece istatistiki

olarak (p>0.05) anlamli fark olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Bugdaylarin 21. haftadaki sar1 yaprak sayisi karsilagtirmalari.

10.haftadan itibaren bitkilerin steril topraga ekilen tohumlar haricinde sapa
kalkma evresine girmeye basladig: fark edildi. Bu asamaya kadar olan siiregte B, C, D
ve E gruplaria esit miktarda biyoformiilasyon uygulandi fakat kimyasal giibre olarak
sadece DAP giibresi uygulandi. Ciinkii Amonyum Nitrat giibresi bitkilerin sapa
kalkma donemlerinde verilmektedir. Bu nedenle bitkilerin sapa kalkmaya basladigi
10. hafta itibari ile B, C, D ve E deney gruplarina Amonyum nitrat giibresi verildi ve
bitkilerin biiyiime durumlari diizenli olarak takip edildi. Bitkilerin 21.haftadaki saksi
goriintiileri Sekil 4.15°te gosterildi.
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Sekil 4.15: 21 haftalik bugday bitkileri.
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5. TARTISMA

Tez galigmasi kapsaminda kullanilan 134 izolatin daha 6nceden yapilan segici
besiyeriyle izolasyon siireglerini takiben Cetremide agarda biiytiyebildigi ve cetremide
direngli oldugu belirlenmistir. Hiicre morfolojisi bakimindan izolatlar Gram negatif
basil formundirlar. Genus seviyesinde On tanimlama testleri bakimidan kontrol
bakterisi Pseudomonas aeruginosa ile karsilastirildiginda izolatlarin tamami
Pseudomonas sp. olarak degerlendirilmistir [Giil Seker, 2021; Palleroni,2015]. Tlgili
izolatlar, PGPR ozelliklerine dayali test sonuglarina gére degerlendirildiginde, 49
izolatin azot fiksasyonu yetenegine sahip oldugu, 34 izolatin pozitif kontrole goérece
daha yiiksek miktarda IAA iiretim yetenegine sahip oldugu, 123 izolatin siderofor
iretim yetenegine sahip oldugu, 116 izolatin fosfat indirgeme yetenegine zayif
derecede de olsa sahip oldugu bu tez ¢alismasi ile belirlenmistir.

Azot (N), hem bitkilerin hem de hayvanlarin biiyiime ve gelismesi igin gereken
makro besin elementlerinden biridir. Bitkilerin topraktan azot alimi diistiigli zaman
uibitki veriminde bir distis goriilebilir [Atar, 2017]. Bu nedenle bitkilerin topraktan
alabilecegi azotu fikse edebilme yoniinden izolatlar degerlendirildignde N icermeyen
Nitrogen-free (NFb) besi yerinde, 134 izolatin NFb besiyerinde 49 tanesinden pozitif
sonu¢ alimmistir. NFb besiyeri brom timol mavisi igermektedir. Azot fiksasyonunun
gergeklestigi durumda besi yerinin pH’1 baziklesir. Bu duruma bagl olarak besiyerinin
rengi maviye doner. Azot fiksasyonu testi sonuglarina bakildiginda 134 izolattan
kontrol bakterisi Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692)’ya gorece en iyi azot
fiksasyonu yetenegine sahip olan izolatin 129 numarali izolat (+++++) oldugu
goriilmiistiir. Pseudomonas spp, genel olarak havadaki serbest azotu fikse etme
yetenegine sahiptir [Palleroni, 2015]. Yapilan test sonucunda 134 izolattan 49’unun
azot fikse etme yetenegine sahip olmasi Pseudomonas Genusunun her iiyesinin bu
ozellige yiiksek derecelerde sahip olamayacagini ya da N fiksasyon siirecinin karmasik
asamalarinda gerekli kosullarin s6z konusu izolatlar i¢in gerceklesmedigini de
diistindiirmektedir [Li et al., 2017]. Yapilan bir ¢alismada bazi1 Pseudomonas tiirlerinin
biyolojik nitrojen fiksasyonu yetenegine sahip oldugu ig¢in toprak patojenlerinin
biyolojik kontrolii sayesinde musir bitkisine yo6nelik PGPB olarak tanimlandigi
bildirilmistir [Kuan et al., 2016]. Bunlara ek olarak, protein orani, genetik 6zellikle

belirlenmekle birlikte, azotlu giibre uygulamalariyla arttirilabilen bir 6zelliktir [Atar,
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2017]. Bu nedenlerden dolayi bitki gelisiminde azotun yeterli ve gerektigi zamanlarda
alimi bitki verimini etkileyen 6nemli parametrelerdendir.

Tez caligmast kapsaminda [AA {iretim yetenegi Triptofan iceren Luria Bertani
(LB) besi yerinde inkiibe edilen izolatlarin Salkowski ayiract varliginda spektrometrik
Olglim alinmasi yontemiyle incelendi. 134 izolat ile yapilan IAA iiretimi testi
sonucunda 134 izolattan 34 tanesinin pozitif kontrolden daha yiiksek miktarda IAA
iiretim yetenegine sahip oldugu sonucu belirlendi. Yapilan 6rnek bir ¢alismada
Pseudomonas sp. NEEL19’un tirettigi IAA sayesinde ¢ay bitkisinin biiyiimesini tesvik
ettigi gosterilmistir [Neelakandan, 2021]. Farkli bir ¢alismada ise nohut bitkisinin
(Cicer arietinum L.) rizosferinden izole edilen Pseudomonas izolatlarmin 6nemli
oranda [A A iiretimi yaptig1 ve bir nohut ¢esidi olan C235’¢ asilandiginda, asilanmamisg
bitkilere oranla agilanmis bitkilerin kuru agirhigini artirdigi belirlenmistir [Malik and
Sindhu, 2011].

Bu tez calismasinda siderofor iiretimi testi Schwyn and Neiland (1987)’1n
onerdigi sekilde Cas-Blue Agar besi yerinde zon olusumunun taranmasi yontemiyle
incelendi. 134 izolata Cas-Blue agar besiyerinde yapilan siderofor iiretimi testi
sonucunda Tablo 4.3’te gosterilen 134 izolattan 123 tanesinden pozitif sonug¢ alindi.
Gram negatif bakterilerin ¢cogu siderofor liretme yetenegine sahip oldugu igin bu
calismada kullanilan Pseudomonas izolatlarinin ¢ogunun siderofor iiretme yetenegine
sahip olmasi beklenen bir sonuctur [Faraldo-Gomez and Sansom, 2003]. PGPB
tarafindan iiretilen sideroforlarin bitki biiyiimesi iizerindeki faydali etkileri bir¢ok
calismada gosterilmistir. Ornegin, baz1 calismalarda, Mas fasulyesi bitkileri, siderofor
iireten Pseudomonas susu GRP3 ile asilandiginda ve demir eksikligi olan topraklarda
biiyiitiildiigiinde, kontrol bitkilerine gorece klorofil seviyesi arttigi belirlenmistir.
Farkl1 bir ¢alismada, bitkilerin agir metal kirliligi gibi stres kosullarinda demir aliminin
cok 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu durumda sideroforlarin, agir metallerin bitkiler
tizerindeki zararli etkilerini hafiflettigi belirlenmistir [Saeed et al., 2021; Sharma et
al., 2003]. Bir diger ¢alismada ise musir bitkisinde Cephalosporium maydis’in neden
oldugu geg solgunluk hastalig: ile miicadele i¢in B.subtilis ve P.koreensis suslarinin,
Cephalosporium maydis’e karsi antagonistik aktivite sergileyen siderofor iiretimi
sayesinde musir bitkisi ile birlikte asilanmasinin bu hastaligin inhibe edilmesini
sagladigi belirlenmistir. Ayrica misirin B.subtilis ve P.koreensis suslart ile birlikte
astlanmasinin bitkide toplam klorofil ve karotenoidlerde artis oldugu bildirilmistir
[Ghazy and El-Nahrawy, 2021] .
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Diger bir PGPB 6zelligi olarak arastirilan inorganik fosfat ¢dzebilme yetenegi
CasPOs igeren Pikovskaya besi yerinde zon olusumunun taranmasi ydntemiyle
incelendi. 134 izolata Pikovskaya besiyerinde yapilan inorganik fosfat ¢ozebilme testi
sonucunda 134 izolattan 116 tanesinden kontrole gorece zayif da olsa pozitif sonug
alind1 (Tablo 4.4). Toprakta ¢6ziinmiis formda bulunan fosfat konsantrasyonun ¢ok
diisiik (1 ppm veya daha az) olmasi nedeniyle bitkiler tarafindan alimi ¢ok diisiik
seviyededir. Bu nedenle tarimda fosfatli gilibreler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak bu kimyasal giibrelerin uygulamadan kisa bir siire sonra toprak molekiillerine
baglanarak veya cokelerek bitkiler icin elverigsiz hale gelmesi ve c¢evre icin zararh
etkilerinin olmasi nedeniyle giinlimiizde bu alanda PGPB’lerin kullanim1 yayginlasma
egilimindedir. Yapilan bir ¢aligmada Allium cepa L. ¢imlenmesi ve biiylimesi igin
biyo-giibre olarak Pseudomonas sp. ve Serratia sp. kullanilmistir. Tohum ¢imlenmesi
sirasinda tohumlar yiiksek oranda fosfata ihtiya¢ duydugu i¢in bu ¢alismada inorganik
fosfat kaynagi olarak Pseudomonas sp. ve Serratia sp. kullanilmistir. Bu ¢alisma ile
Pseudomonas sp. ve Serratia sp. ile asilanan tohumlarda ¢imlenme oranin asilama
yapilmayan tohumlar ile karsilagtirildiginda %90 oraninda arttigi bildirilmistir
[Blanco-Vargas et al., 2020].

Bu asamadan itibaren bir sonraki deney olan biyofilm testinden 6nce Tablo
4.5’te gosterilen 134 izolatin azot fiksasyonu, IAA iiretimi, siderofor iiretimi ve fosfat
indirgeme test sonuglar1 karsilastirdi. Bu 4 test referans alinarak en iyi PGPB 6zelligi
sonuglarina sahip olan 44 adet izolat se¢ildi ve testlere bu izolatlar ile devam edildi.

Biyofilm ¢evrede sik rastlanabilen bir mikrobiyal yasam ve yerlesim alanidir.
Cesitli mikrobiyal tiirlerin kendilerini ¢evresel etkenlerden korumak ve yasamsal
faaliyetleri bakimindan elverisli bir ortam i¢in olusturduklar1 bir mikro-ekosistemdir
[Temel ve Erag, 2018]. Bitki rizosferinde bulunan bakteriler, tek bir bakteri tiirii ile
veya birden fazla bakteri tiirii ile bir araya gelerek rizosferde biyofilm olusturabilerler.
Bu bakteriler, biyofilm olusturma yetenekleri sayesinde bitkiler i¢in yararli olan
bakterileri bitki rizosferinde belirli giiclii sinyaller araciligi ile bir araya
toplayabilmektedir. Bu sekilde bitki rizosferinde olusturulan biyofilm yapisi, bitkiler
icin faydali 6zellige sahip olacak ve onlarin biiyiime gelismelerini destekleyebilecek
bir mikrobiyal topluluk ile bir arada yasayabilecektir. Bu nedenle yapilan biyofilm
testi sonuglarina gore diger izolatlara ve kontrole gorece kiyaslanarak daha iyi degere

sahip olan izolatlar belirlenmistir. Biyofilm testi sonuglari1 da degerlendirilerek 44 adet
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izolat arasindan 6, 30, 35, 44, 68, 88, 104, 113, 120 ve 129 numaral1 10 izolat se¢ildi
ve diger testlere bu 10 izolat ile devam edildi.

Calismanin bu asamasinda bakterileri st liste ¢izme yontemi (Cross-streak)
kullanilarak birlikte yasayabilme durumlar: degerlendirildi. Bu yontem sonucunda 35,
104 ve 129 numarali izolatlarin diger izolatlarla kiyaslandigi zaman daha uyumlu
sekilde birlikte yasayabilecekleri belirlendi. 35 numarali izolat hem ¢ok iyi derecede
IAA iretimi yapabildigi i¢in hem de iyi seviyede biyofilm olusturma yetenegi
acisindan cok 1yi degerlere sahip oldugu icin se¢ildi. 104 numarali izolat 1y1 derecede
siderofor liretimi yetenegine sahip olmasi agisindan biyoformiilasyon i¢i aday olarak
secildi. 129 numarali izolat ¢ok iyi azot fiksasyonu yetenegine sahip oldugu i¢in
biyoformiilasyon aday1 olarak se¢ildi. Ayrica bu 3 izolat da fosfat ¢cozebilme yetenegi
acisindan birbirine benzer yetenege sahip oldugundan giiclii biyoformiilasyon aday1
olarak secildi.

Secilen 3 izolatin da 16S rDNA dizilerinin NCBI verileri ile karsilastirilmasi
sonucu, 35 nolu izolatin % 99,38 oraninda Pseduomonas putida’ya, 104 nolu izolatin
% 99,92 oraninda Pseduomonas putida’ya ve 129 nolu izolatin ise % 99,42 oraninda
Pseduomonas reidholzensis’e  benzedigi  belirlendi.  Dizileme  sonuglari
degerlendirildiginde 3 izolatin da ortak olarak %99,28 ve daha yiiksek oranda
P.putida’ya benzemesi bu izolatlarin birbirlerine yakin alanlardan izole edildigi i¢in
benzer 6zelliklere sahip olabilecegi kanisini destekler niteliktedir.

Yukarida segilme gerekceleri detayli olarak ifade edilen 35, 104 ve 129 numarali
izolatlar ile birlikte hazirlanan biyoformiilasyon saksi denemelerinde bugday bitkisi
ile bir araya getirildi, Bu amagcla kullanilan deneme topraginin analiz sonuglarina
(Tablo 4.8) gore deneme topragi; notr, tilkemiz i¢in belirlenen EC sinir aralik degerleri
ile uyumlu, tuzsuz, tinli, iyi seviyede organik madde icerigine sahip, fazla kirecli, ¢ok
yiiksek fosfor 58 igerigine sahip, toplam azot orani bakimindan azotga fakir bir toprak
oldugu tespit edildi. Azot fiksasyonu, TAA iiretimi, siderofor iiretimi ve fosfat
indirgeme ve biyofilm olusturma yetenegi icin secilmis izolatlarin deneme bitkisi olan
makarnalik bugday Triticum avestavum L. Emin Bey ¢esidinin gelisimine etkileri
tespit edildi. Tasarlanan saks1 denemelerinin kurgusu ve 6zellikle organik maddece
zengin olan deney topraginin steril edilerek mikroorganizmalardan arindirilmis olmasi
ulasilmak istenen hedefler agisindan Onemlidir. Boylelikle inokiilasyon sonucu
mikroorganizmalarin toprakta varolan organik icerigi ve sonradan ilave edilen farkl

oranlardaki kimyasal giibre katkisinin [DAP (%50 ve %100) ve Amonyum nitrat (%50
63



ve %100)] bitki icin uygun hale getirerek bitki gelisimine katkisinin takibi i¢in bir
baslangic noktasi olmustur. Kullanilan deney topragindaki organik ve inorganik
madde igerigi her zaman bitkinin kullanabilecegi forma uygun olmayabilir. Bu
asamada topragin kimyasal potansiyelini hareketlendiren mikroorganizmalarin katkisi
yadsinamaz. Kullanilan deney topragi ayni zamanda CaCOs agisindan zengin yani
kiregli bir topraktir. Ayrica topragin pH’sinin nétr (6,9) degerlerde olmasi
mikroorganizma denemeleri i¢in topragin pH’sinin uygun oldugunu gostermektedir.
Tim bunlar dikkate alindiginda ekimden sonra 21. haftada yapilan verim
analizlerinden biri olan bugday bitkilerinin boy uzunlugu bitkilerin tiim goévdeleri
toprak iistlinden yaprak ucuna kadar olgiilerek bitki boyu belirlendi. Analizler, SPSS
programi programi kullanilarak One way ANOVA secilerek LSD testi ile
gerceklestirildi. Yapilan istatistiki bugday bitkilerinin boy uzunluklart arasinda kontrol
grubuna gorece anlamli farklar oldugu belirlendi. A (Kontrol) grubu bitkilerinin boy
uzunlugu ortalamasi 43.7 cm iken B grubundaki bitkilerin ortalama boy uzunlugu 43
cm, C grubundaki bitkilerin ortalama boy uzunlugu 39.6 cm, D grubundaki bitkilerin
ortalama boy uzunlugu 38.1 cm, E grubundaki bitkilerin ortalama boy uzunlugu 37.5
cm olarak belirlenmistir. Bu durumda en yiiksek bitki boyu ortalalamasina sahip olan
grup kontrol olan A grubu bitkileridir. 10.haftada yapilan bugday bitkisinin boy
Olclimiine gore kontrol grubundaki bitkilerin boy uzunlugu ortalamasi diger deney
gruplarindaki bitkilerin boy ortalamasindan daha diisiik iken 21.haftada kontrol grubu
bitkilerinin diger deney gruplarindan daha yiiksek boy uzunlugu ortalamasina sahip
oldugu belirlenmistir. B, C, D ve E grubundaki biitiin bugday bitkilerine esit oranda
biyoformiilasyon eklenmistir ve belirli oranlarda DAP ve Amonyum nitrat giibreleri
uygulanmustir. Literatiirde, uzun boylu bugday ¢esitlerinde asimilatlar sap uzamasi
icin tiiketildigi, kisa boylu bugday ¢esitlerinde bu asimilatlarin fazla fertil kardes i¢in
kullanildig1 bilgisi yer almaktadir. Bu nedenle kisa boylu bugday ¢esitlerinde dane
verimi yiiksek oldugu, kisa boylu bugday ¢esitlerinin uzun boylu ¢esitlere gore daha
saglam saplara ve daha yiiksek hasat indeksine sahip oldugu belirtilmektedir. Orta
boylu bugday ¢esitlerinde uzun boylu bugday ¢esitlerinden daha fazla fertil kardes ve
basakta daha fazla dane iiretebilmektedir [Soylu ve Sade, 2003]. Bu bilgiler 1s1ginda,
kontrol A grubu bitkilerinde boy uzunlugunun diger deney gruplarindan daha fazla
olmasina ragmen bu grupta hi¢ basak olmamasi, buna karsin B grubu bitkilerinde 3, C
grubu bitkilerinde 2, D grubu bitkilerinde 8 ve E grubu bitkilerinde 2 tane basak olmasi

bugday boy uzunlugu ile bugday verimi arasindaki ters orantiy1 destekler niteliktedir.
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B grubu bitkilerinin A kontrol grubuna kiyasla boy uzunlugu yakin olmakla birlikte
bu agidan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir. C grubu
bitkilerinin A kontrol grubuna goérece boy uzunlugunun daha kisa oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir. En disiik bugday boy
uzunluguna sahip olan 2 grup D ve E gruplari iken en yiiksek basak sayisi yine D
grubunda gozlenmistir. Boylelikle bu gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak
farkli oldugu ve daha fazla verime sahip oldugu belirlenmistir.

Bugday bitkilerinin govde kalinliklart 6lgiilerek kaydedilmistir. 21. haftada
bitkilerin govde kalinliklarina bakildiginda A gubunun en az gévde kalinlig1 gosterdigi
goriilmiis ve kontrol gurubuna kiyasla B grubu (biyoformiilasyon + %100 DAP +
%100 Amonyum nitrat), C grubu (biyoformiilasyon + %100 DAP + %500 Amonyum
nitrat), D grubu (biyoformiilasyon + %50 DAP + %100 Amonyum nitrat) ve E grubu
(biyoformiilasyon + %50 DAP + %50 Amonyum nitrat) arasinda istatistiksel olarak
fark oldugu belirlenmistir. 10.haftada alinan 6l¢timlerde sapa kalkma evresine kadar
gegen siliregte tiim gruplar arasinda 6nemli bir fark goriilmezken, 10. haftada giibre
uygulamasinin gévde kalinhiginda fark olusturmaya basladigi belirlenmistir. Bu
durum, kimyasal giibrelere ek olarak Pseudomonas sp. izolatlar1 ile hazirlanan
biyoformiilasyonun da gévde kalinliginda artis1 destekledigini gostermektedir.

Kardes sayis1 bugday tohumunun ¢esidine ve g¢evre sartlarina bagli olarak
degiskenlik gosterir. Tohumun genetik kdkenine gore bazi ¢esitler digerlerinden daha
fazla kardeslenme potansiyeline sahiptir. Kislik ve yazlik ¢esitler karsilastirildiginda
genellikle kislik ve kisa boylu olan ¢esitler daha fazla kardeslenme potansiyeli tasirlar.
Ayni1 zamanda bugday cesidinin disinda bugday bitkisi; verimli topraklarda ve seyrek
ekildiginde sicaklik, nem ve 1s1k uygun oldugunda daha fazla kardes olusturur. Yiiksek
sicaklik, kuraklik, sik ekim, hastalik gibi stres kosullarinda bugday tohumlarinin
kardes sayis1 diisiik olabilir veya hi¢ kardeslenmez [Mizrak, 2018]. Bu tez ¢aligmasi
kapsaminda bugday bitkileri, bitki biiylimesi i¢in elverisli sicaklik ve nem kosullarina
sahip serada yetistirilmistir. Her bir tohumdan ¢ikan kardes sayilar1 karsilastirildiginda
istatistiki olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir. Ciinkii 10.haftaya kadar bugday
bitkilerinin sapa kalkma donemi gerceklesmedi. Bugday bitkilerinin sapa kalkma
evresi Zadoks skalasi referans alindiginda tohumlarin ekildigi gilinden itibaren
80.gilinden itibaren ger¢eklesebilmektedir. Bu asamada sapa kalkma evresiyle birlikte
bitkilere Amonyum Nitrat giibreleri B ve D deney gruplarma %100, C ve E deney

gruplarina %50 oranda uygulandiktan sonra kardeslenme sayilarinda 6nemli artiglar
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oldugu belirlenmistir. En fazla kardeslenme sayisina sahip olan grup D grubu bugday
bitkileri olmakla beraber tiim deney gruplar1 A (kontrol) grubu bitkilerinden daha
yiiksek kardeslenme oranina sahiptir. Kardeslenme sayisinin yiiksek olmasi, elde
edilecek basak sayisinin daha fazla olmasi ile dogru orantili oldugu icin bugday
bitkisinin 6nemli verim parametrelerinden biridir. Kimyasal giibrelerin %50 oraninda
azaltilarak uygulandigi E grubu bitkilerinin kardeslenme durumuna baktigimizda,
kimyasal giibrelerin en yiiksek oranda uygulandigi B grubu (%100 DAP ve %100
Amonyum nitrat) ile ayni sayida kardes saysuna sahip oldugu goriilmektedir. Bu
durumda, kimyasal giibrelerin azaltilmasina ragmen E grubu bitkilerinde kardeslenme
sayisinin iyi olmasi Pseduomonas sp. bakterileri ile olusturulan biyoformiilasyonun
bugday bitkilerinin kimyasal giibreden bagimsiz olarak kardeslenme sayilarinin
artmasina etkisinin oldugunu diistindtiirmektedir.

21. haftada goriilen sar1 yapraklar en fazla A (steril toprak) ve E
(biyoformiilasyon + %50 DAP + %50 amonyum nitrat) gruplarinda goriilmekle
birlikte en az B (biyoformiilasyon + %100 DAP + %100 amonyum nitrat) ve C
(biyoformiilasyon + %100 DAP+%50 amonyum nitrat) gruplarinda goriilmiistiir. Sar1
yapraklar bitkilerde azot eksikligi oldugunun isaretidir. Bitkilerde B ve C gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla sar1 yaprak sayisindaki azalma, biyoformiilasyon ile birlikte
kimyasal giibrenin etkisinin bitkide daha az sar1 yaprak olusumuna destek verdigini
diistindiirmektedir. Ayrica amonyum nitrat oraninin yari yar1 azaltilmasina karsin C
grubu bitkilerinde B grubu ile karsilastirildiginda daha az sar1 yaprak olmasi ve bu
farkin istatistiksel olarak anlamli olmasi biyoformiilasyonun azot eksikligini

giderilmesini destekledigini gostermektedir.

o Gelecek Ongoriileri ve Sonuglarin Degerlendirilmesi:

PGPB ozellikleri agisindan taranan 3 adet izolat 16S rDNA dizi analizi ile
tanimlanarak 35 no’lu izolat %99,38 oraninda P. putida’ya, 104 no’lu izolat %99.92
oraninda P. putida’ya ve aym oranda P. protegens’e benzetilmistir. P. protogens
bakterisinin literatiirde bitki koruyucu genlere sahip oldugu belirtilmistir [Andreolli et
al., 2019]. 104 no’lu izolat PGPB ozellikleri agisindan taranarak bu 6zelliklere sahip
oldugu belirlenen bir izolattir. Bu yonden P. protegens bakterisi de olabilecegi
ongoriilmektedir (Bkz EkA). Ayn1 zamanda P. protogens’in genomunun sekanslandigi
ve yakin tarihte P. fluorescens’ten ayrildigi bildirilmistir. Arit’ m (2022) Yiiksek

Lisans tezinde ise 129 no’lu izolatin %99,42 oraninda P. reidholzensis’e benzedigi
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belirtilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarla se¢ilen bu 3 izolatin hangi bakteriye daha
yakin oldugu belirlenerek literatiire kazandirilmast miimkiindiir. Tiim bunlara ek
olarak, tez ¢alismasi kapsaminda Petri ve spektroskopik yontemler ile belirlenen
PGPR aktivite (IAA ve azot liretimi) sonuglarinin HPLC ve GC gibi ileri analitik
yontemler ile fosfat indirgeme yeteneginin de GCD geninin varligina ve var ise
eskpresyon seviyesine molekiiler teknikler ile (sirasiyla PZR ve gercek zamanli PZR)

dogrulanmasi 6nem arz etmektedir.
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