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OZET

Kimyasal giibrelerin asir1 kullanimi, tarim topraklarinin bilesimi {izerinde iki yonlii
etkiye sahiptir. Birincisi, topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirir; ikincisi
ise topraktaki mikrobiyal popiilasyonda dengesizlik olusturur. Bu etkiler ile birlikte
ekolojik dengeyi bozarak verimliligin diismesine yol acabilmektedir. Ayrica, kimyasal
giibrelerin asir1 kullanimi, topragin en diisiik diizeyde verimli kullanilmasina neden
olmaktadir. Bu durumun ekolojik ag¢idan en uygun ¢oziimii, mikrobiyal giibrelerin
gelistirilerek kimyasal gilibre kullaniminin en aza indirilmesidir. Bu dogrultuda,
calismada tarafimizca izole edilen yerel Bitki Biiylimesini Tesvik Edici Rizobakteriler
(PGPR) ile mikrobiyal konsorsiyum olusturulmus ve bunlarin monokotil bir bitki olan
durum bugday1 (Triticum durum Dest.) ile etkilesimleri aragtirilarak verimlilik
tizerindeki potansiyel etkileri degerlendirilmistir. S6z konusu yerel PGPR izolatlari
Tekirdag Siileymanpasa ilge smirlar1 igerisinde bulunan 6 farkli hububat ekim
alanindan izole edilerek toplamda 145 izolat elde edilmis ve bu izolatlar igerisinde 48
izolatin PGB o6zellikleri (azot fiksasyonu, inorganik fosfat ¢oziiniirliigli, siderofor
tiretimi, indol asetik asit iiretimi, hidrojen siyaniir (HCN) iiretimi, biyofilm tiretimi,
amonyum {iretimi ve ¢inko ¢oziliniirliigli) taranmistir. En iyi PGB 6zelliklere sahip 6
izolat secildikten sonra 16SrDNA analizi ile tanimlamalar1 yapilmistir. 16StDNA
sonuclarina gore secilen 6 izolat TSR3A-34, TSR4A-51, TSR3B-106, TSR5B-129
TSR5B-131 ve TSR6B-135; sirastyla Stenotrophomonas maltophilia, ; Bacillus sp.;
Pseudomonas  koreensis;, Bacillus amyloliquefaciens; Bacillus subtilis ve
Pseudomonas sp. tiirlerine benzetilmistir. Secgilen 6 izolatin birbirleri ile yagayabilme
ozellikleri test edildiginde TSR6B-135 izolatinin diger izolatlar ile uyumsuz oldugu
goriilmiis ve konsorsiyum gruplarina dahil edilmemistir. Kalan 5 izolat kullanilarak,
2’li, 3’li, 4’li ve 5’li olmak iizere toplam 20 farkli mikrobiyal konsorsiyum
olusturulmustur. Bu konsorsiyum gruplar1 bugday bitkisine uygulanmis ve bitkilerin 6
hafta boyunca biiylimeleri diizenli olarak takip edilmistir. Takip siiresi sonunda
Biiylime parametreleri (slirglin uzunlugu, kok uzunlugu, siirgiin ve kok kuru agirliklar
ile klorofil igerikleri (SPAD)) Oolgiilmiistir. Bu Ol¢limler sonucunda bugdayin
bliylimesini en fazla etkileyen (TSR3A-34, TSR5B-129 ve TSR5B-131) konsorsiyum
grubunun oldugu tespit edilmis ve siirgiin uzunlugunda (%4.81), siirglin kuru
agirhiginda (%19.3) ve klorofil igeriklerinde (%6.06) oraninda artiglar gézlenmistir.
Bu konsorsiyum grubuna ayrica Alev agaci (Photinia x fraseri Dress.) bitkisinden izole
edilen PGB _invit bakterisinin de eklenebilmesi i¢in birlikte yasayabilme 6zellikleri
test edilmis ve uygun bulunduktan sonra konsorsiyum grubuna dahil edilmistir.
Olusturulan dortlii mikrobiyal konsorsiyum ile ti¢ farkli azot uygulamasinda (%100,
%75 ve %50) ve tekli izolatlara %100 Azotlu giibre eklenerek gruplar olusturulmus ve
her bir grup ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Onerilen azot giibresinin %25
oraninda azaltilarak mikrobiyal konsorsiyum ile desteklenmesi sonucunda bitki
boyunda (%8.36), basak sayisinda (%64.2), dane ¢apinda (%10.8), bin dane
agirhginda (%5.70) ve hektolitre agirliginda (%33.10) artis gozlenmistir. Ayrica
mikrobiyal konsorsiyum ile tek suslu uygulamalar karsilastirildiginda, konsorsiyumun
bugday verimini artirmada daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar,
stirdiiriilebilir tarimda kimyasal giibre kullaniminin azaltilabilecegini ve mikrobiyal
konsorsiyumun bugday yetistiricilifinde biyogiibre olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Azot Giibresinin Azaltilmasi, Mikrobiyal Konsorsiyum,
Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Rizobakteriler, Makarnalik Bugday, Verim.
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ABSTRACT

The excessive use of chemical fertilizers has a twofold effect on the composition of
agricultural soils. First, it alters the physical and chemical properties of the soil;
second, it creates an imbalance in the microbial population in the soil. These effects
can disrupt the ecological balance and lead to a decrease in productivity. Furthermore,
the excessive use of chemical fertilizers results in the least efficient use of the soil. The
most ecologically appropriate solution to this situation is to minimize the use of
chemical fertilizers by developing microbial fertilizers. In this regard, a microbial
consortium was created using locally isolated Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
(PGPR) and their interactions with durum wheat (7riticum durum Desf.), a
monocotyledonous plant, were investigated to evaluate their potential effects on
productivity. The local PGPR isolates in question were isolated from 6 different cereal
cultivation areas within the boundaries of Tekirdag Siileymanpasa district, yielding a
total of 145 isolates. Among these isolates, 48 isolates were screened for PGB
properties (nitrogen fixation, inorganic phosphate solubilization, siderophore
production, indole acetic acid production, hydrogen cyanide (HCN) production,
biofilm production, ammonium production, and zinc solubility) were screened. After
selecting the 6 isolates with the best PGB properties, their identification was performed
using 16SrDNA analysis. Based on 16S rDNA results, the six selected isolates
TSR3A-34, TSR4A-51, TSR3B-106, TSR5B-129, TSR5B-131, and TSR6B-135 were
respectively identified as Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus sp., Pseudomonas
koreensis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, and Pseudomonas sp. When
the compatibility of the selected 6 isolates with each other was tested, the TSR6B-135
isolate was found to be incompatible with the other isolates and was not included in
the consortium groups. Using the remaining five isolates, a total of 20 different
microbial consortia consisting of 2, 3, 4, and 5 strains were created. These consortia
were applied to wheat plants, and the growth of the plants was regularly monitored
over a period of six weeks. At the end of the monitoring period, growth parameters
including shoot length, root length, shoot and root dry weights, and chlorophyll content
(SPAD) were measured. These measurements revealed that the consortium group most
affecting wheat growth (TSR3A-34, TSR5B-129, and TSR5B-131) resulted in
increases in shoot length (4.81%), shoot dry weight (19.3%), and chlorophyll content
(6.06%). The PGB _invit bacterium, isolated from the Fraser's Photinia (Photinia x
fraseri Dress.), was also tested for compatibility with this consortium group and, after
being found suitable, was included in the consortium group. Four microbial
consortium were created with three different nitrogen applications (100%, 75% and
50%) and single isolates were treated with 100% nitrogen fertilizer. Each group was
repeated three times. As a result of supporting the recommended nitrogen fertiliser
with a 25% reduction and the microbial consortium, increases were observed in plant
height (8.36%), spike number (64.2%), grain diameter (10.8%), thousand-grain weight
(5.70%), and hectolitre weight (33.10%). Furthermore, when microbial consortium
applications were compared to single-strain applications, the consortium was found to
be more effective in increasing wheat yield. These results indicate that chemical
fertiliser use can be reduced in sustainable agriculture and that microbial consortium
can be used as biofertilisers in wheat cultivation.

Keywords: Reduction of Nitrogen Fertiliser, Microbial Consortium, Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria, Durum Wheat, Yield
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

% : Yiizde
< : Kiiciik
> : Bliyiik
°C : Santigrat Derece
u : Mikro
uM : Mikromolar
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool
CAS : Chrome Azurol S
CFU : Colony Forming Unit
DNA : Deoksiribontikleik Asit
EPS : Ekstraseliilar Polisakkarit (Extracellular Polysaccharides)
dNTP : Deoksiniikleotid
Fe : Demir
FTS : Fizyolojik Tuzlu Su
g : Gram
ha : Hektar
hl : Hektolitre
HCN : Hidrojen Siyaniir
HDTMA : Hekzadesiltrimetilamonyum Bromiir
kg : kilogram
km : kuru madde
L : Litre
LB : Luria Bertani
M : Molar
mg : Miligram
mL : Mililitre
mM : Milimolar
mm : Milimolar
MPYE : Mineral Peptone Yeast Extract
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1. GIRIS

Insan beslenmesinin énemli bir bileseni olan durum bugdayi, kiiresel temel gida
tedarikinin basinda gelmektedir [Ibarra-Villarreal vd., 2023]. Ayrica durum bugday1
unu, makarna yapimi i¢in olaganiistii kalitesi ve uygunlugu ile taninmaktadir [Mariem
vd., 2020]. Diinya niifusu 2050 yilina kadar arttik¢a gida talebinin tahmin edilmektedir
[Ibarra-Villarreal vd., 2023]. Sonug olarak, bugday iiretiminin ve ekim alanlarmin
genisletilmesi elzem hale gelmektedir [Chen vd., 2022]. Uretimi artirmak igin giibre
kullaniminin etkileri, bu yondeki tarimsal aragtirmalarin ana odak noktasidir [Keikha
vd., 2023]. Durum bugdayinin gii¢lii dane sertligi ve diisiik pisirme kayiplari, onu arzu
edilen bir tetraploid tiir haline getirmektedir. Yiiksek kaliteli bugday tiretimini garanti
altina almak i¢in yogun azot giibrelemesi gereklidir [Chen vd., 2023]. Diinya
niifusunun yaklasik %50'si beslenme taleplerini karsilamak icin azot giibrelemesine
baglidir ve stratejik bir iiriin olan bugdayin liretimini artirmak i¢in bu gereklidir [Fathi,
2022; Feyisa vd., 2024]. Bugdaya belirli biiyiime asamalarinda azotlu giibre
uygulanmasinin verimi biiyiik dl¢iide arttirdig: biliniyor olsa da, bu giibrelerin asir1
veya yanlis kullanimi ¢evresel siirdiiriilebilirlik {izerinde zararli bir etkiye sahip
olabilir [Li vd., 2022]. Ayrica, kimyasal giibrelere kars1 asir1 baglilik toprak yapisinin
bozulmasina ve bu da siirdiiriilebilir tarim hedeflerine ulasmayi1 son derece
zorlagtirmaktadir [Asghar vd., 2023]. Bu tiir faaliyetler topragin organik madde
igeriginin azalmasina, toprak verimliliginin diigmesine ve pH dengesinin bozulmasina
bagl olarak topragi daha asidik hale getirebilir [Wang vd., 2020]. Mahsul verimini
artirmak ve asir1 glibrelemenin olumsuz c¢evresel etkilerini azaltmak igin,
stirdiiriilebilir tarim tekniklerinde etkili azot yOnetimi uygulamalarini i¢ermelidir
[Wang vd., 2023]. Boylelikle son yillarda Kimyasal girdilerin gevresel etkilerini en
aza indirmeyi ve bunlara olan bagimliligi azaltmayi1 hedefleyen onemli bilimsel
arastirma ve teknolojik gelismeleri kapsayan siirdiiriilebilir tarimda bu alanda ilgide

bir artis yasamistir [Fathi, 2022].



Bu nedenle, tarimsal sistemlerin siirdiiriilebilirligini korumak, uzun vadeli finansal
kazanclar ve verimlilik elde etmek i¢in ¢ok onemlidir [Chen vd., 2022]. Olumsuz
cevresel etkilerin azaltilmasi, {iretkenligin ve verimliligin artirilmas1 da
stirdiiriilebilirligin saglanmasi i¢in en 6nemli 6nceliklerdir [Galindo vd., 2022]. Cevre
dostu mikrobiyal giibreler, kimyasal giibre ihtiyacim1 azaltmalari, topraktaki besin
maddelerinin bitki tarafindan alimini artirmalari ve mali acidan uygun olmalar

nedeniyle son zamanlarda 6n plana ¢ikmaktadir [Asghar vd., 2023].

Bitki koklerini gevreleyen ve kok gelisimini etkileyen alan olarak bilinen rizosferde
bulunan ve bitki bilylimesini ¢esitli yollarla destekleyen mikroorganizmalara Bitki
Biiyiimesini Tesvik Edici Rizobakteriler (PGPR) olarak isimlendirilir [Chauhan vd.,
2015]. PGPR’lar biyogiibre olarak uygulanmasinin, kimyasal girdilere olan
bagimliligin azalmasini ve gida giivenligini saglama acisindan 6nemli bir yaklasim
olarak degerlendirilmektedir [Kumar vd., 2021]. En yaygin PGPR ’lar Bacillus,
Pseudomonas, Lactobacillus, Serratia, Azospirillum, Burkholderia, Paenibacillus,
Rhodococcus, Herbaspirillum ve Acetobacter yer almaktadir. Bu mikroorganizmalarin
bitkilerle kurdugu simbiyotik iligkiler sayesinde bitkilerin kdk bdlgesinden
karbonhidratlar, organik asitler ve mineraller i¢eren ekstidalar salgilanirken, PGPR ’lar
ise azot fiksasyonu, demir gibi mikro elementlerin selasyonu, fosfat, potasyum ve
cinko gibi besin elementlerinin ¢oziliniirlestirilmesi, IAA iiretimi, kok gelisiminin
tesviki ve etilen diizeyini azaltan enzimlerin sentezi yoluyla bitki biiylimesini ve
verimliligini artirmaktadirlar [Aguilar-Paredes vd., 2020]. Yapilan ¢esitli
arastirmalar, mikroorganizmalarin bitki gelisimini destekleyebilecegini, toprak
kullaniminda etkinligini artirabilecegini ve patojen kaynakli stresi azaltmaya yardimci

olabilecegini gostermektedir [Ebrahimi vd., 2023; Yang vd., 2024].

1.1. Tezin Amaci, Katkis: ve Icerigi

Bu tez ¢aligmas1 makarna, irmik ve bulgurun ham maddesi olan makarnalik bugdayin
(Triticum durum Desf.) biiylime ve gelisimini desteklemek amaciyla, bitki biiylime
tesvik edici (PGP) oOzelliklere sahip bakterilerle olusturulan mikrobiyal
konsorsiyumlarin verimlilik {izerindeki etkilerinin artirilmasi arastirilmistir. Bu amag

dogrultusunda Tekirdag Siileymanpasa ilge sinirlart igerisinde bulunan 6 farkhi



hububat ekim alanlarindan alinan rizosferik toprak 6rneklerinden bakteri izolasyonu
yapildi ve en iyi PGP aktivitesi gosteren izolatlar belirlenerek cins bazinda tanimlandi.
Segilen izolatlarin birbirleri ile yasayabilme 6zellikleri degerlendirilerek, yasayabilen
izolatlar ile 2’li, 3’lii, 4’14 ve 5’li konsorsiyum gruplar1 olusturuldu ve makarnalik
bugday icin en iyi biiylime etkinligi gosteren konsorsiyum grubu belirlendi. Ve bu
konsorsiyum grubuna laboratuvarimizda alev agacindan izole edilen PGB _invit
bakterisinin de dahil olabilmesi i¢in uyumluluklar1 tespit edildi ve olusturulan yeni
mikrobiyal konsorsiyum grubu ile bugdayda verim ve kalite parametreleri {izerine

etkileri degerlendirildi (Sekil 1.1).

Yapilan bu calisma ile mikrobiyal gilibre formiilasyonlarinda kullanilmaya uygun yerel
izolatlarin eldesi ile literatiire kazandirilmis olup, olusturulan mikrobiyal
konsorsiyumlar ile bugday verimliligini arttiracak ¢evre dostu, maliyeti diisiik ve kolay
uygulanabilir yeni bir biyogiibre formiilasyonu gelistirilerek bilim diinyasina 6nemli

katkilar sunacaktir.
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Sekil 1.1: Bugdaya uygulanan mikrobiyal konsorsiyumlarin olusturulma siireci ile

verim ve kalite parametrelerine yoOnelik etkilerinin arastirilmasini
Ozetleyen grafiksel gosterim.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. Tarimda Giibreleme Uygulamalari

Iklim degisikliklerin olmasindan dolay, tarimsal iiretimde yasanan olumsuz etkilerden
toprak verimliliginde ve nemininde azalmasina bagli olarak gida giivenligini
etkileyebilmektedir [Oneyeka vd., 2024]. Toprak verimliligindeki azalma, 6zellikle
gelismekte olan tilkelerde gida giivenligini ve yoksullukla miicadeleyi 6nemli dlciide
etkilemekte olup, 2050 yilina kadar diinya niifusunun yaklagik 9.8 milyar olacagi
tahmin edilmektedir; bu da tarimsal iiretimin kiiresel 6l¢ekte artirilmasina duyulan acil
ithtiyac1 vurgulamaktadir [Abebe vd., 2022]. Organik, inorganik veya sentetik
giibrelerin uygulanmasi mahsul verimliliginin artmasini sagladigi gibi bu giibreler,
topraktaki besin element eksikliklerini doldurarak bitkilerin temel besin ihtiyaglarini
karsilamalarina yardimci oldugu gibi bitki sagligini iyilestirir, verimliligini ve iirlin
kalitesini artirir [Gorecki H., 2010; Krasilnikov vd, 2022; Abebe vd., 2022]. Uriin
verimini artirmak ve potansiyel verimle gergeklesen verim arasindaki farki azaltmak,
uygun giibre kullanimi ve etkili besin yonetimiyle miimkiindiir. Bu yontemler, kiiresel

gida giivenliginde 6nemli bir yere sahiptir [Penuelas vd., 2023].

2.2. Kimyasal Giibrelerin Tarimsal Uretime Katkilar1 ve
Riskleri

Kimyasal giibrelerin, yiliksek maliyetlerine ragmen verimi arttirip gida ihtiyacinin
karsilanmasina ve etkin bir sekilde kullanildiginda ¢evresel etkilerin azaltilmasina ve
de siirdiirtilebilir tarim faaliyetlerinin devamlilig1 agisindan agisindan kritik 6neme
sahiptir [Abebe vd., 2022]. 2020 yilinda Giibre tiiketimi hakkinda yapilan istatistiksel
caligma raporuna gore; Tirkiye'de kimyasal giibre tiiketimi %30.18 arttig1, miktar
olarak ise 3.210.698 tona ulastig1 ve hektar basina yaklasik 164 kg giibre kullanildigy,
ve asir1 giibre tliketiminin 6zellikle yerel ve sulu tarim alanlarinda gerceklestirildigi

tespit edildigi raporlanmistir [Web 1, 2025].

Kimyasal giibrelerin, bitkilerde verimliligin artisin1 sagladigi hakkinda Snemli
katkilar1 oldugu vurgulanmaktadir [Guo ve Wang, 2021]. Bitkiler, optimum biiylime

ve verimli iiretim i¢in basta Hidrojen, Oksijen, Karbon ve Azot olmak iizere yaklasik
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17 temel besin elementlerinin, bitkilerin ihtiyag duydugu miktarlara gére makro ve
mikro elementler olarak siniflandirilmaktadir. Azot, fosfor, potasyum, kalsiyum,
magnezyum ve kiikiirt makro besin elementleri olup, bu elementler bitki gelisimi i¢in
yuksek miktarlarda gereklidir. Bu nedenle, 6zellikle NPK (azot, fosfor, potasyum)
iceren giibreler, makro besin ihtiyacin1 karsilamak amaciyla yaygin olarak
kullanilmakta ve bu elementlerin yetersizligi ise bitki biiylimesini ve verimliligini
onemli Ol¢ilide kisitlamaktadir [Abebe vd., 2022]. Azot, bitkilerin klorofil biyosentezi,
fotosentez, amino asit ve protein sentezi gibi kritik metabolik siireglerde merkezi bir
rol oynayan, biiylime ve verimlilik agisindan zorunlu bir besin elementi olup,
eksikliginde ise Ozellikle verimde kayiplar, biiylimede duraklamalar ve kalitede
diisiisler meydana gelebilmektedir [Huang vd., 2021]. Fosfor ise bitkilerde enerji
tiretiminde, hiicre boliinmesinde, stres toleransinda ve biiyiime siire¢lerinde kritik bir
rol oynayarak hem verimliligi artiran hem de cevresel zorluklara kars1 dayaniklilig
giiclendiren temel bir besin maddesi olarak 6n planda yer almaktadir [Khan vd.,
2023]. Bir diger element Potasyum, temel bir besin maddesi olup hiicre biiyiimesinde,
su dengesini saglamada, fotosentezi ve besin maddelerinin tasinmasini diizenleyerek
bitkilerin genel saghgmi ve gelisiminin desteklenmesinde, ayrica bitkilerin
hastaliklara kars1 direncini artirarak verim ve kaliteyi onemli 6l¢iide iyilestirmesine

yardimei1 olur [Xu vd., 2020].

Ozellikle azot ve fosfor giibrelerinin tarimsal iiretimde yaygin ve etkili olarak
kullanilmasi ile, artan kiiresel niifusun gida talebini karsilamak tizere yliksek diizeyde
verim artisi saglamis olup, bu gelismelerin 1960’larda gerceklesen Yesil Devrim’in en
onemli teknolojik katkilarindan biri olarak degerlendirilmektedir [Kumar vd., 2021].
Mineral giibrelerin uygulanmasi, hizli bitki biiyiimesini tesvik edebilse de asirt mineral
giibre kullanim1 diinya ¢apinda toprak kalitesini diistirmektedir [Mazylyte vd., 2024].
Asin azotlu giibre kullanimi tarimsal iiretim maliyetlerini artirmakta ve ylizey suyu
otrofikasyona, igme suyu nitrat kirlili§ine ve toprak asitlenmesi gibi ¢evresel sorunlara
yol agmaktadir [Wang vd., 2024; Gallart vd., 2021]. Ote yandan, P giibreleri tarim
topraklarint kadmiyum ve uranyum ile kirletmekte ve fosforik asit sentezinden
kaynaklanan radyoaktif fosfojips birikerek insan ve hayvan sagligini tehlikeye
atmaktadir [Jahan vd., 2025].



Buna ilaveten Mineral fosforlu giibreler ayrica 6trofikasyona, toprak verimliligi
kaybina ve enerji yogun iiretimleri nedeniyle karbon emisyonlarina neden olabilir
[Mazylyte vd., 2024]. Kiiresel olarak, azot girdileri fosfor ve potasyum girdilerinden
daha hizli ve katlanarak artmakta, cevresel bozulmaya ve bazi saglik sorunlarina neden
olmaktadir. Hassas ve rejeneratif tarim uygulamalari, biyoteknolojik yaklasimlar ve
4R (Dogru Kaynak, Dogru Oran, Dogru Zaman ve Dogru Yer) ilkelerine dayali
diizenlemeler, artan niifusun gida ihtiyag¢larini karsilamak tizere stirdiiriilebilir iiretim

ve ¢evresel denge i¢in gereklidir [Penuelas vd., 2023].

2.3. Mikrobiyal Giibre Uygulamalari ve Tarimsal
Performanslari

Toprak, bitki gelisimini destekleyen mikroorganizma etkilesimlerinin yogun oldugu
dinamik bir ekosisteme sahip olup yaklasik 10 milyar mikroorganizma barindirirlar
[Ganesh vd., 2024]. Biyogiibreler, bitki rizosferindeki besin maddelerinin
yogunlugunu, erisilebilirligini ve ¢oziiniirliiglinii artirarak bitki gelisimini destekleyen,
bitkilere toprak araciligryla uygulanan mikrobiyal formiilasyonlar olup bu siirecte bitki
gelisimini tesvik eden PGPR’lar 6nemli bir rol oynamaktadir [Aloo vd., 2022].
Etkinlikleri ise; toprakta madde dongiilerini ydneterek bitki biiylimesini
desteklemesine, besinlerin mineralizasyona yardimei olmasina ve bdylelikle toprak
yapisini iyilestirmesine ve de bitkileri patojenlere karsi korumalarina yardimci olurlar
[Zhang vd., 2023; Wei vd., 2024]. Biyogiibrelerin ve mikrobiyal biyostimiilatdrlerin
kullanilmasinda, dis girdileri azaltmaya, i¢ kaynaklarin niceligini ve Xkalitesini
tyilestirme yardimci olduklarindan g¢evresel olarak kabul edilebilir bir uygulama
olarak degerlendirilir [Delfim vd., 2018]. Ornek vermek gerekirse, piyasada bitki
bliylimesini ve toprak verimliligini artirmak icin kullanilan rizobiyal, Azotobacter ve
fosfor ¢oziiniirlestiren bakteriyel biyogiibreler, azot fiksasyonu, biiyiime tegvik edici
maddeler iiretimi ve hastaliklarin biyolojik kontrolii gibi faydalar saglarken,

verimi %10-35 oraninda artirabildigi bildirilmistir [Thomas ve Singh, 2019].



2.3.1. Mikrobiyal Giibre iceriginde bulunan Bitki Biiyiimesini Tesvik
edici Rizobakteriler [Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR)]

2.3.1.1. PGPR’larin Bitki Gelisimine Sagladig1 Etki Yollar

Toprak, karasal ekosistemlerde en zengin mikrobiyal cesitlilige sahip olup, bir
graminda bitki biiylimesi ve gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir [Ganesh vd., 2024].
Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin yani sira sicaklik, pH, besin, nem gibi faktorlerle
toprak, mikrobiyal gelisimin i¢in 6nemli bir parcasi olup, derinliklere gidildikce
mikrobiyal yogunlugun azalmasindan dolayr PGPR’lar rizosfer ve kok yiizeyinde
yogunlagirlar [Figiel vd., 2025]. Bitkiler, kok eksiidatlar1 olarak bilinen yiiksek veya
diisiik molekiiler agirlikli organik bilesikler salgilayarak secici bakterilerin  kok
bolgesinde kolonize olmalarini ve etkilesimlere aracilik ederler [Ganesh vd., 2024].
Salgilanan bu eksudatlar organik asitler, sekerler, amino asitler ve benzeri bilesenler
olup, bu bilesikleri metabolize edebilen ve rizosferde yasayabilen mikrobiyal
topluluklart kendilerine ¢ekerek etkilesim meydana getirirler. PGPR’lar, fitohormon
tiretimi ve besin ¢oziiniirliigi gibi dogrudan, patojen baskilama ve stres toleransi gibi
dolayli mekanizmalarla bitki gelisimini destekler (Sekil 2.1), [Khoso vd., 2024].
PGPR’lara 6rnek olarak; Acetobacter, Achromobacter, Arthrobacter, Azospirillum ,
Azotobacter , Bacillus , Burkholderia , Clostridium, Enterobacter , Flavobacterium,
Frankia, Microcoleus, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus,
Streptomyces, Vibrio genuslar1 ornek olarak verilebilir [Figiel vd., 2025]. PGPR
suslariin etkin ve ideal biyogiibre olarak kullanilabilmesi i¢in, gii¢lii ve kalic1 rizosfer
yerlesimi saglamasi, ¢esitli cevresel kosullarda giivenilir performans gostermesi, yerli
mikroorganizmalarla basarili rekabet etmesi, bitki vitamin ve mineral erisilebilirligini
artirmasi, ¢evre agisindan siirdiiriilebilir tarim yontemleriyle uyumlu olmasi ve insan
ile ¢cevrenin sagligi i¢in giivenliginin olmasi gerekmektedir [Zuluaga vd., 2024]. Bu
ozellikler ile PGPR’lar , kimyasal giibre ve pestisit kullanimin1 azaltma potansiyeli
sayesinde, tarimsal ekosistemlerin siirdiiriilebilirligini artiran 6nemli bir toprak ve
bitki diizenleyicisi olarak diinya genelinde yaygin sekilde kullanilmaktadir [Figiel vd.,
2025].
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Sekil 2.1: Bitki Gelisimini quvik edici Rizobakterilerin Etki Yollar:: Dogrudan
(Direkt) ve Dolayli (Indirekt) Mekanizmalar [Figueiredo vd.,2016].

2.3.1.1.1. Azot Fiksasyonu

Bitkilerin makro besin elementlerinden biri olan N, bitkilerin kuru agirlik iceriklerinde
Karbon ve oksijenden sonra tiglincii sirada yer almaktadir [Wang vd., 2024].
Proteinlerin yapi tas1 olan N, canlilarin biiylimesi ve gelismesi igin gerekli bir besin
maddesidir [Abebe vd., 2022]. Yer kabugunda %0.1, atmosferde ise yaklasik %78
oraninda bulunan azot, bitkiler tarafindan azotlu giibrelerle amonyak (NHs), nitrat
(NOs") ve nitrit (NO2") formunda alinabildigi icin gida iiretiminde %50’sinden
fazlasinda kullanildig1 bu ii¢ bilesenin kritik olmasindan dolay1 azot tedariki, Haber-
Bosch prosesi ile atmosferdeki azotun endiistriyel olarak amonyaga doniistiiriiliip iire
halinde yapilmaktadir [Abebe vd., 2022]. Protein, niikleik asitler, fosfolipitler,
klorofil, hormonlarin, vitaminlerin ve alkaloitlerin birincil bileseni olan N ve bitki
biiylimesinin ve gelisiminin tiim asamalarinda yer alir ayn1 zamanda mahsiillerde ilk
eksik kalan elementlerden biri olan N’un bitkinin biliylime ve verimliligi igin
belirleyici bir unsurdur [Mahbub vd., 2023; Wang vd., 2024]. Bitkilerin ihtiyaglar
karsilanmadiginda ise diisiik N stresi olusmakta ve bu durumla bas edebilmek i¢in
kendi proteinlerini pargalayarak N’u yeniden kullanarak saglamalari durumunda
bitkide fotosentez miktarinin diismesine, yaprak yaslanmasina, ve biyokiitle artisinda

yavaslamalara neden olabilmektedir [Wang vd., 2024].



Boyle durumlarda verim artisin1 saglamak amaciyla fazla N giibrelemesi yapildiginda
ise bitkinin alabilecegi miktar %30-50 oldugundan, bu durum bitkide diisik N
kullanim etkinligine neden olur [Gallart vd., 2021; Wang vd., 2024]. Ote yandan
N'nin asir1 uygulanmasinda ise bitki biliylimesi ilizerinde olumsuz etkilere neden
oldugundan N’un biiyiime ve gelisiminin verimli bir sekilde saglanmasi i¢in yeterli
miktarlarda N giibrelemesi yapilmasi Onerilmektedir [Mahbub vd., 2023]. Bu
cercevede geleneksel olan N bazli yapilan giibrelemelerde %350’sinin kayiplarin
meydana geldiginden topragin asitlenmesine, yeralti ve ylizey sularinda nitrat
sizintilarina sebep olarak cevre sorunlarina yol agtigindan, tarimsal ekosistemlerin
stirdiiriilebilirligini saglamak gereklidir [Aasfar vd., 2021]. Bu durumda giibreleme
girdilerini azaltmak i¢in; Azoarcus sp., Azotobacter sp., Gluconoacetobacter sp.,
Bacillus sp., Azospirillum sp., Herbaspirillum sp. ve Paraburkholderia sp. gibi
serbest yasayan N-sabitleyici bakterileri iceren PGPR bazli bir formiilasyonlar

gelistirilmektedir [Gallart vd., 2021].

2.3.1.1.2. inorganik Fosfat Céziiniirliigii

Fosfor, niikleik asitlerin, hiicre zarlarinin ve enzimlerin énemli bir bileseni olup,
fotosentezde karbonhidratlarin kullanim1 ve enerji iiretimi gibi bir¢cok biyolojik
faaliyette hayati oneme sahiptir. Bitkilerde ise elliden fazla enzimin aktivatorii olarak
gorev yapar ve cevresel stres faktorlerine karsi dayanikliligin artirilmasinda esastir
[Khan vd., 2023; Kumar vd., 2024]. Ayrica biiylime ve verim artiginda 6nemli
etkiler olusturabilmesi i¢in fosforun, biiylime siireglerinin erken asamalarinda

eklenmesi gerekmektedir [Mazylyte vd., 2024].

Fosfor, bitkiler i¢in kritik dneme sahip bir element olup, sirli bulunan fosfat
kayaglarindan temin edilmektedir [Abebe vd., 2022]. Topraktaki fosfor
konsantrasyonu (10 uM), bitki dokusundaki fosfor seviyelerine (5-20 mM) oranla
daha diisiik ve topraktaki fosforun hareketliligi sinirli olmasindan dolay1r fosfor
eksikligi yasanabilmekte, bu durumdan o&tiirii kimyasal giibre kullanimini zorunlu
kilmaktadir [Damo vd., 2024]. Fosfor bazli giibre ihtiyacinin yaklasik %50-60"
mineral giibre ile karsilanmaktadir [Abebe vd., 2022].



Eklenen giibredeki fosfat, topragin pH seviyesine bagli olarak farkli tepkimelere girer;
pH < 5.5 olan asidik topraklarda fosfat, demir (FePO4) ve aliiminyum (AIPO4) ile
birleserek bitkinin kullanamayacagi bir forma doniistirken, pH 7.5-8.5 arasi alkali
topraklarda ise fosfat, kalsiyum ile (Ca3(POs)) etkilesime  girerek
biyoyararlanabilirligini azaltir. Bu nedenle, bitkilerin fosfor aliminin engellenmesine
yol acarak diger besin elementlerinin de alimini olumsuz etkileyerek verim kayiplara
neden olur [Jahan vd., 2025]. Dolayisiyla yeterli fosfor kaynaklarinin saglanmasi,
gelecekteki gida giivenligini garanti altina almak i¢in temel bir unsur olacaktir [Abebe
vd., 2022]. Bu dogrultuda su Oneri getirilebilir; fosfat ¢ozme yetenegine sahip
mikroorganizmalar ile fosforun biyoyararlanabilirligini arttirma ile bitkilerdeki fosfor
eksikliginin giderilmesine yoOnelik alternatif bir ¢dziim sunulabilir [Qingwei vd.,
2025]. Bu dogrultuda, Fosfat c¢ozilicii mikroorganizmalar, hem topraktaki zor
¢Ozlinebilen fosfatlar1 ¢ozerek hem de bitkilerle etkilesimde bulunarak daha fazla
biyoyararlanabilir fosfor saglayabilmektedirler [Delfim vd., 2018]. Bu baglamda s6z
konusu Fosfat ¢oziicii mikroorganizmalar toprakta bulunan fosfat tiirlerine bagli olarak
iki farkli mekanizma ile fosforun biyoyararlanabilirligini artirabilmekte olup; ilki;
inorganik fosfat ¢6ziiniirliigiinii organik asitlerin salgilayarak bunun neticesinde pH’1n
diisiiriilmesi, ikincisinde ise; organik fosfat ¢oziliniirliigiinii fosfataz, karbon fosfor
liyaz ve fitaz gibi enzimlerin katalitik aktiviteleriyle saglayabilmektedir [Qingwei vd.,
2023]. Fosfat ¢6zme yetenegine sahip mikroorganizmalar, Bacillus, Pseudomonas,
Rhizobium, Flavobacterium, Mycobacterium, Micrococcus, Mesorhizobium ve
Sinorhizobium gibi tiirler, fosforu bitkiler i¢in biyoyararlanabilir forma doniistiirerek,

topraktaki ¢oziilebilir fosfat seviyelerini artirmaktadir [Rosas vd., 2006].

2.3.1.1.3. Siderofor Uretimi

Demir (Fe), yer kabugunda en bol bulunan mikro besin elementi olup, dordiincii en
bol element olarak dikkat c¢ekmektedir; ancak, topraklardaki toplam Fe
konsantrasyonu genellikle bitkilerin ihtiyaclarini karsilayacak diizeyde olsa da, cesitli
toprak Ozellikleri Fe'nin ¢ogunu hareketsiz hale getirdiginden, diinya genelindeki

topraklarin yaklasik %30'unda diisiik miktarlarda Fe bulunabilmektedir [Denton vd.,
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2022]. Topraklar1 kat1 mineral bilesiminin %4—5 'ini olusturmasina ragmen, demir
genellikle diistik ¢oziiniirliikte bulunur ve yar1 kurak, kiregli topraklarda bulunan nétr
ile alkali pH seviyeleri, demirin biyoyararlanabilirligini daha da kisitlar. Bitkilerin
optimal biiylime i¢in 10°—10"* M arasinda demir konsantrasyonuna ihtiya¢ duydugu
bilinmekle birlikte, iyi havalanan ve fizyolojik pH seviyelerine sahip topraklarda
serbest Fe*® ve Fe*? iyonlarmin konsantrasyonu 10> M’nin altina diismekte, bu da
bitkilerin gereksinim duydugu seviyeden en az alti kat daha diisiik oldugu
bildirilmektedir. Demir (Fe), bitkiler i¢in hayati 6neme sahip olan bir mikro besin
elementi olup, 6zellikle solunum ve fotosentezdeki elektron transfer reaksiyonlarinda
kritik bir rol oynamaktadir. Bitki biiyiimesini en fazla sinirlayan ii¢ temel besin
maddesinden biri olmasina ragmen, azot ve fosfor gibi diger siirlayici1 besinlere
kiyasla demir eksikliginin giibreleme yoluyla giderilmesi daha zordur, ¢iinkii giibre ile
eklenen demir hizla c¢o6ziinmeyen demir hidroksit formlarina doniiserek
biyoyararliligini kaybetmektedir [Crichton, 2016]. Topraktaki demir, aerobik
ortamlarda c¢oziinmeyen hidroksitler ve oksihidroksitler gibi farklt formlar
olusturabilir ve dolayisiyla bitki emiliminde kullanilamaz duruma getirir. Bununla
birlikte, rizosferik bakteriler kompleks demire karsi yiiksek afiniteye sahip diisiik
molekiiler agirlikli demir selatlayicilari olan sideroforlar salgilar [Andrade vd., 2023].
Bakteriyel sideroforlar, katyon selatlama 6zellikleri gdsteren ve besin eksikliginde
beslenme bozukluguyla basa ¢ikmak veya agir metalin toksisite seviyesini hafifletmek
icin sentezlenen diisiik molekiil agirlikli organik bilesiklerdir [Alzate Zuluaga vd.,
2024]. Enterobacter , Pseudomonas , Azotobacter , Bacillus , Serratia ve Rhizobium
dahil olmak iizere ¢esitli PGPR tiirleri, hiicre dis1 veya hiicre ici olabilen, suda ¢6ziiniir,
demir simirlayict kosullar altinda minerallerden veya organik molekiillerden demiri
cozebilen, agir metaller ve radyoaktif pargaciklarla kararli kompleksler olusturabilen
sideroforlar tiretir ayrica Siderofor iireten bu PGPR tiirleri, kirlenmis topraklarda bitki
bliylimesini artirmak ve agir metal toksisitesini azaltmak i¢in faydalidir [ de Andrade

vd., 2023].
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2.3.1.1.4. indol Asetik Asit Uretimi

Fitohormonlar arasinda tanimlanan ilk bilesik, Indol-3-asetik asit (IAA) olarak bilinen
oksindir [Timoveva vd., 2024]. Doymamis aromatik halka ve asetik asit yan
zincirlerinden olusan endojen bir hormon olan Oksin, Darwin tarafindan ilk olarak
koleoptil deneylerinde incelenmistir [Gao vd., 2024]. Bitki biiyiimesi ve gelisimini
diizenleme 06zelligi ile, gesitli fizyolojik siireglerin isleyisi lizerinde belirleyici bir rol
oynamaktadir [Timoveva vd., 2024]. Bitkiler Oksini iki yoldan iiretirler, Triptofan
bagimli ve bagimsiz olmak iizere, ancak daha ¢ok bagimsiz yolu tercih ederler [Gao
vd., 2024]. Oksinler ayn1 zamanda mikroorganizmalar i¢in sinyal molekiilleri olarak
gorev yaparak, mikrobiyal-bitki etkilesimlerinde kritik bir rol oynar [Timoveva vd.,
2024]. TAA, ozellikle rizosferde tiretilerek kok uzamasina, kok kil olusumuna ve yanal
kok gelisimini destekleyerek bitkilerin su ve besin maddelerini daha verimli bir sekilde
emmesine yardimer olur ve aynit zamanda yergekimi ve 1s1k gibi gevresel faktorlere
verilen yanitlar1 diizenleyerek bitkilerin ¢cevresel kosullara adaptasyonunu kolaylastirir
[Yang vd., 2024; Gao vd., 2024]. Bununla birlikte bitki gelisimi iizerinde genis bir
etki alanina sahip olan TAA, embriyo gelisimi, fototropizma, jeotropizma, apikal
baskinlik, yaprak olusumu ve absisyondan sorumludur ve aynm1 zamanda bakteriyel
IAA, bitkilerin kuraklik, tuzluluk ve agir metal toksisitesi gibi abiyotik streslere karsi
direnclerini arttirdigi gibi , [AA tireten PGPR ’lar, fosfat ¢oziiniirliikleri, siderofor
tiretimi, azot fiksasyonu, proteaz ve katalaz iiretimi gibi besin alimin iyilestiren
ozelliklere sahiptir [Ganesh vd., 2024]. Yiiksek bitkilerden izole edilen bakterilerin
%380'inin IAA sentezleme kapasitesine sahip oldugu, bu bakteriler sirasiyla
Acetobacter, Acinetobacter, Herbaspirillum, Azospirillum, Arthrobacter, Azotobacter,
Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Klebsiella, Mesorhizobium, Paenibacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, Serratia, Stenotrophomonas,
Streptomyces ve Rouxiela gibi gesitli bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler olup,
[IAA iiretimi yoluyla bitki gelisimini desteklenmesinde, c¢evresel streslere karsi
direncin artmasinda ve genel bitki sagligmin iyilesmesinde Onemli katkilar

saglamaktadir [Timoveva vd., 2024].
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2.3.1.1.5. Biyofilm Uretimi

Biyofilmler, 10%-10'"" hiicre g 'islak agirhik bazinda degisen yiiksek hiicre
yogunluguna sahip olup kendileri tarafindan iiretilen hiicre dis1 polimerik madde
(EPS) matrisi i¢cinde yasayan diizenli ve diizenlenmis bir mikroorganizma grubudur ve
canli veya cansiz ylizeylerde birbirlerine yapisirlar ve planktonik formlartyla
karsilastirildiginda biiylime hiz1 ve gen ifadesi agisindan farkliliklar gosterir [Rafique
vd., 2024]. Baglanma asamasinda olusan ekzopolisakkaritlerin igeriginde proteinler,
ekstraseliiler DNA, niikleik asit, enzim, lipitler, membran vezikiilleri ve bakteriyel

refrakter bilesikleri bulunmaktadir [Pandit vd., 2020].

Biyofilm olusum asamasinda ilk kosul kolonizasyon icin hiicrenin yiizeye
yapismasidir [Ajijah vd., 2023]. Siirecin asamalar1 ise su sekildedir; Baglanma,
hiicreler aras1 baglanma, desorpsiyon, biyofilm olgunlagmasi ve biyofilm dispersiyonu
olarak siralanabilir [Pandit vd., 2020]. Biyofilm olusturan PGPR’lar, rizosferde
saglam mikrobiyal topluluklar kurarak bitkilerin stres kosullarina karsi korunmasini
saglar ve toprak verimliligini artirir [Rafique vd., 2024]. Bu biyofilmler, besin
dongiisiinii destekleyerek patojenlerle rekabet eder ve bitki sagligini olumlu yonde
etkiler [Ajijah vd., 2023]. Ayrica, biyogiibre kaynakli biyofilmler su tutma
kapasitesini artirtp abiyotik streslere karsit dayamikliligi gelistirirken, organik
kirleticilerin ve agir metallerin par¢alanmasini hizlandirarak toprak sagligini iyilestirir
[Pandit vd., 2020]. Ek olarak PGPR’larin hizli kolonizasyonu ve savunma
mekanizmalari ile bitkilerin fitopatojenlere karsi direncini giiglendirmelerine yardimci

olurlar [Ajijah vd., 2023].

2.3.1.1.6. Amonyum Uretimi

Bitki biiylimesine yardimci olan birincil siireclerden biri, PGPR tarafindan {iretilen
amonyak olup, konake¢1 bitkilere azot saglayarak, koklerin, siirgiinlerin ve
biyokiitlenin artigina katki saglamaktadir [Bhattacharyya vd., 2020]. Amonyak
tireten PGPR’lar yalnizca bitki biiylimesini tesvik etmekle kalmayip ayni1 zamanda
patojenleri baskilayarak bitki sagligini da desteklediginden, amonyak {iretimi

topraktaki azot donglisiiniin Onemli bir bileseni olup, bitkilerin dogrudan
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kullanabilecegi reaktif bir azot formu sagladigindan tarimsal iiretkenlik ve

stirdiiriilebilirlik i¢in ¢ok 6onemlidir [Abdelwahed vd., 2021].

2.3.1.1.7. Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretimi

Bakteriler ve diger organizmalar arasindaki kimyasal etkilesimlerde ugucu bilesiklerin
sinyal iletici molekiiller olarak islev gorebilecegi yoniindeki kanitlar, son yirmi yilda
mikrobiyal ekoloji ve kimyasal biyoloji alanlarinda artan bir aragtirma ilgisine konu
olmus olan HCN, biyotik etkilesimlerde rol oynayan ilk ugucu bilesiklerden biri olan
ve sitokrom C oksidaz enzimiyle giiclii ve de 6zgiil bir bag kurarak enzimin kalici
olarak inaktive olmasina neden olur [Anand vd., 2023]. Ayrica HCN, demir igeren
diger metaloenzimlerin aktivitesini de inhibe ederek solunum zincirinin kapsamli bir
sekilde baskilanmasina yol agmaktadir [Letoffe vd., 2022]. HCN, c¢esitli rizobakteri
tiirleri tarafindan tiretilmekte olup, patojenlerin biyolojik kontroliinde islev gordigi
bilinmektedir [Gupta vd., 2020]. Proteobakteriler ve siyanobakterilerden olusan
kiigiik bir taksonomik grupta, HCN iiretimi belirlenmis olup, arastirmalarda
cogunlukla glisinin dekarboksilasyonu yoluyla HCN iireten Pseudomonas tiirlerine

odaklanilmaktadir [Letoffe vd., 2022; Anand vd., 2023].

2.3.1.1.8. Cinko Coziiniirligii

Cinko (Zn), toprak verimliligi ve bitki beslenmesi agisindan kritik bir mikro element
olup, bitkiler tarafindan genellikle 30-100 mg/kg kuru madde diizeyinde alinir [Jalal-
Ud-Din vd., 2024]. Bu konsantrasyon araligi, ¢inkonun enzimatik aktivite, protein
sentezi ve hormon tretimi gibi temel fizyolojik islevlerde gorev almasini saglar ve
triptofan sentaz enziminin kofaktorii olarak, bitkilerde IAA {iretim siirecinde kritik bir
islev goriir [Jalal vd., 2023; Jalal-Ud-Din vd., 2024]. Bu elementin topragin pH (5.5-
7.0), organik maddenin durumu, toprak tipi, nem durumu ve diger besin elementleriyle
olan etkilesimleri (Fosfor, demir ve mangan) gibi bir¢cok faktorler bulunabilirligini
etkileyebilmektedir [Al Jabri vd., 2022]. Topragin hafif asidik pH (5.5-7.0)
durumunda ¢inkonun ¢oziiniirliigi artarken, igerigindeki organik maddenin c¢inkoyu
¢Oziinlir formlara doniistiirmesine yol acarak bu yolla alimin1 kolaylastirmasina,

tekstiir yapisinin ise ¢inkonun bulunabilirligi ve tasinmasinda etkin bir rol oynadig,
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killi topraklarin ise ¢inkoyu daha iyi tutabildigi, kumlu topraklarda ise sizma yoluyla
kayiplara neden olmasi ve de ayrica Fosfor, demir ve mangan gibi elementlerle olan
etkilesimlerle ¢inko alimininda olumsuz etkilere neden olmasi, toprak neminin de hem
cinkonun hareketliligini hem de bitkiler tarafindan erisilebilirligini etkileyebilecegi
bakimindan cesitli etkileri olabilmektedir [Sethi vd., 2025]. Boyle bir durumda ¢inko
¢oziinmeyen ¢inko karbonat formuna doniismesi nedeniyle kire¢li ve sodali
topraklarda yetisen bitkilerde belirgin sekilde etkileri goriilebilmektedir [Sirohi vd.,
2025]. Toprakta yiiksek diizeyde birikmesi durumunda (>300 mg/kg), ¢inko toksisitesi
ile bitki gelisimini olumsuz etkileyebilirken, eksik olmasi durumunda ise, bugday ve
arpa gibi tahillarda biiylime ve dane veriminde 6nemli diisiislere, ve de Zn igerigini
azaltarak Triinlerin besin kalitesinin azalmalarina neden olmakta olup, ¢inko
eksikliginin giderilmesinde ii¢ farkli agsama 1) ¢inko giibrelemesi, 2) organik madde
yonetimi ve 3) ¢inko ¢oziicii bakterilerin (ZSB) ile gidermek miimkiin olabilmektedir
[Jalal-Ud-Din vd., 2024; Sethi vd., 2025]. Cinko ¢0ziicii bakteriler ile, ¢dzlinmeyen
cinko bilesiklerini bitkiler tarafindan alinabilir formlara donistiirerek, besin
maddelerinin kademeli olarak serbest kalmasini saglarken, ayni zamanda toprak
mikroflorasin1 koruyarak uzun vadede toprak yapisinin dengelenmesine yardimci,
kimyasal giibrelere ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir alternatif ¢6ziim sunmaktadir
[Jalal-Ud-Din vd., 2024]. Bu bakteriler, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter,
Azotobacter, Rhizobium ve Acinetobacter olarak siralanabilirler. Etki mekanizmalari
ise, arasinda bazilar1 organik asit (Sitrik asit, glukonik asit) ile ¢inko ile ¢dziiniir
bilesikler meydana getirirken, bazilari ise ¢inko iyonlarinin ¢okmemesi igin iirettikleri
organik asitler ile ¢inko iyonlarinin selasyonu ile meydana gelmektedir [Sethi vd.,

2025].
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2.4. Bugday Bitkisi

Bugday, insan uygarligi i¢in temel bir 6neme sahip olup, kiiresel diinyada beslenme
ve gida gilivenligini artirmada onemli bir rol oynamistir [Deyalage vd., 2024].
Bereketli Hilal (Irak, Iran, Israil, Urdiin, Liibnan, Filistin, Suriye ve Tiirkiye) ’in
dogusunda bulunan Levant’ta yetistirilmeye baslanmasi ve dolayisiyla kolay
tasinmasi, saklanmasi ve verimlilikleri nedeniyle evcillestirilen bugday, insan eliyle
gerceklesen adaptasyon ve tiirlesmelerin yani sira, ¢iftcilerin gocleriyle farkli gevresel
kosullara maruz kalarak evrimsel degisim gegirmis ve bu siire¢ sonunda bdolgelere
0zgl yerel bugday popiilasyonlar ortaya ¢ikmasina neden olmustur [Feldman ve
Levy, 2023]. En eski evcillestirilmis tarim iirlinlerinden biri olan bugday, avcilik ve
toplayicilikla gegen bir yasam tarzindan tarima dayali bir hayata gecilmesine neden
olarak etkili bir doniim noktasi olmustur [Deyalage vd., 2024]. Einkorn Bugdayin,
evcillestirilerek yerlesik diizene gecilerek yetistirildigi donem ‘Neolitik Doénem’

oldugu bildirilmektedir [Adhikari vd., 2022].

Bugday, endosperm yapisi, kabuk rengi, sertlik, hamur kalitesi ve ekim zamanina gore

cesitli alt siniflara ayrilmaktadir [Khalid vd., 2023].

Kirmiz1 ve beyaz bugday; ABD verilerine gore, kirmizi1 ve beyaz bugdayin besin
bilesimlerinde, mikro besinlerde (Beyaz bugdayda demir, ¢inko, fosfor ve potasyum,
Kirmiz1 bugdayda ise bakir, magnezyum ve niasin biraz daha yiiksek olmak {iizere)
kiigiik farklar disinda biiyiik 6l¢iide benzerlik gosterdigi tespit edilmistir ayrica kirmizi
bugday rengi, hasat dncesi meydana gelebilen ¢imlenme durumlarina kars1 beyaz
bugday rengine gore daha direncli oldugu genis ¢apta kabul edilmektedir [Yiicel vd.,
2011; Grafenauer vd., 2020].

Yumusak ve Sert bugday; Dane sertligi, bugdayin genetik bir 6zelligi olup, nisasta
graniilleri ile protein matrisi arasindaki yapismay1 engelleyen ve yumusak bugdayda
daha yiiksek seviyelerde bulunan friabilinlerin varliginin olmasi , sert bugdaylarda ise

bu proteinlerin yoklugu ile iligskilendirilmektedir [Shevkani vd., 2024].

Hamur mukavemeti; Bugdayda bulunan gluten, karmasik bir protein bilesimi olarak
hamurun viskoelastik Ozelliklerini ve ekmek kalitesini belirlemede kritik bir rol

oynayan Gluten proteinleri, baslica gliadinler ve gluteninler olmak iizere iki ana kisma
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ayrilirlar; gliadinler hamurun uzama kapasitesini ve viskozitesini etkilerken,
gluteninler hamurun elastikiyetini ve mukavemetini saglayarak yapisal biitiinliiglinii

giiclendirir [Pourmohammadi vd., 2023].

Kislik ve yazlik bugdaylar; Normal gelisim ve iireme siireglerinin gerceklesebilmesi
i¢cin farkli soguklama (vernalizasyon) isteklerine gore birbirinden ayrilirlar [Khalid
vd., 2023]. Kislik bugdayda, iireme olgunlugu i¢in vernalizasyona ihtiya¢ duydugu
stirecte vrn-1 geni aktive olurken, ilkbahar bugdayinda ise soguk isleme olmaksizin
bu gen baskin bir ifade sergiler [Schoen vd., 2022]. Mevcut vernalizasyon prosediirii
ise, kisa bir glin uzunlugu ile 2 - 6°C’de 6 - 10 hafta stirebilmektedir [Cha vd., 2022].
Diistik sicaklikta vernalizasyon, kis bugdayinin vejetatif agamadan generatif asamaya
gecisi icin gereklidir ve don hasarini azaltmak icin bir adaptasyon gorevi goriir [Liu

vd.,2025].

Bugdayin biiyiime ve gelisimi, belirli biyolojik ve fizyolojik siirecler dogrultusunda,

cesitli evrelerde farkli asamalari igeren kompleks bir gelisim siirecini izler (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Zadoks Biiyiime Skalasi1 Gelisim Asamalar1 [Web 2, 2025].

Zadoks biiylime skalasi, bugdayin gelisim siire¢lerini sayisal bir sistemle tanimlayarak
her evreyi belirli bir aralikla ifade eder. Bu sistemde, Cimlenme (00-19) evresinde
tohumlar ¢imlenir ve kokler ile koleoptil olusumu baslar. Fide (10-19) evresinde, bitki
ilk ii¢ yapragini gelistirir. Kardeslenme (20-29) asamasinda, yan siirgiinler (kardesler)
gelismeye baslar ve 4.Yaprak goriiniir. Sapa kalkma (30-39) doneminde, bitkinin
yaprak kini diklesir ve sap olusumu baslar; bu asama, ayn1 zamanda bogumlarin ve
bogum aralarmin belirginlestigi donemdir. Gebecik (40-49) evresinde, bayrak
yapraginin kini uzar ve basak kinina dogru sislikler meydana gelir; bu asama, kilgikli
cesitlerde kilgigin ucunun goriildiigli donemdir. Basaklanma (50-59) asamasinda,

basak ucu bayrak yapraginin kinindan ¢ikar ve basak tamamen kinindan 6zgiirlesir.
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Ciceklenme (60-69) evresinde, basak ortasinda ilk anterler gozlemlenir ve basak
boyunca anter ¢ikisi devam eder. Siit olum (70-79) evresinde, danenin sekilsel olarak
gelismeye baslamasi ve igerideki proteinlerin birikimi gdzlemlenir. Hamur olum (80-
89) asamasinda, dane i¢i Once yumusak, gevsek hamur kivamina gelir, sonra ise
katilasarak yogun hamur kivamina ulasir. Son olarak, fizyolojik olum (90-99)

evresinde, danede su kayb1 gerceklesir ve olgunlasma tamamlanir [Zadoks vd., 1974].

2.4.1. Eminbey (Triticum durum Desf.) Makarnalik Bugday Cesidinin
Karakteristikleri
Diinyada tahil tiretiminde 10. Sirada yer alan Durum bugday1, bugday tiirleri arasinda
ekmeklik bugdaydan sonra en fazla yetistirilen tiirdiir [Grosse-Heilman vd., 2024].
28 kromozoma (2n = 4x = 28) ve AABB genom yapisina sahip tetraploid bir Poaceae
familyasi iiyesidir [Tefera H., 2022]. Makarna, kuskus, bulgur, irmik iiretiminde
kullanilan durum bugday1 sertligi, yliksek protein icerigi ve gluten 6zelliklerinden
dolay1 yaygin olarak makarna ve makarna {iirlinlerinde ¢ogunlukla tercih edilmektedir
[Alemu H., 2017]. Aym1 zamanda bugday, dane agirliginin yaklasik %18’ine
ulagabilen protein igerigi ile lif, karbonhidrat, ¢cinko ve yaglar acisindan da zengin bir
besin kaynagidir; bu yoniiyle, 6zellikle yoksullukla miicadele eden toplumlarda temel
besin ihtiyaglarinin karsilanmasinda kritik bir rol oynamaktadir [Grosse-Heilman vd.,
2024]. Durum bugday1 (7riticum durum) yetistiriciligi, diinya genelindeki toplam
bugday tiretiminin yaklasik %5’ini olusturmaktadir ve ozellikle giindiizleri sicak,
geceleri serin gecen kurak iklim kosullarinda basarili bir sekilde yetistirilmekte olup
basta Avrupa Birligi olmak lizere Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Meksika,
Avustralya, Tiirkiye ve bazi digerleri diinya durum bugday: iiretiminde 6ne ¢ikan
bagslica tretici iilkelerdir [Dimitros, 2024]. Tiirkiye’de bugday, tahil ekim alanlarinin
bliyiikk bolimiinii olusturmasina ragmen, durum bugday1 iretimi i¢ tiikketimi
karsilayamadigindan yillik bazda ithalatla desteklenmektedir [Cevher ve
Altunkaynak, 2020]. Ote yandan, sicaklik ve kurakliga duyarli olan durum
bugdaylarinin verimini olumsuz etkileyen baglica faktorlerden biri de iklim
degisiklikleridir [Grosse-Heilmann vd., 2024]. 2009 yilinda Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisii tarafindan tescil edilen Eminbey makarnalik bugday cesidi,

kilgikli, beyaz basakli, orta boylu ve saglam sap yapisina sahip olup, kislik gelisme
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ozelligi gosterirken, soguga ve yatmaya karsi ylksek tolerans sergilemekte, iyi
kardeslenme ve orta erken olgunlagsma 6zelliklerine sahip, uygun azotlu giibrelemeye
olumlu yanit veren ve dane dékme direnci yiiksek bir genotip olarak; 300-750 kg/da
arasinda degisen verim potansiyeline, 38-42 g 1000 dane agirlhigi, 79-84 kg/hl
hektolitre agirligi, %12.5-17.6 protein orani, %85-100 camsilik, 10.5-12 renk indeksi,
30-46 SDS degerine sahip olup, protein kalitesi ve irmik rengi bakimindan makarna

endiistrisinin kalite standartlarini1 karsilamaktadir [Web 3, 2025].

2.5. Mikrobiyal giibrelerin Bugday Uzerinde Etkilerini
Inceleyen Calismalar

Devi ve digerleri (2024) ile yapmis olduklar1 ¢alismada, Bugday (Triticum aestivum)
bitkisinde, tek suslu biyoinokulantlardan daha etkili olan mikrobiyal konsorsiyumlarin
etkilerini arastirdiklarinda izole ettikleri 214 adet bakteriyi fosfor, potasyum, ¢inko ve
selenyum c¢oziiniirliigli gibi mineral ¢oziicii 6zellikleri bakimindan test ettiklerinde
Dort izolatin Rahnella aquatilis EU-A3Rbl, Erwinia aphidicola EU-A2RNLI,
Brevibacillus brevis EU-C3SK2 ve Bacillus mycoides EU-WRSe4 etkili oldugu, ve
Bu izolatlar ile olusturulan mikrobiyal konsorsiyumun, tek suslu biyoinokulantlara
kiyasla bugday bitkisinde biiyiime ve fizyolojik parametreleri anlamli sekilde
tyilestirdigi, daglik bolgelerde yetisen bugday ve diger tahillar i¢in etkili bir biyogiibre
aday1 oldugu belirtilmistir.

Chandra ve digerleri (2021) ile yapmis olduklar1 calismada 1-aminosiklopropan-1-
karboksilik asit (ACC) deaminaz iireten bakteri suslar1 (DPB9 (Ochrobactrum
anthropi), DPB13 (Pseudomonas palleroniana), DPB15 (Pseudomonas fluorescens)
ve DPB16 (Pseudomonas palleroniana)) ile olusturulan konsorsiyumun piring ve
bugdayda bitki biiylimesini, besin igerigini ve verime olan etkilerini
degerlendirdiklerinde 6zellikle makro besin (N, P, K, Ca, Na) igerigi ile 1000 dane
agirligl, dane sayist ve siirglin sayisin1 onemli Olgiide yiikseldigi, dane ve saman
verimini %26-74 oraninda arttirdig1 ve hasat indeksini iyilestirildigi rapor edilmis
olup, bu sonuglar ile ACC deaminaz iireten bakteri konsorsiyumunun siirdiiriilebilir

piring-bugday liretimi i¢in etkili bir biyoinokulant oldugu 6ne stirtilmiistiir.

Tshering ve digerleri (2022) ile yapmis olduklar1 ¢alismada , polimer kapl kaya

mineral giibresi (mika, feldispat, yumusak kaya fosfati, dolomit, bazalt, granit ve
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cesitli stilfatlarla harmanlanmis kristalin silikadan olusan, besin maddeleri igeren
tescilli bir mineral karigimi) ve mikrobiyal inokulantin (Pseudomonas,
Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Azotobacter, Pseudomonas , Streptomyces ,
Trichoderma ve Rhizophagus irregularis sporlari igeren ticari bir formiilasyon)
bugdayda azot kullanim etkinligi, dane verimi ve protein konsantrasyonu tizerindeki
etkilerini degerlendiklerinde polimer kapli kaya mineral giibresi + mikrobiyal
inokulant uygulamasi, inorganik giibreye kiyasla daha yiiksek Azot kullanim
verimliliginde, dane protein i¢eriginde ve verimde artislar goriildiigi, bu artislarin kok
gelisimi ile siirgiin ve dane azot igerigini arttirdig1 ve de bu uygulamanin bugday
tiretiminde verim ve kalite artis1 sagladigi gibi azot kullanim verimliligini artiran

stirdiiriilebilir bir besin yonetim stratejisi olarak onerilmistir.

Sherathia ve Jadeja’nin (2023) yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, bugday (7riticum
aestivum L.) bilylimesi ve iirlin verimi tizerindeki etkilerini incelemek i¢in, bugday
rizosferinden izole edilen yerel bakteri tiirleri olusturulan konsorsiyum hem de
Azotobacter chroococcum’un ile birlikte asilandigt mikrobiyal konsorsiyumlar
olusturularak etkilerini incelediklerinde = A.chroococcum ’un konsorsiyuma
eklenmesiyle veya konsorsiyumun tek basina kullanildig1 gruplarda, kontrol grubuna
kiyasla bugdaym verimi ve kalite parametrelerinde 6nemli artislar saglandigim
gosterdigi ayrica Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp.
ve Erwinia sp. igeren konsorsiyumun, 60 giin sonra siirgiin sayisi, siirgiin boyu, kuru
stirgiin agirligr ve cicek salkimi sayisinda gibi parametrelerde anlamli ilerlemeler
goriildiigi ve de 1000 dane agirligi, basak basina dane sayisi, basak sayisi ve dane

veriminde kayda deger artiglar gortildiigii rapor edilmistir.

Jain ve digerleri (2021), 2017-2019 yillarinda yapilan ¢alismada yerel Azotobacter
ve diger yararl bakterilerden olusan mikrobiyal konsorsiyum (Pantoea agglomerans,
Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaechei) ile inorganik giibrelerin bugdayin
bliylime, verim ve ekonomik getirisi {izerindeki etkileri incediklerinde
biyogiibrenin %100 onerilen giibre dozu birlikte uygulandiginda, bitki gelisimi ve
verim parametrelerinde anlamli artislar sagladiklari, en yiiksek dane verimi (54.83

g/ha) ve ekonomik kazang elde ettikleri bildirilmistir.
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Ibarra-Villarreal ve digerleri (2023) tarafindan yapmis olduklar1 ¢alismada , Yaqui
Vadisi (Sonora, Meksika)’'nde iki tarim sezonu boyunca yerli bir bakteriyel
konsorsiyumun (Bacillus subtilis TSO9, B. cabrialesii subsp. Tritici TSO2T, B.
subtilis TSO22, B. paralicheniformis TRQG65, ve Priestia megaterium TRQS8 ) farkl
azot dozlar1 (0, 130, 250 kg N ha™) altinda bugdayin gelisimi, verimi ve kalitesi
tizerindeki etkisini degerlendirildiklerinde 130 kg N ha' dozunda uygulanan
bakteriyel konsorsiyumun bagak uzunlugu, bagak bagina dane sayis1 ve toplam verimi
(+1.0 ton ha™') artirdigini, kalite parametrelerinde ise olumsuz bir etki olusturmadigi
ve de bu yerli bakteriyel inokulantin azot giibre kullanimini azaltarak siirdiiriilebilir

bugday tiretimi i¢in etkili bir biyoteknolojik ara¢ olarak 6nemi vurgulanmastir.

Wang ve digerleri (2020) ile yapmis olduklar1 ¢alismada Kimyasal giibrelerin agiri
kullaniminin ¢evreye zarar verdigi goz Oniine alinarak, bu ¢alismada bitki biiyiimesini
tesvik eden 39 izolat elde etmis olup, bu izolatlar arasindan, azot fiksasyonu, fosfat ve
potasyum ¢ozme ile IAA iiretimi agisindan etkili olanlar belirlenmis, ve K14 + 176+
P9+ N8+ PS5 bakterilerinden olusan kombinasyon, topraktaki NPK miktarint artirip
kimyasal giibreyi %25 azaltildiginda bugday verimini olumsuz etkilemedigi
strdiiriilebilir tarima katki saglayan etkili bir biyogiibre aday1 olabilecegi

vurgulanmustir.

Santos ve digerleri (2020) ile yapmis olduklar1 ¢alismada, baklagillerden izole edilen
rizobiyal simbiyont agilarinin, tek basina ve Azospirillum brasilense ile kullanildiginda
BRS Parrudo ve TBIO Sossego olmak iizere iki farkli bugday cesidi lizerine etkilerini
incelediklerinde Burkholderia sp. ve Mesorhizobium sp. ile A. brasilense’in tek basina
ve birlikte agilama ile 6nerilen azot dozlar1 (%100, %50) ile beraber uyguladiklarinda
her iki uygulamada da, Onerilen azot dozunun yaris1 kullanilsa dahi bugday dane
veriminde artis saglandigin1 gosterdigi, bu tiir bir agilamalarin tarim sektorii i¢in hem
ekonomik hem de ekolojik agidan siirdiiriilebilir ve uygulanabilir bir alternatif

oldugunu ortaya koymaktadir.

Muhae-Ud-Din ve digerleri (2021) ile yapmis olduklar1 ¢alismada sentetik giibre
kullanimin1 azaltmak amaciyla Bacillus sp. MN54 ve Trichoderma sp. MN6 susglarinin
tekli ve konsorsiyum halinde uygulandigi sakst denemelerinde mikrobiyal

konsorsiyum uygulamasinin, bayrak yaprag: alani ve klorofil igerigini arttirdigi, zar
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gecirgenligi ve su kaybini azalttig1 goriilmiis olup, basakgik sayisi, dane sayisi ve dane
veriminde %30’a varan artiglar tespit edildiginden endofitik mikrobiyal
konsorsiyumlarin kurak kosullarda bugdayin biiyiime ve veriminde siirdiiriilebilir

tyilesmeler saglayabilecegi bildirilmistir.

Dal Cortivo ve digerleri (2020) ile yapmis olduklar1 ¢alismada bugdayda kimyasal
giibre kullanimin1 azaltmak amaciyla {i¢ ticari biyogiibre formiilasyonu (bakteriyel ve
mikorizal) kullanilmistir. Azospirillum spp., Azoarcus spp. ve Azorhizobium spp.
Iceren bakteriyel konsorsiyum ve iki mikorizal-bakteriyel konsorsiyum (Rhizophagus
irregularis + Azotobacter vinelandii ve R. irregularis + Bacillus megaterium +
Frateuria aurantia) bitki bliylimesini ve azot birikimini arttirdigi, ancak verimde
yalnizca %1-4 artis sagladigi, gluten igeriginde etki etmezken, protein kalitesini
tyilestirdigi ve enzim aktivitelerinde artislar goriildiigii ancak mikrobiyal cesitlilikte
degisiklik olmadig1 tespit edilmis olup, olusturulan biyogiibrenin siirdiiriilebilir
tarimda faydali olabilecegini, ancak mikroorganizma konsorsiyumlarmin dikkatle

secilmesi gerektigi rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Yer Alan Mikroorganizma Suslari

Kontrol suslar1 olarak kullanilan baslica Mikroorganizmalar; Staphylococcus aureus
ATCC 25922, Salmonella gallinarum (Lab izolat1) Pseudomonas aeruginosa ATCC
15692, Escherichia coli K12 ve Bacillus cereus DSM 431, Bacillus subtilis ATCC
6633, Klebsiella pneumoniae (Lab izolat1) iken, Calismada yer alan TSR3A-34,
TSR4A-51, TSR3B-106, TSR5B-129, TSR5B-131, TSR6B-135 kodlu izolatlar
Tekirdag Siileymanpasa ilge sinirlarinda bulunan 6 farkli hububat ekim alanlarindan
izole edilen suslar olarak yer alirken ve ayrica Laboratuvarimizda bulunan alev
agacindan izole edilen PGB _invit bakterisi, Gebze Teknik Universitesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Bo6liimii Mikrobiyota Laboratuvari stoklarindan temin edilmistir.

3.1.2. Tohum

Calismamizda kullanilan Eminbey ¢esidi Makarnalik Bugday (7riticum durum dest.)
tohumlar1 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii'nden (Ankara, Tiirkiye) temin

edilmistir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Malzemeler ve Ekipmanlar

Calismamiz boyunca kullanilan malzemeler ve ekipmanlar alt basliklar halinde

listelenmistir.
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3.1.3.1. Kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan kimyasal maddeler, temin edilen firmalar.

Kimyasal ad Firma adi
8-hidroksikinolin Sigma Aldrich
(NH4)2SO4 Merck
Agar Merck
Agaroz Prona
Amonyum metavanadat Sigma Aldrich
Amonyum molibdat Sigma Aldrich
Asetik asit Merck
Biotin Sigma Aldrich
Caz;PO4 Merck
CaCl,.2H,O Sigma Aldrich
CuS04.5H,0 Sigma Aldrich
D-Glukoz Monohidrat Riedel-De Haen
FeCl3.6H.O Sigma Aldrich
FeS04.7H,O Sigma Aldrich
Gliserol Sigma Aldrich
Glisin Merck
Gram Boyama Seti Sigma Aldrich
H;BOs Sigma Aldrich
HCI Sigma Aldrich
Hekzadesiltrimetilamonyum
Bromir (HDTMA) Sigma Aldrich
Hidrojen peroksit Sigma Aldrich
HNO; Sigma Aldrich
Immersiyon yag Merck
fyot Merck
KCl Sigma Aldrich
KOH Zag
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Tablo 3.1: Devam.

KH>PO, Sigma Aldrich
Gram Boyama Seti Sigma Aldrich
H;BO:s Sigma Aldrich
HCI Sigma Aldrich
Hekzadesiltrimetilamonyum

Bromiir (HDTMA) Sigma Aldrich
Hidrojen peroksit Sigma Aldrich
HNO; Sigma Aldrich

Immersiyon yagi Merck

Iyot Merck
KCl Sigma Aldrich

KOH Zag

KH,PO4 Sigma Aldrich
KI Sigma Aldrich

LB agar Caisson

LB s1v1 besiyeri Caisson

L-Malik asit

Thermo Scientific

L-Triptofan Sigma Aldrich
Maya 6ziitii Merck
MgCl,.2H,O Merck
MgS04.7H,O Merck
Mineral yag Sigma Aldrich
MnS0O4.H,O Sigma Aldrich
Na;Mo004.2H,0 Merck
Na»SO4 Merck
NaHCO:s Sigma Aldrich
NaOH Sigma Aldrich
NH,Cl Merck
N-Z Amine (Kazein Hidrolizat) Sigma Aldrich
Pepton Merck

Perklorik asit

Sigma Aldrich




Tablo 3.1: Devam.

Pikrik asit ISOLAB
N-Z Amine (Kazein Hidrolizat) Sigma Aldrich
Pepton Merck
Perklorik asit Sigma Aldrich
Pikrik asit ISOLAB
Piperazin Merck
Pridoksin Sigma Aldrich
Tripton Biolife
Tris-HCI Applichem
Zn0O Merck
ZnS04.7H,O Sigma Aldrich
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3.1.3.2. Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan cihazlar, modelleri ve firmalari.

Cihaz adx Cihaz modeli | Firma ad1/ Ulke
Hanna Instruments,
pHmetre b H211 ABD
Microprocessor
. HICLAVE
Otoklav cihazi HVE-50 HIRAYAMA, Japonya
Santrifiij NF 1200R Nuve, Tiirkiye
Vorteks VMI10 Daihan Scientific, Kuzey
Kore
Steril Kabin HP48 Heraeus,Almanya
Spektrofotometre UV1800 Shimadzu, Japonya
uv quuntuleme 3026WL/26M Vilber Laurmat Infinity-
cihazi ABD
TE-10A Co
Su banyosu Tempette TECHNE, Ingiltere
Mikrodalga firin Samsung
NanoDrop™ Thermo Scientific™,
Lite ABD
Spektrofotometre
Ceker ocak Tezsan, Tiirkiye
Buz makinesi BF85 BAR-LINE, Italya
~20°C derin BOSCH, Almanya
dondurucu
-80°C derin Forma 86°C oL
dondurucu ULT Freezer Thermo Scientific, ABD
Mikrosantrifiij Z216M Hermle, Almanya
Mikroskop E100 Nickon Eclipse
McFarland BD o
Cihazt CrystalSpec Becton Dickinson, ABD
Mikroplaka FluostarOmega,Almanya
okuyucu
Jel tank1 Mml_(s}l,}b Cell Biorad, ABD
Etiiv INCU;%me 1L VWR, ABD
Etiiv B6 Heraeus, Almanya
Hassas Terazi Kern, Ewy Kern, Almanya
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3.1.3.3. Aymraclar

Kullanilan ayiraglar Tablo 3.3’te listelenmistir.

Tabloe 3.3: Kullanilan ayiraglar ve firmalari.

Ayraclar Firma adi
Nessler’s Reaktifi Merck
N’N’N’N’-tetrametil-p- Sigma Aldrich
fenilendiamin
Bromtimol mavisi Sigma Aldrich

3.1.3.4. Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.4’te listelenmistir.

Tablo 3.4: Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglari.

Cozelti

Hazirlamis1

%1 Malasit Yesili

1.0 g malasit yesili boyast 100 mL
distile suda ¢oziildi.

%1 (w/v) | 0.1g N,N,N’,N’-tetrametil-p-
N°’N’N’N’- fenilendiamin, 10 mL distile suda
tetrametil-p- ¢oziildii.

fenilendiamin

%1(W/v) Iyot | 1 g iyot (I), 100 mL distile suda
coOzeltisi ¢Oziildii.

%2(W/v) KI | 2 g KI, 100 mL distile suda ¢6ziildii.
coOzeltisi

%1.64 Fe-EDTA

0.164 g Fe-EDTA 10 mL distile suda
¢Ozuldii.

%0.5 Bromtimol | 5.0 mg Bromtimol mavisi, 1 mL

mavisi distile suda ¢oziilerek son hacim 0.2
M KOH ile 10 mL’ye tamamlandi.

%10 FeCl3 12 g FeCls-6H20, 100 mL distile suda
¢oziildii ve 2.5 mL HCI eklendi.

0.5 M KOH 93.05 g EDTA, 500 mL distile suda
¢oziildii ve pH 8'e ayarlandi.

%30 Asetik Asit 70 mL distile suya 30 mL asetik asit

eklendi.
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Tablo 3.4: Devam.

%3 H20O»

3.0 mL H:0:' ye 97 mL distile su
eklendi.

0.2 N KOH

0.56 g KOH, tartilarak 50 mL distile
suda ¢oziildii.

50X TAE
Tamponu

242 g Tris-base, 700 mL distile suda
¢Oziildi, 57.1 mL %100 asetik asit ve
100 mL 0.5 M EDTA ilave edildi.
Cozelti, distile su ile 1 litreye
tamamlanda.

1X TAE
Tamponu

20 mL 50X TAE tampon ¢ozeltisine
980 mL distile su eklendi.

Mavi Boya
Cozeltisi

0.06 g CAS, 50 mL deiyonize suda
¢oziildi. 0.0027g FeCls-6H20, 10 mL
10 mM HCIl iginde c¢oziilmistiir.
0.073 g HDTMA, 40 mL deiyonize
suda c¢ozilmistir. 1.5 mL FeCls
cozeltisi ile 7.5 mL CAS c¢ozeltisi
karistiritldi ve ardindan HDTMA
cozeltisi  eklenmistir. 4.307 g
piperazin, 30 mL suda ¢oziiliip, pH
degeri derisik HCI ile 5.6'ya
ayarlandiktan sonra CAS-HDTMA
karisimina ilave edilmis ve son olarak
distile su ile hacim 100 mL'ye
tamamlandi

CAS Reaktifi

0.06 g CAS, 50 mL dH-0O’da; 0.0027
g FeCl;-6H-0, 10 mL 10 mM HCI
icerisinde; 0.073 ¢ HDTMA, 40 mL
dH-O’da ¢oziiliip, sirasiyla
karistirildi. 4.307 g piperazin, 30 mL
suda ¢oziiliip pH 5.6 olarak ayarlandi
ve tim karisim distile su ile 100
mL’ye tamamlandi.

Barton Reaktifi

0.25 g amonyum molibdat, 4 mL
deiyonize suda ¢oziiliip, 0.025 gram
amonyum metavanadat 6 mL kaynar
suda eritildikten sonra, 2.5 mL nitrik
asit ilave edilerek karistirlldi ve
toplam hacim 10 mL’ye tamamlandu.
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Tablo 3.4: Devam.

Fe-EDTA

3.8 g Na,H,EDTA.2H>O’dan 1 M
NaOH 10 ml igerisinde
¢ozdiiriildi. 2.5 g FeClz.6H>O ise 5
ml dH,O’da ¢oziildii. Hazirlanan
Iki soliisyon karistirilarak 15 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi ve
filtre edildikten sonra siiziintii iki
kez %95 EtOH ile yikandi. Oda
sicakliginda kurutulduktan sonra
toz olarak elde edildi.

Salkowski
Ayiraci

Hazirlanan 0.5 M FeCl;.6H,0
¢Ozeltisinden 1 ml tizerine 49 ml
%35 perklorik asit eklendi

Fizyolojik
Tuzlu Su(FTS)

8.5 g NaCl, 1 L distile su (dH-0)
icinde ¢ozilip, 121°C’de 15
dakika siireyle otoklavlandi.

Pikrik asit
¢Ozeltisi

%2 NaHCOs ve %0.5 pikrik asit
¢Ozeltisi eklenerek, 1 litre distile su
icerisinde hazirlandi.

Iyodin ¢dzeltisi

1 g lIyot, 100 mL distile su
igerisinde ¢oziildi, ¢oziilmesine
yardimct %2  KI  eklenerek
hazirlandi

3.1.3.5. Boyalar

Boyalar Tablo 3.5.’te listelenmistir.

Tablo 3. 5: Kullanilan boyalar ve firmalar.

Boya Firma adi
6X Jel yiikleme boyasi Thermo Scientific
Chrome Azurol S Sigma Aldrich
Kristal Viole Merck
Malasit yesili Merck

Red -safe jel boyasi Abm
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3.1.3.6. Kit ve Reaktifi

Kullanilan Kit ve reaktifi Tablo 3.6.’te listelenmistir.

Tablo 3.6: Kullanilan Kit ve reaktif.

Kit / Reaktifi Firma adi
PureLink Genomic Invitrosen
DNA Miniprep Kit &
DreamTaq Green DNA Thermo Scientific
Polymerase

3.1.3.7. DNA Molekiiler Belirtecleri

Kullanilan DNA Molekiiler belirtegleri Tablo 3.7°de listelenmistir.

Tablo 3.7: Kullanilan DNA belirtecleri.

DNA Molekiiler Firma ad:
Belirtecleri
Lambda DNA/Hind III Hibrigen
ladder
100 bp ladder plus Hibrigen

3.1.3.8. Besiyerleri

Kullanilan besiyeri icerikleri Tablo 3.8 de gosterilmistir.
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Tabloe 3.8: Kullanilan besiyeri igerikleri.

LB Agar LB Sivi1 Besiyeri SIM Agar Peptonlu su
40 g LB agar 1 litre | 25 g LB siv1 besiyeri 1 litre distile su | 30 g SIM igerigi 1 litre suda | 1 litre distile su iginde
distile su (dH20)’da | (dH20)’da ¢oziildiikten sonra 121°C’de | kaynatilarak ¢oziildi ve | 25.5 g peptonlu su
¢oziildiikten sonra | 15 dakika boyunca otoklavlandi. ardindan tiiplere esit olarak | ¢oziiliip, 121°C’de 15
121°C’de 15  dakika boliindiikten sonra 121°C | dakika boyunca
boyunca otoklavlandu. de 15 dakika boyunca | otoklavlandi.
otoklavlandu.
Nutrient Agar NfB Agar Pikovskaya Agar Plk?vsk-aya St
Besiyeri

20 g Nutrient Agar 1 litre
distile  su igerisinde
¢Ozildiikten sonra 121 °C
de 15 dakika boyunca
otoklavlandi.

5 g/L L-Malik asit, 0.5 g/L KH2PO4, 0.2
g/L MgS04.7H;0, 0.2 g/L NaCl, 1 ml/L
Vitamin soliisyonu (100 ml distile su
icerisinde 10 mg Biotin ve 20 mg
Pridoksin  ¢oziildii), 2ml/L  Mikro
element sollisyonu (0.2 g
NaxM004.2H>0, 0.235 g MnSO4.H>O,
0.28 g H3BOs, 0.008 g CuS04.5H20,
0.24 g ZnS0O4.7H>0 1000 ml distile su
igerisinde ¢oziildii), 4 ml/L Fe-EDTA
(%1.64 soliisyon), 15 gram Agar ve
2ml/L Bromtimol mavisi (0.2 N KOH ile
¢oziindii), eklendikten sonra pH: 6.8°e 1
N KOH ile ayarlanarak 1 litre olacak
miktarda distile su ile tamamlanarak
121°C  de 15 dakika boyunca
otoklavlandi.

10g/L  Glukoz, 5 g/L
(CazPOa),, 0.5 g/L
(NH4)2S04, 0.2 g/L KCI, 0.1
g/l MgS04.7H20, 0.5 g/L
maya Oziiti, 0.0001 g/L
MnSO4.H20, 0.0001 g/L
FeSO4, 15 g/ agar
eklenerek son hacim 1
litreye tamamlandi. pH 7’ye
ayarlandiktan sonra
121°C’de 15 dakika
otoklavlandu.

10g/L  Glukoz, 5 g/L
(CazPOs), 0.5 g/L
(NH4)2S04, 0.2 g/L KCl,
0.1 g/L MgS04.7H;0,
0.5 g/L maya 0ziiti,
0.0001 g/L MnSO4.H,0,
0.0001 g/ FeSO4
eklenerek son hacim 1
litreye tamamlandi.
pH:7’ye ayarlandiktan
sonra 121°C’de 15
dakika otoklavlandi.
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Tablo 3.8: Devam.

Tris-Minimal Salt Agar

Triptik Soy Sivi Besiyeri

Simmon Sitrat Agar

(MR-VP) Siv1 Besiyeri

Tiim cam malzemeler 0.1
M HNO; ile yikanip,
distile su ile duruland.
6.06 g/L Tris-HCI, 4.68
g/L NaCl, 1.49 g/LL KCI,
1.07 g/L NH4Cl, 0.43 g/L
NaxSO0s4, 0.2 g/L
MgCL.2H,0, 30mg/L,
CaCl.2H;0, %0.1 ZnO,
Agar 15g/L ve Karbon
kaynag1 olarak 10 g/L D-
Glukoz eklendikten sonra
pH:7.0 HCI ile ayarlandi
ve son hacim 1 litre
olacak sekilde distile su
ile tamamlanarak
121°C’de 15  dakika
boyunca otoklavlandi.

30 g Triptik Soy Sivi Besiyeri 1 litre
distile su igerisinde ¢oziilerek 121°C’de
15 dakika boyunca otoklavlandi.

MPYE
Extract)

(Mineral Peptone Yeast

5 g/L Maya o6ziitii, 3 g/L Pepton, 1.6 mM
MgCl> (1 M Stok soliisyonu), 1 mM
CaCl, (1M Stok) eklendikten sonra tiim
karisim homojen haline getirildi ve pH
7.0 ayarlandi ve son hacim 1 L’ye
tamamlanarak 121°C ‘de 15 dakika
boyunca otoklavlandi.

24.2 g Simmon Sitrat agar 1
litre dH>O’da  ¢oziildii.
Tiiplere esit hacimlerde
boliinerek 121°C’de 15
dakika  otoklavlandiktan
sonra yatik agar olarak
katilagmasi saglandi.

17 g MR-VP besiyeri 1
litre distile su igerisinde
¢oOziildiikten sonra
tiiplere esit hacimlerde
boliinerek 121°C de 15
dakika boyunca
otoklavlandi.

CAS Blue Agar :

Besiyeri hazirlanmadan 6nce Tiim cam malzemeler 6 M HCl ile yikanip, distile su ile durulandi.

Mavi Boyanin Hazirlanisi:

Soliisyon 1 : 0.06 g CAS (Sigma Chemicals) 50 mL distile su igerisinde ¢oziildii.
Soliisyon 2 : 0.0027 g FeCl3.6H20 10 mL 10 mM HCI i¢inde ¢oziildii .
Soliisyon 3 : 0.073 g (HDTMA) 40 mL distile su igerisinde ¢6ziildii. 1.soliisyondan 9 mL alinip, 2. Soliisyon ile karistirildi ve

sonrasinda 3. Soliisyonun eklenmesiyle mavi renk olusumu goriildii.
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Tablo 3.8: Devam.

Karigim soliisyonlari : MM9 (Minimal Media 9 ) Tuz ¢6zeltisi : 15 g KH2PO4, 25 g NaCl ve 50 g NH4Cl1 500 ml distile su
icerisinde ¢oziildii; %20 Glikoz ¢ozeltisi (20g/L Glikoz 100 mL distile su igerisinde ¢6ziildii); NaOH soliisyonu (25 gram NaOH
150 mL distile su icerisinde ¢06ziildii); N-Zaminoasit solisyonu: 3 gram N-Z amino asit 13.5 mL distile su icerisinde
¢oziildiikten sonra %3 8-hidroksikuinolin 13.5 mL kloroform igerisinde ¢oziildiikten sonra +4°C’de bir gece inkiibe edildikten
sonra ekstrakte edildiginde 2 faza ayrilan soliisyondan iist kistmdaki kloroformun uzaklastirilmasi i¢in, 1 saat boyunca Ceker
ocakta bekletildi. Ardindan membran filtre (0.22um)’den gegcirilerek steril edildi. CAS Blue Agar hazirlama : 750 mL distile
suya 100 mL MM besiyeri soliisyonu ilave edilerek karistirilmis ve 32.34 g piperazin N-N,N’-bis(2-etanstilfonik asit) (PIPES)
tamamen c¢oziinene kadar eklenmistir. Cozeltinin icerisine 15 g/L agar eklenerek, karisim 121°C’de 15 dakika boyunca
otoklavlandi. Otoklav sonrasi besiyeri, 50°C’ye kadar sogutulmus ve igerisine 30 mL steril N-Z amino asit soliisyonu ve 10
mL %20 glikoz ¢ozeltisi eklenerek homojen bir karisim elde edildikten sonra 100 mL mavi boya soliisyonu ilave edilerek CAS
agar besiyeri hazir duruma getirildi.




3.2. Yontem

3.2.1. Toprak Orneklerinin Alinmasi

2018-A-105-04 sayili BAP projesi (Giil-Seker, 2021) kapsaminda, Tekirdag
Siileymanpasa il¢esinde bulunan 6 farklt hububat ekim alanindan toprak ornekleri
alimmustir. Toplanan toprak ornekleri 4 mm capl elekten gegirilerek kullanilincaya

kadar +4°C’de saklanda.

3.2.2. Topraktan Bakteri izolasyonu

Topraktan bakteri izolasyonu i¢in Tekirdag Siileymanpasa ilge sinirlart igerisinde
bulunan hububat ekim alanlarinin alti farkli 6rnekleme alanindan rizosfer toprak
ornekleri alind1 (Sekil 3.1a). Eleme isleminden sonra, toprak drnekleri peptonlu suya
(1 g/10 mL) inokiile edilip, sporlarin ¢imlenmesi ve kiiltiire edilebilir olanlarin
secilmesi icin 30°C ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, tiiplerden
elde edilen siipernatant, fizyolojik tuzlu su (FTS) (%0.85 (w/v) ile 10°°den 10-®’e kadar
seyreltildi. Ardindan, her seri diliisyon (107¢’dan 10®’e kadar) 100 pL sivi, LB agar
ortamina iki tekrarli olarak ekildi. Petri kutular1 30°C ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi

(Sekil 3.1b). inkiibasyondan sonra, gdzlemlenen koloniler, koloni sekilleri, ozellikleri

ve Gram/spor boyama testleri i¢in LB agar ortamina ayr1 ayr1 ¢izildi (Sekil 3.2a, Sekil
3.2b). Saf bakteri kiiltiirleri, %80 gliserol iceren sivi LB besiyerinde -20 °C ve -80
°C’de saklandi.

Sekil 3.1: a) 6 Farkli bolgeden alinan toprak ornekleri , b) 30°C’de inkiibe edilen
toprak ornekleri, ¢) 37°C’de inkiibe edilen toprak érnekleri.
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Sekil 3.2: a) 37°C de inkiibe edilen toprak &rneklerinin (10°,107,10®) seri
diliisyonlariin LB besiyerine ekimi, b) 30°C de inkiibe edilen toprak
orneklerinin ( 10°,107,10°®) seri diliisyonlarinin LB besiyerine ekimi.

3.2.3. Morfolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyon

Elde edilen Bakteri izolatlar1 ‘Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’ adli el
kitabindan 6nerilen morfolojik ve biyokimyasal testler ile karakterize edildi [Bergey
vd., 1994]. izolasyon asamasinda tek koloni olarak saflastirilan izolatlar i¢in 6n
tanimlama testlerinden olan Gram boyama, Spor boyama, Oksidaz ve Katalaz testleri

yapildi.

3.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama, mikrobiyolojide bakterilerin hiicre duvari yapilarindaki farkliliklara
dayali olarak siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanilan énemli bir diferansiyel
boyama ydntemidir. Islemler, dncelikle bakterilerin kristal viyole ile boyanmasiyla
baslamasinin ardindan, boyanin hiicre disina kolaylikla ¢gikmasini 6nlemek amaciyla
Lugol ¢ozeltisi (iyot ¢ozeltisi) uygulanarak kompleks bir yapi1 olusturulur. Boyamanin
liciincli asamasinda, etanol ile dekolorizasyon iglemi yapilarak bu asamada, Gram
pozitif bakteriler, kalin ve c¢apraz bagl peptidoglikan tabakalarindan dolayi su
kaybederek biiziisiir ve hiicre duvarindaki porlar kapanmasindan dolayi kristal viyole—
iyot kompleksinin hiicre i¢inde kalmasini saglar ve dolayisiyla Gram pozitif bakteriler
mor renk olarak kalir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlar1 ise ince peptidoglikan
tabakas1 ve lipit tabakasina sahip olup Etanol ile muamelede lipit tabakanin ¢6ziinerek
gecirgenligi artirmasina ve hiicre duvarinda bulunan porlarin agilmasina neden olarak
kristal viyole—iyot kompleksi hiicre disina sizar ve bakteriler renksizlesir, bazik fuksin

ya da safranin gibi bir karsit boya uygulanarak renksizlesen Gram negatif bakteriler
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pembe-kirmizi renkte boyanir. Bdylece mikroskop altinda Gram pozitif bakteriler mor,
Gram negatif bakteriler ise pembe-kirmizi olarak ayirt edilebilir [Tripathi vd., 2024].
Gram boyama islemi i¢in 18-24 saat inkiibasyona birakilan taze kiiltiirlerden ateste
steril edilen 6ze yardimi ile 6rnek alinarak lam iizerine yayildi, ateste fikse edildi ve
daha sonra sirasiyla her bir agsama arasinda distile su ile yikanarak sirastyla kristal viole
ile 1 dakika, lugol ile 1 dakika, alkol ile (0-15 saniye) ve safranin 30 saniye boyunca
bekletildi. Boyama isleminden sonra kuruyan lamlar 100X objektifte immersiyon yagi
ile 151k mikroskobu altinda goriintiilendi ve fotograflandi. Gram boyama sonuglarina
gore mor renk olanlar Gram pozitif, pembe renkli olanlar Gram negatif olarak

kaydedildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: a) TSR1A-5 izolata ait Gram boyama (Gram negatif (-)) goriintiisi,
b) TSR1A-4 izolata ait Gram boyama (Gram pozitif (+)) goriintiisii.

3.2.3.2. Spor Boyama

Spor boyama, endosporlarin varligini, konumunu ve morfolojisini tespit etmek
amaciyla, genellikle Schaeffer-Fulton metodu ile 1s1 kaynagi altinda malasit yesili
kullanilarak yapilan bir ayirict boyama teknigidir [Acet, 2023]. Bu testte saf olarak
izole edilen bakteri kiiltiirlerinin 5 giin boyunca +4°C’de spor iiretimi igin bekletildi.
Bekletilen izolatlardan ates ile sterilize edilen 6ze yardimi ile lam {izerine yayildi,
Kurumasinin hemen sonrasinda lam {izerini ortecek sekilde filtre kagidi kesildi ve
lizerine malasit yesili (%1 w/v) damlatilarak filtre kagidinin kurumasina izin
verilmeden 5 dakika boyunca 1sitma tablasinda boyandi, ardindan distile su ile yikand1
ve vejetatif hiicrelerin boyanmasi i¢in bazik boya olan safranin ile 30 saniye boyandi
ve distile su ile yikandi. Kurumasmin ardindan preparatlar immersiyon yagi

kullanilarak 151k mikroskobunda goriintiilendi ve fotograflandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: TSR4B-117 izolata ait spor boyama goriintiisii.

3.2.3.3. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, bakterilerde sitokrom c¢ oksidaz enziminin varligini belirlemek igin
yapilan ve bu enzimin varliginda tetrametil-p-fenilendiamin gibi boyalar
yiikseltgenerek mavi/mor renk ile oksidaz (+) oldugunu gosterirken, renksiz
durumundan ise oksidaz(-) oldugunu gdsteren bir testtir [Chavan vd., 2022]. Bu test
icin 18-24 saat inkiibasyona birakilan saf ve taze kiiltiirleri ayira¢ emdirilen filtre
kagidi lizerine steril 6ze yardimi ile kagit tizerine yayildi. Ayirag olarak ise, N’-N’-N’-
N’-tetramethyl-p-phenylenediamine (%1 w/v) kullanildi. Negatif kontrol bakterisi
olarak FE.coli K12, Pozitif kontrol bakterisi olarak P.aeruginosa ATCC 15692
kullanild1. Negatif kontroliin oldugu filtre kagidi iizerinde beyaz renk olusumu
goriiliirken, pozitif kontroliin oldugu filtre kagidinda ise mor renk aldig1 gézlemlendi.
Bu islem elde edilen biitlin izolatlara uygulandi ve ilk 20 saniyede degerlendirilip

kaydedildi (Sekil 3.5a), (Sekil 3.5b).

A4 =3 s A aw

Sekil 3.5: Oksidaz testi. a) Pozitif kontrol (P.aeruginosa ATCC 15692)(+), Negatif
kontrol (E.coli K12)(-) b)Baz1 izolatlara ait Oksidaz test sonuglari.
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3.2.3.4. Katalaz Testi

Katalaz testi, aerobik mikroorganizmalarin hidrojen peroksiti su ve oksijene
doniistiiren katalaz enzim aktivitesini belirleyerek, oksidatif hasara karsi koruyucu
gorev yapar [Khatoon vd., 2022]. Katalaz testi i¢in 18-24 saat inkiibasyona birakilan
izolatlarin kolonilerinden steril 6ze yardimai ile lam {izerine yayildi ve iizerine Pasteur
pipeti yardimi ile %3’liikk H>O;’ den bir damla damlatildi ve hemen ardindan hava
kabarciklarmin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol bakterisi
olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213, Negatif kontrol bakterisi olarak
Salmonella gallinarum kullanild1 (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Katalaz testi. a) Pozitif kontrol (Staphylococcus aureus ATCC 29213)
(+++), b)Negatif kontrol (Salmonella gallinarum)(-), ¢) TSR1A-7 (+++),
d) TSR1A-8 (+) ve €)TSR1A-9 (++).

3.2.4. izolatlarin Bitki Biiyiime Tesvik Edici Ozelliklerinin
Arastirilmasi

3.2.4.1. Azot Fiksasyonu

Izolatlarin N fiksasyon yeteneklerinin belirlenmesi amactyla N un serbest ortamda pH
duyarli bromtimol mavisi iceren Nfb besiyerindeki yesilimsiden mavi renge degisimi
ile belirlendi. Izolatlar Nfb besiyerine nokta ekim yapilarak 30°C 7 giin boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyerindeki renk degisimlerine gore az (+),
orta(++), ve ¢ok iyi (+++) olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol bakterisi olarak P.
aeroginosa ATCC 15692 kullanildi.
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3.2.4.2. Inorganik Fosfati Cozebilme (Kalitatif)

[zolatlarin fosfat1 ¢dziinebilme kabiliyeti Pande ve digerlerinin (2017) ydntemine gore
Pikovskaya agar besiyeri (PVK) kullanilarak belirlendi. Izolatlarin 18-24 saat
inkiibasyona birakilan taze kiiltiirleri PVK agar besiyerine nokta ekim yapilarak
30°C'de 7 giin boyunca inkiibe edildi. Kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon dlgiilerek
Fosfat ¢oziiniirliik indexi (PSI) asagidaki formiile gore hesaplandi [Lihan vd., 2021]:

PSI = (Koloni ¢ap1 + Seffaf bolgesi ¢ap1)/Koloni ¢api (1)

3.2.4.3. inorganik Fosfati Cozebilme (Kantitatif)

Cozlinmiis fosfat miktar1 Pingale ve Virkar (2013) tarafindan tarif edilen vanado-
molibdat fosforik asit yontemi kullanilarak belirlendi. Bu yonteme gore, Kalitatif
yontem olan PVK agar besiyerinde en iyi Fosfat ¢ozilintirliikk indeksi belirlenen 7 izolat
icin bu test gerceklestirildi. 18-24 saat inkiibasyona birakilan yedi izolatin taze
kiiltiirleri tlirbidimetre yardimiyla 0.5 McFarland bulanikligina ayarlandi. Her bir
izolat %?2'lik (v/v) oraninda asilama yapilarak, ii¢ tekrarli olarak Pikovskaya sivi
besiyerine ekildi ve Kiiltiirler 30°C'de 150 rpm hizinda c¢alkalamali inkiibatérde 10
giin boyunca inkiibe edildi (Sekil 3.7). Pozitif kontrol bakterisi olarak P. aeruginosa
ATCC 15692 susu, bakteri ekimi yapilmayan besiyeri ise negatif kontrol olarak
kullanildi. 10 giiniin sonunda, her izolattan 4 mL toplandi ve 14.000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildi. 2 mL siipernatant kismindan alinarak Whatman kagidinda siiziildii ve
siziintlinlin 1 mL' lik kismina 250 pL Barton reaktifi eklendi (Sekil 3.8),(Sekil 3.9).
Son hacim steril dH20 ile 5 mL'ye tamamlandi. 10 dakika sonra, drnekler UV/Vis
spektrofotometre kullanilarak optik yogunlugu 430 nm’de (ODa3¢) 6lciildii. Ornekler
igerisindeki fosfat igerigi hazirlanan standart kalibrasyon egrisine goére hesaplandi.

Standart egrisi KH2POq4 kullanilarak 0.8-8 ppm araliginda olusturuldu.
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Sekil 3.7: Secilen 7 izolatin 10 giin sonunda Pikovskaya sivi besiyerindeki
goriintiileri.

Sekil 3.8: Santrifiij sonras1t Whatman kagidinda siizme islemi.

Sekil 3.9: Elde edilen stizlintliye Barton reaktifi eklenmesi.

3.2.4.4. Siderofor Uretimi (Kalitatif)

Siderofor iiretimi Louden ve digerleri (2011) tarafindan 6nerilen yonteme gore analiz
edilmistir. 18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirleri CAS blue agar
besiyerine nokta ekim yontemi ile ekildi ve 30°C’de 3 giin boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 koloni etrafinda olusan sari-turuncu zon olusumu siderofor
tiretiminin belirtisi olup, Siderofor indeksi (SI) asagidaki formiil kullanilarak

belirlendi [Heo vd., 2022].
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3.2.4.5. Siderofor Uretimi (Kantitatif)

Kalitatif olarak degerlendirilen izolatlar i¢erisinde CAS blue agar besiyerindeki en iyi
Siderofor indeks sonucu gosteren 15 izolat secildi. Secilen 15 izolata Arora ve Verma,
(2011) tarafindan Onerilen metod ile izolatlarin kantitatif olarak siderofor liretimini
belirlemek amaciyla 18-24 saat inkiibasyona birakilan 15 izolatin taze kiiltiirlerinden
0.5 McFarland bulanikligina ayarlandi, her bir izolat i¢in 3 tekrarli olacak sekilde 1.5
mL hacminde santrifiij tiiplerine 1 mL LB siv1 besiyeri eklenip, 0.5 McFarland
bulanikligina ayarlanan izolatlardan 10 pL eklenerek 30°C de 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda santrifiij tiipleri 10.000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edildikten sonra pellet kismi siipernatant kismindan ayrilip, siipernatant
kismindan 0.5 mL alinarak 15 mL’lik cam tiiplere siderofor miktarin1 belirlemek
amaciyla aktarildi. Siipernatant kismina Payne, (1994) tarafindan CAS S1vi deney i¢in
kullanilacak soliisyondan 0.5 mL alinarak siipernatant iizerine eklendi ve 20 dakika
sonra Spektrofotometre cihazinda 630 nm’ de okutuldu. Payne, (1994) tarafindan
Onerilen  asagida belirtilen formiil kullanilarak izolatlarin siderofor iiretim

miktarlari(%) belirlendi.
Siderofor iiretimi (%)= (Ar-As)/Ar*100

Bu formiilde Ar referansin absorbans degerini (0.5 mL LB siv1 besiyeri + 0.5 mL CAS
coOzeltisi), As ise izolatin absorbans degerini (0.5 mL CAS c¢ozeltisi+ 0.5 mL pellet

icermeyen LB s1vi besiyeri) ifade etmektedir.

3.2.4.6. Amonyum Uretimi (Kalitatif ve Kantitatif)

Amonyum {iretiminin varligt Cappuccino ve Sherman (2002) tarafindan belirlenen
yontem kullanilarak gerceklestirildi. 18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze
kiiltiirlerinden 0.5 McFarland bakteri bulanikligina ayarlandi. 10 mL Pepton sivi
besiyeri icerisine 0.5 McFarland bulanikligina izolatlardan %2’lik asilama yapilip
30°C’de 72 saat boyunca inkiibe edildi. 72 saat sonunda her bir izolat igin tiip
icerisinde 0.5 mL Nessler’s reaktifi (0.5 mL) eklenerek amonyum iiretiminin
kolorimetrik olarak varlig1 belirlendi. Amonyum iretiminin varlif1 saridan
kahverengiye renk degisimi ile gozlemlendi ve 530 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii

ve Amonyum silfat ((NH4)2SOs4) ile (50-100-200-500 ve 1000 ppm)
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konsantrasyonlarinda hazirlanarak Standart kalibrasyon egrisi olusturuldu. Standart
kalibrasyon egrisine gore izolatlarin amonyum iiretim miktarlar1 hesaplandi. Pozitif

kontrol olarak P. aeroginosa ATCC 15692 susu kullanildi.

3.2.4.7. IAA Uretimi (Kalitatif ve Kantitatif)

[zolatlarin IAA iiretimi Gordon ve Weber, (1951) tarafindan Onerilen yontem
kullanilarak belirlendi. 18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirleri 0.5
McFarland bulanikligina ayarlandi. %0.1 L-triptofan igeren LB broth igerisine %2’lik
asilama yapilarak 30°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonrasinda her bir
izolat 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismindan 500 pL alinip
tizerine 500 pL Salkowsky reaktifi eklenerek karanlikta 30 dakika bekletildi ve 530
nm’de 6lgiildii. Pozitif kontrol bakterisi olarak P. aeroginosa ATCC 15692 ve E.coli
K12 suslar1 kullanildi, diger izolatlar ile karsilastirildi. Standart kalibrasyon egrisi 5-
100 ng/ml IAA (Sigma Chemicals) ile hazirlanarak izolatlarin indol asetik asit tiretim

miktar belirlendi.

3.2.4.8. HCN Uretimi (Kalitatif)

Izolatlarn HCN iiretme yeteneklerini Miller ve Higgins, (1970) tarafindan 6nerilen
metod ile belirlendi. Bu metod dogrultusunda LB agar besiyerine Azot kaynagi olarak
4.4 g/L glisin eklendi. Steril filtre kagitlar1 petri boyutunda kesilerek, hazirlanan Pikrik
asit sollisyonu i¢inde emdirilip Petri kapagina yerlestirildi ve ekim yapilan Petri
parafilm yardimu ile hava almayacak sekilde sikica kapatildi. 7 giin 30 °C’ de inkiibe
edildi. 7 gilinlin sonunda filtre kagitlarindaki saridan kahverengiye dogru renk

degisimleri kontrol grubuna gore kiyaslanarak derecelendirildi.

3.2.4.9. Cinko Cozebilme (Kalitatif)

Izolatlarin Cinko ¢dzme yetenekleri Fasim ve digerleri (2002) tarafindan tarif edilen
metoda gore belirlendi. 18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirleri Tris
minimal salt agar besiyerine nokta ekim yapilarak 30°C de karanlikta 14 giin boyunca
inkiibe edildi. Test iki tekrarli olarak gerceklestirildi. Pozitif kontrol bakterisi olarak
P. aeroginosa ATCC 15692 susu kullanilirken, Negatif kontrol olarak bos besiyeri

kullanildi.14 giiniin sonunda zon ¢aplar1 6l¢iiliip derecelendirildi.
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3.2.4.10. Biyofilm Uretimi

[zolatlarin biyofilm iiretme kabiliyeti 96 kuyucuklu mikrotitre plakasinda Christensen
ve digerleri (1985) tarafindan tarif edilen kristal viyole test yontemi kullanilarak test
edildi. Test %1 (w/v) Glukoz iceren TSB (Triptic Soy Broth) siv1 besiyeri kullanildi.
96 kuyucuklu bir mikroplakanin her kuyucuga 100 uLL TSB ve 100 pL izolat (0.5
McFarland yaklasik 108 CFU/mL) eklendi ve her izolat igin ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi. Mikrotitre plakalar1 30°C'de 72 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalar1 musluk suyuyla iyice
yikanarak yapismamis hiicreler uzaklastirildi. Ardindan, her bir kuyucuga 125
uL %0.1 (v/v) kristal viyole boya eklendi ve 15 dakika boyunca boyanmaya birakildi.
Boyamanin ardindan, plakalar fazla boyay1 c¢ikarmak icin musluk suyuyla tekrar
yikand1 ve ardindan oda sicakliginda tamamen kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra,
bagli kristal viyole boyay1 ¢oziinmesi i¢in her bir kuyucuga 200 uL %30 (v/v) asetik
asit eklendi. Plakalar 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra bir
mikroplaka okuyucu (FLUOstar Omega, ABD) kullanilarak ODgoo'de 6l¢iildii.
Sonuglar, pozitif kontrol bakterisi P. aeruginosa ATCC 15692 ile karsilastirilarak
degerlendirildi.

3.4.5. Olusturulacak Olan Mikrobiyal Konsorsiyum Aday
Izolatlarin Secilmesi Molekiiler Biyolojik Yontemler ile
Tanimlanmasi

Elde edilen bakteriyel izolatlar, ‘Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’ adli

el kitabinda onerilen morfolojik ve biyokimyasal test sonug¢larina gore karakterize

edilerek belirlenen izolatlar arasindan en iyi ve farkli bitki biiylime tesvik edici
ozelliklere sahip olan alt1 izolat secildi. izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin ise
16S rDNA bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmasi ve

dizilenmesi yontemine bagvuruldu.

3.4.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda 6 izolatin genomik DNA izolasyonlar1 PureLink® Genomik Kiti
kullanilarak yapildi. Genomik DNA izolasyonlar1 i¢in verilen protokol takip edildi
(PureLink® Genomic DNA Kits For purification of genomic DNA).
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3.4.5.2. DNA Miktarinin Belirlenmesi

Genomik DNA’lar NanoDrop cihazinda (Thermo Scientific, Nanodrop Lite
Spectrophotometer/USA) kullanilarak 260nm absorbansta miktar1 ve safliklari

olgtldi.

3.4.5.3. DNA’nin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Izolatlara ait tiim genomik DNA o6rneklerinin goriintiilenmesi amactyla %0.6’lik
agaroz jel 1X TAE tamponu ile hazirlandi. Her bir izolatin genomik DNA
orneklerinden 5 ulL alinip 1uL yiikleme boyasi1 (Loading Dye) ile karistirilarak jel
elektroforez tankindaki kuyucuklara yiiklendi. 70-80V’ta yaklasik 25 dakika boyunca
yuritildi ve uygun marker (1 kb DNA ladder) kullanilarak jel iizerinde UV
goriintiileme sisteminde (Vilber-Lourmat infinity 3026, Fransa) goriintiilendi ve

fotograflandi.

3.4.5.4.16SrDNA Dizisinin PZR ile Cogaltilmasi

[zolatlarn tiir diizeyindeki tanimlanmasi i¢in 16S rDNA bélgesinin amplifikasyonu,
evrensel 27F ve 1491R primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

gerceklestirildi. Primerlerin dizileri Tablo 3.9.” da gosterilmistir.

PCR reaksiyon karisiminin icerisinde 50 ng Kalip DNA, 1X DreamTaq Green PCR
Tamponu, 3 mM MgClz, her ANTP'den 200 pM, her primerden 10 uM ve 1.25 U/uL
Taq polimeraz (Thermo Scientific) bulunmaktadir. Baslangigta 95°C'de 3 dakika
denatiirasyondan sonra her bir termal dongii su sekilde gergeklesmistir: 95°C'de 30
saniye denatiirasyon, 58°C'de 1 dakika baglanma ve 72 °C'de 1 dakika uzama. 30

dongiiniin sonunda, 72°C'de 10 dakika siireyle son bir uzatma adimi gergeklestirildi.

Tablo 3.9: Kullanilan primer ve dizileri.

Primer Dizisi Bant Kaynak
adi boyutu
27F 5'-AGAGAGTTGATCCTGGCTCAGA-3' 1500 Nitayaros vd.,
1491R 5'-ACGGCTTACCTTGTTACGACTT-3' 2023
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Elektroforezde 90 V 30 dakika yiiriitiildiikten sonra elde edilen yaklasik 1500 bp'lik
16StDNA kismi1 UV altinda belirlendi. PZR iiriinleri daha sonra BMLabosis
tarafindan dizilendi ve eclde edilen diziler, konsensiis dizilerini belirlemek i¢in
BIOEDIT programi kullanilarak diizenlendi ve hizalandi. Her 6rnegin konsensiis
dizisi, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) veritabaniyla karsilastirildi ve

benzerlik oranlari ile hangi tiire benzer olabilecekleri belirlendi.
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3.4.6. Secilen  Izolatlarin  Fizyolojik ve  Biyokimyasal
Karakterizasyonlarinin Belirlenmesi

3.4.6. Hareketlilik Testi

Bu test mikroorganizmalarin biyolojik karakteristiklerinin belirlenmesinde 6nemli
taksonomik testlerden biridir. Bakterilerde cesitli mekanizmalarda olsa da en yaygin

olan hareketlilik etmeni kamgilarinin olmasidir [Shields ve Cathcart, 2016].

Bu test i¢in SIM (Siilfiir-Indol- Hareketlilik) agar kullanildi. SIM agar besiyeri iyice
kaynatildiktan sonra 15 ml’lik cam tiiplere 5 mL eklenerek 121°C’de 15 dakika
boyunca otoklavlandi. Besiyerinin rengi sari-kahverengi renkte olup, pH : 7.3 £0.2"dir.
Otoklavlandiktan sonra her bir test tiipline boliinen besiyerleri dik olarak sogumaya
birakildi.18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirlerinden alinan tek
koloni, igne u¢lu 6ze yardimi ile fazla hareket ettirilmeden tek noktadan besiyerine dik
olarak ekimi yapilarak 30°C de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
ekim ¢izgisi boyunca bulanikligina gore degerlendirildi. Pozitif kontrol bakterisi
olarak E.coli ATC 25922, negatif kontrol bakterisi olarak K. pneumoniae kullanildi
(Sekil 3.10).

Sekil 3.10:Sec¢ilen izolatlara ait Hareketlilik testi sonuglart.

3.4.6.2. Glukoz Kullanimi /Glukozdan Gaz Olusumu

Bu test mikroorganizmalarin belirli bir karbonhidrati fermente etme yeteneklerini
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir [Reiner, 2012]. Reiner (2012)’in metoduna gore
glukoz kullanim testi i¢in Fenol Kirmizist sivi besiyeri kullanildi. Besiyeri 121°C de

15 dk otoklavlandiktan sonra besiyerine %5 Glukoz olacak sekilde, hazirlanan Glukoz
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¢ozeltisi 0.2 um por ¢aplt membran filtreden gegirilerek soguyan Fenol Kirmizist sivi
besiyerine eklendi. Ayrica karbonhidratlarin fermente asamasinda gaz olusumu
meydana getirdigini gostermek amaciyla her bir steril cam tiip igerisine steril Durham
tiipleri eklendi. Pozitif kontrol bakterisi olarak E.Coli ATCC 25922 kullanild1.18-24
saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirlerinden Fenol Kirmizist besiyerine
%2’lik asilama yapildi. 30°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasinda yapilan gézlemler
sonucunda izolatlarin glukoz kullanimlart ve gaz olusumlar1 degerlendirildi ve

fotograflandirildi (Sekil 3.11).

REENIEE

Sekil 3.11: Glukoz kullanim1 / Glukozdan Gaz Olusumu.

3.4.6.3. Sitrat Kullanim

Bu test bakterilerin Sitrat1 Karbon kaynagi olarak kullanip kullanmadigini belirlemek
amaciyla yapilan bir testtir. Sitrat kullanimima bagl olarak ortami alkali yan
tiriinlerinin olusmasini saglar. Ortamin pH’inda artis meydana gelmesi renk degisimi
ile gézlemlenir [MacWilliams, 2009]. Besiyerindeki baslangi¢ rengi yesil olup, pH’1
6.9 iken, bakterilerin sitrat1 karbon kaynagi olarak kullandiginda ise besiyerinin pH’1
7.6 olur ve renk mavi renge degisir [Alexander ve Strete, 2001]. Sitrat kullanim testi
icin Simmon Sitrat agar besiyeri cam tiipler icerisinde yatik olarak hazirlandi. 18-24
saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirlerinden igne uc¢lu 6ze yardim ile
alinarak Simmon Sitrat yatik agar besiyerine dnce dip kismina batirildiktan sonra yatik
kisim iizerine kaydirilarak ekim yapildi. Ekimi tamamlanan izolatlar 37°C de 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda test sonucu degerlendirildi ve

fotograflandirildi. Pozitif kontrol olarak K. pneumoniae kullanildr (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12: Secilen izolatlara sitrat kullanim testi. Negatif kontrol : Bakteri ekimi
yapilmayan. Pozitif kontrol : Klebsiella pneumoniae.

3.4.6.4. Nisasta Hidrolizi

Bu test bakteriler tarafindan salgilanan amilaz ve oligo 1,6-glucosidaz enzimlerinin

varligini belirlemeye yarayan bir testtir [Lal ve Cheeptham, 2012].

Nisasta hidrolizi testi i¢in %1 oraninda ¢6ziinebilir Nisastali Nutrient Agar kullanildi.
18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltiirlerinden alinan tek koloniler
steril igne uclu 6ze yardimi ile ekimi yapildi. 37°C de 24 saat inkiibasyon sonrasinda
Petrilere Gram Iyodin ¢dzeltisi iizeri tamamen soliisyon ile kaplandi. 30 sn sonra
tizerindeki fazla soliisyon uzaklastirildi. Koloni etrafinda berrak bir bolgenin
goriilmesi bakteriler tarafindan iiretilen amilaz enziminin varligin1 gésterdiginden test
pozitif olarak degerlendirildi. Koloni etrafinda berrak bir bdlgenin olmamasi nisastay1
hidrolizinin olmadigindan test negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol bakterisi

olarak Bacillus subtilis ATCC 6633 kullanild1 (Sekil 3.13a),(Sekil 3.13b).

Nisasta hidrolizi testi (-).
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3.4.7. Secilen izolatlarin In vitro Cross-streak (Capraz Cizgi)
Metodu ile Birlikte Yasayabilme Ozelliklerinin
Degerlendirilmesi

Birbirleri ile uyumlu ve uygun izolatlarin se¢imi i¢in ideal bir yontemdir ve mikrobiyal

konsorsiyumlarin olusturulmasinda bu yontem ¢ok Onemli rol oynamaktadir

[Tabacchioni vd., 2021]. Bu asamada en iyi 6 farkli bitki biliyiime tesvik edici

Ozelliklere sahip 6 izolat belirlendi. Secilen bu izolatlarin karsilikli uyumlarin

degerlendirmek amaciyla, LB agar besiyerinde g¢apraz ¢izgi yontemi kullanilarak

ekimleri gerceklestirildi ve Kkiiltiirler 30 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresinin sonunda, izolatlarin karsilastiklar1 bolgelerde birbirlerinin bilyiimesini inhibe
edip etmedikleri gozlemlendi ve bu degerlendirme sonucunda in vitro kosullarda
birbirleriyle uyumlu olan izolatlar tespit edildi. Uyumlu izolatlar kullanilarak farkli
mikrobiyal konsorsiyum gruplarit olusturuldu ve bu konsorsiyumlarin mikrobiyal
giibre olarak uygulanmasinin Triticum durum Desf. bitkisi lizerindeki etkilerini

belirlemeye yonelik deneme asamasina gegildi.

3.4.8. Kurulan Mikrobiyal Konsorsiyumlarin Bugday Bitkisinin Kisa
Siireli Buyiimesine Etkisi (6 Hafta)

3.4.8.1. Tohum Sterilizasyonu

Kislik durum bugday cesidi olan “Eminbey” durum bugday1, Ankara’da bulunan Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisi'nden temin edildi. Kislik bugdayin
sterilizasyonu i¢in optimizasyon protokolii Koyuncu (2012)’e gore gergeklestirildi. Bu
protokolde, yiizey sterilizasyonu %70 (v/v) etanol (EtOH) kullanilarak 5 dakika
boyunca calkalandi, ardindan steril dH»O ile 3 kez durulandi, %5 (v/v) ¢amasir suyu
(Domestos™) ile 25 dakika boyunca dezenfeksiyon ve ardindan steril dH»O ile 7 kez
durulandi. Steril tohumlar Petri kaplarinda steril filtre kagidi iizerine yerlestirildi,
¢imlenmeye yardimci olmak i¢in steril dH>O piiskiirtiildii ve vernalizasyon i¢in 5 giin

boyunca karanlikta +4 °C'de inkiibe edildi.
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3.4.8.2. Secilen izolatlar ile Farkh Mikrobiyal Konsorsiyumlarin
Olusturulmasi

Mikrobiyal konsorsiyum; siderofor iiretimi, azot fiksasyonu, fosfat ¢oziiniirlestirme,
HCN iiretimi ve biyofilm olusumu gibi Bitki biiylime tesvik edici 6zellikleri i¢in
oldukca etkili izolatlarin bir arada bulunarak bitki biiylime tizerindeki etkinliklerini
belirlemek amaciyla olusturuldu. Segilen izolatlar LB s1v1 besiyerinde 30 °C'de 24 saat
inkiibe edildi ve 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi
uzaklastirilip kalan hiicre pelleti %0.85 (w/v) FTS ile vortekslenerek iyice yeniden
siispanse edildi. Her bir izolat daha sonra 0.5 McFarland standardimna (yaklasik 108
CFU/mL) esdeger bir bulanikliga ayarlandi. Bugday biiylimesini tesvik etme
kabiliyetlerini degerlendirmek icin segilen izolatlarla bir konsorsiyum olusturuldu.
Secilen izolatlar LB besiyeri ile esit oranlarda karistirildi ve asagidaki gibi bir
konsorsiyum olusturuldu: 2 adet izolat (Ikili-I) (5 ml LB besiyeri igerisine 1:1 oraninda
her bir izolattan 2.5 mL asilama ), 3 adet izolat (Uclii-U) (7.5 mL LB besiyeri igerisine
1:1:1 oraninda her sustan 2.5 mL asilama), 4 adet izolat (Dortli-D) (10 mL LB
icerisine 1:1:1:1 oraninda her bir izolattan 2.5 mL asilama) ve 5 adet izolat (Besli-B)
(12.5 mL LB besiyeri igerisine 1:1:1:1:1 oraninda her bir izolattan 2.5 mL asilama) ve
bugday tohumlarina asilama yapildi ve biiylimeleri gézlemlendi (Sekil 3.14),(Sekil
3.15).

Sekil 3.14: Bugday tohumlarina Mikrobiyal Konsorsiyum gruplarinin asilama evresi.
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Sekil 3.15: 12 giin sonunda bugday bitkilerinin goriiniimleri.

3.4.8.3. O!usturulan Mikrobiyal Konsorsiyumlarin Bugday Bitkisine
Inokiilasyonu
Kullanilan plastik saksilarin ¢capt 9 cm olup, yiiksekligi 12 cm’dir ve hacmi yaklagik
500 mL'dir. Saks: topraklar1 Gebze Teknik Universitesi Kampiisii'nden alind1 ve
drenaji saglamak i¢in 1:1 oraninda kum ile karistirildi. Karisim daha sonra homojenize
edildi ve 121°C’de 15 dakika boyunca otoklavlanarak steril edildi. Cimlenmeden sonra
bugday fideleri topraga aktarildi ve tohum basma 10> CFU/mL bakteri igeren bir
bakteri konsorsiyumundan 1 mL topraga eklendi [Tsegaye vd., 2022]. Sera kosullari;
aydinlik/karanlik (16/8 saat), %60 nem ve 22 °C olarak ayarlandi. inokiile edilmemis
bugday bitkileri negatif kontrol grubu olarak degerlendirildi. Deneyde, toplam 21 grup

ve saks1 basina lic tohum olacak sekilde ii¢ tekrarli olarak yiiriitiildii.

3.4.8.4. Bugday Bitkisinin Biiyiime Parametrelerinin Ol¢iilmesi

6 haftanin sonunda, saksilardaki her birinde bulunan 3 fide hasat edildi, kok ve siirgiin
uzunlugu, kok ve siirgiin kuru agirligi, klorofil icerikleri degerlendirildi. Toplam kuru
biyokiitleyi belirlemek icin fideler 70°C’de 72 saat boyunca firinda kurutuldu. Klorofil
Olciimleri SPAD-502 Plus (Konica Minolta Inc.) klorofil &lger kullanilarak
gerceklestirildi.
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3.4.9. Secilen Izolatlar ile Iki Farkh Konsorsiyum Gruplar
Olusturulmasi
Bugday biiyiime parametreleri sonucunda bugday bitkisinde en iyi biiyiime etkisi
gosteren izolatlar ile olusturulan Konsorsiyum grubu ve daha once laboratuvarimizin
doku kiiltiirii calismalarinda alev agacindan izole edilen ve altkiiltiirleme yapmaksizin
konuk¢usunun dmriinii 16 aya kadar uzatan ve kiiltiir kabinda koklenmesine yardimci
olan PGB invit bakterisi eklenerek olusturulan ayri bir konsorsiyum grubu daha
olusturularak iki konsorsiyum grubu olusturuldu. Calisma baglamadan 10 giin 6nce

PGB invit bakterisi MPYE besiyerinde 30°C de inkiibe edildi.

18-24 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin taze kiiltlirleri ve 10 giin boyuna
inkiibasyona tabi tutulan PGB _invit bakterisi 4000 rpm’de 20 dakika boyunca
santrifiijlendi, supernatant uzaklastiritlip, pellet FTS (%0.85) ile vortekslenerek
tamamen ¢oziildii. Her bir izolat 0.5 McFarland (~10® CFU/mL) esdeger bulanikligina
ve PGB invit bakterisi 0.6 McFarland (~10®° CFU/mL) esdeger bulanikligia
ayarlandi. Her bir izolat ve bu izolatlarla birlikte PGB _invit bakterisi bulunan iki grup,

her birinden esit hacimde (1:1) eklenerek iki konsorsiyum grubu olusturuldu.

3.4.10. Secilen Izolatlar ve PGB _invit Bakterisinin In vitro Cross-
Streak (Capraz Cizgi) Metodu ile Birlikte Yasayabilme
Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Secilen izolatlar ile PGB invit bakterisinin birlikte yasayabilme o6zelliklerinin

degerlendirilmesi icin MPYE (Mineral - Peptone - Yeast Extract)’nde Cross-Streak

(Capraz Cizgi) yontemi kullanilarak belirlendi.

3.4.11. Secilen izolatlar ile Olusturulan Konsorsiyum Gruplarmin
Bitki Biiyiime Tesvik Edici Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.11.1. Azot Fiksasyonu

NfB besiyerinde, cam Pastor pipeti kullanilarak agar iizerinde kuyucuklar agild1 ve her
bir kuyucuga konsorsiyum gruplarindan 100 pl eklendi. Konsorsiyum gruplarinin azot

fiksasyon yetenekleri, Boliim 3.2.4’te belirtilen yontem dogrultusunda belirlendi.
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3.4.11.2. Siderofor Uretimi

CAS Blue agar besiyerinde, cam Pastor pipeti kullanilarak agar tizerinde kuyucuklar
acildi ve her bir kuyucuga konsorsiyum gruplarindan 100 pl eklendi. Konsorsiyum
gruplariin Siderofor yetenekleri, Boliim 3.2.4’te belirtilen yontem dogrultusunda

belirlendi.

3.4.11.3. inorganik Fosfati Cozebilme (Kalitatif)

Pikovskaya agar besiyerinde, cam Pastor pipeti kullanilarak agar iizerinde kuyucuklar
acildi ve her bir kuyucuga konsorsiyum gruplarindan 100 pl eklendi. Konsorsiyum
gruplarmin Fosfat ¢6zebilme yetenekleri, Bolim 3.2.4°te belirtilen yOntem

dogrultusunda belirlenmistir.

3.4.11.4. inorganik Fosfati Cozebilme (Kantitatif)

Konsorsiyum gruplarinin inorganik fosfati ¢dziinebilir duruma getirebilme yetenekleri

Boliim 3.2.4’te belirtilen yontem dogrultusunda belirlendi.

3.4.11.5. indol Asetik Asit Uretimi (Kalitatif ve Kantitatif)

Konsorsiyum gruplarinin TAA iiretme yetenekleri Boliim 3.2.4°te belirtilen yontem

dogrultusunda belirlendi.

3.4.11.6. Biyofilm Uretimi

Konsorsiyum gruplarinin Biyofilm iiretme yetenekleri Bolim 3.2.4°te belirtilen

yontem dogrultusunda belirlenmistir.

3.4.11.7.Amonyum Uretimi

Konsorsiyum gruplarinin Amonyum {iretme yetenekleri Boliim 3.2.4’te belirtilen

yontem dogrultusunda belirlendi.
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3.4.12. Bugday Bitkisinin Uzun Siireli Arastirilmasi (20 hafta)
3.4.12.1 Deney Kurulumu

Saks1 topraklart Gebze Teknik Universitesi kampiisiiniin arazisinden temin edildi ve
homojenligi saglamak i¢in 1:1 oraninda kum ile karistirildi. Hazirlanan karisim
Kocaeli Il Tarim Miidiirliigii tarafindan hizmet alimi yoluyla analiz edildi. Karigim

daha sonra 121°C'de 15 dakika boyunca otoklavlanarak steril edildi.

Toprak analiz sonucuna gore Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan yayinlanan Giibre
Tavsiyeleri kitapgigina gore eklenmesi gereken giibreler ve miktarlar1 hesaplandi ve

Saksi1 deney planlamalar1 kismina gegildi.

3.4.12.2. Tohum Sterilizasyonu

Bugday tohumlarinin sterilizasyonu Boliim 3.4.8’te belirtilen yonteme gore yapildi

(Sekil 3.16).

Sekil 3.16: Bugday tohumlarinin sterilizasyonu ve vernalizasyon islemi.

3.4.12.3. Segilen izolatlar ve PGB _invit Bakterisi ile Mikrobiyal
Konsorsiyumun Olusturulmasi

Mikrobiyal konsorsiyumun olusturulmasindan 10 giin 6nce, PGB _invit bakterileri -

80°C'deki stoklardan c¢ikarilmis ve MPYE sivi besiyerinde 30°C'de inkiibe edildi.

Ardindan, ii¢ izolat LB siv1 besiyerinde 30°C'de 24 saat boyunca inkiibe edildi, ve dort

bakteri 4000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutuldu. Siipernatant

dikkatlice uzaklastirildi ve elde edilen hiicre peleti %0.85 (w/v) Fizyolojik Tuzlu Su
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(FTS) ¢ozeltisi icinde vortekslenerek iyice yeniden siispanse edildi. Ug izolat 0.5
McFarland (~10® CFU/mL) esdeger bir bulanikhiga ayarlanirken, PGB_invit 0.6
McFarland (~10® CFU/mL) esdeger bir bulanikliga ayarland: (Sekil 3.17). Her bir
izolat esit hacimlerde ( 1:1:1:1 ) eklenerek mikrobiyal konsorsiyum olusturuldu.

Sekil 3.17: izolatlarin 0.5 McFarland standardina gore yaklasik 108 CFU/mL
yogunlukta hazirlanmasi.

3.4.12.4. Deney Tasarim

Saks1 deneyleri iki faktorlii (azot yiizdesi ve mikrobiyal konsorsiyum uygulamasi) ve
tic tekrarl olarak yiiriitiildii. Deneyler 21 x 30 cm olgiilerinde ve 12 litre hacmindeki
saksilarda gergeklestirildi. Ug farkl1 sekilde deney plani tasarlandi; 1) Azot oranlari iic
farkli dozlarda (6nerilen giibreleme dozun %50’si, %75’1 ve %100'i) uygulamasi
mikrobiyal konsorsiyum birlikte; 2) Mikrobiyal konsorsiyum uygulamasi icermeyen
Onerilen Azotlu giibrelemenin 3 farkli doz uygulamasi; 3) Onerilen dozun (%100)

uygulamasi birlikte Mikrobiyal konsorsiyum iiyelerinin tekli uygulamalari.

Her sakstya yedi tohum ekildi; 2 yaprakli kotiledonlarin olusumundan sonra fide sayis1
bese diisiiriildii. Hazirlanan Mikrobiyal konsorsiyum bitkilerin fide asamasinda, tohum
basma ImL (~10% CFU/mL) topraga, kardeslenme doneminde bitki bagma 1mL (~10%
CFU/mL) hem yapraktan spreyleme yoluyla hem de bitki basina ImL (~10® CFU/mL)
topraktan eklendi ve sapa kalkma déneminde de bitki basina 1mL (~10% CFU/mL)
topraktan verildi (Sekil 3.18),(Sekil 3.19),(Sekil 3.20). Mikrobiyal konsorsiyumun
bitkilere verilmesiyle es zamanli olarak Amonyum nitrat (%33) giibresi eklendi ayrica

Potasyum siilfat giibresi eklendi. Potasyum stilfat (%100) giibresinin ilk asamasi
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tohum ekiminde, ikinci asamasi ise sapa kalkma doneminde verilerek iki kez

uygulandi. Bugdaylar ekim zamanindan 150 giin sonra hasat edildi (Sekil 3.21).

Sekil 3.18: Bugdaylarin saksilara ekim asamasi ve Mikrobiyal giibre uygulama
asamasl.

Sekil 3.19: Kardeslenme doneminde kokten ve spreyleme yoluyla yapraktan
Mikrobiyal giibre uygulama agamasi.

Sekil 3.20: Sapa kalkma donemi hemen Oncesinde Mikrobiyal giibre uygulama
asamasl.

57



Sekil 3.21: 150 giin sonunda hasat donemi.

3.4.13. Verim ve Kalite Parametreleri

3.4.13.1. Verim Parametreleri

3.4.13.1.1. Bitki Boyu

Hasat oncesinde her bir grupta bulunan bitkilerin Toprak yiizeyi ile en uzun kardes

basaginin arasindaki uzunluk (Kil¢ik uzunlugu harig) dlgiildii ve degerlendirildi.

3.4.13.1.2. Bayrak Yaprak Alam

Bayrak yapragi en ve boy uzunluklart olgiilerek Fowler ve Rasmusson, (1969)

yontemine gore boy x en x 0.68 denklemi kullanilarak elde edildi ve degerlendirildi.

3.4.13.1.3. Basakta Basakcik Sayisi

Her bir deneme grubunda basakta bulunan basak¢ik sayist belirlendi ve

degerlendirildi.

3.4.13.1.4. Basak Sayisi

Her bir deneme grubunda bulunan basak sayisi belirlendi ve degerlendirildi.
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3.4.13.1.5. Basak Boyu

Her bir deneme grubunda bulunan basaklarin boy uzunluklart o6l¢iildii ve

degerlendirildi.

3.4.13.1.6. Basakta Dane Sayisi

Her bir deneme grubunda bulunan basaklarda dane sayis1 belirlendi ve degerlendirildi.

3.4.13.1.7. Basak Basina Dane Verimi

Her bir deneme grubunda bulunan toplam dane agirliginin basak sayisina oranina gore

belirlendi ve degerlendirildi.

3.4.13.8. Kalite Parametreleri

3.4.13.8.1. Bin Dane Agirhgi, Nem Miktari, Dane Boyutu ve Sertlik
Degeri

Bugdaylarin bin dane agirligi, nem miktari, dane boyutu ve sertlik degeri Tek Dane

Karakterizasyon Sistemi (Single Kernel Characterization System) (SKCS 4100, Perten

Instruments, Stockholm, Isvec) kullanilarak Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma

Enstitiisii tarafindan hizmet alimi1 kapsaminda tespit edildi (Sekil 3.22a).

3.4.13.8.1.1. Hektolitre Agirhgi

Hektolitre agirligini belirlemek i¢in 1 g/mL agirlig1 hesaplanip, bu degerin 100 ile
carpilmasi ile hektolitre agirlig1 belirlendi.

3.4.13.8.1.2. Renk Degeri (L*,a*,b*)

Bugday danelerinin parlakligi, kirmiziligr ve sariligt Gardner MiniScan XE Plus
(Hunter Lab, Reston, ABD) kullanilarak Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii  tarafindan hizmet alimi kapsaminda gerceklestirilmis analizlerin

tamamlanmasiyla elde edilmistir (Sekil 3.22b).
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Sekil 3.22: a)Tek Dane Karakterizasyon Sistemi (Single Kernel Characterization
System), b) Renk 6l¢iim cihazi (Gardner MiniScan XE Plus).

3.4.13.1.3. Protein Oram Tayini (%km)

Danenin protein igeriginin belirlenebilmesi i¢in bugday danelerinin, Su Sogutmali
Degirmende (FOSS-KN 295 KNIFETECH) 5 defa 10 hizinda 6giitiildii. Ogiitiilen
numunelerin protein tayinleri, Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
tarafindan hizmet alimi kapsaminda, Dumas ydntemi ile c¢alisan Azot tayin cihazi
(LECO FP-828 Karbon-Hidrojen-Azot Analiz Cihaz) ile belirlendi. Daha sonra Nx5.7
protein ¢evirme faktorii kullanilarak miktarlari hesaplandi ve sonuglar kuru madde

tizerinden % olarak verildi (Sekil 3.23).

Sekil 3.23: Bugday danelerinin 6giitme islemi.

3.4.14. istatistiksel Analiz

Tiim sonuglar en az ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olarak elde edildi ve her kosulda
ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak ifade edildi. Sonuclar1 degerlendirmek
icin istatistiksel varyans analizi (ANOVA) ve en kiiclik anlamli fark (LSD) testi
kullanildi ve anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Toprak Orneklerinin Ahnmasi

Bitki biliytimesini tesvik edici rizobakterilerin izole edilmesi amaciyla alinan Toprak
ornekleri Tekirdag Siileymanpasa ilgesindeki Hububat ekim alanlarindan alindi (Tablo
4.1).

Tablo 4.1: Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesindeki rizosferik toprak Orneklerinin
alindig1 izolasyon noktalari.

Kod Enlem/Boylam Lokasyon
numarasi (Koy/Mevki)
1 40°57'20.2"N / 27°26' 29.2"E Yagc1 / Kosuyolu
2 40°97"76"N / 27°30'45"E Yagc1 / Deve Sekili
3 40°97"76"N / 27°30'45"E Yagci / Karaevli
4 41°03'90"N / 27°39'10"E Osmanli /Bagyerleri
5 41°03'90"N / 27°39'10"E Banarli / Hiyarlik
6 41°03'24"N / 27°63'38"E Gazioglu

4.2. Topraktan Bakteri izolasyonu

6 farkli izolasyonu noktalarindan toplamda 145 izolat elde edildi. Izolatlarin
Lokasyonlara gore dagilimlar Sekil 4.1°de gosterilmis olup, koloni morfolojileri ise;

EK A’ da sunulmustur.

izolat sayisi

%17 %18
o O =
%10 %21
= 1.Lokasyon = 2.Lokasyon 3.Lokasyon
= 4. Lokasyon = 5.Lokasyon = 6.Lokasyon

Sekil 4.1: izolatlarin Lokasyonlara gére dagilimu.
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4.3. Izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal On Tamimlama
Test Sonuclan

Izole edilen 145 izolatin On Tanimlama Test sonuclart EK B1 ve EK B2’de
sunulmustur. On Tanimlama Testlerinden biri olan Gram Boyama sonuglarina
bakildiginda 55 adet Gram Negatif, 90 adet Gram pozitif bakteri, Spor boyama
sonuglarinda basil formda olanlar igerisinde 50 adet sporlu bakteri tespit edildi.
Katalaz testi sonucunda 126 adet izolatta farkli seviyelerde Katalaz pozitif oldugu, 19
adet izolatta ise Katalaz negatif oldugu tespit edildi. Oksidaz testi sonucunda ise, 46
adet pozitif, 99 adet negatif olarak gézlemlendi. Caligmamizin amacina uygun olarak
145 izolat igerisinden On tanimlama test sonuclarina gore 41 adet Gram pozitif, basil,
sporlu, katalaz pozitif, oksidaz pozitif/negatif olan izolatlar ve Gram negatif izolatlar
arasinda ise, azot fikse etme yetenegine sahip spesifik tiirleri belirlemek amaciyla bu
grup izolatlara dogrudan azot fiksasyonu taramasi yapildiginda 7 adet Gram negatif
Azot Fikse etme yetenegine sahip izolat belirlendi ve calismamizin ilk kismi

tamamlanarak bundan sonraki ¢alismalara 48 adet izolat ile devam edildi.

4.4. Izolatlarin Bitki Biiyiime Tesvik Edici Ozelliklerinin
Arastirilmasina Yonelik Testlerin Sonuclari

4.4.1. Azot Fiksasyonu

[zolatlarin azot fiksasyon yetenekleri, azot igermeyen ve pH degisimlerine duyarl
bromtimol mavisi indikatdr boyasi iceren Nfb besiyerinde 7 giin siireyle inkiibe
edilerek, azot fiksasyonu sonucu ortamin pH degisimi ile besiyerinin sarimsi-yesil
renkten mavi renge doniisiimii gézlemlendi ve izolatlarin azot fiksasyon kapasiteleri
pozitif kontrol bakterisi ile karsilagtirilarak derecelendirildi (Sekil 4.2). 48 adet izolat
icerisinden 1 adet Cok iyi, 1 adet orta, 13 adet az olmak {izere farkl diizeylerde Azot
fiksasyon yetenegine sahip izolatlar belirlendi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: izolatlarin Azot fiksasyon yeteneklerinin sonuglari.

izolat Izolat kodu Azot Derecelendirme
no Fiksasyonu

Pozitif | P.aeruginosa ATCC e Cok iyi

kontrol 15692
4 TSR1A-4 - -
7 TSR1A-7 - -
13 TSR1A-13 + Az
15 TSR1A-15 - -
17 TSR2A-17 - -
21 TSR2A-21 - -
26 TSR3A-26 - -
29 TSR3A-29 - -
34 TSR3A-34 +++ Cok iyi
36 TSR3A-36 - -
37 TSR3A-37 - -
51 TSR4A-51 - -
53 TSR4A-53 - -
56 TSR5A-56 - -
58 TSR5A-58 - -
70 TSR5A-70 - -
71 TSR5A-71 - -
74 TSR6A-74 - -
75 TSR6A-75 - -
78 TSR6A-78 - -
79 TSR6A-79 - -
90 TSR2B-90 - -
91 TSR1B-91 + Az
93 TSR2B-93 + Az
94 TSR2B-94 - -
96 TSR2B-96 - -
97 TSR2B-97 + Az
101 TSR2B-101 - -
105 TSR3B-105 +
106 TSR3B-106 + Az
112 TSR3B-112 - -
117 TSR4B-117 - -
118 TSR4B-118 + Az
119 TSR4B-119 - -
123 TSR5B-123 + Az
124 TSR5B-124 + Az
125 TSR5B-125 - -
129 TSR5B-129 - -
130 TSR5B-130 + Az
131 TSR5B-131 ++ Orta
132 TSR5B-132 + Az
133 TSR6B-133 + Az
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Tablo 4.2 : Devam.

135 TSR6B-135 - -

137 TSR6B-137 + Az

140 TSR6B-140 + Az

141 TSR6B-141 - -

144 TSR6B-144 - -

145 TSR6B-145 - -
*Tablodaki isaretler, izolatlarin azot fiksasyon diizeylerini gostermektedir. “+++” ¢ok iyi,
“++” orta, “+” Az azot fiksasyon kapasitesini; “—” ise fiksasyon yapamayan izolatlari ifade
etmektedir.

e

Sekil 4.2: Bazi izolatlarin farkli seviyelerde Nfb besiyerinde Azot Fiksasyon
yeteneklerinin goriiniimleri. P.K: Pozitif kontrol (P.aeruginosa ATCC
15692).

4.4.2. Inorganik Fosfati Cozebilme (Kalitatif)

[zolatlarin inorganik fosfat ¢dzme potansiyelleri, Pikovskaya agar besiyerine yapilan
nokta ekimler sonrasinda degerlendirildi (Sekil 4.3). Ekimler sonucunda koloni
etrafinda meydana gelen seffaf zonlar olciilerek Fosfat Coziinebilirlik Indeksi
hesaplandi. 48 izolat arasinda 32’sinde belirgin bir zon olusumu gozlemlenirken, 16

izolatin etrafinda ise zon olusumu tespit edilmedi (Tablo 4.5).
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Sekil 4.3: Bazi izolatlarin Pikovskaya agar besiyerinde koloni etrafinda olusturduklari
seffaf zon goriiniimleri.

4.4.3. Inorganik Fosfati Cozebilme (Kantitatif)

Izolatlarin Pikovskaya agar besiyerindeki fosfat ¢6zme indeks degerleri, pozitif
kontrol bakterisinin fosfat ¢gozme indeksini asan izolatlar i¢in vanado-molibdo fosforik
asit yontemi kullanilarak belirlendi. Bu izolatlarin fosfat cozme kapasiteleri, kantitatif
olarak tespit edildi (Tablo 4.3). Veri analizlerinde, TSR3B-106"n1n diger izolatlarla
karsilagtirildiginda daha yiiksek miktarda inorganik fosfat ¢6zme kapasitesine sahip
oldugu goriildii. Bu gbzlemlenen fark, istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p
<0.05). Elde edilen absorbans degerleri, ¢ozlinen fosfat konsantrasyonlarini belirlemek

amaciyla standart egri kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.4).
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0,8 y=0,143x + 0,0611
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Sekil 4.4: KH>POq ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerle standart egri
grafigi.

Tablo 4.3: izolatlarin Inorganik fosfat c¢oziiniirlik indeksi ve fosfat ¢ozebilme

miktarlari.
. . Fosfat Fosfat ¢ozebilme
1zolat Izolat kodu ¢coziiniirliik miktari(ppm)
numarasi indeksi(cm)
Pozitif P.aeruginosa
kontrol | ATCC 15692 23 o

4 TSR1A-4 2.1 -
7 TSR1A-7 2.1 -
13 TSR1A-13 - -
15 TSR1A-15 - -
17 TSR2A-17 2.1 -
21 TSR2A-21 1.1 -
26 TSR3A-26 2.2 -
29 TSR3A-29 2.2 -
34 TSR3A-34 - -
36 TSR3A-36 2.2 -
37 TSR3A-37 - -
51 TSR4A-51 2.2 -
53 TSR4A-53 2.1 -
56 TSR5A-56 2.2 -
58 TSR5A-58 2.1 -
70 TSR5A-70 - -
71 TSR5A-71 - -
74 TSR6A-74 2.5 -
75 TSR6A-75 2.1 -
78 TSR6A-78 2.2 -
79 TSR6A-79 2.1 -
90 TSR2B-90 2.2 -
91 TSR1B-91 - -
93 TSR2B-93 - -
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Tablo 4.3: Devami.

94 TSR2B-94 - -
96 TSR2B-96 2.2 -
97 TSR2B-97 - -
101 TSR2B-101 - -
105 TSR3B-105 2.5 13.96+0.64°
106 TSR3B-106 2.8 27.54+0.007
112 TSR3B-112 2.0 -
117 TSR4B-117 2.5 4.26+0.49¢
118 TSR4B-118 2.2 -
119 TSR4B-119 2.1 -
123 TSR5B-123 2.2 -
124 TSR5B-124 2.2 -
125 TSRS5B-125 - -
129 TSR5B-129 - -
130 TSR5B-130 2.2 -
131 TSRS5B-131 2.0 -
132 TSR5B-132 2.6 2.77+0.63¢
133 TSR6B-133 24 6.92+0.49°¢
135 TSR6B-135 - -
137 TSR6B-137 2.2 -
140 TSR6B-140 2.5 4.41+0.00¢
141 TSR6B-141 - -
144 TSR6B-144 - -
145 TSR6B-145 2.5 8.31+0.36¢

*Tablodaki veriler, ortalama degerleri géstermekte olup, “t+” standart hatay! temsil
etmektedir. Ayrica harflendirmeler, veriler arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir
farkhhk oldugunu ifade etmektedir.

4.4.4. Siderofor Uretimi (Kalitatif)

Izolatlarin Cas Blue Agar besiyerinde nokta ekim yapilarak ekimi yapilarak koloni
etrafinda sari-turuncu halo zon olusturmalari siderofor iiretimlerinin kalitatif olarak
gostergesidir. Izolatlarm Siderofor indeks degerleri Tablo 4.7° te gdsterilmis olup ayni
zamanda Cas Blue agar besiyerindeki siderofor iiretim zon goriiniimleri belirlendi
(Sekil 4.5). Siderofor indeks degerleri icerisinde Pozitif kontrol bakterisin Siderofor
indeks degerleri ve {iist degerlerdeki 15 izolat, izolatlar icerisinde en iyi Siderofor

tireticisi olarak degerlendirildi.
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Sekil 4.5: Bazi izolatlarin Cas Blue Agar besiyerinde iirettikleri sideroforlarin
goriinimleri. P.K. : P.aeruginosa ATCC 15692, B: Bakteri ekimi
yapilmayan kisim.

4.4.5. Siderofor Uretimi (Kantitatif)

Izolatlarin Siderofor iiretim yiizdeleri (%), Siderofor indeks degerleri Pozitif kontrol
bakterisine gore {ist degerdeki 15 izolat i¢in hesaplandi. Siderofor iiretim yiizdeleri (%)
48.46 —83.46 araliginda degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Toplam 15 izolat arasinda,
10 izolatin siderofor iiretim diizeylerinin pozitif kontrol bakterisine yakin oldugu
belirlenmigtir. TSR5B-131 kodlu izolatin, pozitif kontrolden daha yiiksek diizeyde
siderofor iirettigi; buna karsilik 4 izolatin ise daha diisiik iiretim gerceklestirdigi tespit
edilmistir. Bu nicel veriler, kalitatif yontemle elde edilen sonuglarla uyum

gostermektedir. Siderofor Uretim Yiizdeleri (%) Tablo 4.4’te gdsterilmistir.
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Tablo 4.4: izolatlarin Siderofor indeks degerleri ve Uretim yiizdeleri (%).

i Siderofor Siderofor
Izolat izolat kodu indeksi iiretimi(%)
numarasi (cm)
Pozitif P.aeruginosa
kontrol ATCC 15692 2.3 72.83
4 TSRI1A-4 24 62.78
7 TSRI1A-7 2.1 -
13 TSR1A-13 - -
15 TSR1A-15 2.0 -
17 TSR2A-17 - -
21 TSR2A-21 2.1 -
26 TSR3A-26 2.1 -
29 TSR3A-29 2.1 -
34 TSR3A-34 2.0 -
36 TSR3A-36 2.1 -
St TSR3A-37 2.0 -
51 TSR4A-51 24 67.72
53 TSR4A-53 2.3 60.53
56 TSRS5A-56 2.2 -
58 TSR5A-58 24 56.58
70 TSRS5A-70 23 64.70
71 TSR5A-71 2.2 -
74 TSR6A-74 2.2 -
75 TSR6A-75 2.2 -
78 TSR6A-78 2.2 -
79 TSR6A-79 2.0 -
90 TSR2B-90 2.0 -
91 TSRIB-91 2.2 -
93 TSR2B-93 2.0 -
94 TSR2B-9%4 2.0 -
96 TSR2B-96 - -
97 TSR2B-97 2.1 -
101 TSR2B-101 24 69.88
105 TSR3B-105 2.5 65.79
106 TSR3B-106 24 48.46
112 TSR3B-112 2.2 -
117 TSR4B-117 2.5 60.29
118 TSR4B-118 2.2 -
119 TSR4B-119 2.2 -
123 TSR5B-123 2.0 -
124 TSR5B-124 2.0 -
125 TSR5B-125 2.1 -
129 TSR5B-129 2.3 -
130 TSR5B-130 24 54.67
131 TSR5B-131 2.9 83.46
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Tablo 4.4: Devam.

132 TSR5B-132 24 67.96
133 TSR6B-133 2.5 61.04
135 TSR6B-135 2.2 -
137 TSR6B-137 2.0 -
140 TSR6B-140 2.2 -
141 TSR6B-141 24 63.54
144 TSR6B-144 2.3 48.79
145 TSR6B-145 2.0 -

4.4.6. Amonyum Uretimi (Kalitatif ve Kantitatif )

Izolatlarin Amonyum iiretme yetenekleri Cappuccino ve Sherman ’1n (2002) yéntemi
kullanilarak yapilan testlerde, 72 saatin sonunda besiyerindeki saridan kahverengiye
renk degisiminin amonyum iiretiminin varlig1 belirlendi, ayrica izolatlarin Amonyum
tiretim miktarlar1 optik yogunlukta 530nm’de (ODs3o) 6l¢iildii, Amonyum siilfat
((NH4)2S04) ile olusturulan Standart kalibrasyon egrisi ile tiretim miktarlari (ppm)
belirlendi (Sekil 4.6). 48 izolat icerisinde 46 izolatin farkli miktarlarda Amonyum
iirettigi, 2 izolatin ise Amonyum iiretmedigi belirlenmistir. Ayrica Pozitif kontrol
bakterisinin lirettigi miktarlarin iizerinde Amonyum iireten 4 izolat tespit edilmis olup,
bu izolatlar igerisinde TSR4B-118, TSR1B-91 ve TSR6B-145 kodlu izolatlarin
Pozitif kontrol bakterisine gore daha fazla tiretirken, TSR3A-34 kodlu izolatin ise,
Pozitif kontrol bakterisinden daha fazla miktarda Amonyum {irettigi tespit edilmistir.

Amonyum iiretim miktarlar1 Tablo 4.5 te gosterilmistir.

0,4 y =0,0004x - 0,0014

TE‘ Rf..=1),9993
= 03
=)
:3 0,2
\(z’ 9 “‘..'
s
= Gl 2
S ..
2 0e®
< 0 200 400 600 800 1000 1200

-0,1

(NH,),SO, (ppm)

Sekil 4.6: Uretilen Amonyum miktarinin belirlenebilmesi i¢in kullanilan standart egri.
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Tablo 4.5: izolatlarin Amonyum iiretim miktarlar.

Izolat | . Amonyum | o | Amonyum
1zolat kodu liretimi Izolat kodu | iiretimi
numarasi numarasi
(ppm) (ppm)
Pozitif | P.aeruginosa
ontrol | ATCC 15692 2471.5 94 TSR2B-94 2236.5
4 TSR1A-4 1449 96 TSR2B-96 2111.5
7 TSR1A-7 704 97 TSR2B-97 996.5
13 TSRIA-13 931.5 101 TSR2B-101 919
15 TSR1A-15 1249 105 TSR3B-105 566.5
17 TSR2A-17 - 106 TSR3B-106 904
21 TSR2A-21 699 112 TSR3B-112 366.5
26 TSR3A-26 426.5 117 TSR4B-117 1294
29 TSR3A-29 729 118 TSR4B-118 | 2791.5
34 TSR3A-34 4009 119 TSR4B-119 429
36 TSR3A-36 - 123 TSR5B-123 431.5
37 TSR3A-37 1604 124 TSR5B-124 474
51 TSR4A-51 1026.5 125 TSR5B-125 184
53 TSR4A-53 604 129 TSR5B-129 199
56 TSR5A-56 2069 130 TSR5B-130 856.5
58 TSR5A-58 544 131 TSR5B-131 456.5
70 TSR5A-70 1526.5 132 TSR5B-132 1331.5
71 TSR5A-71 1049 133 TSR6B-133 996.5
74 TSR6A-74 1466.5 135 TSR6B-135 516.5
75 TSR6A-75 854 137 TSR6B-137 1034
78 TSR6A-78 147.5 140 TSR6B-140| 1796.5
79 TSR6A-79 1094 141 TSR6B-141 2209
90 TSR2B-90 969 144 TSR6B-144 1294
91 TSR1B-91 2796.5 145 TSR6B-145| 2791.5
93 TSR2B-93 1721.5

4.4.7. T1AA Uretimi (Kalitatif ve Kantitatif)

[zolatlarin Indol asetik asit iretme yetenekleri Gordon ve Weber, (1951)’in yontemi
kullanilarak belirlendi. 48 saatin sonunda kolorimetrik yontem olan Salkowski ayiraci
eklenerek rengin pembe renge doniisiimii ile indol asetik asit varlig1 tespit edildi (Sekil
4.7). Ayrica izolatlarin Indol asetik asit iiretim miktarlar1 spektrofotometrik yontem ile
Optik yogunluk 530nm’de (ODs30) 6lgiildii ve Indol asetik asit ile olusturulan Standart
egri grafigi kullanilarak izolatlarin tiretim miktarlari ul/ml olarak belirlendi (Sekil 4.8).
48 izolatin farkli miktarlarda IA A iirettigi tespit edilmis olup, Pozitif kontrol grubunda
10.0 ul/ml TAA iiretimi goriilmiisken, bu degerin iizerinde 19 izolat tespit edilmistir.

Bu izolatlar igerisinde en iyi IAA iretiminin TSR4A-51 ile 25.2 ul/ml olarak
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belirlenmigtir. Ayrica izolatlarin IAA iiretim miktarsal sonuglar1 Tablo 4.6.’da

gosterilmistir.

Sekil 4.7: Baz1 izolatlarin kolorimetrik metod ile indol asetik asit iiretimi. B: Negatif
kontrol, EC: E.coli K12, PA : P.aeruginosa ATCC15692.

2,5 y=10,0237x + 0,0073
E R2= 0,959
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Sekil 4.8: Uretilen IAA miktarmin belirlenebilmesi i¢in kullanilan standart egri.
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Tablo 4.6: izolatlarin indol asetik asit {iretimlerinin sonuglari(ug/mL).

Izolat | . IAA izolat . IAA
Izolat kodu | miktar: Izolat kodu | miktarn
numarasi numarasi
(ng/ml) (ng/ml)
Pozitif | P.aeruginosa
kontrol ATCC 10.0 94 TSR2B-94 1.15
15692

Pozitil | p otk 12 | 13.23 96 TSR2B-96 | 4.75

kontrol
4 TSR1A-4 16.9 97 TSR2B-97 11.0
7 TSR1A-7 14.4 101 TSR2B-101 5.17
13 TSR1A-13 3.48 105 TSR3B-105 3.06
15 TSRI1A-15 4.33 106 TSR3B-106 1.80
17 TSR2A-17 19.5 112 TSR3B-112 5.17
21 TSR2A-21 12.7 117 TSR4B-117 9.81
26 TSR3A-26 16.1 118 TSR4B-118 9.94
29 TSR3A-29 12.7 119 TSR4B-119 10.1
34 TSR3A-34 9.22 123 TSR5B-123 10.1
36 TSR3A-36 3.91 124 TSR5B-124 9.90
37 TSR3A-37 15.3 125 TSR5B-125 10.8
51 TSR4A-51 25.2 129 TSR5B-129 9.43
53 TSR4A-53 14.1 130 TSR5B-130 12.1
56 TSR5A-56 15.7 131 TSR5B-131 10.4
58 TSR5A-58 7.70 132 TSR5B-132 9.52
70 TSR5A-70 4.75 133 TSR6B-133 1.30
71 TSRS5A-71 10.4 135 TSR6B-135 7.20
74 TSR6A-74 9.81 137 TSR6B-137 222
75 TSR6A-75 16.1 140 TSR6B-140 2.64
78 TSR6A-78 8.90 141 TSR6B-141 6.09
79 TSR6A-79 14.0 144 TSR6B-144 4.03
90 TSR2B-90 6.86 145 TSR6B-145 5.38
91 TSR2B-91 1.80
93 TSR2B-93 12.4

4.4.8. HCN Uretimi (Kalitatif)

Izolatlarn HCN iiretimini belirlemek amaciyla HCN iiretiminin onciisii olan
aminoasitlerden biri olan Glisin eklenerek yapilan LB agar besiyerine ekimi yapilan
izolatlarin, Petri kapaginin i¢ kismina Pikrik asit soliisyonu emdirilen filtre kagitlarinin
eklenmesiyle kagitlarda meydana gelen turuncu renk olusumunun goriilmesi,
izolatlarm HCN iireticisi oldugunu gostermektedir. izolatlarn bahsedilen sekilde
yapilan ekimler sonucunda 48 izolat igerisinde en giiglii HCN {iretimi gdsteren

TSR6B-135’1n, orta diizeyde HCN iiretimi gosteren 2 izolatta (TSR2B-94 ve TSR3B-
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106) gozlemlendi (Sekil 4.9). 45 izolatin ise, HCN iiretimi gostermedigi gdzlemlendi.

HCN iiretiminin sonuglar1 Tablo 4.7’ de gosterilmistir.

NS

b

Sekil 4.9: izolatlarm HCN iiretimlerinin koloritmerik olarak gosterimi. a) izolat
TSR3B- 106 n1n orta diizeyde (++) HCN iiretimi, b) izolat TSR6B-135’in
giiclii (+++) HCN iiretimi.PK: Pozitif kontrol (P.aeruginosa ATCC
15692), NK: Negatif kontrol (Bakteri ekimi yapilmayan).
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Tablo 4.7: izolatlarin HCN iiretimi sonuglari.

[zolat Izolat kodu HCN | Tzolat g Slat kodu HCN .
numarasi uretimi | numarasi uretimi
Pozitif | P.aeruginosa ++

kontrol ATCC 15692 o4 TSR2B-94
4 TSR1A-4 - 96 TSR2B-96 +
7 TSR1A-7 - 97 TSR2B-97 -
13 TSR1A-13 - 101 TSR2B-101 -
15 TSR1A-15 - 105 TSR3B-105 -
17 TSR2A-17 - 106 TSR3B-106 ++
21 TSR2A-21 - 112 TSR3B-112 -
26 TSR3A-26 - 117 TSR4B-117 -
29 TSR3A-29 - 118 TSR4B-118 -
34 TSR3A-34 + 119 TSR4B-119 -
36 TSR3A-36 - 123 TSR5B-123 +
37 TSR3A-37 - 124 TSR5B-124 +
51 TSR4A-51 - 125 TSR5B-125 -
53 TSR4A-53 - 129 TSR5B-129 -
56 TSR5A-56 - 130 TSR5B-130 -
58 TSR5A-58 - 131 TSR5B-131 -
70 TSR5A-70 - 132 TSR5B-132 -
71 TSR5A-71 - 133 TSR6B-133 -
74 TSR6A-74 - 135 TSR6B-135 +++
75 TSR6A-75 - 137 TSR6B-137 -
78 TSR6A-78 - 140 TSR6B-140 -
79 TSR6A-79 - 141 TSR6B-141 -
90 TSR2B-90 - 144 TSR6B-144 -
91 TSR1B-91 - 145 TSR6B-145 -
93 TSR2B-93 -
*Tabloda kullanilan semboller, izolatlarin HCN Uretim diizeylerini gbstermektedir. “+++” glgld,
“++” orta, “+” zayif diizeyde Uretimi; “—” ise HCN Uretiminin gézlenmedigini ifade etmektedir.

4.4.9. Cinko Cozebilme (Kalitatif)

[zolatlarin ginko ¢dziiniirliigiiniin belirlenmesi i¢in ZnO" igeren Tris-minimal salt agar
besiyerinde nokta ekim yapilarak koloni ¢evresinde seffaf zon olusumu ile tespit
edildi. Izolatlarmn icerisinde Pozitif kontrol bakterisi P.aeruginosa ATCC 15692 ile
yapilan karsilastirma da izolatlarin tlimiiniin ZnO~ ¢ozebilme o6zelligine sahip

olmadiklart goriildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Bazi1 izolatlarin ZnO™ iceren besiyerinde koloni cevresinde seffaf zon
olusumu ile ¢oOziinilirliigiine ait sonuglar. PK: Pozitif Kontrol
(P.aeruginosa ATCC 15692), NK: Negatif kontrol (Bakteri ekimi
yapilmayan). a) TSR6B-145’¢ ait gortintii, b) TSR6B-135’¢ ait goriintii.

4.4.10. Biyofilm Uretimi

Izolatlarin biyofilm olusumu degerlendirilerek pozitif kontrol bakterisinin absorbans
degerlerine gore kategorize edildi. Absorbans degerleri 0.715'in iizerinde olan izolatlar
(>%75) giiglii biyofilm iireticileri, 0.102 - 0.715 (%25-%75) arasinda degisen izolatlar
orta biyofilm fireticileri, 0.102'nin altinda olanlar (<%25) zayif biyofilm iireticileri
olarak tanimlandi [Lade vd., 2019]. Bu degerlendirmeye gore 2 izolatin giiclii (+++),
21 izolatin orta (++), 1 izolatin zayif (+) biyofilm iiretme yetenegi oldugu, 24 izolatin
ise Biyofilm iiretme yeteneginin olmadig1 goriildii (Sekil 4.11). Izolatlarin Biyofilm

iiretme yeteneklerinin sonuglar1 Tablo 4.8 de gdsterilmistir.
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Sekil 4.11: Izolatlarin Kristal Viole Boyama Yontemiyle 96 Kuyucuklu Mikro-Titer
Plakada Biyofilm Olusumunun gorsellestirilmesi.

Tablo 4.8: izolatlarm Biyofilm iiretme yeteneklerinin sonuglari.

Biyofilm
Izolat numaras Izolat kodu Ab(SX::;;‘ . ﬁzgﬁmi
Pozitif kontrol | P.aeruginosa ATCC
15692 0.41 ++
4 TSR1A-4 0.06 -
7 TSR1A-7 0.30 ++
13 TSR1A-13 0.52 ++
15 TSR1A-15 - -
17 TSR2A-17 0.12 +
21 TSR2A-21 0.09 -
26 TSR3A-26 0.05 -
29 TSR3A-29 0.06 -
34 TSR3A-34 0.21 ++
36 TSR3A-36 - -
37 TSR3A-37 0.02 -
51 TSR4A-51 0.10 -
53 TSR4A-53 0.13 ++
56 TSRS5A-56 0.09 -
58 TSR5A-58 0.08 -
70 TSR5A-70 0.17 ++
71 TSRS5A-71 0.69 ++
74 TSR6A-74 0.45 ++
75 TSR6A-75 0.20 ++
78 TSR6A-78 0.58 ++
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Tablo 4.8: Devam.

79 TSR6A-79 0.32 ++
90 TSR2B-90 0.42 ++
91 TSR1B-91 0.01 -
93 TSR2B-93 0.04 -
94 TSR2B-94 - -
96 TSR2B-96 0.14 ++
97 TSR2B-97 0.44 ++
101 TSR2B-101 0.06 -
105 TSR3B-105 - -
106 TSR3B-106 0.01 -
112 TSR3B-112 0.08 -
117 TSR4B-117 0.03 -
118 TSR4B-118 0.04 -
119 TSR4B-119 0.55 ++
123 TSR5B-123 0.55 ++
124 TSR5B-124 0.04 -
125 TSR5B-125 0.31 ++
129 TSR5B-129 1.07 +++
130 TSR5B-130 0.02 -
131 TSR5B-131 0.86 +++
132 TSR5B-132 0.16 ++
133 TSR6B-133 0.04 -
135 TSR6B-135 0.10 -
137 TSR6B-137 0.16 ++
140 TSR6B-140 0.18 ++
141 TSR6B-141 0.18 ++
144 TSR6B-144 0.20 ++
145 TSR6B-145 0.05 -
*Tabloda kullanilan  semboller, izolatlarin  Biyofilm {retim dizeylerini
gbstermektedir. “+++” glclu, “++” orta, “+” zayif duzeyde Uretimi; “—” ise Biyofilm

Uretiminin gozlenmedigini ifade etmektedir.

4.5. Olusturulacak olan Mikrobiyal Konsorsiyum Aday
Izolatlarin Secilmesi ve Molekiiler Biyolojik Yontemler
ile Tanimlanmasi

Tekirdag Siileymanpasa ilge sinirlari igerisinde bulunan hububat ekim alanlarindan
alman 6 farkli lokasyondan alinan toprak 6rnek izole edilen izolatlar arasindan 48
izolat icerisinden en iyi ve farkli bitki biiytime tesvik edici 6zelliklere sahip alt1 izolat
secildi. 48 izolat igerisinden sirasiyla TSR3A-34, TSR4A-51, TSR3B-106, TSR5B-
129, TSR5B-131 ve TSR6B-135 kodlu izolatlar icin Molekiiler yontemler ile tiir
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tanimlamasi yapildi. En iyi ve farkli Bitki biiyiime tesvik edici 6zelliklere sahip olarak

secilen izolatlarin 6zellikleri Tablo 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.9: Secilen izolatlarin Bitki biiytime tesvik edici 6zellikleri.

Izolat kodu Bitki Biiyiime Tesvik edici 6zellikleri
TSR3A-34 Azot fiksasyonu, siderofor iiretimi, Amonyum {iretimi
TSR4A-51 Fosfat g‘(‘)zupuﬂqgu, mderqfor l:ll'?tlrn.l, 1t.)lyoﬁlm

iiretimi, Indol asetik asit tiretimi

TSR3B-106 Fosfat ¢oziiniirliigii, siderofor tiretimi

TSR5B-129 Biyofilm iiretimi ve fosfat ¢oziintirligi

TSR5B-131 Siderofor uretlml',‘ b‘1'y(‘)‘ﬁlfrvl Pretlml ve fosfat

¢Oziiniirligii

TSR6B-135 HCN iiretimi ve siderofor iiretimi

4.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Seg¢ilen izolatlarin DNA izolasyonlar1 Boliim 4.5°te belirtildigi gibi gerceklestirildi.

4.5.2. DNA’nmin Agaroz Jelde Yiriitiilmesi

Izolasyon sonras1 elde edilen &rneklerde, DNA varligi agaroz jelde bant profilleri

goriintiilendi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12: Genomik DNA’larin agaroz jel elektroforezden elde edilen bant
profilleri.1)Lambda DNA/Hind III marker, 2) TSR3A-34, 3)TSR4A-51,
4) TSR3B-106, 5)TSR5B-129, 6) TSR5B-131, 7)TSRB-135.
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4.5.3. DNA Miktarimmin Belirlenmesi

Elde edilen DNA oOrneklerinin konsantrasyonlar1 ve safliklari, Ajgo/260 orani

kullanilarak NanoDrop cihazi ile belirlendi ve sonuglar Tablo 4.10°da gdsterilmistir.

Tablo 4.10: izolatlarin DNA 6rneklerinin NanoDrop sonuglar.

izolat kodu Genomik DNA miktar1 (ng/pl) A260/280
TSR3A-34 143.2 1.76
TSR4A-51 468.5 1.82
TSR3B-106 280.2 1.83
TSR5B-129 87.6 1.84
TSR5B-131 216.4 1.85
TSR6B-135 97.3 1.81

4.5.4. 16SrDNA Dizisinin PZR ile Cogaltilmasi

Izolatlarin tiir diizeyinde tanmimlanmasi igin 16S rDNA bélgesi PZR ile gogaltilmus

olup, ~1500 bp’lik hedef bolge agaroz jelde dogrulanmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: 27F/1491R evrensel primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan 16S rDNA
dizilerinin agaroz jel lizerindeki bant goriintiileri. 1) 100bp’lik marker, 2)
TSR3A-34 3) TSR4A-51, 4) TSR3B-106, 5)TSR5B-129, 6) TSR5B-131,

7) TSR6B-135.

Calismada segilen 6 izolatin niikleotid dizileri, BLAST veri tabani ile analiz edilerek

tiir diizeyindeki benzerlik sonuglar1 Tablo 4.11°de detaylandirilmastir.
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Tablo 4.11: NCBI veritaban1 karsilastirmasiyla 16S rDNA analizi sonuglari.

zolat zolat Benzerlik NCBI BLAST sonuglart | Takson Tahmini
numarasi kodu orani(%)
%100 Stenotrophomonas
maltophilia Stenotrophomonas

34 TSR3A-34 %100 Stenotrophomonas sp. sp.
%100 Stenotrophomonas sp.
%100 Bacillus sp.

51 TSR4A-51 %100 Bacillus velezensis Bacillus sp.
%100 Bacillus sp.

TSR3B- %97.33 Pseudomonas koreensis
106 106 %97.33 Pseudomonas koreensis Pseudomonas sp.
%97.33 | Pseudomonas paraglycinae
TSR5B- %100 Bacillus amyloliquefaciens

129 129 %100 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus sp.
%100 Bacillus sp.
%100 Bacillus subtilis

131 TSIIESIB_ %96.29 Bacillus sp. Bacillus sp.

%95.37 Bacillus sp.

%100 Pseudomonas sp.

135 Tsllgi.B_ %100 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
%100 Pseudomonas sp.

4.6. Secilen Izolatlarin Biyokimyasal
karakterizasyonlarinin belirlenmesi

Secilen alt1 izolata; hareketlilik, glukoz kullanimi1 ve gaz iiretimi, sitrat kullanim
kapasitesi ile nisasta hidrolizi testleri, yontem bdliimiinde belirtilen standart
protokollere uygun olarak yiiriitilmiistiir. S6z konusu testlerin sonuglar1 Tablo

4.12’de sunulmustur.

[zolatlarin test sonuglar1 benzerliklerine gore degerlendirildiginde, Stenotrophomonas
tiirline yakinlig1 tespit edilen izolat TSR3A-34 hareketlilik testinde negatif sonug
verdigi belirlenmistir. Her ne kadar literatiirde Stenotrophomonas tiirlerinin
cogunlukla hareketli oldugu bildirilse de, hareketsiz suslara dair bulgular da
mevcuttur. Glukoz kullanim testinde izolat TSR3A-34 negatif sonu¢ verdigi, bu
durumun c¢ogu Stenotrophomonas tiirlerinin glukozu kullanabildiginden o6tiirti
literatiirle ortiismedigi, Sitrat kullanim testinde ise literatiirdeki bilgilerle ¢elisen bir
sonug elde edilmis, buna karsin nisasta hidrolizi testinden elde edilen negatif sonug
literatiir verileriyle ortiismiistiir. Bacillus sp. tlirleriyle benzerlik gosterdigi belirlenen
izolat TSR4A-51'nin hareketlilik testi pozitif sonu¢ vermistir. Glukoz kullanim
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testinde negatif sonu¢ elde edilmis, bu durum s6z konusu tiirlerle kismen uyumlu
olmayan bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Sitrat kullanim testinden elde edilen
pozitif sonug ise literatiirle 6rtiismektedir. Ote yandan, nisasta hidrolizi testinde elde
edilen pozitif sonug, Bacillus tiirleriyle ilgili literatiir bilgileriyle oOrtiismektedir.
P.koreensis ile benzerlik gosteren TSR3B-106 numarali izolatin hareketlilik testinde
literatiir bilgisine gdre negatif sonug¢ gostermistir. Glukoz kullanimi testinden elde
edilen pozitif sonu¢ da ¢ogu Pseudomonas tiirleri ile ortiismektedir. Sitrat kullanim
testinde gozlemlenen pozitif sonug ile ¢ogu Pseudomonas tiirlerinde pozitif sonug
beklendiginden, literatiir bilgileri ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. Nisasta
hidrolizi testinde elde edilen negatif sonu¢ ise mevcut bilgilerle tutarli oldugu
goriilmiistiir. B.amyloliquefaciens ile benzerlik gosteren TSR5B-129 Hareketlilik,
Glukoz fermentasyonu ve Nisasta Hidrolizi testinde pozitif sonug verdigi Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology kitabinda verilen bilgiler ile uyumlu oldugu ancak
Sitrat kullaniminin sonucunun negatif olmasi ile ortiismedigi gorilmiistiir. B.subtilis
ile benzerlik gosteren izolat TSR5B-131 izolatin Hareketlilik, Glukoz kullanimu,
Nisasta hidrolizi testinde pozitif sonu¢ verdigi Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology kitabinda verilen bilgiler ile uyumlu oldugu ancak Sitrat kullaniminin
sonucunun negatif olmasi ile ortiismedigi goriilmiistiir. Pseudomonas sp. ile benzerlik
gosteren TSR6B-135 Hareketlilik test sonucu literatiir bilgileri ile ortiislirken, Sitrat
kullanimi, Glukoz kullanim testinden elde edilen negatif sonug ile értiismemekte iken
Nisasta hidrolizi testinde sonug¢ negatif olmasiyla birlikte literatiir ile uyumlu olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 4.12: Izolatlarin biyokimyasal test sonuglari.

Glukoz
izolat kodu Hareket'lilik kullanimi/ Sitrat NiSaSFa'
testi Gaz kullanimi1 hidrolizi
olusumu
TSR3A-34 - -/- - -
TSR4A-51 + -/- + +
TSR3B-106 - +/- + -
TSR5B-129 + +/- - +
TSR5B-131 + +/- - +
TSR6B-135 + -/- - -
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4.7. Secilen Izolatlarin In vitro Cross-Streak (Capraz Cizgi)
Metodu ile Birlikte Yasayabilme Ozelliklerinin
Degerlendirilmesi

Segilen izolatlarin, LB agar besiyerine Cross-streak (capraz ¢izgi) yontemiyle ekimleri
yapildi. izolatlar arasindaki etkilesimler, karsilikli biiyiime bélgeleri gozlemlenerek
degerlendirildi (Sekil 4.15),(Sekil 4.16),(Sekil 4.17),(Sekil 4.18),(Sekil 4.19).
Izolatlarin karsilastig1 bolgelerde herhangi bir bilyiime inhibisyonu gdzlemlenmemesi,
s0z konusu izolatlar arasinda antagonistik bir etkilesimin bulunmadigini ve dolayisiyla
uyumlu olduklarini gostermekte iken, temas bolgelerinde biiylimenin kismen veya
tamamen inhibe edilmesinde ise, olasi bir antagonistik etki oldugunu gdstermekte

olup, bu durum uyumsuz olarak kaydedilmistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.13: Segilen izolatlarin Cross-streak plaka yontemi kullanilarak birlikte
yasayabilme 6zelliklerinin degerlendirme sonuglart.

Izolat 34 | 51 | 106 | 129 | 131 | 135

kodu
TSR3A-34 + + + + +
TSR4A-51 + n n )
TSR3B-106 n n )
TSR5B-129 n _
TSR5B-131 n
TSR6B-135

+:uyumlu, - : uyumsuz, * : rekabet.

Tablo 4.13’te elde edilen bulgular dogrultusunda izolatlarin (TSR3A-34, TSR4A-51,
TSR3B-106 TSR5B-129 ve TSR5B-131) aralarinda herhangi bir antagonistik
etkilesim gdstermedikleri ve dolayistyla birbirleriyle uyumlu olduklar1 belirlenmistir.
Buna karsin, TSR5B-135 kodlu izolatin TSR4A-51, TSR3B-106 ve TSR5B-129
kodlu izolatlarla karsilikl etkilesimlerinde biiylime inhibisyonu gézlemlenmis olup bu
durum uyumsuz olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, Izolat TSR6B-135nin
mikrobiyal konsorsiyumun olusturulmas: siirecine dahil edilmemistir. Cross-streak
(Capraz ¢izgi) metodu ile birlikte yasayabilme ozelliklerinin degerlendirildiginde
secilen izolatlarin TSR3A-34 kod numarali izolat ile uyumlu olduklar1 gozlemlendi

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: TSR3A-34 kodlu izolatin diger izolatlar birlikte yasayabilme
ozelliklerinin degerlendirilmesi.

Cross-streak (Capraz ¢izgi) metodu ile uyumluluklar1 birlikte yasayabilme
ozelliklerinin degerlendirildiginde secilen izolatlarin TSR41-51 ve TSR3B-106 kodlu
izolat ile rekabette oldugu, TSR5B-129 ve TSR5B-131 kodlu izolat ile uyumlu
olduklar1, TSR6B-135 kodlu izolat ile uyumsuz olduklar1 gozlemlendi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15: TSR4A-51 kodlu izolatin segilen izolatlar ile birlikte yasayabilme
ozelliklerinin degerlendirmesi.

Cross-streak (Capraz Cizgi) metodu ile birlikte yasayabilme 6zelliklerinin
degerlendirildiginde secilen izolatlarin TSR3B-106 kod izolatin TSR5B-129 ve
TSR5B-131 kodlu izolatlar ile uyumlu olduklari, TSR6B-135 kodlu izolat ile uyumsuz
olduklar1 gézlemlendi ( Sekil 4.16).

LANAN ™,

Sekil 4.16: TSR3B-106 kodlu izolatin segilen izolatlar birlikte yasayabilme
ozelliklerinin degerlendirilmesi.

84



Cross-streak (Capraz ¢izgi) metodu ile birlikte yasayabilme 6zelliklerinin

degerlendirildiginde secilen izolatlarin TSR5B-129 kod numaral1 izolatin TSR5B-131

kodlu izolat ile uyumlu oldugu, TSR6B-135 kodlu izolat ile uyumsuz olduklari
gozlemlendi (Sekil 4.17).

degerlendirilmesi.

Cross-streak (Capraz ¢izgi) metodu ile birlikte yasayabilme &zelliklerinin
degerlendirildiginde TSR5B-131 Kodlu izolatin TSR6B-135 kodlu izolat ile rekabette
oldugu gozlemlendi (Sekil 4.18).

Sekil 4.18: TSR5B-131 kodlu izolatin TSR5B-135 kodlu izolat ile birlikte
yasayabilme o6zelliklerinin degerlendirilmesi.
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4.8. Olusturulan Mikrobiyal Konsorsiyumun Bugday
Fidelerinin Biiyiimesine Etkilerinin Taranmasi

Cross-streak (Capraz ¢izgi) yontemine dayali yapilan degerlendirmeler, TSR6B-
135’in, TSR4A-51, TSR3B-106 ve TSR5B-129 numarali izolatlarla uyumsuz oldugu
ve TSR5B-131 izolat ile rekabet¢i olduklar1 belirlendi. TSR6B-135, HCN {iretme
kapasitesine sahip ve diger izolatlarla uyumsuz oldugundan konsorsiyum gruplarina
eklenmedi. Diger bes izolat (TSR3A-34, TSR4A-51, TSR3B-106, TSR5B-129 ve
TSR5B-131) arasindaki uyumlu etkilesimlerine dayali olarak konsorsiyum gruplari
olusturuldu ve bu gruplarin igerikleri Tablo 4.14’te belirtildi.

Tablo 4.14: Segilen izolatlar ile olusturulan konsorsiyum gruplari.

Konsorsiyum gruplari

Ikili Uclii asilama Déortlii asilama .
aslama(i) () (D) Besli asilama (B)
34+51 (1)* | 34+51+106 (1) 34+51+106+129 | 34+51+106+129+131(1)
@)

34+106 (2) | 34+51+129 (2) | 34+51+106+131(2)
34+129 (3) | 34+51+131(3) | 34+51+129+131
3)

34+131(4) | 34+106+129
4)

514106 (5) | 34+106+131(5)
514129 (6) | 34+129+131(6)
51+131 (7)
106+129 (8)
106+131(9)
129+131(10)

*Parantez iginde belirtilen sayilar konsorsiyum numaralarini géstermektedir.

4.9. Olusturulan Mikrobiyal Konsorsiyumun Bitki Biityiimesi
Uzerindeki Etkileri

Mikrobiyal konsorsiyum gruplarmin olusturulmadan once steril edilen Bugday
tohumlart 5 giin +4°C’de vernalize edildi (Sekil 4.19). Vernalize olan Bugday
tohumlar1 kontrol grubu da dahil olmak tizere 21 grup ii¢ tekrarli olacak sekilde
ekildikten sonra PGP 6zelliklerini degerlendirmek ve en umut verici PGP aktivitelerini

gosteren konsorsiyumu belirlemek i¢in olusturulan konsorsiyum gruplari ile asilama
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yapilarak 6 hafta boyunca takip edildi. 6 hafta sonra, bakteri ile agilanan bitki gruplari
asilanmayan kontrol grubu ile karsilastirildi ve biliylimeyi tesvik edici parametreler

acisindan degerlendirildi (Sekil 4.20).

Sekil 4.19: Vernalizasyon asamalari. a)Bugday tohumlarinin sterilizasyon sonrasinda
filtre kagidina eklendikten sonra +4°C’de saklanmasi, b)S giin boyunca
+4°C’de ¢imlenen bugday tohumlari.

Sekil 4.20: Alt1 haftanin sonunda deneme gruplarinin genel goriintiileri.

Konsorsiyum gruplar1 arasinda bugday bitkilerinin gévde uzunluklar1 35.0 — 43.5 cm
araliginda 6lciildii (Sekil 4.21). En yiiksek gévde uzunlugu, 43.5 cm ile U6 grubunda
gbzlemlendi ve bu deger kontrol grubuna kiyasla % 4.81 oraninda bir artis gosterdi.
Elde edilen veriler, U6 grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde daha yiiksek govde uzunlugu sagladigi belirlendi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21: Konsorsiyum gruplarinin negatif kontrol grubu ile gévde uzunluklarinin

karsilastirilmasi. a) D1, b)i8, ¢)Ul ve d) U5 kodlu konsorsiyum
gruplarinin siirglin uzunluklarinin gériiniimii.
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Sekil 4.22: Konsorsiyum uygulamali bugday bitkilerinin gévde uzunluklari. Veriler,

ortalama degerleri gdstermekte olup; siitunlar tizerindeki harfler, gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar belirtmektedir (p < 0.05).

Konsorsiyumlarin gdvde kuru agirhigr lizerine etkilerinin inceledigimizde, kuru
agirhiklart 22.5-154.0 mg arasinda degistigi goriildii. En yliksek govde kuru agirhigi,
154.0 mg ile U6 konsorsiyum grubunda &lgiiliirken, bu deger kontrol grubu ile
kiyasladigimizda %19.37 oraninda bir artis gosterdi. U6 grubunda elde edilen artigin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05). Bu bulgular, U6

konsorsiyumunun bugday bitkilerinde gévde biyokiitlesinin artirilmasinda potansiyel

bir biyolojik etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23: Konsorsiyum uygulamali bugday bitkilerinin gévde kuru agirliklari.
Veriler, ortalama degerleri gdstermekte olup; siitunlar lizerindeki harfler,
gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar1 belirtmektedir (p < 0.05).

Bugday bitkilerine uygulanan farkli mikrobiyal konsorsiyumlarin yaprak klorofil
icerigi iizerindeki etkilerinin degerlendirdigimizde, SPAD degerlerinin 21.8 ile 38.5
birim arasinda degistigi belirlendi. En yiiksek klorofil degeri, 38.5 birim ile U6
konsorsiyum grubunda 6l¢iildii ve bu deger kontrol grubuna gore %6.06 oraninda bir
artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p<0.05). Bu bulgular, U6
konsorsiyumunun fotosentetik pigment birikimini destekleyerek bitki fizyolojisi

tizerinde olumlu etkiler olusturdugunu gostermektedir (Sekil 4.24).
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Konsorsiyum uygulamali bugday bitkilerinin Klorofil miktar1 (SPAD) .
Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar iizerindeki harfler,
gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar1 belirtmektedir (p < 0.05).

Bugday bitkilerine ait kok uzunluklari, konsorsiyum gruplari arasinda 5.0 ile 12.0 cm

arasinda ol¢iildii En uzun kok uzunlugu 12.0 cm ile D2 grubunda kaydedilmis olup,

bu deger kontrol grubuna gore % 4.81 oraninda artis gostererek bu artisin kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde daha uzun kok gelisimi sagladigim

ortaya koymustur (Sekil 4.25)(p<0.05).
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Konsorsiyum uygulamali bugday bitkilerinin kék uzunluklari. Veriler,
ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar iizerindeki harfler, gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar belirtmektedir (p < 0.05).
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Bugday bitkilerine ait kok kuru agirliklari, gruplar arasinda 1.5 ile 14.0 mg arasinda
degisiklik gosterdigi goriildii. En yiiksek kok kuru agirhigr 14.0 mg ile 12 grubunda
Olclilmiis olmakla birlikte, bu artis kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gostermemistir (p > 0.05). Bu sonuglar, uygulanan mikrobiyal
konsorsiyumlarin kok kuru agirliklart iizerinde belirgin bir etki olusturmadigini

gostermektedir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: Konsorsiyum uygulamali bugday bitkilerinin kék kuru agirliklari. Veriler,
ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar iizerindeki harfler, gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar1 belirtmektedir (p < 0.05).

Elde edilen veriler TSR3A-34, TSR5B-129 ve TSR5B-131 izolatlar1 igeren
konsorsiyum grubunun, gévde uzunlugu, gévde biyokiitlesi ve klorofil igeriginde
anlamli derecede artis sagladigin1 gostermektedir. Bu sonuglar, s6z konusu
konsorsiyumun, Bugday verimini artirmada etkili bir ¢6ziim olabilecegini ve tarimsal
iretimde kullanilabilecek oOnemli bir biyoteknolojik ara¢ oldugunu ortaya

koymaktadir.

4.10. Secilen Izolatlar ile Iki Farkl Konsorsiyum
Gruplarimin Olusturulmasi

Secilen birbirleri ile uyumlu olan ii¢ izolat ( TSR3A-34, TSR5B-129 ve TSR5B-131)
ve bu izolatlara ayrica daha 6nce laboratuvarimizin doku kiiltiirii caligmalarinda alev
agacindan izole edilen ve altkiiltiirleme yapmaksizin konuk¢usunun émriinii 16 aya

kadar uzatan, kiiltlir kabinda koklenmesine yardimci olan ve de Bitki Biiylime tesvik
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edici 6zelliklere (Azot fikse etme, indol asetik asit liretme) sahip PGB _invit bakterisi
eklenerek olusturulan konsorsiyum ile toplamda iki grup olusturuldu [Seker vd.,

2017], (Tablo 4.15).

Tablo 4.15: Segilen izolatlar ile iki farkli konsorsiyum gruplarinin iyeleri.

Konsorsiyum gruplari Icerik
1. Secilen izolatlar ile TSR3A- | TSR5B- | TSR5B-
olusturulan konsorsiyum 34 129 131
2. Secilen izolatlar ve
PGB invit bakterisi ile | oo | TSRIB- 1 TSRIB- ) b iy
— : 34 129 131 -
olusturulan konsorsiyum

4.10.1 Secilen izolatlar ve PGB _invit Bakterisinin In vitro Cross-
Streak (Capraz Cizgi) Metodu ile Birlikte Yasayabilme
Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Segilen izolatlar ile PGB _invit bakterisi MPYE besiyerine Cross-streak (¢apraz ¢izgi)

yontemiyle ekildi. izolatlarn PGB invit bakterisi ile arasindaki -etkilesimleri,

karsilikl1 biiyiime bolgeleri gézlemlenerek degerlendirildi ve Sekil 4.27°de kirmizi
daire ile gosterildi. izolatlarm karsilastig1 bolgelerde herhangi bir biiyiime inhibisyonu
gozlemlenmemesi, s6z konusu izolatlarin PGB _invit bakterisi ile arasinda antagonistik
bir etkilesimin bulunmadigini ve dolayisiyla uyumlu olduklarini gostermekte olup, bu

baglamda ilerleyen asamalarda uyumlu olduklar1 sonucuna varildi (Tablo 4.16).

Sekil 4.27: PGB _invit bakterisinin seg¢ilen (TSR3A-34, TSR5B-129 ve TSR5B-131)
izolatlar ile uyumluluklarinin degerlendirilmesi.
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Tablo 4.16: Segilen izolatlarin PGB_invit bakterisi ile Cross-streak plaka yontemi
birlikte yasayabilme 6zelliklerinin degerlendirme sonuglari.

. TSR3A- TSR5B- TSR5B- .
1zolat kodu 34 129 131 PGB _invit
TSR3A-34 + + +
TSR5B-129 + +
TSR5B-131 +
PGB invit

+:uyumlu.

Tablo 4.16’de elde edilen bulgular dogrultusunda TSR3A-34, TSR5B-129 ve TSR5B-
131 kodlu izolatlarin PGB _invit bakterisi ile aralarinda herhangi bir antagonistik

etkilesim gostermedikleri ve dolayisiyla birbirleriyle uyumlu olduklar1 belirlenmistir.

4.10.2.Secilen Izolatlar Ile Olusturulan Konsorsiyum Gruplarinin
Bitki Buyiime Tesvik Edici Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.10.2.1. Azot Fiksasyon Yeteneklerinin Kalitatif Test Sonu¢lari

Bromtimol mavisi iceren azot igermeyen besiyeri ortaminda yapilan niteliksel
incelemeler sonucunda, iki farkli konsorsiyum grubunun azot fiksasyon yetenekleri 7
giin sonunda degerlendirildi. Her iki grup da besiyerinin rengini sarimtrak-yesilden
maviye doniistiirmeyi basarmistir. Bu bulgular, her iki konsorsiyumun da benzer
sekilde azot sabitleme kapasitesine sahip oldugunu ve aralarinda bu agidan 6nemli bir

fark olmadig1 sonucunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: NfB besiyerinde iki farkli konsorsiyum gruplarinin Azot fikse etme
yeteneklerinin belirlenmesi. a) TSR3A-34, TSR5B-129 ve TSR5B-131
ile olusturulan konsorsiyum, b) PGB _invit ve TSR3A-34, TSR5B-129,
TSR5B-131 ile olusturulan konsorsiyum, c¢) 7 giin sonunda Azot fikse
etme yeteneklerinin derecelendirilmesi.

4.10.2.2. Siderofor Uretiminin Kalitatif Test Sonuclar

Siderofor liretiminin belirlenmesi i¢in; CAS blue agar besiyerinde kuyucuklar agilarak
icerisine inokiile edilen konsorsiyumlar 3 giin inkiibasyon siiresi sonucunda siderofor
iireten konsorsiyum gruplarinin kuyucuk etrafinda sari/turuncu zon belirmesi
konsorsiyumlarin siderofor lirettiginin gostergesidir (Sekil 4.29). PGB _invit+TSR3A-
34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubunun Siderofor iiretim indeksi
(2.15), TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubunun ise (2.15)
olarak belirlendi ve gruplar arasinda istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik
goriilmedi (p>0.05),(Sekil 4.30).
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Sekil 4.29: Konsorsiyum gruplariin koloni etrafinda CAS Blue agar besiyerinde
olusturdugu sarimtirak seffaf zonlar. (Ok ile belirtilen sarimsi alanlar,
konsorsiyumun  siderofor  iiretiminin = gerceklestigi  bolgeleri

gostermektedir).
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Sekil 4.30: Konsorsiyum gruplarinin Siderofor iiretim indeksi. Veriler, ortalama
degerleri gostermekte olup; aymi harfi paylasan siitunlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p >0.05).
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4.10.2.3. Inorganik Fosfat Cozebilme Yeteneklerinin Kalitatif Test
Sonuglar

Fosfat ¢oziintirligiiniin belirlenmesi i¢in Pikovskaya agar besiyerinde kuyucuklar
icerisine inokiile edilen konsorsiyum gruplar1 7 giin sonunda koloni etrafinda seffaf
zon gostermesi, konsorsiyumlarin Fosfat ¢dzme yeteneklerine sahip olduklarim
gostermektedir (Sekil 4.31). PGB_invit+TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan
konsorsiyum grubunun Fosfat ¢ozme indeksi (1.26), TSR3A-34+TSR5B-
129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubunun ise (1.20) olarak belirlendi ve gruplar
arasinda istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05), (Sekil
4.32).

Sekil 4.31: Konsorsiyum gruplarinin Pikovskaya agar besiyerinde kuyucuklar
etrafinda olusturdugu seffaf zonlar (Ok ile belirtilen seffaf alan,
konsorsiyumlarin inorganik fosfat ¢6zme aktivitesini gostermektedir).
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Sekil 4.32: Konsorsiyum gruplarmin Inorganik Fosfat ¢ozebilme indeksleri. Veriler,
ortalama degerleri gdstermekte olup; ayni harfi paylasan siitunlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p >0.05).

4.10.2.4. inorganik Fosfati Cozebilme Yeteneklerinin Kantitatif Test
Sonuglar:

Konsorsiyum gruplarmmin inorganik fosfat ¢6zme kapasiteleri, vanado-molibdo

fosforik asit yontemi kullanilarak test edildi. PGB_invit+TSR3A-34+TSR5B-

129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubunun (5.86 ppm), TSR3A-34+TSR5B-

129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubunun ise (5.80 ppm) olarak inorganik fosfati

¢ozlinlir duruma getirdigi belirlendi ve gruplar arasinda istatistiksel bakimindan

anlamli bir farklilik goriilmedigi tespit edildi (p >0.05),(Sekil 4.33),(Sekil 4.34).

Sekil 4.33: Konsorsiyum gruplarinin Vanado-molibdo fosforik asit yontemi ile test
sonuclari. NK: Negatif kontrol (Inokiilasyon yapilmayan besiyeri).
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Sekil 4.34: Konsorsiyum gruplarinin inorganik fosfati ¢g6zme miktarlar1. Veriler,
ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar tizerindeki harfler,
gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigini
gostermektedir (p > 0.05).

4.10.2.5. Indol Asetik Asit Uretiminin (Kalitatif ve Kantitatif)
Belirlenmesine Yonelik Sonuclar
Konsorsiyum gruplarmin indol asetik asit iiretme yetenekleri Gordon ve Weber,
(1951)’in yontemi kullanilarak tespit edildi. 48 saatin sonunda kolorimetrik yontem
olan Salkowski ayiraci eklenerek rengin pembe renge doniisiimii ile Indol asetik asit
varlig1 tespit edilmistir (Sekil 4.35). PGB_invit+TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-
131 olan konsorsiyum grubunun (2.77 pl/mL ), TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131
olan konsorsiyum grubunun ise (3.29 ul/mL) olarak indol asetik asit iirettigi tespit
edildi. Yapilan istatistiksel analizlerde konsorsiyum gruplar arasinda indol asetik asit

tiretim miktarlar1 bakimindan anlamli bir farklilik goriildii (p< 0.05),(Sekil 4.36).
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Sekil 4.35: Kolorimetrik metod ile Indol asetik asit iiretimi. NC: Negatif kontrol
(inokiilasyon yapilmayan).
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Sekil 4.36: Konsorsiyum gruplarinin iirettikleri Indol asetik asit miktarlari. Veriler,
ortalama degerleri gdstermekte olup; siitunlar tizerindeki harfler, gruplar
arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir

(p <0.05).
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4.10.2.6. Biyofilm Uretme Yeteneklerinin (Kantitatif) Belirlenmesine
Yonelik Sonuclar

PGB _invit+TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubunun

Biyofilm iiretim miktar1 (0.160), TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan

konsorsiyum grubunun ise (0.194) ODsoo olarak Ool¢iilmiis olup, Konsorsiyum

gruplarmin  Biyofilm {iretme yetenekleri bakimindan aralarinda istatistiksel

bakimindan anlamli bir farklilik oldugu goriildii (p<0.05),(Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: Konsorsiyum gruplarinin Kristal viole Absorbans degerleri ile biyofilm
tiretme kapasiteleri. Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar
tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugunu gostermektedir (p<0.05).

4.10.2.7. Amonyum Uretimi ile ilgili Elde Edilen Sonugclar

Konsorsiyum gruplarinin Amonyum iiretme yetenekleri Cappuccino ve Sherman i
(2002) yontemi kullanilarak yapilan testlerde, 72 saatin sonunda besiyerindeki saridan
kahverengiye renk degisiminin amonyum iiretiminin varhigi tespit edildi (Sekil 4.38).
PGB_invit+TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubun (3684
ppm), TSR3A-34+TSR5B-129+TSR5B-131 olan konsorsiyum grubun ise (2976 ppm)
olarak amonyum iirettigi tespit edildi. Konsorsiyum gruplari arasinda Amonyum
tiretim miktarlar1 bakimindan istatistiksel bakimindan anlamli bir farklihik gorildii

(p<0.05), (Sekil 4.39).
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Sekil 4.38: Konsorsiyum gruplarinin saridan kahverengiye renk degisimi ile
Amonyum {iretme yeteneklerini gosteren tiipler. Negatif kontrol
(Inokiilasyon yapilmayan).
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Sekil 4.39: Konsorsiyum gruplarinin Amonyum iiretim miktarlar1 (ppm). Veriler,
ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar iizerindeki harfler, gruplar
arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir
(p <0.05).

Iki farkli konsorsiyum grubunun bitki biiyiimesini tesvik ozellikleri bakimindan
degerlendirildiginde; azot fiksasyonu, inorganik fosfat ¢oziiniirliigi ve siderofor
iretimi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmedigi goriildii. Bununla birlikte, konsorsiyumlara PGB _invit bakterisinin ilavesi,
biyofilm olusumu ve indol asetik asit iiretim diizeylerinde anlaml bir azalmaya yol
agmigtir (p<0.05). Ote yandan, aym konsorsiyum grubu amonyum {iretimini
istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir (p<0.05). Bu nedenle, PGB _invit
bakterisinin mikrobiyal giibre formiilasyonuna dahil edilmesi, 6zellikle amonyum
iretimini artirma potansiyeli agisindan ileri asamalarda degerlendirilmeye uygun

bulunmustur.

4.10.3. Bugday Bitkisinin Uzun Siireli Gelisimlerinin (20 Hafta)
Sonuclar

Toprak analiz sonuglarinda, incelenen toprak 6rnegi tinh tekstiir yapisina sahip olup,
hafif alkali pH diizeyinde, tuz igerigi acisindan tuzsuz ve yiiksek kire¢ (%CaCOs)
icerigi nedeniyle ¢ok kiregli olarak nitelendirilmistir. Ayrica organik madde ve fosfor

(P20s) diizeyleri orta smif diizeyinde, potasyum (K:0) diizeyi diisiik olarak
degerlendirilmistir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.17: Toprak analiz sonuglarinin degerlendirilmesi.
Analiz adi1 | Birim Referans Araligi* Sonu¢ | Degerlendirme
Biinye o
(Tekstiir) % 30-50 37.4 Tl
pH 7.5-8.5 7.9 Hafif Alkali
Tuz % <0.15 0.01 Tuzsuz
Kireg % 15-50 19.81 Cok Kiregli
Organik 0
Madde % 1.7-3.0 2.33 Orta
P>0Os kg/da 6-9 8.88 Orta
K20 kg/da <100 24.61 Cok diisiik

*(Referans Araligi Web 4, (2025)’den alinmistir).

4.10.4. Verim ve Kalite Parametrelerinin Sonuclari

4.10.4.1. Bitki Boyu

Bugday bitkisinde farkli amonyum nitrat uygulama diizeyleri (%) ile mikrobiyal
konsorsiyum uygulamalarini iceren iki faktorlii denemenin bitki boyu iizerindeki
etkileri Sekil 4.40°ta gosterilmistir. Sekilden de anlasilacagi iizere, negatif kontrol
grubunda tiim uygulamalara gore en yliksek bitki boy uzunlugu (64.5 cm) 6l¢iildii ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik goriildi (p<0.05). Diger uygulama

gruplarinda ise bitki boyunda belirgin bir azalma gozlemlendi, bu durum

uygulamalarin bitki boy uzunlugu bakimindan negatif etkisi oldugu goriildii.
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Sekil 4.40: Bitki boy uzunluklari. AN: Amonyum nitrat, MG: Mikrobiyal giibre
(TSR3A-34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit).Veriler, ortalama
degerleri gostermekte olup; siitunlar {izerindeki harfler, gruplar arasindaki
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir.

Bitki boylari bakimindan elde edilen verileri degerlendirdigimizde negatif kontrol
grubun 64.5 cm iken, %100 AN uygulanan grubun ise 53.8 cm ol¢iildii. Iki grup
arasinda bitki boyu a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriildii (p<0.05),

(Sekil 4.41).
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Sekil 4.41: Bitki boy uzunluklari. a) Negatif kontrol. b) %100 AN giibre iceren grup.
AN: Amonyum nitrat, MG: Mikrobiyal giibre.

Bitki boylar1 bakimindan elde edilen verileri degerlendirdigimizde, %100 AN giibresi
uygulanan grubun 53.8 cm ve %100 AN+MG (TSR3A-34, TSR5B-129, TSR5B-131
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ve PGB _invit) uygulanan grubun ise 51.5 cm olarak 6l¢iildii. Iki grup arasinda bitki

boyu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriildii (p<0.05),( Sekil 4.42).

Sekil 4.42: Bitki boy uzunluklari. 2)%100 AN igeren grup, b)%100 AN+MG(TSR3A-
34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit) iceren grup. AN: Amonyum
nitrat, MG: Mikrobiyal giibre.

Elde edilen veriler 1s181nda, %75 AN giibresi uygulanan grupta ortalama bitki boyu
48.0 cm olarak olgiiliirken, ayn1 diizeyde azot gilibresi ve mikrobiyal giibre ile
uygulanan grupta bu deger 58.3 cm’ye arttig1 belirlendi. iki uygulama grubu arasinda
bitki boyu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii (p<0.05),(Sekil
4.43). Bu sonuglar, mikrobiyal konsorsiyumun bitki gelisimini tesvik edici etkilerini
ortaya koymakta olup, 6zellikle azot uygulamasinin azaltildig1 kosullarda biyolojik

katkinin bitki biiyiimesini destekleyebilecegini gostermektedir.

Sekil 4.43: Bitki boy uzunluklari. a) %75 AN igeren grup, b) %75 AN+MG (TSR3A-
34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit) iceren grup. AN : Amonyum
nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.
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Elde edilen veriler 15181nda, %50 AN giibresi uygulanan grupta ortalama bitki boyu
49.3 cm olarak o6lciiliirken, aym1 diizeyde azot giibresi ve mikrobiyal giibre ile
uygulanan grupta bu deger 55.5 cm’ye arttig1 belirlendi. Iki uygulama grubu arasinda
bitki boyu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii (p<0.05; Sekil
4.44). Bu bulgular, mikrobiyal konsorsiyumun bitki gelisimini tesvik edici etkilerini
ortaya koymakta olup, 6zellikle azot uygulamasinin azaltildig1 kosullarda biyolojik

katkinin bitki biiyiimesini destekleyebilecegini gostermektedir.

Sekil 4.44: Bitki boy uzunluklari. a) %50 AN igeren grup, b) %50 AN+MG
(TSR3A-34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit) igeren grup. AN :
Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.

Elde edilen veriler 15181nda, yalnizca %100 AN giibresi uygulanan grupta ortalama
bitki boyu 53.8 cm olarak o6lgiiliirken, ayn1 diizeyde azot giibresi ile TSR3A-34 izolat
uygulanan grupta bitki boyu ortalamasi 42.2 cm olarak belirlenmistir. ki uygulama
grubu arasinda bitki boyu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit goriildii
(p<0.05; Sekil 4.45). Bu bulgular, bu izolatin tek basina ve bu oranda Amonyum nitrat
giibre uygulanmasinda bitki gelisiminde olumsuz bir etki olusturabildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.45: Bitki boy uzunluklari. a) %100 AN iceren grup, b) %100 AN +TSRA-34
iceren grup. AN: Amonyum nitrat, MG: Mikrobiyal giibre

Elde edilen veriler 15181nda, yalnizca %100 AN giibresi uygulanan grupta ortalama
bitki boyu 53.8 cm olarak 6l¢iiliirken, ayn1 diizeyde azot giibresi ile TSR5B-129 izolati
uygulanan grupta bitki boyu ortalamas1 45.0 cm olarak belirlenmistir. iki uygulama
grubu arasinda bitki boyu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii
(p<0.05), (Sekil 4.46). Bu bulgular, bu izolatin tek basina ve bu oranda Amonyum
nitrat giibre uygulanmasinda bitki gelisimi tizerinde olumsuz bir etki olusturabildigini

gostermektedir.

Sekil 4.46: Bitki boy uzunluklari. a) %100 AN igeren grup, b) %100 AN+TSR5B-129
igeren grup. AN : Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.

Elde edilen veriler 15181nda, yalnizca %100 AN giibresi uygulanan grupta ortalama
bitki boyu 53.8 cm olarak dlgiiliirken, ayn1 diizeyde azot giibresi ile TSR5B-131 izolat
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uygulanan grupta bitki boyu ortalamasi 43.9 cm olarak belirlendi. Iki uygulama grubu
arasinda bitki boyu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii (p<0.05),
(Sekil 4.47). Bu bulgular, bu izolatin tek basina ve bu oranda Amonyum nitrat giibre
uygulanmasinda bitki gelisimi tlizerinde olumsuz bir etki olusturabildigini

gostermektedir.

Sekil 4.47: Bitki boy uzunluklari. a) %100 AN igeren grup, b) %100 AN+TSR5B-131
iceren grup. AN : Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.
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Elde edilen veriler 1s181nda, yalnizca %100 AN giibresi uygulanan grupta ortalama
bitki boyu 53.8 cm olarak Olciiliitken, ayni1 diizeyde azot giibresi ile PGB _invit
bakterisi uygulanan grupta bitki boyu ortalamas1 39.9 cm olarak belirlendi. Iki
uygulama grubu arasinda bitki boyu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriildii (p<0.05), (Sekil 4.48). Bu bulgular, bu izolatin tek basimna ve bu oranda
Amonyum nitrat giibre uygulanmasinda bitki gelisimi {izerinde olumsuz bir etki

olusturabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.48: Bitki boy uzunluklari. a)%100 AN igeren grup. b) %100 AN+ PGB _invit
iceren grup. AN : Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.

4.10.4.2. Bayrak Yaprak Alam

Bugday bitkisinde farkli amonyum nitrat uygulama diizeyleri (%) ile mikrobiyal
konsorsiyum uygulamalarini igeren iki faktorlii denemenin bayrak yaprak alani
tizerindeki etkileri Sekil 4.49°de sunulmus olup, bazi deneme gruplarnin bayrak
yaprak alanlarinin 6l¢iimii Sekil 4.50°de gosterilmistir. Bayrak yaprak alanina iligkin
yapilan degerlendirmeler sonucunda, %100 AN giibresi uygulanan grupta ortalama
bayrak yaprak alan1 7.25 cm? olarak 6l¢iilmiis ve bu deger, negatif kontrol grubuna ait
ortalama deger olan 4.68 cm? ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). %100AN+MG uygulamalarinda 6.43 cm?2 ile
Olciiliirken, %100 AN grubuna gore istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (p<0.05). Bununla birlikte, %100 AN uygulamasimna Mikrobiyal giibre
igerigindeki izolatlarin eklenmesiyle farkli sonuglar elde edilmistir. %100 AN +

TSR3A-34 grubunda bayrak yaprak alant 11.9 cm? ile en yiiksek degere ulasirken,
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TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit izolatlarinin eklendigi gruplarda bu degerler
sirastyla 9.9 cm? 8.7 cm? ve 5.0 cm? olarak Olgiilmiistiir. Ozellikle PGB _invit
izolatinin bayrak yaprak alanini azaltic1 yonde etkide bulundugu goriilmiistiir. Ayrica,
%100 AN + MG (TSR3A-34 + TSR5B-129, TSR5B-131, PGB invit) grubunda
bayrak yaprak alan1 6.43 cm? olarak Ol¢lilmiis ve bu deger, %100 AN tek basina
uygulanan gruba gore daha diisiik bulunmustur. Benzer sekilde, %75 ve %50 AN
giibre diizeylerinde de mikrobiyal giibre uygulamalarinin bayrak yaprak alani izerinde

azaltic1 etki gosterdigi goriilmiistiir.
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Deneme gruplari

Sekil 4.49: Bayrak yaprak alanlari. AN : Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre
(TSR3A-34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit).Veriler, ortalama
degerleri gostermekte olup; siitunlar iizerindeki harfler, gruplar
arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir farklibk oldugunu
gostermektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.50: Bazi deneme gruplarinin bayrak yaprak alanlarimin olg¢iimi. AN :
Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre. A) Negatif kontrol grubu,
b) %100 AN igeren grup, c¢) %75 AN+MG igeren grup.

4.10.4.3. Basakta Basakcik Sayisi

Bugday bitkisinde farkli amonyum nitrat uygulama diizeyleri (%) ile mikrobiyal
konsorsiyum uygulamalarini igeren iki faktorlii denemenin basakta basak¢ik sayilar
tizerindeki etkileri Sekil 4.51 *de sunulmustur. Basak¢ik sayis1 bakimindan en yiiksek
deger, 16 adet ile %100 AN uygulamasinda elde edilmistir. Bu uygulamay1 ortalama
15.4 adet ile %50 AN + MG grubu takip ederken, en diisiik degerler 13.9 adet ile
negatif kontrol ve 13.7 adet ile %75 AN + MG grubunda belirlendi. %100 AN
uygulamasina MG veya tek lyelerinin eklenmesi basak¢ik sayisinda genel olarak
azalma olusturmus ve TSR3A-34 (14.4 adet), TSR5B-129 (14.4 adet) ve PGB _invit
(14.6 adet) ile uygulanan gruplarda bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Buna karsin, TSR5B-131 ile uygulanan grupta (15.2 adet) anlaml farklilik
goriilmedi. Bu sonuglar, Mikrobiyal giibrelerin bagak gelisimi lizerindeki etkilerinin

izolatin tiiriine ve azot diizeyine bagli olarak degisebilecegini gdstermektedir.
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Deneme gruplan

Sekil 4.51: Basakta basakcik sayilari. AN : Amonyum nitrat, MG :Mikrobiyal giibre
(TSR3A-34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit). Veriler, ortalama
degerleri gostermekte olup; stitunlar tizerindeki harfler, gruplar arasindaki
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir (p <0.05).

4.10.4.4. Basak Sayis1

Bugday bitkisinde farkli amonyum nitrat uygulama diizeyleri (%) ile mikrobiyal
konsorsiyum uygulamalarini igeren iki faktorlii denemenin basak sayilar1 tizerindeki
etkileri Sekil 4.52 ’de sunulmus olup, basak sayilar1 Sekil 4.53 ’da gdsterilmistir.
Basak sayis1 bakimindan en yiiksek ortalama deger, %100 AN + MG uygulanan grupta
(11.67 adet) tespit edilmistir. Bu grubu %75 AN + MG uygulanan grup takip etmis
olup (11.5 adet), bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmedi
(p>0.05). En diisiik basak sayist ise %100 AN + PGB invit uygulanan grupta
gozlemlenmis ve ortalama 2 adet olarak belirlendi. Negatif kontrol grubunda ortalama
basak sayis1 6 adet olarak belirlenmisken, yalnizca %100 AN uygulanan grupta bu
deger 7 adet basak tespit edildi. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorildii (p<0.05). %75 AN uygulanan grupta basak sayisi ortalama 8 adet iken,
ayn1 oranda azotlu giibreye MG ilavesi yapilan grupta basak sayis1 anlamli diizeyde
artarak 11.5 adede ulagmistir (p<0.05). Bu durum, azotlu giibrenin %25 oraninda
azaltilmasiyla birlikte MG uygulamasinin basak sayisinda énemli bir artis sagladigini
gostermektedir. Benzer sekilde, %50 AN uygulanan grupta basak sayis1 7 adet olarak
belirlenmisken, ayn1 dozda azotlu giibreye MG ilavesi yapilan grupta bu deger 7.65
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adede yiikseldi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Ayrica %100 AN uygulamasina ilave olarak Mikrobiyal giibre icerigindeki izolatlarin
tekli olarak uygulandig1 gruplarda basak sayisinda diisiisler gézlemlendi. Sirasiyla
TSR3A-34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit uygulanan gruplarda ortalama
basak sayilar1 sirasiyla 4, 4.3, 4.5 ve 2 adet olarak belirlendi. Bu veriler, s6z konusu
mikrobiyal izolatlarin bu oranda Azotlu giibre ile tekli uygulamalarinin bagsak

olusumunu olumsuz etkiledigini géstermektedir.
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Deneme gruplar:

Sekil 4.52: Basak sayilari. AN : Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre (TSR3A-
34, TSR5B-129, TSR5B-131 ve PGB _invit). Veriler, ortalama degerleri
gostermekte olup; siitunlar {izerindeki harfler, gruplar arasindaki
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir (p <0.05).
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Sekil 4.53: Deneme gruplarina ait basak sayilarinin karsilastirmali goriiniimleri. A)
Negatif kontrol, b) %100 AN igeren grup, ¢) %100 AN+MG igeren grup,
d) %75 AN+MG igeren grup, e¢) % 50 AN+ MG igeren grup, f) %100
AN+ TSR3A-34 igeren grup, g) %100 AN +TSR5B-129 igeren grup,
h) %100 AN+TSR5B-131 igeren grup, 1) %100 AN+ PGB _invit i¢ceren
grup. AN : Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.

4.10.4.5. Basak Boyu

Bugday bitkisinde farkli amonyum nitrat uygulama diizeyleri (%) ile mikrobiyal
konsorsiyum uygulamalarini igeren iki faktorlii denemenin basak boylar tizerindeki
etkileri Sekil 4.54° gosterilmis olup, basak boyu goriinimleri Sekil 4.55°de
gosterilmistir. Denemede yer alan gruplar arasinda en uzun bagak boyu, 5.69 cm ile
%75 AN + MG kombinasyonunun uygulandig: grupta dlgiiliirken; en kisa basak boyu
ise 5.16 cm ile yalmizca %75 AN uygulanan grupta goriilmiistiir. Ancak, bu iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05). Sekil 4.55’de de
gosterildigi tizere, diger tim uygulama gruplar1 arasinda da basak boyu uzunluklar
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Bu bulgular,
basak boyunun biiyiik 6l¢iide genetik faktorlerin kontrolii altinda oldugunu ve ¢evresel
ya da gilibre uygulamalarinin basak boy uzunluguna anlamli diizeyde etkilemedigini

gostermektedir.
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Deneme gruplan

Sekil 4.54: Basak boy uzunluklari. Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup;
stitunlar tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik olmadigini gostermektedir (p> 0.05). AN : Amonyum nitrat,
MG : Mikrobiyal giibre.

Sekil 4.55: Baz1 deneme gruplarina ait basak boy uzunluklar1 goériintimleri.

4.10.4.6. Basakta Dane Sayisi

Bugday bitkisinde farkli amonyum nitrat uygulama diizeyleri (%) ile mikrobiyal
konsorsiyum uygulamalarimi igeren iki faktorlii denemenin basakta dane sayilari
tizerindeki etkileri Sekil 4.56’da sunulmustur. Deneme gruplarinda bagsakta dane sayis1
incelendiginde, en yiiksek ortalama 23 adet ile %50 AN + MG uygulanan grupta tespit
edilmisken; en diislik ortalama dane sayis1 ise 13.3 adet ile %100 AN + PGB _invit
uygulanan grupta gozlenmistir. Negatif kontrol grubunda ortalama dane sayis1 15.6
adet olarak belirlenmisken, %100 AN uygulanan grupta ise bu deger 20.6 adede
yiikselmistir. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir

(p<0.05). %75 AN uygulanan grupta ortalama dane sayis1 16.1 adet olarak belirlenmis
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olup, bu deger negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gostermemistir (p>0.05). Ayni dozda azot uygulanmis ancak MG ilavesi
yapilan %75 AN + MG grubunda ise ortalama dane sayist 19.0 adet olarak tespit
edilmistir ve %75 AN grubuna kiyasla bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Bu sonug, aynt doz azot uygulamasinda MG ilavesinin dane sayisini
artirdigin1 géstermektedir. Benzer sekilde, %50 AN uygulanan grupta ortalama 21.6
adet dane belirlenmisken, MG ilavesi ile bu say1 %50 AN + MG grubunda 23.0 adede
yukselmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu durum,
diisiik doz azotlu giibreleme ile MG kullaniminin dane sayisini artirici etki gosterdigini
ortaya koymaktadir. %100 AN uygulanan grupta 20.6 adet ortalama dane sayisi
belirlenmigken, ayni dozda azot ile mikrobiyal giibre icerigindeki farkli bakteri
izolatlarinin tekli uygulamalar1 sonucunda dane sayilarinda belirgin farkliliklar
gozlenmistir. Bu kapsamda, TSR3A-34, TSR5B-129 ve PGB _invit iceren gruplarda
sirastyla 15.0, 13.8 ve 13.3 adet dane tespit edilmis; bu gruplarin her biri %100 AN
grubuna goére anlamli diizeyde daha diisiik sonuglar vermistir (p<0.05). Ote yandan,
TSR5B-131 izolat1 ile uygulanan grupta ortalama dane say1s1 20.6 olarak belirlendi ve
bu degerin %100 AN grubuyla istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi ve artis

egiliminde oldugu belirlenmistir.
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Deneme gruplari

Sekil 4.56: Basakta dane sayilari. Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup;
stitunlar lizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik oldugunu gostermektedir (p < 0.05). AN : Amonyum nitrat,
MG : Mikrobiyal giibre.
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4.10.4.7. Basak Basina Dane Verimi

Deneme gruplari arasinda basak basina dane verimi degerlendirildiginde, elde edilen
degerlerin 0.10-0.57 g/basak araliginda degistigi belirlenmistir (Sekil 4.57). En
yiiksek dane verimi, %100 AN 0.57 g/basak olarak tespit edilmistir. Buna karsin, en
diisiik verim, %100 AN’ ye ek olarak PGB _invit izolat1 uygulanan grupta 0.10 g/basak
olarak kaydedilmistir. %100 AN uygulamasiyla karsilastirildiginda, ayni diizeyde
azotlu giibreleme ile MG uygulanan grupta verimin 0.20 g/bagak’a diistiigli gozlenmis
ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu durum, MG’nin
yiiksek doz azot kosullarinda verimi baskilayabilecegini diislindiirmektedir. Buna
karsin, %75 AN uygulanan grupta basak basina dane verimi 0.30 g olarak
Olciilmiisken, ayn1 azot diizeyinde MG ile uygulandiginda bu deger 0.51 g/basak’a
yiikselmistir. Benzer sekilde, %50 AN igeren grupta 0.35 g/basak olan verim, MG
ilavesiyle 0.43 g/basak’a cikmistir. Her iki artis da istatistiksel olarak anlamli
bulunmus (p<0.05) ve mikrobiyal uygulamalarin 6zellikle belirli azot kosullarinda
dane verimini destekleyebilecegini ortaya koymustur. Tekli izolat uygulamalar
incelendiginde ise, %100 AN giibrelemesine ek olarak TSR3A-34, TSR5B-129,
TSR5B-131 ve PGB _invit izolatlar1 ile elde edilen bagak basina dane verimi sirasiyla
0.10, 0.31, 0.14 ve 0.10 g/basak olarak 6l¢iilmiistiir. Bu degerler, %100 AN grubuna
kiyasla belirgin diislis gostermis olup, aradaki farklarin istatistiksel olarak anlaml
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Bu durum, mikrobiyal uygulamalarda belirli azot
diizeyinde verimi etkileyebildigi, yiiksek dozlarla uygulandiklarinda ise verimi

olumsuz etkileyebildigini gdstermektedir.
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Deneme gruplar

Sekil 4.57: Basakta dane verimi (g/basak). Veriler, ortalama degerleri gostermekte
olup; siitunlar iizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir (p < 0.05). AN : Amonyum
nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.

4.10.4.8. Bin Dane Agirhgi, Nem Miktari, Dane Boyutu ve Sertlik
Degerinin Sonuclar:

Bugday bitkisinde farkli oranlarda uygulanan amonyum nitrat (% diizeyleri) ile

mikrobiyal konsorsiyum uygulamalarini igeren iki faktorlii denemenin, bin dane

agirliklari, dane nem igerikleri, dane boyutlar1 ve dane sertlik degerleri {izerindeki

etkileri sirasiyla Sekil 4.58, Sekil 4.59, Sekil 4.60 ve Sekil 4.61° de gosterilmistir.

4.10.4.9. 1000 Dane Agirhiklar

Deneme gruplarinda bugdaylarin 1000 dane agirliklart incelendiginde, degerlerin 20.7
ile 30.0 kg arasinda degistigi belirlenmistir. En yiliksek 1000 dane agirlig1 negatif
kontrol grubunda 6l¢iilmiis olup, bu grup ile %100 AN uygulanan grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir (p < 0.05). %100 AN grubunda
1000 dane agirlig1 21.5 kg olarak 6l¢iilmiis, bu durum yiiksek azot uygulamasinin bazi
durumlarda 1000 dane agirligini olumsuz etkileyebilecegini gdstermektedir. %75 AN
uygulanan grupta 1000 dane agirligi 20.7 kg iken, ayni1 diizeyde azot igeren ve MG ile
desteklenen grupta bu deger 27.2 kg’ a yiikseldigi goriildi. Bu fark istatistiksel olarak
anlamli olup (p < 0.05) biyolojik a¢idan da pozitif bir etkidir; bu durum MG

uygulamasinin bitki tarafindan azotun daha etkin kullanimini sagladigini ve
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dolayisiyla dane gelisimini olumlu etkiledigini gostermektedir. %50 AN
uygulamasinda MG katkis1 daha sinirl bir artisa neden olmustur. %50 AN uygulanan
grupta 1000 dane agirhigi 24.9 kg iken, MG igeren esdeger grupta bu deger 25.6 kg
olmustur. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0.05). Bu
sonug, MG ‘nin diisiik azot diizeylerinde kismi bir katki sagladigini ancak, istatistiksel
olarak anlam ifade etmedigini gostermektedir. %100 AN ile ayn1 azot oranina sahip
ancak mikrobiyal konsorsiyumun tekli iiyeleriyle olusturulan uygulamalarda 1000
dane agirliklar1 sirasiyla (TSR3A-34, TSR5B-131 ve PGB invit) 21.9 kg, 23.3 kg ve
21.6 kg olarak belirlendi. Bu degerlerin tamami %100 AN grubundan yiiksek olmasina
karsin, sadece TSR5B-129 uygulamasi ile elde edilen 25.0 kg’lik 1000 dane agirligi
degeri istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik gostermistir (p < 0.05). Bu bulgu,
TSR5B-129 izolatinin 1000 dane agirligi {izerine anlamli ve olumlu bir etkisinin

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.58: 1000 dane agirliklari. Veriler, ortalama degerleri gdstermekte olup;
stitunlar iizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik oldugunu gostermektedir (p< 0.05). AN: Amonyum nitrat,
MG : Mikrobiyal giibre.
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4.10.4.10. Nem Miktari (%)

Deneme gruplar1 icerisinde nem miktarlar1 %11.6-%13.8 arasinda degistigi
goriilmiistiir (Sekil 4.59). En yiiksek nem igerigi %75 AN (%13.8) iken, en diisiik
Negatif kontrol (%11.6) grubunda belirlenmistir. %100 AN igeren grup (%13.3) iken,
ayni doz azotlu giibreleme ile MG uygulanan grupta (%11.9) olarak belirlenmis olup,
bu azalmanin istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir
(p<0.05). %75AN igeren grup (%13.8) iken, aynm1 doz azotlu giibreleme ile MG
eklenen grupta ise (%12.5) olarak belirlenmis olup, bu azalmanin istatistiksel
bakimindan anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir (p<0.05). %50AN igeren grupta
(%12.3) iken, %50AN+MG iceren grupta ise (%12.2) olarak belirlenmis olup
aralarinda istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik oldugu goriildii (p<0.05). %100
AN ile ayn1 doz azotlu giibreleme ile tek izolat uygulamalarinda TSR5B-131 igeren
grupta (%13.6) olarak belirlenmis olup aralarinda istatistiksel bakimindan anlamli bir
farklilik goriilmedi (p>0.05). Diger gruplarda ise TSR3A-34 (%11.8), TSR5B-129
(12.4) ve PGB invit (%12.6) olarak belirlenmis olup, aralarinda istatistiksel
bakimindan anlamli bir farklilik gériilmedi(p>0.05). Bu bulgular azotlu giibreleme ile
MG kullaniminin danenin olgunlagsma stiresini hizlandirdigi, bu durum tekli izolatlar

uygulandiginda da izolat tiiriine gore degismekle birlikte genel olarak azalttigi

distiniilebilir.
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Sekil 4.59: Nem miktar1 (%). Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar
tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugunu gostermektedir (p < 0.05). AN : Amonyum nitrat, MG :
Mikrobiyal giibre.
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4.10.4.11. Dane Boyutu

Deneme gruplarinda bugday danelerinin ¢aplar1 2.14 - 2.71 mm arasinda degistigi
goriildi (Sekil 4.60). En yiiksek dane capi, negatif kontrol grubunda (2.71 mm)
gdzlemlenmis olup, bu grup ile %100 AN uygulanan grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p <0.05). %100 AN grubunda 6l¢iilen 2.21 mm’lik deger,
azot diizeyinin artirllmasmin dane ¢apini kisitlayici bir etkisi olabilecegini ortaya
koymaktadir. %75 AN uygulanan grupta dane ¢ap1 2.19 mm olarak belirlenirken, ayni
azot seviyesindeki MG ile desteklenen grupta dane ¢ap1 2.45 mm'ye arttig1 goriildii.
Bu fark, istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05). Bu sonug, mikrobiyal
konsorsiyumlarin bitki gelisimini 1iyilestirebilecegini ve oOzellikle azotun etkin
kullanimini artirarak dane biiyiikliigiine olumlu etki yapabilecegini gostermektedir.
Burada, mikrobiyal konsorsiyumlarin 6zellikle azotun biyo-erigebilirligini artirarak
bitkilerin daha verimli bilylimesini sagladig: diisliniilebilir. %50 AN uygulanan grupta
dane ¢ap1 2.44 mm olarak OSlgiiliirken, ayn1 azot diizeyine sahip ve MG igeren grup
2.48 mm’ye ulastig1. Ancak, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p >
0.05). Bu bulgu, diisiik azot diizeylerinde mikrobiyal konsorsiyumlarin sinirli bir etkisi
oldugunu ve bu seviyelerde azotun bitki gelisimi i¢in zaten yeterli olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, %50 AN diizeyinde mikrobiyal destek, daha yiiksek azot
diizeylerinde oldugu kadar belirgin bir gelisim saglamamis olabilir. %100 AN ile ayni
azot oranma sahip ancak mikrobiyal konsorsiyumun tekli tiyeleriyle olusturulan
uygulamalarda dane ¢aplari sirasiyla TSR3A-34 (2.25 mm), TSR5B-131 (2.25 mm)
ve PGB _invit (2.14 mm) olarak 6l¢iilmiistiir. Bu gruplar arasinda %100 AN iceren
grup ile anlaml bir fark bulunmamistir (p > 0.05). Ancak, TSR5B-129 izolat1 ile
yapilan uygulamada dane cap1 2.45 mm olarak belirlenmis ve bu deger, %100 AN
igeren grup ile istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermistir (p < 0.05). Bu bulgu,
TSR5B-129 izolatinin dane ¢ap1 {izerine anlamli bir olumlu etkisi oldugunu ve bu
izolatin bugdayin gelisimi lizerinde pozitif bir katki sagladigini diisiindiirmektedir. Bu
genel bulgular, mikrobiyal konsorsiyumlarin 6zellikle azot diizeylerinin diisiik veya
orta seviyelerde oldugu durumlarda dane ¢apini artirma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, azot uygulama diizeyinin yliksek oldugu durumlarda
mikrobiyal konsorsiyumlarin ek etkisinin daha sinirlt oldugunu ve yiiksek diizeydeki

kimyasal azotun dane ¢ap1 tizerinde baskin bir etkisi olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.60: Dane caplari. Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar
tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugunu gdstermektedir (p <0.05). AN : Amonyum nitrat, MG
: Mikrobiyal giibre

4.10.4.12. Sertlik indeksi

PR

Deneme gruplarinda dane sertlik indeks degerlerinin 62.8 ile 82.5 arasinda degistigi
belirlenmistir (Sekil 4.61). En yiiksek sertlik indeksi 82.5 ile negatif kontrol grubunda
saptanmistir. Buna karsilik, %100 AN i¢eren uygulama grubunda sertlik indeksi 74.3
olarak oOl¢iilmiis olup, bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Bu sonug, yiiksek dozda azotlu giibre uygulamasinin dane
sertligi tlizerinde azaltici bir etki olusturabilecegini gostermektedir. %75 AN igeren
grup ile aym diizeyde azotlu giibre ile MG iceren grup arasinda sertlik indeksi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi(p>0.05). Benzer sekilde, %50
AN uygulamasi ile ayn1 azot diizeyinde giibre ile MG igeren grup arasinda da sertlik
bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). %100 AN uygulamasina karsilik
gelen azot miktarni igeren mikrobiyal konsorsiyumun tekli iiyeleri ile olusturulan
uygulama gruplarinda, TSR3A-34 ve TSR5B-131 izolatlarini igeren gruplarda sertlik
indeksinde anlamli bir farklihk gbézlenmemistir (p>0.05). Ancak, TSR5B-129

izolatinin yer aldig1 uygulama grubunda sertlik indeksinde istatistiksel olarak anlamli
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bir artig, PGB_invit izolatinin yer aldig1 grupta ise istatistiksel bakimindan anlamli bir
azalma goriilmiistiir (p<0.05). Bu bulgular, dane sertlik indeksinin yalnizca uygulanan
azot dilizeyine degil, ayn1 zamanda kullanilan mikrobiyal izolatin tiiriine baglh olarak

da degisebilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.61: Sertlik Indeksi. Veriler, ortalama degerleri gdstermekte olup; siitunlar
tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugunu gostermektedir (p < 0.05). AN : Amonyum nitrat,
MG : Mikrobiyal giibre.

4.10.4.13. Renk Degeri (L*, a*, b*)

Deneme gruplar1 igerisinde bugday danede (kirma) L* degerlerinin 49.5-52.8
arasinda degistigi goriilmistiir (Sekil 4.62). En yiiksek deger %100AN+MG (52.8)
iceren grupta iken en diisiikk deger ise %100AN+TSR3A-34 (49.5) olan grupta
Ol¢iilmiis olup, L* degerinin gruplar arasinda istatistiksel bakimindan anlamli bir
farklilik goriilmiistiir (p<<0.05). Deneme gruplar igerisinde a* degerlerinin 7.57-9.35
arasinda degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.64). En yiliksek deger %75AN+MG (9.35)
iceren grupta iken, en diisiik deger ise %100AN+TSR3A-34 (7.57) olan grupta
Ol¢iilmiis olup, a* degerinin gruplar arasinda istatistiksel bakimindan anlamli bir
farklilik goriilmiistiir (p<0.05). Deneme gruplar igerisinde b* degerleri 22.9-25.9
arasinda degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.64). En yiiksek deger Negatif kontrol grubunda
( 25.9) iken, en diisiik deger ise %100AN+ PGB _invit (22.9) olan grupta Ol¢lilmiis
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olup, b* degerinin gruplar arasinda istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik

goriilmiistir (p<0.05).
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Sekil 4.62: Bugday dane(kirma) renk degerleri (L*,a*,b*). Veriler, ortalama degerleri
gostermekte olup; siitunlar {izerindeki harfler, gruplar arasindaki
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir (p<<0.05).
AN: Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.

4.10.4.14. Protein Oram Tayini (%km)

Deneme gruplarinda olgiilen protein oranlart %23.2 ile %35.95 arasinda degisim
gostermistir (Sekil 4.63). En yiiksek protein igerigi TSR5B-131 grubunda (%35.95)
belirlenirken, en diisiik deger negatif kontrol grubunda (%23.2) belirlendi. %100 AN
uygulanan grupta protein orani %33.16 olarak belirlenirken, ayn1 dozda azot giibresi
iceren ancak MG ile kullanilan grupta ise bu deger %30.91°e diistiigii goriildii. Bu
gruplar arasinda gozlemlenen farklilik istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii
(p<0.05). %75 AN igeren grupta protein oran1 %31.23 olarak belirlenirken ayni doz
azot giibrelemesi ile MG igeren grupta ise bu deger %29.65 oldugu goriildii. Elde
edilen veriler 6zellikle MG igeren uygulamanin, esit azot dozuna ragmen protein
icerigini diislirmesi, azotun bitki tarafindan alimi, metabolik aktiviteleri veya MG’ nin
fizyolojik etkileriyle iliskili olabildigi diisiiniilebilir. %50 AN igeren grupta %27.04
olarak olciilmiisken, ayni doz azot giibrelemesi ile MG igeren grupta ise %27.88 olarak

artis gostererek istatistiksel bakimindan anlaml bir farklilik gériildii (p<0.05). Bu
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durum azotlu giibrelemenin belli dozlarda MG ile kullanilmasinin protein degerini
arttirict yonde rol oynayacagini gostermektedir. %100 AN iceren grupta %33.16
olarak belirlenmisken, TSR3A-34 ve PGB _invit iceren gruplarda ise sirastyla %30.81
ve %32.49 olarak Olgiiliirken, aralarinda istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik
goriilmedi (p>0.05). Bu durum bu izolatlar ile yiiksek diizeyde azotlu giibre
eklenmesinin protein degerlerine etki etmedigini gostermisken TSR5B-129 ve
TSR5B-131 izolatlarini igeren gruplarin sirasiyla protein degerleri %31.41 ve %35.95
olarak saptanmis olup, %100 AN iceren gruba gore protein oranlarinda artis
gosterdikleri ve aralarinda istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir (p<0.05). Bu durum bu izolatlarin yiiksek diizeyde azotlu giibre

eklenmesinin protein degerlerine etki ettigini gostermistir.
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Sekil 4.63: Protein oranlari. Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup; siitunlar
tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugunu gostermektedir (p < 0.05). AN : Amonyum nitrat, MG
: Mikrobiyal giibre.

4.10.4.15. Hektolitre Agirhg:

Deneme gruplart arasinda Hektolitre agirliklart 27.6-71.5 kg/hl arasinda degistigi
goriilmiistiir (Sekil 4.64). En yiiksek Hektolitre agirligi %75AN+MG igeren grupta
goriiliirken, en diisiik ise %100AN+TSR5B-129 igeren grupta belirlendi.%75 AN
iceren grup ile ayni azotlu giibreleme ile Mikrobiyal konsorsiyum igeren grupta

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriildi (p<0.05). %100 AN igeren grup ile
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Konsorsiyum iiyelerinin tekli uygulamalarini iceren gruplar (TSR3A-34 ve TSR5B-
131) arasinda anlamli bir farklilik gériilmezken, TSR5B-129 ve PGB invit igeren tekli

uygulamalarda anlamli diizeyde azalma goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.64: Hektolitre agirliklar1. Veriler, ortalama degerleri gostermekte olup;
siitunlar tizerindeki harfler, gruplar arasindaki istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik oldugunu gostermektedir (p < 0.05). AN :
Amonyum nitrat, MG : Mikrobiyal giibre.
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5. SONUC VE TARTISMA

Ciftciler, politika yapicilar ve arastirmacilar, iklim degisikliginin misirdan sonra
diinyanin en biiyiik ikinci tahil iirlinii olan bugdayin verimliligi iizerindeki potansiyel
etkileri konusunda endise duymaktadir [Zhang vd., 2022]. Kiiresel 1sinma nedeniyle
yagis desenlerindeki degisiklikler, bugdaymn biiyiime asamalarini ve verimini
etkileyebilir [Elahi vd., 2022]. Tiim bu nedenlerden dolayi, bu tez calismasi
kapsaminda Tekirdag Siileymanpasa ilge sinirlarindan 6 hububat ekim alanindan 145
izolat elde edilmis olup 6n tanimlama testleri sonucunda 48 izolatin Bitki biiyiime
tesvik edici 6zellikleri (PGP) bakimindan taranmustir. 48 izolat igerisinde en iyi bitki
biliylime tesvik edici Ozellikleri gosteren 6 izolat belirlenmistir. Se¢ilen 6 izolata
TSR3A-34, TSR4A-51, TSR3B-106, TSR5B-129, TSR5B-131 ve TSR6B-135’¢
16SrDNA ve biyokimyasal testler yapilmis olup sirasiyla olup, tiir bazinda
tanimlanmistir. BLAST sonuglarina gére TSR3A-34 izolat1 %100; TSR4A-51 izolatt
%100; TSR3B-106 izolat1 %97.33; TSR5B-129 %100, TSR5B-131 %95.64 ve
TSR6B-135 %100 benzerlik oranlari olup sirasiyla Stenotrophomonas maltophilia, ;
Bacillus sp.; Pseudomonas koreensis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis ve
Pseudomonas sp. tlrlerinden olusmaktadir. Bitki Bliylime Tesvik edici 6zellerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde TSR3A-34 izolati; S. maltophilia 'min, en etkili
azot fikse edici 6zellige sahip oldugundan mikrobiyal konsorsiyum gruplarina dahil
edilmistir. Bu 6zellik bakimindan diger ¢aligmalar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir
[Park vd., 2005, Awasthi vd., 2011; Gopalakrishnan vd., 2017;Alexander vd.,
2019]. Bacillus sp., en yiiksek indol asetik asit iiretme 6zelligine sahip oldugundan
secilmis olup, bu 6zellik bakimindan 6nceki ¢alisma ile uyumlu oldugu goriilmiistiir
[Shim vd., 2015]. En yiiksek fosfat ¢oziiniirliigiine sahip olan TSR3B-106 izolat1; P.
koreensis, bu 6zelligi nedeniyle mikrobiyal konsorsiyum gruplarina dahil edilmistir.
Bu bulgu, 6nceki bir ¢alismanin sonuglariyla da uyumludur [Blanco-Vargas vd.,
2020]. izolatlar arasinda en belirgin biyofilm iiretme kapasitesine sahip olan TSR5B-
129 izolaty; B. amyloliquefaciens’ in bu sonug ile Wang vd., (2019) tarafindan yapilan
onceki bir ¢aligmayla tutarlidir. En yiiksek siderofor iiretim kapasitesine sahip TSR5B-
131 izolati; B. subtilis olarak belirlenmis olup mikrobiyal konsorsiyum gruplarina
dahil edilmistir ve elde edilen sonuglar onceki ¢alismalarla uyumludur

[Ghazy ve Nahrawy 2020], TSR6B-135 izolati; Pseudomonas sp., en giicli HCN
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tiretim kapasitesine sahip izolat olarak tanimlanmis ve elde edilen sonuglar onceki
calismalarla uyumlu bulunmustur [Ben Zineb vd., 2020; Giiler ve Ogiitcii, 2024].
Mikrobiyal konsorsiyum olusturmanin ilk adimi, konsorsiyum {iyelerinin
uyumlulugunu belirlemektir. Bunun yapilmamasi, antagonistik etkiler nedeniyle
mikrobiyal konsorsiyumlarin etkinligini azaltabilir [Khan vd., 2022]. Bu calismada,
mikrobiyal konsorsiyum gruplari, izolatlar arasinda yapilan uyumluluk testinin
ardindan olusturulmustur. En yiiksek PGP aktivitesine sahip alt1 izolat arasinda yapilan
uyumluluk testi, TSR6B-135 izolat1; Pseudomonas sp.’nin diger izolatlar iizerinde
antagonistik etki gosterdigi gortiilmiistiir. Bu antagonistik etkinin TSR6B-135 izolati;
Pseudomonas sp.’nin giiclii HCN {iretim kapasitesine bagli olabilecegi ve bu nedenle

diger izolatlarla uyumsuz olmasina neden oldugu diisliniilmektedir.

Son yillarda, mikrobiyal konsorsiyumlarla inokiilasyonun, farkli izolatlardan tiireyen
konsorsiyum iiyeleri arasindaki sinerjik etkilesimler nedeniyle tek suslu inokiilasyona
gore daha etkili oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, mikrobiyal konsorsiyum iiyelerinin
tamamlayict Ozellikleri, farkli cevresel faktorlere karsi bir avantaj saglayabilir
[Mamun vd., 2024]. Bu olgu, tek suslu inokiilasyonlarin degisken etkileri ve dis
faktorlerin etkisiyle aciklanabilir [Bradacova vd., 2019]. Toprak mikrobiyal
cesitliligi, dis faktorlerin etkilerini hafifletmede, tarimsal uygulamalarin uzun vadeli
stirdiiriilebilirligini saglamada ve tarimsal faaliyetlerin hizlanmasina yardimci olma
konusunda 6nemli bir rol oynamaktadir [Aguilar-Paredes vd., 2020]. Mikrobiyal
konsorsiyum gruplarina dahil edilmesi planlanan alt1 izolat izerinde uyumluluk testleri
yapilmistir. Uyumluluk testinin tamamlanmasinin ardindan, bes izolat ile 20 farkli
konsorsiyum grubu olusturulmustur. Bu gruplar, ikili, {glii, dortli, besli
konsorsiyumlar ve bir kontrol grubunu igermektedir. Inkiibasyondan alti hafta sonra,
bugday bitkilerinin biiyiime parametreleri degerlendirilmistir. Bugday bitkilerinin
biliylimesindeki onemli artis, PGP izolatlariin dogrudan ve dolayli etkilerine
baglanabilir, ¢ilinkii bu bakteriler bitki biiyiimesini olumlu sekilde etkiler. Sonuglar,
TSR3A-34 izolati; S. maltophilia, TSR5B-129 izolati; B. amyloliquefaciens ve
TSR5B-131 izolati; B. subtilis ’nin bulundugu konsorsiyum grubunda, kontrol
grubuna kiyasla bugday bitkilerinin biiylime parametrelerinde belirgin bir artis
oldugunu gostermektedir. Bugday bitkilerinin biiylimesindeki 6nemli artis, PGP
bakterilerinin dogrudan ve dolayl etkilerinin bir sonucudur ve bu bakteriler bitki

bliytimesini olumlu sekilde etkilemektedir [Olanrewaju vd., 2017]. Konsorsiyumdaki
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azot fikse edici izolatlar, azot alimini artirarak bugday bitkilerinin gévde uzunlugu,
bliytimesi ve klorofil i¢erigini 6nemli 6l¢iide artirmistir. Bu gozlemler, bitkilerin kok
bolgesindeki azot fikse edici bakterilerin, toplam azot igerigini ylikselterek yaprak
biliylimesini tesvik ettigini ve fotosentez iizerinde olumlu bir etki yarattigini
gostermektedir. Ayrica, bu bulgular, yapraktaki azot icerigi ile klorofil miktari
arasinda gii¢clii bir korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir [Bojovi¢ ve Markovi¢,
2009]. Klorofil icerigindeki artis, azot alimindaki yilikselmenin bir sonucu olarak,
TSR3A-34 izolatt; S. maltophilia ve TSR5B-131 izolati; B. subtilis 'nin etkisiyle
iligkili olabilir. Fosfat ¢ozebilme kapasitesine sahip olan TSR5B-131 izolati; B.
subtilis, li¢ izolat1 iceren konsorsiyumda, topraktaki ¢éziinmeyen organik ve inorganik
fosfatlari, bitkilerin erisebilecegi bir forma doniistiirerek bitki biiylimesine katki saglar
[Olanrewaju vd., 2017]. Bacillus tiirleri, su tasima yardimcilar1 ve patojen
mikroplarin biiylimesini baskilayan ekzopolisakkaritler ve sideroforlar iiretir. Ayrica,
zararli iyonlarin hareketini engelleyerek iyon dengesini korurlar [Hashem vd., 2019].
TSR5B-131 izolati; B. subtilis ve TSR5B-129 izolati; B. amyloliquefaciens,’in
biyofilm olusturabilme yetenegine sahip oldugundan, bu da bitkilerin biyotik ve
abiyotik streslere karsi korunmasina etki ederler [Wang vd., 2019]. Bu 6zellikler, bitki
bliylimesini, verimli besin kullanimini ve bitki sagligini destekler [Kumar vd., 2021].
Sonuglar, TSR3A-34 izolat1; S. maltophilia TSR5B-129 izolatt; B. amyloliquefaciens
ve TSR5B-131 izolati; B. subtilis ile olusturulan konsorsiyum uygulamalarinda elde
edilen bugday bitkilerinin biiylime parametrelerindeki sonuglar; kontrol grubuna
kiyasla boy uzunlugu (%4.81), siirgiin kuru agirhigr (%19.3) ve klorofil (SPAD)
iceriginde (%6.06) belirgin artiglar oldugunu gostermektedir. Bu konsorsiyumla
inokiile edilen grupta gozlemlenen biiylime parametrelerindeki belirgin fark, bu

bakteriyel suslar arasindaki sinerjik etkilesimlerine baglanabilir.

Ayrica bu ¢alismada, bugdayda biiylime parametreleri {izerinde etkili olan ii¢ izolat1
(TSR3A-34 izolati; S.maltophilia, TSR5B-129 izolati; B.amyloliquefaciens ve
TSR5B-131 izolati; B.subtilis) igeren Mikrobiyal konsorsiyum grubuna, daha dnce
laboratuvarimizin doku kiiltiirii calismalarinda alev agacindan (Photinia % fraseri
Dress.) izole edilen ve altkiiltiirleme yapmaksizin konukg¢usunun émriinii 16 aya kadar
uzatan ve kiltiir kabinda koklenmesine yardimci olan PGB invit bakterisi de
eklenerek bugday bitki {izerinde verim ve kalite iizerine etkileri calisilmistir. Bu

calisma ile dort adet bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin, hem tek tek hem de
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konsorsiyum halinde, farkli azot giibre konsantrasyonlarinda bugday iiretimi

tizerindeki etkilerini degerlendirmistir.

Azotun, temel bir besin elementi olmakla birlikte, fotosentezde, bitki gelisiminde ve
protein igerigi lizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir [Feyisa vd., 2024; Fathi, 2022;
Uyehara vd., 2024]. Azot uygulamasi ile biiylime parametreleri arasindaki pozitif
korelasyon gdstermesi ile onceki ¢aligsmalardaki sonuglarla uyumlu bulunmus olup,
optimal bitki performansi i¢in yeterli azot arzinin kritik roliinii vurgulanmistir [Luo
vd., 2021; Drobitko ve Kachanova, 2023]. Ayrica, yararli Ozelliklere sahip
mikroorganizmalarin azot fiksasyonu, fito-hormon sentezi, biyofilm tiretimi, siderofor
olusumu ve fosfor ¢ozliniirliigii gibi mekanizmalar ile besin alimininin arttirilmasinda
etkili oldugu gibi, azot miktarimin az oldugu durumlarda bile bitki biiyiimesini
destekledigi bilinmektedir [Aryan vd., 2024; Wang vd., 2020]. PGPR ile muamele
edilen bitkilerde, fotosentetik verimliligi artiran klorofil igeriginin de yiikseldigi

gbzlenmistir, bu da daha yiiksek biyokiitle tiretimine katki saglamaktadir.

Bitki boyu, bugdaylarda verimle ilgili calismalarda 6nemli ve aranilan bir parametre
oldugundan bu siiregte olduk¢a Onemlidir [Mutlu, 2022]. Isik ve toprak altinda
bulunan kaynaklarinin sinirli olmasindan dolayi, bitkilerde rekabet ve hayatta kalma
stratejileri onemli bir durum oldugundan Azotu ve fotosentez icin gerekli 15181n
kullanimim1 optimize etmek amaciyla bitkiler, 1s18a erisimini arttirmak ve
biiylimelerini dengeleyebilmek i¢in kok ve yaprak gelisimini azaltip govde uzamasini
artirarak morfolojik adaptasyonlar gelistirmistirlerdir [Uyehara vd., 2024]. Bu
adaptasyon durumu, azot eksikligi kosullarinda kok, siirgiin ve yaprak yapisinda
degisiklikler yaparak bugdaymn hayatta kalmasin1 saglamaktadir [Wang vd., 2021].
Ayrica, bitki stres durumunda gibberellik asit miktarinin artabilecegi ve bunun da bitki
boyunun uzamasina neden olabilecegi bildirilmistir [Castro-Camba vd., 2022]. Bu
adaptasyon, calismamizdaki negatif kontrol gruplarinin daha uzun bitki boyuna sahip

olmasinin agiklamasi olabilir.

Azot giibresinin bilingli kullanimi, bitki biiylimesini tesvik etme yetenegi sayesinde
irlin verimini 6nemli 6l¢iide etkileyebilir [Kubar vd., 2022]. Sonuglarimiz, azot giibre
uygulamasinin kademeli artis1 ile bitki boyu arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
ve bunun Onceki c¢alismalarla uyumlu oldugunu gostermistir [Luo vd., 2021;

Drobitko ve Kachanova, 2023]. Buna ek olarak, bu ¢alismada azot miktarinin %25

130



ve %50 azaltilmasi, PGPR’nin telafi edici etkileri nedeniyle bitki boyu veya basak
uzunlugunda anlaml diisiislere yol agmamustir. Uygulanan mikrobiyal konsorsiyum,
azot giibrelemesinin neden oldugu toprak asitliginde bitki biiylimesini slirdiirmede
kayda deger bir etkinlik gostermistir. Tek tiir uygulamalarinin etkisizligi, artan toprak
asitligi nedeniyle bakteriyel aktivitenin baskilanmasi ve besin aliminin
engellenmesiyle agiklanabilir [Kumar, 2021; Wang, 2021]. Ancak konsorsiyum,
islevsel olarak tamamlayici liyeleri sayesinde besin kullanilabilirligini artirarak bitki
sagligii desteklemistir [Liu vd., 2023]. Bu durum, mikrobiyal konsorsiyumun azot
seviyesindeki azalmanin olumsuz etkilerini hafifletip besin alim verimliligini

artirabilecegini gostermektedir.

Ilging sekilde, mikrobiyal konsorsiyum ile %75 azot uygulamasi, %50 ve %100 azot
uygulamalarina gore daha {stiin bitki boyu uzamasi saglamistir. Bu sonuglar,
mikrobiyal konsorsiyumun azotla birlikte kullaniminda optimum sonuglar i¢in azot
seviyelerinin iyi ayarlanmasinin onemini ortaya koymaktadir. Ayrica, mikrobiyal
konsorsiyum tiyelerinin tek tek uygulanmasi durumunda gézlenen daha belirgin bitki
boyu azalmalari, konsorsiyum sinerjisinin 6nemini vurgulamaktadir; ¢linkii birlesik
mikrobiyal topluluk, bireysel izolatlara gore daha genis bir faydali fonksiyon yelpazesi

sunmaktadir.

Ayrica, bulgular azot uygulamasi arttikga protein igeriginde de tutarli bir artis
oldugunu gostermistir ve bu, azot mevcudiyeti ile dane kalitesi arasindaki olumlu
iligkiyi dogrulamaktadir [Wang vd., 2021]. Mikrobiyal giibre ve azot giibrelerinin
birlikte kullanimi, verim ve kaliteyi artirirken c¢evresel etkileri azaltmaya yonelik
stirdiiriilebilir bir strateji sunmaktadir. Bu caligmadaki bugday danelerinin renk
parametreleri (L*, a* ve b*) tedavilerden onemli Olgiide etkilenmistir. Bacillus
tirlerinin, azot alimmi artirarak klorofil icerigini yiikselttigi bilinmektedir
[Hosseinzadeh vd., 2011]. Calismamizda, negatif kontrol grubunda L* (parlaklik)
degerleri en yiiksek olup danelerin daha parlak oldugunu gostermistir. PGPR ve azot
tedavileri ise L* degerlerinde hafif azalma yaparak danelerin daha koyu renk almasina
neden olmustur ve bu sonucglar O6nceki bulgularla uyumludur. Kirmizilik (a*)
degerlerinde kiiciik degisiklikler gozlenmis, Mikrobiyal giibre ile muamele edilen
daneler biraz daha az kirmizi pigmentasyon gostermistir. Bu  durum,

mikroorganizmalarin azot degiskenligi altinda pigmentasyon dengesinde rol
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oynadigim1  diisiindiirmektedir.  Benzer  sekilde, sarilik  (b*)  degerleri
mikroorganizmalarin uygulandig1 gruplarda kontrol grubuna gore biraz daha diisiik
bulunmus, muhtemelen mikroorganizmalara bagli olarak karotenoid sentezi yollarinda
degisikliklerin etkisiyle iliskilendirilebilir. Bu renk parametrelerindeki degisiklikler,
Mikrobiyal giibre ve azot uygulamalarinin bugday danelerinin gorsel ve isleme

ozelliklerini etkileyebilecek ince biyokimyasal ve fizyolojik etkilerini gostermektedir.

Sonuglar ayrica, mikrobiyal konsorsiyumlarin 6zellikle azot seviyesinin azaltildigi
durumlarda hektolitre agirligim iyilestirmede etkili oldugunu gostermektedir. Ote
yandan, tam doz azot altinda belirli mikrobiyal suslarin uygulanmasi, hektolitre
agirliginin hedefe yonelik artirilmasini saglamig ve performans susa bagli olarak
onemli farkliliklar gostermistir. Bu bulgular, azot yonetimi stratejilerine uygun
mikrobiyal uygulamalar se¢iminin dane kalitesini optimize etmek acgisindan dnemini

ortaya koymaktadir.

Bagak uzunlugu genetik faktorlerle belirlenir ve gevresel etkilerden nispeten daha
hassastir [Galindo vd., 2017; Wang vd., 2023a]. Bu ¢alisma, tek bir Triticum durum
desf. (Eminbey durum bugday1) ¢esidi kullanilarak gerceklestirilmis ve uygulamalar

arasinda basak uzunlugunda anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Basak sayis1 ve basaktaki basakcik sayisinin bugday verimliliginin 6nemli bilesenleri
oldugu ve azot uygulamasiyla arttig1 bildirilmistir [Aryan vd., 2024]. Literatiire gore,
azot uygulamalarinin kademeli artisi ile basak sayis1 arasinda pozitif korelasyon vardir
[Jamaati-e-Somarin vd., 2010; Wang vd., 2023a; Afroz vd., 2024; Aryan vd.,
2024; Mu vd., 2024]. Mevcut ¢alisma da azot uygulamasinin, %100 N giibreli tedavi
gruplarinda bagak sayisinda artig sagladigini gostermistir; ancak %50 ve %100 N
giibreleme gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bu
durum, bugday bitkisinin azot alim kapasitesindeki dogal sinirlamalara baglanabilir.
Lamichhane vd., (2021)’nin yapmis oldugu ¢alismada uygulanan azotun %30-50'sinin
bitki tarafindan emilebildigini, geri kalaninin su kaynaklarina veya atmosfere karisarak

cevre kirliligine yol agabilecegini bildirmistir.

Ayn1 zamanda, bayrak yaprak alaninin dane azotuna dnemli katki sagladigi; , basaklar
ve govdelerin de azot stresi durumlarinda dane azotuna katkida bulunabildigi
raporlanmistir [Sanchez-Bragado vd., 2017; Ju vd., 2022]. Literatiirde, artan azot

alimina bagli olarak bayrak yaprak alaninda kademeli bir artig gézlenmistir [Kumari,
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2011; Yang vd., 2018]. Bizim sonuglarimiz dnceki c¢alismalarla uyumlu olmakla
birlikte, %100 N giibre uygulanan grupta bayrak yaprak alaninda beklenen artis yerine
azalma gozlenmistir. Bu durum, bugdayin azotu 6ncelikle bitki boyu, kok gelisimi ve
dane verimini artirmak i¢in kullanmais olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayni zamanda,
bayrak yaprak azot aliminin daha sinirli olmasi ve fotosentez iirlinii yetersizligi

nedeniyle yaprak alaninin kii¢lilmiis olmasi olasidir.

Danelerdeki azot birikiminin, protein igerigi ile glutenin ve gliadin seviyeleri tizerinde
pozitif etkisi oldugu gosterilmistir [Mariem vd., 2020]. Gluten, elastik yapinin
saglanmasindan; gliadin ise esnekligin saglanmasindan sorumludur [Hao vd., 2023].
Dane sertligi, genetik faktorler ve nisasta graniilleri ile protein matrisi arasindaki
etkilesimle belirlenir ve artan azot alimiyla protein igerigi ve protein esnekliginin
artmasi nedeniyle azalir [Shevkani vd., 2024]. Bu ¢calismada, artan azot uygulamasiyla
dane sertligi degerleri azalmig ve bu, protein igeriginin yiikselmesi ve glutenin-gliadin
kaynakli esnekligin artmastyla uyumlu bulunmustur. Mikrobiyal konsorsiyum
tiyelerinin uygulandig1 tedavilerde dane sertligi tam doz azot tedavilerine kiyasla
hafifce azalmis, ancak TSR5B-129 izolati; B.amyloliquefaciens i¢in bu fark
istatistiksel olarak anlamli olmamuistir. Bu durum, tedaviler arasinda azot alimi ile
protein igerigi arasinda potansiyel pozitif bir iliski oldugunu diistindiirmektedir.
Ozellikle TSR5B-131 izolati; B.subtilis uygulamasinda protein igeriginde anlamli bir
artis gézlenmistir. Bu artis, diisiik basak yogunlugu, azalmis besin rekabeti ve TSR5B-
131'in giiclii siderofor {retimiyle, demir alimini rekabet eden patojenlerden
sinirlayarak azot kullanimini artirmasi ile agiklanabilir. Mikrobiyal konsorsiyum
uygulamalarinda, azot giibresi %25 azaltildiginda basak sayisinda anlamli bir fark

gozlenmezken, %50 azot azaltiminda basak sayisinda %34.2 azalma gozlenmistir.

Bugday, giibreleme miktar1 agisindan en yiiksek azot girdisi gerektiren tahillar
arasinda yer almaktadir. Azotun miktari, uygulama siklig1 ve yontemi, bugdayin
biyokiitle ve dane verimini énemli dlgiide etkileyebilir [Aryan vd., 2024]. Onceki bir
calismada [Parunandi vd., 2023], azot miktarinin %25 azaltilmasinin 6nemli bir fark
yaratmadig1 belirtilmis ve mikrobiyal giibrelerle kullanilacak azot miktarinin hassas

sekilde ayarlanmasi gerektigi vurgulanmastir.

Dane c¢ap1 ve 1000 dane agirligi karsilastirildiginda, azot giibresi uygulanmayan

negatif kontrol grubunun bu degerlerde daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu
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durumun, bu grubun daha yiiksek karbon-azot (C/N) oranina bagl olarak glikoz ve
nisasta sentezini desteklemesinden kaynaklandig1 distiniilmektedir. Ancak bu grup,
tiim uygulamalar arasinda en diisiik protein igerigine sahip olmustur. Bu bulgular,
onceki aragtirmalarla uyumludur [Wang vd., 2021]. Azot seviyeleri arttikca, dane ¢ap1

ve 1000 dane agirlig1 azalirken protein icerigi kademeli olarak artmustir .

Bu caligmada, negatif kontrol ve azotlu giibre gruplarinda hektolitre agirliginda
azalmalar gozlenmistir; bu durumun, artan azot alimiyla birlikte C/N oraninin
degismesinden kaynaklandigi ve bunun danelerdeki seker ve nisasta igerigini azaltarak
hektolitre agirligini olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. ilging sekilde, %25
azaltilmis azot uygulamasi ile mikrobiyal konsorsiyum tedavisi, tam doz azot grubuna
kiyasla gelistirilmis hektolitre agirligi gostermistir. Bu iyilesme, mikrobiyal
konsorsiyumun azotu verimli kullanmas1 ve bdylece dane dolumunu, dane ¢aplarini

ve dane homojenligini artirmasi ile iliskilendirilebilir.

Sonug olarak, olusturulan Mikrobiyal konsorsiyumun %75 AN ile Mikrobiyal Giibre
kullaniminin Bitki boyu (%8.36), Basak sayis1 (%64.2), dane ¢ap1 (%10.8), 1000 dane
agirhigr (%5.70) ve Hektolitre agirlig1 (%33.1) 'nda anlamli derecede artis sagladigi
goriildii (p<0.05). Ayrica, mikrobiyal gilibrenin, tek suslu uygulamalara gore daha
etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar siirdiiriilebilir tarimda kimyasal giibre
ithtiyacinin azaltilabilecegini ve mikrobiyal konsorsiyumlarin etkili bir biyogiibre

alternatifi olabilecegini gdstermektedir.
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5.1. Gelecek Ongoriileri

Calisma kapsaminda Bitki bliyiime tesvik edici 6zellikler bakimindan 6 izolat elde
edilmistir. In vitro kosullarda capraz ¢izgi (cross-streak) yontemi ile uyumlu izolatlar
secilerek antagonistik etkilerin basarili bir sekilde azaltilmasinin ardindan, uyumsuz
izolatlar elimine edilerek in vivo kosullarda sinerjik etkilerin tesvik edilmesi
saglanmistir. Ancak, yalmizca bu yaklasimin bitki-bakteri etkilesimlerine dair
kapsamli bir anlayis saglamadigina dikkat edilmelidir. Daha derinlemesine bir bilgi
edinmek i¢in, bu etkilesimler hakkinda daha kapsamli bilgiler saglayabilen gesitli
omik teknolojilerinin kullanilmasi gerekmektedir [Jain vd., 2024]. Bunlar arasinda,
metagenomik teknolojiler, farkli kosullar altinda bitki-bakteri etkilesimlerini
aciklamak ve temel mekanizmalar1 ortaya koymak i¢in 6nemli bir aragtir [Jagadesh
vd., 2024]. Bu teknolojiler ile antagonistik etkilerin azaltilmasina ve mikroorganizma
konsorsiyumlarinin uzun vadeli stabilite ve islevselliginin izlenmesine yardimci
olabilir. Ayrica bu izolatlarin laboratuvar kosullarinda ve sera kosullarinda yararh
etkileri belirlenmis olsa da tarla kosullarinda da yapilacak ¢aligmalar ile izolatlarin
etkinligini belirleme acisindan Onemlidir. Olusturulan  konsorsiyumlar bugday
bitkisinde biiyilime, verim ve kalite agisindan degerlendigi gibi bagka bitkiler iizerinde

etkinliklerinin belirlenmesi agisindan ¢aligmalarin olmas1 gerekli olabilir.

Ayrica bu c¢alismada, mikrobiyal konsorsiyumlarin kimyasal giibre kullanimini
azaltirken bitki biiylimesini koruyan veya artiran siirdiiriilebilir araclar olarak
potansiyelini vurgulanmakta olup, etkilesim mekanizmalarinin daha derinlemesine
anlasilmasi ve konsorsiyum bilesimi ile uygulama oranlarinin maksimum agronomik
fayda saglamak amaciyla optimize edilmesi i¢in daha ileri diizey arastirmalara ihtiyag

duyuldugunu ortaya koymaktadir.
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EKLER

EK-A : izolatlarin Koloni Morfolojileri

Tablo A.1: izolatlarin koloni morfolojileri.

izolat

Lokasyon Renk Kenar | Yiikselti | Doku Sekil
numarasi

1 1. Krem Diiz Tiimsek |Mukoid | Yuvarlak
2 1. Krem Diiz Tiimsek | Parlak | Yuvarlak
3 1. Krem Kivrimli | Tiimsek |Mukoid | Yuvarlak
4 1. Krem Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
5 1. Opak Kivrimli | Timsek | Parlak | Yuvarlak
6 1. Krem Kivrimli | Tiimsek Mat | Yuvarlak
7 1. Beyaz Kivrimli | Tiimsek Mat Uzamis
8 1. Krem Diiz Diiz Mukoid | Yuvarlak
9 1. Beyaz Kivrimli| Topuzlu | Parlak | Yuvarlak
10 1. Krem Kivrimli | Tiimsek |Mukoid| Uzamis
11 1. Krem Diiz Tilimsek Mat | Yuvarlak
12 1. Beyaz Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
13 1. Krem Diiz Tilimsek Mat | Yuvarlak
14 1. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
15 1. Beyaz Disli Timsek |Mukoid| Uzamis
16 1. Krem Diiz Timsek |Mukoid| Uzamis
17 2. Beyaz Diiz Tiimsek |Mukoid| Yuvarlak
18 2. Beyaz Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
19 2. Krem Kivrimli | Tiimsek Mat | Yuvarlak
20 2. Krem Diiz Tiimsek | Parlak | Yuvarlak
21 2. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
22 2. Krem Kivrimli| Topuzlu | Mat | Yuvarlak
23 2. Beyaz Diiz Diiz Mukoid | Diizensiz
24 2. Beyaz Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
25 2. Krem Diiz Diiz Mat | Diizensiz
26 3. Beyaz Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
27 3. Krem Diiz Diiz Parlak | Diizensiz
28 3. Beyaz Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
29 3. Opak Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
30 3. Opak Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
31 3. Beyaz Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
32 3. Krem Kivrimli| Topuzlu | Mat | Uzamis
33 3. Krem Kivrimli | Kabarik | Parlak | Uzamig

155




Tablo A.1 : Devam.

34 3. Sarimsi Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
35 3. Krem Loplu | Topuzlu | Mat | Diizensiz
36 3. Krem Kivriml Diiz Parlak | Yuvarlak
37 3. Krem Diiz Topuzlu | Mat | Diizensiz
38 3. Krem Kivriml Diiz Parlak | Diizensiz
39 3. Krem Diiz Diiz Mat | Diizensiz
40 3. Krem Dalgal1 Diiz Mat | Uzamis
41 3. Krem Kivrimli| Tiimsek | Mat | Ipliksi
42 3. Krem Dalgali Diiz Mat | Diizensiz
43 3. Krem Diiz Diiz Mat Uzamis
44 3. Krem Diiz Diiz Mat | Diizensiz
45 3. Krem Diiz Diiz Mat Uzamis
46 3. Beyaz Dalgali Diiz Parlak | Yuvarlak
47 4. Krem Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
48 4. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
49 4, Krem Kivriml Diiz Parlak | Diizensiz
50 4. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
51 4, Krem Kivrimli| Timsek Mat | Diizensiz
52 4, Krem Kivriml Diiz Mat | Diizensiz
53 4. Krem Kivrimli | Topuzlu Mat | Yuvarlak
54 4. Krem Krvrimli Diiz Mat Uzamis
55 5. Krem Kivrimli | Topuzlu Mat | Yuvarlak
56 5. Krem Diiz Kabarik | Parlak | Yuvarlak
57 5. Krem/sarims1| Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
58 5. Krem Diiz Kabarik Mat | Yuvarlak
59 5. Krem Loplu | Timsek Mat Uzamis
60 5. Krem Diiz Diiz Parlak | Diizensiz
61 5. Krem Diiz Timsek Mat Uzamis
62 5. Krem Kivrimli| Tiimsek |Parlak | Diizensiz
63 5. Krem/sarimsi | Diiz Diiz Parlak | Diizensiz
64 5. Krem Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
65 5. Krem Diiz Topuzlu | Mat |Diizensiz
66 5. Krem Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
67 5. Krem Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
68 5. Krem Diiz Topuzlu Mat | Diizensiz
69 5. Krem Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
70 5. Krem Kivrimli| Tiimsek Mat | Yuvarlak
71 5. Krem Kivriml Diiz Mat Uzamisg
72 6. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
73 6. Krem/sarims1| Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
74 6. Krem Diiz Tiimsek Mat | Yuvarlak
75 6. Krem Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
76 6. Krem Diiz | Tiimsek Mat | Diizensiz
77 6. Krem Diiz Tiimsek Mat | Diizensiz
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Tablo A.1: Devam.

78 6. Krem Diiz Timsek Mat | Yuvarlak
79 6. Krem Diiz Tiimsek | Parlak | Uzamis
80 6. Krem Diiz Tiimsek Mat Uzamis
81 6. Krem Kivrimli| Topuzlu | Mat | Yuvarlak
82 6. Krem Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
83 1. Krem Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
84 1. Krem Kivriml Diiz Mat | Diizensiz
85 1. Krem Diiz Timsek | Parlak | Diizensiz
86 1. Krem Diiz Timsek Mat | Yuvarlak
87 1. Krem Diiz Diiz Parlak | Diizensiz
88 1. Krem Loplu | Timsek Mat | Diizensiz
89 1. Krem Loplu Diiz Mat | Diizensiz
90 1. Krem Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
91 1. Opak Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
92 1. Opak Diiz Diiz Parlak | Nokta
93 2. Opak Diiz Diiz Parlak | Nokta
94 2. Krem Diiz Timsek Mat |Diizensiz
95 2. Opak Diiz Diiz Parlak | Diizensiz
96 2. Krem Kivriml Diiz Mat | Diizensiz
97 2. Krem Kivriml Diiz Mat | Diizensiz
98 2. Krem Diiz Diiz Parlak | Nokta
99 2. Krem Diiz Diiz Mat | Diizensiz
100 2. Krem Diiz Diiz Mat | Diizensiz
101 2. Krem Ipliksi Diiz Mat | Diizensiz
102 2. Krem Kivrimli| Topuzlu | Mat | Diizensiz
103 2. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
104 2. Krem Loplu | Topuzlu | Mat | Diizensiz
105 3. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
106 3. Krem Diiz Timsek |Parlak | Yuvarlak
107 3. Krem Loplu | Topuzlu | Mat | Diizensiz
108 3. Krem Ipliksi | Tiimsek | Mat | Diizensiz
109 3. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
110 3. Krem Diiz Diiz Parlak | Uzamig
111 3. Krem Kivrimh Diiz Mat | Diizensiz
112 3. Krem Kivriml Diiz Mat | Diizensiz
113 3. Krem Diiz Topuzlu | Mat | Diizensiz
114 3. Krem Loplu | Timsek | Mat | Yuvarlak
115 3. Beyaz Diiz Diz Parlak | Yuvarlak
116 4. Krem Diiz Timsek | Parlak | Yuvarlak
117 4. Krem Kivrimli| Tiimsek Mat | Yuvarlak
118 4. Krem Loplu | Timsek | Mat | Yuvarlak
119 4. Krem Diiz Tiimsek Mat | Yuvarlak
120 4. Krem Diiz Timsek | Mat | Yuvarlak
121 4, Krem Diiz Timsek Mat | Diizensiz
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Tablo A.1: Devam.

122 5. Krem Kivrimli| Timsek | Mat | Diizensiz
123 5. Krem Loplu Diiz Mat | Diizensiz
124 5. Krem Loplu Diiz Parlak | Diizensiz
125 5. Krem Kivrimli| Topuzlu | Mat | Diizensiz
126 5. Krem Diiz Tiimsek | Parlak | Diizensiz
127 5. Krem Loplu Diiz Mat | Diizensiz
128 5. Krem Diiz Tiimsek | Mat | Diizensiz
129 5. Krem Loplu Diiz Mat | Diizensiz
130 5. Krem Kivrimli Diiz Mat | Yuvarlak
131 5. Krem Diiz Tiimsek | Mat | Diizensiz
132 5. Krem Loplu Diiz Mat | Diizensiz
133 6. Krem Diiz Diiz Mat | Yuvarlak
134 6. Krem Ipliksi Diiz Mat | Yuvarlak
135 6. Krem Diiz Diiz Parlak | Yuvarlak
136 6. Krem Diiz Timsek | Parlak | Diizensiz
137 6. Krem Loplu Diiz Mat | Yuvarlak
138 6. Krem Krvrimli Diiz Mat | Diizensiz
139 6. Krem Ipliksi Diiz Mat Rizoid

140 6. Opak Diiz Diiz Parlak | Diizensiz
141 6. Krem Ipliksi Diiz Mat | Diizensiz
142 6. Krem Diiz Tiimsek | Mat | Yuvarlak
143 6. Krem Diiz Tiimsek | Parlak | Yuvarlak
144 6. Krem Ipliksi | Tiimsek | Mat Rizoid

145 6. Beyaz Diiz Timsek | Mat | Yuvarlak
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EK-B: izolatlarin On Tanimlama Test Sonuclari

Tablo B.1: 37°C’de izole edilen suslarin 6n tanimlama test sonuglari.

Izolat 1zolat Gram Spor Oksidaz | Katalaz
numarasi kodu boyama | boyama
1 TSR1A-1 | Basil/ (-) - - +
2 TSR1A-2 Kok / (-) - - +++
3 TSR1A-3 Kok / (-) - + ++
4 TSR1A-4 | Basil/ (+) + - +
5 TSR1A-5 | Basil/ (-) - + -
6 TSR1A-6 | Basil/ () + + -
7 TSR1A-7 | Basil/ (+) + + +++
8 TSR1A-8 | Basil/ (-) - + +
9 TSR1A-9 | Basil/ (-) - + ++
10 TSR1A-10 | Basil/(-) - - +
11 TSR1A-11 | Basil/ (+) - - +
12 TSR1A-12 | Basil/ (+) - - +
13 TSRI1A-13 | Basil/ () - - +
14 TSR1A-14 | Basil/ (-) - - +
15 TSR1A-15 | Basil/ (-) - - ++
16 TSRIA-16 | Kok/(+) - + ++
17 TSR2A-17 | Basil/ (+) - Eb +
18 TSR2A-18 | Basil/(-) - + +++
19 TSR2A-19 | Basil/ (+) + + -
20 TSR2A-20 | Basil/ () - - ++
21 TSR2A-21 | Basil/ (+) - +
22 TSR2A-22 | Basil/ () - ++
23 TSR2A-23 | Basil/ (+) - - +
24 TSR2A-24 | Basil/(+) + - -
25 TSR2A-25 | Basil/ (+) + + -
26 TSR3A-26 | Basil/ (+) + + +
27 TSR3A-27 | Basil/ (+) + + -
28 TSR3A-28 | Basil/(-) - + ++
29 TSR3A-29 | Basil/(+) + - ++
30 TSR3A-30 | Basil/ (+) + - -
31 TSR3A-31 | Basil/ () - + +++
32 TSR3A-32 | Basil/ (-) - + ++-+
33 TSR3A-33 | Basil/ (4) - - -
34 TSR3A-34 | Basil/ () - + ++
35 TSR3A-35 | Basil/ (+) + - -
36 TSR3A-36 | Basil /(1) + - ++
37 TSR3A-37 | Basil/ (+) + + +++
38 TSR3A-38 | Basil/ () - - -
39 TSR3A-39 | Basil/ (+) - -
40 TSR3A-40 | Basil/(-) - + +++
41 TSR3A-41 | Basil/ () - - +++
42 TSR3A-42 | Basil/ (+) - - +
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Tablo B.1: Devam.

43 TSR3A-43 | Basil/(-) - - +
44 TSR3A-44 | Basil/ (1) - - +
45 TSR3A-45 | Basil/ () - - +
46 TSR3A-46 | Basil/(-) - - +
47 TSR4A-47 | Basil/ (-) - + -
48 TSR4A-48 | Basil/ (+) - - +
49 TSR4A-49 | Basil/ (-) - + +
50 TSR4A-50 | Basil/ () - - +
51 TSR4A-51 | Basil/ () + - +
52 TSR4A-52 | Basil/ () - - +
53 TSR4A-53 | Basil/ () + - +
54 TSR4A-54 | Basil/(+) - - +++
55 TSRS5SA-55 | Basil/(-) - - ++
56 TSR5A-56 | Basil/ (+) + + ++
57 TSRS5A-57 | Basil/ () - - ++
58 TSR5A-58 | Basil/ () il - ++
59 TSRS5A-59 | Basil/ () - - ++
60 TSR5A-60 | Basil/ () - - +
61 TSR5A-61 Basil / () - - +H+
62 TSR5A-62 | Basil/ (-) - - ++
63 TSR5A-63 | Basil/(-) - - +
64 TSR5A-64 | Basil/(-) - - ++
65 TSR5A-65 | Basil/(+) - +
66 TSR5A-66 | Basil/ (1) - - +
67 TSR5A-67 | Basil/ (1) - - +
68 TSR5A-68 | Basil/(+) - + +
69 TSR5A-69 | Basil/ (1) - + +
70 TSR5A-70 | Basil/(+) + - +
71 TSR5A-71 | Basil/ () + - +
72 TSR6A-72 | Basil /(1) - + +
73 TSR6A-73 | Basil/ (+) + - -
74 TSR6A-74 | Basil/ (1) + - +
75 TSR6A-75 | Basil/(+) + - +
76 TSR6A-76 | Basil/(+) - - +
77 TSR6A-77 | Basil/ (+) - + ++
78 TSR6A-78 | Basil/ () + - ++
79 TSR6A-79 | Basil/ () + - ++
80 TSR6A-80 | Basil/ (-) - - ++
81 TSR6A-81 Basil / (-) - - ++
82 TSR6A-82 | Basil/ (-) - - ++
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Tablo B.2: 30°C’de izole edilen suslarin 6n tanimlama test sonuglari.

83 TSRIB-83 | Basil/ (+) - - ++
84 TSR1B-84 | Basil/(+) - + ++
85 TSRIB-85 | Basil/(-) - + ++
86 TSR1B-86 | Basil/(-) - + +
87 TSRIB-87 | Basil/(-) - - +++
88 TSRI1B-88 | Basil/(+) - - -+
89 TSRIB-89 | Basil/(+) - - ++
90 TSR1B-90 | Basil/(+) + - +
91 TSRIB-91 | Basil/(-) - + ++
92 TSRIB-92 | Basil/(-) - + +++
93 TSR2B-93 | Basil/(-) - + 4+
94 TSR2B-94 | Basil/ (+) + - +
95 TSR2B-95 Basil / (-) - + 4+
96 TSR2B-96 | Basil/(+) + - +
97 TSR2B-97 | Basil/ (+) ’ 4 +
98 TSR2B-98 Basil / (-) - + +++
99 TSR2B-99 | Basil/ (+) - - +
100 TSR2B-100 | Basil/(-) - - +++
101 TSR2B-101 | Basil/ (+) - ++
102 TSR2B-102 | Basil/ (-) - - +
103 TSR2B-103 | Basil /() - + +++
104 TSR2B-104 | Basil/(-) . 3 +
105 TSR2B-105 | Basil / (+) + + +++
106 TSR3B-106 | Basil/(-) + + +++
107 TSR3B-107 | Basil/(-) - - ++
108 TSR3B-108 | Basil/(+) - + ++
109 TSR3B-109 | Kok /(-) - - +++
110 TSR3B-110 | Basil/ () - + +++
111 TSR3B-111 | Basil/ (+) - - ++
112 TSR3B-112 | Basil/ (+) + - +
113 TSR3B-113 | Basil/ () - +
114 TSR3B-114 | Basil/ (+) - - +++
115 TSR3B-115 | Basil/ (+) + - -
116 TSR4B-116 | Basil/(-) - + +++
117 TSR4B-117 | Basil/ (+) + + +++
118 TSR4B-118 | Basil / (+) + - +++
119 TSR4B-119 | Basil/ (+) + - +
120 TSR4B-120 | Basil/ (+) + - -
121 TSR4B-121 | Basil/(-) - + +++
122 TSR5B-122 | Basil/ () - + +++
123 TSR5B-123 | Basil / (+) + - +++
124 TSR5B-124 | Basil / (+) + - +++
125 TSR5B-125 | Basil / (+) + - +
126 TSR5B-126 | Basil / (+) - - +++
127 TSR5B-127 | Basil / (+) - - +++
128 TSR5B-128 | Basil/ (-) - - +
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Tablo B.2: Devam.

129 | TSR5B-129 | Basil / (+) n +
130 | TSR5B-130 | Basil / (+) T +
131 | TSR5B-131 | Basil / () + +
132 | TSR5B-132 | Basil / () + T+
133 | TSR6B-133 | Basil/ () - T+
134 | TSR6B-134 | Basil / () + T+
135 | TSR6B-135 | Basil / (+) + o+
136 | TSR6B-136 | Kok /(+) ] -
137 | TSR6B-137 | Basil / (+) - +
138 | TSR6B-138 | Basil / (+) - o+
139 | TSR6B-139 | Basil / (+) ] -
140 | TSR6B-140 | Basil/ () - +
141 | TSR6B-141 | Basil / (+) n +
142 | TSR6B-142 | Basil/ () ] -
143 | TSR6B-143 | Basil/ () - -
144 | TSR6B-144 | Basil / (+) n +
145 | TSR6B-145 | Basil/ () T +
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