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Biyoloji Anabilim Dah

Damisman Prof Dr. Kiymet GUVEN
2013, 102 sayfa

Bitki biiytimesini tesvik edici bakteriler (PGPB) pek ¢ok bitki tiirii ile
iliskili olup, ¢esitli ortamlarda bulunmaktadir. Bitki biiylimesini tesvik edici
bakterilerin en ¢ok calisilan grubu kok ylizeyini ve rizosferi kolonize eden bitki
biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) dir. Serbest yasayan rizobakteriler
bitki biiylimesini tesvik edici ve bitki hastalik etmenlerini (fitopatojenler) kontrol
edici bazi mekanizmalar kullanirlar. PGPR’ler ile biyokontrol i¢in en ¢ok c¢aligilan
mekanizmalar ekolojik bir nis veya substrat i¢cin yarigsma, inhibe edici
kimyasallarin iiretimi ve ¢ok sayida patojene karsi konuk bitkide sistemik direng
uyarimidir. Bu nedenle de biyolojik kontrol tarimda kimyasallarin kullanimini
azaltan bir alternatif veya yardimci yol olarak goriilmektedir.

Bitkilerle iligkili bakterilerin bitki biiylimesini tesvik edici ve bitki
biliylimesini ve saglhigini diizenleyen ajanlar olarak potansiyel kullanimini igeren
cok sayida caligma vardir. Bu giine kadar yapilan calismalar patates, domates,
sogan gibi bitkilerin rizosferindeki bakterilerin bitki biiylimesini tesvik edici
ozellikleri lizerinde yogunlagmustir.

Bu caligmada ise zeytin, ceviz, elma gibi bazi ¢ok yillik meyve agaglarmin
rizosfer topragindan bakteriler izole edilmis ve bu bakterilerin bitki biylimesini
tesvik edici Ozellikleri arastirilmigtir. Mikroorganizmalarin identifikasyonu icin
geleneksel biyokimyasal testler yaninda, yag asitleri metil esterlerinin analizi

(FAME) testi de kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: PGPB, PGPR, Antagonistik Aktivite, FAME
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA CHARACTERIZATION

Alper DEDE
Anadolu University, Graduate School of Sciences
Biology Department

Supervisor: Prof Dr. Kiymet GUVEN
2013, 102 pages

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) are associated with many plant
species and are commonly present in many environments. The most widely
studied group of PGPB are plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) which
colonizes the root surfaces and the rhizosphere. Free-living rhizobacteria use some
of the mechanisms to promote plant growth and control phytopathogens. The
widely recognized mechanisms of biocontrol mediated by PGPB are competition
for an ecological niche or a substrate, production of inhibitory chemicals, and
induction of systemic resistance in host plants to a broad spectrum of pathogens'
Biological control is thus being considered as an alternative or a supplemental way
of reducing the use of chemicals in agriculture.

There has been many studies describing potential uses of plant associated
bacteria as agents stimulating plant growth and managing soil and plant health.
Studies so far concentrated on the plant growth promoting features of
rhizospherical bacteria of potato, tomato, onion plants. In this study, bacteria were
isolated from rhizosphere of some of perennial plants, such as olive trees, walnut
trees and apple trees and tested for their plant growth promoting activities.—In
addition to traditional identification tests, the bacteria were identified by using

fatty acid methyl ester (FAME) analysis.

Key words: PGPB, PGPR, Antagonistic Activity, FAME
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Hocam Prof. Dr. Kiymet GUVEN’ e tesekkiirlerimi bor¢ bilirim. Ayrica
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Gor. Giilgin ISIK” a tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalarim swrasinda yardimlarmi esirgemeyen ve manevi
destek saglayan ‘genel mikrobiyoloji arastirma lab., enzimoloji lab. ve molekiiler

laboratuvarinda’ ¢alisan tiim arkadaglarima tesekkiir ederim.

Her ne olursa olsun, ne yaparsam yapayim, verdigim kararlarin arkasinda
olacaklarini bildigim ve beni bu siire boyunca yalniz birakmayan aile fertlerime

sonsuz defa tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler (plant growth promoting bacteria=
PGPB) rizosfer tabakasinda bulunan farkli bakterilerden olusan bir gruptur. Bu
bakteriler kok ylizeylerinde ve kok ile birlesmis halde bulunup, bitki biiyiimesini
ya da bitki yayilmasini arttirict etkilerini  direk veya indirek olarak
gostermektedirler. Bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler bitki biiyiimesini
arttirict  olarak, Uriin verimi artisginda, patojenlerin infekte Gzelliklerinin
giderilmesinde, biyotik ve abiyotik bitki streslerinin azaltilmasinda bitkiye patojen
ozellik gostermeden bulunabilirler (Welbaum ve ark. 2004; van Loon ve Bakker,
2005; Lugtenberg ve Kamilova, 2009).

Bitki biiylimesini tesvik edici rizobakterilerde (plant growth promoting
rhizobacteria= PGPR) indirek mekanizmalar, patojenik bakterilere kars1
antibiyotik korunmasi, rizosferdeki bitki patojenlerinin demir alimlarmin
azaltilmasi, fungal hiicre duvarlarmi lize edici enzimlerin kullanilmasi ve

patojenik mikroorganizmalar ile rekabet olarak bilinmektedir.

Direk mekanizmalar ise PGPR’lerin bitki biiyliimesine; fosfor alimu,
nitrojen fiksasyonu, sideforlar ile demir alimi, bitki hormonlarinin iiretimleri

(oksin, sitokinin ve giberelin) ve bitki etilen seviyesinin diisiiriilmesi ile katkida

bulunmasi seklindedir (Glick 1995; Glick ve ark. 1999).

Bitki biiyiimesini tesvik edici bakterilerin laboratuvar ortaminda
belirlenebilmesi igin, bitkilerin biiylimesini arttiric1 6zellikteki indolasetik asit
(indol asetik asit = TAA) fretip tretmedikleri, antimikrobiyal etkileri, fosfat
¢Ozlinebilirligi, amonyak {iretim aktivitesi (NH3) ve hidrosiyonik asit (HCN)

iiretimi gibi baz1 6zellikleri arastirilmaktadir.

Bu caligmada, zeytin, ceviz ve elma agaclarmin yiizey ve farkh rizosfer
bolgeleri ile zeytin, ceviz ve elma fidanlarmin rizosferinden PGPB 6zelligindeki
bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu amaglanmis olup, bitki biiylimesini

tesvik eden Ozellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir.
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1.1. Rizosfer

Lorenz Hiltner’in rizosfer tanimini yapmasmdan sonra kok sistemi ve
buralardaki mikrobiyal yogunluk ve aktivitesi bir¢ok caligma ile rapor edilmeye
baslanmigtir ~ (Hiltner 1904; Smalla ve ark. 2006). Bazi rizosfer
mikroorganizmalar1 diger mikroorganizma gruplarinin konaklar1 ile is birligi
yaparak bitki biiylimesinde notr, zararli ya da yararli etki gosterebilirler

(Raaijmakers ve ark. 2002; Welbaum ve ark. 2004).

Koklerden organik madde salinimi gergeklestigi i¢in topragi saran
legtimen koklerindeki etkilerinden dolay1 rizosfer yiiksek mikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Rizosfer topragi kok sistemine yapisik halde bulunan gevsek topraktan
olugsmus ince bir tabakadir. Rizosferi daha iyi tanimlamak gerekirse; dis rizosfer,

i¢ rizosfer kok ylizeyi ve kok cevresi olarak smniflandirilabilir.

20. yiizyilin sonlarina kadar mikroorganizmalarin bitki bliylimesini tesvik
etme yetenekleri bir ekosistem ajani olarak degerlendirilmemistir. Enerji ve
gelisim konusunu kisaca Ozetlemek gerekirse, ekosistemin ozellikleri, biyosfer
fonksiyonlar1 ile ekosistem 6zellikleri belirlemede 6nemli bir role sahip olmasidir.
Oncelikle gelisim esnasinda rizosfer diinya iizerindeki en genis ekosistemdir.
Ikinci olarak ise bu sistem iizerindeki enerji akisi cok yiiksek seviyededir. Bazi
arastrmacilar, bitkilerin kokleri sayesinde %20 ile %50 arasinda degisen
fotosentez salinimlar1 oldugunu géstermislerdir (Botner ve ark. 1999; Buchenauer
1998). Boylece rizosfer etkisi biyosfer fonksiyonlarmin ana etkisini

olusturmaktadir.

1980’lerden gliniimiize kadar bir¢ok ¢alismada rizosfer igerisindeki yararlh
mikroorganizmalarin koloni olusturma ozelliklerine odaklanilmistir. Genellikle
rizosfer tabakasinin 1 graminda yaklasik olarak 107-10° koloni olusturan birim
(KOB) Kkiiltiire edilebilir bakteri bulunmustur (Benizri ve ark. 2001), oysaki
rhizoplanede (kok yiizeyinde) 1gram toprakta 10°-10" KOB bakteri sayilmistir
(Benizri ve ark. 2001; Walker ve ark. 2003).

Bakteriyel ¢esitlilik taksonomik, genetik ve fonksiyonel ¢esitlilik yapilar:
ile tanimlanabilmektedir (Zak ve ark. 1994). Rizosferde bakteriyel popiilasyonun
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metabolik ¢ok yonliliigli, bakterilerin genetik cesitliligine, Okaryotik ve
prokaryotik canlilardan (6rnegin bitkiler gibi) birisi ile muhtemel iligkilerine
baghdir.

Kolonilesme bazi kdk hiicrelerinin biitiin ylizeyinde meydana gelebilen bir
olusumdur ve hatta baz1 bakteriler mikrokoloniler ve biyofilmler olusturabilirler
(Benizri ve ark. 2001). Rhizoplane kolonilesmeleri sadece laboratuvar ortaminda
degil bitkilerin yetistigi yiiksek mikrobiyal c¢esitlilik iceren dogal topraklarda da
caligilmaktadir. Rizosfer ve rhizoplane, bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin
(plant growth promoting bacteria= PGPB) gelisimi igin yeterli igeriklere
sahiptirler. PGPB bitkiye edecegi etkiden oOnce rizosfer ya da rizoplane
iceriklerine ihtiya¢ duymaktadir (Compant ve ark. 2007). PGPB giiclii mikrobiyal
bir yarisin igerisine girerek rizosfer ya da rhizoplane tabakasina kolonize

olabilmektedirler.

Fotosentez 1ile karbon fiksasyonunda kok bdlgesinde kok salgilari
salmmaktadir (Walker ve ark. 2003). Cesitli karbonhidratlar, amino asitler,
organik asitler ve diger bilesikler rizosferde bulunan kok ile iligkili bakteriler i¢in
besin kaynagi durumundadir (Walker ve ark. 2003). Mikroorganizmalar rizosfer
ve rhizoplane tabakalarinda kemotaktik ya da salgilara dogru hareket ederek

buralarda koloniler olustururlar (Lugtenberg ve Kamillova 2009).

Konak bakteri iligkilerinde belirgin tanima ve birlesme olaylar1
gozlenmektedir (Benizri ve ark. 2001). Salgilarin igerikleri kiiltiir bitkisinin
cesidine, bitkinin ne kadar strese maruz kaldigina, bitkinin biiylime asamasina
bagli olarak degisir ve bu asamalarda da bakteri komunitelerinde degisiklikler
goriilmektedir (Haichar ve ark. 2008). Kok salgisindaki degisiklikler kolonilesme
siirecini de etkileyen bir durumdur (Lugtenberg ve ark. 2001). ilaveten baz1 kok

salgilar1 bakteri strainleri agisindan negatif etki gosterirler.

Kok salgist toprakta heterojen olarak bilinmektedir. Bazi salgi maddeleri
baz1 kok bolgelerinde daha yogun olarak bulunmaktadirlar. Farkli bolgelerin farkl
miktarda salgiladiklar1 salgilar ile iligkili olarak rizobakteriler bu bdlgelerde daha

iyi bir gelisim gostermektedirler (Gamalero ve ark. 2004). Fotosentez salgilarimin
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miktar1 ve kok salgilarinin ¢esitliligi toprak tipi ve besin alimina baghdir
(Kraffczyk ve ark. 1984; Peterson ve Guinel 2000). Bu olaylar géz oniinde
bulunduruldugunda kokiin farkli bolgelerinde rizobakteriyal komuniteler ic¢in

farkl gelisimsel siirecler goriiliir ve bu siiregler konaklarina baglilik gosterir.

Kok salgilarma ek olarak bazi bakteriler kok miisilajlarina baglh
durumdadirlar. Ornegin bilinen bitki gelisimi bakterilerinden Azospirillum spp.
strainleri musir bitkisinin kokiinde {iretilen miisilaj tabakasmnin olusumunda
etkilidirler (Mandimba ve ark. 1986). Buna zit bir 6rnek vermek gerekirse; P.
flourescens strain SBW25 kok bolgesinde miisilaj olusumuna engel olmaktadir
(Humphris ve ark. 2005). Kok sistemindeki farkli bakteriyel kolonilesmenin
anlasilmasi acisindan kok miisilaji onemli bir kriterdir. Kok salgisi ve miisilaj
tiirevi besin maddeleri notral bakterileri, yararli bakterileri, zararli bakterileri,
funguslar1 ve diger toprak organizmalarmi ¢gekmektedir (Walker ve ark. 2003). Bu
nedenle PGPB iiyelerinin kok bolgesine kolonize olmalar1 diger organizmalara

gore daha yiiksek bir oranda ger¢eklesmektedir.

PGPB tarafindan iiretilen ve salgilanan enzimler rizosferdeki bitki
patojenlerinin biiytimesini engellemektedirler. Ek olarak bazi PGPB iiyeleri de
kolonize olduklar1 yerde antibiyotik salgilamaktadirlar (van Loon ve Bakker,
2005). Bitki konaklarinda yerlesim gosteren bazi bakteriyel strainler kok
cevresindeki durumlarma gore bir veya daha fazla sayida salgr maddesi

iiretebilirler (Haas ve Défago, 2005).

Bircok bakteri grubu sadece rizosfer ya da rhizoplane tabakalarinda
kolonize olmaz bunlar ayrica bitkinin dis yapilarmma kolonize olarak onlarin
biiylimesini tesvik etmektedirler (Hallmann 2001; Compant ve ark. 2005b, 2007;
Sessitsch ve ark. 2004; Hallmann ve Berg 2007). Viktor Galippe (1887) toprak
mikroorganizmalarinin saglikli  bitki organlarin1 delerek buralara kolonize
olduklarmi  varsaymistir. Son yapilan c¢aligmalar ile birlikte birgok
mikroorganizma grubunun bitki dist koloniler olusturduklar1 (Idris ve ark. 2004;
Krechel ve ark. 2004; Berg ve ark. 2005) ve bu endofitik bakterilerin rizosfer
tabakasindan kokenlendiklerini (Sessitsch ve ark. 2002, Compant ve ark. 2005a;

Hardoim ve ark. 2008) dogrulanmig durumdadir. Endofitler, endoriza (kok
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icerisine giren) olusturabilen rizobakterilerin bir alt grubu halindedir. Genellikle
endofitik bakteriler rizosferde kolonize olmus olan bakterilerden daha etkili olarak

bitki biiylimesini tesvik ederler (Conn ve ark. 1997; Chanway ve ark, 2000).

Bazi rizosfer ve rizoplane kolonileri yani toprak kaynakli
mikroorganizmalar koklere, ksilem kanallarina vejetatif bitki dokularina,

ciceklere, meyvelere ve tohumlara girebilmektedirler.

Bitki kokleri direkt olarak bunlar1 saran mikrobiyal populasyonlarla
iligkilidir, rizosferdeki mikroorganizmalar bitki biiylimesi iizerinde goze ¢arpan
sekilde etkilidirler. Mikrobiyal populasyonlarin rizosferdeki eksikliginde bitki
biiyiimesi azalmaktadir (Dommergues 1978).

Mikroorganizmalar tarafindan salman alleopatik (antogonistik) icerikler
amensal (salgiladigi maddelerle diger canliya zarar vermesi) etkilesimlerle
rizosferdeki bitkilerin biinyesine katilirlar. Bazi alleopatik icerikler habitat
icerisindeki diger bitkilerin saldirilarindan korunmak i¢inde kullanilirlar ve bunlar
bitki ile rizosferdeki mikroorganizmalar arasi sinerjetik iliskilerle saglanmaktadir.
Son 28 yillik siirede tekrarlayan bir bi¢imde bitkilerin mikroorganizmalarca
sarildiklari, mikroorganizmalarin rizosfer kaynakli olduklari1 ve bir¢ogunun da
bitki biiyiimesini ya da saghgmi gelistirdikleri bilinmektedir (Sturz ve Nowak
2000; Hardoim ve ark. 2008).

Bir¢ok kolonilesmenin de degisik bitki organlarinda oldugu goriilmiistiir
(James ve ark. 2002; Compant ve ark. 2005b, 2007). Bununla beraber farkli
mikrobiyal komuniteler c¢esitli bitki organlarinda bulunmuslar ve her bir
bakteriyel strainin farkli bir bitki bolgesine kolonize oldugu gdoriilmiistiir.
Bakteriyel popiilasyon igerisindeki hiicreler ayr1 olarak izole edilememekte fakat
belli aktivitelerde koordinasyonlu sekilde calismaktadirlar. Bu iletisim hayatta
kalmanin anahtar1 olarak gosterilmektedir ve cevre igerisinde c¢ok hizli olan
degisimlere cevap verebilme yetenegini arttirmaktadir (Prosser 2002). Bakteri
gruplar1 quarum sensing (QS) olarak bilinen ve birbirleri arasinda iletigim
saglamalarina olanak saglayan karmasik bir olay gergeklestirebilme

yetenegindedirler.
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Quarum sensing bakteria domaininde ¢ok yiiksek seviyede birbirleri ile
rekabet edebilme 6zelligi vermekte ve daha karmasik nisler icerisinde hayatta
kalma sanslarini arttrmaktadirlar. Bu olay ayrica bazi bakteriyel bitki
patojenlerinin enfeksiyon olusturmalarina da neden olmaktadir (Xanthomonas

campestris ve Pseudomonas syringae arasindaki iliski gibi) (Fray 2002).

Quarum sensing ile meydana gelen bakteriyel iletisimde ortam {izerinde
sinyal molekiilleri salinir ve iretilir, bunlara oto indiikleyiciler adi1 da
verilmektedir. Bakteriler sinyali fark ettikleri anda belirli bir genin ifadesi ile
tretim ya durdurulur ya da arttirilmis olur. Konjugasyon ile DNA transferi,
siderofor iiretimi, biyoliiminesans, biyofilm olusumu ve baz1 bakterilerin
hareketini saglayan olaylar quarum sensing ile gergeklesmektedir (Quifiones ve

ark. 2004; Swift ve ark. 1996).

1.2. Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Bakteriler (PGPB)

Rizosfer tabakasinda bulunan ve bitkilere yararli olan bakteri gruplarma
PGPR denilmektedir (Schuhegger ve ark. 2006). Bazi bitki biiyiimesini tesvik
eden bakteriler (Bashan ve Holguin 1998) ya da bitki biiylimesini tesvik edici
rizobakteriler (Kloopper ve Schroth 1978) bitki biiylimesini arttirici olarak, iiriin
verimi artisinda, patojenlerin enfekte o6zelliklerinin giderilmesinde, biyotik ve
abiyotik bitki streslerinin azaltilmasinda bitkiye patojen 6zellik gdstermeden

bulunabilirler.

Kabul edilen PGPR iiyelerinin sayilar1 bitkiyi inokiile eden ve olumlu etki
gosteren bakteri komiiniteleri olarak belirlenir. Genel olarak rizosferdeki
bakterilerin %2’si ile %5°1 arasindaki PGPR grubu iiyeleridir (Barriuso ve ark.
2005). Bu oran araligina bagli olarak da yabani bitki tiirlerininin rizosferinden
elde edilen izolatlar bitki biiylimesini tegvik edici rizobakteriler olarak

gosterilmektedir (Lucas ve ark. 2001; Kloepper ve ark. 1980).

PGPB iiyeleri bitki gelisimini iki yolla etkilerler: (i) bitki metabolizmasini

direk olarak etkileyerek bitkinin kisa vadede besin almasii saglarlar. Bu
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bakteriler atmosferik azotu fikse etme, fosfor ve demir ¢ozebilme ve bitki
hormonu fiiretiminin arttirilmasini saglarlar. EK olarak bitkiyi stres faktorlerine
kars1 koruma gorevleri vardir. Bunlar arasinda; kuruluk, yiiksek tuzluluk, metal
toksisitesi ve pestisid yliklemeleri sayilabilir. Bir veya daha ¢ok 6zelligi bitki
bliylimesi ve gelismesi sirasinda gosterebilmektedirler. (ii) bir grup PGPB
biyokontrol PGPB olarak adlandirilirlar (Bashan ve Holguin 1998). Bu grup
tyeleri bitkiyi bitki patojeni bakterilere, funguslara, nematod ve viriislere karsi

korumalariyla bilinmektedir.

Eger PGPB ile bitki birlesimleri saglanirsa verimli kok kolonizasyonu
gerceklesmektedir ve bunu izleyen islemler sunlardir: (i) patojen tarafindan
infekte edilmesinden sonra hastaliga neden olabilirler; (ii) hastalik antifungal
metabolitler (AFMs) sayesinde kontrol edilir; (iii) bitkinin uyarilmasi, 6rnegin
bitki hormonlar1 sayesinde biiyiime etkisi goriiliir (iv) biyofertilizasyon, 6rnegin
baz1 mikroplar sayesinde bitkinin besin kaynaklar1 aliminda (azot, fosfat, mikro
besinler gibi) artis; (v) ¢ok daha fazla mikroorganizmanin topraktan izole
edilmesiyle zararli kimyasal maddelerin dogaya salinmalar1 indirgenmektedir,
ayrica kokte ki kolonizasyon ile gbze carpan sekilde bitki iyilestirmesi 6nem

kazanmaktadir (Lugtenberg ve Dekkers, 1999).

Bazi PGPR fiyeleri ticari olarak iiretilerek tarimda kullanilmaktadirlar,
fakat bu bakteriler topraktaki mikrobiyal komiiniteleri ve bunlar1 toprak
icerisindeki dagilimlarini etkileme Ozelligindedirler. Bu degisimler mutlaka
incelenmelidir, ¢iinkii  mikroorganizmalar  bitki kokiindeki  biyogiibreler
(biyofertilizer) ile yakindan iligkili durumdadirlar (Antuon ve Prévost 2005; Lucas
ve ark. 2004). Ote yandan bir¢ok ¢alismada PGPR iiyelerinin ¢ok fazla degisiklik
gosterdigi ve PGPR iiyelerinin sadece belli bazi durumlarda etkin olduklari

belirlenmistir (Bashan ve Holguin 1988).

Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Alcaligens, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus ve Serratia grubu iiyeleri bitki

biiylimesini tegvik ettikleri yoniinde rapor edilmislerdir (Kloepper ve ark. 1989).
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1.2.1. Pseudomonas

Gram negatif toprak bakterisi olan bu gruptaki bakteriler, rizosferdeki en
baskin grup olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PGPR aktivitesi uzun yillardir bilinen
bu bakteri cinsi bircok mekanizmanin olusturulmasinda gérev almistir (Antoun ve
Prévost 2005; Patten ve Glick 2002).

Pseudomonas cinsinin ekolojik ¢esitliligi ¢ok yiiksek olmakla birlikte baz1
belirli tiirler, diinya iizerindeki bir¢ok bitki ve degisik topraktan izole edilmistir.
Pseudomonas strainleri metobolik aktivitelerinde yiiksek seviyede degiskenlik
gostermektedirler. Antibiyotikler, sideroforlar ya da hidrojen siyanid gibi pek ¢ok
metabolit salgilamaktadirlar (Jensen ve Pedersen 2006).

Tarla mahsiillerinde tohum ve tohum parcalarindaki yararli etki
Pseudomonas spp. ile yapilmistir. Patates tohumlarima Pseudomonas fluorescens
ve P. putida siispansiyonu uygulanarak etkinlik derecesi belirlenmeye c¢alisilmigtir

(Burr ve ark. 1978).

1.2.2. Bacillus

Bacillus ve Paenibacillus tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu Bacillus subtilis ve
Bacillus cereus alt tiirlerinden olusmaktadir. Bu alt tiirler bitki patojenlerini
baskilama 6zelliklerine sahiptirler (Kumar ve ark. 2011). Bitki biiylimesini tesvik
eden Bacillus ve Paenibacillus tiirleri k6k bolgesine kolonize olmalariyla
bilinirler (Kloepper ve ark. 2004; Idris ve ark. 2007).

Bununla beraber %95’i gram pozitif olan PGPB iiyesi toprak basillerinin
cinsi Bacillus olarak bilinmektedir. Diger %5’lik kisimda ise Frankia ve
Arthrobacter cinsleri yer almaktadir (Garbeva ve ark. 2003). Bacillus iiyesi olan
bakteriler zor sartlar ile karsilastiklarinda spor olusturabilen, bazilar1 diazotroflar
olarak bilinen (Bacillus subtilis) (Timmusk ve ark. 1999), bununla beraber diger
iyeleri ¢ok degisik PGPR aktivitelerinde rol alan ve son olarak da biiylimeyi
aktive edici bircok unsurun rapor edildigi bir gruptur (Lucas ve ark. 2004;
Kokalis-Burelle ve ark. 2002; Probanza ve ark. 2002).
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1.2.3. Diazotrofik PGPR (Diazotrophic PGPR)

Bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerden serbest azot fikse eden bakteri
iiyeleri ilk rizobakteriler arasinda bilinirler ve bitki biiylimesini tesvik ederler.
Azospirillum strainleri 1970’ lerden beri izole edilerek kullanilmaktadirlar
(Steenhount ve Vanderleyden 2000). Bu cins ¢ok genis olarak ¢alisilmustir.

Azoarcus sp., Burkholderia sp., Glucocetobacter diazotphicus,
Herbaspirillum sp., Azotobacter sp. ve Paenibacillus (Bacillus) polymyxa cinsleri
nitrojen fikse edebilme 6zelliklerinin yaninda bitki biiylimesine katkida bulunurlar
(Vessey 2003). Bu strainler degisik bitki tiirlerinden (piring, sekerkamisi, misir,

ananas ve kahve ¢ekirdegi gibi) siklikla izole edilmislerdir.

Azoarcus yiiksek genetik ve metabolik cesitliliginden dolayr daha yeni
yeni dikkatleri lizere ¢eken bir gruptur. Piringlerde endofit olarak bulunur ve
nitrojen fikse edici endofitler icinde model olarak goriilmektedir (Hurek ve
Reinhold- Hurek 2003). Ug degisik cinse dagilmis durumdadir. Bu cinsin
Azovibrio, Azospira ve Azonexus cinsi bakterilerden ayrilmasini saglayan en
onemli 6zellik karboksilik asit ya da etanol igeren (seker gibi) ortamlarda ve

optimum olarak 37-42 °C’de gelisebilmesidir (Reinhold- Hurek ve Hurek 2000).

1.2.4 Rhizobia

Rizosferde bulunan diger bakteri gruplarma rizobia adi verilmektedir.
Strainler PGPR {iyeleri gibi davranabilmektedirler ve legiimsiiz bitki koklerine
belirgin olmayan bir birliktelikle kolonizasyon yapmaktadirlar. Bu gruptaki
mikroorganizmalar bitki biiylimesinde etkin olan biiyiime arttiricilari, sideroforlar
ya da hidrojen siyanide ya da fosfat alimi aktivitesini arttiran salgilar salgilarlar
(Antoun ve ark. 1998). Legiimen olmayan bitkilerin kesimi sonrasi rotasyon
islemlerinde rizosfer popiilasyonun artmasi ile karsilagilmistir (Yanni ve ark.
1997). Boylelikle daha sonra tarimi yapilaacak bitkilere yarar saglanmis
olmaktadir (Lupwayi ve ark. 2004).
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1.3. Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Ozellikler
1.3.1. Fosfat Coziinebilirligi

Fosfor bitki makrobesinlerinden biridir ve bitki metabolizmasi i¢in ¢ok
onemli bir role sahiptir. Metabolik yolaklardaki anahtar enzimlerin fonksiyonel
olarak isleyebilmesi i¢in 6nem arz etmektedir (Theodorou ve Plaxton 1993).
Fosfat ¢ozebilen mikroorganizmalar toprakta bol miktarda bulunmakla beraber
bitki rizosferinden kolaylikla izole edilebilmektedir (Kucey 1983). Kayaglarda
bulunan fosfatin, fosfat ¢6zebilme yeteneginde olan mikroorganizmalar tarafindan
bitkilerin fosfat alimmi arttirmasi yogun olarak c¢alisilmistir (Laheurte ve
Berthelin 1988; Illmer ve ark. 1995). Bununla beraber bazi bakteri gruplarinin
organik asitlerin parcalanmasi ile birlikte inorganik fosfati ¢ézebilme yeteneginde

olduklar1 belirlenmis durumdadir (Hoberg ve ark. 2005).

1.3.2. Bitki Hormonu Uretimi

Bitki hormonlar1 (absisik asit, oksinler, sitokininler, etilen, giberelinler,
jasmonik asit, salisilik asit) kok olusumu, uzama, yapilarin meydana gelmesi ve
kokgiiklerin olusumunda gorev almaktadir (Fukaki ve Tasaka 2009; Woodward ve
Bartel 2005; Swarup ve ark. 2007). Bitki gelisimini etkileyen bazi bakterilerin
indol-3- asetik asit (IAA), sitokinin ve giberelin iirettikleri bilinmektedir (Bottini
ve ark. 2004; Bloemberg ve Lugtenberg 2001). Bitki gelisimine katkis1 olan
bakteriler IAA sentezini triptofan bagimli yollar ile gerceklestirirler. Bununla
beraber bakteriyel IAA’ nin bitki gelisimine etkisi tam olarak belirlenememesiyle
beraber koklerdeki hizli gelisim ilk olarak ilk koklerde ya da yan koklerde
baslayarak gen¢ tohumlarm kendilerini topraga baglamasin1 saglayarak
cevrelerinden su ve besin maddelerinin almmasini arttirdiklar: bilinmektedir
(Patten ve Glick 2002). Giberellinler (giberelik asit; GA) bitki hormonlarindan
birisidir ve bitki morfolojisi ve bitki yapilarmin uzamasinda etkilidir (Salisbury
1994). PGPR tarafindan iiretilen GA nadir olarak goriilmesiyle beraber Bacillus
pumilus ve Basillus licheniformis tarafindan 4 degisik GA formunun tretildigi

kanitlanmigtir (Gutie ve Talon 2001). Sitokininler bitki biiylimesi ve gelisiminde,
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bitki yapilarinin yenilenmesinde ve siirgiin oksin iiretimini engelleyici olarak rol
almaktadir (Fukaki ve Tasaka 2009). Son g¢alismalar sitokininlerin lateral kok
gelisimini negatif olarak diizenledigi yoniindedir (Mason ve ark. 2005).

1.3.3. PGPR Tarafindan Gergeklestirilen Azot Fiksasyonu

Toprakta serbest olarak yasayan rizobakterilerden Azospirillum,
Herbaspirillum, Acetobacter, Azotobacter ve Azoarcus iiyelerinin atmosferik
azotu fikse edici oOzellikleri oldugu bilinmektedir. Bu bakteriler nitrojenaz
kompleksleri kullanarak spesifik olmayan birliktelikler olustururlar (Steenhoudt
ve Vanderleyden 2000). Azospirillum bakterileri rizosferde baskin olarak
kolonilesmeye baslarlar oysa diger bakteri iiyeleri ise kok, govde ve yapraklarda
endofit olarak bulunmuslardir. Azot fiksasyonu, azot asimilasyonu ve azot
regiilasyonunda gorev alan genler Azospirillum fyelerinde tanimlanmig
durumdadir. Birgok nif geni diger serbest yasayan azot fikse edici bakterilerde de
rastlanmistir  bununla beraber biitiin nitrojenaz  kompleksleri benzerlik
gostermektedir. Farkli olarak Azoarcus iiyelerinde ise nitrojenaz komplexleri 3
degisik gen tarafindan kodlanmaktadir (Bloemberg ve Lugtenberg 2001). Azot
fikse eden bakteri aktiviteleri sonucu toplam azot konsantrasyonu seviyesi, bakteri
inokulasyonu yapilan tohumlarda yapilmayanlara gore cok yiiksek seviyede
bulunmaktadir (Toledo ve ark. 1995). Azot fiksasyonu ve bitki biiylime gelisimi,
etkili bir biyogilibre ortaya c¢ikarilmasinda onemli bir faktordiir. Serbest yasayan
azot fikse edici bakterilerin tohumlara inokule edilmesiyle bitki biiyiimelerine
etkileri gosterilmis ve bitki biiylimesini tesvik edici rizobakteri (PGPR) terimi
buradan tiretilmistir (Kloepper ve ark. 1980; Bashan ve Holguin 1998).
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1.3.4. PGPB Antagonistik Ozellikler

Bircok bitki tiiriinde yaprak patojenlerine karsi tiretilen direng genleri
bulunmaktadir bununla beraber biitiin diinyada goriilen toprak kokenli patojenler
hakkinda bilgi eksikligi bulunmaktadir. Bitkiler, rizosfer ¢evresinde bulunan
toprak kokenli patojenlere kars1 direng saglayabilmek icin diizenleyici ve destek
verici stratejiler gelistirerek belirli antagonistik etkiye sahip yararli, notral ve
zararli mikroorganizma ile iligskiye girmek i¢in evrimlesmislerdir (Andrews ve
Harris 2000; Cook ve ark. 1995). Bitkiler ¢ok biiyilk miktarda organik madde
kaybin1 engellemek icin koklerden topraga dogru salgi, lizat ve gaz salimlari
saglayarak kok bolgesi etrafindaki mikrobiyal popiilasyonun igerigi ve
zenginligini korumaya calismaktadirlar (Campbell ve Greaves 1990; Morgan ve
Whipps 2001; Whips 2001). Ekilen her tiir ve varyetede koklerden kaybedilen
materyal ¢esitlilik ve miktar olarak degisiklik gostermektedir (Atkinson ve ark.
1975; Marschner ve ark. 2004; Miller ve Ark. 1989; Wieland ve ark. 2001).

Antagonistik mikroorganizmalar patojenleri baskilamak igin bir veya daha
fazla mekanizma kullanirlar. Bunlar karbon ve azotun besin veya sinyal
seklindeki formlar1 ile rekabet ederek, demir i¢in rekabet ederek, sistemik direncin
arttirilmasi, antimikrobiyal metabolitlerin (antibiyotikler, HCN gibi) salgilanmas1
ile direk olarak, enfekte edilen bolgelerdeki mikroorganizmalar ile yer degistirme
seklinde goriilebilmektedir. Kisacas1 bazi antagonistler bitki biiylimesini direk
olarak uyarirken, bazilar1 ise indirek etki gosterirler (Chin-A-Woeng ve ark. 2003;
Glick 1995; Haas ve Defago 2005; Haas ve Keel 2003; Raaijmakers ve ark. 2002,
2006; van Loon ve ark. 1998).

Haas ve Defago (2005) tarafindan yapilan caligmada alt1 antibiyotik
fenazinler, floroglukinoller, pyuluteorin, pirolbitrin, siklik lipopeptidler (difiize
olabilir niteliktedirler) ve hidrogen siyanid (HCN ugucu niteliktedir) (bu gruplarin
etkileri tam olarak belirgin degildir) olarak smiflandirilmis olup kok

hastaliklarinin biyokontroliinde rol sahibi olduklar1 belirtilmistir.

Poliketid antibiyotik olan 2,4-DAPG (diacetylphloroglucinol) antiviral,
antifungal, antibakteriyal, antihelmint ve bitkitoksik iceriklere karsi etkili bir
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bilesiktir. Bu bilesim bitki kok ve tohum hastaliklarinin biyokontroliinde anahtar
role sahiptir (Bangera ve Thomashow 1999; de Souza ve ark. 2003a, b; Haas ve
Keel 2003; Isnansetyo ve ark. 2003; Kamei ve Isnansetyo 2003; Keel ve ark.
1992). Bununla beraber rizosferde bulunan toprak kaynakli patojenlere karsi
uretilen 2,4-DAPG ile birlikte hastalik etmeni patojenlerin indirgendikleri
gorilmistiir (Iavicoli ve ark. 2003; Weller ve ark. 2004).

Antifungal aktivite testlerinin uygulanabilmesi igin siderofor ve hidrojen
siyanid tretimi ya da bu ikisi veya diger metabolitler ile sinerjik etkilesimde
bulunmalar1 gerekmektedir. Bununla beraber bu 6rneklerin kitinaz hidrolizi igin
kitinaz negatif olmalar1 beklenmez. Sideroforlar, diger ikincil metabolitler ve litik
enzimlerin iiretimi bakimindan Pseudomonas grubunun bitki kokii patojenlerine
hatta Fusarium oxysporium ve Rhizoctonia soloni tiirleri ve bunlarin kontroliine
en etkili grup oldugu birkag calismada gosterilmistir (O’Sullivan ve O’Gara 1992;
Nagrajkumar ve ark. 2004).

Sideroforlar birgok bitki patojeni fungi {izerinde 6rnegin, Phytophtora
parasitica (Yang ve ark. 1994; Xiao ve ark. 1998) Phythium ultimum (Hamdan ve
ark. 1991), Fusarium oxysporum veri dianti (Buysens ve ark. 1996) ve Sclerotinia
sclerotiorum (McLoughlin ve ark. 1992) biiylime inhibe edici olarak
bilinmektedir. Sideroforlar {iretici mikroorganizmasma bagl olarak degisen
kimyasal yapilar igerirler ve baz1 vejetatif hiicrelere bu metabolitleri saglarlar. Bu
metabolitler,  antogonistik = 6zellikleri  kapasitelerine ~ gbére  patojenik
mikroorganizmalarin iiremesini engelleyerek bitki biiylimesini tesvik edici olarak

rol alirlar (Bashan 1986).

Hidrojen siyanid PGPB iiyelerinin ¢ok sayida iirettigi diisiik molekiiler
agirliga sahip antifungal 6zellikteki metobolitlerinden en bilinenidir. Genellikle

pseudomonadlar tarafindan tiretilirler (Bashan ve de-Bashan 2005).
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1.4. PGPB Ozelligindeki inokulantlarin Tarimsal Kullanim Alanlar
1.4.1. Inokulantlar I¢in Optimum Tastyic1 Ozellikleri

Tarmmsal alanlardan fabrika ortamlarmna kadar canli mikroorganizmalarin
taginmasi tagtyicilar ile ger¢eklesmektedir. Toprakta bulunan mikroorganizmalar
icin yaygimn bir tasiyict ya da formiil bulunmamaktadir (Trevors ve ark. 1992).
Tastyic1, bakterinin ana bilesenini (hacim ya da agirlik) igermektedir. Tasiyici
degisik sekillerde formiile edilebilmekle beraber sulu karisim ya da toz seklinde
olabilmektedir. Iyi bir tastyic1 dogru sayida ve fizyolojik olarak iyi durumda olan
ve yasayan hiicrenin taginma kapasitesine sahip olmahidir (Bashan 1986b, 1991;
Fages 1990; Smith 1992; Trevors ve ark. 1992). Iyi bir inokulantin takip eden

ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir.

(i) Kimyasal ve fiziksel 6zellikler: Inokulantin kismen ya da tamamen ve
kolaylikla steril edilebilmesi, kimyasal ve fiziksel olarak homojen olabilmesi
gerekmektedir. Ayrica bakterinin devamli olarak kalitesinin, yliksek su tutabilme
kapasitesine sahip olmasi (nemli tasiyilar i¢in) ve birgok bakteri tiirii ve grubu ile

birlikte calisabilmesi gerekmektedir.

(ii) Uretim ozellikleri: Inokulant kolaylikla iiretilebilmeli ve varolan
endiistriler ile birlikte kullanilabilmeli, besin maddelerini alabilmeli, pH
kolaylikla ayarlanabilmeli ve iiretilmesi sirasinda hammaddelerin fiyatlar1 makul

olmalhdr.

(iii) Tarimsal uygulama &zellikleri: 1yi olarak nitelendirilen bir inokulantin
kolaylikla uygulanabilir olmas1 (¢ift¢i icin en 6nemli 6zelliktir) en hizli sekilde
bakterinin topraga saliniminin mevcut tarim makineleri ile uygulanabilmesi

gerekmektedir.

(iv) Cevresel oOzellikleri: Inokulant toksik olmayan, biyolojik olarak
parcalanabilir ve kirletici 0Ozellik barindrmamalidir. Hiicrelerin  yayilmasi
sirasinda ¢evresel riskler azaltilarak atmosfer ve yer alt1 suyunun kirletilmesi

durumu en aza indirilmelidir.
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(v) Saklama &zellikleri: inokulantm belirli bir raf émriiniin olmas1 (bir

veya iki y1l oda sicakliginda saklanabilir olmak) gerekmektedir (Bashan 1998).

1.4.2. inokulantlar icin Varolan Tasiyic1 Cesitleri

Rhizobia iiyeleri i¢in en iyi tasiyict turba ya da bataklik komiirii olarak

bilinen yapidir. Tastyicilar dort ana gruba boliinerek incelebilmektedir.

(1) Topraklar; turba, komiir, kil ve inorganik topraklar (Chao ve Alexander
1984; Kotb ve Angle 1986; Packowski ve Berryhill 1979; Singh ve Sharma 1973).

(1) Bitki artig1 materyaller; bitki artiklarinin clirlimesiyle olusan giibreler,
ciftlik giibreleri, soya kiispesi (Iswaran ve ark. 1972), soya kiispesi ve yerfistigi
yag1 (Kremer ve Peterson 1982a, b), bugday kepegi (Jackson ve ark. 1991),
preslenmis ¢camur (seker endiistrinden elde edilen bir {iriin, Philip ve Jukari 1984),
tarimsal atik materyalleri (Sadasivam ve ark. 1986), mantar iiretimi sonrasida
ortaya ¢ikan kiispe (Bahl ve Jauhri 1986) ve agag talasi (Richter ve ark. 1989)

ornek verilebilir.

(iii) Etkisiz materyaller: Vermikulit (Paau ve ark. 1991; Sparrow ve Ham
1983a, b), perlit, kaya fosfati, kalsiyum siilfat, poliakrilamid jeller (Dommergues
ve ark. 1979) ve alginat boncuklar1 (Bashan 1986a; Jung ve ark. 1982; Aino ve
ark. 1997).

(iv) Liyofilize edilmis mikroorganizma kiiltiirleri (Mohammadi 1994).

Etkili bakteriyel gruplarin formiile edilmesi inokulantlarin olusturulmasi
icin 6nemli bir durumdur. Ayrica bakteriyel gruplarin biyolojik ajanlarin basasrili
ve basarisiz olmalarinin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir. Ticari olarak
iiretilen liriinlerin endiistriyel olarak formiile edilmeleri laboratuvar ¢aligmalari ile
gerceklestirilmektedir. Tarmmsal triinlerin kimyasal formiilleri uzun raf dmriine
sahip olmalari, kolay kullanilmalar1 ve cift¢iler tarafindan kotii kullanilmalar:
engellemek adina gerceklestirilir. Mikrobiyal inokulantlarin formiile edilmeleri

sirasinda karsilagilan zorluklar arasinda; (i) kisa zaman araliklarinda kullanilmasi
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gereken ve sogutma ortami bulunmayan ortamlarda saklanamamalar1 (gelismekte
olan iilkelerdeki buzdolab1 bulunduramama) ve (ii) uzun raf dmriine sahip ve -5°’
den 30°C araliginda 6zelligini kaybetmeden saklanabilen iirlin dagitma sistemleri
sayilir. Ozetle iiriinlerin sicaklik toleransi olmamasi durumu tarimsal satis yapilan

durumlarda kabul edilebilir bir durum degildir (Kenney 1997; Lethbridge 1989).
1.4.3. Inokulantlarin Ticari Olarak Dagitim Formlar

() Tozlar. Bu form bitki ekilmeden Once tohum kaplamasi seklinde
kullanilmaktadir. Partikiil boyutu ne kadar kii¢iik ise inokulantin tohuma etkisi
arttirilmis olur, standart boyutlar 0.0075” den 0.25 mm boyutuna kadar degisim
gosterir ve 200- 300 g/ hektar olarak uygulanir. Bu inokulantlar gelismis ve
gelismekte olan tilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tang ve Yang 1997).

(ii) Sulu karigimlar. Bu inokulant tipi toz tipteki form ile sivinin (genellikle
su) karistirilmasi ile olusturulur. Karigim direk olarak karik (saban izi) lizerine ya
da alternatif olarak ekimden Once tohumlarin karisima daldirilmasi seklinde

uygulanir (Bashan 1998).

(iii) Graniilerler (tanecikli). Bu inokulant tipi direk olarak saban izine
tohumlar ile birlikte uygulanir. Boyutlar1 0.35” ten 1.18 mm’ ye kadar degisiklik
gosterir. Rhizobia inokulant1 5 ten 30 Kg/ hektara kadar uygulanabilir. Bu
inokulantlar ticari olarak 1975’ ten beri basarili sekilde ticari olarak satilirlar ve

popiiler duruma gelmislerdir (Tang 1994; Tang ve Yang 1997).

(iv) Swvilar. Bu inokulantlarda sivi besiyerleri ya da su, mineral ya da
organik yaglarin sivi formiilleri kullanilir. Tohumlar ekim Oncesi bu siviya
daldirilir ya da sprey seklinde uygulanir. Biyokontrol ajanlar1 olarak seyreltilerek
yaprak hastaliklarina karsi kullanilirlar (Daayf ve ark. 1995). Alternatif olarak sivi
inokulant tohumlarin ekilmesinden 6nce saban izine direk olarak sprey seklinde

kullanilir.

Bashan (1998)’nin yaptig1 bir calismada; sayisiz iretici firma (genellikle
kiigiik ya da orta olcekli) bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin tiretimlerini

birgok yildir devam ettirmesinden bahsedilmekte ve bitki topraginda inokulumlar
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seklinde yaygm olarak kullanmmin saptandigi belirtilmektedir. Ornegin steril
olmayan turbalik graniilii olan toprak implanti (Soil implant®) yaygin olarak bir
fabrika tarafindan satilmaktadir. Buna ragmen rhizobia icin diger sekillerde
hazirlanmis tiplerde vermikiilit icerikli Gold Coat™ Rhizobium inokulant: satis
magazalarinda yerini almis durumdadir (Smith 1995). BioCoat'™ adindaki iiriin
ise P. fluorescens ile iretilmekte ve Fusarium sp. baskilanmasinda
kullanilmaktadir (Kepmf ve ark. 1997).

Jha ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada PGPB iiyelerinin biyogiibre
olarak gelistirilebilecegini gosterdigi ¢alismada Hindistan’ da iiretilen mikrobiyal
bir karisim (IARI Microphos culture) ve Fosfat ¢ozebilen bakteri (Phospate
solubilizing bakteria= PSB) adi verilen bakteriyel izolatlar, biyogiibreler ve
kimyasal giibreler ile fasiilyeler iizerinde gergeklestirilen deney sonrasinda elde
edilen izolatlarin etkinligi gosterilmis ve yaygin olarak kullanimi i¢in daha fazla

calisma ile desteklenmesi gerektigi belirtilmistir.

Baconguis ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ticari olarak satilan
cesitli biyogiibrelerden Bio-N®, Bio-Spark® ve Vital N® iizerinde igerik,

kullanim alanlar1 ve iireticileri hakkinda bilgilendirme yapmustir.

Azotobacter serbest yasayan, azot fikse edici bakteri ve birkag¢ bitki
biliylimesini tesvik edici i¢erigi liretmesiyle bilinen bir gruptur. PEAK AZAD ad1
altinda s1v1 biyogiibre olarak satilmaktadir (Anonim 2013a).
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Calismada Kullanmilan Besiyerleri

2.1.1.1. Triptik soy agar (TSA) (Merck, Almanya)

Cizelge 2.1. Triptik soy agar icerigi.

Icerik Miktar
Kazeinden elde edilen pepton 15¢
Soya oziitiinden elde edilen pepton 59
Sodyum klortir 5¢
Agar 159
Distile su 1000 ml

Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l igleme maruz birakilarak

steril edilmistir.

2.1.1.2. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Fransa)

Cizelge 2.2. Sabouraud Dextrose Agar igerigi

Icerik Miktar
Enzimatik olarak 6ziimlenen kazein 109
Dekstroz 20g
Agar 159
Distile su 1000 ml

Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l isleme maruz birakilarak

steril edilmistir.
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2.1.1.3. Peptone Water (Acumedia, USA)

Cizelge 2.3. Peptone water icerigi

Icerik Miktar
Peptone 10.0g
Sodyum klortir 509
Distile su 1000 ml

Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l isleme maruz birakilarak

steril edilmistir.

2.1.1.4. Niitrient Broth/ Agar (NB/ NA) (Merck, Almanya)

Cizelge 2.4. Niitrient agar

icerik Miktar
Etten elde edilen pepton 509
Et 8ziitii 309
Agar- agar 129
Distile su 1000 ml

Niitrient agar besiyerinde agar- agar ilavesiyle, Niitrient broth ise agar-
agar kullanilmadan hazirlanmistir. Besiyerleri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s11

isleme maruz birakilarak steril edilmistir.

IVERSITESI

19

@) ANADOLU UN



2.1.1.5. Modifiye Niitrient Agar

Cizelge 2.5. Modifiye niitrient agar

Icerik Miktar
Etten elde edilen pepton 509

Et 6ziiti 309
Glisin 44049
Agar- agar 129
Distile su 1000 mli

Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l isleme maruz birakilarak

steril edilmistir.

2.1.1.6. Modifiye Chrome Azurol S (CAS) Agar

Cizelge 2.6. Modifiye CAS agar

icerik Miktar
Chrome azurol S (CAS) 60.50 mg
Demir (1) soliisyonu 10 mi
Hexadecyltrimethylammonium (HDTMA) 72.90 mg
Agar- agar 15¢
PIPES 30.24¢g
%50’ lik NaOH soliisyonu

Dionize distile su 90 ml
Distile su 900 ml

60.5 mg CAS, 50 ml dionize suyu karistirilir arkasindan 10 ml demir (111)
soliisyonu (1 mM FeCl3.6h20, 10 mM HCI) eklenmistir. 40 ml su ile ¢dziinen
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72.90 mg HDTMA ile yavasca karistirilip, meydana gelen mavi sivi 121 °C’ de
15 dakika otoklava koyulmustur.
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Ayni anda 900 ml distile su, 15 g agar, 30.24 g PIPES karstirilir ve %50’
lik NaOH ¢ozeltisi ile pH 6.80° e getirilmis ve 121 °C’ de 15 dakika otoklava

koyulmustur.

Otoklavlanan iki 6rnek sabunlagsmanin Oniine gegilerek steril cam kaba

alinarak petrilere dokiilmeye hazir hale gelmistir.

2.1.1.7. National Botanical Research Institute’ s Phospate Growth Medium
(NBRIP)

Cizelge 2.7. NBRIP igerigi

icerik Miktar
Glukoz 109
Cag(POy), 5¢
MgCl,.6H,0 5
MgSQO,.7H,0 0.25¢g
KCI 029
(NH,),SO, 0.1g
Agar- agar 159
Distile su 1000 ml

Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l isleme maruz birakilarak

steril edilmistir.
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2.1.1.8. King’ s B Broth/ Agar

Cizelge 2.8. King’ s B agar igerigi

Icerik Miktar
Proteose pepton 204g
K,HPO, 1.50¢g
MgS0,.7H,0 150 ¢
Gliserol 15 ml
Agar- agar 159
Distile su 1000 ml

King’ s B agar besiyerinde agar- agar ilavesiyle, King’ s B broth ise agar-

agar kullanilmadan hazirlanmistir. Besiyerleri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l

isleme maruz birakilarak steril edilmistir.

2.1.1.9. Potato Dextrose Agar (PDA) (Fluka, Isvicre)

Cizelge 2.9. Potato dextrose agar icerigi

icerik Miktar
Patates ekstrakti 49
Dekstroz 20 ¢
Agar- agar 15¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dakika 1s1l isleme maruz birakilarak

steril edilmistir.
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2.1.2. Cahsmada Kullamlan Kimyasallar ve Reagentler
2.1.2.1. Kimyasallar

Ortofosforik asit, %2’ lik sodyum karbonat, %0.5" lik pikrik asit,

ketakonazol ve nistatin kullanilmistir.

2.1.2.2. Reagentler

Salkowski reagenti (1 ml 0.5 M FeCl3 soliisyonuna 50 ml %35’ lik HC104

eklenir) ve Nessler reagenti (Fluka, Isvigre) kullanilmustir.

2.1.3. Calismada Kullanilan Topraklar

Toprak ornekleri toplanmasinda baz alinan 6zellikler; farkli lokalitelerde
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bulunmalar1 ve farkl toprak yapilarina sahip olmalar1 olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.10. Kullanilan toprak érnekleri ve toplandiklar1 lokaliteler

Ornek numaras: ve derinlik | Toprak cesidi Toplandig1 bolge

1. Zeytin yiizey Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
1. Zeytin 10cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
1. Zeytin 30 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
1. Zeytin 50 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
2. Zeytin yiizey Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
2. Zeytin 12 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
2. Zeytin 30 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
2. Zeytin 56 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
3. Zeytin yiizey Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
3. Zeytin 10 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
3. Zeytin 30 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
3. Zeytin 55 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
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Cizelge 2.10. (Devam) Kullanilan toprak 6rnekleri ve toplandiklar1 lokaliteler

4. Zeytin yiizey Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
4. Zeytin 17 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
4. Zeytin 30 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
4. Zeytin 52 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
5. Zeytin yiizey Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
5. Zeytin 15 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
5. Zeytin 30 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
5. Zeytin 52 cm Zeytin topragi Balikesir/ Havran otoyolu kenar1
1. Elma yiizey Elma topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenar1
1. ElIma 20 cm Elma topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenar1
1. ElIma 30 cm Elma topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenar1
1. ElIma 50 cm Elma topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenari
1. Ceviz yiizey Ceviz topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenari
1. Ceviz 30 cm Ceviz topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenari
1. Ceviz 60 cm Ceviz topragi Balikesir/ Ivrindi otoyolu kenari
Ceviz fidan Ceviz togragi Ticari olarak fide satan isletme

Elma fidan Elma tograg Ticari olarak fide satan isletme

Zeytin fidan Zeytin topragi Ticari olarak fide satan isletme

2.1.4. Calismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan tiim mikroorganizmalar Anadolu Universitesi Fen

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.

Cizelge 2.11. Calismada kullanilan bakteriler.

Mikroorganizma Kod
Pseudomonas fluorescens B-130
Pseudomonas pv. tomato 32-P
Pseudomonas tobacco 8-P
Xanthomonas campestris pv. campestris 33-P
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 75-3
Pseudomonas syringae 1-P
Pseudomonas pv. glycine PG1-T
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Cizelge 2.11. (Devam) Calismada kullanilan bakteriler.

Pseudomonas pv. phaseolicola NCPPB52+ N52
Pseudomonas gingeri 3146
Pseudomonas gladioli pv. agricola RR3-1
Escherichia coli ATCC 25922 04.12.2012

Cizelge 2.12. Calismada kullanilan funguslar.

Mikroorganizma Kod

Aspergillus parasiticus NRRL 2999

Aspergillus fumigatus NRRL 163

Gaeumannomyces graminis

Fusarum moniliforme NRRL 1866

Aspergillus niger NRRL 321

o O K~ Wl N

Penicillium notatum NRRL 807

2.2. METOD
2.2.1. Topraklardan Bakteri izolasyonu ve Saklanmasi

Fidan oOrnekleri hari¢ her bir toprak Orneginden birer kilogram toprak
almmistir. Her bir toprak o6rneginden 10 gram mikroorganizma tayini i¢in diger
kisimlar ise toprak analizi swrasinda kullanilmak {izere steril siyah posetler
icesinde saklanmustir (toprak ornekleri ve derinlikleri sekil 2.10.” da
gosterilmistir). Rizosferin heterojen yapida olmasindan ve yogun miktarda
mikroorganizma icermesinden dolayr 6rnek se¢imi birden fazla olacak sekilde
belirlenmistir (Torsvik ve ark. 1998; Giller ve ark. 1997; Franklin ve Mills 2003).
Ornek alimi swrasmda topragmn hetorojen yapisi géz oniinde bulundurularak
topragin farkli kisimlarindan Ornekler ile karsilasilmast adina cok dikkatli

calisgilmistir (Grundmann ve ark. 1999; Trevors 1998).

Ceviz, zeytin ve elma agaglarinin yiizey, kok bolgeleri ve ticari olarak
satilan fidelerinden ise sadece kok bdlgelerinden alman toprak oOrnekleri ile

seyreltme islemleri yapilmstir (Steril distile su ile 1:9 olacak sekilde). Seyreltme
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isleminden sonra bu oOrneklerden 100 pl alinarak steril besiyerlerine aseptik
sartlarda aktarilmig ve yayma ekim yontemiyle yayilarak 28 +2°C’ lik sicaklikta
iki giin inkiibasyona birakilmistir. iki giin sonrasinda sayilabilir arahkta

mikroorganizma igeren petriler {izerinden sayim islemi gergeklestirilmistir.

Sayim islemi sonrasi tek halde bulunan bakteri kolonileri izole edilerek
saflik dereceleri ¢izgi ekim yontemi ile belirlenmistir. Safligindan emin olunan
ornekler %15 veya %20’ lik gliserol icerisinde stoklanarak daha sonra yapilacak
islemlerde kullanilmak tizere -86°C’ lik ultra sogutucuya kaldirilmistir. Saf olarak

elde edilen 6rnekler cizelge 3.2.” de gdsterilmistir.

2.2.2. Antagonistik Aktivite Testleri
2.2.2.1. Antibakteriyel Aktivite Testi

Antibakteriyel aktivite testi uygulamasinda Mehmood ve arkadaslar
(1999) tarafindan belirlenen metodun modifiye edilmis hali kullanilmistir. Elde
edilen bakteriyel izolatlar genel bakteri ortamlarmdan Niitrient Broth besiyerinde
2 giin inkiibe edildikten sonra Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimiinden temin

edilen ve bitki patojeni olduklar1 bilinen bakteriler (Cizelge 2.11.) ile ¢calisilmustir.

Patojen bakteriler ve izolatlarm iiretilmesinin ardindan aseptik kosullarda
100 pl patojen bakteri yayma ekim yontemi ile King’s B agar yiizeyine ekilmis ve
ekildikten sonra agar delici ile 8 mm’ lik ¢ukurlar agilmistir. Agilan gukurlara 100
pl” lik bakteri siispansiyonu eklenerek 28+2 °C’ de 2 giin boyunca inkiibe

edilmislerdir.

2 giinliik inkiibasyon sonucunda ortaya c¢ikan seffaf zonlarin caplar
Olciilerek elde edilen izolatlarn patojen bakteriler {izerindeki etkileri

belirlenmistir.
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2.2.2.2 Antifungal aktivite testi

Antibakteriyel aktivite testi uygulamasinda Mehmood ve arkadaslari
(1999) tarafindan belirlenen metodun modifiye edilmis hali kullanilmistir. Elde
edilen bakterilerin genel bakteri broth (NB) ortaminda iiretilmesinin ardindan bitki
patojeni olduklar1 bilinen funguslar (gizelge 2.12) ise SDA iizerinde
gelistirilmistir. Kiif sporlar1 diliisyon islemine tabi tutularak (0.1 ml, 10°> CFU/ml)
SDA iizerine ekilmistir. Agar lizerine 8 mm’ lik ¢ukurlar acilarak buralara 200 pl
bakteri stispansiyonu (2 giinliik inkiibasyon) eklenmistir. Niitrient broth negatif
kontrol ajani olarak, antifungal antibiyotik ajanlardan ketakonazol ve nistatinin
degisik konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Petrilerin 5-6 giin 2842 °C’ de

inkiibasyonu sonrasinda olusan zonlarin 6lgtimleri ile etkinlikleri belirlenmistir.

2.2.3. Hidrosiyonik Asit (HCN) Uretimi Testi

Calisma oncesinde bakteriyel etkinin daha iyi gosterilebilmesi i¢in daha
once izole edilen biitilin izolatlarin niitrient agarda ¢ogaltilmasi iglemi yapilmistir.
Elde edilen izolatlar Lorck (1948) tarafindan bulunan teknigin gelistirilmesi ile
olusan deney ile test edilmistir. Niitrient broth 4.4 g/ L glisin ile karistirilarak
bakteriler modifiye agar iizerine ¢izgi ekim ile inokiile edilmistir. Whatman filtre
kagidi no.1 iizerine %2’ lik sodyum karbonat ve %0.5 lik pikrik asit ¢ozeltisi
emdirilerek petrinin {izerine yerlestirilmistir. Petrilerin parafilm ile kapatilarak
28+2 °C’de 4 giinliik inkiibasyondan sonra turuncu ve kirmizi araliklarinda renk

olusumu hidrosiyanik asit olusumunu gostermistir (Ahmad ve ark. 2008).

2.2.4. Siderofor Uretim Testi

Bakteriyel izolatlarin siderofor iiretimlerinin tespiti i¢in modifiye Chrome
azurol S agar ortami kullanilmistir (Milagres ve ark. 1999). 60.5 mg CAS (chrome
azurol S) 50 ml dionize distile su eklenmis ve 10 ml demir (III) soliisyonu ile (1
mM FeCl3.6H,0, 10 mM HCL) karistirilmistir. 40 ml su ile ¢6ziindiiriilen 72.9
mg Hexadecyltrimethylammonium bisulfate (HDTMA) ile yavasga karistirilip
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koyu mavi sivi 121 °C” de 15 dakika otoklava koyulmustur. Ayni1 anda 750 ml su,
15 g agar, 30.24 g PIPES ve %50’ lik NaOH soliisyonu eklenmesi ile pH seviyesi
6.8’ ¢ getirilmistir. Otoklavlanan iki farkli 6rnek sabunlagsmanin Oniine gegilerek
steril cam bir kaba almmistir. Hazirlanan soliisyon daha onceden 10 cm’ lik
petrilere dokiilen gelisecek bakteriler i¢in uygun olan ortamlarin eklenmesi ve
petri kabinin yarisinin kesilerek, hazirlanan chrome azurol blue agar diger yarim
kisma dokiilmiistiir (15 ml). Petri kabinin diger kismini olusturan genel bakteri
besiyeri olan niitrient agar olarak secilmistir. Orneklerin petriye ekiminden sonra
28+2 °C’de 10-15 giinliik inkiibasyon sonrasinda sari, turuncu, mor, magenta

renge donilislim pozitif sonug oldugunu gostermistir.

Diger bir metodda ise, yukarida hazirlanan igeriginin tek basina kullanilmasi
ile deneyler tekrarlanmistir (Schwyn ve Neilands 1987). 28+2 °C’de 10-15 giinliik
inkiibasyon sonrasinda sari, turuncu, mor, magenta renge doniisiim pozitif sonug

oldugunu gostermistir.

2.2.5. Fosfat Coziinebilirligi Testi

NBRIP besiyeri iizerine ekilen izolatlarin ve kontrol olarak kullanilan E.
coli (Cizelge 2.11.) 28+2 °C’ de 3 ginliik inkiibasyona birakilmistir. Negatif
kontrol olarak ise higbir bakteri ekilmeyen bir petri kullanilmistir (Nautiyal ve
ark. 2000). Fosfat ¢ozebilen bakterilerin etrafinda seffaf zonlarm olusmasi pozitif

sonug olarak kabul edilmistir.

2.2.6. Indol asetik asit IAA) Uretim Testi

King’ s B broth ortaminda 28+2 °C’ de 15 giin gelistirilen izolatlara 3000
rpm’ de 30 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
stipernatanttan 1 ml alinarak 1 damla ortofosforik asit ve 2 ml Salkowski reagent
eklenerek karistirilmistir. Pembe renk olusumu indol asetik asit {iretiminin pozitif

oldugunu gostermistir (Ahmad ve ark. 2005).
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2.2.7. Amonyak (NHs) Uretim Testi

Bakteriyel izolatlar amonyak {iretimi i¢in peptonlu su icerinde test
edileceklerdir. Taze tiretilmis bakteri kiiltiirleri 10 ml peptonlu su icerisine inokule
edildikten sonra 48-72 saat boyunca 2842 °C’de inkiibasyona birakilacaktir.
Nessler’s reagenti (0.5 ml) her bir tiipe eklendikten sonra olusan sari renk
amonyak {iretimin pozitif oldugunu gostermektedir (Cappuccino ve Sherman
1992).

2.2.8. Bakteriyal Identifikasyon
2.2.8.1. Yag Asidi Metil Esterleri Analizi (FAME)

Bakteri izolatlarmin yag asidi analizleri, liretici firmanm 6nerdigi sekilde
gerceklestirilmistir (Sasser 1990). Triptik Soy Agar (TSA) besiyerinde ¢izgi ekim
yapilarak 28+2 °C gelistirilen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerden steril 6ze yardimiyla
40-50 mg bakteri 6rnegi toplanmis ve steril tiiplere aktarilmistir. Hiicrelerin
parcalanmasi asamasi olan saponifikasyon basamaginda once igerisinde kiiltiir
bulunan her tiipe 1 ml Reagent 1 (metanolik baz) eklenmistir. Daha sonra tiipler
95-100 °C’ ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika bekletilmilmistir. Bu siire
sonunda tiipler soguk su igerisinde hizlica sogutulmuslardir. Tipler tekrar ayni
sicakliktaki su banyosunda 25 dakika bekletilmistir. Islem sonrasi &rneklerin
bulundugu deney tiipleri tekrar sogutulmustur. Metillestirme basamaginda, her bir
tiipe Reagent 2 (metillestirme reagenti) eklenmis ve tiipler 80 °C’ ye ayarli su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler hizlica
sogutulmugslardir. Saflagtirma/ ekstraksiyon basamaginda sogutulan tiiplere 1.25
ml Reagent 3 (ekstraksiyon ¢oziiclisli) eklenmis ve tiipler rotatorda 10 dakika
boyunca ters-diiz edilmislerdir. Islem sonunda tiipiin alt kisminda sulu faz Pasteur
pipeti ile ortamdan uzaklastirilmigtir. Son basamak olan bazik yikama igleminde
ise her bir tiipe 3 ml Reagent 4 eklenerek 5 dakika boyunca rotatorda ters-diiz
edilmigtir. Ters- diiz igleminden sonra tiiplerde meydana gelen organik fazmn (en
istte meydana gelen kisim) 2/ 3’ i Pasteur pipeti ile alinarak steril viallere

aktarilmistir. Hazirlanan 6rnekler Yag Asidi Analiz Sistemi’ ne (Agilent, 6890N)
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verilmis ve elde edilen pikler Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIDI)

tarafindan analiz edilmistir.

2.2.8.2. API 20E (Gram Negatif Bakteri) Analizi

Deney tasarimi {retici firmanm (Biomérieux) belirtigi sekilde
gerceklestirilmistir. Gram negatif olduklar1 belirlenen ve 28+2 °C’ de gelistirilen
mikroorganizmalardan (18-24 saat iireme sonrasinda) bir koloni almarak
slispansiyon meydum aktarilmistir ve Pasteur pipetleri ile belirtilen miktarlarda
test kuyucuklarina (hava kabarcigi olusumundan kacginilarak) aktarim
gergeklestirilmistir. Test kuyucuklarindan CIT, VP ve GEL testlerinin tiip ve
kiipiilii bakteriyel siispansiyon ile doldurulmustur. Diger testlerin ise sadece tiip
kisimlar1 (kiipiilleri dolmayacak sekilde) doldurulmustur. ADH, LDC, ODC H2S
ve URE testlerinde mineral yag ile kiipiiller doldurularak anaerobik ortam
olusturulmustur ve 28+2 °C’ de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda strip okunmasi igin gerekli olan testler (TDA, VP ve IND) ve oksidaz
testi yapilmis ve firmanin Onerdigi sekilde okumalar gergeklestirilmistir (test

kiipiilii Sekil 3.9’ da gosterilmistir).

2.2.9. Toprak Analizleri

2.2.9.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Toprak ornekleri yiizeyden 0-30 cm ve 30-60 cm derinliklerinden zeytin
bahgelerini temsil edecek sekilde meyve doneminde 15.10.2011 tarihinde bir

defada alinmig ve laboratuvara getirilerek analize hazirlanmistir (Jackson 1958).
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2.2.9.2. Toprak Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Zeytin agacmin kok bolgesine yakin bolgeden toplanan toprak
orneklerinden mikroorganizma eldesi ve nem analizi i¢in belirli bir toprak kiitlesi
ayrildiktan sonra labaratuvarda hava kurusu haline getirildikten sonra havanda
doviilerek 2 mm’ lik ve 0.5 mm’ lik elekten gecirilerek analize hazir hale

getirilmistir.

2.2.9.3. Toprak Reaksiyonu (pH)

1:2.5 oraninda toprak: su (10 g:25 ml) karisimi ¢alkalama makinesinde 5
dakika ¢alkalandiktan sonra cam elektrotlu pH- metre ile 6lglilmiistiir (Jackson
1958).

2.2.9.4. Topragin Fiziksel Analizi

Hidrometrik yontemin uygulandigi toprak taneciklerinin biiyiikliiklerine
gore kum, silt ve kil olarak toprak icerisindeki yilizde igerikleri (toprak tekstiirii)
Bouyoucos Hidrometre yontemi ile dl¢iilmiistiir (Bouyoucos 1951). Bu yontemde
taneciklerin siispansiyonda ¢dkme hizindan biiyiikliikleri hesaplanmaktadir.
Topraklarin tekstiirtine gore; Soil Survey Staff” daki (1951) tekstiir licgeni esas

almarak tekstiir siniflar1 belirlenmistir.

2.2.9.5. Topragin Kirec Icerigi

Toprakta bulunan kalsiyum karbonat” in (CaCO3) seyreltik hidroklorik asit
(HCI) ile tepkimesi sonucu ac¢iga cikan karbondioksit miktarnin kapali bir
sistemde (Scheibler kalsimetresi) standart sicaklik ve basmg altindaki

karbondioksit gazi hacminden voliimetrik yontem ile hesaplanarak 6l¢lilmiistiir

(Caglar 1958).
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2.2.9.6. Topragin Toplam Azot Miktarinin Tayini

Toprak orneklerindeki toplam azot (N) miktari, standart Kjeldahl yontemi
ile belirlenmistir. Bu yontemde yas yakma ile organik azot (NH,),SO4 (Amonyum
stilfat)’ a g¢evrilerek amonyum, borik asit icerisinde damitilmis ve daha sonra
damitilan 6rnek siilfiirik asit (H,SOy) ile titre edilmistir. Noétralizasyon igin sarf
edilen siilfiirik asit miktarindan toplam azot hesaplanmistir (Bremner, 1965).

2.2.9.7. Toprak Neminin Hesaplanmasi

Penetrometre Olgiimii sirasinda topraktaki nem miktarinin tespit edilmesi
amaciyla, 0-30 cm ve 30- 60 cm araligindaki topraktan 6rnekleme yapilmis ve bu
orneklerin 1slak agirhklari (W) saptandiktan sonra, kurutma firinda 105 °C’ de
Minimum 24 saat kurutulmus ve kuru agirligi (Wk) saptanmistir. Daha sonra elde
edilen bu degerler kullanilarak topragin nem orami (Ny) yilizde olarak
hesaplanmistir (Phillips ve Phillips 1984).
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3. BULGULAR
3.1. Topraklardan Bakteri izolasyonu ve Saklanmasi

Balikesir ili smirlar1 i¢cinde bulunan 8 farkli lokaliteden toplamda 30 farkli
toprak ornegi alinmistir (Cizelge 2.10.). Bakteri izolasyonu sonrasinda inkiibe
edilen plaklardan yapilan sayimlar Cizelge 3.1.” de gosterilmistir. Buna gore
toplam canli bakteri sayisi 1.7*¥10* ile 9.5%10° arasinda degisiklik gostermektedir.
Bakteri sayimlarinin ve izolasyonlarmin yapildig1 petrilerden birkaci sekil 3.1.” de

gosterilmistir.

Sekil 3.1. 1 numarali petri Elma agac1 yiizey topragi drnegine (107 diliisyon), 2 numarah petri
zeytin 4 agac1 17 cm derinligindeki toprak érnegine (107 diliisyon) ve 3 numarali petri

ise ceviz agacmimn 30 cm derinligindeki toprak érnegine (10 diliisyon) aittir.

Cizelge 3.1. Toprak 6rneklerindeki toplam canli bakteri sayilari.

Toprak ornegi Bakteri sayis1 (kob/ ml)
1. Zeytin yiizey 6.9%10°
) 1. Zeytin 10cm 6.5*10°
L 1. Zeytin 30 cm 5.2*10°
': 1. Zeytin 50 cm 1.3*10°
2 2. Zeytin yiizey 1*10°
] 2. Zeytin 12 cm 1.7*10°
> 2. Zeytin 30 cm 3.5*%10°
2 2. Zeytin 56 cm 4.4%10°
) 3. Zeytin yiizey 2.7%10’
3. Zeytin 10 cm 4.5*%10°
2 3. Zeytin 30 cm 310°
6' 3. Zeytin 55 cm 8*10°
4. Zeytin yiizey 9.5%10°
9( 4. Zeytin 17 cm 2.7*%10°
. *1M0
<Z( 4. Zeytin 30 cm 1.1*10
e aa



Cizelge 3.1. (Devam) Toprak orneklerindeki toplam canli bakteri sayilari.

4. Zeytin 52 cm 1.08*10°
5. Zeytin yiizey 8.8%10°
5. Zeytin 15 cm 7.4%10°
5. Zeytin 30 cm 2.6%10°
5. Zeytin 52 cm 1.7*10°
1. Elma yiizey 6.31*10°
1. Elma 20 cm 4*10°

1. Elma 30 cm 3,1*10°
1. Elma 50 cm 2,8*10°
1. Ceviz yiizey 2.29*10°
1. Ceviz 30 cm 5.06*10"
1. Ceviz 60 cm 4*10°
Zeytin fidan 7.8%10°
Elma fidan 1.24*10°
Ceviz fidan 1*10°

Tek koloni halinde saflastirilan 264 bakteriyel (Cizelge 3.2.) izolat bitki

biliylimesini tesvik eden 6zellikleri bakimindan tarama g¢alismalarinda kullanilmak

iizere saf kiiltiir halinde -80°C derin dondurucuda saklanmustir.

Cizelge 3.2. Saf olarak elde edilen bakteri izolatlar

Ornek izolat Ornek izolat Ornek izolat
numarasi numarasi numarasi numarasi numarasi numarasi
1.E&C CY.1l1 3. Zeytin 1 Z.10.1.3 19. Zeytin 3 Z.30.3.10
2. E&C C.Y.19 4. Zeytin 1 Z2.10.1.4 20. Zeytin 3 Z.30.3.4
3.E&C C.30.1.11 5. Zeytin 1 Z.10.1.5 21. Zeytin 3 Z.30.3.7
o— 4. E&C C.30.1.9 6. Zeytin 1 Z.10.1.6 22. Zeytin 3 Z.30.3.6
it 5. E&C C30112 | 7. Zeyinl | Z10.17 23 Zeytin3 | ZY.32
f— 6. E&C C.30.1.10 8. Zeytin 1 Z.10.1.8 24. Zeytin 3 Z.Y.31
°;) 7.E&C C.30.1.8 9. Zeytin 1 Z.10.1.10 25. Zeytin 3 Z.Y.35
[a'dd 8. E&C CY.1l1 10. Zeytin 1 Z.10.1.12 26. Zeytin 3 Z.Y.3.6
L 9. E&C CY113 11 Zeytin1 | ZY.11 27 Zeytin3 | 2.10.35
.Z 10. E&C C.Y.13 12. Zeytin 1 Y12 28. Zeytin 3 Z.10.3.6
Z 11.E&C CY17 13 Zeytin1 | ZY.13 29. Zeytin 3 | Z.55.3.8
::) 12. E&C E.Y.14 14. Zeytin 1 ZY.l4 30. Zeytin 3 Z.55.3.7
:) 13. E&C E.Y.15 15. Zeytin 1 ZY.1.7 31. Zeytin 3 Z.Y.3.9
| 14. E&C E.Y.1.16 16. Zeytin 1 Z.Y.18 32. Zeytin 3 Z.Y.3.7
e 15. E&C C60.16 17. Zeytin 1| Z.Y.1.10 33 Zeytin3 | 2.10.3.10
D 16. E&C C.60.1.2 18. Zeytin 1 Z.Y.1.11 34. Zeytin 3 Z.10.39.1
< 17. E&C E.Y.11 19. Zeytin 1 Z.Y.1.12 35. Zeytin 3 Z.10.3.1
Z 18. E&C E.Y.1.13 20. Zeytin 1 Z.Y.1.13 1. Zeytin 4 Z.52.5.8
<
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Cizelge 3.2. (Devam) Saf olarak elde edilen bakteri izolatlar1

19. E&C C.60.1.13 21. Zeytinl | Z.Y.1.14 2. Zeytin 4 2.52.55
20. E&C E.Y.1.7.1 22. Zeytinl | Z.Y.1.15 3. Zeytin 4 Z2.30.5.1
21. E&C C.60.1.8 23. Zeytinl | Z.Y.1.16 4. Zeytin 4 Z2.30.5.3
22.E&C C.60.1.5 24. Zeytinl | 2.50.1.8 5. Zeytin 4 Z2.52.5.6
23.E&C C.60.1.14 25. Zeytinl | 2.50.1.7 6. Zeytin 4 25251
24. E&C C.60.1.12 26. Zeytinl | 2.50.1.6 7. Zeytin 4 Z2.52.5.2
25. E&C E.20.1.7.1 27. Zeytinl | 2.50.1.3 8. Zeytin 4 ZY.4A8
26. E&C E.20.15.1 28. Zeytinl | 2.50.1.2 9. Zeytin 4 ZY.46
27.E&C E.20.1.1 29. Zeytinl | 2.50.1.1 10. Zeytin4 | 2.17.4.3
28. E&C E.20.1.7 30. Zeytin1 | Z2.30.1.11 11. Zeytin4 | Z.17.4.4
29. E&C E.20.1.5 31. Zeytin1 | Z.30.1.10 12. Zeytin4d | 2.17.4.2
30. E&C E.20.1.4 32. Zeytinl | Z2.30.1.9 13. Zeytin4 | 2.17.4.7
31.E&C E.20.1.9 33. Zeytinl | Z2.30.1.8 14. Zeytin4 | 2.17.4.8
32.E&C E.20.1.2 34. Zeytinl | Z.30.1.7 15. Zeytin4 | 2.17.4.6
33.E&C E.20.1.10 35. Zeytinl | Z.30.1.6 16. Zeytin4 | 2.30.4.1
34.E&C E.20.1.2.1 36. Zeytinl | Z.30.1.5 17. Zeytin4 | 2.30.4.8
35.E&C E.20.1.6 37. Zeytinl | 2.30.1.1 18. Zeytin4 | 2.30.4.2
36. E&C E.50.1.3 38. Zeytinl | Z2.30.1.2 19. Zeytin4 | Z.55.4.5
37.E&C E.50.1.5 39. Zeytinl | Z.30.1.3 20. Zeytin4 | 2.55.4.8
38.E&C E.50.1.4 40. Zeytin1l | 2.30.1.4 21. Zeytin4d | Z.17.45
39. E&C E.50.1.7 1. Zeytin 2 ZY.2.7 22. Zeytin4d | 2.17.4.1
40. E&C E.50.1.9 2. Zeytin 2 ZY.2.6 23. Zeytin4d | ZY.4.5
41. E&C E.50.1.11 3. Zeytin 2 ZY.22 24. Zeytind | Z.Y.4.2
42. E&C E.50.1.1 4. Zeytin 2 ZY.21 25. Zeytin4 | ZY.4.3
43.E&C E.50.1.2 5. Zeytin 2 21223 26. Zeytind | Z.Y.44
44. E&C E.20.1.3 6. Zeytin 2 21221 27. Zeytin4d | Z.Y.4.9
45. E&C E.20.1.8 7. Zeytin 2 2.12.2.8 28. Zeytin4 | Z.Y.4.10
46. E&C E.20.1.10 8. Zeytin 2 2.30.2.9 29. Zeytin4 | ZY.47
47. E&C E.30.1.14 9. Zeytin 2 2.30.25 30. Zeytin4 | Z.30.4.5
48. E&C E.20.1.6 10. Zeytin2 | 2.30.2.4 31. Zeytin4 | Z.30.4.6
49. E&C E.20.1.11 11. Zeytin2 | Z2.56.2.11 32. Zeytin4 | 2.30.4.7
50. E&C E.20.1.4 12. Zeytin2 | Z2.56.2.9 33. Zeytin4 | 2.30.44
1. Fidan ZF.1 13. Zeytin2 | 2.56.2.7 34. Zeytin4 | 2.30.4.3
2. Fidan ZF.2 14. Zeytin2 | 2.56.2.1 35. Zeytin4 | 2.20.1.8
3. Fidan ZF.3 15. Zeytin2 | 2.56.2.8 1. Zeytin 5 E.20.1.8
4. Fidan ZFA4 16. Zeytin2 | 2.56.2.3 2. Zeytin 5 E.20.1.12
5. Fidan ZF5 17. Zeytin2 | 2.56.2.5 3. Zeytin 5 E.50.1.1
6. Fidan ZF.6 18. Zeytin2 | 2.56.2.12 4. Zeytin 5 ZY51
7. Fidan ZF.7 19. Zeytin2 | Z2.56.2.6 5. Zeytin 5 ZY.55
8. Fidan ZF.8 20. Zeytin2 | 2.30.2.3 6. Zeytin 5 2.Y.56
9. Fidan ZF.9 21. Zeytin2 | 2.Y.2.3 7. Zeytin 5 ZY.5.7
10. Fidan Z.F.10 22. Zeytin2 | 2.12.2.10 8. Zeytin 5 Z2Y.59
11. Fidan ZF.11 23.Zeytin2 | 2.12.2.2 9. Zeytin 5 2Y.538
12. Fidan ZF.12 24, Zeytin2 | Z.12.2.4 10. Zeytin5 | Z.Y.5.12
13. Fidan Z.F.13 25. Zeytin2 | Z.12.2.5 11. Zeytin5 | Z.Y.5.2
14. Fidan CF.1 26. Zeytin2 | Z.12.2.9 12. Zeytin5 | Z.Y.5.10
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Cizelge 3.2. (Devam) Saf olarak elde edilen bakteri izolatlar1

15.Fidan C.F.2 27.Zeytin2 | 2.12.2.7 13. Zeytin5 | Z.Y.5.11
16. Fidan C.F.3 28. Zeytin2 | Z2.30.2.7 14. Zeytin5 | Z.Y.5.3
17. Fidan CF4 29. Zeytin2 | Z.Y.25 15. Zeytin5 | Z.Y.5.4
18. Fidan C.F5 30. Zeytin2 | Z.55.4.8 16. Zeytin5 | Z.52.5.7
19. Fidan C.F.7 31. Zeytin2 | Z.55.45 17. Zeytin5 | Z.15.5.3
20. Fidan C.F.8 32. Zeytin2 | Z2.30.4.5 18. Zeytin5 | Z.15.5.2
21. Fidan C.F.10 33.Zeytin2 | Z2.56.2.4 19. Zeytin5 | Z.155.4
22. Fidan CF.11 1. Zeytin 3 Z.Y.34 20. Zeytin5 | Z.15.5.6
23. Fidan E.F.1 2. Zeytin 3 2.Y.3.3 21. Zeytin5 | Z.15.5.8
24. Fidan E.F.2 3. Zeytin 3 2.Y.3.8 22. Zeytin5 | Z.155.5
25. Fidan E.F.3 4. Zeytin 3 Z2.10.3.7 23. Zeytin5 | Z.155.9
26. Fidan E.F4 5. Zeytin 3 Z2.10.34 24. Zeytin5 | Z.155.1
27. Fidan E.F5 6. Zeytin 3 Z2.10.3.3 25. Zeytin5 | Z.52.5.3
28. Fidan E.F.6 7. Zeytin 3 Z2.30.3.2 26. Zeytin5 | Z.30.5.12
29. Fidan E.F.7 8. Zeytin 3 Z2.30.3.3 27. Zeytin5 | Z.30.5.8
30. Fidan E.F.8 9. Zeytin 3 Z2.30.3.1 28. Zeytin5 | Z.30.5.7
31. Fidan E.F.9 10. Zeytin3 | Z.30.3.8 29. Zeytin5 | Z.30.5.5
32. Fidan E.F.10 11. Zeytin3 | Z.55.3.6 30. Zeytin5 | Z.30.5.9
33. Fidan E.F.11 12. Zeytin3 | Z.55.3.5 31. Zeytin5 | Z.30.5.10
34. Fidan E.F.12 13. Zeytin3 | Z.55.3.4 32. Zeytin5 | Z.30.5.11
35. Fidan E.F.13 14. Zeytin3 | Z2.55.3.3 33. Zeytin5 | 2.30.5.6
36. Fidan C.F.6 15. Zeytin3 | Z2.55.3.2 34. Zeytin5 | 2.52.5.9
37. Fidan C.F.9 16. Zeytin3 | Z.Y.4.1 35. Zeytin5 | E.20.1.13
1. Zeytin 1 Z.10.11 17. Zeytin3 | 2.55.4.7

2. Zeytin 1 2.10.1.2 18. Zeytin3 | Z2.10.3.2

3.2. Antagonistik Aktivite Testlerinin sonuclar:
3.2.1. Antibakteriyel Aktivite Test Sonuclar:

Deney kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.11.° de
gosterilmistir. Topraktan izole edilen bakterilerin nutrient broth ortaminda 2 giin
28 £2 °C’ de tiretilmesinin ardindan 100 pl patojen mikroorganizmalar yayilmis
ve ¢ukur ¢ap1 8 mm olan kuyucuklara sahip olan King’s B agar besiyerine izole
edilen mikroorganizmalardan 100 pl o6rnek koyularak 2 giin inkiibasyon
sonrasinda olusan inhibisyon zon sonuglar1 mm cinsinden kaydedilmistir.
Antibakteriyel etkiye sahip bakterilerin yiiklendigi cukurlar etrafinda seffaf
inhibisyon olusumlar1 pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2.). Sonuglar
Cizelge 3.3.,3.4.,3.5., .3.6,, 3.7., 3.8. ve 3.9.” da gosterilmistir.
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Sekil 3.2. 1 numarali petride Z.30.4.1 numarali izolatin Pseudomonas pv. glycine iizerine etkisi, 2
numarali petride E.F.9 ve E.F.11 numarali izolatlarm Pseudomonas pv. phaseolicola
NCPP B52 iizerine etkisi ve 3 numarali petride ise Z.10.1.8 numarali izolatin

Pseudomonas syringae iizerindeki etkisi goriilmektedir.

Ceviz ve elma topraklarinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden izole edilen
bakteriler ile gerceklestirilen antibakteriyel etki test sonuglarinda 13 izolatin
bakteriyel etkinlik gosterdigi belirlenmistir. 6 bakteriyel izolat Pseudomonas pv.
tomato, 9 izolat Pseudomonas tobacco, 6 izolat X. campestris pv. campestris, 5
izolat X. campestris pv. vesicatoria, 7 izolat Pseudomonas syringae iizerinde, 5
izolat Pseudomonas pv. phaseolicola ve 5 izolat da Pseudomonas gingeri
tizerinde antibakteriyel etkinlik gostermistir. En fazla etki Pseudomonas gingeri
patojen bakterisine kars1 E.20.1.1. ve E.20.1.10 numaral1 izolatlar tarafindan 22
mm olarak gézlenmistir. E.50.1.3 kodlu izolatin 6 patojene kars1 etki gostermesine
ragmen etkinlik seviyeleri 20 mm’ den fazla degildir. FAME analizi sonrasi
antibakteriyel etkiye sahip bu bakteriler Bacillus subtilis, Bacillus megaterium ve
Micrococcus luteus olarak belirlemis ve antibakteriyel aktivite sonrasit meydana

getirdikleri zonlar mm cinsinden Cizelge 3.3.” de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Ceviz ve elma topraklarimin ylizey ve rizosfer bolgelerindeki izolatlarin
antimikrobiyel aktivite test sonuglari. Pseudomonas fluorescens (B-130),
Pseudomonas pv. tomato (32-P), Pseudomonas tobacco (8-P), X. campestris pv.
campestris  (33-P), X. campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 (75-3),
Pseudomonas syringae (1-P), Pseudomonas pv. glycine (PG1-T), Pseudomonas pv.
phaseolicola NCPP B52 (N52), Pseudomonas gingeri (3146), Pseudomonas
gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen B- | 32-P | 8P |33-P | 75-3 | 1-P | PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
C.30.1.10 11
C.Y.13 10
E.20.1.5.1 15
E.20.1.1 15 12 14 18 22
E.20.1.2 13 13 12 15
E.20.1.10 15 11 22
E.50.1.3 11 14 11 13 11 13
E.50.1.11 16 15 16 12
E.50.1.1 12 16 15 14 11
E.20.1.3 13 13 13
E.30.1.14 15 12 15 15
E.20.1.6 20 15 15 15 16
E.20.1.4 11 15 11 14

Fidan rizosferlerindeki 13 izolatin  aktimikrobiyel aktivite gosterdigi
belirlenmistir. 2 izolatin Pseudomonas fluorescens, 8 izolatin Pseudomonas pv.
tomato, 5 izolatin Pseudomonas tobacco, 6 izolatin X. campestris pv. campestris,
7 izolatin X. campestris pv. vesicatoria, 8 izolatn Pseudomonas syringae, 2
izolatin Pseudomonas pv. glycine, 10 izolatin Pseudomonas pv. phaseolicola, 5
izolatin Pseudomonas gingeri, 4 izolatin Pseudomonas gladioli pv. agricola
tizerinde antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Fidan
topraklarindan izole edilen bakterilerin antibakteriyel aktivite test sonuclarina
gore Z.F.3, Z.F.9, E.F.6 ve E.F.9 izolatlarin neredeyse tiim patojen bakterilere
etkin olduklar1 go6zlenmekle birlikte en fazla antibakteriyel etki zeytin
rizosferinden izole edilen Z.F.9 numarali izolat olup X. campestris pv. campestris
patojenine kars1 40 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Biitiin patojen bakterilere
kars1 antibakteriyel etki gosteren izolat ise E.F.9 numarali izolattir. Antibakteriyel
etkiye sahip bu bakteriler FAME analizi sonrasinda Pseudomonas putida, Bacillus

atrophaeus, Bacillus subtilis, Ewingella americana ve Paenibacillus macerans
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olarak tanimlanmig ve antibakteriyel etkileri inhibisyon zon capi olarak mm

cinsinden Cizelge 3.4.” de belirtilmistir.

Cizelge 3.4. Fidan rizosferinden elde edilen izolatlarin antimikrobiyel aktivite test sonuglari
Pseudomonas fluorescens (B-130), Pseudomonas pv. tomato (32-P), Pseudomonas
tobacco (8-P), X. campestris pv. campestris (33-P), X. campestris pv. vesicatoria
NRLL B-1459 (75-3), Pseudomonas syringae (1-P), Pseudomonas pv. glycine
(PG1-T), Pseudomonas pv. phaseolicola NCPP B52 (N52), Pseudomonas gingeri
(3146), Pseudomonas gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen | B- 32-P | 8P |33-P |753 | 1-P PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
Z.F.3 20 25 16 14 14
Z.F.8 24 15
Z.F.9 18 14 40 16 14 17 22 27
C.F1 17 13 17 11
C.F.7 10 19
C.F.10 22 20 15
CF11 16 20 19 12
E.F.1 18 14 12
E.F5 18 18 12 24
E.F.6 21 19 30 16 15 18 24
E.F.9 13 18 14 31 19 20 20 18 30 15
E.F.11 25 13
E.F.13 16 20 20

Zeytin 1 agacmin ylizey ve rizosfer bolgelerinden saflastirilan 25 izolatin
antibakteriyel bitki patojenleri karsi etki gostermistir. 1 izolatin Pseudomonas
fluorescens, 7 izolatin Pseudomonas pv. tomato, 6 izolatin Pseudomonas tobacco,
11 izolat X. campestris pv. campestris, 11 izolat X. campestris pv. vesicatoria, 9
izolatin Pseudomonas syringae, 10 izolatin Pseudomonas pv. glycine, 2 izolatin
Pseudomonas pv. phaseolicola, 12 izolatin Pseudomonas gingeri, 5 izolatin da
Pseudomonas gladioli pv. agricola iizerinde antibakteyel etki gosterdigi
kaydedilmistir. Z.30.1.8 Pseudomonas gingeri tizerinde 26 mm’ lik inhibisyon
zonu ve Z.10.1.8/1.6, X. campestris pv. vesicatoria iizerinde 26 mm’ lik
inhibisyon zonu ile antibakteriyel aktivite gostermislerdir (Cizelge 3.5.). Zeytin 1

topragindan izole edilen ve antibakteriyel etki test yapilan izolatlar FAME analizi

39



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

ile Bacillus cereus, Paenibacillus alvei, Bacillus megaterium, Bacillus coagulans

ve Bacillus atrophaeus olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Zeytin 1 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden saflastirilan izolatlarin
antimikrobiyel aktivite test sonuglari Pseudomonas fluorescens (B-130),
Pseudomonas pv. tomato (32-P), Pseudomonas tobacco (8-P), X. campestris pv.
campestris (33-P), X. campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 (75-3),
Pseudomonas syringae (1-P), Pseudomonas pv. glycine (PG1-T), Pseudomonas
pv. phaseolicola NCPP B52 (N52), Pseudomonas gingeri (3146), Pseudomonas
gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen | B- | 32-P | 8P | 33-P | 75-3 | 1-P | PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
Z.10.1.1 14
Z.10.1.2 13
Z.10.1.3 17 13
Z.10.1.6 15 16 20 20 12 19 17
Z.10.1.7 13
Z.10.1.8/1.6 18 17 15 26 12 20 16
ZY.11 24
ZY.14 18
ZY.1.7 17
Z.Y.1.8 12 13
Z.Y.1.10 22 15
Z2.Y.111 18 13
Z2.Y.1.12 17 15 15 17 15
Z2.Y.1.15 20 17
Z2.50.1.3 16 13 13 12
Z2.50.1.2 18 12
Z2.50.1.1 19 18 20 18 20 20
Z.30.1.10 11 12 12 19
Z.30.1.9 18 12 12 15 14
Z2.30.1.8 20 17 14 16 20 22 13 22
Z2.30.1.7 15 17 18 18 20 16 20
Z2.30.1.1 12
Z2.30.1.2 20
Z2.30.1.4 20

Zeytin 2 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden saflastirilan izolatlar ile
gerceklestirilen antibakteriyel aktivite testi sonuclarina gore en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi Z.Y.2.1 izolati Pseudomonas gingeri iizerinde 30 mm’ lik
inhibisyon zonu ile gostermistir. Pseudomonas gingeri ve X. campestris pv.

campestris {izerinde 2 bakteri izolati da 20 mm iizerinde inhibisyon zonu
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olusturmustur. Bir diger etkinlik gdsteren izolat ise Paenibacillus macerans olarak
edilen Z.30.2.9 numarali izolat1 olup Pseudomonas tobacco, X. campestris pv.
campestris, Pseudomonas gingeri ve Pseudomonas gladioli pv. agricola iizerinde
antibakteriyal etki gostermistir. Antibakteriyal aktivite test sonuglar1 Cizelge 3.6.

da mm cinsinden gosterilmektedir.

Cizelge 3.6. Zeytin 2 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden saflagtirilan izolatlarin
antimikrobiyel aktivite test sonuglari. Pseudomonas fluorescens (B-130),
Pseudomonas pv. tomato (32-P), Pseudomonas tobacco (8-P), X. campestris pv.
campestris (33-P), X. campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 (75-3),
Pseudomonas syringae (1-P), Pseudomonas pv. glycine (PG1-T), Pseudomonas
pv. phaseolicola NCPP B52 (N52), Pseudomonas gingeri (3146), Pseudomonas
gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen | B- | 32-P | 8-P | 33-P | 75-3 | 1-P PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
ZY.21 9 15 22 22 10 10 30 12
Z2.30.2.9 14 22 25 13

Zeytin 3 topragi izolatlar1 ile gerceklestirilen antibakteriyel aktivite testleri
ile 4 izolat inhibisyon zonu olusturmustur. X. campestris pv. campestris 1 izolat
tarafindan, X. campestris pv. campestris 4 izolat tarafindan, Pseudomonas
syringae 1 izolat tarafindan ve Psedomonas gladioli pv agricola ise 1 izolat
tarafindan inhibe edilmislerdir. En fazla etki Z.10.3.7 ve Z.55.3.4 izolatlar1
tarafindan X. campestris pv. campestris iizerinde 20 mm inhibisyon zonu ile
belirlenmistir. Pseudomonas flourescens, Pseudomonas pv. tomato, X. campestris
pv. vesicotoria ve Pseudomonas pv. glycine bitki patojenlerine karsi test edilen
hi¢cbir izolat etki olusturmamistir. Antibakteriyal aktivite test sonuclar1 Cizelge

3.7.” de mm cinsinden gosterilmektedir.
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Cizelge 3.7. Zeytin 3 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden saflastirilan izolatlarm
antimikrobiyel aktivite test sonuglari Pseudomonas fluorescens (B-130),
Pseudomonas pv. tomato (32-P), Pseudomonas tobacco (8-P), X. campestris pv.
campestris (33-P), X. campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 (75-3),
Pseudomonas syringae (1-P), Pseudomonas pv. glycine (PG1-T), Pseudomonas
pv. phaseolicola NCPP B52 (N52), Pseudomonas gingeri (3146), Pseudomonas
gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen | B- | 32-P | 8P | 33-P | 75-3 | 1-P | PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
Z2.Y.3.8 15 11 14
2.10.3.7 11 20 12 12
Z2.55.3.4 20 10
ZY.31 10

Zeytin 4 topragi izolatlar1 ile gergeklestirilen antibakteriyel etki testi
sonrasi 10 izolat antibakteriyal etki gostermis (Cizelge 3.8.) ve Z.Y.4.8 kodlu
izolatin 8 patojen iizerinde, Z.55.5.8 ile Z.30.4.1 kodlu izolatlarin 7 patojen
bakteri iizerinde inhibisyon etkileri gozlenmistir. Z.55.5.8 numaral izolat
Pseudomonas pv. tomato tiizerinde 26 mm’ lik, Z.Y.4.8 X. campestris pv.
campestris tizerinde 22 mm’lik, Z.30.4.1 Pseudomonas pv. glycine iizerinde 25
mm’ lik ve Pseudomonas gingeri iizerinde ise 24 mm’ lik inhibisyon zonu
meydana getirmistir. Pseudomonas fluorescens 2 izolat, Pseudomonas pv. tomato
7 izolat tarafindan, Pseudomonas tobacco 7 izolat, X. campestris pv. campestris 5
izolat, X. campestris pv. vesicatoria 3 izolat, Pseudomonas syringae 8 izolat,
Pseudomonas pv. glycine 7 izolat, Pseudomonas pv. phaseolicola 4 izolat,
Pseudomonas gladioli pv. agricola 5 izolat tarafindan inhibe edilmistir.
Antibakteriyel {iretim yapabilen izolatlarm FAME analizi sonrasinda;
Pseudomonas agarici, Paenibacillus macerans, Bacillus megaterium,
Burkholderia gladioli, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis ve Peanibacillus
pabuli olarak tanimlanmigstir. Cizelge 3.8.” de izolatlarn antibakteriyel etkinligi

mm cinsinden belirtilmistir.
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Cizelge 3.8. Zeytin 4 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden saflastirilan izolatlarm

antimikrobiyel aktivite test sonuglari Pseudomonas fluorescens (B-130),
Pseudomonas pv. tomato (32-P), Pseudomonas tobacco (8-P), X. campestris pv.
campestris (33-P), X. campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 (75-3),
Pseudomonas syringae (1-P), Pseudomonas pv. glycine (PG1-T), Pseudomonas
pv. phaseolicola NCPP B52 (N52), Pseudomonas gingeri (3146), Pseudomonas
gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen | B- | 32-P | 8-P 33-P | 75-3 | 1-P | PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
2.52.5.8 10 23 | 15 12 11 11 10
25255 16 |12 12 11 10 9
Z.30.5.1 16 14 11 10 10 11
Z2.52.5.6 11 11
25251 10 14 | 15 10 10 10 14 10
ZY.48 18 | 17 22 15 18 20 17 18
2.30.4.1 18 | 20 14 15 20 25 24
Z2.30.4.8 13 12 15
2.30.4.2 14 | 14 14 15 14 13 10
Z.Y.4.10 14

Zeytin 5 topragindan elde edilen bakteriyel izolatlar ile gergeklestirilen

antibakteriyel aktivite test sonuglar1 sonrasinda etkinlik gosteren toplam 10

bakteri belirlenmistir (Cizelge 3.9.). 1 izolat 6 patojene karsi, 2 izolat 4 patojene

kars1 etkinlik gostermektedir. 20 mm iizerinde etki goriilen tek izolat Z.52.5.9

olup 26 mm’ lik inhibisyon zonu ile Pseudomonas gingeri lizerinde etkindir. 2

izolat (Z.Y.5.9 ve Z.30.5.10) Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas gladioli

pv. agricola disindaki patojenlere karsi antibakteriyel etki gostermistir ve FAME

analizi sonucunda Z.Y.5.9 izolat1 Bacillus subtilis ve Z.30.5.10 izolati da

Paenibacillus larvae pulvifaciens olarak tanimlanmislardir. Bu bakteriler disinda

diger izolat Bacillus sphaericus ve Bacillus subtilis olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.9. Zeytin agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden saflastirilan izolatlarin antimikrobiyel

aktivite test sonuglar1 Pseudomonas fluorescens (B-130), Pseudomonas pv. tomato

(32-P), Pseudomonas tobacco (8-P), X. campestris pv. campestris (33-P), X.

campestris pv. vesicatoria NRLL B-1459 (75-3), Pseudomonas syringae (1-P),

Pseudomonas pv. glycine (PG1-T), Pseudomonas pv. phaseolicola NCPP B52 (N52),

Pseudomonas gingeri (3146), Pseudomonas gladioli pv. agricola (RR3-1).

Patojen | B- | 32-P 8 33-P | 75-3 1 PG1 | N52 | 3146 | RR3
Bakteri 130 T 1
ZY51 9
ZY.59 15 18 18 17 17 18 15 20
ZY.511 10 10 12
2.155.4 13 13 15 10
Z2.15.5.6 14
Z2.52.5.3 17
Z2.30.5.7 12 17 11 15
Z2.30.5.5 9
Z.30.5.10 12 16 18 15 19 19 18 18
Z2.52.5.9 11 13 20 13 16 23

3.2.2. Antifungal Aktivite Test Sonuglar

PDA besiyeri tizerine ekilerek spor olusturmalari i¢in 5-7 giin 28 £2 °C’ de

inkiibe edilen funguslarin spor sayimlari Mehmood ve ark. (1999) gibi

gergeklestirilmis ve fungus sporlarmin bulundugu petri ylizeyine 8 mm c¢apli

cukurlar agilarak niitrient brothda tretilen saf kiiltiirlerden 200 ul ekim yapilmis

ve 5 glin inkiibasyona birakilmistir. Niitrient broth negatif kontrol nistatin ve

ketakonazol antifungalleri ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Cukurlar

etrafinda seffaf inhibisyon zonu olusumlar1 pozitif olarak degerlendirilmis ve

bakteri izolat1 antifungal etkiye sahip olarak kaydedilmistir (Sekil 3.3)
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1 Kontrol (Ketakonazol

Sekil 3.3. Z.30.3.1, Z.10.3.3, Z.30.3.2 izolatlar1 ve kontrol grubu olarak secilen antifungal
ajanlarm A. parasiticus NRRL 2999 {izerindeki etkileri.

Elma ve ceviz topraklarindan toplanan izolatlardan sadece elma agacindan
izole edilen bakterilerde antifungal etkiye sahip iiyelere rastlanilmistir. E.20.1.9
numarali ve Bacillus subtilis olarak identifiye edilen bakteri A. fumigatus, G.
graminis, A. niger ve P. notatum patojen fungus lizerinde kontrol gruplarindan
daha fazla etkinlige sahip olarak kaydedilmistir. E.20.1.9 numarali ve Bacillus
megaterium olarak identifiye edilen bakteriyel izolat A. niger ve P. notatum
patojen fungus lyelerine karsi kontrol gruplarinin iizerinde etki gostermistir.
E.20.1.9 numarali ve Bacillus megaterium olarak identifiye edilen bakteriyel
izolat G. graminis ve A. niger kiifii iizerinde nistatin ile ayn1 gostermektedir. P.
notatum fungus iizerinde ise daha fazla etkinlik gostermistir. E.50.1.3 numaral ve
Bacillus subtilis olarak identifiye edilen bakteriyel izolat G. graminis, F.
moniliforme, A. niger ve P. notatum fungus tiyeleri iizerinde kontrol grubundan
daha fazla etkinlik géstermistir. E.50.1.11 numarali ve Bacillus subtilis olarak
identifiye edilen 6rnek F. moniliforme ve P. notatum kiifleri iizerinde kontrol
gruplar1 kadar ve G. graminis patojen kiifii tizerinde ise kontrol grubundan daha
fazla etkinlik gostermistir. E.20.1.3 numarali ve Bacillus subtilis olarak
tanimlanan izolat G. graminis ve F. moniliforme numarali funguslardan daha fazla
etkinlik gostermisken A. fumigatus, A. niger ve P. notatum patojen kiifleri
iizerinde kontrol gruplari kadar etkinlik gdstermistir. E.20.1.8 numarali ve
Arthrobacter globiformis olarak tanimlanan bakteriyel izolat F. moniliforme ve A.
niger kiifiine kontrol grubundan kars1 daha fazla etkinlik gostermis, G. graminis
ve P. notatum kiifi ile de ayni etkiyi gostermistir. E.20.1.11. numarali ve

Staphlococcus kloosi olarak tanimlanan bakteriyel izolat ise G. graminis, A. niger
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ve P. notatum kiifleri tizerinde kontrol gruplari kadar etkinlik gostermistir.
Cizelge 3.10. ve Cizelge 3.17.” de antifungal etki sonuglari mm cinsinden

belirtilmistir.

Cizelge 3.10. EIma ve ceviz agaglarinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlarin
antifungal etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G.
graminis, 4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum

NRRL 807)
Fungus

1 2 3 4 5 6
Bakteri
E.20.1.1 12 14
E.20.1.9 30 33 22 56
E.20.1.2 20 18
E.20.1.10 17 12 20 40
E.20.1.2.1 16
E.50.1.3 30 32 28 40
E.50.1.11 30 16 28
E.20.1.3 15 20 20 18 26
E.20.1.8 17 20 25 30
E.30.1.14 11 16
E.20.1.11 15 16 25

Fidan rizosferindeki 12 izolat antifungal etki gostermistir. A. parasiticus
patojen kiifii 5 izolat, A. fumigatus patojen kiifii 5 izolat, G. graminis 9 izolat, F.
moniliforme 7 izolat, A. niger 7 izolat ve P. notatum patojen kiifliniin biiytimesi 10
izolat tarafindan inhibe edilmistir. Fidan rizosferinden elde edilen bakteriler ile
gerceklestirilen antifungal etki testleri sonrasinda Z.F.1, C.F.11 (Bacillus subtilis)
ve E.F.4 (Bacillus subtilis) tiim patojen fungus iiyeleri tizerinde etki gostermekle
birlikte E.F.4 numarali izolat tiim kiifler {izerinde kontrol gruplarindan fazla
etkinlik gostermistir. Diger etkinlik gosteren bakteri tiirleri arasinda FAME analizi
sonrasinda belirlenen izolatlardan Bacillus atrophaeus, Pseudomonas agarici,
Paenibacillus macerans ve Bacillus subtilis tiirleri ile karsilasilmistir. Antifungal
etki sonuglar1 inhibisyon zon ¢ap1 olarak Cizelge 3.11. ve 3.17.” de mm cinsinden

gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. Fidan rizosferinden elde edilen bakterilerin antifungal etkileri (1- A. parasiticus
NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G. graminis, 4- F. moniliforme NRRL
1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum NRRL 807)

Fungus

1 2 3 4 5 6
Bakteri
ZF.1 12 15 15 12 15 25
Z.F.8 15
C.F.1 12 16 18 22
C.F5 14
C.F.7 12 22 20
C.F.11 12 12 38 36 24 40
E.F.1 12
EF4 32 20 26 50 25 40
E.F.5 11 12 14 14 20
E.F.6 14
E.F.11 14 30 24 25 38
E.F.13 12 15 20

Zeytin 1 agacindan elde edilen bakteriler ile gergeklestirilen antifungal
aktivite test sonuglarinda 13 izolat etkin olarak kaydedilmistir. A. parasiticus
higbir izolat ile inhibe edilmemistir. A. fumigatus 1 izolat, G. graminis 5 izolat, F.
moniliforme 5 izolat, A. niger 7 izolat ve P. notatum patojen kiifliniin tiim izolatlar
tarafindan inhibe edildigi gdézlenmistir. En fazla etkinlige sahip olan Z.Y.1.12
(Paenibacillus alvei) ve Z.50.1.1. (Bacillus coagulans) numarali izolatlar G.
graminis, F. moniliforme ve A. niger patojen kiiflerine kars1 kontrol gruplari ile
ayni etkiyi gosterirken P. notatum iiyeleri lizerinde kontrol gruplarindan daha
fazla etkinlik gostermistir. Bu izolatlar haricinde fungal etkinlige sahip olan ve
identifikasyonu tamamlanmig bakteriler; Bacillus megaterium, Paenibacillus
macerans, Bacillus atrophaeus ve Bacillus cereus tiirleridir. Antifungal etki
sonuglar1 inhibisyon zon ¢ap1 olarak Cizelge 3.12. ve 3.17.” de mm cinsinden

gosterilmistir.
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Cizelge 3.12. Zeytin 1 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlarin antifungal
etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G. graminis,
4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum NRRL 807).

Fungus

1 2 3 4 5 6
Bakteri
Z.10.1.6 20 22 16 20 20
Z.10.1.7 16
Z.10.1.8 14 11 20
ZY.12 20 20 18
ZY.13 30
ZY.1.7 20
ZY.18 22
ZY.112 20 15 16 40
Z.50.1.1 16 20 20 50
Z.30.1.9 20
Z.30.1.8/1.7 20 30
Z.30.1.7 18 14 20 30
Z.30.1.6 18

Zeytin 2 agacindan elde edilen 5 bakteriyel izolatta antifungal aktivite
gbzlenmistir. A. parasiticus ve F. moniliforme hi¢bir izolat tarafindan inhibe
edilmemistir. A. fumigatus 1 izolat, G. graminis 3 izolat, A. niger 2 izolat ve P.
notatum 5 izolat tarafindan inhibe edilmistir. En fazla inhibisyon 30 mm zon ¢ap1
ile G. graminis ve P. notatum kiiflerine kars1 kayit edilmistir. Z.30.2.9 numarali
izolatin G. graminis fungus liyesi tizerinde kontrol grubundan daha etkin oldugu
gbzlenmistir. FAME analizi ile 3 izolat; Paenibacillus larvae pulvifaciens,
Paenibacillus macerans ve Pseudomonas huttiensis olarak tanmmlanmistir.
Antifungal etki sonuclari inhibisyon zon cap1 olarak Cizelge 3.13. ve 3.17.” de

mm cinsinden gosterilmistir.
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Cizelge 3.13. Zeytin 2 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlarin antifungal
etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G. graminis,
4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum NRRL 807)

Fungus

1 2 3 4 5 6
Bakteri
ZY.21 10 10 13 22
Z2.30.2.9 30 16 30
7.56.2.3 20
2.30.2.3 15
ZY.25 16

Zeytin 3 ve 4 agacindan izole edilen ve antifungal etki testi uygulanan 13
bakteriyel izolatta antifungal etkinlik belirlenmistir. A. parasiticus 5 izolat, A.
fumigatus 8 izolat, G. graminis 6 izolat, F. moniliforme 4 izolat, A. niger 6 izolat
ve P. notatum 11 izolat tarafindan inhibe edilmistir. Z.10.3.3, Z.30.3.2, Z.30.31,
Z.55.3.2 ve Z.Y.4.1 izolatlar1 5 patojen fungus iiyesini inhibe etmis ve antifungal
etkiyi kontrol ajanlarindan fazla ya da ayni seviyede gostermisler. Z.30.3.3 kodlu
izolat 4 patojen fungusa kars1 etki gostermistir. En fazla antifungal inhibisyon
zonu olusturan izolat 50 mm inhibisyon gap1 ile Z.30.3.1° dir. FAME analizi
sonras1 antifungal etkiye sahip bakteri gruplari; Bacillus atrophaeus, Bacillus
cereus, Serretia fonticola ve Chryseobacterium balustinum olarak tanimlanmistir.
Antifungal etki sonuglar1 inhibisyon zon ¢ap1 olarak Cizelge 3.14. ve 3.17.’de mm

cinsinden gosterilmistir.

Cizelge 3.14. Zeytin 3 ve 4 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlarin
antifungal etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G.
graminis, 4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum

NRRL 807)
Fungus

1 2 3 4 5 6
Bakteri
Z.Y.33 10 20
ZY.34 20
Z.Y.3.8 15 14
2.10.3.4 12
2.10.3.3 25 24 30 30 44
2.30.3.2 20 20 24 40 40
2.30.3.3 20 30 30 36
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Cizelge 3.14. (Devam) Zeytin 3 ve 4 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen
izolatlarm antifungal etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL
163. 3- G. graminis, 4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P.
notatum NRRL 807)

2.30.3.1 24 24 30 30 50
2.55.35 20
2.55.3.3 26

2.55.3.2 22 20 24 13 38
ZY.A41 25 25 32 34 28
2.55.4.7 20

Zeytin 4 ve 5 agacindan elde edilen ve antifungal aktiviteye sahip 10 izolat
bulunmaktadir. A. parasiticus 6 izolat, A. fumigatus 7 izolat, G. graminis 3 izolat,
F. moniliforme 6 izolat, A. niger 6 izolat ve P. notatum 8 ziolat tarafindan inhibe
edilmistir. Z.17.4.7 izolat1 50 mm’ lik inhibisyon zonu ile F. moniliforme iizerinde
yiilksek antifungal etkiyi gostermistir. Z2.52.5.8, Z2.30.5.3, Z.52.5.2, Z.17.4.8,
7.55.4.5 ve Z.17.4.5 numarali izolatlar da etki ettikleri patojen funguslar iizerinde
antifungal etkiyi kontrol gruplar1 kadar ya da daha fazla olacak sekilde
gostermislerdir. En fazla etkiyi Z.52.5.8 numarali izolat olan ve FAME analizi
sonrasinda Pseudomonas agarici olarak tanimlanan bakteri gerceklestirmis, tim
patojen funguslara F. moniliforme hari¢ kontrol gruplarindan fazla etkiyi
gostermistir. FAME analizi sonrasi antifungal etkiye sahip izolatlar; Bacillus
megaterium, Paenibacillus maquariensis, Bacillus cereus ve Bacillus subtilis
olarak kaydedilmistir. Antifungal etki sonuglari inhibisyon zon c¢api olarak

Cizelge 3.15. ve 3.17.’de mm cinsinden gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Zeytin 4 ve 5 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlarin
antifungal etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G.
graminis, 4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum

NRRL 807)
Fungus

1 2 3 4 5 6
Bakteri
Z.52.5.8 20 25 28 15 30 40
Z.30.5.1 12
Z.30.5.3 18 20 30 30 30
7.52.5.2 26 26 20 22
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Cizelge 3.15. (Devam) Zeytin 4 ve 5 agacmin yilizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen
izolatlarm antifungal etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL
163. 3- G. graminis, 4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P.
notatum NRRL 807)

2.17.4.7 20 20 50 30 40
2.30.4.8 23 35 25 20 25
2.55.4.5 20 28 22 30
2.55.4.8 11

2.17.45 25 30 25 28
2.30.4.7 10

Zeytin 5 agacmdan izole edilen 7 izolat antifungal ektivite gostermistir. A.
fumigatus 1 izolat, G. graminis 2 izolat, F. moniliforme biitiin izolatlar, A. niger 2
izolat, P. notatum 3 izolat tarafindan inhibe edilmistir. En fazla antifungal etki 30
mm’ lik inhibisyon zonu ile F. moniliforme iizerinde Z.30.5.11 kodlu izolat
tarafindan gerceklestirilmistir. Ayni izolat 5 farkli patojen kif {izerinde de
antifungal etki gostermistir. Bununla beraber sadece Paenibacillus larvae
pulvifaciens olarak tanimlanan Z.30.5.11 numarali bakteride kontrol gruplari
kadar yada daha fazla etkinlik gostermistir. A. parasiticus patojen kiifiine hig¢ bir
bakteriyel izolat etki gostermemistir. Antifungal etki sonuglar1 inhibisyon zon gap1

olarak Cizelge 3.16. ve 3.17.” de mm cinsinden belirtilmistir.

Cizelge 3.16. Zeytin 5 agacinin yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlarin antifungal
etkileri (1- A. parasiticus NRRL 2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G. graminis,
4- F. moniliforme NRRL 1866, 5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum NRRL 807)

Fungus
1 2 3 4 5 6
Bakteri
ZY51 12 14
ZY.59 20 18 18 18
Z2.Y511 18
2.1554 20
Z2.15.5.9 15
2.30.5.5 10
Z2.30.5.11 16 23 30 15 26
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Antifungal etkiyi daha iyi anlasilabilir duruma getirmek adina test edilen
Nistatin ve Ketakonazol antifungallarin degisik konstransyonlar1 ile
gerceklestirilen test sonuglarina gore A. parasiticus kiifiine karsi ketakonazole
daha etkin, A. fumigatus kiifiine nistatin daha etkin, G. graminis kiifiine
ketakonazol daha etkin, F. moniliforme kifiini nistatin inhie edebilirken,
ketakonazol etkin degildir, A. niger kiifiine nistatin daha etkin ve P. notatum
kiifline karsi da nistatin etkin olarak kaydedilmistir. Sonuclar mm cinsinden

Cizelge 3.17° de gosterilmistir.

Cizelge 3.17. Antifungal ajanlarin bitki patojeni kiiflere kars1 etkileri (1- A. parasiticus NRRL
2999, 2- A. fumigatus NRRL 163. 3- G. graminis, 4- F. moniliforme NRRL 1866,
5- A. niger NRRL 321, 6- P. notatum NRRL 807)

Fungus

1 2 3 4 5 6
Kontrol
Nistatin 0.5 17 17 17 18 20 30
mg/ml
Nistatin 0.25 10 10 10 12 14 20
mg/ml
Ketoconazole 40 14 30 - 17 20
0.5 mg/ ml
Ketoconazole 32 9 24 - 15 14
0.25 mg/ ml

3.3. Bitki gelisimini tesvik eden bakterileri belirleme testleri
3.3.1. Hidrosiyonik asit testi (H.A.T)

Bitki topraklarindan elde edilen bakteri izolatlar1 modifiye niitrient agar
iizerine ekilerek meydana gelen turuncu-kirmizi araligindaki renkler pozitif olarak
nitelendirilmistir (Sekil 3.4.). Test edilen tim bakteri izolatlarmim hidrosiyonik
asit tiretim profilleri Ek 1. de belirtilmistir. Buna gore test edilen 264 bakteri
izolatindan 94 adedi pozitif olarak kaydedilmistir. Hidrosiyonik asit pozitif
ornekler; 2 izolat ceviz agacindan izole edilen bakteride, 12 izolat elma agacindan

izole edilen bakteride, 8 izolat ceviz fidan rizosferinden, 3 izolat elma fidan
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rizosferinden, 3 izolat zeytin fidan rizosferinden, 13 izolat zeytin 1 agacindan, 6
adedi zeytin 2 agacindan, 19 izolat zeytin 3 agacindan, 12 izolat zeytin 4

agacindan, 16 adedi zeytin 5 agacinda tespit edilmistir.

Sekil 3.4. Hidrosiyonik aktivite pozitif izolat Z.10.1.1. (soldaki petri) ve negatif izolat Z2.50.1.1.
(sagdaki petri).

3.3.2. Siderofor Uretim Testi (S.U.T)

Bitki ytizey ve rizosfer bolgelerinden izole edilen ve 2 giin boyunca 28°C’
de s1v1 besiyerinde lretilen bakteriler CAS agar iizerine 10 pl inokiile edilerek 2-
3 giin inkiibe edilen bakterilerde meydana gelen sari, turuncu ve kirmizi halkasal
olusumlar pozitif nitelendilmistir. EK 1.” de pozitif sonug alinan bakterilerin listesi
verilmistir. 264 bakteriyel izolat ile gerceklestirilen deney sonrasinda 77 izolatin
siderofor {iretimi yapabildigi belirlenmistir. Siderofor iiretimi gerceklestirebilen; 2
izolat ceviz agacinda, 4 izolat elma agacinda, 9 izolat zeytin fidan rizosferinde, 4
izolat ceviz fidan rizosferinde, 11 izolat elma fidan rizosferinde, 11 izolat zeytin 1
agacinda, 8 izolat zeytin 2 agacinda, 13 izolat zeytin 3 agacinda, 7 izolat zeytin 4
agacmda ve 8 izolat zeytin 5 agacinda pozitif izolat belirlenmistir. Sekil 3.5.” te

pozitif sonug alinan bakterilerden birkagi gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Siderofor iiretimi testi sonuglari meydana gelen turuncu halkasal olusumlar pozitif

sonuglar1 gostermektedir.

3.3.3. Fosfat Coziinebilirligi Testi (F.C.T)

Bitki topraklarindan izole edilen bakterilerin 3 giin boyunca 28°C’ de
iiretilmesinin ardindan saf olan kolonilerden 6ze dolusu alinan 6rnekler NBRIP
besiyerine ekilmisler ve meydana gelen seffaf zonlar ile bu bakterilerin fosfat
¢cozebilme yeteneklerinin oldugu belirlenmistir (Sekil 3.6.). Fosfat ¢ozebilen
izolatlarm; 6’ s1 zeytin 5 agacindan, 6’ s1 zeytin 4 agacindan, 9’ u zeytin 3
agacindan, 7’ si zeytin 1 agacindan, 2’si elma fidan rizosferinden, 6’ s1 zeytin
fidan rizosferinden, 6’ s1 elma agacindan izole edilen bakterilerde gdzlenmistir.
Ceviz fidan ve ceviz agacindan izole edilen bakterilerin hicbirinde fosfat

¢oziinebilirligi gozlenmemistir. Sonuclar Ek 1.” de belirtilmistir.
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Sekil 3.6. Sagdaki petride fosfat ¢ozdiigii bilinen E. coli ATCC 25922’ de goriilen etki sonucuna
bagli olarak soldaki petride fosfat ¢ozebilen bakterilerin 2, 3 ve 4 numarali 6rnekler

oldugu gosterilmistir.

3.3.4. indol asetik asit testi (I.A.A.T)

28+2 °C’ de 15 giin boyunca inkiibe edilen izolatlarin santrifiij isleminden
sonra ortofosforik asit ve Salkowski reagentine maruz birakilmasindan sonra
olusan kahverengi ve pembe renk degisimi pozitif olarak kaydedilmistir. Test
edilen 264 izolattan 98 tanesinde indol asetik asit iiretimi gézlenmistir (Sekil 3.7.).
Zeytin 5 agaci topragindan 14 izolat, zeytin 4 agaci topragindan 9 izolat, zeytin 3
agaci topragmdan 13 izolat, zeytin 2 a agaci topragindan 11 izolat, zeytin 1 agaci
topragindan 19 izolat, ceviz fidan rizosferinden 3 izolat, elma fidan rizosferinden
5 izolat, zeytin fidan rizosferinden 8 izolat, ceviz agacindan 2 izolat ve elma
agacmdan 14 izolat indol asetik asit {retebilme yeteneginde bakteri tespit

edilmistir. Sonuglar Ek 1.” de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Soldaki sekil zeytin 3 agacindan kaydedilen pozitif ve negatif 6rnekleri gostermektedir.
Sagdaki sekilde ise 1 numarali ependorf bakteriyel bir gelisme olmayan ve sadece
kimyasallar1 iceren tiiptiir. 2, 3 ve 4 numarali ependorflar ise pozitif olarak

nitelendirilen renkleri temsil etmektedir.

3.3.5. Amonyak iiretim testi

Pepton water besiyerinde 28+2 °C’de 48 saatlik inkiibasyonu ile kiiltiire
edilen izolatlarin {izerlerine Nessler’ s reagenti sonrasinda meydana gelen sari-
turuncu renk pozitif olarak kaydedilmistir. 258 izolat amonyak iiretimi pozitif
olarak kaydedilmistir. Cizelge 3.18.” de amonyak iiretimi negatif bakteriler

gosterilmistir. Sekil 3.8.” de ise pozitif ve negatif 6rnekler gosterilmistir.

Cizelge 3.18. Amonyak iiretimi negatif olan bakteri liyeleri

Izole edilen Bakteri | Amonyak iiretimi Izole edilen Bakteri Amonyak iiretimi
Z2.30.5.8 Negatif Z2.55.45 Negatif
2.Y512 Negatif 2.30.45 Negatif
Z2.30.3.6 Negatif ZF.12 Negatif
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Sekil 3.8. 22 numarali deney tiipii Z.30.5.8 numarali izolat olup ortadaki deney tiipii (bakteri
icermemekle beraber Nessler’ s reagenti uygulanmistir) ile ayni renge sahiptir. 12
numarali deney tiiplinde ise pozitif olarak adlandirilan iiyelerin olusturdugu renk

gOsterilmistir.

3.4. Bakteriyel identifikasyon
3.4.1. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Bitki gelisimini tesvik eden dzelliklerden H.A.T, S.UT, I.A.A.T, F.C.T ve
A.U.T sonuglarma gore, bunlardan 3 veya iizeri analizde pozitif etki gosteren
bakterilerin yag asidi metil esterlerin analizine hazirlanan yag asidi ekstreleri,
‘Yag Asidi Analiz Sistemi’ nde (Agilent, 6890N) TSBASO yazilimi ile

tanimlanmistir (Sasser 1990).

Ceviz agacmin yiizey ve rizosferinden elde edilen izolatlardan sadece bir
tir PGPB ozelligi gosterdiginden FAME islemi gergeklestirilmistir ve sonug
Bacillus cereus olarak cihazda okunmustur. Elma agacinin yiizey ve rizosfer
bolgelerinden elde edilen izolatlar ile yapilan analizlerde ise 4 izolat Bacillus
subtilis, 4 izolat Bacillus megaterium, 2 izolat Bacillus cereus, 1 izolat B.
sphaericus, 1 izolat B. atrophaeus, 1 izolat Chryseobacterium, 2 izolat
Arthrobacter, 1 izolat Staphylacoccus ve 1 izolat Micrococcus grubu

belirlenmistir.
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Cizelge 3.19. Elma ve Ceviz yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME islemine tabi tutulan

izolatlar.
izolat Benzerlik Tanimlanan tiir
numarast | indeksi
C.30.1.12 | 0.633 Bacillus cereus GC subgroup A
E.50.1.1 0.616 Micrococcus luteus GC subgroup D
E.50.1.3 0.631 Bacillus subtilis
E.50.1.11 | 0.369 Bacillus subtilis
E.30.1.14 | 0.377 Bacillus atrophaeus
E.20.1.1 0.735 Bacillus subtilis
E.20.1.2 0.631 Bacillus megaterium GC subgroup B
E.20.1.2 0.548 Arthrobacter viscosus
E.20.1.3 0.834 Bacillus subtilis
E.20.1.4 0.621 Bacillus megaterium GC subgroup A
E.20.1.5.1 | 0.757 Bacillus megaterium GC subgroup B
E.20.1.7 0.806 Chryseobacterium indologenes (Flavobacterium)
E.20.1.9 0.869 Bacillus megaterium GC subgroup A
E.20.1.10 | 0.727 Arthrobacter globiformis GC subgroup A (some 48h)
E.20.1.11 | 0.705 Staphylococcus kloosii
E.Y.1l1 0.700 Bacillus cereus GC subgroup A
E.Y.15 0.633 Bacillus sphaericus GC subgroup E

Fidanlarin rizosferinden elde edilen izolatlarin profilleri Cizelge 3.20.” de
gosterilmis olup ceviz fidan rizosferinden izole edilen PGPB 6zellikleri gosteren 5
adedi de Bacillus grubundadir. Elma fidan rizosferinden izole edilen PGPB
iiyeleri; 5 izolat Bacillus, 1 izolat Paenibacillus, 1 izolat Pseudomonas, 1 izolat

Ewingella ve 1 izolat Pantoea grubuna dahil olduklar1 belirlenmistir.

‘» Cizelge 3.20. Fidanlarin rizosferinden elde edilen ve FAME iglemine tabi tutulan izolatlar.
LL
J: izolat Benzerlik Tanmimlanan tiir
%) numaras1 | indeksi
% CF.1 0.712 Bacillus atrophaeus
> C.F3 0.923 Bacillus megaterium GC subgroup A
= C.F.6 0.520 Bacillus megaterium GC subgroup A
Z C.F.7 0.753 Bacillus atrophaeus
= CF1 0.815 Bacillus subtilis
D) E.F.1 0.597 Pseudomonas agarici
—l EF4 0.691 Bacillus subtilis
O E.F.5 0.103 Bacillus atrophaeus
A E.F.6 0.090 Ewingella americana
< E.F.9 0.060 Pantoea agglomerans GC subgroup C (Enterobacter)
2
=) 8
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Cizelge 3.20. (Devam) Fidanlarm rizosferinden elde edilen ve FAME islemine tabi tutulan

izolatlar.
E.F.10 0.447 Bacillus mycoides GC subgroup B (Bacillus cereus group)
E.F.11 0.556 Paenibacillus macerans (Bacillus)
E.F.12 0.869 Bacillus megaterium GC subgroup A
E.F.13 0.684 Bacillus subtilis
ZF.2 0.794 Flavimonas oryzihabitans (Pseudomonas VE2)
Z.F.3 0.541 Pseudomonas putida biotype A
ZFA4 0.499 Acinetobacter haemolyticus
ZF.6 0.602 Chryseobacterium balustinum (Flavobacterium)
ZF.7 0.407 Bacillus mycoides GC subgroup B (Bacillus cereus group)
ZF.9 0.110 Pseudomonas putida biotype A
Z.F.10 0.789 Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)

Zeytin 1 agaci yiizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen ve PGPB
ozellikleri oldugu belirlenen izolatlarin FAME sonuglarinda (Cizelge 3.21.) 14
izolat Bacillus, 5 izolat Paenibacillus, 2 izolat Pseudomonas, 1 izolat
Sphingobacterium ve 1 izolat Arthrobacter grubuna bagli mikroorganizma

bulundugu belirlenmistir.

Cizelge 3.21. Zeytin 1 agaci yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME islemine tabi tutulan

izolatlar.
Izolat Benzerlik Tammlanan tiir
numarasi indeksi
Z2.50.1.1 0.329 Bacillus coagulans
2.50.1.8 0.450 Bacillus mycoides GC subgroup B (Bacillus cereus group)
2.30.1.2 0.586 Bacillus cereus GC subgroup B
2.30.1.6 0.679 Bacillus cereus GC subgroup B
Z2.30.1.7 0.546 Bacillus atrophaeus
Z2.30.1.8 0.482 Bacillus atrophaeus
Z2.30.1.9 0.671 Bacillus atrophaeus
Z.30.1.10 0.832 Pseudomonas savastanoi fraxinus
Z.10.1.3 0.634 Bacillus cereus GC subgroup B
2.10.1.5 0.674 Bacillus subtilis
Z2.10.1.6 0.450 Paenibacillus alvei GC subgroup A (Bacillus)
2.10.11 0.602 Bacillus cereus GC subgroup B
2.10.1.8 0.437 Paenibacillus macerans (Bacillus)
Z.10.1.10 0.633 Bacillus megaterium GC subgroup A
ZY.12 0.733 Bacillus megaterium GC subgroup A
ZY.13 0.674 Sphingobacterium  spiritivorum  GC  subgroup A
(Flavobacterium)
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Cizelge 3.21. (Devam) Zeytin 1 agac1 yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME islemine tabi
tutulan izolatlar.

ZY.1l4 0.681 Bacillus cereus GC subgroup B

ZY.18 0.349 Arthrobacter globiformis GC subgroup A (some 48h)
Z.Y.1.10 0.886 Pseudomonas fluorescens biotype B

ZY.112 0.535 Paenibacillus alvei GC subgroup A (Bacillus)
ZY.1.14 0.571 Bacillus cereus GC subgroup B

Z.Y.1.16 0.569 Paenibacillus macquariensis

Zeytin 2 agaci1 ylizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen ve PGPB
ozellikleri oldugu belirlenen izolatlarin FAME sonuglarinda; 2 izolat Bacillus, 2
izolat Paenibacillus, 2 izolat Psudomonas, 1 izolat Stenotphomonas, 1 izolat

Pantoea grubu belirlenmis ve Cizelge 3.22.° de gosterilmistir.

Cizelge 3.22. Zeytin 2 agac1 yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME islemine tabi tutulan

izolatlar.

izolat Benzerlik Tammlanan tiir

numarasi indeksi

2.56.2.1 0.891 Pantoea agglomerans GC subgroup A (Entb. agglom., Er.
herbic.)

2.56.2.9 0.722 Bacillus cereus GC subgroup B

2.30.2.9 0.643 Paenibacillus macerans (Bacillus)

2.12.2.2 0.484 Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas,
Pseudomonas)

2.12.2.3 0.609 Pseudomonas savastanoi fraxinus

2.12.2.8 0.634 Bacillus megaterium GC subgroup A

ZY.21 0.553 Paenibacillus larvae pulvifaciens (48h, Bacillus)

ZY.25 0.461 Pseudomonas huttiensis

Zeytin 3 agaci ylizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen ve PGPB
ozellikleri oldugu belirlenen izolatlarm FAME analizi sonrasinda; 6 izolat
Bacillus, 5 izolat Pseudomonas, 2 izolat Micrococcus, 1 izolat Arthrobacter, 1
izolat Stenotrophomonas ve 1 izolat Serretia grubu belirlenmis ve Cizelge 3.23’ te

gosterilmistir.
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Cizelge 3.23. Zeytin 3 agaci yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME islemine tabi tutulan

izolatlar.
izolat Benzerlik Tammlanan tiir
numarasi indeksi
Z7.55.3.2 0.891 Bacillus atrophaeus
Z.55.3.7 0.578 Kocuria rosea (Micrococcus)
Z.55.3.8 0.867 Pseudomonas fluorescens biotype B
Z2.30.3.1 0.818 Serratia fonticola
2.30.3.2 0.711 Bacillus cereus GC subgroup B
Z7.30.3.3 0.507 Pseudomonas fluorescens biotype G/taetrolens
2.30.3.4 0.747 Bacillus megaterium GC subgroup A
Z.30.3.10 0.966 Pseudomonas fluorescens biotype B
7.10.3.1 0.918 Micrococcus luteus GC subgroup C
Z.10.3.3 0.689 Bacillus cereus GC subgroup B
Z.10.3.6 0.694 Bacillus cereus GC subgroup B
Z.10.3.9.1 0.460 Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas,
Pseudomonas)
Z.10.3.10 0.466 Arthrobacter oxydans
ZY.31 0.748 Pseudomonas putida biotype B
Z.Y.32 0.497 Pseudomonas putida biotype B
Z.Y.38 0.507 Bacillus atrophaeus

Zeytin 4 agac1 ylizey

Ozellikleri oldugu belirlenen

Bacillus,

ve rizosfer bolgelerinden elde edilen ve PGPB

izolatlarm FAME analizi sonrasinda; 7 izolat

2 izolat Paenibacillus, 1 izolat Brevibacillus ve 1 izolat

Chryseobacterium grubu belirlenmis ve Cizelge 3.24.° te gosterilmistir.
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Cizelge 3.24. Zeytin 4 agaci yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME iglemine tabi tutulan

izolatlar.
izolat Benzerlik Tammlanan tiir
numarasi indeksi
Y41 0.817 Chryseobacterium balustinum (Flavobacterium)
ZY.48 0.338 Bacillus coagulans
2.17.4.7 0.713 Bacillus cereus GC subgroup B
Z2.17.4.6 0.692 Brevibacillus choshinensis
2.30.4.1 0.605 Paenibacillus macerans (Bacillus)
2.30.4.8 0.621 Bacillus subtilis
2.30.4.2 0.362 Paenibacillus pabuli (Bacillus)
Z2.55.4.5 0.757 Bacillus cereus GC subgroup B
2.17.4.5 0.459 Bacillus atrophaeus
ZY.4.2 0.640 Bacillus cereus GC subgroup B
ZY.45 0.690 Bacillus pumilus GC subgroup B

Zeytin 5 agaci1 ylizey ve rizosfer bolgelerinden elde edilen ve PGPB

Ozellikleri oldugu belirlenen izolatlarm FAME analizi sonrasinda; 13 izolat

Bacillus, 3 izolat Paenibacillus, 2 izolat Pseudomonas, 1 izolat Brevibacillus, 1

izolat Arthrobacter ve 1 izolat Burkholderia grubu bakteri tanimlanmis ve Cizelge

3.25.” te gosterilmistir.

Cizelge 3.25. Zeytin 5 agaci yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME iglemine tabi tutulan

izolatlar.
Izolat Benzerlik Tammlanan tiir
numarasi indeksi
2251 0.617 Burkholderia gladioli GC subgroup B (Pseudomonas
gladioli)
2.52.5.2 0.677 Paenibacillus macquariensis
2.52.5.3 0.510 Bacillus cereus GC subgroup B
25255 0.652 Bacillus coagulans
2.52.5.8 0.815 Pseudomonas agarici
2.52.5.9 0.771 Bacillus subtilis
Z2.30.5.1 0.576 Bacillus megaterium GC subgroup A
Z2.30.5.3 0.714 Bacillus coagulans

62




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 3.25. (Devam) Zeytin 5 agaci yiizey ve rizosferinden elde edilen ve FAME iglemine tabi

tutulan izolatlar.

2.30.5.7 0.870 Bacillus subtilis

2.30.5.9 0.658 Arthrobacter viscosus

2.30.5.10 0.310 Paenibacillus larvae pulvifaciens (48h, Bacillus)
Z.30.5.11 0.677 Bacillus cereus GC subgroup B

2.30.5.12 0.593 Brevibacillus choshinensis

Z.155.4 0.095 Bacillus sphaericus GC subgroup D

Z.155.5 0.699 Bacillus cereus GC subgroup B

Z.155.8 0.681 Paenibacillus macquariensis

ZY.51 0.743 Bacillus thuringiensis kurstakii

ZY.53 0.455 Bacillus megaterium GC subgroup A

ZY.57 0.862 Pseudomonas fluorescens biotype C/P. mandelii
ZY.59 0.390 Bacillus subtilis

Z.Y.5.10 0.706 Bacillus cereus GC subgroup B

3.4.2. API 20E ile Gram Negatif Bakteri identifikasyonu

API 20E sistemi ile identifiye edilmeye c¢alisilan 31 gram negatif izolatin

higbiri i¢in tiretici firmanin verdigi tanimlama tablosunda karsilik bulunamamustir.

Buna karsin pozitif kontrol olarak kullanilan Escherichia coli ATCC 25922 ile

olumlu sonug almmustir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. E. coli ATCC 25922 bakterisinin AP1 20E profili.
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3.5. Toprak Analizi Sonugclari
3.5.1. Toprak reaksiyonu (pH)

Jackson (1958) yontemine gore yapilan deney sonuglarina gore 30 cm’ lik
toprak pH’ s1 notr iken, 55cm’lik toprak zayif asit Ozelligi gostermektedir.
Sonuglar Cizelge 3.26.” da gosterilmistir.

Cizelge 3.26. Toprak reaksiyonu sonuglari.

Toprak Derinligi Toprak pH Toprak Durumu
30 cm 6.73 Notr
55cm 6.47 Zayif asit

3.5.2. Topragin Fiziksel Analizi Sonuclar

Bouyoucos (1951) yontemi ile belirlenen toprak ozellikleri kumlu Killi

balgik olarak kaydedilmis, sonuglar Cizelge 3.27.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.27. Topragin fiziksel analizi sonuglari.

Toprak derinligi Toprak biinyesi
30 cm Kumlu killi balgik
55 cm Kumlu killi balgik

3.5.3. Toprak Kire¢ Analizi

Caglar (1958)’ n belirttigi sekilde gergeklestirilen kire¢ analizi sonuglari

cok kirecli olarak belirlenmis, sonuclar Cizelge 3.28.” de gosterilmistir.
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Cizelge 3.28. Toprak kire¢ analizi sonuglart.

Toprak derinligi CaCO; miktar1 (%) Kirec seviyesi
30 cm 39 Cok kirecli
55 cm 49.64 Cok kirecli

3.5.4. Topragin Toplam Azot Miktar1 Tayini

Bremmer (1996) yontemine gerceklestirilen deney sonrasinda elde edilen
sonuglara gore 30 cm’ lik bolgedeki azot miktar1 % 0.1336 iken 55 cm’ lik
bolgede 0.0992 olarak kaydedilmistir, sonuglar Cizelge 3.29.” da gosterilmistir.

Cizelge 3.29. Topragin toplam azot miktari tayini sonuglari

Toprak derinligi Azot miktar1 (%)
30 cm 0.1336
55¢cm 0.0992

3.5.5. Toprak Nem Tayini

Phillips ve Phillips (1984) yontemine gore gerceklestirilen deney
sonuglarma goére 30 cm’lik toprak bolgesinde % 6.9 iken, 55 cm’ lik toprak
bolgesinde % 6.75 olarak kaydedilmistir. Sonuglar Cizelge 3.30.° da

gosterilmistir.

Cizelge 3.30. Toprak nem sonuglari

Toprak derinligi Toprak nemi (%)
30 cm 6.90
55cm 6.75
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Diinya tizerinde tarimsal amagli yetistirilen bitki ¢esitlerinde giibre ve
antagonistik 6zelligi olan kimyasallar yogun sekilde uygulanmasi ve bu yontemler
disinda ¢are bulunmadigi durumlarda ise diinyadaki niifus artisina cevap
verebilmek adma transgenik bitkilerin olusturulmaya c¢alisildigi giiniimiizde
yukarida bahsedilen islemler yapilmadan, besin maddelerinin orijinal hallerinde
kalmas1 ve yliksek miktarlarda {iretimi i¢in organik olarak iiretilen tarimmsal

riinler biiyiik 6nem arz etmektedir.

Topraktaki  bakteriyel komunite analizi i¢in diliisyon islemi
gerceklestirilmektedir. Rizosfer topragindan 6rnek alimimda dikkat edilecek konu
bitkinin kok bolgesine yakin yerden orneklerin toplanmasidir. Genel bakteri
tretim besiyerlerinden nutrient agar (NA) ve plate count agar (PCA) kullanilarak
genel koloni saymmi islemleri ve saf koloniler elde edilebilir (Wu ve ark. 2006).
Yaptigimiz ¢aligmada da mikroorganizma sayimlar: i¢in orijinal toprak Ornegi
100, 1000 ya da 10000 kat seyreltilerek mikroorganizma sayimi ve saf koloni
eldesi gergeklestirilmistir. Yapilan c¢alisma sonrasi 1 g topraktan elde edilen
bakteri sayist incelenen drneklere gore 1.7%10* ile 9.5%10° arasinda degisiklik
gostermis olup daha 6nce yapilan ¢alismalar (Benizri ve ark. 2001; Walker ve ark.

2006) ile benzerlik gostermektedir.

Toprakta bulunan canli bakteri sayisinin yiizeyden baslayarak giderek
azaldig1 gosterilmistir. Satin alinan zeytin fidan rizosferinden yapilan bakteri
sayimlarmm 7.8%10° kob/ml oldugu, buna karsin dogadaki zeytin rizosferlerinde
ise bakteri sayisinmn 8.8*10° ve 6.5%10° kob/ ml arasnda degisiklik gosterdigi
saptanmistir. Elma fidan rizosferinde 1.24*10° kob/ ml olarak belirlenen toplam
sayilabilir bakteri sayisi elma aga¢ rizosferinden 4.5%10° kob/ ml olarak
kaydedilmistir. Ceviz fidan rizosferinden yapilan bakteri saymmimda 1*10° kob/ ml
olarak hesaplanan sayi, ceviz agacinda 5.06%10* kob/ ml olarak kaydedilmistir.
Buna gore zeytin ve elma agag rizosferleri ve fidanlarmdan toplanan rizosfer
orneklerinden yapilan toplam bakteri sayiminda bir farkhilik géze carpmazken
ceviz fidan ve agacinda elde edilen bakteri sayist arasinda farklilik goze

carpmaktadir. Yapilan calismada en az bakteri igeren toprak ceviz fidan ve
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agacinda belirlenmistir. Ceviz agacinin mikroorganizma komuniteleri iizerinde
alleopatik etkisi onceden beri bilinmekte olup ((Fernandez-Agulld ve ark. 2013;
Inbaraj ve Chignell 2004) bu ¢alismada da bunu destekleyen bulgular

saptanmustir.

Somers ve ark. (2004) PGPR iiyelerini aktivitelerine bagh olarak; (i)
biyogiibre olarak kullanilanlar (bitkinin besin maddelerini alma hizin1 arttiranlar),
(11) bitki hormonu diizenleyicileri (genellikle bitki hormonu iiretimi ile bitki
biliylimesinin gelisimi), (ii1) rizosfer diizenleyiler (organik kirlilik etmenlerinin
azaltilmasi), ve (iv) biyopestisidler (antifungal metabolitler ve antibiyotiklerin
dretimi ile hastaliklarin kontrol edilmesi) olarak gruplandirmistir. Bu
gruplandirma sistemine gore topraktan izole edilen bakterileri PGPB olarak
nitelendirmek ic¢in fosfat ¢oziinebilirligi (biyogiibre), indol asetik asit iiretimi
(bitki hormunu diizenleyicileri), = amonyak {retimi (rizosfer diizenleyici),
antibakteriyal etki, antifungal etki, hidrosiyanik asit ve siderofor (biyopestisid),

testleri uygulanmustir.

Bitki biiyiimesini tesvik edici 6zelliklerden olan antagonistik aktivite
testlerinde, antibakteriyal etkiye sahip 78 izolattan galisilan bitki patojenlerine
kars1 2 izolatin 31-40 mm ¢apinda, 17 izolatin 21-30 mm ¢apinda, 73 izolatin ise
9-20 mm’ lik c¢apmda ihhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir.
Antimikrobiyal etkiye sahip ajan iizerinde test gergeklestirilmedigi i¢in 21 mm
iizerinde etkiye sahip 19 izolat lizerinde kontrol deneyleri gerceklestirilebilir.
Bununla beraber yapilan deney kapsaminda c¢ukur ¢apmin 8§ mm oldugu goz
oniinde bulundurulursa 6nemli 19 izolatin 6nemli derecede antibakteriyal aktivite
sergiledikleri ortadadir. Pseudomonas flourescens ve Pseudomonas gladioli
patojen bakterilere karsi etkileri ¢ok diisiik seviyelerde kalmakla birlikte test
edilen diger bitki patojenleri icin kullanilabilirler. FAME sonuclarina gore
antibakteriyal etkinlik gosteren PGPB tiyeleri genellikle Bacillus ve Paenibacillus
gruplaridir. Bununla beraber 21-30 mm ve 21-40 mm’ lik zon olusturan bakteriyel
izolatlarin ilerleyen ¢aligmalarda antibakteriyal ajan olarak kullanilabilir olduklar1

gozlenmistir.
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Calismada izole edilen antifungal etkiye sahip 74 bakteri izolatindan 1
tanesi 51- 60 mm, 4 tanesi 41- 50 mm, 11 tanesi 31- 40 mm, 35 tanesi 21- 30
mm’ve 68 tanesi 9- 20 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
Antifungal etki gosteren bakterilerin FAME identifikasyonu sonrasinda Bacillus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Arthrobacter, Staphylococcus, Ewingella, Serretia
ve Chryseobacterium olarak tanimlanmistir. Antifungal 06zellik gosteren
bakterilerin biiylik ¢ogunlugu Penicillium notatum kiifii iizerinde kontrol
grubunda kullanilan antifungal ajan kadar ve lizerinde etkinlik gostermistir.
Aspergillus parasiticus ve Aspergillus fumigatus kiifleri tizerinde antifungal etki
gozlenmemis veya kontrol ajanlar1 kadar etkili olduklar1 goézlenmistir. Bu
calismada 51 bakteriyel izolatin test edilen funguslarin ¢oguna kars1 20 mm ve
tizerinde inhibisyon zon ¢apma sahip oldugu goéz Oniinde bulunduruldugunda

‘antifungal ajan’ olarak kullanilma potansiyeline sahip olduklar1 agiktir.

94 bakteri izolatinin antifungal 6zellikteki diisitk molekiiler metabolit olan
hidrosiyonik asit, 77 bakteri izolatinin da yine antifungal ajanlardan siderofor
irettigi gbézlenmistir. Bu sonucglar yukarida bahsedilen antifungal aktivite
calismasini destekler niteliktedir. Siderofor ve hidrosiyonik asit iireten bakteriler
FAME analizi ile Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Chryseobacterium, Staphylococcus, Ewingella, Acinetobacter ve
Stenotrophomonas olarak tanimlanmistir. Bununla beraber FAME analizi ile
identifiye edilen bakteriler arasindaki benzerlikler géz 6niine alindiginda Bacillus
ve Paenibacillus iiyelerine diger gruplardan daha fazla rastlanilmistir. Ahmad ve
ark. (2008), Dijksterhuis ve ark. (1999) da Bacillus ve Paenibacillus tiirlerinin

toprak rizosferinden siklikla izole edildigini kaydetmislerdir.

Rizosfer ve yiizey topraklarindan izole edilen bakterilerin hidrosiyonik asit
iretme yetenegine sahip olanlarda % 35.84 ve siderofor iiretme yetenegine sahip
olanlarm % 29.05 olmasina ragmen antifungal etkiye sahip mikroorganizmalarin
oranin % 27.92° de kalmasmin nedenlerinden biri antifungal etki i¢in sadece bu
mekanizmalarin olmadigi bir digeri ise izole edilen mikroorganizmalarin diger
antimikrobiyal yollar1 kullanmalarindan kaynaklanabilmesidir. O’sullivan ve

O’Gara (1992) ve Nagrajkumar ve ark. (2004) da calismalarinda Bacillus ve
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Paenibacillus iiyelerinin bitki rizosferinde siklikla rastlandigini kaydetmislerdir.
Uzerinde calisilan patojen fungus gruplari haricinde etkinin olup olmadig1 ek

deneyler yapilarak belirlenebilir.

Antibakteriyal ve antifungal 6zelliklerin her ikisini birden gosteren 34
izolatin, bakteri gruplari dagiliminda genel olarak Bacillus ve Paenibacillus
karsimiza ¢ikmaktadir ve her iki 6zellige sahip olan bu gruplarm antimikrobiyal
ajan olarak kullanilabilmeye miisait olduklarin1 gostermektedir. Sessitch ve ark.
(2004) ve Stohl ve ark. (1999) tarafindan yapilmis ¢aligmalarda antifungal etkiye
sahip mikroorganizmalardan Bacillus ve Paenibacillus iiyelerinin toprak

rizosferinde siklikla karsilagilabilecegini kaydetmislerdir.

15 bakteriyel izolat hidrosiyonik asit iiretme yeteneginin yaninda
antifungal etkiye de sahiptir. 14 izolat ise siderofor {iretiminin yaninda antifungal
etkiye sahiptir. 2 bakteriyel izolatin antibakteriyal ve antifungal etki, hidrosiyonik
asit ve siderofor liretebilme yetenekleri pozitif olarak belirlenmistir. Elde edilen
izolatlaridan antifungal etki gostermesinin yaninda hidrosiyonik asit iiretimi ve
siderofor iiretimi beraber gorildiigii bakteriyel izolatlar antifungal ajan olarak
adlandirabilmesi adma onem arz etmekle birlikte bu gruplarin hepsini igeren
bakteriyel izolatlarin antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilir olduklarina isaret

etmektedir.

Antifungal ve antibakteriyal aktiviteye sahip ylizey topragir ve bitki
rizosfer bolgelerinden elde edilen izolatlar cogunlukla rizosfer veya toprak alti
bolgelerden izole edilmislerdir. Antimikrobiyal etkiye sahip izolat tiirleri Bacillus,
Paenibacillus ve Pseudomonas iiyeleri olarak belirlenmistir. Bitki yiizey
topraklarinda bulunan PGPB iiyelerinin disinda bitki rizosferinde dagilim gosteren
PGPB iiyeleri siklikla ¢alisilmistir. Compant ve ark. (2010), Bais ve ark. (2006)
ve (Compant ve ark. (2005) tarafindan gergeklestirilen g¢alismalar da bitki
rizosferinden elde edilen PGPB iiyelerinin 6zellikleri iizerinedir. Dolayisiyla bu
caligma ile bitki yiizey topragimda bulunan patojen mikroorganizmalarin da Oniine
gecilebilecek mikroorganizma tayinlerinin gergeklestirebilmesi yoniinden 6nem

arz etmektedir.

69



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Amonyak iiretimi saptanan bakteri izolatlari Ahmad ve ark. (2008)
tarafindan daha 6nce yapilmig calismada PGPB iiyeleri ile ¢alistiklar1 bakterilerin
timiinde amonyak {iiretiminin pozitif oldugunu kaydetmislerdir. Test edilen 264
bakteri izolatindan sadece 6 tanesinde iiretim gerceklesmemis olup % 97.73
oranmdaki bakterinin NH3z molekiiliinii iirettigini gdstermektedir. Uretim sonrasi
iiretilen NH3 molekiiliiniin azot dongiisiine katilmasi ile bitkinin makro

besinlerinden azot alma seviyesini arttirmakta olduklar1 6ngoriilmektedir.

98 bakterinin bitki hormonlarindan indol asetik asit testi {iretebildigi
belirlenmistir. Triptofan bagimli yollarla 2- 3 giin igerisinde sonug¢ almabilen
deney diizenekleri mevcut iken triptofan varligi olmadan 10-15 giin igerisinde de
sonu¢ alnabilmektedir ve tezde yapilan ¢alisma kapsaminda bu teknik
denenmistir ve sonuglar kaydedilmistir. Bitki hormonlarindan indol asetik asitin
bitki kokiiniin ilk gelisim evrelerinde etkin olduklar1 ve topraga baglanmalarini
saglayarak besin ve su maddelerini arttirdiklar1 daha 6nce yapilmis caligmalar ile
belirlendiginden, bu etkiye sahip olan izolatlar ile ilerleyen caligmalarda etkileri

kontrollii sartlar altinda denenebilir.

Fosfat ¢ozebilme ozelligi gozlenen 48 izolat igerisinde baskin olarak
gbzlenen gruplar Bacillus ve Pseudomonas’ tir. Ahmad ve ark. (2008),
Tallapragada ve Seshachala (2012) ve Rodriguez ve Fraga (1999) yaptigi
calismalar da ayni bakteri gruplarmin toprak rizosferinden bu test uygulamasi
sonrasinda karsilagilan mikroorganizmalar olarak kaydetmislerdir. Elde edilen

izolatlar1 ile ilerleyen ¢alismalarda etkileri kontrollii sartlar altinda denenebilir.

3. Zeytin agacindan izole edilen ve FAME islemine % olarak en fazla PGP
ozelligini (H.A.T, S.UT, LA.A.T, F.C.T ve A.U.T) gdstermesinden dolay1 toprak
analizi igslemi 3. Zeytin agacinin 30 ve 55 cm’ lik derinlikten alinan topraklar
iizerinde gerceklestirilmistir. 3. Zeytin agaciin topragi ile gerceklestirilen
caligmalar sonunda; % 0.1164 oraninda azot i¢eren, % 6.825 toprak nemine sahip
zayif asit ve notr oOzellikleri gosteren, kiregli kumlu killi balgik olarak

kaydedilmistir.
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API 20E identifikasyon test kiti genellikle klinik ortamlardan elde edilen
kompleks besin istegi icermeyen gram negatif basil sekilli bakterilerin
biyokimyasal yollar ile identifiye edilebilmesine dayali bir yontemdir (Anonim
2013b). Pseudomonas iiyeleri identifikasyonunda da kullanilmak istenilen bu
yontem ile calismada elde edilen PGP 06zelligi gosteren gram negatif olduklari
belirlenen bakteriler iizerinde yapilan denemelerde sonu¢ alinamamasi, Klinik
orneklerin bu veri tabaninda 6ncelikli olarak ¢alisilmasindan kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sonuc ve Oneriler:

Bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin karakterizasyonunun yapilmaya

calisildig1 bu ¢alismada sonug olarak;

1. Bitki biliyiimesini tesvik edici bakterilerin rizosfer bdlgesi haricindeki
bolgelerden biri olan bitki yiizeyinden de PGPB o6zelligi olan bakteriler elde
edilebilmektedir.

2. Ceviz agacindan elde edilen bakteriyel popiilasyon ile ceviz fidan
rizosferinden elde edilen popiilasyonun farklilik gosterdigi belirlenmistir.

3. 1elmaagaci, 1 ceviz agaci, 5 zeytin agaci, 1 ceviz fidani, 1 elma fidani ve
1 zeytin fidaninin farkli bolgelerinden yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 264
bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin 94 tanesinde hidrosiyonik asit iiretimi, 258
tanesinde amonyak tiretimi, 42 tanesinde fosfat ¢6zebilme yetenegi, 77 tanesinde
siderofor iiretme yetenegi, 98 tanesinde indol asetik asit iiretebilme yetenegi, 76
tanesinde antibakteriyal etki ve 74 tanesinde antifungal etki pozitif olarak
belirlenmistir. 34 bakteriyel izolatin hem antifungal hem de antibakteriyal etki
gosterdigi belirlenmistir. 2 bakteriyel izolatin antibakteriyal ve antifungal etki,
hidrosiyonik asit ve siderofor liretebilme yetenekleri pozitif olarak belirlenmistir.

4, SUT, LAAT, AU.T, HA.T, F.C.T ve antagonistik test uygulamalar1
sonucunda 3 veya daha fazla etkinlik gosteren 118 bakteri FAME analizi ile
tamimlanmig ve Bacillus cinsi bakterilerin dominant oldugu gézlenmistir.

5. FAME analizi sonras1 belirlenen PGPB iiyeleri; Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus sphaericus, Bacillus
atrophaeus, Bacillus mycoides, Bacillus thuringiensis kurst, Paenibacillus
macquariensis, Paenibacillus pabuli, Paenibacillus alvei, Paenibacillus
macerans, Paenibacillus larvae pulvifaciens, Pseudomonas flourescens,
Pseudomonas putida, Pseudomonas agarici, Pseudomonas huttiensis,
Pseudomonas savastonoi fraxi, Pantoea agglomerans, Stenotrophomonas
maltophilia,  Sphingobacterium  spiritivorum,  Arthrobacter  globiformis,
Arthrobacter viscosus, Serretia fonticola, Chryseobacterium balustinum,
Chryseobacterium indologenes, Micrococcus luteus, Sphingobium yanoikuyae,

Staphylococcus kloosii, Flavimonas orzyihabitans, Acinetobacter haemolyticus,
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Rhizobium radiobacter, Ewingella americana, Brevibacillus choshinensis,
Burkholderia gladioli Kocuria rosea olarak tanimlanmustir.

6. Bu calisma sonunda bitki biiyiimesini tesvik edici &zelliklerden S.U.T,
LAAT, AUT, HA.T ve F.C.T 6zelliklerinden 4 veya 5 tanesinin pozitif olarak
gozlendigi ve testlerin sonuncunda daha etkin olan 9 bakteriyel izolat
belirlenmistir. Bu yerel izolatlar iilkemiz topraklarindan verimi arttirmak icin
PGPB olarak kullanilma potansiyeline sahip olup, gelecek ¢alismalarda cesitli
bitkilerle saksi ve tarla denemeleri gergeklestirilmelidir.

7. Bu calismada belirlenen PGPB bakteri izolatlari, giiniimiiz popiiler

“organik tarim” uygulamalarina dahil edilerek verim artisinda kullanilabilir.
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Ek: Deney Sonuclarn

Ek 1. izole edilen bakterilerin Hidrosiyonik asit, fosfat ¢oziinebililigi, siderofor iiretimi ve indol

asetik asit tiretim test sonuglar1 (1 rakamu pozitif sonug gostermektedir).
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Ek 1. (Devam) izole edilen bakterilerin Hidrosiyonik asit, fosfat ¢oziinebililigi, siderofor iiretimi

ve indol asetik asit iiretim test sonuglar1 (1 rakami pozitif sonug gostermektedir).
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Ek 1. (Devam) izole edilen bakterilerin Hidrosiyonik asit, fosfat ¢oziinebililigi, siderofor iiretimi

ve indol asetik asit iiretim test sonuglar1 (1 rakami pozitif sonug gostermektedir).
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Ek 1. (Devam) izole edilen bakterilerin Hidrosiyonik asit, fosfat ¢oziinebililigi, siderofor iiretimi
ve indol asetik asit iiretim test sonuglar1 (1 rakami pozitif sonug gostermektedir).
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Ek 1. (Devam) izole edilen bakterilerin Hidrosiyonik asit, fosfat ¢oziinebililigi, siderofor iiretimi
ve indol asetik asit iiretim test sonuglar1 (1 rakami pozitif sonug gostermektedir).
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Ek 1. (Devam) izole edilen bakterilerin Hidrosiyonik asit, fosfat ¢oziinebililigi, siderofor iiretimi
ve indol asetik asit iiretim test sonuglar1 (1 rakami pozitif sonug gostermektedir).
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