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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CAY BITKISINE ASILANAN BAZI MIKROORGANIZMALARIN BUYUME
VE ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTIVITELERiI UZERINDEKI ETKIiLERININ
INCELENMESI

[brahim CEBECI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mustafa ERAT

Farkli bolgelerden izole edilmis ve tanilanmis on adet bakteri ve 3 adet biyokimyasal
ajan, Fener 3 ¢ay klonuna asilanarak yetistirildi. Cay bitkisinin gelisme parametreleri ve
baz1 antioksidan enzim aktiviteleri belirlenmistir. Bu amacla, bitki boyu, gdvde capi,
yaprak alani, yas yaprak agirhigi, kuru yaprak agirhigi, dal+yaprak agirligi, klorofil
igerigi, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, ve 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Uygulanan tiim kimyasal
ve biyolojik ajanlar, biiylime parametrelerine istatistiksel olarak anlamli pozitif etkiye
sahipti. Glutatyon rediiktaz aktivitesi, Bacillus pumilus 39/4 ve Bacillus lentus 29/6
disindaki tiim ajanlar tarafindan +%53 ile +%94 arasinda degisen oranda etkilendi.
Glutatyon S-tansferaz aktivitesi ise tiim ajanlar tarafindan pozitif etkilenmekle beraber,
en yiiksek artisi Bacillus lentus 29/6 ile gosterdi. Pentoz fosfat yolu enzimlerinden
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesine Bacillus lentus 29/6 nin disindaki tiim ajanlar
anlamli etkiye sahip idi. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz ise Paenibacillus polymyxa
RCO05, Bacillus pumilus 39/4 ve Bacillus lentus 29/6 disindaki tiim ajanlar tarafindan
istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi.

Elde edilen sonuglar gostermektedir ki, bu ¢alismada kullanilan mikroorganizmalar
organik tarimda yararlanilabilecek 6zelliklere sahiptirler.

2014, 65 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cay, Organik tarim, Enzim, antioksidan



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS SOME MICROORGANISMS INOCULATED
INTO TEA ON GROWTH AND ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES

Ibrahim CEBECI

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applicatin Science
Department of Chemistry
Biochemistry Department

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa ERAT

Ten bacteria isolated from differet regions and defined and then three biochemical
agents were inoculated into Fener 3 tea clone and growen. The growth parameters and
some antioxidant enzyme activities of the tea were determined. For this purpose, plant
length, stem diameter, leaf dimension, fresh leaf weight, dry leaf weight, branche+leaf
weight, chlorophill content, glutahione reductase, glutathione S-transferase, glucose 6-
phosphate dehydrogenase, and 6-phophogluconate dehydrogenase enzyme activities
were determined. All chemical and biological agents inoculated into the plant had a
statistically significant positive effect on the growth parameters. Glutathione reductase
activity was significantly affected by all agents ranging from 53% to + 94% + except
Bacillus pumilus 39/4 and Bacillus lentus 29/6. Although glutathione S-tansferaz
activity was affected positively by all agents, the highest increase was observed by
Bacillus lentus 29/6. All agents, except for Bacillus lentus 29/6, made a significant
impact on the enzyme activities of glucose 6-phosphate dehydrogenase which is one of
pentose phosphate metabolic pathway enzymes. All agents, except for Paenibacillus
polymyxa RCO05, Bacillus pumilus 39/4, and Bacillus lentus 29/6 also made a significant
impact on the enzyme activities of the 6-phosphogluconate dehydrogenase.

The results obtained show that the microorganisms used in the research have the
required qualities to be used in organic farming.

2014, 65 pages

Keywords: Tea, Organic farming, Enzyme, Antioxidant



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismanin deneysel kismi Atatiirk Universitesi
Erzurum  Meslek  Yiiksek  Okulu  Kimya  Teknolojisi  Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.

Yiiksek lisans tez ¢alismalarim sirasinda bana her tiirlii destegini esirgemeyen basta

Hocam Sayin Prof. Dr. Mustafa ERAT a,

Calismalarim boyunca bilgi ve deneyimini esirgemeyen Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii 6gretim liyelerinden Sayin Prof. Dr. Ramazan CAKMAKCTI’ya ve ekibine,

Son olarak ta egitim hayatim siiresince maddi ve manevi her tiirlii destek saglamaktan

kaginmayan ¢ok kiymetli aileme tesekkiirlerimi sunarim.

ibrahim CEBECI
Temmuz, 2014



ICINDEKILER

OZET ..ttt i
ABSTRACT ... i
TESEKKUR .....coctiiitiiiieteiiieiss sttt sttt bttt ii
SIMGELER ve KISALTMALR DIZINI ......c.coooiiiiiiiniiieessseseesseesenine, viii
SEKILLER DIZINI.....ooiiuiiiitieceeeee ettt X
CIZELGELER DIZINI ...oviviviiiieeeeeeeeeeee et Xii
| R ) 1 28 1T 1
L. 1. Organik TaTIM .....ooiueiiiiiiiieesiieee et 1
O R 35133 PO TSP P PP UPRPRUPRPPPIN 1
1.1.2. Organik tartmin ONeMI ........occueiieiiiiiiiieiisie e 1
1.1.3. Organik tarmmin temel i1Keleri..........ccoveiiiiiiiiiii e, 2
1.1.4. Organik tarimda temel yontemler...........cccovirieiiiiiniesic e 2
1.1.4.2. TONUMIUK SECIMI ....eiuviiiiiiiiie ittt nee s 2
1.1.4.b. Bitki besleme ve toprak 1slah maddeleri ..........cccoeveiiiiiiiiiiiiiie e 2
1.1.4.c. Tarimsal miicadele maddeleri..........cccoooveiiiiiiiiiiiii e 3
1.1.5. Organik tarimin avantajlar1 ve dezavantajlart ...........cccocveoiiiiniic i 3
L.1.5.a AVANEAJIATT ..eeiiieccce e 3
1.1.5.b. Dezavantajlari..........cccoceiiiiiiiiiiiii i 3
1.2. Organik Tarimda Yararli Mikroorganizmalar.............ccceeviviiiiiiiiniiiicniccee, 4
1.3, €AY BItKIST.o.vveuiiiiiiiiieiie e 5
1.3.1. Yesil cayin KiImyasal YapIS1.......ccocviiiiiiiiirieiie e 6
LA ENZIMIET Lo 8
R R 31113 DTS P TP P PRSPPI 8
1.4.2. Enzim aktivitesini etkileyen UnSurlar ... 8
1.4.2.a. ENZIM KONSANITASYONU.......cviiiiiiiiiiiiiiiieiieieie et 8
1.4.2.b. Substrat KONSANTIraSYONU...........ccvuiiiuieiieeiiee sttt 9
1.4.2.C. S1CAKITK .ttt 9
L.4.2.d. PH A@ZETT .o 10
1.4.2.€. SUDSLIAt YUZEYT .veiuveeieiiieeiiie e 10



1.4.2.8. INRIDIBIIET ......vovvcviceiccve ettt 11
1.4.3. ENZIMIEIIN YaAPIIATT .....eeivieiiciie ettt 13
1.4.4. Enzimlerde OZGUIITK..........coviviiiiiiiiiiie i 13
1.4.5. Enzimlerde anahtar Kilit modeli .............ccooooeiiiiiiii 14
1.4.6. KofaktOor ve KOCNZIM ........cocuiiiiiiiiiiii e 15
1.4.6.2. KOTAKEOT ..o 15
1.4.6.0. KOBNZIM ..o 15
1.4.7. Enzimlerin biyolojik 1S1eVi .......ccoiiiiiiiiiiiiiic e 16
1.5. Baz1 Antioksidan ENzimler ........cccccoooiiiiiiiiiiiiiii e 16
1.5.1. Glutatyon rediiktaz (GR) .....ccceeiiiiiiiiiee e 16
1.5.2. Glutatyon S-transferaz (GST) ...eccvoveiiiiicc e 17
1.5.3. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD).........ccccovieiiiiniiieeiene e 18
1.5.4. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (BPGD) ........ccccoeiiiinininieieiese e 19
1.5.4.a. Pentoz fOSTAt YOIU .....cc.ooviiiiciece e 19
1.5.4.b. 6-fosfoglukanat dehidrogenaz (6PGD) ..........ccceveiieiveieiie e 20
1.5.4.c. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) yapiSi........ccuvvreeiieieeieiiencninesienieas 20
1.6. CalISMANIN AIMNACT ..euvviiiiieiiieeieesieeeiee st et e siee et e ssbe e beessee e sbeasbeesbeeanteesaeeenbeesneas 21
2. KAYNAK OZETLERI .......oooiiiiiiiiiiieeccsesee s 23
3. MATERYAL Ve YONTEMLER..........c.ccooooiiimiiiiniiniinessiesiessiesiesie s 28
3L MALEIYAIIET ... 28
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler.............ccocveriiriiiiii e 28
3.1.2. Kullanilan malzemeler ............cccueiiiiiiiiiiiicee s 28
3.1.3. Kullanilan cihazIar ...........ccoooiiiiiiiiiicece s 28
3.1.4. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmast ..........ccccooceieiiiiiiiiiiiiecee e 29
3.1.4.a. Enzim ekstraksiyonu tampon ¢OZEItIST .........cvrvrerrrirnieiiiiieeseesee e 29
3.1.4.b. Aktivite ¢ozeltilerinin hazirlanmast ..........cccoovvveiiiieiiiee e 29
R I 4011153111 (<) ST OO U TP RPPUPTO 31
3.2.1. Deneme deseni ve deneme KONulart...........ccooveviiiniiiiicniciecceeee e 31
3.2.2. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi ve uygulanmast............ccccccocvvieenen. 31
3.2.3. Arastirmada kullanilan bakteriler ve 6zelliKIeri..........ccccvviveiiiieiiiie e, 32
3.2.4. Cay bitkilerinde gelisme ve verim parametrelerin inc€lemesi ...............co....... 33

\Y



3.2.4.2. Bitki BOYU (GOVAE BOYU) cvvvvverreeeeeseeeeeeeseeseseeessseeeesseessseeesssseeessessssessssseeees 33

3.2.4.b. Govde cap1 (GOvde Kalinligr) ......ccovevviiiiiiiiiiiciicc e 33
3.2.4.C. YaPTrak @lani.....c.coiiiiiiiiiiiiii i 34
3.2.4.d. Yas yaprak a@IrliZ1 .....ccuviiiiiiiiiii it 34
3.2.4.e. Kuru yaprak agirliSl........ccooiiiiiiiiiiiiicie e 34
3.2.4.f. Dal+yaprak aBirliZl .....ccccveiieiiiieieiie e 34
3.2.4.9. Yaprak KIorofil GIGUMI .....cc.ecveieeiiieiecieesie e siee e e e 34
3.2.5. Enzim ekstraksiyonun hazirlanmasi..........cccoccveiiiiiiinniiien e 35
3.2.6. Glutatyon rediiktaz (GR) i¢in aktivite G1GUMT ...eovvvevvereerieeieiieie e 35
3.2.7. Glutatyon S-transferaz (GST) i¢in aktivite O1GUMI ...vvvvvervveririieiieieeieseeins 36
3.2.8. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) igin aktivite Olgmii.......ccocervrvervenenn. 37
3.2.9. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) i¢in aktivite O1¢UMI ........ccccvvevvervrennene 38
3.2.10. Protein tayini (Comassie- Brilliant Blue G-250)...........ccoovieiiiinencienenen 38
3.2.11. Standart grafik elde edili§i..........cceririririieiiiiiiiei e 39
3.2.12. IStatistik AaNAlZIETT ......c.cveveviiiececieteieccceeie et 39
4. ARASTIRMA Ve BULGULAR ......ooiiii e 41

4.1. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki Bitki Boyu ve Govde Cap1
Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglart............cccoooiriiiiiiiniccnee 41
4.2. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki Yaprak Alani, Yas Yaprak ve
Kuru Yaprak Agirligi Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglart...................... 41
4.3. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki Dal+Yaprak Agirligi ve
Klorofil Igerigi (SPAD Degeri) Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglart....... 42
4.4. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonunda Biiylime
Faktdrleri Uzering BKIleri.......cocoviviviiveviiiriiieceiiceeese e 43
4.5. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki GR, GST, G6PD ve 6PGD

Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkileri Ait Varyans Analiz Sonuglari............... 45
4.6. Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik...........cccooeiiiiiiiniiiiiiieiee 45
4.7. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki GR, GST, G6PD

ve 6PGD Enzim Aktiviteleri Uzerindeki EtKileri..........cccooviviirerereriieicrcrerenenes 46

4.8. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki biiyiime parametreleri, GR,
GST, G6PD ve 6PGD Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkilerine Ait
GrafIKIEE o 47



5. TARTISMA Ve SONUGC .........oooeoiveeeeeeoeeseoeeeeeeseseresseeesseeesseessseeeessesesseesseesenees
KAYNAKLAR ..o sesseeesseeseesese s s s es s e eee s e s s ses s aes e eee s

OZGECMIS

vii



SIMGELER ve KISALTMALR DIiZiNi

ACCD : Aminosiklopropan karboksilat deaminaz
CDNB : 1 kloro-2,4 dinitro benzen

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDTA : Etilendiamin tetraasetikasit

EIS : Enzim-Substrat + Inhibitdr kompleksi
EU : Enzim {initesi

F . F cetveli

G6P : Glukoz-6-fosfat

G6PD : Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

GR : Glutatyon Rediiktaz

GSH : Indirgenmis glutatyon

GSSG : Okside glutatyon

GST : Glutatyon-S-transferaz

K : Kuvvetli

KO : Kareler Ortalamasi

K* : Cok kuvvetli

Kwm : Maksimum hizin yarisina karsilik substrat kosantrasyonu
kob : Mililitredeki canli bakteri sayimi

Lsn > Lisin

M : Molarite

MA : Molekiil agirligi

mM : Milimolar

N : Analiz sayis1

NADP* : Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (yiikseltgenmis form)
NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (indirgenmis form)
0Ss : Onemlilik Derecesi

p : Probabilite degeri

R5P : Riboz 5- fosfat

Ru5P : Ribuloz 5-fosfat

RNA : Riiboniikleik asit

SD : Standart Sapma

S°X, : Her iki analizin varyansini ifade eder

T : Kritik deger

viii



Tris

VE
Vmax
V1

Z

7+
AOD/dak
ul

umol

. Trihidroksimetil aminometan
: Enzimin Hacmi

: Maksimum hiz

: Toplam Hacim

: Zayif

: Cok zayif

: Dakikada absorpsiyon farki

: Mikro litre

: Mikro mol



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesing etkisi..........cccocovevvevirienieninennnns 9
Sekil 1.2. Substrat konsantrasyonunun enzim hizina etkisi...........ccccvvveriienniieniineenninnn, 9
Sekil 1.3. Sicakligin enzim h1zina etkiSi.........ccccviiiiiiiiiiiiiiii e 10
Sekil 1.4. pH’1n enzim h1zina etkiSi........ccoooviiiiiiiiiiii e 10
Sekil 1.5. Substrat yiizeyinin enzim h1zina etkisi.........cccooeiiiiiiiiiiiiiiice 11
Sekil 1.6. Inhibitor- Substrat-Enzim EtKileSimi............cooeeveireieeieeeeseeees s 11
Sekil 1.7. Enzimlerde anahtar Kilit modeli ...........ccccoovviiiiiiiiiic e 14
Sekil 1.8. Insan eritrosit glutatyon rediiKtazinin yapiSl........c..ccevvveevereeerererensnsseseneennnns 17
Sekil 1.9. Glutatyon S-transferazin katalizledigi reaksiyon............ccocvvveveieiineninnnnnns 18
Sekil 1.10. Glutatyon S-transferazin yapist ........cccueverereieneneneseseenesie e 18
Sekil 1.11. Glukoz 6-fosfat dehidrogenazin yapisi.......coceceveriiinieniiniene e 19
Sekil 1.12. 6-fosfoglukonat dehidrogenazin yapist ........cccecvveerieiiniieiienicc e 21
Sekil 4.1. Protein tayininde kullanilan standart grafik............c.ccooovoviiiiiniiiis 46
Sekil 4.2. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin bitki boyu iizerindeki etkileri ...... 48
Sekil 4.3. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin gévde ¢ap1 tizerindeki etkileri .....48

Sekil 4.4. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin yaprak alani iizerindeki etkileri ... 49
Sekil 4.5. Fener 3 cay klonunda baz1 uygulamalarin yas yaprak agirlig1 tizerindeki

BEKIIEIT ..o 50
Sekil 4.6. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin kuru yaprak agirlig1 iizerindeki

BEKIIIT e 50
Sekil 4.7. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin dal+yaprak agirlig: tizerindeki

BEKIIEIT ..o 51
Sekil 4.8. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin klorofil igerigi tizerindeki

BEKIIEIT e 51
Sekil 4.9. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin GR aktivitesi {izerindeki

BEKIIENT v 52
Sekil 4.10. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin GST aktivitesi tizerindeki

BEKIIETT. .o 52



Sekil 4.11. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin G6PD aktivitesi lizerindeki
etkileri

Sekil 4.12. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin 6PGD aktivitesi {lizerindeki
etkileri

Xi



Cizelge 1.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

CIZELGELER DiZiNi

Geng cay siirgiinlerindeki 6nemli bilesenlerin yaklasik yiizdeleri ............... 7
Arastirmada kullanilan bakterilerin 6zellikleri..............cccceeviiieieiiiiinnens 33
Glutatyon radiiktaz i¢in aktivite ¢Ozeltileri........cocvvviviiiieiiiiiiiiie e, 35
Glutatyon S-Transferaz igin aktivite ¢OzZeltileri.......ccovvvvrirreiieienieiienns 36
Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz igin aktivite ¢Ozeltileri ......oovvvvervrieiennnns 37
6-fosfoglukonat dehidrogenaz i¢in aktivite ¢ozeltileri............ccevvvrrninnne 38

Fener 3 ¢ay klonu bitki boyu ve gévde ¢ap1 degerlerine ait varyans

ANAIZ SONUGIATT ..o 41
Fener 3 cay klonu yaprak alani, yas yaprak ve kuru yaprak agirligi
degerlerine ait varyans analiz sonuglari..........c.ccoevveiiieneneiesesesesennns 42
Fener 3 cay klonu dal+yaprak agirlig1 ve klorofil igerigi (SPAD degeri)
degerlerine ait varyans analiz sonuglari...........ccoccovvveiiniiniieninicic e 42
Mineral giibre, biyolojik giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin

fener 3 cay klonunda biiylime faktorleri lizerine etkileri...........ccoccoevveennee. 44
Fener 3 cay klonu GR ve GST degerlerine ait varyans analiz sonuglart....45
Fener 3 ¢ay klonu G6PD ve 6PGD degerlerine ait varyans analiz

SOMUGIATT ...ttt 45
Mineral giibre, biyolojik giibre ve bakteri uygulamalarin fener 3 gay

klonunda GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi lizerine etkisi........ 47

Xii



1. GIRIS

Her canli gibi insanlar da hayatlarini devam ettirebilmesi i¢in enerjiye bu enerjiyi de
elde etmek i¢in beslenmeye ihtiyac1 vardir. ilk olarak bu beslenme avcilik toplayicilik
gibi faaliyetlerden karsilanmistir. Daha sonralardan tarim faaliyetleri ortaya ¢ikmuistir.
Tarim faaliyetlerinde ilk olarak dogadan temin edilen tohum, fide, fidan gibi girdilerle
baslanmig diger girdiler olarak hava, su, hayvansal giibreler kullanilmistir (Stirmeli
2003). Klasik tarim metotlarindan sonra yani 1700°1i yillardan sonra kimyasal giibre
kullanim1 topraklarin kimyasal ve biyolojik dengesinin bozulmasina neden olmustur.
Bunun iizerine bu olumsuz durumlart ortadan kaldirmak i¢in kimyasal bilesenler
gelistirilmistir. Bu bilesenler verimliligi artirarak kiiresellesen diinyada kitle {iretimi ve

ucuz maliyet dalgasinda kimyasal kullanimini iyice artirmistir.

1.1. Organik Tarim

1.1.1. Tanim

Doganin dengesini bozmadan bitkisel ve hayvansal iiretimi yapmak i¢in yapay kimyasal
maddeler kullanmanin yerine uygun ekolojiler segerek yani kiiltiirel 6nlemler, biyolojik

miicadele ve organik kokenli girdiler kullanilarak yapilan tarim seklidir (Yiiksel 2008).

Organik tarimin amaci; hava, su ve topragi kirletmeden insan, bitki ve hayvan sagligim

korumaktir.

1.1.2. Organik tarimin 6nemi

Organik tarim yonteminde c¢evreye ve topraga olumsuz etki yapan kimyasal giibre,
ilaglama ve hormon gibi dis girdiler kullanilmaz. Organik tarim hava, su, toprak ve

cevreyi korumak icin belli kurallar dahilinde yapilir.



Uretim esnasindaki denetlemeler eksiksiz yapilir. Insan saghigina ve cevreye zarar
verebilecek bazi atiklar uygun sekilde uzaklastirilarak hastaliklarin olusumu ve yayilimi
engellenir. Tarim arazilerinin ¢ollesmesi Ve arazi alaninin azalmasi engellenir (Anonim
2011).

1.1.3. Organik tarimin temel ilkeleri

Organik tarim i¢in temel olarak 4 ilke benimsenir. Bunlar;

Toprakta tamamen pargalanmayan ve atik olarak kalan kimyasal bilesen kullanmama,
hi¢ bir sekilde kimyasal giibre kullanmama, genetigiyle oynanmamis tohum kullanma,

tirlin etiketlenmesini ve sertifikasini yaptirma (Stirmeli 2003).

1.1.4. Organik tarimda temel yontemler

1.1.4.a. Tohumluk secimi

Bu tarimda kullanilacak olan tohumlar yine organik olarak yetistirilen {riinlerden
alimmalidir. Kesinlikle tohumun genetigiyle oynanmamalidir. Tohumun melez ya da

hibrit olmasi onun organik olma 6zelligini bozmaz (Stirmeli 2003).

1.1.4.b. Bitki besleme ve toprak islah maddeleri

Topragin verimliligini artirmak i¢in kullanilmasina izin verilen bazi maddeler ahir
giibresi, kompost, pit ve torflar, tarim kireci, leonardit, organik atiklar, fosfat kayasi ve

perlittir (Stirmeli 2003).



1.1.4.c. Tarimsal miicadele maddeleri

Bitkilerde zararli madde ve mantarlarin neden oldugu hastaliklari temizlemek igin
kullanilan bilesenler bordo bulamaci, siitlegen otu suyu (yilan otu, balik otu), arap

sabunu, tiitlin suyu, ¢ig siit ve sarimsak suyu dur (Stirmeli 2003).

1.1.5. Organik tarimin avantajlar1 ve dezavantajlari

1.1.5.a. Avantajlan

Cifteiler tarafindan kullanilan sentetik kimyasallar ¢ok az veya hi¢ kullanilmamaktadir.

Bu nedenle ekolojik tarima gecis kolaylasabilir.

- Gelirlerde tirtine bagli olarak artig gozlenir.

- Kimyasal giibre kullanilmadigindan bu tarim ydnteminden tasarruf edilir.

- Ureticinin tiim iiriinlerini almas1 garanti altina alinir.

- Ekolojik iiriinlerin dig satim fiyat1 diger tirlinlere gére daha yiiksektir.

- Thrag edilen bu iiriinler daha 6nce hi¢ ulasmadig: tiiketicilere de ulasir.

- Organik tarim modeli ziraat mithendisleri i¢in yeni istihdam sahalari olusturmaktadir

(Anonim 2009).

1.1.5.b. Dezavantajlari

Hizla genclesen niifus, tiikketim diizeyinin ve gesitliliginin siirekli artmasi1 ve ¢evredeki
tilkelerin hemen hemen hepsinin tarimsal iiriin talep eden &zellikleri sebebiyle organik
tarimin (verimde meydana gelebilecek azalma nedeniyle) kisa siirede gelismesi zor

goriinmektedir.

Organik tarim metodunda bitkisel iiretimde meydana gelen sorunlarin sebebi arazilerin

birbirine ¢ok yakin, kiigiik ve parcali olmasidir. Bu sebepten dolayr organik iiretimi



olumsuz etkiler. Ciinkii organik tirlinler, tarim yapilan bir yerde veya g¢evresinde liretim

yapilan klasik tarim modelindeki kullanilan kimyasallardan etkilenir.

Bu organik iiriinler pazarlamalarda daha yeni ve belirsiz konudur. Bu nedenle yeterli

tarimsal yayimlar ve yeterli elemanlarin bulunmamasi dezavantajdir (Anonim 2009).

1.2. Organik Tarimda Yararh Mikroorganizmalar

Organik atik ve kalintilar1 pargalayan, atmosfer azotunu fikseden, bitki hastaliklarini ve
toprak kokenli patojenleri bastiran, pestisitlerin zararli etkisini yok eden, besin maddesi
dongiisiinii artiran ve bitki gelisimini tesvik eden vitamin, hormon ve enzim gibi
biyoaktif maddeleri iiretenler yararli mikroorganizmalar olarak simiflandirilirlar. Bitki
gelisimini tesvik edici mikroorganizmalar basta organik ve iyilestirilmis olmak {izere

tarimda biyolojik giibre olarak kullanilmistir.

Fotosentez bakterileri, yararli mikroorganizmalar i¢inden en etkili olan1 ve diger yarali
mikroorganizmalara destek veren yasamlarini kendi kendilerine siirdiiren bakterilerdir.
Bu bakteriler, giines 1sinlarin1 ve topragin 1sisint enerji kaynagi olarak kullanarak; kok
salgilarindan, organik maddeden veya zararl gazlardan (6rnegin, hidrojen siilfiir) yararl
maddeler sentezlerler. Yararli maddeler ise niikleik asitler, aminoasitler, biyoaktif
maddeler ve sekerlerden olusmaktadir ve bunlarin timi bitkilerin gelismesini ve
biiyiimesini tesvik etmektedir. Bu yararli maddeler dogrudan bitkiler tarafindan
emilirler ayrica bakterilerin daha da g¢ogalmasi i¢in biiylime ortami saglarlar. Bu
yiizden, topraktaki fototropik bakterilerin artig1 diger yararli mikroorganizmalara olumlu
etki yapacaktir. Ornegin, fototropik bakterilerin salgiladigi azotlu bilesiklerin
(aminoasitler) varligindan dolay1 kok g¢evresinde VA (vesicular-arbuscular) mikoriza
artmistir (Anonim 2007a). VA mikoriza, topraktaki fosfatlarin ¢6ziiniirliigiine pozitif
etki yaparak normalde bitkilerin alimi i¢in ¢dzeltide olmayan fosfatlari ¢ozeltiye
gegmesini saglar. VA mikoriza, Rhizobium ve azot fikseden azoto bakterileriyle birlikte

bulunabilir ve baklagillerin havadaki azottan faydalanma siiresini artirir.



Laktik asit bakterisi, mayalarin ve fotosentez bakterilerinin olusturdugu sekerler ve
diger karbohidratlardan laktik asit olusumunu saglar. Bununla birlikte, laktik asit
kuvvetli olarak istenmeyen bakteri arindiricisidir. Pestisitlerin etkisini azaltir, lignin ve
seliiloz gibi ve diger organik maddelerin bozulmasini artirir, bu maddeleri topraga
hicbir zarar vermeden uzaklastirir ve bitki hastaliklarina neden olan popiilasyonlari

engeller (Anonim 2007a).

Fotosentez bakterileriyle birlikte yasayan bakteriler ve mantarlar arasinda bir yapiya
sahip olup fotosentez bakterileri ve organik madde tarafindan elde edilen
aminoasitlerden istenmeyen bakteri ve =zararli mantarlarin etkisini azaltan
antimikrobiyal maddeler {retirler. Bdylece, topragmn kalitesini artirirlar (Anonim
2007a).

Aspergillus ve Penicillium gibi kiifler diger yararli mikroorganizmalar gibi organik
maddelerin hizla bozulmasina yol acarak bocek kurtguklarini engelleyen ve koti

kokular1 gidermesini saglayan ester ve antimikrobiyal maddeler tiretir (Anonim 2007a).

Toprakta yararli mikroorganizmalar arttik¢a, yerli etkin uygulamalarin popiilasyonu da
giderek artar. Boylece, mikro flora zenginlesir ve topraktaki mikrobiyal ekosistemler iyi
dengelenir. Zararli uygulamalarin artist Onlenir. Bdylelikle topraktan kaynaklanan
hastaliklar etkisizlestirilir (Anonim 2007a).

Mayalar, bitkilerin biiylimeleri i¢in gerekli olan antimikrobiyal ve faydali maddeler
sentezlerler, aktif bir sekilde hiicre ve kok boliinmesini tetikleyen hormonlar ve
enzimler gibi biyoaktif maddeler iiretirler ve laktik asit bakterilerine ve aktinomisetlere

biiylime ortami saglar (Anonim 2007a).

1.3. Cay Bitkisi

Latince ad1 (Camellia Sinensis) olup (theaceae) ailesindendir. Cayin yapraginin olgun

olusu cayin ¢esidine gore degisir. Yapragin uzunlugu 3,8-25 cm arasinda degisir. Cayin



dis goriiniisiine gore ii¢ cesidi vardir. Bunlar Cin ¢ayi, Assam ¢ayr ve Kambogya
cayidir. Tiirkiye’de ¢ayin biitiin bu ¢esitleri yetisebilir. Tiirkiye’de ¢cay Dogu Karadeniz
bolgesinde yetismektedir. Aslinda Dogu Karadeniz de yetisen bu c¢aylar Cin gaylari
olarak bilinir (Icen 2008).

Cayin kokeni Cin’de baslamistir. Once Hindistan, Japonya daha sonra Seylan, Giiney-
Dogu Asya, Pakistan, Iran ve Rusya'ya, 1900-1915 aras1 Kenya, Tangonika, Rodezya,
Nyazaland, Uganda, Mozambik gibi Afrika tilkelerine yayilmistir (Kagar 1991).
Tiirkiye’ye 1924 yilinda Rusya’dan getirilen tohumlarla cay yetistirilmeye baglanmaistir.
Daha sonra tiretim artmig ve yaklasik yilda 77 bin hektar alanda 2 milyon ton yas cay
yapragi (217 bin ton kuru ¢ay yapragi) elde edilmistir (Anonim 2007b). Tirkiye %6’ ik
cay Uretimiyle diinyada 5. siradadir. Kisi basma 2,2 kg'h asan yillik tiiketim ile
Hindistan, Cin, Rusya, Ingiltere, Irlanda, Irak ve Kuveyt'ten sonra gelmektedir (Owuar
and Chavanji 1986).

1.3.1. Yesil cayin kimyasal yapisi

Cay yapraklarinda bulunan kimyasal bilesenler iklime, 15181 gérme agisina ve topragin

verimliligine gore degisir.



Cizelge 1.1. Geng ¢ay siirgiinlerindeki onemli bilesenlerin yaklasik yiizdeleri (Hilton
1973; Kirk and Othmer 1983)

Bilesen % Miktar1 (Kuru madde iizerinden)
Soguk suda ¢bziinenler
Flavanoller :  Epigallokatesin gallat 9-13
Epigallokatesin 3-6
Epikotesin gallat 3-6
Epikatesin 1-3
Gallokatesin 1-2
Katesin 1-2
Flavonoller ve flavonol glikozitler 3-4
Flavondioller (Leucoantosiyanidler) 2-3
Fenolik asitler 4
Fenolik maddeler toplami 30
Kafein 3-4
Aminoasitler 4
Karbonhidratlar 4
Organik asitler 0.5
Sicak suda kismen ¢dziinenler
Polisakkaritler: Nisasta 25
Digerleri 12
Protein 15
Inorganik maddeler 5
Suda ¢oziinmeyenler
Seliiloz 7
Lignin 6
Lipidler 3
Pigmentler 0.5
Ucucu maddeler 0.01-0.02

Fenolik maddeler (polifenol) cayin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Flavanoller,
flavonoller ve flavonol glikozitler, flavandioller ve fenolik asitlerden olusur. Cayin
islenmesi sirasinda onemli ve miktarca en fazla bulunan flavanoller katesinler ve
gallokatesinler ile beraber bunlarin gallatlar1 olusturmaktadir. Cay yapragi yaslandikca

polifenol miktarinda azalma gozlenir.

Cayin aranan bir icecek olmasinin bir 6nemli nedeni de igerdigi alkoloid maddelerdir.
Caydaki alkoloid miktar1 ilk 1827'de Oudry tarafindan bulunmustur (Anonim 2007a).
Kuru caym yaklasik %15-23’i proteinler ve aminoasitlerden olusmustur. Cayda
bulunan bu proteinlerin ¢ogunlugu suda ¢oziinmezler. Yaygin olan aminoasitlerin yani

sira gaya Ozgii olarak theanin bulunmustur.



Cayin %4’tinii olusturan karbohidratlar sakkaroz, fruktoz, maltoz, glikoz, arabinoz,

riboz, rafinoz ve ramnoz gibi sekerlerden olugmustur.

Klorofil ¢ayda %5 oraninda bulunmustur.

1.4. Enzimler

1.4.1. Tanmim

Kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran biyomolekiillere denir (Smith 1997). Hemen
hemen enzimlerin hepsi proteindir. Enzimin {irline doniistiirdiigii maddeye substrat
denir. Bir canli hiicresinde meydana gelen reaksiyonlarin yaklasik hepsi enzime ihtiyag
duyar. Yani her reaksiyonun kendine ait enzimi vardir. Enzimlerde katalizorler gibi
tepkime sonucunda tilkenmezler ve reaksiyon dengesini degistirmezler. Enzimler
katalizorlerden ayiran en Onemli Ozelliklerinden biride sipesifik olmasidir. Enzim
aktivitesine etki eden aktivator ve inhibitdr denen kavramlar vardir. Aktivator enzimin
aktivitesini artirirken inhibitor enzim aktivitesini azaltir. Ayrica bu aktivite sicaklik, pH,
substrat konsantrasyonu, iyonik siddet, aktivator - inhibitér konsantrasyonu ve basing

gibi etkenlerden etkilenir.

1.4.2. Enzim aktivitesini etkileyen unsurlar

1.4.2.a. Enzim konsantrasyonu

Enzim aktivitesi, diger sartlarin sabit tutulmasi kosuluyla enzim konsantrasyonuyla

dogru orantilidir (Anonim 2007c¢).



Reaksiyon Hizi

Enzim yogunlugu

Sekil 1.1. Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (Anonim 2007c)

1.4.2.b. Substrat konsantrasyonu

Enzim miktar1 sabit tutuldugunda substrat miktar1 artirilirsa enzim hizi1 yani aktivitesi
artar. Tepkime hizi en yiiksek noktaya ulastifinda enzim hizi sabit kalir. Optimum
substrat konsantrasyon degerleri iizerindeki substrat derisimleri enzim hizina pozitif

katki saglamazlar (Anonim 2007c).

X = doyma noktasi

Reaksiyon Hizi
K

Substrat yogunlugu

Sekil 1.2. Substrat konsantrasyonunun enzim hizina etkisi (Anonim 2007c)

1.4.2.c. Sicaklik

Sicaklik artirildiginda enzim hizinda artma goézlemlenir. Sicaklik belli bir seviyeye
geldiginde enzim hizinda ani diismeler olur. Ciinkii proteinler tiirlerine gore farkh
sicakliklarda denatiire olurlar. Enzim hizinin maksimum oldugu nokta optimum

sicakligi verir (Anonim 2007c).
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Reaksiyon Hiz:

optimum
sicakhik

Sekil 1.3. Sicakligin enzim hizina etkisi (Anonim 2007c¢)

1.4.2.d. pH degeri

pH ortamin asit veya baz olusunu agiklar. 0-14 arasinda degisir. Her enzimin kendine ait
aktif oldugu farkli pH araliklari vardir. Enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH

noktasi o enzimin optimum pH’sin1 verir (Anonim 2007c).

Reaksiyon Hiz:

Sekil 1.4. pH’1n enzim hizina etkisi (Anonim 2007c)

1.4.2.e. Substrat yiizeyi

Enzimler etkilerini substratin dis ylizeyinden baglayarak gergeklestirdikleri i¢in, substrat

ylizeyinin artigtyla enzim aktivitesi arasinda dogru oranti vardir (Anonim 2007c).
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Reaksiyon Hizi

Substrat ylzeyi

Sekil 1.5. Substrat yiizeyinin enzim hizina etkisi (Anonim 2007c)

1.4.2.f. Su

Bir reaksiyonun gerceklesmesi i¢in molekiillerin birbirine ¢arpigmasi gerekir yani
taneciklerin hareket kabiliyetini artiran bir ortam olmasi gerekir. Bu hareketli ortami da
su saglar. Enzimlerde aktivitelerini gdsterebilmeleri i¢in sulu ortama ihtiyag duyarlar.

Ortamin suyu %15’in altina diiserse enzimler ¢aligmazlar (Anonim 2007c).

1.4.2.g. inhibitorler

inhibitar "

<D

Aktif
Merkez
Enzim
Inhibitér enzimin aktif inhibitor, substarin aktif merkeze
merkezine baglanir. baglanmasini engeller.

Sekil 1.6. inhibitdr- Substrat-Enzim Etkilesimi (Anonim 2007c)

Inhibitdrler enzim aktivitesine negatif etki yapan bilesiklerdir. Buna inhibisyon denir.

IKi gesit inhibisyon vardir;
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Déniisiimsiiz inhibisyon

[naktif olan enzimin bir daha aktif olmama durumudur.

Doniisiimlii inhibisyon

Inaktif olan enzimin kosullar saglandiginda tekrar aktif olma durumudur. Dért ¢esidi

vardir;

- Yarigmali inhibisyon
- Yar1 yarismali inhibisyon
- Yarigmasiz inhibisyon

- Karigik inhibisyon

Yarismah inhibisyon

Bu inhibisyon cesidinde inhibitdr substratla yarisma halindedir. ikisi de enzimin bir
aktif bolgesine baglanmak ister. Hangisinin konsantrasyonu ve baglanma ilgisi biiyiikse
aktif bolgeye o baglanir. Bu tip inhibisyonlarda Ve degeri degismezken Ky degeri
artar. Burada;

Vmax enzim aktif bolgesinin tamaminin substratla doldugu andaki hizdur.

Kwm i1S€ Vimax'1n yarisinin oldugu substrat konsantrasyonudur.

Yar1 yarismah inhibisyon

Inhibitér enzime degil enzim-substrat kompleksine baglanir. Olusan EIS (Enzim-

substrat+ inhibitdr) inaktif olur.
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Yarismasiz inhibisyon

Burada enzimin iki aktif bolgesi vardir substrat ve inhibitdr ayri ayri yerlere

baglandigindan yarismasizdirlar. Burada Ky degismezken Vmax azalir.

Karisik inhibisyon

Bu tiir inhibisyon yari yarigmali olana benzer, ama enzim-inhibitor-substrat (EIS)

kompleksinde kismi enzim aktivitesi vardir.

1.4.3. Enzimlerin yapilari

Enzimler genelde kiiresel yapida olup 62-2500 adet aminoasite kadar yapilari mevcuttur
(Chen et al. 1992). Az sayida RNA temelli enzimler de vardir. Bunlarin en bilindik
olani ribozomdur. Bunlara RNA enzimi ya da ribozim adi verilir. Cogu enzimler
substratindan ¢ok daha biiyliktiirler. Enzimin 3-4 aminoasit kadar ¢ok kiigiik bir boliimii

katalizle dogrudan iliskilidir (Anonymous 2007). Bu kiiciik bolgeye aktif bolge denir.

Cogu proteinler gibi enzimlerde uzun aminoasit zincirinden meydana gelip bu zincirler
katlanip enzime {i¢ boyutlu yap1 goriintiisiine kazandirir ve her aminoasit zinciri 6zgiil
yap1 0zelligi olusturur. Genelde enzimler 1s1 ve kimyasal etmenlere maruz kaldiginda
denatiire olurlar. Bir enzimin denatiire olmas1 demek ii¢ boyutlu yapisinin agilmasi ve
inaktif olmast demektir. Bu denatlirasyon enzimin tiiriine gore donilislimli ve

doniisiimsiiz olabilir. Dontisiimlii denatiirasyona renatiirasyon denir.

1.4.4. Enzimlerde ozgiilliik

Enzimler hangi reaksiyonu katalizleyecegi ve hangi substrata etki edecegi konusunda

Ozgiildiirler. Enzim ve substrat sekil, yiik ve hidrofilik/hidrofobik bakimindan birbirinin
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tamamlayicisidir. Enzimler ilaveten steroizomerik, yonsel ve kimyasal 6zgiilliik de

gosterebilirler (Jaeger and Eggert 2004).

En yiiksek seviyede oOzgiillik ve dogruluk gosteren enzimlerin “prova okuma”
mekanizmalar1 vardir. DNA polimeraz gibi bir enzim, birinci asamada bir reaksiyonu
katalizler, ikinci asamada da sentezlenen iiriiniin dogru olup olmadigini kontrol eder
(Hubscher and Shevelev 2002). Bu iki adimli siire¢ sayesinde ortalama hata orani ¢ok
¢ok az olur; yani 100 milyon reaksiyonda 1'den az olur (Berg et al. 2002). Zenkin et al.
(2006)’e gore benzer prova-okuma mekanizmalart RNA polimeraz, aminoasit tRNA

sentetaz ve ribozomlarda da mevcuttur.
1.4.5. Enzimlerde anahtar kilit modeli

Enzimler hangi tepkimeyi katalizledikleri ve ya bu tepkimeye hangi substratin girmesi
bakimindan se¢ici davranirlar. Fischer (1894)’e¢ goére bunun nedeni, enzim ve
substratinin geometrik sekilleri bakimindan birbirinin tamamlayicist olmasidir. Bu
"anahtar kilit" modeli olarak adlandirilmistir. Bu model enzim 6zgiilligiinii agiklasa bile
gecis halinin enzim tarafindan stabilizasyonunu agiklamaz. "Anahtar ve kilit" modeli
yetersiz sayilmakta ve bunun yerine "indiiklenmis uyum" modeli en yaygin olarak

kabul edilen enzim-substrat-koenzim seklidir.

lmadde larin,  Grdn

’
o Kmadde ,_._,
enzim b enzim " ( enzim

Sekil 1.7. Enzimlerde anahtar kilit modeli

Koshland (1958) anahtar ve Kilit modelinin bir degisik versiyonunu ileri siirmiistiir.

Enzimler goreceli olarak esnek yapidadir. Bundan dolayr substrat enzimle etkilesirken
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aktif bolgenin sekli devamli substrat tarafindan degistirilmistir (Koshland 1958). Bunun
sonucu olarak, substrat sadece hareketsiz bir aktif bolgeye baglanmaz, ayni zamanda
aktif bolgeyi olusturan aminoasit yan zincirleri bigim alarak enzimin katalitik islevini
yerine getirmesini saglar. Bazi durumlarda, Ornegin glikozidazlarda, substrat
molekiiliide aktif merkezle etkilesirken durumunu biraz degistirmistir (Vasella et al.
2002). Substrat tamamen aktif merkezle etkilesene kadar aktif merkez seklini degistirir

ve o noktada seklin ve ylikiin en son hali belirlenmis olur.

1.4.6. Kofaktor ve Koenzim

1.4.6.a. Kofaktor

Bazi enzimler reaksiyonu katalizlemek igin ek bir faktore gerek duymazlar bunlara basit
enzim denir. Fakat diger enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in, kofaktér denen, protein
olmayan molekiillere ihtiyag duyarlar (De Bolster 1997). Kofaktorler inorganik veya
organik bilesiklerdir. Organik kofaktorler ya prostetik grupturlar, bunlar enzime sikica
baglhdir ya da koenzimdir, bunlar tepkime sirasinda enzimin aktif bolgesinden salinirlar.
NADH, NADPH, FAD ve ATP koenzimler arasindadirlar. Bu molekiiller enzimler
arasinda kimyasal gruplari tasirlar (De Bolster 1997). Ornegin karbonikanhidraz
kofaktor iceren enzimdir. Kofaktére ihtiyag duyan fakat bunlara bagli olmayan
enzimlere apoenzim veya apoprotein denir. Kofaktoriiyle birlikte olan apoenzime

holoenzim denir.

1.4.6.b. Koenzim

Koenzimler kimyasal gruplari bir enzimden diger enzime aktaran kii¢iik organik
molekiillerdir (Wagner and Folkers 1964). Bunlara 6rnek olarak vitaminler riboflavin,
tiamin, ve folik asit verilebilir. Vitaminler viicutta iiretilemezler ve disaridan alinmasi

gerekir.
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1.4.7. Enzimlerin biyolojik islevi

Enzimlerin canlilar iizerinde ¢ok cesitli islevleri vardir. Bunlara 6rnek olarak; sinyal
iletimi ve diger islevlerin diizenlenmesinde kinaz ve fosforilaz (Hunter 1995), hareketi
saglamak i¢in miyozin, aktif tasima yapan iyon pompalar1 sayimi i¢in ATPaz (Berg et
al. 2001), ates boceklerin 151k tiretimi igin lisuferaz gibi enzimler rol oynar (Meighen
1991). Enzimlerin bir baska 6nemli iglevi de nisasta ve protein gibi biiyiik molekiillerin
amilaz ve proteaz gibi enzimlerle parcalanarak ince bagirsaktan emilimini saglar.
Canlilardaki metabolik olaylar ¢ok hizli olmalidir bu da ancak enzimler tarafindan

saglanir.

1.5. Baz1 Antioksidan Enzimler

Antioksidan enzimlerin diger bir adi oksidorediiktaz enzimlerdir. Yani indirgenme-

yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

1.5.1. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7), oksidorediiktaz enzim sinifindandir (Angelucci et al.
2008). Yiikseltgenmis glutatyonun NADPH sayesinde indirgenmesini katalizleyen,
metal icermeyen bir flavoproteindir (Can 2010). Bu enzimin katalizledigi reaksiyon

asagidaki gibidir;

NADPH + H"+ GSSG ——NADP" + 2GSH

Glutatyon rediiktazin yapisal 6zellikleri sunlardir;

Insan eritrosit GR’si 478 aminoasitten meydana gelmektedir. Birbiriyle baglantil iki alt
birimi vardir. Alt birimler molekiiler ekseni ¢aprazlayan bir disiilfiir bag: ile kovalent
bagli olarak birbirine baglanmaktadir (Pai and Schulz 1983). (NH,—) esnek olan ucu on



17

sekiz aminoasitten olusmaktadir. Polipeptit zincirinin diger kismi geometrik olarak
diizenlenmis 4 bolgeden (domain) olusmaktadir. Zincir boyunca uzanan bastaki ilk
birinci bolge FAD’yi ikinci bolge ise NADPH’yi baglar; iki alt birim arasinda yer alan
ticlincii bolge GSSG’nin {iriine doniistiigii bolgeyi gosterir ve son olarak da dordiinci
bolge bahsedilen bu ii¢ bolge arasinda da merkezi bir bolge oldugu diisiiniilmektedir
(Douglas 1987).

Sekil 1.8. insan eritrosit glutatyon rediiktazinin yapisi (Pai and Schulz 1983)

1.5.2. Glutatyon S-transferaz (GST)

[k olarak 1879 yilinda Meister ve ark. tarafindan kdpek idrarinin izole edilmesiyle
dolayli olarak bulunan Glutatyon S-transferaz (E.C.2.5.1.18) enzimleri hiicreyi
sitotoksik ve genotoksik streslere karsi koruyabilen ¢ok yonlii polimorfik bir izoenzim

siifidir (Habdous et al. 2002). Bu enzimin katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir;

CNDB + GSH ——— GS-NDB + HCI

CNDB (1-cloro 2,4-dinitrobenzen)
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Cl

s °
NO: GST NO,
+ GSH —» + HCl

Sekil 1.9. Glutatyon S-transferazin katalizledigi reaksiyon

Alt birimlerinin molekiiler agirliklar1 23-27 kda arasinda degisir (Giiven 2003).
Homodimer ve heterodimer olarak dimerik protein yapisina sahiptirler (Giiven 2003).
Her bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur. Her bir GST monomerinin polipeptid
zinciri kisa baglayict bolgelerce birbirine baglayan iki bolgeden meydana gelmektedir.
N-terminal bolge bir B-tabaka ve li¢ a-heliks yapisinda sahip yaklasik 80 aminoasitten
olusan GSH'in baglanma bolgesi (G bdlgesi) ve hidrofobik elektrofillerin baglanmalari
icin ihtiya¢ duyulan H boélgesinden olusmaktadir, C-terminal bolge kalan 5 veya 6 a-
heliks yapisindaki aminoasidi igerir (Tuna 2008).

Sekil 1.10. Glutatyon S-transferazin yapis1 (Oakley et al. 1997)

1.5.3. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)

Glukoz-6-fosfat ~ dehidrogenaz ~ (D-glukoz-6-fosfat;  NADP®  oksidorediiktaz,
(E.C.1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol enzimidir (Shannon et al.

2000). Katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir;



19

Glukoz 6-fosfat + NADP* —————6-fosfoglukona-1,5-lakton + NADPH

Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz enziminin yapisi

- Deoksiriboniikleik asit (DNA)’da gen uzunlugu 18,5 kb, ekzon sayis1 13 kodlanan
ekzonlar 12, mRNA da niikleotit sayis1 2269, 5’kodlanmayan bolge 69, kodlanan bdlge
1545, 3’kodlanmayan bdlge 655, proteinde aminoasit sayisi 515, molekiiler agirlik
59265 Da, aktif enzimin molekiillerinin alt birim sayis1 2 veya 4, her alt birimdeki
NADP"’ya baglanan molekiil sayis1 1 ve molekiiler spesifik aktivite 1 EU/mmol’dur
(Hopa 2010).

Yapisal NADP’

Sekil 1.11. Glukoz 6-fosfat dehidrogenazin yapisi (Kotaka et al. 2005)

1.5.4. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD)

1.5.4.a. Pentoz fosfat yolu

ATP’nin yani sira yagam hiicrelerinde gereksinimdeki indirgeyici biyosentez igin bir
indirgeme giicli ya NADH ya da NADPH formundadir. Ayrica her iki piridin niikleotidi
cok benzerdir. Onlar hiicrede farkli amagclar i¢in kullanilir ve birbirleriyle etkilesmezler.

NADH temel olarak ATP’nin tretiminde kullanilirken NADPH 0Ornegin yag asiti
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biyosentezi ve stereoid biyosentezi gibi diger indirgeyici biyosentez olaylarinda
kullanilir. Bu farki miimkiin kilmak i¢in NADH ve NADPH kullanimi ve iiretiminde
igerilen sipesifik enzimler i¢in yiiksek kofaktor olmalidir. Hem metabolik oksidasyon
hem de indirgeyici hiicreler i¢in [NAD']J/[NADH] ve [NADP']/[NADPH] oranlari
sirastyla yaklagik 1000 ve 0,01 de tutulmalidir. Pentoz fosfat yolu NADPH ve riboz 5-
fosfat icin onemli bir kaynaktir. Niikleik asit ve niikleotitlerin sentezi igin hiicreye

Ribuloz 5- fosfat (Ru5P) saglar (Cook 2002).

1.5.4.b. 6-fosfoglukanat dehidrogenaz

Cook (2002)’ a gore 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (E.C.1.1.1.44) ¢ogu tiirlerinde her
birinin alt birimi i¢in molekil agirligi 51000 Da’ dur. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
pentoz fosfat yolunun ii¢iincii adiminda vardir. Bu enzim NADP”nin NADPH’a
indirgenmesiyle 6- fosfoglukonat’dan Ribuloz 5 fosfat ve CO; iiretimini katalizleyen
enzimdir. Bu enzim oksidatif dekarboksilaza bagli olunan piridin niikleotidin sinifina
aittir. Bu enzim smiflarn CO; ve keton ireten [-hidroksiasitin oksidatif
dekarboksilasyonu katalizlemek igin kofaktér olarak NAD® ve NADP® piridin
niikleotidlerinden birini kullanir. Malik enzim gibi bu smif enzimlerin ¢ogu sipesifik
reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in divalent metal iyonun varlig1 gereklidir (Hsu and Lardy
1967). Metal iyonu, orta ketonun dekarboksilasyonun da igerilen Levis asidi olarak
gorev yapmast amaglanmistir (Cook 2002). 6PGD enziminin katalizledigi reaksiyon

asagidaki gibidir;

6-fosfoglukonat + NADP* ——— Ribuloz 5-P + NADPH + H" + CO,

1.5.4.c. 6-fosfoglukonat dehidrogenazin yapisi

Son zamanlarda X-Ray g¢alismalarda 6PGD nin bir apoenzim oldugunun yan sira ikili
enzim-substrat kompleksinden ibaret oldugu da bulunmustur. Schizosaccharomyces
pombe hari¢ ¢gogu 6PGD homodimer yapisindadir. Her bir monomer {i¢ domain igerir.

[lk domain bir den yiiz yetmis alt1 ya kadar rezidii uzunlugunda bir paf domainidir. Bu
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proteinleri baglayan tipik bir diniikleotiddir. ikinci domain C-terminus de agikca ikincil
yapist olmaksizin kuyruguyla 177 den 434 uzunlugunda bir helikal yapidadir. Bu
kuyruk karsit alt birimin yerlerini aktiflestirmesine katkida bulunur. Enzim-substrat
kompleksi, kimyasal reaksiyonun yani sira 6PG’nin baglayici rezidiilerini belirlemeye
yardim eder. Fonksiyonel iki tiyesi vardir. Lys (Lizin) 183 ve Asn (Asparagin) 187
6PG’nin 3 hidroksi grubunda ki mesafesini hidrojen bagiyla baglar. Asn 187
iyonlasamadigindan dolay1 uygun sekilde pozisyonu olan Lys 183 temel igin en iyi
tiyedir (Cook 2002).

’
"
= » o
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Sekil 1.12. 6-fosfoglukonat dehidrogenazin yapisi (Adams et al. 1994)
1.6. Calismanin Amaci

Bitkinin biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan temel besin elementlerinden olan azot
ve fosfor, cesitli nedenlerle topraktan uzaklastirildigindan azotlu ve fosforlu
giibrelemeye siirekli ihtiya¢ duyulmaktadir. Yiiksek verim icin kacinilmaz bir faktor
olan besin maddesi gereksiniminin karsilanmasinda kimyasal giibrelerin kullanilmasi
tilkemizde her gecen yil artis gostermektedir. Ancak kimyasal giibrelerin tiretimi yiiksek
maliyet gerektirdigi gibi liretim silireglerinde yenilenemeyen kaynaklarin tiilketimine ve
cevre kirliligine neden olmaktadir (Cakmak¢i ve Erdogan 2012). Konvansiyonel
tarimda girdi maliyetlerinin artmasima ragmen, ulagilabilecek sinirlara varildigindan,
verim diismeye baslamistir. Kimyasal giibrelerin kiiresel azot dengesi, yeralti sularinin
kirlenmesi, kimyasal kirlenme riskinin artmasi ve atmosferik azot oksitler basta olmak

lizere sera gazlarmin artmasi gibi bir¢ok olayda olumsuz etkileri bulunmaktadir


http://en.wikipedia.org/wiki/File:PDB_1pgq_EBI.jpg
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(Cakmake1 2005; Cakmake1 ve Erdogan 2012). Azot giibresi iiretimi ve kullanimi ile
birlikte artan g¢evre tahribi alternatif teknolojilerin gelistirilmesini zorunlu kilmakta,
giibre azotuna cevresel olarak kabul edilebilir biyolojik kaynaklarin arastirilmasi,

adaptasyonu, gelistirilmesi ve benimsenmesini 6nemli bir hedef haline getirmektedir.

Bu calismada farkli bolgelerden izole edilerek tanilanan bazi biyolojik ve kimyasal
giibrelerin yani sira bakterilerin ayr1 ayr1 fener 3 ¢ay klonuna asilanarak bitki gelisimi
tizerindeki etkileri belirlenmistir. Biiyiimeyi tesvik edici 6zelliklerinin tespiti i¢in, bitki
boyu, govde ¢api, yaprak alani, kuru ve yas yaprak agirliklari, dal+yaprak agirligi ve
klorofil igerigi Olglimleri yapilmistir. Ayrica bu arastirmada ozellikle antioksidan
enzimlerden, glutatyon metabolizmasi enzimleri olan glutatyon rediiktaz ve glutatyon
S-tarnsferaz ile pentoz fosfat yolu enzimlerinden glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve 6-
fosfo gkukonat dehidrogenaz enzim aktiviteleri belirlenerek, uygulamalarin bitki
biiyiimesi lizerindeki etkilerinin biyokimyasal mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinilmesi
amaglanmistir. Bakterilerin kullanimiyla bitki antioksidan enzim aktivitesi artirilabilirse
bitkisel gelisme ile birlikte bitkilerin stres kosullarina dayanikliligi artirilabilir. Bitki
gelisimini tesvik edici bakterilerin antioksidan ve pentoz fosfat yolu enzimleri {izerine
etkileriyle birlikte farkli stres kosullarina dayanikliligini bakteriler kullanilarak artirip
artirllmayacagi lizerine arastirma yapmaktir. Antioksidan savunma sistemi iizerine
bakterilerin etki etmesi durumunda gelecekte stres kosullari altinda bitki gelisimini
tesvik edici bakteri agilamalarin 6nemini artiracak ve yeni bir arastirma ve uygulama
alan1 ortaya cikacaktir. Bu nedenlerle bu arastirmada bitki gelisimini tesvik edici
bakteriler kullanilarak cay fidanlarinda gelisme parametrelerine ilave olarak yaprak

enzim aktivitelerini degistirip degistirmedigini arastirilmasi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Organik tarimin gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi siirecine katkida bulunmak amaciyla
cay bitkisi lizerinde gergeklestirdigimiz ¢calismalarimizin farkli tarim tirtinleri tizerindeki

benzerlerini gormek miimkiindjir.

Singh et al. (2007)’in yaptig1 ¢alismada, farkli organik diizenleyiciler (Actinomycetes,
bakteri, mantar ve BGA) kullanarak piring verimi lizerindeki etkilerini incelemistir.
Ilgili mikroorganizmalar1 tek tek ya da birlestirerek uygulamis ve piring verimi iizerinde
kontrole kiyasla %114 ile 117 oraninda artis gézlemlemistir. Piring bitkisine uygulanan
mikroorganizmalar, hastalik ve bdcek saldirisindan da koruma saglamigtir. Bu
mikroorganizmalar vasitasiyla elde edilen organik giibrenin uygulandigi piringlerde
dehidrogenaz ve fosfataz enzim aktivitelerinde onemli artislar belirlenmistir. Topraktaki
organik karbon ve fosfor icerikleri kimyasal glibre uygulamanin yan1 sira organik tarim

metotlar1 da uygulandiginda kontrole kiyasla 6nemli derecede artis belirlemistir.

Piring bitkisi lizerine ilgili mikroorganizmalar1 birlestirerek muamele ettiginde Mn, Fe,

Zn ve Cu igeriginde de artis gézlenmistir (Singh et al. 2007).

Basinskiene et al (2011) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada geleneksel tarim ve organik
tarimla yetistirilen bazi tahillarda hidrolitik (a-amilaz, endoksilaz, proteaz) enzimlerin
aktiviteleri karsilastirilmistir. Bu amagla 2009 yili boyunca hasat edilen 3 gesit yulaf, 6
cesit arpa, 3 ¢esit cavdar 4 ¢esit te bugday alinmigtir. Tahillarda organik uygulamalar ve
klasik uygulamalarda olmak iizere sirasiyla, a-amilaz aktivitesi 224 ten 1335 e kadar ve
814 den 1546 ya kadar, endoksilaz aktivitesi 0,13 ten 0,65 e, ve 0,06 dan 0,15 e kadar
ve proteaz aktivitesi ise 4,89 dan 4,95 e ve 4,87 den 4,95 e kadar degistigi
belirlenmistir. Bu veriler organik bugday, ¢avdar, yulaf klasik tarimla kiyaslandiginda
a-amilaz aktivitesinin diisiik oldugu gozlemlenmistir. Ayrica ¢avdar, arpa ve yulafta

klasik tarima kiyasla endoksilaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Aksine
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arpadaki a-amilaz aktivitesi ve bugdaydaki endoksilaz aktivitesi zit yonde gelismistir.

Ayni uygulamalarda proteaz aktivitesinde anlamli degisiklik saptanmamustir.

Domates bitkisinde yapilan baska bir arastirmaya gore, organik tarim ile geleneksel
tarim kosullarinda C vitamini ve fenolik madde igeriklerine bakilmistir. Ancak organik
uygulamalarin C vitamini {izerinde olumlu etkileri gdzlenmemistir. Enzim aktiviteleri
bakimindan degerlendirildiginde, organik uygulamalarla elde edilen domates
meyvelerindeki fenilalanin amonyak liyaz (PAL) enzim aktiviteleri klasik
uygulamalarla elde edilen meyvelerdeki aktiviteden %139 daha yiiksek ¢ikmistir. Lipid
peroksidaz (LPO) ve Siiper oksit dismutaz (SOD) aktiviteleri de organik tarim
uygulamalariyla elde edilen domateslerde %60’lara kadar yiiksek ¢ikmistir (Aurelice et
al 2013).

Gurdeep and Sudhakara (2013)’in yaptig1 ¢alismada, PSBs (Fosfat ¢oziicli bakteri) ve
RP (fosfat kaya) giibresini kullanarak topragin fizikokimyasal 6zelliklerini nasil
degistirdigini ve musir ile bugday bitkisinin gelisimini nasil etkiledigini incelemiglerdir.
RP giibresinin yani sira fosfat ¢oziicii bakterilerin asilanmasi organik sahada misir ve
bugday verimini Onemli derecede artirdigini goézlemlemislerdir. Bu uygulamalar
topragin uzun siireli verimliligini saglamis, organik tarimda etkili sitirdiiriilebilir bir

maliyet diistisii ve olumlu bir iiretim performansi saglamistir.

Cayin ilk iiretim ve kullanimi Cin’de baslamistir. Once Hindistan, Japonya daha sonra
Seylan, Giiney-Dogu Asya, Pakistan, Iran ve Rusya'ya, 1900-1915 aras1 Kenya,
Tangonika, Rodezya, Yeni Zelanda, Uganda, Mozambik gibi Afrika {ilkelerine
yayilmistir (Kagar 1991).

Calismamizda aktivitelerini belirledigimiz enzimlerden glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7)
enzimi ¢ok sayida kaynaktan izole edilmis karakterize edilmis ve aminoasit dizisi
belirlenmistir. Insan eritrositlerinden ve E. coli bakterisinden elde edilen GR’nin yapisi
X-Ray ile belirlenmistir. Bu goézlemler sonucu bu enzimin dimerik oldugu ve alt

birimlerin hepsinde FAD oldugu saptanmistir (Danielson et al. 1999).
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Glutatyon S-transferaz (GST) (E.C.2.5.1.18), ise glutatyon (GSH) ile endojen ve
ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin baglanmasi ile gerceklesen merkaptiirik
olusumundaki ilk basamagin katalizini saglayan c¢ok fonksiyonlu bir enzimdir

(Andersson et al. 1988).

Pentoz fosfat yolu enzimlerinden glukoz 6 fosfat dehidrogenaz, pentoz fosfat yolunun
ilk ve kontrol enzimidir (Mehta et al. 2000). Bu enzim ile katalizlenen reaksiyon
termodinamik a¢idan geri doniisiimlii olmasina ragmen, D-G6P oksidasyonunun {iriinii
olan D-glukonolaktonun hizli bir sekilde hidroliziyle geri doniisiimsiiz hale gelmektedir.
Bu hidroliz pH bagimlidir, pH 6,4 ve 28°C’de laktonun yar1 dmrii 24 dakika, pH 7,4 te
ise yaklasik 1,5 dakikadir (Levy 1979).

6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi ise pentoz fosfat metabolik yolunun ikinci
oksidatif basamagimi katalizler ve 6-fosfoglukonat’in ribuloz 5-P’a doniisiim
reaksiyonunu gerceklestirir. Bu reaksiyon esnasinda NADPH ve CO; olusur. Olusan
NADPH’ler; aminoasit, lipit, niikleotid, hiicre duvari ve diger hiicre bilesenleri olusmasi
hiicresel redoks potansiyelinin siirdiiriilmesi ve oksidatif strese kars1 hiicreyi korumak
icin gerekli indirgeyici gii¢ olarak kullanilmaktadir (Korber 1992; Barrett and Le Page
1993).

Oksidatif pentoz fosfat yolu (OPPP) bitki metabolizmasi ve 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz ile birlikte OPPP ana diizenleyici enzimi olan glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz iizerinde onemli role sahiptir. G6PD ve 6PGD aktivitesi nitrojen
asimilasyonu i¢in indirgeyici gili¢ saglamaktadir (Bowhser et al. 1989; Turpin et al.
1997). OPPP’nin temel diizenleyici enzimi G6PD olmakta ve dongiideki ilk reaksiyonu
katalize etmekte (Esposito et al. 2011) ve nitrat rediiksiyonu i¢in NADPH
saglamaktadir (Savidov et al. 1998). Bu reaksiyon indirgeyici giic olarak azot
asimilasyonu (Nehuaus and Emes 2000), oksidatif ve kuraklik stresi (Chen et al. 2004)

ve patojen enfeksiyonu gibi bir dizi siiregte rol oynamaktadir.
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Antioksidan enzimlerinden glutatyon rediikktaz NADPH’a bagli okside glutatyonun
indirgenmis glutatyona katalize eden flavoproteindir (Medici et al. 2004). Glutatyon
rediiktaz enzimi askorbat ve GSH’in yeniden iiretiminde rol oynamakta (Tanaka et al.
1994) ve enzimlerin oksidasyonunu onlemek siiretiyle diisiik ve yiiksek sicakliklara
kars1 bitkileri korumaktadir (Mohaan et al. 1990). Antioksidan savunma sisteminde
anahtar rol oynayan bu enzim diisiik sicaklik, oksijen diizeyi, hava kirliligi, agir
metaller, yiiksek 1s1k intensitesi, magnezyum noksanligi ve kuraklik gibi ¢evresel stres
kosullarina toleranshidir (Tanaka et al. 1994; Chen et al. 2004). Glutatyon S-transferaz
enzimi antioksidan savunma sisteminde onemli rol oynamaktadir (Taulavuori et al.
2004). GST bir cok stres kosullarinda hiicrelerin zarar gérmesini engelleyen hayati
oneme sahiptir (Ferrat et al. 2003). GST bitkilerin diisiik sicaklik, agir metal ve
oksidatif stresten korunmasinda rol oynamaktadir (Anderson and Davis 2004; Ali et al.
2005). GR ve GST enzimleri stres kosullarina adaptasyonunda 6nemli role sahiptirler

(Rios- Gonzales et al. 2002).

Bitkide stres kosullarina dayanikliligin artirilmasi 6nemli bir aragtirma alani oldugu
gibi, bitkilerin stres kosullarina adaptasyonunda antioksidan enzimlerinin biiyiik 6neme
sahip oldugu bilinmektedir (Oral vd 2007; Cakmak¢i 2009). Nitekim glutatyon
metabolizmasimin kilit enzimi olan glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferaz
enzimleri serbest radikal hasarina karsi hiicreleri korumakta, stres kosullarinda
hiicrelerin zarar gormesini engellemekte, enzimlerin oksidasyonunu Onlemek siiretiyle
diisiik ve yiiksek sicakliklara karsi bitkileri korumakta, antioksidan savunma sisteminde
anahtar rol oynamakta, diisiik sicaklik, oksijen diizeyi, hava kirliligi, agir metaller,
yiiksek 151k intensitesi, magnezyum noksanlifi ve kuraklik gibi ¢evresel stres
kosullarina dayaniklilikla ilgili bulunmaktadir (Cakmak ve Romheld 1997; Anderson
and David 2004; Gong et al. 2005). Bakteriler bazi enzimlere etki ederek bitkilerde
molekiiler diizeyde bazi fizyolojik degisikliklere neden olmaktadir. Strese karsi bitki
dayanikliliginin artirilmasi igin alternatif bir yaklasim ise bitki antioksidan enzimlerinin
bakteriler kullanilarak artirilmasidir (Cakmake¢1r vd 2007; Cakmake¢r 2009). Nitekim
bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin antioksidan ve pentoz fosfat yolu enzimleri

tizerine etkisinin ele alindig1 6nceki bazi arastirmalarda bitki gelisimini tesvik edici ve
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indol asetik asit iiretici bakteri asilamalarinin bugday ve ispanakta kok ve govde
agirhigimi artirdigi, azot ve fosfor beslenmesini tesvik ettigi, bitkilerin yapraklarinda
oksidatif pentoz fosfat yolu (G6PD ve 6PGD) ve antioksidan (GR ve GST) enzimleri ile
birlikte bitki gelisimini artirabilecegi ortaya konmustur (Cakmakgi et al. 2007, 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Na,SO4 (Sodyum Siilfat), HCI (Hidroklorik asit), Tris, EDTA (etilen diamin tetra asetik
asit), NaOH (Sodyum hidroksit), NaN3 (Sodyum azid), KOH (Potasyum hidroksit),
GSSG (Glutatyonun yiikseltgenmis formu), GSH (Glutatyonun indirgenmis formu),
NADP" (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat), NADPH (Nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat indirgenmis formu), 6PG (6-fosfoglukonat), G6P (Glukoz 6-fosfat),
KH,PO4 (Potasyum fosfat), CDNB (1,kloro 2,4-dinitro benzen), Coomassie brillant
blue G-250 ve PVP (Polivinil poliprolidan).

3.1.2. Kullanilan malzemeler

Beher, erlen, tiipler, tiipliik, meziir, pipet, havan ve bar ependor tiipii, steril siriga.

3.1.3. Kullanilan cihazlar

Santrifiij : Hettrich Zentrifugen

pH-metre : HANNA H1 8314 membrane

Karistiric . IKA® RH Basic2

Spektrofotometre : Beckman Coulter DU ® 730 Life Science UV/ViS
Hassas Terazi : Denver

Krolofil metre : Chlorophyll meter, SPAD-502, Minolta, Japan

Digital Kumpas : Herdened
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3.1.4. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

3.1.4.a. Enzim ekstraksiyonu tampon ¢ozeltisi

3,028 g Tris, 14,204 g Na,SO4 ve 1 g NaNj3 hassas terazide tartilarak alinmistir bir
beherin i¢ine konulmustur sonra behere yaklasik 950 ml saf su eklenerek manyetik
karistiricida karistirilmigtir. Daha sonra behere pH metre daldirilmistir. pH 8,5 olana

kadar HCI eklenilmistir. En sonunda son hacim saf su ile 1 I’ye tamamlanmustir.

3.1.4.b. Aktivite ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

0,1 M Tris-HCI 2 mM EDTA pH 7,0 500 ml tampon ¢ézeltisi: 6,057 g Tris ve 0,292
g EDTA hassas terazide tartilip ikisi de bir beher icerisine konulmustur sonra behere
450 ml kadar saf su ilave edilip manyetik karistiricida karigtirilmistir. Daha sonra
beherin i¢ine pH-metre daldirilip ortamin pH’s1 7,0 olana kadar HCI damla damla ilave

edildikten sonra son hacmi 500 ml olana kadar saf su ile tamamlanmustir.

10 mM GSSG 20 ml ¢ozeltisi: 0,123 g GSSG terazide tartilip siseye konulmustur. 20

ml saf suda ¢ozlinmiistiir.

2 mM NADPH 20 ml c¢ozeltisi: 0,033 g NADPH terazide tartilip siseye konulmustur.
20 ml Tris-HCI ve EDTA pH 7,0 olan tamponda ¢6ziinmiistiir.

50 mM Tris-HCI 1 mM EDTA pH 7,5 500 ml tampon ¢ozeltisi: 3,028 g Tris, 0,145 g
EDTA hassas terazide tartilip ikisi de bir beher igerisine konularak sonra behere 450 ml
kadar saf su ilave edilip manyetik karistiricida karigtirllmistir. Daha Sonra beherin igine
pH-metre daldirilip ortamin pH’s1 7,5 olana kadar HCI damla damla ilave edildikten

sonra son hacmi 500 ml olana kadar saf su ile tamamlanmustir.
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4 mM NADP™ 40 ml ¢ézeltisi: 0,122 g NADP" terazide tartilip siseye konulmustur. 40
ml Tris-HCI ve EDTA pH 7,5 olan tamponda ¢6ziinmiistiir.

12 mM 6PG 20 ml ¢ozeltisi: 0,0821 g 6PG terazide tartilip siseye konulmustur. 20 ml

saf suda ¢Oziinmiistiir.

12 mM G6P 20 ml ¢ozeltisi: 0,0806 g G6P terazide tartilip siseye konulmustur. 20 ml

saf suda ¢oziinmiistiir.

0,1 M Potasyum Fosfat pH 6,5 500 ml tampon c¢ozeltisi: 6,804 g KH,PO, hassas
terazide tartilip ikisi de bir beher i¢erisine konulmustur sonra behere 450 ml kadar saf su
ilave edilip manyetik karigtiricida karistirilmigtir. Daha sonra beherin igine pH-metre
daldirtlip ortamimn pH s1 6,5 olana kadar KOH damla damla ilave edildikten sonra son

hacmi 500 ml olana kadar saf su ile tamamlanmistir.

1 mM CDNB 50 ml ¢ozeltisi: 0,0101 g CDNB terazide tartilip siseye konulmustur. 50

ml etanolde ¢6ziinmistiir.

20 mM GSH 20 ml ¢ozeltisi: 0,123 g GSH terazide tartilip siseye konulmustur. 20 ml

potasyum- fosfat pH 6,5 tamponunda ¢6ziinmistiir.

Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi: 2 g Coomassie brillant blue G- 250, 50 ml
%95°1ik etanolde ¢oziinmiistiir. Bu ¢ozeltiye 100 ml %95°lik fosforik asit ilave
edilmistir. Cozelti hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Siizge¢ kagidindan

gecirilmistir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Deneme deseni ve deneme konulari

Deneme Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri
Aragtirma Enstitiisiine baghi Hayrat Deneme istasyonunda sekilerde iki yasli Fener 3 ¢ay
klonunda koklendirilmis ¢ay fidanlari ile kurulmustur. Arastirma tesadiif parselleri
deneme desenine gore kurulmustur. Denemede toplam 14 uygulama: (1) Kontrol
(bakteri agilamas1 ve mineral giibre uygulanmamais), (2) NPK 400 mg/kg kompoze (25-
5-10) toprak veya 100 mg N, 9 mg P ve 33 mg K kg/toprak), (3) N (303 mg/kg toprak
veya 100 mg N kg/toprak olacak sekilde); (4) Ticari Biyolojik giibre; (5) Bacillus
atrophaeus RC55, (6) Pseudomonas putida 3/10, (7) Paenibacillus polymyxa RCO05, (8)
Bacillus pumilus 39/4, (9) Bacillus lentus 29/6, (10) Bacillus megaterium RCO7; (11)
Bacillus subtilis RC63, (12) Pseudomonas fluorescens T26, (13) Bacillus subtilis, 3/3
ve (14) Pseudomonas fluorescens RC77 uygulamalart beser tekerriirlii olacak sekilde
esit miktarda toprakla doldurulmus saksilara tesadiifi olarak dagitilmistir. Mineral giibre
elenmis topragin saksilara doldurulma asamasinda uygulanmistir. Bakteri asilanmis
tastyicilar fidan dikimi esnasinda bitki kok bolgesine uygulanmigtir.  Bakteri
kombinasyonlarinin  hazirlanmasinda bakterilerin azot fiksetme, fosfat c¢ozme,
aminosiklopropan karboksilat deaminaz aktivitesi, kullandiklar1 karbon kaynaklari ve

gram negatif ve pozitif olma 6zellikleri de dikkate alinmistir.

3.2.2. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Bakteri siispansiyonlari fidan dikimi esnasinda bitki kok bdlgesine uygulanmistir.
Fidanlarin bakteri asilamasinda Daldirma ve Enjeksiyon yontemi kullanilmigtir. Dikim
esnasinda inokulasyon (asilama) koklenmis cay fidan koklerinin 60 dakika biitiiniiyle
bakteri siispansiyonu i¢ine daldirilmasi seklinde gerceklestirilmistir. Dikim sonrasi 5 ml
bakteri siispansiyonu (109 cfu ml? seyreltilmig) steril siringa kullanilarak kok
rizosferinin orta kismina enjekte edilerek asilama tekrarlanmistir. Suspansiyonlar ve

biyolojik giibre hazirlanirken suslar saf kiiltiir olarak NB ortaminda 28°C’de
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gelistirilmis ve 10® CFU/ml konsantrasyonda sivi tasiyict i¢inde formiilasyon igin
kullanilmistir. Biyoreaktdrde tamamen organik maddelerden olusan ve buharla
sterilizasyonu yapilan tasiyici siviya 1:10 oraninda karistirilarak agilama yapilmistir. Bu
tasiyic1 formiilasyonun igerigi; su, ¢esitli organik maddeler (yosun, peynir alt1 suyu vb
bitkisel maddeler) ve icerigindeki bakteri izolatin1 koruyucu ve homojenizasyonunu
saglayici gesitli maddelerden (karboksimetilseluloz, kalsiyum karbonat) olusmustur.
Bakteri agilamasi yapilan organik sivi tasiyict biyoreaktérde yine optimum gelisme
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Mililitredeki canli bakteri sayimlar1 (kob) da
yapilarak bakteri konsantrasyonunun 1x10® hiicre/ml’yi gectigi siire olan 48 saatin
sonunda tamamen steril kosullarda paketleme yapilarak sicakligi 5°C olan soguk odada

muhafaza edilerek kullanilmistir.

3.2.3. Arastirmada kullanilan bakteriler ve 6zellikleri

Arastirmada kullanilan bakterilerden Bacillus subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens
T26, Pseudomonas fluorescens RC77 ve Bacillus subtilis 3/3 yabani ahududu rizosfer
topragindan (Cakmake1 et al. 2007; Cakmake1 vd 2008), Paenibacillus polymyxa RCO5,
Bacillus megaterium RCO7 bugday (Cakmakg1 et al. 2006), Bacillus atrophaeus RC55,
Pseudomonas putida 3/10, Bacillus pumilus 39/4 ve Bacillus lentus 29/6 ¢avdardan
(Cakmake1 et al. 2010) Prof. Dr. Ramazan Cakmakg¢i tarafindan izole edilmis ve
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinde Kiiltiir koleksiyonunda
muhafaza edilmistir. Bu izolatlarin fosfor ¢6zme ve serbest azot fiksasyon 6zellikleri
onceden test edilmis ve farkli arastirmalarda kullanilmistir. Bakteri 6zellikleri (Cizelge

3.1.)’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan bakterilerin 6zellikleri

Strain MIS Tam . N-free NBRIP- .
No Sonucu Gra_m Oksidaz | Katalaz Ortqmda Siikroz BPB Ort. | Amilaz | ACCD
reaksiyon Test Test Gelisme Test Gelisme Test
Kontrol | Bakterive
glibresiz
NPK
N
MFLU | Biyolojik Giibre
55/6 Bacillus + - K+ K+ + + + 4
atrophaeus
3/10 Pseudomonas - K+ + K+ K+ + - 2
putida
RC05 Paenibacillus + + + + - + K+ 2
polymyxa
39/4 Bacillus + + K+ + - + - 2
pumilus
29/6 Bacillus lentus + - K+ + Z+ K+ - 3
RCO7 Bacillus + Z+ K+ + - K+ - 3
megaterium
RC63 Bacillus subtilis + + K+ K+ - Z+ + 3
T26 Pseudomonas - + + + + + - 2
fluorescens
R3/3 Bacillus subtilis + + + + + + K+ 8
RC 77 Pseudomonas - + + K+ K+ + - 2
fluorescens
3.2.4. Cay bitkilerinde gelisme ve verim parametrelerinin incelenmesi
3.2.4.a. Bitki boyu (Govde boyu)
Kok bogazindan itibaren en fiistteki dalin ucuna kadar olan yiikseklik Ol¢iilerek

belirlenmistir.

3.2.4.b. Govde cap1 (Govde kalinhgr)

Govde capr fidanlarin kok bogazindan 5 cm yukarisindaki kalinlik kumpas ile 6lgiilerek

belirlenmistir. Govde c¢ap1 Ol¢iimiinde bitkide kok bogazinin yakinindan dallanma

olmas1 durumunda ¢ap dallanmanin basladig1 noktadan 6l¢iim yapilmustir.
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3.2.4.c. Yaprak alam

Once fidanlardan ortalama biiyiikliikteki yapraklar alinip alanlar1 hesaplanmustir, daha
sonra bunlarin ortalamasi alinmistir. Yaprak alani Olglimii yaprak alan oOlger ile

yapilmustir.

3.2.4.d. Yas yaprak agirh@

Denemeler her bir yetisme mevsiminin sonunda fidanlar esit yliksekliklerden budanarak

fidanlara ait yapraklar tartilarak toplam yas yaprak agirlig1 belirlenmistir.

3.2.4.e. Kuru yaprak agirhgi

Yas yaprak verimi tartilarak belirlenen numuneler darasi 6nceden belirlenmis kagit
torbalar i¢inde etiivde 65-70 °C’yi agsmayan sicaklikta kurutularak kuru yaprak agirligi

belirlenmistir.

3.2.4.f. Dal+yaprak agirh@

Aragtirmanin yiiriitiildiigli yetisme mevsiminin sonunda fidanlar esit yiiksekliklerden
budanarak, kok akzami disinda kalan toplam yas ve kuru dalt+yaprak agirliklar

belirlenmistir.

3.2.4.9. Yaprak klorofil l¢iimii

Yaprak klorofil igerigi klorofil dlger (chlorophyll meter, SPAD-502, Minolta, Japan)
kullanilarak tstten asagi 3 ve 4. yapraklarda her bir yaprakta 4 ol¢iim yapilarak
belirlenmistir (Neufeld et al. 2006; Yildirim et al. 2009).
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3.2.5. Enzim ekstraksiyonunun hazirlanmasi

Her bir ¢ay numunesinden 2 g, sivi azotta dondurularak toz haline getirilmistir ve %1
PVP (Polivinil poliprolidan) katilmistir. Sonra tizerine 0,05 M Tris-HCI 1 mM EDTA
0,1 M Na;SO4 1 g NaNj3 den olusan pH 7,3 500 ml ektraksiyon tamponu eklenerek
karistirilmistir. Karisim 25 dakikada 4°C 20.000 g santrifiij edilmistir ve safsizliklar
uzaklastirilmistir. Elde edilen siipernatant ham ekstrakt olarak kabul edilmistir. Bu ham
ekstrakt enzim aktivitesini belirlemek ic¢in kullanilmistir. Enzim aktivitelerine su sekilde

belirlenmistir.

3.2.6. Glutatyon rediiktaz icin aktivite 6l¢iimii

Cizelge 3.2. Glutatyon radiiktaz i¢in aktivite ¢ozeltileri

Cozeltiler Kontrol Kiiveti Enzim kiiveti
0,1 M Tris-HCI1 0,002 M EDTA pH=7,0 900 wl 850 wl
10 mM GSSG 50 pl 50 pl
2 mM NADPH 50 pl 50 pl
Enzim Ektraksiyonu 50 ul

Toplam hacmi 1 ml olan dl¢iim kiivetleri 850 ul 0,1 M Tris-HCI 2 mM EDTA pH 7,0
50 ul 20 mM GSSG, 50 ul 2 mM NADPH ve 50 pl enzim olusturulmus. Reaksiyon
enzimin katilmasiyla baglatilmigtir. Aktivite 6l¢iimii spektrofotometrik olarak 25 °C’de
340 nm’deki absorbans azalis1 2,5 dakika boyunca kaydedilmesiyle belirlenmistir. 1
enzim {nitesi 6l¢lim sartlarinda 1 dakikada 1 pmol iiriiniin (NADPH) olusmas1 olarak

tanimlanmistir ve aktivite degerleri asagidaki formiilden hesaplanmustir.

AOD/dak V.
AOD/dak . Vr

EU/ml =
6,22 Vg

Vt : Toplam Hacim

Ve : Enzim Hacmi
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EU : Enzim Unitesi

AOD/dak : Dakikadaki absorbans farki

3.2.7. Glutatyon S-transferaz icin aktivite 6l¢iimii

Cizelge 3.3. Glutatyon S-transferaz igin aktivite ¢ozeltileri

Cozeltiler Kontrol Kiiveti Enzim Kiiveti
0,1M KH,PO, pH= 6,5 930 wl 880 ul
20 mM GSH 50 ul 50 pl
1 mM CNDB 20 ul 20 ul
Enzim Ektraksiyonu --- 50 pul

Toplam hacmi 1 ml olan 6l¢iim kiivetleri 880 pl 0,1 M K-fosfat pH 6,5, 50 pl 20 mM
GSH, 20 upl 1 mM CDNB (%1 etanol iginde) ve 50 upl enzimden olusturulmus.
Reaksiyon enzimin katilmasiyla baslatilmistir. Aktivite Ol¢imii spektrofotometrik
olarak 25°C’de 340 nm’deki absorbans artisinin 2,5 dakika boyunca kaydedilmesiyle
belirlenmistir. 1 enzim tnitesi 6l¢iim sartlarinda 1 dakikada 1 umol iirtiniin (GS-DNB)

olugmasi olarak tanimlanmistir ve aktivite degerleri asagidaki formiilden hesaplanmstir.

A0D/dak . Vr
Vg

EU/ml =
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3.2.8. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz icin aktivite 6l¢iimii

Cizelge 3.4. Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz igin aktivite ¢ozeltileri

Cozeltiler Kontrol Kiiveti Enzim kiiveti
50 mM Tris-HCI 1 mM EDTA pH=7,5 900 wl 850 ul
12 mM G6P 50 pl 50 pl
4 mM NADP* 50 ul 50 pl
Enzim Ektraksiyonu 50 ul

Toplam hacmi 1 ml olan 6l¢iim kiivetleri 850 pul 50 mM Tris-HCI 1 mM EDTA pH 7,5,
50 ul 12 mM G6P, 50 pl 4 mM NADP" ve 50 ul enzim olusturulmus. Reaksiyon
enzimin katilmasiyla baslatilmistir. Aktivite 6l¢iimii spektrofotometrik olarak 25°C’de
340 nm’deki absorbans artisinin 2,5 dakika boyunca kaydedilmesiyle belirlenmistir. 1
enzim {nitesi 6l¢lim sartlarinda 1 dakikada 1 pmol iiriiniin (NADPH) olusmas1 olarak

tanimlanmistir ve aktivite degerleri agagidaki formiilden hesaplanmaistir.

AOD/dak | Vr
6,22 VE

EU/ml =
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3.2.9. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz i¢in aktivite 6l¢iimii

Cizelge 3.5. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz i¢in aktivite ¢ozeltileri

Cozeltiler Kontrol Kiiveti Enzim kiiveti
50 mM Tris-HCI 1 mM EDTA pH=7,5 900 pl 850 pl
12 mM 6PG 50 ul 50 ul
4 mM NADP* 50 ul 50 pl
Enzim Ektraksiyonu 50 ul

Toplam hacmi 1 ml olan 6l¢iim kiivetleri 850 pul 50 mM Tris-HCI 1 mM EDTA pH 7,5,
50 ul 12 mM 6PG, 50 pl 4 mM NADP" ve 50 ul enzim olusturulmus. Reaksiyon
enzimin katilmasiyla baslatilmigtir. Aktivite 6l¢iimii spektrofotometrik olarak 25°C’de
340 nm’deki absorbans artisinin 2,5 dakika boyunca kaydedilmesiyle belirlenmistir. 1
enzim tinitesi Ol¢iim sartlarinda 1 dakikada 1 pmol tiriiniin (NADPH) olugmas1 olarak

tanimlanmistir ve aktivite degerleri agagidaki formiilden hesaplanmaistir.

AOD/dak _ Vr
6.22 VE

EU/ml =

3.2.10. Protein tayini (Comassie- Brilliant Blue G-250)

Hazirlanan Comassie- Brilliant Blue G-250 ¢6zeltisi 6nceden numaralanmus tiiplere 2,5
ml aktarilmistir. Sonra bu tiiplere 50 ul enzim ¢o6zeltisi ilave edilmistir. 595 nm’de

absorbans degerlerine bakilmistir.

3.2.11. Standart grafik elde edilisi

Bu yontemde standart protein olarak sigir serum albumini kullanilmistir. Tayin iglemleri
soyle yapilmistir 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin

¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alinarak saf su ile 0,1
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mL’ye tamamlanmistir. Her bir tiipe 5 ml coomassie-blue reaktifi ilave edilerek
karistirilmistir. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5 ml Coomassie-blue reaktifinden
olusan karisim kullanilmustir. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degeri okunmustur. Absorbans degerlerine karsilik gelen mg protein degerleri

standart grafik halinde gosterilmistir.

3.2.12. istatistik analizleri

Istatistik bakimindan calisma sonuglarmin Kantitatif bulgular1 SPSS programinda

ortalama degerler ve standart sapmalar bulunmustur.

Aritmetik ortalama: Aritmetik ortalama formiilii asagidaki gibidir;

> X1
N

T =

Standart Sapma: Standart sapmalarin formiilii asagidaki gibidir;

2
2 X%—(Z 1il(l)

N-1

SD =+

‘t> testi: bulunan analiz degerlerinin ortalamalar arasinda farkin 6nemli olup olmadigini

anlamak i¢in ‘t’ testi yapilmistir. ‘t” asagidaki formiille hesaplanir;

g%, = Na-DST+(N,~1)S3
1 Ni+N,

S -%, :\/S)Z—(1 (- +—

N, N,



40

Sonug olarak t degeri;

= KX

- S%1-Xz
Probabilite (P) degeri: t hesabindan serbestlik derecesine gore bulunan degerdir.

P > 0,05 olursa fark 6nemsiz,
P < 0,05 olursa fark 6nemli,

P < 0,01 olursa fark ¢ok dnemlidir.

> : Toplam isareti

N . Analiz sayis1

X : Her bir analizin ortalamast

SD : Standart sapma

t : Kritik deger

S%,-%, : Ortalama degerler arasindaki fark hatasi
p : Probabilite deger

S%X, : Her iki analizin varyansini ifade eder
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki Bitki Boyu ve Gévde Capi

Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuclari

Fener 3 cay klonunun bitki boyu ve gévde c¢ap1 degerleri hesaplanip varyasyon analizi
SPSS istatistik programinda yapilmistir. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi uygulamalarin

bitki boyu ve govde ¢apina etkilerinin 6nemli oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.1. Fener 3 ¢ay klonu bitki boyu ve gévde ¢ap1 degerlerine ait varyans analiz
sonugclari

Varyasyon | S.D. K.O F 0.s.
Kaynaklar

Bitki Govde Bitki Govde

boyu capi boyu capi
Uygulamalar | 13 28,69 2,079 6,22 23,92 0,00
Hata 56 4,61 0,087

4.2. Bazi1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki Yaprak Alani, Yas Yaprak ve
Kuru Yaprak Agirhg Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuclari

Fener 3 c¢ay klonunun yaprak alani, kuru yaprak agirligi ve yas yaprak agirligi degerleri
hesaplanip varyans analizi yapilmig ve bakteri uygulamalarinin bu parametreler

tizerindeki etkileri anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Fener 3 cay klonu yaprak alani, yas yaprak ve kuru yaprak agirhigi
degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon |S.D. K.O F 0.S.
Kaynaklarn
Yaprak Yas Kuru | Yaprak Yas Kuru
alani yaprak | yaprak | alami yaprak yaprak
agirhgr | agirhgt agirthgr | agirhig

Uygulamalar | 13 | 8,87 36,91 17,43 3,698 | 120,33 147,53 | 0,00

Hata 56 2,39 0,307 0,118

4.3. Bazi1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki Dal +Yaprak Agirhig: ve Klorofil
I¢erigi (SPAD Degeri) Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

Fener 3 ¢ay klonun dal+yaprak agirligi ve klorofil SPAD degerleri uygun metotlarla
Olgiilerek hesaplanip varyans analiz degerlendirilmesi yapilmistir. Uygulamalar

dal+yaprak agirligi ve klorofil i¢erigi degerlerini 6nemli derecede etkilemistir.

Cizelge 4.3. Fener 3 cay klonu dal+yaprak agirligi ve klorofil igerigi (SPAD degeri)
degerlerine ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon | S.D. K.O F 0.S.
Kaynaklan
Dal + yaprak |Klorofil Dal + yaprak |Klorofil
agirhig (SPAD degeri) |agirhig (SPAD degeri)
icerigi icerigi
Uygulamalar | 13 | 93,54 140,96 130,2 8,66 0,00
Hata 56 |0,718 16,27
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4.4. Bazn Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonunda Biiyiime Faktorleri Uzerine

Etkileri

Biri kontrol olmak iizere ayri ayr1 uygulamalarin asilandigi fener 3 ¢ay klonu
orneklerinin bitki boyu, goévde capi, yaprak alani, yas yaprak agirhi@i kuru yaprak
agirh@i, daltyaprak agirhigr ve klorofil (SPAD) igerigi degerleri kendi birimleri
cinsinden Ol¢tliip istatistiki olarak SPSS programinda hesaplanmistir. Aragtirma
sonuglarina gore en yiiksek bitki boyu Bacillus subtilis RC63, en yiiksek govde gap1
biyolojik gilibre uygulamasiyla elde edilmistir. Yaprak alan1 bakimindan Bacillus
subtilis, 3/3, biyolojik giibre ve NPK uygulaniglart 6ne ¢ikmistir. En yiiksek yas ve kuru
yaprak agirligi Bacillus subtilis 3/3, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis
RC63 ve Pseudomonas fluorescens RC77 asilamalariyla elde edilmistir. En yiiksek
dal+yapyak agirligi ise Pseudomonas fluorescens RC77 bunu sirasiyla Pseudomonas
fluorescens T26, Bacillus subtilis RC63, Bacillus subtilis, 3/3 ve biyolojik giibre
izlemistir. Yaprak klorofil igerigi bakimindan en etkin uygulama Bacillus pumilus 39/4
asilamasi olurken bunu biyolojik giibre, NPK, Pseudomonas fluorescens T26 ve tek

basina azot uygulamasi izlemistir.



Cizelge 4.4. Mineral giibre, biyolojik giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin fener 3 ¢ay klonunda biiyiime faktorleri tizerine etkileri

Uygulama Bitki boyu Govde capt (mm) Yaprakzalam Yas yapr-ak agirhg Kuru yaprak Dal+Yapfak agirhg (SPillng:;eri)
(cm) (cm?) (of/fidan) agirligr (g/fidan) (g/fidan) L
igerigi
Kontrol 49,86+1,65 ¢ 6,09+0,13 ¢ 25,26+1,45d 15,68+0,37 ¢ 7,89+0,19 d 23,71+£0,71 £ 66,79+0,91 d
NPK 56,66+1,61 be 7,27+0,46 b 28,82+1,97 ab 18,46+0,96 cd 8,83+0,46 c 27,59+1,43 ¢ 82,27+7,37 a
N 55,02+1,74 cd 7,30£0,14 b 27,73£0,85 a-C 19,12+0,29 ¢ 10,21£0,16 b 29,81+0,46 d 73,29+2,66 be
Biyolojik giibre 58,28+1,85 ab 7,820,111 a 2934+1,59 a 20,6120,39 b 10,19+0,15 b 31,0120,47 ¢ 82,14+1,59 a
Bacillus atrophaeus RC55 54,38+1,97 cd 5,67+0,37 f 25,71£2,14 cd 14,91+0,80 e 7,11£0,43 ¢ 23,88+0,82 f 66,75+3,65 d
Pseudomonas putida 3/10 54,95+3,08 cd 6,58+ 0,31 cd 26,99+1,75 b-d 15,15+0,93 ¢ 7,06+0,43 ¢ 23,12+1,44 f 71,4743,11 b-d
Paenibacillus polymyxa RC05 53,39+2,92 d 6,69+0,55 ¢ 25,27+2,89 d 14,95+0,33 ¢ 7,00+£0,44 22,98+0,82 f 68,36+6,20 cd
Bacillus pumilus 39/4 54,79+1,62 cd 7,37+0,36 b 27,48+1,03 a-d 17,96+0,36 d 8,12+0,16 d 26,66+0,55 ¢ 82,78+3,22 a
Bacillus lentus 29/6 54,87+1,84 dc 6,28+0,18 de 27,33+1,28 a-d 14,96+0,71 e 6,87+0,32 ¢ 23,03£1,04 f 71,95+2,73 b-d
Bacillus megaterium RC07 55,41+1,17 b-d 7,47£0,15 ab 26,87+1,19 b-d 18,15+0,39 d 10,32+0,18 b 28,98+0,74 d 71,80+5,69 b-d
Bacillus subtilis RC63 60,59+3,57 a 7,49+0,20 ab 26,68+0,62 b-d 21,14+0,39 b 11,13+0,48 a 32,56+0,71 b 73,46+0,62 bc
Pseudomonas fluorescens T26 54,2542 .54 cd 7,49+0,17 ab 27,88+1,22 a-c 21,16+£0,41 b 11,57+0,55 a 32,534+0,55 b 74,57+1,16 b
Bacillus subtilis, 3/3 55,19+1,60 dc 7,42+0,15 ab 29,43+0,49 a 22,01+0,51 a 11,46+0,30 a 32,154+0,88 a 72,51+6,83 b-d
Pseudomonas fluorescens RC77 | 55,68+1,35 b-d 7,43+0,68 ab 27,51£1,45 a-d 21,33£0,19 ab 11,52+0,12 a 33,18+0,36 b 72,86+1,78 be

Not: Ayni harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p< 0.05) degildir.+ Standart hata,*
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4.5. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki GR, GST, G6PD ve 6PGD

Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkilerine Ait Varyans Analiz Sonuclar

Fener 3 Cay Klonu GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktiviteleri degerleri varyans
analiz degerlendirilmesi SPSS istatistik programinda yapilmistir. Cizelge 4.5, Cizelge
4.6’da goriildigi gibi uygulamalar Olcililen enzim aktivitesi degerlerini 6nemli diizeyde

artirmistir.

Cizelge 4.5. Fener 3 ¢ay klonu GR ve GST degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon | S.D K.O F degeri 0.S.
Kaynaklanr

GR GST GR GST
Uygulama 13 1,145 0,654 33,22 6,84 0,00
Hata 56 0,034

Cizelge 4.6. Fener 3 gay klonu G6PD ve 6PGD degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon | S.D K.O F 0.S.
Kaynaklanr

G6PD 6PGD G6PD 6PGD

Uygulama 13 0,683 0,542 53,159 21,67 0,00

Hata 56 0,012 0,025

4.6. Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Proteinleri kantitatif olarak saptamak i¢cin Coomassie-brillant blue yontemi i¢in dnce bir
standart egri hazirlanmigtir. Standart serum albumin c¢ozeltileri ile hazirlanan

homojenatlarda ve saflastirilan enzim c¢ozeltilerindeki protein miktar1 bu egriye gore
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belirlenmistir. Standart ¢ozeltideki miligram proteine karsilik gelen absorbans degerleri
(Sekil 4.1)’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Protein tayininde kullanilan standart grafik

4.7. Bazn Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki GR, GST, G6PD ve 6PGD
Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkileri

Biri kontrol olmak {izere ayri ayr1 bazi uygulamalarin asilandigi fener 3 ¢ay klonu
ornekleri spektrofotometrede 340 nm’de okunarak enzim aktiviteleri EU/mg protein
olarak hesaplanmis olup istatistiki olarak SPSS programinda hesaplanmistir. Cizelge
4.7°de gorildiig gibi kontrole kiyasla Bacillus pumilus 39/4 ve Bacillus lentus 29/6
disindaki uygulamalar yaprak GR aktivitesini 6nemli dlgiide artirmistir. Yaprak GST
aktivitesi Bacillus pumilus 39/4 ve Bacillus subtilis RC63 asilanmalar1 ile kontrole
kiyasla O6nemli oranda artirmistir. Yaprak GO6PD akktivitesi Bacillus lentus 29/6
disindaki tiim uygulamalarla 6nemli diizeyde artis gdzlenmistir. Cay yaprak 6PGD
enzim aktivitesi ise basta Pseudomonas putida 3/10 olmak {iizere Pseudomonas
fluorescens T26, biyolojik giibre, Pseudomonas fluorescens RC77, Bacillus subtilis,
3/3, Bacillus megaterium RCO07, Bacillus subtilis RC63, NPK ve N uygulamalar ile

istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Mineral giibre, biyolojik giibre ve bakteri uygulamalarin fener 3 cay
klonunda GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi {izerine etkisi

Uygulama GR GST G6PD 6PGD
Kontrol 1,41+0,02 ¢ 1,84+0,42 C 1,28+0,02¢ | 1,07+0,21d
NPK 2,52+0,16 a-c | 2,10+£0,14 b-d | 1,52+0,09d | 1,43+£0,20 ¢
N 2,47+0,05 a-c | 2,18+0,04 bc 1,60+0,03d | 1,41+0,04 ¢
Biyolojik giibre 2,62+0,08 ab 2,23+0,25 bc 1,88+0,04 ¢ | 1,84+0,04 ab
Bacillus atrophaeus 2,71+0,50 ab 1,78+0,78 cd 2,17+0,12b | 1,194+0,39d
RC55

Pseudomonas putida | 2,74+0,09 a 2,00+0,10 b-d | 2,05+£0,03b | 2,04+0,10 a
3/10

Paenibacillus 2,62+0,14 ab 2,09+0,64 b-d | 1,62+0,11d | 1,09+0,03 d
polymyxa RC05

Bacillus pumilus 39/4 | 1,44+0,25 ¢ 3,01+£0,10 a 2,40+0,09 a | 1,09+0,08 d
Bacillus lentus 29/6 1,47+£0,08 e 2,73+0,06 ¢ 1,26+£0,25e | 1,12+0,20d
Bacillus megaterium | 2,56+0,07 ab 2,20+0,06 bc 1,81+0,12 ¢ | 1,53+0,05 ¢
RCO7

Bacillus subtilis 2,28+0,05 cd 2,30+0,03 b 1,83+0,05 ¢ | 1,45+0,02 ¢
RC63

Pseudomonas 2,17+0,05 d 2,20+0,11 bc 2,48+0,15a | 1,87+0,12 ab
fluorescens T26

Bacillus subtilis, 3/3 | 2,46+0,30 bc 1,70+0,08 d 2,06+£0,05b | 1,58+0,12 ¢
Pseudomonas 2,16+0,06 d 1,81+0,07 cd 1,84+0,17 ¢ | 1,81£0,15b
fluorescens RC77

Not: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p< 0.05) degildir.+
Standart hata,’

4.8. Baz1 Uygulamalarin Fener 3 Cay Klonundaki biiyiime parametreleri, GR,

GST, G6PD ve 6PGD Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkilerine Ait Grafikler

Fener 3 ¢ayma asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki bitki boyu degerlerine
kars1 grafigi asagidaki gibi verilmistir. Giibreler ve bakteriler kontrole gore kiyaslanmis
ve en biiyiik artig Bacillus subtilis RC63 bakteri inokulasyonuyla elde edilmistir (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin bitki boyu tizerindeki etkileri

Fener 3 ¢ayina asilanan bazi uygulamalarin, ¢ay numunesindeki gévde ¢ap1 degerlerine
kars1 grafigi asagida goriilmektedir. Kontrole kiyasla en biiyiik artig biyolojik giibrede
gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Fener 3 ¢ay klonunda baz1 uygulamalarin gévde ¢api lizerindeki etkileri
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Fener 3 ¢ayina asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki yaprak alani degerlerine
kars1 grafigi asagidaki gibi verilmistir. Bu uygulamalarda kontrole kiyasla en biiyiik
artiglar NPK, Pseudomonas fluorescens, biyolojik giibre ve Bacillus subtilis 3/3 te
olmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin yaprak alani tizerindeki etkileri

Fener 3 caymna asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki yas yaprak agirlik
degerlerine kars1 grafigi asagidaki gibi verilmistir. Bu uygulamalar kontrole gore
kiyaslanmustir. En biiyiik artig Bacillus subtilis 3/3 te olmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin yas yaprak agirligi lizerindeki
etkileri

Fener 3 cayma asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki kuru yaprak agirligi
degerlerine kars1 grafigi (Sekil 4.6)’deki gibi verilmistir. Bu uygulamalar kontrole gore
kiyaslanmistir. En biiytik artiglar Bacillus subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens T26,

Bacillus subtilis 3/3 ile Pseudomonas fluorescens RC77 de g6zlenmistir.
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Sekil 4.6. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin kuru yaprak agirhig: tizerindeki
etkileri

Fener 3 cayma asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki dal+yaprak agirligi
degerlerine kars1 grafigi (Sekil 4.7)’de verilmistir. Bu uygulamalar kontrole gore
kiyaslanmuistir. En biiyiik artiglar Bacillus subtilis 3/3, Pseudomonas fluorescens RC77,

Pseudomonas fluorescens T26 ve Bacillus subtilis RC63 de goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Fener 3 ¢ay klonunda bazi uygulamalarin dal+yaprak agirligi tizerindeki
etkileri

Fener 3 ¢ayma asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki klorofil (SPAD) igerigi
degerlerine karsi grafigi asagidaki gibi verilmistir. Bu uygulamalar kontrole gore
kiyaslanmustir. En biiyiik artis *da Bacillus pumilus 39/6° da gozlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Fener 3 ¢ay klonunda bazi1 uygulamalarin klorofil igerigi iizerindeki etkileri

Fener 3 ¢ayina asilanan bazi uygulamalarin ¢ay numunesindeki GR aktivite degerlerine

kars1 grafigi (Sekil 4.9)’da verilmistir. Bu uygulamalar kontrole gore kiyaslanmigtir. En
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biiyiik artislar NPK, biyolojik giibre, Bacillus atrophaeus RC55, Pseudomonas putida
3/10, Paenibacillus polymyxa RCO5, Bacillus megaterium RCO7, Bacillus subtilis
RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3, Pseudomonas fluorescens

RC77 ve Bacillus pumilus 39/4 ile inokule edilen 6rneklerde gozlenmistir.
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Sekil 4.9. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin GR aktivitesi tizerindeki etkileri

Fener 3 cayina asilanan uygulamalarin ¢ay numunesindeki GST aktivite degerlerine
kars1 grafigi asagidaki gibi verilmistir. Bu gilibreler ve bakteriler kontrole gore

kiyaslanmustir. En biiyiik artis Bacillus pumilus 39/4 de olmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin GST aktivitesi tizerindeki etkileri
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Fener 3 cayma asilanan uygulamalarin ¢ay numunesindeki G6PD aktivite degerlerine
kars1 grafigi asagidaki gibi verilmistir. Bu gilibreler ve bakteriler kontrole gore
kiyaslanmistir. En biiyiik artis Pseudomonas fluorescens T26 ve Bacillus pumilus 39/4

da gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin G6PD aktivitesi tizerindeki
etkileri

Fener 3 cayma asilanan uygulamalarin ¢ay numunesindeki 6PGD aktivite degerlerine
kars1 grafigi (Sekil 4.12)’deki gibi verilmistir. Bu giibreler ve bakteriler kontrole gore
kiyaslanmistir. En biiyiik artis Pseudomonas putida 3/10 da gézlenmistir.
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Sekil 4.12. Fener 3 cay klonunda bazi uygulamalarin 6PGD aktivitesi tizerindeki
etkileri
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismalarimizda biri kontrol, iki mineral giibreleme (NPK ve N), bir ticari biyolojik
giibre ve on farkli bitki gelisimini tesvik edici bakterileri olmak iizere toplam on dort
tane uygulama ayr1 ayr1 fener 3 ¢ay klonuna test edilmistir. Test edilen bu uygulamalar;
sirasiyla kontrol (bakteri ve giibresiz), NPK, N, biyolojik giibre, Bacillus atrophaeus
RC55, Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RC05, Bacillus pumilus 39/4,
Bacillus lentus 29/6, Bacillus megaterium RCO7, Bacillus subtilis RC63, Pseudomonas
fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 ve Pseudomonas fluorescens RC77

bakterilerinden olusturuldu.

Mineral giibre, biyolojik giibre ve bakteri agilamalarinin fener 3 ¢ay klonun tiim
biliylime parametreleri ve dort enzim aktiviteleri lizerine etkisine bakildiginda, varyans
analiz sonuglarina gére uygulamalarin tiim biiyiime parametreleri ve dort enzim aktivite

degerlerini cok 6nemli oranda artirdig1 gozlenmistir (Cizelge 4.1-4.6).

Fener 3 ¢ay klonuna uygulanan giibre ve bakterilerin tiimiiniin bitki boyu tizerine pozitif
etki ettigi belirlenmistir. En biiyiik artig Bacillus subtilis RC63’{in asilandigi ¢ay
fidanlarinda 6l¢iilmustiir (Sekil 4.2). Fener 3 ¢ay klonun bitki boyuna kontrole kiyasla
pozitif etki eden uygulamalardan Bacillus subtilis RC63’in %21 pozitif etkisi
gozlenmistir. Bunlarin diginda pozitif etki eden mikroorganizmalar ise bitki boyuna %8
ile %16 arasinda degisen degerlerde gozlenmistir. Bacillus lentus 29/6 ve Bacillus
subtilis 3/3 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak 6nemli (p<0,05)

bulunmustur (Cizelge 4.4).

Kontrole gore Bacillus atrophaeus RC55 hari¢ diger uygulamalar fener 3 ¢ay klonunun
govde capr degerini artirmistir. Bacillus atrophaeus RCS55 bakterisi gdvde c¢apina
negatif etki etmistir (Sekil 4.3). Fener 3 cay klonunun govde ¢apina pozitif etki eden
uygulamalarin yaptig1 etkilere bakacak olursak NPK, N, Bacillus pumilus 39/4, Bacillus
megaterium RCO7, Bacillus subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus
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subtilis 3/3 ve Pseudomonas fluorescens RC77 mikroorganizmalart yaklagik govde
capma kontrole kiyasla ortalama %21 oraninda artirdigi belirlenmistir. Biyolojik
giibrenin ise goévde capma %28 etkisi gozlenmistir. Bunlarin disinda gévde gapina
pozitif etki eden uygulamalarin etkisi oranlar1 %3 ile %10 arasinda gozlenmistir.
Bacillus lentus 29/6 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak Onemli
(p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.4).

Tim uygulamalarin ayri ayri asilandigi Fener 3 ¢ay klonun yaprak alani degerinde
kontrole kiyasla artis gézlenmistir (Sekil 4.4). Fener 3 cay klonunda yaprak alanina,
kontrole kiyasla pozitif etki eden mineral, biyolojik giibreler ve bakteriler ise NPK,
biyolojik giibre, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 sirasiyla %14,
%16, %10 ve %17 olarak gbzlenmistir. Bunlarin disinda yaprak alanina pozitif etki
eden uygulamalar ise %10’un altinda etki ettikleri gozlenmistir. Bacillus atrophaeus
RC55, Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RCO5, Bacillus pumilus 39/4,
Bacillus lentus 29/6, Bacillus megaterium RCO7, Bacillus subtilis RC63 ve
Pseudomonas fluorescens RC77 disindaki uygulamalarda artig orani istatistiki olarak

onemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.4).

Bacillus atrophaeus RC55, Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RC05 ve
Bacillus lentus 29/6 bakterilerinin asilandig1 fener 3 cay klonunda yas yaprak agirlik
degerinde kontrole kiyasla azalma gozlenmistir. Digerlerinin tiimiinde artma
gorilmiistiir (Sekil 4.5). Fener 3 ¢ay klonunun yag yaprak agirliginda kontrole kiyasla
pozitif etki eden uygulamalar ise N, biyolojik giibre, Bacillus subtilis RC63,
Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 ve Pseudomonas fluorescens RC77
sirastyla %22, %31, %35, %35, %40 ve %36 etki ettikleri belirlenmistir. Bunlarin
disinda yas yaprak agirligina pozitif etki eden uygulamalar ise %20’nin altinda etkileri
gozlenmistir. Bacillus atrophaeus RC55, Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus
polymyxa RCO05 ve Bacillus lentus 29/6 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki

olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.4).
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Bacillus atrophaeus RC55, Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RC05 ve
Bacillus lentus 29/6 bakterilerinin asilandigi fener 3 cay klonunun kuru yaprak agirlik
degerlerinde kontrole kiyasla azalma gozlenmistir. Digerlerinin tiimiinde artma
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Fener 3 ¢ay klonunun kuru yaprak agirliginda kontrole kiyasla
pozitif etki eden uygulamalar N, biyolojik giibre, Bacillus megaterium RCO7, Bacillus
subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 ve Pseudomonas
fluorescens RC77 sirasiyla %29, %29, %31, %41, %47, %45 ve %46 oraninda
etkiledikleri gozlenmistir. Bunlarin disinda kuru yaprak agirligina pozitif etki eden
uygulamalar ise %20’nin altinda etki ettigi goriilmiistiir. Bacillus pumilus 39/4 disindaki

uygulamalarda artis orani istatistiki olarak énemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.4).

Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RC05 ve Bacillus lentus 29/6
bakterilerin asilandiklar1 fener 3 ¢ay klonun dal+yaprak agirlik degerlerini kontrole
kiyasla azaltmistir. Diger uygulamalarla muamele edilen ¢ay bitkilerinin dal+yaprak
agirliklarinda artig gézlenmistir (Sekil 4.7). Fener 3 ¢ay klonunun dal+yaprak agirligina
kontrole kiyasla pozitif etki eden uygulamalar ise N, biyolojik giibre, Bacillus
megaterium RCO07, Bacillus subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus
subtilis 3/3 ve Pseudomonas fluorescens RC77 sirastyla %26, %31, %22, %37, %37,
%48 ve %40 etki ettikleri gézlenmistir. Bunlarin diginda dal+yaprak agirligina pozitif
etki eden uygulamalar ise %20’nin altinda etki yapmustir. Bacillus atrophaeus RC55,
Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RC05 ve Bacillus lentus 29/6

disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Bacillus atrophaeus RC55 hari¢ diger giibre ve bakteri asilamalarinda fener 3 cay
klonun klorofil SPAD degerinde kontrol degerine kiyasla pozitif etki yani artig ortaya
cikmustir. Bacillus atrophaeus RC55 asilandigi fener 3 ¢ay klonundaki SPAD degerinde
azalis gozlenmistir (Sekil 4.8). Fener 3 ¢ay klonunda SPAD degerine kontrole kiyasla
pozitif etki eden uygulamalardan NPK, biyolojik giibre ve Bacillus pumilus 39/6
sirasiyla %23, %23 ve %24 oranlarinda gdzlenmistir. Bunlarin disinda SPAD degerine
pozitif etki eden giibre ve bakteriler ise %20’nin altinda etki gostermistir. Bacillus

atrophaeus RC55, Pseudomonas putida 3/10, Bacillus lentus 29/6, Bacillus megaterium
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RCO7 ve Bacillus subtilis 3/3 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak

onemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.4).

Fener 3 ¢ay klonundaki glutatyon metabolizmasmin kilit enzimi glutatyon rediiktaz
aktivitesi tizerine tiim uygulamalar kontrole kiyasla pozitif etki yapmustir (Sekil 4.9).
Artis oranlari, NPK, N, biyolojik giibre, Bacillus atrophaeus RC55, Pseudomonas
putida 3/10, Paenibacillus polymyxa RCO05, Bacillus megaterium RCO07, Bacillus
subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 ve Pseudomonas
fluorescens RC77 i¢in sirasiyla %79, %75, %86, %92, %94, %86, %82, %62, %54,
%74 ve %53 etkisi gozlenmistir. Bunlarin disinda GR aktivitesi degerine pozitif etki
eden uygulamalar ise %5’in altinda etki ettikleri belirlenmistir. Bacillus pumilus 39/4 ve
Bacillus lentus 29/6 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak Onemli
(p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.7).

Bacillus atrophaeus RC55, Bacillus subtilis 3/3, Pseudomonas fluorescens RC77
disindaki biitiin bakteri ve gilibrelerin ayr1 ayri1 asilandigi fener 3 cay klonundaki
glutatyon S-transferaz aktivite degerinde kontrole kiyasla artis gozlenmistir. Bu ig
bakterinin agilandig1 fener 3 ¢ay klonunda GST aktivitesinde azalma gozlenmistir (Sekil
4.10). Fener 3 cay klonunda GST aktivitesi, kontrole kiyasla pozitif etki eden
uygulamalar ise biyolojik giibre, Bacillus pumilus 39/4, Bacillus lentus 29/6 ve Bacillus
subtilis RC63 sirasiyla %21, %64, %48 ve %25 olarak gozlenmistir. Bunlarin disinda
GST aktivitesine pozitif etki eden giibreler ve bakteriler ise %20’nin altinda
belirlenmistir. (Cizelge 4.7)’de de goriildiigi gibi Bacillus pumilus 39/4, Bacillus lentus
29/6 ve Bacillus subtilis RC63 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak

anlamli bulunmustur.

Bacillus lentus 29/6 bakterisi hari¢ diger tiim uygulamalarin asilandigi fener 3 cay
klonundaki yaprak glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivite degerinde kontrole kiyasla
artis goriilmistir (Sekil 4.11). Fener 3 c¢ay klonu Orneklerindeki G6PD aktivitesi
degerinde, kontrole kiyasla pozitif etki eden giibre veya mikroorganizmalar ise N,

biyolojik giibre, Bacillus atrophaeus RC55, Pseudomonas putida 3/10, Paenibacillus
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polymyxa RCO5, Bacillus pumilus 39/4, Bacillus megaterium RCO7, Bacillus subtilis
RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 ve Pseudomonas fluorescens
RC77 sirasiyla %25, %47, %70, %60, %27, %88, %41, %43, %94, %61 ve %44 etkileri
gbzlenmistir. Bunlarin disinda G6PD aktivitesi degerine pozitif etki eden uygulamalar
ise %20’nin altinda saptanmustir. Bacillus lentus 29/6 disindaki uygulamalarda artis

orani istatistiki olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.7).

Giibreler ve bakterilerin asilandigi fener 3 ¢ay klonundaki yapragin 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz aktivite degerinde ise kontrole kiyasla artis gozlenmistir (Sekil 4.12).
Fener 3 ¢ay klonun 6PGD aktivitesi degerinde, kontrole kiyasla pozitif etki eden
uygulamalar NPK, N, biyolojik giibre, Pseudomonas putida 3/10, Bacillus megaterium
RCO7, Bacillus subtilis RC63, Pseudomonas fluorescens T26, Bacillus subtilis 3/3 ve
Pseudomonas fluorescens RC77 sirasiyla %34, %32, %72, %91, %43, %36, %75, %48
ve %69 oranlarinda etkileri goriilmistiir. Bunlarin disinda 6PGD aktivitesi degerine
pozitif etki eden bakteriler ve giibreler ise %15’in altinda etki ettigi gozlenmistir.
Bacillus atrophaeus RC55, Paenibacillus polymyxa RCO05, Bacillus pumilus 39/4 ve
Bacillus lentus 29/6 disindaki uygulamalarda artis orani istatistiki olarak Onemli
(p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.7).

Sonug olarak

Calismada kullanilan kimyasal ve biyolojik giibre ve bakteri asilanmalarin Fener 3
cay klonunun bitki boyu, govde ¢api, yaprak alani, yas yaprak agirligi, kuru yaprak
agirligi, dal+yaprak agirligi ve klorofil icerigi (SPAD degeri) gibi biiylime ve gelisme
parametreleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara genel olarak bakildiginda istatistiksel
olarak anlamli sonuglar elde edilmistir. Ayrica 6zellikle bakteri agilamalarinin glutatyon
metabolizmasinin iki 6nemli enzimi glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-tansferaz
enzimlerinin aktivitelerini de artis yoniinde degistirdigi gozlenmistir. Pentoz fosfat
yolunun doniisiimsiiz enzimleri glukoz 6- fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz aktiviteleri de kiiciik istisnalar disinda artig belirlenmistir. Artislarin

hemen hemen tamami istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Gerek biiylime
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faktorleri lizerindeki olumlu etkileri gerekse antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki
pozitif etkileri test edilen uygulamalarin organik tarimda kullanilabilecek o6zelliklere
sahip olduklarin1 gostermistir. Yine sonug¢ olarak arastirmada test edilen bakterilerden
etkin olanlarin ¢ay fidanlarinda gelismeyi olumlu etkiledigi, yaprak antioksidan ve
oksidatif pentoz fosfat yolunun enzim aktivitelerini artirdig1 belirlenmistir. Ozellikle
enzim aktivitesi lizerine olumlu etki gosteren bakterilerin stres kosullar1 altinda c¢ay
bitkisini serbest radikal hasari, diisiik ve yiiksek sicakliklar, oksijen diizeyi, hava
kirliligi, agir metaller, yiiksek 1s1k intensitesi, magnezyum noksanligi ve kuraklik gibi

cevresel stres kosullarina karsi toleransini artirabilecegi soylenebilir.
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