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OZET

Doktora Tezi

HALOFITIK BITKILERIN RiZOSFERINDEN iZOLE EDIiLEN HALOTOLERANT
BAKTERILER KULLANILARAK MISIRDA (Zea mays L.) TUZ STRESI
TOLERANSININ ARTIRILMASI

fhsan AYDIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Botonik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu arastirmada, halofitik bitkilerin rizosferinden izole edilen halotolerant bakterilerin  tuz
(NaCl) stresine maruz kalmig musirda (Zea mays L.) fizyolojik ve biyokimyasal cevap
mekanizmalar iizerine etkileri arastirilmistir. Bu amag i¢in Tuz GOli havzasinda 6 farkl
istasyondan toplanan 17 halofit bitkinin rizosferinden bakteri izole edilmistir. Bitkilerden
toplamda 7 bakteri tiirline ait 22 izolat elde edilmistir Bakteri izolatlarinin tiir teshisleri 16S
rRNA dizi analizi yontemi ile yapilmistir. Bu izolatlarla yapilan 6n denemelerden elde edilen
bulgulara gore, ¢alismalarda 4 izolat kullanilmuistir. Bu bakteriler Halomonas arcis (izolati; TG-
4), Marinococcus tarijensis (DT-8), Halobacillus dabanensis (TG-12) ve Kushneria indalinina
(TG-20)’dir. Siv1 besi yerinde ¢ogaltilan bakteriler, 10%/10° CFU/ml oraminda olacak sekilde
misir tohumlarina inokiile edilmistir. On bes gilin boyunca farkli seviyelerde (75, 150 ve 250
mM) tuz stresine maruz kalan misir yapraklarinda membran hasari (%EC), lipid peroksidasyon
seviyesi, reaktif oksijen tiirleri (O,", H,O,) ve prolin miktarlari incelenmistir. Ayrica enzimatik
(katalaz-CAT, siiperoksid dismutaz-SOD, guaiakol peroksidaz-POX, askorbat peroksidaz-APX
ve glutatyon rediiktaz-GR) ve enzimatik olmayan (askorbik asit-AsA ve glutatyon-GSH)
antioksidanlarin seviyeleri ve kok-gévde uzunlugu, kuru madde agirligi, mineral (Na*, K* ve
Ca*?) ve klorofil miktarlar1 belirlenmistir. Bunlara ilave olarak ¢oziinebilir proteinlerin SDS-
PAGE profilleri ve kok ile yaprakta nitrat rediiktaz (NR) aktivitesi de degerlendirilmistir.
Bulgularin degerlendirilmesine katki olmasi amaciyla, izole edilen bakterilerin Gram &zellikleri,
ACC deaminaz aktiviteleri ve azot fiksasyon yetenekleri de arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, ACC deaminaz aktivitesi TG-4 izolatinda belirlenmezken, diger izolatlar pozitif aktivite
gostermistir. Ayrica TG-4, TG-12 ve TG-20 izolatlarinin azot fiksasyonu yapabilen bakteriler
oldugu belirlenirken, TG-8 izolatinin azot fiksasyonu igin negatif oldugu goriilmiistiir.
Tohumlara inokiile edilen izolatlar kok-govde uzunluk ve kuru agirliklarini genellikle
artirmistir. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla meydana gelen membran hasar1 (MH), bakteri
uygulamalari ile dnemli dlgiide azalmustir. izolatlar, 150 ve 250 mM tuz uygulamas: basta
olmak tizere, genellikle H,0,, O, ve malondialdehid (MDA) seviyelerini diistirmiistiir. Bakteri
inokiilasyonu tuzlu sartlarda klorofil miktarini artirmistir. Artan tuz seviyesi, CAT, SOD, APX
ve POX aktivitelerini diigiiriirken, GR aktivitesini ise artirmistir. Ayn1 gruptaki bitkilere bakteri
uygulamalari ise aktiviteleri genelde artirmigtir. Ayrica tuzlu sartlarda artan AsA ve total GSH
miktarlan bakteri uygulamalariyla daha fazla artis gostermistir. Tek basina tuz uygulamasi NR
aktivitesini ve prolin miktarimi artirmistir. Bakteri+tuz uygulamasinda NR aktivitesinde artig
gozlenirken, prolin miktar1 ise diismiistiir. Genel olarak c¢aligilan halotolerant izolatlar muisir
bitkisinin tuz stresi toleransini artirmistir ve bu yilizden bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler
(PGPR) grubunda olduklar: ileri siiriilmiistiir. Tez iginde biitiin gruplar kendi kontrolii ile
kiyaslanmig ve ayrintili olarak tartigilmistir.

2016, 175 sayfa

Anahtar Kelimeler: ACC deaminaz, Antioksidan enzim, Halotolerant bakteri, MDA, Misir,
Nitrat rediiktaz, Tuz stresi, PGPR, Tuz Golia



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

ENHANCING SALT STRESS TOLERANCE IN MAIZE (Zea mays L.) BY USING
HALOTOLERANT BACTERIA ISOLATED FROM RHIZOSPHERE OF
HALOPHYTIC PLANTS

fhsan AYDIN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of Botany

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, the effects of halotolerant bacteria isolated from rhizosphere of halophytic plants
were investigated on the physiological and biochemical response mechanisms to the salt stress
(NaCl) of maize (Zea mays L.). For this aim, 17 halophytic plants were collected from 6
different stations in the basin of Salt Lake (Turkey) and bacteria were isolated from rhizosphere
of the plants. It was obtained 22 isolates belonging to 7 bacterium species from the plants.
Identifications of the isolated bacteria were made according to the 16S rRNA sequencing
method. After preliminary experiments, 4 of isolates were selected in order to use in the later
stages of the present study. These isolates were Halomonas arcis (isolate; TG-4), Marinococcus
tarijensis (DT-8), Halobacillus dabanensis (TG-12) and Kushneria indalinina (TG-20). The
bacteria developed in Tryptic Soy Broth (TSB) was washed by using 100 mM MgSQ, solution
and then was inoculated (10%/10° CFU/mI) to maize seeds. Membrane damage, level of lipid
peroxidation, contents of reactive oxygen species (ROS) and proline were determined in the
leaves of maize exposed to different levels of salt stress (75, 150 and 250 mM) for 15 days.
Furthermore, the levels of enzymatic (catalase-CAT, superoxide dismutase-SOD, guaiacol
peroxidase-POX, ascorbate peroxidase-APX and glutathione reductase-GR) and non-enzymatic
(ascorbic acid-ASA and glutathione-GSH) antioxidants, root-stem length, dry matter weight,
and the contents of minerals (Na*, K* and Ca*?) and chlorophyll were determined. Additionally,
SDS-PAGE profiles of soluble proteins in the leaves, and nitrate reductase (NR) activity in both
leaves and roots were evaluated. As with bacteria, Gram properties, ACC deaminase activities
and nitrogen fixation abilities of the isolated bacteria were also investigated. Most of the isolates
inoculated to the seeds generally increased the root-stem length and dry weight in the maize
seedlings. Membrane damage (MD) increased by the salt concentrations was decreased
significantly with the bacterial applications. Application of the isolates decreased the levels of
H,0,, superoxide anion and malondialdehyde (MDA) in especially 150 and 250 mM salt
conditions, and increased the chlorophyll content in the salty conditions. The salt concentrations
decreased the activities of CAT, SOD, APX and POX and increased that of GR but the bacteria
applications in the same conditions generally increased their activities. In addition, the increased
ASA and total GSH levels by the salt applications showed more increasing with the bacteria
applications. The salt applications alone increased NR activity and the content of proline.
Salt+bacteria applications, however, increased NR activity while decreased proline content.
Isolate TG-4 was negative for ACC deaminase activity while others were positive. Isolates TG
4, 12 and 20 were in capable of nitrogen fixation except TG-8. The present study showed that
the halotolerant isolates could increase the salt stress tolerance of the maize seedlings, and
therefore it is suggested that they have potential to be used as plant growth promoting
rizobacteria (PGPR). All groups are compared to their controls and are discussed in the thesis in
detail.

2016, 175 pages

Keywords: ACC deaminase, Antioxidant enzyme, Halotolerant bacteria, Maize, MDA, Nitrate
reductase, PGPR, Salt Lake, Salt stress
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1. GIRIS

Stres kelimesi genelde insanlar ve hayvanlar i¢in kullanilmasina ragmen, bitkiler de
strese girer ve stresli kosullarda 6nemli bitkisel hasarlar ortaya ¢ikar. Metabolizmanin
bozulmasi sonucu meydana gelen olumsuzluklardan dolayr bitkinin veya bitki
organlarinin biiyiime, gelisme ve veriminde azalma olacagi gibi, doku o6liimleri hatta
bitkis Olimleride gergeklesebilir. Giiniimiizde abiyotik stres kosullarina maruz kalan
bitkilerde yiiksek oranlarda meydana gelen iiriin kaybi, insan ve hayvan beslenmesini
olumsuz yonde etkilemektedir (Maynard and David 1987; Taiz and Zeiger 2008). Diger
taraftan, diinya niifusunun siirekli ve hizli bir sekilde artmas: ve bu artisa paralel temel
ihtiyaglarin ¢esitlenmesi, insanlarin topraklar {izerindeki baskisini siirekli olarak
artirmasina yol agmaktadir. Bu baskilar sonucu siirekli olarak yanlig kullanilan
topraklarda bitkisel stres etkilerini daha da artiran 6nemli sorunlar ortaya ¢ikmaktadir
(Mazi1 ve Tan 2009). En 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuzluluk, 6zellikle
kurak ve yar1 kurak alanlarda etkisini gosteren problemler arasindadir. Diinyada sulanan
alanlarin yaklasik yaris1 taban suyu yiikselmesi, tuzluluk ve alkalilik etkisi altindadir.
Food and Agriculture Organization’a (FAQO) gore (1988), kurak ve yar1 kurak
bolgelerde tuzdan etkilenmis alanlar neredeyse 1 milyar hektar1 gecmistir (Agar ve Agar
2011). Ekilebilir arazilerdeki artan tuzlulugun kiiresel etkileri arasinda gelecek 25 yilda
%30 oraninda toprak ve dolayisiyla iiriin kaybina neden olacagi, 2050’ye kadar da bu
oranin %50’leri bulacagi tahmin edilmektedir (Wang et al. 2003). Tiirkiye’de mevcut
tarim arazilerinin 1.633 milyon hektarlik boliimiinde tuzluluk (¢ogunlukla NaCl)
problemi yasanmaktadir (Agar ve Agar 2011). Bu, sulamaya uygun arazilerin yaklasik
%32,5’ine denk gelmektedir (Agar ve Agar 2011). Ozellikle tarimsal alanlarda etkisini
gosteren tuzluluk, toprak yapisini bozarak bitkilerin {irlin kalitesi ve veriminde énemli
kayiplara yol ag¢maktadir (Chinnusamy et al. 2005). Toprak c¢ozeltisinde tuz
yogunlugunun artmasina paralel olarak su potansiyelinin azalmasi, bitki hiicrelerinde
ozmotik potansiyelin diismesine neden olur. Dolayisiyla tuz stresi yogunluk ve etki
siiresine bagli olarak bitkilerde biiylime, gelisme, ¢imlenme, fotosentez, hiicre
boliinmesi ve daha bircok biyolojik olaylari etkilemektedir (Taiz and Zeiger 2008).

Yiiksek yogunluktaki tuz seviyesi bitkide iyon dagilimi ve su potansiyelini de



degistirerek homeostasinin bozulmasima yol acar (Demiral and Tiirkan 2005). Bu
semptomlar1 genelledigimizde, tuzun bitki ilizerindeki olumsuz etkilerini 3 sekilde

toparlayabiliriz.

1. Fiziksel etki; ozmotik potansiyelin diismesi sonucu bitkinin su alimi ve dolayisiyla
beslenmesi yavaslar veya tamamiyla durur. Bitki su aliminda gii¢liik ¢eker. Bu olaya
ozmotik etki denir.

2. Kimyasal etki (toksik etki); 6zellikle Na® iyonlarinin bitkide yiiksek yogunlukta
bulunmas1 toksik etki meydana getirmektedir.

3. Dolayli etki; tuzlulugun toprak yiizeyinde meydana getirdigi degisiklikler, bitkilerin
gelismesine olumsuz etki eder (Ekmekei vd 2005; Kocagaliskan 2008).

Kurak ve yari kurak alanlarda hem yagis azlig1 hem de evaporasyon nedeniyle su kaybi
olmasi toprak ve toprak yiizeyinde tuz birikimine yol agar (Deinlein et al. 2014). Ayrica
iyi bir drenaj saglanmayan topraklarda bilingsiz sulama toprak tuzlulugunu
artirmaktadir. Sulama suyunda ve taban suyunda bulunan tuzlar zaman igerisinde toprak
yiizeyine ¢ikarak tuzlulugun ve dolayisiyla coraklagsmanin artmasina neden olurlar
(Kocagaliskan 2008; Kacar vd 2009). Tuzluluk, sularda veya toprakta var olan gesitli
¢Oziinmiis mineral tuzlarin yogunlugundan ileri gelmektedir. Toprak ve su
tuzlulugundaki artis ise basta toprak suyunun yarayisliligi olmak {izere ¢imlenme,
biiyiime, gelisme ve verim kaybina neden olmaktadir (Unliikara vd 2006). Sulama
suyunda bulunan yiiksek tuz yogunlugu da toprak ¢ozeltisinin ozmotik potansiyelini
diisiirerek bitki koklerinin su almasini engeller. Fizyolojik kuraklik olarak adlandirilan
bu durum nedeniyle toprakta su bulunmasina ragmen bitki kokleri bu sudan
faydalanamaz (Kadayifgi 2004). Yogun Na® konsantrasyonu, bitki biiyiime ve
gelismesinde énemli bir rolii olan K iyonu alintmini inhibe ederek dokularda hasara ve
sonugta Uriin kaybina neden olmaktadir (James et al. 2011). Fotosentetik dokularda
tuzlulugun artisina bagli olarak; tilakoid =zarlarda biiziilme, bitisik grana
membranlarinda yigilma, klorofillerde ve PSII’de pargalanma meydana gelir (Ashraf
and Harris 2004). Tilakoyitlerdeki elektron tasima sisteminin aktivitesi de yiiksek
tuzlulukta azalmaktadir (Parida et al. 2003). Tuz stresi altindaki baklagil bitkilerde



nitrat rediiktaz aktivitesi ve nodiil olusumu azalmaktadir (Wahab and Zahran 1981).
Yine tuzlulugun neden oldugu yapraklarda erken yaslanmaya paralel olarak, protein ve
klorofil yogunlugunda azalma, zar gegirgenliginde ise artma meydana gelmektedir
(Golezani et al. 2009).

Bitkiler tuza dayaniklilik bakimindan farkli gruplara ayrilmaktadir. Tuzlu topraklarda
yasamaya adapte olmus bitki tiirlerine halofitik bitkiler adi verilir. Bunlar 300 mmol
NaCl’den daha yiiksek miktardaki tuza toleransh olan bitkilerdir. Tuzluluga hassas olan
bitki tiirleri ise glikofitler olarak bilinir ve bunlar da 100-200 mmol NaCl’ye kadar olan
miktardaki tuza toleranslhidirlar. Toprak tuz diizeylerine gore bitki duyarliliklar1 Cizelge
1.1’de verilmistir (Saruhan vd 2008). Dogal ortaminda yasayan yabani bitkilerin
cogunda tuz toleransi yiiksekken, kiiltiir bitkilerinde bu oran oldukca diisiiktiir (Nagaoka
and Takago 2003).

Cizelge 1.1. Toprak tuz diizeylerine gore bitki duyarliliklar

TUZLULUK ( ECe, dS/m) BITKI TEPKISI

0-0.98 Cok az tuzlu Tuzluluk etkisi genellikle 6nemsizdir
0.98-1.71 Az tuzlu Hassas bitkilerde verim kaybi

1.71-3.16 Tuzlu Cogu bitkide verim kaybi1

3.16-6.07 Cok tuzlu Dayanikl tiirlerde normal {iriin verir
>6.07 Asir1 tuzlu Cok dayanikli birkag bitki {iriin verebilir

*EC,; camur siiziigii, dS/m; tuz konsantrasyonu (Saruhan vd 2008)

Misir, piring, fasulye ve soya basta olmak iizere 6zellikle tarimi yapilan birgok bitki
tird, glikofitler i¢erisinde bulunur (Mahajan and Tuteja 2005; Gupta and Huang 2014).
Halofitlerin glikofitlere gdre bazi iistiinliikleri vardir. Ornegin tuzlu topraklarda
yasamaya adapte olmus halofitik bitki tiirlerinin tuz iyonlarm1 alma kapasitesi
glikofitlerden ¢ok daha diisiik oldugu belirlenmistir. Buna ilave olarak, bazi halofitlerin
yapraklarinda bulunan 06zellesmis hiicreler, olusturduklar1 tuz bezleriyle komsu
hiicrelerden aldiklar1 tuzu yaprak ylizeyine tasiyarak yagmur veya riizgar vasitasiyla

bitkiden uzaklastirirlar. Buna en iyi 6rnek Tuz Sediri (Tamarix sp) ve deniz suyundan



daha yogun tuzlu ortamlarda (500 mM NaCl) yasayabilen Tuz Calisi’dir (Atriplex sp)
(Yi1lmaz 2015). Genellikle ¢ogu bitki ¢imlenme ve erken fide gelisim donemleri tuza
karst oldukca hassastir. Ancak tuz direnci biliylime ve gelismenin sonuna dogru

artmaktadir.

Yagisli bolgelerde tuzlar yikanarak yer alti sularina karisip denizlere taginmasi
nedeniyle genellikle bu bolgelerde tuzluluga (salinizasyon) rastlanmaz. Ancak yagis
oraninin diisiik oldugu alanlarda topraklarin tuzlanmasi giderek artmakta ve
arindirilmalart mevcut tekniklerle ya cok pahali ya da miimkiin olamamaktadir. Bu
alanlarin tarimsal agidan degerlendirilmesinde ekonomik olan yontemlerden biri tuza
toleransh bitki tiir ve cesitlerinin seleksiyonu veya tuza duyarli bitkilerin tuz stresi
toleranslarinin artirtlmasidir (Khalid et al. 2001). Tuzlu topraklarda bitkilerin yasamsal
faaliyetlerini yerine getirebilmeleri icin cesitli fizyolojik ve biyokimyasal cevap
mekanizmalarina sahip olduklar1 bilinmektedir (Gupta and Huang 2014). Bunlarin
basinda tuz stresine maruz kalan bitkilerde ozmotik dengeyi saglamak i¢in hiicrelerde
molekiiler agirhg diisiik olan gesitli ozmolitler yiiksek miktarlarda biriktirilir. Ornegin,
bir¢ok bitkide tuz stresi altinda seker, prolin ve glisin-betain gibi bilesiklerin igsel
seviyelerinde 6nemli artiglar gortiliir (Mahajan and Tuteja 2005; Parida and Das 2005).
Ozellikle glisin-betain ve prolin, bitkiler dahil bircok farkli organizmada ozmotik
diizenlemede 6nemli rol oynarlar (Hoque et al. 2007; Banu et al. 2009). Asir1 tuzluluk,
sicaklik ve pH gibi stres sartlarinda glisin-betainin bir ozmolit gorevi iistlenerek birgok
proteinin yaninda kloroplastta PSII sistemini korudugu rapor edilmistir (Tiirkan and

Demiral 2009).

Diger taraftan, her ¢evresel streste oldugu gibi, tuz stresi altindaki bitkilerin strese cevap
mekanizmalarindan en 6nemlisi, Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) siipiiriilmesini
saglayan metabolik yollarin hiicrelerde aktive olmasidir. Ciinkii ROT kimyasal yap1
itibariyle yiiksek derecede reaktif bilesikler olup bitkiler i¢in toksiktir. ROT lar protein,
lipit, DNA, karbohidratlar ve diger bircok biyomolekiilleri oksitleyerek dogal
yapilarinin bozulmasina ve dolayisiyla metabolik diizensizliklere yol agar (Noctor et al.

2002; Apel and Hirt 2004; Banu et al. 2009; Guo et al. 2009). Ozellikle doymamis yag



asitleri ve kiikiirt iceren aminoasit barindiran proteinler ROT’lardan diger bir ifadeyle
serbest radikallerden ¢ok cabuk etkilenirler (Gutteridge 1995). ROT bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 diistik ve ¢ok reaktif
molekiiller olarak tanimlanirlar. Bunlar arasinda siiperoksit anyonu (O,"), hidrojen
peroksit (H,0,), singlet oksijen (*O,) ve hidroksil radikali (OH") en énemlileridir. Her
ne kadar ROT’lar normal sartlar altinda iiretilse de hiicrelerde igsel seviyeleri diisiik
tutulmaktadir (Polle 2001). Ancak stres sartlar1 altinda ROT’larin miktarlarinda ciddi
seviyelere varan artis ger¢eklesmektedir (Laloi et al. 2004; Piotrovskii et al. 2011).
Ozellikle tuz stresi kloroplastik ve mitokondriyal ETS sistemleri {izerinde olumsuz
etkiler meydana getirerek yiliksek oranda ROT olusumuna neden olmaktadir. Normal
sartlar altinda siiperoksit anyonu iiretimi 240 puM ve HyO; iiretimi 0.5 uM olmasina
karsin, tuz stresi altindaki bitkide O," radikali tiretimi 720 uM, H,O;’inin ise 15 uM’a
yiikseldigi rapor edilmistir (Polle 2001; Dat et al. 2003).

Literatlirlerde ROT’larin bitki biiylimesi ve fizyolojisi lizerine zararli etkilerine dair
bir¢ok ¢alisma verilmekle birlikte; ROT’larin hiicre sinyalizasyonu, gen diizenlenmesi,
yaslanma, programlanmis hiicre 6liimleri ve hatta patojenlere karsi savunma gibi bir¢ok
onemli fizyolojik olayda da rol oynadiklar1 bildirilmistir (Kosack and Jones 1996; Grant
and Loake 2000; Breusegem et al. 2001; Neill et al. 2002; Dat et al. 2003; Laloi et al.
2004; Gechev et al. 2006). Ornegin H,O, patojenler icin toksik olmasi nedeniyle
apoplastlarda bulunmasi fayda verebilir (Smirnoff 2000). Sistemik kazanilmis direngte
gen transkripsiyonu ile etkin bir rol oynar ve bitkinin hastalikli bélgesindeki hiicrelerin
Olmesini (kontrollii hiicre oliimii) saglayarak patojen organizmanin yayilisin1 engeller

(Horemans et al. 2000).

Siiperoksit anyonu (0O;"), mitokondriyel ETS veya kloroplastta PSI ve PSII’nin
calistig1 ETS sisteminde rol alan molekiiler O,’nin, elektron alarak indirgenmesi sonucu
olusan kararsiz bir radikaldir. Bu radikal dogrudan zarar vermesi diisiik olmakla birlikte,
H,02’in kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarini indirgemesi nedeniyle zarar
vermektedir (Lee et al. 2004; Biiyiikk vd 2012). Ozmotik stres sonucu stomalarda

meydana gelen CO, seviyesinin kisitlanmasi, kloroplastlarda siiperoksit anyonu



birikimini yiikseltir. Bu olay fotooksidatif hasara neden olur (Asami and Akazawa
1978). Ayrica bu radikal sitoplazma, mitokondri ve nukleus gibi organellerin
membranlarinda da hasara neden olmalar1 sebebiyle lipid peroksidasyonunu baslatarak
membran permeabilitesini bozar (Bhattacharya 2015). Siiperoksit anyonu diisiik asidik
degerlerde enzimatik olmadan da dismutasyona ugrayarak H,O, olusturabilmektedir
(Biiyiik vd 2012).

Hidrojen proksit, O,” anyonunun bir elektron almasi veya O, nin iki elektron almasi
sonucu olusan peroksidin iki proton (H") ile birlesmesinden meydana gelmektedir.
Biyolojik sistemlerdeki dismutasyon reaksiyonunda, 2 O,™ molekiilii, 2 H" alarak H,0,
ve O, olusturmaktadir (Y1lmaz vd 2011).

20, +2H" __Dismutasyon , H,0;+0;

Eslesmemis elektron icermediginden dolay1 radikal olmayan hidrojen peroksit, hiicre
igerisine kolayca diffiize edebilmesi nedeniyle uzun 6miirlii bir oksidandir. Gerek siiperoksit
varliginda ve gerekse de metal iyonlar1 varli§inda ¢ok reaktif ve hasar verici olan hidroksil
radikaline doniisebilmektedir (Halliwell et al. 2000). Hidrojen peroksitin programli hiicre
oliimlerinde de rol aldigi bilinmektedir (Gadjev et al. 2008). Hidrojen peroksitin giiglii bir
Calvin dongiisii inhibitérii olmasi nedeniyle siiperoksit anyonunun hidrojen peroksite
doniisiimii oldukg¢a risklidir (Shen et al. 1997). llging bir sekilde hidrojen peroksit,
antioksidan enzimlerde artiglara neden olabilir (Sairam and Srivastava 2000; Shigeoka et al.
2002). Peroksizom ve glioksizomlarda meydana gelen H,O, herhangi bir indirgeyiciye gerek
kalmadan katalaz tarafindan etkisiz hale getirilirken, kloroplastlarda meydana gelen H,0O; ise
indirgeyici olarak askorbati kullanan ve H;O;’e ilgisi yiiksek olan askorbat peroksidaz
tarafindan veya glutatyon peroksidaz tarafindan detoksifiye edilir (Navrot et al. 2006; Ning
et al. 2015). Siiperoksid radikali lipidlerde az ¢ozliniirken, hidrojen peroksit daha fazla
¢oziinlir. Bu nedenle hidrojen peroksit tiretildigi yerden daha uzaklarda da olsa, Fe*? iceren

biyomolekiiller tizerinde etkisini gosterebilir (Akkus 1995).



Oksijen radikalleri igerisinde en reaktif ve en toksik olan hidroksil (OH") radikali, su
dahil rastladigi her molekiille tepkimeye girebilir. Biitin bu tepkimeler OHin
paylasilmamis elektron iceren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir
(Halliwell and Gutteridge 1984). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar,
lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. OH™1n baslica
hedefi doymamis yag asitleridir ve zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar
ve gecirgenligini bozup hiicre 6liimiine sebep olabilir (Akkus 1995; Nishiyama et al.
1998). Cok kisa yarilanma omriine ragmen ortamdaki hemen her biyomolekiille biiyiik
hasar olusturabilecek tepkimelere girebilmektedir (Akkus 1995). Ayrica DNA ve
proteinler gibi biyomakromolekiillerin elektronegatifliklerinden dolay:1 onlarla kolayca
etkilesir ve oksidatif hasara neden olur. Hiicre i¢i hidroksil radikalini elemine edecek
molekiiliin etkili olabilmesi i¢in miktarin bu molekiilden daha fazla olmasi
gerekmektedir. Bu sebepten, hidroksil radikali olusumunun Onlenmesi, temizlenme-
sinden daha onceliklidir (Akkus 1995). Hiicrede O," ve H,0,, hidroksil radikalini
meydana getirmek iizere bir araya gelir. Bu Haber-Weiss reaksiyonu (a) olarak
adlandirilir. Yavas ilerleyen bu reaksiyonun ortamda demir veya bakir iyonlari oldugu
zaman hizlanmasina ve de hasar oranin1 daha da fazla artirmasina ise Fenton reaksiyonu

(b) ad1 verilmektedir (Bandyopadhyay et al. 1999).

H,0, + O, — OH  + O, + OH™ Haber-Weiss Reaksiyonu @)
H,0, + Fe*? — Fe™ + OH" + OH" Fenton Reaksiyonu (b)

ROT’un diger bir formu olan tekli oksijen (*O,) molekiiler oksijenin yiiksek enerjiyle
uyarilmis formudur. Uzerinde ortaklasmamis elektronu bulunmadig icin radikal dzelligi
yoktur. Fakat oksidan oOzelligi oldukca yliksektir. Kaynagi fotosentez reaksiyonlar
esnasinda meydana gelen elektron transport sistemindeki klorofil pigmentleridir (Gill
and Tuteja 2010). Hiicre zarindaki bulunan doymamis yag asitleriyle etkilesime gegerek

farkli lipid peroksidasyon molekiillerini olustururlar (Banu et al. 2009; Guo et al. 2009).

Yukarida siralanan ROT’larin belki de bilinen en Onemli etkileri hiicresel zar

bilesenlerinde bulunan doymamis yag asitlerinde lipid peroksidasyonu (LPO) adi



verilen bir oksidasyona neden olmalaridir. LPO ile olusan membran hasar1 geri
dontigsiimsiizdiir (Akkus 1995). Biyolojik sistemlerde LPO’yu baslatan serbest radikalin,
stiperoksit anyonu ve Ozellikle de hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Serbest
radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asidinin
de radikal Ozelligi kazanmasma neden olmaktadir. Boylece olusan lipid radikali
dayaniksiz bir bilesiktir. Molekiil i¢i konjuge edilen baglarmin farkli pozisyonlara
gelmesi ile degisiklige ugrayabilen kararsiz lipid radikalinin molekiiler oksijenle
tepkimesi sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir (Spiteller 2001). Bu olayin en
Oonemli Uriinii malondialdehittir (MDA) (Celikezen ve Ertekin 2009). Membranlarda
MDA meydana gelmesi sonucu zarda bulunan molekiiller ¢capraz baglanma yaparak
elektrolitlere karsi membran permeabilitesi artirir. MDA 6zellikle ii¢ veya daha fazla
cift bag iceren (poliansature) yag asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelir
(Pamplona 2008; Ayala et al. 2014). MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada
kantitatif bir indikatorii degildir, fakat lipid peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir
korelasyon gosterir. Bu sebeple organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek igin MDA
seviyelerinin 6lgiimii, siklikla kullanilan bir yontemdir (Heath and Packer 1968). MDA,
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve olusan bu
¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun derecesi saptanabilmektedir (Kumar and
Knowles 1993).

Bitkiler stres kosullarinda yiiksek seviyede fliretilen ROT’lardan hiicreyi korumak
amaciyla enzimatik olmayan (askorbat, glutatyon, karotenoidler, a-tokoferol) ve
enzimatik olan (katalaz, peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz) birgok
antioksidanlar icerirler (Gechev et al. 2006; Gill and Tuteja 2010; Jha et al. 2011). Bu
antioksidanlar ya ROT’lan siipiirerek ya da olusumlarini engelleyerek etkili olurlar
(Senses vd 1999). Stres sartlar1 altinda antioksidan enzimlerle ROT arasindaki iliski
bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmis ve bitkinin yasamini devam ettirebilmesi
artan ROT bilesiklerini siipilirebilme kapasitesi ile iliskili oldugu belirtilmistir (Tiirkan
et al. 2005; Erdal et al. 2014; Yildiztugay et al. 2014). Stres kosullarina cevapta
bitkilerin antioksidan enzimlerin hiicresel seviyelerini diizenlemesi olduk¢a onemlidir

(Gecheva et al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003; Mutlu et al. 2009a). Bu iliski



bozuldugunda oksidatif stres ortaya g¢ikar. Oksidatif stres, biyotik ve abiyotik stres
kosullarinda ortaya ¢ikan temel bir faktordiir ve reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan
savunma arasinda belirgin bir dengesizlik oldugu zaman meydana gelir (Foyer and
Noctor 2000). Bitkilerde oksidatif strese cevap mekanizmalar1 tuzluluk (Fadzilla et al.
1997; Abogadallah 2010), diistiik sicaklik (Tasgm et al. 2003), yiiksek sicaklik
(Davidson et al. 1996; Pereira et al. 2003), kuraklik (Bartoli et al. 1999) ve agir metal
(Schiitzendiibel and Polle 2002) streslerinde iyi derecede ¢alisilmistir. Yukarida ifade
edildigi gibi oksidatif stresin yatistirilmasinda rol alan en 6nemli aktorler antioksidan
sistem elamanlaridir. Asagida antioksidan enzimlerle ilgili bilgiler verilecek ve stres

sartlarindaki rollerinden kisaca bahsedilecektir.

Siiperoksid dismutaz (SOD) oksidatif strese karsi ilk savunma hatt1 olarak adlandirilan
reaksiyonu katalizler (Guemouri et al. 1991). SOD, stiperoksit radikalini (O;"), hidrojen
peroksit (H20,) ve molekiiler oksijene gevirebilen bir metaloenzimdir (Minibaeva and
Gordon 2003; Roach 2009).

SOD
20,7 + 2H" > H0,+0;

Aktif bolgesindeki metal kofaktorlere gore adlandirilan SOD’un bitki hiicrelerinde;
plastitlerde bulunan Fe-SOD (Miller 2001), mitokondri ve peroksizomlarda bulunan
Mn-SOD (Hernandez et al. 1995; Candas and Li 2014), ve kloroplast, sitoplazma ve
extraselliiler alanlarda bulunan Cu/ZnSOD (Marikovsky et al. 2003; Badawi et al. 2004;
Fonseca et al. 2013) olmak tizere 3 izoformu belirlenmistir (Tanaka et al. 1999; Ali and
Alqurainy 2006; Gharari et al. 2014). Bir¢ok ¢evresel ve biyotik streslerde hiicresel
SOD miktarinin tretiminde artis oldugu belirlenmistir (Hernandez et al. 1995;
Minibaeva and Gordon 2003). SOD aktivitesinin stres kosullarinda arttigini veya
azaldigin1 gosteren c¢aligmalar da bulunmaktadir. Bu sebeple SOD’un streslere veya

ortamdaki ROT seviyelerine gore diizenleyici bir rol iistlendigi ileri siirtilmiistiir.

Antioksidan enzimlerden bir digeri katalazdir (CAT). Bu enzim yiiksek

konsantrasyondaki H.O, nin 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
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katalizleyen demir porfirin igeren tetramerik ve yiiksek molekiil agirligina sahip bir
enzimdir (Mcclung 1997; Frugoli et al. 1998; Chaudiere and Iliou 1999). Ayn1 zamanda
CAT, dusik H,0, seviyelerinde alkoller, askorbat ve fenol igeren indirgenmis
substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere and Iliou 1999).
Tiim enzimler i¢inde en hizli doniisiim saglayanlardan birisi olan CAT’1n bir molekiilii
bir dakikada yaklagik 6 milyon molekiil H,O;’yi H,O ve O;’ye gevirebilir (Gill and
Tuteja 2010). Pek ¢ok bitki hiicresinde enzimin biiylik bir kismi, H»O,’nin yliksek
oldugu peroksizomlarda bulunur. Bitki hiicrelerinde glioksizom ve mitokondri
icerisinde de bulunurken kloroplastlarda bulunmaz (Ali and Alqurainy 2006). CAT’in
bitki dokusunda H,0, nin uzaklastiriimasinda 6nemli rolii oynadig: belirtilmistir (Steel
and Greer 2005). Ayrica, molekiiler O, mevcudiyetinde metabolizmanin bazi
kademelerinde iiretilen H,O, nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek
ozellikle membranlarda olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir. Tuz
stresi, sicaklik ve soguk stresi gibi cevresel streslerde aktivitesinin diistiigline ait
raporlar vardir (Ali and Alqurainy 2006; Neto et al. 2006). Asagida CAT’in genel

katalitik reaksiyonlar1 verilmistir.

2 H,0, — > 2H0+ 0O (Katalitik Aktivite)
ROOH + AH; ——» H,O+ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Antioksidan enzimlerden bir digeri guaiakol peroksidaz (POX) enzimidir. POX,
H,0,yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik bilesenlerin
dehidrojenasyonunu katalizleyen ve HEM prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci
1997; Kim et al. 2000). POX’larin spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler,
inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli olan ¢ok
sayida izoenzimleri belirlenmistir (Banci 1997). Diisiik sicaklik, tuzluluk, parazit
enfeksiyonu, patojenler, UV-isik tesirleri gibi c¢esitli stres faktorlerinden yiiksek
seviyede etkilenen POX aktivitesi, bu enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep
olmustur (Lee and Lin 1996; Kim et al. 2000; Saroop et al. 2002). Bitkisel POX;
yapraklar, yaralanan govdeler, Kotiledon yapraklar ile ¢igek saplarinda bulunmus ve bu

doku hiicrelerinin nukleus, mitokondri, ribozom, hiicre membranlar1 ve apoplastinda
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lokalize olabildigi belirlenmistir (Hamed et al. 1998; Kim et al. 2000; Tasgmn et al.
2006; Mutlu et al. 2009a). POX enziminin ¢ok sayida fizyolojik olayda rol oynadigi ve
bircok metabolik olayin gerceklesmesine yardimci oldugu agiktir. Bu ylizden ¢ok sayida
islevler ile bagdastirilan POX enzimi ile ilgili aragtirmalar yogun bir sekilde

sturdirilmektedir.

Askorbat peroksidazlar (APX) indirgeyici olarak iki molekiil askorbati kullanarak
H.0O,’yi detoksifiye eden enzimlerdir (Noctor and Foyer 1998). Hiicre igerisinde
kloroplast stromasinda, tilakoit zarda, sitozolde, glioksizom zarinda ve mitokondride
bulunurlar (Bunkelmann and Trelease 1996; Caverzan et al. 2012). Askorbat
peroksidazlar en yaygin calisilan guaiakol peroksidazlara biiyilkk oranda benzerlik
gostermesine ragmen, H' vericisi olarak askorbata olan yiiksek ilgileri nedeniyle
onlardan ayrilirlar. (Nakano and Asada 1987; Ranieri et al. 2001). Bes ¢esit izoformu
olan APX’in izoformlar1 elektron verici olarak askorbata gerek duyduklarindan,
askorbat yoklugunda olduk¢a fazla kararsizdirlar (Miyake and Asada 1996).
Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidazlar, kloroplastakine benzemekle birlikte
askorbat bulunmadigi zaman daha fazla kararli olup baska elektron vericilerini de
kullanabilir (Vanacker et al. 1998). Tuz stresi uygulanan tiitiin bitkisi kloroplastinda
APX seviyesinin arttig1 rapor edilmistir (Badavi et al. 2004).

Askorbat—glutatyon dongiistiniin bir diger 6nemli enzimi de glutatyon rediiktaz
(GR)’dir. Canlilarin glutatyon deposu kisith olmast nedeniyle okside glutatyonun
(GSSG) rediikte glutatyona (GSH) dondstiiriilmesi gerekmektedir. Bu islem igin
ortamda NADPH’nin bulunmasi gerekir (Mir et al. 2015). Strese giren bitkilerde
savunma enzimlerinden olan glutatyon rediiktazin aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir
(Bartoli et al. 1999; Ali and Fattah 2006). Glutatyonun indirgenmis halde kalmasi basta
glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz olmak iizere birgok antioksidan enzim aktivitesi
icin olduk¢a 6nemlidir. Katalaz azalmasi halinde glutatyona bagimli enzimler aktif hale
gecerler. Ayrica selenyum miktarindaki diisiis GPX ve GR diizeylerinde de azalmaya
neden olur (Anonim 2012).
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Enzimatik olmayan antoksidantlarin basinda yer alan glutatyon (GSH) bitki
dokularinda bol miktarda bulunur. Serbest radikalleri metabolize ederler (Meneguzzo et
al. 1999). Savunma sisteminde etkin gorev alan askorbat-glutatyon dongiisiinde
askorbik asidin yeniden olusumunu gergeklestirerek savunma sisteminde kilit rol oynar.
APX askorbati substrat olarak kullanirken, H,O,’yi detoksifiye eder (Hoque et al.
2007). Ayrica glutatyon-S transferazin (GST) substratligini yaparak hiicrede meydana
gelen zararli bilesiklerin temizliginde gorev alir. Apoplast basta olmak tizere kloroplast,
mitokondri, koful ve peroksizom gibi birgok farkli hiicre kisimlarinda bulunurlar (Hung
et al. 2005). Hiicrelerdeki glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG) orani hiicrede
meydana gelen oksidatif stres siddetini belirler. GSH sentezinde olduk¢a 6nemli olan
sistein amino asidi ayn1 zamanda sentez igin hiz belirleyici bir enzimi de onarir (Ozel ve

Birdane 2014).

Suda ¢oziinebilir bir antioksidan olan askorbik asit (Vitamin C - AsA) dogada bol
miktarda bulunur. Yap: itibariyle bir seker asididir. Bilesiklere kolaylikla H vererek
dehidroaskorbata (DHA) oksitlenebilir. Bu nedenle metabolizmada gii¢lii bir
antioksidan olarak kabul edilir. Siiperoksiti, tekli oksijeni ve hidroksil radikalini direkt
olarak baskilayip onlarla kolaylikla reaksiyona giren AsA ayni zamanda H,O;’yi de
APX yoluyla suya dontstiiriir (Ali and Alqurainy 2006). Askorbik asit sadece bir
antioksidan degil ayn1 zamanda komplex bir defans mekanizmasinin da aktorlerindendir
(Conklin and Barth 2004). Tuz stresine maruz kalmis bir¢ok bitkide iyilestirici olarak
rol almaktadir (Khan et al. 2011; Agami 2014). Eksojen olarak askorbik asit uygulanan
bitkilerde, tuz stresinin neden oldugu firiin kaybi ve bitki biiylimesindeki azalisin

engellendigi rapor edilmistir (Azzedine et al. 2011; Ejaz et al. 2012).

Bir strese cevapta antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve antioksidan bilesiklerin
miktarlar1 bitki tlirlinde ve hatta ayn tiirlin farkli varyeteleri arasinda bile degisiklik
sergileyebilmektedir (Bor et al. 2003). Bu nedenle, stres kosullarinda antioksidatif
mekanizmanin bitki tiirline, stres c¢esidine ve bitkinin biiyiime evresine gore

degerlendirilmesi 6nerilmistir (Bartoli et al. 1999). Sekil 1.1°de antioksidan enzimler ile



13

ROT bilesikleri arasinda iligkiyi tanimlayan bazi mekanzimalar ileri siiriilmiistiir (Asada

2006; Koca et al. 2007; Gill and Tuteja 2010; Sofo et al. 2015).

ABIYOTIK
STRESLER

l H,O MDHA
Cu*¥/Fe*
0H-< Haber Weiss Dongist)] 02" DHA
< <G
; g
.y
Q? A NADP
H,O AA &
G

NADPH

SOD
MDHAR

% 0, +H,0 H,0 + GSSG

OH*

Sekil 1.1. ROT olusumu ve ortadan kaldirilmalarini 6zetleyen sema

*SOD (Siiperoksit dismutaz), APX (Askorbat peroksidaz), GSH (Glutatyon), GSSG (Okside glutatyon),
GPX (Glutatyon peroksidaz), DHAR (Dehidro askorbat rediiktaz), AA (Askorbik asit), MDHA
(Monodehidro askorbat), MDHAR (Monodehidro askorbat rediiktaz), DHA (Dehidroaskorbat) (Gill and
Tuteja 2010)

Stres sartlar1 altindaki bitkilerde ozmotik strese fizyolojik bir yamit olarak biriken
ozmolitlerin basinda prolin gelmektedir (Matysik et al. 2002). Tiim bitkilerde prolin
birikimi gozlenmemekle birlikte eger birikim varsa genel olarak stresten etkilenildigi
ifade edilebilir. Cesitli streslere maruz kalan bitkilerde stres metabolitleri i¢erisinde en
fazla prolin birikmesi, prolini bir stres indikatorii olarak adlandirmaya sebep olmustur
(Chen et al. 2003). Tuz stresine bir cevap olarak ozmotik denge ayarlamak amaciyla
kofullarda Na* ve Cl, sitozolde ise biiyiik miktarlarda prolin biriktiren halofitler rapor

edilmistir (Yazici et al. 2007; Tirkan and Demiral 2009). Stres sartlarinin ortadan
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kalkmast durumunda da prolin parcalanarak enerji, karbon ve azot kaynagi olarak

kullanilir (Hare et al. 1998).

Diger canlilarda oldugu gibi bitkiler i¢in de en 6nemli elementlerin baginda gelen azot
(N), bitkiler tarafindan topraktan NO; ve NH," formlarinda alinir. Azot kaynagi olarak
kullamlan NO; eksikliginde bitki biiyiimesi siirlanir (Meloni et al. 2004). Ancak
alinan NOs ’iin bitki tarafindan asimile edilmesi i¢in NH;e indirgenmesi gerekir
(Barro et al. 1991). Yiiksek bitkilerin sitoplazmasinda bulunan nitrat rediiktaz (NR)
NO; *iin indirgenmesinde gérev alan kilit bir enzimdir (Nakagawa et al. 1984; Viegas et
al. 1999). Bu olayda elektron verici olarak NADH veya NADPH kullanilir (Barro et al.
1991; Faustino et al. 2000; Lea et al. 2004; Zhao et al. 2009).

NO;z + NADH" + H* NR » NO2 + NAD" + H,0

Sitozolde meydana gelen bu olay neticesinde olusan nitrit yapraklarda kloroplastlara,
koklerde ise plastitlere tasinir ve tasindiklart yerlerde Nitrit Rediiktaz (NiR) ile NHs’a
doniistirilirler (Barro et al. 1991). Yapraklarda bulunan NR 1sikta aktive olurken,
karanlikta ve stomalar kapaliyken ise hizla inaktive olmaktadir (Ali et al. 2007).
Koklerde ise NR aktivasyonu oksijen durumuna bagli olarak degismektedir (Abdelbaki
et al. 2000). NR aktivitesinin ve nitrat aliminin tuz stresi altinda azaldigini gésteren bazi
calismalar mevcuttur (Gouia et al. 1994; Silveira et al. 1999). Bu durumda tuz stresi
esnasinda enzimin aktivitesinin dlizenlenmesi, tuz stresi hasarinin azaltilmasinda
onemlidir. NR, substrati tarafindan uyarilabilen bir enzim olmasi1 nedeniyle,
aktivitesindeki degisim bitkinin dis ortamindaki nitrat varligin1 ortaya koyabilir (Arslan
vd 2009). Indirgenme reaksiyonlarmin ilk kademesini diizenlemesi nedeniyle yiiksek
bitkilerin azot beslenmesinde kilit rol oynadigi kabul edilir ve bu enzimin aktivitesi
ekolojik ¢alismada nitrat varligi indikatorii olarak kabul edilmektedir (Gebauer et al.
1988; Lodhi and Ruess 1988). Bitkilerin nitrat 6ziimleme yetenekleri ve nitrat
rediiktazin karakteristikleri hakkindaki calismalar genellikle laboratuvar ortami gibi
kontrollii sartlarda yetistirilen bitkiler ile yapilmakta olup, dogal ekosistemlerdeki

bitkilerin nitrat 6ztimlemesi hakkindaki ¢alismalar kisitlidir.
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Son yillarda bitkilerin hem biyotik, hem de abiyotik streslere toleranslarinda ortak
yasadiklar1 canlilarinda énemli bir katkis1 oldugu belirlenmistir. Ozellikle bakterilerin
bu katkida biiyiik rollerinin oldugu bilinmektedir. Hemen her kosulda bitkilerle
simbiyotik yasayabilen bakteriler, bitkinin strese aklimasyonunu veya toleransini
artirabilmektedirler. Dogada yasayabilmeleri igin yiiksek tuz ortamina ihtiya¢ duyan,
tuz toksitesini tolere edebilen veya tuza karsi yliksek adaptasyonlara sahip bakterilere
“halofilik veya halotolerant bakteriler” denir (Shivanad ve Mugeraya 2011).
Bunlarin tuza adaptasyon mekanizmalar1 degismekle birlikte, genelde hiicre i¢i/dis1 iyon
(Na/K) dengesini saglayarak igsel homeostasiyi dengeleyen ve tuzun toksik etkisini
azaltan hiicre i¢i/dis1 osmotiklerin sentezini saglayarak tuzlu kosullara adapte olurlar
(Shivanad ve Mugeraya 2011). Halofil bakterileri tuza karsi verdikleri cevaba gore
Cizelge 1.2.°deki gibi gruplara ayirmak miimkiindiir (Ventosa 2006).

Cizelge 1.2. Halofil bakterileri tuza kars1 verdikleri cevaplar

ORTAMDAKI TUZ MIKTARI (M) HALOFILIK DURUMU
0.2< Halofil olmayan (Halotolerant olabilir )
0.2 (%1.2) - 0.5 (%3) Zayif halofiller
0.5 (%3) — 2.5 (%15) [liml1 halofiller
2.5 (%15) — 5.2 (%30) Extrem halofiller

Halofil bakteriler igerisinde Onemli bir grup bitkilerin kdok rizosferinde, kok
rizoplantinda, fillosferde veya bitki dokular1 igerisinde (histoplan) endofitik olarak
yasamaktadirlar (Afrasayab and Hasnain 2001; Siddikee et al. 2010). Halofil
rizobakteriler de denen bu bakterilerin biiyiik bir cogunlugu bitki biiylimesini artirarak
onemli faydalar saglar. Bunlar bitki gelisimini dogrudan veya dolayl olarak artirdiklar
icin “bitki gelisimini tesvik eden bakteriler” (Plant Growth Promoting Rhizobacteria
veya PGPR) grubu igerisinde degerlendirilirler (Yang et al. 2009; Siddikee et al. 2010).
PGPR’ler, azot fiksasyonu, bitkisel hormon iiretimi, bakteriyel siderofor iiretimiyle
demir ve benzeri elementlerin alinimin1 saglama, fosfat ¢dzme, bitki patojenlerini

baskilama gibi etkilerle bitki gelisimini tesvik etmektedirler (Cakmak¢i 2009;
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Shivanand and Mugeraya 2011). Ozellikle onemli kiiltiir bitkileriyle yapilan
caligsmalarda bitki gelisim ve verimi iizerine artirici etkileri ortaya konulmustur. Yapilan
bir¢cok calismada sorgum, nohut, misir, bugday ve piring bitkilerinde PGPR’lerin tuzlu
kosullarda bitki biiyiimesine olumlu etkiler yaptig1 belirlenmistir (Jacoud et al. 1998;
Sarig et al. 1998; Alam et al. 2001; Hamaoui et al. 2001; Saubidet et al. 2002). Bunlara
ilave olarak halofil PGPR’lerin 6nemli bir kisminin, tuzlu topraklara adapte olmus
halofitik bitkilerin kok rizosfer/rizoplaninda simbiyotik yasayarak bitkiye 6nemli
kazanimlar sagladiklar1 gosterilmistir (Yang et al. 2009; Bal et al. 2013; Akhgar 2014).
Bitki biiyiime ve gelismesini artirmanin yaninda topragin saglikli kalmasina katki
yaptiklar1 rapor edilmistir. PGPR’lerin son yillarda zirai alanlarda biyo-giibre olarak
kullanilmaya baslandig1 goriilmektedir (Burelle et al. 2002; Ekinci et al. 2014).
Giiniimiizde sentetik giibrelerin ve kimyasallarin; toprak, bitki, ¢evre ve hatta insan
sagliginda Onemli sorunlara sebep oldugu bilinmektedir. Buna karsilik PGPR’li
biyogiibrelerin bu sorunlar1 azaltacagi ve dogal g¢evrelerin korunmasina énemli katki
yapacagl ileri siiriilmistiir (Mayak et al. 2004; Yang et al. 2009; Siddikee et al. 2010).
PGPR’lerin bitki gelisimini desteklemenin yani sira, abiyotik stres faktorlerinden tuz
stresine karsi bitkiyi koruyabildikleri ve tuza bilinen mekanizmalarin yaninda farkl
yollarla da tuza adaptasyonu artirdiklari ¢esitli ¢aligsmalarla ortaya konulmustur (Mayak
et al. 2004; Chang 2007; Zahir et al. 2009; Plett and Moller 2010; Siddikee et al. 2010).
Ornegin bu mekanizmalardan en dnemlisistres esnasinda asir1 iiretilen etileni pargalayici

enzim igermeleridir (Glick et al. 2007; Zahir et al. 2009).

Tuz stresi dahil cevresel streslerin hemen hepsinde bitkilerde Etilen hormonu sentezinde
belirgin bir artis gozlenir (6zellikle koklerde) ve yiiksek etilen bitkide biiyiime ve
gelismeyi inhibe eder. Bitkide etilen sentezinde en onemli ara iiriin aminosiklopropan
karboksilik asittir (ACC). Bitki dokularinda ACC, Etilen Sentaz enziminin katalitik
etkisiyle Etilene doniistiiriiliir. ACC’nin pargalanmasi Etilen sentezinin inhibe olmasini
saglar ve dolayisiyla da Etilenin bazi olumsuz etkilerinin yatistirilmasi saglanir (Mayak
et al. 2004; Glick et al. 2007; Zahir et al. 2009). PGPR’lerin bir¢ogu igerdikleri ACC
deaminaz enzimiyle bitkiler tarafindan iretilen Etilen Onciili ACC’yi parcalayarak

Etilen olusumunu engelledikleri ve bdylece stres sartlar1 altinda bitki biliylimesini
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artirabildikleri ileri stirilmiistir (Mayak et al. 2004; Glick et al. 2007; Zahir et al.
2009). Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) tohumlariyla yapilan bir ¢alismada ACC
deaminaz aktivitesine sahip PGPR’ler ile inokiile edilmis tohumlarda fidelerin kok
gelisiminin 1iyilestigi goriilmiistiir (Contesto et al. 2008). Benzer sekilde domatesde
(Mayak et al. 2004, Ji et al. 2006), tek yillik karacayir bitkisi ile yulafta (Xiu ve Dong
2007), nohutta (Shahzad et al. 2010) ve misirda (Shahzad et al. 2013) ACC deaminaz
aktivitesine sahip PGPR’lerin bitki gelisimini tesvik ettigi belirlenmistir. Yine tuzlu
kosullar altinda bugday (Zahir et al. 2009) ve kanola bitkisinde (Bertrand 2001;
Siddikee et al. 2010) ACC deaminaz igeren bakterilerle yapilmis calismalarda tuz
toleransinin artti@1 rapor edilmistir. Diger taraftan PGPR inokule edilmis bitkilerde
antioksidan sistemin uyarilabildigi ve bunun stres kosullarina diren¢ artisinda nemli
katkis1 oldugu belirlenmistir (Jha ve Subramanian 2014). Yapilan ¢alismalarda PGPR
bakterilerinin etkisiyle bitki dokularinda antioksidan sistemin etkin bir sekilde
Uyarilmasi stres toleransini artiran en Onemli enstriimanlardan birisi olarak
degerlendirilmektedir. Bu nedenle, PGPR bakterilerinin kiiltiir bitkilerine inokulasyonu
yoluyla stres etkisini hafifletme ¢alismalari giderek artmaktadir (Fages and Arsac 1991,
Cakmaker et al. 1999; Hamaoui et al. 2001; Adesemoye et al. 2008).

Giniimiizde gerek geleneksel 1slah metotlariyla gerekse biyoteknolojik metotlarla
gelistirilen kalite ve verimi yiiksek kiiltiir bitkilerine ait ¢esitlerde tuz stresi duyarliligi
yiiksektir. Bu yiizden kiiltiir bitkilerinin tuz stresi toleranslarini artirict ve destekleyici
caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu ¢alismada bitki materyali olarak misir (Zea mays
L.) tercih edilmistir. Fizyolojik olarak bir C4 bitkisi olan misir ayn1 zamanda bitki
biyolojisi i¢in model organizmalar arasindadir. Misir diinyada bugday ve piring
tiretiminden sonra liglincii sirada yetistiriciligi yapilan 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Tuza
karsi1 genelde duyarli bitkiler grubunda yer alir ve bu nedenle sulama suyunun
elektriksel iletkenligi (EC) 3.9 dS/m’ye ulastiginda verimde yaklasik %50 oraninda
azalma goriilebilir (Ayers ve Westcot 1976). Misirin tuz stresi cevap mekanizmalari
konusunda literatiirde ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda tuz
stresine maruz kalan misirda ¢imlenmede inhibisyon, antioksidan enzimlerin

aktivitesinde diisme, ROT seviyelerinde artis, fotosentetik verimde azalma, tane verimi
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ve nispi su igeriginde diisme, taze ve kuru agirliklarda azalma ve igsel Na oraninda
artma belirlenmistir (Szalai et al. 2005; Neto et al. 2006; Radic et al. 2007; ismail
2013). Bu nedenle misir tarimi yapilacak topraklarin EC degerinin takibi 6nem arz
etmektedir. PGPR uygulamasiyla misirin biliylime ve gelismesinin artirilmasi ile ilgili
bazi ¢alismalar yapilmistir (Biari et al. 2008; Sharifi and Khavazi 2011; Noumavo et al.
2013; Ulah et al. 2013). Ancak yabani halofit bitkilerden izole edilen halofil PGPR
bakterileriyle yapilmis caligmalar literatiirde olduk¢a az sayida bulunmaktradir
(Siddikee et al. 2010). Yabani halofitlerden izole edilen PGPR bakterilerinin yiiksek
tuza toleransli olmalari nedeniyle calismalarda kullanilmalari1 iyi bir avantaj olarak
degerlendirilmektedir. Literatirde PGPR oldugu tescillenmis bakterilerin = stres
sartlarinda bitki biiyiimesi {izerindeki etkilerini gosteren calismalar bulunmaktadir
(Hamaoui et al. 2001; Adesemoye et al. 2008; Kohler et al. 2009; Heidari and
Golpayegani 2012). Smurli sayidaki g¢alismada, halofitik bitkilerden izole edilen
halofilik PGPR bakterilerinin bazi bitkilerde tuz stresi toleransini artirabildikleri
gosterilmistir (Siddikee et al. 2010). Tiirkiye’de ise su ana kadar halofil olmayan genel
PGPR bakterileriyle 53 makale (Web of Science kayitlarina gore) ve 11 tez (YOK tez
kayitlarina gore) yapilmistir. Bu makaleler igerisinde bazilari ticari tescilli PGPR
bakterilerinin bitkilerin stres kosullarina adaptasyonu iizerine etkileri ile alakalidir.
Yapilan tezlerden sadece 3 tanesinde tescillenmis ticari PGPR’lerin stres altindaki
bitkiler iizerine etkileri calisilmistir. Ulkemizde bu konuda bazi 6zgiin ¢aligmalarin
yapilmis oldugu goriilse de konunun 6neminden Gtiiri sayinin yeterli olmadig1 ve daha
¢ok calismalarin yapilmasina ihtiyag oldugu diistiniilmektedir. Ayrica yapilan bu
calismalarin hi¢ birinde yabani halofitik bitkilerden halofilik bakteri izolasyonu
yapilmamis ve dahasi bir kiiltlir bitkisine inokule edilerek bitkide stres cevabinin
biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar1 calistimanmustir. Ulkemizin bu anlamda
zengin halofitik bitki kaynaklarina sahip oldugu goz oniine alindiginda, 6zellikle Tuz
Goli gibi ¢ok sayida endemik veya endemik olmayan halofitlerin bulundugu bir
havzanin oldukca 6zel bir yeri oldugu diisiinlilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda Tuz

GOl halofitleri tercih edilmistir.
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Tuz Go6li Tirkiye’nin en biyiik golleri arasindadir. G6l, s1g olup (en fazla 1.5 m) tuz
oran1 mevsimlere gore degisse de oldukca yiiksektir (Adigiizel vd 2005). Tuzcul bozkir
ekosistemden olusan Tuz Go6lii havzasi, zengin biyogesitliligi ile onemli sayida endemik
veya endemik olmayan halofit bitki tiirlerini barindiran essiz bir yerdir (Adigiizel vd
2005). Tuz Goli havzasinda tuz oranmin yiiksek oldugu alanlarda sadece halofitik
bitkiler bulunur. Yiiksek tuz orani nedeniyle halofitik bitkiler digindaki bitki tiirleri bu
alanlarda yasam varlig1 gosteremezler. Halofitler tuzlu ortamlara adapte olmus ve diger
bitki tiirlerinin %99’unu o6ldiiren tuz konsantrasyonlarina dayanabilen bitkilerdir (Khan
and Ungar 1998; Flowers and Colmer 2008). Tuz Golii havzasinda biiyiik bir kismi
endemik olan halofitik bitkilerin, Ulkemiz gen kaynagi acisindan oldukga onemli
oldugu bilinmektedir (Adigiizel vd 2005). Ulkemizde Tuz Gélii halofitleriyle ilgili bazi
sistematik veya ekofizyolojik ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarin bir kac¢inda Tuz
Golu  halofitlerinin ekofizyolojileri ¢aligilarak tuz stresine cevap mekanizmalari
belirlenmistir (Tipirdamaz vd 2010; Furtana et al. 2013). Yapilan bir doktora tezinde,
Tuz Goli gevresinde farkli familyalara ait 30 halofitik bitkinin (26’s1 dikotil, 4’0
monokotil) tuza cevap mekanizmalar1 c¢alisilmistir (Furtana 2010). Bu calismada
fotosentetik pigmentler ve inorganik-organik bilesiklerin seviyelerindeki degisimler,
familyalar ile tiirler arasinda mevsimsel olarak incelenmis ve bunlarin iligkileri topragin
fiziksel parametreleri ile degerlendirilmistir (Furtana 2010; Furtana et al. 2013).
Caligmada topraklarin alindig1 istasyonlarin toprak ozelligine bagli olarak taksonlar
arasinda inorganik ve organik iyon miktar1 bakimindan farkliliklar oldugu da
gorilmistlir (Furtana 2010). Yapilan literatlir incelemesinde, Tuz Golii halofitlerinin
(endemik veya degil) rizosferlerinde yasayan halofilik bakterilerin kiiltiir bitkilerinde
tuz toleransi iizerindeki roliinii degerlendiren herhangi bir ¢alisma belirlenememistir.
Kanaatimizce bu Onemli bir literatiir boslugudur ve bu alanda yapilacak calismalar

bilime ve Ulkemize 6nemli kazanimlar saglayacaktir.

Bu calismada, yukaridaki bilgilere dayanarak, Tuz Golii havzasinda yasayan halofitik
bitkilerin koklerinden izole edilecek halofilik bakterilerin tuz stresine duyarli kiiltiir
bitkilerinde tuz toleransimi artirabilecegi hipotezi ileri siirilmiistir. Bu hipotez

cercevesinde calismamizda, Tuz Goli havzasindaki bazi halofitik bitkilerin rizosferinde
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halofilik bakterilerin izolasyonunun yapilmas: ve bu bakterilerin misirin tuz stresi
toleransini artirma potansiyelllerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag i¢in 6ncelikle
Tuz Goli halofitik bitkilerin bazilarinin rizosferinden holofilik bakteriler izole
edilmistir. Izole edilen bakterilerin 16S rRNA dizi analizlerine gore identifikasyonlart
yapilmis ve sonra ACC deaminaz enzim aktiviteleri ve azot fiksasyon yetenekleri
belirlenmistir. Daha sonra bu bakteriler misir tohumlarina (saksi deneyleri asamasi igin)
inokule edilmistir. Inokule edilmis ve edilmemis (kontrol) bitkiler belirli derecelerde (0,
75, 150, 250 mM) tuz (NaCl) stresine maruz birakildiktan sonra, bitki koklerinde ve
yapraklarinda bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler belirlenmistir. Bunlar
arasinda Oncelikle kuru agirlik, taze agirlik, klorofil miktari, canlilik testi (iyon sizinti
testi) ve lipid peroksidasyon seviyesi deneyleri yapilarak bakteri izolatlar1 i¢inde tuz
toleransina olumlu etki yapanlar se¢ilmistir. Secilen bu izolatlarin hangi mekanizmalari
harekete gegirerek etkili oldugunu belirlemek igin bitkilerimizde element miktarlar
(Na', K*, Ca*®), antioksidan sistem parametreleri (ROT seviyeleri ve antioksidan -
enzimatik/nonenzimatik- aktiviteleri) degerlendirilmistir. Calismada, elde edilen tiim
veriler karsilastirmali olarak degerlendirilerek misirin tuzlu kosullarda gelisimine katki

saglayabilecek potansiyel PGPR bakterileri belirlenmeye ¢alisilmigtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirlerde abiyotik stres faktorlerinden tuz stresinin bitki gelisimi tizerine olumsuz
etkileri hakkinda birgok arastirma mevcuttur (Sivritepe 2001; Ozdis 2005; Giines vd
2006). Ogzellikle tuz stresinin bitkide meydana getirdigi metabolik bozukluklar,
fizyolojik hasarlar ve {iirtin kaybi ile alakali deneysel veriler bir¢cok arastirmaci
tarafindan rapor edilmistir (Colak vd 2008; Kacar vd 2009; Jha et al. 2011). Bitki, tuz
stresi sonrasi olusan reaktif oksijen tiirlerini baskilamak veya meydana gelen hasari
bertaraf etmek ic¢in antioksidan (enzimatik/nonenzimatik) bilesikler ile ozmoprotektan
maddeleri iireterek kendini korumaya c¢alisir. Diisiik stres degerlerinde koruma basarili
olsa da stresin siddeti arttikca bu pek miimkiin olamamaktadir. Strese karst bitkinin
kendi i¢sel mekanizmalarinin yani sira simbiyotik iliski kurdugu mikroorganizmalarin
Ozellikle de bakterilerin stres hasarinin azaltilmasina oOnemli katki yaptiklar
belirlenmistir (Sarig et al. 1998; Alam et al. 2001; Saubidet et al. 2002). Bitki
Biiytimesini Tesvik Eden Rizobakteriler (PGPR) adi verilen bakterilerle stres hasarinin
yatistirilmasina dair birgok arastirma mevcuttur (Mayak et al. 2004; Chang 2007; Zahir
et al. 2009; Plett and Moller 2010; Siddikee et al. 2010). Bu ¢alismada ise Tuz Goli
gibi extrem tuzlu kosullarda yasamaya adapte olmus halofit bitkilerin koklerinden
PGPR potansiyeli olan bakteriler izole edilerek misirin tuz stresi toleransinin artirilmast
icin caligmalar yapilmigtir. Asagida Oncelikle tuz stresinin bitkilerde olusturdugu
fizyolojik ve biyokimyasal hasarlar sonra tuz stresine cevap mekanizmalan ile ilgili
calismalarin sonuglar1 6zetlenmistir. Daha sonra tuz stresi toleransinin artirilmasi ig¢in

PGPR bakterileriyle yapilmis ¢alismalardan elde edilen bilgiler sunulmustur.

Sodyum ve potasyum tuzlarinin hiyar (Cucumis sativus L.) fidelerinin gelisimi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢calismada saks1 denemesi kurulmus ve yapilan
uygulamanin ¢imlenme orani ve siiresi, ger¢ek yaprak goriinme siiresi, hipokotil boyu,
kotiledon boyu ve genisligi, kok ve siirgiin uzunlugu, yaprak sayisi ile siirgiin ve kok
agirliklarina etkileri arastirilmistir. Sonug¢ olarak artan tuz konsantrasyonunun
kok/govde cikisi ve fide gelisimine olumsuz etki yaptigr belirlenmistir (Tirkmen vd
2000).
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Bagka bir ¢alismada, tuz uygulamasimin musir bitkisinde (Zea mays L. cv: RX 947)
kok/govde biiylimesi ile mineral madde (Na, CI, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn ve Mn)
konsantrasyonlarindaki degisim arastirilmistir. Sera sartlarinda gergeklestirilen
denemelerde bitki topragina 0, 15, 30, 45 ve 60 mM kg'1 oranlarinda NaCl tuzu
uygulanmistir. Tuzlulugun musir bitkisinin kok ve govde biiylimesini inhibe ettigi ve
artan tuzla birlikte kok/govde kuru agirliginda diisiisler meydana geldigi bildirilmistir.
Ayrica Na, Cl, Zn, Mn ve P miktarlarinin kok ve govdede arttigi goriilmiistiir. Tuz
uygulamasimin gévdede N, Ca ve Fe miktarlarini azalttigi, kokte ise N, Ca, Fe ve Mg

miktarlarimi artirdigi rapor edilmistir (Taban and Katkat 2000).

Karagiizel (2003), Giiney Anadolu’da dogal yetisen aci bakla (Lupinus varius) tizerinde
NaCl, CaCl; ve KCI tuz kaynaklarmin farkli konsantrasyonlarda ( 250, 500, 1000, 2000,
4000, 8000 ve 16000 mg.I") uygulanmasiyla ilgili bir calisma gergeklestirmistir.
Arastirmasinda ¢imlenme oranlari, ¢imlenme enerjileri, ortalama ¢imlenme siireleri,
¢imlenme indeksleri gibi ¢imlenme 6zelliklerinin yani sira, siirglin ve kok uzunluk ile
kuru agirhk degerlerini 6lgmiistiir. Sonuglar1 degerlendirdiginde 250, 500, 1000 mg.L™
tuz konsantrasyonlarinda olumsuz bir etkilesim s6z konusu degilken 2000 mg.L™ ve
istiine cikildiginda ise ¢imlenme ozelliklerinde ¢ok 6nemli sinirlanmalar oldugunu

bildirmistir.

Eker et al. (2006), besin ¢ozeltisinde ve kontrollii sartlar altinda 19 hibrit musir ¢esidinin
(Zea mays L.) biiyiimenin erken evresinde tuz stresine toleransini arastirmislardir.
Bitkiler hasat edilmeden 6 giin 6nce 250 mM NaCl tuz uygulamasi gergeklestirilmistir.
Bitkiler 17 giinliik yetistirme periyotlarinin ardindan hasat edilerek gévde ve kok kuru
madde miktarlar, yaprak hasarlanma oranlar1 ile kok ve govde de Na, K ve Ca
konsantrasyonlar1 arastirilmistir. Tuz uygulamasi ile biiyime parametrelerindeki
azalmada cesitler arasinda 6nemli varyasyonlar gorilmistiir. Benzer sekilde kok ve
govdedeki iyon miktarlar1 da gesitler arasinda farkliliklar gostermistir. Meydana gelen
stres sonucu govde biliylimesindeki azalma oram1 kok biiylimesindeki azalma
miktarindan daha fazla bulunmustur. Sonuclar degerlendirildiginde cesitlerdeki

semptom siddetindeki yiiksek toleransla yesil aksamdaki diisiik Na iceriginin iligkili



23

oldugu bulunmustur. Olgiilen iyonlar arasinda yesil aksamdaki Na konsantrasyonu

cesitlerin tuz toleransini belirlemede glivenilir bir parametre olabilecegi rapor edilmistir.

Radic et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 6 farkli hibrit misir (Zea mays)
cesidine (NS 300, NS 420, ZP 599, NS 640, ZP 680 ve ZP 704) 0.02, 0.07, 0.12, 0.17,
0.20 ve 0.22 M konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanmistir. iklim kabinine
yerlestirilmis saksilar 7 giin sonra hasat edilmistir. Artan tuz uygulamasi ile tim
cesitlerde ¢imlenmenin azaldigi, toprak istii ve toprak alti aksam uzunluklarinda da

benzer sekilde azalislar gosterdigi rapor edilmistir.

Domates ve turpta, cimlenme ve fide biliylimesinin ilk evrelerinde tuz stresinin etkilerini
ortaya koymay1 amaglayan bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanmustir.
Fotoperyot sartlarinda 5000 ppm tuz uygulamasinda tohumlarin ¢imlenme yeteneklerini
tamamen kaybettikleri gozlemlenirken, karanlik sartlarda 2000 ppm ve iistii tuzlarda
daha toleransli olduklari rapor edilmistir. Disiik konsantrasyonlarda hipokotil
gelismesinde olumlu sonuglar elde edilse de yiiksek konsantrasyonlarda gelisimde

inhibisyonlar meydana geldigi gozlenmistir (Colak vd 2008).

Carpict et al. (2009), altt misir gesidinin (ADA-523, Bora, C-955, PR 3394, Progen
1150 ve Trebbia) ¢imlenmesinde tuzun etkisini arastirmistir. Cimlenme asamasinda
tohumlara farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 100, 150, 200 ve 250 mM NaCl) tuz
uygulamistir. Cesitler arasinda tuza karsi verilen cevaplar farkli olmustur. Artan tuz
uygulamasiyla beraber tiim c¢esitlerde cimlenme parametrelerinde ciddi diisiisler
goriilmustiir. En yiiksek ¢imlenme ylizdesine ve ¢imlenme indeksine C-955 ¢esidinde
rastlanilmistir. Kok ve govde kuru agirliginde tiim ¢esitlerde diisiis sergilenmistir. En az
diisiise Bora ve C-955 ¢esitlerinde rastlanirken en fazla diislis Progen-1550 cesidinde
goriilmistiir. Tuz tolerans indeksi en yiiksek olan ise yine C-955 olmustur. Tiim bu
sonuglar iiretici agisindan C-955 cesidinin tavsiye edilebilir oldugunu, en hassas ¢esidin

ise Progen-1550 oldugunu ortaya koymustur.
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Turan et al. (2010) tarafindan tuz uygulamasi sonras1 misir bitkisinin (Zea mays L. cv:
RX 947) biiyiime parametreleri ve iyon igeriginin degerlendirildigi bir arastirma
yapilmistir. Bes farkli tuz konsantrasyonu (0, 25, 50, 75 ve 100 mM) uygulanmis ve
bitkiler 6 hafta sonra hasat edilmistir. Artan tuz siddetiyle birlikte kok ve gdévde
uzunlugunda meydana gelen azalmaya paralel olarak benzer sekilde kuru agirliklarda da
diisiis olmustur. Uygulanan tuz, kok ve govdede Na, P, Cl, Zn ve Mn
konsantrasyonlarinda artisa neden olmustur. Ayrica N, Ca ve Fe miktarlar1 govdede

azalirken kokte ise artig gostermistir.

Cimlenme ve fide gelisimi tizerine tuzun etkisini belirlemek amaciyla 6 farkl tritikale
(Triticale L.) ¢esitlerine farkli tuz konsantrasyonlar1 (3.9, 6.1, 8.3, 10.5, 14.9, 19.3, 25.0
dS/m) uygulanmigtir. Cesitlerin artan tuza gosterdikleri tepkiler farkli olmakla birlikte,
genel olarak ¢imlenme orani, fide ve kok uzunlugu, fide ve kok kuru agirliklar ile bitki

protein igeriklerinde kontrole gore 6nemli azalmalar belirlenmistir (Kara vd 2011).

Tuz stresinin bitki kok ve govde uzunluguna olumsuz etki yaptigi bir¢ok arastirmact
tarafindan rapor edilmistir. Bezelye (Okgu et al. 2005), sorgum (Atis 2011), piring
(Hakim et al. 2010; Ologundudu et al. 2014), mercimek (Kokten et al. 2010; Abazarian
et al. 2011), bugday (Akbarimoghaddam et al. 2011) ve biber (Hassen et al. 2014) gibi
kiltir bitkileriyle yapilan calismalar, tuz stresinin bitki gelisim ve biiylimesinde

olumsuz yonde oldukca fazla etki ettigini gostermislerdir.

Alt1 ekmeklik bugday genotipiyle (Hirmand, Chamran, Hamoon, Bolani, Sorkhtokhm
ve Kavir) yapilan bir arastirmada bitkilere bes farkli tuz konsantrasyonu (0, 2.5, 5, 7.5,
10 ve 12.5 dS/m) uygulanmistir. Cesitler arasinda su alinimi, ¢imlenme ytizdesi, kok ve
govde kuru agirhg ile uzunluklar: ve Na®, K alim miktarlar1 Slciilmiistiir. Belirlenen
tiim parametrelerde artan strese bagli olarak periyodik bir diislis ger¢eklesmistir. Artan
tuz kok ve govdede Na® birikimini artirirken, K birikimini ise diisiirmiistiir. Hamoon,
Bolani ve Sorkhtokhm gesitlerinin tuza karsi digerlerinden daha toleransli olduklar

bulunmustur (Akbarimoghaddam et al. 2011).



25

Elkoca vd (2003)’nin fasulye ile yapmis olduklar1 calismada, artan tuz seviyesine
paralel olarak ¢imlenme hizinda diisiisler oldugu rapor edilmistir. Benzer sonuglar bazi
arastirmacilar tarafindan da belirlenmistir (Bhardwaj et al. 2010; Abazarian et al. 2011;
Anbumalarmathi et al. 2013). Olagundudu et al. (2014), 8 piring varyetesi (Oryza sativa
L.) ve 4 tuz konsantrasyonu (0, 5, 10 ve 15 dS/m) ile yapmis oldugu ¢alismada tuz stresi
arttikga tiim ¢esitlerde ¢imlenme orani, ¢imlenme hizi, kok/gévde boy-taze agirlik ve

kuru agirliklarinda diisiis oldugunu rapor etmislerdir.

Abbasi et al. (2014), 2 hassas ve 2 toleransh hibrit misir ¢esidi (Zea mays L.) ile
hidroponik ortamda tuz stresinin etkilerini arastirmislardir. Ug farkli tuz konsantrasyonu
(0, 70, 140 mM) uyguladiklar1 denemeleri 4 hafta siirmiistiir. Tuz stresinin, kok/goévde
taze/kuru agirligi ile boyu, klorofil igerigi, yaprak alani gibi biiylime parametrelerinde
azalmalara neden oldugu belirlenmistir. 70 mM tuz uygulamasinda CAT, SOD ve POX
enzimlerinin aktivitelerinde artis gozlemlenirken 140 mM tuz uygulamasinda ise enzim
aktivitelerinde disilisler meydan gelmistir. Tuza hassas genotipler tolerant olanlara
nazaran tuzdan daha fazla etkilenmislerdir. Bununla birlikte iyilestirici olarak potasyum
uygulamas1 fotosentez kapasitesini, CAT enzim aktivitesini ve yapraklarda K"

birikimini artirmistir.

Bitki yasam dongiisii esnasinda, metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmek igin
oksijeni indirgemesi gerekir. Ancak oksijenin indirgenmesi esnasinda Reaktif Oksijen
Tiirleride (ROT) meydana gelebilmektedir. ROT olusum hizi stres kosullarinda daha
fazla artar (Apel and Hird 2004; Ali and Alqurainy 2006). Meydana gelen bu zararl
bilesikleri bertaraf etmek igin bitki birtakim antioksidan bilesikleri sentezler (Gill and
Tuteja 2010; Jha et al. 2011).

H20, her ne kadar stres sartlar1 altinda meydana gelen bir oksidant olsa da diisiik
seviyelerde iyilestirici 6zelliginin bulundugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Tuz
stresine maruz kalmis piring (Uchida et al. 2002), bugday (Wahid et al. 2006), salatalik
(Shi et al. 2007) ve misir (Gondim et al. 2010; Gondim et al. 2013), bitkilerine
disaridan eksojen olarak H,O; uygulanmigtir. Uygulama da CAT, APX, POX, AsA gibi



26

antioksidan enzimlerin aktivitelerinde kontrollerine kiyasla 6nemli derecede artis

meydana getirdigi belirlenmistir.

Neto et al. (2005); tuza hassas bir misir genotipini tuz stresine maruz birakmis ve tuz
uygulamasi sonrasi bitkilerin besin soliisyonuna 1 uM H,0O, ilave etmistir. Sonugta
H,0, uygulanan bitki gruplarinda antioksidanlarin seviyelerinde artis gozlenirken lipid

peroksidasyonunda ise diisiisler meydana gelmistir.

Agarwal and Pandey (2004). Cassia angustifolia VVahl. tohumlar1 0, 20, 50 ve 100 mM
NaCl tuz stresine maruz birakilarak biiyiime parametreleri, i¢sel Na® ve CI
konsantrasyonlari, antioksidant sistem, lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit ve prolin
icerigi arastirilmistir. Artan tuzun, bitki biiyiimesinde biiyiik diistise neden oldugu gibi
incelenen parametrelerin tamamini etkiledigi, 6zellikle 100 mM tuz uygulanan gruplar
basta olmak iizere uygulamanin yapildig1 biitiin bitkilerde ¢imlenme yiizdesinde ve
biyokiitlede ©6nemli diisiisler meydana geldigi belirlenmisti. Na® ve CI
konsantrasyonlarinin artan tuzla beraber arttigi bildirilmistir. Ayrica diisik tuz
uygulamalarinda artan SOD aktivitesinin yliksek tuzda azalisa gectigi tespit edilmistir.
SOD’dan farkli olarak CAT ve POX seviyelerinde ise artis gerceklestigi rapor
edilmistir. Prolin igerigine en diisiik kontrol sartlarindaki bitkilerde rastlanirken, en
yiiksek ise 100 mM tuz uygulanmis gruplarda rastlanilmistir. H,O, seviyesinin ise artan

tuzla beraber artis gosterdigi gézlenmistir.

Szalai et al. (2005), 2 haftalik musir bitkilerine yedi giin boyunca 50 ve 100 mM NaCl
tuzu uygulamigdir. Hasat sonrasi yapilan 6lgiimlerde CAT ve APX aktivitelerinde bir
degisim olmazken, GR ve POX miktarlarinda artis kaydetmislerdir. Ayrica igsel

salisilik asit seviyesinde de herhangi bir degisim bulunmamustir.

Yapilan bagka bir calismada tuza hassas (BR 5011) ve tuza tolerant (BR 5033) iki farkl
misir genotipi 100 mM NaCl igeren ortamda yetistirilmeye birakilmistir. Daha sonra
kok ve govde ayr ayri hasat edilerek antioksidan enzimlerinin seviyelerine bakilmistir.
Tuza toleranth bitkilerin enzim aktiviteleri hassas olan genotiptekilerden daha fazla

bulunmustur. CAT aktivitesi tuza hassas olanlarda azalis gosterirken, tolerant



27

genotiplerde 6nemli seviyede degismemistir. Tuza tolerant genotiplerin koklerinde CAT
ve SOD aktivitesi diiserken APX, POX ve GR aktiviteleri ise kontrolleriyle benzer
seviyeler gostermistir. Hassas genotiplerin koklerinde ise tiim enzimlerin aktivitelerinde
azaliglar meydana gelmistir. Veriler CAT ve POX enzimlerinin hem kok hem de

yapraklarda H,05’in pargalanmasinda gorev aldigini gostermistir (Neto et al. 2006).

Rahnama and Ebrahizahed (2006), 4 cesit patates kiiltiiriine 0, 50, 100 ve 150 mM NaCl
tuzu uygulamiglar ve tiim cesitlerde artan tuz SOD aktivitesini azalttigini tespit
etmiglerdir. Tuz stresi karsisinda POX aktivitesi artsa da, yiiksek tuz seviyelerinde

aktivitede onemli diistisler gerceklestigi rapor edilmistir.

Yasar vd (2008), tuz stresinin yapraklardaki antioksidan enzim aktivitesinde meydana
gelen degisimleri belirlemek amaciyla 2 tuza hassas, 2 tanede tuza tolerant karpuz
bitkilerini 10 giin boyunca 100 mM NaCl stresine maruz birakmislardir. Tuza tolerant
olan genotiplerde CAT, APX, GR ve SOD seviyelerinin hassas olan genotiplere gore
daha fazla dretildiklerini tespit etmislerdir. Elde ettikleri sonuclari; s6z konusu
enzimlerin tuz tolerans1 bakimindan etkili olduklar1 ve tolerant ¢esitlerin hassas gesitlere

gore bu enzimleri daha aktif halde kullandiklar1 seklinde rapor etmislerdir.

Misir’da yerel iki bakla (Vicia faba L.) ¢esidinde, 0 ve 140 mM NaCl tuz
konsantrasyonuna karst verecekleri cevabi hafifletmek i¢in 0.2 mM salisilik asid
kullanilmistir. Tuza dayanikli olan ¢esidin antioksidan enzim aktiviteleri (CAT, POX,
APX ve GR), karatenoidler ve osmotik soliisyon birikimleri duyarli olana gore daha
fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica iyon sizintis1 ve lipid peroksidasyon degerleride yine
dayanikli olan tiirde daha diisiik ¢ikmistir. SA uygulamasi her iki genotiptede tuz
stresinin inhibe edici etkisini hafifletmekle kalmamis, ayni zamanda kontrol bitkilerinde
diistiniilenden daha fazla uyarici etkiye sebep olmustur. Sonuglar her iki genotipinde
kendilerince farkli tuza adaptasyon mekanizmalar1 gelistirdiklerini géstermistir. Ayrica
salisilik asidin faydali etki goOstererek tuza toleransta iyilestirici olarak

kullanilabilecegini rapor edilmistir (Azooz 2009).
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Yakit ve Tuna (2006), kalsiyum, potasyum ve magnezyumun tuz stresine maruz kalmis
misir bitkisinde (Zea mays L.) stres parametreleri iizerine etkilerini arastirmiglardir.
Yapilan caligma sonras1 %EC degeri en diisiik kontrolde ¢ikarken bu deger tuz
uygulamasiyla birlikte 5 kat artis gostermistir. Tuzla birlikte uygulanan Ca, K ve Mg
uygulamas: yatistirict etki gostererek %EC degerini tuz uygulamasina gore
disiirmiistiir. Tuz uygulamasiyla birlikte prolin miktarinda da artis meydana gelmistir.
Benzer sekilde klorofil ve karatenoid miktar1 ile yapraklarda ve koklerdeki
makroelementler (N, P, K, Ca, Mg, Na) tuz uygulamasiyla azalis gostermistir. Ca, K ve
Mg uygulamasi ise bu azalisa karsi pozitif etki gostererek tuz uygulamasina gore
arirmigtir. Kok ve govde uzunluklari ile kuru agirliklarinda da yine uygulanan

mineraller tuz uygulamasina kiyasla iyilestirici etki gostermistir.

Domates tohumlarimin (Lycopersicon esculentum Mill.) kokleri 300 mM NaCl tuz
stresine maruz birakilmistir. Tuza maruz kalan tohumlar hizli bir sekilde solma
belirtileri gostermeye baslamistir. Daha sonra 6 saat, icerisinde tuz olmayan besin
¢ozeltisine alinan tohumlarm, 9 saat sonra tamammin 6ldiigii goriilmiistiir. Ote yandan
koklerin konuldugu besin ¢ozeltisi icerisine 0.5 mM askorbik asit ilavesi solmak {izere
olan tohumlarin %50’sinin tekrar yagsamasina imkan saglamistir. Tuz stresi kok, govde
ve yapraklarda aktif oksijen tiirlerinin artmasia neden olarak lipid peroksidasyonunu
artirmistir. Askorbik asit ilavesi ROT’larin meydana getirdigi hasar1 azaltsa da sodyum

alinimini 6nemli derecede azaltamamistir (Shalata and Neumann 2001).

Iki bugday tiiriine ait alt:1 genotipin (Triticum aestivum L. cv. Bezostaya-1, cv. Seri-82,
cv. Kirag-66 ve Triticum durum Desf. cv. Kiziltan-91, cv. Kunduru 414-44, cv. C.1252)
tuz stresine karst olusturduklari tepkileri incelenmistir. Yedi giin boyunca iklim
kabininde biiytitiilen bitkilere Arnon - Hoagland besin ¢ozeltisi takviyesi yapilmistir.
Cozeltinin igerisine 200 mM NaCl konularak bitkilerin strese girmeleri saglanmistir.
Deneme sonunda klorofil miktar1 ve bitki biiylimesinde diisiisler gerceklesirken, prolin

miktarinda ise kontrole gore ciddi artislar bulunmustur (Oncel ve Keles 2002).
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Biri tatli (Zea mays L. cv. Saccharata) ve digeri ise yagh (Zea mays L. cv. Ceratina) iki
misir ¢esidi 0, 100, 200, 300 ve 400 mM NaCl tuz uygulamasina tabi tutulmustur. ki
hafta boyunca 25°C’de %60 nem igeren kosullar altinda yetistirilen bitkilerin
yapraklarindaki prolin birikimine ve klorofil miktarlarina bakilmistir. Biiylime
ortaminda bulunan tuz miktar1 arttik¢a bitkilerin su kullanimlar1 azalmistir. Her iki
cesitte de artan tuz uygulamasiyla birlikte yapraklarda prolin birikimi artmis, klorofil
miktar1 ise Oonemli diisiisler gostermistir. En fazla prolin birikimi, tatli olan misir

¢esidinin 400 mM tuz uygulamasinda gozlenmistir (Chaum and Kirdmanee 2009).

Sera sartlar1 altinda gergeklestirilen bir denemede musir bitkisi (Zea mays L. cv. Rx 947)
0 ve 10 mM tuz stresine maruz birakilmistir. Saksilarda alti hafta boyunca biiyiitiilen
bitkiler hasat edilerek ¢imlenme ve vejetatif lireme degerlerine bakilmistir. Tuz
uygulamasi negatif korelasyon gostererek kuru agrilikta 6nemli derecede diislise neden
olmustur. Prolin miktar1 tuz uygulamasiyla birlikte artarken, total klorofil miktarinda ise
diisiis gerceklesmistir. Ayrica tuzluluga paralel olarak Na* ve CI iyonlarinin miktari

artmasina karsin, K* konsantrasyonunda ise azalma meydana gelmistir (Turan et al.

2009).

Molazem et al. (2010) yapmis olduklari ¢alismada tuz stresine birakilmis 8 misir
cesidinde prolin, Na ve klorofil igeriklerine bakilmistir. Cesitler arasinda bakilan
parametreler degiskenlik gostermekle birlikte kontrolleriyle kiyaslandiginda tiim
cesitlerde artan tuzla birlikte yapraklardaki Na igerigi ve prolin miktarlari artmigtir.
Klorofil miktarlar1 ise kontrollerine gore tiim cesitlerde azalma gostermistir. Bununla
birlikte yapraklarin nisbi su igerikleri bakimindan cesitler arasinda 6nemli bir fark

bulunmamastir.

Hidroponik kiiltiirde tuz stresine maruz birakilmis gen¢ misir tohumlarinda (Zea mays
L. Cv. Giza 2) NR aktivitesine bakilmistir. Artan tuz uygulamasi yapraklarda ve
koklerde Na* ve CI iyonlar ile seker ve amino asit birikimini artirmistir. Nitrat icerigi

yapraklarda azalis, koklerde ise artis gostermistir. Kontrol bitkilerinde ilk 151k fazinda
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yapraklardaki NR aktivitesi hizlica artmigken tuz uygulanmis bitkilerde ise diisiis
gostermistir (Abdelbaki et al. 2000).

Faustino et al. (2000), 12 tolerant, 2 1limli tolerant ve 6 adette hassas muisir
varyeteleriyle bir ¢alisma yaparak tuz stresine karsi musir bitkilerinin biliylime, iyon
birikimi ve NR enzim aktivitelerini arastirmistir. Tuza hassas varyetelerle tolerantli
varyeteler arasinda kok biliylimesi iyon birikimi ve NR aktivitesi bakimindan 6nemli
farkliliklar bulunmustur. Hassas varyeteler basta olmak iizere tiim gruplarda taze ve
kuru agirliklarda azaliglar meydana gelmistir. Ayni sekilde iyon birikimi ve NR enzim

aktivitesi bakimindan da hassas varyeteler diger genotiplerin gerisinde kalmistir.

Iki musir varyetesinin (Limko ve Koka) kullanildig1 bir calismada tuz stresinin biiyiime
ve bazi biyokimyasal parametrelere (NR aktivitesi, protein igerigi bazi iyonlarin
konsantrasyonlar1) etkisi incelenmistir. Tuzluluk her iki varyetede de taze ve kuru
agirhikta azalisa neden olmustur. 100 mM NaCl tuz uygulamasi her iki bitki grubunda
NR aktivitesini diisiirmiistiir. NR aktivitesindeki diislis serbest amino asit igerigini ve
protein birikimini etkilememistir. Her iki varyetenin kok ve gdvdesinde serbest amino
asit miktarlar1 artmasina karsin biiyiik bir farklili§a rasttanmamistir. Limko varyetesinin
yapraklar1 haricinde tuz stresi her iki varyetenin ¢ozilebilir protein igerigini
degistirmemistir. Tuzluluk ayrica kok ve yapraklarda Na* icerigini artirirken Ca*? ve K*

igeriginin ise azalmasina neden olmustur (Sacala et al. 2002).

Sacala et al. (2008) salatalik bitkisinin (Cucumis sativus L.) tuz stresi (10 mM NaCl) ile
osmotik strese (%10 PEG 6000) verecekleri cevaplart karsilastirmigtir. Ttm bitkiler
hidroponik sistemde yetistirilmistir. Her iki stres tiirli de arastirilan parametrelerde
onemli diisiislere neden olmakla birlikte tuz stresinin etkisi %10 PEG’den daha fazla
olmustur. Her iki stres faktoriinde de taze ve kuru agirlikta 6nemli derecede azalmalar
meydana gelmistir. Tuz stresi kok ve kotiledonlarda nitrat konsantrasyonunda ve NR

enzim aktivitesinde 6nemli azalislara neden olmustur.
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Literatiirde gerek normal sartlarda gerekse stres sartlarinda bitkilere disardan uygulanan
PGPR bakterilerinin bitki biiylime ve gelismesi ilizerine etkileriyle ilgili bazi ¢alismalar
yapilmistir (Mayak et al. 2004; McMillan 2007; Yang et al. 2009). Ozellikle énemli
kiltir bitkileriyle yapilan calismalarda PGPR’lerin bitki gelisim ve verimi {izerine

artirict etkileri belirlenmistir.

Baldani et al. (1987) bugdaya (Triticum aestivum) Azospirillum spp. inokiile ederek
bliylime parametreleri iizerine etkisi incelenmistir. Bakteri uygulanan gruplar
kontrolleriyle karsilastirildiginda kuru agirlik, iirin verimi ve N birikimi bakimindan
daha etkili olduklar tespit edilmistir. Uygulamalar 6zellikle {iriin veriminde %15.8 ila
%31 oraninda artig meydana getirmistir. NR aktivitesi gosteremeyen mutant bakterilerin

ise herhangi bir degisime neden olmadig rapor edilmistir.

Fages and Arsac (1991) aygicegi (Helianthus annuus L.) ve misir kok rizosferinden
bakteri izolasyonu yapmustir. izole edilen bakterilerle yapilan denemeler sonucu
izolatlar 3 gruba ayrilmustir. izole edilen bakterilerin bir kismi aycicegi bitkilerine zarar
verirken bir kismi ise herhangi bir etkiye neden olmamistir. Bu nedenle bu iki grupta
sonraki denemeler icin kullanilmamistir. Ugiincii grup ise gerek ¢imlenme testlerinde
gerekse de bitki biyokiitle agirliklarinda 6nemli artislara neden olmustur. Ozellikle bu
izolatlardan Azospirullum lipoferum ve Xanthomonas maltophilia en iyi sonuglart veren

bakteri tiirleri olmustur.

Patatesin yumru verimi {izerine yapilan bir bagka aragtirmada Pseudomonas sp’nin iki
mutant tiri (MFE-bliylimeyi tesvik edici ve IIM15- biiylimeyi tesvik edici degil)
kullanilmistir. MFE’nin kok kolonizasyonu [IM15°den daha fazla olmustur. Ayrica
MFE ki serada bitki agirhigini artirirken tarlada ise yumru gelisimini diger

uygulamalara gore daha fazla artirmistir (Frommel et al. 1993).

Arpa (cv. Tokak) ve seker pancarinda (cv. Sonja) gelisimi tesvik edici bakterilerin
etkisini arastirmak igin yapilan bir arastirmada azot baglayan (Bacillus polymyxa) ve

fosfat ¢ozebilen (Bacillus megaterium var. phosphaticum) bakteriler kullanilmistir. Sera
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sartlarinda gercgeklestirilen aragtirmada seker pancarinin kokleri ile arpanin dane verimi
kontrolleriyle karsilastirilmistir. Bacillus polymyxa ile yapilan uygulama basta olmak
tizere her iki bakteri uygulamasi da denenen bitki gruplarinda {iriin veriminde artisa
neden olmustur. Bununla birlikte bakteri tlirlerinin her ikisinin birden interaksiyonu ile
yapilan ¢aligmada ise daha etkili artislarin oldugu gorilmiistir. Artislar seker
pancarinda %7.5-16.5 arasinda gerceklesirken, arpa dane verim artiginda ise %8.4-18.2

arasinda ger¢eklesmistir (Cakmaker et al. 1999).

Alam et al. (2001), piringte biiyiime, verim ve azot birikimi {izerine bakterilerin etkisi
arastirilmistir. Bu amagla serbest yasayan rizobakterilerden olan azotobaker, basillus,
enterobakter ve ksantobakter izole edilmistir. Inokulasyon sonrasi bazi bakterilerin
piring koklerinde asetilen indirgeme aktivitelerinde oOnemli artislar oldugu
kaydedilmistir. Ayrica bakteri inokulasyounu kuru madde, verim ve azot birikimini %6
ile %24 arasinda artirmistir. Kok uzunlugu, yaprak alani ve klorofil igerigi de artmistir.
Buradan yola ¢ikarak serbest yasayan rizobakterilerin bitkide biiyiime ve gelismeye

fayda sagladiklar1 hipotezi savunulmustur.

Kanolanin (Brassica napus) rizosferinden 13 adet Gram negatif bakteri izole edilmistir.
16S rRNA sekans analiziyle tanimlanan bu bakterilerden 8 adeti kok kuru agirligini
%11 ile %52 arasinda Onemli derecede artirmistir. Tanimlanan bakterilerin
Pseudomonas, Variovorax, Agrobacterium ve Phyllobacterium genuslarinda oldugu
bildirilmistir. En ©6nemli etkiyi Phyllobacterium genusunun gergeklestirdigi rapor

edilmistir (Bertrand et al. 2001).

Farkli kosullar altinda yetistirilen bakla (Vicia faba) ve nohut (Cicer arietinum)
tohumlarinin Azosprillum brasilense ile inokiilasyonu sonrasi verim artigsina yonelik bir
aragtirma  yapilmistir.  Sera  kosullarinda  yetistirilen  bitkiler  kontrolleriyle
karsilastirildiklarinda hem tane veriminde hem de kok ve govde gelisiminde onemli
tyilestirici etkilere neden olmustur. Ayrica bitkiler tuzlu suyla sulandiginda, bakteri
uygulamalar1 tuzun bitki biiyiimesinde meydana getirecegi olumsuz etkiyi ortadan

kaldiracak yonde gelisim gostermistir. Azosprillum brasilense ile asilanan bitkilerde kok
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ve govde biiyiimesi ile nodiil olusumu kontrollerine gore olduk¢a fazla artig
gostermistir. Kok ve govde kuru agirlik degerleri kontrollerine kiyasla sirasiyla %51 ve
%354 oraninda artis sergilemistir. Benzer sekilde nodiil olusumu da %39 seviyesinde

onemli bir artig gostermistir (Hamaoui et al. 2001).

Polyanskaya et al. (2000) bezelye bitkisi kok rizosferinden izole ettigi Beijerinckia
mobilis ve Clostridium sp. bakterilerinin bazi kiiltiir bitkilerinde biiyiime ve gelismeye
etkilerini arastirmistir. Her iki bakterinin mineral igerikli giibre ile kombine
uygulanmasiyla iriin veriminde artis gerceklesmistir. Ayrica bakteri uygulamalari
¢imlenme ve biliylime parametrelerinde de artisa neden olmustur. Bakteri uygulamasi
salatalik bitkisinde ¢imlenmede ve bitki boyunda artisa neden olmustur. Kontrolii ile
karsilastirildiginda arpada da biiylime iyilestirici etkisi kaydedilmistir. Aragtirmacilar
bakterilerin birlikte uygulanmasiyla {iriin verimi ve bitki gelisimin de daha iyi sonuglar

aliabilecegini rapor etmistir.

PGPR bakterileri tek baslarina bitki gelisimini tesvik ettikleri gibi birlikte de yine
faydali olabilecegini kanitlayan deneylerde mevcuttur. Sahin et al.(2000), arpa ve
sekerpancar1 bitkilerinde azot baglayabilme ve fosfat ¢dzebilme yetenegine sahip
bakterilerle bir arastirma yapmistir. Arastirmalarinda iki tane azot baglayabilen ve bir
tanede fosfat ¢ozebilen bakterileri tek tek, ikiserli ve tiglii kombinasyonlar yaparak
bitkilere uygulamistir. Yapilan tiim inokulant uygulamalar1 seker pancarinin kok ve
govde veriminde artis meydana getirmistir. Benzer sekilde kontrolii ile kiyaslandiginda
arpanin tane verimi ve biokiitle agirliginda da artislar gergceklesmistir. Tek bir bakteri ile
yapilan inokulasyon isleminde kontrolleriyle karsilastirildiginda azot baglayici
bakteriler verimi %5.6 ile %11 arasinda artirmisken, fosfat ¢oézebilen bakteriler ise
verimi %5.5 ile %7.5 oraninda artirmistir. Bakterilerin ikiserli kombinasyonlar1 verimi
%7.7 ile %12.7 arasinda artirirken ti¢lii bakteri uygulamasi ise kontroliine gére verimi
%20.7 ile %?25.9 arasinda artirmistir. Sonuglar bakteri tiirlerinin  ¢oklu
kombinasyonlarinin, tek bir tiiriin inokiilasyonundan daha fazla etkili olabilecegini
ortaya koymustur. Arastirmacilar elde ettikleri faydali etkinin ¢evre sartlari, bakteri tiirii

ile bitki ve toprak sartlarina gore degisebilecegini rapor etmistir.
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Kombinasyonlu bakteri uygulamalarinin yapildigr bir baska arastirmada 3 farkh
uygulama gergeklestirilmistir. Bu uygulamalar bakteri, mantar ve bakteri ile mantar
karisimi inokulasyon seklinde ayarlanmistir. Gerek bakteri gerekse mantar uygulamalari
kontrollerine kiyasen biiylimede pozitif etki gostermistir. Bununla birlikte mantar ve
bakteri uygulamasmin birlikte ger¢eklesmesi daha fazla olumlu sonuglar vermistir.
Uygulamalar ayrica bitki boyunda ve azot miktarinda da artisa neden olmustur

(Adesemoye et al. 2008).

Aragtirmacilar yapmis oldugu bir diger ¢alismada, domates bitkisinin gelismesi tizerine
bakteri ile bakteri+mantar uygulanmasinin ve bu uygulamalara giibre ilavesinin etkisini
aragtirmistir.  Arastirmalarda  gelisimi  tesvik edici  bakteri olarak  Bacillus
amyloliquefaciens ve Bacillus pumilus tiirleri, mikoriza olarak da Glomus intraradices
tird kullanilmistir. Ayrica farkli oranlarda suni gilibre kullanilmigtir. Uygulamanin
sekline gore bakilan parametrelerde farkliliklara rastlanilmistir. Tek basina suni giibre
uygulamalarinda bakilan parametreler agisindan en iyi sonucu %100’lik gilibre
uygulamasi gergeklestirmistir. Boy uzunlugu bakimindan %70 ve %80 giibre ile birlikte
PGPR uygulamasindan elde edilen deger %100 giibre uygulamasiyla istatistiksel olarak
esit ¢ikmigtir. PGPR, AMF (arbuscular mikorizal fungi) ve suni giibrenin %70 ile
%80°lik tiglii uygulamast %2100’lik suni giibre uygulamasiyla elde edilen boy
uzunlugundan istatistiksel olarak yakin ¢ikmistir. Benzer artislar taze/kuru agirlik,

verim ile azot ve fosfat alimminda da gergeklesmistir (Adesemoye et al. 2009).

Domates bitkisinde (Lycopersicon esculentum cv. Solar Set) siklikla solmaya neden
olan Ralstonia solanacearum bakterisinin zarar verici etkisini ortadan kaldirmak
amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Calismada gelisimi tesvik edici bakteri grubu olarak
Bacillus pumilis, Pseudomonas putida, BioYield, Equity kullanilmistir. Ralstonia
solanacearum ile inokiilasyondan bir hafta 6nce tohumlar Pseudomonas putida ile
astlanmistir. Yapilan tiim uygulamalar hastalik etkeni olan bakterinin etkisi azaltarak
bitki gelisimine destek olmustur. Ayrica iyilestirici olarak kullanilan bakterilerin ikigerli
kombinasyon olarak kullanilmasiyla elde edilen fayda tek tek kullanilmasiyla elde

edilen faydadan daha fazla olmustur (Anith et al. 2004).
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Uc farkli seviyede tuz stresine maruz kalmis marul bitkisinin (Lactuca sativa L. cv.
Tafalla), yapraklarinda antioksidan enzim aktivitesi, biliylime, mineral alinimi ve
fosfataz aktivitesinin belirlenmesine yonelik bir arastirma yapilmistir. Arastirmada
gelisimi tesvik etmesi amaciyla Pseudomonas mendocina bakterisi hem tek olarak hem
de iki farkli mikoriza tiirti (Glomus intraradices (Schenk & Smith) ve Glomus mosseae
(Nicol & Gerd.) Gerd. & Trappe) ile kombine halde bitkiye uygulanmistir. Kontrol
grubunda artan tuz biiyiime ve gelisme parametrelerine olumsuz etki yapmuistir.
Kontroliine kiyasla tek basina bakteri uygulamasi biyokiitle ve yaprak su iceriginde
onemli derecede artis saglamasina ragmen en yiiksek artis bakteriyle beraber mantar
uygulamasinda gerceklesmistir. Tuz uygulanmamais bitkilerde ne bakteri uygulamasi ne
de mikoriza uygulamasi1 fosfataz aktivitesine etki etmemistir. Ancak tuz uygulanmis
bitki gruplarinda bakteri uygulamasiyla birlikte fosfataz aktivitesi de dnemli derecede
artmustir. Tuz stresi yapraklarda seker birikimini azaltirken 6zellikle bakteri uygulanmis
yapraklarda prolin birikimi artmistir. Ayrica PGPR uygulanmis bitkilerde antioksidan
enzim aktivitelerinde artis gergeklesmistir. Arastirmacilar tuza hassas genotiplerde
PGPR kullaniminin strese karsi bitkide koruyucu rol oynayabilecegini rapor etmistir
(Konhler et al. 2009).

Kavino et al. (2010) tarla sartlar1 altinda yetistirilen muz (Musa spp.) bitkisinde verimi
artirmak i¢in Pseudomonas fluorescens tiirii bakteriyle birlikte kitin kullanmigtir.
Uygulamalarda yalnizca bakteri kullaniminin yani sira kitin ve bakteri kombinasyonu
uygulamasi da yapmislardir. Kitinin bakterilerle birlikte uygulandig: bitki gruplarinda
bitki boyu, salkim verimi, salkimdaki adet sayis1 ve {riin kalitesinde artis goriilmistiir.
Kontrolleriyle kiyaslandiginda bitki yapraklarinin N, P ve K igeriklerinde de onemli
artislar kaydedilmistir. Suni gilibrelerin iiretiminin masrafinin ¢ok olmasi ve asir
kullanilmast ¢evre kirliligine neden olmaktadir. Sonuclar degerlendirildiginde
arastirmacilar kombine bakteri uygulamalarmin hem diisiik maliyetli oldugunu hem de

cevre dostu oldugunu rapor etmistir.

Su stresine maruz kalmis feslegen bitkisinde PGPR’lerin antioksidan enzim igerigi ve

fotosentetik pigment iizerine etkisi arastirilmistir. Gelismeyi tesvik etmesi igin
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Pseudomonades sp., Bacillus lentus ve Azospirillum brasilens bakteri tiirleri kombine
olarak kullanilmistir. Stres antioksidan enzim aktivitesinde 6nemli degisimlere neden
olmustur. En yiiksek konsantrasyona CAT ve POX aktivitesinde rastlanilmistir. Stresin
derecesi arttikca yapraklarin APX seviyeleri azalmistir. Bakteri uygulamalan feslegen
bitkisinin antioksidan enzim aktiviteleri ve klorofil igerigini artirici yonde etki etmistir

(Heidari and Golpayegani 2012).

Tuzlu suyla sulanmis misir bitkisinde meydana gelen stresin etkisini azaltilmak i¢in
yapilan bir arastirmada Enterobacter aerogenes ve Pseudomonas fluorescens
bakterilerinin ortak etkisi arastirilmistir. Tuzlu su ile muamele edilmis misir bitkilerinde
biliylime azalmistir. Bakteri inokiile edilmis misir bitkilerinde ise tuzun olumsuz etkisi
bakteriler tarafindan yatistirilmistir. En fazla biiylime ve verim parametrelerindeki
(kok/govde boyu ile kok/govde taze ve kuru agirligi) artist Pseudomonas fluorescens
bakterisi saglamistir. Benzer sekilde en fazla klorofil igerigi ve K'/Na" oram da yine P.

fluorescens bakteri uygulanmis bitkilerde ger¢eklesmistir (Zahir et al. 2012).

Saber et al. (2013), tuz stresi altinda yetistirilen kolza bitkisinin (Brassica napus L.)
iriin ve verimi tizerine PGPR bakterilerinin etkisini arastirmistir. Dort farkli kolza
tohumu 0, 4, 8 ve 12 dS/m konsantrasyonlarinda tuz stresine maruz birakilmistir. PGPR
olarak Azotobacter chroococcum, Busillus subtilis, Pseudomonas fluorescens ve
Azospirillum lipoferum bakterileri kullanilmistir. Calisma sonunda yaprak alani, tane
verimi, bitki boyu ve 1000 dane agirhiginda %1 ila %5 arasinda 6neme sahip farkliliklar
bulunmustur. Bakteri uygulamalar1 kontrolii ile karsilastirildiginda degerlendirilen

parmetreler agisindan olumlu etki géstermistir.

Domates bitkisinde bitki koklerini kesen ve biiylimeyi engelleyen bir nematodla
miicadele amaciyla bir aragtirma yapilmistir. Arastirmada bitkiye destek saglamasi igin
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus isimli PGPR bakterilerinden
faydalanilmistir. Bakteri uygulamasi nematod infeksiyonundan 45 giin 6nce yapilmigstir.

En yiiksek kuru agirliga, bitki boyuna, meyve sayisina ve verime Serratia marcescens
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ile muamele edilmis bitki gruplarinda rastlanilmistir. En disiik agirhiga ise sadece

nematod uygulanan bitki gruplarinda rastlanilmistir (Almaghrabi et al. 2013).

Iki farkli piring (Oryza sativa L.) genotipinde tuz stresinin meydana getirdigi hasari
iyilestirmek i¢in PGPR olarak Pseudomonas sp. bakterileri kullanilmistir. Deneme igin
bitki gruplarina 100 mM NacCl tuzu uygulanmistir. Pseudomonas sp. uygulanmis bitki
gruplarinda kontrollerine kiyasla bitki boyu ile kok ve govde kuru agirliginda énemli
artislar meydana getirmistir. Ayrica bakterili gruplarda yaprak alanida kontroliine gore

artis gostermistir. (Sen and Chandrasekhar 2014).

Uc farkli rizobakter (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida and Azotobacter
vinelandii) uygulamasinin tuzlu kosullar altinda yetistirilen misir (Zea mays L.)
bitkisine etkileri aragtirtlmistir. Uygulanan 3 farkli tuz konsantrasyonu (0, 35 ve 70 mM
NaCl) bakimindan bitkilerin biiylime parametreleri kontrollerine gore karsilastirilmistir.
Kontroliine kiyasla her iki tuz uygulamasinda (35 ve 70 mM) bitki uzunlugunu en fazla
Azotobacter vinelandi artirmisken, Pseudomonas fluorescens’in 35 mM NaCl
uygulamasinda artig gosterdigi, 75 mM tuz uygulamasinda ise 6nemli bir artisa neden
olmamistir. Pseudomonas putida ise her iki tuz uygulamasinda da bitki uzunlugunda
onemli bir artisa neden olmadigr goriilmiistiir. Sap capi1 bakimindan en iyi artisi
Pseudomonas fluorescens gosterirken, kuru agirlik ve yaprak yiizey genisligi agisindan
en fazla artig1 ise Azotobacter vinelandi gostermistir (Abd EI-Ghany et al. 2015)

ACC-deaminaz iiretebilen PGPR bakterileri etilen olusumunu engelleyebilecegi i¢in
stres sartlar1 altinda bitki biiylime ve gelismesine olumlu etkisi daha fazla olabilecektir.
Bu nedenle ACC-deaminaz {iretebilen bakterilerin tarimda kullanimi driin verimi

acisindan etkili olabilecektir (Glick 2005; Contesto et al. 2008; Cakmakg1 2009).

Tuz stresi altindaki misir bitkisine ACC deaminaz iiretebilen bakteriler uygulanmstir.
Uygulama tohumlara petri kaplarinda bakteri emdirilmesi ile baslatilmistir. Daha sonra
farkli konsantrasyonlarda (6, 9 ve 12 dS/m) tuz uygulanmis bitkiler hasat edilerek

biiyiime Ozellikleri bakimindan incelenmistir. Sonugta bakteri uyglanan gruplarda
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kontrollerine kiyasla kdk ve gévde uzunlugu ile taze agirliklarda artis meydana geldigi

bildirilmistir (Kausar and Shahzad 2006).

ACC deaminaz aktivitesine sahip 4 rizobakterin Arabidopsis indicate’de kék olusumuna
etkisi arastirllmistir. Yapilan c¢alismada bakteri uygulamalarinin hepsinde kontrole

kiyasla kok uzunlugunu artirdigi goriilmiistiir (Contesto et al. 2008).

Tuzdan etkilenmis topraklarda yetisen bugday bitkisinin rizoferinden 10 adet bakteri
izole edilmistir. Yapilan O6n denemeler sonucu fayda verebilecegi diisiiniilen
bakterilerden 3 adeti ile sakst denemelerine gecilmistir. Tanimlamasi yapilan
bakterilerin  Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa ve Serratia
proteamaculans tiirleri oldugu tespit edilmistir. Bakteri inokiile edilmis bugday
tohumlarmna 1 (kontrol), 5, 10 ve 15 dS/m konsantrasyonlarinda tuz uygulanmistir. Ug
haftalik bir biiylime siireci sonrasi bitkiler biiyiime 6zelliklerini belirlemek amaciyla
hasat edilmisler. Sonuclar degerlendirildiginde ACC deaminaz aktivitesine sahip olan
izolatlarin bitki boyu, taze ve kuru agirlikta kontrollerine gore dnemli derecede artis

sagladig1 tespit edilmistir (Zahir et al. 2009).

Domates tarlasinin topragindan izole edilmis bakterilerin tuz stresine girmis domates
bitkisine etkileri arastirilmistir. Tanimlamasi yapilan bakteriler ACC-deaminaz iiretme,
fosfat cozebilme, siderofor ve fitohormon iiretme yetenekleri goz Oniine aliarak
segilimleri yapilmistir. Bu bakteriler igerisinde en iyi performans: veren 3 bakteri tiirii
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa ve P. fluorescens olarak tesbit edilmistir.
Domates bitkisine %2’lik tuz uygulamasi kok uzunlugu ve bitki biiylimesini yaklagik
%060 oraninda inhibe etmistir. Govde uzamasini ise %75’e varan oranlarda diistirmustiir.
Secilen bakterilerin inokiilasyonu neticesinde koklerde meydana gelen inhibisyon orani
en fazla %20-25 arasinda bulunmustur. Hatta %6 tuz igeren ortamlarda bile ACC-
deaminaz iireten bakterilerin etilen olusumunu engelledigi bildirilmistir. Bu sayede kok
uzunlugundaki artis kontroliiyle kiyaslandiginda pozitif yonde oldugu belirtilmistir.
Caligma sonrast bakteri uygulamasinin bitkilerde yaprak capi/sayisi, salkim sayisit ve

lateral kok olusumunu tesvik ettigi rapor edilmistir (Tank and Saraf 2010).
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Siddikee et al. (2010), kirag topraklardan ve 6 dogal halofit bitki rizosferinden toplamda
140 bakteri izole etmistir. izolatlarm IAA iiretme, fosfat ve ¢inko ¢6zme, hidrolitik
enzim iiretimi (kitinaz, seliilaz, pektinaz gibi), nitrojen fiksasyonu ve amonyak tliretimi
gibi 6zellikleri belirlenerek kategorize edilmistir. Sayilan 6zellikler bakimindan PGPR
kategorisinde degerlendirilebilecek 36 izolat ACC deaminaz iiretme Ozelligine gore
tekrar teste tabi tutulmustur. Sonucta bu bakteriler igerisinde 25 tanesi pozitif ¢gikmistir.
[zolatlar icerisindeki 14 halotolerant bakteri 150 mM NaCl tuz stresine maruz kalmis
kanola bitkisine uygulanmistir. Kontrolleriyle karsilagtirildiginda bakteri uygulanan
bitki gruplarinda kok uzunlugunda %5.2 ile %47.8 oraninda, kuru agirlikta ise %16.2 ile
%43 oraninda artis goriilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde ACC deaminaz igeren
bakteri gruplariin tuz stresine maruz kalmis bitkilerde stresin etkilerini azaltabilecegi

bildirilmistir.

Yapilan bir caligmada tuzdan etkilenmis topraklarin bulundugu saksilara misir tohumu
ekilmistir. Bitkilerde tuzun meydana getirecegi zarar1 indirgemek icin tohumlara azot,
biyogaz ¢ozeltisi ve PGPR bakterileri (Pseudomonas fluorescens ve Enterobacter
aerogenes) farkli sekillerde uygulanmistir. Yapilan denemeler sonucu her bir uygulama
kontrole gore bitki gelismesinde olumlu sonuglar vermistir. Fakat en iyi gelisimi her li¢
uygulamanin birlikte verildigi bitkiler gostermistir. Bitkilerin kok/govde uzunlugu ile
kuru agirliklari, 100 tane agirliklari, prolin birikimleri ve tanelerin N, P ve K igerikleri
kontrolleriyle karsilastirildiginda en fazla gelisim {i¢lii uygulama sonucu elde edilmistir

(Ahmad et al. 2014).

Hye et al. (2014) tuz stresine maruz birakilmis ACC deaminaz igeren iki farkli
bakterinin (Pseudomonas syringae ve Pseudomonas fluorescens) bitki gelisimine
etkisini arastirmistir. Bitkilere bakteri uygulamalarmin yam sira yarim doz ve tam
dozluk NPK (azot, fosfor ve potasyum) giibreside uygulanmistir. Bakteri ve tam doz
NPK giibresi uygulanmis gruplarda bitki ve kogan boyu, kocan sayis1 ve kocandaki tane
sayist diger uygulamalara gore onemli artis gostermistir. Benzer sekilde sap uzunlugu,
tane agirligr ile tane ve saptaki N, P ve K miktarlarida bakteri ve tam doz giibre

uygulanmis gruplarda dafa fazla bulunmustur. Bakteriler arasinda maximum verim
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artisini Pseudomonas fluorescens uygulamalart gergeklestirmistir. Nadeem et al.
(2006)’nin yapmis oldugu bir calismada 4, 8 ve 12 dS.m™ NaCl uygulanmis musir
bitkilerinde bakteri (Pseudomonas sp.) ve NPK giibresi birlikte uygulamasinin
yukaridaki calismaya benzer sonuglar verdigi kaydedilmistir. Tuz uygulamasi ile
birlikte diisiis gosteren kok/govde taze ve kuru agirlik ile klorofil miktarlarinda PGPR

ve NPK giibresi uygulamasinin kontrole gore artis gergeklestirdigi rapor edilmistir.

Bu calismada Tuz Goli halofit bitkilerin kok rizosferinden izole edilen bakteriler
kullanilarak misirin tuz stresi toleransinin artirilmasi amaglanmustir. Calisma Ulkemizde
yabani halofit bitkilerin rizosferinden bakteri izolasyonu ve bir kiiltiir bitkisine
uygulanmasi agisindan ilk olmasi bakimindan 6nem arzetmektedir. Yukarida sunulan

literatiir 6zetleri, calismamizin yapilmasi i¢in iyi bir gerekge olarak degerlendirilebilir.
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3.1. Materyal
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3.1.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

Inkiibator

Calkalayici

Otoklav

Hassas terazi

Kiil firmi

Iklim dolab1

Buzdolab1

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

Manyetik karistiric
Masa santrifiijii
Otomatik pipetler

pH metre

EC metre

Soguk su banyosu

Sicak su banyosu
Sogutmali santrifiij

UV Spektrofotometre

Multiskan Spektrofotometre

Goriintiileme Cihaz
Kurutma dolab1
Elektroforez

Saf Su cihazi

Vortex karistirici

: Memmert, GERMANY, INBE 410 1583
: Gallenkamp
: Hirayama, JAPAN, HVE 50
: Shimadzu AY220
: Yiicebas YM-14

: Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
: Argelik

. Argelik

: Nuaire

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21

: Ependhof, Axigen

: WTW unilab pH metre

: Eutech cyberscan PC 10

: Huber Polystat CC1

: Wise Bath

: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu UVmini—1240
: Multiscan GO

:Fusion Fx Vilber Lourmat
: Gemo

: Bio-Rad

- Niive NS 112

(IKA, U. S. A, MS2
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3.1.2. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmalari

Deneyler boyunca kullanilan ¢ozeltilerin kullanim yerleri ile hazirlanig bigimler agsagida
sunulmustur. Denemelerde kullanilan kimyasallar, Sigma, Merc ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.

1. Stok NaCl (1 M) (Tuz uygulamalari i¢in): 58.44 gr NaCl 1000 ml saf suda ¢oziilerek
elde edilmistir.

2. Azotsuz (N-free) Besiyeri (pH: 7.0-7.2) (Bakterilerin azota olan ihtiyaglarini
belirlemek igin): 10 gr sukroz, 5 gr L-malik asit, 0.1 gr K;HPQOy, 0.4 gr KH,PQOy4, 0.2 gr
MgSQO,.7H,0, 0.01 gr FeCls, 0.1 gr NaCl, 0.02 gr CaCl,.2H,0, 0.02 gr Na,M00,4.2H,0
ve 12 gr agar tartilarak 1000 ml saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.

3. ACC’li DF (Dworkin & Foster Tuz Ortami) besiyeri (pH: 7.2) (ACC deaminaz
aktivitesi tayini i¢in): DF besiyeri hazirlanmis ve igerisine 100 mg ACC ilavesi
yapilmistir. Bu iglem i¢in 300 ml saf su igerisine 1.33 gr KH,POy, 2 gr Na;HPQO4, 0.067
gr MgS0,4.7H,0, 0.67 gr Glukoz, 0.67 gr Glukonik Asit, 0.67 gr Sitrik Asit, 0.34 mg
FeSO,.7H,0, 3.33 mg H3BO3, 3.73 mg MnSO,4 H,0, 41.53 mg ZnSO,.7H,0, 26.07 mg
CuS04.5H,0, 3.33 mg MoOg3 ilave edilmistir.

4. Nutrient agar besiyeri: 20 gr Nutrient Agar 1 | saf su i¢inde ¢oziilmiistiir. pH 7.0’a
ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dk steril edilmis ve 45°C’ye kadar sogutulduktan
sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmustir.

5. Arnon ve Hogland Besi Cozeltisi: 1.02 gr KNO3, 0.492 gr Ca(NO3),.4H,0, 0.23 gr
NH4H,PO,4, 0.49 gr MgS0,4.7H,0, 2.86 gr H3BO3;, 1.81 gr MnCl,.4H,0, 0.08 mg
CuSO4.5H,0, 0.22 mg ZnS0,4.7H,0, 0.6 mg FeSO4, 0.6 mg tartarik asit saf su
igerisinde ¢oziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmistir.

6. Halofil Besiyeri pH: 7.2-7.4 (Bakteri gelisimi igin) : 200 gr NaCl, 2 gr KCl, 1.5 gr
CaCl,, 20 gr MgS0O,4.7H,0O, 3 gr tri-Na sitrat, 10 gr Yeast ekstrat, 7.5 gr Kazein
hidrolizati, 36 mg FeCl,.4H,0, 0,36 mg MnCl,.4H,0, 20 gr agar hacmi 1 litreye
tamamlanarak hazirlanmistir.

7. Fizyolojik su (bitki kok 6rneklerinin muhafazasi igin): 200 gr NaCl, 2 gr KCI, 20 gr
MgSQO,.7H,0, 3 gr tri-Na sitrat, 1.5 gr CaCl; 1 litre saf suda ¢oziilmiistiir.
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8. 0.1 M KHyPO, (pH: 7.0), %1 PVP, 1 mM EDTA (Antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 3.4 gr KH,PO4 200 ml saf suda karigtirildi, 1 N KOH ile pH
7.0’ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 250 ml’ye getirilmis ve 2.5 gr PVP ve 0.07
gr EDTA ilave edilerek hazirlanmistir.

9. BCA (Bisinkonik) Reaktifi (Protein tayini i¢in): 25 ml Bisinkonik asit ¢Ozeltisi
tizerine %4’ liikk CuSOy4 ¢ozeltisinden 500 pl ilave edilerek karistirilmigtir.

10. %0.1’lik TCA (Trikloroasetik Asit)-Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon
¢oOzeltisi: 250 ml saf su igerisine 0.25 gr TCA ¢oziilerek hazirlanmistir.

11. %0.5’lik TBA (Tiobarbutirik Asit)-Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon g¢ozeltisi:
250 ml saf su i¢ine 50 gr TCA ¢oziinmiis ve sonra igerisine 1.25 gr TBA ilave edilerek
hafif 1s1da ¢6ziiniinceye kadar karistirilmastir.

12. %5’lik Ti(SO4), (titanyum disiilfat ¢ozeltisi): HpO, miktarinin belirlenmesinde
kullanilir. 5 ml Ti(SO4), 100 ml saf su igerisine ilave edilerek hazirlamistir.

13. %19’luk NH4OH (H20; miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 19 ml NH4OH’1n
100 ml saf su igerisinde karistirilmasiyla elde edilmistir.

14. 2 M’lik H,SO4 (H,0, miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 160 ml saf su igerisine
50ml %98’lik H,SO, yavas yavas ilave edildikten sonra son hacim 250 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmistir.

15. 65 MM K;HPOy4, pH: 7.8 (Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesinde kullanilan
tampon): 2.83 gr K;HPO,4 200 ml saf su da ¢o6ziildiikten sonra pH: 7.8’e ayarlanmis ve
son hacmi saf su ile 250 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

16. 10 mM Hidroksilamin (Siiperoksit anyonu miktarmin Ol¢iilmesinde kullanilir):
0.0139 gr alinarak 20 ml saf suda ¢ozdiiriilmiistiir.

17. 17 mM amonyum benzono siilfonik asit (ABSA) (Siiperoksit anyonu miktarimin
Olctilmesinde kullanilir): 0.294 gr ABSA alinarak iizeri 100 ml saf suda ¢oziindiiriilerek
hazirlanmustir.

18. 17 mM 1-Naftilamin (Siiperoksit anyonu miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilir): 0.243
gr 1-Naftilamine 10 ml asetonda ¢oziildiikten sonra son hacmi saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmistir.

19. 103 mM KH,PO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan tampon): 2.11
gr KH,PO4, 100 ml saf suda ¢oziiliip IN KOH ile pH: 7.5’e ayarlanmis ve son hacim

saf su ile 150 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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20. 40 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
%35’lik H,O,’den 346 pl alinmis ve son hacim saf su ile 100 ml olacak sekilde
hazirlanmustir.

21. 5 mM H,0, cozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde standart grafik hazirlamak i¢in
kullanilan): %35’luk H,O,’den 43 pl alinip son hacmi saf su ile 100 ml'ye ayarlanarak
hazirlanmistir.

22. 0.1 M NaH,PO,4, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi Ol¢glimiinde kullanilan tampon
¢ozeltisi): 3.9 gr Na,HPO, alinarak 200 ml saf suda ¢oziilerek pH: 5.5‘¢ ayarlanmustir.
Son hacmi saf suyla 250 ml'ye tamamlanmustir.

23. 5 mM guaiakol + 5mM H,0; (Peroksidaz aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan substrat
¢ozeltisi): 138 ul quaiakol ve 38 pl H,O; (d=1.13 g/mol) alinmis ve 250 ml 0.1 M fosfat
tamponu (0.1 M NaH,POy, pH: 5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

24. 50 mM KH,PO, (pH: 7.8) (SOD igin tampon ¢ozelti): 1.7 gr KH,PO4 200 ml saf
suda ¢oziilerek pH:7.8’¢ ayarlanmigtir. Son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmastir.

25. 13 mM L-metiyonin ¢o6zeltisi (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.485 gr metionin 23.
maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO, tamponu igerisinde karistirilarak
hazirlanmustir.

26. 75 uM NBT-(Nitroblue Tetrazolium Kloriir) (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.015
gr NBT alinmis ve 23. maddede hazirlanmig olan 250 ml 50 mM KH,PO, tamponu
igerisinde karistirilarak hazirlanmistir.

27. 0.1 mM Na;EDTA (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0.009 gr Na;EDTA alinir, 23.
maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO, tamponu igerisinde karistirilarak
hazirlanmistir.

28. %0.05 Triton X-100 (SOD reaksiyon karigimi igin): 125 pl Triton X-100 alinarak
250 ml 50 MM KH,PO4 tamponu igerisinde karigtirilarak hazirlanmastir.

29. 2 uM Riboflavin (SOD aktivitesi i¢in): 0.037 gr Riboflavin, 100 ml saf suda
¢oziiliir. Bu islemle 1 mM’lik riboflavin elde edilmistir. 3 ml’lik reaksiyon karigiminin
2 uM Riboflavin i¢ermesi i¢in elde edilen 1 mM’lik Riboflavin ¢ozeltisinden 60 pl

Riboflavin alinmistir.
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30. 50 mM sodyum fosfat tamponu, pH 7.0 (APX igin reaksiyon karisimi): 0.78 gr
NaH,PO, tartilir, 70 ml saf su igerisinde ¢oziiliip pH: 7’ye ayarlanir. Son hacim saf su
ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmstir.

31. 0.5 mM Askorbik asit (APX i¢in reaksiyon karisimi): 0.009 gr askorbik asit 50 mM
sodyum fosfat tamponu igerisine ilave edilerek hazirlanmistir.

32. 0.1 mM Na;EDTA (APX igin reaksiyon karisimi): 0.004 gr Na,EDTA 50 mM
sodyum fosfat tamponu igerisine ilave edilerek hazirlanmistir.

33. 2 mM H,0, (APX i¢in reaksiyon karisimi): 22 pl H,O, alinmis ve 50 mM sodyum
fosfat tamponu igerisine ilave edilerek hazirlanmistir.

34. 50 mM Tris-HCI (GR aktivitesi igin): 0.06 gr Tris bir miktar saf su igeresinde
coziilerek pH:7.8’e ayarlanir ve son hacim 10 ml’ye tamamlanmustir.

35. 0.5 mM EDTA (GR aktivitesi i¢in): 0.0015 gr EDTA daha 6nce hazirlanmig olan
50 mM Tris-HCl igerisinde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

36. 0.25 mM NADPH c¢ozeltisi (GR aktivitesi igin): 0.002 gr NADPH 10 ml saf su
icersinde ¢oziilmiistiir.

37. 1 mM Okside Glutatyon-GSSG (GR aktivitesi igin): 0.006 gr GSSG 10 ml saf su
igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

38. %5 TCA (Enzimatik olmayan antioksidanlarin homojenizasyon tamponu): 10 gr
TCA (trikloroasetik asit) 150 ml saf suda ¢6ziindiikten sonra saf su ile son hacmi 200
ml’ye tamamlanmaistir.

39. 200 mM NaH,POq4 pH: 7.5 (Total GSH belirlemek igin): 0.312 gr NaH,PO,4 7 ml saf
suda ¢oziillip pH:7.5’a ayarlanmis ve son hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlanmastir.

40. 6 mM DTNB (1 mM), Total GSH i¢in: 0.0753 gr DTNB 30 ml 100 mM sodyum
fosfat tamponunda (pH: 6.8) ¢cozlilmiistiir.

41. 1.5 M Triethanolamine (ASA 6l¢iimii i¢in): 2.24 ml Triethanolamine saf su ile son
hacmi 10 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

42. 150 mM KH3;PO4 pH: 7.4 (ASA 6lglimii i¢in): 2.04 gr KH,PO, tartilarak 80 ml saf
suda ¢oziilmiistiir. pH: 7.4’e ayarlandiktan sonar hacmi 100 ml’ye tamamlanmuigtir.

43. 10 mM DTT (ASA ol¢timii i¢in): 0.008 gr L-(—)-Dithiothreitol tartilarak 5 ml saf
suda ¢oziilmiistiir.

44, %0.5’lik N-Ethylmaleimide (ASA O6lgliimii igin): 0.025 gr N-Ethylmaleimide 5 ml

saf suda ¢oziilerek hazirlanmstir.
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45. %10’luk TCA (ASA Ol¢limii igin): 2.5 gr TCA bir miktar saf suda ¢oziindiikten
sonra son hacim saf su ile 25 ml tamamlanarak hazirlanmistir.

46. %44°1ik H3PO4 (ASA 06l¢limii i¢in): Bir miktar saf su {izerine 44 ml fosforik asit
ilave edilmis ve son hacim 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

47. %A4’lik 2.2°-dipyridyl (ASA 6l¢iimii igin): 0.4 gr 2.2°-dipyridylin, 10 ml %70’lik
etanol icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanistir

48. %3’lik FeCls (ASA o6lclimii icin): 0.3 gr FeCl; 10 ml saf suda coziilerek elde
edilmistir.

49. %3’lik Silfosalisilk asit (prolin metodu i¢in homojenizasyon c¢ozeltisi): 3 gr
stilfosalisilk asit 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

50. Asit ninhidrin hazirlanis1 (prolin igerigi i¢in ): 1.25 gr ninhidrin 30 ml asetik asit
icerisine katilarak hafif 1sida karistirilmis ve tizerine 6 M’lik fosforik asitten 20 ml ilave
edilerek hazirlanmistir.

51. 0.1 M Tris-HCI (pH: 7.6), %1 PVP, 7.5 mM sistein, 1 mM Na,EDTA, %0.5 BSA
ve 5 mM Merkaptoetanol (NR aktivitesi i¢in homojenat tamponu): 1.2 gr Tris 70 ml saf
suda ¢oziiliis ve pH: 7.6’ya ayarlanmistir. Daha sonra igerisine 1 gr PVP, 0.09 gr sistein,
0.037 gr Na;EDTA, 0.5 gr BSA ve 40 pl merkaptoetanol ilave edilerek karstirilmig ve
son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

52. 100 mM KH,;PO4, pH: 7.8, 1 mM EDTA, 10 mM KNOs, 0.3 mM NADH (NR
aktivitesi icin kullanilan aktivite tamponu): 0.272 gr KH,PO,4, 0.0074 gr Na,EDTA,
0.02 gr KNO3, 4 mg NADH 10 ml saf suda ¢ozlilmiis ve pH: 7.8’¢ titre edilmistir. Son
hacmi saf su ile 20 ml tamamlanmis ¢ozelti giinliik taze olarak hazirlanmistir.

53. 1 M Baryum asetat (NR aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 2.56 gr baryum asetat’in
10 ml saf suda ¢6ziilerek hazirlanmstir.

54. %1’lik Siilfanilamid (NR aktivitesinde kullanilan ¢6zelti): 0.5 gr siilfanilamid’in 50
ml 2 N HCl i¢inde ¢oziinmesiyle hazirlanmistir.

55. %0.02’lik N-1-Naftiletilendiamnidihidrokloriir (NED) (NR aktivitesinde kullanilan
¢ozelti): 0.02 gr N-1-Naftiletilendiamnidihidrokloriir’iin 100 ml saf suda ¢oziilmesiyle
hazirlanmustir.

56. 50 uM’lik NaNO, ¢ozeltisi (Siiperoksit anyonu ve NR aktivitesi igin; standart
grafik hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozelti). 0.35 mg NaNOy’in 100 ml saf suda

¢oziilmesiyle hazirlanmigtir.
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57. %10 Amonyum persiilfat (polimerizasyon baslatici): 0.05 gr amonyum persiilfat
son hacim 500 pl olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.

58. 0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8) (Elektroforezde jel hazirlamak igin kullanilan tampon):
6.06 gr Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH: 6.8’¢ ayarlanmis ve toplam
hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir

59. 1.5 M Tris-HCI (pH: 8.8) (Elektroforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan tampon):
18.2 gr Tris bir miktar saf suda coziildiikten sonra pH: 8.8’e¢ ayarlanmis ve toplam
hacim saf su ile 100 mI’ye tamamlanmistir

60. %10’luk SDS (Elektroforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozelti): 1 gr SDS
tizerine son hacim 10 ml olacak sekilde saf su ilave edilerek ¢ok hafif 1sitmak suretiyle,
seffaflasincaya kadar karistirtlmistir.

61. %30’luk akrilamid- %0.8’lik bis-akrilamid ¢6zeltisi (Elektroforez ayirma ve yigma
jellerinin hazirlanmasinda kullanilan): 30 gr akrilamid ve 0.8 gr bis-akrilamid saf su ile
iyice ¢ozilldiikten toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmis, kullanim disinda renkli sisede
4°C’de saklanmistir.

62. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 3 gr Tris (25 mM pH:8.3) ile 14 gr
glisin (192 mM) yaklasik 50 ml saf suda iyice ¢oziilmiis ve tizerine 1 gr %1’°lik SDS
ilave edilerek hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

63. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 2.5 ml 125mM Tris-HCI pH: 6.8, 4 mi
%14°1iik SDS, 2 ml %100’lik gliserin ve %0.2°1ik brom timol mavisinden karigtirilarak
toplam hacimleri 10 ml’ye tamamlanarak hazirlanmis ve bu tampona kullanmadan
hemen 6nce 1 ml B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

64. Fiksing c¢ozeltisi (Jeldeki proteinleri, boyama Oncesi sabitlestirmek i¢in kullanilan):
50 ml saf su lizerine 1 gr TCA ilave edilerek iyice ¢oziildiikten sonra, 50 ml izopropil
alkoliin yavas yavas ilavesiyle 100 ml’ye tamamlanmastir.

65. Boyama c¢ozeltisi (Elektroforez sonrasi jeldeki proteinlerin boyanmasinda
kullanilan): 0.5 gr Coomassie R-250, 250 ml metanolde ¢dziilmiistiir. Uzerine 50 ml
glasiyel asetik asit ilave edilmis ve son hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir.

66. Yikama c¢oOzeltisi (Boyama sonrasi jeldeki fazla boyayr uzaklastirmak igin
kullanilan): 100 ml asetik asit lizerine 450 ml metanol ve 450 ml saf su ilave edilerek

toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Halofit bitkilerin toplanmasi, 6rneklenmesi ve teshisi

Tuz Goli havzasinda vejetasyon siiresi dikkate alinarak 4-6 Haziran 2012 ve 10-12
Haziran 2013 tarihlerinde olmak iizere 2 kez yapilan arazi c¢aligmalar1 sonrasinda 6
farkli istasyondan 30 halofit bitki tiirii dogal habitatlarindan toplanmistir. Toplanan
bitkiler arazide yaygin herbaryum tekniklerine gére numaralandirilip preslenerek teshis
amagch olarak laboratuvara getirilmistir. Ayrica bitkinin alindig: tarih ve saat bilgileri,
bitki boyu ve alindig1 mevkiler de kayit altina alinmustir. Bitki 6rneklerinin her birinin
ayr1 ayr1 lokasyon bilgileri GPS yardimiyla kaydedilmis olup, her bir bitki 6rnegi dogal
ortamlarinda farkli uzakliklardan fotograflanmistir. Toplanan bitkilerin lokasyon bilgisi

ve toplanma alanlarinin genel bilgileri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Bitki o6rneklerinin lokasyon bilgileri

Istasyon | Toplanma Lokasyon Istasyon | Toplanma Lokasyon
No Bolgesi Bilgisi No Bolgesi Bilgisi
1 Eskil - Tuz | N 38°28.195° 4 Tuz  Goli | N 38° 32.296
GOl arasi E 33° 27.380° kenari E 33°56.578’
Golyazt - g0 33,058 Eskl - N 38° 37.480
2| Tersakan | 320 10.034° 5 | Yavsan E 33° 08.946
Golu arasi tuzlas1 arasi
3 Tersakan N 38°32.477° 6 Yavsan N 38°45.977°
Go6li kenar1 | E 33° 05.594° tuzlasi ici E 33°09.922’

Calisma alan1 Aksaray-Sultanhani-Esmekaya-Eskil-Golyaz1 hatt1  dogrultusundadir.
Bolge Eskil’in 3 km giineyi ile 3-7 km dogusunu kapsayan alandir. Eskil, Aksaray il

siirlari i¢inde olup goliin glineyindedir. Caligma alan1 Eskil ¢opliigiinii de igine alir ve
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alanda Juncus batakligi hakimdir. Ayrica Cihanbeyli-Golyaz1 bolgesi calisma alani;
Konya il sinirlart i¢inde bulunan Goélyazi, Bolluk Go6lii, Yavsan Tuzlas1 ve Tersakan
Goli glineyini kapsamaktadir. Calisma alanlarinin uydu goriintiisii Sekil 3.1°de
verilerek, Sekil 3.2°de harita lizerinde isaretlenmistir. Alan, halofitik bataklik ve
sodyum siilfatli steplerden olusur (Sekil 3.3). Bolgede tuz isleme tesisleri

bulunmaktadir.

Sekil 3.1. Calisma alan1 uydu goriintiisii
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Caligmada bitki rizosfer topragi ve koklerini Orneklemek icin asagidaki islem
yapilmustir. Bitki kokleri, topragin dikkatlice kazilmasiyla rizosfer topragini da
bulunduracak sekilde dikkatlice c¢ikartilmistir. Steril bir bisturi ile rizosfer topragi
bulunduran koklerden uygun homojen kesitler alinmis ve igerisinde steril fizyolojik su
bulunan tiiplere aktarilmistir (Tindall 1991; Hassanshahian and Mohamadian 2011).
Tiipler etiketlenerek icerisinde buz kiivetlerinin bulundugu termoslara konulmus ve en
gec 24 saat icerisinde ortalama +4°C’de laboratuvara transfer edilmistir. Calisma
kapsaminda toplanan halofit bitkilerin tiir teshisleri Erzincan Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6gretim {iyesi ve bitki sistematigi alaninda uzman Prof. Dr.

Ali KANDEMIR tarafindan yapilmustir.

3.2.2. Bakterilerle ilgili deneyler

3.2.2.a. Bitki rizosferinden bakteri izolasyonu ve saflastirilmasi

Uygun kosullar altinda laboratuvara tasman bitki orneklerinden rizosfer bakteri
izolasyonu yapilmistir. Bakteri ekimi igin halofil besi yeri kullanilmistir (Tindall 1991).
Besiyeri otoklavda 121°C’de, 1 Atm basing altinda 15 dk siire ile steril edilmistir.
Izolasyon ve ekimler steril bir kabin igerisinde yapilmistir. Icerisinde bitki kok
orneklerinin bulundugu halofilik fizyolojik ¢6zelti igeren tiipler, dnce iyice karistirilmis
ve rizosfer topragindaki bakterilerin ¢bzelti icerisine ge¢mesi saglanmistir. Her bir
tipteki rizosfer ¢ozeltisinden 2’ser ml alinarak kati halofil besiyeri igeren petrilere
yayma plak ekimi yapilmistir. Bu sekilde yapilan ekimde rizosfer topraginda

bulunabilecek bakterilerin izolasyonu amaglanmaistir.

Her bir petri iizerine gerekli etiketlemeler yapilarak 25°C’de 7 gilin inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi her bir petride gogalma gosteren bakteri drnekleri
steril 6ze yardimiyla alinmig ve tekrar halofil besiyeri igeren petrilere ¢izme ekim
yapilarak saflagtirilmasi saglanmistir. Her ekim Oncesi luplu 6zenin bek alevinde
sterilizasyonu saglanmistir. Toplanan 30 bitki 6rnegi igerisinden sadece 17 adet bitkiden

halofilik bakteri izolasyonu gerceklestirilebilmistir. Bu bitkilerden de toplam 22 bakteri
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izolat1 elde edilmistir. Elde edilen saf kiiltlirlerden icerisinde 5 ml halofil besiyeri igeren

yatik agarl tiiplere ekim yapilarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.b. Bakterilerin tanilanmasi

Izole edilen bakterilerin tanis116S rRNA dizi analizine gére yapilmistir. DNA izolasyon
kiti olarak Nanobiz Bakteriyal Genomik DNA izolasyon kitinden yararlanilmistir. PCR
icin; PCR: 50 ul hacimde; 1X Taq Buffer (Thermo), 0,2 mM dNTP (Thermo) 16S
universal primer (27F ve 1492R), 1.5 mM MgCIl, 0.2 U ThermoHot Start Taq
Polimeraz, 150 ng bakteriyal genomik DNA kullanilmistir. 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 dakikadir. DNA dizi
analizi i¢cin Bigdye Cycle Sequencing Kit v3.1 kullanilmis ve deneyler ABI 3100 XL
Genetic Analyzer cihazinda gerceklestirilmistir. Filogenetik analiz igin Mega
Phylogenetic programindan faydalanilmistir. Alignment i¢in ClustalW kullanilmis ve
filogenetik aga¢ neighbour-joining yontemi ile ¢izimi gergeklestirilmistir (Siddikee et
al. 2010; Shukla and Goyal 2011). Bakteri tanilar1 Refgen sirketinden hizmet alimi
yapilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.c. Gram reaksiyon testi

Bakteri izolatlarinin hiire duvarlarindaki farkliligi ortaya koymak igin Gram reaksiyon
testi yapilmistir. Bu islem i¢in steril bir lam iizerine %3’liilk KOH ¢6zeltisinden birkag
damla damlatilmis ardindan nutrient agarda gelistirilen taze bakteri kiiltiiriinden bir
miktar alinarak lam {izerindeki KOH ¢ozeltisi ile iyice karistirilmistir. Daha sonra
karisgim 0ze ile yukari dogru kaldirilarak uzama olup olmadigina bakilmistir.
Bakterilerin %3’liik KOH ile muamelesi sonucu hiicre duvarinda parcalanma meydana
gelirse, sitoplazma ve niikleer materyal aciga c¢ikarak viskoz bir yapr olusturur. Bu
durum bize bakterinin KOH pozitif yani Gram negatif 6zellikte oldugunu gostermistir.
Parcalanma olmuyor ve karisim sulu bir hal aliyorsa bu durumda bakteriler KOH
negatif yani Gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Halebian et al. 1981; Chen et al.
2008).
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3.2.2.d. ACC deaminaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Tanis1 yapilan bakterilerin ACC deaminaz enzimi {iretip iiretemediklerini belirlemek
amaciyla, igerisinde ACC bulunan DF (Dworkin & Foster salt medium) kat1 besiyerine
ekimleri yapilmistir. Oncelikle stok kiiltiirii yapilan bakteriler, halofil besi yerine
ekilerek ve 27°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. DF besiyeri igerisinde
bulunan maddeler (ACC hari¢) karistirilarak pH: 7.2’ye ayarlanmistir. Besiyeri icerigi
otoklavlandiktan sonra 40°C’ye kadar sogumasi beklenmistir. 30 ml steril su igerisinde
100 mg ACC cozilip, steril filtreden gegirilerek besiyerine eklenmistir. Halofil
besiyerinde gelisen bakteriler steril 6ze ile alinarak hazirlanan DF Salt besiyerine
ekilmistir. 7-10 giin inkiibasyon siiresi sonunda bakteri gelisimi goriilen gruplar ACC
deaminaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Li 2000; Penrose and Glick 2003; Shahzad
et al. 2013).

3.2.2.e. Azot fiksasyonu yapan bakterilerin belirlenmesi

Izolatlarm azotsuz ortamda yasama becerilerini belirlemek amaciyla azot fiksasyon
yeteneklerinin olup olmadigi arastirilmistir. Bu amag igin azotsuz besiyeri (N free
besiyeri) kullamilmistir. Literatlire goére igerigi hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dk
otoklavda steril edilmistir. Otoklav sonrast 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril
petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir (Han et al. 2005). Stok kiiltiirden alinan
bakteriler nutrient agar besiyerine ¢izgi ekimle kontamine edilerek 2-5 giin
inokiilasyona birakilmiglardir. Siire sonunda gelisen taze bakteri kolonileri azotsuz
besiyeri ortamina inkiibe edilmis ve 7-10 giin siireyle 25-27°C’ye ayarli inkiibatorde
gelismeye birakilmistir. Azotsuz ortamda gelisim gosterebilen bakteriler azot fiksasyonu

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.f. Cahsilacak izolatlarin secimi

Toplanan bitki Orneklerinden izole edilen 22 adet bakteri izolati arasindan bitki

bliylimesini tesvik edebilecek bakteri gruplari belirlemek amaciyla 6n denemeler

yapilmistir. On denemelere gegilmeden &nce halofil besi yerinde zayif gelisim gosteren

bakteri gruplar1 ayristirilmistir. Bu sayede calisma amacina uygun olmayan bakteri

gruplart elimine edilmistir. Kalan bakteriler icerisinde halotolerant olanlar1 belirlemek

ve zorunlu halofil (obligat) olanlarin eleminasyonu gerceklestirmek amaciyla

literatiirlerde kullanilan farkli igerige sahip besi yerlerine ekim yapilmigtir (Cizelge 3.2).

Besiyeri ortaminda en fazla gelisim gosterebilen 10 adet bakteri 6rnegi ¢alisilacak

bitkiye inokiile edilerek petri denemelerine tabi tutulmustur. Bu denemeler sonrasi bitki

bliylime parametreleri (¢imlenme, kok/gévde uzunlugu ve kuru agirlik) acisindan

olumlu sonu¢ verebilen 4 bakteri izolati ile saksi denemeleri yapilmasma karar

verilmigtir.

Cizelge 3.2. Bakteri ekimi yapilan farkli besiyerleri

BESIYERI

ICERIGI

Plate Count
Besiyeri (PCA)

Pepton (kazeinden) (5 gr/l), Yeast ekstrakt (2.5 gr/l), D(+)
Glukoz (1 gr/l), Agar-agar (14 gr/l), Distile su (1000 ml)

Nutrient Besiyeri

Lab-Lemco tozu (1 gr/l), Pepton (5 gr/l), Yeast ekstrakt (2 gr/l),
Agar-agar (15 gr/l), NaCl (5 gr/l), Distile su (1000 ml)

Nutrient Besiyeri
(250 mM NacCl)

Lab-Lemco tozu (1 gr/l), Pepton (5 gr/l), Yeast ekstrakt (2 gr/l),
Agar-agar (15 gr/l), NaCl (9.8 gr/l), Distile su (1000 ml)

Normal (tuzsuz)

KCI (2 gr/l), MgS0,4.7H,0 (20 gr/l), tri-Na sitrat (3 gr/l), CaCl,

1 (75 mM NaCl)

Besiyeri (1.5 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein hidrolizati (7.5 gr/l),

(OmMNaCl) | Fecl,.4H,0 (36 mg/l), MnCl,.7H,0 (0.36 mg/l), Distile su (1000
ml), Agar (20 gr/l)

Halofil Besiyeri | NaCl (4.383 gr/l) KCI (2 gr/l), MgSQ,4.7H,O (20 gr/l), tri-Na

sitrat (3 gr/l), CaCl, (1.5 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein
hidrolizat1 (7.5 gr/l), FeCl,.4H,0 (36 mg/l), MnCl,.7H,O (0.36
mg/l), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)
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Halofil Besiyeri 2
(150 mM NacCl)

NaCl (8.766 gr/l), KCI (2 gr/l), MgS0O,4.7H,O (20 gr/l), tri-Na
sitrat (3 gr/l), CaCl, (1.5 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein
hidrolizat1 (7.5 gr/l), FeCl,.4H,0 (36 mg/l), MnCl,.7H,0 (0.36
mg/l), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)

Halofil Besiyeri 3
(250 mM NaCl)

NaCl (14.61 gr/l), KCI (2 gr/l), MgSQ,4.7H,O (20 gr/l), tri-Na
sitrat (3 gr/l), CaCl, (1.5 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein
hidrolizat1 (7.5 gr/l), FeCl,.4H,0 (36 mg/l), MnCl,.7H,O (0.36
mg/l), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)

Halofil Besiyeri 4
(1,71 M NacCl)

NaCl (100 g/l), KCI (2 gr/l), MgS0O4.7H,0 (20 gr/l), tri-Na sitrat
(3 gr/l), CaCl, (1.5 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein
hidrolizat1 (7.5 gr/1), FeCl,.4H,0 (36 mg/l), MnCl,.7H,0O (0.36
mg/l), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)

Modifiye Halofil

NaCl (200 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein hidrolizat1 (7.5

Besiyeri 1 gr/1), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)

(Normal)

Modifiye Halofil | NaCl (1,461 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein hidrolizati (7.5

Besiyeri 2 gr/l), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)

(25 mM NacCl)

Modifiye Halofil | NaCl (14.61 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein hidrolizati (7.5

Besiyeri 3 gr/l), Distile su (1000 ml), Agar (20 gr/l)

(250 mM NacCl)

Halofil Broth NaCl (200 gr/l), KCI (2,0 gr/l), MgSO,4.7H,0 (20 gr/l), tri-Na
sitrat (3 gr/l), CaCl, (1.5 gr/l), Yeast ekstrakt (10 gr/l), kazein
hidrolizat1 (7.5 gr/1), FeCl,.4H,0 (36 mg/l), MnCl,.7H,0O (0.36
mg/l), Distile su (1000 ml)

Tryptic Soy Broth | Pepton (kazeinden) (17 gr/l), Pepton (soyadan) (3 gr/l), D(+)

Glukoz monohidrat (2.5 gr/l) NaCl (5 gr/l), K;HPO, (2.5g/1),
Distile su (1000 ml)

3.2.2.g. inokulumlarin hazirlanmasi

Literatlirde bakterilerin tohumlara inokulasyonunda farkli yontemler kullanilmistir. Bu
tip uygulamalar bitki tiirlerine gore de degisebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda tohuma
inokulasyon islemlerinde Triptik Soy Broth (Zehnder et al. 2000), Twin 20 (Cakmakgi
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vd 2001), saf su (Domenech et al. 2006), 100 mM KH,PO, (Beauchamp and Kloepper
2003), 100 mM sodyum fosfat (Jetiyanon and Kloepper 2002), 100 mM MgSO, (Paul
and Nair 2008; Gamalero et al. 2009) ve %?2 siikroz (Isler 2009) gibi ¢ozeltiler
kullanilmistir. Bu calismada kullanilan misir tohumlarina bakteri inokulasyonu ig¢in
yapilan 6n denemelerde en uygun inokulum ¢ozeltisinin 100 mM MgSQO, ¢ozeltisi
oldugu belirlenmistir. Diger inokulum ¢ozeltileri tek basmna kullanildiklarinda,
tohumlarda c¢imlenmede yetersizlik, mantar kontaminasyonu veya ¢imlenme

davraniglarinda goriilen bozukluklar belirlendiginden tercih edilmemislerdir.

Bakterilerin inokulum siispansiyonlarinin hazirlanmasi i¢in 6nce TSB besi yerinde
cogaltilan bakteriler, 6000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek ¢oktiriilmiistir (Ji et al.
2006). Santrifiij sonrasi stipernatant kismi atilmis ve ¢okelek 100 mM MgSQO,4 ¢ozeltisi
ile iki kez yikanmustir. Bakteri ¢okelegi 100 mM MgSO, ¢ozeltisi kullanilarak
dikkatlice ¢oziinmiis ve spektrofotometrede 600 nm’de 10%/10° CFU/ml olacak sekilde
hazirlanmistir (Chang 2007; Gamalero et al. 2009). Kor olarak 100 mM MgSO,

kullanilmuastir.

3.2.3. Tohumlarin sterilizasyonu ve inokiilasyonu

Bu c¢aligmada halofil bakterilerin inokulasyonu i¢in tuza hassas bir bitki olan misir (Zea
mays L.) tohumlar1 kullanilmistir. Tohumlar inokiilasyon oncesi %S5’lik sodyum
hipokloritte (NaClO) 3 dakika hafifge ¢alkalanarak steril edilmistir (Rohanipoor et al.
2013). Bu islemden sonra, tohumlar steril saf suda 6 kez yikanmis ve bir kez de %80°lik
etil alkol ¢ozeltisinde 3 dk sterile edilmistir. Daha sonra 20 dakika boyunca steril saf
suda kimyasal kalintis1 kalmadigina kanaat getirilinceye kadar 4 kez durulanmustir.
Sterilize edilmis misir tohumlar1 yukarida ifade edilen bakteri siispansiyon ¢ozeltisi
(100 MM MgSQy,) iginde 8 saat sisme ve inokulasyona tabi tutulmustur (Yildirim et al.
2008).
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3.2.4. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Arastirmamizda kullanilan misir (Zea mays cv. Hido) tohumlart MAY Tohumculuktan
temin edilmistir. Oncelikle misir tohumlarinin ¢imlenme ve fide biiyiimesini %25, %50
ve %75 oraninda inhibe eden tuz (NaCl) konsantrasyonlar: belirlenmistir. Bu amag i¢in
ilk olarak 10 farkli tuz konsantrasyonu (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225 ve 250
mM) kullanilmistir.  Yapilan 6n denemeler sonrast amaca uygun olarak 3 tuz
konsantrasyonu (75, 150 ve 250 mM) belirlenmistir. Kontrol igin saf su (0.0 mM NaCl)
kullanilmigtir. Denemeler, 1.5 kg steril kum/perlit karigim1 (3:1) bulunduran saksilarda
gerceklestirilmistir. Her bir saksi, i¢erisine kum konulmadan 6nce alkol ve steril saf su
ile sterilize edilmistir. Tuz uygulamasi saksilardaki kum ortamina tohum ilavesinden
once yapilmistir. Bu islem igin Oncelikle kullanilan kumun su tutma Kkapasitesi
belirlenmistir. Her bir saksiya ilave edilecek su tutma kapasitesi miktari igerisine 0, 15,
30 ve 50 ml NacCl ilave edilerek iizerleri saf su ile tamamlanmis ve saksilara verilecek
uygun tuz konsantrasyonlart (0.0, 75, 150 ve 250 mM) ayarlanmistir. Daha sonra steril
sartlar altinda her bir saksiya 10 adet tohum ekimi gerceklestirilmistir. Calismalar 4 tuz
ortami1 (0.0, 75, 150 ve 250 mM) i¢in 5 tekrarli olarak kurulmustur. Saksilarda tohum
¢imlenmesi ve fide gelisimi yaklasik 15.000+100 liiksliikk %100 floresans 15181 altinda,
kontrollii sartlarda 16/8 saat aydinlik/karanlik periyodunda ve 254+2°C’de (giindiiz/gece)
15 giin siireyle gergeklestirilmistir (Keser 2009). Ayrica saksilara 10. giin saf su yerine
%350 giiciinde Hoagland c¢ozeltisi verilmistir. Onbes giin sonra hasat edilen bitki
orneklerinin bir kismu ile biiylime parametrelerinin dlglimleri yapilmistir. Diger ornekler
ise 0.25 gr agirhiklarda tartilip paketlenerek analizler icin -20 veya -80°C’de

saklanmugtir.

3.2.5. Bitki bilyiime parametreleri

Oncelikle kdk ve gdvde boyu 6lgiilen bitki drneklerinin hassas terazide taze agirliklar:
alinmistir. Daha sonra bitki 6rnekleri kuru agirliklarmin belirlenmesi i¢in bir etiive

yerlestirilmis ve 70°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kurutulmus 6rneklerin
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kuru agirlik kayitlar1 alinmig ve bu ornekler igsel element analizi i¢in kullanilmistir

(Kacar 2014).

3.2.6. Bitki orneklerinin element icerikleri

Kontrol ve tuz stresi uygulama sonucu elde edilen musir bitkisinde Na*, K ve Ca*
iyonlarinin miktar tayini i¢in ekstraktlarin hazirlanmasinda Kacar (2014) tarafindan
aciklanan yontemler izlenmistir. Buna gore misir bitkisi kok ve yaprak oOrnekleri
70°C’de 48 saat kurutulduktan sonra, kuru yakma yontemiyle i¢sel element analizleri
yapilmistir. Porselen bir havanda ogiitiilerek toz haline getirilmis bitki numunesinden
hassas terazide 200 mg tartilarak porselen krozeler icerisine alinmistir. Bitki dokularinin
tamamen parcalanmasi i¢in krozeler 550°C kiil firminda 5 saat yakilmistir. Elde edilen
kil igerisinde yanmayan dokulari tamamen yakmak ve ortami asidik yapmak igin
tizerine 2 ml %3.3’liikk HCI ilave edilmistir. Sonra numuneler iizerine 18 ml ilave saf su
konulmus ve elde edilen homojenat mavi bant filtre kdgidindan siiziilmiistiir. Elde

edilen ekstraktin Na*, K*, ve Ca* igerikleri, Varian marka FS220 model Atomik

Absorbsiyon  Spekfotometre cihazinda her bir elementin emisyon modunda

gergeklestirilmistir (Kacar ve Inal 2008).

3.2.7. Membran hasarinin él¢iilmesi

Her bir uygulama igin rastgele secilen bitkilerden 10 mm ¢apinda diskler alinmistir.
Kesilen kisimlardaki elektrolit kagagini temizlemek igin diskler saf su ile yikanmustir.
Daha sonra yaprak disk drneklerinden her bir tiipe 5 disk ve 3 tekerriir olacak sekilde
yerlestirilerek tizerlerine 10°ar ml saf su ilave edilmistir. Tiipler oda sicakliginda hafif
calkalamali bir stantta 12 saat bekletildikten sonra, Elektrik Kondiktivimetre (EC
Metre) cihazi ile EC; degerleri okunmustur. Ardindan tiipler 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak tiim dokularin tamamen 6lmesi ve igerigindeki elektrolitlerin ortama
verilmesi saglanmistir. Otoklavlanan numuneler 25°C’ye kadar sogutulduktan sonra

EC, degerleri okunmustur. Daha sonra saksi denemesi sonunda elde edilen bitki
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orneklerinin elektriksel iletkenlikleri %EC olarak belirlenmistir (Sese and Tobita 1998;
Kaya et al. 2013).

%EC = (EC; — EC,) * 100
EC; = Tuzluluk stresindeki yapragin otoklav edilmeden onceki EC degeri
EC, = Tuzluluk stresindeki yapragin otoklav edildikten sonraki EC degeri

3.2.8. Coziinebilir protein miktariin belirlenmesi

Masir bitkisinin yapraklarindan rastgele alinan 0.5 gr doku 6rnegi sogutulmus bir havan
icerisine alinmis ve sivi azot i¢inde toz haline gelinceye kadar homojenize edilmistir.
Daha sonra iizerine on kat1 kadar homojenizasyon tamponundan (100 mM KH,PQO,, pH:
7.0) konularak doku Orneklerinin iyice parcalanmasi saglanmistir. Elde edilen karigim
ependorf tiiplere alinarak sogutulmus santrifiije yerlestirilmistir. Tiipler, +4°C’de 15 000
rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatantlari alinmistir. Siipernatanttan 100 pl
alinmig ve iizerine 100 ul fosfat tamponu konulup vortekslenerek seyreltilmistir. Elde
edilen yeni karisimdan 20 pl alinarak mikropleytlere yerlestirilmis ve lizerine BCA
reaktifinden 200 pl ilave edilmistir. Pleytler icerigiyle beraber kisa bir miiddet
calkalandiktan sonra 60°C’de 15 dk bekletilmistir. Orneklerin absorbans1 562 nm’de bir
multiscanda okunmustur. 200 pl BCA reaktifi kor numune olarak kullanilmistir.
Hesaplamalar icin gerekli standart grafigin hazirlanmasinda stok BSA (bovine serum
albumin) ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu islem icin 10 ml saf su icerisinde 10 mg BSA
¢oziilmiistlir. Bu sekilde 1 ml’sinde 1 mg protein iceren standart siir albumin (BSA)
¢oOzeltisinden 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12 pg protein igeren hacimler plate aktarilip, saf su ile
biitlin tiiplerin hacimleri 12 pul’ye tamamlanmistir. Sonrasinda kuyucuklarin her birine
200 pl de BCA (bicionconic asid + CuSQy) reaktifi ilave edilip karistirilmistir. Kor
numune olarakda 200 pul BCA reaktifi kullanilmistir. Yapilan spektrofotometrik
Olclimler sonucunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein
degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edilmistir (Sekil 3.4). Hazirlanan
standart grafik kullanilarak her bir 6rnek i¢in protein miktar1 pg protein/gr doku olarak

belirlenmistir (Smith et al. 1985; Chan and Wasserman 1993).
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Sekil 3.4. Protein tayininde kullanilan standart grafik
3.2.9. Lipid peroksidasyon seviyesinin belirlenmesi

Taze misir yapragi drneklerinden 0.5 gr alinarak dnce sivi azotla toz haline getirilmistir.
Uzerine %0.1°lik TCA ¢ozeltisinden 5 ml ilave edilerek tamamen pargalanincaya kadar
havanda homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat ependorf tiiplerine aktarilarak 13
000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismindan 4 ml alinmis ve {izerine 1
ml %0.5’lik TBA ¢ozeltisi aktarilmistir. Karisim vortekslendikten sonra 30 dk kaynar
suda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiipler buz banyosuna alinarak reaksiyon
durdurulmustur. Elde edilen kirmizimsi renkli ¢ozelti bir kez daha 12 000 rpm’de 5 dk
daha santrifiij edildikten sonra siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri

belirlenmistir (Demiral and Tiirkan 2005).

Lipid peroksidasyon seviyesinin (MDA miktar1 olarak) belirlenmesinde 532 nm’deki
absorbans degerinden 600 nm’deki absorbans degeri ¢ikarilmistir. Bir ml karigim
icerisindeki MDA miktar1 asagidaki formiile gére hesaplanip sonuglar nmol/gr doku

olarak sunulmustur (Hodges et al. 1999).

MDA (1’11’1’101/},11) = [(A532-A600)/155000] * 106 veya MDA = (A532-A600) *6.45
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3.2.10. Hidrojen peroksit (H,O2) miktarimin belirlenmesi

Bitki dokularma ait 0.5 gr doku 6rnegi siv1 azotla toz haline gelinceye kadar havanda
homojenize edilmistir. Uzerine 5 ml soguk aseton (-20°C) ilave edilerek tamamen
parcalanincaya kadar homojenize edilmistir. Homojenat ependorf tiiplere alinarak
+4°C’de 9500 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Olusan slipernatanttan 1.5 ml alinarak
tizerine once 0.15 ml %5’lik Ti(SO4), daha sonra da 0.3 ml %19’luk NH4OH ilave
edilerek karnistirllmistir. Cokelek meydana geldikten sonra karisim 9500 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmistir. Slipernatant kismi1 ayristirildiktan sonra geriye kalan pelet iizerine 2
M’lik H,SO4 ¢ozeltisinden 3 ml ilave edilerek vortekslenmistir. Pelet iyice ¢oziildiikten
sonra absorbansi 415 nm‘de Ol¢iilmiistir (Xu et al. 2006). Hesaplamalarda kullanilan
standart grafigi hazirlamak icin 3 mM’lik %35’lik H,0, stok ¢ozeltisi kullanilmistir.
Stok ¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 ng
H,0; igeren hacimler alinmis ve {izerleri aseton ile 1.5 ml’ye tamamlanmistir Daha
sonra karigim tizerine 0.15 ml %5°lik Ti(SO4), ve 0.3 ml %19’luk NH,OH eklenmistir.
Tiip igerisinde ¢okelek olustuktan sonra +4°C’de 9500 rpm’de 15 dk daha santrifiij
edilmistir. Siipernatant1 uzaklastirilan tiiplerdeki pelet 3 ml 2 M’lik H,SOy ile ¢oziiliip
absorbansi 415 nm’de kore karst okunmustur. Her bir absorbansa karsilik gelen ng H,0;

degerlerinden faydalanarak standart grafik olusturulmustur (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Hidrojen peroksit (H,0;) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.2.11. Siiperoksit anyonu (O,") miktarmin belirlenmesi

Soguk bir havan igerisinde siv1 azotla toz haline getirilmis 0.5 gr yaprak dokusu 5 ml
fosfat tamponunda (65 mM K;HPO,, pH: 7.8) homojenize edilmistir. Elde edilen
karigim +4°C’de 8500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 1 ml
alinarak iizerine 10 mM hidroksilaminden 100 pl ve 65 mM fosfat tamponundan 900 pl
ilave edilerek karistirilmistir. Karisim 25°C°de 20 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi elde edilen karigtmin 1 ml alinir ve iizerine 1 ml 17 mM
aminobenzen siilfonik asit ile 1 ml 17 mM 1-naftilamin eklenerek tekrar oda
sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda karigimin absorbanst 530
nm’de okunarak kaydedilmistir (Yildiztugay et al. 2014). Siiperoksit anyonu miktarini
hesaplamak amaciyla sodyum nitrit (NaNO>) kullanilarak ayni yonteme gore hazirlanan
standart grafik kullanilmistir. Standart grafigin olusturulmasi amaciyla 50 uM NaNO,
¢ozeltisinden 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 ml alinarak {izerleri saf su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.
Elde edilen karisimlardan 1 ml alinip tizerlerine 1 ml 17 mM aminobenzen siilfonik asit

ile 1 ml 17 mM 1-naftilamin eklenerek oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona
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birakilmistir. Siire sonunda karisimin absorbanst 530 nm’de okunarak kaydedilmistir
(Sekil 3.6). Sonuglar NaNO; standart grafigine bakilip hesaplanarak pg/g doku olarak
verilmistir (Liu et al. 2010).
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Sekil 3.6. Siiperoksit anyonu miktarlarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.2.12. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Bitki dokularma ait (0.5 gr) 6rnek soguk bir havan igerisine alinmistir. Uzerine siv1 azot
konulup toz haline gelinceye kadar havanda homojenize edilmistir. Daha sonra {izerine
on kat1 kadar homojenizasyon tamponundan (100 mM KH,PQO,4, pH: 7.0) konularak
doku 6rneklerinin iyice parcalanmasi saglanmistir. Elde edilen karigim +4°C’de 15 000
rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatant alinmistir. Tim
antioksidan enzimlerin aktivite deneyleri icin bu siipernatant enzim kaynagi

kullanilmistir.
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3.2.12.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT,; EC:1.11.1.6) aktivitesinin tayini enzimin, H;O,‘i oksijen ve suya
dontisiimiinii katalizlerken meydana gelen absorbans azalisinin 240 nm’de belirlenmesi

temeline dayanmaktadir.

Aktivite dl¢timii icin 103 mM KH,PO, (pH: 7.5) fosfat tamponundan spektrofotometre
kiivetine 1.45 ml konularak iizerine 1.5 ml 40 mM H,0, ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son
olarak 50 pl enzim ekstrakti ilave edilip hizlica karistirilarak kiivet spektrofotometreye
yerlestirilmistir. Daha sonra 240 nm’de 3 dk boyunca absorbansdaki azalis kore karsi
okunmustur. Cozeltilerin 1siktan etkilenme ihtimaline karsi deney boyunca ortam
karanlik tutulmustur. Kér numune olarak reaksiyon karigiminin enzim katilmamis

ornegi kullanilmistir (Pereira et al. 2002).

Hesaplama amaciyla standart grafik hazirlamak i¢in, 5 mM H,0O; ¢dzeltisinden 3 ml'lik
kiivetlere sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 ml konulmustur.
Kiivetlerin son hacimleri saf su ile 1.5 ml'ye tamamlanip her bir kiivetin lizerine
sirastyla 1.45 ml 103 mM KH,PO, ile 50 pl saf su ilave edilmistir. Orneklerin
absorbans1 240 nm’de kore kars1 okunmusg ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM
H,0; degerleri kullanarak standart grafik olusturulmustur (Sekil 3.7). 25°C’de, 1 dakika
icinde, absorbansi 1 pmol azaltan enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak belirlenmis ve

sonuclar mg protein basina diisen enzim iinitesi (EU/mg protein) olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.7. Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik
3.2.12.b. Guaiakol peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi tayini, substrat olarak guaikol
ve HyO2’nin  kullanildigi reaksiyonda meydana gelen kirmizi renkli iirlinlin
absorbansindaki artisin 470 nm’de belirlenmesi temeline dayanir. Aktivite 6l¢limii i¢in
kiivet igerisine; 100 mM NaH,PO, (pH: 5.5) ¢oOzeltisinden 100 ml ve substrat
cozeltisinden de 3 ml konulmus (5 mM guaikol ve 5 mM H;0,) ve iizerine 50 pl enzim
ekstrakti eklenmistir. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 1 dakika araliklarla
kaydedilmigtir. Absorbansin dogrusal olarak arttif1 bolgedeki absorbans artis1 1
dakikaya oranlanmistir. Kor olarak enzim icermeyen reaksiyon karisimi kullanilmaistir.
25°C’de 1 dakikada absorbansi 0.01 artiran enzim miktar1 1 enzim {initesi olarak ifade
edilmis ve sonuglar mg protein basina diisen enzim tinitesi (EU/mg protein) olarak

sunulmustur (Ye et al. 2003).
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3.2.12.c. Siiperoksit dismutaz aktivitesi tayini

Stiperoksid dismutaz (SOD; EC 1.15.1.) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT)
stiperoksit radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal olarak indirgenmesini
inhibe etme yeteneginin Olgiilmesine dayanir (Beauchamp and Fridovich 1971).
Reaksiyon karigimi (3 ml); 50 mM KHyPO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 pM NBT,
2 uM riboflavin, 0.1 M NaEDTA ve %0.025 triton X-100 icermektedir. NBT ve
riboflavin 1siktan etkilenebilecegi i¢in karisimlar aliiminyum folyoya sarilmis kaplar
icerisinde muhafaza edilmistir. Aktivite Ol¢climii igin spektrofotometre kiivetine
riboflavin icermeyen reaksiyon karisimdan 2.84 ml alinmis ve iizerine 100 pul enzim
ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon, tiip iizerine 2 uM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60 pl
pipetlenmesiyle baslatilmistir. Tiip, karistirildiktan hemen sonra oda sicakliginda, 300
umol m? s™lik 151k kaynaginin karsisinda 15 dk tutulmus ve reaksiyon 151k kaynaginin
kapatilmasiyla durdurulmustur. 15 dk igerisinde NBT nin renk agilma yogunlugu 560
nm’de kore karsi okunmustur. Kor; ayni islemin enzimsiz 6rneginden olusmustur. SOD
aktivitesinin 1 tiinitesi, 560 nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 azalmasina
neden olan enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis ve degerler EU/mg

protein olarak sunulmustur (Yordanova et al. 2004; Ning et al. 2015).

3.2.12.d. Askorbat peroksidaz aktivitesi tayini

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi tayini, askorbatin oksidasyon
seviyesinin 290 nm’de absorbans azalisinin hesaplamasi esasina dayanir (Nakano and
Asada 1981). Enzim aktivitesi, 2.90 ml reaksiyon karisimi (50 mM NaH,;PO4 + 0.5 mM
Askorbik asit + 0.1 mM Na,EDTA + 2 mM H,0,) igerisine 100 pul enzim ekstrakti ilave
edilmesi ile baslamistir. Absorbansin 290 nm’deki diisiisii 3 dakika boyunca her bir
dakikada kaydedilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de askorbatin
ekstinksiyon katsayisinin (E= 2.8 mM'lcm'l) kullanilmasiyla hesaplanmistir. Sonuglar

EU/mg protein olarak ifade edilmistir (Mir et al. 2015).
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3.2.12.e. Glutatyon rediiktaz aktivitesi tayini

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2.) aktivitesi 340 nm’deki absorbans azalisinin
dikkate alinmasiyla hesaplanmistir (Schaedle and Bassham 1977). Substrat olarak 0.25
mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) kullanilmistir. Yiikseltgenmis
glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi ig¢in indirgeyici ajan olarak NADPH
kullanilmistir. Aktivite tayini i¢in 3 ml quartz kiivet igerisine, 0.5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7.8) ¢ozeltisinden 400 pl, 1 mM GSSG ¢ozeltisinden
500 pl, 0.25 mM NADPH cozeltisinden 1000 pl konulmus ve iizerine 100 pl enzim
ekstraktt pipetlenmistir. NADPH’in oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika boyunca
absorbansta meydana gelen azalisin Olgiilmesiyle belirlenmistir. GR aktivitesi
belirlemek i¢in NADPH’ 1 ekstinksiyon katsayisinin (E= 6.2 mMcm™) kullamiimasyla
hesaplanmis ve sonuclar EU/mg protein olarak ifade edilmistir (Bartoli et al. 1999;
Tanaka et al. 1999).

3.2.13. Enzimatik olmayan antioksidanlarin miktarlarimin belirlenmesi

Taze doku 6rneklerinden 0.25 gr alinip soguk bir havan igerisinde siv1 azotla toz haline
gelinceye kadar homojenize edilmistir. Daha sonra tlizerine soguk TCA (%35) konularak
iyice ekstrakte edilmistir. Ornekler tiiplere yerlestirilerek +4°C 9000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi alinarak glutatyon ve askorbik asit miktarlart

Ol¢timlerinde kaynak olarak kullanilmigtir.

3.2.13.a. Total glutatyon iceriginin belirlenmesi

Total Glutatyon (GSH) miktarin1 belirlemek igin 200 mM NAH,PO, (pH: 7.4)
tamponundan 160 pl alinmis ve {izerine 20 pul 6 mM ditiobis (DTNB) ilave edilmistir.
Karisim tizerine 20 pl siipernatant konularak 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Orneklerin absorbansi1 412 nm’de kére karst okunmustur (Ellman 1959). Standart
grafigi olusturmak icin stok GSH (1pg/ul) ¢ozeltisinden 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ul
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alinarak mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve tizerleri %5’lik TCA ¢ozeltisiyle 100
ul’ye tamamlanmistir. Bu sekilde elde edilen seyreltilmis GSH ¢ozeltisinden (10 ng/ul)
tekrar 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ul alinmis ve {izerleri tekrar %5°lik TCA ¢o6zeltisiyle
100 ul’ye tamamlanmistir. Elde edilen yeni karisimlardan plaitlere 20 ul alinarak
tizerlerine 160 ul mM NAH,PO, (pH: 7.4) tamponundan ve 20 ul 6 mM ditiobis
(DTNB) ilave edilmistir. Karisim 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 412 nm’de
Olctim yapilmistir. GSH igerigi standart grafikten yararlanilarak gram dokudaki ng

cinsinden belirlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Glutatyon igerigini belirlemede kullanilan standart grafik
3.2.13.b. Askorbik asit (AsA, Total AsA, DHA) iceriginin belirlenmesi

Askorbik asit igerigi Wu et al. (2009) tarafindan 6nerilen yonteme gore belirlenmistir.
Elde edilen siipernatanttan 400 pl alinarak tizerine 50 ul 1.5 M triethanolamine
konulmustur. Daha sonra elde edilen karisim esit olarak iki ependorf tiipe ayrilmistir.

Indirgenmis askorbat (AsA) dl¢iimiinde kullanilacak 1. tiipe 200 pl 150 mM KH,PO, ve
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200 pl saf su konularak karistirllmigtir. Total AsA Slgiimiinde kullanilacak 2. tiipe ise
sirastyla 150 mM KH,;PO4’den 200 pul ve 10 mM DTT’den 100 pl konularak
karistirllmistir. Bunun {izerine %0.5 N-ethylmalemideden 100 pl konularak iyice

karigtirilmastir.

Daha sonra her iki tiip iizerine sirasiyla %10’luk TCA’dan 400 pl, %44°likk H3PO,’den
400 pl, %4’lik 2.2’°-dipyridylden 400 pl konularak vortexlenmistir. Son olarak tiiplere
%3’liik FeCl; ¢ozeltisinden 150 pl konularak tekrar vortexlenmistir. Tiipler 37°C’de 60
dk inkiibasyona birakilmis ve sonra 525 nm’deki absorbanslari kaydedilmistir
(Meneguzzo et al. 1999). Kor numune olarak her bir grubun homojenat katilmamis
ornekleri kullanilmistir. Total AsA’dan (2. tiip) AsA’nin (1. tlip) ¢ikarilmasi bize okside
askorbat1 (DHA) vermistir.

DHA-= Total AsA — AsA

Hesaplama amaciyla kullanilacak standart grafigin olusturulmasi i¢in 100 mM askorbik
asit ¢ozeltisinden 10 pl alinarak iizerine 990 pl saf su konularak iyice karistirilmistir.
Daha sonra elde edilen ¢ozeltiden 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 ul alinarak tizerleri saf su
ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Bu sekilde 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 nmol askorbik
asit standart cozeltileri elde edilmistir. Sonrasinda yukaridaki aktivite Ol¢iimii i¢in
gegcerli prosediir islemi aynen uygulanmis ve elde edilen karisimlar 6nce 37°C’de 60 dk
inkiibasyona birakilmis ve sonra 525 nm’deki absorbanslar1 alinarak standart grafigi

olusturulmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Askorbik asit icerigini belirlemede kullanilan standart grafik

3.2.14. Prolin miktarmin belirlenmesi

Yapraklarda prolin miktarinin tayini Bates et al. (1973) tarafindan gelistirilen yonteme
uygun olarak yapilmistir. Once 0.5 gr doku drnegi, siv1 azotta toz haline getirildikten
sonra tizerine 7.5ml %3’liik siilfosalisilk asit ilave edilerek homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenat tiiplere yerlestirilerek 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatanttan 1 ml alinarak iizerine 1 ml glasiyel asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin
konulmus ve tiipler 100°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiipler buz
banyosuna alinarak reaksiyon durdurulmustur. Daha sonra tiiplerin {izerlerine 4 ml
toluen ilave edilmis ve Ornekler iyice vortekslenmistir. Onbes dakika sonra tiiplerde
olusan pembemsi renkli sivimin (ist faz) absorbansi 520 nm’de kore Kkarsi

kaydedilmistir. Kor olarak toluen kullanilmistir.

Standart grafik i¢cin 10 mg saf prolin 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu stok

¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 ve 200 pul konulmus
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ve tiiplerin son hacimleri saf suyla 2 ml’ye tamamlanmigtir. Daha sonra tiiplere 1 ml
glasiyel asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin ilave edilmistir. Tiipler 1 saat 100°C’de
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi her bir tiipe 4 ml toluen ilave edilerek
vortekslenmistir. Bu islemin ardindan bes dakika beklenerek her bir tiipiin iist kisminda
olusan pembe fazin absorbanst 520 nm’de Olgiilmiistiir. Prolin miktar1 hazirlanan
standart grafikten yararlanilarak pmol prolin/gr taze agirlik cinsinden hesaplanmigtir

(Sekil 3.10). Hesaplamalarda kullanilan formiil asagidaki gibidir.

umol prolin/gr taze agirlik= [(ug prolin/ml) x ml toluen)/115.5 pg/umol] / [(gr 6rnek)/5]
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Sekil 3.10. Prolin miktar1 hesaplamada kullanilan standart grafik
3.2.15. Total Kklorofil iceriginin belirlenmesi

Misir yapraklarinda bulunan klorofil-a, klorofil-b ve toplam kolorfil miktarlarin
belirlemek amaciyla Emmanuel et al. (2010) tarafindan gelistirilen yontem

kullanilmigtir. Yaprak kesitleri (0.5 gr) siv1 azotla toz haline getirildikten sonra 10 ml
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soguk aseton (-20°C’de) ile homojenize edilmistir. Elde edilen ekstrakt 1000 rpm’de 5
dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlar alinarak 450, 645 ve 663 nm’de
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak okunmustur. Kor olarak aseton
kullanilmistir. Siipernatantlarin ti¢ farkli dalga boyunda kaydedilen absorbans degerleri
asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki yaprak dokusunun 1 gr’da bulunan

kolrofil-a, klorofil-b ve total klorofil miktarlari mg/doku olarak hesaplanmustir.

mg klorofil a/gr doku=[(12.7*(Dge3) - 2.69*(Ds4s)]*(\V/1000*W)

mg klorofil b/gr doku=[(22.9*(Dess) - 4.68*(Des3)]* (\VV/1000*W)

mg toplam klorofil/gr doku=[(20.2*(Dess) + 8.02(Degs3)]* (\VV/1000*W)

Esitliklerde: D, klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini; V,
%80’1ik asetonun son hacmini; W, ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligini

gostermektedir (Ismail 2013).

3.2.16. Nitrat rediiktaz enzim aktivitesi tayini

Bitki 6rneklerinden 0.5 gr doku iizerine s1vi azot ilave edilerek toz haline getirilmistir.
Uzerine 4 kat1 kadar homojenat tamponu (0.1 M Tris-HCI pH: 7.6, %1 PVP, 7.5 mM
sistein, 1 mM NaEDTA, %0.5 BSA ve 5 mM Merkaptoetanol) konularak
homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir. Homojenat 9000 rpm’de +4°C’de 25 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 reaksiyon tipiine 0.2 ml homojenat ¢ozeltisi
(siipernatant) ve 0.8 ml aktivite tamponu ilave edilip bir su banyosunda (30°C’deki) 30
dk inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda reaksiyon tiiptindeki karisim tizerine 0.1 ml
baryum asetat ve 1.9 ml %96’lik etanol ilave edilip karistirilmis ve +4°C’de 5 dk inkiibe
edilmistir. Sonrasinda reaksiyon tiipti 4000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve elde edilen
siipernatanttan 1 ml alinarak iizerine 1 ml %1’lik Siilfanilamid ve 1 ml %0.02’lik N-1-
Naftiletilendiamnidihidrokloriir (NED) c¢ozeltileri ilave edilip bu karigim 8-12 saat
bekletilmistir. Siire sonunda olusan pembe renkli ¢ozelti karisimi 540 nm’de kore karsi
okunmustur (Barro et al. 1991). Nitrat rediiktaz aktivitesi bitkide gece ve giindiiz
peryotlarindan etkilendigi i¢in tiim islemler giindiiz aynt zamanlarda yapilmistir.

Hesaplamalar i¢in kullanilacak standart grafigin olusturulmasi amaciyla 50 uM NaNO,
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¢ozeltisinden 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 ml alinarak iizerleri saf su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.
Elde edilen karisimlardan 1 ml alinarak iizerlerine 1 ml %1°lik Siilfanilamid ve 1 ml
%0.02°lik N-1-Naftiletilendiamnidihidrokloriir (NED) c¢ozeltileri ilave edilmistir.
Karisimlar 15 dk beklenildikten sonra olusan pembe renkli ¢ozeltilerin 540 nm’de
absorbanslar1 alimmistir. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg NaNO; degerleri

kullanilarak standart grafik olusturulmustur. (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Nitrat rediiktaz miktarin1 belirlemede kullanilan standart grafik

3.2.17. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi

Bu calismada yapraklarda c¢oziilebilir polipeptidlerin kantitatif analizi SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak gergeklestirilmistir (Laemmli
1970). Calismada mini elektroforez sisteminde %4’liikk yigma jeli ve %12’lik ayirma
jeli olan kesikli jel sistemi kullanilmistir. Yigma jeli, 3.4 ml saf su, 830 pl %30’luk Bis-
Akrilamid, 630 pl 1 M’lik Tris-HCI (pH: 6.8), 50 ul %10’luk SDS, 5 pl TEMED ve 50
ul APS (Amonyum persulfat) bilesiklerinden olusmaktadir. Ayirma jeli ise 2.61 ml saf
su, 3.2 ml %30’luk BisAkrilamid, 2.03 ml 1 M’lik Tris-HCI (pH: 8.8), 80 ul %10’luk
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SDS, 4 ul TEMED ve 80 ul APS bilesiklerinde olugsmaktadir. Her iki jel hazirlanirken
en son APS katilmig ve hafifce karistirildiktan sonra cam plakalar arasina
yiiklenilmistir. Islemde basta elektroforez camlar1 olmak {izere tiim ekipman &nce saf
su, sonra alkol ile iyice yikanmustir. ki cam plaka aralarinda bosluk kalacak sekilde
birlestirilip ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlama aparatina (Biorad) yerlestirilmistir.
Ayirma jeli, plakalar arasina ince uglu otomatik pipet vasitasiyla yavas yavas ilave
edilmistir. Jel ylizeyinin piriizsiiz olmasi i¢in izopropil alkol ile ince bir tabaka
olusturulmustur. Jel polimerlestikten sonra yiizeydeki alkol uzaklastirilmistir. Yigma
jeli iist ylizeye kadar doldurulmus ve taraklar yerlestirilmistir. Yaklasik 45 dakika sonra
tarak dikkatlice c¢ikarilmig ve cam plakalar elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yliriitme tamponu konulmustur. Numuneler her
bir ornek i¢in 40 pg protein/20 pl olacak sekilde fosfat tamponu i¢inde (0.1 M KH;POy,,
pH: 7.0) hazirlanmistir. Polipepdidlerin molekiiler agirliklarini belirlemek igin ayni
sartlarda hazirlanan standart proteinler kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler
tizerine 20 pl numune tamponu ilave edildikten sonra vortexlenmis ve kaynar su
banyosunda 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi sogutulan numuneler
bir enjektdr yardimiyla (50 pul’lik Hamilton ignesi ile) kuyucuklara tatbik edilmistir.
Tank icerisine yeteri kadar {irlitme tamponu konulmus ve kapagi kapatilarak gerekli
elektrik baglantilar1 yapilmistir. Yigma jelinde 80 volt 32 A akim tatbik edilmis,
numuneler ayirma jeline gegtiginde ise akim 120 volt 64 A ayarlanmis ve 2-4 saat oda
sicakliginda yiiriitme gerceklestirilmistir. Yiirlitme islemi bitince akim kesilmis ve cam
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilmistir. Elde edilen jel bir kaba alinmis ve
lizerine fixing c¢ozeltisi ilave edilerek 30 dk hafifce calkalanmistir. Fixing cozeltisi
uzaklastirildiktan sonra jel en az 2 saat boyama ¢dzeltisinde tutulmustur. Iyice boyanan
jeller, yikama ¢ozeltisiyle seffaflasincaya ve polipeptid bantlar1 belirginlesinceye kadar

yikanmustir. Son olarak fotograflari ¢ekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cahsilan Halofit Bitkiler

Bu calismada 2012-2013 yillarinin Haziran ayinda Tuz Golii g¢evresindeki 6 farkli

istasyonda dogal yayilis gosteren 17 halofit bitki kullanilmistir. Toplanan bitkilerin

teshisleri, Tiirkge adlari, toplandiklari lokasyon ile ilgili bilgiler Cizelge 4.1’de ve

bitkilerin dogal ortamda alinan fotograflar1 Sekil 4.1°de sunulmustur. Bitkiler icerisinde

Puccinellia convoluta monokotil, digerleri ise dikotil bitkilerdir. Toplanan bitki

ornekleri Asteraceae, Chenopodiaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Caryophyllaceae,

Poaceae, Apiaceae, Ranunculaceae, Zygophyllaceae, Santalaceae familyalarina aittir.

Cizelge 4.1. Bakterilerin izole edildigi halofit bitkiler ve habitatlari (EN: endemik)

Bilimsel Adi Tiirkce Adi Habitat i‘:g;;gg‘gl
Inula aucheriana Corak Andiz Otu Nemli, tuzlu alan 1
Petrosimonia nigdeensis Kuruaci (EN) Tuzlu step 5
Salicornia europaea Deniz bortilcesi Tuzlu bataklik arazi 1
Lepidium perfoliatum L. Giibreotu Tuzlu step 4
Hedysarum varium Batalak Bozkir 2
Silene salsuginea Corak Nakili (EN) Tuzlu step 2
Puccinellia convoluta Tuz Cimi Tuzlu batakliklar 4
Matricaria chamomilla Alman Papatyasi Yol kenari, bos alan 3
Halocnemum strobilaceum  Cuvan Tuzlu gol kiyilar 1
Falcaria falcarioides Has Orakotu Tuzlu batakliklar 5
Panderia pilosa = --m-ememmemeemeee- Tuzlu batakliklar 6
Consolida hellespontica Stivari Mahmuzu Tarla 6
Peganum harmala Uzerlik Tuzlu step 3
Achillea sieheana Develi Pergemi (EN) Tuzlu step 2
Thesium compressum Tuz Giivelegi Tuzlu step 3
Brassica elongata Uzun Salgam Kurak kayalik 2
Sphaerophysa kotschyana  Hiirmiizotu (EN) Tuzlu bataklik 3
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Puccinellia convoluta Matricaria chamomilla Halocnemum strobilaceum

Panderia pilosa Consolida hellespontica Peganum harmala

Sekil 4.1. Tuz Golii’nde toplanan halofit bitkiler
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)

Brassica elongata

Sekil 4.1. (Devam)

4.2. 1izole Edilen Halofil Bakteriler

Calismada kullanilan halofit bitkilerin kok rizosferinden Halomonas arcis (3 izolat),
Halobacillus dabanensis (8 izolat), Marinococcus tarijensis (3 izolat), Kushneria
indalinina (4 izolat), Marinococcus luteus (1 izolat), Halomonas elongata (1 izolat),
Staphylococcus succinus (2 izolat) bakteri tiirlerine ait 22 izolat elde edilmistir. Bu
bakterilerin teshisleri ve hangi bitkilerden izole edildikleri ile ilgili bilgiler Cizelge
4.2°de verilmistir. Ayrica 16S rRNA dizi analizi teknigine gore tanisi yapilan izolatlarin
filogenetik agaclandirilmasi Sekil 4.2°de verilmistir. Petri denemeleriyle yapilan 6n
caligmalara gore, bitki biliyiime parametrelerine en iyi etki eden 4 izolat TG-4
(Halomonas arcis), TG-8 (Marinococcus tarijensis), TG-12 (Halobacillus dabanensis)
ve TG-20 (Kushneria indalinina) olarak belirlenmis ve arastirmadaki esas ¢aligmalar bu
izolatlar ile yiiritiilmiistir. Calisilan bu 4 izolatin halofil besiyeri yaninda, misir

bitkisine uygulanan tuzlu kosullarda da (75, 150 ve 250 mM NaCl) iyi gelisebildikleri
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belirlenmistir. Bu nedenle kullanilan izolatlarin halotolerant bakteriler oldugu sonucuna

varilmistir.

Cizelge 4.2. Halofit bitkilerden izole edilen halofil bakteriler ve izolat numaralari

Bakteri Izolat No | jzole Edildigi Bitki
Halomonas arcis TG-1 Inula aucheriana
TG-2
Halobacillus dabanensis Petrosimonia nigdeensis
TG-3
Halomonas arcis TG-4 Salicornia europaea
Marinococcus tarijensis TG-5 Lepidium perfoliatum L.
Halobacillus dabanensis TG-6 Hedysarum varium
Halobacillus dabanensis TG-7 Silene salsuginea
Marinococcus tarijensis TG-8 Falcaria falcarioides
Halomonas elongata TG-9 Halocnemum strobilaceum
Marinococcus luteus TG-10 Matricaria chamomilla
Kushneria indalinina TG-11 Halocnemum strobilaceum
Halobacillus dabanensis TG-12 Thesium compressum
Halobacillus dabanensis TG-13 Consolida hellespontica
Halomonas arcis TG-14
Panderia pilosa
Marinococcus tarijensis TG-15
Staphylococcus succinus TG-16 Peganum harmala
Halobacillus dabanensis TG-17 Achillea sieheana
Kushneria indalinina TG-18 Sphaerophysa kotschyana
TG-19
Kushneria indalinina Puccinellia convoluta
TG-20
Halobacillus dabanensis TG-21 Brassica elongata
Staphylococcus succinus TG-22
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TG-13
TG-21
TG-3
TG-2
TG-12

TG-6

TG-17
?r T-7

Halobacillus dabanensis

TG-8

= | T G-5

TG-13

Marinococcus tarijensis
TG-10

Marnococcus Iuteus

TG-16
?#*TG—EE
Staphylococcus succinus
|— k.ushneria indalinina

— TG-18

[ TG-20
TG-11
TG-19

Halomonas elongata

Halomonas arcis

AN Es

Sekil 4.2. Teshisi yapilan izolatlarin filogenetik iliskileri

Calismada, ayrica her bir bakterinin ACC deaminaz sentezleme, azot fiksasyon
yetenekleri ve Gram ozellikleri Cizelge 4.3’de sunulmustur. TG-4, TG-9 ve TG-19
izolatlar1 hari¢ diger tiim izolatlarin ACC deaminaz i¢in pozitif oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3’te de goriildiigii gibi tezdeki esas ¢aligmalarda kullanilan izolatlardan TG-
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4’tin negatif, TG-8, TG-12 ve TG-20’nin ise ACC deaminaz i¢in pozitif oldugu
goriilmektedir. izole edilen bakteriler azot fiksasyonu bakimimdan degerlendirildiginde,
TG-8, TG-11, TG-19 izolatlarinin negatif, diger izolatlarin ise pozitif oldugu
belirlenmistir. Esas calismalarimizda kullanilan TG 4, TG-12 ve TG-20 kodlu
izolatlariazot fiksasyonu yapabilen bakteriler oldugu goriiliirken, TG-8’in ise negatif

oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Bakteri izolatlar1 ve baz1 fizyolojik 6zellikleri

16S rRNA Sonuclaria izolat No ACC [?egmi_naz _ Azot Gram
Gore Bakteriler aktivitesi fiksasyonu ozelligi
Halomonas arcis TG-1 + + -
Halobacillus dabanensis TG-2 + + +
Halobacillus dabanensis TG-3 + + +
Halomonas arcis TG-4 - + -
Marinococcus tarijensis TG-5 + + +
Halobacillus dabanensis TG-6 + + +
Halobacillus dabanensis TG-7 + + +
Marinococcus tarijensis TG-8 + - +
Halomonas elongata TG-9 - + -
Marinococcus luteus TG-10 + + +
Kushneria indalinina TG-11 + - -
Halobacillus dabanensis TG-12 + + +
Halobacillus dabanensis TG-13 + + +
Halomonas arcis TG-14 + + -
Marinococcus tarijensis TG-15 + + +
Staphylococcus succinus TG-16 + + +
Halobacillus dabanensis TG-17 + + +
Kushneria indalinina TG-18 + + -
Kushneria indalinina TG-19 - - -
Kushneria indalinina TG-20 + + -
Halobacillus dabanensis TG-21 + + +

Staphylococcus succinus TG-22 + + +
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Calismadan elde edilen bulgular ¢izelgelerle ayrintili olarak gosterilmis ve farkliliklarin
daha iyi anlagilabilmesi amaciyla grafiklerle de desteklenmistir. Her bir grup oncelikle
kendi kontrolii ile degerlendirilmis, ayrica gruplar arasinda da (kontrolleri ile)
karsilastirilarak bakteri uygulamasinin tuz stresine cevapta oynadigi rol istatistiksel

olarak agiklanmaya ¢aligilmistir.

4.3. Kok ve Govde Uzunluguna Ait Bulgular

Cimlenme Oncesi musir bitkisinin tohumlarina bakteri uygulamasi, kék uzunluklar
(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3) ve govde uzunluklarn (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4) iizerinde
onemli farkliliklara neden olmustur. Tek basina tuz (75, 150, 250 mM NaCl)
uygulamalari kontrol (0.0 mM) ile kiyaslandiginda, artan tuz miktarina bagli olarak kok
uzunlugunda 6nemli (p<0.05) lineer bir azalisa neden olmustur. Tek basima bakteri
uygulamalar1 TG-20 izolatt haricinde kok uzunluklar tizerinde istatistiki olarak 6nemli
olmayan degisimlere neden olmustur. Bakteri+tuz uygulamalarinda ise TG-8, 75 ve 250
mM tuzda, TG-4 ise 150 mM tuz kosullarinda, ayni tuz oranlarindaki kontrole gore, kok
uzunlugu tizerinde olumlu etki yapmis ve bu etkiler sirasiyla %7 ve %9 oraninda
olmustur. TG-4 250 mM tuzda 6nemli (p>0.05) bir artis saglayamamistir. Diger
izolatlardan TG-12, 250 mM tuz uygulamasinda kontrole gore %6’lik bir artis
saglarken, TG-20 ise tiim tuz konsantrasyonlarinda kontrollerine kiyasla kok uzunlugu

tizerinde olumsuz etki yapmustir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3).

Sonuglar gévde wuzunlugu bakimindan degerlendirildiginde, tek basmna tuz
uygulamalarindan o6zellikle 150 ve 250 mM tuz uygulamalar1 6nemli (p<0.05) bir
azalisa neden olmustur. Tek basma bakteri uygulamalart TG-4 ve TG-8 izolatlarinda
gbovde uzunluklari iizerinde istatistiki olarak onemli (p<0.05) artiglara neden olmusken,
TG-12 ve TG-20 izolatlarinda ise Onemli olmayan bir artis gergeklestirmistir.
Bakteri+tuz uygulamalarinda ise TG-4 ve TG-12 izolatlar1 govde uzunlugunda, kontrole
gore, 150 mM tuz uygulamasinda %]12’lik bir artis gostermistir. TG-8 ve TG-20
izolatlar1 kontrole gére 150 mM tuzda olumlu etki gostererek %7 oraninda artis

saglamistir (Cizelge 4.5. ve Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. Kok uzunlugu (cm/fide) sonuglar

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 17.73+0.37 14.83+0.54 13.82+0.10 10.81+0.60
TG-4 16.83+0.54 15.23£0.15 15.02+0.56 9.58+0.72
TG-8 16.93+0.20 15.86+0.38 14.40+0.72 11.53+0.64
TG-12 18.06+0.26 15.60+0.81 13.26+0.13 11.43+0.44
TG-20 16.36+0.63 14.10+0.67 11.66+0.38 8.83+0.38
*+ standart hatay1 ifade eder
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- 10 : 10
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b b
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_?; ef € i ¢ ef
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Sekil 4.3. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin kok uzunluguna etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.
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Cizelge 4.5. Govde uzunlugu (cm/fide) sonuglari

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 26.74+0.79 27.16+0.24 22.15+0.80 18.72+1.64
TG-4 30.24+0.56 28.30+0.36 24.77+0.57 20.37+0.55
TG-8 29.23+0.28 29.13+0.09 23.76+1.01 19.73+2.36
TG-12 28.00+0.50 27.37+0.48 24.70+0.90 20.66x1.77
TG-20 27.93+1.26 26.26+0.65 23.70+0.56 19.30+1.97
*+ standart hatay: ifade eder.
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Sekil 4.4. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin govde uzunluguna etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 dnem seviyesinde anlamsizdir.
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4.4. Kok ve Govde Kuru Agirhgina Ait Bulgular

Kok ve govde kuru agirliklari, hem tuz hem de bakteri+tuz uygulamalari agisindan
degerlendirildiginde genel olarak istatistiki olarak énemli bulunmustur (p<0.05). Tek
basina tuz uygulamalar1 kontrole gore kok kuru agirhginda onemli bir diisiis
gostermistir (p<0.05). Tuz uygulamalar1 (75, 150 ve 250 mM) kontrole gore kok kuru
agirliklan sirasiyla %21, %31 ve %57 oranlarinda diisiirmiistiir. Tek bagina bakteri
uygulamalar1 ise kok kuru agirlik lizerinde azalislara neden olmustur. Bakteri+tuz
uygulamalarinda diisiik konsantrasyonda (75 mM), en iyi sonucu kontrole gore %28
oraninda artis gosteren TG-8 vermistir. TG-4 ve TG-20 75 mM tuzda kontrole gére kok
kuru agirligimi artirmisken TG-12 ise diisiise neden olmustur. TG-4, TG-8 ve TG-12
izolatlar1 150 ve 250 mM tuzda kontrollerine goére kok kuru agirliklarinda artig
gostermistir. TG-20 150 mM tuzda azalis gostermisken 250 mM tuzda ise artis
gostermistir. Ozellikle yiiksek tuz uygulamasinda (250 mM) tiim bakteri uygulamalari
kontrollerine gore kok kuru agirliginda artisa neden olmustur (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5).

Cizelge 4.6. Kok kuru agirlik (mg/fide) sonuglari

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 0.061+0.003 0.048+0.001 0.042+0.003 0.026+0.002
TG-4 0.055+0.001 0.054+0.001 0.049+0.002 0.043+0.001
TG-8 0.058+0.001 0.062+0.002 0.052+0.001 0.035+0.001
TG-12 0.050:0.002 0.045+0.002 0.044+0.001 0.033+0.001
TG-20 0.058+0.001 0.053+0.001 0.041+0.002 0.032+0.004

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.5. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin kok kuru agirligi tizerine etkisi
*Ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.

Govde kuru agirliklar1 degerlendirildiginde, tek basina tuz uygulamalar1 kontrole gore
(0.0 mM) govde kuru agirliginda istatistiki acidan onemli azalmaya neden olmustur
(p<0.05). Tek basina bakteri uygulamalar1 ise TG-20 disinda kuru agirlik tizerinde
istatistiki olarak artiglara neden olmustur. Bakteri+tuz uygulamalarinda 6zellikle 150
mM tuz sartlarinda tiim bakteri uygulamalari kontrole gore gévde kuru agirliginda artig
gostermiglerdir. Ayrica 75 mM tuzda TG-20, 250 mM tuzda ise TG-4 ve TG-8 izolati
disindaki tiim uygulamalarda kontrole gore gévde kuru agirliginda artis goriilmiistiir

(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6).
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Cizelge 4.7. Govde kuru agirlik (mg/fide) sonuglari

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 0.057+0.000 0.050+0.001 0.046+0.001 0.042+0.000
TG-4 0.062+0.000 0.059+0.001 0.050+0.001 0.040+0.001
TG-8 0.073+0.002 0.064+0.001 0.055+0.002 0.038+0.001
TG-12 0.063+0.001 0.055+0.001 0.051£0.003 0.048+0.001
TG-20 0.055+0.001 0.049+0.001 0.04620.001 0.043+0.002
*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.6. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin gévde kuru agirligi lizerine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.
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4.5. Membran Hasar1 Sonuglari

Tek basina tuz uygulamalari, kontrol ile kiyaslandiginda, artan tuz konsantrasyonlarina
bagl olarak membran hasar1 (EC=Elektriksel iletkenlik) degerlerinde istatistiki olarak
onemli artiglar gostermistir (p<0.05). Tek basina bakteri uygulamalarinda tiim izolatlar
EC degerini 6nemli derecede diisiirmiistiir (p<0.05). Bakteri+tuz uygulamalarinda 250
mM tuz uygulanmis TG-4 izolatinda kontrole gore dnemsiz bir artig olmus, diger tim
uygulamalarda ise EC degerlerinde azalislar meydana gelmistir. Ozellikle TG-8 izolati

tiim tuz uygulamalarinda kontrole gore en iyi sonuglar1 vermistir (Cizelge 4.8 ve Sekil

4.7).

Cizelge 4.8. Elektriksel iletkenlik (uS/cm) sonuglart

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 11.98+0.86 13.36+0.40 15.15+0.28 16.60+0.72
TG-4 9.18+0.34 13.19+0.29 14.71£1.00 16.78+0.50
TG-8 10.76+0.52 12.02+0.87 13.31+£0.22 13.50+0.17
TG-12 10.28+0.86 12.25+0.44 12.60+0.33 14.82+0.10
TG-20 10.62+0.13 13.21+£0.24 13.91+£0.29 16.34+0.23

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.7. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin EC iizerine etkileri
*Ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.

4.6. Mineral Icerigi Sonuclar:

Yapilan galismalarda bitki 6rneklerinin kdk ve yapraklarda Na®*, K, ve Ca'? igerikleri
istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.9, 4.10 ve Sekil 4.8, 4.9). Tek
basma tuz uygulamalar1 kontrole gore Na' igerigini hem kokte hem de yaprakta
artirmistir. Bu artiglar yapraklarda diisiik tuzdan yiiksek tuza gore sirasiyla %3, %17 ve
%21 oraninda olmustur. Tek basina bakteri uygulamalari ise yapraklarda Na* igeriginde
onemli diistislere neden olurken, koklerde aksine TG-20 izolat1 hari¢ artirmislardir.
Yapraklarda diisiis oranlar1 TG-4, 8, 12, 20 izolatlarinda sirasiyla %1, %50, %33 ve
%33 oraninda olmustur. Koklerde artig oranlart ise TG-4, 8, 12 izolatlarinda sirasiyla

%13, %15, %25 olurken, TG-20 izolatt %5 oraninda distirmistiir. Bakteri+tuz
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kosullarinda TG-4 izolat1 hem yaprakta hem de kokte Na igerigini genelde diislirmiistiir.
Ornegin TG-4, 250 mM tuz sartlarinda kok ve yaprakta Na® icerigini kontrole gore
sirastyla %18 ve %12 oraminda azaltmustir. TG-8 izolat: ise koklerde belirgin bir Na®
diisiisine neden olurken, yapraklarda diizenli bir azalis veya artis gosterememistir. Bu
izolat koklerde Na' igerigini artan tuz konsantrasyonlarina gére sirastyla %8, %11 ve

%28 oraninda diislirmiistiir.

TG-12 izolat1 tiim tuz konsantrasyonlarinda Na" icerigini kontrolle karsilastirildiginda
yaprakta azaltirken, kokte artirmistir.  Yapraklardaki diislisler artan tuz
konsantrasyonlarina gore sirastyla %8, %11 ve %28 oraninda belirlenmistir. TG-20
izolati 75 mM tuz uygulamasinda kontrole gore azalis gosterirken, diger tuz
konsantrasyonlarinda fazla (p>0.05) etkili olmamistir (Cizelge 4.9, 4.10 ve Sekil 4.8,
4.9)

Cizelge 4.9. Yaprakta Na" iyonu miktarlar1 (umol/g kuru agirlik)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 79.90+0.05 82.20+0.11 94.00+0.05 96.40+0.05
TG-4 79.03+0.05 88.00+0.05 70.50+0.00 79.20£0.00
TG-8 39.60+0.01 66.50+0.01 97.10+0.01 108.80+0.01
TG-12 53.50+0.01 53.70+0.01 56.60+0.00 79.90+0.00
TG-20 53.40+0.01 50.40+0.01 99.20+0.01 98.40+0.01

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.8. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yaprakta Na* iyon miktarina etkisi

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

Cizelge 4.10. Kokte Na* iyonu miktarlar1 (umol/g kuru agirlik)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 62.50+0.05 85.90+0.05 91.40+0.05 106.30+0.05
TG-4 70.50+0.01 74.60+£0.05 98.20+0.01 93.10+0.01
TG-8 71.90+0.01 78.80+0.01 80.90+0.01 76.20+0.01
TG-12 78.60+0.01 100.90+0.01 93.90+0.01 111.6+0.00
TG-20 59.50+0.01 77.20+£0.01 98.40+0.01 106.40+0.01

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.9. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin kékte Na* iyon miktaria etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

Potasyum (K") elementi igerigi bulgularma bakildiginda, tek basma tuz uygulamasi 150
ve 250 mM tuz kosullarinda kontrole gére tiim konsantrasyonlarda K* iyonu miktarinda
yaprakta azalmaya neden olmusken kokte ise sirasiyla %68 ve %54 oraninda artiga
neden olmustur. Bakteri+tuz uygulamalarinda TG-8 izolati yaprakta K™ iyonunu
artirirken, kokte ise diigiirmiistiir. TG-12 izolat1 yaprakta ve kokte 150 ve 250 mM tuz
kosullarinda K* miktarin1 kontrole gore azaltmistir. Yaprakta en yiiksek K™ miktarina
kontrole gore %45 oraninda artigla 250 mM tuz uygulanmis TG-20’de rastlanirken,
kokte ise %80 oraninda artig gosteren 75 mM tuz sartlarindaki TG-4 izolatinda
rastlanilmigtir. Kontroliine gore yaprakta K™ iyon miktarindaki azalis en fazla 75 ve 250
mM tuz uygulanmis TG-12 izolatinda, kokte ise 150 mM tuz sartlarindaki TG-4
izolatinda goriilmistiir (Cizelge4.11, 4.12 ve Sekil 4.10, 4.11).
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Cizelge 4.11. Yaprakta K* iyonu miktarlar1 (umol/g kuru agirlik)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 142.00+0.05 136.10+0.05 127.60+0.05 132.50+0.05
TG-4 149.80+0.05 157.40+0.10 75.20+0.01 62.60+0.01
TG-8 90.80+0.01 170.70+0.01 145.00+1.00 159.60+0.01
TG-12 73.37+0.05 37.10+0.01 52.10+0.01 37.20+0.00
TG-20 79.90+0.01 66.80+0.01 156.80+0.01 192.60+0.01
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Sekil 4.10. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasmnin yaprakta K* iyon miktarma etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir
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Cizelge 4.12. Kokte K* iyonu miktarlar1 (umol/g kuru agirlik)

NaCl (mM)

Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 18.60+0.05 13.70+0.05 31.30+0.05 28.70+0.05
TG-4 25.50+0.05 24.70+0.01 9.30+0.01 12.90+0.01
TG-8 23.30+0.01 13.40+0.01 13.10+0.01 9.90+0.01
TG-12 22.90+0.01 19.00+0.01 19.10+0.01 13.60+0.01
TG-20 24.30+0.01 17.70+0.01 21.20+0.01 11.70+0.01
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Sekil 4.11. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin kokte K* iyon miktarma etkisi

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir
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Kalsiyum (Ca*?) miktarina ait bulgular Cizelge 4.13, 4.14 ve Sekil 4.12, 4.13’te
sunulmustur. Tek basma tuz uygulamasi yaprakta Ca*? icerigini genelde diisiiriirken,
koklerde ise artirmistir. Tek basina bakteri uygulamalari ise yaprakta ve koklerde Ca*
icerigini genelde artirmistir. Bakteri ve tuz birlikte uygulandiginda, TG-12 ve TG-20
izolatlar1 hem yaprak hem de kokte Ca™ igerigini genelde artirmustir. Diger bakteri
izolatlar1 ise Ca*™ igerigi iizerinde belirgin bir etki gostermemislerdir. Ornegin TG-12,
150 ve 250 mM tuz uygulamalarinda kontrole gore %100’den fazla Ca*? miktarini
artirmistir. TG-4 ve TG-8 izolatlar1 ise 150 mM tuzda Ca*? miktarini artirirken 250 mM
tuzda diisiirmiistiir. Tiim bakteri uygulamalari kokte 250 mM tuz uygulamasinda Ca*?
miktarinda diisiise neden olmuslardir. Kontrole gore en fazla artis 75 mM tuz sartlarinda
%66 oraninda artisgla TG-20’de goriilmektedir. Diisiik tuz uygulamalarinda TG-8 ve
TG-12 kokte Ca™? miktarini artirmisken TG-4 ise tim tuz uygulamalarinda azalisa

neden olmustur (Cizelge 4.13, 4.14 ve Sekil 4.12, 4.13).

Cizelge 4.13. Yaprakta Ca* iyonu miktarlar1 (umol/g kuru agirlik)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 57.0+£0.00 90.0£0.05 46.0+0.05 46.0+0.05
TG-4 39.0+0.01 47.0£0.01 70.0£0.10 34.0+0.01
TG-8 61.0+0.01 48.0+0.01 64.0+0.01 40.3+0.01
TG-12 59.0+0.01 81.0+0.01 106.0+0.01 112.0+0.01
TG-20 74.0+0.01 100.3+0.06 117.0+0.01 52.0+0.01

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.12. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yaprakta Ca*? iyon miktarina etkisi
*Ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore
p<0.05 dnem seviyesinde anlamsizdir

Cizelge 4.14. Kokte Ca*? iyonu miktarlari (umol/g kuru agirlik)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 33.6+£0.04 116.0+0.05 115.0+0.00 160.0+0.05
TG-4 85.0+0.01 96.0+0.01 93.0+0.01 119.04+0.01
TG-8 137.0+0.01 118.0+0.01 121.0+0.01 131.04+0.01
TG-12 137.0+0.01 141.0+0.01 158.0+0.01 153.04+0.01
TG-20 121.0+0.01 192.0+0.01 130.3+0.06 160.3+0.06

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.13. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin kokte Ca*? iyon miktarina etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 dnem seviyesinde anlamsizdir

4.7. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA Miktari) Bulgulari

Tek basma tuz uygulamast MDA miktarini kontrole gore artirmistir. Kontrolde 6.22

nmol.g? olarak Slgiilen MDA miktar1 tuz uygulamasiyla birlikte 7.89 nmol.g™

seviyelerine kadar artmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.14). Tek basina bakteri

uygulamalari da genelde MDA seviyesini diistirmiistiir. Tuzla birlikte bakteri uygulanan

gruplar oOzellikle yiiksek tuz konsantrasyonlarinda kontrole gére MDA miktarinda

onemli (p<0.05) oranda diistirmiistiir. Tiim izolatlar MDA miktarlarin1 kontrole gore

distirmuslerdir. Yiiksek tuz kosullarinda (250 mM) TG-4, TG-8, TG-12 ve TG-20
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izolatlar1 kontrole gore MDA miktarlarint sirastyla %31, %15, %19 ve %37 oranlarinda
azaltmiglardir. Ayrica tiim uygulamalarda (0.0, 75, 150 ve 250 mM) kontrollerine gore
TG-4 izolatt MDA miktarini sirasiyla %30, %36, %36 ve %31 oraninda diisiiriirken,
TG-20 izolat1 ise sirastyla %35, %34, %38 ve %37 oraninda azaltistir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.14).

Cizelge 4.15. MDA miktar1 sonuglar1 (nmol/g yaprak)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 6.22+0.23 6.78+0.22 7.50+0.12 7.89+0.29
TG-4 4.33+0.30 4.31+0.05 4.82+0.03 5.44+0.04
TG-8 5.08+0.14 6.38+0.05 6.41+0.03 6.72+0.10
TG-12 5.22+0.08 5.10+0.07 6.10+0.09 6.36+0.04
TG-20 4.02+0.08 4.45+0.08 4.66+0.04 4.99+0.02

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.14. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin MDA miktarina etkisi

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.8. Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktarina Ait Bulgular

Tuzlu kosullarda yetistirilen bitkilerde kontrole gore H,O, miktari, tuz miktarinin
artmasina paralel olarak onemli derecede artmistir (p<0.05) (Cizelge 4.16 ve Sekil
4.15). Bakteri+tuz uygulamalarinda 6zellikle 150 ve 250 mM tuz sartlarinda tiim bakteri
izolatlart H,O, miktarin1 kontrole goére 6nemli dl¢lide diistirmiislerdir (p<0.05). Diistik
tuz kosullarinda (75 mM) TG-4, TG-12 ve TG-20 H,0, miktarinda kontrole gore artis
saglarken TG-28 %11 oraninda bir diisiise neden olmustur. 250 mM tuzda en iyi sonucu
kontrole gore %30’luk bir azalis gosteren TG-4 izolati, 150 mM tuzda ise %27’lik bir
azalis gosteren TG-12 izolat1 gergeklestirmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.15).
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Cizelge 4.16. Hiicresel H,0, seviyesi sonuglar1 (ng.g™ yaprak)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 24.62+0.29 24.62+0.29 32.05+1.34 33.72+0.32
TG-4 28.11+0.59 26.40+0.48 23.64+0.46 23.94+0.93
TG-8 26.51+0.84 22.22+0.57 28.68+1.00 26.27+0.40
TG-12 28.43+0.57 26.28+0.31 23.40+0.66 27.18+0.72
TG-20 29.90+0.45 29.13+0.68 28.88+0.86 27.71+£0.56
*+ standart hatay1 ifade eder.
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Sekil 4.15. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda H,O, seviyesine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir
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4.9. Siiperoksit Anyonu (O;") Miktar1 Bulgulari

Siiperoksit anyon miktarlar1 gerek tek basina tuz uygulamalarinda ve gerekse de
bakterili tuz uygulamalarinda sonucu Kkontrole gore oOnemli seviyede (p<0.05)
etkilemistir (Cizelge 4.17 ve sekil 4.16). Tek basina bakteri uygulamalar1 O, igerigini
genelde diisiirmiislerdir. Diger taraftan, kontrolde 3.20 ng.g™ yaprak olarak belirlenen
siiperoksit icerigi artan tuz sartlarina bagl olarak %57’ lere varan bir artisla 4.69 ng.g™
yaprak seviyelerine kadar yiikselmistir. Bakteri+tuz uygulamalarinda ise TG-4, TG-8 ve
TG-20 izolatlar1 uygulanan tiim tuz konsantrasyonlarinda kontrolle karsilastirildiginda
stiperoksit igeriginde Onemli seviyelerde azalislar gostermislerdir. TG-12 izolat1 ise
sadece 250 mM tuzda %11 oraninda bir azalis gostermistir. Kontrolde 250 mM tuz
sartlarinda 4,69 ng.g” yaprak olan siiperoksit miktar;, TG-20 izolatinda %39 oraminda
bir diisiisle 3.06 ng. g'1 yaprak seviyelerine diismiistiir (Cizelge 4.17 ve sekil 4.16).

Cizelge 4.17. Siiperoksit anyonu miktar1 sonuclari (ng. g'1 yaprak)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol  3.200.12 3.31£0.09 3.7040.06 4.69+0.07
TG-4  3.10£0.05 2.34+0.02 3.3240.06 4.28+0.03
TG8  2.97+0.05 2.3540.08 3.4240.08 3.62:£0.09
TG-12  330+0.11 3.45£0.01 3.9840.12 4.43+0.03
TG20  2.75+0.05 2.30£0.17 2.930.04 3.06£0.17°¢

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.16. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin O, anyonu miktarina etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.10. Antioksidanlarin Aktivitelerine Ait Bulgular

4.10.1. Enzimatik antioksidan aktivitelerine ait bulgular

4.10.1.a. Katalaz (CAT) aktivitesi bulgular:

CAT aktivitesi tek basina tuz uygulamalarinda kontrole gore onemli (p<0.05) oranda
diisiis gostermistir (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.17). Ornegin kontrol bitkisinin
yapraklarindaki hiicresel CAT aktivitesi 1.55 EU.mg™ iken 250 mM tuz sartlarinda bu

deger %35 oraninda azalarak 1.04 EU.mg™ seviyesine diismiistiir. Tek basina bakteri
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uygulamalar1 CAT aktivitesini genelde diisiirmiislerdir. Bakteri uygulamalar1 75 ve 150
mM tuz kosullarinda genelde kontrole gére CAT miktarinda diisiise neden olurken, 250
mM tuz uygulamasinda ise artisa neden olmustur. Bu artiglar 250 mM tuz sartlarinda
TG-4, TG-8 ve TG-12 izolatlarinda sirasiyla %29, %20 ve %15 oranlarinda olurken
ayni tuz konsantrasyonunda TG-20’de ise %14’liikk bir azalma meydana gelmistir
(Cizelge 4.18 ve Sekil 4.17).

Cizelge 4.18. CAT aktivitesi sonuglar1 (EU/mg protein)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 7.76x£0.05 7.30+£0.05 6.60+0.04 5.22+0.07
TG-4 6.66+0.13 5.80+0.07 6.64+0.05 6.43+0.03
TG-8 6.03+0.04 6.57+0.05 5.53+0.07 6.01+0.09
TG-12 5.56+0.08 5.95+0.10 4.96+0.07 5.77+0.13
TG-20 6.64+0.07 6.64+0.10 5.08+0.14 4.29+0.05

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.17. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda CAT aktivitesi degerleri

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.10.1.b. Guaiakol peroksidaz (POX) aktivitesi bulgular:

Kontrol bitkisinin yapraklarimda POX aktivitesi 357.25 EU.mg" iken artan tuz
konsantrasyonuna bagh olarak %10 ila %20 arasinda diisiisle 286.59 EU.mg "¢ kadar
diistis gergeklesmistir. Diigiik tuz konsantrasyonunda (75 mM) TG-8, TG-12 ve TG-20
kontrole gore POX aktivitesinde Onemsiz bir artis belirlenmistir. Artan tuz
konsantrasyonlarinda ise genel olarak tiim bakteri uygulamalar1 POX aktivitesi diisiis
gostermistir. En fazla diistis %19 oraninda 250 mM tuz uygulanmis TG-20 izolatinda
goriilmustiir (Cizelge 4.19 ve Sekil 4.18).
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Cizelge 4.19. POX aktivitesi sonuglari (EU/mg protein)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 357.2+18.4 321.6+4.8 317.3+10.7 286.5+4.6
TG-4 267.8+£7.9 278.6+6.8 281.7+11.0 290.1+5.1
TG-8 329.3+4.8 344.9+3.2 294.8+4.1 269.1+1.1
TG-12 392.2+17.9 333.8+15.7 265.9+13.7 240.4+10.3
TG-20 358.1+10.7 336.8+20.0 283.8+18.2 231.8+£3.9
*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.18. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda POX aktivitesi degerleri

*Ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir
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4.10.1.c. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi bulgular:

SOD aktivitesi sadece tuz uygulanmis gruplarda kontrole gore istatistiksel olarak
onemli (p<0.05) bir degisim gostermistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.19). Tek basina
bakteri uygulamalar1 aktiviteyi artirmistir. Bakteri+tuz uygulanmis gruplarda da SOD
aktivitesi kontrole gére 6nemli seviyede (p<0.05) artmistir. Ozellikle 75 ve 250 mM tuz
sartlarinda TG-4 ve TG-8 izolatlar1 SOD aktivitesini kontrollerine gore en yiiksek
oranda artirmistir. TG-12 izolat1 250 mM tuzda kontrole gore %77’lik bir artigla 144.3
EU.mg'1 iken, TG-20 izolat1 ise 150 mM tuzda kontroliine goére %99 oraninda bir artisla
149.6 EU.mg™ olmustur (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.19).

Cizelge 4.20. SOD aktivitesi sonuglar1 (EU/mg protein)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 65.95+0.13 72.15+0.41 75.17+0.17 81.33+0.27
TG-4 97.60+0.62 147.9+0.71 141.2+0.09 176.5+0.55
TG-8 108.15+0.69 150.4+0.60 146.4+0.17 173.8+0.03
TG-12 96.35+1.71 105.4+0.4 121.4+0.59 144.3+0.56
TG-20 91.66+0.60 128.1+0.27 149.6+0.07 156.8+0.15

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.19. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda SOD aktivitesi degerleri

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.

4.10.1.d. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi bulgular:

Tek basina tuz uygulamalart kontrole gore APX aktivitesi lizerinde istatiksel olarak
onemli (p>0.05) degisimlere neden olmamistir. Tek basina bakteri uygulamalart ise
aktiviteyi diistirmistiir. Bakteri+tuz uygulamalar1 kontrolleri ile kiyaslandiginda
aktiviteyi genelde diistirmiistiir. TG-4, TG-8, TG-12 ve TG-20 izolatlari, 75 mM tuz
sartlarinda aktiviteyi kontrole gore sirasiyla %21, %44, %31 ve %26 oraninda
diistirmistiir. TG-8 izolat1 150 mM tuz uygulamasinda APX miktarin1 kontrole gore
%29 oraninda diisiiriirken, TG-12 izolat1 ise ayni tuzda %25 oraninda diigtirmiistiir.
Yiiksek tuz konsantrasyonunda ise diisiisler olmakla birlikte 6nemli (p>0.05) olmamustir
(Cizelge 4.21 ve Sekil 4.20).
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Cizelge 4.21. APX aktivitesi sonuglar1 (EU/mg protein)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 43.65+1.97 42.42+0.80 41.10£3.18 41.49+0.25
TG-4 33.78+0.82 33.13+3.26 39.86+0.15 42.16+1.41
TG-8 26.42+0.74 23.40+0.35 29.27+0.73 37.86+2.44
TG-12 31.29+0.38 28.81+0.97 30.62+0.48 39.97+3.98
TG-20 34.80+1.68 31.07+2.11 38.08+1.38 41.31+£1.98
*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.20. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda APX aktivitesi degerleri

*Ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir
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4.10.1.e. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi bulgular

Tuz uygulamalari kontrol grubuna gore GR aktivitesinde artisa neden olmustur (Cizelge
422 ve Sekil 4.21). Kontrol grubunda 2.78 EU.mg™ olan GR aktivitesi artan tuz
uygulamalarinda sirastyla 2.95 EU.mg”, 3.87 EU.mg” ve 3.78 EU.mg” olarak
bulunmustur. Tek basina bakteri uygulamalari da genelde aktiviteyi artirmistir.
Bakteri+tuz uygulamalari GR aktivitesi bakimindan gruplar aras1 farkliliklar
gostermistir. TG-4 ve TG-8 izolatlar1 tim tuz konsantrasyonlarinda artisa neden
olmusken, TG-12 yiiksek konsantrasyonda, TG-20 ise diisiikk tuz konsantrasyonlarinda
artisa neden olmustur. En yiliksek GR aktivitesine kontrole gore %29 artis gosteren 75
mM tuz uygulamasindaki TG-4 izolatinda rastlanilmistir. En fazla diisiise ise kontrole
gore %16 azalis gosteren 150 mM tuz uygulanmis TG-12 izolatinda rastlanilmistir

(Cizelge 4.22 ve Sekil 4.21).

Cizelge 4.22. GR aktivitesi sonuglar1 (EU/mg protein)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 2.78+0.42 2.95+0.46 3.87+0.06 3.78+0.28
TG-4 3.97+0.50 3.88+0.23 4.03+0.45 4.23+0.46
TG-8 3.34+0.42 3.45+0.05 4.72+0.18 4.05+0.55
TG-12 2.49+0.7 2.95+0.06 3.37+£0.04 4.18+0.14
TG-20 3.21+£0.12 3.05+0.23 3.65+£0.24 3.92+0.19

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.21. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda GR aktivitesi degerleri

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.

4.10.2. Enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerine ait bulgular

4.10.2.a. Total glutatyon (GSH) miktarina ait bulgular

Tek basina tuz uygulamalart kontrole gore total glutatyon (GSH) miktarin1 6nemli
(p<0.05) oranda artirmistir. (Cizelge 4.23 ve Sekil 4.22). Kontrol grubunda total GSH
icerigi 275.02 ng.g™* olarak bulunurken, 75 mM tuzda %4’liik bir artisla 285.25 ng.g™,
150 mM tuzda %49’luk bir artigla 410.61 ng.g'1 ve 250 mM tuzda %69’luk bir artisla
465.61 ng.g* olarak bulunmustur. Tek basina bakteri uygulamalari da GR seviyesini
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artirmigtir. Bakteri+tuz gruplarinda tiim izolatlar GR igerigini 75 mM tuzda artmistir,
artan tuzlarda ise artislar belirgin olamamustir. Ornegin 75 mM tuz uygulamasinda total
GSH icerigi TG-4, TG-8, TG-12 ve TG-20 izolatlarinda sirasiyla kontrole gore %27,
%25, %57 ve %37 oranlarinda olmustur. TG-8 izolat1 tiim tuz uygulamalarinda artiga
neden olmustur. TG-4 izolat1 150 mM tuz uygulamasinda, TG-12 izolat1 ise 250 mM

tuz uygulamasinda kontrole gore azalisa neden olmustur (Cizelge 4.23 ve Sekil 4.22).

Cizelge 4.23. Total GSH miktar1 bulgular1 (ng/gr doku)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 275.0+14.0 285.245.0 410.6+14.4 465.6+1.6
TG-4 292.94+12.3 360.7+19.6 397.8+13.2 503.9+12.6
TG-8 378.6+26.4 441.3+12.3 484.8+31.7 470.7+£34.9
TG-12 405.4+18.0 447.7+£14.7 480.9+34.1 441.3+10.5
TG-20 411.848.4 391.4+11.2 423.4+7.3 478.4+11.5

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.22. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda total GSH iizerine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.

4.10.2.b. Askorbik asit icerigi bulgular:

1. Total askorbat (Total AsA) miktarna ait bulgular

Tuz uygulamalar1 kontrolle kiyaslandiginda, 6zellikle 150 ve 250 mM tuz uygulamalari
total ASA igerigini 6nemli (p<0.05) derecede artirmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.23).
Kontrolde 746.01 ng.g™* olarak 6l¢iilen total AsA igerigi, 250 mM tuz uygulamasinda
%10 oraninda artis gostererek 820.96 ng.g™' olarak bulunustur. Tek basina bakteri

uygulamalar1 total ASA seviyesi lizerinde dnemli (p>0.05) seviyede etkili olamamuistir.
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Bakteri+tuz uygulamalar ise genelde tiim tuz uygulamalarinda kontrole gore 6nemli
oranda artisa neden olmustur. Kontrolleri ile kiyaslandiginda, en fazla artig 75 mM
tuzda TG-8 ve TG-12 izolatlarinda goriilmiis ve artiglar sirasiyla %17 ve %11 olarak
bulunmustur. Ayni tuz konsantrasyonunda TG-4 %9’luk bir artig gosterirken, TG-20 ise
%?3’liik bir azalma gostermistir. Buna ragmen TG-20 izolat1 250 mM tuz uygulamasinda
kontrole gore %10 bir artig gdstererek bu konsantrasyondaki en fazla total AsA artisini

gergeklestirmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.23).

Cizelge 4.24. Total AsA miktar1 bulgular1 (ng/g doku)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 746.0£8.03 680.7£9.30 769.5+£7.55 820.9+6.81
TG-4 747.1£8.92 741.0+£8.49 785.6+4.47 889.5+£13.9
TG-8 761.6+0.94 797.6+8.21 796.3+5.48 879.7+£9.44
TG-12 751.9+£9.50 755.0+8.94 811.1+£5.04 898.6+7.35
TG-20 736.8+5.21 662.2+5.08 789.5+1.81 899.7+7.14

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.23. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda total AsA miktarina etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir.

2. Yiikseltgenmis askorbat (DHA) miktarina ait bulgular

Tek basina tuz uygulamalari kontrole gore DHA miktarinda onemli artiglara neden
olmustur (Cizelge 4.25 ve Sekil 4.24). Kontrolde 208.78 ng.g™! olan DHA miktar1 tuz
uygulamalarinda 75 mM tuzda %] artarak 210.88 ng.g!, 150 mM tuzda %18 artarak
245.51 ng.g! ve 250 mM tuzda %32 artarak 275.00 ng.g™! olarak bulunmustur. Bakteri
uygulamalar1 tuzlu sartlarda kontrollerine gore tiim gruplarda artisa neden olmustur.
Tek basina bakteri uygulamalarinda TG-12 6nemli bir diisiise, TG-20 ise 6nemli bir
artisa sebep olmustur. Bakteri+tuz gruplarinin hemen hepsinde DHA igerigi artmistir.

DHA igeriginde en fazla artis, 250 mM tuzda gerceklesmis ve TG-4, TG-8, TG-12 ve
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TG-20 izolatlarinda kontrole gore bu artislar sirasiyla %30, %34, %26 ve %40
oranlarinda olmustur. Bakteri uygulamalarindan 75 mM tuzda kontrole gore en iyi artist

%31 ile TG-4 saglarken, 150 mM tuza ise %20 artisla TG-20 ger¢eklestirmistir (Cizelge

4.25 ve Sekil 4.24).

Cizelge 4.25. DHA miktar1 bulgular (ng/g doku)

NaCl (mM)
Gruplar
0.0 75 150 250

Kontrol 208.7+6.1 210.8+£5.6 245.5+17.8 275.0£11.0
TG-4 228.2+19.9 275.8+6.9 270.6+8.4 356.6+18.6
TG-8 240.0+£8.6 270.8+14.5 257.0+12.1 368.1+£16.5
TG-12 164.0+£20.7 257.9+4.0 268.9+7.8 347.1+£17.5
TG-20 263.0+8 236.5+£7.6 294.0+5.3 383.6+£6.6

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.24. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin DHA miktarina etkisi

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

3. indirgenmis askorbat (AsA) bulgular

Tek basina tuz uygulamalari misir yapraklarinda AsA igerigi izerinde 6nemli (p<0.05)
farkliliklara neden olmamustir (Cizelge 4.26 ve Sekil 4.25). Kontrol (0.0 mM)
bitkilerinde 537.23 ng.g™ olarak bulunan AsA, 250 mM tuz uygulanmis bitkilerde
%2’lik bir artis gostererek 545.95 ng.g™ olmustur. Bakteri izolatlarimizdan TG-8 AsA
igerigini artirirken, TG-12 distirmiistiir. Bakteri+tuz uygulamalar1 kontrolleriyle
karsilastirlldiginda TG-12 genelde AsA igerigini diisiirmiis, ancak diger izolatlar

diizenli bir artis veya diisiis gostermemislerdir. Kontroliiyle karsilastirildiginda en iyi
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etkiyi %12 oraninda artis saglayan 75 mM tuz uygulanmis TG-8 izolati vermistir
(Cizelge 4.26 ve Sekil 4.25).

Cizelge 4.26. AsA miktar1 bulgular1 (ng/g doku)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 537.244.3 469.8 £7.0 524.0+£10.4 545.9+4.2
TG-4 518.9+11.3 465.1£7.6 515.0+4.2 532.9+7.7
TG-8 521.6+7.7 526.8+6.5 539.249.1 511.6+10.8
TG-12 587.9+12.0 497.0+8.9 542.1+£6.6 551.5+12.2
TG-20 473.8+£5.2 425.7£5.0 495.443.6 516.0£2.5

*+ standart hatayi ifade eder



117

750 - OKontrol BTG-4 750 - OKontrol BTG-8
% ab g, ab 1 aa E aqb ab a @ a .
< 500 - ¢ c = . c
o 3 = 500 A
20 B
o1 o
£ g
g 250 - g 250 -
E -
: :
= =
0 T T T 0 T T T
0 75 150 250 0 75 150 250
NaCl (mM) NaCl (mM)
=50 - OKontrol BTG-12 =30 - OKontrol BTG-20
- a ?
=
£ b d ¢ b b b E a b a
= 500 - ¢ 500 [(14d -
& U e
g g
g 250 - g 250 -
=
2 z
. .
0 T T T 0 T T T
0 75 150 250 0 75 150 250
NaCl (mM) NaCl (mM)

Sekil 4.25. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda AsA miktarina etkisi

*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore
p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.11. Prolin Miktarma Ait Bulgular

Kontrol bitkilerinde (0.0 mM) 20.45 pmol.g™ olan prolin miktari tuz uygulamalariyla
birlikte peryodik bir artis gostermistir (Cizelge 4.27 ve Sekil 4.26). Artan tuz
uygulamalarindan 75 mM tuz uygulamasi kontrolii ile karsilagtirildiginda %33’liik bir
artisla 27.14 umol.g™, 150 mM tuz uygulamasi %39’luk bir artisla 28.34 pmol.g™ ve
250 mM tuz uygulamasinda %50’lik bir artigla 30.58 umol.g'1 olarak bulunmustur. Tek
basina bakteri uygulamalarinda TG-4 ve TG-12 izolatlari prolin igeriginde kontrole gore
Oonemsiz bir azalisa neden olmusken, TG8 ve TG-20 izolatlarinda ise 6nemli (p<0.05)

artiglara neden olmuglardir. Bakteri+tuz uygulamalarinda TG-20 kontrole gore tiim tuz
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azalislara neden olmustur (Cizelge 4.27 ve Sekil 4.26).

Cizelge 4.27. Prolin miktar1 bulgular1 (umol/g taze doku)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 20.45+1.06 27.1440.20 28.34+0.44 30.58+1.01
TG-4 19.72+1.32 25.524+1.19 27.69+0.79 29.32+0.20
TG-8 22.534+0.50 25.5240.59 24.434+0.20 28.77+0.20
TG-12 20.08+0.39 20.99+1.14 23.52+0.75 27.68+0.52
TG-20 25.05+1.05 27.44+1.1 31.48+1.50 32.57+0.52

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.26. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin prolin miktari iizerine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.12. Klorofil a, Klorofil b ve Total Klorofil Miktar1 Bulgulari

Tek basmna tuz uygulamalari kontrole gore klorofil-a, klorofil-b ve total klorofil
miktarlarini artan tuzla birlikte istatistiki olarak onemli derecede (p<0.05) diistirmiistiir.
Sadece bakteri uygulanmis gruplar total klorofil, klorofil-a ve klorofil-b miktarlarin
kontrole gore istatistiki olarak énemli (p<0.05) oranda artirmuistir. Yalnizca TG-4 izolati
kontrole (0.0 mM) gore total klorofil miktarin1 degistirmezken klorofil b miktarini ise
%24 oraninda dislirmistir. Bakteri+tuz uygulanmis gruplar kontrolleriyle

karsilastirildiginda tiim tuz uygulamalarinda genel olarak klorofil a miktarinin artigina
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neden olmuslardir. Sadece 250 mM tuzda TG-4 izolat1 kontrole gore klorofil a miktarini
%S5 oraninda diistirmiistiir. Bakterili tuz uygulamalarinda klorofil a miktar1 bakimimdan
en iyi artislar 150 mM tuz uygulamasinda goriilmiis olup bu artiglar TG-4, TG-8, TG-12
ve TG-20 izolatlarinda sirasiyla %28, %41, %26 ve %22 oranlarinda olmustur (Cizelge
4.28 ve Sekil 4.27). Bakterili tuz uygulamalarinda klorofil b miktar1 bakimindan
kontrole gore TG-12 izolat1 150 ve 250 mM tuzda sirasiyla %36 ve %51, TG-20 izolat1
ise 250 mM tuzda %8 oraninda artis gostermistir. Diger bakteri uygulamalart ise
kontrollerine gore azalislara neden olmustur (Cizelge 4.29 ve Sekil 4.28). Total klorofil
miktar1 bakimindan bakterili tuz uygulamalari genellikle kontrole gore artig
gostermistir. Sadece 75 mM tuzda TG-20, 250 mM tuzda ise TG-4 ve TG-8 izolati
kontrollerine gore total klorofil miktarlarinda azalisa neden olmustur. Total klorofil
miktar1 bakimindan 6zellikle TG-12 izolat1 artan tuz uygulamalarinda (75, 150 ve 250
mM) sirastyla %21, %30 ve %22 oranlarinda artisa neden olmustur (Cizelge 4.30 ve
Sekil 4.29).

Cizelge 4.28. Klorofil-a miktar1 bulgular1 (mg/g doku)

NaCl (mM)
Gruplar
0.0 75 150 250

Kontrol 31.19+0.50 29.68+0.16 24.19+0.44 22.78+0.66
TG-4 36.00+0.52 34.86+0.62 30.87+0.10 21.60+0.29
TG-8 37.22+0.50 35.80+0.16 34.07+0.15 25.41+0.93
TG-12 41.92+40.35 40.19+0.06 30.51+0.65 23.90+0.34
TG-20 33.53+0.10 28.2040.35 29.56+0.57 24.24+0.41

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.27. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin klorofil a miktar1 iizerine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

Cizelge 4.29. Klorofil b miktar1 bulgular1 (mg/g doku)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 19.48+0.62 19.73+0.54 15.61+£0.36 13.27+0.31
TG-4 14.79+1.16 15.27 £0.19 10.42+0.44 9.75+0.23
TG-8 23.28+0.62 17.29+0.41 15.68+0.68 5.79+0.59
TG-12 24.66+0.04 19.64+0.28 21.25+0.09 20.10+0.23
TG-20 26.29+0.27 15.90+1.17 13.88+0.16 14.32+0.14

*+ standart hatayi ifade eder
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Sekil 4.28. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin Klorofil-b miktarina etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

Cizelge 4.30. Total klorofil miktar1 sonuglar1 (mg/g doku)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol 50.66+0.12 49.40+0.51 39.79+0.32 36.04+0.94
TG-4 50.77£0.63 50.12+0.71 41.28+0.39 31.34+0.51
TG-8 60.49+0.12 53.09+0.56 49.74+0.56 31.19+0.47
TG-12 66.56+0.39 59.81+0.34 51.75%+0.75 43.99+0.40
TG-20 59.80+0.36 44.09+0.91 43.42+0.73 38.54+0.44

*+ standart hatayi ifade eder
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Sekil 4.29. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin total klorofil lizerine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.13. Nitrat Rediiktaz (NR) Aktivitesi Sonuglari

NR aktivitesi sadece tuz uygulanmis gruplarda kontrole gore istatistiksel olarak 6onemli
oranda (p<0.05) artmustir. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NR aktivitesi 7.50 EU.g™
iken, 250 mM tuz uygulamasiyla bu deger %9’luk bir artisla 8.16 EU.g™ olarak
belirlenmistir. Kontrol bitkisinin koklerinde ise 8.86 EU.g™* olan NR aktivitesi 250 mM
tuz uygulamasiyla %6’lik bir artigla 9.53 EU. g'1 olarak bulunmustur. Bakteri ile beraber
tuz uygulamalar1 yaprakta NR aktivitesini genelde artirirken kokte ise Onemsiz
diisiislere neden olmustur (p<0.05). Ornegin 75 mM tuz uygulanmis bitki yapraklarinda
TG-4, TG-8, TG-12 ve TG-20 izolatlar1 kontrole gore sirastyla %14, %13, %32 ve %22
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oranlarinda artiga neden olmustur. Yine 150 mM tuz sartlarinda TG-4, TG-12 ve TG-20
izolatlar1 kontrol bitkisine gore sirasiyla %24, %29 ve %27 oranlarinda artig gosterirken
TG-8 izolat1 ise %2 oraninda bir azalig gostermistir. TG-12 ve TG 20 izolatlar1 250 mM
tuz kosullarinda artis gosterirken, TG-4 ve TG-8 izolat1 ise azalis gostermistir. Bakteri
uygulamalar1 tuzlu sartlarda kokteki NR aktivitesi miktarini Onemsiz seviyede

distirmistiir (Cizelge 4.31, 4.32 ve Sekil 4.30, 4.31)

Cizelge 4.31. Yaprakta NR aktivitesi bulgular1 (EU/g yaprak)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol  7.50+0.36" 7.74+0.37"8¢ 7.50+1.045° 8.16+0.52"°
TG-4 10.06+0.06"° 9.12+0.49°" 9.33+0.415° 6.87+0.44°
TG-8 9.41+0.06"° 9.00:£0.28"8" 7.38+0.63" 5.94+0.83"°
TG-12 11.05+0.10 10.59+0.04%%  9.65+0.03% 9.94+0.04
TG-20 10.00+0.05" 9.73+0.04°5%  9.49+0.05% 10.02+0.24"

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.30. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin yapraklarda NR aktivitesine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

Cizelge 4.32. Kokte NR aktivitesi bulgular1 (EU/g yaprak)

NaCl (mM)
Gruplar 0.0 75 150 250
Kontrol  8.86+0.13%% 9.21+0.09° 9.22+0.07° 9.53+0.03"
TG-4 9.060.17"82 8.86:+0.04%" 9.37+0.05" 9.15:+0.06"%"
TG-8 8.84+0.10°% 9.06:£0.0382 8.93£0.035"  9.12+0.01*"
TG-12  8.64+0.10%° 8.53+0.05%° 8.87+0.07°%°  9.06+0.16""
TG-20  9.03+0.05" 9.08+0.02" 9.05+0.03" 9.12+0.07"°

*+ standart hatay1 ifade eder
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Sekil 4.31. Tuz ve bakteri+tuz uygulamasinin kokte NR aktivitesi lizerine etkisi
*Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gore

p<0.05 6nem seviyesinde anlamsizdir

4.14. Proteinlerin SDS-PAGE ile Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Bir SDS-PAGE jelinde tiim tuz uygulamalarina ve bakteri+tuz gruplarina ait bulgularin
verilmesi miimkiin olamadigindan, bulgular jellerde her bir tuz uygulamasi i¢in ayri
gruplar halinde sunulmustur. Bakteri uygulamasi yapilmis ve yapilmamis bitki
yapraklarindan elde edilen SDS-PAGE jel sonuglar1 standart proteinlerle
kiyaslandiginda polipeptit molekiiler agirliklarinin yaklasik 35 ile 100 kDa arasinda
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.32. Tek basma bakteri izolatlar1 uygulanmis misir yapraklarina ait ¢oziinebilir
proteinlerinin profili

Sekil 4.32°de kontrol (0.0 mM) gruplarin polipeptit jel goriintiileri verilmistir.
Proteinlerin  SDS-PAGE  sonuglar1  standart proteinlerle  karsilastirildiginda,
polipeptidlerin biiytikliiklerinin yaklagik 35 ile 100 kDa arasinda oldugu goriilmektedir.
Bakteri uygulamalarinda meydana gelen bant kalinliklari, 6zellikle 50 ile 100 kDa
arasinda kontrole gore daha yogun oldugu goriilmiistiir. Kontrole gére 55 kDa olan bant
kalinligt TG-8 ve TG-12 izolatlar1 uygulamasiyla siddetini artirdigi, TG-4 ve TG-20
izolatlar1 uygulamalarinda ise siddetinde hafif bir azalma oldugu goriilmektedir. Ayrica
kontrolede 70 ile 100 kDa arasi bant siddetininde TG-4, TG-12 ve TG-20
uygulamalarinda siddetinin azaldig1 dikkat ¢gekmektedir.
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Sekil 4.33. Kontrol olarak 75 mM tuz ve bakteri+75 mM tuz uygulamasinin misir
yapraklarinda proteinlerin profili iizerine etkileri

Sekil 4.33’de 75 mM tuz uygulamas1 yapilmis kontrol ve bakteri+tuz gruplarin jel
elektroforez fotograflart sunulmustur. Genel olarak gruplarda 35 ile 100 kDa arasinda
bant olustugu goriilmiistiir. Kontrole gore 70 ile 100 kDa arasinda goriilen bant
siddetinin TG-8 ve TG-12 uygulamalarinda arttig1, TG-20 uygulamasinda ise azaldig1
dikkat ¢cekmektedir. Ayrica 35-40 kDa aras1 bantlar ile 55 kDa olan bandin siddetinin

kontrole gore tiim bakteri uygulamalarinda azaldig1 gortilmektedir.
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Sekil 4.34. Kontrol olarak 150 mM tuz ve bakteri+150 mM tuz uygulamasinin misir
yapraklarinda ¢6ziinebilir proteinlerinin profili lizerine etkileri

Sekil 4.34°de 150 mM tuz uygulanmis kontrol ve bakteri+tuz gruplara ait jel fotograflari
goriilmektedir. Genel olarak 40 ile 100 kDa arasinda bant olusumu gozlenmistir.
Kontrolede 55 ile 70 kDa arasi olusan bantlarin siddetinin bakteri uygulamalarinda
azaldig1 goriilmektedir. Kontrolde 40 kDa olan bant siddeti ise bakteri uygulamalarinda
arttigi goriilmektedir. Ayrica kontrole gore 40 ile 55 kDa arasinda TG-8, TG-12 ve TG-

20 bakteri uygulamalartyla yeni bant olusumu goriilmiistiir.
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Sekil 4.35. Kontrol olarak 250 mM tuz ve bakteri+250 mM tuz uygulamasinin misir
yapraklarinda ¢6ziinebilir proteinlerinin profili izerine etkileri

Sekil 4.35’de 250 mM tuz uygulanmis kontrol ve bakteri+tuz gruplara ait jel fotograflari
goriilmektedir. Genel olarak 35 ile 100 kDa arasinda bant olusumu goézlenmistir.
Ozellikle 55 ile 100 kDa arasinda diger tuz uygulamalarina gore daha fazla bant
olusumu goze carpmaktadir. Kontrole gore 40 kDa agirligindaki bant siddeti TG-4
uygulamasinda artmigken, TG-20’de ise azalmistir. Diger bakteri uygulamalarinda bant

siddetlerinde artis ve azalislar goriilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, Tuz Golii havzasinda yasayan bazi halofit bitkilerin rizosferlerinden izole
edilen halotolerant bakterilerin, musir bitkisinde tuz stresi toleransina etkileri
arastiritlmistir. Belirlenen hedeflere ulasmak i¢in bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler kullanilmistir. Amaca yonelik olarak, farkli konsantrasyonlarda (75, 150,
250 mM) tuz stresine maruz kalan misir yapraklarinda canlilik testi, lipid peroksidasyon
seviyesi, prolin ve ROT miktarlar1 incelenmistir. Ayrica enzimatik (CAT, SOD, POX,
APX ve GR) ve enzimatik olmayan (AsA ve GSH) antioksidanlarin seviyeleri ve
kok/govde uzunlugu, kuru madde agirligi, mineral (Na, K ve Ca) ve klorofil miktarlar
belirlenmistir. Bunlara ilave olarak yapraklarda ¢oziinebilir proteinlerin SDS-PAGE
profilleri ve kok ile yaprakta nitrat rediiktaz (NR) aktivitesi de degerlendirilmistir. Bu
parametrelerden elde edilen bulgularin degerlendirilmesine katki olmas1 amaciyla, izole
edilen bakteri izolatlarinin ACC deaminaz aktiviteleri ve azot fiksasyon yetenekleri de
arastirilmistir. Asagida elde edilen bulgular literatiir verileri ile birlikte degerlendirilmis
ve tartisilmistir. Tuz Goli havzasinin farkli lokasyonlarinda bakteri izolasyonu yapilan
bitkiler arasinda tek yillik (Petrosimonia nigdeensis, Salicornia europaea, Lepidium
perfoliatum L., Matricaria chamomilla, Thesium compressum, Consolida hellespontica
ve Panderia pilosa) iki yillik (Falcaria falcarioides ve Brassica elongata) ve ¢ok yillik
(Inula aucheriana, Hedysarum varium, Silene salsuginea, Halocnemum strobilaceum,
Peganum harmala, Achillea sieheana, Sphaerophysa kotschyana ve Puccinellia
convoluta) bitkiler bulunmaktadir. Kullanilan bitkilerin tiir gesitliliginin fazla ve farkli

olmasi, izole edilen bakteri tiir ve izolat ¢esitliligini de artirmistir.

Yapilan literatiir incelemelerinde Tuz Golii havzasinda rizobakteri izolasyonu igin
kullanilan bitkiler ile ilgili su ana kadar yapilmis benzer bir ¢alisma mevcut degildir.
Yapilan arastirmalar, genel olarak bu bitkilerinsistematik ve ekofizyoloji iizerine
olmustur (Masoudi et al. 2005; Tipirdamaz vd 2010; Soleimanpour et al. 2013; Zhang
et al. 2015). Ornegin Furtuna (2010), Tuz Golii ¢evresinde yetisen 30 endemik halofit
bitkinin tuza uyum mekanizmalari, fotosentetik pigment, organik ve inorganik madde

miktarlarindaki degisimleri inceleyen bir arastirma yapmustir. Incelenen parametre
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miktarlarinin 6zellikle son ¢igceklenme doneminde azaldigi bildirilmistir. Ayrica toprak
Ozelliklerinin bitkiye yansidigini ve bitki dagilimina etki ettigini bildirmisdir. Bununla
birlikte ¢alisilan halofit bitki tiirlerinin fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile alakali
arastirmalar da mevcuttur. Ornegin Peganum harmala bitki yapraklarindan elde edilen
ekstraktin antibakteriyal, antiviral ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir
(Hayet et al. 2010; Lamchouri 2014). Benzer sekilde yapilan bir arastirmada
Petrosimonia nigdeensis bitkisinin govde, yaprak ve kokiinden elde edilen Oziitiin
antimikrobiyal ve antifungal etkisin oldugu, bu nedenle gida ve ilag sanayide
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Oziisaglam et al. 2015). Tiirkiye i¢in endemik olan
Sphaerophysa kotschyana ile yapilan diger bir ¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda
(0.0, 150 ve 300 mM) tuz stresine maruz birakilan bitkide meydana gelen antioksidan
enzim miktarlar;, ROT seviyeleri ve oksidatif stres parametreleri degerlendirilmistir.
Sonuglar, bitkinin orta siddette (150 mM) tuza toleransli oldugunu gdstermistir
(Y1ldiztugay et al. 2013). Matricaria chamomilla hem geleneksel hem de modern tip
uygulamalarinda kullanilan bir bitki tiirli olmasi nedeniyle, mevcut bitkiler arasinda
literatiirlerde hakkinda en fazla calisma yapilmis ve bu baglamda 6zellikle bitkiden elde
edilen esensiyal yaglar kullanilmistir (Dadkhah 2010; Czepas et al. 2015). Shi et al.
(2015), Salicornia europaea bitkisinin rizosferinden ve rizosfer topragindan halofil
bakteri izolasyon ve identifikasyonunu gerceklestirmislerdir. Yapilan bir aragtirmada
Falcaria falcarioides bitkisinden elde edilen yagin igerigi incelenmistir (Masoudi et al.
2005). Puccinellia convoluta ile ilgili sadece taksonomik bir calisma mevcutken
(Bogdanovic et al. 2012), Thesium compressum ile ilgili hicbir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Bu calismada  halotolerant  bakteri  izolasyonu,  bitkilerin  rizosferinden
gerceklestirilmistir. Literatiirde bir¢ok calismada bitki koklerinden bakteri izolasyonu
yapilmis ve bu bakteriler diger bitkilerin biiyiime ve gelismesi amaciyla kullanilmistir.
Bu tip bakterilere bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) adi verilmistir
(Nadeem et al. 2006; Ansary et al. 2012; Zarmehri et al. 2013). Yapilan detayl literatiir
incelemelerinde, calismamizda kullanilan bakteri tiirleri iizerinde bu calismadakine

benzer bir arastirmaya rastlanilmamistir. Belirlenen bazi ¢alismalar da genellikle
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bakterilerin izolasyon ve identifikasyonu ile alakalidir (Haba et al. 2010; Jiang et al.
2013; Kheiralla et al. 2013). Bir bakterinin halotolerant veya halofit oldugunu test
etmek i¢in literatiirde Onerilen farkli tuz yogunluguna sahip besi yerleriyle yapilan
calismalara gore (Cizelge 3.2), izole edilen bakteri tiirleri halotolerant olarak
degerlendirilmistir. Bakterilerin ve onlara ait izolatlarin halotolerant olmasi, hem
mevcut ¢alisma i¢in, hem de potansiyel olarak tarimda kullanilabilmeleri i¢in 6nemlidir.
Ciinkii bu izolatlarin uygulanacagi bitki topraklarinin her zaman yiiksek tuz igerigine
sahip olamayacagindan, izolatlarin toprakta rekabet sanslarini artiracaktir. Diger taraftan
elde edilen izolatlarin 75, 150 ve 250 mM NaCl igeren kiiltiir sartlarinda gelismeleri,
caligmada kullanilan tuzlu ortamlarda da gelisebildiklerini gostermektedir (Cizelge 3.2).

Calismada farkli tuz kosullarinda yetistirilen misir tohumlarina inokiile edilen bakteri
izolatlari, kok ve govde uzunlugu iizerine genellikle olumlu etki yapmistir. Bakteri
uygulamalarindan o6zellikle TG-4, TG-8 ve TG-12 govde uzunlugunu tim tuz
uygulamalarinda kontrole gore artirmistir. Ancak kok uzunlugunda sadece TG-8 izolat1
kontrole gore tiim tuz uygulamalarinda kok uzunlugunda istatistiki olarak Onemli
olmayan artisa neden olmustur. (Cizelge 4.4, 4.5 ve Sekil 4.3, 4.4). Literatirde PGPR
grubu bakterilerle yapilan ¢alismalarda bakteri uygulamalarinin bitki kok ve govde
uzunlugunu artirdigina dair bilgiler mevcuttur. Ornegin, farkli kaynaklardan (toprak,
bitki gibi) izole edilmis bakteri 6rnekleri (Halomonas sp., Halobacillus sp.) tuz stresine
maruz kalmig Triticum aestivum (bugday) bitkisine uygulanmasi ile bitki uzunlugunda
ve kuru agirliginda artiglara neden olmustur (Rajput et al. 2013; Ramadoss et al. 2013).
Ayrica dokularda K*/Na®oranmi da artirmistir (Afrasayab et al. 2010). Benzer sekilde
tuz stresine ugramis nohut (Qurashi and Sabri 2012), tuz ve agir metal stresine tabi
tutulmus Sesuvium portulacastrum (Desale et al. 2014) ve sicaklik ile tuz streslerine
maruz kalmig mung fasulyesinde (Walpola et al. 2014) farkli PGPR bakterilerinin
uygulanmasi bitki kok ve govde uzunlugu ile kuru agirliklarinda artisa neden olmustur.
Bizim izolatlar igerisinde bu c¢alismalara en uygun veri TG-4, TG-8 ve TG-12

izolatlarindan elde edilmistir.
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Bulgulara gore, bakteri uygulamalari tuzlu kosullarda, tek basina tuz uygulanmis
kontrole gore, misirda kuru agirlik miktarint artirmistir (Cizelge 4.6, 4.7 ve Sekil 4.5,
4.6). Govde kuru agirlik bakimindan hemen hemen tiim bakteri uygulamalar1 kontrole
gore artiglar gostermis olmasina ragmen, kok kuru agirliginda bakteri uygulamalar1 ve
tuz uygulamalar1 degiskenlik gdstermistir. Ornegin TG-4 ve TG-8 tim tuz
uygulamalarinda kontrole gore kok kuru agirliginda artisa neden olmusken, TG-12
izolat1 150 ve 250 mM tuzda, TG-20 ise 75 ve 250 mM tuz uygulamalarinda artisa
neden olmustur. Farkli kaynaklardan elde edilen Pseudomonas sp. bakterileri tuzlu
sartlar altinda yetistirilen domates (Anitha and Kumudini 2014), bugday (Zahir et al.
2009) ve musir (Ahmad et al. 2014) bitkilerine inokiile edilmis ve inokiilasyon olmayan
kontrol gruplarina goére kok ve gévde kuru agirliklarinda artis kaydedilmistir. Bu
calismada ise bazi bakteri izolatlar1, 6zellikle gévde kuru agirlik iizerinde olumsuz etki
yapmustir. Ancak bu durum stres etkisinin kalmasina da isaret edebilir. Ciinkii tuzlu ve
kurak kosullarda, bir adaptasyon olarak, bitkilerde kok gelisimi artirilirken, govde
gelisimi distirilir. Bu etkiyi 6zellikle ABA hormonu uyarir. Stres etkisi kalkan
bitkilerde ise kok gelisiminin diisiiriildigii ve aksine govde gelisiminin artirildig:
belirlenmistir (Taiz and Zeiger 2008). Buna gore bazi izolatlarin misirda kok uzunlugu

ve kok kuru agirliginda diisiise neden olmasi, tuz stresi etkisinin azaltildigina isaret
edebilir.

Bircok stres faktoriinde oldugu gibi tuz stresinde de membran biitiinliigliniin zarar
gormesinden dolayr membran hasart (MH) meydana gelir. MH elektrik konduktivimetre
(EC) teknigiyle belirlenmektedir. Bu teste canlilik testi de denmektedir (Sese and Tobita
1998; Yagmur 2008; Babalik 2012). Tuz stresine maruz kalan bitkilerde membran
gecirgenliginin arttigina dair birgok aragtirma mevcuttur (Yagmur 2008; Kaya et al.
2010; Abd EI-Azeem et al. 2012). Kaya et al. (2013), tuz stresine maruz kalmis misir
bitkisinde MH’nin kontrol grubuna gore %100 oraninda artis sagladigin1 rapor
etmiglerdir. Bano and Fatima (2009), Rhizobium ve Pseudomonas tiirii bakterileri
inokiile ettikleri misir bitkilerini tuzlu sartlar altinda yetistirdiklerinde her iki bakterinin
ayr1 ayr1 inokiile edilmesi, MH ilizerine 6nemli bir etki yapmazken, birlikte inokiile

edildigi gruplarda ise MH kontrole gore dnemli derecede diismiistiir. Tuz stresine maruz
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kalmis misir bitkisine Glomus mosseae tiirli mantar inokiilasyonu yapilmis ve inokiile
edilmemis kontrol grubundan daha disiik seviyede MH miktar1 oldugu bildirilmistir
(Feng et al. 2002). Bu calismada artan tuz konsantrasyonlart misir yapraklarindaki
MH’n1 6nemli 6l¢iide artirmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7). Bakteri inokiile edilmis tim
uygulamalarda (0.0, 75, 150 ve 250 mM) kontrollerine gére MH’yi diistirmiistiir.
Sadece TG-4 izolat1 250 mM tuz uygulamasinda 6nemsiz bir artisa neden olmustur. TG-
4, TG-12 ve TG-20 izolatlar1 kontrollerine gére MH’n1 en fazla 150 mM tuz
uygulamasinda disiiriirken (sirasiyla %3, %17, %8), TG-8 ise 250 mM tuz
uygulamasinda %19’luk bir azalis gostermistir. Bakteri gruplari igerisinden tim tuz
uygulamalarinda kontrollerine gére MH’na en iyi etkiyi artan konsantrasyonlarda (75,
150 ve 250 mM) sirastyla %10, %12 ve %19 oraninda azalis gosteren TG-8 izolatinin
yaptig1 goriilmiistiir. Bu verilere gore bakteri izolatlarindan TG-4, TG-8, TG-12 ve TG-
20’nin MH {izerinde olumlu etki yaptiklar1 ve bu nedenlePGPR olma potansiyellerinin

oldugu ileri siiriilebilmektedir.

Literatiirlerde artan stresle birlikte bitki besin elementlerinin miktarlarinda gerek kok ve
gerekse de govdede degisimler meydana geldigini gdsteren bir¢ok arastirma mevcuttur
(Hamdia et al. 2004; Masour et al. 2005; Marulanda et al. 2010; Abd EI-Azeem et al.
2012). Tuzlu sartlara maruz kalan bitkilerde de kok ve govde dokularmda Na’
miktariin arttigi, aksine K* ve Ca® seviyelerinin diistiigli bircok calismada
belirlenmistir (Karlidag et al. 2013; Kaya et al. 2013). Artan Na" ise bitkide ozmotik ve
toksik etki yaparak hasara neden olmaktadir (Pardo and Quintero 2002; Tavakkoli et al.
2011). Bu nedenle 6zellikle toprak iistii dokularda Na* miktarinin toksik etkisi artan K*
iyonu ile giderilebilmektedir. K™ iyonu hem bir esas element hem de Na" gore artist
toksik degildir (Heidari and Jamshid 2010). Bu calismada artan tuz seviyelerinde kok ve
govdede Na" miktarinda énemli artislar belirlenmistir (Cizelge 4.9, 4.10 ve Sekil 4.8,
4.9). Ancak ayni tuz uygulamalari K* ve Ca™ iyonlarmin seviyesini govdede
disiiriirken, kokte ise artirmistir (Cizelge 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ve Sekil 4.10, 4.11,
4.12, 4.13). Bu sonug literatiir verileri ile uyumludur. Bakteri izolatlar1 uygulanmis
gruplarda ise farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin TG-4 ve TG-12 izolatlar1 gévdede

tuz uygulamalariyla artan Na® miktarim1 6nemli 6lciide diisiirmiistiir (Cizelge 4.9, 4.10
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ve Sekil 4.8, 4.9). Ayn1 bakteriler kokte ise anlamli sonug vermemisler ve genelde Na®
seviyesinde artislara sebep olmuslardir. Kokte sadece TG-8 izolati Na® miktarini
diisiirmiistiir. Yaprak dokularinda Na® iceriginin diisiiriilmesi ve koklerde artmast,
bitkinin tuz stresine verdigi 6nemli bir cevap olarak degerlendirilmistir. Kisaca, bakteri
izolatlarmin koklerde Na® iyonunun biriktirilmesine ve yukarilara yani gdvde
dokularima tasmmmasmin engellenmesine yol actigr diisiiniilmektedir. Diger taraftan
dikkat edilirse tek basmna tuz uygulamalari, kokte K* iyonunu artirirken govdede
diisiirmiistiir. Bu durum, tuz stresinin K™ mobilitesini etkiledigini ve yukar1 dokulara K*
taginimini engelledigini gostermektedir. Bakteri+tuz uygulamalarinda TG-4 ve TG-12
izolatlar1 gdvdede K" seviyesini diisiiriirken, TG-4 ve TG-12 artirmistir (Cizelge4.11 ve
Sekil 4.10). Kokte ise tiim izolatlar &zellikle yiiksek tuz seviyelerinde K™ iyonu
seviyesini disiirmiislerdir (Cizelge4.12 ve Sekil 4.11). Bu verilere gore, bakteri
uygulanmus gruplarda K* iyonunun kokten yukaridaki dokulara mobilitesinde bir artis
oldugu goriilmektedir. Goriildiigii gibi bakteri uygulamalar1 genelde tuz stresi etkisinin
tam tersini yapmistir. Bu durum uygulanan izolatlarin bitkide Na/K dengesini bitki
lehine gevirdiginin bir gostergesidir. Bilindigi gibi Ca*®de K* iyonu gibi esas bir
element olup, bitki yasami i¢in olduk¢a Onemlidir. Calismada artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak gévdede Ca*? tyonu diigmiis, ancak kokte ise onemli
oranda artmistir (Cizelge 4.13, 4.14 ve Sekil 4.12, 4.13). Bakteri uygulamalar ise
6zellikle 150 mM tuzda koklerde Ca*? iyonunu diisiiriirken, gévdede ise artirmistir. Bu
sonu¢ bakteri uygulamalarinin Ca' mobilitesini bitki lehine degistirdigini
gostermektedir. Literatiirde PGPR bakteri uygulamalarinda elementlerin igerigi kok-
gévde ayrimi yapilmadan genelde total olarak Olcililmiistiir. Yine de yapilan calismalar
bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Ornegin bir calismada, Bacillus megaterium
tuzlu sartlarda yetistirilen misir bitkisine inokiile edilmistir. Tuz uygulanmis kontrol
gruplarinda K* ve Ca*? miktarlarinda azalma, Na® miktarinda ise artma meydana
gelirken, bakteri uygulamalari K* ve Ca*? miktarlarimi artirmus, Na® miktarimi ise
diistirmiistiir. (Marulanda et al. 2010). Yapilan bir baska arastirmada Azotobacter
chroococcum inokiile edilmis musir bitkileri tuz stresine maruz birakilmistir. Artan tuz
konsantrasyonu kontrol bitkilerinde Na* iceriginde artisa neden olmusken bakteri
uygulamalari ise kok ve gévdede Na* miktarim azaltmistir. Ayrica bakteri uygulanmig

gruplar kok ve gdovdede K* iyonunda artisa neden olmuslardir. Bakteri inokiilasyonu
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koklerde Ca*? miktarin degistirmezken govdede ise artisina neden olmustur. Bakteri
inokiile edilen msir bitkilerinde K™ alimi artirilarak Na® alinimi azaltilmis ve boylece
K/Na orami artirtlmistir (Tapias et al. 2012). Nadeem et al. (2009), ACC deaminaz
igerigine sahip Pseudomonas sp., Enterobacter sp. ve Flavobacterium sp. rizobakterileri
ile yapmis olduklart bir arastirmada tuz stresi altindaki misir bitkilerine bu bakterileri
inokiile etmislerdir. Stres sartlar1 altindaki bitkilerde kontrolleri ile karsilastirdiklarinda
K" alimmnda artisa paralel olarak K/Na oraninda da yiiksek bir artis oldugunu
bildirmislerdir.

Tuz stresi nedeniyle igsel seviyeleri artan ROT’larin hiicre zarinda bulunan doymamis
yag asitlerinde oksidasyona (LPO) neden oldugu ve sonuc¢ta membranlarda bu
oksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid (MDA) miktarinin arttirdigina dair bir¢ok
arastirma mevcuttur (Baran 2011; Yildiztugay 2011; Karadag 2013; Mir et al. 2015).
Bu calismada da tuz stresi uygulamasinda artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak
MDA miktarinin ve dolayisiyla LPO seviyesinin arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.14). Diger taraftan, Abd El-Ghany et al. (2015), misir bitkisi kok rizosferinden
elde ettikleri Pseudomonas fluorescens, Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas putida
bakterilerini, tuz stresine maruz kalmis misir tohumlarina inokiile etmislerdir.
Kontroliiyle karsilastirildiginda MDA  miktarin1 en fazla diistiren Pseudomonas
fluorescens olarak belirlenmistir. Agir metal stresi uygulanmig misir bitkisine, stresin
etkisini azaltmak amaciyla Proteus mirabilis tiirii bakteri inokiilasyonu yapilmistir. Tek
basina bakteri uygulamasi normal sartlarda yetistirilen kontroliine gore MDA miktari
bakimindan bir degisiklige neden olmamistir. Fakat bakteri+metal stresi uygulamasi tek
basina metal stresi uygulanmis kontroliine gére MDA miktarinda 6nemli azalmalara
neden olmustur (Islam et al. 2014b). Benzer sonuglar tuz stresine maruz kalmis farkli
bitkilerde de séz konusudur. Ornegin tuzlu sartlar altinda yetistirilen cilek bitkisinde
stresin neden oldugu lipid peroksidasyonunu iyilestirmek i¢in bitkilere bakteri
kombinasyonu (Bacillus serius+Rhizobium radiobacter) ile mikorizal fungus (Glomus
sp.) hem ayr1 ayr1 hemde birlikte uygulanmistir. Artan tuz uygulamalartyla birlikte
MDA miktarinda meydana gelen artis uygulama yapilan gruplarda kontrol grubuyla
karsilastirlldiginda daha az olmustur. Farkli gilinlerde yapilan MDA miktari
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Ol¢iimlerinde bakteri, mikorizal fungus ve bakteri+mikorizal fungus uygulamalar
sonuglar1 degiskenlik gostermekle birlikte genel olarak ayri ayri1 yapilan uygulamalar
kombine yapilan uygulamalardan daha iyi sonuglar vermislerdir (Kog¢ 2015). Mevcut
literatiirler degerlendirildiginde yapilan ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir.
Bakteri uygulamalar1 tiim tuz sartlarinda MDA miktarini kontrollerine gore diistirmiistiir
(Cizelge 4.15 ve Sekil 4.14). MDA miktarinin azalmasina en fazla etkiyi TG-4, TG-12
ve TG-20 izolatlar1 yapmustir. Sadece TG-8 izolat1 75 mM tuz uygulamasinda kontrole
gore Onemsiz bir azalig gostermistir. Bu verilere gore, tuzlu kosullara maruz kalmis
misir bitkisine uygulanan bakteri izolatlarinin LPO seviyesini diistirdiigii ve bitkiyi
tuzun toksik etkisinden koruyabildigi ileri siiriilebilir. Bu sonu¢ ig¢sel element
miktarlarindan elde edilen sonuglarla uyum igindedir. Yukarida tuzlulugun LPO
seviyesini artirdigi ancak bakteri uygulamalarmin ise bu degeri diislirdiigi
belirlenmistir. Bu sonuca sebep olan en dnemli faktdrlerin basinda ROT seviyesinin
kontrolii gelir (Gill and Tuteja 2010). Bu nedenle MDA miktarinin yaninda hiicresel

ROT seviyelerinin de degerlendirilmesi 6nemlidir.

Bir ROT elemani olan H,0O; seviyesinin artmasi, bitkide stres varliginin bir gostergesi
oldugunu birgok arastirmaci rapor etmistir (Piotrovskii et al. 2011; Turan et al. 2013;
Yildiztugay et al. 2014). Bu calismada da tuz stresi uygulamasinda artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak musir yapraklarinda HO, seviyesinin arttigi
belirlenmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.15). Bu sonu¢ tuz stresi etkisinin bir
gostergesidir. Bakteri+tuz uygulamalart 1se o6zellikle 150 ve 250 mM tuz
uygulamalarinda H,O, miktarin1 kontrole gore diistirmiistiir (Cizelge 4.16 ve Sekil
4.15). Bu sonuca gore, caligilan bakteriler tuz etkisiyle artan H,O, miktarin1 diisiirerek
tuz stresi hasarini azalttig1 yorumlanabilir. Literatiirde yapilan ¢aligmayla birebir benzer
bir ¢alisma bulunamamistir. Ancak, Chen et al. (2014) domates tohumlarindan elde
ettikleri ACC-deaminaz aktivitesine sahip bakteri suslarini, domatese inokiile ederek
diisiik sicakliktaki etkilerini aragtirmiglardir. Stresin siddetine bagli olarak bitki
yapraklarinda artan H,O; miktari, bakteri uygulanan gruplarda uygulanmayanlara gore
daha az bulunmustur. Diisiik sicaklifa maruz bugday ve arpa bitkilerine inokiile edilen 4

farkli bakteri g¢esitleri de benzer sekilde kontrolle gore daha diisik H,O, olusumuna
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neden olmustur (Turan et al. 2013). Yaptigimiz ¢aligma literatiirlerdeki bulgulara benzer
sonuglar gostermistir. Kaya et al. (2015), iki farkli kiiltiir misirin1 tuz stresine maruz
birakmislardir. Stres her iki misir ¢esidinde de kontrole gore H,O, miktarlarinda 6nemli

artiglara neden olmustur.

Stres altindaki bitkilerde miktar1 artarak hiicrede ciddi hasarlara neden olan bir diger
ROT ise siiperoksit (0;") radikalidir (Yildiztugay et al. 2014). Tuzlu sartlar altinda (100
mM NaCl) yetistirilmis ayg¢icegi (Ali et al. 2013), pamuk bitkisi (Dong et al. 2014) ve
domates (Halo et al. 2015) yapraklarinda O," miktarlarinda artis meydana geldigi rapor
edilmistir. Iki farkli muisir genotipinde tuz stresinin vejatatif ve generatif evrelerdeki
etkilerini arastirmak i¢in bir ¢aligma yapilmustir. Bitkilerin O,” miktarlarinda her iki
evrede de artis meydana geldigi ancak generatif evredeki artisin vejetatif evredeki
artistan daha fazla oldugu rapor edilmistir (Kholova et al. 2010). Yapilan ¢alismada
artan tuz uygulamalari misir yapraklarinda O;" radikali miktarinda artis meydana
getirmistir (Cizelge 4.17 ve sekil 4.16). Bu sonug literatiir verileri ile uyumludur.
Bakteri+tuz uygulamalarinda ise 6zellikle TG-4, TG-8 ve TG-20 izolatlar1 O," radikali
miktarinda O6nemli miktarda azalmaya neden olmustur. Tiim bakteri uygulamalar
icerisinde artan tuzda (75, 150 ve 250 mM) O," radikali miktar1 bakimindan en iyi
sonucu sirastyla %23, %27 ve %29 oranlarinda azalis gosteren TG-20 izolati
gostermistir. Bu veriler, ¢aligilan bakterilerin tuz etkisiyle artan O, radikali seviyesini
diistirerek tuz stresi hasarim azalttigini gostermektedir. Ayrica O, radikali ve H,0,

bulgular arasinda bir uyum oldugu da goriilmektedir.

Herhangi bir stres faktoriiyle karsilasan bitkilerde hizla artan ROT miktarlarini
baskilamak ve siipirmek amaciyla bitki tarafindan enzimatik (CAT, POX, SOD, APX,
GR) veya enzimatik olmayan (Askorbik asit, GSH) antioksidanlar iiretilirler. Bitkilerde
H20,’i pargalayarak oksidatif hasara karsi savunma sisteminde onemli rol oynayan
enzimlerden birisi katalaz (CAT)’dir. Literatiirlerde tuz stresine maruz kalmis
bitkilerdeki katalaz degisimiyle alakali bir¢ok arastirma mevcuttur. Tuz stresine maruz
kalmis patateste (Rahnama and Ebrahimzadeh 2005) ve arpada (Seckin 2010) CAT

enzim aktivitesinin arttig1, semizotunda ise azaldig1 (Yazici et al. 2007) rapor edilmistir.
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Molazem and Bashirzadeh (2015a), sekiz farkli misir ¢esidine uygulamis olduklart 2
farkli tuz konsantrasyonlarinin (50 ve 10 mM NaCl) kontrole gore 3 tiirde katalaz
miktarlarim1  artirdigini, diger 5 tiirde ise stresin CAT miktarim1 azalttigini
bildirmislerdir. Gondim et al. (2010), tuzlu sartlarda yetistirdikleri misir bitkilerinde
CATaktivitesinin zamana bagli olarak artis ve azalislar meydana getirdigini rapor
etmislerdir. Mevcut calismada tuz uygulamalari kontrole goére CAT aktivitesinde
azalmaya neden olmustur (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.17). Ayrica aktivitedeki diistisler tuz
konsantrasyonlarinin artisina paralel olmustur. Bakteri+tuz uygulamalarinda ise diistik
tuz uygulamasinda (75 mM) kontrole gore tiim bakteri uygulamalarinda CAT aktivitesi
diiserken, 150 mM tuzda TG-4 izolati, 250 mM tuzda ise TG-4, TG-8 ve TG-12 izolat1
CAT aktivitesini artirmistir. Bu verilere gore bazi bakteri uygulamalari CAT aktivitesini
artirmig olsa da belirgin bir durum goriilememistir. Bir bitkinin strese cevap
mekanizmas1 ¢ok farkli yollarla olabilmektedir. Ornegin CAT enziminin substrati
(H20,) diger enzimler tarafindan veya enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan da
kullanilabilmektedir. Bu nedenle CAT aktivitesi {izerinde bakteri uygulamalarinin net
bir etkisinin goriilmemesi siirpriz degildir. Bu veriyi destekleyecek bazi caligmalar
bulunmaktadir. Ornegin, Abd El-Ghany et al. (2015), tuz stresine maruz kalmis misir
bitki yapraklarinda CAT aktivitesinin arttigini, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida ve Azotobacter vinelandii bakteri uygulamalarinin ise aktiviteyi disiirdiigiinii

bildirmislerdir.

Diger bir antioksidan enzim olan peroksidaz (POX) bulgulari incelendiginde, tuz
uygulamalar1 kontrole gore POX aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Cizelge 4.19
ve Sekil 4.18). Ayrica aktivitedeki diistisler tuz konsantrasyonlarinin artigina paralel
olmustur. Bakteri+tuz uygulamalarinda 75 mM tuz sartlarinda kontrole gére TG-8, TG-
12 ve TG-20 izolati POX enzim aktivitesini artirmigken, 150 mM tuzda tim
uygulamalar diislirmiis, 250 mM tuzda ise sadece TG-4 artis saglamistir. Tuz stresine
maruz kalmig semizotu bitkisinde artan tuz uygulamalarinin POX aktivitesini azalttig1
bildirilmistir (Yazici et al. 2007). Tuz stresine maruz kalmig musir bitkisi yapraklarinda
sadece tuz uygulanmig gruplarda POX aktivitesini artmistir. Misir bitkisi kok

rizosferinden izole edilmis Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve



141

Azotobacter vinelandii bakterileri uygulamasi normal (0.0 mM) ve diisiikk (35 mM) tuz
uygulamalarinda kontrole goére POX aktivitesini artirmigken, yiiksek (70 mM) tuz

uygulamalarinda ise diistise neden olmustur.

Stiperoksit radikalini (Oz¢"), hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene ¢evirebilen
SOD, oksidatif strese kars1 ilk savunma hatt1 olarak adlandirilan reaksiyonu katalizler
(Guemouri et al. 1991; Minibaeva and Gordon 2003; Roach 2009). Stres sartlar1 altinda
SOD enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler bircok arastirmaci tarafindan rapor
edilmistir (Yazici et al. 2007; Yildiztugay 2011; Karadag 2013). Tuz stresi altindaki iki
gesit ayciceginde, tuzluluk kontrole gore bir grupta SOD aktivitesini artirirken diger
grupta ise azalmaya neden olmustur (Naz and Bano 2013). Benzer sekilde 2 ¢esit arpa
varyetesi ile yapilan bir ¢alismada tuzlu kosullar altinda cesitlerden birisinde kontrole
gore SOD aktivitesi artan tuz siddetiyle beraber artarken diger grupta ise azalma
meydana gelmistir (Segkin 2010). Tuna et al. (2013), 125 mM NaCl tuz uyguladigi
musir bitkilerinde SOD aktivitesi miktarinin kontrole gore diisiik oldugunu bildirmistir.
Neto et al. (2006), biri tuza hassas digeri toleransli iki misir varyetesine 100 mM tuz
uygulamiglardir. Kontrolleriyle karsilastirildiginda bitki yapraklarinda daha fazla
miktarda SOD aktivitesi meydana geldigini bildirmislerdir. Tuza hassas olan bitki
yapraklarinda SOD aktivitesi kontrole gore %21 oraninda artis gosterirken, tolerant
tirde bu artig orant %42 gibi bariz bir farkla ortaya ¢ikmistir. Mevcut ¢alismada tek
bagina bakteri uygulamalari kontroliiyle karsilastirildiginda SOD aktivitesini artirmigtir
(Cizelge 4.20 ve Sekil 4.19). Sonuglar literatiir verileri ile uyum i¢indedir. Bakteri+tuz
uygulamalarinda da izolatlar kontrole gore SOD aktivitesini tiim tuz uygulamalarinda
artirmigtir. SOD  aktivitesinin, bakteri uygulamalar1 ile artmasi bitkini tuz stresine
cevabinda 6nemli bir adimdir. Ciinkii SOD, metabolizmada ilk {iretilen ROT bilesigi
olan Oy radikalini siipiiriir. Benzer bir ¢alismada Islam et al. (2014a), agir metal
stresine tabi tuttuklar1 bugday bitkisinde, Pseudomonas aeruginosa uygulamasinin SOD
aktivitesini artirdigin1 rapor etmistir. Tuzlu kosullar altinda yetistirilen patlican
bitkisinde artan tuz uygulamasi (0.57, 1, 2 ve 3 g NaCl) SOD aktivitesini diigtirmiistiir.
Bakteri uygulanmig (Pseudomonas sp.) bitkilerde ise SOD aktivitesi kontrole gore
yiiksek olmustur (Fu et al. 2010). Ullah and Bano (2015), Suaeda fruticosa (Cirim otu)
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halofit bitkisi rizosfer topragindan izole ettikleri PGPR grubu Bacillus sp. ve
Arthrobacter pascens bakterilerini hem ayr1 ayr1 hem de birlikte misir bitkisine inokiile
etmislerdir. Kontrolleriyle Kkarsilastirildiginda inokiile edilmis gruplarda SOD

aktivitesinin daha fazla arttigin1 bildirmislerdir.

ROT’larmn siipiiriilmesinde ve hiicrelerin korunmasinda gorev alan bir diger 6nemli
enzim ise askorbat peroksidazdir (APX) (Gill and Tuteja 2010). Iki farkli piring
cesidinde artan tuz miktar1 koklerde APX aktivitesini artirmistir (Demiral and Tiirkan
2005). Ancak tuz stresine maruz kalmis semizotu bitkisinde normalde yiiksek olan APX
aktivitesinin artan tuz siddetiyle birlikte azalis gosterdigi rapor edilmistir (Yazici et al.
2007). Igbal (2014), oksin iiretme yetenegine sahip Pseudomonas fluorescens ve
Serratia proteamaculans bakterilerini musir Dbitkisine inokiile etmistir. Artan
konsantrasyonlarda (1.63, 4, 8 ve 12 dS/m) tuz uygulamasi hem kontrolde hem de
bakteri uygulamalarinda APX aktivitesinde artisa neden olmustur. Bakterilerden
ozellikle Pseudomonas fluorescens uygulanan bitkilerdeki APX aktivitesi artis1 gerek
tek basina Serratia proteamaculans uygulamasindan gerekse Pseudomonas fluorescens
ve Serratia proteamaculans birlikte uygulanmasindan daha fazla APX iiretimine neden
olmustur. Bununla birlikte bakteri uygulanmis gruplarin tamami tim tuz
konsantrasyonlarinda kontrol grubundan daha az miktarda APX aktivitesi artisina neden
olmustur. Bu sonuglar mevcut calismayr desteklemektedir. Bu c¢alismadaki (APX)
bulgular1 incelendiginde, tuz uygulamalar1 kontrole goére APX aktivitesini dnemli
seviyede distirmiistiir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.20). Ayrica gerek normal sartlarda
yetistirilen  bitkilere uygulanan bakterili gruplarda ve gerekse bakteri+tuz
uygulamalarinda kontrole gore APX aktivitesinde diisiis gerceklesmistir. Ozetle bakteri
izolatlar1 da aktiviteyi diistirmiistiir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.20). Naseem and Bano
(2014), musir bitkisine kurak ve yar1 kurak alanlardan izole ettikleri Proteus penneri,
Pseudomonas aeruginosa ve Alcaligenes faecalis bakterilerini inokiile etmislerdir.
Kurakliga maruz kalmig bitki yapraklarinda APX aktivitesinin  distiigiinii
bildirmiglerdir. Yapilan ¢aligmadan da benzer sonuglar elde edilmistir. Ancak halofit
bitki rizosfer topragindan izole edilen PGPR grubu Bacillus sp. ve Arthrobacter pascens
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bakterilerinin inokiile edildigi misir bitkilerinde APX miktarlarinda genel olarak artis

gerceklestigi bildirilmistir (Ullah and Bano 2015).

Yapilan ¢alismalarda glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi tek basina tuz uygulamalarinda
artan tuz konsantrasyonuyla birlikte kontroliine gore artis gostermistir (Cizelge 4.22 ve
Sekil 4.21). Su stresine tabi tutulmus fasulye (Tirkan et al. 2005) ile tuz stresine maruz
kalmis semizotu (Yazici et al. 2007) ve Centaura sp. bitkileri (Yildiztugay 2011) ve
selenyum uygulanmis hashas bitkilerinde (Karadag 2013) GR aktivitesi kontrol
gruplarina gore artis gostermistir. Bu veriler mevcut sonuglari desteklemektedir.
Bakteri+tuz uygulamalarinda 150 mM tuz uygulanmis TG-12 ve TG-20 izolatlar1 harig
diger tiim bakteri uygulamalari artan tuz konsantrasyonlarinda kontrole gére GR enzim
aktivitesini artirmiglardir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.21). Literatiirlerde tuz stresi
kosullarinda PGPR grubu bakteri uygulamasi sonrasi GR enzim aktivitesindeki
degisimlerle alakali herhangi bir arastirma bulunamamistir. Bu nedenle bulgular

literatiir icin Onemli bir veri olacag diisiiniilebilmektedir.

ROT firilinleriyle dogrudan reaksiyona girerek serbest radikalleri etkisizlestirmeyi
saglayan bir diger antioksidan glutatyondur (GSH). Calismada artan tuz
konsantrasyonuna paralel olarak kontrole gore tuz uygulamalarinda total GSH miktari
artmistir (Cizelge 4.23 ve Sekil 4.22). Yapilan bazi c¢alismalarda da tuz stresi
uygulanmis misir (Keyster et al. 2012), fasulye (Khan et al. 2010) ve 1spanak (Ning et
al. 2015) bitkilerinde GSH igeriginin arttig1 bildirilmistir. Bu antioksidan seviyesinde
artig bitkinin tuz toksitesini bertaraf etmek igin olusturdugu bir cevap olabilir. Normal
kosullar altinda biiyiitiilen bitkilere bakteri uygulamasi da kontrole gore total GSH
miktarini artirmigtir. Bakteri+tuz uygulamalarinda 150 mM tuz uygulanmig TG-4 grubu
ile 250 mM tuz uygulanmig TG-12 grubu disinda tiim bakteri uygulamalar1 total GSH
miktarini kontrole gore artirmistir (Cizelge 4.23 ve Sekil 4.22). Ahmad et al. (2015), tuz
stresine maruz kalmis hardal bitkisine, stresin etkilerini azaltmak i¢in Trichoderma
harzianum mantar1 inokiile etmiglerdir. Tuz uygulamasmin kontrole gore GSH
miktarinda artis saglamis oldugu bitkilerde, mantar inokiilasyonunun GSH miktarini

daha fazla artirdigi tespit edilmistir. Elde ettigimiz sonuglarin literatiir ile uyum
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icerisinde oldugu degerlendirilebilir. Bununla birlikte elde edilen sonug literatiir igin

yeni bir veridir.

Calismada normal sartlarda yetistirilen bitkilerin bakteri uygulamalar1 genel olarak total
AsA ve yiikseltgenmis AsA (DHA) miktarlarinda artisa neden olmusken, indirgenmis
askorbat (AsA) miktarlarinda ise azalmaya neden olmustur (Cizelge 4.24, 4.25, 4.26 ve
Sekil 4.23, 4.24, 4.25). Tek basina tuz uygulamalar1 total ASA ve DHA miktarlarini
artirirken indirgen AsA lizerinde anlamli bir etki yapmamistir (Cizelge 4.24, 4.25, 4.26
ve Sekil 4.23, 4.24, 4.25). Bakteri+tuz uygulamalarinda total AsA miktar1 Ozellikle 250
mM NaCl’de bakterilerin tamamu tarafindan kontrole gore artirmistir. DHA miktar ise
bakteri+tuz uygulamalarinda kontrole gore tiim konsantrasyonlarda artmistir (Cizelge
4.25 ve Sekil 4.24). AsA miktar1 bakimindan bakteri uygulamalari kontrollerine gore 75
ve 150 mM tuz uygulanmis TG-8 ve TG-12 ile 250 mM tuz uygulannmug TG-12
haricinde genelde diisiise neden olmustur. Literatiirlerde yapilan calismayi destekler
nitelikte arastirmalar mevcuttur. Shan et al. (2014), 100 mM NaCl stresine maruz
biraktiklar1 misir bitkisinde AsA/ DHA oraninin tuz uygulanmis gruplarda kontrole gore
daha diisiik oldugunu rapor etmistir. Agir metal stresine maruz kalmig musir (islam et al.
2014b) bitkisine Proteus mirabilis bakteri uygulamas: ve bugday (islam et al. 2014a)
bitkisine Pseudomonas aeruginosa bakteri uygulamalar1 kontrol grubuna gore stres
altinda askorbik asit i¢erigini artirmislardir. Benzer sekilde tuzlu kosullar altinda misir
bitkisinde (Keyster et al. 2012; Tuna et al. 2013) askorbat icerigi kontrol grubuna gore
artis gostermistir. Ahmad et al. (2015), tuzlu sartlar altinda yetistirilen hardal bitkisini
Trichoderma harzianum mantar1 ile enfekte ettikten sonra, askorbat igeriginde mantar
verilmemis kontrol grubuna gore artis gergeklestigini rapor etmislerdir. Shereefa and
Kumaraswamy (2016), Alternaria sesami (Kawamura) inokiile ettigi yabani ve kiiltiir
susam bitkisinde AsA/DHA oranindaki degisimi 24 giin boyunca takip etmistir. Ol¢iim
yapilan giinlerde yabani tiirde daha fazla AsA ve DHA miktar1 tespit edilmistir.
AsA/DHA oranlar1 farkli giinlerdeki dl¢iimlerde degiskenlik gostermekle birlikte her iki
tiirde de yiiksek olmustur.



145

Prolin o&zellikle tuzluluk gibi stresli kosullar altinda bitki hiicrelerinin ozmotik
diizenlemesini saglamada onemli bir rol oynayan ozmoregiilatdrlerdendir (Roy and
Chakraborty 2014). Literatiirlerde tuz stresine maruz kalmis misir bitkilerinde prolin
diizeylerinin arttigin1 gosteren bir¢ok arastirma mevcuttur (Mansour et al. 2005; Turan
et al. 2009; Kaya et al. 2010). Molazem and Azimi (2015b), tuz stresine maruz
biraktiklari sekiz farkli misir bitkisinde prolin miktarlarinin normal sartlarda yetistirilen
bitkilere gdre dnemli derecede arttigini rapor etmislerdir. igbal (2014), Pseudomonas
fluorescens ve Serratia proteamaculans bakterilerini musir bitkisine inokiile ederek
artan konsantrasyonda tuz stresi uygulamistir. Tuzun artmasiyla birlikte prolin
miktarlarinda da artiglar gerceklesmis, fakat bakterilerin ayr1 ayr1 veya birlikte
uygulanmasi tiim tuz konsantrasyonlarinda prolin miktarini kontrole gére artirmamuistir.
Yapilan bu aragtirmanin sonucu galismayla uyum igerisindedir. Calismada tek basina
tuz uygulamasi kontrole gore yapraklarda prolin miktarini 6nemli seviyede artirmigtir
(Cizelge 4.27 ve Sekil 4.26). Bu veriler literatiire uygundur. Bakteri+tuz
uygulamalarinda TG-20 kontrole gore tiim tuz uygulamalarinda prolin miktarinda artig
saglamigken diger bakteri uygulamalar ise azaliglara neden olmustur. Baz1 ¢alismalarda
Pseudomonas sp. ve Rhizobium sp. inokiile edilmis misir bitkileri tuz stresine tabi
tutulmuslardir. Her iki bakterinin birlikte uygulanmasi kontrol bitkisine goére prolin
miktarinda 6nemli artisa neden olmustur (Bano and Fatima 2009). Hamdia et al. (2004),
Azospirillum brasilense bakterisi inokiile ettigi iki farkli misir ¢esidini tuzlu kosullar
altinda yetistirmistir. Sonuglar degerlendirildiginde artan tuz konsantrasyonunun bitkide
prolin artisina neden oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar TG-20 izolatindan elde
edilen bulgular1 desteklemektedir. Ancak diger izolatlar aksine prolin igerigini
diistirdiiklerinden dolay: literatiire uymamaktadir. Bu PGPR bakterilerinin tuz stresine
toleransta farkli mekanizmalar1 ve yollar1 kullandiklarimi gosterebilir. Bu olaym

aydinlatilmasi i¢in daha spesifik caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Tuz stresinden etkilenen ana metabolik yollardan birisi olan fotosentetik sistem, stresin
bitkiler {izerindeki etkilerini anlamak icin siklikla bagvurulan bir yoldur. Mevcut
calismada artan tuz konsantrasyonunun Klorofil miktarini 6nemli Olglide azalttigi
belirlenmistir (Cizelge 4.28. 4.29, 4.30 ve Sekil 4.27, 4.28, 4.29). Tek basina tuz
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uygulanan bitkilerin yapraklarindaki klorofil-a, klorofil-b ve total klorofil miktarlari
normal sartlarda yetistirilen bitkilere gore 6nemli oranda diigsmiistiir (Cizelge 4.28. 4.29,
4.30 ve Sekil 4.27, 4.28, 4.29). Sadece 75 mM tuz uygulamasinda Klorofil b miktarinda
Oonemsiz bir artis olmustur. Bakteri uygulamalari normal sartlardaki bitkilerde total
klorofil ve klorofil-a miktarin1 genelde kontrole gore artirmistir. Klorofil-b miktarlarini
iIse TG-4 izolat1 haricinde diger izolatlar artirmistir. Bakteri+tuz uygulamalarinda TG-4,
TG-8 ve TG-12 izolatlar1 kontrole gore total klorofil miktarmi 75 ve 150 mM tuzda
artirirken, TG-20 izolat1 150 ve 250 mM tuzda artirmistir. Ozellikle TG-12 izolat1 tiim
tuz konsantrasyonlarinda total klorofil miktarini kontrole gore artirmistir. (Cizelge 4.30
ve Sekil 4.29). Klorofil-a miktar1 bakimindan TG-8 ve TG-12 izolati tim tuz
konsantrasyonlarinda, TG-4 75 ve 150 mM tuzda, TG-20 ise 150 ve 250 mM tuzda
kontrole gore artis gerceklestirmistir (Cizelge 4.28 ve Sekil 4.27). Klorofil-b miktarinda
ise 150 mM tuzda TG-8 ve TG-12, 250 mM tuzda ise TG-12 ve TG-20 izolatlar
kontrole gore artis gostermistir (Cizelge 4.29 ve Sekil 4.28). Stres sartlar1 altinda
klorofil miktarindaki degisimlerle alakali bircok arastirmaci tarafindan calismalar
yapilmistir (Yagmur 2008; Turan et al. 2009; Kaya et al. 2010; Babalik 2012; Karadag
2013). Tuzlu kosullarin misir bitkisinde klorofil miktarlari {izerine olumsuz etki yaparak
azalmalara neden olduguna dair literatiirlerde birgok arastirma mevcuttur (Hamdia et al.
2004; Nadeem et al. 2006; Bano and Fatima 2009; Gondim et al. 2013; Tuna et al.
2013). NaCl, MgCl, ve CaCl, tuzlarindan olusmus tuz soliisyonu ile sulanmig misir
bitkilerinde klorofil igeriginde 6nemli azalmalar meydana geldigi bildirilmistir (El-
Sayed 2011). Tuz stresine (100 mM) maruz kalmis misir bitkisinde klorofil a ve klorofil
b miktarlarinda kontrole gore dnemli oranlarda azalma meydana geldigi rapor edilmistir
(Kaya et al. 2010). Ayrica bugday (Zahir et al. 2009; Nia et al. 2012; Zarea et al. 2012),
fasulye (Sadak et al. 2013) ve Arabidopsis thaliana (Zhang et al. 2015) gibi bitkilerin
tuz stresine maruz kalmalari sonucu klorofil miktarlarinda 6nemli oranlarda azalmalar
meydana geldigi literatirde mevcuttur. Agir metal stresine maruz kalmis bugday
bitkilerine Pseudomonas aeruginosa bakteri uygulamasi kontrol bitkilerine gore total
klorofil, klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinda artisa neden olmustur (Islam et al. 2014a).
Tuzlu sartlarda yetistirilen misir bitkisine Pseudomonas sp. ve Rhizobium sp. birlikte
uygulamasinin kontrol grubuna gore klorofil icerigini 6nemli oranda arttirdigi rapor

edilmistir (Bano and Fatima 2009). Abdelghany et al. (2015), tuz stresine maruz
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biraktiklari misir bitkisine Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve
Azotobacter vinelandii bakterilerini uygulamis, sonugta kontroliine gore klorofil
iceriginin arttigin1 bildirmislerdir. Ozellikle TG-12’nin klorofil {izerine olumlu etki

yapan bir PGPR oldugu ileri siirtilmiistiir.

Nitratin amonyuma indirgenmesinde ilk ve kilit rol oynayan nitrat rediiktaz enzimi
(NR), cevresel faktorlere ve ozellikle de tuz stresine karsi asir1 duyarlidir (Reda et al.
2011). Sicaklik, su kullanilabilirligi CO, seviyesi ve 151k yogunlugu gibi g¢evresel
faktorler aktivitesini etkileyebilir (Shaner and Boyer 1976). Literatiirde tuz stresine
maruz kalmis misir bitkilerinde NR aktivitesinde meydana gelen degisimlerle ilgili
birgok arastirma mevcuttur (Khan and Srivastava 1998; Abdelbaki et al. 2000; Akram
2013). Farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 100 ve 200 mM NaCl) tuz kosullarinda
yetistirilen misir bitkileriyle ilgili yapilan bir ¢aligmada artan tuz seviyesi yapraklarda
NR aktivitesini diisiiriirken koklerde ise artisa neden olmustur. lyilestirici olarak
kullanilan salisilik asit uygulamasi kontrole gore yaprak ve koklerdeki NR aktivitesini
artirmistir (Gautam and Singh 2009). Akram (2014), tuz stresine maruz biraktig: iki
farkli misir varyetesinde tek basina tuz uygulamasinin yapraklarda NR aktivitesini
diistirdligiinii, iyilestirici faktor uygulamasiyla birlikte NR aktivitesinde kontrole gore
artts meydana geldigini bildirmistir. Singh et al. (2010), Paenibacillus polymyxa
uygulanmis musir bitkilerinde kontrole gore NR aktivitesinde artis oldugunu
bildirmistir. Bir diger arastirmada tuz stresi altindaki iki ¢esit misir bitkilerine PGPR
grubu Azospirillum brasilense bakterisi inokiile edilmistir. Normal sartlarda yetistirilen
bitkilerde kok ve yapraklarda NR aktivitesi yliksekken tuz uygulamasiyla birlikte diisiis
oldugu kaydedilmistir. Ayrica her iki musir ¢esidinde de PGPR bakteri uygulamasi
kontrole gore NR aktivitesinde artislar gostermistir (Hamdia et al. 2004). Tek basina tuz
uygulamast kok ve govdede NR aktivitesinde genel olarak Onemsiz artiglara neden
olmustur (Cizelge 4.31, 4.32 ve Sekil 4.30, 4.31). Normal sartlarda yetistirilen bitkilerin
bakteri uygulamalar1 kontrole gére yaprakta artis saglarken kokte ise TG-4 ve TG-20
artig, TG-8 ve TG 12 ise azalis saglamistir. Bakteri+tuz uygulamalarinda yaprakta 150
mM tuzda TG-8, 250 mM tuzda ise TG-4 ve TG-8 kontrole gére NR aktivitesini

diistirmiisken, diger tim tuz konsantrasyonlarinda bakteri uygulamalar1 aktiviteyi
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artirmigtir. Kokte ise bakteri+tuz uygulamalarinda 150 mM tuz uygulanmis TG-4
diginda tiim bakteri uygulamalar1 kontrole gore NR aktivitesini diisiirmistiir. Elde
edilen veriler literatiirle tam olarak ortiismemektedir. Bunun sebebi uygulanan tuz
dozlarinin veya musir bitki ¢esidinin farkli bir tepkisi olabilir. Bu konuda ayrintili
caligsmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Clinkii NR aktivitesini etkileyen pek c¢ok faktor

bulunmaktadir.

Stres kosullarinda bitkilerde seviyesi artan bir diger organik madde ise etilen
hormonudur. Etilen stres sartlarinda o©nciil maddesi olan aminosiklopropan
karboksilatdan (ACC) sentezlenir. ACC, ACC oksidaz enzimi vasitasiyla etileni
meydana getirir (Hontzeas et al. 2005). Baz1 PGPR’lerin ACC deaminaz sentezleyerek
etilen olusumunu engelledigi ve bu sayede stres sartlarinda bile bitki biiyiimesini tesvik
ettigi literatiirlerde mevcuttur (Siddikee et al. 2010; Glick 2012; Walpola et al. 2014;
Belimov et al. 2015; Hassan et al. 2015). Tuz stresine maruz kalmis salatalik (Gamalero
et al. 2009), bugday (Zahir et al. 2009; Rajput et al. 2013), patlican (Abdelazeem et al.
2012), fasulye (Ahmad et al. 2012) ve domates (Tank and Saraf 2010; Sadrnia et al.
2011) bitkilerinde ACC deaminaz aktivitesine sahip bakteri uygulamalarinin etilen
tiretimini indirgeyerek stres sartlar1 altinda bitki bliylimesini tesvik ettigi bildirilmistir.
Ahmad et al. (2014), tuzlu sartlarda yetistirilen musir bitkisine ACC deaminaz
aktivitesine sahip Pseudomonas fluorescens ve Enterobacter aerogenes bakterileri
uygulamiglar ve bitki biiylimesinde inokiilasyon yapilmamis kontrole gore artis
oldugunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte ACC deaminaz {iretebilen her bakterinin
bitki gelisimini artirmada etkili olamayacagi da bildirilmistir (Dey et al. 2004). Mevcut
caligmada kullanilan izolatlardan TG-4 ACC deaminaz iiretmezken, TG-8, TG-12 ve
TG-20 ise ACC deaminaz bakimindan pozitif oldugu bulunmustur.

Azot fiksasyonu bakimindan calisilan izolatlardan TG-8 negatif 6zellik gosterirken TG-
4, TG-12 ve TG-20 ise pozitif 6zellik gostermistir. Bu durum nitrat rediiktaz aktivitesi
sonuglariyla da ortlismektedir. Nitekim azot fiksasyonu pozitif olan 6zelliklede TG-12

ve TG-20 izolatlarmin uygulandigi bitkilerin yapraklarinda nitrat rediiktaz enzim
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aktivitesi azot fikse edemeyen TG-8 izolatinin uygulandig1 bitki yapraklarindan daha

fazla olmustur (Cizelge 4.3).

Stres sartlarinda bitki yapraklarindan elde edilen ekstraktin proteinleri SDS-PAGE’de
yiriitildiiglinde meydana gelen bantlarda degisim oldugunu gosteren caligmalar
literatiirlerde mevcuttur (Mutlu 2009b; Karali et al. 2012; Muneer et al. 2014). Tuzlu
kosullar altinda yetistirilen musir bitkisinde de farkli bant olusumlarini gosteren
arastirmalar bulunmaktadir (Mueller et al. 2003; Bastias et al. 2013; Zhang et al. 2015).
Farkli konsantrasyonlarda (0.0., 50, 100 ve 150 mM NaCl) tuz stresine maruz kalmis
musir (Zea mays L.) bitkisi yapragina ait proteinler SDS-PAGE’de yiiriitiildiigii zaman,
tuzlu kosullarda daha fazla bant olustugu gorilmiistiir (Beltagi 2008). Yapilan
caligmada normal sartlara gore, artan tuzlu kosullarda bantlarin siddetinde genel olarak
artts meydana gelmistir (Sekil 4.32, 4.33, 4.34 ve 4.35). Ozellikle 150 mM tuz
uygulamasiyla birlikte TG-8, TG-12 ve TG-20 izolatlar1 uygulanmis gruplarda 45
kDa’luk yeni bant olusumu gergeklesmistir. Diger tuz uygulamalarinda ise
kontrolleriyle Kkarsilastirildiginda bakteri uygulamalari sonucunda bant siddetinde

artmalar ve azalmalar meydana gelmistir (Sekil 4.34).

Arastirmadan elde edilen sonug ve oneriler;

1. Tirkiye’de ilk kez Tuz Goli havzasinda yasayan bazi halofit bitki koklerinden
halotolerant rizobakteriler izole edilmistir. Bu bakterilerin ACC deaminaz aktivitesi ve
azot fiksasyon yetenekleri belirlenmistir.

2. Izole edilen bakteri izolatlar1 misir tohumlarina inokiile edilmis ve tuzlu kosullarda
misirda bir¢cok biiylime ve fizyolojik parametreler iizerinde olumlu etki yaptigi
belirlenmistir. Bu nedenle izole edilen bakteri izolatlarinin PGPR potansiyeline sahip
bakteriler oldugu degerlendirilmistir.

3. Bakteri uygulamalar1 genel olarak bitki kok ve govde kuru agirhigr ile bitki
uzunlugu iizerinde olumlu etki yapmustir.

4. Bakteri uygulamalari tuz stresiyle birlikte kok ve govdede Na/K ve Ca

seviyelerinde olumlu etkiler gostermislerdir. Bakteri uygulamalari tuz uygulanmis
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misirda membran hasarin1 azaltarak yapraklarda canlilik oraninda artiglara neden
olmustur.

5. Bakteri uygulamalar1 tuzun membranlar iizerindeki olumsuz etkisini azaltarak LPO
seviyesinde azalmaya, bunun sonucunda da bitkinin strese karsi toleransinin artmasina
neden olmustur.

6. H,O, ve O, gibi ROT tiirlerinin miktarlarinin bakteri uygulamalariyla
diisiiriilmesi, izolatlarin oksidatif hasara kars1 bitkiyi korudugunu géstermektedir.

7. Tuz uygulamalar1 genel olarak antioksidan enzimlerden CAT, POX, SOD ve APX
aktivitelerini diistiriirken GR aktivitesini artirmistir. Bakteri uygulamalar1 sonucunda ise
bu enzimlerde artis ve azalislar gézlenmistir.

8. Tuz uygulamalariyla enzimatik olmayan antioksidanlarin (Askorbik asit ve GSH)
aktiviteleri artmigtir. Bakteri uygulamalar bu artis1 daha fazla oranda gerceklestirmistir.
9. Tuz siddeti arttik¢a artan prolin miktar1 bakteri uygulamalariyla daha da artirmistir.
10. Tuzlu sartlar altinda yetistirilen bitkilerin klorofil-a, klorofil-b ve total klorofil
miktarlarinda diisiis meydana gelmistir. Bakteri uygulamalar1 her ii¢ parametreyi de
genelde artirmustir.

11. Tuzlu kosullar altinda yetistirilen bitkilerin kok ve govdelerinde NR aktivitesi artiga
neden olmustur. Bakteri uygulamalar1 ise tuz konsantrasyonu ve izolat g¢esidine gore
artis ve azaliglar géstermistir.

12. Calisgmamizda kullanilan izolatlarin genel olarak PGPR grubu bakteriler icerisine
dahil edilebilecegi ileri siirtilmiistiir.

13. Caligmamiz literatiir i¢in yeni bilgiler kapsadigindan, iilkemizde bu alandaki

caligmalara 6nemli katki saglayabilecegi diisliniilmektedir.
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