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OZET
Doktora Tezi

SOGUGA DIRENCLI BITKILERIN YAPRAK APOPLASTINDAN iZOLE EDILEN
BAKTERILERIN FASULYEDE (Phaseolus vulgaris L.) SOGUK STRESI TOLERANSI
UZERINE ETKILERI

Deniz TIRYAKI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Botanik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu arastirmada, soguga toleransh bitkilerin yaprak apoplastindan izole edilen bakterilerin fasulyenin
(Phaseolus vulgaris L.) soguk stresine fizyolojik ve biyokimyasal cevap mekanizmalar iizerine
etkileri aragtirilmistir. Bu amag i¢in Erzurum ve yoresinde toplanan soguga dayanikli bazi bitkiler
kullanilmistir. Bu bitkiler, Onosma isauricum, Verbascum cheiranthifolium, Chenopodium botrys, C.
foliousum, Myosotis alpestris, Capsella bursa-pastoris, Artemisia austriaca, Draba nemorosa,
Raphanus raphanistrum, Trifolium repens, Fragaria vesca, Taraxacum sieheanum, Galanthus
gracilis, Colchicum speciousum, Scilla siberica, Erodium cicutarium’dur. Bitkilerin yaprak
apoplastindan psikrotolerant bakteriler izole edilmis ve tiir teshisleri 16S rRNA dizi analizi ve Vitek
yontemi ile yapilmistir. Bitkilerin yaprak apoplastindan 10 bakteri tiirline ait 20 bitki biiyiime
diizenleyici bakteri (PGPB) izolat1 belirlenmistir. Bunlar, Sphingobacterium faecium (izolatlari; DT-
1, DT-2, DT-3, DT-9, DT-15), S. kitahiroshimense (DT-4), Staphylococcus intermedius (DT-5),
Bacillus cereus (DT-6, DT-10, DT-11, DT-12), Pseudomonas fragi (DT-7, DT-8), P. chloropaphis
(DT-14), P. fluorescens (DT-16, DT-18), P. proteolytica (DT-17, DT-19), Raoultella ornithinolytica
(DT-13), Brevibacterium frigoritolerans (DT-20)’dir. Bakterilerin inokule edilecegi fasulye fideleri
normal sartlarda (25/22 °C) 16 giin biiyiitiilmiis ve bir grubunun yapraklarina 10. giin 50 ml (10°
CFU/ml) bakteri uygulanmustir. Sonra fideler 3 giin daha normal sartlarda tutulmus ve soguk sartlara
(9/5°C) transfer edilmistir. Soguga 3 giin maruz birakilan fidelerin yapraklarindan apoplastik
proteinlerin buz niikleasyon aktivitesi, donma hasari, apoplastik ve hiicresel antioksidan enzimlerin
aktivitesi, reaktif oksijen tiirleri ve lipid peroksidasyon seviyeleri belirlenmistir. Ayrica, bakterilerin
ACC deaminaz aktivitesi ve ekstraselliiler proteinlerinin SDS-PAGE profilleri belirlenmistir.
Fidelere inokule edilen izolatlarin ¢ogu, kok-govde kuru agirligint ve klorofil miktarini artirmistir.
Ayrica, izolatlar fidelerde donma hasarimi disiirmiis ve apoplastik sivinin buz niikleasyon
aktivitesini (donma noktasinin gecikmesi) artirmistir. izolatlardan bazilar1 H,O,, siiperoksit anyonu
ve malondialdehid (MDA) igsel seviyelerini diislirmiistiir. Diislik sicaklik, apoplastik katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerini distiriirken, peroksidaz (POX)
ve siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitelerini artirmigtir. Ayn1 gruptaki bitkilere bakteri uygulamalari
ise aktiviteleri genelde artirmigtir. Tek basma diisiik sicaklik, hiicresel CAT ve SOD aktivitesini
artirirtken, POX, APX ve GR aktivitesini diiglirmiistir. Soguk+bakteri uygulamalarinda ise
aktivitelerde artis ve diislisler belirlenmistir. Bakteri izolatlarinin hepsinde ACC deaminaz aktivitesi
belirlenmistir. SDS-PAGE verilerine gore izolatlarin gogu, ekstraselliiler olarak yeni proteinler
salgilanuglardir. izolatlardan bazilarmin, PGPB bakteri grubunda olduklari ve soguk stresinden énce
fasulye fidelerine inokule edildiklerinde bitkinin soguga toleransini artirabildikleri ileri siiriilmistiir.
Tez iginde biitiin gruplar kendi kontrolii ile kiyaslanmis ve ayrintili olarak tartisilmstir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE EFFECTS OF BACTERIA ISOLATED FROM THE LEAF APOPLAST OF COLD-
RESISTANT PLANTS ON THE COLD STRESS TOLERANCE OF BEAN (Phaseolus
vulgaris L.)

Deniz TIRYAKI

Atatiirk University
Institute of Science
Department of Biology
Department of Botany

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, the effects of bacteria, isolated from the leaf apoplast of psychrotroph plants, on the
physiological and biochemical response mechanisms to the cold stress of bean (Phaseolus vulgaris
L.) were investigated. For this aim, some plants collected from and nearby Erzurum that are cold-
resistant were used. These plants are, Onosma isauricum, Verbascum cheiranthifolim, Chenopodium
botrys, C. foliousum, Myosotis alpestris, Capsella bursa-pastoris, Artemisia austricia, Draba
memorasa, Raphanus raphanistrum, Trifolium repens, Fragaria vesca, Taraxacum shieheanum,
Galanthus gracilis,Colchicum speciousum, Scilla siberica, Erodium cicutarium. The psychrotolerant
bacteria were isolated from the leaf apoplast of the plants and the identifications of species was made
by 16S rRNA sequencing analysis and Vitek method. 20 Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)
isolates belonging to 10 bacteria species were determined. These are, Sphingobacterium faecium
(isolates; DT-1, DT-2, DT-3, DT-9, DT-15), S. kitahiroshimense (DT-4), Staphylococcus
intermedius (DT-5), Bacillus cereus (DT-6, (DT-10, DT-11, DT-12), Pseudomonas fragi (DT-7,
DT-8), P. chloropaphis (DT-14), P. flourescens (DT-16, DT-18), P. proteolytica (DT-17, DT-19),
Raoultella ornithinolytica (DT-13), Brevibacterium frigoritolerans (DT-20). The bean seedlings to
which the bacteria would be inoculated were grown for 16 days under normal conditions (25/22°C)
and on the 10" day, 50 ml (10® CFU/mlI) bacteria was applied to the leaves of a group. After that, the
seedling were kept under normal circumstances for 3 days and then were transferred to the cold
conditions (9/5°C). The ice nucleation activities of apoplastic proteins, frost damage, the activities
apoplastic and cellular antioxidant enzyme activity, reactive oxygen types and lipid peroxidation
levels were determined from the leaves of seedlings that were exposed to the cold for 3 days. At the
same time, the ACC deaminase activities of the bacteria and the SDS-PAGE profiles of the
extracellular proteins were determined. Most of the isolates inoculated into the seedlings increased
the root-stem dry weight and chlorophyll content. Moreover, the isolates decreased the frost damage
and increased the ice nucleation activity (the delay of freezing point) of apoplastic liquid. Some of
the isolates decreased H,0O,, superoxide anion and malondialdehyde (MDA) levels. As low
temperature decreased apoplastic catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and glutathione
reductase (GR) activities, it increased peroxidase (POX) and superoxide dismutase (SOD) activities.
The bacteria applications to the plants in the same group generally increased the activities. While
low temperature, alone, increased the cellular CAT and SOD activities, it decreased POX, APX and
GR. In cold+bacteria applications increases and decreases in activities were determined. ACC
deaminase activity was determined in all of the bacteria isolates. According to SDS-PAGE data,
most of the isolates released new proteins as extracellular. It was suggested that when some of the
isolates are in the PGPB bacteria group and when they are inoculated into bean seedlings before cold
stress, they can increase the tolerance of the plant to the cold. Within the dissertation, all the groups
are compared to their controls and are discussed detailly.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun siirekli artmasi ve bu artisa paralel olarak insan ihtiyaglarinin
cesitlenmesi, topraklar tiizerinde siirekli bir kullanim baskis1 olusturmaktadir. Bu
baskilar sonucu yanlis kullanilmakta olan topraklarda giderek onemli sorunlar ortaya
cikmaktadir (Donma 2008). Bu baglamda, iilkemizde de islenebilir tarim alanlarinin
cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin etkisiyle kullanilamaz hale gelmesi uzun
dénemde 6nemli bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (Jones et al. 1989; Bray et
al. 2000; Dogru 2006; Mutlu 2009).

Stres kavramsal olarak genelde insanlar ve hayvanlar i¢in kullanilsa da bitkiler de strese
girer ve stresli kosullarda Onemli bitkisel hasarlar ortaya cikar. Metabolizmanin
bozulmas1 sonucu meydana gelen bu hasardan dolay: bitkinin veya bitki organlarinin
biiylime, gelisme ve veriminde belirgin azalma olur. Bunlara ilave olarak ileri seviyede
stres, irtinde nitelik ve niceligin yitirilmesine, bitkinin ve bitki organlarinin yagamsal
faaliyetlerinin son bulmasina neden olabilmektedir. Elverigsiz ¢evre faktorlerine karsi
bitkinin hayatta kalma yetenegi ise stres direnci veya toleransi olarak adlandiriimaktadir
(Levitt 1980). Bitkiler iizerinde stresin dereceleri genis sinirlar icerisinde dagilim
gosterir ve sifir stresten, 1limli ve siddetli strese kadar ¢ok degisken dereceleri bulunur.
Stresin derecesi bitki tiirtine gore de degisebilmektedir. Yani bir bitki tliriinde yiiksek
derecede strese sebep olan bir faktor, diger bitki tlirlinde 1limli veya sifir strese sebep
olabilir. Strese dayaniklilik, bitkinin biiylime ve gelisme donemine gore de degisebilir.
Baz1 durumlarda bir bitkinin biitlinii veya bir kismi strese karsi direngliyken, diger bazi
kisimlari ise strese daha duyarli olabilir (Hale and Orcutt 1987; Salisbury and Ross
1992; Taiz and Zeiger 2006). Stresin ortadan kalkmasi veya strese karsi direng
kazanilmasi1 durumunda, stres etkileri geri dontigiimlii olabilir. Ancak stres uzun siire
devam eder, siddetini artirir veya dayaniklilik saglanamaz durumunda ise bitki canlilig
gerilemeye baslayarak geri doniisiimsiiz bir zarara doniisebilir ve bitkinin 6liimiine

neden olabilir (Ozcan vd 2004).



Bircok bitki, stresin dldiiriicii olmayan dozlarina maruz kaldiktan sonra strese daha
dayanikli olabilir. Bu olay kuvvetlenme (hardening) veya aklimasyon (uyum veya
alisim) safhasi olarak adlandirilir. Diger bir tanimla aklimasyon yeni bir ¢evreye maruz
kalan bitkideki kalitsal olmayan degisikliklerdir (Kocagaliskan 2004). Stresle alakali bir
diger kavram ise adaptasyondur, bu pek c¢ok nesil boyunca se¢ilim sonucu kazanilan,
genetiksel olarak belirlenmis direncin diizeyini gosterir (Taiz and Zeiger 2006). Strese
dayanikliligin belli bash iki tipinden birisi sakinma digeri de toleranstir. Sakinma, dis
cevrede stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen, bitki hiicrelerini stres altina
sokmayan bir i¢ ortam saglanmasidir. Tolerans ise bir bitkinin uygun olmayan g¢evre
sartlarina maruz kalmasit durumunda hayatin1 devam ettirmesi, strese tahammiiliidiir
(Kocagaligkan 2004; Taggin 2004). Stres faktorleri orijinlerine gore biyotik (hayvanlar,
patojenler, allelopati, parazitik bitkiler ve cesitli antropogenik aktiviteler) ve abiyotik
(kuraklik, disiik sicaklik, tuzluluk, su baskini, sicaklik, radyasyon, oksidatif stres,
rliizgar ve topragin besleyicilerden yoksun olmasi gibi) olmak iizere iki gruba ayrilir.

Stres kaynaklar1 asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Sekil 1.1).

Dig kaynakh
stresler
‘ Abiyotik stres faktdrleri ‘ ‘ Biyotik stres faktdrleri ‘
| | | | | | Patojenler
Diger Mekanik Kimyasal ‘ Radyasyon ‘ Su ‘ Sicaklik
stresler stresler stresler J Otcullar
Kuraklik Sicak
Elektriksel alanlar — Riizgar Mineral tuzlar = lsik
—  (eksiklik, fazlalik) el (oksijen
| | . | | yetmezligi)
Manyetik alanlar Toprak hareketi uv
Kirletici madde (agir

herbisitler) radyasyon

Sekil 1.1. Bitkilerin maruz kaldiklar ¢esitli biyotik ve abiyotik stresler (Levitt 1980°den
modifiye edilerek)



Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda dogal
bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26, bunu %20 ile mineral stresi ve %15 ile soguk
ve don stresi takip etmektedir. Bunlarin disinda kalan diger tiim stresler %29’luk bir pay
alirken, yalnizca %10’luk bir alan herhangi bir ¢evresel stres faktoriine maruz

kalmamaktadir (Blum 1986; Gtiler 2008).

Diisiik sicaklik stresi tarimsal acgidan bitki yayilisini, gelisimini etkileyen 6nemli bir
abiyotik faktdrdiir. Ornegin, diisiik sicaklign bitkilerde ¢imlenme, biiyiime ve gelisme,
reprodiiktif organlar ve hasat sonrasi depolama siiresi de dahil olmak iizere bir¢cok olay
tizerinde olumsuz etkileri olur (Lyons 1973; Wang 1990). Buna karsilik, bitkiler
aleminde diisiik sicakliga tolerans bakimindan biiyiilk varyasyonlar bulunmaktadir

(Rajashekar 2000).

Soguk stresinden etkilenmelerine gore bitkiler genelde 3 gruba ayrilirlar:

1- Diisiik sicakliga hassas olanlar (12°C’nin altindaki sicakliklarda zarar goriirler).

2- Disiik sicakliga toleransl, ancak dona duyarli olanlar (12°C’nin altindaki
sicakliklara uyum saglayabilir, fakat donma sicakliklarinda hayatta kalamazlar).

3- Donma sicakligina toleransli olanlar. Bunlar 0°C’nin altindaki sicakliklarda
yasamlarim koruyabilmektedirler (Pearce 1999). Ornegin kislik ¢avdar (Secale cereale),

-30°C sicakliklarda bile canliligini koruyabilmektedir.

Gortildiigii gibi, soguga duyarh tropikal tiirler donma derecesinde olmayan sicakliklarda
onarillamaz sekilde zarar gorebilmektedirler. Zararlar metabolik ve hiicresel iglemlerin
engellenmesi ve zar ozelliklerindeki degisimlerden kaynaklanir. Farkli bitki tiirleri ise
soguk ya da donma tolerans1 derecelerini diisiik ancak donma derecesinde olmayan
sicakliklara belli bir siire maruz kalarak artirma yetenegine sahiptirler. Bu olay ‘soguk
uyumu’ ya da ‘soguk aklimasyonu’ olarak bilinir (Thomashow 1999). Soguga uyum
olay1 dogal kosullarda sonbahar aylarinda sicakliklarin azalmasiyla baslar. Laboratuvar
kosullarinda ise bitkilerin 2-6°C sicakliklara belirli bir siire maruz birakilmasiyla

saglanabilir. Maksimum donma toleransinin saglanmasi i¢in gereken soguga uyum



stiresinin, bitki tiiriine gore birkag¢ giin veya birkag¢ hafta oldugu ve boylece bitkileri -10
ile -60°C arasindaki sicakliklara tolerans kazanabilecekleri ileri siiriilmiistiir (Gilmour et
al. 1988; Webb et al. 1994). Nitekim soguga uyum saglamamis ¢avdar (Secale cereale
L.) bitkisi -5°C’de 6liirken, soguga uyum saglandiktan sonra -30°C’de bile canliligini
koruyabilmektedir. Bu nedenle herhangi bir bitkinin diigiik sicakliga verdigi metabolik
cevaplar degerlendirilirken, bu bitkinin diisiik sicakliga tolerans bakimindan hangi
gruba girdigi de goz Oniinde bulundurulmalidir. Boylece fizyolojik ve biyokimyasal
reaksiyonlarda meydana gelen degisimlerin hangilerinin diisiik sicaklifa duyarliliktan
kaynaklandigi, hangilerinin soguga uyum sirasinda gozlenen ve donma toleransinin
kazanilmasinda rol oynayan faktdrler oldugu da anlagilabilir (Dogru 2006). Soguga
uyumla biliylimenin durmasi, dokulardaki su miktarinin azalmasi, rozet olusumu, absisik
asit (ABA) miktarimin gecici olarak artmasi, membran lipid kompozisyonunun
degismesi, serbest prolin, ¢oziinebilir karbohidratlar ile antifriz proteinler gibi osmotik
etkinlige sahip molekiillerin birikimi, antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile antioksidan
bilesiklerin miktarinin yaninda birgok genin ifadesinin artmasi gergeklesebilir. Bu
parametrelerle bir bitkinin diisiik sicakliga duyarli m1 yoksa toleransli mi1 oldugu,
toleranshi ise soguga uyumun saglanmasi i¢in hangi metabolik degisimlerin olmasi
gerektigi konusunda fikir elde edilebilmektedir (Nishida et al. 1996; Tao et al. 1998;
Thomashow 1999; Janda et al. 2003; Mahajan and Tuteja 2005).

Bitkiler diisiik sicakliklara maruz kaldiginda neler olabilecegini anlayabilmek ig¢in
suyun donma davramiglarin1 da bilmek gerekir. Saf suda veya bir ¢ozelti igerisinde
donma olay1, buz niikleatorleri (buz kristalini verecek ¢ekirdek) tarafindan siiratle tesvik
edilerek baglatilir. Genellikle saf suda buz niikleasyonu 0°C ile -5°C arasinda meydana
gelir. Cozeltiler gibi bitki dokularinin i¢sel donma noktas1 da bu sicaklik araligindan
daha disiiktiir. Bitki doku ve hiicre sivilarindaki donma noktasi bitkiden bitkiye,
dokudan dokuya ve hatta hiicreden hiicreye degisebilmektedir. Ornegin hiicre
igerisindeki sivilar (intraselular), hiicrelerarasi bosluklardaki sivilar (interselular) ve
hiicre disindaki (ekstraselliiler siv1) sivilardan daha yogun olduklarindan dolayr osmotik
potansiyelleri daha diisliktiir. Bu nedenle hiicre igerisinin donma noktas1 hiicre disi

stvilarina gore daha diistiktiir (Hale and Orcut 1987; Salisbury and Ross 1992). Cevre



sicakligi suyun donma noktasinin altina diiserse, bitkinin apoplastik bolgelerindeki
(ekstraselliiler) c¢ozeltiler asi1 diizeyde sogumaya baslar. Intraselular sivilar ile
ekstraselliiler sivilar dogrudan temas etmediginden, hiicre i¢inden hiicre disina dogru bir
buhar basinci gradienti meydana gelir. Apoplastik bdlgesindeki ¢ozeltiler hiicre igine
gore seyreltik oldugundan, buz niikleatdrleri bu alanda buz kristallerinin olusumunu ¢ok
daha erken baslatirlar. Hiicre icindeki buz olusumu, su potansiyelinin disiik
tutulmasiyla bir siire Onlenebilir. Protoplazmanin dehidrasyon miktari, hiicre
icerisindeki osmotik potansiyelin dislisiine bagli olarak artar. Bu esnada hiicre

icerisindeki su, hiicre disina (apoplastik bolgeye) pompalanir (Sekil 1.2).

Soguk stresi hiicreler iizerinde dogrudan etki gosterebilirken, bunun bir adim ileri
asamasi olan don stresi ise buz olusumu ile dolayli bir rol oynar. (Pearce 1999).
Hiicresel organizmalar i¢in Oldiiriicii bir etken olan donma, Ozellikle intraseliilar
bolgenin dehidrasyonu ve buz kristallerinin neden oldugu fiziksel zarardan dolay:
oliime yol acar. Bu olaya, Donma Hasar1 denir (Levitt 1980; Hale and Orcutt 1987;
Yang et al. 1988). Buna karsin bitki hiicrelerinde donma toleransi, ekstraseliilar buz
olusumuna kars1 koyma ve intraseliilar buz olusumunu 6nleme kapasitesine baglidir.
Bu olayda, oldiiriicii intraseliilar (hiicre i¢i veya simplastik) ve interseliilar (hiicre dis1
veya apoplastik) buz olusumunu 6nlemek 6ncelikler arasindadir. Ornegin birgok kislik
bitki bunu basarmak i¢in hiicre i¢i veya hiicre disinda ¢oziilebilir seker, aminoasit
velveya antifriz proteinleri gibi metabolitler biriktirirler (Griffith et al. 1997; Atic1 and
Nalbantoglu 1999a,b; Ewart et al. 1999; Hoshino et al. 1999). Bu metabolitler
icerisinde antifiriz proreinlerinin 6nemli bir yeri vardir. Antifriz proteinleri (AFP)
tizerine ilk caligmalar baliklarda yapilmistir. Daha sonra kisa toleransli bircok
organizmada da bu proteinler ¢aligtimistir. Ornegin artropodlarda, fungus, bakterilerde
ve yiiksek yapili bitkilerde ise kislik ¢avdarda (Seceale cereale) antifriz 6zelliginde
birgok proteinin varligi gésterilmistir (Duman et al. 1991; Duman and Olsen 1993;
Griffith and Ewart 1995; Griffith et al. 1997; Ewart et al. 1999; Hoshino et al. 1999; Yu
and Griffith 2001). AFP’lerin bulundugu ¢o6zeltilerde donma davranisi {izerine yapilan
aragtirmalar; bu molekiillerin buzu adsorpladiklarini (Duman and DeVries 1974;

Tomimatsu et al. 1976; DeVries 1983; Griffith et al. 1992) ve su molekiillerini farkli bir



sekilde baglamak suretiyle donma noktasini diigiirdiikleri belirlenmistir (DeVries 1983,
1986; Urritia et al. 1992). Bitki antifriz proteinlerinin bitkilerin daha ¢ok yaprak
apoplastik bolgelerinde biriktirildigini gosteren bir¢ok calisma bulunmaktadir (Hon et
al. 1995; Ewart et al. 1999).

Bitki antifiriz proteinlerinin yaprak apoplastinda biriktirilmesinin 6nemli bir ayricalig
vardir. Apoplast bitkinin igsel bir ¢evresidir (Sekil 1.2) ve hiicre ¢eperini de igine alan
bitki hiicrelerinin ekstraprotoplastik matriksi olarak tanimlanir (Dietz 1997). Bizim
viicudumuz kan, lenf ve doku sivis1 gibi igsel bir ¢evreye sahip oldugu gibi, bitki
hiicreleri de apoplast ad1 verilen sivi bir ortamla kusatilir. Apoplast gelisme, beslenme,
sinyal iletimi ve savunma gibi bir¢cok olaymn meydana geldigi dinamik bir bolgedir.
Bizim viicudumuzdaki icsel ¢evrenin ¢ok onemli fonksiyonlarina karsilik, apoplastin
dinamik fonksiyonu da bitki hayatinin devaminda pek ¢ok seyden oOnce gelir.
Apoplastin birgok dnemli fonksiyonlari igerisinde sunlar sayilabilir (Sakurai 1998; Atici

and Nalbantoglu 2003; Chikov and Bakirova 2004; Mutlu et al. 2009).

1. Apoplastik enzimler araciligi ile polisakkarit, protein ve lignin gibi hiicre duvari
molekiillerinin sentezi, yikimi1 ve diizenlenmesi.

2. Ozon, soguk, tuz ve siilfiir dioksit gibi zararli cevresel streslere ve patojen
saldirilarina karsi hiicre i¢inin (simplast) korunmas.

3. Sadece su gibi iyi taginan molekiillerin degil, ayn1 zamanda inorganik ve organik
bilesiklerin taginmasinin diizenlenmesi.

4. Iyon dengesi, pH ve su igerigini ayarlayarak i¢csel homeostasisin diizenlenmesi.



Apoplastik bolge

buz

Simplastik bolge

Sekil 1.2. Disiik sicakliga maruz kalmis bir yaprakta simplastik bolgedeki suyun apoplastik
bolgelere haraketi ile apoplastik bolgede buz olusumu (Antikainen and Griffith 1997)

Bitki apoplastinda bir¢ok bilesigin yaninda bitkilerin strese cevabinda énemli bir yeri
olan antioksidan enzimlerin bulundugu ve bu enzimlerin apoplastta reaktif oksijen
tirlerini (ROT) zararsiz hale getirdikleri de tespit edilmistir (Hernandez et al. 2000; Lin
and Kao 2001; Minibaeva and Gordon 2003; Mutlu et al. 2009). Bilindigi gibi bitkiler
baz1 metabolik yollarin diizensizliginden ortaya cikan reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olarak bilinen molekiillerin yikici ve oldiiriicii etkilerini sinirlayabilmek i¢in birgok
savunma mekanizmast bulundururlar (Navrot et al. 2007). ROT bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig diisiik ve ¢ok reaktif
molekiiller olarak tanimlanabilir. ROT yiiksek derecede reaktiftir ve hiicreler igin
toksiktir, ayrica proteinler, lipitler, DNA ve karbohidratlara zarar vererek hiicre
6liimiine neden olabilir (Noctor and Foyer 1998; Apel and Hirt 2004; Banu et al. 2009;
Guo et al. 2009). ROT (veya serbest radikaller) arasinda hidrojen peroksit (H20,),
stiperoksid anyonu (O»") ve hidroksil radikali (OH’) gibileri sayilabilir. Hidrojen
peroksit, ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal siireclere aracilik eder (Neill et al. 2002;
Bright et al. 2006; Mclnnis et al. 2006). Normal kosullarda ya da gesitli streslere (soguk
ve donma, kuraklik, sel, patojen saldirilar, herbisit uygulamalari, radyasyon) maruz
kalma sirasinda hem kloroplast hem de mitokondri ROT fiiretir. Verdigi hasarlarin

yaninda diisiik seviyelerdeki ROT abiyotik ve biyotik stres kosullarinda antioksidan



genlerin ekspresyonunu aktive ederek hiicresel savunma sistemini uyarabilir (Dixon and
Paiva 1995; Grene 2002; Mittler 2006). Bitkiler, asir1 iiretilen ROT bilesiklerine karsi
hiicrelerini oksidatif hasardan koruyan enzimatik olmayan antioksidan bilesikler ile
birlikte, bunlarin normal formlarina donilisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimlere
sahiptir (Mutlu 2005). Asagida hiicreler i¢in en yaygin ROT bilesikleri kisaca
tanimlanacak ve bu bilesiklerin siipiiriilmesinde rol alan enzimatik antioksidan sistem

hakkinda kisa bilgiler verilecektir.

Reaktif oksijenler iki gruba ayrilirlar;

Radikaller: Tek elektron eksikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca elektron
aligverigine giren oksidanlardir. Siiperoksit radikali (O,"), hidroksil radikali (OH)
ornek olarak verilebilir (Neill et al. 2002).

Nonradikaller: Elektron eksikleri olmadigi halde baska molekiillerle radikallerden
daha zayif sekilde birlesebilen oksidanlardir. Hidrojen peroksit (H,O;) 6rnek olarak
verilebilir (Neill et al. 2002).

Cizelge 1.1. Baslica reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit radikali (O2") Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil radikali (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROy) Hipoklorik asit (HOC1)
Alkoksil radikali (RO) Ozon (O3)

Hidroperoksil radikali (HO,) Singlet oksijen (0%
Peroksinitrit radikali (ONOO")

Singlet Oksijen (O.'): Oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formudur. Yapisinda
eslesmemis elektronu bulunmadig: i¢in radikal 6zelligi yoktur, fakat oksidan 6zelligi
oldukga yiiksektir (Foyer et al. 1997; Giiler 2008). Singlet oksijen diger molekiillerle
etkilesime girdigi zaman ya igerdigi enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimelere

girer. Ozellikle karbon-karbon g¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girmesi ile



peroksit radikalini olusturur ve OH’ kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
baslatabilir. Hiicre zarlarinin glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid yapisindaki
doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi yag asitleri
ve pentan gibi gesitli lipid peroksidasyon tiriinlerini olustururlar (Gechev et al. 2002;
Minibaeva and Gordon 2003a; Mutlu 2005).

Siiperoksit anyonu (0;"): Oksijene bir elektron aktarilmasiyla olusur. Bu reaksiyon
enzimatik olarak ¢esitli organellerde meydana gelebilir. Bu radikal oldukga reaktiftir ve
lipidlerin yan1 sira diger biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Lipid
peroksidasyonu, membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklarina
sebep oldugu belirtilmistir (Fridovich 1995). Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit,
oksitleyici ve indirgeyici olarak davranip aldigi elektronu metal iyonuna, sitokrom-c’ye
veya bir radikale vererek tekrar oksijene yiikseltgenir. Oksijenden daha oksitleyici olan
stiperoksit bir elektron daha alir ve peroksit anyonuna indirgenir. Siiperoksit anyonu
ayrica, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢ok daha toksik bir molekiil olan hidroksil
radikalini tiretebilir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyon demir ve bakir
gibi metallerin katalizorliiglinde olduk¢a hizli gerceklesir. Hiicresel metabolik
etkinlikler sonucunda {iretilen superoksit anyonunun olusumu pek c¢ok abiyotik ve
biyotik stres faktorleri altinda indiiklenmektedir (Bowler et al. 1992; Baskin and Salem,
1997). Siiperoksit anyonu, yiiksek katalitik etkiye sahip siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin etkisiyle azaltilir. SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon
tepkimesi olarak adlandirilir (Halliwell 1984; Giiler 2008).

Hidrojen peroksit (H20;): Aerobik canlilarda siiperoksitlerin katalitik aktivitesi ¢ok
yiksek bir enzim olan (SOD) tarafindan katalizlenmesi ile olusur. H,O, oksijenin
enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya

enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.

20" +2H" SOD 5 0, + H,0,
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Stiperoksitin olustugu yerlerde (peroksizomlar, elektron tasima zinciri, plazma
membrani, ekstraseliilar matriks) 6nemli miktarda H,O, de iiretilir (Slesak et al. 2007).
Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz. Aktif oksijen
tiirleri arasinda digerlerine gore nispeten daha diisiik toksisiteye sahip olan H,O, nin
oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin
varliginda hidroksil radikalinin Onciili olarak davranmasidir. H,0O; o6zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici
ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Oksitleyici 0zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin
ortamdan uzaklastirilmas: gerekir (Halliwell 1984; Giiler 2008). Bu gorevi oncelikle
askorbat-glutatyon dongiisii ile yapar. Hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan
katalaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijen gibi iiriinlere doniistlirerek
yerine getirir (Hausladen and Alscher, 1993). Oksidatif streslere tolerans saglamada
bitkilerin bu enzimlerin hiicresel seviyelerini diizenlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Gechev

et al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003a; Mutlu 2005).

Hidroksil radikali (OH"): Oksijen radikalleri igerisinde en aktif ve en toksik olanidur.
(Elstner 1982; Baskin and Salem 1997; Sigel and Sigel 1999; Kehrer 2000). Uretildigi
her yerde bircok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirici
radyasyonun (x-isinlar1) etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi1 sonucunda
olustugu gibi hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik
indirgenmesi ile de olugabilir (Stahl and Sies 2002). OH" biyolojik sistemlerin tanidigi
en reaktif tlirdiir, su dahil olmak iizere rastladigi her molekiille tepkimeye girebilir. Bu
tepkimeler OH1n paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden
kaynaklanir (Halliwell 1984). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar, lipid
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. OH" radikalinin
sebep oldugu biyolojik zararlardan birisi de lipit peroksidasyonudur, zincirin yapisini
bozar ve gecirgenligini artirarak hiicre 6liimiine sebep olabilir (Girotti 1985; Nishiyama

et al. 1998; Maillard et al. 2007). OH" niikleik asitlerle tepkimeye girerek baz
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modifikasyonlarina, baz delesyonlarina ve zincir kirilmalarina neden olabilir (Getoff
2007; Lin et al. 2007).

Yukarida tanimlanan ROT’lar hiicrelerde elektrolit permeabilitesinin artmasina ve
membran biitiinligiiniin yok olmasina neden olurlar. Hiicre igerisine kalsiyum ve
sodyum gibi iyonlarin gegisi, hiicrenin ATP’sini tiiketmesine neden olarak enerji
olusturan mekanizmalar1 etkiler. Intraselliiler kalsiyum iyonlarindaki artis; protein ve
lipidlerde daha fazla hasara neden olabilecek proteaz ve fosfolipazi aktive eder. Bu ayni
zamanda DNA'da yapisal hasara ve hiicre Oliimiine neden olabilecek enzim
inaktivasyonuna neden olabilir (Halliwell 1984). Diger taraftan ROT’larin sebep oldugu
membran lipidlerinin peroksidasyonu (LPO) doku hasarina neden olur. (Simsek 1999).
Ciinkii lipitlerdeki doymamis yag asitleri otooksidasyona egilimlidirler. Otooksidasyon
iki ¢ift bag arasindaki metilen grubunun cevresinden kolayca etkilenerek, hidrojen
atomunun birini kaybetmesi ile olusur. Hidrojen ayrilmasinin ilk nedeni reaktif oksijen
tiirleri hareketidir. ROT’lar direkt hasara neden olabildikleri gibi birbirlerini etkileyerek,
en reaktif radikal olan hidroksil radikalini olusturmakta ve doymamis yag asitlerine etki
etmektedirler (Wood and Smith 1991). Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon vererek peroksidasyon
tirtinlerini yani Malondialdehiti (MDA) olustururlar. Lipit peroksidasyonu ile olusan
membran hasar1 geri doniistimsiizdiir (Akkus 1995). Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile
olusan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler hiicre diizeyinde metabolize edilirler
veya baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hasari hiicrenin diger boliimlerine
yayarlar. MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori
degildir, ancak lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gdosterir. Bu
sebeple organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin 6l¢iimii
siklikla kullamilan bir yontemdir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir
kompleks olusturmakta ve olusan bu c¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun

derecesi saptanmaktadir (Yilmaz et al. 2003; Kuru 2007).
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Sekil 1.3. Bitkilerde ROT uzaklastiran metabolik yollar (a) Su-su dongiisii. Siiperoksit
dismutaz (SOD) O,™‘yi H,O,’ye ¢evirerek savunmanin ilk basamagi olarak gorev alir (CAT) (b)
Askorbat-glutatyon dongiisii (c) Glutatyon rediiktaz (GR) dongiisii (d) Katalaz. CAT, askorbat peroksidaz
(APX) ve GR’yi detoksifiye ederler. CAT m (d) tersine, APX ve GR dongiiyii tekrar olusturmak igin bir
askorbat (AsA) vel/veya bir glutatyona (GSH) gerek duyarlar (b-c). Bu dongii elektronlart dogrudan
NAD(P)H (b-c) ya da fotosentetik aygitlardan (a) kullanirlar. ROT kirmizi, antioksidanlar mavi ve ROT
uzaklastiran enzimleri yesil olarak gosterilmistir (Mittler 2002).
GPX, glutatyon peroksidaz; GSSG, okside glutatyon DHA, dehidroaskorbat; DHAR, DHA rediiktaz; Fd
ferrodoksin; MDA malondialdehid, MDAR, monodehidroaskorbat; MDA rediiktaz; PSII, fotosistem Il
tAPX, tilakoid bagli APX.

Bitkilerde hiicresel zar ve organelleri ROT’larin zarar verici etkilerinden korumak igin
antioksidan savunma sistemleri olduk¢a 6nemlidir (Lee and Lee 2000). Antioksidanlar
diisiik konsantrasyonlarda oksidasyon yapabilen ve diger bir substratin oksidasyonunu

azaltan veya engelleyen maddelerdir (Sekil 1.3). Hiicreleri zararli ROT etkisinden
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korumak icin gereken yiiksek verimli antioksidant savunma sistemleri tiim bitki
hiicrelerinde bulunur (Seppanen and Fagerstedt 2000). Antioksidan savunma sistemleri

enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri olarak siniflandirilir (Hernandez-

Nistal et al. 2002).

Enzimatik olmayan savunma sistemleri: Askorbat (AsA), glutatyon, karotenoid, a-
tokoferol, antosiyanin, flavonoidlerdir.

Enzimatik savunma sistemleri: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) dur.

Siiperoksid dismutaz (SOD) (E.C.1.15.1.1): Siiperoksit radikalinin H,0O;’ye
donligimiinii katalizler. Aerobik organizmalarin tiim hiicrelerinde bulunur (Moller
2001). Ayrica SOD’un bazi bitki tiirlerinin apoplastik alanlarinda da var oldugu rapor
edilmistir (Vanacker et al. 1998b; Lyons et al. 1999).

0'2 +2H+ — H,0,+ 0,

SOD’un biri sitoplazmada, digeri mitokondride olmak tizere iki izoenzimi vardir.
Okaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Mn*? iceren Mn SOD olarak,
sitoplazmadaki ise tamamen farkli yapiya sahip olup Cu*?-Zn*? iyonu ihtiva eden Cu/Zn
SOD olarak bilinir. Bazi bakterilerde de Fe SOD oldugu saptanmistir. SOD,
siperoksidin  pargalanmasin1  saglayarak metallerin  katalizledigi Haber-Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikali olusum riskini azaltir. (Bowler et al.1992; Foyer et al.
1995; Van Camp et al. 1996; Apel and Hirt 2004). SOD antioksidan savunma aginda
ana goreve sahiptir. Artan SOD aktivitesi ile oksidatif stres yiiziinden meydana gelen

zarardan korunmanin artig1 birbiriyle baglantilidir (Hernandez-Nistal et al. 2002)
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Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6): Tabiatta olduk¢a yaygin dagilim gostermektedir.
Aerobik organizmalarin hepsinde omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve
mantarlarda bulunmaktadir (Bergmeyer and Grabl 1983). CAT, H2O, nin 2 elektronunu
kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen demir porfirin igeren tetramerik
ve yliksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere and Ferrari
1999). CAT’ 1n gorev aldig1 reaksiyonlar asagidaki gibidir.

2 H,0, » 2H,0 + O, (Katalitik Aktivite)

ROOH + AH, » H,O+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Peroksizomlarda bulunan CAT sitozolden difiizyonla peroksizomlara gelen H,O;’yi
ortadan kaldirir (Lukatkin 2002; Mittler 2002). Ancak CAT’in hiicreleri H,O,’den
koruma etkinligi olduk¢a sinirlidir. Bunun nedeni, CAT 1in H;O,’ye karsi ilgisinin
diisiik olmas1 ve 151k varliginda inaktivasyona ugramasidir (Prasad 1997). Siyanid, azid,
stiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi
rapor edilmistir  (Fridovich 1986). Solunum  zincirinde, oksijenin  eksik
indirgenmesinden olusan H,O,’yi O;’ye indirger (Chaudiere and Ferrari 1999). CAT 1n
temel fonksiyonu, stres kosullar1 altinda olusan zararlhh H,O,’in H,O ve O;’ya
donilistimiinii saglamak, hiicreleri strese karsi korumak ve ozellikle membranlarda
olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir. Zira H,O;, singlet oksijen
(O,Y) ve hidroksil radikallerinin (OH) potansiyel kaynagidir (Scandalios 1993;
Chaudiere and Ferrari 1999).

Peroksidaz (POX) (E.C.1.11.1.7): H,0’yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi
cok sayida aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen (Bergmeyer and
Grabl 1983) ve HEM prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci 1997; Kim et al.
2000). Coklu molekiiler formlara ve genis bir hiicre alti dagilimina sahip olan POX,
bitkilerde, hiicre c¢eperinde, vakuollerde, membrana bagli ribozomlarda ve bitki
dokularinin ekstrasellular alanlarinda biiyiik oranda bulunurlar. POX, elverissiz ¢evresel

faktorler altinda iiretilen zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenleyen en 6nemli
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koruyucu enzimlerden birisidir (Bakardjieva and Christov 1996). Molekiil agirliklart
35-100 kDa arasinda degismektedir. POX’lar hidrojen vericisi olarak bir¢ok organik ve
inorganik substrati (AH;) kullanarak H,0,’yi temizlerler. Asagidaki reaksiyonu

katalizlerler.

AH,; + H,0, _—* A + 2H,0

Bitkisel POX; yapraklarda, yaralanan govdelerde, kotiledon yapraklarda, c¢igek
saplarinda bulunmus ve nukleus, mitokondri, ribozom, hiicre membranlar1 ve hiicre
disinda (apoplast) lokalize oldugu belirlenmistir (Bergmeyer and Grabl 1983; Banci
1997; Hamed et al. 1998; Kim et al. 2000; Tasgin et al. 2006; Mutlu 2009).
Peroksidazlar, kloroplast, sitosol ya da peroksizomlarda yerlesim gosteren ve elektron
vericisi olarak askorbati kullanan askorbat peroksidaz (APX) ile sitosol ya da vakuolde
yer alan ve elektron vericisi olarak glutatyon peroksidaz (GPX) ya da guaiakol ve diger
fenolik bilesikleri kullanan guaiakol peroksidaz (GuPX) izoenzimleri olmak iizere
baslica lic gruba ayrilmaktadir. Mekanizmalari heniliz tam olarak aydinlatilamamis
olmasina ragmen, cesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POX aktivitesi,
bu enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep olmustur (Whetten et al. 1998; Amaya

et al. 1999; Rout et al. 2000; Jaleel et al. 2008).

Askorbat Peroksidaz (APX) (E.C 1. 11. 1. 11): Hidrojen peroksiti parcalarken substrat
olarak askorbati kullanan enzimlerdir. Yiiksek bitkiler, kamcililar, algler, gibi bir¢cok
organizmada ROT’a kars1 gergeklestirilen savunmada Onemli role sahip oldugu
belirlenmistir. APX; mitokondri, kloroplast, sitozol, apoplast ve peroksizomlarda
bulunan ve H,0,’yi suya indirgeyen askorbat glutatyon dongiisiiniin ilk enzimidir. Bu
reaksiyon sonucunda askorbat iki molekiil monodehidroaskorbata (MDHA) doniisiir.
MDHA monodehidroaskorbat rediiktaz tarafindan tekrar askorbata doniistiiriiliir (Kumar
etal. 2011). APX’in H,O;’ye yiiksek afinitesi ve askorbat glutatyon dongiisiiniin hemen
hemen her hiicresel yapida bulunmasi, bu dongiiniin ROT seviyesinin kontroliinde
hayati onem tasidigini gostermektedir (Mittler 2002). Askorbat peroksidazlar yaygin

sekilde calisilan guaiakol peroksidazlara benzemesine ragmen H® vericisi olarak
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askorbata olan yliksek spesifikliklerinden dolay: aralarinda farkliliklar vardir (Nakano
and Asada 1987; Giiler 2008).

Glutatyon Rediiktaz (GR) (EC 1. 6. 4. 2): Elektron verici olarak NADPH’1 kullanan
oksitlenmis glutatyonun (GSSG), glutatyona (GSH) indirgenmesini katalizleyen enzim
glutatyon rediiktaz enzimidir (Ranieri et al. 2005; Yannarelli et al. 2007).

GSSG + NADPH + HY — > 2 GSH + NADP*

GR’nin hem o6karyotlarda hem de prokaryotlarda bulundugu belirlenmis olup (Creissen
et al. 1994) ilk defa eritrositlerde ve mayalarda tespit edilmistir (Meldrum and Tarr
1935). GR hem Gimnospermler hem de Angiospermlerin dahil oldugu bir¢ok bitkide de
calistlmistir (Creissen et al. 1994). GR, oksidatif stres sirasinda askorbat havuzunu
indirgenmis halde tutmada 6nemli bir role sahiptir, bu nedenle de inaktivasyonu
H202’nin ortamdan uzaklastirilmasini smirlar (Foyer 1991). GR askorbat glutatyon
dongiisinde GSH/GSSG oranmi yiiksek tutarak hiicreleri oksidatif hasara karsi
korumada gorevli anahtar enzimlerden biridir (Foyer and Noctor 2005). GR diger
enzimlerle birlikte H,O,’nin radikal 6zelliginin ortadan kaldirilmasinda goérev alir.
Oksitlenmis askorbik asiti (dehidroaskorbat) tekrardan askorbik asite indirgeyen
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), substrat olarak GSH’1 kullanmakta ve reaksiyon
sonucu GSSG olugmaktadir. Olusan GSSG, GR enzimiyle tekrardan GSH’a indirgenir
ve bdylece dehidroaskorbat rediiktaz enziminin substrati yeniden olusur. Ayrica GR
enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH’1 kullanmakta ve bdylece CO; fiksasyonu
sinirlandign  durumlarda, NADPH/NADP® oraninin  dengelenmesine  yardimci
olmaktadir. Bu nedenle GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde
onemli bir basamaktir ve oksidatif strese karsi savunmada GR’nin Onemini ortaya

koymaktadir (Aono et al. 1995; Creissen et al. 1996; Giiler 2008).

Dogada bircok bakteri, kutup bolgeleri, soguk su, tuzlar, kurak kaya yiizeyleri, ¢oller,
deniz dipleri gibi olumsuz c¢evrelere uyumlu bir sekilde iireyebilirler.

Mikroorganizmalarin yasayabildigi cesitli ¢evresel faktorler arasinda dogrudan dogruya
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hiicrelerin  metabolizmasin1  etkileyen sicaklik  o6zellikle dikkat ¢ekmektedir.
Mikroorganizmalar yiiksek, orta ve diisiik sicaklikta yasayabilme kabiliyetlerine gore

psikrofiller, mezofiller ve termofiller olarak 3 gruba ayrilirlar (Arda 2000).

Psikrofil (soguk seven) Bakteriler: Disiik sicakliklarda yasayabilen ve bunu tolere
etmek icin yiiksek adaptasyonlara sahip bakterilerdir. (Ureme sicakliklari 0-4°C
arasinda olanlar). Bu bakterilerin enzimleri -5°C ile +20°C arasinda aktivite
gosterebilir. Mezofil (1lik seven) Bakteriler: Ureme sicakliklar1 15-45°C arasinda olan
bakterilerdir. Termofil (sicak seven) Bakteriler: Ureme sicakliklart 45-70°C arasinda

olan bakterilerdir.

Psikrofil bakteriler 20°C’nin altinda ya da dstiindeki sicakliklarda hizli tireyip
iirememelerine bakilarak zorunlu ve fakiiltatif olmak iizere 2 gruba ayrilirlar. Bir¢ok
arastirmacilarin ¢esitli cevrelerden psikrofil mikroorganizma izole ettikleri bildirilmistir.

Bu ¢evreler; okyanuslar, denizler, topraklar, baliklar, et, siit, sebze gibi ortamlardir

(Graumann 1996).

Diinya biyosferinin %85’ten daha fazla bir kismi yilin biiyiik bir béliimiinde 5°C’den
daha diisiik sicakliga sahipken, %75’ten daha fazla kismu ise siirekli soguktur (Baross
and Morita 1978). Bundan dolay:r psikrofil ve psikotolerant bakteriler bakteriyel
cesitliligin 6nemli bir boliimiinii olustururlar. Bu bakteriler zor iklimsel kosullarda
yasayabilme yetenekleri nedeniyle soguk adaptasyonunun molekiiler mekanizmasinin

anlasilmasinda model organizmalar olarak kullanilmaktadir.

Soguga direncli mikroorganizmalar da diisiik sicakliktaki ortamlarda gelisebilmek icin
diisiik sicaklikta soguk sok proteinini (Csps (cold shock proteins=soguk sok proteinleri)
veya Caps (cold shock acclimation proteins=soguk soku aligtirma proteinleri)

sentezlerler (Gerday and Glansdorff 2007; Margesin et al. 2008).

Sicakligin diismesi esnasinda organizma sitoplazmik membranin kompozisyonunu

degistirir ve soguk sok proteinler (Csps) sentezlenir. Organizmalarin normal proteinleri
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soguk stresi altinda azalirken, Csp gibi bazi 6zel proteinler adaptasyona kadar ¢ogalir
(Moon et al. 2009). Bu proteinlerin transkripsiyon, translasyona katildigi da
bilinmektedir (Mega et al. 2010). Bugiine kadar Csp ¢ogunlukla E. coli (CspA, Cspl) ve
Bacillus subtilis’den (CspA, CspB ve CspD) elde edilmistir. Bunlar arasinda CspA,
CspB, CspE, CspG ve Cspl soguk adaptasyon fonksiyonlarinin modiilasyonu ile
baglantilidir (Schmid et al. 2009). E. coli’deki CspA ilk belirlenen soguk sok

proteinidir.

Bitkilerle simbiyotik olarak yasayan pek ¢ok bakterinin bitkilerin kok rizosfer, rizoplan
ve yapraklarinda yasayarak bitkiye onemli kazanimlar sagladig1 bircok ¢alismada rapor
edilmistir. Bunlar “Bitki Biiylimesini Artiran Bakteriler” (PGPB) “Plant Growth
Promoting Bacteria“ olarak adlandirilmaktadir. Bu bakteriler son yillarda zirai alanlarda
biyo-giibre olarak kullanilmaya baglanmistir. Sentetik giibrelerin; toprak, bitki, ¢cevre ve
hatta insan saglhiginda énemli sorunlara sebep oldugu bariz bir sekilde bilinmektedir.
Buna karsilik PGPB’li biyo-giibrelerin bu sorunlar1 azaltacagi ve dogal g¢evrelerin
korunmasma Onemli katki yapacagi ileri siiriilmektedir. PGPB’ler azot fiksasyonu,
bitkisel hormon iiretimi, bakteriyel siderofor iiretimiyle demir ve benzeri elementlerin
alinimini saglama, fosfat ¢ozme, stres toleransi saglayici bilesikler sentezleme ve bitki
patojenlerini baskilama gibi etkilerle bitki gelisimini artirmaktadirlar. Ozellikle 6nemli
kiiltiir bitkileriyle yapilan ¢aligmalarda bitki gelisim ve verimi iizerine arttiric1 etkileri

ortaya konulmustur (Selvakumar 2007; Turan et al. 2013).

Bugiin bitki gelisimini tesvik eden bakteri cinslerinin; Azospirillum, Azotobacter,
Agrobacterium, Acetobacter, Aereobacter, Alcaligenes, Artrobacter, Acinetobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium, Chromatium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium ve Serratia oldugu belirlenmistir
(Bashan and de-Bashan 2005). Endofitik PGPB’ler yaprak dokularinda tespit edilmistir.
PGPB’nin bitki biiylimesini tesvik ettigi mekanizmalar tamamen anlagilmamistir. Ancak
bu konuda bazi énemli veriler elde edilmistir. Ornegin; oksin (Egamberdiyeva 2005),
sitokinin (Garcia de Salamone et al. 2001), giberellin (Gutierrez- Manero et al. 2001)

gibi bitki hormonlarmin iiretilmesi ve etilen tiretiminin inhibisyonu (ACC deaminaz
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aktivitesiyle) (Glick et al. 1995), asimbiyotik N, fiksasyonu (Sahin et al. 2004),
inorganik fosfatin ¢oziinlirlesmesi ve organik fosfat ve diger besinlerin mineralizasyonu
bunlardan en onemlileridir (Jeon et al. 2003). PGPB ayni1 zamanda fitopatojenik
mikroorganizmalarin (bakteriler, mantarlar ve viriisler) zararli etkilerini 6nleyerek bitki
biiyiimesini dolayli olarak tesvik ederler (Van Lonn and Glick 2004). PGPB, iirettigi
ACC deaminaz enzimi ile stres kosullarmin bir sonucu olarak sentezlenen etilen
miktarini azaltarak bitkide asir1 etilen iiretiminin yikici etkilerine karsi bitkiye direng
kazandirmaktadir (Burd et al. 1998; Grichko et al. 2000; Wang et al. 2000; Grichko and
Glick 2001; Mayak et al. 2004a,b; Kausari and Shahzad 2006; Nadeem et al. 2007;
Arshad et al. 2008).

Bilindigi gibi, bitkiler stres sartlarina maruz kaldiklarinda stres etileni olarak bilinen
hormonu iiretirler. Etilen biitiin bitkiler tarafindan tiretilen bir hormondur ve gesitli stres
sinyallerini indiikler (Bleecker and Kende 2000; Saleem et al. 2007). Ancak asir1 etilen
tiretimi tohum ¢imlenmesini veya bitki biiylimesinin engelleyebilir. Etilen ve diger bitki
hormonlar1 arasinda kompleks bir etkilesim ag1 vardir ve bitkiden bitkiye degisiklik
gosterir. Farkli stres sartlarinda iretilen etilen normal biyosentez yolu ile sentezlenir.
Metiyonin amino asiti etilenin 6ncii maddesidir. Metioninin etilene doniisiimiinde rol
oynayan ara bilesik 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asittir (ACC). ACC’nin
parcalanmasint saglayan ACC deaminaz (ACCD) enzimi ilk olarak 1978 yilinda
kesfedilmistir (Honma and Shimomura 1978). Bircok bakteri ve fungus tarafindan
sentezlenmektedir (Klee et al. 1991; Glick et al. 1995; Bernard et al. 2007). Sekil 1.4’te
gorildiigli gibi bir¢ok bitki biliylime ve gelismesini tesvik edici bakteriler (PGPB) ACC
deaminaz’1 tretirler ve bu sayede {iretilen etilen seviyesini azaltabilirler. Stres
sartlarinda bakterilerce iiretilen ACC deaminaz enzimi, ACC’nin amonyak ve a-
ketobiitirata ayrismasini katalizler (Hontzeas et al. 2004; Glick 2005) Bu tiirlerin
bircogundan ACC deaminaz geni izole edilerek &zelikleri belirlenmistir. Ornegin;
Gram-negatif bakteriler: Enterobacter cloacae, Achromobacter xylosoxidans,
Rhizobium leguminosarum, Pseudomonas putida, Burkholderia phytofirmins,
Variovorax paradoxus, Methylobacterium fujisawaense, Cronobacter sakazakii,
Mesorhizobium sp. Haererehalobacter sp., Halomonas sp. bu aktiviteye sahiptirler
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(Belimov et al. 2001; Holguin and Glick 2001; Ma et al. 2003; Hontzeas et al. 2004;
Sessitsch et al. 2005 Madhaiyan et al. 2006). Gram-pozitif bakteriler de ACC deaminaz
aktivitesi icerirler. Bunlardan en yaygim olanlari, Rhodococcus sp., Brevibacterium
iodinum, Bacillus licheniformis, Zhihengliuela alba, Micrococcus sp. Brachybacterium
saurashtrense, Brevibacterium casei bakterileridir (Belimov et al. 2002; Siddikee et al.
2011).

Stres

Bitki Dokusu

Sekil 1.4. Hem ACC deaminaz iireten hem de [AA sentezleyen PGPB’ler i¢in sematik
bir model (Glick 2014)

ACC deaminaz aktivitesine sahip bakterilerle simbiyotik yasayan bitkilerin, laboratuvar
kosullarinda tuzluluk (Sergeeva et al. 2006) asir1 su (Grichko and Glick 2001a), metal
kirliligi (Grichko et al. 2000; Nie et al. 2002; Stearns et al. 2005) ve bitki patojenleri
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(Robison et al. 2001b) gibi bazi stres kosullarina karst dayaniklilik gosterdigi

gorilmistir.

Bu ¢alismada kiiltiir bitkilerinden biri olan fasulye (Phaseolus vulgaris cv. Elkoca-0.5)
kullanilmistir. Fasulye, gerek diinya ve gerekse iilkemiz tariminda onemli bir yere
sahiptir. Diinyada, 2013 yil1 verilerine gore, toplam 66.7 milyon ha alanda 61.2 milyon
ton yemeklik baklagil iiretimi yapilmaktadir. Uretim miktarlar1 dikkate alindiginda,
fasulye 23.1 milyon ton iiretim ve %37.7°lik pay ile yemeklik baklagiller igerisinde ilk
sirada yer almaktadir (FAO 2013). Ulkemizde ise toplam yemeklik baklagil ekim alan1
797.835 ha olup, 1.139.061 tonluk iiretim gerceklestirilmektedir (FAO 2013). Fasulye
84.763 ha ekim alan1 ve 195.000 ton iiretim ile iilkemizde nohut ve mercimekten sonra
en fazla ekim alan1 ve iiretim miktarina sahip yemeklik baklagil bitkisidir (Elkoca ve
Cmar 2015). Ulkemizin en soguk ve yiiksek bdlgesinde yer alan Erzurum'da fasulye
ekilis alan1 (1.140 ha) ve lretiminin (2.174 ton) diisik seviyelerde kalmasinin ana
nedeni, bolgede hiikiim stiren iklim sartlaridir (Elkoca ve Cinar 2015). Fasulye tohumu
15-20°C'de ¢imlenmekte, 15°C’nin altinda yavaslamakta, 10°C'nin altinda ve 35°C'nin
iistiinde ise ¢imlenme ¢ok az olmakta veya hi¢ olmamaktadir. Fasulye bitkisi ile yapilan
bir ¢aligmada metil jasmonat veya genistein ile Rhizobium leguminosarum’un bitkiye
inokulasyonu ile nodulasyon, nitrojen fiksasyonu ve biiyiime lizerine diisilk kok
sicakliginin olumsuz etkilerinin {istesinden gelinmistir (Kazem et al. 2005). Diisiik kis
sicakligi olan Akdeniz Bolgesinin otlak bitkilerinde 6zellikle de Medicago bitkilerinde
biiyiime gecikir. Rhizobium suslarinin inokulasyonu ile diisiik sicaklikta bitkide biiyiime
ve nitrojen fiksasyonu saglanmistir (Sultan et al. 2001). Diisiikk sicakliga toleransh
Bradyrhizobium japonicum suslar1 soguk ilkbahar bélgesinde yetistirilen soya

fasulyesinde nodiilasyonu ve nitrojen fiksasyonunu iyilestirmistir (Zhang et al. 2003).

PGPB hiicrelerde birgok farklt mekanizmayi diizenleyerek bitkinin stres toleransin
arttirabilmektedir. Ancak, smirli sayidaki ¢alismada, soguga toleransli yabani
bitkilerden izole edilen psikrofil PGPB’lerin baz1 bitkilerde diisiik sicaklik toleransini
artirabildikleri gosterilmistir (Selvakumar 2008). Literatiir arastirmasinda Ulkemizde

hicbir yabani bitkinin yaprak apoplastindan bakteri izolasyonu yapilmadigi ve ayrica bir
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kiiltiir bitkisine inokule edilerek, stres cevabinin biyokimyasal ve fizyolojik

mekanizmalarinin ¢alisilmadig tespit edilmistir.

Bu nedenle, soguga direngli yabani bitkilerin yaprak apoplastindan izole edilen psikrofil
bakterilerin, diisiik sicaklik stresine duyarh kiiltiir bitkilerinde soguk stresi toleransini
artirabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, Erzurum ili igerisinde ve Erzincan ilinde
yasayan soguga oldukc¢a direngli bazi1 yabani ve kiiltiir bitkilerin yaprak apoplastindan
bakterilerin izolasyonunu yapmayi ve bu bakterilerin fasulyede (Phaseolus vulgaris)
soguk stresi toleransinin artirilmasinda kullanim potansiyelini arastirma amaglanmastir.
Calisma iki asamadan olusmustur. Ik olarak oncelikle secilen bitkilerin yaprak
apoplastindan bakteriler izole edilmis ve izole edilen bakterilerin teshisleri yapilmaistir.
Daha sonra bunlarin bazi karakteristik 6zellikleri belirlenmistir. Ikinci olarak ise elde
edilen bakteri izolatlar1 fasulye yapraklarina, soguk stresi 6ncesinde, inokule edilmistir.
Inokule edilmis ve edilmemis (kontrol) bitkiler soguk stresine maruz birakildiktan
sonra, bitkilerde bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler degerlendirilmistir.
Bunlar arasinda oncelikle kuru agirlik, klorofil miktari, canlilik testi (iyon sizint1 testi)
ve lipid peroksidasyon seviyesi deneyleri yapilarak bakteri izolatlar1 iginde soguk stresi
toleransini artiranlar secilmistir. Secilen bu izolatlarin hangi mekanizmalar1 harekete
gegirerek etkili oldugunu belirlemek i¢in bitkide antioksidan sistem parametrelerinden
antioksidan enzimlerin aktiviteleri de degerlendirilmistir. Diger taraftan calismada
bakterilerin bitki lizerinde bu etkiyi nasil yapmakta oldugu da aydinlatilmaya
calistlmistir. Bunu belirlemek icin olumlu etki yaptigi belirlenen PGPB’lerin
ekstraselliiler ortama salgiladiklar1 proteinlerin profilleri belirlenmistir. Calismada
tilkemiz iginde ilk kez yabani bir bitkiden izole edilen apoplastik bakterilerin
calisilmasiyla, bilim diinyasma ve iilkemize kazanimlar saglanmasi, PGPB
uygulamasiyla fasulyede soguk stresi cevabmin biyokimyasal ve fizyolojik
mekanizmalarinin anlagilmasina katki yapilmasi ve bu bakteriler icerisinde ticari degeri

olabilenlerin patentinin alinmasi en 6nemli hedefler olarak degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirde diisiik sicakligin bitkiler {lizerindeki olumsuz etkilerini gdsteren bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Ancak bakterilerin Dbitkilerde diisiik sicakliga tolerans
saglamadaki etkisi ile ilgili olduk¢a az sayida g¢alisma bulunmaktadir. Calisma bu

acidan literatiirdeki 6nemli bir boslugu dolduracak niteliktedir.

Soguga dayanikli bitkilerin soguk stresine karsit tolerans saglamak igin ozel
mekanizmalarin varlig1 birgok arastirmaci tarafindan ileri siiriilmiistiir (Griffith 1997;
Hoshino 1999; Ewart 1999; Yu and Griffith 2001; Atic1 and Nalbantoglu 2003; Tasgin
et al. 2006; Mutlu 2009; Esim 2011). Kishk bitkilerde bir aklimasyon (uyum)
periyodundan sonra soguk toleransinin arttigi pek ¢ok calismada bildirilmistir (Jarillo
1994; Close 1997; Wisniewski 1999; Mutlu 2009; Esim 2011). Bu periyod, bir¢ok farkli
mekanizma ile ve diisiik sicaklikla birlikte yeni proteinlerin birikimini de saglar. Bu
proteinlerin bazilari, donmadan koruyucu kriyoproteinler, kinaz regiilatorleri, dehidrin
icerenler ve intraseliilar olanlar olarak bilinmektedir (Jarillo 1994; Close 1997;
Wisniewski 1999). Stres yamiti diisiik sicaklikta ¢ok daha aktiftir. Bunun nedeni bu
sicaklikta soguk sok protein (Csp) olarak adlandirilan proteinlerin soguk kosullara bagl
olarak transkripsiyon ve translasyon seviyesinin artmasidir (Khan et al. 2003). Soguga
direngli mikroorganizmalar da diisiik sicakliktaki ortamlarda gelisebilmek i¢in diislik
sicaklikta soguk sok proteinini (Csps (cold shock proteins=soguk sok proteinleri) veya
Caps (cold shock acclimation proteins=soguk soku alistirma proteinleri) sentezlerler
(Gerday and Glansdorff 2007; Margesin et al. 2008). Organizmalarin normal proteinleri
soguk stresi altinda azalirken, Csp gibi 6zel proteinler soguga adaptasyon siirecinde
cogalir (Moon et al. 2009). Ayrica soguga karsi dayanikliligin kazanilmasinda artan
antioksidan savunma sistemlerinin de dnemli bir rolii oldugu ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan belirtilmistir (Yang et al. 2001; Posmyk et al. 2005; Tasgin et al. 2006;
Morsy et al. 2007, Turhan 2012). Soguga tolerans olarak ortaya ¢ikan bu cevap
mekanizmalarmin tiimi, bitkilerde soguk stresi esnasinda donma hasarini azaltmasini,
bitki apoplastinda donmanin kontrol altina alinmasint (buz niikleasyon aktivitesi) ve

diisiik sicaklikla bozulan antioksidan sistemin diizenlenmesi ile birlikte bitkinin soguk



24

zararindan kurtulmasini amacglamaktadir. Bu sayilan soguga cevap mekanizmalar ile
ilgili daha once yapilmis olan caligmalar ve bu g¢alismalardan elde edilen sonuglar

asagida sunulmustur.

Sala (2000), mandalina meyvesini diisiik sicaklik sartlarina maruz birakmis ve bitkide
donma hasarina bakmistir. Kontrol sartlarindaki bitkilerde donma hasar1 diistikken,
diisiik sicaklik muamelelerine maruz kalan bitkilerde ise donma hasarinin arttig1 tespit
edilmistir. Kiglik ¢avdar, karalahana ve kislik bugday ile yapilan ¢alismalarda, bitkiler
bir aklimasyon periyodu boyunca diisiik sicakliklarda yetistirilmis diisiik sicakliklara
aklime olan bitkilerde, aklimasyon yapilmayan kontrol bitkilerine gore, donma
hasarinin azaldig tespit edilmistir (Marentez et al. 1993; Atici and Nalbantoglu 1999a;
Tasgin et al. 2003). Diisiik sicaklik stresine maruz birakilmis arpanin iki farkli ¢esidiyle
yapilan bir calismada her iki varyetede de donma hasarinin azaldigi gozlenmistir (Mutlu
et al. 2013). Diisiik sicakliga hassas olan misirin 14, 21 ve 28 giinliikk yapraklarinda
diisiik sicaklik uygulamasi kontrole gore donma hasarini artirmis ve donma daha erken
derecelerde baslamistir (Esim 2011). Olgun et al. (2005) ve Taulavuori et al. (2005)
yapmig olduklart c¢alismalarda bitkilere mineral uygulamasinin bitkilerde donma

hasarini azalttigin1 géstermislerdir.

Bitkilerin ¢evresel streslere karsi tolerans kazanmasinda bakterilerin de 6nemli rol aldig1
yapilan bir¢ok ¢aligmada belirlenmistir. Bitki biliylime ve diizenleyici bakteriler (PGPB)
cevresel streslerin zararl etkilerinden bitkileri korudugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir
(Enebak et al. 1997; Glick et al. 1997; Timmusk and Wagner 1999). Bitki biiyiime ve
diizenleyici rizobakteriler (PGPR) bitki biliylimesini artirir ve patojenler tarafindan
neden olan hastaliga duyarlilig: azaltir (Kloepper and others 2004a; Van Lonn and Glick
2004). Disiik kis sicakligi olan Akdeniz Bolgesinin otlak bitkilerinde 6zellikle de
Medicago bitkilerinde biiylime geciktigi ve Rhizobium suslarinin inokulasyonu ile
diisiik sicaklikta bitkide biiylime ve nitrojen fiksasyonunun arttigi gézlenmistir (Sultan
et al. 2001). Disiik sicakliga toleransli Bradyrhizobium japonicum suslarinin soguk
ilkbahar bolgesinde yetistirilen soya fasulyesinde nodiilasyonu ve nitrojen fiksasyonunu

iyilestirdigi tespit edilmistir (Zhang et al. 2003). Cucurbita pepo’dan izole edilen PGP
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Serratia marcescens bakterisi diisiik sicaklikta yetistirilen bugday tohumlarina inokule
edilmis ve soguga tolerans sagladigi gorilmistiir (Selvakumar 2007). Himalaya
bolgesinin yiiksek rakimli topraklarindan soguga toleransli PGP Exiguobacterium
acetylicum bakteri susu izole edilmis ve bugday tohumlarmna inokule edilmistir. Sonugta
bugday bitkisinin biiyiimesinde olumlu etkiye sahip oldugu gozlenmistir (Selvakumar et
al. 2010). Baska bir ¢aligmada da PGP Pantoea dispersa’nin Himalaya bolgesindeki
subalpin topraklarindan izole edildigi ve soguga tolerans sagladigi gozlenmistir. Ayrica
bu bakteri izolat1 soguk ortamlarda yetisen bugdaya asilanmasi ile biiyiime ve gelisme
seviyesinde istenen degerlerin elde edilebilecegi sonucuna varilmistir (Selvakumar
2008). Sentetik kimyasallarin yerine bitkiye besin saglamak i¢in PGPB’nin kullanildigi
caligmalarda bulunmaktadir. Cilek ile yapilan bir ¢alismada uygulanan PGPR
bakterilerinin bitki biiyiimesini artirdigi gozlenmistir (Esitken 2010). Seker pancari,
arpa (Cakmakci et al. 2001) ve domates (Turan et al. 2004) ile yapilan ¢alismalarda da
benzer sonuglar gézlenmistir. Turan et al. 2013 tarafindan yapilan bir ¢alismada PGPR
bakterileri bugday ve arpaya inokule edilmis ve donma hasarinin azaldigi gozlenmistir
Sicakligin  diisik oldugu Himalaya topraklarindan izole edilen psikotolerant
Pseudomonas suslar1 bugday tohumlarina inokule edilmis ve soguk stresinin azaldigi
gozlenmistir (Mishra et al. 2011). Yapilan bir bagka ¢alismada diisiik sicakliktaki asma
bitkisine inokule edilen Burkholderia phytofirmans suslar1 donma sicakliginda elektrolit
kacagini diislirdiigii gézlenmistir (Barka et al. 2006). Himalaya bolgesindeki yalanct
igde rizosferinden izole edilen soguga toleransli mayanin (Rhodotorula sp.) stresi tolere
ettigi gozlenmistir (Mundra et al. 2011). Kuzeybati Hindistan Himalaya Daglari’nda
soguk sartlarda yetistirilen Amaranthus bitkisinin rizosferinden PGPR bakterileri izole
edilmis ve bugday tohumlarima inokule edildiginde bitki biiyiimesini diizenledigi
gozlenmistir (Mishra et al. 2009). Yapilan bir diger ¢alismada kuraklik stresi altindaki
musir bitkisine Pseudomonas spp. inokule edilmis ve stresin azaldigi gozlenmistir
(Sandhya et al. 2010). Bir bagka ¢alismada da fasulye bitkisine Paenibacillus polymyxa
ve Rhizobium tropici bakterileri uygulanmis ve kuraklik stresinin azaldigi gézlenmistir
(Figueiredo et al. 2008).
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Literatiirde bitki dokularinda apoplastik proteinlerin suyun donma noktasini diigiirme ve
buz olusumunu kontrol edebilme potansiyeli olarak bilinen buz niikleasyon aktivitesi
tizerine diisiik sicakligin etkisi ile ilgili ¢ok sayida arastirma vardir. Diisiik sicaklik
stresine maruz birakilmis arpanin (Hordeum vulgare) iki farkli ¢esidiyle yapilan bir
calismada her iki varyetede de buz niikleasyon aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Mutlu
et al. 2013). Diisiik sicakliga hassas olan 14, 21 ve 28 giinliik misir yapraklarinda diisiik
sicaklik uygulamasi tiim gilinlerde apoplastik bdlgedeki proteinlerin buz niikleasyon
aktivitelerini kontrol grubuna gore onemli oranlarda diisiirmiistiir (Esim 2011). Kislik
ve yazlik ¢avdar ile bugday, kislik arpa, karalahana, bezelye, misir yapraklarinin
apoplastik bolgelerinde (ekstraselliiler bolge) soguk uyumu sonrasinda bazi 6zel
proteinlerin sentezlenmis oldugu tespit edilmistir (Griffith et al. 1992; Marentez et al.
1993; Hon et al. 1994; Antikainen and Griffith 1997; Tasgin et al. 2003; Esim et al.
2011). Bu bitkilerden, kislik cavdar, kislik bugday, karalahana ve misir gibi soguga
toleransli olduklar1 bilinen bitki yapraklarindan ekstrakte edilen apoplastik sividaki
proteinlerin buz niikleasyon aktivitesini artirdiklari, diger bir deyimle donma noktasini
geciktirdikleri belirlenmistir (Marentez et al. 1993; Atict and Nalbantoglu 1999a,b;
Tasgin et al. 2003; Esim et al. 2011).

Baz1 bitkilerde bulunan bakteriler buz niikleasyon aktivitesini (INA) disiiriicii etkiye
(donma noktasini artirma) sahiptir ve bu bakteriler buz niikleasyon proteinleri (INPs)
retirler. Bunlar sifirin altindaki sicakliklarda kristallesmeye neden olurlar. Bu
bakterilerin ¢ogunun bitki patojeni oldugu diisiiniiliir, bunlarin olusturdugu buz
dokulara zarar verebilir. INPs 3 farkli cinse (Pseudomonas, Erwinia, Xanthomonas) ait
10 bakteri tiirtinde goriilmiistiir; (Kawahara et al. 2002). INA bakterileri kurbaga (Rana
sylvatica) bagirsaginda (Lee et al. 1995), kara salyangozu Helix pomatia (Nicolai et al.
2005), Geukensia demissa yumusakg¢asinin solungaglarinda (Loomis and Zinser 2001)
bulunmustur. INPs’den farkli olarak bocek antifiriz proteinlerinin (AFP) yani sira balik
antifiriz glikoproteinlerinin bakteriyel INA’y1 inhibe ettigi bildirilmistir (Morreale et al.
1988; Duman et al. 2001). Yapilan bir ¢calismada ¢im AFP’nin bakteriyel INA’lara kars1
savunma gosterdigi gézlenmistir (Tomalty et al. 2014). Kolorado patates bocekleri ile

yapilan bir ¢alismada, kisin bu boceklerin bagirsaklarinda bakteriyel buz niikleasyon
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aktivitesi gozlenmistir, bu bakteriyel INA’lar kisin toprak sicakligini azalttigi ve buz
niikleasyon aktivitesine sahip olan bakterilerle beslenen bdceklerin Sliim olasiligini

artiracagi belirtilmistir (Castrillo et al. 2001).

Bitkilerin  apoplastik  bolgelerindeki  antioksidan  enzimlerin  strese cevabin
diizenlenmesinde 6nemli rollere sahip oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Keles and
Oncel 2002; Janda et al. 2003; Tasgin et al. 2006; Milyutina et al. 2008; Mutlu et al.
2009). Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin Oonemli bir elamani olan siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitelerine etki eden faktorler (tuz, patojen, soguk,

sicaklik, kuraklik ve su stresi) bu anlamda en ¢ok ¢alisilan enzimlerdir.

Cesitli bitkilerde soguga kars1 dayanikliligin kazanilmasinda artan antioksidan savunma
sistemlerinin 6nemli bir role sahip oldugu birgok calismada bildirilmistir (Yang et al.
2001; Posmyk et al. 2005; Morsy et al. 2007; Esim 2011). Kislik ¢avdarla yapilan bir
calismada 5 haftalik soguga uyum siiresi sonunda yapraklardaki SOD aktivitesinin
kontrollere gore arttig1 belirlenmistir (Streb et al. 1999). SOD aktivitesini asir1 derecede
arttirabilen mutant pamuk bitkilerinde SOD aktivitesinin diisiik sicaklik uygulamasi
sonucu kontrole gore 3 kat arttigi gozlenmistir (Kornyeyev et al. 2001). Sibirya’da
camlarda (Pinus sylvestris) rizosfer sicakligimin diismesi ile diger antioksidan
enzimlerle birlikte SOD enziminin de diistiigii belirlenmistir (Milyutina et al. 2008).
Kavak agaclar ile yapilan bir ¢alismada diisiik sicakligin SOD aktivitesini artirdigi
belirlenmistir (Zhang et al. 2007). Mutlu 2009 tarafindan yapilan bir ¢alismada diisiik
sicakligin arpanin hassas ve dayanikli iki ¢esidinde de apoplastik SOD aktivitesini
diistirdiigii belirlenmistir. Diislik sicakliga hassas olan musirin yapraklarinda hem 14
hem de 21 ginliik bitkilerin apoplastik SOD aktivitesinde artis gozlenmistir, 28
giinliikte i1se azalmistir. Ayn1 zamanda hiicresel SOD aktivitesi de 14 ve 21 giinliikte
artmis 28 glinliikte ise degisim gozlenmemistir (Esim 2011). Tuza toleranslar farkli iki
bugday varyetesi ile yapilan ¢alismada tuz konsantrasyonlarinin artmasiyla apoplastik
SOD aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Mutlu et al. 2009). Bugday, arpa, ¢avdar ve
yulaf bitkileri sogukta biiyiitiildiiklerinde POX aktivitesinin arttig1 bulunmustur (Janda
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et al. 2003). Soguga dayanikli ve hassas dort farkli mandalina kiiltiirii sogukta
depolanmis, bu mandalinalarin kabuklarinda ve meyvelerinde POX aktivitesine
bakilmis, hassas tiirlerde depolama siliresince POX aktivitesi diiserken, toleransh
tiirlerde aktivitenin yiikseldigi belirlenmistir (Sala 1998). Kislik bugdayla yapilan bir
calismada soguk uygulamasi apoplastik POX aktivitesini artirmistir (Tasgin et al.
2006). Diisiikk sicakliga direngleri farkli olan iki c¢esit arpada diisiik sicaklik
muamelesiyle POX aktivitesinin her iki ¢esitte de bitkinin yasina gore artis veya diisiis
oldugu belirlenmistir (Mutlu 2009). Diisiik sicakliga hassas olan misirin yapraklarinda
hem 14 hem de 28 giinliik bitkilerin apoplastik POX aktivitesinde diisiis gozlenmistir,
21 gilinliikte ise artmistir. Ayni1 zamanda hiicresel POX aktivitesinin de 14 giinliikte
azaldig1 21 ve 28 giinliikte ise arttigi goriilmiistiir (Esim 2011). Soguga dayanikli ve
hassas dort farklt mandalina kiiltiiri sogukta depolanmig, bu mandalinalarin
kabuklarinda ve meyvelerinde CAT aktivitesine bakilmis ve hassas tiirlerde depolama
stresince CAT aktivitesi digerken, toleransh tiirlerde aktivitenin yiikseldigi
belirlenmistir (Sala 1998). Tropikal bir bitki olan soya fasulyesi (Glycine max)
aklimasyon yapilarak diisiik sicakliklara maruz birakildiginda bitkinin kék ve
govdesinde CAT aktivitesinin arttigi belirlenmistir (Yadeghari et al. 2008). Diisiik
sicakliga toleranslar1 farkli olan iki arpa ¢esidinde hem hassas hem de dayanikli cesitte
CAT aktivitesinin arttigi belirlenmistir (Mutlu 2009). Diisiik sicakliga hassas olan
musirin yapraklarinda hem 14 hem de 21 giinliik bitkilerin hiicresel CAT aktivitesinin
arttig1 28 giinliikte ise azaldig1 goriilmiistiir (Esim 2011). Cesitli bitkilerde soguga uyum
sirasinda GR enzim aktivitesinin arttig1 gozlenmistir (Zhao and Blumwald 1998; Kocys
et al. 2000). Kiglik arpada diisiik sicaklik uygulamasiyla yapraklarda GR aktivitesinin
arttig1 belirlenmistir (Janda 2003). Arabidopsis ve salatalikta donma stresinde GR
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Lee and Lee 2000). Bugday kiiltiirlerinde kuraklik
uygulamasindan sonra yapraklarda GR aktivitesinin arttigt gozlenmis, en yiiksek
aktivite ise kurakliga toleransh kiiltiirde gdzlenmistir (Sairam and Srivastava 2001).
Kislik arpa ile yapilan bir ¢calismada APX aktivitesinde artis gézlenmistir (Janda 2003).
Soguga uyumlu zeytin agaclarinda CAT ve APX aktivitesinde artig tespit edilmistir
(Cansev et al. 2009). Soguk stresine maruz birakilmis nohut bitkisi ile yapilan bir
calismada SOD ve CAT aktiviteleri artmig, POX aktivitesinde ise diislis gozlenmistir
(Erdal 2012). Bugday bitkisinin iki farkl kiiltiirii diisiik sicakliklara maruz birakilmis ve
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her iki kiiltiiriinde CAT ve GR aktivitesinde artis gozlenmistir (Keles and Oncel 2002).
Bir bagska ¢alismada da soguga maruz kalmis cilek yapraklarinda antioksidan enzim
aktivitelerinin artmasiyla soguga direncin arttigi belirlenmistir (Giiler et al. 2008).
Diisiik sicaklik, tuzluluk, yiiksek 1s1k ve toprak kirliligi gibi stres sartlarindaki salatalik
fidelerinde (Kang and Saltveit 2001), zeytin (Olea europea) kiiltiirlerinde, bugdayda
(Biemelt et al. 2000) antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi gozlenmistir. Soguga
toleransli piring, kabak ve musir kiiltiirlerinde antioksidan enzim aktiviteleri soguga
hassaslardan daha fazla oldugu belirlenmistir (Guo et al. 2006). Diisiik sicakliga maruz
kalan musir tohumlarinda CAT ve GR aktivitesinin ve soguga toleransin arttig
gozlenmistir (Prasad 1997). Misir ile yapilan bir ¢alismada gelismenin ilk evresinde
soguga toleransin azaldigr ve CAT ve APX aktivitesinde diisiis oldugu belirlenmistir
(Hodges et al. 1997). Soguga toleransli ve kurak piring kiiltiirlerinde soguk veya
kuraklik esnasinda APX aktivitesinde artig, hassas kiiltiirlerde ise azalma gozlenmistir
(Guo et al. 2006). Yapilan literatiir ¢alismalarinda soguk stresi kosullarinda PGPR
bakterileri uygulanmis bitkilerde apoplastik antioksidan enzim aktivitelerinin degisimi

ile ilgili herhangi bir veriye rastlanilmamistir.

Lipid peroksidasyonu (LPO), hiicre zar1 lipidlerinin siiperoksid anyonu, singlet oksijen,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi serbest radikallerle etkilesmesi sonucu ortaya
¢ikar ve sonugta hiicresel zarlarin bozulmasina yol acar (de Azevedo Neto et al. 2006).
Malondialdehid (MDA), stres sartlarinda doymamis yag asitlerinin peroksidasyon iirlinii
olarak ortaya ¢ikar. MDA miktarindaki artig, hiicre zarlarinin yapisal biitlinliigiintin
bozuldugunu gosterir (Posmyk et al. 2005). Nohutla yapilan bir ¢alismada, soguga
maruz kalan fidelerde MDA miktarinin ve buna bagli olarak da lipid peroksidasyon
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Turan 2007). Arpa ile yapilan ¢aligmada da hem
hassas hem de dayanikli arpada MDA miktarinin arttigi gézlenmistir (Mutlu 2009).
Arpa (Hordeum vulgare) bitkisinin 2 varyetesi ile yapilan ¢alismada diisiik sicakligin
LPO seviyesinde bir etki yapmadigi, dondurucu sicakliklarda ise LPO seviyesini
arttirdigr belirlenmistir (Afsar 2007). Soguga dayanikli ve dayaniksiz ¢ilek yaprak
apoplastinda enzim aktivitelerinin ve MDA igeriginin arttigi gozlenmistir (Turhan et al.

2012). Diisiik sicakliga hassas olan misirin yapraklarinda diisiik sicaklik uygulamasi 14,
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21 ve 28 giinliik misir bitkisinin yapraklarinin MDA miktarlarinda 6nemli artislara
neden oldugu gorilmiistir (Esim 2011). Soguga maruz birakilmis Arabidopsis ile
yapilan bir ¢alismada da MDA igeriginin arttigi gézlenmistir (Xue et al. 2009). Soguk
stresi uygulamasiyla misir ve piringte yaprak dokularinda MDA seviyesinin arttigi
belirlenmistir (Kuk et al. 2003). Soguga hassas Coffea bitkisine soguk uygulamasindan
sonra MDA igeriginin arttigi gozlenmistir (Campos et al. 2003). Kuraklik stresi
altindaki ¢emen otu bitkisiyle yapilan bir c¢alismada bitkilere ACC deaminaz
aktivitesine sahip Bacillus subtilis uygulanmis ve MDA igeriginin kontrole gore
azaldig1 tespit edilmistir (Barnaval et al. 2013). Literatiirde bu c¢alismanin diginda,
soguk stresi kosullarinda PGPR bakterileri uygulanmis bitkilerde MDA miktar

degisimi ile ilgili herhangi bir veriye rastlanilmamistir.

H.O2’nin oksidatif stresler sirasinda miktarinin artmasi bitkilerle ilgilenen bilim
insanlart i¢in bitkilerde bu molekiiliin stresin bir isareti oldugu diisiincenin
uyandirmistir (Cheeseman 2006). Diisiik sicaklikta H,O, nin nasil etkilendigine dair
calismalar bulunmaktadir. Mercimek bitkisi soguk stresine maruz birakildiginda, gévde
dokusunda H,0; igeriginin énemli bir sekilde arttigi gézlenmistir (Oktem et al. 2008).
Diisiik sicakliga toleranslar1 farkli olan iki arpa c¢esidiyle yapilan ¢alismada da diistik
sicaklik muamelesinin hem dayanikli hem de hassas ¢esitte H,O, miktarmi diistirdigi
gozlenmistir (Mutlu 2009). Diisiik sicaklifa hassas olan misirin yapraklarinda diisiik
sicaklik uygulamasinin 14, 21 ve 28 giinliikk musir bitkisinin yapraklarinda H,0,
miktarinda 6nemli artiglara neden oldugu belirlenmistir (Esim 2011). Diistik sicaklikta
yetistirilen bugday ve arpa bitkilerine PGPR uygulanmis ve her iki bitkide de H,0;
miktarinda diisiis gézlenmistir (Turan et al. 2013). Literatiirde bu ¢alismanin diginda,
soguk stresi kosullarinda PGPR bakterileri uygulanmis bitkilerde H,O, miktar1 degisimi

ile ilgili herhangi bir veriye rastlanilmamaistir.

Stres sartlarinda igsel seviyesi artan ve hiicrelerde 6nemli hasarlara neden olan diger bir
Reaktif oksijen tiirii (ROT) siiperoksit (O2") radikalidir. Bu molekiil, olduk¢a reaktif
olup lipidlerin yan1 sira diger biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep
olmaktadir. Yabani hardal (Liu et al. 2010) ve salataligin (Jing et al. 2009) diisiik



31

sicakliga maruz kalmasiyla O, miktarinin arttigi bildirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada
da kamis bitkisinin kuraklik stresi altinda O, miktarini arttirdigi rapor edilmistir (Zhao
et al. 2008). Diisiik sicakliga hassas olan musirin yapraklarinda disiik sicaklik
uygulamasi 14, 21 ve 28 giinliik misir bitkisinin yapraklarinin O, miktarlarinda onemli

artiglara neden oldugu goriilmiistiir (Esim 2011).

Bitkilerde kuraklik, donma, sicaklik, tuzluluk, ve metal toksisitesi gibi abiotik streslere
kars1 mikrobiyal inokiilasyonla stresin azaltildigi gozlenmistir (Hontzeas et al. 2006;
Cheng et al. 2007; Nabti et al. 2010). Bitki biiylime ve diizenleyici rizobakterilerin
(PGPR) bitkileri kuraklik, tuzluluk, metal toksisitesi gibi streslere karsi toleransl hale
getirdigi pek ¢ok calisma ile gosterilmistir (Esitken et al. 2006; Turan et al. 2006,
2007). Sandhya et al. 2010 tarafindan yapilan bir ¢alismada kuraklik stresi altindaki
musir bitkisine Pseudomonas spp. inokule edilmis ve antioksidan enzim aktivitelerinde
(CAT, APX, GPX) artis tespit edilmistir. Kuraklik stresi altindaki marul (Lactuca sativa
L.). bitkisine PGPR Pseudomonas mendocina inokule edilmis ve antioksidan enzim
aktivitelerinde artis belirlenmistir (Kohler 2008). Pseudomonas putida susu kuraklik
stresi altindaki aygicegi bitkisinde strese karsi tolerans kazandirdigi gozlenmistir
(Sandhya et al. 2009). Marul bitkisine PGPR Pseudomonas mendocina inokule edilmis
ve kuraklik stresine karsi antioksidan CAT aktivitesinin arttifi gozlenmistir (Kohler

2008).

Himalaya bolgesindeki bitkilerin koklerinden izole edilen psikrotrofil Pseudomonas
suslart soguk sartlardaki mercimek bitkisine inokule edilmis, bu bitkide kok ve govde
kuru agirliginin kontrole gore arttigi gozlenmistir (Bisht et al. 2013). Himalaya
bolgesinin yiiksek rakimli topraklarindan soguga toleransli Exiguobacterium acetylicum
bakteri susu izole edilmis ve bu bakteri bugday tohumlarina inokule edilmistir. Soguk
sartlarda bugday bitkisinin kok ve govde kuru agirligimin kontrole gore arttigi
gozlenmistir (Selvakumar et al. 2010). Sicakligin disik oldugu Himalaya
topraklarindan izole edilen psikotolerant Pseudomonad suslar1 soguk sartlardaki bugday
tohumlarina inokule edilmis kok ve govde kuru agirliginin inokule edilmemis olanlara

gore arttig1 tespit edilmistir (Mishra et al. 2011). Cucurbita pepo’dan izole edilen PGP
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Serratia marcescens bakterisi diisiik sicaklikta yetistirilen bugday tohumlarina inokule
edilmis kok ve govde kuru agirliginin inokule edilmeyen kontrol bitkilerine gore arttig
gozlenmistir (Selvakumar 2007). Turan et al. 2013 tarafindan yapilan bir ¢alismada
bitki bliyiime ve diizenleyici rizobakteriler (PGPR) bugday ve arpaya inokule edilmis,

kok ve govde govde kuru agirliginin kontrole gore arttigi belirtilmistir.

Bitkilerde soguga aklimasyon sirasinda iiretilen antifriz proteinlerle (AFP) ilgili bircok
arastirma yapilmistir. Soguga aklime edilmis kislik ¢avdar yapraklarindan elde edilen
apoplastik ekstraklarin SDS-PAGE’si sonunda 7 tane farkli molekil agirliga sahip
polipeptid gozlenmis ve bunlarm 16-37 kDa arasinda degisen ve antifriz aktivite
gosteren apoplastik polipeptidler oldugu tespit edilmistir (Hon et al. 1994). Kislik
bugday yapragma ait apoplastik proteinler SDS-PAGE’de yiiriitiildiigiinde, soguk
sartlarda polipeptidlerin band siddetinin arttigi gozlenmistir (Atici and Nalbantoglu
1999Db; Tasgin et al. 2006). Diisiik sicakliga hassas olan misirin yapraklarinda 14 ve 28
giinlik bitkilerin apoplastik proteinlerinin SDS-PAGE de yeni bandlar olusturdugu
belirlenmigstir. Benzer sekilde, tiim giinlerde (14, 21 ve 28) bitkilerin hiicresel
proteinlerin SDS-PAGE de hem yeni bandlar olusturdugu hem de mevcut bandlar1 daha
belirgin yaptigi belirtilmistir (Esim 2011). Henrike et al. 2002 tarafindan yapilan bir
calismada mikroorganizmalarin diisiik sicaklikta iiretilmesinden sonra (10°C) soguk sok
protein sentezinin uyarilma oranmn arttigi belirtilmistir. Yapilan bir c¢alismada
Himalaya bolgesindeki topraklardan izole edilen Enterobacter ludwigii’de Csp’nin
varligi 2DE jel elektroforezi yapilarak gorilmistir (Kandasamy et al. 2013).
Pseudomonas aeruginosa susundan farkli sicaklikta inkiibasyon yapilarak soguk soku
proteinler izole edilmis SDS-PAGE jel analizinde farkli protein fraksiyonlart elde
edilmistir (Uziimeii 2009). Michel vd. 1997 tarafindan yapilan bir calismada
Psikrotrofik bakteri Pseudomonas fragi 30 veya 20°C’den 5°C’lik iireme ortamina
alinarak analiz edilmis 25 ile 17 proteinin asir1 derecede iiretildigi, 12 proteinin ise
diisiik diizeyde sentezlendigi, diger taraftan her iki sicaklik degerinde de (30 veya 20°C)
ve (5°C) 20 proteinin sentezinde degisiklikler oldugu bulunmustur. Bir bagka ¢alismada
da Khan et al. (2003), farkli sicakliklarda inkiibe ettikleri (4, 10, 20, 30 ve 37°C)

Pseudomonas flourocessens susundan 14000 Da agirliginda soguk sok, Pseudomonas
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flourocessens mutant CRPF susundan 35000 Da agirliginda soguga direngli protein
izolasyonu gergeklestirmislerdir. Yapilan bir ¢alismada da psikrotrofik Acinetobacter
sp. susu 25°C’de inkiibe edilerek protein sentezini indiikledikten sonra 5°C’ye transfer
edilerek iki boyutlu SDS-PAGE siteminde analiz edilmistir. Acinetobacter sp. susunun
25°C’den 5°C’ye transfer edilmesinden sonraki 2 saatlik inkiibasyon sonunda 19
proteinin sentezinin arttigi saptanmistir (Barbaro et al. 2002). Soguga adapte olmus
Pseudomonas fluorescens bakterisi 5°C’de fiiretildiginde 5 adet soguk soku proteini
sentezlenmistir. Bu bakteri 0°C’de {retildiginde ise 28 proteinin sentezinde artis
goriilmiistiir (Colucci and Innis 1996). PGP Pseudomonas fluorescens 25°C ve 10°C
sicakliklarda inkiibe edilerek SDS-PAGE analizleri yapilmig diisiik sicaklikta normal
sartlara gore ekstra protein bandlar1 goriilmiis (13.5 kDa) ve proteinlerin miktarinda da
artts gorilmistir (Mishra et al. 1999). Antartik deniz sularindan izole edilen
psikrotrofik Colwellia sp. bakteri proteinlerinde SDS-PAGE yapilarak ve 0°C, 8°C ve
15°C deki protein bandlar1 incelendiginde sogukta gelistirilen bakterilerde farkli bir
protein (7.3 kDa) band1 goriilmiistiir (Wang et al. 2006). Soguga toleransli Rhizobium
bakterisinin proteinlerinin SDS-PAGE ile incelendiginde yiiksek molekiiler agirlikli
membran polipeptitleri igerdigi ve bunun soguk stresini azalttigi tespit edilmistir
(Sardesai et al. 2001). Kuraklik stresi altindaki misir bitkisine Pseudomonas spp.
inokule edilerek vyapraklardan SDS-PAGE yapilmistir. Bakteri inokule edilen
uygulamalarda inokiilasyon yapilmayanlara gore protein bandlarinda artislar
gozlenmistir (Sandhya et al. 2010). Kanada’nin yiiksek arktik bolgelerinde yetisen
bitkilerin rizosferinden izole edilen PGPR Pseudomonas putida bakterisi kiglik ve
yazlik kanola bitkisinde 5°C’de bitki biiylimesini artirdigr gézlenmistir. Bu bakterinin
AFP sahip oldugu gozlenmistir. SDS-PAGE yapilarak 32-34 kDa agirliginda biiyiik bir
proteine sahip oldugu belirtilmistir (Sun et al. 1995).

Yapilan ¢alismalarda, bugday, ¢avdar ve kanolanin hem yazlik hem de kishik
cesitlerinde, arpa, bezelye, lahana, misir, 1spanak, havug, Ammopiptanthus mongolicus,
Solanum dulcamara, Lolium perenne ve tiitiin gibi bitkilerin soguga direngli olanlarinda
antifriz 6zelliginde birgok polipeptidin varligi gosterilmistir (Griffith et al. 1992, 1997;
Marentez et al. 1993; Hon et al. 1994; Antikainen and Griffith 1997; Atici and
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Nalbantoglu 1999a,b; Fletcher et al. 1999; Mayer et al. 1999; Huang and Duman 2002;
Pudney et al. 2003; Atict and Nalbantoglu 2003; Tasgin et al. 2006; Mutlu et al. 2009;
Esim 2011).

Antifiriz proteinler (AFP) buz kristallerinin yapisini1 degistirebilen yapisal olarak farkli
proteinlerdir (Raymond and DeVries 1997). AFP sifirin altindaki sicakliklarda buzun
yeniden kristallesmesini inhibe etmektedir (Knight et al. 1988). AFP’ler yaygin olarak
kutup baliklari, baz1 bocekler, bitkiler ve mantarlarda bulunur. Baz1 bakterilerde de
AFP’ler ve antifiriz lipoproteinler (AFLPs) bulunmustur (Duman and Olsen 1993; Sun
et al. 1995; Xu et al. 1998; Mills 1999; Kawahara et al. 2001; Raymond and Fritsen
2001; Yamashita et al. 2002). Yapilan ¢alismalarda, Pseudomonas putida (Sun et al.
1995; Xu et al. 1998; Kawahara et al. 2001), Micrococcus cryophilus, Rhodococcus
erythropolis (Duman and Olsen 1993), Marinomonas protea (Mills 1999) ve Moraxella
tirlerinin AFP aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (Yamashita et al. 2002).
Kanada’nin yiiksek arktik bolgelerinde yetisen bitkilerin rizosferinden izole edilen
PGPR Pseudomonas putida bakterisinin kislik ve yazlik kanola bitkisinde 5°C’de bitki
bitylimesini artirdigi ve bu bakterinin de AFP’ye sahip oldugu gozlenmistir (Sun et al.
1995). Bocek antifiriz proteinlerinin yani sira balik antifiriz glikoproteinlerinin
bakteriyel INA’y1 inhibe ettigi bildirilmistir (Morreale et al. 1988; Duman et al. 2001).
Yapilan bir ¢alismada ¢im AFP’nin bakteriyel INA’lara karsi savunma gosterdigi
gozlenmistir (Tomalty et al. 2014).

Kuraklik, sicaklik, tuzluluk ve oksidatif stres sirasinda bitkilerde etilen iiretiminin arttigi
bilinmektedir (Morgan and Drew 1997). Glick et al. 1998 tarafindan yapilan bir
calismada ACC deaminaz iceren PGPR bitkilerde etilen seviyesini diislirdiigii tespit
edilmistir. ACC deaminaz iceren PGPR bakterileri tarafindan bitki etilen seviyesinin
distiriildiigi abiyotik ve biyotik stresin zararli etkilerinin de azaltildigi gorilmistiir
(van Loon and Glick 2004). Halotolerant bakterilerin tirettigi ACC deaminaz enziminin
tuz stresi altindaki kirmizi biber tohumlarinda stres etilenini azaltarak tuza tolerans
sagladig1 ve boylece biliylimeyi arttirdigi belirlenmistir (Siddikee et al. 2011). Donma

stresine maruz kalmig domates bitkilerine ACC deaminaz aktivitesine sahip mutant
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bakteri suslar1 inokule edilmis ve etilen seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir (Subramanian
et al. 2015). ACC deaminaz aktivitesine sahip bitki biiyiime ve diizenleyici B.
phytofirmans susunun soguk stresi esnasinda asma bitkisinde bitki biiylimesini artirdigi
gbzlenmistir (Theocharis et al. 2012). Kuraklik stresi altindaki ¢emen otu bitkisiyle
yapilan bir ¢calismada ACC deaminaz aktivitesine sahip Bacillus subtilis uygulamasiyla
strese kars1t tolerans kazanildigi belirtilmistir (Barnaval et al. 2013). Kanola
tohumlarinin ACC deaminaz enzimine sahip P. fluorescens suslarmin inokiilasyonunun
kanolada tohum ¢imlenmesi ve gelisimi {izerindeki tuzluluk stresinin olumsuz etkilerini
hafifletebilecegi belirtilmistir (Jalili et al. 2009). Sadrnia et al. 2011 tarafindan yapilan
calismada ACC deaminaz i¢eren Pseudomonas mendocina susunun, domates bitkisinin
tuzluluga kars1 direnci lizerindeki etkisi arastirilmis, ACC deaminaz {ireten rekombinant
P. mendocina ile yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan domates bitkisininde bu
bakterinin bitkideki etilen igerigini azaltarak tuzluluk stresine karsi bitkinin direncini
artirabilecegi gorilmistiir. Khosravi et al. 2008 tarafindan yapilan bir calismada
Sinorhizobium meliloti tiiriiniin ACC deaminaz i¢eren ve negatif kontrol olarak ACC
deaminaz icermeyen suslariin tuzluluktaki bugday gelisimi tizerine etkileri arastirilmas,
ACC deaminaz igeren susun inokiilasyonun bugdayda siirgiin uzunlugunu, siirgiin
agirligini, kok uzunlugunu ve kuru siirgiin agirligimmi inokule edilmeyenlere gore

arttirdigt belirlenmigtir.

Kuraklik stresi altindaki ¢gemen otu bitkisiyle yapilan bir ¢alismada ACC deaminaz
aktivitesine sahip Bacillus subtilis uygulamalarinin total klorofil icerigini kontrole gore
arttirdi@i belirtilmistir (Barnaval et al. 2013). Sicakligin diisiik oldugu Himalaya
topraklarindan izole edilen psikotolerant Pseudomonad suslart soguk sartlardaki bugday
tohumlarina inokule edilmis klorofil a, klorofil b ve total klorofil igeriginin inokule

edilmemis olanlara gore arttigi gozlenmistir (Mishra et al. 2011).

Yapilan literatiir arastirmalarinda bir takim eksiklikler tespit edilmis ve bu dogrultuda

s0z konusu eksiklikleri gidermek adina ¢alismada asagidaki yontemler izelenmistir;
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1. Disiik sicakliklara direngli yabani bitkiler toplanarak bu bitkilerin apoplastindan
bakteriler izole edilmistir.

2. Izole edilen bu bakteriler diisiik sicaklikta ve normal sartlarda yetistirilen fasulye
(Phaseolus vulgaris) kiiltiir bitkisine inokule edilerek bu bitkinin apoplastinda buz
niikleasyon aktivitesi ve antioksidan enzim aktiviteleri incelenmistir.

3. Izole edilen bakteriler hem normal sartlarda hem de diisiik sicaklikta sivi kiiltiirde
inkiibe edildikten sonra bakterilerin salgiladiklar1 ekstraseliilar proteinlerin SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezleri yapilmustir.

4. Soguga dayanikli yabani bitkilerin apoplastindan izole edilen bakterilerin ACC

deaminaz aktiviteleri tespit edilmistir.

Bu bakimdan c¢aligma literatiir ve bilim diinyasi i¢in 6zgiin niteligi tasimaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Iklim dolab1

Masa santrifiij
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre

pH metre

Hassas terazi
Buzdolab1

Derin dondurucu (-30°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Karistirica

Otomatik pipetler
Calkalayici
Calkalamali inkiibator
Manyetik karistirict
Soguk su banyosu
Sicak su banyosu
Vakum pompasi
Elektroforez

Otoklav

Etiv

Isik mikroskobu
Vitek cihazi
Goriintiileme Cihaz

Multiscan

: Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
: Hettich EBA 21

: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu UVmini-1240

: WTW unilab pH metre

: Shimadzu AY220

. Argelik

: Argelik

: Nuaire

: Fisons Whirlimixer

: Nichipet EX ve Socorex

: Gallenkamp

: Zhicheng, CHINA, ZHWY-200B
: Chiltern HS31

: Huber Polystat CC1

: Wise Bath

: Edwards, Ingiltere

: Bio-Rad

: Hirayama, JAPAN, HVE 50

: Memmert, GERMANY, INBE 410 1583
: Boeco BM-180, Germany

- VITEK 2 Compact

: Fusion Fx Vilber Lourmat

: Multiscan GO
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3.2. Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanmalari

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis bigimleri
asagida sunulmustur. Calismalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve

Fluka’dan temin edilmistir.

1. Arnon ve Hoagland besi ¢ozeltisi: 1.02 g KNO3, 0.492 g Ca(NO3),.4H,0, 0.23 g
NH4H,PO,4, 0.49 g, MgSO,4.7H,0, 2.86 g H3BO3;, 1.81 g MnCl,.4H,0O, 0.08 mg
CuSQ4.5H,0, 0.22 mg ZnS0O,4.7H,0O, 0.6 mg FeSO4, 0.6 mg tartarik asit saf su
icerisinde ¢oziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmastir.

2. Total apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢ozelti (20 mM Askorbik
asit + 20 mM CacCl; ¢ozeltisi): 5.28 g CaCl, ve 7.4 g askorbik asit bir miktar saf suda
¢Oziilmiis ve son hacim saf su ile 2 L’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3. Antioksidan enzimlerin homojenizasyon tamponu (0.1 M KH,PO, (pH: 7.0), %1
PVP, 1ImM EDTA): 3.4 g KH;PO4 200 ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N KOH kullanilarak
pH 7.0’ye ayarlanmis ve sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanarak tizerine 2.5 g
PVP ve 0.073 g EDTA ilave edilmistir.

4. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan tampon (103.5 mM KH,PO,, pH: 7.5): 1.4 g
KH,PO4, 80 ml saf suda ¢6ziilmiis, 1 N KOH ile pH: 7.5’e ayarlanmig ve son hacim saf
su ile 100 ml'ye tamamlanmastir.

5. Katalaz aktivitesi Olglimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (40 mM H,0, ¢ozeltisi):
%30’luk 408 pl H20; hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

6. Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde standart grafik hazirlamak i¢in (5 mM H;0, ¢ozeltisi):
%30’luk H,0,’den 41 pl alimmig hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak
hazirlanmistir.

7. Peroksidaz aktivite Ol¢iimiinde kullanilan tampon ¢ozeltisi (0.1 M Nay;HPQO4, pH:
5.5): Na;HPO4’den 3.55 g alinarak 200 ml saf suda ¢oziilmis ve pH: 5.5‘%
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 ml'ye tamamlanmustir.

8. Peroksidaz aktivitesi 6lgtimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi 54 uL. quaikol ve 15 pLb
H20,’dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5)

icinde ¢oziilerek hazirlanmstir.
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9. SOD ig¢in tampon ¢dzelti (50 mM KH,PO,4 (pH: 7.8)): 1.7 g KH,PO,4 200 ml saf suda
¢oOziilmiig, pH: 7.8’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmastir.

10. SOD reaksiyon karisimi i¢in (13 mM metionin ¢6zeltisi): 0.586 g metionin alinir,
250 ml 50mM KH,PQO, tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

11. SOD reaksiyon karisimi i¢in (63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir): 0.0128 g
NBT alinir, 250 ml 50 mM KH,PO,4 tamponu igerisine ilave edilerek hazirlanmistir.

12. SOD reaksiyon karigimi i¢in (0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit):
0.073 g EDTA almir, 250 ml 50mM KH,PO, tamponu igerisine ilave edilerek
¢Ozilmiistiir.

13. SOD aktivitesi i¢in 2. ¢ozelti (13 uM riboflavin): 0.019 g riboflavin, 500 ml saf suda
¢coziilmiis, 3 ml’lik reaksiyon karigiminin 13 pM riboflavin igermesi i¢in 390 pL
riboflavin alinmustir.

14. APX olgiimiinde kullanilan tampon: 50 mM KH,PO, tamponu, 0.2 mM EDTA, 250
mM H,0, ihtiva etmektedir.

15. GR homojenizasyon tamponu: 50 mM K;HPO,4, 1 mM EDTA pH 7.0, %1 PVPP
icermektedir.

16. GR ol¢giimiinde kullanilan tampon: 200 pl 0.5 mM EDTA igerisinde hazirlanmis 50
mM Tris-HCI (pH 7.8) ve 250 ul 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve 500 ul 0.25
MM NADPH ihtiva eden karisim hazirlanmistir.

17. Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesinde kullanilan tampon (65 mM K;HPO,,
pH: 7.8) : 1,132 g K;HPO, 70 ml saf su da ¢oziilmiis pH: 7.8’e ayarlandiktan sonra saf
su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

18. Siiperoksit anyonu miktarinin 6l¢iilmesi i¢in (10 mM Hydroxilamine): 0,0069 g
Hydroxilamine alinmis 10 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanmstir.

19. Siiperoksit anyonu miktarinin Slgiilmesi i¢in (17 mM amonyum benzono siilfonik
asit (ABSA): 0,1472 g ABSA alinmis ve 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanmstir.

20. Stiperoksit anyonu miktarinin 6lgiilmesinde kullanilir (17 mM 1-Naftilamine): 0.243
g 1-Naftilamine alinmis 10 ml asetonda ¢6ziilmiis ve son hacmi saf su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.
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21. Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat ¢ozeltisi (%5’lik TCA (trikloroasetik asit):
5 g TCA 100 ml saf su igerisine ilave edilir. TCA tam olarak ¢oziiniinceye kadar
karistirilarak hazirlanmistir.

22. Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon ¢ozeltisi (%0.5’lik TBA (tiobarbutirik
asit): 20 gram TCA 100 ml saf su i¢inde ¢oziiliir ve igerisine %0.5 g TBA ilave edilir ve
iyice karistirilarak hazirlanmigtir.

23. H,0; miktarinin belirlenmesi i¢in (%5°lik Ti(SOy), (titanyum disiilfat ¢ozeltisi):
Ti(SOy),2’den 1 gram alinip 20 ml saf suda ¢oziilerek hazirlamistir.

24. H,0, miktarimin belirlenmesi i¢in (%19’luk NH4OH): 4.16 ml NH3 20 ml saf suda
¢oziilerek hazirlanmistir.

25. H,0, miktarinin belirlenmesi i¢in (2 M’lik H,SO4): %98’lik H,SO4’den 40 ml
alimmis ve 160 ml saf su igerisine ilave edildikten sonra 200 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmastir.

26. Protein tayini i¢in (0.05 M KH,PO4 (pH: 6.5): 1.7 g KH,PO,4 200 ml saf suda
¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH’s1 6.5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmustir.

27. Protein tayini i¢in (Coomassie reaktifi): Coomassie Blue G-250’den 10 mg alinip 5
ml etanolde ¢oziiliir ve lizerine 10 ml %85’lik fosforik asit ilave edilir son hacmi saf
suyla 100 ml ’ye tamamlanmuistir.

28. Elektroforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozelti (1 M Tris-HCI pH: 6.8): 12.1 g
Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 6.8’e ayarlanmis ve son hacmi saf su
ile 100 m1’ye tamamlanmustir.

29. Elektroforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozelti (1 M Tris-HCI pH: 8.8): 12.1 g
Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 8.8’e ayarlanmis ve son hacmi saf su
ile 100 m1’ye tamamlanmustir.

30. %10’luk SDS (Elektroforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozelti): 1 g SDS 9 ml
saf suda ¢ok hafif 1sitmak suretiyle, berraklagincaya kadar karistirilmistir.

31. %30’luk akrilamid ¢ozeltisi (Elektroforez aymrma jelinin  hazirlanmasinda
kullanilan): 30 g akrilamid ve 0.8 g bis-akrilamid 100 ml saf suda iyice ¢oziilmiistiir.
Kullanim disinda renkli sisede 4°C’de saklanmustir.

32. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 3 g Tris ile 14 g glisin ve 1 g SDS

ilave edilerek 1L saf suda ¢oziilmiistiir.
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33. %0.1°lik brom timol mavisi: 0.1 g indikatdr boya, 16 ml 0.1 N NaOH igerisinde
coziildiikten sonra saf su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

34. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0.65 ml 1 M Tris-HCI pH: 6.8, 3 ml
%10’luk SDS, 1 ml %100’lik gliserin ve 1 ml %0.1°lik brom timol mavisinden
karistirtlarak toplam hacimleri 10 ml’ye tamamlanarak hazirlanmig ve bu tampona
kullanmadan hemen 6nce 50 pl B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

35. Fixing ¢ozeltisi (Jeldeki proteinleri, boyama oOncesi sabitlestirmek i¢in kullanilan
cozelti: 10 ml saf su lizerine 1 g TCA ilave edilerek iyice ¢oziildiikten sonra, 50 ml
izopropil alkol yavas yavas ilave edilmis ve 40 ml saf su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.
36. Boyama c¢ozeltisi (Elektroforez sonrasi jeldeki proteinlerin boyanmasinda
kullanilan): 10 g TCA 58 ml saf suda iyice ¢oziildiikten sonra {izerine 15 g amonyum
siilfat ilave edilmis ve daha sonra bu karistmin {izerine 15 ml izopropil alkol
konulduktan sonra seffaflasincaya kadar magnetik karistiricida karistirilmistir. Daha
sonra ayr1 bir beherde 6 ml fosforik asit {izerine 0.6 g Coomassie G-250 azar azar
eklenerek iyice ¢Ozililmiis ilizerine daha Once hazirlanan ¢ozelti yavas yavas ilave
edilerek karistirilmis ve toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.

37. Yikama c¢ozeltisi (Boyama sonrast jeldeki fazla boyayr uzaklagtirmak igin
kullanilan): 10 ml asetik asit lizerine 90 ml saf su ilave edilerek hazirlanmistir.

38. Bakterilerin saklanmasi i¢in (%25°lik Gliserin): 25 ml steril distile su icerisine 25
ml gliserin ve 50 ml nutrient broth eklendikten sonra karigtirilarak ¢oziinmesi saglanmis
ve 1’er mI’lik ependorf tiiplerinde muhafaza edilmistir

39. %3’liik KOH c¢ozeltisi: 3 gr KOH 100 ml steril distile saf su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmustir.

40. Kiristal violet ¢ozeltisi: 0.5 gr kristal violet, 100 ml saf suda ¢oziilerek
hazirlanmustir.

41. 9%0,25 Safranin ¢ozeltisi: 0.25 gr safranin 100 ml steril saf su icerisinde ¢oziilerek
hazirlanmstir.

42. Gram iyodu: 1 gr iyot ve 2 gr KI, 5 ml distile suda ¢oziinmiis ve bu karsima 250 ml
distile su, 60 ml %5°lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edilerek hazirlanmistir.

43. 0.5 M ACC ¢ozeltisi: 10 ml steril saf suda 0.5055 g ACC ¢oziilerek elde edilmistir.

Bu sivi1 filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve -20°C’de saklanmustir.
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44. 0.1 M Tris-HCI (pH 7,6): 1.21 g trizma base 80 ml steril saf suda ¢oziilmiis, 0.1 M
HCl ile pH 7.6’ya ayarlanmis, ¢6zeltinin iizeri saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir

45. 0.1 M Tris-HCI (pH 8,5): 1.21 g trizma base 80 ml steril saf suda ¢6ziilmiis, 0.1 M
HCl ile pH 8.5’e ayarlanmustir. C6zeltinin tizeri saf su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.
46. 0.56 M HCI: 1.7 ml %37°1ik HCI steril saf suya katilmis ve {izeri 100 ml’ye
tamamlanmaistir.

47. Dinitrofenil hidrazin ayiract (2 M HCI’de %0,2): 6.13 ml HCI steril saf suya
eklenmis ve tizeri 100 ml’ye tamamlanmistir. 0.2 g dinitrofenil boyasi1 katilip yarim saat
karistirilarak ¢oziilmesi saglandiktan sonra siizme islemi yapilmistir.

48. 2 N NaOH: 8 g NaOH 100 ml sterilize edilmis saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
49. JNFb besiyeri ortami; 5 gr malik asit; 0.6 gr KoHPOy; 1.8 gr KH2PO4; 0.2 gr MgSO,4
7H,0; 0.1 gr NCI; 0.02 gr CaCly; 2 ml %0.5 lik bromtimol mavisi (0.2N KOH’ta
coziilerek hazirlanir); 1 ml vitamin soliisyonu (100 ml saf suda 10 mg biotin ve 20 mg
pyridoxol-HCl ¢oziilerek hazirlanir); 2 ml mikronutrient solisyonu (1 1t saf suda 0.4 gr
CuSQy; 0.12 gr ZnSO47H,0; 1.4 gr H,BOs3; 1gr Na;M00O4.2H,0; 1.5 gr MnSO,4.H,0
coziilerek hazirlanir); 4 ml %1,64 FeEDTA soliisyonu; 1.9 gr agar 800 ml steril saf suda
¢oziildli, pH: 5.8’e¢ ayarlandi ve son hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlanmis ve
otoklavlanarak sterilize edilmistir.

50. 0.102 gr o—ketobiitirat 100 ml saf suda ¢6ziildii bundan 100 pl alinarak ve 100 ml
0.1 M Tris-HCI (pH: 5.8) tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir (ACC deaminaz aktivite

tayini i¢in standart grafigin hazirlanmasinda kullanildi).

3.3. Yontemler

3.3.1. Soguga dayaniklh yabani bitki 6rneklerinin toplanmasi

Calismada yaprak apoplastlarindan diisiik sicakliga toleransli bakteri izole etmek,
amactyla 2011-2012 yilinin Subat-Mart ayinda (-1/-20°C giindiiz/gece) Erzurum ili
Palanddken Dagmdan (39° 50° 56" ve 41° 17° 54°°, 2425 m) 10 adet, Atatiirk
Universitesi kampiisiinden, (39° 54 43”’ve 41° 15” 41°°,1874 m) 4 adet ve Erzincan ili
sehir merkezinden (5/-2°C giindiiz/gece) (39° 44> 34’ ve 39° 27’ 58°°, 1203 m) 2 adet
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olmak tlizere toplam 16 soguga dayanikli yabani ve kiiltiir bitkileri toplanmistir.
Toplanan bitki 6rnekleri steril torbalarda hizlica laboratuvar ortamina getirilmis ve ayni
giin bitki yapraklarindan steril sartlarda apoplastik sivilar ekstrakte edilmistir. Geri
kalan bitki 6rnekleri ise herbaryumda saklanmistir. Apoplastik sivilarin ekstraksiyonu
icin, bitki yapraklar1 yaklasik 1 cm uzunlukta dikkatlice kesilerek elde edilen yaprak
kesitleri (7 g), en az 5 kez bol su ile iyice yikanmistir (Hon et al. 1994; Atict ve
Nalbatoglu 1999a,b). Deneyde 7 g yaprak kesiti, icerisinde 20 mM askorbik asit ve 20
mM CaCl, ¢6zeltisi bulunan vakumlanabilir bir desikatore yerlestirilmis ve desikator bir
vakum pompasi ile 30 dakika vakumlanmigtir. Vakumlanan yapraklar enjektorlere (20
mL‘lik) dikkatlice yerlestirilmis sonra, enjektorler birer santrifiij tiipiine konulmustur ve
2000xg‘de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijlemeden sonra, tiiplerin dip kisminda
biriken apoplastik sivilardan uygun miktarlarda (200 pl) Nutrient agar besiyeri igeren
petri ortamina ekimler yapilmistir. Petriler bakteri iiremesinin ger¢eklesmesi igin
+4°C’de 10 giin inkiibe edilerek gelisen bakteriler saflagtirilmigtir. 20 bakteri izolati
elde edilmistir. Bakteriler gliserinli ortamda ve nutrient agar iceren tiiplerde +4°C’de

saklanmustir.

3.3.2. Bakterilerle ilgili yapilan calismalar

3.3.2.a. Gram reaksiyon testi

Bu test ile bakteri suglarimin hiicre duvarlarindaki farkliliginin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla steril lam tizerine %3’liik KOH ¢6zeltisinden bir-iki damla
damlatilmis, daha sonra 6ze ile alinan bakteri KOH c¢ozeltisi ile 5-10 sn karistirildiktan
sonra 0ze yukartya dogru kaldirilmistir. Eger mikroorganizma gram negatif 6zellikte ise
hiicre duvarindaki peptidoglikon tabakasi tek katli ve teiokoik asit icermediginden
dolayr KOH ile kolayca parcalanmig ve sitoplazmasi ile onun igerisindeki DNA’s1
serbest hale gecmistir. Bunun sonucunda iplik seklinde, viskoz bir uzama goriilmiistiir.
Gram pozitif bakterilerde, peptidoglikan katmani kalin oldugundan ayrica teiokoik ve

teikronik asit i¢erdiginden dolayr KOH ile reaksiyona girmemis ve 6ze yukari dogru
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kaldirildig1 zaman sulu bir hal aldig1 i¢cin uzama goézlemlenmemistir. Bu sonug¢ negatif

bir reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Saygili 1995).

3.3.2.b. Hiicre morfolojisi analizi

Stoklardan alinan saf bakteri izolatlarinin 24 saatlik geng kiiltiirleri nutrient agar
besiyeri ortaminda gelistirilmig ve bu kiiltiirlerden preparatlar hazirlanmistir. Gram ve
basit boyama yontemleri ile boyanan preparatlar mikroskobun immersiyon objektifinde

incelenerek bakterilerin gram ozelliklerine bakilmistir (Saygili 1995).

3.3.2.c. Gram boyama

1884°te Hans Christian tarafindan gelistirilmis olan bu boyama su sekilde yapilmistir:
Onceden hazirlanmis ve alevde tespit edilmis mikroorganizma preparati iizerine primer
boya olarak kristal viyole uygulanmis (Bu boya preparattaki biitiin renkleri mor renkte
boyar). Daha sonra boyanin etkisini arttirmak ve sabitlestirmek i¢in mordan olarak iyot
¢ozeltisi (lugol) uygulanmustir. Iyot kristal viyole ile birlesir ve hiicre i¢inde ¢oziilemez
bir kompleks olusturur. Preparat iizerine renk giderici olarak alkol ya da alkol-aseton
karisimi1 uygulanmistir. Gram (+) organizmalarda kristal viyole boya kompleksi renk
gidericiden etkilenmez ve hiicrede alikonulur. Ancak gram (-) organizmalarda ise kristal
viyole kolayca yikanarak uzaklasir. Dolayisiyla gram (-) hiicrelerde bu devrede renksiz
hale gelirken Gram (+) ise renk aldig1 gozlenmistir. Zit boya olarak kirmizi renkli
safranin uygulanmistir. Safranin renksiz gram negatif hiicreleri kirmizi olarak boyar.
Boylece gram pozitif hiicreler mor renkli gram negatifler ise kirmizi renkte boyanmis

olur.

3.3.3. ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarm ACC deaminaz aktivitesini tespit etmek amaciyla 10 ml nutrient broth
ortaminda 1 gece bilyiitiilerek 4°C, 8000 rpm de santrifiij edilmis, pelet steril fizyolojik
su ile 2 kez yikanmistir sonra 5 mM ACC igeren 7.5 ml JNFb (Kirchhof 1997) ile
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karistirtlmistir. Tiipler 28°C de 120 rpm de 24 saat karistirilarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra érnekler 8000 rpm de 4°C de 10 dk santrifiij edimistir. Pelet 0.1
M Tris-HCI (pH:7.6) tamponunun 1 ml sinde ¢6ziilmiistiir. 15.000 rpm 4°C’de 15 dk
santrifiij edilmis ve pelet alinmig ve 0.1 M Tris-HCI (pH: 8.5) tamponunun 600ul sinde
¢cOziilmiistiir. 30 pl toluen bu karisimin tizerine ilave edilmis ve 30 sn en yiiksek hizda
vortekslenmistir. Tiipler 1 saat 4°C’de bekletilerek 1200 rpm de 10 dk santrifiij edilmis,
toluen tabakasi pipetle alinmistir. Toluenize edilmis hiicreler 2 tiipe esit olarak
bolinmis, ilk kisim protein tayini i¢in (kisa siireli 4°C’de saklanabilir), diger kisim da
ACC deaminaz aktivitesi i¢in kullanilmigtir. Toluenize edilmis hiicreler 200ml
eppendrof tiipe alinarak tizerine 20 ul ACC (0.5 M ACC) ilave edilmis, hafifce
karistirilmis ve 15 dk 30°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 1 ml 0.56 M HCI
ilave edilerek vortekslenmis ve 12.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir. Stipernatantin
1 ml si alinarak baska bir tiipe konmustur. Uzerine 800 pl 0.56 M HCI ilave edilerek
hafifge karistirlmistir. %2’lik 2,4-dinitrofenil hidrazinden bu tiipe 300 ul eklenip
pipetlenerek karisim vortekslenmis ve 30°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra 2 M’lik NaOH’ten 2 ml ilave edilmis karistirllmis ve karisimin absorbansi 540

nm’de Ol¢iilmiistiir (Shrivastava and Kumar 2013).

3.3.3.a. ACC deaminaz aktivite tayini icin standart grafigin hazirlanmasi

ACC deaminaz aktivitesi tespit edilirken ACC deaminaz’in ACC’yi parcalamasi
esnasinda olusan o-ketobiitirat miktar1 Ol¢iilmiistiir. Bu reaksiyon sonucu olusan a-
ketobiitiratin pmol sayisi, Ornegin 540 nm’de Olciilen absorbans degeri ile a-
ketobiitiratin  0.05-1 pmol araligindaki standart egri degerleri karsilastirilarak

belirlenmistir.

Bunun i¢in 10 mM a-ketobiitirat stok ¢ozeltisi 0.1 M Tris-HCI (pH: 8,5) ile hazirlanmig
ve stok c¢ozelti diliie edilerek 10 uM’lik ¢ozelti elde edilmistir. Bilinen a-ketobiitirat
konsantrasyonlarina 300 ul 2,4- dinitrofenil- hidrazin ayirac1 eklenmis, vortekslenmis
ve 30°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Bu sirada a-ketobiitiratin fenilhidrazona

doniismesi beklenmistir. Daha sonra iizerine 2 M 2 ml NaOH eklenip vortekslenerek
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spektrofotometrede 540 nm’de Sl¢iim yapilmistir. (Honma and Shimomura 1978) (Sekil
3.1)
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Sekil 3.1. ACC standart grafigi

3.3.4. Bakterilerin teshisi

Izole edilen 17 bakteri izolati, 16S rRNA dizi analizi sonuglarma gore tanimlanmistir.
16S rRNA dizi analizinde DNA izolasyon kiti olarak Nanobiz Bakteriyal Genomik
DNA izolasyon Kiti kullanilmistir. PCR i¢in; PCR: 50 uL hacimde; 1X Taq Buffer
(Thermo), 0,2 m mM dNTP (Thermo)16S universal primer (27F ve 1492R), 1.5 mM
MgCl, 0.2 U ThermoHot Start Tag Polimeraz, 150 ng bakteriyal genomik DNA
kullanilmigtir. PCR sartlar1 ise 95°C’de 5 dk. 30 X (94°C’de 30s+55°C'de 30s+72°C’de
45s) + 72°C'de 5 dk.dir. DNA dizi analizi i¢in Bigdye Cycle Sequencing Kit v3.1
kullanilmis ve ABI 3100 XL Genetic Analyzer cihazinda yiiriitiilmiistiir (Chaudhary et
al. 2009) Filogenetik analiz i¢gin Mega Phylogenetic programi kullanilmigtir. Alignment
icin ClustalW kullanilmis ve Neighbour-joining yontemi ile filogenetik agaci

cizilmistir.
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Uc bakteri ise PCR ile ¢ogaltilamadig1 igin Vitek teknigi ile teshis edilmistir. Bunun
icin VITEK 2 Compact cihazi kullanilmistir. Calismada 3 ml steril salini (su igerigi
%0.45 ila 0.50 NaCl, pH 45 ila 7) saydam plastik test tiipiine (12 mm x 75 mm) aseptik
olarak aktarilmistir. Daha sonra 24 saatlik taze kiiltlir 6rnegi bir gubuk veya pamuklu
cubuk kullanilarak salin tiipline aktarilmistir. Kalibrasyonu yapilmis bir VITEK 2 Densi
CHEK Plus kullanilarak yogunlugu McFarland No. 0.50 ila 0.63’e esdeger homojen
organizma siispansiyonu hazirlanmistir. Siispansiyon tiipii ve vitek kart1 kasete

yerlestirilerek ve okunmasi igin cihaza konulduktan sonra teshis yapilmistir (Aras
2011).

3.3.5. Bitkilerin biiyiitiilmesi ve bakteri inokulasyonu

Arastirmamizda kiiltiir bitkisi olarak Erzurum ve yoresinde yetistiriciligi yapilan
fasulye (Phaseoulus vulgaris L. cv. Elkoca-05) kullanilmistir. Tohumlar Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin edilmistir. Fasulye bitkisine ait tohumlar,
ekimden once %>5’lik sodyum hipoklorit igerisinde 5 dk. yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmus ve daha sonra 5 kez saf su ile yikanarak, oda sartlarinda saf su igerisinde 4 saat
sismeye birakilmistir. Tohumlarin ekimi ve yetistirme ortami olarak steril kum igeren
saksilar (25x10 cm) kullanilmistir. Ekim yapilacak kum %35°1lik HCl ile yikanmis sonra
saf su ile 1yice yikanarak sterilize edilmistir. Saksilar da %35’lik sodyum hipoklorit ile
yikanmis daha sonra alkol ve saf su ile sterilizayon yapilmistir. Her saksiya saf su ile
sisirilmig tohumlar esit miktarda ekilmistir. Cimlenme ve bitkilerin biiyiitiilmesi bir
iklim dolabinda kontrol sartlarinda (24/22°C) sicaklik ve 16/8 saat 1sik-karanlik
periyodunda (20.000 liiks, %70 nem) 16 giin siireyle gerceklestirilmistir. Her saksi,
hasat edilecegi giline kadar, gilinliik esit miktarda sulanmistir. Daha sonra 10. giin
bitkilerin bir kismumin yapraklarma esit miktarda (50 ml) 10° CFU/mI
konsantrasyonunda bakteri uygulanmistir. Uygulamadan 3 giin sonra bakteri uygulanan
ve bakteri uygulanmayan bitkiler soguk sartlara (9/5°C, 16/8 saat 1s1k-karanlik periyodu
ve %40 nem) transfer edilmistir. Bitkiler soguk sartlara transferden 3 giin sonra hasat

edilmistir. Apoplastik ekstraksiyon ve donma hasar1 deneyleri i¢in taze hasat edilmis
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yapraklar kullanilirken, diger deneyler i¢in yaprak ornekleri sivi azotta dondurulduktan

sonra -80°C’de saklanmustir.

3.3.6. Yapraklarda % donma hasarinin belirlenmesi

Kontrol, soguk ve bakteri uygulamali bitki yapraklarinda % Donma hasar1 6lgiilerek,
uygulanan bakterilerin yapraklarda donma hasarini engellemedeki roli belirlenmistir.
Bu deney asagidaki sekilde yapilmistir: 20 deney tiipiiniin her birine 0.1 g taze yaprak
ornegi konulmustur. Tiipler —16°C’ye kadar ayarlanabilen bir su banyosuna (banyo
icinin donmasin1 dnlemek i¢in su ile karigik alkol konulur) topluca yerlestirilmis ve
biitiin tiipler, -1 den -16°C’ye kadar her bir derecede 10 dk. tutulmustur. Sonra
banyodan bir tiip alinmistir. Banyodan alinan her tiipiin igerisine 4 ml saf su
konulmustur ve bu tiipler 4°C’de 24 saat bekletilmistir. Daha sonra bu tiiplerin i¢indeki
dondurulmus yapragin ¢o6ziilmesiyle saf suya gegen iyon miktari, bir elektrik
kondiiktivimetre ile 6l¢iilmiistiir ve degerler % donma hasarina ¢evrilmistir (Griffith et

al. 1992; Tasgin vd 2003).

3.3.7. Apoplastik proteinlerin buz niikleasyon aktivitesinin (BNA) belirlenmesi

Kontrol, soguk ve bakteri uygulamali bitki yapraklarindan elde edilen apoplastik
proteinlerin buz niikleasyon aktivitesine etkisi Olgiilerek, apoplastik proteinlerin ve
uygulanan bakterilerin donma toleransindaki rolii belirlenmistir. Bu deneyin yapilis1 su
sekildedir; ependorf tiiplerdeki apoplastik proteinler 1 ml saf su iginde ¢ozililmiistiir.
Daha sonra, bu tiipler topluca sicakligi, —20°C’ye kadar ayarlanabilen bir su banyosuna
(donmay1 6nlemek icin, su ile karigik alkol igerir) yerlestirilmistir. Sicaklik —1°C’den
baslayarak 15 er dakika araliklarla 1’er derece diisiiriilmiistiir. Her bir tiip igindeki
protein ¢ozeltisinin donma noktas: belirlenmistir. Saf suyun donma noktasi ile protein
¢oOzeltisinin donma noktalar1 arasindaki fark, buz niikleasyon aktivitesi olarak kabul

edilmistir (Griffith et al. 1992; Tasgin vd 2003).
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3.3.8. Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu

Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu i¢in, bitki yapraklari yaklasik 1 cm uzunlukta
dikkatlice kesilerek elde edilen yaprak kesitleri (7 g), en az 5 kez bol su ile iyice
yikanmistir. BOylece yapraklarin kesilen bolgelerinden gelebilecek hiicresel protein
kontaminasyon onlenmis olur (Hon et al. 1994; Atici ve Nalbatoglu 1999a,b). Deneyde
7 g yaprak kesiti, icerisinde 20 mM askorbik asit ve 20 mM CaCl, ¢dzeltisi bulunan
vakumlanabilir bir desikatore yerlestirilmis ve desikatér bir vakum pompasi ile 30
dakika vakumlanmistir. Vakumlanan yapraklar enjektdrlere (20 mL‘lik) dikkatlice
yerlestirilmis sonra, enjektorler birer santrifiij tlipline konulmustur ve 2000xg‘de 15
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijlemeden sonra, tiiplerin dip kisminda biriken
apoplastik ekstrakt, apoplastik proteinlerin elde edilmesi i¢in kullanilmistir (Atict ve
Nalbatoglu 1999a,b; Tasgin vd 2003). Apoplastik proteinlerin izolasyonu igin
apoplastik ekstraktlara hacimlerinin 1.5 kati soguk (-18°C) aseton ilave edilmis ve
karisim -18°C’de 1 gece bekletilmistir. Ikinci giin, drnekler 3500xg’de 20 dakika
santrifiijlenmis ve silipernatant uzaklastirildiktan sonra apoplastik protein peleti elde
edilmistir. Pelet, ilk Oonce %96’lik sonra %70’lik etanol ile birer kez dikkatlice
yikanarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Tamamen kurumus olan pelet
apoplastik enzim aktivitelerinin belirlenecegi zamana kadar -80°C’de saklanmistir
(Griffith et al. 1992; Hon et al. 1994; Atict and Nalbantoglu 1999a,b; Tasgin vd 2003).
Hiicresel protein kontaminasyonu olup olmadigini belirlemek i¢in G6PD (Glukoz 6-

Fosfat Dehidrogenaz) enzim aktivitesi yapilarak kontrol edilmistir.

Enzim aktivitesi 0l¢limii yapilacagi zaman, apoplastik protein peletleri, 1 mL 0.2 M
(pH: 7.5) Na;HPO,4 tamponu iginde iyice ¢oziilmiis ve apoplastik antioksidan enzim

aktivitelerinin 6l¢timii i¢in hazir hale getirilmistir.

3.3.9. Hiicresel proteinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu

Hiicresel proteinlerin ekstraksiyonu i¢in, yapraklardan 0.5 g alinip soguk bir havan i¢ine

konulmus ve iizerine sivi azot ilave edilerek toz haline gelinceye kadar 6giitiilmiistiir.
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Sonra tizerine 5 ml soguk homojenizasyon tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva
eden 0.1 M KH,PO,4 pH: 7.0) ilave edilmis ve karisim bir santrifiij tiipiine aktarilarak
15000xg ve +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda elde edilen
siipernatant hiicresel antioksidan enzimlerin aktivite Ol¢iimleri i¢in kullanilmistir

(Angelini and Federico 1989; Angelini et al. 1990; Mutlu 2005).

3.3.10. Lipid peroksidasyon seviyesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak alinmis %5°lik 5 ml TCA i¢inde homojenize
edilmis ve sonra elde edilen homojenat 10.000 xg‘de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Tiiplin stipernatant kismindan 4 mL alinarak tlizerine %0.5’lik Tiobarbutirik asittten
(TBA) 1 mL ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi kaynar suda 30 dakika inkiibe
edildikten sonra reaksiyon tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla durdurulmustur.
Ornekler tekrar 10000 xg‘de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismu alinarak
absorbansi 532 nm’de okunmus ve daha sonra 600 nm’deki non-spesifik absorbsiyon

icin absorbans degeri Ol¢tilmiistiir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de 06lgiilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen degeri cikarilip ve 1 ml c¢ozeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-
A600)/155000] X 10° formiiliiyle hesaplanmistir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku)
seklinde verilmistir (Ananieva et al. 2002).

3.3.11. Hidrojen peroksit (H,0;) miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H,O;) miktarinin belirlenmesi i¢in 0.5 gram yaprak alinarak 10 ml
soguk aseton i¢inde homojenize edilmis ve sonra homojenat 10.000 xg’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra 1.5 ml siipernatant iizerine 0.15 ml %5’lik Ti(SO4),
(titanyum disiilfat) ve 0.3 ml %19’luk NH4OH (amonyum hidroksit) eklenerek
karistirllmistir. Cokelek olustuktan sonra karisim 10.000 xg’de 10 dakika daha santrifiij
edilmistir. Siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra elde edilen pelet 3 ml 2 M’hik

H,SO, (siilfiirik asit) ig¢inde ¢oOziilmiis ve 415 nm’de absorbansi dlgiilerek
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kaydedilmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, daha 6nceden hazirlanacak standart
grafik yardimiyla nanogram cinsinden H,O; miktarina doniistiiriilmiistiir. Sonuglar g

yaprak basina diisen H,O, miktar1 (n gram /g yaprak) olarak verilmistir (He et al. 2005).

H,0; miktarin belirlemede kullanilan H,O; standardi i¢in 3-mM’lik %35°lik H,O, stok
¢ozeltisinden Eppendorf tiliplerine sirasiyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18, 21.6, 25.2, 28.8,
32.4 ve 36 ng olacak sekilde konulmustur. Tiplin hacmi aseton ile 1.5 ml'ye
tamamlanmis ve her bir tiipe 0.15 ml %5°lik Ti(SO4), ve 0.3 ml %19’luk NH,OH ilave
edilmistir. Cokelek olustuktan sonra karisim 10.000 x g’de 5 dakika daha santrifiij
edilmistir. Tiipilin siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra elde edilen pelet, 3 ml 2
M’lik H,SOq iginde ¢ozililmiis ve kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 415
nm’de absorbansi kore karsi okunmustur. Absorbans degerlerine karsilik gelen ng H,O;

degerleri kullanarak standart grafik elde edilmistir.
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Sekil 3.2. Hidrojen peroksit (H20;) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik
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3.3.12. Siiperoksit anyon miktarimn belirlenmesi

Yaprak ornekleri (0.5 g) siv1 azot ile toz haline getirildikten sonra {lizerine 2 ml 65 mM
(pH: 7.8) fosfat tamponu ile homojenize edilmistir. Homojenat 5000 X g’de 10 dk
+4°C’de santriflij edilmistir. Siipernatanttan 1 ml alinmis ve 10 mM hydroxilaminden
0.1 mL ve 0.9 ml fosfat tamponunu ile karigtirtlip 25°C’de 20 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyona birakilan karistmdan 1 ml almip iizerine 1 ml 17 mM aminobenzen
siilfonik asit ve 1 mL17 mM 1-naftilamin eklenmis ve tekrar 25°C’de 20 dk inkiibe
edildikten sonra de 530 nm’de Olglilmiistiir. Sonuglar NaNO; standart grafigine
bakilarak degerlendirilmistir (Elstner and Heupel 1976).
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Sekil 3.3. Siiperoksit anyonu miktar: standart grafigi

3.3.13. Apoplastik ve hiicresel antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Kontrol, soguk ve bakteri uygulamali bitki yapraklarindan elde edilen apoplastik
proteinler i¢indeki antioksidan enzimlerin (katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz,
askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) aktiviteleri asagidaki yontemlere gore tespit

edilmistir. Yukarida (3.3.8) belirtildigi gibi elde edilen apoplastik proteinler fosfat
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tamponunda (pH:6.5) coziilerek spektrofotometrik yontemlerle enzimlerin aktiviteleri
belirlenmistir. Her bir antioksidan enzim i¢in kullanilan kimyasallar ve yontemler

asagida belirtilmistir.

3.3.13.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in Gong et al. (2001) tarafindan Onerilen metot
kullanilmistir. Bu metot, katalazin ortamdaki H,O,’nin oksijen ve suya doniistimiinii

saglarken, meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’de dlgiilmesi esasina dayanir.

Reaksiyonda azalan H,O;, miktarini belirlemek i¢in 6ncelikle standart grafik hazirlanir.
Standart grafik hazirlamak ic¢in, 5 mM H,0, ¢ozeltisinden 3 ml'lik spektrofotometre
kiivetine sirastyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 ml konulmus,
tiiplerin hacimleri saf su ile 1.5 ml'ye tamamlanmis ve her tiipe 1.47 ml 103.5 mM
KH2PO4 ve 30 pl saf su ilave edilmistir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore
kars1 okunmus ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM H,0; degerleri kullanarak
standart grafik elde edilmistir (Sekil 3.4). Aktivite Ol¢iimi igin 3 ml’lik
spektrofotometre kiivetine, 103 mM 1.475 ml KH,PO,4 tamponundan ve 40 mM‘lik
H,0; substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan sonra, 25 pl enzim ekstrakti ilave
edilmistir. Tiplerin spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika
araliklarla kore karsi absorbansi okunmus ve absorbansin dogrusal olarak azaldig:
araliktan dakika basma absorbans azalmasi hesaplanmistir. Bu ortalama absorbans
degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O, miktara doniistiiriilmiistiir.
Hesaplamada 25°C’de, 1 dakika iginde, absorbansi 1 pumol azaltan enzim miktart 1
enzim tnitesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g yaprak basina diisen enzim {initesi

(EU/mg protein) olarak belirtilmistir.
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Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan standart grafik

3.3.13.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaikol ve H,O; nin substrat oldugu reaksiyonun bir

iirlinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir.

Aktivite 6l¢timii igin spektrofotometre kiivetine; 100 ml (0.1 M), NaH,PO, (pH: 5.5) ve

5 mM guaikol ve 5mM H,0; igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL konulduktan sonra,

tizerine 10 pl enzim ekstrakti ilave edilmistir. Deneyde 470 nm’de 5 dakika boyunca

absorbans artis1 1 dakika araliklarla kaydedilmis ve absorbansin dogrusal olarak arttig:

kisimdaki

absorbans artig1 1 dakikaya oranlanmigtir. Hesaplamada 25°C’de 1 dakikada,

absorbansi 0.01 artiran enzim miktar1 1 enzim {initesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g

yaprak basina diisen enzim tinitesi (EU/mg protein) olarak verilmistir (Yee et al. 2002).
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3.3.13.c. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazolium (NBT)un siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanir.
Reaksiyon karisimi (3 mL); 50 mM KH,PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
0.1 mM EDTA ve 13 uM riboflavin icermektedir. Aktivite Olcimil igin
spektrofotometre kiivetine (3 ml) riboflavin igermeyen reaksiyon karisimdan 2.58 ml
alinmis ve tizerine 30 pl enzim ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon, tiip lizerine 13
uM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 390 ul pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz bir
151k kaynagi Oniine yerlestirmesiyle birlikte baslatilmistir. Tiip, 151k kaynagmin
karsisinda 15 dk tutulmus ve reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur.
Daha sonra 15 dk igerisinde NBT’nin renk ac¢ilma yogunlugu 560 nm’de kore karsi
okunmugstur. SOD aktivitesinin 1 {initesi, 560 nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin
%350 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim {nitesi olarak kabul edilmistir.

Degerler EU/mg protein olarak sunulmustur (Agarwal and Pandey 2004).

3.3.13.d. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbanstaki azalisa bagli olarak
belirlenmistir (Nakano and Asada; 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM KH,PO, tamponu
(pH 7.0), 250 uM askorbik asid (ASC), 5 mM H,0, ve 20ul enzim ekstrakt: iceren 1
ml’lik reaksiyon karigiminin dl¢iilmesiyle belirlenmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi,
290 nm’de askorbik asit igin 2.8 mM™em™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla

hesaplanmistir. Sonuglar EU/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.3.13.e. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi Foyer and Halliwell (1976)’e gore belirlenmistir. Substrat
olarak 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve 0.25 mM NADPH kullanilmistir.

Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi i¢in NADPH indirgeyici
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faktor olarak kullanilmistir. Aktivite tayini icin, 200 ul 0,5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH ihtiva eden
karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edilmis ve NADPH’1in oksidasyonu 340 nm’de 5
dakika boyunca azalmanin Ol¢iilmesiyle belirlenmistir. GR aktivitesi EU/mg protein

olarak ifade edilmistir.

3.3.14. Coziinebilir protein miktarinin tayini

Bitkinin yapraklarindan 0.5 g’lik 6rnekler kullanilarak Bradford (1976) metoduna gore
protein tayini yapilmistir. Sonuglar pg protein/g taze doku cinsinden hesap edilmistir.
Her bir muameleye ait bitkilerin yapraklarindan 0.5 g alinarak 10 misli hacimdeki 0.05
M fosfat tamponunda (pH:6.5) havanda ezilerek homojenizasyon yapilmistir.
Homojenat dort kath tiilbentten siiziilmiis ve siiziintii santrifiij tliplerine alinip 15.000
rpm’de 20 dk boyunca santrifiij edilmistir. Protein tayini i¢in tiiplerin siipernatant kismi
kullanilmistir. Protein miktar1 spektrofotometrik yolla tayin edilmistir. Bu metot i¢in
gerekli standart grafik su sekilde hazirlanmistir; 1 ml’sinde 1 mg protein igeren standart
sigir albumin (BSA) ¢ozeltisinden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg protein
iceren hacimler tiiplere aktarilmig ve saf su ile biitiin tliplerin hacimleri 0.2 ml’ye
tamamlanmistir. Bu tliplere 3’er ml Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ilave edilip
vorteks ile iyice karistirtlmistir. K6r numune olarak ise 0.2 ml ayn1 tampondan ve 3 ml
Coomassie reaktifinden olusan karisim kullanilmistir. Yapilan spektrofotometrik
Ol¢iimler sonucunda, 595 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein
degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edilmistir (Sekil 3.5). Standart grafik
hazirlama g¢alismasinda oldugu gibi bitki organlarindan elde edilen 6ziitlerden 0.2 ml
alinip, 3 ml Coomassie reaktifiyle karigtirllmis ve 595 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek,
standart grafikten yararlanilip 0.2 ml Oziitteki protein miktarlar1 belirlenmistir. Daha
sonra, gerekli hesaplamalar yapilarak protein miktarlar1 pg protein/g doku olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.3.15. Total klorofil iceriginin belirlenmesi

Fasulye bitkisinin yapraklarinda klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment
miktarlarin1  belirlemek i¢in Witham et al. (1971) tarafindan verilen prosediir
uygulanmistir. Fasulye bitkisinden alinan yaprak ornekleri 1’er gram olacak sekilde
tartilmis ve %80’lik soguk aseton igerisinde son hacim 10 ml olacak sekilde homojenize
edilmistir. Daha sonra homojenat filtre kagidindan stiziilerek elde edilen ekstrakt 3000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlar alinarak 450, 645 ve 663
nm’de absorbans degerleri kaydedilmistir. Siipernatantlarin {i¢ farkli dalga boyunda
kaydedilen absorbans degerleri asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki
yaprak dokusunun 1 g’da bulunan klorofil a, klorofil b, total klorofil miktarlar1 mg/

doku olarak hesaplanmistir.

mg klorofil a / g doku: ((12,7*(Dess)- 2,69*(Dess)). (V/1000*W)

mg klorofil b/ g doku: ((22,9%(Deas)- 4,68*(Dess))- (V/1000*W)
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mg toplam klorofil / g doku: ((20,2*(Dg4s)+ 8,02*(Degs3)). (V/1000*W)

Esitliklerde;

D: Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini
V: %80’lik asetonun son hacmini

W: Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirliginin gostermektedir.

3.3.16. izole edilen bakterilerden ekstraselliiler proteinlerin izolasyonu ve analizi

Bu islem i¢in Nutrient agar besiyerinde 24 saat inkiibe edilen bakteriler, liretim ortami
olan 100 ml Nutrient broth besiyerinde normal sartlar icin 30°C’de 225 rpm’de 18 saat,
soguk sartlar icin ise 4°C’de 36 saat inkiibe edilmistir Hem kontrol hem de soguktaki
bakteriler ayn1 yogunlukta olmasi saglanmistir. Inkiibasyon sonrasi alinan 6rnekler,
4°C’de, 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek elde edilen siipernatantlar 0.2 um’lik
millipordan gegirilmistir. Bakteri ekstraselliiler ortamina hiicre i¢i proteininin karisip
karismadigin1 belirlemek i¢cin G6PD (Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz) enzim aktivitesi
yapilmistir. Her bir bakterinin protein tayini yapilmistir ve elde edilen sonuglara gore
proteinler soguk (-20°C) asetonda 1 gece inkiibe edilmis ve sonra 3000 rpm de santrifiij
edilmistir. Elde edilen pelet bakteri protein miktarina goére her birinde 30ug protein
olacak sekilde SDS-PAGE numune tamponu ile karistirtlmistir. 10 dk denatiirasyon
islemi yapildiktan sonra kuyulara 40 pl 6rnek yliklenmis, yliriitme sonucu protein

bantlar1 coommassie boyama yapilarak gozlenmistir.

3.3.17. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi

Bu arastirmada bakterilerden elde edilen ekstraseliilar proteinlerin profillerindeki
degisim, Laemmli tarafindan  Onerildigi  sekilde elektroforez  yapilarak

degerlendirilmistir (Laemmli 1970).
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Elde edilmis ekstaseliilar proteinler 40 uL numune tamponu i¢inde ¢oziildiikten sonra
elektroforez igin hazirlanmistir. Elektroforez i¢in %5-12 kesikli sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid (SDS-PAGE) jeli hazirlanmistir.

Ayirma jelini hazirlamak icin, bir behere %30’luk akrilamid - %0.8’lik bisakrilamid
¢Ozeltisinden 3.2 ml alinmis ve iizerine sirasiyla 1 M’lik Tris-HCI (pH:8.8)’den 2.03 ml
%10’luk SDS’den 80 pl, 4 uL %5’lik TEMED ve 2.61 ml saf su konularak
karistirilmistir. Bu karisimin iizerine en son 1 g (110 pl) amonyum persiilfat hizlica

pipetlenmistir.

Yigma jelini hazirlamak i¢in bir behere %30’luk akrilamid - %0,8’lik bisakrilamid
cozeltisinden 830 pl alinmig ve iizerine sirastyla 1 M’lik Tris-HCI (pH:6.8)’den 630 pl,
%10’luk SDS’den 50 ul, %10°’luk 5 pul TEMED ve 3.4 ml saf su konularak
karistirilmistir. Bu karigimin iizerine taze hazirlanmis %10’luk amonyum persiilfattan

50 pl ilave edilmistir.

Elektroforez islemi su sekilde yapilmistir. Elektroforez cam plakalart 6nce alkol ve
sonra saf su ile yikanmis ve kurutulmustur. Cam plakalar aparata yerlestirilmistir.
Ayirma jeli hazirlandiktan hemen sonra ince bir pipet yardimiyla pipetlenmis ve bunun
tizerine jelin {istliniin piirlizsiiz olmasi i¢in hemen izopropil alkol den bir miktar
dokiilmiistiir. Ayirma jeli polimerize oluncaya kadar yaklasik 30 dk beklenmistir.
Katilagtiktan sonra jelin iizerindeki izopropil alkol dokiilerek saf su ile yikanmis
kurutma kagidr ile jele dokunmayacak sekilde kurutulmustur. Yigma jeli hazirlanmis ve
ayirma jelinin iizerine dokiillip tarak yerlestirilmis ve yaklasik 30 dk sonra tarak jelden
dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Hazirlanan plakalarin kuyular1 6nce saf su ile sonra
yiiriitme tamponu ile yikanip elektroforez tankina yerlestirilmistir (Mutlu 2009; Esim
2011) .

Protein numuneleri, her bir kuyuya toplam hacim 40 pL olacak sekilde hazirlanmigtir.
Bu amagla 30 pg protein tiiplerde hazirlanip 10 dakika kaynar suda inkiibe edilmis ve

oda sicakligina kadar sogutulmustur. Numuneler bir mikroenjektorle jelin kuyularia
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tatbik edilmistir. Molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinlerde 30 uL tamponda
coziilerek numunelerle birlikte jele yiiklenmistir. Tank kapagi kapatilarak elektroforez
tankinin alt ve {it kismina yeterince yiirlitme tamponu konulmus ve elektrik baglantilar
yapilmistir. Daha sonra numuneler ayirma jelinin hizasina kadar 80 voltta
yiritilmistiir. Ayirma jeline geldikten sonra 120 voltta yaklasik 2 saat yiirlitmeye
devam edilmistir. Yiiriime islemi bittiginde akim kesilerek jel, camlar arasindan
dikkatlice c¢ikarilmis ve sabitleme ¢ozeltisinde hafif hizda 30 dakika calkalanmuistir.
Yiirlitme tamponu tekrar kullanilmak iizere 6zel kabina konulmustur. Daha sonra, jel
boyama c¢ozeltisine alinmis ve bir saat tekrar calkalanmistir. Boyama c¢ozeltisinden
alman jel protein bantlar1 iyice goriiliinceye kadar yikama ¢ozeltisinde yikanmustir.
Belirli zaman peryotlarinda degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi acilip, protein
bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalanmistir. Jel, yikama

¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra goriintiileme cihazindan goriintiisii elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada, 2011-2012 yilinin Subat-Mart aylarinda Erzurum ili Palandéken Dagindan,
Atatiirk Universitesi kampiisiinden (-1/-20°C giindiiz/gece) ve Erzincan ili sehir
merkezinden (5/-2°C giindiiz/gece) soguga dayanikli yabani (14) ve kiltiir bitkileri (2)
(Onosma isauricum, Verbascum cheiranthifolium, Chenopodium botrys, Chenopodium
foliousum, Myosotis alpestris sp., Capsella bursa-pastoris sp., Artemisia austriaca,
Draba nemorosa, Raphanus raphanistrum, Trifolium repens, Fragaria vesca,
Taraxacum sieheanum, Galanthus gracilis, Colchicum speciousum, Scilla siberica,
Erodium cicutarium) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1) toplanmistir. Bu bitkilerin yaprak
apoplastlarindan bakteriler izole edilmis ve saflagtirma yaptiktan sonra 16S rRNA dizi
analizi ve vitek teknigine goére tir teshisleri yapilmistir. Filogenetik olarak

siniflandirilan bakterilerin akrabalik dereceleri Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Bakterilerin izole edildigi bitkiler, habitatlar1, 16S ve Vitek verilerine gore
bilimsel adlar1 ve Gram 6zellikleri

izolat | Toplandig Bitki Tiiriiniin Bitki 16S ve Vitek (V) | Gram
No Bolge Bilimsel Ad1 Tiiriiniin Sonuclarmma Gore | Ozelligi
Tiirkce Adi1 | Bakteri Ismi
Erzurum
Palanddken Dag . . i i
DT-1 (313?0,0522 ve Z%i Onosma isauricum | Kiil emcek Sphlr}gggﬁjcrtnerlum -
17> 547, 2425 m)
Erzurum
Palandoken Dagi Verbascum Sphingobacterium
DT-2 1 (39°50° 56” ve 41° | cheiranthhifolium Bozkulak faecium B
17° 54°°, 2425 m)
Erzurum
Palandoken Dagi Chenopodium Sphingobacterium
DT-3 (39°50° 567 ve 41° botrys Kizilbacak faecium -
177 54°°, 2425 m)
Erzurum
Palanddken Dagi Chenopodium " Sphingobacterium
DT-4 | (39°50° 56 ve 41° foliousum Ciilek kitahiroshimense B
17> 547, 2425 m)
Erzurum
Palandoken Dagi | Myosotis alpestris Staphylococcus
DT-5 1 (30°50° 56 ve a1° p. Boncuk otu | termedius (V) +
17> 547, 2425 m)
Erzurum
Palandoken Dagi | Capsella bursa- Coban .
DT-6 (39°50° 567 ve 41° pastoris sp. cantas! Bacillus cereus +
17° 54, 2425 m)
Erzurum
Palandoken Dagi Artemisia .
DT-7 (39° 50" 567 ve 41° austriaca Yavsan Pseudomonas fragi -
17> 547, 2425 m)
Erzurum
Palandoken Dag .
DT-8 (3:19? 1510,052?, ve 2%}) Draba nemorosa dglgnr?azl Pseudomonas fragi -
17> 547, 2425 m)
Erzurum Atatiirk
Unv. Kampiis (39° Raphanus Sphingobacterium
DT-9 | 54" 437ve 41° 15 raphanistrum Esek turpu faecium )
41,1874 m)
Erzurum Atatiirk
Unv. Kampiis - .
DT-10 | (39° 54° 43,,\/612“0 Trifolium repens Akiiggiil Bacillus cereus +

15°41°°,1874 m)




Cizelge 4.1 (devam)
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izolat | Toplandig Bitki Tiiriiniin Bitki 16S ve Vitek (V) | Gram
No Bolge Bilimsel Ad1 Tiiriiniin Sonuclarima Gore | Ozelligi
Tiirkce Adi1 | Bakteri Ismi
Erzurum Atatiirk
) Unv. Kampiis : . :
DT-11 (39° 54" 43ve 41° Fragaria vesca Cilek Bacillus cereus +
15° 41°°,1874 m)
Erzurum Atatiirk
) Unv.  Kampiis Taraxacum e .
DT-12 (39° 54' 43ve 41° sieheanum Saristitlii Bacillus cereus +
15° 41,1874 m)
Erzincan ili sehir o .
DT-13 merkezi (39° 44> | Galanthus gracilis Ince Raoultella
34> ve 39° 27’ 587, CELAK kardelen ornithinolytica (V)
1203 m)
Erzincan ili sehir o .
DT-14 | merkezi (39° 44 Galanthus gracilis Ince Pseudomonas
34> ve 39° 277 587, CELAK kardelen chloropaphis
1203 m)
Erzincan ili sehir . . ] )
DT-15 | merkezi (39° 44 Galanthus gracilis Ince Sphingobacterium
34> ve 39° 27" 587, CELAK kardelen faecium
1203 m)
Erzurum
Palandéken Dagt C ;
olchicum Pseudomonas
DT-16 | (39°50° 56’ ve 41° . Separt -
17° 54, 2425 m) speciousum fluorescens
Erzurum
Palandéken Dagt C ;
olchicum Pseudomonas
DT-17 | (39°50° 56°" ve 41° . Separt . -
17° 54, 2425 m) speciousum proteolytica
Erzurum
Palandéken Dagt p
. mon
DT-18 | (39°50° 56> ve 41° Scilla siberica Camigkiran fl seudomo a\lj -
17° 54, 2425 m) uorescens (V)
Erzurum
Palanddken Dag1 =)
o mon
DT-19 | (39°50° 56> ve 41° Scilla siberica Camigkiran seutdol onas -
17° 54, 2425 m) proteolytica
Erzincan ili sehir
merkezi (39° 44’ Erodium : Brevibacterium
- 5 0 5 25 S5 1
DT-20 | 34’ ve 39°27" 58, cicutarium Ignelik frigoritolerans +

1203 m)
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Sekil 4.1. Soguga dayanikli yabani ve kiiltiir bitkileri (Raphanus raphanistrum ve
Galanthus gracilis kaynak: www.turkiyebitkileri.com)
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Bu ¢alismada daha ¢ok yoremizde ekimi yapilan soguga duyarl fasulyenin (Phaseolus
vulgaris L.) Elkoca-05 gesidi kullanilmstir. Bitkiler kontrol sartlarinda 25/22°C sicaklik
ve 16/8 saat 1sik-karanlik periyodunda (15000 liiks, %70 nem) 16 giin siireyle
blyiitiilmiistiir. Her saksi, hasat edilecegi giine kadar, giinliik esit miktarda sulanmistir.
Bitkilerin bir kismimin yapraklarma 10. giin esit miktarda (50 ml) 10% CFU/mI bakteri
uygulanmistir. Uygulamadan 3 giin sonra bakteri uygulanan ve bakteri uygulanmayan
bitkiler (kontrol) soguk sartlara (9/5°C) transfer edilmistir. Soguk sartlarda 3 giin
kaldiktan sonra (Sekil 4.8) bitkiler hasat edilmistir. Apoplastik sivinin ekstraksiyonu,
apoplastik proteinlerin buz niikleasyon aktiviteleri ve donma hasar1 deneyleri i¢in taze
hasat edilmis yapraklar kullanilmistir. Ayrica, apoplastik ve hiicresel antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, CAT, POX, APX, GR), H,0, ve O,°, MDA miktarlar1 belirlenmistir.
Ekstraseliilar bakteri proteinlerinin SDS-PAGE elektroforez yontemiyle profillerini

belirleme ve ACC deaminaz enzim aktivitesinin belirlenmesi deneyleri yapilmistir.

Bulgular ¢izelgelerde ayrintili olarak verilmis ve farkliliklarin daha iyi anlagilabilmesi
i¢in de grafiklerle desteklenmistir. Oncelikle diisiik sicakligin kontrol grubuna gore
daha sonra ise bakteri uygulamalarinin diisiik sicakliga gore yaptig1 degisimler ayrintili
olarak karsilastirilmistir. Boylece hem diisiik sicakligin hem de diisiik sicaklik oncesi
uygulanan bakterilerin stres cevabinda aldigi roller agik bir sekilde ve istatistiksel olarak

ortaya konmaya calisilmistir.

4.1. Kok ve Govdelerindeki Kuru Agirhk Miktarina Ait Bulgular

Fasulye bitkisinde farkli bakteri izolatlarinin uygulamasinin kok ve gévde kuru agirlik

tizerindeki etkileri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6°de verilmistir.

Normal sartlarda yetistirilen bitkinin kokiinde kontrole gore bakteri uygulamalar1 kuru
agirlik miktarm genelde artirmustir. Ornegin; DT-14 bakteri izolat1 kontrole gére %97,
DT-18 bakteri izolatt %73, DT-20 bakteri izolat1 ise %81 oraninda artirmistir. DT-8,
DT-12, DT-13, DT-19 bakteri izolatlar1 sirastyla %41, %60, %33, %48 oraninda

diistirmustiir. Normal sartlarda yetistirilen bitkinin gdvdesinde kontrole gore bakteri
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uygulamalar1 kuru agirlik miktarin1 genelde artirmistir; DT-9 bakteri izolat1 %34, DT-
14 bakteri izolati %68, DT-18 bakteri izolati %77 oraninda kuru agirlik miktarin
artirmigtir. DT-2, DT-7, DT-8, DT-10, DT-17 bakteri uygulamalar1 ise %54, %25,
%34, %61, %36 oraninda diisiise neden olmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3, 4.5).

Diisiik sicaklik sartlarinda yetistirilen fasulye bitkisinin kuru agirlik miktarina bakacak
olursak kokte kontrole gore bakteri uygulamalari kuru agirlik miktarini genelde
artirmigtir. DT-13 bakteri izolat1 bu artist %80, DT- 15 bakteri izolat1 %58, DT-3
bakteri izolat1 %51 oraninda yapmistir. DT-4, DT- 6, DT-9, DT-14, DT-17, DT-18, DT-
20 bakterileri %15, %21, %15, %34, %34, %61, %13 oraninda diisiirmiistiir. Govdede
de kokte oldugu gibi bakteri uygulamalart kuru agirlik miktarint genelde artirmistir.
DT-3 bakteri izolat1 bu artis1 %73, DT-8 bakteri izolat1 %73, DT-15 bakteri izolat1 %70
oraninda yapmistir. DT-6, DT-17, DT-18, DT-20 bakteri uygulamalar1 ise %35, %28,
%20, %33 oraninda kuru agirlik miktarinda diisise neden olmustur (Cizelge 4.2 ve
Sekil 4.4, 4.6).
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Cizelge 4.2. Kuru Agirlik sonuglari. Sonuglar gr doku cinsinden verilmistir

) Kontrol (25/22 °C) Soguk (9/5 °C)
Izolat No
Kok Govde Kok Govde

Kontrol 0,128+0,0024 0,371+0,0543 0,139+0,00205 0,279+0,0313
DT-1 0,127+0,00043 0,362+0,020 0,145+0,0013 0,364+0,019*
DT-2 0,145+0,0018 0,172+0,044* 0,172+0,007 0,305+0,016*
DT-3 0,136+0,0018 0,384+0,029 0,211+0,016* 0,411+0,029*
DT-4 0,124+0,00097 0,338+0,073 0,118+0,0047 0,260+0,004
DT-5 0,132+0,00037 0,386+0,033 0,193+0,012* 0,364+0,019*
DT-6 0,163+0,0078 0,356+0,033 0,109+0,0067 0,181+0,021*
DT-7 0,196+0,01521* 0,238+0,029* 0,122+0,0038 0,287+0,0018
DT-8 0,075+0,0118%* 0,244+0,028* 0,488+0,0780* 0,684+0,090*
DT-9 0,058+0,01566* 0,500+0,028* 0,118+0,0047 0,323+0,0098
DT-10 0,157+0,0064 0,143+0,050* 0,172+0,0073 0,231+0,0107
DT-11 0,188+0,0134* 0,463+0,020 0,180+0,0091 0,361+0,0183*
DT-12 0,051+0,0172%* 0,421+0,011%* 0,132+0,0016 0,304+0,0056
DT-13 0,085+0,0096* 0,423+0,011* 0,251+0,025%* 0,366+0,0019*
DT-14 0,253+0,0279%* 0,626+0,057* 0,091+0,0107* 0,334+0,012
DT-15 0,115+0,0029 0,324+0,010 0,220+0,0181* 0,477+0,044*
DT-16 0,166+0,0085* 0,477+0,023* 0,169+0,0067 0,278+0,00043
DT-17 0,172+0,0098* 0,238+0,029* 0,092+0,0105%* 0,211+0,015
DT-18 0,222+0,0210* 0,660+0,064* 0,053+0,0192* 0,222+0,012
DT-19 0,066+0,0138* 0,406+0,078* 0,141+0,00058 0,389+0,024*
DT-20 0,232+0,0236* 0,532+0,036* 0,121+0,0043 0,188+0,020*

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden dnemli farklilig: ifade eder
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Sekil 4.3. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye (Phaseolus vulgaris) yapraklarindan elde
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4.2. % Donma Hasar1 Bulgular:

Donma hasar1 deneylerinde c¢ok sayida veri olmasindan dolayr bazi durumlarda
sonuglarin sunulmasinda zorluklar yasanmaktadir. Bu nedenle donma hasar1 verilerinin
sunumunda daha ¢ok iki soruya cevap verilmeye calisilmistir. Birinci olarak
yapraklarda %50 hasara sebep olan sicaklik hangisidir? Ciinkii %50’lik bir hasar artik
geriye doniisiimii olmayan hasar olarak degerlendirilmektedir. Hasarin bu noktaya
gelmesini  saglayan sicaklik hem kontrolde hem de wuygulamalarda 6zellikle
karsilastirlmistir. Ikinci olarak Genelde kontrol ile uygulamalar arasinda ortalama %
Donma Hasar1 (%DH) farkliligi nedir? Bu da kontrol ve deney gruplarini genel olarak
karsilastirilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde, diisiik sicaklik uygulamasi kontrole gore
donma hasarini artirmis ve ayrica donma hasarinin daha erken derecelerde baslamasina
neden olmustur. Ornegin -8°C’de kontrol bitki yapraklarindaki %DH 68 iken, soguk
uygulamasiyla 83 olmustur. Ayrica kontrolde %DH en fazla 75 olurken, soguk
uygulamasiyla %100’e kadar ulasmistir. Ayni ¢izelgeye tekrar dikkat edilirse, diigiik
sicaklik Oncesi uygulanan bakteri izolatlar1 yapraklarda %DH’ni 6nemli Olgiide

(P<0.05) diisiirmiistiir.

Bunlarla ilgili carpici birkag ornek vermek gerekirse, tek basma soguk uygulamasi
yapilmis yapraklarda %DH’1 -8°C’de %83 iken, DT-1, DT-2, DT-3, DT-10, DT-11
bakteri izolatlarinda hasar sirasiyla %15, %16, %14, %14, %13 olmustur (Cizelge 4.3
ve Sekil 4.8, 4.11). Uygulanan bakteriler sadece donma hasarini degil ayni zamanda
donma noktalarmm1 da geciktirmistir. Diigiik sicaklik uygulamasinda -8°C’de hasar
%350’nin lizerine ¢ikarken bakteri uygulamalarinda ise genelde -10°C’de bu degere
ulasmistir (Cizelge 4.3). Ayrica -14°C’de bile hemen hemen biitiin bakteri izolatlari
diisiik sicakliga gore donma hasarmni azaltmistir (Cizelge 4.3). Ozetle diisiik sicaklik
stresinden Once fasulye yapraklarina uygulanan bakteri izolatlarinin hemen hepsi
yapraklarda DH’n1 geciktirmis ve genelde diistirmiistiir. Bu veriler calistigimiz
fasulyede diisiik sicaklik stresi toleransinin artirildigma katki  yapildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.7. Bakteri uygulanmig ve uygulanmamis fasulye fidelerinin hasattan &nceki
gorsel durumlari (K: Kontrol, SK: Soguk kontrol)



Cizelge 4.3. Kontrol sartlarinda biiyiitiilen fasulye fidelerine 10. giin bakteri uygulanmis ve hasattan 3 giin 6nce soguga (9/5°C) transfer
edildikten sonra 16. giinde kesilen yapraklardan elde edilen % donma hasar1 degerleri (K: Kontrol, S: Soguk).

%Donma Hasar1 (uS/cm)
Sicakhik
(C)

K S DT-1 DT-2 DT-3 DT-4 DT-5 DT-6 DT-7 DT-8 DT-9 DT-10 |DT-11 | DT-12 DT-13 DT-14 DT-15 DT-16 DT-17 DT-18 DT-19 DT-20

-4 11 21 13 10 6 18 14 10 9 17 17 16 |16 |14 13 12 15 17 18 18 9 20

-6 |41 45 14 11 12 37 14 11 10 19 17 13 |18 |13 16 17 15 20 15 18 13 41

-8 68 83 15 16 14 79 45 42 39 19 45 14 113 | 68 48 73 47 46 73 68 | 40 64

-10 | 74 82 46 | 43 39 82 72 48 68 19 45 65 |45 | 98 48 75 46 60 74 75 74 95

-12 |71 99 47 |43 |43 85 99 48 70 | 46 71 63 | 70 | 97 73 96 46 97 99 73 98 95

-14 |71 99 73 69 68 87 94 71 70 74 96 9 | 77 | 96 75 99 71 97 99 76 97 95

-16 | 73 100 | 73 73 73 90 96 72 70 72 100 |96 |96 |98 77 101 | 78 98 99 76 101 | 101

€L
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Sekil 4.9. Fasulye yapraklarindaki % donma hasar1 degerleri
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Sekil 4.12. Fasulye yapraklarindaki % donma hasar1 degerleri
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Sekil 4.13. Fasulye yapraklarindaki % donma hasar1 degerleri
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Sekil 4.14. Fasulye yapraklarindaki % donma hasar1 degerleri

4.3. Buz Niikleasyon Aktivitesi (BNA) Sonuclari

Apoplastik proteinlerin buz niikleasyon aktivitesi (donma noktasinin geciktirilmesi)
sonuclar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.15, 4.16, 4.17, 4.18’de sunulmustur. Buz niikleasyon
aktivitesi (BNA), soguk ve soguk+bakteri uygulamalarindan Onemli derecede

etkilenmistir.

Kontrol sartlarindaki bitki yaprak apoplastik proteinlerin donma noktas: (BNA) -6,7°C
olarak belirlenmigtir. Ancak soguga maruz kalmis bitki yaprak BNA ise -7.3°C
olmustur. Bu durum soguk sartlarda yaprak apoplastik alanina bazi ekstra proteinlerin
salgilandigin1 ve bu proteinlerin donma noktasim diigiirmede rol aldigina isaret eder.
Soguk+bakteri uygulamalar1 tek basina soguk uygulama ile kiyaslandiginda BNA’inde
Oonemli bir artisa (donma noktasinin diisiisiine) neden olmustur, yani donma noktasi
onemli derecede (P<0.05) geciktirilmistir. Ornegin; DT-3 bakteri uygulamas: diisiik
sicakliga gore aktiviteyi %15 artirarak donma noktasini 1.1°C geciktirmistir. DT-12 ve

DT-14 bakteri uygulamalan diisiik sicakliga gore aktiviteyi %22 oraninda artirarak



78

donma noktasim1 1.6°C geciktirmistir. DT-18 bakterisi aktiviteyi %24.6 arttirarak
donma noktasin1 1.8°C geciktirmis, DT-16 bakteri uygulamasi da aktiviteyi %28.7
artirarak donma noktasini 2.1°C geciktirmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.15, 4.17, 4.18).
Ozetle diisiik sicaklik stresinden ©6nce fasulye yapraklarma uygulanan bakteri
izolatlarinin hemen hepsi, apoplastik proteinlerin BNA’ni artirmigtir. Bu veriler
calistigimiz bakteri uygulamalar1 ile fasulyede diisiik sicaklik stresi toleransinin

arttirlldigina katki yapildigina isaret eder.

Cizelge 4.4. Fasulye yapraklarindan elde edilen apoplastik buz niikleasyon degerleri

izolat No Sicaklik (°C)
Kontrol -6,7
Soguk -7,3
DT-1 -7,8
DT-2 -8,0
DT-3 -8,4
DT-4 -7,0
DT-5 -7,6
DT-6 -7,5
DT-7 -8,3
DT-8 -8,1
DT-9 -7,3
DT-10 -8,7
DT-11 -8,2
DT-12 -8,9
DT-13 -7,0
DT-14 -8,9
DT-15 -7,9
DT-16 -9,1
DT-17 -7,9
DT-18 94
DT-19 -8,8
DT-20 -7,5
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79

Kontrol Soguk

0 - DT-1 DT-2 DT-3 DT-4 DT-5
-7 | I I I I I

1 1 1 1 1 1
o U A W N R
1 1 1 1 1 1

Sekil 4.15. Fasulye yapraklarindan elde edilen apoplastik buz niikleasyon aktivite

degerleri
-1 A
9
.;; _2 .
2
Z -3
=
< 4]
=
=3
2 -5 1
[
=
= _6 7
z.
5 7
4]
-8 A
_9 4
-10 -
Sekil 4.16.

degerleri

Kontrol  Soguk DT-6 T-9 DT10

i

Fasulye yapraklarindan elde edilen apoplastik buz niikleasyon aktivite



Buz Niikleasyon Aktivitesi °C

80

Kontrol Soguk DT-11 DT-12 DT-13 DT-14  DT-15

H|H|
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degerleri
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4.4. Antioksidan Enzimlerin Aktivitelerine Ait Bulgular

4.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi bulgulari

4.4.1.a. Apoplastik SOD aktivitesi bulgular

Apoplastik SOD aktivitesi fasulye bitkisi yapraklarinda hem soguk hem de soguk+
bakteri uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecede etkilenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil
4.20).

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gére SOD
aktivitesinde genelde artisa neden olmustur. Ornegin; Kontrol bitkisinin yapraklarindaki
apoplastik SOD aktivitesi 462.32 EU.mg™ iken, DT-18 bakteri uygulamasi bu deger
%95’k artigla 902.21 EU.mg™, DT-10 bakteri uygulamas: ile %70’lik artisla 788.75
EU.mg™, DT-17 bakteri uygulamasi ile %94’lik artisla 900.39 EU.mg™ olarak
belirlenmigtir. Diger bakterilerde de benzer artiglara neden olmustur (Cizelge 4.5 ve

Sekil 4.19).

Diisiik sicaklik ise kontrole gore apoplastik SOD aktivitesinde 6nemli (P<0.05) bir
artisa neden olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastik SOD aktivitesi
462.32 EU.mg™ iken, diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %41°lik bir artisla 651.19
EU.mg'1 olarak Dbelirlenmistir. Bakteri uygulamalar1 ile aktivitede yine artig
gozlenmistir. Diisiik sicaklikla apoplastik SOD aktivitesi 651.19 EU.mg™ iken, bu
deger DT-8, DT-10, DT-13, DT-15 bakteri uygulamalar1 ile sirayla %75’lik artigla
1145.39 EU.mg™, %44’liik artisla 939.15 EU.mg™”, %70’lik artisla 1107.46 EU.mg™,
%>57’lik artisla 1026.74 EU.mg™" olarak belirlenmistir. Diger bakteri uygulamalari da
aktivitede artisa neden olmustur (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.20).
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4.4.1.b. Hiicresel SOD aktivitesi bulgular:

Hiicresel SOD aktivitesi fasulye bitkisi yapraklarinda hem soguk hem de soguk+ bakteri
uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecede etkilenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.22).

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole goére SOD
aktivitesinde genelde artisa neden olmustur. Ornegin; Kontrol bitkisinin yapraklarmdaki
hiicresel SOD aktivitesi 454.15 EU.mg” iken, DT-8 bakteri uygulamas: bu deger
%77’1k artigla 807.35 EU.mg™, DT-10 bakteri uygulamasi ile %100’den fazla artisla
919.45 EU.mg™, DT-17 bakteri uygulamast ile %79’luk artigla 813.20 EU.mg™ olarak
belirlenmistir. DT-19 bakterisi ise %23’liikk bir diisiise neden olmustur (Cizelge 4.5 ve
Sekil 4.21).

Diistik sicaklik kontrole goére hiicresel SOD aktivitesinde onemli bir artisa neden
olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarinda hiicresel SOD aktivitesi 454.15 EU.mg™
iken, diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %50’lik bir artisla 685.17 EU.mg™ olarak

belirlenmistir.

Bakteri uygulamalari ile hiicresel SOD aktivitesinde genelde artis gozlenmistir. Diisiik
sicaklik ile hiicresel SOD aktivitesi 685.17 EU.mg™ iken, bu deger DT-12 bakteri
uygulamasi ile %59’luk bir artisla 1091.62 EU.mg™, DT-15 bakteri uygulamasi ile
%49’luk artisla 1026.31 EU.mg™ olarak gozlenmistir. Ancak, DT-19 bakterisi ile
%30’luk aktivite diisiis ile 49.55 EU.mg’l, DT-20 bakterisi ile %14’lik diisiis ile 587
.91 EU.mg™ olarak belirlenmistir. DT-18 bakteri uygulamast ise istatistiki olarak nemli

olmayan diisiise neden olmustur (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.22).



Cizelge 4.5. Apoplastik ve Hiicresel SOD aktivitesi sonuglar1. Sonuglar EU/mg protein

cinsinden verilmistir

83

. Kontrol (25/22°C) Soguk (9/5°C)
Izolat No
Apoplast Hiicresel Apoplast Hiicresel
Kontrol 462,32+3,11 454,15+4,36 651,19+15,74 685,17+7,53

DT-1 755,12+14,01* 711,39+3,23%* 911,82+16,68* 925,98432,26%*
DT-2 545,72+5,21 511,33+3,74 980,27+9,37* 960,26+26,71%*
DT-3 573,28+9,77 540,59+6,00 891,50+3,13* 856,24+3,45
DT-4 507,58+11,31 481,69+4,98 893,53+21,02* 789,02+2,82
DT-5 585,39+3,14%* 548,16+2,33 874,63+2,12 824,31+1,29
DT-6 611,92+1,52%* 586,59+2,96 759,61+6,24 738,14+15,47
DT-7 724,03+£10,68* 718,61+9,35% 817,84+6,75 813,66+0,54
DT-8 1064,74+7,73* 807,354+4,45* 1145,39+3,21%* 872,07+5,19*
DT-9 829,804+4,51* 1000,10+2,14* 955,33+8,53* 1077,9+5,49*
DT-10 788,75+2,23% 919,45+8,04* 939,15£19,96* 1042,10+2,49%*
DT-11 749,73+8,18%* 862,14+19,10* | 889,36+13,45* 1042,7149,14*
DT-12 781,48+14,70* 889,89+10,27* 953,61+5,45% 1091,62+6,35*
DT-13 432,24+6,21 410,55+7,14 1107,46+2,26* 1079,99+50,06*
DT-14 711,01+6,86* 659,47+5,30%* 890,54+3,37* 834,35+7,87
DT-15 786,67+6,50%* 701,93+6,60%* 1026,74+18,70* | 1026,31+£37,19*
DT-16 812,84+6,76* 805,27+8,40%* 963,47+30,01* 950,89+46,31*
DT-17 900,39+23,59* 813,20+15,30%* 917,81+£8,21%* 874,20+13,66*
DT-18 902,2142,20%* 615,45+3,37* 996,44+6,24* 678,29+2,23
DT-19 511,1943,37 346,57+1,39 709,98+1,89 479,55+2,88*
DT-20 895,72+4,94%* 589,26+3,89 849,02+27,10%* 587,91+12.,48

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig: ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.19. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen apoplastik SOD aktivitesi degerleri
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Sekil 4.20. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktivitesi degerleri



85

1200

1000

800 -

600

400 -

200 H

SOD Aktivitei (EU/mg protein)

Sekil 4.21. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen hiicresel SOD aktivitesi degerleri
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Sekil 4.22. Dislik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen hiicresel SOD aktivitesi degerleri
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4.4.2. Katalaz (CAT) aktivitesi bulgular

4.4.2.a. Apoplastik CAT aktivitesi

Apoplastik CAT aktivitesi fasulye bitkisi yapraklarinda hem soguk hem de soguk+
bakteri uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecede etkilenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil
4.23, 4.24).

Normal sartlarda yetistirilen bitkilere bakteri uygulamalar1 kontrole gore CAT
aktivitesinde genelde artisa neden olmustur. Ornegin; kontrol bitkisinin yapraklarmdaki
apoplastik CAT aktivitesi 1.317 EU.mg™ iken, DT-12 bakteri uygulamasi bu deger
%15’k artisla 1.51 EU.mg™, DT-3 bakteri uygulamas ile %22’lik artisla 1.609 EU.mg"
1 olarak belirlenmistir. DT-2, DT-10, DT-13, DT-20 bakterilerinde aktivite artisi
%]100’tn tizerinde olmustur DT-1, DT-9, DT-14, DT-18, DT-19 bakterileri ise
aktiviteyi sirastyla %36, %49, %25, %40, %51 oraninda diisiirmiistiir (Cizelge 4.6 ve
Sekil 4.23).

Diisiik sicaklik ise kontrole gore apoplastik CAT aktivitesinde onemli (P<0.05) bir
diisiise neden olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastik CAT aktivitesi
1.317 EU.mg™ iken, diisiik sicaklik uygulamasi ile bu deger %27°lik 6nemli (P<0.05)
bir diisiisle 0.950 EU.mg'l olarak belirlenmistir. Diger taraftan bazi1 bakteri
uygulamalar diisik sicaklikta Apoplastik CAT aktivitesini diisiiriirken, bazilar1 da
artirmustir. Ornegin, diisiik sicaklikla apoplastik CAT aktivitesi 0.950 EU.mg™ iken, bu
deger DT-5 bakteri uygulamasi i¢in %37’lik disiisle 0.596 EU.mg™, DT-3 bakteri
uygulamasi i¢in %44’ liikk 6nemli bir diisiisle 0.532 EU.mg'1 olarak belirlenmistir. DT-2,
DT-14 gibi bakteri izolatlar1 diisiik sicaklikla azalan CAT aktivitesini sirasiyla %86,
%95°1ik 6nemli (P<0.05) bir artisla 1.769 EU.mg'l, 1.860 EU.mg'1 olarak belirlenmistir.
DT-4, DT-9, DT-10, DT-20 bakterileri de diisiik sicaklia gore %100°den daha fazla
oranda aktiviteyi artirmistir DT-1, DT-3, DT-5, DT-6, DT-8 bakteri izolatlar1 ise
aktiviteyi %32, %44, %37, %17, %23 oraninda diisiirmiistiir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.24).
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4.4.2.b. Hicresel CAT aktivitesi

Normal sartlardaki bitkilere yapilan bakteri uygulamalari, hiicresel CAT aktivitesinde
onemli (P<0.05) bir artisa neden olmustur. Ornegin, kontrol yapraklarindaki CAT
aktivitesi 5.398 EU.mg™ iken, DT-8 bakteri uygulamasi ile bu deger %25°lik artisla
6.772 EU.mg™?, DT-9 bakteri uygulamasi ile %38’lik artisla 7.795 EU.mg”, DT-19
bakteri uygulamasi ile %31°lik artisla 7.095 EU.mg™ olarak belirlenmistir. Hiicresel
CAT aktivitesinde diisiiste gézlenmistir. Ornegin; DT-13, DT-14, DT-15, DT-17 bakteri
izolatlar1 kontrole gore aktiviteyi sirastyla %48, %30, %40, %34 oraninda diislirmiistiir

(Cizelge 4.6 ve Sekil 4.25).

Diisiik sicaklik kontrole gore, hiicresel CAT aktivitesinde Onemli bir artisa neden
olmustur. Ornegin, kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel CAT aktivitesi 5.398
EU.mg™ iken diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %77’lik 6nemli (P<0.05) bir
artisla 9.576 EU.mg™ olarak belirlenmistir. Bakteri uygulamalarmm diisiik sicaklikla
artan CAT aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. Diisiik sicaklik ile CAT aktivitesi 9.576
EU.mg" iken, bu deger DT-8 bakterisi i¢in %46’lik 6nemli (P<0.05) bir diisiisle 5.086
EU.mg™, DT-10 bakterisi i¢in %48’lik diisiisle 4.927 EU.mg™, DT-14 bakterisi i¢in ise
%64°’1lik distisle 3.438 EU.mg'l olarak belirlenmistir. Diger bakterilerde de diisiis
gozlenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.26).



Cizelge 4.6. Apoplastik ve hiicresel CAT aktivitesi sonuglari. Sonuglar EU/mg protein

cinsinden verilmistir
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) Kontrol (25/22°C) Soguk (9/5°C)
Izolat No
Apoplast Hiicresel Apoplast Hiicresel
Kontrol 1,317+0,21 5,398+0,27 0,950+0,32 9,576+0,40
DT-1 0,838+0,23* 5,353+0,17* 0,641+£0,29* 10,737+0,32
DT-2 3,859+0,22%* 5,566+0,15 1,769+0,31%* 8,603+0,34
DT-3 1,609+0,28* 6,185+0,18* 0,532+0,25%* 8,695+0,15
DT-4 3,132+40,13* 4,633+0,19%* 2,367+0,36* 6,228+0,20*
DT-5 1,148+0,30 3,772+0,36* 0,596+0,27* 7,543+0,15
DT-6 1,079+0,34* 5,936+0,31 0,790+023* 5,332+0,16*
DT-7 1,190+0,20 6,216+0,24 0,856+0,14 6,512+0,20*
DT-8 1,410+0,16 6,772+0,49 0,729+0,19* 5,086+0,21%*
DT-9 0,666+0,19%* 7,495+0,20 2,144+0,33* 7,850+0,13
DT-10 3,102+0,18%* 6,037+0,24%* 2,921+0,25%* 4,9274+0,22%
DT-11 1,007+0,23%* 6,842+0,11%* 0,747+0,17 5,395+0,11%*
DT-12 1,514+0,26 5,938+0,32 2,217+0,15%* 4,2234+0,13*
DT-13 3,818+0,37%* 3,028+0,13%* 0,882+0,17 4,165+0,13*
DT-14 0,982+0,28%* 3,755+0,19%* 1,860+0,17* 3,438+0,66*
DT-15 1,361+0,15 3,246+0,31%* 1,368+0,11* 4,0524+0,11*
DT-16 0,448+0,16%* 4,986+0,36* 2,182+0,22%* 6,227+0,33%*
DT-17 1,032+0,17* 3,549+0,20* 1,195+0,11%* 4,2454+0,26*
DT-18 0,793+0,31* 4,184+0,26* 1,051+0,25 3,613+£0,56*
DT-19 0,645+0,13* 7,095+0,45 1,704+0,35%* 7,624+0,21
DT-20 3,028+0,35* 5,279+0,45% 3,265+0,27* 8,066+0,39

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden énemli farklilig ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.23. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen apoplastik CAT aktivitesi degerleri
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Sekil 4.24. Disiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen apoplastik CAT aktivitesi degerleri
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25. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra

yapraklardan elde edilen hiicresel CAT aktivitesi degerleri
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Sekil 4.26. Dislik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen hiicresel CAT aktivitesi degerleri
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4.4.3. Peroksidaz (POX) aktivitesi bulgular:

4.4.3.a. Apoplastik POX aktivitesi

Apoplastik POX aktivitesi yapraklarda hem soguk hem de soguk+bakteri
uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecede etkilenmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.28).

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gore POX
aktivitesinde genelde artisa neden olmustur. Ornegin; Kontrol bitkisinin yapraklarmdaki
apoplastik POX aktivitesi 1059.42 EU.mg™ iken, DT-6 bakteri uygulamasi bu deger
%781k artigla 1867.59 EU.mg™, DT-18 bakteri uygulamasi ile %59’luk artisla 1691.91
EU.mg™ olarak belirlenmistir. (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.27).

Diistik sicaklik uygulamasi kontrole gore POX aktivitesinde dnemli (P<0.05) bir artisa
neden olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastik POX aktivitesi 1059.42
EU.mg" iken disiik sicaklik uygulamasiyla bu deger, 2297.14 EU.mg' olarak
belirlenmistir. Diisiik sicaklik ile apoplastik POX aktivitesi 2297.14 EU.mg™ iken, bu
deger DT-1 bakterisi i¢in %352’lik diisiisle 1083.06 EU.mg'l, DT-15 bakterisi i¢in
%44°1iik distisle 1276.23 EU.mg’l, DT-9 bakterisi i¢in %69’°luk artigla 3882.48 EU.mg"
! DT-10 bakterisi icin %39’luk artisla 3191.30 EU.mg'1 olarak belirlenmistir. DT-2,
DT-5, DT-11,DT-12, DT-20 bakterilerinde de 6nemli olmayan artislar gézlenmistir
(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.28).

4.4 .3.b. Hicresel POX aktivitesi

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerde kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel POX
aktivitesi 1375.90 EU.mg™ iken, DT-14 bakteri uygulamasi bu deger %24°liik artisla
1714.93 EU.mg'l, DT-16 bakteri uygulamasi ile %25’lik artigla 1730.35 EU.mg'l,
olarak belirlenmistir. DT-13, DT-15, DT-17, DT-19, DT-20 bakteri uygulamalarinda da
artis gozlenmistir. Ancak DT-1, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12 izolatlarinda sirasiyla %44,



92

%29, %50, %44, %55, %63, %57, %49, %49 oraninda kontrole gore aktivitede diisiis
gozlenmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.29).

Diisiik sicaklik kontrole gore hiicresel POX aktivitesinde énemli (P<0.05) diisiise neden
olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel POX aktivitesi 1375.90 EU.mg'1
iken, disiik sicakhik uygulamasiyla bu deger 1321.27 EU.mg™ olarak belirlenmistir.
Bakteri uygulamalar1 da aktivitede azalmaya yol agmistir. Ornegin, diisiik sicaklik ile
hiicresel POX aktivitesi 1321.27 EU.mg’l iken bu deger DT-3 bakterisi icin %66’lik
diisiisle 451.09 EU.mg™, DT-9 bakterisi i¢in %54’liik diisiisle 598.52 EU.mg™, DT-14
bakterisi i¢in %34’lik artisla 1772.70 EU.mg'l, DT-20 bakterisi igin %24’lik artisla
1640.72 EU.mg" olarak belirlenmistir, DT-15 ve DT-16 bakterilerinde de artis
gozlenmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.30).
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Cizelge 4.7. Apoplastik ve Hiicresel POX aktivitesi sonuglar1. Sonuglar EU/mg protein
cinsinden verilmistir

. Kontrol (25/22 °C) Soguk (9/5 °C)
Izolat No
Apoplast Hiicresel Apoplast Hiicresel
Kontrol 1059,42+26,82 1375,90+94,44 2297,14+18,37 1321,27+26,16
DT-1 851,50+48,81* 770,84+72,05% 1083,06+24,72* 1009,61+36,13
DT-2 1491,05+37,74%* 1007,29+51,47* 2345,13+20,65 620,69+22,36*
DT-3 3103,37+38,95* 976,59+60,77* 1658,01+16,92* | 451,09+16,62*
DT-4 2505,91+40,91* 690,30+23,64* 2348,48+38,96 746,35+39,06*
DT-5 2777,77+64,09* 1061,91£39,59 2789,30+19,40 672,90+20,26*
DT-6 1867,59+75,46* 1362,62+66,79 1768,44+14,96 867,24+32,75%
DT-7 2094,90+82,58* 767,19+37,81* 1772,35+26,45 709,79+48,49*
DT-8 1370,018+73,73* 622,22+24,07* 1665,02+44,73* 1090,79+44,81
DT-9 1736,41+65,68* 501,07+50,01* | 3882,48+84,59* | 598,524+70,29*
DT-10 2889,78+34,16* 591,79+44,23* 3191,304£79,46* 618,40+82,90*
DT-11 2354,42+72,24* 695,62+75,59* 3004,80+28,80%* 468,75+39,46*
DT-12 2299,25+65,17* 699,84+60,12* 2897,95+£37,78* 622,32+80,30%
DT-13 1504,27+63,15* 1713,58+82,32 1734,65+£16,97 693,49+69,74*
DT-14 2178,33+£54,64* 1714,93+37,52 1473,96+7,8* 1772,70+41,30%*
DT-15 1788,32+81,77* 1514,37+20,70 1276,23+11,24* 1353,85+33,72
DT-16 845,01+46,81 1730,35+30,90 1860,94+10,89 1570,19+£39,54
DT-17 959,75+63,57 1451,83+26,57 1412,66+15,92* 1217,06+29,79
DT-18 1691,91+48,77* 1129,14+99,65 2061,26+21,35 878,70+53,70*
DT-19 3073,69+57,56* 1377,19+98.,41 2144,22+13,64 863,32+28,10%*
DT-20 1766,38+61,20* 1560,51+38,60 2572,68+13,48 1640,72+39,05

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.27. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen apoplastik POX aktivitesi degerleri
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Sekil 4.28. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen apoplastik POX aktivitesi degerleri
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Sekil 4.29. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen hiicresel POX aktivitesi degerleri
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Sekil 4.30. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen hiicresel POX aktivitesi degerleri
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4.4.4. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi bulgular:

4.4.4.a. Apoplastik APX aktivitesi bulgular

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gore APX
aktivitesinde genelde diisiise neden olmustur. Yalmizca DT-8, 10, 15, bakteri
uygulamalarinda 6nemli (P<0.05) olmayan bir artis olmustur. Kontrol bitkisinin
yapraklarindaki apoplastik APX aktivitesi 345.017 EU.mg” iken, DT-8 bakteri
uygulamast bu deger %13’liik artisla 390.828 EU.mg™, DT-10 bakteri uygulamas: ile
%3.4’liik artisla 356.930 EU.mg”, DT-15 bakteri uygulamasi ile %4.5’lik artisla
360.730 EU.mg™ olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.31).

Diisiik sicaklik kontrole gore apoplastik APX aktivitesinde onemli bir diisiise neden
olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarinda apoplastik APX aktivitesi 345.017 EU.mg'1
iken, diisiik sicaklikla bu deger %89’luk 6nemli (P<0.05) bir diisiisle 34,144 EU.mg‘1
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.32).

Diisiik sicakliga gore bakteri uygulamalart APX aktivitesini genelde artirmistir.
Ornegin; DT-2 bakteri uygulamasi ile %80°lik artisla 65.309 EU.mg™, DT-20 bakteri
uygulamasi ile %66’lik aktivite artis1 ile 60.088 EU.mg" olarak belirlenmistir. DT-11
ve DT-15 bakteri izolatlar1 ise 6nemli olmayan diislise neden olmuslardir (Cizelge 4.8

ve Sekil 4.32).

4.4.4.b. Hiicresel APX aktivitesi bulgular:

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gore APX
aktivitesinde genelde diisiise neden olmustur. Yalmizca DT-3, 9, 10, 11 bakterileri
uygulamalarinda o6nemli (P<0.05) olmayan artis olmustur. Kontrol bitkisinin
yapraklarindaki hiicresel APX aktivitesi 294.526 EU.mg™ iken, DT-9 bakteri
uygulamas1 bu deger %14°liik artisla 335.609 EU.mg™, DT-10 bakteri uygulamas: ile
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%12’lik artisla 330.040 EU.mg™, DT-11 bakteri uygulamasi ile %19’luk artisla 352.797
EU.mg™ olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.33).

Diisiik sicaklik kontrole gore hiicresel APX aktivitesinde onemli bir artisa neden
olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastik APX aktivitesi 294.526 EU.mg'1
iken diisiik sicaklikta bu deger %40°lik bir artisla 412.697 EU.mg™ olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.34).

Diistik sicakliga gore bakteri uygulamalar1 aktiviteyi genelde diisiirmiistiir sadece DT-
11 bakteri uygulamasi ile %2.6’hik artisla 423.551 EU.mg”, DT-17 bakterisi ile
%4.3°liik artisla 430.800 EU.mg™, DT-18 bakterisi ile %13’liik artisla 466.363 EU.mg™
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.34).
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Cizelge 4.8. Apoplastik ve Hiicresel APX aktivitesi sonuglari. Sonuglar EU/mg protein
cinsinden verilmistir.

] Kontrol (25/22°C) Soguk (9/5°C)
Izolat No
Apoplast Hiicresel Apoplast Hiicresel

Kontrol 345,017+26,55 294,526+34,70 36,144+6,28 412,697+38,02
DT-1 240,166+13,91%* 203,512+21,92 57,740+4,44%* 357,025+51,00
DT-2 297,107+24,47 143,051+33,62* 65,309+4,08* 234,706+29,65*
DT-3 249,752+14,04* 302,516+36,67 103,850+£2,21%* 172,916+17,54*
DT-4 196,624+15,55* 166,734+17,11* | 102,386+16,31* 123,295+4,66*
DT-5 183,819+18,66* 136,162+29,68* 96,868+5,98* 157,692+9,82*

DT-6 186,409+5,54* 132,003+8,47* 41,665+8,78 93,853+9,39*
DT-7 140,022+21,79* 137,276+11,97* 61,857+2,37* 177,859+41,69%*
DT-8 390,828+4,69 114,800+22,35% 43,539+13,71 237,292+18,60%*
DT-9 290,962+12,83 335,609+36,59 66,796+12,64* 356,247+25,84*
DT-10 356,930+24,74 330,040+26,26 123,139+13,52* 327,675+£9,10%*
DT-11 180,293+5,23* 352,797+38,65 31,045+9,67 423,551+£31,28
DT-12 226,380+16,46* 246,503+2,52 136,131+6,19* 301,140+14,87*
DT-13 207,733+14,46* 295,200+28,41 61,025+6,10%* 412,938+21,24
DT-14 140,573+5,83* 93,270+14,57* 44,457+12,38 126,353+4,05*
DT-15 360,730+7,48 81,937+7,48* 21,847+7,88 124,529+10,01*
DT-16 230,302+5,32%* 82,472+10,64* 70,706+5,85%* 165,718+10,13*

DT-17 160,675+6,30* 90,522+2,38* 56,387+£12,56 430,800+9,83

DT-18 320,946+13,06 132,946+3,00* 43,636+14,43 466,363+4,72
DT-19 260,777+5,36 85,689+5,36* 85,640+13,43* 344,682+11,17*
DT-20 250,273£18,57* 130,521+8,08* 60,088+11,51* 239,013+14,90*

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.31. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen apoplastik APX aktivitesi degerleri
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Sekil 4.32. Dislik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen apoplastik APX aktivitesi degerleri
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Sekil 4.33. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen hiicresel APX aktivitesi degerleri
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Sekil 4.34. Dislik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen hiicresel APX aktivitesi degerleri
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4.4.5. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi bulgular

4.4.5.a. Apoplastik GR aktivitesi

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerde kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastik GR
aktivitesi 12.162 EU.mg™ iken DT-13 ve DT-19 bakteri uygulamalari aktiviteyi
%100’den daha fazla oranda artirdig1 belirlenmistir. DT-3, DT-4, DT-10, DT-15 bakteri
izolatlar ise aktiviteyi sirastyla %58, %45, %31, %61 oraninda diisiirmiistiir (Cizelge
4.9 ve Sekil 4.35).

Diistik sicaklik kontrole gore apoplastik GR aktivitesini %4 azaltmistir. Kontrol
bitkisinin GR aktivitesi 12.162 EU/mg iken diisiik sicaklikta bu deger 11.695 EU/mg
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.36).

DT-8, DT-11, DT-14, DT-17 bakterileri diisiik sicaklifa gére GR aktivitesini dnemli
(P<0.05) oranda artirmistir. Bu artig sirasiyla %82’lik artisla 21.356 EU.mg’l, %77’lik
artisla 20.777 EU.mg'l, %388’lik artigla 22.085 EU.mg'l, %90’k artigla 22.276 EU.mg'1
olarak belirlenmistir. DT-2 ve DT-4 bakterileri de GR aktivitesini onemli (P<0.05)
oranda distirmistiir. Bu diistis %70’lik disis ile 3.441 EU.mg’l, %45’1ik diisiis ile
6.374 EU.mg™ olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.36).

4.4.5.b. Hiicresel GR enzim aktivitesi

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole goére GR
aktivitesinde genelde diisiise neden olmustur. Yalnizca DT-19 bakteri uygulamasinda
onemli (P<0.05) artis olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel GR
aktivitesi 51.691 EU.mg™ iken DT-19 bakteri uygulamasi bu deger %49’luk artisla
77.406 EU.mg'1 olarak belirlenmistir. DT-6, 13, 18 bakterileri ise nemli olmayan artisa
neden olmuslardir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.37).
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Diisiik sicaklik kontrole gore hiicresel GR aktivitesini %15 azaltmistir. Kontrol
bitkisinin GR aktivitesi 51.691 EU/mg iken diisiik sicaklikta bu deger 43.859 EU/mg
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.38).

DT-18, DT-19, DT-20, bakterileri diisiik sicakliga gére GR aktivitesini 6nemli (P<0.05)
oranda artirmigtir. Bu artis sirastyla %22’lik artigla 53.872 EU.mg'l, %39’luk artisla
60.993 EU.mg™, %26’k artisla 55.604 EU.mg™ olarak belirlenmistir. DT-1 ve DT-9
bakterileri de hiicresel GR aktivitesini 6nemli (P<0.05) oranda diisirmiistiir. Bu diisiis
%48’lik diisiis ile 22.435 EU.mg’, %51’lik disis ile 21.454 EU.mg’ olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.38).



Cizelge 4.9. Apoplastik ve Hiicresel GR aktivitesi sonuglari. Sonuglar EU/mg protein

cinsinden verilmistir.
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) Kontrol (25/22 °C) Soguk (9/5 °C)
Izolat No
Apoplast Hiicresel Apoplast Hiicresel
Kontrol 12,162+1,76 51,691+1,76 11,695+0,73 43,859+1,63
DT-1 14,191+1,71 36,123+1,29%* 11,217+0,93 22,435+1,60%*
DT-2 10,603+1,53 30,925+2,34%* 3,441+0,49%* 33,923+2,25
DT-3 5,084+1,47* 38,978+2,60%* 8,516+0,53* 29,274+1,41*
DT-4 6,619+0,95%* 37,825+0,95%* 6,734+0,97* 27,497+1,12%
DT-5 11,480+0,82 27,060+3,76* 9,768+1,88 27,133+0,54*
DT-6 10,793+0,77 54,736=1,88 8,154+1,66* 48,929+1,88
DT-7 13,227+1,75 26,455+1,32%* 13,710£1,71 41,131£1,71
DT-8 12,416+2,46 40,070+0,56 21,356+0,14%* 20,452+3,15%*
DT-9 17,766+1,11* 22,763+1,11* 16,578+1,76* 21,454+1,29*
DT-10 8,368+1,58* 28,693+1,04* 19,1054+2,19* 22,121+0,50*
DT-11 13,849+1,67 23,921+1,67%* 20,777£2,09%* 20,833+1,60%*
DT-12 13,330+1,60 17,57142,64%* 10,931+0,99 22,358+3,75%*
DT-13 26,337+2,63* 55,308+6,03 12,740£1,96 30,380+6,43*
DT-14 15,446+3,51%* 29,489+£2,11%* 22,085+0,39%* 28,182+1,49%*
DT-15 4,764+2,72% 42,879+1,33 11,894+0,09 32,103+2,63%*
DT-16 13,458«+1,11 26,916+£2,22%* 8,516+2,82* 22,3554+3,63*
DT-17 10,903+0,57 25,823+1,99%* 22,276£1,96 35,859+4,31
DT-18 10,822+4,51 54,112+3,30 15,767+1,14%* 53,872+1,31
DT-19 30,96243,87* 77,406£4,47* 15,248+1,79* 60,993+4,48*
DT-20 12,498+3,89 36,761£1,47* 17,229+1,57* 55,604+2,07*

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.35. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen apoplastik GR aktivitesi degerleri
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Sekil 4.36. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen apoplastik GR aktivitesi degerleri
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Sekil 4.37. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen hiicresel GR aktivitesi degerleri
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Sekil 4.38. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen hiicresel GR aktivitesi degerleri
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4.5. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA miktari) Bulgulari

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gére MDA
miktarini genelde diisiirmiistiir. DT-4, DT-13, DT-17 bakterileri kontrole gore MDA
miktarni sirasiyla %32, %34, %36 olarak diisiirmiistiir. Kontrolde 16.954 nmol.g-1
olarak belirlenen MDA miktar1 DT-4, DT-13, DT-17 bakteri uygulamalar ile sirastyla
11.406 nmol.g-*, 11.070 nmol.g-*, 10.761 nmol.g-""ye kadar azalmistir. Yalnizca DT-10
ve DT-11 bakteri izolatlar1 MDA miktarin1 %17 ve %12 oraninda artirmistir (Cizelge
4.10 ve Sekil 4.39).

Diisiik sicaklik kontrole gore fasulye bitkisinin yapraklarinda MDA miktarinda 6nemli
artisa neden olmustur. Kontrol bitkisinde MDA miktar1 16.954 nmol.g-1 olarak
Slgiiliirken, bu deger diisiik sicaklik uygulamasiyla 20.903 nmol.g-' ye kadar artmistir
(Cizelge 4.10 ve Sekil 4.40).

Bakteri uygulamalari MDA miktarin1 genelde disiirmiistiir. DT-17, DT-18, DT-20
bakterileri diisiik sicaklik uygulamasina gére MDA miktarint sirasiyla %49, %35, %37
olarak diisiirmiistiir. Diisiik sicaklik uygulamasiyla 20.903 nmol.g-' olarak belirlenen
MDA miktar1 DT-17, DT-18, DT-20 bakteri uygulamalari ile sirasiyla 10.709 nmol.g-',
13.419 nmol.g-}, 13.109 nmol.g-"ye kadar azaldigi belirlenmistir. DT-10 ve DT-12
bakteri izolatlart MDA miktarint %17 oraninda artirmistir. DT-1 ve DT-2 ise Onemli

olmayan artisa neden olmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.40).



Cizelge 4.10. Hicresel MDA aktivitesi sonuclari. Sonuclar nmol.g™ cinsinden
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verilmigtir
_ Kontrol (25/22°C) Soguk (9/5°C)
Izolat No
Hiicresel Hiicresel

Kontrol 16,954+0,13 20,903+0,15
DT-1 10,503+0,19%* 21,367+0,29
DT-2 13,445+0,22 22,116+0,31
DT-3 13,496+0,16 19,483+0,36
DT-4 11,406+0,22%* 18,503+0,13
DT-5 14,606+0,14 20,412+0,31
DT-6 13,729+0,16 15,561+0,04*
DT-7 15,096+0,16 14,812+0,11%*
DT-8 15,406+0,16 20,412+0,03
DT-9 15,509+0,17 16,309+0,14
DT-10 19,819+0,34 24,464+0,37
DT-11 19,070+0,22 17,03240,15
DT-12 16,722+0,19 24,438+0,33
DT-13 11,070+0,19%* 15,587+0,19*
DT-14 13,290+0,11 19,406+0,29
DT-15 12,774+0,19 15,535+0,27*
DT-16 13,806+0,16 17,651+0,28
DT-17 10,761+0,13* 10,709+0,09%*
DT-18 14,400+0,12 13,419+0,14*
DT-19 15,070+0,16 14,941+0,12*
DT-20 14,967+0,15 13,109+0,05*

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.39. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen MDA miktari

30 -
25 A
20 ~
15 4
10 A

5 4

MDA miktar1 (nmol/gr yaprak)

0_
& Y PGP PN O O IO AP
B R RPN N R R R R e S O O P S S SIS

Sekil 4.40. Diisiikk sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen MDA miktari
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4.6. Hidrojen Peroksit (H,0O,) Miktarina Ait Bulgular

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gore H,0;
miktarini genelde diigirmiustiir. DT-14, DT-18, DT-20 bakterileri kontrole gére H»O-
miktarini sirastyla %42, %57, %60 olarak diisiirmiistiir. Kontrolde 51.771 ng.g™ olarak
belirlenen H,0, miktar1t DT-14, DT-18, DT-20 bakteri uygulamalari ile sirasiyla 30.057
ng.g*, 21.828 ng.g™, 20.514 ng.g’ye kadar azalmustir. DT-13, DT-15, DT-16, DT-17
bakteri izolatlar1 HyO, miktarint %22, %26, %24, %16 oraninda artirmistir (Cizelge
4.11 ve Sekil 4.41).

Diistik sicaklik uygulamasi kontrole gore fasulye bitkisinin yapraklarinin H,O;
miktarinda 6nemli artisa neden olmustur. Kontrol bitkisinde H,O, miktar1 51.771 ng.g™
olarak olgiiliirken, bu deger diisik sicaklik uygulamasi ile 70.457 ng.g™a kadar
artmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.42).

Bakteri uygulamalari H,O, miktarin1 genelde diigirmiistir. DT-10, DT-19, DT-20
bakterileri diislik sicaklik uygulamasina goére H,O, miktarini sirasiyla %57, %69, %55
olarak diistirmiistiir. Diisiik sicaklik uygulamasiyla 70.457 ng.g™ olarak belirlenen H,0,
miktar1 DT-10, DT-19, DT-20 bakteri uygulamalar: ile sirasiyla 29.828 ng.g™, 21.257
ng.g”, 31.542 ng.g"’ye kadar azaldig belirlenmistir. Diger bakterilerde de benzer
diisiis gozlenmistir. DT-15 ve DT-17 bakteri izolatlar1 ise H,O, miktarint %21 ve %53
oraninda artirmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.42).



Cizelge 4.11. Hiicresel H,O; seviyesi sonuglari. Sonuglar ng. " cinsinden verilmistir.
g y g8
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) Kontrol (25/22 °C) Soguk (9/5 °C)
Izolat No
Hiicresel Hiicresel

Kontrol 51,771+1,64 70,457+0,81
DT-1 50,114+0,89 77,714+2,73
DT-2 49,942+2 23 70,457+4,18
DT-3 49,771+0,99 43,428+0,21%
DT-4 53,942+2,38 51,428+1,65%
DT-5 35,8854+4,43* 43,828+4,06*
DT-6 44,114+2,80 64,342+2,23
DT-7 39,942+0,81 61,600+2,29
DT-8 45,428+2,68 69,485+6,85
DT-9 53,885+0,60 38,571+1,44%
DT-10 54,057£2,26 29,828+1,99*
DT-11 34,914+0,81* 48,457+2,09*
DT-12 36,171+1,69* 41,257+0,37*
DT-13 63,314£2,06 52,228+0,06*
DT-14 30,057+0,55%* 48,914+1,19*
DT-15 65,428+1,24* 85,428+4,04
DT-16 64,3424+0,94* 49,542+1,34
DT-17 60,057+2,30 107,600+1,99*
DT-18 21,828+0,15* 30,828+0,06*
DT-19 23,485+0,25* 21,257+0,17*
DT-20 20,514+0,11* 31,542+0,15%*

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.41. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen H,O, seviyesi
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Sekil 4.42. Dislik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen H,O; seviyesi
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4.7. Siiperoksit Anyonu (O,") Miktar1 Bulgular

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gére Oy~ miktarini
genelde diistirmiistir. DT-13, DT-18, DT-19 bakterileri kontrole goére O, miktarini
sirastyla %58, %58, %53 olarak diisiirmiistiir. Kontrolde 16.35 mg.g™ olarak belirlenen
O,” miktar1 DT-13, DT-18, DT-19 bakteri uygulamalar ile sirasiyla 6.78 mg.g”, 6.81
mg.g™, 7.68 mg.g™’a kadar azalmistir. Yalnizca DT-11 ve DT-16 bakteri izolatlar1 %11
ve %18 oraninda artirmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.43).

Diisiik sicaklik uygulamasi kontrole gore fasulye bitkisinin yapraklarinin Oy”
miktarinda artisa neden olmustur. Kontrol bitkisinde O, miktar1 16.35 mg.g™* olarak
dlgiiliirken, bu deger diisiik sicaklik uygulamasi ile 19.98 mg.g™’a kadar artmistir
(Cizelge 4.12 ve Sekil 4.43).

Diisiik sicakliga gore biitiin bakteri uygulamalar1 O, ™ miktarini diistirmiistiir. DT-8, DT-
17, DT-19 bakterileri disiik sicaklik uygulamasina gére O, miktarini sirasiyla %51,
%49, %62 olarak diisiirmiistiir. Diisiik sicaklik uygulamasiyla 19.98 mg.g™ olarak
belirlenen O, miktar1 DT-8, DT-17, DT-19 bakteri uygulamalar1 ile sirasiyla 9.63
mg/g, 10.11 mg.g™, 7.43 mg.g™’a kadar azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil
4.44).



Cizelge 4.12. Hiicresel Siperoksit Anyonu aktivitesi sonuglari. Sonuglar ng.g'1

cinsinden verilmistir
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' Kontrol (25/22°C) Soguk (9/5°C)
Izolat No
Hiicresel Hiicresel

Kontrol 16,35+0,08 19,98+0,21
DT-1 7,08+0,11* 17,79+0,08
DT-2 9,9+0,90* 14,82+0,11%*
DT-3 8,04+0,30* 15,99+0,56
DT-4 7,32+027* 15,60+0,38
DT-5 7,89+0,60* 12,78+0,05%*
DT-6 11,31+0,18* 13,62+0,26*
DT-7 11,94+1,02%* 15,45+0,30
DT-8 15,93+1,22 9,63+0,05*
DT-9 13,35+0,11 14,344+0,39%*
DT-10 10,08+0,52* 18,39+1,84
DT-11 18,18+0,23 15,124+0,39
DT-12 14,10+0,15 17,55+0,24
DT-13 6,78+0,60* 13,35+0,23%*
DT-14 14,01+0,71 13,29+0,16*
DT-15 11,40+0,21* 10,62+0,24*
DT-16 19,29+0,44 17,13+£0,18
DT-17 16,23+0,21 10,11+0,30%*
DT-18 6,81+0,79* 12,49+0,10%*
DT-19 7,68+0,16* 7,43+0,19*
DT-20 8,46+0,10%* 11,13+£0,21%*

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart

hatay1 gosterir
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Sekil 4.43. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen O, miktar1
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Sekil 4.44. Diisiikk sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen O, miktar1
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4.8. Klorofil a, Klorofil b ve Total Klorofil Miktar:1 Bulgular:

Normal sartlarda yetistirilen bitkilere uygulanan DT-5, DT-13, DT-17, DT-18, DT-19,
DT-20 bakterileri kontrole gore klorofil a miktarimi sirasiyla %40, %24, %33, %51,
%358, %59 oraninda diistirmiistiir, DT-2, DT-9, DT-10, DT-11, DT-12, DT-16 bakteri
izolatlart ise %9, %12, %9, %9, %8, %8 gibi 6nemsiz bir sekilde artirmistir (Cizelge
4.13 ve Sekil 4.45). DT-1, DT-3, DT-6, DT-7 bakterileri kontrole goére klorofil b
miktarini sirastyla %26, %56, %45, %41 oraninda diisiirmiistiir. DT-5, 9, 10, 11, 12, 14,
15, 16, 18, 19, 20 bakteri izolatlar1 ise klorofil b miktarini sirasiyla %38, %75, %60,
%45, %59, %97, %70, %18, %25, %18, %12 oraninda artirmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil
4.47). Total klorofil miktarin1 ise DT-1, DT-3, DT-5, DT-6, DT-7 DT-13, DT-17, DT-
18, DT-19, DT-20 bakterileri sirastyla %13, %25, %9, %26, %15, %15, %19, %21,
%28, %29 oraninda diistirmiistiir, DT-2, DT-9, DT-10, DT-11, DT-12, DT-14, DT-
15,DT-16 bakterileri ise %5, %36, %29, %23, %27, %34, %19, %11 oraninda
artirmustir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.49).

Diisiik sicaklikta yetistirilen bakteri uygulamasiz fasulye bitkisinde klorofil a, klorofil b,
total klorofil miktar1 normal sartlarda yetistirilen fasulye bitkisine gore klorofil
miktarmi énemli (P<0.05) oranda diisiirmiistiir. Oyle ki bu diisiis sirasiyla %60, %37,
%>51 olmustur. Kontrol sartlarinda klorofil a, 24.152 mg.L™*, klorofil b 15.998 mg.L™,
total klorofil 3.345 mg.L™ iken diisiik sicaklikta bu oran sirasiyla 9.420 mg.L™", 9.947
mg.L?, 1.613 mg.L ™ dir (Cizelge 4.13).

Diisiik sicaklikta yetistirilen bitkilere uygulanan bakteriler kontrole gore klorofil a,

klorofil b ve total klorofil miktarini artirmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.46, 4.48, 4.50).
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Cizelge 4.13. Kla, Kl1b ve Total Klorofil sonuglari. Sonuglar mg/g cinsinden verilmistir

izolat Kontrol (25/22 °C) Soguk (9/5 °C)
No
Kla Klb Total KI Kla Klb Total KI
Kontrol | 24,152+0,39 | 15998+1,01 | 40,126+1,15 | 9,420+0,49 9,947+0,63 19,347+1,11
DT-1 22,910£1,23 | 11,833+0,58* | 34,725+1,15 | 20,551+0,22* | 9,833+£0,28 | 30,4631,14*
DT-2 26,395+0,23 15,884+0,66 | 42,268+1,17 | 16,604+1,94* | 14,004+2,24* | 30,630+1,16%
DT-3 22,92442,70 | 7,008+0,76* | 29,932+1,16 | 25462+0,29% | 13,796+0,62* | 39,248+1,18*
DT-4 | 257224068 | 13963+1,15 | 39,675+1,15 | 10,491+0,44 | 24.461+123% | 34,940+1,17*
DT-5 14,389+1,10% | 22,160+0,11* | 36,522+1,10 | 26,759+0,35* | 17,185+0,80* | 43,918+1,20*
DT-6 20,868+1,81 8,785+0,91* | 29,642+1,23 | 22,993+1,46* | 10,554+0,20 | 33,525+1,12*
DT-7 23,068+3,35 0.453+127% | 34,119+139 | 24229+0.77* | 15.806+2,96* | 40,024+121%
DT-8 24,672+1,22 14,416+0,97 | 39,078+1,18 | 24,388+0,10*% | 13,885+0,48* | 38,259+1,12*
DT-9 27,22240,22 | 28,034+0,54* | 54,539+1,16% | 26,155£0,13% | 26,719£0,15% | 52,775%1,10*
DT-10 | 26,263£020 | 25,594+0,12% | 51,797+1,12% | 25993+0,20% | 29,342+0,24* | 55469+1,12%
DT-11 | 26,293+0,11 | 23,272+0,12% | 49,375£1,11 | 25901+0,82% | 27,382+0,14* | 53276+1,11*
DT-12 | 26,021£0,16 | 25377+0,55*% | 51,180£1,14 | 26,004+0,14* | 24,901+0,37* | 50,870+1,16%
DT-13 18,442+0,10 15,528+0,12 | 33,953+1,10 | 11,053+0,12 | 32,404+0,14* | 43,356+1,10%
DT-14 | 22,521=0,12 | 31,486=0,14* | 53,933+1,10% | 24226+0,18* | 15,785+0,11% | 39,988+1,10%
DT-15 21,010+0,10 | 27,180£0,17* | 47,956£1,11 | 16,680£0,13* | 13,61440,20% | 28,190£1,11*
DT-16 | 26,069+0,14 | 18,918+0,13 | 44,704+1,11 | 19,501+0,10% | 19,958+0,18* | 39,302+1,10%
DT-17 | 16,109+0,14* | 16,618+0,16 | 32,574+1,11 | 24,096+0,11* | 18,703+0,16* | 42,573+1,11*
DT-18 | 11,785+0,15*% | 20,019£1,57 | 31,832+1,12 | 10,350+0,12 | 19,354+0,10* | 30,208+1,11*
DT-19 | 10,078+0,14* | 18,928+0,10 | 29,442+1,10% | 7,4530,12 13,09340,64% | 20,584+1,14
DT-20 | 9,7210,18* 17,931£0,13 | 28,291+0,12% | 11,8251,05 | 22,053+0,25* | 32,881+1,31%

*Duncan Testine gore P<0.05 hata seviyesinde kontrol degerinden 6nemli farklilig1 ifade eder. + Standart
hatay1 gosterir
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Sekil 4.45. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen KI a miktar1
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Sekil 4.46. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen Kl a miktari
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Sekil 4.47. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen KI b miktari
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Sekil 4.48. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen K1 b miktari
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Sekil 4.49. Kontrol sartlarda yetistirilen fasulye fidelerine bakteri uygulamasindan sonra
yapraklardan elde edilen total klorofil miktar1
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Sekil 4.50. Diisiik sicaklik uygulama Oncesi bakteri inokule edilmis fasulye
yapraklarindan elde edilen total klorofil miktar
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4.9. ACC Deaminaz Aktivite Degerleri

Soguga toleransli yabani bitkilerden izole edilen bakteri izolatlarinin hemen hepsinde
ACC deminaz aktivitesi belirlenmistir. Ancak izolatlar arasinda aktivite bakimindan
farkliliklar belirlenmistir. En diisiik ACC deaminaz aktivitesine sahip bakteri izolatinin
57.60 degeri ile Brevibacterium frigoritolerans (DT-20) oldugu gozlenmistir. En yiiksek
aktivite degeri ise 335.38 ile Pseudomonas fragi (DT-7) bakteri izolatt oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.14). Cizelge 4.14°¢ bakildiginda en yiiksek ACC deaminaz

aktivitesine sahip bakteri izolatinin Pseudomonas cinsine ait oldugu gézlenmistir
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Cizelge 4.14. Bakteri izolatlarinin ACC deaminaz aktivite degerleri

ACC Deaminaz Aktivitesi

Bakteri izolati (nmol a-ketobiitirat/mg protein)
Sphingobacterium faecium (DT-1) 105.04
Sphingobacterium faecium (DT-2) 149.11
Sphingobacterium faecium (DT-3) 125.55
Sphingobacterium kitahiroshimense (DT-4) 91.73
Staphylococcus intermedius (DT-5) 181.73
Bacillus cereus (DT-6) 152.22
Pseudomonas fragi (DT-7) 335.38
Pseudomonas fragi (DT-8) 166.11
Sphingobacterium faecium (DT-9) 103.59
Bacillus cereus (DT-10) 96.52
Bacillus cereus (DT-11) 192.08
Bacillus cereus (DT-12) 163.34
Raoultella ornithinolytica (DT-13) 94.92
Pseudomonas chloropaphis (DT-14) 96.28
Sphingobacterium faecium (DT-15) 83.08
Pseudomonas fluorescens (DT-16) 131.52
Pseudomonas proteolytica (DT-17) 162.72
Pseudomonas fluorescens (DT-18) 121.35
Pseudomonas proteolytica (DT-19) 127.55

Brevibacterium frigoritolerans (DT-20) 57.60
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4.10. Bakteri Ekstraselliiler Proteinlerinin SDS-PAGE ile Degerlendirilmesine Ait
Bulgular

Bir SDS-PAGE jelinde tiim bakterilere (20 bakteri) ait bulgularin verilmesi miimkiin
olamadigindan, bulgular gruplar halinde sunulmustur. Burada amag, bakterileri kendi
aralarinda karsilastirmaktan ziyade, her bir bakterinin kontrol ve soguk sartlarda
sentezledigi protein profillerini karsilastirmak oldugundan, SDS-PAGE bulgularinin

gruplar halinde verilmesinin daha uygun oldugu diistiniilmiistiir.

Bakterilerin  salgiladiklar1  ekstraselliiler ~ proteinlerin  standart  proteinlerle

kiyaslandiginda genellikle 40 ile 130 kDa arasinda degistigi belirlenmistir.

Disiik sicaklikta yetistirilen DT-1 bakteri izolatina ait ekstraselliiler proteinlerin band
kalinliklarinda, normal sartlarda yetistirilen kontrol grubuna gore, belirgin bir artis
goriilmiistiir. Ornegin 119 kDa’luk protein kontrol sartlarinda ¢ok diisiik seviyelerde
sentezlenirken, soguk sentezinde ise yiiksek bir artis gézlenmistir. Diger bandlarda da
benzer veriler goriilebilmektedir. DT-2 bakteri proteinlerinin biiyiikliikleri standart
proteinlerle kiyaslandiginda yaklasitk 35 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu
gorilmektedir. Diisiik sicaklikta yetistirilen bakteri proteinlerinin de miktarinda
kontrole gore artis belirlenmistir. 35 kDa da sogukta kontrole gore ekstra band
gbzlenmistir. DT-3 bakteri proteinlerinin  biiyiikliikleri standart proteinlerle
kiyaslandiginda yaklasik 55 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Diisiik
sicaklikta yetistirilen bakteri ekstraselliiler proteininin normal sartlardaki proteine gore
miktarinda belirgin bir artis gdézlenmistir. DT-4 bakteri proteinlerinin biiyiikliikleri
standart proteinlerle kiyaslandiginda yaklasik 35 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu
goriilmektedir. Normal sartlarda yetistirilen bakteri proteinine gore diisiik sicaklikta

yetistirilen bakteri proteinin siddetinde artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.51).



123

BY DT-1K DT-1S DT-2K DT-2S DT-3K DT-3S DT-4K DT-4S M kDa

170

\ 130
=
= 100
\

\ "

N o
<ol |
. -

z \

el

35

Sekil 4.51. Bakterilerin salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi fotografi (BY: nutrient broth besiyeri, K: Kontrol S: Soguk M: Standart
protein)

DT-5 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiytikliiklerinin yaklasik 40
kDa ile 100 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Ozellikle diisiik sicaklikta yetistirilen 55
kDa biiyiikliiglindeki bakteri proteininin normal sartlardakine gore ekstradan bir band
oldugu gorilmiistiir. DT-6 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda
biiyiikliiklerinin yaklagik 50 kDa ile 170 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Normal
sartlarda yetistirilen bakteri proteinlerine kiyasla diisiik sicaklikta yetistirilen bakteri
proteinlerinin miktarinda artis oldugu goriilmistiir. Ayrica disiik sicaklikta 170 kDa da
ekstra band gozlenmistir. DT-7 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda
biiyiikliiklerinin yaklagik 35 kDa ile 130 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Diisiik
sicaklikta ozellikle 70 kDa da protein miktarinda artis gorilmiistir. DT-8 bakteri
proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklasik 30 kDa ile 130
kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Diisiik sicaklikta yetistirilen bakterilerin 6zellikle 30
kDa, 50 kDa, 100 kDa daki proteinlerin miktarinda kontrole gore belirgin bir artisa
neden oldugu gozlenmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Bakterilerin salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi fotografi

DT-9 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklagik 35
kDa ile 100 kDa arasinda oldugu gériilmiistiir. Ozellikle diisiik sicaklikta 100 kDa da
protein miktarinda artis goriilmiistiir. DT-10 bakteri proteini standart proteinlerle
kiyaslandiginda biyiikliiklerinin yaklasgik 35 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle diisiik sicaklikta normal sartlara gore 70 kDa biiyiikliigiinde
ekstra protein goriilmiistiir. DT-11 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda
biiyiikliiklerinin yaklasik 40 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Diigiik
sicaklikta yetistirilen bakteri proteinlerinin 40 kDa ve 70 kDa biiyiikliigiinde normal
sartlara oranla az da olsa artis gézlenmistir. DT-12 bakteri proteini standart proteinlerle
kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklagitk 50 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu
goriilmistiir. Diisiik sicaklikta yetistirilen bakteri proteinlerinin normal sartlardakine

gore miktarinda belirgin bir artis oldugu géze ¢arpmaktadir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Bakterilerin salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi fotografi

DT-13 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklasik 55
kDa ile 130 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Diisiik sicaklikta yetistirilen bakteri
proteinlerinin normal sartlardakine gore miktarinda belirgin bir artis oldugu goze
carpmaktadir. Ayrica diisiik sicaklikta 35 kDa da ekstra protein bandi goriilmistiir. DT-
14 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklagik 35
kDa ile 100 kDa arasinda oldugu gériilmiistiir. Ozellikle diisiik sicaklikta yetistirilen 70
kDa ve 100 kDa biiyiikliiglindeki bakteri proteininin normal sartlardakine gore
miktarinda belirgin bir artis oldugu goze carpmaktadir. DT-15 bakteri proteini standart
proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklasik 50 kDa ile 100 kDa arasinda
oldugu goriilmiistir. 50 kDa ve 70 kDa da normal sartlara gore diisiik sicaklikta
yetistirilen bakteri proteinlerinin miktarindaki artis ¢ok belirgindir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Bakterilerin salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi fotografi

DT-16 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklasik 35
kDa ile 55 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Normal sartlarda yetistirilen bakteri
proteinine gore diisiik sicaklikta yetistirilen bakteri proteinin miktarinda az da olsa artig
oldugu gortilmistiir. DT-17 bakteri proteininin diisiik sicaklikta miktarinda artis oldugu
gozlenmistir. Standart proteinle kiyaslandiginda biiytikliiklerinin yaklasik 35 kDa ile
100 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir.(Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Bakterilerin salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi fotografi

DT-18 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklasik 40
kDa ile 100 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Diistik sicaklikta 6zellikle 50 kDa, 55
kDa, 100 kDa da bakteri proteinlerinin normal sartlara gore miktarinda artig oldugu
gozlenmistir. DT-19 bakteri proteini standart proteinlerle kiyaslandiginda
buytikliiklerinin yaklasik 35 kDa ile 100 kDa arasinda oldugu goriilmiistiir. Diistik
sicaklikta yetistirilen bakterilerin 6zellikle 100 kDa biiytikligiindeki proteinin
miktarinda belirgin artis goézlenmistir. Ayrica diisiik sicaklikta normal sartlardan farkli
olarak 35kDa da ekstra protein bandi gozlenmistir. DT-20 bakteri proteini standart
proteinlerle kiyaslandiginda biiyiikliiklerinin yaklasik 30 kDa ile 130 kDa arasinda
oldugu gorilmistir. 40 kDa ve 55 kDa biiytlikligiinde diistiik sicakliktaki bakteri
proteinlerinde artis oldugu gozlenmistir. Diisiik sicaklikta 30 kDa, 40 kDa, 50 kDa da

normal sartlara kiyasla ekstra protein bandlar1 gozlenmistir (Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. Bakterilerin salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi fotografi



Cizelge 4.15.Calisilan biitliin parametrelerin soguk+bakteri uygulanmis fidelerde izolatlara gore artis (+) ve azalislarini (-) gosteren tablo

CAT APX GR SOD POX
Nlllf;);?;ﬂ a';ﬂijk k-ll;JOrt(;afIil %DH | BNA | Apop. | Hiic. | Apop. | Hiic. | Apop. | Hiic. | Apop. | Hiic. | Apop. | Hiic. | H,0, | O, | MDA DA;%
DT-1 + + - + - + + - - - + + - - + - + +
DT-2 + + - + + - + - - - + + - - - + +
DT-3 + + - + - - + - - - + + - - - - - +
DT-4 + - + - + - - - + + - - - - - +
DT-5 + + - - - + - - - + + + - - - - +
DT-6 - + - - - + - - + + + - - - - - +
DT-7 + - + + - + - + - + + - - - - - +
DT-8 + + - + - - + - + - + + - - - - - +
DT-9 + - + - + - + - + + + - - - - +
DT-10 + + - + + - + - + - + + + - - - + +
DT-11 + + - + - - - - - - + + + - - - - +
DT-12 + + - + + - + - - - + + + - - - + +
DT-13 + + - - + - + - + + - - - - - +
DT-14 + - + + - + - + - + + - + - - - +
DT-15 + + - + + - - - - - + + - + + - - +
DT-16 + + - + + - + - - - + + - + - - - +
DT-17 - + - + + - + - + - + + - - + - - +
DT-18 + - + + - + + + + + + - - - - +
DT-19 + + - + + - + - + + + + - - - - - +
DT-20 - + - + - + - + + + + + + - - - +

6¢1
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada soguga toleransli yabani bitkilerin yaprak apoplastindan izole edilen bitki
biiyiimesini diizenleyici bakterilerin (PGPB) fasulyenin (Phaseolus vulgaris) diisiik
sicaklik stresi toleransmma etkileri arastirilmistir. Calismada hedeflenen amaca
ulasabilmek igin genelde stres parametresi olarak kullanilan fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler kullanmistir. Bu baglamda, stres toleransinin veya stres hasarindan
koruma derecesinin belirlenmesi i¢in yapraklardaki donma hasari, apoplastik
proteinlerin buz niikleasyon aktivitesi, lipid peroksidasyon (MDA miktar1) seviyesi ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) seviyeleri analiz edilmistir. Ayrica hiicrelerdeki
enzimatik antioksidan sistemdeki degisimi takip etmek i¢in apolastik ve hiicresel
antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, POX, APX, GR) aktiviteleri, bitkilerin kok govde
kuru agirhiklari, klorofil tayini, bakteri ekstraselliiler proteinlerinin SDS-PAGE
elektroforez islemleri ve ACC deaminaz aktiviteleri belirlenmistir. Yapilan deneylerden
elde edilen verilerin yorumlanmasi ve diger arastiricilarin sonuglari ile karsilagtirmali
degerlendirmeleri asagida sunulmustur. Literatiirde soguga toleransli bitki kok
rizosferinden izole edilmis PGPB’lerin (Mishra et al. 2009) veya tescilli (ticari) olan
PGPB’lerin (Turan et al. 2013) wuygulandig1 bitkilerde soguk stresi cevap
mekanizmalarini belirleyen sadece birka¢ ¢alisma bulunmaktadir. Ancak, bu ¢alismada
yapildig: gibi, literatiirde soguga toleransli yabani bitkilerin yaprak apoplastindan izole
edildikten sonra, bir kiiltiir bitkisinde soguga cevap mekanizmalarinin biyokimyasal ve
fizyolojik olarak belirlendigi herhangi bir calisma belirlenememistir. Bu nedenle
calismanin hemen her basamag: literatiir i¢in yeni bilgiler saglayacaktir. Veriler
tartisilirken, varsa oncelikle benzer ¢alismalardan elde edilen verilerle degerlendirmeler
yapilmis, yoksa yakin ¢aligmalara ve temel bilgilere gore genel bir degerlendirme

yapilmistir.

Calismada 16 tane soguga toleransli yabani ve kiiltiir (¢ilek) bitkilerinin (Sekil 4.1)
yaprak apoplastindan 10 bakteri tiirii ve bu tiirlere ait toplam 20 psikrofil izolat elde
edilmistir (Cizelge 4.1). Izole edilen bakterilerin tiir bazinda teshislei 16S rRNA dizi

analizlerine veya Vitek yontemine gore yapilmistir. Kullanilan bitkiler soguga toleranslh
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bitkilerdir. Ornegin; Onosma isauricum, Verbascum cheiranthifolium, Chenopodium
botrys, Chenopodium foliousum, Myosotis alpestris sp., Capsella bursa-pastoris sp.,
Artemisia austriaca, Draba nemorosa, Raphanus raphanistrum, Trifolium repens,
Fragaria vesca, Taraxacum sieheanum Colchicum speciousum, Scilla siberica bitkisi
Erzurumda (-1°C /-20°C giindiiz /gece) ayrica Galanthus gracilis, Erodium cicutarium
bitkileri de Erzincanda (5°C /-2°C giindiiz/gece) canli olarak toplanmislardir. Soguga
direngli bitkilerde endofitik veya epifitik olarak ortak yasayan bazi bakterilerin
bitkilerin soguga toleransimi arttirmada o©nemli rol aldiklar1 birgok c¢alismada
gosterilmigtir (Sultan et al. 2001; Selvakumar et al. 2007). Bu bakteriler genel de
psikrofil bakterileridir. Psikrofil bakterileri soguk sartlara (0-15°C) oldukca direncli
bakterilerdir. Bu bakterilerin bitkilerle ortak yasayanlari iki grupta incelenmektedir.
Birinci olarak buz niikleasyon bakterileridir (INB) (Kawahara et al. 2002). INB’lerin
¢ogu bitkiler i¢in patojen bakterilerdir. Bunlar bitki dokularinda donma noktasini asagi
derecelere ¢ekerek donmanin daha erken agamada (donmanin gerceklesecegi sicakliktan
daha oOnce) baslamasini saglarlar. Donmayla bitki hiicre ve dokularinda olusan
yaralardan igerilere girip kendileri i¢in uygun enfeksiyon alanlari olustururlar (Lindow
1983). INB hiicre disina salgiladiklari buz niikleasyon proteinleri (INP) ile sulu
¢ozeltilerin donma noktasini yiikselterek bu olay1 basarirlar (Tomalty et al. 2014). Diger
grup bakteriler ise antifiriz 6zelliginde olan INB’lerdir. Bunlar bitki dokularinin
ekstraselliiler ve interselular alanlarinda (apoplatik alanlarda) ¢cogu simbiyotik olarak
yasayan bakterilerdir (Upper and Vali 1995). Bu bakteriler bulunduklar1 alanlarda
salgiladiklar1 protein veya diger metabolitlerle sulu c¢ozeltilerin donma noktasini
geciktirirler (INA’ni artirirlar).  Ciinkii donma, bitkilerde apoplastik alanlarda
gerceklesir ve kontrol edilemezse bitki dokularinda geri doniisiimsiiz hasar ve ileri
asamalarda Oliime yol agar. Bu tip bakterilerin salgiladiklar1 protein ve diger
metabolitler apoplastta donmanin gecikmesini ve bodylece bitkinin donma hasarindan
korunmasina katki yapar (Gerday and Glansdorff 2007; Margesin et al. 2008).
Calismada izole edilen apoplastik bakterilerin bitki biiylimesini arttiran bakteriler

(PBPB) grubunda olduklarini gosteren 6nemli verilere ulagilmistir.
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Diger taraftan, literatiir incelemelerine gore ¢alisilan bitkilerde su ana kadar benzer bir
calisma yapilmamistir. Ancak yapilan bir ¢alismada Artemisia spp., Chenopodium
album, Onosma sp., Verbascum sp. Chenopodium foliosum yabani bitkiye ait rizosfer
topragindan ACC deaminaz enzimi {irettikleri ve bu enzim bitkilerdeki stres etileninin
miktarini azaltarak onlarin biyotik ve abiyotik stres kosullarinda biiyiimesini sagladigi

gozlenmistir (Kadioglu 2013).

Calisilan bakterilerden Sphingobacterium faecium, S. kitahiroshimense ile ilgili
calismalar yokken diger cins veya tiir bakimindan ayn1 olan bakterilerle ilgili caligsmalar
bulunmaktadir. Ornegin; PGPR olan Pseudomonas fluorescens misir bitkisinde farkli
tuz konsantrasyonlarinda bitkide stresi azalttigi buna karsin gelisme verim
parametrelerini arttirdigi gézlenmistir (Nadeem et al. 2007). Ayni bakteri tiirti Brassica
napus’ta Cd toksisitesine karsi koruma sagladigi ve bitki gelismesini tesvik ettigi
goriilmiistiir (Dell’Amico et al. 2008). Baska bir ¢alismada da Bacilus cereus soguk
sartlardaki marul ve domateste fide biyomas artisina neden oldugu gozlenmistir
(Hoffmann-Hergarten et al. 1998). Brevibacterium frigoritolerans Zea mays’ta
kurakliga tolerans sagladigi belirlenmistir (Raza et al. 2015). PGPR Raoultella
terrigena bugday ve arpaya inokule edilmis ve donma hasarinin azaldig1 gézlenmistir
(Turan et al. 2013). Yapilan bu ¢alismalar izole edilen bakterilerin PGPB grubunda

olduklarini gostermektedir.

Calismada hem normal hem diisiik sicaklikta yetistirilen fasulye fidelerine bakteri
izolatlarinin uygulanmasi, kok ve govde kuru agirliklarinda kontrollerine gore genelde
artiglara sebep olmustur (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6). Normal sartlarda yetistirilen fasulye
fidelerinde 6 bakteri izolat1 (DT-3, 11, 14, 16, 18, 20) hem kok agirligini hem de govde
agirhigint istatistiksel olarak artirmistir. Diger bakteriler ise bazis1 kok agirligini stimiile
ederken bazist ise govde agirligini artirmistir. Kok ve gévde agirlig iizerine olumsuz
etki yapan izolatlar da goriilmektedir. Soguk sartlarda yetistirilen fasulye fidelerinde 12
bakteri izolat1 (DT-1, 2, 3, 5, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 19) hem kok agirligint hem de gévde
agirligini istatistiki olarak artirmistir. Diger bakteriler ise bazis1 kok agirligini arttirirken

bazis1 govde agirhigim artirmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde 12 bakteri
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izolatinin soguk sartlarda bitki agirliginin artisina 6nemli katki yaptigi sonucuna

ulastlmistir.

Literatiirde PGPB bakterileriyle ilgili calismalarda da bu tip bakterilerin bitkilerin kok
ve govde agirliklarini arttirdign  belirlenmistir.  Ornegin, Himalaya bdlgesindeki
bitkilerin kdklerinden izole edilen psikrotrofil Pseudomonas suslar1 ve Exiguobacterium
acetylicum soguk sartlardaki mercimek ve bugday bitkilerinde bitki kiitlesinde artiglara
neden olmustur (Selvakumar et al. 2010; Mishra et al. 2011; Bisht et al. 2013).
Cucurbita pepo’dan izole edilen PGP Serratia marcescens bakterisi de diisiik sicaklikta
yetistirilen bugday tohumlarma inokule edilmis kok ve govde kuru agirligimi inokule
edilmeyen kontrol bitkilerine gore artirdigi gozlenmistir (Selvakumar 2007). Bunlara
ilave olarak, tescilli bazi bitki biiylime ve diizenleyici rizobakteriler (PGPR) soguk
sartlarda yetistirilen bugday ve arpada kok ve govde kuru agirligini artirmistir (Turan et
al. 2013).

Diisiik sicaklik sonucu olusan iisime veya donma zararlarinin etkisiyle dokularda
elektrolit sizintis1 artmaktadir. Bu durum {igsime veya donma sonrast hiicre
membranlarinda meydana gelen hasarlardan kaynaklanmaktadir (Wang 1994).
Membran gegirgenliginin artmasi nedeniyle hiicrelerin dig ortamla yaptigi elektrolit
aligverigsinde artis olmaktadir. Elektrolit sizintisinin artis1 hiicre ve dokularda iisiime
veya donma hasart (DH) ile dogrudan ilisiklidir (Campos et al. 2003). Calismada
fasulye fidelerine tek basina diisiik sicaklik uygulamasi elektrolit sizintisin1 (Donma
Hasarini) arttirmis ve ayrica donma hasarinin daha erken derecelerde baslamasina neden
olmustur. Ornegin -8°C’de kontrol bitki yapraklarindaki %DH 68 iken, soguk
uygulamasiyla 83 olmustur. Ayrica kontrolde %DH en fazla %75 olurken, soguk
uygulamasiyla %100’e kadar ulasmistir. Diisiik sicaklik oncesi uygulanan bakteri
izolatlarmin hemen hepsi yapraklarda %DH’n1 énemli dlgiide diisiirmiistiir. Ornegin
soguk uygulanmis fasulyede DH’1 -8°C’de %83 iken, DT-1, DT-2, DT-3, DT-10, DT-
11 bakteri izolatlarinda sirastyla %15, %16, %14, %14, %13 olmustur (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14). Goriildiigh gibi uygulanan bakteriler her bir

sicaklikta %DH’n1 6nemli dl¢iide diistirmiislerdir. Buna ilave olarak soguk uygulanmis
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fidelerde %50’lik hasara (Oliimciil kabul edilen esik hasar seviyesi) -6°C’de
ulagilmigken, soguk-+bakteri uygulanmis fidelerde genelde -8°C’de bile ulasilmamustir.
Donma hasar1 ¢alismalarini destekleyen diger bir veri, bitkilerin gorsel durumlari
olmustur. Sekil 4.7°ye dikkat edilirse DT-3, 5, 6, 9, 8, 7, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18
ve 19 no’lu izolatlarin uygulandigr fideler, soguk kontrollerine gore, belirgin bir
iyilesme gostermiglerdir. Bu veriler soguk stresinden ©nce uygulanan bakteri
izolatlarinin fasulyede diisiik sicaklik stresi toleransmmin artisina katki yaptigimi

gostermektedir.

Literatiirde yukarida sunulan verilerimizi destekleyen bazi ¢alismalar bulunmaktadir.
Arpa cesitlerinin diisiik sicakliga maruz birakilmasiyla elektrolit gecirgenliginin artigina
bagli olarak donma hasarinin da arttigi belirlenmistir (Plazek and Zur 2003; Mutlu
2009). PGPR’lerin bugday ve arpa’ya inokule edildiginde, donma hasarinin azalttig
gozlenmistir (Turan 2013). Sicakligin diisik oldugu Himalaya topraklarindan izole
edilen psikotolerant Pseudomonad suslar1 bugday tohumlarma inokule edildiginde,
soguk stresi sonucu olusan semptomlarin azaldigi gézlenmistir (Mishra et al. 2011).
Yapilan bir baska calismada disiik sicakliktaki asma bitkisine inokule edilen
Burkholderia phytofirmans suslarinin donma sicakliginda elektrolit kagcagini distirdiigi
gozlenmistir (Barka et al. 2006). Himalaya’da yalanci igde rizosferinden izole edilen
soguga toleransli bir mayanin (Rhodotorula sp.) soguk stresini tolere ettigi gozlenmistir

(Mundra et al. 2011).

Son yillarda, stres altindaki bitkilerde apoplastik bolge ve bu bdlgenin streslere
cevaptaki roli ile ilgili birgok caligma yapilmistir (Atict and Nalbantoglu 2003;
Minibaeva et al. 2003; Tasgin et al. 2006; Mutlu 2009; Esim 2011). Bitkilerde ve
ozellikle de bitki yapraklarmin apoplastik alaninda ger¢eklesen buz olusumu donmaya
bagl soguk zararinin ana nedenlerinden birisidir (Griffith et al. 1992; Hernandez et al.
2001; Atict and Nalbantoglu 2003; Tasgin et al. 2006). Buz olusumu, membranlarin
parcalanmasina, hiicresel biitliinliiglin bozulmasina ve dehidrasyonuna neden olur
(Hernandez et al. 2001; Atict and Nalbantoglu 2003; Mahajan and Tuteja 2005).

Bitkilerde apoplastik buz olusumunu Onleyecek, kontrol edebilecek veya



135

geciktirebilecek bilesiklerin bitkinin soguga karst koyma potansiyelini artirabildigi
onceki caligmalarda ortaya konulmustur (Griffith et al. 1992; Atici and Nalbantoglu
2003; Tasgin et al. 2006). Calismada, fasulyede soguk ve soguk+bakteri uygulanmis
bitkilerin yaprak apoplastik sivilar1 alinmis ve bu sivilarda apoplastik proteinler
coktiriilmugtiir. Elde edilen apoplastik proteinlerin saf suyun donma noktasini
geciktirme dereceleri (Buz Niikleasyon Aktiviteleri) belirlenmistir. Kontrol sartlarindaki
bitki yaprak apoplastik proteinlerin donma noktasi1 (BNA) -6,7°C olarak belirlenmistir.
Ancak soguga maruz kalmis bitki yaprak BNA ise -7.3°C olmustur. Bitki soguga maruz
kaldiginda, bir adaptasyon olarak, apoplastik sivilarin icerigini degistirmekte ve donma
noktasini geciktirebilmektedir. Donma noktasinin gecikmesi donma hasarinin da
gecikmesi veya Onlenebilmesi anlamina gelmektedir. Calismada soguk stresi Oncesi
bakteri uygulanmis fidelerde donma noktasinin, tek basma soguk uygulanmis gruba
gore, dnemli oranda geciktirildigi belirlenmistir (Cizelge 4.4). Ornegin Soguk+bakteri
uygulamalari, tek basina soguk uygulamasi ile kiyaslandiginda, BNA’inde 6nemli bir
artisa (donma noktasinin diislisiine) neden olmustur, yani donma noktasi Onemli
derecede geciktirilmistir. Ornegin; DT-18 bakterisi aktiviteyi %24.6 oraninda arttirarak
donma noktasin1 1.8°C geciktirmistir. DT-16 bakterisi de aktiviteyi %28.7 artirarak
donma noktasini 2.1°C geciktirmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.18). Diisiikk sicaklik
stresinden Once fasulye yapraklarina uygulanan bakteri izolatlarinin hemen hepsi,
apoplastik proteinlerin BNA’ni artirmistir. Caligmada soguk gelmeden once bitkiye
uygulanan psikrotolerant bakteri izolatlarinin, bitki soguga maruz kaldiginda yaprak
apoplastina bazi ekstra proteinleri salgiladiklar1 ve bu yolla apoplastta buz olusumunu
geciktirebildikleri diisliniilmektedir. Bu veriler c¢alisilan bakteri uygulamalari ile

fasulyede diisiik sicaklik stresi toleransinin arttirildigini gostermektedir.

Hiicresel antioksidan enzimler, olumsuz c¢evresel faktorler nedeniyle asir1 iiretilen
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) hiicre ve doku ortamlarinda siipiiriilmesini saglarlar. Bu
durum hiicrelerde oksidatif hasar1 diisiirerek bitkinin degisen cevre sartlarina uyum
saglamasina yardimci olabilmektedir. Calismada, bakteri uygulanmis ve uygulanmamis
fasulye fidelerinde hem apoplastik hem de hiicresel antioksidan enzimlerin (SOD, CAT,

POX, APX ve GR) aktiviteleri degerlendirilmistir.
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SOD bitkilerdeki antioksidan sistemin 6nemli bir enzimatik bilesenidir. O," radikalini
H,0;’ye parcalayan reaksiyonu katalizler (Raychaudhuri and Deng 2000). SOD enzim
aktivitesinin artmasi, hiicrede O, radikalinin olusumunun bir kanit1 olmakla birlikte,
H20, miktarinin da arttiginin bir gostergesidir (Liochev and Fridovich 2007). Calismada
normal sartlarda yetistirilen bitkilerde bakteri izolatlarinin (DT-13 izolati hari¢) hemen
hepsi kontrole gore, apoplastik SOD aktivitesinde genelde artisa neden olmustur
(Cizelge 4.5). Ornegin; DT-18 bakteri uygulamas1 %95°lik bir artisa neden olmustur,
DT-17 bakteri izolat1 da aktiviteyi %94 oraninda artirmistir. Tek basima diisiik sicaklik
da kontrole gore, apoplastik SOD aktivitesinde dnemli bir artisa neden olmustur. Soguk
stresinden Once bakteri uygulamalart (Soguk+bakteri), tek basmna soguga gore,
aktivitede onemli artislara neden olmustur (Cizelge 4.5). Mesela DT-8 bakterisi %75’lik
onemli bir artisa neden olurken, DT-13 bakterisi de %70’lik bir artisa neden olmustur.
Hiicresel SOD aktivitesi verileri incelendiginde, apoplastik SOD aktivitesine benzer
sonuglar goriilmektedir (Cizelge 4.5). Kisaca, normal sartlarda yetistirilen bitkilerin
bakteri uygulamalar1 kontrole gore hiicresel SOD aktivitesinde genelde artisa neden
olmustur. Ornegin DT-10 bakteri uygulamasi ise SOD aktivitesini %100°den artirmustir.
Soguk+Bakteri uygulamalar1 da aktivitede genelde artisa neden olmustur. Yalnizca DT-
18, 19, 20 bakterileri diisiise neden olmustur. (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.21, 4.22).
Sonuglar topluca degerlendirildiginde soguk stresinden Once uygulanan bakteri
izolatlarinin neredeyse hepsi, kontrollerine gore, hem apoplastik hem de hiicresel SOD

aktivitesini artirmistir. Bu veriler literatiir igin ilk verilerdir.

Literatiirde, bu ¢alismada yapildigi sekliyle, bir bitkiye PGPB uygulandiktan sonra
bitkide apoplastik ve hiicresel SOD aktivitelerini degerlendiren herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle, verileri dogrudan benzer bir ¢alismayla karsilastirmak
miimkiin olamadigindan, konu itibariyle yakin calismalarin sonuglari ile kiyaslanmastir.
Diisiik sicaklikta yetistirilen bugday ve arpa bitkilerine ticari PGPR (Bacillus
megaterium ve Bacillus subtilis) uygulandiginda her iki bitkide hiicresel SOD
aktivitelerinde artis gozlenmistir (Turan et al. 2013). Kuraklik stresi altindaki misir
bitkisine Pseudomonas spp. inokulasyonu ile aktivite diiserken, marul (Lactuca sativa

L.) bitkisinde enzim aktivitesinde artis gozlenmistir (Sandhya et al. 2010). Bu
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calismalar  sonuglarimizin  hiicresel SOD  aktivitesiyle ilgili  boliimlerini

desteklemektedir.

CAT’in bitki dokularinda H,O,’nin zararsiz hale doniistiiriilmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Ogawa et al. 1997). Bu enzimin stres savunma sisteminin énemli bir
bilesigi oldugu belirtilmistir (Willekens et al. 1997). Literatiirde, soguk stresiyle CAT
aktivitesinin hem artt1igi hem distigii ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Diisiik
sicakliga toleranslar1 farkli iki arpa c¢esidinde apoplastik CAT aktivitesinin arttig
(Mutlu 2009), misir yapraklarinda ise azaldigi goriilmiistiir (Esim 2011). Bugday, arpa,
cavdar ve yulaf bitkileri soguk sartlarda biiyiitildiigiinde, CAT aktivitesinin énemli
derecede diistiigii belirlenmistir (Janda et al. 2002, 2003). Bugdayla yapilan bir bagka
calismada, soguk muamelesiyle CAT aktivitesinde onemli bir artig tespit edilmistir
(Keles and Oncel 2002). Mevcut aragtirmada da tek bagma sofuk uygulamasimin
fasulyede apoplastik CAT aktivitesini diisiirdligli, ancak hiicresel CAT aktivitesini
artirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.6). Bu sonug yukarida yapilan bazi ¢alismalarla uyum
i¢indedir.

Bakteri uygulamalar ile ilgili sonuglara bakildiginda, normal sartlarda yetistirilen
fasulye fidelerinde bazi bakteri uygulamalar1 apoplastik CAT aktivitesini artirmistir.
Ornegin; DT-2, 10, 13 ve 20 bakteri uygulamalarinda artis %100’{in iizerinde
gerceklesmistir. Yalnizca 5 bakteri izolatinda (DT-1, 9, 14, 18, 19) apoplastik aktivitede
diistis gozlenmistir (Sekil 4.23). Soguk+bakteri uygulamalar1 apoplastik CAT
aktivitesini genelde artirmigtir. DT-4, 9, 10, 20 bakteri izolatlar1 aktivitede %100’iin
tizerinde artisa neden olmuslardir. DT-1, 3, 5, 6, 8 izolatlar1 ise aktivitede 6nemli diisiise

neden olmustur (Sekil 4.24).

Hiicresel CAT aktivitesi ise normal sartlarda yetistirilen fidelere bakteri
uygulamalarinda genelde diismiistiir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.25). Ornegin Galanthus
gracilis yabani bitkisinden izole edilen DT-13, 14, 15 bakteri izolatlarinin hepsi
aktivitede diisiise neden olmustur. Ancak DT-8, 9, 10 ve 11 no’lu izolatlar hiicresel

CAT aktivitesini artirmistir. Soguk-+bakteri uygulamalarinda aktivitede genel (DT-2
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hari¢) bir diisis belirlenmistir. DT-14 bakterisinde diislis %50’nin iizerinde
gozlenmistir. (Cizelge 4.6, Sekil 4.26). Goriildigi gibi soguk+bakteri uygulanmig
fidelerde apoplastik CAT aktivitesini arttiran bakteriler oldugu gibi, diisiiren bakteriler
de bulunmaktadir. Baz1 bakteriler ise istatistik anlamda onemli bir degisiklige neden
olmamigtir. Hiicresel CAT aktivitesinde ise soguk+tbakteri uygulamalar1 aktiviteyi
genelde dislirmistiir. Literatirde benzer bir c¢alisma olmadigindan birebir
karsilastirmak miimkiin olmamistir. Yapilan ¢alismalarda diisiik sicaklikta yetistirilen
bugday ve arpa bitkilerine ticari PGPR (Bacillus megaterium ve Bacillus subtilis) ve
marula Pseudomonas spp. inokulasyonu ile hiicresel CAT aktivitelerinde artis
gozlendigi belirtilmistir (Kohler 2008; Turan et al. 2013). Bu ¢alismalar sonuglarimizin
hiicresel CAT aktivitesiyle ilgili boliimlerini desteklemektedir. Bu ¢alismada ise bir
izolat hari¢ (DT-1) tiimiinde genelde diisiirmiistiir. Bu durum kullanilan bakteri ve stres

farkliligindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismada normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalari, kontrole gore,
apoplastik POX aktivitesinde genelde artisa neden olmustur (Cizelge 4.7ve Sekil 4.27).
DT-6 ve DT-18 bakterilerinde bu artis %50’nin iizerinde gerceklesmistir. DT-1, 16 ve
17 no’lu izolatlar ise aktiviteyi diiglirmiistiir. Soguk+bakteri uygulamalarindan 12’si
apoplastik aktivitede diisiise, 8 bakteri ise artisa neden olmustur. DT-1 bakterisi 6nemli
bir artisa neden olmustur, DT-9 bakterisinin de Onemli diisiise neden oldugu
goriilmiistiir. Normal sartlarda yetistirilen bitkilerde kontrol bitkisinin yapraklarindaki
hiicresel POX aktivitesini bakteri uygulamalarinin yaris1 arttirirken, diger yarisi da
azaltmistir. DT-4, 8, 9, 10 bakterilerinde %50’nin iizerinde diisiise neden oldugu
gozlenmistir. Soguk+bakteri uygulamalarinda DT-14, 15, 16 ve 20 bakteri izolatlar
aktiviteyi onemli olgiide arttirirken, diger izolatlar genelde diisiirmiistiir (Cizelge 4.7,

Sekil 4.29, 4.30).

Apoplastik POX aktivitesi tizerine yapilan ¢alismalarda genelde stres sartlarindaki
bitkilerde aktivitenin arttig1 rapor edilmistir. Kislik bugdayla yapilan bir calismada
soguk uygulamasi apoplastik POX aktivitesini artirmistir (Tasgin et al. 2006). Diisiik

sicakliga hassas olan misirin yapraklarinda hem 14 hem de 28 giinliikk bitkilerin
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apoplastik POX aktivitesi azalmis 21 giinliikte ise arttigr goriilmiistiir (Esim 2011).
Bugday, arpa, cavdar ve yulaf bitkileri sogukta biiylitiildiiklerinde POX aktivitesinin
artigi bulunmustur (Janda et al. 2003). Bunlara ilave olarak, diisiik sicaklikta
yetistirilen bugday ve arpa bitkilerine ticari PGPR (Bacillus megaterium ve Bacillus
subtilis) ve marula Pseudomonas spp. inokulasyonu ile hiicresel POX aktivitelerinde
artig gozlenmistir (Kohler 2008; Turan et al. 2013). Sonuglar yukarida verilen bilgilerle
ile uyumludur. Bu ¢alismadan elde edilen veriler literatiire 6nemli, katki yapacaktir.
Verilere gore, POX aktivitesini hem apoplastta hem de hiicrede arttiran ve diisiiren
bakteriler belirlenmistir. POX aktivitesinin artig1 ve diisiisii avantaj mi1? Yoksa bitkinin
soguga toleranst icin dezavantaj mi? Sorusuna cevap, biitiin antioksidan sistemin

tartisilmasiyla daha net ortaya ¢ikarilacaktir.

Calismada normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalari, kontrole gore,
apoplastik APX aktivitesinde genelde diisiise neden olmustur. Yalnizca DT-8, 10, 15
bakteri izolatlart istatistiki onemli olmayan artisa neden olmuslardir. Soguk-+Bakteri
uygulamalari ise apoplastik APX aktivitesini genelde artirmistir. DT-2 bakterisi %80’lik
bir artisa neden olmustur. Ancak, DT-11 ve 15 bakteri izolatlar istatistiki olarak onemli

olmayan diisiise neden olmustur (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.31, 4.32).

Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 kontrole gore hiicresel APX
aktivitesinde genelde diisiise neden olmustur. DT-3, 9, 10, 11 bakteri uygulamalarinda
onemli olmayan bir artig gézlenmistir. Soguk-+bakteri uygulamalari, tek basina diisiik
sicakliga gore, aktiviteyi genelde diisiirmiistiir. Yalmzca DT-11, 17, 18 bakterileri
onemli olmayan bir artisa neden olmuslardir. (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.33, 4.34).

Literatiirde PGPB bakteri uygulanmis bitkilerde APX aktivitesi lizerine herhangi bir
calisma olmasa da soguk stresi sartlarinda bu enzimin aktivitesini degerlendirilen
calismalar bulunmaktadir. Soguk stresinin hem nohut hem de bugday bitkilerinde APX
aktivitelerini 6nemli oranda arttirdigin1 gostermektedir (Genigel 2012). Kishik arpa ile

yapilan bir caligmada sogukla APX aktivitesinde artig gézlenmistir (Janda 2003).
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Calismada normal sartlarda yetistirilen bitkilerde apoplastik GR aktivitesi 11 bakteri
tarafindan artirilirken, 9 bakteride ise diisiirmiistiir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.35). DT-13
ve 19 bakteri uygulamalar1 %100 den fazla oranda aktivitede artisa neden olmustur. DT-
3 ve 15 bakterileri %50°den fazla oranda aktivitede azalmaya neden olmustur.
Soguk+Bakteri izolatlarindan 12’si apoplastik aktivitede artisa neden olurken, 8 bakteri
diisise neden olmustur. Onemli olanlarindan birka¢ 6rnek verecek olursak; DT-8
bakterisi %82, DT-14 bakterisi %88, DT-17 ise %90’lik artisa neden olmustur. DT-2
bakterisi ise %70’lik bir diisiise neden olmustur (Sekil 4.36).

Hiicresel GR aktivitesine ait sonuglara dikkat edildiginde, hem normal sartlarda hem de
diistik sicaklikta 4 bakteri hiicresel aktivitede artisa neden olurken, 16 bakteri aktiviteyi
diisiirmiistiir. Normal ve soguk sartlarda bakteri uygulamalarindan DT-6, 18, 19
bakterileri aktivitede artisa neden olmustur. (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.37, 4.38). Cesitli
bitkilerde soguga uyum sirasinda GR enzim aktivitesinin arttig1 gdzlenmistir (Zhao and
Blumwald 1998; Kocys et al. 2000). Yapilan bir ¢alismada kiglik arpada diisiik sicaklik
uygulamasiyla yapraklarda GR aktivitesinin arttigi gozlenmistir (Janda 2003).
Arabidopsis ve salatalikta donma stresinde GR aktivitesinin arttigi gozlenmistir (Lee
and Lee 2000). Yapilan literatiir calismalarinda soguk stresi kosullarinda PGPR
bakterileri uygulanmis bitkilerde apoplastik ve hiicresel GR aktivitesinin degisimi ile
ilgili herhangi bir veriye rastlanilmamigtir. Mevcut veriler literatiirdeki 6nemli bir

boslugu dolduracak niteliktedir.

Lipid peroksidasyonu (LPO), hiicre membranlari lipidlerinin siiperoksid anyonu (O2"),
singlet oksijen (O2), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH") gibi serbest
radikallerle etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikar ve sonugta hiicresel zarlarin bozulmasina
yol acar (de Azevedo Neto et al. 2006). Boyle durumlarda membranlardaki doymamis
yag asitlerinin peroksidasyon iiriinii olarak Malondialdehid (MDA) ortaya ¢ikar. MDA
miktarindaki artis, hiicre zarlarinin yapisal biitlinliigiiniin bozuldugunun en 6nemli
isaretlerinden birisidir (Posmyk et al. 2005). Nohutla yapilan bir ¢aligmada soguga
maruz kalan fidelerde MDA miktarinin ve buna bagli olarak MDA seviyesinin arttid1

tespit edilmistir (Turan 2007). Soguga hassas Coffea bitkisine soguk uygulamasindan
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sonra. MDA igeriginin arttigt gozlenmistir (Campos et al. 2003). Kuraklik stresi
altindaki ¢emen otu bitkisiyle yapilan bir ¢alismada ACC deaminaz aktivitesine sahip
Bacillus subtilis uygulanmis ve MDA igeriginin kontrole gore azaldigi gozlenmistir
(Barnaval et al. 2013).

Calismada, diisiik sicaklik kontrole gore fasulye bitkisinin yapraklarinda MDA
miktarinda 6nemli artisa neden olmus ve literatiirle paralellik gostermistir. Normal
sartlarda yetistirilen bitkilere bakteri uygulamalari, kontrole gére, MDA miktarini
genelde diistirmiistlir. Yalnizca DT-10 ve DT-11 bakteri izolatlart MDA miktarini
artirmistir. Her iki bakteri de Bacillus cereus tiirtine ait farkli izolatlardir. Bu
bakterilerin bir baska izolatlar1 (DT-11 ve 6) ise MDA miktarmi distirmistiir.
Goriildigii gibi ayn1 bakterinin farkli izolatlar1 bitkide farkli etkiye neden
olabilmektedir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.39, 4.40). Soguk-+Bakteri uygulamalart MDA
miktarini genelde diistirmustir. Omegin DT-4,5, 6,7, 8,9, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20 izolatlarinda MDA seviyesi ya diismiis yada degismemistir. DT-17 izolat1 %50
oraninda diisiirmiistiir. DT-10 ve DT-12 bakteri izolatlart MDA miktarinda Onemli
olmayan bir artisa neden olmuslardir. Uygulanan bakteri izolatlarinin MDA seviyesini
diisirmesi soguk toleransinin 1iyilestirilmesi agisindan 6nemli bir veridir. Calisilan
bakteri izolatlarinin neredeyse hepsinin bu etkiye sahip olmasi da ayrica Onemli

gorilmiistiir.

Onemli bir ROT olan H,O, nin oksidatif stres esnasinda igsel seviyesinin artmasi, bilim
insanlar1 i¢in stresin bir igareti olarak degerlendirilmektedir (Cheeseman 2006). Diisiik
sicaklikta H,O7 nin nasil etkilendigine ait ¢alismalar bulunmaktadir. Mercimek bitkisi
soguk stresine maruz birakildiginda, goévde dokusunda H,O; igeriginin 6nemli bir
sekilde artt11 gozlenmistir (Oktem et al. 2008). Diisiik sicakliga toleranslar1 farkli olan
iki arpa gesidiyle yapilan ¢alismada ise diisiik sicaklik muamelesinin hem dayanikli hem
de hassas gesitte H,O, miktarini diislirdigli gozlenmistir (Mutlu 2009). Diisiik sicakliga
hassas olan misirin yapraklarinda diistik sicaklik uygulamasi HyO, miktarlarinda 6nemli
artislara neden olmustur (Esim 2011). Bu ¢alismada da diisiik sicaklik fasulye

fidelerinde H,O, miktarlarinda 6nemli artisa neden olmustur (Cizelge 4.11 ve Sekil
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4.41, 4.42). Calisgmada, normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar
kontrole gore H,O, miktarin1 genelde diistirmiistiir. DT-13, DT-15, DT-16, DT-17
bakteri izolatlar1 ise H,O, miktarin1 artirmistir. Soguk+Bakteri uygulamalar1 ise H»O»
miktarini genelde diisiirmiistiir. Oyle ki DT-10, 19, 20 bakterileri %50 nin iizerinde bir
diisiise neden olmustur. Sadece DT-15 ve DT-17 bakteri izolatlar istasistik olarak H,O;
miktarin1 artirmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.41, 4.42). Bu calismay1 destekleyen
verilere literatiirde rastlanilmamustir. Disiik sicaklikta yetistirilen bugday ve arpa
bitkilerine ticari PGPR uygulandiginda, her iki bitkide H,O, miktarinda  diisiis
gozlenmistir (Turan et al. 2013).

Stres sartlarinda i¢sel seviyesi artan ve hiicrelerde 6nemli hasarlara neden olan diger bir
ROT, siiperoksit (O2") radikalidir. Bu molekiil, oldukc¢a reaktif olup lipidlerin yan1 sira
diger biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Yabani hardal (Liu et al.
2010) ve salatalik (Jing et al. 2009) diisiik sicakliga maruz kalmasiyla O, miktarinin
arttigr bildirilmistir. Diistik sicakliga hassas olan misirin yapraklarinda diisiik sicaklik
uygulamasi 14, 21 ve 28 giinliik misir bitkisinin yapraklarinin O, miktarlarinda 6nemli

artislara neden oldugu tespit edilmistir (Esim 2011).

Calismada diisiik sicaklik uygulamasi kontrole gore fasulye bitkisinin yapraklarinin Oy”
seviyesinde artisa neden olmustur. Normal sartlarda yetistirilen bitkilere bakteri
uygulamalari, kontrole gore, O, ™ miktarini genelde diisiirmiistiir. DT-13, DT-18, DT-19
uygulamalarinda %50’nin iizerinde diisiis gozlenmistir. Yalnizca DT-11 ve DT-16
bakteri izolatlar1 6nemli olmayan bir artisa neden olmustur. (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.43,
4.44). Oysa tek basina disik sicaklik uygulamasina gore, soguk-+bakteri
uygulamalarimin biitiinii O, miktarim diisiirmiistiir. Ornegin; DT-8 ve DT-19 bakterileri
%350’nin {izerinde bir diisiise neden olmustur. Soguk stresinden 6nce uygulanan bakteri
izolatlar1 fasulye yapraklarinda O,~ anyonu miktarini diistirmesi 6nemli bir sonug olarak
degerlendirilmistir. H,O, igeriginde bazi dalgalanmalar olsa da O,  anyonunda
azaltmada uygulamalarin timii olumlu etki yapmistir. Bu sonug bakteri izolatlarinin

bitkide oksidatif stresi azaltmaya neden oldugunu goéstermesi bakimindan dnemlidir.
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Bakteriler bu etkiyi antioksidan enzimlerin aktivitesini diizenleyerek yapmis

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Soguk stresine cevap mekanizmalar1 arasinda klorofil miktarinin diizenlenmesi
onemlidir. Ciinkii metabolizma hizinin distiigii bir durumda klorofil miktarinin yiiksek
tutulamazsa 1s1k toksitesi denilen bozukluklar ortaya ¢ikar. Calismada, normal sartlarda
yetistirilen fasulye fidelerinde 8 bakteri izolati klorofil-a miktarini arttirmis, 12 bakteri
ise azaltmistir. Ancak DT-18, 19, 20 izolatlar1 6nemli oranda diistirmiistiir. Bakterilerin
neden oldugu artis ise istatistiksel olarak onemli degildir. Klorofil-b miktarini ise 12
bakteri izolati arttirmis 8’1 ise azaltmistir. DT-14 bakteri izolati %97 oraninda artisa
neden olmustur. Total klorofil miktarini ise 8 bakteri arttirmis, 12 bakteri ise azaltmistir.
Tek basina diisiik sicaklik, fasulye fidelerinde klorofil-a, klorofil-b, total Klorofil
miktar1, normal sartlarda yetistirilen fasulye bitkisine gdére, onemli oranda diistirmiistiir.
Ancak diistik sicaklikta yetistirilen bitkilere uygulanan bakteriler, kontrolii olan tek
bagina soguk uygulamasma gore, klorofil-a, klorofil-b ve total klorofil miktarini
artirmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.46, 4.48, 4.50). Baz1 ¢alismalar mevcut sonuglarla
ortiismektedir. Ornedin kuraklik stresi altindaki ¢emen otu bitkisiyle yapilan bir
calismada Bacillus subtilis uygulanmis fidelerde klorofil igeriginin kontrole gore arttigi
gozlenmistir (Barnaval et al. 2013). Sicakligin diisiikk oldugu Himalaya topraklarindan
izole edilen psikotolerant Pseudomonad suslar1 soguk sartlardaki bugday tohumlarma
inokule edildiginde de total klorofil igeriginin inokule edilmemis olanlara gore arttig
gozlenmistir (Mishra et al. 2011). Bu degerlendirmelere gore, mevcut izolatlarin PGPB

grubunda oldugu sdylenebilir.

Kuraklik, sicaklik, tuzluluk ve oksidatif stres sirasinda bitkilerde etilen hormonu liretimi
artar (Morgan and Drew 1997). Etilen programli hiicre 6limii olan senesensi ve
absisyonu tetikler. Aminosiklopropan karboksilik asit (ACC) ise bitki dokularinda etilen
sentezinde dnemli bir ara {iriindiir. Baz1 bakteriler ACC deaminaz enzimi igerirler. Bu
enzim ile ACC’nin etilene doniisiimii engellenir. Boylece etilenin bazi olumsuz etkileri
giderilebilir. Yapilan bir¢ok ¢alismada ACC deaminaz iceren PGPB’lerin bitkinin strese

toleransini artirdigi belirlenmistir. Ornegin ACC deaminaz igeren PGPR bakterileri
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tarafindan bitki etilen seviyesinin digiiriildiigii ve bdylece stresin zararli etkilerinin
azaltildigr goriilmiistiir (van Loon and Glick 2004). Donma stresine maruz kalmig
domates bitkilerine ACC deaminaz aktivitesine sahip mutant bakteri suslar1 inokule
edilmis ve etilen seviyesinin azaldigi goriilmistiir (Subramanian et al. 2015). ACC
deaminaz aktivitesine sahip bitki biiylime ve diizenleyici Burkholderia phytofirmans
susu soguk stresi esnasinda asma bitkisinde bitki biiylimesini arttirdigi gozlenmistir
(Theocharis et al. 2012). Kanola tohumlarmin ACC deaminaz enzimine sahip P.
fluorescens tiirleri inokiilasyonunun kanolada tohum ¢imlenmesi ve gelisimi tizerindeki
tuzluluk stresinin olumsuz etkilerini hafiflettigi gorilmistiir (Jalili et al. 2009).
Calismada soguga toleransli yabani bitkilerden izole edilen bakteri izolatlarinin hemen
hepsinde ACC deaminaz aktivitesi belirlenmistir (Cizelge 4.14). Ancak izolatlar
arasinda aktivite bakimindan farkliliklar belirlenmistir. En diisik ACC deaminaz
aktivitesine sahip bakteri izolatinin 57.60 nmol/mg protein degeri ile Brevibacterium
frigoritolerans (DT-20) oldugu gozlenmistir. En yiiksek aktivite degeri ise 335.38
nmol/mg protein ile Pseudomonas fragi (DT-7) bakteri izolati oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.14). Diger izolatlar 100-190 nmol/mg protein arasinda degismistir. Yapilan
bir ¢alismada 9 PGPR susunda ACC deaminaz aktivitesine bakilmis ve en fazla
aktivitenin 539.1 nmol/mg protein ile Klebsiella sp. susunda en diisiik degerin ise 122.0
ile Microbacterium sp. susunda oldugu gozlenmistir. Diger suslarin ise 171-435
nmol/mg arasinda degistigi goézlenmistir. Bu veriler de mevcut izolatlarm PGPB
grubunda bakteriler olduklarini destekler niteliktedir. Ayrica en yiikksek ACC deaminaz
aktivitesine sahip Sphingobacterium faecium (DT-3), Staphylococcus intermedius (DT-
5), Pseudomonas fragi (DT-8), Bacillus cereus (DT-11) bakteri izolatlarinin mevcut

caligmadaki diger parametrelerde de iyilestirici etkiye sahip oldugu goézlenmistir.

Mikroorganizmalar gelistikleri ortama ekstraselliiler olarak birgok metabolit salgilarlar.
Bu metabolitler igerisinde ekstraselliiler proteinler 6nemli bir yer tutar. Bakterilerin
salgiladiklar1 bu tip proteinler, bitkilerle simbiyotik iligkileri kontrol ettigi gibi
cevrelerindeki degisimlere adaptasyonlarini da diizenlerler (Mishra et al. 1999; Sardesai
et al. 2001). Birgok PGPB grubunda olan bakterinin soguk sartlarda ¢evrelerindeki sulu

cozeltinin donmasm geciktiren soguk soku proteinleri (CSP) salgiladiklar



145

belirlenmistir (Kandasamy et al. 2013). Mevcut ¢aligmada da soguga direngli yabani
bitkilerin yaprak apoplastindan izole edilen bakteri izolatlari, soguk sartlara (+5 °C)
inkiibe edildiginde, normal sartlara gore, ekstraselliiler ortama bircok yeni protein
salgilamistir. Ilave olarak bakteriler sogukta mevcut bazi proteinlerin seviyelerini de
arttirmiglardir. Bunlarla ilgili ¢arpici d6rnekler asagida verilmistir (Sekil 4.51, 4.52, 4.53,
454, 455, 4.56). Calismada diisiikk sicakliga maruz birakilan DT-1 bakteri izolatinin
ekstraselliiler band kalinliklarinda belirgin artis goriilmiistiir. 119 kDa’luk protein
kontrol sartlarinda diisiik seviyede sentezlenirken, sogukta sentezinde belirgin artis
gozlenmistir. Diger bandlarda da bu sonug goziikmektedir. DT-2 bakteri proteinlerinin
siddetinde de diisiik sicaklikta kontrole gore artis gdzlenmistir. Sogukta 35 kDa’luk
ekstra band gozlenmistir. DT-3 ve DT-4 bakteri proteinlerinin miktarinda da diisiik
sicaklikta artis gozlenmistir (Sekil 4.51). DT-5 bakteri ekstraselliiler proteininin diisiik
sicaklikta 56 kDa biiyiikliigiinde ekstra bir band olusturmustur. DT-6 bakteri proteininin
diistik sicaklikta 170 kDa’lik ekstra band olusturmustur. Normal sartlara gore diger
bandlarin siddetinde de artis gézlenmistir. DT-7 bakteri proteininde diisiik sicaklikta
ozellikle 70 kDa’lik protein miktarinda artis gozlenmistir. DT-8 bakteri ekstraselliiler
proteininde kontrole gore diisiik sicaklikta band siddetinde artis gozlenmistir (Sekil
4.52). DT-9 bakteri proteini ozellikle diisiik sicaklikta 100 kDa biiyiikliigiinde protein
miktarinda artis goriilmiistiir. DT-10 bakterisinde diisikk sicaklikta 70 kDa
biiyiikliigiinde normal sartlara gore ekstra bir protein band1 goriilmistiir. DT-11, DT-12
bakteri ekstraselliiler proteininin diisiikk sicaklikta siddetinin belirgin bir sekilde arttigi
goriilmiistiir (Sekil 4.53). DT-13 bakteri proteininde diisiik sicaklikta artis gozlenmis
ayrica 35 kDa da ekstra band goriilmiistiir. DT-14, 15, 16, 17, 18 bakteri proteinlerinde
de dusiik sicaklikta normale gore siddetinde belirgin artis goriilmistiir. DT-19 bakteri
proteininde diisiik sicaklikta kontrole gore 35 kDa’lik ekstra protein bandi1 gozlenmistir.
DT-20 bakterisinde diisiik sicaklikta normal sartlara kiyasla 30, 40 ve 50 kDa ekstra
protein bandlart gozlenmistir (Sekil 4.55). Yukaridaki bulgulara gore, bakteri
izolatlarimizin hemen hepsi soguk sartlara maruz kaldiklarinda, ekstraselliiler ortama ya
farkli proteinler salgilamislar veya ekstraselliiler protein miktarinda degisiklikler
yapmiglardir. Bu sonuca gore, soguga direngli yabani bitkilerin apoplastindan izole
edilen bakteriler, salgiladiklar1 ekstraselliiler proteinlerle bitkinin soguga toleransina

onemli katki yaptiklari ileri siiriilebilir. Literatliirde mevcut bulgular1 destekleyen bir¢cok
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calisma bulunmaktadir. Ornegin, mikroorganizmalarin diisiik sicaklikta {iretilmesinden
sonra (10°C) ekstraselliiler soguk sok protein (CSP) sentezinin uyarilma oraninin arttig
belirtilmistir (Henrike et al. 2002). Yapilan bir ¢alismada Himalaya bdlgesindeki
topraklardan izole edilen Enterobacter ludwigii’de CSP’nin varligi belirlenmistir
(Kandasamy et al. 2013). Pseudomonas aeruginosa susundan farkli sicaklikta
inkiibasyon yapilarak soguk soku proteinler izole edilmis SDS-PAGE jelinde analiz
edildiginde farkli protein fraksiyonlar1 elde edilmistir (Uziimcii et al. 2009).
Psikrotrofik bakteri Pseudomonas fragi 30 veya 20°C’den 5°C’lik iireme ortamina
aliarak analiz edilmis 25 ile 17 proteinin asir1 derecede iiretildigi, 12 proteinin ise
diisiik diizeyde sentezlendigi bulunmustur. Diger taraftan her iki sicaklik degerinde de
(30 veya 20°C) ve (5°C) 20 proteinin sentezinde degisiklikler oldugu bulunmustur
(Michel vd. 1997). Bir bagka ¢alismada Khan vd. (2003), farkli sicakliklarda inkiibe
ettikleri (4, 10, 20, 30 ve 37°C) Pseudomonas fluorescens susundan 14 kDa agirliginda
soguk soku, Pseudomonas fluorescens mutant CRPF susundan 35 k agirliginda soguga
direncli protein izolasyonu gerceklestirmislerdir. Yapilan diger bir caligmada da
psikrotrofik Acinetobacter sp. susu 25°C’de inkiibe edilerek protein sentezini
indiikledikten sonra 5°C’ye transfer edilerek iki boyutlu SDS-PAGE siteminde analiz
edilmistir. Acinetobacter sp. susunun 25°C’den 5°C’ye transfer edilmesinden sonraki 2
saatlik inkiibasyon sonunda 19 proteinin sentezinin arttigin1 saptamislardir (Barbaro vd.
2002). Soguga adapte olmus Pseudomonas fluorescens bakterisi 5°C’de iiretildiginde 5
adet soguk soku proteini sentezlenmistir. Bu bakteri 0°C’de iiretildiginde ise 28
proteinin sentezinde artis goriilmiistiir (Colucci and Innis 1996). Bitki biliylime
diizenleyici grubunda olan Pseudomonas fluorescens 25°C ve 10°C sicakliklarda inkiibe
edildiginde, diisiik sicaklikta normal sartlara gore ekstra protein bandi goriilmiistiir
(13.5 kDa) ve proteinlerin miktarinda artis gériilmiistiir (Mishra et al. 1999). Antartik
deniz sularindan izole edilen psikrotrofik Colwellia sp. bakterisinin ekstraselliiler
proteinleri soguk sartlarda incelendiginde, farkli bir protein (7.3 kDa) bandi
goriilmistiir (Wang et al. 2006). Soguga toleransli Rhizobium bakterisinde yapilan
SDS-PAGE analizlerinde yiiksek molekiiler agirlikli membran polipeptitleri igerdigi ve
bunun soguk stresini azalttigi belirlenmistir (Sardesai et al. 2001). Kanada’nin yiiksek
arktik bolgelerinde yetisen bitkilerin rizosferinden izole edilen PGPR Pseudomonas

putida bakterisi kislik ve yazlik kanola bitkisinde 5°C’de bitki biiylimesini artirdigi
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gozlenmistir. Bu bakterinin antifiriz proteinlerine sahip oldugu gézlenmistir. Bakterinin
SDS-PAGE sonuglarina gore 32-34 kDa agirliginda biiyiik bir proteine sahip oldugu
goriilmiistiir (Sun et al. 1995).

Bu arastirmadan elde edilen 6nemli sonuclar ve oneriler;

1. Soguga direngli yabani bitkilerin yaprak apoplastindan PGPB potansiyeli olan
bakteriler izole edilmistir. Ayrica izole dilen bakterilerin ACC deaminaz aktivitesine
sahip olduklart ve sogukta ekstraselliiler olarak farkli proteinleri sentezledikleri
belirlenmistir. Boylece fasulye fideleri soguga maruz kaldiginda artan etilen seviyesinin
ACC deaminaz aktivitesi ile diisiiriildiigii degerlendirmistir.

2. Fasulye fidelerine diisiik sicakliga maruz kalmadan once uygulanan bakteri
izolatlari, kok ve govde kuru agirliklarinin genelde artmasina neden olmustur. Bu
izolatlar sayesinde, bitkinin soguk stresi esnasinda biiylime ve gelismesinin devam ettigi
goriilmustiir.  Bitkilerin  uygulama igerisinde alinan fotograflart da bunu
desteklemektedir.

3. Calisilan bakteri izolatlar1 fasulye bitkisinde donma hasarini diisiirerek bitkinin
soguga uyumunu artirmigtir. Donma hasar1 soguk stresi esnasinda ortaya c¢ikan en
onemli hasardir. Bu durum membranlarin bozulmasinin bir gostergesidir.

4. Caligilan bakteri izolatlar1 fasulye bitkisinden izole edilen apoplastik proteinlerin
buz niikleasyon aktivitesini artirmistir. Buna gore, bakterilerin fasulye yaprak
apoplastinda suyun donma noktasim1 geciktirdigi ve bdylece donma hasarinin
azaltilmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

5. H0; ve Oy gibi ROT bilesiklerinin soguk etkisiyle artiglar1 bakteri uygulamalari
ile disiirilmiistir. ROT bilesiklerinin diisiiriilmesi oksidatif hasarin azaltilmasina
onemli bir katki yapmustir. Bu bilesiklerin diismesi antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin diizenlenmesiyle saglanildig diisiiniilmektedir.

6. Soguk uygulamasiyla artan LPO miktar1 bakteri uygulamalari ile diigmiistiir. Diger
bir ifade ile bakteriler, soguk stresinin membranlar {izerindeki toksik etkisini diisiirerek

bitkinin soguk sartlara uyumun saglanmasinda katkida bulunmuglardir.
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7. Disiik sicaklik uygulamasiyla apoplastik CAT, APX ve GR aktivitesi diismiistiir.
Ancak. bakteri uygulamalari genelde aktivitelerde artisa neden olmustur.

8. Diisiik sicaklik uygulamalar ile hiicresel CAT ve SOD aktivitesinde artis, POX,
APX ve GR aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Bakteri uygulamalarinin bu enzimlerin
aktivitesinde meydana getirdigi artis veya azalis bakteri izolatina gore farklilik
gostermistir.

9. Disiik sicaklikta yetistirilen bakteri uygulamasiz fasulye fidelerinde Klorofil-a,
klorofil-b, total klorofil miktar1 onemli oranda diismiistiir, ancak disik sicaklikta
yetistirilen bitkilere uygulanan bakteriler bu ii¢ parametreyi de artirmistur.

10. Elde edilen bulgulara gore ¢aligsilan bakteri izolatlarinin bitki biiylimesini tesvik
eden bakteriler grubunda oldugu ve fasulyenin soguk stresi toleransina katki yaptigi ileri
stiriilebilir.

11. Izole edilen bakterilerle yapilan mevcut calisma, hem zirai uygulamalar igin

yapilacak caligmalara hem de literatiire 6nemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir.
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