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Bugday Kék Bélgesinden izole Edilen Bakterilerin Bugday Gelisimine Olan Etkilerinin
Belirlenmesi

Meryem CELIKTEN i. Adem BOZKURT

Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fak. Bitki Koruma Bél., 31000, Hatay

Ozet

Bitki koklerinde kolonize olabilen ve bitkiler ile simbiyotik bir iliski icerisinde bulunan kok
bakterileri, biyoglibre olarak kullanilan mikroorganizmalarin  blylik bir grubunu
olusturmaktadir. Canli mikroorganizmalar iceren biyogilibreler tohuma, bitki yizeyine ve
topraga uygulandiginda kok ylizeyi veya bitki i¢c dokularinda kolonize olabilmekte ve bitkilerin
ihtiyaci olan temel bilesikleri saglayarak bitki gelisimini arttirmaktadirlar. Bu ¢alismada saglkli
bugday bitkilerinin koklerinden elde edilen bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin (PGPR)
bugday (Triticum aestivum L.) bitkilerinin gelisimine etkileri incelenmistir. PGPR bakterilerinin
izolasyonu amaciyla Hatay ilinde 9 farkli bolgeyi temsil eden bugday tarlalarindan kok érnekleri
alinmistir. Alinan érneklerden 120 bakteri izole edilmis ve MALDI-TOF ile tanisi yapilan bakteri
izolatlarinin Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus,
Clostridium, Weeksella, Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia, ve
Corynobacterium cinslerine ait oldugu saptanmistir. Bakteri izolatlari arasinda 73 PGPR izolati
bugday tohumlarina uygulanmis olup, kdk ve siirgiin gelisimine etkileri belirlenmistir. Bakteri
uygulanan tohumlar in vitro kosullarda kok gelisimini kontrol uygulamasina gére %7.1 ile %70.6
oranlarinda, slirgiin gelisiminde ise %6.6 ile %108.6 oranlarinda arttirmistir. Kék gelisimine
etkide en etkili izolat %70.6 ile Bacillus pumilis 10ASO2 izolati olurken, siirglin gelisiminde ise
en etkili izolat %108.6 ile Acinetobacter Iwoffii 4ZLF10 izolati olarak saptanmistir. Bununla
beraber tohum c¢imlenme testinde 4 izolat (Pseudomonas libanensis 1KRK10, Pseudomonas
kilonensis 3KRK7, Corynobacterium urealyticum 6ALD5 ve Bacillus pumilis 10ASO1) kdk
gelisimini olumsuz yonde etkilemistir. Ayrica PGPR bakteri izolatlarinin fosfati ¢6zme
kapasiteleri ve siderofor tretim miktarlari belirlenmistir. Fosfat ¢c6zlinlirlGgl testinde en etkili
PGPR izolati Pseudomonas kilonensis 6ALD13 olarak belirlenirken, siderofor liretiminde ise en
etkili izolat Bacillus mojavensis 5DRC4 olarak saptanmistir.
Anahtar kelimeler: PGPR, bugday, biyogibre, fosfat ¢ozinlrlGga, siderofor

Determination of Efficacies of Bacteria Isolated From Wheat Rhizospheres on Plant Growth
Abstract

Rhizobacteria are root-colonizing bacteria that form symbiotic relationships with many
plants. They are an important group of microorganisms used in biofertilizer. Biofertilizer is a
substance which contains living microorganisms which, when applied to seeds, plant surfaces,
or soil, colonize the rhizosphere or the interior of the plant and promotes growth by increasing
the supply or availability of primary nutrients to the host plant. In this study isolation and
possible use of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) from roots of healthy wheat
plants were investigated. Plant root samples were collected from several fields in 9 different
region of Hatay province and used for isolating putative PGPR isolates. From these plant
samples, total of 120 bacterial isolates were obtained and identified by using MALDI-TOF
instrument. All bacterial isolates were identified as belonging to Pseudomonas, Bacillus,
Microcossus, Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus, Clostridium, Weeksella,
Exiguobacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Provendencia and Corynebacterium genera.
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Among these isolates, 73 different PGPR isolates were used as seed treatment and growth
parameters of wheat seeds such as root and shoot lengths were recorded. Bacterial isolates
promoted root length by 7.1-70.6%, shoot length by 6.6-108.6% in comparison to control
treatment. The most effective PGPR isolates for promoting root and shoot length were
recorded with Bacillus pumilis 10ASO2 (70.6%) and Acinetobacter Iwoffii 4ZLF10 (108.6%)
isolates, respectively. On the other hand, four bacterial isolates (Pseudomonas libanensis
1KRK10, Pseudomonas kilonensis 3KRK7, Corynebacterium urealyticum 6ALD5 and Bacillus
pumilis 10AS0O1) had negative (suppressive) effect on root development. Modes of action of
PGPR such as solubilizing phosphorus and siderofore production were also determined.
Pseudomonas kilonensis 6ALD13 and Bacillus mojavensis 5DRC4 isolates were recorded as the

most efficient PGPR
respectively.

isolates for solubilizing phosphorus and siderofore production,

Key words: PGPR, wheat, biofertilizer, phosphate solubility, siderophore

Giris

Bugday (Triticum spp.) c¢ok eski
zamanlardan beri tarimi yapilan ve baslica
besin kaynagl olarak tiliketilen bir bitkidir.
Yapilan kazilarda ortaya cikarilan bugday
tohumlarinin incelenmesi sonucu bugdayin

M.0 7000 yillarinda  kiltire alindig
anlasilmistir.  Bugday bitkisinin  kdkeninin
Glneybati Asya oldugu kabul edilmekle

birlikte; Turkiye, Suriye, Irak ve Kafkasya’'da
yabani bugday tirlerinin bulundugu bu
ylzden de bu bélgenin gen merkezi olarak
kabul edilmesi gerektigi belirtiimektedir
(Harlan ve Zohary, 1966). FAO’nun 2013
verilerine goére, diinya genelinde bugday
Uretim alani 218 milyon hektar olup, toplam
tiretim ise 713 milyon tondur. Ulkemiz 22
milyon ton bugday Uretimi ile Diinya bugday
tretiminde 11. sirada yer almaktadir
(Anonymous, 2013). Bir¢ok tarimsal (riinde
oldugu gibi bugday Uretiminde de glibreleme

onemli bir rol oynamaktadir. Bitkilerin
yasamlarini devam ettirebilmeleri
bulunduklari ortamda vyeteri kadar besin
elementi olmasina baghdir. Toprak tabii

olarak ¢ok sayida mineral maddeyi yapisinda
bulundurur. Ancak bunlarin miktarlari her
zaman yeterli seviyede degildir. Ozellikle
Uzerinde bitki yetistirilen topraklar zamanla
besin elementleri yoniinden fakirlesir. Bu
baglamda lretimini yaptigimiz bitkilerden
yeterli miktar ve kalitede urin alabilmemiz
toprakta eksilen mineral besin elementlerinin
takviye edilmesine baghdir. Bitki beslemenin
onemi burada bagslar. Bitkiler topraktan yillik

onemli miktarlarda besin elementi kaldirirlar.
Kaldirilan  bu besin elementleri ikame
edilemez ise bitkilerde bir takim beslenme
bozukluklari ve verim disusleri gorilir. Bu
durumun o6nlenebilmesi icin gerekli besin
elementlerinden  vyeteri  kadar takviye
yapiimalidir. Geleneksel tarimda 6nemli bir
girdi olan giibre; miktar, uygulama zamani ve
sekli  iyi  planlandiginda  ve  bilingli
kullanildiginda Grdndn verim ve kalitesine
olumlu yansimalar yapmaktadir. Fakat bu
optimum kosullar disina cikildiginda ise
dnemli problemlere yol agmaktadir (irget ve
ark., 2005).

Ozellikle 1970’li yillarda “yesil devrim”
olarak anilan politikalarla tarimsal Uretimde
birim alandan maksimum drin alabilmek igin
yillarca yogun sekilde kimyasal pestisit ve
glibre kullanilmistir. 1980’li yillara
gelindiginde ise bu uygulamalarin sonucunda
gevrenin geri donilemez bicimde kirlenip
dogal dengenin tahrip olmaya basladig
anlasiimistir (Aksoy ve ark., 2005).

Yogun sekilde ve bilingsizce kimyasal
glibre kullaniminin neden oldugu zararlara
genel olarak incelenecek olursa bunlar;

- Yer altt ve vyer Usti sularinin

kirlenmesi,

- Topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik

ozelliklerini etkilemesi,

- Dolayh veya dogrudan bitki gelisimini

olumsuz etkilemesi,

- Gidalarda nitrat birikimi,

- Kiresel 1sinma, olarak gorilebilir.
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Tarimsal Gretimde kullanilan kimyasal
glbrelerin gerek insan sagligl gerekse dogal
dogal denge ve cevre Uzerindeki bu tlr
olumsuz etkilerinin artarak kendini
hissettirmesi nedeniyle son vyillarda bu tir
kimyasallarin hi¢ ya da miimkiin oldugu kadar
az kullanildigi bunlarin yerine organik veya
biyolojik glbrelerin (biyoglibre) kullanildigi
alternatif yontemler gelistirilmektedir. Temel
amaci toprak ve su kaynaklarini kirletmeden,
cevre, bitki ve insan saglgini koruyarak
Uretim vyapmak olan organik tarimda,
biyolojik glibreler 6nemli bir yer tutmaktadir.
Tohum, bitki ylzeyi veya topraga
uygulandiginda  bitkilere  temel besin
elementlerini saglayabilen veya besin alimini
arttiran, rizosferde kolonize olabilen, canli
mikroorganizmalardan dretilen glbrelere
biyogilibre veya biyolojik glibre denir. (Vessey,
2003). Biyoglibre olarak  adlandirilan
mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu
PGPR olarak bilinen, bitki gelisimini arttiran
kok bakterileri olusturmaktadir (SGlG ve ark.,
2016). PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) terimi ilk olarak 1978 yilinda
Klopper ve arkadaslari tarafindan
kullaniimistir (Kloepper ve Schrot, 1978). Bitki
gelisimini tesvik eden kok bakterileri genel
olarak; Bacillus, Lactobacillus, Paenibacillus,
Arthobacter, Streptomyces, Pseudumonas,
Burkholderia, Comamonas, Hydrogenophaga,
Agrobacterium, Enterobacter, Pantoae,
Klepsiella, Xanthomonas, Serratia, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azosprillum, Azotobacter
gibi cinslerde yer aldigi gorilmektedir. Bu
cinsler arasinda Ozellikle Pseudomonas,
Burkholderia ve Bacillus'lar bitki gelisimini
uyarmalari yaninda bitki patojenlerine karsi
antagonistik etkilerinden dolayr da dikkat
cekmektedirler. Ornegin; Burkholderia
cepecia bakterisi, Fusarium tirlerine karsi
biyokontrol 6zelligi gosterirken 06zellikle
demirce fakir topraklarda siderofor Uretimi ile
misir gelisimini tesvik etmektedir (Vessey,
2003). Farkli Bacillus ve Pseudomonas spp ait
kok bakteri izolatlari sebzelerde sorun olan
kok ve kokbogazi c¢lrlikligli  hastalik
etmenlerine karsi kuvvetli antagonistik etki
gostermislerdir (Soylu ve ark., 2005; Akgil ve
Mirik, 2008, Mirik ve ark.,2008 Soylu, 2011).

Bu calismada, bugday bitkilerinin kok
bélgesinden elde edilen kok bakterilerinin, in
vitro kosullarda bugday  tohumlarin
¢imlenmesi ve gelisimine etkisi ve izole edilen
kok bakterilerinin siderofor Uretimi ve fosfat
¢OzUnirlugl kapasiteleri arastirilmistir.

Materyal ve Yontem

Calismanin
tohumlari, bakteri
kurutma kagitlar, besi ortamlari, bakteri
tanisinda kullanilan MALDI-TOF  (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization- Time of
Flight Mass Spectrometry), materyallerin
sterilizasyonda kullanilan otoklav ve etily,
steril kabin gibi aletler ve ekipmanlar
olusturmustur.

materyalini
izolatlari,

bugday
petri kaplari,

PGPR Bakteri izolatlarinin izolasyonu ve Tanisi

Denemede kullanilan bakteriler Hatay
ilinde bugday dretimi yapilan bitkilerin
koklerinden izole edilmistir (Sekil 1a). Alinan
kok ornekleri (1 gr tartilarak) 100 ml fosfat
tamponu icerisinde 30 dk. calkalandiktan
(Sekil 1b) sonra olusan siispansiyondan
seyreltme serileri yapilmis ve 100 ul alinarak
KB besiyeri iceren petrilere bagetle yayilip
24+1°C'ye ayarl inkibatorlere
yerlestirilmistir. inkiibasyondan 48 saat sonra
petride gelisen koloniler UV isik altinda (360
nm) floresans pigment olusturan ve
olusturmayanlar olarak iki gruba ayrilmistir
(Sekil 1 ¢,d). UV 1sik altindaki pigmentasyon
durumlarina goére saflastirilan bakteriler daha
sonraki ¢alismalarda kullanilmak lizere NGA
besiyerinde c¢ogaltihp +4°C'de saklanmistir.
PGPR adaylarinin tanisi Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization- Time of Flight Mass
Spectrometry  (MALDI-TOF) yontemiyle
yapilmistir.

PGPR izolatlarinin Bugday Cimlenmesine Olan
Etkilerinin in vitro Kosullarda Belirlenmesi
izolasyon islemi sonrasl gelisen
bakterilerin bugday tohumlarinin gelisimi
Uzerlerine etkilerinin belirlenmesi 12 cm’lik
petri kaplarinda yapilmistir. Bu amacgla NGA
besi yerine gelistirilen bakterilerden NA agar
iceren petrilere ekimi yapilmis ve 48 saatlik
inklibasyon sonrasi gelisen bakteriler %1’lik
CMC (CarboxyMethylCellulose) ile silispanse
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(108 cfu/ml) edilmistir. Olusan siispansiyonun
icerisine %1’lik sodyum hipokloriir ile ylzey
dezenfeksiyonu yapilmis bugday tohumlari
konulmus, calkalayicili inkiibatérde 30 dk. 26
°C'de c¢alkalanarak bakterilerin  tohum
ylzeyine yapismasi saglanmigtir. Her bakteri
izolati icin 10 adet tohum kullaniimistir.

Tohumlar bakteriler ile kaplama islemi sonrasi
icerisinde steril saf su ile nemlendirilmis steril
kurutma kagitlari bulunan 12 cm’lik petrilere
yerlestirilmistir. Petriler

inkiibatorlerde 27

°C'de 7 gin bekletilmis ve daha sonra
¢imlenen tohumlarin  kok ve sirgilin
gelisimleri olctlmistir (Sekil 2). Denemede
kontrol olarak vyalnizca %1’lik CMC ile
muamele edilmis tohumlar kullanilmistir.
Deneme 3 kez vyinelenerek bakterilerin
kontrole gore bugday kok ve siirgin
gelisimine ve c¢imlenme zerine etkileri
arastiniimistir.

Sekil 1. Tarladan kok bakterisi izolasyonu icin bugday 6rneklerinin alinmasi (a), alinan kok
orneklerinin calkalanmasi (b), izolasyon sonucu gelisen bakteri kolonileri (c) ve UV isik altinda

floresan pigment Ureten bakteriler (d).

Figure 1. Collecting root samples from wheat field for rhizobacteria isolation and prepared in shaking
incubator (a,b), bacterial colonies after isolation and inoCulation (c), fluorescent pigment production

under the UV lamb (d).

petrilerde ¢imlenen tohumlar.

Sekil 2. Bugday tohumlarina PGPR izolatlarinin bla§t|r|lma5| ve uygulama sonrasi

Figure 2. Contamination of the wheat seeds with PGPR isolates and seed germination on petri

dishes after treatment.
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PGPR zolatlarinin Etki Mekanizmalarini

Belirlenmesi

Siderofor Uretiminin Belirlenmesi

PGPR bakterilerin siderofor tretimlerinin
belirlenmesinde Blue-CAS Agar (Klement ve
ark., 1990) besi yeri kullanilmistir. King B besi

ortamina ekimi  yapilarak inklbatorde
gelistirilen 48 saatlik bakteri kilturlerinden
Blue-CAS agar ortamina nokta ekim

yapilmigtir. Ekim yapilan Blue-CAS agar igerikli
petriler 24°C’de 2 giin sireyle inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda nokta ekim
yapilan koloni cevresindeki portakal renkli
alanin meydana gelmesi pozitif sonug olarak
degerlendirilmis ve bu alanin ¢api ve koloni
cap! Olcllerek siderofor Uretim indeksleri
belirlenmistir.

Fosfat Coziinlirliigii Testi

In vitro’da kok bakterilerinin fosfati ¢gzme
aktivitesini  belirlemek amaciyla NBRIB
besiyeri  (Nautiyal, 1992) iceren petri
kaplarina 4 noktaya ekim seklinde inokule
edilmis ve 24+2°C'de 14 giin inkiubasyona
birakilmis  kok bakterilerinin  inkiibasyon
slresi sonunda kolonilerin gevresinde fosfat
aktivitesine bagl olarak olusan erime zonlari
Olcilmis ve ¢ozlndrlik indeksi, asagida
gosterilen ¢ozlinlrlik indeks formali (SI)
(Vazquez ve ark., 2000) ile belirlenmistir.
Sl=(koloni ¢api+zone capi)/(koloni ¢capi)

Tttiin Asirt Duyarlilik Testi

PGPR adayi izolatlarin bitki patojeni olup
olmadiginin belirlenmesi amaci ile
saflastirilan izolatlarla titlinde asiri duyarhlik
testi (Hypersensitive Reaction, HR)
yapilmistir. HR testinde 2 ginliik bakteri
kalttrleri 10® cfu/ml (OD= 0.13) yogunlukta
slispanse edilerek tiitlin yapraklarina enjekte
edilmistir. Negatif kontrol olarak yapraklara
steril saf su inokule edilmis, pozitif kontrol
olarak ise maydanoz patojeni olan
Pseudomonas syringae pv apii ve nar patojeni
olan Pseudomonas savastonoi pv. savastonoi
izolatr kullanilmistir. inokulasyondan 2 giin
sonra inokulasyon noktasinda doku
¢okmelerine neden olan izolatlar HR (+)
olarak kabul edilmistir.

Deneme Deseni ve Istatistiksel Analizler

Tlm in vitro denemelerinde her petri 1
tekerriir ve her izolat da 3 tekerrir olacak
sekilde tesadif parselleri deneme desenine
gore kurulmus olup, deneme 2 farkli zamanda
tekrar edilmistir. Elde edilen dlcim degerleri
(tohum ¢imlenmesi, kok ve slirgiin uzunlugu,
siderofor Uretimi ve fosfat c¢ozinlrlGgu
degerleri) SPSS istatistik programi (SPSS Inc.,
versiyon 17.0) kullanilarak tek yonli ANOVA
ile varyans analizi yapilmis ve Duncan’s ¢oklu
karsilastirma testi (P<0.05) ile uygulamalar
(PGPR izolatlari) arasindaki farkliliklar tespit
edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

PGPR Adayi Bakteri izolatlarinin izolasyonu ve
Tanisi

Araziden toplanan bugday koklerinden
materyal yontemde anlatildigi  sekilde
izolasyonlar yapilmis ve toplam 120 bakteri
izolati elde edilmistir (Sekil 3a). Elde edilen
izolatlar ilk asamada UV (365 nm) i1sik altinda
floresans veren ve vermeyen olarak
gruplandiriimistir. Bakteri izolatlarindan 33
tanesi UV 1sik altinda parlama gostermistir
(Sekil 3b)

izolasyon sonucu elde edilen bakterilerin
tanist  MALDI-TOF yo6ntemi ile yapilmis
sonuglari Cizelge 1’de verilmistir.
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Sekil 3. KB besiyerinde gelisen bakteri kolonileri (a) ve UV isik altinda floresan parlama
gbsteren Pseudomonas kolonileri.
Figure 3. Bacterial colonies on KB media (a), and fluorescent pigmentation under the UV lamb (b).
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Cizelge. 1. Tanisi yapilan bakteri izolatlari ve izolat numaralari
Table 1. Identificated bacterial isolates and numbers of the isolates

Bitki  izolat Tani sonucu Bitki izolat Tani sonucu
no no no no
1 Bacillus atrophaeus 1 Pseudomonas cedrina
2 Bacillus mojavensis 3 Clostridium beijerinckii
3 Bacillus subtilis 4 Bacillus mojavensis
4 Bacillus subtilis 7 Micrococcus luteus
) 5 P. frederiksbergensis 8 Bacillus simplex
E 6 Bacillus subtilis 12 Microbacterium saperdae
- 7 Weeksella virosa [8) 13 Pseudomonas fluorescens
8 P. proteolytica § 14 Microbacterium
phyllosphaerae
9 P. extremorientalis 17 P. proteolytica
10 P. libanensis 18 Brevundimonas diminuta
1 P. cedrina 21 Bacillus megaterium
2 Bacillus pumilus 22 Microbacterium
hydrocarbonoxydans
3 P. brassicacearum 23 Providencia rettgeri
5 Arthrobacter sulfureus 1 P. brassicacearum
<« 7 P. kilonensis 2 P. brassicacearum
§ 10 Arthrobacter sulfureus 5 Corynebacterium
" a urealyticum
11 Bacillus pumilus :t' 9 Bacillus pumilus
13 Bacillus pumilus 0 11 Bacillus altitudinis
14 Arthrobacter sulfureus 12 Bacillus pumilus
15 Bacillus cereus 13 P. kilonensis
16 Arthrobacter arilaitensis 15 Bacillus pumilus
1 Arthrobacter 1 P. brassicacearum
polychromogenes
2 P. extremorientalis 2 P. kilonensis
3 Micrococcus luteus 3 P. chlororaphis
6 Bacillus cereus 4 P. kilonensis
7 Exiguobacterium 5 P. brassicacearum
aurantiacum
W 8 Bacillus simplex A 6 P. brassicacearum
g 9 Bacillus niacini &a 7 P. corrugata
10 Acinetobacter Iwoffii 0 8 Bacillus megaterium
11 P. koreensis 9 P. cedrina
13 Paenibacillus illinoisensis 10 Micrococcus luteus
14 Bacillus simplex 13 P. corrugata
15 Bacillus altitudinis 14 P. brassicacearum
16 Bacillus simplex 16 P. brassicacearum
17 P. extremorientalis 17 P. brassicacearum
1 Bacillus pumilus 18 Micrococcus luteus
2 Bacillus pumilus o 8 Micrococcus luteus
o 4 P. kilonensis Z 11 P. corrugata
‘&’ 5 Bacillus pumilus @ 12 Bacillus pumilus
= 6 Micrococcus luteus o 9 P. cedrina
9 Bacillus megaterium Z 11 Bacillus pumilus
= 14 Micrococcus luteus
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izolatla Micrococcus, 5 izolatla Arthrobacter
ve digerleri izlemistir (Sekil 4).

Tani  sonuglart  incelendiginde cins
diizeyinde ilk sirayl 32 izolatla Pseudomonas
cinsi alirken bunu 29 izolatla Bacillus, 7
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Sekil 4. Tanisi yapilan PGPR izolatlarin cins diizeyinde dagilimi

Figure 4. PGPR isolates identifed as a genus

4’de cins

bakterilerin  bircogunun
olumlu etkileri cesitli
belirtiimektedir.  Ozellikle  Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Clostridium,
Paenibacillus cinslerine ait bakterilerin bircok
bitkiden izole edildigi ve bunlarin ¢ogunun
bitki gelisimini arttirici etkileri bulundugu
bilinmektedir (Hurek ve Reinhold-Hurek,
2003; Turan ve ark., 2014; Sahin ve ark.,
2015). Bu genuslar igerisinde 06zellikle
Pseudomonas ve Bacillus cinsine ait bakteriler
hem bitki gelisimini arttirici 6zellikleri hem de
biokontrol o6zellikleri agisindan 6n plana
¢tkmakta olup glinimiizde bir¢ok ¢alismada
en yaygin olarak gbze carpan bakterilerdir
(Kumar ve ark., 2011; Suli ve ark., 2016).
Ayrica yapilan bu calismada izole edilen ve
tanisi  yapilan Micrococcus, Arthrobacter,
Microbacterium, Exiguobacterium,
Acinetobacter, Brevundimonas, Providencia
ve Corynobacterium cinslerine ait bakterilerin
bugday, misir, piring, pamuk ve inci darisi gibi
bircok bitki rizosferinden izole edildigi ve bitki
gelisimini  arttirict  etkilerinin  bulundugu

Sekil diizeyinde verilen
bitki  gelisimine
¢alismalarda

bircok calismada bildirilmistir (Dastager ve
ark., 2010; Zamin ve ark., 2011; Rana ve ark.,
2011; Shrivastava ve Kumar, 2013; Dinesh ve
ark., 2014; Kumar ve Gera, 2014; Rawat ve
Mushtaq, 2015). Weeksella virosa izolati ise
insan patojeni olarak bildirilmis olup (Slenker
ve ark 2012) vyapilan calismada elemine
edilmistir.

PGPR izolatlarinin in vitro Kosullarda Bugday
K6k ve Siirgiin  Gelisimine  Etkilerinin
Belirlenmesi

in vitro koék ve siirgiin gelisimine etki
denemelerinde PGPR adayl bakteriler ile
muamele gormis tohumlardan gelisen kdk ve
surginler (Sekil 5) inkibasyondan 7 gilin sonra
Olgllerek bakterilerin kontrol uygulamasina
gore etkinligi belirlenmistir (Cizelge 2).
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Sekil 5. in vitro siirgiin ve kdk gelisimi
Figure 5. In vitro shoot and root growth

Cizelge 2. Bakteri izolatlarinin in vitro bugday kok ve siirglin gelisimine etkileri
Table 2.Effect of bacterial isolates on in vitro wheat root and seed growth

izolat Kok %  Siirgin @ % | Izolat Kok %  Siirgin @ %
(cm)  Etki (cm) Etki (cm)  Etki (cm) Etki

Kontrol 8,96 0 55 0,0 [5DRC7 15,27 70,4 9,9 80,9

1KRK1 13,32 48,6 10,4 90,4 | 5DRC8 14,09 57,2 9,6 76,0

1KRK2 13,01 451 8,8 60,2 |5DRC12 11,32 26,3 9,8 79,5

1KRK3 11,53 28,6 10,7 95,1 |5DRC13 11,86 32,3 91 67,2

1KRK4 11,76 31,2 9,2 68,8 [5DRC14 11,17 246 8,6 57,7

1KRKS5 11,47 28,0 6,7 23,0 [5DRC17 13,08 46,0 9,0 64,7

1KRK6 11,28 25,8 7,7 41,2 |5DRC18 13,01 452 11,3 105,9

1KRK8 12,23 36,5 8,9 62,4 |5DRC21 10,86 21,2 9,3 70,6

1KRKS9 788 -12,1 6,8 25,1 |5DRC22 12,26 36,8 8,7 59,1

1KRK10 11,47 28,0 8,9 62,7 | 5DRC23 12,77 425 8,9 62,4

3KRK1 1152 285 8,6 57,6 | 6ALD1 14,30 59,6 9,9 80,8

3KRK?2 9,68 8,0 9,2 68,5 | 6ALD2 885 -1,2 8,0 46,0

3KRK3 10,93 22,0 8,7 58,6 6ALD5 14,01 56,3 10,4 90,7

3KRK5 8,27 -1,7 10,8 97,3 6ALD11 13,35 48,9 10,5 92,8
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Cizelge 2’nin devami / Table 2 continued

Izolat Kok % Stirgiin % Izolat Kok % Stirgiin %
(cm)  Etki (cm) Etki (cm)  Etki (cm) Etki

3KRKY 10,05 12,1 8,3 52,5 [ 6ALD12 13,56 51,3 9,8 79,0
3KRK10 10,07 12,4 10,7 96,0 | 6ALD13 12,64 410 9,2 68,0
3KRK11 13,99 56,1 8,4 53,6 [ 6ALD15 15,19 69,5 9,8 79,3
3KRK13 1198 33,7 7,1 29,3 | 80TM1 14,24 58,9 10,1 84,8
3KRK14 10,21 14,0 58 6,6 | 80TM2 11,87 324 8,6 58,2
3KRK15 12,14 355 7,9 4522 | 80TM3 10,82 20,7 8,4 54,5
3KRK16 9,60 7,1 8,2 49,5 | 80TM4 13,15 46,7 9,6 76,0
471 F1 11,59 29,3 7,5 38,0 | BOTM5 11,43 27,5 9,4 72,1
471 F3 13,99 56,1 8,0 45,5 | B0TM6 15,08 68,3 10,0 83,1
471 F6 12,95 44,5 9,4 71,4 | 80TM8 13,72 53,1 9,4 72,6
4ZLF7 10,56 17,9 7,4 35,7 | 80TM9 13,42 49,8 9,8 78,4
471 F8 13,27 48,1 10,0 825 |80TM12 1430 59,5 8,5 55,8
4ZLF9 9,62 74 6,5 18,2 | 80TM13 13,65 52,3 9,6 76,3
4Z1 F10 13,52 50,9 11,4 108,6 | 80TM14 13,85 545 9,8 78,6
471 F11 10,19 13,7 9,0 64,2 | 80TM16 10,49 17,1 8,7 59,2
471 F13 1157 29,1 8,7 59,0 | 80TM18 7,80 -13,0 8,4 52,9
4Z1L F14 10,73 19,8 9,2 68,2 | 10ASO1 13,84 54,4 10,3 88,0
471 F15 10,52 17,4 8,9 62,4 | 10ASO2 1529 70,6 10,3 88,8
4Z1 F16 1191 32,9 7,6 38,7 | 10ASO4 15,11 68,6 11,0 101,7
4Z1L F17 12,01 34,0 9,6 75,8 | 10ASO6 11,39 27,1 9,9 81,5
5DRC1 12,52 39,7 9,9 80,3 | 10ASO9 1456 62,5 111 102,3
5DRC3 14,06 56,9 10,7 96,2 | 11ASO11 12,36 37,9 9,9 81,4
5DRC4 1452 62,1 8,2 50,0 | 11ASO14 13,22 475 10,1 84,5
Test edilen izolatlardan 69’u kontrol  Micrococcus luteus 80TM18) kok gelisimini

uygulamasina kiyasla kék uzunlugunda %7,1-
70,6 oraninda artisa neden olmustur. Sirgilin

gelisimi agisindan bakildiginda izolatlarin
tamami slrglin  gelisimini pozitif sekilde
arttirarak  kontrol uygulamasina kiyasla

sirglin uzunlugunda %6,6-108,6 oraninda
artisa neden olmustur. Kok gelisimi Uzerine
en etkili izolat %70,6 ile Pseudomonas pumilis
10AS02 izolati olmustur. Sirglin gelisiminde
ise kontrole gore % 108,6 oraninda etki ile
Acinetobacter Iwoffii 4ZLF10 izolati olmustur.
In vitro kosullarda PGPR’larin bugday, misir ve
aycicegi gibi bir c¢ok bitkide tohum
¢imlenmesi, kok ve sirglin gelisimini
arttirdigina dair bircok calisma bulunmakta
olup elde edilen sonuglar yapilan bu ¢alisma
ile paralellik gostermektedir (Gholami ve ark.,
2009, Shaukat ve ark., 2006; Shaukat ve ark.,
2006.)

Kok ve sirglin gelisimi testlerinde 4

izolat ise (Pseudomonas extremorientalis
1KRK9, Arthrobacter  sulfureus  3KRKS,
Pseudomonas brassicacearum 6ALD2,

olumsuz etkileyerek kontrolden daha dusik
degerler almistir.

Ozellikle Bacillus ve Pseudomonas cinsi
bazi bakterilerin bitki gelisimini arttirici
etkileri yaninda bazi bitki tohumlarinin
¢imlenmesini engelledigi de bilinmektedir.
Psedomonas  fluorescens bakterisi bazi
calismalarda deleterious (zararh) rizobakter
(DRB) olarak tanimlanirken (Zdor ve ark.,
2005), bir baska calismada ise PGPR olarak
tanimlanmistir  (Jaleel ve ark.,, 2007).
Vrbnic¢anin ve ark., (2011) tarafindan yapilan
bir calismada bazi kok bakterilerin Ambrosia

artemisiifolia  (Arsiz zaylan) tohumlarinin
¢imlenmesini engelledigi saptanmistir.
Yaptiklart  ¢alhismada  o6zellikle  Bacillus

licheniformis ve Pseudomonas fluorescens
bakterilerinin tohum ¢imlenmesini engelledigi
saptamislardir.

PGPR izolatlarinin  Etki
Belirlenmesi

Mekanizmalarinin
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Fosfat  ¢O6zlnlrlGgl  ve  siderofor
Uretiminin belirlenmesi ¢alismalarinda kok ve
slrglin gelisiminde kontrole gore % 35 ve
Uzeri artisa neden olan izolatlar secilerek bu

Fosfat Coziiniirltigii Testi

Fosfat ¢ozUnurlUgu testinde NBRIB Agar
ortamina nokta ekimi yapilan izolatlarin
etrafinda inkibasyondan 1 hafta sonra olusan

izolatlarin fosfat c¢ozuniarligli ve siderofor seffaflasmalar Olglilerek materyal yontem

Uretim oranlari belirlenmistir. kisminda bahsedildigi sekilde fosfat
¢OzUnirlGgu indeksleri hesaplanmistir (Cizelge
3).

Cizelge 3. Bakteri izolatlarinin fosfat ¢6ziinirliik indeks degerleri
Table 3. Phosphate solubility value of bacterial isolates

Coziiniirliik indeks

Izolat no  Céziiniirliik indeks degerleri Izolat no

degerleri
1KRK1 1,00a 6ALD12 2,17abc
1KRK4 1,00a 6ALD13 5,00f
1KRK5 4,50ef 6ALD15 1,00a
3KRK9 1,00a 80TM1 4,00def
3KRK11 1,00a 80TM?2 3,67cdef
3KRK13 1,00a 80TM4 3,00bcde
3KRK15 1,00a 80TM6 4,00def
4ZLF1 2,45abcd 80TM7 1,00a
47ZLF3 1,00a 80TM9 1,00a
4ZLF10 1,80ab 80TM14 1,90ab
471 F16 1,00a 80TM16 3,13bcde
5DRC3 1,00a 10ASO1 2,44abcd
5DRC4 1,00a 10ASO4 2,43abcd
5DRC7 1,00a 11ASO11 1,00a
5DRC13 2,40abcd 11AS014 1,00a

*Cozilniirliik indeksi her izolat igin {i¢ kere yinelenmis olup, iki kez tekrar edilmistir.
**Siitiin icinde verilen ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki
farkin 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P < 0,05).

bt

Sekil 6.Bakteri izolatlarinin fosfati ¢gdzmesi sonucu olusan seffaf zonlar.

Figure 6.Clear zones that result of phosphate solubilisation bacterial isolates.

Cizelge 3’de gorildiugl Gzere 30 bakteri
izolatindan 14 izolat fosfat ¢ézlinme testinde
pozitif sonu¢ vermis olup, ¢o6ziinme indeksi

1,80-5,00 arasinda degisiklik gostermistir.
Test edilen izolatlar arasinda 16 bakteri izolati
NBRIP ortaminda herhangi bir erime zonu
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olusturmamistir. Fosfat ¢ozlnurliigl testinde
en ylksek indeks degeri 5,00 ile
Pseudomonas kilonensis 6ALD13 bakteri
izolati tarafindan olusturulmustur (Sekil 6).

Siderofor Uretimi

Bakteri izolatlarinin siderofor
Uretiminin belirlenmesinde modifiye Blue CAS
agar yontemi kullanilmigtir. Besi yerine nokta
ekimi yapilan izolatlarin etrafinda 48 saatlik
inklibasyon sonrasi olusan turuncu renkli
alanlar (Sekil 7) olgtilmiis ve siderofor lretim
indeksleri  belirlenmistir. Deneme 2 kez
yinelenmis olup indeks degerleri Cizelge 4’ te
verilmistir.

Tttiin asiri duyarhlik testi (HR)

Tohum c¢imlenme, fosfat ¢ozlnirlGgi
ve siderofor Uretiminde etkili olan izolatlarin
patojenisitelerinin  belirlenmesi amaci ile
tutln yapraklarinda asiri duyarlihk (HR) testi
yapilmistir. Test sonucunda inokulasyondan 2
glin sonra inokulasyon noktasinda olusan
kuruma ve doku cokmeleri pozitif olarak
kabul edilmistir. Test sonucunda bitki
patojeni tlrlerin inokule edildigi pozitif
kontrollerde tipik HR belirtileri olusurken,
PGPR  adayr izolatlarin  biri  disinda
(Pseudomonas frederiksbergensis  1KRKS5)

hicbiri HR testinde pozitif sonu¢ vermemistir
(Sekil 8).

Sekil izolatlarinin

7. CAS agarda bakteri
siderofor Uretimleri sonucu olusan turuncu
zon (ok).
Figure 7. Orange zones that result of siderophore
pruduction of bacterial isolates on CAS agar
medium.

Cizelge 4. Bacteri izolatlarinin siderefor Gretim indeks degerleri
Table 4. Siderophore production index value of bacterial isolates

izolat no indeks degerleri izolat no indeks degerleri
1KRK1 2,09b 6ALD12 2,08b
1KRK4 2,41bcd 6ALD13 3,17g
1KRK5 2,69cdef 6ALD15 2,43bcd
3KRK9 2,93efg 80TM1 3,20g
3KRK11 2,92efg 80TM2 3,29h
3KRK13 2,08b 80TM4 4,43j
3KRK15 2,85defg 80TM6 4,01i
47LF1 2,33bc 80TM7 3,66i
47LF3 2,50bcde 80TM9 2,50bcde
47LF10 2,14b 80TM14 3,77i
47LF16 2,20bc 80TM16 3,13fg
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Cizelge 4’tGn devami / Table 4 continued

izolat no indeks degerleri izolat no indeks degerleri
5DRC1 2,69cdef 10ASO1 2,64cde

5DRC4 4,78j 10AS04 4,76j

5DRC7 2,47bcde 11AS011 2,26bc

5DRC13 3,83i 11AS014 2,45bcde

Sekil 8. Tutiinde asiri duyarhlk testinde HR

pozitif sonu¢ veren izolatlar ok ile
gosterilmistir.
Figure 8. Isolates showing HR positive were

indicated with arrow at the tobacco hypersensitive
test

Sonug ve Oneriler

Bitki gelisiminin ve verimin arttiriimasi
amaciyla bitkilere kimyasal glibrelerin yerine
PGPR olarak adlandirilan bakterilerden
Uretilen biyogibrelerin uygulanmasi ve bu
bakterilerin etki mekanizmalarinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar son yillarda
farkh Ulkelerde birgok arastirici tarafindan
yapilmakta ve timitvar sonuglarin elde edildigi
yapilan ¢alismalarin sonucunda
gorilebilmektedir. Yapilan bu galismada bitki
orneklerinin araziden toplanmasi, bakterilerin
izolasyonu, saflastiriimasi ve tanisi, fosfat
¢OzUnlrlugl ve siderofor retimi gibi in vitro
etki mekanizmalarinin  belirlenmesi  gibi
asamalar gergeklestirilmistir. Sonug olarak;

- Bu ¢alisma kapsaminda Hatay ilinde bugday
Uretimi yapilan 9 farkli tarladan bugday kok
ornekleri alinmistir.

- Saflastirilan bakterilerin 84 tanesi MALDI-
TOF ile tanilanmistir. Tani sonucunda cins
dizeyinde ilk siray1 32 izolatla Pseudomonas
cinsi alirken bunu 29 izolatla Bacillus, 7
izolatla Micrococcus, 5 izolatla Arthrobacter,
3 izolatla Microbacterium ve birer izolatla ise

Paenibacillus, Clostridium, Weeksella,
Exiguobacterium, Acinetobacter,
Brevundimonas, Providencia ve

Corynobacterium cinsleri izlemistir.

Tohum g¢imlenme testlerinde bakteri ile

muamele goren bugday tohumlarinin kék ve
surglin gelisimleri kontrol uygulamasi ile
karsilastirilarak ~ PGPR  adayl izolatlarin
kontrole gore ¢imlenme ve sirglin gelisimine
etkileri % olarak belirlenmistir. Deneme
sonucunda 73 PGPR izolati kontrole gore
%7,1 ile %70,6 oranlarinda kok gelisimini
arttirirken, 4 izolatin ise kontrolden daha
dusik kok gelisimine neden oldugu
belirlenmistir. Slrglin gelisimine etkide ise
tiim izolatlar kontrole gore %6,6 ile % 108,6
oranlarinda artis saglamistir. Kok gelisimine
etkide en etkili izolat %70.6 ile Bacillus
pumilis  10ASO2 izolati olurken, sirgin
gelisiminde ise en etkili izolat %108.6 ile
Acinetobacter Iwoffii 4ZLF10 izolati olarak
saptanmistir. Kok ve sirglin gelisiminde
kontrole gore % 35 ve Uzeri etkili olan aday
izolatlar  secilerek  diger  ¢alismalarda
kullanilmistir.
- Kok ve slrgin gelisimi etkilerine gore
secilen 29 aday bakterinin fosfati ¢ozebilme
kapasiteleri incelenmistir. Deneme
sonucunda 17 izolat fosfatin ¢dzlinmesine
bagli olarak herhangi bir zon olusturmaz iken
12 izolat ise 1,8 ile 5,0 arasinda degisen
¢o6zlinme indeks degerlerinde seffaf zonlar
olusturmustur. Deneme sonucunda en etkili
izolatin  Pseudomonas kilonensis 6ALD13
izolati oldugu belirlenmistir.
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- Siderofor iretimi testinde ise 31 farkl izolat
arasinda 1 izolat disinda tim aday bakteriler
2,08 ile 4,78 arasinda degisen indeks
degerlerinde farkh ¢aplarda zonlar
olusturmustur. En yilksek siderofor (retimi

ise Bacillus mojavensis 5DRC4 izolatinda
oldugu saptanmistir.
Tarimda kimyasal glbrelerin  yogun

olarak kullanimi beraberinde bir¢ok sorunu
da getirmistir. Coraklasma, yeralti ve yer Usti
sularinin kirlenmesi, insan sagligina olumsuz
etkileri  dolayisiyla  kimyasal glibrelere
alternatif olarak biyolojik glibrelerin kullanimi
onemini gittikce arttirmaktadir (Suli ve ark.,
2016). Biyolojik glibre denildigi zaman ilk
sirayl ise PGPR olarak adlandirilan ve bitki
gelisimini tesvik eden bakteriler almaktadir.
S6z konusu bakteriler bitkide hormonlarda
artisa, topraktan yararl minerallerin aliminda
rol oynamak suretiyle bahge bitkileri, tarla
bitkileri ve sebzelerde bitki gelisimi ve verim
artisi Uzerine olumlu etkilerde bulundugu
Uzerine ilkemizde yapilmis pek ¢ok calismalar
bulunmaktadir (Turan ve ark., 2014; Sahin ve
ark., 2015)

Yapilan bu c¢alisma ile  bugday

koklerinden izole edilen bazi bakterilerin in
vitro kosullarda bugday sirgiin ve kok
gelisimine etkileri gibi 0Ozellikleri yaninda
bakteri izolatlarinin siderofor Uretimi ve
fosfat ¢6zlnlrluglnid arttirma gibi 6zellikleri
belirlenmistir ve galisma sonucunca oldukca
Umitvar sonuglar elde edilmistir.
Bu calismada elde edilen veriler 1siginda
secilecek olan bakteri izolatlari ile in vivo saksi
denemeleri, tarla denemeleri ve
biyoformilasyon calismalari ile pratikte bu
bakterilerin biyogtibre olarak kullanilabilirligi
belirlenmis olacaktir.
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