T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

£

AN, A
65 1982 ~
MLER| EN

Kaya Dagarcigr ve Cam Dagarcigi Endemik Bitkilerine Ait Bitki Biiyiimesini
Tesvik Eden Bakterilerin Tanimlanmasi

Fikriye Mehtap SEN

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJIi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

SUBAT 2024

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

£

AN, A
65 1982 ~
MLER| EN

Kaya Dagarcigr ve Cam Dagarcigi Endemik Bitkilerine Ait Bitki Biiyiimesini
Tesvik Eden Bakterilerin Tanimlanmasi

Fikriye Mehtap SEN

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJIi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

SUBAT 2024

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Kaya Dagarcigl ve Cam Dagarcigi Endemik Bitkilerine Ait Bitki Biiyiimesini
Tesvik Eden Bakterilerin Tanimlanmasi

Fikriye Mehtap SEN
BiYOLOJI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan FYL-2022-5924 nolu proje ile desteklenmistir.

SUBAT 2024



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Kaya Dagarcig1 ve Cam Dagarcigi Endemik Bitkilerine Ait Bitki Biiyiimesini
Tesvik Eden Bakterilerin Tanimlanmasi

Fikriye Mehtap SEN
BiYOLOJI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez 19/02/2024 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK (Danigman)
Prof. Dr. Ahmet AKSOY
Dr. Ogr. Uyesi Tugba OZAKTAS



OZET

Kaya Dagarcigi ve Cam Dagarcigi Endemik Bitkilerine Ait Bitki Biiyiimesini
Tesvik Eden Bakterilerin Tanimlanmasi

Fikriye Mehtap SEN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK
Subat 2024; 62 sayfa

Diinya niifusunda meydana gelen artis nedeniyle mevcut gida {iretiminin
insanlarin beslenmesi i¢in yetersiz hale gelecegi ongoriilmektedir ve beslenme ihtiyacinin
karsilanmasinda tarmmsal verimliligin arttirilmasi ¢ok Onemli bir faktor olarak yer
almaktadir. Ancak giliniimiizde biyotik (patojenler, yabanci otlar vb.) ve abiyotik
(tuzluluk, kuraklik vb.) stres faktorleri tarimda verimin ve kalitenin diismesine neden
olmaktadir. Bunun yani sira tarimda verimi arttirmak igin bilingsiz olarak kullanilan
kimyasallar ¢evre kirliligine, dogal dengenin bozulmasima ve mikroorganizmalarin zarar
gormesine neden olmaktadir. Bahsettigimiz artan gida talebini karsilamak igin farkli
stratejilere ve yaklasimlara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Bakteriler topragin hayati bilesenleri olup toprak ekosisteminde besin doniisiimii
gibi bir¢ok biyolojik siirece katilmaktadirlar. Bakteriler bitki blylime dizenleyicileri
olarak bilinen fosfat, siderefor, 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaz,
indol-3 asetik asit (IAA) tretimi, bitkilerin fitopaojenlere karsi korunmasi ve
ksenobiyotiklerin (pestisitler gibi) pargalanmasi gibi bir¢ok mekanizma ile bitki
gelisimine katkida bulunmaktadir. Bu bakteriler bitkinin kok, yaprak ve govde gibi
kisimlarinda bulunup Bitki Bliylimesini Tesvik Eden Bakteriler (Plant Growth Promoting
Bacteria, PGPB) olarak isimlendirilmektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda serpantin topraklarda yetisen Cam Dagarcigi
(Noccaea cariensis) Parolly, Nordt & Aytac ve Kaya Dagarcigi Ayta¢ (Noccaea
camlikensis), Nordt & Paroly bitkilerinden endofitik bakterilerin ve rizobakterilerin
izolasyonu yapilmistir. izole edilen bu bakterilerin siderofor tretimleri, fosfat ¢ozme
kapasiteleri, ACC deaminaz aktiviteleri ve IAA {iretime kapasiteleri arastirilarak
bakterilerin PGPB &zelligi degerlendirilmistir. ilaveten bu bakterilerin ¢ogunlugunun
imipenem, tetrasiklin, kanamisin ve kloromfenikol antibiyotikleri ile nikel, aliminyum,
krom ve bakir agir metallerine karsi direng gosterdigi belirlenmistir. Yapilan testler
sonucunda PGPB ozelligi gosteren 49 koloni secilmis ve bunlarin molekiler
tanimlamalar1 16S rRNA gen bolgelerinin DNA dizi analizi yapilarak ve ayni bolgeye ait
proteinlerin lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamanl kiitle spektrometresi (MALDI-
TOF) kullanilarak yapilmistir. Tanimlama sonucunda izole edilen bakterilerin
Pseudomonas, Pantoea, Peribacillus, Priestia, Bacillus ve Gottfriedia cinslerine ait
oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: ACC deaminaz, Fosfat ¢oziiniirliigii, Indol iiretimi,
Noccaea camlikensis, Noccaea cariensis, PGPB, Siderofor Uiretimi
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ABSTRACT

Identification of Plant Growth Promoting Bacteria from Kaya Dagarcigi and Cam
Dagarcigi Endemic Plants
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu Emine TEFON OZTURK
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Due to the increase in the world population, it is predicted that current food
production will no longer be sufficient to feed people, and increasing agricultural
productivity is a very important factor in meeting nutritional needs. Nowadays, however,
biotic (pathogens, weeds, etc.) and abiotic (salinity, drought, etc.) stress factors are
leading to a decline in agricultural productivity and quality. In addition, chemicals used
unconsciously to increase agricultural productivity led to environmental pollution,
disruption of the natural balance and damage to microorganisms. Various strategies and
approaches are required to meet the increasing demand for food mentioned above.

Bacteria are vital components of the soil and are involved in many biological
processes such as nutrient transformation in the soil ecosystem. Bacteria contribute to
plant development through many mechanisms such as the production of phosphate,
siderephore, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, indole-3 acetic acid
(IAA), known as plant growth regulators, protection of plants from phytopathogens and
degradation of xenobiotics (such as pesticides). These bacteria are found in parts of the
plant such as roots, leaves and stems known as Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB).

Within the scope of this thesis study, endophytic bacteria and rhizobacteria were
isolated from Cam Dagarcigi (Noccaea cariensis) Parolly, Nordt & Aytac and Kaya
Dagarcigi Aytac (Noccaea camlikensis), Nordt & Paroly plants grown in serpentine soil.
The siderophore production, phosphate solubilisation capacity, ACC deaminase activity,
and 1AA production capacity of these isolated bacteria were investigated and the PGPB
property of the bacteria was evaluated. Additionally, most of these bacteria were found
to be resistant to the antibiotics imipenem, tetracycline, kanamycin, and chloramphenicol,
as well as to the heavy metals nickel, aluminium, chromium, and copper. As a result of
the tests, 49 colonies with PGPB characteristics were selected and their molecular
identification was carried out by DNA sequence analysis of the 16S rRNA gene regions
and by laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF) of the
proteins belonging to the same region. As a result of the identification, it was determined
that the isolated bacteria were found to belong to the genera Pseudomonas, Pantoea,
Peribacillus, Priestia, Bacillus, and Gottfriedia.

KEYWORDS: ACC deaminase, Phosphate solubility, Indole production,
Noccaea camlikensis, Noccaea cariensis, PGPB, Siderophore production
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ONSOZz

Artan insan niifusuyla birlikte ¢evreye verilen hasarin da artmasi kiiresel gida
tiretiminin yakin bir zamanda yetersiz hale gelecegine isaret etmektedir. Bu nedenle
tarimsal verimliligi arttirmak ve siirdiiriilebilir hale getirmek olduk¢a dnemlidir. Tiim bu
bilgilerin 1s18inda ¢ok uzak olmayan bir gelecekte Bitki Biiylimesini Tesvik Eden
Bakterilerin (PGPB) tarim, bahgecilik, ormancilik ve ¢evre temizleme stratejilerinde
kimyasal uygulamalarin yerini almaya baslayacagi ongoriilmektedir. PGPB sahip
olduklar1 etki mekanizmalar1 sayesinde bitki biiyiimesini desteklemektedir. Bu tez
calismas1 kapsaminda PGPB aktivitesine sahip bakterilerin belirlenmesi ve tarimda
verimin arttirilmasi i¢in bitkilere uygulanmasi agisindan oncii bir ¢alisma olacaktir.

Bana tez caligmam kapsasminda her tiirlii destegini esirgemen, yonlendirici
fikirleriyle ve dUsiinceleriyle yol gdsteren saymn danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Burcu
Emine TEFON OZTURK ’e, (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiitesi, Biyoloji Béliimii) bitki
materyallerinin teminini saglayan sayimn Prof. Dr. Ahmet AKSOY ve Ars. Gor. Ugurcan
BARAN’a (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiitesi, Biyoloji Boliimii) ve tezime olan
katkilarindan dolay1 saym Dr. Ogr. Uyesi Tugba OZAKTAS’a (Van Yiiziincii Y1l
Universitesi, Fen Fakultesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Boliimi) sonsuz
tesekkiirlerimi sunmayi bir bor¢ bilirim. Benden her tiirli yardimmi esirgemeyen
laboratuvar arkadaslarrm Uzman Biyolog Eda DELIK ve Uzman Biyolog Berfin
EROGLU’na, Uzman Biyolog Yasemin GAYA ve Uzman Biyolog Ayse ACAR’a
tesekkiir ederim.

Bu c¢alismami destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (Proje kodu: FYL- 2022-5924) ve ayrica bursiyer olarak destek
aldigim TUBITAK 2210-A program kodlu Genel Yurt i¢i Yiiksek Lisans Programina
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu slre¢ kapsaminda benden her tiirlii destegini esirgemeyen ve en blylk sansim
olan nisanlima, annem Sabire SEN’e, babam Haydar SEN’e, abilerim Deniz SEN’e ve
Celil SEN’e tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
Mg:  Mikrogram
uL:  Mikrolitre

°C.  Santigrad derece

dk:  Dakika
sa: Saat
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mg:  Miligram
mL:  Mililitre

mM: Milimolar

M: Molar

I+

Standart sapma
Al: Aliminyum
Ca:  Kalsiyum

Cd:  Kadmiyum

Cr: Krom
Cu:  Bakir
Fe:  Demir
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Pb:  Kursun
Zn:  Cinko



Kisaltmalar

ACC: 1l-aminosiklopropan-1-karboksilat
AHL: N-acil homoserin lakton
ATCC:Amerikan tip kulttr koleksiyonu
dH.O: Distile su

EDTA:Etilendiamin tetraasetik asit

EtBr: Etidyum bromr

NaCl: Sodyum klortr

NA: Nutrient agar

NB:  Nutrient brouth

PGPB: Bitki Buytimesini Tesvik Eden Bakteriler
SAM: S-adenozil metiyonine

IAA: Indol asetik asit

IPA: Indol-3-piirivik asit

P. koreensis: Pseudomonas koreensis

P. agglomerans: Pantoea agglomerans

P. aryabhattai: Prestia aryabhattai

B. wiedmannii: Bacillus wiedmannii

P. thivervalensis: Pseudomonas thivervalensis
G. solisilvae: Gottfriedia solisilvae

G. luciferensis: Gottfriedia luciferensis

P. frigoritolerans: Peribacillus frigoritolerans
P. muralis: Peribacillus muralis

P. simplex: Peribacillus simplex

P. baetica: Pseudomonas baetica
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GIRIS F.M.SEN

1. GIRIS

Sanayi ve tarim atiklarmin, pestisitlerin ve artan insan niifusunun neden oldugu
baski nedeniyle c¢evre yogun bir sekilde kirlenmeye devam etmektedir. Ozellikle
topraklarin agir metallerle kirlenmesi, c¢evre ve insan saghigi acisindan en ciddi
tehlikelerden biri haline gelmistir. Yiiksek seviyelerdeki agir metaller sadece topraktaki
mikrobiyal aktiviteyi ve mahsul {iretimini azaltmakla kalmamakta ayn1 zamanda besin
zinciri yoluyla insan sagligmi da tehdit etmektedir. Tarimda verimliligi arttrmak i¢in
kullanilan ¢esitli kimyasallar ¢cevre sorununa neden olan 6nemli faktorlerden biridir. Bu
maddeler toprakta agir metal birikimi, toprak mikroflorasmin bozulmasi, toprakta
tuzluluk, ozon tabakasmnin incelmesi ve sera etkisinin olusmasi gibi bir¢ok c¢evre
sorunlarina neden olmaktadir (Sénmez vd. 2008). Ozellikle bitki zararhilar1 ve
hastaliklarinin Oniline gegmek i¢in kullanilan pestisitler hizli sonu¢ vermeleri ve
tekrarlanabilir olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak bu maddeler, yiizey ve yeralti
sularina karigip topraga bulasarak hedeflenenin diginda farkli organizmalara da zarar
vermekte bunun yani sira biyolojik sistemleri ve ¢evreyi tehdit etmektedir (Yildiz vd.
2005). Anadolu endemizim ve biyogesitlilik agisindan olduk¢a 6nemli bir bolgedir.
Biyolojik cesitlilik ve ekosistem ¢esitliliginin yani sira iklimsel, jeolojik vb. ¢esitlilikleri
de yansitmaktadir. Edafik cesitlilik biyolojik ¢esitlilige dnemli oranda katki sunmakta ve
bunun yam sira iilkemizde baslica endemizm merkezleri jipsli, serpantinli veya tuzlu
topraklarda bulunmaktadir (Ozdeniz vd. 2017). Serpantin topraklar agir metal
konsantrasyonu yiiksek olmasina ragmen azot (N), fosfor (P), potasyum (K) ve kalsiyum
(Ca) bakimindan oldukg¢a fakir olabilmektedir. Bu topraklarda toprak partikillerinin
blylk ve bitki értisunin zayif olmasi ile su tutma kapasitesi diismektedir. Bu zorlu
durumlara ragmen g¢esitli mekanizmalar ve bazi simbiyotik birliktelikler gelistirerek
uyum saglamis canlilar, rekabette 6ne gecerek bu alanlar1 habitat olarak kullanilir hale
getirebilmistir (Aksoy vd. 2015).

Hiperakiimiilator bitkiler, agir metalleri toprak {iistii kisimlarinda (6zellikle
yapraklarinda) belirli metal esiklerini asan miktarlarda emebilen ve biriktirebilen bitkileri
ifade etmektedir. Hiperakiimiilatorlerin diger bitkilere gére 10-500 kat daha ylksek metal
barindirmalarmmin  yanisira  fitotoksik ~ semptomlar  gostermedigi  bilinmektedir
(Lukaszewska 2014). Bu bitkiler yliksek konsantrasyonda metal iceren toprak veya suda
dogal olarak yetisebilmektedir. Bu tiir bitkiler bu metalleri kokleri araciligiyla emerek
dokularmda biriktirebilmektedirler. Ozellikle hiperakiimiilator bitki-bakteri etkilesimleri
gliniimiizde yesil 1slah ve bitki madenciligi tekniklerinin daha etkin kullanilabilmesi igin
oldukca 6nemlidir. Bu bakterilerin aday bitkinin biyokdtlesini, metal biriktirme
yetenegini ya da toleransii arttirict etkiler gdstermesi, yesil islah tekniklerinin daha
etkili, bitki madenciligi tekniginin ise daha kazangli olmasini saglayabilmektedir (Raskio
ve Navari 2011).

Toprak mantar, aktinomisetler, protozoonlar, algler ve bakteriler gibi mikroskobik
yasam formlar1 bakimimdan olduk¢a zengindir. Bu mikroskobik ortamda bakteriler agik
ara en yaygm olanmidir ve farkli topraklarda bulunan bakteriler hem tiir hem de say1
bakimindan farklilik gostermektedir (Schoenborn vd. 2004). Bunun sebebi olarak nem,
tuz, sicaklik ve diger kimyasallarin varhginin bakteri sayismi ve tiiriinii etkilemesi
gosterilebilir. Bitki tarafindan sabitlenen karbonun varligi, amino asitler, organik asitler
ve bitki koklerinden sizan kiiciik molekiillerin varligi nedeniyle bitki kok ve gevresinde
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bulunan bakteri sayisi topragin geri kalanindan daha fazla sayidadir (Badri vd. 2009).
Toprakta bulunan bu bakteriler ayn1 zamanda bitkinin farkli bolimlerinde kolonize
olabilmektedirler. Bitkinin biinyesinde yasayan ya da rizosferinde kolonize olan
bakteriler bitki ile bir¢ok yol ile iletisim igerisine girer ve genelde bitkinin blyumesini
cesitli yollarla tesvik eder veya savunma sistemlerine katki saglarlar. Bu tiir bakterilere
“Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Bakteriler” (Plant Growth Promating Bacteria PGPB)
ad1 verilmektedir. PGPB bitkide bulunduklar1 konuma gore endofitik bakteriler ve
rizosfer bakterileri olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. PGPB bitki kok uzunlugunu,
slirgiin uzunlugunu, bitki biyokutlesini, tohum ¢imlenmesini, fotosentez dahil olmak
iizere bitki biiylimesini olumlu yonde etkileyecek c¢esitli mekanizmalar kullanirlar. Bu
bakterilerin etki mekanizmalar1 dogrudan, dolayli veya her ikisinin kombinasyonunu
kullanarak bitki gelisimine katki saglamaktadir (Stegelmeier vd. 2022). Bitki gelisimine
katkida bulunan dogrudan mekanizmalar, havadan veya topraktan temel besin
kaynaklarmin (K, N, P, demir (Fe) sabitleme gibi) alimin1 kolaylastiran PGPB’yi ifade
etmektedir. Ayni zamanda PGPB dogrudan mekanizmalar ile bitki blinyesinde bulunan
fitohormon konsantarsyonunu diizenleyebilirler. Ornegin, baz1 PGPB etilenin 6nciisii
olan ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) bilesigini pargalayan ACC deaminaz
enzimini sentezleyerek etilen konsantrasyonunu azaltirlar. Ayrica bu bakteriler sitokinin,
gibberellin, oksin gibi fitohormonar1 sentezleyerek bitki gelisimine katkida bulunurlar
(Duca vd. 2014). PGPB dolayl etki mekanizmalariyla ise bitkileri fitopatojenlere karsi
korumaktadirlar. Bu bakteriler fitopatojenlerin buytumesini engellemek icin antibiyotik
sentezi, hiicre duvarlarmi pargalayabilen kitinaz, glukanaz gibi enzimlerin sentezi,
patojenlerin  ¢ogalmasmi engellemek icin demir alimmi engelleyen siderofor
molekiillerinin sentezi yardimiyla bitki gelisimine dolayli yoldan katki saglarlar
(Stegelmeier vd. 2022).

Sekil 1.1. PGPB’nin bitki gelisimi i¢in kulland1g1 bazi1 mekanizmalar (Singh vd. 2022)
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Bu tez caligmasi kapsaminda endemik ve hiperakiimulatér olan Kaya Dagarcigi
Aytac, Nordt & Paroly (Noccaea camlikensis) bitkisi Konya ili Derebucak ilgesi Kizil
Dag1 mevkiinden ve Cam Dagarcig1 Parolly, Nordt & Aytac (Noccaea cariensis) bitkisi
Mugla ili, Koycegiz ilgesi Sandras dagindan toplanan bitkilerinden rizosfer ve endofitik
bakteri izolasyonlar1 yapilmistir. Bu c¢alismada izole edilen bakterilerin bitki
gelisimindeki roliinii belirlemek amaciyla fosfat ¢ozme kapasiteleri, ACC deaminaz
uretimleri, 1AA dretimleri ve siderofor dretim kapasiteleri belirlenmistir. Ayrica
izolatlarm antibiyotik direncleri ve agir metal profilleri belirlenmistir. izolatlardan en iyi
PGPB ozelligi gosterenler se¢ilmis ve bunlarin molekiiler teknikler kullanilarak (16S
rDNA sekans ve MALDI-TOF analizi) tanimlamalar1 yapilmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bakteriler (PGPB)

Toprakta yasayan bakteriler bitki i¢in faydali, zararli veya etkisiz olabilmektedir.
Bitki biiyiimesine fayda saglayan bakterilere Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bakteriler
(Plant Growth Promoting Bacteria-PGPB) adi verilmektedir. Bu bakteriler bitkide
bulunduklar1 yere gore endofitik bakteri ve rizobakteri olmak Uzere iki gruba
ayrilmaktadir. Toprak mikroflorasinda, bitki yiizeyinde ve bitkilerin i¢ kisimlarinda yer
alan rizobakteri ve endofitik bakteriler gibi birgok mikroorganizma bitki gelisimini farkl
mekanizmalarla tesvik edebilmektedir (Glick 2012).

Rizobakteriler, bitkinin kok sisteminin bulundugu toprak tabakasi olan rizosferde,
kok gevresinde kolonize olan bakteri tirleridir. Bunlar ayni zamanda serbest yasayabilir,
parazitik veya saprofitik olabilmektedirler (Kaymak 2010). Rizosferde bulunan
bakterilerin gelisiminin artmasinda ortam sicakligi, toprak nemi, substrat kullanabilme
yetenegi gibi cevresel faktorler etkili olabilmektedir (Podile ve Kishore 2006).
Rizobakteriler genellikle yararli, zararl veya etkisiz olarak smiflandirilmaktadir. Etkisiz
olan grup bitki i¢cin herhangi bir dneme sahip degilken, zararli olan grubun iirettigi
metabolitler bitki sagligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Antoun ve Prevost 2006).
Yararli olan tiirler ise konakg1 bitkiyle simbiyotik etkilesim i¢ginde ya da serbest halde
bulunarak bitki biiylimesini ve gelisimini tesvik edebilmektedir (Glick vd. 1999). Bitkiye
herhangi bir zarar1 olmayip yararh etkilere sahip kok bakterileri “Bitki Gelisimini Tegvik
Eden Rizobakteriler” yani kisaca PGPR olarak ifade edilir (Kloepper ve Schroth 1978).

Endofitik bakteri kavrami ilk defa Kloepper vd. (1992) tarafindan tanimlanmustir.
Bu bakteriler tohum, meyve, govde, yaprak, ksilem sap1 gibi bitkinin bir¢ok boliimiinde
bulunabilmekte (Rosenblueth ve Martinez Romero 2006; Mercado-Blanco J. ve Bakker
2007; Malfanova vd. 2013; Weyens vd. 2009), bitkiyi biyotik ve abiyotik cevresel
etkenlerden ayni1 zamanda da diger mikroorganizmalarla arasindaki besin rekabetinden
korumaktadir. Bitkilerdeki mevcut mikrobiyal toplulugun biiyiik bir cogunlugu endofitik
bakterilere aittir. Endofitik bakteriler ayn1 zamanda biyolojik olarak N fikse edebilen,
serbest yasayabilen ve bazen nodiil ad1 verilen yapilar igerisinde bitkilerle ortak yasam
stiren, simbiyotik bakterilerdir (Unkovich vd. 2008).

Bakteri hiicreleri haberlesme aglar1 yardimiyla populasyonlarinda artis meydana
getirebilir ve buna bagl olarak belirli baz1 genlerinin ifadesini arttirabilir. Tanimlanan
peptid temelli sinyaller veya N-acil homoserin lakton (AHL) molekuilleri bu haberlesme
aglarinda kullanilan otoindiikleyici sinyal molekiillerine 0rnek olarak verilebilir (Braeken
vd. 2008). PGPB’in bazilar1 bu otoindikleyici sinyalleri parcalayarak patojenik
mikroorganizmalara ait virtilans genlerinin ifadesini inhibe eder. Bu durum patojenik
bakterilerin birbirileriyle iletisim kurabilmesini engeller ve patojenlerin quorum algilama
(quorum sensing-QS) 6zelligini kontrol eder (Barriuso vd. 2008; Tarkka vd. 2008).
Ayrica PGPB’nin bir kismu uyarilmis sistematik dayaniklilik, parazitizm/predasyon,
antibiyoz, zararli rizobakterileri baskilayan metabolitlerin iiretimi gibi bazi
mekanizmalarla bitki gelisimine katki saglarken bir kismi da hormon iiretimi, fosfati
¢cozlndr hale getirme, N fiksasyonu gibi mekanizmalarla bitki gelisimi iizerinde etki
saglamaktadir (Akhtar ve Siddiqui 2010; Jha ve Saraf 2015; Gupta vd. 2015). Bu
mekanizmalarin bazilarindan asagida bahsedilecektir.
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2.2. ACC Deaminaz Enzimi

Etilen, tiim yiiksek yapili bitkiler tarafindan tiretilen ve diisiikk konsantrasyonlarda
bitki biiyiime ve gelismesini destekleyen bir hormondur. Dogada gaz formunda bulunan
etilen tastyicilara ihtiya¢ olmaksizin pasif diflizyon ile bitki dokularina mobilize
olmaktadir. Bitkide diisiik etilen konsantrasyonlarinda yaprak ve kok olusumu kok
uzamasi, tohum ¢imlenmesi gibi biyolojik siiregler olumlu yonde etkilenmektedir (Sing
vd. 2015). Isik, sicaklik, yer¢ekimi, beslenme ve diger bitki hormanlarinin seviyesi gibi
cesitli biyolojik streslerin varlig1 bitkilerde iiretilen etilen sevisyesini de etkilemektedir.
Artan etilen miktar1 kloroz, ¢icek solmasi, yaprak dokiilmesi gibi bitkide birtakim
problemlere neden olmaktadir (Goswami vd. 2016).

Bitkilerde etilen biyosentezi metiyonin bagl bir yolakla gergeklesir. Bu yolakta
metionin, S-adenozil metiyonine (SAM) SAM sentetaz enzimiyle donistiiriiliir. Daha
sonra SAM, 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) sentetaz enzimi ile etilenin 6ncusi
olan ACC’ye donistiiriilir ve son olarakta ACC, ACC oksidaz yardimiyla etilene
doniistiiriiliir. Bu reaksiyon etilene ek olarak hidrojen siyaniir ve karbondioksit ¢ikisiyla
sonuclanir (Adams ve Yang 1979). Sekil 2.1.’de bitkilerde gerceklesen etilen biyosentezi
gosterilmektedir.

CO:
+
ATP PPI+PI O HCN
w 5- adenozil
Metionin —  \[etionin ACC Etilen
ACC sentaz ACC oksidaz

Sekil 2.1. Etilen biyosentezi (del Carmen Orozco-Masqueda vd. 2020)

Bitkiler ylksek miktarda Gretilen etilen seviyesini dengelemek icin bakteriler
tarafindan sentezlenen ACC deaminaz enzimine ihtiya¢ duyulmaktadir (Farajzadeh vd.
2012). ACC deaminaz (EC: 4.1.99.4; 2002) ilk olarak 1978 yilinda topraktaki
mikroorganizmalardan izole edilmistir (Honma ve Shimomura 1978). Enzim 35-42 kDa
molekiiler agirligina sahip ¢oklu polipeptid zincirlerinden olugan bir enzimdir (Glick vd.
1998). Bitki koklerinden salinan ve etilen 6nclisi olan ACC, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen ACC deaminaz enzimi ile a-ketobiitirat ve amonyaZa
parcalanmaktadir. Bu sayede ACC miktar1 diiser ve pargalanma sonucu agiga ¢ikan
tirlinler mikrorganizmalar tarafindan N ve C kaynagi olarak kullanilabilirler (Klee vd.
1991).

ACC deaminaz aktivitesi oldugu bilinen tlrler Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacter, Rhizobium, Azospirillum, Serratia ve Ralstonia cinslerine dahil olan



KAYNAK TARAMASI F.M.SEN

bakteriler arasinda bulunmaktadir (Kang vd. 2010; Ahemad ve Kibret 2014; Yadav vd.
2015).

2.3. indol-3-Asetik Asit

indol asetik asit (IAA) bitkilerde hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, hiicre
farklilagmasi, tohum ve yumru ¢imlenmesi, ksilem ve kok olusumunun hizlanmasi gibi
onemli biyolojik sireclerde rol oynayan oksin tiirt bir hormondur. |AA mantarlar, bitkiler
ve bakteriler tarafindan iiretilen ve en yaygimn olarak c¢alisilan oksinlerden biridir (Glick
2012). Toprakta bulunan endofitik, rizosferik, epifitik bakteriler ve denizde bulunan
siyanobakteriler gibi bir¢cok fakli bakteri [AA’y1 sentezleme yetenegine sahiptir
(Sergeeva vd. 2002). Bakteriler tarafindan iiretilen IAA ideal konsantrasyonda oldugu
zaman yanal, birincil kok sayisim1 ve kok uzunlugunu arttirmaktadir. Bunun yam sira
yuksek konsantrasyonda Uretilen IAA ise birincil kok blyumesini inhibe edebilmektedir
(Ahmed ve Hasnain 2010).

Bakterilerde gerceklesen TAA biyosentezi, triptofan bagimli veya triptofan
bagimsiz olarak ger¢eklesebilmektedir. TAA biyosentezinde triptofanin oncii olarak
kullanildig: fakl yolaklarin oldugu varsayilmaktadir (Duca vd. 2014).

Bitkiler ve bakteriler indol-3-pirtivik asit (IPA) yoluyla 1AA sentezi
gerceklestirebilmektedir (Sekil 2.2). Ik olarak triptofan amino asidi aminotransferaz
enzimi ile IPA’ya pargalanir. Daha sonra IPA dekarboksilaz enzimi yardimiyla indol-3-
asetaldehit (IAAld)’e doniistiiriiliir. Son olarak aldehid oksidaz enzimi tarafindan IAAld
parcalanir ve IAA agiga ¢ikar (Rajagopal 1971; Pollmann vd. 2006).
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Sekil 2.2. Indol-3-piriivikasit yolu (Patten ve Glick 1996)

IAA irettigi bilinen Pseudomonas, Enterobacter, Azotobacter, Klebsiella,
Pantoea ve Rhizobium cinslerine ait bakteri tiirleri bulunmaktadir (Apine ve Jadhav
2011).

2.4. Siderofor Uretimi

Demir (Fe), neredeyse tiim yasam formlari igin 6nemli bir metaldir ve ¢ok sayida
enzimatik aktivitede gdrev almaktadir. Fe, dogada Fe** olarak bulunur ve ¢éziinmeyen
hidroksitler (OH") ve oksihidroksitler olusturma egilimindedir. Bu Fe formlar1 canlilar
icin kullanilabilir halde degildir. Bakteriler Fe ihtiyacini kargilamak igin sekil 2.3.’de
goriildiigli gibi diisiik molekiiler kiitleli demir selatorleri olan siderefor molekiillerini
salgilamaktadir (Neubauer vd. 2000). PGPB’nin iiretmis oldugu siderofor molekdlleri
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topraktaki Fe®’ii indirger, bu Fe’nin bitkilerin kullanabilecegi forma doniismesine neden
olur ve boylecebitkilerin de Fe ihtiyaci karsilanmis olur (Grobelak ve Hiller, 2017).
Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen siderofor molekiilleri Fe ile sinirli kalmayip hiicre
hasarma neden olan Ni, Cu, Zn gibi agir metalleri bitki koklerinden uzaklastirarak da bitki
gelisimine katkida bulunurlar (Perry vd. 2015).

e Bakteri reseptorii

‘ Siderofor
O

Fe3~

Sekil 2.3. Bakteriler tarafindan siderofor aracili demir alim1 (Ribeiro ve Simoes 2019)

Siderofor, hem Gram pozitif hemde Gram negatif bakterilerde Fe yoksunlugunda
uretilen molekillerdir. Siderofor kompleksleri hiicre zarinda bulunan reseptorlere
spesifik olarak baglanirlar ve bdylece siderofor molekiilleri hiicre i¢ine alinir. Gram
pozitif bakteriler de periplazmik bosluk olmamas1 nedeniyle Fe**-siderofor kompleksi
hiicre zarinda bulunan periplazmik baglayici proteinlerinler yardimiyla baglanmaktadir
(Glick vd. 2010; Hider ve Kong 2010). Bu kompleks ABC tasiyicilar1 yardimiyla
sitoplazmaya tasinmaktadir. Gram negatif bakterilerde ise Gram pozitiflere goére ek bir
lipid tabakasmin olmasi bu siireci karmasiklastirmaktadir. Gram negatif bakterilerde
oncelikle Fe®* siderofor kompleksi Ton-B adi verilen bir dis zar reseptdr proteinine
baglanir, daha sonra periplazmik baglayici proteinlere yiiksek afiniteyle baglanan bu
kompleks periplazmik bosluga salinir ve ABC tastyicilar: yardimiyla sitoplazmaya tasinir
(Farolda ve Sansom 2003; Krewulak ve Vogen 2003).

Siderofor, yuksek afiniteli, yan zincir ve fonksiyonel gruplar iceren, 0Ozel
metabolit yollarla kolayca bir araya getirilebilen kiicik peptit molekillerinden olusan bir
yapidir (Crosa ve Walsh 2002). Sideroforlar Fe baglanmasinda gorev alan kimyasal
gruplara gore ketolat, hidroksamat, karboksilat olmak (izere U¢ ana kategoriye
ayrilmaktadir (Holden ve Bachman 2015).
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Bir¢ok ¢alismada Rhizobium, Serratia, Streptomayces, Bradyrhizobium ve
Pseuodomonas cinsi bakterilerin siderofor iiretiminde yer aldigi gosterilmistir (Gupta
2015).

2.5. Fosfat Coziiniirligii

Bitki blyumesini azottan sonra simirlayan ikinci en 6nemli besin maddesi olan
fosfat; enerji transferi, sinyal iletimi, makromolekiil biyosentezi gibi ¢esitli metabolik
stireglerde yer almaktadir (Richardson ve Simpson 2011; Khan vd. 2007). Fosfatin
dogada kalsiyum fosfat (Ca3(POa)2), aliminyum fosfat (Als(PO.)) veya demir fosfat
(Fe3(PO4)) gibi ¢oziinmeyen formlarmda bulunmasi onu bitki i¢in kullanilmaz hale
getirmektedir (Havlin vd. 2016). Bu nedenle bitkiler toprakta bulunan fosfatin sadece
%0,1’ini kullanabilmektedir. Fosfat, toprakta hem organik hem de inorganik formlarda
bol miktarda bulunmaktadir. Bitkiler fosfatin ¢6ziinebilir formu olan monobazik (H2PO4)
ve dibazik (HPO4) iyonlar formunda fosfati biinyelerine alabilmektedirler
(Bhattacharryya ve Jha 2012).

Mikroorganizmalar toprakta bulunan fosfat dongiisiiniin ayrilmaz bir pargasidir.
PGPB mineral fosfat1 ¢ozdiirerek biyokimyasal dongiide 6nemli rol oynamaktadir. Bu
mikroorganizmalarin fosfat ¢6zme mekanizmalar1 farkli sekillerde gerceklesmektedir. TIk
olarak bakteriler tarafindan tretilen organik asitler, protonlar, sideroforlar, hidroksil
iyonlar1 gibi kompleks olusturan bilesiklerin salinmasiyla fosfat kullanilir forma
dontstirilmektedir (Sharma vd. 2013). Fosfati ¢ozmek i¢in kullanilan bir diger
mekanizma ise hiicre dis1 enzimlerin (fosfoesterazlar, fosfodiesterazlar, fitaz,
fosfolipazlaz) Uretilmesidir. Organik asit liretiminin ve enzim salmiminin yani sira NHa
asimilasyonu sonucu protonlarin salinmasi bakterilerin fosfat ¢ozme mekanizmalarindan
bir digeridir (McGill ve Cole 1981; Alori vd. 2017).

Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Micrococcus ve Erwinia
cinslerine ait bazi turlerin fosfati bitkilerin kullanacagi forma doniistiiren bakterilerinden
oldugu bilinmektedir (Solano vd. 2008; Gupta vd. 2015).

2.6. Azot Fiksasyonu

Azot (N) tiim yasam formlar1 igin gerekli olan bir besin maddesidir ve DNA, RNA,
protein gibi cesitli metabolitlerin yapisinda olup hiicre gelisimi ve hayati aktivitesinde
onemli bir yer tutmaktadir. Atmosferdeki N miktar1 %78 oraninda olmasina ragmen ¢ogu
canli tarafindan kullanilamaz. Bakteriler atmosferde bulunan N’yi amonyaga (NH3)
indirgeyerek bitkilerin kullanimina sunmaktadirlar (Gupta vd. 2015).

N fikse eden bakteriler simbiyotik ve simbiyotik olmayan bakteriler olarak iki gruba
ayrilir (Oberson vd. 2013). Simbiyotik azot fiksasyonu bakteri ve bitki arasinda karsilikli
is birligi esasina dayanmaktadir. Baklagillerle ortak yasayan Rhizobium bakterileri
simbiyotik azot fiksasyonuna en iyi 6rneklerden biridir. Bu bakteriler bitki kdklerinde
nodiil denilen yapilar i¢inde yasamlarma devam etmektedir (Ahemad ve Kibret 2014).
Bakteri ihtiyac1 olan karbonhidrati bitkiden alirken, havadan yakaladigi N’yi konak¢isima
vermektedir (Isler ve Coskun 2009). Simbiyotik olmayan N fiksasyonu diazotrof
bakteriler tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu bakteriler nitrojenaz enzim sistemini
kullanarak N’yi NH3’e doniistiiriirler (Glick 2012).
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Bitkilerle birlikte yasayan ve N fikse eden bakteriler arasinda Azospirillum,
Azotabacter, Clostridium, Pseudomonas, Bacillus gibi bakteri cinsleri bulunmaktadir
(Omar vd. 1996; De Salomone vd. 1996; Hurek vd. 2002).

Sekil 2.4. Bitkilerde nodiil aracili N fiksasyonu (Anonim 1)
2.7. Antibiyotik Uretimi

Antibiyotikler distik molekiiler agirliklara sahip organik bilesikler olup
bakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Raaijmakers ve
Mazzola 2012). PGPB’nin, fitopatojenlerin zararli etkilerine karsi koymak igin,
kullandiklar1 mekanizmlardan biri antibiyotik sentezidir. Bazit PGPB suslar1 tarafindan
uretilen antibiyotikler, fitopatojenlerin ¢ogalmasini engelleyerek bitki gelisimine katki
saglarlar (Singh vd. 2022).

Bacillus ve Pseudomonas cinsi bakteriler biyokontrol ajani1 olarak antibiyotik
Ureterek patojen mikroorganizmalar1 inhibe eden PGPB’nin basinda gelmektedir.
Bacillus cinsi bakteriler iturinler, mikosubtilin, basillomisin D, siirfaktin gibi ¢esitli
antibiyotikler tretmektedirler (Kenawy vd. 2019). Pseudomonas cinsi bakteriler bitki
patojenlerini baskilmak igin 2, 4—diasetilflorogliisinol, pyoluteorin, pirrolnitrin gibi ¢esitli
antibiyotikler Gretmektedir (Zhang vd. 2020). PGPB tarafindan iiretilen antibiyotikler
patojenlerin hiicre duvar yapisini inhibe ederek, hiicre zar yapisini bozarak ya da
ribozomun kuguk alt birimine baglanip protein sentezinin baslamasini engelleyerek etki
gostermektedir (Maskinov vd. 2011).

2.8. Litik Enzim Uretimi

Toprak kaynakli patojenlerle savasmak igin biyokontrol ajanlari tarafindan
kullanilan ana mekanizmalardan bir digeri ise hiicre duvari pargalayict enzimlerdir
(Kobayashi vd. 2002). Bu enzimler, patojenlerin hiicre duvar yapismi bozarak
gelisimlerini engellemektedir. Bakteriler tarafindan iiretilen litik enzimler arasinda
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lipazlar, fosfatazlar, proteazlar, kitinazlar ve glukonazlar bulunmaktadir (Mabood vd.
2014). PGPB tarafindan liretilen kitinaz, mantar hiicre duvar yapisinin 6nemli bir pargasi
olan kitini pargalayarak bitki gelisimine katkida bulunmaktadir. Seliilaz Ureten bakteriler
ise glukonaz, hidrolaz, glukozidaz gibi enzimlerin sinerjistik etkileriyle seliilozu hizli bir
sekilde glikoza hidroliz edebilmektedir (Singh vd. 2021).

Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii gibi
bakteri tiirleri patojenlere karsi litik enzim iiretebilen PGPB’ler arasinda yer almaktadir
(Frankowski vd. 2001; Singh vd. 1999).

2.9. Hiperakumulator Bitkiler

Agir metaller, yogunluklar1 5 g/cm®’ten biiyiik olan elementlerin olusturdugu yok
edilemeyen bilesiklerdir. Bu metaller toprakta, suda ve canli organizmada birikme
ozelliklerinden dolayr agir metal kirliligine sebep olmaktadir. Ornegin bakir (Cu), ¢inko
(Zn), kadmiyum (Cd), kursun (Pb), civa (Hg) ve nikel (Ni) agir metal kirliliginde son
derece etkili olabilen metallerdendir. Agir metal konsantrasyonu yiiksek topraklarda
yasayan bitkiler ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Jiang vd. 2008). Bu
mekanizmalarin arasinda en ilging olani ise hiperakiimiilasyondur. Hiperakimilator
bitkiler sergiledikleri iki 6zellikle tanimlanabilirler: Birincisi, bu bitkilerin toprak stu
dokulari, belirli metalleri veya metaloidleri normalden ylizlerce veya binlerce kat daha
fazla olabilecek seviyelerde biriktirebilir. Bu bitkilerin énemli ikinci bir 6zellikleri de
metalleri detoksifiye etme yeteneklerinin olduk¢a gelismis olmasidir (Peng vd. 2021).
Hiperakimulatorler surglnlerinde yiksek metal biriktirmek igin kullandiklari
mekanizmalar aileden aileye, cinsler arasinda ve hatta ayni cinsin tiirleri arasinda bile
farklilik gostermektedir (Aksoy vd. 2015). Her agr metalin birikimi icin bitkide
konsantrasyon esikleri belirlenmisitir. Ornegin, kadmiyum icin >100 pg/g, kobalt (Co)
ve bakir i¢in >300 pg/g, kursun > 1000 pg/g ve ¢inko > 3000 pg/g hiperakimilator
bitkiler i¢in kuru agirhiktaki yaprak dokusunda olmasi gereken konsatrasyonlardir
(Verbruggen vd. 2009; Kramer 2010). Kuru bitki agirliginda Ni konsantrasyonu ise 1000
mg/kg’dan fazla olmalidir (Aksoy vd. 2015). Hiperakiimiilasyon, yalnizca toprakta
mobilize metal iyonlarinin mevcudiyetine degil, ayn1 zamanda bitki veya onunla iliskili
mikroorganizmalar tarafindan saglanabilen metal selatorlerin artan aktivitesine de
baglidir. Bitkilerde bulunan igsel tolerans mekanizmasinin yani sira etkilesim halinde
olduklar1 bakteriler tarafindan da bitki biiylimesi tesvik edilmektedir. Bu bakteriler
bitkide bulunan igsel tolerans mekanizmasini uyarabilmekte, metal birikimini
etkileyebilmekte veya hormon sentezlenmesini saglayarak bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi uyarabilmektedir (Manoj vd. 2020).

Bitki rizosferini ve endosferini kolonize eden ©6zel mikroorganizmalar
hiperakimulatorler ile toprak arasindaki etkilesimin kurulmasinda onemli bir rol
oynamaktadir ve bu bitkilerin fenotipine onemli bir katki saglamaktadir (Visioli vd.
2015). Bu mikroorganizmalar genellikle agir metallere tolerans gosterirler ve kok ylizey
alanini biiylitme, metal iyonlarinin ¢dziiniirliigiinii ve almimini arttirma, fitohormonlar ve
metabolitler liretme gibi yontemlerle kirlenmis topraklarda bitki biliylimesine katki
saglamaktadirlar (Rajkumar vd. 2012). Hiperakimilator bitkiler bu bakteriler sayesinde
zorlu kosullara uyum saglayabilmektedirler; 700’¢ yakin bitki tiirli agir metal ile
kontamine olmus topraklarda hayat dongiisiine devam edebilmektedir (Domka vd. 2020;
Hazotte vd. 2020).
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Ulkemizde 55 serpantin alan belirlenmistir ve bu alanlarda 60’tan fazla Ni
akiimiilatorii ve 40°tan fazla serpantin endemigi bitki oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde
bulunan en 6nemli hiperakiimiilator bitki turleri ise genellikle Brassicaceae ve Asteraceae
familyalarmna aittir (Celikten ve Reever 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Cahsma Kapsaminda Kullanilan Bitkiler

Bu calisma kapsaminda kullanilan bitkiler Mugla ve Konya illerinden Nisan
2021°de toplanmustir. Kaya Dagarcigi Aytag, Nordt & Paroly bitkisi Konya ili Derebucak
ilgesi Kizil Dagi mevkiinden, Cam Dagarcigi (Carlstrom) Parolly, Nordt & Aytac bitkisi
ise Mugla iline ait Koycegiz ilgesi Sandras Dagi ¢evresinden toplanarak uygun kosullarda
laboratuvara getirilmistir. Bu bitkilerden endofitik bakteri ve rizobakteri izolasyonlari
gerceklestirilerek gliserolli stoklart yapilip -80 °C’de saklanmustir.

3.2.  Bakteri izolasyonu
3.2.1. Rizobakteri izolasyonu

Bitki orneklerinden rizobakteri izolasyonu Celikten ve Bozkurt’un (2018)
belirttigi yonteme gore yapilmistir. Uzerinde bir miktar toprak bulunan bitki kokleri 1 g
olacak sekilde tartilmigtir. Tartilan kok pargalart 5 mL NaCl (%0,85’lik) soliisyonu
icerisinde 1 sa ¢alkalanmis ve karisim ¢ékmeye birakilmistir. Coken karisimin dist sivi
kismmdan 1 mL alinarak 9 mL steril %0,85 NaCl soliisyonu igerisine aktarilip 10
oraninda seyreltilmistir. Seyreltilen bu karisimdan 100 pL alinarak Nutrient Agar (NA)
besiyerine ekildikten sonra 30 °C’de 5 guin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2. Endofitik Bakteri Izolasyonu

Bitki 6rneklerinden endofitik bakteri izolasyonlar1 Govarthanan vd.’nin (2016)
belirttigi yonteme benzer sekilde gergeklestirilmistir. Her bir bitki 6rnegi dnce musluk
suyuyla daha sonra da steril distile su (dH20) ile yikanmustir. Yikanan Dbitki
numunelerinin yaprak, dal ve kok kisimlarindan alnarak 1 g tartilmistir. Yizey
sterilizasyonu saglamak i¢in 6rnekler sirasiyla %95’lik etil alkolde (C2HeO) (Tekkim,
Tiirkiye) 1 dk ve %3’likk sodyum hipoklarit ¢ozeltisinde (NaOCI) (Merck, Almanya) 3
dk bekletilmistir. Bu asamadan sonra sterilizasyonda kullanilan kimyasallarin
uzaklastirilmasi igin 6rnekler steril dH2O ile l¢ kez yikanmustir. Daha sonra numuneler
steril edilen havan icerisine alimmis ve Uzerlerine 5 mL steril (%0,85) NaCl (Sigma
Aldrich, ABD) soliisyonu eklenerek aseptik kosullar altinda ezilmistir. Elde edilen bitki
ekstraktlarindan 1 mL almarak 9 mL steril %0,85 NaCl soliisyonu igerisine aktarilip 10
oraninda seyreltilmistir. Seyreltilen bitki oziitlerinden 100 uL alinarak NA (Sigma
Aldrich, ABD) besiyerine ekildikten sonra 30 °C’de 5 guin boyunca inkiibe edilmistir.

3.3. Indol Asetik Asit (IAA) Testi

[zolasyonu gergeklestirilen bakterilerin IAA iiretimi Akbari vd. (2007)’de verilen
yonteme benzer sekilde kolorimetrik olarak belirlenmistir. Izolatlar NA besiyerinde 24 sa
inkiibe edilmistir. Steril olarak hazirlanan Nutrient Broth (NB) (Sigma Aldrich, ABD)
icerisine son konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde filtre edilen L- triptofan (Sigma
Aldrich, ABD) c¢ozeltisi eklenerek L—triptofanli NB siv1 besiyerleri (NBT) hazirlanmistir.
IAA testi yapilacak olan bakterilerin ODgoo degeri 0,1 olacak sekilde konsantrasyonlari
ayarlandiktan sonra NBT ortamina 100 pL bakteri ekilmis ve 30 °C’de 150 rpm’de 7 giin
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresinin ardindan sivi kiiltiir 3400 g’de 10 dk
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santrifiijlenmigve supernatanlar Whatman 110 mm filtre kagidi (Schleicher-Schiill,
Almanya) yardimiyla siiziilmiistiir. Filtre edilen solisyondan 2 mL alinarak Gzerine 4 ml
Salkowski ayraci (2 mL 0,5 M demir klorur (FeClz) ve 98 mL %35°lik perklorik asit
(HCIO4) eklenmistir. Karisim 30 dk karanlik ortamda bekletilerek renk degisimleri
gozlemlenmistir  (Babier ve Akkopri 2020). Bekleme siiresinin  ardindan
sepktrofotometrede (Optical Instruments) 535 nm’de dort tekrarli olarak 6lgiim yapilarak
absorbans degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin pg/mL cinsinden ifade
edilebilmesi igin Microsoft Excel programi kullanilarak standart egri olusturulmustur. Bu
ama¢ dogrultusunda 1’den 50’ye kadar farkli ppm’de IAA stspansiyonu hazirlanip
Olgtimleri yapilarak, olusturulan standart egriye gore izolatlarm IAA tretimleri
hesaplanmigtir (Akkopri 2012). IAA deneyi igin pozitif kontrol olarak Salmonella
enterica igeren NBT besiyeri kullanilirken negatif kontrol olarak ise bakteri icermeyen
NBT siv1 besiyeri kullanilmistir (Angen vd. 1999).

3.4. Siderofor Uretimi

Bakterilerin siderofor liretim tespitinin yapilabilmesi i¢in Schwyn ve Neilands
(1987) tarafindan Onerilen Modifiye Chrome Azurol S (CAS) agar besiyeri
hazirlanilmistir (EK-1). izolatlar modifiye CAS besiyerine esit uzaklikta ekilerek 28
°C’de 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda koloni gevresinde
olugan turuncu-sar1 zon siderofor liretiminin pozitif oldugu yoniinde degerlendirilerek
zon c¢ap1 Olc¢lilmistiir. Siderofor Gretimi deneyi kapsaminda pozitif kontrol olarak
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) iceren modifiye CAS agar kullanilmstir.
Negatif kontrol olarak bakteri icermeyen modifiye CAS agar besiyeri kullanilmustir.

3.5. Fosfat Coziiniirligii

Izole edilen bakterilerin fosfat ¢dzme kapasitelerini belirlemek icin National
Botanical Research Institute’s Phosphate (NBRIP) besi ortami kullanilmistir (Perez vd.
2007) (EK-2). izolatlar 6n zenginlestirme icin NBRIP siv1 besiyerinde 30 °C ’de 150
rpm’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Ardinda NBRIP sivi ortamindan yetisen
bakteriler NBRIP kat1 besiyerine nokta ekimleri yapilarak 30 °C’de 14 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda koloni etrafinda seffaf zon olusumu bakteri
izolatlarinin fosfat ¢oziinlirliig aktivitesi oldugu yonlinde degerlendirilmistir. Gelisen
bakteri kolonileri etrafinda olusan seffaf zonlar1 ve koloni ¢aplarinin 6l¢timii yapilmistir.
Negatif kontrol olarak bakteri igermeyen NBRIP besiyeri kullanilmistir. Fosfat
¢Ozlniirliig deneyi kapsaminda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa (ATCC 27853)
iceren NBRIP besiyeri kullanilmistir. Bakteri igermeyen NBRIP besiyeri ortami ise
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Izolatlarin fosfat ¢dzme kapasitesi asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmistir (Perez vd. 2007):

Koloni ¢ap1 + Zon capi

Koloni ¢ap1
3.6. ACC Deaminaz Aktivitesi

[zolatlarm ACC deaminaz aktivitesini belirlemek i¢in Penrose ve Glick (2003)
yontemi kullanilarak Dworkin ve Foster (DF) besiyeri hazirlanmistir (EK-3). Bakteriler

13



MATERYAL VE METOT F.M.SEN

bir gece NB besi ortaminda biiyiitiilmiistiir. Ortamda bulunan N’yi uzaklastirmak igin
ornekler santrifijlenmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan pelletin lizerine 2
mL steril dH20 eklenerek yikanmistir ve ardindan bakteriler %0,85°lik NaCl icerisinde
cozdirilerek 3 mM ACC iceren DF besiyerine ¢izgi ekim ydntemiyle ekilmistir.
Hazirlanan kiiltirler 3 giin 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda ACC igeren ortamda bulytime gosteren bakterilerin ACC deaminaz aktivitesinin
pozitif oldugu yoniinde degerlendirilmistir. ACC deaminaz deneyinin pozitif kontrolii
olarak tek N kaynagi olarak bakterilerin varliginda her daim biiytidiigii amonyum slfat
iceren((NH4)2SO4) DF besi ortami, negatif kontrol olarak da igerisinde N kaynagi
bulunmayan DF besi ortami kullanilmistir. Tek azot kaynagi olarak ACC’nin kullanildig:
DF besiyerinin galisabilirliginin kanitlanmasi i¢in ise ACC deaminaz aktivitesinin oldugu
bilinen P. aeruginosa (ATCC 27853) kullanilmustir. Bakterinin ACC+DF besiyerinde
biiylimesi ACC deaminaz enzimini tiretbildigini gostermektedir. .

3.7. Agir Metal Direncinin Belirlenmesi

[zolatlarm agir metal direnglerinin belirlenmesi Mergeay vd. (1987) yontemine
gore yapilmustir. izole edilen bakterilerin agir metal direnglerini belirlemek i¢in deneyde
kullanilan agir metallerin 1 M’lik stoklar1 dH2O ile hazirlanmis ve 0,45 um gapli filtreden
gecirilerek steril edilip +4 °C’de saklanmistir. izolatlarin agir metal direng profillerini
belirlemek icin ¢inko [Zn(CH3sCO2)2-2H20], aliminyum [AICIs], kursun [Pb(NOs)],
nikel [NiCl..6H20], bakir [CuS04.5H.0], krom [CrN309.9H.O], kadmiyum
[Cd(NO3)2.4H20] (Merck Millipore, Almanya) agmr metalleri kullanilmistir. Agir
metallerin 1, 5 ve 10 mM araliginda artan konsantrasyonlar seklinde ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Agir metal emdirilmis NA besiyerine bakteri hiicre sayis1 0,5 McFarland’a
ayarlanarak ekilmistir. Bakterilerin agir metale gdstermis olduklar1 direnci belirlemek
icin izolatlar 4 giin boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda agir metal igeren petrilerde biiyiime gosteren bakterilerin direngli oldugu kabul
edilmistir. Bu ¢alismada referans sus olarak Escherichia coli (ATCC 35218)
kullanilmstir.

3.8. Antibiyotik Direnci

Izole edilen bakterilerin antibiyotik direngleri disk diflizyon metodu kullanilarak
belirlenmistir (Bauer ve Kirbay 1966). Oncelikle bakteriler NA besiyerine ekilip 24 saat
boyunca 30 °C’de inkiibasyona bakilmistir. Daha sonra bakterilerin konsantrasyonu
%0,85’lik NaCl solisyonu igerisinde 0,5 McFarland’a ayarlanip bakteriler NA
besiyerlerine yayma teknigi kullanilarak ekilmistir. EKilen hicreler tzerine ticari olarak
satin alman antibiyotik diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) uygun araliklarla yerlestirilmistir.
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute 2012) standartlarina gore (30 pg/mL),
kloramfenikol (30 pg/mL), imipenem (30 pg/mL), ampisilin (10 pg/mL), kanamisin (30
pug/mL) antibiyotik diskleri secilmistir. Bakterilerin antibiyotik direnglerini incelemek
icin hazirlanan petriler 1 giin 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda olusan inhibisyon zonlart mm cinsinden 6l¢iilmiistiir. Referans sus olarak E. coli
(ATCC 35218) kullantlmaigtir.
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3.9. PGPB Bakteri Se¢imi

izolatlar birbirinden bagimsiz olarak fosfat c¢ozme, IAA, siderofor, ACC
deaminaz aktivitesi bakimidan degerlendirilmistir. Her testin kendi i¢erisinde ortalamasi
alinip ortalamanin lizerinde kalan izolatlara +1 puan verilmistir. Ortalamanin altinda
kalan izolatlara ise 0 puan verilmistir. Puanlamanin ardindan her bakterinin toplam puani
hesaplanip bakterilerin “PGPB puan1” belirlenmistir.

3.10. izolatlardan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu ticari olarak tretilmis DNA izolasyon kiti (Zymo
Research, ABD) kullanilarak tireticinin talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. Buna gore;
bakteriler siv1 kiiltiirde 150 rpm 30 °C’de 1 giin inkiibe edilmistir. Ardindan bakteri
kalturleri 8.500 g’de 3 dk santrifiijlenmis ve pellet kism1 alinmistir. Alinan pellet Gizerine
200 pl lizis tamponu eklenerek hiicrelerin pargalanmasi saglanmigtir. 10 dk alt {ist
edilerek karistirilan érnekler 5 dk 8.500 g’de santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant
Zymo-Spin I11-F filtresine alinarak 1 dk 8.500 g’de santrifujlenmistir. Ardindan kolondan
gecen soliisyon dzerine 1200 uL Binding Buffer (baglama tamponu) eklenerek karigim
IC filtresine alinarak 1 dk 8.500 g’de santrifiijlenmistir. Kolondan gegen sivi atilmistir.
Kolon Uzerine Wash Buffer-2’den 700 uL eklenerek 2 dk 8.500 g’de santrifiijlenmistir.
Bu islemden sonra filtre izerine 30 pL DNaz-RNaz icermeyen su eklenerek 5 dk inkiibe
edilmistir. Ardindan 8.500 g’de 3 dk santrifiijlenerek elde edilen DNA soliisyonlar1 4
°C’de saklanmustir.

DNA izolasyon Kiti ile genomik DNA izolasyonu yapilamayan bakteriler icin B
plan1 olarak Syn ve Swarup (2000) yéntemine gdére manuel olarak DNA izolasyonu
yapilmustir. Taze buyittlen bakteri érnekleri %0,85’lik NaCl ile iki kez 8.500 g’de 5 dk
santrifiijlenerek yikanmistir. Hiicre pelletinin Uzerine 750 uL TES (10 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, pH 8.0, %2 SDS) soliisyonu i¢inde 10 dk 75 °C’de inkiibe edilmistir. TES’1i
hiicre lizatinin iizerine 750 pL fenol:kloroform (3:1) eklenip karigimin homojen hale
gelmesi icin vortekslenmistir. Faz ayrimmin olusmasi igin karisim 8.500 g’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Faz ayrimi olustuktan sonra iist kistmda bulunun berrak faz farkl bir
epondorf tiipiine almip 1 hacimde izopropanol ve 0,1 hacimde 3 M sodyum asetat
eklenmistir. Karisim yavasga alt list edilerek DNA iplik¢igi goriintir hale gelmistir.
Olusan iplik¢igi ¢oktiirmek icin 8.500 g’de 5 dk santrifiijlenmistir. Ardindan DNA pelleti
% 95’lik soguk etanol ile yikanarak alkol ortamdan uzaklastirilmustir. izole edilen DNA
50 uL DNaz-RNaz icermeyen su iginde siispanse edilmistir.

3.11. Bakteri Izolatlarinda 16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile Cogaltilmasi

DNA izolasyonu gergeklestirilen bakterilerin tanimlanmasi i¢in hedef gen bolgesi
olarak 16S rRNA gen bolgesi segilerek PZR ile c¢ogaltilmistir. PZR ile g¢ogaltma
isleminde ise evrensel primerler kullanilmistir (Eden vd. 1991; Icgen ve Yilmaz 2014).
Bu primerler ileri 8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ve geri 1492R (5°-
GGTGTTTGATTGTTACGACTT-3") seklinde tasarlanmistir. Cizelge 3.1.’de PZR i¢in
gerekli olan kimyasallar, Cizelge 3.2.’de ise PZR igin gerekli olan kosullar verilmistir
(Raja vd. 2009; Aktan vd. 2013).
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Cizelge 3.1. PZR karigimi igin kullanilacak olan kimyasallar

Karisim Reaktifi Kullanilan Miktar
Taq Tampon Soliisyonu (10X) 5uL

MgCl, (25mM) 5uL

Geri Primer (10 pL) 1puL

Ileri Primer (10 pL) 1L

dNTP 1pL

Genomik DNA 1pL

Tag DNA polimeraz Enzimi 1puL

dH20 35 L

Toplam 50 pL

Cizelge 3.2. PZR kosullar1

PZR Kosullar Sicakhk Sure
[k Denatiirasyon 95 °C 10 dk
Denaturasyon 95 °C 1dk
Primer Yapigmasi 47 °C 1dk
Uzama 72 °C 1dk
Son Uzama 72 °C 10 dk

PZR drinleri yiikleme boyasiyla boyanmis ve ardindan TAE tamponu ile
hazirlanan %1°lik agaroz jelde 90 V’de 75 dk yiiriitiilmiistiir. DNA merdiveni olarak
Hyperladder 1 Kb (Bioline, ABD) kullanilmistir. PZR iiriinlerini gériintiilemek igin jel
EtBr ile boyanarak DPR Minibis Pro Bio Jel Goriintiileme Sistemi (DNR Bio-imaging
Systems, Israil) ile bilgisayar ortaminda analizi yapilmistir. Bu islemin ardindan hedef
bantlar jel ekstraksiyon Kiti (Zymo Research, ABD) kullanilarak tireticinin yonergelerine
gore saflastirilmistir. Saflastirilan PZR dirlinlerinin ¢ift yonli DNA sekans analizleri
hizmet alimi ile (BM Laboratuvar Sistemleri, Tiirkiye) yapilmistir. Firmadan gelen ¢ift
yonll sekans sonuclari Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmistir (Larkin vd.
2007). Sekans dizileri Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for
Biotechnology Information-NCBI) bilgi bankas1 Basit Yerel Hizalama Arama Araci
(Basic Local Alignment Search Tool-BLAST) programi kullanilarak analiz edilmis ve
izolatlar tanimlanmigtir. 16S rDNA sekanslar1 tahsis edilen NCBI numaralariyla BankIt
araciligiyla GenBank veribankasina (Benson ve Karsch-Mizrahi, 2000) girilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Bitki Orneklerinden Endofitik ve Rizosfer Bakteri izolasyonu

Tez kapsaminda kullanilan Kaya Dagarcigi bitkisi Derebucak-Kizil Dagi, Konya
ilinden toplanarak uygun kosullarda laboratuvara getirilmistir (Sekil 4.1a). Bu bitkiden
34 adet endofitik bakteri ve 30 adet rizobakteri kolonisi izole edilmistir. Koycegiz-
Sandras Dagi, Mugla ilinden toplanan Cam Dagarcig1 bitkisinden ise 27 adet endofitik
bakteri ve 18 adet rizobakteri kolonisi izole edilmistir (Sekil 4.1b). Izolasyonu yapilan
bakteriler, izole edildikleri bitkinin bas harfleri ve bitkiden izole edildikleri yere gore
koloni numaralar1 verilerek isimlendirilmistir. Ornegin; Kaya Dagarcig1 bitkisinden izole
edilen 1. endofitik bakteri kolonisi: NCME1, Cam Dagarcigi bitkisin rizosferinden izole
edilen 1. rizosferik bakteri kolonisi NCRR1 seklinde isimlendirilmistir.

Sekil 4.1. Calismada kullanilan bitkiler; a) Kaya Dagarcigi (Aksoy 3181) b) Cam
Dagarcigi (Aksoy 3203)

4.2. indol-3 Asetik Asit Testi

Izole edilen bakterilerin IAA iiretme kapasitelerine bakildiginda, Kaya Dagarcig1
bitkisinden izole edilen NCME25 (37,99 ppm) kolonisi en yiksek IAA (retimine
sahipken NCME2, NCME4, NCME12, NCME35 kolonilerinin IAA Uretimlerinin O ppm
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Aym bitkinin rizosferinden izole edilen NCMR40
kolonisi IAA (retimine sahipken (38,87 ppm) NCMR12, NCMR18, NCMR23,
NCMR26, NCMR29, NCMR33, NCMR41, NCMR42 kolonilerinin ise 1AA (retimine
sahip olmadig1 (0 ppm) goriilmiistiir (Cizelge 4.2). Cam Dagarcig1 bitkisinden izole
edilen endofitik bakteriler degerlendirildiginde en yiksek IAA Uretme kapasitesinin
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NCRE30 kolonisine ait oldugu goriilmisken (44,08 ppm), NCRE40, NCRE42
bakterilerinin pmm degerlerinin 0 oldugu goézlemlenmistir. Cam Dagarcigi bitkisinin
rizosferinden izole edilen bakteriler degerlendirildiginde ise izole edilen bakterilerin
tamaminin [AA iiretimine sahip oldugu, NCRR13 (17,46 ppm) kolonisinin ise en yiiksek
IAA Uretme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Pozitif
kontrol olarak kullanilan S. enterica’nin ise IAA Uretme kapasitesinin 19,09 ppm oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.2a, 4.2b).

Sekil 4.2. Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen bakterilerin TAA iiretimlerine bagl
renk degisimleri a) Endofitik bakteriler b) Rizobakteriler

Cizelge 4.1. Kaya Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin PGPB
aktiviteleri

Koloni adi IAA Uretimi Fosfat Cozme Siderofor ACC
(ppm) Kapasitesi (mm) Uretimi (mm) Deaminaz
Uretimi
NCME1 7,11+0,01 0+0 250 -
NCME2 0,58+0 0+0 1840 -
NCME3 6,52+0 0+0 0+0 -
NCME4 0,69+0 0+0 0+0 -
NCME5 5,24+0 0+0 0+0 -
NCME6 4,58+0,02 0+0 20,67+0,58 -
NCME7 4,27+0 0+0 0+0 -
NCME11 4,80+0,01 0+0 15,67+0,58 -
NCME12 0,44+0 0+0 10,33+0,58 -
NCME13 10,01+0 0+0 26,67+0,58 -
NCME14 4,060 0+0 10,67+0,58 -
NCME15 3,590 0+0 14,67+0,58 -
NCMEL16 6,59+0,02 0+0 1440 -
NCMEL17 3,280 0+0 1740 -
NCME18 9,95+0,01 0+0 1540 -
NCME19 7,24+0,01 230 1640 -
NCME22 11,030 0+0 11,33+0,58 -
NCME23 4,42+0 0+0 12,67+0,58 -
NCME24 3,710 0+0 9,67+0,58 -
NCME25 67,99+0,05 0+0 22,33+0,58 -
NCME?26 6,47+0 0+0 16+1 -
(Devami Arkada)
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Cizelge 4.1°in devamu.

NCME27 3,14+0 0+0 0+0 -
NCME29 3,710 0+0 27,67+0,58 -
NCME30 3,260 0+0 16,33+0,58 -
NCME31 3,170 0+0 13+0 -
NCME34 2,730 0+0 19+1 -
NCME35 0,15+0 0+0 9,33+0,58 -
NCME37 4,29+0 0+0 12,33+0,58 -
NCME38 3,49+0,01 30,03+1,73 8,67+0,58 -
NCME40 3,570 30+0 14,33+0,58 -
NCME41 11,75+0,44 0+0 12+0 -
NCME42 2,54+0 0+0 11,67+0,58 -
NCME45 5,120 31,250 28,33%1,53 -

Cizelgede elde edilen veriler ii¢ tekrarin ortalama * standart sapmasi olarak verilmistir. 0
degeri siderofor {iretimi ve fosfat ¢cozme kapasitesi i¢in zon olusmadigini ifade
etmektedir. ACC deaminaz deneyine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simge ise
aktivitenin olmadigini ifade etmektedir.

Cizelge 4.2. Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen rizobakterilerin PGPB aktiviteleri

Koloni adi IAA Uretimi Fosfat Cozme Siderofor ACC
(mm) Kapasitesi (mm) Uretimi (mm)  Deaminaz
Uretimi
NCMR1 30 0+0 18,67+0,58 -
NCMR2 18,82+0 0+0 16,67+0,58 -
NCMR3 6,430 0+0 230 -
NCMR4 8,13+0 0+0 19,33+0,58 -
NCMR5 6,700 0+0 22,67+0,58 -
NCMR6 10,5440 0+0 15,33+0,58 -
NCMRS8 6,450 0+0 24+1 -
NCMR10 9,19+0 0+0 14,67+0,58 -
NCMR11 7,17+0 0+0 1540 -
NCMR12 0,31+0 0+0 21+0 -
NCMR15 6,180 0+0 0+0 -
NCMR16 20,060 0+0 0+0 -
NCMR17 8,730 0+0 19,33+0,58 -
NCMR18 0,250 0+0 1640 -
NCMR19 7,290 0+0 21+0 -
NCMR20 3,950 0+0 0+0 -
NCMR21 5,630 0+0 21+0 -
NCMR23 0,41+0 0+0 13,33+0,58 -
NCMR24 5,59+0 0+0 16,33+0,58 -
NCMR26 0,29+0 0+0 0+0 -
NCMR27 10,6340 36,29+2,84 14,33+0,58 +
NCMR29 0,430 0+0 20,67+0,58 -
NCMR30 3,93+0 0+0 7,67+0,58 -
NCMR31 20,02+0,0 0+0 250 -
NCMR33 0,32+0 0+0 20,67+0,58 -
(Devam Arkada)
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Cizelge 4.2°in devamu.

NCMR39
NCMR40
NCMR41
NCMR42
NCMR43

13,730
38,74+1,50
0,20+0
0,22+0
35,8740,1

0+0
0+0
0+0
0+0
0+0

13+0 -
13+1 -
26,33+0,58 -
15,67+0,58 -
21+0 -

Cizelgede elde edilen veriler ii¢ tekrarin ortalama * standart sapmasi olarak verilmistir. 0
degeri siderofor {iretimi ve fosfat ¢ozme kapasitesi i¢in zon olusmadigini ifade
etmektedir. ACC deaminaz deneyine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simge ise
aktivitenin olmadigin1 ifade etmektedir.

Cizelge 4.3. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin PGPB

aktiviteleri
Koloni adi  IAA Uretimi Fosfat Cozme Siderofor ACC
(ppm) Kapasitesi (mm) Uretimi (mm)  Deaminaz
Uretimi
NCRE1 33,16+0,02 46,25+1,77 0+0 +
NCRE2 11,22+0,04 3610 20+0,58 +
NCRE5 21,25+0,01 3840 1340 +
NCRE6 1,730 0£0 1240 -
NCRE7 2,19+0 3240 1341 +
NCRES8 13,46+0,01 27+1,41 0+0 +
NCRE9 19,8+0,02 33+1,41 19,67+0,58 +
NCRE11 17,280 0+0 11,33+0,58 -
NCRE13 9,71+0 41+1,41 2140 +
NCRE15 4,71+0,01 48+0 21,33+0,58 +
NCRE16 36,55+0,02 0£0 0+0 -
NCRE18 7,230 4410 2010 +
NCRE20 12,170 36+0 23+1 +
NCRE21 5,95+0,01 460 2310 +
NCRE23 6,31+0,01 0+0 0£0 -
NCRE27 18,15+0,03 39+1,41 23+1 +
NCRE29 7,69+0,01 4615,66 20+0 +
NCRE30 44,08+0,02 0+0 0£0 -
NCRE31 10,1+0,01 40+0 1740 +
NCRE32 20,3540 35,8+1,13 1141 +
NCRE33 9,14+0 3840 16,67+0,58 +
NCRE34 9,34+0,01 35+1,41 18+1 +
NCRE35 14,5+0,02 3840 1741 +
NCRE37 32,35+0,02 29+1,41 14,33+1,53 +
NCRE40 0,45+0 0+0 14+0 -
NCRE41 13,84+0,01 41+1,41 22,67+0,58 +
NCRE42 0,52+0 0+0 10,33+0,58 -

Cizelgede elde edilen veriler ii¢ tekrarin ortalama * standart sapmasi olarak verilmistir. 0
degeri siderofor iiretimi ve fosfat ¢dzme kapasitesi i¢in zon olusmadigmi ifade
etmektedir. ACC deaminaz deneyine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simge ise
aktivitenin olmadigni ifade etmektedir.
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Cizelge 4.4. Cam Dagarcigi bitkisinden izole edilen rizobakterilerin PGPB aktiviteleri

Koloni adi  IAA Uretimi  Fosfat C6zme Siderofor ACC Deaminaz

(ppm) Kapasitesi Uretimi (mm) Aktivitesi
NCRR2 7,96%0,01 31,610 12,33+0,58 +
NCRR3 6,260 29+1,41 10,33+0,58 -
NCRR5 7,600 35,65+3,32 16+0 -
NCRR7 6,730 380 12,67+0,58 -
NCRRS8 10,88+0,01 360 15,33+0,58 -
NCRR10 6,360 4010 15,33+0,58 -
NCRR12 6,59+0,01 0+0 10+0 -
NCRR13 17,460 31,60 16,67+0,58 -
NCRR14 6,660 0+0 17,67+0,58 -
NCRR15 11,6010 37+1,41 24+1 -
NCRR16 7,81+0 32,8+1,70 15+0 -
NCRR17 6,360 0+0 20,67+0,58 -
NCRR18 11,76+0,01 5040 17,33+0,58 -
NCRR20 2,02+0 0+0 9,67+0,58 -
NCRR21 9,70+0,02 0+0 12+0 -
NCRR22 10,23+0,01 43,310 15+1 -
NCRR23 1,87+0 00 9,33+0,58 -
NCRR25 1,71+0 00 9,67+0,58 -

Cizelgede elde edilen veriler ii¢ tekrarin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. 0
degeri siderofor {iiretimi ve fosfat ¢cozme kapasitesi i¢in zon olugsmadigini ifade
etmektedir. ACC deaminaz deneyine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simge ise
aktivitenin olmadigini ifade etmektedir.

4.3. Siderofor Uretimi

Bakterilerin siderofor Gretme yetenekleri degerlendirildiginde NCRR15, NCRES5,
NCRE20, NCRE21, NCRE27, NCMR41 ve NCME45 izolatlarinin en yiiksek yetenege
sahip oldugu belirlenmistir. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen bakterilerin
tamamimin siderofor tiretebildigi goriilmistiir (Cizelge 4.4). Ayni bitkiden izole edilen
endofitik bakterilerinin  %74’0nun siderofor {iretme kapasitesine sahip oldugu
gorilmiistir (Cizelge 4.3). Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen endofitik
bakterilerinin ise %82’sinin siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.1). Kaya Dagarcigi bitkisinin rizosferinden izole edilen bakterilerin siderofor
uretme yetenekleri degerlendirildiginde ise NCMR15, NCMR16, NCMR20 ve NCMR26
izolatlar1 diginda bakteri izolatlarinin tamammin bu yetenege sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Ayrica siderofor iiretme kapasitesine sahip biitiin bakteri izolatlarinin
kontrolden (40 mm) az oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Cam Dagarcigi bitkisinden izole edilen rizobakterilerin siderofor tretme
yetenegine bagli olarak olusturduklar1 zonlar

4.4. ACC Deaminaz Aktivitesi

[zolatlarm ACC deaminaz aktiviteleri degerlendirildiginde Kaya Dagarcigi
bitkisinin dokularindan izole edilen NCME27 ve rizosferinden izole edilen NCMR27
izolatlar1 disinda higbir bakteri izolatinin ACC deaminaz aktivitesine sahip olmadigi
gorlilmiistiir (Cizelge 4.1, 4.2). Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik
bakterilerinin %74 iiniin ACC deaminaz aktivitesinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.3). Cam Dagarcig1 bitkisinin rizosferinden izole edilen bakteri izolatlarinin ACC
deaminaz aktivitesi karsilastirildiginda ise NCRR2 izolat1 disinda hi¢bir bakteri izolatinin
ACC deaminaz aktivitesinin olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Bu deney
kapsaminda pozitif kontorol olarak kullanilan P. aeruginosa’nin ACC iceren DF
besiyerinde bliylidiigii tespit edilmistir.

4.5. Fosfat Coziiniirligii

Bakterilerin fosfat ¢ozme kapasiteleri degerlendirildiginde, Kaya Dagarcigi
bitkisine ait olan NCME19, NCME38, NCME45 ve NCMR27 bakterilerinin bu yetenege
sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.1, 4.2). Bu bitkiye ait diger izolatlarin fosfat ¢6zme
kapasitelerinin bulunmadigi tespit edilmistir. Cam Dagarcigi bitkisinden izole edilen
bakterilerin fosfat ¢ozme kapasiteleri degerlendirildiginde ise endofitik bakterilerin
%26’sinin  ve rizobakterilerin  %39’unun fosfat ¢dzme yetenegine sahip oldugu
goriilmistir (Cizelge 4.3, 4.4). Deneyler kapsaminda en yiiksek fosfat ¢ozme
kapasitesinin Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen NCRR18 (50 mm) izolatinda oldugu
g6zlenmistir. Bu deney kapsaminda pozitif kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa’nin
ise NBRIP besiyerinde 37 mm ¢apli zon olusturdugu gozlemlenmistir (Sekil 4.4a, 4.4b).
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Sekil 4.4. Cam Dagarcig ait olan bakterilerin fosfat ¢6zme kapasitelerine bagl olarak
olusturduklar1 zonlar, a) Endofitik bakteriler b) Rizobakteriler

4.6. Agir Metal Direncinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin agir metal profillerini belirlemek i¢in Ni, Cr, Al, Pb, Cd,
Zn, Cr agr metallerinin her birinin 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlar1 kullanilmistir
(Cizelge 4.5, 4.6, 4.7, 4.8). Tuim sonuglar degerlendirilginde iki bitkiden izole edilen
bakterilerin genel olarak 1 mM Al, Pb, Cr, Cu ve Ni agir metallerine kars1 direngli oldugu
goriilmistiir. Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen NCME1, NCME2, NCME4,
NCMES5, NCME7, NCME13, NCME26, NCME40 ve NCMEA45 bakterilerinin 1Mm Zn
direncinin oldugu gozlemlenmistir. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen NCRR21
bakterisinin ise 10 Mm Ni direncinin oldugu goriilmiistiir. Kaya Dagarcigi ve Cam
Dagarcigi bitkilerinden izole edilen bakteri kolonilerinden higbirinin Cd iceren besiyeri
ortaminda biiyliyemedigi tespit edilmistir (Sekil4.5a, 4.5b, 4.5¢).

Sekil 4.5. Cam Dagarcig1 bitkisinin rizosferinden izole edilen NCRR2, NCRRS,
NCRR10, NCRR13, NCRR18, NCRR25 bakterilerine ait agir metal sonuglar1 a) 1mM,
b) 5mM, ¢) 10mM NiCl,.2H>0 konsantrasyonlarinda bakterilerinin bliyiime analizi
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Cizelge 4.5. Kaya Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerinin agir metal
direng profilleri (mM)
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Cizelge 4.6. Kaya Dagarcig1 bitkisinin rizosferinden izole edilen bakterilerin agir metal
direnc profilleri (mM)

Koloni ad1 Ni Cr Pb Cu Al Zn Cd
NCMR1 1 0 1 0 1 0 0
NCMR2 1 1 1 0 1 0 0
NCMR3 1 1 0 0 0 0 0
NCMR4 1 1 1 1 1 0 0
NCMR5 1 1 0 0 0 0 0

(Devam Arkada)
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Cizelge 4.6’1n devami.

NCMR6 1 1 1 1 1 0 0
NCMR8 1 1 1 0 1 0 0
NCMR10 1 1 1 1 1 0 0
NCMR11 1 0 1 1 1 0 0
NCMR12 5 1 1 1 1 0 0
NCMR15 1 1 1 1 1 0 0
NCMR16 5 1 1 1 1 0 0
NCMR17 1 1 0 0 0 0 0
NCMR18 1 0 0 0 1 0 0
NCMR19 1 0 0 0 0 0 0
NCMR20 1 0 1 0 1 0 0
NCMR21 1 0 0 0 0 0 0
NCMR23 1 0 1 0 1 0 0
NCMR24 1 0 1 1 1 0 0
NCMR26 1 0 1 0 1 0 0
NCMR27 5 0 1 1 1 0 0
NCMR29 1 0 1 0 1 0 0
NCMR30 1 0 1 0 1 0 0
NCMR31 1 0 1 0 1 0 0
NCMR33 1 0 1 0 1 0 0
NCMR39 1 0 1 0 1 0 0
NCMR40 1 0 0 0 0 0 0
NCMR41 1 0 1 0 1 0 0
NCMR42 1 0 1 0 1 0 0
NCMR43 1 0 1 1 1 0 0

Cizelge 4.7. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerinin agir metal
direng profilleri (mM)

O
=

-
o
O
c

>
N
)

0O
o

Koloni adi  Ni

NCRE1
NCRE2
NCRES5
NCREG6
NCRE7
NCRES8
NCRE9
NCRE11
NCRE13
NCRE15
NCRE16
NCRE18
NCRE20
NCRE21
NCRE23
NCRE27

PrFRPRRPRRPRPRRPRPRRPRRPRPRPRPRPRPRERRERPEPROO
PRPRRPRPRPPRPRPRPORPRRPRPRRPRPRPRPRPRRPR
PFRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPRRERPR
eclNeoloNoNolololNeoleNoelNoelNolNolNoll i
PFRPRRPRPRPRPRPRPRPRRPRPRPPRPORRLRPR
ecNolololNolololNoelNolNololololololo)

ecleolololNolololoeloelNolNololollolo]

o

(Devam Arkada)
25



BULGULAR F.M.SEN

Cizelge 4.7°in devamu.

NCRE29 1 1 1 0 1 0 0
NCRE30 1 0 1 0 1 0 0
NCRE31 1 1 1 0 1 0 0
NCRE32 1 1 1 0 1 0 0
NCRE33 1 1 1 0 1 0 0
NCRE34 1 1 1 0 1 0 0
NCRE35 1 0 1 0 1 0 0
NCRE37 1 0 1 0 1 0 0
NCRE40 1 1 1 0 1 0 0
NCRE41 1 1 1 0 1 0 0
NCRE42 S 1 1 2 5 0 0

Cizelge 4.8. Cam Dagarcig: bitkisinden izole edilen rizosfer bakterilerinin agir metal
direng profilleri (mM)

Koloni ad1 Ni Cr Pb Cu Al Zn Cd
NCRR2 5 1 1 1 5 0 0
NCRR3 5 1 1 1 5 0 0
NCRR5 5 1 1 1 5 0 0
NCRR7 5 1 1 1 5 0 0
NCRR8 5 1 1 1 5 0 0
NCRR10 5 1 1 0 5 0 0
NCRR12 5 1 1 1 5 0 0
NCRR13 5 1 1 1 5 0 0
NCRR14 5 1 1 1 5 0 0
NCRR15 5 1 1 1 5 0 0
NCRR16 5 1 1 1 5 0 0
NCRR17 5 1 1 1 5 0 0
NCRR18 5 1 1 1 5 0 0
NCRR20 5 1 1 1 5 0 0
NCRR21 10 1 1 1 5 0 0
NCRR22 5 1 1 1 5 0 0
NCRR23 5 1 1 1 5 0 0
NCRR25 5 1 1 0 5 0 0

4.7. Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Bu calismada izole edilen bakterilerin antibiyotik direng profillerini belirlemek
icin ampisilin (10 pg/mL), imipenem (30 pg/mL), kanamisin (30 pg/mL), kloramfenikol
(30 pg/mL) ve tetrasiklin (30 pg/mL) antibiyotik diskleri kullanilmistir. Kaya Dagarcigi
ve Cam Dagarcigir bitkilerinden izole edilen endofitik bakterilerin ve rizosfer
bakterilerinin antibiyotik zon ¢aplar1 dl¢giilerek cm cinsinden kaydedilmistir (Cizelge 4.9,
4.10, 4.11, 4.12). Her iki bitkiden de izole edilen bakterilerin tamaminimn imipenem
antibiyotigine kars1 duyarh oldugu goriilmiistiir. Kaya Dagarcig bitkisinin endofitinden
izole edilen endofitik bakterilerin 13 tanesinin, ayn1 bitkinin rizosferinden izole edilen
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rizobakterilerin ise 9 tanesinin ampisilin antibiyotigine karsi direngli oldugu
belirlenmistir. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin 19 tanesi,
rizobakterilerin ise 8 tanesinin ampisiline direngli oldugu gézlemlenmistir. Ayrica her iki
bitkiden izole edilen bakterilerin tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi
olusturduklar1 zonlarin c¢aplarinin birbirlerine yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6a,
4.7b).

Sekil 4.6. Izolatlarm kanamisin, imipenem, tetrasiklin, kloromfenikol ve ampisilin
antibiyotik duyarlilik testi sonucu a) Kaya Dagarcig bitkisinden izole edilen NCMR26
b) Cam Dagarcig1 bikkisinden izole edilen NCRE13 izolatlar1

Cizelge 4.9. Kaya Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin antibiyotik
direng profilleri (mm)

Koloni Kanamisin Imipenem Tetrasiklin  Kloramfenikol —~Ampisilin
adi

NCME1 10,3+0,06  35,3+0,06  14,3+0,06 18,6+0,06 6+0
NCME?2 12,3+0,06 39+0 26+0,1 10,6+0,06 6,6+0,06
NCME3 13,6+0,06  34,6+0,06 1510 16,3+0,06 6+0
NCME4 12+0 33,6£0,06 14+0 10,6+0,06 6+0
NCME5 10+0 34+0,1 1510 18+0 6+0
NCMEG6 17+0,1 39+0,15 27+0,1 170 7,2+0,11
NCME 7 11+0,1 35,3+0,06 18+0 17+0,1 6+0
NCMES 14,5+0,06  43,3+0,06  24,3+0,06 2410 6+0
NCME11 15,3+0,06  46,3+0,15 33+0,1 30+0 19,6+0,06
NCME12 16+0,1 45,310,25 30+0 2910 25,3+0,06
NCME13 15+0 37,3£0,06 24+0,1 16,3+0,06 10,3+0,06
NCME14 2310 49+0,1 34+0,1 32+0,1 22+0
NCME15 16+0,1 46,6+0,06 3240,1 31+0 1340
NCME16 130 40+0 33,6£0,06 2210 19,3+0,06
NCME17 170 40,310,06 28+0,1 13,6+0,06 6+0
NCME18 13+0,2 460 3310,1 3910 19+0
NCME19 130 43+0 31+0 25,3+0,06 20+0
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Cizelge 4.9’un devamu.
NCME23 11+0,1 39,6+0,06 200 20,6+0,06 6+0
NCME24 15,3+0.06  40,3+0,06 230 29+0,1 230
NCME25 14+0,1 37,6+0,06  23,6+0,06 18,3+0,06 6+0
NCME26 11+0,1 41+0,1 20,3+0,06 14+0,1 6+0
NCME27 10,3+0,06  34,6+0,06 11,6%0,15 13+0 6+0
NCME29 13,6+0,06 40+0 29,3+0,06 14+0,1 170
NCME30 13,6+0,06 35+0 27,6+0,06 29,3+0,06 0+0,06
NCME31 15,3+0,06 41+0,1 29+0,1 29+0,1 1,86+0,06
NCME34 18+0,2 37,3+0,25 28+0 170 170
NCME35 19,6+0,06 48+0,2 34+0,1 28,6+0,06 18,6+0,15
NCME37 130 39+0,1 27,6+0,06 30+0 18,3+0,06
NCME38 24,3+0,06 42+0,1 250 25+0,1 6+0
NCME40 14+0 38+0,1 29,6+0,06 33,3+0,06 23,3+0,06
NCME41 13+0,1 41+0,1 2910 29,6+0,06 24+0,1
NCME42 14+0,1 40,6+0,06 2910 27+0,1 200
NCME45 12+0 35,6+0,06 17+0 8,3+0,06 6+0

Cizelgedeki veriler tli¢ tekrarin ortama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir. Testte
kullanilan antibiyotik disklerinin ¢apt 6 mm oldugundan zon olusturmayan 6érneklerin
inhibisyon zonu 6mm olarak verilmistir.

Cizelge 4.10. Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen rizosfer bakterilerinin antibiyotik
direng profilleri (mm)

Koloni Kanamisin Imipenem Tetrasiklin Kloramfenikol Ampisilin
adi

NCMR1  16,6+0,06 45+0,2 34+0 23,3+0,15 6+0
NCMR2  19,6+0,06 49,6+0,06 31,3+0,06 2410 15,6+0,06
NCMR3  19,3+0,06 38+0,1 27+0,1 16+0,06 14,3+0,06
NCMR4  22,6+0,06 41,3+0,06 350 18,6+0,06 18+0
NCMR5  20,6+0,06 38+0,1 30,3+0,06 19+0,1 1040
NCMR6 20+0,1 45,310,06 3240,1 35+0 24+0,1
NCMR8 25+0,1 51,6£0,15 39+0,2 29,3+0,06 20+0,1
NCMR10 230 49,6+0,06 34+0,1 3510 26+0,1
NCMR11 19+0 350 280 200 1340
NCMR12 21+0,1 41,610,15  34,3+0,06 34,6£0,06 6+0
NCMR15 17,6+0,06  45,6+0,06 350 33,6£0,06 25,3+0,06
NCMR16 19,3+0,06 44+0,1 28,3+0,06 14+0,1 16+0,1
NCMR17 19+0,1 31,3+0,06 30+0 19+0,1 6+0
NCMR18 170 42,3+10,06  25,6+0,06 15,6+0,06 9,6+0,06
NCMR19 200 40,3+0,06  30,6+0,06 16,6+0,06 6+0
NCMR20 20,6+0,06 49+0,1 31+0,1 41+0,1 19,6+0,06
NCMR21 2410 37+0,1 30,3+0,06 1540 15,6+0,06
NCMR23 16,6+0,06 45,3t0,06  32,6+0,06 30,6£0,06 23,3+0,06
NCMR24 19,6+0,06 44+0,1 31+0,1 36,6£0,15 16+0,1
NCMR26 200 54,6+0,06 40+0 40,3+0,06 26,3+0,15
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Cizelge 4.10’un devamu.
NCMR27 20,3+0,06 32,6+0,06 20+0 060 6+0
NCMR29 19,6+0,06 41,6+0,15 42+0,2 16,3+0,15 6+0
NCMR30 250 61+0 43+0 44+0 28+0
NCMR31 20,3+0,06 45,3+0,06  33,6+0,06 31+0,1 6+0
NCMR33 22,6+0,06 50+0,1 28,6+0,06 35,6+0,06 15,6+0,06
NCMR39 19,3+0,06 45,43+0,15 250 27+0,1 1040
NCMR40 22+0,1 45+0 32,6+0,06 34,3+0,06 24+0,1
NCMR41 27,3+0,06  48,6+0,15 30+0,1 24+0,1 16+0,1
NCMR42 18,6+0,06 36,6+0,06 24+0,1 30,6+0,06 6+0
NCMR43 200 44,3+0,06 26x0,1 16,6+0,15 6+0

Cizelgedeki veriler ii¢ tekrarin ortama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir. Teste
kullanilan antibiyotik disklerinin ¢apt 6 mm oldugundan zon olusturmayan 6rneklerin

inhibisyon zonu 6 mm olarak verilmistir.

Cizelge 4.11. Cam Dagarcigi bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerinin antibiyotik
direng profilleri (mm)

Koloni Kanamisin Imipenem Tetrasiklin Kloramfenikol ~Ampisilin
adi

NCRE1 18,6+0,06 450 32+0,1 32+0 29+0,1
NCRE2 15,6+0,06 350 1940 26+0,1 10,7+0,06
NCRE5 19+0,1 27+0,1 16+0,1 10+0 6+0
NCREG6 19+0,1 37+0,1 26,7+0,15 15,7+0,06 10,3+0,06
NCRE7 17,3+0,06  23,6+0,06 15+0 10+0 6+0
NCRES 18+0 30,7+0,06 26+0,1 13+0 6+0
NCRE9 22,6+0,06 350 200 12,7+0,06 6+0
NCRE11 200 30,7+0,06 28+0 10,7+0,06 6+0
NCRE13  16,3+0,06 250 1540 10,7+0,06 6+0
NCRE15 19+0,1 350 15,7+0,06 14,7+0,06 6+0
NCRE18 19+0,1 34+0,1 13,7+0,06 1240 6+0
NCRE20  25,3+0,06 450 26,7+0,15 12,34+0,11 6+0
NCRE21  20,3+0,06 350 21,7+0,06 10+0 6+0
NCRE23  17,3+0,06 450 24,3+0,06 33,3+0,06 24,7+0,06
NCRE27 16+0,1 30+0 14,3+0,06 11,3+0,06 6+0
NCRE29 200 31,7+0,15  13,7+0,06 1240 6+0
NCRE31 12,3+0,06 24,7+0,06 12+0,1 10,3+0,06 6+0
NCRE32 17,6+0,06 30,3%0,06 15,3%0,06 10,3+0,06 6+0
NCRE33 18+0 36+0,1 1710 12,3+0,06 6+0
NCRE34 200 30,3+0,06  15,7+0,06 14,3+0,06 6+0
NCRE35  17,6+0,06 34+0,1 16,7£0,15 10,3+0,06 6+0
NCRE37 1940,1 40+0 1840 11,3+0,06 6+0
NCRE40 13,3+0,06  38,3%0,06 24+0,1 28+0 250
NCRE41 1840,1 32,3+0,06 14+0,1 13,7+0,06 6+0
NCRE42  20,6+0,06 59,6+0,06 38+0 35,3+0,06 270

Cizelgedeki veriler ii¢ tekrarin ortama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir. Teste
kullanilan antibiyotik disklerinin ¢apt 6 mm oldugundan zon olusturmayan Orneklerin

inhibisyon zonu 6mm olarak verilmistir.
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Cizelge 4.12. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen rizosfer bakterilerinin antibiyotik

direng profilleri (mm)

Koloni Kanamisin Imipenem Tetrasiklin Kloramfenikol ~Ampisilin
adi

NCRR2 11+0 240 11+0 9,7+0,06 6+0
NCRR3 150 36,7+0,15 200 17+0,1 9,7+0,06
NCRR5 23,3+0,06  36,3+0,15 22,3+0,06 10+0 6+0
NCRR7 250 38,7+0,15 230 16+0,1 6+0
NCRRS 22,7+0,06 36x0,1 250 14+0,1 6+0
NCRR10 200 43+0 30+0,1 250 14+0,1
NCRR12 200 45+0 19+0,1 9,7+0,06 6+0
NCRR13  15,7+#0,06 29,7+0,06 13,3+0,06 9+0 6+0
NCRR14  19,3+0,06  36,3+0,06 24+0,1 18+0 14,7+0,06
NCRR15 15,3+0,06 27,3+0,06 14,7+0,06 11+0 6+0
NCRR16 1910 37,3£0,06 17,7+0,06 13+0,1 6+0
NCRR17 23+0,1 44+0,1 350 250 24+0,1
NCRR18 150 25,3+0,06 12+0 9,7+0,06 6+0
NCRR20 2510 40+0 49+0,1 40,3+0,06 10,8+0,1
NCRR21 17,7#0,06  27,7+0,06  35,7£0,06 270 9,1+0,15
NCRR22  23,3+0,06  39,3+0,06 200 14+0,1 6+0
NCRR23  22,3+0,06  38,3+0,06 220 10,3+0,06 6+0
NCRR25  20,3+0,06 29+0,1 35,7+0,06 30+0 14+0,1

Cizelgedeki veriler ii¢ tekrarin ortama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir. Teste
kullanilan antibiyotik disklerinin ¢apt 6 mm oldugundan zon olusturmayan érneklerin

inhibisyon zonu 6mm olarak verilmistir.

4.8. PGPB Ativitelerine Gore Bakteri Secimi

Tez kapsaminda izole edilen tiim bakterilerin PGPB deneyleri birbirinden
bagimsiz olarak degerlendirilmistir. Bakteriler IAA, fosfat ¢ozme kapasitesi, siderofor
uretme kapasitesi ve ACC deaminaz aktivitesi bakimmdan degerlendirilerek toplamda en
yiksek puana sahip 49 adet bakteri molekiiler tanimlama i¢in se¢ilmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin PGPB

puanlari
Koloni Indol Fosfat Cozme Siderofor ACC PGPB
Adi Uretimi Kapasitesi Uretimi Deaminaz  Puam
(ppm) (mm) (mm) Aktivitesi
NCRE9 19,8+0,02 33+1,41 19,67+0,58 + 4
NCRE27 18,15+0,03 39+1,41 231 + 4
NCRE35 14,5+0,02 38+0 171 + 4
NCRE1 33,16+0,02 46,25+1,77 + 3
NCRES 21,25+0,01 38+0 + 3
NCRE13 9,710 41+1 41 210 + 3
NCRE15 4,71+0,01 48+0 21,33+0,58 + 3
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Cizelge 4.13’(in devamu.

NCRE18 7,230 4410 20+0 + 3
NCRE20 12,1740 360 23+1 + 3
NCRE21 5,95+0,01 460 2310 + 3
NCRE29 7,69+0,01 46+5,66 20+0 + 3
NCRE31 10,1+0,01 400 1740 + 3
NCRE32 20,350 35,8+1,13 1141 + 3
NCRE33 9,14+0 38+0 16,67+0,58 + 3
NCRE34 9,34+0,01 351,41 18+1 + 3
NCRE37 32,35+0,02 29+1,41 14,33+1,53 + 3
NCRE41 13,84+0,01 41+1,41 22,67+0,58 + 3
NCRE2 11,22+0,04 360 0+0 + 2
NCRE7 2,19+0 3240 12+0 - 2
NCRES8 13,46+0,01 27+1,41 0+0 + 2
NCRE11 17,2810 0+0 11,33+0,58 - 1
NCRE16 36,55+0,02 0+0 0+0 - 1
NCRE30 44,08+0,02 0+0 0+0 - 1
NCRE40 0,450 0+0 14+0 - 1
NCRE6 1,730 0+0 1240 - 0
NCRE23 6,31+£0,01 0+0 0+0 - 0
NCRE42 0,52+0 0+0 10,33+0,58 - 0
Ortalama 14,2 24,9 12,9

Cizelge 4.14. Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen rizosferik bakterilerin PGPB

puanlar1
Koloni adi IAA Fosfat Cozme  Siderofor ACC PGPB
Uretimi Kapasitesi Uretimi Deaminaz ~ Puam
(ppm) (mm) (mm) Uretimi
NCMR1 310 0+0 18,67+0,58 - 2
NCMR2 18,820 0+0 16,67+0,58 - 2
NCMR17 8,730 0+0 19,33+0,58 - 2
NCMR27 10,630 36,29x2,84 14,33+0,58 + 2
NCMR31 20,02+0,0 0+0 250 - 2
NCMR43 35,87+0,1 0+0 210 - 2
NCMR3 6,430 0+0 2310 - 1
NCMR4 8,130 0+0 19,33+0,58 - 1
NCMR5 6,700 0+0 22,67%0,58 - 1
NCMR6 10,540 0+0 15,33+0,58 - 1
NCMR8 6,450 0+0 24+1 - 1
NCMR10 9,190 0+0 14,67+0,58 - 1
NCMR12 0,310 0+0 210 - 1
NCMR16 20,060 0£0 0£0 - 1
NCMR18 0,250 0£0 160 - 1
NCMR19 7,290 0+0 210 - 1
NCMR21 5,63+0 0£0 210 - 1
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Cizelge 4.14’(in devamu.
NCMR24 5,59+0 0+0 16,33+0,58 1
NCMR29 0,430 0+0 20,67+0,58 1
NCMR39 13,730 0+0 13+0 1
NCMR40 38,74+1,50 0+0 13+1 1
NCMR41 0,20+0 0+0 26,33+0,58 1
NCMR11 7,17+0 0+0 1540 0
NCMR15 6,18+0 0+0 0+0 0
NCMR20 3,95+0 0+0 0+0 0
NCMR23 0,410 0+0 13,33+0,58 0
NCMR26 0,29+0 0+0 0+0 0
NCMR30 3,930 0+0 7,67+£0,58 0
NCMR42 0,22+0 0+0 15,67+0,58 0
Ortalama 8,63 1,20 15,9

4.9. Secilen Bakterilerin Molekiiler Tanimlanmasi

Segilen izolatlarin genomik DNA izolasyonlar1 yapilarak elde edilen DNA’lar
agaroz jel elektroforezi ile gdriintiilenmistir. Izole edilen DNA’larm 16S rRNA gen
bolgeleri PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. Reaksiyon sonucunda PZR urinlerinin
varhigini teyit etmek amaciyla agaroz jelde goriintiilenip sekans analizleri yapilmistir
(Sekil 4.7, 4.8). Sekans sonuglar1 NCBI veri tabaninda taranarak bakteri tanimlamalar1

yapilmistir.

Kit ve manuel yontem kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilemeyen
izolatlarin tanimlanmasi hizmet alimi ile matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon
iyonizasyon ugus zamanl kiitle spektrometresi (MALDI-TOF) (Akdeniz Universitesi
Hastanesi, Merkezi Laboratuvari, Antalya) yontemi ile tanimlanmistir (Sekil 4.14, 4.15,

4.16, 4.17).

M

NCRE27

NCRE32

NCREI15

NCRE41 NCRES

Sekil 4.7. Cam Dagarcigi bitkisinden izole edilen bakterilerin PZR (rlinlerine ait agaroz
jel elektroforezi gorintist (M: DNA merdiveni)
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Sekil 4.8. NCMR31 bakterisine ait 16S rRNA gen bdlgesi sekansinin kromatogram
gorseli

Cizelge 4.15. Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin tanimlanmasi

Koloni Ad1 Bakteri Adi Giris Numaralari
NCRE1 Pseudomonas koreensis MALDI-TOF ile tanimlandi
NCRE2 Priestia aryabhattai NR 115953.1
NCRE5 Pseudomonas chlororaphis MALDI-TOF ile tanimland1
NCRE7 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE9 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE13 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE15 Pantoea agglomerans NR 041978.1
NCRE18 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE21 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE27 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE29 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE32 Pseudomonas baetica NR 116899.1
NCRE35 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE37 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRE41 Pseudomonas koreensis NR 025228.1

Cizelge 4.16. Cam Dagarcig bitkisinden edilen rizosfer bakterilerinin tanimlanmasi

Koloni Ad1 Bakteri Adi Giris numarasi
NCRR5 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRRS8 Pseudomonas baetica NR 116899.1
NCRR10 Pseudomonas baetica NR 116899.1
NCRR13 Pseudomonas baetica NR 116899.1
NCRR15 Pseudomonas koreensis NR 025228.1
NCRR16 Gottfriedia acidiceleris MAVLDI-TOF ile tanimland1
NCRR18 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCRR22 Pseudomonas baetica NR 116899.1

33



BULGULAR

Cizelge 4.17. Kaya Dagarcigr bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerinin

tanimlanmasi
Koloni Ad1 Bakteri Adi Giris numarasi
NCME1 Bacillus wiedmannii NR 152692.1
NCME2 Peribacillus frigoritolerans NR 117474.1
NCMEG6 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCME13 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCME18 Gottfriedia luciferensis NR 025511.1
NCME19 Gottfriedia luciferensis MALDI-TOF ile tanimlandi
NCME25 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCME29 Gottfriedia luciferensis MALDI-TOF ile tanimlandi
NCME30 Peribacillus frigoritolerans NR 117474.1
NCME38 Gottfriedia solisilvae NR 159143.1
NCME40 Gottfriedia luciferensis MALDI-TOF ile tanimlandi
NCME41 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCME45 Pseudomonas trivervalensis NR 024951.1

Cizelge 4.18. Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen rizosfer

tanimlanmasi
Koloni Ad1 Bakteri Ad1 Giris numarasi
NCMR1 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR2 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR6 Peribacillus simplex NR 112726.1
NCMR4 Peribacillus frigoritolerans NR 117474.1
NCMRS Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR17 Peribacillus frigoritolerans NR 117474.1
NCMR21 Peribacillus frigoritolerans NR 117474.1
NCMR27 Pseudomonas koreensis MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR31 Peribacillus muralis MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR39 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR40 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
NCMR41 Peribacillus frigoritolerans NR 115064.1
NCMR43 Peribacillus simplex MALDI-TOF ile tanimland1
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5. TARTISMA

Bitki biyumesini destekleyen bakteriler, bitki biyokiitlesi, kok uzunlugu, tohum
¢imlenmesi, stirgiin uzunlugu ve fotosentez de dahil olmak Uzere bitki blyimesini olumlu
yonde etkilemek i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanmaktadir. Herhangi bir spesifik PGPB
susu, PGPB’nin tiirlinden bagimsiz olarak dogrudan, dolayli veya ikisinin kombinasyonu
olmak tizere ¢oklu mekanizmalarla bitki gelisimine katkida bulunabilmekte, dolayisiyla
bitkilerin belirli bir PGPB tlrlne verdikleri yanit farklilik gosterebilmektedir. Bunun
sebepleri arasinda bitkinin yasi, toprak bilesenleri, topraktaki fitopatojenlerin varligi ve
bitki biliylime sicakligi gibi nedenler yer almaktadir (Stegelmeier vd. 2022). PGPB,
toprakta bol miktarda ve ¢oziinmez formda bulunan fosfati, organik asitler salgilayarak
bitkilerin kullanacagi hale getirirler (Rodriguez ve Fraga 1999). Bu bakteriler, 1AA
ireterek vaskiiler dokunun farklilasmasini, hiicre béliinmesinin uyarilmasini, koék ve
slirgiin biiyiimesini uyararak bitki gelisimine katkida bulunurlar (Stegelmeier vd. 2022).
PGPB etilenin 6nciisii olan ACC’yi ACC deaminaz enzimi ile amonyak ve a-ketobitirata
ayrrarak etilenin bitki gelisimi tizerindeki olumsuz etkilerini ortadan kaldirirlar (Glick
2004). Toprakta Fe, bitkilerin kullanamadig1 Fe*® formundadir ve PGPB, topraktakKi
demiri diisiik molekiiler agirlikli siderofor molekiilleriyle selatlayarak bitkinin Fe alimina
yardimc1 olmaktadir (Neilands 1981; Crowley vd. 1988).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda hiperakiimiilator Kaya Dagarcigi ve Cam Dagarcigi
bitkilerinden izole edilen endofitik ve rizosferik bakteriler incelenmistir. Daha 6nce bu
bitkilerden izole edilen bakteriler ile ilgili literatirde herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Tez konusu kapsaminda izole edilen bakterilerin ACC deaminaz
aktivitesi, fosfat cozme kapasitesi, siderofor tretimleri, 1AA Uretimleri, antibiyotik ve
agir metal direng profilleri incelenmistir. PGPB 6zelligi gosteren bakterilerin molekuler
tamimlamalar1 yapilmistir. Her iki bitkinin dokularindan ve rizosferinden toplamda 108
koloni izolasyonu yapilmistir. Kaya Dagarcig: bitkisinin dokularindani izole edilen 27
bakterinin, rizosferinden izole edilen 26 bakterinin siderofor liretme yetenegine sahip
oldugu goriilmiistiir. Cam Dagarcig bitkisinin i¢ dokularindan izole edilen 20 bakterinin
rizobakterilerin ise tamaminin siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.
Her iki bitkiden izole edilen bakterilerin %20’sinin ACC deaminaz aktivitesine ve
bakterilerin neredeyse tamaminin IAA iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.
Izole edilen endofitik bakterilerin %401, rizobakterilerin ise %25’inin fosfat ¢ozme
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu tez calismasi1 kapsaminda izole edilen
rizobakterilerin, endofitk bakterilere kiyasla siderofor ve fosfat ¢ozme yeteneklerinin
yiksek oldugu goriilmektedir. Goswami vd. (2016) bunun nedeninin bitkilerin kdk
salgilartyla uyarilan bakterilerin demir ve fosfata erisimlerinin endofitik bakterilere gore
daha kolay olmasindan kaynaklanabilecegini belirtmistir. Bitki koklerinden saliman ¢ok
fazla sayida ve gesitlilikteki bilesikler mikrobiyal toplulugun olusmasi igin oldukga uygun
bir ortam saglar. Bu nedenden dolay1 rizosferdeki bakteri ¢esitliliginin daha zengin olmasi
beklenir (Ahemad ve Kibret, 2014).

Tez kapsaminda izole edilen rizobakterilerin izolat sayisinin endofitik bakterilerin
izolat sayisina gore daha az oldugu goriilmiistir. Bu durumun nedenlerinden birinin
bitkinin kok ¢evresinde yasayan bu bakterilerin biliyiik bir kisminm laboratuvar
kosullarinda kiiltiire edilemeyen tiirlerden olmasi, digerinin ise bu bitkiler i¢in rizosferde
tur ¢esitliligi yerine tiir bollugunun daha fazla goriilmesi olabilir. Kaya Dagarcigi ve Cam
Dagarcigi bitkilerinden izole edilen endofitik ve rizosferik bakterilerden toplamda en iyi
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PGPB aktivitesi gosteren 49 koloni secilerek bu bakterilerin molekiler diizeyde
tanimlamalar1 yapilmistir. Tanimlama sonucunda her iki bitkiden izole edilen endofitik
bakteri ¢esitliliginin daha fazla oldugu gorilmiistiir. Bunun nedeni olarak, ayni ortamda
bulunan bitki tiirlerinin ¢evreleriyle etkilesim kurmasi dolayisi ile rizosferlerinde ve i¢
dokularinda bulunan bakteriyel ¢esitliligin etkilenmesi varsayilmaktadir.

Gam Dagarcigi bitkisinin dokularindan (NCRE27, NCRE18, NCRE21, NCRE37,
NCRE13, NCRE9, NCRE41) ve rizosferinden izole edilen (NCRR5, NCRR15)
Pseudomonas koreensis bakterisi ilk olarak Kore’deki tarim topraklarindan izole
edilmistir (Kwon vd. 2003). P. koreensis 1-2 um boyutunda olan Gram negatif, cubuk
seklinde ve spor olusturmayan bir bakteridir. Hafez vd.’nin (2019) yapmis oldugu bir
calismada piringte su eksikligini ve tuzlu topraklarda bitki gelisimini arttrmak i¢in P.
koreensis bakterisi bitkiye uygulanmistir. Bu bakterinin stres kosullar1 altinda yiiksek
miktarda IAA iirettigi ve fosfat ¢ozdiigii goriilmistiir. Bu ¢aligma ile piring bitkisine
uygulanan PGPB’nin, IAA iiretimi ve fosfat ¢6ziinmesi yoluyla yiiksek tuz oranina sahip
smirlt su ortaminda bitki biiylimesini ve ¢imlenmesini destekledigi gosterilmistir. Babu
vd.’nin (2015) yapmis olduklar1 bir ¢alismada M. sinensis bitkisinin dokularindan izole
edilen Cu, Pb, Zn, As agir metallerine kars1 toleransli P. koreensis bakterisinin IAA ve
ACC deaminaz iireterek bitki gelisimine katki sagladig: bildirilmistir. Yapilan bir bagka
caligmada ise pirin¢g tohumunun i¢ dokusundan izole edilen P. koreensis susununun
yuksek fosfat cozme kapasitesi, ACC deaminaz ve IAA iiretim kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir (Walitang vd. 2017). Zeytin diigiimii hastaligi etkeni olan Pseudomonas
savastanoi (Psv)’ye karsi, zeytinlerin dokularindan izole edilen P. koreensis bakterisinin
yiiksek oranda siderofor liretimine sahip oldugu bildirilmistir. Bakteriler tarafinda
uretilen sideroforlarin bitki patojenlerine karsi giiglii biyokontrol bilesikleri olarak
kullanilabildigi bilinmektedir (Doksdz ve Bozkurt 2022, Ghazy ve El-Nahrawy 2021).
Yakin zamannda yapilan bir bagka calismada Tirkiye serpantin endemigi olan
Bornmuellera kiyakii bitkisinin rizosferinden de izole edilen PGPB’ler arasinda P.
koreensis bakterisi tanimlanmis ve bu izolatin fosfat ¢oziinirligi, IAA ve siderefor
aktvitelerine sahip oldugu bildirilmistir. Yine ayn1 ¢alismada izole edilen P. koreensis
bakterisinin imipenem, kloramfenikol, tetrasiklin ve kanamisin antibiyotiklerine duyarli
ve Ni, Cu, Al, Pb ve Cr agir metallerine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. (Gaya
2023). Benzer olarak yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda izole edilen P. koreensis’in de
IAA (retimi, siderofor Uretimi, ACC deaminaz aktivitesi ve fosfat ¢ozme yetenegine
sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3, 4.4). Bunun yani sira Ni, Cr, Pb ve Al agir
metallerine karsi direngli oldugu imipenem, Kloramfenikol, tetrasiklin ve kanamisin
antibiyotiklerine kars1 duyarl oldugu tespit edilmistir.

Pantoea cinsi ilk olarak Gavini vd. (1989) tarafindan tanimlanan Gram negatif
Enterobacteriaceae familyasina ait bir cinstir. Bu cinse ait bakteriler genellikle
meyvelerden, tohumlardan ve bitki yizeylerinden izole edilebilmektedirler. Pantoea
agglomerans elma ve armut gibi mahsiillerde karsilasilan Ervania amylovoa bakterisinin
sebep oldu ates yanikligi1 hastaligmm biyolojik kontroliinde kullanilmigtir. E.
amylovoa’nin varliginda P. agglomerans’m pantosin A ve pantosin B antibiyotiklerini
ureterek patojeni inaktif hale getirdigi gozlemlenmistir (Pidot vd. 2014). Bagka bir
caligmada Hindistan’m tuzlu topraklarindan izole edilen P. agglomerans bakterisinin
piring bitkisi iizerindeki etkilerine bakilmistir. Yapilan ¢alismada %8’lik NaCl stresi
altinda P. agglomerans bakterisinin ACC deaminaz aktivitesine, fosfat c¢tzme
kapasitesine ve IAA iiretme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir (Bhise ve Dandge,
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2019). Luziatelli vd.’nin (2020) yaptig1 ¢alismada P. agglomerans bakterisinin 1AA
uretimi, siderefor Uretimi ve Ars agir metaline kars1 direngli oldugu gosterilmistir. Ayrica
IPyA (ipdC) ve 1AM (amiE) yoluyla IAA sentezinde rol oynayan enzimleri kodlayan
genlerin belirlendigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ayn1 zamanda P. agglomerans bakterisi
domates tohumuna uygulanarak ¢imlenmeyi artirdigini ve bitki gelisimine katkida
bulundugu bildirilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda Cam Dagarcigi bitkisinin
dokularindan izole edilen (NCRE15) P. agglomerans’m [AA ve siderofor iiretebildigi ve
ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Ayrica bu
bakterinin Ni, Pb, ve Al agir metallerine kars1 direngli oldugu imipenem, kloramfenikol,
tetrasiklin ve kanamisin antibiyotiklerine karsi duyarh oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda, Cam Dagarcig1 bitkisinin rizosferinden izole edilen NCRRS,
NCRR10, NCRR13, NCRR22 izolatlar1 ve aymi bitkinin dokularindan izole edilen
NCRE32 izolat1 Pseudomonas baetica bakterisi olarak tanimlanmustir. Bu bakteri ilk
olarak Giiney Ispanya’da gida iiretimi amaciyla yetistirilen kama dil baligindan izole
edilmistir. Bu bakteriler Gram negatif, hareketli, cubuk seklinde bakterilerdir (Lopez vd.
2012). Karimzedeh vd. (2021) P. baetica bakterisinin abiyotik stresler altinda kurak alan
bugdaymmin gelisimi iizerindeki etkileri gozlemlenmistir. Yiiksek tuz icerigine direng
gosteren bu bakterinin [AA iiretme yetenegine ve fosfat ¢dzme kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir. Ispanya’da madencilik sahasindan izole edilen P. baetica bakterisi Lupinus
albus bitkisine asilandiginda ortamda bulunan Hg konsatrasyonunun azaldigi ve bitki
gelisimine katkida bulundugu goriilmiistiir (Gonzélez vd. 2022). Gaya (2023) tarafindan
yapilan ¢alismada bir hiperakimulator bitki olan N. birolmutlui’ninrizosferinden izole
edilen P. baetica bakterisinin AAC deaminaz, IAA lretme ve siderefor Gretme yetenegine
sahip oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada P. baetica bakterisinin Ni, Cu, Al, Pb, Cr agir
metallerine kars1 direngli iken kloromfenikol, imipenem, tetrasiklin, kanamisin
antibiyotiklerine karst inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Bu tez
calismasindaizole edilen P. baetica bakterisinin ACC deaminaz aktivitesinin, siderofor
iiretimi ve IAA iiretimine sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4). Tez
calismasinda izole edilen P. baetica Ni, Cr, Pb, Al ve Cu agir metallerine kars1 direng
gOstermistir. Yine aymi bakteri imipenem, Kloramfenikol, tetrasiklin ve kanamisin
antibiyotiklerine kars1 inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Bacillaceae familyasinin bir iiyesi olan Gottfriedia tlrleri cubuk seklinde, Gram
pozitif ve spor olusturan bakterilerdir. Bu bakteri tiirlerinin bir¢ok fizyolojik 6zelligi ve
6zel metabolitleri tarim, ila¢ ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Logan ve Vos 2015).
Toprakta yer alan Gottfriedia tiirleri bitki gelisimine katkida bulunmanin yanisira
indiiklenmis sistemik direncin (ISR) uyarilmasina katkida bulunur (Kloepper vd. 2004).
Gottfriedia turinun bir Gyesi olan G. luciferensis ilk olarak Giiney Sandvi¢ Adalar1’ ndaki
Candlemas Adasi’ndaki bir yanardag olan Lucifer Tepesi’ndeki toprak 6rneginden izole
edilmistir (Logan vd. 2002). Bu bakteri ilk izole edildiginde Bacillus luciferensis olarak
isimlendirilirken 2020 yilinda G. luciferensis olarak yeniden adlandirilmistir (Gupta vd.
2020). Kim vd. (2009) G. luciferensis KJ2C12 susunu biber bitkisine karsi patojen olan
Phytophthora capsici {izerindeki etkisini incelemislerdir. G. luciferensis ile asilanan
bitkilerde patojenin neden oldugu hastaligin siddetini indiiklenmis sistemik direcgin
uyarilmasiyla azaldigimi gézlemlemislerdir. G. luciferensis bakterisi ile ilgili literatur de
PGPB aktivitesi hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda Kaya
Dagarcig1 bitkisinden izole edilen (NCME19, NCME18) G. luciferensis bakterisinin
fosfat ¢Ozme Kkapasitesi, IAA Uretimi ve siderofor diretimi ile bitki gelisimini

37



TARTISMA F.M.SEN

destekleyemeye aday olabilecegi diisiiniilmektedir Cizelge 4.1). Ayrica bu bakterininin
Al, Cr, Pb, Cu ve Al agir metallerine kars1 direncinin oldugu ve kanamisin, tetrasiklin,
kloromfenikol, imipenem antibiyotiklerine karsida inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir

Gottfriedia adi, baslangicta ¢ubuk sekli i¢in Bacillus adin1 6neren Alman bilim
insant ve doga bilimci olan Christian Gottfried Ehrenberg’i kutlamak ve onun
mikroorganizma ¢alismalarini takdir etmek icin segilmistir. Ik olarak 2007 yilinda adli
tip 6rneginden izole edilen bu bakteri Bacillus acidiceler olarak isimlendirilmistir (Peak
vd. 2007). Gottfriedia cisinin liyerini, Bacilleceae familyasina ait diger cinslerden ayiran
birgok farkli protein olmasi onlari filogenetik agagta monofiletik bir dal olusturmalarina
neden olmustur. B. acidiceler Nisan 2021 yilindan itibaren G. acidiceleris olarak
isimlendirilmistir (Gupta vd. 2020). Chhetri vd. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada
piring bitkisinin koklerinden izole edilen Gottfriedia endophyticus RG28T susunun
Gottfriedia cinsindeki diger li¢ sus tarafindan tiretilen IAA miktarlar1 karsilastirilmstir.
Yapilan ¢alisma sonucundan L-triptofan varhiginda G. acidiceleris TAA {rettigi
belirlenmistir. Bu tez kapsaminda Cam Dagarcigi bitkisinden izole edilen (NCRR16) G.
acidiceleris bakterisinin IAA ve siderofor Uretme aktivitesine ve fosfat ¢ozme yetenegine
sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu bakterinin Ni (5mM), Cr, Pb, Cu, Al (5SmM) agir
metallerine kars1 direncinin oldugu ve kanamisin, tetrasiklin, kloromfenikol, imipenem
antibiyotiklerine kars1 da inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

G. solisilvae bakterisi ilk olarak 2017 yilinda Cin’in Heilongjiang Eyaleti,
Changbai Dagr’indaki orman topragindan izole edilmistir (Pan vd. 2017). Gottfriedia
cinsinin tyeleri, karmasik tiirler arasi taksonomisi, cinse yeni bakteriler atamak icin
kullanilan belirsiz kriterlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan polifiletik Bacillus cinsinden
transfer edilmistir. Bacillus cinsinde ortaya ¢ikan yaygm polifili, bilim insanlar1
tarafindan bir sorun olarak kabul edilmis ve bu cinsin taksonomisini agiga kavusturmak
icin ¢ok sayida filogenetik ¢alismanin yayinlanmasiyla sonuglanmistir. Sonug¢ olarak
Bacillus'un yalnizca Bacillus subtilis ve Bacillus cereus ile yakin akraba olan tiirleri
icermesi ile smirlandirilmig ve diger tiirler bagka yeni cinslere aktarilmistir. Mayis 2021
itibariyle Gottfriedia cinsinde toplam ii¢ tiirii bulunmaktadir (Gupta vd. 2020). Chhetri
vd.’nin (2022) yapmis olugu calismada piring bitkisinin koklerinden izole edilen G.
solisilvae bakterisinin IAA {iretim yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. Bu tez ¢aligmasi
kapsaminda Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen (NCME38) G. solisilvae bakterisinin
IAA Uretim, siderofor Gretimi ve en yiksek fosfat ¢ozme kapasitesine sahip olmasi ile
bitki gelisimini desteklemeye aday olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica bu bakterininin
Al, Cr, Pb, Cu ve Al agir metallerine kars1 direnci belirlenmisken kanamisin, tetrasiklin,
kloromfenikol, imipenem antibiyotiklerine kargida inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir.

Peribacillus cinsi bakteriler Bacillaceae familyasina ait ¢ubuk seklinde, endospor
olusturan Gram pozititif veya Gram degiskenlik gosteren bir bakteridir. Peribacillus
tiyeleri baglangigta Bacillus cinsinin bir pargast iken 2020°de filogenomik ve
karsilagtirmali  genomik analizler kullanilarak yapilan kapsamli taksonomik
siniflandirmanin  ardindan Peribacillus cinsinin ayr1 bir monofilogenetik grubunu
olusturmak tizere molekiiler belirteclere dayanarak yeniden diizenlenmistir (Patel ve
Gupta, 2020). Gunimuizde Peribacillus simplex de dahil olmak Gzere bu cinsin 21 tane
turd bulunmaktadir (Parte vd. 2020). Tarimsal dneme sahip olan patates yumrularinin
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mikro besin ihtiyacini karsilamak igin Mushtaqg vd.’nin (2022) yapmis oldugu ¢alismada
siderofor dreten P. simplex’in patatesteki demir alimmi arttirip bitki gelisimini
destekledigi goriilmiistiir. Bir bagka ¢alismada ise saglikli bitki rizosferinden izole edilen
P. simplex tutin bitkisinde bulunan Pythium aphanidermatum patojeninin Uzerindeki
etkilerine bakilmistir. Calismada kullanilan P. simplex HS-2 susu reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimini arttirdigi, patojen tehdidine karsi yanit olarak kalloz Gretimi ile bitki
hlicre duvari gegirgenligini azalttigi tespit edilmistir. Bunlarin yani sira bitki savunma
genlerinin ve MAPK sinyallerinin ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir (Miao vd.
2018). Yao vd.’nin (2022) yapmis oldugu c¢aligmada yabani piring bitkisine uygulanan
P.simplex 499G2 susu IAA iiretimi ile bitki bitylimesini desteklerken ayn1 zamanda bitki
direncini indiikledigi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda izole edilen NCME®6,
NCME13, NCME25, NCME41 (Cizelge 4.9), NCMR2, NCMR6, NCMR8, NCMR39,
NCMR40 (Cizelge 4.10) izolatlar1 kullanilan biitiin antibiyotiklere kars1 duyarli iken
NCRR18 (Cizelge 4.12), NCMR1, NCMR43 (Cizelge 4.10) izolatlarmin ise ampisiline
kars1 direncli olduklar1 tespit edilmstir. Diger izolatlar farkli olarak NCRR18 izolatinin
Nive Al 5mM (Cizelge 4.8) kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. P. simplex’in siderofor
ve [AA iiretme yetenegine sahip oldugu gortilmiistiir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.4).

Peribacillus muralis bakterisi ilk olarak Ispanya (Carmona Nekropolil) ve
Almanya’da (Greene-Kreiensen Kilisesi) bulunan bozulmus duvar resimlerinden izole
edilmistir. Bacillaceae familyasina ait olan Peribacillus cinsi bakteriler Gram pozitif,
cubuk seklinde, 0,7-0,8 um ¢apinda ve endospor olusturma yetenegine sahiptirler. Bu
bakteriler tek olduklarinda hareketli iken zincir halinde olduklarinda ise hareketsizdirler
(Heyrman vd. 2005). Bu bakteri baslangicta Bacillus muralis olarak isimlendirilirken
2020’°de yapilan ¢alisma sonucunda P. muralis olarak yeniden adlandirilmistir (Patel ve
Gupta, 2020). Yeralt1 sularinda ve topraktaki pestisit oranini azaltmak igin Bhatt vd.
(2022) tarafindan yapilan ¢alismada boscalid etken maddeli fungusiti P. muralis’in %85-
95 oraninda pargaladigi bildirilmistir. Yiiksek kuraklik toleransina sahip Cicer anatolium
bitkisinden izole edilen P. muralis bakterisi C. arietium bitkisine asilanarak normal ve
kuraklik kosullar1 altinda bitki biiyiimesi degerlendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda P.
muralis bakterisinin TAA iretimi, azot fiksasyonu ve amonyak {iretiminin oldugu
bildirilmistir. Bu bakterinin fosfat ¢ozme kapasitesine sahip olmadagi tespit edilmistir.
Kuraklik stresi altinda P. muralis bakterisi siirgiin uzunlugunu ve fotosentetik pikmentleri
arttirarak bitki gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir (Esmael vd. 2022). Bu tez
calisgmasi kapsaminda izole edilen P. muralis (NCMR31) IAA, siderofor (retme
kapasitesine sahip oldugu ve fosfat ¢ozniirliigli, ACC deaminaz aktivitesine sahip
olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.4). Yapilan agir metal deneyinde bu bakterinin Al, Pb
ve Ni’ye kars1 direng oldugu belirlenmistir. Kanamisin, imipenem, kloromfenikol ve
tetrasiklin antibiyotiklerine kars1 inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.

Peribacillus frigoritolerans ilk kez Fas’m kurak topraklarindan izole edilerek
tanimlanmistir  (Delaporte ve Sasson 1967). Bu bakteri ilk izole edildiginde
Brevibacterium frigoritolerans olarak isimledirilirken 2020 yilinda Patel ve Gupta’nin
yapmis oldugu kapsamli taksonomik analizler sonucu P. frigoritolerans olarak yeniden
isimlendirilmistir. Yakin zamanda yapilan tiim genom analizi ¢aligmalarinda P.
frigoritolerans’in P. muralis ve P. simplex ile yakindan iliskili oldugu ortaya ¢ikmistir
(Montecillo ve Bae 2022). Ispanya’da 2022 yilinda yasanan yangmindan sonra yerel
mikrobiyal ¢esitlilikteki degisiklikleri anlamak ve topragin iyilesmesini hizlandirmak i¢in
bakteri uygulamasi amaglanmistir. Yapilan bu ¢alisma kapsaminda P. frigoritolerans’in
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K ve P ¢oziiniirliigiine ayrica da siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir
(Nize vd. 2023). Marik vd.’nin (2023) yapmis oldugu ¢alismada Thara ¢6liintin kurak ve
besin agisindan fakir topraklarinda yetisen bitkilerin biiylimesini destekleyen bakterilerin
izolasyonu yapilarak molekiiler mekanizmalar1 agiklanmistir. Thara ¢oliiniin kKurak
topraklarindan izole edilen P. frigoritolerans T7-1ITJ nin antifungal aktivitesinin oldugu
ve siderofor liretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Maghazli vd. (2022) yilinda
yapmis oldugu bir baska ¢alismada P. frigoritolerans’in siderofor ve IAA (retme
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Kaya Dagarcigi bitkisinin rizosferinden izole
edilen (NCMR4, NCMR17, NCMR21, NCMR41) P. frigoritolerans’in IAA ve siderofor
iiretme yetenegine sahip oldugu ve tez kapsaminda kullanilan antibiyotiklerin tamamina
kars1 inhibisyon zonu olusturdugu gOriilmiistiir.

Pseudomonas thivervalensis bakterisi ilk olarak 2000 yilinda Achouak vd.
tarafindan Arabidopsis ve Kanola bitkilerinin rizosferinden izole edilmistir. Bu bakteri
Pseudomonadaceae familyasina ait Gram negatif bir toprak bakterisidir. Kolza bitkisi
1slah1 kapsaminda Cin’deki Nanjing Jiuhuashan bakir madenciligi bolgesini ¢evreleyen
tarim arazilerinde yerinde iyilestirme ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. P. thivervalensis’in
kolza bitkisine uygulandiginda bitki biyokiitlesini ve Cu alim miktarmi arttirarak bitki
gelisimine katkida bulundugu goriilmistiir. Ayrica bu bakterinin askorbik asit ve
glutatyon dahil olmak iizere antioksidan maddelerin oranini arttirarak bitkideki oksidatif
stresin azaltilmasinda yardimci oldugu goriilmiistiir (Ren vd. 2019). Gaya (2023) yaptigi
calismada N. birolmutlui bitkisinden izole edilen P. thivervalensis bakterisinin fosfat
cozme, IAA ve siderofor iiretme yetenegine sahip oldugunu goéstermistir. Yine ayni
caligmada P. thivervalensis bakterisinin kanamisin, imipenem, tetrasiklin, kloromfenikol
antibiyotiklerine karsi inhibisyon zonu olusturdugu ve Ni, Al, Pb ve Cr agir metallerine
kars1 direng¢li oldugu belirlenmistir. Maydonoz bitkisinin kék kismindan izole edilen P.
thivervalensis bakterisinin in vitro kusullar altinda hastalik etmenine kars1 antagonistik
etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Yine bu ¢alismada P. thivervalensis bakterisinin
siderofor, 1AA, proteaz, amonyak Uretimi ve fosfat ¢dzme potansiyelinin oldugu da
belirlenmistir. (Belimov vd. 2001). Nascimento vd. (2019) ¢alismalar1 sirasinda izole
ettikleri P. thivervalensis izolatiminACC deaminaz aktivitesine sahip oldugunu
gostermistir. Afridi vd.’nin (2019) yapmis olduklar1 g¢alismada ACC deaminaz
aktivitesine ve yiiksek tuz toleransina sahip Kocuria rhizophivla (14ASP) ve Cronobacter
sakazakii (OF115) bakterilerinin normal biiyiime kosullariyla karsilastirildiginda, tuz
stresi kosullarinda OF115 bakterisinde ACC deaminaz aktivitesinin arttigini, 14ASP
bakterisinde ise ACC deaminaz aktivitesinin azaldigin1 gormiis. Li ve Glick (2001) ACC
deaminaz aktivitesinden sorumlu acdS geninin ortamdaki degiskenler tarafindan (tuz
stresi, pH ve sicaklik) kontrol edilebilecegini bildirmislerdir (Sing ve Jha 2015). Bu tez
kapsaminda izole edilen P. thivervalensis’in ACC demainaz aktivitesine sahip olmadigi
goriilmiigtir. Bunun nedeni olarak ACC deaminaz aktivitesinden sorumlu olan acdS
geninin farkli stres kosullarinda ifadesindeki degisiklik gosterilebilir. Yapilan tez
calismasinda Cam Dagarcig1 bitkisinin endofitinden izole edilen (NCME45) P.
thivervalensis izolatinin literatiirdeki diger ¢alismalara benzer sekilde siderofor tretme,
IAA Uretme ve fosfat ¢ozme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu
bakterinin Pb, Cr, Ni, Cu, Al ve Zn agir metallerine karsi direngli oldugu da bulunmustur.
Bakterinin ¢alismada kullanilanlan antibiyotikler olan kanamisin, imipenem, tetrasiklin
ve kloromfenikol antibiyotiklerine kars1 inhibisyon zonu olusturdugu goriilmiistiir.
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Pseudomonas chlororaphis ¢ubuk seklinde spor olusturmayan, bir veya daha fazla
flagellaya sahip olan Gram-negatif bir bakteridir. Bu bakterinin 6zellikleri arasinda
piyoverdin (floresan) salgilamasi yer almaktadir (Tombalini vd. 1999). Bu floresan
genellikle sari-yesil bir pigmenttir ve Fe’nin simirlandig1 kosullar altinda organizmanin
bitkiye baglanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Meyer vd. 2002). P. chlororaphis fenazin
iireterek bitki patojeni olan mantarlara karsi etki ederek mahsiil verimini arttirmaktadir
(Woeng vd. 2001). P. chlororaphis suslari tarafindan iiretilen fenazinler, sideroforlar ve
VOC’lar bitki gelisimine katki saglayan ana aktif bilesiklerdir (Raio ve Puopolo, 2021).
Tangela vd. (2019) tarafindan yapilan baska bir ¢alisma da P. chlororaphis KNU17Pcl’in
hem PGPB aktivitesi hem de Kore musirinda yaprak ve kilif yanikligima neden olan
Rhizoctonia solani AG-1’ya kars1 antifungal aktivitesi degerlendirilmistir. KNU17Pcl
susunun ¢inko ¢oziniirliigli, IAA aktivitesi ve siderofor liretimi bakimindan pozitif
oldugu ve R. solani AG-1’¢ kars1 etkili oldugu tespit edilmistir. Bu tez g¢alismasi
kapsaminda Kaya Dagarcigi bitkisinden izole edilen P. chlororaphis (NCRE5)
bakterisinin IAA ve siderofor Urettigi, ACC deaminaz aktivitesine ve fosfat ¢tzme
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu bakterinin c¢aligmada kullanilanlan
antibiyotikler olan kanamisin, imipenem, tetrasiklin ve kloromfenikol antibiyotiklerine
kars1 duyarli oldugu ve Ni, Al, Pb ve Cr agir metallerine kars1 direngli oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 1.7 ve Cizelge 4.11).

Bacillus wiedmannii 2016 yilinda ABD’de bulunan bir siit tozu isletme tesisinde
depolanan ¢ig siitten izole edilmistir. Bu bakteri Bacillaceae familyasina ait Gram pozitif,
basil formunda, spor olusturma yetenegine sahip bir bakteridir. Saad vd.’nin (2020)
yapmis olduklar1 ¢alismada Bombax malabaricum’un rizosferinden izole edilen B.
wiedmannii bakterisinin kok ¢iiriikliigiine neden olan R. solani’ tizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Bakterinin azot fikse etme yetenigine sahip oldugunu ve R. solani
enfeksiyonunu Onlemede etkili oldugunu tespit etmislerdir. Franchi vd.’nin (2022)
yapmis olduklar1 bir ¢alismada B. wiedmannii’nin IAA Uretimi, siderofor Gretimi,
amonyak lretimi, proteaz iiretimi agisindan pozitif sonu¢ verirken fosfat ¢ozdiirme
yetenegi bakimindan negatif sonu¢ verdigini belirtmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda
Kaya Dagarcigi bitkisinin endofotinden izole edilen (NCME1) B. wiedmannii’nin 1AA
ve siderofor Uretme kapasitesine sahip oldugu, literattirdekine benzer olarak fosfat ¢gzme
ve ACC deaminaz aktivitesinin ise olmadig1 goriilmiistiir. Bu bakterinin Ni, Cr, Pb, Al ve
Zn agrr metallerine karst direngli oldugu kanamisin, kloromfenikol, tetrasiklin ve
imipenem antibiyotiklerine kars1 ise duyarli oldugu gorilmektedir.

Priestia, Bacillaceae familyasina ait Gram pozitif ¢ubuk seklinde spor olusturan
bir bakteridir. Bacillus tiirleri arasindaki evrimsel iliskileri agiga ¢ikarmak i¢in 2020
yilinda karsilagtirmali filogenetik analizler kullanilarak Bacillus aryabhattai olan ismi
Prestia aryabhattai olarak degistirilmistir (Gupta vd. 2020). Bu bakteri 2009 yilinda
Hindistan da yapilan bir ¢aliymada kriyotiiperden alinan hava orneklerinden izole
edilmistir (Shivaji vd. 2009). Bir baska ¢alismada ise hiperakiimiilatér bitki olan N.
birolmutlui bitkisinin dokularmin i¢ kismindan izole edilen P. aryabhattai bakterisinin
IAA ve siderefor aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Gaya 2023). Shahid vd.’nin
(2022) yapmis oldugu ¢alismada Triticum aestivum (bugday) bitkisinin i¢ dokularindan
izole edilen P. aryabhattai BPR9 susu biyotik ve abiyotik stres toleransi ac¢isindan
degerlendirilmistir. Bu bakterinin P, K, Zn ¢ozebilme yetenegine, ACC deaminaz
aktivitesine, IAA ve siderofor {iretim yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica NaCl
stresi altinda P. aryabhattai BPR9 susu ile asilanan bugday fidelerinin, agilanmayan
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fidelere kiyasla ¢imlenme, bitki bliyiimesi ve yaprak pigmenti degerlerinde dnemli bir
artig oldugu tespit edilmistir. Rungsihiranrut vd. (2023) tarafindan deniz siingerlerinden
izole edilen P. aryabhattai TLO1-02 susunun agir metalleri (As, Cu, Co, Cr) tolere
edebilme ve petrol hidrokarbonlarin1 parcalama yetenegine sahip oldugu bildirilmistir.
Moturu vd. (2023) tarafindan yapilan baska bir calismada ise musir bitkisinin ig
kisimlarindan izole edilen P. aryabhattai bakterisinin ACC deaminaz aktvitesine, IAA
uretimine, siderofor tiretimine ve fosfat ¢ozme yetenegine sahip oldugu ve boylelikle bitki
gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir. Bu tez calismasinda Cam Dagarcigi
bitkisinden izole edilen (NCRE2) P. aryabhattai bakterisinin ¢alismdaki PGPB
kriterlerinin tamamina sahip oldugu, ¢alismada kullanilan antibiyotiklerin tamamina kars1
inhibisyon zonu olusturdugu ve Ni (5Mm), Cr, Pb, Cu ve Al agir metallere kars1 direng
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.11).
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6. SONUC

Artan gida talebi nedeniyle tarimda kullanilan ¢esitli kimyasallar ¢evre sorununa
neden olan 6nemli faktorlerden biridir. Bu maddeler toprakta agir metal birikimi, toprak
mikroflorasinin bozulmasi, toprakta tuzluluk, ozon tabakasinin incelmesi ve sera etkisinin
olusmasi gibi birgok ¢evre sorununa neden olmaktadir (Sénmez vd. 2008). Ozellikle bitki
zararlilar1 ve hastaliklarinin 6niine gegmek i¢in kullanilan pestisitler hizli sonug vermeleri
ve tekrarlanabilir olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedirler. Ancak bu maddeler, yizey
ve yeralt1 sularma karisip topraga bulasarak hedeflenenin disinda farkli organizmalara
zarar vermekte ve bunun yani sira biyolojik sistemleri ve ¢evreyi tehdit etmektedirler
(Y1ldiz vd. 2005).

Yapilan bu tez c¢alismast kapsaminda serpantin topraklarda yetisen,
hiperakiimilator 6zellige sahip Brassieae familyasina ait olan Kaya Dagarcigi ve Cam
Dagarcigi bitkileri incelenmistir. Bu bitkilerin rizosferlerinden ve bitki dokularindan izole
edilen bakterilerin bitki gelisimine katkida bulunup bulunmadiklar1 in vitro olarak
belirlenmis ve secilen bakterilerin karakterizasyonlart yapilmistir. PGPB’nin dnemli
oOzelliklerinden olan IAA uretimi, siderofor Gretimi, ACC deaminaz aktivitesi, fosfat
¢cozme kapasitesinin yani sira bakterilerin agir metal ve antibiyotik direng profilleri de
incelenmistir. Bu tez kapsaminda Cam Dagarcig1 bitkisinden izole edilen bakterilerin
neredeyse tamammin [AA drettigi gézlemlenmistir. Miktar olarak en yiksek IAA
Uretiminin ise Kaya Dagarcigi dokularindan izole edilen bakteriye ait oldugu
g6zlemlenmistir. N. cariesnis bitkisinden izole edilen endofitik ve rizosferik bakterilerin
yarisindan fazlasmin fosfat ¢ozme yetene§ine ve siderofor iiretme yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica her iki bitkiden izole edilen bakterilerin ¢coklu agir metal
direncine (Cr, Pb, Ni, Al ve Cu) sahip olduklar1 tespit edilmistir. Her iki bitkiye ait olan
izolatlarm antibiyotik direng¢ profilleri incelendiginde imipenem, kloramfenikol,
tetrasiklin ve kanamisin antibiyotiklerine kars1 inhibisyon zonu olustugu goriilmiistiir. Bu
tez calismasmda izole edilen G. luciferensis, G. solisilvae ve G. acidiceleris bakteri
turlerinin PGPB 6zellikleri ile literattirde bilgi oldukg¢a azdir. S6z konusu her ¢ bakteri
tiirtiniin de yiiksek PGPB aktivitelerinin yani sira ¢esitli antibiyotik ve agir metal
direnglerinin tespit edilmesi a¢isindan ¢alismamiz ilk calisma niteligi tagimaktadir.

Giliniimiizde tarim alanlarinda bilingsiz kimyasal giibre ve zirai ilag kullanimi
toprak verimliliginin kaybma ve c¢evre kirliligine neden olmaktadir. PGPB’nin
stirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda kullanilmas1 umut verici bir teknik olma potansiyeli
tasimaktadir. PGPB’nin tarimsal iiretim sistemlerinde kimyasal giibrelerden daha etkin
oldugu bilinmektedir. Bu bakterilerin bir kismi bitkilerle simbiyotik iliski kurabildikleri
gibi bir kism1 da bitki dokularinda lokalize olmaktadir. Bu bakteriler bitkinin kaynak
(siderefor, P, N gibi) edinimini kolaylastirir, bitki hormon (1AA gibi) seviyelerini module
ederek dogrudan bitki biliylimesini tesvik edebilir veya cesitli patojenlerin bitki gelisimi
Uzerindeki inhibitor etkilerini azaltarak bitki blyumesini desteklemektedir. Bu tez
caligmasinda serpantin topraklarda yetisen hiperakiimiilator bitkilerden izole edilen
bakterilerin PGPB aktivitesine antibiyotik ve agir metal direnglerine sahip olduklari rapor
edilmistir.

Calismada kullanilan bakterilerin laboratuvar ortaminda PGPB 0zelliklerinin
belirlenmesi tek basina yeterli olmamaktadwr. Laboratuvar deneyleri yapilan bu
bakterilerin sera ve saha denemelerinin de yapilmasi olduk¢a ©Onemlidir. PGPB
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uygulanmast bir¢ok agidan avantajli olsa da uygulama sirasinda formiilasyonunun,
saklanmasmin ve uygulanma yonteminin belirlenmesi gerekmektedir. Bununla beraber
bitki biiylimesinin bakteriyel uyarilmasinda rol oynayan mekanizmalarin daha iyi
anlagilmas1 da mutlak bir ihtiyagtir. Bu ¢calismadan elde edilen ¢iktilar kullanilarak PGPB
potansiyeline sahip oldugu belirlenen bakterilerin tarimsal 6neme sahip bitkilere
uygulanmasmin ardindan bu bakterilerin bitki gelimisi tizerindeki etkilerinin gorilmesi,
bakterilerin bitkiye uygulama yontemlerinin belirlenmesi ve ticarilestirilmesi amaci
tagityan devam ¢alismalarinda kullanilmasi ileri hedefler arasinda yer almaktadir.
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8. EKLER

EK-1. Chrome Azurol S (CAS) Besiyeri Hazirlanisi (Schwyn ve Neilands 1987)

Chrome Azurol S (CAS) 0,06 g/L
Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) 0,073 g/L
FeCls.6H20 (Ferrik Klorir hekzahidrat) 0,0027 g/L
Nutrient Broth 8 g/L
Agar 15 g/L

CAS agar igin U¢ ayr1 soliisyon hazirlanmstir; ilk solisyon igerisinde 0,06
Chrome Azurol S tartilarak ve 50 ml dH20 igerisinde ¢6zdiiriilmiistiir. Soliisyon iki de
ise 0,0027 g FeClz.6H20, 10 mM HCI i¢inde ¢Ozdiiriilerek hazirlanmistir. Son soliisyon
icin ise 0,073 g hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) 40 mL dH20 igerisinde
¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Hazirlanan CAS soliisyonu Uzerine demir soliisyonu
eklenmis ve son olarak HDTMA soliisyonu eklenerek 15 dk 121 °C’de steril edilmistir.
900 mL Nutrient agar ayri olarak hazirlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir.
Otoklavdan ¢ikan bu iki ¢ozelti karistirilarak petri kaplarina dokiilmiistiir.
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EK-2. NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate) Besiyeri
Hazirlamis1 (Nautiyal 1999)

Glukoz 10 g/L
MgCl,.6H,0 (Magnezyum klorlr hekzahidrat) 5¢g/L
KCI (Potasyum klortir) 0,2 g/L
MgSQO4.7H20 (Magnezyum silfat heptahidrat) 0,25 g/L
Caz(POa4). (Kalsiyum fosfat) 59g/L
(NH4)2SO4 (Amanyum stilfat) 0,1g/L
Bromophenol Blue 0,025 g/L
Nutrient Broth 8 g/L
Agar 15 g/L

Kimyasallar sirasiyla eklenerek ve dH>O ile 1000 mL’ye tamamlanmistir.
Ardmdan silfurik asit ile pH 6.8 — 7.0 araligin da ayarlanarak 121 °C’de 15 dk
otoklavlanip petri kaplaria dokiilmiistiir.
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EK-3. DF (Dworkin ve Foster) Besiyeri Hazirlamis1 (Penrose ve Glick 2003)

ZnS04.7H20 (Cinko sulfat heptahidrat) 0,02 g/L
MgSQO4.7H20 (Magnezyum silfat heptahidrat) 0,2 g/L
KH2PO4 (Mono potasyum fosfat) 1,36 g/L
FeS04.7H20 (Demir siilfat heptahidrat) 0,2 g/L
CaCl>.2H.0 (Kalsiyum klor(r dihidrat) 0,7 g/L
Glukoz %1
Na;HPO4 (Di sodyum fosfat) 2,13 g/L
CoCl2.6H.0 (Kobalt kloriir hekzahidrat) 0,007 g/L
CuS04.5H20 (Bakir siilfat pentahidrat) 0,04 g/L
H3BO3z (Borik asit) 0,003 g/L
Na:Mo004.2H,0 (Sodyum moliptan dihidrat) 0,004 g/L
MnS0O4.H20 (Magnezyum siilfat monohidrat) 0,02 g/L
ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) 300 mg/L
Agar 15 g/L

((NH4)2S04) (Amanyum stilfat) (Pozitif kontrol igin) 2 g/L

DF besiyeri icerisinde bulunan tim kimyasallar sirasiyla eklenip tamamen
¢ozdurllmiis ve 1000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan DF besi ortami 15 dak 121
°C’de otoklavlanmistir. Petrilerdeki son konsatrasyonu 3 mM olacak sekilde hazirlanan
ACC soliisyonu siringa ucu filtreden gecirilerek steril edilmistir. Hazirlanan DF besiyeri
el yakmayacak sicakliga geldiginde ACC soliisyonu eklenerek petri kaplarina
dokiilmiistiir.
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