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OZET

ENTOMOPATOJEN MIKRORGANIZMALARIN DOMATES (Solanum lycopersicum
L.) BITKiSININ GELISIMINE OLAN ETKIiSININ INCELENMESI

Bitkisel tretimde kullanilan kimyasal herbisit, pestisit ve giibreler kisa vadede olumlu etkiler
saglasa da hem toprak kirliligine neden olmakta hem de dirlinlerdeki kalinti problemleri
nedeniyle insan sagligin1 olumsuz etkilemektedir. Bu tarz kimyasal maddelerin kullanimini
azaltmak hatta tamamen kaldirmak i¢in biyogiibre olarak mikroorganizmalarin kullanimi
genis bir ¢aligma olanag1 sunar. Ayrica, bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin yan1 sira
bdcek patojeni bakterilerin de biyoglbre olarak kullanimi son dénemlerde mikrobiyolojiyi
onemli bir ¢alisma alan1 haline gelmistir. Bu ¢alismada, entomopatojen Serratia marcescens
bakterisinin iki farkli lokal izolat1 (Sm-Se9 ve Sm-MK11) domates bitkisi Uzerindeki biyime
ve gelismesine olan etkileri incelenmistir. Sahada kullanilabilirliginin belirlenmesi igin
Bilecik ilinde domates iiretimi yapilan seralardan alinan topraklar hem steril hem de steril
olmayan olarak kullanilarak mikroorganizma varliginda biiyiitiilmiistiir. Calisma sonucunda
elde edilen morfolojik veriler (cimlenme yizdesi, kok-gévde uzunlugu, govde capr ve
biyokdtle) S. marcescens izolatlarinin domates bitkinin bilylime ve gelisimine olumlu bir
katk1 saglamadigi, hatta negatif bir etki gosterdigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, steril
toprakta yetistirilen bitkilerin steril olmayan toprakta yetistirilenlerden daha iyi biyidigi
gorlilmiistiir. Ayrica, mikroorgnaizma varliginda bilyiitiilen bitkilerin fotosentetik veriminin
kontrole oranla iki kat fazla oldugu belirlenmistir.  Lipit peroksidasyonu agisindan
degerlendirildiginde steril toprakta yetistirilen bitkilerin daha saglikli biyidigi ve
mikroorganizma varliginda yetistirilen bitkilerin kontrole oranla daha diisiik MDA igerigine
sahip oldugu goriilmistiir. Antioksidant sistemindeki enzim seviyeleri incelendigi zaman
izolatlarin kullanildig1 bitkilerin antioksidant kapasitesi kontrole oranla daha ylksek
bulunmustur. Kullanilan izolatlarin bitkide koklerde kolonize olup vaskiiler sistem tizerinde
gobvde ve hatta yapraklara kadar ulastigi yapilan yeniden bakteri izolasyonu sonuglarinda
gOzlenmistir. Sonug olarak, kullanilan Serratia marcescens izolatlarinin bitki blyime ve

gelisimine olumlu katki saglamadigi, ancak endofitik 6zellik gdsterdigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Solanum lycopersicum, Serratia marcescens, Bitki buylmesi,

Morfolojik parametreler, Antioksidant sistem, Endofit.



ABSTRACT

EXAMINATION OF THE EFFECT OF THE ENTOMOPATHOGEN
Serratia marcescens ISOLATES ON THE DEVELOPMENT OF TOMATO
(Solanum lycopersicum L.) PLANTS

Although chemical herbicides, pesticides and fertilizers used in crop production have positive
effects in the short term, they cause both soil pollution and negative effects on human health
due to residue problems in the products. The use of microorganisms as biofertilizers to reduce
or even eliminate the use of such chemicals is a broad field of research. In addition, the use of
insect pathogenic bacteria as biofertilizers, as well as plant growth promoting bacteria has
recently become an important field of research. In this study, the effects of two different local
isolates of the entomopathogenic Serratia marcescens bacteria (Sm-Se9 and Sm-MK11) on
the growth and development of tomato plants were investigated. To determine the usability in
the field, soils from greenhouses where tomatoes are grown in Bilecik were used both sterile
and steril olmayane and grown in the presence of microorganisms. The morphological data
obtained from the study (percentage of germination, root-stem length, stem diameter and
biomass) showed that the S. marcescens isolates did not contribute positively to the growth
and development of the tomato plants, but even had a negative effect. However, it was shown
that plants grown in sterile soil grew better than those grown in steril olmayane soil. It was
also found that the photosynthetic efficiency of plants grown in the presence of
microorganisms was twice as high as that of the control. When lipid peroxidation was
assessed, it was found that the plants grown in sterile soil grew healthier and the plants grown
in the presence of microorganisms had a lower MDA content than the control group. When
the enzyme levels in the antioxidant system were analysed, it was found that the antioxidant
capacity of the plants in which the isolates were used was higher than that of the control. In
the results of bacterial re- isolation, it was found that the isolates used colonized the roots of
the plant and reached the stem and even the leaves via the vascular system. This showed that
the Serratia marcescens isolates used did not contribute positively to the growth and

development of the plant, but had endophytic properties.

Keywords: Solanum lycopersicum, Serratia marcescens, Plant growth, Morphological
parameters, Antioxidant system, Endophyte.
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.) Solanaceae (Patlicangiller) familyasina ait
hem (lkemizde hem de dinyada en cok Uretimi gerceklestirilen 6nemli bir tarim {riintidiir
(Singh vd., 2019). Anavatani Orta ve Giiney Amerika olmasmna ragmen, c¢esitli iklim
kosullarinda ve toprak tiirlerinde yetistirilebilmesi nedeniyle ginimizde diinyanin pek ¢ok
bolgesinde yetistirilmektedir (Jiang vd., 2022). Diinya ¢apinda 5 milyon hektarlik alanda
yetisirilmekte olup 2021 yilinda 189 milyon ton iiretim gerceklestirilmistir. Ulkemiz 165 bin
hektarlik alanda 13 milyon ton iiretim ile Cin ve Hindistandan sonra ii¢iincii sirada yer

almaktadir. Diger dnemli iiretici iilkeler ise ABD, Misir, Italya, iran ve Ispanya’dir (Fao,

2021).

Taze meyve olarak tiiketilmesinin yaninda sal¢a, pilre, ketcap, domates suyu,
konserve tursu seklinde de tiiketilmektedir (Gonzalez-Ista vd., 2023). Ozellikle tiiketim alani
genigligi ve meyvelerinin yapisinda yer alan beta karoten, likopen, protein, yag, karbonhidrat,
kalsiyum, potasyum, demir, A, B1, B2, C, K vitaminleri sebebiyle insan sagligi agisindan

onemli bir yere sahiptir (Almaghrabi vd., 2013).

Domates Uretiminde yiiksek ve kaliteli tirtin alimi igin yeterli ve dengeli giibreleme
yapilmalidir. Giibreler tarimsal {iretimdeki en Onemli girdilerden biri olmakla birlikte
gereginden fazla ve uzun siireli kullanildiginda topraklarda tuzlanma, agir metal birikimi,
besin maddesi dengesizligi, mikrobiyal floranin bozulmasi, sucul ortamlarda 6trofikasyon ve
nitrat birikimi, azot oksit emisyonu ile hava kirliligi gibi cevresel problemlere neden
olmaktadir (Savci ve Development, 2012). Cevresel etkilerinin yaninda, insanlarda diyabet,
norolojik bozukluklar, kanser ve sakat dogumlara neden olabilmektedir (Dhankhar ve Kumar,
2023).

Kimyasal giibrelerin olumsuz etkilerini en aza indirmek, ekosistemin ugradigi zarari
onarmak ve siirdiiriilebilir tarim amaciyla c¢evre dostu alternatifler ortaya konmalidir.
Kompostlar, hayvan gubreleri ve mikrobiyal glbreler gibi organik gibrelerin kullanimi
onemli bir alternatiftir. Bu glbreler topragin biyolojik aktivitesinin artmasini saglarken
bitkinin beslenmesi ve gelisimini de artirmaktadir. Kimyasal glbrelere alternatif olarak
ikrobiyal giibrelerin kullanimi son yillarda dikkat ¢ceken konulardan biri olup, 6zellikle bitki
gelisimini tesvik edici mikroorganizmalar (PGPM) (zerinde c¢alismalar yogunlasmistir
(Gomez-Godinez vd., 2023; Keswani vd., 2019).



1.1. Bitki Biiyiimesini Artiran Bakteriler

Bitki biiyiimesini artiran bakteriler abiyotik ve biyotik stres kosullarindan bitkiyi
koruyarak veriminin artmasimi saglarlar (Selvakumar vd., 2008). Bu bakterilerin en énemli
Ozellikleri bitkilerde herhangi bir olumsuz etkiye sahip olmamalari ve toprak, su gibi ekolojik
faktorlere zarar1 bulunmamasidir. Bu nedenle kimyasal pestisit, herbisit ve gubrelerin yerini
alabilecek Onemli bir alternatiftir. Bugiine kadar bir¢ok calismada bu bakterilerin hem
laboratuvar hem de alan c¢alismalar1 ile bitkiler iizerinde olumlu etkileri gosterilmistir

(Ramamoorthy vd., 2001)

Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter,Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium ve Serratia
gibi ¢esitli cinsleri iceren bu bakterilerin bazilar1 ticari olarak kullanima da sunulmustur.
Ticari formiilasyonlar1 bitkilere gubre ile beraber uygulanabildigi gibitek basina da
uygulanabilmektedir (Essalimi vd., 2022).

Bakterilerin bazilar1 bitkilere uygulandigi zaman bitkilerin kok-gévde boylarinda
artis, biyokiitlelerinde artis, meyvelerin veriminde artisa neden olmaktadir. Aynit zamanda
farkl bitki patojenlerine karsi koruma saglayarak bitkilerin hastaliklardan korunmasina ve bu
sayede elde edilen Grliinin hem fazla hem de kaliteli olmasini saglamaktadir.(Solano vd.,
2008) Bazi bakteri tiirleri entomopatojenik 6zellikleri sayesinde zararli olan boceklere karsi

da bitkilere koruma saglamaktadir (Chakraborty vd., 2010).

Bu bakteriler ¢ok cesitli yollardan bitkiler iizerinde olumlu etkiler gosterirler. Aym
zamanda bazilar1 endofitik 6zellik gostererek bitkilerin kok, govde ve yaprak gibi organlarinin
icerisinde kolonize olarak farkli etkilere sebep olabilirler (Badawi vd., 2011). Ayn1 zamanda
bu bakterilerin insanlar veya hayvanlar iizerinde kullanildiklari bitkileri tiikettikleri zaman
herhangi bir zararli etkilerinin olmamasindan dolay: tercih edilmeleri gerekmektedir

(Azizoglu, 2019).
1.1.1. PGPB Etki Mekanizmalari

Bu bakterilerin bitkiler iizerine olan etkileri incelendigi zaman, ¢esitli yollar ile
bitkilerin biiyiime ve gelismesine katkida bulunduklar gorilmiistir (Sekil 1.2). Etki
mekanizmalart incelendigi zaman ortaya c¢ikanlar; bitki gelisiminde gerekli olan cesitli
metabolit ve hormonlarin sentezlenmesi, topraktan mineral ve besin maddelerinin bitkiye
alinmas1 ayn1 zamanda bitkilerin sistemik direncini artirarak cesitli streslere karsi tolerans

saglamalaridir (Parray vd., 2016).



PGPB’ler, bitki biiylime ve gelismesinde 6nemli rolleri olan giberellik asit, oksin,
sitokinin ve indol asetik asit gibi metabolitlerin tretimini artirirlar (Jha ve Saraf, 2015).
Giberellik asit tetrasiklik diterpen yapisinda oluptohum c¢imlenmesi, gévde blyumesi ve
cigceklenmeyi saglayan bir hormondur (Abaid-Ullah vd., 2015). Oksin bitkilerde ana gorev
olarak apikal buyime yani boyuna uzama ile gorevli bir hormon olmakla birlikte bitkilerin
hem 1s18a dogru yonelimi hem de yercekimine dogru yoneliminde de gorevlidir. Bir diger
gorevi ise meyvelerin olgunlagmasini saglamaktir (Wang vd., 2019). Sitokinin ise bitkilerin
yanal olarak blylmesinde goérevli bir hormondur ve oksin hormonu ile antagonistik olarak
caligirlar (Sekil 1.1) (Yadav vd., 2018).
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Sekil 1.1. PGPB etki mekanizmalari

PGPB’ler bitkiye besin alimini artirarak gelisime katkida bulunarak verimi artirirlar.
Bu besin alimi ya direk yollarla koklerden mineral ve besinlerin gecisini saglayarak veya
bitkilerin normal sartlarda hiicrelerine alamadigi mineralleri alinabilir forma gegirerek
gergeklestirirler (Kour vd., 2019). Fosfat ¢oziindiirme 6zelligi bu agidan PGPB’ler igin gok
onemlidir, normalde toprakta kire¢ veya kaya formunda bulunan fosfati mineralize ederek
yani ¢oziindiirerek bitkilerin koklerinden alinabilir forma gegirirler. Fosfat bitkiler i¢in ¢ok
onemli bir mineraldir; 6zellikle fotosentez, solunum sinyal iletimi ve enerji transferi gibi
metabolik islevleri vardir. Ayn1 zamanda niikleik asit sentezi gibi hayati hiicresel faaliyetlerde

rol alir (Bouizgarne, 2012).



Baz1 bakteriler, ACC deaminaz adli enzim iiretimi ile bitkilerin gelisiminde ve stres
toleransinda rol oynarlar bu enzim etileni metaabolize ederek bitkide hormon seviyelerini
dengeler ve bu sayede bitkinin ¢esitli streslere (sicaklik, tuzluluk, biyotik stresler vb.) karsi

toleransini artirirlar (Rosier vd., 2018).

Bu bakterilerin bir diger onemli 6zelligi azot fiksasyon yetenekleridir. Normal
sartlarda bitkiler havada bulunan N2 gaz formunda oldugu i¢in 6ziimseyemezler ve bu onlar
icin bir eksikliktir, fakat bu bakteriler azotun gaz formunu nitrojenaz enzimi ile amonyaga

(NHa) indirgeyerek bitkiler i¢in kullanilabilir hale getirir (Ferrarezi vd., 2022).

PGPB’ler sadece bitki hormonlari iiretimi veya bitkiye mineral alimi saglayarak
verimi artirmazlar. Bir diger yetenekleri de toprakta ¢ok fazla miktarda kirlilige sebep olan
metalleri selatlayarak kendi iglerinde metabolize etmeleridir (Helaly vd., 2020). Siderofor ad1
verilen ¢ok kiigiik boyutlarda selatlayici proteinler sayesinde toprakta bulunan kursun,
kadmiyum, nikel ve ylksek oranlarda toksik olan demir, ¢inko vb. metalleri topraktan alarak
bitkilere girislerini engellerler.Bdylece bitkilerin strese girerek verimlerinin diismesini

engellerler (Tan vd., 2001).

Ayni zamanda Dbitkileri patojenlere ve zararli organizmalara karsi korurlar. Bitki
patojeni bakteriler veya funguslara antagonistik etki gostererek ya bu organizmalart yok
ederler ya da onlarla yarisarak bitkiye girislerini engellerler (Saad vd., 2020). Ayrica, Serratia
gibi bazi bakteri cinsleri, Urettikleri kitinaz enzimi sayesinde hem fungal hastaliklara karsi
hem de zararli boceklere karst koruma saglarlar (Méndez-Santiago vd., 2021). Fungus hiicre
duvarlarinda ve boceklerin dis katmanlarinda bulunan kitini pargalayarak bu organizmalari
bertaraf ederler. Bu sayede bitkilerin hastaliklara yakalanmasini veya zararli bocekler
tarafindan yenilmesi engelleyerek dolayli verim artis1 saglarlar (Lavania vd., 2006). Bu

organizmalar tarafindan {iretilen bilesikler Tablo 1.1.’de verilmistir.



Tablo 1.1. PBPB’ler tarafindan iiretilen metabolitler

Antibiyotik ve diger Antimikrobiyal Bilesikler Kaynak Organizmalar
2,4-diacetylphloroglucinol(DAPG) Pseudomonas spp.
Fenazinler Pseudomonas spp.

Omisin A P. fluorescens Hv37a
Fiyolteorin P.fluorescens

Pirolnitrin Serratia spp.
2,3-de-epoxy-2,3-didehydro-rhizoxin (DDR) P. borealis MA342
Ksantobasinler Stenotrophomonas SB-K88
Kanozamin B. cereus

Zwittermisin A B. cereus

Kaynak: (Raaijmakers vd., 2002)
1.2.3. Endofitik 6zellikli PGPB’ler

Bitki biiylimesini artiran bakterilerin hepsi olmasa da ¢ogunlugu endofitik 6zellik
gosterirler. Ozellikle bir diger tanimlama olan bitki biiyiimesini artiran rizobakteriler (PGPR)
bu ozelliktedirler (Olenska vd., 2020). Endofitik bakteri bitkilerin i¢ dokularinda, bitkiye
herhangi bir zarar vermeden hatta ¢ogu zaman yararl olarak dokularda dolasan veya kolonize

olan bakterileri tanimlar (John ve Salim, 2020).

Rizosfer ad1 verilen ve bitki koklerinin dis katmaninda bulunan ¢ok kii¢iik bi alan olan
toprakta bulunurlar. ki farkli siniflandirmaya sahiptirler, hiicre dis1t PGPR ve hiicre igi PGPR.
Hucre dis1 olanlar bitkinin i¢ dokularinda kolonize olmadan bitkiye katkida bulunurken hiicre
ici olanlar ise adezinler, lipazlar ve reseptor-ligand iliskisini kullanarak bitki dokularinin

icerisinde kolonize olurlar (Prasanna vd., 2013).
1.2. Serratia marcescens Bakterisi
1.2.1. Genel Bilgiler

Bacteria, Pseudomonadota, Gammaproteobacteria, Enterobacterales, Yersiniaceae,
Serratia, Serratia marcescens taksonomik smiflandirmasina sahiptir. Gram negatif ve
fakiiltatif anaerob bakteridir. En belirgin morfolojik 6zelligi prodigiosin adi verilen kirmizi
renkte bir pigment tretmesidir (Sekil 1.2). Ayn1 zamanda kitinaz ad1 verilen bir enzim iiretimi

ile entomopatojenik 6zellikte olan bir bakteridir (Lavania vd., 2006).




Sekil 1.2. S. marcescens petri gorintisi

Serratia cinsi dogal ortamlarda yaygin olarak bulunurlar; toprak, su, hayvanlarin
ylizeyi vb. bocekler tizerinde insektisidal etkiye sahip oldugu bilinmekle birlikte baz1 suslarin

bitki biiyiimesini artirici etkileri oldugu da disiiniilmektedir (Maneewan ve Khonsarn, 2017).

Prodigiosin, 4-Methoxy-5-[(Z)-(5-methyl-4-pentyl-2H-pyrrol-2-ylidene) methyl]-1H,
1'H-2,2'-bipyrrole, (IUPAC) isimlendirmesine sahip, Serratia marcescens, Vibrio
psychroerythrous ve Pseudomonas magneslorubra tarafindan tretilen kirmizi renkli bir
pigmenttir (de Aradjo vd., 2010). Pigment dretimi S. marcescens bakterisi ve diger
bakterilerde ¢ok cesitli parametrelere bagh olarak degisebilmektedir. Sicaklik, pH, ortamdaki

azot ve karbon oranlart gibi degiskenler iretimi etkilemektedir (Lavania vd., 2006).

S. marcescens bakterisinin onemli bir kitinaz treticisi olmasi bocekler tizerinde
oldiiriicti etki gostermesini saglar. Bu enzim boceklerin dis iskelet yapisinda bulunan kitini
parcalayarak bitkilerizararli boceklerden korur. Babashpour vd. (2012) S. marcescens
bakterisinin Orthoptera, Coleoptera, Hemiptera, Lepidoptera ve Diptera cinsi bdcekler

uzerinde insektisidal aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur (Tablo 1.2.).



Tablo 1.2. S. marcescens Insektisidal Aktivite

Bakteri Izolati | Zararh IEI;TSktISIdal Referans

TW-1, TW-2, | phynchophorus ferrugineus

TW-3, TW-9, (Cgleo tgra' Curculiognidae) %62 (Pu've Hou, 2016)

TW-12 ptera.
Listronotus bonariensis 0 .

S. marcescens (Coleoptera: Curculionidae) %51,4 (McNeill vd., 2000)
Rhagoletis pomonella 0

S. marcescens (Diptera: Tephritidae) %50 (Lauzon vd., 2013)
Stomoxys calcitrans 0

S. marcescens (Diptera: Muscidae) %90 (Lysyk vd., 2002)

i Nilaparvata lugens 0 .

SJ54 (Hemiptera: Delphacidae) LS NTU Valggg018)
Heliothis virescens 0 g .

S. marcescens (Lepidoptera: Noctuidae) %95 (Sikorowski vd., 2001)

LBSe-17 ?Lae'é?g'()apgf;':"g‘;:ﬁi dae) %100 (Ortega-Estrada vd., 2012)
Periplaneta americana
(Blattodea: Blattidae) %26,67 .

BLSP4 Blatella germanica %80 (Zulfiana vd., 2018)
(Blattodea: Ectobiidae)

S. marcescens bakterisinin entomopatojenik 6zelligi disinda bitki biiylimesini artiran
bir bakteri oldugu da bilinmektedir. Diger PGPB’ler gibi bu bakterinin de bitkiye cesitli
fitohormonlarin tiretimi, siderofor iiretimi, sistemik direnci indiiklemesi ayni zamanda
endofitik 6zellik gdstererek diger patojen organizmalara karsi koruma saglama 6zellikleri ile

biiytimeyi artirdigi bilinmektedir (Chakraborty vd., 2010).

Bu 6zelligi bakimindan bitkilerin verimini artirmada kullanilabilir bir biyogiibre
olusturma calismalar1 yapilmaktadir. Bu bakterinin oksin sentezi, fosfat ¢éziindiirme yetenegi,
azot fiksasyonu Ozelligi ve en Onemlisi patojenlere karsi koruma saglamasindan dolay1

tizerinde durulmasi gerekmektedir (Gutiérrez-Roman vd., 2012).



1.3. Bitki Antioksidatif Sistemi
1.3.1. Reaktif Oksijen Turevleri

Reaktif oksijen tarevleri; tekil oksijen, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
stperoksit molekullerini iceren bitkilerde fotosentetik metabolizmasindan kaynakli olusan
molekillerdir (Sekil 1.3) (Mhamdi ve Van Breusegem, 2018). Bu molekdller hiicreden
antioksidant mekanizmalar ile bertaraf edilir. igerisinde ¢esitli yapilara zarar vererek hicreyi

olume gotdrebilirler (Lin vd., 2004).

Bununla birlikte, bitkiler strese (sicaklik, kuraklik, tuzluluk vb.) girdigi zaman reaktif oksjen
tirevlerinin miktrlarinda 6nemli artiglar olmakta ve antioksidant mekanizma bunlarin

ustesinden gelememektedir (Elavarthi ve Martin, 2010).
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Sekil 1.3. Reaktif oksijen turevleri

Bu durumda, reaktif oksijen turevleri kararsiz yapida olduklar1 igin diger
molekdillerden elektron koparmak veya elektron vermek suretiyle hiicre igerisinde zarlarda
bulunan lipitlere, mitokondriye, kloroplasta ve DNA’ya saldirarak hiicreyi 6liime gotiirtirler

(Sunvd., 2011).

Hucre icerisinde reaktif oksijen tiirevlerinin bertaraf edilmesi icin farkli sistemler
mevcuttur bu sistemler genel anlamda ikiye ayrilarak ele alinabilir. Enzimatik sistemler;
katalaz (CAT), guyakol peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX). Enzimatik olmayan
sistemler; askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon ve fenolik bilesikler (Corpas vd., 2015).



1.3.2. Enzimatik Antioksidant Sistem
1.3.2.1. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti, su ve oksijene parcalayarak hiicreyi korur. Hicre
icerisinde asil olarak peroksizomlarda bulunurlar. Katalaz enzimi iki mol hidrojen peroksiti
iki mol su ve molekiiler oksijene parcalar (Sekil 1.4) (Elkelish vd., 2020).

2H,0, - 2H,0+0,

Hidrojen Peroksit Su Oksijen

Sekil 1.4. Katalaz enzimi reaksiyon

Bitkilerde bulunan CAT ise 3 farkli sinifa ayrilirlar (Padré vd., 2021) Bu siniflardan
birincisi; fotosentetik dokularda yani yaprakta bulunan hiicrelerde lokalizedir, bu sinif
CAT’larin gorevi fotorespirasyon sirasinda agiga ¢ikan H2O2’nin parg¢alanmasidir. Bir diger
simif CAT; geng yapraklar ve tohumlarda bulunurlar ve glioksizom organelinde gergeklesen
glioksilat ¢evrimi sirasinda asir iiretilen H2O2’nin yok edilmesinde gorev alirlar. Sonuncu
siif CAT’lar; iletim demeti dokularinda bolca iertilirler ve lignifikasyonda gorev alirlar.
Katalaz enzimi 492 aminoasitten olusur, 56kDa agirliga sahiptir ve 65 ve 138’inci aminoasit

lokasyonu katalitik bolgesidir (Sekil 1.5) (K. Parvin vd., 2019).

Sekil 1.5. Domateste bulunan CAT enzimi 3 boyutlu yapisi

Kaynak: (url-1)



1.3.2.2. Guyakol Peroksidaz (GPX) Hakkinda Bilgiler

Bu enzim igeriginde HEM gruplar1 igeren monomerlerden olusan bir enzim olup 169
aminoasit zincirinden olusur. 18 kDa civarinda agirliga sahiptir ve 43’{incii aminoasit
lokasyonu katalitik bolgesidir (Sekil 1.6) (Khursheda Parvin vd., 2019). Hucre icerisinde
gorevleri, lignin biyosentezinde ¢cok énemli bir yere sahiptir ve IAA ve H>0’yi kullanarak
strese kars1 koruma saglamaktir. Hiicrelerin duvarinda bulunan bir enzim oldugu ig¢in

H202’nin bertaraf edilmesinde ana rol oynadigi bilinmektedir (Hernandez-Hernandez vd.,
2019).

Sekil 1.6. Domateste bulunan GPX enzimi 3B yapisi

Kaynak: (url-2)

Bu enzim reaksiyon olarak dort mol guyakol ve iki mol hidrojenperoksiti katalizleyerek

tetraguyakol ve sekiz mol su olugsmasini saglar ve hiicrede ROS siipiiriicti gorevi alir (Sekil
1.7) (Patane vd., 2022).

H,CO OCH,
0—O
OCH, \
OH
4 + 2H202 Peroksidaz n 8H20
Hidrojen Peroksit Su
Guyakol O ‘
0—0O
H,CO OCH,
Tetraguyakol

Sekil 1.7. GPX enziminin ¢alisma mekanizmasi
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1.3.2.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Hakkinda Bilgiler

Bu enzim askorbik asiti (AsA) kullanarak H.O2’nin suya par¢alanmasini saglar.
Tilakoid, stromal, sitozolik ve apoplastik izomerleri bulunan ¢ok ¢esitli bir enzim ¢esididir.
Kloroplastik izoformunun yarilanma O6mrii ¢ok kisa (35-40 sn) oldugu ig¢in in-vitro
calismalarda kullanimi zordur (Kashyap vd., 2020). CAT enzimine gore H>O2’ye karsi olan
afinitesi ¢ok daha fazladir bu yiizden hiicre icerisinde ilk olarak goérev alan enzimdir. 250

aminoasit zinciri uzunluga sahiptir ve 27 kDa buyullktedir (Sekil 1.8) (Zhou vd., 2019).

Sekil 1.8. Domateste bulunan APX enziminin 3B yapisi

Kaynak: (url-3)

Bir mol hidrojen peroksit ile askorbatin reaksiyonunu katalizler ve iki mol su ile

dehidroaskorbata doniistiirerek ROS supuriici etki gosterir (Sekil 1.9) (Raynaldo vd., 2024).

H,O, » 2H,0
Hidrojen Peroksit ﬁPX Su

Askorbat Dehidroaskorbat
2HT

Sekil 1.9. APX enziminin reaksiyonu
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1.3.3. Non-Enzimatik Antioksidant Sistem

1.3.3.1. Askorbik Asit

Bitki hiicrelerinde en cok c¢alisilmis antioksidanlardan birisidir. Hiicre igerisinde
konsantrasyonu degiskenlik gostermekle birlikte 20mM’dan 300mM’a kadar olabilir.
Mitokondride sentezlenip diger hiicre i¢in elemanlara diflizyon ile gecis yapar. Bitkilerin
savunma sisteminden biiyiiyiip gelismesine kadar bir¢ok farkli siirecte yer alan bu antioksidan
oldukca 6nemlidir. 176.12g/mol agirliga sahip dort adet hidrojen verici, alt1 adet hidrojen alic1
ve iki adet doniis bagina sahip bir molekiildiir (Sekil 1.10) (Al-Hugail vd., 2020).

Sekil 1.10. Askorbik asitin kimyasal yapisi

Kaynak: (url-4)

1.3.3.2. a-Tokoferol

Dort farkli izomerden (a, B, ¥ ve 6) olusan bir antioksidant ailesidir. Bu aileden a-
tokoferol hiicrede kloroplastik olarak bulunan ve en cok aktivite gosteren formdur. Tekil
oksijen baglama kapasitesi ile hiicreyi ROS’lara karsi korur. Ozellikle hiicrede lipit
oksidasyon iiriinlerini temizlemesi sayesinde membran stabilizasyonu saglar ve sinyal
iletimini dlzenler. Bu antioksidant, bitkiyi gesitli streslere karsi korurlar. 430.7 g/mol agirliga
sahip, bir adet hidrojen verici, iki adet hidrojen alic1 ve on iki adet doniis bagina sahip bir

molekiildir (Sekil 1.11) (IBRAHIM ve MAHMOOD, 2022).
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Sekil 1.11. a-tokoferol’un kimyasal yapisi

Kaynak: (url-5)
1.3.3.3. Glutatyon

Tripeptit yapida bulunan ve hiicrenin biitin bolumlerinde (kloroplast, vakuol,
mitokondri vb.) bulunan bir antioksidanttir. Protein olmayan tiol yapida bulunan glutatyon
organizmada neredeyse biitiin biyokimysal olaylarda gorevlidir. Bitki hiicrelerinde en yogun
kloroplastlarda bulunurlar (1-4 mM) ve ¢ogunlukla indirgenmis formdadir. Glutatyon sentetaz
(GSHS) tarafindan ATP’ye bagimli olarak sentezlenir (Kushwaha vd., 2020).

Hiicrede, ROS’lar1 baglayarak oksitlenmis formu olan glutatyon distlfit (GSSG)’e
dontsgiirler. Bu sayede serbest bir antioksidant siipiiriicii olarak gorev yaparlar. 307.33g/mol
agirhiga sahip, alt1 adet hidrojen verici, sekiz adet hidrojen alic1 ve dokuz adet doniis bagina
sahip bir molekuldir (Sekil 1.12). Reaksiyon sonrast olusan GSSG ise 612.6g/mol agirliga
sahip on adet hidrojen verici, on alt1 adet hidrojen alict ve yirmi bir adet doniis bagina sahip

bir molekuldur (Sekil 1.13) (Ding vd., 2022).

Sekil 1.12. Glutatyon kimyasal yapisi

Kaynak: (url-6)
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Sekil 1.13. Oksitlenmis glutatyon(GSSG)

Kaynak: (url-7)

1.3.3.4. Fenolik Bilesikler

Bitkilerde bulunan ¢esitli ikincil metabolitleri iceren bir gruptur. Bu metabolitlerin
cok etkili antioksidantlar olduklar1 bilinmektedir.Sadece btiki hiicrelerinin kendisi i¢in degil
insanlarin diyetlerinde bulundurmalari ile insanlara yarari olan antioksdant cesitleridir. Bu
antioksidantlar 6zellikle polifenoller olarak adlandirilir ve hiicrede elektron ve hidrojen
alicilar olarak bulunurlar. Bu 6zellikleri sayesinde ROS’larin kararli yapilar olusturmasim
saglarlar ve hiicreyi oksidatif stresten korurlar. Ayrica, lipit metabolizmasini diizenlemek ve
zar akiskanligini degistirmek gibi Onemli rolleri de wvardir. Bu sayede lipitlerin
peroksidasyonunu engelleyerek hiicrenin zar biitlinliigiinii saglar ve serbest radikallerin
difizyonunu duzenler. Cesitli fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 1.14’te verilmistir
(Dursun vd., 2019).
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Sekil 1.14. Cesitli fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar

Kaynak: (url-8)
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1.4. Lipit Peroksidasyonu

Lipitler hiicrede bulunan en 6nemli bilesiklerdendir. Hiicrelerin ve igerisindeki
organellerin zar yapilar lipit yapida olduklari i¢in hiicre stabilitesini saglarlar. Bu yapilarin
cesitli stres kosullart altinda veya bitki hiicrelerinde gergeklesen metabolik olaylar sonucu
ortaya ¢ikan ROS’lar tarafindan saldirtya ugramasi sonucu hiicre biitiinliigi bozunur (Zhang

vd., 2020).

Lipit peroksidasyonunun en c¢ok etkiyi iki enzim 0zerinde (glukoz-6-fosfataz ve
sitokrom P450) gostermektedir. Ayn1 zamanda hiicre zar1 yapisinda neden oldugu bozunmalar

sonucu hucreler iyonik dengeyi saglayamazlar (Liu vd., 2020).

Lipit peroksidasyonun belirlenmesinde en ¢ok kullanilan metot malondialdehit-
tiyobarbiturat reaktif maddeler (MDA-TBARS) metodudur. Bu metotta lipit peroksidasyon
sonucu Uretilen MDA spektrofotometrik olarak belirlenir (Sekil 1.15) (Changwal vd., 2021).

"N RN NS

Konjuge dien

loz

R2
N—/

R

R i / \=/ .
[ 0—0
Peroksil radikali

2 %

Endoperoksit

l ¥
R, R,
OWO } //\__/
O

Malondialdehit
(MDA)

|
OH
Hidroksi peroksit

Sekil 1.15. Lipit peroksidasyon mekanizmasi ve MDA kimyasal yapist

Kaynak: (url-9)

1.5. Literattuir Ozeti
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Almaghrabi ve ark. tarafindan yapilan calismada 6 farkli PGPR kullanilmis
(Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus) olup, domates bitkisi Uzerine bu
bakteriler uygulanmis ve bitki verimliligindeki farkliliklar belirlenmistir. Bitkilerin kuru
agirhigi S. marcescens uygulanan bitkilerde 43gr (en yuksek), B. cereus uygulanan bitkilerde
ise 27 gr (en diisiik) olarak belirlenmistir. Bitki boyuna bakildigi zaman, S. marcescens
uygulanan bitkilerin boylar1 52.66 cm, P. putida uygulanan bitkilerin boylar1 ise 48 cm olarak

Ol¢tilmiistiir (Almaghrabi vd., 2013).

Sriwati ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada P. Mosselii, Arthrobacter sp., P.
aeruginosa, B. cereus, S. marcescens, B. thuringiensis bakterilerinin ¢esitli izolatlar1 domates
bitkisi iizerinde denenmis ve kontrole oranla her bakteride bitki veriminde artis
gozlemlenmistir. Ayni ¢alismada bir bitki patojeni olan F. oxysporuma kars1 da bakterilerin
antifungal etkisi calisilmis olup en iyi sonuclar S. marcescens ve P. aeruginosa turi

izolatlarda goriilmistiir (Sriwati vd., 2023).

Hameeda ve ark. yaptig1 calismada fosfat ¢ozlindiirme 6zelligine sahip bes bakteriyal
susU musir bitkisi iizerinde denemistir. Yapilan petri kagitta biiyiitme yontemi denemeleri
sonucunda en etkili iki sus belirlenmis ve bunlar ile sera denemelerine ge¢ilmistir. S.
marcescens uygulamasi yapilan bitkilerde kuru agirlik 6l¢timlerinde kontrole gore %99 artis,
Pseudomonas spp. uygulamasi yapilan bitkilerde ise %94 artig goriilmiigtiir. Genel bitki
verimine bakildigi zaman S. marcescens ve Pseudomonas spp. Uygulamalarinda sirasiyla

%385 ve %64 artis gdzlemlenmistir (Hameeda vd., 2008).

Devi ve ark. Achyranthes aspera bitkisi Uzerinde S. marcescens tiirii bir izolati
denemisler ve bitkilerde tekrar izolasyon gerceklestirerek 10%°dan 108 CFU’ya kadar bir arts
gormiislerdir. Ayn1 zamanda bitki veriminde gévde boyunda %95.52 artis, gévde ve kok yas
agirliklarinda sirasiyla %602.38 ve %438 artis, yaprak alaninda ise %127.2 artis gérmiislerdir
(Devi vd., 2016).

Chavez-Arteaga ve ark. tarafindan yapilan calismada Enterobacter asburiae,
Acinetobacter calcoaceticus, Klebsiella variicola, Serratia marcescens tiirlerinin izolatlar1
domates bitkisi iizerinde nematosidal etki ve bitki biiylimesine olan etkisine bakilmistir.
Bitkinin genel verimine bakildigi zaman S. marcescens izolatinin uygulandigi bitkilerde
anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Kok yas agirliginda ise kontrole oranla %25 diisiis

gorilmistiir (Chdvez-Arteaga vd., 2022).
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(Asaf vd., 2017) yaptigi c¢alismada soya fasulyesi bitkisi {izerinde LK11
(Sphingomonas sp. LK11), TP5 (Bacillus subtilis), MPB5.3 (B. subtilis subsp. subtilis), S9 (B.
subtilis subsp. subtilis), and TP1 (Serratia marcescens) izolatlar1 denenmistir ve elde edilen
sonuclar su sekildedir. Kok ve govde uzunlugu anlamli bir sekkilde S. marcescens izolatinin
kullanildig: bitkilerde artis, yas ve kuru agirlikta artis, klorofil igeriginde diisiik oranda bir

artis gorilmiustiir

(Chakraborty vd., 2010) gergeklestirdigi calismada Serratia marcescens TRS-1
izolatinin Camellia sinensis (¢ay) bitkisi iizerinde biiyiimeyi artirict 6zelligine ve Fomes
lamaoensis patojenine karsi direng indiiklenmesini incelemislerdir. Bes farkli ¢ay varyetesi
iizerinde alinan sonuglarda bitki uzunlugunda yaklasik olarak iki kat artis goriilmiistiir.

Yaprak sayilarina bakildigi zaman yaklasik %85°lik bir artis goriilmiistiir

S. marcescens NBR1213 izolatinin Phytophthora nicotianae zararlis1 {izerine olan
etkisi Piper betle L. bitkisinde denenmistir. G6vde uzunlugu incelendigi zaman yaklasik %81
oraninda, govde kuru agirligi %68 oraninda, kék uzunlugunda %152 oraninda, kok kuru

agirligl %290 oranlarinda artis gergeklesmistir (Lavania vd., 2006).
1.6. Calismanin Amaci

Bu c¢aligmada, daha onceki c¢aligmalarimizda izole edilmis ve entomopatojenik
ozelligi bilinen lokal Serratia marcescens suslarinin domates bitkisinin biiyiime ve gelismesi

Uzerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda;

- Bakteri uygulanan tohumlarin ¢imlenme yetenekleri,

Buyuyen fidelerin morfolojik 6zellikleri,

Buyuyen fidelerin biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Buyyen fidelerin antioksidant sistemleri enzim diizeyinde incelenmistir.
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2. MATERYAL METOT

2.1. Bakteri Kultaru

Calismada, onceki ¢aligmalarda izole edilmis ve entomopatojenik 6zelligi bilinen iki
lokal S. marcescens izolat1 (Sm-Se9 ve Sm-MK11) kullanildi. Izolatlar NA besiyerine inokiile
edilerek 30 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Safligindan emin olunun koloniler NB
besiyerine inokdle edilerek 30°C’de 200 rpm’de, gece boyu inkube edildi Bakteri klturlerinin
yogunlugu spektrofotometrede 6lciilerek ODgoo=0.5 olacak sekilde ayarlandi.

2022109/29109:24 2022.09:29 08723

Sekil 2.1. NA Gzerinde biyuttlen bakteriler

202230.05 1543

Sekil 2.2. NB igerisinde blyutulen bakteriler
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2.2. Arazi Calismasi

Deneylerde kullanilmak tizere Bilecik ili Sogiit ilgesi Hamitabat kdyinde bulunan
domates seralarmmdan toprak ornekleri alindi. Topraklar Oncelikle eleme isleminden
gecirilerek kum ve toprak olarak ayristirildi ve daha sonra 1:1 oraninda karistirilarak
kullanildi (Nguyen vd., 2020). Topraklar oncelikle steril olmayan olarak kullanilmak {izere
viyollere ve saksilara alindi, geri kalan topraklar ise steril olarak kullanilmak Uzere 120 °C’de
120 dakika boyunca kuru hava firminda steril edildikten sonra %70’lik etanol ile dezenfekte

edilmis viyol ve saksilara alindi (Akintokun vd., 2019).
2.3. Tohum Kaplama ve Cimlenme

Tohumlar %10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 8 dakika bekletildikten sonra 5
defa steril dH2O ile yikandi. Kontrol gruplari direk kullanilirken, bakteri uygulamasi
yapilacak olanlar 6nceden hazirlanmis bakteri stispansiyonu igerisinde 30°C sicaklikta, 200
rpm’de30 dakika inkibe edilerek tohum kaplama gerceklestirildikten sonra kullanildi (Afzal
vd., 2020). ilk olarak viyoller igerisine her bir kuyuda bir adet tohum olacak sekilde ekim
yapildi ve sera etkisi olusturmak i¢in stre¢ film ile kaplandiktan sonra 16:8 (aydinlik:karanlik)
fotoperiyotta %70 nem oranina sahip iklim odasinda ¢imlenmeye birakildi. Viyoller yedi gilin
boyunca giinliik takip edilerek ¢cimlenme durumlari gozlendi ve ¢imlenme ytzdeleri belirlendi
(Essalimi vd., 2022).

i |
“\\ R

Sekil 2.3. Cimlenme stirecindeki tohumlar
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2.4. Bitki Buyutme

Cimlenme siireci bittikten sonra ilk gergek yapraklar olusana kadar fideler viyolde
blyutulmeye devam edildi. Daha sonra fideler saksilara transfer edildi ve ayni sartlara sahip
iklim odasinda biiyiimeye birakildi. Her iki haftada bir olacak sekilde hazirlanmis olan bakteri
stspansiyonu (200 ml) ile sulama gergeklestirildi ve alt1 haftalik bliylime sonrasinda hasat
gerceklestirildi (Holtappels vd., 2021).

2.5. Orneklerin Topraktan Sokimu ve Morfolojik Olctimler

Hasat glnu bitkiler su igerisinde topraklar1 ayristirilarak dikkatli bir sekilde,
koklerine veya govdesine zarar verilmeden sokiildiikten sonra koklerin kurumamasi i¢in su
icerisine alindi. Su igerisine alinan bitkilerin her birinin kdk-gévde uzunluklari, gévde caplari
cetvel yardimi ile oOlgiildii ve kaydedildi. Yaprak sayilar1 sayildi ve kaydedildi. Kok
tilylenmesi stereo mikroskop ile goriintiilendi. Yas-kuru agirliklart nem tayin cihazi ile

belirlendi ve biomass hesaplamasi yapildi (Tatsumi vd., 2021).

lleride yapilacak olan lipit peroksidasyon ve antioksidant enzim analizlerinde
kullanilmak tizere kok, govde, yaprak organlarindan ornekler alinarak lipit peroksidasyon

analizi icin -20°C ve antioksidant enzim analizi igin -80°C’de saklandi.
2.6. Klorofil Analizi

Hasat edilen bitkilerin yapraklarindan alinan ornekler her bir grup igin 3 tekrar
olacak sekilde 0.1 gram tartildiktan sonra deney tiiplerine alindi, tizerlerine 10 ml saf metanol
eklendikten sonra 1 saat, 65 °C su banyosunda inkibe edildi. Su banyosundan alinan 6rnekler
oda sicakligina gelene kadar bekletildi (Sekil 2.4) ve daha sonra her biri 5 tekrar olacak
sekilde spektrofotometre kiivetlerine alinarak 470 nm, 653 nm, 666 nm’lerde olgiildii ve
asagida belirtilen formiillere gore klorofil A, Kklorofil B ve karotenoid icerikleri belirlendi
(Dere vd., 1998).

2.6.1 Ca= (15,65 % Ases) — (7,340 x Agsa)
Cb= (27,05 x Aes3) — (11,21 x Ases)

Cx+c= (1000 x As70) — (2,860 x Ca — 129,2 x Cy / 245)
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0 29,09:24

Sekil 2.4. Klorofil analizi goruntdleri

2.7. Lipit Peroksidasyon Analizi MDA-TBARS

Hasat gunil analiz igin -20 °C’ye kaldirilan kok 6rnekleri (0.1 gr) havan igerisinde
onceden hazirlanmis olan %0.1 trikloroasetikasit (TCA) igeren homojenizasyon tamponu
(500ul) ile tamamen Ogiitiiliip homojen bir sivi haline getirildikten sonra ependorflara
aktarildi. Homojenat 12000 rpm, 20 dakika, +4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant kismindan
250 pl tiplere aktarildiktan sonra tizerlerine 1 ml %20 TCA ve %0.5 tiyobarbitirikasit (TBA)
iceren reaksiyon tamponu eklendi ve 95 °C, 1 saat su banyosunda inkibe edildi. Reaksiyonun
durdurmak i¢in tiipler hemen buz igerisine gémiildii ve elde edilen sivi ependorflara aktarildi.
Tekrar 12000 rpm, 10 dakika, +4 °C santrifij edildi. Elde edilen siipernatantin MDA igerigini
belirlemek igin spektrofotometrede 532nm ve 600 nm dalga boylarinda 6lgim yapildi.
Olcuimler ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi ve elde edilen absorbans degerleri asagida

verilen formiil ile hesaplandi (Devasagayam vd., 2003).
2.7.1 MDA (nmol mlt) = [(Ass2-Asoo) / 155000] 10°
2.8. Antioksidant mekanizma
2.8.1. Ekstraksiyon

Yaprak ornekleri (0,1gr) sogutulmus havan igerisinde 1 ml tampon (50mM K>HPOs,
50mM KH2PO4, %1 PVP, 1ImM EDTA) ¢0zelti kullanilarak homojen hale gelene kadar
ogituldikten sonra ependorf tUp igerisine alindi (Sekil 2.5) ve 15 sn vorteks yapildi.
Siispansiyon 20000xg, 20 dakika, +4°C santrifiij edildikten sonra enzim iceren supernatant
kisim 100’er pl olacak sekilde ependorflara aktarildi ve enzim galismalari i¢in -20 °C’de

saklandi (Bozca Donbaloglu, 2020). Ekstraksiyon islemi (cer tekrarli olarak gergeklestirildi.
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2023.05.09 17:55

Sekil 2.5. Antioksidant analizi icin ekstraksiyon
2.8.2. Protein Tayini

Ekstraktlarin protein miktarlar1 Bradford yontemi kullanilarak belirlendi. Sigir serum
albimin (BSA) stogundan (0,1mg/ml) 0-1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 pg/ml konsantrasyonlarda
standartlar hazirlanarak BSA standart egri grafigi olusturuldu. Orneklerden 20’ser ul almip
ependorf tuplere aktarilarak Uzerine 780 pl steril dH2O ve 200 pl 5x Bradford reaktifi eklendi.
Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 3 saniye vortekslendikten sonra 5 dakika boyunca karanlikta
bekletilen 6rnekler daha sonra spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda 6lcildi (Bozca
Donbaloglu, 2020).

2.8.2.1 Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak standart grafikten elde edileny =
0,1023x% + 0,2347 formul ile protein miktar1 belirlendi.

2.8.3. Katalaz (CAT) Enzim Duzeyinin Belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesi, hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalamasi sonucu
absorbansta meydana gelen degisikliklerin spektrofotometrik ol¢iimii ile belirlendi. Elde
edilen enzim ekstraktindan 20ul alinarak spektrofotometre kiiveti igerisinde 1 ml reaksiyon
tamponu (50mM K>HPO4, 50mM KH2PO4, 30mM H20) ile karistirildi. Calisma 3 tekrarli
olarak gerceklestirildi. Spektrofotometrede 270 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca 15
saniye araliklarla kinetik Olgiim alindi. Elde edilen degerler kullanilarak asagida verilen

formile gore enzim aktivitesi belirlendi (Bozca Donbaloglu, 2020).
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2.8.3.1 CAT Aktivitesi (U/ug) : [(AAbs X Vigpiam) / (€ X t X Venzim X 1)] / TP
€: Katalaz ekstinksiyon katsayis1 (40mmol/L.cm)
AAbs: Absorbans degisimi
Vioplam: Reaksiyon toplam hacmi (1,020ml)
Venzim: Reaksiyona giren enzim ekstrakti miktari (0,020ml)
1: Isik yolu
TP: Ekstrakt total protein miktari

2.8.4. Guyakol Peroksidaz (GPX) Enzim Duzeyinin Belirlenmesi

Her bir grup icin ekstrakte edilen 3’lii tekrarlar bu analizde kendi i¢lerinde 3’er tekrar
olarak kullanildi. 60ml (25mM K>HPOs4, 25mM KH2PO4, %0.05 guyakol, 10mM H»05)
reaksiyon tamponu hazirlandi ve 1 ml kiivete aktarildiktan sonra tlizerine 20ul enzim ekstrakti
eklendi. Bu islem spektrofotometrede 6l¢lim almadan hemen dnce gergeklestirildi ve kinetik
Ol¢iim olarak 3dk boyunca 15sn araliklarla 6l¢iim alindi, elde edilen degerler kaydedildi.

Asagida verilen formiile gére enzim aktivitesi belirlendi (Bozca Donbaloglu, 2020).
2.8.4.1 GPX Aktivitesi (U/ug) : [(AAbs X Vigplam)/(€ X t X Venzim x 1)] / TP
€: Katalaz ekstinksiyon katsayisi (26,6mmol/L.cm)
AAbs: Absorbans degisimi
Vioplam: Reaksiyon toplam hacmi (1,020ml)
Venzim: Reaksiyona giren enzim ekstrakti miktar1 (0,020ml)
1: Isik yolu
TP: Ekstrakt total protein miktar1
2.8.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Dizeyinin Belirlenmesi

Her bir grup grup igin ekstrakte edilen 3’lii tekrarlar bu analizde kendi iglerinde 3’er
tekrar olarak kullanildi. Reaksiyon tamponu 25mM K>HPQO4, 25mM KH2PO4, %0,05 guyakol
ve 10mM H2O; kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon tamponundan 1 ml kivete
aktarildiktan sonra tizerine 20 pl enzim ekstrakti eklenerek hemen spektrofotometrede 6lgim

gerceklestirildi ve kinetik olarak 3 dakika boyunca 15 saniye araliklarla 6lgiim alindi.
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Olgiim sonuglar1 asagida verilen formiil kullanilarak enzim aktivitesi belirlendi
(Bozca Donbaloglu, 2020).

2.8.5.1 APX Aktivitesi (U/ug) : [(AADbs X Vigplam)/(€ X t X Venzim x 1)] / TP
€: Katalaz ekstinksiyon katsayist (2,8mmol/L.cm)
AADbs: Absorbans degigimi
Vioplam: Reaksiyon toplam hacmi (1,020ml)
Venzim: Reaksiyona giren enzim ekstrakti miktari (0,020ml)
1: Isik yolu
TP: Ekstrakt total protein miktari
2.9. Serratia marcescens’in endofitik 6zelliginin belirlenmesi

Domates bitkisinde 6nemli ekonomik kayiplara yol acan Tuta absoluta, domates
yapraklarinda galeriler acarak beslenir. Endofitik 6zellige sahip entomopatojen bakterilerin bu
tiir zararlilarin miicadelesinde kullanilabilme potansiyeli mevcuttur. Bu nedenle, ¢alismada
kullandigimiz Serratia marcescens izolatlarinin endofitik 6zellige sahip olup olmadiklar
belirlendi. Bunun igin hasat giinii hazirlanmis ve -80°C’de muhafaza edilen kok, govde ve
yapraklardan Gg¢ tekrarli olacak sekilde yeniden izolasyon gerceklestirildi. Ornekler %3’liik
sodyum hipoklorit c¢ozeltisi icerisinde 2 dakika bekletildikten sonra 4 defa seri sulardan
gecirilerek yiizey sterilizasyonu gergeklestirildi. Steril bisturi kullanilarak etrafindaki 6lii
dokular kesildikten sonra NA besiyeri {izerine yerlestirildi. Petriler 30 °C, 48 saat boyunca
inklibasyona birakilarak S. marcescens’e 6zgii kirmizi koloni olusumlart gézlemlendi (Niu
vd., 2022).
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3. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
3.1. Sonuclar

3.1.1. Morfolojik élciimler

3.1.1.1. Cimlenme

Elde edilen sonuclara gore kontroller arasinda steril toprak kullanilan uygulamada
anlaml bir azalig, Sm-Se9 izolat1 uygulanan gruplar arasinda anlamli bir sonu¢ bulunamamais
olup, Sm-MKI11 izolatt uygulanan gruplar arasinda steril toprakta anlamli bir azalis
goriilmistiir. Gruplar kendi aralarinda degerlendirildigi zaman; steril olmayan toprakta Sm-
Se9 ve Sm-MKI11 izolati1 kullanilan gruplarda kontrole gore anlamli bir azalig, Sm-MK11
izolat1 uygulanan grupta ise Sm-Se9 kullanilana gére anlamli bir artis gézlemlenmistir (Grafik
3.1). Steril toprakta da benzer sonuclar gozlenirken Sm-MKI11 izolatinda kontrole goére

anlaml1 bir sonug¢ goriilmemistir (df=5, F=5,814).
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Grafik 3.1. Steril olmayan ve steril topraga ekilen domates tohumlarinin ¢imlenme oranlari.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 stispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar ti¢
tekrarli gerceklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢gubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kiiglik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.1.2. Kok-Govde Uzunluk

Elde edilen sonuglara gore kok uzunluklarina bakildigi zaman kontroller arasinda
steril toprak kullanilan uygulamada anlamli bir artis, Sm-Se9 ve Sm-MKI11 izolatlar
uygulanan gruplar arasinda steril toprakta anlamli bir artis goriilmistiir. Gruplar kendi
aralarinda degerlendirildigi zaman; steril olmayan toprakta Sm-Se9 ve Sm-MKI11 izolati
kullanilan gruplarda kontrole gore anlamli bir azalis gézlemlenmistir. Steril toprakta Sm-Se9
izolatinda kontrole gore anlamli bir azalis goriilmiistiir, Sm-MK11 izolatinda ise anlaml1 bir

sonug goriillmemistir (Grafik 3.2) (F=6,975; df=5).

Elde edilen sonuglara gore govde uzunluklarina bakildigi zaman steril olmayan ve
steril toprak kullanilan gruplar arasinda her bir grup i¢in steril toprakta anlamli bir artig
gozlenmistir. Gruplar kendi aralarinda degerlendirildigi zaman toprak farkliliklarina gore

biitiin gruplar anlamsiz bir sonug gostermistir (Grafik 3.3) (F=19,331; df=5).
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Grafik 3.2. Steril olmayan ve steril toprak biiyiitiilen domates bitkilerinin kdk uzunluklari.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar ti¢
tekrarli gerceklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢gubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata cubuklari iizerindeki farkl: kii¢lik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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Grafik 3.3. Steril olmayan ve steril toprak biiyiitiilen domates bitkilerinin gévde uzunluklar.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar t¢
tekrarli gergeklestirilen ¢aligmanin ortalamasini, hata cubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kiiglik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
3.1.1.3. Govde Cap1 ve Yaprak Sayisi

Elde edilen sonuglarda govde ¢ap1 incelendigi zaman hi¢bir anlamli sonug
gozlenmemistir (Grafik 3.4). Yaprak sayisina baktigimiz zaman ise toprak farkliliklarina gore
her bir grup kendisi ile karsilastirildiginda steril toprakta her birinde anlamli bir artis
gozlenmigtir. Steril olmayan toprak kullanilan gruplarda kendi aralarinda anlamli bir sonug
gOzlenmezken, steril toprakta bakteri uygulamasi yapilan gruplar kontrole gore anlamli bir
artis, SM-MK11 izolat1 kullanilan grupta Sm-Se9 izolat1 kullanilan gruba goére anlamli bir artig
gostermistir (Grafik 3.5) (F=4,252; df=5).
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Grafik 3.4. Steril olmayan ve steril toprak biiyiitiilen domates bitkilerinin gévde ¢aplari.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar ti¢
tekrarli gergeklestirilen ¢aligmanin ortalamasini, hata cubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kiigtik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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Grafik 3.5. Steril olmayan ve steril toprak biiyiitiilen domates bitkilerinin yaprak sayilari.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar ti¢
tekrarli gerceklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢gubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kiiglik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.1.4. Yas-Kuru Agirhk (Biyokutle)

Elde edilen sonuglarda gruplar kendi aralarinda karsilastirildigi zaman steril toprak
kullanilan gruplarda anlamli bir artis gézlenmistir. Steril olmayan toprakta gruplarda Sm-Se9
izolat1 kontrole gore anlamli bir azalis gosterirken Sm-MK11 izolat1 kullanilan grupta anlamli
bir sonu¢ gozlenmemistir. Steril toprakta ise Sm-Se9 izolat1 kullanilan bitkiler kontrole gore
anlaml bir artig gosterirken Sm-MK11 izolat1 kullanilan bitkiler anlamli bir azalis géstermistir

(Grafik 3.6) (F=48,863; df=5).
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Grafik 3.6. Steril olmayan ve steril toprakta blytiulen domates bitkilerinin biyokutleleri.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 stispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar ti¢
tekrarli gerceklestirilen ¢aligmanin ortalamasini, hata cubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kiiglik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
3.1.2. Klorofil ve Karotenoid Miktari

Yapilan analiz sonucu klorofil igerigine bakildigi zaman steril olmayan ve steril
topraklar kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman kontroller arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Sm-Se9 ve Sm-MKI11 izolatlarmin her ikisinde de steril olmayan toprakta
biiytitiilen bitkilerde digerlerine gore anlamli bir artis gézlenmistir. Steril olmayan toprakta
biiylitme yapilan bitkiler kendi aralarinda karsilastirildiginda Sm-Se9 ve Sm-MK11 uygulanan

bitkilerde kontrole oranla anlamli bir artig gozlenirken Sm-MK11 uygulanan bitkiler diger

30



izolat uygulananlara gore daha diisilk gozlenmistir. Steril toprakta biiyiitiilen bitkilere

bakildig1 zaman steril olmayana benzer sonug gézlenmistir (F=49,751; df=23).

Yapilan analizler sonucu elde edilen karotenoid miktarinda kontrol gruplarinda steril
olmayan ve steril toprak arasinda anlamli bir fark bulunmasa da bakteri uygulamasi yapilan

gruplarda hem kullanilan toprak farkina gére hem de kontrole gore artis gozlemlenmistir (F=
53,828; df=23).
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Grafik 3. 7. Steril olmayan ve steril toprakta buyutilen domates bitkilerinin klorofil A
icerigi. Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan,
MK11: sulamada Sm-MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar
ti¢ tekrarli gerceklestirilen caligmanin ortalamasini, hata gubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kii¢lik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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Grafik 3. 8. Steril olmayan ve steril toprakta biy(tulen domates bitkilerinin klorofil B igerigi.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 stispansiyonu kullanilan, MK11:
sulamada Sm-MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar ti¢
tekrarl1 gerceklestirilen ¢aligmanin ortalamasini, hata cubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkl kiiglik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).

40
. a
= 35
[N
oo
> 30
g b
@ 25
= ) c

C

.‘_)‘ 20
= cd d
o
o 15
~
g 10
o
&
Qo 5

0

Kontrol Sm-Se9 Sm-MK11 Kontrol Sm-Se9 Sm-MK11
Steril olmayan toprak Steril toprak

Grafik 3. 9. Steril olmayan ve steril toprakta biydtilen domates bitkilerinin total klorofil
icerigi. Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan,
MK11: sulamada Sm-MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar
ii¢ tekrarli gerceklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢gubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata ¢ubuklari iizerindeki farkl kiiglik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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Grafik 3. 10. Steril olmayan ve steril toprakta buyuttilen domates bitkilerinin total karotenoid
icerigi. Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada Sm-Se9 siispansiyonu kullanilan,
MK11: sulamada Sm-MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu ifade etmektedir. Barlar
ii¢ tekrarli gerceklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢gubuklari ise standart sapmay1 ifade
etmektedir. Hata gubuklar tizerindeki farkli kiigtik harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel

farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).

3.1.3. Lipit Peroksidasyon (MDA Miktar)

Lipit peroksidasyon analizi (MDA-TBARS) sonucunda steril olmayan toprak ve
steril toprak arasinda anlamli bir diisiis gozlenmistir. Bakteri uygulamasi yapilan bitkilerde
her iki toprakta da kontrole gore anlamli diigiisler gozlenmistir (Grafik 3.11) (F=6,556;
df=17).

33



0.06

0.05 a
— ab
=
[Ny
go 0.04 abc
£
c abc
;:.3 0.03 be
@ c
M=y
< 0.02
[a)
=

0.01

0.00

Kontrol Sm-Se9 Sm-MK11 Kontrol Sm-Se9 Sm-MK11
Steril olmayan toprak Steril toprak

Grafik 3. 11. Steril olmayan ve steril toprakta buytttlen domates bitkilerinin MDA igerigi.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada S. marcescens Se9 siispansiyonu

kullanilan, MK11: sulamada S. marcescens MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu

ifade etmektedir. Barlar ii¢ tekrarli gerceklestirilen ¢calismanin ortalamasini, hata ¢ubuklari ise

standart sapmay1 ifade etmektedir. Hata gubuklari tizerindeki farkl kii¢iik harfler uygulamalar

arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.4. Antioksidant Enzim Aktivitesi
3.1.4.1. Total Protein icerigi

Yapilan Bradford analizinden ¢ikan verilere gore protein miktarlarinda steril
olmayan toprakta bitkilerde bakteri uygulamasi yapilan bitkiler kontrole gore anlamli diisiis
gostermistir. Steril toprakta ise bakteri uygulamasi yapilan bitkilerde protein igerigi kontrole
oranla anlamli bir artis gostermistir. Topraklar arasinda gruplara bakildigi zaman steril
toprakta biiyiitiilen kontrol grubunda digerine gére anlamh bir azalis gozlenmistir. Bakteri

uygulamalarinda anlamli bir fark gériilmemistir (Grafik 3.12) (F=10,362; df=5).
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Grafik 3. 12. Steril olmayan ve steril toprakta biy(itilen domates bitkilerinin protein
miktarlari. Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada S. marcescens Se9
stispansiyonu kullanilan, MK11: sulamada S. marcescens MK11 siispansiyonu kullanilan
deney grubunu ifade etmektedir. Barlar {i¢ tekrarl gergeklestirilen ¢calismanin ortalamasini,
hata cubuklari ise standart sapmay1 ifade etmektedir. Hata ¢cubuklari tizerindeki farkli kiigiik

harfler uygulamalar arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gdstermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.4.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Yapilan katalaz analizi sonucu steril olmayan toprakta bulydtulen bitkiler kendi
aralarinda karsilastirildigi zaman Sm-Se9 uygulanan bitkilerde kontrole gore anlamli bir
azalis, Sm-MK11 uygulananlarda ise anlamli bir artis gézlenmistir. Steril toprakta biiyiitiilen
bitkiler kendi aralarinda karsilastirildigi zaman bakteri uygulamasi yapilan bitkiler kontrole
gore anlamli bir artis gostermistir. Kontroller kendi aralarinda karsilastirildigr zaman anlamli
bir sonug¢ goriilmemistir. Sm-Se9 uygulanan bitkilerde ise steril toprakta anlamli bir artis

gozlenmistir. Sm-MK11 uygulanan bitkilerde ise steril olmayan anlamli bir artig gostermistir
(Grafik 3.13) (F=9,768; df=5).
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Grafik 3. 13. Steril olmayan ve steril toprakta buyuttlen domates bitkilerinin CAT aktivitesi.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada S. marcescens Se9 siispansiyonu
kullanilan, MK11: sulamada S. marcescens MK 11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu
ifade etmektedir. Barlar (¢ tekrarli gergeklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢ubuklari ise
standart sapmay1 ifade etmektedir. Hata ¢ubuklari {izerindeki farkli kii¢lik harfler uygulamalar

arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.4.3. Guyakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesi

Yapilan analiz sonucu POD aktivitesinde kontroller kendi aralarinda karsilastirildigi
zaman steril toprakta anlamli bir artis, Sm-MK11 uygulanan bitkiler kendi aralarinda steril
toprakta anlamli bir artis gostermistir. Steril olmayan toprakta buyutulen bitkiler kendi
aralarinda karsilastirildigi zaman ise bakteri uygulamasi yapilan bitkiler kontrole oranla
anlamli bir artis gostermistir. Steril toprakta biiyiitilen bitkiler ise kendi aralarinda
karsilagtirildigi zaman Sm-MKI11 uygulanan bitkiler kontrole oranla anlamli bir artig

gostermistir (Grafik 3.14) (F=12,102; df=5).
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Grafik 3. 14. Steril olmayan ve steril toprakta bytttlen domates bitkilerinin biyokutleleri.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada S. marcescens Se9 siispansiyonu
kullanilan, MK11: sulamada S. marcescens MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu
ifade etmektedir. Barlar (¢ tekrarli gergeklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢ubuklari ise
standart sapmay1 ifade etmektedir. Hata cubuklar iizerindeki farkli kii¢iik harfler uygulamalar

arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.4.4. Askorbat Peroksidaz(APX) Aktivitesi

Yapilan APX aktivitesi analizi sonucu kontroller kendi aralarinda karsilastirildig:
zaman anlamli bir sonu¢ goriilmemis, Sm-Se9 uygulanan bitkilerde steril toprakta anlamli bir
arttg goriilmiis, Sm-MK11 de ise anlamli bir sonu¢ goriilmemistir. Steril olmayan toprakta
biiyiitiilen bitkiler kendi aralarinda karsilastirildigi zaman Sm-MK11 uygulanan bitkilerde
kontrole gore anlamli bir artis gozlenmistir (Grafik 3.15). Steril toprakta biydtilen bitkiler
kendi aralarinda karsilastirildigi zaman bakteri uygulamasi yapilan bitkiler kontrole oranla

anlamli bir artig gostermistir (F=5,288; df=5).
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Grafik 3. 15. Steril olmayan ve steril toprakta biytttlen domates bitkilerinin biyokutleleri.
Kontrol: sulamada saf su kullanilan, Se9: sulamada S. marcescens Se9 slispansiyonu
kullanilan, MK11: sulamada S. marcescens MK11 siispansiyonu kullanilan deney grubunu
ifade etmektedir. Barlar ii¢ tekrarli gerceklestirilen ¢alismanin ortalamasini, hata ¢ubuklar ise
standart sapmay1 ifade etmektedir. Hata cubuklar iizerindeki farkli kii¢iik harfler uygulamalar

arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir (Tukey HSD, P<0.05).
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3.1.5. Serratia marcescens izolatlarinin endofit 6zelliginin belirlenmesi

Bitki organlarindan gergeklestirilen yeniden izolasyon sonrasi Sm-Se9 ve Sm-MK11
bakterilerinin koklerde kolonize oldugu goriildi. Steril olmayan toprakta yapilan
uygulamalarda kullanilan Sm-Se9 izolatinin koklerden yapraklara kadar tasindig: fakat steril
toprakta yapilan uygulamalarda kullanilan Sm-Se9 izolatinin gévdeye kadar taginmis oldugu

goruldd. Bununla birlikte Sm-MK11 izolatinin toprak {istii organlarda varligi tespit edilemedi.
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Sekil 3.1. Steril olmayan toprakta yetistirilen bitkiler, A: Kontrol, B: Sm-MK11, C: Sm-Se9,
Y: Yaprak, G: Govde ve K: Kok
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Sekil 3.2. Steril toprakta yetistirilen bitkiler, A: Kontrol, B: Sm-MK11, C: Sm-Se9, Y:
Yaprak, G: Govde ve K: Kok
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3.2. Tartisma

Bitki biiytimesini artiran bakteriler son yillarda sik¢a kullanilmaya baslanmistir. Bu
bakteriler bitkileri ve topraktaki diger mikroorganizmalar cesitli sekilde etkileyerek bitkilerin
verimlerini artirmaktadir. Bunlar; azot fiksasyonu, fosfat ¢oziindiirmesi, bitki hormonlari
iretmek, hastaliklara kars1 direng saglamak, stres toleransi saglamaktir (Mekonnen ve Kibret,
2021).

Bitki hormonlar1 igerisinde en c¢ok oksin liretimi ile bitki biiyiimesini artirirlar,
toprakta azotu fikse ederek bitkinin alimini kolaylastirirlar, normalde inorganik formda
bulunan fosfat tuzlarini ¢oziindiirerek bitkinin alimini saglarlar, ¢esitli bitki patojenlerine kars1
oldiriicii etkide bulunurlar ayn1 zamanda insektisitlere karsi da oldiriicii etkileri bulunan
bakteriler vardir. Ayn1 zamanda siderofor ve benzeri metabolitler lireterek cesitli streslere;

agir metal, soguk, kuraklik vb. tolerans saglarlar (Yadav vd., 2018).

Baz1 bakteriler ise bitkilerin oksidatif savunma mekanizmasinda bulunan enzimatik
ve enzimatik olmayan molekiillerin sentezini artirarak bitkilerin stres toleransini
artirmaktadir. Enzimatik oksidatif savunma mekanizmasinda en 6nemli olan enzimler; CAT
(katalaz), GPX (guyakol peroksidaz), APX (askorbat peroksidaz) bunlardir (Bouizgarne,
2012).

CAT, hidrojen peroksitin su ve oksijene parcalanmasini katalizler, GPX, hidrojen
peroksiti guyakoliin yapisina katarak hiicreden bertaraf eder. APX, askorbik asiti kullanarak
hidrojen peroksiti hiicreden bertaraf eder. Bu enzimlerin sentezini artirarak bitkilerin strese
kars1 toleransini artiran bakteriler biyogiibre olarak kullanilabilmektedir (Mhamdi ve Van

Breusegem, 2018).

Bizim de ¢alismada kullandigimiz Serratia marcescens entomopatojen 6zellikte olup
bazi suslart bitki bilylimesini artirmaktadir. Gram negatif bir bakteri olan Serratia marcescens
hareketli ve ¢evresel kosullara uyum saglayabilir (R. J. de Andrade Reis vd., 2021). Bitkilerin
kok bolgesinde yasayabilen ve mutualistik iliskiler kurabilen bu bakteri bitkilerde biyogiibre
olarak kullanilabilir. Entomopatojen 6zelligi dzellikle kitinaz iiretimi ile iligkilidir. Uretilen bu
enzim boceklerin dis iskelet yapisinda bulunan Kitinin pargalanmasini sagladigindan insektisit

ozelligi gostermektedir (Babashpour vd., 2012).

(Niu vd., 2022) tarafindan yapilan ¢alismada, bakteri uygulamasi gergeklestirilen
bitkilerde ¢imlenme iizerinde artirici bir etki bulunmustur; bizim yaptigimiz c¢alismada ise
negatif etki gorlilmistiir. Bitki morfolojik Ol¢limleri sonucu kok-govde uzunlugunda,
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biyokiitlede bir artig goriilmiistiir, bizim yaptigimiz ¢calismada ise kok-gévde uzunlugunda kok
tizerinde azalis govde de ise bir etki gorilmemistir fakat (Niu vd., 2022) tarafindan
gergeklestirilen ¢alismada organizma yogunlugu arttikga ¢imlenme ve morfolojik verilerde
azalma meydana gelmistir, bizim calismamizda da negatif etki goériilmesi sebebi yaptigimiz

bakteri uygulamasinin bitkiye fazla gelmesi olabilir..

(Desoky vd., 2020) tarafindan gergeklestirilen calismada, bitkilerin morfolojik
Ozellikleri Uzerinde diisiik miktarda artis goriilmiistiir, bizim yaptigimiz ¢alismada ise ya
negatif ya da hic etki goriilmemistir. Yapilan ¢calismada bakteri uygulamasi sadece topraga bir
defa uygulama seklinde yapilmstir, biz ise ¢alismamizda hem tohum kaplama hem de toprak
sulama suyuna bakteri suspansiyonu ekleyerek uygulama yaptik. Burada yapilan uygulama
seklinden dolay1 bakteri yogunlugu fazla olup bitki gelisimini strese neden olarak aksatmis
olabilir. Fotosentetik elemanlara bakildigi zaman yapilan caligmada bakteri uygulamasi
yapilan bitkilerde klorofil ve karotenoid miktarlarinda artis goriilmistiir, bizim yaptigimiz
caligmada da ayn sekilde artis goriilmiistiir. Kullanilan bakteri izolatlart morfolojik biiylimeyi
tetiklemekten ziyade klorofil sentezini artirarak fotosentezi gelistirmistir. Antioksidatif
savunma mekanizmasi elemanlarina bakildig1 zaman bakteri uygulamasi yapilan bitkilerde
enzim miktarlarinda diislis goriilmiistiir, bizim yaptigimiz ¢alismada ise genel ¢ergevede artig
gozlemlenmistir, bu sonuca bakilarak bizim yaptigimiz bakteri uygulamasi bitkiyi strese

maruz birakmis olabilir.

(Régis Josué de Andrade Reis vd., 2020) bitkilerin yas-kuru agirliklari incelendigi
zaman bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin kontrole oranla daha fazla agirliga sahip oldugu
goriilmistiir, fakat bizim yaptigimiz ¢alismada ise Steril olmayan toprakta bakteri uygulamasi
biyokitlede azalisa neden olmustur, steril toprakta az miktarda artis saglamistir. Steril
olmayan toprakta bulunan diger mikroorganizmalar bitkinin biiyime ve gelismesine engel
olarak topraktan mineral madde alimini azaltmis olabilir. Bir diger yandan bizim
uyguladigimiz bakteri steril olmayan toprakta diger organizmalar tarafindan etkinligi

azaltildig1 i¢in etki gosterememis olabilir.

(Lima vd., 2020) tarafindan bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin kok uzunluklarinin
kontrole oranla 2.4 kat arttigi, govde uzunluklarinin ise az miktarda diisiis gosterdigi
bildirilmistir. Uygulama sirasinda sadece S.marcescens uygulamasi yapilan bitkilerin kok
uzunluklar1 diger yiizey tutucu uygulamasi yapilanlara gore kontrolden daha ylksek

bulunmustur. Buradan yola ¢ikilarak bizim uygulamamiz sirasinda bakterilerin ylizeye fazla

43



tutundugu ve bu yiizden bitkilerimizin biiylime ve gelismesinde negatif etkiye sahip oldugu

diistiniilebilir.

(El-Esawi vd., 2020) tarafindan yapilan ¢alismada, bakteri uygulamasinin bitkinin
morfolojik ozellikleri tizerindeki etkileri incelendgi zaman kok-gdvde uzunluklarinda artis,
biyokiitlede artis gozlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise bu parametrelerde diisiis
gbzlenmistir. Bakteri uygulamasi yapilirken stispanse edilmis bakteriler steril su icerisinde
¢cozllmis ve bitkiler ¢imlendirildikten sonra 25dk’lik kisa uygulamalar yapilmistir. Bizim
calismamizda tohumdan itibaren bakteri uygulamasi yapilmistir ve bu uygulama miktar
bitkiye fazla geldigi i¢in stres olusturmus olup bitkinin gelisme ve biiyiimesine negatif etkide
bulunmus olabilir. Yapilan ¢alismada klorofil icerigi incelendigi zaman bakteri uygulamasinin
artis sagladigi bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da klorofil igeriginde artis gozlenmistir.
kullandigimiz bakterinin endofitik etki gosterdigini calismamizda bulduk yapraklara ulasan
bakteri miktar1 diger organlardan daha az oldugu icin burada bulunan klorofile sentezine
katkida bulunmus olabilir. Antioksidant savunma mekanizmasina bakildigi zaman yapilan
calismada APX, CAT, SOD ve POD enzimlerinin seviyeleri incelenmis ve bakteri uygulamasi
yapilan bitkilerde her biri kontrole oranla yiliksek bulunmustur. Bizim calismamizda CAT
enzimine bakildig1 zaman steril olmayan toprakta Sm-Se9 uygulamasi yapilan bitkiler harici
yiksek, GPX aktivitesinde ya yiiksek ya da kontrol ile ayn1 oranda, APX aktivitesinde ise
GPX ile aymt sonuglar gozlenmistir. Bu da ayni sebepten dolayr bitkiyi strese maruz

biraktigini diisiindiirmektedir.

(Abboodi vd., 2021) bakteri uygulamasi yapilan bitkiler incelendigi zaman kok-
govde uzunlugunda artis gézlemlemistir. Bizim ¢alismamizda ise bakteri uygulamasi sonucu
kok-govde uzunlugunda azalis meydana gelmistir. Bir diger morfolojik parametre olan yas-
kuru agirliga bakildigi zaman yapilan ¢aligmada artis gozlemlenmistir, bizim ¢alismamizda
steril olmayan toprakta azalis gézlemlenirken steril toprakta yapilan uygulamada Sm-Se9
uygulanan bitkiler kontrole gore artis gostermistir. Yapilan calismada klorofil icerigi
incelendigi zaman bizim c¢alismamiz ile benzer sekilde artis gézlemlenmistir. Bu ¢aligmada
antioksidatif savunma mekanizmasi elemanlar1 olan SOD, POD ve CAT enzimlerinin
seviyeleri incelenmistir ve her bir enzimde bakteri uygulamasi enzim aktivitesini artirmistir.
Bizim ¢alismamizda CAT, GPX ve APX enzim seviyelerine bakilmis ve genel anlamda artis
gbzlenmis ya da kontrol grubu ile ayn1 seviyede aktivite gozlenmistir. Bu sonuglara bakilarak
bizim uygulamamizda bakteri uygulamasi bitkide strese neden olmus olup bu da morfolojik

parametreleri etkilemistir ve bitki gelisme ve biiyiimesini sekteye ugratmistir.
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(Zheng vd., 2022) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Serratia marcescens olarak
tanimlanan bakteri bitkilere uygulnadiktan sonra yapilan morfolojik Ol¢imler sonucu kok-
govde uzunluklar1 ve yas-kuru agirliklarinda artis gézlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
ise tam tersi sekilde kok-gévde uzunluklarinda ve yas-kuru agirlikta steril olmayan toprak
kullanilarak yapilan uygulamada azalis goriilmistiir, fakat steril toprak kullanilarak yapilan
uygulamada yas-kuru agirlikta kontrole oranla az miktarda artis goriilmiistiir. Bu bulgulara
dayanarak toprakta bulunan diger organizmalarin bizim kullandigimiz organizmaya

antagonistik bir etki gosterdigi sdylenebilir.

(Krawczyk vd., 2022) tarafindan yapilan calismada ise, bitkilerin morfolojik
parametreleri incelendigi zaman yas-kuru agirlikta ve kok-gévde uzunlugunda az miktarda
artis goriilmistiir. Bizim ¢alismamizda ise kok-gévde uzunluklarinda azalis, yas-kuru agirlikta
ise steril olmayan toprakta azalig steril toprakta az miktarda artis goriilmiistiir. Buradaki
sonuca bakilarak toprakta bulunan diger organizmalar bizim organizmamiz iizerinde 6ldiirticii
bir etki gdstermis veya bitkinin organizma ile etkilesime girmesini engellemis olabilir.
Yapilan calismada yaprak sayilar1 ve alanlar1 incelendigi zaman belirgin bir artis gézlenmistir.
Bizim c¢alismamizda da yapraklarda artis ve klorofil seviyelerinde artis goriilmiistiir. Bu
artiglarin sebebi organizmanin endofitik 6zellik gostererek yapraklara kadar tasindigi icin

orada gelisime olumlu katki gostermistir.
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3.3. Oneriler

Laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen calismada S. marcescens izolatlarinin
domates bitkisinin biiyiime ve gelisimine katki saglamadigi goriilmiistiir. Literatirde yer alan
caligmalarda ise bitki biiylime ve gelisimini destekleyici 6zellikte oldugu belirtilmektedir. Bu
nedenle cok yonlii bir calisma tasarlanarak mikroorganizmanin bitki biiylime gelisimini

artiric1 6zelligi arazi kosullarinda ortaya konabilir.

Bu caligma baz alinarak kullanilan organizmalarin oncelikle bitki biiytime 6zelligi
gostermesini saglayan parametreleri; IAA tiretimi, siderofor iiretimi, vb. 6zellikleri deneysel

olarak ortaya konulabilir.

Bir diger yandan organizmanin uygulama sekli ve dozaji farkli parametrelerde

denenmek suretiyle yeni bir ¢alisma yapilabilir.

Laboratuvar kosullarinda belli bir noktaya kadar ortaya konabilen sonuglar arazide
genis bir calisma sahasinda farkli bitkiler ve farkli gilibrelemeler ile birlikte denenerek

sonuclarin yeni bir ¢calisma seklinde kullanilmasi gergeklestirilebilir.

Bitki biiyiimesini artirdigi kesin olarak bilinen organizmalar ile bu organizmalar

farkli uygulama kosullarinda denenebilir.
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