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ÖZET 

Serbest yaşayan, bitki gelişimini teşvik eden ve biyolojik savaş ajanı olarak 

kullanılabilen PGPR’ler son 30 yıldan fazla süredir tarımda kullanılmaktadır. PGPR 

grubunda olan Bacillus türü bakterilerin bitkilere uygulanması hakkında yürütülen 

araştırmalarda bitkiler üzerinde önemli verim artışları olduğu bildirilmiştir. Yapılan bu 

tez çalışmasının amacı Bacillus cereus, B. subtilis ve B. thuringiensis bakterilerinin 

önemli tahıl grubundan olan mısır (Zea mays L.) bitkisinde verim, gelişim ve protein 

ifade profilinde oluşturduğu farklılıkların belirlenmesidir. Araştırmada ACC deaminaz, 

fosfataz ve siderofor taşdığı bilinen yerel bakteriler mısır tohumlarına kaplama şeklinde 

uygulanmış ve bitki fiziksel gelişimi incelemeleri için verim parametreleri 

belirlenmiştir. Bitkilerin en üst kısımdaki taze yapraklarından protein extraksiyonu 

yapılmış SDS-PAGE ve 2D analizleri ile protein farklılıkları belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlarda klorofil içeriği bakteri uygulanan mısır bitkilerinde kontrole göre önemli 

bulunmuştur (p<0.05). Ayrıca kök yaş ağırlıkları bakteri uygulanan mısır bitkilerinde 

kontrol bitkilerine göre istatiksel olarak yüksek bulunmuştur (p<0.05). Yine sürgün yaş 

ağırlıklarıda bakteri uygulanan bitkilerde kontrol bitkilerine göre istatiksel olarak 

yüksek bulunmuştur (p<0.05). SDS-PAGE ve 2D de Bacillus sp. KH16.2 (MH847787), 

Bacillus thuringiensis SY49.1 (MW197418) ve Bacillus sp. KH6.4 bakteri uygulamaları 

yapılan bitkilerde kontrole göre artış ve azalış yönünde ifade farklılıkları belirlenmiştir. 

Sonuç olarak mısır bitkisine uygulanan bakterilerin hem verim parametrelerinde hem de 

protein ifade profilinde farklılık oluşturduğu belirlenmiştir. 

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. 
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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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GİRİŞ 

21. Yüzyılın stratejik sektörleri arasında bilinen gıda sektörünün, dünya nüfusunun 

2050 yılında 10 milyara ulaşması beklentisiyle birlikte büyük bir sorumluluk 

üstleneceği öngörülmektedir. BM’nin açıkladığı “Gıda Güvenliği ve Beslenme” başlıklı 

raporunda 10 yıldan uzun bir süredir düşüş gösteren açlığın 2016 yılından itibaren 

tekrar yükselişe geçtiği ve 815 milyon insanın açlık ile mücadele ettiği ortaya 

koyulmuştur. 2050 yılına kadar artması beklenen nüfus için tarım ve gıda üretiminin en 

az yüzde 50 arttırılması gerekmektedir. Dünya nüfusunda meydana gelecek bu 

değişikliğe karşılık mevcut tarım ve gıda üretim sistemlerimizin temel sorunları 

çözmekte başarısız olduğu görülmektedir (FAO, 2017). 

Birleşmiş milletler tarım örgütü dünya genelinde kullanılan gıdanın %99,7’sinin karasal 

ortamdan elde edildiğini göstermektedir. Bu bilgilerle birlikte her yıl dünya nüfusuna 79 

milyon insan eklendiği de göz önünde bulundurulduğunda, gıda talebinde sürekli bir 

artış ve arzda eş zamanlı bir azalma olduğu görülmektedir (Alexandratos ve Bruinsma, 

2003). 

Günümüzde artan nüfus ve buna bağlı olarak ortaya çıkan açlığa karşılık tarımsal 

verime olan talep de bir o kadar artmıştır. Bundan dolayı doğal kaynaklar ve gelecekte 

oluşabilecek daha büyük sorunlar önemsenmeden yüksek oranda kimyasal ilaç ve gübre 

kullanımı artmaktadır. Yetiştiriciler ekilen üründen daha fazla verim elde etmek adına 

tarım alanlarında kimyasal ilaçların ve gübrelerin kullanımını arttırarak toprağın 

kalitesinin bozulmasına ve verimliliğini kaybetmesine neden olmaktadır. Aşırı pestisit 

ve gübre kullanımı sonucunda toprak sağlığı bozulmakta, çevre kirliliği ve patojen 

popülasyon artmaktadır (Saber, 2001). 

İhtiyaçlarımızı toprak sağlığını koruyarak doğal kaynaklardan sağlayabilmek için gıda 

ve tarım sistemlerinde değişiklik yapmanın zorunlu olduğu açıktır (FAO, 2017). 
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Tüm yorumcular, gıda üretiminin önümüzdeki yıllarda önemli ölçüde artırılması 

gerektiği konusunda hemfikir olmasına rağmen bunun en iyi şekilde nasıl başarılması 

gerektiği konusunda çok farklı görüşler vardır. Bazıları tarımın yeni topraklara 

yayılması gerekeceğini belirtiyor ancak böyle bir durum biyolojik çeşitliliğin daha fazla 

kaybı anlamına gelecektir. Diğerleri, gıda üretiminde artış için yüksek verimli çeşitlerin, 

gübre ve böcek ilacı gibi büyük miktarlarda satın alınan girdilerin kullanılması 

gerektiğini söylüyor. Başka bir grup ise, ekolojik olarak daha sağlam yöntemlerin 

kullanılması yoluyla tarımsal sürdürülebilirliğin çiftçilere arazi kullanımlarını 

yoğunlaştırma ve gıda üretimini artırma seçenekleri sunduğunu söylüyor. 

Ancak kalıcı açlık sorununu çözmek, sadece yeni tarım teknolojileri ve uygulamaları 

geliştirme meselesi değildir. Çoğu fakir üretici pahalı teknolojileri karşılayamaz. Doğal, 

sosyal ve insan kaynaklarından en iyi şekilde yararlanmakla birlikte yerel olarak mevcut 

veya ucuz teknolojilere dayalı yeni çözüm türleri bulmaları gerekecektir. 

Sürdürülebilirlik, çevreye verilen zararı en aza indiren veya ortadan kaldıran mevcut en 

iyi teknolojilerin ve girdilerin kullanımıyla birleştirilen doğal, sosyal ve beşeri varlıkları 

kullanarak yoğunlaştırma olarak adlandırılabilir. Tarih boyunca çiftçiler, bugün 

sürdürülebilir olarak adlandırdığımız çok çeşitli teknolojileri ve uygulamaları kullanmış 

olsalar da sürdürülebilirlikle ilgili kavramlar ancak son yıllarda daha yaygın bir şekilde 

kullanılmaya başlanmıştır (Jules Pretty, 2002, 2005, 2007). 

Bu durum göz önüne alındığında ekonomik ve sosyal fırsatlar sağlayan ve 

gezegenimizin doğal kaynaklarını korumak ve gelecek nesillere çevreyi kirletmeden ve 

doğal dengesini bozmadan bırakmak için öncelikli hedefimiz sürdürülebilir tarıma 

geçişi hızlandırmak olmalıdır. Endüstriyel tarımın bazı savunucuları, ortaya çıkan 

olumsuz etkilerin “yeterli besin için” ödememiz gereken bedelinin olduğunu 

belirtmektedir. Aslında, giderek artan bilimsel kanıtlar bu iddiayı çürütmüş ve daha 

sürdürülebilir bir modelin aynı derecede karlı olabileceğini ve uzun vadede 

ihtiyaçlarımızı karşılayabileceğini göstermiştir (Anonim, 2017). 

Bu durumlardan dolayı toprak sağlığını korumak fazla kullanılan kimyasal ilaç ve gübre 

sonucu ortaya çıkan sorunları gidermek amacıyla yapılan araştırmalar neticesinde, 

sürdürülebilir tarıma ilgi artmıştır. Bunun sonucu olarak da biyolojik gübre ile biyolojik 

savaş elemanı olarak kullanılabilen mikroorganizmalar öne çıkmıştır. Tarımda 
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kullanılan gündemdeki en önemli mikroorganizmalar ise bakterilerdir (Higa ve Paar, 

1994; Bloenberg ve Luktenberg, 2001; Eşitken ve ark., 2003; Çakmakçı ve Erdoğan, 

2008). 

Toprak mikroflorası ekosistemde genellikle benzersiz bir rol oynar ve biyosferdeki en 

karmaşık, çeşitli ve önemli topluluklar arasındadır (Zhou ve ark., 2003). Örneğin bitki 

patojenlerinin biyolojik kontrolü, bitki büyümesini teşvik etme veya aktif bileşiklerin 

izolasyonu bitkilerle ilişkili mikroorganizmaların incelenmesi, biyoteknolojik 

uygulamalar için büyük önem taşımaktadır (Emmert ve Handelsman, 1999; Bloemberg 

ve Lugtenberg, 2001). 



 

 

 

 

 

1. BÖLÜM 

GENEL BİLGİLER ve LİTERATÜR ÇALIŞMASI 

1.1. Genel Bilgiler 

1.1.1. Bitki Büyümeyi Destekleyen Rizobakteriler (PGPR) 

Mikroskobik hayvanların keşfine kadar bakterilerin var olduğu bilinmesede, bakterilerin 

antik çağdan beri bitki büyümesini teşvik etmek için kullanıldığı ortaya çıkmıştır. 

Antonie van Leeuwenhoek (1683), Hellriegel ve Wilfarth (1888), otlarda ve 

baklagillerde rizosfer kök kolonizasyonu konusundaki araştırmalarında toprak 

bakterilerinin atmosferik azotu bitkinin kullanabileceği forma dönüştürdüğünü ortaya 

koymuşlardır. Bu çalışmaların ışık tuttuğu diğer araştırmada Kloepper ve Schroth 

(1978, 1981) turpta köklere kolonize olarak büyümeyi teşvik eden ve böylece bitki 

hastalıklarının görülme sıklığını azaltan toprak bakteri topluluğunun olduğunu 

belirlediler ve bu bakteri topluluğunu büyümeyi teşvik edici "rizobakteriler" (PGPR) 

olarak adlandırdılar. Bu bakterilerin daha çok Acetobacter, Acinetobacter, 

Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, 

Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia, 

Flavobacterium, Klebsiella, Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve 

Xanthomonas cinslerine ait olduğu belirtilmiştir (Burdman ve ark., 2000). PGPR’ler 

araştırmacılar tarafından çok çeşitli ortamlarda yüksek adaptasyon, daha hızlı büyüme 

oranları ve çok çeşitli doğal ve ksenobiyotik bileşikleri metabolize etmek için 

biyokimyasal değişkenliği nedeniyle toprak ekosistemine yerleşmede başarılı 

rizobakteriler olarak görülmektedir. Aynı zamanda PGPR'ı doğal genetik potansiyele 

sahip tarımsal uygulamalarda kullanılan önemli bir bileşen olarak kabul etmişlerdir 

(Cook, 2002). 



5 

 

 

PGPR’ler genellikle kök sisteminde kolonize olarak bitkinin gelişimini buradan 

destekler ve bitkiye zarar verebilecek mikroorganizmaların işlevine engel olurlar. 

PGPR’lerın tohumun çimlenmesi, kök gelişiminin desteklenmesi ve bitkinin su ve 

mineral alımının arttırmasına önemli katkı sağladığı bildirilmiştir. PGPR’ler büyüme 

hormonları üreterek doğrudan rizosferdeki mikrobiyal dengeyi değiştirerek ve dolaylı 

olarak da mineral madde oranını düzenleyerek bitki gelişimini olumlu yönde teşvik 

ederek etkilemektedir (Sıddıqui, 2006; Şevik, 2010). 

Bu organizmalar ağır metalleri çözebilme yetenekleri, azot ve fosfor bağlayıcı 

özelliklerinin yanı sıra bakteriyel, fungal ve nematod hastalıklarını engeller ve viral 

hastalıklara karşı kalkan görevi görür (Djordjevic, 1987; Ferreira, 1987; Sıddıqui, 2006; 

Şevik, 2010). 

Glick vd. (1999) PGPR’ların teşvik etme mekanizması içerisinde, nitrojen fiksasyonu, 

etilen seviyesinin düşürülmesi, sideroforlar ve fitohormonların üretilmesi, patojen 

direncinin artırılması, besinlerin çözündürülmesi, mikorizal işleyişin teşvik edilmesi, 

kirletici toksisitenin azaltılması gibi faaliyetlerinin olduğunu belirtmişlerdir. 

Ayrıca toprakta serbest formda bulanan PGPR’lara kıyasla aşılama yapılarak uygulanan 

PGPR’ların bitkinin daha fazla canlı kalmasını sağladığı ve bitki köklerinde daha iyi 

kolonize oldukları belirtilmiştir (Glick, 1995; Kaymak 2011). 

Tüm bu nedenlerle çevre kirliliğinin önlenmesi ve tarımsal sürdürülebilirlik, 

kaynakların devamlılığının sağlanması ve tarımsal girdi maliyetin düşürülmesi, PGPR 

kullanımını zorunlu hale getirmektedir (Çakmakçı, 2005). 

Bitki büyümesini teşvik edici bakterilerin kullanılması, mahsul verimi ve bozulmuş 

ortamlarda bitki direncini arttırmak için biyolojik bir alternatif oluşturabilmektedir (Ana 

PGC Marques ve ark., 2010). 

1.1.2. Mısır Bitkisi (Zea mays L.) 

Canlıların besin ihtiyacının karşılanmasında tahılların önemi oldukça fazladır. Bu 

nedenle artan dünya nüfusu besin ihtiyacı bakımından tahıllara bağımlıdır. İnsanlar 

günlük besinlerden aldıkları enerjinin yüzde ellisini tahıllardan sağlamaktadırlar 

(Gençtan ve ark., 1995; Kırtok, 1998). 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-011-0979-9#ref-CR88
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Tarımı yapılan en önemli tahıl sıralamasında üçüncü olan mısır (Zea mays) aynı 

zamanda en fazla ekim alanına sahiptir. 185 milyon hektar üretim alanına sahip olan 

mısır toplam üretimde buğday ve çeltiği geride bırakarak birinci sırada yer almaktadır 

(FAO, 2013). 

Bunun yanında sıcak iklim tahılları içerisinde yer alan mısır bitkisi üzerinde yapılan 

çalışmaların çokluğu ve dünya ekolojisine uygun çeşitlerinin bol olması ile de birinci 

sırada yer almaktadır (Kün 1997). 

Uluslararası Hububat Konseyi’nin (UHK) açıklamış olduğu rapordaki bilgilere göre 

dünyada mısır ekim alanlarının 2018 ve 2019 yıllarında önceki yıllara göre yüzde %3 

oranında arttığı rapor edilmiştir (UHK, 2019)  

Dünya genelinde mısır üretimi göz önüne alındığında ilk üç sırada ABD, Çin ve 

Brezilya bulunmaktadır (UHK, 2019)  

Mısır, uzun yıllardır tarımı yapılan birkaç ender bitkiden biri olmuştur. Anavatanı 

Amerika kıtası olup buradan Dünya’nın diğer yerlerine yayıldığı bilinmektedir  

Yeni dünyanın keşfedildiği zamanlarda, Amerika kıtasının çoğu bölgesinde At dişi 

mısır, sert mısır, unlu mısır, şeker mısır ve cin mısır türlerinin tarımı yapılmaktaydı. 

Portekizliler, 16. yüz yıl başlarında Afrika’nın batı kıyılarına, daha sonra da Hindistan 

ve Çin’e mısırı götürmüşlerdir. Tüm Asya’ya da bu şekilde yayıldığı düşünülmektedir. 

Mısır, geniş adaptasyon yeteneği sayesinde tropik, subtropik ve ılıman iklim 

kuşaklarında yetişebildiği için Antartika dışında dünyanın her yerinde az veya çok 

tarımı yapılabilmektedir (Babaoğlu, 2003). 

Az gelişmiş ülkelerde mısır insan beslenmesi için kullanılırken gelişmiş ülkelerde 

hayvan yemi ve endüstride doğrudan veya dolaylı yollardan birçok ürünün hammaddesi 

olarak kullanılmaktadır (Kırtok, 1998).  

Mısır bitki aksamlarının tamamının silajda kullanılabilmesinden dolayı kolayca 

depolanan (silolanan) yem sınıfında ele alınmaktadır (Keleş, 2014).  
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Silaj yapımına uygunluğunun yanında, birim alanda daha fazla yeşil aksam üretmesi, 

besin değerinin yüksek olması ve yüksek oranlarda tüketilmesi gibi sebeplerden dolayı 

mısır bitkisi dünyanın birçok bölgesiyle birlikte Türkiye’de de önemli miktarda 

üretilmektedir. Mısır, yalnızca besin ve enerji değerine sahip olmayıp aynı zamanda 

bitki örtüsü hazırlama potansiyeline de sahip bir bitkidir (Kılıç, 1986; Denek ve Deniz, 

2004). 

1.1.3. İki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi 

İki boyutlu jel elektroforezi proteomik çalışmalar için önemli bir tekniktir ve ilk kez 

1956 yılında Simithies ve Poulik (1956) tarafından kullanılmıştır. 2D-PAGE ile 

proteinlerin iki farklı özelliği kullanılarak yüksek ayırım sağlanabilmektedir. Birinci 

boyutta proteinler izoelektrik noktalarına göre, ikinci boyutta ise moleküler ağırlığına 

göre ayrılır. Yüksek çözünürlüklü 2D elektroforez, protein türleri ve izoform dağılım 

analizi, konak hücre protein analizi, hücre durumlarının niceliksel karşılaştırması gibi 

birçok noktada kullanılabilir (Nachimuthu ve Ponnusamy, 2014) 

Tek bir jelde 10.000'e kadar proteini ayırabilen 2D-PAGE tekniğinin farklı 

aşamalarında önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. 2D-PAGE jel görüntüsü ile belirli bir 

dokuda ifade edilen proteinlerin sayısı ve görüntü analizi ile önemli veriler elde 

edilebilmektedir. Yürütme işlemi sonrasında çeşitli yöntemlerle boyamanın ardından 

proteinler spotlar halinde görünmektedir (Thierry ve Cécile, 2011) 

1.1.4. IEF (İzoelektrik Fokuslama) 

2D jel elektroforezi için IEF aşamasında, bir pH gradyanı (IPG) olarak ince bir 

poliakrilamid jel kullanılmaktadır. Jellerin içeriğinde düşük konsantrasyonda akrilamid 

(genellikle %4–5 oranında akrilamid) vardır. Proteinler bu IPG stripi üzerine 

tutturularak ardından elektrik akımı verilmektedir. Polipeptitler elektrik alanda gradyan 

üzerinde pH yüklerine göre anot ve katot a doğru hareket ederek her protein kendi 

izoelektrik noktasına geldiğinde yüksüzleşerek bulunduğu yerde konumlanmaktadır 

(Rabilloud, 2000). 

Bir IEF çalışmasının sonunda, proteinler izoelektrik noktalarında yüksek oranda 

konsantre hale geldiği için tespiti yüksek hassasiyet ile sonuçlanmaktadır. Bundan 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/proteomics
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/electrophoresis
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dolayı küçük yük farkları bile ayırt edilebilmektedir. Çözünürlük, daha uzun ayırma 

mesafeleri ve dar gradyan aralıkları kullanılarak artırılabilmektedir (Hoving ve ark., 

2000). 

1.1.5. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat–Poliakrilamid Jel Elektroforezi) 

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE), DNA, RNA ve proteinler dahil olmak üzere 

makro molekülleri ayırmak için en sık kullanılan tekniklerden birisi olmuştur. SDS-

PAGE, protein boyutunun belirlenmesi, protein tanımlanması, numune saflık analizi vb. 

gibi protein analizinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Simon, 2001). 

Elektroforez, genel olarak, yüklü molekülleri bir çözelti boyunca hareket ettirmek için 

bir elektrik alanı uygulama işlemidir. Bu teknikte, yüklü bir molekülün hareketliliği, net 

yükü ve içinden geçtiği çözeltinin direnci ile doğru orantılıdır. 

Poliakrilamid jel, altta daha büyük olan "ayırma" jeli ve üstte dar bir "yükleme" jeli 

olmak üzere iki katmandan oluşmaktadır. Jelin üstündeki ve altındaki rezervuarlar, 

glisin ile yapılmış ve pH 8'e ayarlanmış bir tampon içermektedir. 

Elektroforez sırasında, negatif yüklü moleküller tarafından taşınan akım, jelden bir 

rezervuardan diğerine doğru hareket etmektedir. SDS anyonik bir deterjan olup 

proteinlerle etkileşime girdiğinde polipeptitlerin ana iskeletini çevreleyerek negatif 

yüklü hale getirmektedir. Bundan dolayı polipeptitler elektrik akımıyla katottan anota 

doğru hareket ederek moleküler ağırlıklarına göre konumlanabilmektedir (Hames, 1996) 

1.2. Literatür Çalışması 

Akıncı (2011) çalışmasında PGPR olarak adlandırılan mikroorganizmaların yalnızca 

bitkiye besin maddesi sağlamakla kalmayıp toprağın fiziksel, kimyasal ve biyolojik 

yapısını iyileştirerek bitkiler için sağlıklı bir ortam oluşturduğundan bahsetmiştir.  

Weissmann ve Gerhardson (2001) yaptıkları bir araştırmada PGPR’ların biyolojik 

aktif metabolit, enzim, toksin ve bitki gelişiminde temel rol oynayan bitki gelişimini 

regüle eden maddeler salgılayarak etki gösterdiğini belirtmişlerdir. 
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Chung ve ark. (2005) yapmış olduğu bir çalışmada az çözünür CaP'yi çözen 

mikroorganizmaların, mineral fosfat çözen (MPS) olarak adlandırıldığını bunula birlikte 

P çözen mikroorganizmaların (PSM) çözünmeyen fosfatları, asitleştirme, şelasyon, 

değişim reaksiyonları ve glukonik asit üretimi süreci yoluyla çözünür formlara 

dönüştürdüğü belirtilmiştir  

Jones ve Darrah (1994), Gadd (1999), Kumar ve Narula (1999), Nautiyal ve ark. 

(2000), Vassileva ve ark. (2000), Whitelaw (2000) yapmış oldukları araştırmalarda 

mikroorganizmaların inorganik fosfat materyallerini çözebildiğini rapor etmişlerdir. 

Kloepper ve ark. (1989) Bakteriler tarafından salgılanan bitkisel hormon, antibiyotik, 

siderofor ve diğer maddelerin bitkiler için P alımını sağladığını ve gelişmeyi teşvik 

ettiğini belirtmişlerdir. 

Chabot ve ark. (1996) yapmış oldukları çalışmada mısır ve marulda 

mikroorganizmaların mineral P’ı çözerek bitki gelişimini teşvik ettiğini belirtmişlerdir. 

Bakterilerin bitki gelişimi üzerine etkisi çok yönlü olarak gösterilmiş ve çoğu 

mikroorganizmanın P alımını artırdığı kanıtlanmışlardır. 

Kucey (1989), Biswas ve ark. (2000) yapmış oldukları çalışma ile bitki rizosferinde 

bulunan birçok bakteri türünün organik ve inorganik maddeleri bitkiler için yararlı hale 

getirmekte olduğu, mikroorganizmaların fosfat çözebilme yeteneğine ek olarak bitki 

gelişmesini teşvik edici maddelerin üretimi yoluyla Fe, Zn gibi elementlerin de 

alınmasını arttırdığını rapor etmişlerdir. 

Çakmakçı ve ark. (1999 ve 2001), Öztürk ve ark. (2003) Eşitken ve ark. (2003 ve 

2006), Orhan ve ark. (2006), Aslantaş ve ark. (2007) yapmış oldukları çalışmalarında 

Bitki büyümesini teşvik edici etkileri olan ve tarımda mikrobiyal gübre olarak bilinen 

PGPR bakteri türleri genel olarak bitki büyümesi, besin elementi alımı, bitki bünyesinde 

IAA ve sitokinin üretimi, gibberellin üretiminin teşvik edilmesi gibi pek çok etki 

gösterdiğini belirtmişlerdir. 

Burdman ve ark. (2000) yapmış olduğu çalışmada Artrobacter, Azoarcus, 

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, 
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Pseudomonas, Serratia ve Rhizobia cinslerine ait türler önemli kültür bitkilerinin 

gelişmesini ve verimini arttırdığını belirtilmiştir. 

Kaiser (1995), Srinivasan ve ark. (1996), Bashan ve Holguin (1997), Sudhakar ve 

ark. (2000), Çakmakçı (2002) yapmış oldukları çalışmalarda bitki gelişmesini teşvik 

edici ve verim arttırıcı Rhizobium, Azotobacter, Bacillus, Azospirillum Pseudomonas, 

Enterobacter, Klebsiella ve Staphylococcus cinsine ait türlerin bazı Aspergillus ve 

Penicillium fungusları üzerinde biyolojik gübre olarak kullanımı hakkında olumlu 

sonuçlar da alındığını belirtmişlerdir.  

Verma, Yadav ve Tiwari (2012) yapmış oldukları çalışmada PGPR’lerin konakçı 

direncinin uyarılması yoluyla bitkileri patojenlerden koruduğunu fosfat çözen bakteriler, 

indol-3-asetik asit (IAA) ve gibberellinler ile sitokininlerin yanında büyüme teşviki 

sağlayan diğer bazı materyallerin üretimi ile bitki büyümesini teşvik ettiğini 

belirtmişlerdir. 

Stein (2005) yapmış olduğu bir araştırmada Bacillus sp. bakterilerin faydalı madde 

sentezi için olağanüstü yetenekleri olan güvenli mikroorganizmalar olduğunu 

belirtmiştir. 

Chung (2008) ve Gajbhiye (2010) yapmış oldukları çalışmalarda diğer araştırmacılar 

gibi Bacillus türlerinin yaygın birçok fitopatojene karşı biyolojik kontrol faaliyetinin 

olduğunu ortaya koymuştur  

Marahiel ve ark. (1993) Chabot ve ark. (1996) Handlesman ve Staab (1996) 

Nautiyal (1997) Amer ve Utkheda (2000) Bapat ve Shah (2000) Eşitken ve ark. 

(2002) yapmış oldukları çalışmalarda biyolojik gübre olarak kullanılan Bacillus türleri 

hormon senteziyle doğrudan gelişmeyi teşvik etmekte, patojenleri engellemekte, 

antibiyotik sentezlemekte ve fungus gelişimini önlemekte olduğunu bildirmişlerdir. 

Dobbelaere ve ark. (2002) yapmış oldukları çalışmada bakteri aşılamanın bitki 

büyümesini, gelişimini, bitki kuru ağırlığını ve bitkilerin tane verimini pozitif yönde 

etkilediğini belirtmiştir. 

http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=grain+yield
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Abou-Aly (2009) yapmış olduğu çalışmada hümik asit ve PGPR bakterilerinin 

buğdaydaki verim parametreleri araştırılmış ve başakcık sayısının ve dane veriminin 

önemli oranda arttığı belirtilmiştir. 

Zahir ve ark. (2007) yapmış oldukları çalışmada Azotobacter ile aşılanan mısır 

bitkisinde bitki boyu, tane verimi ve toplam verimin önemli oranda arttığını 

belirtmişlerdir 

Tıwari ve ark. (1989), Belimov ve ark. (1995), Caceres ve ark. (1996), Sudha ve 

ark. (1999), Pal (1999), De Freitas (2000), Çakmakçı ve ark. (2001), Bent ve ark. 

(2002), Khan ve ark. (2003), Öztürk ve ark. (2003), Şahin ve ark. (2004), yaptıkları 

araştırmada Bacillus türü bakterilerin, konifer türlerinin, çeltik, arpa, buğday ve mısır 

bitkilerinin veriminde önemli artış sağladığını rapor etmişlerdir.  

Toro ve ark. (1997), Sukhovitskaya (1998), Çakmakçı ve ark. (1999), Khan ve ark. 

(2003), yapmış oldukları çalışmada Bacillus subtilis toplam bitki ağırlığı ile bitki 

dokularındaki N ve P konsantrasyonunu artırırken Bacillus megaterium toprağa iyi 

adaptasyon gösterip, bitki köklerine kolonize olarak şeker pancarı ve arpa verimini, 

pirinçte ise dane verimini artırdığı belirlenmiştir. 

De Freitas ve ark. (1997) yapmış oldukları çalışmada Bacillus megaterium, Bacillus 

sphaericus ve Bacillus polymyxa türlerinin, ortamda bulunan kaya fosfatının çözerek 

bitki boyu ve ağırlığında artış meydana getirdiğini belirtmişlerdir. Yine aynı çalışmada 

B. megaterium, B. brevis, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve X maltophilia 

suşlarının çok iyi P çözebildiği de rapor edilmiştir. 

Pal (1998) yapmış olduğu çalışmada darı, mısır, horozibiği, karabuğday ve Fransız 

fasulyesinde tohumların fosfat solubilize edici Bacillus sp. ile aşılanması sayesinde 

vejetatif gelişmenin olumlu yönde etkilendiğini belirtmiştir. 

Yazdani ve ark. (2009) yapmış oldukları çalışmada mısır bitkisi üzerinde PGPR 

bakteri uygulamasının mısır bitkisinin dane verimini ve hasat indeksini olumlu yönde 

etkilediğini rapor etmişlerdir. 
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Kiewnik ve ark. (2001) yaptığı başka bir çalışmada antagonistik Bacillus MSU-127 

izolatının şeker pancarında önemli zarar yapan Rhizoctonia solani fungusunun neden 

olduğu kök çürüklüğü hastalığını önemli ölçüde azalttığını belirtmişlerdir. 
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2. BÖLÜM 

YÖNTEM VE MATERYAL 

Bu çalışma 2019-2020 Erciyes Üniversitesi Seyrani Ziraat Fakültesi Tarımsal 

Biyoteknoloji Bölümü Laboratuvarı ve Erciyes Üniversitesi Genom ve Kök Hücre 

Laboratuvarı’nda yürütülmüştür. Bacillus cinsine ait bakteriler mısır bitkisi tohumlarına 

uygulanmış ve bitkiler sera koşullarında yetiştirilmiştir. İlk adım olarak bitkilerin 

fiziksel farklılıkları belirlenmiş, ikinci adım olarak ise bitkiden alınan örneklerden 

proteom çalışması yapılmıştır. 

2.1. Materyal 

Bu çalışma kapsamında, tescilli atomic mısır (Zea mays L.) çeşidi ve bu mısır bitkisinin 

fiziksel özelliklerine, protein ifadesine olan etkisini belirlemek amacı ile Bacillus türlerü 

bakteriler büyümeyi teşvik edici özelliklerinin incelenmesi amacıyla materyal olarak 

kullanılmıştır. 

Tablo 2.1. Çalışma için kullanılan bakteriler 

Adlandırma Bakteri suşları 

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. Yöntem 

2.2.1. Bakterilerin Çalışma için Hazırlanması 

2.2.1.1. Bakterilerin Stok Kültürden Aktifleştirilmesi 

Daha önce tanımlamış olduğumuz ve stok kültürlerimizde -80°C de muhafaza edilen 

Bacillus türü bakteriler aktifleştirilerek bu çalışmada kullanılmıştır. Bakterilerin 

aktivasyonu ve yetiştirilmesi için aşağıdaki ortamlar kullanılmıştır;  

 Nutrient Agar (NA) ortamı (pH 6,8 ± 0,2): 20 g katı besiyerinin 1 litre distile 

su içinde süspanse edilmesi suretiyle hazırlanmıştır. Ortam, 15-20 dakika 

boyunca 121°C'de otoklavlanarak steril edilmiştir. Sonrasında steril kabinde 

petri kaplarına dökülerek işlem yapılması için donmaya bırakılmıştır. 

 Nutrient Broth (NB) sıvı ortamı (pH 6,8 ± 2): 8 g katı ortamın 1 litre distile su 

içinde çözdürülmesi ve 121 °C'de 15-20 dakika otoklav edilmesi suretiyle 

hazırlanmıştır. 

2.2.1.2. Bakterilerin İnokülasyon Çalışmaları için Çoğaltılması  

Bakteriler NA ortamına öze yardımıyla ekilerek 24 saat 35 °C'de inkübe edilmiştir. 

Ardından aktifleşen bakterilerden tek koloni alınarak NB ortamına ekilmiş ve bir gece 

çalkalamalı inkübatörde 180 rpm’de 35 °C'de bekletilmiştir (Şekil 2.1). 

  

Şekil 2.1. NA ve NB ortamlarına ekilmiş bakteriler 
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2.2.2. Mısır Tohumunun Yüzey Sterilizasyonu 

Kullanılan mısır tohumları, %70’lik etil alkolde 1 dk bekletilmiştir. Sonrasında distile 

su ile yıkanmıştır. Devamında %1,5’lık sodyum hipoklorit ile 20-30 dk çalkalamalı 

inkübatörde bekletilmiştir. Sodyum hipoklorit uzaklaştırmak için 10 dk iki defa distile 

su ile yıkama yapılmıştır. Sonrasında ise steril kabinde kurumaya bırakılmıştır. 

2.2.3. Bakteri Tohum İnokülasyonu 

Bakteri denemeleri tohuma bulaştırma şeklinde Sarma ve Saikia, (2014)’nın 

metodunda değişiklik yapılarak gerçekleştirilmiştir. %1.5’lik sodyum hipoklorit ile 

dezenfekte edilmiş tohumlar NB besiyerinde bir gece 1x10
8 

CFU/ml olacak şekilde 

yetiştirilen bakterilerin içerisinde (g tohum/ml bakteri) %0.01’lik sükroz ilavesinin 

ardından 45-60 dakika boyunca 150 rpm’de bekletilerek kaplanmış ve laminar flow 

içerisinde kurutularak ekim işlemine hazır hale getirilmiştir.  

2.2.4. Denemenin Kurulması 

Denemede tohum olarak tescilli Atomic mısır çeşidi kullanılmış ve mayıs ayının ilk 

haftası ekim yapılmıştır. Çalışma tohuma kaplanan her bir bakteri türü için üç tekerrür 

olacak şekilde sera koşullarında gerçekleştirilmiştir. Toprak örnekleri 121 °C'de 15-20 

dk süreyle otoklavlanmış ve her bir saksıda 3 kg toprak olacak şekilde saksılara 

yerleştirilmiştir. Saksılar (30x32x18cm) %5’lik sodyum hipokloritte sterilize edilmiştir. 

Ekim derinliği 7-8 cm aralığında tutulmuştur. Saksılar aralarında belirli bir mesafe 

olacak şekilde Şekil 2.2.’de olduğu gibi seraya yerleştirilmiştir. 
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Şekil 2.2. Hasat öncesi mısır bitkileri 

2.2.5. Mısır Bitkisinin Fiziksel Analizleri 

Ekim işleminden 36 gün sonra bitkiler hasat edilmiş ve her bir bakteri tekerrürü için 

aşağıda belirtilen ölçümler yapılmış ve ortalamaları alınmıştır. 

I. SPAD Ölçümleri 

Ölçümler için Konica-Minolta SPAD502 klorofilmetre cihazı kullanımıştır. 

Klorofilmetre ile elde edilen değerler SPAD (Soil Plant Analysis Division) değeri olup, 

bu değer uygun eşitlik ile yaprak klorofil içeriğini tahmin edebilmektedir. Herbir örnek 

için iki yapraktan ve her yapraktanda iki farklı noktadan olmak üzere toplam dört adet 

ölçüm yapılarak ortalama değer hesaplanmıştır (Markwell vd., 1995). 

II. Bitki Boyu Ölçümü (cm) 

Toprak seviyesinden en uzun yaprağa kadar olan yükseklik kaydedilmiştir. Her örnek 

için üç kez ölçüm alınarak ortalama değerler kaydedilmiştir (TOB, 2018). 
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III. Bitki Yaş ve Kuru Ağırlığı (g) 

Bitkiler hassas terazide tartılarak yaş ağırlıkları (g) belirlenmiştir. Daha sonra 70 °C de 

48 saat etüvde kurutulduktan sonra kuru ağırlığı (g) ölçülerek kaydedilmiştir (TOB, 

2018). 

IV. Bitki Kök Yaş ve Kuru Ağırlığı (g): 

Kökler hassas bir şekilde topraktan temizlenerek yaş ağırlığı (g) ölçülmüştür (Şekil 2.3). 

Daha sonra 70 °C de etüvde 48 saat kurutulduktan sonra kuru ağırlıkları ölçülmüştür 

(TOB, 2018).  

 

Şekil 2.3. Hasattan sonra mısır kök karşılaştırılması 

V. Gövde yaş ağırlığı (g) 

Bitkiler yapraklarından temizlenerek sadece gövde kısmı tartılmış ve kaydedilmiştir 

(TOB, 2018). 

VI. Yaprak sayısı (adet) ve ağırlığı (g) 

Bitkinin üzerindeki bütün yapraklar sayılarak tartılmış ve kaydedilmiştir (TOB, 2018). 
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VII. Bitki Dokularından Protein Extraksiyonu İçin Örnek Alınması 

Tepe yaprakların çıktığı noktanın hemen altında yer alan en genç yaprağın tamamı 

alınmış ve extraksiyon için kullanılmak üzere -20 °C de saklanmıştır. 

2.2.6. Protein Ektraksiyonu 

Hasat sırasında mısır bitkisinden alınan yaprak örnekleri TCA/aseton protein 

extraksiyon yöntemi kullanılarak extrakt edilmiştir. Extraksiyon yöntemi için aşağıda 

verilen adımlar izlenmiştir; 

1. Doku örnekleri (80g) sıvı azot ile toz haline getirilmiştir. 

2. 1 g toz bitki örneği 4mL %10 TCA/aseton çözeltisinde homojenize edilmiştir.  

3. Karışım 2mL ependorf tüplere alınmıştır.  

4. Örnekler 12,000 g 4°C 5dk santrifüj edilmiştir.  

5. Pellet hareket ettirilmeden süpernatan uzaklaştırılmıştır. 

6. Pellet %10 TCA/aseton+5mM DTT solüsyonu ile süspanse edilmiştir.  

7. Örnekler tekrar 12,000 g de 4°C de 5dk santrifüj edilmiştir.  

8. Pellet hareket ettirilmeden süpernatan uzaklaştırılmıştır.  

9. Pellet tekrar % 10TCA/aseton+5mM DTT solüsyonu ile süspanse edilmiştir.  

10. Örnekler 12.000 g de 4°C de 5dk santrifüj edilmiştir.  

11. Pellet hareket ettirilmeden süpernatan uzaklaştırılmıştır. 

12. Pellet %80 aseton+5mM DTT solüsyonu ile süspanse edilmiş ve -20°C de 10 dk 

bekletilmiştir. 

13. Örnekler 12.000 g de 4°C de 5dk santrifüj edilmiştir. 

14. Pellet hareket ettirilmeden süpernatan uzaklaştırılmıştır. 

15. Pellet %80 aseton+5mM DTT solüsyonu ile tekrar süspanse edilmiş ve 12.000xg 

de 4°C de 5dk santrifüj edilerek süpernatan uzaklaştırılmıştır. 

16. İşlem sonunda pellet 25°C de kurumaya bırakılmıştır (Şekil 2.4.) 
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Şekil 2.4. Mısır yapraklarından elde edilen protein örnekleri 

2.2.7. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Protein miktar tayini için "Bio-Rad Protein Assay" yöntemi kullanılmıştır. Standart eğri 

oluşturmak için bovin serum albümin (BSA) proteini standart olarak kullanılmıştır. 

Belirlenen BSA konsantrasyonlarının (0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1, 1,5 ve 2mg/ml) 

660 nm’deki absorbans değerleri belirlenerek kaydedilmiştir (Bradford, 1976) (Şekil 

2.5). 

 

Şekil 2.5. Bradford yöntemi ile protein konsantrasyonun belirlenmesi 
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2.2.8. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) 

Mısır bitkilerinin protein ifade profilindeki faklılıkları belirlemek için SDS-PAGE 

yöntemi kullanılmıştır. SDS-PAGE yöntemi için kullanılacak olan solüsyonlar 5x tris-

glisin tampon çözeltisi tablo 2.1. de, örnek tamponu tablo 2.2. de, %12’lik ayırma 

jelinin hazırlanması tablo 2.3. de ve %4’lük yükleme jelinin hazırlanması tablo 2.4. de 

verilmiştir.  

2.2.8.1. Kullanılacak Solüsyonların Hazırlanması 

 1.5 M Tris (pH 8,8): 181,5 g trizma bazı 1 L distile su içerisinde çözüldükten 

sonra pH değeri HCI ile ayarlanmış ve süzülerek otoklav edilmiştir.  

 1 M Tris (pH 6,8): 121 g trizma bazı 1 L distile su içerisinde çözüldükten sonra 

pH değeri HCI ile ayarlanmış ve süzülerek otoklav edilmiştir.  

 Akrilamid çözeltisi: 300 g akrilamid ve 8 g bis akrilamid 1 L distile su içerinde 

homojenize edilip süzülerek hazırlanmıştır. Koyu renkli şişe içerisinde ve +4 

°C’de muhafaza edilmiştir.  

 SDS: 10 g SDS tartılarak 100 mL distile su içerisinde homojenize edilmiş ve 

oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir.  

 APS (amonyum persülfat): 0,1 g APS tartılarak 1 mL distile su içerisinde 

homojenize edilmiştir. Kullanmadan hemen önce hazırlanmıştır. 

 Tris-Glisin SDS Koşturma Tamponu: 

Tablo 2.2. 5x tris-glisin tampon çözeltisi 

Kimyasallar Miktar (g) 

Tris Bazı 15.15 

Glisin 72.05 

SDS 5.00 

dH2O 1 L’ ye tamamlanır 

  

 

 



21 

 

 

 Örnek tamponu: 

Tablo 2.3. SDS-PAGE için örnek tamponu 

Kimyasallar Miktar  

Gliserol 0,80 mL 

SDS (%10) 1,6 mL 

β-mercaptoethanol 10 µL 

Bromophenol Blue (%0,5) 0,2 mL 

dH2O 4,0 mL 

 

 Ayırma jelinin hazırlanması: 

Tablo 2.4. %12’lik ayırma jelinin hazırlanması 

Kimyasallar Miktar  

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

SDS (%10) 800 µL 

Akrilamid (%30) 32 mL 

APS 500 µL 

TEMED 50 µL 

dH2O 26,8 mL 

 
 

 Yükleme jelinin hazırlanması: 

Tablo 2.5. %4’lük yükleme jelinin hazırlanması 

Kimyasallar Miktar  

Tris HCl (0,5M/pH:6,8) 3,75mL 

SDS (%10) 150 µL 

Akrilamid (%30) 1,95 mL 

APS 75 µL 

TEMED 15 µL 

dH2O 9,15 µL 
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2.2.8.2. SDS-PAGE için Düzeneğin Kurulması ve Jellerin Hazırlanması 

1. Proteinlerin ayrılmaları için kullanılan standart bir jel genelde %7,5 poliakrilmid 

içerir. Poliakrilamid içeriği kullanılan polipeptidin büyüklüğüne göre değiştirilebilir. 

2. Kullanılacak olan cam tabakalar %70’lik alkol ve saf su ile temizlemiş ve iki cam 

plaka arasına 1,5 mm kalınlığındaki spacer şeritler yerleştirilirmiştir. Ardından plaka 

tutucu arasına camlar yerleştirilmiştir. Daha sonra camlar arasından hazırlanan jel 

solüsyonu yukarıdan 5 cm boşluk kalacak şekilde dökülerek polimerleşmesi için 

(yaklaşık 30 dk) bekletilmiştir. 

3. Jelin üst kısmına havayla teması kesmek ve düz olmasını sağlamak amacıyla jel 

polimerize olmadan hemen önce izobütanol (200 µL) ilave edilmiştir.  

4. Jel polimerizasyonu bittikten sonra üzerindeki izobütanol saf su ile yıkanarak filtre 

kâğıdı ile kalan su dikkatlice alınmıştır. Bu aşamadan sonra ayırma jelinin 

hazırlanmasına geçilmiştir.  

5. Bir tüpün içerisinde hazırlanan ayırma jel karışımı dökülmeden önce iki cam plaka 

arasına tarak yerleştirilmiştir. Hazırlanan karışım dökülerek polimerize olana kadar 

beklenmiştir.  

 

Şekil 2.6. Jelin polimerizasyonu 

6. Protein örnekleri 4:1 (tampon:örnek) oranında örnek tamponu ile karıştırılarak 95 

°C’de 5 dk Şekil 2.6. da olduğu gibi bekletilmiştir. 
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Şekil 2.7. SDS-PAGE için örneklerin hazırlık aşaması 

7. Jel kaseti elektroforez tankı içerisine yerleştirilerek koşturma tamponu eklenmiştir.  

8. Jel kasetinden tarak çıkarılarak kuyucuklar mikropipet yardımıyla koşturma 

tamponu ile temizlenmiştir. 

9. Daha sonra protein örnekleri (1.5µg/30µL) Şekil 2.8 de gösterildiği gibi kuyucuklara 

pipet yardımıyla yüklenmiştir. 

 

Şekil 2.8. örneklerin jel kuyucuklarına yüklenmesi 
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10. Örnekler ayırma jeline geçene kadar 30 mA, geçtikten sonra da 50 mA 

uygulanmıştır (Şekil 2.9.). 

 

Şekil 2.9. SDS-PAGE’in çalıştırılması 

11. Ayırma işleminin tamamlanmasının ardından jel camların arasından dikkatli bir 

şekilde çıkarılmış ve gümüş boyama işlemine geçilmiştir. 

2.2.9. Hızlı Gümüş Boyama 

2.2.9.1. Gümüş Boyama için Çözeltilerin Hazırlanması 

 A Çözeltisi: 400 mL metanol ve 0,5 mL %37’lik formaldehit 1 L’ye distile 

su ile tamamlanmıştır. 

 B Çözeltisi: 0,2 g Na2S2O3.5H2O (0,314g/L) tartılarak 1 L’ye distile su ile 

tamamlanmıştır. 

 C Çözeltisi: 1 g AgNO3(%0,1) tartılarak 1L’ye distile su ile 

tamamlanmıştır. 

 D Çözeltisi: 30g Na2CO3 ve 20 mL B çözeltisi 1L’ye distile su ile 

tamamlanmıştır. Kullanılacağı zaman 100mL için 50µL %37’lik formaldehit 

eklenmiştir.  

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

tamamlanmıştır. 
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2.2.9.2. Jel Boyama İşleminin Yapılması 

 SDS-PAGE işlemi bittikten sonra Şekil 2.21. de olduğu gibi jeller kasetlerden 

dikkatli bir şekilde çıkarılmıştır  

 Jel plastik bir kap içerisine Şekil 2.22. de olduğu gibi dikkatlice alınmış ve 

200mL A çözeltisinde 20dk düşük hızda çalkalanmıştır. 

 A çözeltisi uzaklaştırılarak iki defa 10dk saf su ile düşük hızda çalkalanmıştır.  

 Saf su uzaklaştırılarak 200 mL B çözeltisi içerisinde 1-2 dk düşük hızda Şekil 

2.23 teki gibi çalkalanmıştır. 

 B çözeltisi uzaklaştırılarak saf su ile yıkadıktan sonra 200 mL C çözeltisi 

eklenerek 20 dk düşük hızda çalkalanmıştır. 

 Saf su ile yıkandıktan sonra 200 mL D çözeltisi eklenerek bant oluşumu 

gözlenmiştir. 

 Bant oluşumu istenen görünüme gelince E çözeltisi (10mL) eklenerek reaksiyon 

durdurulmuştur. 

 Boyama işlemi bittikten sonra Biorad ChemiDoc MP cihazı kullanılarak 

görüntüleme işlemi yapılmıştır.  

2.2.10. İki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi  

2.2.10.1. Rehidratasyon Aşaması 

1. Uygun IPG stripler (17cm pH:3-10) uygulama yapacağımız protein 

miktarına göre ve pH aralığına göre seçilmiştir.  

2. 4mL rehidrasyon tamponu (üre, thioüre, CHAPS, DTT, ampholyte, 

bromofenol blue) ile toz haline getirilen 1g bitki protein örneği 

karıştırılmıştır. 

3. Protein oranı IEF kuyucuğunda 300µL olacak şekilde eklenmiştir.  

4. Seçmiş olduğumuz nonlinear striplerin üzerindeki koruyucu bantlar forseps 

yardımıyla dikkatlice sıyırarak çıkarılmıştır. 
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Şekil 2.10. Proteinlerin IEF için pasif rehidratasyon aşaması 

5. Strip’in jel yüzü aşağıya bakacak şekilde IEF tepsisindeki proteinin üzerine dikkatli 

bir şekilde bırakılmıştır.  

6. 25°C’de 10-30 dk bekletilerek protein karışımının jele geçmesi sağlanmıştır.  

7. Striplerin üzeri mineral yağ ile kaplanarak streç film ile sarılıp 11-16 saat pasif 

rehidrasyona bırakılmıştır.  

2.2.10.1. IEF (izoelektrik odaklama) Aşaması  

1. IEF tepsisine jel ve wik kâğıt yastıklar yerleştirilmeden önce 1mL mineral yağ 

eklenmiştir. 

 

Şekil 2.11. wik kâğıt yastıkların IEF tepsisine yerleştirilmesi 
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2. Forseps yardımıyla IEF tepsisinin iki kenarında bulunan elektrotların üzerine 

yastıklama amacıyla elektrot kâğıtları (wik) Şekil 2.11. de olduğu gibi 

yerleştirilirmiştir  

3. Wik kâğıt yastıklar tepside jellerin uç kısımlarına gelecek şekilde ayarlanarak 

rehidrasyonu tamamlanan jel IEF tepsisine yerleştirilmiştir. Ardından jelin üzeri 

1mL mineral yağ ile kaplanmıştır. 

4.  Kullanılan protokol tablo 2.5. de belirtildiği gibi ayarlanmıştır. Şekil 2.12. deki 

Bio-Rad Protean i12 IEF Cell cihazı kullanılarak jel üzerinde fokuslama işlemi 

yapılmıştır 

 

Şekil 2.12. IEF işlemi 
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Tablo 2.6. IEF işlemi için kullanılan protokol 

Step  Voltage  Grad.  µAmp  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 Aşamaları (İkinci Boyuta Hazırlık) 

 Solüsyon 1: %2 SDS, %30 Gliserol, 50 mM Tris, 27 mM DTT (şekil 2.13.) 

 Solüsyon 2: %2 SDS, %30 Gliserol, 50 mM Tris, 125 mg IAA, 0.1g bromofenol 

blue (şekil 2.13.) 

 

Şekil 2.13. Dengeleme solüsyonları 

1. IEF işlemi sonrasında stripler jel tarafı yukarıya bakacak şekilde başka bir tepsiye 

alınmıştır. 

2. 5mL dengeleme 1 tamponu Şekil 2.14 de olduğu gibi strip üzerine eklenerek 20dk 

çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. 
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Şekil 2.14. Dengeleme 1 tamponunun strip üzerine eklenmesi 

 

3. Inkübasyon bitince tampon tepsi kenarından sızdırılarak uzaklaştırılırmıştır. 

4. 5mL dengeleme 2 tamponu şekil 2.15. de olduğu gibi strip üzerine eklenerek 20dk 

çalkalayıcıda inkübe edilmiştir.  

 

Şekil 2.15. Dengeleme 2 tamponunun strip üzerine eklenmesi 

5. Tekrar tepsi kenarından sızdırılarak veya Şekil 2.16. da olduğu gibi pipet yardımıyla 

tampon uzaklaştırılmıştır. 
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Şekil 2.16. Dengeleme tamponunun strip üzerine eklendikten sonra çalkalanması ve 

uzaklaştırılması 

2.2.11. SDS-PAGE Aşaması 

1. IPG striplerine uygun camlar, jel kasetleri ve spacerlar seçilerek düzenek 

kurulmuştur. 

2. Hazırlanan %12’lik ayırma jeli cam tabakalar arasından bir pipet yardımıyla 

dökülmüş ve Şekil 2.17. de gösterildiği gibi polimerize olması beklenmiştir. 

 

Şekil 2.17. Jellerin polimerizasyonu 
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3. Dengeleme aşamaları tamamlanan IPG stripler forseps yardımıyla Şekil 2.18. de 

olduğu gibi polimerize olmuş SDS-PAGE jel üzerine dikkatlice yerleştirilmiştir. 

 

Şekil 2.18. IPG striplerinin jel üzerine yerleştirilmesi 

4. Jel kaseti tanka yerleştirilerek koşturma tamponu ile doldurulmuştur (Şekil 2.19.). 

 

Şekil 2.19. Jel kasetin tanka yerleştirilmesi 
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5. Güç kaynağı 30mA’e ayarlanarak 45dk yürütüldükten sonra 50mA’e çıkarılmıştır. 

 

Şekil 2.20. SDS-PAGE düzeneği 

6. Koşturma işlemi 4-5 saat boyunca proteinler jelin sonuna gelene kadar devam 

ettirilmiştir (Şekil 2.20.). 

7. İşlem tamamlandıktan sonra hızlı gümüş boyama yöntemi ile boyama işlemi 

yapılmıştır.  

2.2.11.1. Hızlı Gümüş Boyama 

2.2.11.1.1. Gümüş Boyama Çözeltilerinin Uygulanması 

 SDS-PAGE bittikten sonra Şekil 2.21. de olduğu gibi jeller kasetlerden dikkatli bir 

şekilde çıkarılır. 

 

Şekil 2.21. Jellerin boyama için cam tabakalardan çıkarılması 
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 Jel plastik bir kap içerisine Şekil 2.22 de olduğu gibi kırılmadan dikkatlice alınmış 

ve 200mL A çözeltisinde 20dk düşük hızda çalkalanmıştır. 

 

Şekil 2.22. Jellerin boyama çözeltilerine alınma aşaması 

 A çözeltisi uzaklaştırılarak iki defa 10dk saf su ile düşük hızda çalkalanmıştır.  

 Saf su uzaklaştırılarak 200 mL B çözeltisi içerisinde 1-2 dk düşük hızda 

çalkalanmıştır (Şekil 2.23). 

 

Şekil 2.23. Jellerin çalkalama aşaması 

 B çözeltisi uzaklaştırılarak saf su ile yıkadıktan sonra 200 mL C çözeltisi eklenerek 

20 dk düşük hızda çalkalanmıştır. 
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 Saf su ile yıkandıktan sonra 200 mL D çözeltisi eklenerek bant oluşumu 

gözlenmiştir. 

 Bant oluşumu istenen görünüme gelince E çözeltisi (10mL) eklenerek reaksiyon 

durdurulmuştur. 

 Boyama işlemi bittikten sonra Biorad ChemiDoc MP cihazı kullanılarak görüntüle 

işlemi yapılmıştır. 



 

 

 

 

 

3. BÖLÜM 

BULGULAR 

Bu çalışmada -80°C de stok kültürde muhafaza edilen bakteriler yeniden 

aktifleştirilerek kullanılmıştır (Yılmaz 2010; Mamoori 2017). Tohumlar yüzey 

sterilizasyonuna maruz bırakılıp kurutulduktan sonra bakterilerle muamele edilerek 

kaplanmıştır. Uygulama sonrası tohumlar sera koşullarında saksılara her bakteriden 3 

tekerrür olmak koşuluyla ekilmiştir. Sulama işlemi rutin olarak yapılmıştır. Yapraklı 

döneme geçişte spad ölçümleri yapılmıştır. Morfolojik analizler yapıldıktan sonra tepe 

yaprakların çıktığı noktanın hemen altında gelişmiş en genç yaprağın tümü alınmış ve 

protein izolasyonu için kullanılmıştır. Bitkilerden izole edilen protein örnekleri SDS-

PAGE ve 2D yöntemi ile analiz edilmiş ve kontrol ile kıyaslanarak aralarındaki ifade 

farklılıkları belirlenmiştir. 

3.1. SPAD Ölçümü 

Çalışmada Konica-Minolta SPAD 502 klorofil metre cihazı kullanılmıştır. Klorofil 

metre ile elde edilen değerler SPAD (Soil Plant Analysis Division) değeri olup, bu 

değer uygun eşitlik ile yaprak klorofil içeriğini tahmin edebilmektedir. Çalışmada 

seçilen örneklerin iki yaprağından ve iki farklı noktasından ölçüm yapılarak ortalama 

değer hesaplanmıştır.  
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Tablo 3.1. Bakteri uygulaması sonucu elde edilen SPAD değerleri 

Uygulama SPAD değeri 

S4+S8 41.00
abc 

S3 36.40
d 

S4 43.56
a 

S5 40.56
abc 

S6 40.80
abc 

S7 42.93
ab 

S8 39.63
c 

S9 39.33
cd 

S10 40.30
bc 

Kontrol 32.96
e 

 

Elde edilen SPAD değerleri karşılaştırıldığında ortalamalar arasında istatistiksel açıdan 

önemli farklılıklar bulunmuş ve en yüksek SPAD değeri 43.56 ile S4 bakterisi 

uygulanmış bitkilerden elde edilmiştir (p<0.05). Bu SPAD değerini sırasıyla 42.93, 

41.00, 40.80, 40.56 ve 40.30 SPAD değerleri ile S7, S4+S8, S6, S5 ve S10 bakterileri 

uygulanmış bitkiler takip etmiştir (Tablo 3.1). En düşük SPAD değer ise 32.96 ile 

bakteri uygulanmamış kontrol bitkilerinden elde edilmiştir. 

Bakteri uygulamasında elde edilen bütün SPAD değerleri kontrol bitkilerinden elde 

edilen değere göre önemli bulunmuştur.  

3.2. Bitki Boy Ölçümü 

Toprak seviyesinden en uzun yaprağa kadar olan yükseklik kaydedilmiştir. Her örnek 

için üç tekerrür halinde ölçüm alınarak ortalama değerler kaydedilmiştir. 

Tablo 3.2. Bakteri uygulaması sonucu elde edilen bitki boyuna ilişkin ortalama değerler 

Uygulama Bitki Boyu (cm) 

S4+S8 63.67
 ab

 

S3 62.33
 b
 

S4 65.00
 ab

 

S5 66.00
 ab

 

S6 66.33
 ab

 

S7 74.00
a 

S8 70.00
ab 

S9 67.00
 ab

 

S10 70.33
ab 

Kontrol 61.00
 b
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Bakteri uygulaması yapılan bitkilerin boy uzunluğu kontrol grubuna göre yüksek 

bulunmasına rağmen tek anlamlı fark yalnızca S7 bakterisi uygulanan grupta 

görülmüştür (Tablo 3.2.). S7 bakterisi uygulanan bitkilerdeki ortalama boy uzunluğu 74 

cm olarak elde edilmiştir (p≤0.05). Diğer uygulamalardan elde edilen boy 

uzunluklarının 70.33 cm ile 62.33 cm arasında değiştiği görülmüştür. En düşük değer 

ise kontrol bitkisinde 61 cm olarak bulunmuştur.  

3.3. Sürgün Yaş Ağırlığı 

Hasat sonrası mısır bitkilerinin gövde ve yaprakları hassas terazide tartılarak ortalama 

değerler kaydedilmiştir. 

Tablo 3.3. Bakteri uygulaması sonucu elde edilen gövde-yaprak yaş ağırlık değerleri 

Uygulama Sürgün Yaş Ağırlık (g) 

S4+S8 
96.00

ab 

S3 98.33
 ab

 

S4 
100.00

 a
 

S5 98.00
 ab

 

S6 
92.67

 abc
 

S7 
90.33

abc 

S8 89.67
bc 

S9 
93.33

 abc
 

S10 94.67
ab 

Kontrol 
83.67

 c
 

 

Varyans analiz sonuçlarına göre (Tablo 3.3.) en yüksek değer 100 g ile S4 bakterisi 

uygulanan bitkide elde edilmiştir (p≤0.05). En düşük değer ise kontrol bitkisinde (83.67 

g) elde edilmiştir. Kontrol grubuyla kıyaslandığında S4-8, S3, S4, S5 ve S10 bakteriyle 

yapılan uygulamalarda anlamlı derecede yüksek sonuç elde edilmiştir. 
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3.4. Yaprak Sayısı 

Hasat sonrası mısır bitkilerinin yapraklari sayılarak değerlerin ortalaması 

kaydedilmiştir. 

Tablo 3.4. Yaprak sayısına ilişkin değerler 

Uygulama Yaprak Sayısı (adet) 

S4+S8 7.33
a 

S3 7.33
a
 

S4 6.66
a
 

S5 7.33
a
 

S6 7.00
a
 

S7 7.00
a 

S8 6.66
a 

S9 7.33
a
 

S10 7.00
a 

Kontrol 7.00
a 

 

Yaprak sayısında uygulama yapılan ve yapılmayan gruplar arasında önemli bir fark 

görülmemiştir. 

3.5. Bitki Kök Yaş Ağırlığı 

Hasat sonrası gövde ve yapraklarından ayrılan kökler hassas terazide tartılarak 

değerlerin ortalaması kaydedilmiştir. 

Tablo 3.5. Bakteri uygulaması sonucu elde edilen kök yaş ağırlık değerleri 

Uygulama Kök Yaş Ağırlığı (g) 

S4+S8 74.66
a 

S3 62.66
abc

 

S4 61.66
abcd

 

S5 70.33
ab

 

S6 72.00
ab

 

S7 70.33
ab 

S8 66.33
abc 

S9 60.33
bcd 

S10 55.66
cd 

Kontrol 49.33
d 
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Varyans analiz sonuçlarına göre (Tablo 3.5.) kök yaş ağırlıkları kıyaslandığında kontrol 

grubuna göre S4+S8, S3, S5, S6, S7 ve S8 bakterileriyle elde edilen sonuçlar anlamlı 

düzeyde yüksek bulunmuştur (p<0.05). En yüksek değer 74.67 g ile S4 ve S8 

bakterisinin karıştırılarak uygulandığı bitkilerde elde edilmiştir. En düşük değer ise 

49.33 g ile kontrol grubunda elde edilmiştir.  

Bitki kök yaş ağırlığı açısından veriler istatistiki açıdan önemli bulunmuştur. 

3.6. Sürgün Kuru Ağırlığı 

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

tartılarak elde edilen değerlerin ortalaması kaydedilmiştir. 

Tablo 3.6. Bakteri uygulaması sonucu elde edilen sürgün kuru ağırlık değerleri 

Uygulama Sürgün kuru ağırlığı (g) 

S4+S8 9.33
cde 

S3 10.66
abc

 

S4 10.66
abc

 

S5 11.66
a
 

S6 9.00
de

 

S7 11.33
ab 

S8 10.00
bcd 

S9 10.66
abc 

S10 8.00
e 

Kontrol 6.00
f 

 

Varyans analiz sonuçlarına göre (Tablo 3.6.) bakteri uygulaması yapılan tüm bitkilerde 

kontrol grubuyla kıyaslandığında anlamlı derecede yüksek değer elde edilmiştir. En 

yüksek değer 11.67g ile S5 bakterisinde, en düşük değer ise 6 g ile kontrol grubunda 

elde edilmiştir.  

Bitki gövde ve yaprak ağırlığı açısından veriler istatistiki açıdan önemli bulunmuştur. 
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3.7. Bitki Kök Kuru Ağırlığı 

Hasattan sonra mısır bitkisinin kökleri 70°C’de 48 saat kurutulduktan sonra hassas 

terazide tartılarak elde edilen değerlerin ortalaması kaydedilmiştir. 

Tablo 3.7. Bitki kök kuru ağırlığına ilişkin varyans analiz tablosu 

Uygulama Kök kuru ağırlığı (g) 

S4+S8 13.00
bc 

S3 16.00
abc

 

S4 20.00
a
 

S5 19.00
ab

 

S6 15.33
abc

 

S7 16.00
abc 

S8 19.33
a 

S9 20.00
a 

S10 19.33
a 

Kontrol 11.00
c 

Varyans analiz sonuçlarına göre (Tablo 3.7.) kök kuru ağırlıkları kıyaslandığında S4, 

S5, S8, S9 ve S10 bakteri uygulaması yapılan bitkilerdeki değerler kontrole göre 

anlamlı derece de yüksek bulunmuştur (p<0.05). En yüksek değer 20 g ile S4 ve S9 

uygulamasından elde edilirken en düşük değer 11 g ile kontrol grubundan elde 

edilmiştir.    

3.8. Bradford ile Protein Miktar Tayini 

Bakteri uygulaması yapılan ve kontrol grubuna ait bitkilerin tepe yaprakların çıktığı 

noktanın hemen altında gelişmiş en genç yaprağı alınarak protein izolasyonu yapılmış 

ve protein miktarları belirlenmiştir. 

Miktar tayini için "Bio-Rad Protein Assay" yöntemi kullanılmıştır. Hesaplamalarda 

Standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanılmış ve grafik eğrisi 

oluşturulmuştur (Grafik 3.1.). BSA miktarı 0.125mg/ml, 0.25mg/ml, 0.50mg/ml, 

0.75mg/ml, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml, 2 mg/ml konsantrasyonlarına ayarlanmış ve 

660nm’deki absorbansları ile bitki proteinlerin absorbansları karşılaştırılarak regresyon 

eşitlik formülü ile proteinlerin miktarları belirlenmiş ve elde edilen değerler Tablo 3.8. 

de verilmiştir. 
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Grafik 3.1. Bio-Rad
TM

 protein miktar tayini kullanılarak oluşturulan kalibrasyon eğrisi. 

 

Tablo 3.8. Bakteri uygulamalarının Bradford yöntemi ile elde edilen protein 

konsantrasyonları 

Örnekler 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 Sülfat–Poliakrilamid Jel Elektroforez) 

SDS-PAGE için kontrol ve uygulama gruplarına ait bitki proteinleri her örnek için 

içerisindeki miktar eşit olacak şekilde ayarlanmış (1.5 µg) ve önceden hazırlanmış jel 

kuyucuklarına yüklenmiştir. Örnekler yükleme jelini geçene kadar 30 mA de akım 
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uygulanmış, ardından ayırma jeline geçtiğinde de 50 mA’e yükseltilmiştir. Koşturma 

işlemi proteinlerin jelin sonuna gelmesine kadar devam ettirilmiştir. Ardından jeller 

camlar arasından dikkatli bir şekilde çıkarıldıktan sonra gümüş boyama işlemi yapılmış 

ve Bio-Rad Chemidoc Mp görüntüleme cihazı ile görüntülenmiştir (Şekil 3.1.). SDS-

PAGE işlemi iki tekrar olarak yapılmıştır. Kaydedilen görüntülerde kontrol bitkisinin ve 

diğer bitkilerin örnekleri karşılaştırılarak bant farklılıkları belirlenmiştir. Örnekler 

içerisinden S3 (Bacillus sp. KH16.2), S4 (Bacillus thuringiensis SY49.1), S7 (Bacillus 

sp. KH6.4) bakteri uygulaması yapılan bitki proteinleri 2D jel elektroforezi için 

seçilmiştir.  

 

 

Şekil 3.1. Bakteri uygulanan bitkilerin ve kontrol bitkisinin SDS-PAGE jel görüntüsü 

a1 

a2 

b1 
b2 b3 

c1 

a4 

a3 a5 

d1 
d2 

e1 e2 

e3 

250kDa 

100 

150 

75 

50 

37 

25 

20 
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Yapılan SDS-PAGE işlemleri sonucunda S3, S4, S7 uygulamalarında kontrol ile 

kıyaslandığında artış ve azalış yönündeki ifade farklılıkları belirgin şekilde 

görülmektedir. Örneğin 25 kDa boyutundaki e1 ve e2 protein bandı S7 ve S4 bakterisi 

uygulanan bitkide kontrole göre belirgin şekilde fazla ifade edilmiştir. Bakteri 

uygulaması yapılan S6 ve S7 örneğine ait 50-37 kDa civarında olan c1 ve b3 bandının 

kontrol örneğine göre daha belirgin olduğu Şekil 3.1. de görünmektedir.  

 

Şekil 3.2. Bakteri uygulanan bitkilerin ve kontrol bitkisinin SDS-PAGE jel görüntüsü 

 

Bakteri uygulaması yapılan S3 de görünmekte olan 75-50 kDa civarı a1 ve a2 bandı 

kontrol bitkisinde görülmemektedir (Şekil 3.2.). Bu farklılıklar 2D jel elektroforezinde 

çok net bir şekilde görülebilmektedir.  
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3.10. İki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi 

S3(Bacillus sp. KH16.2), S4(Bacillus thuringiensis SY49.1), S7 (Bacillus sp. KH6.4) 

uygulanan ve kontrol bitkilerinin protein örnekleri 2D jel elektroforezi için striplere 

yüklenerek (300 µg) belirlenen protokolde yürütülmüştür. 2. aşamada SDS-PAGE de 

yürütülerek moleküler ağırlığına göre aytılmıştır. Proteinler jelin sonuna gelene kadar 

yürütülmüştür. Daha sonra gümüş boyama yapılarak Bio-Rad Chemidoc Mp cihazıdan 

jel görüntüleri kaydedilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. Kontrol ve S3 bakteri uygulaması yapılan bitkilerin proteinlerinin 1. Bölüm 

(pH, 3-6.5) 2D jel görüntüsü 
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Kontrol ve S3 (Bacillus sp. KH16.2) uygulaması yapılan bitkilerin 2D jel görüntülerinin 

karşılaştırılması yapıldığında belirgin ifade farklılıkları görülmektedir. Örneğin S3 

uygulamasında 1. bölümdei görünen spotlar kontrolde ifade edilmemiştir. 2D jel 

görüntüsünde ortaya çıkan protein ifade farklılıklarının bitkilerin büyüme farklılığındaki 

değişimlerden sorumlu olabileceği düşünülmektedir.   

   

Şekil 3.4. Kontrol ve S3 bakteri uygulaması yapılan bitkilerin proteinlerinin 2. bölüm 

(pH, 6.5-10) 2D jel görüntüsü 

 

Şekil 3.4. de S3 bakteri uygulaması yapılan bitkinin 2D jel görüntüsünde işaretlenen 

yerdeki spotlar kontrol bitkisinde görülmemektedir.  
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Şekil 3.5. Kontrol ve S4 bakteri uygulaması yapılan bitkilerin proteinlerinin 1. bölüm 

(pH, 3-6.5) 2D jel görüntüsü 

 

Şekil 3.5. de kontrol ve S4 (Bacillus thuringiensis SY49.1) bakteri uygulaması yapılan 

bitkinin 2D jel görüntüsü karşılaştırılmıştır. S4 jel görüntüsünde c, d, e, f olarak 

işaretlenen yerde görünen spotlar kontrolde görünmemektedir. S4 ve kontrolde a olarak 

işaretlenen bölümde regülasyon farklılığı olabileceği düşünülmektedir. 
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Şekil 3.6.  Kontrol ve S4 bakteri uygulaması yapılan bitkilerin proteinlerinin 2. bölüm 

(pH, 6.5-10) 2D jel görüntüsü 

 

Şekil 3.6. da S4 uygulanmış bitkiden elde edilen proteinde a, b, c ve d olarak işaretlenen 

yerde görünen spotlar kontrolde ifade edilmemiştir. 
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Şekil 3.7.  Kontrol ve S7 bakteri uygulaması yapılan bitkilerin proteinlerinin 1. Bölüm 

(pH, 3-6.5) 2D jel görüntüsü 

 

Şekil 3.7. de kontrol ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) bakteri uygulaması yapılan bitkinin 2D 

jel görüntüsü karşılaştırılmıştır. 2D görüntülerinde işaretlenen kısımlardaki protein 

spotları incelendiğinde S7 ve kontrol arasındaki farklılıklar belirgin şekilde 

görülmektedir. 
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Şekil 3.8.  Kontrol ve S7 bakteri uygulaması yapılan bitkilerin proteinlerinin 2. Bölüm 

(pH, 6.5-10) 2D jel görüntüsü 

Şekil 3.8. de görüldüğü gibi S7 uygulamasından elde edilen örneklerde a, b, c, d ve e de 

görünen spotlar kontrol bitkisinde ifade edilmemiştir. 



 

 

 

 

 

4.  BÖLÜM 

TARTIŞMA-SONUÇ ve ÖNERİLER  

4.1. Tartışma 

PGPR, genellikle kaynak edinimini (N, P, Fe, Mg vb) kolaylaştırarak, bitki hormonu 

seviyelerini değiştirerek veya dolaylı olarak çeşitli patojenik ajanların bitki büyümesi ve 

gelişimi üzerindeki inhibitör etkilerini azaltarak bitki büyümesini teşvik etmektedir. 

Başka bir deyişle biyokontrol bakterileri gibi davranarak bitki büyümesini olumlu 

yönde etkilemektedir (Glick, 1995). İdeal iklim koşulları altında test edildiğinde 

bakterizasyonun verimi önemli düzeyde artırdığı bildirilmiştir (Lazarovits ve Norwak 

1997).  

Bununla birlikte, mısır dahil olmak üzere tahılların ve diğer gramajlı bitkilerin köklerini 

ve toprak üstü kısımlarını kolonize eden çeşitli büyüme geliştirici bakteriler bulunmuş 

olup sıklıkla Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, 

Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas ve Xanthomonas cinslerine ait türlerdir 

(Umali- Garcia ve ark. 1980, McInroy ve Kloepper 1995, Chelius ve Triplett 2000). 

Mısırın bu tür bakterilerle aşılanmasının mahsul verimini artırdığı rapor edilmiştir 

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

Mısır ikincil metabolizması üzerine yapılan araştırmalar sonucunda Azospirillum 

aşılamasını takiben büyük oranda kalitatif ve kantitatif değişikliklerin meydana geldiği 

ortaya koyulmuştur (Walker ve ark., 2011). Ayrıca bazı çalışmalarda Bacillus cinsine ait 

PGPR türlerinin sınırlı su koşullarında bitki büyümesini teşvik etmede diğer PGPR 

türlerine oranla daha fazla avantaj sağladığı belirtilmiştir (Chakraborty ve ark., 2013; 

Kasim ve ark., 2013; Radhakrishnan ve ark., 2017).  
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4.1.1. PGPR Uygulamasının Mısır Bitkisinin Klorofil İçeriğine Etkisi 

Bu tez kapsamında yapılan morfolojik analizlerde elde edilen sonuçlarda klorofil içeriği 

parametresinde SPAD 502 cihazı kullanılarak mısır bitkilerinin klorofil içerikleri 

belirlenmiştir. Yapılan analizde en yüksek değer (43.56) S4 (Bacillus thuringiensis 

SY49.1) bakteri uygulaması yapılan bitkilerde en düşük değer (32.96) ise kontrol 

bitkilerinde elde edilmiştir. 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 uygulaması yapılan 

bitkilerinin klorofil değerleri sırasıyla 41.00, 36.40, 40.56, 40.80, 42.93, 39.63, 39.33 ve 

40.30 SPAD olarak kontrol örneklerinin klorofil değerinden yüksek bulunmuştur.  

Wang ve ark. (2012) yapmış oldukları çalışmada Bacillus cereus AR156, Bacillus 

subtilis SM21 ve Serratia dan oluşan bir karışımın salatalık yapraklarındaki rbcS ve 

rbcL (RuBisCo küçük ve büyük alt birimler) genlerinin transkripsiyonel seviyelerini, 

şiddetli kuraklık stresi altındaki kontrol bitkileriyle karşılaştırıldığında koruyarak 

klorofil içeriğini artırdığını rapor etmişlerdir.  

Yıldırım ve ark. (2008) tuz stresi koşullarında PGPR (Staphylococcus kloosii, Kocuria 

erythromyxa) ile aşılanmış turp bitkilerinde PGPR aşılaması yapılmamış bitkilere 

kıyasla klorofil içeriği üzerine önemli artışlar elde edildiğini belirtmişlerdir. Yaptıkları 

çalışmada kontrol örneklerinin SPAD değeri 32.1 iken PGPR uygulanmış bitki 

örneklerinde 40.1 SPAD bulunmuştur.  

Yıldırım ve ark. (2011) Bacillus cereus, Brevibacillus reuszeri ve Rhizobium rubi 

uygulanmış brokoli bitkilerinin uygulama yapılmamış bitkilere göre SPAD klorofil 

okuma değerlerinin artmış olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmada Bacillus cereus, 

Brevibacillus reuszeri, Rhizobium rubi uygulanan bitkiler ve uygulama yapılmayan 

kontrol bitkileri karşılaştırıldığında sırasıyla %14, %14 ve %13 oranında klorofil 

içeriğinin arttığını bildirmişlerdir.  

Güllüce ve ark. (2012) yapmış oldukları bir çalışmada çeşitli dozlarda turp bitkilerine 

humik asit ve PGPR uygulaması yapmışlar ve bitkide klorofil içeriğinin önemli düzeyde 

değiştiğini bildirmişlerdir. Klorofil içeriğinde en yüksek değer PGPR uygulaması 
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yapılan turp bitkisinde 41.1 SPAD iken kontrol bitkisinde 32.1 SPAD olarak elde 

edildiği rapor edilmiştir. 

Porcel Ruiz‐Lozano (2004) yaptığı bir araştırmada Bacillus subtilis (GB03 suşu) ile 

muamele edilmiş soya fidelerinin, işlem görmemiş fidelere göre daha yüksek prolin ve 

klorofil içeriğine sahip olduğunu ve bunun yanında bitkilerin ozmotik dengesini 

koruduğunu ve tuz stresi altında fotosentez aktivitesinin arttığını bildirmişlerdir. Bizim 

yaptığımız çalışmada elde edilen değerlerde bu çalışmalarla aynı yöndedir. 

4.1.2. PGPR Uygulamasının Mısır Bitkisinin Kök Yaş ve Kuru Ağırlığına Etkisi  

Yapılan bu çalışmada kontrol bitkisine kıyasla bakteri uygulanmış bitkilerin kök 

gelişiminin arttığı belirlenmiştir.  S4+S8 (Bacillus thuringiensis SY49.1 +bacillus sp. 

KH6.2) bakteri karışımı (1:1) uygulanan mısır bitkileri kök yaş ağırlığı yönünden 

kontrol grubu ve tek bakteri uygulaması (S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9) yapılan bitkilere 

göre daha yüksek veri (74.66 g) ortaya koymuştur. Kök yaş ağırlık parametresinde en 

düşük değer 49.33 g ile kontrol bitkilerinde elde edilmiştir. Yine kök kuru ağırlığı 

yönünden en düşük değer kontrol bitkisinde 11.00 g ile, en yüksek değer ise S4 

uygulanmış grupta 20.00 g olarak elde edilmiştir. 

Latake ve ark. (2009) yapmış oldukları araştırmada farklı biyoinokülanların ve bunların 

kombinasyonlarının inci darı mahsulünün büyümesi ve verimi üzerindeki etkisini 

incelemek için bir saha denemesi yapmışlardır. Azotobacter chroococcum, Azospirillum 

lifoferum, Acetobacter sp. ve fosfat çözücü Bacillus megaterium inci darı tohumlarına 

tek başına ve kombinasyon halinde uygulanmıştır. Mahsulün çeşitli büyüme ve verim 

parametreleri üzerine kaydedilen gözlemler, bu mikroorganizmaların birleşik 

aşılamasının, tek kültür aşılamasına kıyasla sinerjik etki gösterdiği rapor edilmiştir. 

Kombine aşılama işlemi, incelenen tüm büyüme parametrelerinde ve ayrıca verimde 

önemli artışlar göstermiştir. Böylece bu biyoinokülanların inci darınınbüyümesini ve 

verimini arttırmadaki etkinliğinin kanıtladığını rapor etmişlerdir.   

Turan ve arkadaşları (2012), PGPR’nin bitki verimi üzerine etkisini araştırdığı 

çalışmalarında Bacillus subtilis OSU-142, Bacillus megaterium M3 ve Azospirillum 

brasilense Sp245 ile aşılanmış buğday bitkisinin verimi sırasıyla %24, %19, %19 

https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.12866#jam12866-bib-0040
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oranında artırdığını çoklu ortak inokülasyonda ise bitki veriminin %33 yükseldiğini 

tespit etmişlerdir.  

Telek ve ark. (2019) da yapmış oldukları bir araştırmada Bacillus subtilis uygulaması 

yapılmış kırmızı biber bitkilerinde kök yaş ve kuru ağırlık parametresinde en yüksek 

değerin bakteri uygulaması yapılan grupta 13.34 g ve 3.85 g olarak elde edilirken 

kontrol grubunda 7.06 g ve 2.58 g olarak elde etmişlerdir. 

Walia ve ark. (2013) yapmış oldukları bir araştırmada Bacillus subtilis uygulanmış 

domates bitkilerinde kök kuru ağırlığının bakteri uygulaması yapılmamış kontrol 

bitkisine göre %54.08 oranında arttığını bildirmişlerdir. 

Naveed ve ark. (2014) Mısır bitkisinde yaptıkları bir çalışmada Burkholderia 

phytofirmans PsJN suşu ile aşılanan mısır bitkilerinin aşılanmamış kontrole kıyasla 

daha yüksek kök biyokütlesine (%70'e kadar) sahip olduğunu bildirmişlerdir.  

Myresiotis ve ark. (2014) yaptıkları çalışmada mısır bitkilerine B. subtilis FZB24, B. 

subtilis GB03 ve B. subtilis FZB24+B. Subtilis GB03 uygulaması yapmış ve 36. günde 

hasat etmişlerdir. Bakteri uygulaması yapılan mısır bitkilerinde kök kuru ağırlığının 

kontrolegöre sırasıyla %38-65, %43-61 ve %39-65 arasında attığını tespit etmişlerdir.  

Thakur ve ark. (2017), yaptıkları araştırmada mısır bitkisinin tohumlarını Bacillus 

arenosi bakterisi ile inoküle ederek gelişimi gözlemlemiş ve sonucunda bitki 

gelişiminin arttığını tespit etmişlerdir. Çalışmayı yürüten araştırmacılar kontrol grubuna 

göre bakteri uygulanmış mısır bitkisinin kök kuru ağırlığının %93 oranında arttığını 

bildirmişlerdir.  

Hussein ve arkadaşları (2013) yapmış oldukları bir çalışmada mısır bitkisine 

Burkholderai sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. bakterilerini 

uygulamış ve verim özelliklerini araştırmışlardır. Kök kuru ağırlık özelliğinde bakteri 

uygulaması yapılan bitkilerden uygulama yapılmayan kontrol bitkisine göre daha 

yüksek değerler elde dilmiştir. En yüksek değer Burkholderai sp. uygulaması yapılan 

bitkide 77 g olarak, en düşük değer ise kontrol bitkisinde 60 g olarak elde edilmiştir. 

Menéndez E. ve ark. (2020) yaptığı araştırmada Esorhizobium ciceri CCANP14 suşu ve 

Mesorhizobium tamadayense CCANP122 suşlarını domates bitkilerine uygulanmış ve 
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vejetatif parametreleri üzerine etkisini araştırmışlardır. Fide kök yaş ve kuru ağırlık 

parametresinde en yüksek değer Esorhizobium ciceri CCANP14 suşu uygulanmış 

fidede sırasıyla 3.15 g ve 0.38 g olarak elde edilirken en düşük değer kontrol fidesinde 

sırasıyla 0.43 g ve 0.05 g olarak elde edildiği rapor edilmiştir. Bizim yaptığımız 

çalışmada elde edilen sonuçlar literatür ile aynı yöndedir. 

4.1.2. PGPR Uygulamasının Mısır Bitkisinin Sürgün Uzunluğuna Etkisi  

Yapılan çalışma kapsamında bakteri uygulanan bitkiler uygulama yapılmayan kontrol 

bitkisine göre daha yüksek değerler ortaya koymuştur. Bitki boy ölçümünde en yüksek 

değer S7 (Bacillus sp. KH6.4) bakterisi uygulanan bitkide 74 cm olarak elde edilmiştir. 

En düşük değer ise kontrol bitkisinde 61 cm olarak bulunmuştur.  

Yao ve ark. (2010) yaptıkları bir araştırmada pamuk bitkisine Pseudomonas putida Rs-

198 suşunu uygulamışlar ve tuz stresi koşulunda verim özelliklerini incelemişlerdir. 

Bitki uzunluğu parametresinde bakteri uygulaması yapılan bitkinin uygulama 

yapılmayan kontrol bitkilerine göre %12.8 oranında artış gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Hussein ve ark. (2013) yapmış oldukları bir çalışmada mısır bitkisine Burkholderai sp., 

Bacillus sp., Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. bakterilerini uygulamış ve verim 

özelliklerini araştırmışlardır. Bitki boyu özelliğinde bakteri uygulaması yapılan 

bitkilerden uygulama yapılmayan kontrol bitkisine göre daha yüksek değerler elde 

dilmiştir. En yüksek değer Burkholderai sp. uygulaması yapılan bitkide 152.4 cm olrak, 

en düşük değer ise kontrol bitkisinde 131.0 cm olarak bildirilmiştir. 

Thakur ve ark. (2017), yaptıkları araştırmada mısır bitkisinin tohumlarını Bacillus 

arenosi bakterisi ile inoküle ederek gelişimi gözlemlemiş ve sonucunda bitki 

gelişiminin arttığını tespit etmişlerdir. Çalışmayı yürüten araştırmacılar kontrol grubuna 

göre bakteri uygulanmış mısır bitkisinin uzunluğunun %9 oranında arttığını 

bildirmişlerdir.  

Menéndez E. ve ark. (2020) yaptığı araştırmada Esorhizobium ciceri CCANP14 suşu ve 

Mesorhizobium tamadayense CCANP122 suşlarını domates bitkilerine uygulanmış ve 

vejetatif parametreleri üzerine etkisini araştırmışlardır. Fide uzunluğu parametresinde en 

yüksek değerin Mesorhizobium tamadayense CCANP122 suşu uygulanmış fidede 23.25 
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cm olarak elde edilirken en düşük değer kontrol fidesinde 12.71 cm olarak elde 

edildiğini bildirilmişlerdir. 

Sandhya V. ve ark. (2010) Bacillus spp. ile aşılanmış mısır bitkilerini kuraklık stresi 

altında ve normal iklim koşullarında yetiştirerek verim özelliklerine etkisini 

araştırmışlardır. Sonuç olarak hem stresli hem de stres olmayan koşullarda bitki boyu 

parametresinde bakteri aşılaması yapılan bitkiler kontrol bitkilerine kıyasla daha yüksek 

değer ortaya koymuştur  

Telek ve ark. (2019) da yapmış oldukları bir araştırmada Bacillus subtilis uygulaması 

yapılmış kırmızı biber bitkilerinde bitki uzunluk parametresinde en yüksek değeri 

bakteri uygulaması yapılan bitkide 52.74 cm olarak elde ederken kontrol bitkisinde 

35.27 cm olarak elde etmişlerdir. 

4.1.3. PGPR Uygulamasının Mısır Bitkisinin Sürgün Yaş ve Kuru Ağırlığına Etkisi  

Yapılan çalışma kapsamında bakteri uygulaması yapılmış mısır bitkilerinin kontrol 

grubu ile sürgün yaş ve kuru ağırlık parametresi açısından değerlendirilmiştir. Sonuç 

olarak bakteri uygulaması yapılmış mısır bitkileri kontrole göre daha yüksek değerler 

ortaya koymuştur. Sürgün yaş ağırlığında en yüksek değer S4 (Bacillus thuringiensis 

SY49.1) bakterisi uygulanmış grupta 100.0 g olarak elde edilirken en düşük değer 

kontrol bitkisinde 83.67 g olarak elde edilmiştir. Sürgün kuru ağırlığında en yüksek 

değer S5 (Bacillus sp. KH6.1) grubunda 11.66 g olarak elde edilirken en düşük değer 

kontrol grubunda 6 g olarak elde edilmiştir. 

Menéndez E. ve ark. (2020) yaptığı araştırmada Esorhizobium ciceri CCANP14 suşu ve 

Mesorhizobium tamadayense CCANP122 suşunu domates bitkilerine uygulanmış ve 

vejetatif parametreleri üzerine etkisi araştırmışlardır. Fide yaş ve kuru ağırlık 

parametresinde en yüksek değer Esorhizobium ciceri CCANP14 suşu uygulanmış 

fidede sırasıyla 15.95 g ve 1.52 g olarak elde edilirken en düşük değer kontrol fidesinde 

sırasıyla 4.18 g ve 0.27 g olarak elde edilmiştir. 

Hussein ve ark. (2013) mısır bitkisine Burkholderai sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., 

Flavobacterium sp. bakterilerini uygulamış ve verim özelliklerini araştırmışlardır. Bitki 

yeşil aksam kuru ağırlık yönünden bakteri uygulaması yapılan bitkilerin uygulama 

yapılmayan kontrol grubuna göre daha yüksek değer ortaya koyduğu rapor edilmiştir. 
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En yüksek değer. Pseudomonas sp. uygulaması yapılan bitkide 83.2 g en düşük değer 

ise kontrol bitkisinde 58.4 g olarak bildirilmiştir. 

Thakur ve ark. (2017), yaptıkları araştırmada mısır bitkisinin tohumlarını Bacillus 

arenosi bakterisi ile inoküle ederek gelişimi gözlemlemiş ve sonucunda bitki 

gelişiminin arttığını tespit etmişlerdir. Çalışmayı yürüten araştırmacılar kontrol grubuna 

göre bakteri uygulanmış mısır bitkisinin kuru ağırlığının %49 oranında arttığını 

bildirmişlerdir.  

Sandhya V. ve ark. (2010) yapmış oldukları bir çalışmada Bacillus spp. ile aşılanmış 

mısır bitkilerini kuraklık stresi altında ve normal iklim koşullarında yetiştirerek verim 

özelliklerine etkisini araştırmışlardır. Sonuç olarak hem stresli hem de stres olmayan 

koşullarda bitki sürgün kuru ağırlığındabakteri aşılaması yapılan bitkiler kontrol 

bitkilerine kıyasla daha yüksek verim ortay koymuştur. 

Telek ve ark. (2019) da yapmış oldukları bir araştırmada Bacillus subtilis uygulaması 

yapılmış kırmızı biber bitkilerinde sürgün yaş ve kuru ağırlık parametrelerini 

değerlendirmişlerdir. Sürgün yaş ağırlık özelliğinde en yüksek değer bakteri uygulaması 

yapılan bitkide 24.36 g olarak elde edilirken en düşük değer kontrol bitkisinde 14.72 g 

olarak bulmuşlardır. Sürgün kuru ağırlık özelliğinde en yüksek değer bakteri 

uygulaması yapılan bitkide 12.05 g olarak elde edilirken en düşük değer kontrol 

bitkisinde 6.43 g olarak rapor edilmiştir. 

4.1.4. PGPR Uygulamasının Mısır Bitkisinin Protein Profili Üzerine Etkisi  

Bitki büyümesi teşvikine doğrudan dahil edilen mekanizmalar kapsamlı bir şekilde 

incelenmişsede bu çalışmaların çoğu PGPR'nin bitki morfolojik özellikleri üzerindeki 

etkisini değerlendirilmiştir. Moleküler ve Proteomik düzeyde indüklenen değişiklikler 

hakkında çok fazla bilgi bulunmamaktadır (Bashan ve de-Bashan, 2010; Galland ve 

ark., 2012; van de Mortel ve ark., 2012; Wisniewski-Dyé ve ark., 2013). 

Pseudomonas fluorescens ile muamele edilen pirinç bitkisinde RuBisCo büyük zincir 

prekürsörünün yaprak kılıfında ekspresyonunu artırdığı rapor edilmiş olup büyüme 

teşviğinde birincil rolünü göstermektedir (Kandasamy ve ark., 2009).  

P. polymyxa ile muamele edilmiş Arabidopsis thaliana bitkilerinin MALDI ‐ TOF / TOF 

ve 2DE analizinde farklı şekilde ifade edilen toplam 41 (kökte 17 nokta, sürgünde 24 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00607/full#B3
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00607/full#B24
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00607/full#B24
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00607/full#B35
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00607/full#B63
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nokta) spot görüldüğü belirtilmiştir (Kwon YS, 2016). Bitki sitozolik ve zar 

fraksiyonlarından elde edilen çeşitli proteinlerin, bazılarının bitki savunmasında işlev 

gördüğü bilinen bakteriyel aşılamaya yanıt olarak farklı şekilde ifade edildiği 

belirtilmiştir (Kwon YS, 2016). 

Sravani ve ark. (2018) yapmış oldukları bir çalışmada Bacillus sonorensis RS4 hücre 

çeperinde ve yer fıstığı kökü proteomunda birkaç proteinin farklı şekilde ifade edildiği 

belirtilmiştir. Ayrıca, yer fıstığı ve B. sonorensis RS4'te, bitki-PGPR yararlı etkileşimi 

ile tetiklenen birkaç spesifik protein değişikliği belirlenmiştir. Toplam 22 kök proteini, 

ekimden 12 ve 24 gün sonra RS4 ile muamele edilmiş yer fıstığı bitkisinin köklerinde 

farklı şekilde eksprese edilmiştir. Farklı şekilde eksprese edilen proteinlerin çoğunun 

bitki büyümesi ve yer fıstığı bitkisinin savunması ve B. sonorensis RS4'ün canlılığının 

devam etmesi ile işlevsel olarak ilgili olduğu ifade edilmiştir.  

 

Şekil 4.1. Vaishnav A. ve ark. (2015)’nın soya fidelerinden 

elde ettiği SDS-PAGE görüntüsü 

 

Vaishnav A. ve ark. (2015) yapmış oldukları bir araştırmada tuz stresi koşulunda soya 

fidelerine Pseudomonas simiae AU suşu uygulamışlar ve büyüme aşamasında 

yapraklarından protein profilini belirlemek için örnekler almışlardır. SDS-PAGE analizi 

sonrasında kontrol ve bakteri uygulamasında 3. 6. ve 7. numaralı noktalarda (Şekil 4.3.) 

göreceli bant yoğunluğu olduğunu tespit etmişlerdir. 
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Yaptığımız çalışmada mısır bitkisinde proteomik düzeyde farklılıkların belirlenmesi 

amacıyla bakteri uygulanmış ve uygulanmamış kontrol bitkilerinde SDS-PAGE analizi 

sonrasında bitkilerin protein profilleri karşılaştırılmıştır. Kontrole kıyasla 25 kDa’da S4 

(Bacillus thuringiensis SY49.1) ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) uygulanan bitkilerin protein 

profillerinde görülen bantların (e1 ve e2 bantları) kontrol bitkisinin protein profilindeki 

25 kDa da olan bantlara göre daha belirgin olduğu görülmüştür. S6 (Bacillus subtilis 

KH28.1) ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) uygulaması yapılan bitkilerin protein profiline ait 

50-37 kDa civarında olan (c1 ve b2 bantları) protein bantları kontrol bitkisinin protein 

profilindeki 50-37 kDa da olan bantlara kıyasla daha yoğun olduğu bulgular bölümünde 

Şekil 3.1. de görülmektedir. S3 (Bacillus sp. KH16.2) uygulaması yapılan bitkilerin 

protein profilinde görülmekte olan 75-50 kDa arası (a1 ve a2) bantlarının kontroldeifade 

edilmemiş olduğu bulgular bölümünde şekil 3.2. de görülmektedir. 

 

Şekil 4.2.  Kwon ve ark. (2016)’nın A. thaliana bitkisinin sürgün ve 

kök kısımlarından elde edilen 2D jel görüntüsü 
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Kwon ve ark. (2016) yapmış oldukları bir araştırmada A. thaliana bitkisine P. polymixa 

bakterisinin E681 suşunu uygulamışlardır. Çalışmada P. polymixa bakterisinin A. 

thaliana bitkisinin sürgün ve kök proteom ve transkript seviyeleri üzerine etkisini 

araştırmışlardır. Şekil 4.4. de sürgün ve kök proteinlerinin jel görüntüsü kontrol 

bitkilerinin jel görüntüsü ile karşılaştırılmış ve spot farklılıkları adlandırılarak 

işaretlenmiştir. Çalışmanın devamında 2DE analizi sonucunda yaklaşık 800 protein 

spotu tespit edilmiştir. 800 spot arasında A. thaliana kökü ve sürgününde 41 farklı 

protein spotu olduğu belirtilmiştir.  

SDS-PAGE analizi sonucu bant farklılıkları göz önünde bulundurularak S3 (Bacillus sp. 

KH16.2), S4 (Bacillus thuringiensis SY49.1) ve S7 (Bacillus sp. KH6.4) uygulanmış 

mısır bitkilerinden ekstrakt edilen proteinler 2D jel elektroforezi için seçilmiştir. 2D 

sonuçlarına göre S3, S4 ve S7 bakteri uygulaması yapılan mısır bitkilerinin protein 

spotları ile kontrol mısır bitkilerinin protein spotları arasında oldukça fazla spot ve 

yoğunluk farkı ortaya çıkmıştır. Spot farklılıkları ve yoğunlukları net bir şekilde 

görülmesi ve yorumlanması için jeller iki bölüme ayrılarak bulgular bölümünde (Şekil 

3.3., Şekil 3.4., Şekil 3.5., Şekil 3.6., Şekil 3.7., Şekil 3.8.) değerlendirilmiştir. 

4.2. Sonuç ve Öneriler  

Bu çalışma kapsamında bakteri uygulaması yapılan mısır bitki örnekleri ile uygulama 

yapılmayan örnekler arasında morfolojik ve proteomik düzeydeki farklılıkları 

incelenmiştir. 

Kurmuş olduğumuz denemede mısır bitkisi için klorofil içeriği, bitki boy uzunluğu, 

sürgün yaş ve kuru ağırlık, yaprak sayısı ve kök yaş ve kuru ağırlık parametrelerine 

bakılmıştır. Bacillus türü bakterilerin uygulamasının mısır bitkisinde klorofil içeriğini, 

bitki boy uzunluğunu, sürgün yaş ve kuru ağırlığını, kök yaş ve kuru ağırlığını arttırarak 

mısır gelişimini olumlu yönde etkilediği belirlenmiştir. 

Bu araştırmada ortaya çıkan veriler göz önünde bulundurularak mısır bitkisine 

uygulanan bakterinin bitki üzerinde hem morfolojik hem de proteomik düzeyde 

farklılıklar oluşturduğu ve büyüme teşviği ve verim yönünden olumlu yönde etki 

oluşturduğu belirlenmiştir. 
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PGPR olarak bitkiler üzerinde verim özelliklerinin belirlenmesi açısından çok fazla 

çalışma yapılmıştır. Ancak PGPR’nin bitkilerde protein profili üzerine göstermiş olduğu 

etkiler hakkında yapılan fazla araştırmaya rastlanmamıştır.  

Bu tez kapsamında yapılabilecek öneriler aşağıda verilmiştir: 

 Bu sonuçlar, bitki büyümesini teşvik edici bakterilere karşı bitkilerde görülen 

moleküler yanıtın daha geniş bir şekilde anlaşılmasına katkıda bulunmuş olup 

farklılık göstren proteinlerin tanımlanması yapılabilir. 

 Benzer sonuçların diğer farkı bitki türleri üzerinde de denenmesi bulguların teyit 

edilmesi bakımından faydalı olabilir.  

 Farklı görülen protein spotlarının detaylı analizi yapılarak etki mekanizmaları 

hakkında bilgi elde edilebilir. 

 Faklı uygulama yöntemleri denenerek benzer etkinliklerin olup olmayacağı 

araştırılabilir. 

 Bu çalışmada protein izolasyonu için mısır bitkisinin yaprakları kullanılmış 

olup, bitkinin kök ve gövde kısmından örnekler alınarak protein profili 

çıkarılabilir ve aradaki farklar gözlemlenebilir. 

 Kimyasal gübre ve pestisitit kullanımının azaltılması sağlanabilir. 
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