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OZET Aragtirma Makalesi

Bu c¢alismanin amaci, saglikli badem agacglarindan izole edilen bitki

gelisimini tegvik eden endofit ve epifit bakteri (PGPB) tiirlerin Makale Tarihgesi
tanilanmas1 ve bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarinin Gelig Tarihi  :09.10.2019
belirlemektir. MALDI-TOF tanilama analizleri sonucu, 19 izolat Kabul Tarihi :06.02.2020
Gram-negatif Serratia, Pseudomonas, Ochrobactrumve Enterobacter,

26 izolat ise Gram-pozitif Bacillusve Arthrobacter cinsine dahil tiirler Anahtar Kelimeler

olarak teghis edilmigstir. Test edilen izolatlardan, 46 izolat siderofor, Badem

45 izolat amonyak Uretiminde pozitif, 35 izolat ise fosforu degisen Biyolojik Micadele
oranlarda ¢ozebilme yeteneginde olurken, bakterilerin tamami 5.48- Bitki Gelisimini Tegvik Eden
127.81 pg/ml konsantrasyon araliginda IAA iretmislerdir. Bakteri (PGPB)
Pseudomonas spp and Enterobacter cloacae izolatlar1 siderofor, Biyogitibre

Serratia marcescens izolatlar1 fosforu ¢ézme, Enterobacter cloacae
izolatlar1 TAA tretme, Bacillus spp ise amonyak turetme etkinliginin
yiksek diizeylerde oldugu gorulmustiir. Aymi tire bagh endofit
bakteri izolatlar1 epifit bakteri izolatlarina kiyasla bu mekanizmalar:
daha dustiik diuzeyde tegvik ettigi belirlenmistir. Elde edilen sonuclar
yiksek diuzeyde siderofor, amonyak, IAA tretimi ile fosfor ¢6zme gibi
bitki gelisimini tesvik edici 6zellikleri sahip PGPB izolatlarinin
ekonomik 6neme sahip kiltiir bitkilerin yetistiriciliginde biyolojik
giibre olarak kullanilmada potansiyeline sahip oldugunu
gostermigtir.

Prevalence and Characterization of Plant Growth Promoting Mechanisms of Endophytic and Epiphytic
Bacterial Species Isolated from Almond Trees Growing in Diyarbakir Province of Turkey

ABSTRACT Research Article

The aims of this study were to 1dentify endophytic and epiphytic plant

growth promoting bacteria (PGPB) from healthy almond trees and to Article History
characterize plant growth promoting mechanisms. By using MALDI- Received - 09.10.2019
TOF analyses, 19 Gram-negative isolates, belonging to Serratia, Accepted +06.02.2020
Pseudomonas, Ochrobactrum and Enterobacter genus and 26 Gram-

positive isolates, belonging to Bacillus and Arthrobacter genus were Eﬁi‘gg(ﬁds

identified. Among the tested bacterial isolates, 46 isolates were
positive for siderophore production, 45 isolates for ammonium
production, 35 isolates solubilized phosphorus varying ratios, and all
isolates produced IAA between 5.48-127.81 pg/ml concentrations.
Isolates of Pseudomonas spp and Enterobacter cloacae were found
highly effective for siderophore production, S. marcescens for
solubilisation of phosphorus, . cloacae for IAA production, Bacillus
spp for ammonia production. Bacterial isolates tested showed
significant differences in siderophore, ammonia and TAA production
and phosphorus solubilisation efficiency. It was found that the
efficacies of endophytic bacterial isolates were lower compared to the
same species of epiphytic bacterial isolates. Overall results suggest
that use of the most efficient PGPB isolates have an excellent
potential to be used as biofertilizer for cultivation of economically
important crops.
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GIRIS

Diinya kabuklu meyve tiretiminde 6nemli bir yeri olan
badem (Prunus dulcis L.) yetistiriciligi Tiirkiyede de
giderek yayginlagsmaktadir. Diinya genelinde 2017
yilinda 1.925.887 Ha alanda toplam 2.239.697 ton
badem tretimi yapilmigtir. Diinya’da badem
uretiminde Turkiye 34.050 ha alanda 90.000 ton
uretim miktar1 ile ABD, ispanya, Fas, ve Iran’dan
sonra 5. sirada yer almistir (Anonymous, 2017).
Basglangicta sadece Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu
bélgeleri ile simirli kalan badem yetistiriciligi, son
yillarda diger boélgelerde de yeni bahgelerin tesis

edilmesi sonucunda Tirkiyedeki ekim alanlar
geniglemigtir. Gli¢ sartlara adaptasyon yeteneginin
olmas1 ve pazardaki yiiksek talep, badem

yetistiriciligini cazip hale getirmektedir. Son yillarda,
ozellikle GAP (Giineydogu Anadolu Projesi) bélgesinde
badem fidanliklarin arttigi gézlenmektedir.

Badem verimi ve kalitesi kuraklik, don, dolu, tuzluluk
gibi abiyotik faktorlerin yanisira hastalik, zararh ve
yabanci otlar gibi biyotik faktorler tarafindan oldukca
etkilenir. Uriin verimi ve kalitesinin artirilmasinda
yogun azot, fosfor ve potasyum icerikli fenni giibreleme
programi kullanilirken, ekonomik olarak ciddi
kayiplara neden olan hastalik, zararli ve yabanci
otlarin miicadelesinde yaygin olarak fungusit,
insektisit ve herbisit gibi pestisitler kullanilmaktadar.
Son yillarda tlketicinin bilinglenmesi ve tarim
alanlarinda kullanilan yogun pestisit uygulamalarinin
cevreyl ve dogal dengeyi tehdit etmesi, gelismig
ulkelerde pestisit uygulamalarina sinir getirilmesi gibi
nedenler bilim insanlarini bitki geligimini tegvik eden,

hastaliklarla miucadelede etkili, c¢evre dostu,
yenilenebilir yeni stratejilerinin arastirilma
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bitkilerde

hastaliklarla alternatif miicadele yollarindan biride
hastalik etmenlere karsi yararli biyolojik miicadele
ajan1 (BCA) veya bitki gelisimini tesvik eden (PGB)

mikrobiyomlarin (=fungal, bakteriyel, viral
mikroorganizmalara verilen genel ad) kullanilmasidar.
Dogada  bitki  koklerin  etrafinda,  kompost

topraklarinda, farkl bitki organlarinin tizerinde veya
dokularin igerisinde dogal olarak yasayan, bitkilerde
hastalik  olusturmayan mikrobiyomlarin degisik
formiilasyon ve uygulama sekillerinde kullanildig:
bitkilerde gelismeyi tegvik ettigi gibi hastaliklar
tarafindan neden olunan zarar1 en disik dizeye
indirmede 6nemli katki saglarlar (Tjamos ve ark.,
2010; Wang ve ark., 2010; Nega, 2014).

Biyolojik miicadelede ve bitki geligimini tesvik eden
yararli bakteriyel mikrobiyomlar (BCA ve PGPB)
bitkide bulunduklar: yere gore endofit ve epifit olmak
tizere iki gsekilde isimlendirilirler. Endofitik bakteriler
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yizey dezenfeksiyonu yapilmig bitki dokularmin ig
dokularindan izole edilen, uygulama yapildigi bitkilere
herhangi bir zarar vermeyen bakteriler olarak
tamimlanir (Santoyo ve ark., 2016; Siilii ve ark., 2016).
Epifitik bakteriler dogrudan bitki yiizeyinden veya
bitkinin toprak alti organlarin hemen yanindaki
topraklardan ve kok ylizeylerinden izole edilen,
endofitik bakterilerde oldugu gibi uygulama yapildig:
bitkilere herhangi bir =zarar vermeyen yararh
bakteriler olarak tanimlanir (Hallmann ve ark., 1997;
Ahemad ve Kibret, 2014). Gerek epifit gerekse endofit
orijinli BCA ve PGPB izolatlar: bitki geligsimini tegvik
etmede ve hastaliklarinin gelisimi engellemede
dogrudan veya dolayli olmak suretiyle iki sekilde
etkide bulunur (Arora ve ark., 2012; Bhardwaj ve ark.,
2014; Saranraj ve ark., 2013; Gupta ve ark., 2015;
Soylu ve ark., 2020). Epifit ve endofit karakterdeki
BCA ve PGPB izolatlar, bitki gelisimini “dogrudan”
tesvik etmede azot fiksasyonu, c¢Ozlinemeyen veya
bitkinin alabilecegi formlarda olmayan bitki besin
maddelerinin bitkinin alabilecegi formlara
déntistiirmesi  (minerilazasyonu), siderofor ve
amonyak (NHs) {iretimi, karbon kaynag acisindan
rekabet ve bitkisel hormonlarin (IAA, oksin, sitokinin,
etilen, giberrelik asit vb.) tesvik edilmesi gibi
mekanizmalari kullanirlar. PGPB i¢in “dogrudan” etki
olarak kabul edilen bu mekanizmalar, anatgonist
bakteriler i¢cin “dolayli” engelleme mekanizmalar:
olarak kabul edilir. PGPB turleri farkli konukcu-
patojen iligkilerinin irdelendigi ¢alismalarda bakteri
tirleri tarafindan iiretilen hidrojen siyaniir (HCN),
amonyak (NHs), ucucu antimikrobiyal etkili bilesikler,
hidrolitik enzimler (glukanaz, kitinaz, proteaz vb) gibi
bilegiklerin  iretilmelerinin  yanisira, bitkilerde
hastalilk etmenlerine karsi dayanakliligin tegvik
edilmesi dolayli engelleme mekanizmalar1 olarak
bildirilmistir (Lugtenberg ve Kamilova, 2009; Tariq ve
ark., 2014; Leong, 1986; Fravel, 1988; Weller, 1988;
Wei ve ark., 1996; Saranraj ve ark., 2013; Santoyo ve
ark., 2016). Bu tiir mekanizmalardan bir veya
birka¢ina sahip olan mikrobiyomlarin hastaliklarla
micadelede “biyolojik preparat” velveya bitki
gelisimini tegvik etmede ise “biyolojik gilibre” olarak
preparatlar1 gelistirilerek pazara sunulmaktadir.
Biyolojik  preparat  geligtirmenin en  6nemli
adimlarindan  biri  biyolojik miicadele etmeni
mikrobiyomlarin  (mikroorganizmalarin)  dogadan
izolasyonu ve bunlarin bitki geligimini tegvik etmede
rol oynayan olasi baz1 mekanizmalarinin
arastirilmasidir.

Yapilan bu ¢alismada, Diyarbakir ilinin 6nemli badem
yetigtiriciligi yapilan alanlarindaki saglikli badem
bitkilerin kok, kok bogazi ve gévdelerin ylizey ve igsel
dokularindan elde edilen farkl: tirlere ait endofitik ve
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epifitik bakteri izolatlariin (i) izolasyonu, (ii) teshisi,
(iii) bitki gelisimini tesvik eden olasi baz1 etki
mekanizmalar1 in vitro kosullarda arastirilmas:
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD
Bakteriyel Izolatlarin Izolasyonu

Calismalarda kullanilan epifitik ve endofitik bakteri
izolatlar1 Diyarbakir ili genelinde badem yetigtiriciligi
yapilan bahgelerdeki saglhkli badem fidan, agag¢ ve
¢ogurlerinin kok, kokbogazi ve giévdelerinden elde
edilmigtir.

Epifit bakterilerin izolasyonu; ayri1 ayri kodlanmig
saghkl bitki kokleri 1slak ¢amur olmayan topraktan
alindiktan sonra, kék bogaz ve gévde parcaciklar: 1-2
cm boyunda kesildikten sonra dezenfeksiyon amach
herhangi bir 6n yikama iglemine tabi tutulmadan
dogrudan steril 0.05 mM MgClz tampon ¢ozeltisi igine
konulmus ve 30 dk. 200 rpm ortibal calkalayici
icerisinde c¢alkalamaya birakilmistir. Daha sonra
buradan alinan  silispansiyonlar seri  olarak
sulandirildiktan sonra yar: secici King’s B Agar (KB),
ve genel besi yerlerinden Nutrient Agar (NA) ve Trypic
Soybean Agar (TSA) besi yerlerine bagetle yayilmistir.
Diger yandan saghkl bitkilerin kok ve goévdeleri
herhangi bir yikama yapilmadan dogrudan besi yerleri
tizerine ekimler yapilarak epifit bakteri izolatlar1 elde
edilmigtir.

Endofit bakterilerin izolasyonu; araziden alinan bitki
ornekleri (koék, kok bogazi ve govdelerden alinan
dokular) ayr1 ayr1 kodlandiktan sonra, ilk asamada
akan temiz g¢esme suyu altinda iyice yikanmig ve
ardindan 3 dk. %70’lik etil alkolde, 2 dk. %2’lik sodyum
hipoklorit soliisyonunda bekletildikten sonra tekrar
%70’lik etil alkole daldirilmigtir. Alkol ile muamele
edilmis oOrneklerden alkolii wuzaklagtirmak igin
ornekler 5 kez steril su ile yikanarak yilizey
dezenfeksiyonu asamasi tamamlanmigtir. Yiizey
dezenfeksiyonu yapilmigs kok, kok bogaz1 ve
govdelerden alinan 6rnekler daha sonra steril 0.05 mM
MgCl2 tampon ¢ozeltisi iginde steril havan igerisinde
iyice ezildikten sonra 5 dk. beklenmistir. Daha sonra
buradan alinan slispansiyon seri olarak
sulandirildiktan sonra KB ve NA besi yerlerine bagetle
yayllmistir. Yizey dezenfeksiyonunun etkili oldugunu
kontrol etmek amaci ile dokularin ezilmeden once
kullanilan son yikama suyundan 100 ul alinarak NA
besi yerine steril baget ile yayilmigtir.

Her iki yontemlerle elde edilen petri kaplar: 26 °C’de 2
giin inkiibasyona birakilarak bakteri gelisimi kontrol
edilmigtir. Farkli secici ve genel besi yerlerinde gelisen
bitki &rnegini/agaci/bélgeyl/ temsil edecek sayida
morfolojik olarak birbirinden farkli gérilen bakteri
kolonileri daha sonra teshis ve c¢alismalarda
kullanilmak tizere uygun besi yerleri tizerinde
saflastirilmistir.
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Her bir izolat, rutin ¢alismalar i¢in uygun besi yeri
iceren petri kabinda (6 cm) veya egik Agarda +4 °C de
kisa siireli veya steril %40 Lik steril Gliserol igeren

Cryo Eppendorf tiipler igerisinde -80 ©°C de
saklanmigtir.
Titinde Agir1 Duyarhlik (HR= Hypersensitive

Reaction) ve Patates Yumusak Ciiriikliik Testi

Elde edilen tiim aday epifit ve endofit bakterileri bitki
patojeni olup olmadigini belirlemek amaci ile tutiin
bitkisinde asir1  duyarhhk (HR) testine tabi
tutulmustur. NA besiyerinde 24-48 saat gelistirilen
aday bakteri izolatlar1 ve Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Bitki Saghg Klinigi Kiiltiir Koleksiyon
Merkezinden saglanan ve tanilamasi yapilmig bitki
patojeni izolat (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Psp 12 izolat) kiiltiirlerinin steril 0.05 mM MgCl.
tampon c¢o6zeltisi icinde 108 hiicre/ml yogunlugunda

hazirlanan slUspansiyonlari steril bir enjektor
yardimiyla geng tiitiin  (Nicotiana  tobaccum)
yapraginin (8 haftalik) damar aralarina alt
yuzeyinden enjekte edilmistir. Inokulasyon her

bakteri izolat1 bir damar arasina gelecek sekilde ve
izolatlar arasinda bir damar bosluk birakilmak
suretiyle yapilmistir. Inokulasyondan 24-48 saat sonra
inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goériiniim
pozitif (test edilen izolatin bitki patojeni oldugunu
gosterir) olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead,
1987).

Tutinde HR olusturmayan aday bakteri izolatlar
daha sonra patates dilimi tizerinde yumusak ¢turuklik
testine tabi tutulmustur. %3’lik NaOCl'de 1 dakika
bekletilerek dezenfekte edilmis patatesler, kabuklar
soyulduktan sonra steril bistira ile ortadan ikiye
kesilmig, daha sonra tekrar steril bir bistiri ile 1 cm
eninde dilimlenmistir. Dilimler daha sonra steril 1slak
filtre kagidi iceren steril petriler i¢ine patates dilimleri
yerlestirilmigtir. Bir 6ze dolusu alinan HR negatif
bakteri  1zolatlarni  patates  dilimleri  tuzerine
bulagtirilmigtir. Bulagtirilmis dilimlerin yer aldig:
petriler 26 °C 2 giuinliik inkiibasyona birakilmig, daha
sonra inokulasyon noktasinda ¢urimelerin varhg:
yoniinden degerlendirme yapilmistir (Lelliot ve Stead,
1987). Kontrol olarak Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Bitki Saghg Klinigi Kiiltiir Koleksiyon
Merkezinden saglanan ve Pectobacterium
caratovorum subsp. caratovorum olarak tanilanmig
izolat kullanmilmigtir. HR ve patates yumru ¢iriklik
testinde negatif sonug veren izolatlarin insan patojeni
olup olmadiklarinin belirlenmesi amaciyla petriler 37
°C 2 gunlik inkiibasyona birakilmig, daha sonra
izolatlar gelisme gosterip gostermeme yoniinden
degerlendirme yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
Gelisme gbstermeyen izolatlar caligmalarda
kullanilmak tizere secilmistir.
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Bakteri Izolatlarinin Tamilanmas:

Tutinde HR ve patates yumusgak clruklik testlerinin
her ikisinde de negatif sonu¢ veren izolatlarin 6n
secimleri icin biyokimyasal (koloni rengi, koloni formu,
hiicre morfolojisi, gram reaksiyonu, oksidaz ve katalaz
iiretimi, levan olusumu) testler yapilmistir (Lelliott ve
Stead, 1987). Biyokimyasal testlerde benzerlik
gosteren izolatlardan gerekli 6n secimler yapildiktan
sonra kalan tim izolatlarin kesin tir teghisleri
MALDI-TOF MS (Microflex LT; Bruker Daltonics
GmbH, Bremen, Germany) ile yapilmistir (Pavlovic ve
ark., 2012; Kara ve ark., 2017a). Saf kiiltiirden alinan
ve TSA (Tryptic Soy Agar) besi yeri {izerinde 24-36 saat
gelisen saf bakteri kolonisinden ethanol-formik asit
yontemi ile ekstrakte edildikten sonra, her o6rnek
noktas1 tizerine 1 pl HCCA Matrix (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid) soliisyonu eklenmis ve
kurumasi1 saglanmistir. Daha sonra ornekler Flex
Control Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) yazilimi ile izolatlarin spektrumlar: analiz
edilmig ve Mikroorganizma kitiphanesi
(BIOTYPER™ 1.1 software (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) ile eslestirilmek suretiyle tiirlerin
teshisleri yapilmistir.

Bakteri Izolatlarimin Bitki Geligimini Tegvik Etme
Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Bakteri Izolatlarimn Siderofor
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Olusturma

Siderofor iiretimi Schwyn ve Neilands (1987) tarafinca
bildirilen krom azurol S (CAS) boyasi igeren mavi
renkli Agar besi yerleri kullanilarak belirlenmistir.
Test edilecek olan bakteri izolatlarin 2 glnlik taze
kiltirinden steril kiirdan ile alinan inokulum, CAS
Agar ortami tizerine nokta inokiilasyonlari ve petriler

A 3 -»:

- I

26 °C'de 5 gin inklbasyona birakilmigtir.
Inokulasyondan 2 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda
gelisen sari-turuncu renkte bir engelleme bélgesi (zon),
siderofor tretimi i¢in pozitif olarak kabul edilmigtir
(Sekil 1A). Bakteri kolonisi etrafinda olusan zon ¢apini
bakteri koloni ¢apina bélmek suretiyle her izolat i¢in
siderofor coziiniirlik indeks (S-indeks) degerleri
hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000). Her bakteri
izolat1 i¢in Ol¢gumler 3 farkli petri kabinda yapilmis,
deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmigtir. Bitki
patojeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Psp12
izolat1i da denemelere pozitif kontrol olarak
kullanilmigtar.

Bakteri Izolatlarimin Fosfor (ozme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin fosforu ¢ézme etkinligi, tri
kalsiyum fosfat iceren Pikovskaya Agar (PVK) besi
yeri iceren petrilerde belirlenmistir (Kumar ve ark.,
2012). Test edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliik
taze kultiriinden steril kiirdan ile alinan bakteri
inokulumu, PVK Agar ortami1 tizerine nokta
inoktilasyonlar1 yapilmis ve petriler 26 °C'de 7 giin
inkiibasyona birakilmigstir. Inokulasyondan 7 giin
sonra bakteri kolonisi etrafinda gelisen seffaf zon
(engelleme bolgesi), fosfor ¢ézme etkinligi i¢in pozitif
olarak kabul edilmistir (Sekil 1B). Bakteri kolonisi
etrafinda olusan zon c¢apinin bakteri koloni ¢apina
b6lmek suretiyle her izolat i¢in fosfor ¢éziinturlik
indeks (F-indeks) degerleri hesaplanmistir (Vazquez
ve ark., 2000). Her bakteri izolat1 icin dl¢iimler 3 farklh
petri kabinda yapilmig, deneme 2 farkli zamanda
tekrar edilmigtir. Bitki patojeni Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola Psp12 izolat1 da denemelere
pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

Sekil 1. Epifit ve endofit bakterilerin (A) siderofor iiretme ve (B) fosforu ¢ézme 6zelliklerinin (ok) belirlenmesi.
Siderofor ve fosfor cozme indeks degerleri engelleme zon capinin (Z¢) bakteri koloni capina (Bg)

oranlanmasiyla hesaplanmigtir.

Figure 1. Determination of siderophore production (A) and phosphate solubilisation (B) by epiphytic and
endophytic bacterial isolates. Siderophore and phosphate solubilisation indices were calculated by
proportioning the inhibition zone diameter (Zg) to the bacterial colony diameter (Bg).
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Bakteri Izolatlarmin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin TAA {iretme potansiyelleri
Salkowski yontemi kullanilmak suretiyle
belirlenmistir (Glickman ve Dessaux, 1995). Bakteri
izolatinin 2 gunlik taze kiltiirlerinden hazirlanan 108
hiicre/ml konsantrasyondaki bakteri siispansiyondan
500 pl alinarak icerisinde L-tryphtophan (3 mg/ml)
iceren 5 ml steril LB besi yeri konulmustur. L-
tryphtophan igermeyen besi yeri kontrol uygulama
olarak degerlendirilmistir. Izole edildikleri bélge, bitki
kismi, izole edildigi yer (epifit-endofit) ve bakteri
tirlerini temsil edecek gekilde secilmis bakteri
1zolatlar1 ile bulastirilmis sivi besi yeri iceren tipler 30
°C'de 200 rpm’e ayarli inkubatoérli orbital
calkalayicida 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Sivi
besi yerinde gelisen bakteriler 5000 rpm’de 30 dk.
santrifij yapildiktan sonra ustte kalan
supernatant’dan 1 ml alinarak steril eppendorf tiiplere
aktarilmis ve {iizerlerine 2 damla (yaklasik 40 pl)
fosforik asit ilave edilmigtir. Hazirlanan bu karisimin
tamami1 daha sonra igerisinde 4 ml Salkowski ¢ozeltisi
(150 ml %981ik H2S04, 250 ml distile H20, 7.5 ml of
0.5 M FeCl3s-6H20) bulunan steril cam tiiplere
aktarilmig ve 25 °Cde karanlhik ortamda 30 dk.
inkibasyona birakilmigtir. TAA tretimi tiplerdeki
besi yeri renginin ac¢ik saridan kirmizi-pembe renge
déniismesiyle belirginlesmistir (Sekil 2C).
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Olugsan IAA miktar1 535 nm dalga boyuna ayarh UV-
vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA)
kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir (Patten ve
Glick, 2002). Elde edilen absorbans degerleri bilinen
TIAA (Merck, Darmstadt, Germany) cozeltisi ile
hazirlanan IAA konsantrasyon standart egrisiyle
karsilastirilmak suretiyle gercek degerlere (ppm
(=pg/ml) diizeyinde) déniistiiriilmiistiic (Sekil 2D).
Bitki patojeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Pspl2 izolat1 da denemelere pozitif kontrol olarak
kullanilmigtar.

Bakteri Izolatlarinin Amonyak (NH3) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin amonyak (NHs) olusturma
potansiyelleri Nessler’s c¢ozeltisi ile belirlenmigtir
(Cappuccino ve Sherman, 1992). Test edilecek olan
bakteri izolatlarin 2 giuinlik taze kultirinden steril
kiirdan ile alinan bakteri inokulumu, igerisinde steril
5 ml peptonlu su igeren cam tiiplere asilanmigtir.
Bakteri ile bulastirilmig tipler 26 °C'de 150 rpm’e
ayarli inktbatérli  orbital ¢alkalayicidda 4 gln
inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi yerinde gelisen
bakteriler lzerlerine 250 pl Nessler’s ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Besi yeri igerisinde bakterilerce
olusturulan amonyak tretimi tiplerdeki besi yeri
renginin acik saridan kahverengi-koyu sari renge
déniismesiyle belirginlesmistir (Sekil 3).
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Sekil 2. Bakteriyel izolatlar tarafindan besi yerinde IAA olusturulmasi. (A) Saf IAA spektrumu, (B) Bakteri tarafindan iiretilen
IAA spektrumu, (C) Farkli konsantrasyonlardan elde edilen ve JAA miktarinin belirlenmesinde kullamilan TAA
standartlarinin renk degisimi, (D) farkli konsantrasyonlarin spektrum degerlerinden elde edilen IAA standart egrisi

ve regresyon denklemi

Figure 2. Production of IAA in nutrient media by bacterial isolates. (A) Typical spectra of pure TAA, (B) spectra of IAA produced
by bacterial isolate, (C) colour of different concentration of pure IAA used for calibration, (D) Calibration curve and

regression formula of standard IAA
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A
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Sekil 3. Bakteriyel izolatlar tarafindan besi yerinde amonyak olusturulmasi. (A) Kontrol, (B) Amonyak iiretmeyen

bakteri, (C) Amonyak iireten bakteri

Figure 3. Production of ammonia in nutrient media by bacterial isolates. (A) Control, (B) bacterial isolate which
fail to produce ammonia, (C) Production of ammonia by bacterial isolate

Deneme Deseni ve Istatistik Analizler

Tum 1n vitro denemeleri tesadif parselleri deneme
desenine gore kurulmus olup, her bakteri izolat1 i¢in
ol¢gimler 3 farkli petri kabinda/besi yerinde yapilmis,
deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Elde edilen
verilere SPSS istatistik programi (SPSS Statistics
17.0) kullanilarak tek yénli ANOVA ile varyans
analizi yapilmig ve izolatlar arasindaki farklihik Tukey
HSD Testi ile tespit edilmistir (P<0.05).

BULGULAR ve TARTISMA

Saghkh Agaglardan Epifitik ve Endofit Bakterilerin
Izolasyonu ve Tanilanmasi

Saghkl badem agaclarinin toprak alt1 (kék, kék bogaz
ve koklere yakin topraklardan) ve toprak iistii (kok
bogazina yakin govde) aksamlarindan bélgeyi,
konuk¢u bitki kismi1 ve izole edildigi petriyi temsil
edecek sekilde farkli morfolojik gorinimli 9 adeti
AEN (Almond ENdofit) olarak kodlanan endofit
(%9.27), 88 adeti ise AEP (Almond EPifit) olarak
kodlanan epifit (%90.73) olmak iizere toplam 97
bakteri 1izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar biti
gelisimini tesvik eden mekanizmalarini belirleme
testlerine alinmadan o6nce bitki patojeni olup
olmadigini belirlemek amaciyla tiitiin yapraklarinda
HR ve patates dilimlerinde yumusak c¢uruklik
testlerine tabi tutulmus ve her iki testte negatif sonug
veren 62 izolatin MALDI-TOF analiz yontemi ile
tanilamas1  yapilmigtir.  Yapilan = MALDI-TOF
analizleri sonucu toplam 58 izolat tur dilizeyinde
belirlenmigtir. Tur diizeyinde teshisi yapilan 58 izolat
arasinda yer alan ve Staphylococcus spp, Klebsiella
spp., Fscherichia coli, Enterobacter spp, Bordetella
petrii olarak teshis edilen 12 adet farkli tirlere ait
izolatlarin literatiirlerde insan patojeni olmasi nedeni
ile denemelerden ¢ikartilmig ve geri kalan 46 izolat
turleri ile ¢caligilmaya karar verilmigtir.

Tiar diuzeyinde teshisi yapilan ve denemelerde
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kullanilan 46 izolata ait tanilama sonuclar: Cizelge 1
de sunulmustur. En fazla siklikta elde edilen
bakteriler 26 adet ile farkli Bacillus cinsine bagli tiirler
oldugu bunu siras1 ile 8 izolatla Serratia, 5 izolatla
Ochrobactrum, 4 izolatla Pseudomonas, 2 izolatla
Enterobacter ve 1 izolatla Arthrobacter cinsleri takip
etmistir.

Cizelge 1'de goruldiga gibi tiur dizeyinde teshisi
yapilan 46 izolatin 19 adeti Gram-negatif (toplam
izolatin %41.3), 27 adeti ise Gram-pozitif (toplam
izolatin %48.7) bakteri tiirleri olarak belirlenmistir.
Elde edilen izolatlardan 26 izolat farkly Bacillus spp.
ait olup, en fazla elde edilen tiirlerin 8’er izolat ile
Bacillus subtilis ssp subtilis, Bacillus mojavensis ve
Serratia marcescens oldugu, bu turleri sirayla 3’er
izolatla, Bacillus vallismortis, Bacillus megaterium,
Ochrobactrum antropi, 2’ser izolatla Bacillus cereus,
1’er izolat ile Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilis,
Enterobacter cloacae ssp dissolvens, FEnterobacter
cloacae  ssp cloacae, Pseudomonas  putida,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas monteilil,
Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca,
Ochrobactrum Intermedium, Ochrobactrum tritici
izolatlar1 izlemistir. S6z konusu 46 izolat arasinda
endofit olarak izole edilen 6 farkh tir arasinda, 5
tirtin (Serratia marcescens, Enterobacter cloacae,
Bacillus mojavensis, Bacillus vallismortis ve Bacillus
megaterium) hem epifit hemde endofit izolatlar
oldugu, Bacillus pumilis ise epifit olarak elde edilen
tirler arasinda bulunmadig1 goriilmektedir. Endofit
bakteri izolatlarinin bulundugu cinsler ayni1 zamanda
rizosferde epifit olarak bulunan bakteri izolatlarin yer
aldig1 cinslerdir. Bu nedenle endofit bakterilerin bir
sekilde rizosfer kokenli bakterilerin alt populasyon
grubu olabilecegi degerlendirilmektedir (Marquez-
Santacruz ve ark., 2010). Dogada yer alan saghkh
bitkilerin kok ve toprak bélgesi (rizosfer), toprak
iistiiaksamlar: (filospher) ve doku icleri (endosphere)
Proteobacteria, Firmicutes ve Actinobakteri subesine
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Cizelge 1. Saglhikl badem agaclarinin farkl kisimlarindan elde edilen endofit (AEN) ve epifit (AEP) antagonist
bakteri izolatlarin MALDI-TOF analizleri ile tanilanmasi
Table 1. Identification of endophytic (AEN) and epiphytic (AEP) bacterial isolates obtained from different parts of
healthy almond trees by MALDI-TOF analysis

MALDI-TOF Gram

Izolat Ada Benzerlik Index Reak. IEBK
Pseudomonas aeruginosa AEP1 2.13 - G
Bacillus cereus AEP2 2.11 + K
Bacillus subtilis subtilis AEP3 2.02 + K
Bacillus mojavensis AEP4 2.10 + G
Serratia marcescens AEP5 2.38 K
Bacillus subtilis ssp subtilis AEP11 2.05 + K
Bacillus mojavensis AEN13 2.11 + G
Ochrobactrum tritici AEP14 2.09 K
Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 2.41 - G
Bacillus cereus AEP16 2.07 + G
Bacillus subtilis AEP18 2.07 + K
Serratia marcescens AEP19 2.22 - K
Bacillus mojavensis AEP20 2.33 + G
Serratia marcescens AEN22 2.33 K
Bacillus mojavensis AEP24 2.33 + G
Bacillus mojavensis AEP26 1.96 + K
Enterobacter cloacae ssp cloacae AEN27 2.23 K
Bacillus subtilis AEP28 1.97 + K
Bacillus pumilus AEN29 2.24 + K
Ochrobactrum anthropi AEP31 2.35 G
Bacillus mojavensis AEP32 2.03 + K
Bacillus megaterium AEP33 2.27 + K
Bacillus thuringiensis AEP34 2.04 + K
Serratia marcescens AEN38 2.31 - K
Pseudomonas putida AEP57 2.33 G
Serratia marcescens AEP59 2.37 G
Serratia marcescens AEP60 2.41 K
Serratia marcescens AEP66 2.40 K
Ochrobactrum anthropi AEP67 2.38 G
Bacillus megaterium AENT72 2.26 + G
Bacillus megaterium AEP75 2.34 + G
Arthrobacter oxydans AEP81 2.10 + G
Bacillus vallismortis AEP82 2.03 + K
Ochrobactrum anthropi AEP84 2.50 K
Serratia marcescens AEP85 2.39 K
Bacillus subtilis AEP91 2.06 + K
Pseudomonas monteilii AEP93 2.19 G
Bacillus mojavensis AEP95 2.07 + K
Bacillus mojavensis AEP109 2.13 + K
Bacillus vallismortis AEN110 2.0 + G
Bacillus subtilis AEP112 2.09 + G
Bacillus vallismortis AEP113 1.92 + K
Bacillus subtilis subtilis AEP116 1.95 + K
Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca AEP119 2.34 G
Ochrobactrum intermedium AEP127 2.18 - G
Bacillus subtilis ssp subtilis AEP138 2.10 + K

IEBK (Izole Edildigi Bitki Kism1): G, gévde; K, kék-kokbogaz
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ait pek ¢ok faydali PGPB tirlerine konukguluk
yapmakta olup, Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Serratia,
Micrococcus, Pantoea, Ochrobactrum ve
Microbacterium cinsine dahil endofit ve epifit bakteri
PGPB tirleri en fazla siklikla rapor edilmis tiirler
olarak bildirilmistir (Hallmann ve ark., 1997; Sturz ve
ark., 2000; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006;
Marquez-Santacruz ve ark., 2010; Romero ve ark.,
2014; Shi ve ark., 2014; Kara ve ark., 2017b).

Bakteri Izolatlarinin Bitki Geligimini Tegvik Etmede
Kullandiklar1 Mekanizmalarin Belirlenmesi

Endofit ve epifit bakteri izolatlarin siderofor tiretimi
ve fosforu cozme etkinlikleri bu testlere 6zel besi
yerleri Uizerinde olusturulan engelleme zonlarina gore,
amonyak (NHs) iiretimi 6zel besi yerinde olusturulan
renk degisimi siddetine goére kalitatif olarak, indol
asetik asit (IAA) {iretimi ise yine 6zel s1v1 besi yerinde
olusturulan miktarin spektrofotometrik o6l¢iimlerine
gore kantitatif olarak belirlenmigtir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 2’de verilmigtir.

Siderofor uretimi CAS Agar besi yeri kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 4A). Bakteri kolonisi etrafinda
olusturulan engelleme boélgesi bakterilerin Urettigi
hydroxamate-tip siderefor’dan dolay: indikatér boya
olan krom azurol iin indirgenerek besi yeri renginin
maviden sari-turuncu renge donilismesine neden
olmustur (Sekil 4A). Elde edilen sonuclar Cizelge 2 de
verilmistir. Cizelge 2’de gorilebilecegi gibi test edilen
izolatlarin tamami CAS Agar besi yerinde degisen
oranlarda siderofor uretmigtir. Test edilen tum
izolatlar arasinda en fazla siderofor tiretimi 3.37, 3.18,
2.81 c¢ozunurlik indeks degerleri ile siras1 ile
Pseudomonas monteilii AEP93, Pseudomonas putida
AEP57 ve Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15
izolatlar1 tarafindan olusturulmustur. Bacillus spp.
arasinda oOzellikle Bacillus subtilis ssp. subtilis
izolatlarin yamisira Serratia marcescens izolatlarida
yiksek diizeyde siderofor trettigi belirlenmistir
(Cizelge 2, Sekil 4A). Izolatlar arasinda Ochrobactrum
Intermedium, Ochrobactrum anthropi, Arthrobacter
oxydans, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilis ve
Bacillus megaterium izolatlar1 diger izolatlara
nispeten daha disiik dizeyde siderofor olugturmustur
(Sekil 4A). PGPB tarafindan iiretilen siderofor’lar bitki
geligimi lizerine dogrudan veya dolayli yonde etkide
bulunur. Aeromonas, Azadirachta, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia ve Streptomyces sp. ait PGPB tiirlerince
uretilen sideroforun topraktaki bagli demiri ¢ozerek
bitkiye yararli hale g¢evirip, bitkinin bundan
faydalanmasi sonucu gelisiminin dogrudan tegvik
ettigi onceden yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir
(Sujatha ve Ammani, 2013; Duman ve Soylu, 2019).

648

Bakteri izolatlarinin Fosfor Cézme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin fosfor ¢ozme etkinligi, tri
kalsiyum fosfat iceren Pikovskaya Agar (PVK) besi
yeri igeren petrilerde belirlenmistir. Bakteri kolonisi
etrafinda bakterilerin urettigi enzimler sonucu tri
kalsiyum fosforun ¢6ziilmesiyle seffaf bir zon olmustur
(Sekil 4B). Cizelge 2’'de de goriildiigii gibi test edilen
tium izolatlar arasinda bitki patojeni Pseudomonas
syringae pv. phaseollnin yanisira antagonist
izolatlardan Bacillus cereus AEP2, AEP16, Bacillus
subtilis ssp. subtilis AEP11, Ochrobactrum anthropi
AEP31, AEP67, AEP84, Bacillus thuringiensis AEP34,
Bacillus vallismortis AEP82, Arthrobacter oxydans
AEP81, Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca
AEP119 ve Ochrobactrum intermedium AEP127
izolatlar1 besi yerinde fosforu ¢ézme aktivitesi
gostermemistir (Cizelge 2). Test edilen tiim izolatlar
arasinda en fazla fosfor ¢ozen izolatlar 3.78 ve 3.73
¢ozunurlik indeks degerleri ile Gram negatif Serratia
marcescens AEP59 ve AEP60 izolatlar1 olmustur
(Sekil 4B). Bu izolatlar1 sirasiyla 2.89 ve 2.78
¢ozuinurlik indeks degerleri sirasiyla Serratia
marcescens AEP5 ve Pseudomonas aeruginosa AEP1
ve izolatlar1 izlemigtir. Ayni tiire ait bakteri izolatlar
tarafindan tretilen fosfor ¢oziintrlik indeks degerleri
arasinda istatistiksel olarak o6nemli farkhliklar
gozlenmistir (Cizelge 2).

Bakteri Izolatlarinin Indole Asetik Asit (IAA) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin LB s1iv1 besi yerinde tirettigi
TIAA miktari inokulasyondan 4 giin sonra standart IAA
absorbans degerlerine kiyaslanmak suretiyle ppm
(=pg/ml) diizeyinde belirlenmistir (Sekil 2C,D). IAA
degerlerinin Ol¢lilmesinde zaman oOnemli olmas:
nedeni ile 46 izolatin is yuki goz oniine alindiginda,
bakterilerin izole edildikleri boélge, konukgusu, bitki
ornegi (epifit-endofit) ve tiirleri temsil edecek sekilde
secilmigs 28 farkli bakteri izolati kullanilmigtir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 2 de verilmigtir.

Cizelge 2 de de gorulebilecegi gibi test edilen tiim
izolatlarin bitki patojeni Pseudomonas syringae pv.
phaseoli  dahil  tamami  5.48-127.81 pg/ml
konsantrasyonlarni  araliginda TAA  Uretmigtir.
Izolatlarin geneli degerlendirildiginde genelde Gram
negatif bakteri tiirlerinin (Znterobacter cloacae ssp
dissolvens, Enterobacter cloacae ssp cloacae,
Ochrobactrum Spp, Serratia marcescens,
Pseudomonas putida) gram pozitif tiirlere kiyasla
daha yiiksek konsantrasyonlarda TAA {rettigi
belirlenmistir (Cizelge 2, Sekil 5).

Cizelge 2 incelendiginde ayni tiire ait bakteri izolatlar:
tarafindan uretilen IAA konsantrasyon degerleri
arasinda istatistiksel olarak oOnemli farkhliklar
gozlenmigtir. Izolatlar arasinda en yiksek TAA tireten
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Cizelge 2. Farkli endofit ve epifit bakteri izolatlarin bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalar1 Uretme
potansiyelleria,
Table 2. Potential of different plant growth mechanisms by different endophytic and epiphytic bacterial 1solates
Bitki Geligimini Tegvik Eden Mekanizmalar

Bakteri Izolatlar S-indeks  F-indeks NH3 TAA
P. syringae pv. phaseolicola Psp 12 1.28a¢ 0.002 - 7.72b
Pseudomonas aeruginosa AEP1 1.68f1 2.78f - 8.61ct
Bacillus cereus AEP2 1.91i° 0.002 + 10.34sh
Bacillus subtilis subtilis AEP3 1.79hm 1.24b + nt
Bacillus mojavensis AEP4 1.60¢7 1.11b ++ 16.96
Serratia marcescens AEP5 2.170p 2.89¢ ++ nt
Bacillus subtilis ssp subtilis AEP11 1.54d4 0.002 ++ 7.93b
Bacillus mojavensis AEN13 1.69fm 1.16b ++ nt
Ochrobactrum tritici AEP14 1.73hm 1.94de ++ 69.32p
Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 2.81s 1.45bc ++ 127.81v
Bacillus cereus AEP16 1.59¢7 0.002 + 14.451
Bacillus subtilis AEP18 1.69fm 1.18 ++ 5.48
Serratia marcescens AEP19 2.210p 2.01de + nt
Bacillus mojavensis AEP20 1.142b 1.22b ++ 9.12f
Serratia marcescens AEN22 1.85t° 2.18¢ + nt
Bacillus mojavensis AEP24 1.02a 1.11b + nt
Bacillus mojavensis AEP26 1.33af 1.14b + nt
Enterobacter cloacae ssp cloacae AEN27 2.67rs 1.36bc ++ 112.49v
Bacillus subtilis AEP28 1.53c 1.23b + 10.57h
Bacillus pumilus AEN29 1.152p 1.13p + nt
Ochrobactrum anthropi AEP31 1.162> 0.002 ++ nt
Bacillus mojavensis AEP32 2.38pr 1.35bc + 9.02f
Bacillus megaterium AEP33 1.062 1.22b + 27.15k
Bacillus thuringiensis AEP34 1.23¢ 0.002 ++ 37.85n
Serratia marcescens AEN38 2.041-p 2.19%e ++ 30.47
Pseudomonas putida AEP57 3.18t 1.35bc ++ 33.21m
Serratia marcescens AEP59 1.87io 3.73¢ ++ nt
Serratia marcescens AEP60 2.05mp 3.78¢ ++ nt
Serratia marcescens AEP66 2.00ko 1.964de ++ 57.81°
Ochrobactrum anthropi AEP67 1.18d 0.002 ++ nt
Bacillus megaterium AEN72 1.082b 1.10p + nt
Bacillus megaterium AEP75 1.072 1.27b + nt
Arthrobacter oxydans AEP81 1.28¢ 0.002 ++ 90.34¢
Bacillus vallismortis AEP82 1.44bh 0.002 ++ nt
Ochrobactrum anthropi AEP84 1.142b 0.002 ++ 84.02r
Serratia marcescens AEP85 1.78h'm 2.19e +++ nt
Bacillus subtilis AEP91 1.82in 1.100 ++ 8.06bc
Pseudomonas monteilii AEP93 3.3T 1.67c¢d +++ 10.38sh
Bacillus mojavensis AEP95 1.82in 1.18p ++ nt
Bacillus mojavensis AEP109 1.52¢t 1.26P ++ 8.30be
Bacillus vallismortis AEN110 1.17ac 1.14b ++ 8.90¢f
Bacillus subtilis AEP112 1.65fk 1.17» ++ 5.862
Bacillus vallismortis AEP113 1.352¢ 1.19» + 8.81df
Bacillus subtilis subtilis AEP116 1.45bh 1.16b +++ 14.461
Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca AEP119 1.71gm 0.00a ++ 8.26bd
Ochrobactrum intermedium AEP127 1.11ab 0.002 ++ 86.18s
Bacillus subtilis ssp subtilis AEP138 2.01ko 1.24b +++ 9.81¢
S-indeks ve F-indeks: Siderofor ve Fosfor ¢oziinturlik indeks degerleri; NHs: Amonyak;. -, renk degisimi olmadigini, +, ++, +++ ise amonyak

konsantrasyonun artigina paralel renk degisim siddetindeki artisi gosterir. Cozinurlik index degerleri bakteri tarafindan olusturulan
engelleme zon ¢apinin bakteri koloni ¢apina oranlanmasi ile hesaplanmagtar.

Ayni stitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey HSD Testine
gore 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05). nt: benzer izolatlar olmasi sebebi ile tekrar test edilmedi
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Sekil 4 Farkh bakteri izolatlarinin (*) CAS besi yerinde siderofor iiretme (A) ve Pikovskaya Agar (PVK) besi
yerinde (B) fosforu c6zme potansiyellerinin (ok) belirlenmesi

Figure 4. Determination of the (A) siderophore production on CAS Agar media and (B) phosphate solubilisation
potentials (arrow) of different bacterial isolates (*) on Pikovskaya (PVK) Agar media

Sekil 5. Farkl bakteri izolatlarinin L-tryptophan iceren besi yerinde IAA iiretme potansiyellerinin belirlenmesi.
Besi yerinin sar1 renkten kirmizi renge degisimi ortamda IAA tretimini gésterir

Figure 6. Determination of IAA production potentials by different bacterial isolates in L-tryptophan containing
nutrient media. Colour changes from yellow to red colour indicate IAA production in nutrient media

ilk 3 bakteri izolati, 127.81 ug/ml ile Gram negatif
epifit Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15,
112.49 pg/ml ile bir diger yakin tir Gram negatif
endofit Enterobacter cloacae ssp cloacae AEN27 ve
90.34 pg/ml Gram pozitif Epifit Arthrobacter oxydans
AEPS81 izolatlar1 oldugu belirlenmistir (Sekil 5).
Bacillus spp. arasinda en yiiksek konsantrasyonda
TAA dreten ilk 5 bakteri izolati ise 37.85 ug/ml ile
Bacillus thuringiensis AEP34, 27.15 pg/ml ile Bacillus
megaterium AEP 33 ve 16.96 ug/ml ile Bacillus
mojavensis AEP 4, 14.46 pg/ml ile Bacillus subtilis
subtilis AEP 116 ve Bacillus cereus AEP 81 izolatlar
oldugu belirlenmigtir. Izolatlar arasinda en disik TAA
uretimi 5.48 ug/ml ile Bacillus subtilis subtilis AEP18
izolatinda goézlenmistir. Bu izolat tarafindan tretilen
TAA miktar: bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv.
phaseolicola tarafindan tretilen JAA miktarindan da
disiik diizeyde oldugu goriilmektedir.
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Calismalarda en fazla IAA {reten FEnterobacter
cloacae ssp dissolvens AEP15 izolatinin L-tryptophan
iceren ve icermeyen besi yerinde olusturdugu IAA
miktar1 arastirildiginda, inokulasyondan 3 giin sonra
L-tryptophan igermeyen besi yerinde olusturdugu IAA
miktart 29.76 pug/ml iken, L-tryptophan igeren besi
yerinde olusturulan TAA konsantrasyonunun 109.09
ng/ml diizeyinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3,
Sekil 6).

Bu durum L-tryptophanin antagonist bakteriler
tarafindan tretilen IAA’in biyosentezinin baglaticisi
(precursor) oldugunu kamtlamistir. L-tryptophan
iceren ve icermeyen besi yerinde bakterilerin IAA
olusturabildigi o6nceden yapilmis calismalarda da
bildirilmistir (Singh ve ark., 2008; Mehta ve ark.,
2010). Yapilan onceki c¢alismalarda Enterobacter
cloacae ssp cloacae ve FEnterobacter cloacae ssp
dissolvens 1zolatlar1 tibbi bitkilerden izole edilmis ve
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PGPR ozelliklerini belirlemeye yonelik ¢aligmalarda,
izolatlarin oldukc¢a énemli diizeyde IAA tretmelerinin
yanmisira fungal hastalik etmeni Macrophomina

phaseolinamin misel gelisimini engelleme yapmak
suretiyle antagonistik etkide bulundugu bildirilmigtir
(Rani ve Reddy, 2011; Ullah ve ark., 2017).

Cizelge 3. Bakteri izolatlarinca besi yerinde IAA Uretimi Gizerine L- tryptophan’in etkisi
Table 3. Effect of L-tryptophan on IAA production by bacterial isolates in nutrient media

Uygulama

IAA (pg/m))

P. syringae pv. phaseolicola Psp 12 (L- tryptophan’siz)
P. syringae pv. phaseolicola Psp 12+ L- tryptophan

Enterobacter cloacae ssp cloacae AEP15 (L-tryptophan’siz)

FEnterobacter cloacae ssp cloacae AEP15+ L-tryptophan

0,922
7,37°
29,76¢
109,094

Siitun icinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farklh harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey

HSD Testine gore nemli oldugunu gésterir (P<0.05).

K+ Psp T

Psp*™

Bakteri Izolatlarimn Amonyak (NH3) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinmin ugucu bilegiklerden
amonyak (NHs) olusturma potansiyelleri peptonlu su
icerinde gelisen bakteri slispansiyonu Uzerine
Nessler’s ¢ozeltisi eklenmek suretiyle belirlenmistir
(Cappuccino ve Sherman, 1992). Besi yeri igerisinde
bakterilerce olusturulan amonyak tiretimi tiiplerdeki
besi yeri renginin agik saridan kahverengi-koyu sari
renge doniigsmesiyle belirginlesmistir (Sekil 2). Yapilan
testlemelerde bakterilerin tiplerde olusturdugu renk
degisim siddeti; -, renk degisimi olmadigim, +, ++, +++
ise amonyak konsantrasyonun artigina paralel renk
degisim siddetindeki artis1 gostermistir. Deneme

AEP15Tr

AEP15*Tr
(100 p.g/ml)

|

'!

Sekil 6. Bakteri izolatlarinca besi yerinde IAA {retimi tizerine L- tryptophan’in etkisi.
Figure 7. Effect of L-tryptophan on IAA production by bacterial isolates in nutrient media

sonucunda test edilen 46 izolatin yamisira kontrol
olarak bitki patojeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola yer almigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge
2’de verilmigtir.

Cizelgede de goriilecegi gibi, izolatlar arasinda AEPS85,
AEP93, AEP116, AEP138 izolatlar1 yiuksek diizeyde
amonyak turetimi sonucunda daha siddette renk
degisikliklerine  neden  olurken, Pseudomonas
aeruginosa ve bitki patojeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola herhangi bir renk degisikligine neden
olmamigtir. Bu izolatlar diginda tiim izolatlar besi
yerinde degisen miktarda amonyak Urettigi
belirlenmistir (Sekil 7).

Sekil 7. Farkli bakteri izolatlarinin sivi besi yerinde amonyak tiretme potansiyellerinin belirlenmesi.
Figure 7. Determination of potentials of different bacterial isolates on ammonia production in nutrient broth.
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Calismalarimizda izole edilen bakterilerin bitki
gelisimini tesvik eden (siderofor, JAA ve amonyak
tiretimi, fosforu cézme etkinligi) etki mekanizmalar:
incelenmigtir. Elde edilen sonuglara gore bitki
gelisimini tegvik etkinligin daha c¢ok epifitik kokenli
bakteriler tarafindan etkili bir sekilde gosterildigi,
ayn1 ture bagh bitki igsel dokulardan elde edilen
endofit bakteri izolatlarin etkinliginin epifit bakteri
izolatlarina kiyasla disik dizeyde oldugu tespit
edilmigstir. Calismada elde edilen tiim sonuclar birlikte
degerlendirildiginde ayni tiire ait bakteri izolatlar
arasinda PGP aktiviteleri arasindaki farkliliklar
gozlenmisgtir. Bu durumun bakteri izolatlarin izole
edildikleri yer (epifitik veya endofitik olusu) ve
bulunduklar: ortamdaki c¢evre kosullarinin (yetistigi
ortamlardaki bitki besin madde icerigi ve hastalik
etmenlerinin bulunus durumu gibi) izolatlarin genetik
cesitliligine etkide bulunmasindan kaynaklandig:
diisinulmektedir. Benzer durum oOnceden yapilmis
farklh konukc¢u-patojen iligkilerin irdelendigi bir¢ok
calismalarda da bildirilmistir (Loper ve Schroth 1986;
Krebs ve ark., 1993; Bernal ve ark., 2002; Araujo ve
ark., 2005; Soylu ve ark., 2018; Duman ve Soylu, 2019).

SONUC ve ONERILER

Saglikli badem agaclarindan izole edilen endofit ve
epifit bakterilerce olusturulan bitki geligimini tegvik
eden mekanizmalar Dbirlikte degerlendirildiginde,
genelde FEnterobacter cloacae izolatlarin yiksek
dizeyde TAA ve siderofor olusturma yeteneginde
oldugu, Serratia marcescens izolatlarinin siderofor ve
fosfat1 ¢6zme etkinliklerinin ylksek diizeylerde
seyrettigi, Bacillus spp ise daha cok antagonistik
etkinlikte rol oynayan amonyak Uretme etkinliginin
yiksek duzeylerde gerceklestigi belirlenmigtir. Soz
konusu izolatlarin bitki gelisimini tesvik etmelerinin
yamsira farkli bitki fungal hastaliklara karsi biyo-
etkinlikleri ve etki mekanizmalarinin arastirilmasina
yonelik ¢calismalar biiytik 6nem arz etmektedir.
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