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Oz

Bitki bliylimesini tesvik edici rizobakteriler (Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)), bitkinin
hastaliklara direngli hale gelmesinde 6nemli rol oynamalari sebebiyle sirdirilebilir tarim sistemlerine katki
saglamaktadir. Bu galismada, Canakkale ili Ezine ilgesinin 6 km kuzeyinde bulunan serpantin yamaglarinda
yayilis gbsteren Alyssum pinifolium (Nyar, T.R. Dudley) bitki koklerinden alinan toprak 6rneklerinden elde edilen
bakteri izolatlarinin bitki blylime tesvik edici potansiyelleri arastirilmistir. Elde edilen 21 izolatin 16S rDNA
analizi ile yapilan tanimlamalarinda Bacillus, Priestia ve Brachybacterium cinslerine ait oldugu saptanmistir. 21
izolatin PGPR olma potansiyellerini ortaya koymak igin in vitro sartlarda azot fikse etme, fosfor ¢dzme
yetenekleri, indol-3-asetik asit (IAA), ve siderofor Uretme kapasiteleri belirlenmistir. Calismada kullanilan tim
izolatlarin fosfor cdzme yetenegi oldugu saptanmistir. izolatlarin fosfor ¢6zme oranlari 2.047 ug mL* ile 2.600
ug mL?! arasinda bulunmus olup en yiiksek deger Bacillus toyonensis NMCC-157’ten elde edilmistir. 21 izolat
icin azot fiksasyon ozelligi tespit edilememistir. IAA Uretim yetenegi 51.4 pg mL? ile 278.5 pg mL? arasinda
Olcilmiis ve en yiksek IAA Uretimi Brachybacterium nesterenkovii NY-3 tarafindan gercgeklestirilmistir.
izolatlarin %47.6’sinin siderofor liretim yetenegi oldugu belirlenirken en yiiksek siderofor iiretimi B. toyonensis
NMCC-157ten elde edilmistir. Arastirma sonuglari, yliksek miktarlarda siderofor, IAA lretimi ve fosfor ¢cozme
gibi bitki buylimesini tesvik edici markor ozelliklere sahip olan Bacillus cinslerinin ekonomik agidan degerli
kiltar bitkilerinin yetistirilmesinde biyogtibre olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu goéstermistir.

Anahtar kelimeler: Biyogtibre, IAA, rizobakteriler, siderofor tiretimi.

Determination of Plant Growth Promoting of Bacteria Isolated From Nickel-Rich Soils
(Ezine-GCanakkale)

Abstract

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) contribute to sustainable agriculture systems because
they play an important role in making the plant resistant to diseases. In this study, the plant growth promoting
potential of bacterial isolates obtained from soil samples taken from plant roots of Alyssum pinifolium (Nyar,
T.R.Dudley) spreading on serpentine slopes 6 km north of Ezine district of Canakkale province was investigated.
It was determined that 21 isolates obtained belong to Bacillus, Priestia and Brachybacterium genera in the
identifications made by 16S rDNA analysis. Nitrogen fixation, phosphorus dissolving abilities, indole-3-acetic
acid, and siderophore production capacities of 21 isolates were determined in vitro to reveal their potential to
become PGPR. It was determined that all isolates used in the study had the ability to dissolve phosphorus.
Phosphorus dissolution ratios of the isolates were found between 2.047 pg mL? - 2.600 pg mL?, and the
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highest value was obtained from Bacillus toyonensis NMCC-157. Nitrogen fixation properties could not be
determined for 21 isolates. IAA production ability was measured between 51.4 pg mL™? - 278.5 pg mL?, and the
highest IAA production was achieved by Brachybacterium nesterenkovii NY-3. While it was determined that
47.6% of the isolates had siderophore production ability, the highest siderophore production was obtained
from B. toyonensis NMCC-157. The results of the research showed that Bacillus strains, which have plant
growth promoting marker properties such as high amounts of siderophore, IAA production and phosphorus
solubilization, have the potential to be used as biofertilizers in the cultivation of economically valuable crop

plants.

Key words: Biofertilizer, IAA, rhizobacteria, siderophore production.

Giris

Giin gectikge artan sanayilesme, maden
yataklari, aritma ¢amurlari ve tarimda endustriyel
glibrelerin bilingsiz kullanilmasi, toprak faunasinin
zarar gormesine, bitki hastaliklarinin olusmasina ve
yeralti sularinin kirlenmesine neden olmaktadir.
Tarimsal Gretimin temel amaci artan nifus igin
verimli, kaliteli ve saglikh besin maddeleri
Uretmektir. Bu nedenle ¢evre ve insan dostu
Uretim sistemlerini iceren, endistriyel tarim ilaglari
ve glbre kullanimini  azaltan  metotlarin
gelistiriimesine ihtiyac duyulmaktadir.
Mikroorganizmalarin giibre olarak kullaniimasi ve
yeni mikrobiyal kombinasyonlarin olusturulmasi
sirdarilebilir tarim sistemlerinde 6nemli sonuglar
ortaya koymaktadir (Ozaktan ve ark., 2015).

Bitki gelisimine katki saglayan (PGPR)
bakterilerde ilk kez Haas ve Keel tarafindan
belirlenen U¢ temel 6zellik bulunmaktadir. Bunlar
sirastyla i) konakgi bitkide indiklenmis sistemik
diren¢ olusturma, ii) cevresel kolonizasyonda
etkinlik ve rekabet giici olusturma, iii) patojen
organizmalar ile antagonistik etki olusturmadir.
PGPR  bakterileri  bitkinin  havadaki azotu
baglamasina yardim etmeleri, toprakta bulunan
ancak bitkilerin  faydalanamayacagl kimyasal
yapilarda olan besin maddelerini organik asitleri
aracihigiyla ¢6zip bitki tarafindan kullanilabilir hale
getirmeleri ve bitkiler igin gelisimi destekleyen
fitohormonlari sentezleme yetenekleri nedeniyle
tarimsal Gretimi gelistirmek ve verimliligi arttirmak
icin  biyoglibre olarak kullaniimaktadir. Bu
bakterilerin tarimda biyogiibre olarak kullaniimasi
ile sentetik olarak Uretilen kimyasal glibrelere ve ek
bitki  besin  Urlnlerine  yodnelim  azalarak
strdurulebilir bir cevre olusturulacagi
disinilmektedir (Haas ve Keel, 2003).

Bitkilerden elde edilen verimi maksimuma
cikarmakta onemli rol oynayan fosfor ve azot,
fotosentez gibi biyokimyasal ve metabolik
yolaklarin temel elemanlari olmasi nedeniyle
bitkiler icin dnemli besin elementleridir. Bitkilerin
ve mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerinde
onemli rol oynayan demiri mineral ve organik
bilesiklerden ayirma isleminde ¢oziicli Ozellikte
olan indol-3-asetik asit (IAA) ve sideroforlar PGPR
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bakterileri tarafindan sentezlenmektedir (Ghavami

ve ark., 2016). PGPR bakterilerin  etki
mekanizmalari  ve  oOzellikleri  arastinldiginda
Azotobacter sp., Bacillus sp., Rhizobium sp.,

Micrococcus sp., Enterobacter sp. ve Pseudomonas
sp. cinslerinin cesitli tahil, titan, cilek, misir ve
pamuk gibi bitkilerde verime olumlu katki sagladig
belirlenmistir (Santi ve ark., 2013; Kigtik, 2019). Bu
bakterilerin salgiladiklari antibiyotikler ile 6zellikle
tahillarda  koék  hastaliklarina  neden  olan
Gaeumannomyces graminis var. tritici gibi patojen
mikroorganizmalarin Gremelerini inhibe ederek
bitkiye ekstra direng sagladigi bilinmektedir (Ulloa-
Ogaz ve ark., 2015).

Calismamizda kullandigimiz toprak Ornegi
Canakkale ilinin Ezine ilgesinin 6 km kuzeyinde
bulunan serpantin koékenli kayaglarin bulundugu
yamaclarda yayilis gosteren Alyssum pinifolium
bitki koklerinden alinmistir. Turkiye florasindaki A.
pinifolium taksonlarinin ¢ogu agir metal biriktirme
yetenegine sahip olup ekolojik degeri olan bir
bitkidir (Esen, 2016). Ezine ilgesindeki incelenen
toprak yapisi ve nikel igerigi bu bitkinin gelisimi igin
o6nemlidir. Ezine yolu (39.840.276 N, 26.320.107 E)
lokalitesinde vyapilan bazi toprak analizleri
sonucunda bu bélgenin tuzluluk degeri 0.33 dS m™
(tuzsuz), pH’s1 7.52 (dusik alkali), kire¢ orani %0.81
(diistik), organik madde miktari %0.85 (dusik),
fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum (Ca),
magnezyum (Mg), sodyum (Na), demir (Fe), bakir
(Cu), mangan (Mn), c¢inko (Zn) ve nikel (Ni)
miktarlari ise sirasiyla; 3.99 kg da? (disiik), 13.95
kg da? (dustik), 810 ppm (diisiik), 619 ppm (orta),
399 ppm (ytksek), 7.62 ppm (cok yiiksek), 0.22
ppm (disuk), 5.44 ppm (orta), 0.17 ppm (dlsuk) ve
1702 mg g (cok yiiksek) olarak belirlenmistir. Bu
analizlere ek olarak A. pinifolium bitkisinin
bulundugu bdlgelerdeki bitki 6rneklerinin  agir
metal olan nikeli biinyelerinde biriktirdigi ve nikel
miktarinin 1781 pg g* oldugu saptanmistir (Esen,
2016).

Bu calismada, blinyesinde nikel biriktirme
yetenegine sahip A.  pinifolium  bitkisinin
koklerinden alinan toprak 6rneginden elde edilen
izolatlarin 16S rDNA ile tanimlamari yapilmis ve in
vitro kosullarda; i) fosfor ¢dézme kapasiteleri, ii)
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siderofor ve IAA (retme yetenekleri, iii) azot
fiksasyon kapasiteleri test edilerek PGPR olma
potansiyellerinin belirlenmesine ¢alisiimistir.

Materyal ve Metot
Bakteri izolasyonu

Canakkale ilinin Ezine ilgesinin 6 km
kuzeyinde (39.840.276 N, 26.320.107 E) bulunan
serpantin yamaglarinda yayihs gosteren A.
pinifolium bitki koklerinden alinan toprak oOrnegi
bakteri izolasyonu igin kullaniimistir. Toprak érnegi,
%0.9'luk izotonik serum fizyolojik icerisinde
sispanse edilmis ve seri dilisyonlar yapilmistir. Her
bir dilisyon 6rneginden 100 pl alinip, Nutrient Agar
(NA) ve Triptik Soya Agar (TSA) besi ortamlarina
yayma plak yontemi ile ekimleri yapilmis ve
30+1°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda 10 ve 10 seyreltmelerde morfolojik
gorinimi farkl olan teksel ve temiz gorinumli
koloniler belirlenerek gelisim gosterdigi
besiyerlerine yeniden ekimleri yapilip izolatlarin saf
kiltirleri elde edilmistir. izolatlarin safliginin
kontrol edilmesi, icin Gram boyamalari yapilmis ve
ornekler 151k mikroskobunda incelenmistir. Elde
edilen saf izolatlar g¢alismada kullanilmak {izere
+4°C'de muhafaza edilmistir (Bozkurt, 2016).

Bakterilerin Tanimlanmasi

Saf olarak elde edilen izolatlarin
biyokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenebilmesi igin;
oksidaz, katalaz, indol, sitrat, metil red, Voges-
Proskauer (VP) ve hidrojen slfit testleri yapilmigtir
(Bozkurt, 2016). Nutrient Broth (NB) ortamina
inklibe edilen izolatlarin, DNA izolasyonu igin uygun
olan hicre yogunlugu saglandiginda DNA
izolasyonu asamasina gegilmistir. Genomik DNA
izolasyonunda GenelJET Genomic DNA Purification
Kiti (KO721, Thermo Scientific) kullanilarak DNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. 16S rDNA geninin
analizi igin literatlr taramasi sonucunda en yiiksek
verimlilige sahip oldugu dislinllen primer ciftinin
sentezi Sentegen Primer 50 nM olacak sekilde
yapilmistir (Cizelge 1). Tur diizeyinde tanimlama
icin kullanilacak olan 16S rDNA gen bdlgesinin
¢ogaltiminda kullanilan PCR bilesenleri
laboratuvarimizda yapilan optimizasyon galismasi
sonucunda belirlenmistir (Cizelge 2). Belirlenen bu
kosullar ile tim izolatlarin 16S rDNA gen bolgesinin
cogaltimi  gercgeklestirilmistir.  PCR  riinlerinin
varlig, %2’lik agaroz jelde kontrol edilmis ve
dogrulamasi yapilmistir.

Tir duzeyinde tanimlama yapmak igin
kullanilmis olan 16S rDNA geninin PCR Urinleri dizi
analizine gonderilmistir. Tim izolatlara ait 16S
rDNA geninin drdnleri hizmet alimi yolu ile
Medsantek Laboratuvar Malzemeleri Sanayi ve
Ticaret Ltd. Sti. firmasinda DNA dizi analizleri
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yaptiriimigtir. Dizileme ve Fragman Analizi Applied
Biosystems marka, 8 kapilerli 3500 cihazi yardimi
ile cift yonli dizileme analizleri yaptiriimistir. Dizi
analizlerinde Sequencing Analysis Software ve
Sequencing — SeqScape® Software v2.7 programlari
ile analizler gerceklestirilmistir. Dizi analizi verisinin
karsilastiriimasi igin kullanilacak olan “referans
diziler” NCBI (National Center for Biotechnology

Information) veri tabanlar aracigiyla elde
edilmistir. Tim izolatlarin 16S rDNA gen dizi
analizleri NCBI, BLASTN uygulamasi ile
gerceklestirilmis ve veri tabanlarindaki dizi

benzerlik oranlarina bakilarak her izolatin genetik
olarak tanimlanmasi gerceklestirilmistir.

izolatlarin Fosfor Cozme Kapasitelerinin
Saptanmasi
izolatlarin  fosfor ¢dzme  kapasiteleri

National Botanical Research Institute’s Phosphate
(NBRIP) besin ortaminda belirlenmistir. NBRIP sivi
besiyerinde 06n zenginlestirmeye tabi tutulan
izolatlarin, daha sonra NBRIP kati besiyerine nokta
ekimleri yapilmistr. 30£1°C’de 3 giinliik inkiibasyon
sonunda etrafinda olusan seffaf zonlarin dlglldigu

izolatlar pozitif sonu¢ olarak kaydedilmistir.
izolatlarin fosfor ¢ézme katsayilari (Koloni capi +
Zon c¢apt) / Koloni c¢apt formiline goére

hesaplanmistir (Perez ve ark., 2007).
izolatlarin Siderofor Uretim Potansiyellerinin
Saptanmasi

izolatlarin siderofor {iretim potansiyellerinin
saptanmas! icin Modifiye Chrome Azurol S agar
(MCASA) kullanilmistir.  izolatlar nokta ekim
yontemi ile MCASA besiyerine ekilmis ve 28+1°C’de
4 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
izolat etrafinda olusan sari-turuncu renk pozitif
sonu¢ olarak kaydedilmis ve zon caplari
Olglilmustur. Elde edilen veriler yorumlanarak
bakterilerin siderofor  Uretme kapasiteleri
degerlendirilmistir (Perez ve ark., 2007).
izolatlarin indol Asetik Asit Uretim
Potansiyellerinin Saptanmasi

IAA Uretme kapasitelerinin belirlenebilmesi
amaciyla izolatlar, NB (%0,1 triptofanh) ortaminda

(1AA)

28+1°C'de 7 gin 150 rpm’de c¢alkalamali
inkiibatdrde muhafaza edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda 10.000 rpm’de 10 dakika

santrifijlenerek slipernatant kismindan 2 mL
alinmigtir. Stpernatant kismina 4 mL Salkowski
ayiract ve 2 damla ortofosforik asit damlatilarak
calkalanmis, 20-30 dakika karanlik ortamda renk
degisimi icin bekletilmistir. 1AA ile hazirlanan 10,
20, 30, 40 ve 50 ppm’lik standartlar UV
spektrofotometrede 530 nm dalga boyunda
okunmustur. Cizilen standart egriye gore izolatlarin
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IAA Uretim kapasiteleri belirlenmistir (Ahmad ve
ark., 2008).

izolatlarin  Azot  Fiksasyon  Yeteneklerinin
Saptanmasi

izolatlarin azot baglama potansiyelleri
Jensen besiyeri ile belirlenmistir. Jensen besiyerine

Cizelge 1. 16S rDNA’ya ait primer dizileri

nokta ekimi vyapilan izolatlar 7 giin 37°C'de
inklibasyona  birakilmistir.  Gelisim  gosteren
izolatlarin azot fikse etme yeteneklerinin oldugu
kabul edilip pozitif sonug¢ olarak kaydedilmistir
(Ahmad ve ark., 2008).

Sekans
Gen Primerler Referans
(5'>3)
0341f CCTACGGGGGCGCAG .
Klindworth ve
16S rDNA
0785r GACTACGGGTATCTAATCC ark., 2013
Cizelge 2. 16S rDNA’ya ait PCR bilesenleri
PCR Bilesenleri ul/Tap Son Konsantrasyon
Steril bidistile H20 17.0 -
10 X Buffer 2.5 1X
MgCl2 (25 mM) 2.0 2 mM
dNTP (25 mM) 0.3 0.3 mM
Primer 341F (10 pmol pl?) 0.5 10 pmol 25pul*?
Primer 785R (10 pmol pl?) 0.5 10 pmol 25ul?
Taq polimeraz (5U pl) 0.2 1U25ul?
DNA (150 ng pl %) 2.0 300 ng 25pl?
Toplam hacim 25.0

Bulgular ve Tartisma
Bakteri izolasyonu ve Biyokimyasal Testler

Toprak 6rneginden 21 adet Gram (+) izolat
(n=18 Basil, n=2 Kok, n=1 Streptobasil) izolat elde
edilmistir. Tim izolatlarda endospor vyapilari
gbzlemlenmis olup 15 izolat oksidaz (+) ve 17 izolat
katalaz (+) olarak belirlenmistir. Tim izolatlarin
indol test sonuglari (-) olurken; 1 izolat sitrat (+), 18
izolat metil red (+) ve 14 izolat VP (+) olarak
saptanmistir. Ek olarak izolatlarin higbirinde H.S
Uretimi kaydedilmemistir.

izolatlarinin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

izolatlarin biyoinformatik olarak
degerlendirilmesi gergeklestirilmis olup elde edilen
tir dizeyindeki tanimlamalar Cizelge 3’te
verilmistir.

Bakterilerin Fosfor Cozme, Azot Fiksasyon,
Siderofor ve IAA Uretme Potansiyellerinin
Saptanmasi

izolatlarin fosfor ¢dzme, azot fiksasyonu,
siderofor ve IAA (retme potansiyellerinin
belirlenebilmesi icin kantitatif ve kalitatif olmak
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Uzere iki farkh yontem kullanilmistir. Elde edilen
veriler Cizelge 4’te gosterilmistir.

Kantitatif deney sonuglari incelendiginde
izolatlarin fosfor ¢o6zebilme potansiyellerinin 2.047
ug mL?! ile 2.600 pg mL?! araliginda degistigi
belirlenmistir. En yiiksek fosfor ¢ozme kapasitesi
2N111 (B. toyonensis NMCC-157) izolatindan ve en
dusik fosfor ¢ozme kapasitesi 2T17 (B.
nesterenkovii NY-3) izolatindan elde edilmistir.
Kalitatif sonuglar ise c¢alismada kullanilan 21
izolatin da fosfor ¢ézme yeteneginin oldugunu
gostermistir. Cetinkaya Yildiz ve Aysan (2014), 39
farkh topraktan izole edilen 499 farkli bakterinin
%15’inin  fosfor ¢6zme yetenegi oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan bir¢ok farkli ¢alismada da
PGPR o0zellikte oldugu dusiliniilen bakterilerin
fosfor ¢b6zme yeteneklerinin oldugu ortaya
konulmustur (Ozaktan ve ark., 2015). Calisma
sonuglarindaki farkhhklarin izolat tirlerinden ve
topraklarin elde edildigi yerlerin farkli olusundan
kaynaklandigi distnllmektedir.

Mikroorganizmalarin  siderofor  (retme
yetenekleri, yasam alanlarindaki diger
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mikroorganizmalar ile rekabette 6nemli avantajlar
saglayan ve bitkilerle iletisimlerini kolaylastiran
onemli bir ozelliktir. Siderofor Uretim kapasitesi
yuksek olan bir bakteri, bitki gelisiminde dogrudan
veya dolayli olarak rol oynamaktadir. Calismada
kullanilan izolatlarin %47.6’sinin siderofor lretme
yetenegi oldugu belirlenmistir. Siderofor Uretim
potansiyeli olan bakterilerin zon g¢aplari 11 mm ile
21 mm arasinda 6lgllmustiir. Siderofor lretiminin
en yiuksek oldugu izolat 21 mm ile 2NB13 (B.
toyonensis NMCC-157) olarak tespit edilmistir.

Ahmad ve ark. (2008), siderofor Uretiminin %12.77
ile Azotobacter cinsine, %11.11 ile Pseudomonas
cinsine ve %10 ile Bacillus cinsine ait oldugunu
bildirmislerdir. Upadhyay ve ark. (2009) ve Li ve
ark. (2017) elde ettikleri izolatlarin sirasi ile 3.5-5.2
mm ve 0.3 mm zon g¢ap! olusturdugunu tespit
etmislerdir.  Galismamiz  diger  calismalarla
kiyaslandiginda (Ahmad ve ark., 2008; Upadhyay ve
ark., 2009) izolatlarimizin daha yiksek siderofor
Uretim yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3. Topraktan elde edilen izolatlarin biyoinformatik analiz sonuglari

izolat Kodu En Yakin Eslesme Benzerlik Orani (%)
2N11 Priestia megaterium DY805 99.76
2N110 Bacillus cereus L14 99.29
2N111 Bacillus toyonensis NMCC-157 100
2N112 Bacillus cereus L14 99.29
2N12 Bacillus cereus ERI009-FG3-IND 95.53
2N12-2 Bacillus subtilis IMG04 99.29
2N16 Bacillus anthracis APBSWPTB132 99.29
2N17 Bacillus toyonensis NMCC-157 100
2N18 Bacillus toyonensis NMCC-157 100
2N19 Bacillus cereus L14 99.29
2NB12 Bacillus toyonensis NMCC-157 100
2NB13 Bacillus toyonensis NMCC-157 100
2NB14 Bacillus pseudomycoides KK16B1_10 99.53
2NB15 Bacillus cereus L14 99.53
2714 Bacillus pseudomycoides KK16B1_10 99.53
2T17 Brachybacterium nesterenkovii NY-3 99.05
2TB11 Brachybacterium nesterenkovii NY-3 99.05
2TB111 Brachybacterium nesterenkovii NY-3 99.05
2TB112 Bacillus thuringiensis LU3 97.39
2TB12 Bacillus cereus A22 99.76
2TB13 Bacillus toyonensis NMCC-157 100

Oksin grubu hormonlar arasinda bulunan
IAA, bitkinin kok gelisimini ve besin elementi
alimini kolaylastirmaktadir. Bacillus cinsi
bakterilerin bitki gelisiminde 6nemli rol oynayan
IAA, sitokinin ve diger hormonlar (retebildigi
bilinmektedir. Calismamizda butin izolatlarin I1AA
Uretim yeteneginin oldugu belirlenirken, en yliksek
IAA lretimi 2785 pg mL? ile 2TB111 (B.
nesterenkovii NY-3) bakterisinden elde edilmistir.
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Malik ve Sindhu (2011), calismalarinda elde
ettikleri 40 bakteri izolatinin 1AA Uretim yetenegi
oldugunu tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada
izolatlar 2 ve 4 gin inklGbasyona birakilarak IAA
degerleri 06lglilmis, inklGbasyon siiresi ile I1AA
Uretim potansiyeli arasinda dogru oranti oldugu
belirlenmistir. Ozdal ve ark. (2017) ise izole edilen 8
izolat arasindan en yiiksek IAA degerinin 75 pug mL™*
oldugunu bildirmislerdir.  Calismamizda IAA
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sonuglarinin diger ¢alismalara kiyasla daha yiksek
bulunmasinin nedeninin 7 ginlik inkGbasyon
siresi ve degisiklik gosteren bakteri sayisal
yogunlugundan kaynaklandigi diisiinilmektedir.
Azot fiksasyon yeteneklerinin
belirlenebilmesi icin Jensen besiyerine ekilen 21
izolatin tamaminda koloni gelisimi gdzlemlenmistir.
Ancak izolatlarin ekili oldugu besiyerlerinde mavi
renge donlsim gozlemlenememistir. Buna ek
olarak birkag izolatin besiyerinde yesil rengin sariya
dondigu tespit edilmistir. Bu durumun nedeni
olarak da izolatlarin besiyerinde pH degisikligine
neden oldugu ancak azot fiksasyon yeteneginin
olmadigi seklinde yorumlanmistir. Azot fiksasyon
yeteneginin belirlenebilmesi igin koloni gelisiminin
tek basina yeterli olmadigi bilindiginden galismada

kullanilan 21 izolatin azot fiksasyon yetenegine
sahip olmadigina karar verilmistir. Shen ve ark.
(2016), Actinidia chinensis bitkisinin yapraklarindan
elde ettikleri 17 izolattan en ylksek azot fikse etme
potansiyeli olan izolatin Bacillus amyloliquefaciens
oldugunu belirlemislerdir. Kaya Ozdogan (2020),
ise bitki rizosferlerinden izole edilen ve azot
fiksasyon yetenekleri arastirilan 56 izolattan sadece
Paenibacillus polymxa’nin azot fikse edebildigini
bildirmistir. Tum bu literatir bilgileri ile
sonuglarimiz degerlendirildiginde toprak
izolatlarinin azot fiksasyon yonteminin belirlenmesi
icin farkli parametreler kullanildigi gérilmistir. Bu
durum PGPR tanisi icin olumsuz bir sonug teskil
etmemekle birlikte daha kapsamli ¢alismalarin
yapilmasi  geregini gbz ©6nune  ¢ikarmigtir.

Cizelge 4. izolatlarin fosfor ¢dzme, azot fiksasyon, siderofor ve IAA iiretme potansiyelleri

izolat Fosfor Cozme Fosfor Cozme Siderofor Zon IAA Miktari Azot Fiksasyon
Kodu Potansiyeli Kapasitesi (ug mL?) Cap! (mm) (ug mLY) Yetenegi
2N11 + 2.128 19 58.5 -
2N110 + 2.133 16 51.4 -
2N111 + 2.600 - 148.2 -
2N112 + 2.300 12 159.8 -
2N12 + 2.137 - 89.9 -
2N12-2 + 2.110 - 87.5 -
2N16 + 2.074 - 60.1 -
2N17 + 2.068 14 59.1 -
2N18 + 2.130 - 53.4 -
2N19 + 2.145 - 108.6 -
2NB12 + 2.315 12 116.0 -
2NB13 + 2.150 21 1443 -
2NB14 + 2.263 13 69.4 -
2NB15 + 2.230 - 74.9 -
2T14 + 2.194 - 82.3 -
2717 + 2.047 13 80.1 -
27B11 + 2.186 11 72.3 -
27TB111 + 2.200 - 278.5 -
2TB112 + 2.080 - 54.8 -
2TB12 + 2.125 - 89.6 -
27TB13 + 2.206 14 118.5 -
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Sonug ve Oneriler

Glnimuzde mikroorganizmalardan elde
edilen biyoglbreler, diger kimyasal glbrelere
kiyasla bitki verimliligini arttiran ve surdirilebilir
tarima katki saglayan tarimsal bilesenlerdendir.
PGPR bakterileri dogrudan ve dolayli olmak tizere
¢ok farkli mekanizmalar ile bitki gelisimini
desteklemektedirler. Bu duruma ek olarak bitkinin
bulundugu c¢evre kosullari, iklim, toprak florasi vb.
etmenler gelisimi etkileyen faktorlerdir. Bu nedenle
bolgeye 6zgu mikrobiyal floranin ve bu floranin
tarim Gzerindeki faydalarini belirlemek agisindan
¢alismamizin 6nciliik edecegini distinmekteyiz.

Calismada nikelce zengin A. pinifolium bitki
tirinin vyayilis gosterdigi toprak orneginden
potansiyel PGPR oldugu dusiinilen toplam 21
bakteri izolati elde edilmistir. Tanimlanan 21
izolatin  %80.9’'u  Bacillus cinsine, %14.3'(
Brachybacterium cinsine ve %4.8'i Priestia cinsine
ait oldugu belirlenmistir. Bu bakterilerin PGPR
ozelliklerinin  belirlenebilmesi amaciyla fosfor
¢Ozebilme, azot fiksasyonu, IAA ve siderofor
Uretebilme kapasiteleri degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda en yuksek fosfor
¢c6zme kapasitesinin 2.600 ug mL? ile 2N111 kodlu
B. toyonensis NMCC-157'ye, en yiiksek siderofor
Uretim kapasitesinin 21 mm ile 2NB13 kodlu B.
toyonensis NMCC-157’ye ve en yiiksek IAA retim
kapasitesinin ise 278.5 ug mL* ile 2TB111 kodlu B.
nesterenkovii NY-3’e ait oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu galisma kapsaminda elde
edilen izolatlarin bitki gelisimine ve sirdurilebilir
tarima katki saglama potansiyellerinin oldugu
tespit edilmistir. Yapilan molekiler tanimlamalar
ile mevcut literatir sonuglarini kiyasladigimizda bu
kanimiz giiglenmistir. Ozellikle Bacillus cinsine ait
bakterilerin PGPR markor ozellikleri agisindan
pozitif sonuglar elde edilmesi nedeniyle bitki
gelisimine katki sunabilecegi distuinilmektedir. Bu
bakteriler ile yapilacak olan in vivo denemelerinin
izolatlarin mikrobiyal biyoglibre olarak
kullanilabilirligi net olarak gdz online konulmasi
duslintlmektedir.

Tesekkiir: Tiibitak 2211-A Genel Yurt ici Doktora
Burs Programi’'na tesekkir ederim. Bu calisma
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel
Arastirma  Projeleri  Koordinasyon  Birimince
Desteklenmistir. Proje Numarasi: FHD-2020-3449.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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