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OZET

DENIZEL HABITATTAN iZOLE EDIiLEN BAKTERILERIN TUZA
TOLERANSLARI FARKLI BAZI ARPA TURLERININ FiZYOLOJIK VE
BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI UZERINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Miige TEKER YILDIZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Okan ACAR
15/12/2023, 132

Tuz stresi, tim diinyada siirdiiriilebilir tarimi1 olumsuz yonde etkileyerek ¢evreyi
tehdit eden abiyotik bir strestir. Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR), ¢evresel
streslere kars1 bitki stres direncini arttirmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Canakkale’de denizel
habitattan izole edilen bakteri strainleri (Bacillus nealsonii ve Micrococcus luteus), artan tuz
konsantrasyonlar1 altinda (0, 100 ve 300 mM NaCl) deniz arpas1 (Hordeum marinum) ve iki
kiiltiir arpasina (Hordeum vulgare cv. Ocak ve cv. Ince-04) inokiilasyonu ile, fizyolojik (kok
uzunlugu, gévde uzunlugu, biyokiitle, yas agirlik ve kuru agirlik) ve biyokimyasal (toplam
protein igerigi, pigment igerigi, lipit peroksidasyon miktari (TBARS), hiicre zari
gecirgenligi, hidrojen peroksit miktari (H20.), reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) histokimyasal
belirlenmesi, antioksidan enzim aktiviteleri (peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT)) ve
izoenzim profilleri (siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz)) analizlerin etkisi
arastirllmistir. Sonuglarimiz, glikofit olan H. vulgare tuz stresi altinda PGPR aracili kok-
govde uzunlugu, biyokiitle, yas agirlik, kuru agirlik ve klorofil igeriginin arttigini, TBARS
ve H>O2 miktarmin azaldigini gdstermistir. M. luteus inokiilasyonu ile, POX aktivitesi
sadece Ocak ¢esidinde, CAT aktivitesi ise sadece Ince-04’te artan aktivitelere sahip oldugu
saptanmistir. Sonug¢ olarak PGPR ile inokiilasyon ROT f{iretimini azaltarak tuz stresinin

olumsuz etkilerini azalttigin1 ve arpada biyogiibre olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Deniz Arpa, Kiiltiir Arpa, Tuz Stresi, Bitki Biiytimesini Tesvik

Eden Rizobakteriler, Antioksidan Savunma Sistemi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BACTERIA ISOLATED FROM THE
MARINE HABITAT ON PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PROPERTIES
OF SOME BARLEY SPECIES WITH DIFFERENT SALT TOLERANCE

Miige TEKER YILDIZ
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Okan ACAR
15/12/2023, 132

Salt stress is an abiotic stress that threatens the environment by negatively affecting
sustainable agriculture all over the world. Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)
increase plant stress resistance against environmental stresses. In this thesis study, bacterial
strains (Bacillus nealsonii, Micrococcus luteus) isolated from the marine habitat in
Canakkale were inoculated into sea barley (Hordeum marinum) and two cultured barley
(Hordeum vulgare cv. Ocak, cv. Ince-04) under increasing salt concentrations, and the
effects of physiological (root length, stem length, biomass, dry and fresh weight) and
biochemical (total protein content, pigment content, lipid peroxidation (TBARS), cell
membrane permeability, hydrogen peroxide (H202), histochemical determination of reactive
oxygen species (ROS), antioxidant enzyme activities (peroxidase (POX), catalase (CAT))
and isoenzyme profiles (superoxide dismutase, CAT, POX) analyzes were investigated. Our
results showed that PGPR-mediated root-stem length, biomass, dry weight, and chlorophyll
content increased, and the amount of TBARS and H>O> decreased, under salt stress of the
glycophyte H. vulgare. Especially with M. luteus inoculation, POX activity was only
observed in Ocak cultivar, CAT activity was found to increase only in Ince-04. As a result,
inoculation with PGPR showed that it reduces the negative effects of salt stress by reducing

the production of ROS and can be used as biofertilizer in barley.

Keywords: Sea Barley, Cultured Barley, Salt Stress, Plant Growth Promoting

Rhizobacteria, Antioxidant Defense System.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

1.1. Cevresel Stres Faktorleri

Cevresel stresler, siirdiiriilebilir tarim tehdidi, kiiresel iklim krizi ve giderek azalan
tarim arazileri nedeniyle diinya capinda biiyiiyen bir sorundur. Ozellikle kiiresel iklim
degisikligindeki artis nedeniyle bitki ekosistemlerini olumsuz yonde etkilemektedir.
Cevresel kosullar optimum sartlarda bitkilerin bitytimesini pozitif yonde etkilerken, bitki i¢in
optimum kosul disindaki her negatif olan sart ise biiylime ve gelisimi engelleyip bitkinin
strese girmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte, bitkiler tohumdan fide asamasina kadar
cok sik gevresel stres faktorleri ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu gevresel stresler abiyotik
(kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, sicaklik, 151k, radyasyon) ve biyotik stres faktorleri
(bakteriler, virlisler, mantarlar, bocekler, patojenler ve herbivorlar) olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Georgieva ve Vasileva, 2023) (Sekil 1).

Biyotik streslerden bakteri, viriis, nematodlar, mantar ve yabani otlar bitkide patojen
etkisi yaratarak bitkiden besin elementlerini emerek yapraklarin dékiilmesi, kok ¢iiriimesi,
yaprak ve govde iizerinde lekeler halinde hastaliklar olusturarak bitkiye zarar verir ve ciddi
verim kayiplarina neden olur (Pandey vd., 2017). Bitkiler biyotik stres ile karsilastiginda,
saldir1 olarak algilar ve kendisini savunmak i¢in ¢esitli hormonal yollar1 aktive eder (Saijo
vd., 2020). Bu yollardan bitkilerde 6nemli bir yere sahip olan jasmonik asit (JA) hormonu
bitkide sinyal yolaklarini indiikler ve savunma genlerini aktive ederek bazi metabolitlerin
dretimini arttirir. Boylece boceklere, mantarlara ve bazi bakteriyel patojenlere karsi bitki
kendisini savunmaya alir (Saijo vd., 2020). Bir bagka savunma hormonu olan salisilik asit
(SA) ise biyotik stres ile karsilastiginda savunma igin gerekli olan proteinlerin gen
ekspresyonunu arttirir (Hao vd., 2018). Ayrica bitkilerin stresi algilamasiyla birlikte biyotik
stres savunmasinda absisik asit (ABA), oksin, brassinosteroidler, sitokininler, gibberellinler

gibi fitohormonlar savunma mekanizmalarini tetikledigi bildirilmistir (Saijo vd., 2020).



Sekil 1. Bitkileri etkileyen ¢evresel stres faktorleri (Georgieva ve Vasileva, 2023’ten

degistirilerek).

Kuraklik, sicaklik, tuzluluk ve radyasyon tarimsal iiretimde verimi ciddi sekilde
etkileyen baslica abiyotik stres faktorleridirler (Georgieva ve Vasileva, 2023). Bunlardan en
yaygin goriilen ve en yikici olan tuzluluk stresi tiim Diinya topraklarini yaklasik %20’sini
etkileyerek bitkilerde iiretim ve verim arasindaki baglantiy1 bozmaktadir (Jamil vd., 2011).
Bitkileri etkileyen diger abiyotik stresler, asit yagmurlari1 sonucu ozon (O3), karbon dioksit
(CO2), kiikiirt oksit (SO2) ve azot oksit (NO2) gibi sentezler toprak Kirleticileri olarak
smiflandirilabilir (Georgieva ve Vasileva, 2023) (Sekil 1). Diger yandan SO diisiik dozlarda
bitkiye eksojen uygulandiginda zararsizdir hatta bir sinyal molekiilii olarak hareket ederek
tohum cimlenmesinde, stomalarin agilip kapanmasinda gorev alir (Li vd., 2022). Benzer
sekilde, diisiik dozda NO> toksik degildir ve bitki biiylimesi ve gelismesi, hastaliklara kars1
dayaniklilik saglar (Garces vd., 2001). Diger yandan agir metallerin (Cd (kadmiyum), Cr
(krom), Pb (kursun), Al (aliminyum), Hg (civa) gibi) endiistriyel faaliyetler, insan eliyle

yapilan atiklar, zirai ilaglama ile topraga karisarak abiyotik strese neden olmaktadir.

Abiyotik stres faktorleri bitkilerde bir¢ok biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri

degistirerek ve bitkiler lizerinde genetik ve molekiiler degisikliklere neden olarak bitki
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biliyimesi ve gelisimini negatif yonli etkiler. Tuz stresinin de dahil oldugu diger tiim
abiyotik stres faktorleri genellikle bitki DNA’sina ve hiicre diizeyinde molekiiler yapilara
zarar vererek oksidatif strese yol a¢ar (Chaudhry ve Sidhu, 2022). Bunun bir sonucu olarak
giderek artan insan niifusu ve kiiresel iklim problemleri ile birleserek insan beslenmesinde
zorluklar meydana getirmistir. Ozellikle bu gevresel stresler tarim alanlarmin kullanimini
azalttig1 ic¢in insanlar beslenme problemleri yasamaktadir. Arastirma verilerine gore
giinimiizde ve gelecekte artan sicaklar artan kurakligin bir nedeni olup tarim arazilerinin
tuzlanmasina da neden olacagi ve ciddi sorunlar yaratacagi bildirilmistir (Tiirkan ve Demiral,
2009).

1.2. Tuz Stresi

Toprak tuzlulugu kiiresel iklim degisikliginin artan etkileri nedeniyle yikict bir
cevresel stres haline gelmistir. Toprakta meydana gelen tuz stresi genel olarak primer ve
sekonder tuzluluk olarak ikiye ayrilmaktadir. ilk olarak akarsularin neden oldugu akinti ve
buna bagli biriken ana kayalarin ¢éziinmesi, devasa okyanuslar ve kiiresel iklimin neden
oldugu tuzluluklar primer tuzluluk olarak smiflandirilir (Munns ve Tester, 2008). Sekonder
tuzluluk ise tarimsal alanlarda asirt sulama kaynakli topraktaki bircok tuzlara sahip olan yer
alt1 sulariin seviyesindeki artig nedeniyle toprak yiizeyine kadar yiikselmesi, meralarin fazla
otlatilmasi ile bitki ortiistiniin zayiflamasi, bir bolgenin dogal bitki ortiisii yok edilerek tarim
arazilerine agilmasi ile olusan tuzlanmalar: ifade edebiliriz (Pessarakli ve Szabolcs, 1999).
Ozellikle tuz konsantrasyonun fazla oldugu (EC> 4 dSm™(desi-Siemens/metre)) toprakta,
genellikle Na* (sodyum), K* (potasyum), Ca*? (kalsiyum) ve Mg*? (magnezyum) iyonlarmin
birikmesi ve sekonder tuzlulugun etkisi ile iiretim ve verimde ciddi kayiplara neden

olmaktadir (Corwin, 2021).

Diinyada tarim yapilan arazilerinin yaklasik %20’si ve sulama yapilan bdlgelerin ise
yaklasik %33’1 tuzdan etkilenmektedir (Jamil vd., 2011). Yeralti sularinin yiizeye ¢ikmasi
ve kalitesiz sulamanin yani sira tarim arazilerini bilingsizce sulamanin yapilmasina ek olarak
Diinyada giderek artan kiiresel iklim degisikliginin de etkisiyle tarim arazilerinin
tuzlanmasin1 kagimilmaz hale getirmektedir. Diinya yiizeyinde tuzdan etkilenen toprak
arazilerinin yaklasik 954 milyon ha (hektar) oldugu bildirilmistir. Buna gore Afrika’da 80
milyon ha, Orta, Kuzey ve Giiney Amerika’da 147 milyon ha, Avustralya’da 357 milyon ha,
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Avrupa’da 50 milyon ha ve Giiney ve Giineydogu Asya’da ise 320 milyon ha tuzluluktan
etkilenmektedir (Panhwar vd., 2019) (Sekil 2). FAO, diinyadaki yaklasik 50 milyon ha
alanda sulanan topraklarin yarisindan fazlasinin tuz stresinden etkilendigini 6n gormektedir
(FAO, 2018).

Toplam

Giiney ve Giineydogu Asya

Avrupa

Avustralya

Orta, Kuzey ve Giiney Amerika

Afrika

{

o

200 400 600 800 1000 1200

Sekil 2. Diinyadaki toprak tuzlulugundan etkilenen {ilkeler (Panhwar vd., 2019’dan
degistirilerek).

Toprak tuzlugunun artmasi Oncelikle kurak bdlgelerde siirdiiriilebilir tarimi
kisitlayan en 6nemli problemlerden biridir (El Sabagh vd., 2019). Toprak igerigindeki
yiksek tuz konsantrasyonun bir sonucu olarak ozmotik basing artar ve bu da bitkinin su
almasin1 engelleyerek bitkinin biiyiime ve gelisimi i¢in gerekli olan besinlerin emilimini
azaltir (Tester ve Davenport, 2003). Ayrica topraktaki ¢oziinebilir tuzlari, kokleri vasitasiyla
biinyelerine aldiklarinda iyon toksisitesi yaratarak bitkide beslenme sorunlarina yol
acmaktadirlar. Ayrica kokleriyle alinan tuzlar, bitkilerin beslenme kaynakli
metabolizmalarin1 olumsuz yonde etkileyerek bitkide negatif etki yaratirlar. Diger taraftan
toprakta var olan tuz iyonlar1 ¢evresel faktorlerinde etkisiyle de yogunluklar: artarken bitki
icin optimum olan kosul bozulmakta ve biliyiimeyi kisitlamaktadir (Assaha vd., 2017).
Toprak tuzlulugun artmasi bitkilerin topraktan su emilimini kisitlar/engeller ve bitkide

fizyolojik kuraklik meydana getirir. Boylece fizyolojik kuraklik bitki i¢in var olan toprak su



iligkisi istenilen seviyede olsa da bitki tarafindan su ve besin iliskileri negatif sekilde

etkilenmektedir.

1.3. Bitkilerde Tuz Stresinin Etkileri

Topraktaki tuz konsantrasyonu arttik¢a erken evrede tohum ¢imlenmesi ile fide ve
kok gelisimi olumsuz etkilenir ve bdylece tarimsal iiretkenlik sinirlanir (Munns ve Tester,
2008). Tuz stresine neden olan iyonlarin zamanla toprakta ve bitki dokularinda birikmesi
bitki biiylimesinde engelleyici etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bitkiler tuz
stresine karsi tiirler aras1 farkli cevaplar gosterirken ayni tiir icinde dahi tuza olan tepkiler
farkli olabilmektedir. Tuz stresine verilen cevaba gore bitkiler halofitler (yiiksek tuz
konsantrasyonu altinda yasayabilen bitki, tuza toleransh bitki) ve glikofitler (yiiksek tuz
konsantrasyonu altinda yasayamayan, tuza duyarli bitkiler) olarak ikiye ayrilmaktadir
(Gupta ve Huang, 2014). Tarimsal iriin yetistirmede g¢ogunlukla glikofit bitkilerin
kullaniliyor olmasi tuz stresi nedeniyle tarimsal verimliligin diismesinin temel nedenlerinden
biridir.

Tuzluluk bitkiler tizerindeki zararli etkisini ozmotik ve iyonik etki mekanizmalartyla
gosterir. Bitkilerde ilk olarak goriilen etki kok bolgesindeki tuz iyonlarinin toksik diizeye
gelmesiyle kendini gostermektedir (Culha ve Cakirlar, 2011). Ozmotik stres bitkide su
iligkilerini bozarak besinlerin emilimini, tohum ¢imlenmesini, yaprak gelisimini,
dallanmay1, fotosentez hizini, hiicre biiylimesini negatif etkileyerek bitki gelisimini
baskilamaktadir (Munns ve Tester, 2008). Tuz iyonlarinin toksik diizeye gelmesi once
yapraklarin dokiilmesine, geng¢ yapraklarda toksinlerin birikimine ve erken yaslanmaya
neden olmaktadir. Ayrica fotosentezin isleyisinde etki ederek biiyiimede gerilemeye neden
olmaktadir (Munns, 2002). Tuz stresinin toksik diizeyinin ilerleyen evresinde yaprak

alanlariin yani sira yas ve kuru agirlikta azalma oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2020).

Topraktaki tuz konsantrasyonu daha ileri seviyeye ulastiginda ise ikinci etki olarak
bitkide toksik iyonlarin sentezinin artmasi DNA ’ya ve hiicre zarinin islevlerine zarar vererek
ROT’larmm artmas1 sonucu bitkide oksidatif strese meydana gelir ve fotosentezin inhibisyonu
sonucu bitkide iyonik toksisiteye neden olur (Tavakkoli vd., 2011). Toprak tuz
konsantrasyonun en yikici etkilerinden aktif oksijen tiirlerinin miktarinin artmasiyla, lipit

peroksidasyonunun artmasi ve hiicre membranindan elektrolit sizintisinin artmasina neden



olmasi da oksidatif strese neden olmaktadir (Ahmad vd., 2018). Tuzlulugun tarim iriinlerine
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal etkileri ile triin verimine etkileri Sekil 3’te
gosterilmistir (Ullah vd., 2021).

Morfolojik Etkiler

» Tohum ¢imlenmesini

» Kok ve govde uzamasi

» Yaprak nekroz ve senesens

» Yaprak kivrilmasi

» Yas ve kuru agirliginin azalmasi

.

Sekil 3. Tuz stresinin bitkiler {izerindeki morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve

verimliligine etkileri (Ullah vd., 2021°den degistirilerek).

1.3.1. Tuz Stresinin Fizyolojik Etkileri
Bitki Biiyiimesi ve Gelisimine Etkisi

Toprakta artan tuz stresi zamanla yaprak dokusundaki NaCl miktarinda artisa neden
olarak baslangigta diisiik ozmotik strese ve bitki su iliskisinde olumsuzluga neden
olmaktadir. Tuzlu topraklarda gelisen glikofit bitkilerde oncelikle kok suyu alamaz, su
iletimi bozulur ve yaprak dokusunda su stresine neden olarak mevcut suyun koéklerden

yapraklara tasinmasini azaltir (Gunn vd., 2020).

Bitkilerin tuza kars1 olan duyarliklar1 yasam siireleri boyunca degisiklik gosterebilir,
ancak tohum asamasindan fide agsamasina kadar gegen siire¢ en kritik donemdir. Bu siireg
aslinda direk {irlin verimi ve kalitesine etki etmektedir. Bu yiizden bir bitkinin ¢imlenme

asamasinda, yasamsal faaliyetlerine baslayabilmesi i¢in kosullarin optimum olmasi




gerekmektedir. Ancak bu optimum kosullar bozuldugunda toprak igerisindeki tuz iyonlarin
toksik diizeye gelmesi genellikle tohumlarin almasi gereken suyun emilimini, tohum
embriyosunda protein sentezini ve enerji liretimini engelleyerek ¢cimlenmeyi ya geciktirir ya
da hi¢ ¢imlenme olmaz (Alkharabsheh vd., 2021). Arpa tohumlari tuz stresine hassas olarak
bilindiklerinden 40-120 mM NaCl tuz stresi ile karsilastiklarinda, ¢imlenme %20-40
azalirken ¢imlenmis tohumun ise 200 mM NaCl’de kok govde uzunlugu ve kuru agirliklar
azalmaktadir (Ugarli, 2016).

Bitkininin kok bolgesinde artan tuz konsantrasyonu, toprak-bitki arasindaki su
iligkisini bozarak besin emilimini engelleyerek, bitki biiyiimesini ve gelisimini morfolojik
olarak (stomalarin kapanmasi, terlemenin azaltilmasi, yapraklarda kivrilma, ilerleyen
sathada nekroz ve senesens) etkilemektedir (Sekil 3). Ayrica, artan tuzluluk epidermis,
palizat hiicreleri ve mezofil hiicrelerinde degiskenlik oldugu bildirilmistir (Parida vd., 2004).
Artan tuz stresi ile stomalarin kapanmasi direk olarak fotosentetik dokulara ciddi zarar
(grana zar yapisinda yi8ilma, tillakoidlerin biiziilmesi-par¢alanmas1 ve kloroplasttaki
pigmentlerin parcalanmasi) vermektedir (Ashraf, 2004). Ek olarak bitkinin fizyolojik yaniti
olan stoma kapanmasi sonucu fotosentez aktivitesindeki azalmaya bagli olarak CO-
fiksasyonu azalmaktadir. Fotosentez ve solunum aktivitelerinin gerceklestigi organellerdeki
morfo-fizyolojik degisiklikler sonucu bitkideki fotosentetik elektron tagima sistemi ile
Calvin dongiisiit kaynakli net fotosentezin azalmasiyla, basta ribuloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz/oksijenaz (Rubisko) gibi bir¢ok enzimin aktivitesini ve protein yapilarini
bozmaktadir (Gunn vd., 2020).

1.3.2. Tuz Stresinin Biyokimyasal Etkileri
Hiicresel Diizeyde Ozmotik Stres ve Iyon Toksisitesi

Kok bolgesinde biriken tuzlar topraktaki su potansiyelini azaltir ve bitki su alimini
gerceklestiremez. Buna ek olarak, yapraklarda Na™un toksik seviyedeki birikimi sonucu
bitki biiytimesi azalir (Munns ve Tester, 2008). Toprakta azalan su potansiyeli bitkide turgor
basincini azaltarak stomalarin kapanmasina ve fotosentetik aktivitenin azalmasiyla bitkide
ozmotik strese neden olmaktadir. Artik bitkinin topraktan emilimi gerceklestirecegi su
miktar1 azaldigi igin, hiicresel bilylimesi geriler. Hiicredeki bu gerileme iyon stresini

meydana getirerek, ortamda artan Na* ve CI" iyonlarmin K*, Ca*?, NO ve Mg*? gibi bitki



yasamsal faaliyetlerinde elzem olan bu katyonlarla yarisarak besin alim1 ve/veya beslenme
dengesizligi meydana getirir (Gunn vd., 2020). Artan tuz stresiyle ozmotik soka giren bitki,
ilk olarak hiicredeki iyon toksisitesi nedeniyle zar gegirgenliginin, bagil su igeriginin, yaprak
su potansiyelinin, transpirasyonunun ve fotosentez hizinin azalmasina neden olmaktadir
(Sekil 4).

Na* ve CI
Yiiksek

Iyon
Toksitesi

Sekil 4. Bitki hiicrelerinde erken evrede gerceklesen ozmotik ve iyon toksisitesi.

Bitkinin saglikli sekilde biiylime, gelisimi, turgor potansiyeli ve hiicresel
metabolizma igin gerekli olan besin elementlerinden K*; ozmotik dengenin saglanmasinda,
enzimlerin aktivasyonunda, protein sentezinde ve stomalarin agilip-kapanmasinda gorev
almaktadir. Toprakta tuz stresi arttik¢a kokler tarafindan Na*’un hiicre sitoplazmasina girisi
artarken, K*’un hiicreye girisini engellemektedir. Bunun sonucunda hiicre igindeki Na*/ K*
dengesi Na* lehine bozulmaktadir (Tester ve Davenport, 2003). Diger yandan tuzlu toprakta
bitki hiicresine Ca*? iyonu alimin1 da engellenir ve Na*, bu defa zarda bulunan Ca*? ile yer
degistirerek Na*/Ca*? dengesini negatif etkileyerek hiicrenin fizyolojik ve biyokimyasal
olarak metabolizmasina zarar verir (Munns ve Tester, 2008). Hiicresel diizeyde ozmotik stres
sonucu olusan iyon toksisitesi, sitoplazmadaki metabolik stireglerde degisikliklere neden

olabilir ve fotosentez lizerinde zararl etkiler gosterebilir (Gunn vd., 2020).



Organel Diizeyde Fotosentez ve Solunuma Etkisi

Bitkiler fotosentez ile 151k enerjisini NADPH (nikotinamid adenin dintikleotit fosfat),
NADH (nikotinamid adenin diniikleotit) ve ATP (adenozin trifosfat) gibi molekiiller ile
kimyasal enerjiye doniistirmekte ve seker tiretmek i¢in CO. fiksasyonu ile besin
elementlerini olusturarak biiylime ve gelisimini tamamlamaktadir (Bowyer ve Leegood,
1997). Fotosentez, bitki hiicrelerinin kloroplastinda olusan, yasamsal faaliyetlerine devam
edebilmesi i¢in 6nemli metabolik siiregleri takip eden bir sistemdir. Ancak tuz stresinin
artmas1 ve bitkide olusan ozmotik stres nedeniyle stomalarin kapanmasi ile bitkilerde
fotosentez aktivitesi azalmaktadir (Meloni vd., 2003). Tuz stresinin ilerleyen sathalarinda
ozmotik ve iyon toksisitesi kloroplastta toksik iyonlarin birikimine neden olarak
kloroplasttaki tillakoid membranlara zarar vermektedir (Y1ildiz vd., 2010). Klorofil pigment
miktarindaki azalma, fotosentez mekanizmasinda meydana gelen metabolik ve biyokimyasal
siireg ile iligkilidir. Bu siiregte hiicredeki fazla Na* iyonun toksisitesi fotosistem Il (PSI1)’nin
reaksiyon merkezindeki D1 proteininin bozarak hasar olusturmaktadirlar (Tavakkoli vd.,
2011). Ayrica karanlik reaksiyonlarda rubisko iireten protein yapilarin bozulmasini
tetikleyerek enzim aktivitelerini azaltmaktadir (Chaves vd., 2009). Ayrica, artan tuz
stresinin fotosistemlerin 151k toplama sistemlerinde (PSI ve PSII) bulunan pigmentlerin
miktarm azalttig1 bildirilmistir (Parida ve Das, 2005). Artan tuz stresinin D1 proteininin
tamir mekanizmalarina da zarar vermesiyle fotosentez orani/etkinliginin azaldig1 ve bunun
bitkide fotoinhibisyona neden oldugu bilinmektedir (Lu vd., 2002). Fotosistemlerde elektron
tasinimi fotoinhibisyonla engellenir, bu ise bir ROT g¢esidi olan siiperoksit radikalinin PS
II’de O2’den sentezlenmesiyle sonuglanir (Pandey vd., 2009). Ek olarak PSI’in asir
indirgenmesi tekli oksijenin olusmasiyla sonuglanacak triplet formun ortaya ¢ikmasini saglar
(Apel ve Hirt, 2004). Ortamdaki NaCl konsantrasyonuna bagli olarak PSII’nin tamiri
mekanizmasinda yer alan D1 proteininin de novo sentezini saglayan transkripsiyon ve
translasyon agsamalari inhibe olabilmektedir (Allakhverdiev vd., 2002). Tuz stresine bagl
olarak stomalarin kapanmasi ve boylece CO2 miktarinin sinirlanmasi ile dokudaki Oz PS |
tarafindan indirgenir. Mehler reaksiyonunu baglatan bu siirecte Calvin dongiisiin
enzimlerinin inaktivasyonu olabilir ve NADPH indirgenemeyebilir. Bu baglamda, PSI’deki
ferrodoksin (Fd) ortamda indirgeyecek NADP* bulamaz. Boylece elektronunu Fd NADP
rediiktaz (FNR) yerine oksijene aktarir ve H2O2 e doniistiiriiliir (Asada, 1999; Apel ve Hirt,

2004). Calvin dongiisiiniin karboksilasyon evresinde COz’in katilmasini saglayan enzim
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Rubisko, tuz stresi altindaki bitkilerde stomalarin kapanmasi sonucu CO konsantrasyonunu
azalmas1 ve artan O konsantrasyonuna bagli olarak rubiskoya baglanir ve enzimin
karboksilaz ~aktivitesi yerine oksijenaz aktivitesinin etkinlesmesine neden olur
(Allakhverdiev vd., 2002). Ayrica, tuz stresi kloroplast stromasinda pH’inin azalmasina da
sebep olabilir ve bu durum karbon reaksiyonlarinda gérev alan enzimlerin aktivitelerini
olumsuz etkiler (Apel ve Hirt, 2004). Bdylece tuzluluk stresi, kloroplast ve mitokondri
yapisini degistirerek, fotosentetik aktivitenin azalmasini ve bitkide biiylime ve gelisimde geri

doniisii olmayan hasarlara neden olur.

Bitkilerde ROT Olusumu ve Oksidatif Stres

Bitkiler digsal streslere maruz kaldiklarinda farkli biyokimyasal tepkiler vermektedir.
Ozellikle dis cevrede tuz konsantrasyonunun artmasi bitkide ROT konsantrasyonunu
arttirarak molekiiler metabolizmaya zarar verir ve bitkiyi oksidatif strese sokmaktadir
(Ashraf, 2009). Aslinda molekiiler oksijen (O2) bitkilerde kararli ve zararsizdir ve var olan
ROT’lar hiicrede sinyal gorevi gorerek bitkinin optimum biiylime ve gelisimine katki
saglamaktadir. Ancak gevresel stres faktorleri arttiginda Oz indirgenme reaksiyonlarinda
zararl hale gelebilmektedir (Apel ve Hirt, 2004). Diger yandan, ROT abiyotik ve/veya
biyotik stres ile karsilasmadigi stirece hiicrede sinyal gorevi alirken artan tuz konsantrasyonu
ozmotik stres kaynakli bitkide olusan iyon toksisitesi, singlet oksijen (*O2), siiperoksit
anyonu (Oz" ), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") gibi zararli ROT larin
dretimini arttirir (Apel ve Hirt, 2004). Bu yiizden bu zararli ROT’lar kloroplast ve
mitokondri gibi bitkinin enerji kaynagi olan organellerinde oksidatif stresi meydana
getirerek hiicrede proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara ve DNA’ya saldirarak metabolik
stirecleri bozar (Sekil 5) (Noctor ve Foyer, 1998). Bitkide artik biiyiime ve gelismede azalma
hatta ileriki sathada 6liim ile sonuglanmaktadir. Ozellikle bitkilerin kloroplast organelinde
PSI ve PSII sistemlerinin, elektron tasima zinciri ROT’larin iiretiminin ana kaynagidir
(Asada, 1999). Kloroplastin tillakoid membranina bagli PSI’de bakir/¢inko stiperoksit
dismutaz (Cu/Zn SOD) ve/veya demir SOD (Fe-SOD), siiperoksit radikallerini H>O>’ye
doniistiiriir ve APX devreye girerek H202’yi suya doniistiiriir (Foyer ve Noctor, 2000). Ek
olarak monodehidroaskorbat (MDA) ile tekrar askorbat iiretilir. Diger yandan mitokondride

MnSOD (Mangan SOD) ile solunum aktivitesinde kompleks yapilar (I ve II) tarafindan
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oksijen suya indirgenir (Foyer ve Noctor, 2005). Peroksizomlarda ise siiperoksit molekiilii
ksantin oksidazin matriksinde ve zarlarda iiretilmektedir (Sandalio vd., 1987). Peroksizomlar
bitki hiicrelerinde rubiskonun neden oldugu fotorespirasyondan sorumludur (Dat vd., 2000).
Bu nedenle peroksizomlarda monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), peroksizom zarinin
matriks tarafinda nikotinamid adenin diniikleotit (NAD)’e sonra da MDHA’ya
dontstiiriilerek H.O- peroksizom zarindaki APX ile siipiiriiliir (Mittler vd., 2004).

Optimal altifiisti kogullar
Tuzluluk (Abiyotik ve biyotik stres)

.
[o; | (o, —— ik ROT
i —tr)

Reaktif Oksijen Tiirleri Oksidatif
{ROT) Hasar

DNA hasan
PROTEINLER;
amino asit enzim Metabolik

inaktivasyonu ve saregler
modifikasyonu

Optimal kogul

Diigiik seviyede ROT

Sinyallesme

Metabolik
dizenleme
sinyal iletimi ' Hormanal
denge

TS Optimum
LIPITLER; Zar Bayiime ve bolinmesi gl ‘ Patojen
biiyiime ve

- o . Apoptoz ve
gegirgenliginin gelismede - ve savunmasi
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bozulmasi azalma farkllasma

gelisme
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Sekil 5. ROT lerin bitki tizerindeki etkileri (Teker Yildiz ve Acar 2023’ten degistirilerek).

1.4. Bitkilerde Tuz Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler karsilastiklar1 tuzlulukla basa ¢ikmak icin ¢esitli tolerans mekanizmalari ile
topraktaki toksik tuzun bitki dokularina kadar gegen o metabolik siireclerinde bir nevi
sakinma gosterdikleri bilinmektedir (Levitt, 1980). Bunlar arasinda biiyiime ve gelisim i¢in
en gerekli olan fizyolojik, biyokimyasal (iyonlarin ayrilmasi, ozmolitlerin sentezi,
antioksidan enzim sistemi ile ROT’lerin siipiiriilmesi gibi) ve molekiiler (enzim ve
proteinleri kodlayan genlerin regiilasyonu) adaptasyonlar yer almaktadir (Parida ve Das,

2005). Bu adaptasyonlar temelinde, bitkiye toksik tuz iyonlarmin girisini azaltanlar ve
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sitoplazma ig¢indeki toksik seviyedeki iyonlar1 en az indirgeyen halofitler bu konuda ¢ok
basarili evrimlesmislerdir. Bu ylizden tuzlu ortamda yasasalar dahi tuzu biinyelerinden iyi
sekilde dislarlar, hatta kacinilmaz olarak igeri giren tuz iyonlarmi da etkili bir sekilde
boliimlendirebilirler. Bu durum onlarin tuzlu toprakta saglikli sekilde biiylime ve
gelisimlerini siirdlirebilmelerinin bir kanitidir. Ancak bunun aksine glikofitler de sadece bazi
tiirler tuzu dislayabilir ama alinan tuzu halofitler kadar etkili bir sekilde bdliimlendirme

yetenekleri yoktur (Munns, 2002).

1.4.1. Fizyolojik Adaptasyonlar

Tuz stresinin olumsuz etkilerinden sakinan bitkiler, buna ragmen tuzlu habitatlarda
gelisebilirler ve bunu 6zel tolerans mekanizmalariyla basarirlar. Bu mekanizmalardan birisi
tuz stresi altindaki koklerin morfolojik ve fizyolojik degisiklige ugrayarak kok dallanmasini
arttirmalar1 ve tuzlulugu azaltmak igin koklerini topragin derinlerine dogru ilerletmeleridir.
Ayrica, tuzlulugun toksik etkisinden korunmak i¢in koklerde elektriksel iletkenlik artirilarak
iyonlarin tutulmasimi saglanir ve toksik iyonlarin birikmesi azaltilir (ElI Ghazali, 2020).
Ozellikle baz1 bitkiler tuz stresi ile karsilastiklarinda kok sistemlerindeki kaspari seridi

sayesinde bazi toksik iyonlar1 gegirmezler hatta onlar1 uzaklastirirlar (Botella vd., 2005).

Toprak da biriken tuzlar bitki i¢in toksik olmaya basladiginda ya iyonlar1 kok
bolgesinden gecirmez ya da ¢ok az miktarda kok, gévde ve yaprak ile ¢icek saplarina
ulagmast sonucu gelisen yapraklara ve gen¢ meyvelere ulasan tuz miktar1 azalir (Larcher,
1995). Genellikle bitkiler tuz iyonlarinin emilimini en aza indirir ya da emilen tuz iyonlarini
vakuollerinde biriktirerek tuzun toksik etkisinden kendilerini sakimirlar. Bdylece,
koklerinden ksileme Na* gecisini azaltirken ksilemden koke Na* girisini arttirirlar (Tester ve
Davenport, 2003). Bitkiler tuz stresine karsi, tuz salg: tiiyleri ve tuz bezleri gibi 6zellesmis
yapilar ile tuzu biinyelerinden uzaklastiracak bazi adaptasyon mekanizmalarina sahiptirler
(Munns ve Tester, 2008). Bunlardan tuz bezleri dis ortamdan alinan tuzu digariya atarken,

tuz tiiyleri ise fazla tuzu vakuollerinde biriktirirler (Breckle, 2002).

Tuz stresinden sakinma ya da tuzu uzaklastirma i¢in gelistirdikleri diger adaptasyon
ise dokularinda tuz konsantrasyonun azaltilmasidir (Glenn vd., 1999). Ornek olarak halofit

bitkilerin morfolojik ve anatomik degisimler gerceklestirerek depo parankimasini Su hacmini
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arttirirlar boylece hiicrelerin hacim ve yaprak kalinhiginin artmasi sonucu kendilerini tuz
stresinden sakinirlar (Dajic, 2006). Ek olarak fotosentetik karbon asimilasyon yollarina gore
C3 yolu, C4 yolu ve crassulacean asit metabolizmasi (CAM) ile tuzluluga kars1 olusturulan
bir diger fizyolojik adaptasyondur. Ozellikle C4 ve CAM bitkileri, C3 bitkilerine oranla suyu
biinyelerinde daha iyi kullanir ve boylece tuza karsi adaptasyonlari daha gii¢liidiir (Cushman
vd., 1989).

1.4.2. Biyokimyasal Adaptasyonlar
Ozmoprotektanlar / Uyumlu Céziinen Maddelerin Birikimi

Ozmotik regiilasyon tuz stresi altindaki bitkinin biiyiime ve verimi i¢in yasamsaldir.
Bitkiler, bu ozmotik diizenlemeyi ozmolitler ve/veya ozmoprotektanlar (uyumlu ¢oziinen
maddeler) olarak adlandirilan seker vb. molekiilleri biinyelerinde biriktirerek saglarlar (Arif
vd., 2020). Diisiik molekiil agirligina sahip olan bu sekerler, organik asitler, polioller, amino
asitler, amidler, amino asitler ve ¢esitli kuaterner amonyum bilesiklerinin uyumlu ¢6ziinen
maddeler olarak hareket ettigi bilinmektedir. Diger yandan ozmoprotektanlar tuz stresinin
neden oldugu ROT temizlenmesinde de etkili olduklar1 bildirilmistir (Smirnoff ve Cumbes,
1989). Prolin serbest bir amino asittir ve ozmoprotektan olarak ROT’larin temizlenmesinde
ve hiicre homeostazinin korunmasin da gérev alan bitkiler icin 6nemli bir sinyal molekiiliidiir
(Arif vd., 2020). Ek olarak prolinin tuz stresi altindaki bitkilerde su alimini ve antioksidan
mekanizmaya katki sagladig bildirilmistir (Zhang ve Dai, 2019). Bir diger ozmoprotektan
olan glisin betain ise, tuz stresini azaltmada gorev alan ve tuzluluga yol agan iyonlarin toksik
etkilerinin azalmasini saglar (Singh vd., 2015). Sorbitol ve mannitol gibi seker alkolleri ise
hiicrede ozmotik ayarlamayi diizenleyerek (ROT siipiiriilmesi, hiicre turgoru) tuzluluk
toleransina katki saglamaktadirlar (Singh vd., 2015). Bu nedenle bitkiler tuz stresi altinda,
antioksidan savunma sistemlerini ve iyon homeostazlarini1 korumak i¢in prolin, glisin betain,
sekerler ve seker alkolleri gibi ¢ok sayida ozmoprotektan sentezleyerek bitkilerde tuz

stresine biyokimyasal bir mekanizma ile dayaniklilik saglarlar (Zhang ve Dai, 2019).

13



Iyon Toksisitesinden Korunmak icin Iyon Secici Absorpsiyon ve Iyon
Boliimlendirme

Tuzluluk, topraktan besin ve mineral alimini engelleyerek bitkinin biiyiimesini, kok
sistemlerinde biyokimyasal degisiklikler yaratir (Sirohi vd., 2016). Tuzluluk bitkideki besin
alimimi engeller ve yiiksek tuz konsantrasyonu Fe, Ca, K, Zn, B ve Mg gibi katyonlarin

topraktan alinimin1 engeller (Chrysargyris vd., 2019).

Bitkiler, tuz stresi kaynakli iyon toksisitesinden korunmak i¢in iyonlar1 secici olarak
absorplar ve iyon boliimlendirmesiyle iyon homeostazini saglar. Bitkiler, topraktan kok
sistemleriyle sitozole ulasan yiiksek tuzlari tolere edemezler, bu nedenle sitozolden
uzaklastirmak i¢in vakuollerinde biriktirirler. Boylece bitkiler kok sistemleri ile
sitoplazmaya giren iyonlar1 hiicre membraninda bagli bulunan Na*/H* antiporter pompalar1
tarafindan difiizyon veya iyon kanali seklindeki tasiyicilarla (HKT (yiiksek afiniteli K¥),
LCT (distik afiniteli katyon) ve NSCC (segici olmayan katyon)) vakuollere taginir (Sekil 5).

Tuza asir1 duyarli genler (SOS) iyon toksisitesini azaltmada ve hiicresel iyon
dengesini saglamada gdrev almaktadir (Shi vd., 2000). SOS1 geni bir plazma membraninda
bulunan Na'/H* antiporter kodlamaktadir. Diger SOS2 ve SOS3, Na' giris ¢ikisin

+25

diizenleyen Ca™*’u aktiflestirerek tuz toleransi saglanmis olur (Shi vd., 2000).

Bitkilerde tuz stresinin neden oldugu iyon toksisitesine karst ABA yolu sinyal
iletiminde ¢cok 6nemli yere sahiptir. Toprakta artan tuz stresiyle bitkinin kdk sistemleri iyon
toksisitesine karst ABA’y1 arttirir ve kokten yapraklara taginarak stoma acikligi ve tuz
dayaniklilik genlerinin ifadesini diizenler. Boylece ilk olarak, Ca*?bagimli olan sinyal yolu

ABA genlerinin ifadesini arttirarak tuz toleransini gergeklestirirler (Chen vd., 2020).

Oksidatif Stresten Korunmak i¢cin ROT’larin Antioksidan Enzim Sistemiyle

Temizlenmesi

Strese tepki olarak tiretilen ROT, hiicre zar1, proteinler ve niikleik asitleri olusturan
lipitlerde 6zellikle molekiiler mekanizmalarda oksidatif hasara yol acar. Bitkiler artan tuz
konsantrasyonu kars1 fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeydeki -etkilerden,

ROT’larin antioksidan savunma sistemi ile temizleyerek tuzluluk stresine karsi bitki
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biyokimyasal adaptasyonlarinda 6nemli bir rol oynar (Ahanger vd., 2014). Bitkilerde ROT
hiicrelerden bir nevi uzaklastirma ve/veya atmada gorev alan antioksidan sistemleri,
enzimatik (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon
rediiktaz (GR)) ve enzimatik olmayanlar (glutatyon (GSH), askorbat (AsA), karotenoidler
ve tokoferol) olarak hiicrenin biyokimyasal savunmasinda gorev almaktadir (Asada, 1999)

(Sekil 6).
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Sekil 6. Bitkilerin tuzluluk stresi altinda biyokimyasal mekanizmalar ile ROT’larin

stiptiriilmesi (Arif vd., 2020).
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SOD (EC 1. 15. 1.1); siiperoksit radikalini oksijen ve H202’e doniistiiren enzimdir ve
antioksidan savunma sisteminin ilk yolunu olusturur (Sekil 6). Bitkiler artan siiperoksit
radikallerinin Mn-SOD (mitokondride), Fe-SOD (kloroplastta) ve Cu/Zn-SOD (sitozolde)

izoenzimleri tarafindan olusumunu engellerler (Mittler, 2002).

POX (EC 1.11.1.7); bitkilere ait olan III peroksidaz sinifi mevcuttur, hiicre duvarinda

apoplastik ROT iiretiminden sorumlu enzim ailesidir. H202 reaksiyonlarin1 katalizleyen
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enzim smifidir. Ayrica bitki-patojen saldiris1 ve abiyotik stres sinirlamalaria karsi sinyal

olarak gérev almaktadir (Jankii vd., 2019).

CAT (EC 1.11.1.6); bulunduklari yere ve islevlerine gore 3 izoforma sahip enzimdir.
Bunlardan Cat 1, peroksizomlarda H20; uzaklastirilmasinda goérev alir, Cat Il iletim
demetlerinde bulunur, Cat III ise tohum yapilarinda, fidelerde lokalize olurken

glioksizomlarda hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistiirtirler (Dat, 2000).

APX (EC 1.11.1.11); bitki hiicrelerinin hiicre i¢i sivilarinda ve kloroplastlarinda
bulunan H20, uzaklastirmada gorev alan en 6nemli enzimdir (Jankii vd., 2019). Bu enzim
bitkide H2O> tarafindan askorbati yiikseltgeyerek monodehidroaskorbat radikalini (MDA)
olustururlar. Hiicrenin farkli yerlerinde 6zellikle, stroma (sAPX), tillakoid (tAPX), hiicre i¢
stvilar (cAPX) ve glioksizom (gmAPX) bolgelerinde biriken enzimlerdir (Campa, 1991).

GR (EC 1.8.1.7); NADPH’1 rediiksiyona ugratarak, GSSG’yi GSH’a indirgeyen
protein yapisindadir. Rediiksiyona ugrayan glutatyon (GSH), MDHA ve DHA’dan askorbat
indirgenir son olarak GSH’ye tekrar doniistiiriiliir (Asada, 1994). Bitkide peroksizomlar
kloroplast, sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondride ROT siipiiriiciisii enzim

olarak gorev almaktadir (Noctor ve Foyer, 1998).

Askorbat (L-Askorbik Asit); hiicrede o6zellikle sitozolde ve apoplast’ta bulunan
askorbat ROT saldirilarina kars1 ilk savunma yoludur (Barnes vd., 2002). APX enzimi
aracili@iyla H202’i suya doniistiirerek hiicreyi biyokimyasal olarak diizenler ve oksidatif

strese kars1 savunma saglar.

Karotenoidler; kloroplastlarda lokalize olarak fotosentez sistemlerinde oksijen

olusumunu engelleyerek hiicrede yardime1 pigment gorevi alarak bitkiyi savunurlar.

a-tokoferoller (E vitamini); bitkinin kloroplast organelinde fotosistemlerde meydan
gelen oksidatif stresle basa ¢ikmak igin O2 ile reaksiyona girerek PSII sistemini korurlar
(Ivanov, 2003).

1.4.3. Molekiiler Adaptasyonlar

Tuz stresinin artmasiyla ilerleyen sathada bitki genlerin ifadesini arttirarak molekiiler
diizeyde kendisini savunmaya almaktadir. Bitki savunmasinda gorev alan molekiiler

adaptasyonlar bitkiyi koruma (efektor; iyon tasiyicilar, diizenleyici enzimler, LEA
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proteinleri, su kanal proteinleri, saperonlar) ve bitki-sinyal ag1 olarak genlerin diizenlenmesi
(regiilator; protein kinazlar, transkripsiyon faktorleri, fosfolipazlar) olarak iki sekilde

siiflandirilmaktadir (Arif vd., 2020).

Toprak tuzlulugu, siirdiiriilebilir tarim icin yikici etkiye sahip olmasinin disinda
aslinda kiiresel bir gida krizine sebep olan 6nemli bir strestir. Bitkiler tuzluluga karsi fizyo-
morfolojik, anatomik, biyokimyasal ve molekiiler olarak tepki verir (Sekil 7). Tuzluluk,
topragin yaprak su potansiyelinde azalmaya neden olarak yaprak turgorunu azaltir ve
ozmotik stres yaratir. Daha sonra tuzluluk iyonik stresi meydana getirerek hiicre
sitoplazmasindaki toksik iyonlarin konsantrasyonunu artirarak iyonik dengeyi bozar ve
mineral alimini azaltir. Buna paralel sekilde ROT konsantrasyonunda artis ve hiicre zarimi
ve organelleri pargalayarak lipid peroksidasyonunu arttirir. Ilerleyen safhada kloroplast
organelini etkileyerek fotosentezi azaltarak klorofil gibi yardimci pigmentlerinde igerigini
azaltir ve stomalar1 tuza duyarli hale getirerek terlemeyi engeller. Tuzluluga tolerans icin
bitki, ozmoprotektanlar’in (Pro, GB, GABA ve PA) birikimini arttirir, antioksidan enzimi
(CAT, POX, SOD ve APX) tesvik eder ve ayrica poliaminleri sentezler (Sekil 7).
Bitkilerdeki tiim bu fizyo-morfolojik, anatomik, biyokimyasal ve molekiiler adaptasyonlar,

tuz stresine karsi toleransin saglanmasina yardimet olur (Sekil 7).

Bitki Tuz Stresine Karsi Tolerans Mekanizmalan

TUZ STRESI

Ozmotik Stres
Iyonik Stres
Oksidatif Stres

Cimlenme

Fotosentez ve
Transpirasyon

Mineral ahmm
Biiyiime ve verim

Fitohormon

v

Morfo-fizyolojik

Yaprak Alani, Yaprak Alan
Orani, Yaprak Agirligi Oranll

Stoma T
Kloroplast L}

Kék Gévde Orani, Uzunlugu t
Kok Gapi ve Sayisif

Genlerin ifadesi
Transkript regiilasyonu

Biyokimyasal

Fitohormonlar

1 Antioksidan Enzimler: CAT,
POX, SOD, GSH, APX

ABAT SAT.JAT.BRstT.ET,
GAT 1AA T

4 ozmoprotektanlar (Pro, GB,
GABA)

1 SOS, HKT, NSCC ile iyon
homeostazi ve béliimlendirme

Tuzluluk toleransi ve
translasyon sonrasi proteinler

Na® Hiicre disina ve tuz
genleri §(SOS1, SOS2, SOS3)

4 Protein ve enzimler: LEA,
HSP90, CAT, POX, SOD

1 Ozmosensér genleri

1 Protein firetimi: RuBisCO

Morfolojik ve
metabolik SOD, GST, CAT sentezindeki forila Jarbonil
P — genler Fosforilasyon-karbonilasyon

Metabolik

1 Amino asitler, dipeptit,
. Flavonoidler ve Terpen igerigi

£ Organik asitler, Inorganik
asitler ve Seker icerigi

1 Ozmoprotektanlar (Pro,
GABA, GB)

Hiicresel homeostazin saglanmasi, zar biittinliigiin korunmast,
Fotosentez, mineral alimi ve diger fizyolojik ve biyokimyasal aktivitelerinin iyilestirilmesi,

Cimlenme, bitki biiylimesi, verimde artis.

Sekil 7. Bitkiler tuz tolerans mekanizmalarindaki verdigi tepkilere genel bakis (Arif vd.,
2020°den degistirilerek).
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Efektor Molekiiller

Bitkide saglikli kosullarda LEA proteinleri, tohumda birikirken, artan tuz stresi ile
vejetatif dokularda birikirler (Hundertmark ve Hincha, 2008). Bdylece bitkide, suyun
tutulmasi, iyon toksisitesinden hiicreyi korumada ve zar yapisinin savunmasinda énemli bir
goreve sahiptirler (Wise ve Tunnacliffe, 2004). Ozellikle zar proteini olarak bilinen
akuaporinler, hiicre zarindan suyun yag tabakasindan ge¢isini kolaylastirirken, apoplastik ve
simplastik yollardaki tasimada suyun iletiminde gorev alarak bitkide hiicresel diizeyde su
dengesini saglamaktadir (Maurel ve Chrispeels, 2001). Diger yandan artan tuz stresiyle
birlikte 1s1 soku proteinleri (Hsp) bitkide molekiiler diizeyde savunma hattini olusturmaktadir
(Gorovits ve Czosnek, 2008). Bu gruba ek olarak saperonlar ise, proteinlerin
katlanmasindan, baglanmasindan, translokasyonundan ve tuz stresi kaynakli hasarlarin

diizeltilmesinde gorev alan molekiiler adaptasyondur (Hundertmark ve Hincha, 2008).

Regiilator Molekiiller

Diizenleyici olarak gorev alan protein kinazlar, sinyal iletim yolunda protein
fosforilasyonunda gorev alarak; MAP kinazlar1 ve Ca*? bagh protein kinazlar1 (CPDK)
aktive ederek transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu ile aktivasyonunu diizenler ve
streste rol oynayacak belirli genlerin ifadelerini artirirlar (Apel ve Hirt, 2004). Diger yandan
bir diger diizenleyici molekiil olan transkripsiyon faktorleri (TF), tuz stresine tepkinin
genlerini kodlar ve ifadesini diizenlerler. Ayrica ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz sinyal
iletim yolunda TF’ ler, patojen enfeksiyonuna yanitta, bitkinin gelisiminde ve tuza toleransta
rol oynayan bazi genlerin aktivasyonuna etki ederler (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki,
2007).

1.5. Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Rizobakteriler (PGPR)

Gelecekte insan niifusundaki artis giderek artan beslenme sorunu ile karsilastiginda
insanoglu mevcut gida ihtiyaglarini karsilamakta zorlanacaktir. Bu durum artan gida talebi

icin tarim Uretiminde verimliligin arttirtlmasini, yeni tekniklerin gelistirilmesini ve bunlarin

18



uygulanmasi gerektirecektir. Glinlimiizde siirdiiriilebilir bir tarim igin topraga verilen
kimyasallar patojenleri ve yabanci otlar1 oldiirerek tarimsal verimlige katki saglarken
cevreye ve bitki ekosistemine telafisi imkansiz sekilde zarar verilmektedir. Buna ek olarak,
zirai ilaglarin ekosistemde olusturdugu zarar insanlari da etkilemektedir. Bu yiizden tarimsal
verimliligi stirdiiriilebilir bir yasam i¢in hem bitki hem de insanoglunun saglig1 i¢in bitki-
bakteri iliskileri gelecekte alternatif olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Ekosistem
dostu siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin yeniliklere ihtiya¢ duymasi nedeniyle bitki-
bakteri iliskilerinde rizobakterilerin biopriming (tohum kaplama) seklindeki kullanilmasi
hem bitki hem de insanlar i¢in gelecekte ¢ok kullanisi bir alternatif olabilir. Biyopriming,
bitkisel iiretimde fizyolojik ve biyokimyasal gelisimi destekleyen inovatif bir yontemdir
(Chakraborti vd., 2022). Bu amagla bitkinin kok ¢evresinde bulunan bitki igin kullanigl olan
bakteriler genel olarak bitki gelisimini tesvik edici rizobakteriler (PGPR) olarak
tanimlanirlar (Kleopper ve Schroth, 1978). Bu nedenle, bitkiler igin yararli olan PGPR
uygulamalar1 abiyotik ve biyotik streslere karsi biiytime ve gelisimlerine pozitif yonde katki

saglayarak strese karsi tolerans mekanizmalar1 gelistirmektedir.

Topraklarda bakteri, mantar, aktinomiset, protozoa ve alg olmak iizere birgok
mikroorganizmanin yagsam alant bulunmaktadir. Bitkilerin kdk bolgesinde o6zellikle
Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Actinoplanes, Azotobacter, Bacillus,
Pseudomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium, Erwinia, Enterobacter, Amorpho sporangium,
Cellulomonas, Flavobacterium, Streptomyces ve Xanthomonas gibi bakterilerin kolonize
oldugu ve bunlarin PGPR 6zellikleri tagimalarindan dolay: tarimsal verimi arttirdiklar ve
bitkisel hastaliklar1 azalttiklarr gosterilmistir (Singh, 2018). Bakteriler bitkilerin biiyiime ve
gelisimini dogrudan etki ve/veya dolayl etki mekanizmalari ile desteklerler. ilk olarak azot
fiksasyonu, fosfat ¢oziiniirliigii, fitohormon (oksin, gibberellin ve sitokinin gibi bitkisel
hormonlar) iiretimi, 1-aminosiklopropan 1-karboksilat (ACC) deaminaz aktivitesi yoluyla
etilen sentezinin engellenmesi ile bakteriler cevreden gelen her tiirlii stres faktoriiniin etkisini
azaltir. Bakteri ve bitki iliskisinin ahenk iginde olmasi, inorganik fosforun ¢oziilmesi ile
mineral dengesinin saglamasi, siderofor {iretimi yoluyla demir aliminin arttirmasi ve kok
gecirgenliginin arttirllmast gibi mekanizmalar ile bitkiye biiylimede diizenleyici olarak
gorev almaktadirlar (Agami vd., 2016). Ikinci etkileri arasinda ise ACC deaminaz iiretimi,
dolayli olarak ekzopolisakkarit (EPS), biyofilm veya ozmoprotektanlarin iretimi,
antioksidan enzimler ve ugucu organik bilesikler (VOC) iiretip bitki hormon seviyelerini

diizenleme ve indiiklenmis sistemik diren¢ (ISR) ile biyotik strese karsi direng saglamasi
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sayilabilir (Glick, 2012). Tiim bu 6zellikler, bakterilerin tuzlu kosullar altinda hayatta
kalmasimma ve bitki biiylimesini tesvik etmesine yardimci olur (Kumar vd., 2022).
Bakterilerin dogrudan ve dolayl etkileri ile bir yandan bitkilerde tarimsal verimlilik artarken
diger yandan hastalik etkenleri de engellenmektedir. Ayrica PGPR’ler, bitkide
fitohormonlar1 yeniden diizenleyerek bitkide mineral beslenmeyi kolaylastirdigi gibi
bitkilerde sistemik direnci indiikler (Vejan vd., 2016). PGPR ile tohumlar kaplama ve/veya
asilama yontemi, tarim tiriinlerinde verimlilik/kaliteyi iyilestirmek igin iyi bir se¢enek olarak
kabul edilmektedir. Diger yandan, tarimsal iiretimde PGPR teknolojisinin kullanilmasi,
pestisit vb. maddelerin kullanimimi azaltir. Boylece, ¢evreye dost siirdiiriilebilir tarimsal
tiretime olumlu katkida bulunur (Teker Yildiz vd., 2023).

Bitkiler abiyotik stres faktorleri ile karst karsiya kaldiklarinda bakteri
uygulamalarinin bitki ile bakteri arasindaki etkilesimleri hangi mekanizmalar ile tetiklendigi
hakkinda hala kapsamli sekilde belirlenmis degildir. Ancak toprakta var olan birgok
mikroorganizmanin, abiyotik stres faktorii esnasinda bitkilerin strese uyum saglamasina
yardim ettigine dair ¢ok sayida rapor mevcuttur (Morales-Cedeno vd., 2021). Bir tohumun
¢imlenme ile yagamina basladig1 anda toprakla temasa ge¢mesi toprak bakterileri ile iligki
haline gegmesi demektir (Meena vd., 2017). Bu bitki-bakteri iligkisi ile topraktan alinan
besin maddesi, abiyotik stres toleransini arttirirken bitki biiylimesinin tesvik edildigi
gosterilmistir. Abiyotik strese karsi tolerans saglamak adina 6zellikle Arthrobacter,
Azotobacter, Bacillus, Caulobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Erwinia,
Flavobacterium, Agrobacterium, Chromobacterium ve Hypomycrobium cinsleri ile
gergeklestirilen arastirmalar gevresel streslerin etkisini hafifletmek i¢in kullanilmaktadir
(Lahsini vd., 2022). Bacillus, Pseudomonas ve Rhizobium bakteri strainleri ile yapilan bir
caligmada, biyopolimer olan EPS iireterek, stres sirasinda bitkilerde direng veya tolerans
saglayan bir biyofilm sentezlenmesinde goérev alarak bitki biiylimesini indiikledikleri
bildirilmistir (Lahsini vd., 2022). Diger yandan ROT’larin temizlemesine, lipit
peroksidasyonu azaltmasina, protein yapisinin ve hiicre i¢i zar biitiinliigiine, Na* girisinin
azaltilmasina, tohum c¢imlenmesinde artisa, fotosentezin artmasina ve besin alinimina
PGPR’lerin dogrudan etkisi vardir. Tuzlu topraklarda bazi PGPR’ler bitkilere demir
ihtiyacin1 karsilayan siderofor iiretimi ile o toprak sartlarinda bitkinin biiylimesine ve
gelisimine pozitif etki saglamaktadir (Phour ve Sindhu, 2022). Ayrica bazi toprak bakterileri,
P ve K gibi bitki i¢in gerekli olan besin elementlerinin alintmini artirarak abiyotik streslerin

hafifletilmesine yardimci olmaktadir (Saboor vd., 2021). Bitki bakteri arasindaki bag
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incelendiginde c¢esitli fitohormonlarin tiretimi, kok ve siirgiin biiylimesi, ¢igeklenme, hiicre
boliinmesi ve gelisimi, gen ifadesi ve stres tepkileri dahil olmak {izere bir¢ok fizyolojik ve
biyokimyasal siireci tetikledikleri gdsterilmistir. Ornegin bitki i¢in en 6nemli hormonlardan
biri olan oksin PGPR’ler tarafindan iiretilir ve dzellikle bitylimeyi tesvik edici 6zelligi olan
kok gelisim mekanizmalarini (k6k uzunlugunu, kok salgi seviyesini, kok yiizey alanini ve
koklerin dallanmasini arttirarak yanal kok olusumu) tesvik etmektedir. Bitkilerde en yaygin
bulunan oksin olan IAA’nin (indol-3 asetik asit) PGPR aracili tiretiminin artmasi ¢evresel
stres kosullar1 altinda bitkiyi bliylime ve gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir (Phour ve
Sindhu, 2022). Arastirmalar bitkiler i¢in diger bir dnemli hormon olan sitokininin PGPR
strainleri tarafindan tiretilmesinin bitkilerde tuzluluk ve kuraklik streslerine kars1 korumada
faydali oldugunu kanitlanmistir (Liu vd., 2013). Ek olarak, sitokinin hormonunun hem ABA
aracili stres sinyallesmesinde hem de bitki biiyliime ve gelisiminde 6nemli bir diizenleyici rol
oynadig1 gosterilmistir. PGPR uygulamalar1 ile sentezlenen gibberellinler ise gévde
uzamasi, kok sayisi, kok uzunlugu, tohum c¢imlenmesi, fotosentez hizi, toplam klorofil
miktar1, meyve ve ¢igeklenme yoluyla bitki biiyiimesini tesvik edici oldugu bildirilmistir
(Zaidi vd., 2015). Bitkiler hem abiyotik hem de biyotik stres ile kars1 karsiya kaldiklarinda
kok dallanmasini, kok tily olusumunu, nodiil gelisimini negatif yonde etkileyen etilen
hormonun {iretimi artmaktadir. Bu nedenle etilenin onciisii olan ACC, bakteriyel ACC
deaminaz tarafindan 2-oksobiitirat (C4HeO3) ve amonyaga (NHs) doniiserek bitki
koklerindeki etilen yogunlugunu diistiriir ve oksin hormon yanitlarini arttirir, bdylece dolayli
yonden olsa da bitki biiyiimesi ve gelisimini tesvik eder (Chaudhary ve Sindhu, 2017).
Ozellikle ACC deaminaz iireten PGPR strainleri, tarimsal acidan abiyotik stres ile
savasabilmek icin bitkilere asilayarak biiylimenin ve gelisimin indiiklenmesi saglanmistir
(Gupta ve Pandey, 2019). Ornegin ACC deaminaz iirettigi bilinen PGPR strainlerinin
(Aneurinibacillus aneurinilyticus ACCO02 ve Paenibacillus sp. ACCO06) tuz stresi altindaki
fasulye fidelerine asilanmasi ile etilen hormonunun yaklasik %60 azaldig1 ve strese karsi

tolerans saglandigi bildirilmistir (Gupta ve Pandey, 2019).

1.6. Tuz Stresi Altindaki Bitkilerde PGPR’lerin Islevi

Iklimsel degisiklikler sonucu tuzlanan topraklarda PGPR kullanimi, gevre dostu ve

toprakta siirekliligi ifade ettiklerinden ayni zamanda saglik acgisindan da kimyasal igerikli
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giibrelere kiyasla ¢ok daha iyi bir yaklasim sunmaktadir. Boylece bu streslerle basa ¢ikmak
icin PGPR asilanmis toprakta bakteriler cogalir ve yillarca hayatta kalmalarini saglar. Bu
amacla, PGPR’ler ¢evresel streslerin yogun oldugu bitki kok bolgesinden izole edilmelidir
(Sandhya vd., 2010). Kiiresel iklim degisikliginin sundugu en koti senaryoda bile
PGPR’lerin kullanilmasi, organik tarimi tesvik etmek ic¢in ¢evre dostu bir strateji olabilir.
Tuzlu yasam alanlarindaki bitkiler PGPR asilanmasiyla, tuz stresine karsi direnir ve bunu iki
mekanizma ile gergeklestirir (Etesami ve Beattie, 2017). Bunlardan ilki hiicre i¢i ozmotik
potansiyelinin korunmasidir ve bu 0Ozellik halobakteriler ile asir1 halofil arkelerde
kesfedilmistir (Kunte, 2009). PGPR’ler bunu hiicre i¢i K* oranini yiiksek konsantrasyonda
tutarak gergeklestirirken, Na* iyonunu Na*/K* pompalari ile fazla olan1 hiicre disina atarlar.
Ikinci mekanizma ise, PGPR’nin hiicresel metabolizmay1 kontrol altina alarak su dengesini
ve elektrolit iletkenligini koruyarak yiiksek tuz konsantrasyonunda proteinlerin, zar
lipitlerinin ve suda ¢6ziinen uyumlu maddelerin (glisin betain, prolin, sekerler ve trehaloz)
dretimini arttirirlar (Ullah vd., 2021). Diger yandan artan tuz stresine karsi antioksidan
savunma sistemini indiikleyerek ROT’larin siipiiriilmesine yardimei olurlar. Ayrica IAA ve
sitokinin Uretimini arttirarak tohum g¢imlenmesi, kok ve yaprak biiylimesi ile fotosentetik
verime pozitif etki saglarlar. Tuz stresi kosullarinda PGPR etkilerinden bir digeri ise, Stres
sinyali olarak gorev alan etilen ve ABA fitohormonlarin azaltarak kok bitylimesine, vejetatif

biiyiimeye ve sonugta verimlilige katki saglamalaridir (Ullah vd., 2021) (Sekil 8).

22



. PGPR’nin Neden Oldugu Tuzluluk
Tuz Stresi
Toleransi
e
3 Stoma iletkenligi \ [
Yaprak Alam Karbonhidrat Metaboli Y
Fotosentez ———
Antioksidan Mekanizma
1 S Ozmolit Birikimi \/
)‘V' "y iyon Homeostazisi V
Toksik Iyon Birikimi /,,3' -
ROT —
Etilen

Fitohormon Sinyali

P ‘ 4 IAA ETILEN
Erken Senesens / SITOKININ | ABA

Biiyiime inhibisyonu 7

Tohum = ST Kok sistemi /'
ATTTTIT Hiicre Turgitte Sisme | . Su ve Besin Almm
*3223s® Yanal K6k Biiyiimesi

\ < Na* hari¢c tutma |

Inokulasyon e { <\ Rizosfer
4{‘ < 1AA
>
(2 a) o ® THotofin 4o
Kok
: @ Na Eksudatlann—"9345% EPS ALY jec
\ LA e
. : =250 e
\/ D o O Lo 1AL / '@ PGPR
&2 ACC deaminaz
N 7/ 4 ®
B e ‘ ° Tk Ureten Bakteriler ° Bitki Dokusu
‘ ° 3 7 Ucucu Organik Bilesikler
@ '//j “l Siderofor ireten
bakteriler

Sekil 8. Tuz stresi altindaki bitkilerin PGPR aracili tuz toleransi (Ullah vd., 2021°den
degistirilerek).

Tuz stresinden sonra bitkide bazi genlerin degismesi s6z konusudur bu durumda Niu
vd. (2016) yaptiklar1 bir caligmada Bacillus subtilis GB30 ile asilanan Pucciniella tenuiflora
tuz stresi altinda koklerde HKT1 ve SOS1 genlerinin yukari regiilasyonu ile Na* birikimi
azaldigini gostermislerdir. Toprakta dogal olarak var olan mikroorganizmalar ¢imlenme, kok
gelisimi, klorofil igerigini ve biyokiitleyi arttirarak ve hastaliklara karsi savunma saglayarak
tuzlu kosullar altinda bilyiimeyi tesvik etmislerdir. Ozellikle son zamanlarda, Rhizobium,
Bacillus, Azospirillum, Pseudomonas, Azotobacter, Pantoea, Burkholderia, Paenibacillus,
Serratia, Variovorax, Enterobacter, Enterococcus ve Stenotrophomonas cinslerine ait
bakteri gruplar tarimsal verimlilige katki sagladiklar: bildirilmistir (Kumawat vd., 2022).
Klebsiella sp. 1G3 ve D5A strainleri ile yapilan bir bagka ¢alismada IAA iiretimi, besin
emilimi, biyolojik azot fiksasyonu ve siderofor iiretimi ile pH adaptasyonuna bagli WRKY'1
(biyotik stres ile karsilasan bitkide kodlanan transkripsiyon faktorii) ve RBCL (Rubisko
kodlayan gen) genlerinin arttigin1 bildirmiglerdir (Sapre vd., 2018). Boylece genomik ve
transkriptomik yollar araciligiyla genlerin ekspresyonu, bitki-bakteri iligkisinde tuz stresine
kars1 molekiiler diizeyde dayaniklilikla iligkili olabilir. Tuz stresi ile karsilasan bitkilerde
SOD, APX ve CAT dahil olmak iizere ROT siipiiriicii enzimlerin seviyesi azalir ve ROT

konsantrasyonunun artig tetiklenerek bunlarin proteinlere, lipitlere ve DNA’ya zarar
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vermesine neden olur ve bitkide hasar1 arttirir (Das ve Roychoudhury, 2014). Tuza dayanikli
olarak belirlenen PGPR asilanmasi, tuzluluk stresi altinda SOD, nitrat rediiktaz (NR), CAT,
POX ve GR gibi antioksidan enzimler {iretimini arttirdigini bildirmislerdir (Egamberdieva
vd., 2019).

1.7. Tarimda PGPR Uygulamalarinin Gelecekteki Potansiyeli

Kiiresel 1sinma kaynakli iklim degisikligi, mevsimleri negatif yonde etkileyerek artan
sicakliklar ve azalan yagis orani toprak yiizeyinde tuz birikmesine neden olarak tarim
arazilerinin fizikokimyasal 6zelliklerini bozmaktadir. PGPR uygulamalari, tuz stresi altinda
bitki biiylimesini tesvik eden ¢esitli maddeler (ozmolitler, antioksidanlar enzimler, nitrik
oksit, ACC deaminaz ve ugucu organik bilesikler ve fitohormonlarin iiretimi) iireterek
bliylimesi ve gelismesi ilizerine fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarla
bitkiyi pozitif yonde desteklemektedir. Bu mekanizmalar araciligiyla PGPR’ler tuz
toleranslarinda, sinyal molekiilleri olarak gorev alan ikincil metabolitlerin iiretimini artirir
(Shultana vd., 2022). Diger yandan ACC deaminaz ve [AA iiretmeleriyle, kok uzamasi ve
kok biyokiitlesini arttirmasi ve tarimsal bitkilerin iyon homeostazisini iyilestirerek tuzluluga
kars1 tolerans saglarlar (Kumawat vd., 2022). Bitki biiylimesini ve tarimsal verimliligi
arttirma Ozelliklerinin yani sira pestisit kirliligini ve ¢evreyi kirleten kimyasal igerikli zirai
ilaclar1 ve kimyasal giibre kullanimini kontrol etmede tiim ekosistemin saglig1 acgisindan
onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle, tuzdan etkilenen tarim arazileri tarimsal verimlilik
acisindan daha 1iyi incelenmeli ve tuzlu toprak rizosferin de yasayan bakteriler PGPR olma
mekanizmalar1 biyokimyasal, genlerin ve sinyal yolaklarinin molekiiler diizeyde
derinlemesine arastirmali ve uygun bakteri adaylar segilerek siirdiiriilebilir tarima katki

saglanmalidir (Sagar vd., 2022)

1.8. Arpanin Botanik Tanimi ve Zirai Onemi

Hordeum vulgare L. taksonomik olarak Poaceae ailesinden tek yillik tarim igin
onemli bir tahil bitkisi olup daha c¢ok kiiltiir arpasi olarak adlandirilmaktadir. Arpa

embriyosu sketellum, radikula, epikotil ve epikotil ile radikula arasinda bir nodal bolgeden
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meydana gelmektedir (Visioni, 2020). Arpa sira ve kil¢ik sayis1 bakiminda 7 ¢ift kromozoma
sahip diploid bir bitkidir. Diinyada tiim iilkelerde tarimi yapilan 35 arpa H. vulgare tiiriine
dahildir. Arpa’nin yaklasik %72 nisasta, %14 protein ve %6 lignin, %6 B-glukan ve %7
seliiloz igerdigi bildirilmistir (K&ten vd., 2013).

Cevresel streslere kars1 dayanikli olarak H. patagonicum, H. jubatum, H. marinum,
H. murinum gibi ¢esitli tiirler siddetli tuz stresine karsi birgok ¢alismaya kaynaklik eden
onemli bir gen ailesine sahiptirler. Ozellikle deniz arpasi olarak bilinen H. marinum Huds.
toprak tuzlulugunun yogun oldugu boélgelerde yasayan bir yabani arpa tiirtidiir (Segkin vd.,
2010). H. vulgare ve H. marinum morfolojik olarak birbirine benzerken kiiltiir arpasi, yabani
arpalara gore daha genis yapraklara sahip, daha kisa sap, kil¢ik, basak ve biiylik tohum
ozelliklerinden dolay1 birbirinden farklidirlar (Zohary vd., 2012). H. marinum &zellikle
iilkemizin Ege bolgesi tuzlu alanlarda ayrica Van golii ¢evresinde dogal olarak yayilis
gostermektedir. Bununla birlikte, H. marinum’un asir1 tuzlu topraklarda yayilis gostermesi
onun H. vulgare’den belirgin sekilde ayrildigii ve bunu tuza olan dayaniklilik
mekanizmalar1 halen arastirilmaktadir (Garthwaite vd., 2005). Bu nedenle arpanin tuz
toleransina iliskin mekanizmalarin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak

arastirtlmasi gerekmektedir.

1.8.1. Arpa Tarimi ve Verimi

Bilinen ilk arpa ekimine dair arkeolojik kamitlar Orta Dogu’da M.O. 7000-6000°de
bulunmustur (Morrell ve Clegg, 2011). Kuzey Kutup bolgesi dahil tropiklere ve deniz
seviyesindeki ovalara kadar ¢ok genis bolgelerde arpa yetistigi bildirilmistir (Kornicke,
1985). Diger yandan tarimsal agidan 6nemli bir tahil bitkisi olmasina ragmen, hayvan yemi
ve gida endiistrisinde de kullanimi ¢ok yaygindir. Tirkiye’de arpa tariminin yapildigi
bolgeler incelendiginde, iiretimin tiim bolgelerde yapilirken, 6zellikle %70-80°1ik kismi
kurak ve yari kurak iklim 6zelligi tastyan I¢ Anadolu bolgesinde diger bolgelere kiyasla
arpanin daha cok ekildigi bildirilmistir (Sonmez ve Yiiksel, 2019).

Tiirkiye’de ge¢mis yillara kiyasla 2021 yilinda yaklasik 3,2 milyon ha alanda 5,75
milyon ton iiretim ve ortalama 181 ton/ha verim elde edildigi bildirilmistir (TUIK, 2022)
(Tablo 1). Bu azalis, verim ve iiriin kalitesi iizerinde olumsuz etki yaratarak tarim ile ugrasan

ciftcileri zor durumu sokmaktadir. Ancak; arpa diger tahillarla karsilastirildiginda su ve tuz
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stresi kosullarina kars1 dayaniklilik gostermektedir. Tiirkiye’de arpa liretiminin yagisa dayali
kosullarda gerceklesmesi, degisik ¢evresel ve iklimsel kosullara adapte olan ve/veya tolere

eden mekanizmalara sahip gesitlerin kullanilmasini gerektirmektedir (Aktas, 2017).

Tablo 1

Tiirkiye’deki arpa tarimimin ekim, iiretim ve verim alanlar1 (TUIK, 2022)

Y1l Ekim (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (ton/ha)
2017 24.247 7.100 293
2018 26.119 7.000 268
2019 28.690 7.600 265
2020 30.972 8.300 268
2021 31.691 5.750 181

Tiirkiye’de bolgesel olarak arazilerin pargali olusu, tarim uygulamalarinin
eksiklikleri, bilingsiz sekilde kimyasal giibreleme gibi etkenler nedeniyle arpadan alinan
verim giderek diigmektedir. Uretimi artarken veriminde ayni sekilde yiiksek olmas igin,
yetistirme sartlarina uygun, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli en 6nemlisi de ¢evresel
streslere kars1 dayanikli gesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Dirik vd., 2022). Ozelikle
gecmisten giinlimiize kadar gergeklestirilen aragtirmalar, genelde farkl: kiiltiirler kullanilarak
arpanin kurakliga ve tuza toleransli olanlar1 se¢meyle iliskilidir (Stanca vd., 2003). Bunlar
ozellikle, iyon dislama, membranlara bagli pompalarin aktivitesi, ozmolitlerin birikimi,
diger fizyolojik parametreleri ve anatomik degisimleri icermektedir. Ge¢mis yillara ait
elektron mikroskobu ile yapilan bir ¢alismada H. marinum ve H. vulgare tiirlerinde tuzlu
kosullarda sitoplazma igeriginin ve organel sayisinin arttigi gozlenmistir (Kesercioglu,
1986). Son yillarda ise dogada bulunan yabani Hordeum tiirlerinin ¢imlenme ve fide

asamasindaki tuzluluk toleransi ile ilgili ¢alismalara odaklanilmistir (Colmer vd., 2007).

1.8.2. Diinya’da ve Tiirkiye’deki Arpa Yetistiriciligi

Diinya’nin tiim bolgeleri incelendiginde yetistirilen en 6nemli tarla bitkilerinden biri

olan arpa liretim alan1 bakimindan bugday, misir ve piringten sonra dordiincii sirada
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siralanmaktadir (Payandeh vd., 2021). Arpanin hayvanlar i¢in yem olarak, endiistride gida
ve malt olarak kullanilmasi ve ¢evreden gelen etkilere karsi direngli olmasi arpa tariminin
genis bir cografik bolgeye yayilmasini saglamistir (Hierro vd., 2021). Diinya arpa ekim
alanlart 2020/21°de yaklasik 51,4 milyon ha olarak gerceklesmistir. Ekim alanlarinin
2021/22 sezonunda ise yaklasik 48,6 milyon hektar ile bir onceki doneme gore %5,4
daraldig1 tahmin edilmektedir (Tablo 2). Ozellikle AB, Ukrayna, Fas ve ABD arpa
iiretimindeki azalmanm Avustralya, Rusya, Tiirkiye, Kanada, Arjantin, iran’daki iiretim
artisindan az olmasi sebebiyle 2020/21 diinya arpa iiretiminin bir 6nceki sezona gore 3
milyon ton artisla 150,7 milyon ton olarak gerceklestigi tahmin edilmektedir (TEPGE 2022).
Diinya arpa ekim alanlarini inceledigimizde 2021/22’de yaklasik 48,5 milyon ha olarak
tahmin edilirken 2022/23 sezonunda ise yaklasik 47,8 milyon hektar ile dnceki doneme gore
%0,7 azalacag1 tahmin edilmektedir (Tablo 2). Ekim alanlarinin 2022/23 iiretim sezonunda

ise yaklasik 47,9 milyon ha olacagi 6ngoriilmektedir (Tablo 2).

Tablo 2

Diinyadaki arpanin yillara gére ekim, iiretim ve verim alanlar1 (TUIK, 2022)

Yil Ekim (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (ton/ha)
2018/19 48.858 139.623 2,9
2019/20 52.614 158.376 3,0
2020/21 51.374 159.408 3,1
2021/22 48.589 145.079 3,0
2022/23? 47.863 145.526 30

TUIK, 2022 (Erisim tarihi: 10.07.2023), * /Tahmin, 2 /Ongérii

Avustralya, AB, Kazakistan, Rusya ve Tiirkiye’deki ekim alanlarinin gevresel
stresler kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (TUIK, 2022). Diinya arpa iiretimi 2020/21
doneminde yaklasik 159,4 milyon ton olarak gerceklesmistir. Uretimin 2021 ve 2022 yil
aralig1 incelendiginde daha onceki donem kayitlarina gore yaklasik %9 azalarak 145,1
milyon tona gerileyecegi tahmin edilmektedir. AB, Rusya, Tiirkiye, Kanada, Birlesik Krallik
ve ABD’deki iiretim miktarindaki bu gerileme; Avustralya, Ukrayna, Arjantin, Iran’daki
iiretimin artis miktarindan yiiksek olmasi iiretim diisiisiinde etkin rol oynamaktadir (Tablo

3). AB’nin 2021 ve 2022 yillaria baktigimda ise diinya arpa tiretimi siralamasinda yaklasik

27



%36,4’1Uk pay ile ilk sirada oldugu tahmin edilmektedir. Ek olarak AB’yi yaklasik %12,1’lik
pay ile Rusya ve yaklasik %9,4 pay ile Avustralya takip etmektedir (Tablo 3).

Tablo 3

Diinyadaki yillik arpa iiretiminde 6nde gelen iilkeler (bin ton)

Ulkeler 2018/19  2019/20 2020/21  2021/22'  2022/23?
AB 49.470 55.180 54.324 52.800 50.900
Rusya 16.737 19.939 20.629 17.505 19.500
Avustralya 8.819 10.127 13.100 13.700 11.000
Kanada 8.380 10.383 10.741 6.948 9.700
Birlesik Krallik 6.510 8.048 8.117 6.961 7.050
Tiirkiye 7.000 7.900 8.100 4.500 7.000
Ukrayna 7.604 9.528 7.947 9.923 5.700
Arjantin 4.635 3.615 4.035 5.300 5.300
ABD 3.343 3.756 3.719 2.562 3.807
Diger 27.125 29.900 28.696 24.880 25.569
Diinya 139.623 158.376 159.408 145079 145526

Diinyada 2021 ve 2022 yil araliginda arpa tiretim bunun sonucu olaraktan tiiketim
verileri incelendiginde ilk sirada AB yer almaktadir. Arpa ithalatinda Cin, ihracatinda ise
Avustralya ilk sirada yer almaktadir (Tablo 3). Ancak, 22 Temmuz 2022’de Tiirkiye, Rusya,
Ukrayna ve BM devletleri “Tahil Koridoru Anlasmasi” imzalayarak limanlarinda depolanan

arpanin serbest birakilmasinin saglamistir.

Bu tez calismasinda, tuza toleranslar1 farkli bazi arpa tiirlerinin fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri iizerine denizel habitattan izole edilen bakterilerin etkilerinin
belirlenmesine odaklanilmistir. Bu baglamda, deniz arpa otu (H. marinum) ve iki kiiltiir
arpasinda (H. vulgare cv. Ocak ve H. vulgare cv. Ince-04) M. luteus ve B. nealsonii
inokiilasyonu ile 14 giinliik tuz stresine (0, 100 ve 300 mM NaCl) kars: etkilerini fizyolojik
analizler (kok-gévde uzunlugu, biyokiitle, kuru agirlik, yas agirlik), biyokimyasal analizler
(toplam protein miktari, pigment igerigi, H202, TBARS, reaktif oksijen tiirlerinin
histokimyasal belirlenmesi ve antioksidan enzim aktiviteleri (POX ve CAT)) ve izoenzim

profillerindeki (SOD, POX ve CAT izoenzim) degisimler belirlenmistir.
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Tuz stresinin arpada olusturdugu fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin tuz
toleransinin arttirtlmasi igin gergeklestirilen ¢aligmalar asagida verilmistir. Ek olarak, tuz
stresi kaynaklt meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal etkilerin arpa bitkisinde PGPR

uygulamalari ile elde edilen ¢alismalarda sunulmustur.

2.1. Arpada Tuz Toleransinda Fizyolojik, Biyokimyasal ve Molekiiler
Arastirmalar

Tuz stresi, kiiresel iklim degisiklikleri ve yanlis tarim uygulamalari ile tiim diinyada
verimliligi diisliren abiyotik stres faktorlerinden biridir. Tuzluluk, bitkilerde morfolojik,
fizyolojik, anatomik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde etkileyerek; bitkilerde ¢imlenme,
biliylime, gelisim ve verimini engeller (Zhang ve Dai, 2019). Tarimsal {iretime bakildiginda
H. vulgare ekili iiriinlerin arasinda en yaygin olmasina ragmen tuz stresine karsi hassas
olduklar bilinmektedir (Seckin vd., 2010). Bu nedenle, tuz stresinin etkileri ile miicadele
etmek i¢in tuz toleransini arttirmanin ne kadar onemli olduguna dair bir¢cok calisma

ylritiilmektedir (Arif vd., 2022).

Jin vd. (2009) tuz stresi altindaki (0, 50, 100, 200 mM NaCl) iki H. vulgare L.
cesitlerinde (tuza dayanikli, Gebeina; tuza hassas, Quzhou) POX ve SOD enzim ve izoenzim
aktiviteleri arasindaki farki arastirdiklar1 bir ¢alismada, her iki enzim aktivitesinin arttigini
ozellikle tuza dayanikli olan Gebeina ¢esidinde aktivitenin daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Ek olarak stres siiresi uzadik¢a, 200 mM NacCl stresi altinda her iki gesitte
yeni izoenzim bantlar1 belirlenirken, stresten 30 giin sonra Gebeina ¢esidinde tek bir bant
disinda tiim yeni SOD izoenzimlerinin kaybolmasini yeni izoenzimler iiretmek icin
oldugunu tespit etmislerdir. Bu baglamda artan tuz stresi kosullarinda dayanikli ¢esit olan

Gebeina’nin tuz tolerans mekanizmalar1 gelistirdigini bildirmislerdir.

Somayeh vd. (2012) yaptiklari ¢alismada, tuz stresi altindaki (0, 50, 150 ve 250 mM
NaCl) H. vulgare (Jonoob, Reyhan Nosrat) gesitlerinde ¢imlenme sayisi, kok-govde
uzunlugu, kuru agirlik ve klorofil igerigi (Kl-a, KI-b ve Kl a+b) azalirken prolin ve suda

¢oziiniir karbonhidrat miktarlarini arttigini belirlemislerdir. Diger yandan Nosrat ¢esidinde
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kontrole kiyasla klorofil miktarinin diger iki ¢eside gore daha az oldugunu bunun nedenin
yapraklarinda prolin ve ¢6ziinebilir seker miktarinin artisina iliskin tolerans mekanizmasiyla

iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Yildiz ve Terzi (2013) tuz stresi altinda (0, 100, 200 ve 300 mM NacCl) tuz hassas
olan Avci-2002 ¢esidinde kuru agirhigin ve pigment igeriklerinin azalirken tuza dayanikli
olan Tokak 157/37 g¢esidinde ise bunlarin sadece 300 mM NaCl ’de azaldigim
belirlemislerdir. Diger yandan Tokak 157/37 ¢esidinde artan tuz stresinin ROT iiretimini ve
buna bagli olarak hiicresel hasarin bir indikatorii olan MDA igerigini arttirdigini ancak SOD,
POX, APX ve CAT aktivitelerinin azaldigini belirlemislerdir. Sonucta artan kuru agirlik,
pigment igerigi, prolin icerigi, POX ve APX aktivitelerindeki artis ve azalan MDA igerigine
bagl olarak Avci-2002’nin tuza dayanikli oldugunu belirlenmistir.

Benlioglu ve Ozkan (2015) tuz stresi altinda (3, 6, 9, 12 ve 15 g/L NaCl) H. vulgare
cesitlerinin (Aydanhanim, Biilbiil-89 ve Tarm-92) ¢imlenme asamasindaki etkilerini
inceledikleri calismada tuz stresinin artmasiyla birlikte tiim cesitlerde ¢imlenme orant,
¢imlenme siiresi, yas agirlik, kok ve govde uzunlugu azalmistir. Ancak artan tuz stresiyle
diger cesitlere kiyasla ¢cimlenme asamasinda Tarm-92 ¢esidinin diger ¢esitlere kiyasla daha

toleransli oldugunu bildirmislerdir.

AsA, bitkilerde enzimik olmayan 6nemli bir antioksidan olup biyotik ve abiyotik
stresin neden oldugu oksidatif streslere aracilik etmede 6nemli bir rol oynamaktadir Hassan
vd. (2020), tuz stresi altindaki (0 ve 150 mM) H. vulgare’de farkli AsA diizeylerinin (0, 30
ve 60 mM) etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, artan tuz stresinin H. vulgare’de kok govde
uzunlugunu, biyokiitleyi ve fotosentetik pigment miktarmni azalttigini ve bdylece ROT
iretimini arttirirken eksojen AsA uygulamasiyla kok govde uzunlugu, yaprak alani, yaprak
sayisi, kardes sayisi, yas ve kuru biyokiitlesi, pigment igerikleri ve antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD ve POX) 6nemli 6l¢iide arttirdigini ve bitkilerde oksidatif stresi (H202 ve
MDA) azalttigini belirlemiglerdir. Bu nedenle, eksojen AsA uygulamasimin H. vulgare’de
tuzluluk stresini iyilestirebilecegini ve tuz stresi altinda biiyiimeye pozitif etkisi oldugunu

bildirmislerdir.

Jabeen vd. (2020) tuz stresi altindaki (0 ve 300 mM NaCl) yabani arpa XZ16 (tuza
dayanikl), kiiltiir arpa CM72 (tuza dayanikli) ve Gairdner (tuza hassas)’da antioksidan
enzim aktivitelerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, XZ16 c¢esidinin CM72 c¢esidine kiyasla
yaprak-kok dokularinda daha az Na* girisi ile daha fazla K*, Ca*? ve Mg*2 iyon birikimine
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sahip olduklar1 bildirilmistir. Ek olarak, XZ16 ¢esidinde diaminobenzidin (DAB) ve
nitroblue tetrazolium (NBT) boyama ile daha diisiik H2O2 ve O~ lokalize olurken hassas
cesit Gardner’de yliksek H202 ve Oz~ lokalizasyonu oldugu gosterilmistir. Diger yandan,
Gairdner ¢esidine kiyasla yabani arpanin iyon homeostazini diizenleme, prolin artisi ve artan
POX ve CAT aktivitesi ile H2O2 ve Oz~ temizlenmesini sagladigini ve bunu altinda yatan tuz

tolerans mekanizmasinin molekiiler diizeyde arastirilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Isayenkov vd. (2020) ozmotik (500 mOsm; ozmotik basing degeri) ve 300 mM NaCl
altinda hidroponik kosullarda yetistirilen deniz arpasinin (H. marinum) adaptasyon
stratejilerinin H. vulgare ile metabolomik ve transkriptomik olarak karsilastirildiginda,
biliylime oraninin, bagil su iceriginin ve fotosentetik aktivitelerin ve ozmolitlerin arttigini,
transkript profillerinin ozmotik stres ile daha gii¢lii ifade olduklarini bildirilmistir. Ek olarak
halofilik yabani H. marinum’un farkli tiirlerinde farkli tuz tolerans genlerinin aktivasyonu
baglaminda halen deniz arpasinin tuz toleransinin bilinmeyen mekanizmalarinin

arastirilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Akhter vd. (2021) tuz stresi altindaki on iki arpa ¢esidinin tuz toleransini morfolojik
analizler (biyokiitle, govde ve kok uzunluklari), iyonik icerikler (Na* ve K*) ve fotosentetik
pigmentler (kl-a, kl-b, kl-t) temelinde inceledikleri ¢alismada, tiim arpa gesitlerinde Na*
birikiminin arttig1 ve K* birikiminin azaldig1 belirlenirken, K* birikiminin tuza duyarl gesit
B-14011 daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger yandan artan tuz stresi nedeniyle
biyokiitle ve fotosentetik pigment igeriklerinin arttig1 dayanikli ¢esit B-10008’1n tuz tolerans

mekanizmasinin fotosentetik mekanizmalar ile bunu sagladig: bildirilmistir.

Sharma vd. (2021) tuz stresi altindaki (0, 100, 200 ve 300 mM NaCl) alt1 arpa (H.
vulgare L.) ¢esidinin fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini belirledikleri ¢alismada, tuza
dayanikli arpa ¢esitlerine (DL88, NB1, NB3 ve NDB1173) kiyasla tuza duyarli Alfa93 ve
DWRB?73 cesitlerinde fide biiyiimesi, BSI ve elektrolit sizintisimin azaldigi bildirilmistir.
Ozellikle 300 mM NaCl uygulamasi ile Alfa93 ve DWRB73 gesitlerinde elektrolit sizintisi
sirastyla, %26,0 ve %20,6artarken, DL88, NB1, NB3 ve NDB1173’te sirasiyla %17,6, 14,6,
15,3 ve %10,4 olarak belirlenmistir. Ek olarak kl-a miktarinin 300 mM NaCl *de Alfa93 ve
DWRB73’te kontrole kiyasla sirasiyla %49.5 ve %59.5 azaldig1 belirlenirken NDB1173’te
14 giin sonra kl-a miktarinin azaldigin1 belirlenmistir. Diger yandan duyarl ¢esit Alfa93 ve

DWRB73’te antioksidan enzim (SOD, POX, CAT, APX) aktivitelerinin toleransl gesitlere
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kiyasla azalirken DWRB73 ¢esidinin incelenen arpa gesitleri arasinda tuza en duyarh gesit

oldugunu ifade edilmistir.

Hassan vd. (2021) farkl tuzluluk konsantrasyonlarinda (0, 50, 100 ve 150 mM NacCl)
H. vulgare’nin biiyiime parametreleri, biyokiitle, fotosentetik pigmentler, stoma 6zellikleri,
antioksidan enzim aktivite ve gen ifadelerini inceledikleri bir arastirmada, artan tuz stresiyle
MDA ve H;0; miktari ile birlikte elektrolit sizintisinin arttigini belirlemislerdir. Arastiricilar
eksojen AsA uygulamasinin ise tuz stresinin olumsuz etkilerini hem fizyolojik hem de
biyokimyasal (SOD, POX, CAT ve APX aktivitelerini artirarak) olarak iyilestirdigini
bildirmislerdir.

Yildiz Teker ve Acar (2022) sekiz arpa ¢esidinde (Kiral-97, Harman, Yaprak, Yaba,
Larende, Cumhuriyet-50, Kalayci-97, Cildir-02) tuz stresinin (0, 50, 100, 200 mM NaCl)
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada Cumhuriyet-50, Larende ve
C1ldir-02 ¢esitlerinde kok-gévde uzunlugu, biyokiitle, pigment igerigi, spesifik yaprak alani
(SLA), BSI degerlerinin azaldigi, TBARS ve H20» miktari, H2O, ve Oy iyonlarinin
histokimyasal lokalizasyonlarinin arttigini belirlemislerdir. Arastirmacilar Kiral-97, Harman
ve Kalayci-97 gesitlerinin tuzluluga orta derecede toleranshi oldugunu, Yaprak ve Yaba
cesitlerinin ise diger ¢esitlere kiyasla azalan TBARS, H2O; ve histokimyasal lokalizasyon
ile artan biyokiitle ve pigment igerikleri temelinde tuz stresinden daha az etkilendiklerini

belirleyerek bu ¢esitlerin tuz stresine dayanikli olduklarini bildirmislerdir.

Nefissi Ouertani vd. (2022) hidroponik kosullar altinda tuz stresine (0, 2, 8 ve 24
saat, 200 mM NaCl) maruz kalan tuza dayanikli (Boulifa) ve duyarli (Testour) iki arpa ¢esidi
arasindaki molekiiler ve biyokimyasal farkliliklart belirlemek igin, transkriptomik ve
antioksidan enzim profilleri ile ¢esitli morfo-fizyolojik 06zelliklerini inceledikleri
arastirmada, Boulifa ¢esidinin Testour ¢esidine kiyasla biyokiitle, yas ve kuru agirlik, govde
uzunlugu ve BSI igeriginin azaldigini, pigment igeriginin ise 200 mM NaCl *de her iki cesitte
de azaldigini belirlemislerdir. Ek olarak 24 saat 200 mM NaCl maruz kalan Boulifa ¢esidinde
antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, APX, GPX ve GR) artarken, Testour ¢esidinde
ise APX ve GR enzimlerinde hafif artislar belirlemislerdir. Bu baglamda Boulifa ¢esidinde
artan enzim aktivitesi ve artan tuza duyarli gen ifadeleri (MYB20 ve MYBA41) ile tuz

toleransini indiikleyerek ROT temizlenmesinde basarili oldugunu tespit etmislerdir.

Gama aminobiitirik asit (GABA), oksidatif hasara kars1 koruma saglayan, azot

metabolizmasini diizenleyen ve abiyotik ve biyotik stres yanitlarinda diizenleyici olan ikincil
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bir metabolittir. U¢ arpa ¢esidinde (H. vulgare cv. Acsad 176, cv. Athroh ve cv. Rum)
oksidatif hasarin, tohum ¢imlenmesinin ve fide biliyiimesini incelendigi bir ¢alismada NaCl
(0-200 mM), mannitol (0-300 mM) ve sorbitol (0-300 mM) konsantrasyonlari arttik¢a tiim
cesitlerde tohum ¢imlenmesinin, yas agirligin ve kuru agirhigin azaldig: tespit edilmistir.
Diger yandan artan NaCl konsantrasyonlar1 ile Athroh ve Rum ¢esitlerinde MDA miktarinin
arttig1 ve ozellikle 300 mM NaCl ile yiiksek GABA biriktirdikleri belirlenmistir. Acsad 176
cesidinin azalan MDA miktar1 ve artan karbonhidrat birikimi nedeniyle diger arpa cesitlerine
kiyasla tuz stresine karsi daha yiiksek toleransl oldugunu bildirilmistir (Al-Ajlouni vd.,
2023).

Bouhraoua vd. (2023) tuz stresi kosullar1 altindaki (0, 200 ve 300 mM NaCl) dort
arpa g¢esidinde (H. vulgare cv. Massine, cv. Laanaceur, cv. Amira ve cv. Adrar) artan tuz
stresiyle kok ve govde uzunlugunun, yas ve kuru agirhklarm, BSi’nin ve pigment
iceriklerinin azaldigini1 ve elektrolit sizintisinin arttigini belirlemislerdir. Kontrole kiyasla
Massine ve Laanaceur’da daha yiiksek kuru agirlik ve prolin igerigi, Amira ve Adrar’da ise
diisiik BSI ve pigment igerikleri belirlenmistir. Bu baglamda artan tuz stresinden hiicreyi
korumanin biriken ozmolitler sayesinde oldugunu ve bunun Massine ve Laanaceur

cesitlerinin tuz tolerans mekanizmalarindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

2.2. Arpamin Tuz Toleransinda PGPR’lerin Fizyolojik, Biyokimyasal ve Genetik
Etkileri

Diinya niifus artigina paralel olarak artan gida problemlerinin azaltilmasinda tiim
ekosisteme katki saglayan siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu tarim uygulamalarinda PGPR’lerin
caligmalar1 giderek Onem kazanmaktadir. Bu baglamda kiiresel iklim degisikliginin
sonuglarindan biri olarak karasal ekosistemdeki bitkilerin tuz stresine kars1 miicadelesinde
bitki-bakteri arasindaki fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar umut vaat etmeye
devam etmektedir. Ayrica, PGPR’lerin biopriming ve/veya topraga direk sulama suyu
seklindeki uygulamalarin1 kapsayan arastirmalar, tuz stresi altindaki arpada iyon dengesinin
korundugunu, oksidatif hasarin azaldigini, antioksidan mekanizmanin gelistigini ve gen
ifadelerinin diizenlendigini, bdylece tarim iiriinlerinin bilylime ve verimliliginin arttigini
gostermislerdir (Ferioun vd., 2023). Diger yandan, tuz stresine karsi olan duyarlilig
nedeniyle tiim Diinya i¢in onemli bir tarla bitkisi olan arpanin iiretiminde gelecekte

azalmalarin olacag1 Ongoriilmektedir (Yildiz Teker ve Acar, 2023). Tiirkiye’de
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stirdiiriilebilir tarim ve ekosistem dostu uygulamalarinin gelistirilmesi ihtiyac1 nedeniyle
Vitis (Kose vd., 2005), Rubus idaeus (Orhan vd., 2006), Malus (Aslantas vd., 2007), ¢ilek
(Esitken vd., 2010), ayva (Gergekcioglu, 2018), hiyar (Olur vd., 2021), marul (Celik, 2022),
adacay1 (Yolci vd., 2022), karnabahar (Yildirim ve Civelek, 2022), bugday (Teker Yildiz
vd., 2023) gibi farkl kiiltiir bitkilerinde verimin arttirilmasi ve bitki-patojen hastaliklariyla
miicadele i¢in arastirmalar yapilmistir.

Cakmakg1 vd. (2007), sera kosullarinda gergeklestirdikleri ¢alismada, Bacillus
licheniformis RC02, Bacillus megaterium RCO01, B. megaterium M-13, Rhodobacter
capsulatus RC04, Paenibacillus polymyxa RCO05, Pseudomonas putida RC06 ve Bacillus
OSU-142 izolatlarmin H. vulgare tohumlarina asilanmasinin kok agirligini %32, gévde
agirhigint %54 ve besin elementlerinin alimmi da (N, Fe, Mn ve Zn) arttirdigini
bildirmiglerdir.

Sahin vd. (2010), laboratuvar kosullari altinda Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus, Paenibacillus polymyxa Arthrobacter agilis,
Arthrobacter viscosus, Arthrobacter aurescens, Brevibacillus choshinensis, Pantoea
agglomerans ve Micrococcus luteus izolatlarmin H. vulgare bitkisine inokiilasyonu ile
fizyolojik analizleri inceledikleri arastirmada kontrole kiyasla tiim bakteri uygulamalarinin
arpanin yas agirhigi, gévde uzunlugu, kok uzunlugu ve toplam kok sayisinin arttirdigin
bildirilmistir.

Cakmake1 vd. (2014), tarla kosullar1 altinda B. megaterium M3, B. megaterium
RCO07, B. licheniformis RC08, Azospirillum brasilense Sp.245 ve Paenibacillus polymyxa
RCO05 bakteri kombinasyonlarinin H. vulgare’ye uygulanmasinin kok ve siirgiin agirligini
arpada %21,4-23,8 ve dane verimini %8,3-19,1 arttirdigin1 bildirmislerdir.

Talay (2019), tarla ve sera kosullar1 altinda B. megaterium ve B. subtilis ile inokiile
edilen H. vulgare gesitlerinde (Beysehir-98, Konevi-98 ve Karatay-94) fizyolojik olarak
toplam verim miktar1 ve verim kalitesi lizerine gergeklestirdikleri analizlerde, inokiile edilen
cesitlerden Beysehir-98 en yiiksek toplam verim ve bitki boyuna (sirastyla, 1332,8 kg da*
ve 102,5 cm) sahipken Karatay-94 (123,3 kg da™) cesidinde ise en diisiik tane verimi elde
edilmistir. Ek olarak PGPR uygulamalarinin Beysehir-98 ve Konevi-98 cesitlerinde govde
uzunlugunu diger cesitlerden daha fazla arttirdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, B
megaterium, B. subtilis bakterilerinin arpa tohumlarina PGPR olarak uygulamasinin tarimsal

verimliligine katki sagladigin1 gbsterilmistir.
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Bitki rizosferinde artan tuzluluk tarimsal verimliligi olumsuz etkileyerek ekosisteme
giderek daha ¢ok zarar vermektedir. Ayrica tuz stresine dayanikli olan halofilik PGPR
izolatlarinin arpa tiirlerinde biiylime ve gelisimi iyilestirdikleri ve daha ¢ok arastiriimasi
gerektigi bildirilmistir (Sagar vd., 2022). Bu baglamda hidrofonik sistemde tuz stresi altinda
yetistirilen arpaya, tuzlu topraklardan izole edilen halofilik bakteriler, PGPR aktiviteleri
acisindan incelenmistir. Ozelikle IAA, siderofor ve HCN iiretimi, N fiksasyonu, ACC
deaminaz aktivitesi ve fosfat ¢ozliniirliigii en iyi olan dort bakteri izolat1 (Marinibacillus sp.
EML1, Zhihengliuella salsuginis EM30, Planococcus sp. EK9 ve Promicromonospora sp.
EK12 arpaya asilanarak kontrole kiyasla 200 mM NaCl stresi altinda bitki biiylimesini
sirastyla 81.86, 80.51, 70.62 ve 69.22 arttirdigini bildirilmistir. Diger yandan, asilanmamis
arpa bitkilerine kiyasla, Z. salsuginis EM30, Promicromonospora sp. EK12, Planococcus
sp. EK9 ve Marinibacillus sp. EM1, 200 mM NaCl’nin zararh etkilerini iyilestirmis ve
arpanin toplam yas agirligmin sirasiyla %81.86, %80.51, %70.62 ve %69.22 arttig
bildirilmistir (Orhan ve Demirci, 2020).

Altuner vd. (2022), tarla denemesi kosullarinda B. megaterium, B. subtilis,
Lactococcus spp. ile inokiile edilen bes H. vulgare ¢esidinde (Tarm, Beysehir, Konevi,
Karatay ve Kral) gerceklestirilen arastirmada kontrole kiyasla basak sayisi, basak boyu ve
bin tane agirlig1 gibi verim agisindan 6nemli olan fizyolojik parametrelerin tiim ¢esitlerde
arttigin1 ve bu artisin 6zellikle inokiile edilen Tarm ¢esidinde en iyi sonucu verdigini
belirlemislerdir.

Giiler (2022), Kirsehir ilinin topraklarindan izole ettigi 56 farkli cinse ait 142 adet
bakteriyi PGPR olma 6zellikleri i¢in incelendiginde; fosfat ¢6zme, azot fiksasyonu, siderofor
tretimi bakimindan Aromatoleum evansii, Arthrobacter crystallopoietes, Blastomonas
natatoria, Methylobacterium rhodesianum, Paenarthrobacter histidinolovarans, Pantoea
agglomerans, Sphingobacterium multivorum’un pozitif deger verirken, TAA iretimi
bakimindan P. agglomerans, Pseudomonas vulneris, P. brassicacearum, P. chlororaphi, P.
jessenii, P. koreensis, P. lutea, P. thivervalensis, Sphingobacterium spiritivorum,
Staphylococcus warneri, Streptomyces badius’un tarimsal {iretimde arpa-PGPR
arastirmalarinda kullanilabilecegini tespit etmistir.

Karademir (2022), Stenotrophpmonas maltophilia TV14B (fosfat ¢oziicii)
Pseudoalteromonas tetraodonis TV126C (azot baglayici), Bacillus-GC TV119E (fosfat
¢oziicii), P. agarici TV24C (azot baglayici) ve P. tetraodonis TV126C ile B.-GC group

TV119E’nin bir arada ikili kombinasyonu olmak {izere 5 farkli bakteri uygulamasinin arpada
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protein miktar1, hektolitre agirligi, nisasta orani, bitki boyu, basak boyu, kardes sayisi,
metrekarede basak sayisi, basakta tane sayisi, basakta tane agirligi, bin tane agirligi, tane
verimi, biyolojik verim ve hasat indeksine etkilerini inceledigi arastirmasinda en yiiksek tane
verimi ve biyolojik verimin TV12C+TV119E kombinasyonundan elde edilirken,
TVI126C+TVI119E ikili uygulamasinda ise tane veriminde kontrole kiyasla 138,72 kg/da,
biyolojik verimde ise 268,06 kg/da verim elde edildigini belirlemistir.

Tiirkiye’de yapilan PGPR-arpa arastirmalarinda genellikle iiriin miktari, verimi,
gelisimi ve fizyolojisi gibi 6zellikleri arastirilirken arpanin tuz stresine karsi toleransinda
hangi mekanizmalarin ¢alistig1 ile ilgili biyokimyasal ve molekiiler veriler halen yetersiz
kalmaktadir. Diinya literatiiriine gére PGPR-arpa ¢aligsmalarinin abiyotik stres faktorlerinden
tuzlulugun etkilerini azaltmak i¢in bitki gelisimini ve verimi destekledigine isaret eden ¢ok
sayida bulgu mevcuttur. Bitki-bakteri iligkisinin iyilestirici etkisi olarak, bitkide ROT’larin
sipliriilmesinde antioksidan savunma sistemini harekete gecirerek oksidatif hasarin
azaltildig1 ve tuz stresi altinda yetistirilen tirlinlerin bilylimesine katki sagladigi bulunmustur.

Baltruschat vd. (2008), Hindistan’daki Thar Colii’nde Prosopis juliflora ve Zizyphus
nummularia rizosferinden elde edilen kok endofiti Piriformosporo indica ile inokiile edilen
H. vulgare bitkisinde gerceklestirdikleri arastirmada biiylimenin arttig1, tuz stresinin neden
oldugu lipit peroksidasyonun, metabolik 1s1 akisinin ve yag asidinin azaldigi, antioksidan
enzim (GR, APX, CAT) aktivitelerin ise arttig1 belirlenmistir.

Omar vd. (2009), Tuz Stresi altinda (250 ve 350 mM NaCl) H. vulgare (Giza 123 ve
Giza 2000) cesitlerine tuzlu topraklardan izole edilen Azospirillum brasilense (NO40)
inokiilasyonu ile govde ve koklerde biiylimeyi, fotosentetik pigmentleri, fotosentetik
kapasiteyi, stoma iletkenligini, terleme hizin1 ve K, P, Mg, Ca ve Fe birikimini iyilestirmistir.
Ozellikle tuza hassas gesitte antioksidan kapasiteyi (CAT, POX ve SOD) artirarak koruma
sagladig: bildirilmistir.

Bitkilerin tuz stresi nedeniyle su potansiyeli azalirken, PGPR’ler ile inokiilasyon ile
su ve besin homeostazininim diizenlenmesi sonucu bitki biiyiime ve gelisiminin artmasi tuz
stresinin etkilerinin azaltmada hayati bir rol oynamaktadir (Groppa vd., 2012). Bu baglamda
tuzlu kosullar altinda (200 mM NaCl) yetistirilen arpa bitkilerine A. brasilense AZ39
inokiilasyonu ile gergeklestirdikleri ¢alismada PIP tipi kok aquaporini olan HvPIP2;1 genin
transkripsiyonun arttigin1 boylece tuz stresine kars1 A. brasilense AZ39 inokiilasyonu bitki-

su iligkisini 1yilestirdigini bildirmislerdir (Zawoznik vd., 2011).
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Alikhani vd. (2013), Piriformospora indica izolatinin H. vulgare bitkisine
inokiilasyonu ile Ca*? seviyelerinin yiikseldigini, sinyal iletim yollarmin aktivasyonunu
saglayarak yaprakta K*/Na* oranini arttirdigini bildirmislerdir.

Tuz stresi altinda bitki biiylimesini tegvik ettigi veya iyilestirdigine dair diger PGPR
aracili tuz tolerans mekanizmalar1 arasinda IAA, ACC deaminaz, sideroforlar, fosfat
¢Oziindiirme ve uyumlu ¢oziinen maddeler biriktirerek bitkinin biliyiime gelisimine katki
sagladigi bildirilmistir (Kumawat vd., 2022). Etilen onclisii olan ACC, bakteriyel ACC
deaminaz tarafindan bitki koklerindeki etilen konsantrasyonunu diisliriir ve IAA yanit
faktorii baskisini hafifleterek bitki gelisimini iyilestirir (Chaudhary ve Sindhu, 2017).

Chang vd. (2014), tarla ve sera kosullarinda yaptiklar1 bir ¢alismada TAA iirettikleri
belirlenen Acinetobacter spp. Pseudomonas sp. ve Pseudomonas corrugata strainlerinin
arpa tohumlarina inokiilasyonu ile arpada IAA ve ACC deaminaz birikiminin artmasi sonucu
kok ve govde uzunlugu, biyokiitle ve fizyolojik parametrelerde artisin hormon kaynakli
olarak tetiklendigini bildirmislerdir.

Christian Suarez vd. (2015), tuz stresi altindaki H. vulgare bitkisine Hartmannibacter
diazotrophicus E19T izolatinin asilanmasiyla kok (%308) ve siirgiin (%189) kuru agirligini
onemli olgiide arttirirken kokler tarafindan Na® iyon alimimi azaltmigtir. Diger yandan
biiylime ve gelisimini ACC deaminaz aktivitesi ile arttirdigini bildirmislerdir.

Cardinale vd. (2015), tuzlu topraklarda yetisen bitkilerin kok rizosferinden izole
edilen Microbacterium natoriense P. brassicacearum, Curtobacterium flaccumfaciens
bakterilerinin tuz stresi altindaki H. vulgare bitkisine inokiilasyonu ile bitki biiyiimesinin
%300 arttigin1 6zellikle bu artisin C. flaccumfaciens izolatinin IAA aktivitesini arttirarak
daha ¢ok katki sagladigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Hartmannibacter diazotrophicus
E19T izolat1 ile H. vulgare bitkisine inokiilasyonu ile yaptiklar1 bir ¢alismada, kok (%308)
ve govde (%189) kuru agirhigini arttirdig: bildirilmistir (Suarez vd., (2015).

Kasim vd. (2016), tuz stresi (0, 150, 200, 250 ve 350 mM NaCl) altindaki hassas ve
dayanikli H. vulgare g¢esitlerine B. amyloliquefaciens ve B. cereus izolatlarinin
asilanmasiyla, biyofilm aktivitesinin en yiiksek oldugu B. amyloliquefaciens izolatinin fide
uzunlugunu, yas ve kuru agirligimi hassas gesitte arttirdigini ve tuzun etki ettigi hasar
azalttigin1 bildirmislerdir. Bu baglamda arpa biiylimesindeki tuz stresinin etkilerini énemli
olgtide iyilestirdigini ve bu iyilestirmeyi PGPR’nin indiikledigi tuz tolerans: ile tuza duyarlh

cesitte sagladigini bildirmislerdir.
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Azadikhah vd. (2019), tuz stresi altinda (50, 100 ve 150 mM NaCl) H. vulgare
cesitlerine ACC deaminaz tireten PGPR strainleri ile agilamanin bitki boyu, basak uzunlugu,
agirlig1 ve sayisi, sap uzunlugu, basakta tane sayisi, 1000 tane agirlig1 gibi arpa ¢esitlerinin
bliylime parametreleri ve verimi iizerindeki iyilestirici etkisinin olumlu oldugunu
bildirmislerdir.

PGPR ile asilama, bitkilerin tuz stresinin olumsuz etkilerine karsi miicadele
etmesinde ABA ve JA gibi fitohormonlarin tuz toleransi ile ilgili gen ifadelerini arttirabilir.
Bu baglamda, Zaib vd. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada, tuz stresi altindaki H. vulgare
bitkisine Pseudomonas fluorescens ve P. putida’in asilanmasiyla ABA biyosentezi ile ilgili
(NCED, DHN5, DRF1 ve WRKY18) genlerin asagi regiile edildigini ve inokiile edilmemis
arpa bitkisinde ise PSCS1 ve DHNI1 genlerinin yukari regiile edildigini bildirmislerdir. Ek
olarak JA genleri (FAD3, LOX1, AOS, AOC, OPR3, PLDal), etilen genleri (ACCO ve
ACCS) ve SA biyosentez genleri (MAPKK)’nin tuza dayanikli olan PGPR’ler ile inokiile
edilen arpada yukari regiile edildigini bildirmislerdir.

Mahmoud vd., (2020), tuz stresi altindaki (0 ve 100 mM NaCl) H. vulgare gesidine
IAA ve prolin iiretiminin yiiksek oldugu Bacillus mojavensis, B. pumilus ve P. fluorescens
bakterilerinin inokiilasyonu ile siirgiin kuru agirliklarinda sirasiyla %54 ve %46 ve kok kuru
agirliklarinda yaklagik %40 oraninda arttigini bildirmislerdir. Diger yandan CO2 alimini
arttirarak stoma iletkenligini diizenledigini kok ve govde Na* konsantrasyonlarini azalttigini,
su potansiyelini iyilestirdigini ve bu iyilestirmeyi Ozellikle B. mojavensis strain ile elde
etmislerdir.

Akhtyamova vd. (2021), tuz stresi altindaki arpa gesitlerine (ABA eksikligi olan
mutant1 (Az34) ve kiiltiir varyetesi (Steptoe) B. subtilis IB22 bakterisinin inokiilasyonu ile
her iki varyetenin bitki biiylimesini arttirdigini, ABA eksikligi olan mutantta ABA genini
(HvNCED2) yukar1 regiile ederek tuz stresi altindaki bitkinin koklerinde ABA’y1
yiikselttigini ve boylece mutant olan ABA eksikligini kismen iyilestirildigini bildirmislerdir.
Bu baglamda, tuz stresi altindaki arpa bitkilerinin biiyiime ve gelisiminin iyilestirici etkisini
B. subtilis 1B22 inokiilasyonu ile koklerde biriken ABA’e bagli gerceklestigini
bildirmislerdir.

Sayahi vd. (2022), sera kosullarinda yaptiklar1 bir ¢alismada, fosfat ¢ozme, 1AA,
siderofor ve HCN {rettikleri belirlenen halotolerant bakteri strain Siccibacter sp. ile asilanan
H. vulgare bitkisinde biyokiitlenin, kok uzunlugunun ve klorofil i¢erigini arttirarak 400 mM

NaCl arpanin biiyiimesini destekledigini gostermislerdir. Ek olarak asilanmamis bitkilere
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kiyasla daha diisiik hiicreler arast CO2 igerigi ile birlikte fotosentez verimliliklerini
arttirdigini prolin ve ¢oziiniir sekerlerin birikmesine neden olurken hiicresel hasara neden
olan H202 ve MDA igeriklerini azaltarak oksidatif stresten korudugunu bildirmislerdir.
Ozetle, Siccibacter sp. strainin filogenetik analizler ile S. turicensis (%98,19) tiiriine
benzedigini ve tuz stresi altindaki arpa bitkisinin bu PGPR aracili tuz toleransini, HVAI,
HvDREBI1, HYWRKY38 gibi arpa stresine yanit veren genlerin ifadesindeki artmasiyla
desteklendigini belirlemislerdir.

Gupta vd. (2022), tuz stresi altindaki (200 mM NacCl) tuza dayanikli ve tuza duyarli
iki H. vulgare ¢esitlerine Trichoderma harzianum Rifai T-22 ile inokiilasyonunda, klorofil
icerigi siirgiin ve kok kuru agirligi, stirglin klorofil icerigi ve kok-siirglin oranlar1 daha
yliksek oldugunu 6zellikle tuza daha az toleransl arpa ¢esidi Gairdner’de tuz toleransini T.
harzianum Rifai’nin inokiilasyonu ile kazandigini bildirmislerdir.

Alharbi vd. (2023), tuzlu tarla kosullarinda bir siyanobakteri cinsi olan Arthrospira
platensis ile inokiile edilen H. vulgare bitkisinde toprak enzim miktarlar1 (iireaz ve
dehidrojenaz), stoma iletkenligini, bagil su igerigini, klorofil igerigini arttirdigini, Na* ve K*
iyon oranlarinin dengeledigini, H2O, ve MDA miktarlarini azaltirken antioksidan enzim
aktivitelerini (SOD, CAT, POX) arttirarak tuz stresi altindaki arpa bitkilerinde oksidatif

stresi azalttigini bildirmislerdir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Tez aragtirmasinda kullanilan dogal halofit tiirii olan H. marinum Huds. tohumlari,
Efes Oren Yeri (Sel¢uk/Aydin) yakinlarindan Prof. Dr. Okan ACAR tarafindan toplanmistir.
Glikofit tiirii olan H. vulgare tohumlar1 ise Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma Enstitiisii
(Eskisehir), Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii (Edirne) ve Bagri Dagdas Tarimsal
Aragtirma Enstitiisiinden (Konya) temin edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4

Arastirma Enstitiilerinden temin edilen Hordeum vulgare L. ¢esitleri

Gecit Kusagi Tarimsal Trakya Tarimsal Bagri Dagdas Tarimsal
Arastirma Enstitiisii Arastirma Enstitiisii Arastirma Enstitiisii
Cumhuriyet-50 Hazar Karatay-94
Kalayc1-97 Yaba Larende
Erginel-90 Yaprak Keykubat
Bilgi-91 Pinar Ayranci
Hamidiye-85 Bolay1r Konevi-98
Ince-04 Ocak Kiral-97
Keser Harman
Sabribey Helke
Cildir
Unver
Glizak
Yiiksel
Ozdemir

3.1.1. Hordeum vulgare L. Cesitlerinde Tuz Toleransinin Belirlenmesi

Tiirkiye’deki arastirma enstitiilerinden temin edilen 27 adet H. vulgare gesidinin tuz
stresine toleransini belirlemek i¢in Canakkkale Onsekiz Mart Universitesi Bitki Fizyolojisi
Arastirma Laboratuvarindaki biyotronda petri denemesi gergeklestirilmistir. Arpa tohumlari

%>5 sodyum hipoklorit ile 15 dk boyunca sterilize edilmis ve dI-H>O’da 4-5 defa yikanmustir.
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Dormansiyi kirmak amaciyla tohumlar 4°C’de 0.5 mM CaS04.2H;0 ¢ozeltisi ile 3 saat
karanlikta bekletilerek petrilere ekilmistir. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan (0,
50, 100 ve 200 mM NaCl) arpa tiirlerine tohum ekimini izleyen 7. giinde yaprak dokulari
kullanilarak ¢imlenme testi, toplam klorofil miktar1 (SPAD), kok-gévde uzunlugu, spesifik
yaprak alan1 (SYA) ve histokimyasal boyama ile siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit
miktarlar1 belirlenmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal parametreler degerlendirilerek tuz
stresine toleransli (Kiral-97, Harman, Ocak, Yaprak, Yaba) ve duyarli (Larende,
Cumhuriyet-50, Kalayc1-97, Cildir, Ince-04) olmak iizere toplam 27 cesit igerisinden 10 aday

cesit belirlenmistir.

Bu asamada 10 aday H. vulgare ¢esidinin saks1 denemesi biyotronda (16 saat 151k/8
saat karanlik 22°C’de nem oran1 %70) perlit igeren saksilarda 25 fide/saks1 olacak sekilde
Hoagland besin soliisyonu (Hoagland and Arnon, 1950) ile sulanarak yetistirilmiglerdir. 21
giinliik fidelere 14 giin uygulanan tuz stresi sonucunda 6rnekleme yapilarak, bu 6rneklerde
kok-gévde uzunlugu, biyokiitle, pigment igerigi, SYA, bagil su igerigi (BSI), lipid
peroksidasyon (TBARS) miktari, H20. birikimini histokimyasal boyama yontemiyle
gerceklestirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde bu 10 ¢esit igerisinden tuz stresine en
dayanikli (H. vulgare cv. Ocak) ve en duyarli (H. vulgare cv. Ince-04) iki ¢esit tez arastirmasi

i¢in secilmistir.

3.2. Denizel Habitattan Toprak Orneklerinin Alinmasi

Canakkale Bogazinin Marmara Denizine agilan kuzey kesiminde yer alan Lapseki
ilgesi kiyt zonu ve Lapseki-Cardak lagiin sahil zonundan yerlesim alanlarindan uzak
kiyilarda 27-28 Temmuz 2020 tarihlerinde iki arazi ¢alismasi gergeklestirilmistir (Sekil 9).
Calismada kullanilacak olan izolatlarin elde edilmesi igin, rastgele drnekleme ile 0-20 cm
derinlikten bitki rizosfer toprak 6rnekleri alinmistir (Sekil 10). Yaklasik 1 kg alinan toprak
ornekleri kese kagitlarina konularak numaralandirilmigtir ve analize alinincaya kadar 4 °C’de
muhafaza edilmistir. Toplanan bitkiler herbaryum tekniklerine gore arazide numaralandirilip
teshis i¢in laboratuvara getirilmistir. Calisma kapsaminda toplanan halofit bitki 6rneklerinin
tiir teshisleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Ersin KARABACAK tarafindan yapilmistir. Bitkinin alindig1 tarih, saat ve
konum (GPS) bilgileri kaydedilmistir (Tablo 5, Sekil 11). Toprak 6rneklerinin tuz derecesi
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arazi tipi EC metre (Elektriksel Kondiiktivite) yardimiyla islem sirasinda 6l¢iilmiis ve not
edilmistir. Tez ¢caligmasi kapsaminda farkli alanlardan toplanan halofitik tiirlerden en yiiksek
EC degerine sahip iki tiir se¢ilmistir (Tablo 6). Bu degerlendirilmeler sonunda Canakkale ili
Lapseki kiyt zonu ve Cardak Lagiin’den toplanan toprak Orneklerinin fiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklerinin analizleri COMU Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma

Merkezine (COBILTUM) yaptirilmistir (Tablo 7).

Sekil 9. Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu (A) ve Cardak Lagiin sahil zonu (B) (27-28
Temmuz 2020).

Tablo 5

Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiin lokasyon bilgisi

Istasyon Toplanma Bolgesi Lokasyon Bilgisi
No
1 Cardak lagiin K40°39°31”
D26°73°68”
2 Lapseki kiy1 zonu K40°39°29”
D26°92°90”
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Sekil 10. Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiin sahil zonundan toprak 6rnegi

alinmasi.

Sekil 11. Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiin sahil zonundan toplanan bitki
tirleri (A: Crithmum maritimum L., B: Salsola kali, C: Arthrocnemum macrostachyum, D:
Halocnemum strobilaceum, E: Limonium sp., F: Eryngium maritimum L., G: Sueda

prostrata, H: Limonium sp.).
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Tablo 6

Denizel habitatlardan toplanan bitkilerin kok rizosferindeki topraklarin tuzluluk (us/cm)

degerleri

Bitki Materyali

EC degeri (us/cm)

1- Limonium sp.

2- Crithmum maritimum L.

3- Salsola kali
4- Limonium sp.

5- Halocnemum strobilaceum

6- Arthrocnemum macrostachyum

7- Sueda prostrata
8- Eryngium maritimum L.

235
991
1811
2391
4276
4372
5215
5324

Tablo 7

Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiinii’nden toplanan toprak orneklerinin

fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri

- . . Organik Fosfor | Potasyum
Bitki Ornegi | Bolge Digm;'k 1(32’)‘ (mE/%m) pH Iic‘,/ro‘;? madde (P) (K)
(%) mg.kg? mg.kg?
Arthrocnemum Lapseki 56,1 0,714 7,35 0,4 1,99 3,65 0
macrostachyum Kivt 0-30 .
(Moric.) ZOZU ?'";_ Tuzsuz Notr k.AZl. Az Az Cok az
K.Koch. i regt
Eryngium Cardak 030 539 0,677 7,15 0,8 2,32 3,5 0
maritimum L. | Lagiin ';'"" Tuzsuz | Notr Az Orta Az Cok az
ml kirecli

Not: 3.65 mg.kg™* P yaklasik =2.1 kg/da P2Os, 0 mg.kg* K yaklagik =0 kg/da K20, 3.5 mg.kg?! yaklasik =2 P kg/da P2Os, 0 mg.kg™
K yaklasik =0 kg/da K20.

3.2.1 Bakteri izolasyonunda Kullamlan Bitkiler

Aragtirmada kullanilan biyolojik materyal, Canakkale Bogazinin Marmara Denizine
acilan kuzey kesiminde yer alan Cardak sahil zonunda yetisen Eryngium maritimum L.
bitkisidir (Sekil 12). Apiaceae ailesinden “Boga dikeni, Goz dikeni” olarak da bilen E.
maritimum ve donuk mavi-yesil renkli ve ¢ok yillik bir bitki olup, yaklasik 20-35 cm’ye
kadar boylanabilen kalin, ¢izgili ve dallanmis bir govdeye sahiptir. Yapraklari kalin,

dairemsidir, diken uglu ve gigekleri panikulat formundadir. Deniz seviyesinde ve kumda

yetisir (Elkiran vd., 2023).

Arthrocnemum macrostachyum bitkisi Amaranthaceae ailesinden ¢igekli bir bitki
tirtidiir (Sekil 12). Akdeniz'in ve Kizildeniz'in kiy1 bolgelerine ve Orta Dogu'nun bazi

bolgelerine 6zgiidiir ve kiy1 i¢ kisimlardaki tuzlu batakliklarda, alkali diizliiklerde ve tuzlu
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habitatlarda yetisir. A. macrostachyum 1 m yiikseklige kadar 6bekler halinde biiyiiyen ¢ok
dall1 bir ¢alidir. Bitkiler, bogumlarda kdklenebilen, dik, eklemli, etli yesil govdelere dallanan
yatay odunsu govdelere sahiptir. Yapraklar kiicik ve pul seklinde, ¢igekler kiiciik,
terminalde ii¢li, silindirik sivri u¢ludur (El Naker vd., 2020).

Sekil 12. Canakkale ili kiyr habitatindan toplanan halofit bitki tiirleri ve alanlar1 (A: E.

maritimum L. ve B: A. macrostachyum (Moric.) K.Koch.).

3.2.2. Halofit Bitki Topraklarindan Bakteri izolasyonu ve Saflastiriimasi

Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiinti’'nden alinan toprak érneklerinden,

rizosfer bakteri izolasyonu halofil besiyeri kullanilarak yapilmistir (Tablo 8) (Tindall, 1991).
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10g toprak 6rnegi 90 mL serum fizyolojik ile karistirilip stok ¢ozelti hazirlanmistir. Elde
edilen stoktan 1 mL ¢ekilip yine serum fizyolojikle hazirlanan birden fazla diliisyon y6ntemi
ile 10® konsantrasyonlarina kadar seyreltilmistir. Tablo 8°de verilen farkli halofil
besiyerlerinde en iyi gelisim gozlenen besiyeri izolasyon igin segilmistir. Toprak 6rnekleri
halofilik besiyerlerindeki seyreltmelerden sonra 0.1 mL tiiplerden kullanilarak kati1 halofil
besiyeri igeren petri kaplarina aktarildi ve yayma plaka yontemine gore ekimler yapilmistir.
Bu seri seyreltmelerden sonra 1 mL alinarak triptik soy broth agar (TSB Agar) kiiltiir ortam1
iceren petri kaplarina asilanmistir (Ottow, 1984). Tiim petri kaplar1 kod verilerek 25°C’de 7
giin inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon periyodu boyunca bakterilerin gelisimleri takip
edilmistir. Inkiibasyondan sonra binokiiler lup altinda farkli renk ve morfolojide
mikroorganizmalar incelenmistir. Her bir petride ¢cogalma gosteren bakteri drnekleri steril
0ze yardimiyla alinarak ve tekrar farkli halofil besiyeri igeren petrilere yayma ekim yapilarak
saflastirilmasi saglanmigtir (Sekil 13). Farkli morfolojik yapiya sahip koloniler se¢ilmis ve
saflastirma islemi gerceklestirilerek ve 60 adet izolat elde edilmistir (Tablo 9 ve Sekil 14).
Calismalardan elde dilen 60 izolatin morfolojik ve biyokimyasal analizleri
gerceklestirilmistir. Tim morfolojik ve biyokimyasal analizler sonucu en son 300 mM
halofil besiyerine tekrar ekimi gerceklestirilerek en fazla lireme olan 6 adet izolat segilerek
arpa tohumlarina inokiilasyon denemeleri gegeklestirilmistir (Tablo 9). Elde edilen saf
kiiltiirler icerisinde 5 mL halofil besiyeri igeren yatik agarli tiiplere ekim yapilarak kisa stireli

stoklar 4 °C’de, uzun siireli stoklar ise (%20’lik gliserol) -20°C’de saklanmistir.

Tablo 8
Farkl1 halofil besiyerleri

Besiyeri Icerigi Tuzsuz  Halofil I  Halofil Il Halofil 111 Halofil 1V
KCI 2g/L 2g/lL 2g/L 2g/L 2g/L
NaCl 0g/L 4383¢g/L 8.766g/L 14.61¢g/L  100g/L
MgS04.7H20 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L
tri-Na sitrat 3g/L 3g/L 3g/L 3g/L 3g/L
CaCl; 1.5¢9/L 1.5¢9/L 1.5¢9/L 1.5¢9/L 15¢9/L
Maya oziitii 10 g/L 10 g/L 10 g/L 10 g/L 10 g/L
Kazein hidrolizati 7.5 g/L 7.5¢/L 7.5¢/L 7.59/L 7.5¢/L
FeCl,.4H20 36mg/L  36mg/L 36mg/L 36 mg/L 36 mg/L
MnCl..4H.0 0.36 mg/L  0.36 mg/L 0.36 mg/L 0.36 mg/L  0.36 mg/L
Su 1000 1000 1000 1000 1000
Agar 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L
NaCl (mM) 0 Mm 75 mM 150 mM 250 mM 300 mM
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Sekil 13. Toprak drnekleri
yapilisi.

Tablo 9

Bakteri izolatlar1 ve izole edildikleri bolgeler

Konukcu Bitki

Kod Besiyeri Toprak Ornegi Lokasyon
1C1 T2 Halofil-1 Cardak-Lagiin
1C2T1 Halofil-I Cardak-Lagiin
1C2 T2 Halofil-1 Cardak-Lagiin
1C4 T2 Halofil-1 Cardak-Lagiin
1K4 Halofil-I Lapseki-K1y1 Zonu
1K8 Halofil-1 Lapseki-Kiy1 Zonu
1K9 Halofil-I Lapseki-Kiy1 Zonu
2C3T1 Halofil-11 Cardak-Lagiin
2C4 12 Halofil-11 Cardak-Lagiin
2C6 T2 Halofil-11 Cardak-Lagiin
2C7T1 Halofil-11 Cardak-Lagiin
2C7T2 Halofil-11 Cardak-Lagiin
2C8 T2 Halofil-11 Cardak-Lagiin
2K1T1 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K1 T2 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K10 T1 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K10 T2 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K11T1 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K12 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K12 T2 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K13 Halofil-I1 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K14 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K2T1 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K2 T2 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K3 T2 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K6 T2 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
2K7 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu
2K8 T1 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu
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Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum
Arthrocnemum macrostachyum



Tablo 9’un devami

Kod

Besiyeri

Toprak Ornegi Lokasyon

Konukcu Bitki

2K8 T2
1C1T1
1C3T1
1C3 T2
1C4T1
1K1
1K10
1K11 T1
1K2
1K3
1K3
1K5
1K6
1K7
2C1T1
202 T1
20212
2C3 T2
204 T1
205 T1
2C5 T2
2C6 T1
2C8 T1
209 T1
2C9 T2
2K11 T2
2K3 T1
2K4 T1
2K4 T2
2K5 T1
2K6 T1
2K9

Halofil-11
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-I
Halofil-1
Halofil-1
Halofil-I
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-I1
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-I1
Halofil-I1
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11
Halofil-11

Lapseki-Kiy1 Zonu
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin
Cardak-Lagiin

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Lapseki-Kiy1 Zonu

Arthrocnemum macrostachyum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum
Eryngium maritimum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

Arthrocnemum macrostachyum

(1 ve 2: Halofil besiyeri kodu, K: Lapseki Kiy1 Zonu, C: Cardak Lagiin)
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Sekil 14. Izolatlarin farkl: halofil besiyerinde koloni morfolojileri.

49



Sekil 14’ iin devami

Sekil 14. Izolatlarin farkl: halofil besiyerinde koloni morfolojileri.

3.3. Bakterilerin Morfolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.3.1. Gram Boyama

Bakteri izolatlar1 saf kiiltiir olarak elde edildikten sonra hiicre morfolojilerindeki
farklilig1 belirlemek icin gram boyama yontemi ile gerceklestirilmistir. izolatlarin gram
boyama analizi Bozkurt (2016)’1n belirledigi yontem uygulanarak belirlenmistir. Bu analiz
yontemi uygulandiktan sonra, havada kurutularak immersiyon yagi ile 100 X’lik objektifte,
151tk mikroskobu ile incelenerek not alinmistir. Koyu mor yani menekse renkli olan

mikroorganizmalar Gram (+), agik pembe renkli olanlar ise Gram (-) olarak tanimlanmustir.

3.3.2. Oksidaz Testi

Oksidaz testi i¢in bakteriler Nutrient Agar besi ortamlarinda 24 saatlik gelisim
asamasinda, kolonilerin {izerine %1’lik tetrametil-p-fenilendiamin damlatilarak ve mavi

renk veren koloniler pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Holt vd., 1994).
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3.3.3. Katalaz Testi

Katalaz testi i¢in bakteri izolatlar1 besi ortamlarinda 24 saatlik gelisimlerinin
ardindan 35 °C’de 24 saat inkiibe edilerek bu kiiltiirler tizerine %3 H202 damlatilarak gaz
kabarciklarmin ¢ikisi olan kiiltiirler i¢in test pozitif, gaz kabarcig1 goriilmeyen kiiltiirler i¢in

ise test negatif olarak kabul edilmistir (Bozkurt, 2016).

3.3.4. indol Testi

Bakteri izolatlarindan 6ze yardimiyla alinan ve tiip i¢inde triptofan bulunan bir siv1
besiyerine ekim yapilarak belirlenmistir. Tiipler etiivde, 37°C’de 1-5 giin inkiibasyona
birakildiktan sonra tizerine 0.5 mL kovaks ayiraci ilave ederek tiip calkalanmistir. Renk
degisimi olmas1 ve 1-2 dK iginde besiyerinin list kisminda, parlak kirmizi bir halka olugmasi,
testin pozitif oldugunu (indol olusumu), sar1 tonlarinda bir halka ise testin negatif oldugunu

(indol olusmadigini) gostermistir (Bozkurt, 2016).

3.3.5. Sitrat Testi

Bakteri izolatlarindan igne 6ze ile alinarak tiip i¢indeki Simon’s Sitrat Yatik Agar
besiyerinin ylizeyine ekim yapilarak belirlenmistir. Tiipler etiivde, 37°C’de 2-7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, orijinal rengi yesil olan ve indikatdr olarak
%00.2’lik Bromo timol mavisi kullanilan besiyerinde, besiyerinin rengi maviye doniisiir ve

pozitif olarak degerlendirilmistir (Bozkurt, 2016).

3.3.6. Voges-Proskauer (VP) Testi

Bakteri izolatlarindan 6ze ile alinarak tiip icindeki MR-VP Broth besiyerine ekim
yapilarak belirlenmistir. Tiipler etiivde, 37°C’de 1-7 gilin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra iizerine, 1 mL %40’ ik KOH, daha sonra 3 mL %35’lik alfa naftol ilave
edilerek ve karistirlmistir. Besiyerinin hava ile temas etmesi i¢in kuvvetli ¢alkalandiktan
sonra 2-5 dk i¢inde pembe-kirmizi renk olugmasi testin pozitif oldugunu gostermektedir
(Bozkurt, 2016).
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3.3.7. Hidrojen Siilfit Testi

Bakteri izolatlarindan igne 6ze ile alinarak Triple Sugar Iron (TSI) yatik agarli tiipe
dikine ve dibine batirilarak ekim yapilmistir ayrica daha sonra yatik olan yiizeye zigzag
seklinde ¢izilmistir. Daha sonra 37°C’de 3 giin inkiibe edilmistir. inokiilasyon cizgisi
boyunca siyahlasma H>S varligin1 gostermektedir. Bu durum bazi mikroorganizmalarin
kiikiirt iceren aminoasitleri pargalayarak olusturduklari H>S’in ortamdaki agir metal

tuzlariyla siyah metal stilflirleriyle olusturmasindan ileri gelmektedir (Bozkurt, 2016).

3.3.8. Fenol Testi (Karbonhidrat Fermentasyon Testi)

Bakterilerin fenol testi i¢in izolatlardan 6ze ile alinarak i¢inde durham tiipii bulunan
Fenol Redli Laktoz Broth tiiplerine asilama yapilarak 37°C’de 3 giin inkiibe edilmistir.
Besiyerinde nutrient broth igeresinde %0,5 laktoz fenol indikatorii vardir. Bakteriler laktozu

kullanirsa asit olusumu olur ve indikatoriin rengi kirmizidan sariya déner (Bozkurt, 2016).

3.3.9. Antibiyotik Duyarhhklarmin Belirlenmesi

Antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi igin disk difiizyon testi ile (Bauer vd.,
1966) Mueller Hinton Agar (MHA) kullanilarak belirlenmistir. Hazirlanan MHA besiyerine
35°C’de 24-48 saat inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin duyarli (S), orta derecede duyarl
(1) ve direngli (R) seklinde duyarlilik profilleri ortaya konmustur (CLSI, 2020). Bunlar igin
Novobiyosin (NV, 5 ug), eritromisin (E, 15 pg), streptomisin (S, 10 pg), basitrasin (B, 0, 04
U), penisilin G (P, 10 IU), ampisilin (AM, 10 pg), tetrasiklin (TE, 30 pg), kloramfenikol
(C30, 30pg) ve vankomisin (VAN30, 30ug) antibiyotikleri kullanilmistir (Montalvo-
Rodriguez vd., 1997).
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3.3.10. Bakterilerin Tuz Tolerans Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin farkli tuz konsantrasyonlar1 %1 (0.172 M); %2,5 (0.43 M); %5,0 (0.86
M); % 7,5 (1.29 M); %10,0 (1.72 M); ve %11,62 (2 M) igeren Nutrient Agar ortamlarina
ekimler yapilarak belirlenmistir. 28+2°C’de 2 giinliik inkiibasyonun sonucunda plak

tizerindeki tiremeler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Olur, 2021).

3.4. Bakterilerin PGPR Olma Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.4.1. ACC Deaminaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakterilerin ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) deaminaz enzim aktivitesinin
olup olmadigini belirlemek amaciyla, ACC bulunan DF (Dworkin-Foster) 6zel kati
besiyerine ekimleri yapilmistir (Dworkin ve Foster, 1958). Oncelikle bakteriler, halofil
besiyerine ekilerek ve 27°C’de 24 ile 48 saat araliginda inkiibasyona birakilmigtir. Daha
sonra 30 mL steril su i¢erisinde 100 mg ACC ¢oziiliip, steril filtreden gegirilerek besiyerine
eklenmistir. Halofil besiyerinde gelisim gosteren bakteriler steril 6ze ile alinarak hazirlanan
DF Salt besiyerine ekimi yapilmistir. 7-10 giin inkiibasyon siiresi sonunda bakteri gelisimi

belirlenen gruplar ACC deaminaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Shahzad vd., 2013).

3.4.2. Azot Fiksasyonu Yapan Bakterilerin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarin azotsuz ortamda yasama becerilerini belirlemek amaciyla azot
fiksasyon yeteneklerinin olup olmadigi belirlenmistir. Bu amag¢ i¢in azotsuz besiyeri
hazirlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav sonras1 45°C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilagmaya birakilmistir (Han vd., 2005).
Stok kiiltiirden alinan bakteriler NA besiyerine cizgi ekimle 2-5 giin inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda gelisen koloniler azotsuz besiyeri ortamina inokiile edilerek 7-
10 giin siireyle 25-27°C’ye ayarli inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Azotsuz ortamda

gelisim gosterebilen bakteriler azot fiksasyonu pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.4.3. Bakterilerin Fosfor Céozme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin fosfor ¢ozme kapasiteleri, Mehta ve Nautiyal (2001) tarafindan
tanimlanan protokole gore belirlenmistir. izolatlar, éncelikle NBRIP (National Botanical
Research Institute’s Phosphate) sivi besi ortaminda (MgCl.6H20; 5 g, MgS0:H-0; 0,25 g,
KCI; 0,2 g, (NH4)2SOg4; 0,1 g, Caz(POa4)2; 5 g Glukoz 10 g Bromophenol blue 0,025 g Agar
15 g distile su 1000 mL, sterilizasyon 121 °C’de 15 dk) 3 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda izolatlar, Cas(PO4), ve pH indikatérii olarak brom fenol mavisi igeren
NBRIP kati besi ortamina 10 pL inokiile edilip nokta ekim yapilarak 30°C de 3 giin
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin etrafinda olusan seffaf zonlar
pozitif sonu¢ olarak kabul edilmis ve fosfor ¢ozme katsayilar1 asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Perez vd., 2007).

Fosfor C6zme Katsayisi=Seffaf zon ¢ap1/ Bakteri kolonisinin ¢ap1

3.4.4. Bakterilerin Potasyum Cézme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin potasyum ¢6zme kapasiteleri, Aleksandrov besiyeri kullanilarak
belirlenmistir. Aleksandrov besi ortamina izolatlar nokta ekim yontemi ile ekilecek ve
28+2°C’de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin etrafinda
olusan seffaf zonlar, pozitif sonug olarak kabul edilerek ve Khanderparkar’s oranina gore
hesaplamalar gerceklestirilmistir (Parmar ve Sindhu, 2013).

Khanderparkar’s orani1 = geffaf zon ¢ap1 / koloni ¢ap1

3.4.5. Bakterilerin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bakterilerin IAA iiretim miktarlarinin belirlenmesi i¢in ilk asamada; %0,1 triptofan
iceren nutrient broth ortaminda, 150 rpm ¢alkalama hizinda, 28+2 °C’ de 7 giin inkiibe edilen
kiiltiirler, 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij islemine tabi tutularak ve olusan tist sividan 2 mL
almmistir. Bu st sivi 2 damla ortofosforik asit ve 4 mL Salkowski ayiraci eklenerek
karistirllarak ve 30 dk karanlik bir ortamda renk degisimi gozlemlenmistir. UV
spektrofotometrede (Thermo Scientific Genesys 10S VIS) 530 nm dalga boyunda yapilan

okumalar sonucu standart egri ¢izilerek IAA miktarlari belirlenmistir (Gang vd., 2019).
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3.4.6. Siderofor Uretiminin Belirlenmesi

Bakterilerin siderofor iiretme kapasitelerinin belirlenmesi i¢in, Schwyn ve Neilands
(1987) tarafindan o6nerilen Modifiye Chrome Azurol S agar kullamlmistir. Izolatlar
besiyerine nokta ekim yapilarak ve 28+2°C’de 4 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda bakterilerin etrafinda olusan sari-turuncu renk pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilerek ve olusan zon ¢ap1 (mm) dlglilmiistiir (Schwyn ve Neilands, 1987).

3.5. PGPR’lerin Molekiiler Tanilanmasi

Bakteri izolatlarin molekiiler tanimlanmasi i¢in Nutrient Broth (NB) ortamina inkiibe
edilen izolatlarin, Genomik DNA izolasyonunda GeneJET Genomic DNA Purification Kiti
(K0721, Thermo Scientific) kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. 16S rDNA
geninin analizi igin literatiir taramasi sonucunda en yiiksek verimlilige sahip oldugu
diisiiniilen primer ciftinin sentezi Sentegen Primer 50 nM olacak sekilde yapilmistir (Tablo
10). Tiir diizeyinde tanimlama i¢in kullanilacak olan 16S rDNA gen bolgesinin ¢ogaltiminda
kullanilan PCR bilesenleri laboratuvarda yapilan optimizasyon c¢aligmasi sonucunda
belirlenmistir (Tablo 11). Belirlenen bu kosullar ile tiim izolatlarin 16S rDNA gen bolgesinin
cogaltimi gergeklestirilmistir. PCR iirtinlerinin varhigi, %2’lik agaroz jelde kontrol edilmis
ve dogrulamas1 yapilmistir. Tiir diizeyinde tanimlama yapmak i¢in kullanilmig olan 16S
rDNA geninin PCR iiriinleri dizi analizine gonderilmistir. Tiim izolatlara ait 16S rDNA
geninin lirlinleri hizmet alimi yolu ile Medsantek Laboratuvar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret
Ltd. Sti. firmasinda DNA dizi analizleri yaptirilmistir. Dizileme ve Fragman Analizi Applied
Biosystems marka, 8 kapilerli 3500 cihazi yardimi ile ¢ift yonlii dizileme analizleri
yaptirilmistir. Dizi analizlerinde Sequencing Analysis Software ve Sequencing — SeqScape®
Software v2.7 programlar1 ile analizler gergeklestirilmistir. Dizi analizi verisinin
karsilagtirilmas: i¢in kullanilacak olan referans diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabanlar1 aracigiyla elde edilmistir. Tiim izolatlarin 16S
rDNA gen dizi analizleri NCBI, BLAST in uygulamasi ile gergeklestirilmis ve veri

tabanlarindaki dizi benzerlik oranlarina bakilarak her izolatin genetik olarak tanimlanmasi
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GenBank erisim numaralar1 ile belirlenmistir. Filogenetik analiz igin Mega Phylogenetic

program kullanilarak gergeklestirilmistir (Shukla ve Goyal 2011).

Tablo 10
16S rDNA’ya ait primer dizileri

Gen Primerler Sekans (5°—3°) Referans
165 rDNA 0341f CCTACGGGGGCGCAG Klindworth vd.,
0785r GACTACGGGTATCTAATCC 2013
Tablo 11

16S rDNA’ya ait PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri pul/Tiip Son Konsantrasyon
H20 17.0 -
10 X Buffer 2.5 1X
MgCl2 (25 mM) 2.0 2 mM
dNTP (25 mM) 0.3 0.3mM
Primer 341F (10 pmol pl™?) 0.5 10 pmol 25ul*
Primer 785R (10 pmol ul?) 0.5 10 pmol 25ul?
Taq polimeraz (5U ul?) 0.2 1 U25ult
DNA (150 ng pl 1) 2.0 300 ng 25pl*
Toplam hacim 25.0

3.6. Bakterilerin Arpa Tiirlerine Inokiilasyonu

3.6.1. Bakteri Izolatlarin Secimi ve Inokiilasyon Denemeleri

Canakkale ili Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiinden toplanan bitki 6rneklerinden
izole edilen 60 adet bakteri izolatindan bitki biiylimesini tesvik eden kok bakterileri
belirlemek amaciyla 6n denemeler yapilmistir. On denemelere gegilmeden dnce toplanan
bitki orneklerinden izole edilen 60 adet bakteri izolatina 100 mM ve 200 mM halofil
besiyerinde zayif gelisim gosteren gruplar ayrilarak elenmistir. Kalan bakteriler igerisinden
yiiksek tuz konsantrasyonuna dayanikli olanlari belirlemek amaciyla farkli halofil besiyeri
ortaminda (300 mM NaCl) en fazla gelisim gosterebilen 6 bakteri izolati (Halomonas sp.,
Bacillus thuringiensis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus nealsonii,
Bacillus cereus) uygulama igin segilmistir. Halofil besiyeri ortaminda en iyi gelisim
gosterebilen 6 adet bakteri izolatinin arpa tiirlerine inokiilasyonunu gergeklestirebilmek igin

cok sayida petri denemesi (30 dk, 1, 6 ve 24 saat inokiile siiresi) kurularak ¢imlenme
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yiizdeleri test edilmistir. Denemelerde arpa tiirleri i¢in en uygun tohum inokiilasyon
stiresinin 30 dk oldugu belirlenerek saksi 6n denemenin yapilmasina karar verilmistir.
Bitkiler her saksida 25 fide olacak sekilde perlit iceren saksilarda Hoagland besin soliisyonu
(Hoagland ve Arnon, 1950) ile 16/8 fotoperiyot 22°C ve 3 tekrarli olarak bitki biiyilitme
odasinda 21 giin yetistirilmistir. 21 giinliik fideler farkli tuz konsantrasyonlarina (0 mM, 100
mM, 200 mM ve 300 mM NaCl) maruz birakilarak tuz stresi uygulanmistir. PGPR
potansiyeline sahip oldugu diisiiniilen 6 bakteri izolati ile inokiile edilen arpa tohumlarinin
7 giinliik tuz stresine karsi etkilerini kok-govde uzunlugu, SPAD, biyokiitle, kuru agirlik,
toplam protein miktari, H20,, TBARS, POX ve H;O, histokimyasal boyama ile
belirlenmistir. Deneme sonuglarina bagl olarak bitki biiylime parametreleri ve biyokimyasal
analizlerde tuz stresine olumlu sonug verebilen 2 bakteri izolat1 (M. luteus ve B. nealsonii)

secilmis ve asil deneme gerceklestirilmistir.

3.6.2. Tohum Sterilizasyonu, Inokiilasyonu ve Bitki Biiyiime Kosullar

H. marinum subsp. marinum Huds. tohumlar1 %5 sodyum hipoklorit ile 15 dk
sterilize edilmis ve dI-H>0O’da 4-5 defa yikanmistir. Tohumlarinin dormansisini kirmak i¢in,
3 saat boyunca karanlikta 0,5 mM CaS04.2H20 ¢ozeltisi ile 4°C de bekletilmistir. On
denemeler ile tuz stresine dayanikli ¢esit olarak H. vulgare cv. Ocak ve tuz stresine duyarl
cesit olarak H. vulgare cv. Ince-04 secilmistir. Tohumlarinimn yiizey sterilizasyonu %70’lik
etonolde 2 dk, %1,2 sodyum hipokloritte 10 dk ve en son 10 defa saf su ile yikanarak
gergeklestirilmistir.  Canakkale 1ili kiyr zonundan izole edilen ve yiiksek tuz
konsantrasyonunda iyi gelisim gosterdigi i¢in secilen 2 bakteri izolati (M. luteus ve B.
nealsonii) 1.0x10%-1.5x108 kob/mL konsantrasyonundaki bakteri siispansiyonu ile steril
arpa tohumlarina 30 dk boyunca ¢alkaliyicida inokiile edildikten sonra tohumlar kurutma
kagidi ile karanlikta 1 saat kurutulmustur (Cakmakg1 vd., 2007). Biopriming yontemi ile
inokiile tohumlardan yetistirilen 21 giinliik bitkiler her saksida 25 fide olacak sekilde perlit
iceren saksilarda Hoagland besin soliisyonu ile 16/8 fotoperiyot 22°C bitki biiylitme
odasinda 21 giin yetistirilmistir (Hoagland ve Arnon, 1950). Daha sonra bitkiler 0 mM, 100
mM ve 300 mM NaCl stresine maruz birakilarak tuz stresinin 14. giinii hasat edilmislerdir
(Sekil 15).
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Sekil 15. 28 giinlilk Hordeum vulgare (cv. Ocak, cv. Ince-04) ve Hordeum marinum
tiirlerinde Kontrol (Bakterisiz grup), Micrococcus luteus (0, 100, 300 mM NacCl) ve Bacillus
nealsonii (0, 100, 300 mM NaCl) uygulamalarinin fide gelisimi {izerine etkileri.

3.7. Fizyolojik Analizler
3.7.1. Govde-Kok Uzunlugu

Fidelerin kok bolgesine kadar olan yesil kisim gdvde uzunlugu olarak cetvel ile

olgiil¢iilmiis olup kok bolgeside cetvel ile 6lgiilerek kok uzunlugu olarak belirlenmistir (cm).
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3.7.2. Biyokiitle

Fidelerin yas ve kuru agirlig1 hassas terazi kullanilarak g olarak belirlenerek toplam

agirliklar1 hesaplanmistir.

3.7.3. Yas agirhk

Fidelerin yas agirliklart her tekrardan tiger bitki drnegi alinarak terazide tartilmistir
(g bitki™?).

3.7.4. Kuru agirhk

Bitkilerin kuru agirliklari her tekrardan alinan bitki yapraklar: 70°C de 72 saat etiivde
kurutularak bitki bagma kuru agirlik olarak hesaplanmustir (g bitki™).

3.7.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Histokimyasal Belirlenmesi

Yapraklar, 1 mg/ml 3’,3’-diaminobenzidin (DAB) ve Nitrotetrazolium Blue (NBT)
iceren ¢ozeltiye 25°C’de 6 saat inkiibe edilmistir. Boyamalar1 gorsellestirmek i¢in kaynayan
etanolde (%90) bekletilmistir. Daha sonra fideler %60 gliserol ile nemlendirilmis bir kagit
havluya aktarilarak fotograflandi. DAB’1in H20; ile reaksiyonu sonucu olusan kirmizimsi
kahverengi leke H2O. birikimini, NBT'nin Oz ile reaksiyona girmesi sonucu olusan

formazan bilesiginin koyu mavi lekesi olarak tespit edilmistir (Kumar vd., 2014).

3.8. Biyokimyasal Analizler
3.8.1. Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Toplam protein miktarini belirlemeden 6nce, 0,01— 0,10 mg mL™* araliginda protein
standarti1 hazirlanmistir. Bu islem igin igerisinde Bovine Serum Albumin (BSA), sodyum
fosfat tamponu (pH 7,8), Cossmasie Brillant Blue G 250 (CBS), etanol, ortofosforik asit
reaktif hazirlanmistir. Spektrofotometrede 595 nm’de kore karsi absorbanslari

kaydedildikten sonra protein standart grafigi egrisi olustrulmustur (Sekil 16).

59



1,00 -

y =0,155x - 0,0669
o R2=0,9716
c
3
é 0,50 -
o
<
— ABS
Dogrusal (ABS
0.00 Ju (ABS)

1 2 3 4 5
Protein degeri (mg mL1)

Sekil 16. BSA standart protein egrisi (mg mL™)

Yaprak ornekleri 1 mM EDTA igeren 3ml 0,05 M sodyum fosfat tamponunda (pH
7,8) homojenize edilerek 0,1 g CBS, 50 mL etanol ve 100 mL orto-fosforik asit igeren protein
reaktifi ile tlip icerisinde karistirilmistir. 4°C” de 13000 rpm’de 30 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant kismindan 100 pl supernatant alinarak ve 5 ml reaktif icinde vortekste
karistirildiktan 5 dk ile 60 dk arasinda 595 nm’ de spekrofotometrede kore karsi okunarak

toplam protein miktar1 (mg g?), standart grafik {izerinden hesaplanmistir. Tiim islemler

4°C’de gerceklestirildi (Bradford,1976).

3.8.2. Pigment Miktarinin Belirlenmesi

Pigment miktariimn belirlenmesi, %80’lik aseton igerisinde 0.1 g yaprak ornekleri
homojenize edildikten sonra homojenattan 663, 645 ve 480 nm’de spektrofotometrede

okunarak Arnon (1949) yontemine uyarak Denklem (3.1) ile hesaplanmustir.
Klorofil-a (KI-a) = (A663 x 12.70) — (A645 x 2.69) x 10/mg (3.1)
Klorofil-b (KI-b) = (A645 x 22.90) — (A663 x 4.68) x 10/mg
Toplam klorofil (T-kl) = (20.2 x A645) + (8.02 x A663) x 10/mg

Karotenoid (Kar) = ((A480 + (A663 x 0.114) — (A645 x 0.638))/112.5 x 10/mg
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3.8.3. Hiicre Zarn Gegirgenligi (HZG)

Yaprak ornekleri 10 mL deiyonize su igeren falkon tiipleri igerisinde su banyosuna
konularak 32°C sicaklikta 2 saat bekletildikten sonra elektrik iletkenlik (ISOLAB pH meter
EC probe) (EC:1) dlgiilmiistiir. Ardindan 100°C’de 20 dk su banyosunda bekletilmistir ve oda
sicakliginda sogutulduktan sonra elektrik iletkenligi (EC.) tekrar olgiilmiistiir. En son
olarakta deiyonize suyun elektrik iletkenligide (ECs3) olgiilerek hiicre zar1 gegirgenligi
Denklem (3.2) ile hesaplanmistir (Zhang vd., 2013).

HZG= (EC1-EC3)/(EC2-EC3)x%100 (3.2)

3.8.4. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarmn Belirlenmesi

Cheeseman (2006)’ ya gore 138 uL H2SO4 (Siilfirik asit) %100’lik soguk aseton ile
100 mL’ye tamamlanmistir. 0,1 g 6rnek 3 mL ile homojenize edilerek 4000 g 5 dk
santrifiijlenmistir. 138 uL HoSO4 100 mL saf su ile tamamlanarak ardindan bu ¢6zeltinin
icerisinde 250 mM 0,01 g Ferrus amonium stilfat, 100 mM 0,007 g Xsenol orange, 100 mM
0,002 g sorbitol ve 1 mL ethanol eklenerek elde edilen supernatant 30 dk beklendikten sonra

550-800 nm’de polistren kiivette kor olarak suya kars1 okunarak hesaplanmustir.

3.8.5. Lipit Peroksidasyon Miktarinin Belirlenmesi (TBARS)

TBARS miktar1 igin yaprak ornekleri, trikloroasetik asit (TCA, %0.1) ile homojenize
edilerek santrifiijlenmistir. Daha sonra TCA ve tiobarbitiirik asit (TBA) ile hazirlanan
reaksiyon karisimina siipernatant eklenerek, sicak su banyosunda bekletildikten soran
sogumasi i¢in buz banyosunda sogutulmustur ve son kez santrifiijlenmistir. Elde edilen
stipernatantlar 532 nm ve 600 nm’de absorbansi dlgiilerek TBARS miktar1 hesaplanmistir
(Madhava Rao ve Stresty, 2000).
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3.8.6. Katalaz Aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6)

CAT aktivitesi i¢in protein slipernatantlari spektrofotometre 240 nm’de okunmasi ile
belirlenmistir. CAT enzim tinitesi H2O2 (wmol) miktarinin 6lgiilmesi ve sonucun mg protein”

! olarak hesaplanmustir (Bergmeyer,1970).

3.8.7. Peroksidaz Aktivitesi (POX; EC 1.11.1.7)

POX aktivitesi, spektrofotometrede 465 nm dalga boyunda ve DAB oksidasyonu
meydana gelen artis ile hesaplanmistir. Sonug olarak POX enzim iinitesi mg protein™ olarak

hesaplanmistir (Kanner ve Kinsella,1983).

3.9. izoenzim Profillerinin Belirlenmesi

Bitki 6rnekleri 0,1 mM EDTA, 10% triton X, 1 mM PMSF ve %2 PVP i¢eren 50 mM
Tris-HCI (pH:7,8) tamponu ile homojenize edilerek santrifiijlenmistir. Siipernatantlarin
protein igerigi jele yiiklenecek miktarin belirlenmesi i¢in Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmistir. Laemmli (1970) Native-Page poliakrilamid jel yontemi ile izoenzim profilleri

belirlenerek BioCapt 11.02 programu ile jel bant alanlar1 hesaplanmuistir.

3.9.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) izoenzim Profili

Stipernatantlarin elektroforetik ayirma (separating) ic¢in %12,5 ve hizalama
(stacking) i¢cin %4 oranlar kullanilmistir. Jeller, Beauchamp ve Fridovich (1971) yontemine
gore riboflavin ve nitro blue tetrazolium (NBT) igeren SOD boyasi ile 60 dk karanlikta
calkalanarak boyanmistir. Riboflavin’in 151k ile siiperoksit anyonu (O2") iireterek NBT yi
okside etmesi ile mavi-mor renkte formazan olusturmast SOD izoenzim bantlari

belirlenmistir.
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3.9.2. Peroksidaz (POX) Izoenzim Profili

POX izoenzim i¢in proteinlerin ayrimi %10 aywrma jeli ve %4 hizalama jeli
kullanilmistir. Ardindan boya soliisyonu 1.3 mM DAB ve %3 H20:z i¢eren 200 mM sodyum
asetat tamponunda POX enzimlerinin bulundugu bdélgelerde DAB’in oksitlenmesi ile
kahverengi bantlar meydana gelmesi ile en son jeller %7 asetik asitte fikse edilerek bantlarin

yogunluklar1 hesaplanmigtir (Seevers vd., 1971).

3.9.3. Katalaz (CAT) Izoenzim Profili

CAT izoenzim i¢in proteinlerin ayrimi1 %7,5 ayirma jeli kullanilarak CAT bantlarinin
boyanmasi igin jeller 5 dk %0.01 H20: soliisyonun da bekletilerek ardindan %1 FeClz ve %1
KsFes (CN) igeren boya soliisyonun da 2 dk bekletilerek boyanmasi saglanmistir. Bantlarin

belirginlesmesinin ardindan jeller deiyonize su ile yikanmistir (Orendi vd., 2001).

3.10. istatistik Analizi

Bu ¢alisma, tesadiifi parsellere bolinmiis deneme desenine gore 3 tekrar olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda tiim fizyolojik ve biyokimyasal analiz verileri
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 27 istatistik paket programinda tek yonlii
varyans analizi (ONE-WAY ANOVA) ile yapilmistir. Degerler arasindaki farklarin
istatistiki anlamlilik diizeyi Tukey testi ile P<0.05 standart sapma hesaplanarak grafiklere
eklenmistir. Analiz verilerinde elde edilen sonuglar ortalama +standart hata olacak sekilde
grafikler lizerinde sunulmustur. Ayrica veriler arasindaki iligkinin yonii ve derecesi

arasindaki yorumu korelasyon analizi ile gergeklestirilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Toprak Orneklerinin Ahnmasi ve Bakteri Izolasyonu

Canakkale ili denizel habitatta Lapseki-kiy1 zonu ve Lapseki-Cardak lagiin sahil
zonundan toplanan 8 adet rizosferik toprak orneginden EC degeri en yiiksek olan E.
maritimum ve A. macrostachyum bitki topraklari alinarak 60 adet saf izolat elde edilmis ve

calismalara devam edilmistir (Tablo 9).

4.2. Bakteri izolatlarin Tanimlanmasi
4.2.1. Bakteri Izolatlarin Morfolojik ve Fizyolojik Test Sonuclar

Izolatlarin  morfolojik  karakterlerini  belirlemek amaciyla fakli  halofil
besiyerlerindeki izolatlarin Gram boyama o6zelliklerine bakilarak, hiicrelerin morfolojik
yapilar1 belirlenmistir. izolatlarin 45 tanesinin Gram (+), 15 tanesinin Gram (-) oldugu
belirlenmistir. Calisilan izolatlarin pigment (koloni rengi) bakildiginda ise 9 tanesinin krem,
3 tanesinin agik krem, 18 tanesinin sari, 13 tanesinin turuncu, 17 tanesinin pembe oldugu
belirlenmistir. izolatlarda morfolojik yapisi incelendiginde ise kok ve basil olmalarina
ragmen daha ¢ok kok baskin morfotip olarak belirlenmistir. Calisilan 60 izolatin morfolojik

sonuglar1 Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12

Izolatlarin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri

Kod Besiyeri Toprak Ornegi Pigment Gram Morfoloji
Boyama

1C1 T2 Halofil-1 Cardak-Lagiin Krem + kok

1C2T1 Halofil-I Cardak-Lagiin Krem + kok

1C2 T2 Halofil-I Cardak-Lagiin Krem - kok

1C4 T2 Halofil-1 Cardak-Lagiin Agik krem - kok

1K4 Halofil-1 Lapseki-Kiy1 Zonu Turuncu + kok
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Tablo 12’in devami

Gram

Kod Besiyeri Toprak Ornegi Pigment Morfoloji
Boyama
1K8 Halofil-1 Lapseki-Kiy1 Zonu Turuncu + kok
1K9 Halofil-I Lapseki-Kiy1 Zonu Sar1 - kok
2C3T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Pembe - kok
2C4 T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Pembe + kok
2C6 T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Sar1 + kok
2C7T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Sar1 + kok
2C7 T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Sar - kok
2C8 T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Krem + kok
2K1T1 Halofil-I1 Lapseki-Kiy1 Zonu Agik krem + kok
2K1 T2 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + basil
2K10 T1 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + basil
2K10 T2 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu Turuncu + basil
2K11T1 Halofil-I1 Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe - kok
2K12 Halofil-I1 Lapseki-Kiy1 Zonu Sari : kok
2K12 T2 Halofil-I1 Lapseki-Kiy1 Zonu Sar1 . kok
2K13 Halofil-I1 Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + kok
2K14 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
2K2T1 Halofil-Il Lapseki-Kiy1 Zonu Sar1 + kok
2K2 T2 Halofil-Il Lapseki-Kiy1 Zonu Sar1 + kok
2K3 T2 Halofil-Il Lapseki-Kiy1 Zonu Sar1 + kok
2K6 T2 Halofil-Il Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + kok
2K7 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe - kok
2K8 T1 Halofil-Il Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + basil
2K8 T2 Halofil-Il Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + kok
1C1T1 Halofil-I Cardak-Lagiin Krem + kok
1C3T1 Halofil-1 Cardak-Lagiin Krem + kok
1C3 T2 Halofil-I Cardak-Lagiin Sar1 + basil
1C4T1 Halofil-I Cardak-Lagiin Krem + basil
1K1 Halofil-I Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
1K10 Halofil-1 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
1K11 T1 Halofil-1 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
1K2 Halofil-I Lapseki-K1y1 Zonu Sar1 + kok
1K3 Halofil-I Lapseki-K1y1 Zonu Sar1 - kok
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Tablo 12’in devami

Kod Besiyeri Toprak Ornegi Pigment Gram Morfoloji
Boyama
1K3 Halofil-1 Lapseki-K1y1 Zonu Sari + kok
1K5 Halofil-1 Lapseki-K1y1 Zonu Pembe - kok
1K6 Halofil-I Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
1K7 Halofil-I Lapseki-K1y1 Zonu Acik Krem - kok
2C1T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Sar1 - kok
2C2T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Pembe + kok
2C2T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Pembe + kok
2C3 T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Pembe + kok
2C4T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Pembe + kok
2C5T1 Halofil-11 Cardak-Lagiin Sar1 + kok
2C5T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Sar1 + kok
2C6T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Sar1 + kok
2C8T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Krem + kok
2C9T1 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Krem + kok
2C9 T2 Halofil-I1 Cardak-Lagiin Turuncu + kok
2K11 T2 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu Pembe + kok
2K3T1 Halofil-11 Lapseki-Kiy1 Zonu Sari + kok
2K4T1 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
2K4 T2 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kok
2K5T1 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu - kok
2K6 T1 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu Pembe - kok
2K9 Halofil-11 Lapseki-K1y1 Zonu Turuncu + kokobasil

(-;Gram (-), +;Gram (+))

4.2.2. Bakteri Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuclar

Calisilan izolatlarin oksidaz, katalaz, indol, sitrat, fenol, VP ve H2S test sonuglari
Tablo 13’te sunulmustur. Oksidaz testinde 34 izolat %1’lik tetrametil-p-fenilendiamin
ayiracini oksidaz enzim varliginda okside ederek mor-mavi renk olusturup pozitif sonug
verirken 26 izolatin negatif sonug verdigi tespit edilmistir (Sekil 17). Bu baglamda hiicredeki
oksidaz enziminin (sitokrom c oksidaz) varligi1 34 izolatin oksijenli solunum yaptig
belirlenmistir. izole edilen bakterilerin 29 tanesinin katalaz testinin negatif ve 31 tanesinin

ise hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek gaz kabarciklari olusturmasi pozitif sonug olarak
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belirlenmistir. indol testinde ise kovaks ayiraci eklenmesiyle triptofan amino asidini
parcalayarak indol olusumu ile 30 izolatin kirmizi halka olusturmasi pozitif olarak
degerlendirilirken 30 izolat ise negatif sonug verdigi belirlenmistir. Sitrat testinde ise karbon
kaynag1 olarak sitratt kullanmast sonucu mavi renk olusturan 21 izolat pozitif
degerlendirilirken 39 izolatin ise yesil renge doniismesi negatif olarak belirlenmistir. Fenol
testinde ise 31 izolat kirmizidan sar1ya donerek gaz ¢ikisi olmasi pozitif ve 29 izolatta negatif
sonug belirlenmistir. VP testinde ise KOH damlatilmasi ile 31 izolatin pembe kirmizi rengi
vermesi pozitif sonug olarak degerlendirilirken 29 izolatin negatif oldugu belirlenmistir. H2S
testinde ise ferrikamonyum sitrat ile reaksiyona girerek tiipiin dip rengi kirmizi (bakterilerin
glikozu fermente ettigini), dip rengi sar1 yiizey rengi kirmizi (glukozu fermente edip laktozu
pargalayan bakteriler) ve tiim yiizey sar1 (hem glukoz hem de laktozu kullanabildigi) olarak
farkli sekillerde degerlendirilmistir (Tablo 13).

Tablo 13

Izolatlarin biyokimyasal testleri

Oksidaz  Katalaz  indol  Sitrat  Fenol VP

Kod Testi Testi Testi  Testi  Testi  Testi 2o Testl
YR DR
1C1 T2 + - - r - K S
1C2 T1 + - - - + + K K
1C2 T2 + - - - - - K S
1C4 T2 + + - + - - S K
1K4 - - + - - - S K
1K8 - + + + - - K K
1K9 - - - - - - K K
2C3T1 + + - - - - S S
2C4 T2 + - - + + S K
2C6 T2 - - - - + + S K
2C7T1 - - + - + + S S
2C7 T2 - + + - - - S S
2C8 T2 - + - - - - K K
2K1T1 + + + - + + S K
2K1 T2 + - - - - - S S
2K10 T1 + - + - + + S S
2K10 T2 + - - + + + S S
2K11T1 + + + + + + S S
2K12 + + + - + + K S
2K12 T2 - + + - + - K K
2K13 + - - + - + S K
2K14 - + + - + + S K
2K2T1 - - + + + + S K
2K2 T2 + + + - + + S K
2K3 T2 + - + - + + K K
2K6 T2 + - + - + + K K
2K7 + - + + + S K
2K8 T1 + + - + + + S K
2K8 T2 + - + + + + S S



Tablo 13’iin devam

Oksidaz Katalaz indol  Sitrat  Fenol VP

Kod Testi Testi Testi Testi Testi Testi HS Testi
1C1T1 + - - - - - S S
1C3T1 - - - - + - K S
1C3 T2 - + - + - - K K
1C4T1 - - + - - S S
1K1 + + - + - - K K
1K10 - + + - - - K K
1K11T1 - + - - - - S K
1K2 + + - + - - K K
1K3 - + - + - - S K
1K3 - + + + - - K K
1K5 + + + + - - K S
1K6 + + - - - K K
1K7 - + - + - - S S
2C1T1 + + + 5 - - K K
2C2T1 + - + + = E K K
2C2T2 + + - + + + S S
2C3 T2 - + + + + + S S
2C4T1 + + + - + + K K
2C5T1 - - - - - - K S
2C5 T2 + + - - + + K K
2C6T1 - - + = + + S K
2C8 T1 + - - I + + K K
2C9T1 + - + - - - S S
2C9 T2 - + + - - - K K
2K11 T2 + - + - + + S K
2K3T1 - + + - + + K K
2K4T1 - - - - + + S S
2K4 T2 - - - - + + S S
2K5T1 - + - - + + K K
2K6 T1 + + + - - + S S
2K9 + - + - + + S S

(+: Renk degisimin oldugunu, -: Renk degisimin olmadigini; YR: Yiizey rengi, DR: Dip rengi,
K: Kirmizi, S: Sar1)
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Sekil 17. Izolatlarmn biyokimyasal test goriintiileri (A: oksidaz testi, B: katalaz testi, C: fenol
testi, D: sitrat testi, E: indol testi, F: VP testi, G: H2S testi).

Caligilan izolatlarin antibiyotiklere karsi gostermis olduklart duyarlilik ve direnglilik

durumlan Tablo 14’te verilmistir. Denizel habitatta elde edilen izolatlardan 7 adet bakteri

izolatinin NV5, 3 adet bakteri izolatinin E15, 9 adet bakteri izolatinin S10, 5 adet bakteri
izolatinin B0,04, 6 adet bakteri izolatinin P10, 6 adet bakteri izolatinin AM10, 5 adet bakteri

izolatinin TE30, 3 adet bakteri izolatinin C30, 6 adet bakteri izolatinin VAN30 antibiyotigine

kars1 direng gelistirdigi tespit edilmistir. EK olarak izolatlardan elde ettigimiz sonuglara gore,
strastyla 53, 26, 38, 49, 24, 48, 43, 48 ve 46 adet bakteri izolat1 NV5, E15, S10, B0,04, P10,
AM10, TE30, C30 ve VAN30 antibiyotiklerine kars1 duyarlilik gosterdigi belirlenmistir

(Tablo 14, Sekil 18).

Tablo 14

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri (mm)

Kod NV5 E15 S10 B0,04 P10 AM10 TE30 C30 VAN30
2C3T1 225 22! 12! 188 13 208 178 328 258
2C3 T2 243 238 12! 198 12! oR 158 308 198
2C8 T2 298 22! 208 208 245 28° 178 318 19°
2K12 T2 278 22! 208 208 245 28° 178 318 218
2K1 T2 208 16' 208 148 15! 178 14! 19' 16'
2K8 T2 107 14! 14! 8R 11R 13! R 238 4
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Tablo 14’iin devam

Kod NV E S B P AM TE C30 VAN30
2C2T1 28% 22! 10R 188 19' 188 14! 30° 20°
2K8 T1 oR 20! 198 10' 13 13R 10R 29° 7R
2K2T1 228 24! 158 27° 19' 315 188 225 20°
2C4T1 328 20! 178 225 28° 25° 25° 245 28°
2K4T1 35° 27° 178 9 15! 14! 20° 28° 28°
2C1T1 328 16 208 235 18! 278 208 345 178
2C4 T2 13R 238 12! 168 18! 198 12! 278 235
2K11T1 238 18! 208 168 20! 225 168 225 16'
2C7T1 318 238 9R 188 315 218 14! 278 188
2C8 T1 308 308 215 178 7R 208 188 26° 275
2K12 198 16' 20° 148 14! 178 13! 19' 16'
2K9 10R 21! 158 8R 20' 20° 10R 20' 7R
2C7 T2 25°% 30° 275 225 30° 245 168 215 198
2C9 T2 30° 275 235 20° 26° 30° 255 30° 255
2K5T1 28% 255 235 10' 15! 188 188 30° 20°
2K3 T2 278 275 13! a 8R 11R 158 275 19'
2K3T1 255 255 10R 138 198 225 208 378 208
2C5T1 318 22! 158 178 15! 225 158 20 325
2K11 T2 228 338 225 7R R oR 14! 243 208
2K7 26° 348 188 285 15! 278 178 238 198
2C2 T2 308 22! 13! 188 21! 188 178 285 265
2K4A T2 278 255 278 198 308 238 208 258 255
2K13 29° 275 188 208 255 235 20° 278 225
2C9T1 R 7R 255 R v/~ 7R 178 7R 7R
2K6 T1 9R 21! 178 9! 18! 10R R 25°% 8R
2K10T1 ESF 245 255 23% 21! 26° 178 gas 188
2C5T2 33% 17! 178 225 23% 30° 20° 30° 20°
2C6 T1 30° 275 12! 28° 255 20° 25° 30° 245
2K2T2 408 258 14! 208 308 255 208 238 208
2K10 T2 12R 17 8r 9 15! 278 oR 16R 198
2K6 T2 10R 7R 10R 9 255 16' 158 285 7R
2K14 228 21! 208 168 12! 14! 168 238 178
2C6 T2 218 15! 178 148 7R 7R 13! 238 178
2K1T1 228 21! 238 178 17! 188 158 225 16'
1K9 208 17! 215 138 14! 16 13! 20! 16'
1K5 245 19! 158 168 14! 20° 14! 255 245
1K10 308 20! 158 158 19! 235 12! 255 178
1K4 29° 325 178 188 21! 245 208 255 208
1K6 308 398 158 255 255 405 255 238 255
1K3 308 243 10R 248 308 255 255 14R 278
1K2 358 7R 12! 178 278 255 308 243 308
1K7 26° 18! 178 168 21! 243 158 26° 178
1K8 328 338 10! 258 378 338 178 285 15!
1K11T1 288 15! 158 158 255 278 158 20' 208
1K1 255 235 12! 308 308 255 255 358 208
1K3 328 285 R 235 26° 285 158 15! 198
1C2 T2 258 17! 178 208 245 255 178 308 205
1C3 T1 308 21! 198 178 238 215 205 308 205
1C3 T2 228 18! 198 158 14! 188 13! 225 16'
1C4 T1 308 20! 10R 178 225 278 205 20' 205
1C1T1 408 255 8r 16° 308 265 208 285 255
1C4 T2 338 255 12! 208 255 308 228 255 278
1C1 T2 308 308 178 255 225 285 12! 255 255
1C2 Tl 355 18! 11R 208 18 225 208 20' 208

(S: Duyarli; R: Direngli; I: Orta derecede duyarli, NV: Novobiyosin, E: Eritromisin, S: Streptomisin, B: Basitrasin, P:
Penisilin G, AM: Ampisilin, TE: Tetrasiklin, C30: Kloramfenikol, VAN30: VVankomisin)
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Sekil 18. izolatlarin antibiyotik duyarlilik test goriintiileri.

Calisilan izolatlarin tuz tolerans kapasitelerinin belirlenmesi i¢in %1, %2,5, %5,
%7,5, %10, %11,62 NaCl’de iiremeleri incelendiginde 2C3T1, 2C3T2 ve 2C2T1
izolatlarinin tiim NaCl ortamlarinda gelismedigi belirlenmistir. Ek olarak %10 ve %11,62
NaCl ortaminda 2C9T2, 2K3T2, 2C2T2, 2K7, 2K13, 2K6T1, 2K10T2, 1K10, 1K7, 1C3T7,
1C4T2, 1CIT2 ve 1C2T1’de iireme goriilmezken diger tiim izolatlarda iireme tespit
edilmistir (Tablo 15, Sekil 19).

Tablo 15

izolatlarin NaCl toleranslarimin belirlenmesi
Kod %1 %2,5 %5 %7,5 %10 %11,62

NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

2C3 T1 - - - - - -
2C3 T2 - - - - - -
2C8 T2 + + + + + +
2K12 T2 + + + + + +
2K1T2 + + + + + +
2K8 T2 + + + + + +
2C2 Tl - - - - - -
2K8T1 + + + + + +
2K2 T1 + + + + + +
2C4T1 + + + + + +
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Tablo 15’in devami

Kod %1 %2,5 %5 %7,5 %10 %011,62
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
2K4T1 + + + + + +
2C1T1 + + + + + +
2C4 T2 + + + + + +
2K11T1 + + + + + +
2C7T1 + + + + + +
2K1T1 + + + + + +
2C8T1 + + + + + +
2K12 + + + + + +
2K9 + + + + + +
2C7 T2 + + + + + +
2C9 T2 + + + + - -
2K5T1 + + + + + +
2K3 T2 + + + + + -
2K3 T1 + + + + + +
2C5T1 + + + + + +
2K11 T2 + + + + + +
2K7 + + - - - -
2C2 T2 + + + = 3 -
2K4 T2 + + + + + +
2K13 + + + - - -
2C9T1 + + + + + +
2K6 T1 + + + = = =
2K10T1 + + + + + +
2C5 T2 + + + + + +
2C6T1 + + + + + +
2K2 T2 + + + + + +
2K10 T2 + + + + + -
2K6 T2 + + + + + +
2K14 + + + + + +
2C6 T2 + + + + + +
1K9 + + + + + +
1K5 + + + + + +
1K10 + + + + - -
1K4 + + + + + +
1K6 + + + + + +
1K3 + + + + + +
1K2 + + + + + +
1K7 + + + + - -
1K8 + + + + + +
1K11T1 + + + + + +
1K1 + + + + + +
1K3 + + + + + +
1C2 T2 + + + + + +
1C3T1 + - - - - -
1C3 T2 + + + + + +
1C4T1 + + + + + +
1C1T1 - + + + + +
1C4 T2 + - + + - -
1C1 T2 - + + - - -
1C2 T1 + + + + - R

(- : Ureme yok, + : Ureme var)
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Sekil 19. izolatlarin tuz tolerans kapasitelerin belirlenmesini ait goriintiiler.

4.2.3. Bakterilerin PGPR Olma Ozelliklerinin Belirlenmesi

[zole edilen bakterilerin PGPR olma 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla fosfor
¢ozme, azot fikse etme kapasiteleri, ACC deaminaz enzim aktiviteleri, IAA ve siderofor
tiretme kapasiteleri belirlenerek Tablo 16’de sunulmustur. EK olarak bakterilerin potasyum
cozme kapasitelerini belirlenmesi ile ilgili analizden sonu¢ alinamamistir. Diger yandan,
izolatlarin fosfor ¢6zme kapasitesi incelendiginde 18 tanesi (2C2T2, 2K 14, 1K11T1, 1KS8,
2K11T2, 1C4T1, 2K7, 1K10, 1C4T2, 1C1T2, 1IK11T1, 2K2T2, 1CITI1, 1K3, 2K4T2, 1K4,
2K3T1, 2C6T2) negatif olarak degerlendirilirken 42 tanesinin fosfor ¢c6zme kapasitesinin
pozitif oldugu belirlenmistir (Tablo 16, Sekil 20). Siderofor iiretme kapasitelerinin
belirlenmesi igin, igeriginde demir bulunan CAS agarda, iirettikleri siderofor ile olusan
rengin zon ¢apt hesaplanarak degerlendirilmistir (Tablo 16, Sekil 20). Bu baglamda 49 tane
izolatin siderofor iiretimi negatif, 11 tane izolatin ise pozitif olarak belirlenirken 6zellikle 24
mm zon ¢ap1 ile 2K 10T2 ve T1 kodlu izolat en yiiksek siderofor iirettigi belirlenmistir. ACC
deaminaz enzim aktivitesi incelendiginde 13 tanesinin (1C2T1, 1K9, 1K7, 2C4T1, 2C7T2,
1K2, 1K3, 1K11, 2¢C5T2, 2K2T2, 1C1T1, 1K4, 2K3T1) negatif oldugu 47 tanesinin ise
pozitif oldugu belirlenmistir (Tablo 16). Azot fikse eden izolatlar1 belirlemek i¢in azotsuz
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stvi besi ortaminda inkiibasyona birakilan izolatlardan 4 tanesi (1C2T1, 2K6T2, 1C3TI,
2K 10) negatif olarak belirlenirken geriye kalan tiim izolatlarin azotu fikse ettikleri tespit
edilmistir (Tablo 16, Sekil 21). Bakterilerin IAA iiretim miktarlarini belirlemek igin triptofan
iceren nutrient broth ortamina inkiibasyona birakilarak Salkowski ayiraci ile pembe-kirmizi
renk degisimi olan izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 22). Ek olarak izolatlarin
530 nm’de IAA miktarlari incelendiginde en yiiksek 2K10, 2C6 ve 1C1 izolatlarinin sirasiyla
75,0, 78,0 ve 83,5 (g ml™) oldugu tespit edilmistir (Tablo 16).

Tablo 16

zolatlarin PGPR olma 6zellikleri

' NBRIP (mm) (%Arﬁ) ACC Fiksl,l_z\ai())/gnu IAA (ng ml?)

1zolat : —

odu (Z::Ir:l Kg;;?' Egime g:;l Ureme Ureme 530 nm

Katsayisi

2K10 T2 12 7 2,71 24 + + 75,0
207 T1 12 8 1,50 ; + . 5,8
2K6 T1 11 6 1,83 - + + 9,0
1K5 10 5 2,00 - + + 15,2
2K5T1 9 5 1,80 - + + 23,1
2C1T1 8 5 1,60 ; + + 737
202 T1 15 6 2,50 - + + 20,4
1K1 67 62 1,08 - + + 26,5
1C3 T2 15 12 1,25 - + + 249
2K8 T1 31 25 1,24 - + + 21,7
1C2T1 18 12 1,50 - - - 8,4
2K12 T2 25 14 1,79 - + + 33,2
2K3 T2 15 6 2,50 23 + + 23,7
2C6T1 10 5 1,80 - + + 61,5
1C2 T2 13 8 1,63 - + + 7,0
2C3T1 12 10 1,20 20 + + 23,7
2K9 17 15 1,13 20 + + 28,2
2K4T1 43 36 1,19 - + + 23,2
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Tablo 16’nin devami

| NBRIP (mm) (anmS) ACC Fiksﬁé;’/;nu TAA (ug ml?)

Izolat : -

odu é:gl K(?;%TI (F,‘toiime é:::l Ureme Ureme 530 nm

Katsayisi

2C8T1 15 12 1,25 + + 22,7
2C5T1 27 20 1,35 - + + 27,6
1K9 13 8 1,63 - - + 8,0
2C9 T2 52 46 1,13 23 + + 22,8
2C4 T2 28 19 1,47 - + + 24,9
1K7 33 31 1,06 - - + 7,5
2C4T1 15 13 1,15 - - + 6,0
2K8 T2 11 8 1,38 17 + + 22,4
2C8 T2 10 7 1,43 - + + 20,4
2K6 T2 15 11 1,36 - + - 24,3
2C2 T2 - 4 - - + + 40,4
2K14 - - - 18 + + 24,3
1C3T1 13 9 1,44 - + - 20,0
2K10 T1 27 25 1,08 24 + + 66,6
2C7 T2 16 14 1,14 - - + 5,4
2K12 23 18 1,28 - + + 41,2
1K2 10 8 1,25 - - + 6,0
1K3 12 18 0,67 - - + 7,6
2C3 T2 13 11 1,18 - - + 5,8
2K2T1 8 7 1,14 - + + 23,3
1K11T1 - 7 - - - + 7,0
1K6 18 16 1,13 19 + + 25,7
1K8 - - - - + + 58
2K11 T2 - - - - + + 21,8
1C4 T1 - - - 4 + + 6,4
2K7 - - - - + + 4,9
1K10 - - - - + - 7,5
2C5 T2 12 7 1,71 - - + 5,6
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Tablo 16’nin devami

CAS

Azot

. NBRIP (mm) (mm) ACC Fiksasyonu TIAA (ug ml?)

Izolat

oM Zon Kol (RC N Grme  Oreme  saomm

Katsayisi

1C4 T2 - - - - + + 15,2
1C1 T2 - 5 - - + + 83,5
2K1T1 10 8 1,25 - + + 3,6
2K11T1 - 10 - - + + 21,8
2K1 T2 9 7 1,29 - + + 25,0
2K2 T2 - - - - - + 53
1IC1 Tl - 6 - - - + 8,9
2K13 19 16 1,19 - + + 28,6
209 T1 14 11 1,27 - + + 15,7
1K3 - 5 - - + + 7,6
2K4 T2 - 5 - - + + 22,3
1K4 - 5 - - - + 3,6
2K3T1 - - - 2 - + 5,8
2C6 T2 14 10 1,27 23 + + 78,0

Sekil 20. Izolatlarin azot fiksasyonu (A) ve CAS agarda siderofor iiretimi (B).

76



Sekil 21. Izolatlarn NBRIP besi ortaminda fosfor iiretimi.

Kor
“‘l. o W W
‘ |

Sekil 22. izolatlarin IAA iiretim miktarlaridaki renk degisimi.
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Calisilacak bakterilerin PGPR olma kapasiteleri incelendikten sonra 60 izolatin
fosfor ¢cozme, azot fikse etme, ACC deaminaz enzim aktiviteleri, IAA ve siderofor iiretme
kapasiteleri dikkate alinarak ve 300 mM NaCl’ deki tuz toleranslar tekrar incelenmistir. Bu
baglamda en iyi ireyen 2K14, 2K9, 2C6T2, 1K6, 2K10T2 ve 2K1T1 kodlu 6 izolat arpa
tohumlarina inokiilasyonu ile 6n denemeler gergeklestirilmesine ve 16S rDNA dizi analizine

bu izolatlarin gonderilmesine karar verilmistir.

4.2.4. Bakterilerin 16S rDNA Dizi Analizi

Canakkale ili topraklarindan izole edilen bakteri 6rneklerinden 16S rDNA primerleri
kullanilarak ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin jel goriintiileri (Sekil 23) ve bu ¢ogaltilan bdlgelerin
dizi analizinden elde edilen baz siralarinin NCBI BLAST veri tabaninda gergeklestirilen
karsilagtirmali yorumlarindan ortaya c¢ikan tani sonuglari, Tablo 17°de sunulmustur.
Calismamizda Canakkale Lapseki kiy1 zonu ve Cardak Lagiinii’'nden alinan toprak
orneklerinden izole edilen 60 bakterinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve PGPR olma
ozellikleri arastirildiktan sonra secilen 6 izolatin 16S rDNA gen dizi analizleri NCBI,
BLAST uygulamasi kullanilarak 2K 14 izolati Halomonas sp. QNSJ1 ile, 2K9 izolat1 B.
thuringiensis SIRB2, 2C6T2 izolati M. luteus ile, 1K6 izolat1 S. aureus IMBL 3.3 ile,
2K10T2 B. nealsonii LE3 ve 2K1T1’ de B. cereus CUNG ile benzer olduklar1 GenBank
erisim numaralari1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 17°de sunulmustur. Diger yandan Gupta vd.
(2020), yaptiklar1 ¢alismada B. nealsonii tiiriiniin yakin zamanda Niallia cinsine aktarildigi
ve tir admm N. nealsonii olarak degistirildigini bildirilmistir. Ancak bu tiir ile
gerceklestirilen son bir aragtirmada (Pandey vd., 2023) mevcut ismin kullanilmaya devam
ettigi belirlenmistir. Bu nedenle tez ¢alismasi igin arastirmalara B. nealsonii olarak devam
edilmistir. Zaten, Bacillus taksonomik iligkileri inceleyen g¢alismalarda monofiletik dal
olarak tanimlanmis olsa dahi filogenetik olarak bu tez ¢alismasinda B. nealsonii benzer
bulunmustur. Diger yandan molekiiler evrim genetik analizi adinda MEGA progranmi

kullanilarak filogenetik agac¢ Sekil 24’te sunulmustur.
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Sekil 23. 16S rDNA PCR iiriinleri jel goriintiisii.

Tablo 17

Bakteri izolatlarin 16S rRNA dizilimine gére molekiiler tanimlanmasi

Ié:)):jaut Benzerlik Gosterdigi Tiir Benzel(‘(l);g & Erisim Numarasi
2K14 Halomonas sp. QNSJ1 100 FJ384462.1
2K9 Bacillus thuringiensis SIRB2 100 MT510408.1
2C6T2 Micrococcus luteus SKMLO57 100 CP101465.1
1K6 Staphylococcus aureus IMBL 3.3 93,82 JX844641.1
2K10T2 Bacillus nealsonii LE3 100 MT279461.1
2K1T1 Bacillus cereus CUNG6 100 MH997515.1
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Bacillus nealsonii strain LE3

Halomonas sp. strain QNSJ1

Bacillus thuringiensis strain SIRB2

Staphylococcus aureus strain IMBL 3.3

Micrococcus luteus strain SKMLOST

0.05

Sekil 24. Mega yontemi kullanilarak 16S rRNA sekans sonuglari ile olusturulan filogenetik
agac.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular ile birlikte PGPR olma kapasiteleri ve tiim
literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde ve 6 izolat ile gerceklestirilen 6n denemenin fizyolojik
ve biyokimyasal sonuglar1 yorumlandiginda esas tez ¢alisma igin M. luteus SKMLO057 ve B.
nealsonii LE3 bakterilerinin tuz stresi (0, 100, 300 mM NaCl) altindaki H. vulgare ve H.
marinum tohumlarina inokiilasyonu ile elde edilen fizyolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar

sunulmustur.

4.3. Fizyolojik Analizler
4.3.1. Kok-Govde Uzunlugu

M. luteus (ML) inokiilasyonu tuz uygulanmayan grupta (0 mM NaCl) H.
marinum’un gévde uzunlugunu kontrole kiyasla %11 arttirirken, 100 ve 300 mM NaCl
uygulamalarinda ise sirasiyla %10 ve %18 azaltmistir. B. nealsonii (BN) inokiilasyonu ise

kontrole kiyasla tuz igermeyen grupta govde uzunlugunda anlamli bir degisime neden
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olmamistir. Diger yandan, 100 mM NaCl uygulamasinda govde uzunlugunu %2

arttirmasina ragmen 300 mM NaCl uygulamasinda %5 azaltmistir.

Tuz stresine dayanikli ¢esit Ocak’ta ise govde uzunlugu ML uygulamasiyla 0 mM
NaCl grubunda %2 artan gévde uzunlugu 100 ve 300 mM NaCl uygulamalarinda %6 artisa
neden olmustur. BN uygulamasi ise tuz igermeyen grupta gévde uzunlugunu kontrole
kiyasla %9 azaltirken, 100 mM NaCl grubunda %6 azalmis 300 mM NaCl uygulamasinda

ise herhangi bir degisime neden olmamustir.

Tuzluluga hassas ¢esit olan /nce-04’te gévde uzunlugu ML uygulamasiyla 0, 100 ve
300 mM NaCl stresi altinda kontrole kiyasla sirastyla %2, %7 ve %19 artmistir. Benzer
sekilde BN uygulamasi ise kontrole kiyasla 100 ve 300 mM NaCl stresi altinda govde
uzunlugunu sirastyla %2 ve %4 arttirmistir. Ancak BN uygulamasi tuz igermeyen grupta ise

govde uzunlugunu %4 azaltmistir (Sekil 25).
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~ ght i fgh J
’5‘] ef  def 4o 4e de[Joef
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5 abcoabc  P° ab ¢ . be
< 20 1
>
0
&}
10 A
0
0mM | 100 mM | 300mM | 0mM | 100 mM | 300mM | 0mM | 100 mM | 300 mM
H. marinum H. vulgare cv. Ocak H. vulgare cv. Ince-04

Sekil 25. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalariin gévde uzunlugu iizerine etkisi (Grafik {izerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

H. marinum’da kok uzunluklariin tiim tuz konsantrasyonlarinda her iki bakteri

inokiilasyonu ile anlamli bir degisim gostermedigi belirlenmistir. Kok uzunlugu 0 mM NaCl
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grubunda ML uygulamasiyla kontrole kiyasla %11 artarken, 100 mM NaCl ve 300 mM NaCl

gruplarinda tim uygulamalar ile kok uzunlugu %2-6 azalmistir.

Ocak ¢esidinde ML uygulamast 0 mM NaCl grubunda kdk uzunlugunu anlamli
sekilde %22 arttirmasina ragmen, diger tuz stresi konsantrasyonlarinda kdk uzunlugunu
anlamli sekilde degistirmedigi belirlenmistir. BN uygulamasi ise kok uzunlugunu bu ¢esitte
0 mM NaCl grubunda anlamli sekilde %35 arttirmis, ancak 100 ve 300 mM NaCl

konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla sirastyla %16 ve %14 azaltmustir.

Ince-04 gesidinde ise kok uzunluklar1 ML uygulamas ile 0, 100 ve 300 mM NaCl
gruplarinda anlamli sekilde sirasiyla %10, %17 ve %12 artmistir. Buna zit sekilde BN
uygulamasi ise kontrole kiyasla. 0, 100 ve 300 mM NaCl gruplarinda sirasiyla kok
uzunluklarini anlamli sekilde %4, %2 ve %4 azaltmistir (Sekil 26).
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H. marinum

H. vulgare cv. Ocak H. vulgare cv. ince-04

Sekil 26. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarimin kok uzunlugu iizerine etkisi (Grafik {izerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.3.2. Yas ve Kuru Agirhk

H. marinum da her iki bakterinin inokiilasyon uygulamasinin yas agirlikta kontrole

kiyasla anlamli bir degisime neden olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, yas agirlik O
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mM NaCl grubunda ML inokiilasyonu ile kontrole kiyasla %22 artarken, 100 ve 300 mM
NaCl gruplarinda sirastyla %17 ve %36 azalmistir. Diger yandan, BN inokiilasyonu ise 0 ve
300 mM NaCl gruplarinda yas agirligi %14 azaltirken 100 mM NaCl grubunda %4

arttirmistir.

Tuza dayanikli olan Ocak ¢esidinde ise yas agirlik 300 mM NaCl grubunda ML
inokiilasyonuyla anlamli degisim gostermezken, 0 ve 100 mM NaCl gruplarinda yas agirlig
sirastyla %28 ve %17 arttirmistir. BN inokiilasyonu ise bu ¢esitte yas agirligi sadece 100 ve
300 mM NacCl gruplarinda sirastyla %25 ve %9 arttirmistir.

Diger tuz gruplarmnin tersine /nce-04 gesidinde sadece 0 mM NaCl grubunda her iki
bakterinin inokiilasyonu yas agirhigi azaltmistir. Bununla birlikte, artan tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak yas agirhk ML inokiilasyonu ile %7-18, BN
inokiilasyonuyla %12-24 artmustir (Sekil 27).
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Sekil 27. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin yas agirlik {izerine etkileri (Grafik tizerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

H. marinum da 0 mM NaCl grubunda ML uygulamasi ile kuru agirlik kontrole
kiyasla dramatik sekilde %40 artmistir. Buna zit sekilde, 100 ve 300 mM NaCl gruplarinda
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sirasiyla %19 ve %34 azalmistir. BN inokiilasyonu ise artan tuz konsantrasyonlarina bagl

olarak kuru agirligi %9—15 azaltmistir.

ML inokiilasyonu Ocak gesidinde tiim tuz stres gruplarinda kuru agirligi kontrole
kiyasla anlamli sekilde arttirmistir. Buna gore 0, 100 ve 300 mM NaCl gruplarinda kuru
agirliktaki artislar sirastyla %12, %15 ve %18 olarak belirlenmistir. BN inokiilasyonu ise
ozellikle 300 mM NaCl grubunda kuru agirlig1 %23 arttirirken diger gruplarda anlaml bir

degisim belirlenmemistir.

Tuza hassas cesit Ince-04’te kuru agirlik 0 mM NaCl grubunda ML inoklasyonu ile
%7 azalmistir. Buna zit sekilde100 ve 300 mM NaCl grubunda ise kontrole kiyasla sirasiyla
% 15 ve %24 arttirmistir. Benzer sekilde BN inokiilasyonu 100 ve 300 mM NacCl gruplarinda
kuru agirhigi kontrole kiyasla sirasiyla %8 ve %23 arttirmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. fnce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarmin kuru agirlik {izerine etkileri (Grafik iizerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.3.3. Biyokiitle

H. marinum da her iki bakterinin inokiilasyon uygulamasiin biyokiitlede kontrole
kiyasla anlamli bir degisime neden olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, ML

inokiilasyonu H. marinum da biyokiitleyi 0, 100 ve 300 mM NaCl stresgruplarinda sirasiyla
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%44, %9 ve %3 arttirmistir. BN inokiilasyonu ise 0 mM NaCl’de biyokiitleyi % 4 arttirsa

da diger tuz konsantrasyonlarinda %10 azaltmistir .

Benzer sekilde, Ocak ¢esidinin de OmM NaCl grubunda her iki bakteri inokiilasyonu
biyokiitlede anlamli bir degisime neden olmamistir. ML inokiilasyonu diger
konsanstrasyonlarda da anlamli bir degisime neden olmazken, BN inokiilasyonu artan tuz

konsantrasyonuna paralel sekilde biyokiitleyi bu ¢esitte %8-16 azaltmustir.

Ince-04’te ise biyokiitle 0 ve 100 mM NaCl gruplarinda her iki bakteri
inokiilasyonuyla anlamli degisim gostermemistir. Buna zit sekilde, 300 mM NaCl
uygulamasinda her iki bakteri inokiilasyonu bu c¢esidin biyokiitlesini anlamli sekilde
artirmistir. Bu artiglar ML ve BN inokiilasyonu icin sirasiyla %16 ve %14 olarak
belirlenmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin biyokiitleye lizerine etkileri (Grafik iizerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.3.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Histokimyasal Belirlenmesi

H. marinum ve H. vulgare cesitlerinin yaprak dokularinda basglica ROT’leri olarak

H20, ve Oz birikimi histokimyasal boyama ydntemiyle belirlenmistir (Sekil 30). Tuz
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stresinin artmasiyla yaprak dokularmnda koyu kahverengi lekelenmeler H202 birikimini
gdstermektedir. Bu baglamda hem Ocak ¢esidi hem de /nce-04 gesidinde kontrole kiyasla
ML uygulamasinda 100 ve 200 mM NaClI de koyu kahve rengi lekelenmelerin azaldig:
belirlenmistir. Diger yandan artan tuz stresiyle mavi lekelerin olusmas1 Oy birikiminin
gostergesidir. Ozellikle 100 ve 300 mM NaCl de kontrole kiysla Ocak g¢esidinde ML
uygulamasi, fnce-04 gesidinde ise BN uygulamasi Oy birikimin géstergesi olan koyu mavi

lekelenmelerin azaldigi belirlenmistir (Sekil 30).

Hordeum marinum

Histochemical determination of hydrogen peroxide (H,0,) Histochemical determination of superoxide anion (0,")

CONTROL ML BN CONTROL ML BN

Hordeum vulgare cv. Ocak
Histochemical determination of hydrogen peroxide (H,0,) Histochemical determination of superoxide anion (O;")

0 100 300 0 100 300 0 100 300 0 100 300 0 100 300 0 100 300

Sekil 30. Tuz stresi (0, 100 ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum, H.
vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin H20, ve Oy birikiminin histokimyasal belirlenmesi.
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Sekil 30’un devami

Hordeum vulgare cv. Ince-04
Histochemical determination of hydrogen peroxide (H,0,) Histochemical determination of superoxide anion (0,")

CONTROL ML BN CONTROL ML BN

Sekil 30. Tuz stresi (0, 100 ve 300 mM NacCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum, H.
vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin H20, ve O birikiminin histokimyasal belirlenmesi.

4.4. Biyokimyasal Analizler
4.4.1. Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Toplam protein igerigi H. marinum’ da 300 mM NaCl grubundaki BN inokiilasyonu
disindaki tiim konsantrasyonlarda her iki bakteri inokiilasyonuyla birlikte anlamli sekilde
artmistir. Buna gore, ML uygulamasi artan tuz konsantrasyonlarinda protein miktarini
sirastyla %62, %12 ve %35 arttirmigtir. BN inokiilasyonu ise 0 ve 100 mM NaCl

gruplarindaprotein icerigini sirastyla %26 ve %24 arttirmistir.

Ocak ¢esidinde ise ML inokiilasyonu tiim tuz konsantrasyonlarinda protein igerigini
azaltmistir. Bu azalislar artan tuz konsantrasyonlarina paralel sekilde sirastyla % 4, %13 ve
%12 olarak belirlenmistir. BN inokiilasyonu 0 mM NaCl grubunda protein igerigini %23
arttirmistir. 100 mM NaCl grubunda anlamli bir degisim olmazken 300 mM NaCl’de ise

protein igerigini %16 arttirdig1 belirlenmistir.

Tuza duyarli Ince-04’ te toplam protein igeriginin ML inokiilasyonuyla sadece 100
mM NaCl grubunda ¢arpici sekilde %70 artmistir. Bunun aksine, diger tuz stresi gruplarinda
ise %16-23 azaldig1 belirlenmistir. BN inokiilasyonu ise 0 mM NaCl grubunda protein
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icerigini %13 azaltsa da, 100 ve 300 mM NaCl gruplarinda sirastyla %37 ve %12 arttirmistir
(Sekil 31).
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Sekil 31. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H.
marinum, H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN
(Bacillus nealsonii) uygulamalarinin toplam protein miktari tizerine etkileri (Grafik tizerinde

yer alan harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.4.2. Pigment Miktarinin Belirlenmesi

Kl-a miktar1 H. marinum’ da 0 mM ve 100 mM NaCl gruplarinda kontrole kiyasla
her iki bakteri inokiilasyonuyla %1-11 azalmistir. Diger yandan, 300 mM NaCl grubunda
ML ve BN inokiilasyonlar1 Kl-a miktarini sirasiyla %17 ve %20 arttirmistir.

Her iki bakteri inokiilasyonuyla Ocak ¢esidinde 0 mM, 100 mM ve 300 mM NacCl
gruplarinin tiimiinde Kl-a miktar1 kontrole kiyasla anlamli sekilde azalmistir. Bakteri
inokiilasyonlarmin Kl-a miktarin1 diger gruplara kiyasla en ¢ok 100 mM NaCl grubunda
azalttig1 belirlenmistir. Bu azalislar ML ve BN inokiilasyonu i¢in sirasiyla %22 ve %32

olarak belirlenmistir.

Ince-04’ te Kl-a miktar1 0 mM NaCl grubunda her iki uygulama ile %7-8 azalmistir.
100 mM ve 300 mM NaCl gruplarinda ise sadece BN inokiilasyonuyla 100 ve 300 mM
NaCl gruplarinda %11 arttig1 belirlenmistir.

88



ML ve BN inokiilasyonlarinin KI-b miktarini halofit H. marinum haricindeki tiim
¢esit ve tiim tuz stresi gruplarinda kontrole kiyasla azalttigi belirlenmistir. Buna gore, H.
marinum’un diger tuz konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim bulunmazken, 300 mM

NaCl grubunda ML ve BN inokiilasyonlar1 KI-b miktarini sirasiyla %3 ve %52 arttirmistir.

Benzer sekilde, ML ve BN inokiilasyonlarinin karotenoid miktarin1 halofit H.
marinum haricindeki tiim ¢esit ve tiim tuz stresi gruplarinda kontrole kiyasla azalttigi
belirlenmistir. Buna goére, H. marinum’un sadece 300 mM NaCl grubunda ML ve BN
inokiilasyonlar1 karotenoid miktarin1 sirasiyla %21 ve %37 arttirmistir. Ek olarak,
karotenoid miktar1 Ocak ¢esidinde bakteri inokiilasyonlariyla artan tuz konsantrasyonlarina
paralel sekilde kademeli olarak azalirken, Ince-04 cesidinde kontrole kiyasla anlamli bir

degisim gostermemistir.

H. marinum’ da toplam klorofil miktar: artan tuz stresiyle birlikte her iki bakteri
inokiilasyonuyla tiim gruplarda kontrole kiyasla anlamli bir degisim bulunmamistir. Bununla
birlikte, sadece BN inokiilasyonu 300 mM NaCl grubunda toplam klorofil miktarini %25

arttirmistir.

Tuza dayanikli Ocak ¢esidinde toplam klorofil miktart ML inokiilasyonuyla O ve 300
mM NaCl gruplarinda kontrole kiyasla sirasiyla %24 ve %10 artarken, 100 mM NaCl
grubunda degismemistir. BN inokiilasyonu ise bu ¢esidin toplam klorofil miktarini 0 ve 300
mM NaCl gruplarinda sirasiyla %15 ve %2 attirmig, ancak 100 mM NaCl grubunda %12

azaltmistir.

Tuza duyarl [nce-04 ¢esidinde ise toplam klorofil miktar: 0 mM NaCl grubunda tiim
uygulamalar ile azalirken, 100 mM NaCl grubunda kontrole kiyasla anlamli bir degisim
belirlenmemistir. Diger yandan, 300 mM NaCl grubunda her iki bakteri inokiilasyonu ile

toplam klorofil miktar1 %11 oraninda artmustir (Sekil 32)
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Sekil 32. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarmin pigment miktarina (A: Klorofil-a, B: Klorofil-b, C: karotenoid,
D: Toplam Kklorofi) etkileri (Grafik {izerinde yer alan harfler ortalamalar arasindaki
anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).
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Sekil 32°nin devami
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Sekil 32. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarmin pigment miktarina (A: Klorofil-a, B: Klorofil-b, C: karotenoid,
D: Toplam Kklorofi) etkileri (Grafik lizerinde yer alan harfler ortalamalar arasindaki

anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.4.3. Hiicre Zan Gegirgenligi (HZG)

H. marinum’ da ML inokiilasyonunun artan tuz stresine paralel sekilde HZG’yi
strastyla %7, %19 ve %16 azalttig1 belirlenmistir. BN inokiilasyonu ise bu tiirde HZG’yi

yine sirastyla %7, %6 ve %11 azaltmigtir.

Tuza dayanikli Ocak ¢esidinde 0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl gruplarinda ML
inokiilasyonuyla HZG miktar1 kontrole kiyasla sirasiyla %34, %29 ve %8 azalmistir. Diger
yandan BN inokiilasyonu 0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl gruplarinda HZG’yi kontrole
kiyasla sirasiyla %18, %22 ve %7 azalmistir.

Tuza hassas [nce-04 gesidinde ML inokiilasyonu 0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl
gruplarinda HZG’y1 kontrole kiyasla sirasiyla %26, %55 ve %51 azaltmistir. Benzer sekilde
BN inokiilasyonu da 0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl gruplarinda HZG’yi kontrole kiyasla
sirastyla %12, %23 ve %27 azalttig1 belirlenmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarmin hiicre zar1 gegirgenligine etkisi (Grafik {izerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.4.4. Hidrojen Peroksit (H202) Miktari

H. marinum’da artan tuz stresi konsantrasyonuna paralel sekilde H>O> miktarinin
azaldig1 belirlenmistir. Ozellikle 0 mM NaCl grubunda her iki bakteri uygulamas: ile H20;
miktar1 azalirken, 300 mM NaCl grubunda ise ML ve BN uygulamalari ile kontrole kiyasla
stirastyla %12 ve %13 azalmistir. Bununla birlikte, bakteri inokiilasyonlar1 her bir tuz stresi

grubu igerisinde kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir.

Ocak ¢esidinde H202 miktart ML inokiilasyonu ile artan tuz konsantrasyonlarina
paralel sekilde sirasiyla %37, %32 ve %16 azalmistir. Diger yandan BN inokiilasyonu ise

tlim tuz stresi gruplarinda kontrole kiyasla anlamli bir degisime sahip bulunmamustir.

Tuza hassas Ince-04 cesidinde ise her iki bakteri inokiilasyonuyla H2O2 miktarin

kontrole kiyasla anlamli sekilde degistirmedigi saptanmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin hidrojen peroksit (H.O2) miktarina etkileri (Grafik iizerinde yer

alan harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.4.5. Lipit Peroksidasyon Miktar1 (TBARYS)

H. marinum’da TBARS miktarim 0 ve 100 mM NaCl gruplarinda her iki bakteri
inokiilasyonu ile kontrole kiyasla anlamli bir degisim gdostermedigi belirlenmistir. Bunlardan
farkli olarak 300 mM NaCl grubunda ise sadece BN inokiilasyonu lipit peroksidasyonu %20

azaltmustir.

Ocak ¢esidinde ise ML inokiilasyonu O ve 100 mM NaCl gruplarinda lipit
peroksidasyon miktarini kontrole kiyasla sirasiyla %37 ve %34 azaltmistir. Sasirtici sekilde,
300 mM NaCl grubunda ise %28 artmistir. Diger yandan, BN inokiilasyonu ile TBARS

miktarini artan tuz konsantrasyonlarina paralel sekilde sirasiyla %12, % 6 ve %7 azaltmistir.

Tuza duyarli /nce-04 gesidinde her iki bakteri inokiilasyonuyla TBARS miktari tiim
tuz stresi gruplarinda azalmistir. Buna gore, ML inokiilasyonuyla lipit peroksidasyon artan
tuz konsantrasyonlarina paralel sekilde sirasiyla %26, %55 ve %68 olarak belirlenmistir. BN
inokiilasyonu ise lipit peroksidasyonu 0 ve 100 mM NaCl gruplarinda % 25, 300 mM NaCl
grubunda ise %42 azaltmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin lipit peroksidasyon (TBARS) miktarina etkileri (Grafik tizerinde

yer alan harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.4.6. Katalaz Aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6)

CAT aktivitesi H. marinum’da ML inokiilasyonu ile kontrole kiyasla artan tuz
konsantrasyonlarina paralel sekilde sirasiyla %20, %40 ve %49 azalmistir. BN
inokiilasyonu ise CAT aktivitesini artan tuz stresiyle kademeli sekilde sirasiyla %30, %62

ve %84 arttirmistir.

ML inokiilasyonu Ocak gesidinde CAT aktivitesini sadece 0 ve 100 mM NaCl
gruplarinda sirasiyla 3,2 kat ve %54 arttirmasina ragmen 300 mM NaCl grubunda %61
azalttig1 belirlenmistir. BN inokiilasyonu ise 0, 100 ve 300 mM NaCl gruplarinda CAT
aktivitesini sirasiyla 2.61 kat, %71 ve %43 arttirmistir.

Ince-04 cesidinde her iki bakteri inokiilasyonu CAT aktivitesini dramatik sekilde
arttimistir. Buna goére ML inokiilasyonu 0, 100 ve 300 mM NaCl gruplarinda kontrole
kiyasla CAT aktivitesini sirasityla % 67, % 82 ve % 48 arttirmistir. BN inokiilasyonu ise
kontrole kiyasla CAT aktivitelerini artan tuz konsantrasyonlaryla carpict sekilde 1.6 kat, 2.5
kat ve 9.1 kat arttirmigtir (Sekil 36).
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Sekil 36. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarmin katalaz aktivitesi (CAT) tizerine etkileri (Grafik tizerinde yer

alan harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

4.4.7. Peroksidaz Aktivitesi (POX; EC 1.11.1.7)

ML inokiilasyonu POX aktivitesini H. marinum’da 0, 100 ve 300 mM NacCl
gruplarinda kontrole kiyasla sirastyla %27, %30 ve %32 azaltmistir. Benzer sekilde BN
inokiilasyonu ise 0 ve 100 mM NaCl gruplarinda sirastyla %23 ve %11 azaltmistir. Ancak

300 mM NaCl grubunda POX aktivitesini %11 arttirmugtir.

Ocak ¢esidinde ML inokiilasyonuyla POX aktiviteleri tiim tuz konsantrasyonlarinda
kontrole kiyasla giiclii sekilde artmistir. Buna gore 0, 100 ve 300 mM NaCl gruplarindaki
artis sirastyla % 74, % 92 ve % 65°tir. BN inokiilasyonu ise POX aktivitelerini sirastyla %32,
%063 ve %3 arttirmistir.

Digerlerinin tersine, tuza hassas Ince-04’te ise ML inokiilasyonu tiim tuz
konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla azalmistir. Buna gore, 0, 100 ve 300 mM NaCl
gruplarindaki azalma sirasiyla % 35, %37 ve %55’tir. BN inokiilasyonu ise sadece 100 ml
grubunda POX aktivitesini %47 azaltmistir. Diger tuz konsantrasyonlarinda ise anlamli bir

degisim belirlenmemistir (Sekil 37).
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Sekil 37. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin peroksidaz aktivitesi lizerine etkileri (Grafik {izerinde yer alan

harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir).

Ek olarak, tez caligmasinda var olan kloroplast izolasyonu analizi doku yetersizligi
nedeniyle, analiz gergeklestirilmis olmasina ragmen basarili bir sonug elde edilememistir.

Bu nedenle tez ¢alismasinda sunulacak veriler elde edilememistir.

4.5. Izoenzim Profilleri
4.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) izoenzim Profili

Tuz stresi altindaki arpa tiirlerine (H. marinum, H. vulgare cv. Ocak ve H. vulgare
cv. Ince-04) ML ve BN inokiilasyonu ile total SOD aktivitesi elektroforetik ydntem ile
belirlenmistir. Buna gére H. marinum’da kontrol grubunda SOD aktivitesi 6zellikle 300 mM
NaCl ile %9 artmistir. ML ve BN inokiilasyonu ile SOD aktivitesini 6zellikle 300 mM NaCl

ile kontrole kiyasla %12 ve %28 azalmustir.

Ocak ¢esidinde ML inokiilasyonu SOD aktivitesinin artan tuz stresi ile artarken
ozellikle bu artis kontroliine kiyasla 300 mM NaCl’ de %24 belirlenmistir. BN inokiilasyonu
ise 100 ve 300 mM NaCl ile SOD aktivitesini 0 mM kiyasla sirasiyla %45 ve %95

arttirmigtir.
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Ince-04 cesidinde her iki bakteri inokiilasyonu SOD aktivitesini dramatik sekilde
arttirmigtir. Buna gére ML inokiilasyonu 0, 100 ve 300 mM NaCl ile kontrole kiyasla SOD
aktivitesini sirastyla % 30, % 20 ve % 10 arttirmistir. BN inokiilasyonu ise kontrole kiyasla
SOD aktivitelerini artan tuz konsantrasyonlarina paralel sekilde %21, %26 ve %45
arttirmustir (Sekil 38 ve Sekil 39).
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Sekil 38. Tuz stresi (0 mM mM, 100 ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin SOD izoenzim aktivitesine etkisi. Sonuglar ortalama =+ standart
hata olarak verilmistir. Grafik tizerinde yer alan harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik

diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir.

Tuz stresi altindaki arpa tiirlerine ML ve BN inokiilasyonu ile SOD izoenzimlerinin
seviyeleri incelendiginde H. marinumn ve H. vulgare cv. Ocak’ta SOD1 ve SOD2 izoenzimi
belirlenirken H. vulgare cv. [nce-04 gesidinde ise en yogun bant sadece SOD2 izoenzimi
oldugu tespit edilmistir (Tablo 18). H. marinum’da 300 mM NaCl’de SOD1, SOD?2 sirasiyla
%77,9, %275,4 oraninda belirlenirken BN inokiilasyonu ile 300 mM NaCl’de SOD1, SOD2
sirastyla %172,9 %166,9 oraninda belirlenmistir. EK olarak H. marinum’da SOD1 kontrole
kiyasla 300 mM NaCl’de 2.1 kat arttig1 tespit edilmistir. Ocak ¢esidinde ML inokiilasyonu
ile 0 mM NaCl’de SOD1, SOD2 sirasiyla %108,9, %158,4 oraninda belirlenirken 300 mM
NaCl’de SOD1, SOD2 sirastyla %115,5, %309,8 olarak belirlenmistir. Ek olarak Ocak
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¢esidinde SOD2 izoenzimi kontrole kiyasla 300 mM NaCl’de 4 kat artis tespit edilmistir.
Ince-04 cesidinde ise SOD2 izoenzimi kontrole kiyasla 300 mM NaCl’de %136,2, ML
inokiilasyonu ile %149,8 ve BN inokiilasyonunda ise bu deger %197,8 oldugu tespit
edilmistir. EK olarak /nce-04’te bu artislar dzellille kontrole kiyasla ML inokiilasyonu ile
%10, BN inokiilasyonu ile %45 oldugu tespit edilmistir (Sekil 40, Tablo 18).

Tablo 18

H. marinum ve H. vulgare tiirlerinde SOD izoenzimlerinin aktivitesinde meydana gelen

(ylizde) degisimler
Cesit Grup NaCl SOD1 SOD2
0 mM 100 100
Kontrol | 100 mM nd 84,4+4,13
300mM | 77,9+7.84 | 275,4+18,49
0mM nd 92,1+31,30
H. marinum ML 100 mM nd 84,4+25,52
300 mM nd 95,54+5,31
0 mM nd 95,5+2,20
BN 100 mM nd 72,3+35,02
300mM | 172,9+7,83 | 166,9+7,68
0mM 100 100
Kontrol | 100 mM nd 106,8+10,10
300 mM nd 79,2+0,21
0mM 108,9+10,28 | 158,4+2.41
H. vulgare cv. Ocak ML 100 mM nd 94,9+12,07
300 mM | 115,5+9.,81 | 309,8+18.,22
0 mM nd 42.4+4.82
BN 100 mM nd 61,84+29,89
300 mM nd 82,7+7,07
0 mM nd 100
Kontrol | 100 mM nd 137,2+36,60
300 mM nd 136,2+16,83
0mM nd 129,9432,55
H. vulgare cv. ince-04 | ML | 100 mM nd 164,2+6,58
300 mM nd 149,8+12,12
0mM nd 120,8+34,56
BN 100 mM nd 173,0+20,35
300 mM nd 197,8430,32

nd: tespit edilmemis, sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Sekil 39. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,

H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin SOD izoenzim jel goriintileri (Her kuyucuk 45 ug/ulL protein

icermektedir. STD: 1 U bovine karacigeri SOD standarti).
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Hordeum marinum
Kontrol ML BN
0 mM NaCl 100 mM NaCl 300 mM NaCl (0 mM NaCl 100 mM NaCl 300 mMNaCl 0 mM NaCl 100 mMNaCl 300 mM NaCl
Hordeum vulgare cv. Ocak
Kontrol ML BN
0 mMNaCl 100 mM NaCl 300 mMNaCl 0 mM NaCl 100 mM NaCl 300 mM NaCl 0 mM NaCl 100 mM NaCl 300 mM NaCl
4 Yy
Hordeum vulgare cv. Ince-04
Kontrol ML BN
0mMNaCl 100 mM NaCl 300 mM NaCl 0 mM NaCl 100 mMNaCl 300 mM NaCl () mM NaCl 100 mM NaCl 300 mM NaCl
—> —> —» —> —» —» —> —»

Sekil 40. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,

H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin SOD izoenzim profilleri.

4.5.2. Peroksidaz (POX) izoenzim Profili

ML inokiilasyonu POX aktivitesini H. marinum’da 0, 100 ve 300 mM NacCl ile

kontrole kiyasla sirasiyla %30, %94 ve %60 artmistir. Benzer sekilde BN inokiilasyonu ise

0 ve 100 mM NaCl gruplarinda sirasiyla %93, %104 ve %25 artmustur.

Ocak ¢esidinde ML inokiilasyonuyla POX aktiviteleri 0 mM NaCl ile %39 azalirken,
100 mM NaCl’de degismemis ancak 300 mM ile %56 artmistir. Benzer sekilde, BN
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inokiilasyonu ise POX aktivitelerini 0 mM NaCl grubunda %14 azaltirken, 100 ve 300 mM
NaCl gruplarinda sirasiyla %13 ve %62 arttirmustir.

Tuza hassas /nce-04’te ise ML inokiilasyonu 0 mM NaCl grubundaki %58 artisa
ragmen diger tuz konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim gostermemistir. Buna zit sekilde,
BN inokiilasyonu ise sadece 100 ve 300 mM NaCl ile POX aktivitelerini sirasiyla %11 ve
%49 artmustir (Sekil 41 ve Sekil 42).

oKontrol
10,0 - BML

-d
ap abc a—da ab
|-}' r' | |—l | |
) |_I
00 mM

EBN

kel
o
1

d-f

6,0

40 4 &

2,0 A

POX Izoenzim ( U mg protein)

" 0mM |100mM|300mM 0mM |lOOmM|300mM 0mM |lOOmM|3

H. marinum H. vulgare cv. Ocak H. vulgare cv.ince-04

Sekil 41. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalariin POX izoenzim aktivitesine etkisi. Sonuglar ortalama =+ standart
hata olarak verilmistir. Grafik tizerinde yer alan harfler ortalamalar arasindaki anlamlilik

diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir.

Tuz stresi altindaki arpa tiirlerine ML ve BN inokiilasyonu ile POX izoenzimlerinin
seviyeleri incelendiginde H. marinum, H. vulgare cv. Ocak ve H. vulgare cv. Ince-04
cesitlerinde sirasiyla POX1, POX2, POX3 ve POX4 belirlenmistir (Tablo 19).
H.marinum’da 300 mM NaCl’de POX1, POX2, POX3 ve POX4 sirastyla %67,8, %181,4,
%192,5 ve %255,9 oraninda, ML inokiilasyonu ile POX1, POX3, POX4 sirastyla %112,6
%302,6 ve %316,8 oraninda ve BN inokiilasyonu ile 300 mM NaCl’de ise POX1, POX2,
POX3 sirasiyla %153,4, %218,0, %200,6 oraninda belirlenmistir. Ozellikle H. marinum’da
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kontrole kiyasla 100 mM NaCl’de POX1 %65, POX3 %57 ve POX4 %23 artis tespit
edilmistir. Diger yandan H. marinum’da en yogun bant POX1 kontrole kiyasla 300 mM
NaCl’de 2.2 kat arttig1 tespit edilmistir. Ek olarak H.marinum’da 300 mM NaCl’de kontrole
kiyasla POX1 ve POX3 her iki bakteri inokiilasyonunda ¢aligig1 belirlenmistir.

Ocak ¢esidinde 300 mM NaCl’de POX2, POX3 ve POX4 sirasiyla %49,5, %93,6 ve
%104,2 oraninda belirlenirken ML inokiilasyonu ile 300 mM NaCl’de POX2, POX3 ve
POX4 sirastyla %65,8, %129,1 ve %131,5 olarak belirlenmistir. Ek olarak Ocak ¢esidinde
hem ML inokiilasyonu hem de BN inokiilasyonu ile POX2 izoenzimi kontrole kiyasla 300
mM NaCl’de sirastyla %32 ve %35 arttig1 tespit edilmistir.

Ince-04 ¢esidinde 300 mM NaCl’de POX1, POX3 ve POX4 strastyla %94,7, %41,6
ve %164 oraninda belirlenirken ML inokiilasyonu ile sirasiyla %141,1, %96,3 ve %222
oraninda, BN inokiilasyonunda ise sirasiyla %144,9, 9%380,3 ve %?271,4 olarak
belirlenmistir. Ek olarak /nce-04 ¢esidinde POX1, POX3 ve POX4 izoenzimi kontrole
kiyasla 300 mM NaCl’de hem ML inokiilasyonu ile sirasiyla 1.3, 2.3 ve 1.4 kat arttg1 hem
de BN inokiilasyonu ile sirasiyla 1.6, 2.2 ve 1.5 kat arttig1 tespit edilmistir. (Sekil 43, Tablo
19).

Tablo 19

H. marinum ve H. vulgare tiirlerinde POX izoenzimlerinin aktivitesinde meydana gelen

(ylizde) degisimler
Cesit Grup NaCl POX1 POX2 POX3 POX4
0mM 100 100 100 100
Kontrol | 100 mM | 77,34£3,7 118,0£8,1 | 197,0£0,6 | 111,2+12,1
300mM | 67,847,6 | 181,4+37,4 | 192,4£18,6 | 255,948,7
0 mM 92,0£12,5 | 128,6£18,4 | 262,5+41,8 | 124,2+4,9
H. marinum ML 100 mM | 150,7+31,3 | 159,7+6,9 | 180,7+1,6 | 220,7+21,3
300 mM | 112,5+18,3 | 145,8+22,0 | 302,5+36,7 | 316,8+35,2
OmM | 114,6+11,8 | 216,748,7 | 223,6+16,8 | 228,4+20,9
BN 100 mM | 109,3£14,6 | 187,4+£2,0 | 199,3+£7,7 | 273,9+52,0
300 mM | 153,4+33,9 | 218,0+22,0 | 200,6£19,9 | 207,4+11,6
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Tablo 19’un devami

0 mM 100 100 100 100
Kontrol | 100 mM | 32,8+15,0 82,4+6,5 118,6+£55,0 | 106,7+9,1
300 MM | 3424225 | 49.4+11,2 | 93,6+25,6 | 104,2+7,1
omM | 31,6£12,1 | 54,6+4.4 | 74,8430,9 | 96,7+17.6
HC-V V‘g%:Le ML | 100mM | 31,0621 | 60445 | 116.6£72,5 | 1444217
' 300 mM | 30,7£12,0 | 65,7105 | 129,1£73,9 | 131,4+11,1
OmM | 45,7426,6 | 54,0:17,2 | 68,1432.4 | 106,9+5.4
BN 100 mM | 45,1723 | 24,7499 | 111,9+68,5 | 74,0+5,3
300mM | 42,5372 | 66,8+16,6 | 82,7421,4 | 93,349.6
0mM 100 100 100 100
Kontrol | 100 MM | 66,8+5,8 | 225.8+7,8 | 101,5+26,5 | 227,2+11,5
300 MM | 94,7+15,0 | 308,5£10,1 | 41,6£3,4 | 164,0+8,4
OmM | 175,9+37,3 | 598,5+38,0 | 140,1+45,4 | 199,7+4.6
H. vulgare ML | 100 mM | 171,7430,3 | 476,7+23,2 | 88,4+13,9 | 210,8+1,5
ov. Ince g 300 MM | 141,0£12,1 | 2758461 | 96.2+84 |221,9+11.9
OmM | 153,069,0 | 190,1+5,8 | 77.9+12,3 | 163,5+12,2
BN | 100mM | 177,0£1,1 | 454,0+7,7 | 84,4142 | 193,246,
300 MM | 144,8+1,9 | 380308 | 95,0+28,1 |271,4+15,8

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

H. marinum

Kontrol

ML

BN

0mM

100 mM 300 mM

o0mM

100mM 300 mM

omM

100mM 300 mM

=>POX1

=>POX2
—>POX3

=DPOX4

Sekil 42. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,

H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. fnce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin POX izoenzim jel goriintiileri (STD: 1 U POX standarti).
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Sekil 42°nin devami

H. vulgare cv. Ocak

Kontrol ML BN

STD 0mM 100mM 300mM| OmM 100mM 300mM | OmM 100 mM 300 mM

H. vulgare cv. Ince-04

Kontrol ML BN

OmM  100mM 300 mM 0mM 100mM 300mM| OmM 100mM 300 mM

Sekil 42. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin POX izoenzim jel goriintiileri (STD: 1 U POX standarti).
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Kontrol

ML
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300 mM NaCl
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0mM NaCl
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Hordeum vulgare cv. Ince-04

Kontrol

ML

BN

0 mMNaCl

100 mM NaCl

0 mMNaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

0 mMNaCl

100 mMNaCl

300 mMNaCl

!

Sekil 43. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,

H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin POX izoenzim profilleri.

4.5.3. Katalaz (CAT) izoenzim Profili

ML inokiilasyonu H. marinum’da artan tuz konsantrasyonlarina paralel sekilde CAT
aktivitelerini 0, 100 ve 300 mM NaCl ile sirasiyla %22, %44 ve %60 azaltmistir. Buna zit

sekilde BN inokiilasyonu ise CAT aktivitesini artan tuz stresiyle kademeli sekilde sirasiyla

%99, %69 ve %37 arttirmistir. Ocak gesidinde CAT aktivitesi protein yetersizligi nedeni ile

tespit edilememistir.
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Ince-04 gesidinde CAT aktivitesi 0-100 mM NaCl gruplarinda belirlenemezken, BN
inokiilasyonu ile CAT aktivitesi kontrole kiyasla 100 mM NaCl’de % 53 azalan aktivitenin
300 mM NacCl ile 5.1 kat arttig1 belirlenmistir. (Sekil 44, Sekil 45).

oKontrol
EML
1,0 - mBN
e
0,8 -
0,6

04

d
cd
c c bc
4 I ab
0,0 +

0mM |100mM|300mM 0mM |100mM|300mM 0mM |100mM|300mM

CAT Izoenzim ( U mg'! protein)

H. marinum H. vulgare cv. Ocak H. vulgare cv.ince-04

Sekil 44. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. /nce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin CAT izoenzim aktivitesine (A) etkisi ve jel goriintiisii (B) .
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Grafik iizerinde yer alan harfler

ortalamalar arasindaki anlamlilik diizeyini (p<0.05) ifade etmektedir.

Tuz stresi altindaki arpa tiirlerine ML ve BN inokiilasyonu ile CAT izoenzimlerinin
seviyeleri incelendiginde H. marinum ve H. vulgare cv. Ince-04 gesidinde CAT izoenzimi
belirlenmistir (Tablo 20). Diger yandan Ocak ¢esidinde protein miktar1 yeterli olmadigindan
dolayr CAT izoenzim bantlar1 belirgin olarak tespit edilememistir. Ek olarak Ince-04
cesdinde de kontrol ve ML gruplarinda CAT izoenzimi belirlenemezken, BN
inokiilasyonunda artan tuz konsantrasyonu ile sirastyla %111,4, %71,1 ve %510,9 olarak
tespit edilmistir. Ozellikle 300 mM NaCl’de kontrole kiyasla 4.6 kat arttig1 belirlenmistir.
Diger yandan H. marinum’da CAT izoenzimi 6zellikle 100 mM NaCl’de kontrol grubunda
%183,7, ML inokiilasyonu ile %102,9 ve BN inokiilasyonu ile %312,3 oldugu belirlenmistir.
Ek olarak H. marinum’da CAT izoenzimi kontrole kiyasla 300 NaCl’de yaklasik 2 kat artt1g1
belirlenmistir (Sekil 45, Tablo 20).
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Tablo 20

H. marinum ve H. vulgare tiirlerinde CAT izoenzimlerinin aktivitesinde meydana gelen

(ylizde) degisimler

Cesit Grup NaCl CAT
0mM 100
Kontrol | 100 mM 183,7+0,4
300 mM | 178,3+0,5
0mM 75,9+0,5
H. marinum ML 100 mM | 102,9+0,7
300 mM | 70,7+0,04
0mM 194,4+1,0
BN 100 mM | 312,3+0,7
300 mM | 246,0+1,8

0mM 100

Kontrol | 100 mM nd

300 mM nd

0mM nd

H. vulgare cv. Ocak ML 100 mM nd
300 mM nd

0mM nd

BN 100 mM nd

300 mM nd

0mM 100

Kontrol | 100 mM nd

300 mM nd

0mM nd

H. vulgare cv. Ince-04 ML 100 mM nd
300 mM nd

0 mM 111,4+1,0
BN 100 mM 71,1+0,3
300 mM | 510,9+23,0

nd: tespit edilmemis, sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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H. vulgare cv. Ocak

Kontrol
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BN

SID
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JmM  100mM
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H. vulgare cv. Ince-04

Kontrol

ML

BN

0mM

100mM 300 mM

0mM 100mM 300 mM
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100mM 300 mM

Sekil 45. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,
H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. fnce-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus
nealsonii) uygulamalarinin CAT izoenzim jel goriintiileri (STD: 1 U bovine karacigeri CAT
standartt).

108



Hordeum marinum

Kontrol

ML

BN

0 mM NaCl

100 mM NaCl

|

300 mM NaCl

0 mMNaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

)

0 mM NaCl

100 mMNaCl

300 mM NaCl

Hordeum vulgare cv. Ocak

Kontrol

ML

BN

0 mMNaCl

m—

100 mM NaCl

300 mM NaCl

|

0mM NaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

|

]

0mM NaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

Hordeum vulgare cv. Ince-04

Kontrol

ML

BN

0 mM NaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

0mMNaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

0 mMNaCl

100 mM NaCl

300 mM NaCl

-

\I7

Sekil 46. Tuz stresi (0 mM, 100 mM ve 300 mM NaCl) altindaki arpa tiirlerine (H. marinum,

H. vulgare cv. Ocak, H. vulgare cv. Ince-04) ML (Micrococcus luteus) ve BN (Bacillus

nealsonii) uygulamalarinin CAT izoenzim profilleri.

Tablo 21°de arpa tiirlerinin fizyolojik ve biyokimyasal parametreler arasindaki
korelasyon matriksi gosterilmistir. GU nun KU (r= 0.896, p<0.01), BK (r= 0.879, p<0.01),
YA (r=0.934, p<0.01) ve KA (r=0.899, p<0.01) ile pozitif korelasyonu bulunurken, H>O>
(r=-0.775, p<0.01), HZG (r= -0.263, p<0.01) ve TBARS (r= -0.806, p<0.01) ile negatif
korelasyon bulunmustur. Benzer sekilde KU’nun BK (r= 0.911, p<0.01), YA (r= 0.883,
p<0.01) ve KU (r= 0.907, p<0.01) ile pozitif korelasyonu bulunurken, H20, (r= -0.800,
p<0.01), HZG (r= -0.306, p<0.01) ve TBARS (r= -0.816, p<0.01) ile negatif korelasyon
oldugunu belirlenmistir. Ek olarak BK, YA ve KU da benzer korelasyon iliskisi tespit
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edilmistir (Tablo 19). Ancak Kla, Klb, Tkl ve Kar degiskenleri birbiriyle pozitif korelasyon

gosterirken diger parametrelerde onemli iliski olmadigi belirlenmistir. Ancak sadece Tkl ve

Kar’in SOD-izo (r=0.595, r=0.353 p<0.01) ile pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir.
Diger yandan POX aktivitesi H2O> (r= -0.257, p<0.05) ve HZG (r= -0.150, p<0.05) ile
negatif korelasyon oldugunu, CAT aktivitesinin ise CAT izoenzimi ile (r= 0.502, p<0.05)

pozitif korelasyon oldugu bulunmustur.

Tablo 21

H. marinum ve H. vulgare tiirlerinde fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin korelasyon

matriksi
GU KU BK YA KA Pro Kla Klh TKL Kar POX CAT  SODizo POXie CATHe  HO, HZG  TBARS
GU 1
KU 89 1
BK a797 m” 1
YA g7 8837 s 1
KA 8807 07" 930" 5437 1
Pro T 710" e85 8177 7947 1
Kla 0114 0098 0,040 0,099 0,069 0,033 1
KLh 0,023 0,005 0,095 0,056 0,063 148 636" 1
TK 0040 0066 0,019 0,016 0011 0,158 o9” 875" 1
Kar 0,122 L1260 0042 0,088 0,088 0,027 846" 840" 070" 1
POX 0,018 0,039 0,082 0,043 0,076 1037 0,137 a7’ 0,221 168" 1
CAT 0110 0170 0,086 0,001 0034 0,003 0,020 0,030 0,106 0,088 0,118 1
50D-izo 0244 45 M 271 0,148 0,125 3807 0,197 o5 3537 0064 0078 1
POXTz0 690" 672" TR+ B - 6977 0145 0,104 0,084 0134 0,129 0288 0,165 1
CAT-fzo 0,112 0,131 0,175 0,130 0,267 0,240 0286 0,202 04 0,318 502 87 0205 0,084 1
H,0, i -800" g1 8197 8347 67 0,131 0,079 0,005 0,097 257 0,069 0,204 616 007 1
HZG 263 306" 0,170 256 36 0,063 0,063 35 0,178 0,090 0,150 0,003 0,055 0,042 0,059 0,203 1
TBARS 806 816" 776 -g15” 44" 437 0,060 0,019 0,044 0,114 0,062 0,046 A0 0,380 0124 437 6407

Not GU: Gévde nzunlugu, KU: Kék nzunlugu, BK: Biyokiitle, YA: Yag agwlik, KA- Kurn afirhk, Pro: Protein, Kl-a: Klorofil a, Kl-b: Klorofil b, T-Kl: Toplam klorofil, Kar: Karotenoid, POX: Peroksidaz, CAT: Katalaz, SOD-Izo- Siiperoksit dismutaz
izoenzim, POX-Izo: Peroksidaz izoenzim, CAT-Izo: Katalaz Izoenzim, H,0,: Hidrojen peroksit, HZG: Hicre zan gegirgenlifi, TEARS: Lipit peroksidasyon.

#*p=(.01, *p=0.05, 6d: aulaml degil
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada farkli tuz stresi konsantrasyonlarina maruz birakilan glikofit H.
vulgare (cv. Ince-04 ve cv. Ocak) ve halofit H. marinum tiirlerine, Cardak Lagiinii ve
Lapseki kiy1 zonunda yayilis gosteren halofit bitkilerin kok zonlarindaki topraklardan izole
edilen BN ve ML’nin hem PGPR olma kapasiteleri hem de fizyolojik ve biyokimyasal

etkileri arastirilmistir.

Canakkale kiryilarindan Canakkale Bogazinin Marmara Denizine agilan kuzey
kesiminde yer alan Cardak sahil zonunda yetisen E. maritimum kok rizosferinden izole
edilen ve PGPR olma o&zellikleri belirlenen ML, Micrococcaceae familyasindaki Gram
pozitif, hareketsiz, pigmentli, saprotrofik bir kok bakterisidir. Ayn1 zamanda zorunlu bir
aerobik olan ML toprakta, tozda, suda ve havada yasayabildigi bildirilmistir (Madigan vd.,
2017).

Canakkale Lapseki kiy1 zonunda yetisen A. macrostachyum kok rizosferinden izole
edilen ve PGPR olma 6zelligi belirlenen BN, ilk kez uzay aract montaj tesisinden izole edilen
bakteri Bacillaceae familyasinda Gram pozitif, fakiiltatif anaerobik, endospor {iireten ve

sporlar1 y-radyasyonuna dayanikli oldugu bildirilmistir (\Venkateswaran, 2003).

Izolatlarin eldesi ve bunlar igerisinden PGPR olma 6zelliklerine sahip olan BN ve
ML uygulamalart her li¢ arpada farkli fizyolojik ve biyokimyasal etkilere neden olmustur.
Buna gore BN ile inokiile tohumlarda gelisen fidelerde kontrole kiyasla kdk uzunlugu tiim
arpa tiirlerinde azalirken, gévde uzunlugunun Ocak ve [nce-04’te tuz stresinin negatif
etkisini notralize ettigi belirlenmistir. Diger yandan ayni ¢esitlerde hem yas hem de kuru
agirliklar1 BN inokiilasyonu artisa neden olmustur. Ancak biyokiitledeki artis sadece [nce-
04’te gergeklesmistir. Tlging sekilde her iki gesitte 300 mM NaCl uygulamalarinda toplam
klorofil miktar1 artmistir. Buraya kadarki sonuclar tuz stresiyle biiylimede ortaya ¢ikan
gerilemenin, BN uygulamastyla Ocak ve [nce-04’te simirlandigii isaret etmektedir. Oysa
biyokimyasal etkilere bakildiginda BN inokiilasyonu her {i¢ arpa ¢esidinde protein miktarini
artirmigtir.  Ek olarak, H20> miktarmin tiim tuz konsantrasyonlarinda higbirinde
degismedigi belirlenmistir. Ancak lipit peroksidasyonun bir gostergesi olarak TBARS
miktarmin kontrolde tiim arpa tiirlerinde azalmasina ragmen 100 mM NaCl’de sadece Ince-
04 ve 300mM NaCl’de ise H. marinum ve /nce-04’te azalmas ilging bulunmustur. Diger
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yandan HZG, 0 ve 100 mM NaCl tiim c¢esitlerde azalmasina karsin yiiksek tuz
konsantrasyonunda sadece [nce-04 azalmanin H,O, miktarindan bagimsiz olarak baska
faktorlerin biyokimyasal etkisine isaret ediyor olabilir. Bununla birlikte CAT aktivitesi tiim
tuz konsantrasyonlarinda tiim gesitlerde artmistir. Buna zit sekilde, bir bagska H20> ¢opgiisii
olan POX aktivitesinin ise sadece diislik tuz konsantrasyonunda artmasi H,O, miktarinda

neden bir azalma olmadigini agiklamaktadir.

BN inokiilasyonu igin tiim veriler degerlendirildiginde ilk olarak [nce-04’iin ve
ardindan Ocak ¢esidinin tuz stresinin olumsuz etkilerinden BN inokiilasyonuyla korundugu
anlasilmistir. H. marinum’un ise halofit dogasi nedeniyle glikofit arpa ¢esidine kiyasla BN
inokiilasyonunda daha az etkilendigi belirlenmistir. Bacillus tiirlerinin PGPR 6zelliklerinin,
arpada tuz stresine bagli olarak ortaya cikan biiyiimenin inhibisyonunu azalttigi ve
stirdiirtilebilir tarim gergevesinde degerli bir potansiyele sahip olduklari bilinmektedir
(Cakmake1 vd., 2014; Talay, 2019; Orhan ve Demirci, 2020). Arpa bitkisinde tuz stresinin
kok ve govde uzunlugunu smirladigr (Somayeh vd., 2012) ve Bacillus tiirlerinin tuza
dayanikli ve duyarli arpa cesitlerine inokiilasyonuyla farkli fizyolojik ve biyokimyasal
tepkilere neden oldugu da bilinmektedir (Sahin vd., 2010). Dayanikli ve duyarli arpa
varyeteleri arasindaki tuz toleransi farkinin; redoks potansiyeli, fotosentetik kapasite ve
biyokiitledeki artisla iligkili oldugu gosterilmistir (Yildiz ve Terzi, 2013; Jaben vd., 2020).
Sirdiiriilebilir gida tedarigi i¢in toprak-bitki biyomunun faydali 6zelliklerinin potansiyel
kullanirminda PGPR olarak Bacillus tiirlerinin; fitoremediasyon potansiyelleri, fosforu
cozebilmeleri, gelismis Fe alinim1 gibi siderofor iiretmelerinin yani sira tuz toleransina da
olumlu etki yaptiklar1 bilinmektedir (Mahmoud vd., 2020). H. marinum’un glikofit arpa
cesitlerine kiyasla redoks potansiyelinin indiiklenmesiyle tuz tesvikli oksidatif hasara kars1
iyl bir korumaya sahiptir (Tiirkan vd., 2010). Yiiksek tuz konsantrasyonunda, BN H.
marinum’un redoks potansiyelini 6zellikle CAT ve POX iizerinden arttirmigtir. Izoenzim
profilleri de bu bilgiyle uyumlu bulunmustur. Bununla birlikte, tuza duyarli /nce-04’te BN
ozellikle CAT aktivitesini 6nemli dlgiide arttirmistir. Buna karsin, Ocak ¢esidinde POX
sadece 100 mM NaCl, CAT ise 300 mM NaCl’ye kadar artmistir. Bu ve diger biiyiime
verilerimiz arpada PGPR olarak Bacillus tiirlerinin kullanildig1 ¢ok sayidaki arastirmayla
uyumludur (Sahin vd., 2010; Cakmake1 vd., 2014; Kasim vd., 2016; Talay, 2019; Altuner

vd., 2020). Bu veriler B. nealsonii i¢in ise bu arastirmayla arpa igin ilk defa sunulmaktadir.
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ML inokiilasyonu kok uzunlugunu tiim tuz stresi konsantrasyonlarinda sadece /nce-
04’te artirirken, gdvde uzunlugunu hem Ocak hem de /nce-04’te artmistir. Benzer sekilde
yas agirlik sadece /nce-04’te artmis, kuru agirlik ise hem Ocak hem de /nce-04’te artmistir.
Ancak biyokiitledeki artis ise sadece 300 mM NaCl’ de /nce-04’te belirlenmistir. Ek olarak
toplam klorofil miktarinda ise 300 mM NaCl’ de Ocak ve fnce-04’te artarken H. marinum’
da degismemistir. Buraya kadarki veriler ML inokiilasyonunun 6zellikle /nce-04 igin olumlu
etkiye sahip olduguna isaret etmektedir. Diger yandan protein miktarinin tuz stresi altinda
Ocak ve H. marinum’da artmasina ragmen, /nce-04’te sadece 100mM NaCl’de azaldig1 ama
300mM NaCl’de tiim g¢esitlerde degismedigi saptanmistir. Bununla birlikte TBARS
miktarinin tiim tuz konsantrasyonlarinda H. marinum’da degismedigi ve /nce-04te azaldig1

belirlenmistir. Bu baglamda HZG verileri TBARS verileriyle uyumlu bulunmustur.

Ocak ¢esidi i¢in bu veriler degiskendir. Diger yandan tiim konsantrasyonlarinda
H20; ¢dpgiisii enzimlerden POX’ un sadece Ocak ¢esidinde, CAT’ 1 ise sadece [nce-04 te
artan aktivitelere sahip oldugu saptanmistir. Bu durum ML inokiilasyonu farkli cesitlerde

farkli antioksidan enzimler tlizerinde farkli yolaklar etkiledigini diistindiirmektedir.

ML inokiilasyonu igin tiim veriler degerlendirildiginde ilk olarak /nce-04 ardindan
H. marinum ve daha sonra Ocak c¢esidinin tuz stresinin olumsuz etkilerinden ML
inokiilasyonu ile korundugu belirlenmistir. Gerek redoks gerekse biiylime verileri
karsilastirildiginda, ML inokiilasyonunun diger arpa ¢esitlerine kiyasla 6zellikle tuza duyarl
Ince-04’te tuz stresinin olumsuz etkilerini 6nemli o6l¢iide hafiflettigi belirlenmistir.
Literatiirde arpaya PGPR olarak ML inokiilasyonuyla ilgili bir veri bulunmamaktadir. Ancak
karabiber bitkisinde ML inokiilasyonunun farkli N, P, K dozlarinda kok gelisimini, bitki
boyunu, biyokiitleyi, yaprak sayisin1 ve podyum sayisini giibre kontroliine kiyasla arttirdigi
belirlenmistir (Dinesh vd., 2014). Buna ek olarak, nar bitkisinde ML inokiilasyonuyla
biiylimenin, verimin ve meyve kalitesinin iyilesme potansiyeli oldugu rapor edilmistir (Acar
vd., 2022). Li vd. (2020), Micrococcus genusu igerisinde siniflandirilan Kocuria genusundan
Kocuria rhizophila’nin tuz stresi (%10) altindaki misir bitkisinde tuz toleransini arttirdigini
belirlemisglerdir. Buna gore K. rhizophila’nin gelistirdigi tuz toleransinda; fosfat
¢cozlinilirliigli ve IAA iiretimine baglh bliylimenin tesvik edilmesi, IAA ve ABA seviyelerinin
diizenlenmesi, antioksidanlar1 kodlayan genlerin ve tuz toleransinda yer alan genlerin yiiksek

transkript seviyelerine ¢ikmasinin saglanmasi, tiim antioksidan enzimlerin tuzlulukla
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artmast gosterilmistir. ML i¢in arastirma sonuglarimiz Li vd. (2020)’nin bulgulariyla

benzerdir. Ancak bu sonuglar arpa icin ilk defa belirlenmistir.

Genel olarak; PGPR olarak kullanilan Bacillus ve Micrococcus tiirlerinin yer aldigi
aragtirmalarda tuz tolerans ile iliskili mekanizmalar; yiiksek TAA iiretimi, ACC deaminaz
aktivitesinde artis yoluyla etilen iiretiminin baskilanmasi, besin (N, P, K) aliniminin artisinin
saglanarak biliyiimenin desteklenmesi, redoks potansiyelinin ve buna bagli gen ifadelerinin
artisiyla oksidatif zararin azaltilmasi, iyon homeostazinin saglanmasi, fotosentetik
kapasitenin artmasi ve strese duyarl ifadelerinde artis olduguna dair calismalar halen
arastirilmaktadir. ACC deaminaz aktivitesinin, tuzdan etkilenen bitkilerde artan etilen
seviyelerini azalttig1 ve tuzluluk stresine kars1 dayaniklilik kazandirdigi bildirilmistir (Bharti
ve Barnawal 2019). Bu tez ¢alismasinda; PGPR olarak belirledigimiz ML ve BN’nin yiiksek
siderofor tiretme, ACC deaminaz enzim iiretme, azot fiksasyonu yaptigi, IAA iiretimini
tesvik ettigi, redoks potansiyelini arttirarak oksidatif zararin azaltildigi ve biyokiitlenin

arttirildigi dzellikle tuza duyarli [nce-04’te gdsterilmistir.

Arastirma sonuclarimiz, her iki bakteri inokiilasyonun tuza duyarli olarak
belirledigimiz /nce-04 ¢esidinin 14 giinliik fidelerinde fizyolojik ve biyokimyasal olarak
olumlu etkilere neden olarak tuz stresinin olumsuz etkilerini sinirladigini géstermistir. Tuza
dayanikli olarak belirledigimiz Ocak ¢esidi ile halofit H. marinum ise uygulanan PGPR
bakteri inokiilasyonunda kullanilan bakteri tiiriine bagli olarak farkli yanitlar verdigine isaret

etmistir.

Sonug olarak, denizel habitattan izole edilen ve PGPR olma potansiyeline sahip ML
ve BN’nin glikofit ve tuza duyarli /nce-04’iin tuza duyarliligini azalttig1 ve buna benzer
sekilde verimi yiiksek tuza duyarli arpa genotipleri i¢in bu bakterilerin PGPR uygulama
potansiyellerinin koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir. PGPR bakterileri,
rizosferlerinde biiylimeyi tesvik eden farkli maddeler salgilayarak konukcu bitkilerin
biliylimesini ve gelismesini hizlandirir. Ayrica, tuz stresine karsi bitkilerde iiretilen
ROT’lerin birikimi PGPR’ler yardimiyla azaltilip antioksidan savunma sistemini
indiikledigi gosterilmistir. Boylece, biiylime ve gelisimine katki saglayan PGPR uygulamasi
ile arpa tiirlerinde antioksidan mekanizmalar ve gesitli sinyal yolaklar1 araciligiyla oksidatif
strese karst tolerans sagladigi bu arasgtirmada kanitlanmistir. Diger yandan, Canakkale
kiyilarindan izole edilen ML ve BN’nin PGPR olduklar1 da bu ¢alismayla belirlenmistir.

Dabhasi, tuz stresi altindaki arpa tiirlerine bu PGPR’lerin inokiilasyonu ile hiicre redoks
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dengesi tizerindeki ortaya cikan biyokimyasal etki ilk defa arastirilmis olmaktadir.

Arastirmada kullanilan glikofit H. vulgare cesitlerinin tuz stresi altinda ML ve BN

inokiilasyonu ile belirlenen temel sonucu Sekil 47°de sematik olarak gdsterilmistir. Diger

yandan gevre dostu bir ¢dziim olan PGPR’lerin kullaniminin artmasi siirdiiriilebilir tarima

katkisinin yani sira kimyasal igerikli giibrelerin ve zirai ilaglarin kullaniminin 6nemli 6l¢iide

azaltilmasina katki saglama potansiyeline sahiptir.

° Tuz stresi
LI_’_GPR ile inokiilasyon Tuz stresini hai‘iﬂet_i_::_,
@ rGPR Y
Hordeum vulgare Ocak

Bitki biiyiime

/ " |
/ Mineral alimi

Bitki bityiime R
Antioksidanlar S0D-POX
izoenzim

‘5/ Oksidatif stres

Bitkilerde PGPR
inokiilasyonu ile

Ince-04

Bitki Bliylimesi
CAT

S0D-POX-CAT

izoenzim
Oksidatif stres ’

- ;'
“ % - . *
- g -
Bitkiler artan tuz

konsantrasyonuna kars:
direncli hale gelirler

Sekil 47. Farkli tuz stresi konsantrasyonlarina maruz birakilan glikofit H. vulgare (cv. [nce-

04 ve cv. Ocak) ¢gesitlerine, Cardak Lagilinii ve Lapseki kiy1 zonunda yayilis gosteren halofit

bitkilerin kok zonlarindaki topraklardan izole edilen BN ve ML’nin inokiilasyonu ile

fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin sematik gosterimi.
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