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Ozet

Calismanin amaci, cinkooksit nanopartikiilleri (ZnO-Nps) ile Bacillus grubu (Bacillus subtilis (N28), Bacillus pumilis (N1) ve peynir
kokenli Lactobacillus casei (Nm24) bakteri formilasyonun tuz stresi kosullarinda domates bitkisinin gelisimi ve mineral icerigi
izerine etkilerinin arastirllmasidir. Domates bitkisine tuz stresi olusturmak amaciyla, 100 mg L-! ¢inkooksit nanopartikiilleri ile
birlikte 50 mMolar NaCl tampon karisimi hazirlanmistir. Bu tampon mikroorganizmalar lizerinde standart disk difiizyon yontemi
kullanilarak petrilere yerlestirilip disklere (30 pg) emdirilerek bakterilere uygulanmistir. Bu kosullarda, canliliklarini devam ettiren
¢ mikroorganizma (Bacillus subtilis (N28), Bacillus pumilis (N1) Lactobacillus casei (Nm24) secilerek taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve RAMAN spektroskopisi ile gozlemlenmistir. Tuzluluk kosullarinda denek bitki olarak Linda (Lycopersicon esculentum)
secilmis ve sera kosullarinda yetistirme ortami olarak her saksiya 1 kg kum ve 0,3 kg turba yosunu; ii¢ doz ¢inko nanopartikiil (0,
20, 40 mg Lt Zno-Nps), 3 bakteri [Bacillus pumilis (N1), Bacillus subtilis (N28), Lactobacillus casei (Nm24)], karisim formiilasyonlari
hazirlanarak dort tekrarli olacak sekilde deneme kurulmustur. Olusturulan formiilasyon bir dekarlik alan i¢in 100 litre hesabi
temeline dayali olarak suya karistirilip uygulanmistir. Uygulamalarin kuru madde miktari, bitkinin besin element icerigi tizerine
etkisi (azot (N) potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), fosfor (P), demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan(Mn), bor (B))
icerigi lizerine etkileri degerlendirilmistir. Uygulamalar sonucunda kuru madde igeriginin (% 31,2), fosfor icerigi %15,64,
potasyum icerigi % 2,75, kalsiyum igerigini % 8,2, magnezyum icerigi % 17,19, B. subtilis (N28)+40 ZnNanops uygulama grubu
¢inko icerigi %19,01, demir igerigi % 7,75, mangan icerigi % 14,6, B bakir igerigini % 12,71, B. pumilis bor igerigini % 23,8, toplam
azot igeriginin ise yaklasik 3 kat arttirdig1 gézlemlenmistir. Arastirma sonucuna gore tuz stresi altinda bitkilerin fotosentetik tepki
olarak tuz stresinden kurtulma adina karbonhidrat metabolizmasini kéke yénledirmesine neden olmustur. Uriin verim ve verim
unsurlarinda meydana gelen kaybin azaltilmas! yoniinde nanoboyutta ¢inko partikiilleri ile Bacillus pumilis (N1), Bacillus subtilis
(N28), Lactobacillus casei (Nm24) kombinasyonu bu tepkinin yonetilmesinde istatsitiksel anlamda 6nemli katkilar saglamistir. Bitki
besin ve iyon dengesinin saglanmasina katkilar1 yaninda enzimsel etki mekanizmasi yaratarak bitkinin bu stresini azaltma ydniinde
onemli etkileri olmustur. Ozellikle 6niimiizdeki 20-30 yillik siireg icerisinde iklim bilimcilerinin ortaya koydugu seneryolara gére
bitkisel liretimde bu tiir sorunlarin giderek artacagi yoniindeki gelismelere karsi bu yondeki sorunlara ¢6ziim olabilme yoéniiyle
olduk¢a anlamh bir ¢alismadir. Bu ¢alismanin tarla kosullarinda yapilacak ¢alismalar ile kalibre edilmesi durumunda farkl tuz
stresi kosullarina gére mevcut formiilasyonlarin yada ilave gerekli nanobesinlerin verilmesi gerekli olabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, ¢cinko, bacillus, tuz, stres, domates.

Effect of Nano Zn -Bio fertilizer formulation on the response of tomato plant against salt stress
Abstract

The objective of this study was to determine the effects of zinc nanoparticles (ZnO-Nps) and Bacillus group bacteria on plant growth
(dry matter production) and mineral content of tomato under salt stress conditions. For creating salt stress for tomato, 100 mg/L-1
zinc oxide nanoparticles were mixed with 50 Mmolar NaCl buffer. This buffer mixture was applied to bacteria using the standard
disk diffusion method, 30 pg mixing buffer was applied to the disks. Three microorganisms (Bacillus subtilis (N28), Bacillus pumilis
(N1) Lactobacillus casei (Nm24) were selected and observed by scanning electron microscopy (SEM) and Raman spectroscopy.
Linda (Lycopersicon esculentum) was selected as the experimental plant in greenhouse conditions, 1 kg sand and 0,3 kg peat moss
per pot were prepared and three doses of zinc nanoparticles (0, 20, 40 mg L-1 ZnO-NPS), 3 bacteria [Bacillus pumilis (N1), Bacillus
subtilis (N28), Lactobacillus casei (Nm24) were tested with four replications. The prepared formulation was mixed with water and
applied with a rate of 100 liter per decare. The effects of treatments on dry matter content, plant on nutrient content (nitrogen (N)
potassium (K), calcium (Ca), magnesium (Mg), phosphorus (P), iron (Fe), copper (Cu), zinc (Zn), manganese (Mn) and boron (B)
contents were evaluated. The results indicated that the increasing rates in dry matter content, phosphorus , potassium, calcium,
magnesium, zinc, iron, manganese, cupper, boron and total nitrogen contents of leaf were 31.3% 15,64 %, 2,75 %, 8.2 %, 17,19 %,
19,01 %, 7,75 %, 14,6%, 12,71 23.8% respectively, with B. subtilis (N28)+40 Znanops application. It was clearly shown that the
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combination of zinc particles and Bacillus pumilis (N1), Bacillus subtilis (N28), Lactobacillus casei (Nm24) in nanoparticles had
statistically significant effect on reducing crop yield loss and yield properties under salt stress conditions. Plant nutrients and ion
balance in addition to their contribution to the enzymatic effect mechanism creating the plant has important effects in reducing
stress. Especially in the next 20-30 years, according to scenario put forward by climatic scientists, this kind of problems in plant
production will increase gradually against developments in this direction is a very valuable work in terms of solution to problems. If
this study is calibrated with the studies to be done in field conditions, it may be necessary to give the existing formulations or
additional needed Nano particular nutrient in the different salt stress conditions.

Keywords: Nanoparticle, zinc, bacillus, salt, stress, tomato
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Giris

Tuz stresi altindaki pekcok bitki, beslenme dengesizliklerinin bir sonucu olarak, oksidatif ve mekanik veya
sekonder streslerden de etkilenir. ZnO-NP'ler, bitkilerde abiotik strese karsi taninma ve yanitta yer alan
cesitli mekanizmalarin diizenlenmesinde giiclii bir rol oynamaktadir (Prasad ve ark. 2012). Yiiksek
bitkilerdeki tuzluluk ile ZnO arasindaki etkilesime iliskin raporlar giderek artmaktadir, ancak halihazirda tuz
stresinden kaynaklanan zararlari azaltmak icin ZnO-NP uygulamalarinin olasi yararh etkileri hakkinda ¢ok
az sayida bilgi mevcuttur. Tuz stresi altinda, Reaktif Oksijen Turlerinin (ROS) hiicre ici diizeylerindeki
artislarin, hiicre yapilarinda ciddi hasarlara neden oldugu ve SOD ve GPX gibi bir dizi genin ekspresyonunu
etkiledigi gortilmiistiir (Gill ve Tuteja, 2010). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), bir dizi genin ekspresyonunu
etkiledigi bilinmekte ve tuzluluk tarafindan indiiklenen abiyotik stres tepkilerinde bircok isleme katkida
bulunmaktadir.

Zhao ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir sera ¢alismasinda bir toprak karisimina 400 ve 800 mg kg1 ZnO-
NP uygulanmasinin ardindan salatalik biyokiitlesini arttirdigini bildirmislerdir. Sonuglar, meyvelerin kuru
agirliginin, kontrol grubuna kiyasla sadece % 6 ve % 8 oraninda artmasina ragmen, bitki kokii kuru
kiitlesinin kontrol grubuna gére 1,1 ve 1,5 kat daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Hasat edilmis
salatalik meyvelerinde, ZnO-NP'lerin uygulanmasi da, nisasta igerigini (1.1-1.6 kat), glutelin (0.9-2 kat) ve
Zn'yi (1.7-2.5 kat) arttigini bildirmistir (Zhao ve ark. 2014). Lin ve Xing (2007), 2 mg L' ZnO-NP
uygulanmasinin ¢imlendirilmis turp tohumlarinin kék uzamasini kontrole gore arttirdigini bildirilmislerdir.
Optimum konsantrasyonlarda Zn-NP'lerin kullanilmasi bu fideler {izerinde onleyici veya toksik etkilere
sahiptir. Bununla birlikte, bu raporlarin hepsinde ZnO-NP'lerin ciddi fitotoksisitesi, 400 ila 2000 mg L-!
arasindaki yiiksek NP-Zn konsantrasyonlarinda oldugu anlasilmistir (Lopez ve Satti, 1996; Lin ve Xing, 2007;
Lee ve ark, 2010; Zhao ve ark, 2014). Zn nanomateryallerin ¢oziintirliigii, boyut, spesifik ylizey alani,
tepkimelerden etkilenmeyecek olusu giibre olarak kullanilabileceginin gostergesi olmustur (Subramanian ve
Sharmila, 2012; Mosanna ve Khalilvand, 2015). Ornegin sebzelerin tohumdan ¢imlenmesine ¢inko’nun
olumsuz etkisi goriiliirken nano boyuttaki ¢inkooksit (ZnO) nanopartikiillerinin olumlu etkileri goriilmiistir
(Prasad ve ark. 2012). Fistik tohum ¢imlenmesi, yaprak klorofil icerigi, kok ve gévde biiylimesi, lizerine
olumlu etkilerinin oldugu ortaya ¢ikmistir (Singh ve ark., 2013). Tuza dayaniklilik yoniinden degisik bitkiler
arasinda onemli farkliliklar gorilebilir. Bitki dokularinda K iyonu ile bitki polimerleri (Pas) arasinda iliski
oldugu saptanmistir (Smith 1985; Flores ve Galston 1982; Igbal ve Ashraf, 2006). Ayrica tuz stresi
kosullarinda bitki bilinyesinde poliaminlerin birikimi goriilmektedir. Tuz stesi kosulllarinda bitki
dokularinda iyon birikimi oldugu gibi poliaminlerin de biriktigi goriilmiistiir. Domates bitkisinin tuz stresi
kosullar1 altinda SOD ve GPX gen ekspresyonlarinin degistigi ortaya ¢cikmistir (Gill ve Tuteja, 2010). Bitkiler
tuz stresine karsi kendi metabolizmasini ayarlayarak bir savunma mekanizmasi olusturmak icin
biinyelerinde bazi sinyal yollarin1 aktive ederek tuz stresine cevap verirler (Khan ve ark, 2016). Bu
stratejiler stomalarin kapanmasi ozmotik iyon tasiyicilar, sekonder metabolitlerin tasinmasini igerir.
Fitohormonlar yani salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA), ve absisik asit (ABA) tuz stresine yanit olarak hayati
bir 6nem tasimaktadirlar (Kazan, 2015). Alharby ve ark. (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada NaCl stres
altindaki her iki diizeyde (15 ve 30 mg L1) ZnO-NPs ile islenmis domates bitkilerinin, SOD ve GPX genleri
mRNA ekspresyon seviyesinde arttifi gozlemlenmistir. Goriiniise gore, ZnO-NP'lerin varligi domates
bitkilerinde mRNA'nin aktivitesini degistirebilir ve bu tuzluluk stresi karsisinda iyilestirici etki gosterebilir.
Bunun icin muhtemel bir agiklama, ZnO-NP'lerin diisiik ve/veya uygun dozunun, bitki metabolizmasi
tizerinde pozitif bir tepkiye sahip oldugunu belirten, daha sonra etkilenen azot gibi temel besin maddelerinin
emilimi, iyon homeostazi, osmolitik biyosentez, protein icerigi ve toksik radikal tliretmenin arttirildigi
ortaya cikmistir (Laware ve Raskar, 2014). Bununla birlikte, SOD ve GPX genlerinin mRNA diizeylerindeki
artislary, transkripsiyonlu mRNA'larin artmis kararhilifinin bir sonucu olabilir (Soydam ve ark., 2013).
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Bu ¢alismanin amaci; nanomateryaller ve bitkiler acisindan faydali mikroorganizmalar: iceren yeni bir
formiilasyonun olusturulup, bitki gelisimini stres kosullarinda tesvik etme potansiyeline sahip yeni bir
driiniin olusturulma basamaklarindan bir kismini esas almaktadir.

Materyal ve Yontem

Arastirmada mineral giibre kaynag1 olarak cinkooksit nanopartikiilleri (cas number 1314-13-2, <100 nm
particle size (TEM), <40 nm avg. part. size (APS), 20 wt. %in H;0) sigmadan hazir olarak satin alinmis,
kullanilan mikroorganizmalar Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimiinden
temin edilmis, denek bitki olarak domates bitkisinin Linda ¢esidi (Lycopersicon esculentum) fide olarak
temin edilmis olup sera denemesinde tuzluluk stresine indikator bitki olarak kullanilmistir. Bitkinin
yetistirilme ortami olarak kum ve turba yosun karisimi (w/w, 3/1) oraninda kullamilmistir. Biyo canliligin
siirdiiriilebilirligini saglamak icin ortam olarak silempe kullanilmistir.

Saf bakteri kiiltiirlerinin besiyeri ortaminda gelistirilmesi ve sterilizasyonu

Nutrient agar ve M17 besiyerleri hazirlanarak 121°C de 15 dk steril edildikten sonra 45°C ye kadar
sogutularak steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

Disk difiizyon yodntemi ile nanopartikiillerle birlikte tuzlu kosullarda gelisimini siirdiiren
bakterilerin secimi

50 mMolar NaCl ve 100 mg L-1 ¢inkooksit nanopartikiilleri birlikte tampon karisimi hazirlanmistir. Yirmi
mikroorganizma lizerinde MuellerHintonagar besiyeri standart disk diflizyon yontemi kullanilarak petrilere
yerlestirilen disklere 30 pl karisim tampon emdirilmistir. 3 giin sure ile 37 de etiivde bekletildikten sonra ti¢
mikroorganizmanin (Bacillus subtilis (N28), Bacillus pumilis (N1) ve peynir kokenli Lactobacillus casei
(Nm24) petrilerinde disk ¢evresinde liremenin goriildiigii tespit edilmistir (Sekil 1-4).

e 35 v g o8 =2y

Sekil 1. Taramali elektron mikroskobu (SEM) Sekil 2. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile Bacillus
ile Lactobacillus casei (Nm24) i¢in disk pumilis (N1) icin disk difiizyon yontemi kullanilarak
difiizyon yontemi kullanilarak nanopartikiillerle olan sinerjik etkisi
nanopartikiillerle olan sinerjik etkisi

Sekil 3. Dayanikli mikroorganizmalarin se¢imi i¢in karisim tamponunun disklere emdirilerek petrilere
yerlestirilmesi

TN = ~
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Sekil 4. Disklere emdirilen karisim tamponunun 20 mikroorganizma da denenmesi a) Mikroorganizmalarin
seciminde nanopartikiil ve tuz karisimina karsi canliliklarini devam ettirebildigi b) Mikroorganizmalarin
nanopartikiil ve tuz karisimina karsi canliliklarin1 devam ettiremediginin gostergesidir.
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Nano-biyo giibrenin taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri

Nanopartikiilin hazirlanan formiilasyon icerisindeki morfolojik analizleri icin Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. SEM analizinde iletkenligini saglamak icin drnekler altinla kaplanmistir.
Bu kaplamadaki amag altinin yliksek iletkenlik ve oksitlenmeme 6zelliginin olmasidir. 20.000 x, 30.000 x ve
50.000 x olarak ii¢ farkl biiylitme oranlariyla nanopartikiillerin SEM goriintiileri alinmistir.

Nano-biyo giibrenin RAMAN spektroskopisi ile goriintiileri

Olusturdugumuz formiilasyonun nanopartikiil iceriginin iyice dogrulanmasi adina kullanilan
nanopartikiillerin molekiilleri icerisindeki baglar ve bu baglarin lizerine diisiiriilen 15181 esnek olmayan
sekilde sagmasi yontemine gore calisan RAMAN spektroskopisi ile dogrulamak amaciyla 785 nm lik lazer
kaynagi ile ¢inkooksit nanopartikiilleri analiz edilmistir (Sekil 5). Genel olarak olusturulan formiilasyonda
10 mikrometrelik mikroorganizmalar ftizerindeki ZnO nanopartikiillerin genel olarak ylizde 22 si
nanopartikiil geri kalan kismi ise mikroorganizmalardan olusmaktadir.

gorilintiilenmesi

D6kme plaka yontemi ile bakterilerin (Bacillus Subtilis (N28), Bacillus Pumilis (N1) Lactobacillus
Casei (Nm24) sayimlarinin yapilmasi

Bakteri stok suslarindan 100 mikrolitre alinarak son hacim 1 ml olacak sekilde fizyolojik tuzlu su igerisinde
coziindiirilerek 10-lik ilk diliisyon hazirlanmistir. Her bir diliisyondan iki steril petri kutusuna birer ml
aktarilmis ve iizerine 45 °C'ye sogutulmustur. 37 °C'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (48 saatte lireme
olmazsa petriler 24 saat daha inkiibasyona tabi tutulur). Olusan koloniler sayilarak (kob/ml olarak)
hesaplama yapilmistir. Hesaplama yapilirken, ard arda iki seyreltmeden yapilan ekim sonuglarinin aritmetik
ortalamasi alinmis numune i¢indeki mikroorganizma sayisi hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan formdil;
N=C/[Vx (n1 + 0,1 x n2) x d] seklindedir. 12 Burada; N = 6rnegin Bir gram veya 1 ml'sinde mikroorganizma
sayis1 C = Sayimi yapilan tim petri kutularinda bulunan koloni sayis1 toplam1 V = Sayimi yapilmis petri
kutularina aktarilan hacim miktar1 (ml) n1= ilk seyreltmeden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu
adedi n2= ikinci seyreltmeden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu adedi d= Sayimin yapildigi
ardisik iki seyrelti

Bakterilerin canlilik testi ve siv1 tasiyici ortamin secilmesi

Bakterilerin formiilasyonlarimiz icerisinde yasamlarini devam ettirebilmeleri icin tasiyici ortam olarak seker
surubu silempe kullanilmistir. Silempe saf su ile (w/w, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100) oraninda seyreltilerek ii¢
farkli bakteri tiirtine uygulanmistir. Uygulamada 1/100 seyreltmede bakterilerin iiredigi goriilmiis elde
edilecek tiriiniin maliyetinin daha diisiirmek adina bu seyreltik oran formiilasyonlar i¢in kullanilmistir.

Deneme deseni ve deneme konulari

Ulkemizde yaygin olarak kullanilan Linda domates (lycopersicon esculentum mill) ¢esidi tuz stresine maruz
birakilmistir. Tam sansa bagli deneme modeline (3x3x4) gore calisma ii¢c doz (0, 20, 40 mg L-! Zno-Nps
(sigma cas number 1314-13-2, <100 nm particle size (TEM), <40 nm avg. part. size (APS), 20 wt. % in H20) x
3 bakteri [Bacillus pumilis (5,7x107 cfu/ml) N1, Bacillus subtilis (1x108 cfu/ml) N28, Lactobacillus casei
(2,9x108 cfu/ml) Nm24] x 4 (tekerriir) olacak sekilde deneme kurulmustur. Olusturulan bir litrelik
formiilasyon 1 dekarlik alana 100 litre saf suya karistirilip uygulanacak sekilde ayarlanmistir. Bitki fideleri
10 cm lik derinlikte saksilara yerlestirilecek yetisme ortami olarak kuartz kum ve turba yosunu (1:3)
oraninda karistirilarak 1,1 litrelik (30 cm) saksilara uygulanmistir. Olusturulan formilasyonda bakteriler
icin s1v1 tasiy1 ortam olarak silempe kullanildigi icin v/v 1/100 olarak sekilde uygulanmistir. Bitkinin besin
ihtiyacini karsilamak Arnon (1938) besin ¢6zeltisi uygulamalar haftada bir kez yapilmistir. Bitkilere yapay
152


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1314-13-2&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=TR&focus=product

K.T.Cinisli ve N. Yildiz (2019) / Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Dergisi 7(2) 149 - 157

tuz stresi yaratmak icin sodyum Kloriir ile (Kotuby ve ark., 1997; Bayrakli, 1998; Kanber ve ark., 1992)
muameleler, 3-4 yaprakli fideler saksilara aktarildiktan hemen sonra uygulanmaya baslanmistir. NaCl 50
mM saksilara haftada ii¢ kez uygulanmistir. Uygulama Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi seralarinda
strdirilmistr.

Fide Temini Bakim, Hasat islemleri ve Ornekleme islemlerinin Yapilis1

Linda c¢esidi domates fideleri Akdeniz boélgesi Antalya ilinden temin edilmistir. Denemeler Atatilirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii seralarinda saksilarda kurulmus ve
dogal 151k altinda yiirtitiilmiistiir. Biyolojik giibre ile nanopartikiil karisim siispansiyonlari tuz stresi altinda
yetistirilen bitkilerin kok bolgesine enjekte edilmistir. Deneme periyodu boyunca bitkilere kimyasal ilag
uygulanmasi yapilmamis, yabanci ot elle kontrol edilmistir. Tuz stresi kosullarina bagh olarak iki ay ¢calisma
siirdlirilmiis, kontrol grubunun durumu ve ¢iceklenme donemi dikkate alinarak hasat islemi
gerceklestirilmistir. Saksi iceriginin tamam oérneklenmistir. Ornekler yikanmis, 65°C'ye ayarli kurutma
dolabinda son tartim sabit kalincaya kadar kurutulmus ve bitki 6glitme degirmeninde 6giitiilerek analize
hazir hale getirilmistir (Kacar ve Inal, 2008).

Elementel analiz (Sodyum, Potasyum, Kalsiyum, Demir, Bakir, Cinko, Mangan, Fosfor, Magnezyum,
Bor)

Domates 6rneklerinin P, K, Mg, Ca, Fe, Na, Mn, Zn, Cu, ve B igerikleri nitrik asit-hidrojen peroksit (2:3) asit ile
lic asama (1. asama; 145°C de %75 mikrodalga giiclin de 5 dakika, 2. asama; 180°C’de % 90 mikrodalga
giiclin de 10 dakika ve 3. asama 100°C’de % 40 mikrodalga giiclin de 10 dakika) 40 bar basinca dayanikli
olan mikrowave yas yakma iinitesinde (speedwave MWS-2 Berghof productts + Instruments Harresstr.1.
72800 Enien Gernmany) yakilmis (Mertens, 2005a) sonra ICP-OES spektofotometresinde okunmak suretiyle
belirlenmistir (Mertens, 2005b).

Toplam Azot Tayini

Bitki 6rneklerinin toplam azot icerigini belirlemek a¢isindan azot igerigi salisilik + stilfiirik asit + tuz karisimi
ile yas yakmaya tabi tutulduktan sonra mikrokjheldahl yakma {initesinde destilasyon sonucu titrasyon ile
tam otomatik azot analizériinde belirlenmistir (Bremner, 1996).

istatistiksel Degerlendirmeler

Tam sansa bagh faktoriyel deneme desenine gore, varyans analizleri, ortalamalarin karsilastirilmasi ve
Duncan c¢oklu karsilastirma testleri yapilmistir (Yildiz ve Bircan, 1994). Elde edilen veri setleri SPSS-22
software kullanilarak degerlendirilecektir.

Biyo-Nanoc¢inkooksit (NP-Zn0O) Giibre Formiilasyonlarinin Olusturulmasi

Formiilasyon icin kullanilacak bakteriler iiretilerek nanopartikiillerle canlilik tesleri yapilmistir. Her bakteri
tiirt ayr1 ayn segilmis farkli konsantrasyonlardaki nanopartikiillerle sivi bir formiilasyon olusturulacak
sekilde tasiyic1 ortam (silempe) eklenerek olusturulmustur.

is Akis Semasi, Bakteriyel Canlilik Testi ve Sivi Tasiy1 Ortamin Kullanilmasi

Calisma Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi Bitki Besleme Béliimii ve Tarimsal Biyoteknoloji
Boliimii laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

Bakteriyel canlilik testi ve s1v1 tasiy1 ortamin kullanilmasi

Yapilan bu deneyler sonucunda 10° oraninda segilen bu ii¢ bakterinin ortamda bulunan c¢inkooksit
nanopartikiilleri ve tuzluluk kosullarindan etkilenmedikleri tespit edilmistir. Kullanilan silempe sayesinde
ortamda bakteriyel canliliklar devam ettirilmistir. Siv1 tasiyici olarak silempe (w/w, 1/100 deiynize su) ve
40 mg ZnO nanopartikiili Raliya ve ark. (2015) tarafindan yapilan g¢alismaya gore bitkiye toksik etki
olusturmayacak konsantrasyon degerleri dikkate alinarak bu doz secilmistir) ayr1 ayr1 eklenerek birer
litrelik ti¢ farkli formiilasyon i¢in karistirililarak ii¢ adet biyo-nano giibre formiilasyonu elde edilmistir.

Cizelge 1. U¢ Farkli Nano-Biyo Giibre formiilasyonlarinin bir mililitresinde bulunan Bakteri Sayisi

Bakteri Kod kob/ml
Bacillus subtilis N28 1x108

Bacillus pumilis N1 5,7x107
Lactobacillus casei Nm24 2,9x108
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Sekil 7. Sivi nano-biyo formiilasyonlarinda bakterilere besin saglamak i¢in kullanilan silempenin ti¢ haftalik
inkiibasyonu sonucunda (w/w, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100) seyreltik oranlarina ii¢ bakteride gelisim durumlari
Yapilan deneyler sonucunda secilen bu ii¢c bakterinin (Bacillus pumilis (N1), Bacillus subtilis (N28),
Lactobacillus casei (Nm24) ortamda bulunan c¢inkooksit nanopartikiilleri ve tuzluluk kosullarindan
etkilenmedikleri tespit edilmistir. Kullanilan silempe sayesinde ortamda bakteriyel canliliklar devam
ettirilmistir. Siv1 tasiyici olarak silempe (w/w, 1/100 deiynize su) ve 40 mg ZnO nanopartikilii (Raliya vd,
2015 yilinda yaptiklar ¢alismaya gore bitkiye toksik etki yaratmayacak sekilde bu doz secilmistir) ayr ayri
eklenerek birer litrelik ti¢ farkli formiilasyon i¢in karistirililarak ti¢ adet biyo-nano giibre formiilasyonu elde
edilmistir. Yapilan sera deneme siirecinde merkezi otomasyon sistem tarafindan ortam sartlari kontrollii bir
sekilde takip edilmistir. Deneme, domateslerin ciceklenme baslangicina kadar 8 hafta uygulanmis ve

sonlandirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu calismada ii¢ farkli mikroorganizma (Bacillus subtilis 1x 108, Bacillus pumilis 5,7x 107, Lactobacillus casei
2,9 x 108) ile birlikte cinkooksit nanopartikiil icerikli formiilasyonu ( 0, 20, 40 mg /1) olacak sekilde sera
kosullarinda uygulanarak bitkinin 90 giinliik periyotta gelisme siirecine etkileri arastirilmistir. 90 giinliik
yetistirme periyodu sonucunda alinan tist aksam ve kok kisimlari analiz yapilarak degerlendirilmistir.

Saksi Bitkilerin Ust Aksam Analiz Sonugclari

Domates bitkisine ait sera denemesi sonucu hasat edilen bitki yapraklarinin analizi sonucunda ortaya ¢ikan
degerler Cizelge 2, 3 ve 4’de verilmistir.

Nano-biyo giibrenin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiillenmesi

Taramali elektron mikroskop analizleriyle numunelerin goriintiileri alinmistir. Burada 2 mikrometrelik
bakteri boyutlariyla birlikte cinkooksit nanopartikiillerinin boyutlar1 35 nm ve hegzagonal yapiya oldugu,

ZnO nanopartikiilleri ile birlikte bakteri gruplarinin birlikte yasadigi Nano-Biyo giibre formiilasyonlari
gorilmektedir.
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Cizelge 2. Bakteri uygulamalari, nanopartikiil ve nano-bakteri uygulamalarinin domates bitkisinin makro element
(Toplam Azot, Fosfor, Kalsiyum, Potasyum, Magnezyum) iizerine etkilerine ait analiz sonugclari

Uygulamalar Tuz (dS/m) N (%) Mg (mg/kg) P (%) K (%) Ca (%)
Kontrol 0 1,960 0,159 0,368 2,523 0,810
+0200c  +0,00lbc  +0,038b +0,001 d +0,005 b
7o Nanons 0 2,980 0,161+ 0,365 2,626 0,790°
p +0,120d  +0,001bcd  +0,001a +0,001 h +0,004 b
N 2,320 0,156+ 0,387" 2,571 0,800°
B. pumilis (N1) >0 £0440d  $0002b  +0,009c £0,009f  +0005b
N 3,750 0,152+ 0,395 2,776 0,810°
B. pumilis (N1)+20 ZnNanops >0 £0220cd  +0,001ab  $0001d  #0,0011  +0003b
N 4,500 0,170 0,386" 2,464 0,840
B. pumilis (N1)+40 ZnNanops >0 +0,340 +0,003 e +0,001 ¢ +0,001 ¢ +0,004 c
N 1,650 0,192 0,402 2,433 0,870
B. subtilis (N28) 50 +0,900 ¢ +0,003 f +0,001 e +0,001a  +0,003 de
N 3,010 0,141 0,429 2,446 0,882
B. subtilis (N28)+20 ZnNanops 50 +0,220cd  +0,004a +0,001 f +0,002 b +0,005 e
N 3,290 0,170 0,436 2,594 0,881
B. subtilis (N28)+40 ZnNanops >0 +0,560ef  +0,001de  +0,002g £0,003 g £0,003 e
. 5,230 0,172 0,430 2,439 0,860
L. casei (Nm24) 50 +£0,12ab £0,001 e £0,001f  +0,002a  +0,005cd
. 5,560 0,170 0,371° 2,522° 0,783
L. casei (Nm24)+20 ZnNanops 50 +0,180ab  +0,001de  +0,001b +0,002 d +0,005 a
. 6,120 0,167 0,386" 2,561 0,866
L. casei (Nm24)+40 ZnNanops 50 +0,760a  *+0,001cde  +0,001c +0,00le 0,005 cde
Ortalama 2,550 0,166 0,396 2,542 0,834
+0,210 +0,001 +0,001 +0,002 +0,005

Cizelge 3. Bakteri uygulamalari, nanopartikiil ve nano-bakteri uygulamalarinin domates bitkisinin yaprak kuru madde
miktar1 ve mineral igerik (Sodyum, Cinko, Demir) {izerine etkilerine ait analiz sonuglari

Uygulamalar ( d?/fn) Kg;ﬁg?ggf Na (mg/kg) Zn (mg/kg) Fe (mg/kg)
Kontrol 50 1,85 + 0,10abc 778+ 0,71e 38,77+0,1a 141,27+0,145b
ZnNanops 50 1,97 + 1,14abc 742+0,73d 39,61°+0,1ab 143,69+ 0,035c
B. pumilis (N1) 50 2,33 +£0,20bcd 683+0,69a 43,89+0,05cd  144,26+0,350cd
B. pumilis (N1)+20 ZnNanops 50 2,39+ 0,16 e 605+0,75c 40,85+0,15b 155,71+0,1f
B. pumilis (N1)+40 ZnNanops 50 2,19+ 0,06bcd 805+0,72b  43,52+0,045cd 144,79+0,250cd
B. subtilis (N28) 50 1,19 + 0,08a 921+0,76f 44,32+0,2de 131,1+0,40a
B. subtilis (N28)+20 ZnNanops 50 1,5733+0,288d 612+0,691 45,53+0,1e 148,28+0,185e
B. subtilis (N28)+40 ZnNanops 50 1,24 £ 0,36 cd 694+0,71k 47,87+0,1f 143,39+ 0,130c
L. casei (Nm24) 50 2,50+ 0,56 ef 757+0,591 47,42+0,05f 145,75+0,1d
L. casei (Nm24)+20 ZnNanops 50 2,57 +0,54ef 720+0,62h 42,8+0,1c 149,15+0,15e
L. casei (Nm24)+40 ZnNanops 50 2,65 +0,12ef 726+0,64g 38,227+0,78a 149,17+ 0,29g
Ortalama 1,86 £ 0,28e 731,68 0,65  430,95+0,18 146,1818+0,19

*Uygulama gruplari arasinda kontrole gére olusan fark énemli (p<0,05) degil
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Cizelge 4. Bakteri uygulamalari, nanopartikiil ve nano-bakteri uygulamalarinin domates bitkisinin yaprakta mikro
element (Mangan, Bakir, Bor) lizerine etkilerine ait analiz sonuclari

Uygulamalar (drl;;fn) Mn (mg/kg) Cu (mg/kg) B (mg/kg)
Kontrol 50 55,80£0,106ab 63,76+0,148d 15,07+0,141b
ZnNanops 50 57,02+0,127c 60,99+0,304a 16,02+0,127cd
B. pumilis (N1) 50 55,80°£0,707ab  61,57+0,007ab 17,08+0,509ef
B. pumilis (N1)+20 ZnNanops 50 59,02+0,127d 67,62+0,127e 17,84+0,254f
B. pumilis (N1)+40 ZnNanops 50 58,38+0,282d 61,78+0,141bc 19,52+0,190e
B. subtilis (N28) 50 64,15+0,424ef  62,927+0,113cd 19,71+0,381f
B. subtilis (N28)+20 ZnNanops 50 56,74°+0,141bc 73,12+0,466g 13,17+0,707a
B. subtilis (N28)+40 ZnNanops 50 63,22+0,424e 68,40+0,142¢ 20,59+0,042f
L. casei (Nm24) 50 65,27+0,212f 61,09+0,572ab 17,67+0,0636e
L. casei (Nm24)+20 ZnNanops 50 55,057+ 0,424a 68,88+0,145f 15,46" +0,127bc
L. casei (Nm24)+40 ZnNanops 50 57,55£0,141c 63,56"+,212d 16,85+0,190de
Ortalama 59,05£0,191 64,88+0,155 17,184 + 1,870

*Uygulama gruplari arasinda kontrole goére olusan fark énemli (p<0,05) degildir

Calismada kullanilan ZnO nanopartikil tabanh biyolojik giibreninde mineral igerik acisindan kontrole gore
B. subtilis (N28) + 40 ZnNanops uygulama grubu fosfor igerigini %15,64, potasyum igerigini % 2,75, B.
subtilis (N28) + 40 ZnNanops uygulama grubu kalsiyum icerigini % 8,2 B. subtilis uygulama grubu
magnezyum icerigini % 17,19 B. subtilis (N28) +40 ZnNanops uygulama grubu ¢inko igerigini % 19,01, B.
subtilis uygulama grubu demir igerigini % 7,75 L. casei uygulama grubu mangan igerigini % 14,6, B. subtilis
(N28)+20 ZnNanops uygulama grubu bakir igerigini % 12,71, B. pumilis (N28)+40 ZnNanops bor icerigini %
23,8, L. casei (Nm24) + 40ZnNanops uygulama grubu toplam azot igerigini yaklasik tg¢ kat arttirdigy
gozlemlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda nanopartikiil ve bakteri uygulamalarinin bitkinin tuz stresine
kars1 bir direnc olusturabilecegi gozlemlenmistir. Uygulamalar sonucunda kuru madde igeriginin (% 31,2),
fosfor icerigi %15,64, potasyum igerigi % 2,75, kalsiyum igerigini % 8,2, magnezyum igerigi %17,19, B.
subtilis (N28)+40 ZnNanops uygulama grubu ¢inko igerigi %19,01, demir igerigi %7,75, mangan icerigi %
14,6, B bakir igerigini %12,71, B. pumilis bor icerigini % 23,8, toplam azot igeriginin ise yaklasik 3 kat
arttirdig1 gézlemlenmistir. Tiim bu bilgilerin 15181nda bakteri, nanopartikiil, bakteri ile birlikte nanopartikiil
uygulamalar tuz stresi kosullarinda bitkinin mineral igerigini yer yer kritik aralik diizeyine yilikseltmistir.
Ancak bitkiler heniiz gen¢ ciceklenme asamasina ge¢gmedigi icin mineral icerik degerlerindeki yiikselme
normal kabul edilmektedir. Her besin elementi icin her bitkinin belirli ve genetik olarak degismeyen besin
alim potansiyeli vardir. Genetik olarak denetlenen besin alim potansiyeli nedeniyle, yesil bitki dokularinin
azot (N) ve fosfor (P) kapsamlarinin 10, mikro besin elementleri kapsamlarinin 100-1000 kati fazla
olabilmektedir. Bu genel goriiniim tiim ytksek bitkiler icin gecerlidir. Ayni bitkide degisik organlarin mineral
kapsamlar1 da farklidir. Genelde yaprak, sap ve kok gibi vejetatif organlarin mineral icerikleri meyve, yumru
ve tohum gibi liretken organlara gore daha degiskendir. Geng¢ bitki dokularinin N, P ve potasyum K
yoniinden varsil olmalarina karsin, yash bitkiler ve olgun dokular kalsiyum (Ca), mangan (Mn), demir (Fe) ve
bor (B) yoniinden daha varsildirlar (Mengel ve Kirkby, 2001). Fakat bitkilerin gelisim periyodu boyunca
geng ve yashlik durumlarinda mineral icerikleri degisebileceginden uygulamalarimizin domates verim ve
kalitesi tlizerinde olumlu ya da olumsuz bir etki yaratabilecegini hakkinda bir varsayimda bulunmak icin
erken olacaktir. Aragtirma ¢alismasinda nanopartikiil ve mikrobiyal giibre gibi iki 6nemli unsurun birlikte
kombinasyon olusturabildigini, biyolojik aktivitenin ¢alisir oldugu ve kismen organomineral giibreymis gibi
yeni bir formiilasyonun (mikroorganizmalarin farkli nano tabanli minerallerle birlestirilip) akademik
Olcekte kullanish olup olmadigini deneyerek, gerek bilimsel calismalarla ve gerekse tarim sektorii acisindan
bircok yenilige olasi 151k tutabilecegine dikkat cekilmeye calisilmistir. Glibre sektdrii acisindan yeni bir
irtiniin altyapisi, arastirmacilar agisindan bitki besleme veri tabaninda, tarimsal nanobiyoteknoloji bilimsel
disiplini 6lceginde 6ncii bir ¢calismanin altyapisini olusturabilecegi muhtemeldir.
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