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OZET
TUZ STRESi KOSULLARI ALTINDA BUGDAYIN URUN VERIMINi VE
GELISIMINI ARTIRMAK ICIiN ACC DEAMINAZ iICEREN BAKTERILERIN
IZOLASYONU TANILANMASI VE ETKINLIGININ SAPTANMASI

Ozgiir ATES
Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Kasim, 2017
Damisman: Prof.Dr. Merih KIVANC

Bu ¢alismada Eskisehir ve ¢evresinde tuzlu alanlarda yetisen bugday bitkilerinin
kok bolgelerinden ACC Deaminaz enzimini igeren bakteri tiirlerini izole edip tiir
tanilamalarin1 yapmak, laboratuar kosullarinda etkinliklerini saptayip etkin olduklar
saptanan bakteri tiirleri bugday bitkisine asilanarak bugdayin tuza dayanimindaki artis

belirlemek amaciyla yiiriitiilmiistiir.

Calisma kapsaminda izolasyonu yapilan bakteri izolatlarin tuzlu kosullarda
etkinliginin arastirilmast amaciyla petri denemeleri kurulmus ve petri denemeleri
sonucunda etkin olduklar1 saptanan 23 bakteri izolati1 ile kavanoz testleri kurulmustur.
Kavanoz testleri sonucunda Bacillus cereus, Serratia odorifera, Lelliottia amnigena,
Arthrobacter arilaitensis ve Pseudomonas putida izolatlar1 ile saksi denemelerinin

kurulmasina karar verilmistir.

Saks1 denemeleri 4 tuz dozunda 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Tuz konular
To: Kontrol (0,95 dS/m ), Ti: 3,98 dS/m, T,: 7,80 dS/m, Ts: 11,05 dS/m olarak

belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda saks1 basina verim, biyomas, karoteneoid, MSI ve K
miktarlarmin artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak azalma gosterdigi saptanmustir.
ACC deaminaz iceren bakteri ile agilanan bugdaylarda kontrole gore daha yliksek
degerler elde edilmistir. Benzer sekilde artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak
bugday yapraklarinda Na, prolin ve MDA miktarlarinda artis goriiliirken ACC deaminaz
iceren bakteriler ile asilanan bugdaylarda kontrole gore artisin daha az oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: ACC Deaminaz, BBTEB, Bugday, Tuz stresi.



ABSTRACT
THE ISOLATION, IDENTIFICATION AND INVESTIGATION OF THE
EFFECTIVENESS OF BACTERIA CONTAINING ACC DEAMINASE USE TO
INCREASE GROWHT AND YIELD OF WHEAT UNDER SALINITY

Ozgiir ATES
Anadolu University Graduate School of Sciences
Biology Programme, November, 2017
Supervisor: Prof.Dr. Merih KIVANC

This study was carried out to isolate and identify bacterial species containing
ACC deaminase enzyme from the root rhizosphere of wheat from Eskisehir region and
to determine the increase the resistance of the wheat to salt stres through bacterial

inoculation.

In the scope of the study, petri experiments were carried out to investigate the
effectiveness of isolating bacterial isolates in saline conditions. 23 bacteria isolates
which found to be effective as a result of petri dishes, were tested in jars. As a result of
the jar tests, it was decided to establish pot experiment with Bacillus cereus, Serratia
odorifera, Lelliottia amnigena, Arthrobacter arilaitensis and Pseudomonas putida

isolates.

The pot experiments were carried out in 4 replicates with 4 salt doses. The salt
contents were determined as TO: Control (0,95) T1: 3,98 , T2: 7,80 and T3: 11,05 dS /
m. In pot experiments, each pot was inoculated with bacteria four wheat seeds were

sown and wheat development was observed.

As a result of the analyzes made, yields, biomas, carotenoids, MSI and K contents
per pot were found to decrease due to increasing salt concentrations.Higher values were
obtained in wheat inoculated with ACC deaminase than in control. As a result of our
study, it was determined that inoculated with bacteria containing ACC deaminase

enzyme increased salt tolerance in wheat.

Keywords: ACC Deaminase, PGPR, Wheat, Salt Stress.
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ETIK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu calismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi’yla
tarandigin1 ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Ozgiir ATES
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1.GIRIS

Etilen en basit doymamis hidrokarbon yapisina sahip bir bitki biiyliime
hormonudur. Etilen gaz formunda bir sinyal molekiiliidiir. Biyolojik olarak aktif olan bu
gaz bitkilerde metabolik, fizyolojik ve gelisimsel olaylari igine alan genis bir yelpazede
islev gormektedir. Baslangigta meyve olgunlagsmasindan sorumlu oldugu diisiiniilen
etilen neredeyse biitiin biiylime ve gelisme siire¢lerinde tohum ¢imlenmesinden birgok
organin Oliimiine ve bir¢ok ¢evresel stres faktorlerine verilen cevaplara kadar oldukca
genig etkilere sahiptir. Bitki fizyolojisinde etilenin etkili oldugu bilinen temel
mekanizmalar arasinda dormansi kirilmasi, kok ve fide gelisimi ve farklilagsmasi, yan
kok olusumu, yaprak ve meyve yaslanmasi, bazi bitkilerde ¢igek olusumu ve meyve
olusumunda goérev almaktadir (Arshad ve Frankenbelger, 2002). Etilen iretimi miktari
bitkinin biiyiime evrelerine ve dogal ¢evresel siire¢lere bagli olarak artabilir veya
azalabilir. Normal kosullar altinda bitki biinyesinde iiretilen etilen miktari 10-25 pg/L
arasinda degigsmektedir. Etilen miktar1 >25 pg/L seviyesinin iistiine ¢iktiginda kisa kok
olusumu, olgunlagsmamis senesense ve epinasti gibi cesitli nedenlerle bitki i¢in zararh
olabilmektedir (Holguin ve Glick, 2001). Stres kosullar1 altinda sentezlenen etilen bitki
biiyiimesi ve gelisiminde meydana gelen azalmanin temel nedenidir. Stres kosullarinda
normal kosullarin oldukga tizerinde iiretilen bu etilen stres etileni olarak bilinmektedir
(Sobeih ve ark. 2004)

Bitki biinyesinde iiretilen etilen miktar1 biyotik ve abiyotik streslerden
etkilenmektedir. Etilen sentezinin diizenlenmesinde, ¢ok c¢esitli ¢evresel sinyaller ve
oksin gibberelin gibi bircok hormon yiiksek oranda etkili olmaktadir. Etilen
konsantrasyonuna biyotik ve kuraklik, tuzluluk, asir1 soguk, asir1 sicaklik gibi abiyotik
faktorler etki etmektedir (Bleecker ve Kende, 2000).

Bitkilerde etilen iiretimi L-metyonin ile baslar. L-metyonin S-adenozilmetyonin
(SAM) doniistiiriilir ve ACC sentetaz enzimi ile SAM 1-aminosiklopropan-1-
karboksilikaside (ACC) doniismektedir. ACC daha sonra ACC oksidaz enzimi ile
etilene doniistiiriilmektedir. Bitkilerde etilen iiretim miktar1 ¢ok biiylik oranda igsel
ACC miktarina baghdir (Mckeon ve Yang, 1982). Etilen iiretiminde rol alan ACC
sentetaz ve ACC oksidaz enzimlerinin bir ¢ok inhibitorii bilinmektedir. Kobalt (Co)
iyonu 10-100 uM konsantrasyonunda uygulandiginda ACC sentetaz enzimini inhibe
edebilmektedir.



Bitki gelisimini artirmak amaciyla stres kosullarinda iiretilen etilen miktarinin
azaltilmas1 konusunda bir¢ok ¢aligmalar yapilmigtir. Etilenin kimyasal inhibitorlerinin
cevre icin toksik etkisi olabileceginden biyolojik yollar ile inhibisyonu arastirilmis ve
Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Bakteriler (BBTEB) giindeme gelmistir. Toprakta
bulunan birgok mikroorganizmada ACC deaminaz enzimi bulunmaktadir. Baz1 BBTEB
bitki koklerine yerleserek ACC deaminaz enzimi yardimi ile etilen sentezinde kullanilan
ACC’yi amonyak ve a-ketobutirata pargalamaktadir. ACC deaminaz igeren bu
bakteriler strese bagl olarak artan etilen miktarini diistirerek etilenin bitkiler tizerindeki
negatif etkilerini azaltmaktadir (Glick ve Penrose, 1997. Safronova ve ark. 2006, Glick,
2003).

Diinyadaki toplam 14 milyar hektar (ha) kara pargasinin 6.5 milyar ha alaninin
kurak ve yart kurak oldugu ve bunun da yaklasik 1 milyar ha alaninin dogal tuzlu
topraklardan olustugu belirtilmekte olup, diinya genelinde ekimi yapilan alanlarin
yaklasik % 20’sinin ve sulanan alanlarin % 33’ niin yiliksek tuzluluktan etkilendigi
tahmin edilmektedir (Tanji, 1990 Francois ve Maas, 1994). Ayrica, tuzlu alanlar her yil
% 10 oraninda artmaktadir (Tanji, 1990 Kalaji ve Pietkiewica,1993). Diinya’da her
dakika igerisinde tarim yapilabilen 10 ha alanin kayboldugu ve bunun 3 ha alaninin
tuzluluktan kaynaklandig1 tahmin edilmektedir. Bu yolla her yi1l 1.6 milyon ha ekilebilir
alanin kayboldugu belirtilmektedir (Ghassemi ve ark. 1995).

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar sonucunda iilkemizde 1.518.722 ha alanda tuzluluk
ve coraklik sorunu tespit edilmistir. Tiirkiye’de toplam corak alanlarin %74’ tuzlu,

%25,5’1 tuzlu-alkali ve %0,5’1 ise alkali topraklardan olusmaktadir. (S6nmez, 2004).

Tahillar, diinyanin her yerindeki en Onemli bitkilerdir ancak tuzluluk,
stirdiiriilebilir bitkisel {iretim i¢in biiyiik bir tehlike olusturmaktadir. Tuzluluk bugdayin
biiylime ve tane verimi agisindan belirgin bir azalmaya neden olmaktadir (Maas ve

Hoffman, 1977).

Bu ¢alisamada Eskisehir ve ¢evresinde tuzlu alanlarda yetisen bugday bitkilerinin
kok bolgelerinden ACC Deaminaz enzimini igeren bakteri tiirlerini izole edip tiir
tanilamalarin1 yapmak, laboratuvar kosullarinda etkinliklerini saptayip etkin olduklari
saptanan bakteri tiirleri bugday bitkisine asilanarak bugdayin tuza dayanimindaki artist

belirlemek amaglanmistir.



1.1. Literatiir Ozeti
1.1.1. Etilen 6nemi, iiretimi, sentezi ve inhibisyonu

Etilen bitki biiylimesi ve gelismesi tizerinde diger iyi bilinen bitki hormonlari
kadar onemli bir etkiye sahiptir. Bu nedenle bitki dokularinda bulanan etilen
seviyesinde meydan gelebilecek herhangi bir degisim, bitki biiylimesi ve gelisimi
tizerinde etkili olmaktadir (Arshad ve Frankenberger, 2002). Baz1 bitki biiyiimesini
tesvik eden bakteriler biinyelerinde bulundurduklar1 1-aminosiklopropan-1-karboksilik
(ACC) deaminaz enzimi sayesinde bitki koklerinde bulunan etilen seviyesinde

degisiklik yaparak bitki gelisimine katkida bulunmaktadirlar (Shaharoona, 2006).

Iki karbonlu basit bir yapiya sahip gaz formundaki etilen; hiicre boliinmesi, hiicre
sekli ve hiicre farklilasmasi tizerinde ciddi etkilere sahip bir bitki hormonudur. Etilen
baslangigta olgunlagsma hormonu olarak kabul edilmis daha sonra gaz kromotografisi
gibi modern cihazlarla yapilan deneyler sonucu etilenin bitki gelisimde 6nemli rol
oynayan hormonlardan biri oldugu gosterilmistir. Gaz formunda bir hormon olan etilen
dormansinin kirilmasi, ¢imlenme, kok tiiylerinin olusmasi, kok ve fide gelisimi ve
farklilasmasi, yaprak ve meyve absisyonu, cicekte disi organ gelisimi, ¢icek ve yaprak
senesensi ve meyve olgunlagmasinda rol oynamaktadir (Arshad ve Frankenberger,
2002). Diisiik diizeylerde etilen bitki biiyiimesini ve gelisimini tesvik eden bir rol
uistlenirken, etilen seviyesinin yiikselmesi bitki gelisiminde gozle goriiliir gerilemelere
neden olmaktadir. Bu nedenle etilen hormonunun seviyesinin bitki gelisimi i¢in kritik

oldugu belirtilmistir (Shaharoona, 2006).

Etilenin bitki fizyolojisinde oynadigi rolii anlamak i¢in bu gaz formunda bulunan
hormonun nasil tiretildigi ve diizenlendigini anlamak gerekmektedir. Etilen {iretimi dig
cevrede meydana gelen degisikler ile ¢ok yakindan iliskilidir. Biyotik ve abiyotik
cevrede meydana gelen degismeler sinyaller ile hiicreye iletilerek etilen miktar1 kontrol
edilmektedir. Yiiksek bitkilerde etilen iiretiminde ana asama L-metiyonin’den S-
adenozil metiyonine (SAM)’ nin 1l-aminosiklopropan-1-karboksilik (ACC)’nin
olusturulma asamasidir. Yapilan galismalar L-metiyoninden etilen iiretiminin {i¢ ana
asamada meydana geldigini ortaya koymaktadir. Ilk asamada L-metiyonin, SAM’a
metiyonin adenozil transferaz enzimi yardimi ile déniistiiriilmektedir. ikinci asamada
SAM ACC sentetaz enzimi ile ACC meydana gelmektedir. Son asamada ise ACC, ACC
Oksidaz enzimi ile etilene doniistiirilmektedir (Mckeon ve Yang, 1982). Yiiksek
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bitkilerdeki etilen biyosentezi incelendiginde ACC’ nin etilenin sentezinin Onciisii

oldugu ve etilen sentezinin ACC’ye bagimli oldugu goriilmektedir. Etilen biyosentezi

Sekil 1.1’ de gosterilmistir (Kumari ve ark. 2016).
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Sekil 1.1 Etilen biyosentezi (Kumari ve ark. 2006)

Etilen sentezinde iki anahtar enzim ACC sentetaz ve ACC oksidaz enzimleridir.

Bu iki enzimin tretimi bitki dokularinin spesifikligine, gelisimine ve etilen tarafindan

diizenlenen gelisimlerin sinyal yolaklarina baglh olabilir (Kim ve ark. 1997).

ACC sentetaz sitosolik bir enzimdir. Enzimin SAM i¢in Km degeri 13 ile 60 uM
arasinda degismektedir (Privalle ve ark. 1987). ACC sentetaz 45-58 kDa molekiiler

agirliga sahip olup ve optimum pH 8,5’te calismaktadir (Bleecker ve ark. 1986).

Aminoethoksivinilglisin (AVG) ACC sentetaz enziminin inhibitoriidiir ve enzimin
AVG i¢in Km degeri yaklastk 10 uM’dir (Privalle ve ark. 1987). ACC sentetaz

enziminin kofaktorii vitamin B6 SAM igin yiiksek affinite gostermektedir (Van de Poel

ve ark. 2014).



ACC oksidaz ACC sentetaz enzimine gore daha ¢ok calisilmigtir. ACC oksidaz
aktivite gostermek icin hem oksijene hem de ACC’ye ihtiya¢ duymaktadir. Enzimin
ACC i¢in Km degeri bitki dokularina gore biiyiik farkliliklar géstermektedir. Bu deger
elma i¢in 8 uM iken bugday yapraginda 120 uM degerine yiikselmektedir. Enzimin
kofaktérii Fe*? dir (Presscot, 1993). Kobalt iyonlari 10-100 pM araliginda oldugunda
ACC oksidaz enzimini inhibe ederek ACC‘nin etilene doniisimiinii engellemektedir
(McKeon ve Yang, 1982).

Etilen sadece yiiksek bitkilerde degil ayni zamanda birgok mikroorganizma
tarafindan da tretilmektedir. Mikroorganizmalar aralarinda alkoller, sekerler, organik
asitler, metyonin analoglari, humik ve fenolik bilesikler ile krebs dongiisii ara
tirlinlerinin de bulundugu birgok bilesikten etilen sentezleyebilmektedir (Arshad ve
Frankenberger, 2002). Arshad ve Frankenberger (1989) Escherichia coli iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada diger subsratlara gére L-Metyonin’in E.coli’ nin en fazla tercih

ettigi molekiil oldugunu belirlemislerdir.

Mikroorganizmalarin ~ birgok  degisik =~ maddeden  etilen  iretmeleri,
mikroorganizmalarda  etilen  iiretiminin  birden fazla yolak  kullanmasini
gerektirmektedir. Her ne kadar mikroorganizmalarin etilen iiretiminde L-metyonin
tercih ettigi gosterilmese de yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalarin L-metyoninden
etilen iretiminin bitkilerdeki iiretim yolundan tamamen farkli oldugunu ortaya
koyulmustur (Arshad ve Frankenberger, 2002). Yapilan ¢alismalarda L-metyoninden
etilen iireten hi¢bir mikroorganizmanin bu iiretim sirasinda ACC olusturdugu
saptanamamugtir. E. coli, Candida albida, Pseudomonas digitatum ve benzeri
mikroorganizmalar {izerinde yapilan ¢aligmalar etilen iiretiminin L-metyonine bagiml
ve L-metyoninden bagimsiz olmak {izere iki ayri yolla yapildigini gostermektedir.
Metyonin’ne bagimli yolda metyonine 2-keto-4-metilthiobutirik asit aracigiyla etilen
doniismektedir. Metyonine bagimsiz yolda ise glukoz a-ketoglutarik asit aracigiyla
etilen doniismektedir. Bu iki yol en iyi ¢alisilmis ve bilinen yollar olmasina ragmen

baska yollar da bulunabilir. Bu iki yol Sekil 1.2°de gosterilmistir (Shaharoona, 2006).
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Sekil 1.2 Mikroorganizmalarda etilen diretimi
A: L-Metyonin’ne bagimli
B: L-Metyonin’den bagimsiz etilen tiretimi (Shaharoona
2006)

Etilenin hiicre gelisimi ve farklilasmasindaki rollerinin yaninda stres hormonu
olarak da bilinmektedir. Cevrede meydana gelen kuraklik, asir1 sicak, yiiksek agir metal
konsantrasyonu, bocek zarart gibi ¢evresel streslere bagli olarak etilen miktart
artmaktadir. Ornegin bitki su sikintisi ile kars1 karsiya kaldigi zaman etilen sentezinde
artig olur. Bu artisin sonucu olarak bitki koklerinde ve fide biiylimesinde azalma, erken
yaprak dokiimii ve absisyon gibi etkiler goriilmektedir (Sharp, 2002). Su stresine bagh
olarak olusan etilen miktarindaki artis ayn1 zamanda bitki pigment iceriginde degisime,
yaprak kuru agirligi ve hiicre zar biitiinliigiinde azalmaya neden olmaktadir (Balota ve
ark 2004). Son ¢alismalar bitki hormonu olan absisik asidin (ABA) su stresi durumunda
bitkinin verecegi tepkiyi etilen miktarin1 kontrol ederek belirledigini gostermektedir. Su
stresi altinda artan ABA miktarinin bitki dokularinda etilen miktariin asir1 artisini

engelledigini ortaya koymaktadir (Sharp, 2002).

Etilen sentezinin bitki dokularinda yaralanma durumunda arttigi bilinmektedir
(Watanabe ve ark. 2001).  Piring, bugday, musir, soya gibi bir¢ok bitkide tuzlu
kosullarda tohum ¢imlenmesi sirasinda etilen sentezinin normal kosullara gore oldukca

arttig1 saptanmustir (Lutts ve ark. 1996, Datta ve ark. 1998).

Cevresel streslere ek olarak etilenin baklagillerde nodiil olusumunu engelledigi
saptanmistir. Genel olarak baklagil bitkilerine distan etilen uygulamalarinin nodiil
olusumu tizerine olumsuz etkileri goézlenmistir. Gobbelaar ve ark. (1971) yaptiklar

aragtirmada fasiilye bitkisine diislik dozlarda etilen uyguladiklarinda nodiil olusumunun
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geriledigini, etilen miktarinin arttirtlmasi durumunda ise nodiil olusumunun tamamen
ortadan kalktigin1 belirlemislerdir. Bezelyede yapilan bir ¢alismada nodiil olusumun
engellenmesinin nedeninin etilen miktarindaki artisa bagl olarak bitki kok gelisiminin
durmasimin olabilecegi ileri siiriilmektedir (Arshad ve Frankenberger, 1995). Son
zamanlarda yapilan birgok arastirma digsal kaynakli etilen iiretiminin azaltilmasinin
bitkilerde nodiil olusumunu tesvik ettigini gostermistir (Shaharoona, 2006). Zaat ve ark.
(1989) bezelye bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada ortamda aminoethoksivinilglisin (AVG)
bulundugu durumda bulunmadigi duruma oranla nodiill olusumunun ciddi oranda

arttigini saptamislardir.

Bitki koklerinde bulunan etilen miktarinin toprakta bulunan nitrat iyonlariyla
iligkili oldugu, nitrat iyonlarinin etilen sentezini artirdig1 belirlenmistir. Lege ve ark.
(1997) yaptiklar1 ¢alismada bitki besleme ¢alismalart sirasinda uygulanan N miktarina
bagli olarak etilen miktarinin arttigin1 saptamislardir. Kok bolgesinde nitrat miktarinin
artmasinin ACC oksidaz enzimini stimiile ettigi ve dolayisiyla da etilen miktarini
arttirdigr saptanmustir (Ligero ve ark. 1999). 10 mM/L nitrat uygulamasinin bitki
koklerinde nodiilasyonu engelledigi ve etilen miktarini arttirdigi belirlenmistir (Caba ve

ark. 1998).

Etilen miktari, biyosentezinde rol oynayan ACC sentetaz ve ACC oksidaz
enzimlerinin inhibisyonu ile azaltilabilir. AVG, ACC sentetaz enzimini inhibe ederken
kobalt iyonlart ACC oksidaz enzimini inhibe etmektedir. Etilen miktarmin biyolojik
yolla azaltilmasinda ACC deaminaz etkilidir. ACC oksidaz enziminin tersinde ACC
deaminaz (E.C 4.1.99.4) ACC‘yi pargalayarak amonyak (NHsz) ve a-ketobutirat
olusturmaktadir (Glick ve Penrose, 1997). Bu enzim sadece azot yerine ACC kullanilan
minimal glikoz besiyerinde gelisebilen mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Bu enzim
ilk kez Pseudomonas cinsinden izole edilmistir (Honna ve Shimomura, 1978). ACC
deaminaz enzimi kesfedildikten sonra birgok toprak kokenli bakteri, fungus, ve mayada
bulunmus ancak simdiye kadar bitkilerde saptanamamistir (Glick ve ark. 1999). ACC
deaminazi kodlayan genler aralarinda Pseudomonas sp. strain ACP (Sheehy ve ark.
1991), P. chloroaphis 6G5 P. fluorescens strain TDK1 (Saravanakumar, 2007), ve
Enterobacter cloacae UW4 (Glick ve ark. 1998) gibi birgok bakteriden izole edilmistir.

Bakteriyel genlerin amino asit dizileri, her biri acik okuma c¢ergevesi igeren yiiksek



derecede homologdur ve 338 amino asit kodlarlar ayrica molekiiler agirliklar: 36,500

ile 41,800 dalton (Da) arasinda degismektedir (Jacobson ve ark. 1994).

ACC deaminaz enzimi birgok mikroorganizmadan izole edilmis ve
saflagtirllmistir. Bu enzimin benzer molekiil agirlik ve yapida oldugu gosterilmistir
(Glick ve Penrose, 1997. Karthikeyan ve ark 2004). Enzimin molekiiler agirliginin 104-
120 kDa araliginda oldugu tahmin edilirken P. putida GR12-2 den izole edilen enzimin
ise 105 kDa agirliginda oldugu tespit edilmistir (Glick ve Penrose, 1997).

ACC demainaz enzimi ACC’ ye kars1 diisiik affanite gostermektedir. Cesitli

mikroorganizmlardan elde edilen ACC deaminaz enziminin ACC’ ye karsi Km
degerinin 1,5 ile 15 mM arasinda degistigi ve en uygun pH degerinin 8,5 oldugu
saptanmustir (Glick ve ark. 2007). Enzim sadece bakterilerde bulunmamaktadir. Bir
maya olan Hanselnula starnus’ tan izole edilen ACC deaminaz enzimi
Pseudomonas’tan izole edilen ACC deaminaz enzimi ile % 60-63 amino asit benzerligi
tasimaktadir (Minami ve ark. 1998). ACC deaminaz enzimi B vitamini kofaktor olarak
kullanan enzim ailelerine dahildir ve 100 nM ACC bulunmasinin ACC deaminaz

tiretimini tetiklemek icin yeterli oldugu saptanmistir (Jacobson ve ark. 1994).

1.1.2. Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler

Toprak, mikroorganizmalar ve onlarin metabolik aktiviteleri i¢in en onemli
habitatlardan biridir. Bitki koklerinin bulundugu bdlgede biiyiik miktarda mikrobiyal
popiilasyon  metabolik  aktivitede  bulunmaktadir.  Toprakta bulunan  bu
mikroorganizmalarin ¢ok yogun olarak bulunduklar1 kok bolgelerine kok rizosferi adi
verilmektedir (Chakraborty, 2015). Kok rizosfer bolgesinde bulunan bakterilerden
bazilar1 bitki gelisimini ¢esitli yollarla artirmaktadir. Bu bakterilere genel olarak bitki
biiylimesini tesvik eden bakteriler adi1 verilmektedir (BBTEB). Bu bakteriler bitki
gelisimini ve dolayisiyla da {irlin  verimini dogrudan veya dolayli yollarla
etkilemektedir. Dolayli yoldan BBTEB, bitki patojenlerinin sayisint olusturduklari
metabolik iirtinler ile azaltarak veya bitki direncini artirarak saglamaktadir (Cartieaux ve
ark. 2003). Mikroorganizmalar dolayl etkilerini antibiyotik {ireterek, rizosferde demir
sikintis1 yaratarak, antifungal metabolitler iireterek, fungus hiicre duvarlarini1 pargalayan
enzimler ireterek ve bitkilerde sistematik direnci artirarak yapmaktadirlar.

Mikroorganizmalarin direkt etkileri arasinda azot fiksasyonu, fosfor ¢oziiniirligii,



antibiotik iiretimi, bitki bliylime hormonu {iretimi, siderefor {iretimi, organik asit {iretimi
ve etilen miktarinin azaltilmasi gibi etkiler sayilabilir (Glick ve ark. 1999). ACC
deaminaz enzimi iceren bakteriler bitki kok rizosferinde bulunan diger
mikroorganizmalara gore daha avantajli olabilirler ¢linkii ACC’yi pargalayarak olusan

tirtinleri azot ve karbon kaynagi olarak kullanabilirler (Glick ve ark. 2007).

Bitki gelismesini tesvik edici bakteriler genel olarak Acetobacter, Acinetobacter,
Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azoarcus,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Herbaspirillum, Klebsiella, Microccocus,
Paenibacillus. Pseudomonas. Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprilum, Serratia ve
Xanthomonas cinslerine aittir (Cakmake1, 2005. 2014). Son yillarda bitkisel gelismeyi
tesvik edici ve artirici bakterilere ilave olarak bazi Aspergillus ve Penicillium gibi
funguslarin  biyolojik gilibre olarak kullanimi iizerine de yogun arastirmalar
yuriitilmekte ve olumlu sonuglar alinmaktadir. Ancak, bugiline kadar yiiriitiilen
aragtirmalarda ozellikle Azotobacter, Acelobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Pseudomonas, Bacillus ve Paenibacillus cinslerine ait tiirlerin bitki biiylimesini tegvik
edici bakteriler olarak 6ne ¢iktig1 goriilmektedir (Cakmakei, 2014).

Glick ve ark. (1998) sayilan mekanizmalar arasinda bitki gelisimi agisindan en
onemli olan mekanizmanin etilen miktarinin azaltilmasi oldugunu belirtmistir. Pierik ve
ark. (2006) bitki strese maruz kaldiginda olusan etilenin etkilerini agiklamak igin bir
model Onermislerdir. Bu modele gore stres durumunda etilen tretiminde 2 adet pik
meydan gelmektedir. Etilen seviyesinde olusan ilk pik genellikle kiigliktiir ve stresin
baslamasindan birkag¢ saat iginde olusmaktadir. Bu pik ile bitki strese karsi koruyucu
cevaplarini olusturmaya baslamaktadir. Ikinci pik birincisinden gok daha biiyiiktiir ve
senesens, koloroz, bitki gelisiminin yavaglamasi gibi tepkilere yol agar ve genellikle 1-3
giin arasinda olusmaktadir. Secici olarak ikinci pikin azaltilmasi bitki gelisiminin
arttirtlmasinda rol oynar. Penrose ve ark. (2001) ACC deaminaz igeren bakterilerin
bitkilerde bulunmasi1 durumunda bitki koklerinde bulunan ACC miktarinin azaldigin
belirtmiglerdir. ACC deaminaz igceren bakteriler ACC miktarim1 diistirerek etilen
seviyesinde azalma meydana getirmelerinin yaninda bitki koklerinde ve govdelerinde
strese bagli olusabilecek negatif etkileri azaltmaktadirlar. Stres kosullarinda bitki

gelisimi azalmaktadir. ACC deaminaz igeren bakterilerin kullanilmasi ile stres



kosullarina gore bitki gelisimi artmaktadir. ACC deaminaz igeren bakterilerin stres

durumundaki etkileri Sekill.3’de gosterilmistir (Glick, 2013).

evresel styés + BBTEB
¢ Cevresel stres

Sekil 1.3. Stres kosullarinda BBTEB etkileri (Glick 2013)

ACC deaminaz bakterilerde genellikle uyarilincaya kadar diisiik seviyelerde
bulunur ve enzimin uyarilmasi yavas ve karmasik bir siirectir. Bitki bilinyesinde stres
kosullarinda ACC miktarinda artis meydana gelir ve bu artig bitkileri i¢in koruyucu
olarak degerlendirilen birinci etilen pikini meydana getirir. Bitki biinyesinde meydana
gelen bu artis bitki kok bolgesinde bulunan bakterilerdeki ACC deaminaz enziminin
uyarilmasini saglar. Boylece bitki biinyesinde meydana gelen ikinci pik ACC deaminaz
enzimi yardimi ile hafifletilebilir. Ancak ACC oksidaz enziminin Km degeri ACC

deaminaz enziminin Km degerinden daha diisiikk oldugunda ikinci pikin tamamen
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ortadan kaldirilmasi s6z konusu olamaz (Van Loon ve Glick, 2004). Etilen seviyesinin
ACC deaminaz varliginda ve yoklugundaki degisiklikler Sekil 1.4 A ve B’de

gosterilmistir.
A

E
T

| Zararh Pik
L

E

N

Yararh Pik
Zaman
B
Fararh Pik

E

T

I

L

E

N Yararh Pik

Zaman

Sekil 1.4. ACC deaminaz enziminin etilen iizerindeki etkisi,
A: ACC deaminaz enziminin varliginda
B: ACC deaminaz enziminin yoklugunda (Van Loon ve Glick, 2004).

Glick ve ark. 1990’lardan beri ACC deaminaz enzimi iizerinde ¢alismaktadirlar
ve onlarin 6nerdigi modele gore bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler tohumlarin
yiizeyine tutunmakta ve ¢imlenme sirasinda tohumlardan salinan triptofan ve diger

aminoasitleri kullanarak indol asetik asit (IAA) sentezlemektedirler (Glick ve ark.
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1998). Hiicre disindan olusturulan IAA yardimu ile hiicre farklilagsmasi ve kok uzamasi
hizlandig1 ve aym1 zamanda hiicre i¢cinde ACC konsantrasyonun artti§i saptanmigtir
(Yang ve Hoffman, 1984). Stres kosullarinda ACC deaminaz iceren BBTEB ile bitki

etkilesimin sematik gosterimi Sekil 1,5’ de sunulmustur.

Biyotik stres ( sicaklik,
tuzluluk, tuzluluk, kurakhk
agir metal vb.)

N

Bitki Sistemi

» SAM

ACC sentetaz l

1- Aminosiklopropan-1-karboksilik asit

ACC Deaminaz

ACC oksidaz

4

Stres etileni Keto butirat + amonyak

Bitki geﬁsfmfnde yava;léma l

Bitki gelisiminde artis

A

Kok uzamasi

Sekil 1.5. ACC deaminaz i¢eren bakteriler ile bitki etkilesimi (Maheshwari,2011)

Bitkiler kuraklik, sicaklik, tuzluluk, hava kirliligi, agir metaller, zirai ilaglar ve
toprak pH gibi ¢esitli gevresel streslere siirekli maruz kaldiginda verimlilikleri
azalmaktadir (Mayak ve ark. 2004). Bu baglamda direngli tahil gesitlerinin gelisimi igin
birka¢ yildan beri stresi 6n plana alan 1slah ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bununla birlikte,
bir iiriin ¢esidinin 1slahindan sonra direncin dagilmasi ve direngli gesitlerin gelistirilmesi
sirasinda ¢ok yogun bir emek ve zaman harcanmaktadir. Daha genel bir strateji, ¢esitli
abiyotik stres etkilerinin iyilestirilmesi i¢in ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini
destekleyici veya biyo-kontrol bakterileri ile bitki tohumlarimin veya koklerinin
asilanmasini igerebilmektedir. Boylece, bitkileri ¢esitli abiyotik streslere karsi koruyan
bir rizobakteri se¢imi yapilarak bunlarla tohumlar kaplanamakta ve stres kosullarinda

daha verimli ve kaliteli Giriin alinabilmektedir (Saravanakumar, 2012).
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1.1.3. Bitkilerin ACC deaminaz iceren bakteriler ile inokulasyonu
1.1.3.1. Normal kosullar altinda

Glick ve ark. (1997) ACC deaminaz igeren P. putida GR2 bakterisi mutasyona
ugratilarak ACC deaminaz igermeyen mutantini elde etmislerdir. Glick ve ark. (1997)
mutant bakteri ile normal bakteriyi kanola tohumlarina asilayarak tohumlart normal ve
tuz stresi kosullarinda yetistirmisler ve fide, kok uzunlugu, yas ve kuru agirlik, fidede
klorofil ve protein igerigi iizerine etkilerini incelemisledir. Normal ve tuz stresi
kosullarinda mutant olmayan bakteri kok biiylimesini saglarken, mutant bakterinin tuz
stresi kosullarinda herhangi bir etkisi olmamustir. Benzer sekilde mutant olmayan

bakteri fide gelisimini artirmistir.

Mayak ve ark. (1999) normal ve mutant tip P. putida GR2 bakterilerinin kok
tizerindeki etkinligini belirlemek amaciyla fasulye kullanarak bir deney yapmislardir.
Deneyde fasulye tohumlari mutant ve mutant olmayan bakteriler ile asilanarak
fasulyelerde kok olusumuna kadar beklenmis ve yan kok olusumu, kék uzunlugu ve
koklerde etilen miktar1 belirlenmistir. Arastirma sonucunda mutant olmayan bakteriler
ile asilanan fasulyelerde daha fazla yan kok olusumu ve daha az oranda etilen
konsantrasyonu belirlenmistir. Arastiricilar etilen miktarindaki artisin kok gelisimini

engelledigini bildirmislerdir.

Holguin ve Glick (2000) yaptiklart ¢alismada Enterobacter cloacae UW4
bakterisinden ACC deaminaz genlerini Azospirillum brasilence 'se aktarmis ve daha
sonra domates tohumlarini1 A. brasilence ile asilanmigdir. Saksi denemeleri sonucunda
ACC deaminaz enzimini tagiyan A. brasilence ile asilanan domates bitkisinin koklerinin
ACC deaminaz i¢cermeyen A. brasilence ile asilanan bitkiye gore daha uzun ve bitki
kuru agirliginin ise daha fazla oldugunu saptamislardir. Benzer sonuglar Qiaosi ve ark.
(2005) tarafindan karanfil koklerinde yapilan ¢alismada da bulunmustur. Arastiricilar
ACC deaminaz geni igeren ve igermeyen A. brasilence bakterilerini karanfil koklerine
astlayarak kok gelisimini incelemis ve ACC deaminaz enzimi igeren A. brasilence ile
astlanan karanfillerin koklerinin daha uzun ve sayica daha fazla oldugunu

saptamiglardir.

Belimov ve ark. (2002) iiziim fidelerini ACC deaminaz i¢eren P. putida AM2, P.
putida Bm3, Alcaligenes xylosoxidans Cm4 ve Pseudomonas sp. DP2 bakterileri ile

asilayarak torbalarda farkli fosfor uygulamalar1 yaparak denemislerdir. Arastiricilar
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fosfor uygulanan torbalarda bakteri uygulamalarinin kok uzunlugunu 6nemli oranda
artirdigim1  ancak fosfor eksikligi bulunan torbalarda ise bakteri uygulamalarinin
herhangi bir olumlu veya olumsuz etkisinin gézlenmedigini bildirmislerdir. Arastiricilar
bu arastirma sonucunda ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin
etkinliginin bitkinin i¢inde bulundugu ortamin bitki besin maddesi igeriginden

etkilendigi sonucuna varmislardir.

Ghosh ve ark. (2003) yaptiklari ¢aligmada ilk defa ACC deaminaz igeren ti¢ adet
Bacillus circulans, Bacillus firmus, Bacillus globisposus izolati ile kanola tohumlari
asilanmis ve ayni zamanda bakterileri topraga uygulamis ve kok uzunlugu ile fide
uzunlugunu incelemislerdir. Arastirma sonucunda bakteri uygulamalarmin kok
uzunlugu, kok yas ve kuru agirligi tizerinde onemli etkileri oldugunu topraga bakteri

uygulamalarinin ise fide boyunu 6nemli 6l¢tide artirdigini belirtmislerdir.

Dey ve ark. (2004) ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini tesvik edici bakteri
uygulamalarinin yer fistiginda verim ve bitki besin maddesi igerigine etkilerini
saptamak amaciyla saks1 ve tarla denemeleri kurmuslardir. Ug yillik tarla denemeleri
sonucunda ACC deaminaz igceren bitki biiyiimesini tesvik edici bakterilerin bitki
gelisimini artirdigy, bitki kok uzunlugu ve toplam kok hacmini artirdigi, verimde 6nemli

bir artisa neden oldugunu saptamislardir.

1.1.3.2. Tuz stresi kosullart altinda
Abiyotik ¢evresel stres faktorleri arasinda, tuzluluk tarimsal siirdiiriilebilirlik i¢in
biiyiik tehditlerden biridir ve bu durum diinya ¢apinda yaklasik 1 milyar ha’ dan fazla

hektarlik araziyi olumsuz sekilde etkilemektedir (Tester ve Munns, 2008).

Genel olarak bitkilerde tuzluluk problemi, ¢oziilebilir tuzun asir1 miktarda bitki
yetistirme ortaminda bulunmasi1 ile bitkinin normal gelisim fonksiyonlarinin
engellenmesi olarak tanimlanabilmektedir (Ashraf ve Harris, 2005). Biitiin bitkiler
yiiksek tuz konsantrasyonunda &lebilir. Doygunluk ¢amuru siiziigiinde 25°C’de dlgiilen
elektriksel iletkenlige (EC) (dS/m) gore toprak tuzlulugu siiflandirilmistir. Buna gore
EC’si 0-4 dS/m arasindaki topraklar ‘tuzsuz’, 4-8 dS/m olan topraklar ‘az tuzlu’, §-16
dS/m arasindakiler ‘orta tuzlu’ ve 16 dS/m’den fazla degerde bulunanlar ise ‘cok tuzlu’

olarak nitelendirilmektedir (Ding¢ ve Senol, 1997).
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Bitkilerin gelistigi ortamlarin tuz bakimindan sorunlu olmasi bitkiler agisindan
bir¢ok olumsuz etkinin olusmasina neden olmaktadir. Bu olumsuzluklardan baslicalari;
besinve su aliminda dengesizlikler, membran zararlanmasi, metabolik siireglerde
aksamalar ve osmotik uyumsuzluklardir (Orcutt ve Nilsen, 1996. Yakit ve Tuna, 2006).
Bu olumsuzluklarin yaninda reaktif oksijen tiirleri, ozmotik sok, iyonik toksisite,
stomatal kapanma ve yaprak genlesmesinin azalmasi vb. nedenlerle zararlara neden

olmaktadir (James ve ark. 2011).

Tuz stresi, dig ortamda suyun ozmotik basincini artirip, transpirasyonu azaltarak
bitkide su rejimini etkileyip bitki gelismesini engellerken diger taraftan bitki tarafindan
absorbe edilen iyonlarin kompozisyonunda farklilik yaratarak beslenme bozukluklari
meyvelerde fizyolojik bozukluklar (¢i¢ek dibi ¢iiriikliigii, ac1 benek, 6z ¢iirikligii gibi)
yaratmaktadir. Ayrica bitkilerde bazi fizyolojik parametreler ile enzimler (prolin
birikimi, membran stabilitesi, peroksidaz, katalaz, lipid peroksidasyonu) iizerine de etki

yapmaktadir (Inal ve ark. 2006).

Tuz stresi bitkilerde kok gelisiminin engellenmesine ve bodur biiyiimeye neden
olmaktadir. Bitkiler tuz stresi ile karsilastiklarinda toprak iistii aksamlarinda biiylimede
gerileme ve tomurcuk olusumunda azalma goriilmektedir. Asir1 tuz stresi sonucunda
koklerde, yaprak kenarlarinda ve biiyiime uglarinda nekrozlar (sar1 lekeler)
olusmaktadir. Biiylimesi tamamlanmadan erken donemde yapraklarda sararmalar ve
kurumalar goriilmekte ve son asamada ise bitkinin tamami kurumaktadir (Larcher,

1995).

Bitkilerde strese neden olan tuzlulugun kaynagi farkli olabilmektedir. Bunlar
arasinda gereksiz ve asir1 sulama, taban suyunun yiiksek olmasi, deniz suyunun sulama

suyuna karigmasi ve drenajin yetersiz olmasi gibi nedenler sayilabilmektedir (Dasgan,
2008).

Yapilan tahminlere gore oOniimiizdeki 75 yil iginde diinyada tarim yapilan
arazilerin sadece % 10 artabilecegi diisiinliilmektedir. Bu siire zarfinda diinya niifusunun
iki katina ¢ikmasi beklenmektedir. Bu artisin biiyiik boliimiiniin tuzluluk sorununun
yaygin olarak goriildiigli yar1 kurak ve kurak bolgelerde goriilmesi durumunda tuzluluk

sorunun énemi daha da belirginlesmektedir (S6nmez, 2011).
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Bitkiler abiotik streslerle kars1 karsiya kaldiklarinda verdikleri fizyolojik tepkinin
etilen miktarimi arttirmak oldugu saptanmigstir. Etilen sentezinin artmasi, besin aliminin
azalmasi, hormonal diizensizlik gibi belirtiler gosterir. Stres kosullarinda etilen

miktarinin artmasi bitki gelisimindeki bozulmanin ana nedenidir (Maheshvari, 2012).

Stres kosullarinda bitkide ACC miktariin arttigi ve buna bagli olarak etilen
miktarinin arttig1 birgok arastirici tarafindan bildirilmistir (Glick ve ark. 1997, Mayak
ve ark. 2004, Saravanakumar, 2012). ACC deaminaz enziminin etilen miktarinin
azaltigimin kesfinden sonra bir¢ok arastirict tohumlara ACC deaminaz enzimi igeren
bakterileri kullanarak stres kosullarinda etkinliklerini belirlemislerdir (Shaharoona,
2006).

ACC deaminaz iceren bakteriler bitki kok rizosferinde normal toprakta
bulunduklarindan ¢ok daha fazla bulunmaktadirlar. Bitki koklerinden salgilanan gesitli
molekiiller ile beslenmektedirler. ACC deaminaz i¢eren bakterilerin tuz stresi kosullari

altinda yetistirilen bitkilerdeki etkileri Tablo 1.1 ‘de sunulmustur.

Tablo 1.1. BBTEB tuz stresi kosullarinda etkinlikleri

BBTEB Bitki Stres Tipi  Arastirma Sonucu Referans
Toksik  iyon  aliminda Hasnain ve
Pseudomonas spp Bugday Tuz azalma Sabri, 1996
Achromobacter piechaudii Domates Tuz Bitki fidelerinin Mayak ve ark.
ARVS gelisiminde artig 2004
Pseudomonas syringae S5, Birki boyunda ve kok
P. fluorescens S20 Misir Tuz uzunlugunda artis, diisik ~ Naadem ve ark.
Enterobacter aerogenes prolin miktari, yiiksek K 2007
S14 /Na orant
e Saravanakumar
Pseudomonas fluorescens Yerfistig Tuz Bltkl gelisiminde ve ve Samiyappan,
TD verimde artis
2006
Pseudomonas putlda_ N21 Bitki boyu ve kok _
Pseudomonas aeruginosa N N . Zahir ve ark.
. Bugday Tuz uzunlugunda ile yaprak
N39 Serratia Klorofil iceriginde art 2009
proteamaculans M3 orofitigeriginde artis
Pseudomonas
pseudoalcaligenes, Piring Tuz Kok gelisiminde artis Jha ve ark. 2011
Bacillus pumilus
Pseudomonas spp. Ve . . Igbal ve ark.
Rhizobium spp. Mercimek Tuz Nodiil sayisinda artis 2012
P Koraiensis Soya Tuz Soyanin tuza Kasotia ve ark.

dayanikliliginda artis

2015
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Mayek ve ark. (2004) domateste tuzlu kosullar altinda bitki gelisimini ve {irlin
verimi artirmak i¢in ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini tegvik edici bakterilerin
kullanilip kullanmayacagini arastirmiglatdir. Yapilan ¢alisma sonucunda ACC deaminaz
igeren Achromobacter piechaudii bakterisi ile asilamanin domates fidelerinin 172 mM
NaClI igeren ortamda kontrole gore yas ve kuru agirligmin 6nemli oranda arttii
belirlenmistir ayrica bakteri ile asilamanin bitki fosfor ve potasyum miktarina etki ettigi
ve bitkinin su kullanom randimaninin arttigi  saptanmistir. Benzer sekilde
Chookietwattana ve ark. (2012) ACC deaminaz igeren bitki bliylimesini tesvik edici
bakterilerinden Bacillus licheniformis etkinligini saptamak i¢in 0, 30, 60, 90 ve 120 mM
NaCl igeren ortamda domates yetistirmislerdir. Arastirma sonucunda oOzellikle tuz
oraninin 30- 90 mM NaCl oldugu ortamlarda bakteri asilamanin ¢imlenme orani,
¢imlenme indeksi, kok uzunlugu, fide yas ve kuru agirlig1 iizerinde onemli etkileri

oldugu saptanmistir.

Saravanakumar ve samiyappan (2006) yer fistiginda yaptiklari ¢alismada ACC
deaminaz iceren bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin tuzlu kosullarda yer fistiginin
verim ve biiyiime parametreleri lizerine etkilerini incelemislerdir. Arastirma da P.
fluorescens ile asilamanin hem saksi denemeleri hem de tarla denemelerinde tuzlu
kosullarda bitki verimi, bitki boyu, bitki kok uzunlugu ve 100 dane agirligi tizerinde

onemli etkileri oldugunu saptamislardir.

Cheng ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Pseudomonas putida UW4’nin ACC
deaminaz igeren orijinal formu ile mutasyonla ACC deaminaz i¢cermeyen mutant
formunun etkinligini kanola bitkisinde test etmisleridir. Aragtirmacilar Pseudomonas
putida bakterisinin orjinal formu ile mutant P. putida kanola tohumlarina asilamis ve
tohumlar1 tuz igeren ortamda (150 mM /L ve 1 mol/L NaCl) gelistirmislerdir. Arastirma
sonucunda her iki tuz dozunda da P. putida UW4’nin ACC deaminaz igeren suslar ile
asilanan bitkilerin mutant P. putida UW4 ile asilananlara gore 6nemli oranda gelisme

gosterdigi bildirilmisgtir.

Nadeem ve ark. (2007) tuzlu alanlardan ACC deaminaz igeren bitki biiytimesini
tesvik edici bakterileri izole ederek etkinliklerini saksilarda test etmislerdir. Arastirmada
4 ayn tuz seviyesinde (1, 4, 8, 12 dS/m) misir tohumlarinit ACC deaminaz igeren bitki
bliylimesini tesvik edici bakteriler ile asilanarak saksilara ekilmis ve gelisimleri

incelenmistir. Arastirma sonucunda artan tuz dozlarina bagli olarak misir gelisimin
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geriledigi ancak bakteri ile asilamanin bitki kuru agirligi, kok uzunlugu, toplam bitki
biyomast ve verimde oOnemli oranda artisa neden oldugu saptanmigtir. Misir
tohumlarimin ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler ile
asilamanin K'/Na" oranina, yaprak oransal su igerigi, klorofil ve prolin orani iizerine

olumlu etkileri oldugu bildirilmistir.

Zahir ve ark. (2009) tuzlu kosullarda 3 adet ACC deaminaz igeren bitki
biiylimesini tesvik edici bakterinin bugdayda etkinligini belirlemek amaciyla saksi
denemeleri kurmuslardir. ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini tesvik edici bakteriler
olarak P. putida (N21), P. aeruginosa (N39) ve Serratia proteamaculans (M35), tuz
dozlari olarak 1,63, 5, 10 ve 15 dS/m NaCl kullanilmistir. Arastirma sonucunda bugday
tohumlarin1 bakteri ile agilamanin yiiksek tuz dozlarinda bile bitki gelisimini artirdigi
belirlenmistir. Arastirma kullanilan bakteriler i¢inde P. putida (N21) izolatinin kontrol
ve arastirmada kullanilan diger bakterilere gore bitki boyu, kok uzunlugu, 100 dane
agirliglt ve dane veriminde O6nemli oranda farklilik yarattigini bildirmislerdir. Benzer
sekilde Nadeem ve ark (2007) 18 adet ACC deaminaz igeren bitki biiyiimesini tesvik
edici bakterinin etkinligini bugday kullanarak kavanoz testleri ile belirlemis ve etkin
bulduklar ile saksi denemeleri kurmuslardir. Tuz dozlar olarak 1.,46, 5, 10 ve 15 dS/m
dozlarim1 kullanmis ve arastirma sonucunda ACC deaminaz igeren bitki biiyiimesini
tesvik edici bakterinin tiim tuz dozlarinda bitki gelisimini artirdigin1 saptamislardir.
Arastirmacilar en yiiksek tuz dozunda bile bitki boyu, kok uzunlugu, 100 dane agirlig1
ve dane veriminde bakteri ile asilamanin %36 ile %118 arasinda artisa neden oldugunu

bildirmislerdir.

Siddikee ve ark. (2011) yaptiklar1 g¢alismada tuz stresi kosullarinda biber
gelisimini incelemis ve ACC deaminaz igeren bitki biliylimesini tesvik edici bakterilerin
kullaniminin etkilerini belirlemeye ¢alismislardir. Arastirmada tuz stresi altinda biberde
etilen, ACC ve ACC oksidaz enzim aktivitesinin arttigl, ACC deaminaz igeren bitki
biiyiimesini tesvik edici bakterilerin kullanilmasi durumunda ACC konsantrasyonun
onemli oranda azaldigt ve dolayisiyla da etilen konsantrasyonun azaldigini
saptamislardir. Arastiricilar tuzlu kosullar altinda bakteri asilamanin bitki verimini
artirdigint ve bunun temel nedeninin azalan etilen konsantrasyonu oldugunu

belirtmislerdir.
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Shimalia ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada ACC deaminaz igeren bitki
biiylimesini tesvik edici bakteriler P. fluorescens YsS6, P. migulae 8R6 ve bunlarin
ACC deaminaz mutantlarinin tuzsuz ve iki farkli tuz stres seviyesinde gelistirilen (165
mM ve 185 mM ) domateste bitki gelisim parametreleri degerlendirmislerdir. Mutant
olmayan P. fluorescens YsS6, P. migulae R6 tuzsuz kosullarda bile domates bitkisinin
biiyiimesinde onemli 6l¢iide artmasina neden olmustur. Her iki tuz konsantrasyonunda
da mutant olmayan bakteri ile asilanan bitkilerin mutant bakteriler ve bakteri
asillanmayan kontrole gore daha fazla yesil ve kuru biyomas ile daha yiliksek klorofil

icerigine sahip olduklarini belirtmislerdir.

Suarez ve ark. (2015)  yaptiklari arastirmada topraktan izole ettikleri
Hartmannibacter diazotrophicus bakterisinin bitki biiylimesini tesvik edici 6zelliklerini
belirlemislerdir. Bakterinin ACC deaminaz enzimi igerdigi ve IAA iiretebildigi
belirlenmistir. H. diazotrophicus bakterisinin tuzlu kosullarda etkinligini belirlemek
amaciyla bakteriyi arpa bitkisine asilamis ve tuzlu kosullarda bitki gelisimini
izlemislerdir. Arastirma sonucunda arpa kok uzunlugunda %308, fide uzunlugunda ise

%189 artis saptandiklarini rapor etmislerdir.

Kiani ve ark. (2016) tuzlu ve normal kosullar artinda aspir tohumlarmma ACC
deaminaz iceren bitki biiylimesini tesvik edici bakteri asilamis ve bitki biiyiime
parametrelerini incelemislerdir. Aragtirmada 4 adet ACC deaminaz igeren bitki
biiyiimesini tesvik edici bakteri kullanmislardir. Deneme sonucunda, tuzlu ve normal
kosullar atinda bitki verimi, bitki boyu, bitki kuru agirligi, bitkide tohum sayilarinda
bakterileriler ile asilananlarin kontrole gore Onemli oranda artis sagladigim

saptamiglardir.

Singh ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada ACC deaminaz igeren bitki biiyiimesini
tesvik edici bakteri tuz stresi altinda gelisen bugday gelisimi {iizerine etkilerini
aragtirmiglardir. Yapilan c¢alismada 4 ayr1 tuz dozu (150, 175, 200 mM NaCl)
kullanilmig ve arastirma sonucunda Enterobacter sp. SBP-6 ile asilanan bugdaylarin
kontrol grubuna gore daha yiiksek bitki kuru agirhigma, klorofil ve bitki K* kapsamia

ve daha diisiik bitki Na" kapsaminda neden oldugu saptanmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Bakteri izolasyonu i¢in toprak érneklerinin alinmasi

Topraktan bakteri izolasyonu yapmak amaciyla Eskisehir, Konya ve Afyon il,
ilgelerde bugday tarimi yapilan alanlardan toprak ornekleri bugday koklerini igerecek
sekilde paslanmaz celik kiirek yardimi ile alinarak bez torbalar i¢inde laboratuvara
getirilmistir. Toprak Orneklerinin alindigi noktalar Cografi Bilgi Sistemleri (CBS)
yardimut ile kayit altina alinmistir. Laboratuvara getirilen toprak érnekleri bitki koklerin
dikkatlice ayristirilmis ve kokler arasinda kalan topraklar bakteri izolasyonunda
kullanilmig ve diger topraklar ise toprak analizinde kullanilmistir. Toprak 6rneklerinin

alindig il ve ilgeler ile konum bilgileri tablo 2.1’de sunulmustur.

Tablo 2.1. Toprak orneklerinin alindigi yerler

Koordinatlar

Lab no il ilce
Dogu Kuzey Yiikseklik
1 Eskisehir Alpu 36322399 4408846 765
2 Eskigehir Alpu 36325296 4411552 770
3 Eskigehir Alpu 36323696 4408699 769
4 Eskigehir Alpu 36330814 4405474 767
5 Eskigehir Alpu 36337240 4400271 768
6 Eskisehir Alpu 36334735 4397561 753
7 Eskisehir Alpu 36334657 4396943 759
8 Eskisehir Alpu 36333960 4398451 762
9 Eskisehir Sivrihisar 36354366 4357827 840
10 Eskigehir Sivrihisar 36354677 4357435 804
11 Konya Celtik 36392050 4324185 837
12 Eskisehir Cifteler 36343305 4351191 863
13 Eskigehir Cifteler ~ 36345938 4349693 855
14 Eskisehir Sivrihisar 36336355 4374555 871
15 Eskisehir Odunpazar1 36277101 4391640 838
16 Eskisehir Odunpazar1 36277696 4392760 824
17 Eskisehir Odunpazar1 36277053 4392288 827
18 Afyon Bolvadin 36330691 4280998 951
19 Afyon Bolvadin 36331843 4280237 964
20 Eskisgehir Cifteler 36341336 4350818 870
21 Eskisehir Tepebagt 36294930 4411265 781
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2.1.2. Besiyerleri ve kullamlan soliisyonlar

LB broth ( Merck )
Pepton (kazeinden)
Maya ekstrakti
Sodyum Kloriir

Distile su

Besiyeri igerigi distile suda ¢dzdiikten sonra 121 °C 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmisgtir.

Indol asetik asit broth (Merck)

Maya ekstrakti
Pepton (etten)
Sodyum Kloriirii
Sukroz
(NH4)2S04
Triptofan

Distile su

Besiyeri icerigi distile suda ¢dzdiikten sonra pH 7,5 = 0,2 ayarlanarak 121 °C 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

DF tuz broth (Merck)

Glikoz
Glukonik asit
Sitrik asit
KoHPO,
Na,HPO,
MgS0,.7H,0
FeSO,.7H,O
HBO3
MnS04.2H,0
ZnS0,4.7H,0
CuS04.7H,0
MoO3
(NH,4)2SO0,4
Distile su
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Besiyeri igerigi distile suda ¢dzdiikten sonra pH 7,2 + 0,2 ayarlanarak 121 °C 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Modifiye DF tuz agar (Merck)

Glikoz 290
Glukonik asit 290
Sitrik asit 29
K,HPO, 44
Na;HPO,4 69
MgS0O,.7H,0 29
FeSO,4.7H,0 1mg
HBO; 10 pg
MnSO,.2H,0 11,19 ug
ZnS0,4.7H,0 124,6 pg
CuS0,4.7H,0 78,22 ug
MoO; 10 pg
ACC 0349
Agar 129
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi ACC hari¢ 950 ml distile suda ¢ozdiikten sonra pH 7,2 + 0,2
ayarlanarak 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. ACC 50 ml distile su
icinde ¢oziildiikten sonra 0,2 pum filtre ile steril edildikten sonra sogutulmus olan 950 ml

besiyerine eklenmistir.

NBRIP broth (Merck)

Glikoz 109
Kaya fosfat 59
MgCl,.6H,0 59
KCI 0,2g
(NH,;)2SO4 01lg
MgS0,4.7H,0 0,25 g
Distile su 1000 ml
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Besiyeri icerigi distile suda ¢dzdiikten sonra pH 7,0 + 0,2 ayarlanarak 121 °C 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Azotsuz malat sukroz agar (Merck)

Sukroz 109
Malik asit 59
MgSQO,4.7H,0 0,29
FeCls 0,01g
CaCl,.2H,0 0,02 g
NaCl 0,19
K,HPO, 0,1g
KH,PO,4 049
NaMo0O,.H,0 0,002 g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda ¢dzdiikten sonra pH 7,0 + 0,2 ayarlanarak 121 °C 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Hoagland soliisyonunun hazirlanisi

Stok Soliisyon ml Soliisyon /1

Komponent hazirlanisi L
2M KNO; 202 g/L 2,5
1M Ca(NO3),4H,0 236 g/0.5L 2,5
Demir EDTA 15 g/L 1,5
2M MgS0O,.7H,0 493 g/L 1
1M NH4NO; 80 g/L 1
H3BO; 2,86 g/L 1
MnCl; 4H,0 1,81 g/L 1
ZnSQO,47H,0 0,22 g/L 1
CuS0O45H,0 0,051 g/L 1
H,MoO4 H,0 or 0,09 g/L 1
Na,MoQO,42H,0 0,12 g/L 1
1M KH2PO4 (pH : 6.0) 136 g/L 0,5
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Hoagland soliisyonu Hoagland ve Arnon ( 1950) gore hazirlanmis ve 121 °C 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Kullanimdan 6nce 1/1 oraninda steril saf su ile

sayreltilerek 2 hoagland solusyonu seklinde kullanilmistir.

Stok modifiye universal buffer (MUB)

Tris 12,19
Malik asit 1169
H;BO3 6,39
Sitrik asit 1409

Icerik 488 ml 1 N NaOH ¢ozeltisinde ¢oziinmiis ve saf su ile litreye
tamamlanmustir. Stok ¢ozeltiden 200 ml alinarak alkalin fosfataz i¢cin pH 11,0 + 0,2 ‘ye
ayarlanmis ve litreye saf su ile tamamlanarak kullanilmistir. Stok ¢ozeltiden 200 ml
alimarak pH 6,0 + 0,2 ayarlanarak litreye tamamlanmis ve [B-glukosidaz enzim

analizinde kullanilmistir.

Alkalin fosfataz subsrat hazirlanisi

Disodyum p-nitrofenol fosfat 0,420 ¢

Substrat 50 ml MUB pH 11,0 £ 0,2 i¢inde ¢0Ozlinerek hazirlanmis ve

kullanilincaya kadar + 4 °C ‘de saklanmistir.

B glukosidaz subsrat hazirlanisi

p-Nitrofenol B-D glukozid 0,654 g

Substrat 50 ml MUB pH 6,0 £ 0,2 icinde c¢Ozilinerek hazirlanmis ve

kullanilincaya kadar + 4 °C ‘de saklanmugtir

Tris aminometan ( THAM)
Tris 12,2 g

Substrat 500 ml saf su iginde ¢oziinerek hazirlanmig, pH 12,0 = 0,2 ayarlanarak

kullanilincaya kadar + 4 °C ‘de saklanmustir
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2.2. Yontem

2.2.1. Bakteri izolasyonu

Laboratuvara getirilen toprak orneklerinde rizosfer topragindan bitki kokleri
uzaklagtirilarak 10 g toprak 100 ml steril serum fizyolojik su igerisinde 30 dk.
calkalanmistir. Calkalama sonrasinda topragin ¢okmesi beklenmis ve 1 ml {ist fazdan
almarak 20 ml steril s1v1 LB besiyerine ekim yapilmustir. 24 saat 28,5 + 1 °C inkiibasyon
sonunda gelisen bakterilerden dillisyon serileri hazirlanarak 10" ve 10°® tiiplerinden azot
kaynagi olarak 1-aminosiklopropan-1-karboksilikaside (ACC)’nin kullanildigi DF tuz
besiyerlerine ekim yapilmistir. DF tuz besiyerleri 3 giin 28,5 + 1 °C inkiibasyona
birakilmis ve 3 giiniin sonunda gelisen farkli koloniler saflagtirilarak % 40 gliserol
igeren LB besiyerinde -20 °C saklanmigtir. Azot kaynagi olarak ACC’nin kullanildig
DF tuz besiyerlerine gelisen tiim bakteriler ACC deaminaz pozitif (+) olarak

degerlendirilmistir.
2.2.1.1. Gram boyama

Kati LB yerinde gelisen 18-24 saatlik bakteriler 6ze yardimi ile alinarak, bir damla
distile su damlatilmis lam yiizeyine yayilarak kurumasi saglanmistir. Lam {izerinde
kuruyan bakteriler bek alevinden gegirilerek fiske edilmistir. Fikse edilen bakteriler
tizerine kristal viyole boyamasi eklenerek bir dakika beklenmistir. bir dakikanin
sonunda preparat distile sus ile yikanmis ve ardindan liigol soliisyonu eklenmis ve 1
dakika beklenmistir. Daha sonra preparat tekrar yikanmis ve preparat % 96’lik etil
alkolde 10-15 saniye bekletilmistir. Son asamada preparata safranin boyasi eklenerek 30
saniye bekletilmis ve tekrar yikanmistir. Daha sonra preparatin kurumasi beklenmis ve
mikroskop altinda yapilan incelemede pembe renkte goriilen bakteriler gram negatif (-),

mavi renkte goriilenler gram pozitif (+) olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark. 1989).

2.2.2. Toprak analizleri

Laboratuvara getirilen topraklar 2 mm’lik elekten elenerek analize hazirlanmistir.
Laboratuvara getirilen topraklar ve saksi denemelerinde kullanilan topraklarda

asagidaki analizler yapilmistir.
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2.2.2. Toprak biinye analizi

Toprak biinye analizi Bouyoucos’ a gore yapilmistir. Analiz ig¢in 50 g toprak
ornegi tartilarak 5 ml doygun sodyum okzalat (Na,C,04) ¢ozeltisi ve 5 ml 1 M sodyum
hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi eklenerek bir gece beklenmistir. Ertesi giin 100 ml saf
eklenerek biinye mikseri yardimi ile toprak tamamen pargalanarak bouyoucos
hidrometresi ile toprak biinyesi %Kum, %Kil ve %Silt olarak belirlenmistir (Tiiziiner,
1990)

2.2.2.2. Toprak saturasyon analizi

Toprak saturasyonu i¢in 100 g toprak tartilarak porselen kaplarda saf su ile toprak

ezilerek toprak macunu elde edilmistir (Ttiziiner, 1990).

2.2.2.3. Toprak pH ve tuz miktartnin belirlenmesi

Toprak saturasyonu olusturulduktan sonra 1 gece beklenmis ve ertesi giin toprak
pH’s1 pH metre ile ol¢iilmiistiir. Daha sonra toprak macunun (saturasyonun) suyu

basingli vakum cihazinda ¢ikarilarak ¢ikan ekstrakta EC metre ile tuzluluk ol¢tilmiistiir

(Tuziiner, 1990).

2.2.2.4. Topragin kire¢ kapsaminin belirlenmesi

Toprakta kirec¢ analizi Scheibler kalsimetresi kullanilarak belirlenmistir (Tiiziliner,

1990).

2.2.2.5. Toprak organik maddesinin belirlenmesi

Toprakta organik madde analizi Wackley-Black yontemine gore yapilmistir.
Analiz i¢in 1 g toprak ornegi 250 ml erlene konmus tizerine 10 ml potasyum dikromat
(K2Cr,07) ve 20 ml siilfiirik asit (H2S04) eklenerek 150 C%lik 1sitic1 tabla iizerinde 1 dk
bekletilmistir. Numunenin sogumasinin ardindan 200 ml su eklenerek fenoldiamin
((CeHs)2NH) indikatorii kullanilarak 0,5 N demir siilfat FeSO, titrasyonu ile sonug
hesaplanmustir (Tiiziiner, 1990).

2.2.2.6. Toprakta bitkiye yarayish fosfor miktarinin belirlenmesi

Toprakta fosfor analizi Olsen yontemiyle yapilmistir. Fosfor analizi i¢in 5 g
toprak Ornegi tartilarak 100 ml sodyumhidrojenkarbonat (NaHCO3) ile 30 dk

calkalayicida karistirilarak — siiziilmiis ve siiziinti askorbik asit kullanilarak
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renklendirilmistir. Ornekler spektrofotometrede okunarak topraklarin fosfor igerikleri

saptanmugtir (Tiiziiner, 1990).

2.2.2.7. Toprakta bitkiye yarayish potasyum miktarinin belirlenmesi

Toprakta potasyum miktarint belirlemek i¢in 10 g toprak 6rnegi tartilarak iizerine
25 ml amonyum asetat (NH;CH3CO) eklenmis ve bir gece beklenmistir. Ertesi giin
toprak siiziilerek NH4CH3CO ile 100 ml’ye tamamlanmis ve alev fotometresinde

okunmustur (Tiiziiner, 1990).

2.2.3. Bakteri izolatlarinin secimi

Izolasyonu ve saflastirmasi yapilan ACC deaminaz iceren bakterilerin tuzlu
ortamda etkinligi belirlemek igin {ic asamali deneyler diizenlenmistir. ilk asamada
bakteriler petri testlerine tabi tutulmus ve petri testleri sonucunda etkin bulunan
bakteriler ikinci asamada kavanoz testlerine alinmistir. Kavanoz testleri sonucunda

belirlenen bakteriler ile saks1 denemeleri kurulmustur.

2.2.3.1. Bugday tohumlarina bakteri izolatlarinin agilanmasi

Tuzlu kosullarda etkinligi belirlenecek bakteri izolatlar1 bugday tohumlarina
asilanmistir. Bugday tohumlar1 ¢ok kisa bir siire % 95 lik etanole maruz birakildiktan
sonra % 2 HgCl; solusyonunda 3 dk bekletilmistir. Bugday tohumlar steril saf su ile 3
kez yikanarak steril hale getirilmistir. Steril tohumlar 5 dk 3 mM ACC soliisyonunda
bekletildikten sonra tohumlar McFarland 0,5’ e gore ayarlanmis 24 saatlik bakteri

kiiltirtinde 30 dk bekletilerek bakteri izolatlarinin tohumlara asilanmasi saglanmistir

(Zahir ve ark. 2009).

2.2.3.2. Petri denemeleri

Petri testlerinde steril filtre kagidi iceren steril petrilere 5 adet tohum steril
sartlarda konulmustur. Petrilere tohumlarin dstiinii kapatacak sekilde ikinci bir filtre
kagidi ile kapatilmis ve her bir petriye 5 ml steril 45 mM NaCl soliisyonu eklenmistir.
Kontrol olarak saf su ve 45 mM NaCl solisyonu kullanilmistir. Deneme 7 giin
siirdiiriilmiis ve deneme sonucunda bitkilerin kok ve fide uzunluklar1 6l¢tilmistiir. Test

3 tekerriirlii olarak kurulmustur.
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2.2.3.3. Kavanoz testleri

Petri denemeleri sonucunda secilen izolatlar ile kavanoz testleri kurulmustur.
Kavanoz testlerinde bakteri ile asilanan bugday tohumlarindan beser adet tohum, steril
kurutma kagitlarinin iist kismindan 2-3 cm asag1 kismina dizilmis ve ikinci bir kurutma
kagidi Ustlerine kapatilarak kagitlar rulo haline getirilmistir. Hazirlanan kagit rulolar
icinde 80 mM (~ 8 dS/m) NaCl bulunan 300 ml '» Hoagland ¢6zeltisi bulunan
kavanozlara yerlestirmistir. Kavanozlar bitki biiyiitme kabininde 25 °C’ de 14 saat
aydinlik ve 10 saat karanlik olacak sekilde 21 giin tutulmustur. Kavanoz testleri ii¢
tekerriirlii olarak kurulmus ve sonucunda gelisen bitkilerin fide ve kok uzunluklari
belirlenmistir. NaCI icermeyen kontrol ile bakteri asilanmayan kontrollerde deneme ile

birlikte kurulmustur.

2.2.4. Bakteri izolatlarimin Tiir Tayinleri

Kavanoz testleri sonucunda sera denemeleri i¢in secilen bakterin tiir teshisi
VITEK 1I cihazin bakterilerin karbon kaynaklarini kullanimi esasina gére yapilmistir.
Bakterilerin tiir tayini 16 s rDNA analizi ile dogrulanmistir. Bu amagla bakteri
iolatlarinin genomik DNA’s1 GeneJETgenomik DNA saflastirma kiti kullanilarak

saflastirilmistir. Bu amagcla kullanilan kit protokolii asagida belirtilmistir.

24 saatlik taze kiiltiir 5000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant atilmistir.
Pelet 180 uLliziz tamponunda (20 mMTris-HCI, 2 mM EDTA, %1,2 Triton X-100, 20
mg/mLlizozim, pH: 8.0) siispanse edildikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
200  plliziz soliisyonu ve 20 pLProteinaz K eklenmis ve vortekslenmistir. Homojen
bir siispansiyon elde edildikten sonra 56°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. 20 pL
RNase A soliisyonu eklenmis, vortekslenerek karigtirildiktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. 400 puL %50 etanol eklenmis ve vortekslenmistir. Lizat
kolona transfer edilmis ve 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. 500 uL yikama
soliisyonu I eklenmis ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiiptindeki
stvi uzaklastirllmigtir. 500 pL yikama soliisyonu II eklenmis ve 3 dakika 12000 x g’de
santrifiij edilmistir. 50 plLeliisyon tamponu kolonun merkezine eklenmis, 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

Elde edilen genomik DNA, kalip DNA olarak kullanilarak 16S rRNA gen bdlgesi
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icin PCR kurulmustur. Bu amagla 27F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve
1492R 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" evrensel primerleri kullanilmstir.
Reaksiyon bilesenleri olarak, 10XTaqBuffer (+KCI-MgCl,), 2,5 uL; 25 mM MgCl,, 2,5
ul; 2,5 mMdNTP mix, 2,5 uL; 2,5 mM 27F primer, 2,5 uL; 2,5 mM 1492R primer 2,5
uL; Tagpolimeraz (5 u/uL), 0,25 uL; niikleaz igermeyen distile su, 11,75 pL; kalip
DNA, 1 pL kullanilmistir. PCR isleminde, 6n denatiirasyonbasamagi 94°C’de 3
dak.;denatiirasyonbasamagi 94°C’de 30 sn., baglanma basamag1 55°C’de 1 dak., uzama
basamag1 72°C’de 2 dak., 35 dongii; son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dak.olarak
yapilmustir.

Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR {iriinii %1’lik agaroz jelde kontrol
edilmistir. Elde edilen yaklasik 1400 baz ¢iftlik bolgenin dizi analizinde 1492R ve
907R (5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3') primerleri kullanilmistir. izolatlarin dizi
analizleri, BM Laboratuvar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi tarafindan
yapilmistir. Elde edilen dizi bilgisi BioEdit , dizi hizalama edit6rii ile diizenlenmis ve

birlestirilmistir.

2.2.5. Bakteri izolatlarimin Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Kavanoz testleri sonucunda sera denemeleri igin segilen bakterin izolatlarin
belirlenmesi i¢in bakterilerin azot fiksasyon, fosfor c¢ozebilme, indol asetik asit,
siderofor tiretim, hidrojen siyanid, amonyum {iretim ve ACC deaminaz testleri

yapilmugtir.

2.2.5.1. Azotsuz ortamda gelisim testi

Bakterilerin azot icermeyen ortamda gelisip gelismediklerini belirlemek igin
azotsuz malat sukroz besiyeri kullanilmistir. McFarland 0,5 gore ayarlanmis 24 saatlik
bakteri kiiltiiriinden azotsuz malat sukroz besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 7 giin 28,5 + 1
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen bakteriler pozitif

olarak degerlendirilmistir.
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2.2.5.2. Fosfor ¢iozebilme testi

Bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zebilme Ozelliklerin belirlenmesinde NBRIP
(National Botanical Research Institute’s Phosphate) besiyeri kullanilmistir. McFarland
0,5 gore ayarlanmis 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden 0.2 ml alinarak 20 ml NBRIP
besiyerine ekim yapilmis ve 150 rpm’de 3 giin boyunca 28,5 + 1 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
siipernatantta bulunan fosfor miktar1 Pelkin Elmer marka indiiktif eslesmis plazma —

optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) cihazinda belirlenmistir.

2.2.5.3. Indol asetik asit iiretimi

Bakterilerin indol asetik asit tretip tretmedigini Bharucha ve ark. (2013)
tarafindan Onerilen yontemle belirlenmistir. Bu amagla IAA {iretimi i¢in uygun besiyeri
hazirlanarak McFarland 0,5 gore ayarlanmis 24 saatlik bakteri kiiltiirinden 0.2 ml
alinarak 20 ml besiyerine ekilmis vel50 rpm’de 3 giin boyunca 28.5 + 1 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
siipernatant alinmistir. [AA iiretimini belirlemek i¢in 2 ml supertanat alinarak {izerine 2
damla fosforik asit eklenmis ve 4 ml Salkowski soliisyonu (1 ml 0.5 M FeCls i¢eren 50
ml %35 HCIO,) eklenerek 1 saat karanlikta bekletilmistir. 1 saatin sonunda olusan renk

standart IAA grafigi yardimi ile spektrofotometrede 535 nm dlgiilerek hesaplanmigtir.

2.2.5.4. Siderofor iiretimi

Bakterilerin siderofor iiretim testleri Schwyn ve Neilands (1987) gdre mavi
indikator boya kullanilarak yapilmistir. Bu test i¢in 60.5 mg kromo azurol S (CAS ) 50
ml saf su i¢inde ¢6ziinmiis ve 10 ml Fe*? soliisyonu (1 mM FeCl3.6H,0 10 mM HCI
icinde hazirlanmistir) ile kanstirlmistir. CAS+FeClz  soliisyonu 40 ml
hekzadesiltrimetilamonyum (HDTMA) ¢ozeltisi igine dikkatlice karistirilarak
otoklavlanmistir. HDTMA ¢ozeltisi 72,9 mg HDTMA 40 ml saf su icinde ¢oziilerek
hazirlanmigtir. Son olarak hazirlanan 100 ml boya ¢ozeltisi 900 ml steril pH 6,8 LB
besiyerine eklenmistir. McFarland 0,5 gére ayarlanmis 24 saatlik bakteri kiiltiirtinden
hazirlanan besiyerine 5 pl nokta ekimi yapilmis ve 5 giin 28,5 + 1 °C’de inkiibe
edilmistir. Gelisen bakteri kolonisi etrafinda mavi rengin sartya donmesi siderefor

liretiminin gostergesi olarak olarak degerlendirilmistir.
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2.2.5.5. Hidrojen siyanid testleri
Bakterilerin hidrojen siyanid (HCN) testleri Ahmad ve ark. (2008) tarafindan

Onerilen yontemle belirlenmistir. HCN testlerinde nutrient broth igine 4,4 g/L glisin
eklenmis ve McFarland 0,5 gore ayarlanmis 24 saatlik bakteri kiiltiiriinde 200 pl
modifiye edilen nutrient agar petrilerine yayilmistir. Petri kapaklarina kurutma kagidi
yerlestirilerek kagit 1 ml % 0,5’lik pikrik asit soliisyonunda ¢dzlinen %2’lik sodyum
bikarbonat ¢ozeltisi ile 1slatilmistir. Petri kapagi petri lizerine kapatilarak parafilm ile
sartlmis ve 5 giin 28,5 £ 1 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kurutma
kagitlarinin saridan kahverengi-kirmiziya doniismesi HCN iiretiminin oldugu seklinde

yorumlanmustir.

2.2.8.6. Amonyak testleri

Bakterilerin amonyak (NH3) testleri Cappuccino ve Sherma (1992)° ya gore
belirlenmistir. McFarland 0,5 gore ayarlanmis 24 saatlik bakteri kiiltlirlinde 100 pl 10
ml peptonlu su bulunan tiiplere ekilerek ve 5 giin 28,5 = 1 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiiplere 0,5 ml Nessler reaktifi eklenmis ve tiiplerde sar1 renk

olusumu amonyak iiretimi olarak degerlendirilmistir.

2.2.8.7. ACC deaminaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

ACC deaminaz enzim miktar1 Glick ve Penrose (2002) gore belirlenmistir. Bu
amagla bakteriler 15 ml LB besiyerinde 28,5 + 1 °C’de 150 rpm ‘de 20 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5 ul bakteri kiiltiirii 7,5 ml LB besiyerinde aym
kosullarda tekrar inkiibe edilmistir. Ikinci inkiibasyonun sonunda 8000 g +4 °C’de 10 dk
santrifiij edilerek hiicreler toplanmistir. 5 ml DF tuz broth ile hiicreler yikanmis ve
tekrar 8000 g +4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler
7,5 ml DF tuz broth ile 28,5 + 1 °C’de ile 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon &ncesi
DF tuz broth igerisine 45 pl 0,5 M ACC soliisyonu eklenmistir. Inkiibasyon sonunda
bakteriler 8000 g +4 °C’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.
Toplanan hiicreler 5 ml 0,1 M Tris-HCI pH 7,6 ile siispanse edilmistir. Ardindan
hiicreler 8000 g, +4 °C’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmis ve bu
islem toplam 3 kez yapilarak hiicrelerden besiyerinin tamamen uzaklastirilmasi
saglanmistir. Hiicreler ardindan 600 ul 0,1 M Tris-HCI pH 8,5 ile suspanse edilmis ve

30 pl toluen eklenerek 30 saniye vortekslenmistir. 100 pl protein analizi i¢in ayrilmis
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kalan 6rneklerden 200 pl alinarak iizerine 20 pul 0,5 M ACC soliisyonu eklenmis ve 30
°C 15 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 1 ml 0,56 M HCI eklenmis
ve 16000 g 5 dk oda 1sisinda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast 1 ml siipernatant
almarak tzerine 800 pul 0,56 M HCI eklenmis ve ardindan 300 pl 24
dinitrofenilhidrazin eklenerek 30 °C 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda tiiplere 2 ml 2 N NaOH eklenerek olusan renk 540 nm’de spektrofomometre

de okunarak standart a-ketobutirat egrisi yardimi ile belirlenmistir.

Standart a-ketobutirat egrisi 0,2 ile 1 umol arasinda hazirlanmistir. Standartlar ve
hazirlanisi tablo 2.2 sunulmustur. Standart olusturmada 100 mM a-ketobutirat
seyreltilerek 1 mM o-ketobutirat elde edilmis ve standart olusturmada 1 mM a-
ketobutirat kullanilmistir. Hazirlanan standartlara tizerine 300 pl 2,4 dinitrofenilhidrazin
eklenerek 30 °C 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda tiiplere 2 ml 2

N NaOH eklenerek olusan renk 540 nm spektrofotometre 6l¢iilmiistiir.

Tablo 2.2. Standart o-ketobutirat hazirlanis

Standart Stok Tris-HCI Toplam
1mM pH 8,5 Hacim

0 mM 0 ul 200 pl 200 pl
0,2mM 40 pl 160 pl 200 pl
0,4 mM 80 pl 120 pl 200 pl
0,6 mM 120 pl 80 pl 200 pl
0,8 mM 160 pl 40 ul 200 pl
1mM 200 pl 0l 200 pl

ACC deaminaz enzim miktar1 hesaplanirken ACC ve ACC igermeyen bakteri
ekstraktinin absorbansi enzim absorbansindan ¢ikarilmis ve ACC deaminaz (umol keto/
mg protein/ saat) )= grafikten okunan deger / ACC deaminaz i¢in kullanilan ml / protein

/ inkiibasyon zamani formiilii ile hesaplanmistir.

2.2.6. Sera Denemeleri

Kavanoz testleri sonucunda 5 bakteri izolati ile saksi denemeleri kurulmasina
karar verilmistir. Sera denemelerinde Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii

Miidiirliigii arazisinden toprak alinarak 2 mm elekten elenmistir. Elenen toprak icine 1/3
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oraninda 2 mm elekten elenen kum ile iyice karistirilmis ve homojen karisimdan 4,5 kg
plastik posetlere doldurulmustur. Deneme 4 ayr1 tuz seviyesinde (0,95 — 3,98 — 7,80 —
11,05 dS/m) 7 konulu ve 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Deneme Uygulamalari; 1-
Kontrol, 2- 10/6 nolu izolat, 3- 11/5 nolu izolat, 4-15/1 nolu izolat, 5-18/6 nolu izolat 6-
21/4 nolu izolat 7- 15/1 ve 21/4 (kavanoz testlerinde en uzun kok ve fide oranina sahip
izolatlar) kombinasyonudur. Plastik torbalardaki topraklar istenen tuz seviyesine
getirilmesi i¢in hesaplanan tuz miktar1 NaCl cinsinden suda ¢Oziinerek topraklara
uygulanmistir. Torbalara 8 adet Uygulamalarina gére bakteri asilanmis bugday tohumu
ekilmis ve ¢imlenen tohumlar sayilarak ¢imlenme yiizdesi belirlenmistir. Torbalardaki
tohumlar seyreltilerek 4 adet bitkinin gelismesi saglanmistir. Sera denemesinde
kullanilan topraklarin analizi yapilarak bitkilerin ihtiya¢ duydugu bitki besin maddesi
eksikleri belirlenmis ve fosfor eksikligi Diamonyum Fosfat (DAP), azot eksikligi ise %
21 amonyum siilfat giibresi ile tamamlanmistir. Deneme tesadiif parsellerinde faktoriyel
deneme desenine gore yiriitilmistiir. Denemede sulama haftada iki defa saf su ile
topraklardan sular drenaj olmayacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Sera denemelerinde saksi
basina verim, biyomas, bugday yapraklarinda prolin, malondialdehit, membran stabilite
indeksi, karotenoid miktar1 ve yaprak element igerikleri belirlenmistir. Bugday
yapraklarinin toplanmasinda her saksidan basaklanma doneminde bayrak yapragin

hemen altinda bulunan ilk yapraklar toplanmistir.

2.2.6.1. Verim

Plastik torbalarda gelisen bitkilerin bagaklar1 toplanmis, tohumlar temizlenerek

tartilmis ve saksi basina g verim olarak degerlendirilmistir.
2.2.6.2. Biyomas

Denemelere verim igin basaklar toplandiktan sonra bitkiler koklerinden kesilerek
65 °C 48 saat tutularak kurutulmustur. Kurutulan &rnekler tartilarak saksi basina g

olarak degerlendirilmistir.
2.2.6.3. Prolin

Bugday yapraklarimin prolin igerigi Bates ve ark. (1973) belirttigi yontemle
belirlenmistir. Prolin miktarmin tayininde 0,250 gr taze yaprak ornegi alinarak 10 ml

%3 sulfosalisilik asit iceren ¢6zeltide homojenize edilmistir. Homojenat 10 dk 5000 g
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santrifiij edilmistir. 2 ml slipernatant cam tiiplere alinarak iizerlerine 2 ml ninhidrin ve 2
ml asetik asit eklenmistir. Cam tiipler 95 °C’ de 1 saat sicak su banyosunda tutulduktan
sonra soguk su igine konarak reaksiyon sonlandirilmistir. Ornekler iizerine 4 ml toluen
eklenerek 10 dk beklenmistir. Siirenin sonunda toluen renklenmis ve renklenen toluen
spektrofotomektrede 520 nm‘de okunmustur. Prolin miktar1 standart prolin grafigi
yardim1 ile ppm cinsinden belirlenmis ve Prolin ((umol/g FW)=(grafik ppm
prolin)/115.5) / ((numune g)/5)) formiilii ile hesaplanmustir.

2.2.6.4. Malondialdehit (MDA)
Malondialdehit MDA miktar1 Heath ve Packer (1968) gore yapilmistir. MDA

miktarini belirlemek i¢in 0,5 gr yaprak 6rnegi 10 ml %0,1 trikloroasetikasit igerisinde
homojenize edilmistir. Homojenat 7500 g 10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij
sonrast 1 ml silipernatant cam tiiplere alinarak iizerlerine 4 ml %20 trikloroasetikasit
iceren %0,1 thiobarbiturik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Cam tiipler 95 °C 30 dakika
sitildiktan sonra soguk su banyosuna alinarak reaksiyon sonlandirilmistir. 7500 g 10
dakikalik ikinci bir santrifiijlemenin ardinda Orneklerin absorbans degerleri
spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda belirlenmistir. MDA miktari, MDA
(nmol/ml)=((A532-A600)/155)*1000 formiilii ile hesaplanmustir.

2.2.6.5. Membran stabilite indexi (MSI)

Membran Stabilite Indeksini belirlemek igin saksilardan toplanan yaprak
orneklerinden 3 adet Icm capinda diskler ¢ikarilmistir. Cikarilan diskler 10 ml saf su
iceren cam tiiplere konmus, tiipler 30 C° “lik su banyosunda 3 saat bekletilmistir. Daha
sonra igerisinde disk bulunan tiiplerin elektriksel iletkenlikleri EC metre yardimi ile
dlgiilmiistiir (C1). Yaprak diskleri bulunan tiipler daha sonra 121°C’ de 15 dakika
otavlanmis ve soliisyonlarin oda 1sisina kadar sogumasi beklenildikten sonra ikinci defa
elektriksel iletkenligi dl¢iilmiistiir (C2). Membran Stabilite Indeksi % =(C1/C2)*100

formiilii ile hesaplanmuistir.
2.2.6.6. Karotenoid miktari

Bugday yapraklarinda karotenoid miktar1 Lichtenthaler (1987)" nin bildirdigi

sekilde yapilmistir. Karotenoid tayininde 0,5 g taze yaprak alinarak 25 ml %90 Aseton

icinde porselen havanda ezilmistir. Ezilen 6rnekler daha sonra siiziilerek son hacim
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aseton ile 50 ml tamamlanmstir. Ornekler spekrofotometrede 470, 648 ve 663
nm’lerde asetona karsi okunmus ve Karotenoid (mg/g FW)=((1000xA470)-(2,27xChl
A)-(81,4xChl B)/227)x50/500 formiilii ile hesaplanmustir.

2.2.6.7. Toprak alkalin fosfataz aktivitesinin belirlenmesi

Saksi topraklarinda alkalin fosfataz enzim aktivitesi Tabatabai ve Eivazi (1977)
‘nin belirttigi sekilde yapilmustir. Saksi topraklarindan 1 gr alinarak 0,25 ml toluen, 1 ml
substrat (disodyum p-nitrofenol fosfat) eklenmis ve tizerine 4 ml MUB pH 11,0 + 0,2
eklenerek 37 + 1 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda numunelere 1 ml
0,5 M CaCl; ve 4 ml 0,5 M NaOH ceklenmis ve son olarak numunlere 90 ml saf su ilave
edilerek numuneler siizlilmiistiir. Tiim numuneler icin substrat eklenmeyen sahit
okumlar yapilmistir. Siizillen numuneler spektrofotometrede 400 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiis ve standart p-nitrofenol grafigi yardimi ppm cinsinden belirlenmistir. Toprak
orneklerinden ayn1 zamanda numune alinarak 105 £ 5 °C’de 24 saat tutulmus ve % kuru
toprak (% KT) miktar1 belirlenmistir. Topraklardaki alkalin fosfataz aktivitesi (ug p-NP
/ g KT / saat = ( 6rnek-Sahit)*1000/ % KM formiilii ile hesaplanmistir.

2.2.6.8. Toprak p-glukosidaz aktivitesinin belirlenmesi

Saks1 topraklarinda alkalin B-glukosidaz enzim aktivitesi Tabatabai ve Eivazi
(1988) ‘nin belirttigi sekilde yapilmistir. Saksi topraklarindan 1 gr alinarak 0,25 ml
toluen, 1 ml substrat (p-nitrofenol B-D glukosid) eklenmis ve tizerine 4 ml MUB pH 6,0
+ 0,2 eklenerek 37 = 1 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda numunelere
1 ml 0,5 M CaCl, ve 4 ml 0,1 M Trisaminometan (THAM) eklenmis ve son olarak
numunlere 90 ml saf su ilave edilerek numuneler siiziilmiistiir. Tiim numuneler igin
substrat eklenmeyen sahit okumlar yapilmistir. Siiziilen numuneler spektrofotometrede
400 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve standart p-nitrofenol grafigi yardimi ppm cinsinden
belirlenmistir. Toprak drneklerinden aym zamanda numune alinarak 105 = 5 °C’de 24
saat tutulmus ve % kuru toprak (% KT) miktart belirlenmistir. Toprak numunelerinde
bulunan B glukosidaz enzim miktar1 (ug p-NP / g KM / saat = ( 6rnek-Sahit)*1000/ %

KT formiilii ile hesaplanmistir.
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2.2.6.9. Yaprak element iceriginin belirlenmesi

Bitkilerden toplanan yaprak Srnekleri saf su ile yikanarak 65 °C’ de 48 saat
kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler 6giitiillerek 0,25 g mikrodalga tiiplerine tartilmistir.
Tartilan Orneklerin tizerine %20 HCIO4 igeren HNO3; karisimindan 10 ml eklenerek
mikrodalga firinda 30 dk siireyle yakilmistir. Yakma sonucu olusan sivi 50 ml

tamamlanarak ICP-OES cihazinda elementlerin okumalart yapilmistir.
2.2.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Denemelerden elde edilen veriler JUMP istatistik programi araciiyla varyans
analizi ile degerlendirilmis, deneme Uygulamalar: arasindaki farkliliklarin kontroliinde

LSD ¢oklu karsilagtirma testinden yararlanilmistir (Yurtsever, 1984).
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3. BULGULAR
3.1. Bakteri izolasyonu Yapilan Topraklarin Ozellikleri

Bakteri izolasyonu yapilmak amaciyla Eskisehir ilinin ¢esitli bolgelerinde bugday
ekili tarlalardan toprak ornekleri alinarak biinye, pH, EC, kire¢ (%), organik madde
(O.M %) bitkiye yarayish fosfor ve bitkiye yarayisli potasyum analizleri yapilmistir.

Analiz sonuglari tablo 3.1 sunulmustur.

Tablo 3.1. Toprak analiz sonuglart

Lab Kum Silt Kil Biinye EC Kire¢ O.M Fosfor Potasyum
No % % % smfi pH dS/m % % ppm ppm

1 1572 17,7 6653 C 848 141 911 284 7128 1390
2 46,25 28 258 L 8,13 1,02 1166 245 30,72 988
3 33,1 19,4 4748 C 841 1,04 1057 3,26 160,52 824
4 4947 19 3158 CL 784 081 204 114 925 470
5 1484 319 5322 C 8,12 2,04 1093 128 59,78 861
6 1832 258 5588 C 762 201 102 2,39 58,96 1059
7 1642 237 6001 C 808 292 1895 196 51,19 879
8 2551 213 5321 C 8,09 238 2259 131 4196 893
9 2078 772 214 SIL 758 7,73 2696 2,92 4413 583
10 2487 73 215 SiL 75 83 1931 3,78 196,14 1810
11 3088 255 43,71 C 732 903 102 2,02 21,74 1073
12 4297 496 751 SL 7,7 636 2805 6,07 123,67 220
13 164 275 56,18 C 85 833 204 143 60,66 874
14 2576 729 137 SIL 7,75 32 13,12 262 12,89 288
15 2723 316 4126 C 777 41 364 161 38,72 1008
16 21,13 28.00 50,88 C 761 169 437 156 13,02 787
17 3282 256 4169 C 763 154 364 201 1517 1114
18 11,14 236 6539 C 7,78 24 6,92 2,16 12,16 2045
19 1098 192 69,78 C 763 15 364 162 14,78 618
20 2489 296 4566 C 79 61 4,37 3,33 21,67 789
21 2512 272 4702 C 769 28 3498 128 11,86 648

Toprak analiz sonuglarina gore, topraklarinin kil igeriginin %1,37-69,78, kum
iceriginin ise % 10,98- 49,47 arasinda degistigi belirlenmistir. Toprak Orneklerinin
alkali yapida oldugu ve tuz iceriklerinin 0,81 dS/m ile 9,03 dS/m arasinda degistigi
belirlenmistir. Bakteri izolasyonu i¢in alinan toprak Orneklerinin tamami kiregli bir
yaptya sahipken organik madde miktarinin % 6,01 ile % 1,14 aralifinda degistigi

goriilmiistiir. Bakteri izolasyonu igin kullanilan topraklarin %350 sinin organik
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maddece eksik %19’ unun yeterli oldugunu belirlenmistir. Alinabilir fosfor miktari
11,86 ppm ile 160,52 ppm arasinda degisirken, alinabilir potasyum miktarinin 220 ppm
ile 2045 ppm arasinda degistigi saptanmistir.

3.2. Bakteri izolasyonu Tuzlu Ortamda Etkinliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolasyonu amaciyla alinan toprak Orneklerinden 122 adet bakteri
izolasyonu yapilmis olup bakterilerin 22 adedinin Gram +, 100 adet bakteri izolatinin
ise Gram — oldugu belirlenmistir. izolasyonu yapilan bakteri izolatlarinin tuzlu
kosullarda bitki gelisimini tesvik edip etmedikleri petri ve kavanoz testleri ile

belirlenmistir.

3.2.1. Petri testleri

Bakterilerin tuzlu kosullarda bitki biiylimesini tesvik edip etmediklerini
belirlemek amaciyla 122 adet bakteri izolati bugday tohumlarina asilanarak petri
denemeleri kurulmustur. Petri denemelerinin sonuglar1 tablo 3.2’de sunulmustur. Petri
denemelerinin kurulmasina ait goriintiiler sekil 3.1°de ve sonuglarina ait goriintiiler sekil

3.2°de verilmistir.

Sekil 3.1. Petri denemelerinin kurulmasi
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Sekil 3.2. Petri denemelerinin sonuglari

Tablo 3.2. Izolatlarin Gram boyama ve petri denemeleri sonuglar:

izolatNo  Gram Boyama Ortalama Fide Ortalama Kok
Uzunlugu (cm) Uzunlugu (cm)

Saf su 10,40 + 1,14 11,40 + 1,60
80 mM NaCl 498 + 0,67 585 + 1,30
11 - 520 + 1,02 596 + 0,85
1/2 - 558 + 0,87 6,16 + 1,83
1/3 - 6,02 + 1,03 7,09 + 1,43
1/4 - 568 = 1,37 7,07 + 1,33
1/5 + 502 + 1,39 6,10 + 1,23
1/6 - 6,70 = 0,55 7,70 £ 0,27
2/1 - 6,34 + 0,77 7,22 + 0,28
2/2 - 530 + 0,89 6,35 + 1,28
2/3 - 6,98 + 0,55 6,94 + 1,59
2/4 - 505 + 0,78 6,00 + 1,02
2/5 + 6,01 + 1,48 7,86 + 2,05
3/1 - 469 = 1,01 6,24 + 0,58
3/2 - 456 + 1,03 530 + 1,30
3/3 - 512 + 0,33 527 + 0,89
3/4 + 524 + 0,48 6,02 + 1,45
3/5 - 4,66 + 0,89 487 + 0,89
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Tablo 3.2. (Devam) Izolatlarin Gram boyama ve petri denemeleri sonuglart

izolat No  Gram Boyama Ortalama Fide Ortalama Kok
Uzunlugu (cm) Uzunlugu (cm)

3/6 - 6,86 + 1,56 8,12 + 1,68
317 - 483 + 1,56 579 + 0,98
3/8 - 538 + 0,56 6,69 = 1,38
4/1 - 502 + 1,44 6,10 + 0,76
4/2 - 6,82 + 0,74 6,92 + 1,63
4/3 - 578 + 1,38 799 + 2,49
4/4 + 572 + 1,14 8,20 + 1,46
4/5 + 6,18 + 1,27 7,26 + 0,69
4/6 - 568 + 0,70 703 £ 1,29
5/1 - 5,18 + 0,50 6,20 + 1,64
5/2 - 506 + 1,19 701 £ 0,93
5/3 - 6,14 + 1,59 8,02 + 1,88
5/4 - 507 + 047 6,25 + 0,88
5/5 + 485 + 1,02 569 + 1,28
5/6 - 469 = 0,84 571 + 1,04
6/1 - 6,50 + 1,79 6,27 + 1,09
6/2 - 6,14 + 0,67 595 + 0,12
6/3 - 6,96 + 0,42 595 + 0,52
6/4 - 472 + 1,30 543 + 0,74
6/5 - 6,04 + 1,13 591 + 1,20
6/6 + 592 + 0,39 7,03 £ 0,74
711 - 6,60 + 0,41 6,30 + 1,21
712 - 520 + 0,57 6,64 + 1,89
7/3 - 519 + 1,28 6,48 + 0,98
7/4 + 526 + 0,74 741 + 164
7/5 - 480 + 0,89 6,04 + 1,36
7/6 - 532 + 1,18 6,35 = 0,77
8/1 - 506 + 0,41 585 + 1,35
8/2 + 490 + 0,65 590 + 1,24
8/3 - 6,27 + 0,78 6,90 + 1,18
8/4 - 6,50 + 0,87 713 £ 164
8/5 - 529 + 1,14 6,08 + 1,37
8/6 - 499 + 1,87 6,38 + 1,47
9/1 - 484 + 0,43 6,48 + 0,56
9/2 - 454 + 0,97 578 + 1,19
9/3 - 502 + 0,65 6,23 £ 0,72
9/4 - 498 + 1,68 593 + 2,04
9/5 - 509 + 0,59 6,29 =+ 1,14
9/6 - 517 + 0,77 6,42 + 0,69
9/7 + 482 + 0,34 6,13 =+ 0,54
10/1 - 6,19 + 0,67 6,17 + 0,78
10/2 + 548 + 0,41 727 + 0,77
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Tablo 3.2. (Devam) Izolatlarin Gram boyama ve petri denemeleri sonuglart

izolat No  Gram Boyama Ortalama Fide Ortalama Kok
Uzunlugu (cm) Uzunlugu (cm)

10/3 - 6,60 + 1,08 710 + 1,59
10/4 - 496 + 0,36 6,15 + 0,52
10/5 - 544 + 0,62 6,27 + 1,13
10/6 + 7,02 + 0,90 7,65 + 1,90
11/1 - 482 + 0,50 6,83 + 0,69
11/2 - 451 + 043 6,53 + 0,69
11/3 - 464 + 0,71 549 + 0,76
11/4 - 549 + 0,86 6,40 + 0,89
11/5 - 576 + 0,57 7,70 = 0,89
12/1 - 590 + 0,99 6,00 £ 0,79
12/2 - 6,78 + 1,04 701 + 1,35
12/3 - 578 + 0,69 6,81 + 0,78
12/4 - 523 + 1,06 6,78 + 1,34
12/5 - 530 + 0,83 6,08 + 0,89
12/6 - 592 + 0,82 541 + 1,26
13/1 + 567 + 0,59 6,12 + 0,56
13/2 + 560 + 0,89 727 + 0,89
13/3 - 578 + 041 583 + 0,58
13/4 - 6,14 + 0,19 747 + 1,67
13/5 - 7,48 + 1,09 6,63 + 1,58
14/1 - 569 + 0,98 6,78 + 1,23
14/2 + 498 + 1,21 6,12 + 0,45
14/3 - 570 + 1,44 509 + 0,50
14/4 - 7,22 + 0,83 781 + 0,78
15/1 - 590 + 0,79 7,02 + 0,90
15/2 - 6,48 + 0,98 725 + 1,44
15/3 - 509 + 0,78 6,56 + 0,98
15/4 - 494 + 0,65 597 + 1,67
15/5 - 518 + 1,14 563 + 1,18
15/6 + 598 + 0,63 726 + 0,71
16/1 - 6,42 + 0,39 731 + 131
16/2 + 550 + 0,79 710 + 0,74
16/3 - 558 + 1,06 6,50 + 1,32
16/4 - 540 + 0,96 6,47 + 0,84
16/5 - 571 + 0,68 6,90 + 1,23
16/6 - 478 + 0,67 6,32 + 0,84
16/7 - 536 + 0,66 6,06 + 0,85
17/1 - 549 + 041 6,72 + 0,60
17/2 - 567 + 0,65 714 + 1,19
17/3 - 478 + 0,56 6,12 + 1,14
17/4 + 7,10 + 0,44 750 + 1,22
17/5 - 519 + 0,98 6,23 + 1,20
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Tablo 3.2. (Devam) Izolatlarin Gram boyama ve petri denemeleri sonuglart

izolatNo  Gram Boyama Ortalama Fide Ortalama Kok
Uzunlugu (cm) Uzunlugu (cm)

17/6 - 492 + 0,75 537 + 0,43
18/1 - 4,58 + 0,97 475 + 0,71
18/2 + 528 + 0,45 6,72 + 1,20
18/3 + 498 + 0,31 6,31 + 0,65
18/5 - 499 + 0,89 590 + 1,45
18/6 - 6,09 = 0,36 9,02 + 0,83
19/1 - 530 + 0,69 6,29 + 0,55
19/2 - 5,76 + 0,56 6,49 + 0,91
19/3 - 540 + 0,77 6,01 + 0,50
19/4 - 5,58 + 0,64 6,22 + 1,20
19/5 - 554 + 0,81 6,66 + 1,77
20/1 - 6,30 = 151 10,23 + 2,59
20/2 - 594 + 0,70 6,03 £ 0,91
20/3 - 7,04 + 0,44 10,56 + 0,89
20/4 + 532 + 0,60 562 + 1,31
20/5 - 5,76 + 0,56 7,01 + 0,79
21/1 - 570 + 1,21 6,20 + 1,03
21/2 - 505 + 0,78 6,09 + 0,56
21/3 - 6,06 + 0,75 579 + 1,71
21/4 - 590 + 0,56 747 = 0,47
21/5 - 567 + 0,65 6,03 £ 0,98

Petri denemelerinde 45 mM NaCl igeren ortamda ¢imlenen bugday tohumlarinin
kok ve fide boylar dlciilmistiir. Bakteri asilamasi yapilmamis bugdaylara saf su ve 45
mM NaCl uygulanarak kontrol gruplari olusturulmus, 45 mM NaCl grubu ile bakteri
izolatlar1 karsilagtirilarak  degerlendirilmistir. Petri denemeleri sonucunda fide
uzunlugunun 4,51 cm ile 7,48 cm arasinda degistigi gozlenmistir. Deneme sonucunda
kok uzunluklarinin 4,75 cm ile 10,56 cm arasinda degisim gdsterdigi saptanmistir. Petri
denemeleri sonucunda yapilan degerlendirmeler ile 1/6, 3/8, 4/4, 6/3, 7/4, 10/3, 10/6,
11/5, 13/4, 13/5, 15/1, 15/2, 15/6, 16/1, 17/2, 17/4, 18/4, 18/6, 20/1, 20/3 ve 21/4 no’lu

izolatlar ile kavanoz testlerinin kurulmasina karar verilmistir.

3.2.3. Kavanoz denemeleri

Petri denemeleri sonucunda karar verilen izolatlar ile kavanoz denemeleri
kurulmustur. Kavanoz denemelerinde 80 mM NaCl igeren 2 Hoagland soliisyonu

kullanilmis ve her kavanozda bakteri izolati ile asilanmig 5 adet bugday tohumu
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kullanilmistir. Kavanoz denemeleri 21 giin siirdiiriilmiis ve 21. giiniin sonunda gelisen
bitkilerin fide ve kdk uzunluklart dlgiilerek degerlendirilmistir. Kavanoz denemelerine

ait goriintiiler sekil 3.3 ve sekil 3.4°de verilmistir. Kavanoz deneme sonuglart ortalama

+ standart sapma olarak tablo 3.3’de sunulmustur.

Sekil 3.3. Kavanoz testlerinin kuru/usu

Sekil 3.4. Kavanoz testlerinin goriiniisii
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Tablo 3.3. Kavanoz deneme sonuglart

izolat No Ortalama Fide Ortalama Kok
Uzunlugu ( cm) Uzunlugu ( cm)

Y2 Hoagland 30,20 + 2,38 18,80 + 1,30
80 mM NaCl Hoagland ~ 16,00 + 1,58 6,80 + 1,30
1/6 19,45 + 3,78 6,60 £ 2,40
318 11,80 + 3,06 540 * 2,30
414 1540 + 2,60 6,20 = 1,73
6/3 14,40 + 3,27 550 + 2,40
7/4 15,20 + 2,17 501 + 1,21
10/3 16,20 + 3,29 7,02 £ 1,00
10/6 2420 + 321 10,40 *+ 2,89
11/5 21,60 + 2,60 10,60 £ 1,51
13/4 20,80 + 2,86 7,60 £ 2,88
13/5 20,40 + 2,98 540 + 2,08
15/1 2560 + 2,40 12,40 £ 2,08
15/2 19,10 + 1,87 6,20 £ 0,88
15/6 19,60 + 3,64 7,60 £ 2,60
16/1 23,60 + 3,21 9,00 £ 2,00
17/2 18,60 + 2,70 9,00 £ 1,21
17/4 20,80 + 3,56 9,50 £ 2,50
18/4 21,50 + 2,38 720 £ 1,29
18/6 24,20 + 3,29 9,20 £ 1,31
20/1 23,20 + 3,83 840 * 1,81
20/3 19,20 + 3,89 6,40 £ 2,30
21/4 23,60 + 3,64 13,40 + 0,89

Kavanoz denemeleri sonucunda fide uzunlugunun 15,20 cm ile 30,60 cm arasinda
degistigi saptanmistir. Denemede kok uzunlugunun 18,80 cm ile 5,01 cm aralifinda
degistigi gozlenmistir. Deneme sonucunda 10/6, 11/5, 15/1, 18/6 ve 21/4 no’lu izolatlar

ile saks1 denemelerinin kurulmasina karar verilmistir.

3.3. Bakteri izolatlarim Tiir Tayinleri

Kavanoz testleri sonucunda saksi denemelerinin kurulmasina karar verilen
izolatlarin 16S rRNA dizi analizi ile sonuglar1 tablo 3.4'de sunulmustur. Bu sonuglara
gore analiz edilen 5 adet bakteri izolat1 Bacillus cereus, Serratia odorifera, Lelliottia
amnigena, Arthrobacter arilaitensis ve Pseudomonas putida olarak belirlenmistir (Sekil
3.5,3.6,3.7,3.8ve 3.9).
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Sekil 3.5. Arthrobacter arilaitensis 18/6 Sekil 3.6. Bacillus cereus 10/6,

Sekil 3.7. Serratia odorifera 11/5

o,
MMM§A.

Sekil 3.9. Pseudomonas putida 21/4
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Tablo 3.4. Sakst denemelerinde kullanilan izolatlarin tiir tayin sonuglar

izolat % 16s rRNA %
Numarasi VITEK Il Sonucu Benzerlik sonucu Benzerlik Accesion
10/6 B. cereus/mycoides % 87 B. cereus % 98 KP027636.1
11/5 S. odorifera % 99 S. odorifera % 99 NR037110.1
15/1 Enterobacter amnigenus 2 % 99 L. amnigena % 100 KM114915.1
18/6 Tanilanamadi - A. arilaitensis % 98 CP012750.1
21/4 Tanilanamadi - P. putida % 99 GQ200822.1

3.4. Bakteri izolatlarimin Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Saks1 denemelerinde kullanilmasina karar verilen izolatlarin bitki biiylimesini
tesvik edici Ozelliklerinin belirlenmesi ic¢in yapilan testlerin sonuglar1 tablo 3.5 de

verilmigtir.

Tablo 3.5. Bakteri izolatlarin bitki biiyiimesini tegvik edici ozellikleri

P COZZ. --I'A'.A . Azotsuz NH; Siderofor  HCN AC-C
. Yetenegi Uretimi ortamda .0 R .. . Deaminaz
Bakteriler . . Uretimi  Uretimi  Uretimi
(mg/L) (mg/L)  gelisim nmol
B. cereus - 35 ++ + - - 51,96
S. odorifera 111,2 27,6 + - + - 96,95
L. amnigena 45,3 26 - + - - 123,50
A. arilaitensis - 25 + ++ - + 148,78
P. putida 68,72 14 ++ ++ - - 69,75

Yapilan analizler sonucunda sadece A. arilaitensis bakterisinin HCN {iretebildigi
saptanmigtir. S. odorifera’nin siderofor ireten tek izolat olmanin yani sira fosfor
¢ozebilme yeteneginin oldugu ve 26,7 ppm [.A.A iiretebildigi gézlenmistir. B. cereus, S.
odorifera, A. arilaitensis, P. putida izolatlarimin azot igermeyen ortamda
gelisebildikleri ve S. odorifera disindaki diger bakterilerin NHj iretebildikleri
saptanmistir. ACC deaminaz enzim aktivitesinin 51,96-148,75 nmol a-ketobutirat/mg
protein/saat arasinda degistigi gozlenmistir. Bakteri izolatlarinin LA A iretimin 14
mg/L ile 35 mg/L arasinda degistigi gozlenmistir. Bakteri izolatlar1 arasinda S.
odorifera, L. amnigena, P. putida tiirlerinin fosfor ¢ozebilme yetenegine sahip

olduklar1 belirlenmistir.
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3.5. Saks1 Denemeleri

Saks1 denemeleri Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirligi
seralarinda tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore 4 tuz dozunda 7
konulu ve 4 tekerriirlii olarak yiiriitilmiistir. Tuz Uygulamalari T : Kontrol (0,95
dS/m), Ty1: 3,98 dS/m, T, :7,80 dS/m, T3: 11,05 dS/m deneme Uygulamalar: ise Ap :
Kontrol, A; : B. cereus, A,: S. odorifera, As: L.amnigena, A;: A. arilaitensis As : P.
putida, Ag : L. amnigena + P. putida olarak belirlenmistir. Saks1 denemeleri siiresince
bugday yapraklarinda prolin, MDA, karotenoid, MSI ve element analizleri, deneme
sonucunda ise saks1 basina verim ve biyomas ile saksi topraklarinda alkalin fosfataz, f3-
glukosidaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Saks1 denemelerine ait goriintiiler sekil 3.10

ve 3.11°da sunulmustur.

Sekil 3.10. Saks: denemelerinin genel gériiniisii
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Sekil 3.11 Saks: denemelerinin hasat zaman: genel goriiniisii

3.5.1. Saks1 deneme topragi ve tuz uygulamalari

Saks1 denemelerinde kullanilan topragi hazirlamak amaciyla Eskisehir Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirliigli tarlalarindan toprak alinarak 2 mm
elekten elenmistir. Hazirlanan topraga 2/3 oraninda 2 mm’lik elekten elenmis kum
karigtirilarak saksi topragi elde edilmistir. Saksi topraginin oOzellikleri tablo 3.6

sunulmustur.

Tablo 3.6. Saks: topragi analiz sonuglar

Kum Silt  Kil H EC Kire¢ O.M Fosfor Potasyum Fe Cu Zn Mn
% % % P dS/m % % ppm ppm ppm ppm ppm ppm
60,01 255 145 78 095 524 144 4,1 425 106 132 0,78 135

Denemede kullanilan saksi topragr % 60,01 kum igermektedir ve topragin pH
degerinin 7,80 oldugu saptanmistir. Toprag: fosfor icerigi 4,1 ppm ve organik madde
(O.M) iceriginin ise % 1,44 oldugu belirlenmistir. Yapilan analiz sonucuna gore
saksilara verilmesi gereken giibre miktar1 belirlenmistir. Saksilara bugday ekiminden
once saksi basina 1 g %21 Amonyum Siilfat ve 0,50 g Diamonyum Fosfat (DAP)
giibreleri verilmistir. Saksi1 topraklarina daha sonra hesaplanan miktarlarda NaClI
karistirilarak istenen tuz konsantrasyonlar1 olusturulmustur. Saksilar ii¢ giinde bir suyun

drenaj olmasina izin verilmeyecek sekilde saf su ile sulanmiglardir.

48



3.5.2. Verim

Saks1 denemelerinde gelisen bugdaylarin basaklari toplanarak saksi basina verim
(g) olarak hesaplanmistir. Sakst verimleri ve bu verimler iizerinden yapilan istatistik
degerlendirmeler Tablo 3.7°de sunulmustur. Saksi verimleri {izerinden hesaplanan
Uygulamalarin % degisim oranlari sekil 3.11°de sunulmustur. % degisim oran1 = (tuz
konsantrasyonu — kontrol) *100 / kontrol formiilii ile hesaplanmistir. Saks1 verimlerinin
kontrol Uygulamalar: ile tuz seviyeleri arasindaki iliski regresyon grafigi ile sekil

3.12°de sunulmustur.

Tablo 3.7. Farkl: tuz konsantrasyonlarindaki yetistirilen bugdayin verim tablosu

Tuz Konsantrasyonlar:

Uygulamalar kontrol

(0,95 ds/m) 3,98dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama
Kontrol 3,52 2,57 2,26 1,09 2,36 ¢C
B. cereus 3,62 3,01 2,30 1,31 2,45 bc
S. odorifera 3,64 3,23 2,36 1,62 2,71 ab
L. amnigena 3,60 3,42 2,65 1,61 2,82 ab
A. arilaitensis 3,66 3,15 3,05 1,59 2,86a
P. putida 3,57 3,37 2,68 1,35 2,74 ab
L. amnigena + P. putida 3,55 2,66 2,29 1,13 2,40c
Ortalama 3,58 a 3,08Db 251c 1,43d
D.K % 15

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri ®® LSD 1,,: 0,32 LSD gayeri : 0,42

Sakst denemeleri sonucunda yapilan istatistiki analiz sonuglarmma gore tuz
uygulamalarinin ve bakteri uygulamalarinin énemli oldugu tuz x bakteri interaksiyonun
ise Onemsiz oldugu saptanmistir (Tablo 3.7). Verim degerlerinin 0,95 dS/m tuz
skonsantrasyonunda 3,52 g /saksi ile 3,66 g/saksi, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda ise
2,57 g/saks1 ile 3,42 g/saks1 araliginda degistigi saptanmistir. Yapilan analizler
sonucunda L. amnigena + P. putida uygulamasi ile bakteri uygulamasi yapilmayan
kontrol konusunun istatistiki olarak ayni grupta “c” yer aldigi saptanmistir. B. cereus
uygulamasinin “bc” grubunda yer aldig1 gozlenirken, S. odorifera, L. amnigena ve P.

putida uygulamalar istatistiki olarak “ab” grubuna girdikleri belirlenmistir. A.
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arilaitensis uygulamasi istatistiksel olarak “a” grubunda yer aldigi saptanmistir. Bugday
gelisimi iizerinde tuzun etkisi istatistiki olarak 6nemli bulunmus ve 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda bugday veriminin 3,54 g/saks1 ile “a” grubunda yer aldigi
saptanirken, 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda verim 1,43 g/saksi ile “d” grubunda yer

aldig1 gozlenmistir.

0,00 -

-10,00 -

-20,00 -

-30,00

-40,00 -

% Verim Kayb

-50,00 -

-60,00

-70,00

m3,98dS/m m7,80dS/m 11,05dS/m

Sekil 3.12. Farkl: tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday verimlerinin % azalis oranlar

Sekil 3.12 incelendiginde bakteri uygulamasi yapilmayan kontrol konusuna gore
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda saksi basina bugday veriminin %26, 7,88 dS/m tuz
konsantrasyonunda %35 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %56 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir. Bakteri uygulamalarinda saksma verim miktarlarindaki
azalmalarin uygulamalara bagli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda saks1 basina bugday verimleri 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore
B. cereus uygulamasinda % 16, S. odorifera uygulamasinda %11, L. amnigena
uygulamasinda %5, A. arilaitensis uygulamasinda %11, P. putida uygulamasinda %5 ve
L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %13 oraninda azaldig1 belirlenmistir. 7,80
dS/m tuz Kkonsantrasyonunda saksi basma bugday verimleri 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 35, S. odorifera uygulamasinda

%36, L. amnigena uygulamasinda %26, A. arilaitensis uygulamasinda %14, P. putida
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uygulamasinda %24 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %32 oraninda
azaldigr saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore bugday verimlerindeki azalmanin B. cereus uygulamasinda %
63, S. odorifera uygulamasinda %62, L. amnigena uygulamasinda %53, A. arilaitensis
uygulamasinda %52, P. putida uygulamasinda %62 ve L. amnigena & P. putida

uygulamasinda ise %57 oraninda oldugu saptanmuistir.

W= 34476 - 0,15828= R2=055

g3
%

Yerimi g/ saksi)
]
(43}
I

Tuz{ds/m}

Sekil 3.13. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdayin verimleri ile tuz konsantrasyonlari
iliskisi

Tuz konsantrasyonlar1 ile verim arasinda yapilan regresyon analizi sonucunda
verim ile tuz konsantrasyonlari arasindaki iliskinin énemli oldugu ve R? degerinin 0,95

oldugu saptanmustir (Sekil 3.13).

3.5.3. Biyomas

Deneme siiresinde saksilarda yetistirilen bugdaylarin basaklar1 toplandiktan sonra
bitkiler toprak istii aksami kesilerek kurutulup tartilmis ve g/saksi olarak
hesaplanmistir. Bitki biyomasi ve bu veriler lizerinden yapilan istatistiki degerlendirme

tablo 3.8° de sunulmustur.

Tablo 3.8 incelendiginde biyomas konusunda yapilan istatistiki analiz sonuglarina
gore tuz uygulamalarinin, bakteri uygulamalarinin ve tuz x bakteri interaksiyonun
onemli oldugu gozlenmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda bakteri uygulamasi yapilmayan Kontrol konusu 7,87 g/saksi ile “ef”

grubuna, B. cereus ve S. odorifera uygulamalarinin ise sirasiyla 9,62 ve 9,43 g/saksi ile
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“ave “ab” grublarma girdikleri belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrol konusu 7,07 g/ saksi ile “g-k” grubunda yer alirken B. cereus S. odorifera,
uygulamalan sirasiyla 7,40, 7,43, ile  “e-1” grublarinda yer alirken L. amnigena ve A.
Aralatitensis uygulamalari ise sirasiyla 7,65, 7,42 ile “e-g” ve “e-h” grublarinda yer

aldiklar1 saptanmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 6,00 g/saksi ile
“m” grubuna yer alirken, A. aralatitensis uygulamasinin 7,06 g/saksi ile “g-1” gubunda
yer alidig1 saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu ile bakteri

uygulamalari arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadigi belirlenmistir.

Tablo 3.8. Farkl: tuz konsantrasyonlarindaki yetistirilen bugdayin biyomas tablosu

Tuz Konsantrasyonlari

Hvgulamalar (0:‘;”;;‘;;) 398dS/m 780dS/m 11,05dS/m Ortalama
Kontrol 7,77 ef 7,07 gfijk 6,00 m 18n 5,68

B. cereus 9,62 a 7,4 efghi 6,45 Im 1,7n 6,29

S. odorifera 9,43 ab 7,43 efghi 6,73 jki 1,77n 6,34

L. amnigena 8,94 bc 7,65 efg 6,78 15kl 1,88 n 6,31

A. arilaitensis 8,43 cd 7,42 efgh 7,06 ghijkl 1,97 n 6,22

P. putida 7,67 efg 7,19 fghyj 6,55 kim 1,95n 5,84

L. Amnigena + P. putida 7,75 ef 6,83 hijkl 6,11 m 1,72n 5,60
Ortalama 8,53 7,29 6,53 1,83

D.K % 12

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD 7y, x gakteri: 0,62

Farkli tuz konsantrasyonlarinda bugdaymm biyomas verimleri incelendiginde
kontrol konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda saksi basina biyomasin %10,
7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %23 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %77
oraninda azaldig1 tespit edilmistir (sekil 3.14). Bakteri uygulamalarinda saksi biyomas
verimlerindeki azalmalarin uygulamalara bagli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir.
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda saksi basina bugday verimlerinin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 23, S. odorifera uygulamasinda
%21, L. amnigena uygulamasinda %14, A. arilaitensis uygulamasinda %13, P. putida

uygulamasinda %6 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise %11 oraninda
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azaldig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda saksi bagina bugday biyomas
miktarinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna goére B. cereus uygulamasinda % 32, S.
odorifera uygulamasinda %28, L. amnigena uygulamasinda %24, A. arilaitensis
uygulamasinda %16, P. putida uygulamasinda %14 ve L. amnigena + P. putida
uygulamasinda ise %21 oraninda azaldigi saptanmistir. 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda ise 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore bugday biyomasindaki

azalmanin uygulamalara bagl olarak %71-82 araliginda degistigi saptanmustir.

% Biyomas Kayhi

m3,98dS/m m7,80dS/m m11,05dS/m

Sekil 3.14. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday biyomasimin % azalig oranlar

Biyomas ile tuz konsantrasyonlar: arasinda yapilan regresyon analizi sonucunda
tuz konsantrasyonlar1 ile biyomas verimi arasindaki iliskinin dnemli % 95 diizeyinde

énemli oldugu ve R? degerinin 0,93 oldugu belirlenmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdayin biyomas verimleri ile tuz

konsantrasyonlart iligkisi

3.5.4. Yaprak prolin icerigi

Saks1 denemelerinde bugday yapraklarinda prolin miktar1 belirlenmistir. Prolin
analizi 3 tekerrlirlii olarak yapilmig ve sonucglar pmol/g olarak tablo 3.9° da
sunulmustur. Yapilan analiz sonucunda elde edilen veriler kullanilarak % degisim orani

belirlenerek sekil 3.15° de sunulmustur. Kontrol Uygulamalari ile tuz seviyeleri

arasindaki iligki regresyon grafigi ile sekil 3.16° de gosterilmistir.

Tablo 3.9. Farkl: tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarimin Prolin (umol/g ) icerigi

tablosu
Tuz Konsantrasyonlari
Hvgulamalar (O;‘;”;rs‘;'m) 398dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama

Kontrol 0,821 0,98 hi 1,68¢c 2,87 a 1,58
B. cereus 0,841 1,01 hi 1,11 fgh 2,41b 1,34
S. odorifera 0,841 1,00 hi 1,23 defg 1,45 cd 1,16
L. amnigena 0,831 0,95 h1 1,27 defg 2,32b 1,34
A. arilaitensis 0,831 0,811 1,02 ghi 1,42 cde 1,01
P. putida 0,851 0,851 1,07 ght 1,33 def 1,07
L. amnigena + P. putida 0,841 0,92 h1 1,08 fgh1 2,43b 1,32
Ortalama 0,84 0,96 1,12 2,03

D.K %12

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri *
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Yapilan istatistiki analiz sonuglarmma gore tuz uygulamalarmin, bakteri
uygulamalarinin ve tuz x bakteri interaksiyonun yaprak prolin miktar1 {izerinde 6nemli
oldugu saptanmistir (Tablo 3.9). Yapilan istatistik analiz sonucunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu ve bakteri uygulamalari arasinda istatistiksel olarak

71
1

fark bulunamamig ve tiim uygulamlarin grubunda yer aldig belirlenmistir. 3,98
dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 0,98 umol/g ile “h” grubunda yer alirken
A. aralatitensis ve P. putida uygulamalarinin 0,81 pmol/g ve 0,85 umol/g ile “1”
grubunda yer aldiklar1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu
1,68 umol/g ile “c” grubunda yer alirken, A. aralatitensis ve P. putida uygulamalarinin
1,02 umol/g ve 1,07 umol/g ile kontrol grubu ve diger uygulamalardan daha az prolin
miktarina sahip olarak “g-1” grubunda yer aldiklar1 saptanmistir. 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol grubu 2,87 pumol/g ile “a” grubunda yer alirken, P. putida
uygulamasinin 1,33 umol/g ile “d-f” grubunda yer alarak en diisiikk prolin miktarina

sahip uygulama oldugu saptanmustir.
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Sekil 3.16. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarimin prolin icerigi % artis
grafigi

Farkli tuz konsantrasyonlarda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan prolin
miktar1 belirlendiginde, kontrol konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda

yaprak prolin miktarinin %20, 7,88 dS/m tuz konsantrasyonunda %112 ve 11,05 dS/m
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tuz konsantrasyonunda ise %263 oraninda arttig1 belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin
yaprak prolin miktarlar1 tizerindeki etkilerinin uygulamalara bagli olarak farklilik
gosterdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak prolin igerigi 0,95
dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 26, S. odorifera
uygulamasinda %6, L. amnigena uygulamasinda %14, A. arilaitensis uygulamasinda
%0,12, P. putida uygulamasinda %0 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise %9
oraninda arttig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak prolin igerigi
0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna goére B. cereus uygulamasinda % 32, S. odorifera
uygulamasinda %30, L. amnigena uygulamasinda %53, A. arilaitensis uygulamasinda
%14, P. putida uygulamasinda %15 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise
%28 oraninda arttig1 saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore gore B. cereus uygulamasinda % 186, S. odorifera
uygulamasinda %90, L. amnigena uygulamasinda %179, A. arilaitensis uygulamasinda
%73, P. putida uygulamasinda %76 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise
%189 oraninda artt1g1 gézlenmistir (Sekil 3.16).

3 Y =02054583 + 0173 GTX + 0,1809387%2 *
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Sekil 3.17. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan prolin miktart ile
tuz konsantrasyonlart iligkisi

Yapilan analiz sonucunda yaprak prolin miktari ve tuz konsantrasyonlari arasinda
anlaml bir iliski bulundugu ve bu iligkinin R? degerinin 0,99 oldugu saptanmistir (Sekil
3.17).
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3.5.5. Yaprak malondialdehit ( MDA ) icerigi

Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki MDA miktar1
nmol / ml cinsinden hesaplanarak tablo 3.10°da sunulmustur. Yaprak MDA igeriginin %

degisim grafigi sekil 3.17°de, regresyon grafigi ise sekil 3.18’de sunulmustur.

Tablo 3.10. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarimin MDA (nmol / ml) igerigi

tablosu
Tuz Konsantrasyonlari
Uygulamalar kontrol
3,98dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama
(0,95 dS/m)

Kontrol 0,57 g 0,64 efg 0,76 ¢ 101a 0.77
B. cereus 0579 065efg  074cd  077c 0.67
S. odorifera 0,58 g 065efg  068def 0,73 cde 0,66
L. amnigena 057 065efg  069def  074cd 0,65
A. arilaitensis 059 g 064efg  067def 0,72 cde 0,66
P. putida 0,59 g 062fy  068def 0,74 cde 0,65
L. amnigena + P. putida 0,57¢g 0,64 efg 0,67 def 0,85b 0,68
Ortalama 0,56 0,64 0,69 0,80
D.K % 6

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD 1y x sakeri: 0,097

Yapilan istatistiki analiz sonuglarmma gore tuz uygulamalarinin, bakteri
uygulamalarinin ve tuz x bakteri interaksiyonun yaprak MDA igerigi {izerinde 6nemli
oldugu saptanmistir (Tablo 3.10). Yapilan istatistiki analizler sonucunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu 0,57 nmol/ml ile “g” grubunda yer alirken, bakteri
uygulamalart ile arasinda herhangi bir fark bulunamamistir. 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu 0,64 nmol/ml ile “e-g” grubunda yer alirken P.
putida uygulamasi 0,62 nmol/ml ile “fg” grubunda yer aldig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m
tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 0,76 nmol/ml ile “c” grubunda yer alirken, S.
odorifera, L. amnigena, A. arilaitensis P. Putida ve L. amnigena + P. putida
uygulamalar1 uygulamalari kontrol grubundan daha az MDA miktarina sahip olarak “d-
f’ grubunda yer aldiklar saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol grubu

1,01 nmol/ml ile “a” grubunda yer alirken, S. odorifera, L. amnigena, A. arilaitensis P.
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Putida uygulamalar1 “c-e” grubunda yer alarak kontrol konusundan daha diisiik prolin

miktarina sahip uygulamalar olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 3.18. Farkl: tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinin MDA icerigi % artig
grafigi

Bugday yapraklarinda bulunan MDA miktar1 belirlendiginde, kontrol konusuna
gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak prolin miktarinin %12, 7,88 dS/m tuz
konsantrasyonunda %33 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %74 oraninda arttig1
belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin yaprak MDA miktarlar {izerinde uygulamalara
bagli olarak farkli etkiler gosterdikleri belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
yaprak MDA miktariin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda
% 14, S. odorifera uygulamasinda %12, L. amnigena uygulamasinda %14, A.
arilaitensis uygulamasinda %8, P. putida uygulamasinda %5 ve L. amnigena & P.
putida uygulamasinda ise %12 oraninda arttigi belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda yaprak MDA igeriginin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B.
cereus uygulamasinda % 29, S. odorifera uygulamasinda %17, L. amnigena
uygulamasinda %21, A. arilaitensis uygulamasinda %13, P. putida uygulamasinda
%15 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %19 oraninda arttig1 saptanmustir.
11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak MDA miktarimin 0,95 dS/m tuz

konsantrasyonuna goére B. cereus uygulamasinda %35, S. odorifera uygulamasinda
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%22, L. amnigena uygulamasinda %27, A. arilaitensis uygulamasinda %23, P. putida

uygulamasinda %18 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda %48 oraninda arttigi

gbzlenmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.19. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan MDA miktari ile
tuz konsantrasyonlart iligkisi

Yapilan regresyon analizi sonucunda yaprak MDA igerigi ile tuz

konsantrasyonlar1 arasindaki iliskinin 6nemli oldugu ve R? degerinin 0,96 oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.19)

3.6.6. Membran stabilite indeksi (% MSI)

Bugday yapraklarinda % MSI oran1 yapraklardaki iyon sizintilarmin dlgiilmesiyle
hesaplanmus ve tablo 3.11°de sunulmustur. MSI oranlari iizerinde hesaplanan % degisim
grafigi sekil 3.19°da, %MSI ile tuz konsantrasyonlari arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon grafigi sekil 3.20’da sunulmustur.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylarin yapraklarinda yapilan
MSI analiz sonuglarina gére tuz uygulamalarinin, bakteri uygulamalarmin ve tuz x
bakteri interaksiyonun énemli oldugu saptanmistir (Tablo 3.11). Yapilan istatistik analiz
sonucunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu dahil tiim bakteri
uygulamalarinin “a” grubuna girdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrol konusu %77,94 ile “c-e” grubunda yer alirken S. odorifera, L. amnigena, ve P.
putida uygulamalarinin sirasiyla %80,85, %80,25, ve %80,95 ile “b-d” grubunda yer
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alarak diger uygulamalardan daha yiiksek MSI degerine sahip olduklar1 belirlenmistir.
7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu %59,76 ile “gh” grubuna yer alirken,
A. aralatitensis uygulamasimin %64,62 ile “f” gubunda yer aldig1 saptanmustir. 11,05
dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu %50,19 MSI degeri ile “I” grubunda yer
alirken A. aralatitensis uygulamasinin % 60,95 ile “g” grubunda yer alarak diger bakteri
uygulamalar1 ve kontrol grubundan daha yiiksek MDA degerine sahip oldugu

saptanmistir.

Tablo 3.11. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarimin MSI (%) tablosu

Tuz Konsantrasyonlari

Uygulamalar kontrol
3,98dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama
(0,95 dS/m)

Kontrol 8251abcd  77,94cde  59,76gh 50,091 67.58
B. cereus 83,37 a 7522e  60,1gh 49,331 67.2
S. odorifera 81,6Labcd 80,85bcd 58,16l 5393jk 6938
L. amnigena 81,78abcd  80,25bcd  63,2fg 53,57kl [
A. arilaitensis 8394abcd  80,15bcde 64,62 f 60,95 g 72,41
P. putida 82,96abcd  80,95bcd  6355fg  535jk 70,2
L. amnigena + P. putida 81,6 abcd 79,24 cde 59,46 gh 50,36 kI 67,05
Ortalama 82,68 80,44 60,06 52,53

D.K % 15

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD 1y, x pakteri : 0,28 Verilere transformasyon uygulanmstir

Farkli konsantrasyonlarda bugdaym MSI degerleri incelendiginde kontrol
konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda MSI oranmnin %5, 7,88 dS/m tuz
konsantrasyonunda %27 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %39 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir. Bakteri uygulamalarinda % MSI oranlarinin uygulamalara
bagl olarak farklilik gdsterdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda MSI
oranlarinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 9, S.
odorifera uygulamasinda %0,2, L. amnigena uygulamasinda %6, A. arilaitensis
uygulamasinda %0,4, P. putida uygulamasinda %0,1 ve L. amnigena & P. putida
uygulamasinda ise %3 oraninda azaldigi belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz

konsantrasyonunda %MSI degerlerinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus
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uygulamasinda % 24, S. odorifera uygulamasinda %27, L. amnigena uygulamasinda
%22, A. arilaitensis uygulamasinda %23, P. putida uygulamasinda %24 ve L. amnigena
& P. putida uygulamasinda ise %30 oraninda azaldigi saptanmistir. 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda ise MSI degerlerinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B.
cereus uygulamasinda % 48, S. odorifera uygulamasinda %33, L. amnigena
uygulamasinda %34, A. arilaitensis uygulamasinda %27, P. putida uygulamasinda %35
ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda %38 oraninda azaldigi gézlenmistir (Sekil

3.20).

MSi % Azahs Orani

-60

m3,98dS/m m7,80dS/m m11,05dS/m

Sekil 3.20. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarimin MSI oranlarinin % azalis
grafigi

Yapilan regresyon analizi sonucunda farkli tuz konstrasyonlarinda gelistirilen
bugday yapraklarindaki % MSI oranlar ile tuz konsantrasyonlar1 arasindaki iliskinin

o6nemli oldugu ve R? degerinin 0,96 oldugu saptanmustir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinda %MSI orani ile tuz
konsantrasyonlart iligkisi

3.5.7. Yaprak karotenoid icerigi

Yaprak orneklerinde yapilan analiz sonucu bulanan karotenoid miktar1 (mg/g)
tablo 3.12°de, bu veriler yardimi ile hesaplanan % degisim grafigi sekil 3.21°de ve
karotenoid miktar1 ile tuz konsantrasyonlari arasindaki iliskiyi gosteren regresyon

grafigi sekil 3.22°de sunulmustur.

Tablo 3.12. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarmin karotenoid (mg/g) icerigi

tablosu
Tuz Konsantrasyonlari
Uygulamalar kontrol
3,98dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama
(0,95 dS/m)
0,84 0,72 0,63 0,46 0,66 b
Kontrol
0,88 0,78 0,67 0,61 0,70 ab
B. cereus
. 0,85 0,8 0,64 0,53 0,74 a
S. odorifera
. 0,9 0,75 0,65 0,62 0,73 a
L. amnigena
o 0,87 0,74 0,69 0,64 0,73 a
A. arilaitensis
P. putida 0,85 0,80 0,74 0,55 0,74 a
L. amnigena + P. putida 0,83 0,76 0,68 0,52 0,71 ab
Ortalama 86 a 76 b 67c 56 d
D.K 8%

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri ®® LSD 1,,: 0,036 LSD gayeri : 0,050
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Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylarin yapraklarinda bulunan
karotenoid miktarina ait analiz sonuglarina gore tuz uygulamalarmin ve bakteri
uygulamalarinin 6nemli oldugu, tuz x bakteri interaksiyonun ise Onemsiz oldugu
saptanmistir (Tablo 3.12). Yapilan istatistiki analiz sonuglarina gore hicbir bakteri
uygulamasinin yapilmadigi kontrol konusu 0,66 mg/g ile “b” grubunda yer alirken B.
cereus ve L. Amnigena & P. putida Uygulamalart 0,70 mg/g ile “bc” grubunda yer
almiglardir. L amnigena, A. arilaitensis P. putida, ve S. odorifera uygulamalar1 arasinda
istatistiki olarak herhangi bir fark bulunamamis ve “a” grubuna girdikleri saptanmuistir.
Bugday yapraklarinda bulunan karotenoid miktarlar1 {lizerinde tuz uygulamalarinin
etkisi istatistiki olarak dnemli bulunmustur. 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak
karotenoid miktart 0,86 mg/g ile “a” grubunda yer alirken, 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda 0,76 mg/g ile “b” grubunda, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,67
mg/g ile “c” grubunda ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,56 mg/g ile “d”

grubunda yer aldig1 saptanmistir.

% Karotenoid Kayhi

m3,98dS/m m7,80dS/m ®11,05dS/m

Sekil 3.22. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinin karotenoid miktarlarimin %
azalis grafigi

Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan karotenoid
miktar1 belirlendiginde, kontrol konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda

yaprak karotenoid igeriginin %14, 7,88 dS/m tuz konsantrasyonunda %25 ve 11,05
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dS/m tuz Kkonsantrasyonunda ise %45 oraninda azaldigi belirlenmistir. Bakteri
uygulamalarinin yaprak karotenoid miktarlari tizerindeki etkilerinin uygulamalara bagl
olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak
karotenoid miktarinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %
11, S. odorifera uygulamasinda %5, L. amnigena uygulamasinda %16, A. arilaitensis
uygulamasinda %14, P. putida uygulamasinda %5 ve L. amnigena + P. putida
uygulamasinda ise %8 oraninda azaldigi belirlenmistir. 7,80 dS/m  tuz
konsantrasyonunda yaprak karotenoid igeriginin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore
B. cereus uygulamasinda % 23, S. odorifera uygulamasinda %24, L. amnigena
uygulamasinda %27, A. arilaitensis uygulamasinda %20, P. putida uygulamasinda
%12 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %18 oraninda azaldigi
saptanmigtir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak karotenoid miktarin 0,95
dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %30, S. odorifera
uygulamasinda %38, L. amnigena uygulamasinda %31, A. arilaitensis uygulamasinda
%26, P. putida uygulamasinda %35 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda %31
oraninda azaldig1 gozlenmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.23. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinda karotenoid miktarlari ile
tuz konsantrasyonlart iligkisi

Yapilan regresyon analizi sonucunda karotenoid miktar1 ile tuz konsantrasyonlari

arasindaki iligkinin 6nemli oldugu ve R? degerinin 0,81 oldugu saptanmistir (Sekil
3.23).

64



3.5.8. Yaprak % Sodyum ( Na ) icerigi

Yaprak orneklerinde yapilan analiz sonucu bulanan Na miktar1 (%) tablo 3.13°de,
bu veriler yardimi ile hesaplanan % degisim grafigi sekil 3.23’de ve Na miktar ile tuz
konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiyi gOsteren regresyon grafigi sekil 3.24’de

sunulmustur.

Tablo 3.13. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarimin Na (%) i¢erigi tablosu

Tuz Konsantrasyonlari

Uygulamalar kontrol 3,98dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama
(0,95 dS/m)

Kontrol 0,121 0,15h 032e 1,14 a 0,43
B. cereus 0,121 0,15h 03le 1,14 a 0,43
S. odorifera 0,121 0,12 1 0,26 fg 1,09 he 0,39
L. amnigena 0,121 0,121 03e 1,09 be 0,41
A. arilaitensis 0,121 0,121 0,25¢ 1,06 c 0,39
P. putida 0,121 0,111 0,27 f 1,15a 0.41
L. amnigena + P. putida 0,121 0,14 h 0,3le 1,09 bc 0,42
Ortalama 0,12 0,13 0,3 1,05

D.K %4

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD ty, x gakteri : 0,015 Verilere transformasyon uygulanmistir.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylarin yapraklarindaki Na
miktar1 belirlendiginde tuz uygulamalarinin, bakteri uygulamalarmin ve tuz x bakteri
interaksiyonun 6nemli oldugu saptanmustir (Tablo 3.13). Yapilan istatistik analiz
sonucunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu ve bakteri uygulamalarinin

R
1

tamaminin grubuna girerek istatistiksel agidan farkli olmadiklar saptanmistir. 3,98
dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu %0,15 ile “h” grubunda yer alirken S.
odorifera, L. amnigena, A. aralatitensis ve P. putida uygulamalart sirasiyla %0,12,
%0,12, %0,12 ve %0,11 ile “1” grubunda yer aldiklar belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu %0,32 ile “e” grubuna yer alirken, A. aralatitensis

[({pb]

uygulamasinin  %0,25 ile “g” grubunda yer aldigi saptanmistir. 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu %]1,14 yaprak Na icerigi ile “a” grubunda yer
alirken A. aralatitensis uygulamasinin % 1,06 ile “c” grubunda yer alarak diger bakteri

uygulamalar1 ve kontrol grubundan daha diisiik yaprak Na igerigine sahip oldugu
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saptanmistir. Tuz uygulamalarmin ortalamalar1 dikkate alindiginda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda yaprak Na igeriginin %0,12, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
%0,13, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %0,30, 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda
%1,05 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.24. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarmin Na i¢eriginin % artig
grafigi

Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan Na miktarlar
karsilastirildiginda, kontrol konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak Na
miktarinin =~ %25, 7,88 dS/m tuz konsantrasyonunda %166 ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda ise %826 oraninda arttig1 belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin
etkilerinin yaprak Na igerigi lizerinde uygulamalara bagli olarak farklilik gdsterdigi
belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak Na miktarinin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 25, S. odorifera uygulamasinda %0,
L. amnigena uygulamasinda %0, A. arilaitensis uygulamasinda %0, P. putida
uygulamasinda %0 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %0 oraninda arttigi
belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak Na igeriginin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %158, S. odorifera uygulamasinda
%116, L. amnigena uygulamasinda %150, A. arilaitensis uygulamasinda %108, P.

putida uygulamasinda %125 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %121
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oraninda arttig1 saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak Na miktarinin
0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %850, S. odorifera
uygulamasinda %770, L. amnigena uygulamasinda %808, A. arilaitensis
uygulamasinda %783, P. putida uygulamasinda %858 ve L. amnigena + P. putida

uygulamasinda %808 oraninda arttig1 gézlenmistir (Sekil 3.24).

W= -0,373111 + 0, 0820362%K + 0,0155382*(X-5,75)2
1{ R=085 H=12

12

Tuz { dSim)

Sekil 3.25. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki Na miktart ile tuz
konsantrasyonlarin iliskisi

Yapilan regresyon analizi sonucunda Yaprak %Na miktant ile tuz
konsantrasyonlar1 arasindaki iliskinin 6nemli oldugu ve R? degerinin 0,95 oldugu

saptanmustir (Sekil 3.25).

3.5.9. Yaprak K/ Na oram

Yaprak orneklerinde yapilan potasyum ve sodyum analizleri sonucu hesaplanan
K/Na orani tablo 3.14’de, bu veriler yardimi ile hesaplanan % degisim grafigi sekil
3.25’de ve K/Na orani ile tuz konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiyi gdsteren regresyon

grafigi sekil 3.26°de sunulmustur.
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Tablo 3.14. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki K / Na orani tablosu

Tuz Konsantrasyonlar:

Uygulamalar kontrol
(0,95 ds/m) 3,98dS/m  7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama

Kontrol 16,78 fg 14,03 j 7,49 n 1,430 9,94
B. cereus 16,75 fg 14,75 1j 9,34 Im 1,400 10,48
S. odorifera 18,05 de 17,68 efg 9,931 1510 12,38
L. amnigena 19,01 cd 17,29 efg 8,99 Im 1,430 11,68
A. arilaitensis 21,55b 19,66 ¢ 11,68 k 1,750 13,66
P. putida 24,05 a 17,82 def 9,891 1,420 13,3
L. amnigena + P. putida 17,03 efg 15,45 1 8,19 mn 1,450 10,53
Ortalama 19 16,67 9,7 1,47

D.K % 6

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD 1y, x akteri - 1,25

Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylarin yapraklarindaki analizler
sonucunda K/Na oran1 belirlendiginde tuz uygulamalarinin, bakteri uygulamalarinin ve
tuz x bakteri interaksiyonun dnemli oldugu saptanmistir (Tablo 3.14). Yapilan istatistik
analiz sonucunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusunun 16,78 ile “fg”
grubunda yer aldig1 belirlenirken, bakteri uygulamalarindan A. arilaitensis 21,55 ile “b”
P. putida ise 24,05 ile “a” grubunda yer aldigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu 14,03 ile “j” grubunda yer alirken, A. aralaitensis
uygulamasinin 19,66 K/Na oran1 “c” grubunda yer alarak diger uygulamalardan daha az
miktarda K/Na oranina sahip oldugu saptanmustir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrol konusu 7,49 ile “n” grubuna yer alirken, A. aralaitensis uygulamasi 11,68 K/Na
orani ile “k” grubunda yer aldigi saptanmustir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda

kontrol konusu ve bakteri uygulamalar1 arasinda istatistiksel agidan herhangi bir fark

bulunmadig tespit edilmistir.
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Sekil 3.26. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki K / Na orani % azalis
grafigi

Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan K/Na oranlar1
karsilastirildiginda, kontrol konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak
K/Na oranmnin %16, 7,88 dS/m tuz konsantrasyonunda %55 ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda ise %91 oraninda azaldig: belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin
yaprak K/Na orani iizerindeki etkilerinin uygulamalara bagl olarak farklilik gosterdigi
belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak K/Na oraninin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gére B. cereus uygulamasinda % 10, S. odorifera uygulamasinda %2,
L. amnigena uygulamasinda %9, A. arilaitensis uygulamasinda %8, P. putida
uygulamasinda %25 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise %9 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak K/Na oraninin 0,95
dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %43, S. odorifera
uygulamasinda %28, L. amnigena uygulamasinda %52, A. arilaitensis uygulamasinda
%45, P. putida uygulamasinda %58 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise
%51 oraninda azaldigi saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak K/Na
orani 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %91, S. odorifera
uygulamasinda %91, L. amnigena uygulamasinda %91, A. arilaitensis uygulamasinda
%091, P. putida uygulamasinda %94 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda %91
oraninda azaldig1 saptanmustir. (Sekil 3.26).
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Sekil 3.27. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki K / Na orant ile tuz
konsantrasyonlarinin iligkisi

Bugday yapraklarinda K/Na oraninin tuz konsantrasyonlar1 ile iligki &nemli
bulunmustur. Yapilan istatistiki analiz sonucunda K/Na oranimin tuz konsantrasyonlari

ile iliskisinin R? degerinin 0,99 oldugu saptanmistir ( Sekil 3.27).
3.5.10. Yaprak Ca / Na orani

Bugday yapraklarinda yapilan kalsiyum ve sodyum analizleri sonucu hesaplanan
Ca/Na oram tablo 3.15°de, bu veriler yardimi ile hesaplanan % degisim grafigi sekil
3.27°de ve Ca/Na orani ile tuz konsantrasyonlari arasindaki iliskiyi gosteren regresyon

grafigi sekil 3.27°de sunulmustur.

Tablo 3.15. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki Ca/ Na orani tablosu

Tuz Konsantrasyonlari

Uygulamalar kontrol

(0,95 ds/m) 3,98dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama
Kontrol 6,40 ab 4,48 def 3,179 0,50 h 3,64
B. cereus 6,29 ab 4,51 de 3,149 0,50 h 3,58
S. odorifera 6,30 ab 5,33¢c 4,03 ef 0,49 h 4,03
L. amnigena 6,59 a 597b 4,03 ef 0,51 h 4,29
A. arilaitensis 6,30 ab 594D 517c 0,55 h 4,35
P. putida 6,32 ab 533¢c 4,60d 0,61 h 4,23
L. amnigena + P. putida 6,38 ab 4,89 cd 4,00 f 0,50 h 3,94
Ortalama 6,34 5,13 4,02 0,53
D.K %12

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD 1y, x pakteri : 0,14
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Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylarin yapraklarinda yapilan
analizler sonucunda yaprak Ca ve Na igerikleri belirlenerek Ca/Na orani hesaplanmig
ve analiz sonuglarina gore tuz uygulamalarinin, bakteri uygulamalarinin ve tuz x bakteri
interaksiyonun 6nemli oldugu saptanmistir (Tablo 3.15). Yapilan istatistik analiz
sonucunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu dahil tiim bakteri
uygulamalarinin “a” grubuna girdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrol konusu 4,48 Ca/Na orami ile “d” grubunda yer alirken L. amnigena,
uygulamasinin 5,97 Ca/Na orani ile “b” grubunda yer aldig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m
tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 3,17 Ca/Na orani ile “g” grubuna yer alirken, A.
aralatitensis uygulamasinin 5,17 ile “c” grubunda yer aldig1 saptanmistir. 11,05 dS/m

tuz konsantrasyonunda kontrol konusu ile bakteri uygulamalar1 arasinda istatistiksel

olarak herhangi bir fark bulunamamustir.

Bugday yapraklarinda yapilan analizler sonucunda yapraklarda bulunan Ca ve Na
miktar1 belirlenmis ve Ca/Na oraninin % degisim tablosu hesaplanarak sekil 3.28
verilmistir. Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen bugday yapraklarinda bulunan Ca/Na
orani karsilastirildiginda, kontrol konusuna gore 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
yaprak Ca/Na oraninin %30, 7,88 dS/m tuz konsantrasyonunda %50 ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda ise %92 oraninda azaldig: belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin
yaprak Ca/Na orani iizerindeki etkilerinin uygulamalara bagl olarak farklilik gosterdigi
belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak Ca/Na oraninin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 85, S. odorifera uygulamasinda
%15, L. amnigena uygulamasinda %9, A. arilaitensis uygulamasinda %14, P. putida
uygulamasinda %15 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %16 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda yaprak Ca/Na oraninin 0,95
dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %350, S. odorifera
uygulamasinda %36, L. amnigena uygulamasinda %38, A. arilaitensis uygulamasinda
%17, P. putida uygulamasinda %27 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise %37
oraninda azaldigi saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore gore B. cereus uygulamasinda %92, S. odorifera uygulamasinda
%92, L. amnigena uygulamasinda %92, A. arilaitensis uygulamasinda %91, P. putida
uygulamasinda %90 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise %92 oraninda

azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.28. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki Ca / Na orant % azalis
grafigi

Yaprak Ca/Na orami ile tuz konsantrasyonlar1 arasindaki iligki incelendiginde,
aralarindaki iligskinin 6nemli oldugu ve regresyon katsaymnin 0, 96 oldugu saptanmistir

(sekil 3. 29).
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Sekil 3.29. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarindaki Ca / Na orani ile tuz
konsantrasyonlarin iligkisi

3.5.11. Toprak alkalin fosfataz enzim aktivitesi

Saks1 topraklarinda yapilan alkalin fosfataz enzim analizi sonucunda topraklarda
bulunan enzim miktar1 tablo 3.16°da, bu veriler kullanilarak hesaplanan % degisim
grafigi sekil 3.29°da ve alkalin fosfataz enzim miktar1 ile tuz konsantrasyonlari

arasindaki iligkiyi gosteren regresyon grafigi sekil 3.30’da sunulmustur.
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Tablo 3.16. Farkl: tuz konsantrasyonlarinda bulunan topraklarindaki alkalin fosfataz enzim miktar:

Tuz Konsantrasyonlar:

Uygulamalar kontrol

(0,95 ds/m) 3,98dS/m  7,80dS/m  11,05dS/m Ortalama
Kontrol 189,13bc 163,15efg 156,36 efgh 137,681 164,08
B. cereus 182,50 cd 160,43 efg 145,89 ghi 135,81 169,66
S. odorifera 182,73 cd 163,27 efg 157,63 efg 136,73 1 155,5
L. amnigena 203,15ab 188,62 bcd 170,43 def 151,86 gh 178,98
A. arilaitensis 214,67 a 174,10 de 164,93 efg 136,02 1 173,18
P. putida 200,68 ab 191,80 bc 170,68 def 150,89 gh 184,02
L. amnigena + P. putida 190,50 bcd 156,87 efgh1 153,68 fgh 134,56 1 160,04
Ortalama 196,17 182,47 158,2 140,5
DK %14

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD vy, x gakteri: 18,87

Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylarin yetistirildigi topraklarda
yapilan analizler sonucunda toprakta bulunan alkalin fosfataz enzim miktar1 belirlenmis
ve buna gore tuz uygulamalarinin, bakteri uygulamalarinin ve tuz x bakteri
interaksiyonun 6nemli oldugu saptanmistir (Tablo 3.16). Yapilan istatistik analiz
sonucunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu ve L. amnigena, A.
arilaitensis, P. putida bakteri uygulamalarini sirastyla 199,13 pg p-NP / g KM / saat,
2015,15 nug p-NP / g KM / saat, 214,67 pg p-NP / g KM / saat, ve 200,68 pug p-NP / g
KM / saat ile “a” grubunda yer alirken, B. cereus uygulamasi 182,50 pg p-NP /g KM/
saat ile “cd” grubunda yer aldigi belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrol konusu 163,15 ug p-NP / g KM / saat ile “e-g” grubunda yer alirken L.
amnigena, ve P. putida uygulamalarinin sirasiyla 182,66 ug p-NP / g KM / saat ve
191,80 pg p-NP / g KM / saat ile “b-d” ve “bc” grublarinda yer aldiklari
belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 156,36 pg p-NP / g
KM / saat ile “e-h” grubuna yer alirken, P. putida uygulamasinin 170,68 ile “d-f”
gubunda yer aldig1 saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusunun
137,68 ng p-NP / g KM / saat ile “1” grubunda yer aldig1 belirlenirken, L. amnigena, ve
P. putida uygulamalar sirasiyla 151,86 pg p-NP / g KM / saat ve 150,89 ug p-NP / g
KM / saat ile “gh” grubunda yer aldiklar1 saptanmuistir.
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Sekil 3.30. Farkli tuz konsantrasyonlarinda bulunan topraklarindaki alkalin fosfataz enziminin %
degisim grafigi

Saks1 topraklarinda yapilan analizler sonucunda alkalin fosfataz miktari
belirlenmis ve alkalin fosfataz miktarinin % degisim tablosu hesaplanmistir (sekil 3.30).
Topraklarda bulunan alkalin fosfataz miktar1 karsilastirildiginda, kontrol konusuna gore
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda alkalin fosfataz miktarinin %16, 7,88 dS/m tuz
konsantrasyonunda %21 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %30 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin etkilerinin toprak alkalin fosfataz enzim
miktari lizerinde uygulamalara bagli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m
tuz konsantrasyonunda toprak alkalin fosfataz —miktarmin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda % 6, S. odorifera uygulamasinda %10,
L. amnigena uygulamasinda %7, A. arilaitensis uygulamasinda %16, P. putida
uygulamasinda %0 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %17 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda toprakta bulunan enzim
miktarmin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %20, S.
odorifera uygulamasinda %19, L. amnigena uygulamasinda %16, A. arilaitensis
uygulamasinda %19, P. putida uygulamasinda %14 ve L. amnigena + P. putida
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uygulamasinda ise %19 oraninda azaldigi saptanmistir. 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda toprak alkalin fosfataz enzim miktarmin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %25, S. odorifera uygulamasinda
%25, L. amnigena uygulamasinda %24, A. arilaitensis uygulamasinda %33, P. putida
uygulamasinda %24 ve L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %34 oraninda

azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.31. Farkli tuz konsantrasyonlarinda bulunan topraklarindaki alkalin fosfataz enzim miktari ile tuz
konsantrasyonlarin iliskisi

Sakst topraklarinda yapilan alkalin fosfataz enzim miktarinin tuz
konsantrasyonlari ile iliski onemli bulunmustur. Yapilan istatistiki analiz sonucunda
alkalin fosfataz enzim miktarinin tuz konsantrasyonlar: ile iligkisinin R? degeri 0,88

olarak saptanmustir (sekil 3.31) .

3.5.12. Toprak B-glukosidaz enzim aktivitesi

Saks1 topraklarinda yapilan B-glukosidaz enzim analizi sonucunda topraklarda
bulunan enzim miktar1 tablo 3.17°de, bu veriler kullanilarak hesaplanan % degisim
grafigi sekil 3.31°de ve B-glukosidaz enzim miktari ile tuz konsantrasyonlar1 arasindaki

iligkiyi gosteren regresyon grafigi sekil 3.32°de sunulmustur.
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Tablo 3.17. Saks: topraklarindaki p-glukosidaz enzim miktari

Tuz Konsantrasyonlar:

Uygulamalar kontrol
(0,95 ds/m) 3,98 dS/m 7,80dS/m 11,05dS/m Ortalama

Kontrol 131,48 bed 1225 efg 115,3 ght 100,91 117,545
B. cereus 125,37 de 115,03 gh1 108,33 yjkl 99,18 | 111,98
S. odorifera 125,41 de 119,69 efg 115,45 ght 99,54 | 116,02
L. amnigena 125,37 de 120,81lefg 115,44 ghi 101,851 115,87
A. arilaitensis 136,58 ab 127,14 cde 123,82 def 104,14 kI 122,92
P. putida 140,23 a 127,24 cde 119,51 efg 105,77 jki 123,19
L. amnigena + P. putida 132,14 abc 121,53 efgh 115,27 ghi 100,28 | 117,81
Ortalama 130,00 120,18 116,73 103,53

D.K %15

p<0,05 Tuz*, Bakteri*, Tuz X Bakteri * LSD 1, x Bakteri: 8,39

Farkli tuz konsantrasyonlar1 igeren topraklarda yapilan analizler sonucunda
toprakta bulunan B-glukosidaz enzim miktar: belirlenmis ve analiz sonuglarina gére tuz
uygulamalarinin, bakteri uygulamalarinin ve tuz x bakteri interaksiyonun 6nemli oldugu
saptanmistir (Tablo 3.17). Yapilan istatistik analiz sonucunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrol konusu 131,48 pug p-NP / g KM / saat ile “b-d” grubunda
yer alirken, P.putida uygulamasinin 140,23 pg p-NP / g KM / saat ile “a” grubunda yer
aldig1 belirlenmistir. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 122,50 pg p-NP
/ g KM / saat ile “e-g” grubunda yer alirken A. arilaitensis, ve P. putida
uygulamalarinin sirasiyla 127,14 ug p-NP / g KM / saat ve 127,24 pg p-NP / g KM /
saat ile “c-e” grubunda yer aldiklar1 belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrol konusu 115,30 pg p-NP / g KM / saat ile “g-1” grubuna yer alirken, A.
arilaitensis uygulamasinin 123,82 ile “d-f” grubunda yer aldigi saptanmustir. 11,05
dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 100,9 pug p-NP / g KM / saat ile “I”
grubunda yer aldigi belirlenirken, P. putida uygulamalasinin 105,77 pg p-NP / g KM /

saat ve ile “j-I” grubunda yer aldig1 saptanmustir.
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Sekil 3.32. Toprak p-glukosidaz miktar: % azalis grafigi

Saksi topraklarinda yapilan analizler sonucunda B-glukosidaz miktar1 belirlenmis
ve alkalin fosfataz miktarmin % degisim tablosu hesaplanmistir (sekil 3.32).
Topraklarda bulunan B-glukosidaz miktar1 karsilastirildiginda, kontrol konusuna gore
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda B-glukosidaz miktarinin = %6, 7,88 dS/m tuz
konsantrasyonunda %12 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %24 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Bakteri uygulamalarinin etkilerinin toprak B-glukosidaz enzim
miktari lizerinde uygulamalara bagli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. 3,98 dS/m
tuz konsantrasyonunda B-glukosidaz miktarinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore
B. cereus uygulamasinda % 8, S. odorifera uygulamasinda %4, L. amnigena
uygulamasinda %3, A. arilaitensis uygulamasinda %6, P. putida uygulamasinda %9 ve
L. amnigena & P. putida uygulamasinda ise %9 oraninda azaldigi belirlenmistir. 7,80
dS/m tuz konsantrasyonunda toprakta bulunan enzim miktarinin 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore B. cereus uygulamasinda %13, S. odorifera uygulamasinda %8,
L. amnigena uygulamasinda %7 A. arilaitensis uygulamasinda %9, P. putida
uygulamasinda %14 ve L. amnigena + P. putida uygulamasinda ise %14 oraninda
azaldigr saptanmigtir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise [B-glukosidaz enzim
miktarinin 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore gore B. cereus uygulamasinda %20, S.

odorifera uygulamasinda %20, L. amnigena uygulamasinda %18, A. arilaitensis

7



uygulamasinda %23, P. putida uygulamasinda %24 ve L. amnigena + P. putida

uygulamasinda ise %25 oraninda azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.33. f-glukosidaz enzim miktart ile tuz konsantrasyonlarin iliskisi

Saks1 topraklarinda yapilan B-glukosidaz enzim miktarinin tuz konsantrasyonlari
ile iligki 6nemli bulunmustur (Sekil 3.33) Yapilan istatistiki analiz sonucunda alkalin
fosfataz enzim miktarinin tuz konsantrasyonlari ile iligkisinin R? degeri 0,88 olarak

saptanmistir

3.5.13. Bugday yaprak iceriklerinin korelasyon analizleri

Bugday yapraklarinda analizleri yapilan element ve bilesiklerin birbiri ile olan

iligkileri kolerasyon yapilarak belirlenmis ve sekil 3.34’de sunulmustur.
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Degigkenler
MDA prolin
MSi prolin
MSI MDA
Karotenoid prelin
Karotenoid MD&A
Karotenoid MSI
Ma prolin
Ma MDA
Ma MSi
Ma Karotenoid
KiNa prolin
KiNa MDA
KiNa MSi
KiNa Karotenoid
KiNa Ma
Ca/Ma prelin
Ca/Ma MDA
Ca/Ma MSi
CaiMa Karotenoid
Ca/Ma Ma
CaiMa K/Na

Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday yapraklarinda yapilan analizler
sonucunda MDA ile prolin (r =0,97), karotenoid ile MSI ( r=0,89), yaprak Na icerigi ile
prolin (r=0,96), yaprak Na igerigi ile MDA (1=0,96), K/Na orani ile MSI (r=0,98), K/Na
orani ile karotenoid (r=0,88), Ca/Na ile MSI (r=0,95), Ca/Na ile karotenoid (r=0,93) ve

Ca/Na ile K/Na

birlikte karotenoid ile prolin (r=-0,85), karotenoid ile MDA (r=-0,89), MSI ile prolin
(r=-0,94), MSI ile MDA (r=-0,93), Na ile MSI (r=-0,86), Na ile karotenoid (r=-0,83),
K/Na ile prolin(r=-0,98), K/ Na ile MDA (r=-0,96), Ca/Na ile prolin (r=-0,94) arasinda

Korelasyon
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Sekil 3.34. Yaprak analizleri kolerasyon tablosu

yiiksek negatif iligkiler oldugu belirlenmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler toprakta gelisirken biiylime ve gelisimleri olumsuz etkileyecek birgok
biyotik ve abiyotik stres faktorleri ile karsilasirlar. Bitkiler agisindan 6nemli sonuglari
neden olabilen abiyotik stresler arasinda kuraklik, asir1 agir metal konsantrasyonu, besin
yetersizligi, sel ve tuzluluk sayilabilmektedir (Glick ve ark. 2007). Abiyotik stres
kaynaklar1 arasinda tuzlulugun kurak ve yar1 kurak alanlarda en biiyiik problemlerden
biri oldugu bildirilmektedir (Cicek ve Cakirlar, 2002). Tuzluluk i¢inde spesifik iyon
etkisi, osmotik kuraklik, hormonal dengesizlik ve besin aliminda dengesizlikleri igeren
kompleks etkilesimler ile bitki gelisimini azaltmaktadir (Arbona ve ark. 2005). Stres
kosullarinda besin ve hormonal dengesizliklere ek olarak bitki gelisiminin etilen
miktarindaki artistan Ozellikle etkilendigi belirlenmistir. Stres kosullarinda bitki
bilinyesinde artan etilen konsantrasyonun diisiiriilmesi bitki biiylimesi ve gelisiminde
olumlu etkilere neden olacagi varsayilmigtir. ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini
tesvik edici bakterilerin kullaniminin stres kosullarinda gelisen bitkilerin gelisiminde rol

oynayabilecegi diisliniilmektedir ( Nadeem ve ark. 2001).

Calismamizda tuzlu topraklarda yetistirilen bugday bitkisi koklerinden ACC
deaminaz enzimini igeren bakterilerin izolasyonun yapilmasina ve laboratuvar
kosullarinda etkinliklerinin belirlenmesine c¢alisilmistir. Daha sonra bu bakterilerin
farkl1 tuz konsantrasyonlarinda bugday gelisimi {izerine olan etkileri saptanmaya

caligilmistir.

Calismamizda Eskisehir, Konya ve Afyon illerinde toplam 21 adet toprak 6rnegi
alinarak bakteri izolasyonu yapilmistir. Ding ve Senol (1997) saturasyon macununun
stiziigiindeki EC’ye gore topraklari, 0-2 dS/m arasindaki topraklar tuzsuz, 2-4 dS/m
arasindaki topraklar ¢ok az tuzlu, 4-8 dS/m arasindaki topraklar az tuzlu, 8-16 dS/m
arasindaki topraklar orta tuzlu olarak degerlendirmislerdir. Ding ve Senol (1997) nin
siniflandirmasina gore caligmamizda bakteri izolasyonu yaptigimiz 21 adet topragin
%33’ tuzsuz, %3371 ¢ok az tuzlu, %19’u az tuzlu ve %14 ise orta tuzlu olarak
bulunmustur. Topraklarda yapilan kimyasal ve fiziksel analizler sonucunda topraklarin
16 adetinin kil biinyeli, 2 adet topragin siltli-tin biinyeli, 1 adet topragin tin biinyeli
oldugu ve 2 adet topragin ise kumlu-Killi-tin biinyeli oldugu belirlenmistir. Toprak
orneklerinin pH degerlerinin 7,32-8,48 arasinda degisti ve topraklarin tamaminin kiregli

oldugu saptanmistir. Topraklar organik madde bakimindan incelendiginde 9 adet
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topragin organik maddece az, 8 adet topragin orta, 3 adet topragin iyi ve 1 adet topragin
yiiksek organik madde igerdigi belirlenmistir. Topraklarin organik madde icerigine gore
siniflandiriimasinda Ulgen ve Yurtsever (1995) esas alinmistir. Calismamizda
kullandigimiz topraklarin bitki tarafindan alinabilir fosfor kapsamlar1 12,16 mg/kg ile
160,52 mg/da arasinda degismektedir. Topraklarin bitki tarafindan alinabilir potasyum
kapsamlar1 ise 288 mg/kg ile 2045 mg/kg arasinda degistigi saptanmistir.

Calismamizda 21 adet toprak orneginden 122 adet ACC deaminaz igeren bakteri
izolasyonu yapilmistir. Topraklardan bakteri izolasyonu isleminde toprak ornekleri
bitkiler ile birlikte alinmis ve izolasyon bitki kokleri arasinda kalan topraklardan
yapilmistir. Kok rizosfer bolgesinden alinan toprak ornekleri 1/10 oraninda steril serum
fizyolojik su i¢inde ¢alkanmig ve daha sonra steril LB besiyerine ekim yapilmistir. Bir
gece 25 °C’de 150 rpm calkalamali etiivde gelistirilen bakterilerden daha sonra
diiliisyon yapilarak 10 ve 10” diiliisyonlardan ACC’nin azot kaynag1 oldugu modifiye
DF besiyerine ekim yapilmistir. Besiyerinde gelisen bakteriler saflastirilarak
stoklanmistir. Glick ve Penrose (2003) ACC deaminaz igeren bakterilerin
izolasyonunda rizosfer topragindan 1 g alinarak PAF besiyerinde 1 glin 6n inkiibasyon
yapilmasinin bakteri izolasyon sansini artiracagini belirtmislerdir. Arastiricilar bu
yontemin Enterobacteriaceae ailesine ait ACC deaminaz igeren bakterinin
izolasyonunda olduk¢a basarili oldugunu ancak Bacillus tiirlerinin izolasyonun
yapilamayacagini belirtmislerdir. Belimov ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada toprak
orneklerine On zenginlestirme islemi uygulamig ve Bacillus tiirleri de dahil ACC
deaminaz enzimi iceren bakterilerin izolasyonunu yaptiklarini bildirmislerdir.
Aragtiricilar  on  zenginlestirme isleminde bezelye, patates ve lahana Oziitlerini
kullandiklarini ve izolasyon isleminin yaklasik olarak 5 giin siirdiiglinii belirtmislerdir.
Caligmamizda kullandigimiz yontem ile Bacillus tiirleri de dahil ACC deaminaz enzimi

iceren bakterin izolasyonu diger yonetmelere oranla daha kisa zamanda yapilmistir.

Calismamiz kapsaminda izolasyonu yapilan bakterilerin tuzlu kosullarda bugdayin
gelisimi lizerine olan etkileri petri ve kavanoz testleri ile test edilmistir. Petri testleri
sonucunda denemede kullanilan bugdayin ortalama fide uzunlugunun 4,56 cm ile 10,40
cm, kok uzunlugunun ise 11,40 cm ile 4,87 cm arasinda degistigi belirlenmistir. Petri

testleri sonucunda 21 adet bakteri ile kavanoz testleri kurulmustur. Kavanoz testlerinde
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kullanilan bugdaylarin ortalama fide uzunlugunun 30,20 cm ile 11,80 cm, ortalama kdk

PR

uzunlugu ise 5,01 ile 18,80 cm arasinda degistigi saptanmaigtir.

Kavanoz testleri sonucunda 5 adet bakteri ile 4 farkli tuz konsantrasyonunda saksi
denemeleri kurulmustur. Saksi denemelerinde kullanilan bakterin tiir teshisleri 16 S
rDNA yontemi ile belirlenerek bakterilerin tiirleri Bacillus cereus, Serratia odorifera,
Lelliottia amnigena, Arthrobacter arilaitensis ve Pseudomonas putida olarak
belirlenmistir. Cakmake¢1 ve ark. (2005) genel olarak bitki biliylimesini tesvik edici
bakteriler olarak Acetobacter, Alcaligenes, Artrobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Herbaspirillum,  Klebsiella, = Microccocus,  Paenibacillus.
Pseudomonas. Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprilum, Serratia ve Xanthomonas
cinslerine ait oldugunu belirtmistir.  Calismamizda tiir teshisleri yapilan 5 adet
bakterinin bitki biliylimesini tesvik edici 6zelliklerini belirlemek icin irettikleri ACC
deaminaz enzim miktarinin yaninda indol asetik asit iiretimi (IAA), fosfor ¢ozebilme,
azot igcermeyen ortamda gelisip gelismedikleri, siderofor iiretimi, amonyak
tiretimi(NH3) ve hidrojen siyanid (HCN) {iretim testleri yapilmustir.

Fosfor bitki gelismesini sinirlayan temel elementlerdendir. Toprakta genellikle
¢oziinemez formda oldugu i¢in yiiksek verim i¢in genellikle alabilir P yetersizdir.
Genel olarak hakim fosfat formlar1 asit topraklarda Fe ve Al bilesikleri kalkerli
topraklarda ise Ca fosfatlar seklindedir. Inorganik fosfatin ¢dziinmesi ve organik
fosfatin mineralizasyonu fosforu alinabilir forma doniistiirmektedir (Cakmake1, 2005,
2014) Mikroorganizmalarin fosfor ¢ozebilme yetenekleri incelendiginde temel
mekanizmanin organik asit gibi ¢esitli metabolik iirlinlerin rol oynadigi belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin toprakta yarayissiz formda bulunan fosforu bitkilerin alabilecegi
forma doniistiirmesi sirasinda salgiladiklar1 organik ve inorganik asitlerde bulunan
hidroksil ve karboksil gruplarinin toprakta bulunan demir, kalsiyum ve alimunyum
iyonlarint baglamalari ve pH’nin diislirilmesinin ana mekanizma oldugu saptanmustir
(Stevenson, 2005). Calismamiz kapsaminda izole edilen bakterilerden S. odorifera, L.
amnigena, ve P. putida 'nin fosfor ¢ozebildikleri ve en yiiksek fosfor ¢oziiniirliigii olan
bakterinin 111,2 ppm ile S. odorifera oldugu belirlenmistir. Fosfor ¢oziicii
mikroorganizmalarin etkinliginin belirlendigi ¢aligmalarda genellikle fosfor kaynag:

olarak trikalsiyum fosfat kullanilmakta olup Cheng ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢caligmada
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S. marcescen’in 421 ppm, Luduena ve ark. (2016) Serratia sp. S119’un 200 ppm, Gao
ve ark. (2016) Ochrobactrum haematophilum un 360 ppm fosfor ¢ozebildiklerini
gostermistir. Ancak Bashan ve ark.(2013) mikroorganizmalarin fosfor ¢oziiniirliigiiniin
belirlenmesinde trikalsiyum fosfat yerine kaya fosfat kullanilmasi gerektigini
bildirmislerdir.

Indol asetik asit bitki biiyiimesinde ve gelisiminde rol oynayan ve genel olarak
oksin adi verilen bitki hormonlarindan birisidir. TAA iretiminin bitkiler ile iliskili
bakteriler arasinda olduk¢a yaygin oldugu belirlenmistir (Patten ve Glick, 1996).
Koklerin hizli gelisimi, yan kok olusumu ve kok yiizeyinin artmasi; 6zellikle geng
bitkilerin topraga tutunmasi, su ve bitki besin maddelerinden daha fazla yararlanmasini
saglayacagindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bitki kok rizosferinde bulunan ¢ogu
bakterinin IAA iirettikleri ve iiretilen bu hormonun bitki biinyesinde bitkiler tarafindan
tiretilen hormonlarla benzer etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Patten ve Glick, 2002).
Calismamizda saks1 denemelerinde kullanilan bakterilerin tamaminin IAA iretebildigi
saptanmistir. Bakterilerin IAA {iretim miktarinin 14 ppm ile 35 ppm arasinda oldugu, en
yiiksek TAA iireticisinin B. cereus oldugu saptanmistir. Amad ve ark. (2008) yaptiklari
calismada IAA iretiminin bakterinin ¢ogaldigr besiyerinin bilesiminden oldukca
etkilendigini ve Pseudomonas sp. Ps4 bakterisinin 43 ppm, Azotobacter sp. S6
bakterisinin ise 26 ppm IAA {rettigini bildirmislerdir. Bharucha ve ark. (2013)
yaptiklari calismada P. putida UB1’in 591 ppm IAA iiretebildigini belirtmislerdir.

Saks1 denemesinde kullanilan bakterilerin azot igermeyen ortamda gelisip
gelismedikleri belirlenmistir. Yapilan testler sonucunda B. cereus, S. odorifera, A.
arilaitensis ve P. putida’nin azot igermeyen ortamda gelisebildikleri saptanmistir. B.
cereus ve P. putida’nin azotsuz besiyerinde gelisiminin diger bakterilerin gelisimden
daha iyi oldugu gozlenmistir. Cakmakg1 ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada azot fiske
edebilen P. putida’nin sekerpancarinda verimi 6nemli 6l¢iide artirdigini ve biyogiibre

olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Bakterilerin HCN {iretimleri incelendiginde A. arilaitensis bakterisinin HCN
tiretebildigi diger bakterilerin ise HCN iiretiminin olmadigi belirlenmistir. Gupta ve ark.
(2002) HCN’nin ugucu bir bilesik olup fungal patojenlerin baskilanmasinda rol oynayan
ajanlardan oldugunu belirtilmislerdir. Arastiricilar ayrica HCN iireten bakterilerin bitki

patojenlerine karst kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Kremer ve ark.(2001) ise
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yiiksek oranda HCN iiretimin bitki kok gelisimini olumsuz etkileyerek bitkilere zarar

verebilecegi ortaya koymuslardir.

Bakterilerin amonyum (NHs) tiretimleri arastirtlmis ve B. cereus, L. amnigena, A.
arilaitensis ve P. putida’nin NHj3 iiretebildigi saptanmistir. S6z konusu bakteriler i¢inde
A. arilaitensis ve P. putida’nin NHj iiretiminin diger bakterilerden fazla oldugu
saptanmistir. Amonyak iiretimi, bitki biliylimesini tesvik edici bakterilerin ortak ve
onemli bir ozelligi oldugu saptanmistir. Amonyak {iiretimi, toprakta bulunan O&lii
organizmalarin protein kalintilarinin deaminasyonu yoluyla topraktaki azotun bitki
tarafindan kullanilmasin1 saglayarak bitki gelisimine yardimci oldugu bildirilmistir

(Joseph ve ark. 2007).

Bakterilerin ACC deaminaz iretiminin 51,86-148,75 nmol a-ketobutirat/mg
protein/saat araliginda degistigi belirlenmistir. Calismamizda kullandigimiz bakteriler
arasinda en yiikksek ACC deaminaz enzimi igeren bakterinin 148,75 nmol o-
ketobutirat/mg protein/saat ile A. arilaitensis oldugu saptanmstir. Glick ve ark. (2002)
20 nmol o-ketobutirat/mg protein/saat ve daha fazla ACC deaminaz enziminin etilen
miktarini azaltmada yeterli oldugunu ve 20 nmol a-ketobutirat/mg protein/saat enzim
tireten bakterilerin bitki biliyiimesini tesvik edici bakteriler sinifinda degerlendirilmesi

gerektigini bildirmislerdir.

Demir diinyamizda en ¢ok bulunan doérdiincii element olmasina ragmen demirin
+3 formunun canlilar i¢in alinabilir formda oldugu bildirilmistir. Canlilarin demir
gereksinimleri birbirinden farlilik gdstermektedir, 6rnegin bitkilerin optimal biiylimesi
icin 10° M, mikroorganizmalarin optimal biiyiimesi i¢in gerekli olan demir miktari 107
ila 10° M araliginda oldugu saptanmistir (Raymond ve ark. 2003). Sideroforlar, demir
eksikliginde mikroorganizmalar tarafindan salgilanan, diisiik molekiiler agirlikli ve
Fe*®e karsi yiiksek affinite gosteren protein tabiatinda bilesikler oldugu saptanmistir
(Neilland, 1995). Calismamizda saksi denemelerinde kullanilan bakterilerden S.
odoriferanin siderofor Tiretebildigi diger bakterilerin ise siderofor iiretemedigi

saptanmuistir.

Tuz bitki veriminde diisiislere neden olan abiyotik stres kaynaklarlindan biridir.
Projemizde 5 bakteri tiirii (B. cereus, S. odorifera, L. amnigena, A. arilaitensis ve P.

putida) ile L. amnigena & P. putida tiirlerinin birlikte kullanimindan olusan 6 bakteri
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uygulamasi ve 4 farkli tuz konsantrasyonunda bugday verimi incelenmistir. Tuz
seviyeleri; kontrol (0,95 dS/m), 3,98 dS/m, 7,80 dS/m ve 11,05 dS/m’dir. Proje
kapsaminda tiim uygulamalar 4 tekerriirlii olarak kurulmus ve her saksi1 4 adet bugday
yetistirilmistir. Yapilan analiz sonucunda artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak
bugday veriminde 6nemli diisiisler goriilmiistiir. Tuz konsantrasyonlari ile bugday
verimi arasindaki iliski istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (R°=0,95). Kontrolde
verim 3,52 g iken artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak verim diiserek sirasiyla
2,58 g, 2,26 g, ve 1,53 g olarak saptanmistir. Bakteri uygulamalarinin bugday verimi
tizerinde istatistiki olarak onemli etkileri oldugu saptanmistir. Bakteri uygulamalarinda
bakteri asilanmasi yapilmamis kontrol ile L. amnigena ile P. putidanin birlikte
uygulanmasinda sirasiyla ortalama 2,47 g ve 2,46 g ile en diisiik verim degerleri elde
edilmigtir.  Bugday veriminde en yiiksek verimler 2,86 g ile A. arilaitensis
uygulamasindan alinirken bunu 2,84 g ile L. amnigena, 2,74 g ile ve P. putida ve 2,66 g
ile S. odorifera uygulamalar1 izlemis ve istatistiksel olarak ayn1 LSD grubuna girerek
birbirinden farkli etki gdstermedikleri saptanmistir. Farkli tuz seviyeleri ayri ayri
incelendiginde 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 3,52 g verim alinirken bakteri
uygulamalari arasinda en yiiksek verim 3,64 ile S. odorifera uygulamasindan alinmistir.
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde 2,57 g verim elde edilirken uygulamalar
arasinda en yiiksek verim 3,42 g ile L. amnigena uygulamasindan alinmis bu
uygulamay1 sirast ile 3,37 g ile P. putida ve 3,23 g ile S. odorifera uygulamalar
izlemistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 2,26 g verim elde edilirken
bakteri uygulamalar1 arasinda en yiiksek verim 3,05 ile A. arilaitensis uygulamasindan
elde edilmistir. 11,05 dS/m uygulamalar arasinda en yiiksek verim 1,69 g ile A.
arilaitensis uygulamasindan elde edilirken bu uygulamayr sirasiyla 1,68 g ile L.
amnigena ve 1,44 ile P. putida uygulamalar takip etmistir. Tuz konsantrasyonlarmin
bugday verimi lizerindeki etkileri incelendiginde verimin 0,95 dS/m seviyesine gore
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda %26, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %35 ve
11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise %56 oraninda verimde diisiis oldugu
belirlenmistir. Bu diisiis bakteri uygulamalarinda birbirinden farklilik gostermektedir.
Kontrole gore tuz konsantrasyonlarinda meydana gelen diisiisiin en az oldugu
uygulamanin A. arilaitensis uygulamast oldugu belirlenmistir. A. arilaitensis
uygulamasinda verimin 0,95 dS/m konsantrasyonuna goére 3,98 dS/m tuz

konsantrasyonunda %211, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %14 ve 11,05 dS/m tuz
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konsantrasyonunda ise %52 oraninda diislis gosterdigi saptanmigtir. Nadeem ve ark.
(2007) yaptiklar arastirmada artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak misir veriminde
azalmalar oldugu bildirmislerdir. Arastiricilar ACC deaminaz igeren bitki biiylimesini
tesvik eden bakterileri ile asilamanin farkli tuz kosullarinda yetistirilen misirin
veriminde artislara neden oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde Zahir ve ark. (2009)
farkli tuz konsantrasyonlarda yetistirilen bugdaylarda ACC deaminaz iceren bakteriler

ile agilanan bugdaylarin asilanmayanlara gore verim artis1 sagladigini belirtmislerdir.

Artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak bugday biyomas veriminde azalma
oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiki analizler sonucunda tuz, bakteri uygulamalari
ile tuzxbakteri interaksiyonun 6nemli oldugu saptanmistir. Tuz konsantrasyonlari ile
bugday biyomas! arasindaki iliski istatistiksel olarak énemli bulunmustur (R*=0,93).
0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde 7,77 g biyomas elde edilirken bakteri
uygulamalari arasinda en yiiksek biyomas verimi 9,62 g ile B. cereus uygulamasindan
alinmig ve bu uygulamay1 9,43 g ile S. odorifera uygulamasi takip etmistir. 3,98 dS/m
tuz konsantrasyonunda kontrolde 7,07 g biyomas alinirken bakteri uygulamalari
arasinda en yiiksek verim 7,67 g ile L. amnigena uygulamasindan elde edilmistir. Bu
uygulamay1 7,43 g ile S. odorifera, 7,42 g ile A. arilaitensis ve 7,40 g ile B. cereus
uygulamalar1 takip etmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrol konusu 6 g
biyomas verimine sahipken uygulamalar arasinda en yiliksek verim 7,06 g ile A.
arilaitensis uygulamasindan elde edilmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda tiim
uygulamalarin istatistiki olarak ayni LSD grubuna (n) girerek birbirinden farklh
olmadiklar1  saptanmistir.  Yapilan analizler sonucunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonundaki veriler dikkate alinarak bakteri uygulamas: yapilmayan kontrolde
biyomas miktarmin 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda %10, 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda %23 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda % 77 oraninda azaldig1
saptanmigtir. 3,98 dS/m ve 7,80 dS/m tuz konsantrasyonlarinda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonundaki biyomas verimlerine gore en az azalma gosteren uygulamanin
sirasiyla %6,25 ve %14,60 ile P. putida uygulamasi oldugu belirlenmistir. 11,05 dS/m
tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda gore biyomas kaybinin %70
ile %80 arasinda degistigi belirlenmis ve bu tuz konsantrasyonunda uygulamalar
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 saptanmistir. Biyomas verimleri dikkate alindiginda

0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda B. cerus ve S. odorifera, 3,98 dS/m tuz
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konsantrasyonunda L. amnigena, S. odorifera, A. arilaitensis, B. cereus, 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda A. arilaitensis uygulamalari 6n plana cikarken 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda uygulamalar arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark
bulunamamistir. Nadeem ve ark. (2007) musir bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada Singh ve
ark. (2016, 2017) bugday bitkisinde yaptiklari c¢alismalarda farkli tuz
konsantrasyonlarinda ACC deaminaz ile asilanan bitkilerin biyomas verimlerinin

bakteri ile asilanmayan kontrollerine gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Prolin c¢esitli nedenlerle streslere maruz kalan bakteri, protozoa deniz
omurgasizlar1 ve bitkilerde birikim gosteren ilk aminoasitlerdendir. Bitkilerde prolin
birikiminin seviyesi tlirden tiire degisiklik gostermekle birlikte kontrol duruma goére 100
kat daha biiyiik olabilmektedir. Prolin ozellikle bitkilerde tuz ve kuraklik stresi
kosullarinda osmoprotektan olarak gorev almaktadir (Verbruggen ve Hermanas, 2008).
Calismamizda yapilan prolin analizleri sonucunda artan tuz konsantrasyonlarina bagl
olarak bugday yapraklarinda prolin miktarmin arttigi  belirlenmistir.  Tuz
konsantrasyonlar1 ile yaprak prolin miktar1 arasindaki iliski istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (R?=0,99). Yapilan istatistiki analiz sonuglarina gore yaprak prolin miktar
lizerinde tuz, bakteri uygulamalar1 ve tuzxbakteri interaksiyonun onemli oldugu
saptanmigtir. Ortalamalar tizerinden incelendiginde 0,95 dS/m tuz konsantrasyonundaki
bugday yapraginda prolin miktart 0,84 pmol/g olarak belirlenirken 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda 0,96 pumol/g, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 1,22 umol/g ve
11,05 dS/m tuz konsantrasyonundaki 2,03 pmol/g olarak saptanmistir. Bakteri
uygulamalar1 genel olarak bakteri uygulanmayan kontrollere gore daha az miktarda
prolin birikimine neden olmuslardir. Bakteri uygulamalar: i¢inde en az prolin miktari
ortalama 0,99 umol/g prolin ile A. arilaitensis uygulamasindan elde edilirken bu
uygulamayr 1,09 pmol/g prolin ile P. putida uygulamasi izlemistir. Farkli tuz
konsantrasyonlarindaki ~ prolin  miktarlar1  incelendiginde, 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrolde 0,82 umol/g olarak saptanirken bakteri uygulamalari
arasinda en diigiik prolin miktar1 en diisiik 0,83 umol/g prolin miktart A. arilitensis
uygulamasindan elde edilmistir. 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda genel olarak
uygulamalar arasinda istatistiksel olrak herhangi bir fark bulunamamistir. 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrolde prolin miktart 0,98 umol/g olarak belirlenirken bakteri

uygulamalari arasinda en diisiik yaprak prolin igeriginin 0,81 pumol/g ile A. arilaitensis
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ve 0,85 umol/g ile P. putida uygulamalarindan elde edildigi saptanmistir. 7,80 dS/m ve
11,05 dS/m tuz konsantrasyonlarinda en yiiksek prolin miktari, 1,68 pumol/g ve 2,87
umol/g ile kontrollerden alinirken en diistik degerler, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda
1,02 umol/g ile A. arilaitensis, 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda ise 1,33 umol/g ile P.
putida uygulamalarindan elde edilmistir. Bakteri uygulamasi yapilmayan kontroldeki
yaprak prolin miktarinin 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna gore %20, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %112 ve 11,05 dS/m
tuz konsantrasyonunda %263 oraninda arttifi belirlenmistir. Bakteri uygulamalari
arasinda A. arilaitensis ve P. putida uygulamalarinda prolin miktarinda meydana gelen
yiizdesel artig, kontrole gére daha az olmustur. A. arilaitensis uygulamasindaki yaprak
prolin miktart 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore
%1 artarken P. putida uygulamalarinda %2 oraninda azalmistir. 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda A. arilaitensis uygulamasindaki prolin artis oran1 % 14 iken, P.
putida uygulamalarindaki artis oran1 %16 olarak belirlenmistir. 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda en diisiik % artis oran1 %46 ile P. putida uygulamasindan elde
edilmistir. Daha once yapilan birgok calismada stres kosullari altinda prolin miktarinin
arttig1 belirtilmistir (Chandra ve ark. 2004, Jimenez-Bremont ve ark. 2006, Tripathi ve
ark. 2007). Bakteri uygulamalari arasinda 3,98 dS/m ve 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonlarinda A. arilaitensis ve P. putida, 11,05 dS/m konsantrasyonunda ise P.
putida ve S.odorifera uygulamalar1 6n plana ¢ikmistir. Caligmamiz sonucunda ACC
deaminaz iceren bakterilerin kullaniminin bugday yapraklarinda prolin birikimini
azalttig1 belirlenmistir. Bakteriler ile asilanan bitkilerde kontrol bitkilerine gore daha az
prolin birikiminin olmasi, bitkilerin tuz stresinden daha az etkilendiklerinin goéstergesi
olarak kabul edilmektedir. Nadeem ve ark. (2007) yaptiklar1 caligmada artan tuz
dozlarma bagl olarak bugday yapraklarinda prolin miktarmin artigin1 saptamislardir.
Aragtiricilar tuzsuz kosullarinda ACC deaminaz iceren bakteriler ile agilamanin yaprak
prolin miktar1 iizerinde etkili olmadigimi ancak, artan tuz dozlarinda bakterilerin
kontrollere gore daha az miktarda prolin birikime neden olduklarimi bildirmislerdir.
Benzer sekilde Singh ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢calismada bugday yapraklarinda prolin
miktarinin artan tuz dozlarina bagh olarak artis gosterdigini, ACC deaminaz igeren
bakteriler ile asilamanin yaprak prolin igerigini kontrollere gore diisiirdiigiinii

gostermislerdir.
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Yaprak malondialdehit igerigi (MDA) tuz stresine maruz kalan bitkilerde lipit
peroksidayonu sonucu olusur ve membran biitiinliigiiniin bozulmasimnin en belirgin
belirteclerinden biri olarak kabul edilmektedir (Arshaf ve ark. 2010). Calismamizda
artan tuz konsantrasyonlarina bagh olarak yaprak MDA igeriginin arttig1 belirlenmistir.
Tuz konsantrasyonlar1 ile yaprak MDA igerigi arasindaki iliski istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (R?=0,96). MDA konsantrasyonlarinin ortalamalar dikkate
alindiginda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonundaki bugday yapraginda MDA miktar1 0,56
nmol/ml olarak belirlenmisken bu deger 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,64
nmol/ml, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,69 nmol/ ml ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonundaki 0,80 nmol/ml olarak saptanmistir. Bakteri uygulamalarinda genel
olarak bakteri uygulamasi yapilmayan kontrole gore daha az yaprak MDA igerigi
saptanmugtir. Farkli tuz konsantrasyonlarindaki uygulamalar incelendiginde, 0,95 dS/m
tuz konsantrasyonunda kontrolde MDA miktar1 0,57 nmol/g olarak belirlenirken bakteri
uygulamalari ile kontrol arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark bulunamamustir.
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde MDA miktar1 0,64 nmol/ml olarak
belirlenirken bakteri uygulamalar1 arasinda en diisik MDA miktar1 0,62 nmol/ml ile P.
putida uygulamasindan elde edilmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda tiim bakteri
uygulamalar1 kontrol konusundan daha diisik MDA degerlerine sahip olduklari
belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde MDA miktar1 0,76 nmol/ml
olarak saptanirken en diisiik MDA miktar1 0,67 ile A. arilaitensis uygulamasindan elde
edilmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde MDA miktar1 1,01 nmol/ml
olarak saptanirken uygulamalar arasinda en diisik MDA miktar1 0,72 nmol/ml ile A.
arilaitensis uygulamasindan elde edilmistir. Kontroldeki bugday yaprak MDA miktari
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore %12, 7,80
dS/m tuz konsantrasyonunda %33 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda %77 oraninda
arttigi belirlenmistir.  Bakteri uygulamalarinda MDA miktarinda meydana gelen
artiglarin, kontrole oranla daha diisiik oldugu saptanmistir. bakteri uygulamalar
arasinda en disiik ylizdesel degisim P. putida uygulamasindan elde edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak yapraklarda olusan MDA
miktariin arttigi, ACC deaminaz igeren bakteriler ile asilamanin yapraklarda olusan
MDA miktarim1 azalttigi saptanmistir. Singh ve ark. (2017) bugday bitkisinde
yaptiklarin1 ¢calismada ACC deaminaz igeren bakteriler ile asilanan bitkilerin kontrol

grubunda daha az MDA icerdigini ve bunun bakterileri ile asilanan bitkilerde membran
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zararlanmasinin azaldig1 seklinde yorumlanmasi gerektigini bildirmislerdir. Benzer
sekilde Kog¢ (2015) ACC deaminaz igeren bakterileri ile arbiiskiiler mikoriza
uygulamalarimin  farkli  tuz kosullarinda  gelistirilen ¢ilek  bitkisinde lipit

peroksidasyonun azalmasini sagladigini gostermistir.

Membran stabilite indeksi (MSI) membran biitiinliigiinde meydana gelen
zararlanma sonucu olusan iyon sizintisinin Olgiitii olarak kabul edilmektedir.
Calismamizda yapilan analizler sonucu artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak MSI
oranmin azaldig1 saptanmistir. Tuz konsantrasyonlar: ile MSI arasindaki iliski
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (R2=0,96). Farkli tuz konsantrasyonlarinda
MSI  degerleri ortalamalar iizerinden degerlendirildiginde 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda %82, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda %80, 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda %60 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda %52 olarak
saptanmugtir. Farkli tuz konsantrasyonlarindaki uygulamalar incelendiginde, 0,95 dS/m
tuz konsantrasyonunda kontroldeki MSI degeri %82,31 olarak belirlenirken bakteri
uygulamalari ile kontrol arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark bulunamamuistir.
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda kontroldeki MSI degeri %77,94 olarak belirlenirken
bakteri uygulamalari arasinda en yiiksek MSI degeri %81,25 A. arilaitensis
uygulamasindan elde edilmistir. 7,80 dS/m tuz Kkonsantrasyonunda bakteri
uygulamalarmin genel olarak kontrolden daha yiiksek MSI degerlerine sahip olduklar
belirlenmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde MSI degeri %59,76 olarak
saptanirken bakteri uygulamalari arasinda en yiiksek MSI degeri %64,62 ile A.
arilaitensis uygulamasindan elde edilmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrolde MSI degeri %50,09 olarak saptanirken uygulamalar arasinda en yiiksek MSI
degeri 60,94 ile A. arilaitensis uygulamasindan elde edilmistir. Artan tuz
konsantrasyonlarma bagli  olarak kontroldeki MSI oran1 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore %5, 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda %27 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda %39 oraninda azaldigi
saptanmistir. Artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak meydana gelen bu azalmalar A.
arilaitensis, S. odorifera ve P. putida uygulamalarinda ise kontrole gore daha diisiik
olarak bulunmustur. Farkli tuz konsantrasyonlarda uygulamalar incelendiginde 0,95
dS/m tuz konsantrasyonunda bakteri uygulamalari1 arasinda fark bulunamamstir, 3,98

dS/m tuz konsantrasyonunda A. arilaitensis, S. odorifera, P. putida ve L. amnigena

90



uygulamalari, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda A. arilaitensis, P. putida ve L.
amnigena ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda A. arilaitensis uygulamasi istatistiki
olarak On plana ¢iktig1 saptanmistir. Tuz stresinin bugday gelisimi {izerine etkileri
lizerine yapilan bir¢ok arastirmada MSI degerlerinin diistiigii gosterilmistir (Sairam ve
ark. 2002, Rao ve ark. 2013, Tamimi, 2016). Bakteri uygulamalarinin kontrol
Uygulamalarina gore daha yiiksek degerler vermesi bitkilerin tuz stresinden daha az

etkilendiginin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Klorofil ve Kkarotenoidler bitkilerin fotosentetik pigmentleri olup klorofil
molekiilleri fotosentezde 151k absobsiyonundan, karotenoidler ise 151k absorbsiyonu
sirasinda meydana gelen fazla enerjinin bitkiye zarar vermesini engellemekle gorevli
olduklar1 bildirilmistir (Green ve Dunford, 1996). Calismamizda yapilan analizler
sonucunda yaprak karotenoid igeriginin artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak
azaldig belirlenmistir. Tuz konsantrasyonlar1 ile yaprak karotenoid icerigi arasindaki
iliski istatistiksel olarak onemli bulunmustur (R2=0,81). Yapilan analiz sonucunda
yaprak karotenoid miktari tizerinde tuz, bakteri onemli ve tuzxbakteri interaksiyonun ise
onemsiz oldugu belirlenmistir. Farkli tuz konsantrasyonlarmin yaprak karotenoid
miktar1 ortalamalar lizerinden degerlendirildiginde 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda
0,86 mg/g, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,76 mg/g, 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda 0,68 mg/g ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonundaki 0,56 mg/g olarak
saptanmistir Tuz stresi kosullarinda yetistirilen bugday bitkisinde bakteri
uygulamalarinin kontrol konusunda goére daha yiiksek karotenoid degerleri verdigi
belirlenmistir. Yaprak karotenoid miktar1 kontrolde 0,66 mg/g olarak saptanirken S.
odorifera, L amnigena, A. arilaitensis P. putida ve uygulamalarinda sirasiyla ortalama
0,74 mg/g, 0,73 mg/g, 0,73 mg/g ve 0,74 mg/g olarak saptanmistir. Tuz
konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak kontroldeki yaprak karotenoid miktarinin
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna goére %19, 7,80
dS/m tuz konsantrasyonunda %25 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda %47 oraninda
azaldig1 saptanmustir. Bakteri uygulamalar1 arasinda tuz konsantrasyonlarina bagl
olarak karotenoid miktarindaki azalmanin en diigiik oldugu uygulamanin A. arilaitensis
uygulamasi oldugu saptanmistir. A. arilaitensis uygulamasinda yaprak karatenoid
miktarinin 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore

%14, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %20 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda
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%46 oraninda azaldig1 saptanmistir. Tuzlu kosullarda yetistirilen bugdayin gelisiminin
arastirildig bircok caligmada tuz stresi altinda bugdayda karotenoid miktarinin azaldigi
bildirilmistir ( Sairam ve ark. 2002, Yakit ve Tuna 2006, Kaydan ve ark. 2007, Wang ve
ark. 2008). Calismamizda ACC deaminaz igeren bakteriler ile asilanan bitkilerin tuz
stresi altinda yetistirilen bugday bitkisinde karotenoid miktarinin kontrole gore daha

fazla olmas1 bugday gelisiminin daha saglikli oldugunun gostergesidir.

Calismamiz kapsaminda farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugdaylardan
yaprak Ornekleri almarak sodyum (Na) analizleri yapilmis ve artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak bitki yapraklarindaki Na miktarinin arttigi
belirlenmistir. Tuz konsantrasyonlari ile yaprak Na miktar1 arasindaki iligki istatistiksel
olarak énemli bulunmustur (R?=0,95). Farkli tuz konsantrasyonlarinda ortalamalar
tizerinden yapilan degerlendirmelerde yaprak Na miktar1 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna %0,12, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda %0,13, 7,80 dS/m tuz
konsantrasyonunda %0,30 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda %21,05 olarak
saptanmistir. Yaprak Na igerigi iizerinde bakteri uygulamalarin etkisi istatistiksel agidan
anlamli  bulunmustur. Farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen bugday
yapraklarindaki Na miktar1 incelendiginde 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde
Na miktar1 %0,12 olarak belirlenmistir. 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda bakteri
uygulamalari ile kontrol arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark bulunamamaistir.
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde Na miktar1 %0,15 olarak saptanirken
bakteri uygulamalari arasinda en diisiik Na miktar1 %0,11 ile P. putida uygulamasindan
elde edilmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde Na miktar1 %0,32 olarak
belirlenirken uygulamalar arasinda en diisik Na icerigi %0,25 ile A. arilaitensis
uygulamasindan elde edilmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde Na
miktar1 % 1,14 olarak saptanirken en diisiik Na icerigi %1,06 ile A. arilaitensis
uygulamasinda saptanmistir. Artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak kontroldeki
yaprak Na igerigi 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna
gore %25, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %166 ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda %850 oraninda artti§1 saptanmistir. Bakteri uygulamalarinda
sodyumun yiizdesel artis orani birbirinden farklilik géstermekle beraber kontrolden elde
edilen degerlerin altinda kalmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda

0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda uygulamalar arasinda fark olmadigi, 3,98 dS/m tuz
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konsantrasyonunda P. putida S. odorifera, A.arilaitensis ve L. amnigena
uygulamalarinin LSD testine gore istatistiksel olarak ayni gruba girdigi ve kontrolden
daha az oranda Na igerdigi, 7,80 dS/m ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonlarinda
A.arilaitensis uygulamasimin daha az yaprak Na igerigine sahip oldugu belirlenmistir.
Tuz stresinin bugday gelisimi lizerine etkilerinin arastirildig1 birgok ¢alismada artan tuz
stresine bagli olarak bitki dokularinda Na miktarinin arttig1 (Sairam ve ark. 2002, Yakat
ve Tuna, 2006, Kaydan ve ark. 2007, Wang ve ark. 2008) ve bitkilere uygulanan ¢esitli
kimyasal maddelerin yaprak Na igerigini azaltarak bitkide tuz stresinin etkilerinin
azaltilabileceginin saptandigini belirtmiglerdir (Kaydan ve ark. 2007). Calismamiz
sonucunda ACC deminaz ile asilanan bitkilerde kontrole gore daha az oranda Na tespit
edilmesi, bakteri ile asilamanin bitkilerde tuz stresinin azaltildigin gdstergesi olarak
kabul edilebilir. Singh ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢calismada artan tuz konsantrasyonlaria
bagli olarak bugday kok ve govdelerinde Na miktarinin arttigini, ACC deaminaz i¢eren
ZNP-3 Dbakterisi ile asman bugdaylarin kok ve govdelerinde Na miktarinin
kontrollerinden daha az oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar  yiiksek tuz
konsantrasyonlarda bitki kok ve govdelerindeki Na azalmasinin bitki gelisimini

artirdigini ileri stirmuslerdir.

Calismamiz kapsaminda bugday yapraklarinda potasyum (K) miktar1 belirlenmis
ve K/Na orant hesaplanmistir. Yapilan analizler sonucunda artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak yaprak K/Na oraninin diistiigii saptanmistir. Tuz
konsantrasyonlar1 ile K/Na oran1 arasindaki iligki istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (R?=0,99). Farkli tuz konsantrasyonlarinda ortalamalar {izerinden yapilan
degerlendirmelerde yaprak K/Na orani 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna K/Na oran1 19,
3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 16,67, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 9,7 ve 11,05
dS/m tuz konsantrasyonunda 1,47 olarak belirlenmistir. Yaprak K/Na orani iizerinde
bakteri uygulamalarinin istatistiksel olarak etkili oldugu saptanmistir. Bakteri
uygulamalarinin ortalamalar1 dikkate alindiginda en yiiksek yaprak K/Na oran1 13,66 ile
A. arilaitensis uygulamasindan elde edilirken en disiik yaprak K/Na igeri 9,94 ile
bakteri uygulamasi yapilmayan kontrolde elde edilmistir. 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda kontrolde K/Na oran1 16,78 olarak saptanirken, bakteri
uygulamalari arasinda P. putida uygulamasi 24,05 ile en yiiksek K/Na oranima sahip

uygulama olmustur. 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda K/Na orani kontrolde 14,03
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olarak belirlenirken, bakteri uygulamalar1 arasinda A. arilaitensis uygulamasimin 19,66
K/Na orani ile diger bakteri uygulamalarindan daha yiiksek bir K/Na oranina sahip
oldugu belirlenmistir. Bu uygulamayi 17,82 K/Na orani ile P. putida uygulamasi takip
etmistir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde K/Na oran1 7,49 olarak saptanmis,
bakteri uygulamalarinda ise A. arilaitensis ve S. odorifera uygulamalarinin istatistiksel
olarak ayn1 gruba girdigi ve sirasiyla 11,68 ile 9,93 oranlari ile en yiiksek K/Na oranlar1
sahip uygulamalar olduklar1 saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda en yiiksek
K/Na orani1 A. arilaitensis uygulamasindan elde edilmesine ragmen uygulamalar
arasinda istatistiksel agidan herhangi bir fark bulunmamistir. Kontrolde yaprak K/Na
igerigi 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonuna gore %16,
7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %55 ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda %91
oraninda azaldigi saptanmistir. Bakteri uygulamalarinin yiizdesel degisimleri
birbirinden farklilik gostermekle birlikte kontrolde daha kiiciik diisiisler gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda P. putida uygulamasinin, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
A.arilaitensis ve uygulamasmin, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda A. arilaitensis
uygulamasinin 6n plana ¢iktigi, 11,05 dS/m tuz konsantrasyonlarinda ise uygulamalar
arasinda herhangi bir istatistiksel farkin bulunmadigi saptanmistir. Bitkilerde
homeostasisi 6zellikle de Na ve K iyonlarinin dengesi bitki gelisimini 6nemli 6l¢iide
etkilemektedir. Bitkilerde yiiksek Na icerigi ve diisiik K/Na oraninin bitki gelimini
engelledigi belirlenmistir (Zhang ve ark. 2010). Bu yiizden bitkilerin hiicrelerine K
iyonlar alarak yiiksek K/Na oranina ulagsmaya calistiklar1 saptanmistir. Yiiksek K/Na
orani tuza tolerans olarak kabul edilmektedir (Hameda ve ark. 2004). Kaydan ve
ark.(2007) bugdayda, Bayram (2016) domateste yaptiklari c¢aligmalarda tuz stresi
kosullarinda yetistirilen bitkilerde K/Na oraninin diistiiglinii, bu stres kosullarinda daha
yiiksek K/Na oranina sahip bitkilerin tuza toleransh kabul edildigini bildirmislerdir.
Calismamaizda ACC deaminaz iceren bakteriler ile asilanan bitkilerde kontrol
Uygulamalarina gore daha yiiksek K/Na oranma sahip oldugundan, ACC deaminaz
iceren bakterileri ile agilamanin bitkide tuz stresini hafiflettigi sonucuna varilmistir.
Zahir ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak
bugdayda K/Na oraninin distiigiinii, ACC deaminaz igeren bakterilerin kullanilmasi

durumunda K/Na oranin kontrollere gore yiikseldigini belirlemislerdir.
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Calismamiz kapsaminda bugday yapraklarinda kalsiyum (Ca) miktar1 belirlenmis
ve Ca/Na orant hesaplanmistir. Yapilan analizler sonucunda artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak yaprak Ca/Na oraninda azalma meydana geldigi
saptanmistir. Tuz konsantrasyonlari ile yaprak Ca/Na oran1 arasindaki iligki istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (R?=0,96). Yaprak Ca/Na orani ortalamalar {izerinden
incelendiginde 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda 6,13, 3,98 dS/m tuz
konsantrasyonunda 5,92, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 4,02 ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda 0,56 olarak belirlenmistir. Bakteri uygulamalarmin yaprak Ca/Na
orani iizerine etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bakteri uygulamalar
arasinda en yiiksek Ca/Na orani 4,40 ile A. arilaitensis uygulamasindan elde edilirken
en disiik oran 3,64 ile kontrolden elde edilmistir. Farkli tuz konsantrasyonlardaki
bakteri uygulamalarina bakildiginda 0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde Ca/Na
orani 6,40 olarak saptanirken bakteri uygulamalari arasinda istatistiksel olarak herhangi
bir fark bulunamamistir. 3,98 dS/m ve 7,80 dS/m tuz konsantrasyonlarinda kontrollerde
Ca/Na orani sirastyla 3,17 ve 0,50 olarak belirlenirken, A. arilaitensis uygulamasinin
sirastyla 5,94 ve 5,17 Ca/Na oranlariyla diger Uygulamalardan daha yiiksek Ca/Na
oranina sahip oldugu saptanmistir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda bakteri
uygulamalari arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamamistir. Kontroldeki
yaprak Ca/Na igerigi 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonuna goére %30, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda %50 ve 11,05 dS/m tuz
konsantrasyonunda %92 oraninda azaldigi saptanmustir. Bakteri uygulamalarinda
farkliliklar olmakla birlikte A. arilaitensis uygulamasindaki azalma oranlari sirasiyla
%14, %18 ve %91 olarak belirlenmis diger uygulamalardan farklilasmistir. Gautier ve
ark. (2010) ve Bayram (2016) domateste yaptiklari ¢calismalarda tuz stresi kosullarinda
bitkilerde Ca/Na oranin azaldigini bildirmislerdir. Calismamizda ACC deaminaz i¢eren
bakteriler ile asilanan bitkilerde kontrol Uygulamalarina gore daha yiiksek Ca/Na
oranina sahip oldugundan, ACC deaminaz igeren bakterileri ile asilamanin bitkide tuz

stresini hafifletebilecegi sonucuna varilmistir.

Calismamiz kapsaminda tuzlandirilan saksilarda alkalin fosfataz enzim aktivitesi
belirlenmis ve artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak toprakta alkalin fosfataz enzim
miktarinin azaldigi belirlenmistir. Tuz konsantrasyonlar1 ile alkalin fosfataz enzim

miktar1 arasindaki iliski istatistiksel olarak énemli bulunmustur (R?=0,88). Artan tuz
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konsantrasyonlarina bagli olarak alkalin fosfataz aktivitesi, 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda 196,17 pg p-NP / g KT / saat, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda
182,47 p-NP / g KM / saat, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 158,2 p-NP / g KM / saat
ve 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda 139,4 p-NP / g KT / saat olarak belirlenmistir.
Bakteri uygulamalarinin toprak alkalin fosfataz aktivitesi {izerine etkileri istatistiksel
acidan 6nemli olup en yiliksek enzim miktar1 184,20 p-NP / g KT / saat ile P. putida
uygulamasindan elde edilmistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinin etkilerine bakildigindan
0,95 dS/m tuz konsantrasyonunda kontrolde enzim aktivitesi 189,13 p-NP / g KT / saat
olarak belirlenirken en yiiksek enzim aktivitesi 214,67 p-NP / g KT / saat ile A.
arilaitensis uygulamasindan elde edilmis bu uygulamay1 203,15 p-NP / g KT / saat ile
L. amnigena ve 200,33 p-NP / g KT / saat ile P.putida uygulamalari izlemistir. 3,98
dS/m tuz konsantrasyonunda kontroldeki enzim aktivitesi 163,15 p-NP / g KT / saat
olarak saptanirken bakteri uygulamalar1 arasinda 191,80 p-NP / g KT / saat ile P. putida
ve 170,43 p-NP / g KT / saat ile L. amnigena uygulamalari en yiiksek enzim aktivitesine
sahip uygulamalar olarak on plana ¢ikmislardir. 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda
kontrolde enzim aktivitesi 156,36 p-NP / g KT / saat olarak saptanirken P. putida ve L.
amnigena uygulamalarida sirasiyla 170,68 ve 170,43 p-NP / g KT / saat olarak
saptanmigtir. 11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda P. putida ve L. amnigena uygulamalari
sirasiyla 150,89 ve 151,56 p-NP / g KT / saat enzim miktar1 ile diger bakteri
uygulamalarinda daha fazla enzim igerdikleri belirlenmistir. Alkalin fosfataz enzimi
toprakta bulunan organik maddelerden fosfor agiga ¢cikmasini saglayarak bitki gelismini
olumlu yonde tesvik etmektedir. Calismamiz sonucunda P. putida ve L. amnigena
bakterileri ile asilanan bitkilerin gelistigi saksilarda kontrole gore daha yiiksek oranlarda
alkalin fosfataz enzim aktivitesi belirlenmistir. Rabie ve Almadini (2005) yaptiklart
calismada artan tuz konsantrasyonlarma bagli olarak alkalin fosfataz aktivitesinde
azalma tespit ettiklerini ancak A. brasilence ile asilanan bitki kok bolgesinde fosfataz
aktivitesinin arttigim1  saptadiklarimi  belirterek  ¢alismamizla benzer sonuglar

bulmuslardir.

Calismamiz kapsaminda tuzlandirilan saksilarda B-glukosidaz enzim aktivitesi
belirlenmis ve artan tuz konsantrasyonlarina bagl olarak toprakta -glukosidaz enzim
miktarinin azaldigi belirlenmistir. Tuz konsantrasyonlari ile B-glukosidaz enzim miktari

arasindaki iligki istatistiksel olarak onemli bulunmustur (R?=0,92). Artan tuz
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konsantrasyonlarina bagli olarak p-glukosidaz enzim aktivitesi, 0,95 dS/m tuz
konsantrasyonunda 130 pug p-NP / g KT / saat, 3,98 dS/m tuz konsantrasyonunda 120,18
p-NP / g KT / saat, 7,80 dS/m tuz konsantrasyonunda 116,18 p-NP / g KT / saat ve
11,05 dS/m tuz konsantrasyonunda 103,53 p-NP / g KT / saat olarak belirlenmistir.
Bakteri uygulamalarinin B-glukosidaz enzim miktar1 {izerine olan etkileri anlaml
bulunmus ve tiim tuz konsantrasyonlarinda P. putida ve A. arilaitensis uygulamalari
kontrol ve diger bakteri uygulamalarindan daha yiiksek degerler vermislerdir. Projemiz
sonucunda artan tuz konsantrasyonlarmna bagli olarak toprakta bulunan B-glukosidaz
enzim miktarinin azaldigi ve P. putida ve A. arilaitensis uygulamalarinda B-glukosidaz
enzim miktarmin kontrol Uygulamalarina gore artis gosterdigi belirlemistir. Yapilan
cesitli caligmalarda topraklarin ¢esitli nedenlerle tuzlulasmasi durumunda toprakta
bulunan B-glukosidaz miktarinin azaldigi saptanmstir (Rietz ve Haynes, 2003, Jackson
ve Vallaire, 2009,).

Calismamizda ACC deaminaz igeren bakterilerin bugday gelisimi iizerine olan
etkileri belirlenmistir. Calisma sonucunda artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak
bugday bitkisinde gelisimin geriledigi verim ve biyokimyasal parametrelerin ve iyon
dengesinin bozuldugu saptanmistir. Tuz stresi kosullarinda ACC deaminaz igeren
bakteriler ile bugdaym asilamasi ile incelenen tiim parametrelerde iyilesmeler
saglandigl, bakterilerin bugdaymn tuza olan toleransim1 artirdigi belirlenmistir.
Calismamizda kullandigimiz ACC deaminaz igeren bakteriler arasindan A. arilaitensis
ve P.putida’nin tuz stres kosullarinda bitki gelisimini tesvik edebilecegi ancak
calismamiz sakst kosullarinda yapildigi icin bu calismanin tarla kosullarinda

uygulanmasi ve sonuglarinin ortaya konmasi gerekmektedir.
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