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Oz: Bu calismanm amaci cesitli kiiltir bitkilerinden izole edilen endofitik
bakterilerin (EB) karakterizasyonunu yapmak ve bazi bitki patojeni bakterilere
kars1 antagonistik etkiye sahip olanlarini belirlemektir. Bu amagcla, Van ili ve
civarinda yaygin olarak yetistirilen bazi kiiltiir bitkilerinden fide ve vejetatif
donemde alinan &rneklerin yogun yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan kok, govde,
stirgiin ve yaprak dokularindan 191 endofitik bakteri (EB) izole edilmistir. Elde
edilen bu izolatlarin PGPR markérlerinden olan; azot fiksasyonu kabiliyeti, fosfati
¢dziindirme kabiliyeti, aminosiklopropan-1-karboksilat deaminaz (ACC-d)
Gretimi, indol-3-asetik asit (IAA) {iretimi ve siderofor iretimi agisindan in-vitro
karakterizasyonlar1 yapilmustir. Izolatlarin %58.97unun gram (-), %41.1’inin gram
(+) oldugu tespit edilmistir. V33K1, V35Y1, V34G1, V17G2, V30Y3, V38K1,
V17K1 ve V36Y2 kodlu EB izolatlarinin azot fiksasyonu disinda diger tiim
kategorilerde aktivite gosterdigi tespit edilmistir. 25 izolat 3 farkli kategoride, 59
izolat 2 farkli kategoride, 67 izolat sadece 1 kategoride aktivite gosterirken, 21
izolat hicbir kategoride etkinlik gosterememistir. Ayrica V30Y3 ve V30G2 kodlu
izolatlarin bitki patojeni 7 farkli bakteri izolatina kars1 antagonistik etkiye sahip
olduklart belirlenmigtir. Tartili derecelendirme puanlarina ve antagonistik
etkilerine gore secilen izolatlarim 16s rDNA dizi analiz sonuglar1 ile V40K2’nin
Bacillus velezensis (MN186863), V30Y3’lin Bacillus megaterium (MN187955),
V30G2’nin  Pseudomonas caspiana (MN128080), V31Y4’nin Pantoea sp.
(MT249279) ve V33K2’nin Bacillus sp. (MT249109) oldugu belirlenmistir.
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Abstract: This study aims to characterize endophytic bacteria (EB) isolated from
various cultivated plants and to identify isolates that have an antagonistic effect
against some plant pathogenic bacteria. For this purpose, 191 endophyte bacteria
(EB) were isolated from root, stem, shoot, and leaf tissues, which were subjected
to intensive surface sterilization of samples taken from seedling and the vegetative
period from some cultivated plants widely grown in Van province and its vicinity.
In-vitro characterizations of these isolates were made in terms of nitrogen fixation
ability, phosphate solubility ability, aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase
(ACC-d) production ability, indole-3-acetic acid (IAA) production ability and
siderophore production ability which are PGPR markers. It was determined that
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Keywords 58.9% of the isolates were gram (-), and 41.1% were gram (+). It was revealed that

) EB isolates with codes V33K1, V35Y1, V34G1, V17G2, V30Y3, V38K1, V17K1,

ﬁstgg%f}?mase' and V36Y2 showed activity in all other categories besides nitrogen fixation.
1sim,

Twenty-five isolates were active in 3 different categories, 59 isolates were in 2

Phosphate solubilizing, different categories, and 67 isolates were active in only one category. In contrast,

Indole-3-acetic acid,

21 isolates were not active in any category. It was also determined that isolate
PGPR
Sidero’phore, V30Y3 and V30G2 had an antagonistic effect against seven different plant
Van. pathogenic bacterial isolates. The 16s rDNA sequence analysis of the isolates

selected according to weighted grading scores and antagonistic effects identified
the isolates with codes V40K2, V30Y3, V30G2, V31Y4, V33K2 as Bacillus
velezensis (MN186863), Bacillus megaterium (MN187955), Pseudomonas
caspiana (MN128080), Pantoea sp. (MT249279) and Bacillus sp. (MT249109),
respectively.

1. Giris

Siirdiiriilebilir tarim kavrami, iiretimde agronomik, c¢evresel, sosyal ve ekonomik boyutlari
dengelemeyi hedefleyen bir yaklasimdir (Turhan, 2005). Entansif tarim uygulamalarinin ekosisteme
verdigi zararlar disiiniildiigiinde, tarimda siirdiiriilebilir iiretim modellerinin gelistirilmesi ve
yayginlagtirtlmas1 hayati 6nem arz etmektedir. Yapilan arastirmalar toprak mikroflorasinda, bitki
ylizeyinde ve ig¢sel dokularda bulunan birgok mikroorganizmanin bitki gelisimini tesvik edebilecegini
veya hastaliklart baskilayarak verim artis1 saglayabilecegini gostermektedir (Hardoim ve ark., 2008;
Hardoim, 2011). Bu etkilere sahip ve bitki i¢in olumsuz etkisi olmayan bakteriler “bitki gelisimini tesvik
eden rizobakteriler” (Plant Growth Promoting Bacteria-PGPB) olarak ifade edilmektedir.

PGPR iiyesi bazi bakteriler bitkilerin i¢sel dokularinda kolonize olabilmektedir. Bunlar
Endofitik Bakteriler (EB) olarak adlandirilmaktadir. Birgok tanimi olmakla birlikte genellikle; ylzey
dezenfeksiyonu yapilmis bitki dokularindan veya bitkilerin i¢ kisimlarindan izole edilebilen, bitkilerin
vaskiiler dokulari ile bitkinin tamamina yayilabilen, konukguya zarar vermemek suretiyle yasaminin en
azindan bir boliimiinii bitki biinyesinde geciren mikroorganizmalar olarak tanimlanir (Hallmann ve ark.,
1997; Azevedo ve ark., 2000; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Ryan ve ark., 2008; Hardoim ve
ark., 2008). EB’in bitkilerdeki yaygimliginin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda test edilen tiim bitki
tirlerinin i¢ dokularinin mikroorganizmalar tarafindan kolonize oldugu tespit edilmistir (Surette ve ark.,
2003). EB’ler bitki saglig1 ve gelisimine PGPR ile benzer mekanizma ve sekilde katki saglayabilirler.
Genel olarak PGPB veya EB’ler bitkinin gelisimini veya verimini dogrudan ya da dolayli olarak
etkileyebilmektedir (Saharan ve Nehra, 2011; Pieterse ve ark., 2014). PGPR’lar bitki gelisim
hormonlarini iiretebilir veya fotosentezi arttirabilirler (Van Loon 2007; Pieterse ve ark., 2014). Bitkideki
strese bagli artan etilen seviyesini azaltarak (Glick, 2014), besin elementlerini bitkinin kullanabilecegi
forma doniistiirerek ve bitkinin direng mekanizmalarini uyararak bitkiye direkt olarak katkida bulunurlar
(Antoun ve Prévost 2006; Saharan ve Nehra 2011). Bununla birlikte, antagonizm, rekabet veya savunma
sistemlerini uyarma yoluyla bir biyokontrol ajam olarak hareket edebilir veya faydali simbiyotik
iliskileri tesvik ederek ya da ksenobiyotikleri etkisizlestirerek bitkiye dolayl olarak katki saglayabilirler
(Antoun ve Prévost, 2006; Saharan ve Nehra, 2011).

Yukarida bahsedilen mekanizmalarin yani sira diger epifitik PGPR’lardan farkli olarak EB’ler
bitki i¢ dokularinda yasamalarindan dolay:1 bitkiyle daha yakin bir iliski kurabilir ve urettikleri
metabolitler bitki tarafindan dogrudan algilanabilir. Ayrica kolonizasyonlarmnin bitkinin belirli bir
bolgesi ile smirli olmamasi (rizosfer gibi) ve iletim sistemleri yoluyla diger dokulara taginmalari
patojenlerle her alanda ve bircok mekanizmayla miicadele olanagi saglamaktadir (Rosenblueth and
Martinez-Romero, 2006; Hardoim ve ark., 2008). Diger yoniiyle EB’lerin bitki i¢inde kolonize olmalari
dis ortamda gelisimlerini sinirlandiran biyotik ve abiyotik faktdrlerden korunmalarini saglayabilir ve
uzun siire bitkide varliklarini siirdiirmelerine yardimei olabilir (Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006;
Mercado-Blanco ve Lugtenberg, 2014).

Bu avantajlarindan dolayr EB’in tarimsal iiretime aktarilma galigmalari her gecen giin
artmaktadir. Bu amag ile EB’lerin bazi markor 6zelliklerinin in-vitro testler ile belirlenmesi yolu ile 6n
secimleri yapilmaktadir. Bunlar arasinda 6zellikle Azot fikse etme, fosfor alimini kolaylastirma, 1-
aminoklopropan-1-karboksilat deaminaz (ACC-d) tretimi, indol-3-asetik asit (IAA) tretimi ve siderofor
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iiretimi, hedef patojenlere karsi antagonistik etki gibi bazi1 karakterler 6n plana ¢ikan bazi 6zelliklerdir.
Ayrica bu markorlerin in-vitro ¢alismalar ile taranmasi in-vivo ¢alismalardaki yiiksek maliyet, emek ve
zaman kaybini azaltmada ¢ok 6nemlidir. Bdylece bu siire¢ sonunda in-vivo testlere alinan aday izolatlar
icinden hedeflere uygun adaylari belirleme sans1 arttirilmaktadir.

Yiiriitiilen bu ¢calismada Van Golii Havzasinda yaygin olarak yetistirilen kiltiir bitkilerinden EB
adaylarinin izolasyonu, karakterizasyonu ve tanilanmasi hedeflenmistir. Elde edilen izolatlarin azot
fikse etme kabiliyetleri, fosfat1 ¢oziindiirme kabiliyetleri, ACC-d, IAA ve siderofor uretimleri in-
vitro’da arastirilmistir. Karakterizasyon testlerinin degerlendirilmesi i¢in tartili derecelendirme yontemi
kullanilmis ve en basarili bulunan izolatlar bitki patojeni bakterilere karsi antagonistik etkileri in-vitro
calismalarla belirlenmistir. Umitvar bulunan izolatlarn tamlanmasi 16s rRNA dizi analizi ile
yapilmustir.

2. Materyal ve Yéntem
2.1. Endofitik bakterilerin izolasyonu

Endofit bakteriler fide veya vejetatif donemde olan biber, domates, fasulye, hiyar, kabak,
karpuz, kavun, marul, nohut ve patlican gibi 10 farkli bitki tiiriiniin kok, govde, siirgiin ve yapraklarindan
izole edilmistir. EB izolasyonu amagl bitki 6rnekleri 12 Haziran-15 Temmuz 2018 tarihleri arasinda
Van ili Edremit, Ercis, Gevas, Muradiye ve Tusba, ilgelerinde agikta yetistiricilik yapilan isletmelerden
toplanmistir (Babier, 2019).

EB izolasyonu yapilacak bitkilerin se¢ciminde biyotik ve/veya abiyotik stres faktorlerinin
goriildiigii yerlerden saglikl bitkilerin toplanmasi yontemi izlenmistir (Sekil 1a). Bitki 6rnekleri, kokleri
ve bir miktar toprakla birlikte polietilen torbalara konarak soguk zincirde laboratuvara getirilmis ve
izolasyon yapilincaya kadar (maksimum 24 saat) 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Musluk suyuyla yikanarak toprak atiklarindan temizlenen bitki 6rneklerinin kok, govde, siirgiin
ve yapraklarinda steril bisturi yardimiyla alinan yaklasik 1 cm boyutundaki drneklerden izolasyon
calismalar1 yapilmistir. Ornekler sirastyla 10 dakika %2’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ardindan 10
dakika %70’lik etil alkolde bekletilerek yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmis ve sonrasinda steril saf
su ile 3’er dakikalik 3 durulama yapilmigtir (Sekil 1b.). Yiizey sterilizasyonu tamamlanan 6rnekler
kurutma kagitlar1 yardimi ile kurutulduktan sonra steril havan ve havan eli yardimiyla ezilmis ve 1-2
mL steril saf su ilave edilmistir. Elde edilen ekstrakttan 100 pL 6rnek alinip cycloheximide (100 pg/L)
iceren nutrient broth agar (NBA) (Merck) besiyerine steril baget yardimiyla yayilarak ekim yapilmistir.
Ayni miktar son durulama suyundan alinarak besi yerine ekim yapilmis ve orneklerin yiizey
sterilizasyonu basaris1 kontrol edilmistir. Inkiibasyon periyodunun (25+2°C — 48 saat) sonunda durulama
suyuna ait Petri kaplarinda herhangi bir mikrobiyal gelisim gézlenmesi durumunda ait oldugu 6rnegin
sterilizasyonunun basarisiz olduguna karar verilmis ve 6rnek elenmistir.

Yiizey sterilizasyonu basarili olan 6rneklerin bulundugu Petri kaplarinda (7cm @) gelisen
bakteri kolonileri; renk, koloni ¢ap1 vb. morfolojik 6zelliklerine gore degerlendirilmistir. Birbirlerinden
farkli oldugu diistiniilen koloniler saflastirilmak iizere King’ B besiyerine (KB) (20 g/L Pepton; 1.5 g/L
K2HPO4; 1.5 g/L MgSO4 7H,0; 10 mL/L gliserol; 16 g/L agar, 1 L saf su; pH:7) ekilmistir ve 24-48
saat inkiibe edilmistir. Saflagtirilmis kiiltiirler daha sonra %15 gliserol katkili 8g NB igeren besiyerlerine
asilanmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -80°C’de derin dondurucuda saklanmastir.
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Sekil 1. a) Komsu bitkilere gore pozitif yonde gelisme farkliligi gosteren EB izolasyonu igin segilen
bitkiler. b) EB izolasyon ¢alismalarinda ylizey sterilizasyonu ¢alismalarinda izlenen yontem.

2.2. Endofitik bakterilerin karakterizasyonu

Aday EB’lerin gram reaksiyonu testleri 48 saatlik kiiltiirler kullanilarak potasyum hidroksit
(KOH) testi ile degerlendirilmistir. Izolatlar tiitiin yapraklarina enjeksiyon yoluyla uygulanmis ve 48
saat beklenmigtir. Yapraklarda asir1 duyarlilik belirtisine (HR) neden olan &rnekler patojen olma
ihtimallerine karg1 elenmistir. (Schaad ve ark., 2001).

HR ve gram reaksiyonlarinin belirlenmesi ile birlikte, KB besi yerinde gelisimi, -80°Cde
depolanma sonrasi hayatlarini siirdiirebilme 6zellikleri belirlenen izolatlar, diger karakterizasyon
testlerine tabi tutulmustur. Karakterizasyon c¢alismasi iki asamali yiirtitilmistiir. Birinci asamada izole
edilen ve saflastirilan endofit bakteri izolatlarinin markér PGPR Kkarakterlerinin belirlenmesi, ikinci
asama ise birinci asama sonuglarina gore secilen izolatlarin bitki patojeni bakterilere karsi antagonistik
etkilerinin belirlenmesi seklindedir.

2.2.1 Azotu fikse etme yeteneklerinin belirlenmesi

EB’lerin 24 saatlik saf kulttrleri azot icermeyen (N-Free) besiyerine (Dobereiner ve ark., 1972)
birbirine esit uzaklikta 4 noktaya igne uclu 6ze yardimiyla nokta ekim yoluyla ekilmis ve 4 giin siireyle
25-27°C’de inkiibasyona birakilmistir. N-Free besiyeri: 10 g/L sukroz; 5 g/L L-malik asit; 0.1 g/L
K2HPOy4; 0.4 g/L KH2PO4; 0.2 g/L MgSO.7H,0; 0.01 g/L FeCls; 0.1 g/L NaCl; 0.02 g/L CaCl, 2H,0;
0.02 g/L NazMo042H0; 0.05 g/L Bromtimol blue (5 ml etil alkolde ¢Oziilmiis) iceren stispansiyonun
pH’s1 6.9’a ayarlanarak 12 g/L agar eklenmis ve otoklav edilmistir. Besiyerinde gelisen ve amonyak
iiretimine bagli olarak, besiyerinin orijinal rengi olan yesilden maviye renk degisimine sebep olan
izolatlarin azotu fikse edebilme kabiliyetlerinin var oldugu kabul edilmistir.

2.2.2. Fosfati1 coziindirme aktivitesinin belirlenmesi

EB’lerin 24 saatlik saf kiiltiirleri NBRIP Agar besiyerine birbirine esit uzaklikta 4 noktaya nokta
inokulasyon yoluyla ekilmistir. NBRIP Agar besiyeri;10 g/L glukoz; 5 g@/LCas(POs4)2; 0.1
9/L(NH4)2SO04; 0.2 g/LKCI; 0.25 g/LMgSO4 7H,0; 5 g/LMgCI; 6H,0; ilave edilmis ortamin pH’S1 7’ye
ayarlanarak 15 g/L agar eklenmis ve otoklav edilmistir. Izolatlar 14 giin boyunca 24°C’de inkiibasyona
birakilmig ve siirenin sonunda koloni ¢evresinde olusan saydam zonlar bakterilerin fosfati ¢oziindiirme
aktivitelerinin varlig1 olarak degerlendirilmis ve olusan zonlar Olculerek izolatin etkinligi belirlenmistir
(Nautiyal, 1999).

2.2.3. ACC-deaminaz uUretiminin belirlenmesi

ACC-deaminaz uretim aktivitesi Penrose ve Glick (2003)’in belirttigi yontemin uyarlanmast ile
DF besiyeri kullanilarak degerlendirilmistir. DF besiyeri: 5 mM (670 mg/L) malik asit; 2 g/L glukoz; 2
g/L sitrik asit; 4 g/L KH2PO4; 6 g/L Na;HPO.; 0.2 g/L MgS04.7H,0; 1 pg/L FeS04.7H.0; 10 pg/L
MnSOs; 70 pg/L ZnSOs4; 50 pg/L CuSOs; 10 pg/L MoOs; 18 ug/L agar 121°C’de 20 dk. otoklav
edilmigtir. Azot kaynagi igermeyen bu ortam negatif kontrol (NK) olarak kullanilmustir. Pozitif kontrol
(PK) i¢in aymi igerige 2 g/L (NH.)2SOs azot kaynagi eklenmistir. ACC-deaminaz aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla azot kaynagi ((NH4)2SO4) yerine 6 mM steril ACC sollsyonu (filtre edilerek
sterilize edilmig) hazirlanmis ve bu soliisyondan her bir (NH4)2SOs icermeyen kat1 besiyeri yiizeyine
100 pL yayilmistir. Petriler, ACC-deaminaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmak i¢in oda
sicakliginda kurumaya birakilmislardir. Izolatlarm 24 saatlik saf kiiltiirlerinin negatif kontrol, pozitif
kontrol ve ACC grubu olarak ayrilan petrilere inokiilasyonu ¢izgi ekim yontemi ile gerceklestirilmistir.
Petriler 28°C’de 48-72 saat boyunca inkiibe edilerek koloni gelisimleri gézlemlenmistir. Test gruplarina
ait ve koloni gelisimi gézlenen petrilerden alinan koloniler, tekrar NK, PK ve ACC grubu petrilere
ekilmistir. Ikinci asamada da yalnizca PK ve ACC grubu petrilerde gelisim gdsteren izolatlarin ACC
deaminaz iiretim yeteneklerinin olduguna karar verilmistir. Izolatlarin gelisim yogunlugu baz alinarak
belirledigimiz 0-3 skalasina gore (0: gelisim yok, 1: tek ve kesin sinirlarla ayrilan az sayida koloniler,

524



YYU TAR BIL DERG (YYU J AGR SCI) 30 (3): 521-534
Babier ve Akkdprii / Cesitli Kiiltiir Bitkilerinden Izole Edilen Endofitik Bakterilerin Karakterizasyonu ve Bitki Patojeni Bakterilere Kars1 Antagonistik Etkilerinin
Belirlenmesi

2: koloniler bitisik fakat birbirinden ayirt edilebilir durumda, 3: yogun gelisim sonucu koloniler
tamamen birlesmis ve ayirt edilemez durumda) skorlanmustir.

2.2.4. Indol asetik asit iiretme yeteneginin belirlenmesi

EB’lerin IAA {iretimi Akbari ve ark. (2007)’in belirttigi yontemde bazi modifikasyonlar
yapilarak L-triptofan (L-TRP) varliginda kolorimetrik olarak incelenmistir. 50 mL Nutrient Broth (NB)
besiyeri 100 mL’lik erlenlere konarak otoklavda sterilize edilmis, daha sonra her erlen igin daha 6nce
filtrasyon yontemiyle steril edilmis 5 mL L-TRP (%0.05) ilave edilmistir. Daha sonra bu karisima EB
izolatlarinin 48 saatlik kiiltiirlerinden hazirlanan siispansiyonlarindan (ODgoonm: 0.1) 100 pL eklenmis
ve 26 £2°C’de, 120 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen siv1 kiiltiir 1000 rpm de 10
dk. santrifiij edilmis ve olusan siipernatant alinarak Whatman (No: 2) filtre kagidindan gegirilmistir.
Filtre edilen stpernatanttan 3 mL alinarak bir tiipe aktarilmig ve lizerine 2 mL Salkowski ayiract (2 mL
0.5 M FeCl; + 98 mL %35’lik HCIOy) ilave edilmis ve 30 dk. renk olusumu i¢in beklenmistir. Siire
sonunda spektrofotometrede 535 nm’de okuma yapilarak absorbans (Abs) degeri belirlenmistir. Elde
edilen Abs degerlerini pg/mL’ye donistiirmek i¢in 1’den 50’ye kadar farkli ppm diizeylerinde IAA
stispansiyonu hazirlanarak ol¢timler yapilmis ve excel paket programi ile probit analizi yapilarak bir
standart egri olusturulmustur. Olusturulan kurveye gore izolatlarin IAA iiretimi hesaplanmistir (Akbari
ve ark., 2007; Akkopru, 2012).

2.2.5. Siderofor etkinliginin belirlenmesi

Siderefor aktivitesi, Schwyn ve Neilands (1987)’nin onerdigi Blue-CAS Agar metodunun
uyarlanmasi ile belirlenmistir (Schwyn ve Neilands, 1987; Louden ve ark., 2011).

Blue-CAS Agar besiyeri:

A. CAS soliisyonu: a) 0.06 g CAS (Fluka Chemicals) 50 mL steril distile su (ddH20) iginde
¢Oziilmiistiir. b) 0.0027 g FeCl3-6H>0 10 mL (10 mM) HC1 iginde ¢oziilmiistiir. ¢) 0.073 g HDTMA 40
mL ddH0 i¢inde ¢6ziilmiistiir. “a” solisyonundan alinan 9 mL soliisyon “b” ile karistirilmig ardindan
“c” ilave edilmistir (final soliisyonun koyu mavi renkte olmasina dikkat edilmistir). Karisim, otoklav
isleminden gecirildikten sonra 151k gegirmeyecek sekilde bir kapta saklanmaistir.

B. Minimal tuz otram:(MM9): 15 g KH2P04; 25 g NaCl ve 50 g NH4Cl 500 ml ddH20 iginde
¢Oziilmiistiir. 20 g glikoz 100 mL steril distile su ¢6ziindiiriilmiis filtre ile sterilize edilmistir.

C. CAS agarmn hazirlanmasi: 100 mL MM tuz ¢6zeltisi 750 mL ddH;O'ya eklenmistir. b) Daha
sonra 32.24 g piperazin-N, N'-bis (2-etansiilfonik asit) (PIPES) ¢oziilmiistiir. Bu amagla, NaOH ile pH
6'ya ayarlanip karistirilirken yavasca PIPES eklenmistir. PIPES ¢6ziindiik¢e diisen pH dengelenmis ve
6.8'e ayarlanmustir. ¢) 15 g agar eklenmis ve otoklav edilmistir. d) 50°C'ye sogutulmus MM9 / PIPES
karisimina, 30 mL steril Casamino asit ¢ozeltisi (3 g Casamino asit 27 mL steril ddH2O ve filtre ile
sterilize edilmistir) ve 10 mL steril %20 glikoz ¢ozeltisi ilave edilmistir. ¢) Cam duvar boyunca yavasca
100 mL CAS soliisyon (A) eklenmis ve karistirilarak aseptik olarak petri kaplarina dokilmiistiir.

Hazirlanan mavi renkli CAS agar besiyerine EB’lerin 24 saatlik saf kiiltiirleri birbirine esit
uzaklikta bulunan dort noktaya ekilmis, 7 giin siireyle 24°C’de inkiibasyona birakilmistir. Koloni
cevresinde olusan ve koloninin bittigi yerden baslayan sari zonun 4 farkli noktasindan olgiilerek
aritmetik ortalamasi alinmigtir. Elde edilen degerlere gore EB izolatlarinin siderofor {iretme seviyesi
degerlendirilmistir

2.3. Tartili derecelendirme ve antagonizm calismalari

Aday EB izolatlar1 karakterizasyon calismalarinda gosterdikleri basariya gore Onceden
belirlenen ve asagidaki formiil kullanilarak tartili derecelendirme puanlamasina (TDP) tabi tutulmustur
(Formiil 1). TDP degerine gore ilk 30 adet EB izolati antagonizm g¢alismalarinda kullamlmak tizere
secilmistir.

TDP hesaplamasi i¢in her bir karakter i¢in arastiricilar tarafindan 6nem derecesine gore
belirlenmis olan bir katsay1 verilmistir. Calismamizda katsayilar ACC-d (retimi igin 5, fosfat
¢oziindiirme yetenegi i¢in 6, siderofor dretimi icin 7, azot fiksasyon kabiliyeti ve IAA Gretimi igin 8
olarak belirlenmistir (Babier, 2019).
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Hesaplama;

- Formiilde pay kismi; her bir karakter i¢in izolatin olusturdugu deger, ayni karakterde varlik
gosteren tiim izolatlarin ortalamasina (a) boliindiikten sonra kategori igin belirlenen katsay1 ile carpilarak
hesaplanmigtir

- Formiildeki payda kismi her karakterin en yiiksek degeri (b), o karakterin genel ortalamasina
(a) boliinerek ve karaktere ait kat sayi ile garpilarak hesaplanmistir. Bu sekilde her bir karakter igin
hesaplanan degerler toplanarak tiim karakterleri temsil eden bir maksimum degere ulasilmistir.

- Daha sonra bir izolatin tiim karakterlere ait degerleri toplanmis ve maksimum degere
boliinmiistiir. Cikan sonug 100 ile garpilmig ve o izolatin TDP degeri hesaplanmistir (Babier, 2019).

(A0 4 o(0)47(3) () a4

_ a a a a a 1)
S (5 (D) 1 6 (B2 7 (BB 1 g (XF) 4 (222 |

Formilde; ACC-d: ACC-deaminaz aktivitesini, P: fosfat ¢ozme aktivitesi, Sid: siderofor
aktivitesini, N: azot fikse etme kabiliyetini, IAA: indol asetik asit retme kabiliyetini, *: izolatin o
karakterdeki degeri, a: 0 karakterin izolatlar1 arasindaki ortalamasi (aktivite géstermeyenler ortalamaya
dahil edilmemistir), b: o karakterin izolatlar arasinda aldig1 en yiiksek degeri ifade etmektedir.

2.4. Endofitik bakterilerin bitki patojeni bakterilere kars: in-vitro antagonistik etki testleri

TDP sonuglarina gére secilen en basarili 30 adet EB izolatinin laboratuvar stoklarimizda
bulunan bitki patojeni Erwinia amylovora (Ea), Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss), P. syringae
pv. lachrymans (Psl), P. syringae pv. tomato (Pst), Clavibacter michiganensis sub. sp. michiganensis
(Cmm), Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) ve X. euvesicatoria (Xe)’ya karsi in-vitro
kosullarda antagonistik etkileri arastirilmigtir. Patojen bakterilerin 24 saatlik kiiltlirlerinden hazirlanan
107 CFU/mL yogunlugundaki stok siispansiyonlardan 80 pL alinarak 7 cm ¢apli petrilerde bulunan KB
besiyerlerinin yiizeyine yayilmis ve kurumasi beklenmistir. Daha sonra 48 saatlik EB kiiltiirlerinden bu
petrilere birbirlerine esit mesafede dort noktaya ekilmistir. Bu test islemi her EB-patojen ikilisi igin
tesaduf parselleri deneme deseninde 3 tekerriirli olarak yiriitiilmiistiir. Varsa olusturduklari engelleme
zonu (mm) 48 saat sonra Olculerek in vitro antagonistik etkileri degerlendirilmistir.

2.5. Endofitik bakteri izolatlarimin molekiiler tanilamasi

Karakterizasyon ve antibiyosis ¢alismalarinda basarili bulunan EB izolatlarinin tanilamasi 16s
rRNA bélgesinin dizi analizi ile yapilmistir. Bu amacla spesifik primerler 27F (5’- AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG -3’) ve 1492R (5’- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACTT -3’) Baker ve ark.
(2003) dnerdikleri metot dogrultusunda kullanilmistir. Yaklasik 10” CFU/mL yogunlugunda hazirlanan
bakteri siispansiyonlar1 kuru blok 1siticida 10 dk. siireyle 95°C’de 1sitilarak hiicrelerin pargalanmast
saglanmus, sonrasinda olusan sispansiyonlar 5000 rpm’de 3 dk. sure ile santrifiij isleminden gegirilerek
hiicre kalintilar1 uzaklastirilmigtir. DNA iceren siipernatant PCR reaksiyonlarinda kalip DNA kaynagi
olarak kullanilmistir (Newton, 1995). PCR iiriinlerinin degerlendirmesi %1.5’lik agaroz jelde 100
Volt’ta 30 dakika yurttlerek yapilmistir. Elde edilen PCR Urinlerinin dizi analizi sonucu tanilama
gergeklestirilmigtir.

3. Bulgular

SOrvey ¢alismalar1 sonucu farkli bélgelerden toplam 11 adet biber, 8 adet domates, 5 adet
patlican, 1 adet nohut, 1 adet fasulye, 3 adet hiyar, 2 adet kabak, 3 adet karpuz, 5 adet kavun, 2 adet
salata marul 6rnegi olmak Uzere toplam 41 adet 6rnek toplanmustir.

Toplanan saglikli bitkilerden 191 adet aday EB izolati elde edilmistir (Babier, 2019). Bu
izolatlardan 11 tanesi tiitinde HR olusumuna neden olmalar1 veya -80°C’den ¢ikarildiktan sonra tekrar
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canlandirilamadigi igin elenmistir. Geriye kalan 180 adet izolatin %58.9’unun gram (-), %41.1%inin
gram (+) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).

3.1. Endofitik bakteri izolatlarimin karakterizasyonu, tartih derecelendirilmesi ve antagonistik
etkileri

Karakterizasyon ¢alismasi yapilan 180 adet izolatin her biri azotsuz besiyerine ekilmistir. Besi
yerlerinde koloni gelisimi goézlenmis fakat hicbir izolat besiyerlerinde mavi renk donisiimii
gergeklestirememistir (Sekil 2a). Ancak bazi bakterilerin besiyerinde yesilden sariya bir renk degisimi
olusturdugu gozlenmistir. Bu durum izolatin pH degisimine neden oldugu, fakat azot fiksasyonunun
gergeklestiremedigi yoniinde degerlendirilmistir. Koloni gelisimi tek basina yeterli olmadig: icin 180
adet izolatin higbirinin azot fiksasyonu kabiliyetine sahip olmadigina karar verilmistir.

180 adet izolatin %20’lik kisminin fosfat1 ¢6zme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
izolatlardan VV33K2 kodlu izolat 11.75 mm zon olusturarak fosfotaz aktivitesi gosteren en basarili izolat
olarak saptanmigtir. Fosfataz aktivitesi gosteren 36 adet izolatin 17 tanesinin gram (+), 19 tanesinin
gram (-) oldugu belirlenmistir (Cizelge 1, Sekil 2b).

Tiim izolatlarin %13.9’unun ACC-deaminaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. 12 adet izolatin
gram (+), 13 adet izolatin gram (-) oldugu belirlenmistir. Sekil 2¢’de, besiyerinde gelisim gisteren ve
ACC-d aktivitesi bakimindan en basarili izolatlardan biri olan V40K1 izolat1 gériilmektedir. Caligma
sirasinda bazi izolatlar az da olsa gelisim gosterdigi gortilmiistiir. Bu nedenle ACC-d varlhigina karar
vermekteki zorluk, gelisim dizeylerinin pozitif ve negatif kontroller ile kiyaslanmasi ile asilmistir
(Cizelge 1, Sekil 2c¢).

Farkli diizeylerde dahi olsa IAA {iretim kabiliyetine sahip izolatlar tiim izolatlarin %53.3’Un0
olusturdugu belirlenmistir. IAA iireten 96 adet izolatin 41 adeti gram (+), 55 adeti gram (-) olarak
kaydedilmistir. Aktivite gosteren izolatlarin 1ppm ile 25 ppm araliginda IAA iirettigi belirlenmistir. Bu
konudaki en basarili izolat 25.03 ppm IAA iireten V31Y4 kodlu izolat olmustur. 1 ppm altinda TAA
iireten izolatlarin IAA iiretimi 0 kabul edilmistir (Cizelge 1, Sekil 2d).

Izolatlarin %75’inin Blue-CAS agar ortaminda zon olusturdugu ortaya konmustur (Sekil 2e).
Siderofor aktivitesi 0.5 mm- 7 mm araliginda olan 135 adet izolatin 53 adetinin gram (+), 82 adetinin
gram (-) oldugu kaydedilmistir. Siderefor iiretiminde en basarili izolat 7 mm ile V40K2 kodlu izolat
olmustur (Cizelge 1)

Yapilan caligmalar ile markér PGPR karakterleri TDP gore degerlendirilmistir. Bu tartili
puanlamaya gore en basarili izolat 51.28 puan ile V31Y4 kodlu izolat olmustur. TDP ile belirlenen en
basgarili 30 adet izolat antagonist etki testlerine alinmistir (Cizelge 1).

Bitki patojeni yedi adet bitki patojeni bakteriye kars1 antagonistik etkilerinin arastirtldigs in vitro
calismalarda; V30Y3 ve V30G2 kodlu izolatlarin biitiin patojenlere kars1 engelleme zonu olusturdugu
gozlenmistir. V27Y3 izolat1 6 adet patojene; V14G3 izolat1 5 adet patojene; V34G1, V40K1 ve V31K3
kodlu izolatlar 4 adet patojene; V33K2, V37Y1, V40K2 ve V37Y3 kodlu izolatlar 3 adet patojene;
V31G1, V41K3, V29Y1 ve V17K2 kodlu izolatlar 2 adet patojene; V32Y2 ve V31K2 kodlu izolatlar 1
adet patojene karsi engelleme zonu olustururken 13 adet izolat ise hicbir patojene karsi engelleme zonu
olusturmamistir. Yalnizca 3 adet izolat Psl ve Pst’ye karsi engelleme zonu olustururken, 5 adet izolat
Pss’ye, 7 adet izolat Ea’ya, 14 adet izolat Cmm ve Xph’ye ve 13 adet izolat Xe’ye kars1 engelleme zonu
olusturmustur (Cizelge 1; Sekil 2f.).

Cizelge 1. Degerlendirilen 180 izolat iginden TDP degeri 10’un iizerinde olan 65 adet aday EB’nin
karakterizasyon ve bazi bitki patojeni bakterilere karsi antagonistik etki testi sonuglari.

PGPR karakteri * Engelleme zonu (mm)**
izolat Kodu Gram  ACC-d Sid. P 1AA TDP Psl Pss Pst Ea Cmm Xe Xph
Reak. (mm)  (mm)  (ppm)

1 V31Y4 () 3 2.25 - 25.03 51.28 - - - - - - -
2 V33K2 +) - 150 1170 7.68 47.25 - - - - 433 133 2.00
3 V33K1 +) 1 1.75 2.58 1432  36.38 - - - - - - -
4 V37Y1 () - 55 0.75 8.56 35.98 - - - - 7.00 2.00 2.00
5 V40K2 () 3 7.00 - 1.38 35.22 - - - - 133 267 2.00
6 V31Y3 () - 1.63 3.17 1221 32.36 - - - - - - -
7 V35Y1 ) 2 15 2.17 1091  31.28 - - - - - - -
8 V14G3 (+) 3 3.00 - 9.09 30.86 - 1.00 - 8.00 3.00 6.00 9.00
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9 V31G1 ) - 4.50 3.42 1.79 28.99 - - - - - 8.00  19.00
10 V37G2 ) - 2.25 - 135 28.58 - - - - - - -
11 V41K3 (+) 3 2.00 - 9.74 27.89 - - - - 3.00 - 2.00
12 V34G1 (+) 3 1.00 0.50 1097  27.07 - - - 400 200 533 4.33
13 V32Y2 (+) - 5.88 - 2.62 26.82 - - - - 1.00 - -
14 V29Y1 (+) - 5.00 - 4.32 25.90 - - - - 400 3.00 -
15 V17G2 ) 3 0.50 3.84 5.09 25.05 - - - - - - -
16 V32K2 ) 2 4.50 - 2.03 24.45 - - - - - - -
17 V30Y3 (+) 3 1.50 1.00 6.91 2437 233 233 200 200 967 867 16.00
18 V36K1 (+) - 1.25 6.42 121 23.11 - - - - - - -
19 V17K2 (+) 3 1.75 - 7.09 23.04 - - - - 2.33 - 1.00
20 V38K1 (+) 3 1.13 1.50 5.79 22.54 - - - - - - -
21 V30G2 ) - 4.50 1.84 - 2231 200 200 200 200 9.67 833 16.00
22 V40Y2 ) 3 2.00 - 5.03 21.00 - - - - - - -
23 V29Y2 ) - 2.25 - 8.09 20.65 - - - - - - -
24 V40K1 ) 3 1.75 2.88 - 20.03 - - - 1.00 1500 4.00 15.00
25 V37Y3 (+) - 2.25 2.84 2.68 20.00 - - - 4.00 - 1.00 4.00
26 V31K1 ) 3 - 1.88 6.32 19.88 - - - - 2.67 - -
27 V27Y3 (+) - 2.00 2.25 3.26 18.38 3.00 200 4.00 433 - 4.00 8.00
28 V31K3 ) - 2.13 2.92 1.74 18.33 - 1.50 - - 15.00 6.00 15.00
29 V31K5 (+) 3 1.25 - 5.09 18.15 - - - - - - -
30 V17G1 ) 1 2.25 - 4.68 17.59 - - - - - - -
31 V8G2 ) - 1.50 - 7.91 17.46
32 V41Y3 (+) - 2.00 0.75 474 16.69
33 V17K1 ) 2 1.00 1.00 4.32 16.68
34 V31lYl (+) - 0.75 2.75 4.56 16.67
35 VG2 ) - 1.50 - 7.09 16.25
36 V27Y1 ) - 4.13 - - 16.14
37 V12K2 (+) 3 0.75 - 3.68 14.13
38 V36Y2 (+) 1 1.00 2.17 1.85 14.12
39 V37G1 ) - 2.50 0.50 191 13.86
40 V11K1 (+) - 1.13 - 6.38 13.75
41 V36K6 ) - - 4.50 1.26 13.39
42 V6Y3 “) - 2.38 - 2.62 13.13
43 V18G2 (+) - 1.25 - 55 12.95
44 V2G1 (+) - 1.50 - 4.79 12.89
45 V7G3 “) - - - 8.74 12.80
46 V2K2 ) - 1.75 - 3.97 12.66
47 V1G3 ) - 2.63 - 1.62 12.64
48 V1G1 “) - 1.00 - 5.91 12.57
49 V30G3 ) - 1.50 - 4.56 12.55
50 V36G1 ) - 1.38 - 474 12.32
51 V14Y1 “) 3 1.63 - - 12.17
52 V41G2 ) 1.75 - 3.62 12.15
53 V36K3 ) - 1.00 2.00 2.09 12.10
54 V6K5 (+) - 2.25 - 221 12.03
55 V5K2 (+) - 1.75 - 3.38 11.80
56 V4Gl ) - 1.63 - 3.56 11.57
57 V32G1 “) - 2.50 - 121 11.55
58 V17K3 ) - 2.00 - 2.38 11.32
59 V3Gl ) 2.00 - 2.21 11.06
60 V3Y2 “) 3 1.25 - - 10.70
61 V36G3 ) 1.63 - 291 10.62
62 V37G3 ) - 0.50 - 5.91 10.62
63 VeY1 (+) - 1.75 - 2.56 10.60
64 VIG3 ) - 1.50 - 3.15 10.48
65 VIY?2 (-) - 1.50 - 2.91 10.13

* Cizelgedeki siralama en yiiksek TAD gore yapilmistir. Cizelgede Gram reaksiyonu (Gram Reak), ACC deaminaz aktivitesi
(ACC), Blue-Cas Agar ortaminda Siderefor tiretim diizeyi (mm) (Sid.), NBRIP Agar besiyerinde fosfat ¢c6zme yetenegi (mm)
(P), L-TRP’lh ortamda IAA iiretimi (ppm) (IAA) olarak belirtilmistir. Azot fikse eden izolat bulunamadig1 igin ¢izelgede
verilmemistir. TAD puanina gore segilen ilk 30 izolatin gesitli bitki patojeni bakterilere in vitro da antagonistik etkileri
degerlendirilmistir.

**Patojenlerin kisaltmalari; Ea: Erwinia amylovora, Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae, Psl: Pseudomonas syringae pv.
lachrymans, Pst: Pseudomonas syringae pv. tomato, Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Xap:
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Xe: Xanthomonas euvesicatoria’y: ifade etmektedir.

Biitiin karakterizasyon sonuglari ele alindiginda 5 kategorinin hepsinde birden etkinlik gosteren
izolat bulunmamustir. Fakat V33K1, V35Y1, V34G1, V17G2, V30Y3, V38K1, V17K 1 ve V36Y2 kodlu
EB izolatlarinin azot fiksasyonu disinda diger kategorilerde aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Bunu
takiben, 25 adet izolat 3 farkli kategoride, 59 adet izolat 2 farkli kategoride, 67 adet izolat sadece 1
kategoride aktivite gOsterirken, 21 adet izolat higbir kategoride etkinlik gosterememistir.
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Karakterizasyon sonuglarina gore elde edilen TDP’na gore antagonizm testlerine tabi tutulan en basaril
ilk 30 izolatin 15 tanesinin gram (+) ve 15 tanesinin gram (-) oldugu kaydedilmistir.

Sekil 2. EB izolatlarin karakterizasyon testleri. a:Azot fiksasyon testi, b: Fosfat ¢ozme aktivitesi, c:
ACC-d aktivitesinin, d: IAA Uretimi, e: Siderefor Uretimi, f: in-vitro antagonistik etki testleri.

3.2. Tamlama

Karakterizasyon ve antagonizm ¢alismalar1 sonucunda segilen V40K2, V30Y3, V30G2, 31Y4
ve V33K2 kodlu izolatlarin molekiiler tanilamasi yapilmis ve NCBI GenBank veri tabanina yiiklenerek
kabul numaralar1 alinmistir. Veri tabani kullanilarak yapilan kargilastirmali veri analiz sonucunda 16s
rRNA dizi analizine gore bu izolatlardan V40K2 kodlu izolatin Bacillus velezensis (Acces.
Num.:MN186863), V30Y3 kodlu izolatin Bacillus megaterium (Acces. Num.: MN187955), V30G2
kodlu izolatin Pseudomonas caspiana (Acces. Num.: MN128080), V31Y4 kodlu izolatin Pantoea sp.
(Acces. Num.: MT249279) ve V33K2 kodlu izolatin Bacillus sp. (Acces. Num.: MT249109) tiirlerine en
yakin oldugu tespit edilmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Son yillarda yapilan ¢aligmalar PGPR’larin bitki sagligina ve gelisimine katki saglayan yeni
yolaklar veya metabolitler trettigini ortaya koymaktadir (Van Loon, 2007; Pieterse ve ark., 2014,).
Bitkilerde olusan etki mekanizmasinda bakteri, bitki ve ¢evre kombinasyonunda hangi faktoriin daha
belirleyici ve etkili oldugunu tespit etmek ¢ok giigtiir. Kesin bulgulart ortaya koymak bitki, bakteri ve
hedef biyotik veya abiyotik stres kosullarini bir araya getirmek ile miimkiin olabilir. En iyimser bakisla,
PGPR’larin toprak mikroflorasinin yaklasik %2-5’ini olusturabilecegi belirtilmistir (Antoun ve Prévost,
2006). Bu mikroflora igerisinde aranan uygun kombinasyonu bulma sansinin daha diisiik olacagini
sOylemek yanlis olmayacaktir. En etkin bakteriyi bulmak igin yapilacak bakteri-bitki etkilesim
denemeleri ¢cok fazla zaman ve emek gerektirecek bir siirectir. Bu nedenle belirli karakterlerin in-vitro
kosullarda belirlenmesi ve en basarili izolatlarin veya aranan karakterlere sahip olanlarin bitki
denemelerine aktarilmasi siklikla basvurulan bir metottur. Genel olarak markér olarak secilen
karakterler; bizim de ¢alismamizda se¢mis oldugumuz IAA gibi bitki hormonlarinin {iretimi, etilen
stresini azaltabilen ACC deaminaz iiretimi, demir ve fosfor aliminda rol oynayan siderofor tretimi ve
fosfati ¢6zme yetenegi gibi Ozelliklerdir. Ayrica patojenlere karst kullamim amaci var ise in-vitro
antagonistik testler 6n plana ¢ikmaktadir. In-vitro kosullarda yapilan 6n se¢imin dezavantaji ise segilen
markdr karakterlere sahip olmayan fakat bitkiye bilinen veya bilinmeyen diger yolak veya metabolitler
ile katki sunabilecek izolatlarin elenme riskinin olmasidir. Fakat zaman, isgilicii ve maliyet
diistintildiigiinde bu dezavantaj genellikle g6z ard1 edilmektedir.
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Aragtiricilar endofitik ve rizosferik bakterilerin bitki gelisimine ve sagligina katki saglamalari
icin IAA (Khalid ve ark., 2004) ve ACC deaminaz tiretim yeteneklerinin gerekli olabilecegini ve markor
olarak kullanilabileceklerini belirtmislerdir (Etesami ve ark., 2015). Bu o6zelliklere sahip izolatlarin,
bitkilere kolonizasyon sanslarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Etesami ve ark., 2015).
Arastirmacilar IAA tiretiminin bakterilerin bitkilerle etkilesimlerini saglayabilecegini (Etesami ve ark.,
2015) ve bu bakterilerin bitkide endofit yasam formuna girmelerinde roliiniin olabilecegini bildirmistir
(Verma ve ark., 2001). Gul ve ark. (2013), topraksiz tarim yetistiriciliginde PGPR uygulamasi ile
hiyarlarda verim artisi elde etmis ve bu izolatlarin in-vitro kosullarda tirettigi IAA diizeyi ile verim artist
arasinda 6nemli diizeyde bir iliski oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismalara paralel olarak Akkopri ve
Ozaktan (2018), yiiksek diizeyde IAA Ureten P. putida AA11/1’nin farkli hiyar cesitlerinde %33-68
oraninda verim artig1 sagladigini belirlemislerdir.

Aragtirmacilar bitkiler ile birlikte bulunan bakterilerin %80’inin IAA rettigini tahmin
etmektedir (Patten ve Glick, 2002; Spaepen ve ark., 2007). Calvo ve ark. (2010), patates rizosferinden
elde ettigi 63 izolatin %81 inin, Ashrafuzzaman et al. (2009), piring rizosferinden izole edilen
bakterilerin %60°nimn IAA {irettigini tespit etmistir. Fakat izolatlarin {irettigi IAA diizeyi farklilik
gosterebilir ve Gretim miktart PGPR etkide 6nemli bir faktordiir. Poonguzhali ve ark. (2008), Brassica
campestris rizosferinden izole ettigi PGPR izolatlarinin 6.02-27.75 ppm araliginda TAA irettigini
belirlemistir. Majeed ve ark. (2015), bugdaydan izole ettigi rhizosferik ve endofitik bakterilerin 0.27
ppm-77.98 ppm araliginda IAA iirettigini ortaya koymustur. Yiriittiiglimiiz calisma kapsaminda izole
edilen EB’lerin %53.3’0nuin 1 - 25.03 ppm araliginda IAA firettigi belirlenmistir.

Bilindigi gibi, etilen tiretimi, stres altindaki bitkilerde artmaktadir, bu da hiicre boliinmesini,
DNA sentezini ve kok/filiz buylmesi gibi fizyolojik fonksiyonlar1 engellemektedir. PGPR etilenin
oncisu olan ACC’yi ACC-d ile pargalayarak kendisi i¢in azot kaynagi olarak kullanabilir. Bu da bitkide
Uretimi artan etilenin dengelenmesini saglayarak olasi zararlari engeller ve bitki gelisimine yardimci
olur (Glick, 2014). Bu nedenle EB segiminde ACC-d tretimi 6nemli bir markérdir. Belimov ve ark.
(2001), cesitli toprak oOrneklerinden izole edilmis olan ACC-d dretim kabiliyetindeki bakterilerin
ozellikle olumsuz ¢evresel kosullar altinda bitki gelisimine 6énemli katki sundugunu gdstermistir. Diger
taraftan in-vitro ve molekdler testler ile ACC-d aktivitesi belirlenmis izolatlarin normal kosullar ve stres
altindaki bitkilerin gelisimini arttirdigi ve bu etkinin ACC-d aktivitesinden kaynaklandig1 ortaya
konmustur (Onofre-Lemus ve ark., 2009; Gupta ve Pandey, 2019). Putri ve ark. (2015), inceledigi
bakteri izolatlarindan, kullanilan teknige goére degismekle birlikte, %17’sinin ACC-d Uretme
kabiliyetinde oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, calismamizda elde ettigimiz izolatlarin %13.9’nln
ACC-d iiretme yeteneginde oldugu tespit edilmistir.

Fosfor noksanligi tarimsal tiretimin temel sinirlayici faktorlerinden birisidir (Israr ve ark., 2016).
Bitkiler, fosforu ortofosfat anyonlar1 olarak toprak ¢ozeltisinden alirlar. Fakat ortofosfat ¢ok reaktif
oldugu i¢in ¢okelme veya adsorpsiyon yoluyla toprak yapilarina baglanabilir. Bu da fosfati ¢oziinmez
hale getirir ve bitkiler bu formdan faydalanamaz (Holeckova ve ark., 2017). PGPR (rettikleri mikrobiyal
metabolitler veya organik asitler ile pH’y1 diigiirerek kullanilamaz formdaki fosfati bitki tarafindan
alinabilir forma doniisturebilirler (Gupta ve Pandey, 2019). Cetinkaya Y1ldiz ve Aysan (2014), 39 farkli
toprak 6rneginden izole ettikleri 499 adet aday PGPR izolatinin %15’inin fosfataz aktivitesine sahip
oldugunu bildirmistir. Benzer bir¢ok caligma endofit ve rizosferik bakterilerde fosfat ¢ozme
aktivitesinin varligin1 ortaya koymaktadir (Ahmad ve ark., 2008; Ozaktan ve ark., 2015). Fosfat ¢c6zme
yeteneginin bakteri cinsleri arasinda yayginlik derecesi farklilik gosterebilmektedir. Calismamizdaki EB
izolatlarimin %20’sinin farkli diizeylerde de olsa bu yetenege sahip oldugu gézlenmistir. Bu izolatlarin
%47’sinin gram (+), %53’0nun gram (-) oldugu belirlenmistir. Ahmad ve ark., (2008), farkli rizosferik
toprak ve bitki kok nodiillerinden izole ettigi 72 PGPR izolatindan; Bacillus sp.’ye ait olanlarin %80°1,
Azotobacter sp.’ye ait olanlarin %74.47°si, Pseudomonas sp.’ye ait olanlarin %55.56’s1 ve
Mesorhizobium sp.’ye ait olanlarin %16.67’sinin fosfat ¢6zme yetenegine sahip oldugunu belirlemistir.

Siderofor tiretme yetenegi, mikroorganizmalarin ortamdaki diger mikroorganizmalarla rekabet
etmelerinde onemli katki saglayan, bitki-bakteri iletisimini kolaylastiran ve kok kolonizasyonuna
yardimei olan 6zelliklerden birisidir (Loaces ve ark., 2011). Iyi bir siderofor iiretim yetenegine sahip
PGPR bakterileri bitki gelisimi ve verimini direkt veya indirekt olarak arttirabilirler. Rizosfer cevresinde
¢Oziinmez formdaki demirin alinimini kolaylagtirarak dogrudan veya fitopatojenlerin ihtiya¢ duyduklari
demir icin yuksek afiniteli sideroforlarla rekabete girerek gelisimlerini sinirlandirmasiyla dolayli olarak
katki saglayabilirler (Glick, 2015; Kumar ve ark., 2018). Baz1 calismalar siderofor (retiminin
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bakterilerin bitkinin demir disinda nikel, kursun veya ¢inko gibi diger metaller ile olan etkilesiminde rol
oynadigim1 ve fitoremediasyonda onemli goérevler iistlendigini belirtmislerdir (Burd ve ark., 2000;
Crowley 2000; Kumar ve ark., 2018). Ayrica siderofor iiretiminin bitkinin uyarilmig dayaniklilik
sistemini aktive ettigi de bilinmektedir (Van Loon, 2007). Bu nedenle siderofor tretim kabiliyeti PGPR
icin 6nemli bir karakterdir. Calismamizda toplanan izolatlarin %75’inin siderofor Uretimine sahip
olduklar1 belirlenmistir. Siderofor aktivitesi gosteren 135 adet izolatin 0.5 -7 mm araliginda zon
olusturabildikleri tespit edilmistir. Ahmad ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada, inceledikleri izolatlar
icerisinde Azotobacter cinsine ait olanlarin %12.77’sinin siderofor irettigini, bunu sirasiyla
Pseudomonas ve Bacillus cinslerinin takip ettigini ortaya koymustur. Aymi c¢alismada anti fungal
aktivitenin de benzer yonde oldugu; Azotobacter izolatlarinin %12.77’sinin, Pseudomonas izolatlarinin
%11.11%inin ve Bacillus izolatlarinin %10’unun bu etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Antagonizm
calismamizda, en az bir patojene karsi engelleme zonu olusturan 17 adet bakteri izolat1 belirlenmistir.
Bunlardan 1 izolat diginda hepsinin siderofor aktivitesi gostermesi dikkat gekicidir. Ahmad ve ark.
(2008) ve Priyanka ve ark. (2017), ¢alismalarinda antifungal etki ile siderofor Gretiminin guclu bir
iligkisi oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte antagonistik faaliyetlerden antibiyotikler, toksinler,
yuzey aktif bilesikler ve hiicre disi sindirim enzimleri gibi ¢esitli mekanizmalar sorumlu olabilir (de
Souza ve ark. 2003). Mohamad ve ark. (2018), inceledikleri 114 EB izolatin %49.1’inin ¢esitli
bakterilere karsi 8.6 mm ile 11.8 mm arasinda zon olusturarak patojen bakterilerin gelisimlerini
siirladigimi belirlemistir. Arabidopsis thaliana'daki hastalik belirtilerini azaltmada en etkili olan
izolatin patojen ile birlikte in-vitro kosullarda gelistirildiginde antimikrobiyal etkileri olan en az 13
bilesik iirettigi belirlenmistir. Ayrica bu izolatlarin antimikrobiyal bilesikleri kodladig: bilinen poliketid
sentaz (PKS) ve ribozomal olmayan protein genlerine sahip olmalarinin yani sira, kitinazlar, seliilazlar,
lipazlar ve proteazlar dahil olmak tizere ¢esitli hiicre dis1 sindirim enzimleri tirettikleri de belirlenmistir.

Karakterizasyon ¢alismalari sonucunda en basarili bulunan bes adet izolatin 16s rRNA bdlgesi
dizi analizi ile tanilamas1 yapilmis ve bu ziolatlarin Bacillus velezensis VA0K2 (MN186863), Bacillus
megaterium V30Y3 (MN187955), Pseudomonas caspiana V30G2 (MN128080), Pantoea sp. V31Y4
(MT249279) ve Bacillus sp. V33K2 (MT249109) oldugu belirlenmistir. Bir¢ok ¢alisma da bu cinslerin
PGPR ve biyokontrol dzellikleri ortaya konmustur (Chakraborty ve ark., 2006; Gao ve ark., 2017
Rashid ve ark., 2017; Akkoprii ve Ozaktan, 2018). Bilindigi {izere bu izolatlar genis bir ekolojik
yelpazede yayilim gostermektedir. Buda onlarin yiiksek adaptasyon yeteneklerinin olduguna ve tarimsal
uygulama bakiminda bilyiik avantajlara sahip oldugunu gostermektedir. Boylece izlenen yolun
potansiyeli yiiksek, aday PGPR’1n elde edilmesi igin uygun oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, bu g¢alisma kapsaminda c¢esitli kiiltiir bitkilerinden izole edilen endofitik
bakterilerin karakterizasyon c¢alismasi sonucunda bitki gelisimine ve saghgma katki saglama
potansiyeline sahip bazi EB izolatlar1 tespit edilmistir. Yapilan molekiiler tanilama testlerinden elde
ettigimiz sonuclarin mevcut literatiir calismalar ile karsilastiriimas1 bu kamy: giiclendirmistir. Ozellikle
Bacillus megaterium V30Y3 ile Pseudomonas caspiana V30G2 izolatlarinin g¢alismadaki tiim
patojenlere kars1 antagonistik etki gostermesi ve bircok PGPR belirtecine sahip olmasi, bunun ile birlikte
Bacillus sp. V33K2 (MT249109) ve Pantoea sp. V31Y4 (MT249279) PGPR markor ozellikleri
bakimindan yiiksek puan almasi hedefler dogrultusunda gesitli konukgularda bitki sagligi ve gelisimine
katki sunma potansiyelinin oldugu gériilmektedir. Bu izolatlar ile ileride yapilacak in-vivo denemeler
ve tarla ¢aligsmalar ile etkinliklerinin tam olarak ortaya konulabilmesi miimkiin olacaktir. Fakat basar
potansiyeli yiiksek, nispeten az sayida izolat ile ¢alisilacak olmasi, zaman ve is giicii tasarrufunun yani
sira bagar1 sansin1 da arttirmis olacaktir.
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