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OZET

Noccaea birolmutlui VE Bornmuellera kiyakii ENDEMIK BITKILERINE AiT
BITKi BUYUMESINI TESVIK EDEN BAKTERILERIN TANIMLANMASI

Yasemin GAYA
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK
Ekim 2023; 62 sayfa

Ozellikle son yillarda tarimda kimyasal giibrelerin yogun kullanimi, niifus artisi,
kuraklik veya verimsiz toprak sartlar1 bitkilerde biiyiime ve gelismeyi giderek
zorlagtirmaktadir. Ancak bazi bitki tiirleri elverigsiz kosullarda da gelisim gosterme
yetenegine sahiptir. Yetersiz besin ve yiiksek oranda krom, nikel, aliiminyum gibi agir
metalleri igeren serpantin (ultramafik) topraklarda, zorlu ortam kosullarina karsi gelisim
gosteren hiperakiimiilator bitkiler bunlara 6rnektir. Hiperakiimiilator bitkiler hayatta
kalmak i¢in agir metalleri toprak iistii organlarda biriktirmek de dahil olmak {izere ¢ok
cesitli yontemler gelistirmistir.

Bitkinin kok, gévde ve yaprak dokularinin i¢lerinde yer alan ve Bitki Biiylimesini
Tesvik Eden Bakteriler (PGPB) olarak tanimlanan bakteriler, bitkilerle simbiyotik bir
iliski i¢inde bulunarak bitkinin gelisimini destekleyen ve agir metallerin fitotoksik
etkilerini azaltan mekanizmalar igermektedir. PGPB antibiyotik iiretimi, azot fiksasyonu,
fosfat ¢Oziiniirliigiiniin arttirilmasi, siderofor tiretimi, indol-3asetik asit (IAA) hormonu
ve 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaz iiretimi gibi Ozellikleriyle
elverigsiz durumlarda bitkinin gelisimini destekleyen pek cok isleve sahiptir. Bu islevler
sayesinde PGPB’nin tarimda kullaniminin, bitkilerin verim ve kalitesini artirmak igin
geleneksel yaklagima gore daha iyi bir alternatif olabilecegi diistintilmektedir.

PGPB’nin izole edilip kullanilmasi artan gida ihtiyacina kars1 iiretkenligi, verimi
ve gida kalitesini destekleyen gevreci bir yaklasimdir. Bu tez ¢alismasinda serpantin
endemigi Noccaea birolmutlui Ozgisi & Oziidogru ve Bornmuellera kiyakii Aytac &
Aksoy hiperakiimiilator bitkilerinden bitki gelisimini olumlu yonde destekleyen endofitik
bakterilerin ve rizobakterilerin izolasyonu yapilmustir. izole edilen bakterilerin ACC
deaminaz {iretimi, siderofor iiretimi, fosfat ¢6zme kapasiteleri ve IAA aktiviteleri
belirlenerek PGPB o6zellikleri arastirilmistir. Bu bakterilerin kursun, ¢inko, bakir, nikel,
aliminyum, krom agir metallerine kars1 direng gosterdigi, ayrica bu bakterilerin cogunun
tetrasiklin, kloramfenikol, kanamisin ve imipenem antibiyotiklerine karsi zon
gelisimlerinin  oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda tiim testler
birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilmis ve kendi i¢lerinde en iyi PGPB aktivitesi
gosteren 38 bakteri susu molekiiler tanimlama yapilmak i¢in se¢ilmistir. Bakterilerin
molekiiler tanimlamalart i¢in hedef gen bolgesi olarak bakteri sistematigi agisindan
onemli olan 16S rRNA gen bolgesi secilmistir. Gergeklestirilen tanimlamalar sonucunda
bakterilerin Achromobacter, Acinetobacter, Microbacterium, Pantoea, Pseudomonas ve
Priestia cinslerine ait oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA OF
Noccaea birolmutlui AND Bornmuellera kiyakii ENDEMIC PLANTS

Yasemin GAYA
Master Thesis, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu Emine TEFON OZTURK
October 2023; 62 pages

Chemical fertilisers, population growth, water requirements and stressful soil
conditions make it increasingly difficult to increase crop yields. Some plant species can
thrive under stressful conditions. For example, in serpentine (ultramafic) soils with
inadequete nutrients and high levels of heavy metals such as chromium, nickel and
aluminium, hyperaccumulator plants thrive and cope well with harsh environmental
conditions. Hyperaccumulator plants have the ability to survive by accumulating heavy
metals in above-ground organs.

Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB), found in the rhizosphere of plants and
as endophytes, have mechanisms that promote plant growth and reduce the phytotoxic
effects of heavy metals by forming a symbiotic relationship with plants. PGPB have many
functions that support plant development, such as production of antibiotics against soil-
borne diseases, nitrogen fixation, phosphate dissolution, production of siderophores,
production of hormones such as indole acetic acid (IAA), and production of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, and reduction of the amount of
ethylene that increases under stress conditions. Thanks to these functions, the use of
PGPB in agriculture is considered a better alternative to the conventional approach to
increase crop Yyield and quality.

The isolation and use of PGPB is an environmentally friendly approach that
promotes productivity, efficiency and food quality in the face of increasing food demand.
In this study, endophytes and rhizobacteria that promote plant growth were isolated from
endemic hyperaccumulator plants Noccaea birolmutlui Ozgisi & Oziidogru and
Bornmuellera kiyakii Aytag & Aksoy. The production of ACC deaminase and
siderophores, phosphate solubility and indole acetic acid (IAA) activity, and heavy metal
and antibiotic resistance of PGPB properties of the isolated bacteria were investigated.
These bacteria were found to be resistant to heavy metals such as lead, zinc, copper,
nickel, aluminium and chromium, and most of these bacteria developed inhibition zones
against the antibiotics tetracycline, chloramphenicol, kanamycin and imipenem. As a
result of the studies, all tests were evaluated independently and 38 bacterial strains with
the best PGPB activity were selected. The 16S rRNA gene region, which is important for
bacterial systematics, was chosen as the target gene region for their molecular
identification. As a result of the identification, the bacteria were found to belong to the
genera Achromobacter, Acinetobacter, Microbacterium, Pantoea, Pseudomonas and
Priestia.
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ONSOZ

Kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi siirekli artan niifusla birlikte tarimsal verimin
diismesine neden olmaktadir. Tarimsal verimliligin arttirilabilmesi amaciyla kullanilan
kimyasallardaki artis, yenilenemeyen kaynaklarin kirlenmesine ve dolayisiyla ekosistem
tizerinde zararli etkilere neden olmaktadir. PGPB’ler gelistirmis olduklar c¢esitli
mekanizmalartyla bitkilerin bircok ihtiyacin1 karsilayarak bitki gelisimine katki
saglamaktadir. Bu Dbakterilerin sahip oldugu mekanizmalar sayesinde tarimda
kullanilmalari, daha ¢evreci bir yaklasim olmasi agisindan, tarimin ayrilmaz bir pargasi
haline gelmektedir. Gergeklestirilen bu c¢alisma izole edilen ve PGPB aktiviteleri
incelenen bakterilerin tarimda biyogiibre ve agir metallerle kirlenmis arazilerin eski
haline getirilmesi i¢in biyoremediasyon c¢alismalarinda kullanimi igin zemin
hazirlamaktadir.

Calismamin her agsamasinda yonlendirici fikirleri ile yardimlarini esirgemeyerek,
fikirleri ve diisiinceleri ile daima bana yol gosteren sayin danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi
Burcu Emine TEFON OZTURK’e, (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiitesi, Biyoloji
Boliimii) tezimin temelini olusturan bitkisel materyalleri temin eden sayin Prof. Dr.
Ahmet AKSOY ve Ars. Gor. Ugurcan BARAN’a (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiitesi,
Biyoloji Béliimii), bana her alanda daima destek veren sayin hocam Hasan AKGUL’e
(Akdeniz Universitesi, Fen Fakiitesi, Biyoloji Béliimii) ve tezime olan katkilarindan
dolay1 saym Dr. Ogr. Uyesi Tugba OZAKTAS’a (Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii) sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayn
yolda yiiridigiimiiz ve benden yardimlarini esirgemeyen, her soruma cevap veren
laboratuvar arkadaslarrm Uzman Biyolog Eda DELIK ve Uzman Biyolog Berfin
EROGLU’na, ortak calismalarimizda titizlik ve dzveri ile destek olan ve bana her zaman
yardim eden arkadasim Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari yiiksek lisans dgrencisi
Fikriye Mehtap SEN’e ve Akdeniz Universitesi sayesinde kazanmis oldugum
dostluklardan Ayse ACAR’a tesekkiir ederim.

Gergeklestirdigimiz bazi deneylerin optimizasyon basamaklarinda tecriibelerini
bizimle paylasmaktan ¢ekinmeyen Ogr. Gor. ilke KARAKAS’a (Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Saglik Meslek Yiiksek Okulu), ayrica bu ¢alismayr maddi olarak
kismen destekleyen TUBITAK-KBAG a (proje kodu: 222Z249) tesekkiirlerimi sunarim.

Beni siirekli motive ederek yamimda olan Siileyman GOKCE ve Emre Cem
ERASLAN’a ve hayatin birgok yerinde destek¢im olan Umutcan UC ve her zorlukta
yiiriimemi saglayan Cemile HERGUL e 6zellikle tesekkiir ederim. Hayatin her alaninda
bana sonsuz destek olan ve bugiine gelmemi saglayan, bu tez ¢alismasi boyunca her
zorlukta bir arada beni motive ederek ilerleyen sevgili annem Zeliha GAYA ve babam
Biinyamin GAY A’ya ve bana hep 151k tutan tiim aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Al: Aliminyum

As: Arsenik

Ca: Kalsiyum

Cd: Kadmiyum

Cr: Krom

CK: Sitokin

Cu: Bakir

ET: Etilen

Fe: Demir

GB: Giberellin

H2PO4 : Fosforik Asit
HPO.2: Hidrojen Fosfat
HCN: Hidrojen Siyaniir
N: Azot

NHs: Amonyak

Ni: Nikel

Pb: Kursun

Zn: Cinko


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cytokinin

Kisaltmalar

A. courvalinii: Acinetobacter courvalinii

ABA: Absisik Asit

ACC: 1-aminosiklopropan-1-karboksilat

B. kiyakii: Bornmuellera kiyakii

ETS: Elektron Tagima Sistemi

IAA: Indol-3-asetik asit

JA: Jasmonik Asit

LPS: Lipopolisakarit

NA: Nutrient Agar

N. birolmutlui: Noccaea birolmutlui

PAMP: Patojenle Iliskili Molekiiler Modeller

PGPB: Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bakteriler
PGPE: Bitki Gelisimini Tesvik Eden Endofitik Bakteriler
PGPR: Bitki Gelisimini Tesvik Eden Rizobakteriler
PSM: Coziindiiren Mikroorganizmalar

P. agglomerans: Pantoea agglomerans

P. canavaninivorans: Pseudomonas canavaninivorans
P. glycinis: Pseudomonas glycinis

P. koreensis: Pseudomonas koreensis

P. thivervalensis: Pseudomonas thivervalensis

M. hydrocarbonoxydans: Microbacterium hydrocarbonoxydans
SA: Salisilik Asit

UV: Ultraviyole

VOC: Ugucu organik bilesikler


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/abscisic-acid
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GIRIS Y. GAYA

1. GIRIS

Diinya niifusunun giderek artmasiyla dogru orantili olarak gida talebi de siirekli
artmaktadir; bu durum da tarimda siirekliligin 6nemini vurgulamaktadir (Glick 2012;
Borrelli vd. 2017). Tarimda tiretimin devamlilig1 bitki sagligi, agir metaller, tuzluluk,
radyasyon, besin eksiklikleri, asir1 pH ve patojenler gibi stres faktorlerine dogrudan
baglidir. Bu streslerle birlikte iklim degisikligi, sel olaylari, kuraklik ve sicakligin artmasi
abiyotik streslerin daha da yogun hissedilmesine sebep olarak, mahsullerin kalitesinde ve
veriminde azalmaya neden olmaktadir (Sonmez vd. 2008). Zamanla meydana gelen
yiiksek gida talebinin giderilmesi i¢in bitkilerin ihtiyac1 olan demir (Fe), fosfor (P) ve
azot (N) gibi besinlerin saglanmasi ve ¢esitli patojenlerin gelistirdigi hasarlarin 6nlenmesi
gerekmektedir (Urano vd. 2010). Mahsul verimliligini arttirmak i¢in kullanilan giibreler,
bocek ilaglart ve cesitli kimyasallar ¢evre sagligi icin biiyiik bir tehdit haline gelmistir.
Ozellikle patojenlere karsi kullanilan pestisitlerin az bir kismimin hedef organizmaya
ulagirken geri kalaninin biiyiik oranda ¢evreye salindigi bilinmektedir (Hartmann vd.
2008). Benzer sekilde bitkinin gelisimini destekleyen kimyasal giibrelerin kullanimi da
toprakta ozellikle agir metallerin birikimine ve dolayisiyla da cevre kirliligine sebep
olmaktadir (Hiltner 1904; Hartmann vd. 2008). Tarim uygulamalarinin yani sira
sanayilesme ve madencilik faaliyetleri sonucunda krom (Cr), nikel (Ni), kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), aliiminyum (Al) ve bakir (Cu) gibi agir metaller de bitki biinyesinde
birikerek tiim canli gruplari tizerinde toksik etkilere neden olmaktadir (Ahemad ve Malik
2011; Wang vd. 2017). Bu nedenlerden dolay1r daha gevreci yaklagimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Cevreci yaklagimlardan birisi de toprakta bulunan yiiksek
konsantrasyonlardaki agir metalleri bilinyesinde biriktirerek gelisim gosteren
hiperakiimiilator bitkilerin kullanimidir (Rascio vd. 2011; Pollard vd. 2014).
Hiperakiimiilator bitkiler agir metal toksisitesini azaltmak igin alg, mantar, protozoa ve
bakteri gibi ¢esitli mikroorganizma gruplart ile siirekli etkilesim halindedir. Bitki
biinyesinde bulunan bakteriler bitkinin biiylime ve gelisimini destekleyen, bitkinin
patojenlere karsi daha direngli olmasini saglayan mikroorganizma gruplaridir (Charlotte
vd. 2022; Swoboda vd. 2022). Bitki ile etkilesim halinde olan bu mikroorganizmalar 1978
yilinda “Bitki Biiyiimesini Tegvik Eden Bakteriler” (Plant Growth Promoting Bacteria-
PGPB) olarak tanimlanmistir (Kloepper 1978; Lugtenberg ve Kamilova 2009).

PGPB, bitki ile siirekli etkilesim halinde olarak ilgili bitkinin gelisimine destek
olmaktadir. Bitkiler tarafindan salinan aldehit, keton, ester gibi ugucu organik bilesikler
(VOC) araciligr ile bitki ve bakteri arasinda onemli bir iletisim ag1 kurulmakta ve bu
iletisim ag1 sayesinde bakteriler rizosfer ¢evresine toplanarak bu bolgelerde kolonize
olmaktadir (Saragli 2006; Danhorn vd. 2007). Bitki gelisimini destekleyen Bacillus,
Pseudomonas, Azospirillum ve Azotobacter gibi bakteri cinslerine ait ¢esitli tiirler bitkide
bulunduklar1 yere goére rizobakteri ve endofitik bakteri olarak tanimlanmaktadir (Paul
2014; Pathan vd. 2020). Rizosfer ¢evresinde bulunan bakteriler “Bitki Gelisimini
Destekleyen Rizobakteriler” (Plant Growth Promoting Rhizobacteria-PGPR) olarak
tamimlanirken, bitki koklerinde olusan ¢atlaklardan kok, govde ve yaprak gibi doku
iclerine girerek burada faaliyet gostermeye baslayan bakteri gruplari ise “Bitki Gelisimini
Destekleyen Endofitik Bakteriler” (Plant Growth Promoting Bacterial Endophytes-
PGPE) olarak tanimlanmaktadir (Lugtenberg ve Kamilova 2009; Santyo vd. 2016).
PGPE’nin dis ortamdaki streslere daha az maruz kaldiklar1 igin bitki gelisimini


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bib54
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bbib79
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bbib79
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bbib79
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318304592#bib0640
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desteklemede digerlerine gére daha etkili bakteri gruplari oldugu bilinmektedir (Kloepper
1978; Lugtenberg ve Kamilova 2009).

PGPB, dogrudan ve dolayli mekanizmalar ile bitki gelisimine destek olmaktadir.
Bu etkiler genel olarak bitki hormon seviyelerinin dengelenmesi, N fiksasyonu, siderofor
ve organik asit tiretimi ile Fe alimini arttirma, 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC)
deaminaz iiretimi ile strese karsi tolerans, Indol-3-asetik asit (IAA) iiretme ve fosfat
¢ozme kapasitesi olarak siralanabilir (Berg vd. 2013; Domka vd. 2020; Hazotte vd. 2020).
Ayrica PGPB sadece besin ihtiyaclarinin karsilanmasiyla kalmayip, patojenlere karsi
antimikrobiyal ajanlarin {iretimi ile de patojen bakterilerilerle savasarak bitki gelisimini
desteklemektedir (Sekil 1.1) (Visioli vd. 2015).

=
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Sekil 1.1. PGPB’nin biyokimyasal aktiviteleri ve rizosferle etkilesimleri (Vocciante vd.
2022’den uyarlanmistir)

Bu c¢alismada hiperakiimiilator ve endemik Nocceae birolmutlui Ozgisi &
Oziidogru (Kizildag-Sarkikaraagac, Isparta) ve Bornmuellera kiyakii Aytac & Aksoy
(Kizildag-Derebucak, Konya) bitki tiirlerinden bitki biiyiimesini tesvik eden endofitlerin
ve rizobakterilerin saf kiiltirleri elde edilerek; bu bakterilerin bitki biiyiime ve
gelisiminde rol alan siderofor, ACC deaminaz, fosfat ¢c6zme kapasitesi ve IAA {iretimi
gibi biyokimyasal aktiviteleri belirlenmistir. izolatlarmn tiimiiniin agir metal ve antibiyotik
direng profilleri belirlenmis, izolatlar arasindan en iyi PGPB aktivitesi gosterenler
secilmistir ve sec¢ilen bakterilerin tanimlanmalar1 16S rRNA gen bdlgeleri kullanilarak
yapilmustir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bbib79
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bbib79
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bakteriler (PGPB)

Toprak gesitli makro ve mikroorganizmalar1 igeren zengin bir ekosistemdir. Bu
canli gruplan bitkilerle stirekli etkilesim halinde olduklarindan bitkiler i¢in yararli veya
patojenik olabilmektedir (Pathan vd. 2020). Bitki biinyesinde bulunan bazi bakteriler
olumsuz sartlara karsi N fiksasyonu, hormon iiretimi, Fe ve P gibi besin elementlerinin
bitki tarafindan alimimi kolaylastirarak bitki bliylimesine destek olmaktadir. Bu bakteri
gruplari i¢in “Bitki Gelisimini Tesvik Eden Bakteriler” (PGPB, Plant Growth-Promoting
Bacteria) ifadesi kullanilmaktadir. PGPB olarak tamimlanan bakteriler bitkide
bulunduklar1 yere gore endofitik ve rizobakteri olarak iki gruba ayrilmaktadir (Kloepper
1978; Lugtenberg ve Kamilova 2009).

Rizosferler kok salgilarina bagli olarak mikrobiyal aktivitenin ve cesitliligin bol
oldugu bir ortamdir. Organik asitler ve fenolik bilesikler gibi cesitli kok salgilart
rizobakteriler igin sinyal olarak algilanir ve bakteriler kemotaktik hareketlerle
rizosferlerde kolonize olarak popiilasyonlarini arttirmaktadir (Hiltner 1904; Hartmann vd.
2008). Bitki biiytimesini destekleyen, kok bolgesinde basarili bir sekilde kolonize olan,
yiiksek adaptasyon ve rekabet yetenegine sahip bu bakteriler bitki bliylimesini tesvik eden
rizobakteriler (PGPR) olarak isimlendirilmektedir (Kloepper 1978; Hayat vd. 2010;
Masciarelli vd. 2014).

Rizosferde belirli bir popiilasyon olusturduktan sonra bitki hiicrelerinin iglerine
yerlesen bakteriler ise “Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Endofitik Bakteriler (PGPE)”
olarak adlandirilmaktadir. Endofitik bakteriler yiizeyi sterilize edilmis kok, govde, yaprak
ve meyve dokularinin iglerinden izole edilmektedir (Santyo vd. 2016). PGPE’nin doku
iclerine yerlesmesi pasif ve aktif olmak iizere iki yolla ger¢eklesmektedir. (Hardoim vd.
2008). PGPE bitkilerin kok uglar1 veya patojenler tarafindan bitki biinyesinde olusturulan
catlaklardan pasif penetrasyon ile bitki dokularinda kolonize olabilirken, aktif
penetrasyonla da tip 1V pili, ¢evreyi algilama sistemi (Quorum Sensing) ve bitki hiicre
duvarim1  pargalayan ¢esitli enzimlerin  salgilanmasi1 ile bitki dokularina
yerlesebilmektedirler (Duijff vd. 1997; Dorr vd. 1998).

PGPB konakgi bitkide hastalik belirtileri gostermeden fitohormon tiretimi, fosfat
coziinlirliigli, ACC deaminaz ve siderofor iiretimi, patojenlere karsi litik enzim ve
antimikrobiyal {iretim yaparak bitkinin biiylime ve gelismesini destekleyen mekanizmalar
icermekte ve bu mekanizmalar ile konakgilari igin rekabet ve degisen kosullara kars1 daha
stabil bir ortam sunmaktadirlar (Welbaum vd. 2004; Eid vd. 2019).

2.2. PGPB'nin Etki Mekanizmalari

PGPB dogrudan ve dolayli olmak tizere iki etki mekanizmasi ile bitki biiylimesini
tesvik etmektedir (Sekil 2.1). Dogrudan etki mekanizmasi fitohormon {iretimi, azot
fiksasyonu, siderofor {iretimi gibi bakteriyel 6zellikler kullanilarak bitkinin biiylimesini
dogrudan destekleyen mekanizmalardir. Dolayl etki mekanizmasi ise bitki patojenlerinin
gelisimlerini engelleyen etki mekanizmalaridir (Aioub vd. 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071709004398#bbib79
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21008330#b0485
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21008330#b0485
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318304592#bib0640
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318304592#bib0335
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Sekil 2.1. PGPB’nin bitki biiyiime ve gelismesini tesvik eden dogrudan ve dolayli etki
mekanizmalar1 (Aioub vd. 2022’den uyarlanmistir)

2.2.1. PGPB’nin dogrudan etki mekanizmalar:
2.2.1.1. Azot (N) fiksasyonu

N atmosferde en ¢ok bulunan bilesenlerden biridir. Niikleotit ve peptid gibi
yapilarda rol alan tiim canli gruplar i¢in 6nemli bir makro besindir. N atmosferde
fazlasiyla bulunmasina ragmen ozellikle bitkiler i¢in dogrudan kullanimi s6z konusu
degildir (Baas vd. 2014). Azotu kullanilabilir bir hale doniistiirmek i¢in ortamdaki gaz
formunu (N2) nitrojenaz enzimi ile amonyaga (NHs) kadar indirgenmesi sarttir (Xu vd.
2012). Indirgenme siirecinde serbest ve simbiyotik olarak N  sabitleyen
mikroorganizmalar gorev almaktadir. Bitki koklerinde simbiyotik olarak yasayan
bakterilerin olusturdugu nodiiller sayesinde N indirgenmektedir ve bu olaya “biyolojik
nitrojen fiksasyonu” adi verilmektedir (Sekil 2.2) (Sulieman vd. 2022). Ozellikle nodiil
olusumunun gerceklestigi baklagiller, N baglama kapasitelerinin yiiksek olmasindan
dolay1 tuzlu ve verimsiz topraklarda, bu topraklarin geri kazanilmasi amaci ile
kullanilmaktadir (Maikhuri vd. 2016; Abdelrahman vd. 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161721002303#bib168
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161721002303#bib168
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452219820301415#bib181
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452219820301415#bib5
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Sekil 2.2. Bitkilerde nodiil olusumu ve N fiksasyonu (Baas vd. 2014’ten uyarlanmistir)
2.1.1.2. Fitohormon iiretimi

Fitohormonlar bitki biliylime ve gelisimini dogrudan etkileyen organik
bilesiklerdir. Oksin, giberellin (GB), sitokin (CK), etilen (ET), absisik asit (ABA),
jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) gibi hormonlar bitkiler ve bakteriler tarafindan
tiretilen sinyal molekiilleridir. Bu molekiiller sayesinde doku gelisimi, kok olusumu,
meyve olgunlagmasi, fototropizm ve strese tolerans saglanmaktadir (Ramprasad vd.
2014; Khan vd. 2023).

Bitkinin maruz kaldig: stresler sonucunda bitki biiylime ve iiretkenliginde 6nemli
diisiisler meydana gelebilmektedir (Khan vd. 2023). Ornegin, tuz stresi sonucunda
hiicrenin iyonik ve ozmotik dengesi degiserek bitkide su eksikligi goriiliirken; Pb ve Cd
gibi agir metal toksisitesi de bitkinin verimini engelleyen 6nemli faktorlerden biridir.
Bitkiler drettikleri hormonlar araciligiyla bu degisen ortam sartlarina karsi tolerans
gosterebilmekte ve PGPB tarafindan iiretilen ya da iiretilmesi engellenen hormonlarla da
bitkilerin strese toleranslar1 6nemli 6l¢iide artmaktadir (Khan vd. 2023). Cizelge 2.1°de
de belirtildigi gibi bitki ve PGPB tarafindan salgilanan hormonlar, bitkide g¢esitli
uyaranlara kars1 hiicresel diizenlemeleri yapan haberciler olarak kullanilmaktadir.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cytokinin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/abscisic-acid
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Cizelge 2.1. Farkli bitki tiirlerinde PGPB’ler tarafindan tiretilen hormonlar (Ramprasad
vd. 2014)

PGPB Uretilen Bitki Kaynak
fitohormon
Azospirillum lipoferum GB Bugday Marulanda vd. (2009)
Micrococcus luteus CK Maisir Raza ve Faisal (2013)
Bacillus subtilis SA Misir Islam vd. (2016)
Serratia sp. IAA Bugday Zaheer vd. (2006)

2.1.1.3. Oksin Uretimi

Oksin, bitki gelisimi i¢in 6nemli bir fitohormondur. Bitkide ¢imlenme, yaprak
olusumu, kok gelisimi, hiicre boliinmesi ve fototropizm, biyotik ve abiyotik strese karsi
direncin artmasinda etkilidir (Demeneulenaere ve Beckman 2014). Literatiirde farkl
oksin formlari mevcuttur; fakat oksin grubunun en 6nemlisi olarak kabul edilen IAA bitki
bliylime maddesi olarak bitkilerde embriyogenezden yashliga kadar gelisimin her
evresinde etkilidir (Glick 2012). Bu hormonun {iretimi igin bir indol halkasi tagiyan L-
triptofan amino asidine ihtiyag¢ vardir. Fakat triptofan tiretimi i¢in yliksek enerjiye ihtiyag
duyuldugundan bitki hiicreleri tarafindan oksin iiretimi triptofan disaridan saglandiginda
gerceklesebilmektedir (Rose 1968). Birgok PGPB susunda, IAA’nin biyosentezini
kodlayan ¢ok sayida yolak vardir. Bakteriyel IAA biyosentezi, triptofana bagimli veya
triptofandan bagimsiz olabilmektedir. Triptofandan bagimsiz yolak heniiz tam
anlasilmamistir ve bu konu ile ilgili bilgiler kisithdir (Patten ve Glick 1966; Duca vd.
2014). Bitkilerle etkilesime giren bakterilerin ¢ogu, IAA {iretme yetenegine sahiptir ve
muhtemelen IAA iretiminin bu bakterilere baz1 c¢evresel avantajlar sagladigi
diisiiniilmektedir (Kim vd. 2011). Ornegin bakterilerde IAA nin spor olusumunu, ilag
direncini, biyofilm ve virlilans kapasitelerini etkilemesi dolayisiyla mikrobiyal
topluluklarda 6nemli hiicreler arasi bir sinyal molekiilii olarak islev gordiigii bildirilmistir
(Ghosh vd. 2015). Bu sayede IAA iireten bakterilerin pH, sicaklik, ultraviyole (UV) gibi
cesitli streslere karsi kendilerini koruma ve rekabet avantaji kazandiklar1 gozlemlenmistir
(Imperlini vd. 2009).

2.1.1.4. 1-Aminosiklopropan-1-Karboksilat (ACC) Deaminaz Uretimi

Etilen (ET) meyve olgunlagmasi, ¢gimlenme, kok ve siirglin gelisimi gibi etkileri
nedeniyle bitkilerin gelisimi i¢in elzem bir hormondur (Saikia vd. 2018). Ancak bu etkiler
konsantrasyona bagli olarak degismektedir (Ali ve Kim 2018). Bir ET onciisii olan ACC,
bitkinin agir metal, yiiksek sicaklik, tuzluluk, UV ve patojen hasar1 gibi streslere maruz
kaldig1 durumlarda etilen konsantrasyonunu arttirmaktadir (Etesami ve Maheshwari
2018; Goswami ve Deka 2020). Bu artisa bagli olarak bitkide yaslanma, yaprak
dokiilmesi, kloroz ve kdk olusumunun engellenmesi gibi siireglerle bitki biiylimesi
engellenmektedir (Yim vd. 2013). Artan ET miktarina karsi PGPB’ye ait ACC deaminaz
enzimlerinin ACC’yi a-ketobiitirat ve amonyaga indirgemesi sonucununda ortamdaki
ACC konsantrasyonunun ve dolayisiyla ET miktariin azalmas: saglanmaktadir (Sekil
2.3) (Toklikishvili vd. 2010; Glick 2014). Artan ET konsantrasyonunun azalmasiyla


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5592160/#CR19
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-020-10869-5#ref-CR39
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322002658#bib19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686270/#CR51
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5686270/#CR55
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birlikte bitkinin iginde bulundugu stres durumu da ortadan kalkmaktadir. Enterobacter,
Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Achromobacter cinslerine ait tiirlerin ACC
deaminaz enzimi irettigi bilinmektedir (Paul 2014). Yapilan ¢alismalarda sarimsaktan
izole edilen Paenibacillus sp. ve Phaseolus vulgaris bakterilerinin ACC deaminaz tiretimi
ile tuzluluk stresini azalttig1 rapor edilmistir (Gupta ve Pandey 2019). Ayni sekilde tuz
stresine maruz kalan piring bitkilerinin B. pumilus J1Z13 susu ile agilanmasindan sonra
fide gelisiminin, asilanmayanlara kiyasla 6nemli dl¢lide arttigi gézlemlenmistir (Wang
ve Zhang 2023). Bu da ACC deaminaz aktivitesi bulunan PGPB’nin kullaniminin tarim
i¢cin umut vaat edici bir yaklasim oldugunun altin1 ¢izmektedir (Gupta ve Pandey 2019).
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Sekil 2.3. Artan etilen miktarinin PGPB tarafindan indirgenmesi (Olanrewaju vd.
2017°den uyarlanmistir)

2.2.1.5. Siderofor Uretimi

Demir (Fe) bir¢ok organizma i¢in oksijen metabolizmasi ve DNA-RNA sentezi
gibi temel hiicresel siireglerde rol alan ve yeryliziinde yiiksek oranda bulunan
elementlerden biridir (Briat vd. 1995; Adhikari vd. 2006). Fakat tipki N gibi dogrudan
kullanim1 zordur (Petrik vd. 2017). Toprakta Fe, oksitlenmis Fe (III) formundadir ve
hiicrelerin kullanabilmesi i¢in Fe (II)’ ye indirgenmesi gerekmektedir (Grobelak ve Hiller
2017). Bu yiizden bitkiler ve ¢esitli mikroorganizma gruplar1 Fe ihtiyaclarini karsilamak
icin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir (Neilands 1995; Bellenger vd. 2008).
PGPB’nin tirettigi siderofor adi verilen organik bilesikler ile ortamdaki Fe (111) indirgenir
ve boylelikle bitkilerin Fe ihtiyaci da karsilanmis olur (Grobelak ve Hiller, 2017).
Siderofor molekiilleri yalnizca Fe ile smirli kalmayip Zn, Cu, Ni gibi hiicre hasarina
neden olan agir metalleri de baglayarak bitki koklerinden uzaklastirmaktadir (Perry vd.
2015). Siderofor molekiilleri hiicrelerde biiyiimeyi desteklerken ayni zamanda diger
organizmalarla Fe rekabetine girerek bitki koklerindeki patojenlerin biyokontroliinde de
gorev almaktadir (Das vd. 2007).
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2.1.1.6. Fosfat Coziiniirligii

Fosfat niikleik asit, ATP ve fosfolipit gibi dnemli molekiillerin yap1 tasi ve
hiicresel faaliyetlerden sorumlu bir makro besindir. Bitki hiicrelerinde de kok, tohum
olusumu, ciceklenme gibi bitki biiylime ve gelismesinden sorumlu sinirlayict bir
bilesendir (Oelkers ve Valsami, 2008). Bitkiler ihtiyaci olan fosfati ana kayanin ayrismasi
ile elde edilen inorganik fosfat ve ¢lirlimiis bitki, hayvan veya mikroorganizmalardan elde
edilen organik fosfat olarak topraktan almaktadir.

Toprakta hidrojen fosfat (HPO42) ya da fosforik asit (HsPO*) formunda bulunan
fosfat gruplari bitkiler tarafindan alinabilmektedir. Ancak fosfatin %80’den fazlasinin Al,
Ca ve Fe gibi katyonlarla baglanmasi fosfati bitkiler tarafindan kullanilamayan,
¢oziinmesi zor bir form haline getirmektedir (Mohamed vd. 2019). PGPB tarafindan
tiretilen oksalik asit, glukonik asit, laktik asit, formik asit, malik asit, siiksinik asit gibi
cesitli organik asitler toprak pH’sinin dengelenmesini saglamakta ve bitkilerin ihtiyaci
olan fosfati Al, Ca ve Fe gibi Kkatyonlardan ¢ozereck kullanilabilecek hale
doniistiirmektedir (Tandon vd. 2020; Bedine vd. 2022). Boylelikle birgok metabolik
siregte kullanilan fosfat ihtiyaci karsilanmis olmaktadir. Pseudomonas, Bacillus ve
Enterobacter tiirleri tarafindan tiretilen oksalik, malik, formik ve sitrik asitin topraktaki
inorganik fosfatin ¢oziinmesini saglayarak bitki gelisimini destekledigi bilinmektedir
(Chen vd. 2006; Trivedi vd. 2008). Ayn1 zamanda Bacillus sp.’lerin %80°i, Pseudomonas
sp.’lerin %55,56’s1 ve Azotobacter sp.’lerin %74,47’sinin fosfat ¢cozme yetenekleri ile
bitki gelisimini tesvik ettikleri gosterilmistir (Ahmad vd. 2008).

2.2.2. Dolayh etki mekanizmasi

Bitki hastaliklari, bocek istilasi, yabani otlar ve abiyotik stres kosullar1 tarimda
verimi kisitlayan en 6nemli sorunlar arasinda yer almaktadir. Bu stres etmenlerine karsi
mahsul kaybimi engellemek i¢in zirai ilaglar siklikla tercih edilmekte bu da beraberinde
gidalarda pestisit kalintist ile toprak ve yer alt1 sularinda kirliligi getirmektedir (Pathan
vd. 2020). Ek olarak pestisitlerin siirekli kullanilmasi patojenik mikroorganizmalarin
antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ kazanmasina neden olarak bir baska Onemli
toplumsal tehdidi de giiclendirmektedir (Welbaum vd. 2004; Eid vd. 2019). Bitki patojene
maruz kaldiginda bitkinin diren¢ mekanizmasinin aktif hale gelmesi ile PGPB
uyarilmaktadir. Bu uyarilma sonucunda PGPB tarafindan hidrojen siyaniir (HCN), litik
enzim, siderofor ve antimikrobiyal ajanlarin iiretimi ile bitki patojenlerinin gelisimi
engellenmektedir (Sekil 2.4) (Geiger vd. 2010; Sehrawat vd. 2022).
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Oretim HCN Siderofor Eazim Mekanizmalan

Sekil 2.4. PGPB’nin biyolojik kontrol mekanizmalar1 (Sehrawat vd. 2022’den
uyarlanmuigtir)

2.2.2.1. Antimikrobiyal Ajan ve Litik Enzim Uretimi

Rizosferde bulunan besin kaynaklar1 ¢esitli mikroorganizma gruplari tarafindan
rekabetin odak noktasi haline gelmektedir. Mikroorganizmalar kendilerini korumak,
rekabet ettikleri mikroorganizmalar1 yok etmek ve farkli yagam alanlarinda canliligini
devam ettirebilmek i¢in diger mikroorganizmalarin hiicre duvarmin, hiicre zarmin,
protein ve niikleik asit sentezinin bozulmasini saglayacak antimikrobiyal ajanlar
tiretmektedir (Whipps 2001; Zhang vd. 2020; Zhuang vd. 2021). Yapilan ¢alismalarda
Bacillus ve Pseudomonas cinsi PGPB’lerin fitopatojenlere kars1 2,4 diasetilfloroglusinol
asit, fenazin-1-karboksilik asit, fenazin-1-karboksamid, piroluteorin, pirolnitrin ve
oomisin gibi birgok antimikrobiyal ajan {irettigi tespit edilmistir (Cizelge 2.2) (Compnat
vd. 2015).

PGPB’ler iirettikleri antimikrobiyal ajanlar sayesinde genis bir biyokontrol
aktivitesine sahiptir fakat her zaman belirli bir patojen tiirliniin farkli genotiplerini inhibe
edemeyebilir (Xue vd. 2013). PGPB’lerin sagladiklar1 biyokontroliin basarisi rizosferdeki
diger bakterilerle rekabetine, konagi oldugu bitkinin yas1 ve tiiriine, nem, sicaklik ve pH
gibi ortam sartlarina bagl olarak degismektedir (Van der Putten vd. 2006).

Toprak kaynakli patojenleri kontrol etmenin bir diger yolu ise litik enzim
tiretimidir. PGPB’ler kitinaz, seliilaz, B-1,3 glukanaz, lipaz ve proteaz gibi enzimler
sayesinde mikroorganizmalarin hiicre duvarini parcalayarak hiicre biitiinligiini
bozabilmektedir (Husson vd. 2017; Vaddepali vd. 2017). Birgok PGPB’nin bu
enzimlerden birkacini ayni anda liretme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Litik
enzimlerin iretimi, mikroorganizmalarin hiicre duvarinin parcalanmasmin yani sira
bakterilerin bitki endofitlerine yerlesmesine de yardimci olmaktadir. Ornegin, tohum
icerisinde bulunan PGPB’lerin nisastayr kullanabilmek ve tohumlarin i¢cinde uzun siire
hayatta kalabilmek amaciyla amilaz aktivitesini kullandig1 goriilmektedir. Ayrica litik
enzimlerin bakteriyel biyofilmlerin olusumuna da yardimci oldugu bilinmektedir (Khalaf
ve Raiza 2016). Ek olarak PGPB’ler iirettikleri enzimler sayesinde bitki dokularinda daha
iyi kolonize olmakta ve boylece bitkiyi biyotik ve abiyotik streslere karsi daha iyi
korumaktadir (Vaddepali vd. 2017). Ornegin, B. subtilis’lerin iirettikleri f-1,3 glukanaz
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enzimlerinin bitkilerde nohut solgunlugu hastaligina neden olan Trichoderma
harzianum’a kars1 etki gosterdigi bilinmektedir (Moradi vd. 2012). Ayrica antimikrobiyal
ajanlarla birlikte VOC'lerin de fitopatojenik biiylimeyi baskiladigi ve bitki gelisimini
destekleyerek bitkinin klorofil iceriginde artig sagladigi rapor edilmistir (Cappellari vd.
2020).

Litik enzimler ve antimikrobiyal ajanlar bakterilerin yani sira farkli canlilar1 da
etkileyebilmektedir. Yapilan calismalar PGPB’lerin bitkilerde kursuni kiif ve govde
clrikliigii gibi hastaliklara neden olan mantarlar Botrytis cinerea ve Rhizoctonia
solani’ye kars1 antimikrobiyal ajan ve litik enzim {tirettigini gostermistir (Whipps 2001;
Kim vd. 2008). Benzer sekilde bazi Bacillus cinsine ait tiirlerin sahip oldugu proteazlarin
nematodlar i¢in toksik oldugu bildirilmistir (Khalaf ve Raiza 2016).

Cizelge 2.2. Patojenlere karsi PGPB’ler tarafindan tiretilen antimikrobiyal ajanlar

PGPB Antimikrobiyal Hedef Kaynak
Uretim Organizma
Pseudomonas Fenazin-1- Patojenik Weller (2007)
fluorescens karboksilik asit | mantarlar
Pseudomonas sp. Fenazin-1- Patojenik Hernandez vd.
karboksamid mantarlar (2004)
Burkholderia, Cepacia | Pirrolnitrin Patojenik Sayyed vd.
mantar (2013)
Bacillus, Streptomyces, | Oligomisin A, Patojenik Compact vd.
Stenotrophomonas sp. Kanosamin mantarlar (2005)
Zwittermisin A,
ksontabasin

2.3. Hiperakiimiilator Bitkiler

Diinya genelinde, giibre ve bocek ilaci endiistrisi, enerji ve yakit iiretimi,
madencilik, tarimsal ve askeri faaliyetler sonucunda yiiksek miktarda toksik Ni, Pb, Cu,
Zn, Cd ve Cr gibi agir metaller ¢cevreye salinmaktadir (Ahemad ve Malik 2011; Wang vd.
2017). Bu agir metaller dogada genellikle pargalanamaz, uzun siire kalarak birikir ve
belirli konsantrasyonlarda oldukga toksiktir (Sarwar 2017). Toksik etkilere sahip olan
agir metaller hiicresel faaliyetleri inhibe ederek bitki gelisimini olumsuz yonde
etkilemekle birlikte besin zincirine katilarak tiim canlilara zarar vermektedir (Diep 2018;
Zhang vd. 2022).Yiiksek agir metal konsantrasyonu varliginda gelisim gosteren ve agir
metalleri biinyesinde barindiran bitkilere ‘“hiperakiimiilator bitkiler” denmektedir.
Hiperakiimiilator bitkiler agir metalleri kokleri ile alarak toprak iistii organlarinda
biriktirebilmektedir. Hiperakiimiilator bitkiler normal bitkilere gore 100 kat daha fazla
agir metalleri biinyelerinde barindirma yetenegine sahiptir. Agir metallerin toksisitesine
gore agir metal oranlar1 degismektedir. Bu oran Ni, Cu, Al ve Pb i¢in %0,1’ iken Cd igin
bu oran %0,01’ den yiiksek olmalidir. S6z konusu bu miktar bir¢ok tiir i¢in toksiktir
(Rascio vd. 2011). Hiperakiimiilator bitkilerin %85-90°1 6zellikle Cr, Ni, Cu, Zn, Cd gibi
yiiksek konsantrasyonlarda agir metal iceren serpantin topraklar iizerinde bulunan
endemik tiirlerdir (Pollard vd. 2014). Serpantin topraklar diisik Ca, Mg, P ve K
konsantrasyonuna sahip topraklardir, besin yetersizligi ve diisiik su tutma kapasitesi ile
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bitki gelisimi i¢in elverigsiz bir ortam olusturmaktadir. Bu yilizden bir¢ok bitki serpantin
topraklarda biiyiiyememektedir. Ulkemizde su ana kadar rapor edilen 55 serpantin alan
bulunmaktadir. Bu alanlarda bulunan 60 bitki tiirtiniin Ni hiperakiimiilatori, 43 tiiriin de
serpantin endemigi oldugu rapor edilmistir (Reeves ve Adigiizel 2004; Reeves vd. 2009;
Aksoy vd. 2015).

Yetersiz besin ve su igeren serpantin topraklarda bulunan bitkiler ve bakteriler
bulunduklar1 ortamlardaki olumsuzluklara karsi gesitli adaptasyonlar gelistirmislerdir
(Charlotte vd. 2022; Swoboda vd. 2022). Agir metalleri biinyelerinde biriktiren
hiperakiimiilator bitkiler sadece biriktirecekleri metallere spesifite gosterirler yani
ortamdaki tiim agir metalleri biriktirmezler. Kok ¢evresinde bulunan agir metaller kok
salgilar1 ile kolayca ¢oziinebilir ve emilen iyonlar endodermise ordan da bitki 6zsuyu ile
toprak iistii dokulara dagitilir. Boylece agir metaller vakuollerde ve hiicre duvarinda depo
edilerek bunlarin hiicrenin hayati fonksiyonlarini engellemesi 6nlenir (Rafique vd. 2019;
Saha vd. 2022). Ayrica hiperakiimiilasyon yalnizca bitki ile sinirli kalmayip bitki
biinyesinde bulunan mikroorganizmalar araciligi ile de olmaktadir (Ayangbenro
2017).Bitki biinyesinde bulunan PGPR toprak pH’sin1 degistirerek organik asit, siderofor
molekiilleri ve hiicre disi polimerik maddelerin salinimi ile ortamdaki metal iyonlarinin
iyon dengesini degistirerek daha az toksik bir forma ¢evirme ve uzaklastirma yetenegine
sahiptir (Rajkumar vd. 2012; Visioli vd. 2015). Son yillarda yiiksek verimli ve streslere
kars1 dirence sahip bitkilerin eldesi icin PGPB’lerin biyoasilayici olarak kullanimi etkili
bir teknik olarak kabul edilmektedir (Adams vd. 2015; Nakbanpote vd. 2016). Bu teknik
sayesinde kontamine topraklardaki toksik bilesenleri ortadan kaldirmak i¢cin PGPB’lerin
ve hiperakiimiilator bitkilerin kullanimi fitoremediasyon teknolojileri i¢in iyi bir alternatif
haline gelmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda Brassicaceae familyasina ait, endemik
ve Ni hiperakiimiilatorii oldugu bilinen N. birolmutlui ve B. kiyakii bitkileri kullanilmistir
(Ozgisi vd. 2018; Aytac ve Aksoy 2000; Reeves vd. 2009). Literatiirdeki bilgiler
incelendiginde bu bitkiler ile yapilmis PGPB ¢alismasi bulunmamaktadir. Yapilan bu
caligmada, bahsedilen iki bitkinin kok, govde, yaprak ve rizosferinden izole edilen
bakterilerin PGPB 06zellikleri tespit edilmis, agir metal ve antibiyotik direng profilleri
belirlenmistir. Yiiksek PGPB aktivitesi gosteren bakteriler secilerek 16S rRNA gen
bolgeleri kullanilarak tanimlanmastir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Cahismada Kullamilan Bitkiler

Bu tez calismasinda kullanilan bitkilerden Noccaea birolmutlui Ozgisi &
Oziidogru Kizildag-Sarkikaraagag, Isparta Mayis 2021°de toplanmistir. Bornmuellera
kiyakii Ayta¢c & Aksoy bitkisi ise Kizildag-Derebucak, Konya’dan Mayis 2021°de
toplanmistir.  Bitkiler bulunduklari yerlerden alinan topraklarla birlikte hizlica
laboratuvara getirilmis ve en kisa siirede rizobakteri ve endofitik bakteri izolasyonlari
yapilmustir.

3.2. Bakteri izolasyonu
3.2.1. Rizobakteri izolasyonu

Bitkilerden rizobakteri izolasyonlar1 Celikten vd. (2018) belirttigi yonteme gore
yapilmistir. Buna gore, bitki kokleri ve kok etrafinda bulunan topraktan toplam 1 g olacak
sekilde tartilmis ve ornekler 5 mL %0,85’lik NaCl (Sigma Aldrich, ABD) igerisinde 1 sa
calkalamal1 inkiibatorde c¢alkalanmig, ardindan karisimin ¢okmesi i¢in oda sicakliginda
bekletilmistir. Karisimin iist kismindan 1 mL alinarak 9 mL %0,85 NaCl igeren tiiplere
aktarilip seri seyreltmeleri yapilmistir. Seyreltilen bu karigimlardan 100 pL alimip NA
(Nutrient agar) (Sigma Aldrich, ABD) besiyerine ekimleri yapilmis ve bakteriler 5 giin
boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan gelisme
gosteren kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilmis, gliserol stoklar1 yapildiktan sonra -80
°C’de saklanmistir (Govarthanan vd. 2016).

3.2.2. Endofitik bakteri izolasyonu

Bitkilerden endofitik bakteri izolasyonlari Govarthanan vd. (2016) belirttigi
yonteme gore gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore laboratuvara getirilen bitkilerin kok,
govde, yaprak gibi farkli organlar distile su (dH20) ile yikanarak temizlenmistir. Bu
orneklerden 1 g tartilmig ve %95°lik etil alkol (C2HsO) (Tekkim, Tiirkiye) ve %3 sodyum
hipoklorit (NaOCl) (Merk, Almanya) igerisinde 3 dak bekletilerek sterilizasyonlar1
yapilmigtir. Numuneler 3 kez steril dH20 ile durulanmistir. Ardindan tim numuneler 5
mL %0,85 NaCl eklenerek havanda ezilmistir. Elde edilmis ekstraktlardan 1 mL alinarak
9 mL %0,85 NaCl igerisinde seyreltilmistir. Bitki 6ziitlerinden 100 pL almip NA
besiyerlerine yayma teknigi ile ekimleri yapilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan
gelisme gosteren kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilmis, gliserol stoklar1 yapildiktan sonra
-80 °C’de saklanmustir (Govarthanan vd. 2016).

3.3. Indol Asetik Asit (IAA) Testi

IAA testleri Akbari vd. (2007) ve AkkSprii’niin (2012) belirttigi yontem modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. Buna gore, saf kiiltiirleri elde edilen bakteriler NA
besiyerinde 28 °C’de 24 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan bakteriler
steril olarak hazirlanmis Nutrient Broth (NB) (Sigma Aldrich, ABD) besiyerlerine
eklenerek konsantrasyonlart ODeoo = 0,1 olacak sekilde ayarlanmustir. Steril olarak
hazirlanan triptofan ¢ozeltisi (Sigma Aldrich, ABD) son konsantrasyonu %0,1 olacak
sekilde NB besiyeri icerisine eklenerek NBT s1vi besiyeri hazirlanmistir. Konsantrasyonu
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ayarlanan bakterilerden NBT ortamina 100 puL bakteri eklenmis ve hazirlanan kiiltiirler
30 °C’de 150 rpm’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan siv1 kiiltiir
3400 g’de 10 dak santrifiijlenmis, elde edilen siipernatantlar Whatman 110 mm filtre
kagidindan (Schleicher-Schiill, Almanya) gegirilerek filtre edilmistir.

Filtre edilen soliisyonun 1,5 mL’sine 3 mL Salkowski ayraci (2 ml 0.5 M FeCl3
ve 98 ml %35°lik perklorik asit) eklenerek 30 dak karanlik bir ortamda oda sicakliginda
bekletilmistir. Ardindan spektrofotometrede 4 tekrarli olacak sekilde 535 nm’de 6l¢lim
yapilarak orneklerin absorbans degerleri belirlenmis boylece izolatlarin IAA {iretme
kapasitesine bagli olarak renk degisimleri gézlenmistir (Babier ve Akkoprii 2020). Elde
edilen absorbans sonuglarinin pg/mL cinsinden ifade edilebilmesi i¢in standart egri
olusturulmustur. Bu amagla 1’den 50° ye kadar farkli ppm degerlerinde IAA
siispansiyonlari hazirlanip dl¢limleri yapilarak standart egri olusturulmustur. Olusturulan
standart egriye gore izolatlarin IAA iiretimleri hesaplanmistir (Akbari vd. 2007; Akkoprii
2012). Pozitif kontrol olarak Salmonella enterica (LT2) susu igeren NBT besiyeri
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise bakteri igcermeyen NBT sivi besiyeri
kullanilmigtir (Angen vd. 1999).

3.4. ACC Deaminaz Aktivitesi

Saflastirilan bakterilerin ACC deaminaz aktivitelerinin belirlenebilmesi igin
Dworkin ve Foster (1958) ve Penrose ve Glick (2003)’in belirttigi yontemler modifiye
edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore NA besiyerinde biiyiitiilen bakteriler azotu
uzaklastirmak i¢in daha sonra Dworkin- Foster (DF) broth (EK-1) igerisinde 28 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir ve besiyerinde gelisen bakteriler santriflij edilerek ¢okeltilmistir.
Elde edilen pelletler tizerine 2 ml 0,1 M Tris-HCI ilave edilerek yikanmistir ve ardindan
DF broth icerisinde ¢ozdiiriilerek N kaynagi olarak yalnizca 3 mM ACC igeren DF
besiyerlerine ¢izgi ekim metodu ile ekilmistir. Deneyler sirasinda ACC aktivitesinin
kontrolii i¢in, pozitif kontrol olarak bakterilerin daima biiyilidiigii N kaynagi olarak
yalnizca NHj igeren DF besiyeri, negatif kontrol olarak ise bakterilerin biiyliyemedigi,
azot kaynagi icermeyen DF besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan kiiltiirler 28 °C’de 4 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresinin ardindan ACC ortaminda gelisim
gosteren bakterilerin ACC deaminaz aktivitesinin oldugu kabul edilmistir. ACC deneyi
icin pozitif kontrol olarak ACC deaminaz aktivitesine sahip Pseudomonas
canavaninivorans iceren DF besiyeri kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise bakteri
icermeyen DF besiyeri kullanilmistir.

3.5. Siderofor Uretimi

Bakterilerin siderofor iiretimini inceleyebilmek i¢cin Schwyn ve Neilands
(1987)’'mm yontemine gore Modifiye Chrome Azurol S Agar (MCASA) besiyeri
hazirlanmustir (EK-2). Izole edilen bakterilerin taze kiiltiirlerin kullanilmasi igin izolatlar
oncelikle NA besiyerine ekilerek 24 sa 30 °C’de inkiibe edilmistir. Test edilecek izolatlar
onceden hazirlanmis MCASA besiyerine esit uzaklikta nokta ekim yontemi ile ekilerek
28 °C’de4 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan bakteri
kolonilerinin ¢evresinde olusan turuncu-sar1 zonlar siderofor {iretiminin pozitif oldugu
yoniinde degerlendirilmistir. Siderofor deneyi igin pozitif kontrol olarak P. aeruginosa
(ATCC 27853) igeren MCASA besiyeri kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise bakteri
icermeyen MCASA besiyeri kullanilmigtir.
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3.6. Fosfat Coziiniirliigii

Izole edilen bakteriler igin fosfat ¢ozme kapasiteri National Botanical Research
Institute’s Phosphate (NBRIP) besin ortaminda belirlenmistir (Perez vd. 2007) (EK-3).
NBRIP siv1 besiyerinde 6n zenginlestirmeye tabi tutulan izolatlar 30 °C 180 rpm’de 3
giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin ardindan NBRIP siv1 besiyerinden
10 pL bakteri alinarak NBRIP kat1 besiyerine bu bakterilerin nokta ekimleri yapilmis ve
30 °C’de 14 giin inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa (ATCC 27853)
iceren NBRIP besiyeri, negatif kontrol olarak ise bakteri icermeyen NBRIP besiyeri
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda gelisen kolonilerin etrafinda seffaf zon
olusup olusmadig1 kontrol edilmistir ve koloni ¢evresinde olusan seffaf zon varligi fosfat
cOzilinlirligli aktivitesi olarak degerlendirilerek olusan zon ¢aplart kaydedilmistir.
[zolatlarin fosfat ¢ozme kapasiteleri asagida belirtilen formiile gére hesaplanmustir.

Koloni ¢ap1 + Zon ¢ap1

Koloni ¢ap1
3.7. Agir Metal Direncinin Belirlenmesi

Izolasyonlar1 gerceklestirilen bakterilerin agir metal direnglerinin belirlenmesi
Mergeay vd. (1987) yontemine gore gerceklestirilmistir. izolatlarin aliiminyum (AICls),
bakir (CuSO45H20), krom (CrN3Og9H20), ¢inko [Zn(CH3CO2). 2H20)2], kursun
[(Pb(NO3)2], krom (CrNs0s.9H-0), nikel (NiCl..6H20) ve kadmiyum [Cd(NOs)2.4H20]
(Merck Millipore, Almanya) agir metallerine karst direng profilleri arastirilmistir.
Oncelikle agir metal tuzlarinin 1 M’lik ana stoklar1 hazirlanarak 0,45 um gapli siringa ucu
filtreden gegirilip sterilize edilmistir. Ardindan 1, 5 ve 10 mM’lik ara stoklari
hazirlanmistir. Taze bakteri kiiltiirlerinin konsantrasyonu 0,5 McFarland’a ayarlanarak
agir metal emdirilmis petrilere ekimleri yapilmistir. Ardindan hazirlanan petriler 4 giin
30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 4 giin sonunda agir metal igeren petrilerde gelisim
gosteren bakteriler direncli olarak kabul edilmistir.

3.8. Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik direncini belirlenmek igin, disk difiizyon metodu
kullanilmistir (Bauer ve Kirby 1966). Taze bakteri kiiltiirlerinin konsantrasyonlari
%0,85’1ik NaCl soliisyonu igerisinde 0,5 McFarland’a ayarlanarak NA ortamina yayma
metodu ile ekimleri yapilmistir. Ardindan petrilerin {izerine ticari olarak satin alinan
antibiyotik diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) yerlestirilmistir. Antibiyotik direncininin
incelenmesi i¢in kullanilan diskler; ampisilin (10 pg/ml), kanamisin (30 pg/ml),
kloramfenikol (30 pg/ml), tetrasiklin (30 pg/ml) ve imipenem (30 pg/ml)’dir. Bu
antibiyotik konsantrasyonlari CLSI standartlarina (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2012) gore se¢ilmistir. Antimikrobiyal direncin incelenebilmesi i¢in hazirlanan
petriler 30 °C’de 1 giin inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresinin ardindan olusan
inhibisyon zonlart mm cinsinden Olgiilerek kaydedilmistir. Escherichia coli (ATCC
35218) susu referans sus olarak kullanilmistir.
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3.9. PGPB Aktivitesi Yiiksek Bakterilerin Secimi

Izole edilen bakteriler birbirinden bagimsiz olacak sekilde fosfat ¢dzme
kapasiteleri, IAA, siderofor ve ACC deaminaz iiretimleri agisindan degerlendirilmistir.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda izolatlar, en iyi PGPB ozelligi gostermeleri
acisindan siralanmastir. Ayrica ilgili testler i¢in ortalamalar alinarak ortalama degerlerin
iistiinde degere sahip olan izolatlara +1 puan, ortalama degerlerin altinda degere sahip
olan izolatlara ise 0 puan verilerek puanlamalar yapilmistir. Ardindan her izolatin toplam
puanit hesaplanmis ve “Toplam PGPB Puani” belirlenmistir.

3.10. Bakteri Izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu

Secilen bakterilerin DNA izolasyonlar1 DNA izolasyon kiti (Zymo Research,
ABD) kullanilarak iiretici talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Oncelikle NA
besiyerinde biiyiitiilen taze bakteri kiiltiirlerinin konsantrasyonlar1 %0,85 NaCl igerisinde
1 McFarland’a ayarlanmigtir. Ardindan lizis tiiplerine aktarilan 500 uL bakteri kiiltiiriiniin
tizerine 750 pL lizis soliisyonu eklenerek tiipler alt tist edilip en az 10 dak karistirilmistir.
Hazirlanan karisim 5 dak 8.500 g’de santrifiijlenmistir. Siipernatant Zymo-Spin Il1-F
filtresine aktarilarak 1 dak 8.500 g’de santrifiijlenmistir. Filtreden kolona gegen
sollisyonun {izerine 1200 pL Binding Buffer (baglama tamponu) eklenmistir. Hazirlanan
bu karisim IC filtresine alinarak 1 dak 8.500 g’de santrifiijlenmis, kolona gecen sivi
atilmistir. Ardindan filtreye 400 pnL. Wash Buffer-1 (yikama tamponu) eklenip 1 dak
maksimum hizda santrifiijlenmis, kolona gecen siv1 tekrar atilmigtir. Daha sonra filtreye
oncelikle 700 uL Wash Buffer-2 aktarilarak 2 dak 8.500 g’de santrifiijlenmis, ardindan
tekrar 200 uL. Wash Buffer- 2 eklenerek 1 dak 8.500 g’de santrifiijlenip kolona gegen sivi
atilmistir. Son olarak filtreye 30 pL DNaz-RNaz icermeyen su aktarilarak 5 dak oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 3 dak 12.000 g’de santrifiijlenmistir. Son olarak
elde edilen DNA soliisyonlar1 yeni bir santrifiij tlipiine aktarilarak +4 °C’de muhafaza
edilmistir.

Kit ile izole edilemeyen DNA’lar ayn1 zamanda Syn ve Swarup (2000) belirttigi
manuel yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore taze olarak
hazirlanan 3 ml bakteri kiiltiri %0,85’lik NaCl ile iki kez 12.000 g’de 5 dak
santrifiijlenerek yikanmistir. Ardindan hiicre pelleti 750 uL TES (10 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, pH 8.0, %2 SDS) soliisyonu i¢inde yeniden siispanse edilerek 75 °C'de 10
dak inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicre lizatlarma 750 pL fenol:kloroform
cozeltisi (3:1, v/v) eklenerek hafifce vortekslenmis ve 12.000 g’de 10 dak
santrifiijlenmistir. Olusan faz ayrimina gore iistteki berrak faz ayri bir santrifiij tiipiine
dikkatlice alinmistir ve 0,1 hacim 3 M sodyum asetat (C.HzNaO) (pH 5,2) ve 1 hacim
izopropanol (oda sicakligl) eklenerek tiipler birkag kez hafif¢e ters cevrilerek
karnigtirnlmistir. Bu asamadan sonra goriiniir hale gelebilen DNA iplik¢ikleri 5 dak
santrifiijlenerek ¢oktiiriilmistiir. Ardindan DNA pelleti %95°lik soguk etanol ile yikanip
kurutulmus ve 50 uL TE (10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8.0) iginde yeniden
siispanse edilmistir.

Izolasyonlar1 gergeklestirilen DNA’larin trizma base (Sigma Aldrich, ABD),
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma Aldrich, ABD), ve glasiyel asetik asit
(Merck Millipore, Almanya) ile hazirlanan TAE tamponu ile %1’lik agaroz (Sigma
Aldrich, ABD) jel elektroforezi yapilmistir. Elektroforez sonunda ise etidyum bromiir
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(EtBr) (Sigma Aldrich, ABD) ile jel boyamasi yapilmistir ve ardindan DPR Minibis Pro
Bio Jel Goriintileme Sistemi (DNR Bio-Imaging Systems, Israil) ile DNA’lar
gorlntiilenmistir.

3.11. izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi

En yiiksek PGPB oOzelligi gosteren bakterilerin molekiiler tanimlamalarinda
kullanilmak i¢in 16S rRNA gen bdlgesi hedef gen bdlgesi olarak secilmistir. Bu bolgenin
PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in Cizelge 3.1°de belirtilen evrensel primerler (ileri primer 8F, geri
primer 1492R) kullanilmistir (Sentebiolab, Tiirkiye) ve Cizelge 3.2°deki kosullarla
Biorad T100 Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazinda PZR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. 16S rRNA gen golgesi i¢in tasarlanan primerler

Primerler  Oligoniikleotit Dizilimi (5°-3”) Kaynak

8F lleri 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3
Icgen ve Yilmaz (2014);
Eden vd. (1991)

1492R 5’- GGTGTTTGATTGTTACGACTT-3’

Geri

Cizelge 3.2. PZR Reaksiyonu karigimi ve PZR kosullari

Karigim Reaktifi Miktar Sicaklik ~ Siire
Taq Tampon Soliisyonu (10X) ~ 2,5pul  Ilk denatiirasyon 95 °C 10 dak
MgClz (25 mM) 2,5 ul Denatiirasyon 95 °C 1 dak
[leri Primer (10 uM) 0,5ul  Primer yapismas1 47 °C 1 dak
Geri Primer (10 pM) 0,5 ul Uzama 72 °C 1 dak
dNTP karigimi 0,5ul  Son Uzama 72 °C 10 dak
Genomik DNA 0,5 pl

Tag polimeraz enzimi 0,5 ul

dH:O (niikleaz igermeyen) 17,5ul

Toplam 25

Cizelge 3.2°de belirtilen kosullara gore hazirlanan PZR {iriinleri yiikleme boyas1
(Bioline, ABD) ile karistirilarak %1,5’Iuk agaroz jelde 75 dak 90 V olacak sekilde
elektroforez sisteminde yiiriitiilmiistiir. Belirtilen siire sonunda jel, EtBr ile boyanmis ve
DPR Minibis Pro Bio Jel Gériintiileme Sistemi (DNR Bio-Imaging Systems, Israil) ile
goriintiilenmistir. Hedef bantlar jel ekstraksiyon kiti (Zymo Research, ABD) ile iireticinin
protokoliine gore saflagtirilmis ve saflastirilan trtinler ¢ift yonlii DNA sekans analizleri
hizmet alim1 ile (BM Laboratuvar Sistemleri, Tiirkiye) yapilmistir. Analiz sonucunda elde
edilen sekans sonuglart Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for
Biotechnology Information-NCBI) veri tabaninda incelenerek izolatlarin tanimlamalari
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yapilmustir. EK olarak bakterilere ait ¢ift yonli sekans dizileri Clustal Omega programi
kullanilarak hizalanmigtir (Larkin vd. 2007). Bu inceleme sonucunda elde edilen veriler
NCBI tabaninda yeniden blastlanarak bakteri tanimlamalar1 yapilmaistir.
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4. BULGULAR
4.1. Bitki Orneklerinden Bakteri izolasyonu

N. birolmutlui, Kizildag-Sarkikaraagag, Isparta’dan toplanarak laboratuvara
getirilmistir (Sekil 4.1b). Bu bitkiden 12 adet rizobakteri ve 28 adet endofitik bakteri izole
edilmistir. Kizildag-Derebucak, Konya’dan toplanan B. kiyakii bitkisinden ise 42 adet
endofitik bakteri ve 23 adet rizobakteri izole edilmistir (Sekil 4.1a, Sekil 4.2). Ornekler
izole edildikleri bitkilerin bas harfleri ve bitkiden elde edildikleri yere gore koloni
numaralari ile kisaltmalar kullanilarak adlandirilmistir. Ornegin; N. birolmutlui endofitik
1. koloni: NBE1, N. birolmutlui rizobakteri 2. koloni: NBR2, B. kiyakii endofitik 1.
koloni: BKE1, B. kiyakii rizobakteri 2. koloni: BKR2 seklinde koloni isimlendirilmeleri
yapilmistir.

Sekil 4.2. Bitkilerden izole bakterilerin NA besiyerine ekilmesi

4.2. Indol Asetik Asit Testi
Bakterilerin IAA iiretme kapasiteleri incelendiginde, N. birolmutlui bakterilerinin

tamaminin [AA trettigi goriilmiistiir. Bu bitkiden izole edilen bakterilerde en yiiksek
miktardaki IAA’nin endofitik bakterilerde NBE1 kolonisi tarafindan (102,9 ppm),
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rizobakterilerde ise NBR9 kolonisi tarafindan (24,37 ppm) iretildigi gorilmistiir. B.
kiyakii’ den izole edilen BKE45 kolonisi disindaki tiim endofitik bakterilerin IAA irettigi
ve en yiiksek TAA tretiminin BKE32 kolonisinde (22,20 ppm) oldugu goriilmiistiir. Bu
bitkinin rizobakterilerinin tamaminin IAA iiretebildigi ve en yiiksek iiretimin 38,63 ppm
ile BKR11 kolonisi tarafindan gerceklestigi bulunmustur (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2,
Cizelge 4.3, Cizelge 4.4). Pozitif kontrol olarak kullanilan S. enterica’min da 1AA
tiretimine sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.3a, Sekil 4.3b).

Sekil 4.3. izole edilen endofitik bakterilerin IAA iiretimlerine bagli olarak renk
degisimleri a) B. kiyakii; b) N. birolmutlui

Cizelge 4.1. N. birolmutlui rizobakterilerinin PGPB aktivitesi

NBR 1 8,83+0,13 26+0,58 18+1,15 -
NBR 2 24,37+0,40 26+0,31 00 -
NBR 3 5,38+0,14 25+1,15 19+0,58 -
NBR 4 11,88+0,09 28+0 17+0 -
NBR S 8,14+0,02 26+0,58 19+1,15 -
NBR 6 14,20+0,09 25+0,32 24+3.46 -
NBR 8 6,35+0,02 24+1,45 0+0

NBR 9 24,19+0,17 40+0,58 17+0,58 +
NBR 10 9,95+0,11 24+0,96 28+1,73 -
NBR 12 10,44+0,24 30+0 27+0,58 -
NBR 13 6,85+0,06 28+0,13 30+0 -
NBR 14 11,89+0,26 26+0,56 30+0 +

Cizelgede ACC aktivitesine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simgesi ise aktivitenin
yoklugunu gostermektedir. Veriler {i¢ tekrarin ortalama + standart sapmasi olarak ifade
edilmistir.
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Cizelge 4.2. N. birolmutlui endofitik bakterilerinin PGPB aktivitesi

Koloniler indol Uretimi Fosfat C6zme _ Siderofor ACC Deaminaz
(PPM) Kapasitesi (mm) Uretme (mm) Uretimi
NBE 1 102,9+6,20 40+0,58 120,58 +
NBE 2 30,2+0,23 29+1,11 740,58 +
NBE 3 46,7+0,81 390,58 740,58 -
NBE 4 28,2+0,16 3742,89 740,58 -
NBE 6 51,10,70 25+0 7+1 -
NBE 7 87,5+9,02 3542,03 740,58 -
NBE 8 66,5+1,17 25+40,26 4x1 +
NBE 9 67,342,32 25+40,26 81 -
NBE 10 45,0+0,61 21£0,73 8+1 -
NBE 11 49.4+0,05 300,82 8+0,58 -
NBE 12 30,9+0,44 25+1,78 111 -
NBE 13 66,5+0,53 24+1,07 4+1,15 -
NBE 14 30,9+0,38 25+40,32 4x1 -
NBE 15 26,0+0,18 35+0,58 740,53 -
NBE 16 36,6+0,60 22+0,58 740,58 -
NBE 17 84.446.97 27+0,67 741 -
NBE 18 42,0+0,41 27+1,53 10+0,58 -
NBE 19 84,042,99 25+40,45 4+0,58 -
NBE 20 54,7+0,86 30+0 4+1 )
NBE 21 46,8+0,35 30+0,82 120,58 -
NBE 22 27,9+0,48 24+0,54 6+0,58 -
NBE 23 19,4+0,21 311,45 440,58 -
NBE 24 30,8+0,40 2440,31 741 -
NBE 27 23,6+0,15 27+4,62 740,58 -
NBE 28 53,8+0,64 28+0,25 8+1,53 -
NBE 29 28,4+0,11 29+1,22 8+0,58 -
NBE 30 53,340,57 23+0,89 740,58 -
NBE 31 49,6+0,34 34+0,58 9+1 -

Cizelgede ACC aktivitesine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simgesi ise aktivitenin
yoklugunu gostermektedir. Veriler {i¢ tekrarin ortalama =+ standart sapmasi olarak ifade
edilmistir.
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Cizelge 4.3. B. kiyakii endofitik bakterilerinin PGPB aktivitesi

Fosfat Cozme Siderofor Uretme ACC Deaminaz

Koloniler Indol Uretimi (PPM) Kapasitesi (mm) (mm) Uretimi
BKE 1 5,55+0,16 37+0,19 30+0 +
BKE 2 4,35+0,05 0+0 0+0 -
BKE 3 3,36+0,29 29+3,38 0+0 -
BKE 4 7,85+0,07 28+0,51 32+0,47 -
BKE 5 9,08+0,06 25+1,13 14+0,47 -
BKE 6 6,38+0,17 0+0 0+0 -
BKE 8 66,75+0,98 0+0 0+0 +
BKE 9 8,11+0,08 25+0,32 0+0 -
BKE 10 8,19+0,040 0+0 0+0 -
BKE 11 18,25+0,24 25+1,74 0+0 -
BKE 12 8,07+0,08 0+0 0+0 -
BKE 13 6,96+0,28 22+1,18 16+2,94 -
BKE 14 7,02+0,06 0+0 0+0 -
BKE 15 11,77+0,05 0+0 0+0 -
BKE 16 5,19+0,11 0+0 0+0 -
BKE 17 6,75+0,48 28+0,58 11+0,94 -
BKE 18 8,12+0,36 0+0 0+0 -
BKE 19 6,42+0,31 0+0 0+0 -
BKE 20 5,63+0,09 0+0 15+0 +
BKE 21 10,66=+0,59 0+0 13+0,47 -
BKE 22 7,96+0,12 0+0 0+0 -
BKE 23 6,38+0,17 0+0 0+0 -
BKE 24 6,90+0,03 0+£0 15+0,82 -
BKE 25 10,02+0,31 0+0 0+0 -
BKE 26 5,20+£0,07 0+0 0+0 -
BKE 27 10,64+0,02 0+0 0+0 -
BKE 28 5,19+0,15 0+0 2240 +
BKE 29 8,07+0,06 0+0 0+0 +
BKE 30 6,060,05 34+1,07 0+0 -
BKE 31 3,93+1,03 0+0 14+0,94 +
BKE 32 22,20+0,30 0+0 0+0 -
BKE 33 3,65+0,25 0+0 0+0 -
BKE 34 10,89+0,11 27+0,71 30+0 +
BKE 35 17,75+0,19 32+42,89 0+0 +
BKE 37 6,06+0,36 0+0 0+0 -
BKE 38 4,60+0,12 0+0 0+0 -
BKE 39 12,55+0,69 0+0 14+0 -
BKE 40 18,82+0,56 0+0 24+0 -
BKE 41 11,01+0,14 37+£2,65 20+0 -
BKE 43 10,76+0,22 0+0 10+£0 +
BKE 44 8,70+0,12 294231 0+0 -
BKE 45 0,07+0,78 0+0 0+0 -

Cizelgede ACC aktivitesine ait + simgesi aktivitenin varligini, - simgesi ise aktivitenin
yoklugunu gostermektedir. Veriler ti¢ tekrarin ortalama + standart sapmasi olarak ifade

edilmistir.
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Cizelge 4.4. B. kiyakii rizobakterilerinin PGPB aktivitesi

Koloniler Indol Uretimi (PPM) E:;Z;i%z?rﬁm) lec(jtei\r/ci)ggsri (mm) ﬁfect:m?f e
BKR 1 11,56+0,11 0+0 8+0 -
BKR 5 14,34+0,62 47+1,73 14+1,15 -
BKR 8 21,95+0,25 25+1,23 14+1,53 -
BKR 9 4,07+0,09 38+0,33 25+0 -
BKR10 36,46+0,26 39+1,15 17+1,15 -
BKR 11 38,63+0,35 25+,2.36 2240 -
BKR 15 11,05+0,12 32+0,29 0+0 -
BKR 16 14,34+0,11 33+43,61 0+0 +
BKR 22 8,28+0,15 26+1,15 0+0 +
BKR 23 5,25+0,58 0+0 0+0 -
BKR 24 36,44+1,37 0+0 26+0,58 +
BKR 25 15,53+0,04 0+0 224+0,58 +
BKR 26 10,61+0,10 0+0 0+0 -
BKR 27 9,88+0,41 39+1 22+0,58 -
BKR 29 1,160 35+45,54 7+0 -
BKR 30 14,36+0,23 38+1,53 21+0,58 -
BKR 32 12,30+0,16 29+3,16 8+0 -
BKR 33 10,05+0,30 38+1,67 2240,58 -
BKR 34 11,34+0,14 37+1,53 20+2,31 +
BKR 36 14,55+0,22 26+1,07 0+0 -
BKR 38 8,96+0,11 0+0 10+0 -
BKR 41 2,02+0,13 0+0 9+0 -
BKR 43 8,90+0,83 0+0 0+0 -

Cizelgede ACC aktivitesini ait + simgesi aktivitenin varligini, - simgesi ise aktivitenin
yoklugunu gostermektedir. Veriler {i¢ tekrarin ortalama =+ standart sapmasi olarak ifade
edilmistir.

4.3. ACC Deaminaz Aktivitesi

Bakterilerin ACC deaminaz aktiviteleri Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.4 gosterilmistir. Deney sonucunda 105 bakteri igerisinden 19 adet bakterinin
ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica pozitif kontrol olarak
kullanilan Pseudomonas canavaninivorans’in da ACC igceren DF besiyerinde gelisim
gosterdigi, ACC pozitif oldugu gozlemlenmistir.

4.4. Siderofor Uretimi

Bakterilerin siderofor iiretim yetenekleri karsilastirildiginda N. birolmutlui
endofitik bakterilerinin tamaminin siderofor iiretebildigi goriilmiistiir (Sekil 4.4). Benzer
sekilde N. birolmutlui’ ye ait rizobakterilerden NBR2 ve NBR&8 izolatlar1 disindakilerin
tamaminin siderofor iretmekte oldugu belirlenmistir. B. kiyakii bitkisinde endofitik
bakterilerin  %26’simnin  rizobakterilerin ise = %69’unun  siderofor {iretebildigi
gozlemlenmistir. Deney sonucunda izole edilen tiim bakterilerin siderofor iiretme
yetenekleri incelendiginde BKE1, BKE34, BKR13, BKR14, NBEl1l ve NB321
izolatlarinin en yiiksek siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu gézlemlenmistir. Ayrica
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pozitif kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa’ nin da siderofor zonu olusturdugu tespit
edilmistir.

|

Sekil 4.4. MCASA besiyerinde PGPB’lerin siderofor iiretimine bagli olarak turuncu zon
olusturmasi

4.5. Fosfat Coziiniirliigii

Bakteri izolatlarmin fosfat ¢ozme yetenekleri NBRIP besiyeri kullanilarak
belirlenmis (Sekil 4.5) ve bakterilerin fosfat ¢6zme kapasiteleri Cizelge 4.1-4.4° te
gosterilmistir. Buna gére N. birolmutlui’ye ait rizobakterilerin ve endofitik bakterilerinin
tamaminin fosfati ¢6zebildigi ve bu izolatlardan NBE1 ve NBE3 bakterilerinin en iyi
fosfat ¢ozme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. B. kiyakii’ye ait endofitik
bakterilerin %32’si fosfat ¢6zme yetenegine sahipken rizobakterilerin ise %66’sinin
fosfat ¢ozme yetenegi oldugu gozlemlenmistir. B. kiyakii’ye ait BKRS izolatinin en
biiyiik zon ¢apina (47 mm) sahip oldugu goriilmiistiir. Pozitif kontrol olarak kullanilan P.
aeruginosa nin da fosfat ¢ozme kapasitesi oldugu incelenmistir.

Sekil 4.5. NBRIP besiyerinde bakterilerin fosfat ¢6zmesine bagli olarak olusan seffaf
zonlar
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4.6. Agir Metal Direncinin Belirlenmesi

Izole edilen tiim bakteriler cesitli konsantrasyonlarda Ni, Cu, Al, Zn, Pb, Cd, Cr
(1 mM ,5 mM ve 10 mM) agir metallerini igeren NA besiyerinde 4 giin boyunca 30 °C’de
biiyiitiilmiistiir. 4 giin sonunda agir metallerini iceren NA besiyerinde gelisim gosteren
bakteriler direncli olarak kabul edilmistir. Bakterilerin agir metale karsi gostermis
olduklart direngler Cizelge 4.5-4.8de belirtilmistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde
bakteriler genel olarak 1 mM Ni, Al, Cu, Pb ve Cr metallerine karsi direngli bulunmustur.
Yalnizca N. birolmutlui bitkisinden izole edilen endofitlerin 10 mM Ni direnci oldugu
gozlemlenmistir. Bitkilerden elde edilen higbir bakteri izolatt Cd igeren ortamda
biliyliyememistir.

Cizelge 4.5. N. birolmutlui bitkisinden izole edilen rizobakterilerin agir metal direng
profilleri (mM)

[og
o

Koloniler N
NBR 1 1
NBR 2 5
NBR 3 1
NBR 4 1
NBR 5 1
1
5
1
1
1
1

c
S
=

NBR 6
NBR 8
NBR 9
NBR 10
NBR 12
NBR 13
NBR 14 1

Tabloda verilen degerler mM cinsinden ifade edilmistir.
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Cizelge 4.6. N. birolmutlui bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin agir metal direng
profilleri (mM)

0
c

>
N
=}

0
(o
0
o
0
e

Koloniler Ni

NBE 1 1 1 0 1 0 1
NBE 2 1 1 0 1 0 1
NBE 3 10 1 1 0 1 0 1
NBE 4 5 1 1 0 1 0 1
NBE 6 10 1 1 0 1 0 1
NBE 7 5 1 1 0 1 0 1
NBE 8 10 1 1 0 1 0 1
NBE 9 10 1 1 0 1 0 1
NBE 10 1 1 0 1 0 1
NBE 11 1 1 0 1 0 1
NBE 12 10 1 1 0 1 0 1
NBE 13 5 1 1 0 1 0 1
NBE 14 1 1 0 1 0 1
NBE 15 1 1 0 1 0 1
NBE 16 10 1 1 0 1 0 1
NBE 17 10 1 1 0 1 0 1
NBE 18 5 1 1 0 1 0 1
NBE 19 5 1 1 0 1 0 1
NBE 20 5 1 1 0 1 0 1
NBE 21 5 1 1 0 1 0 1
NBE 22 5 1 1 0 1 0 1
NBE 23 5 1 1 0 1 0 1
NBE 24 10 1 1 0 1 0 1
NBE 27 5 1 1 0 1 0 1
NBE 28 5 1 1 0 1 0 1
NBE 29 5 1 1 0 1 0 1
NBE 30 5 1 1 0 1 0 1
NBE 31 5 1 5 0 1 0 1

Tabloda verilen degerler mM cinsinden ifade edilmistir.
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Cizelge 4.7. B. kiyakii bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin agir metal direng
profilleri (mM)

[on
o

Koloniler N
BKE 1 1
BKE 2 1
BKE 3 5
BKE 4 5
BKE 5 1
BKE 6 5
BKE 8 1
BKE 9 1
BKE 10 1
BKE 11 1
BKE 12 1
BKE 13 5
BKE 14 1
BKE 15 5
BKE 16 1
BKE 17 5
BKE 18 5
BKE 19 5
BKE 20 5
BKE 21 1
BKE 22 1
1
5
1
5
1
5
5
1
1
5
5
5
1
5
1
1
1
1
1
1
5

c
=]
-

BKE 23
BKE 24
BKE 25
BKE 26
BKE 27
BKE 28
BKE 29
BKE 30
BKE 31
BKE 32
BKE 33
BKE 34
BKE 35
BKE 36
BKE 37
BKE 38
BKE 39
BKE 40
BKE 41
BKE 43
BKE 44
BKE 45 5
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Tabloda verilen degerler mM cinsinden ifade edilmistir.
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Cizelge 4.8. B. kiyakii bitkisinden izole edile rizobakterilerin agir metal direng profilleri
(mM)

Koloniler Ni Cu Al Zn Pb Cd Cr
BKR 1 1 0 1 0 1 0 1
BKR 5 1 1 1 0 1 0 0
BKR 8 1 1 1 0 1 0 0
BKR 9 1 1 1 0 1 0 0
BKR10 1 1 1 0 1 0 0
BKR 11 1 1 1 0 1 0 0
BKR 15 1 1 1 1 1 0 0
BKR 16 1 1 1 1 1 0 1
BKR 22 1 1 1 0 1 0 1
BKR 23 1 0 1 0 1 0 1
BKR 24 1 0 1 0 1 0 1
BKR 25 1 0 1 0 1 0 1
BKR 26 1 1 1 1 1 0 1
BKR 27 1 1 1 0 1 0 0
BKR 29 1 0 1 0 1 0 1
BKR 30 1 0 1 0 1 0 1
BKR 32 1 1 1 0 1 0 1
BKR 33 1 1 1 0 1 0 0
BKR 34 1 0 1 0 1 0 1
BKR 36 1 1 1 0 1 0 0
BKR 38 1 1 1 0 1 0 0
BKR 41 1 1 1 0 1 0 1
BKR 43 1 1 1 0 1 0 1

Tabloda verilen degerler mM cinsinden ifade edilmistir.
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4.7. Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

N. birolmutlui ve B. kiyakii bitkilerinden izole edilen rizobakteriler ve endofitik
bakteriler NB besiyerinde biiyiitiildiikten sonra bakterilerin yogunlugu %0,85’lik NaCl
soliisyonu icerisinde 0,5 McFarland’a ayarlanarak NA besiyerine yayma metodu ile
ekilmistir. Ekim yapilan petrilerin {izerine ampisilin (10 pg/ml), kanamisin (30 pg/ml),
kloramfenikol (30 pg/ml), tetrasiklin (30 pg/ml) ve imipenem (30 pg/ml) antibiyotik
diskleri yerlestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan duyarlilik testi sonucunda elde
edilen zon ¢aplar1 kaydedilmistir (Cizelge 4.9-4.12). Her iki bitkiden de izole edilen
bakterilerin tamami imipeneme duyarlidir. N. birolmutlui’den izole edilen
rizobakterilerin 8 tanesinin ampisiline direngli, endofitik bakterilerin ise tamaminin
ampisiline duyarli oldugu goriilmiistiir. B. kiyakii’den izole edilen rizobakterilerin 15
tanesinin, endofitik bakterilerin ise 37 tanesinin ampisiline direngli oldugu bulunmustur.
Ayrica tliim izolatlarin tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotikleri ile olusturduklar1 zon
caplarinin birbirine yakin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.9. N. birolmutlui bitkisinden izole edilen rizobakterilerin antibiyotik direng
profilleri (mm)

Koloniler Kanamisin Kloramfenikol Tetrasiklin imipenem Ampisilin
NBR 1 22,3+0,58 34,7+0,58 34,3+0,47 50+0 2540
NBR 2 22,3+0,58 30+0 27,7+0,58 44,7+0,58 6+0
NBR 3 28,3+2,89 40+0 35,0+1,73 543£1,15 30,00,0
NBR 4 23,7+1,53 30+0 26,7+4,16 45,3+0,58 12,742,52
NBR 5 35,3+4,51 12+0 39,3+1,15 47,7+£3,06 6+0
NBR 6 28,3+0,58 1440 25+0 40,34+0,58 6£0
NBR 8 22,7+0,58 231 343+1,15 5040 26,3+0,58
NBR 9 3040 1240 30,3+0,58 40,3+0,58 6+0
NBR 10 29+1 14,7+0,58 21,7+1,53 48,3+0,58 60
NBR12  30+0 13£0 25,7+0,58 44x1 6+0
NBR 13 32,3+2,08 13+0 28+1 44+1 6+0
NBR 14 35+1 14,3+0,58 28+2 47,7+1,53 6+0
Kontrol 15,7+£0,58 30+0,2 24,2+0,58 38+0,58 6£0

Antibiyotik direncinin belirlenmesi i¢in kullanilan disklerin ¢ap1 6 mm oldugu i¢in zon
olusturmayan orneklerin inhibisyon zonu 6 mm olarak belirtilmistir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.10. N. birolmutlui bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin antibiyotik
direng profilleri (mm)

Koloniler  Kanamisin Kloramfenikol Tetrasiklin Imipenem Ampisilin
NBE 1 20+0 31,7+1,53 29,7+0,58 44,7+,0,58 20,0+0
NBE 2 24+1,52 33,3+1,52 34,7+0,58 50,0+0 23,3+£1,53
NBE 3 20,3+0,58 30,0+0 29,0+1 41,7+0,58 20,0+0
NBE 4 21,7+0,58 35,7+0,58 32,0+0 45,0+0 15,00
NBE 6 20,3+0,58 12,0+0 30,0+0 36,0+1 10,0+0
NBE 7 20,7+0,47 30,7+0,94 29,34+0,47 41,0+1,41 18,040
NBE 8 19,0+01 30,040 41,0+1,73 49,7+0,58 19,0+1
NBE 9 19,7+0,58 3042 29,7+0,58 43,0+0 19,0+0
NBE 10 20,3+0,58 33,0£2 31,3+1,15 47,0+0 14,3+1,53
NBE 11 26,3+0,38 34+0,16 35+0 47,3+0,18 170
NBE 12 20+0 11+0 25,6+0,05 33,3+0,16 10+0
NBE 13 23,042 34,0+1 30,3+0,58 47,34+2,52 20,040
NBE 14 22,742,52 32,7+2,52 35,0+0 50,0+0 20,0+0
NBE 15 20,040 25,00 33,7+0,58 42,7+0,58 14,7+0,58
NBE 16 25,041 21,01 34,3+1,15 50,0+1 21,3+1,15
NBE 17 20,0+0 30,3+0,58 30,0+0 47,34+0,58 20,3+0,58
NBE 18 20,3+0,58 30,0+0 30,0+0 44,3+0,58 10,0+0
NBE 19 19,3£1,15 30,3+0,58 28,3+0,58 42,7+0,58 19,3+0,58
NBE 20 20,3+0,58 35,7+0,58 35,0£0 44,3+0,58 16,0+1
NBE 21 20,3+0,58 35,0+0 32,7+0,58 45,0+0 13,00
NBE 22 25,00 36,0+1 33,3+1,53 50,0+0 21,0+£1,73
NBE 27 23,7+1,53 34,3+1,15 34,3+0,58 50,3+0,58 21,0+1
NBE 28 20,040 30,0+0 29,3+0,58 42,0+1 19,040
NBE 29 25,040 46,7+2,88 35,743,05 52,342.52 21,0+1
NBE 30 19,7+0,58 31,0+1 29,7+0,58 42,7+0,58 10,7+0,58
NBE 31 23,042 31,0+1 30,0+0 49,74+0,58 12,7+2,52
Kontrol 15,7+0,58 30+0,2 24,240,58 38+0,58 6+0

Antibiyotik direncinin belirlenmesi i¢in kullanilan disklerin ¢ap1 6 mm oldugu i¢in zon
olusturmayan orneklerin inhibisyon zonu 6 mm olarak belirtilmistir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.11. B. kiyakii bitkisinden izole edilen rizobakterilerin antibiyotik direng
profilleri (mm)

Koloniler  Kanamisin Kloramfenikol Tetrasiklin imipenem Ampisilin
BKR 1 14,0+3,60 14+1 22,742,52 48+2 15,3+0,7
BKR 5 21,3+0,58 7+0 21+0 33,3+0,57 6+0
BKR 8 25,3+0,57 12,34£2,08 23,3+1,52 40+0,0 6+0
BKR 9 20,3+0,57 7,7+0,57 21+1 31,7+1,53 6+0
BKR10 27,7+0,58 13,7+1,53 2842 46,3+1,53 6+0
BKR 11 19,7+0,58 13+1,73 25,7231 41,7+1,53 6+0
BKR 15 17,7+£0,58 68+ 0 2442 35,3+0,57 6+0
BKR 16 21+1 111 26,5+4,5 42,5+0,5 13,5+1,5
BKR 22 21+0 9,7+0,58 21,7+0,58 47,7+1,53 6+0
BKR 23 15+0 13,3+1,53 28+2 43,0+1 19+ 1
BKR 24 23+1 10,7+0,58 20,7+0,58 40+0 6+0
BKR 25 250 15+0 30,3+0,58 38,7£1,53 6+0
BKR 26 23,5+2,04 10+0 30+0 44+0 21,5+0,41
BKR 27 35,3+0,58 15+0 31+1 49,3+0,58 6+0
BKR 29 2140 10+0 29+1 39,74+2,52 6+0
BKR 30 20,3+0,58 8,3+0,58 20+0 35+0 6+0
BKR 32 15,3+0,58 16,0£1,73 30,3+0,58 55+0 2545
BKR 33 19,3%+1,15 11,7£2,52 26,7+0,58 34,3+0,58 6+0
BKR 34 2540 19,3+0,58 28,3+0,58 39+1 6+0
BKR 36 11,7+0,58 15,7+0,58 28+2 46,3+1,53 40+0
BKR 38 20+0 13,7£1,53 30+0 37,34+2,52 10+0
BKR 41 24+1 35,0+0 45+0 26,7+1,52 60
BKR 43 28,7+0,58 13,7+£1,53 30+0 37,3+£2,52 10+0
Kontrol 15,7+0,58 30+0,2 24,24+0,58 38+0,58 6+0

Antibiyotik direncinin belirlenmesi i¢in kullanilan disklerin ¢ap1 6 mm oldugu i¢in zon
olusturmayan orneklerin inhibisyon zonu 6 mm olarak belirtilmistir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.12. B. kiyakii bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin antibiyotik direng
profilleri (mm)

Koloniler ~ Kanamisin Kloramfenikol Tetrasiklin imipenem Ampisilin
BKE 1 21,740,153 8,7+0,58 22,340,58 46+1 6+0
BKE 2 21,6+0,12 8,8+0,01 23,3+0,01 46+0,01 6£0
BKE 3 26,3+1,15 13,741,53 4242 45,7+1,15 6£0
BKE 4 26,7+1,53 12+0 3040 49+1 6£0
BKE 5 22,3+0,58 20+0 26,7+1,53 40+2 6£0
BKE 6 29+1 14,7+0,58 41,7+1,53 50+0 6£0
BKE 8 30,3+0,58 13,343 443+1,15 56=+1 6+0
BKE 9 27+0 11,7+1,53 40+0 49,7+0,58 6+0
BKE 10 28,3£1,53 10+0 3540 50+0 6+0
BKE 11 24+1 18,7+1,15 30,3+0,57 40,7+0,57 11,3+0,57
BKE 12 250 100 19,3+3,05 43,343,05 6+0
BKE 13 27,7+2,52 13,34+2,08 34,3+2,08 52,742,53 6+0
BKE 14 23,3+0,57 11,7+1,53 36,3+2,52 43,343,05 6+0
BKE 15 25,3+0,58 22,740 12,742,52 33,040 6+0
BKE 16 22,742,52 12,7+0,58 334+2,64 40,7+1,15 14,0+1,73
BKE 17 2340 9+ 0 32+2 41,0+£1 6+0
BKE 18 23+1 10+0 3440 41,343,21 6+0
BKE 19 30,12 25,240 45421 50+0 19+0
BKE 20 28,3+0,58 11+1 3543 51«1 6£0
BKE 21 20+0 33,3+0,57 32,3+1,15 5040 22,742,52
BKE 22 244210 32,6+2,01 3544 44,6+3,1 14,31
BKE 23 23,3+1,53 10+0 34,7£2,52 49+1 6£0
BKE 24 19,3+0,58 9+1 26+1 39,3+0,58 8,3+0,58
BKE 25 22,7+0,58 16,7+3,05 29,7+0,57 41+1 12,7+2,52
BKE 26 25,3+0,58 11,7+1,53 37,0 +1 50,3+0,058 6+0
BKE 27 21,3+0,58 11,3+0,05 40+0 48,3+1,15 25,040
BKE 28 21,7+4,04 10,7+1,15 34,7+0,58 41,7+1,53 11,01
BKE 29 27,74 12,7£1,15 40+0 46,3+1,15 6£0
BKE 30 20,3+0,57 16+0 22,742,52 44+1,73 6£0
BKE 31 2240 20,3+1,53 311 40«1 6£0
BKE 32 30+0 1540 40+0,1 25,3+0,58 6+0
BKE 33 30+0 13,7+0,58 45+0 5540 60
BKE 34 23+0 18+1 26,0+1 45+0 6+0
BKE 35 2241 181 23,042,65 4540 6+0
BKE 37 20+1 12+1 4441 51,3+0,58 6+0
BKE 38 26,7+1,25 9,7+0,47 31,7+0,47 4540 6+0
BKE 39 20+0 36+1 35+0 40+1 60
BKE 40 25,7+0,58 21+1 3040 40,3+0,58 6+0
BKE 41 26,3+0,58 10,7+0,58 40+0 34,3+0,58 6+0
BKE 43 27+1 9,3+0,58 3040 48,0+1 6+0
BKE 45 29+1 10+0 38+2 52,6+2,52 60
Kontrol 15,7+0,58 30+0,2 24,240,58 38+0,58 6£0

Antibiyotik direncinin belirlenmesi icin kullanilan disklerin ¢apt 6 mm oldugu i¢in zon
olusturmayan Orneklerin inhibisyon zonu 6 mm olarak belirtilmistir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalama =+ standart sapmasi olarak ifade edilmistir.

4.8. PGPB Aktivitesi Yiiksek Bakterilerin Secimi

Calisma kapsaminda izole edilen tiim bakterilerin tiim deneyler birbirinden
bagimsiz olacak sekilde fosfat ¢ozebilme kapasiteleri, IAA, siderofor ve ACC {iretimleri
bakimindan degerlendirilmis ve tiim bu testlerde en yiiksek skoru veren bakteriler
secilmistir. Toplam PGPB puanlar1 baz alinarak 38 bakteri molekiiler olarak tanimlanmak
icin sec¢ilmistir (Cizelge 4.13, Cizelge 4,14).
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Cizelge 4.13. B. kiyakii bitkisinden izole edilen rizobakterilerin PGPB puanlamasi

' indol Uretimi Fosfat Cézme Side_rc_)for_ ACC ) Toplam
Koloniler Kapasitesi Aktivitesi Deaminaz PGPB
(PPM) R
(mm) (mm) Uretimi Puam

BKR 5 14,3440 47+0,37 14+0 - 3
BKR10 36,46+0,3 39+0,15 17+0,12 - 3
BKR 11 38,63+0 25+,0,24 22+0,5 - 3
BKR 24 36,4410 0+0 26+0,06 + 3
BKR 25 15,5340 0+0 22+0,06 + 3
BKR 30 14,36+0,01 38+0,15 2140,06 - 3
BKR 34 11,34+0,23 37+0,12 20+0,23 + 3
BKR 8 21,95+0,01 25+0,12 14+0,12 - 2
BKR 9 4,07+0 38+0,03 25+0,15 - 2
BKR 16 14,34+0,1 33+0,60 0+0 + 2
BKR 27 9,88+0,4 39+0,1 2240 - 2
BKR 33 10,05+0 38+0,26 22+0,06 - 2
BKR 36 14,5540 26+0,11 0+0 - 2
BKR 15 11,05+0,1 32+0,03 0+0 - 1
BKR 22 8,28+0 26+0,016 0+0 + 1
BKR 29 1,160 35+0,6 7+0,1 = 1
BKR 32 12,30+0 29+0,32 8+0 - 1
BKR 43 8,90+0,01 0+0 0+0 - 1
BKR 1 11,56+0 0+0 8+0,06 - 0
BKR 23 5,25+0,1 0+0 0+0 - 0
BKR 26 10,61+0 0+0 0+0 - 0
BKR 38 8,960 0+0 10+0 = 0
BKR 41 2,02+0 0+0 9+0 - 0
Ortalama 14,36 23,56 11,86
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Cizelge 4.14. N. birolmutlui bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin PGPB
puanlamasi

' indol Uretimi Fosfat Cézme Side_rc_)for_ AQC Toplam
Koloniler (PPM) Kapasitesi Aktivitesi Dgam.lna}z PGPB
(mm) (mm) Uretimi Puam

NBE 1 102,9+0,17 40+0,23 12+0,06 + 4
NBE 9 67,3+0,06 25+0,03 8+0,06 - 3
NBE 7 87,5+0,25 35+0,20 7+0,06 - 2
NBE 8 66,5+0,03 25+0,03 4+0,06 + 2
NBE 20 54,7+0,02 30+0 440,06 - 2
NBE 21 46,8+0,01 30+0,08 12+0,52 - 2
NBE 28 53,8+0,01 28+0,03 8+0,06 - 2
NBE 29 28,4+0,02 29+0,12 8+0,06 - 2
NBE 31 49,6+0 34+0,06 9+0,06 - 2
NBE 2 30,2+0,01 29+,0,11 70,06 + 1
NBE 3 46,7+0,02 39+0,06 7£0,06 - 1
NBE 4 28,240 37+0,29 7+0,06 - 1
NBE 10 45,0+0,02 21+0,07 8+0,06 - 1
NBE 11 49,4+0 30+0,08 8+0,06 - 1
NBE 12 30,9+0,01 25+0,18 11£0,06 - 1
NBE 13 66,5+0,01 24+0,11 4+0,06 - 1
NBE 15 26,0+0 35+0,06 70,06 - 1
NBE 16 36,6+0,02 22+0,06 7£0,06 - 1
NBE 17 84,4+0,19 27+0,07 7+0,10 - 1
NBE 18 42,0+0,01 27+0,15 10£0,06 - 1
NBE 19 84,0+0,08 25+0,05 4+0,06 - 1
NBE 22 27,9+0,01 24+0,05 6+0,06 - 1
NBE 23 19,4+0,01 31+0,14 4+0,06 - 1
NBE 30 53,3+0 23+0,09 740,06 - 1
NBE 6 51,1+0,02 25+0 7+0 - 0
NBE 14 30,9+0,01 2540,03 4+0,06 - 0
NBE 24 30,8+0,01 24+0,03 7+0,06 - 0
NBE 27 23,6+0,01 27+0,46 70,06 - 0
Ortalama 52 29 8
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4.9. Secilen Izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasi

Segilen bakterilerin genomik DNA izolasyonlari yapilmis ve ardindan elde edilen
DNA’lar agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Elde edilen genomik DNA
orneklerinin 16S rRNA gen bolgeleri PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. Reaksiyon
sonunda PZR iiriinleri agaroz jelde goriintiilenmis ve goriintiileme sonucunda bakteriler
icin sekans analizi yapilmistir (Sekil 4.6-4.8). Sekans analizleri sonucunda elde edilen
sonuglar NCBI veri tabaninda taranarak tanimlanan bakteriler Cizelge 4.15-4.18” de
verilmistir.

M NBE1 NBE9 NBR10 NBE13 NBE21NBE31NBR1 NBR2 NBR3 NBRS NBR9 NBR12

Sekil 4.6. N. birolmutlui bakterilerinin PZR {iriinlerine ait agaroz jel elektroforezi
goriintiisii (M: DNA Merdiveni)

BKE1 BKE4 BKE31 BKR27 BKR30 BKR36 BKR38

Sekil 4.7. B. kiyakii bakterilerinin PZR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
(M: DNA Merdiveni)
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Sekil 4.8. NBR8 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait sekansin kromatogram goriintiisii

Cizelge 4.15. N. birolmutlui endofitik bakterilerinin kimlik tanimlamasi

Ornek Bakterinin adi Giris numaralari
NBE1 Pantoea agglomerans NR_041978.1
NBE9 Pantoea agglomerans NR_041978.1
NBE10 Pantoea agglomerans NR_041978.1
NBE13 Pantoea agglomerans NR_041978.1
NBE17 Pantoea sp. NR_041978.1
NBE21 Pantoea agglomerans NR_041978.1
NBE31 Pantoea aglomerans NR_041978.1

Cizelge 4.16. N. birolmutlui rizobakterilerinin kimlik tanimlamasi

Ornek Bakterinin adi Giris numaralan
NBR1 Priestia aryabhattai NR_115953.1
NBR?2 Pantoea sp. NR_116247.1
NBR3 Priestia aryabhattai NR_115953.1
NBR4 Pseudomonas thivervalensis NR_024951.1
NBR5 Pseudomonas thivervalensis NR_024951.1
NBR6 Pseudomonas sp. NR_116299.1
NBR9 Pseudomonas baetica NR_116899.1
NBR10 Pseudomonas sp. NR_181810.1
NBR12 Pseudomonas sp. NR_181810.1
NBR13 Pseudomonas thivervalensis NR_181810.1
NBR14 Pseudomonas thivervalensis NR_024951.1
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Cizelge 4.17. B. kiyakii endofitik bakterilerinin kimlik tanimlamasi

Ornek Bakterinin ad: Giris
numaralari

BKE1 Pseudomonas brassicacearum subsp. NR_025686.1
neoaurantiaca

BKE4 Pseudomonas brassicacearum subsp. NR_025686.1
neoaurantiaca

BKES8 Achromobacter sp. NR_152014.1

BKE20 Pseudomonas kilonensis NR_152214.1

BKE31 Achromobacter sp. NR_152014.1

BKE35 Acinetobacter courvalinii NR_148843.1

BKE43 Pseudomonas canavaninivorans NR_181810.1

Cizelge 4.18. B. kiyakii rizobakterilerinin kimlik tanimlamasi

Ornek Bakterinin ad1 Giris
numaralari

BKR5 Pseudomonas koreensis NR_181729.1
BKR9 Pseudomonas koreensis NR_181729.1
BKR10 Pseudomonas koreensis NR_181729.1
BKR11 Pseudomonas canavaninivorans NR_181810.1
BKR22 Pseudomonas cananavaninivorans NR_181810.1
BKR24 Pseudomonas cananavaninivorans NR_181729.1
BKR25 Pseudomonas koreensis NR_181729.1
BKR27 Pseudomonas glycinis NR_181729.1
BKR30 Acinetobacter courvalinii NR_148843.1
BKR33 Pseudomonas sp. NR_025686.1
BKR34 Pseudomonas koreensis NR_025228.1
BKR36 Microbacterium hydrocarbonoxydans NR_042263.1
BKR38 Acinetobacter sp. NR_148843.1
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5. TARTISMA

Serpantin topraklar sinirli su tutma kapasitesine sahip, yiiksek oranda Ni, Cr, Co
gibi agir metalleri ve diisiik oranda Ca, K ve P gibi elementleri iceren metamorfik ana
kayaclarin ayrigsmasi sonucu elde edilen topraklardir (Van Ent vd. 2018). Bu topraklar
stres kosullarima bagli olarak, serpantin endemizmine uyum saglayabilen ve
hiperakiimiilasyon yetenegine sahip gesitli biyotalari icermektedir (Seneviratne vd. 2017,
Sianta ve Kay 2019). Ortamdaki agir metal ve besin stresi gibi zorlu ortam kosullarina
kars1 bitki biinyesinde bulunan bakteriler; 1AA, ACC deaminaz, fosfat ¢6zebilme
yetenekleri ve siderofor tretimi ile bitki gelisimini uyarirken, yine bu bakteriler
antimikrobiyal ajanlarin tiretimi ile de fitopatojenlerin ¢ogalmasini engellemektedir.
(Talavera vd. 2007). Boylelikle Pantoea, Bacillus, Pseudomonas ve Azospirillum gibi
birgok bitki gelisimini destekleyen bakteri tiirleri zorlu ortam kosullarina karsi bitkilerin
hayatta kalmasini saglayacak mekanizmalar igermektedir (Kang vd. 2021).

Bu ¢alismada serpantin endemigi B. kiyakii ve N. birolmutlui hiperakiimiilator
bitkileri incelenmistir. Bu bitkilerin biinyesinde bulunan PGPB ile ilgili literatiirde heniiz
bir c¢alisma bulunmamaktadir. S6z konusu bitkilerden endofitik bakteriler ve
rizobakteriler olmak iizere toplam 105 adet bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin IAA
tiretimi, fosfat ¢6zme kapasiteleri, ACC deaminaz ve siderofor liretme potansiyelleri ile
birlikte agir metal ve antibiyotik direng profilleri incelenmistir. izole edilen tiim
bakterilerin PGPB aktiviteleri degerlendirildiginde neredeyse tamaminin IAA trettigi ve
bu bakterilerin %18’inin ACC deaminaz aktivitesine sahip oldugu gdzlemlenmistir.
Ayrica rizobakterilerin %74°, endofitik bakterilerin %61 kadar1 siderofor iiretmektedir.
Benzer sekilde endofitik bakterilerde %60 kadarinda, rizobakterilerin de %77 kadarinda
fosfat ¢ozme yetenegi oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar rizobakterilerde bahsedilen
PGPB o6zelliklerine sahip koloniler daha ¢ok goziikse de N. birolmutlui bitkisinden izole
edilen endofitik bakteri c¢esitliliginin az oldugu goéz Oniinde bulundurulmalidir.
Rizobakterilerin fosfat ¢ozme ve siderofor {iretme kapasitelerinin daha yiiksek olmasi,
bunlarin bitki koklerinde endofitik bakterilere kiyasla demir ve fosfat bilesiklerine daha
kolay wulasabilmelerinden kaynaklanmaktadir. Bdylece rizosferdeki PGPR’ler bu
yetenekleri ile ortamdaki diger mikroorganizmalarla rekabet edebilirken, bitki ile de
etkilesime girerek kok bolgesinde daha rahat kolonize olabilirler (Hayat vd. 2010;
Masciarelli vd. 2014). Ayrica literatiirde yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde bitki
rizosferlerinin besin agisindan zengin oldugu ve buna bagl olarak rizobakteri sayilarinin
daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Hartmann vd. 2008). Ancak bu tez ¢alismasinda
rizobakterilere kiyasla daha fazla endofitik bakteri kolonisi izole edilmistir. S6z konusu
bu durumun rizobakterilerin ¢evresindeki makro ve mikro canli gruplar ile siirekli is
birligi i¢inde olmasindan ve buna bagli olarak laboratuvar kosullarinda kiiltiire
edilememelerinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Tiim PGPB testleri degerlendirildiginde PGPB aktivitesi bakimindan en iyi
aktivite gosteren 38 bakteri segilerek bunlar cins ve tiir diizeyinde tanimlanmistir. S6z
konusu her iki bitkinin endofit ve rizosferlerinden elde edilen Pseudomonas bakterileri
Proteobacteria olarak adlandirilan yakin zamanda yeniden adlandirilarak
Pseudomonadota filumuna ait, yaklasik olarak 1-5 pm uzunlugunda, gubuk formda,
hareketli ve gram negatif bakterilerdir (Weller 2007; Oren ve Garrity 2021).
Pseudomonaslar, zorlu ortamlarda hayatta kalabilme yetenegine sahip bakteriyel
patojenleri de iceren 250’den fazla tiire sahip bir bakteri grubudur. Pseudomonas sp.
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simbiyotik iligki i¢inde yasama yetenegine sahip, topraklarda ve bitkilerin rizosferlerinde
bol miktarda bulunan bakteri cinslerindendir ve PGPB o6zellikleri bakimindan ¢ok
caligilan bakteri gruplarindan biridir (Gross vd. 2009; Zboralski vd. 2022). Bazi patojenik
suglar1 disinda Pseudomonas cinsleri bakteri ve mantar gibi bitki patojenlerinin
antogonisti olarak islev goren fosfat ¢oziintirliigi, ACC deaminaz aktiviteleri I1AA ve
siderofor tiretimleri ile ekolojik olarak dnemli bir bakteri grubu haline gelmektedir.

B. kiyakii rizosferinden izole edilen P. glycinis (BKR27) ilk olarak 2021 yilinda
Massachusetts’de bir Vaccinium macrocarpon bitkisinden izole edilerek tanimlanmuistir.
P. glycinis hareketli, 1-2 pm uzunlugunda kisa gubuk seklinde gram negatif bir bakteridir.
Ozellikle yeni tanimlanmus bir tiir olmas1 dolayisiyla bakteri ile ilgili literatiirde yeterli
calisma bulunmamaktadir. Chouhan vd. (2023) tarafindan yapilan bir calismada
bugdaydan izole edilen endofitik bakterilerden BHUJPV-WROS olarak adlandirilan
susun yapilan in vitro testlerde fosfat ¢6zme yeteneginin oldugu, bunun yanindan 1AA,
siderofor ve amonyak iiretimi yapabildigi gosterilmistir. Bakteri molekiiler diizeyde
tanimlanmaya c¢alisildiginda ise hem P. glycinis’e hem de P. koreensis’e de
benzerliginden dolayr Pseudomonas sp. olarak tanimlanmistir. Benzer sekilde yapilan bu
caligmada da BKR33 izolatindan elde edilen 16S rRNA gen sekansinin analizi sonucunda
bakterinin yiliksek oranda P. koreensis ve P. glycinis e benzerlik gostermesinden dolayi
izolat Pseudomonas sp. olarak tanimlanmistir. Ayrica bu tez ¢alismasinda izole edilen P.
glycinis’in (BKR27) fosfat ¢6zme yeteneginin oldugu, siderofor ve IAA irettigi
goriilmiistiir. (Cizelge 4.4). Antibiyotik ve agir metal direngleri incelendiginde ampisilin
haricindeki antibiyotiklerin tamaminda zon olusturdugu ve gesitli agir metallere direngli
oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.8, Cizelge 4.11). Bu sonuglar tipki diger Pseudomonas
cinsleri gibi bu bakterinin de bitki gelisimini destekleyen iyi bir tiir oldugunu
diistindiirmektedir (Gomes vd. 2013; Gomes vd. 2013).

B. kiyakii rizosferinden izole edilen P. koreensis (BKR5, BKR9, BKR10) bakterisi
ilk olarak Kore’de kontamine topraklardan izole edilmistir (Kwon vd. 2003). Cin,
Japonya ve Kore'de kontamine topraklarda fitoremediasyon calismalarinda énemli bir
yere sahip olan Miscanthus sinensis bitkisinin i¢ dokularindan izole edilen P. koreensis’in
IAA, ACC deaminaz iiretebilmesinin bitkinin katalaz, siiper oksit dismutaz enzim
aktivitelerini ve Cd, Pb, Cu, Zn agir metallerine toleransini arttirdigi goriilmiistiir (Babu
vd. 2015). Baska bir ¢alismada ise P. koreensis S150 susunun, kok gelisimi i¢in farkli
IAA sentez yollarina ve ACC deaminazi kodlayan acdS genine sahip oldugu boylelikle
artan etilen miktarin1 azaltarak kok gelisimini destekleyebilecegi ve patojenik
enfeksiyonlara karst bitki toleransini artirabilecegi one siiriilmiistiir (Glick, 2014). Bu
calismadaki sonuglarla benzer sekilde Chouhan vd. (2023) tarafindan yapilan bagka bir
caligmada ise P. koreensis bakterisinin siderofor, IAA iiretimi ve fosfat ¢ozme yetenegi
ile konak bitkinin gelisimini, tohum igerigini, bitkinin bulundugu ortamdaki toprak
verimliligini ve kalitesini artirma potansiyeline sahip oldugunu gdsterilmistir.

N. birolmutlui rizosferinden izole edilen P. thivervalensis (NBR4, NBR5, NBR13,
NBR14) ile yapilan ¢alismalarda ACC deaminaz aktivitesi ile bitkilerin ¢esitli stresler
sonrasinda siirgilinlerinin azot igeriginin, fotosentez hizinin ve stoma iletkenliginin arttig1
gozlemlenmistir (Long vd. 2008). Ayrica yetersiz Fe igeren ortamlarda P.
thivervalensis 'in histicorrugatin ve pyoverdine ad1 verilen siderofor molekiilleri iirettigi
bilinmektedir. Urettikleri siderofor molekiilleri ile oksijen ve nitrojen metabolizmasi,
elektron transferi gibi hiicresel faaliyetlerde kritik 6nem tasiyan demiri hiicre igine alarak
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bitki patojenlerini demirden mahrum birakarak gelisimini engellemektedir (Braun 1997;
Lemanceau vd. 2009). Bu tez ¢alismasina benzer sekilde Nascimento vd. (2021) elde
ettigi verilere gore P. thivervalensis’in fosfat ¢6zme, ACC deaminaz aktivitesi, siderofor
ve TAA iiretim yeteneklerine sahip oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismada da
NBR10 ve NBR12 izolatlarindan elde edilen 16S rRNA gen sekansinlarinin analizi
sonucunda bakterilerin yiiksek oranda P. thivervalensis ve P. canavaninivorans ¢ikmasi
sebebiyle izolatlarin tiirleri tam olarak belirlenememis ve Pseudomonas sp. olarak
tanimlanmistir. Bu izolatlarin da diger Pseudomonas tiirleri gibi fosfat ¢6zme, IAA ve
siderofor tiretme yetenekleri ile bitki gelisimini tesvik ettiren dogal yontemlere iyi bir
alternatif olabilecegi diislinlilmektedir (Cizelge 4.1).

Bu ¢alismada B. kiyakii rizosferinden izole edilen P. canavaninivorans (BKR11,
BKR22, BKR24) 2022 yilinda fasulye rizosferinden izole edilerek tanimlanan fakiiltatif
aerob, ¢ubuk seklinde, gram negatif, oksidaz ve katalaz pozitif bir bakteridir (Hauth vd.
2022). P. canavaninivorans baklagil tohumlarinda otgullara ve patojenlere karsi toksik
bir kovucu olarak iiretilen kanavanin aminoasidini parcalama yetenegi sayesinde,
kananavini karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullanma yetenegine sahip bir
mikroorganizmadir (Hauth vd. 2022; Hauth vd. 2023). P. canavaninivorans ile ilgili
literatiirde PGPB aktiviteleri hakkinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan
bu tez ¢alismasi ile bu bakterinin fosfat ¢6zme yetenegi, ACC deaminaz aktiviteleri, IAA
ve siderofor tretimi ile bitki gelisimini destekleyebilecek bir aday olabilecegi
diisiiniilmektedir (Cizelge 4.4).

B. kiyakii endofitlerinden izole edilen P. brassicacearum subsp. neoaurantiaca
(BKE1, BKE4) gram negatif ¢gubuk seklindeki, 1,0 — 1,5 um uzunlugunda ve yaklasik
0,3-0,8 um ¢apinda bir bakteridir (Achouak vd. 2000). Diger Pseudomonas tiirleri gibi
P. brassicacearum subsp. neoaurantiaca bakterisinin de IAA, siderofor iiretme ve fosfat
¢Oozme yetenegine sahip oldugunu gosteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Morrissey vd.
2002). Ornegin Jiménez vd. (2020) tarafindan yapilan bir calismada Brassica napus
bitkisinden izole edilen siderofor iiretme ve fosfat ¢ozme aktivitesine sahip P.
brassicacearum bakterisinin tarla denemelerinde bitki kuru agirhigmi ve gelisimini
arttirdig1 gézlemlenmistir. Ek olarak Zhou vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismalarda da
domates rizosferlerinden izole edilen P. brassicacearum J12 susunun HCN, siderofor,
proteaz iirettigi ve fosfat ¢ozme aktivitesine sahip oldugu ayrica pek ¢ok bitki patojenin
ana etmeni olan Ralstonia solanacearum 'a kars iirettigi 2,4-DAPG ile patojen gelisimini
onemli derecede inhibe ettigi rapor edilmistir. Ayrica Zn ile kontamine topraklarda
Brassica bitkisinin P. brassicacearum ile asilandiginda agir metalle kontamine olmus
topraklarda iyi bir agir metal akiimiilatorii olabilecegi sonucuna varilmstir. (Ebbs vd.
1998; Gomes vd. 2013; Gomes vd. 2013).

N. birolmutlui rizosferinden izole edilen P. baetica Ispanya'daki bir su iiriinleri
tesisinde balik patojeni olarak izole edilen organizmalardan biridir (Lopez vd. 2012).
Tipki diger Pseudomonas’lar gibi gram negatif, hareketli ve basil hiicrelerdir. Tiim
genom dizilimi incelendiginde P. koreensis ve P. floresanlar ile yakindan iliskili oldugu
goriilmektedir. Yapilan ¢aligsmalarda yiiksek toksisiteye sahip civa (Hg) ile kontamine
alanlarda yetisen Lupinus albus bitkisini P. baetica ile asilandiginda bitkideki Hg
konsantrasyonunun azaldigt ve artan ROS konsantrasyonun dengelenerek bitki
gelisiminin desteklendigi goriilmiistiir (Gonzalez vd. 2022). Bu ¢alisma kapsaminda elde
edilen P. baetica izolatininda IAA, siderofor tiretme ve ACC deaminaz aktivitesine sahip
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oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). EKk olarak P. baetica olarak tanimlanan NBR9
izolatinin N. birolmutlui rizobakterilerinin arasinda 40 mm fosfat ¢6zme kapasitesi ile en
yiiksek zonu olusturdugu gézlemlenmistir.

Bu c¢alismada tanimlanan tiim Pseudomonas tiirlerinin antibiyotik direng
profillerine bakildiginda en biiylik inhibisyon zonunu imipenem antibiyotigi
olusturmustur.  Kanamisin, kloramfenikol, tetrasiklin antibiyotiklerinin olusturdupu
inhibisyon zonunun ¢aplarinin birbirine yakin oldugu gézlemlenmistir (Cizelge 4.9,
Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12). Ek olarak P. canananivorans’larin ve P.
thirvervalensis olarak tanimlanan NBR4 kolonisi disindaki tiim Pseudomonas tiirlerinin
ampisilin antibiyotiginin inhibisyon zonu olusturmadigi gézlemlenmistir. Pseudomonas
bakterilerinin agir metal direng profili incelendiginde ise genellikle yalnizca P.
brassicacearum bakterisinin Ni ve Al (5 mM) agir metallerine kars1 direngli oldugu diger
Pseudomonas cinslerinin Ni, Al, Pb ve Cu (1 mM) agir metallerine karsi direngli oldugu
ve Cd agir metaline karst duyarli oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6,
Cizelge 4.7, Cizelge 4.8). Sonug¢ olarak bu c¢alisma kapsaminda tanimlanan tiim
Pseudomonas cinslerinin yiiksek PGPB aktivitelerinin yanisira ¢oklu antibiyotik ve agir
metal direncleri ile de konaklarim1 biyotik ve abiyotik streslere karst daha iyi
koruyabilecekleri ve bitki gelisimi i¢in 6nemli tiirler olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada genellikle N. birolmutlui bitkisinin endofitlerinden izole edilen ve
Enterobacteriaceae familyasina ait Pantoea cinsi bakteriler, toprak ve su dahil olmak
tizere farkli alanlarda bol miktarda bulunan ve su anda 19 farkli tiirii igeren gram negatif
aerobik bakterilerdir (Kim vd. 2011). Pantoea iiyelerinin bir kismi bitki patojeni olmakla
birlikte bazilarinin da bitki gelisimini 6nemli derecede arttiran aktivitelere sahip oldugu
bilinmektedir (Quecine vd. 2012). Ornegin P. agglomerans’n musir bitkisinde sap
ciriikligi, ceviz agaglarinda yanik, kiraz agaclarinda meyve lekesi hastaligi gibi ¢esitli
bitki hastaliklarinin nedeni oldugu bilinmektedir (Wang vd. 2016; Xu vd. 2017). Buna
ragmen toprakta bol miktarda bulunan P. agglomerans, P. alli ve P. vagans tiirlerinin
bugday ve musir gibi gesitli bitkilerde IAA, siderofor iretimi ve ACC deaminaz
aktiviteleri ile bitki gelisimini destekledigini gosteren bir ¢ok ¢alisma mevcuttur (Morel
ve digerleri, 2011; Chen vd. 2019; Liu vd. 2019). Ayrica bu tez ¢alismasinda elde edilen
Pantoea cinslerinin Ni (5 mM-10 mM) ve Pb, Cr, Cu ve Al (ImM) agir metallerine kars1
direngli (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6) ve antibiyotiklerin tamaminin inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9, Cizelge 4.10). Bu calisma sonucunda Pantoea
cinslerinin PGPB ozellikleri ve agir metal direnglerinden dolay1 sert ¢evre kosullarinda
biyogiibre olarak kullanilmasinin iy1 bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada B. kiyakii rizosferinden elde edilen M. Hydrocarbonoxydans
(BKR36) ilk olarak Almanya’da petrolle kirlenmis bir topraktan izole edilen
Microbacteriaceae ailesine ait zorunlu aerobik, spor olusturmayan, gram pozitif, hareketli
hiicrelerdir. Hiicre kolonileri yar1 saydam ve sar1 pigmentli olmakla birlikte 0,3-1,5 pm
boyutlarinda ¢ubuk formundadir (Schippers vd. 2005). Corretto vd. (2020) tarafindan
yapilan bir arastirmada, agir metal kontaminasyonu olan c¢esitli konakgilardan ve
alanlardan Microbacterium cinsine ait 20 farkli bakterinin PGPB aktiviteleri ve agir metal
direnci incelenmistir. Calisma sonucunda genel olarak izolatlarin yarisindan fazlasinin
IAA iiretme ve fosfat ¢c6zme yetenegine sahip oldugu ve test edilen bakterilerin %41’ inin
CAS testinde siderofor pozitif sonug verdigi belirtilmistir. Ayrica, kontamine bolgelerden
izole edilen Microbacterium cinslerinin, agir metallere ve diger streslere (Orn. nitrat,
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organik coziiciiler ve pH) kars1 diren¢ kazandiran gen sayisinin fazla oldugu rapor
edilmistir (Hemme vd. 2010). Ayrica M. hydrocarbonoxydans’in antibiyotik direngleri
incelendiginde antibiyotiklerin tamaminin zon olusturdugu goriilmektedir (Cizelge 4.11).
Agir metal direngleri incelendiginde de Ni, Al, Cu ve Pb (ImM) agir metallerine karsi
direng gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Genel olarak elde etti§imiz veriler ve
literatiirdeki ~ bilgiler incelendiginde yiiksek PGPB aktivitesine sahip M.
hydrocarbonoxydans bakterileri bitki gelisiminde 6nemli bir yere sahip olabilecegi ve
agir metalleri bitkilerin hasat edilebilir kisimlarinda yogunlastirmalar: ile topraklarin

temizlenmesinde 1yi bir avantaj saglayabilecegi sonucuna varilmaktadir (Garbisu ve
Alkorta 2001; Wenzel 2009).

Bu c¢alismada B. kiyakii rizosferinden ve endofitlerinden izole edilen
Acinetobacter (BKR30, BKR38) sp. Gammaproteobacteria sinifina ait su ve toprak olmak
lizere cesitli alanlardan izole edilebilen, 6zellikle hastane kaynakli firsatci patojenleri de
iceren mukoid ve gram negatif bir bakteri cinsidir (Peleg vd. 2008). Bakteriler tipik olarak
logaritmik fazda ¢cubuk seklinde iken duragan fazda kokobasil forma gegebilmektedir. Bu
nedenle morfolojik &zelliklerine bakildig1 zaman yanlis tanimlanabilmektedir. Ozellikle
bu bakterilerin bazi tiirleri yiiksek antibiyotik direngleri sayesinde neden olduklari
hastaliklarin tedavi edilemez duruma gelmesini saglamaktadir (Schreckenberger 2004;
Peleg vd. 2008). Abbas vd. (2020) tarafindan yapilan Cd stresi altinda yetisen misir
bitkilerinin Acinetobacter sp. ile asilanan bitkilerin K, Ca ve Mg igeriklerinde ve bitki
biyokiitlelerinde artis oldugu gozlemlenmistir. Boylelikle cesitli streslere sahip bitkilerin
ACC aktivitesi olan suslar ile asilandigi durumlarda, strese karsi artan inhibitor ET
miktarini azaltarak bitki gelisimini arttirdig1 gosterilmistir. Benzer sekilde Acinetobacter
sp. suslarinin siderofor ve IAA iiretim yetenekleri ile bitki i¢in daha iyi besin ve kok
gelisimi sagladig belirtilmistir (Afridi vd. 2019; Belimov vd. 2019). Calisma sonucunda
Acinetobacter sp. olarak tanimlanan bakterilerin antibiyotik ve agir metal direng profilleri
incelendiginde en biiyiik inhibisyon zonunu imipenem antibiyotigi olustururken,
ampisilinin bir zon olusturmadigi ve Ni, Cu, Al, Cr ve Pb (1mM) agir metallerine karsi
direncli oldugu sonucuna varilmistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.11).

N. birolmutlui rizosferinden elde edilen P. aryabhattai, (NBR1, NBR3)
Bacillaceae familyasina ait bir bakteridir. Bu bakteri eskiden B. aryabhattai olarak
adlandirilan ve dogada yaygin olarak bulunan ve ilk kez kriyojenik tiiplerden izole edilen
gram pozitif bir bakteridir (Gupta vd. 2020; Shivaji vd. 2009). Bilindigi tizere bitki
biiylimesi iizerine en ¢ok calisilan ve bitki gelisimi igin iyi bir potansiyele sahip olan
bakteri gruplarindan bir digeri de Bacillus cinsi bakterilerdir (Gupta vd. 2020). Yapilan
caligmalarda P. aryabhatta’nin bitki biiyiimesini etkileme ve ¢evresel uyaranlardan
kaynaklanan stresi onleme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Bhattacharyya vd.
2017). Deng vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada musir bitkisinden izole edilen P.
aryabhattai susunun IAA iiretme ve fosfat ¢ozme yetenegine sahip oldugu ve bitki
gelisimini arttirdig1 incelenmistir. Khianngam vd. (2023) tarafindan yapilan bagka bir
calismada ise P. aryabhattai B8W22 MG9 susunun IAA firetim yetenegi ile bitki
gelisimini arttirdifi ve disaridan triptofan takviye edildiginde yiiksek IAA verimi
gosterdigi tespit edilmistir. Boylelikle bitki gelisimi i¢in kimyasal olarak takviye edilen
hormon ilaglarinin yerini alabilecegi diistiniilmektedir. Rungsihiranrut vd. (2023)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada P. aryabhattai B8W22'nin petrol
hidrokarbonlarin1 parcalama ve agir metalleri tolere edebilme yetenegine sahip oldugu
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tespit edilmistir. Calismalarimiz sonucunda da P. aryabhattai suslarinin PGPB
aktiviteleri, agir metal ve antibiyotikler direncgleri degerlendirildiginde antibiyotiklerin
tamaminin inhibisyon zonu olusturdugu ve c¢esitli agir metallere kars1 direng gosterdigi
gozlemlenmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.5, Cizelge 4.9). Boylelikle P. aryabhattai’nin
agir metal direnci, IAA ve siderofor tiretim yetenekleri ile de kontamine alanlarda tercih
edilebilecek iyi bir aday oldugu diisiiniilmektedir.

B. kiyakii endofitlerinden izole edilen Achromobacter sp.’ler (BKE8, BKE31)
Burkholderiales takimina ait, suda ve toprakta bulunan gram negatif basillerdir (Bergey
vd. 1923). BKE8 ve BKE31 izolatlarinin 16 S rRNA sekans analizi sonucunda
bakterilerin birden ¢ok Achromobacter tiiriine yiiksek oranda benzemesi nedeniyle bu
bakteriler ¢alismada Achromobacter sp. olarak tanimlanmistir. Achromobacter sp.’ye ait
bircok PGPB ¢alismasi vardir. Ornegin; Ma vd. (2019) tarafindan yapilan bir calisma ile
farkli Cu konsantrasyonlar1 altinda Brassica juncea bitkisinden izole edilen A.
xylosoxidans tiirtiniin PGPB aktiviteleri incelenmis ve ACC’yi tek azot kaynagi olarak
kullandig1r ve bununla birlikte fosfat ¢cozme ve IAA iiretme yetenegine sahip oldugu
goriilmistiir. Nascimento vd. (2021)’nin yaptigi bagka bir c¢alismada ise farkli
Achromobacter cinslerinin IAA, SA iretimi ve ACC deaminaz aktiviteleri ile bitkilerde
hormon regiilasyonunun saglanmasina yardimci olduklar1 belirtilmistir. Ayrica yapilan
bu ¢alismada PGPB aktivitelerine ek olarak pektinaz, kitinaz ve amilaz gibi ¢esitli enzim
tiretme yenekleriyle patojenlere karsi da bitki gelisimini destekleyebilecekleri rapor
edilmistir. Bu tez ¢alismasinda da Achromobacter sp.’lerin IAA, siderofor ve ACC
aktivitesine sahip oldugu gozlemlenirken kullanilan birgok antibiyotigin inhibisyon zonu
olusturdugu ve ¢oklu agir metal direcine sahip oldugu bulunmustur.
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6. SONUCLAR

Tarimda verimi arttirmak amaci ile giibre ve pestisit gibi ¢esitli kimyasallarin
kullanim1 yer alt1 sularinda ve toprakta birikime neden olmus ve bu durum bir¢ok canli
ekosistemini tehdit eder hale gelmistir. Bu tehdide karsi hiperakiimiilator bitki tiirleri
kullanilarak metalle kirlenmis topraklarin fitoremediasyonu agir metallerin topraklardan
uzaklagtirilmasi i¢in ¢evre dostu ve etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir (Khalid vd.
2004; Pareek vd. 2020). Yapilan arastirmalar metallerin topraktan alinmasi ve siirgiinlere
taginmasinda bitki biinyesinde bulunan PGPB’nin kullaniminin iyi bir alternatif oldugunu
gostermistir.  Bitki biinyesinde bulunan mikroorganizmalar ¢ekirdek algilama
mekanizmalart ile birbirleriyle ve VOC'ler aracilig1 ile de konak bitki ile siirekli etkilesim
halinde olmaktadir (Saragli 2006; Danhorn vd. 2007). Biyolojik miicadelede 6nemli bir
yere sahip olan PGPB, bitki ile kurdugu iletisimler sonucunda hormon iiretimi, fosfat
¢oziinlirliigli, ACC deaminaz aktivitesi ve antimikrobiyal ajanlarin iiretimini saglayarak
bitki savunma ve gelisimini destekleyebilmektedir (Kloepper 1978; Lugtenberg ve
Kamilova 2009).

Yapilan bu ¢alismada Brassicae familyasina ait serpantin endemigi N. birolmutlui
ve B. kiyakii bitkileri kullanilmistir. S6z konusu bitkilere ait endofitik bakterilerin ve
rizobakterilerin saf kiiltiirleri elde edilerek bunlarin PGPB aktiviteleri, agir metal ve
antibiyotik diren¢ profilleri incelenmistir. Uygulanan tiim testler sonucunda N.
birolmutlui’ye ait endofitik ve rizobakterilerin tamaminin fosfat ¢6zme ve siderofor
iiretme yetenegine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica IAA iretimleri tiim calisma
kapsaminda degerlendirildiginde N. birolmutlui bitkisinden izole edilen bakterilerin en
yiksek TAA iiretimine sahip oldugu goriilmiistiir. B. kiyakii bitkisinde ise endofitik
bakterilerin ve rizobakterilerin yarisinin fosfat ¢6zme ve siderofor liretme yetenegine
sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica B. kiyakii’den izole edilen bakterilerin neredeyse
tamaminin [IAA irettigi gézlemlenmistir. Genellikle tiim bakterilerin ¢oklu agir metal
direnci (N1, Al, Cu, Cr ve Pb) gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica izolatlarin antibiyotik
direng profilleri degerlendirildiginde antibiyotiklerin ¢ogunun (imipenem kanamisin,
kloramfenikol ve tetrasiklin) inhibisyon zonu olusturdugu goriilmiistir.

Bulunan sonuglara gore en iyi PGPB aktivitesi gosteren 38 bakteri secilerek bu
bakteriler molekiiler diizeyde tanimlanmistir. Tanimlama sonuglarima gore her iki
bitkiden izole edilen PGPR’nin tiir ¢esitliliginin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Endofitik
bakteriler incelendiginde ise N. birolmutlui bitkisinden yalnizca Pantoea cinsi bakteriler,
B. kiyakii bitkisinden ise Acinetobacter, Achromobacter ve Pseudomonas cinsi bakteriler
izole edilmistir. Bitkilerin gelisim gosterdigi toprak ozellikleri ve iklim sartlar1 benzer
olsa da B. kiyakii’den izole edilen endofitik bakterilerin tiir ¢esitliliginin fazla olmasi bu
bitkinin etrafinda karagam agaglarinin, N. birolmutlui’nin etrafinda ise sedir agaglarinin
olmasindan kaynaklanabilir. Ornegin Sawada vd. (2021) tarafindan yapilan bir calismada
sedir agaglarinin rizosferlerinde biriken Ca’nin topraktaki pH, karbon ve azot oranini
degistirdigi rapor edilmistir. Benzer sekilde Chodak vd. (2015) tarafindan yapilan bir
caligmada karacam agaglarinin bulunduklar: topraklarin kimyasal yapisinda ve besin
iceriklerinde degisikliklere yol agtigi, Giines ve Giiner (2021) tarafindan yapilan baska
bir ¢caligmada ise farkli karagam tiirlerinin topraktaki karbon miktarini degistirdigi rapor
edilmistir. Sonug olarak bitkilerin benzer ortamlarda gelisim gostermelerine ragmen
etrafinda farkli bitki tiirlerinin bulunmasimnin bitkinin ¢evresi ile farkli etkilesimler
kurmasina neden olacagi, boylelikle bitki rizosferinde ve endofitlerinde bulunan bakteri
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cesitliligini etkileyebilecegi diistiniilmektedir. Genel olarak yiiksek PGPB aktivitesi
gostererek  tanimlanan  bakterilerin  yedi biiyiikk familyadan Proteobacteria,
Microbacteriaceae, Bacillaceae, Alcaligenaceae, Enterobacteriaceae,
Gammaproteobacteria ve Morexellaceae’a ait oldugu tespit edilmistir. Sekans sonuglari
incelendiginde s6z konusu her iki bitkiden izole edilen bakterilerin genellikle
Proteobacteria familyasina ait Pseudomonas cinsi ve Enterobacteriaceae familyasina ait
Panteao cinsi bakteri grubu oldugu goriilmektedir. Bulunan sonuglar literatiir 15181 altinda
incelendiginde Pseudomonas cinslerinin hemen hemen her tiirlii tarim topragi veya bitki
kokiinden basarili bir sekilde izole edilebilecegi bilinmektedir (Afzal vd. 2019).
Pseudomonas’ lar diger bakteri tiirlerine kiyasla degisen ¢evre kosullarina karst daha iyi
uyum sagladiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle Pseudomonas’larin tarimsal potansiyeli
bakimindan genis ilgi goren PGPB bakterilerinden biri oldugu goriilmektedir (Alibrandi
vd. 2020). Ayrica yine bu cinse ait olan ve yeni tanimlanan P. canavanivorans ve P.
glycinis bakteri tiirlerinin PGPB 6zellikleri ile ilgili ¢alismalar oldukga kisithidir. Yapilan
bu tez ¢aligmasi1 dogrultusunda, s6z konusu her iki bakteri tiiriiniin de yliksek PGPB
aktivitesine sahip oldugu ve ¢esitli antibiyotik ve agir metal direnglerinin tespit edilmesi
acisindan yapilan ilk ¢alisma niteligi tasimaktadir.

Benzer sekilde Panteao cinsi bakterilerin ise toprak ve su ekosistemlerinde bol
miktarda bulundugu ve PGPB aktiviteleri agisindan en ¢ok calisilan bakteri gruplari
arasinda yer aldig1 bilinmektedir (Alibrandi vd. 20021). Ozellikle N. birolmutlui’ye ait
endofitik bakterilerin sonuglar1 degerlendirildiginde neredeyse tamaminin Panteao
cinsine ait oldugu goriilmiistiir. Rizobakterilerde ise bakteri ¢esitliliginin Pseudomonas
ve Panteao cinslerine ek olarak Microbacterium, Acinetobacter, Achromobacter ve
Priestia cinslerine ait oldugu gorilmiistiir. Bu da bitki rizosferlerinin besin agisindan
zengin ve ¢esitli canli gruplarini barindiran bir ortam oldugunu desteklemektedir. Ayrica
rizobakterilere kiyasla endofitik bakterilerin bitki i¢ dokularinda ve daha stabil bir
ortamda bulunmalar1 nedeniyle ¢esitliliginin daha az olmasi1 beklenen bir durumdur
(Hardoim vd. 2008; Kandasamy 2022). izole edilen tiim bakteri gruplar
degerlendirildiginde rizobakterilerin fosfat ¢6zme ve siderofor yeteneklerinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir. S6z konusu bu durum fosfat ve demir bilesiklerinin kok etrafinda
daha fazla bulunmasi sonucu burdaki bakterilerde bu aktivitelerin daha yiiksek olmasiyla
aciklanabilir. Bakterilerin IAA iretimleri degerlendirildiginde, N. birolmutlui bitkisinde
endofitik bakterilerin, B. kiyakii bitkisinde ise rizobakterilerin daha yiiksek IAA {iretme
kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Endofitlerdeki yiiksek TAA {iretimi bitkinin
maruz kaldig1 ¢evresel stresler sonucunda, iirettikleri hormonlarin dokular arasi sinyal
olarak kullanilmasindan kaynaklanabilirken rizobakterilerde TAA iretiminin yiiksek
olmasi ise triptofan amino asidinin kokler etrafinda yogun olmasindan kaynaklanabilir
(Duca vd. 2014; Cox vd. 2018). Ayrica bu ¢alismada endofitik bakterilerin rizobakterilere
kiyasla daha yiliksek agir metal direncine sahip oldugu goriilmiistiir. Hiperakiimiilator
bitkiler genellikle topraktan aldiklar1 agir metalleri vakuollerinde ve hiicre duvarlarinda
depo etmektedirler. Boylece hiicrelerde ve dokularda artan agir metal konsantrasyonu
burda yasayan endofitik bakterilerin de direngli hale gelmesine neden olabilmektedir
(Rascio vd. 2011; Rafique vd. 2019). Bu da bize bakterilerin PGPB 6zelliklerinin bitki
tiirli, toprak Ozellikleri, bakterilerin ve bitkilerin iliskili olduklar1 ¢evre elemanlar1 ve
organizmalarin maruz kaldig: stres faktorleri tarafindan belirlendigini géstermektedir.
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Gelecekte iklim degisikliginin etkileri ve bitki streslerinin giderek artmasina bagh
olarak tarimsal iiretimin ciddi derecede azalmasi beklenmektedir. Ozellikle yiiksek metal
konsantrasyonlarina direncli olacak sekilde evrimlesmis PGPB bazli biyoasilayicilarin
formiile edilmesine daha fazla ihtiya¢ duyulacagi goriilmektedir. Literatiirde yapilan
bircok calisma ile agir metal direngli PGPB ile bitkilerin agilanmasi hiperakiimiilator
bitkilerin sagligini, biyokiitle verimini ve metal biriktirme yeteneklerini artirmak i¢in
oldukca onemlidir. Bu tez ¢alismasinda da tanimlanan tiim bakterilerin yiliksek PGPB
aktivitesi, agir metal ve antibiyotik direncine sahip oldugu rapor edilmistir.

Calismada secilen bakteri izolatlarinin laboratuvar sartlarinda gosterdikleri
performansa gore tercih edilmesi, ne yazik ki dogal kosullardaki davraniglarini tahmin
etmek i¢in her zaman yeterli olmamaktadir. Bu yiizden tanimlanan bakterilerin bitki-
bakteri etkilesimlerinin ve zorlu ortamlara adaptasyon mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasi ve bu bakterileri ticari olarak uygun lirlinlere formiile etmek i¢in bu alanda
daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu nedenle calismayi farkli alanlarda da ilerleterek
bitki-mikroorganizma iletisimini daha iyi anlamak bdylelikle de incelenen PGPB’lerin
fitoremediasyon ve biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilmasi hedeflenmektedir.
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8. EKLER

EK-1. Dworkin- Foster (DF) Besiyeri (1958)

KH2PO4 1,36 g/L HsBO:
NaHPOs4 2,13 g/L CoCL 6H-0
MgSO4.7H20 0,2 g/L Na:MoOs 2H-0
CaCL.2H20 0,7 g/L CuS0O4 5H20
FeS0O4.7H.0 0,2 g/L MnSOs H-O
ZnS04.7H-0 0,02 g/L ACC

Glikoz %1

0,003 g/L
0,007 g/L
0,004 g/L

0,04 g/L
0,02 g/L
3mM

Hazirlanan karigimlar 121 °Cde 15 dak siire ile sterilize edilmistir. Petrilerdeki
son konsatrasyon 3 mM olacak sekilde hazirlanan ACC filtreden gegcirilerek
sterilizasyonu tamamlanmigtir. Hazirlanan besiyeri uygun sicakliga geldikten sonra ACC

soliisyonu ile karistirilarak petrilere dokiilmiistiir.
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EK-2. Modifiye Chrome Azurol S (CAS) Agar (Schwyn ve Neilands 1987)

Chrome azurol S (CAS) (Nacalai Tesque, Japonya) 0,06 g
Demir (I1I) ¢6zeltisi (Sigma Aldrich, ABD) 10 mL
Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) (Sigma Aldrich, ABD) 0,073 g
NA 18¢g
dH20 990 mL

50 mL dH20 igerisinde 0,06 g CAS ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. 10 mM 10 mL
HCI asit igeresinde 0,0027 g FeCls.6H20 ¢oziilmiistiir. 40 mL distile su igerisinde 0,073
g HDTMA ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ti¢ ¢ozelti yavasca karistirilarak meydana gelen mavi
cozelti 121 °C‘de 15 dak siire ile sterilize edilmistir. Ayn1 anda 900 mL ‘lik NA
hazirlanarak steril edilmis ve sterilize edilen ¢ozelti ile karistirilarak petriler
hazirlanmustir.
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EK-3. NBRIP Besiyeri (National Botanical Research Institute’s Phosphate)

(Nautiyal 1999)

Magnezyum Klorir (MgClz..6H20) (Merck Millipore, Almanya)
Magneyum Siilfat (MgSO..7H-0) (Merck Millipore, Almanya)
Potasyum kloriir (KCI) (Merck Millipore, Almanya)
Amonyum Siilfat [(NH4).SO4] (Merck Millipore, Almanya)
Kalsiyum Fosfat Cas(PO4)2 (Merck Millipore, Almanya)

Glukoz (Merck Millipore, Almanya)

Bromophenol blue (Merck Millipore, Almanya)

NA (Sigma Aldrich, ABD)

dH20

59
0,25¢
0,29
01g

59

109
0,025¢
159
1000 mL

Tiim kimyasallar sirasiyla eklenip pH 6,7-7’ye ayarlandiktan sonra agar ilavesi
yapilmustir. Hazirlanan besiyeri 20 dk 121 °C’de otoklavlanarak petrilere dokiilmiistiir

(Nautiyal, 1999).
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