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Bacillus cereus, B. subtilis ve B. thuringiensis TURU BAKTERILERIN MISIRDA
(Zea mays L.) PROTEIN IFADE PROFILI UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Dilek GOKCEK

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2020
Danisman: Prof. Dr. Semih YILMAZ

OZET

Serbest yasayan, bitki gelisimini tesvik eden ve biyolojik savas ajani olarak
kullanilabilen PGPR’ler son 30 yildan fazla siiredir tarimda kullanilmaktadir. PGPR
grubunda olan Bacillus tiirii bakterilerin bitkilere uygulanmasi hakkinda yiritiilen
arastirmalarda bitkiler lizerinde 6nemli verim artislar1 oldugu bildirilmistir. Yapilan bu
tez calismasinin amaci Bacillus cereus, B. subtilis ve B. thuringiensis bakterilerinin
onemli tahil grubundan olan misir (Zea mays L.) bitkisinde verim, gelisim ve protein
ifade profilinde olusturdugu farkliliklarin belirlenmesidir. Arastirmada ACC deaminaz,
fosfataz ve siderofor tasdigi bilinen yerel bakteriler misir tohumlarina kaplama seklinde
uygulanmis ve bitki fiziksel gelisimi incelemeleri i¢in verim parametreleri
belirlenmistir. Bitkilerin en iist kisimdaki taze yapraklarindan protein extraksiyonu
yapilmis SDS-PAGE ve 2D analizleri ile protein farkliliklar1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglarda klorofil igerigi bakteri uygulanan musir bitkilerinde kontrole gore onemli
bulunmustur (p<0.05). Ayrica kok yas agirliklart bakteri uygulanan misir bitkilerinde
kontrol bitkilerine gore istatiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Yine siirgiin yas
agirliklarida bakteri uygulanan bitkilerde kontrol bitkilerine gore istatiksel olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.05). SDS-PAGE ve 2D de Bacillus sp. KH16.2 (MH847787),
Bacillus thuringiensis SY49.1 (MW197418) ve Bacillus sp. KH6.4 bakteri uygulamalari
yapilan bitkilerde kontrole gore artig ve azalis yoniinde ifade farkliliklar1 belirlenmistir.
Sonug olarak misir bitkisine uygulanan bakterilerin hem verim parametrelerinde hem de

protein ifade profilinde farklilik olusturdugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, B. subtilis, B. thuringiensis, Zea mays L., SDS-
PAGE, 2D
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INVESTIGATING THE EFFECT OF Bacillus cereus, B. subtilis and B.
thuringiensis TYPE OF BACTERIA ON PROTEIN EXPRESSION PROFILE OF
CORN (Zeamays L.)
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Supervisor: Prof. Dr. Semih YILMAZ

ABSTRACT

Plant growth promoting free living and biological warfare agents as PGPRs have been
used in agriculture for more than 30 years. Studies conducted on the application of
Bacillus type of bacteria as PGPRs on plants have reported significant yield increases.
The aim of this study is to determine the effect of local Bacillus cereus, B. subtilis and
B. thuringiensis species strains on the growth, yiled and protein expressin profile of
maize (Zea mays L.), which is an important cereal crop. The local bacterial species
known to carry ACC deaminase, phosphatase and siderofore were applied as seed
coating and yield parameters were determined on plant physical developments. Protein
extraction was performed using the upper fresh leaves of the plants and expressional
differences were determined through SDS-PAGE and 2D gel electrophoresis. Results
indicated that, chlorophyll content in corn plants treated with bacteria were significant
when compared with control plants (p <0.05). Also, root dry weights of plants treated
with bacteria were significantly higher compared with that of control plants (p <0.05).
Shoot fresh weight in treated plants were significantly higher than that of control plants
(p <0.05). In plants with Bacillus sp. KH16.2 (MH847787), Bacillus thuringiensis
SY49.1 (MW197418) and Bacillus sp. KH6.4 species application SDS-PAGE and 2D
analysis revealed considerable expressional differences both as up and down regulations
compared with control groups. In conclusion, it was determined that the bacteria applied
to the corn plants gave rise to differences in both yield parameters and protein

expression profiles.

Keywords: Bacillus cereus, B. subtilis, B. thuringiensis, Zea mays L., SDS-PAGE, 2D
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GIRIS

21. Yizyilin stratejik sektorleri arasinda bilinen gida sektoriiniin, diinya niifusunun
2050 yilinda 10 milyara ulasmasi beklentisiyle birlikte biiyiik bir sorumluluk
istlenecegi ongoriilmektedir. BM nin agikladig1 “Gida Giivenligi ve Beslenme” baslikl
raporunda 10 yildan uzun bir siiredir diisiis gosteren acligin 2016 yilindan itibaren
tekrar yiikselise gectigi ve 815 milyon insanin aglik ile miicadele ettigi ortaya
koyulmustur. 2050 yilina kadar artmasi beklenen niifus i¢in tarim ve gida iretiminin en
az yluzde 50 arttirilmasi gerekmektedir. Diinya niifusunda meydana gelecek bu
degisiklige karsilik mevcut tarim ve gida iiretim sistemlerimizin temel sorunlari

cozmekte basarisiz oldugu goriilmektedir (FAO, 2017).

Birlesmis milletler tarim orgiitii diinya genelinde kullanilan gidanin %99,7’sinin karasal
ortamdan elde edildigini gostermektedir. Bu bilgilerle birlikte her yil diinya niifusuna 79
milyon insan eklendigi de goz oniinde bulunduruldugunda, gida talebinde siirekli bir
artig ve arzda es zamanli bir azalma oldugu goriilmektedir (Alexandratos ve Bruinsma,
2003).

Glinliimiizde artan niifus ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan achiga karsilik tarimsal
verime olan talep de bir o kadar artmistir. Bundan dolayr dogal kaynaklar ve gelecekte
olusabilecek daha biiyiik sorunlar oGnemsenmeden yliksek oranda kimyasal ilag ve giibre
kullanimi1 artmaktadir. Yetistiriciler ekilen tiriinden daha fazla verim elde etmek adina
tarim alanlarinda kimyasal ilaglarin ve giibrelerin kullanimini arttirarak topragin
kalitesinin bozulmasina ve verimliligini kaybetmesine neden olmaktadir. Asir1 pestisit
ve giibre kullanim1 sonucunda toprak sagligt bozulmakta, ¢evre kirliligi ve patojen

popiilasyon artmaktadir (Saber, 2001).

Ihtiyaglarimizi1 toprak saghigini koruyarak dogal kaynaklardan saglayabilmek igin gida
ve tarim sistemlerinde degisiklik yapmanin zorunlu oldugu agiktir (FAO, 2017).



Tiim yorumcular, gida {retiminin Oniimiizdeki yillarda 6nemli 6l¢lide artirilmasi
gerektigi konusunda hemfikir olmasina ragmen bunun en iyi sekilde nasil basarilmasi
gerektigi konusunda ¢ok farkli goriisler vardir. Bazilart tarimin yeni topraklara
yayilmasi gerekecegini belirtiyor ancak boyle bir durum biyolojik ¢esitliligin daha fazla
kaybi1 anlamina gelecektir. Digerleri, gida iiretiminde artis i¢in yiiksek verimli gesitlerin,
giibre ve bocek ilaci gibi biiylik miktarlarda satin alinan girdilerin kullanilmasi
gerektigini soyliiyor. Bagka bir grup ise, ekolojik olarak daha saglam yontemlerin
kullanilmas1 yoluyla tarimsal stirdiiriilebilirligin ¢iftgilere arazi kullanimlarini

yogunlastirma ve gida iiretimini artirma segenekleri sundugunu sdyliiyor.

Ancak kalict aglik sorununu ¢6zmek, sadece yeni tarim teknolojileri ve uygulamalari
gelistirme meselesi degildir. Cogu fakir iiretici pahali teknolojileri karsilayamaz. Dogal,
sosyal ve insan kaynaklarindan en iyi sekilde yararlanmakla birlikte yerel olarak mevcut
veya ucuz teknolojilere dayali yeni ¢Oziim tiirleri bulmalari gerekecektir.
Siirdiiriilebilirlik, ¢cevreye verilen zarari en aza indiren veya ortadan kaldiran mevcut en
1yi teknolojilerin ve girdilerin kullanimiyla birlestirilen dogal, sosyal ve beseri varliklari
kullanarak yogunlastirma olarak adlandirilabilir. Tarih boyunca ciftciler, bugiin
stirdiirtilebilir olarak adlandirdigimiz ¢ok c¢esitli teknolojileri ve uygulamalari kullanmig
olsalar da siirdiirtilebilirlikle ilgili kavramlar ancak son yillarda daha yaygin bir sekilde

kullanilmaya baslanmigtir (Jules Pretty, 2002, 2005, 2007).

Bu durum g6z Oniline alindiginda ekonomik ve sosyal firsatlar saglayan ve
gezegenimizin dogal kaynaklarini korumak ve gelecek nesillere ¢evreyi kirletmeden ve
dogal dengesini bozmadan birakmak i¢in Oncelikli hedefimiz siirdiiriilebilir tarima
gecisi hizlandirmak olmalidir. Endiistriyel tarimin bazi savunuculari, ortaya ¢ikan
olumsuz etkilerin “yeterli besin i¢in” Odememiz gereken bedelinin oldugunu
belirtmektedir. Aslinda, giderek artan bilimsel kanitlar bu iddiay1 ciiriitmiis ve daha
sirdiiriilebilir bir modelin ayni1 derecede karli olabilecegini ve uzun vadede

ihtiyaglarimiz1 karsilayabilecegini gostermistir (Anonim, 2017).

Bu durumlardan dolay1 toprak sagligini korumak fazla kullanilan kimyasal ilag ve giibre
sonucu ortaya cikan sorunlar1 gidermek amaciyla yapilan arastirmalar neticesinde,
stirdiirtilebilir tarima ilgi artmistir. Bunun sonucu olarak da biyolojik giibre ile biyolojik

savas elemant olarak kullanilabilen mikroorganizmalar o6ne c¢ikmistir. Tarimda



kullanilan giindemdeki en 6nemli mikroorganizmalar ise bakterilerdir (Higa ve Paar,
1994; Bloenberg ve Luktenberg, 2001; Esitken ve ark., 2003; Cakmak¢1 ve Erdogan,
2008).

Toprak mikrofloras: ekosistemde genellikle benzersiz bir rol oynar ve biyosferdeki en
karmasik, cesitli ve onemli topluluklar arasindadir (Zhou ve ark., 2003). Ornegin bitki
patojenlerinin biyolojik kontrolii, bitki biiylimesini tesvik etme veya aktif bilesiklerin
izolasyonu bitkilerle iligskili mikroorganizmalarin incelenmesi, biyoteknolojik
uygulamalar i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (Emmert ve Handelsman, 1999; Bloemberg
ve Lugtenberg, 2001).



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Bitki Biiyiimeyi Destekleyen Rizobakteriler (PGPR)

Mikroskobik hayvanlarin kesfine kadar bakterilerin var oldugu bilinmesede, bakterilerin
antik cagdan beri bitki biiyiimesini tesvik etmek i¢in kullanildig1 ortaya ¢ikmustir.
Antonie van Leeuwenhoek (1683), Hellriegel ve Wilfarth (1888), otlarda ve
baklagillerde rizosfer kok kolonizasyonu konusundaki arastirmalarinda toprak
bakterilerinin atmosferik azotu bitkinin kullanabilecegi forma doniistiirdiigiinii ortaya
koymuslardir. Bu c¢aligmalarin 1s1k tuttugu diger arastirmada Kloepper ve Schroth
(1978, 1981) turpta koklere kolonize olarak biiylimeyi tesvik eden ve bdylece bitki
hastaliklarinin  goriilme sikligin1 azaltan toprak bakteri toplulugunun oldugunu
belirlediler ve bu bakteri toplulugunu biiyiimeyi tesvik edici "rizobakteriler" (PGPR)
olarak adlandirdilar. Bu Dbakterilerin daha ¢ok Acetobacter, Acinetobacter,
Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum,
Azotobacter,  Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Kilebsiella, Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve
Xanthomonas cinslerine ait oldugu belirtilmistir (Burdman ve ark., 2000). PGPR’ler
aragtirmacilar tarafindan c¢ok ¢esitli ortamlarda yiiksek adaptasyon, daha hizli biiyiime
oranlar1 ve ¢ok g¢esitli dogal ve ksenobiyotik bilesikleri metabolize etmek igin
biyokimyasal degiskenligi nedeniyle toprak ekosistemine yerlesmede basarili
rizobakteriler olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda PGPR'1 dogal genetik potansiyele
sahip tarimsal uygulamalarda kullanilan 6nemli bir bilesen olarak kabul etmislerdir
(Cook, 2002).



PGPR’ler genellikle kok sisteminde kolonize olarak bitkinin gelisimini buradan
destekler ve bitkiye zarar verebilecek mikroorganizmalarin islevine engel olurlar.
PGPR’lerin tohumun ¢imlenmesi, kok gelisiminin desteklenmesi ve bitkinin su ve
mineral aliminin arttirmasima O6nemli katki sagladigr bildirilmistir. PGPR’ler biiylime
hormonlarn tireterek dogrudan rizosferdeki mikrobiyal dengeyi degistirerek ve dolayli
olarak da mineral madde oranim1 diizenleyerek bitki gelisimini olumlu yonde tesvik

ederek etkilemektedir (Siddiqui, 2006; Sevik, 2010).

Bu organizmalar agir metalleri ¢ozebilme yetenekleri, azot ve fosfor baglayici
Ozelliklerinin yani sira bakteriyel, fungal ve nematod hastaliklarini engeller ve viral
hastaliklara kars1 kalkan gorevi goriir (Djordjevic, 1987; Ferreira, 1987; Siddiqui, 2006;
Sevik, 2010).

Glick vd. (1999) PGPR’larin tesvik etme mekanizmasi igerisinde, nitrojen fiksasyonu,
etilen seviyesinin disiiriilmesi, sideroforlar ve fitohormonlarin {iretilmesi, patojen
direncinin artirilmasi, besinlerin ¢dziindiiriilmesi, mikorizal isleyisin tesvik edilmesi,

Kirletici toksisitenin azaltilmasi gibi faaliyetlerinin oldugunu belirtmislerdir.

Ayrica toprakta serbest formda bulanan PGPR’lara kiyasla asilama yapilarak uygulanan
PGPR’larin bitkinin daha fazla canli kalmasini sagladigi ve bitki koklerinde daha iyi
kolonize olduklar1 belirtilmistir (Glick, 1995; Kaymak 2011).

Tiim bu nedenlerle c¢evre kirliliginin Onlenmesi ve tarimsal siirdiirtilebilirlik,
kaynaklarin devamliliginin saglanmasi ve tarimsal girdi maliyetin diisiiriillmesi, PGPR

kullanimin1 zorunlu hale getirmektedir (Cakmakei, 2005).

Bitki biiyiimesini tesvik edici bakterilerin kullanilmasi, mahsul verimi ve bozulmus
ortamlarda bitki direncini arttirmak i¢in biyolojik bir alternatif olusturabilmektedir (Ana

PGC Marques ve ark., 2010).
1.1.2. Misir Bitkisi (Zea mays L.)

Canlilarin besin ihtiyacinin karsilanmasinda tahillarin 6nemi oldukca fazladir. Bu
nedenle artan diinya niifusu besin ihtiyaci bakimindan tahillara bagimhidir. Insanlar
giinliik besinlerden aldiklar1 enerjinin ylizde ellisini tahillardan saglamaktadirlar

(Gengtan ve ark., 1995; Kirtok, 1998).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-011-0979-9#ref-CR88

Tarimi yapilan en Onemli tahil siralamasinda igiincii olan misir (Zea mays) ayni
zamanda en fazla ekim alanina sahiptir. 185 milyon hektar tiretim alanina sahip olan
misir toplam lretimde bugday ve celtigi geride birakarak birinci sirada yer almaktadir

(FAO, 2013).

Bunun yaninda sicak iklim tahillart icerisinde yer alan musir bitkisi {izerinde yapilan
caligmalarin ¢oklugu ve diinya ekolojisine uygun ¢esitlerinin bol olmasi ile de birinci

sirada yer almaktadir (Kiin 1997).

Uluslararas1 Hububat Konseyi’nin (UHK) agiklamis oldugu rapordaki bilgilere gore
diinyada musir ekim alanlarmin 2018 ve 2019 yillarinda dnceki yillara gore yiizde %3

oraninda arttig1 rapor edilmistir (UHK, 2019)

Diinya genelinde misir iiretimi goz Oniine alindiginda ilk ii¢ sirada ABD, Cin ve

Brezilya bulunmaktadir (UHK, 2019)

Misir, uzun yillardir tarimi yapilan birka¢ ender bitkiden biri olmustur. Anavatani

Amerika kitas1 olup buradan Diinya’nin diger yerlerine yayildig: bilinmektedir

Yeni diinyanin kesfedildigi zamanlarda, Amerika kitasinin ¢ogu bolgesinde At disi

mistr, sert misir, unlu misir, seker misir ve cin misir tiirlerinin tarimi yapilmaktaydi.

Portekizliler, 16. yiiz y1l baglarinda Afrika’nin bati kiyilarina, daha sonra da Hindistan

ve Cin’e misir1 gotiirmiiglerdir. Tiim Asya’ya da bu sekilde yayildig: diistiniilmektedir.

Misir, genis adaptasyon yetenegi sayesinde tropik, subtropik ve iliman iklim
kusaklarinda yetisebildigi i¢in Antartika disinda diinyanin her yerinde az veya g¢ok
tarimi yapilabilmektedir (Babaoglu, 2003).

Az gelismis iilkelerde misir insan beslenmesi i¢in kullanilirken gelismis iilkelerde
hayvan yemi ve endiistride dogrudan veya dolayli yollardan bir¢ok {iirliniin hammaddesi

olarak kullanilmaktadir (Kirtok, 1998).

Misir bitki aksamlarinin tamaminin silajda kullanilabilmesinden dolay1 kolayca

depolanan (silolanan) yem sinifinda ele alinmaktadir (Keles, 2014).



Silaj yapimina uygunlugunun yaninda, birim alanda daha fazla yesil aksam {iretmesi,
besin degerinin yiiksek olmas1 ve yiiksek oranlarda tiiketilmesi gibi sebeplerden dolay1
misir bitkisi diinyanin bir¢cok bolgesiyle birlikte Tiirkiye’de de Onemli miktarda
tiretilmektedir. Misir, yalnizca besin ve enerji degerine sahip olmayip ayni zamanda
bitki oOrtiisii hazirlama potansiyeline de sahip bir bitkidir (Kilig, 1986; Denek ve Deniz,
2004).

1.1.3. Iki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezi proteomik ¢alismalar igin 6nemli bir tekniktir ve ilk kez
1956 yilinda Simithies ve Poulik (1956) tarafindan kullanilmistir. 2D-PAGE ile
proteinlerin iki farkli 6zelligi kullanilarak yiiksek ayirim saglanabilmektedir. Birinci
boyutta proteinler izoelektrik noktalarina gore, ikinci boyutta ise molekiiler agirligina
gore ayrilir. Yiiksek ¢oztnirliklii 2D elektroforez, protein tiirleri ve izoform dagilim
analizi, konak hiicre protein analizi, hiicre durumlarinin niceliksel karsilastirmasi gibi

bircok noktada kullanilabilir (Nachimuthu ve Ponnusamy, 2014)

Tek bir jelde 10.000'e kadar proteini ayirabilen 2D-PAGE tekniginin farklh
asamalarinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. 2D-PAGE jel goriintiisii ile belirli bir
dokuda ifade edilen proteinlerin sayisi ve goriintii analizi ile 6nemli veriler elde
edilebilmektedir. Yiiritme islemi sonrasinda gesitli yontemlerle boyamanin ardindan

proteinler spotlar halinde goriinmektedir (Thierry ve Cécile, 2011)
1.1.4. IEF (izoelektrik Fokuslama)

2D jel elektroforezi i¢in IEF asamasinda, bir pH gradyani (IPG) olarak ince bir
poliakrilamid jel kullanilmaktadir. Jellerin igeriginde diisiikk konsantrasyonda akrilamid
(genellikle %4-5 oraninda akrilamid) vardir. Proteinler bu IPG stripi tizerine
tutturularak ardindan elektrik akimi verilmektedir. Polipeptitler elektrik alanda gradyan
tizerinde pH yiiklerine gore anot ve katot a dogru hareket ederek her protein kendi
izoelektrik noktasina geldiginde yiiksiizleserek bulundugu yerde konumlanmaktadir
(Rabilloud, 2000).

Bir IEF c¢alismasmin sonunda, proteinler izoelektrik noktalarinda yiiksek oranda

konsantre hale geldigi icin tespiti yiiksek hassasiyet ile sonuglanmaktadir. Bundan


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/proteomics
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/electrophoresis

dolay1 kiiciik yiik farklar1 bile ayirt edilebilmektedir. Coziiniirliik, daha uzun ayirma
mesafeleri ve dar gradyan araliklar1 kullanilarak artirilabilmektedir (Hoving ve ark.,
2000).

1.1.5. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE), DNA, RNA ve proteinler dahil olmak iizere
makro molekiilleri ayirmak i¢in en sik kullanilan tekniklerden birisi olmustur. SDS-
PAGE, protein boyutunun belirlenmesi, protein tanimlanmasi, numune saflik analizi vb.

gibi protein analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Simon, 2001).

Elektroforez, genel olarak, yiiklii molekiilleri bir ¢ozelti boyunca hareket ettirmek i¢in
bir elektrik alan1 uygulama islemidir. Bu teknikte, ytiklii bir molekiiliin hareketliligi, net

yiikii ve i¢inden gegtigi ¢ozeltinin direnci ile dogru orantilidir.

Poliakrilamid jel, altta daha biiyiik olan "ayirma" jeli ve istte dar bir "yiikleme" jeli
olmak iizere iki katmandan olusmaktadir. Jelin istiindeki ve altindaki rezervuarlar,

glisin ile yapilmis ve pH 8'e ayarlanmis bir tampon i¢cermektedir.

Elektroforez sirasinda, negatif yiiklii molekiiller tarafindan tasinan akim, jelden bir
rezervuardan digerine dogru hareket etmektedir. SDS anyonik bir deterjan olup
proteinlerle etkilesime girdiginde polipeptitlerin ana iskeletini ¢evreleyerek negatif
yiiklii hale getirmektedir. Bundan dolay1 polipeptitler elektrik akimiyla katottan anota

dogru hareket ederek molekiiler agirliklarina gére konumlanabilmektedir (Hames, 1996)
1.2. Literatiir Calismasi

Akincr (2011) caligmasinda PGPR olarak adlandirilan mikroorganizmalarin yalnizca
bitkiye besin maddesi saglamakla kalmayip topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik

yapisini iyilestirerek bitkiler i¢in saglikli bir ortam olusturdugundan bahsetmistir.

Weissmann ve Gerhardson (2001) yaptiklar1 bir aragtirmada PGPR’larin biyolojik
aktif metabolit, enzim, toksin ve bitki gelisiminde temel rol oynayan bitki gelisimini

regiile eden maddeler salgilayarak etki gosterdigini belirtmislerdir.



Chung ve ark. (2005) yapmis oldugu bir caligmada az ¢oziiniir CaP'yi ¢6zen
mikroorganizmalarin, mineral fosfat ¢ozen (MPS) olarak adlandirildigin1 bunula birlikte
P ¢ozen mikroorganizmalarin (PSM) ¢o6zlinmeyen fosfatlari, asitlestirme, selasyon,
degisim reaksiyonlar1 ve glukonik asit {iretimi silireci yoluyla c¢oziiniir formlara

doniistiirdigii belirtilmistir

Jones ve Darrah (1994), Gadd (1999), Kumar ve Narula (1999), Nautiyal ve ark.
(2000), Vassileva ve ark. (2000), Whitelaw (2000) yapmis olduklar1 arastirmalarda

mikroorganizmalarin inorganik fosfat materyallerini ¢6zebildigini rapor etmislerdir.

Kloepper ve ark. (1989) Bakteriler tarafindan salgilanan bitkisel hormon, antibiyotik,
siderofor ve diger maddelerin bitkiler i¢cin P alimin1 sagladigin1 ve gelismeyi tesvik

ettigini belirtmislerdir.

Chabot ve ark. (1996) yapmis olduklart c¢alismada musir ve marulda
mikroorganizmalarin mineral P’1 ¢dzerek bitki gelisimini tesvik ettigini belirtmislerdir.
Bakterilerin bitki gelisimi iizerine etkisi ¢ok yonlii olarak gosterilmis ve c¢ogu

mikroorganizmanin P alimini artirdig1 kanitlanmiglardir.

Kucey (1989), Biswas ve ark. (2000) yapmis olduklar1 ¢alisma ile bitki rizosferinde
bulunan bir¢ok bakteri tiiriiniin organik ve inorganik maddeleri bitkiler i¢in yararli hale
getirmekte oldugu, mikroorganizmalarin fosfat ¢cozebilme yetenegine ek olarak bitki
gelismesini tesvik edici maddelerin tiretimi yoluyla Fe, Zn gibi elementlerin de

alinmasin arttirdigini rapor etmislerdir.

Cakmaka ve ark. (1999 ve 2001), Oztiirk ve ark. (2003) Esitken ve ark. (2003 ve
2006), Orhan ve ark. (2006), Aslantas ve ark. (2007) yapmis olduklari ¢aligmalarinda
Bitki biiylimesini tesvik edici etkileri olan ve tarimda mikrobiyal giibre olarak bilinen
PGPR bakteri tiirleri genel olarak bitki biiylimesi, besin elementi alimi, bitki bilinyesinde
IAA ve sitokinin iiretimi, gibberellin {iretiminin tesvik edilmesi gibi pek ¢ok etki

gosterdigini belirtmiglerdir.

Burdman ve ark. (2000) yapmis oldugu c¢alismada Artrobacter, Azoarcus,

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella,
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Pseudomonas, Serratia ve Rhizobia cinslerine ait tiirler 6nemli kultir bitkilerinin

gelismesini ve verimini arttirdigini belirtilmistir.

Kaiser (1995), Srinivasan ve ark. (1996), Bashan ve Holguin (1997), Sudhakar ve
ark. (2000), Cakmakc1 (2002) yapmis olduklari ¢aligmalarda bitki gelismesini tegvik
edici ve verim arttirict Rhizobium, Azotobacter, Bacillus, Azospirillum Pseudomonas,
Enterobacter, Klebsiella ve Staphylococcus cinsine ait tiirlerin bazi Aspergillus ve
Penicillium funguslar1 iizerinde biyolojik giibre olarak kullanimi hakkinda olumlu

sonuglar da alindigini belirtmislerdir.

Verma, Yadav ve Tiwari (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada PGPR’lerin konakgi
direncinin uyarilmasi yoluyla bitkileri patojenlerden korudugunu fosfat ¢ézen bakteriler,
indol-3-asetik asit (IAA) ve gibberellinler ile sitokininlerin yaninda biiyiime tesviki
saglayan diger bazi materyallerin {iretimi ile bitki biiylimesini tesvik ettigini

belirtmislerdir.

Stein (2005) yapmis oldugu bir arastirmada Bacillus sp. bakterilerin faydali madde
sentezi igin olaganiistii yetenekleri olan giivenli mikroorganizmalar oldugunu

belirtmistir.

Chung (2008) ve Gajbhiye (2010) yapmis olduklar1 ¢alismalarda diger arastirmacilar
gibi Bacillus tiirlerinin yaygin bir¢ok fitopatojene karsi biyolojik kontrol faaliyetinin

oldugunu ortaya koymustur

Marahiel ve ark. (1993) Chabot ve ark. (1996) Handlesman ve Staab (1996)
Nautiyal (1997) Amer ve Utkheda (2000) Bapat ve Shah (2000) Esitken ve ark.
(2002) yapmis olduklar1 ¢alismalarda biyolojik giibre olarak kullanilan Bacillus tiirleri
hormon senteziyle dogrudan gelismeyi tesvik etmekte, patojenleri engellemekte,

antibiyotik sentezlemekte ve fungus gelisimini 6nlemekte oldugunu bildirmislerdir.

Dobbelaere ve ark. (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada bakteri asilamanin bitki
biiylimesini, gelisimini, bitki kuru agirligin1 ve bitkilerin tane verimini pozitif yonde

etkiledigini belirtmistir.


http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=grain+yield
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Abou-Aly (2009) yapmis oldugu ¢alismada hiimik asit ve PGPR bakterilerinin
bugdaydaki verim parametreleri arastirilmis ve basakcik sayisinin ve dane veriminin

Oonemli oranda arttig1 belirtilmistir.

Zahir ve ark. (2007) yapmis olduklari calismada Azotobacter ile asilanan misir
bitkisinde bitki boyu, tane verimi ve toplam verimin Onemli oranda arttigini

belirtmislerdir

Tiwari ve ark. (1989), Belimov ve ark. (1995), Caceres ve ark. (1996), Sudha ve
ark. (1999), Pal (1999), De Freitas (2000), Cakmake1 ve ark. (2001), Bent ve ark.
(2002), Khan ve ark. (2003), Oztiirk ve ark. (2003), Sahin ve ark. (2004), yaptiklart
arastirmada Bacillus tiirii bakterilerin, konifer tiirlerinin, geltik, arpa, bugday ve misir

bitkilerinin veriminde 6nemli artis sagladigini rapor etmislerdir.

Toro ve ark. (1997), Sukhovitskaya (1998), Cakmakgei ve ark. (1999), Khan ve ark.
(2003), yapmis olduklar1 ¢alismada Bacillus subtilis toplam bitki agirligi ile bitki
dokularindaki N ve P konsantrasyonunu artirirken Bacillus megaterium topraga iyi
adaptasyon gosterip, bitki koklerine kolonize olarak seker pancart ve arpa verimini,

piringte ise dane verimini artirdig1 belirlenmistir.

De Freitas ve ark. (1997) yapmis olduklari ¢aligmada Bacillus megaterium, Bacillus
sphaericus ve Bacillus polymyxa tiirlerinin, ortamda bulunan kaya fosfatinin ¢ézerek
bitki boyu ve agirliginda artis meydana getirdigini belirtmislerdir. Yine aynmi ¢aligmada
B. megaterium, B. brevis, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve X maltophilia

suslarinin ¢ok iyi P ¢6zebildigi de rapor edilmistir.

Pal (1998) yapmis oldugu calismada dari, misir, horozibigi, karabugday ve Fransiz
fasulyesinde tohumlarin fosfat solubilize edici Bacillus sp. ile asilanmasi sayesinde

vejetatif gelismenin olumlu yonde etkilendigini belirtmigtir.

Yazdani ve ark. (2009) yapmis olduklart ¢alismada musir bitkisi iizerinde PGPR
bakteri uygulamasinin misir bitkisinin dane verimini ve hasat indeksini olumlu yonde

etkiledigini rapor etmislerdir.
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Kiewnik ve ark. (2001) yaptig1 baska bir ¢alismada antagonistik Bacillus MSU-127
izolatinin seker pancarinda 6nemli zarar yapan Rhizoctonia solani fungusunun neden

oldugu kok ciiriikliigii hastaligini 6nemli 6l¢lide azalttigini belirtmislerdir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

Bu calisma 2019-2020 Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii Laboratuvar1 ve Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir. Bacillus cinsine ait bakteriler misir bitkisi tohumlarina
uygulanmis ve bitkiler sera kosullarinda yetistirilmistir. ilk adim olarak bitkilerin
fiziksel farkliliklar1 belirlenmis, ikinci adim olarak ise bitkiden alinan O6rneklerden

proteom c¢aligsmasi yapilmistir.
2.1. Materyal

Bu calisma kapsaminda, tescilli atomic misir (Zea mays L.) ¢esidi ve bu musir bitkisinin
fiziksel 6zelliklerine, protein ifadesine olan etkisini belirlemek amaci ile Bacillus tiirleri

bakteriler biiyiimeyi tesvik edici 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla materyal olarak

kullanilmastir.
Tablo 2.1. Calisma i¢in kullanilan bakteriler
Adlandirma Bakteri suslari
S4+S8 Bacillus thuringiensis SY49.1 +Bacillus sp. KH6.2
S3 Bacillus sp. KH16.2 (MH847787)
S4 Bacillus thuringiensis SY49.1 (MW197418)
S5 Bacillus sp. KH6.1
S6 Bacillus subtilis KH28.1 (MH846613)
S7 Bacillus sp. KH6.4
S8 Bacillus sp. KH6.2
S9 Bacillus sp. KH18.2

S10 Bacillus cereus KH16.2 (MH847787)
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2.2. Yontem
2.2.1. Bakterilerin Calisma i¢cin Hazirlanmasi
2.2.1.1. Bakterilerin Stok Kiiltiirden Aktiflestirilmesi

Daha o6nce tanimlamis oldugumuz ve stok kiiltiirlerimizde -80°C de muhafaza edilen
Bacillus tiirii bakteriler aktiflestirilerek bu ¢alismada kullanilmistir. Bakterilerin

aktivasyonu ve yetistirilmesi i¢in asagidaki ortamlar kullanilmistir;

e Nutrient Agar (NA) ortamm (pH 6,8 + 0,2): 20 g kat1 besiyerinin 1 litre distile
su icinde siispanse edilmesi suretiyle hazirlanmistir. Ortam, 15-20 dakika
boyunca 121°C'de otoklavlanarak steril edilmistir. Sonrasinda steril kabinde

petri kaplaria dokiilerek islem yapilmasi i¢in donmaya birakilmistir.

e Nutrient Broth (NB) s1vi ortam (pH 6,8 + 2): 8 g kat1 ortamin 1 litre distile su
icinde ¢ozdiiriilmesi ve 121 °C'de 15-20 dakika otoklav edilmesi suretiyle

hazirlanmustir.
2.2.1.2. Bakterilerin Inokiilasyon Cahsmalari icin Cogaltilmasi

Bakteriler NA ortamina 6ze yardimiyla ekilerek 24 saat 35 °C'de inkiibe edilmistir.
Ardindan aktiflesen bakterilerden tek koloni alinarak NB ortamina ekilmis ve bir gece

calkalamal1 inkiibatorde 180 rpm’de 35 °C'de bekletilmistir (Sekil 2.1).

IGINCUBATOR

Sekil 2.1. NA ve NB ortamlarina ekilmis bakteriler
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2.2.2. Miisir Tohumunun Yiizey Sterilizasyonu

Kullanilan misir tohumlari, %70’lik etil alkolde 1 dk bekletilmistir. Sonrasinda distile
su ile yikanmistir. Devaminda %1,5’lik sodyum hipoklorit ile 20-30 dk c¢alkalamali
inkiibatorde bekletilmistir. Sodyum hipoklorit uzaklastirmak igin 10 dk iki defa distile

su ile yikama yapilmistir. Sonrasinda ise steril kabinde kurumaya birakilmistir.
2.2.3. Bakteri Tohum Inokiilasyonu

Bakteri denemeleri tohuma bulastirma seklinde Sarma ve Saikia, (2014)’nin
metodunda degisiklik yapilarak gergeklestirilmistir. %1.5’lik sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edilmis tohumlar NB besiyerinde bir gece 1x10® CFU/ml olacak sekilde
yetistirilen bakterilerin igerisinde (g tohum/ml bakteri) %0.01’lik siikroz ilavesinin
ardindan 45-60 dakika boyunca 150 rpm’de bekletilerek kaplanmis ve laminar flow

icerisinde kurutularak ekim islemine hazir hale getirilmistir.
2.2.4. Denemenin Kurulmasi

Denemede tohum olarak tescilli Atomic misir ¢esidi kullanilmis ve mayis aymin ilk
haftas1 ekim yapilmistir. Calisma tohuma kaplanan her bir bakteri tiirii i¢in ti¢ tekerriir
olacak sekilde sera kosullarinda gerceklestirilmistir. Toprak 6rnekleri 121 °C'de 15-20
dk siireyle otoklavlanmis ve her bir saksida 3 kg toprak olacak sekilde saksilara
yerlestirilmistir. Saksilar (30x32x18cm) %5’°lik sodyum hipokloritte sterilize edilmistir.
Ekim derinligi 7-8 cm araliginda tutulmustur. Saksilar aralarinda belirli bir mesafe

olacak sekilde Sekil 2.2.’de oldugu gibi seraya yerlestirilmistir.
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Sekil 2.2. Hasat oncesi misir bitkileri

2.2.5. Misir Bitkisinin Fiziksel Analizleri

Ekim isleminden 36 giin sonra bitkiler hasat edilmis ve her bir bakteri tekerriirii i¢in

asagida belirtilen dl¢timler yapilmis ve ortalamalar1 alinmugtir.
I. SPAD Olgiimleri

Olgiimler icin Konica-Minolta SPAD502 klorofilmetre cihazi  kullanimstir.
Klorofilmetre ile elde edilen degerler SPAD (Soil Plant Analysis Division) degeri olup,
bu deger uygun esitlik ile yaprak klorofil igerigini tahmin edebilmektedir. Herbir 6rnek
icin iki yapraktan ve her yapraktanda iki farkli noktadan olmak {izere toplam dort adet

6l¢tim yapilarak ortalama deger hesaplanmistir (Markwell vd., 1995).
I1. Bitki Boyu Ol¢iimii (cm)

Toprak seviyesinden en uzun yapraga kadar olan yiikseklik kaydedilmistir. Her 6rnek

i¢in ii¢ kez 6l¢iim alinarak ortalama degerler kaydedilmistir (TOB, 2018).
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I11. Bitki Yas ve Kuru Agirhg (g)

Bitkiler hassas terazide tartilarak yas agirliklari (g) belirlenmistir. Daha sonra 70 °C de
48 saat etiivde kurutulduktan sonra kuru agirligi (g) 6lgiilerek kaydedilmistir (TOB,
2018).

V. Bitki Kok Yas ve Kuru Agirhg (g):

Kokler hassas bir sekilde topraktan temizlenerek yas agirlig: (g) dlgtilmiistiir (Sekil 2.3).
Daha sonra 70 °C de etiivde 48 saat kurutulduktan sonra kuru agirliklar1 dlgiilmiistiir

(TOB, 2018).

Sekil 2.3. Hasattan sonra misir kok karsilastirilmasi

V. Govde yas agirhgi (g)

Bitkiler yapraklarindan temizlenerek sadece govde kismi tartilmis ve kaydedilmistir

(TOB, 2018).
V1. Yaprak sayis1 (adet) ve agirhg (g)

Bitkinin tizerindeki biitiin yapraklar sayilarak tartilmis ve kaydedilmistir (TOB, 2018).



18

VII. Bitki Dokularindan Protein Extraksiyonu I¢in Ornek Alinmasi

Tepe yapraklarin ¢iktig1 noktanin hemen altinda yer alan en geng yapragin tamami

alinmis ve extraksiyon i¢in kullanilmak tizere -20 °C de saklanmustir.

2.2.6. Protein Ektraksiyonu

Hasat

sirasinda  musir  bitkisinden alinan yaprak Ornekleri TCA/aseton protein

extraksiyon yontemi kullanilarak extrakt edilmistir. Extraksiyon yontemi i¢in asagida

verilen adimlar izlenmistir;

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Doku 6rnekleri (80g) sivi azot ile toz haline getirilmistir.

1 g toz bitki 6rnegi 4mL %10 TCA/aseton ¢ozeltisinde homojenize edilmistir.
Karigim 2mL ependorf tiiplere alinmistir.

Ornekler 12,000 g 4°C 5dk santrifiij edilmistir.

Pellet hareket ettirilmeden siipernatan uzaklastirilmistir.

Pellet %10 TCA/aseton+5mM DTT soliisyonu ile siispanse edilmistir.
Omnekler tekrar 12,000 g de 4°C de 5dk santrifiij edilmistir.

Pellet hareket ettirilmeden siipernatan uzaklastirilmistir.

Pellet tekrar % 10TCA/aseton+5mM DTT soliisyonu ile stispanse edilmistir.
Ornekler 12.000 g de 4°C de 5dk santrifiij edilmistir.

Pellet hareket ettirilmeden siipernatan uzaklastirilmistir.

Pellet %80 aseton+5mM DTT soliisyonu ile siispanse edilmis ve -20°C de 10 dk
bekletilmistir.

Ornekler 12.000 g de 4°C de 5dk santrifiij edilmistir.
Pellet hareket ettirilmeden siipernatan uzaklastirilmistir.

Pellet %80 aseton+5mM DTT soliisyonu ile tekrar siispanse edilmis ve 12.000xg

de 4°C de 5dk santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirilmistir.

Islem sonunda pellet 25°C de kurumaya birakilmistir (Sekil 2.4.)
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Sekil 2.4. Musir yapraklarindan elde edilen protein 6rnekleri
2.2.7. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein miktar tayini i¢in "Bio-Rad Protein Assay" yontemi kullanilmistir. Standart egri
olusturmak i¢in bovin serum albiimin (BSA) proteini standart olarak kullanilmistir.
Belirlenen BSA konsantrasyonlarmin (0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1, 1,5 ve 2mg/ml)
660 nm’deki absorbans degerleri belirlenerek kaydedilmistir (Bradford, 1976) (Sekil
2.5).

Sekil 2.5. Bradford yontemi ile protein konsantrasyonun belirlenmesi
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2.2.8. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Misir bitkilerinin protein ifade profilindeki fakliliklar1 belirlemek icin SDS-PAGE
yontemi kullanilmistir. SDS-PAGE yontemi i¢in kullanilacak olan soliisyonlar 5x tris-
glisin tampon ¢ozeltisi tablo 2.1. de, drnek tamponu tablo 2.2. de, %12’lik ayirma
jelinin hazirlanmasi tablo 2.3. de ve %4’liik yiikleme jelinin hazirlanmasi tablo 2.4. de

verilmistir.
2.2.8.1. Kullanilacak Soliisyonlarin Hazirlanmasi
e 15 M Tris (pH 8,8): 181,5 g trizma bazi 1 L distile su igerisinde ¢oziildiikten

sonra pH degeri HCI ile ayarlanmis ve siiziilerek otoklav edilmistir.

e 1MTris (pH 6,8): 121 g trizma baz1 1 L distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra

pH degeri HCI ile ayarlanmis ve siiziilerek otoklav edilmistir.

e Akrilamid cozeltisi: 300 g akrilamid ve 8 g bis akrilamid 1 L distile su igerinde
homojenize edilip siizlilerek hazirlanmistir. Koyu renkli sise icerisinde ve +4

°C’de muhafaza edilmistir.

o SDS: 10 g SDS tartilarak 100 mL distile su igerisinde homojenize edilmis ve

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

e APS (amonyum persiilfat): 0,1 g APS tartilarak 1 mL distile su igerisinde

homojenize edilmistir. Kullanmadan hemen 6nce hazirlanmistir.

e Tris-Glisin SDS Kosturma Tamponu:

Tablo 2.2. 5x tris-glisin tampon ¢ozeltisi

Kimyasallar Miktar ()
Tris Baz1 15.15
Glisin 72.05
SDS 5.00

dH20 1 L’ ye tamamlanir




e Ornek tamponu:
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Tablo 2.3. SDS-PAGE igin 6rnek tamponu

Kimyasallar Miktar

Gliserol 0,80 mL

SDS (%10) 1,6 mL
[-mercaptoethanol 10 uL
Bromophenol Blue (%0,5) 0,2 mL
dH,0O 4,0 mL

e Ayirma jelinin hazirlanmasi:

Tablo 2.4. %12’lik ayirma jelinin hazirlanmasi

Kimyasallar Miktar

Tris HCI (1,5M/pH:8,8) 20 mL

SDS (%10) 800 uL
Akrilamid (%30) 32 mL
APS 500 uL
TEMED 50 uL

dH,0 26,8 mL

o Yiikleme jelinin hazirlanmasi:

Tablo 2.5. %4’liik yiikleme jelinin hazirlanmasi

Kimyasallar Miktar
Tris HCI (0,5M/pH:6,8) 3,75mL
SDS (%10) 150 uL
Akrilamid (%30) 1,95 mL
APS 75 uL
TEMED 15 uL
dH,0

9,15 uL
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2.2.8.2. SDS-PAGE ic¢in Diizenegin Kurulmasi ve Jellerin Hazirlanmasi

1. Proteinlerin ayrilmalar i¢in kullanilan standart bir jel genelde %7,5 poliakrilmid

icerir. Poliakrilamid igerigi kullanilan polipeptidin biiyiikliigline gore degistirilebilir.

2. Kullanilacak olan cam tabakalar %70’lik alkol ve saf su ile temizlemis ve iki cam
plaka arasina 1,5 mm kalinligindaki spacer seritler yerlestirilirmistir. Ardindan plaka
tutucu arasina camlar yerlestirilmistir. Daha sonra camlar arasindan hazirlanan jel
sollisyonu yukaridan 5 cm bosluk kalacak sekilde dokiilerek polimerlesmesi igin

(yaklasik 30 dk) bekletilmistir.

3. Jelin Gst kismina havayla temasi kesmek ve diiz olmasini saglamak amaciyla jel

polimerize olmadan hemen 6nce izobiitanol (200 puL) ilave edilmistir.

4. Jel polimerizasyonu bittikten sonra {izerindeki izobiitanol saf su ile yikanarak filtre
kagidi ile kalan su dikkatlice alinmistir. Bu asamadan sonra ayirma jelinin

hazirlanmasina gecilmistir.

5. Bir tlipiin igerisinde hazirlanan ayirma jel karigimi dokiilmeden 6nce iki cam plaka
arasina tarak yerlestirilmistir. Hazirlanan karisim dokiilerek polimerize olana kadar

beklenmistir.

m

Sekil 2.6. Jelin polimerizasyonu

6. Protein ornekleri 4:1 (tampon:6rnek) oraninda 6rnek tamponu ile karistirilarak 95

°C’de 5 dk Sekil 2.6. da oldugu gibi bekletilmistir.
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Sekil 2.7. SDS-PAGE igin 6rneklerin hazirlik agamasi
7. Jel kaseti elektroforez tanki igerisine yerlestirilerek kosturma tamponu eklenmistir.

8. Jel kasetinden tarak ¢ikarilarak kuyucuklar mikropipet yardimiyla kosturma

tamponu ile temizlenmistir.

9. Dabha sonra protein 6rnekleri (1.5u9/30uL) Sekil 2.8 de gosterildigi gibi kuyucuklara
pipet yardimiyla yiiklenmistir.

27
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Sekil 2.8. Orneklerin jel kuyucuklarina yiiklenmesi
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10. Ornekler ayirma jeline gecene kadar 30 mA, gectikten sonra da 50 mA

uygulanmustir (Sekil 2.9.).

B R

Sekil 2.9. SDS-PAGE’in ¢alistirilmasi

11. Ayirma isleminin tamamlanmasinin ardindan jel camlarin arasindan dikkatli bir

sekilde ¢ikarilmis ve glimiis boyama islemine gecilmistir.

2.2.9. Hizh Giimiis Boyama

2.2.9.1. Giimiis Boyama icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

A Cozeltisi: 400 mL metanol ve 0,5 mL %37°lik formaldehit 1 L’ye distile
su ile tamamlanmustir.

B Cozeltisi: 0,2 g Na2S203.5H20 (0,314g/L) tartilarak 1 L’ye distile su ile
tamamlanmaistir.

C Cozeltisi: 1 g AgNO3(%0,1) tartilarak 1L’ye distile su ile
tamamlanmistir.

D Cozeltisi: 30g Na2CO3 ve 20 mL B ¢ozeltisi 1L’ye distile su ile
tamamlanmistir. Kullanilacagi zaman 100mL i¢in 50uL %37’lik formaldehit
eklenmistir.

E Cozeltisi: 22,1 g Sitrik asit (2,3M) tartilarak 50mL’ye distile su ile

tamamlanmuistir.



25

2.2.9.2. Jel Boyama Isleminin Yapilmasi

e SDS-PAGE islemi bittikten sonra Sekil 2.21. de oldugu gibi jeller kasetlerden
dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir

e Jel plastik bir kap igerisine Sekil 2.22. de oldugu gibi dikkatlice alinmis ve
200mL A ¢ozeltisinde 20dk diisiik hizda ¢alkalanmustir.

e A ¢ozeltisi uzaklastirilarak iki defa 10dk saf su ile diisiik hizda ¢alkalanmustir.

e Saf su uzaklagtirilarak 200 mL B ¢dzeltisi icerisinde 1-2 dk diisiik hizda Sekil
2.23 teki gibi ¢alkalanmustir.

e B cozeltisi uzaklastirilarak saf su ile yikadiktan sonra 200 mL C ¢ozeltisi

eklenerek 20 dk diisiik hizda ¢alkalanmustir.

e Saf su ile yikandiktan sonra 200 mL D ¢ozeltisi eklenerek bant olusumu

gozlenmistir.

e Bant olusumu istenen goriiniime gelince E ¢ozeltisi (10mL) eklenerek reaksiyon

durdurulmustur.

e Boyama islemi bittikten sonra Biorad ChemiDoc MP cihazt kullanilarak

goriintiileme islemi yapilmistir.

2.2.10. iki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi

2.2.10.1. Rehidratasyon Asamasi

1. Uygun IPG stripler (17cm pH:3-10) uygulama yapacagimiz protein
miktarina gore ve pH araligina gore secilmistir.

2. 4mL rehidrasyon tamponu (iire, thiotire, CHAPS, DTT, ampholyte,
bromofenol blue) ile toz haline getirilen 1g bitki protein Ornegi
karistirilmastir.

3. Protein orani IEF kuyucugunda 300uL olacak sekilde eklenmistir.

4. Se¢mis oldugumuz nonlinear striplerin tizerindeki koruyucu bantlar forseps

yardimiyla dikkatlice siyirarak ¢ikarilmstir.
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Sekil 2.10. Proteinlerin IEF igin pasif rehidratasyon agamasi

5. Strip’in jel ylizii asagiya bakacak sekilde IEF tepsisindeki proteinin iizerine dikkatli
bir sekilde birakilmastir.

6. 25°C’de 10-30 dk bekletilerek protein karisiminin jele gegmesi saglanmigtir.
7. Striplerin iizeri mineral yag ile kaplanarak stre¢ film ile saritlip 11-16 saat pasif
rehidrasyona birakilmistir.

2.2.10.1. IEF (izoelektrik odaklama) Asamasi

1. IEF tepsisine jel ve wik kagit yastiklar yerlestirilmeden 6nce 1mL mineral yag

eklenmistir.

Sekil 2.11. wik kagit yastiklarin IEF tepsisine yerlestirilmesi



2.

4.
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Forseps yardimiyla IEF tepsisinin iki kenarinda bulunan elektrotlarin {izerine
yastiklama amaciyla elektrot kagitlart (wik) Sekil 2.11. de oldugu gibi
yerlestirilirmistir

Wik kagit yastiklar tepside jellerin u¢ kisimlarina gelecek sekilde ayarlanarak
rehidrasyonu tamamlanan jel IEF tepsisine yerlestirilmistir. Ardindan jelin tizeri
ImL mineral yag ile kaplanmustir.

Kullanilan protokol tablo 2.5. de belirtildigi gibi ayarlanmustir. Seki/ 2.12. deki
Bio-Rad Protean i12 IEF Cell cihazi kullanilarak jel i{izerinde fokuslama islemi

yapilmistir

E
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Sekil 2.12. 1EF islemi
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Tablo 2.6. IEF islemi i¢in kullanilan protokol

Step Voltage Grad. pAmp Value Units

1 500 Rapid 50 2:00 HH:MM
2 700 Rapid 50 2:00 HH:MM
3 1000 Linear 50 2:00 HH:MM
4 4000 Linear 50 4:00 HH:MM
5 8000 Linear 50 4:00 HH:MM
6 8000 Linear 50 15000 Volt Hr
7 500 Hold 50

2.2.10.2. Dengeleme 1 ve Dengeleme 2 Asamalari (ikinci Boyuta Hazirlik)
e Soliisyon 1: %2 SDS, %30 Gliserol, 50 mM Tris, 27 mM DTT (sekil 2.13.)

e Soliisyon 2: %2 SDS, %30 Gliserol, 50 mM Tris, 125 mg IAA, 0.1g bromofenol
blue (sekil 2.13.)

Sekil 2.13. Dengeleme soliisyonlari

1. 1IEF islemi sonrasinda stripler jel tarafi yukariya bakacak sekilde baska bir tepsiye

alimmustir.

2. 5mL dengeleme 1 tamponu Seki/ 2.14 de oldugu gibi strip iizerine eklenerek 20dk
calkalayicida inkiibe edilmistir.
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Sekil 2.14. Dengeleme 1 tamponunun strip tizerine eklenmesi

3. Inkiibasyon bitince tampon tepsi kenarindan sizdirilarak uzaklastirilirmistir.

4. 5mL dengeleme 2 tamponu sekil 2.15. de oldugu gibi strip lizerine eklenerek 20dk
calkalayicida inkiibe edilmistir.

Sekil 2.15. Dengeleme 2 tamponunun strip lizerine eklenmesi

5. Tekrar tepsi kenarindan sizdirilarak veya Sekil 2.16. da oldugu gibi pipet yardimiyla

tampon uzaklastirilmistir.
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Sekil 2.16. Dengeleme tamponunun strip lizerine eklendikten sonra calkalanmasi ve
uzaklagtirilmasi

2.2.11. SDS-PAGE Asamasi

1. IPG striplerine uygun camlar, jel Kkasetleri ve spacerlar secilerek diizenek

kurulmustur.

2. Hazirlanan %12’lik ayirma jeli cam tabakalar arasindan bir pipet yardimiyla

dokiilmis ve Sekil 2.17. de gosterildigi gibi polimerize olmasi beklenmistir.

Sekil 2.17. Jellerin polimerizasyonu
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3. Dengeleme asamalari tamamlanan IPG stripler forseps yardimiyla Sekil 2.18. de

oldugu gibi polimerize olmus SDS-PAGE jel lizerine dikkatlice yerlestirilmistir.

Sekil 2.18. IPG striplerinin jel {izerine yerlestirilmesi

4. Jel kaseti tanka yerlestirilerek kosturma tamponu ile doldurulmustur (Sekil 2.19.).

Sekil 2.19. Jel kasetin tanka yerlestirilmesi
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5. Giic kaynagi 30mA’e ayarlanarak 45dk yiiriitiildiikten sonra 50mA’e ¢gikarilmistir.

Sekil 2.20. SDS-PAGE diizenegi

6. Kosturma islemi 4-5 saat boyunca proteinler jelin sonuna gelene kadar devam
ettirilmistir (Seki/ 2.20.).

7. Islem tamamlandiktan sonra hizli giimiis boyama yontemi ile boyama islemi

yapilmistir.

2.2.11.1. Hizh Giimiis Boyama

2.2.11.1.1. Giimiis Boyama Céozeltilerinin Uygulanmasi

e SDS-PAGE bittikten sonra Sekil 2.21. de oldugu gibi jeller kasetlerden dikkatli bir
sekilde ¢ikarilir.

7

Sekil 2.21. Jellerin boyama i¢in cam tabakalardan ¢ikarilmasi
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e Jel plastik bir kap icerisine Sekil 2.22 de oldugu gibi kirilmadan dikkatlice alinmis
ve 200mL A ¢ozeltisinde 20dk diisiik hizda calkalanmistir.

Sekil 2.22. Jellerin boyama ¢ozeltilerine alinma asamasi
e A c¢ozeltisi uzaklastirilarak iki defa 10dk saf su ile diisiik hizda ¢alkalanmistir.

e Saf su uzaklastirilarak 200 mL B ¢o6zeltisi igerisinde 1-2 dk diisiik hizda
calkalanmistir (Sekil 2.23).

Sekil 2.23. Jellerin ¢alkalama asamasi

o B cozeltisi uzaklastirilarak saf su ile yikadiktan sonra 200 mL C ¢ozeltisi eklenerek

20 dk diisiik hizda calkalanmistir.
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Saf su ile yikandiktan sonra 200 mL D ¢o6zeltisi eklenerek bant olusumu

gozlenmistir.

Bant olusumu istenen goériiniime gelince E ¢ozeltisi (10mL) eklenerek reaksiyon

durdurulmustur.

Boyama islemi bittikten sonra Biorad ChemiDoc MP cihazi kullanilarak goriintiile

islemi yapilmigtir.



3. BOLUM

BULGULAR

Bu calismada -80°C de stok kiiltirde muhafaza edilen bakteriler yeniden
aktiflestirilerek kullanilmistir (Yilmaz 2010; Mamoori 2017). Tohumlar yiizey
sterilizasyonuna maruz birakilip kurutulduktan sonra bakterilerle muamele edilerek
kaplanmistir. Uygulama sonrasi tohumlar sera kosullarinda saksilara her bakteriden 3
tekerriir olmak kosuluyla ekilmistir. Sulama islemi rutin olarak yapilmistir. Yaprakh
doéneme gegiste spad Slgtimleri yapilmistir. Morfolojik analizler yapildiktan sonra tepe
yapraklarin ¢iktig1 noktanin hemen altinda gelismis en gen¢ yapragin tiimii alinmis ve
protein izolasyonu i¢in kullanilmistir. Bitkilerden izole edilen protein drnekleri SDS-
PAGE ve 2D yontemi ile analiz edilmis ve kontrol ile kiyaslanarak aralarindaki ifade

farkliliklar1 belirlenmistir.
3.1. SPAD Ol¢iimii

Calismada Konica-Minolta SPAD 502 klorofil metre cihazi kullanilmistir. Klorofil
metre ile elde edilen degerler SPAD (Soil Plant Analysis Division) degeri olup, bu
deger uygun esitlik ile yaprak klorofil igerigini tahmin edebilmektedir. Calismada
secilen orneklerin iki yapragindan ve iki farkli noktasindan 6l¢lim yapilarak ortalama

deger hesaplanmustir.
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Tablo 3.1. Bakteri uygulamasi sonucu elde edilen SPAD degerleri

Uygulama SPAD degeri
S4+S8 41.00%°
S3 36.40¢
S4 43.56°
S5 40.56*°
S6 40.80%°
S7 42.93*
S8 39.63°
S9 39.33%
S10 40.30™
Kontrol 32.96°

Elde edilen SPAD degerleri karsilastirildiginda ortalamalar arasinda istatistiksel agidan
onemli farkliliklar bulunmus ve en yiiksek SPAD degeri 43.56 ile S4 bakterisi
uygulanmig bitkilerden elde edilmistir (p<0.05). Bu SPAD degerini sirasiyla 42.93,
41.00, 40.80, 40.56 ve 40.30 SPAD degerleri ile S7, S4+S8, S6, S5 ve S10 bakterileri
uygulanmis bitkiler takip etmistir (Tablo 3.1). En disiik SPAD deger ise 32.96 ile

bakteri uygulanmamig kontrol bitkilerinden elde edilmistir.

Bakteri uygulamasinda elde edilen biitiin SPAD degerleri kontrol bitkilerinden elde

edilen degere gore 6nemli bulunmustur.
3.2. Bitki Boy Ol¢iimii

Toprak seviyesinden en uzun yapraga kadar olan yiikseklik kaydedilmistir. Her 6rnek

i¢in ii¢ tekerriir halinde 6l¢lim alinarak ortalama degerler kaydedilmistir.

Tablo 3.2. Bakteri uygulamasi sonucu elde edilen bitki boyuna iliskin ortalama degerler

Uygulama Bitki Boyu (cm)
S4+S8 63.67 %
S3 62.33°
S4 65.00 %
S5 66.00 %
S6 66.33%
S7 74.00°
S8 70.00%
S9 67.00%
S10 70.33%®

Kontrol 61.00°
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Bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin boy uzunlugu kontrol grubuna gore yliksek
bulunmasina ragmen tek anlamli fark yalmizca S7 bakterisi uygulanan grupta
goriilmiistiir (Tablo 3.2.). S7 bakterisi uygulanan bitkilerdeki ortalama boy uzunlugu 74
cm olarak elde edilmistir (p<0.05). Diger uygulamalardan elde edilen boy

uzunluklarinin 70.33 cm ile 62.33 cm arasinda degistigi goriilmiistiir. En diisikk deger

ise kontrol bitkisinde 61 cm olarak bulunmustur.

3.3. Siirgiin Yas Agirh@

Hasat sonras1 musir bitkilerinin gévde ve yapraklart hassas terazide tartilarak ortalama

degerler kaydedilmistir.

Tablo 3.3. Bakteri uygulamasi sonucu elde edilen govde-yaprak yas agirlik degerleri

Uygulama Siirgiin Yas Agirhk (g)
S4+58 96.00°
s3 98.33%
s4 100.00°
S5 98.00%
6 92.67%°
57 90.33%°
S8 89.67"
9 93.33%°
310 94.67%
Kontrol 83.67°

Varyans analiz sonuglarina gore (Tablo 3.3.) en yiiksek deger 100 g ile S4 bakterisi
uygulanan bitkide elde edilmistir (p<0.05). En diisiik deger ise kontrol bitkisinde (83.67
g) elde edilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda S4-8, S3, S4, S5 ve S10 bakteriyle

yapilan uygulamalarda anlamli derecede yiiksek sonug elde edilmistir.
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3.4. Yaprak Sayisi

Hasat sonrast musir bitkilerinin  yapraklari sayilarak degerlerin  ortalamasi

kaydedilmistir.
Tablo 3.4. Yaprak sayisina iliskin degerler
Uygulama Yaprak Sayisi (adet)

S4+S8 7.33°
S3 7.33°

S4 6.66°

S5 7.33°

S6 7.00%

S7 7.00%

S8 6.66°

S9 7.33°
S10 7.00°
Kontrol 7.00°

Yaprak sayisinda uygulama yapilan ve yapilmayan gruplar arasinda énemli bir fark

goriilmemistir.

3.5. Bitki Kok Yas Agirhgi

Hasat sonrasi govde ve yapraklarindan ayrilan kokler hassas terazide tartilarak

degerlerin ortalamasi kaydedilmistir.

Tablo 3.5. Bakteri uygulamasi sonucu elde edilen kok yas agirlik degerleri

Uygulama Kok Yas Agirhgi (g)
S4+S8 74.66°
S3 62.66°"°
sS4 61.66°
S5 70.33%
S6 72.00%
S7 70.33%
S8 66.33%°
S9 60.33"
S10 55.66°

Kontrol 49.33°
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Varyans analiz sonuglarina gére (Tablo 3.5.) kok yas agirliklart kiyaslandiginda kontrol
grubuna gore S4+S8, S3, S5, S6, S7 ve S8 bakterileriyle elde edilen sonuglar anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). En yiiksek deger 74.67 g ile S4 ve S8
bakterisinin karistirilarak uygulandigi bitkilerde elde edilmistir. En diisiik deger ise

49.33 g ile kontrol grubunda elde edilmistir.
Bitki kok yas agirligi acisindan veriler istatistiki agidan 6nemli bulunmustur.
3.6. Siirgiin Kuru Agirhg

Hasattan sonra gdvde ve yapraklar 70°C’de 48 saat kurutulduktan sonra hassas terazide

tartilarak elde edilen degerlerin ortalamasi kaydedilmistir.

Tablo 3.6. Bakteri uygulamasi sonucu elde edilen siirgiin kuru agirlik degerleri

Uygulama Siirgiin kuru agirhg (g)

S4+S8 9.33%%
S3 10.66%°
sS4 10.66%°
S5 11.66°
S6 9.00%
S7 11.33%®
S8 10.00°
S9 10.66°
S10 8.00°

Kontrol 6.00"

Varyans analiz sonuglarina gére (Tablo 3.6.) bakteri uygulamasi yapilan tiim bitkilerde
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek deger elde edilmistir. En
yiiksek deger 11.67g ile S5 bakterisinde, en diisiik deger ise 6 g ile kontrol grubunda

elde edilmistir.

Bitki gévde ve yaprak agirlig1 acisindan veriler istatistiki agidan 6nemli bulunmustur.
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3.7. Bitki Kok Kuru Agirhg:

Hasattan sonra musir bitkisinin kokleri 70°C’de 48 saat kurutulduktan sonra hassas

terazide tartilarak elde edilen degerlerin ortalamasi kaydedilmistir.

Tablo 3.7. Bitki kok kuru agirligina iliskin varyans analiz tablosu

Uygulama Kok kuru agirhg (g)
S4+S8 13.00™
S3 16.00%°
sS4 20.00°
S5 19.00%
S6 15.33%°
S7 16.00%°
S8 19.33°
S9 20.00°
S10 19.33°
Kontrol 11.00°

Varyans analiz sonuglarina gore (Tablo 3.7.) kok kuru agirliklar kiyaslandiginda S4,
S5, S8, S9 ve S10 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerdeki degerler kontrole gore
anlamli derece de yiiksek bulunmustur (p<0.05). En yiiksek deger 20 g ile S4 ve S9
uygulamasindan elde edilirken en diisiik deger 11 g ile kontrol grubundan elde

edilmistir.
3.8. Bradford ile Protein Miktar Tayini

Bakteri uygulamasi yapilan ve kontrol grubuna ait bitkilerin tepe yapraklarin ¢iktig
noktanin hemen altinda gelismis en gen¢ yapragi alinarak protein izolasyonu yapilmis

ve protein miktarlar1 belirlenmistir.

Miktar tayini i¢in "Bio-Rad Protein Assay" yontemi kullanilmistir. Hesaplamalarda
Standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilmis ve grafik egrisi
olusturulmustur (Grafik 3.1.). BSA miktar1 0.125mg/ml, 0.25mg/ml, 0.50mg/ml,
0.75mg/ml, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml, 2 mg/ml konsantrasyonlarna ayarlanmis ve
660nm’deki absorbanslari ile bitki proteinlerin absorbanslar1 karsilastirilarak regresyon
esitlik formiilii ile proteinlerin miktarlar1 belirlenmis ve elde edilen degerler Tablo 3.8.

de verilmistir.
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Grafik 3.1. Bio-Rad™ protein miktar tayini kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi.

Tablo 3.8. Bakteri uygulamalariin Bradford yontemi ile elde edilen protein

konsantrasyonlari
Ornekler Protein Konsantrasyonu (mg/mL)
S4+S8 0.0450
S3 0.2746
S4 0.2755
S5 0.3024
S6 0.4289
S7 0.5884
S8 0.1238
S9 0.1949
S10 0.5520
Kontrol 0.3881

3.9. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez)

SDS-PAGE ig¢in kontrol ve uygulama gruplarina ait bitki proteinleri her 6rnek igin
icerisindeki miktar esit olacak sekilde ayarlanmig (1.5 pg) ve dnceden hazirlanmis jel

kuyucuklarina yiiklenmistir. Ornekler yiikleme jelini gecene kadar 30 mA de akim
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uygulanmis, ardindan ayirma jeline gectiginde de 50 mA’e yiikseltilmistir. Kosturma
islemi proteinlerin jelin sonuna gelmesine kadar devam ettirilmistir. Ardindan jeller
camlar arasindan dikkatli bir sekilde cikarildiktan sonra glimiis boyama islemi yapilmis
ve Bio-Rad Chemidoc Mp goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir (Seki/ 3.1.). SDS-
PAGE islemi iki tekrar olarak yapilmistir. Kaydedilen goriintiilerde kontrol bitkisinin ve
diger bitkilerin 6rnekleri karsilastirilarak bant farkliliklar1 belirlenmistir. Ornekler
icerisinden S3 (Bacillus sp. KH16.2), S4 (Bacillus thuringiensis SY49.1), S7 (Bacillus
sp. KH6.4) bakteri uygulamasi yapilan bitki proteinleri 2D jel elektroforezi igin

secilmistir.

S4+S8 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 kontrol marker

Sekil 3.1. Bakteri uygulanan bitkilerin ve kontrol bitkisinin SDS-PAGE jel goriintiisii
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Yapilan SDS-PAGE islemleri sonucunda S3, S4, S7 uygulamalarinda kontrol ile
kiyaslandiginda artis ve azalis yoniindeki ifade farkliliklart belirgin sekilde
goriilmektedir. Ornegin 25 kDa boyutundaki el ve €2 protein bandi1 S7 ve S4 bakterisi
uygulanan bitkide kontrole gore belirgin sekilde fazla ifade edilmistir. Bakteri
uygulamasi yapilan S6 ve S7 6rnegine ait 50-37 kDa civarinda olan ¢l ve b3 bandinin

kontrol 6rnegine gore daha belirgin oldugu Sekil 3.1. de goriinmektedir.

kontrol 5° 56 S7 marker

Sekil 3.2. Bakteri uygulanan bitkilerin ve kontrol bitkisinin SDS-PAGE jel goriintiisii

Bakteri uygulamasi yapilan S3 de goriinmekte olan 75-50 kDa civar1 al ve a2 bandi
kontrol bitkisinde goriilmemektedir (Sekil 3.2.). Bu farkliliklar 2D jel elektroforezinde
cok net bir sekilde goriilebilmektedir.
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3.10. iki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi

S3(Bacillus sp. KH16.2), S4(Bacillus thuringiensis SY49.1), S7 (Bacillus sp. KH6.4)
uygulanan ve kontrol bitkilerinin protein 6rnekleri 2D jel elektroforezi igin striplere
yiiklenerek (300 pg) belirlenen protokolde yiiriitilmistiir. 2. asamada SDS-PAGE de
yiritillerek molekiiler agirhgina gore aytilmistir. Proteinler jelin sonuna gelene kadar
yuriitiilmiistiir. Daha sonra giimiis boyama yapilarak Bio-Rad Chemidoc Mp cihazidan
jel goriintiileri kaydedilmistir.

Sekil 3.3.  Kontrol ve S3 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin proteinlerinin 1. Boliim
(pH, 3-6.5) 2D jel goriintiisii
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Kontrol ve S3 (Bacillus sp. KH16.2) uygulamas1 yapilan bitkilerin 2D jel goriintiilerinin
karsilagtirilmast yapildiginda belirgin ifade farkliliklar1 goriilmektedir. Ornegin S3
uygulamasinda 1. bolimdei goriinen spotlar kontrolde ifade edilmemistir. 2D jel
goriintiisiinde ortaya ¢ikan protein ifade farkliliklarinin bitkilerin biiyiime farkliligindaki

degisimlerden sorumlu olabilecegi diigiiniilmektedir.

Sekil 3.4.  Kontrol ve S3 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin proteinlerinin 2. boliim
(pH, 6.5-10) 2D jel goriintiisii

Sekil 3.4. de S3 bakteri uygulamasi yapilan bitkinin 2D jel goriintiisiinde isaretlenen

yerdeki spotlar kontrol bitkisinde goriillmemektedir.
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Sekil 3.5. Kontrol ve S4 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin proteinlerinin 1. bdliim
(pH, 3-6.5) 2D jel goriintiisii

Sekil 3.5. de kontrol ve S4 (Bacillus thuringiensis SY49.1) bakteri uygulamasi yapilan
bitkinin 2D jel goriintiisii karsilastirilmistir. S4 jel goriintiisiinde c, d, e, f olarak
isaretlenen yerde goriinen spotlar kontrolde goriinmemektedir. S4 ve kontrolde a olarak

isaretlenen boliimde regiilasyon farkliligi olabilecegi diisiintilmektedir.
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Sekil 3.6.  Kontrol ve S4 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin proteinlerinin 2. bolim
(pH, 6.5-10) 2D jel goriintiisii

Sekil 3.6. da S4 uygulanmis bitkiden elde edilen proteinde a, b, ¢ ve d olarak isaretlenen

yerde goriinen spotlar kontrolde ifade edilmemistir.
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Sekil 3.7.  Kontrol ve S7 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin proteinlerinin 1. Boliim
(pH, 3-6.5) 2D jel goriintiisii

Sekil 3.7. de kontrol ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) bakteri uygulamasi yapilan bitkinin 2D
jel goriintiisii karsilagtirllmigtir. 2D goriintiilerinde isaretlenen kisimlardaki protein
spotlar1 incelendiginde S7 ve kontrol arasindaki farkliliklar belirgin sekilde

goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Kontrol ve S7 bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin proteinlerinin 2. B6lim
(pH, 6.5-10) 2D jel goriintiisii

Sekil 3.8. de goriildiigii gibi S7 uygulamasindan elde edilen 6rneklerde a, b, ¢, d ve e de

goriinen spotlar kontrol bitkisinde ifade edilmemistir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

PGPR, genellikle kaynak edinimini (N, P, Fe, Mg vb) kolaylastirarak, bitki hormonu
seviyelerini degistirerek veya dolayli olarak cesitli patojenik ajanlarin bitki biiyiimesi ve
gelisimi tlizerindeki inhibitor etkilerini azaltarak bitki biiylimesini tesvik etmektedir.
Bagka bir deyisle biyokontrol bakterileri gibi davranarak bitki biiylimesini olumlu
yonde etkilemektedir (Glick, 1995). Ideal iklim kosullar1 altinda test edildiginde
bakterizasyonun verimi énemli diizeyde artirdig bildirilmistir (Lazarovits ve Norwak

1997).

Bununla birlikte, misir dahil olmak iizere tahillarin ve diger gramajli bitkilerin koklerini
ve toprak iistli kistmlarini kolonize eden ¢esitli bliylime gelistirici bakteriler bulunmus
olup siklikla  Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas ve Xanthomonas cinslerine ait tiirlerdir
(Umali- Garcia ve ark. 1980, Mclinroy ve Kloepper 1995, Chelius ve Triplett 2000).
Misirin bu tiir bakterilerle asilanmasinin mahsul verimini artirdigi rapor edilmistir

(Jacoud ve ark. 1998; Riggs ve ark. 2001).

Misir ikincil metabolizmasi1 {izerine yapilan arastirmalar sonucunda Azospirillum
astlamasini takiben biiyiik oranda kalitatif ve kantitatif degisikliklerin meydana geldigi
ortaya koyulmustur (Walker ve ark., 2011). Ayrica bazi1 ¢alismalarda Bacillus cinsine ait
PGPR tiirlerinin siurli su kosullarinda bitki biiyiimesini tesvik etmede diger PGPR
tirlerine oranla daha fazla avantaj sagladig: belirtilmistir (Chakraborty ve ark., 2013;
Kasim ve ark., 2013; Radhakrishnan ve ark., 2017).
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4.1.1. PGPR Uygulamasinin Musir Bitkisinin Klorofil icerigine Etkisi

Bu tez kapsaminda yapilan morfolojik analizlerde elde edilen sonuglarda klorofil igerigi
parametresinde SPAD 502 cihazi kullanilarak musir bitkilerinin klorofil igerikleri
belirlenmistir. Yapilan analizde en yiiksek deger (43.56) S4 (Bacillus thuringiensis
SY49.1) bakteri uygulamasi yapilan bitkilerde en diisiik deger (32.96) ise kontrol
bitkilerinde elde edilmistir. S4+S8(Bacillus thuringiensis SY49.1+bacillus sp. KH6.2),
S3 (Bacillus sp. KH16.2), S5 (Bacillus sp. KH6.1), S6 (Bacillus subtilis KH28.1), S7
(Bacillus sp. KH6.4) ve S9 (Bacillus sp. KH18.2) bakteri uygulamasi yapilan
bitkilerinin klorofil degerleri sirasiyla 41.00, 36.40, 40.56, 40.80, 42.93, 39.63, 39.33 ve
40.30 SPAD olarak kontrol 6rneklerinin klorofil degerinden yiiksek bulunmustur.

Wang ve ark. (2012) yapmus olduklari ¢aligmada Bacillus cereus AR156, Bacillus
subtilis SM21 ve Serratia dan olusan bir karigimin salatalik yapraklarindaki rbcS ve
rbcL (RuBisCo kiigiik ve biiylik alt birimler) genlerinin transkripsiyonel seviyelerini,
siddetli kuraklik stresi altindaki kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda koruyarak

klorofil igerigini artirdigini rapor etmislerdir.

Yildirim ve ark. (2008) tuz stresi kosullarinda PGPR (Staphylococcus kloosii, Kocuria
erythromyxa) ile asilannmis turp bitkilerinde PGPR asilamasi yapilmamis bitkilere
kiyasla klorofil igerigi iizerine dnemli artislar elde edildigini belirtmislerdir. Yaptiklari
calismada kontrol orneklerinin SPAD degeri 32.1 iken PGPR uygulanmis bitki
orneklerinde 40.1 SPAD bulunmustur.

Yildirnm ve ark. (2011) Bacillus cereus, Brevibacillus reuszeri ve Rhizobium rubi
uygulanmis brokoli bitkilerinin uygulama yapilmamis bitkilere gére SPAD klorofil
okuma degerlerinin artmis oldugunu bildirmislerdir. Calismada Bacillus cereus,
Brevibacillus reuszeri, Rhizobium rubi uygulanan bitkiler ve uygulama yapilmayan
kontrol bitkileri karsilastirildiginda sirasiyla %14, %14 ve %13 oraninda klorofil

iceriginin arttigini bildirmislerdir.

Gilliice ve ark. (2012) yapmis olduklar1 bir ¢alismada ¢esitli dozlarda turp bitkilerine
humik asit ve PGPR uygulamas1 yapmislar ve bitkide klorofil i¢eriginin 6énemli diizeyde

degistigini bildirmislerdir. Klorofil iceriginde en yiiksek deger PGPR uygulamasi
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yapilan turp bitkisinde 41.1 SPAD iken kontrol bitkisinde 32.1 SPAD olarak elde

edildigi rapor edilmistir.

Porcel Ruiz-Lozano (2004) yaptigi bir arastirmada Bacillus subtilis (GB03 susu) ile
muamele edilmis soya fidelerinin, islem gérmemis fidelere gore daha yiiksek prolin ve
klorofil igerigine sahip oldugunu ve bunun yaninda bitkilerin ozmotik dengesini
korudugunu ve tuz stresi altinda fotosentez aktivitesinin arttigini bildirmiglerdir. Bizim

yaptigimiz ¢alismada elde edilen degerlerde bu ¢alismalarla ayni1 yondedir.
4.1.2. PGPR Uygulamasinin Misir Bitkisinin Kok Yas ve Kuru Agirhgina EtKisi

Yapilan bu calismada kontrol bitkisine kiyasla bakteri uygulanmis bitkilerin kok
gelisiminin arttig1 belirlenmistir. S4+S8 (Bacillus thuringiensis SY49.1 +bacillus sp.
KH6.2) bakteri karisimi (1:1) uygulanan musir bitkileri kok yas agirligi yoniinden
kontrol grubu ve tek bakteri uygulamasi (S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9) yapilan bitkilere
gore daha yliksek veri (74.66 g) ortaya koymustur. Kok yas agirlik parametresinde en
diisiik deger 49.33 g ile kontrol bitkilerinde elde edilmistir. Yine kok kuru agirligi
yoniinden en disiik deger kontrol bitkisinde 11.00 g ile, en yiiksek deger ise S4
uygulanmis grupta 20.00 g olarak elde edilmistir.

Latake ve ark. (2009) yapmis olduklar1 arastirmada farkli biyoinokiilanlarin ve bunlarin
kombinasyonlarinin inci dar1 mahsuliiniin biliylimesi ve verimi iizerindeki etkisini
incelemek igin bir saha denemesi yapmiglardir. Azotobacter chroococcum, Azospirillum
lifoferum, Acetobacter sp. ve fosfat ¢oziici Bacillus megaterium inci dari tohumlarina
tek basina ve kombinasyon halinde uygulanmigtir. Mahsuliin ¢esitli bilylime ve verim
parametreleri lizerine kaydedilen gozlemler, bu mikroorganizmalarin birlesik
asilamasinin, tek kiiltiir asilamasina kiyasla sinerjik etki gosterdigi rapor edilmistir.
Kombine asilama islemi, incelenen tiim biiylime parametrelerinde ve ayrica verimde
onemli artiglar gdstermistir. Boylece bu biyoinokiilanlarin inci dariminbiiylimesini ve

verimini arttirmadaki etkinliginin kanitladigini rapor etmislerdir.

Turan ve arkadaslar1 (2012), PGPR’nin bitki verimi tiizerine etkisini arastirdigi
calismalarinda Bacillus subtilis OSU-142, Bacillus megaterium M3 ve Azospirillum

brasilense Sp245 ile asilanmis bugday bitkisinin verimi sirasiyla %24, %19, %19
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oraninda artirdigini ¢oklu ortak inokiilasyonda ise bitki veriminin %33 yiikseldigini

tespit etmislerdir.

Telek ve ark. (2019) da yapmis olduklar1 bir arastirmada Bacillus subtilis uygulamasi
yapilmis kirmizi biber bitkilerinde kok yas ve kuru agirlik parametresinde en yliksek
degerin bakteri uygulamasi yapilan grupta 13.34 g ve 3.85 g olarak elde edilirken
kontrol grubunda 7.06 g ve 2.58 g olarak elde etmislerdir.

Walia ve ark. (2013) yapmus olduklar1 bir arastirmada Bacillus subtilis uygulanmis
domates bitkilerinde kok kuru agirliginin bakteri uygulamasi yapilmamis kontrol

bitkisine gore %54.08 oraninda arttigin1 bildirmislerdir.

Naveed ve ark. (2014) Misir bitkisinde yaptiklart bir ¢alismada Burkholderia
phytofirmans PsJN susu ile asilanan musir bitkilerinin asilanmamis kontrole kiyasla

daha yiiksek kok biyokiitlesine (%70'e kadar) sahip oldugunu bildirmislerdir.

Myresiotis ve ark. (2014) yaptiklar1 calismada musir bitkilerine B. subtilis FZB24, B.
subtilis GB03 ve B. subtilis FZB24+B. Subtilis GB03 uygulamasi yapmis ve 36. giinde
hasat etmislerdir. Bakteri uygulamasi yapilan misir bitkilerinde kék kuru agirliginin

kontrolegore sirasiyla %38-65, %43-61 ve %39-65 arasinda attigini tespit etmislerdir.

Thakur ve ark. (2017), yaptiklar1 arastirmada musir bitkisinin tohumlarmi Bacillus
arenosi bakterisi ile inokiile ederek gelisimi gozlemlemis ve sonucunda bitki
gelisiminin arttigin tespit etmislerdir. Caligmay1 yiiriiten aragtirmacilar kontrol grubuna
gore bakteri uygulanmis musir bitkisinin kok kuru agirhigmin %93 oraninda arttigini

bildirmiglerdir.

Hussein ve arkadaslar1 (2013) yapmis olduklar1 bir ¢alismada musir bitkisine
Burkholderai sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. bakterilerini
uygulamig ve verim ozelliklerini arastirmiglardir. Kok kuru agirlik 6zelliginde bakteri
Uygulamasi yapilan bitkilerden uygulama yapilmayan kontrol bitkisine gore daha
yiiksek degerler elde dilmistir. En yiiksek deger Burkholderai sp. uygulamasi yapilan
bitkide 77 g olarak, en diisiik deger ise kontrol bitkisinde 60 g olarak elde edilmistir.

Menéndez E. ve ark. (2020) yaptig1 arastirmada Esorhizobium ciceri CCANP14 susu ve
Mesorhizobium tamadayense CCANP122 suslarimi domates bitkilerine uygulanmis ve
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vejetatif parametreleri lizerine etkisini arastirmiglardir. Fide kok yas ve kuru agirlik
parametresinde en yiiksek deger Esorhizobium ciceri CCANP14 susu uygulanmis
fidede sirasiyla 3.15 g ve 0.38 g olarak elde edilirken en diisiik deger kontrol fidesinde
sirastyla 0.43 g ve 0.05 g olarak elde edildigi rapor edilmistir. Bizim yaptigimiz

calismada elde edilen sonuglar literatiir ile ayn1 yondedir.
4.1.2. PGPR Uygulamasinin Misir Bitkisinin Siirgiin Uzunluguna EtKisi

Yapilan ¢alisma kapsaminda bakteri uygulanan bitkiler uygulama yapilmayan kontrol
bitkisine gore daha yiiksek degerler ortaya koymustur. Bitki boy 6l¢timiinde en yiiksek
deger S7 (Bacillus sp. KH6.4) bakterisi uygulanan bitkide 74 ¢cm olarak elde edilmistir.

En diistik deger ise kontrol bitkisinde 61 cm olarak bulunmustur.

Yao ve ark. (2010) yaptiklar1 bir aragtirmada pamuk bitkisine Pseudomonas putida Rs-
198 susunu uygulamiglar ve tuz stresi kosulunda verim ozelliklerini incelemislerdir.
Bitki uzunlugu parametresinde bakteri uygulamasi yapilan bitkinin uygulama

yapilmayan kontrol bitkilerine gore %12.8 oraninda artig gosterdigini bildirmislerdir.

Hussein ve ark. (2013) yapmis olduklar1 bir ¢alismada misir bitkisine Burkholderai sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. bakterilerini uygulamis ve verim
ozelliklerini arastirmislardir. Bitki boyu 0zelliginde bakteri uygulamast yapilan
bitkilerden uygulama yapilmayan kontrol bitkisine gore daha yiiksek degerler elde
dilmistir. En yiiksek deger Burkholderai sp. uygulamasi yapilan bitkide 152.4 cm olrak,

en diisiik deger ise kontrol bitkisinde 131.0 cm olarak bildirilmistir.

Thakur ve ark. (2017), yaptiklar1 arastirmada musir bitkisinin tohumlarmi Bacillus
arenosi bakterisi ile inokiile ederek gelisimi gozlemlemis ve sonucunda bitki
gelisiminin arttigin tespit etmislerdir. Caligmay1 yiiriiten aragtirmacilar kontrol grubuna
gore bakteri uygulanmis misir bitkisinin uzunlugunun %9 oraninda arttigin

bildirmislerdir.

Menéndez E. ve ark. (2020) yaptig1 arastirmada Esorhizobium ciceri CCANP14 susu ve
Mesorhizobium tamadayense CCANP122 suslarini domates bitkilerine uygulanmis ve
vejetatif parametreleri iizerine etkisini arastirmiglardir. Fide uzunlugu parametresinde en

yiiksek degerin Mesorhizobium tamadayense CCANP122 susu uygulanmis fidede 23.25
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cm olarak elde edilirken en diisiik deger kontrol fidesinde 12.71 cm olarak elde

edildigini bildirilmislerdir.

Sandhya V. ve ark. (2010) Bacillus spp. ile asilanmis musir bitkilerini kuraklik stresi
altinda ve normal iklim kosullarinda yetistirerek verim oOzelliklerine etkisini
arastirmiglardir. Sonug olarak hem stresli hem de stres olmayan kosullarda bitki boyu
parametresinde bakteri asilamas1 yapilan bitkiler kontrol bitkilerine kiyasla daha yiiksek

deger ortaya koymustur

Telek ve ark. (2019) da yapmis olduklar1 bir arastirmada Bacillus subtilis uygulamasi
yapilmis kirmizi biber bitkilerinde bitki uzunluk parametresinde en yiiksek degeri
bakteri uygulamasi yapilan bitkide 52.74 cm olarak elde ederken kontrol bitkisinde

35.27 cm olarak elde etmislerdir.
4.1.3. PGPR Uygulamasinin Misir Bitkisinin Siirgiin Yas ve Kuru Agirh@ina Etkisi

Yapilan ¢alisma kapsaminda bakteri uygulamasi yapilmis musir bitkilerinin Kkontrol
grubu ile siirgiin yas ve kuru agirlik parametresi agisindan degerlendirilmistir. Sonug
olarak bakteri uygulamasi yapilmis musir bitkileri kontrole gére daha yiiksek degerler
ortaya koymustur. Siirgiin yas agirliginda en yiiksek deger S4 (Bacillus thuringiensis
SY49.1) bakterisi uygulanmig grupta 100.0 g olarak elde edilirken en diigiik deger
kontrol bitkisinde 83.67 g olarak elde edilmistir. Siirgiin kuru agirliginda en yiiksek
deger S5 (Bacillus sp. KH6.1) grubunda 11.66 g olarak elde edilirken en diisiik deger

kontrol grubunda 6 g olarak elde edilmistir.

Menéndez E. ve ark. (2020) yaptig1 arastirmada Esorhizobium ciceri CCANP14 susu ve
Mesorhizobium tamadayense CCANP122 susunu domates bitkilerine uygulanmis ve
vejetatif parametreleri tlizerine etkisi arastirmiglardir. Fide yas ve kuru agirhik
parametresinde en yiiksek deger Esorhizobium ciceri CCANP14 susu uygulanmis
fidede sirasiyla 15.95 g ve 1.52 g olarak elde edilirken en diisiik deger kontrol fidesinde
sirastyla 4.18 g ve 0.27 g olarak elde edilmistir.

Hussein ve ark. (2013) misir bitkisine Burkholderai sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Flavobacterium sp. bakterilerini uygulamis ve verim 6zelliklerini arastirmislardir. Bitki
yesil aksam kuru agirlik yoniinden bakteri uygulamasi yapilan bitkilerin uygulama

yapilmayan kontrol grubuna gore daha yiiksek deger ortaya koydugu rapor edilmistir.
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En yiiksek deger. Pseudomonas sp. uygulamasi yapilan bitkide 83.2 g en diisiik deger
ise kontrol bitkisinde 58.4 g olarak bildirilmistir.

Thakur ve ark. (2017), yaptiklar1 arastirmada musir bitkisinin tohumlarmi Bacillus
arenosi bakterisi ile inokiile ederek gelisimi gozlemlemis ve sonucunda bitki
gelisiminin arttigin tespit etmislerdir. Calismay1 yiiriiten aragtirmacilar kontrol grubuna
gore bakteri uygulanmig misir bitkisinin kuru agirhiginin %49 oraninda arttigim

bildirmislerdir.

Sandhya V. ve ark. (2010) yapmis olduklar1 bir ¢alismada Bacillus spp. ile asilanmis
musir bitkilerini kuraklik stresi altinda ve normal iklim kosullarinda yetistirerek verim
Ozelliklerine etkisini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak hem stresli hem de stres olmayan
kosullarda bitki siirglin kuru agirligindabakteri asilamasi yapilan bitkiler kontrol

bitkilerine kiyasla daha yiiksek verim ortay koymustur.

Telek ve ark. (2019) da yapmis olduklar bir aragtirmada Bacillus subtilis uygulamasi
yapilmis kirmizi biber bitkilerinde siirgiin yas ve kuru agirlik parametrelerini
degerlendirmislerdir. Siirgiin yas agirlik 6zelliginde en yiiksek deger bakteri uygulamasi
yapilan bitkide 24.36 g olarak elde edilirken en diisiik deger kontrol bitkisinde 14.72 g
olarak bulmuslardir. Siirgiin kuru agirhik 6zelliginde en yiiksek deger bakteri
uygulamast yapilan bitkide 12.05 g olarak elde edilirken en diisiik deger kontrol
bitkisinde 6.43 g olarak rapor edilmistir.

4.1.4. PGPR Uygulamasinin Misir Bitkisinin Protein Profili Uzerine Etkisi

Bitki biiylimesi tesvikine dogrudan dahil edilen mekanizmalar kapsamli bir sekilde
incelenmissede bu g¢alismalarin ¢ogu PGPR'nin bitki morfolojik 6zellikleri tizerindeki
etkisini degerlendirilmistir. Molekiiler ve Proteomik diizeyde indiiklenen degisiklikler
hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir (Bashan ve de-Bashan, 2010; Galland ve
ark., 2012; van de Mortel ve ark., 2012; Wisniewski-Dy¢ ve ark., 2013).

Pseudomonas fluorescens ile muamele edilen piring bitkisinde RuBisCo biiyiik zincir
prekiirsoriiniin yaprak kilifinda ekspresyonunu artirdigi rapor edilmis olup biiyiime

tesviginde birincil roliinii gostermektedir (Kandasamy ve ark., 2009).

P. polymyxa ile muamele edilmis Arabidopsis thaliana bitkilerinin MALDI - TOF / TOF
ve 2DE analizinde farkli sekilde ifade edilen toplam 41 (kdkte 17 nokta, siirgiinde 24
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nokta) spot gorildigi belirtilmistir (Kwon YS, 2016). Bitki sitozolik ve zar
fraksiyonlarindan elde edilen gesitli proteinlerin, bazilarinin bitki savunmasinda islev
gordiigli bilinen bakteriyel asilamaya yanit olarak farkli sekilde ifade edildigi
belirtilmistir (Kwon Y'S, 2016).

Sravani ve ark. (2018) yapmis olduklar1 bir ¢alismada Bacillus sonorensis RS4 hiicre
¢eperinde ve yer fistig1 kokii protcomunda birka¢ proteinin farkli sekilde ifade edildigi
belirtilmistir. Ayrica, yer fistigi ve B. sonorensis RS4'te, bitki-PGPR yararl1 etkilesimi
ile tetiklenen birkag spesifik protein degisikligi belirlenmistir. Toplam 22 kok proteini,
ekimden 12 ve 24 giin sonra RS4 ile muamele edilmis yer fistig1 bitkisinin koklerinde
farkli sekilde eksprese edilmistir. Farkli sekilde eksprese edilen proteinlerin ¢ogunun
bitki biiylimesi ve yer fistig1 bitkisinin savunmasi ve B. sonorensis RS4'in canliliginin

devam etmesi ile islevsel olarak ilgili oldugu ifade edilmistir.

(a)

Treated Control

) 500 kDa
(band 3)

mmm) 37 kDa
(band 6)

) >7 kDa
(band 7)

Sekil 4.1. Vaishnav A. ve ark. (2015)’nin soya fidelerinden
elde ettigi SDS-PAGE goriintiisii

Vaishnav A. ve ark. (2015) yapmis olduklar1 bir arastirmada tuz stresi kosulunda soya
fidelerine Pseudomonas simiae AU susu uygulamiglar ve biliyiime asamasinda
yapraklarindan protein profilini belirlemek i¢in 6rnekler almiglardir. SDS-PAGE analizi
sonrasinda kontrol ve bakteri uygulamasinda 3. 6. ve 7. numarali noktalarda (Sekil 4.3.)

goreceli bant yogunlugu oldugunu tespit etmislerdir.
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Yaptigimiz caligmada musir bitkisinde proteomik diizeyde farkliliklarin belirlenmesi
amaciyla bakteri uygulanmis ve uygulanmamis kontrol bitkilerinde SDS-PAGE analizi
sonrasinda bitkilerin protein profilleri karsilastirilmistir. Kontrole kiyasla 25 kDa’da S4
(Bacillus thuringiensis SY49.1) ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) uygulanan bitkilerin protein
profillerinde goriilen bantlarin (el ve e2 bantlar1) kontrol bitkisinin protein profilindeki
25 kDa da olan bantlara gore daha belirgin oldugu goriilmiistiir. S6 (Bacillus subtilis
KH28.1) ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) uygulamasi yapilan bitkilerin protein profiline ait
50-37 kDa civarinda olan (c1 ve b2 bantlar1) protein bantlar1 kontrol bitkisinin protein
profilindeki 50-37 kDa da olan bantlara kiyasla daha yogun oldugu bulgular boliimiinde
Sekil 3.1. de gorilmektedir. S3 (Bacillus sp. KH16.2) uygulamasi yapilan bitkilerin
protein profilinde goriilmekte olan 75-50 kDa arasi (al ve a2) bantlarinin kontroldeifade

edilmemis oldugu bulgular béliimiinde sekil 3.2. de goriilmektedir.
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Sekil 4.2.  Kwon ve ark. (2016)’nin A. thaliana bitkisinin siirgiin ve
kok kisimlarindan elde edilen 2D jel goriintiisii
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Kwon ve ark. (2016) yapmis olduklar1 bir arastirmada A. thaliana bitkisine P. polymixa
bakterisinin E681 susunu uygulamislardir. Calismada P. polymixa bakterisinin A.
thaliana bitkisinin siirgiin ve kok proteom ve transkript seviyeleri {izerine etkisini
aragtirmislardir. Sekil 4.4. de siirglin ve kok proteinlerinin jel goriintiisii kontrol
bitkilerinin jel goriintiisii ile karsilastirilmig ve spot farkliliklar1 adlandirilarak
isaretlenmistir. Calismanin devaminda 2DE analizi sonucunda yaklasik 800 protein
spotu tespit edilmistir. 800 spot arasinda A. thaliana kokii ve siirgiiniinde 41 farkli

protein spotu oldugu belirtilmistir.

SDS-PAGE analizi sonucu bant farkliliklar1 goz oniinde bulundurularak S3 (Bacillus sp.
KH16.2), S4 (Bacillus thuringiensis SY49.1) ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) uygulanmis
musir bitkilerinden ekstrakt edilen proteinler 2D jel elektroforezi igin seg¢ilmistir. 2D
sonuglarina gore S3, S4 ve S7 bakteri uygulamas: yapilan misir bitkilerinin protein
spotlar1 ile kontrol misir bitkilerinin protein spotlar1 arasinda oldukga fazla spot ve
yogunluk farki ortaya g¢ikmistir. Spot farkliliklari ve yogunluklari net bir sekilde
goriilmesi ve yorumlanmasi i¢in jeller iki boliime ayrilarak bulgular boliimiinde (Seki/

3.3., Sekil 3.4., Sekil 3.5., Sekil 3.6., Sekil 3.7., Sekil 3.8.) degerlendirilmistir.
4.2. Sonug Ve Oneriler

Bu ¢aligma kapsaminda bakteri uygulamasi yapilan misir bitki 6rnekleri ile uygulama
yapilmayan Ornekler arasinda morfolojik ve proteomik diizeydeki farkliliklar

incelenmistir.

Kurmus oldugumuz denemede musir bitkisi i¢in klorofil igerigi, bitki boy uzunlugu,
stirgiin yas ve kuru agirlik, yaprak sayis1 ve kok yas ve kuru agirlik parametrelerine
bakilmigtir. Bacillus tiirii bakterilerin uygulamasinin misir bitkisinde klorofil igerigini,
bitki boy uzunlugunu, siirgiin yas ve kuru agirligini, kok yas ve kuru agirligin arttirarak

muisir gelisimini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.

Bu arastirmada ortaya ¢ikan veriler gz Onilinde bulundurularak misir bitkisine
uygulanan bakterinin bitki {izerinde hem morfolojik hem de proteomik diizeyde
farkliliklar olusturdugu ve biiylime tesvigi ve verim yoniinden olumlu yonde etki

olusturdugu belirlenmistir.
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PGPR olarak bitkiler {izerinde verim Ozelliklerinin belirlenmesi agisindan ¢ok fazla
calisma yapilmistir. Ancak PGPR ’nin bitkilerde protein profili iizerine gostermis oldugu

etkiler hakkinda yapilan fazla arastirmaya rastlanmamustir.
Bu tez kapsaminda yapilabilecek oneriler asagida verilmistir:

e Bu sonuglar, bitki biiylimesini tesvik edici bakterilere karsi bitkilerde goriilen
molekiiler yanitin daha genis bir sekilde anlasilmasina katkida bulunmus olup
farklilik gostren proteinlerin tanimlanmasi yapilabilir.

e Benzer sonuglarin diger fark: bitki tiirleri iizerinde de denenmesi bulgularin teyit
edilmesi bakimindan faydali olabilir.

e Farkli goriilen protein spotlarinin detayli analizi yapilarak etki mekanizmalari
hakkinda bilgi elde edilebilir.

e Fakli uygulama yontemleri denenerek benzer etkinliklerin olup olmayacagi
arastirilabilir.

e Bu caligmada protein izolasyonu i¢in musir bitkisinin yapraklar1 kullanilmig
olup, bitkinin kok ve govde kismindan Ornekler alinarak protein profili
cikarilabilir ve aradaki farklar gozlemlenebilir.

e Kimyasal giibre ve pestisitit kullaniminin azaltilmasi saglanabilir.
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