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OZET
Doktora Tezi

BiTKi GELiSMESINI TESVIK EDiCi BAKTERILERIN CAYDA GELISME, VERIM,
BAZI KALITE PARAMETRELERI VE ENZIiM AKTiVITELERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Atefeh VARMAZYARI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tibbi ve Aromatik Bitkiler Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Ramazan CAKMAKCI

Bu arasgtirma, Hazar Denizinin Giiney kiyilarinda asidik c¢ay rizosferi topraklarindan izole
edilerek tanisi, karekterizasyonu, azot fiksasyonu, fosfat ¢6zme, karbon kullanim etkinligi ve
bitki gelismesini tesvik etme gibi 6zellikleri belirlenerek cay yetistiriciliginde biyolojik giibre
olarak kullanilabilecek bakteri gelistirilmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada, asidik cay
rizosfer topraginda kiiltiire alinabilen azot fikseri ve fosfat c¢oziicii bakteri ¢esitliligi
aragtirilmistir. Izolasyonda azotsuz kati malat-siikroz ve genel (TSBA) besi yeri; izolatlarin
fosfat ¢ozme ozelliklerinin belirlenmesinde sivi NBRIP-BPB ve sukroz-trikalsiyum fosfat agar
besi yeri kullanilmustir. Saflagtirilmis izolatlar, bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi
olan MIDI metotlarina gore yag asit metil ester ekstraksiyonu (FAMEs) analizi ve BIOLOG
sistemine gore tanilanmustir. Arastirmada 4 farkli lokasyonda 167 toprak Orneginden 263
orijinal bakteri izole edilmis ve bitki gelismesini tesvik etme Ozellikleri bakimindan karakterize
edilmigtir. Bu izolatlarin 216’siin azotu fikse edebildigi, 172 izolatin fosfat ¢6zebildigi ve 154
bakteri izolatinin ayni anda serbest azot fiksedebildigi ve fosfat ¢oziiciiliik 6zelliginde oldugu
belirlenmistir. Cay rizosfer topraklarinda kiiltiire alinabilen, azot fiksasyonu ve fosfat ¢ozme
aktivitesi bakimindan yaygin ve hakim olan ve biyolojik giibrelemede kullanilabilecek faydali
bakterilerin ¢ogunlugu Bacillus ve Pseudomonas cinslerine ait B. subtilis, B. pumilus, B.
licheniformis, B. laevolacticus, P. fluorescens, B. megaterium ve P. putida turleridir. Cay
rizosferinden izole edilen 263 bakteriden secilen tekli, ikili ve ¢li kombinasyonlar halinde
farkli potansiyel PGPR izolatlarinin iki yil siireyle Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri
Arastirma Enstitiisiinde dogal kosullar altinda tarla ve saksi1 denemelerinde (¢ ¢ay klonunda
(Muradiye 10, Hamzabey ve Pazar-20) gelisme enzim ve verimi iizerine etkisi test edilmistir.
Bakteriyel etkinlik se¢ilen bakteri tiirii, cay klonlar1 ve ele alinan parametrelere gére degismistir.
Ozellikle yeni izole edilen azot fikseri ve fosfat ¢oziicii P. fluorescens AR-7 ve AR-9, B. subtilis
AR-12, AR-17, AR-21 ve AR-67; B. pumilus AR-22 ve AR-64; B. licheniformis AR-29, P.
polymyxa AR-33, ve R. erythropolis AR-49 izolatlar test edilen Tirk Cay Klonlarinda gévde
gelismesi, yaprak verimi, makro ve mikro element alimi, antioksidan ve diger enzim aktivitesi
dahil gelismeyi tesvik etmistir. Arastirmada test edilen bakterilerin, kimyasal giibre
gereksinimini azaltabildigi, organik ve iyilestirilmis tarim uygulamalarinda biyolojik giibre
olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

2015, 215 sayfa
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cay, Camellia sinensis



ABSTRACT
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THE STUDY OF THE EFFECT OF PLANT GROWTH PROMOTING BACTRIA ON
TEA DEVELOPMENT, PRODUCTION, SOME QUALITY PARAMETERS AND
ENZYME ACTIVITIES

Atefeh VARMAZYARI
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This study was conducted to isolate and identify plant growth promoting bacteria (PGPR) as
biofertilizers from the acidic rhizosphere of tea grown in the southern coast of the Caspian Sea
region and to evaluate their potential use for nitrogen fixation, phosphate solubilisation, high
carbon sources utilization and improving plant growth of tea. This study investigates the
diversity of cultivable N-fixing and P-solubilising bacteria originated from rhizospheric acidic
soils samples of tea plants growth. A nitrogen-free solid malate-sucrose and nonselective tryptic
soy agar (TSA) medium were used to isolate N-fixing bacteria. Phosphate solubilization
activity of the bacterial isolates were detected on NBRIP-BPB and sucrose-tricalcium
phosphate agar. The isolates were identified based on whole-cell fatty acid methyl ester
(FAMEs) analysis using the MIDI system and BIOLOG assays. In the study, 263 bacterial
strains were isolated from 167 rhizospheric acidic soil samples from 4 locations, and
characterized for plant growth promoting attributes. Among the strains, 214 strains exhibited
N,-fixing activity and 172 were efficient in phosphate solubilization; and 154 strains were
efficient in N,-fixation and P-solubilization. The most common bacteria associated with the
roots of tea crops were Bacillus and Pseudomonas genus comprised many different species,
with the most abundant being B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B. laevolacticus, P.
fluorescens, B. megaterium and P. putida. The selected different potential PGPR in single, dual
and three strains combinations on the basis of their laboratory tests value, were tested for their
growth, enzymes activity and yield increasing potential of three tea clones (Muradiye 10,
Hamzabey and Pazar-20) under natural soil conditions by conducting pot and field experiments
in two years at the Ataturk Tea and Horticultural Research Institute of Rize. Bacterial
efficiency was variable and depended on the inoculants strain, tea clone and growth parameters
evaluated. In particular, newly N-fixing and/or P-solubilising bacterial strains of P. fluorescens
AR-7 and AR-9; B. subtilis AR-12, AR-17, AR-21 and AR-67; B. pumilus AR-22 and AR-64;
B. licheniformis AR-29, P. polymyxa AR-33, and R. erythropolis AR-49 stimulated overall plant
growth, including shoot development and leaf yield, improving macro- and micro-nutrient
uptake, and activities of antioxidants and other enzymes of Turkish registered tea clones.
Tested bacteria can reduce the need for chemical fertilizers be identified as having potential to
be used as biological fertilizer in the organic and improved agricultural practices.

2015, 215 Pages

Keywords: Plant growth-promoting bacteria, isolation, nitrogen fixation, phosphate
solubilisation, yield and quality, enzyme activity, carbon source utilization. acid tolerant strains,
tea, Camellia sinensis
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: Santigrat derece

: 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
: Aminosiklopropan karboksilat deaminaze
. Antosiyanin (ACI) miktai

: Alkol dehidrogenaz

: Azotsuz ortamda gelisme

: Bitki boyu

: Biyolojik gubre

: Kalsiyum

: Santimetre

: Santimetrekare

: Bakir

: Dekar

: 5-Dehidroshikimat rediiktaz

: Dakika

: Dal+yaprak agirligi

: Dal+yaprak agirlig

: NBRIP-BPB ortamda gelisme
: Demir

: Gram

: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
: Govde cap1
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: Potasyum hidroksit
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: Kuru yaprak agirligi

: Kuru yaprak verimi
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- Nitrojen fiksasasyon bakterisi
: Oksidaz test
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: Polifenol oksidaz
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- Yaprak alan:

: Yaprak sayis1
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1. GIRIS

Cay bitkisi Camellia sinensis (L.) O. Kuntze olarak bilinir ve morfolojik farkliliklar
gosteren 3 varyetesi vardir. Bunlar dogal bitylimeye birakildiginda 1-3 m boylanabilen
stk dalli, saglam yapili, disiik sicaklik, kuraklik ve hastaliklara dayanikli oldugu
vurgulanan Cin ¢ay1 (Camellia sinensis var. sinensis); 6-18 m boylanabilen, diisiik
sicaklik, kuraklik ve hastaliklara duyarli, yapraklari ince dokulu, seyrek dalli bir
goriinlise sahip, uygun yetisme ortaminda diger cesitlere gore daha verimli ve kaliteli
olan Assam cay1 (Camellie sinensis var. assamica) ve Assam ve Assam x Cin hibritleri
gorunuminde Hint-Cin kokenli ve 6-8 m boylanabilen Kambogya ¢ay1 (Camellia
sinensis var. cambodiensis) olarak siniflandirilmaktadir (Kingdon Word 1950; Kagar
1984; Sharma and Ranhanathan 1985; Oksiiz 1987; Mahmutoglu 1994; Calikoglu ve
Bayrak 2009). Tiirk ¢aylari esas olarak Cin- Hint melezidir (Calikoglu ve Bayrak 2009).

Tirkiye’de ¢ay bitkisi Dogu Karadeniz Bolgesi’nde, Giircistan sinirindan baslayan ve
batida Fatsa’ya kadar uzanan alanda yetistirilmektedir. Sahilden yer yer 30 km igerilere
giren ortalama 7-8 km derinliginde olan Arakli-Karadere sinirina kadar uzanan bolge,
cay yetistiriciligi i¢in elverisli birinci sinif ¢ay bolgesi olarak kabul edilmektedir.
Tiirkiye’de Dogu Karadeniz deki tarim alanlarinin %70'inin kapli oldugu boélgede, cay
yetistiriciligi ile yaklasik 200.000 aile gecimini saglamakta, toplam 76.632 ha alandan
201.663 tonluk mamul c¢ay iiretimi ile Tiirkiye diinya ¢ay iiretiminde 5. sirada yer
almaktadir (Anonim 2009; Kafkas et al. 2009 a; FAO 2010; Ercisli et al. 2011;
Cakmakgr et al. 2011 a).

Cay diinyanin en eski, yaygin ve popiiler igecegidir. Diinya capinda tiiketilen c¢ay
Camellia sinensis yapraklarimin suda kaynatilip kurutularak islenmesi ile hazirlanir.
Baslangicta Cin’de ortaya ¢ikan bu yapraklarimi dokmeyen bitki diinyanin diger
yorelerine yayilmistir. Kokeninin Dogu Asya’daki Cin, Myanmar, Laos ve Vietnam
oldugu ve milattan onceki yillara dayandigi kabul edilmektedir (Chopra and David
2000). Giintimiizde diinyada kullanilan 6nemli cay tipleri siyah ¢ay, yesil ¢ay, sar1 ¢ay,
kirmiz1 ¢ay, koyu cay ve beyaz ¢aydir. Bunlar arasinda siyah cay, yesil ¢cay ve Oolong



cay1 diinyanin ¢esitli yorelerinde fazla miktarda iiretilmekte ve tiiketilmektedir. Her Ug¢
tip ¢ay da aym bitkiden tretilmekte ancak farklilik gdstermektedir ¢linki son Grlini
islemede fermantasyon derecesi farkli olmaktadir (Hara et al. 1996). Toplam diinya ¢cay
tiretiminin %78’1 siyah ¢ay, %20’si yesil cay ve %2’si ise Oolong ¢ayidir (Kuroda and
Hara 1999; Sharma and Rao 2009).

Yesil cay fermente edilmemektedir. Yapraklar sicak havada kurutulmakta ve daha sonra
95-100°C’de bugulanmakta ve bdylece polifenol oksidaz gibi enzimler inaktif hale
getirilmekte ve bdylece orijinal polifenoller biyolojik reaksiyonlardan korunmaktadir.
Sonugcta taze yapraklardaki kimyasal kompozisyon korunmaktadir. Beyaz ¢ayda benzer
olarak ¢ok geng yaprak ve tomurcuklardan fermentasyonsuz olarak iiretilmektedir. Yesil
cay Ozellikle Uzak Dogu ve bazi Orta Dogu iilkelerinde popiilerdir (Yamanishi et al.
1995). Yesil cay iretimi siirecinde, ¢cogu katesin ve diger polifenoller, baslangi¢
asamasinda 1sitma ve buharda kurutma suretiyle endojen enzimlerin inaktive edilmesi
nedeniyle korunmaktadir. Yesil cay kalitesi polifenol igerigi ile pozitif korelasyon
gostermektedir. Ancak yiiksek polifenol ve katesin igerigi act ve buruk bir tat
verdiginden yiiksek yesil ¢ay kalitesi i¢in zorunlu olmadigi bildirilmistir (Wan et al.
2008). Yiiksek kalitede yesil cay uygun konsantrasyonlarda katesin ve kafeinler ile
yiiksek oranda serbest amino asit igerigi ile karakterize edilmektedir (Chen et al. 1985).
Yesil cay ekstresi siyah caya oranla daha yiliksek antioksidan kapasitesine sahiptir ve
toplam antioksidan potansiyeli ¢ayin toplam fenolik igerigi ile giclu korelasyon
gostermektedir (Benzie and Szeto 1999; Langley-Evans 2000). Uzak Doguda iinlii olan
Oolong cayi, caym kismen fermente edilmis seklidir. Cay yapraklar1 giines 1s181inda
soldurulmakta, ezilmekte yaprak kenarlar1 koyu renkli hale gelinceye kadar oksidize

edilmekte daha sonra 1sitilip ve kurutulmaktadir (Yamanishi et al. 1995).

Siyah cay tam fermente edilmektedir. Siyah ¢ayin islenmesinde dort temel asama vardir.
Bunlar; soldurma, kivirma, fermantasyon ve kurutmadir. Cay surglnlerinin
yumusatilmasi sirasinda polifenol oksidazlar tarafindan polifenollerin ¢esitli oksidasyon
stirecleri fermantasyon olarak tanimlanmaktadir (Baruah and Mahanta 2003). Pektinaz

uygulamasi c¢ay fermantasyonunu hizlandirmakta ayrica pektinleri yok ederek cayin



kopiiklenme 0Ozelligini ortadan kaldirmaktadir (Carr 1985). Cay yapragmin iiriine
islenmesi sirasinda ¢ay aromasinin olusumu, bitkiye, cografi bolgeye, iklim ve tretim
kosullaria bagl olarak degisen karmasik bir islemdir. Cay isleme sirasinda uygulanan
ozellikle soldurma ve fermantasyon asamasi aroma maddelerinin olusumunu biiyiik
Olgiide etkiler. Cay aromasi, son yillarda triiniin fiyatin1 belirleyen 6nemli bir kalite
ol¢iitii olarak gosterilmektedir (Calikoglu ve Bayrak 2009). Soldurulmus yapraklar
Uretim slrecinde distorsiyon ve fermantasyon surecinde biyokimyasal reaksiyon
asamalarindan gegmekte ve daha sonra kurutulmaktadir (Yamanishi et al. 1995; Sharma
and Rao 2009). Cayin bilesimi tat ve aromasi iklim, toprak, yetisme periyodu, tarimsal

uygulamalar ve varyete 6zelliklerine bagli olarak degisebilmektedir (Luximon-Ramma

et al. 2005).

Cay surgunleri 6zellikle genc yapraklar ylksek oranda oksidatif enzimler ve polifenoller
icermektedir. Onceki yillarda tanin olarak adlandirilan ¢ay polifenolleri flavonoidler
olarak bilinir. Taze ¢ay yapraklarindaki polifenoller arasinda kuru agirligin %12-24’0n0
olusturan katesinler polifenollerin en yaygin olan formudur. Fenolikler dogrudan ve
dolayli olarak ¢ayin tat, aroma ve rengini olusturmada rol oynamaktadir (Wan et al.
2003, 2008). Cay Kkalitesi hasat edilen geng¢ sirginlerdeki organik ve inorganik
bilesenlerden etkilenir. Bu bilesiklerin en Onemli gruplar1 serbest amino asitler,
polifenoller veya katesin veya kafeindir. Cay oziitlerinde bulunan polisakarit, protein,
amino asit, kafein ve polifenol islenmis ¢ay kalitesini belirlemektedir. Polifenoller geng
cay surgunlerinde kuru maddenin %20-40 olusturan birgok flavonoidin ortak adidir.
Cayda en fazla bulunan flavonoid katesinlerdir (flavan-3-ols) ve genellikle kuru
agirhigin %10-30’unu olusturur. Flavan 3-ols’lin saglhig destekleyen etkileri 6zellikle
yesil ¢ayin igerigi, bilimin ve kamuoyunun dikkatini ¢ekmistir. Ayrica, ¢ay bitkisini
patojenlere karsi korumada da ciddi bir rol oynarlar. Ozellikle yesil ¢aylarm tibbi
etkisinin genellikle kafein, teanin, katesin ve polifenollerden kaynaklandigi

bilinmektedir (Gramza and Korczak 2005; Yang et al. 2007; Hu et al. 2009).

Coyle et al. (2008) yesil ¢ay lizerinde yiiriittiikleri arastirmada polifenolarin oksidatif

strese kars1 hiicreleri korudugu ve kuvvetli antioksidant etki gosterdigini vurgulamistir.



Arastiricilar  taze ¢ay yapraklari ve c¢ay siirglinlerinde mevcut olan fenolik
birlesenlerinin ¢ay kalitesini belirleyen en 6nemli faktér oldugunu vurgulamiglardir.
Benzer olarak Obanda et al. (1997 a, b), Hara et al. (1995) ve Harbowy and Balentine
(1997) diistik fenol igeriginin cay kalitesini azalttig1 yiiksek fenol igeriginin ise
artirdigini ortaya koymusturlar. Siyah ¢aydaki polifenol ve theaflavinler caydaki renk ve
aroma gibi duyusal 0zelikler iizerinde rol oynamaktadir. Siyah c¢ayin kalitesi 6zelikle
hasat edilen siirgiinlerin filavonel icerigi basta olmak {izere kimyasal kompozisyonun
hasat, isleme ve depolama kosularma bagli olarak degistigi ifade edilmistir (Millin
1987). Harbowy and Balentine (1997) tarafindan fenolik bilesiklerin biyosentezinde
giines 1s181m1in etkili oldugu, Mahanta and Baruah (1992) ise golgede fenolik madde
igeriginin 131kl1 kosulara gore ¢ok daha diisik oldugu belirlenmistir. Ayrica cay
yapraklarinda ki kaliteyi olusturan bilesiklerin diisiik ve yiiksek sicakliklarla birlikte giin
uzunlugu ve giines 15181 tarafindandin etkilendigi ortaya konulmustur (Coyle et al.
2008).

Katesinler shikimate yolundan kaynaklanan bir aminoasit olan fenil alaninden
sentezlenmektedir. Katesinlerin = 6zelikle antioksidatif (Tuzcu at al. 2008),
antiinflamator (Thangapazham et al. 2007), antiobezite (Bose et al. 2008), antidiabetik
(Yilmaz 2006) ozelikleri arastirilmustir. Katesinler oOzelikleri dolasiyla raf omriini
artirma suretiyle gidalarin kalitesini gelistirdiginden, gida ve yem katkis1 olarak da
o6nemli bir potansiyele sahiptir (Ferruzzi and Green 2006). Bu ozelikler cay iceren
iceceklerin gelismesine yol agmustir (Ferruzzi and Green 2006). Gida ve igeceklerde
katesinlerin en yiiksek diizeye c¢ikarilmasi i¢in arastiricilar tarafindan birgok metot
gelistirilmis olmakla birlikte, bu maddenin tek kaynaginin ¢ay yapraklari oldugu ifade
edilmistir(Copeland et al. 1998; Labbé et al. 2005). Bu kaynagin en 6nemli sakincasinin
iklim degismesi yoluyla olusabilecek uygunsuz ¢evre kosularinin yol acabilecegi

olumsuzluk oldugu vurgulanmistir (Kabir Mustapha et al. 2012).

Renk, tat ve aroma gibi ¢ay karakteristikleri dogrudan ve dolayl olarak katesinlerle
ilgilidir (Wang et al. 2000). Cayin buruk tadi polifenollerden kaynaklanmaktadir.

Amino asit, polifenol ve katesin gibi kaliteyle ilgili bilesenler besin durumu ve ¢evre



kosullarindan 6nemli Ol¢iide etkilenmektedir. Serbest amino asit konsantrasyonu
biiytime ile birlikte talebi asir1 artan azot tarafindan artirilmaktadir (Okano et al. 1997).
Cay bitkisinde yaslanma ile birlikte katesin igerigi azalmaktadir. Ayrica biyotik ve
abiyotik stres kosullarinda yetistirilen gaylardan Uretilen ¢cay theaflavini azalmakta ve
fenolik dinamikleri nedeniyle kalite kaybr meydana gelmektedir (Owuor and Othieno
1988). Uretim teknigini degistirmeden hasat edilen yapraklarda yas agisindan farklilik
olustugunda farkli kalitede ¢ay iiretme olasilig1 artmaktadir (Thomas et al. 2005).

Flavonoidler cay bitkisinde biyotik ve abiyotik strese dayaniklilikta 6nemli rol oynayan
sekonder metabolitlerdir (Treutter 2005). Yesil ¢cay yapraklar1 6zellikle flavonoidlerce
zengindir ve arastirmalar ¢ay yapraklar1 flavonoidlerinin sagligin tesviki ve hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli role sahip oldugunu gostermistir (Higdon and Frei 2003). Cay
flavonoidlerinin biyosentezi, 6zellikle dizenleyici anahtar enzimi 5-dehidroshikimat
rediiktaz olan sikimik/arogenat yolu enzimleri ile iliskilidir. Sinnamik asitin biyosentezi

ise fenilalanin amonyak liyaz tarafindan kontrol edilmektedir (Balentine et al. 1997).

Onemli kimyasal bilesikler arasinda bulunan gallik asit, kafein, katesin fraksiyonlar1 ve
fenialanin amaonyak liyaz (PAL) Uretilen gay kalitesini etkilemektedir (Jeyaramraja et
al. 2003). Fenolik metebolit yolu strekli olarak aromatik amino asit fenilalanin
tiretmektedir ve bu daha sonra, fenoliklerle ilgili baz1 kalite parametrelerini belirleyen
fenolik sentezinin anahtar enzimi olan, PAL enzimi tarafindan deaminaze olmaktadir
(Toma’s-Barberan and Espin 2001). Fenilalanin amonyak liyaz aktivitesi c¢ay
flavanollerinin biyosentezinde Onemlidir ve yesil c¢ay yapraklarmin toplam katesin
igerigi ile pozitif korelasyon gostermektedir (Kottur et al. 2010). PAL flavanollerin
biyosentezinde énemli rol oynar (Sanderson 1972), polifenol oksidaz icin temel madde
olmas1 dolayisi ile dogal olarak cay kalitesi ile ilgilidir (Roberts and Fernando 1981).
Stres faktorleri fenilpropanoid biyosentezinin anahtar enzimi olan PAL aktivitesini
artirmaktadir (Hahlbrock and Scheel 1989).

Siyah c¢ay diretiminde, enzimler caym karakteristik renk ve aroma kazanmasinda

yapraklarin fermentasyonunda 6nemlidir (Sajilata et al. 2008). Fermantasyon polifenol



oksidaz (PPO) enzimi tarafindan katalize edilen katesinlerin kinonlara oksidasyonu ile
baslatilmaktadir (Balentine et al. 1997). Bakir iceren bitki polifenol oksidaz enzimi
fenolik maddelerin dehidrasyon ve polimerizasyon yoluyla o-kinonlar veya diger
sekonder kinonlara doniisiimiinii katalize etmektedir. PPO 6zellikle siyah ¢ay ve Oolong
cay1 gibi mamul ¢ay {iriinlerinin kalitesinin olusumunda 6nemli bir faktér olarak rol
oynar (Ramaswamy and Ramaswamy 1998; Thanaraj and Seshadri 2006; Jain and
Takeo 2007). Siyah cay isleme siirecinde, molekiiler oksijen tarafindan katesinlerin
kinonlara oksidasyonunu katalize eden PPO enzimi fermantasyonu baslatmak i¢in cay
sirgiinleri yumusatilir (Bendall 1959). Cay yapraklar1 hasattan sonra 1sitildiginda inaktif
polifenol oksidaz katesinleri theaflavin ve thearubigin gibi polimerik tirevlerine
oksidize etmektedir (Sajilata et al. 2008).

Taze c¢ay yapraklarmi ticari iirlin haline doniistiiren flavonoidlerin biyosentezinden
sorumlu enzimler ¢ayin tretimi ve kimyasinda ¢ok onemlidir. PPO siyah cay
polifenollerinin olusumunda ¢ok 6nemli bir enzimdir (Gregory and Bendall 1966;
Balentine et al. 1997). Cay bitkisinde polifenol ve ¢ay enzimlerince zengin olan korpe
stirgiinler islenmektedir. PPO siyah cay Uretiminde fermantasyon surecinde anahtar rol
oynadigindan ¢ayda en ilgi ¢eken enzimdir (Anderson et al. 1992; Ravichandran and
Parthiban 1998).

Bitkilerde PPO’nun bitki savunmasinda rol aldigi, ayrica yiiksek PPO igeriginin
ciceklerin fonksiyonel bir pargasi olarak, enfeksiyon ve yaralanmalardan uUretim
organlarini korumada rolii oldugu vurgulanmistir (Salah et al. 1995; Joshi et al. 2011).
Bitkilerde yaygin olarak bulunan bakir iceren PPO enzimi bitkilerde ilk doku gelisimi
esnasinda sentezlenmekte ve kloroplastlarda depolanmaktadir (Primo et al. 2007). Bu
enzimler, monofenollerin difenollere hidroksilasyonu (kresolaz aktivitesi) ve takiben
difenollerin kinonlara oksidasyonu (katekolaz aktivitesi) olmak uzere iki tip molekuler
oksijen igeren reaksiyonlar1 katalize etmektedir (Jimenez, M. and Garcia-Carmona
1999). Peroksidaz (POD) taze yesil yapraklarda bulunmaktadir. Bu enzim hidrojen
peroksitin su ve organik peroksitlere indirgenmesini katalize etmektedir. Bu enzimlerin

oksidasyon reaksiyonlari, aritma, aroma olusumu ve terpenlerin biyolojik doniisiimii



stireclerinde katalistik olarak kullanilabilmektedir (Conesa et al. 2002). Polifenol
oksidaz (PPO) peroksit Uretmekte ve boylece POD sistemini aktive etmektedir. Bununla
birlikte katalaz c¢ayda hizla aktif hale gelmekte ve peroksidazlari uzaklagtirmakta

bdylece fermantasyonda POD enziminin rolii sinirlanmaktadir (Harbowy and Balentine

1997).

Cay polifenolleri en iyi bilinen biyoaktif antioksidanlardir ve gosterdikleri hiperglisemi
karsit1 ve antioksidan etkileri gibi biyolojik fonksiyonlar1 onlar1 beslenme stratejilerinde
onemli bir katk: haline getirmekte ve diinya capinda 6nemi siirekli artmaktadir (Xu et
al. 2012). Antioksidan mekanizmasi enzim ve enzim dist komponentlerden
olugsmaktadir. Enzimatik bilesen siiperoksit dismutaz (SOD), POD ve katalaz (CAT)
gibi serbest radikal yikicilar tarafindan firetilir (Mahaboob and Gurjot 2007). Bazi
arastiricilar  polifenol oksidaz tarafindan katalize edilen polifenollerin cay
yapraklarindaki yiiksek antioksidan aktivitesi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir
(Kyung et al. 2008). Bitki hucrelerinde bulunan antioksidan savunma sistemi SOD,
CAT ve POD gibi enzimatik (Zhang et al. 2009, 2010) ve lipit peroksidasyonu igin
uygun bir gosterge olarak kabul edilen malondialdehit sistemini icerir (Mittler 2002;
Mustapha et al. 2009). Antioksidan ve antioksidan enzimlerinin degisik aktiviteleri
bitkilerde oksidatif stresin gostergeleri olarak kullanilmis ve rapor edilmistir (Mittler

2002; Zhang et al. 2009; Jin et al. 2010; Wang et al. 2010).

Cay polifenolleri enzim aktivitesi yoluyla veya oksidasyon/antioksidasyonla ilgili genler
vasitasiyla antioksidan aktivitesi gostermektedir. Cay polifenolleri ayn1 zamanda
glutatyon, glutatyon redilktaz (GR), glutatyon peroksidaz, glutatyon S- taransferaz
(GST), katalaz ve kinin redilktaz gibi hiicre i¢i antioksidanlarin etkisinin ortaya
¢ikmasini artirmaktadir (Khan et al. 1992; Valerio et al. 2001). Polifenollerin
antioksidan/peroksidant aktivitesi, metal indirgeme potansiyeli, selatlanma davranisi,
pH, ¢oziiniirliikk 6zelligi, biyolojik uygunluk, alinabilirlik, doku ve hiicre kararlilig1 gibi

bir ¢ok faktore baglidir (Luczaj and Skrzydlewska 2005).



Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) ve sikimik dehidrojenaz gibi enzimler
polifenollarin biyosentezini katalize eden anahtar enzimlerdir. G6PD enzimi pentoz
fosfat yolunun baslangicini katalize edip ve hizin1 sinirlarken (Copeland and Turner
1987; Von Schaewen et al. 1995), sikimik dehidrogenaz (SDH) drehidrosikimatin
sikimik asite dontisiimiinii katalize eden ve katesin, kafein ve aromatik amino asitlerin

olusumunda 6nemli bir habercidir (Schnarrenberger et al. 1995).

Cay tretiminin karliligin1 artirmanin bir yolu, yiliksek verimli ve miikemmel kalitede
klonlarin dikilmesidir. Yiiksek kaliteli ¢cay sadece en uygun kalitede ham materyalle
elde edilebilmektedir. Potasyum giibrelemesinin polifenoller {izerine tesvik edici
etkisinin oldugu farkli arastiricilar tarafindan ortaya konulmustur (Ruan et al. 1998;
Venkatesan and Ganapathy 2004). Magnezyum, kiikiirt, bor ve azot gibi besin
elementlerinin siyah cay kalitesi iizerine etkileri yaygin olarak rapor edilmistir (Rahman
et al. 1978; Dev Choudhury and Bajaj 1988; Sharma and Sharma 1992; Barbora 1995;
Venkatesan and Ganapathy 2004). Ticari sevide cay uretimi icin gerekli azotlu guibrenin
alternatifleri sinirli olmakla birlikte; yliksek miktarda azotlu giibrelerin iiretilen caymn
kalitesi lizerine olumsuz etkisi oldugu bilinmektedir (Hilton 1971; Guseinov 1973;
Ranganathan and Natesan 1987). Yesil cay kalitesi toplam azot ve serbest amino asit
konsantrasyonu ile ilgili oldugundan, ¢ay plantasyonlarinda ve ozellikle yesil ¢ay
iiretiminde yliksek oranda azotlu giibre iire formunda uygulanmaktadir (Ruan and Wu
2004). Bununla birlikte 6nceki arastirmalarda asir1 azot uygulamalarinin siyah c¢ay
kalitesini olumsuz etkiledigi ortaya konulmustur. Diger taraftan cay kalitesini olumlu
etkileyen potasyumun agir1 azotun neden oldugu olumsuzlugu kismen de olsa

hafifletebildigi rapor edilmistir (Ranganathan 1994).

Cay yapraklarinin verim ve kalitesini artirmak i¢in ¢ayliklara uygulanan azotlu gtibreler
yildan yila artmaktadir. Ancak agir azot giibresi uygulamalarinin cay bahgelerinde
birincil {iretimi tesvik etmekte ve ayni zamanda cay bahgesinin topraklarinin
asitlenmesine neden olmakta (Chenery 1955; Konishi 1991; Tachibana et al. 1995) ve
nitrifikasyon oranlarimi da etkilemektedir (Chantigny et al. 1996) Sonucta sera

gazlarinin atmosfere salinmasi ve yer alt1 sularina nitrat olarak yikanmasi gibi 6nemli



cevresel etkilere yol agmaktadir (Tokuda and Hayatsu 2001, 2004). Uzun vadeli cay
yetistirme uygulamalar1 sonucunda, uzun siire cay yaprak artiklari ve koklerden
salgilanan maddelerin toprakta birilimi ve toprak pH’sinin diismesi nedeniyle Al ve
hidroksi benzen birikiminin ortaya ¢ikabilecegi vurgulanmistir (Nioh et al. 1993; Yao et
al. 2006). Toprak mikroorganizmalarinin striikktiir ve sayist topragin kimyasal
ozelliklerini degistirebilmektedir (Bauhus and Khanna 1994; Pansombat et al. 1997;
Tokuda and Hayatsu 2002). Toprak enzimleri; karbon (invertaz), nitrojen (lireaz ve
proteaz) ve fosfor (fosfataz) gibi dongllerde 6nemli role sahiptir ve bu enzimler
mikrobiyal aktivite i¢in gosterge olarak kullanilabildigi gibi (Bergstrom et al. 1998),
cevresel degismelere de hizla tepki gdsterebilmektedir (Sparling 1997). Topraklardaki
mikrobiyal topluluk farkliliklarinin, farkli bitki c¢esitleri ile kapli olmasindan
kaynaklandig1 vurgulanmistir (Waid 1999; Grayston et al. 2001; Marschner et al. 2001).
Pandey and Palni (1996) cay kok artiklarinin mikroorganizmalar1 siirlandirabildigine
dikkat c¢ekmistir. Cay yapraklarinin antimikrobiyal maddeler icermesi ve toprak
asitligini artirict 6zellikler gostermesi ve Al toksiditesine yol agabilmesi nedeniyle

mikrobiyal tiirlerin azalmasina neden olabilecegi vurgulanmistir (Xue et al. 2006).

Azot ¢ay yapraginda proteinlerin olusumu, fotosentez miktari, karbonhidrat kapsami
gibi 6nemli parametrelere etki yapmakta ve bitkinin kaldirdigi azot miktar1 yiiksek
olmaktadir. Cok yillik olan ¢ay bitkisi uzun yilar ayni toprakta kaldigindan siirekli ayni
bitki besin maddelerini topraktan kaldirmakta ve topragi fakirlestirmektedir. Cay
yetistirme alanlarinda ¢iftlik giibresinin iiretimi ve uygulanmasimin kisitli olmasi ve
yesil giibrelemenin de geregi gibi yapilmamasi ¢ayliklarda kimyasal giibrelerin
kullanilmasini kaginilmaz hale getirmektedir. Cayin yapraklarindan yararlanilmasi, taze
strginlerinin vejetasyon periyodu iginde 3-4 kez kesilerek hasat edilmesi gibi
nedenlerle topraktan kaldirdigi azot miktarinin yiiksek olmasi, c¢ay ig¢in alternatif
biyolojik giibre gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Cayin asidik topraklarda yetismesi,
bizzat ¢ay rizosferinde etkin ve aktif olabilen PGPR suslari izolasyonunun g¢ay

yetistiriciliginde kimyasal giibrelere alternatif olabilecegini gostermektedir.
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Yillardan beri tek yonlii ve yiiksek dozda kimyasal giibreleme sonunda cay
topraklarinin fiziksel ve kimyasal yapis1 giderek bozulmaktadir. Toprak asitliginin de
artmasi nedeniyle topraklarda biyolojik aktivite azalmaktadir. Gereginden fazla verilen
azotlu gilibre siyah c¢ayda lif miktarinin artmasia ve ¢ay fabrikalarinda lifin ¢aydan
ayristirilmasi igin daha fazla masraf gerektirmektedir (Sarimehmet vd 1983, 1989 b;
Ural 1991; Kagar 1991, 1992, 1984). Diger yandan son zamanlarda tiiketiciler, dogay1
tahrip etmeyen yontemlerle iiretilen ve toksik etki yapmayan tarimsal iiriinleri tiketmeyi
tercih etmeye baslamis ve organik cay yetistiriciligi giindeme gelmistir. Ozellikle siyah
cay Uretimi yaninda tiiketicilerin organik ve yesil caya olan talepleri hizla arttigindan
organik yesil ¢ay lretimi 6nemli gériilmektedir. Dogu Karadeniz bolgesinde odzellikle
yiiksek rakimlarda yetigsen caylar, ekolojik sartlar nedeniyle kis aylarinda kar altinda
kalmaktadir. Bu 6zellik diinyada baska higbir bolgede bulunmamaktadir. insan saghg,
ekolojik denge, cay sektoriiniin gelecegi ve organik cay iiretiminin yayginlastirilmasi
bakimindan bu durum Onemlidir. Cografi ve ekolojik kosullar nedeniyle Dogu
Karadeniz’deki ¢ayliklarda kimyasal ilagla miicadele yapilmamaktadir. Bu durum
Tiirkiye’yi saglikli siyah, yesil ve organik c¢ay {iretimi icin ideal iilke durumuna
getirmektedir. Bu 06zelliginden dolay1r Tiirk Cay1 diinyanin en saglikli en dogal ¢ay1
olma 6zelligini tasimaktadir. Tiirkiye’de 2002 yilinda 5 ha caylik alanda 63 ton, 2010
yilinda ise 224 ha caylik alanda 1.971 ton organik yas cay {iretilmistir. Tiirkiye’de ¢ay
bitkisine kimyasal ilagla miicadele yapilmamasi Onemli bir avantaj olarak
degerlendirilmektedir. Bu durum organik tarim i¢in bir avantaj oldugundan mikrobiyal
giibreleme ile desteklenmesi durumunda ¢ay yetistirme alanlarinda organik cay tarimi

kolaylikla yapilabilecektir.

Cevre kirliliginin 6nlenmesi ve tarimsal siirdiiriilebilirlik, kaynaklarin devamliliginin
saglanmasi, tarimsal maliyetin disiirilmesi ve 1iyilestirilmis ve organik tarim
uygulamalar1 mikroorganizma kullanimini zorunlu kilmaktadir. Birgok iilkede temiz
cevre ve saglikli iiretim sistemi i¢in biyolojik gilibre formulasyonlar1 elde edilmesi
amaciyla calismalar yapilmaktadir. Azot ve fosfor bitki gelismesi i¢in temel
elementlerdir ve topraktan eksilen N ve P elementlerinin kargilanmasi i¢in yogun giibre

kullanilmaktadir. Toprakta eksilen N ve P miktarin1 karsilamak i¢in yiiksek oranda
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kimyasal giibre, 6zellikle azot kullanimi maliyetleri artirmakta, yikanmakta ve gevre
kirliligine neden olmaktadir. Ozellikle N giibresi iiretimi ve kullanim ile birlikte artan
cevre tahribati ve maliyet, giibre azotuna cevresel olarak kabul edilebilir biyolojik

kaynaklarin arastirtlmasini 6nemli bir hedef haline getirmistir.

Cay yetistirme alanlarinda yogun monokiiltiir tarimi nitrat kirliligini ciddi boyutlarda
artirmaktadir. Asidik ¢ay topraklarinda P aliminin azaldigi ve giibre etkinliginin olduk¢a
diistiigli buna bagl olarak ta verimlilik i¢in daha fazla giibre kullanildig1 g6z oniinde
tutulursa, cay ve benzeri bitki yetistiriciligi yapilan alanlarda N fikseri ve P ¢oziicii
bakterilerin izolasyonu ve biyolojik giibre olarak kullanima sunulmasi daha da 6nemli
hale gelmektedir. Cay yetistiriciliginin yaygin oldugu bolgelerde kimyasal giibre
gereksinimini azaltacak ve g¢ay iiretimini artiracak yeni ¢evre dostu stratejilere ve ilave
ve alternatif kaynaklarin degerlendirilmesine gereksinim vardir. Uretim maliyetleri ve
kimyasal giibrelerin ¢evreye zararl etkilerindeki artiglar biyolojik giibrelere olan ilgiyi
artirmistir. Stirdiiriilebilir tarim i¢in biyolojik giibre olarak kullanilabilecek etkin tiirlere
gereksinin duyulmaktadir. Bu baglamda, asidik ¢ay rizosferinde yaygin ve etkin olan
faydali bakterilerin izole edilmesi, bunlarin kimyasal giibre kullanimin1 azaltmak
amaciyla basta iyilestirilmis ve organik c¢ay yetistiriciligi olmak {iizere ¢ay tariminda
kullanimi1 6nemlidir. Nitekim Onceki arastirmalarda ¢ay rizosferinden izole edilerek
tanilanan ve oOzellikleri molekiiler ve biyokimyasal testlerle ortaya konulan faydal
bakterilerin; laboratuvar, sera, pot, sakst ve tarla kosullarinda farkli cay klonlarinda
gelismeyi etkiledigi ve biyolojik giibre olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir
(Cakmake1 et al. 2009 a, 2010 a, b, ¢, 2011 a, 2012 a; Cakmake1 vd 2011 b, c; Ertlrk vd
2011). Asidik topraklarda PGPR asilamalariin beklenenden daha yiiksek potansiyele
sahip oldugu ve bazi PGPR izolatlarimin asidik topraklarda mineral giibrelemeye es
veya daha yliksek oranda ¢ay yaprak verimi ve gelismesini tesvik ettigi gorilmiistiir

(Cakmake1 vd 2011 b, ¢).

Bitki koklerinin ¢evresinde bulunan bakteri gesit ve sayisi birgok bitki ve ¢evresel faktor
tarafindan etkilenmektedir. Bazi arastirmalar mikroorganizma striiktiir {lizerine en

yaygin etkiyi bitki tiirleri gosterirken (Costa et al. 2006), diger bazi arastiricilarsa toprak
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tipi ve agro-klimatik kosularin daha etkin oldugu bildirilmistir (Fierer and Jackson
2006; Marasco et al. 2013). Bitki kokleri ile ilgili bakteri toplulugunun kompozisyon ve
struktrt  bitki-bakteri veya diger organizmalarla olan etkilesim tarafindan
belirlenmektedir (Trivedi et al. 2011).

Bitki topluluklarinin rizosferdeki bakteriyel toplulugun yapisi iizerine farkli kok
salgilar1, kok bolgesindeki farkl kisimlarindaki bilesim ve bitkilerin gelisme dénemleri
tarafindan etkilendigi bildirilmistir (Farina et al. 2012). Bitki farkli organizma
gruplariin ve 6zelikle bakterilerin gelisme ve ¢ogalmalari i¢in besinlerce zengin ortam
saglamaktadir. Kok bolgesindeki bakteri toplulugu ise toprak yapisi ve besin
dongiisiinde anahtar rol oynamaktadir (Nannipieri et al. 2003). Ayrica bitkilerin
topraktaki dogal mikrobiyal popiilasyonu etkiledigi ve her bitki tiiriiniin se¢ici ve sinirl
bir ortam yaratarak kendi 6zel mikrobiyal popiilasyonunun olusumuna katki yaptigi
bildirilmistir (Berg and Smalla 2009). Arastirmalar rizosferik bakterilerin o rizosferde
bulunan bakterilere 6zgiin az ¢ok beli bir iliski iginde oldugunu ortaya koymustur (Berg
and Smalla 2009; Ambrosini et al. 2012). Ayrica uygun ve etkin PGPR rizosferde
kolonize olan bakterilerin kompozisyon ve dinamiklerin ve bitki gelisimi ile ilgili
Ozeliklerin anlagilmasin1 gerektirmektedir (Donate-Correa et al. 2004). Bu nedenlerle
rizosferdeki bakteri toplulugu iizerinde kok bolgesi bitki tiirleri ve toprak yapisina

etkisinin arastirilmasi ¢ok onemli bir arastirma alani olarak one ¢ikmuistir.

Bitkiler yetistigi ekolojiyi rizosferinde barindirdigi mikrobiyal toplulukla kontrol
edebilmekte ve degistirebilmektedir. Bitki rizosferindeki bakteri kompozisyonu toprak
ozellikleri, iklim, bitki trleri, tiirler arasindaki varyete ve ekotip farkliliklarina gore
degismektedir (Poonguzhali et al. 2006; Beneduzi et al. 2008; Coelho et al. 2008;
Cakmakg1 vd 2008 a; Cakmaker et al. 2010 a). Uzun yillar farkli bolgelerde bulunan
yabani tiirlerin rizosfer topraklarindaki bakteri popiilasyonunun yogunlugu, niteligi ve
Ozellikleri farkli olmaktadir. Bu nedenlerle farkli ¢evre kosullarina ve bitki rizosferine
adapte olabilen yiiksek potansiyele sahip faydali bakterilerin bitki rizosferinden izole

edilmesi 6nem tagimaktadir.
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Cay ¢ok yilik bir bitki olarak ve yapraklar siirekli hasat edildiginden ¢ogu bitkiden daha
fazla azot uygulamasi gerektirmekte ve azot cay verim ve kalitesine etki etmektedir. Cay
bahgeleri, genellikle mono kiiltiir olarak yetistirilmekte yiiksek oranda giibre
uygulanmakta ve biiyiik oranda kok salgilar1 ve yaprak artiklar tarafindan olusmaktadir
(Cakmake1 et al. 2010 a). Birgok arastirma gostermistir ki; c¢ayliklara yiiksek oranda
uygulanan azot glbresi toprak asidifikasyonu (Han et al. 2008), yer alt1 ve yiizey su
kirliligi (Liu et al. 2012), nitrifikasyon oranini etkileme (Xue et al. 2006) ve diisik azot
kullanim etkinligi sebebi ile yiiksek oranda gevre kirliligine (Han et al. 2008) neden
olmamaktadir. Azottan sonra bitki gelismesini etkileyen ikinci element fosfor olup; cay
bitkilerinin fosfor kulanim etkinligi fosforun toprakta ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi
nedeni ile yetersiz olmaktadir. Ayrica toprak fosforu yiiksek olsa veya fazla oranda P
uygulansa bile P hizla fiks edilip alinamaz forma doniismekte ve kullanim etkinligi
diismektedir. Diger taraftan uygulan giibrelerin asidik yagisl bolge topraklarda kulanim
etkinligi diisiik olmaktadir. Siiphesiz ki asidik kimyasal kullanimi1 c¢evre kosullarina

olumsuz etki yapmakta verim kaybina neden olmaktadir (Chakraborty et al. 2009).

Yiiksek verim i¢in fazla girdi kullanan tarim sistemleri ¢evresel problemlere ve dogal
kaynaklarin tiikkenmesine yol agmaktadir (Cakmakg¢i et al. 1999). Tarimsal
kimyasallarin ~ ekosistemlerin ~ kaldiramayacagi miktarda kullaniminin  devami
sirdiiriilebilir olmamakta ve kimyasal uygulamasi ile ortaya ¢ikan hizli iiretim artist
arttk azalmaktadir. Saglikli bir tarim sistemi kac¢inilmaz olmakta ve tarimsal
kimyasallarin kullanilmadig1 temiz gidalarin iretimi, insanligin ve dogal kaynaklarin
gelecegi i¢in zorunlu hale gelmektedir. Cevre kirliliginin 6nlenmesi ve tarimsal
stirdiiriilebilirlik, kaynaklarin devamliliginin saglanmasi, tarimsal maliyetin diistiriilmesi
ve organik tarim i¢in azot fikseri, fosfat ¢oziicii ve bitkisel hormon firetici bakteri
kullanimin1 zorunlu kilmaktadir (Cakmake¢1 ve Erdogan 2006, 2012). Bitki gelismesini
tesvik edici bakteriler tarim, bahgecilik, ormancilik ve ¢evrenin yenilenmesi amaglariyla
kullanilmaktadir. Siirdiirtilebilir tarim igin biyolojik giibre olarak kullanilabilecek genis

deneme kosullarinda segilecek etkin tiirlere gereksinin duyulmaktadir.
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Yiksek oranda kimyasal giibre kullanimi maliyeti ve ¢evre kirliligini artmaktadir. Bu
nedenlerle toprak mikrobiyolojisi ve biyoteknoloji alanindaki gelismeler 1s181nda
miimkiin oldugu ol¢iide toprak mikroorganizmalarin bitkisel iiretimi artirmak ve
topraktaki besin dongiislinii saglamak i¢in kullanimi ekonomik agidan 6nemli bir
yaklagim olarak ortaya c¢ikmaktadir. Tarimda yillar gectikce bitki verimliliginde
azalmalar gorilmekte bu durum Ozelikle ¢ay plantasyonlarinda asir1  giibre
kullanimindan kaynaklanmaktadir. Dolayistyla ¢ay yetistiriciliginde biyolojik urtinlerin
kullanimi ile toprak verimliliginin artirilmasi acil bir ihtiyag olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bu tiir uygulamalar i¢in 6n kosul uygun biyoteknolojik uygulamalarla, bitkiler i¢in
uygun bakterilerin secimi ve karakterizasiyonu olarak gorilmektedir (Trivedi et al.
2011). Cay bahgelerinde toprak ekosisteminde bakteri toplulugunun gesitliligi ve sayisi
hakkinda yeterli bilginin olmadig1 bildirilmistir (Xue et al. 2006; Cakmakg et al. 2010

a).

Kimyasal giibre iiretimi ve uygulamasi yliksek enerji kullanimi gerektirmekte, azot
dongiisiinii etkilemekte, tarimsal maliyeti artirmakta ve sulari kirletmektedir. Asidik
topraklarda P alimmin azaldigi ve kullanilan azotun yikandigi ve fazla giibre
kullanildig1 g6z Oniinde tutulursa; ¢ay alanlarindan N fikseri ve P ¢6zucl bakterilerin
izolasyonu ve kimyasal giibre kullanimin1 azaltmak amaciyla iyilestirilmis ve organik
cay yetistiriciliginde kullanimi1 6nem arz etmektedir (Cakmake1 vd 2012 b). Turkiye’de
bakteri izolasyonu amaciyla rizosfer ¢aligmalar1 yetersiz olmakla birlikte, son yillarda
baslanmistir (Cakmakei et al. 2006 a, 2010 a; Cakmakg1 vd 2006 b, 2008 a, b, 2009 d,
e). Yiksek yagish ve asidik topraklarda giibre etkinligi diisiik olmakta (Thakuria et al.
2004), bu topaklarda fosfor Fe ve Al fosfatlar seklinde tutulmakta alimi1 zorlasmakta
(Johnson and Loeppert 2006) ve P bakimindan zayif, asidik topraklarda N tiikketimi
fazla olan ¢ay yetistiriciligi i¢in azot fikseri ve fosfat ¢oziiciilerden olusan biyolojik

giibre gelistirilmesi 6nem tasimaktadir (Cakmakg1 et al. 2010 a, b).

Bu arastirma ile PGPR kullanilarak ¢ayda verime ilave olarak, yaprak antioksidan ve
oksidatif pentoz fosfat yolu (glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, 6-fosfo glukonat

dehidrogenaz, glutatyon rediktaz, glutatyon S-transferaz ve peroksidaz) ve siyah cay
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isleme, tat ve aromada 6nemli olabilecek enzimlerin (polifenol oksidaz, peroksidaz, 5-
Dehidroshikimat rediktaz, (reaz ve alkol dehidrogenaz enzimi) aktivitesinin
degistirilmesi ve cay kalitesinin artirilmast amaglanmistir. Calismada, ¢ay verimi ile
birlikte siyah cay isleme ve tat ve aromada PGPR kullaniminin etkili olup olamayacagi
arastirilmistir. Bakteriler tarafindan antioksidan enzimlerinin aktivitesinin artirilmasi
dolayisiyla stres kosullarinda bitki dayanikliliginin artirilmasi, ¢ay isleme ve kalitesinde
onemli olabilecek enzim aktivitelerinin degistirilmesi ve bitki gelismesinin
desteklenmesi bakterilerin kullanim alanini genisletecektir. Bu ¢aligma, biyolojik giibre,
dayaniklilik, cay verim ve kalitesi arastirmalarina yeni bir boyut kazandiracaktir. Bu
arastirmalarda orijinal olarak izole edilen bakterilerin organik ¢ay tariminda en 6nemli
sorun olabilecek mineral giibrelemenin yasaklanmasi durumunda ortaya c¢ikabilecek

basta azot olmak tizere bitki besleme sorunlarinin ¢dziimiine 6nemli katki saglayacaktir.

Bu arastirma ile; bakterilerin ¢ay yetistiriciliginde kullanilabilir hale getirilmesi,
kimyasal giibre gereksiniminin azaltilmasi, toprak kalitesinin iyilestirilmesi, biyolojik
kaynaklarin kullanimmi yayginlastirilmasi, organik ve iyilestirilmis tarimda bitki
besleme sorunlarinin ¢oziimiine katki saglanmasi, ¢evre dostu siirdiiriilebilir tarim
teknikleriyle piyasa i¢in kabul edilebilir miktar ve kalitede cay yapragi iiretiminin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu arastirmalar cay tariminda bitki besleme

sorununun ¢oziimiine 6nemli katki saglayabilecektir.

Asidik cay rizosferinde bulunan, tarimsal ve toprak sagligi bakimindan Onemli
olabilecek faydali bakterilerin belirlenerek kayit ve koruma altina alinmasi 6nemli bir
konu olmakla birlikte yeterince arastirilmamistir. Bu arastirma asidik cay rizosferi
topraklarindan izole edilerek tanisi, karekterizasyonu, azot fiksasyonu, fosfat ¢cozme ve
bitki gelismesini tesvik etme gibi 6zellikleri belirlenerek cay yetistiriciliginde biyolojik
giibre gelistirilmesi amactyla yiiriitiilmiistiir. Bu nedenlerle, bu arastirmalarda, kimyasal
giibre gereksiniminin azaltilmasi, organik ve iyilestirilmis tarim uygulamalarinin
desteklenmesi amaciyla, biyolojik giibre formiilasyonlarinda kullanilabilecek asidik
kosullara dayanikli, ¢ay rizosfer topraklarinda yaygin ve hakim olan, bitki gelismesini

tesvik edici bakteri izole edilerek, kayit ve koruma altina alinmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bitki Gelisimini Tesvik Edici Bakterilerle Ilgili Calismalar

Insanlarin  dogal ekosistemlere olumsuz etkisi, geri doniisiimii olmayan bazi
degisiklikler meydana getirmekte ve ekolojik denge bozulmaktadir. Hava, su ve
topragin kirletilmesi, bu dogal kaynaklarin dolayli olarak azalmasina yani
somiiriilmesine neden olmaktadir (Cepel 2006). Ister kimyasal ister biyolojik olsun
azotun indirgenmesi, ylksek oranda enerji gerektirir. Kimyasal gubre Gretimi igin enerji
kaynag1 olarak yakit kullanilir. Bu materyaller tekrar yerine konulamaz ve tiikenir
Ozelliktedir. Bu siirecin sonunda geldigimiz noktada; tiim diinyada yeterli miktar ve
kalitede gida ihtiyacim1 somiiriicii ve kirletici tarim sistemleri ile saglanamayacagina
dair endigeler giderek artmaktadir. Siirdiiriilebilir tarim icin biyolojik gilibrelemenin
Oonemi ve kimyasal giibrelemenin maliyet ve cevresel zararlari; kimyasal giibrelere
cevresel olarak kabul edilebilir biyolojik alternatiflerin arastirilmasi, gelistirilmesi,
adaptasyonu ve benimsenmesini giindeme getirmistir (Cakmak¢i 2005 a, b). Dogaya
dost tarim teknolojileri, organik artiklarin geri doniisiimii, biyolojik giibrelerle toprak
rizosferinin giliclendirilmesi, biyopestisit kullaniminin yayginlastirilmasi ve tarimsal
ekosistemlerdeki kirleticilerin biyolojik yollarla temizlenmesi gibi yaklasimlar, ¢evresel

problemlerin ortadan kaldirilmasinda esas alinmaya baslanmistir (Cakmakc¢1 ve Erdogan

2008 a; Saber 2001).

Bitki gelisimini tesvik edici rizobakteriler (PGPR), serbest yasayan, bitkisel gelisimi
tesvik eden, biyolojik miicadelede veya biyolojik giibre olarak kullanilan bakteriler
olarak bilinmektedir. Tohum, bitki yiizeyi veya topraga uygulandiginda atmosferik
azotu fikseden, organik ve inorganik kaynaklardan mineral elementlerin alinabilirligini
artirarak veya sekonder metabolit liretimiyle bitkisel gelismeyi tesvik eden; rizosferde
kolonize olabilen veya bitki dokularina girebilen, canli mikroorganizmalardan meydana
gelen materyale biyolojik giibre (BG) adi verilir. Bu faydali bakteriler bitki
rizosferinden izole edilmekte, aktif olan tiirler etkinlik ve ortam kosullarina adapte

olabilme &zellikleri dikkate alinarak segilmekte, tekli veya ¢oklu tlr igeren biyolojik
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giibrelerde kullanilmak tizere saklanmaktadir. Biyolojik glbre tohumlara kaplanmakta,
kodlanmakta, fide, fidan, bitki yiizeyi veya topraga uygulanabilmektedir (Cakmak¢i ve
Erdogan 2008 a). Biyolojik giibrelemede temel amag, tarimsal siirdiiriilebilirligin
devamliligi, dogal kaynaklarin ve ¢evrenin korunmasi ve kalitesinin yiikseltilmesi i¢in
kimyasal kullaniminin azaltilmasidir. Ancak mevcut durumuyla BG tek basina tarim
kimyasallariin yerini tutamamakta ancak kullanim oranlarin1 azaltmakta ve ekolojik
tarim1  desteklemektedir. Bu bakteriler daha ¢ok Acinetobacter, Aereobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microccocus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprilum, Serratia ve
Xanthomonas cinslerine aittir (Burdman et al. 2000; Vessey 2003; Cakmakg1 2005 a, b;
Cakmakg1 ve Erdogan 2006, 2008 b; Cakmakgi et al. 2010 a).

PGPR’larin bitki gelismesini tesvik mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamis olmakla
birlikte bu bakterilerin oksin (Jeon et al. 2003; Egamberdiyeva 2005; Cakmakg1 et al.
2006 a, Aslantas et al. 2007), sitokinin (Timmusk et al. 1999; Garcia de Salamone et al.
2001; Aslantas et al. 2007), gibberallin (Gutiérrez-Mafiero et al. 2001) ve etilen (Glick
et al. 1995) gibi bitkisel hormonlar1 iretebildigi; asimbiyotik olarak N fiksettigi
(Boddey and Dobereiner 1995; Sahin et al. 2004); mineral fosfat1 ¢6zebildigi ve organik
fosfat ve diger besin elementlerini mineralize ettigi (de Freitas et al. 1997; Jeon et al.
2003; Canbolat et al. 2006 a); siderofor, antibiyotik, enzim ve fungusit bilesikler
sentezleyerek patojenlere karsi antagonistik etki gosterdigi (Dobbelaere et al. 2002; Dey
et al. 2004; Lucy et al. 2004; Kotan et al. 2009) bilinmektedir.

Ozellikle son yillarda bir ¢ok iilkede temiz cevre ve saglikli {iretim sistemi icin biyolojik
giibre formulasyonlar1 elde edilmesi amaciyla ¢alismalar yapilmaktadir (Vessey 2003;
Lugtenberg and Kamilova 2010; Hayat et al. 2010; Kaymak 2010). Son yillarda PGPR
seker pancari, seker kamisi, celtik, misir, arpa ve bugday gibi bitkilerde kullanilmaya
baglanmistir (Dobereiner 1997; Schilling et al. 1998; Hecht-Buchholz 1998; Cakmakg1
etal. 1999, 2007 a, b).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_aset=V-WA-A-W-W-MsSAYVW-UUA-U-AAWWZCBZAD-AAWUWBVVAD-WUUVYYVEB-W-U&_rdoc=2&_fmt=full&_udi=B6T6X-4CBVT26-1&_coverDate=06%2F14%2F2004&_cdi=5042&_orig=search&_st=13&_sort=d&view=c&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=8ad6f1a2429d0ec14dc7c01307d66c13%23bib22%23bib22
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_aset=V-WA-A-W-W-MsSAYVW-UUA-U-AAWWZCBZAD-AAWUWBVVAD-WUUVYYVEB-W-U&_rdoc=2&_fmt=full&_udi=B6T6X-4CBVT26-1&_coverDate=06%2F14%2F2004&_cdi=5042&_orig=search&_st=13&_sort=d&view=c&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=8ad6f1a2429d0ec14dc7c01307d66c13%23bib19%23bib19
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_aset=V-WA-A-W-W-MsSAYVW-UUA-U-AAWWZCBZAD-AAWUWBVVAD-WUUVYYVEB-W-U&_rdoc=2&_fmt=full&_udi=B6T6X-4CBVT26-1&_coverDate=06%2F14%2F2004&_cdi=5042&_orig=search&_st=13&_sort=d&view=c&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=8ad6f1a2429d0ec14dc7c01307d66c13%23bib19%23bib19
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_aset=V-WA-A-W-W-MsSAYVW-UUA-U-AAWWZCBZAD-AAWUWBVVAD-WUUVYYVEB-W-U&_rdoc=2&_fmt=full&_udi=B6T6X-4CBVT26-1&_coverDate=06%2F14%2F2004&_cdi=5042&_orig=search&_st=13&_sort=d&view=c&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=8ad6f1a2429d0ec14dc7c01307d66c13%23bib4%23bib4
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Agaclar ve ¢ali bitkilerinde PGPR arastirmalar1 yakin zamanda baglamistir ve faydal
bakterilerin geng¢ aga¢ ve fidanliklarda kullanimina olan ilgi giderek artmaktadir. Bitki
gelismesini tesvik edici Na-fikseri ve P-¢oziicii bakterilerle yiiriitiilen arastirmalarda
kayis1 (Esitken et al. 2003, 2005), ahududu (Orhan et al. 2006), kiraz (Esitken et al.
2006) ve elmada (Aslantas et al. 2007; Karlidag et al. 2007, Pirlak et al. 2007; Karakurt
et al. 2009) gelisme parametreleri ve verimin artti@i belirlenmistir. Agag gelisimi
bakterilerin sadece N fiksasyonu veya P ¢ozebilme 6zelliginden kaynaklanmamakta
ayni zamanda sekonder metabolit iiretimiyle de ilgili olmaktadir. Bahge tesisinde erken
donemde PGPR fidanlarin vejetatif gelismesini tesvik etmekte, fidan gelisim
parametreleri dikkate alindiginda, gen¢ donemde fidanlarin N gereksiniminin biiyiik bir
kisminin biyolojik giibre ile karsilanabilecegi ve bakteriyel sitokinin tretimiyle fidan
gelisme karakteristikleri arasinda siki bir iligki oldugu belirlenmistir (Aslantas et al.

2007).

Bitki gelismesini tesvik edici bakterilerle yiiriitiilen aragtirmalarda ladin (Shishido and
Chanway 2000), dut (Sudhakar et al. 2000), kayis1 (Esitken et al. 2003, 2005), kaktus
(Puente et al. 2004), mese ve cam (Garcia et al. 2004), konifer turleri (Chanway et al.
2000; Bent et al. 2002) ve elma (Aslantas et al. 2007; Karlidag et al. 2007; Pirlak et al.
2007), ahududu (Orhan et al. 2006), kiraz (Esitken et al. 2006; Akca ve Ercisli 2010),
cilek (Esitgen et al. 2010), cay (Erturk et al. 2008; Cakmakg¢1 vd 2009 b, 2010 c;
Cakmakgr et al. 2010 b), findik (Ertiirk et al. 2010 a), visne (Karakurt et al. 2011) Kivi
(Ertirk et al. 2010 b) tlrlerinde vejetatif gelisimle birlikte meyve verimi ve kalitesinde

de 6nemli iyilesmeler sagladigi belirlenmistir.

Turkiye’de son yillarda bitki gelisimini tesvik eden bakteriler kullanilarak, oksidatif
pentoz fosfat yolunun temel duizenleyici enzimleri olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve
6-fosfoglukonat dehidrogenaz veya antioksidan (glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-
transferaz) enzimlerinin artirilmasi suretiyle, bitkilerin biotik ve abiyotik stres
kosullarma dayanikliliginin artirilabilmesi ve gelismenin tegvik edilmesi amaciyla
aragtirmalar yapilmaktadir (Cakmakg1 et al. 2007 a, 2009 c). Nitekim azot fikseri, fosfat
¢cozlcu ve indol asetik asit Gretici B. cereus RC18, Bacillus licheniformis RCO08,
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Bacillus megaterium RCO7, Bacillus mycoides FDO7, Bacillus pumilus RC19, Bacillus
sphaericus RC12, Bacillus subtilis RC11, Bacillus OSU-142, Bacillus M-13,
Pseudomonas putida RCO06, Paenibacillus polymyxa RCO05, RC14 ve Variovorax
paradoxus RC21 bakterileri ile yiiriitiilen aragtirmalarda bakterilerin bugday ve 1spanak
kok-govde gelismesiyle birlikte, bitki pentoz fosfat yolu ve antioksidan enzimlerinin de
artirabildigi sonucuna varilmistir (Cakmakg1 et al. 2007 a, 2009 c). Strese kars1 bitki
dayanikliligimin artirilmasi igin alternatif bir yaklagim ise bitki antioksidan enzimlerinin,
Aminosiklopropan karboksilat deaminaze (ACCD) enzimi iceren bitki gelisimini tesvik
eden bakteriler kullanilarak artirilmasi ve farkli ¢evresel stres kosullarini takiben bitki
etilen diizeyinin azaltilmasidir (Cakmakg1 vd 2007 c¢; Cakmake1 2009). Bitki gelisimini
tesvik edici bakterilerin, 1spanak yapraklarinda oksidatif pentoz fosfat yolu (6PGD ve
G6PD) ve antioksidan (GR ve GST) enzimleri aktivitesi ile birlikte erken donemde bitki
gelisiminin artirilabilecegi ortaya konulmustur (Cakmakg¢i1 vd 2007 ¢; Cakmake1 et al.
2009 c). Stres kosullarinda, bitki gelisimini engelleyen etilen miktarini azaltict
bakterilerle yiiriitiilen arastirmalarda; biotik ve abiyotik strese karsi bitkilerde korunma

saglanmaktadir. Bu alanda arastirmalar yetersizdir.

Aragtirmalarda PGPR etkinliginin bitkinin erken gelisme doneminde ortaya ¢iktigi ve
ozellikle bitkinin vejetatif gelisimi lizerine etkin oldugunu ortaya konulmustur (Glick et
al. 1997; Hoffmann-Hergarten et al. 1998; Sahin et al. 2004; Cakmakgi et al. 2006 a,
2007 b). Bu bulgular uygun bakteri-bitki interaksiyonu ve asit topraklarda etkin
olabilecek izolatlarin yapraklari degerlendirilen ¢ay igin uygun olabilecegi savini

olusturmaktadir.

Cay bitkisinden 1300 kg kuru yaprak elde edilmesi icin ¢ayin topraktan 60 kg/ha N, 5
kg/ha P, 30 kg/ha K, 6 kg/ha Ca ve 3 kg/ha Mg kaldirdig: tespit edilmistir (Cooke
1974). Tiirkiye’de cay flizerine yiiriitiilen arastirmalarda 1978-1981 yillarinda ¢ay
topraklarinin %39 unun pH’s1 4’iin altinda iken, 1989 yilinda bu oranin %85 diizeyine
ciktig1 belirlenmistir (Sarimehmet vd 1983, 1989 a). Ayrica ayni ¢alismalarda cay
topraklarinin azot, fosfor ve potasyum bakimindan da farkli oranlarda noksanliklar

gosterdigi tespit edilmistir.



20

PGPR’larin ticari olarak uygulanabilir forma doniistiiriilmeleri, iiriin saghgindaki artig
ve biyoglibre amaclar1 agisindan 6nemlidir. Bu siire¢ kabul edilebilir bir zaman i¢inde
bakterilerin canliligini devam ettirebilecekleri uygun tasiyicilarla gerceklesmektedir.
Formiilasyon gelistirmede kullanilan belli bash organik tasiyicilar torf, talk, lignit,

kaolinit, zeolit ve montmorillonittir (Heijnen et al. 1993).

PGPR siispansiyonlari i¢in kullanilan tastyicilar, bakterileri hiicre 6liimlerinden korurlar
ve yasam oranlarini yiiksek tutarlar. Bakterilerin raf dmiirleri, bakteri cinsine, tastyiciya
ve tane biyiikligiine gore degisim gostermektedir. Nitekim, Pseudomonas flourescens
ile yapilan arastirmalarda daha kiiclik partikiillii tasiyicilarin, bakteriyel hiicreleri daha

iyi kaplamak suretiyle kurumalara kars1 bakterileri daha iyi koruduklar tespit edilmistir

(Dandurand et al. 1994).

Bakteri asilama formiilleri bir veya birden fazla bakteri i¢in kullanimi kolay, organik,
inorganik ve sentezlenmis ekonomik tasiyici materyallerle hazirlanmaktadir. Tastyicilar
toksik olmamali, kolaylikla steril edilebilmeli, elle veya makinelerle kolaylikla
uygulanabilmeli, ¢evresel risk olusturmamali ve yer alti1 sularina zarar vermemeli, bir
veya iki yil depolanabilme 6zelligine sahip olmali, yerel kaynaklardan saglanabilmeli ve
ucuz olmalidir (Bashan 1998). PGPR’larin biyogiibre olarak kullanilabilmeleri
siirecinde mikrokapsulasyon teknigi Onemli bir biyoformiilasyon metodudur.
Mikrokapsiilasyon islemi, asidik pH da yag i¢inde siispanse olmus azotobakterilerle

jelatin fosfat polimer ¢iftinin karisimini icermektedir (Charpenter et al. 1999).

Torf tastyicilar kullanimlart kolay ve ucuz olsa da bir¢cok bulagma etmenini de i¢inde
barindirirlar. Torfun bu olumsuz O6zelliklerini azaltmak amaciyla yapilan 1s1 ile
sterilizasyon sirasinda bakterilerin canliliklar1 da azalmaktadir. Azospirillum brasilence
peat bazli biyoformulasyonu 4 ay raf Omriine sahip bulunmustur ve 4 ay depolanan
biyoformulasyon, bu siirenin sonunda 10" kob/g canhhginda kalabilmistir ki bu
populasyon basarili bir bitki inokulasyonu i¢in yeterli goriilmektedir (Bashan 1998;

Garcia and Sarmiento 2000).
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Amer and Utkhede (2000), B. subtilis ve P. putida bakterilerinin talk ve vermikilit
icinde 45 giin yeterli sayida saklanabildigini, B. subtilis izolatinin Chitin ilaveli ve
ilavesiz peat icinde 6 ay (Manjula and Podile 2001; Nakkeeran et al. 2004) raf dmri

oldugu belirlenmistir.

PGPR’lerin basarili biyoformulasyonlarini gelistirirken ulasilmasi gereken ozellikler
icinde; yliksek rizosfer etkinligi, kiime olusturma kolayligi, yiliksek etkinlik, diger
bakterilerle uyum, kuruma, 1s1, oksitleyici ajanlar ve UV radyasyonuna tolerans basta
gelmektedir. Gerek biyolojik giibre gerekse biyokontrol ajanlari olarak yapilan
arastirmalar PGPR’larin hiicre siispansiyonlar1 seklinde direkt olarak kullanimlarina
yonelik gerceklestirilir. Arastirma bulgulari, hiicre silispansiyonlar1t olarak PGPR
kullaniminin pratik olmadigim1 ve ¢aligmalarin laboratuvarlardan araziye aktarilmasi
durumlarinda PGPR formulasyonlarinin gerektigini gostermektedir. Dolayisiyla PGPR
hiicre siispansiyonlar1 bazi tasiyicilarda immobilize edilerek kolay uygulama, depolama,
ticarilestirme ve tarla kullamimima uygun hale getirilir. Bu satha formiilasyon
asamasidir. Formiilasyon gelisiminde; raf Omriiniin artirilmasi, bitkiler i¢in fitotoksik
olmama, suda ¢Ozinme kabiliyetinin yiksek olmasi, olumsuz ¢evre kosullarinda
etkinligini siirdiirebilme, diisilk maliyet, diger tarim girdileriyle uyumluluk, ucuz ve

bulunabilir olma gibi hedefler amaglanmaktadir (Jeyarajan and Nakkeeran 2000).

N,-fiksasyon ve fosfat ¢oziicli bakteri agilamasinin, su ve sicakligin uygun oldugu sera
kosullarinda daha fazla olmak iizere, sagladigi verim artig1, mikrobiyal giibrelemenin,
mineral giibrelemeye alternatif olabilecegini ve tek basina mineral azot giibresinin
olumsuz etkiledigi kalite kriterlerinin bakteri asilamalar1 tarafindan diizeltilebilecegi

gosterilmistir (Cakmakgi 2002).

Cay bitkisi yapraklar i¢in yetistirildiginden hasat edilen yaprak sayisinin artmasi ¢ay
endiistrisinde Onemli olmaktadir. Azotobacter chroococcum inokulantinin azot
fiksetmesinden 6tlrl topraga uygulanmasi durumunda c¢ay verimini artirdigi

vurgulanmigtir (Sharma et al. 2002).
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Bakteri asilamalarinda 6nemli bir alternatif yaklasim farkli mikroorganizmalarin karisik
kiiltiridiir. Dogal mikroorganizmalarin karisimi olan farkli organik diizelticiler toprak
diizeltici ve BG olarak uygulandiginda, bazi tiirler digerlerinden daha fazla canlh
kalmaktadir. Bunlar topraktaki kullanilabilir karbon kaynaklarindan daha iyi
yaralanmakta, gelisme ve aktiviteleri yliksek olmaktadir. Bitkisel {iretimin artirilmasi
i¢in en iyi strateji farkli mikroorganizmalarin karigik inokulasyonu olmaktadir. Karigik
inokulasyon, tekli uygulamalara gore, bakteri etkinligini ve bitkisel iiretimi daha fazla
artirmaktadir (Cakmaker et al. 2001). Karisik inokulasyon bakteri etkinligini artirmakta

ve besin elementlerin daha dengeli alinmasini saglamaktadir (Cakmakg¢1 vd 2003).

Azot fikseri ve fosfat ¢oziicii bakteri uygulamalar1 topraktaki azot fiksasyon ve fosfat
¢Oziicli bakteri sayis1 ve rizosferde N ve P miktar ve alimmni artirmaktadir. PGPR
etkinligi toprak organik madde icerigi, toprak ozellikleri, bitki ve bakteri ¢esidi ve ele

alinan bitki parametrelerine gore degismektedir (Cakmakgi et al. 2006 a, 2007 b).

PGPR inokulasyonu son yillarda cesaret verici sonuglar vermektedir. Ancak agaclar ve
cali bitkilerinde aragtirmalar yakin zamanda baglamistir ve faydali bakterilerin geng
agac ve fidanliklarda kullanimina olan ilgi giderek artmaktadir (Enebak et al. 1998;
Domenech et al. 2004).

Klorid ve karbonatin ¢esitli minerallerle karisimini iceren sabuntasi olarak ta bilinen
talk (magnezyum slikat), PGPR larin daha kolay depolanmasini, nem absorbsiyonunun
azaltilmasini saglayan bir tastyicidir. Nitekim P. putida izolat1 30-180 giin arasinda talk

bazli biyofromulasyonda canliligini korumaktadir (Bora et al. 2004).

Fakir topraklarda daha diisiik mineral giibre dozlar1 ile birlikte mikrobiyolojik
giibrelemenin etkisinin arastirilmast  gerekmektedir. Bakterilerin 6zellikle erken
donemde bitki gelismesini tesvik edici olmalari nedeniyle, biyolojik giibrelemenin
yapraklar1 kullanilan bitkilerde daha olumlu sonuglar verebilecegini gostermistir (Sahin

et al. 2004).
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Biyolojik gubrelerin en belirgin 6zellikleri azot fiksasyonu, bitki besin elementlerini
mobil hale getirilmesi, toprak kdkenli hastaliklarin biyolojik kontrolii ve bitki gelisimini

uyarict maddelerin salgilanmasidir (Lucy et al. 2004).

Toplam azot ve serbest aminoasit konsantrasyonlarinin yesil cay kalitesiyle yakin
iliskisi oldugundan, 6zelikle yesil cay iiretilen ¢ay planlatasiyonlarinda azotlu giibrenin

biiyiik bir kismi NH," iire formunda uygulamaktadir (Ruan and Wu 2004).

Baklagil olmayan bitkilerde biyolojik azot fiksasyonunun (BNF) 6nemi ilk olarak
Dobereiner ve arkadaslart tarafindan 1970 yillarinda yar1 katt azotsuz ortamin
kesfedilmesinin agiklanmasiyla anlasilmis ve seker kamisindan birgok endofitik bakteri
izole edilmistir. PGPR uygulamalar ile; kok sayisi, kok uzunlugu, gévde gelismesi,
hidrolik gecirgenlik, bitki besin elementi orani ve alimi, kuru madde, yumru ve dane
verimi, yaprak alan indeksi, klorofil orani, ¢cimlenme orani ve enzim aktivitesi artisi ile
yaprak yaslanmasinin geciktirilmesi gibi olumlu sonuglar elde edilmistir (Cakmake1

2005 b).

Serbest azot fiksasyonu, fosfat ¢oziicii veya bitkisel gelismeyi tesvik eden hormon
tiretici bakteriler degisik bolgelerde yaygin olarak bulunmakta ve birgok arastirmaci
grubu tarafindan bitki gelisimini tesvik etme beklentisiyle bitki rizosferinden izole
edilmektedir. Bitki rizosferinden izole edilen farkli bakteri tiirleri, saflastirilmakta,
potansiyeli ortaya konulmakta ve BG olarak uygun mikroorganizma karigimlari
hazirlanmaktadir. Bu bakteriler arasindan aktif olan tiirler etkinlik ve ortam kosullarina
adapte olabilme ozellikleri dikkate alinarak segilmekte, tekli veya g¢oklu tiir igceren
biyolojik giibrelerde kullanilmak iizere saklanmaktadir. BG tohumlara kaplanmakta,
kodlanmakta, fide, fidan, bitki yiizeyi veya topraga uygulanabilmektedir (Cakmak¢i ve
Erdogan 2012).

Agac gelisimi bakterilerin sadece N fiksasyonu veya P ¢dzebilme oOzelliginden
kaynaklanmamakta ayn1 zamanda sekonder metabolit {iretimiyle de ilgili olmaktadir.

Bahge tesisinde erken déonemde PGPR fidanlarin vejetatif gelismesini tesvik etmekte,


http://aob.oxfordjournals.org/content/99/2/301.full%23ref-30
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fidan gelisim parametreleri dikkate alindiginda, gen¢ donemde fidanlarin N
gereksiniminin biiylik bir kismmin biyolojik giibre ile karsilanabilecegi ve bakteriyel
sitokinin iiretimiyle fidan gelisme karakteristikleri arasinda siki bir iligki oldugu ortaya
konulmustur (Aslantas et al. 2007). Erken donemde uygulanan PGPR, fidanlarin
vejetatif gelismesini tesvik ettigi, geng donemde fidanlarin N gereksinimini ¢ogunlukla

karsilayabildigi vurgulanmistir (Aslantas et al. 2007; Erturk et al. 2010 a).

Cakmaker et al. (2007 a), biyolojik giibre olarak kullanilabilecek bitki gelisimini tesvik
edici on ti¢ farkli bakteri susunun (B. mycoides FDO7, B. megaterium RCO7, B.
licheniformis RCO08, B. subtilis RC11, B. sphaericus RC12, B. cereus RC18, B. pumilus
RC19, P. putida RC06, P. polymyxa RCO5 ve RC14, V. paradoxus RC21, B. OSU-142
ve Bacillus M-3), 1spanak ve bugday enzim aktivitesi (G6PD, 6PGD; GR ve GST) ve
gelisimi iizerine etkisini degerlendirmistirler. Arastirmada; test edilen bakterilerin 6
tanesinin nitrojenaze aktivitesi gosterdigi, 4 tanesinin fosfat ¢ozebildigi ve tamamim
indol asetik asit iiretebildigi vurgulanan arastirmada PGPR uygulamasinin bugday
govde agirligim %16,2-53,8; 1spanak govde agirligini ise %2,2-53,4 oraninda artirdigi
belirlenmistir. Sonuglar, PGPR asilamasinin bugday ve ispanak enzim aktivitesini
artirarak, erken gelisme doneminde bitki gelisimini artirabildigini géstermistir. Bakteri
asilamasinin  bitki gelisimine etkisi, bakterilerce c¢o6ziinemez toprak fosforunun
cozlinmesi, azot fiksasyonu, enzim aktivasyonu ve bakterilerce bitkisel hormon
tiretiminden kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir. Arastiricilar bitki gelismesi ile

enzim aktivitesi arasinda siki iliskinin oldugunu vurgulamislardir.

Cakmake1 vd (2007 c), bitki gelisimini tesvik eden rizobakterilerin antioksidan savunma
sisteminde Onemli reaksiyonlar1 katalizleyen G6PD, 6PGD, GR ve GST aktiviteleri
Uzerindeki etkilerini bugday ve ispanakda test edmistiler. Bakteri asilamalart her iki
bitkide de G6PD, 6PGD, GR ve GST aktivitesini etkilemis, bu sonuglar, alaninda ilk
olarak, enzim aktivitesinin PGPR ile degistirilerek bitkisel verimliligin artirilabilecegini
gostermistir. Arastirmada bugdayda en yliksek GR ve GST aktivitesi azot fikseri P.
polymyxa RC14 ile alinmis, oysa G6PD ve 6PGD ig¢in P. polymyxa RCO5 daha etkin
bulunmustur. Etkin izolatlar (B. megaterium RCO7, P. putida RC06, P. polymyxa RC05
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ve RC14), bugday G6PD, 6PGD, GR ve GST aktivitesini diger uygulamalara kiyasla 2-
3 kat artirmistir. Bugday kok ve govde agirligi ve yaprak alani ile GR, GST, 6PGD ve
G6PD aktivitesi arasinda; 1spanakta GR ve GST aktivitesiyle govde agirlig1 ve yaprak

alan1 arasinda pozitif onemli korelasyon belirlenmistir.

Cakmake1 vd (2007 d), onemli bir tarimsal arastirma alani olan bakterilerle kok gelisimi
arasindaki iliskiyi ele aldiklar1 aragtirmada, bitkisel hormon Uretici, azot fikseri ve fosfat
¢Oziicli bitki gelisimini tesvik edici on sekiz bakteri izolatinin tarla ve laboratuvar
kosullarinda arpa, bugday ve 1spanak kok sistemi iizerine etkisi test edilmistir.
Arastirma sonuglarina gore; bakteriyel hormon tretiminin (6zellikle IAA) baslangig
doneminde bitki kok sisteminin gelismesinde 6nemli rol oynadigt goriilmiistiir. PGPR
uygulamalarinin kok gelisimini degistirdigi, kok agirligini, lateral ve adventif kok
sayisini artirdigi ve besin alimini etkiledigi vurgulanan arastirmada; lateral ve kilcal kok
sayis1 ve kok uzunlugu artis1 gibi kok morfolojisi ve gelisimindeki 6nemli degisimlerle,

PGPR’in bitki gelisimine olumlu etkisinin birbiriyle iliskili oldugu gortilmistiir.

Bitki risponsu mikrobiyal interaksiyonun uyumuna baglidir. Mikrobiyal interaksiyon
bitki gelismesini tesvik eden rizobakterilerin aktivitelerini engelleyici veya tesvik edici
olabilmektedir. Ayrica bakteri etkinliginin toprak 6zellikleri, bitki ve bakteri ¢esidi, ele
alinan bitki parametreleri ve yetistirilme kosullarina gore degistigi, bakteri-bitki turleri,
bakteri dogal rizosfer mikroorganizmalar1 arasi etkilesimin etkinlikte rol oynadigi

bilinmektedir (Sahin et al. 2004; Cakmakgi et al. 2007 a, b).

Saravanakumar et al. (2007) bitki gelismesini tesvik edici Pseudomonas and Bacillus
biyoformiillerinin, tarla kosularinda c¢ayda blister yanikligina (Exobasidium vexans)
etkisini ele aldiklar1 arastirmada, Pseudomonas fluorescens Pfl uygulamasinin bilister
yanikligim1 Onlemede kimyasal fungusitle benzer etki gosterdigini ve kontrol ile
karsilastirildiginda hastaligi kontrol ettigi ve ¢ay verimini artirdigl ortaya konulmustur.
Peroksidaz, polifenol oksidaz, fenil alanin amonyak liyaz, kitin, beta-1,3-glukanaz ve
fenolikler gibi savunma enzimlerinin degerlendirildigi arastirmada, kontrolle

kiyaslandinsa P. fluorescens Pfl uygulamis bitkilerde enzim birikiminin daha yiiksek
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oldugu ve PGPR formiilasyonunun ¢ayda sistemik dayaniklilik saglayarak hastaliga

kars1 bitki direncini artirdig1 ve bitki gelismesini tesvik etigi belirlenmistir.

ACC deaminaze aktivitesine sahip PGPR’lerin bitki gelismesini tesvik etme bakimindan
biyolojik giibre formiilasyonlari i¢in uygun oldugu rapor edilmistir (Shaharoona et al.
2007; Naveed et al. 2008)

Sood et al. (2008) cay rizosfer topraklarinda dominant olan bakteri tiirlerinin Bacillus
ve Pseudomonas cinsine ait B. subtilis and B. mycoides ve P. putida tirlerinin
oldugunu, ayrica Bacillus ve Pseudomonas tirlerinin cay rizosferinde Urettikleri

bakteriyosin nedeniyle 6nemli antagonisttik etki gosterdigini ortaya koymuslardir.

Formiilasyonlar i¢in tasiyict olarak zenginlestirilmis kompost kullanilabildigi (Ahmad
et al. 2008) ve yiiksek bakteri canliligi bakimindan, 6zellikle talas tabanli tastyicilarin
etkin oldugu rapor edilmistir (Arora et al. 2008; Singh et al. 2008).

Cakmakg1 et al. (2009 a), gay yetistiriciliginde kullanilabilecek bakteri izolasyonu ve
kullanim1 amaciyla, Dogu Karadeniz Bolgesi ¢ay topraklarindan izole ettikleri azot
fikseri ve fosfat ¢oziicii bakteriler arasindan sectikleri 20 farkli bakteri izolati ile
yurtttiikleri arastirmalarda, asit topraklarda PGPR izolatlarinin ¢ay gelismesini tesvik
ettigi ve bakteriyel etkinligin beklenenden daha yiiksek oldugunu vurgulamiglardir. Bu
arastirmada ozellikle yeni azot fikseri ve fosfat ¢ozlcl Burkholderia pyrrocinia 64/4, P.
polymyxa 28/3, Brevibacillus reuszeri 10/5, Bacillus sp. 29/4, Rhizobium radiobacter
2/7, Achromobacter xylosoxidans denitrificans 16/4, Citrobacter freundii 3/7, P. putida
53/5, Paenibacillus macquariensis 38/2, Pseudoxanthomonas sp. 8/3, Micrococcu
luteus 3/5 ve Paenibacillus lentimorbus 47/8 izolatlarinin Muradiye 10 ve Tuglali Tiirk
cay klonlarinda yaprak verimi ve govde gelismesini Onemli oranda artirdigi
belirlenmistir. Arastirmada, bitki gelisimini tesvik edici bakteri etkilerinin kompleks bir
stire¢ oldugu ve bakteriyel etkinligin; asilanan bakteri tiir ve sayisi, ¢ay klonlari, bitki-

bakteri kombinasyonu, gelisme donemi, hasat tarihi, test edilen bitkisel parametreler,
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toprak tipi, toprak organik madde miktar1 ve c¢evresel kosullara bagli olarak

degisebildigi vurgulanmistir.

Cakmaker et al. (2009 c), strese karsi bitki dayanikliliginin artirilmasi igin alternatif bir
yaklagim olarak bitki antioksidan enzimlerinin bakteriler kullanilarak artirilmasi
amaciyla yiirtttiikleri arastirmada, farkli kaynaklardan izole dilen bakterilerin, 1spanak
yapraklarinda oksidatif pentoz fosfat yolu (6PGD ve G6PD) ve antioksidan (GR ve
GST) enzimleri ile birlikte bitki gelisiminin artirilabilecegi ortaya konulmustur.
Arastirmada yiiksek oranda indol asetik asit iiretici P. polymyxa RC35 ve P. putida
RCO06 izolatlar1 basta olmak iizere kullanilan izolatlarin 1spanak kok ve govde
gelisimini, yaprak azot ve fosfor igerigini ve enzim aktivitesini artirdigi
belirlenmistir. Arastirmada farkli PGPR strainlerinin enzim aktivitesi {izerine
etkilerinin farkli oldugu, PGPR tarafindan bitki gelismesinin tesvik mekanizmalarindan
birinin su ve besin elementi etkinliginde oldugu gibi nitrat asimilasyonunda énemli rol

oynayan enzim aktivitesi artisinin olabilecegi one siiriilmiistiir.

Ozyazici et al. (2009), ¢ay iiretiminde yogun olarak kullanilan azotlu giibrelerin, bélge
ikliminin de etkisiyle 6nemli diizeyde yikanmaya ugradig1 ve ¢evre kirlenmesine neden

oldugunu ortaya koymustur.

Cay bitkisi kumdan kile kadar degisen yapidaki asidik (pH= 4-6 arasi1) topraklarda
yetisebilir. Fakat 6zellikle Tiirkiye cay topraklarmin biiylik bir boliimiinde pH kritik
diizey olarak kabul edilen 4’iin altindadir. Ozellikle elle serpilerek yapilan giibredeki
azotun O6nemli bir kismi atmosfere kagmakta, azotun bir boliimii de zaten yagish olan
bolge ikliminde yikanarak yeralti sularina karismaktadir. Kullanilan amonyum siilfat
giibresi ve cayliklar1 giinden giine organik madde yoniinden fakirlestirmis, toprak
pH’sin1 diislirmiistiir. Cay topraklarin asitliginin ve asitlikle birlikte ¢ayda agir metal

aliminin yildan yila artabildigi vurgulanmistir (Yaylali and Tiiysiiz 2009).

Cay lizerine yiiriitiilen arastirmalarda, izole edilen tanilanan ve 6zellikleri molekiiler ve

biyokimyasal testlerle ortaya konulan 460 izolattan; laboratuvar, sera, pot, saksi1 ve tarla
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kosullarinda Hayrat, Fener 3, Muradiye 10, Tuglali 10, Giindogdu ve Pazar ¢ay klonlari
ile Tombul ve Sivri Tipi findiklarda testleri tamamlanan bakteriler arasinda 45 farklh
tiire ait toplam 98 izolatin bitkisel iiretimde degerlendirilebilecegi ve biyolojik giibre
olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Cakmakg1 vd 2009 b, 2010 c, 2011 b, c;
Cakmaker et al. 2010 a, b, 2011 a; Erturk vd 2010 a, b, 2011).

Cay atiklarmin toprak K icerigini (Ozdemir et al. 2009) ve mikro element igerigini
artirabildigi (Yakupoglu ve Ozdemir 2007), cay atigina taze ahir giibresi, ham fosfat,
potasyum ve kire¢ katilarak elde edilecek zenginlestirilmis kompostun kullanilabildigi

bildirilmistir (Arcak vd 1997).

Thomas et al. (2010); P. fluorescens, Azospirillum brasilense ve Trichoderma
harzianum’un cayda kok ve govde gelismesi {izerine etkisini ele aldiklari arastirmada,
cay bitkisine mikroorganizma uygulamasi durumunda besin alim etkinliginin artigini,
inokule edilmis bitkilerde kok ciiriikliigii ve solma goriilmezken peroksidaz ve
fenilalanin amonyak liyaz gibi savunma enzimleri aktivitesinin oransal olarak artigini

ortaya koymuslardir.

Cakmakg et al. (2010 a) tarafindan TUBITAK destekli proje (Proje No: 1070360)
kapsaminda yiiriitiilen arastirmada 56 farkli lokasyondan 413 toprak ornegi iizerinde
calisilmis ve 460 orijinal bakteri izolatinin testleri tamamlanmistir. Alinan toprak
orneklerinin pH degerleri 3,3-8,4 arasinda degismis ve tiim orneklerin ortalamasi olarak
toprak pH degeri 5,5 olarak hesaplanmistir. Calismada Dogu Karadeniz Bolgesi ¢ay
rizosfer topraklarindan izole edilerek secilen 644 izolatin 394’iiniin azot fiks edebildigi,
305 izolatin fosfat ¢dzebildigi, 93 izolatin Aminosiklopropan karboksilat deaminaze
(ACC) deaminaze aktivitesine sahip oldugu ve 265 bakteri izolatinin ayn1 anda serbest
azot fiksedebildigi ve fosfat ¢oziiciilik 6zelliginde oldugu belirlenmistir (Cakmake1 et
al. 2009 a, 2010 b; Cakmake1 vd 2009 b, 2010 ¢, 2011 b, ¢).

Cakmakg1 et al. (2010 a) gay rizosfer topraklarindan fosfat ¢oziicii bakteri izolasyonu

amaciyla yiriittiikkleri arastirmada, cay rizosferinde en yaygin fosfat coziiciilerin
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Bacillus (%34,6), Pseudomonas (%8,9), Stenotrophomonas (%6,1), Paenibacillus
(%5,9) ve Arthrobacter (%4,8) cinslerine ait tiirlerin olusturdugunu belirlemislerdir.
Bacillus cinsine ait en yaygin fosfat ¢oziiciilerin B. cereus, B. megaterium ve B.
sphaericus; Pseudomonas cinsine ait tdrlerin ise P. fluorescens, P. putida, ve
Pseudomonas alcaligenes oldugu ve cay rizosferinde yaygin fosfat ¢oziicii bakterilerin
%52,3’linlin gram pozitif, %47,7’sinin ise gram negatif oldugu ortaya konulmustur.
Arastirmada izole edilen bakterilerin BIOLOG test sonuglarma gore gram pozitif
izolatlarin daha ziyade karbon kaynagi olarak karbonhidratlar1 kullandigi, gram negatif
izolatlarin ise karbon kaynagi olarak karboksilik asitler, amino asitler ve
karbonhidratlari tercih ettigi belirlenmis ve segilen izolatlarin karbon kaynagi kullanma

tercihlerinin degisiklik gdsterdigi vurgulanmistir.

Cakmak¢t et al. (2010 b), tarimda mikroorganizmalarin biyogiibre olarak
kullanimlarinin saglanmasi ve spesifik rhizobakterilerin gelistirilmesini amaciyla
yirittiikleri arastirmada; secilen 25 izolat, potlarda ve tarla kosullarinda dogal ekolojik
sartlar altinda verim ve gelisimi artirma potansiyelleri yoniinden test etmislerdir.
Denemede N ve NP gubreleri iceren 3 farkli uygulama ile birlikte kontrol uygulamasi
da birlikte test edilmistir. Hayrat ve Fener-3 ¢ay klonlarinda; Bacillus simplex 6/4, B.
subtilis 52/1, Alcaligenes faecalis 47/11, Staphylococcus simulans 36/1, Brevibacillus
choshinensis 2/5, Brevibacillus centrosporus 66/4, Pantoea agglomerans 5/8 ve
Paenibacillus validus 22/1 izolatlari, biitiin bitkilerde hem gelisimi hem de yaprak
verimini artirmistir. Aragtiricilar, asidik topraklarda P alimmin azaldigi ve giibre
etkinliginin olduk¢a distiigii buna bagli olarak ta verimlilik icin daha fazla glbre
kullaniminin tesvik edildigi g6z Oniinde tutulursa, cay yetistiriciligi yapilan alanlarda
azot fikseri ve P ¢Oziicli bakterilerin izolasyonu ve biyolojik giibre olarak kullanima

sunulmas1 daha da 6nemli hale gelmekte olduguna isaret etmislerdir.

Cakmak¢1 vd (2010 c), Rize bolgesinde ¢ay rizosferi topraklarindan izole edilen
bakterilerin, biyolojik gilibre olarak organik c¢ay yetistiriciliginde kullanilabilme
amaciyla Fener 3, Muradiye 10 ve Tuglali Tiirk cay klonlarinda yiiriittiikleri 2 yillik

arastirmada bakteriyel etkinligin cay tipleri ve ele alinan parametrelere gore degistigi
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belirlenmistir. iki y1llik sonuglara gére P. agglomerans 5/8, B. pumilus 35/6, A. faecalis
47/11, Stenotrophomonas maltophilia 60/5 ve P. validus 22/1 Fener 3 ¢ay klonunda; B.
reuszeri 10/5, Bacillus sp. 29/4, R. radiobacter 2/7, C. freundii 3/7, P. putida 29/2 ve
Paenibacillus azotofixans 66/12 Tuglal ¢ay klonunda; Kurthia sibirica 3/5, B. subtilis
39/3, P. azotofixans 66/12, P. lentimorbus 47/8, P. putida 53/5 ve R. radiobacter 2/7
izolatlar1 ise Muradiye 10 c¢ay klonunda yaprak verimi ve bitkisel gelismeyi tesvik eden
en etkin izolatlar olmustur. Bu arastirmalar biyolojik gilibrelemenin organik ve

tyilestirilmis cay tarimi uygulamalarinda kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Biyoformulasyonlar ekonomik tasiyicit materyallerin ve yararli mikrobiyal irklarin daha
kolay kullanimima imkan saglayan biyolojik iirlin olarak tanimlanirlar. Genelde
biyoformulasyon terimi; kimyasal giibreleme/pestisit yerine kismen ya da tamamen
gecebilen mikroroganizmalarin hazirlanmasi anlamina gelmektedir. Biyoformulasyonlar
21 yy biyoteknoloji ¢aginda iiretimi ve saglhigi artirmada siirdiiriilebilir bir ¢evresel

yaklagim ortaya koymaktadir (Naveen et al. 2010).

Mikrobiyal asilamada kullanilan formiilasyon arastirmalari ve bu formulasyonlarin
ticari olarak gelistirilmesinde sinirli bir basar1 vardir. Biyoformiilasyon teknolojisinin
basarisinin gelisiminde bir¢ok bilimsel zorluklarla karsilasmaktadir, Bunlar: (1)
gelismis 1rklarin se¢imiyle daha fazla {iriin ¢esitlendirmesine sahip olma zorunlulugu;
(2) tohum kaplama/peletleme siirecinde canli kalma, mikrobiyal asilama iiriinlerinin
gelisimi icin toprak uygulamasi ve depolama boyunca cevre sicakligina hassasiyet
onemlidir; bu ylzden, bu Ozellikler etkili yeni biyoformiilasyonlarin gelisimi igin
ayirma stlirence ilave edilmelidir; (3) daha etkili bitki gelisim tesvik edici bakteriler
toprakta var olan rizobakterilerle birlikte zayif bir sekilde rekabet -ettiginden,
asilamalarda rekabet yetenegi artirilmalidir; (4) ¢evresel stres caligmalari; azot
fiksasyonu ve toprak pH’si1, besin elementi eksikligi, tuzluluk, yiiksek sicaklik ve toksik
element varlig1 gibi kosullar, etkilesim kabiliyetlerini olumsuz sekilde etkiler, (5)
mikrobiyal asilamanin etkisi yildan yila ve bolgeden bolgeye farklilik gosterir ve
tizerinde dikkatli durularak diisiiniilmeli ve ¢alisilmalidir ve (6) yliksek kompleks ve

dinamik rizosfer ¢evresinde bitki, yararli rizobakteriler ve bitki patojenleri arasindaki
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etkilesimi ve etkinlikte uyusmazlik gibi problemler ¢6ziimlenmelidir (Arora et al.

2010).

Chakraborty et al. (2010), Serratia marcescens TRS-1 izolatinin sivi siispansiyonunun
ve talas, piring kabugu ve cay artiklar1 ile hazirlanan biyoformiilasyonlarinin ¢ay
fidanlarinda toplam biyokiitle artis1 da dahil olmak tizere bitki ytliksekligi, yeni yaprak
ve dal siirmesi ve gelismeyi tesvik ettigini belirlemislerdir. Arastirmada S. marcescens
izolatinin fosfat ¢6zebildigi, bakteri uygulamasin takiben, toprak P iceriginin azaldigi,
kok ve yaprak P iceriginin arttig1 ve toprak fosfataz aktivitesinin tesvik edildigi
belirlenmistir. Arastiricilar in vitro kosullarda fungal patojenlere karsi antagonistik
olarak etki etigi ve Fomes lamaoensis zararlisinin neden oldugu ¢ay kahverengi kok
clriikliigiinii azalttigin1 ortaya koymuslardir. Bu c¢alisma sonunda, S. marcescens
asilamasinin ¢ay bitkilerinde, peroksidaz, Kitin, beta-1,3-glukanaz ve fenilalanin

amonyak liyaz gibi fenolikleri artirdigi belirlenmistir.

Oztiirk (2011), cay atiklari torfla 1:1 oraninda karistirilarak elde edilen karisimin mantar

tiretiminde giibre olarak kullanilabildigini vurgulamustir.

Cakmake et al. (2011 a), Rize ve Trabzon bolgelerinde cay rizosferinden izole ettikleri
644 bakteri arasindan sectikleri 20 farkli PGPR izolatinin dogal kosullar altinda Tuglali
cay klonunda kimyasal giibrelerle karsilastirmali olarak test etmisler ve PGPR
etkinliginin, strainlere ve bitkisel parametrelerine bagli olarak degisiklik gosterdigini
belirlemislerdir. Bu arastirmada test edilen B. reuszeri 10/5, Bacillus sp. 29/4, R.
radiobacter 2/7, C. freundii 3/7, P. fluorescens 8/4, P. putida 29/2 ve P. azotofixans
66/12 strainlerinin en etkin bitki gelisme promdtorleri oldugu belirlenmistir.
Aragtiricilar; mikroorganizmalarin bitki besin maddeleri sirkiilasyonunu saglamak ve
kimyasal giibre gereksinimini azaltma bakimindan 6nemli oldugunu ve biyolojik

giibrelerin kullanilmasinin gerekliligini vurgulamislardir.

Cakmake1 vd (2011 b) azot fiksasyonu, fosfat cozme ve ACC deaminaze aktivitesine

sahip bakterin Fener 3 ¢ay klonu yetistiriciliginde kullanilma olanaklarinin ele alindig
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arastirmada, bakteriler mineral azot ve NPK giibresine kiyasla test edilmistir. Arastirma
sonuglaria gore, 6zellikle B. subtilis 6/3, B. megaterium 21/3, P. fluorescens 4/9 ve
48/3, B. pumilus 16/8, P. polymyxa 14/3, P. macquariensis 69/6 ve S. maltophilia 63/5
izolatlar1 Fener 3 klonunda enzim aktivitesi, govde ve yaprak verimi dahil gelismeyi
tesvik etmistir. Ayrica PGPR asilamasi ile ¢ay yapraklarinin makro ve mikro element
icerigi artmis ve enzim aktivitesi degismistir. Asidik topraklarda PGPR asilamalarinin
beklenenden daha yliksek potansiyele sahip oldugu ve bazi PGPR izolatlarinin asidik
topraklarda mineral gilibrelemeden daha yiiksek oranda ¢ay gelismesini tesvik ettigi
goriilmiistiir. Bu bakterilerin organik yetistiricilikte kullanilabilecegi, bitkinin strese
toleransin1 artirabilecegi, stres kosullarinda cay bitkisinin biiyliime ve gelismesini

olumlu etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.

Arvind et al. (2011), zenginlestirilmis yar1 kat1 azotsuz besi ortami kullanilarak cay
koklerinden izole ettikleri 96 azot fikserinin ¢ogunlugunun Gram pozitif bakteriler
oldugu, Gram pozitif bakterilerden en yaygin olan iki gruptan birincisi Bacillus ve
Paenibacillus cinslerine ait tiirlerinin dahil oldugu Firmicutes ve ikincisi 0zellikle
Microbacterium cinsi tiirlerinin  yaygin oldugu Actinobacteria grubu oldugu
belirlenmistir. Gram negatif bakteriler ise Brevundimonas, Rhizobium ve
Mesorhizobium cinslerinin bulundugu Alpha-Proteobacteria grubu, Pseudomonas ve
Stenotrophomonas cinslerine ait tiirlerin bulundugu Gamma-Proteobacteria, Azospira,
Burkholderia, Delftia, Herbaspirillum ve Ralstonia cinslerine ait tiirlerin dahil oldugu
Beta-Proteobacteria gruplarina ait oldugu belirlenmistir. izolasyon ¢alismasinda bakteri
suslariin farkli karbon kaynak kullanim sekilleri ve yag asidi metil ester profillerine

gore farkli gruplar olusturdugu vurgulanmastir.

Cakmak¢t vd (2011 c¢) tarafindan Dogu Karadeniz Bolgesi asidik cay rizosferi
topraklarindan izole edilerek tanisi, karekterizasyonu, azot fiksasyonu, fosfat ¢cozme ve
bitki gelismesini tesvik etme gibi 6zellikleri belirlenerek cay yetistiriciliginde biyolojik
giibre olarak kullanilabilecek bakteri gelistirilmesi amaciyla yiiriittiikleri arastirmada, 2
yiullik siire ile 2 farkli set halinde segilen 11 ve 20 farkli izolat test edilmistir. Deneme

sonuclarina gore, PGPR c¢ay gelismesini tesvik etmis, yaprak makro ve mikro element
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igeriklerini artirmustir. Iki y1llik sonuglara gére, yaprak makro ve mikro element icerigi,
gbvde capi, fidan yiiksekligi, toplam dal+yaprak agirligi ve yaprak verimi bakimindan
saks1 denemelerinde Roseomonas fauriae 58/5 ve 27/2, Chryseobacterium indologenes
60/2, B. cereus 5/1, Arthrobacter citreus 48/4, R. radiobacter 11/2, Kocuria rosea 69/2
ve B. sphaericus 65/9 asilamalar1 etkin olmustur. Tarla kosullarinda ise P. polymyxa
2/2, B. megaterium 20/1 ve 66/5, S. maltophilia 53/4, B. sphaericus 44/3, P. fluorescens
58/3, Pseudomonas sp 25/4, A. faecalis 36/5 ve L. enzymogenes enzymogenes
izolatlarinin ¢ay gelismesini tesvik ettigi ortaya konulmustur. Arastirmada test edilen
bakterilerin biyolojik giibre olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu

belirlenmistir.

Ertiirk vd (2011) tarafindan 2 yashh Fener 3 cay klonunda yiiriitilen arastirmada,
bakteriler fidanlara daldirma ve enjeksiyon yontemi ile uygulanmigtir. Arastirma
sonucunda, bakteriyel etkinligin, se¢ilen strainler ve gelisime parametrelerine gore
degisim gosterdigi, A. citreus 48/4, R. fauriae 27/2 ve K. rosea 69/2 izolatlar1 ¢ay
fidanlarinin gévde capini, B. sphaericus 65/9, R. radiobacter 11/2 ve R. fauriae 58/5 ile
birlikte NPK giibre uygulamalar1 da fidan yiiksekligini dnemli miktarda artirmistir.
Dal+yaprak agirhg R. fauriae 58/5, A. citreus 48/4 ve R. radiobacter 11/2
inokulasyonlarinda 6nemli diizeyde artarken, en yuksek yaprak verimi mineral gubre
uygulamalarindan alinmis ve bunu R. fauriae 58/5, A. citreus 48/4 ve R. radiobacter

11/2 inokulasyonlar takip etmistir.

Saikia et al. (2011) cay bahce biyosferinden izole etikleri 25 P. fluorescent izolatinin
Fusarium oxysporum f. sp. raphani, F. oxysporum f. sp. ciceri, Fusarium semitectum
ve Rhizoctonia solani fungal patojenri ve Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae gibi bakteriyel patojen Ozerine etkilerini test etmislerdir.
Izolatlarin gogunlugu fungal patojenler ve Gram pozitif S. aureus bakterisi tzerine
yiiksek antagonistik etki gdstermislerdir. Izolatlarin antagonistik aktivitesinde olasi
mekanizmalarin siderofor, salisilik asit, hidrojen siyenit ve hiicre davarlarini bozcu

enzim tretimi oldugu belirlenmistir. Arastiricilar izolatlarin antagonist aktivitesiler
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siderofor, salisilik asit, hidrojen siyenit iiretim diizeyi arasinda korelasyon oldugunu

ortaya koymuslardir.

Cakmake1 vd (2012 b), izole ettikleri azot fikseri ve fosfat ¢oziicii bakteriler arasindan
sectikleri 26 farkli bakteri izolatinin, ahir giibresi, 3 farkli mineral giibre ve kontrole
kiyasla Muradiye 10 cay klonunda gelisme ve verim iizerine etkisini belirlemek
amaciyla tarla kosullarinda 3 yillik siireyle yiiriittiikleri arastirmada, PGPR c¢ay
gelismesini tesvik ettigi, yaprak makro ve mikro element igeriklerini artirdig
belirlenmistir. Arastirma sonuglarina gore, tarla denemesinde 6zellikle B. simplex 6/4,
P. validus 22/1, B. megaterium 42/4, C. indologenes 21/5, P. agglomerans 36/2, B.
cereus 27/6, B. centrosporus 66/4, P. polymyxa 66/6, P. agglomerans 5/8, Burkholderia
cepacia 65/6, P. alcaligenes 27/1, P. polymyxa 24/3, Pseudomonas sp. 30/5 ve B.
choshinensis 2/5 izolatlart Muradiye 10 klonunda yaprak makro ve mikro element
igerigi, govde ¢api, fidan yiiksekligi, govde gelismesi ve yaprak verimi dahil gelismeyi

tesvik etmistir.

Cakmaker et al. (2013) dogal kosullar altinda 18 tekli izolat ve her biri ¢ bakteriden
olusan 2 bakteri esasli biyolojik giibrenin ¢ay gelisme ve verimi Uzerine etkilerini
aragtirmiglardir. Arastirma sonuglarina gore tarla ve saksi denemelerinde tekli ve
kombine bakteri asilamalarinin Hayrat ¢ay klonunda bitki gelisimi, yaprak makro ve
mikro element icerigi, gdvde capi, bitki yliksekligi ve yaprak verimi degerlerini artirdigi
belirlenmigtir. Bu arastirmada test edilen iiclii bakteri kombinasyonlarin tekli

uygulamalara gore daha etkin oldugu ortaya konulmustur.

Cakmakg1 et al. (2014) tarafindan kat1 ve sivi 7 farkh tasiyici (¢ay atigi, torf, perlit,
leonardit, zeolit ve vermikiilit ve sivi) ve her biri ti¢ farkli bakteri kombinasyonundan
olusan 5 farkli biyolojik giibre olabilecek bakteri kombinasyonunun c¢ay gelisme ve
verimi lizerine etkisi arastirllmigtir. Arastirmada formiilasyonlarin  etkisinin
formilasyonlar, tasiyici ve test edilen bitki parametrelerine gore degismekle birlikte, ele
alan formiilasyonlarin ¢ay bitkilerinde gévde ¢api, yas ve kuru yaprak verimi, yaprak

alan1 ve yaprak klorofil icerigini artirdig1 belirlenmistir. Arastirmada test edilen etkin
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formiilasyonlarin kimyasal giibreye es deger olarak ¢ay gelisme ve verimini artirabildigi

ve organik cay tariminda kullanilabilecegi vurgulanmistir.

2.2. Cay Enzimleri ile Tlgili Cahsmalar

Hiicrelerde cereyan eden kimyasal tepkimelerin diizenli bir sekilde siirmesi hiicrede
bulunan enzimlerin yardimiyla olmakta, enzimlerin etkisi ile karmasik durumdaki
molekiiller basit molekiillere parcalanmaktadir. Cay bitkisinin gen¢ yaprak ve
siirglinlerinde bulunan enzimler caya isleme asamasinda, biyokimyasal doniigiimler
olusturarak, caya karakteristik tat ve koku kazandirmaktadir. Degisik tip ve nitelikteki
siyah cay iiretimi geng¢ ¢ay yaprak ve tomurcugunda bulunan enzimler sayesinde olur.
Siyah ¢ayin iiretilmesinde 6zellikle yiikseltgenme enzimleri gérev yapar. Cay bitkisinin
yaprak ve siirgiinlerinde oldugu gibi kokiinde de degisik enzimler bulunmaktadir
(Roberts and Fernando 1975; Calikoglu ve Bayrak 2009).

Cayda bulunan polifenollerin havali kosullarda yiikseltgenmeleri, uygun enzimlerin
bulunamamasi durumlarinda olaganiistli yavas cereyan eder. Her ne kadar yukseltgenme
isinde ¢ok cesitli enzimler rol oynar ise de; temelde prostatik grubu bakir olan
yiikseltgenme enzimleri gorev yaparlar. Ozel olarak degisik tip ve nitelikte iiretilen
siyah ¢ay, farkli bigim ve zamanda uygulanan enzimatik yukseltgenmelerin bir
iriiniidiir. Cay bitkinin yaprak ve siirglinlerinde oldugu gibi kokiinde de degisik
enzimler bulunmaktadir. Kokte bulunan enzimler ¢ogunlukla c¢ay bitkisinin
beslenmesinde goérev yaparlar. Roberts ve Fernando (1975) yaptiklart calisma
sonucunda c¢ay bitkisi kokinde glutamil transferaz, amilaz, nitrat rediktaz ve glutamin

sentetaz enzimlerinin bulundugunu saptamiglardir.

Polifenol oksidaz enzimi (PPO): Cay yapraginda bulunan PPO enzimi siyah ¢aya
islenmede Onemli gorevi yapar. Bu enzimin aktivatdr olarak bakir icerdigi
bilinmektedir. Olgun ¢ay yapraklarinda PPO aktivitesi geng¢ ¢ay yapraklarina gore %70
daha azdir. Mevsimlere bagl olarak degistigi gibi siyah ¢aya isleme asamalarinda da

onemli diizeylerde degisiklik gostermektedir. Siyah c¢aya islemenin baslangig
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asamalarinda enzim sentezi nedeniyle aktivite yiikselirken, fermentasyon esnasinda
polifenollerin oksidasyon iiriinlerinin enzim proteinleri ile c¢6ziinemez bilesikleri
olusturmas1 enzim aktivitesini azaltmaktadir. PPO enzim aktivitesi tizerinde degisik ¢ay
klonlarinin, mevsim degisikliklerinin ve siirglin yasmin farklilik olusturdugu
bilinmektedir (Ravichandran and Parthiban 1998; Ertlrk et al. 2010 c¢). PPO enzimi
kloroplastlara bagli olarak bulunmaktadir. Epidermal hiicrelerde enzimin lokalize
oldugunu saptanmistir. Bu durum, enzimin patojenik etkenlere karsi koruyucu gorev

yapmastyla baglantilidir.

Peroksidaz Enzimi (POD): Flavonellerin oksitlenmesinde gérev yapar. Peroksidaz

aktivitesi siyah ¢aya isleme esnasinda artmaktadir (Conesa et al. 2002).

5-Dehidroshikimat reduktaz enzimi (DHSK): Geng¢ surglnlerde olgun cay

yapraklarindan daha fazladir. Polifenollerin biyosentezinde anahtar rol oynamaktadirlar.

Alkol Dehidrogenaz (ADH) enzimi: Bazi alkollerin olusumu ve aromanin gelisimi ve
cayin aroma olusumunda goérev yapan bir enzimdir. Yesil cay yapraginda cis-3-hexenal

ile trans-2-hexenalin doniistimlerinde rol oynar (Sieso et al. 1976).

Fenilalanalin amonyak liyaz enzimi: Enzim aktivitesinin, siyah caya islemeye uygun
cay bitkisi cesitlerde yesil ¢aya uygun olanlara oranla daha fazla oldugunu, geng cay
yapraklarina oranla yash yapraklarda aktivitenin azaldigin1 gostermistir. Katesin
kapsamu ile aktivitesini olumlu yonde olumlu yoénde etkileyen fenilalanin amonyak liyaz
enzimi, polifenollerin biyosentezinde de 6nemli gorevler yapmaktadir (Sanderson 1972;

Thomas et al. 2005; Kottur et al. 2010).

PPO enzimi, geng ¢ay yapraklarinda daha fazla olmak iizere, kloroplastlara bagli olarak
ve epidermal hiicrelere lokalize olmakta, soldurma ve kivirma esnasinda aktivitesi
artmakta (Tiftik 2006), farkli ¢ay klonlari, mevsim degisiklikleri ve silirglin yasina gore
aktivitesi degisiklik gosterebilmekte (Ravichandran and Parthiban 1998; Ertiirk vd 2010

a) ve siyah caya islenmede 6nemli gorev yapmaktadir. Peroksidaz enziminin siyah ¢aya
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islemede aktivitesi artmakta, DHSK enzimi geng siirgiinlerde daha fazla bulunmakta ve
polifenollerin biyosentezinde anahtar rol oynamakta, PAL enziminin aktivitesi cay
yapraginin cesidi ve yasina gore degisebilmekte, iireaz enzimi azot metabolizmasinda
rol almakta, peptitaz enzimi siyah c¢aya islemenin soldurma asamasinda proteinlerin
aminoasitlerine parcalanmasinda gorev yapmakta, ADH enzimi c¢ayin aroma
olusumunda gorev yapan, yesil ¢ay yapraginda cis-3-hexenal ile trans-2-hexenalin
doniistimlerinde rol oynamaktadir. Pektik maddelerin par¢alanmasi ve demin olgunluk
kazanmasinda rol alan pektinaz ve terpenlerin biyosentezi ve bazi aminoasitlerin
doniistimii ile aroma olusumunda gérev yapan transaminaz enzimleri de ¢ay icin dnemli
olmaktadir (Calikoglu ve Bayrak 2009). Cay bitkisinin siirgiin u¢larinda bulunan ve ¢ay
yapraklarinin soldurulmasi asamasinda proteinlerin aminoasitlere pargalanmasinda
gbrev yapan peptidaz aktivitesi ve ¢aya koku veren ugucu bilesiklerin biyosentezinde
gorev yapan leusin-a-ketoglutargat transaminaz gibi enzimlerde cay Uretiminde 6nemli
olmaktadir. Bu enzimlerin aktivitesinin bitki gelismesini tesvik edici bakteriler
tarafindan degistirilip degistirilmeyecegi lizerinde calisilmamig, dnemli bir arastirma

alani olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Oksidatif pentoz fosfat yolu (OPPP) bitki metabolizmasi ve 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz (6PGD) ile birlikte OPPP ana dizenleyici enzimi olan glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) lzerinde 6nemli role sahiptir. G6PD ve 6PGD aktivitesi nitrojen
asimilasyonu i¢in indirgeyici giic saglamaktadir (Turpin et al. 1997; Bowsher et al.
1989). OPPP’nin temel diizenleyici enzimi G6PD olmakta ve dongudeki ilk reaksiyonu
katalize etmekte (Esposito et al. 2001) ve nitrat rediiksiyonu i¢in NADPH saglamaktadir
(Savidov et al. 1998). Bu reaksiyon indirgeyici gug¢ olarak azot asimilasyonu (Neuhaus
and Emes 2000), oksidatif ve kuraklik stresi (Chen et al. 2004) ve patojen

enfeksiyonunun dahil oldugu bir dizi siirecte rol oynamaktadir.

Cay PPO enzimi bakir iceren ve katesinlerin teaflavine oksidasyonunu kataliz eden
yiiksek sicaklik ve ekstrem pH diizeylerinde inaktive olabilen ve ticari uygulamalari

kisitlayabilen kararsiz bir enzimdir (Gregory and Bendall 1966; Kertesz et al. 1972).


javascript:popRef('b29')
http://www.springerlink.com/content/b470tl4k2elywp16/fulltext.html%23N708%23N708
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138111770800129X%23bib17

38

Sanderson (1966) cay bitkisinde 5-dehidroksisikimat rediiktaz aktivitesi 6zellikleri ve
dagilimim ele aldiklar1 arastirmada, spesifik enzim aktivitesinin aktif biiyiliyen siirgiin
uclarinda (Uglincu  yaprak>govde>ikinci yaprak>ilk yaprak>tomurcuk) olgun cay
yapraklarindan daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Arastirict toplam enzim

aktivitesinin ise olgun yapraklarda daha fazla oldugunu vurgulamstir.

Suzuki and Takahashi (1975) tarafindan yapilan arastirmada; kafein sentezi ile stirgiin
olusumu ve ¢ay fidelerin gelisimi arasinda c¢ok iyi bir korelasyon oldugunu, g¢ay
bitkisinde kafein sentezinde metil (methylating systems) sisteminin, purin nikleotit ve

niikleik asit metabolizmasiyla iligkili oldugunu vurgulamislardir.

Alkol dehidrogenaze (ADH) amino asit ve lipitlerden kaynaklanan ugucu azot formlari
ve aldehitlerin doniisiimii yolu ile tat ve lezzet olusumuna ve lezzet gelisimine 6nemli

katki yapan bir enzim olarak kabul edilmektedir (Sieso et al. 1976).

Sanderson and Coggon (1977); siyah ¢ayin, ¢ay bitkisinin hizli gelisen govdesinin ug
kismindan {retildigini ve c¢ay iiretiminde kullanilan gévdenin u¢ kismindaki terminal
tomurcuklar, ilk iki veya u¢ yapragmn sap kisimlarinin siyah cay iiretim prosesinde
reaksiyona giren enzim ve diger maddeleri igerdigini ve siyah ¢ay hazirlanmasinda ki
enzimatik katalizasyon reaksiyonlarinin siyah ¢ay icin 6nemli oldugunu

vurgulamiglardir.

Margaret et al. (1981) ¢ay yapraklarindaki dogal katalaz ve peroksidazin sulu gay
yapraklarinin fermantasyonunda etkili oldugunu, fermantasyon surecinde ¢ayda olusan
pigment igerigi ve dagilimimin kismen katekol oksidaz ve peroksidaz tarafindan
olusturuldugunu ve bu sirecin oksijen ve katalaz aktivitesi tarafindan etkilendigini

ortaya koymuslardir.

Jain and Takeo (1984) tarafindan cay iiretiminde ve kalitesinde rol oynayan enzimlerin
ele alindig1 derlemede, siyah gay tat ve lezzetini olusturan enzimler (PPO, POD, ugucu

aldehit ve alkol Ureten enzim sistemleri); ¢ay katesinlerinin sentezlenmesi ile ilgili
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enzimler (PAL, shikimik asit sentez enzimleri); ¢ay bitkisinde azot metabolizmasi ile
ilgili enzimler (nitrat reduktaz, glutamat dehidrogenaz, glutamin-2-oksoglutarat
aminotransferaz, transaminaz, L-alanin dekarboksilaz, theanine sentetaz, peptidaz,
riboniikleaz, endoniikleaz, adenozin niikleosidaz, metiltransferaz) ve diger enzimler
(malat dehidrogenaz, klorofilaz, asit fosfataz, stiperoksit dismutaz, tirozinaz, askorbat
oksidaz ve pektin metilesteraz) kapsamli olarak tartisilmis ve Onemi ortaya

konulmustur.

Antioksidan savunma sisteminde anahtar rol oynayan enzimler diisiik sicaklik, oksijen
diizeyi, hava kirliligi, agir metaller, yiiksek 151k intensitesi, magnezyum noksanlig1 ve
kuraklik gibi cevresel stres kosullarina toleransla ilgilidir (Cakmak and Marschner
1992; Tanaka et al. 1994; Cakmak and Romheld 1997; Chen et al. 2004). Glutatyon
rediiktaz enzimi askorbat ve GSH’in yeniden {iretiminde rol oynamakta (Tanaka et al.
1994) ve enzimlerin oksidasyonunu onlemek suretiyle diisiik ve yiiksek sicakliklara
kars1 bitkileri korumaktadir (Mohan et al. 1990).

Ravichandran and Parthiban (1998), farkl kiiltiir ve cay iiretim siirecleri altinda PPO ve
PAL aktivitesi ile ¢ay kalitesi arasinda iligkileri ele aldiklar1 arastirmada; enzim
aktivitesi ile farkli ¢ay kolonlarimin, mevsimsel degisimi ve siirgiin olgunluk diizeyi
arasinda genis varyasyonlar oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, budama ve u¢ alma
gibi kiiltiirel uygulamalarin enzim aktivitesi iizerine 6nemli etki yaptigini, soldurma
stirecinde aktivite kaybinin rehidrasiyon tarafindan onarilabildigini ve enzim ilavesinin
cay kalitesini belirli bir sekilde etkiledigini ve enzim aktivitesinin tadime1 puanlartyla

pozitif korelasyon gosterdigini ortaya koymuslardir.

Ruan et al. (1999); potasyum ve magnezyumun siyah gay, yesil cay ve oolong ¢ay1
kalitesi lizerine etkisini ele aldiklar1 arastirmada, potasyum ve magnezyum giibresi
uygulamalarinin, farkl ¢ay tiplerinde kafein ve serbest amino asit igerigini artirdigini,
ayni zamanda potasyum uygulamasmin c¢ay yapraklarinda polifenol igeriginim
artirdigin1 ortaya koymuslardir. Arastiricilar genel olarak magnezyumun polifenol

tizerinde belli bir diisiise neden oldugu, ancak toprakta K ve Mg eksikligi durumunda
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uygulanan her iki elementinde polifenol igerigini artirdigini belirlenmislerdir. Ayrica bu
calismada siyah cay kalitesinin onemli bir bilesenleri olan teaofelavin ve tearubigin
iceriginin potasyum uygulamasi ile artifi ve Ozelikle oolong caymmda K ve Mg

uygulamalarinin lezzet olusumunda nemli rol oynadig1 ortaya belirlenmistir.

GR ve GST enzimleri stres kosullarina adaptasyonda onemli role sahiptir (Rios-
Gonzales et al. 2002). Bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin antioksidan ve oksidatif
pentoz fosfat yolu enzimleri (zerine etkileriyle birlikte farkli stres kosullarina
dayanikliligin bakteriler kullanilarak artirilip artirilamayacagi arastirilmalidir. Bitkisel
gelismeyi tesvik eden bakteriler kullanilarak enzim aktivitesinin de artirilabilmesi enzim
aktivitesini tesvik eden bakterilerin cayda biyolojik giibre formiillerinde kullanilmasini
giindeme getirecektir. Bu durum 6zellikle ekstrem kosullarda bitki gelismesini ve tarim
yapilabilmesini kolaylastiracaktir. GST bircok ¢evresel stres kosullarinda hiicrelerin

zarar gormesini engelleyen hayati 6neme sahiptir (Ferrat et al. 2003).

Angayarkanni et al. (2002); farkli kaynaklardan (Aspergillus spp., Acinetobacter
indicus, Aspergillus flavus ve Aspergillus niveus) saflastirilan pektinaz enziminin cay
yapraklarinin fermantasyonunun gelistirilmesi amaciyla kullanmiglardir. Pektinaz
enziminin, theaflavin, thearubigin, polimerize maddeler, ¢dzelti rengi, kuru madde
orani, liretilen ¢ayin toplam ve ¢dziilebilir kat1 madde igerigine etkisinin ele alindigi bu
arastirmada, saflagtirllmis enzim preparatlarinin  ¢ay yapragi fermantasyonunu
gelistirmede etkili oldugu ortaya konulmustur. Benzer olarak Winkel and Boesveld
(2000) yesil cay aromasi lizerine biyopektinazin etki etigini, ¢ay tat ve aromasini olumlu

etkiledigini ortaya koymustur.

Jeyaramraja et al. (2003); su stresinin siyah cay kalitesi iizerine etkisini ele aldiklari
arastirmada, PAL aktivitesinin stresin olmadigi kosullarda, kurakliga toleransh
cesitlerde yiiksek oldugu ve su stresi ile birlikte azaldigini belirlemislerdir. Arastiricilar,
topraktaki nem noksanligi ile birlikte PAL aktivitesinde azaldigi, diisiik PAL
aktivitesinin filavonol sentezini ve g¢ay kalitesini etkiledigi ve asir1 su ve diisiik su

stresinde gallik asit ve kafein sentezinin azaldigini, gallik asit azalmasinin theaflavin
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sentezini azalttigt ve kalitenin bozulmasina yol agtigin1 ortaya koymuslardir.
Aragtiricilar sonug olarak kuraklik ve asir1 su stresinin cay kalitesi i¢in gerekli
biyokimyasal bilesenleri degistirebildigini vurgulamiglardir. Ayrica ¢ay yaprak tipi ve
siyah ¢ay liretim surecinde PPO ve PAL enzim aktivitesinin degismesinin ¢ay kalitesini

etkileyebildigine isaret edilmistir.

Magoma et al. (2003); 24 farkli ¢ay tipinde NADP bagh -6-fosfat dehidrogenaz, 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz ve sikimet (shikimate) dehidrogenaz gibi enzimleri
belirleme amaciyla yiiriittiikkleri arastirmada, arastiricilar ¢ayin kalitesi ve farmakolojik
aromatik amino asitlerde oldu gibi katesin onciileri iiretmisler, sonugta ¢ay kalitesinin

gelistirilmesi icin 1slah stratejilerinin 6nemini vurgulamiglardir.

Bonnely et al. (2003) tarafindan siyah ¢ay iiretiminde yeni bir oksidasyon sistemi
gelistirmek ve optimize etmek amaciyla yiiriitiilen arastirmalarda, gelistirilen model

sisteminde PPO ve POD aktivitesinin degistirilebildigini ortaya koymuslardir.

Baruah et al. (2003) tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda genetigi degistirilmis 8 kiiltiir
cesidinde 4 farkli yetistirme mevsimi siiresince, PPO, POD ve proteaz aktivitesi ile
flavan-3-ols miktarini ele almiglardir. Arastirmada sicaklik, nem ve pH diizeyinin PPO-
katalizinde istenen teaflavin pigmentlerini en yiiksek diizeye ¢ikarmis oysa POD

aracilinda meydana gelen kimyasal reaksiyonun ise mat renk iirettigi vurgulamistir.

Liang et al. (2003); cayin kimyasal kompozisyonu, ¢ay infizyonunda farkli renk
olusumu ile duyusal ozeliklerdeki iliskiyi ele aldiklar1 aragtirmada kafein igerigi,
nitrojen, amino asitler, polifenoler, galolokasin (GC), epigalolokasin (EGC), katesin
(C), epikatesin (EC), epikatesin gallat (ECG), katesin gallat (CG), total katesinler (TF),
nitrogen, teaflavin ve teafilavin 30 gallat (TF30G) ve renk gostergelerinin (L, a, b ve E)

toplam kalite (izerine korelasyon gosterdigini ortaya koymuslardir.

Wheeler and Wheeler (2004); ¢ayimn tibbi etkilerinin 5000 yilik bir siiregte bilindigini

vurguladigr makalede, son yilarda ¢ay arastirmalarinin saglik iizerine olumlu etkileri
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nedeni ile filavonoitler iizerinde yogunlastigini, bununa birlikte bunlarin emilim,
metabolizma ve potansiyel toksiditesi ile ilgili bilesikleri ve aksiyon mekanizmalarinin

acikliga kavusturulmasi gerektigine isaret etmislerdir.

Glutatyon S-transferaz enzimi (GST) antioksidan savunma sisteminde ve enzim
katalizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Taulavuori et al. 2004). GST bitkilerin
diisiik sicaklik, agir metal ve oksidatif stresten korunmasinda rol oynamaktadir
(Anderson and Davis 2004; Ali et al. 2005). Antioksidan enzimlerinden Glutatyon
rediktaz (GR) NADPH- bagli oksidize glutatyonun indirgenmis glutatyona (GSH)
katalize eden bir flavoproteindir (Medici et al. 2004).

Thomas et al. (2005) yiiriittiikleri arastirmada, ¢ay katesin biyosentezinin dnciisii ve ¢ay
kalitesinin belirlenmesinde Onemli role sahip olan fenilalanin amonyak liyaz (PAL)
enziminin, budamadan sonraki ilk 3 yilda arttigin1 ve daha sonra hizla azaldigini ortaya

koymuslardir.

Kanazawa et al. (2005); cay tarlalarinda asir1 azot uygulamasi ile asiditenin arttigini,
asidik kosularda mantar sayist ile enzim aktivitesi degisimi arasinda yakin bir iliski
oldugunu ve mantar sayisinin asidik c¢ay topraklarinda karbon, azot ve fosfor
metabolizmasi lizerine etki etigini belirlemislerdir. Arastiricilar mantar sayis1 ve enzim
aktivitesinin giibreleme uygulamalarina bagli olarak organik madde icerigi ve alinabilir

fosforla birlikte azaldigini 6ne slirmiislerdir.

Xue et al. (2006); cayliklarda mineralizasyon nitrifikasyon enzim aktivitesi ve
mikrobiyal ¢esitliligi ele aldig1 arastirmada, lire uygulamalarinin nitrifikasyon oranini
onemli Olclide etkiledigini ve azot uygulamalarmin c¢ay topraklarinda yiiksek
nitrifikasyona yol agan 6nemli bir faktor oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar,
giibreleme, kok artiklar1 ve yaprak artiklarinin ¢aylik ekosisteminde mikrobiyal topluluk
uzerinde olumlu ve ya olumsuz etkilerinin olabilecegini, organik maddeyi artirarak
mikrobiyal biyomasi artirdigini, ancak toprak pH diizeyi ve aliiminyum toksiditesinin

artirmasi dolayisi ile 50-90 yilik ¢ayliklarda mikrobiyal biyomas ve aktivite azalmasina
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yol acabilecegine vurgu yapmistir. Ayrica bu arastirmada 8-50 yilik cayliklarda
mikrobiyal aktivite ve cesitligin arttigin1 ancak 50 ile 90 yillik cayliklarda azalma

gosterdigini ortaya koymuslardir.

Venkatesan et al. (2006); uzun siire ¢aylik olarak tesis edilen tarlalardaki topraklarda
yetisen cay bitkilerinde gozlenen iireaz aktivitesinin orman cevresi topraklarindan daha
yiiksek oldugunu, ancak asit fosfataz aktivitesinin elverisli toprak fosforu ile herhangi
bir iligkisi olmadigin1 ve enzim aktivitelerinin genellikle toprak organik madde icerigi

ile pozitif iligki gosterdigini belirlemislerdir.

Gezgin et al. (2006), cayda mineral igerigini ve enzim sistemlerinin 6nemli bir arastirma
alan1 olduguna isaret etmislerdir. Bakterilerle yiiriitiilen arastirmalarda, PGPR asilamasi
ile ¢ay yapraklarinin makro ve mikro element igerigi artmis ve enzim aktivitesi

degistirilebilmistir.

Sariri et al. (2006) geleneksel metotlarla ¢ay isleme siirecinde yapraklardaki peroksidaz
ve polifenol oksidaz miktarinin azaldig1 ve dogal seliilozik enzimlerin iiretilen siyah cay
kalitesini etkiledigini, ayrica iran ¢aylarinda kismen saflastirilan enzim ekstralarinin gay
renk, toplam ¢oziilebilir kuru madde miktar1 ve kafein bakimindan c¢ay kalitesini

artirmada etkili olabildigini ortaya koymuslardir.

Chakraborty et al. (2006) cay rizosferinden izole edilen B. megaterium TRS-4 izolatinin
cayda bitki gelismesini tesvik etme ve hastaliklarin 6nlenmesine etkisini ele aldiklari
arastirmada, bu izolatin ¢ayda biiyiimeyi onemli diizeyde tesvik ettigi ve bakterinin
topraga uygulanmasmin ile F. lamaoensis etmeninin yol ag¢tigi kahverengi kok
curiikliigii hastaligimi belirgin sekilde azalttigini ortaya koymuslardir. Arastiricilar, B.
megaterium uygulamasindan sonra zararl popiilasyonun azaldigin1 ve B. megaterium
izolatinin koklere kolonize olmasi ve sonra F. lamaoensis inokulasyonu sonucunda
polifenollerin ve savunma sistemi ile ilgili peroksidaz, kitinaz, beta-1,3-glukanaz ve
PAL enzimlerinin arttigin1 ortaya koymuslardir. Arastiricilar, bakterinin etki

mekanizmalarimin fosfat ¢6zebilme, TAA, siderofor ve antifungal metabolit Gretimi



44

oldugunu, ayrica bitki biiylimesinin tegvik edilmesi ve hastalik siddetinin azaltilmasinin

da 6nemli oldugunu vurgulamislardir.

Jain and Takeo (2007); enzimlerin izolasyon metotlari, dzelikleri ve ¢ay endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan kimyasallarla interaksiyonlarini ele aldiklari ¢alismada, cay
islemesinde enzimlerin ¢ok 6nemli rol oynadigini, enzimlerin genellikle 4 grup altinda
simiflandirildigin1 ve cay kalitesiyle ilgili olarak her bir enzimin spesifik role sahip

oldugunu ifade etmislerdir.

Farkl1 kaynaklardan izole edilen PGPR bugday ve 1spanak kok ve gdvde agirligi, yaprak
alan1 ve yaprak antioksidan ve OPP yolu enzim aktivitesini artirmistir (Cakmakei et al.

2007 a, 2009 c).

Primo et al. (2007); karbondioksit uygulamasinin cay yapraklarinda peroksidaz ve
polifenoloksidaz aktivitesini artirdigini; Owuor and Obanda (2007) ise cay yaprak tipi
ve siyah ¢ay islenmesi ile degisen enzim aktivitesinin (PPO, PAL) siyah ¢ay kalitesini

etkiledigi vurgulamislardir.

Balentine and Staff (2007) caym, Camellia sinensis yapraklarindan iiretilen diinya
capinda O6nemli bir {irlin oldugunu ve cayin igerdigi polyphenol ve ugucu bilesiklerin
cay renk ve aromasini olusturdugunu vurgulamislardir. Arastiricilar yesil ve ya siyah
cayin iiretimi, enzimolojisi, bilesimi ve teknolojisini ele aldiklar1 ¢calismada antioksidan
kaynag1 olarak c¢ay polifenolerinin fizyolojik etkileri ve kronik hastalik riskini azaltici

rolleri oldugunu vurgulamiglardir.

Ruan et al. (2007) cay bitkisinin asidik kosullara toleransli ve amonyum beslenmesini
tercih ettigini, nitrat azotu ile biiyliyen c¢aylarda beslenmesi durumunda glutamin
sentetaz aktivitesinin 6nemli Slgiide azalttigini, koklerde toplam azot, serbest amino
asitler ve glikoz igeriginin diisiik oldugunu, fakat amonyumla beslenen bitkilerden daha
yuksek oranda katyon ve karboksilat igerdigini belirlemislerdir. Arastiricilar toplam

azot, amino asit, seker ve GS aktivitesinin toprak pH’s1 tarafindan etkilenmedigini, oysa
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katesin ve karboksilatlarin kok bolgesindeki pH artisiyla birlikte arttigimi ortaya
koymuslardir. Cay bitkilerinin amonyumca zengin ortamlarda koklerin ylksek
amonyum asimilasyonu ve yiiksek NH," kapasitesi gosterdigi ve anahtar enzimlerin
aktivitesini ve karbonhidrat igerigini 6nemli diizeyde artirdigini belirleyen arastiricilar;
nitrat beslenmesi durumunda yetersiz N alimindan &tiirii bitki gelismesinin zayif oldugu
ve N aliminin azalmasi ile birlikte uygunsuz pH kosullarinin gelismeyi olumsuz

etkiledigini vurgulamiglardir.

Shin et al. (2008) gliikoz-6-fosfat dehidrogenez (G6PD) enziminin obezite ve diyabet

gibi metabolik bozukluklarin ekin bir tedavi edicisi olduguna isaret etmislerdir.

Cay islenmesinin, soldurma, kivirma, fermantasyon ve kurutma asamalarindan
olustugunu vurgulayan Calikoglu ve Bayrak (2009), cay islenmesinde aroma olusumu,
bitki, cografi bolge, iklim ve iiretim kosullarina bagli olarak degistigini, ¢cay islemesinde
uygulanan soldurma ve fermantasyonun, liriin fiyatin1 belirleyen 6nemli bir kalite kriteri

olan aroma maddelerinin olusumunun etkiledigi bildirmislerdir.

Bokuchavaa et al. (2009); cay Ozerine yurittikleri derlemede, Uretilmis caylarin
kimyasal analizleri ve tadinin degerlendirilmesi gibi iiretim teknolojisi, ham ve mamul
cay kimyasimi ele almislardir. Derlemede caylarin faydali o6zelikleri, islenmis ve
dogrudan bitki kismi olarak kullanilan g¢aylarin 6zelikleri dikkate alinarak siyah cay,
yesil cay, sar1 cay, kirmizi ¢ay, yesil preslenmis cay ve cay boyalari tartisilmistir.
Aragstiricilar ¢ay kalitesini degerlendirmeden tadim ve kimyasal analizlerde oldugu gibi
mamul ve yart mamul caylarin kimyasal icerigini tartismislardir. Arastiricilar ¢ay
kalitesinin belirlenmesindeki oksidatif siiregte enzimlerin 6nemli rol oynadigini, ayrica
cay lezzet olusumunda termokimyasal siireclerin katki sagladigini; cay tat ve aromasi
icin Ozelikle tanen ve katesin, ugucu yaglar, azotlu bilesikler ve diger baz1 maddelerin

etkin oldugunu vurgulamiglardir.

Eungwanichayapant and Popluechai (2009), cayda ylksek miktarda bulunan bir
polifenol gurubu olan katesinlerin saglik i¢in faydali olduguna dikkat ¢ekmis ve cay
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sirgiin ve olgun vyapraklar Uzerinde yuruttikleri arastirmada, katesin miktarinin
stirglinlerde olgun yapraklardan daha fazla bulundugunu, katesin gallatin ise siirgiin ve

olgun yapraklarda ¢ok az miktarda bulundugunu belirlemislerdir.

Singh et al. (2009) tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda, PAL enziminin bir ¢cok dnemli
sekonder metabolitin biyosentezinde 6nemli oldugu; katesin i¢eriginin, kuraklik, absisik
asit ve giberalik asit uygulamalari ile azaldig1 fakat yaralama ile artig1 ve ¢ayda katesin

biyosentezinin bu enzimlerin iirtinleri ile iligkili oldugu ortaya konulmustur.

Cellat vd (2010); yesil ¢ay ekstraktinin elektromanyetik oksidatif stres hasarin etkisini
ele aldiklar1 arastirmada, elektromanyetik radyasyonun bdbrek dokusunda oksidatif
strese neden oldugu ve antioksidan kaynagi olan yesil ¢ay ekstraktinin oksidatif stresi

azalttigin belirlenmislerdir.

Deng and Ashihara (2010); cay yaprak ve koklerinde purin nukleotidlerin ve ilgili
birlesenlerinin metabolik profilerini belirlemek i¢in cay fidelerinde yiiriittiikleri
calismada cay yaprak ekstraktlarinda anahtar enzimlerin aktivitesini test etmislerdir.
Arastiricilar purin onciilerinin alim oraninin yaprak segmetlerinde daha fazla oldugunu,
adenin ve adenozinin diger purin bazlari ve niiklotidlerden daha fazla alindigini
belirlenmislerdir. Arastiricilar bazi adenozin, guanozin ve inozinin, adenozinkinaz ve
inozin/guanozinkinaz tarafindan niikleotitlere doniistiiriildiiglinii, bu bilesiklerin kolayca

hidrolize oldugunu ve adenin, guanin ve hipoksantin olusturdugunu vurgulamislardir.

Liu et al. (2010); polifenol oksidazin meyve ve sebzelerde hasat sonrasi kayiplara neden
oldugu ve cayda kalitenin gelismesinde anahtar bir faktor olarak rol aldigi

vurgulanmustir.

Olmez and Yilmaz (2010);taze cay yapraklarinin soldurulmasi amaciyla diisiik
sicaklikta (4°C ve %90 nemde) depolamasi sonucunda PPO ve polifenolik igeriginin
degisimini ele aldiklar1 arastirmada; diisiik sicaklikta depolamanin, geleneksel

soldurmaya kiyasla, toplam polifenolik igerigini degistirmedigini oysa PPO aktivitesi
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kaybinin diisiik sicaklikta depolanan yapraklarda daha az oldugunu belirlenmislerdir.
Aragtiricilar  geleneksel soldurma ile diisiik sicaklikta depolama arasinda kalite
bakimindan 6nemli bir fark olmadigini, taze ¢ay yapraklarinin isleninceye kadar 4

derece ve %90 nem kosularinda saklanmasinin uygun olabilecegini vurgulamislardir.

Kottur et al. (2010); cay kalitesinin ¢esit ve iklim kosularina bagh oldugunu bitki ve
iklim faktorlerinin ¢ayin kimyasal iceriginde dnemli degisiklikler meydana getirdigini
vurguladigr aragtirmada, PAL aktivitesinin g¢esitlere bagli olarak degistigini, ¢ay kalitesi
ile katesin ve PAL aktivitesinin pozitif korelasyon gosterdigini ve en Onemli kalite
parametreleri oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar, siyah c¢ay kalitesinin katesin
formlar1 arasindaki farkliliklar ve iligkili olduklar1 enzimler tarafindan etkilendigini,
gallated, dihydroxylated, trihydroxylated katesinleri ve katesin indeksinin yaz
doneminde hasat edilen siirgiinlerde yiiksek oldugunu ve katesin formlarinin gesitlere
gore degistigini ve farkli katesin formlar1 igeriginin ¢ayda c¢ok Onemli bir kalite

parametresi oldugunu ifade etmislerdir.

Ruan et al. (2010); yesil ¢ay kalitesinin dnemli belirleyicisi olan serbest amino asit
konsantrasyonu ve polifenolarin azot ve karbon tarafindan etkilesimli olarak
olusturuldugu ve C/N oranmin cay kalitesinde onemli oldugunu vurguladiklar
arastirmada, glutamin sentez, PAL, fosfoenolpirovat karboksilaz aktivitesi ile birlikte
aminoasit, polifenol ve ¢oziinebilir seker miktarini belirlemislerdir. Arastiricilar amino
asit konsantrasyonunun artan azot alimi ile birlikte arttig1, yiiksek azot igeriginin geng
stirglinlerdeki polifonilerin igerigini onemli Olglide azalttigi ve diisiik karbonhidrat
igerigine yol agtigin1 vurgulamistir. Bu calismada, amino asit ve polifenol birikiminin
azot durumuna bagh oldugu, yeterli azot saglanmasi durumunda sekonder
metabolitlerdeki karbon igerigi degismezken, aminoasit sentezinin gelismenin artmasi

ile artig1 belirlenmistir.

Li et al. (2011); aliiminyumun ¢ay yapraklarin antioksidanat savunma sistemi lzerine
etkisini ele aldig1 arastirmada, hidrojen peroksit ve siiperoksit dismutaz iceriginin 0-0,32

mM Al konsantrasyonlarinda degismezken, 0,53 mM Al konsantrasyonda artigi ve
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glutatyon rediiktazin artan Al dozlarina baglh olarak degistigini belirlemistir.
Aragstiricilar dostiik Al konsantrasyonlarinin antioksidan savunma sistemini temizledigi

ve hiicrelerini serbest radikal hasarindan koruyabildigini vurgulamislardir.

Wei et al. (2011); 10 farkli lokasyonda 3 gesitle yiiriirliikkleri cayda katesin igerigi ve
klorofil miktarinin degisimini ele aldiklar1 arastirmada, lokasyonlar arasindaki katesin
icerigi varyasyonunun, ¢esitler arasindaki varyasyondan daha yiiksek oldugunu
belirlenmislerdir. Korelasyon analizinde katesin i¢eriginin iklim faktorleri ve klorofil
icerigi ile onemli korelasyon gosterdigi, klorofil iceriginin ise basta glinlik diisiik
sicaklik olmak iizere iklim faktorlerinden 6nemli derecede etkilendigi sonucuna varan
arastiricilar, klorofil iceriginin katesinler iizerinde Onemli rol oynadigini ortaya

koymuslardir.

Chandini et al. (2011); polifenolerin c¢ay Kkalitesini dengelemesinde 6nemli rol
oynadigini; Cakmakc¢1 vd (2011 b, c) ise bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin cay
yaprak verimini, besin elementi igerigi ve enzim aktivitesini artirabilecegi, stres
kosullarinda gelismeyi olumlu etkileyebilecegi, ayrica bakteriler kullanilarak ¢ay yaprak
enzim aktivitesinin degistirilebilecegi ve yaprak makro ve mikro element igeriginin

artirilabilecegi ortaya koymuslardir.

Sharma et al. (2011); kuraklik stresi altinda c¢ayda katesin, 2-phenylethanol ve
prephenate dehydratase (PDT) iceriginin arttifin1i ve mevsimsel olarak degisiklik

gosterdigini belirlemislerdir.

Cao et al. (2011); aym tarlada siirekli ¢ay yetistiriciliginin yapilmasi durumunda gay
kok ve yapraklarindaki SOD, POD, CAT ve MDA igerigi ve kimyasal kompozisyonunu
ele aldiklar1 arastirmada, ototoksinlerin antioksidan aktivitesi {lizerine engelleyici ve
tesvik edici etki gosterdigi, tesvik etme etkisi diisiik konsantrasyonlarda zamanla artmais,
fakat engelleyici etkinin ilerleyen yilarda giderek atigini belirlemislerdir. Arastiricilar
antioksidan enzim aktivitesinin baslangigta arttigi daha sonra azaldigi ve farkli

uygulamalarla doruk noktasina ulagtigin1 ve ototoksinlerin klorofil karotenoid igerigini
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azalttigin1 belirlemislerdir. Arastiricilar sonug olarak, SOD, CAT ve POD igeriginin
ototoksinlere bagli olarak degistigini ve bunlarin zamanla konsantrasyon ve
reaksiyonlariin, klorofil igeriginin azalmasi gibi ¢esitli fizyolojik siiregler tarafindan
etkilendigini, ¢ay fidanlarinin kdklerinde lipit peroksidasyonu sonucunda antioksidan
savunma sisteminin enzimleri Uzerinde ototoksinlerin olumsuz etkinleri nedeni ile, cay

verim ve kalitesinde ototoksinlerin ¢ok dnemli oldugunu ortaya koymuslardir.

Zhang et al. (2012); cay bitkisinde flavan-3-ols sentezinde 6nemli bir enzim olan
antosiyanidin rediiktaz aktivitesinin tayini ic¢in ydrittiikleri arastirmada, ince tabaka
kromatografisi (TLC) yliksek performansh sivi performans kromatografisi (HPLC) ve
kitle spektromatre (MS) analizlerinde, ¢ayda bir koenzim olan indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat kullanilarak, antosiyanidin rediiktaz yoluyla siyanidin ve

delfinidinin sirastyla epikatesin ve epigallokatesine doniistiirdligiinii belirlemislerdir.

Deng et al. (2012) tarafindan gay bitkilerinde tuz uygulamasinin tanin sentetaz diizeyi
lizerine etkisinin ele alindig1 bir arastirmada; tanen dlzeyi ve toplam serbest amino
asitlerin cay siirgiinlerinde yavas yavas arttigin1 ve uygulamalardan 8 giin sonra en
yiiksek diizeye ulastig1 ortaya konulmustur. Arastiricilar, tuz uygulamalarinin kék ve
govdede tanin degismesine neden oldugunu ve sonug¢ olarak tanin sentezinin kok ve

stirglinlerde tuz tarafindan pozitif etkilendigini belirlenmislerdir.

Wei et al. (2012) klorofil igerigi ile katesin ve purin alkoloidler arasindaki iliskiyi ele
aldiklar1 ¢aligmada; klorofil iceriginin katesin biyosentezinde dnemli rol oynadigini,
purin alkoloidlerin ise klorofil biyosentezinden ziyade genetik faktorler tarafindan
etkilendigini, katesin, epigallokatesin, epigallokatesin gallat miktar1 ile klorofil igerigi

arasinda negatif 6nemli iliski oldugunu ortaya koymuslardir.

Srividhya et al. (2012) tarafindan yiiriitiilen arastirmada; siyah ¢ay ve yesil cayda
indirgen sekerler, toplam polifenol, katesin, kafein, theaflavin, thearubigin, PPO ve
POD aktivitesi Olgiilmiis ve karsilastirilmistir. Arastiricilar; toplam katesin, toplam

polifenol, indirgen sekerler ve theaflavin miktarinin yesil cayda, oysa kafein ve
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thearubigin iceriginin ise siyah ¢ayda daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. PPO, POD
ve SOD aktivitesinin yesil ¢aylarda yiiksek oldugunu belirleyen arastiricilar. 6nemli
biyokimyasal parametreler ve enzim aktivitesi bakimindan yesil ¢ayin siyah caya

kiyasla daha yiiksek aktiviteye sahip oldugunu vurgulamislardir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Arastirma Materyali

3.1.1. Yararlanilan cihazlar

Calisma esnasinda agagidaki cihazlar kullanilmistir;

Biolog mikroplate okuyucusu (Biolog, U.S.A., SN E11175)

Biolog turbudity (Biolog, U.S.A., SN 02071102)

Buzdolab (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

Calkalayici (Thermoshake, Gerhard, GERMANY, SN 4002319)
Derin dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN P07K-476316-PK)
Hassas terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
Hematoloji calkalayicisi (GERMANY, GEL-3025, SN 10365703 F)
Inkiibator (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)

Magnetik karistirict (Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083)
Mikrobiyal identifikasyon sistemi (MIDI, Inc., Newark, DE)

Mini karistiricr (IKA, U.S.A., M51, SN 03017581)

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

pH metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202)

Saf su cihazi (Ateks, 7x35, Eu)
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Steril kabin (LABCAIRE)

Sterilizatér (Niive, TURKIYE, FN 500, SN 303-3051)

Su banyosu (Niive, TURKIYE, ST-402, SN 02-0138)
Spektrofotometre (Beckman Coulter DU ©730 Life Science UV/VIS)
Santrifuj (Hettrich Zentrifugen)

Dijital kumpas ¢ap 6lciimi (Herdened)

Klorofil 6lcimi (chlorophyll meter, SPAD-502, Minolta, Japan)

Antosiyanin 6lcimi (ACM-200 plus Anthocyanin Content Meter)

3.1.2. Arastirmada kullanilan besi yerleri ve ¢ozeltiler

Nutrient agar besiyeri: 20 gr Nutrient Agar (Merck) 1 L dH,O iginde ¢oziilmis pH
7,0’a ayarlanarak 121°C’de 15 dk steril edilerek ve 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril petrilere dokiilerek katilagsmaya birakilmistir (Lelliot and Stead 1987).

Azotsuz (N-Free) besiyeri: Hassas terazide 10 gr sukroz, 5 gr L-malik asit, 0,1 gr
KoHPO,, 0,4 gr KH,PO,4, 0,2 gr MgS0,4.7H,0, 0,01 gr FeCls, 0,1 gr NaCl, 0,02 gr
CaCl,.2H,0, 0,02 gr Na,M004.2H,O ve 12 gr agar tartilarak 1 L dH,O icinde
¢ozlilmiistir. pH 7,0-7,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk steril edilerek ve 45°C’ye
kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilagsmaya birakilmistir (Han et al.
2005).

NBRIP-BPB besiyeri: Hassas terazide 10 g glukoz, 5 g Ca3(PO4),, 5g MgCl,.6H,0,
0,25 g MgS0,.7H,0, 0,2 g KCI, 0,1 g (NH4)2SO, ve 0,025 g BPB (Brom Phenol Blue)
1 L dH;0 i¢inde ¢oziilerek pH 7,0’a ayarlandiktan sonra besi yeri tiiplere aktarilmis ve
121°C’de 15 dk steril edilmistir (Karagéz 2009; Metha and Nautiyal 2001).
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%30 ‘luk Gliserol: 30 ml gliserol 70 ml sdH,0O’ya ilave edilerek hazirlanan karisim

otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Hlcre Parcalama (Saponification) Coézeltisi: 150 ml sdH,O ve 150 ml metil alkol
(HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilmis, sonra kati formdaki sodyum
hidroksit (ACS Grade)’den hassas terazide 45 g tartilarak ¢ozeltiye ilave edilmistir.
Cozelti iyice ¢oziiliinceye kadar karigtirllmistir (Miller and Berger 1985).

Metillestirme (Methylation) Cozeltisi: 275 ml metil alkol (HPLC Grade) ve 325 ml
hidroklorik asit (6 N) 1 L’lik renkli c¢ozelti sisesi icerisine ilave edilmis, iyice
¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlanmistir (Miller and Berger 1985).

Saflastirma (Exraction) Cozeltisi: 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade) 200 ml
hexan (HPLC Grade) lizerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilmis,

hazirlanan ¢6zelti iyice ¢oziiliinceye kadar karistirllmigtir (Miller and Berger 1985).

Bazik Yikama (Base Wash) Cozeltisi: Hassas terazide kati formdaki sodyum
hidroksitden (ACS Grade) 10,8 g tartilarak 900 ml sdH,O igerisinde iyice ¢ozillinceye
kadar karistirllmis, karistm 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilmistir (Miller and

Berger 1985).

3.1.3. Arastirma yerinin tamimi ve 6zellikleri

Bu aragtirmanin bakteri izolasyonu bélimi; 2012 ve 2013 yillarinda Hazar Denizi’nin
Giiney kiyilarinda (Kuzey Iran) yetistirilen ¢cay (Camellia sinensis L.) alanlarindaki ¢ay
rizosfer topraklarindan alinan 6rneklerde ytirtitiilmiistiir. Toprak 6rnekleri 6zellikle Hazar
Denizi giiney kiyilar1 ve Alborz eteklerinde Gilan Eyaleti ve Iran’in en 6nemli cay
tiretim alan1 olarak kabul edilen (Khormali et al. 2007) Lahijan Bolgesi’nden alinmistir.
Cay yetistiriciliginin yogun oldugu arastirma alani, kislar1 yagish, yazlari ise nispeten
sicak ve 1liman tipik Hazar iklimine sahiptir. Hazar denizinin giiney kiyilarina paralel

uzanan Alborz daglar1 bir¢ok izole vadi ve farkli mikrokimatik kosullara sahiptir.
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Bolge ortalama sicakligi yazin 25°C, kisin ise 8°C civarinda olup 1liman, subtropikal
iklime sahiptir (Anonymous 2014). Yillik yagis miktari 1300 mm {izerinde olan bolgede
ortalama nispi nem %75-80 civarindadir. Aragtirma alan1 Hazar kiyilarinin 1liman nemli
ikliminden daglik bolgelerin 1liman ve soguk iklimine kadar c¢ok cesitli iklim
Ozelliklerine sahiptir. Bolgenin toprak o6zelliklerini, mikrobiyal populasyonunu ve
verimliligini etkileyen ana faktér c¢ogunlukla monokiiltiir olarak siirdiiriilen c¢ay
yetistiriciligidir. Asidik topraklarin olusturdugu bu 6zgiin ve miikemmel ekosistemde
yogun olarak ve monokiiltiir olarak yetistirilen ¢ayliklarda rizosferik bakteri izolasyonu
ile ilgili arastirma yapilmamasi nedeniyle izolasyon bu bdlgede gerceklestirmistir.
Bakteri izolasyonu, bolgede farkli toprak tiplerinin olusumuna yol acan vadi,
topografya, mikroklima alanlari, farkli asidik toprak tipleri, hidrolojik kosullar,
vejetasyon zonlar1 ve iklim 6zellikleri dikkate alinarak, ¢ay yetistirilme alanlarini temsil
edebilecek sekilde segilen 4 farkli lokasyondan almman 167 toprak Orneginde
yiiriitiilmiistiir. izolasyonda toprak orneklemesinde bazi durumlarda aym lokasyon ve
ayni popiildsyondan alinan numuneler karistirilarak ornekler hazirlanmistir. Sonugta

toplam olarak 6rnek alinan bitki populasyonu sayisi 220 civarinda olmustur.

Arastirmanin bakteri izolasyonu iliman Hazar Denizinin Giiney kiyilarindaki (Iran)
cayliklarin asidik topraklarinda, saksi ve tarla denemeleri ise; yiiksek yagish iliman Rize
(Tiirkiye) bolgesinde yliriitiilmiistiir. Bu arastirma kapsaminda; ilk {i¢ saks1 denemesi
(Deneme Set 1, II ve III) Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay ve Bahge
Bitkileri Arastirma Enstitiisii Hayrat Deneme Istasyonu’nda kurulmustur (41°01' 57" N,
40° 29’ 86" E, denizden yukseklik 140 m). Arastirmanin ikinci yilinda 6nceki dénemde
kurulan denemelerde etkin olan bu arastirma kapsaminda yeni izole edilmis bazi
izolatlardan hazirlanan biyolojik giibre formiilasyonlarmin denendigi saksi denemesi
(Deneme Set IV) Cay isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri
Arastirma Enstitiistinde kurulmustur. Arastirma kapsaminda kurulan tarla denemesi
(Deneme Set V) Rize ili Pazar ilgesinde Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk
Cay ve Bahge Bitkileri Aragtirma Enstitiisii kontroliinde demonstrasyon amaciyla
kurulan ve bakimi yapilan ¢aylikta tarla kosullarinda kurulmustur. Rize iline ait tarla ve

saks1 denemelerinin yiiriitiildiigi 2013-2014 yillar1 ve uzun yillik ortalamalara gore bazi
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iklim verileri Cizelge 3.1°de verilmistir. Deneme alanindan gorseller Sekil 3.1 ve 2°de

verilmistir.

Sekil 3.1. Dogal kosullarda yiiriitiilen saks1 denemelerinde deneme set I, II ve III’den
dikim sonras1 goriiniim

Sekil 3.2. Dogal kosullarda yiiriitiillen tarla denemelerinde deneme set VV’den goruniim
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Rize bolgesinde yaz mevsimi 1lik, sonbahar ve kis mevsimleri ise yagish geger. Her
mevsimi bol yagmurlu bir iklim hiikiim siirer. Son 13 yillik gbzlem sonuglarina gore
ortalama sicaklik 14,94°C olup arastirmanin yiiriitildiigii 2013 (15,08°C) ve 2014
(15,87°C) yillar1 ortalama sicakliklar uzun yillar ortalamasindan daha yiiksek olmustur.
Uzun yillar ortalamalarina gore ortalama yillik yagis miktart 2376 mm’dir.
Aragtirmanin yiiriitiildiigii 2013 ve 2014 yillarinda ise yillik yagis 1919,7 ve 2201,6 mm
olmustur ve uzun yillar ortalamasindan daha disiiktiir. Bolgede yillik ortalama nispi
nem %76,33 olup arastirmanin yiiriitiildiigi yillarda ortalama nispi nem uzun yillar
ortalamasindan diisiik olmustur. Calismanin yapildig1 2013 ve 2014 yillarinda ortalama
5 cm toprak sicakligi 16,50 ve 16,78°C, ortalama 10 cm toprak sicakligi 16,31 ve
16,32°C, yillik toplam giineslenme siddeti ise 102,866 ve 101,377 cal/cm? olmustur.
Uzun yillar ortalamalarina gore yorede toplam giineslenme siddeti 92,531 cal/cm?
olarak hesaplanmistir. Arastirmanin yapildigi yillarda uzun yillar ortalamalarina kiyasla
genellikle yagis ve nispi nem degerleri diisiik, sicaklik ve glineslenme siddeti ise daha

yiiksek olmustur (Cizelge 3.1). Bolge, deniz iklimimin karakteristik 6zelligini tasir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C4%B1%C5%9F

Cizelge 3.1. Arastirmanin yiiriitiildigi yillar ile uzun yillar (2000-2012) ortalamalarina ait bazi iklim verileri

iklim Faktorleri* Yillar Ocak Subat Mart  Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil Ekim  Kasim Arahk Toplam/
ortalama
Ortalama 2000-2012 6,81 6,69 8,40 11,67 16,57 21,19 24,32 24,59 21,22 17,09 12,09 8,67 14,94
hava sicakhg 2013 8 8,9 10 12,5 19,4 22 23,1 24,3 19,7 14,5 12,7 58 15,08
(°C) 2014 8,7 8,5 9,9 13 18 21,9 24,6 25,7 21,5 16,9 13,5 8,2 15,87
En yuksek 2013 211 20,3 28,8 27,5 33,2 30,4 29,0 30,6 32,5 29,8 21,9 17,0 26,84
sicaklik(°C) 2014 23,0 21,8 23,6 26,3 28,1 30,8 34,1 31,8 31,2 25,7 22,6 18,5 26,45
En diisiik 2013 -0,4 1,6 -1,3 5,6 12,0 15,0 16,2 16,9 12,0 8,1 54 -2,2 7,41
sicaklik (°C) 2014 2,3 0,5 0,1 1,7 11,3 14,3 19,0 19,8 12,4 7,8 4,9 -1,2 7,74
Toplam yags 2000-2012 214,12 186,26 160,91 101,15 90,28 152,32 158,26 200,88 279,83 325,70 263,85 242,43 2376,0
(mm) 2013 2118 116,4 201 44,3 17 73 167,6 57,5 386 2415 160,1 2435 1919,7
2014 101,3 104,6 1345 474 78,8 131,9 116,2 289 446,5 132,3 360,2 258,9 2201,6
Ortalama 2000-2012 74,36 74,22 74,68 77,66 77,06 74,63 75,31 77,37 78,32 79,48 77,25 75,65 76,33
nispi nem (%) 2013 70,7 72,6 70 73,9 71,8 68,1 69,4 67,2 72 75,9 77,6 74,2 71,95
2014 72,5 71,8 74 73,1 72,9 68 71,3 71,9 74,8 76,8 \A 4 \A 4 \A 4
Ortalama 2000-2012 5,98 6,96 10,42 14,38 19,79 24,43 26,98 26,88 23,46 18,58 12,38 1,7 16,50
toprak sicakhgr 2013 7,1 9,8 11,2 15,3 22,1 25,7 26,1 27,1 22,8 16,3 13,7 4,2 16,78
5cm (°C) 2014 6,7 8,9 12,4 16,1 20,8 25,2 27,1 27,8 24,1 19,2 \A 4 \A 4 \A 4
Ortalama 2000-2012 6,10 6,90 10,21 14,07 19,27 23,88 26,48 26,54 23,35 18,58 12,49 7,92 16,31
10 cm toprak 2013 6,8 9,4 10,8 14,8 21,4 25 25,6 26,4 22,3 15,9 134 4 16,32
sicakligi (°C) 2014 6,3 8,5 11,9 15,5 20,2 24,5 26,6 27,3 238 18,9 1529 VY VY
Ortalama 2000-2012 6,33 6,98 10,07 13,80 18,69 23,31 25,95 26,19 23,26 18,78 1290 8,34 16,22
20 cm toprak 2013 6,9 9,4 10,7 14,5 20,6 24,5 25,2 26 22,3 16,2 13,6 4,5 16,2
sicakhigr (°C) 2014 6,4 8,5 11,8 15,2 19,6 24,1 26,2 27,1 23,7 19 VY VY VY
Giineslenme 2000-2012 3456,6 49744 76045 96944 121543  12586,7 115535  9786,8 81555 56605 3827,8 30761 92531
siddeti (cal/cm?) 2013 3164,7 5089,3 8080,9 9858,9 148946  15207,6 11569,0 122956  9566,0 68315 35724 27357 102866
2014 3888,7 5650,9 8370,4 113429 12118,8 14393,7 13121,8 10587,6 8338,1 6660,1 3827,7 3076 101377

*Meteoroloji Isleri Genel Miidiirliigii ve Rize Meteoroloji Bolge Miidiirliigii Rasatlarindan almmustir. VY: Veri yok

LS
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3.1.4. Denemelerde kullanilan ¢ay klonlar:

Bu calismada kurulan deneme setlerinde Cay Arastirma Enstitiisii tarafindan 1960
yilinda baslatilan seleksiyon caligmalar1 sonucu verim ve nitelik yoniinden {istlin
ozellikler tasiyan Pazar-20, Muradiye-10 ve Hamzabey Tiirk ¢ay Klonlar1 kullanilmigtir
(Anonim 1982, 1983).

Pazar-20 Klonu; Rize-Pazar-Soguksu Mahallesi’nde tespit edilmis olup yiikselti 140
m’dir. 1k olarak 1967 yilinda anag ocaktan alinan gelikler Cay Enstitiisiindeki deneme
parsellerine aktarilmistir. Verim, adaptasyon ve hasat olgunluguna gelme zamani gibi
faktorler goz Oniine alinarak siirdiiriilen seleksiyon ¢alismalar1 sonucu 1977 yilinda klon
olma 6zeligine sahip olduguna karar verilmistir. Yapraklari ince uzun olup orta damar
boyunca V seklinde biikiilmiistiir. Dallar ince olup cat1 olusumu iyidir. Ortalama siirgiin
¢apt 3 mm, siirgiin boyu ise 20 cm civarindadir. Uzun bogumlu, yaprak genisligi orta,
yaprak sekli oval, yaprak tiiylenmesi seyrek ve olgun yaprak rengi sari-yesildir (Kafkas
et al. 2009 b).

Muradiye-10 Klonu: Rize-Salahra-Muradiye koyl’'nde tespit edilmistir. Bolgenin
yiiksekligi 300 m’dir. Ik olarak 1968 yilinda ana¢ ocaklardan alinan celikler Cay
Enstitiisiindeki deneme parsellerine dikilmis ve seleksiyon caligmalari sonucu 1977
yilinda klon olma 6zeligine sahip olduguna karar verilmistir (Anonim 1972, 1978, 1982,
1983). Erkenciligi ile taninan bu klon diger cay tiplerine kiyasla 10-20 gun dnce hasat
olgunluguna gelmektedir (Sarimehmet 1990). Yaprak ayalar kiigiik olup kdre yonelme
egilimi fazladir. Siirgiinlerin bogum aralar1 kisa olup dallanma yetenegi iyidir
(Mahmutoglu 1994). Siirgiin ¢ap1 2,76 mm, siirgiin boyu ise 20 cm civarindadir. Bogum
uzunlugu orta, yaprak genisligi orta, yaprak sekli elipstik ve yaprak tiiylenmesi orta ve

olgun yaprak rengi sari-yesildir (Kafkas et al. 2009 b).

Hamzabey Klonu: Hamzabey genotipi tliylii tomurcuklu Derepazari-7 ve Fener -3 ile

birlikte beyaz ¢ay iiretimine uygun oldugu bildirilmistir (Ilgaz vd 2006). Rize orijinli,
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bogum uzunlugu orta, dikdortgenimsi ve genis yaprakli, yaprak tiiylenmesi orta ve

olgun yaprak rengi gri-yesildir (Kafkas et al. 2009 a).

3.1.5. Toprak ozellikleri

Bakteri izolasyonu i¢in kullanilan toprak orneklerinin ve deneme setlerinde kullanilan
topraklarin kum, silt ve kil fraksiyonlarinin belirlenmesi Bouyoucus Hidrometre
yontemiyle yapilmistir (Gee and Hortage 1986). Toprak pH’st 1:2.5’luk toprak-su
stispansiyonunda Potansiyometrik olarak ‘’Cam Elektrotlu”> pH metre ile Olgililmiis
(McLean 1982); topraklarin kireg icerikleri Scheibler Klasimetresi ile voliimetrik olarak
belirlenmistir (Nelson 1982). Orneklerin organik madde igerigi Smith-Weldon
yontemiyle (Nelson and Sommers 1982), toplam azot igerigi salisilik asit+tuz karigimi
ile yas yakmaya tabi tutulduktan sonra mikrokjheldahl yontemiyle belirlenmistir
(Bremner and Mulvaney 1982). Toprak fosfor tayini sodyum bikarbonatla ekstrakte
edilen siiziiklerde (Olsen and Summers 1982), toprak degisebilir katyonlar1 (Na, K, Ca,
Mg) amonyum asetatla (1 N, pH=7.0) calkalanip ekstrakte edildikten sonra (Rhoades
1982); toprakta bitki tarafindan alinabilir mikro element (Fe, Mn, Zn, Cu) miktarlar1 ise
DTPA yontemine gore ekstrakte edilen suziklerde (Lindsay and Norwell 1978), ICP
OES spektofotometresi (Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-
4794, USA) ile belirlenmistir.

Aragtirma alanindan getirilen toprak ornekleri genellikle kumlu tin, killi tin ve kumlu
killi tin biinyede olup, bolgenin topraklari genellikle orta ve yiiksek asit reaksiyonlu
(pH=3,6- 6,5 arasinda) ve tiim 6rneklerin ortalamasi olarak toprak pH degeri 5,4 olarak
hesaplanmistir. Toprak Orneklerinin organik madde miktar1 %2,1-8,6 (genellikle
yiiksek)o toprak N icerigi ise %0,03-0,34 arasinda degisim gostermektedir. Topraklarin
P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn ve Mn igerikleri ise sirasi ile 1,8-25,4 mg/kg, 42-278 mg/kg,
675-2340 mg/kg, 74-330 mg/kg, 7,6-61,4 mg/kg, 0,4-14,3 mg/kg, 0,3-14,6 mg/kg ve
10,5-89,2 mg/kg arasinda degismistir.
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Deneme setlerinde kullanilan topraklarinin tekstiirleri kumlu tin, organik madde miktar1
(%3,46-3,91) ve toplam N icerikleri (%0,16-0,24) fazla; P icerikleri (8,20-21,44 mg/kg)
ve K igerikleri (83-230 mg/kg) az ve orta; Fe, Zn, ve Cu icerikleri fazla ve Mg icerikleri

diisiik, orta ve yiliksek bulunmustur. Deneme setlerinde kullanilan topraklarin pH

degerleri 4,66-5,70 arasinda olup c¢ay icin ideal kabul edilen 4,50—6,00 pH sinirlar

arasinda yer almistir. Deneme setlerine ait topraklarin bazi fiziksel ve kimyasal

Ozellikleri Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Deneme setlerinde kullanilan topraklarinin bazi fiziksel ve kimyasal

ozellikleri
Toprak 6zelligi Set | Set Il Set 111 Set IV SetV
Kum (%) 49,36 51,43 57,34 54,52 61,34
Silt (%) 31,25 33,28 18,26 22,77 27,29
Kil (%) 19,39 15,29 24,40 22,71 11,37
pH (1:2.5) 4,70 4,66 4,75 5,09 5,12
Organik madde (%) 3,70 3,86 3,25 3,56 3,91
N (%) 0,19 0,21 0,16 0,18 0,24
Almabilir P (mg/kg) 12,56 11,46 8,20 14,3 19,64
K (mg/kg) 139 83 112 89 230
Ca (mg/kg) 1426 2042 458 1236 1352
Mg (mg/kg) 188 228 96,7 122 183
Yarayisli Zn (mg/kg) 2,36 3,24 2,42 1,59 3,74
Yarayish Fe (mg/kg) 24,66 25,45 32,4 33,7 41,2
Yarayisli Mn (mg/kg) 6,87 7,74 14,6 24,72 9,6
Yarayisli Cu (mg/kg) 1,26 0,96 1,42 0,88 0,86

3.1.6. Arastirmada kullanilan bakteriler ve 6zellikleri

Bu arastirmada birinci deneme setinde biyolojik giibre formiilasyonlarinda kullanilan P.

putida RC06 ve B. megaterium RCO7 bugday rizosferinden (Cakmakg1 et al. 2006 a,
2007 a), B. simplex RC19, P. fluorescens RC77 ve B. subtilis RC63 yabani ahududu
rizosferinden organik topraktan (Cakmake1 vd 2008 a; Cakmaker et al. 2009 c, 2013),

B. subtilis RC521 tuzlu-kiregli yabani asma rizosfer topragindan; L. enzymogenes 12/5,
P. putida 53/5, B. megaterium 21/3, B. subtilis, 39/3, B. subtlis 2/8, B. megaterium 47/9,
P. fluorescens 48/3 ve P. putida 3/10 bakterileri ise Dogu Karadeniz Bolgesi ¢ay
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rizosfer topraklarindan (Cakmakgi et al. 2010 a) izole edilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda kurulan bes farkli deneme setinden ilkinde kullanilan 8 bakteri gay rizosfer
topraklarindan izole edilerek testleri tamamlanmis, 394’linlin serbest azot
baglayabildigi, 305 izolatin fosfat ¢ozebildigi, 265’inin ise hem azot bagladigi hem de
fosfat ¢Ozebildigi belirlenmis 460 izolat arasindan se¢ilmistir (Cakmakg1 et al. 2010 a).
Bu calismada kurulan diger deneme setlerinde kullanilan bakteriler bu arastirma
kapsaminda izole edilmis tanilanmis ve bazi 6zellikleri ilgili boliimlerde verilmistir.
Deneme setlerinde kullanilan bakteriler azot baglama, fosfat ¢6zme ve karbon kullanim

profilleri dikkate alinarak se¢ilmistir.
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3.2. Metotlar

3.2.1. Bakteriyel strainlerin izolasyonu ve muhafazasi

Ornekler 6zellikle benzer topraklarda iyi gelisen bitkiler; giibreden fazla etkilenmemis
bitkiler; tarlalardan bagimsiz olarak kenarlarda yetisen veya tamamen terk edilmis
kiiciik 6bekler halinde bulunan bitkilerden alimuistir. Ikinci olarak rnekler, giibreleme
olanagi olmayan ve geregi duyulmamis olan tarla ¢it, sinir, duvar ve setlerde tek basina
gelismis olan bitkilerin rizosferinden alinmustir. Ornekleme, farkli toprak, vadi,
topografya, mikroklima, vejetasyon zonlari ve iklim ozellikleri dikkate alinarak,
arastirma alanmi temsil edebilecek sekilde yiiriitiilmiistiir. Arastirma alanindan
baglangic donemi igin 4 farkli lokasyondan olmak iizere 95, ikici doneminde ise 72
olmak {lizere toplam 167 birlesik toprak oOrnegi alinmistir. Rizosfer topragi
orneklemesinde bazi durumlarda ayni lokasyon ve ayni popiildsyondan alinan

numuneler karistirilarak 6rnekler hazirlanmastir.

Bakteri izolasyonu kok rizosfer toprak érneklerinde yiiriitiilmiistiir. Izolasyonda azotsuz
kati malat-sukroz besi yeri ve Triptic Soy Bioth Agar (TSBA) kullanilmustir.
Izolasyonda farkli modifiye metotlar kullanilmakla birlikte ¢ogunlukla, bitki
rizosferinden alinan toprak Ornekleri steril kagit torbalar icerisine konulmus, etiket
bilgileri de yazilarak uygun kosullarda laboratuvar ortamina getirilmistir. Kaba toprak
atildiktan sonra Ozellikle kilcal kok bolgesindeki toprak orneginden 10 gr tartilarak,
250-300 ml hacmindeki steril erlene konulmus, bunun tizerine 90 ml steril su eklenerek
calkalayicida calkalanmistir (30 da 150 rpm). Daha sonra 1 gr kok-toprak karisimi
alimarak 9 ml fizyolojik tuzlu su iceren cam tiliplere aktarilmis ve 1 saat siire ile
hematolojik calkalayicida karistirilmistir. Daha sonra 10 kat seri dilisyonlar hazirlanmais,
bu seyreltme islemi 5-6 kez tekrarlanmistir. Nutrient Agar (NA) igeren petrilere 150
ML/petri olacak sekilde pipetle aktarilarak yayma ekim yapilmigtir. Ortalama 27°C’ye
ayarli inkiibatore konularak bakteri gelisimi i¢in 24-48 saatlik inkiibasyonun ardindan
bakteri kiiltiirleri lizerinde yapilan gozlemlerde dncelikle en yogun gelisen kolonilerden

ve buna ilave olarak gelisen diger farkli koloni yapisi, koloni formu, gelisme ve pigment
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uretimi gibi kriterler de dikkate alinarak bir koloniden yeniden NA ekimler yapilarak
karisik bakteri kiiltiirlerinden saf kiiltiirler elde edilmistir. Saflastirilan her bir izolata
ayr1 bir kod numarasi verilerek, izolasyon bilgileri kaydedilmis; daha sonra kullanilmak
Uzere bakteri kultlrleri %30 gliserol ve Lauryl Broth (500 ul LB) igeren eppendorf

tiiplere aktarilarak -86°C’de muhafaza edilmistir.

[zolatlar MIDI Sistem metotlarma gére FAMEs analizi ve BIOLOG sistemine goére
tanilanmigtir. Bakteriler yaklagik 50 mg canli hiicre TSBA ortaminda yetistirilip hasat
edilmig, 1 ml 1.2M NaOH, %50 metanol ilavesiyle 5 tiip 100°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Hizl1 sogutmadan sonra 1.25 ml %50 MTBE hekzan ekstrakt1 Pastor pipetle
alinip, 3 ml 0.3 M NaOH ile yikanmis, FAMEs ekstrakti gaz kromotografisinde
(HP6890, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) silika kapillar kolon ile %5 phenylmethyl
silikon kullanilarak ayrilmig, parametreler bilgisayar programi ile otomatik olarak
belirlenmistir. Pik tanis1 kalibrasyon standartlarina goére yapilmis (Microbial ID 1200-
A), her bir bakteriye ait FAME profil TSBA 40 ve MIS datalarina gore belirlenmistir.
Bakteri suglarmin bazi fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik testleri yapilmis ve
karakterize edilmistir (Forbes et al. 1998). Tanilama yontemleri kapsamli olarak

metotlar kisminda (3.2.9) verilmistir.

3.2.2. Deneme deseni ve deneme konulari

Arastirma kapsaminda dort farkli set halinde saksi ve bir tarla denemesi olmak {izere

toplam bes farkli dememe kurulmustur.

3.2.2.a. Saksi1 denemesi set 1

Aragtirmanin baglangic asamasinda bu c¢alisma kapsaminda izole edilen bakterilere ait
onemli testler tamamlanmadigindan oncelikli olarak daha Onceki aragtirmalarda asidik
cay rizosfer topraklarindan veya bagka kaynaklardan izole edilen bakteriler arasindan
secilen izolatlar kullanilmustir. Saksilarda kurulan ilk deneme seti, Cay Isletmeleri

Genel Midirliigli Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisii Hayrat
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deneme istasyonunda, iki yasli Muradiye-10 ¢ay klonunda koklendirilmis ¢ay fidanlari
ile kurulmustur. Arastirmada kullanilan 5 biyolojik giibre olabilecek formiilasyonda
(F1-F5) bakteriler, 2 bugday, 3 ahududu, 1 asma ve 8 adedi ise Dogu Karadeniz Bolgesi
cay rizosfer topraklarindan izole edilen bakteri kolleksiyonundan se¢ilmistir (Cakmakgi
et al. 2009 a, 2010 a, b, 2011 b). Bu izolatlarin se¢iminde biyokimyasal testlere ilave
olarak laboratuar, sera, pot, saksi ve tarla kosullarinda Hayrat, Fener 3, Muradiye 10,
Tuglali 10, Giindogdu ve Pazar c¢ay klonlar1 ile Tombul ve Sivri Tipi findiklarda
yiiriitiilen arastirma sonuglart da dikkate alinmistir (Cakmakg1 vd 2009 b, 2010 c, 2011
b, ¢). Bu denemede test edilen altinci formiilasyonda kullanilan bakteriler ¢ay atig
kompostlarindan, yedinci formiilasyondaki bakteriler ise bu calisma kapsaminda izole

edilen bakterilerden se¢ilmistir.

Bu deneme her biri 3 farkli bakteri kombinasyonundan meydana gelmis biyolojik giibre
olabilecek ve sivi tasiyicida gelistirilen 7 farkli bakteri kombinasyonu, bir biyolojik
glibre (Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’ndan karisim mikrobiyal giibre olarak
tescillendirilmis, yerli bakteri izolatlarindan olusan, sivi formiilasyonda bir {irlindiir),
NPK giibrelemesi ve kontrole (giibre ve bakteri uygulanmamis) kiyaslamali olarak 4
tekerriirlii ve her bir tekerriirde 5 fidan olacak sekilde kurulmustur. Deneme deseni
tesadiif parselleri deneme deseninde kurulmus ve deneme konular1 saksilara tesadiifi

olarak dagitilmistir.

3.2.2.b. Saks1 denemesi set 11

Bu arastirma kapsaminda kurulan ikinci sakst deneme setinde Hazar Denizinin Gliney
kiyilarinda (Kuzey Iran) yetistirilen cay bitkileri rizosferinden izole edilen bakteriler
kullanilmigtir. Deneme, kontrol (bakteri ve kimyasal giibre uygulanmamis) ve kimyasal
NPK (100 kg/da kompoze %25:5:10 veya 2000 mg/fidan) giibre uygulamasina kiyasla
20 farkli bakteri izolatinin (P. fluorescens AR-7, P. fluorescens AR-9, B. pumilus AR-
18, Rhodococcus erythropolis AR-20, B. subtilis AR-21, B. cepacia AR-28, B.
licheniformis AR-29, B. megaterium AR-40, B. cepacia AR-42, A. xylosoxidans
denitrificans AR-47, R. erythropolis AR-49, B. pumilus AR-50, P. fluorescens AR-52,
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Bacillus atrophaeus AR-59, B. pumilus AR-64, B. subtilis AR-67, B. pumilus AR-70,
Pseudomonas agarici AR-71, B. subtilis AR-76 ve P. putida AR-173) test edilmesi
amaciyla 1,5 yash liniform ayni1 boy ve ¢apta Hamzabey Tiirk ¢ay klonu fidanlar ile

kurulmustur.

3.2.2.c. Saksi denemesi set 111

Onceki denemelerde oldugu gibi dogal kosullar altinda ve saksilarda kurulan iigiincii
deneme setinde Hazar Denizinin Giiney kiyilarinda (Kuzey iran) yetistirilen c¢ay
bitkileri rizosferinden izole edilen bakteriler kullanilmistir. Deneme setinde 7 farkl
bakteri izolat1 (L. enzymogenes enzymogenes AR-4, B. pumilus AR-14, B. subtilis AR-
17, B. pumilus AR-22, Arthrobacter globiformis AR-31, P. polymyxa AR-33 ve M.
luteus AR-72), mineral NPK (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80 kg/da kompoze
%25:5:10) giibrelemesi, biyolojik giibre ve kontrole (bakteri ve giibre uygulanmamis)
kars1 test edilmistir. Bu deneme seti 2 yasli Pazar-20 ¢ay klonuyla 5 tekerrurlii ve her bir
tekerriirde 4 fidan olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore tanzim
edilmistir. Asilanan fidanlar bekletilmeksizin dikim yapilmis ve dikim sonrasi can suyu
uygulanmis ve hasatta kadar diger deneme setlerinde oldugu gibi baska bir uygulama

(sulama dahil) yapilmamistir.

3.2.2.d. Saks1 denemesi set IV

Onceki denelerde oldugu gibi dogal kosullar altinda ve saksilarda kurulan iigiincii
deneme setinde Hazar Denizinin Giney kiyilarinda yetistirilen c¢ay bitkileri
rizosferinden izole edilen bakteriler kullanilmistir. Bu deneme, Cay Isletmeleri Genel
Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisiinde, saksilarda
Pazar-20 cay klonunda 1 yash koklendirilmis cay ¢elikleriyle kurulmustur. Deneme seti
4 tekerrirlii ve her bir tekerriirde 6 fidan olacak sekilde tesadiif parselleri deneme
desenine gore diizenlenmistir. Bu deneme setinde de toplam 11 uygulama; (1) kontrol
(bakteri ve giibre uygulanmamis), (2) NPK (1700 mg/fidan kompoze 25:5:10), (3)
YAF1 (P. fluorescens AR-9+ B. pumilus AR-64), (4) YAF2 (P. putida AR-173+ B.
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subtilis AR-21), (5) YAF3 (P. putida 62/5+ B. subtilis AR-67), (6) YAF4 (P.
fluorescens AR-154+B. pumilus AR-22), (7) YAF5 (P. fluorescens 58/3+ B. subtilis
AR-17), (8) YAF6 (P. putida 53/5+ B. atrophaeus AR-59), (9) YAF7 (P. fluorescens
AR-52+ P. polymyxa AR-33+ B. pumilus AR-64), (10) YAF8 (P. fluorescens AR-7+B.
pumilus AR-22+ B. subtilis AR-17) ve (11) YAF9 (B. pumilus AR-22+B. subtilis AR-
17+A. xylosoxidans denitrificans AR-47+ P. fluorescens AR-9) 5 L saksilara tesadiifi

olarak dagitilmistir.

3.2.2.e. Tarla denemesi set V

Bu deneme Rize ili Pazar ilgesinde Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay
ve Bahge Bitkileri Aragtirma Enstitiisii kontroliinde demonstrasyon amaciyla kurulan ve
bakimi yapilan caylikta tarla kosullarinda yiritilmistiir. Pazar-20 ¢ay klonu ile kurulan
bu denemede 2 adet ikili ve 2 adet (¢l olmak (izere 4 bakteri kombinasyonu, ticari
biyolojik giibre, kimyasal giibre ve kontrol uygulamalar1 test edilmistir. Deneme seti
tesadif bloklart deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her bir tekerriirde 10 ocak (cay
bitkisi) olacak sekilde diizenlemistir. Tarla denemesi, kontrol (bakteri ve kimyasal gibre
uygulanmamis), mineral NPK (80 kg/da kompoze %25:5:10 veya 80 g/ocak) gubreleme,
ticari biyolojik glbre ve azot fikseri ve fosfat ¢oziicii mikroorganizma esasli 2 adet ikili
(BF22: B. pumilus AR-37+P. putida AR-87; BF23: B. subtilis AR-12+B. atrophaeus
AR-59) ve 2 adet Uclu (BF24: P. fluorescens AR-9+B. megaterium DB3+P. putida AR-
173 ve BF25: P. fluorescens AR-9+Bacillus pumilus AR-22+B. subtilis AR-17)
kombinasyonlar halinde 4 bakteri formulasyonunun Pazar-20 ¢ay klonunun gelisme,
verim, enzim, makro ve mikro element igerigi iizerine etkisini test etmek amaciyla

yirlitilmistiir.
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3.2.3. Bakim islemleri

Saks1 denemelerinde asilanan fidanlar bekletilmeksizin dikim yapilmis ve dikim sonrasi
can suyu uygulanmistir. Saksilar etrafi ¢evrilmis toprak zemin iizerine kaplanan
koruyucu oOrtii tizerine tesadiifi olarak dagitilmistir. Gerek saksi ve gerekse tarla
denemeleri tamamen dogal kosullarda ve dogal 1s1k altinda yiiriitiilmiistiir. Denemeler
stiresince bitkilere her hangi bir kimyasal ila¢g ve sulama uygulanmasi yapilmamustir.

Saksilarda yabanci ot ¢ikmasi durumunda elle kontrol edilmistir.

3.2.4. Bakteri kulturlerinin hazirlanmasi

Inokulumun hazirlanmasinda Nutrient Broth (NB) besiyeri kullamilmistir. Daha 6nce
NA ortaminda gelistirilen 24 sa’lik taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak 100 ml NB
igerisine inokule edilerek ve bir gece calkalayicida (150 rpm/dk) inkibasyona
birakilmistir. Daha sonra karisim saf su ile seyreltilerek bakteri konsantrasyonu 10°
hiicre/ml olacak sekilde turbitimetre ile ayarlanmistir. Bakteri solusyonu hazirlanirken
ihtiyaca gore her bakteri izolatindan yapilacak ekim sayisi artirilmistir. Birden ¢ok
bakterinin kullanildig1 karisik formiilasyonlarinin hazirlanmasinda bakteri soliisyonu

her bir bakterinin esit miktar ve sayida karisimindan olusturulmustur.

3.2.5. Sivi kombinasyon ve biyolojik giibre formulasyonlarmin hazirlanmasi

Sivi kombinasyon ve biyolojik giibre hazirlanirken suslar saf kiiltiir olarak NB
ortaminda 28°C gelistirilmis ve 10® kob/ml konsantrasyonda sivi tastyici iginde
formiilasyon i¢in kullanilmistir. Biyoreaktdrde tamamen organik maddelerden olusan ve
buharla sterilizasyonu yapilan tasiyict siviya 1:10 oraninda Kkaristirilarak asilama
yapilmistir. Bu tasiyici formiilasyonun igerigi; su, c¢esitli organik maddeler (yosun,
peynir altt suyu vb bitkisel maddeler) ve igerigindeki bakteri izolatin1 koruyucu ve
homojenizasyonunu saglayici ¢esitli maddelerden (karboksimetil sellloz, kalsiyum
karbonat) olugmustur. Bakteri asilamasi1 yapilan organik siv1 tasiyict biyoreaktdrde yine

optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Mililitredeki canli bakteri
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sayimlari (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 edilmistir ve kullanilmastir.

3.2.6. inokulasyon teknikleri

Saks1 denemelerinde kullanilan tiim araclar, fidan ve saksilar steril edilmistir. Fidanlarin
bakteri asilamasinda daldirma ve enjeksiyon yontemi kullanilmistir. Asilama igin
koklenmis fidanlar bakteri siispansiyonu i¢ine daldirilarak 1 saat bekletilmis, akabinde
dikim yapilmig, artan siispansiyon ve ikinci yil inokulum fidanlarin kok bolgesine
enjekte edilmistir (Cakmakg1 et al. 2011 a). Dikim sonras1 5 ml bakteri siispansiyonu
(10° kob ml™* seyreltilmis) steril siringa kullanilarak kok rizosferinin orta kismina
enjekte edilerek asilama tekrarlanmistir. Bakteri uygulanmayan fidanlar ise bakterisiz
SPB (sterile phosphate buffer) sadece su iginde bekletilmistir (Heinonsalo et al. 2004;
Cakmakgr et al. 2011 a, 2012 a). Asilanan fidanlar bekletilmeksizin dikim yapilmis ve
dikim sonras1i can suyu uygulanmistir. Arastirmanin ikinci yili bahar doéneminde
siispansiyonlar kok rizosferine enjekte edilmistir. Bunun i¢in inokulumun tarlada siringa
ile inokulasyon teknigi kullanilmistir. Kiiltiirler santrifiij edilecek, esit hacimde SPB
(sterile phosphate buffer) fidan agilamasinda 5 ml bakteri siispansiyonu (su ile 10° kob
ml? seyreltilmis) steril siinga kullanilarak kok rizosferinin orta kismina enjekte
edilmistir (Cakmake¢r vd 2012 b). Kontrol fidanlarina (kimyasal giibre uygulanan
ve/veya kimyasal gubre ve bakteri uygulanmamig kontrol) sulandirilmis 5 ml bakterisiz
SPB enjekte edilmistir. Tarla denemesinde bakteri suspansiyonu ve giibre uygulamalari
cay fidanlariin kok bolgesine uygulamistir. Asilama sonrasinda govde etrafindaki

toprak ylizeyi perlitle kapatilmistir.

3.2.7. Sayim metotlari

Koklerle siki iligkide olan rizosfer topragi ayrilmis, toplam bakteri, azot fikseri ve P
¢Oziicii bakteri sayiminda Standart Sayim Metodu kullanilmistir. Toplam bakteri dokme

plak yontemine gore asparagin-mannitol agarda (Salle 1973), N-fikserleri azotsuz (N-
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free) kat1 malate-sucrose (Dobereiner 1988, 1989) ve P- c¢ozlicu bakteriler ise siikroz-
trikalsiyum fosfat agar (Pikovskaya 1948) ortaminda koloni formu tinitesi (kob) olarak
belirlenmistir. Her 6rnekten alinan 10 g toprak steril kosullarda 100 ml su i¢ine erlene
alimmig, calkalanmig (30 da 150 rpm), 1 ml 6rnek 9 ml steril su ile karigtirilarak
diliisyondan 0.1 ml (10°) besin ortamma almms (NA), 30°C’de 7 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyondan sonra kob miktar1 standart metotlara gore sayilmis ve her

ornek icin g kuru toprakta kob olarak hesaplanmistir (Cakmakg1 vd 2008 a, b).

3.2.8. Cay celiklerinin koklendirilmesi

Celikler alinacak siirgiinlerin yar1 odunsu olmasi ve yaprak koltuklarinda ¢icek
gbzlerinin bulunmamasi gerektiginden Mart ay1 igerisinde budanan anag¢ ocaklarin en
uygun ¢elik alma zamani olarak bildirilen Temmuz-Agustos aylarinda alinmis celikler
kullanilmisgtir. Bu aragtirmada saksi denemelerinde tam olgunlagmig, saglikli zarar
gormemis, tek yapraga sahip koltuk alt1 tomurcugu siirmemis uyku halinde ve sert yesil
gbvdeye sahip, koltuk alt1 tomurcugun hemen yukarisindan tepesi 45 derecelik bir ac1
ile kesilmis ve Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisii seralarinda

koklendirilmis ¢elikler kullanilmistir.

3.2.9. Molekdler testler

3.2.9.a. Mikroorganizmalarin yag asitleri profillerine gore tanilanmasi

Bu arastirma kapsaminda tanilanan bakterilerin —80°C’de muhafaza edilen bakteri Saf
kultarlerinden yag asit metil ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve
analizi yapilmistir. Bilgisayar kontrolli gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal
Identifikasyon Sistemi (MIDI, Sherlock Microbial Identification System versiyon 4.5
inc., Newark, DE) kullanilarak kiiltiire alinan strainlerin tiir ve/veya alt tir seviyesinde

tanis1 yapilmistir.
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Bakterilerin yag asit metil esterlerinin saflagtirilmasi ve yag asitlerini saf olarak izole
edebilmek icin 4 farkli ¢ozelti kullanilmistir. Hazirlanan 4 c¢ozelti ile izole edilen
bakterilerden yag asit metil esterlerinin saflagtirilmasi1 asagidaki metot takip edilerek

yapilmistir:

1. TSBA f{izerinde gelistirilen bakterilerin inkiibasyon periyodunu takiben, 4 fazl
¢izim yapilmis petrilerin 3 ve 4 numaral fazlarindan canli bakteri hiicreleri steril bir
Ozeyle toplanarak steril teflon kapakli cam test tiiplerine (5 ml) aktarilmistir.

2. Her bir test tiipiine 1 ml hiicre parcalayict ¢ozelti ilave edilecek ve 5-10 s
calkalandiktan sonra test tiipler 5 dk siireyle 100°C‘lik su banyosunda bekletilmis;
ardindan tekrar 5-10 s calkalanan test tpler 25 dk slreyle 100°C‘lik su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir.

3. Test tiiplerine 2 ml metillestirme ¢ozeltisinden eklendikten sonra 5-10 s’lik bir
calkalamadan sonra 80°C‘de 10 dk sureyle su banyosunda bekletilerek ve hemen
takiben 2 dk siireyle buz veya soguk su igerisinde sogutulmustur.

4. Sogutulmus tiiplere 1.25 ml saflastirma ¢ozeltisinden eklenerek 10 dk siireyle
hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalanmistir. Tiiplerin alt kisminda asidik, iist kisminda da
organik sivi faz olmak iizere 2 ayr1 faz olustugu goézlendikten sonra yag asit metil
esterleri asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde toplandigindan pastor pipeti
kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilacak ve organik faz muhafaza edilmistir.

5. En son asamada her bir tiipe 3 ml bazik yikama ¢ozeltisinden ilave edilmis ve
tiipler 5 dk siireyle hematoloji ¢alkalayicisinda karigtirildiktan sonra 10 dk siireyle oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu asamada da tiip icerisinde iki ayr1 faz olustugu
gbzlendiginde {ist fazda toplanan ve yag asit metil esterleri iceren faz pastor pipeti ile
alimarak 2 ml gaz kromatografisi tiiplerine transfer edilmis, akabinde agizlar1 sikica

kapatilarak MIS cihazi tizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirilmistir.
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3.2.9.b. BIOLOG testi

Laboratuar ve sera ve tarla kosullarinda etkili bulunan bakteriyel izolatlarin metabolik
profillerinin belirlenmesi, bu profillere gére tanilanmasi asagida anlatilan protokole gore

yapilmistir.

1. Gram reaksiyon 6zelliklerine gore bakteriler gruplara ayrilacak, gram negatif
olan bakteri strainleri TSA (Tryptic Soy Agar)’a’, gram pozitif olanlar ise ise BUG+M
(BIOLOG Universal Growth Agar + %0.25 Maltoz) besi yerine ekilmistir.

2. Kiiltarler 27°C’de 16-24 saat siireyle kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan canli
hicreler salina tampon ¢ozeltisi (%0.85’lik NaCl) igerisinde siispanse edilmistir.
Standart turbidimetre ile konsantrasyon ayarlamasi (10® hiicre/ml) yapilmistir.

3. Yogunluklar1 ayarlanan bakteri siispansiyonlarindan uygun mikroplate
(BIOLOG 3938 Trustway, Hayward, CA 94545, USA) {izerindeki her bir ¢ukurcuga
150 pl eklenerek, mikroplateler 4 saat stireyle 27°C’de inkiibasyona birakilmstir.

4. Inkiibasyon sonrasi mikroplateler iizerinde gelisen metabolik reaksiyon
gozlenerek (mor renk), test edilen bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri BIOLOG
kinetik (Program: BIOLOG MicroLog 3 4.20, A;=405 nm A,=750 nm) okuyucu ile
okunmustur. Sonugta sistemin paket programindaki bilinen mikroorganizmalarin
metabolik profilleri, test edilen mikroorganizmalarin profilleri ile karsilastirilarak tanisi

yapilmistir.

3.2.10. Bakterilerin bazi biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.10.a. Potasyum hidroksil (KOH) testi

Bakterilerin hiicre duvarlarindaki farklilig1 belirleyebilmek i¢in bir lam iizerine, %3 liik
potasyum hidroksil (KOH) ¢6zeltisinden bir iki damla damlatilmis ve daha sonra NA’da
gelistirilen 24-48 sa’lik bakteri kiiltlirlinden 6ze ile alinarak KOH ¢ozeltisi ile 5-10 sn
karistirilmis, sonra 6ze yukariya dogru kaldirilarak uzama olup olmadigi belirlenmistir.

Oze yukari kaldirildiginda uzama olmast, bakterilerin %3 KOH ile muamele edildiginde
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hiicre duvarlarinin pargalanmasi sonucu stoplazma ve niikleer materyalin agiga c¢ikarak
viskoz yap1 olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Bu bakteriler KOH pozitif yani Gram
negatif olarak degerlendirilis, KOH negatif olan bakteriler ise Gram pozitif olarak
degerlendirilmistir (Fahy and Hayward 1983; Saygili 2005).

3.2.10.b. Katalaz testi

Katalaz enziminin olup olmadigin1 belirlemek i¢in bakteri hatlar1 NA ortaminda
gelistirilmistir. Gelisen 24-48 sa’lik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze alinip ve lizerine 1
damla hidrojen peroksiti (H,O) ilave edildikten sonra kabarcik olusumu katalaz pozitif,
olusmamasi ise katalaz negatif sonug olarak degerlendirilmistir (Saygili 2005). Katalaz
enzimine sahip bakterilerde, bu enzim elektron transferinin sonunda agiga ¢ikan
hidrojen peroksiti (H,O,) pargalayip, su (H20) ve oksijene (O;) doniistirmekte ve
oksijen (O) gazi1 olusumu kabarcik halinde goriilmektedir (Klement et al. 1990).

3.2.10.c. Oksidaz testi

Izole edilen bakterilerin, bakteri solunumunda gérev alan ve elektron transfer
sisteminde indirgeyici olarak hiicresel enerji olusumuna neden olan oksidaz enzimine
sahip olup olmadiklarini belirlemek igin oksidaz testi yapilmistir. Test icin %1 tetra
metil-p-fenilendiamin dihidroklorid igeren diskler kullanilmistir. Bu diskler 1 damla
sdH,O ile doyurulduktan sonra Uzerleri 24-48 saatlik bakteri ile kaplanmistir.
GoOzlemlenen mavimsi-mor renk, degisiminin olusmasi pozitif, olusmamas ise negatif
olarak kabul edilmistir. Testte bakteri bu enzime sahip ise enzimin reaksiyona girmesi

sonucu mavi renk olusmaktadir (Kovacs 1956; Klement et al. 1990; Saygili 2005).

3.2.10.d. Bakterilerin azotsuz (N-free) kiiltiirde gelistirilmesi

Bakterilerin azot fiksasyon yeteneklerinin belirlenmesi icin saf kiltlrler Nutrient Agar
(NA) besiyerine ¢izgi ekimle bulastirilarak, 2-7 giinliik bir kulucka siiresi sonrasinda

gelisen bakteri kolonileri azotsuz besi ortamina (N-Free Solid Malate Sucrose Medium)
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cizilip 7-10 gin sireyle 25-27°C’ye ayarl inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Azotsuz
sukroz vasatinin pH degeri 7,2’ye ayarlanmis olup g/L cinsinden igerigi; 10 g sukroz, 5
g L-malik asit, 0,2 g MgSO, H,0, 0,01 g FeCls, 0,1g, NaCl, 0,02 g CaCl, 2H,0, 0,19
K;HPO, 0,4 g KH,PO,4, 0,002 g Na;MoO4 H,O ve 18 g agardan olugmaktadir. Besi
yerinde gelisim giicline gore pozitif, negatif, kuvvetli pozitif ve zayif pozitif olarak
bakterilerin azot fiksasyon ozellikleri degerlendirilmistir. N-free sukroz vasatinin pH
degeri 7,2’ye ayarlanmistir. Bakterilerin Ddbereiner (1989) tarafindan gelistirilen
azotsuz besi ortaminda gelisebilmeleri serbest azot fiksetme 6zelliklerini gdstermektedir
(Han et al. 2005;Rau et al. 2009). Ayrica, bu proje kapsaminda test edilen bazi
izolatlarin azot fiksasyon kapasiteleri azotsuz ortamda asetilen asetilen indirgenmesi
analizi (Hardy et al. 1968) ile belirlenmistir. Asetilen indirgenmesi igin kiiltlirler
Holguin and Bashan (1996) tarafindan 6nerilen yontemle hazirlanmis belirlenmis 30°C de
24 ve 48 saat calkalanmaksizin inkiibe edilmis ve etilen iiretimi gaz kromatografisinde

(Hewlett Packard Model 6890, USA) dl¢iilmiistiir.

3.2.10.e. Bakterilerin fosfat ¢cozme 6zellik ve miktarinin belirlenmesi

Bakterilerin fosfat c¢ozlclluk aktivitesinin belirlenmesinde NBIRP-BPB (National
Botanical Research Institute’s Phosphate Growth Medium) sivi besiyeri ve siikroz-
trikalsiyum fosfat agar kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri NA’da 27°C'de 24 saat
gelistirilmis; 6ze ile besiyeri yiizeyinden bir miktar alinarak sdH,O iginde suspanse
edilerek ve yogunluklari 10® hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmigtir. Her bir siispansiyon
icinde 5 ml NBRIP-BPB bulunan tiiplere inoklasyon yapilmis, 15 giinliik inkiibasyon
doneminden sonra besi yerinde renk acgilmasi gosteren bakterilerin fosfati ¢dzme
yetenekleri izolasyon asamasindaki sonugla da teyit edilerek pozitif olarak
degerlendirilmistir (Mehta and Nautiyal 2001). Besiyerindeki renk degisimi 15 giin
boyunca gozlemlenmis ve renk agilmasi baz alinarak streinler pozitif, negatif, kuvvetli
pozitif ve zayif pozitif olarak degerlendirilmistir. NBIRP-BPB besi yerinin pH degeri
7’ye ayarlanmis olup g/L cinsinden igerigi: 20 g glukoz, 10 g Caz(PO4)2, 5 g MgCl;
6H,0, 0.25 g MgSO,4 7H,0, 0,2 g KCI, 0,1 g (NH4)2SO4, ve 0.025 g BPB olusmaktadir.
Daha sonra bazi bakterilerin fosfat ¢ozuculiik aktivitesi kalitatif ve kantitatif metotlara


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TC7-4VM2YSJ-1&_user=610102&_coverDate=04%2F30%2F2009&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5163&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=386fdb988de0fad10f04f63fc125261c%23bib24
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gore yuritilmistir (Pal 1998; Mehta and Nautiyal 2001). Butiin bakterilerin P ¢ézme
kapasiteleri siikroz-trikalsiyum fosfat agar ortaminda (Pikovskaya 1948) kaya fosfat
olarak 500 pg/ml P iceren 250 ml erlende 6 giinliik 1 ml (yogunluk 4 x 10°) inokulumda
belirlenmistir. Baz1 strainlerde 6 giinliik inkiibasyondan sonra suda c¢oziinebilir P
miktar1t VYCM (sar1 renkli vanadomolibdofosforik metot) ile kolorimetrik olarak

belirlenmistir.

3.2.10.f. Aminosiklopropan karboksilat deaminaze aktivitesinin belirlenmesi

Bakterilerin  aminosiklopropan karboksilat deaminaze (ACCD) aktivitesinin
belirlenmesi icin -80°C’de muhafaza edilen hatlar NA (Nutrient Agar) tzerine ekilerek,
ekim yapilan petriler 27°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Bakterilerin ACC
deaminaze aktivitesini belirlemek amaciyla DF Salt besiyeri hazirlanmistir (Dworkin
and Foster 1958). Bu amacla 300 ml saf su icerisine 1,33 g KH,PO4, 2 g Na;HPO,,
0,067 g MgSO, 7H,0, 0,67 g glukoz, 0,67 g glukonik asit, 0,67 g sitrik asit, 0,34 mg
FeSO, 7H,0, 3,33 mg H3BO3, 3,73 mg MnSO4 H,0, 41,53 mg ZnSO, 7H,0, 26,07 mg
CuSO4 5H,0, 3,33 mg MoOs ilave edilmistir. Karistmin PH’s1 7,2°ye ayarlanmis ve
agar eklenerek ve otoklavda steril edilmistir (Penrose and Glick 2003). Besiyerinin
40°C’ye kadar sogumasi beklenip, 30 ml steril su igerisinde 100 mg ACC c¢oziiliip ve
filtreden gecirilerek besiyerine eklenmistir. Gelisen bakteriler hazirlanan DF Salt
besiyerine ekilerek 7-10 gun inkilbe edilip ve besiyeri lizerinde goriilen bakteri gelisimi

ACC deaminase pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.11. Gelisme ve verim parametrelerinin incelenmesi

3.2.11.a. Fidan govde capi (govde kalinhid)

Cay fidanlarina ait govde ¢ap1 degerleri toprak yilizeyinden itibaren 5 cm yiikseklikten
dijital kumpas kullanilarak Ol¢iilmiis ve mm olarak kaydedilmistir. Govde ¢ap1
Olciimiinde bitkide kok bogazinin yakinindan dallanma olmasi durumunda c¢ap

dallanmanin basladigi noktadan 6l¢tim yapilmustir.
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3.2.11.b. Bitki boyu (fidan boyu)

Kok bogazindan itibaren en {istteki dalin ucuna kadar olan yiikseklik oOlgiilerek
belirlenmistir (cm). Denemelere ait ¢ay fidanlarinin boyu toprak yiizeyi ile ug siirgiin

arasindaki mesafe olarak ol¢lilmiistiir.

3.2.11.c. Toplam yas dal+yaprak agirhgi (toplam biomas)

Geng¢ fidanlarla kurulan saksi denemelerinde dallar esit yiikseklikten kesilerek yas ve
kuru dal+ yaprak agirliklar: (toprak iistii toplam biomas miktarr) belirlenmistir. Onceden
olusturulan cayliklarda kurulmus olan tarla denemelerinde ise ocaklarda olusan tepe

dallar1 say1 ve uzunluklar1 belirlendikten sonra hasat islemleri gerceklestirilmistir.

3.2.11.d. Yaprak alam degerleri

Cay yaprak alani taginabilir dijital yaprak alan dlger (Portable Leaf Area Meter, Nunes
Inst. India) ile dlglilmiistiir. Arastirmanin ilk yilinda ¢ay fidanlarinin ana dallarinin tepe
noktasindan itibaren iki, ii¢, dort ve besinci yapraklarinin alani tek tek Olgiilerek
ortalama yaparak alan (cm?) belirlenmistir. Arastirmanin ikinci yilinda ise deneme
setlerinin tamaminda ¢ay siirglinlerinin ugtan itibaren ikinci ve {iglincli yaparak alanlar
ayr1 ayri Olglilerek degerlendirilmistir. Tarla denemelerinde, saks1t denemelerinden farkl
olarak, fazla siirgiin olustugundan deneme alanindaki ocaklarin her birinden sansa bagl

olarak segilen tger stirgiinde ikinci ve tglnci yaprak alani 6lgtimii yapilmustir.

3.2.11.e. Yas ve kuru yaprak agirhgi

Saks1 denemelerinde geng fidanlarda siirgilinler esit yiikseklikten kesilerek yas ve kuru
yaprak agirliklart tartilmig, yapraklar tek tek koparilarak fidan basina yaprak agirligi
belirlenmistir. Hasat edilen gay yapraklar tartilarak bitki basina yas yaprak agirhigi
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belirlenmistir. Yapraklar kagit posetler icerisinde firinda 68 °C’de 48 saat siire

bekletilerek kurutulmus ve kuru yaprak agirligi belirlenmistir (Cakmakgi et al. 2013).

3.2.11.f. Yas yaprak verimi

Hasat doneminde 2,5 yaprak (2 yaprak ve bir tomurcuk) toplanarak yas yaprak verimi

belirlenmistir.

3.2.11.9. Yaprak sayisi

Saksi denemelerinin ilk yilinda, yetisme donemi sonunda ¢ay fidan siirgiinleri esit
yiikseklikten kesilmis, yas agirliklari tartildiktan sonra, kurutma asamasindan Once,
kesilen siirgiinlerinde bulunan yapraklarin tamami sayilarak yillik fidan bagina iiretilen

toplam yaprak sayisi (adet) olarak belirlenmistir.

3.2.11.h. Klorofil miktari

Cay yaprak klorofil miktar1 tasinabilir klorofil metre (SPAD-502, Konica Minolta
Sensing, Inc., Japan) ile dl¢giilmiistiir. Klorofil metre, klorofil miktar1 indeks degerini,
yaprak tarafindan emilen kirmizi 1sikla yapraktan gecen arasindaki iliskiden
yararlanarak dolayl olarak Ol¢mektedir. Klorofil Olcer yapraklardaki toplam klorofil
miktarmin Sl¢iimiinde kullanilan zararsiz bir metottur (Neufeld et al. 2006). Her bir
bitkide, tam olgunlasmis yapragin orta damarinin her iki kenarinda, 4 farkli noktasinda

6lgtim yapilmustir (Khan et al. 2003; Yildirim et al. 2011).

3.2.11.1. Yaprak antosiyanin icerigi

Cay siirgilinlerindeki iki, ii¢ ve dordiincii yapraklarda antosiyanin igerigi tasinabilir

antosiyanin 0Olcer (ACM-200 plus Anthocyanin Content Meter, Opti-Sciences, Inc.

USA) ile olgtlmistiir. Ticari olarak klorofil 6lgerlerin modifiye edilmis bir sekli olan
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antosiyanin Slger, suda ¢dziinebilir bir flavonoid olan ve klorofil igerigi ile de iliskili
olan yaprak antosiyanin igerigini 6l¢gmede kullanilmaktadir (Van den Berg and Perkins
2005). Yesil rengi tireten klorofil fotosentezde rol oynayan ana pigment olmakla
birlikte, koyu kirmizi renk {ireten antosiyaninlerde fotosentezi destekleyici rol

oynamaktadir.

3.2.11.i. Cay yaprak makro ve mikro element analizleri

Cay yaprak ornekleri 68°C’de 48 saat sireyle kurutulup, toplam N hizli Kjeldahl
Distilasyon Metoduyla Vapodest 10 (Gerhardt, Konigswinter, Germany) aparatiyla
belirlenedcektir (Bremner 1996). Bitki ¢rneklerinin P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn ve Cu
icerikleri nitrik asit-hidrojen peroksit (2:3) asit ile 3 farkli adimda (1. adim; 145°C’de
%75 mikrodalga giiciinde 5 dk, 2. adim; 180°C’de %90 mikrodalga guciin de 10 dk ve
3. adim 100°C’de %40 mikrodalga giiciin de 10 dk) 40 bar basinca dayanikli
mikrodalga yas yakma tinitesinde (speedwave MWS-2 Berghof productts + Instruments
Harresstr.1. 72800 Enien Gernmany) tabi tutulduktan (Mertens 2005 a) sonra (P, K, Ca,
Mg, Fe, Mn, Zn, Cu ve B) ICP OES spektofotometresinde (Inductively Couple Plasma
spectrophotometer) (Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-
4794, USA) okunmak suretiyle belirlenmistir (Mertens 2005 b).

3.2.12. Enzim ektraksiyonunun hazirlanmasi, protein iceriginin ve enzim

aktivitesinin belirlenmesi

Cay bitkilerinden alinan yaklasik 2 g yaprak 6rnegi aliiminyum folyalara sarilarak -
80°C’de dondurulup kullanincaya kadar saklanmigtir. Analiz i¢in 2 gr yaprak 6rnegi sivi
azot ile toz haline getirilerek, her 6rnekten 10 ml tampon ilave edilip (50 mM Tris-HCI
ve 1 mM EDTA, pH 7.5), karisim 4°C’de 20 dk santrif(ij edilerek (15,000gr) ve makro
partikiller c¢okturullp c¢okelek atilmistir. Siipernatant ise enzim aktivitelerinin
Ol¢limlerinde ve protein tayinlerinde ham 0ziit olarak kullanilmistir. Her bir enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak (Shimadzu Spectrophotometer UV-1208) 25°C’de

belirlenmistir. Protein konsantrasyonu Bradford (1976) metoduna gére bovin serum
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alblimin standart olarak kullanilarak 595 nm abzorbans Olgiimii  yardimiyla

hesaplanmastir.

3.2.12.a. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD; EC 1.1.1.49)

Yukarida belirtilen yontemle alinmis, saklanmig ve ekstraktlari hazirlanmis ¢ay yaprak
orneklerinde enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak (Shimadzu Spectrophotometer
UV-1208) 25°C’de belirlenmistir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD; EC 1.1.1.49)
aktivitesi Beutler metoduna (Beutler 1984) gore belirlenmistir. Prosedir 0.1 mM Tris-
HCI tamponu (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 0.2 mM NADP" ve G6PD igin 0.6 mM G6P,
6PGD i¢in ise 0.6 mM 6PGA icermekte ve hacim 1 ml olmaktadir. Sistemde enzim

{initesi dk 1 pmol NADP" indirgenmesi olarak tanimlanmaktadir.

3.2.12.b. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD; EC 1.1.1.44)

Cay yaprak Orneklerinin alinmasi, saklanmasi ve ekstraktlarin hazirlanmasi yukarida
verilen yontemle yapilmis c¢ay yapraklarinda 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
(EC.1.1.1.44) aktivitesi Beutler metoduna (Beutler 1984) gore belirlenmistir. Prosediir
0.1 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 0.2 mM NADP" ve G6PD igin 0.6
mM G6P, 6PGD i¢in ise 0.6 mM 6PGA igermekte ve hacim 1 ml olmaktadir. Sistemde
enzim {initesi dk 1 umol NADP" indirgenmesi olarak tanimlanmaktadir. Yaprak enzim

aktivitesi spektrofotometrik olarak (UV-1208) belirlenmistir

3.2.12.c. Glutatyon reduktaz (GR; EC 1.6.4.2)

Yukarida verilen yontemle hazirlanan ¢ay yapraklarinda glutatyon reduktaz (GR; EC
1.8.1.7) aktivitesi Carlberg and Mannervik (1985) tarafindan gelistirilen metoda gore
belirlenmistir.  Yaprak enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak (UV-1208)
belirlenmistir. Sistemde toplam 1 ml hacim 0.75 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.0), 1 mM
EDTA, 1 mM GSSG ve 0.1 mM NADPH icermektedir. Bir enzim birimi dk 1 pmol
NADPH oksidasyonu olarak tanilanmaktadir.
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3.2.12.d. Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

Yaprak GST enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak (UV-1208) belirlenmistir.
Yukarida verilen yontemle hazirlanan ¢ay yapraklarinda glutatyon S-transferaz (GST,;
EC 2.5.1.18) aktivitesi Habig et al. (1974) ve Habig and Jacoby (1981) tarafindan
tanimlanan yonteme gore ylriitiilerek, 1 ml hacimde reaksiyon ortami 0.1 M potasyum
fosfat tamponu (pH 6.5), 1.0 mM GSH, 1.0 mM CDNB, ve %1 saf etanol icermektedir.
Protein konsantrasyonu Bradford (1976) metoduna gore bovin serum albumin standart

olarak kullanilarak 595 nm abzorbans dl¢timii yardimiyla hesaplanmaistir.

3.2.12.e. Peroksidaz (POD; EC: 1.11.1.7) aktivitesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol H,O2’nin substrat oldugu reaksiyonun iiriinii
olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artiginin 470 nm’de izlenmesi esasina
dayanmaktadir (Angelini et al. 1990). Cesitli taze bitki materyali 100 mg taze agirlik/
ml orani uygulanarak 0.1 M pH 7.0 soguk fosfat tamponunda ekstre edilip, ekstreler 10
000 rpm de 15 dk santrifiij edilerek siipernatantlar alinip enzim tayini i¢in kullanilmigtir
(Smith et al. 1971). Ayrica pH 5.8 olan 0.1 M fosfat tamponundan 100 ml alinip ve 15
mM guaiakol, 5 mM H,0; ilave edilerek ve bu ayiracin taze hazirlanip kullanilmistir.
Bu ayiractan 3 ml, ekstrelerden de enzim aktivitesine gore 6rnegin 50 ul alinarak
oksidasyon iirlinli spektrofotometrede 470 nm de 10 ar saniye araliklarla 2 dk boyunca
Olciilmiistiir. Absorbans artist 1 dakika araliklarla kaydedilip absorbansin dogrusal
olarak arttig1 kisimdaki absorbans artis1 1 dakikaya oranlanmigtir. 25°C’de 1 dakikada,
absorbansi 0,01 artiran enzim miktar1 1 enzim {nitesi olarak kabul edilip sonuglar g
yaprak basma diisen enzim tnitesi (EU/g yaprak) olarak ifade edilmistir (Yee et al.
2003):

POD (EU/g yaprak) = (5 ml homejanat/0,5g yaprak) / 10ul alinan homejanat) X
2Xx(1/0,01) xAbsorbans degeri

POD (EU/g yaprak) = 1000 x 100 x Absorbans degeri
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3.2.12.f. Polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi

Substrat olarak katekol kullanilmistir. Reaksiyon karigimi; 2 mL fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 6.2, 0.05 M)+0.5 mL “enzim igeren ¢ozelti”+0.5 mL substrat (0.5 M) ¢ozeltisinden
olusturulmustur (Lee et al. 1991). Reaksiyon karigimi 30°C’de 5 dk inkiibe edildikten
sonra 15 saniye araliklarla 410 nm dalga boyunda absorbans 6lgiimleri yapilmistir. Bu
amagla Spektrofotometre kullanilmistir. Absorbans x siire iligkisini yansitan egrinin
egimi, “Absorbans. dak™.ml™ cinsinden hesaplamp ve “aktivite diizeyi” olarak

belirtilmistir (Lee et al. 1991).

3.2.12.g. Alkol dehidrogenaz aktivitesi (ADH)

Enzim aktivitesi tayini i¢in, ¢ay Ornegi, 10 ml fosfat tamponu (0,1 M, pH=7,0) ile
homojenize edilip, +4°C'de 3000 devir/dakika'da 15 dakika santrifiij edilmistir (Smith et
al. 1971). Supernatant'tan 0,2 ml alinip iizerine NAD" (nikotinamid adenin diniikleotid)
(2.5 mM) ve etil alkol (10 mM) ¢d6zeltisinden olusan reaksiyon karisimi eklenerek
25°C'de, 340 nm'de spektrofotometrede dakikadaki absorbans degisimi Olgiilmiistiir.
Enzim aktivitesi, dakikadaki optik dansite degisimi olarak (DOD 340/g ¢ay/dakika) ifade
edilmistir (Smith et al. 1971).

3.2.12.h. Ureaz aktivitesi

Ureaz aktivitesi icin, 0.2 ml enzim ¢ozeltisi 1.2 ml tampon ¢ozelti (60 mM pH: 6.0
MES), alinarak 5 dakika 37°C’de bekletilmistir. Bu numuneye 0.5 ml (0.05 M) dre ilave
edilip ve tiim karistm 20 dk bekletilmistir. 0.2 ml (%1°lik) indofenol ¢ozeltisi ilave
edilerek ve 0.2 ml (0.5 M NaOH ve %0.075 NaOCl) reaktifi eklenmis, 30 dakika
beklenmis ve absorbans artist 640 nm’de spektrofotometre ile OlglilmiistUr

(Weatherburn 1967).
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3.2.12.1. 5-Dehidroshikimat redUktaz aktivitesi (DHSK)

Shikimate+NADP>5-dehydroshikimate+NADPH,”  rekasiyonuna  gore  olusan
NADPH; nin absorbanst 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina
dayanir (Sanderson 1966). Reaksiyon karisimi 1 mM sikimik asit, 2.5 ml 0.1 M glisin
tamponu (ph 10) icinde 170 uM NADP ve 0.1 ml enzim ¢ozeltisi icerir. Bir enzim
initesi 1 m mol sikimik asitin 1 dakikadaki oksidasyonunu katalizleyen enzim miktari

olarak tanimlanmustir.

3.2.13. Sonuglar analiz edilmesi

Saks1 ve tarla denemelerinde belirlenen tiim veriler STATISTICA (StatSoft-2003) ve
SPSS (IBM SPSS Statistics 20) programlari kullanilarak (6zellikle varyans, korelasyon
ve coklu karsilastirma testleri yapilarak) istatistiki olarak analiz edildikten sonra,
uygulamalar arasindaki farkliliklar ortaya konulmustur. BIOLOG verileri ise 6nce
normallestirilmis ve sonra analiz edilmistir. BIOLOG pleytlerindeki renk degisimi
ortalama koyu renk gelisimi olarak ifade edilmistir. Genel olarak ortalama koyu renk
gelisimi (AWCD) Garland ve Mills (1991) tarafindan gelistirilen, AWCD=X (C-R)/n
formiiliiyle hesaplanmistir. Burada “C” BIOLOG mikropleytindeki karbon
kaynaklarinin bulundugu her bir kutucukta goriilen renk gelisimi, “R” mikropleytin
abzorbans degeri, “n” ise karbon kaynagi madde sayisinmi ifade etmektedir (GN ve GP
pleytlerinin her biri igin n=95). BIOLOG verilerinin temel bilesenler analizi (PCA) igin,
24 saate olusan optik yogunluk farklarma gore, kontrole kiyasla, her bir madde i¢in
veriler, mikropleytin ortalama koyu renk gelisimi [(C-R)/AWCD)] degerlerine gore
doniistiiriilmiistiir (C—R)/AWCD (Garland and Mills 1991). Oncelikle coklu varyete
analizi icin veriler kullanilmadan 6nce her bir renk puanini ortalama koyu renk gelisimi
(AWCD) puanina bolerek veriler normallestirilmistir. Daha sonra bu normallestirilen
veriler analiz edilerek karsilastirilmistir. Karbon kaynagi kullanin deseni kovaryans
matriksi kullanilarak temel bilesenler analizine tabi tutulmustur. Ayrica, BIOLOG
pleytlerinde bulunan karbon kaynaklar1 polimer, karbonhidrat, karboksilik asitler,

aminler-amidler, amino asitler, farkli bilesiklerden olusan karbon kaynaklari olarak alti


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T30-43G4X04-6&_user=610102&_coverDate=06%2F30%2F1999&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=4932&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1109265296&_rerunOrigin=google&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=4c14c088b2b11e096ad37dd105b48c4b%23bib9
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gruba ayrilmis, her bir kategori igin ortalama abzorbans hesaplanmistir (Zak et al.
1994).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Toprak Orneklerinin Yapi ve Icerikleri

Arastirma alanindan baglangi¢c dénemi icin 4 farkli lokasyondan olmak iizere 95, ikici
doneminde ise 72 olmak Uzere toplam 167 birlesik toprak 6rnegi alinmistir. Rizosfer
topragi orneklemesinde bazi durumlarda ayni lokasyon ve ayni popiilasyondan alinan
numuneler karistirilarak 6rnekler hazirlanmistir. Calismada toplam olarak cay icin érnek
alinan bitki populasyonu sayist 220 civarinda olmustur. Arastirma alanimin énemli bir
kismi taranmig ¢ay bitki rizosferinden alinan toprak ornekleri laboratuvar ortamina
tasinmustir. Birinci grup érneklerden cay rizosferinde hakim olan 120, ikinci gruptan ise
143 bakteri susu izole edilmistir. Bakteri izolasyonu amaciyla alinan toprak érneklerinin
cogunlukla kumlu tin, killi tin ve kumlu killi tin blinyede oldugu belirlenmistir. Toprak
orneklerinden bolge topraklarinin genellikle orta ve yiiksek asit reaksiyonlu (pH=3,6- 6,5
arasinda) oldugu belirlenmis ve tiim Orneklerin ortalamasi olarak toprak pH degeri 5,4
olarak hesaplanmistir. Alinan toprak Orneklerinin organik madde miktar1 %2,1-8,6
(genellikle yiiksek) ve toprak N igerigi ise %0,03-0,34 arasinda degisim gostermektedir.
Toprak 6rneklerinin P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn ve Mn igerikleri ise sirasi ile 1,8-25,4
mg/kg, 42-278 mg/kg, 675-2340 mg/kg, 74-330 mg/kg, 7,6-61,4 mg/kg, 0,4-14,3
mg/kg, 0,3-14,6 mg/kg ve 10,5-89,2 mg/kg arasinda degismistir.

Kuzey Iran’in farkli bolgeleri ve ¢ay yetistirme alanlarinda farkli cay rizosfer
topraklarindan alinan birinci grup toprak drneklerinde toplam serbest azot fikseri sayisi
2,240,3x10° ve 4,9+0,8x10" kob g/kuru toprak arasinda degisim gostermistir
(Varmazyari vd 2014). Ikinci donem ornekleri ile birlikte degerlendirildiginde ise,
toprak orneklerinde toplam bakteri sayis1 1,28 x 107 ve 10, 7 x 10" kob/g toprak, toplam
N,-fikseri sayis1 ise 0,24 x 10° ve 16,4 x 10° kob/g toprak arasinda degismistir. Toplam
bakteri sayisinin toprak organik madde miktar1 artikca arttigi, rakim yiikseldik¢e ve

asitlik artik¢a azaldigi belirlenmistir.



84

4.2. Bakterilerin Yag Asidi Metil Esterlerine Géore MIS Tam Sonuc¢lar1 ve Baz1
Biyokimyasal Test Sonuclari

Bu arastirmada Hazar Denizinin Giiney kiyilarinda (Kuzey Iran) dért lokasyondan
alman 167 toprak drnegi iizerinde ¢alisilmis ve SIM indeks degeri 0,3’den biiyiik olan
263 orijinal bakteri izolatinin testleri tamamlanmistir. Bu bakteriler 391 koloniden izole
edilmis olup, tanilanan bakteri oran1 %67,3 olmustur. Tanilanan 102 izolatin (%26,1)
MIS benzerlik indeks degeri 0,3’den kiiclik oldugundan tani orani1 yeterli goriilmemis ve
degerlendirilmemistir. Ayrica 391 izolatin 26 adedi MIDI sistem tarafindan

tanimlanamamis veya analiz kabul edilebilir bulunmamustir.

Biyokimyasal testler ile ilgili sonucglar Tablo 4.1’de, gorseller ise Sekil 4.1°de
verilmigtir. Bakterilerin farkli tilirleri arasinda ve aym tiiriin farkli izolatlar1 arasinda
biyokimyasal test sonuglari ac¢isindan bir degiskenligin oldugu gorilmiistir.
Aragtirmada iki grup toprak ornegi iizerinde calisilmistir. Arastirmanin ilk donemde
izole edilen ve ilk dénemde tanilanan 120 bakteriden segilen toplam 80 ve ikinci
donemde ise 143 strainden segilen 93 olmak {izere toplam 173 bakteri izolatinin
Ozellikleri Cizelge 4.1 ve 4.2’de verilmistir. Bu izolatlarin oksidaz, katalaz, gram
reaksiyon, amilaz, siikroz, azot ve fosfat ¢6zme testleri tamamlanmistir. Bitki gelisme
promotoru olabilecek bakteriler secilerek depolanmistir. Testleri tamamlanan ve stok
edilen bakteri sayisi ilk toprak 6rneklerinde 120, ikinci drneklerde de 143 olmak (izere
263 olmustur. Almman her bir Ornekten arastirma amaglarina uygun izole edilen,

tanilanan ve karakterize edilen bakteri sayis1 1-7 arasinda degismistir.

[lk dénem &rneklerinde karakterize edilen 80 izolattan 40 izolat pozitif, 19 izolat
kuvvetli pozitif ve 12 izolat ise zayif pozitif olmak iizere toplam 71 bakterinin azot
fiksedebildigi goriilmiistiir. Bu gruptan testleri tamamlanan bakterilerden 24’si pozitif,
30’1 kuvvetli pozitif ve 8’si zayif pozitif olmak iizere toplam 62 izolatin fosfat

¢Ozebildigi ortaya konulmustur (Cizelge 4.1).
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Ikinci grup test sonuglarina gore izolasyonu ve karakterizasyonu tamamlanan 93
bakteriden 47 izolat pozitif, 34 izolat kuvvetli pozitif ve 3 izolat ise zayif pozitif olmak
Uzere toplam 84 bakterinin azot fiksedebildigi goriilmiistiir. Bu izolatlardan 49 pozitif,
19°u kuvvetli pozitif ve 8u zayif pozitif olmak iizere toplam 76 izolatin fosfat

¢Ozebildigi ortaya konulmustur (Cizelge 4.2).

Sonug olarak toplam 173 izolatin 97’1 pozitif, 53 izolat kuvvetli pozitif, 15 izolat ise
zayif pozitif olmak tlizere toplam 155 bakterinin azot fiks edebildigi goriilmiistiir.
Karakterize edilen 173 bakteriden 73 pozitif, 49 kuvvetli pozitif ve 16 zayif pozitif
olmak tizere toplam 138 izolatin fosfat ¢oziicliliik Ozelligi gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.1 ve 4.2). Toplam 173 izolattan 17’inin azot fiksasyon ve fosfat ¢ozme
Ozelliginin ayn1 anda kuvvetli pozitif oldugu goriilmiistiir. Toplam olarak farklh
kombinasyonlarda olmak tiizere 122 bakteri izolatinin ayni anda serbest azot
fiksedebildigi ve fosfat ¢oziiciiliik 6zelliginde oldugu belirlenmistir. Testleri yapilan 173
izolatin 104 adedinde oksidaz, 169 adedinde katalaz, 50 adedinde siikroz testi pozitif
bulunmustur. Karakterize edilen 173 izolatin 42’sinde ise amilaz testi pozitif

bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Asidik ¢ay rizosferinden alinan birinci grup orneklerden izole edilerek
tanilanmig bazi izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri*

Bazi biyokimyasal test sonuclari

Kod MIS tam sonucu BI

Kr GR OKz KTz AG SKzZ FC AMZ
AR-1 Bacillus subtilis 0.608 K + + K+ + - K+ +
AR-2 Bacillus subtilis 0.407 K - K+ + + + +
AR-3 Erwinia chrysanthemi Bytp 11 0.409 K - - + + + K+ +
AR-4 Lysobacter enzymogenes enzymogenes 0.460 YS - Z+ + + Z+ K+ -
AR-5 Bacillus pumilus 0.518 K + + K+ K+ - +
AR-6 Bacillus sphaericus 0.346 K + Z+ K+ Z+ - -
AR-7 Pseudomonas fluorescens 0.784 K - + + Z+ + K+ -
AR-8 Microbacterium flavescens 0.432 YS + - + Z+ - - -
AR-9 Pseudomonas fluorescens P 0.784 K - K+ + + + + -
AR-10  Bacillus pumilus 0.510 K T + + Z+ + - -
AR-11  Acidovorax konjaci 0.803 K + + + Z+ + - -
AR-12  Bacillus subtilis 0.481 K + + + + - + -
AR-13  Pseudomonas fluorescens 0.671 K - K+ + + Z+ Z+ -
AR-14  Bacillus pumilus 0.530 K + + K+ + - + -
AR-15 Bacillus cereus 0.838 B + - + + - K+ -
AR-16  Bacillus megaterium 0.443 K + + + K+ + + -
AR-17 Bacillus subtilis 0.481 K + + + + + + -
AR-18  Bacillus pumilus 0.461 K + + K+ + - - +
AR-19  Bacillus pumilus 0.455 K + + + - + Z+ -
AR-20  Rhodococcus erythropolis 0,794 B + - + K+ + K+ -
AR-21 Bacillus subtilis 0.432 K + + + + Z+ +
AR-22  Bacillus pumilus 0.628 K T + + K+ - T -
AR-23  Bacillus coagulans 0.304 K + - + Z+ - - -
AR-24  Bacillus pumilus 0.588 K + - + K+ - - -
AR-25  Bacillus pumilus 0.520 K + - + + - - -
AR-26 Bacillus cereus 0.576 K + Z+ K+ - - + -
AR-27  Bacillus coagulans 0.418 K + + + - - + -
AR-28  Burkholderia cepacia 0.667 K - Z+ + K+ - K+ -
AR-29 Bacillus licheniformis 0.632 K + + + + - K+ -
AR-30 Enterobacter intermedius 0.626 K - - + - - K+ -
AR-31  Arthrobacter globiformis 0.640 K + - + K+ - K+ -
AR-32  Bacillus megaterium Shg A 0.461 K + + + Z+ - K+ -
AR-33  Paenibacillus polymyxa 0.655 K + - + K+ - K+ -
AR-34 Bacillus pumilus 0.510 K + + + K+ + Z+ -
AR-35  Bacillus subtilis 0.394 K + - K+ + + - +
AR-36  Bacillus cereus 0.623 BK + Z+ + + - - +
AR-37  Bacillus pumilus 0.520 K + + + + - Z+ -
AR-38  Bacillus pumilus 0.747 K + + - + - -
AR-39  Bacillus cereus Shg A 0.759 K + - + + - K+ +
AR-40  Bacillus megaterium 0.593 K + - + + - - Z+
AR-41  Bacillus megaterium 0.532 K + - + K+ - K+ +
AR-42  Burkholderia cepacia 0.549 K - + + - + -
AR-43 Bacillus subtilis 0.603 K + Z+ K+ + + + Z+
AR-44  Bacillus cereus Shg B 0.522 K + Z+ + K+ + K+ +
AR-45  Micrococcus luteus 0.371 SK + + + Z+ - Z+ -
AR-46 Bacillus megaterium 0.474 K + - + Z+ - + Z+
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Cizelge 4.1. (devam)

Baz1 biyokimyasal test sonuclari

Kod MIS tam sonucu Bl

Kr GR OKz KTZ AG SKZ FC AMZ
AR-47  Achromobacter xyl. denitrificans 0.846 SK - - + Z+ - K+ -
AR-48  Bacillus cereus shg B 0.348 K + - + + + - -
AR-49  Rhodococcus erythropolis 0.808 PK + - + K+ - K+ -
AR-50  Bacillus pumilus 0.717 K + + + - K+ +
AR-52 Pseudomonas fluorescens 0.806 K - K+ + + + -
AR-54  Arthrobacter globiformis 0.769 SK + - + - - -
AR-55  Bacillus pumilus 0.485 K + - K+ K+ -
AR-56  Arthrobacter crystallopoietes 0.704 K + - K+ K+ Z+ K+ -
AR-57  Bacillus atrophaeus 0.714 K + - K+ + + +
AR-58  Bacillus pumilus 0.668 K + + + + + - -
AR-59  Bacillus atrophaeus 0,453 B + - + Z+ + K+
AR-60  Bacillus subtilis 0.490 K + Z+ K+ K+ + +
AR-61  Bacillus laevolacticus 0.355 K + + + - -
AR-62  Pseudomonas putida 0.486 K - + + Z+ -
AR-63  Arthrobacter histidinolovorans 0.774 S + - - + - Z+ -
AR-64 Bacillus pumilus 0.655 K + + + - + -
AR-65  Bacillus coagulans 0.228 K + + - - K+ +
AR-66  Acinetobacter Iwoffii 0.723 BK - - + K+ - + -
AR-67 Bacillus subtilis 0.444 K + - + + + K+ +
AR-68  Bacillus clausii 0.445 T + Z+ K+ + - K+ Z+
AR-69  Bacillus coagulans 0.372 K + - + K+ - + -
AR-70  Bacillus pumilus 0.583 K + + + + - K+ -
AR-71  Pseudomonas agarici 0.666 K - + + K+ + + -
AR-72 Micrococcus luteus 0.836 K + + + + K+ +
AR-73  Bacillus pumilus 0.593 K + + + K+ + K+ -
AR-74  Micrococcus luteus 0.724 K + + + K+ - K+ +
AR-75  Bacillus laevolacticus 0.493 K + - + + + K+ -
AR-76 Bacillus subtilis 0.578 K + Z+ K+ Z+ + K+ Z+
AR-77  Bacillus pumilus 0.690 K + + + - -
AR-79  Bacillus pumilus 0,674 K + + - -
AR-80  Pseudomonas chlororapsis 0.848 K - + Z+ -
Toplam pozitif test sonucu sayilar 63 47 78 71 30 62 26

Bl: benzerlik indeksi; KR: Nutrient Agar’da koloni rengi; GR: Gram reaksiyon; OKZ: oksidaz test;
KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme; SKZ: Siikroz test; FC: NBRIP-BPB ortamda gelisme;
AMZ: Amilaz test; Btyp: Biotype; Sbg: Subgroup; B: Beyaz; BK: Beyazims: krem; K: Krem; S: Sart;
YS: Yesilimsi sar; SK: Sarimsi krem; PK: Pembemsi krem; T: Turuncu; K+: Kuvvetli pozitif; +: Pozitif;
Z+: Zayif pozitif; -: Negatif
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Cizelge 4.2. Asidik cay rizosferinden alinan ikinci grup orneklerden izole edilerek
tanilanmig bazi izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri*

Bazi biyokimyasal test sonuclari

Kod MIS Tani Sonucu BI
Kr GR OKz KTZ AG SKZ FC AMZ
AR-81 Microbacterium chocolatum 0,576  YS + - + K+ - + -
AR-82 Brevibacillus parabrevis 0,589 K + + + + + Z+ -
AR-83 Pseudomonas putida btyp A 0,873 K K+ + - + + -
AR-84 Pseudomonas putida btyp B 0,721 K - + + - - K+ -
AR-85 Bacillus laevolacticus 0,387 BK + + + K+ + K+ -
AR-86 Flavobacterium-johnsoniae 0,685 K - - + + - - -
AR-87 Pseudomonas putida btyp A 0,311 K - + K+ K+ + + -
AR-88 Bacillus pumilus 0,658 K + Z+ + K+ + + -
AR-89 Bacillus licheniformis 0,588 K + + + + - + -
AR-90 Bacillus subtilis 0,508 BK + - + + + + +
AR-91 Cedecea davisae 0,639 K - - + K+ - Z+ -
AR-92 Paenibacillus polymyxa 0,692 AS + + K+ K+ + + -
AR-93 Paenibacillus polymyxa 0,449 AS + - + K+ - + Z+
AR-94 Pseudomonas fluorescens 0,562 K - K+ + - - + -
AR-95 Paenibacillus validus 0,586 K + + K+ + - Z+ -
AR-96 Photorhabdus luminescens 0,321 K - - + + = + o
AR-97 Bacillus pumilus Shg A 0,654 SK + - + K+ - K+ -
AR-98 Bacillus licheniformis 0,551 K + + + - + + +
AR-99 Bacillus laevolacticus 0,537 K + + + + - + -
AR-100 Bacillus pumilus 0,575 K + Z+ + + + + -
AR-101 Bacillus licheniformis 0,425 K + - + + + - -
AR-102 Bacillus subtilis 0,422 K + Z+ K+ K+ + Z+
AR-103 Paenibacillus validus 0,478 K + K+ + + - - +
AR-104 Paenibacillus macquariensis 0,567 K + - K+ + - K+ -
AR-105 Acinetobacter calcoaceticus 0,449 K - - K+ + - K+ -
AR-106 Burkholderia pyrrocinia 0,745 BK - + Z+ K+ Z+ - -
AR-107 Photorhabdus luminescens 0,450 K - - + + - + -
AR-108 Bacillus thuringiensis 0,406 BK + - K+ + - - +
AR-109 Stenotrophomonas maltophilia 0524 YS + Z+ + + - + -
AR-110 Bacillus subtilis 0,500 K + + + K+ + K+ +
AR-111 Bacillus licheniformis 0,490 BK + + + + - K+ -
AR-112 Bacillus laevolacticus 0471 BK + + + K+ + + -
AR-113 Bacillus subtilis 0,502 K + Z+ K+ K+ + K+ Z+
AR-114 Bacillus licheniformis 0,406 BK + - + + + + -
AR-115 Bacillus licheniformis 0,642 K + + + K+ + - -
AR-116 Bacillus licheniformis 0,642 K + - + K+ - + -
AR-117 Paenibacillus polymyxa 0,624 K + + + Z+ - K+ -
AR-118 Bacillus pumilus 0,520 K + + K+ - - + -
AR-119 Bacillus laevolacticus 0,509 BK + - + K+ + + -
AR-120 Bacillus licheniformis 0,564 K + Z+ K+ + + K+ Z+
AR-121 Bacillus laevolacticus 0,376 K + + + K+ - + -
AR-122 Bacillus coagulans 0,321 K + - + - - -
AR-123 Bacillus licheniformis 0,520 BK + + + + + - +
AR-124 Bacillus licheniformis 0,532 K + - + K+ - + -
AR-125 Bacillus subtilis 0,526 K + - + + - - -
AR-126 Serratia marcescens 0,485 K - - + + - + -
AR-127 Rahnella aquatilis 0,796 BK - - + + + - -
AR-128 Proteus vulgaris 0,720 BK - - + + + + -
AR-129 Bacillus megaterium 0,628 BK + - + + Z+ + Z+
AR-130 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0,638 S - + K+ - - + +
AR-131 Serretia fonticola 0,912 K - - + + - + +
AR-132 Proteus vulgaris 0,620 BK - + + K+ - K+ -
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Baz1 biyokimyasal test sonuclari

Kod MIS Tani Sonucu Bl
Kr GR OKz KTZ AG SKZ FC AMZ
AR-133 Hafnia alvei 0,810 K - - + K+ - + -
AR-134 Acinetobacter calcoaceticus 0,423 BK - + + + - Z+ -
AR-135 Stenotrophomonas acidaminiphila 0,638 S - + + Z+ - + -
AR-136 Burkholderia cepacia 0,578 BK - + Z+ K+ Z+ K+ -
AR-137 Stenotrophomonas maltophilia 0,644 S - - + + Z+ Z+ -
AR-138 Roseomonas fauriae 0,359 K - Z+ K+ + - K+ -
AR-139 Pseudomonas alcaligenes 0,526 K - K+ + + - Z+ -
AR-140 Alcaligenes faecalis 0,478 K - + K+ + - + -
AR-141 Rhizobium radiobacter 0,679 K - K+ + K+ - + -
AR-142 Lysobacter enzymogenes enzymogenes 0,427 YS - Z+ + + Z+ Z+ -
AR-143 Rhodococcus erythropolis 0,719 PK + - K+ + - + -
AR-144 Arthrobacter globiformis 0,567 S + + + - + -
AR-145 Paenibacillus polymyxa 0,597 K + - + K+ + - +
AR-146  Stenotrophomonas acidaminiphila 0,622 YS - + K+ Z+ - + -
AR-147 Alcaligenes faecalis 0,532 K - + K+ + - + -
AR-148 Pseudomonas fluorescens 0.822 K - + + + Z+ - -
AR-149 Pseudomonas putida 0,499 K - K+ + K+ K+ + -
AR-150 Pseudomonas fluorescens 0,618 K - K+ Z+ K+ K+ - -
AR-151 Pseudomonas fluorescens 0,592 K - K+ K+ + Z+ K+ -
AR-152 P. syringae maculicola 0,317 K - K+ + K+ - + -
AR-153 Stenotrophomonas maltophilia 0,372 YS - - + + - K+ -
AR-154 Pseudomonas fluorescens 0,880 K - + + K+ K+ + -
AR-155 Stenotrophomonas maltophilia 0,574 AS - + K+ + Z+ K+ -
AR-156 Bacillus megaterium 0,445 AS - - + K+ - K+ Z+
AR-157 Pseudomonas putida 0,499 K - + + K+ - - -
AR-158 Burkholderia cepacia 0,319 K - Z+ + + - + -
AR-159 Pseudomonas putida 0,363 K - Z+ + K+ + + -
AR-160 Pseudomonas fluorescens 0,414 K - K+ K+ K+ + + -
AR-161 Pseudomonas putida 0,667 K - + K+ K+ - - -
AR-162 Pseudomonas fluorescens 0,690 K - K+ K+ K+ Z+ + -
AR-163 Pseudomonas fluorescens 0,717 K - K+ + + + - -
AR-164 Pseudomonas putida 0,547 K - + + K+ K+ + -
AR-165 Stenotrophomonas maltophilia 0,621 YS - Z+ + + - + -
AR-166 Burkholderia cepacia 0,602 K - - + + - K+ -
AR-167 Bacillus licheniformis 0,451 K + - - + + + -
AR-168 Bacillus licheniformis 0,507 K + - + + + - -
AR-169 Bacillus licheniformis 0,586 k + - - - - + -
AR-170 Bacillus licheniformis 0,624 BK + + + - - K+ Z+
AR-171 Stenotrophomonas maltophilia 0,546 S - - - + - - -
AR-172 Stenotrophomonas maltophilia 0,536 YS - - + + - -
AR-173 Pseudomonas putida 0,709 K - + + + - -
Toplam pozitif test sonucu sayilari 43 64 109 84 45 75 25

Bl: benzerlik indeksi; KR: Nutrient Agar’da koloni rengi; GR: Gram reaksiyon; OKZ: oksidaz test;
KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme; SKZ: Sukroz test; FC: NBRIP-BPB ortamda gelisme;
AMZ: Amilaz test; Btyp: Biotype; Sbg: Subgroup; BK: Beyazimsi krem; K: Krem; S: Sari;YS:
Yesilimsi sar1; SK: Sarimsi krem; PK: Pembemsi krem; AS: A¢ik sari; K+: Kuvvetli pozitif; +: Pozitif;
Z+: Zayif pozitif; -: Negatif
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Bakteri sayimi i¢in hazirlanan dilisyonlar Nutrient Agar (NA) besiyerinde gelisme

Azotsuz besiyerinde (N-free) gelisme Katalaz testi (pozitif)

Potasyum hidroksil (KOH) testi (pozitif) NBRIP-BPB ortamda gelisme

Sekil 4.1. Laboratuar ¢aligmalar1 ve biyokimyasal test sonuclar ile ilgili gorseller
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Bu arastirma kapsaminda asidik cay topraklarinda kiiltiire alinabilen toplam dominant
azot fikseri ve fosfat ¢oziicii bakteri potansiyeli ve gesitliligi Cizelge 4.3’de verilmistir.
Testleri tamamlanan 263 bakterinin, 216’inin serbest azot fiksedebildigi, 172 izolatin
fosfat ¢ozebildigi, 154 unun ise azot fiksedebildigi ve fosfat ¢ozebildigi belirlenmistir.
Izole edilen azot fikseri oram %82,1 fosfat ¢oziicii bakteri orani ise %65,4 olmustur.
FAME profil analizi sonuglarina gore 263 izolatin %46,8’i Firmicutes, %32,3’l
Gammaproteobacteria, 9%10,6’s1 Actinobacteria gurubuna ait oldugu goriilmiistiir.
Ayrica gama, beta ve alfa proteobacteria alt boliimiine ait bakteri orani ise sirasiyla
%32,3, 8,4 ve 1,9 olarak bulunmustur. Asidik ¢ay rizosfer topraklarinda hakim olan ve
kiiltiire alinabilen 263 bakteri izolatinin 151 adedinin gram pozitif (%57,4) ve 112
adedinin ise gram negatif (%42,6) bakterilerden olustugu ortaya ¢ikmustir. izole edilen
ve tanilanan 151 gram-pozitif bakteri izolatin 123’4 Firmicutes ve 28 adedinin

Actinobacteria tiirleri oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3).

Gram pozitif populasyon icinde Bacillales takimi en yaygin grup olup, Bacillus,
Paenibacillus, Brevibacillus ve Kurthia cinslerine ait tiirlerden olusurken,
Actinomycetales takimi1 ise Arthrobacter, Micrococcus, Rhodococcus, Kocuria,
Brevibacterium, Kytococcus ve Microbacterium olmak (zere 7 cinse ait tlrlerden

olusmustur.

Asidik cay topraklarindan izole edilerek tanilanan 112 gram negatif izolatin 85 adedi
Gammaproteobacteria, 27 adedi ise alfa ve beta Proteobacteria grubuna ait tirlerdir.
Gram negatif popiilasyon i¢inde en yaygin olan P. fluorescens (13 sus), P. putida (10
sus) ve S. maltophilia (8 sus) turleridir. Bu bakterileri takiben cay rizosferinde her
birinden beser izolat olmak Uzere B. cepacia ve A. faecalis turleri izole edilirken,
bunlar1 her birinden 4’er izolat olmak iizere A. Xxylosoxidans denitrificans, L.
enzymogenes enzymogenes, P. alcaligenes , A. calcoaceticus ve her birinden 3’er izolat
olmak (zere R. fauriae, S. acidaminiphila, P. agarici, Pseudomonas sp., E.
chrysanthemi, H. alvei, S. fonticola ve S. marcescens tiirleri izlemistir. Cay rizosferinde
bulunan diger gram negatif bakteri tirleri ise bir veya iki izolatla temsil edilmistir
(Cizelge 4.3).
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Gram-pozitif bakteri popiilasyonun iginde en yaygin olan cins Bacillus olup, toplam
popiilasyonun %69,5 olusturmustur. Cay rizosferinden izole edilen Bacillus cinsine ait
en yaygin tiirler B. pumilus (23 sus, %21,9), B. subtilis (22 sus, %21,0), B. licheniformis
(17 sus, %16,2), B. laevolacticus (14 sus, %13,3) ve B. megaterium (7 sus, %6,7)
olmustur. Bu grupta yaygin olan diger tiirlerse B. cereus ve Bacillus coagulans

tarleridir.
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Cizelge 4.3. Asidik ¢ay topraklarinda kiiltiire alinabilen azot fikseri ve fosfat ¢ozilicl bakteri
potansiyeli ve ¢esitliligi

Sube Simif Takim Tur TAF)?
Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobium radiobacter 2(2,2)
Proteobacteria Roseomonas fauriae 33,2
Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderia cepacia 5(4,4)
Burkholderia pyrrocinia 2(2,1)
Ralstonia eutropha 2(2,1)
Alcaligenes faecalis 5(3,2)
Achromobacter xylosoxidans denitrificans 4(3,3)
Acidovorax facilis 2(1,2)
Gammaproteobacteria ~ Xanthomonadales  Lysobacter enzymogenes enzymogenes 4(3,3)
Stenotrophomonas acidaminiphila 3(2,2)
Stenotrophomonas maltophilia 8 (7,6)
Pseudomonadales  Pseudomonas alcaligenes 4(3,2)
Pseudomonas agarici 3(2,2)
Pseudomonas chlororaphis 2(2,1)
Pseudomonas fluorescens 13 (11,9)
Pseudomonas putida 10 (8,7)
Pseudomonas stutzeri 2(2,1)
Pseudomonas syringae atrofaciens 2(2,1)
Pseudomonas sp. 3(2,2)
Acinetobacter calcoaceticus 4(3,2)
Enterobacteriales  Erwinia chrysanthemi 3(2,2)
Hafnia alvei 3(3,3)
Photorhabdus luminescens 2(2,2)
Proteus vulgaris 2(2,2)
Rahnella aquatilis 2(11)
Serratia fonticola 33,2
Serratia marcescens 3(3,2)
Serratia plymuthica 2(2,1)
Bacilli Bacillales Bacillus atrophaeus 2(2,2)
Firmicutes Bacillus cereus 6 (5,4)
Bacillus coagulans 6 (2,4)
Bacillus laevolacticus 14 (13,7)
Bacillus licheniformis 17 (13,11)
Bacillus 7(7,6)
Bacillus pumilus 23 (20,16)
Bacillus sp. 2(2,1)
Bacillus sphaericus 2(1,2)
Bacillus subtilis 22 (19,12)
Paenibacillus larvae 2(2,1)
Paenibacillus lentimorbus 2(2,2)
Paenibacillus macquariensis 3(2,3)
Paenibacillus polymyxa 5(5,4)
Paenibacillus validus 3(2,2)
Brevibacillus choshinensis 2(2,1)
Actinobacteria Actinomycetales Arthrobacter agilis 2(2,1)
Actinobacteria Arthrobacter globiformis 5(4,3)
Arthrobacter histidinolovorans 2(1,2)
Micrococcus luteus 5(4,3)
Micrococcus lylae 3(3,2)
Rhodococcus erythropolis 3(33)
Digerleri® 22 (15,13)
Kuttiphanede yok (no match) 26
Tanilanamamug veya tani yetersiz® 102
Toplam 391(216,172)

® T(A,F) yoplam izolat sayisi Parantez igindeki sayilar sirasiyla tlrlere ait azot fikseri ve fosfat ¢oziicii sus sayisini
g6stermektedir; ° Digerleri olarak: Acinetobacter, Alcaligenes, Acidovorax, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Enterobacter,
Kocuria, Kurthia, Kytococcus, Microbacterium, Pantoea, Providencia, Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Raoultella,
Rhodococcus and Xanthomonas cinslerine ait azot fikseri ve fosfat ¢dziicii bir veya iki tiir izole edilmistir. © Benzerlik indeksi (SIM
index) < 0.3 olan izolatlar
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Gram pozitif popiilasyon i¢inde ikinci derecede en yaygin olan cins Paenibacillus
(%9,9) olup bu cinse ait en yaygin tirler ise P. polymyxa (5 sus), P. validus, P.
macquariensis, P. lentimorbus ve P. larvae olmustur. Diger gram pozitif bakteriler ise
M. luteus, M. lylae, R. erythropolis, B. choshinensis olarak tanilanmistir. Cay
rizosferinen izole edilen Arthrobacter tarleri ise A. globiformis, A. agilis,

A histidinolovorans, A. crystallopoietes ve A. ramosus tirleridir.

Cay rizosferinden secilen 391 bakteri kolonisinden izole edilen 34 cins ve 72 farkl tiire
ait bakterinin 216’s1 (%55,5) serbest azot fiks ederken, 172 adedinin (%44,0) fosfor
¢6zme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
testler izole edilerek tanilanan 263 bakteri susunun oksidaz, katalaz, siikroz ve amilaz

aktivite oraninin %54,8, %87,5, %27,8 ve %24,7 oraninda pozitif oldugu goriilmiistiir.

Cay rizosferinden izole edilerek tanilanan 263 bakteri izolat1 i¢inde azot fiksasyon ve
fosfat ¢ozme orani sirasi ile %82,1 ve %65,4 olmustur. Toplam azot baglayan bakteriler
icinde Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Arthrobacter,
Serratia, Micrococcus ve Burkholderia cinslerinin orani sirasiyla %39.,4, %15,3, %6,0,
%4,2, %3,7, %3,7, %3,2 ve %2,7 olurken; bu cinslere giren toplam fosfor ¢6zicu
bakteri oranlari siyasiyle %37,8, %15,1, %6.4, %4,7, %3,5, %2.9, %2,9 ve %2.,9 oldugu
belirlenmistir. Farkli bakteri gruplari icerisinde Firmicutes, Gammaproteobacteria ve
Actinobacteria guruplarina giren toplam azot fikseri orani sirasi ile %47,2, 33,8 ve 10,2
ve fosfat ¢ozlcl bakteri orani ise sirasiyla %45,9, 35,5 ve 10,5 olarak belirlenmistir.
Cay rizosferinde hakim olan azot fikseri ve fosfat ¢ozlcl Bacillus tiirlerinin sirasiyla B.
pumilus (20 ve 16 sus), B. subtilis (19 ve 12 strain), B. licheniformis (13 ve 11 strain),
B. laevolacticus (13 ve 7 strain), B. megaterium (7 ve 6 strain), B. cereus (5 ve 4 strain),
B. coagulans (2 ve 4 strain), B. atrophaeus (2 ve 2 strain) ve B. sphaericus (1ve 1
strain) oldugu belirlenmistir. Cay rizosferinden izole edilen 5 adet P. polymyxa
izolatinin tamaminin azot bagladigi ve 4’iiniin ise fosfor ¢6ziicli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, Gram pozitif azot fiks eden bakteriler arasinda her birinden 4’er izolat olmak
uzere A. globiformis ve M. luteus; her birinden 3’er izolat olmak tzere M. lylae ve R.

erythropolis ve her birinden 2’ser izolat olmak iizere P. larvae, P. lentimorbus, P.
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macquariensis, P. validus, B. choshinensis ve A. agilis izole edilmistir. Gram pozitif
bakterilerin her birinden 4 izolat olmak Uzere P. macquariensis, A. globiformis M.
luteus ve R. erythropolis ve her birinden 2’ser olmak iizere P. validus ve M. lylae turi

izole edilmistir (Cizelge 4.3).

Gram negatif azot baglayict ve fosfor ¢oziici en yaygin bakterilerin basinda
Pseudomonas cinsine ait P. fluorescens (sirasi ile 11 ve 9 strain), bulunurken bunu
sirastyla P. putida (8 ve 7 strain), P. alcaligenes (3 ve 2 strain), Pseudomonas sp. (2 ve2
strain), P. agarici (2 ve 2 strain), P. chlororaphis (2 vel strain) ve P. stutzeri (2 ve 1
strain) izlemistir. Cay rizosferinde hakim olan diger Gammaproteobacteria grubuna
giren tiir ise toplam 8§ adet olarak izele edilmis ve bunlarin 5 adedinin ayni anda azot
fiksedip fosfor ¢ozebildigi, 2’sinin sadece azot baglarken birinin fosfor ¢ozebildigi
ortaya konulan S. maltophilia tiirii oldugu goériilmiistiir. Cay rizosferinden 4 azot fikseri
ve fosfat ¢ozicl B. cepacia izole edilirken, azot fiksetme ve mineral fosfat ¢ozme
ozelligine sahip ticer adet A. xylosoxidans, L. enzymogenes enzymogenes ve H. alvei
izole edilmistir. Cay rizosfer topraklarinda hakim olan diger 6nemli azot fikseri ve
fosfat ¢oziici a, P ve y-proteobacteria tlrlerinin ise R. fauriae, A. faecalis, A.
calcoaceticus, S. fonticola, S. marcescens, R. radiobacter, S. acidaminiphila, E.
chrysanthemi, P. luminescens, P. vulgaris, S. plymuthica, B. pyrrocinia, R. eutropha ve

A. facilis oldugu goriilmiistiir.

4.3. Bakterilerin BIOLOG Analizi Sonuglar:

Secilen gram pozitif B. pumilus, B. subtilis, B. megaterium ve B. licheniformis
strainlerinin BIOLOG GP2 analizin gore karbon kaynagi kullanimi Cizelge 4.4’de,
BIOLOG GN2 pleytlerde gergeklestirilen gram pozitif P. putida, P. fluorescens, S.
maltophilia ve B. cepacia strainlerinin karbon kaynagi kullanimi ise Cizelge 4.5’de

verilmistir.
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Cizelge 4.4. BIOLOG GP2 Mikroplate analizinde gram pozitif bakterilerin karbon
kaynag1 kullanimi oranlar: (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AP 0? 0 0 57 22 0 0 48 0 100 17 17
s~ B 30 0 100 100 100 0 17 0 96 9 100 0
= é C 0 0 0 30 100 100 0 0 0 0 74 0
ES D 100 0 13 100 22 0 100 100 0 9% 0 100
; o E 22 100 48 0 17 26 0 13 17 0 39 17
~ F 0 17 22 30 100 91 78 22 100 9 26 22
G 9 52 65 35 100 100 26 13 91 17 57 100
H 100 78 91 100 91 0 35 0 0 0 0 17
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 0 100 32 0 0 18 77 91 5 64
wo B 55 0 100 100 100 0 64 0 100 27 100 0
ZE C 0 0 100 100 100 100 10 0 0 0 91 86
S5 D 100 0 64 100 10 0 82 100 0 100 0 100
s E 36 100 100 0 32 5 0 5 50 0 10 23
~ F 0 10 23 14 91 91 23 0 100 23 14 27
G 0 27 36 10 100 100 10 10 86 18 41 100
H 64 59 77 95 100 0 0 0 0 0 0 41
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 86 71 100 86 0 0 57 57 86 0 43
E_ B 100 0 100 100 100 0 71 0 100 57 100 43
2 C 0 0 100 100 100 100 57 86 0 0 100 71
IS D 71 0 86 100 86 0 100 71 0 71 0 100
2 ,\il E 14 100 100 0 100 0 0 86 57 0 86 86
o F 43 71 86 0 100 71 71 0 100 86 86 47
G 29 86 57 100 100 100 43 71 71 0 57 71
H 100 57 100 100 100 0 29 71 0 0 0 71
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
" A 0 43 50 100 86 0 0 21 14 100 71 86
.. B 64 0 100 100 100 0 64 0 93 93 100 36
S é C 0 0 93 100 100 100 57 29 0 0 100 79
S& D 100 0 93 100 36 0 100 100 0 100 0 100
sy E 79 100 100 0 57 64 0 29 64 0 86 64
s F 0 29 43 50 100 100 36 36 100 64 71 64
G 50 86 71 93 100 100 79 57 93 0 79 100
H 100 100 100 100 100 0 43 14 0 0 0 100

®Pozitif sonug veren izolatlarin %orani

PBIOLOG GP MicroPlate: Al: water, A2: a-cyclodextrin, A3: B-cyclodextrin, A4: dextrin, A5: glycogen, A6: inulin,
A7:mannan, A8:tween 40, A9:tween 80, A10:N-acetyl-D-glucosamine, All:N-acetyl-B-D-mannosamine, A12:
amygdalin, B1: L-arabinose, B2: D-arabitol, B3: arbutine, B4: D-cellobiose, B5: D-fructose, B6: L-fucose, B7: D-
galactose, B8: D-galacturonic acid, B9: gentiobiose, B10: D-gluconic acid, B11: a-D-glucose, B12: m-inositol, C1: a-
D-lactose, C2: lactulose, C3: maltose, C4: maltotriose, C5: D-mannitol, C6: D-mannose, C7: D-melezitose, C8:
D-melibiose, C9: a-methyl-D-galactoside, C10: B-methyl-D-galactoside, C11: 3-methyl-glucose, C12: a-methyl-D-
glucoside, D1: B-methyl-D-glucoside, D2: a-methyl-D-mannoside, D3: palatinose, D4: D-psicose, D5: D-raffinose,
D6: L-rhamnose, D7: D-ribose, D8: salicin, D9: sedoheptulosan, D10: D-sorbitol, D11: stachyose, D12: sucrose,
E1l: D-tagatose, E2: D-trehalose, E3: turanose, E4: xylitol, E5: D-xylose, E6: acetic acid, E7: a-hydroxybutyric
acid, E8: B-hydroxybutyric acid, E9: y-hydroxybutyric acid, E10: p-hydroxy-phenlyacetic acid, E11: a-ketoglutaric
acid, E12: a-ketovaleric acid, F1: lactamide, F2: D-lactic acid methyl ester, F3: L-lactic acid, F4: D-malic acid, F5:
L-malic acid, F6: pyruvic acid methyl ester, F7: succinic acid mono-methyl ester, F8: propionic acid, F9: pyruvic
acid, F10: succinamic acid, F11: succinic acid, F12: N-acetyl L-glutamic acid, G1: L-alaninamide, G2: D-alanine, G3:
L-alanine, G4: L-alanyl-glycine, G5: L-asparagine, G6: L-glutamic acid, G7: glycyl-L-glutamic acid, G8: L-
pyroglutamic acid, G9: L-serine, G10: putrescine, G11: 2,3-butanediol, G12: glycerol, H1: adenosine, H2: 2'-deoxy
adenosine, H3: inosine, H4: thymidine, H5: uridine, H6: adenosine-5'-monophosphate, H7: thymidine-5'-
monophosphate, H8: uridine-5'-monophosphate, H9: D-fructose-6-phasphate, H10: a-D-glucose-1-phosphate, H11:
D-glucose-6- phosphate, H12: D-L-a-glycerol phosphate.



97

Cizelge 4.5. BIOLOG GN2 Microplate analizinde gram negatif bakterilerin karbon
kaynagi kullanim oranlar: (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

o]

9
0° 0 15 69 77 69 0 46 0 92 77 0
0

A
2_ B 0 100 15 100 0 100 54 0 0 85 100
82 C 15 0 77 0 0 38 46 46 0 0 100 69
SE D 85 100 100 77 62 38 92 77 38 77 100 0
2o E 0 0 77 100 69 100 100 100 100 100 O 100
o>~ F 100 54 38 92 100 100 100 100 100 100 23 54
G 92 92 8 6 31 100 8 38 100 92 8 92
H 100 62 54 0 31 8 8 0 100 31 0 54
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 20 80 80 100 0 20 0 100 70 0
—~ B 0 1200 0 100 0 100 O 0 0 0 80 100
SE C 0 0 70 0 0 0 0 0 0 0 100 100
SE D 100 100 100 100 70 10 100 80 20 8 100 O
i o E 0 0O 3 100 70 100 90 100 100 90 30 100
~ F 100 100 20 100 100 100 80 100 100 100 O 90
G 90 80 90 80 30 100 100 30 100 80 80 100
H 80 30 30 0O 3 100 80 0 90 0 0 40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 0 60 60 60 80 60 100 100 100 100 60

<. B 0 100 100 100 0 100 100 0 0 80 100 100
sg C 0 0 40 60 0 100 60 100 80 0 100 100
S D 100 100 100 100 100 80 100 80 100 80 100 0
; w E 0 0 100 100 60 100 60 100 100 100 100 100
F 80 40 40 40 100 100 100 100 100 100 20 60

G 100 100 40 0 100 100 100 40 100 60 40 100

H 80 0 0 0 100 40 100 0 80 60 0 100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 0 100 0 37 50 100 100 0 0 0 100

S B 0 100 0 50 100 100 0 100 100 100 25 100
£2 c 100 75 75 50 0 25 87 87 62 0 100 87
SE D 100 62 100 25 0 0 0 0 0 100 62 0

£ E 0 0 100 100 100 100 87 100 0 0 0 100

o F 87 0 0 50 75 75 100 62 62 100 75 100
G 25 0 75 0 25 62 0 0 100 87 25 0

H 0 62 100 0 0 0 0 0 0 0 0 62

Pozitif sonug veren izolatlarm oran1 %

PBIOLOG GN MicroPlate: Al: water, A2: a-cyclodextrin, A3: dextrin, A4: glycogen, A5: tween 40, A6: tween 80,
AT: N-acetyl-D-galactosamine, A8: N-acetyl-D-glucosamine, A9: Adonitol, A10: L-arabinose, A11: D-arabitol, A12:
D-cellobiose, B1: i-erytritol, B2: D-fructose, B3: L-fucose, B4: D-galactose, B5: gentiobiose, B6: a-D-glucose, B7:
m-inositol, B8: a-D-lactose, B9: lactulose, B10: maltose, B11: D-mannitol, B12: D-mannose, C1: D-melibiose, C2:
B-methyl-D-glucoside, C3: D-psicose, C4: D-raffinose, C5: L-rhamnose, C6: D-sorbitol, C7: sucrose, C8: D-
trehalose, C9: turanose, C10: xylitol, C11: pyruvic acid methil ester, C12: succinic acid mono- methil ester, D1:
acetic acid, D2: Cis-aconitic acid, D3: citric acid, D4: formic acid, D5: D-galactonic acid lactone, D6: D-
galacturonic acid, D7: D-gluconic acid, D8: D-glucosaminic acid, D9: D-glucuronic acid, D10: a-hydroxybutyric
acid, D11: p-hydroxybutyric acid, D12: y-hydroxybutyric acid, E1: p-hydroxy-phenlyacetic acid, E2: itaconic acid,
E3: o-ketobutyric acid, E4: a-keto glutaric acid, E5: a-keto valeric acid, E6: D,L-lactic acid, E7: malonic acid, ES8:
propionic acid, E9: quinic acid, E10: D-saccharic acid, E11: sebacic acid, E12: succinic acid, F1: bromosuccinic
acid, F2: succinamic acid, F3: glucuronamide, F4: L-alaninamide, F5: D-alanine, F6: L-alanine, F7: L-alanyl-
glycine, F8: L-asparagine, F9: L-aspartic acid, F10: L-glutamic acid, F11: glycyl-L-aspartic acid, F12: glycyl-L-
glutamic acid, G1: L-histidine, G2: hydroxy-L-proline, G3: L-leucine, G4: L-omithine, G5: L-phenylalanine, G6: L-
proline, G7: L-pyroglutamic acid, G8: D-serine, G9: L-serine, G10: L-threonine, G11: D,L-carnitine, G12: y-
aminobutyric acid, H1: urocanic acid, H2: inosine, H3: uridine, H4: thymidine, H5: phenylethyl-amine, H6:
putrescine, H7: 2-aminoethanol, H8: 2,3-butanediol, H9: glycerol, H10: D,L,a-glycerol phosphate, H11: o-D-
glucose-1 phosphate, H12: D-glucose-6 phosphate.
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Izole edilerek tanilanmis biyokimyasal testlerde ve bir kismi ¢ay fidanlarinda kurulan
on denemelerde olumlu sonuclar veren bakterilerin BIOLOG testleri yapilmistir. Bu
amacla cay rizosferinde yaygin olarak bulunan gram pozitif bakterilerden B. pumilus, B.
licheniformis, B. subtilis, B. megaterium turlerinden sirasiyla 23, 22, 10 ve 7 izolat;
gram negatif bakterilerden P. fluorescens, P. Putida, S. Maltophilia ve B. cepacia
tirlerinden sirasiyla 13, 10, 8 ve 5 izolatin BIOLOG sistemine gore karbon kaynagi
kulanim profili ¢ikarilmistir. Gram-pozitif (GP2) ve Gram-negatif (GN2) pleytlerde ortak
olan karbon kaynaklarim kullanan toplam azot fikseri ve fosfat ¢oziicii bakteri sayis1 ve

yiizde oranlar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6’da GP2 ve GN2 plytlerde ortak olan karbon kaynaklar1 ve bu kaynaklarin
gram pozitif ve gram negatif bakteriler tarafindan kullanilma oranlar1 verilmistir. GP2
ve GN2 mikropleytlerde bulunan ve ortak olan 62 karbon kaynaginin yaklasik yarisi
gram negatif ve gram pozitif strainler tarafindan kullanilabilmistir. GP2 ve GN2
pleytlerde ortak olan karbon kaynaklarindan amid-amin grubunda bulunan 3 adet
karbon kaynagimin hicbiri test edilen toplam bakteriler tarafindan %50’nin iizerinde
kullanilmazken, bir polimerik (dekstrin), 16 karbonhidrat (N-asetil-D-glukozamin, L-
arabinoz, D-sellobiyoz, D-fruktoz, D-galaktoz, gentiobioz, o-D-glikoz, maltoz, D-
mannitol, D-mannoz, B-metil-D-glukozit, D-psikoz, D-sorbitol, sakaroz, D-trehaloz ve
turanoz), 7 Kkarboksilik asit (metil piruvat, mono-metil-suksinat, D-glukonik, o-
ketoglutarik, a-ketovaleric, L-laktik ve slksinik asit), 6 amino asit (D-alanin, L-alanin,
L-alanil-glisin, L-asparagin, L-glutamik asit ve L-serin) ve 4 bilesik molekiillii karbon
kaynagi (inosin, uridin, timidin ve gliserol) test edilen Gram pozitif ve Gram negatif

izolatlarin en az yaris1 tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilabilmistir.

GN2 ve GP2 mikropleyt ortak olan maddelerden 33 adedi bakterilerin buyik
¢ogunlugu tarafindan kullanilabilirken, 17 madde gram negatif veya gram pozitif
bakterilerin %50 daha az1 tarafindan ancak kullanilabilmistir. Bu maddelerden, D-
sellobiyoz, gentiobioz, maltoz, D-sorbitol, sikroz ve inosin gram negatif

bakterilerin sadece %33-44"1i tarafindan ancak kullanilmistir.
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Cizelge 4.6. Gram pozitif (GP2) ve Gram negatif (GN2) microplate ortak olan karbon
kaynaklarini kullanan toplam azot fikseri ve fosfat ¢oziicii bakteri sayisi ve yiizdeleri

Karbon kaynagi grubu Karbon kaynagi Gram pozitif* Gram negaif Butiin izolatlar
Polymers (5) a-cyclodextrin 10 (15)° 0 10 (10)
Dextrin 56 (85) 15 (42) 71 (70)
Glycogen 30 (45) 20 (56) 50 (49)
Tween 40 22 (33) 24 (67) 46 (45)
Tween 80 23 (35) 27 (75) 50 (49)
Carbohydrates (25) N-acetyl-D-glucosamine 63 (95) 21 (58) 84 (82)
L-arabinose 35 (53) 27 (75) 62 (61)
D-arabitol 0 22 (61) 22 (22)
D-cellobiose 66 (100) 11 (30) 77 (75)
D-fructose 52 (79) 36 (100) 88 (86)
L-fucose 0 7(19) 7(7)
D-galactose 32 (48) 32 (89) 64 (63)
Gentiobiose 64 (97) 13 (36) 77 (75)
a-D-glucose 66 (100) 36 (100) 102 (100)
m-inositol 8 (12) 12 (33) 20 (20)
a-D-lactose 0 8 (22) 8 (8)
Lactulose 0 8 (22) 8(8)
Maltose 42 (64) 12 (33) 54 (53)
D-mannitol 66 (100) 26 (72) 92 (90)
D-mannose 66 (100) 36 (100) 102 (100)
D-melibiose 10 (15) 10 (28) 20 (20)
-methyl-D-glucoside 64 (97) 6 (17) 70 (69)
D-psicose 66 (100) 25 (69) 91 (89)
D-raffinose 18 (27) 7(19) 25 (24)
L-rhamnose 0 0 0
D-sorbitol 63 (95) 12 (33) 75 (74)
Sucrose 66 (100) 16 (44) 82 (80)
D-trehalose 66 (100) 18 (50) 84 (82)
Turanose 54 (82) 9 (25) 63 (62)
Xylitol 0 0 0
Carboxylic acids (13) Methyl pyruvate 60 (91) 32 (89) 92 (90)
Mono-methyl-succinate 33 (50) 31 (86) 64 (63)
Acetic acid 16 (24) 34 (94) 50 (49)
D-galacturonic acid 0 10 (28) 10 (10)
D-gluconic acid 25 (38) 27 (75) 52 (51)
a-hydroxybutyric acid 0 30 (83) 30 (29)
B-hydroxybutyric acid 14 (21) 33(92) 47 (46)
v-hydroxybutyric acid 28 (42) 0 28 (27)
a-ketoglutaric acid 29 (44) 36 (100) 65 (62)
a-ketovaleric acid 24 (35) 27 (84) 44 (64)
L-lactic acid 22 (33) 36 (100) 58 (57)
Propionic acid 10 (15) 36 (100) 46 (45)
Succinic acid 25 (33) 36 (100) 61 (60)
Amide-amines (3) Succinamic acid 22 (33) 19 53) 41 (40)
L-alaninamide 11 (17) 28 (78) 39 (38)
Putrescine 8 (12) 23 (64) 31 (30)
Amino acids (8) D-alanine 36 (55) 34 (94) 70 (69)
L-alanine 37 (56) 34 (94) 71 (70)
L-alanyl-glycine 30 (45) 34 (94) 64 (63)
L-asparagine 66 (100) 33(92) 99 (97)
L-glutamic acid 66 (100) 36 (100) 102 (100)
Glycyl-L-glutamic acid 22 (33) 27 (75) 49 (48)
L-pyroglutamic acid 18 (27) 26 (72) 44 (43)
L-serine 58 (88) 36 (100) 94 (92)
Miscellaneous (8) Inosine 59 (89) 16 (44) 75 (74)
Uridine 64 (97) 18 (50) 82 (80)
Thymidine 64 (97) 0 64 (63)
2,3-butanediol 37 (56) 0 37 (36)
Glycerol 64 (97) 26 (72) 90 (88)
D,L,a-glycerol phosphate 32 (48) 719) 39 (38)
a-D-glucose-1 phosphate 0 0 0
D-glucose-6 phosphate 0 21 (58) 21 (21)

*Toplam 216 azot fikseri ve 172 fosfor coziicii bakteri arasindan segilmis 66 gram-pozitif ve 36 gram-negatif sus test
edilmistir. Parantez igindeki rakamlar toplam test edilen bakterilerin ilgili karbon kaynagini kullanim yiizdesini
gostermektedir.
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Ayrica bu maddelerden D-galaktoz, D-glukonik asit, a-ketoglutarik asit, a-ketovaleric
asit, L-laktik asit, stksinik asit ve L-alanil-glisin ise gram pozitif bakterilerin %33-48’i
tarafindan kullanilabilmistir (Cizelge 4.6). Bu maddelerden B-metil-D-glukoz ve
turanoz gram negatif izolatlarin %25°den daha az1 tarafindan ancak kullanilirken,
timidin ve 2,3-biitandiol gram negatif izolatlarin hi¢ biri tarafindan kullanilmamustir.
GN2 ve GP2 pleytlerdeki ortak olan maddelerden glikojen, tween 40, tween 80, asetik
asit, B-hidroksibutirik asit, propiyonik asit, stksinamik asit, L-alaninamid, putresin,
glisil-L-glutamik asit ve L-piroglutamik asit ram negatif izolatlarin %50’den fazlasi
tardindan kulanlabilirken, gram pozitif izolatlarin %50°den daha azi tarafindan ancak

kullanilabilmistir (Cizelge 4.6).

Bakterilerin farkli karbon kaynaklarini oksidize edebilme o&zelikleri ve BIOLOG
sonuglart temel bilesenler analizleri (principal component analizi, PCA) gore analiz
edilmistir Analiz sonuglarina gore ilk 5 temel toplam varyasyondaki pay1 gram pozotif
mikropleytde sarasi ile %24, 11, 7, 6 ve 5; gram negatif mikropleytde ise %34, 11, 6, 5
ve 4 olarak bulunmustur. Gram pozitif ve gram negatif mikroplatelerde kovaryetik
varyansin %90’nin1 sirasiyla ilk 22 ve 18 temel birlesen ile agiklanabilmistir. PC analiz
sonuglarmma gore gram pozitif pleytlerde ilk 5 temel bilesen (PC) ile toplam c¢oklu

varyasyonun %531 ancak ag¢iklanabilmistir.

Gram pozitif pleytlerde test edilen bakterilerin karbon kaynagi kullanim analiz
sonuglarina gore ilk birlesen (PC1) ekseninde arbutine, D-friiktoz, p-metil-D-glukozit,
D-manitol, D-psikoz, salisin, timidin ve iridin karbon kaynaklarinin en yiiksek ve
negatif katsayilar aldig1 ve B-siklodekstrin, m-inositol, a-ketoglutarik asit, a-ketovalerik
asit, L-alanil-glisin, L-piroglutamik asit, D-laktik asit metil ester ve dridin-5'-
monofosfat kaynaklarinin en yiiksek ve pozitif katsayilarla temsil edildigi goriilmiistiir.
Analiz sonuglarina gére PC2 maltotrioz ve turanoz, PC3 L-alanin ve urokanik asit. PC4
ve PC5’in ise D-glukonik asit, glisil-L-glutamik asit, D-alanin ve L-fenilalanin ile

iligkili bulundugu ortaya konulmustur.
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Bu arastirmada B. licheniformis tirinden 12, B. pumilus, B. subtilis, P. fluorescens ve
P. putida tarlerinin her birinden 10 strain; B. megaterium tiriinden 7, S. maltophilia ve
B. cepacia tiirlerinden ise 5’er strainin tek tek karbon kulanim profileri Cizelge 4.7-
4.14’de verilmistir. BIOLOG analiz sonuglarina gore test edilen azot fikseri veya fosfat
¢cozicu 23 B. pumilus izolatlarmin tamami N-asetil-D-glukozamin, arbutine, D-
sellobiyoz, D-fruktoz, D-mannitol, D-mannoz, B-metil-D-glukozit, D-psikoz, D-riboz,
salicin, sucrose, D-trehaloz, L-malik asit, piruvik asit, L-asparagin, L-glutamik asit,
gliserol, adenozin ve timidin bilesiklerini oksidize edebilmis ve karbon kaynagi olarak
kullanabilmistir (Cizelge 4.7). BIOLOG karbon kaynagi kullanim analiz sonuglarina
gore, diger 4 karbonhidrat (gentiyobiyoz, a-D-glikoz, D-sorbitol ve 3-metil-glikoz), 3
amino asit (D-alanin, L-alanin ve L-serin), 4 adet bilesik molekiillii karbon kaynagi (2,3-
bitandiol, 2'-deoksi adenozin, inozin ve uridin), 2 karboksilik asit (metil piruvat ve
mono-metil-suksinat) ve 1 polimerik madde (dekstrin) B. pumilus izolatlar1 tarafindan
cogunlukla tercih edilen karbon kaynaklari olarak belirlenmistir. B. pumilus izolatlar
karigik karbon kaynaklarini diger test edilen gram pozitif izolatlara kiyasla daha

yiiksek oranda kullanmistir (Sekil 4.2).

Bacillus pumilus GP2 Plates
@ Bacillus subtilis
Bacillus megaterium
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acids

Sekil 4.2. Asidik ¢ay rizosferinden secilen GP2 pleytlerdeki gram pozitif izolatlarin alt1 farkli
grup karbon kaynagi kullanim oranina ait AWCD degerleri (ortalama koyu renk gelisimi)
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Cizelge 4.7. izole edilen bazi gram pozitif Bacillus pumilus suslarmin (AR5, AR14, AR22,
AR34, AR37, AR58, AR64, AR88, AR97 ve AR118) kullandig1 karbon kaynaklari

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

NAREIO NN ANA AR 5 14 22 34 37 58 64 88 97 118

A-1  Water - - - - - - - - - -
A-2  o-Cyclodextrinosphate - - - - = = = - - -
A-3  B- Cyclodextrin - - - - - - - - - -

A-4  Dextrin = - + - + + + + _ .
A-5  Glycogen - Z+ - - - Z+ - - - -
A-6  Inulin - - = = o - - - - -
A-7  Manan - - - - - - - - - -
A-8  Twen 40 - + Z+ - 7+ - + - R -
A-9  Twen 80 - - - - Z+ - - _ .
A-10  N-Acetyl-D-Glucosamine + + + Z+ 7+ + + + + +
A-11 N-Acetyl-p-D-Mannosamine - - Z+ + - - - - - -
A-12  Amygdalin - - Z+ - = 5 - 7+ -
B-1  L-Arabinose - - - 7+ - 7+ + - . .
B-2  D-Arabitol - - = - o - = - - -
B-3  Arbutin + + + + + + + + + +
B-4  D-Cellobiose + + + Z+ + + + I + +
B-5  D-Fructose + + + + + + + + + +
B-6 L-Fucose - - - = = 5 - - - -
B-7  D-Galactose - Z+ - - - - - - - 7+
B-8  D-Galacturunic Acid - - - = = 5 o - - -
B-9  Gentiobiose + + + Z+ - + + + + +
B-10 D-Gluconic Acid - - - - - - = 7+ - -
B-11 o-D-Glucose + + + + + + + + + +
B-12 M-Inositol - - = = = - - - - -
C-1  o-D-Lactose - - - - - - - - - -
C-2  Lactulose - - = - o 5 - - - -
C-3  Maltose - - - - - - - - - -
C-4  D-Maltotriose - - - Z+ + + - - - -
C-5 D-Mannitol + + + + + + + + + +
C-6 D-Mannose + + + Z+ Z+ + + + + +
C-7  D-Melezitose - - - - - - - - - -
C-8  D-Melibiose - - = = = - - - - -
C-9 o -Methyl-D-Galactoside - - - - - - - - - -
C-10 B-Methyl-D-Galactoside - - - - = 5 - - - -
C-11 3-Methyl-D-Glucose - + + - - + + + + +
C-12 o -Methyl-D-Glucoside - - - - = 5 s - - -
D-1  B-Methyl-D-Glucoside + + + + + + + + + +
D-2 o -Methyl-D-Mannoside - - - - = 5 = - - -
D-3  Palatinose - - - - - - - 7+ - -
D-4  D-Psicose + + + Z+ + + + + + +
D-5 D-Raffinose - - - - - 7+ 7+ - - -
D-6  L-Rhamnose - - = - o 5 - - - -
D-7  D-Ribose + + + + Z+ + + + + +
D-8  Salicin + + + + + + + + + +
D-9  Sedoheptulosan - - - - - - - - - -
D-10 D-Sorbitol Z+ Z+ + 7+ + + + + + +
D-11 Stachyose - - - - - - - - - -
D-12 Sucrose + + + + + + + + + +
E-1  D-Tagatose Z+ Z+ - - 7+ - - - - -
E-2  D-Trehalose + + + Z+ + + + 2 + +
E-3  Turanose - - 7+ - + Z+ + + _ .
E-4  Xylitol - - = - = 5 - - - -
E-5 D-Xylose Z+ - - - - - - - - 7+

E-6  Acetic Acid - - - - + = 7+ - - -




Cizelge 4.7. (devam)
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AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR
KARBON KAYNAKLARI 5 14 22 34 37 58 64 88 97 118
E-7  a-Hydroxybutyric Acid - - - - - - - - - -
E-8  B-Hydroxybutyric Acid - - = - o 5 - - - +
E-9  y-Hydroxybutyric Acid - - + Z+ - - - - - -
E-10 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - - = - - - - -
E-11 a-Ketoglutaric Acid Z+ - - - - - Z+ 7+ - -
E-12 o-Ketovaleric Acid, - = o - - - - 7+ - -
F-1  Lactamide - - - - - - - - - -
F-2  D-Lactic Acid Methyl Ester - + = - = = = - -
F-3 D-Lactic Acid - - - - 7+ - + - - R
F-4 D-Malic Acid - - = - + 5 = + - 7+
F-5 L-Malic Acid + + + Z+ + + + + + +
F-6 Pyruvic Acid Methyl Ester + + + Z+ o + + + + +
F-7 Succinic Acid Mono-Methyl Ester + - + Z+ - + + - + +
F-8  Propionic Acid - - = + = = 7+ - - -
F-9  Pyruvic Acid + + + Z+ + + + + + +
F-10  Succinamic Acid - - = Z+ o - - - - -
F-11  Succinic Acid Z+ - - - + - 7+ - - -
F-12  N-Acetyl-L-Glutamic Acid - - - Z+  Z+ - - Z+ - -
G-1 L-Alaninamide - + - - - - - - - -
G-2  D-Alanine i - Z+ - = Z+ + + - -
G-3 L-Alanine - + 7+ - - + + R 7+ 7+
G-4  L-Alanyl-Glycine - + = = = + 7+ - - -
G-5  L-Asparagine + + + Z+ + + + + + +
G-6  L-Glutamic Acid + Z+ Z+ Z+ 7+ + + Z+ + +
G-7  Glycyl-L-Glutamic Acid + - + - - - - - - -
G-8  L-Pyroglutamic Acid - - - + = 5 - - - -
G-9 L-Serine Z+ - + + + 7+ + 7+ + +
G-10 Putrescine Z+ - = - Z+ 5 = - - 7+
G-11 2,3-Butanediol Z+ + - - - Z+ + + + -
G-12 Glycerol F + + Z+ + + + + + +
H-1  Adenosine + + + + Z+ + + + + +
H-2  2’-Deoxy Adenosine + + + - - - a + + +
H-3  Inosine + + + + - + + + + +
H-4  Thymidine + + + + + + + + + +
H-5  Uridine + + + + - + + + + +
H-6  Adenosine-5’-Monophosphate - - - - - - = - - -
H-7  Thymidine-5’-Monophosphate Z+ - - Z+ - - - - 7+ -
H-8  Uridine-5’-Monophosphate - - - - - = = - - -
H-9  D-Fructose-6-Phasphate - - - - - - - - - -
H-10 a-D-Glucose-1-Phosphate - - = - = = - - - -
H-11 D-Glucose-1- Phosphate - - - - - - - - - -
H-12 D-L-a-Glycerol Phosphate - - Z+ - = = = - - -
Toplam 41 32 39 36 34 38 43 39 32 35

Test edilen ve karbon kaynagi kullanim profili verilen gram pozitif B. pumilus AR-64

ve B. pumilus AR-5 izolatlar1 en yiiksek oranda (43 ve 41) karbon kaynagi kullanirken
bunlar1 39, 39, 38, 36, 35, 34, 32 ve 32 farkli karbon kaynagi kullanimi ile B. pumilus
AR-22, AR-88, AR-58, AR-34, AR-118, AR-37, AR-14 ve AR-97 suslar izlemistir
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.8. Izole edilen baz1 gram pozitif Bacillus subtilis suslarinin (AR17, AR21, AR35,
AR43, AR60, AR67, AR76, AR90, AR102, AR110) kullandig1 karbon kaynaklar1

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

KARBON KAYNAKLARI 17 21 35 43 60 67 76 90 102 110

A-1  Water - - - - - - - - - -
A-2  a-Cyclodextrinosphate - - - - = 5 = = - -
A-3  B- Cyclodextrin -

A-4  Dextrin Z+ + + + Z+ Z+ + + + Z+
A-5  Glycogen - + - - - - + i, . 7+
A-6  Inulin - - = = - - - - - -
A-7 Manan - - - - - - - - - -
A-8  Twen 40 + - + - - = - - - +
A-9  Twen 80 + - + + + + Z+ - 7+ +
A-10  N-Acetyl-D-Glucosamine + + + + + + + + + +
A-11  N-Acetyl-p-D-Mannosamine - - - - - - Z+ + Z+ -
A-12  Amygdalin + - = = 2 7+ 7+ + 7+ +
B-1  L-Arabinose - - - Z+ Z+ Z+ - + - +
B-2  D-Arabitol - - = = = - - - - -
B-3 Arbutin + + + + + + + + + +
B-4 D-Cellobiose + + > + + + + + + +
B-5 D-Fructose + + + + + + + + + +
B-6 L-Fucose - - - = - 5 = - - -
B-7  D-Galactose + - - + Z+ Z+ - + - 7+
B-8  D-Galacturunic Acid - - - = = - - - - -
B-9  Gentiobiose + + + + + + + + + +
B-10 D-Gluconic Acid - - - + Z+ - - - - -
B-11 a-D-Glucose + + + + + + + + + +
B-12 M-Inositol - - = = = - - - - -
C-1 a-D-Lactose - - - - - - - - - -
C-2 Lactulose S = = - - - - - R -
C-3 Maltose + + + + + + + + + +
C-4 D-Maltotriose + + + + + + + + £ +
C-5 D-Mannitol + + + + + + + + + +
C-6 D-Mannose + + + + + + + + + +
C-7  D-Melezitose + - - - - - - + - -
C-8 D-Melibiose - - = = = - - - - -
C-9  o-Methyl-D-Galactoside - - - - - - - - - -
C-10 B-Methyl-D-Galactoside - - - - - 5 - - - -
C-11  3-Methyl-D-Glucose + + + + + Z+ - + - +
C-12 o -Methyl-D-Glucoside + - - + + + Z+ + Z+ +
D-1  B-Methyl-D-Glucoside + + + + + + + + + +
D-2  a-Methyl-D-Mannoside - - - = = - - - - -
D-3  Palatinose Z+ - - + 7+ - + + . +
D-4 D-Psicose + + + + + + + + + +
D-5 D-Raffinose - - - - - + - - - R
D-6  L-Rhamnose - - - = = 5 - - - -
D-7 D-Ribose - + - + + + + + + +
D-8  Salicin + + + + + + + + + +
D-9  Sedoheptulosan - - - - - - - - - -
D-10 D-Sorbitol + + + + + Z+ + + + +
D-11 Stachyose - - - - - - - - - -
D-12  Sucrose + + + + + + + + + +
E-1 D-Tagatose - - - - + 7+ - + - 7+
E-2 D-Trehalose + + Z+ + + + + + + +
E-3 Turanose + + + + + + + + + +
E-4  Xylitol - - - = = - - - - -
E-5  D-Xylose - - - 7+ , 7+ - + . ;
E-6  Acetic Acid - = = = = - - + - -
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Cizelge 4.8. (devam)

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

KARBON KAYNAKLARI 17 21 35 43 60 67 76 90 102 110

E-7  o-Hydroxybutyric Acid - - - - - - -

E-8  B-Hydroxybutyric Acid - - = = S - - Z+ - -
E-9  y-Hydroxybutyric Acid Z+ - - Z+ Z+  Z+ - + - -
E-10 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - = 5 5 - - - -
E-11 o-Ketoglutaric Acid + - - - - - - + - -
E-12 a-Ketovaleric Acid, - Z+ = 7+ - - - + - -
F-1  Lactamide - - - - - - - - - -
F-2 D-Lactic Acid Methyl Ester - - - Z+ 5 - - I - -
F-3  D-Lactic Acid - - + - - - + - - -
F-4 D-Malic Acid - - - = Z+ - - - - -
F-5 L-Malic Acid + + - + + + + + + +
F-6  Pyruvic Acid Methyl Ester + + - + + + + + + +
F-7  Succinic Acid Mono-Methyl Ester - + - - + - - - - -
F-8  Propionic Acid - - = 5 5 5 - - -
F-9  Pyruvic Acid + + + + + + + + + +
F-10 Succinamic Acid + = = - - Z+ = + - -
F-11  Succinic Acid + - - - - - - + - -
F-12 N-Acetyl-L-Glutamic Acid - - - 2+ 7+ 7+ - £ - -
G-1  L-Alaninamide - - - - - - - - - -
G-2 D-Alanine - - - + = 5 - i - -
G-3 L-Alanine - + 7+ - - + - - - -
G-4  L-Alanyl-Glycine Z+ - - = 5 5 - + - Z+
G-5 L-Asparagine + + + + + + + + + +
G-6  L-Glutamic Acid Z+ + + Z+ 7+ 7+ + a a +
G-7  Glycyl-L-Glutamic Acid - - - - - - - Z+ - 7+
G-8  L-Pyroglutamic Acid - - = - - - - a - +
G-9  L-Serine Z+ + - Z+ + 7+ + + - +
G-10 Putrescine Z+ - - - Z+ 5 5 - - 7+
G-11 2,3-Butanediol Z+ + - Z+  Z+ 7+ - + - Z+
G-12 Glycerol + + + + + + + + + +
H-1  Adenosine Z+ + - Z+ - 7+ - + - +
H-2  2’-Deoxy Adenosine - Z+ = Z+ Z+ 7+ = + = +
H-3  Inosine + + - - + + + + + +
H-4  Thymidine + + - + + a + + + +
H-5  Uridine + + + + + + + + + +
H-6  Adenosine-5’-Monophosphate - - - - - 5 5 - - -
H-7  Thymidine-5’-Monophosphate - - - - - - - - - -
H-8  Uridine-5’-Monophosphate - - - = 5 5 = - - -
H-9  D-Fructose-6-Phasphate - - - - - - - - - -
H-10 o-D-Glucose-1-Phosphate - - - = - = 2 - - -
H-11 D-Glucose-1- Phosphate - - - - - - - - - -
H-12 D-L-a-Glycerol Phosphate + - - - - Z+ - + - +
Toplam 45 37 27 44 44 46 36 56 32 47

BIOLOG sonuglarina gore test edilen azot fikseri ve fosfat ¢ozlicu B. subtilis izolatlart
22 karbon kaynaginin tamamini kullanabilmistir. Bu maddelerin 15’i karbonhidrat
(arbutine, D-sellobiyoz, D-fruktoz, gentiyobiyoz, a-D-glikoz, maltoz, maltotrioz, D-
mannitol, D-mannoz, B-metil-D-glukozit, D-psikoz, D-sorbitol, sucrose, D-trehaloz,

turanoz), 2’si amino asit (L-asparagin ve L-glutamik asit), 3 tanesi karigik moleklli
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karbon kaynagi (salicin, gliserol, tridin) ve birer tane de karboksilik asit (piruvik asit)
ve polimerik (B-siklodekstrin) maddelerden olusmustur. GP2 mikropleytdeki karbon
kaynaklarindan 17 tanesi (tween 80, N-asetil-D-glukozamin, L-arabinoz, D-galaktoz, 3-
metil-glikoz, a-metil-D-glukozit, palatinoz, D-riboz, y-hidroksibutirik asit, L-malik asit,
piruvik asit metil ester, L-serin, amygdalin, adenozin, 2'-deoxy adenozin, inozin ve
timidin) B. subtilis strainlerinin %50’sinen fazlasi tarafindan kullanilirken, 29
karbon kaynagi test edilen izolatlarin hi¢ biri tarafindan kullanilmamaistir. B.
subtilis izolatlar1 karbon kaynagi olarak karbonhidratlar1 diger test edilen izolatlardan
daha yiiksek oranda kulanmistir (Cizelge 4.8). Gram pozitif B. subtilis AR-102, AR-
110 ve AR-67 strainleri en fazla karbon kaynagi (56, 47 ve 46) kullanirken B.
subtilis AR-35 izolat1 en diisiik diizeyde (27 madde) karbon kaynagini ancak
oksidize edebilmistir.

Test edilen B. megaterium izolatlarinin tamami GP2 pleytlerde bulunan 95 farkli karbon
kaynagindan 26’sim1 oksidize edebilmis ve karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilmistir (Cizelge 4.4). Bu maddelerin 16 si karbonhidrat (L-arabinoz, arbutine,
D-sellobiyoz, D-fruktoz, gentiyobiyoz, maltoz, maltotrioz, D-mannitol, D-mannoz, 3-
metil-glikoz, D-psikoz, D-riboz, sucrose, D-trehaloz, turanoz and D-ksiloz), 2’si
karboksilik asit (L-malic ve piruvik asit), 3’0 amino asit (L-alanil-glisin, L-asparagin
and L-glutamik asit), 4’{i karigik molekiillii karbon kaynagi (adenozin, inozin, timidin ve
uridin) ve 1 adedei ise polimerdir (dekstrin). GP2 pleytlerde bulunan karbon
kaynaklarindan 25 adedi ise test edilen Bacillus megateriyum strainleri tarafindan
kullanilmamigtir. Amid ve amin gurubu maddelerden sadece biri B. megaterium
izolatlarinin yaris1 tarafindan kullanilabilirken, 5 polimerik, 4 amino asit, yedi bilesik
molekullli madde, her birinden 9’ar olmak Uzere karboksilik asit ve karbonhidrat B.
megaterium izolatlarinin en az yarisi tarafindan kullanilabilmistir. Polimerik maddeler,
karboksilik asit ve amino asitler B. megaterium izolatlar1 tarafindan diger test edilen
izolatlara kiyasla karbon kaynagi olarak daha fazla oranda kullanilmistir (Cizelge 4.1).
En yiiksek karbon kaynagi kullanimi bakimindan (60 ve 59 madede) en etkin izolatlar
B. megaterium AR-40 ve AR-32 olurken, en diisiik karbon kaynagi (48) kullanimi B.
megaterium AR-16 izolatinda belirlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Izole edilen bazi gram pozitif Bacillus megaterium suslarinin (AR16,
AR32, AR40, AR41, AR46, AR129, AR156) kullandig1 karbon kaynaklar1

KARBON KAYNAKLARI AR AR AR AR AR AR AR

16 32 40 41 46 129 156

A-1 Water - - - - - - -
A-2 a-Cyclodextrin = + + + - + :
A-3 B- Cyclodextrin - + + + + + -
A-4 Dextrin + + + + + + 7+
A-5 Glycogen - Z+ Z+ Z+ + Z+ +
A-6 Inulin - = = = - - -
A-7 Manan - - - - - - -
A-8 Twen 40 - - = + + + +
A-9 Twen 80 - + + + . + _
A-10 N-Acetyl-D-Glucosamine + + + + + +

A-11 N-Acetyl-p-D-Mannosamine - - - - - - -
A-12 Amygdalin - Z+ = + - 2 -
B-1 L-Arabinose + + Z+ + Z+ + +
B-2 D-Arabitol - = = = - - -
B-3 Arbutin + + + + + + +
B-4 D-Cellobiose + + + + + o +
B-5 D-Fructose + + + + + + +
B-6 L-Fucose - - = = 5 - -
B-7 D-Galactose + - Z+ + + + R
B-8 D-Galacturunic Acid - - = = 2 - -
B-9 Gentiobiose + + + + + + +
B-10 D-Gluconic Acid - + + + = - &
B-11 a-D-Glucose + + + + + - +
B-12 M-Inositol - + + = 5 7+ -
C-1 a-D-Lactose - - - - - - -
C-2 Lactulose - - - s - - -
C-3 Maltose + + + + + + +
C-4 D-Maltotriose + + + + + + +
C-5 D-Mannitol + + + + + + +
C-6 D-Mannose + + + + 4 + +
C-7 D-Melezitose - - Z+ + + 7+ -
C-8 D-Melibiose + + = + + +

C-9 a -Methyl-D-Galactoside - - - - - - -
C-10 B-Methyl-D-Galactoside - - = = 5 - -
C-11 3-Methyl-D-Glucose + + + + Z+ + +
C-12 a -Methyl-D-Glucoside + + + + 2 - s
D-1 B-Methyl-D-Glucoside - + + + + + -
D-2 a -Methyl-D-Mannoside - = = - - - -
D-3 Palatinose + + + + + - +
D-4 D-Psicose + + + + + + +
D-5 D-Raffinose + + - + + + +
D-6 L-Rhamnose - - - = - - -
D-7 D-Ribose + + + + + + +
D-8 Salicin + + + + 5 I -
D-9 Sedoheptulosan - - - - - ,

D-10 D-Sorbitol - + + + Z+ Z+ -
D-11 Stachyose - - - - - - -
D-12 Sucrose + + + + 7+ + +
E-1 D-Tagatose - + + - - - -
E-2 D-Trehalose + + + + + + +
E-3 Turanose + + + + + + +
E-4 Xylitol - - - s - - -
E-5 D-Xylose Z+ + + + + + +

E-6 Acetic Acid = = - - - - -
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Cizelge 4.9. (devam)

KARBON KAYNAKLARI B AR o (o R A S

16 32 40 41 46 129 156
E-7 a-Hydroxybutyric Acid - - - - - - -
E-8 B-Hydroxybutyric Acid + + Z+ + + - 7+
E-9 v-Hydroxybutyric Acid + - - + + + +
E-10 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - = 2 - -
E-11 a-Ketoglutaric Acid + + + + + + -
E-12 a-Ketovaleric Acid, + + + - + + +
F-1 Lactamide + - - - - + +
F-2 D-Lactic Acid Methyl Ester + + = = + + 7+
F-3 D-Lactic Acid + + + - Z+ + +
F-4 D-Malic Acid - 5 - - - - i
F-5 L-Malic Acid + + + + + + +
F-6 Pyruvic Acid Methyl Ester + = + + - + +
F-7 Succinic Acid Mono-Methyl Ester + + + - - + 7+
F-8 Propionic Acid - S S - - - -
F-9 Pyruvic Acid + + + + + + +
F-10 Succinamic Acid + - + + Z+ + +
F-11 Succinic Acid + - + + 7+ + +
F-12 N-Acetyl-L-Glutamic Acid = 5 5 a + - 7+
G-1 L-Alaninamide - + - + - - R
G-2 D-Alanine + + Z+ 5 7+ + +
G-3 L-Alanine + + + - - + -
G-4 L-Alanyl-Glycine - + + + Z+ + 7+
G-5 L-Asparagine + + + + 7+ + +
G-6 L-Glutamic Acid + + + + + a +
G-7 Glycyl-L-Glutamic Acid - + + - - - 7+
G-8 L-Pyroglutamic Acid - - + + + + Z+
G-9 L-Serine + + + - + - +
G-10 Putrescine - - - = 2 - -
G-11 2,3-Butanediol - + - - 7+ + 7+
G-12 Glycerol - + + + - + +
H-1 Adenosine + + + + + + +
H-2 2’-Deoxy Adenosine + + + 5 + - -
H-3 Inosine + + + + Z+ + +
H-4 Thymidine + + + + + + +
H-5 Uridine + + + + + + +
H-6 Adenosine-5’-Monophosphate - - s = = - -
H-7 Thymidine-5’-Monophosphate - - Z+ - Z+ - -
H-8 Uridine-5’-Monophosphate - Z+ Z+ + Z+ + -
H-9 D-Fructose-6-Phasphate - - - - - - -
H-10 a-D-Glucose-1-Phosphate - - = = 5 - -
H-11 D-Glucose-1- Phosphate - - - - - - -
H-12 D-L-a-Glycerol Phosphate - Z+ + + + 5 +
Toplam 48 59 60 56 55 57 52

Test edilen azot fikseri ve fosfat ¢oziici 14 B. licheniformis strainlerinin tamami dekstrin, N-
asetil-D-glukozamin, arbutine, D-sellobiyoz, D-fruktoz, a-D-glikoz, maltotrioz, D-mannitol, D-
mannoz, 3-metil-glikoz, B-metil-D-glukozit, D-psikoz, D-riboz, D-sorbitol, sucrose, D-trehaloz,
turanoz, L-malik asit, piruvik asit metil ester, piruvik asit, L-asparagin, L-glutamik asit, salisin,
gliserol, adenozin, 2'-deoxy adenozin, inozin, timidin, uridin ve D-L-a-gliserol fosfat

bilesiklerini oksidize edebilmis ve karbon kaynagi olarak kullanabilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. izole edilen baz1 gram pozitif Bacillus licheniformis suslarmin (AR29, AR89, AR9S,
AR111, AR114, AR115, AR116, AR120, AR167, AR168, AR169, AR170) kullandig1 karbon kaynaklari

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

AR P Al LA R 20 89 98 111 114 115 116 120 167 168 169 170

A-1 Water - - - - - - - - - - R .
A-2 a-Cyclodextrinosphate - + - + + - + = + 5 + -
A-3 B- Cyclodextrin - + - Z+ + - + - + - + -
A-4 Dextrin + + + + + 7+ o+ + + + + +
A-5 Glycogen + + Z+ + - + + - + 7+ + 7+
A-6 Inulin - = - = - - - - - - - -
A-7 Manan - - - - - - - - - - -

A-8 Twen 40 - + + = - + = - - - - -
A-9 Twen 80 - - + - - + - - - - -
A-10 N-Acetyl-D-Glucosamine ~ + + + + + + + + - + + +
A-11  I-Acetyl-p-D-Mannosamine  + + - + + - - + + + + +
A-12  Amygdalin + - + + + + + Z+ 4+ + + +
B-1 L-Arabinose - + - Z+ + + + - + - + -
B-2 D-Arabitol - = = = = 2 - - - - - -
B-3 Arbutin + + + + + + + + + + + +
B-4 D-Cellobiose + + + + + + + + + + + +
B-5 D-Fructose + + + + + + + + + + + +
B-6 L-Fucose = = = - - - - - - - R R
B-7 D-Galactose - + Z+ + + - + - + - + -
B-8 D-Galacturunic Acid - - = - = = - - - - - -
B-9 Gentiobiose + - + + + + + + + + + +
B-10 D-Gluconic Acid i i Z+ <F - Z+ <F <F i Z+ + +
B-11 a-D-Glucose + + + + + + + + + + + +
B-12 M-Inositol + - - - + = + - + - - +
C-1 a-D-Lactose - - - - - - - - - - - -
C-2 Lactulose - - - - - - = = - - -7+
C-3 Maltose + + + + + + + + + + + +
C-4 D-Maltotriose + + + + + + + + + + + +
C-5 D-Mannitol + + + + + + + + + + + +
C-6 D-Mannose + + + + + + + + + + + +
C-7 D-Melezitose - - Z+ + + - + - - 7+ + 7+
C-8 D-Melibiose - = Z+ = - - I - - - +

C-9 a -Methyl-D-Galactoside - - - - - - - - - - _ _
C-10 -Methyl-D-Galactoside - - - - - - + - - - - -
C-11 3-Methyl-D-Glucose + + + + + + + + + + + +
C-12 a -Methyl-D-Glucoside - - + + + + + + + + + +
D-1 B-Methyl-D-Glucoside + + + + + + - + + + + +
D-2 o -Methyl-D-Mannoside - - - = = = 2 - - - - -
D-3 Palatinose + + + + + + + + + + + +
D-4 D-Psicose + + + + + + + + + + + +
D-5 D-Raffinose + - - + - - + - + - + _
D-6 L-Rhamnose - - - - = - + - - - - -
D-7 D-Ribose + + + + + + + + + + + +
D-8 Salicin + + + + + + + + + + + +
D-9 Sedoheptulosan - - - - - - - - - - - -
D-10 D-Sorbitol + + + + + + + + + + + +
D-11  Stachyose - - - - - - - - - - - -
D-12 Sucrose + + + + + + + + + + + +
E-1 D-Tagatose - + Z+ 7+ + - - + + + + +
E-2 D-Trehalose + + + + + + + + + + + +
E-3 Turanose + + + + + + + + + + + +
E-4 Xylitol - - - - - - - - - - - -
E-5 D-Xylose - + + - + - + + + - + +
E-6 Acetic Acid - + Z+ 7+ + Z+ = + + + = +
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Cizelge 4.10. (devam)

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

KARBON KAYNAKLARI 29 89 98 111 114 115 116 120 167 168 169 170

E-7  a-Hydroxybutyric Acid -

E-8  B-Hydroxybutyric Acid - + - Z+ = + + + - - -
E-9  y-Hydroxybutyric Acid - + - - + - + + + - + +
E-10 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - = = = = - - - - - -
E-11 a-Ketoglutaric Acid - + + + +  Z+ o+ + + 7+ - +
E-12 «a-Ketovaleric Acid, + + - + +  Z+ o+ + + + +
F-1  Lactamide - - - - - - + + . _ _ )
F-2  D-Lactic Acid Methyl Ester - % - - + - + + + = - -
F-3  D-Lactic Acid - + - - - - + + + - + -
F-4 D-Malic Acid = + 7+ - - Z+ - - + 7+ _ 7+
F-5 L-Malic Acid + + + + + + + + + + + +
F-6  Pyruvic Acid Methyl Ester + + + + + + + + + + + +
F-7  Succinic Acid Mono-Methyl Ester - + Z+ - - - + + + - - -
F-8  Propionic Acid - + - + = = = + - 7+ -
F-9  Pyruvic Acid + + + + + + + + + + + +
F-10 Succinamic Acid 5 + + = + + + + + = + -
F-11 Succinic Acid - + Z+ Z+ + Z+ + + + - - 7+
F-12 N-Acetyl-L-Glutamic Acid - + - - + - + + + Z+ 7+ 7+
G-1  L-Alaninamide - + - 7+ 7+ - + + + - + -
G-2 D-Alanine + - Z+ + + - + + + 7+ - +
G-3 L-Alanine + + + + - - - - + 7+ o+ +
G-4 L-Alanyl-Glycine - + + + + Z+ o+ + + +  Z+ o+
G-5 L-Asparagine + + + + + + + + + + + +
G-6 L-Glutamic Acid + + + + +  Z+ o+ + + + s +
G-7  Glycyl-L-Glutamic Acid + + Z+ +  Z+ Z+ o+ + + I+ - +
G-8 L-Pyroglutamic Acid S + 7+ 7+ o+ 7+ o+ + + - - -
G-9  L-Serine + + + + + + + + + + + +
G-10 Putrescine - S = o 5 - - - - - - -
G-11 2,3-Butanediol - + - + + 7+ o+ + + + + +
G-12 Glycerol + + + + + + + + + + + +
H-1  Adenosine + + + + + + - - + + + +
H-2  2’-Deoxy Adenosine + + + + + + + + + + + +
H-3  Inosine + + + + + + + + + + + +
H-4  Thymidine + + + + + + + + + + + +
H-5  Uridine + + + + + + + + + + + +
H-6  Adenosine-5’-Monophosphate - + - - - = - s - - - -
H-7  Thymidine-5’-Monophosphate - + 7+ - Z+ - - - - 7+ - 7+
H-8  Uridine-5’-Monophosphate - + - - - - + + = = = -
H-9  D-Fructose-6-Phasphate - - - - - - - - - - - -
H-10 o-D-Glucose-1-Phosphate - s = = = - - - - - , i
H-11 D-Glucose-1- Phosphate - - - - - - - - - -
"H-12 D-L-o-Glycerol Phosphate + + +  Z+ o+ + + + + + + a
Toplam 4 64 57 57 62 51 65 65 66 52 57 57

GP2 pleytlerde bulunan karbon kaynaklarindan 30 adedi B. licheniformis
strainlerin %50 veya daha fazlasi tarfindan kullanilirken, 21 karbon kaynagi
bu strainlerin herhangi biri tarafindan kullanilamamistir (Cizelge 4.10).

Gram pozitif B. licheniformis AR-167 ve AR-116 strainleri en fazla karbon kaynagi
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(66 ve 65) kullanirken, B. licheniformis AR-29 izolati en diisiik diizeyde (44

madde) karbon kaynagin1 ancak oksidize edebilmistir.

Temel birlesenler analizi, Gram negatif GN2 plytlerdeki ¢oklu varyasyonun %60’ inin
ilk 5 bilesen (PC) tarafindan agiklanabildigini gostermistir. Ilk birlesen GN2
pleytlerdeki toplam varyasyonu %34’iinii agiklayabilmistir. Analiz sonuglaria gore, ilk
PC olusturan bilesenlerin katsayilart 0.80’den biiylik olup (p<0,01), bu meddeler
dekstrin, N-asetil-D-galaktosamin, N-asetil-D-glukozamin, D-sellobiyoz, gentiyobiyoz,
a-D-laktoz, laktiloz, maltoz, D-melibiyoz, D-glukonik asit, B-hidroksibutirik asit, a-
ketobutyric acit, o-keto valerik asit, kinik asit, D-sakkarik asit, L-asparagin, v-
aminobutirik asit ve uridin karbon kaynaklaridir. Ikinci temel bileseni olusturan temel
kaynaklar1 adonitol, L-fukoz, m-inositol, sebasik asit, L-phenylalanine ve D,L,a-
glycerol phosphate ve PC3 de ise D-galaktoz, L-alanil-glisin ve D-serine maddelerinin
varyasyonu olusturan temel bilesenler oldugu goriilmiistiir. PC3’de D-galaktoz ve L-
alanil-glisin (pozitif deger) ve D-serin (negatif deger) varyasyonu olusturan temel
bilesenler olurken, D-alanin ve L-alanin pozitif ve yiiksek korelasyon degeri ile
PC4’deki varyasyonda onemli olmustur. Temel bilesenler analizinde varyasyonu
olusturan diger dnemli maddelerden D-psikoz (PC5), tween 80 (PC6), asetik asit (PC7),
D,L-laktik asit (PC8), siiksinik asit (PC9) ve D-sorbitol (PC10) karbon kaynaklar1 6ne
cikmigtir. Gram negatif azot fikseri ve fosfat c¢oOziicli bakterilerin tant ve
karakterizasyonunda en belirleyici karbon kaynaklariolarak laktuloz ve D-melibiyoz
(PC1) ve adonitol ve L-fukoz (PC2) karbonhidratlar1 6ne ¢ikmustir.

GN2 mikroplatlerde bulunan karbon kaynaklarinin 26’s1 test edilen 13 P. fluorescens
straininin tamam tarafindan kullanilmistir. Bu maddelerin 4’0 karbonhidrat (D-fruktoz,
D-galaktoz, a-D-glikoz ve D-manoz), 11’i karboksilik asit (metil piruvat, cis-
akonitik, sitrik, p-hidroksibutirik, o-keto glutarik, D, L-laktik, malonik,
propionik, kinik, D-sakkarik ve suksinik asit), 8’i amino asit (D-alanin, L-alanin, L-
alanil-glisin, L-asparagin, L-aspartik asit, L-glutamik asit, L-prolin ve L-serin) ve 3’0
karistk molekiillii karbon kaynaklarmndan (bromosiiksinik asit, urokanik asit ve

gliserol) olusmustur (Cizelge 4.11). Gram negatif P. fluorescens AR-7 ve P. fluorescens
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AR-148 izolatlar1 en yiiksek oranda (64 ve 60) karbon kaynagi kullanirken bunlar1 56,
54, 54, 53, 53, 50, 49 ve 47 farkli karbon kaynagi kullanimu ile P. fluorescens AR-150,
AR-9, AR-154, AR-160, AR-163, AR-52, AR-162 ve AR-151 suslar izlemistir
(Cizelge 4.11). Karboksilik asit bilesikleri P. fluorescens strainleri tarafindan diger

test edilen gram negatif tiirlere kiyasla daha fazla oranda kullanilabilirmistir (Sekil 4.3).

Test edilen S. maltophilia strainlerin tamami GN2 pleytlerinde bulunan karbon
kaynaklarinin 27 adedini kullanmistir. Bu maddelerin 11’1 karbon hidrat, 10’u
karboksilik asit, 4’ii amino asit, 1’1 karigsik molekiillii (uridin) ve 1 adedi ise polimerik
(dekstrin) maddelerdir. GN2 pleytlerde bulunan maddelerden amid-amin ve amino
asitler S. maltophilia izolatlar1 tarafindan ¢ok az oranda kullanilirken, karbonhidrat
ve polimerik maddeler test edilen diger gram negatif tiirlere kiyasla daha yiiksek
oranda kullanilmistir (Sekil 4.3). Ayrica GN pleytlerde bulunan 7 karbon hidrat,
8 amino asit, 4 karboksilik asit, 3 bilesik molekiillii madde, 1 polimerik ve 1 amid-
amin grubu karbon kaynagi S. maltophilia izolatlarnin %50 ve daha fazlasi

tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kulanilmistir.

B Pseudomonas fluorescens GN2 Plates
0 Pseudomonas putida
Burkholderia cepacia

B Stenotrophomonas maltophilia

8}

1,6 - 4
r . 4 \\ b
_— [l
00 b b %% e
anle N

Polymers Carbohydrates Carboxylic  Amino acids Amide-amines Miscellaneous
acids

Sekil 4.3. Asidik cay rizosferinden secilen GN2 pleytlerdeki gram negatif izolatlarin alt1 farkli
grup karbon kaynagi kullanim oranina ait AWCD degerleri (ortalama koyu renk gelisimi)
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Cizelge 4.11. Izole edilen bazi gram negatif Pseudomonas fluorescens suslarinin (AR7, AR9,
ARS52, AR148, AR150, AR 151, AR154, AR160, AR162, AR163) kullandig1 karbon kaynaklari

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

FAREORY AR LAR 7 9 52 148 150 151 154 160 162 163

A-1  Water - - - - - - - - - -
A-2  a-Cyclodextrin - - - - = = s - - -
A-3  Dextrin + - + - - - - - -
A-4  Glycogen + + - Z+ + = + 7+ 7+ 7+
A-5 Tween 40 Z+ + + + + Z+ 7+ + . .
A-6  Tween 80 + + = + + 7+ - + - .
A-7  N-Acetyl-D-Galactosamine - - - - - - - - - -
A-8 N-Acetyl-D-Glucosamine + - + + = s - - + -
A-9  Adonitol - - - - - - - - - -
A-10 L-Arabinose Z+ + + + + o + + + -
A-11 D-Arabitol + + - + + 7+ - - + +
A-12 D-Cellobiose - - - = o o = - - -
B-1 i-Erytritol - - - - - - - - - -
B-2  D-Fructose + + + + 7+ + + + 7+ +
B-3  L-Fucose Z+ - 7+ - - - - - - R
B-4 D-Galactose + + + + + Z+ + + + +
B-5 Gentiobiose - - - - - - - - - -
B-6  a-D-Glucose + + + + + + + + + +
B-7  m-Inositol + - + - - + - + - +
B-8 a-D-Lactose - - - - = o = - - -
B-9 Lactulose - - - - - - - - - -
B-10 Maltose - - - = = - - - - -
B-11 D-Mannitol + - + + Z+ + - + + +
B-12 D-Mannose + + + + Z+ + + + + +
C-1 D-Melibiose - - + - - - - - - -
C-2  B-Methyl-D-Glucoside - - - - = = s - - -
C-3  D-Psicose + - + + Z+ - 7+ + - 7+
C-4 D-Raffinose - - - = = o = - - -
C-5 L-Rhamnose - - - - - - - - - -
C-6  D-Sorbitol + - + = - - + -
C-7  Sucrose + - + - - - + + i, -
C-8 D-Trehalose + - + + = + - - - -
C-9  Turanose - - - - - - - - - -
C-10 Xylitol - - - - = s s - - -
C-11 Pyruvic Acid Methil Ester + + + + + + + + + +
C-12  Succinic Acid Mono- Methil Ester = + Z+ + + S Z+ + + +
D-1  Acetic Acid Z+ - - + + - + + + +
D-2 Cis-Aconitic Acid + + 7+ + + + + o + +
D-3  Citric Acid + + - + + + + + + +
D-4 Formic Acid + + - + + = + - 7+ +
D-5 D-Galactonic Acid Lactone + - - + + + - + + -
D-6 D-Galacturonic Acid + = = o - a2 - - + -
D-7  D-Gluconic Acid + - + + + + + + + +
D-8 D-Glucosaminic Acid Z+ - - + + + = + + &
D-9 D-Glucuronic Acid + - - - - R + + . _
D-10 a-Hydroxybutyric Acid - + Z+ + + - + - 7+ +
D-11 B- Hydroxybutyric Acid + + + + + + + + + +
D-12 y-Hydroxybutyric Acid - - - - = s - - - -
E-1  p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - - - - - - - -
E-2  Itaconic Acid - - - = = o o - - -
E-3  a-Ketobutyric Acid - + - + Z+ - Z+ - - 7+
E-4  o-Ketoglutaric Acid + + Z+ + + + + 7+ + 4
E-5 a-Ketovaleric Acid - + - + + - Z+ + - 7+
E-6 D,L-Lactic Acid + + + + + + + + + +
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Cizelge 4.11. (devam)

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

R REOR L RALAR] 7 9 52 148 150 151 154 160 162 163

E-7 Malonic Acid + + + + + + + + + +
E-8 Propionic Acid Z+ + + + + + + + + +
E-9 Quinic Acid + + + + + + + + + +
E-10 D-Saccharic Acid + + + + + + + + a +
E-11  Sebacic Acid - - - - - - - - - -
E-12  Succinic Acid + + Z+ + + n + + + +
F-1 Bromosuccinic Acid + + + + + Z+ + + + +
F-2 Succinamic Acid + + - + a - 7+ 7+ - .
F-3 Glucuronamide + + - Z+ - - - - - -
F-4 L-Alaninamide Z+ + - + + - + Z+ + +
F-5 D-Alanine + + + + + Z+ + + + +
F-6 L-Alanine + + + + + Z+ + + + +
F-7 L-Alanyl-Glycine + + Z+ + + Z+ + + + +
F-8 L-Asparagine + + + + + + + s + +
F-9 L-Aspartic Acid + + + + + + + + + +
F-10 L-Glutamic Acid + + + + + + 4 + + +
F-11  Glycyl-L-Aspartic Acid + - - - - - Z+ - - -
F-12  Glycyl-L-Glutamic Acid Z+ + Z+ - Z+ - - - + +
G-1 L-Histidine + + - Z+ + + + + - +
G-2 Hydroxy-L-Proline + + - - + + + + + +
G-3 L-Leucine Z+ + - + + Z+ + + - +
G-4 L-Omithine T i + s = Z+ 7+ - - +
G-5 L-Phenylalanine - - Z+ 7+ - - 7+ - - -
G-6 L-Proline + + + + + + + + + +
G-7 Lpyroglutamic Acid + + Z+ + + + + + - +
G-8 D-Serine - + - Z+ - - - 5 = 7+
G-9 L-Serine + + + + + + + + + +
G-10  L-Threonine + Z+ + + + + + + +
G-11  D,L-Camitine - + - + + + + Z+ + +
G-12  y-Aminobutyric Acid + + - + + + + + + +
H-1 Urocanic Acid + + + + Z+ Z+ + + + +
H-2 Inosine + + + + = = - + + -
H-3 Uridine + + + + - + - - - -
H-4 Thymidine - - - 5 = - - - - -
H-5 Phenylethyl-amine Z+ - + - - - - - +
H-6 Putrescine + + Z+ + + + + + = +
H-7 2-Aminoethanol + + - + + Z+ + + . +
H-8 2,3-Butanediol - - - = = - = - - -
H-9 Glycerol + + + + + + Z+ + + +
H-10  D,L,a-Glycerol Phosphate + = = 5 + - - - 4 -
H-11  a-D-Glucose-1 Phosphate - - - - - - - - - -
H-12  D-Glucose-6 Phosphate - + Z+ Z+ Z+ - Z+ - + -
Toplam 64 54 50 60 56 47 54 53 49 53

BIOLOG testleri tamamlanan P. putida strainlerinin tamami GN2 pleytlerdeki karbon
kaynaklarimin 30 adedini oksidize edebilmis ve kullanabilistir. Bu maddeler 5 karbon
hidrat (L-arabinoz, D-fruktoz, D-galaktoz, a-D-glikoz ve D-mannoz), 13 karboksilik
asit (metil piruvat, mono-metil-siiksinat, asetik asit, cis-akonitik, sitrik, formik, D-

glukonik, B-hidroksibutirik, a-keto glutarik, D, L-laktik, propionik, kinik ve suksinik
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asit), 9 amino asit (D-alanin, L-alanin, L-asparagin, L-aspartik asit, L-glutamik asit, L-
prolin, L-piroglutamik asit, L-serin ve y-aminobutirik asit), 3 amide-amine grubu
maddeler (stksinamik asit, L-alaninamid ve putresin) ve bierer adet karigik molekiillii
madde (bromosiiksinik asit) ve polimerik (tween 80) madde olarak belirlenmistir. GN2
pleytlerdeki karbon kaynaklarindan 22 adedi P. putida strainlerinin en az
%50’s1 tarafindan kullanilirken, 26 karbon kaynagi hi¢ biri tarafindan
kullanilamamistir. Amino asit ve amid-amin bilesikleri P. putida strainleri
tarafindan diger test edilen gram negatif tirlere kiyasla daha fazla oranda
kullanilabilirmistir. Asit topraklara dayanikli P. putida AR-149, AR-164 ve AR-173
en fazla (60 ve 57 madde) karbon kaynagi kullanirken, P. putida AR-87 en az sayida
(44 madde) karbon kaynagi kullanmistir (Cizelge 4.12).

Gram negatif pleytlerde bulunan karbon kaynaklarinin 47 adedi test edilen B. cepacia
strainlerinin tamamu tarafindan kullanilmistir. Bu maddelerin 14’# karbon hidrat, 181
karboksilik asit, 13’0 amino asit, 2’si amid-amin grubundan karbon kaynagi ve bir adedi
ise fosforlu bilesiklerden olusmustur. GN2 pleytlerde bulunan karbon
kaynaklarindan 4 polimerik (dekstrin, glikojen, Tween 40 ve Tween 80), 4 karigik
molekiillii bilesik (bromosuksinik asit, urokanik asit, gliserol ve D- L-a-gliserol fosfat),
2 amono asit ve her birinden 5’ser addet olmak tizere karboksilik asit ve karbonhidrat
test edilen B. cepacia izolatlarinin en az yarisi tarafindan kullanilabilirken, 18 karbon
kaynagi B. cepacia strainleri tarafindan kullanilmamistir (Cizelge 4.13). Gram negatif
B. cepacia AR-28 ve AR-136 strainleri en fazla karbon kaynagi (71 ve 68)
kullanirken, B. cepacia AR-158 izolati en diisiik diizeyde (55 madde) karbon
kaynagimi ancak oksidize edebilmist ve enerji kaynagi olarak kullanabilmistir

(Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.12. izole edilen bazi gram negatif Pseudomonas putida suslarmin (AR62, ARS83,
AR84, AR87, AR149, AR157, AR159, AR161, AR164, AR173) kullandig1 karbon kaynaklari

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

KARBON KAYNAKLARI 62 83 84 87 149 157 159 161 164 173

A-1 Water - - - - - - - - - -
A-2 a-Cyclodextrin - - - = = = o - - -
A-3 Dextrin - - - 7+ - - - - - 7+
A-4 Glycogen Z+ - + Z+ Z+ Z+ Z+ - Z+ Z+
A-5 Tween 40 - Z+ Z+ - + + + Z+ + +
A-6 Tween 80 Z+ Z+ Z+ + + + Z+ 7+ + 4
A-7 N-Acetyl-D-Galactosamine - - - - - - - - - -
A-8 N-Acetyl-D-Glucosamine - - - - + - Z+ - - -
A-9 Adonitol - - - - - - - - - -
A-10 L-Arabinose + + + + + + + + + +
A-11 D-Arabitol + Z+ 7+ - + - + - + +
A-12 D-Cellobiose - - - - o - = - - -
B-1 i-Erytritol - - - - - - - - -
B-2 D-Fructose + + + + + + + Z+ + +
B-3 L-Fucose - - - - - - - - - -
B-4 D-Galactose + + + Z+ + + + o + +
B-5 Gentiobiose - - - - - - - - - -
B-6 a-D-Glucose + + + + + + + + + +
B-7 m-Inositol - - - - - - - - - -
B-8 a-D-Lactose - - - - = = = - - -
B-9 Lactulose - - - - - - - - - -
B-10 Maltose - - - = = - - - - -
B-11 D-Mannitol + + + - + Z+ + - + +
B-12 D-Mannose + + + Z+ + + + + + +

C-1 D-Melibiose - - - - - - - - - -
C-2 B-Methyl-D-Glucoside - - - - = - s - - -
C-3 D-Psicose Z+ - - Z+ + Z+ Z+ - 7+ 7+
C-4 D-Raffinose - - = = > - - - - -
C-5 L-Rhamnose - - - - - - - - - -
C-6 D-Sorbitol - = = = - - - - - -

C-7 Sucrose - - - - - - - - - -
C-8 D-Trehalose - - - - = = - - - -
C-9 Turanose - - - - - - - - - -
C-10 Xylitol - - - - = = = = - -
C-11 Pyruvic Acid Methil Ester + + + + + + Z+ Z+ 7+ +
C-12 Succinic Acid Mono- Methil Ester 7+ Z+ + Z+ + Z+ + + + Z+
D-1 Acetic Acid + Z+ + + + + + + + +
D-2 Cis-Aconitic Acid + + + + + + + + + +
D-3 Citric Acid + + + + + + + + + +
D-4 Formic Acid + Z+ + + + + Z+ + + +
D-5 D-Galactonic Acid Lactone + - + - + + + - + +
D-6 D-Galacturonic Acid - - - - = = - + - -
D-7 D-Gluconic Acid + + + + + + + + + +
D-8 D-Glucosaminic Acid + Z+ + - + 7+ + - + +
D-9 D-Glucuronic Acid - - - - - + - + - -
D-10 a-Hydroxybutyric Acid Z+ + + Z+ + + - - + 7+
D-11 - Hydroxybutyric Acid + + + + + + + + + +
D-12  y-Hydroxybutyric Acid - - - - = - - - - -
E-1 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - - - - - - - -
E-2 Itaconic Acid - - - = = - o - - -
E-3 a-Ketobutyric Acid - - + + - - + -
E-4 a-Ketoglutaric Acid + + + + + + + + + 4
E-5 a-Ketovaleric Acid Z+ - Z+ Z+ + + + - + -
E-6 D,L-Lactic Acid + Z+ + + + + a + + +
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Cizelge 4.12. (devam)

AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR

KARBON KAYNAKLARI 62 83 84 87 149 157 159 161 164 173

E-7 Malonic Acid + + + - + + + + + +
E-8 Propionic Acid + + + o+ + + I + + +
E-9 Quinic Acid + + + + + + + + + +
E-10 D-Saccharic Acid + + + = + + + + + +
E-11  Sebacic Acid Z+ Z+ - - 7+ - - R B _
E-12  Succinic Acid + + + + + + + + + +
F-1 Bromosuccinic Acid Z+ + + + + + + + + +
F-2 Succinamic Acid Z+ Z+ + o+ + + Z+ - + +
F-3 Glucuronamide - - - - Z+ - - Z+ - .
F-4 L-Alaninamide Z+ Z+ + Z+ + + Z+ + + +
F-5 D-Alanine + Z+ + + + + + + + +
F-6 L-Alanine + + + + + + + + + +
F-7 L-Alanyl-Glycine + + + - + + + - + +
F-8 L-Asparagine + + + o+ + + + + + +
F-9 L-Aspartic Acid + + + o+ + + + + + +
F-10  L-Glutamic Acid + + + o+ + + + + + +
F-11  Glycyl-L-Aspartic Acid - - - - - - - - - -
F-12  Glycyl-L-Glutamic Acid + + + Z+ - 7+ 7+ 7+ 7+ +
G-1 L-Histidine Z+ + + o+ Z+ + - + + +
G-2 Hydroxy-L-Proline + + + o+ - - + + + +
G-3 L-Leucine + + + - + + + + + +
G-4 L-Omithine Z+ - + 4+ - + Z+ + + +
G-5 L-Phenylalanine - Z+ - - 7+ - - - - 7+
G-6 L-Proline + + + + + + + + + +
G-7 Lpyroglutamic Acid + Z+ + o+ + + + + + +
G-8 D-Serine - - = + Z+ - - I - i,
G-9 L-Serine + + + + + + + + + +
G-10  L-Threonine + Z+ + = + + - 7+ + 7+
G-11  D,L-Camitine + + + - + + - + + 7+
G-12  y-Aminobutyric Acid + + + o+ + + + + + +
H-1 Urocanic Acid + + + - + + + - + +
H-2 Inosine = - - - + R - + + .
H-3 Uridine - - - - + - 7+ - . 7+
H-4 Thymidine - - = - = - - - - -
H-5 Phenylethyl-amine + - - - + - + . ;
H-6 Putrescine + + + + + + + + + +
H-7 2-Aminoethanol - Z+ -+ + 7+ + + + +
H-8 2,3-Butanediol - - - - = s = - - -
H-9 Glycerol + + + 7+ + + + - + +
H-10 D,L,o-Glycerol Phosphate - - - - - = = - - -
H-11  a-D-Glucose-1 Phosphate - - - - - - - - - ,
H-12  D-Glucose-6 Phosphate - Z+ = = 7+ o - - Z+ +

Toplam 54 52 52 44 60 55 52 48 57 57
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Cizelge 4.13. Izole edilen baz1 gram negatif Burkholderia cepacia suslarinin (AR28,
AR42, AR136, AR158, AR166) kullandig1 karbon kaynaklari

AR AR AR AR AR
KARBON KAYNAKLARI 28 42 136 158 166
A-1 Water - - - - -
A-2 a-Cyclodextrin - - - - -
A-3 Dextrin + + - - +
A-4 Glycogen - + Z+ + -
A-5 Tween 40 + - + - +
A-6 Tween 80 + + Z+ + -
A-7 N-Acetyl-D-Galactosamine + + Z+ - -
A-8 N-Acetyl-D-Glucosamine + + + + +
A-9 Adonitol + + + + +
A-10  L-Arabinose + + + + +
A-11  D-Arabitol + + + + +
A-12  D-Cellobiose + + - - +
B-1 i-Erytritol - - - - -
B-2 D-Fructose + + + + +
B-3 L-Fucose + + + + +
B-4 D-Galactose + + + + +
B-5 Gentiobiose - - - - -
B-6 a-D-Glucose + + + + +
B-7 m-Inositol + + + + +
B-8 a-D-Lactose - - - - -
B-9 Lactulose - - - - -
B-10 Maltose + + Z+ - +
B-11 D-Mannitol + + + + +
B-12 D-Mannose + + + + +
C-1 D-Melibiose - - - - -
C-2 B-Methyl-D-Glucoside - - - - -
C-3 D-Psicose + + - - -
C-4 D-Raffinose + + Z+ - -
C-5 L-Rhamnose - - - - -
C-6 D-Sorbitol + + + + +
C-7 Sucrose + + - + -
C-8 D-Trehalose + + + + +
C-9 Turanose + + Z+ - +
C-10 Xylitol - - - - -
C-11  Pyruvic Acid Methil Ester + + + + +
C-12 Succinic Acid Mono- Methil Ester + + + + +
D-1 Acetic Acid + + Z+ + +
D-2 Cis-Aconitic Acid + + + + +
D-3 Citric Acid + + + + +
D-4 Formic Acid + + + + +
D-5 D-Galactonic Acid Lactone + + + + +
D-6 D-Galacturonic Acid - i + + +
D-7 D-Gluconic Acid + - + + Z+
D-8 D-Glucosaminic Acid - + + + -
D-9 D-Glucuronic Acid + + + + +
D-10  a-Hydroxybutyric Acid + + + - +
D-11  B- Hydroxybutyric Acid + + + + +
D-12  y-Hydroxybutyric Acid - - - - -
E-1 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - - -
E-2 Itaconic Acid - - - - -
E-3 a-Ketobutyric Acid + + + + +
E-4 a-Ketoglutaric Acid + + + + +
E-5 a-Ketovaleric Acid + - Z+ - +
E-6 D,L-Lactic Acid + + + + +
E-7 Malonic Acid + - + - +




119

Cizelge 4.13. (devam)

AR AR AR AR AR
KARBON KAYNAKLARI 28 42 136 158 166
E-8 Propionic Acid + + + + +
E-9 Quinic Acid + + + + +
E-10  D-Saccharic Acid + + + + +
E-11  Sebacic Acid + + + + +
E-12  Succinic Acid + + + + +
F-1 Bromosuccinic Acid - + + + +
F-2 Succinamic Acid + + - - -
F-3 Glucuronamide + + - - -
F-4 L-Alaninamide + + - - -
F-5 D-Alanine + + Z+ + +
F-6 L-Alanine + + + + +
F-7 L-Alanyl-Glycine + + + + +
F-8 L-Asparagine + + + + +
F-9 L-Aspartic Acid + + + + +
F-10 L-Glutamic Acid + + + + +
F-11  Glycyl-L-Aspartic Acid F > = = =
F-12  Glycyl-L-Glutamic Acid + + Z+ - -
G-1 L-Histidine + + + + +
G-2 Hydroxy-L-Proline + + + + +
G-3 L-Leucine + - Z+ = =
G-4 L-Omithine - - - - -
G-5 L-Phenylalanine + + + + +
G-6 L-Proline + + + + +
G-7 Lpyroglutamic Acid + + + + +
G-8 D-Serine + - - + -
G-9 L-Serine + + + + +
G-10  L-Threonine + + Z+ - -
G-11  D,L-Camitine + S + = 5
G-12  y-Aminobutyric Acid + + + + +
H-1 Urocanic Acid + - + + +
H-2 Inosine - - - - -
H-3 Uridine - - - - -
H-4 Thymidine - - - - -
H-5 Phenylethyl-amine + + + + +
H-6 Putrescine - - Z+ - +
H-7 2-Aminoethanol + + + + +
H-8 2,3-Butanediol - - - -
H-9 Glycerol + + Z+ - +
H-10 D,L,a-Glycerol Phosphate + + + - -
H-11  a-D-Glucose-1 Phosphate - > = = =
H-12  D-Glucose-6 Phosphate + + + + +
Toplam 71 67 68 55 60

GN2 pleytlerde bulunan toplam 37 karbon kaynagi test edilen S. maltophilia
strainleri tarafindan kullanilmamistir (Cizelge 4.14). Gram negatif S. maltophilia AR-
171 ve AR-165 strainleri yiksek oranda (51 ve 50) madde kullanirken, S. maltophilia
AR-155 en diisiik sayida (37) karbon kaynagi kullanmistir.
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Cizelge 4.14. izole edilen baz1 gram negatif Stenotrophomonas maltophilia suslarinmn
(AR153, AR155, AR165, AR171, AR172) kullandig1 karbon kaynaklari

AR AR AR AR AR
KARBON KAYNAKLARI 153 155 165 171 172
A-1 Water - - - - -
A-2 a-Cyclodextrin > - - - -
A-3 Dextrin + + + + +
A-4 Glycogen - = - - -
A-5 Tween 40 - - + - +
A-6 Tween 80 + + 5 - +
A-7 N-Acetyl-D-Galactosamine + + + + +
A-8 N-Acetyl-D-Glucosamine + + + + +
A-9 Adonitol - - - - -
A-10  L-Arabinose - > 5 - -
A-11  D-Arabitol - - - - -
A-12  D-Cellobiose + + + + +
B-1 i-Erytritol - - - - -
B-2 D-Fructose Z+ + + I +
B-3 L-Fucose - - - - -
B-4 D-Galactose - + - 7+ +
B-5 Gentiobiose Z+ + + + +
B-6 a-D-Glucose + + + + +
B-7 m-Inositol - - - - -
B-8 a-D-Lactose Z+ + + + +
B-9 Lactulose Z+ + + + +
B-10  Maltose + + T a +
B-11  D-Mannitol - - - + +
B-12 D-Mannose + + + e +
C-1 D-Melibiose Z+ + + + +
C-2 B-Methyl-D-Glucoside - + + + +
C-3 D-Psicose - + + + +
C-4 D-Raffinose + 5 2 + +

C-5 L-Rhamnose -

C-6 D-Sorbitol - S + = +
C-7 Sucrose - + + + +
C-8 D-Trehalose + + + + 5
C-9 Turanose - + + + +
C-10  Xylitol - 5 = - -
C-11  Pyruvic Acid Methil Ester + + + Z+ +
C-12  Succinic Acid Mono- Methil Ester + + + 5 +
D-1 Acetic Acid + Z+ + Z+ +
D-2 Cis-Aconitic Acid S + + + -
D-3 Citric Acid + + + + +
D-4 Formic Acid - + - = +
D-5 D-Galactonic Acid Lactone - - - - -
D-6 D-Galacturonic Acid - - - - -
D-7 D-Gluconic Acid - - - - -
D-8 D-Glucosaminic Acid - - S 5 5
D-9 D-Glucuronic Acid - - - - -
D-10  o-Hydroxybutyric Acid + + + Z+ +
D-11  B- Hydroxybutyric Acid - Z+ + Z+ -
D-12  y-Hydroxybutyric Acid - - - - -
E-1 p-Hydroxy-phenlyacetic Acid - - - - -
E-2 Itaconic Acid - S = 5 5
E-3 a-Ketobutyric Acid + + + + +
E-4 a-Ketoglutaric Acid + + + + +
E-5 a-Ketovaleric Acid + + + + +
E-6 D,L-Lactic Acid + Z+ + + +




Cizelge 4.14. (devam)
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AR AR AR AR AR
KARBON KAYNAKLARI 153 155 165 171 172
E-7 Malonic Acid + Z+ + + -
E-8 Propionic Acid + + + + +
E-9 Quinic Acid - - - - -
E-10 D-Saccharic Acid = 5 - - -
E-11 Sebacic Acid - - - - -
E-12 Succinic Acid + + + + +
F-1 Bromosuccinic Acid + Z+ + + -
F-2 Succinamic Acid 5 = - - -
F-3 Glucuronamide - - - - -
F-4 L-Alaninamide - - + Z+ +
F-5 D-Alanine + - + 7+ +
F-6 L-Alanine 5 5 + 7+ +
F-7 L-Alanyl-Glycine + Z+ + + +
F-8 L-Asparagine + 5 + Z+ +
F-9 L-Aspartic Acid + - + - +
F-10 L-Glutamic Acid + Z+ + + +
F-11  Glycyl-L-Aspartic Acid + Z+ 7+ 7+ -
F-12  Glycyl-L-Glutamic Acid + + + 7+ +
G-1 L-Histidine - - 7+ + -
G-2 Hydroxy-L-Proline - 5 5 - -
G-3 L-Leucine + - + + +
G-4 L-Omithine 5 - - - .
G-5 L-Phenylalanine - - - - +
G-6 L-Proline + + - 7+ +
G-7 Lpyroglutamic Acid - - - - -
G-8 D-Serine = 5 - - -
G-9 L-Serine + + + + +
G-10  L-Threonine + + + + 5
G-11  D,L-Camitine - 7+ - 7+ -
G-12  y-Aminobutyric Acid - - 5 - -
H-1 Urocanic Acid - - - - -
H-2 Inosine + - - I +
H-3 Uridine + + + + +
H-4 Thymidine - - - . .
H-5 Phenylethyl-amine - - - - -
H-6 Putrescine = 5 - - -
H-7 2-Aminoethanol - - - - -
H-8 2,3-Butanediol 5 - - - B
H-9 Glycerol - - - - -
H-10  D,L,a-Glycerol Phosphate - - = - -
H-11  a-D-Glucose-1 Phosphate - - - - -
H-12  D-Glucose-6 Phosphate + - + + +
TOPLAM 48 37 50 51 49
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4.4. Deneme Setlerinde Gelisme ve Verim Parametreleri Sonuclar:

44.1.1. Deneme

Saksilarda kurulan ilk deneme seti, Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay
ve Bahge Bitkileri Arastirma Enstitlisii Hayrat deneme istasyonunda, iki yash
Muradiye-10 cay klonunda koklendirilmis ¢ay fidanlar1 ile kurulmustur. Arastirmada
kullanilan 5 biyolojik giibre olabilecek formiilasyonda (A1-A5) bakteriler onceki
aragtirmalarda Dogu Karadeniz Bolgesi ¢ay rizosfer topraklarindan izole edilerek
secilen bakterilerden olusmustur. Bu denemede test edilen altinci formiilasyonda
kullanilan bakteriler ¢cay ati§1 kompostlarindan, yedinci formiilasyondaki bakteriler ise
bu calisma kapsaminda izole edilen bakterilerden se¢ilmistir. Test edilen bakterilere ait
baz1 biyokimyasal oOzellikler Cizelge 4.15’de, uygulamalarmmin gelisme ve verim

parametreleri lizerine etkisi ise Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.15. Muradiye-10 cay klonunda iki yash fidanlarla kurulan denemede
kullanilan formilasyonlardaki bakterilerin bazi 6zellikleri (Deneme Set 1)

Formiilasyon  izolatno  MIS Tam Sonucu OKz KTZ AG FC ACCD
RC521 Bacillus subtilis - K+ 0.86+0.14  124.746.18  317.8+13.6
F1 RCO7 Bacillus megaterium - + 0.18+0.04 36.4%1.5 446.4 £24.7
RC77 Pseudomonas fluorescens K+ + 0.79+0.15 39.4+1.7 364.4+26.8
RC63 Bacillus subtlis + K+ 0.75+0.17  34.6+0.08 972.0+28.3
F2 RC06 Pseudomonas putida Z+ + 0.64+0.09  42.8+2.7 443+ 4.6
12/5 Lysobacter enzymogenes + + 0.28+0.07 10.1+1.1 32.5+ 8.6
53/5 Pseudomonas putida + K+ 0.56+0.13 - 746.2+47.8
F3 2173 Bacillus megaterium - + 0.26 £0.06  31.4+1.3 406.4 £22.7
39/3 Bacillus subtilis Z+ K+ 0.69+0.17 9.840.8 198.7+£11.2
2/8 Bacillus subtlis Z+ K+ 0.23+0.06 35.3+1.4 94.8+4.9
F4 47/9 Bacillus megaterium - + 0.38+0.11 125.1+14.3 545.6+ 17.6
48/3 Pseudomonas fluorescens K+ + 0.27+0.06 23.8+1.4 335.6+17.8
3/10 Pseudomonas putida K+ + 0.51+0.13 17.8+1.3 529.2+23.2
F5 RCO7 Bacillus megaterium - + 0.18+0.04 36.4+15 446.4 +24.7
RC19 Bacillus simplex K+ K+ 0.37+0.14  13.4+0.8 223.6+21.7
AR-110 Bacillus subtilis + + 0.73+0.13  17.6+1.3 134.1+16.8
F6 AR-59 Bacillus atrophaeus + 0.68+0.14  31.4+1.3 672,4+41,5
AR-102 Bacillus subtilis + - 0.61+0.09 - -
AR-17 Bacillus subtilis + + 0.59+0.14  40.8+2.5 207.8 £12.7
F7 AR-49 Rhodococcuserythropolis + - 0.55+0.11 - 245.4+19.5
AR-9 Pseudomonas fluorescens - K+ 0.48+0.07  36.7£1.8 332.6£17.4

OKZ: oksidaz test; KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme (nmol C,H,, 107 cfu h™); FC:
NBRIP-BPB ortamda gelisme (g P mL™d™); ACCD: Aminosiklopropan karboksilat deaminaz aktivitesi
(nmol o-ketobutyrate mg™ protein h™); K+: Kuvvetli pozitif; +: Pozitif; Z+: Zayif pozitif; -: Negatif
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Aragtirmanin ilk yili (2013) sonuglarina gore, ¢ay fidanlarinda gévde ¢ap1 degeri tiim
uygulamalarla kontrole kiyasla artmis, ancak artis oranlar1 sadece F1, F2
formulasyonlar1 ve mineral giibreleme uygulamalarinda énemli (p< 0,05) bulunmustur.
Bitki boyu (fidan boyu) basta biyolojik giibreleme ve F7 formiili olmak tzere, F1 ve F4
disindaki uygulamalar ile kontrole kiyasla artirmis, farkliliklar istatistiki bakimdan
onemli bulunmustur (Cizelge 4.16). Yaprak sayis1 ise kontrole kiyasla sadece mineral
ve biyolojik giibrelemeler ve F7 ve F3 formiilii asilamasiyla 6nemli miktarda artmustir.
Cay fidanlarinda 6l¢iilen dal+yaprak agirligt F4 formiilasyonu digindaki uygulamalarla
kontrole kiyasla onemli oranda artarken; dal+yaprak, yas ve kuru yaprak agirhigi ve
yaprak klorofil igerigi bakimindan 6zellikle mineral giibreleme ile ayni gruba giren F6
ve F7 formiilasyonlari en etkin uygulamalar olmustur (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Yaprak
alan1 ve antosiyanin igerik indeks degerleri biitiin uygulamalarla kontrole kiyasla artmus,

bu artislar istatistiki bakimdan énemli bulunmustur (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.16. Mineral giibre ve farkli biyolojik giibre formilasyonlarinin Muradiye-10
cay klonunda gelisme ve verim parametreleri {izerine etkisi (Set I, 2013 yil1)

Uygulamalar= GC BB DYA YYA KYA YS YA
Kontrol 494c 4595d 15,81 e 10,35d 551d 41,86 d 21,44 c
NPK 6,23 ab 57,11ab 20,01ab 13,34ab 6,93ab 50,39ab 29,32 ab
Biyolojik giibre 5,69 bc 58,05 a 18,86 b-d 12,53 b 6,56 bc 52,66 a 29,07 ab
F1 6,58 a 4968cd 1852cd 1256b 6,03 cd 4247cd 2566D
F2 5,86 ab 52,97bc 19,63a-c 12,90b 6,47 bc 46,52b-d 26,19b
F3 5,57 bc 54,29 ab 17,98 d 11,60 c 6,94 ab 48,04a-c 26,12b
F4 5,50 bc 46,06 d 15,85¢€ 10,90cd 5,62d 41,94 d 26,13 b
F5 5,50 bc 53,29bc 17,66d 1161c 6,77b 46,78 b-d 30,60 a
F6 5,64 bc 53,72a-c 20,69 a 14,11 a 7,55 a 46,50 b-d 31,18a
F7 5,67 bc 58,07 a 20,81a 14,13 a 7,59 a 52,65a 30,81a

+*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda énemli (p<0,05) degildir

GGC: Govde ¢ap1 (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirhigi (g/fidan); YYA: Yas yaprak
agirhg (g/fidan); KYA: Kuru yaprak agirligi (g/fidan); YS: Yaprak sayisi (fidan/adet); YA: Yaprak alam
(cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: 1500 mg kompoze 25:5:10/fidan
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Sekil 4.4. Deneme Set I solda kontrol, sagda F6 formiilasyonu asilanmis fidanlar (2013
yil1)

Sekil 4.5. Deneme Set I solda kontrol, sagda F7 formiilasyonu agilanmis fidanlar (2013
yil1)
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Ik y1l ortalamalarina gore, F1, F2, F3, F4, F5, F6 ve F7 bakteri formilasyonu
astlamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla yas dal+yaprak agirhg %17,1, 24,1, 13,7, 0,25,
11,7, 30,8 ve 31,6; kuru yaprak agirligr %9.4, 17,3, 26,0, 2,0, 22,9, 37,0 ve 37,7 ve
ortalama yaprak alan1 ise %19,6, 22,1, 21,8, 21,8, 42,7, 45,4 ve 43,7 oraninda artmistir.
Mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda ise dal+yaprak agirligi %27,1 ve 19,3, kuru
yaprak agirhigi %25,8 ve 19,1 ve yaprak alani ise %36,7 ve 35,6 oraninda artis
gostermistir. Denemenin ilk yili sonuglarina gore, ¢ay gelisme ve verim parametreleri
bakimindan en uygun sonucu, F7 (B. subtilis AR-17+ R. erythropolis AR-49+P.
fluorescens AR-9) ve F6 (B. subtilis AR-110+B. atrophaeus AR-59+B. subtilis AR-
102) formiilasyonlar1 vermistir. Bu formiilasyonlarin mineral giibrelemeye esdeger

olarak cay geligsmesini tesvik ettigi ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.16-4.17).

Cizelge 4.17. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarimin Muradiye-10 ¢ay klonunda yaprak
antioksidan (GR ve GST) ve oksidatif pentoz fosfat yolu (G6PD ve 6PGD) enzim aktivitesi
tizerine etkisi (Set I, 2013 y1l1)

Enzim aktivitesi EU/mg protein =x

Uygulamalars KM ACI

GR GST G6PD 6PGD
kontrol 75,80 ¢ 1792 ¢ 1,29 ¢ 1,26 ¢ 1,19 cd 0,82e
NPK 79,03 a 26,94 a 4,17b 2,09¢ 1,59 he 1,24d
Biyolojik glibre 78,20 ab 24,96 ab 2,04d 2,42 b 1,64 bc 1,73¢c
F1 78,13 ab 24,54 ab 2,62¢ 1,68d 1,88b 1,25d
F2 77,19 a-c 24,74 ab 0,60 f 1,96 cd 2,39a 0,77 ¢
F3 78,17 ab 24,42 ab 6,35a 2,43 b 1,74b 1,49 cd
F4 76,63 bc 24,89 ab 1,98d 2,08¢ 1,09d 0,83e
F5 77,79 ab 23,59 b 0,57 f 1,24 ¢ 1,41 b-d 3,04b
F6 78,98 a 26,92 a 1,90d 3,96 a 1,83b 3,87a
F7 79,01 a 25,01 ab 2,74 ¢ 2,53b 181b 1,78 ¢

*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p< 0,01) degildir; =xEnzim
Olctuimleri her bir 6rnekte ti¢ kez tekrarlanmigtir

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediiktaz; GST:Glutatyon
S-transferaz; G6PD:Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD:6-fosfoglukonat dehidrogenaz; Kontrol:
Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: 1500 mg kompoze 25:5:10/fidan

Arastirmanin ilk yili ¢ay yaprak antioksidan (GR ve GST) ve oksidatif pentoz fosfat
yolu (G6PD ve 6PGD) enzim aktivitesi degerleri Cizelge 4.17; birim gram yaprak ve
protein basina polifenol oksidaz (PPO), peroksidaz (POD), alkol dehidrogenaz (ADH),
ureaz ve 5-Dehidroshikimat rediktaz (DHSK) aktivitesi degerleri ise Cizelge 4.18’de

verilmistir. Muradiye-10 ¢ay klonu fidanlariyla kurulan bu deneme setine ait 2013 yili
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yaprak drneklerinde oksidatif pentoz fosfat yolunun (OPPP) temel dlizenleyici enzimleri
olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD)
enzimleri ve Glutatyon metabolizmasinin kilit antioksidant enzimi olan glutatyon
rediktaz (GR) ve yaprak protein analizleri yapilmistir. Enzim analiz sonuglarina gére
Muradiye-10 ¢ay klonunda F2 ve F5 formiilasyonlari ile glutatyon rediiktaz (GR) enzim
aktivitesi kontrole kiyasla daha diisiik bulunurken, diger uygulamalarin tamami GR
aktivitesini 6onemli oranda artirmistir. Cay yapraklarinda en yiiksek GR aktivitesi F3
formiilasyonu ve NPK uygulamalarinda 6l¢iilmiistiir. Enzim analiz sonuglarina gore F5
formiilasyonu disindaki uygulamalar glutatyon S-transferaz (GST); F4 ve F5 disindaki
uygulamalar G6PD, ve F2 ve F4 disindaki uygulamalar ise 6- 6PGD enzimlerinde artisa
neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.17). Kontrole kiyasla, birim protein basina
yaprak Peroksidaz (POD) aktivitesi artisi sadece F4 formilasyonu ile 6nemli
bulunmustur. 11k yil sonuglarina gore, GR enzim aktivitesi bakimindan F3, NPK, F7 ve
F1; GST bakimindan F6, F7, F3 ve biyolojik giibre; POD enzim aktivitesi bakimindan
F4 ve F7; G6PD bakimindan F2, F1, F6, F7 ve F3; 6PGD enzim aktivitesi bakimindan
ise F6, F5 ve F7 uygulamalari etkinlik bakimindan 6ne ¢ikmuistir.

Aragtirmanin birinci y1li enzim analizi sonuglara gore, gerek yaprak ve gerekse birim
protein basina polifenol oksidaz (PPO) enzim aktivitesi kontrole kiyasla basta NPK ve
biyolojik giibre uygulamalar1 olmak {izere bakteri formiilasyonu asilamalari ile artmistir.
Ancak artis oranlar1 birim yaprak agirligi basina NPK ve F7; birim protein igerigi
bakimindan ise F7, F4 ve F1 formiilasyonlari ile NPK ve biyolojik giibre uygulamalari
ile 6nemli bulunmustur. Birim gram yaprak agirligi basina enzim {initesi olarak POD
aktivitesi NPK ve biyolojik giibre disindaki biitliin bakteri formiilleri asilamalar1 ile
kontrole kiyasla artirmis farkliliklar istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur. Cay
yapraklarinda en yiiksek POD aktivitesi F4, F7 ve F1 formiili asilanan c¢ay
yapraklarinda ol¢iilmiis, bunu F2, F6, F3 ve F5 asilamalar1 izlemistir. Yaprak POD
aktivitesi bakimindan uygulanan formiilasyonlarin oldukc¢a timitvar oldugu sdylenebilir.
Birim gram yaprak ve birim protein basina iireaz enzim igerigi, biyolojik giibre ve F4 ve
F7 bakteri formiilasyonu ile agilanan cay fidanlar1 yapraklarinda, kontrol fidanlarina

kiyasla artmis ve bu artis oranlar1 istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur. Birim
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protein basina {lireaz enzim igerigi artis1 ise sadece F4 uygulamasinda Onemli
bulunmustur. Cay yapraklarinda 6l¢iilen alkol dehidrogenaz enzim aktivitesi F6 formilu
disindaki tiim formiillerde kontrol, mineral ve biyolojik giibre uygulamalarina kiyasla
artmistir. Ancak alkol dehidrogenaz enzim artig oranlar1 birim gram yaprak basia F2,
birim protein basina ise F7 formiilasyonu asilamalarinda istatistiki bakimdan onemli
bulunmustur. Cay yaprak 5-dehidroshikimat reduktaz (DSHK) aktivitesi butiin
formiilerde kontrol, mineral ve biyolojik giibre uygulamalarina kiyasla artmistir. Gerek
birim gram yaprak ve gerekse birim miligram protein basina DSHK enzim aktivitesi
artis1 biitiin formiilasyonlarda (F1-F7) istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur (Cizelge

4.18).

Cizelge 4.18. Mineral giibre ve farkli biyolojik giibre formilasyonlariin Muradiye-10 cay
klonunda polifenol oksidaz, peroksidaz, ureaz, alkol dehidrogenaz ve 5-Dehidroshikimat
reduktaz enzim aktivitesi Gzerine etkisi (Set I, 2013 yil1)

Uygulamalars EU/g yaprak EU/mg protein

PPO POD Ureaz ADH DHSK PPO POD Ureaz ADH DHSK
Kontrol 6,64cd 1421c 0,756b 1,367bc 2,192c 0,057 cd 0,159 b-d 0,0120 bc 0,047 bc 0,087 ¢
NPK 827ab 17,37c 0890b 0679d 2442c 0,094ab 0,117d 0,0096c 0,022d 0,083c
Biyolojik glibre  7,62a-c  1532c¢c 1,334a 0,985cd 2,338c 0,110a 0,143 cd 0,0168ab 0,032cd 0,078c
F1 6,99b-d 31,12a 1,097ab 1558ab 3,380Db 0,095ab 0,189 a-c 0,0120 bc 0,066 ab 0,117 b
F2 5,73d 29,15ab 1,075ab 1,938a 3,647 ab 0,033d  0,200a-c 0,0096¢c 0,066ab 0,142a
F3 6,32cd 27,78ab 0929b 1,453a-c 3,283b 0,059 b-d 0,201 a-c 0,0096¢c 0,056ab 0,121 ab
F4 7,64a-c 3253a 1332a 1446a-c 3516ab 0,106a 0,238a 0,0192a 0,061ab 0,134ab
F5 759a-c 2422b 0982ab 1,372bc 3,373Db 0,052cd 0,141cd 0,0122bc 0,056ab 0,131 ab
F6 717a-d 29,08ab 0996ab 1,296 bc 3,642 ab 0,057 cd 0,202 a-c 0,0120 bc 0,049 a-c 0,138 ab
F7 8,6la 3131a 1323a 1,790ab 3,872a 0,110a  0,218ab 0,0155a-c 0,070a 0,140a
Ortalama 7,26 25,21 1,07 1,388 3,169 0,077 0.181 0,0129 0,053 0,117

+ Ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p<0,05) degildir
PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5-dehidroshikimat
reduktaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: 1500 mg kompoze 25:5:10/fidan

Birinci deneme setine ait 2013 yili cay yapragi makro ve mikro element analizi
sonuglar1 Cizelge 4.19 ve 4.20’de verilmistir. Asilanan bakteri formiilasyonuna bagli
olarak degismekle birlikte makro ve mikro element igerigi bakteri asilamalar1 ve giibre
uygulamalariyla degismistir. Bu denemede kullanilan bakteri formiilasyonlar1 biyolojik
giibre ve NPK giibrelemesi kontrole kiyasla yaprak fosfor icerigini artirmis ve artig
oranlar1 6nemli (p< 0,05) bulunmustur. Yaprak azot icerigi ise F2 formulasyonu harig

diger uygulamalarla kontrole kiyasla ¢ok oOnemli (p<0,01) oranda artmistir. Cay
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yapraklarinda azot igerigi bakimindan F7 formiilasyonu ve NPK, fosfor icerigi
bakimindan ise F6 ve F7 formiilasyonlar1 en yiiksek sonucu vermistir. Yaprak kalsiyum
icerigi kontrole kiyasla F2 ve F6 disindaki uygulamalarla ve magnezyum igerigi ise tim
uygulamalarla ¢ok 6nemli miktarda artmistir. Cay yapraklarinda bulunan potasyum
igerigi basta F6 olmak lzere F7, F2 ve F5 asilamalarinda kontrole kiyasla ¢ok 6nemli
(p<0,01) oranda yiiksek bulunurken diger uygulamalar kontrolle ayn1 gruba girmistir.
Cay yapraklarinda S igerigi basta F6 olmak uzere F7, F5 ve F3 formilasyonu
asilamalariyla 6nemli (p<0,05) miktarda artmistir. Yaprak Al igerigi biyolojik giibre, F2
ve F6, Na igerigi ise F2, F5 ve F6 disindaki uygulamalarla kontrole kiyasla artmis ve

artis oranlari istatistiksel olarak 6nemli (p< 0,05) bulunmustur (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Muradiye-10 ¢ay fidanlarinda
makro element miktarina etkisi (Set I, 2013 yil1)

(%) Makro element g/ kg kuru madde mg/kg
kuru madde
Uygulamalar
N P K Ca Mg S Al Na
Kontrol 1,87d 1,67¢ 15,9d 7,76 ¢ 2,03¢ 3,04d 0,71d 48d
NPK 2,35ab 2,19d 15,9d 28,18a 3,30ab 3,26d 1,39hc 110 be
Biyolojik glibre 2,25 a-c 2,28d 21,4 cd 13,22cd 3,3lab 3,23d 1,23cd 107 be
F1 2,12¢ 2,43cd 206d 16,54c 294D 3,6lcd 2,79a 116 b
F2 1,82d 2,88¢ 30,0 ab 8,36 e 3,00b 3,21d 0,79d 79cd
F3 2,13 bc 2,79¢c 19,0d 23,06 b 3,14b 3,95¢ 185D 209 a
F4 2,20 a-c 2,18d 20,1d 20,46 b 3,12b 3,65cd 1,71bc 84 bc
F5 2,21 a-c 2,52 cd 26,6 bc 12,82cd 2,85b 472b 2,80a 49d
F6 2,33 a-c 4,42 a 33,0a 9,78de  2,89b 533a 0,74d 78 cd
F7 2,36a 3,67b 31,1ab 16,20c 3,74a 520ab 2,68a 102 be
Ortalama 2,16 2,70 23,4 14,64 3,03 3,92 1,67 98
Onem seviyesi ~ ** * o . o - x .

#:p<0,05 6nemli, *+:p<0,01 ¢ok 6nemli
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: 1500 mg kompoze 25:5:10/fidan

Cay yapraklarinda 6l¢iilen Fe icerigi biyolojik giibre, F6 ve F1, Zn igerigi ise F2, F6, F7
ve F4 agilamalariyla kontrole kiyasla artmis ve artis oranlar istatistiki bakimdan c¢ok
onemli (p<0,01) bulunmustur. Yaprak Mn igerigi biyolojik giibre ve F6 formilasyonu
disindaki uygulamalarla artarken, yaprak Cu icerigi ise basta F5 olmak tizere F6, F7 ve
F2 bakteri formiilasyonu asilamalariyla ¢ok 6nemli artig gostermistir. Cay yapraklarinda
bor icerigi basta F5 ve F6 olmak lzere, F1, F3 ve F4 disindaki uygulamalarla ¢cok
onemli oranda artmigtir. Cay yapraklarinda en yiiksek Mo (0,68 mg/kg) ve Pb (2,21
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mg/kg) mineral giibre uygulamasinda, en yiiksek Cd (0,97 mg/kg) kontrol fidanlarinda
Olglilmistir (Cizelge 4.20). Arastirmada test edilen ozellikle F6 ve F7 bakteri
formiilasyonlarinin genellikle yaprak makro ve mikro element igerigini ¢ok yliksek
oranlarda artirmasi, bu formiilasyonlarin ¢ay bitkisinin beslenmesinde énemli oldugu ve

bakterilerin besin alimini tesvik ettigini ortaya koymustur.

Cizelge 4.20. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Muradiye-10 ¢ay fidanlarinda
mikro element miktarina etkisi (Set I, 2013 y1l1)

Mikro element mg/kg kuru madde

Uygulamalar*

Fe Cu Mn Zn B Mo Ni Pb Cd

Kontrol 123d 8,9d 736cd 404d 12,0d 0,05b 107d 151a-c 0,97a
NPK 162cd 15,6cd 1057 bc 56,9cd 27,6bc 0,68a 118d 221a 0,36 bc
Biyolojik giibre 423 a 18,2 b-d 629d 36,9d 31,0b 004b 250a-c 1,86ab 0,60ab
F1 255bc 17,1b-d 1931a 315d 154cd 0,34ab 158b-d 0,70bc 0,13¢
F2 122 d 250bc 1315b 107,1a 259bc 0,14b 197a-d 0,28c 0,25bc
F3 194b-d 16,6 cd 2062a 53,9cd 20,7b-d 0,03b 227a-d 1,88ab 0,25bc
F4 180cd 18,0b-d 1819a 728bc 18,3b-d 0,22b 135cd 1,66a-c 0,15¢c
F5 146cd 36,3a 1773a 535cd 49,0a 001b 266ab 2,09ab 0,18¢c
F6 312ab 26,7b 773cd 86,5ab 50,3a 027b 297a 1,29 a-c 0,28 bc
F7 226 b-d 23,3bc 1835a 96,7ab 31,1b 0,06b 254a-c 1,22a-c 0,06
Ortalama 214 20,6 1392 63,6 28,1 0,18 200 1,47 0,32

*Farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda énemlidir (p< 0,01)
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: 1500 mg kompoze 25:5:10/fidan

Aragtirmanin ikinci yili (2014) sonuglarina gore, ilk yil verilerine benzer olarak cay
fidanlarinda gévde ¢ap1 degeri tiim uygulamalarda kontrole kiyasla artmis, F3, F4 ve F5
disindaki uygulamalarla, artis oranlar1 kontrole kiyasla 6nemli (p< 0,05) bulunmustur.
Bitki boyu tiim uygulamalarla kontrole kiyasla artmis ve F4 disindaki uygulamalarla
artts oran1 6nemli bulunmustur. En yiiksek goévde c¢aprt ve fidan boyu F1 bakteri
formiilasyonu asilamasi ile 6l¢iiliirken bunu sirasiyla F2 ve NPK uygulamalar takip
etmistir. Cay fidanlarinda dal+yaprak agirligi basta F2, NPK ve F7 olmak (zere, bitin
uygulamalar ile kontrole kiyasla artirmis farkliliklar istatistiki bakimdan Onemli
bulunmustur (Cizelge 4.21). Ikinci yil verilerine gére yas ve kuru yaprak verimi tim
uygulamalarla kontrole kiyasla onemli miktarda artis gostermistir. En yiiksek yas
yaprak verimi F2 asilamasi ve NPK uygulamas: ile belirlenirken, bunu F7, F6, F1 ve

biyolojik giibreleme takip etmistir.
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Ikinci ve iiglincii yaprak alani degerleri tiim uygulamalarla kontrole kiyasla artmustir.
Ikinci yaprak alan1 bakimindan artis oranlari, bagta NPK olmak tizere F1, F2, F7 ve F6
asilanmig cay fidanlarinda 6nemli bulunmustur. Muradiye-10 cay klonunda Uglncl
yaprak alan1 bakimindan aragtirmanin ikinci yilinda NPK (27,12 cm?), F7 (27,0 cm?),
F2 (26,91 cm?) ve F1 (26,75 cm®) asilamasini, F6, biyolojik giibre, F3, F3 ve F4

asilamalar takip etmistir.

Cizelge 4.21. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarmin Muradiye-10 cay
klonunda verim ve gelisme parametreleri tizerine etkisi (Set I, 2014 y1l1)

Uygulama= GC BB DYA YYV KYV IYA UYA
Kontrol 5,973 ¢ 52,74 d 28,71d 14,76 d 7,808d 16,23d 22,32d
NPK 7,643 ab 62,38 ab 37,11a 19,15a 9,996a 19,42a 27,12 a
Biyolojik gibre 6,951 ab 58,78a-c 34,8lab 1790ab 9,467ab 18,04 a-d 25,56 a-C
F1 7,849 a 63,40 a 36,63 a 18,83 a 9920a 19,12ab 26,75a
F2 7,328 ab 62,41 ab 37,16 a 19,11 a 10,063a 19,10ab 26,91a
F3 6,815 bc 58,50 bc 33,70bc  17,22bc 9,166 bc 17,42 a-d 24,71 bc
F4 6,717 bc 56,66 cd 31,69¢ 16,30 ¢ 8,621c 16,97cd 24,43c
F5 6,823 bc 57,79 bc 33,72bc  17,23bc  9,132bc 17,30 b-d 24,77 bc
F6 7,049 ab 60,37 a-c 36,67 a 18,86 a 9,975a 18,80 a-c 26,59 ab
F7 7,243 ab 59,10 a-c 36,79 a 18,92 a 10,006 a 18,96ab 27,00a
Ortalama 7,039 59,21 34,70 17,83 9,415 18,13 25,62

* Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p< 0.05) degildir

GC: Gévde gapt (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirligi (g/fidan); YYV: Yas
yaprak verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); I'YA: ikinci yaprak alani (cm?); UYA:
Ugiincii yaprak alam (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: 1500 mg kompoze
25:5:10/fidan

Aragtirmanin ikinci yilinda mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda ise dal yaprak
agirhig %29,3 ve 21,2, yas yaprak agirligt %29,7 ve 21,3; kuru yaprak agirligi %28,0 ve
21,2 ve ortalama yaprak alani ise %20,7 ve 13,1 oraninda artis gdstermistir. ikinci yil
sonuclarina gore, F1, F2, F3, F4, F5, F6 ve F7 bakteri formiilasyonu asilamalariyla ¢ay
fidanlarinin sirasiyla, dal yaprak agirhig %27,6, 29,4, 17,4, 10,4, 17,5, 27,7 ve 28,1; yas
yaprak agirlhigr %27,6, 29,5, 16,7, 10,4, 16,7, 27,8 ve 28,2; kuru yaprak agirligi %27,0,
28,9, 17,4, 10,4, 17,0, 27,8 ve 28,2 ve ortalama (ikinci ve dguncl yaprak alani
ortalamasi) yaprak alani ise %19,0, 19,4, 9,3, 7,4, 9,1, 17,7 ve 19,2 oraninda artmistir.
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Aragtirmanin ikici yilinda bakteri formiilasyonu ve giibre uygulamalarinin Muradiye-10
cay klonunda yaprak Klorofil, antosiyanin, GR, GST, POD, G6PD ve 6PGD enzim
aktivitesi iizerine etkisi Cizelge 4.22°de verilmistir. Yaprak klorofil igerigi (SPAD
degeri) ve antosiyanin igerik indeks (ACI) degerleri biitiin uygulamalarla kontrole
kiyasla artmistir. Yaprak klorofil icerigi bakimindan basta F7 asilamasi ve NPK
uygulamasi basta olmak {izere, F6, biyolojik gibre, F2 ve F1 asilamalarinda artig
oranlar1 istatistiki bakimdan O6nemli bulunmustur. Cay yapraklarinda olciilen ACI
bakimindan en yiiksek sonucu F6 ve F7 asilamalar1 verirken, bu uygulamalar1 F2 ve
biyolojik glibre uygulamalar takip etmistir. Antosiyanin igerigi bakimindan F1, F3, F4
ve F5 asilamalarinda goriilen artis oranlar1 6nemli bulunmamistir. Yaprak klorofil ve
antosiyanin i¢erigi NPK uygulamasi ile %10,7 ve 9,3 oraninda artarken, bu artis oranlari

bakteri formiilasyonlari ile %1,1-11,0 ve %0,2-13,9 olmustur.

Birim protein ve yaprak agirligi basina enzim iinitesi olarak POD aktivitesi NPK ve
biyolojik giibre disindaki biitiin bakteri formiilleri asilamalar1 ile kontrole kiyasla
artirmig farkliliklar istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur. Cay yapraklarinda en
yuksek POD aktivitesi F4, F7 ve F1 formiilii agilanan ¢ay yapraklarinda 6l¢iilmiis, bunu
F2, F6, F3 ve F5 asilamalar1 izlemistir

Muradiye yaprak enzim aktivite analiz sonuglarina gore, yaprak GR aktivitesi F5 ve
yaprak GST aktivitesi ise F1 ve F5 asilamalar1 disindaki uygulamalarla kontrole kiyasla
artmig ve artis oranlar1 ¢ok onemli (p<0,01) bulunmustur. Yaprak GR enzim aktivitesi
bakimindan F3, F7, F1 asilmalar1 ve NPK uygulamasi; yaprak GST enzim aktivitesi
bakimindan ise 6zellikle F7, F6, F3 ve biyolojik giibre uygulamalarinin en etkin sonucu

verdigi belirlenmistir.

Oksidatif pentoz fosfat yolunun (OPPP) temel dlzenleyici enzimleri olan G6PD
aktivitesi basta F2 ve F7 bakteri formiilasyonlar1 olmak tizere, F4 ve F5 asilamalari
disindaki biitiin uygulamalarla kontrole kiyasla ¢ok Onemli oranda artmistir. Cay

yapraklarinda Olgiillen 6PGD enzim aktivitesi basta F6 olmak Uzere, F7, F5 ve F1
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asilmalariyla kontrole kiyasla artmis ve artis oranlari istatistiksel olarak ¢ok Onemli

bulunmustur (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Muradiye-10 c¢ay klonunda yaprak
klorofil, antosiyanin, GR, GST, POD, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi (zerine etkisi (Set I,
2014 yili)

Enzim aktivitesi EU/mg protein =

Uygulamalar KM ACI

GR GST POD G6PD 6PGD
Kontrol 67,94 d 21,08d 1,33d 164d 0,103c 1,28d 1,36 cd
NPK 75,23 a 23,04 ab 2,74 ab 221b 0,126¢c 1,80 bc 1,31d
Biyolojik giibre 72,88ab 22,31 bc 2,16 ¢ 248ab 0,111c 182bc 1,76cd
F1 71,63 be 22,12 bd 2,90 a 1,87cd 0,226a 2,09b 1,59 cd
F2 71,86 bc 22,35 bc 2,25 bc 217bc 0,211 ab 2,68a 183¢c
F3 70,06 cd 21,56 cd 3,14 a 2,58a 0,201 ab 1,86 bc 1,52 cd
F4 68,68 d 21,13d 2,06 c¢C 2,20b 0,236 a 1,21d 1,37 cd
F5 69,72 cd 21,45 cd 1,20d 1,72d 0,176 b 1,51 cd 2,30b
F6 75,08 a 23,98 a 2,32 bc 2,74 a 0,210 ab 2,11b 3,34 a
F7 75,43 a 23,73 a 2,98 a 28la 0,228a 2,63 a 2,36 b
Ortalama 71,85 22,28 2,31 2,24 0,183 1,90 1,87
Onem SEViyeSi sk sk sk sk sk etk sk

*Enzim 6l¢iimii her bir drnekte {i¢ kez tekrarlanmugtir ; ++:p<0,05 Onemli; *+:p<0,01 ¢ok &nemli
KM: Klorofil (SPAD) miktari ; Al: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediiktaz; GST:Glutatyon
S-transferaz; POD:Peroksidaz; G6PD:Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD:6-fosfoglukonat
dehidrogenaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamisg; NPK: 1500 mg kompoze 25:5:10/fidan

4.4.2. 11. Deneme

Bu arastirma kapsaminda dogal kosullarda kurulan ikinci saksi deneme seti, Cay
Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisii
Hayrat deneme istasyonunda, 1,5 yash ayni boy ve capta Hamzabey Tiirk cay klonu
fidanlar1 ile kurulmustur. Bu denemede arastirma kapsaminda Hazar Denizinin Giiney
kiyilarinda yetistirilen ¢ay bitkileri rizosferinden izole edilen 20 farkli orijinal bakteri
izolati, mineral NPK giibrelemesi ve kontrole kiyasla test edilmistir. Arastirmada
kullanilan bakteriler ve bu bakterilere ait baz1 biyokimyasal 6zellikler Cizelge 4.23°de,
bakteri asilmalar1 ve giibre uygulamasinin gelisme ve verim parametreleri izerine etkisi

ise Cizelge 4.24’de verilmistir.
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Cizelge 4.23. Saksilarda bir buguk yasli Hamzabey ¢ay klonu ile kurulan denemede
kullanilan yeni izolatlarin baz1 6zellikleri (Deneme Set 11)

Kod MIS Tani Sonucu GR OKS KTZ AG SKZ FC
AR-7 Pseudomonas fluorescens - + + Z+ + K+
AR-9 Pseudomonas fluorescens - K+ + + + +
AR-18  Bacillus pumilus + + K+ + - Z+
AR-20  Rhodococcus erythropolis + - + K+ + K+
AR-21  Bacillus subtilis + - + + + Z+
AR-28  Burkholderia cepacia - Z+ + K+ - K+
AR-29  Bacillus licheniformis + + + + - K+
AR-40  Bacillus megaterium + - + + - Z+
AR-42  Burkholderia cepacia - + + + - +
AR-47  Achromobacter xylosoxidans denitrificans - - + Z+ K+
AR-49  Rhodococcus erythropolis + - + K+ - K+
AR-50  Bacillus pumilus + + + + - K+
AR-52  Pseudomonas fluorescens - K+ + + + +
AR-59  Bacillus atrophaeus + - + Z+ + K+
AR-64  Bacillus pumilus + + + + - +
AR-67  Bacillus subtilis + - + + + K+
AR-70  Bacillus pumilus + + + + - K+
AR-71  Pseudomonas agarici - + + K+ + +
AR-76  Bacillus subtilis + Z+ K+ Z+ + K+

AR-173 Pseudomonas putida - + + + - +

GR: Gram reaksiyon; OKZ: oksidaz test; KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme (nmol C,H,,
107 cfu h™); SKZ: Silkroz test; FC: FC: NBRIP-BPB ortamda gelisme (ug P mL™'d™); K+: Kuvvetli
pozitif; +: Pozitif; Z+: Zayif pozitif; -: Negatif

Toplam 20 farkli izolatin test edildigi bu denemenin ilk yil sonuglarina gore, kontrole
kiyasla bu denemede kullanilan 14 bakteri gévde ¢ap1 degerini, 6 bakteri fidan boyunu,
11 bakteri dal+yaprak agirligini, 12’ser bakteri bakteri yas ve kuru yaprak verimini ve
13 bakterinin ise ortalama yaprak alani degerlerini 6nemli (p< 0,05) miktarda artirdig:
belirlenmistir. En yiiksek bitki boyu (49,74 cm) P. agarici AR-71 asilamasiyla elde
edilmis, bunu sirasiyla NPK (48,76 cm), B. subtilis AR-76 (48,32 cm) ve B. pumilus
AR-64 (47,08 cm) izlemistir. En diisik bitki boyu ise kontrol (39,97 cm), B.
megaterium AR-40 (39,93 cm), B. cepacia AR-28 ve P. fluorescens AR-9 (39,94 cm)
uygulamalarinda belirlenmisidir. En yiiksek gdvde cap1 ve yaprak alani degerleri B.
subtilis AR-21 asilanan ve mineral NPK giibre uygulanan ¢ay fidanlarinda dl¢tilmiistiir
(Cizelge 4.25).

En yiiksek yas dal+yaprak agirlig1 R. erythropolis AR-49 (14,47 g/fidan) asilamasindan
elde edilirken, bunu sirasiyla B. pumilus AR-64 (13,69 g/fidan), B. atrophaeus AR-59
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(13,23 g/fidan), B. subtilis AR-21 (13,23 g/fidan) ve B. subtilis AR-67 izlemistir. En
yiiksek yas yaprak verimi B. pumilus AR-64 (9,11 g/fidan) asilanmis fidanlarda
goriiliirken bunu siarasi ile ayni gruba giren B. subtilis AR-67, B. pumilus AR-70, R.
erythropolis AR-49 ve B. atrophaeus AR-59 asilamalar1 izlemistir. Kuru yaprak agirligi
bakimindan en etkin uygulamalar siras1 ile B. pumilus AR-64 (4,74 g/fidan), B.
licheniformis AR-29, NPK, B. subtilis AR-67, A. xylosoxidans denitrificans)AR-47, B.
pumilus AR-70, B. atrophaeus AR-59, R. erythropolis AR-49, B. subtilis AR-21 ve P.
putida AR-173 olmus ve ayn1 gruba girmistir.

Ortalama en yiiksek yaprak alani degerleri B. subtilis AR-21 (36,22 cm?) ve NPK (34,83
cm?) uygulamalarinda ortaya ¢ikmis, bu uygulamalar1 A. xylosoxidans denitrificans)AR-
47 (34,47 cm?), B. pumilus AR-70 ve P. agarici AR-71 (33,13 cm?) asilamalari
izlemistir. En diisiik yaprak alani ise kontrolle ayni gruba giren B. pumilus AR-50
(24,14 cm?®) ve B. cepacia AR-28 (24, 53 cm?) asilamalarinda ortaya ¢ikmustir (Cizelge
4.24).

Mineral NPK uygulamasi ile kontrole kiyasla, govde capi, daltyaprak agirligi, yas
yaprak agirhigi, kuru yaprak agirligi, toplam yaprak alani, yaprak klorofil icerigi ve
yaprak antosiyanin icerigi sirasiyla %26,6, 19,9, 21,5, 46,6, 32,4, 14,1 ve 23,9 oraninda
artmistir. Kontrol uygulamasina kiyasla bakteri asilamalarinin ¢ay gelismesine etkisi,
govde capinda %S5,5 ile 27,2, dal + yaprak agirliginda %-22,4 ile 29,8, yas yaprak
agirhigr %-3,5 ile 60,4, kuru yaprak agirhigr %-18,4 ile 48,1, toplam yaprak alan1 %-8,2
ile 37,7, yaprak klorofil igerigi %0,0 ile %14,1 ve yaprak antosiyanin igerigi ise %7,6

ile 23,9 oraninda degisim gostermistir.

Bu deneme setinin ilk yil sonuglar1 toplu degerlendirildiginde, ¢ay gelisme ve verimi
bakimindan, genellikle mineral giibreleme ile benzer sonug veren B. subtilis AR-21, R.
erythropolis AR-49, B. pumilus AR-64, B. subtilis AR-67, B. atrophaeus AR-59 ve B.
licheniformis AR-29 bakteri asilamalarinin {imitvar olabilecegi sdylenebilir (Cizelge
4.24). Bu bakterilerin ¢ay gelisme parametrelerini mineral glibrelemeye es veya daha

yiiksek oranda artirdig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.24. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin Hamzabey ¢ay klonunda
verim ve gelisme parametreleri iizerine etkisi (Set 11, 2013 y1l1)

Uygulamalars GC BB DYA YYV KYV YA
Kontrol 5,08 f 3997e 10,19 ¢ 5,68 fg 3,20d 26,31 ij
NPK 6,43 ab 48,76 ab  12,22cd 6,90b-e  4,69a 34,83 ab
AR-7 5,93 a-e 42,63c-e 10,64fg 6,24e-g 3,34cd 29,58 f-h
AR-9 5,78 c-e 39,9%e 10,92e-g 6,48 c-f 3,40 cd 30,38 fg
AR-18 5,38 ef 40,92de 10,22 ¢ 6,39 d-f 3,43 cd 28,43 gh
AR-20 6,04 a-d 41,73c-e 10,97e-g 7,09 b-d 3,67 bc 30,49 eg
AR-21 6,46 a 4583a-d 1323bc 7,67b 4,37 a 36,22 a
AR-28 5,45 d-f 39%e 8,83 h 55749 2,75¢ 24,53 j
AR-29 6,19 a-c 4429b-e 12,14cd 7,06b-d 4,69a 29,11 f-h
AR-40 5,67 c-f 39,93¢e 8,55 h 5,48 26le 25,09 j
AR-42 5,38 ef 42,38c-e 10,69fg 6,48 c-f 3,49 cd 26,27 ij
AR-47 5,86 a-e 44,10b-e 11,83de 7,11b-d 450a 34,47 a-c
AR-49 5,74 c-e 4552 a-d 14,47 a 8,50 a 4,37 a 31,17 d-f
AR-50 5,80 b-e 42,06c-e 7,91h 552¢ 2,78 ¢ 24,14
AR-52 5,72 c-e 40,67de  8,21h 551¢ 2,62¢ 24,90 j
AR-59 6,10 a-d 4598a-d 13,23bc  8,49a 4,45 a 24,84 j
AR-64 5,86 a-e 47,08a-c 13,69ab 9,1la 4,74 a 27,96 hi
AR-67 571c-e 44,35b-e 1321bc 8,68a 4,55 a 32,58 c-e
AR-70 5,71 c-e 43,69b-e 1213cd 8,6l1la 4,49 a 33,13 b-d
AR-71 6,21 a-c 49,74 a 11,91de 7,29 bc 3,93b 33,13 b-d
AR-76 5,67 c-f 48,32ab  11,71d-f 7,01 b-e 3,68 bc 32,55 c-e
AR-173 5,36 ef 4538a-e 12,29cd 7,72Db 4,33 a 31,14 d-f
Ortalama 5,80 43,78 11,33 7,02 3,82 29,60

+*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda nemli (p<0,05) degildir

GGC: Govde capr (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirhg (g/fidan); YYV: Yas yaprak
verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); YA: Yaprak alam (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre
uygulanmamig; NPK: (100 kg/da kompoze %25:5:10)

Aragtirmanin birinci yilinda ikinci deneme setinde bakteri formiilasyonu ve giibre
uygulamalarinin Hamzabey ¢ay klonunda yaprak klorofil, antosiyanin, GR, GST, G6PD
ve 6PGD enzim aktivitesi lizerine etkisi Cizelge 4.25’de verilmistir. Bu deneme setinde
test edilen izolatlardan 7’si yaprak klorofil ve 14’ ise yaprak antosiyanin icerik indeks
(ACI) degerini kontrole kiyasla &nemli miktarda artirmustir. Klorofil igerigi ve
antosiyanin miktar1 basta NPK giibrelemesi olmak iizere, B. subtilis AR-21, R.
erythropolis AR-49, B. licheniformis AR-29, B. subtilis AR-67, P. fluorescens AR-9, B.
atrophaeus AR-59 ve B. pumilus AR-64 asilamalar1 ile kontrole kiyasla 6nemli

miktarda artmustir.
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Cizelge 4.25. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Hamzabey c¢ay klonunda yaprak
yaprak klorofil, antosiyanin, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi lizerine etkisi (Set I,
2013 yil)

Enzim aktivitesi EU/mg proteins

Uygulamalars KM ACI

GR GST G6PD 6PGD
Kontrol 79,38 ¢ 19,55 e 1,87¢€ 1909 1,05f 0,75 f
NPK 90,61 a 24,23 a 2,50d 2,79b-d 155ce 202a
AR-7 84,34 a-c 21,17 de 2,48d 2,36d-f 135d-f 1,09d-f
AR-9 87,00 ab 23,04 a-d 2,37 de 197fg 1,32d-f 1,12d-f
AR-18 83,28 bc 21,76 b-e 2,26 de 2,02fg 1,25ef  1,03ef
AR-20 82,60 bc 21,04 de 1,89¢e 243c-f 1,18ef 0,79f
AR-21 90,60 a 23,77 a-c 4,17b 2,76 b-d 1,86bc 1,50 hbc
AR-28 79,43 ¢ 22,60 a-d 2,37 de 1,859 1,05f 0,79 f
AR-29 89,80 a 24,23 a 5,49 a 3,77 a 153c-e 1,44b-d
AR-40 79,38 C 21,50 b-e 2,22 de 2,17e-g 132d-f 1,01ef
AR-42 85,57 a-c 22,89 a-d 2,41d 1,83¢g 1,35d-f 1,19c-e
AR-47 83,12 bc 23,78 a-C 2,46 d 2,28e-g 1,67b-d 1,10d-f
AR-49 90,59 a 24,32 a 2,31 de 254c-e 184bc 1,29c-e
AR-50 79,84 ¢ 21,56 b-e 1,87e€ 2,08fg 0,99f 0,79 f
AR-52 79,43 ¢ 21,37 c-e 190e 204fg 131d-f 1,09d-f
AR-59 86,76 ab 23,77 a-c 2,53d 2,22e-g 199b 1,50 be
AR-64 87,48 ab 23,67 a-c 3,24 ¢ 2,12e-g 335a 1,46 b-d
AR-67 87,47 ab 23,82 ab 3,48 ¢ 3,09b 1,04 f 1,79 ab
AR-70 83,11 bc 23,72 a-c 1,87e 2,23e-g 167b-d 1,18c-e
AR-71 79,55 ¢ 22,56 a-d 2,36 de 2,25e-g 144de 1,31c-e
AR-76 80,03 ¢ 22,31 a-d 2,52d 285bc 1,67b-d 204a
AR-173 80,25 ¢ 23,84 ab 1,86¢e 1,869 1,04 f 0,75 f
Ortalama 84,08 22,75 2,56 2,33 1,49 1,23

*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p<0,05) degildir; **Enzim
Olciimii her bir 6rnekte ti¢ kez tekrarlanmustir

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediiktaz, GST:Glutatyon
S-transferaz; G6PD:Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD:6-fosfoglukonat dehidrogenaz; Kontrol:
Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (100 kg/da kompoze %25:5:10)

Bu deneme setinde test edilen bakterilerden, 9’unun kontrole kiyasla yaprak GR ve
G6PD enzim aktivitesini, 7 adedinin GST enzim aktivitesini ve 10 bakterinin ise 6PGD
enzim aktivitesini onemli miktarda (p< 0,05) artirdigi goriilmistiir (Cizelge 4.25).
Yaprak antioksidan GR enzim aktivitesi bakimindan en etkin izolat B. licheniformis
AR-29, B. subtilis AR-21, B. subtilis AR-67 ve B. pumilus AR-64; GST enzimi
bakimindan B. licheniformis AR-29, B. subtilis AR-67 ve B. subtilis AR-76 asilamalar1
en etkin sonucu vermistir. Cay yapraklarinda Ol¢lilen G6PD enzimi aktivitesi

bakimindan B. pumilus AR-64, B. atrophaeus AR-59, B. subtilis AR-21 ve R.
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erythropolis AR-49 ve 6PGD enzim aktivitesi bakimindan ise B. subtilis AR-76, B.
subtilis AR-67, B. atrophaeus AR-59 ve B. subtilis AR-21 izolatlar1 asilamalar1 en etkin
bulunmustur (Cizelge 4.25).

Aragtirmanin ilk yili ¢ay yapraklarinda oSlgiilen birim gram yaprak ve protein basina
polifenol oksidaz (PPO), peroksidaz (POD), alkol dehidrogenaz (ADH), Ureaz ve 5-
dehidroshikimat rediuktaz (DHSK) aktivitesi degerleri ise Cizelge 4.26’de verilmistir.
Arastirmanin ilk yil1 sonuglarina gore, birim gram yaprak agirligi basina enzim iinitesi
olarak PPO enzim aktivitesi 8, POD enzim aktivitesi 14, tireaz enzim aktivitesi 7, ADH
aktivitesi 13 ve DHSK rediiktaz aktivitesi ise 18 bakteri tarafindan kontrole kiyasla
artirllmig ve artis oranlar1 istatistiki olarak onemli (p<0,05) bulunmustur. Cay
yapraklarindaki en yiiksek birim yaprak agirligi ve protein basina polifenol oksidaz
(PPO) aktivitesi degeri B. subtilis AR-21 ve R. erythropolis AR-49 bakterileriyle
asilanan cay yapraklarinda oOl¢iilmiistiir. Kontrol ve mineral giibre uygulamalarina
kiyasla gerek birim yaprak ve gerekse birim protein basina yaprak peroksidaz enzim
aktivitesi bakimindan en etkin olan izolatlar sirasiyla P. agarici AR-71, B. pumilus AR-
64, B. subtilis AR-76, B. cepacia AR-42, B. subtilis AR-67, R. erythropolis AR-20, B.
cepacia AR-28, P. fluorescens AR-9 ve P. fluorescens AR-7 olmustur. P. putida AR-
173, P. agarici AR-71 ve B. subtilis AR-76 ve asilamalari ile birim gram yaprak ve
birim miligram protein basina enzim {initesi olarak iireaz aktivitesi kontrol ve NPK
uygulamalarina kiyasla 6nemli oranda artmigtir. B. pumilus AR-18, B. cepacia AR-28,
A. xylosoxidans denitrificans AR-47 ve B. pumilus AR-70 asilamalar1 ise kontrol ve
NPK uygulamasina kiyasla birim gram yaprak basina iireaz aktivitesini artirmis ve artis
oranlar1 dnemli bulunmus, Ancak protein basina artislar istatistiki bakimdan énemli (p<

0,05) bulunmamustir.

Cay yapraklarinda o6lgiilen en yiiksek birim yaprak veya birim protein basina alkol
dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri B. megaterium AR-40 ve P. agarici AR-71
asilamalariyla ulasilmistir. Bu bakterileri sirasiyla B. pumilus AR-64, B. cepacia AR-42,
B. cepacia AR-28, P. fluorescens AR-9, P. fluorescens AR-52, B. subtilis AR-67, R.
erythropolis AR-20, P. fluorescens AR-7 ve B. subtilis AR-76 asilamalari izlemistir. En
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yuksek yaprak ve protein basina 5-dehidroshikimat redliktaz aktivitesi B. subtilis AR-67
ve B. subtilis AR-21 asilanmis ¢ay yapraklarinda olgtilmiistiir. Bu bakterileri sirasiyla,
kontrol ve NPK uygulamalarina kiyasla DSHK aktivitesini énemli oranda artiran, P.
fluorescens AR-9, B. megaterium AR-40, B. cepacia AR-42, B. pumilus AR-64, P.
agarici AR-71, R. erythropolis AR-20, B. cepacia AR-28 ve B. pumilus AR-70 bakteri
asilamalari izlemistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Hamzabey cay klonunda yaprak
polifenol oksidaz, peroksidaz, ireaz, alkol dehidrogenaz ve 5-dehidroshikimat reduktaz enzim
aktivitesi Uzerine etkisi (Set II, 2013 y1l1)

EU/g yaprak EU/mg protein
Uygulamalars
PPO POD Ureaz ADH DHSK PPO POD Ureaz ADH DHSK

Kontrol 6,78 f 18,44e 095de 1,18d 2,59de 0,072 f 0,14 f 0,010c 0,038 f 0,094 c-e
NPK 8,70 a-c 18,84e 0,87e 1,21d 22le 0,111 b-f 0,14f 0,010c 0,038 f 0,080 e
AR-7 8,22b-f 3503ab 1,17a-e 1,8la-c 383a 0,122 b-f 0,26ab 0,013bc 0,065a-d 0,143b
AR-9 790b-f 37,25ab 1,19a-d 1,88ab 4,0la 0,142a-f 0,28a 0,013bc 0,068a-c 0,146b
AR-18 781cf 21,72c-e 1,37ac 1,60b-d 2,89cd 0,106 c-f 0,16 d-f 0,013bc 0,047 d-f 0,088 de
AR-20 8,54a-d 39,06ab 1,16a-e 1,79a-c 3,88a 0,169a-e 0,30a 0,010c 0,065a-d 0,138b
AR-21 9,75a 24,84c-e 1,06c-e 144b-d 3,99a 0,223 a 0,17d-f 0,011c 0,046d-f 0,186a
AR-28 8,40a-e 37,96ab 1,28a-c 1,95ab 3,89a 0,195a-c 0,27a 0,010c 0,068a-c 0,138b
AR-29 8,40a-e 2531cd 1,10b-e 1,86ab 3,23 bc 0,098ef 0,20b-e 0,011c 0,055b-f 0,105 b-e
AR-40 7,05d-f 33,15b 1,12b-e 2,05a 4,14a 0,085ef 0,21b-d 0,010c 0,081a 0,143 b
AR-42 8,38a-e 39,71a 1,23a-d 196ab 4,02a 0,197a-c 0,29a 0,013bc 0,070a-c 0,143b
AR-47 8,46a-d 19,41de 1,27a-c 1,46b-d 2,26e 0,160 a-f 0,15d-f 0,016 a-c 0,047 d-f 0,088 de
AR-49 9,38ab 26,22c¢ 1,05c-e 1,70a-d 3,76ab 0,202ab  0,19c-f 0,011c 0,057 b-f 0,124 b-d
AR-50 8,24 b-f 24,83c-e 1,08b-e 1,76a-c 3,11lc 0,096 ef 0,20b-f 0,010c 0,052c-f 0,101 b-e
AR-52 7,48c-f 34,06ab 1,18a-e 197ab 3,72ab 0,078ef  0,25a-c 0,013bc 0,062a-d 0,130 b-d
AR-59 8,19b-f 2696c 1,22a-d 162a-d 3,23bc 0,098ef 0,20b-e 0,011c 0,052c-f 0,108 b-e
AR-64 8,45a-d 40,00a 1,21a-d 20la 4,02a 0,190a-d 0,29a 0,013bc 0,074ab 0,143b
AR-67 791b-f 37,95ab 1,24a-d 1,83ab 395a 0,106 d-f 0,28a 0,013bc 0,063a-d 0,216a
AR-70 8,16 b-f 23,85c-e 1,30a-c 1,20d 3,79ab 0,076 ef  0,17d-f 0,013bc 0,041ef 0,132 bc
AR-71 6,92ef 4021a 1,36ac 213a 393a 0,074 f 0,28a 0,018ab 0,081a 0,140 b
AR-76 7,14d-f 39,79a 1,38ab 1,75a-c 3,78ab 0,119b-f 0,29a 0,018ab 0,060b-e 0,130 b-d
AR-173 7,77cf 1856e 1,45a 1,29cd 21le 0,111 b-f 0,15ef 0,021a 0,047d-f 0,080e
Ortalama 8,09 30,14 1,19 1,70 3,47 0,129 0,22 0,013 0,058 0,127

*Ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p<0,05) degildir
PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz rediiktaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5- ehidroshikimat
reduktaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (100 kg/da kompoze %25:5:10)

Bu denemeye ait 2013 yili ¢ay yapragi makro ve mikro element analizi sonuglari
Cizelge 4.27 ve 4.28°de verilmistir. Asilanan bakteri ve giibre uygulamalarina bagl
olarak degismekle birlikte makro ve mikro element igerigi bakteri ve giibre

uygulamalariyla degismistir.
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Bu denemede kullanilan 20 farkli bakteri izolatindan kontrole kiyasla 10 bakteri yaprak
N igerigini, 13 bakteri yaprak P igerigini, 10 bakteri yaprak Ca igerigini, 16 bakteri ise
Mg igerigini, 12 bakteri yaprak Al igerigini ¢ok 6nemli (p<0,01) miktarda artirmistir.
Bu izolatlardan 12 bakteri yaprak K igerigini, 14 bakteri yaprak S igerigini ve 13 bakteri
ise yaprak Na igerigini artirmis ve artis oranlari istatistiksel olarak onemli (p< 0,05)
bulunmustur. Mineral NPK uygulamas: ise yaprak K icerigi disindaki diger makro

element icerigi kontrole kiyasla 6nemli oranda artirmistir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Bakteri ve kimyasal glibre uygulamalarinin Hamzabey cay klonunu
fidanlarinda makro element miktarlar1 (Set II, 2013 y1l1)

9 mg/kg
(%) g/ kg kuru madde kuru madde
Uygulamalalar
N P K Ca Mg S Al Na

Kontrol 1,92 h 199h 19,16e 798¢ 1,61h 3,11le 0,71 fg e
NPK 2,47 a 3,656¢c 2167de 1564c 2,95 bc 4,44 a-c 154 b 71lc
AR-7 2,08 d-h 2,36 gh 22,93de 8,52 fg 1,72h 3,43 de 0,559 94 ab
AR-9 2,27 a-f 482a 24,13c-e 24,28ab 3,65a 5,40 a 1,37 b-d 56 d
AR-18 2,08 d-h 347cd 3l124a 7,799 250c-e 4,82a-c 0,79 e-g 72 ¢c
AR-20 1,93h 3,24 c-f 28,76 a-c 9,02d-g 191fh 44lac 0,79 e-g 3le
AR-21 2,44 ab 3,45cd 33,6la 16,55 ¢ 2,40d-f 4,70a-c 1,53 b 42 de
AR-28 2,15c¢-h 331lce 32,14a 11,08d-f 34lab 4,99 ab 1,13 c-e 103 a
AR-29 2,34 a-c 1,99h 1969e 1527c 2,39 ef 3,18 de 1,29 b-d 32e
AR-40 2,30 a-e 250f-h 19,13e 11,71d 1,82gh  3,40de 152b 95 ab
AR-42 2,08 d-h 2,03h 20,66¢e 15,09 ¢ 2,35 ef 31le 1,30 b-d 32e
AR-47 2,02 f-h 2,71d-h 30,89ab 9,20d-g 1,79 gh 4,62 a-c 1,02 d-f 72¢c
AR-49 2,21 b-g 3,82bc 3155a 16,82 ¢ 3,77 a 4,96 a-c 2,19a 102 a
AR-50 2,17 ¢c-h 2,03h 20,52e 6,879 253ce 3,09e 0,78 e-g 93 ab
AR-52 1,96 gh 2,55e-h 30,63ab 11,52 de 224e-g 50lab 1,28 b-d 72¢c
AR-59 2,44 ab 3,82bc 21,74de 2544a 3,46 a 5,12 ab 2,32a 93 ab
AR-64 2,29 a-e 452ab 32,39a 6,86¢g 290cd 5,39a 0,56 g 83 bc
AR-67 2,16 c-h 3,11c-f 22,43de 21,87b 293bc 4,72a-c 150b 57d
AR-70 2,45 ab 484a 310lab 8,15¢g 2,26e-g 4,12b-d 0,60 g 44 de
AR-71 2,33 a-d 3,84bc 26,17 b-d 8,90e-g 2,24e-g 398c-e 1,38 bc 35e
AR-76 2,45 ab 3,32c-e 2591cd 8,15¢g 2,26e-g 4,12b-d 0,60 g 44 de
AR-173 2,06 e-h 3,19c-f 30,77ab 7,65¢g 247c-e 4,74ac 0,79 e-g 71lc
Ortalama 2,21 3,21 26,23 12,47 2,53 4,31 1,16 65
Onem SEViYESi sk sk % Kok wox % sk %

Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (100 kg/da kompoze %25:5:10)
#:p<0,05 6nemli, »+:p<0,01 ¢ok 6nemli

Yaprak azot icerigi mineral NPK uygulanan ¢ay bitkilerinde en fazla artarken, bunu
sirastyla AR-70, AR-76, AR-21, AR-59, AR-29, AR-40, AR-64, AR-9 ve AR-49

asilamalar1 izlemistir. En yiiksek yaprak P igerigi B. pumilus AR-70 ve P. fluorescens
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AR-9 bakterileriyle agilanan ¢ay fidanlarinda 6lgiilmiis ve bunlari siras1 ile AR-64, AR-
71, AR-49 ve AR-59 asilamalar1 izlemistir. Yaprak potasyum igerigi AR-21, AR-64,
AR-28, AR-49 ve AR-18; Ca igerigi bakimindan AR-59, AR-9, AR-67, AR-48, AR-21
ve AR 29; Mg igerigi bakimindan AR-49, AR-9, AR-59, AR-28 ve AR-67; yaprak
kiikiirt i¢erigi bakimindan AR-9, AR-64, AR-59, AR-52 ve AR28, yaprak aliminyum
icerigi bakiminda AR-59, AR-48, AR-21, AR-40 ve AR-67 ve yaprak sodyum igerigi
bakimindan ise AR-28, AR-49, AR-40, AR-7 ve AR-50 izolatlar1 6zellikle etkin
olmustur (Cizelge 4.27).

Bu deneme setinde test edilen 20 farkli bakteri izolatindan 12’si yaprak Fe ve 17’si ise
yaprak Cu igerigini kontrole kiyasla artirmig ve artis oranlari 6nemli (p< 0,05)
bulunmustur. Toplam 13 izolat yaprak Mn igerigini, 8 izolat Zn igerigini, 16 izolatin
yaprak B ve 7 izolatin ise Mo igerigini artirdigi goriilmiis ve kontrole kiyasla artis
oranlar1 ¢ok O6nemli bulunmustur (Cizelge 4.28). Cay yapraklarinda en yiiksek (637
mg/kg) Fe icerigi AR-64 asilanmis ¢ay fidanlarinda 6lglilmiis ve bunu sirasiyla AR-67,
AR-40, AR-21, AR-29, AR-59 ve AR-9 bakterileri izlemistir. En diisiik yaprak Fe
icerigi ise kontrol ve AR-52 asilanmis caylarda Ol¢iilmiistiir. Cay yaprak Cu igerigi
bakimindan en etkin olan uygulamalar sirasiyla AR-21, AR-64, AR-59, AR-9, NPK,
AR-70, Ar-29 ve AR-50 olmustur. Cay yapraklarinda 6lgiilen en ylksek (1646 mg/kg)
Mn igerigi AR-49 asilanmis cay yapraklarinda ol¢lilmiis ve bunu siras1 ile AR-67, AR-
59, AR-40, NPK, AR-29 ve AR-42 asilamalari izlemistir. Cay yapraklarinda olciilen en
yuksek Zn igerigi (94,2 mg/kg) AR-29 asilanmis ¢ay fidani yapraklarinda 6l¢iilmiis ve
bunu sarasiyla AR-7, AR,49, AR-47, AR-28, AR-40, AR-64 ve AR-67 bakteri
asilamalar1 izlemistir. Cay yapraklarimin B igerigi bakimindan en etkin olan
uygulamalar sirasiyla AR-70, AR-76, AR-64, AR-9, AR-47 ve AR-21 olurken, yaprak
Mo igerigi bakimindan ise AR-20, AR-173, AR-18, AR-64, AR-40 ve AR-67
asilamalar1 en etkin uygulamalar olmustur. Cay yapraklarinda en yiiksek Ni icerigi AR-
64, AR-49, AR-70, AR-76, AR-9 ve NPK, en yiiksek Pb igerigi AR-20, AR-21, AR-28,
AR-173 ve kontrol, en yuksek Cd igerigi ise kontrol ve AR-21 uygulanmis cay
yapraklarinda 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.28).
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Analizi sonuglaria gore test edilen elementlerin alimi1 bakimindan genellikle en etkin
olan izolatlarin AR-21, AR-49, AR-64, AR-59, AR-70 ve AR-9 oldugu ortaya ¢ikmistir.
Kullanilan bakterilerle Hamzabey ¢ay klonda yaprak makro ve mikro element iceriginin
cok yiiksek oranlarda artmasi bu izolatlarin ¢ay bitkisinin beslenmesinde 6nemli oldugu
ve bakterilerin besin alimmi tesvik ettigini ortaya koymasi bakimindan Onemli

bulunmustur.

Cizelge 4.28. Bakteri ve kimyasal gubre uygulamalarimin Hamzabey cay klonu
fidanlarinda mikro element miktarina etkisi (Set I, 2013 y1l1)

Mikro element mg/kg kuru madde

Uygulama
Fe Cu Mn Zn B Mo Ni Pb Cd

Kontrol 88 e 9,3f 641 fg 4428 c-e 119g-i 005bc 63f 162 a 0,52a
NPK 236 d 29,2 a 1457 ab 46,24 b-e 320b-f 0,02c 253a 052ce 024c
AR-7 240d 139e 454 ¢ 93,59 a 123g-i 0,04bc 58f 156a 0,05d
AR-9 322¢ 28,6a 1042 de 72,71a-c 41,7ac 0,11ab 254a 147ab 0,39 a-c
AR-18 134 e 22,2d 470¢g 4599b-e 26,0d-f 0,15a 219 ¢ 1,43ab 0,28 bc
AR-20 108e 11,4 ef 863 ef 25,74 ¢ 241e-h 0,16a 145d 1,70 a 0,04d
AR-21 608 ab 30,1a 1180 cd 43,83c-e 40,7a-c 0,03bc 136d 1.65a 0,51a
AR-28 129e 22,0d 1017 de 7245a-c 7.8i 0,04bc 227a-c 164a 0,24 c
AR-29 582 b 26,6 a-c 1412 a-c 94,15a 10,7 hi 0,06bc 95e 1,15a-d 0,30 bc
AR-40 612 ab 22,1d 1499 ab 70,10 a-d 37,2a-e 0,14a 53 f 1.65a 0,06d
AR-42 121e 9,6 f 1386 bc 26,03 e 10,7hi  0,05bc 94e 1,37ab 0,42ab
AR-47 210d 12,8 ef 884 ¢ 75,15ab  40,8a-c 0,03c 222bc 0,05e 0,02d
AR-49 212d 23,8 cd 1646 a 81,67 a 32,0bf 004bc 256a 1,27ab 0,05d
AR-50 134 e 26,6a-c 1213 cd 39,77de 253e-g 0,02c 202 ¢ 1,18a-c 0,35a-c
AR-52 102 e 135e 1194 cd 25,72 ¢ 26,7d-f 0,04bc 130d 0,47de 0,32 bc
AR-59 369 ¢ 29,1a 1537 ab 36,63 e 30,3c-f 0,06bc 134d 1,28ab 0,31 bc
AR-64 637 a 295a 633 fg 68,43a-d 455ab 0,15a 258 a 1,22a-c 0,37 a-c
AR-67 630 ab 243b-d 1612ab 68,00a-d 39,6a-d 0,14a 251ab 0,77 b-d 0,40 a-c
AR-70 230d 28,0 ab 448 g 43,44c-e 49,0a 0,05bc 256a 0,01e 045ab
AR-71 103 e 24,4b-d 960 de 3741e 23,3e-h 0,15a 146 d 1,21ac 0,29 bc
AR-76 230d 24,4h-d 448¢g 43,44c-e 49,0a 0,05bc 256a 00le 04lac
AR-173 133 e 21,9d 462 g 4398ce 224fh 0,16a 215¢ 160a 045ab
Ortalama 280 22,0 1021 54,49 29,0 0,08 178 1,13 0,29
Onem SEViyESi * * sk sk sk sk % % %

+:p<0,05 Onemli, #+:p<0,01 ¢ok énemli
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (100 kg/da kompoze %25:5:10)

Bu deneme setine ait 2014 yilinda bakteri agilmalar1 ve glibre uygulamasinin gelisme ve
verim parametreleri tizerine etkisi Cizelge 4.29; yaprak klorofil, antosiyanin, GR, GST,
POD, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi Gzerine etkisi ise Cizelge 4.30’de verilmistir.
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Ikinci yil sonuglarma gére, kontrole kiyasla denemede test edilen izolatlardan 7
bakterinin govde ¢ap1 degerini, 6 bakterinin bitki boyunu, 17 bakteri dal+yaprak
agirhigint ve 13 bakterinin ikinci ve ti¢lincli yaprak alani degerlerini dnemli (p< 0,05)
miktarda artirdig1 belirlenmistir. Yas ve kuru yaprak verimi B. megaterium AR-40 ve B.
pumilus AR-50 disindaki biitiin uygulamalarla kontrole kiyasla artirmis farkliliklar
istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur. Cay fidanlarinda gévde ¢ap1 bakimindan, B.
atrophaeus AR-59 (8,21 cm), P. fluorescens AR-52, B. pumilus AR-64, NPK, R.
erythropolis AR-49 ve B. pumilus AR-70 izolatlar1 en yiiksek etkiyi gostermistir.

Cizelge 4.29. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin Hamzabey ¢ay klonunda
verim ve gelisme parametreleri lizerine etkisi (Set 11, 2014 yil1)

Uygulamalar= GC BB DYA YYV KYV YA UYA
Kontrol 7,26d 44,06 e 23,43e 12,16f 9,01le 13,92de 23,13 ef
NPK 8,17 ab 53,73 ab 3491a 18,24b 13,18ab 16,16 bc 28,83 ab
AR-7 7,82 a-d 46,98 c-e 28,45d 15,93 cd 11,74 cd 15,64 bc 26,00 cd
AR-9 7,76 a-d 44,01 e 32,46b 1995a 12,91ab 16,07 bc 26,71 ¢
AR-18 7,45 b-d 45,09 de 31,80bc 16,27 c 12,34bc  15,04cd 25,64 cd
AR-20 7,79 a-d 44,00 e 28,04d 14,88 c-e 11,11d 16,13 bc 26,81 ¢
AR-21 8,05 a-c 50,51 a-d 3494a 1844b 13,83 a 16,48 b 27,39 bc
AR-28 7,51 a-d 4401 e 23,30e  14,29¢ 11,03 d 12,98 e 21,57 f
AR-29 8,11 a-c 4881b-e 30,96bc 1551c-e 12,36bc 1540bc 25,59 cd
AR-40 7,51 a-d 45,99 c-e 23,64e 11,74f 9.43¢ 13,28 e 22,06 f
AR-42 7,27d 46,70 c-e  29,71cd 15,72c-e  11,73cd 13,90de 23,10 ef
AR-47 7,44 b-d 48,60 b-e 28,03d 15,09c-e 1153cd 1583 bc 26,01cd
AR-49 8,13 a-c 50,17 a-d 36,40a 19,49 ab 13,95a 18,41 a 30,25 a
AR-50 7.27d 46,35 c-e 23,30e 12/41f 8,88¢e 12,77 e 21,22 f
AR-52 8,18 ab 44,82 de 28,53d 14,65de 11,66 cd 13,17 ¢ 21,89 f
AR-59 8,21a 50,67 a-d 3494a 18,24b 13,83 a 15,54 bc 27,22 bc
AR-64 8,18 ab 51,89 a-c 3691a 20,13a 13,99 a 18,43 a 30,22 a
AR-67 7,68 a-d 48,87 b-e 28,45d 15,93 cd 11,53cd 14,86cd  24,55de
AR-70 8,12 a-c 48,15 b-e 3556a 1850h 12,90ab 16,18 bc 29,12 ab
AR-71 7,79 a-d 54,82 a 3553a 16,24c 12,29bc 15,67 bc 26,70 ¢
AR-76 7,67 a-d 53,25 ab 29,88cd 15,67c-e 12,87 ab 16,42 b 28,83 ab
AR-173 7,41 cd 50,01a-e 3154bc 16,29¢ 12,13 cd 16,47 b 24,50 de
Ortalama 7,76 48,25 30,49 16,17 12,01 15,40 25,79

+*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda énemli (p<0,05) degildir

GC: Govde ¢apt (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirhg: (g/fidan); YYV: Yas
yaprak verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); IYA: ikinci yaprak alami (cm?); UYA:
Uglincli yaprak alam (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmams; NPK: (100 kg/da kompoze
%25:5:10)
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Cay fidanlarinda bitki boyu bakimindan ise P. agarici AR-71, B. subtilis AR-76, NPK,
B. pumilus AR-64, B. subtilis AR-21 ve R. erythropolis AR-49 uygulamalar1 en etkin
sonucu vermistir. En yiiksek yas dal+yaprak agirh@ B. pumilus AR-64 (36,91 g/fidan)
ve R. erythropolis AR-49 (36,40 g/fidan) asilamasindan elde edilmistir. Dal+yaprak
agirhi@i bakimindan bu izolatlar sirasiyla B. pumilus AR-70 (35,56 g/fidan), P. agarici
AR-71 (35,53 g/fidan), B. atrophaeus AR-59 (34,94 g/fidan), NPK (34,91 g/fidan), P.
fluorescens AR-9 (34,46 g/fidan) uygulamalar izlemistir. Yas ve kuru yaprak verimi ve
yaprak alani degerleri bakimindan basta B. pumilus AR-64 (20,13 ve 13,99 g/fadan)
olmak Uzere, R. erythropolis AR-49, P. fluorescens AR-9, B. subtilis AR-21, B.
atrophaeus AR-59, B. pumilus AR-70 ve B. subtilis AR-76 asilamalar1 ve NPK

giibrelemesi en etkin uygulamalar olarak 6ne ¢ikmustir.

Deneme setinin ikinci yil sonuglarina gore, mineral NPK uygulamasi ile kontrole
kiyasla, govde gapi, bitki boyu, dal + yaprak agirligi, yas yaprak agirligi, kuru yaprak
agirlig1 ve ortalama yaprak alani sirasiyla %12,5, 21,9, 49,0, 50,0, 46,3 ve 21,4 oraninda
artmistir. Kontrol uygulamasina kiyasla bakteri asilamalarinin ¢ay gelismesine etkisi,
govde ¢apinda %0,1 ile 13,1, bitki boyu %-0,1 ile 24,4; dal+yaprak agirliginda %-0,6 ile
57,5, yas yaprak agirligi %-3,5 ile 65,5, kuru yaprak agirhigi %-1,4 ile 55,3 ve ortalama

yaprak alani ise %-0,6 ile 31,3 oraninda degisim gdstermistir.

Aragtirmanin ikici yilinda bakteri asilamalarinin ve NPK uygulamasinin Hamzabey cay
klonunda yaprak Klorofil, antosiyanin, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi
tizerine etkisi Cizelge 4.30’de verilmistir. Bu deneme setinde test edilen izolatlardan
7’si yaprak klorofil ve 14’ii ise yaprak antosiyanin igerik indeks (ACI) degerini kontrole
kiyasla 6nemli miktarda artirmistir. Yaprak 6l¢lim sonuglarina gore yaprak klorofil ve
antosiyanin igerigi bakimindan en etkin izolatlar R. erythropolis AR-49, B. cepacia AR-
42, B. atrophaeus AR-59, NPK, B. subtilis AR-21, B. licheniformis AR-29, B. pumilus
AR-18ve B. pumilus AR-64 olmustur. Mineral NPK uygulamasi ile kontrole kiyasla
yaprak klorofil igerigi ve yaprak antosiyanin igerigi sirastyla %12,7, 11,3 oraninda
artarken, bakteri asilamalartyla yaprak klorofil igerigi %0,3 ile %13,7 ve yaprak

antosiyanin igerigi ise %0,4 ile 11,7 oraninda artmustir.
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Cizelge 4.30. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Hamzabey c¢ay klonunda yaprak
klorofil, antosiyanin, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktiviteleri (Set II, 2014 yil1)

Enzim aktivitesi EU/mg protein

Uygulamalars KM ACI

GR GST G6PD 6PGD
Kontrol 69,4 c 257¢e 2,03 e 2,06 f 1,13 e 0,83 f
NPK 78,2 a 28,6 a 2,70 ¢ 3,03 ab 1,67 b-d 1,68 ab
AR-7 72,2 b-d 27,0 a-e 2,68 ¢ 2,57 c-e 1,47 c-e 1,19 d-f
AR-9 73,3 b-d 27,4 a-e 2,75¢ 2,58 c-e 1,59 cd 1,33 b-e
AR-18 76,2 ab 28,5 ab 2,44 c-e 2,19 ef 1,35 de 1,12 ef
AR-20 71,44d 26,7 b-e 2,05 de 2,63 b-e 1,27 de 0,85f
AR-21 77,8 a 28,6 a 451 a 2,99 a-c 2,02 ab 1,63 a-c
AR-28 72,3 b-d 27,0 a-e 2,57 cd 2,04 f 1,14¢e 0,85 f
AR-29 773 a 28,7 a 461la 3,07a 1,82 a-c 1,57 ad
AR-40 69,9d 259¢e 2,40 c-e 2,35d-f 1,42 c-e 1,10 ef
AR-42 78,4 a 28,3 a-c 261c 2,03 f 1,46 c-e 1,30 c-e
AR-47 73,5 b-d 27,8 a-d 2,66 ¢ 2,46 d-f 1,65 b-d 1,20 d-f
AR-49 789 a 28,6 a 2,76 ¢ 2,76 a-d 2,00 ab 1,40 b-e
AR-50 69,7 d 27,9 a-d 2,03e 2,26 ef 1,07e 0,85f
AR-52 70,3 d 26,3 de 2,05 de 2,22 ef 1,41 c-e 1,19d-f
AR-59 78,3 a 28,0 a-d 28lc 2,71 a-d 2,15a 1,63 a-c
AR-64 75,9 a-c 258¢ 352b 2,53 de 2,17 a 1,69 ab
AR-67 72,9 b-d 27,3 a-e 3,78b 3,08a 1,64 b-d 194a
AR-70 73,1 b-d 27,3 a-e 2,43 c-e 2,41 d-f 1,81 a-c 1,28 c-e
AR-71 69,6 d 26,0 e 2,73c 2,44 d-f 1,56 cd 1,42 b-e
AR-76 72,7 b-d 26,6 c-¢ 2,74 ¢ 3,10a 1,81 a-c 194a
AR-173 72,0 cd 26,9 a-e 2,02¢e 2,04 f 112e 0,84 f
Ortalama 73,8 27,3 2,77 2,52 1,58 1,31

+*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda nemli (p<0,05) degildir

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediktaz; GST:
Glutatyon S-transferaz; G6PD: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD: 6-fosfoglukonat dehidrogenaz;
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (100 kg/da kompoze %25:5:10)

Arastirmanin ikinci yil enzim analiz sonuglarina gore, yaprak antioksidan GR enzim
aktivitesi bakimindan en etkin izolat B. licheniformis AR-29, B. subtilis AR-21, B.
subtilis AR-67, B. pumilus AR-64, B. atrophaeus AR-59 ve R. erythropolis AR-49;
GST enzimi bakimindan B. subtilis AR-76, B. subtilis AR-67, B. licheniformis AR-29,
NPK, B. subtilis AR-21, R. erythropolis AR-49 ve B. atrophaeus AR-59 agilamalari en
etkin sonucu vermistir. Cay yapraklarinda 6lgiilen G6PD enzimi aktivitesi bakimindan
B. pumilus AR-64, B. atrophaeus AR-59, B. subtilis AR-21, R. erythropolis AR-49, B.
licheniformis AR-29, B. pumilus AR-70, B. subtilis AR-76 ve 6PGD enzim aktivitesi
bakimindan ise B. subtilis AR-67, B. subtilis AR-76, B. pumilus AR-64, NPK, B.
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atrophaeus AR-59 ve B. subtilis AR-21 izolatlar1 asilamalar1 en etkin bulunmustur
(Cizelge 4.30).

4.4.3. 111. Deneme

Onceki denelerde oldugu gibi dogal kosullar altinda ve saksilarda kurulan iigiincii
deneme seti, Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay ve Bahge Bitkileri
Arastirma Enstitiisii Hayrat deneme istasyonunda, 2 yash {iniform ayni boy ve ¢apta
Pazar-20 ¢ay klonu fidanlar1 ile kurulmustur. Deneme setinde bu aragtirma kapsaminda
izole edilen 7 farkli bakteri izolati, NPK (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan), biyolojik
giibre ve kontrole karsi test edilmistir. Deneme setinde kullanilan bakteriler ve bu
bakterilere ait bazi biyokimyasal 6zellikler Cizelge 4.31°de, bakteri asilamalar1 ve giibre
uygulamasinin 2013 yili gelisme ve verim parametreleri iizerine etkisi ise Cizelge

4.32’de verilmistir.

Cizelge 4.31. Dogal kosullarda saksilarda iki yasli Pazar-20 cay Kklonu ile kurulan
denemede kullanilan yeni izolatlarin bazi 6zellikleri (Deneme Set I11)

Kod MIS Tam Sonucu GR OKS KTz AG SKZ FC
AR-4  Lysobacter enzymogenes enzymogenes - Z+ + + Z+ K+
AR-14  Bacillus pumilu + + K+ + - +
AR-17  Bacillus subtilis + + + + + +
AR-22 Bacillus pumilus + + + K+ - +
AR-31 Arthrobacter globiformis + - + K+ - K+
AR-33  Paenibacillus polymyxa + - + K+ - K+
AR-72  Micrococcus luteus + + + + - K+

GR: Gram reaksiyon; OKZ: oksidaz test; KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme (nmol C,H,,
107 cfu h™); SKZ: Siikroz test; FC: NBRIP-BPB ortamda gelisme (ug P mL™d™); K+: Kuvvetli pozitif;
+: Pozitif; Z+: Zayif pozitif; -: Negatif

Dogal kosularda yiiriitiilen bu denemede 2013 yili sonuglarina gore, en yiiksek bitki
boyu ve govde cap1 B. subtilis AR-17 ve B. pumilus AR-22 bakterilerinin asilandigi ¢ay
fidanlarinda 6l¢iilmistiir. Kontrole kiyasla gévde ¢apt AR-31 ve AR-33 asilamalari

disindaki tiim uygulamalarla artmis ve artis oranlari istatistiki bakimdan ©6nemli
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bulunmustur. Fidan boyu ise B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22 ve M. luteus AR-72
bakteri asilamalar1 ve NPK giibrelemesi ile kontrole kiyasla dnemli artis gostermistir.
[k y1l sonuglarina gére, AR-33 disindaki bakteri asilamalariyla ¢ay fidanlarinda gévde
capt %6,9-17,6 oraninda artarken, mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda govde
capt artis1 %13,3 olmustur. Bakteri uygulamalar ile ¢ay fidanlarinda bitki boyu %2,5-

14,9 oraninda artarken mineral giibreleme ile %11,5 artmustir.

Giibre uygulamalar1 ve bakteri asilamalarinin tamami, kontrole kiyasla ¢ay fidanlarinda
yas dal+yaprak agirligi, yas ve kuru yaprak agirligi, yaprak sayisi, klorofil igerigi ve
toplam antosiyanin icerik indeks (ACI) degerlerini artirmis ve artis oranlari 6nemli (p<
0,05) bulunmustur. En yiiksek dal + yaprak agirligi, yas ve kuru yaprak verimi, yaprak
sayr ve alani degerleri B. pumilus AR-22 straini ile asilanan fidanlarda, en yliksek
klorofil ve antosiyanin 6l¢iimii ise NPK uygulanmis fidanlarda ortaya ¢cikmustir (Cizelge
4.32-33). En yiiksek yas verimi B. pumilus AR-22 asilamasiyla elde edilmistir. Bunu B.
subtilis AR-17 ve P. polymyxa AR-33 asilamalar1 izlemistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). B.
pumilus AR-22 izolatinin ¢ay verimini uygulanan mineral giibre ve diger bakteri

asilmalarina kiyasla istatistiki bakimdan 6nemli oranda artirdigi belirlenmistir.

Pazar-20 cay klonunda 3013 yili sonuglarina gére, L. enzymogenes AR-4, B. pumilus
AR-14, B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22, A. globiformis AR-31, P. polymyxa AR-
33 ve M. luteus AR-72 bakteri asilamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla, yas dal+yaprak
agirhigr %189, 23,6, 49,9, 56,7, 33,6, 36,4 ve 32,1; yas yaprak verimi %14,6, 30,1,
45,6, 57,3, 33,0, 39,9, 33,0; kuru yaprak verimi %13,4, 20,3, 37,4, 46,7, 21,2, 31,9 ve
15,0; yaprak sayis1 %14,3, 17,9, 22,1, 25,1, 10,3, 9,9 ve 15,4 ve ortalama yaprak alani
ise %6,1, 32,9, 1,4, 44,5, 0,5, 19,0 ve 20,2 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik
giibre uygulamalarinda ise dal + yaprak agirligt %37,3 ve 20,3; yas yaprak verimi
%39,1 ve 29,9; kuru yaprak verimi %24,4 ve 20,3; yaprak sayist %23,7 ve 18,5 ve
yaprak alani ise %23,9 ve 33,7 oraninda artis gdstermistir. Ilk yil sonuglarina gore,
denemede test edilen bakterilerden B. pumilus AR-22, B. subtilis AR-17 ve P. polymyxa
AR-33 asilamalarinin 6n plana ¢iktig1 belirlenmistir. Bakteri etkinligi test edilen

izolatlara baglh olarak degismekle birlikte, 6zellikle B. pumilus AR-22, B. subtilis AR-
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17 ve P. polymyxa AR-33 asilamalar1 ¢ayda verimin ana gostergesi olan yaprak verimi

bakimindan mineral giibrelemeye benzer veya daha yiiksek oranda etkin bulunmustur.

Cizelge 4.32. Mineral giubre ve farkli bakteri uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda verim ve
gelisme parametreleri tizerine etkisi (Set 111, 2013 yil1)

Uygulamalar= GC BB DYA YYV KYV YS YA
Kontrol 6,71 cd 44.68d 15,37 e 8,13 f 439¢ 3841e 26,67 d
NPK 7,60 ab 49,82a-c 21,10c 11,31 bc 5,46 bc 4752ab 33,04 a-c
Biyolojik giibre 7,60 ab 45,37 d 18,49d 10,56 d 5,28 cd 4550a-d 35,67 ab
AR-4 7,52 ab 47,19b-d 18,28d 9,32¢e 498d 4392cd 28,31cd
AR-14 7,64 ab 4850a-d 18,99d 10,58 d 5,28 cd 4528 a-d 35,45ab
AR-17 7,89 a 51,32 a 23,04 b 11,84 b 5,46 bc 46,90 a-c 27,04 cd
AR-22 7,87 a 50,32ab 24,09a 12,79 a 6,03 a 48,07 a 38,53 a
AR-31 722a-c 4578cd 20,54c 10,81 cd 5,32cd 42,37d 26,81d
AR-33 6,49d 46,57 b-d 20,96 c 11,37bc 5,79 ab 42,23 d 31,75 b-d
AR-72 7,17 be 50,29 ab  20,30c 10,81 cd 5,05d 44,31 b-d 32,06 b-d
Ortalama 7,37 47,99 20,12 10,85 5,30 44,45 31,53

*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda énemli (p<0,05) degildir

GGC: Govde gap1 (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirhg (g/fidan); YYV: Yas yaprak
verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); YS: Yaprak sayisi (adet/fidan); YA: Yaprak alani
(cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamus; NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80 kg/da
kompoze %25:5:10)

Biitiin uygulamalar kontrole kiyasla klorofil ve antosiyanin igerigini artirmis ve artis
oranlar istatistiksel olarak onemli (p<0,05) bulunmustur. Klorofil igerigi bakimindan
mineral giibre uygulamasi ve B. pumilus AR-22 asilamasi, en yiiksek etki gostermis ve
ayni guruba girmistir (Cizelge 4.33). Pazar-20 ¢ay klonunda 3013 yili sonuglarina gore,
L. enzymogenes AR-4, B. pumilus AR-14, B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22, A.
globiformis AR-31, P. polymyxa AR-33 ve M. luteus AR-72 bakteri asilamalriyla ¢ay
fidanlarinin sirasiyla klorofil igerigi %38,7, 9,7, 13,2, 19,9, 10,2, 11,0 ve 11,5 ve
antosiyanin igerigi ise sirasiyla %24,6, 17,2, 19,2, 29,4, 27,7, 25,3 ve 25,8 oraninda
artmistir. Mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda ise klorofil icerigi %24.,4 ve 16,6,

antosiyanin igerigi ise %43,4 ve 16,5 oraninda artig gostermistir.
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Sekil 4.6. Deneme Set Il solda kontrol, sagda B. subtilis AR-17 asilanmis fidanlar
(2013 y1il1)
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Sekil 4.7. Deneme Set |1l solda kontrol, sagda B. pumilus AR-22 asilanmig fidanlar
(2013 yil)
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Cizelge 4.33. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarimin Pazar-20 cay klonunda yaprak
antioksidan (GR ve GST) ve oksidatif pentoz fosfat yolu (G6PD ve 6PGD) enzim aktivitesi
tizerine etkisi (Set 111, 2013 y1l1)

Enzim aktivitesi EU/mg protein =

Uygulamalars KM ACI

GR GST G6PD 6PGD
kontrol 63,38¢ 14,36 ¢ 2,10d 1,93d 0,97 cd 0,91d
NPK 78,85a 20,59 a 3,28b 2,54¢ 1,67b 1,33 ¢
Biyolojik giibre 73,91 bc 16,73 b 2,43 cd 2,02d 157b 1,09d
AR-4 68,89 d 17,89 b 3,70a 2,77¢ 0,89 cd 1,06d
AR-14 69,55 cd 16,83 b 3,10b 1,93d 0,75d 1,46 ¢
AR-17 71,72 b-d 17,11b 3,98a 4,24 a 1,71 ab 2,51a
AR-22 75,99 ab 18,58 b 3,06b 3,55b 1,06 ¢ 2,19b
AR-31 69,84 cd 18,34 b 2,14d 1,92d 0,95 cd 0,90d
AR-33 70,55 cd 18,00 b 3,04b 2,79¢ 1,92a 1,38¢c
AR-72 70,69 cd 18,06 b 2,66 ¢ 2,38 cd 1,74 ab 1,09d
Ortalama 71,33 17,64 2,94 2,61 1,33 1,39

*Ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p<0,05) degildir; **Enzim
6l¢iimii her bir 6rnekte ti¢ kez tekrarlanmustir

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediktaz; GST:Glutatyon
S-transferaz; G6PD:Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD:6-fosfoglukonat dehidrogenaz; Kontrol:
Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80 kg/da kompoze
%25:5:10)

Toplam 7 farkli izolatin NPK, ticari biyolojik giibre ve kontrole kars1 test edildigi bu
denemenin sonuglarina gore, kontrole kiyasla denemede kullanilan 6 bakteri yaprak GR
enzimini, 4 bakteri GST enzim aktivitesini, 4 bakterinin ise G6PD ve 6PGD enzim
aktivitesini artirdi@1 ve artig oranlariin istatistiki olarak 6nemli (p< 0,05) bulundugu
goriilmiistir (Cizelge 4.33). En yiksek GR aktivitesi B. subtilis AR-17 ve L.
enzymogenes enzymogenes AR-4 asilanmis cay yapraklarinda Slgiilmiis ve NPK dahil
diger tim uygulamalara gore yuksek bulunmustur. GR aktivitesi bakimindan ikinci
grubu NPK gubrelemesi, B. pumilus AR-14, B. pumilus AR-22 ve P. polymyxa AR-33
astlamasi olusturmustur. En yiiksek yaprak GST enzim aktivitesi sirasiyla B. subtilis
AR-17, B. pumilus AR-22, P. polymyxa AR-33 ve L. enzymogenes AR-4
astlamalarindan elde edilmistir. Diger biitiin uygulamalara kiyasla GST enzim aktivitesi
B. subtilis AR-17 asilanmis fidan yapraklarinda ve bu artig istatistiki olarak Onemli
bulunmustur. Yapraklarda en yiliksek G6PD enzim aktivite degerleri P. polymyxa AR-33
asilamasinda olgtiliirken bunu sirasiyla M. luteus AR-72, B. subtilis AR-17 ve NPK
uygulamalan takip etmistir (Cizelge 4.33). Cay yapraklarinda en yiiksek 6PGD enzim

aktivitesi diger biitiin uygulamalara kiyasla 6nemli artis gosteren B. subtilis AR-17



150

asilanmis fidanlarda Ol¢iilmiistiir. Yiiksek 6PGD enzim aktivitesi bakimindan séz
konusu uygulamay1 sirasi ile ikinci grubu olusturan B. pumilus AR-22 asilamasi ve
iclincti grubu olusturan B. pumilus AR-14 ve M. luteus AR-72 asilamalar1 ve NPK
mineral giibrelemesi izlemistir. Cay yapraklarinda GR, GST, POD, G6PD ve 6PGD
enzim aktiviteler toplu degerlendirildiginde, 6zellikle B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-
22 ve P. polymyxa AR-33 asilamalarinin etkin oldugu ve stres kosullarina tolerans

bakimindan iimitvar olabilecegi sdylenebilir.

Ucgiincii deneme setinin 2013 yili sonuglarina gére, mineral giibre ve farkli bakteri
asilamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda yaprak polifenol oksidaz, peroksidaz, tireaz, alkol
dehidrogenaz ve 5-dehidroshikimat reduktaz enzimlerinin aktiviteleri Cizelge 4.34’da
verilmistir. Cay yapraklarindaki en yiiksek birim yaprak agirligi basina polifenol
oksidaz (PPO) aktivitesi B. pumilus AR-22 asilamasi ve mineral NPK giibre uygulamasi
ile elde edilmis, biitliin uygulamalar birim yaprak agirhigi basina PPO aktivitesini
kontrole kiyasla onemli diizeyde artirmustir (Cizelge 4.34). Kontrole kiyasla birim
protein bagia PPO aktivitesi ise B. pumilus AR-22, B. subtilis AR-17 ve M. luteus AR-
72 agilamali ve NPK giibrelemesi ile artmis ve artis oranlar istatistiki olarak nemli
bulunmustur. Caydaki primer flavonellerin oksitlenmesi, tat ve rengin olugmasinda
onemli katkis1 olan PPO aktivitesinin artirilmig olmasi 6nemli bir sonu¢ olarak
bulunmustur. mineral , biyolojik gilibre uygulamasina kiyasla gerek birim yaprak agirligi
basina yaprak peroksidaz enzim aktivitesi, L. enzymogenes enzymogenes AR-4
asilamasi disinda, test edilen biitiin bakteri asilamalari ile artmis ve artis oranlari dnemli
bulunmustur. Cay yapraklarinda 6l¢iilen POD enzim aktivitesi, B. subtilis AR-17 basta
olmak lzere B. pumilus AR-14 ve B. pumilus AR-22 asilamalariyla kontrole kiyasla
artmig ve artig oranlari istatistiki olarak énemli bulunmustur. Birim yaprak ve protein
basina iireaz enzim aktivitesi bakimindan en uygun sonucu kontrole kiyasla dnemli
oranda artisa neden olan biyolojik giibre ve L. enzymogenes enzymogenes AR-4 bakteri

asilamalar1 vermistir.

Gerek yaprak ve gerekse birim miligram protein basina enzim {initesi olarak alkol

dehidrogenaz aktivitesi A. globiformis AR-31, B. subtilis AR-17 ve B. pumilus AR-14
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bakteri asilamalari ile kontrol ve kimyasal giibre uygulamasina kiyasla énemli diizeyde

artmistir.

Diger uygulamalar ise alkol dehidrogenaz aktivitesi bakimindan kontrol ve mineral
NPK uygulamasi ile benzer sonug¢ vermis ve ayni gruba girmistir. Benzer olarak birim
gram yaprak agirligi basina 5-dehidroshikimat (DHSK) reduktaz enzim aktivitesi B.
pumilus AR-22, B. subtilis AR-17, P. polymyxa AR-33 ve A. globiformis AR-31 bakteri
astlamalari ile kontrol ve kimyasal ve biyolojik giibre uygulamasina kiyasla artmis, artis
oranlar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Protein basma enzim Unitesi olarak
DHSK enzim aktivitesi bakimindan B. subtilis AR-17 asilamasi diger tiim uygulamalara
gbre onemli artisa neden olurken, bu uygulamay1 kontrol ve NPK giibrelemesine gore
onemli artisa neden olan B. pumilus AR-22 asilamasi takip etmistir. Bu deneme setinde
test edilen bakterilerden etkin olanlarin ¢ay yapraklarinda kalite ve isleme teknolojisi
bakimindan onemli olabilecek enzim aktivitesi bakimindan uygun sonuglar verebilecegi

ortaya ¢ikmistir.

Cizelge 4.34. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda yaprak
polifenol oksidaz, peroksidaz, lireaz, alkol dehidrogenaz ve 5-dehidroshikimat reduktaz enzim
aktivitesi Uzerine etkisi (Set III, 2013 yil1)

EU/g yaprak EU/mg protein

Uygulamalars

PPO POD Ureaz ADH DHSK PPO POD Ureaz ADH DHSK
kontrol 598d 1585d 0,886c 0,98d 227d 0,062 bc 0,150 cd 0,010b 0,028c 0,077d
NPK 8,01ab 18,88¢cd 0,883 ¢c 1,09 cd 2,57 cd 0,101a 0,150cd 0,010b 0,028 ¢ 0,090 cd
Biyolojik giibre 7,60 a-c 1597d 1,544a 1,12cd 2,30d 0,085a-c0,139d 0,018a 0,036 bc 0,071 d
AR-4 7,73a-c18,74cd 1,490a 1,18 cd 2,67 cd 0,087 a-c 0,160 b-d 0,018 a 0,040 bc 0,115 bc
AR-14 751bc 2352b 1,150b 1,72ab 2,85b-d  0,083a-c0,197b 0,012b 0,048 ab 0,093 cd
AR-17 796ab 2844a 1,156b 1,76ab 3,55a 0,098a 0,236a 0,012b 0,061a 0,158a
AR-22 8,49a 2494b 1,176b 1,41bc 3,65a 0,105a 0,190 bc 0,012b 0,044 a-c 0,126 b
AR-31 6,98c 24,22b 1,058bc1,85a 3,39ab 0,068c 0,177 b-d0,012b 0,061a 0,117 bc
AR-33 7,63a-c21,48bc1,098b 1,34cd 3,53 a 0,083 a-c 0,164 b-d 0,012 b 0,042 bc 0,117 bc
AR-72 7,49 bc 21,83 bc1,110b 1,20cd 3,13 a-c 0,091 ab 0,162 b-d 0,012 b 0,040 bc 0,105 bc
Ortalama 754 2139 1155 137 2,99 0,085 0,172 0,013 0,043 0,107

*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p<0,05) degildir

PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5-dehidroshikimat
reduktaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80
kg/da kompoze %25:5:10)
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Uciincii deneme setine ait 2013 yili ¢ay yapragi makro ve mikro element analizi
sonuglar1 Cizelge 4.35 ve 4.36’da verilmistir. Asilanan bakteri formiilasyonuna baglh
olarak degismekle birlikte makro ve mikro element igerigi bakteri agilamalar1 ve giibre
uygulamalariyla degigmistir. Bu denemede kullanilan bakterilerin tamami, biyolojik
giibre ve NPK giibrelemesi kontrole kiyasla yaprak P igerigini 6nemli oranlar1 (p<0,05).
Yaprak N igerigi ise basta P. polymyxa AR-33 olmak Uzere B. pumilus AR-22, A.
globiformis AR-31 ve B. subtilis AR-17 bakteri asilamalar1 ve NPK giibrelemesi ile
kontrole kiyasla ¢ok onemli (p<0,01) oranda artmistir. Cay yapraklarinda N igerigi
bakimindan AR-33 ve AR-22 bakterileri ve NPK, P igerigi bakimindan ise AR-22 ve
AR-72 bakterileri en yiiksek sonucu vermistir. Cay yapraklarinda bulunan K igerigi, B.
pumilus AR-14 disindaki, bakteri agilamalariyla kontrol, biyolojik ve NPK giibre

uygulamalarina kiyasla artmig ve artis oranlari ¢ok 6nemli (p<0,01) bulunmustur.

Cizelge 4.35. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay fidanlarinda
makro element miktarina etkisi (Set 11, 2013 y1l1)

(%) makro element g/ kg kuru madde mg/kg kuru

Uygulamalar madde

N P K Ca Mg S Al Na
Kontrol 1,86¢€ 1,74d 16,8d 7,62d 2,11d 2,95d 0,93d 36e
NPK 2,20 ab 259¢c 20,1cd 17,48a 3,06a-c3,34cd 1,31bc 122 ab
Biyolojik glibre 1,94 de 293bc 214¢c 13,80ab 2,14d 3,61b-d 1,18 b-d 99 a-c
AR-4 2,02b-e  2,88bc 27,3ab 13,88ab 2,57cd 4,37ab 1,34 bc 47 de
AR-14 1,99 c-e 2,74bc 235bc  11,22b-d 2,71 bc 3,94a-c 1,71a 79 b-e
AR-17 2,08b-d 2,80bc 259ab 13,91ab 3,11ab 4,05a-c 1,71a 118 ab
AR-22 2,20 ab 413a 29,7a 8,63cd 2,70bc 4,87a 1,05 cd 98 a-c
AR-31 2,16 a-c 2,74bc 26,3ab 1299a-c 2,94a-c449ab 1,72a 51 c-e
AR-33 233a 299b 278ab 1759a 3,32a 3,92ac 144ab 136 a
AR-72 1,90 de 3,08b 285a 9,27b-d 294a-c354b-d 095d 91 a-d
Ortalama 2,07 2,86 24.8 12,64 2,76 3,91 1,33 88
(")nem Seviyesi sk * * sk % sk * sk

+:p<0,05 Onemli, ++:p<0,01 ¢cok 6nemli
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80 kg/da
kompoze %25:5:10)
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Yaprak Ca igerigi basta P. polymyxa AR-33 asilamasi olmak iizere, AR-14, AR-22 ve
AR-72 bakterileri disindaki tiim uygulamalarla ¢ok 6nemli miktarda artmistir. Cay
yapraklarinda Mg icerigi AR-4 ve biyolojik gilibre digindaki uygulamalarla énemli (p<
0,05) oranda artarken; yaprak S icerigi AR-72, biyolojik ve kimyasal giibre asilamalari
disindaki biitiin uygulamalarla 6nemli (p<0,01) oranda artmistir. Cay yapraklarinda en
yiiksek Al igerigi A. globiformis AR-31, B. pumilus AR-14, B. subtilis AR-17 ve P.
polymyxa AR-33 bakterileriyle asilanmis ¢ay yapraklarinda olglilmiistiir. P. polymyxa
AR-33 ve B. subtilis AR-17 asilanmis ¢ay yapraklarinda Na igerigi diger uygulamalara
kiyasla yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.35).

Cay yapraklarinin olgiilen Fe igerigi A. globiformis AR-31 ve M. luteus AR-72; yaprak
Cu igerigi ise B. pumilus AR-14, biyolojik gubre ve NPK uygulamalari disindaki biitiin
uygulamalarla kontrole kiyasla artmis ve artig oranlari istatistiksel olarak onemli (p<
0,05) bulunmustur. Yaprak Fe icerigi bakimindan B. pumilus AR-22 ve L. enzymogenes
AR-4; yaprak Cu igerigi bakimindan ise A. globiformis AR-31 ve L. enzymogenes AR-4
en etkin izolatlar olarak 6ne c¢ikmustir. Cay yapraklarinda en yiliksek Mn igerigi B.
pumilus AR-22 asilamasiyla ortaya ¢ikmis bunu P. polymyxa AR-33, B. subtilis AR-17
ve M. luteus AR-72 asilamalar1 izlemistir Diger uygulamalar Mn igerigi bakimindan
kontrolle ayn1 gruba girmistir. Cay yapraklarda dl¢iilen Zn igerigi L. enzymogenes AR-4
ve A. globiformis AR-31 hari¢ diger uygulamalarla kontrole kiyasla ¢ok Onemli
miktarda artmistir. Yaprak Zn igerigi bakimindan en etkin uygulamalar M. luteus AR-
72, B. pumilus AR-22 ve P. polymyxa AR-33 olmustur. Cay yapraklarinda dl¢iilen B
miktar1 kontrole kiyasla en fazla L. enzymogenes AR-4, A. globiformis AR-31, B.
pumilus AR-22 ve B. pumilus AR-14 bakteri asilanan fidanlarda belirlenmis ve artis
oranlart 6nemli (p< 0,05) bulunmustur. En ylksek Mo (0,73 mg/kg) ve Pb (2,08 mg/kg)
mineral giibre uygulamasinda, en yiiksek Cd (1,03 mg/kg) ise kontrol fidanlarinda
Olctlmiistiir (Cizelge 4.36).
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Cizelge 4.36. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda yaprak
mikro element miktarina etkisi (Set III, 2013 y1l1)

Mikro element mg/kg kuru madde

Uygulamalar

Fe Cu Mn Zn B Mo Ni Pb Cd

Kontrol 90d 146e 725d 3845d 134c 005b 65cC 142ab 1,03a
NPK 152cd 159de 1031cd 63,64c 23,4bc 0,73a 132ac 2,08a 0,33b
Biyolojik gibre 205bc  17,5c-e 1426a-c 59,81¢c 259bc 0,10b 184ac 1,34b 021b
AR-4 266 b 24,6b 1209cd 49,40cd 57,9a 0,16b 28la 1,33b 0,33b
AR-14 220bc  20,9b-e 1008cd 69,05bc 469ab 0,25b 225ab 1,26b 0,14b
AR-17 235bc  21,8b-d 1422 a-c 69,86bc 44,1bc 0,26b 239ab 1,62ab 0,23b
AR-22 354 a 235bc 1835a 91,12a 46,7ab 014b 190a-c 1,14b 0,19b
AR-31 150cd 31,0a 1027cd 54,03cd 569a 0,01b 259ab 1,60ab 0,22b
AR-33 192bc 22,4bc 1682ab 88,75ab 189bc 0,09b 104bc 1,35b 043b
AR-72 155cd 24,0bc 1329a-c 98,45a 25,1bc 012b 191ac 0,31c 0,22b
Ortalama 202 21,6 1269 68,25 35,9 0,19 187 1,35 0,33
Onem Seviyesi * * *% % * *% *% * *%

+:p<0,05 Onemli, #+:p<0,01 cok Gnemli
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmanmug; NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80 kg/da
kompoze %25:5:10)

Bu deneme setinde test edilen 6zellikle B. pumilus AR-22, P. polymyxa AR-33, B.
subtilis AR-17 ve A. globiformis AR-31 strainlerinin genellikle yaprak makro ve mikro
element igerigini ¢ok yiiksek oranlarda artirmasi, izolatlarin ¢ay bitkisinin
beslenmesinde onemli oldugu ve bakterilerin ¢ay bitkisinde besin alimini tesvik ettigini

ortaya koymasi bakimindan énemlidir.

Uclincli deneme setine ait 2014 yilinda bakteri asilmalar1 ve giibre uygulamasinin
gelisme ve verim parametreleri iizerine etkisi Cizelge 4.37; yaprak klorofil, antosiyanin,
GR, GST, POD, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi tzerine etkisi ise Cizelge 4.38’da
verilmistir. Dogal kosularda yiiriitiilen bu denemede 2014 yili sonuglarina gore, biitlin
uygulamalar fidan boyunu kontrole kiyasla 6nemli oranda artirmigtir. M. luteus AR-72
ve biyolojik giibre digindaki uygulamalarin biitiinii ¢ay fidanlarinda govde c¢ap1
degerlerini artirmis ve artis istatistiksel olarak 6énemli (p< 0,05) bulunmustur. Govde
cap1 ve fidan boyu bakimindan mineral giibreleme ile benzer etki gdsteren B. pumilus
AR-22, B. subtilis AR-17 ve B. pumilus AR-14 bakteri asilamalar1 en etkin uygulamalar
olmustur. Cay fidanlarinda dal+yaprak agirligi L. enzymogenes AR-4, B. pumilus AR-

14 ve biyolojik giibre disindaki uygulamalarla kontrole kiyasla artmis ve artig oranlari
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¢ok 6nemli (p<0,01) bulunmustur. B. pumilus AR-14 asilamasi disinda kalan bakteri
agilamalartyla dal+yaprak agirligi %8,8-76,1; mineral ve biyolojik gubreleme

uygulamalarinda ise %45,9 ve 4,4 oraninda artmustir.

Yas yaprak verimi L. enzymogenes AR-4, B. pumilus AR-14, M. luteus AR-72, kuru
yaprak verimi ise L. enzymogenes AR-4 ve M. luteus AR-72 disindaki bakteri
asilamalar1 ve NPK giibrelemesiyle kontrole kiyasla ¢cok 6nemli artig gostermistir. En
yiiksek yas yaprak verimi (24,77 g/fidan) B. pumilus AR-22 asilamasiyla, en diisiik yas
yaprak verimi (13,64 g/fidan) ise kontrol uygulamasinda ortaya c¢ikmistir. Deneme
setinde 2014 yili yaprak alan 6l¢iimii sonuglarina goére L. enzymogenes AR-4 ve A.
globiformis AR-31 disindaki tiim bakteri asilamalar1 ve NPK giibrelemesi c¢ay
fidanlarinda ikinci ve f{gcilincli yaprak alanini artirmis ve artis oranlari istatistiki

bakimdan 6nemli (p< 0,05) ¢cikmustir (Cizelge 4.37).

Cizelge 4.37. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda
verim ve gelisme parametreleri iizerine etkisi (Set 111, 2014 yil1)

Uygulamalar GC BB DYA YYV KYV 1NN UYA
Kontrol 8,02¢c 47,1e 26,28 e 13,64 d 8,90 e 15,26 d 23,83d
NPK 8,84a 57,2 ab 38,35b 18,96 b 10,92 b 21,29ab 31,06 ab
Biyolojik gibre 8,61 a-c 51,4d 27,43 de 14,36d 9,34 de 17,83 cd 30,11 b
AR-4 8,83a 54,6 a-d 28,58 c-e 14,94d 9,77 c-e 16,20d 25,29 cd
AR-14 8,87 a 56,5 a-c 24,73 e 15,11d 9,99 b-d 20,29bc 31,67 ab
AR-17 8,86 a 59,0 a 46,28 a 23,71 a 13,38 a 23,46 a 31,66 ab
AR-22 8,97 a 58,4 ab 44,90 a 24,77 a 13,66 a 2253ab 34,42a
AR-31 8,71ab 52,3 cd 30,71 cd 17,10 c 10,46 bc 15,34 d 23,95d
AR-33 8,65 ab 52,5cd 40,24 b 19,26 b 10,78 b 20,55 b 30,77 ab
AR-72 8,12 bc 54,1 b-d 32,20 ¢ 14,37 d 9,20 de 20,16 bc 28,65 bc
Ortalama 8,65 54,3 33,97 17,62 10,64 19,29 29,14
Onem seviyesi = * o - x * .

+p<0,05 Onemli, #+:p<0,01 ¢cok 6nemli

GC: Govde ¢ap1 (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirhig: (g/fidan); YYV: Yas
yaprak verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); IYA: ikinci yaprak alami (cm?); UYA:
Uglincli yaprak alami (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (1500 mg kompoze
25:5:10/fidan veya 80 kg/da kompoze %25:5:10)
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Denemenin 2014 yil1 sonuglarina gére, mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda ise
govde ¢ap1 %10,2 ve 7,4; yas yaprak verimi %39,0 ve 5,3; kuru yaprak verimi %22,7 ve
4,9 ve yaprak alani ise %33,9 ve 22,6 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.37).

Pazar-20 ¢ay klonunda 2014 yili sonuglarina goére, L. enzymogenes AR-4, B. pumilus
AR-14, B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22, A. globiformis AR-31, P. polymyxa AR-
33 ve M. luteus AR-72 bakteri asilamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla, govde ¢api
%10,1, 10,6, 10,5, 11,8, 8,6, 7,9 ve 1,2; yas yaprak verimi %9,5, 10,8 73,8, 81,6, 25,4,
41,2 ve 5,4; kuru yaprak verimi %9,8, 12,2, 50,3, 53,5, 17,5, 21,1 ve 3,1 ve ikinci ve
ticlincii yaprak alani ortalamasi ise %6,1, 32,9, 41,0, 45,7, 0,5, 31,3 ve 24,9 oraninda

artmistir.

Cay fidanlarinin govde capi, bitki boyu, dal + yaprak agirligi, yas ve kuru yaprak
verimi, ikinci ve liglincii yaprak alan1 degerleri bakimindan en uygun sonucu B. subtilis
AR-17 ve B. pumilus AR-22 asilamalar1 vermistir. Bu bakteriler dlcllen parametreler

bakimindan NPK giibrelemesine benzer veya daha yiiksek oranda etkin bulunmustur.

Ikinci y1l sonuglarma gére, L. enzymogenes AR-4 ve A. globiformis AR-31 disindaki
uygulamalar yaprak klorofil igerigini artirmis ve artig oranlari istatistiksel olarak cok
onemli (p<0,01) bulunmustur. Yaprak antosiyanin (ACI) igerigi bakimindan ise sadece
A. globiformis AR-31 asilamasi kontrolle ayn1 gruba girmis, diger uygulamalarla ACI

degeri istatistiki olarak ¢ok onemli oranda artmistir (Cizelge 4.38).

Pazar-20 cay klonunda 2014 yili sonuglarina gore, L. enzymogenes AR-4, B. pumilus
AR-14, B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22, A. globiformis AR-31, P. polymyxa AR-
33 ve M. luteus AR-72 bakteri asilamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla klorofil igerigi
%S5,3, 7,7, 13,2, 13,3, 6,2, 11,8 ve 12,3 antosiyanin igerigi ise sirasiyla %5,2, 7,7, 13,2,
13,3, 4,3, 11,7 ve 13,4 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda
ise klorofil igerigi %14,9 ve 7,9, antosiyanin igerigi ise %14,9 ve 7,8 oraninda artis

gostermistir (Cizelge 4.38).
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Cizelge 4.38. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarimin Pazar-20 cay klonunda yaprak
klorofil, antosiyanin, GR, GST, POD, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi Uzerine etkisi (Set IlI,
2014 yih)

Enzim aktivitesi EU/mg protein =

Uygulamalar KM ACI

GR GST POD G6PD 6PGD
kontrol 70,76 € 17,62d 2,08 d 1,92e 0,149d 0,96 cd 0,90¢e
NPK 81,28 a 20,24 a 3,58b 2,75¢cd 0,159cd 1,84ab 146¢
Biyolojik gibre 76,32 b-d 19,00 be 2,58 ¢ 2,17¢e 0,132d  1,68b 1,17d
AR-4 74,48 de 18,54 ¢ 4,03 a 3,03¢ 0,163cd 0,98 cd 1,17d
AR-14 76,21 b-d 18,98 bc 342b 2,12¢e 0,210b  0,83d 1,60c
AR-17 80,07 ab 19,94 a 435a 462 a 0,274 a 1,88 ab 2,73 a
AR-22 80,20 ab 19,97 a 340b 394b 0,189bc 1,18c 243b
AR-31 75,16 c-e 18,37 cd 2,31 cd 2,07e 0,188bc 1,02cd 0,97 de
AR-33 79,09 a-d 19,69 ab 325b 3,00c 0,172b-d 2,07a 1,48¢c
AR-72 79,45 a-c 19,98 a 2,68¢ 2,39de 0,172b-d 1,75Db 1,10 de
Ortalama 77,30 19,233 3,17 2,80 0,181 1,42 1,50
Onem seviyesi wox o ok ok . . .

+Enzim 6l¢iimii her bir 6rnekte ii¢ kez tekrarlanmugtir; ++:p<0,05 Onemli; #++:p<0,01 ¢ok dnemli;

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediiktaz, GST:Glutatyon
S-transferaz, POD:Peroksidaz; Enzim 6l¢iimii her bir 6rnekte ii¢ kez tekrarlanmigtir; G6PD:Glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz, 6PGD:6-fosfoglukonat dehidrogenaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamus;
NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80 kg/da kompoze %25:5:10)

Yedi farkli aside toleransli orijinal izolatin test edildigi arastirmanin ikici yihi
sonuglarina gore, kontrole kiyasla denemede kullanilan 6 bakteri yaprak GR enzimi
aktivitesini, 4’er bakterinin GST, POD ve G6PD enzim aktivitesini, 5 bakterinin ise
6PGD enzim aktivitesini artirmig ve artis oranlari istatistiki olarak 6nemli (p<0,05)
bulunmustur (Cizelge 4.38). En yiiksek GR aktivitesi B. subtilis AR-17 ve L.
enzymogenes AR-4 asilanmis cay yapraklarinda ol¢iilmiis ve NPK dahil diger tiim
uygulamalara gore yiiksek ve istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur. GR aktivitesi
bakimindan ikinci grubu NPK giibrelemesi, B. pumilus AR-14, B. pumilus AR-22 ve P.
polymyxa AR-33 asilamasi olusturmustur. En yiiksek yaprak GST enzim aktivitesi
sirastyla B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22, P. polymyxa AR-33 ve L. enzymogenes
AR-4 asilamalarindan elde edilmistir. B. subtilis AR-17 asilanmis fidanlarda yaprak
GST enzim aktivitesi, diger biitiin uygulamalara kiyasla artmis ve bu artis istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur. Cay yapraklarinda 6lgiilen POD enzim aktivitesi, B. subtilis
AR-17 basta olmak tizere B. pumilus AR-14, B. pumilus AR-22 ve A. globiformis AR-

31 asilamalariyla kontrole kiyasla artmis ve artis oranlar1 dnemli bulunmustur.
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Yapraklarda en yiikksek G6PD enzim aktivite degerleri P. polymyxa AR-33 asilamasinda
olgiiliirken bunu sirasiyla B. subtilis AR-17, M. luteus AR-72, B. pumilus AR-22 ve
NPK uygulamalar takip etmistir (Cizelge 4.38). Cay yapraklarinda en yliksek 6PGD
enzim aktivitesi diger biitiin uygulamalara kiyasla 6nemli artig gosteren B. subtilis AR-
17 asilanmis fidanlarda oOl¢iilmiistiir. Yiiksek 6PGD enzim aktivitesi bakimindan s6z
konusu uygulamay1 sirasi ile ikinci grubu olusturan B. pumilus AR-22 asilamasi ve
ticlincti grubu olusturan B. pumilus AR-14 ve P. polymyxa AR-33 asilamalart ve NPK
gubrelemesi izlemistir. Cay yapraklarinda GR, GST, POD, G6PD ve 6PGD enzim
aktivitesi toplu degerlendirildiginde, 6zellikle B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-22 ve
P. polymyxa AR-33 asilamalarinin etkin oldugu, stres kosullarina tolerans bakimindan

timitvar olabilecegi soylenebilir.

Pazar-20 cay klonunda yiiriitiilen {igiincli deneme setinin 2014 yili giibre ve farkli
bakteri asilamalarinin yaprak polifenol oksidaz, peroksidaz, treaz, alkol dehidrogenaz
ve 5-dehidroshikimat reduktaz enzim aktivitesi Uzerine etkisi Cizelge 4.39°de
verilmistir. Cay yapraklarindaki en yiiksek birim yaprak agirligi basina polifenol
oksidaz (PPO) aktivitesi degeri B. pumilus AR-22 asilamasi ve mineral NPK giibre
uygulamasi ile elde edilmis, biitiin uygulamalar birim yaprak agirligi basina PPO
aktivitesini kontrole kiyasla 6nemli diizeyde artirmistir (Cizelge 4.34). Kontrole kiyasla
birim protein bagina PPO aktivitesi ise biitiin uygulamalarla artmig ancak A. globiformis
AR-31, P. polymyxa AR-33 asilamalar1 disindaki uygulamalarla artis oranlari istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur. Caydaki primer flavonellerin oksitlenmesi, tat ve rengin
olusmasinda 6nemli katkisi olan PPO aktivitesinin artirilmis olmasi 6nemli bir sonug

olarak bulunmustur.

Basta B. subtilis AR-17 asilamas1 olmak tizere B. pumilus AR-14, B. pumilus AR-22 ve
A. globiformis AR-31 asilamalariyla birim yaprak agirligi basina yaprak POD enzim
aktivitesi artmis ve artig oranlar1 kontrol, mineral ve biyolojik giibre uygulamasina
kiyasla 6nemli (p< 0,05) bulunmustur. Protein basina en yiiksek POD aktivitesi B.
subtilis AR-17 asilanmis ¢ay yapraklarinda ol¢lilmiis ve diger biitiin uygulamalara

kiyasla &nemli bulunmustur. Ureaz enzim aktivitesi bakimindan en uygun sonucu
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kontrole kiyasla énemli oranda artisa neden olan biyolojik giibre ve L. enzymogenes
AR-4 Dbakteri asilamalar1 vermistir. Ureaz aktivitesi kontrole kiyasla biitiin
uygulamalarla artmis ve NPK digindaki biitiin uygulamalarla artis oranlar istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.39. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda yaprak
polifenol oksidaz, peroksidaz, ireaz, alkol dehidrogenaz ve 5-dehidroshikimat reduktaz enzim
aktivitesi Uzerine etkisi (Set 111, 2014 y1l1)

Uygulamalar+ EU/g yaprak EU/mg protein

PPO POD Ureaz ADH DHSK PPO POD Ureaz ADH DHSK
Kontrol 6,17c 1547d 0,84d 0,98d 2,10d 0,058¢ 0,15c¢d 0,0093b 0,026 c 0,061¢
NPK 843a 20,09c 0,88cd 1,09cd 2,39cd 0,106 a 0,16cd 0,0102b 0,027c 0,088d
Biyolojik glibre 8,00 ab 15,21d 1,54a 1,12cd 2,08d 0,108a 0,13d 0,0179a 0,036 bc 0,052 ¢
AR-4 8,14ab 19,24cd 1,48a 1,18cd 2,70c 0,092ab 0,16 cd 0,0184 a 0,041 a-c 0,115 bc
AR-14 791ab 2502b 1,14b 1,71ab 2,88hbc 0,107a 0,21b 0,0123b 0,049 ab 0,092 cd
AR-17 8,2lab 3299a 1,15b 1,76ab 3,56a 0,101a 0,27a 0,0122b 0,060a 0,158a
AR-22 8,62a 2494b 117b 140bc 3,59a 0,101a 0,19bc 0,0124b 0,046 a-c 0,124 b
AR-31 722b 2576b 105bc 1,84a 342ab 0,061 bc 0,19bc 0,0120a 0,060a 0,114 bc
AR-33 791ab 2286bc 1,09b 1,34cd 3,57a 0,081 a-c 0,17 b-d 0,0120 b 0,043 a-c 0,118 bc
AR-72 7,89ab 2323bc 1,10b 1,19cd 2,98 bc 0,096a 0,17 b-d 0,0112b 0,038 bc 0,099 b-d
Ortalama 7,85 22,48 1,14 1,36 2,93 0,091 0,18 0,0128 0,043 0,102

* Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda dnemli (p<0,05) degildir

PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5-dehidroshikimat
rediktaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (1500 mg kompoze 25:5:10/fidan veya 80
kag/da kompoze %25:5:10)

Gerek birim gram yaprak ve gerekse birim miligram protein basina enzim {initesi olarak
ADH aktivitesi A. globiformis AR-31, B. subtilis AR-17 ve B. pumilus AR-14 bakteri
asilamalar1 ile kontrol ve kimyasal giibre uygulamasina kiyasla onemli diizeyde
artmistir. B. pumilus AR-22 asilamasi ise kontrole kiyasla ADH aktivitesini 6nemli
oranda artirmis ancak NPK ile ayni gruba girmistir. Diger uygulamalar ise ADH
aktivitesi bakimindan kontrol ve NPK uygulamas: ile benzer sonu¢ vermis ve aym
gruba girmistir (Cizelge 4.39). Benzer olarak birim gram yaprak ve birim miligram
protein basina DHSK reduktaz enzim aktivitesi B. pumilus AR-22, B. subtilis AR-17, P.
polymyxa AR-33 ve A. globiformis AR-31 bakteri asilamalari ile kontrol ve kimyasal ve
biyolojik giibre uygulamasina kiyasla artmis, artis oranlari énemli bulunmustur. L.
enzymogenes AR-4, B. pumilus AR-14 ve M. luteus AR-72 asilamalari ise birim gram

yaprak agirli§i basina enzim iinitesi olarak DHSK aktivitesini kontrole kiyasla 6nemli
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oranda artirmistir. Birim miligram protein basina enzim Unitesi olarak DHSK enzim
aktivitesi bakimindan ise B. subtilis AR-17 asilamasi ile diger tiim uygulamalara gore
onemli artisa neden olurken, bu uygulamay1 kontrol, biyolojik ve NPK giibrelemesine
gore 6nemli artisa neden olan B. pumilus AR-22 asilamas takip etmistir (Cizelge 4.39).
Test edilen bakterilerden 6zellikle B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-14 ve B. pumilus
AR-22 izolatlarinin ¢ay teknolojisi bakimindan 6nemli olabilecek enzim aktivitelerine

sahip olduklar1 belirlenmistir.

Test edilen bakterilerden 6zellikle B. subtilis AR-17, B. pumilus AR-14 ve B. pumilus
AR-22 izolatlarinin ¢ay teknolojisi bakimindan 6nemli olabilecek enzim aktivitelerine

sahip olduklar1 belirlenmistir.

4.4.4. 1V. Deneme

Dogal kosullar altinda yiiriitiilen bu deneme, Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize
Atatiirk Cay ve Bahce Bitkileri Arastirma Enstitiisiinde, Pazar-20 cay klonunda 1 yash
koklendirilmis cay celikleriyle saksilarda kurulmustur. Bu deneme setinde Hazar
Denizinin Giiney kiyilarinda yetistirilen ¢ay bitkileri rizosferinden izole edilen
bakterilerden olusturulan ikili, ti¢lii ve dortlii bakteri kombinasyonlarindan olusturulan 9
farkli biyolojik giibre formiilasyonu, kontrol ve NPK giibrelemesine karsi test
edilmistir. Test edilen bakteri formiilasyonlarinda kullanilan bakterilere ait bazi
biyokimyasal &zellikler Cizelge 4.40°de, bakteri formilasyonu ve glbre
uygulamalarinin gelisme ve verim Ozelikleri Uzerine etkisi ise Cizelge 4.41°de

verilmistir.
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Cizelge 4.40. Pazar-20 ¢ay klonunda bir yasl fidanlarla kurulan denemede kullanilan
kombinasyonlardaki bakterilerin bazi 6zellikleri (Set IV)

Formilasyon izolat no MIS Tam Sonucu OKS KTz AG SKZ FC ACCD
AR-9 Pseudomonas fluorescens + + + + + -
YAFL AR-64  Bacillus pumilus + + + + -
AR-173  Pseudomonas putida + + + + + -
YAFZ AR-21  Bacillus subtilis ; T @ S
AR-164  Pseudomonas. putida + + K+ K+ + -
YAF3 AR-67  Bacillus subtilis - + + + K+ o+
AR-154  Pseudomonas fluorescens + + K+ + + -
YAF4 AR-22 Bacillus pumilus + + K+ + -
AR-163 Pseudomonas fluorescens K+ + + + Z+ -
YAFS AR-17  Bacillus subtilis + + + + + +
AR-161 Pseudomonas putida + K+ K+ - - -
YAF6 AR-59 Bacillus atrophaeus - + Z+ + K+ +
AR-52 Pseudomonas fluorescens K+ + + + + -
YAF7 AR-33  Paenibacillus polymyxa - + K+ - K+ -
AR-64  Bacillus pumilus + + + - + -
AR-7 Pseudomonas fluorescens + + Z+ + K+ -
YAF8 AR-22 Bacillus pumilus + + K+ - + -
AR-17 Bacillus subtilis + + + + + -
AR-9 Pseudomonas fluorescens K+ + + + + -
AR-22 Bacillus pumilus + + K+ - + -
YAF9 AR-17  Bacillus subtilis o+ o+ 4 ]
AR-47  Achromobacter xylosoxidans denitrificans - + + + + -

OKZ: oksidaz test; KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme (nmol C,H,, 107 cfu h™); SKZ:
Silkroz test; FC: NBRIP-BPB ortamda gelisme (ug P mL™d™); ACCD: Aminosiklopropan karboksilat
deaminaz aktivitesi (nmol a-ketobutyrate mg™ protein h'); K+: Kuvvetli pozitif; +: Pozitif, Z+: Zayif
pozitif; -: Negatif

Bu deneme setinde test edilen uygulamalardan YAF1 ve YAFS5 disindaki tim
uygulamalar ¢ay fidanlarinda gévde ¢ap1 degerini artirmig ve artis oranlari istatistiksel
olarak onemli bulunmustur. En yiiksek govde cap1 (8,34 cm) YAF8 formiilasyonu ile
asilanan fidanlarda oOlgiilmiis, bunu siras1 ile YAF4, YAF9, YAF3, YAF2 ve NPK
uygulamalar1 izlemistir. Cay fidanlarinda bitki boyu YAF3, YAF4, YAF8, YAF2,
YAF9 ve NPK uygulamalariyla kontrole kiyasla onemli oranda artmis, diger
uygulamalar kontrolle ayni gruba girmistir. Dordiincii deneme seti 2014 yili
ortalamalarina gore, YAF1, YAF2, YAF3, YAF4, YAFS, YAF6, YAF7, YAFS ve
YAF9 bakteri formiilasyonu asilamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla gévde gapr %2,2,
14,7, 15,1, 18,5, 10,3, 12,2, 12,1, 19,8 ve 16,8; bitki boyu ise sirasiyla %0,2, 13,6, 17,0,
13,6, 7,2,0,7, 8,9, 14,3 ve 10,1 oranlarinda artmistir. Mineral giibre uygulamalarinda ise
gbvde cap1 %14,7 ve bitki boyu %10,9 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.41).
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Cizelge 4.41. Mineral giibre ve farkli bakteri uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda
verim ve gelisme parametreleri iizerine etkisi (Set IV, 2014 yili)

Uygulamalar= GC BB DYA YYV KYV IYA UYA
Kontrol 6,96 c 40,5¢ 19,00 f 10,34 d 7,14 ¢ 17,84 d 27,16 ¢
NPK 7,98 a 449 ab 26,75b-d 1421ab 9,92 a-c 19,87ab 30,02 bc
YAF1 7,11 be 40,6 ¢ 22,79¢ 12,13 ¢ 8,36d 18,71cd 28,17 de
YAF2 7,98 a 46,0 ab 2710a-d 1451ab 10,19a-c 19,53a-c 29,61cd
YAF3 8,01la 47,4 a 28,42 a 14,75 a 10,31ab  19,97ab 30,36 bc
YAF4 8,25a 46,0 ab 26,98a-d 1427ab 9,92 a-c 1990ab 30,13 bc
YAF5 7,68 a-c 43,4 be 26,12 cd 14,17ab 9,67 bc 19,07 bc 28,60 c-e
YAF6 7,81 ab 40,8 ¢ 25,87d 13,62 b 9,58 ¢ 18,72cd 28,08 de
YAF7 7,80 ab 44,1 a-c 26,47 b-d 13,97 ab 9,97 a-Cc 19,49 a-c 29,24 cd
YAF8 8,34 a 46,3 ab 2768a-c 14,88a 10,42 a 20,09 ab 31,59 ab
YAF9 8,13 a 44,6 ab 27,87 ab 14,89 a 10,06 a-c  20,51a 32,36 a
Ortalama 7.82 44,0 25,91 13,79 9,59 19,43 29,58

+*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda nemli (p<0,05) degildir

GC: Govde ¢apt (mm); BB: Bitki boyu (cm); DYA: Dal+yaprak agirhigi (g/fidan); YYV: Yas yaprak
verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); IYA: Ikinci yaprak alam (cm?); UYA: Ugiinci
yaprak alan1 (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmanus; NPK: (1700 mg/fidan kompoze 25:5:10)

Dal + yaprak agirligi, yas ve kuru yaprak verimi tiim uygulamalarla kontrole kiyasla
artmis ve artis oranlar1 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.41). En yiliksek dal+yaprak
agirhigt YAF3 asilanmis fidanlarda Olcililmiis, bunu sirasiyla YAF9, YAFS, YAF2,
YAF4 ve NPK uygulamalar izlemistir. Yas ve kuru yaprak verimi bakimindan en etki

olan uygulamalar sirasiyla YAFS, YAF9, YAF3 ve YAF2 asilamalar1 olmustur.

Cay fidanlarinda olgiilen ikinci yaprak alant YAF1 ve YAF®, ligiincii yaprak alani ise
YAF1, YAF5 ve YAF6 disindaki uygulamalarla kontrole kiyasla 6nemli diizeyde
artmis. Ikinci ve {iciincii yaprak alan1 bakimindan en etkin uygulamalar YAF9 YAFS8 ve
YAF3 agilamalar1 olmustur. Pazar-20 ¢ay klonunda 2014 yili sonuglarina gore, YAF1,
YAF2, YAF3, YAF4, YAF5, YAF6, YAF7, YAF8 ve YAF9 bakteri formilasyonu
asilamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla, yas dal+yaprak agirligi %19,9, 42,6, 49,6, 42,0,
37,5, 36,2, 39,3, 45,7 ve 46,7; yas yaprak verimi %17,3, 40,3, 42,6, 38,0, 37,0, 31,7,
35,1, 43,9 ve 44,0; kuru yaprak verimi %17,1, 42,7, 44,4, 38,9, 35,4, 34,2, 39,6, 45,9 ve
40,9 ve ikinci ve liglincii yaprak alani ortalamasi ise %4,2, 9,2, 11,8, 11,2, 5,9, 4,0, 8,3,

14,8 ve 17,5 oranlarinda artmigtir. Mineral giibre uygulamalarinda ise dal+yaprak
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agirligt %40,8; yas yaprak verimi %37,4; kuru yaprak verimi %38,9 ve ikinci ve tiglincii

yaprak alani ortalamasi ise %10,9 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.41).

Bu deneme setinde test edilen biitlin uygulamalar yaprak klorofil icerigini kontrole
kiyasla 6nemli miktarda artirmis ve klorofil igerigi bakimindan o6zellikle YAF9, YAF2
YAF4 en etkin uygulamalar olmustur. YAF1 disindaki test edilen bakteri
formiilasyonlarinda mineral NPK uygulamasina kiyasla ortaya ¢ikan klorofil artis ve
azalmalart 6nemli bulunmamis ve bu formiilasyonlar NPK ile ayn1 gruba girmistir.
Denemenin 2014 yili sonuglarina gore, YAF1, YAF2, YAF3, YAF4, YAFS, YAF6,
YAF7, YAF8 ve YAF9 bakteri formiilasyonu asilamalariyla ¢ay fidanlarinin sirasiyla
klorofil icerigi %5,5, 14,9, 11,7, 13,8, 7,8, 6,7, 11,1, 13,2 ve 15,5 oraninda artarken,
mineral NPK giibre uygulamasinda %13,6 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.42. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Pazar-20 cay klonunda yaprak
klorofil, antosiyanin, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi lzerine etkisi (Set IV, 2014

yil)

Enzim aktivitesi EU/mg proteins:

Uygulamasx KM

GR GST G6PD 6PGD
Kontrol 67,6 ¢ 2,50d 1,90d 125¢ 1,18 ¢
NPK 76,8 a-c 3,57 a-c 2,66 cd 1,89 ab 1,88 ab
YAF1 71,3 de 3,13 b-d 2,45 cd 2,35a 1,73 bc
YAF2 77,7 ab 3,76 ab 2,88 bc 2,19 ab 1,93 ab
YAF3 75,5 a-d 3,10 b-d 2,75 b-d 1,83 ab 1,92 ab
YAF4 76,9 a-c 3,15 b-d 2,89 bc 1,62 bc 2,03 ab
YAF5 72,9 b-d 3,32 ad 3,14 a-c 2,26a 2,12 ab
YAF6 72,1 c-e 2,96 b-d 2,47 cd 1,98 ab 1,61 bc
YAF7 75,1 a-d 2,87 cd 2,48 cd 2,37a 1,64 bc
YAF8 76,5 a-c 3,63 a-c 3,52 ab 1,91 ab 2,08 ab
YAF9 78,1a 3,96 a 3,78 a 1,96 ab 2,42 a
Ortalama 74,6 3,27 2,81 1,96 1,87

*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p<0,05) degildir; »+Enzim
6l¢iimii her bir 6rnekte ti¢ kez tekrarlanmustir

KM: Klorofil (SPAD) miktari; GR: Glutatyon rediktaz; GST:Glutatyon S-transferaz; G6PD:Glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz; 6PGD:6-fosfoglukonat dehidrogenaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamus;
NPK: (1700 mg/fidan kompoze 25:5:10)
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Bu deneme setinin sonuglarina gore, cay gelisme ve verim parametreleri bakimindan en
uygun sonucu, dortli YAF9 (B. pumilus AR-22+B. subtilis AR-17+A. xylosoxidans
denitrificans AR-47 + P. fluorescens AR-9), tcli YAF8 (P. fluorescens AR-7 + B.
pumilus AR-22 + B. subtilis AR-17) ve ikili YAF3 (P. putida 62/5 + B. subtilis AR-67)
formilasyonlar vermistir. Bu formiilasyonlarin mineral giibrelemeye esdeger veya daha

yiiksek oranda ¢ay gelismesini tesvik ettigi ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.41-42).

Bu deneme setinde yaprak antioksidan ve oksidatif pentoz fosfat yolu enzim aktivitesi
uygulamalarla artmig ve artis oranlar1 Olgiilen enzim ve uygulamalara bagli olarak
degismistir. Enzim analiz sonuglarina gore YAF9 formiilasyonu basta olmak iizere
YAF2, YAF8 ve NPK uygulamalar1 ile glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi
kontrole kiyasla 6nemli miktarda artmistir. Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi
YAF9, YAFS, YAFS5, YAF4 ve YAF2 bakteri formiilasyonu asilamalariyla artmis ve
artis oranlar istatistiksel olarak 6nemli bulunmugken, diger uygulamalar kontrolle ayn1
gruba girmistir. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) aktivitesi YAF4 disindaki tim
uygulamalarla kontrole kiyasla artmis ve artis oranlart énemli bulunmustur. G6PD
enzim aktivitesi bakimindan 6zellikle YAF1, YAF5 ve YAF7 kombinasyonlari yiliksek
etkinlik gostermistir. Cay yapraklarinda 6l¢iilen 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD)
enzim aktivitesi basta YAF9 olmak iizere, YAF1 YAF6 ve YAF7 disindaki
uygulamalarla kontrole kiyasla 6nemli miktarda artmistir. Enzim sonuglarina gore, GR
enzim aktivitesi bakimindan YAF9, YAF2 ve YAF8; GST bakimindan YAF9, YAFS8 ve
YAF5; POD enzim aktivitesi bakimindan YAF9, YAF3 ve YAF1; G6PD bakimindan
YAF7, YAF1 ve YAF5 ve 6PGD enzim aktivitesi bakimindan ise YAF9, YAFS ve
YAF8 uygulamalar1 etkinlik bakimindan 6ne ¢ikmustir. Polifenollerin oksidasyon
reaksiyonunda ve siyah cay Uretiminde pigment olusumunda baglica rol oynayan
polifenol oksidaz (PPO) enzimi kontrole kiyasla tim uygulamalarla artmis ve artis
oranlari istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. En yiiksek PPO aktivitesi NPK, YAF3,
YAF8 ve YAF9 uygulamalarinda oOl¢lilmiistiir (Cizelge 4.43). Birim protein basina
polifenol oksidaz (PPO) enzim aktivitesi YAF4, YAF5 ve YAF6 uygulamalarinda
kontrole kiyasla artmig ancak artis oranlari énemli bulunmamistir. Kontrole kiyasla,

birim yaprak ve birim protein basina yaprak Peroksidaz (POD) aktivitesi, NPK, YAF2,
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YAF4, YAF5 ve YAF6 disindaki uygulamalarla artmis ve artis oranlari Onemli
bulunmustur. POD aktivitesi bakimindan o6zellikle YAF3 ve YAF9 bakteri

formiilasyonlari etkin bulunmustur (Cizelge 4.43).

Ureaz aktivitesi artist YAFS, YAF3 ve YAF9 asilamalarinda kontrole kiyasla énemli
bulunurken, protein basina iireaz aktivitesi artisi sadece YAF8 asilanmis cay

yapraklarinda 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Cayin aroma olusumunda 6nemli rol oynayan alkol dehidrogenaz enzimi NPK disindaki
tim uygulamalarla artmis, ancak birim yaprak basina ADH enzim aktivitesi artis
oranlart YAF9, YAFS, YAF3, YAF7, YAF1 ve YAFS; birim protein basina ADH
enzim aktivite artis oranlar1 ise YAF9, YAF3, YAF8 ve YAF1 asilamalariyla kontrole

kiyasla istatistiki bakimdan 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.43. Mineral giibre ve farkli biyolojik giibre kombinasyonlarinin Pazar-20 cay cay
klonunda yaprak polifenol oksidaz, peroksidaz, treaz, alkol dehidrogenaz ve 5-Dehidroshikimat
reduktaz enzim aktivitesi Uzerine etkisi (Set IV, 2014 yil)

EU/g yaprak EU/mg protein
Uygulamalars " -
PPO POD Ureaz ADH DHSK PPO POD Ureaz ADH DHSK

Kontrol 7,13¢c 23,80e 0,950d 1,253e 2,403d 0,066d 0,182d 0,0132b 0,043d 0,089 d

NPK 9,08 a 2391e 1,006d 1,243e 2,403d 0,141a-c 0,174d 0,0122b 0,044d 0,090 d
YAF1 7,81b 34,09ab 1,183 b-d 1,605b-d 3,575 ab 0,133 a-c 0,244 bc 0,0151 ab 0,056 bc 0,139 bc
YAF2 7,81b 24,46 de 1,168 b-d 1,525b-e 3,620 ab 0,127 a-c 0,183d 0,0145 ab 0,051 b-d 0,139 bc
YAF3 8,88 a 3851la 1,378ab 1,760a-c 3,725a 0,168a 0,272ab 0,0154 ab 0,060ab 0,172 a
YAF4 7,66b 2399e 1,115cd 1,438de 3,007 c 0,088cd 0,183d 0,0132b 0,044d 0,110cd
YAF5 7,80 b 28,95c-e 1,123 b-d 1,593 b-d 3,218 bc 0,103 b-d 0,215cd 0,0133b 0,050 b-d 0,118 cd
YAF6 7,74b 25,10de 1,130 b-d 1,455c-e 3,210 bc 0,095b-d 0,188d 0,0135b 0,045cd 0,111cd
YAF7 7,84b 29,32 b-d 1,140 b-d 1,633 b-d 3,603 ab 0,134 a-c 0,210cd 0,0132b 0,054 b-d 0,124 bc
YAF8 9,04 a 32,51bc 1445a 1,780ab 3,528 ab 0,138 a-c 0,240c 0,0172a 0,059ab 0,150 ab
YAF9 8,64 a 38,43a 1,355a-c 1,933a 3,798a 0,151ab 0,287a 0,0157 ab 0,068 a 0,142 bc
Ortalama 8,13 29,37 1,181 1,565 3,281 0,122 0,216 0,0142 0,052 0,126

+*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda énemli (p<0,05) degildir
PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5-dehidroshikimat
rediiktaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (1700 mg/fidan kompoze 25:5:10)
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Polifenollerin biyosentezinde anahtar rol oynayan ve gen¢ sirginlerde daha fazla
oranda bulunan 5-dehidroshikimat rediiktaz enzimi NPK digindaki tiim uygulamalarla
artmis, artis oranlar1 birim yaprak agirligi basina kontrole kiyasla énemli bulunurken,
birim miligram protein bagina DSHK enzim aktivitesi artist YAF4, YAFS ve YAF6
formiilasyonlarinda 6énemli (p<0,05) bulunmamustir (Cizelge 4.43). Gerek birim gram
yaprak ve gerekse birim miligram protein bagina enzim iinitesi olarak DSHK aktivitesi

bakimindan NPK uygulamasi kontrolle ayn1 gruba girmistir.

4.45.V. Deneme

Bu deneme Rize ili Pazar ilgesinde Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii Rize Atatiirk Cay
ve Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisii kontroliinde demonstrasyon amaciyla kurulan ve
bakimi yapilan ¢aylikta tarla kosullarinda yiritilmistiir. Pazar-20 ¢ay klonu ile kurulan
bu denemede 2 adet ikili (BF22: B. pumilus AR-37 + P. putida AR-87; BF23: B.
subtilis AR-12 + B. atrophaeus AR-59) ve 2 adet Ucli (BF24: P. fluorescens AR-9 + B.
megaterium DB3 + P. putida AR-173 ve BF25: P. fluorescens AR-9 + B. pumilus AR-
22 + B. subtilis AR-17) olmak Uzere 4 bakteri kombinasyonu, ticari biyolojik glbre,
NPK glibresi ve kontrol uygulamalari test edilmistir. Tarla denemesinin ilk yilinda
bakteri asilmalar1 ve giibre uygulamalarinin {i¢ siirgiin doneminde gelisme ve verim
parametrelerine etkisi Cizelge 4.45’de, klorofil, antosiyanin, ikinci ve Uglnci yaprak
alani, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi lzerine etkisi ise Cizelge 4.46’de

verilmigtir.
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Cizelge 4.44. Tarla kosullarinda Pazar-20 ¢ay Klonunu ile kurulan denemde kullanilan
kombinasyonlardaki bakterilerin bazi 6zellikleri (SET V)

Formiilasyon izolat no MIS Tani Sonucu OKS KTz AG SKz FC
BE22 AR-37 Bacillus pumilus + + + +
AR-87 Pseudomonas putida + K+ K+ + +
BF23 AR-12 Bacillus subtilis + + + + +
AR-59 Bacillus atrophaeus + - + Z+ +
AR-9 Pseudomonas fluorescens K+ + + + +
BF24 AR-32 Bacillus megaterium + + + Z+ -
AR-173 Pseudomonas putida + + + - +
AR-9 Pseudomonas fluorescens - K+ + + +
BF25 AR-22 Bacillus pumilus + + + K+
AR-17 Bacillus subtilis + + + + +

OKZ: oksidaz test; KTZ: Katalaz test; AG: Azotsuz ortamda gelisme (nmol C,H,, 107 cfu h™"); SKZ:
Silkroz test; FC: NBRIP-BPB ortamda gelisme (ug P mL™d™); K+: Kuvvetli pozitif; +: Pozitif; Z+:
Zayif pozitif; -: Negatif

Tarla kosullarinda yiiriitiilen bu denemede NPK giibrelemesi, biyolojik giibre, ikili ve
ticlii bakteri formiilasyonu asilamalarinin klorofil igerigi dahil, her 3 stirgiin doneminde
hasat edilen yas ve kuru yaprak verimini énemli diizeyde artirdig1 belirlenmistir. Birinci
strglin doneminde olgiilen klorofil igerigi bakimindan en yiiksek aktivite BF23, BF25
ve NPK uygulamalari ile ortaya ¢ikmis, biyolojik giibre ikinci grubu olusturmustur.
Birinci sirgin doneminde en ylksek etkinlik BF24 formiilasyonu disindaki
uygulamalarla ortaya ¢ikmig ve bu uygulamalar birinci grubu olusturmustur. Birinci
stirgiin doneminde hasat edilen en yiksek kuru cay yaprak verimi (178,6 g/ocak) ikili
bakteri formilasyonu BF22 (B. pumilus AR-37 + P. putida AR-87) asilanmis
parsellerde ortaya ¢ikmis, bunu 176,7 g/ocak ile BF23 (B. subtilis AR-12 + B.
atrophaeus AR-59) asilamasi izlemistir. Tarla kosullarinda yiiriitiilen denemenin 2013
yilt ortalamalarma goére, BF22, BF23, BF24 ve BF25 bakteri formiilasyonu
asilamalariyla birinci siirgiin doneminde ¢ay fidanlarinin yas yaprak verimi sirasiyla
%22,9, 28,7, 22,3 ve 29,3; kuru yaprak verimi %28,7, 27,3, 20,9 ve 27,2, klorofil igerigi
ise %19,6, 22,3, 19,2 ve 22,2 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre
uygulamalarinda ise yas yaprak verimi %27,2 ve 27,0, kuru yaprak verimi %22,8 ve

22,6; klorofil igerigi ise %19,9 ve 17,6 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.45).
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Cizelge 4.45. Farkli giibre ve bakteri uygulamalarinin tarla kosullarinda Pazar-20 ¢ay klonunda
klorofil miktar1 ve {i¢ farkl siirgiin gelisme doneminde yas ve kuru yaprak verimine etkisi (Set
V, 2013 y1l)

Birinci siirgtin Ikinci siirgiin Uglinci siirgiin Toplam
(12 Mayzs) (18 Temmuz) (22 Eylul)

Uygulamas

KM YYV KYV YYV KYV YYV KYV YYV KYV
Kontrol 7282c 2876c 1388d 2419d 1144c 1425c 678¢C 672,0d 321,0d
NPK 87,29a 3659a 1704bc 302,0ab 1454ab 1780b 84,7b 846,0 ab  400,5 bc
Biyolojik giibre 85,63b 3653a 170,1bc 2985bc 1456ab 1788b 851b 842,7b  400,8 bc
BF22 87,07ab 3679a 1786a 2999a-c 1442b 1796b 855b 847,4ab 408,2 ab
BF23 89,07a 370,2a 176,7ab 302,8ab 147,7a 1853a 88,2a 858,3ab 4126a
BF24 86,80ab 3516b 1678c 291,2c 1435b 1775b 845D 820,4c 3959c
BF25 88,96a 3720a 1766ab 3089a 147,7a 1853a 882a 866,1a 4125a
Ortalama 85,28 354,4 168,4 292,2 141,2 175,3 83,4 8218 3931

+*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda dnemli (p< 0,05) degildir
KM: Klorofil (SPAD) miktari; YYV: Yag yaprak verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan);
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (80 kg/da kompoze %25:5:10)

Ikinci siirgiin déneminde en yiiksek yas (308,9 g/ocak) ve kuru (147,7 g/ocak) yaprak
verimi Gcli BF25 (P. fluorescens AR-9 + B. pumilus AR-22 + B. subtilis AR-17)
bakteri kombinasyonunda belirlenmis, bu uygulamay1 ikili BF23 (B. subtilis AR-12 +
B. atrophaeus AR-59) asilamasi ve mineral NPK giibrelemesi izlemistir. Benzer olarak
BF22, BF23, BF24 ve BF25 bakteri formiilasyonu asilamalartyla ikici siirgiin
doneminde cay fidanlarinin yas yaprak verimi sirasiyla %24,0, 25,2, 20,4 ve 27,7; kuru
yaprak verimi %26,0, 29,1, 25,4 ve 29,1 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre
uygulamalarinda ise yas yaprak verimi %24,8 ve 23,4 ve kuru yaprak verimi %27,1 ve

27,3 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.45).

Benzer olarak {i¢iincii siirgiin doneminde en ytiksek yas (185,3 g/ocak) ve kuru (88,2
g/ocak) yaprak verimi ikili BF23 ve iiclii BF25 bakteri kombinasyonu ile asilanmis cay
bitkilerinde &l¢iilmiistiir. Ugiincii siirgiin dénemi hasat ortalamalarina gore, BF22,
BF23, BF24 ve BF25 bakteri formiilasyonu asilamalariyla tigiincii siirgiin doneminde
cay fidanlarimin yas yaprak verimi sirastyla %26,0, 30,0, 24,6 ve 30,0; kuru yaprak
verimi ise %26,1, 30,1, 24,6 ve 30,1 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre
uygulamalarinda ise yas yaprak verimi %24,9 ve 25,5 ve kuru yaprak verimi %24,9 ve

25,5 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.45).
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Ugiincii siirgiin déneminde 6lgiilen klorofil ve antosiyanin igerigi biitiin uygulamalarla
kontrole kiyasla artmis, en yiiksek artis BF23 formiilasyonunda ortaya ¢ikmis ve artig
oranlar istatistiksel olarak ¢ok onemli (p<0.01) bulunmustur. Aragtirmanin ilk yilinda
ucunci stirgiin doneminde mineral NPK, biyolojik giibre, BF22, BF23, BF24 ve BF25
bakteri formiilasyonu asilamalariyla cay ocaklarinda 6lctlilen klorofil (SPAD) icerigi
sirastyla %19,2, 18,5, 18,3, 24,2, 17,2 ve 21,8; antosiyanin (ACI) icerigi ise %19.,8,
20,5, 20,7, 28,5, 18,5 ve 23,4 oraninda artmistir (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.46. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda yaprak alani,
yaprak klorofil ve antosiyanin icerigi, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi lizerine etkisi
(Set V, 2013 yil)

Enzim aktivitesi EU/mg protein= .
Uygulama KM ACI IYA UYA
GR GST G6PD  6PGD

Kontrol 70,58 d 17,32 ¢ 211c 1,79 ¢ 1,11c 1,16 ¢ 16,20 d 24,49 ¢
NPK 84,10bc  20,75b 3,75ab 2,67b 2,08ab 2,16a 20,68ab 31,16 ab
Biyolojik gubre  83,62bc  20,87b 288bc 256b 2,06ab 2,04ab 1966bc 30,15b
BF22 83,49bc 20,90b 3,20ab 2,33bc  1,48bc 150bc 20,78ab 31,95a
BF23 87,63 a 22,26 a 3,8lab 2,77b 223a 164ac 20,75ab 31,55ab
BF24 82,72 ¢ 20,52 b 3,07ab 2,23bc 1,16¢c 1,20c 19,53 ¢ 30,08 b
BF25 85,95ab 21,38ab 394a 337a 2,16 a 2,26 a 2098a 32,0la
Ortalama 82,58 20,57 3,25 2,53 1,75 1,71 19,80 30,20
Onem Seviyesi ok sk o sk ok sk sk sk

+Enzim 6l¢iimii her bir drnekte ii¢ kez tekrarlanmustir; #+:p<0,05 Onemli; #++:p<0,01 ¢ok énemli

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediiktaz; GST:Glutatyon
S-transferaz; G6PD:Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD:6-fosfoglukonat dehidrogenaz; I'YA: ikinci
yaprak alani (cm?); UYA: Ugiincii yaprak alami (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmanmis; NPK: (80
kag/da kompoze %25:5:10)

Arastirmanin ilk yilinda igiincii siirgiin doneminde OSlgiilen ikinci ve Uglncu yaprak
alan1 degerleri biitiin uygulamalarla kontrole kiyasla artmis, en yiiksek artis BF25
formiilasyonunda ortaya ¢ikmis ve artis oranlari istatistiksel olarak onemli (p<0.05)
bulunmustur. Kontrole kiyasla 6nemli miktarda artmis olmakla birlikte, ikinci ve
liclincli yaprak alani bakimindan en diisiik artis BF24 formiilii ile asilanan cay
ocaklarinda d6l¢iilmiistiir. Uglincti siirgiin déneminde mineral NPK, biyolojik giibre,
BF22, BF23, BF24 ve BF25 bakteri formiilasyonu asilamalariyla deneme
parsellerindeki ¢ay bitkileri ikinci yaprak alani sirasiyla %27,7, 21,4, 28,3, 28,1, 20,6 ve
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29,5 oranlarinda artarken; {li¢ilincli yaprak alaninda ise %27,2, 23,1, 30,5, 28,8, 22,8,
30,7 oraninda artis meydana gelmistir (Cizelge 4.46, Sekil 4.8).

Ug siirgiin dénemi toplamma gore en yiiksek yas (866,1 g/ocak) ve kuru yaprak verimi
(412,5 glocak) P. fluorescens AR-9 + B. pumilus AR-22 + B. subtilis AR-17
izolatlarinin kombinasyonu olan BF25 formiilii asilanmis ¢aylarda olgtilmiistiir. Toplam
yas yaprak verimi bakimindan BF25, BF23, BF22 ve NPK birinci, biyolojik gibre
ikinci, BF24 {igiincii ve kontrol ise dordiincii grubu olusturmustur (Cizelge 4.45).
Arastirmanin ilk yili ti¢ siirglin donemi hasat toplamina gore, BF22, BF23, BF24 ve
BF25 bakteri formiilasyonu asilamalariyla ¢ay fidanlarimin toplam yas yaprak verimi
strastyla %26,1, 27,7, 22,1 ve 28,9; kuru yaprak verimi ise %27,2, 28,5, 23,3 ve 28,5
oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda ise toplam yas yaprak
verimi %25,9 ve 25,4, kuru yaprak verimi %24,8 ve 24,9 oraninda artis gostermistir
(Cizelge 4.43).

Sekil 4.8. Tarla denemesi hasat sonrasi goriinim



171

Tarla denemesinin ilk yilinda bakteri asilmalar1 ve glibre uygulamalarinin GR, GST,
G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi Uzerine etkisi Cizelge 4.46’da gorulmektedir. Yaprak
antioksidan ve oksidatif pentoz fosfat yolu enzim aktivitesi uygulamalarla artmig ve
artig oranlari Olgiilen enzim ve uygulamalara bagli olarak degismistir. Biyolojik gubre
disindaki uygulamalarla GR; BF22 ve BF24 disindaki uygulamalarla GST; BF24
disindaki uygulamalarla G6PD ve BF24, BF23 ve biyolojik giibre disindaki
uygulamalarla de yaprak 6PGD enzim aktivitesi 6nemli seviyede artmistir. Yaprak GR
aktivitesi bakimindan BF25, BF23 ve NPK, GST bakimindan BF25, G6PD aktivitesi
bakimindan BF25 ve BF23, 6PGD aktivitesi bakimindan ise BF25, NPK ve biyolojik
giibre etkin uygulamalar olmustur (Cizelge 4.46).

Yaprakta bulunan polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) enzimler; oksidasyon
reaksiyonlarinda dnemli rol oynar ve siyah gaya rengini ve kokusunu veren maddelerin
olusmasini saglar. Aroma bilesikleri ¢ay flavonellerinin polifenol oksidaz enzimiyle
yukseltgenmesi sonucunda olusmaktadir. Bu deneme setinde BF22 formilasyonu
digindaki tim uygulamalar birim yaprak agirhiginda PPO ve POD aktivitesini kontrole
kiyasla 6nemli diizeyde artirmistir (Cizelge 4.47). Birim protein basina PPO aktivitesi
tiim uygulamalarla artmis ancak artis oran1 BF25 asilamasi basta olmak iizere, NPK
gibrelemesi, BF23 ve BF24 formiilasyonu asilanmis ¢ay yapraklarinda onemli
bulunmustur. BF22 formiilasyonu disindaki uygulamalar birim protein cinsinden POD
enzim aktivitesini kontrole kiyasla 6nemli oranda artirmistir. Cay yapraklarinda bulunan
ireaz aktivitesi birim yaprak agirligi bakimindan BF22, BF23 ve BF25 formiilasyonlari
ile asilanmis cay yapraklarinda, kontrole kiyasla onemli diizeyde artarken, birim
miligram protein basina iireaz aktivitesi bakimindan biitiin uygulamalar kontrolle ayni

gruba girmistir.

Bu deneme setinde test edilen uygulamalarla ortaya ¢ikan birim yaprak agirligi alkol
dehidrogenaz aktivitesi artisi sadece BF25 ve BF24 kombinasyonlarinda onemli
bulunurken, diger uygulamalar kontrolle ayni gruba girmistir. Birim protein basina
ADH aktivitesi bakimindan bakteri asilamalar1 ve kontrol arasindaki farkliliklar 6nemli

bulunmamustir. Polifenollerin biyosentezinde anahtar rol oynayan 5-dehidroshikimat
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rediktaz enzimi aktivitesi basta BF25 asilamasi olmak fiizere BF23 ve BF24
formiilasyonlari ile kontrole kiyasla artmis ve artig oranlari istatistiki bakimdan énemli

bulunmustur.

Cizelge 4.47. Mineral giibre ve biyolojik giibre kombinasyonlarinin Pazar-20 ¢ay klonunda
yaprak polifenol oksidaz, Ureaz, alkol dehidrogenaz ve 5-Dehidroshikimat reduktaz enzim
aktivitesi Uzerine etkisi (Set V, 2013 yil)

(EU/g yaprak) (EU/mg protein)

Uygulamalars " -
POD UREAZ ADH DHSK PPO POD UREAZ ADH DHSK

Kontrol 7,34c¢c 13,20c 1,115b 1,40c 0,095d 0,076 c 0,133b 0,014a 0,046 2,52d
ab
NPK 9,79a 21,86b 1,066b 1,41c 0,121 a-c 0,131b 0,172a 0,013a 0,043b 2,59cd
Biyolojik glibre 9,13ab 23,44b 1,069b 1,71a-c 0,101 cd 0,080c 0,178a 0,013a 0,060ab 2,77 b-d
BF22 8,22bc 15,63c¢ 1,549a 1,47c 0,111b-d 0,099c¢ 0,134b 0,015a 0,049ab 2,17d
BF23 934a 26,85a 1,597a 1,58bc 0,141a 0,138b 0,181a 0,013a 0,056 ab 3,27 ab
BF24 8,83ab 2167b 1,134b 1,86ab 0,127 ab 0,136 b 0,177a 0,013a 0,057 ab 3,15a-c
BF25 9.63a 2297b 1,623a 197a 0,133ab 0,163a 0,171a 0,015a 0,063a 3,54a
Ortalama 8,90 20,80 1,308 1,63 0,118 0,117 0,164 0,014 0,053 2,86

+Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda dnemli (p< 0,05) degildir
PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5-dehidroshikimat
rediiktaz; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmanug; NPK: (80 kg/da kompoze %25:5:10)

Tarla denemesine ait 2013 yili ¢ay yapragi makro ve mikro element miktarlar1 Cizelge
4.48 ve 4.49°da verilmistir. Uygulamalarina bagli olarak degismekle birlikte makro ve
mikro element igerigi bakteri asilamalar1 ve gilibre uygulamalariyla degismistir. Bu
denemede kullanilan bakteri formiilasyonlarinin tamami, biyolojik giibre ve NPK
giibrelemesi kontrole kiyasla yaprak N, P ve K igerigini artirmis ve artis oranlari ¢ok
onemli (p<0,01) bulunmustur. Yaprak N, P ve K icerigi bakimindan en ytiksek etkinligi
BF25 formiilasyonu gostermis olup bunu sirasiyyla BF23 ve BF22 bakteri
formiilasyonlar1 izlemistir. BF25 formiilasyonu asilamasi, NPK ve biyolojik gubre
uygulamalarina kiyasla yaprak N, P, K ve Na igerigini artirmistir (p<0,01) bulunmustur.
Cay yapraklarinda Ca ve Na igerigi bakimindan BF24, Mg icerigi bakimindan biyolojik
giibre, S igerigi bakimindan BF22, BF25 ve NPK uygulamalari ile ortaya ¢ikan artis
kontrole kiyasla 6nemli bulunmamis, diger uygulamalar ise s6z konusu element
konsantrasyonlarint ¢ok onemli diizeyde artirmistir. Cay yapraklarinda olciilen Al

miktar1 kontrole kiyasla tim uygulamalarla artmig ve artig oranlar istatistiki bakimdan
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onemli (p< 0,05) bulunmustur. Cay yapraklarinda 6lgiilen Ca, Mg ve S bakimindan en

etkin sonuca BF23 bakteri formilasyunu asilamast ile ulagilmistir (Cizelge 4.48).

Cizelge 4.48. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin tarla kosullarinda Pazar-20
cay fidanlarinda yaprak makro element miktarina etkisi (Set V, 2013 yil1)

(%) makro element g/ kg kuru madde mg/kg kuru madde

Uygulamalar*

N P K Ca Mg S Al Na
Kontrol 2,13d 2,12d 14,1d 9,00e 1,76d 3,09c 0,72c 18d
NPK 2,92 bc 343b  231bc 12,26cd 250c 3,49c 2,25a 50bc
Biyolojik glibre 2,60 ¢ 283¢ 214 ¢ 1452¢ 2,32cd 4,1lab 1,14bc 73D
BF22 2,95a-c 355ab 259b 17,12b 2,76bc 3,48¢c 1,43b 64 bc
BF23 3,03 ab 357ab 318a 1985a 3,36a 4,43a 1,42b  58bc
BF24 2,63 bc 341b 20,6 ¢ 11,22de 241c 4,244ab 2,35a 38cd
BF25 3,12a 3,82a 30,1a 12,39 cd 3,21ab 3,72bc 2,00a 106a
Ortalama 2,77 3,25 23,8 13,77 2,62 3,79 1,61 58

*Ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p< 0,01) degildir
Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (80 kg/da kompoze %25:5:10)

En yiksek Fe (371 mg/kg) ve Mn (2516 mg/kg) igerigi biyolojik giibre uygulanmis ¢ay
yapraklarinda 6l¢tilmiis, bunu BF23 ve BF25 formiilasyonlart izlemistir (Cizelge 4.49).
Deneme setinde test edilen biitiin uygulamalar, kontrole kiyasla yaprak Fe ve Cu
igerigini artirmig ve artis oranlar1 6nemli (p< 0,05) bulunmustur. Yaprak Mn icerigi
bakimindan BF24, Zn igerigi bakimindan ise BF24 biyolojik giibre disindaki
uygulamalar kontrole kiyasla Mn ve Zn igerigini 6nemli miktarda artirmistir. Cay
yapraklarinda Fe igerigi bakimindan biyolojik giibre ve BF23, Cu igerigi bakimindan
BF23 ve BF24, Mn icerigi bakimindan biyolojik giibre ve BF23, Zn icerigi bakimindan
ise BF25 ve BF23 bakteri formiilasyonlar1 en etkin uygulamalar olmustur. Cay
yapraklarinda B igerigi basta BF23 olmak {izere NPK ve biyolojik gubre
uygulamalariyla kontrole kiyasla onemli (p<0,05) oranda yiiksek bulunurken diger
uygulamalar kontrolle ayn1 gruba girmistir. Yaprak Mo igerigi sadece BF24 ve BF25
formilasyonlarinda 6nemli oranda artmig, diger uygulamalar kontrolle ayni gruba
girmistir. Yaprak Ni icerigi biyolojik giibre, NPK ve BF23, Pb icerigi NPK, Cd icerigi
ise kontrol uygulamasinda en yiliksek bulunmustur (Cizelge 4.49). Arastirmada test

edilen oOzellikle BF25 ve BF23 bakteri formiilasyonlar1 genellikle yaprak makro ve
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mikro element igerigini ¢ok yiiksek oranlarda artirmistir. Bu formiilasyonlarin cay

beslenmesinde dnemli oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.49. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin tarla kosullarinda Pazar-20
cay klonunda yaprak mikro element miktarina etkisi (Set V, 2013 yil1)

Mikro element mg/kg kuru madde

Uygulamalar*

Fe Cu Mn Zn B Mo Ni Pb Cd

Kontrol 107d  179d 1358d 32,15d 22,1c 0,03c 133c 0,72ab 23la
NPK 189bc 249c¢ 1959b 46,58bc 43,1ab 0,39a-c 252ab 0,92a 0,33bc
Biyolojik gibre 371a  32,4ab 2516a 40,78cd 46,2ab 0,10a-c 337a 055b 0,21bc
BF22 201b  26,3bc 1713 bc 53,60ab 329bc 0,06 bc 222bc 057b 0,31bc
BF23 348a 37,7a 2489a 5565a 60,0a 0,17ac 330a 043b 1,12b
BF24 159¢ 36,la 1612cd 37,54d 33,1bc 057a 217bc 0,7lab 0,10bc
BF25 223b  31,7ab 1825bc 57,4l1a 323bc 055ab 196bc 0,08c 0,02c
Ortalama 228 29,6 1924 46,24 38,5 0,26 241 0,57 0,63

*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda dnemli (p< 0,05) degildir;

Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamig; NPK: (80 kg/da kompoze %25:5:10)

Tarla denemesinin 2014 yilinda bakteri agilamalar1 ve giibre uygulamalarinin ii¢ siirglin
doneminde gelisme ve verim parametrelerine etkisi Cizelge 4.50°de, klorofil,
antosiyanin, ikinci ve t¢unci yaprak alani, GR, GST, G6PD ve 6PGD enzim aktivitesi

lizerine etkisi ise Cizelge 4.51°de verilmistir.

Tarla kosullarinda yiiriitilen bu denemede 2014 yili sonuglarma gore, NPK
giibrelemesi, biyolojik giibre, ikili ve tglii bakteri formiilasyonu asilamalart her 3
stirgiin doneminde hasat edilen yas ve kuru yaprak verimini 6nemli diizeyde artirmistir.
Her fi¢ siirgiin doneminde de yas ve kuru yaprak verimi bakimindan en etkin uygulama
BF25 asilamasi olmustur. Birinci siirgiin doneminde en yiiksek yas (330,1 g/ocak) ve
kuru (157,1 g/ocak) yaprak veriminin belirlendigi BF25 uygulamasint BF23, NPK ve
BF22 asilamalari izlemistir. Ikinci siirgiin déneminde hasat edilen en yiiksek kuru ¢ay
yaprak veriminin (153,9 g/ocak) elde edildigi BF25 asilamasini, BF23, BF22 ve NPK
uygulamalar1 takip etmistir. Tarla kosullarinda yiiriitilen denemenin 2014 yih
ortalamalarina gore, NPK, biyolojik giibre, BF22, BF23, BF24 ve BF25 bakteri
formiilasyonu agilamalariyla birinci siirgiin doneminde c¢ay fidanlarinin yas yaprak

verimi sirastyla %30,3, 24,6, 28,5, 31,3, 22,8 ve 34,2; kuru yaprak verimi %31,5, 21,1,
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28,5, 30,7, 21,9 ve 32,6 oraninda artmustir. Ikinci siirgiin doneminde ise mineral NPK,
biyolojik giibre, BF22, BF23, BF24 ve BF25 bakteri asilamalar1 yas yaprak veriminde
sirastyla %26,4, 24,3, 27,3, 27,7, 24,4 ve 32,1, kuru yaprak veriminde ise %28,7, 26,3,
30,0, 29,8, 26,4 ve 33,7 artis meydana getirmistir (Cizelge 4.50).

Cizelge 4.50. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin tarla kosullarinda Pazar-20
cay klonunda yas ve kuru yaprak verimi iizerine etkisi (Set V, 2014 y1l1)

Birinci stirgtin Ikinci siirgiin Ugtinci siirgtin Toplam

Uygulamalars (10 Mayz1s) (20 Temmuz) (2 kim)

YYV KYV YYV KYV YYV KYV YYV KYV
Kontrol 2459¢e 1185¢ 2417 ¢ 1151 ¢ 1334 ¢c 62,3 ¢C 621,0d 2959c
NPK 320,5ab 155,8a 305,6 b 148,1 ab 170,2b 82,4b 796,3bc  386,3ab
Biyolojik giibre  306,3cd 1435b 300,4 b 1454 b 165,8 b 80,7b 772,5bc  369,6 b
BF22 316,0bc 152,3ab 307,7ab 1496 ab 168,2 b 81,6 b 7919bc 3835ab
BF23 3228ab 1549a 308,6ab 1494 ab 172,0b 82,9hb 803,4ab 387,2ab
BF24 302,0d 1444 b 300,7b 1455b 166,9 b 80,7 b 769,7c 370,6 b
BF25 330,1a 157,1a 3193a 1539 a 181,7a 87,4 a 831l,1a 398,5a
Ortalama 306,2 146,7 297,7 143,9 165,5 79,7 769,4 370,2

+Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda dnemli (p< 0,05) degildir;
YYV: Yas yaprak verimi (g/fidan); KYV: Kuru yaprak verimi (g/fidan); Kontrol: Bakteri ve glibre
uygulanmamig; NPK: (80 kg/da kompoze %25:5:10)

Ucgiincii siirgiin doneminde yas ve kuru yaprak verimi bakimmdan BF25 birinci, kontrol
iclincli ve diger uygulamalar ise ikinci grubu olusturmustur Benzer olarak {i¢iincii
siirglin doneminde en yiiksek yas (181,7 g/ocak) ve kuru (87,4 g/ocak) yaprak verimi
tcli BF25 bakteri kombinasyonu ile agilanmis cay bitkilerinde Ol¢lilmiistiir.
Aragtirmanin ikinci yil tiglincii siirgiin donemi hasat ortalamalarina gore, BF22, BF23,
BF24 ve BF25 bakteri formiilasyonu asilamalariyla tiglincii siirgiin doneminde c¢ay
fidanlarinin yas yaprak verimi sirasiyla %26,1, 28,9, 25,1 ve 36,2; kuru yaprak verimi
ise %31,0, 33,1, 29,5 ve 40,3 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre
uygulamalarinda ise yas yaprak verimi %27,6 ve 24,3 ve kuru yaprak verimi %32,3 ve

29,5 oraninda artis gostermistir (Cizelge 4.50).

Ug siirgiin dénemi toplamia gére en yiiksek yas (831,1 g/ocak) ve kuru yaprak verimi
(398,5 g/ocak) BF25 bakteri formiilasyonu ile asilanmis c¢aylarda oOlgiilmiistiir.

Aragtirmanin ikinci y1li ii¢ slirgiin donemi hasat toplamina goére, BF22, BF23, BF24 ve
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BF25 bakteri formiilasyonu asilamalariyla ¢ay fidanlarinin toplam yas yaprak verimi
strastyla %27,5, 29,4, 23,9 ve 33.8; toplam kuru yaprak verimi ise %29,6, 30,9, 25,2 ve
34,7 oraninda artmistir. Mineral ve biyolojik giibre uygulamalarinda ise toplam yas
yaprak verimi %28,2 ve 24,4 ve toplam kuru yaprak verimi %30,6 ve 24,9 oraninda

artis gostermistir (Cizelge 4.50).

Ugiincii siirgiin déneminde 6lgiilen klorofil ve antosiyanin igerigi biitiin uygulamalarla
kontrole kiyasla artmis, en yiiksek artis BF25 formiilasyonunda ortaya ¢ikmis ve artig
oranlar istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Tarla denemesine ait 2014 y1li
uclincu sdrgiin déneminde NPK, biyolojik glbre, BF22, BF23, BF24 ve BF25 bakteri
formiilasyonu asilamalariyla ¢ay ocaklarinda 6lgiilen klorofil (SPAD) igerigi sirasiyla
%20,8, 18,9, 17,4, 20,3, 16,8 ve 21,9; antosiyanin (ACI) igerigi ise %20,8, 18,9, 19,8,
22,9, 19,9 ve 23,3 oraninda artmustir (Cizelge 4.51).

Aragtirmanin ikinci yilinda tiglincii siirgiin doneminde Olgtilen ikinci ve {igiincii yaprak
alan1 degerleri kontrole kiyasla biitiin uygulamalarda artmis (p<0.05), en yiiksek artig
BF25 formiilasyonunda ortaya ¢ikmistir. Kontrole kiyasla onemli miktarda artmis
olmakla birlikte, arastirmanin ilk yilina paralel olarak, ikinci yilda da ikinci ve {igiincii
yaprak alam1 bakimindan en diisiik artis BF24 formiilii ile asilanan ¢ay ocaklarinda
dl¢iilmiistiir. Ikinci yilin {igiincii siirgiin déneminde mineral NPK, biyolojik giibre,
BF22, BF23, BF24 ve BF25 formiilasyonu asilamalariyla deneme parsellerindeki cay
bitkilerinin ikinci yaprak alanlari sirasiyla %28,0, 21,1, 28,6, 28,0, 20,5 ve 29,8
oranlarinda artarken; ti¢lincii yaprak alaninda %27,2, 22,8, 30,7, 28,8, 23,1 ve 30,4 artis
goriilmiis, ikinci ve tigiincii yaprak alanlar1 ortalamasi ise %27,5, 22,1, 29,8, 28,5, 22,1

ve 30,2 oraninda artmistir (Cizelge 4.51).
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Cizelge 4.51. Bakteri ve kimyasal giibre uygulamalarinin Pazar-20 ¢ay klonunda yaprak alani,
klorofil igerigi, yaprak antioksidan (GR ve GST) ve oksidatif pentoz fosfat yolu (G6PD ve
6PGD) enzim aktivitesi tizerine etkisi (Set V, 2014 yilr)

Enzim aktivitesi EU/mg protein .
Uygulamalars KM ACI IYA UYA
GR GST G6PD 6PGD

Kontrol 73,00d 18,03b 2,19b 18c 1,16c 096b 16,1d 24,35¢
NPK 88,18ab 21,78a 353a 2,73ab 2,16a 160a 206ab 30,97 ab
Biyolojik giibre 86,80a-c 2144a 294ab 266ab 164ac 1,75a 195bc 2990b
BF22 85,72bc 21,60a 3,20a 2,35bc 150bc 153a 20,7ab 31,82a
BF23 87,79a-c 22,16a 3,83a 283ab 226a 169a 206ab 31,36ab
BF24 8528¢c 21,6l1a 3,08a 232bc 120c 10lb 194c 29,97 b
BF25 89,0la 2223a 364a 319a 2,04ab 199a 209a 31,76 a
Ortalama 85,11 21,26 3,20 2,56 1,71 1,50 19,68 30,02

*Aynt1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda 6nemli (p< 0,05) degildir;

KM: Klorofil (SPAD) miktari; ACI: Antosiyanin (ACI) miktai; GR: Glutatyon rediiktaz; GST:Glutatyon
S-transferaz; G6PD:Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6PGD: 6-fosfoglukonat dehidrogenaz; I'YA: ikinci
yaprak alami (cm?); UYA: Ugiincii yaprak alami (cm?); Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmamis; NPK: (80
kag/da kompoze %25:5:10)

Tarla kosullarinda yiiriitiilen deneme setinin 2014 yili giibre ve farkli bakteri
agtlamalarimin yaprak enzim aktivitesi zerine etkisi Cizelge 4.52’de verilmistir. Bu
deneme setinde ilk yil sonucglarina benzer olarak, biyolojik giibre disindaki tim
uygulamalar, ikinci yilda 6l¢llen birim yaprak agirligi ve birim protein basina PPO ve
POD aktivitesini kontrole kiyasla 6nemli (p<0,05) diizeyde artirmistir. Birim gram
yaprak basina en yiikksek PPO aktivitesi NPK, en yiliksek POD aktivitesi ise BF24
formiilasyonu ile asilanan ¢ay yapraklarinda olg¢iilmiistiir. Birim protein basina en
yuksek PPO enzim aktivitesi BF23, BF22 ve NPK, en yiliksek POD aktivitesi ise BF25,
BF24 ve BF22 asilamalariyla ortaya c¢ikmustir. Birim gram yaprak bagmna {ireaz
aktivitesi BF23, BF24 ve biyolojik giibre uygulamalariyla kontrole kiyasla onemli
miktarda artmig ancak birim protein bagina {ireaz aktivitesi bakimindan ortaya ¢ikan

farkliliklar istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir.

Birim yaprak bagina alkol dehidrogenaz aktivitesi BF22 ve BF23, 5-dehidroshikimat
reduktaz aktivitesi ise BF23, BF24 ve BF22 formiilasyonlar: ile agilanan g¢ay
yapraklarinda artmis ve artis oranlart 6nemli bulunmustur. Protein basina ADH enzim
aktivitesi bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmazken, DHSK

enzim aktivitesi ise biyolojik giibre ve BF25 disindaki uygulamalarla kontrole kiyasla
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onemli artis gdstermistir (Cizelge 4.52). Ikinci yil ¢ay yapraklarinda élgiilen enzimler

bakimindan BF23, BF24 ve BF22 bakteri formiilasyonlar1 6ne ¢ikmustir.

Cizelge 4.52. Mineral giibre ve farkli biyolojik giibre kombinasyonlarinin Pazar-20 ¢ay cay
klonunda yaprak polifenol oksidaz, peroksidaz, treaz, alkol dehidrogenaz ve 5-Dehidroshikimat
reduktaz enzim aktivitesi Uzerine etkisi (Set V, 2014 y1l1)

EU/g yaprak EU/mg protein

Uygulamalarx - -
PPO POD Ureaz ADH  DHSK PPO POD Ureaz  ADH DHSK

Kontrol 746¢c 13,88c 1,15b 1,41bc 257c 0,08b 0,138b 0,0126a 0,048a 0,095c
NPK 996a 2293b 1,10b 1,36c 2,65hbc 0,14ab 0,178a 0,0139a 0,038a 0,122 ab
Biyolojik glibre 8,34bc 1591c 159a 140bc 1,79d 0,08 b 0,138b 0,0179a 0,046a 0,085c
BF22 8,96ab 23,28b 1,17b 185a 3,21ab 0,15a 0,190a 0,0139a 0,055a 0,131a
BF23 9,62ab 24,12b 167a 1,79ab 3,46a 0,16 a 0,180a 0,0212a 0,055a 0,130a
BF24 9,36ab 28,36a 1,64a 1,50a-c 3,25ab 0,13ab 0,193a 0,0192a 0,054a 0,139a
BF25 9,61ab 2548ab 1,10b 1,72a-c 2,83bc 0,10ab 0,195a 0,0151a 0,061a 0,103 bc
Ortalama 9,05 21,99 1,35 1,57 2,82 0,12 0,173 0,0163 0,051 0,115

*Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar kendi grubunda dnemli (p< 0,05) degildir
PPO: polifenol oksidaz; POD: peroksidaz rediktaz; ADH: alkol dehidrogenaz; DHSK: 5-
dehidroshikimat; Kontrol: Bakteri ve giibre uygulanmanmug; NPK: (80 kg/da kompoze %25:5:10)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada 4 farkli bolgeden alinan 167 ¢ay rizosfer topragi 6rneklerinden
34 cins ve 72 tiire ait toplam 263 bakteri tanilanmistir. Cay rizosfer toprak
orneklerinden bakteri izolasyon orani yaklasik %67,3 olmustur. Izolatlarm FAME
profil analizi sonuglarina gore ¢ay rizosfer topraklarinda gram pozitif bakteri oran1 daha
yiiksek bulunmustur. Gram pozitif populasyon iginde Bacillus cinsi dominant olurken
bunun sirasiyla Paenibacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Rhodococcus, Kocuria ve
Brevibacillus cinsleri izlemistir. Gram negatif populasyon i¢inde Pseudomonas cinsi
dominant olup bunu sirasiyla Stenotrophomonas, Serratia, Burkholderia ve Alcaligenes
cinsleri izlemistir. Bu arastirmada ¢ay rizosferinde dominant olarak bulunan ve izole
edilen bakteriler oncedeki arastirmalarda farkli bitki rizosfer topraklarindan izole
edilebilen hakim taksonlardir (Germida and Siciliano 2001; Park et al. 2005; Cakmakgi
vd. 2006 b; Caesar-TonThat et al. 2007; Rusznyak et al. 2008; Trivedi et al. 2011,
Bafana 2013; Marasco et al. 2013).

Bu arastirma sonuglarina benzer olarak Sood et al. (2008) ve Cakmakgi et al. (2010 a)
asidik cay topraklarinda Bacillus cinsinin ve onu takiben Pseudomonas cinsine ait
tirlerin hakim oldugunu ortaya koymuslardir. Bu arastirma sonuglar1 6nemlidir. CUnki
Pseudomonas ve Bacillus tirleri en yaygin bitki gelismesini tesvik edici bakteriler olup
azot ve fosfor alimiyla birlikte toplam biomas ve bitki verimini artirdig1 bilinmektedir
(Bafana 2013). Ayrica ¢ay rizosferinde Bacillus cinsinin dominant oldugu belirlenmistir.
Bu arastirma sonuglarina benzer olarak Pandey et al. (2013) Bacillus cinsinin cay
rizosferine mukemmel adapte olan bir¢ok tiriiniin bulundugunu bildirilmistir. Ayrica
Bacillus cinsi Uzerinde en ¢ok ¢alisilan énemli tlrleri icermektedir (Garbeva et al. 2003;
Beneduzi et al. 2008; Han et al. 2011) ve endospor olusturucu Bacillus turlerinin
olumsuz kosulara tolerans kapasitelerinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu bakteri
tiirlerinin olumsuz ¢evre kosularinda etkinlikleri spor olusturabilme 6zelliklerine bagh
olmaktadir. Cay rizosferinde gram pozitif bakterilerin fazla bulunmasi 6nceki bazi
arastirmalarla uyumludur (Garbeva et al. 2003; Rusznyék et al. 2008; Rau et al. 2009).
Bu arastirma sonuglarina benzer olarak Xue et al. (2008) cay bahgesi topraklarinda
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gram pozitif bakterilerin gram negatif bakterilere oranla daha dazla bulundugunu
rapor etmistir. Bunun aksine olarak diger bazi aragtirmalarda Gram negatif tiirlerin
gram pozitif turlere oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Donate-Correa et al. 2004;
Poonguzhali et al. 2006; Chowdhury et al. 2007; Karag0z et al. 2012).

Arastirma alaninda ilk kez olarak kuzey Iran ve Hazar Denizinin Giiney kiyilarinda
kiiltirii yapilan g¢ay (C. sinensis) rizosfer topraklarindan kiiltiire alinabilen bakteri
cesitliligini ortaya koymustur. Bitki kokleri ile iliskili olan rizobakteri popiilasyonu
bolge, toprak pH durumu ve tipi ile birlikte ¢gevresel faktorlere bagl olarak degismistir.
Aragtirmada test edilen toprak orneklerinin pH degerleri 3,6 ile 6,5 arasinda (ortalama
5,4) degismistir. Bu arastirmada Bacillus, Pseudomonas ve Paenibacillus tirlerinin say1
ve ¢esitliliginin toprak pH degeri ile iliskili oldugu ortaya konulmustur. Nitekim Fierer
and Jackson (2006) asidik topraklarda bakteri tiir ve zenginliginin pH degerine bagli
oldugunu ve asidik topraklarda bakteri say1r ve g¢esitliliginin daha diisiik oldugunu
vurgulamistir. Diger taraftan diisiik pH diizeylerinde izole edilen bakterilerin yiiksek
toprak asitligine dayanakli oldugu bildirilmistir (Pal 1998). Bu bakimdan bu arastirmada
izole edilen bakterilerin genis ekolojik toleransa sahip oldugu ve asit topraklarda etkin
olabilecegi soylenebilir. Bu arastirma sonuglar1 toprak pH degerinin ve habitatin bitki
rizosferinde dominant olarak bulunan azot baglayici ve fosfat ¢oziicii bakteri tirlerinin
say1 gesitliligi {izerinde giiglii etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Onceki bazi
arastirmalarda farkli bitki rizosferinden izole edilen PGPR tiirleri ile farkli asidik
topraklara dayanikli biyolojik giibre formiilasyonlarinda kullanilabilecek bakteri tiirleri
gelistirilmis (Pal 1998; Thakuria et al. 2004; Son et al. 2006; Perez et al. 2007) ve
toprak pH degerinin ¢ay rizosferininin karakteristik 6nemli bir 6zelligi oldugu ortaya
konulmustur (Cakmakgr et al. 2010 a; Pandey et al. 2013). Ancak asidik ¢ay bolgeleri ve
yiiksek yagish 1liman cay kiiltiir alanlarindan bu kapsamda PGPR izolasyonu Onceki

artirmalarda yapilmamaistir.

Toprak-bitki kokleri ara yizeyi olan ve koklerin temas ettigi bolgeyi ifade eden rizosfer
birgok bakimdan diger toprak kisimlarindan farklilik gostermektedir. Rizosfer, kokler

tarafindan etkilenmeyen bolgelere kiyasla, mikrobiyal aktivite, bakteri say1 ve ¢esitliligi
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ve kokler tarafindan ¢oziilen ve salgilanan besin maddeleri bakimindan zengindir. Bitki
gelisiminin tesvikinde rizosfer 6nemli rol oynamaktadir. Rizosferde kolonize olan
bakteriler kok morfolojisi ve fizyolojisini etkileyen P, K ve N kazancini etkilemektedir.
Bitki gelisimini tesvik edici bakteri etkinligi bitki tiirleri, uygulanan iglemler ve topragin
aliabilir N diizeyine bagli olarak degistiginden, bakteri izolasyonu cogunlukla

kimyasallarin etkilemedigi yabani veya Kkiiltiir bitkilerinin rizosfer topraklarinda

yuratilmektedir (Cakmaker vd 2008 a, 2009 b).

Bu arastirmada Hazar Denizinin Giineyinde biyocografik ¢ay yetistirme alanlarinin
asidik yiiksek yagisli iliman ikliminde serbest azot baglayici ve fosfat ¢coziicii bakteri
popiilasyonu ortaya konulmustur. Elde edilen sonuclara gore, cay rizosfer topraklarinda
en yaygin olarak bulunan azot baglayict ve fosfat ¢oziicii bakteri turleri Bacillus,
Pseudomonas, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Arthrobacter, Serratia ve
Burkholderia cinslerine ait turlerdir. Bu cinslere ait bakteri genellikle iyi azot fikseri,
fosfor c¢oziici ve biyolojik gilibre formiilasyonlarina giren tiirler oldugu kabul
edilmektedir (Chen et al. 2006; Trivedi et al. 2011; Bafana 2013). Son yilarda yapilan
arastirmalar® Pseudomonas (Thakuria et al. 2004; Hariprasad and Niranjana, 2009),
Bacillus ve Paenibacillus (Cakmakg1 et al. 2006 a, 2007 a, b, 2010 a; Beneduzi et al.
2008; Idris et al. 2009), Burkholderia ve Pantoea (Son et al. 2006; Perez et al. 2007),
Arthrobacter ve Bacillus (Chen et al. 2006) cinslerine ait tlrlerin iyi fosfat ¢ozdiigii ve

bitki besin alimin artirdigini ortaya koymustur.

Asidik ¢ay rizosferinde en yaygin ve dominat olan azot fikseri ve fosfat ¢éziicl turin B.
pumilus oldugu ve bunu sirasiyla B. subtilis, B. licheniformis, B. laevolacticus, P.
fluorescens, P. putida, S. maltophilia ve B. megaterium tiirlerinin izledigi belirlenmistir.
Izole edilen bakteriler arasinda azot baglayic1 ve fosfat ¢dziicii bakteri orani sirastyla
%81,4 ve 60,5 olmustur. Bu oran dnceki bazi arastirmalardan disiik (Hariprasad and
Niranjana 2009; Trivedi et al. 2011; Marasco et al. 2013) ve diger bazilarindan ise
yiiksek bulunmustur (Beneduzi et al. 2008; Rau et al. 2009; Ambrosini et al. 2012;
Farina et al. 2012).
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Bu arastirma kapsaminda izole edilerek tanilanan 263 bakteri streini i¢inden azot
fiksasyon ve fosfat c¢ozme Ozeligi yiiksek olan ayrica Dbiyolojik giibre
formulasyonlarinda kullanilabilecek 4 gram pozitif ve 4 gram negatif olmak tizere 8
bakteri tlirtinden 102 strainin karbon kulanim profili ¢ikarilabilmistir. Bu tiirler B.
pumilus, B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, P. fluorescens, P. putida, S.
maltophilia ve B. cepacia, olup onceki arastirmalarda iyi fosfat ¢oziicii, azot fikseri ve
bitki gelismesini tesvik edici olduklar1 rapor edilmistir (Hoberg et al. 2005; Chen et al.
2006; Poonguzhali et al. 2006; Cakmakg et al. 2007 a, b; Sood et al. 2008; Hariprasad
and Niranjana, 2009; Idris et al. 2009; Trivedi et al. 2011; Karagoz et al. 2012; Pandey et
al. 2013). Karbon kulanim orani1 ve sayisi yiiksek olan azot fikseri ve fosfat ¢dziici
bakteri tiirlerinin biyolojik giibre formiilasyonlarinda kullaniminin daha uygun olacag: ve
bitki gelismesini artirabilecegi bilinmektedir. Bu arastirmada GN2 pleytlerde test edilen
gram negatif izolatlarin tamami D-fruktoz, a-D-glikoz, D-mannoz, sitrik asit, o-
ketoglutarik asit, L-laktik asit, propionik asit, stiksinik asit, L-glutamik asit ve L-serin
maddelerini oksidize edebilmis ve kullanabilmistir. Diger taraftan gram negatif
strainlerin tamamu arbutin, D-selobiyoz, gentiobioz, a-D-glikoz, D-manitol, D-mannoz,
D-psikoz, sakaroz, D-trehaloz, piruvik asit, L-asparagin ve L-glutamik asit karbon
kaynaklarin1 kullanabilmistir. B. pumilus, B. subtilis, B. licheniformis ve B. megaterium,
tirlerinin karbon kulanim profileri arasinda biiyiik farkliklar olup, bu tirler arasinda en

fazla karbon kaynagini B. licheniformis strainleri kullanabilmistir.

Gram negatif mikropleytlerde bulunan karbon kaynaklarinin yaklasik dortte birini (21)
gram negatif P. fluorescens, P. putida ve B. cepacia tirleri kullanabilirken, bu
maddelerin hi¢ birini S. maltophilia strainleri tarafindan kullanilmamstir. Bu maddelerin
icinde 5 amid-amin bilesigi (siiksinamik asit, glucuronamide, feniletil-amin, putresin ve
2-aminoetanol), 4 amino asit (hidroksi-L-prolin, L-piroglutamik asit, D-serin ve y-
aminobutirik asit), 7 karboksilik asit (D-galaktonik asit lakton, D-galakturonik, D-
glukonik asit, D-glukozaminik, D-glukuronik, kinik ve D-sakkarik asit), 1 polimerik
madde (glikojen), 2 karbonhidrat (L-arabinoz ve D-arabitol) ve 2 bilesik molekiillii
(urokanik asit ve gliserol) karbon bulunmaktadir.
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GP2 ve GN2 mikromikropleytde bulunan ortak karbon kaynaklarindan sadece a-D-
glikoz, D-mannoz ve L-glutamik asit test edilen bitlin gram negatif ve pozitif strainlerin
tamami tarafindan kullanilmigtir. Ayrica D-selobiyoz, gentiobioz, maltoz, 3-metil-D-
glukozit, turanoz, timidin ve 2,3-butandiol Bacillus tiirlerini ¢ogunlugu tarafindan
kullanilabilirken gram-negatif P. fluorescens ve P. putida izolatlarinin hi¢ biri
tarafindan kullanilmamistir.  GP2 ve GN2 pleytlerde bulunan ortak karbon
kaynaklarindan sadece 10 adedi (D-arabitol, L-fukoz, a-D-laktoz, laktuloz, L-ramnoz,
ksilitol, D-galakturonik asit, a-hidroksibutirik asit, a-D-glikoz-1 fosfat, ve D-glukoz-6
fosfat) gram pozitif izolatlar tarafindan kullanilmazken, 7 adedi (a-siklodekstrin, L-
ramnoz, ksilitol, y-hidroksibutirik asit, timidin, 2,3-biitandiol ve a-D-glikoz-1 fosfat) ise
hicbir gram negatif strain tarafindan oksidize edilerek kullanilmamistir. GN2 mikro
pleytlerde bulunan 95 karbon kaynagindan karboksilik asit, amino asit ve
karbonhidratlar gram negatif tiirler tarafindan yiiksek oranda kullanilirken, bu maddeleri
karisik molekiilli karbon kaynaklari, amid- amin bilesikleri ve polimerik maddeler
izlemistir. Diger taraftan karbonhidrat ve amino asit ve karigik molekili karbon
kaynaklari gram pozitif bakteriler tarafindan yaygin olarak kullanilirken, amid-amin

bilesikleri ¢ok az oranda kullanilabilmistir.

Bu arastirmada ¢ay rizosferinden izole edilen bakterilerin bitki gelistirme potansiyeli ile
ilgili olan karbon kaynagi kullanimi, azot fiksetme ve mineral fosfor ¢6zme 6zellikleri
ortaya konulmustur. Fazla sayida karbon kaynagi kullanabilen azot fikseri ve fosfat
¢oziicii bakterilerin biyolojik gilibre formiilasyonlarinda kullanilmasi durumunda etkin
olabilecegi sOylenebilir. Bu arastirmada 6zelikle dnemli olan 8 PGPR tiiriiniin hangi
karbon kaynaklarini ne miktarda kullanabildigi ve gelisme ortamlarinda hangi
maddelere ihtiya¢ duyabilecegi incelenmistir. izolatlarin genis bir yelpazede karbon
kaynag1 kullanim 6zelligi bu bakterilerin farkli ¢cevre kosularina ve ortamlara uyum
yeteneklerinin  anlasilmasi  bakimindan 6nemlidir. Mikroorganizmalardan kok
cevresinde bulunan veya koklerce salgilanan baz1 maddeleri temel karbon veya enerji
kaynagi olarak kullanabilen tiirlerin rizosfer bolgesinde hizli gelismekte ve kok
salgilarinin yiiksek oranda metabolize edilmesi bakterilerin koklere kolonize

olabilmeleri ile iligkilidir (Baudoin et al. 2003).
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BIOLOG sonuglari, bakterilerin hizli gelisme 6zeliklerinin belirlenmesi (Schutter and
Dick 2001) ve bakteriyel suslarinin oransal katabolik aktiviteleri arasindaki farkliklarin
mukayese edilmesinde (Poonguzhali et al. 2006) kullanilabilmektedir. Cok sayida ve
yiksek oranda karbon kaynagi kullanabilme yetenegi bakteri tiirlerinin farkli bitki ve
toprak tiplerine adaptasyonunda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (Naik et al. 2008). Ayrica
bakteriler tarafindan o6zelikle tercih edilen karbon kaynaklarinin tohum kaplama

formulasyonlarina yardimci madde olarak degerlendirilebilecegi vurgulanmistir (Chun

et al. 2003).

Bu arastirma sonuglar1 agik olarak gostermistir ki, bakteriler tarafindan yaygin olarak
kullanilabilen karbon kaynaklar1 o kaynaklar1 kullanan bakteri tiirlerinin rizosferde
etkinligine katki yapabilir ve bu maddeler tohum inokulasyon c¢alismalarinda
kullanilabilir. Ayrica rizosferde azot baglayici ve fosfat ¢oziicli bakteriler tarafindan
belli bir ortamda bulunan ve se¢ilerek yogun olarak kullanilan bazi karbon kaynaklari
o tlire rizosferde diger bakterilere karst belli bir istiinliik veya karbon kaynaklar
icinde strainler arast segicilik o susa belli ortamda avantaj saglayabilirler. Bir
ortamda belli bir susun yaygin olarak ve tercihen kullandig1 karbon ve enerji kaynagi
yaygin olabilir. Bu durumda o ortamda s6z konusu susun baskin olmasina neden
olabilir. Bu arastirma sonuglari test edilen bakteriler arasinda bazi strainlerin yiliksek
karbon kulanim kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum s6z konusu

suslarin kok salgilarindan yiiksek oranda yararlanabilecegini gostermektedir.

Temel bilesen analizleri sonuglarina gore GP2 mikropleytde en belirleyici karbon
kaynaklarinin PC1 i¢in arbutine, D-fruktoz, B-metil-D-glukoz, uridin ve salisin; PC2
icin maltotrioz ve turanoz karbonhidratlari; PC3 igin piruvik asit metil ester ve PC4
icin N-asetil L-glutamik asit oldugu gorilmistiir. GN2 mikroplatlerde, en fazla ayirici
karbon kaynaklar1 olarak birgok karbonhidrat (D-selobiyoz, N-asetil-D-galaktosamin,
N-asetil-D-glukozamin, adonitol, L-fukoz, gentiobioz, m-inositol, laktuloz, maltoz, D-
melibiyoz ve a-D-laktoz), karboksilik asitler (a-ketobutyric, a-keto valerik, Kinik, D-
sakkarik ve sebasik asit), amino asitler (L-asparagin, L-glutamik asit, L-fenilalanin ve y-

aminobutirik asit), polimer (dekstrin) ve birlesik molekllu (Uridin) karbon kaynaklar
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PC1 ve PC2 i¢in en belirleyici maddeler olarak 6ne ¢ikmistir. Bu maddeler icinde en
cok ayirt edici karbon kaynaklari ise PC1 igin laktiiloz ve D-sellobiyoz ve PC2 iginse L-

fukoz olmustur.

Arastirmada izole edilen bakterilerden ayn tiire ait farkli izolatlarin kullanmis olduklari
karbon kaynaklar1 farkliligi bakteriyel etkinligin onceden tahmin edilmesinde
kullanilabilir. Fazla karbon kaynagi kullanimina sahip suslarin toprak ortaminda rekabet
sansinin yiiksek olabileceginden, bu parametre ayni tiir ig¢inde benzer etkiyi
gosterebilecek farkli strainlerden biyo giibre amaciyla etkin tiirlerin se¢iminde yararl
olabilecektir. Karbon kaynagi kullanim etkinligi bakimindan test edilen izolatlardan B.
pumilus AR 61 ve AR 5, B. subtilis AR 25 ve AR 22, B. megaterium AR 40 ve AR 32,
B. licheniformis AR 167 ve AR 156, P. fluorescens AR 7 ve AR 149 P. putida AR 149,
AR 71 ve AR 149, B. cepacia AR 28, AR 165, S. maltophilia AR 171 ve AR 165
strainlerinin biyolojik giibre olarak kullanilmasi durumunda fazla karbon kaynagi
kullanabilme bakimindan bitki rizosferinde diger suslara kiyasla daha etkin olabilecegi

soylenebilir.

Bu arastirmada dogal asidik ¢ay topraklarinda bulunan NFB ve PSB potansiyeli
belirlenmistir. izole edilen, tanilanan ve karakterize edilen NFB ve PSB tiirlerinin etkin
biyolojik giibre adaylar1 olarak bitkilerde azot ve fosfor beslenmesini artirabilecegi
sdylenebilir. Ozelikle dogal kosulardan izole edilen bakterileri bitkilere inokule
edildiginde basar1 sansi yiiksek adaptasyonu kolay olmaktadir (Chen et al. 2006;
Cakmake1 et al. 2010 a). Bacillus ve Pseudomonas tiirlerinin bitki gelismesi ve sagligi
Uzerine birgok yonden olumlu etkileri oldugu bilinmekle birlikte, asidik kosulara
toleranshi fosfat ¢Ozilicii ve azot baglayict bakteriler iizerinde ¢ok az arastirma
yapilmistir. Bu calismada bircok bitki gelismesini tesvik edici 6zellige sahip asidik
kosulara toleransli bakteri izole edilmistir. Bu izolatlarin basta izole edildigi bolge
olmak tizere spesifik cay rizosfer topraklarinda daha iyi sonug verebilecegi ve etkin
olabilecegi sdylenebilir. Bu strainler bitkisel sistemler i¢in yeni biyolojik giibre
formiilasyonlarinin gelistirmesi ve uygulanmasinda c¢ok faydali olabilir. Asidik

topraklardan izole edilen bu bakteriler fosfat ¢cozme, azot baglama ve yiiksek sayida ve
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miktarda karbon kaynagi kullanabilme 6zellikleri ile basta asidik olmak tizere farklh
topraklarda yetistirilecek bitkilerin gelisme ve iiretimini artirabilir. Ayrica bu arastirma
sonuglart BIOLOG testlerinin sadece bakterilerin karbon kaynagi profilini ¢ikarmada
degil, ayni zamanda bakterilerin tant ve smiflandirilmasinda da etkin olarak
kullanilabildigini gostermistir. Test edilen izolatlardan ¢ok sayida karbon kaynagini
hizli ve yiiksek miktarda kullanabilme 6zelligine sahip ve spesifik organik bilesikleri
kullanilabilen NFB ve PSB tiirlerinin toprak ortaminda avantajli olacagi ve tarimsal

biyolojik giibre olarak yiiksek potansiyele sahip oldugu sdylenebilir.

Bu arastirma kapsaminda ¢ay rizosfer topraklarindan izole edilerek tanilanan 34 cins
ve 72 tiire ait toplam 263 bakteri izolatinin azot fiksasyon ve fosfor ¢dzme
aktiviteleri belirlenmis ve bu izolatlarin 102 adedinin karbon kaynagi profili
¢ikarilmistir. Calismada 5 farkli deneme seti halinde Muradiye 10, Pazar-20 ve
Hamzabey cay klonlarinda onceki arastirmalarda test edilen bakterilerden
olusturulan 5 farkli formiilasyon ve bu arastirma kapsaminda tanilanan
bakterilerden secilen tekli, ikili, li¢lii ve dortlii bakteri kombinasyonlar: test
edilmistir. Arastirmada toplam 27 tekli, 8 adet ikili, 11 adet Gcli ve 1 adet
dortli bakteri kombinasyonu, NPK glbrelemesi, biyolojik gubre ve kontrole
kiyasla test edilmistir. Bu bakteriler cayda besin elementi alimi, yaprak enzim
aktivitesini artirma, ¢ay yapraklarinin makro ve mikro element icerigi, verim ve gelisme
parametreleri bakimindan degerlendirilmistir. Arastirmada dogal kosullarda iki yil
siireyle vyiritilen tarla ve saksi denemelerinde test edilen tekli veya
kombinasyon halinde kullanilan bakterilerden etkin olanlarin ¢ay klonlarinda
govde capi, bitki boyu, yaprak alani, yaprak klorofil ve antosiyanin igerigi,
yaprak makro ve mikro element igerigi, toplam dal+yaprak agirhigi, yas ve
kuru yaprak verimi, yaprak antioksidan, oksidatif pentoz fosfat yolu ve cay
isleme tat ve aromasi olusumunda onemli olabilecek enzim aktivitesini
(glutatyon rediktaz, glutatyon S-transferaz, peroksidaz, glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, polifenol oksidaz, alkol
dehidrogenaz, uUreaz ve 5-Dehidroshikimat rediiktaz) artirdigi belirlenmistir.
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Y Uriitiilen denemelerden birinci denemede cay gelisme ve verim parametreleri, element
alim1 ve enzim aktivitesi bakimindan F6 ve F7 fomiilasyonlari (F6: B. subtilis AR-110 +
B. atrophaeus AR-59 + B. subtilis AR-102; F7: B. subtilis AR-17 + R. erythropolis AR-
49 + P. fluorescens AR-9) genellikle en etkin uygulamalar olmustur. Tekli
uygulamalarin ele alindig1 ikinci ve iiglincii deneme setlerinde iki yillik ortalamalara
gore, Ozellikle yeni izole edilen azot fikseri ve fosfat ¢ozici P. fluorescens AR-7 ve
AR-9; B. subtilis AR-12, AR-17, AR-21 ve AR-67; B. pumilus AR-14, AR-22, AR-64
ve AR-70; B. licheniformis AR-29, A. globiformis AR-31, P. polymyxa AR-33, R.
erythropolis AR-49 ve B. atrophaeus AR-59 izolatlar1 ¢ay gelisme, verim parametreleri,
makro ve mikro element alimi ve yaprak enzim aktivitesi bakimindan en uygun sonucu
veren uygulamalar olmustur. Bu arastirmada kurulan ve bakteri formiilasyonlarinin test
edildigi dordiincii deneme setinde ¢ay gelisme ve verim parametreleri bakimindan en
uygun sonucu, dortli YAF9 (B. pumilus AR-22 + B. subtilis AR-17 + A. xylosoxidans
denitrificans AR-47 + P. fluorescens AR-9), tcli YAF8 (P. fluorescens AR-7 + B.
pumilus AR-22 + B. subtilis AR-17) ve ikili YAF3 (P. putida 62/5 + B. subtilis AR-67)
bakteri formiilasyonlar1 vermistir. Tarla kosullarinda yiiriitiilen besinci deneme setinde
test edilen BF25 (P. fluorescens AR-9 + B. pumilus AR-22 + B. subtilis AR-17) ve
BF23 (B. subtilis AR-12 + B. atrophaeus AR-59) bakteri formiilasyonlar1 genellikle ¢ay
gelisme ve verim parametreleri, enzim igerigi ve yaprak makro ve mikro element

icerigini ¢ok yiiksek oranlarda artirmistir.

Asidik topraklarda PGPR asilamalarinin beklenenden daha yiiksek potansiyele sahip
oldugu ve bazi PGPR izolatlarinin asidik topraklarda mineral gilibrelemeden daha
yuksek oranda c¢ay gelisme, yaprak verimi ve enzim aktivitesini tesvik ettigi
goriilmiistiir. Ozellikle tekli asilamalarda etkin olan bazi izolatlarin (P. fluorescens AR-
7 ve AR-9, B. pumilus AR-22, B. subtilis AR-17, AR-64 ve AR-67, R. erythropolis AR-
49, B. atrophaeus AR-59 gibi) karisik formiilasyonlarda da etkin olmalar1 bu izolatlarin
biyolojik giibre gelistirilmesinde uygun olacagini gostermesi bakimindan Onemli
bulunmustur. Bu aragtirmada secilen bakterilerin, ¢ay yaprak verimini, besin elementi
icerigi ve enzim aktivitesini artirabilecegi, biyolojik giibre olarak organik yetistiricilikte

kullanilabilecegi, stres kosullarinda gelismeyi olumlu etkileyebilecegi belirlenmistir.
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Aragtirmalarimizda izole edilen ve test edilen bakterilerin cayda bitki gelismesini ve
enzim aktivitesini tesvik edebilecek, bitki beslenmesine katki yapacak, piyasa i¢in kabul
edilebilir siirdiiriilebilir iiretim ve kalite diizeyini saglayacak ozelliklere sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu izolatlarla gelistirilecek biyolojik giibre formiilasyonlar, cay
yetistiriciliginde kimyasal giibre gereksinimi azaltilabilecek, siirdiiriilebilir, organik ve
iyilestirilmis ¢ay yetistiriciliginde kullanilabilecek ve organik cay sektdriinlin rekabet
kapasitesinin giiclenmesine yardim edecektir. Bu ¢alismada, organik yetistiricilik bagta
olmak {izere, tarimda bitki besleme sorununun ¢oziimiine 6nemli katki saglayabilecek
yeterli sayida bitki gelisimini tesvik edici yeni bakteri izolat1 bulunmus ve koruma altina

alinmustir.

Bu aragtirma ile 6zellikle ¢ay rizosfer topraklarinda kiiltiire alinabilir dominant PGPR
olabilecek bakteri popiilasyonu agik olarak ortaya konulmustur. Aragtirmada azot
fiksasyon ve fosfat ¢6zme 6zellikleri ve bakterilerin 6nemli bir kisminin bu iki 6zelligi
birlikte gostermesi dikkate alindigimda, arastirmada kullanilan  6rnekleme
yontemlerinin, izole edilen bakterilerden Umitvar olabilecekleri se¢me kriterlerinin ve
kullanilan laboratuvar yontemlerinin arastirma amagclarina ve beklentilere fazlasiyla
uygun oldugu soylenebilir. Izole edilen ve tanilanan bakteri tiirlerinin hem azot hem de
fosfor testlerinin pozitif ¢ikmasinin yaninda, bazi tiirlerin bitki rizosfer topraginda tek
tiir olarak ortama hakim olmalar1 rekabetik 6zelliklerinin ¢ok yiiksek oldugu ve bunun
cok Onemli bir avantaj olusturacagi diisiiniilmektedir. Bu izolatlar iginde Ozellikle
serbest azot fiksasyon kapasitesi ve fosfat ¢ozebilme yetenegi kuvvetli pozitif ve pozitif

olanlar tarimsal ag¢idan degerlendirilebilecektir.

Bitki gelisimini tesvik edici bakterilerim etkileri karmasik bir siire¢ olup, bakteri tiir ve
sayisi, bitki-bakteri kombinasyonu, bitki-bakteri etkilesimleri, bitki tiirli, gelisme
donemi ve bitkisel parametreler, toprak tipi ve organik madde miktar1 veya g¢evresel
kosullara bagli olarak degismektedir. Bitki gelismesini tesvik edici bakteriler cayda
gelismeyi tesvik etmis, ancak bakteriyel etkinlik strainlere bagli olarak degismistir. Bu
arastirmalarla ortaya konulan sonu¢ ve Ozellikleri belirlenen bakteriler toplu

degerlendirilirse, toprak-bitki, bitki-bakteri, toprak-bitki-bakteri interaksiyonlari, ¢evre
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kosullar1 ve ele alinacak bitki parametrelerine gore degismekle birlikte izole edilen
bakterilerden en az 16 izolatin biyolojik giibre formiilasyonlarinda kullanilabilecek bitki
gelisimini tesvik edici bakteri 6zelligi gosterebilecegi sOylenebilir. Cayda PGPR
kullanilarak yaprak antioksidan OPPP ve cay isleme teknolojisin ile tat ve aromada
onemli olabilecek enzim aktivitesinin artirilabilmis olmasi, gelecekte strese tolerans ve
cay teknolojisi aragtirmalarina 6nemli katki saglayacaktir. Cay yetistirme alanlarinda
topraklarin fazla asidik olmalari, uygulanan giibrelerin toprak asitligini artirmasi ve
yogun azot kullaniminin yol agtig1 su kirliligi ve insan sagligi lizerine olumsuz etkileri
dikkate alindiginda; iyilestirilmis tarim ve gevre korunmasi bakimidan bu ve benzeri

arastirmanin tarla kosullarinda yiiriitiilmesi ¢aylik bolgeler i¢in 6nemlidir.
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