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OZET

Bu calismada patlayic1 sanayinde ve poliiiretan kopiik yapiminda kullanilan
ksenobiyotik bir bilesik olan 2.4-dinitrotoluen’in (2,4-DNT) in vitro kosullarda
biyotransformasyonu incelenmistir. Arabidopsis thaliana L. (A. thaliana), genomuna
Burkholderia cepacia R34 bakterisine ait dnt degradasyonunundan sorumlu genler
aktarilmis Pseudomonas putida (P. putida) KT.DNT bakterisi ile inokiile edilmistir.
Bitki koklerinde kolonize olan bakteri araciligi ile 2,4-DNT’nin in vitro
biyodegradasyonu gerceklestirilmistir. Oncelikle bitki-bakteri etkilesimi calismalar
yapilarak, P. putida’nin A. thaliana ve N. tabacum tohum ¢imlenmesi, bitki gelisimi
ve biiyiimesine etkileri; farkli inokiilasyon yontemleri ve P. putida’nmin farkli
konsantrasyonlar1 denenerek incelenmistir. Boylece P. putida ile inokiilasyon icin
bitkilerin optimum fizyolojik evresi belirlenmistir. Bitki-bakteri birlikteligi
sonrasinda, bitki koklerine tutunan ve 2,4-DNT’yi degrade edebilen bakteriler
tarafindan 2,4-DNT’nin degradasyonu degerlendirilmistir. 2,4-DNT'nin degradasyonu
sonucunda, ortamdaki 2,4-DNT miktarindaki azalma ve olusan degradasyon iiriinleri
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle analiz edildi. Elde edilen veriler bitki
koklerine tututan KT.DNT bakterisinin 2,4-DNT biyotransformasyonunu etkin bir
sekilde yapabildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 2,4-DNT, Arabidopsis thaliana, biyodegradasyon, Nicotiana

tabacum, PGPR, Pseudomonas putida, biyotizasyon.



SUMMARY

In this study, biotransformation of 2,4-dinitrotoluene (2,4-DNT), a xenobiotic
compound used in explosive industry and polyurethane foam production, was
investigated. Arabidopsis thaliana L. (A. thaliana) inoculated with Pseudomonas
putida (P. putida) KT.DNT carrying the genes necessary for 2,4-DNT degradation
from Burkholderia sp. R34. In vitro biodegradation of 2,4-DNT was carried out by
bacteria colonizing plant roots. First of all, the effects of P. putida on A. thaliana and
N. tabacum seed germination, plant growth and development were investigated by
using different inoculation methods and different concentrations of P. putida. Thus,
the optimal physiological stage of the plants was determined for inoculation with P.
putida. Afterwards, the 2,4-DNT degradation activity of the bacteria attached to the
roots of the plant and capable of degrading DNT was evaluated. As a result of
degradation of 2,4-DNT, the decrease in the amount of 2,4-DNT and the resulting
degradation products were analyzed by spectrophotometric and chromatographic
methods. The obtained data showed that DNT-degrading bacteria, which attach to

plant roots, can efficiently perform 2,4-DNT biotransformation.

Key Words: 2,4-DNT, Arabidopsis thaliana, biodegradation, Nicotiana tabacum,
PGPR, Pseudomonas putida, biotization
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1. GIRIS

Diinyamiz insan faaliyetlerinin bir sonucu olarak, inorganik ve organik
kirleticilerle giderek daha fazla kirlenmektedir. Organik kirleticiler ¢cogunlukla insan
yapimi ve ksenobiyotiktir. Cevrede bulunan organik Kkirleticiler, kazara salinan
maddeler (yakitlar, ¢oziiciiler), endiistriyel faaliyetler, tarim ve askeri faaliyetler
(patlayicilar, kimyasal silahlar) olarak sayilabilir [Pilon-Smits ve Freeman, 2006].
Askeri faaliyetlerde kullanilan patlayicilarin nitroaromatik bilesikler, nitraminler ve
nitrat esterlerini iceren iic ana simfi bulunmaktadir. Nitroaromatik bilesiklerin
ozellikle nitrotoluenlerin, miithimmat, boya, poliliretan kopiik, bocek ilact gibi
irtinlerin imalatinda yaygin olarak kullanilmasi ¢evreyi kirletmektedir [Xu ve Jing,
2012]. Tarihsel olarak, trinitrotoluen (TNT) en yaygin olarak kullanilan askeri
patlayicidir ve TNT ile kontamine olmus genis arazilerde bulunmaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa’da, II. Diinya Savasi’nda kullanilan mithimmat tiretim,
yiikleme ve depolama tesisleri agir olarak kirleticilerin bulundugu yerlerdir [Spain,
1995].

Dinitrotoluen (DNT) alt1 izomerli bir nitroaromatik patlayici olup, 2,4-DNT ve
2,6-DNT iki ana formudur. 2,4-DNT, cevrede dogal olarak bulunmamaktadir.
Genellikle toluenin nitrik asit ve siilfirik asitlerle karistirllmasiyla tiretilir ve TNT
imalatinda bir ara maddedir. 2,4-DNT’ nin yaygin olarak kullanimi, toprak ve yer alti
suyu kirlenmesine neden olmustur. Sudaki diisiik ¢oziiniirliigii ve nispeten diisiik
ucuculugu nedeniyle 151k, oksijen ve biota ile par¢calanmadig: siirece yiizey ve yer alti
sularinda taginabilmektedir. DNT nin suya salinmasi, insan maruziyetinin ve ¢evresel
kirlenmenin 6nemli bir kaynagidir. 2005 yilinda 2,4-DNT ve 2,6-DNT i¢cme suyu
kirletici adaylar listesine eklenmistir [EPA 2008].

2,4-DNT toksiktir ve B2 kanserojen olarak siniflandirilmistir. 2,4-DNT’ye
potansiyel maruz kalma yollar1 genellikle soluma, kazara yutma ve deri temasi ile
olmaktadir. Calismalar 2,4-DNT ve 2,6-DNT’nin agiz veya soluma yoluyla kolayca
emildigini, ciltte toksik miktarda absorbe edilebilecegini gostermistir. DNT fabrika
iscileri, mithimmat iscileri ve madencilik islerinde, DNT nin insan iizerindeki
toksisitesi degerlendirilmis ve kronik mazuriyetin merkezi sinir sistemi, kalp ve
dolasim sisteminde olumsuz etkileri tammmlanmistir [EPA, 2014].

Patlayici ile kontamine olmus toprak ve yer alt1 sulari icin uygun maliyetli ve

etkili in situ remediasyon yOntemlerinin arastirilmas: ile biyoremediasyon ve

1



fitoremediasyon teknolojileri 6nem kazanmistir. Bitkiler tarafindan topraktaki
kirleticilerin degradasyonu, stabilizasyonu veya topraktan uzaklastirilmasini iceren
fitoremediasyon yontemleri kapsamli bir sekilde arastirllmaktadir. Orta derece
cOziinlirligliniin bir sonucu olarak, 2,4-DNT topraktan kokler araciligiyla bitkilere
aktarilabilir ve bitki dokularinda birikebilir. Bitki tiirleri icin 2,4-DNT toksisitesi
topragin ozelliklerine bagl olarak biiyiik ol¢iide degismektedir [EPA, 2017]. Farkl
bitki tiirleri ile 2,4-DNT’nin biyodegradasyon ¢alismalari mevcuttur [Podlipna ve ark.,
2014]. Bitkilerin yiiksek fitotoksisiteyi ve organik kirliligi azaltmak icin sinirh
katabolik aktiviteye sahip olmalar1 fitoremediasyonda sinirlayici faktorlerdir.

2,4-DNT’yi doniistiirebilen veya biyolojik olarak parcalayablen mikrobiyal
sistemler de bulunmaktadir. Aerobik bakteriler 2,4-DNT’yi degrade edebilir, azot ve
karbon kaynagi olarak kullanabilirler [Spain, 1995]. Patlayicilar ile kirlenmis
topraklardan, 2,4-DNT’yi degrade etme yetenegine sahip toprak bakterileri izole
edilmistir. Mikrobiyal suslarin degradasyon ¢alismalarinda kullanilmasi, degradasyon
yolaklarinin arastirilmasi ve sentetik biyoloji kullanilarak olusturulan heterolog
metabolik yolaklar 2,4-DNT’nin biyoremediasyonunda oldukca onemlidir.

Bitki ve bitki kokleri ile iliskili bakteriler kirleticilerin temizlenmesi ve ¢evresel
kirliligin  Onlenmesinde kullanilabilmektedir. PGPR  suglarinin  degradasyon
caligmalarinda kullanimi fitoremediasyonun etkinligini arttirmaktadir. Bu ¢alismada
oncelikle biyoremediasyon Oncesi bitki-bakteri etkilesimleri analiz edilmistir. A.
thaliana ve N. tabacum bitki biiyiimesi ve gelismesi iizerine bir toprak bakterisi olan
P. putida’nin etkisi arastrilmistir. Bu rizobakteri-bitki arasindaki etkilesimin bitkinin
degisik fizyolojik evrelerinde yarattigi etki degerlendirilerek; biyoremediasyonda
kullanilacak optimum kosullar belirlenmistir ve bitki-bakteri etkilesimi yoluyla 2,4-

DNT’nin degradasyonu gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Arabidopsis thaliana

Bilinen tiim ¢igekli bitki tiirleri arasinda en kapsamli olarak ¢alisilan A. thaliana
Brassicaceae familyasina ait dikotiledon tiirdiir. Kiigiik bir bitki olan A. thaliana
cimlenmenin ardindan kisa sap iizerinde bir dizi yaprak iireterek topraga yakin bir
rozet olusturur. Cigeklenme ile govde uzar ve her biri bir tohum kapsiilii iiretecek bir
dizi cicek iiretir. Rozet ¢ap1 4-6 cm, boyu 30-40 cm’dir (Sekil 2.1) [Haughn ve Kunst,
2010]. A. thaliana tarimsal acidan 6nemli degildir, fakat genetik ve molekiiler biyoloji
alanindaki temel arastirmalar i¢in 6rnek bir bitki olarak secilmistir [Haughn ve Kunst,

2010].

Sekil 2.1: Arabidopsis thaliana.

A. thaliana’ya duyulan ilgi 1970’lerin sonunda molekiiler genetik arastirmalari

icin uygun bir bitki modeli arayis1 ile baslamistir. Bu siirecte kisa yasam dongiisii



(¢cimlenmeden tohuma yaklasik 6 hafta), kiiciik bitki biiyiikliigii ve kendi kendine
tozlagma yoluyla verimli iireme, A. thaliana’yr favori bitki haline getirmistir
[Koornneef ve Meinke, 2010]. 2000 yilinda dizilenen genomu ve haritalanan 5
kromozomu ile A. thaliana bitki biyolojisi alanindaki en popiiler model
organizmalardan biri haline gelmistir. Bilimsel makalelere ek olarak Arabidopsis
Information Resource (TAIR) [Web 1, 2017] ve Arabidopsis Book [Web 2, 2018] gibi

bircok cevrimigi kaynak bulunmaktadir.

2.2. Nicotiana tabacum

Tiitlin (N. tabacum) Solanaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Giiney
Amerika kokenli olup 1-2 metre yiikseklige kadar biiyiiyebilen tiitiin, diinya capinda
yaygin olarak yetistirilen gida dig1 iiriinlerden biridir [Moon ve ark., 2009]. Bu bitki
tiirlerini Amerika’dan Avrupa’ya ithal eden ilk kisi olan Jean Nicot de Villemain’in
adinm1 alan Nicotiana cinsine aittir. Bir tiir olarak N. tabacum, yaklasik 200.000 y1l 6nce
Nicotiana sylvestris ve Nicotiana tomentosiformis atalarinin spesifik hibridizasyonu
yoluyla gelismistir. Tiitiin, temel biyolojik siirecleri incelemek i¢in bagka bir bitkidir.

Ayrica en kapsamli ¢alisilan ¢igekli bitki tiirlerinden biridir [Sierro ve ark., 2014].

2.3. Pseudomonas putida

P. putida Gram negatif, aerobik, polar kamcili cubuk formunda bakteri olup, 0.5-
1.0 x 1.5-5.0 pm boyutlarindadir (Sekil 2.2; Fotograf: Esteban Martinez Garcia,
CNB/CSIC, Ispanya). Su, toprak ve 6zellikle bitki rizosferinde bulunurlar. Optimum
sicaklik, 25-30 °C’dir [Brenner ve ark., 2005]. Ilk olarak 19. yiizyilin sonunda Migula
tarafindan tanimlanan Pseudomonas tiirleri, karbon ve enerji kaynagi olarak genis bir
organik bilesik kullanabilme yetenegine sahip oldugundan dolay1 besinlerin sinirh
oldugu habitatlarda dahi kolonize olabilmektedir. P. putida KT2440 genomu
dizilenmis genellikle giivenli kabul edilen (GRAS) bir organizmadir [Kahlon, 2016].



Sekil 2.2: Pseudomonas putida KT2440.

Dogal mikrobiyal topluluklarin onemli iiyelerinden olan Pseudomonaslarin
genel olarak bitki rizosferinde ¢ogaldiklar1 ve bitki biiyiimesi iizerinde uyarici bir
etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir.

Basit biiyiime kosullar1 ve minimal besin gereksinimleri, cesitli bilesikler iiretme
ve degrade etme kapasiteleri nedeniyle, Pseudomonas tiirleri, ¢esitli biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmaktadir [Delfan ve ark., 2012]. Pseudomonas cinsinin iiyeleri,
cesitli hidrokarbonlarin, aromatik bilesiklerin ve bunlarin tiirevlerinin aerobik
bozunma kapasiteleri ile iinliidiir. Bu bilesiklerin 6nemli bir kismu1 toksiktir ve cevresel
kirletici maddeler olarak bulunur. Bunlarin cogu, Pseudomonas tiirleri tarafindan

biiylime i¢in kullanilabilmektedir.

2.4. Bitki Biiyiimesini Tesvik Edici Rizobakteri (PGPR)

“Rizosfer” terimi ilk kez Hiltner (1904) tarafindan bitki koklerinin etkisi
altindaki toprak bolgesini tamimlamak i¢in kullamilmistir. Rizosfer, bitki kokleri
tarafindan dogrudan, kimyasal, fiziksel ve biyolojik olarak etkilenen, bitki kokleri
tarafindan cevrelenen ve mikroorganizmalar icin uygun bir yasam alanina yol acan
bitki koklerinin hacmidir [Sorenson J. ve ark., 2001]. Rizosfer, kok biiylimesi, eksudat
tiretimi ve mikrobiyal topluluk gelisimi agcisindan 6nemlidir. Kokler tarafindan cesitli
organik bilesiklerin salinmasi nedeniyle kok etrafindaki mikrobiyal c¢ogalmanin
uyarilmasi, rizosferik etki olarak bilinmektedir [Ahmad ve ark., 2011, Akkaya ve

Seker, 2019].



Rizosferde bitkinin cevresindeki topraga oranla daha fazla bakteri
bulunmaktadir [Hartmann ve ark., 2008]. Kloepper ve Schroth (1981), bu faydal
rizobakterileri bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) olarak
adlandirmistir. Genel olarak, bu bakteriler bitki biiylimesini {i¢ farkli yoldan tesvik
eder: bitkiler i¢in biiylime tesvik edici hormonlarin sentezlenmesi, topraktan besin
alimini kolaylastirmak ve bitki hastaliklarinin azaltilmasi veya onlenmesi [Hayat ve
ark., 2012].

Bitki kokiinii kolonize eden toprak bakterilerinin bitki biiyiimesini destekleyici
mekanizmalari, 1) azot fiksasyonu; ii) mineral fosfatlarin ¢oziinmesi ve diger besin
maddelerinin minerallesmesi; iii) indol asetik asit (IAA), absisik asit (ABA), giberellik
asit ve sitokininler gibi hormonlar1 iiretme kabiliyeti; (iv) koklerde etilen seviyesinin
diisiirmek icin ACC-deaminaz {iiretimi; v) patojenlere karsi antagonistik siderofor
iretimi; vi) suda ¢oziiniir vitaminler, riboflavin, biotin iireterek kuraklik ve oksidatif
strese yiiksek diren¢ olarak bilinmektedir [Hayat ve ark., 2012], [Lambrecht ve ark.,
2000]. PGPR, bitki biiyiimesini arttirmak icin bu mekanizmalardan birden fazlasini
kullanabilir, ciinkii deneysel kanitlar bitki biiyiime uyarilmasinin aym anda aktif
olabilen birden fazla mekanizmanin net sonucu oldugunu gostermektedir.

Dogal olarak, PGPR suglarinin etkili olmasi i¢in en onemli 6zelliklerden biri,
cevreye salindiktan sonra rizosferde kolonilesme ve hayatta kalma kapasiteleridir
[Pizarro-Tobias ve ark., 2015]. Kok eksudatlari, amino asitleri, organik asitleri,
sekerleri, vitaminleri, yag asitlerini ve sterolleri, niikleotidleri, proteinleri ve karbon
dioksit ve molekiiler oksijen gibi ugucu bilesikleri icerir [Ahmad ve ark., 2011]. Bunlar
rizosferdeki bakteriler i¢in zengin bir enerji ve besin kaynadi saglayarak kok
bakterilerinin rizosferde kolonilesmesine ve rizosferin daha fazla mikrobiyal topluluk
icermesine neden olur.

PGPR’lerin ¢ogu, patates, domates, misir, bugday vb. tarimsal iiriinlerde bitki
boyunu, kok uzunlugunu ve kuru agirligini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. PGPR ile
inokiilasyonun, yaprak alami, klorofil icerigi ve sonuc¢ olarak bitki toplam
biyokiitlesinde artisa neden olabilecegi bilinmektedir. Ayrica tohumlarin veya bitkinin
Agrobacterium, Alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces vb. gibi
bakterilerde inokiilasyonu kok olusumuna neden olmaktadir. Bu PGPR’lerin oksin
iretimi, etilen sentezinin inhibisyonu veya besin maddelerinin mineralizasyonu ile

iliskilendirilebilir [Bhattacharyya ve Jha, 2012]. Domates ve biberin kok mimarisinin



PGPR ile arttirllmasi, biiyiime tesvikinin agiklanmasina yardimci olmaktadir
[Kloepper ve ark., 2007].

Kok tiiyleri, besin ve su alimina yardimci olmak ve bitkinin topraga
demirlenmesi icin kok ylizeyinden ¢ikinti yapar. PGPR uygulamasi sonrasi kok
tiylerindeki artis kok ile temas halinde olan, dolayis: ile kokiin faydalanabilecegi
topragin hacmini arttirir [Gilroy ve Jones, 2000]. Kok tiiyleri ve yan koklerin
olusumundaki artis ile genisleyen kok yiizey alani, kok sisteminin etkilesimde
bulundugu alani arttirabilir. Bitkinin etkilesime girdigi toprak alanimi arttirmak
mikrobiyal kok etkilesimleri icin dnemlidir [Kloepper ve ark., 2007].

PGPR suslarinin  fitoremediasyon uygulamalarinda kullanilmasi, bitki
biiylimesinde ve kontamine olmus toprakta bitki gelisimine yardimci olabileceginden,
etkin olarak kabul edilmektedir [Bhattacharyya ve Jha, 2012]. Toprak kirleticilerinin
bakteriler tarafindan par¢alanmasinda kullanilan rizoremediasyon yonteminde, bakteri
kok eksudatini etkili bir sekilde kullanarak, kok etrafindaki kirleticiyi degrade etmekte

ve bitkinin normal sekilde biiylimesini saglamaktadir.

2.5. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Pseudomonas (PGPP)

Bitki ile iligkili Psedomonas, bitki yiizeylerinde ve bitki dokularinin i¢inde
saprofit ve parazit olarak yasar. Bircok bitki ile iligskili Pseudomonas, patojenik
mikroorganizmalar1 baskilayarak, biiylimeyi tesvik eden bitki hormonlarim
sentezleyerek ve bitki hastaliklarinin direncini arttirarak bitki biiyiimesini destekler.
Bitkilerin yapraklarinda ve koklerinde kolonize olurlar ve bitki savunma yanitlarini
tolere ederek, manipule ederek veya bunlardan kaginarak ev sahibi ortam ile uyum
icinde yasarlar.

Pseudomonas-bitki etkilesimleri genel olarak dort temas bolgesinde

gerceklestirilmektedir [Preston, 2004]:

— Epifitik Pseudomonas tarafindan kolonize edilen yaprak yiizeyleri

— Rizosferik Pseudomonas tarafindan kolonize edilen kok ylizeyleri

— Endofitik Pseudomonas tarafindan kolonize edilen yapraklardaki hiicreler arasi
bosluklar

— Endofitik Pseudomonas tarafindan kolonize edilen koklerdeki hiicreler arasi

bosluklar



Epidermal kok hiicreleri arasindaki baglantilar, epidermal yiizeyin girintili
kisimlar1 veya yan kok goriiniimiine sahip bolgeler Pseudomonas’in bitki koklerinde
yogun olarak bulundugu alanlardir. Kok kolonizasyonu calismalarinda, ot, bugday gibi
monokotillerin kok uclarinin, patates, domates, turp gibi dikotil bitkilerden on kat daha
fazla Pseudomonas bakterisi ile kolonize oldugu gozlemlenmistir. Ayrica konfokal
lazer mikroskobu kullanilarak, domates kok iizerindeki Pseudomonas hiicrelerinin,
kok tiiylerinde, epidermal hiicreler arasi baglantilarda ve kok yiizeyindeki epidermisin
daha derin yiizeylerinde oldugu dogrulanmistir [Lugtenberg ve ark., 2001].

Hareketlilik Pseudomonas’larin biyotik ve abiyotik ylizeylere baglanmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Kam¢inin kok kolonizasyonundaki roliiniin rastgele
hareketlilige degil, kemotaksise dayali oldugu bilinmektedir. P. putida, kok
eksudatlarina karsi kemotaktik tepki goOstererek kok yiizeylerinde biyofilmler
olusturmaktadir [Lugtenberg ve ark., 2001], [Pizarro-Tobias ve ark., 2015].

Rizosfer bakterilerin kok besinlerinden gelismesini saglar. Buna karsilik, P.
putida besinlerin ¢oziinmesi, demirin selatlanmasi yoluyla bitki biiyiimesini indiikler.
Bu karsilikln iligki her iki ortaga da yarar saglamaktadir. P. putida bitki rizosferinde
kalabilirken, bitki patojenlerden korunmakta ve bakterilerden hayati besinleri elde
edebilmektedir [Haffaressas ve ark., 2018]. P. putida KT2440 bakterisinin A. thaliana
bitkisini fitopatojen P. syringaepv. tomato DC300 enfeksiyonuna karsi korudugu
bilinmekte ve bu bitki ile bakterinin pozitif birligine isaret etmektedir [Matilla ve ark.,
2010].

P. putida, karmasik metabolizmasi ve zararli organik ¢oziiciileri toksik olmayan
bilesiklere doniistiirerek kirliligi kontrol etme kabiliyeti nedeniyle cevre igin de
oldukca 6nemlidir. Hidrokarbonlar1 degrade edebilir, bu yiizden biyoremediasyonda
en 6nemli bakterilerden biridir [Haffaressas ve ark., 2018]. Pseudomonas’in bu ¢ok
yonlil ve fizyolojik olarak saglam yapisi endiistrideki, tarimdaki ve ¢evredeki 6nemli
sorunlara biyolojik ¢oziimler saglama potansiyeline sahip olduklar1 anlamina
gelmektedir [Preston, 2004].

Bitki-Pseudomonas etkilesimi ¢alismalari, Pseudomonas’in bitkiler iizerindeki
etkilerini aciklamaya yardimci olmakta, P. putida’nin bitki gelisimini desteklemeye
yardimcr etkisi arastirmacilar tarafindan biyopestisit iiretmek, biyodegradasyon
caligmalar1 ve bitki saghigimi gelistirmek icin biyomiihendislik arastirmalarinda

kullanilmaktadir.



2.6. Biyotizasyon

Faydali mikroorganizmalarla bitkilerin in vitro kiiltiirii, bitkilerin biyotik ve
abiyotik streslere toleranslarinmi arttiran gelisimsel ve metabolik degisiklikleri tetikler.
Inokiilantlar araciligiyla indiiklenen direng “biyotizasyon” olarak adlandirilir.

Dogada, bitki organlarinin i¢ ve dis kisimlarinda mikroorganizmalar bulunur.
Bitki agisindan faydali bakteriler gibi bu mikroorganizmalarin bazilari, 6zellikle stres
ortamlarinda bitki performansini ve sonug olarak verimini arttirabilir. Biyotizasyon, in
vitro yetistirilen bitki materyalinin mikrobiyal inokiilanta metabolik bir tepkisi olup,
bu tepki bitkinin biyotik ve abiyotik stres direncini arttiran gelisimsel ve fizyolojik
degisikliklere yol agmaktadir [Nowak, 1998a].

Kiiltiir ortamindan tarlaya aktarilan patates bitkileri ile yapilan caligmalarda
Pseudomonas bakterisi ile inokiile edilmis bitkiler, kontrol bitkilerinden daha fazla
hayatta kalma siiresine sahipti [Nowak ve ark., 1998b]. Bu bakteri ile inokiile edilmis
patates bitkisi tarlaya dikildikten sonra daha yiiksek canliliga sahip oldugu, daha fazla
yumru sayisi ve verim artist gozlendi. Yine Lifshitz ve ark., (2010), P. putida ile
inokiile edilmis Brassca campestris fide koklerinin uzadigini bildirmistir [Nowak,
1998a].

In vitro doku kiiltiirii bircok bitki tiirli i¢cin basartyla gerceklestirilmektedir.
Ancak, yontemin tiim avantajlarina ragmen, topraga aktarim sonrasi biiyiik bir canlilik
kaybr gozlendiginden, in vitro doku kiiltiiriinden gelen bitkilerin steril olmayan
kosullara aktarilmasi problemi vardir. Stoma aktivitelerinin bozulmasi, yapraklarin
ince bir kutikular tabakaya sahip olmasi, bitki kok sisteminin su ve mineralleri emme
kabiliyetini siirdiirememesi ve asir1 su kaybi bu problemin nedenleridir. Dogal biiyiime
kosullarinda mevcut simbiyotik mikroorganizmalarin kullanilmasi mineral alimini
iyilestirebilir ve bitkinin su stresine kars1 direncini arttirabilir. Nowak ve ark., (1998b),
yararl toprak mikroorganizmalarinin varliginda in vitro olarak, bitkilerin gelismesinde
ve metabolizmasinda bazi degisikliklerin meydana geldigini ve bunun da strese neden
olan biyotik ve abiyotik faktorlere kars1 artan bir direncle sonuglandigini tespit ettiler.

Biyotizasyon adi verilen bu yontemde bakteriler bitki varliginda besiyerinde
gelisir ve tekrarlanan asilama gerektirmez. Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum,
Azotobacter cinsi liyeleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Pseudomonaslar, in vitro

bitki biiyiimesini uyarir, su metabolizmasini, mineral beslenmesini iyilestirir ve ayni



zamanda transplantasyon sirasinda patojen organizmalara direncini arttirir
[Yablonskaya ve ark., 2016].

Bitki-bakteri etkilesimlerini tam potansiyellerini kullanmamizi engelleyen
sinirlamalardan biri, ¢esitli cevresel kosullar altinda bitki rizosferinde ve filosferindeki
mikrobiyal etkilesimlerin dinamikleri hakkinda bilgi sahibi olmamaktir. In vitro
calismalar, bu mikrobiyal etkilesimlerin anlasilmasi i¢in basit model sistemlerin
olusturulmasina izin verir [Nowak, 1998a].

In vitro biyotizasyon, in vivo kosullara gecis Oncesinde bakterinin bitki
biiylimesi ve gelismesi iizerine etkisini belirlemede onemlidir. In vitro bitki- bakteri
etkilesimleri  kullanarak, uygun inokiilasyon yOntemi ve inokiilasyon
konsantrasyonunun belirlenmesi gibi farkli parametrelerin etkisi degerlendirilmektedir

[Yablonskaya ve ark., 2016].

2.7. TAA (INDOL ASETIK ASIT)

Bir fitohormon olan oksin, bitki biiylimesini ve gelisimini diizenleyen temel bir
bilesiktir. En 6nemli dogal oksin bakteri, bitki ve mantarlar tarafindan iiretilen indol-
3-asetik asittir. Bitkilerde, bu fitohormon hiicre boliinmesi, uzama, meyve gelisimi ve
yaslanmada 6nemli rol oynar. IAA, kok, yaprak ve cicek gelisimini baglatir [Patten ve
Glick, 1996].

IAA’nm bitki dokulari icerisindeki endojen iiretimi disinda, rizosferde yasayan
bircok bitki iligkili bakterinin de IAA sentezledigi bilinmektedir. IAA, bitki-bakteri
arasindaki simbiyotik iliskiyi siirdiiren karsilikli bir sinyallesme molekiilii olarak
gorev gormektedir. IAA iireten bakteri, tohum c¢imlenmesini uyarmakta, kok
olusumunu, bitki biiyiimesini ve gelisimini arttirmaktadir. Ayrica bakteriyel IAA, bitki
biiylimesini uyararak, rizosferde bakterilerin biiylimeleri i¢in kullanabilecekleri bitki
metabolitlerinin iiretimini de arttirmaktadir [Duca ve ark., 2014]. Bu nedenlerden
dolayi bitki IAA igerigini gelistiren mikrobiyal suslar PGPR etkisinin se¢ciminde temel
bir kriter olarak kulanilabilmektedir [Ali ve ark., 2009].

Bakteriyel IAA, endojen bitki IAA’i ile birlikte bitki biiyiimesine ve gelismesine
etki etmektedir. Bu etki {iretilen IAA miktarina ve bitki dokusunun IAA
konsantrasyonundaki degisikliklere olan duyarliligina baghdir [Vega-Celedon ve ark.,
2016].
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Bitki biiylimesini destekleyici rizobakteriler tarafindan iiretilen diisiik IAA
miktar1 kok biiylimesini, kok tiiylerinin olusumunu, primer ve yan koklerin sayisini ve
uzunlugunu arttirirken, bazi bakteri suslar tarafindan yiiksek konsantrasyonda IAA
tiretimi kok biiylimesini inhibe etmektedir [Patten ve Glick, 1996], [Duca ve ark.,
2014].

IAA’nin rizobakteriler tarafindan salgilanmasi, rizosferdeki hormon bitki
hiicresine ulasmadan degrade olabilecegi i¢in bitkiyi diisiik IAA konsantrasyonlarina
maruz birakabilmektedir [Patten ve Glick, 2002]. Bitki hiicreleri, bakteriler tarafindan
salgilanan TAA’nin bir kismim1 almakta ve endojen bitki IAA ile birlikte bitki
biiylimesini uyarmaktadir. Bacillus, Staphylococcus ve Pseudomonas suslari
kullanilarak yapilan bakteriyel asilamalarda bugday bitkisinde kok uzunlugunda
azalma, yan kok sayisinda artig goriilmiistiir [Ali ve ark., 2009]. IAA, dikotlarda lateral
kok olusumunu indiiklerken, monokotlarda adventif kok olusumunu indiiklemektedir.
A. thaliana’da TAA, kok uzunlugunu inhibe etmekte ve lateral kok olusumunu

gelistirmektedir [McSteen, 2010].

2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Enzimatik
Antioksidanlar

Bir¢ok bitki gelisme ve lireme i¢in tam genetik potansiyellerinin ifade etmelerini
engelleyen diisiik cevresel sartlarda yetismekte ve biyolojik strese maruz kalmaktadir.
Bu stresler biyotik ve abiyotik olabilir. Biyotik stresler, patojenleri (viriisler, bakteriler
ve mantarlar), bocekleri, herbivorlar1 ve kemiricileri icermektedir. Abiyotik stresler
soguk, sicak, tuzluluk, kuraklik, su, radyasyon, kimyasallar ve kirleticiler, riizgar ve
besin yoksunlugunu icermektedir [Cazervan ve ark., 2016].

Bitkiler dogada karsilastiklar1 bu biyotik ve abiyotik streslere karsi kendi
spesifik veya ortak tepkilerini gelistirmislerdir. Bu tepkilerin arastirilmasi saha
kosullarinda zordur. Ancak, bitki doku kiiltiirii ile bitkilerin cevresel streslere karsi
benzersiz ve karmagsik tepkileri aseptik ve kontrollii kosullar altinda
incelenebilmektedir. /n vitro olarak kontrol edilen stres ile bitkide olusan oksidatif
stres ve antioksidan savunma sistemleri arastirilabilmektedir [Sen, 2012].

Bu biyolojik stres bitki hiicrelerinde ROS birikmesine neden olur. ROS, serbest
radikaller, reaktif molekiiller ve oksijenden tiiretilen iyonlardir. ROS, siiperoksit

anyonu (O2"), hidroksil radikali (*OH) gibi serbest radikalleri ve hidrojen peroksit
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(H20.), singlet oksijen (O2) ve benzeri radikal olmayan molekiilleri igerir. ROS
kloroplast, mitokondri, plazma membranlari, peroksizomlar, apoplast, endoplazmik
retikulum ve hiicre duvarinda ¢esitli yerlerde iiretilir [Sharma ve ark., 2012], [Apel ve
Hirt, 2004].

Siiperoksit radikali molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak indirgenmesi ile
olusmaktadir. H>O» bitkilerde normal aerobik metabolizma tarafindan iiretilen ROS
tiirtidiir. Diisiik konsantrasyonlarda, H>O» fotosentetik reaksiyonlar, hiicre dongiisii,
bliylime ve gelisme, biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki tepkileri gibi belirli
biyolojik ve fizyolojik islemlerin diizenlenmesinde rol oynayan bir sinyal molekiilii
olarak gorev yapmaktadir [Sofo ve ark., 2015]. Bitki hiicrelerinde H>O fazlaligi
oksidatif stres olusumuna yol agmaktadir. *OH bilinen en yiiksek reaktif ROS’lardan
birdir. Ozellikle demir (Fe) gibi uygun metal varliginda, O> ve H20’den iiretilebilir.
*OH, DNA, proteinler, lipidler gibi biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilir.
Yiiksek derecede reaktif olan bu ROS’un ortadan kaldirilmas: i¢in herhangi bir
enzimatik mekanizmanin bulunmamasindan dolayi, *OH’nin asir1 iiretimi hiicre
Oliimiine yol agmaktadir [Gill ve Tuteja, 2010].

Tim ROS’lar yiiksek konsantrasyonlarda organizmalar i¢in son derece
zararhdir. ROS seviyesi savunma mekanizmalarini astigi zaman, bir hiicrenin
“oksidatif stres” durumunda oldugu soylenmektedir. Cevresel stresler sirasinda artan
ROS iiretimi, lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin oksidasyonuna, niikleik
asitlerde hasara, enzim inhibisyonuna, programlanmis hiicre Oliimii yolunun
aktivasyonuna ve nihayetinde hiicrelerin 6liimiine yol agan bir tehdit olusturabilir
[Sharma ve ark., 2012].

Bitkiler, ROS’u temizlemek i¢in antioksidan savunma sistemlerine sahiptir.
Bitki hiicrelerinde, koloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlar gibi farkh
organellerde spesifik ROS iireten ve gideren sistemler bulunmaktadir. Fazla ROS’un
temizlenmesi veya detoksifikasyonu enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemleri ile gerceklestirilmektedir. Enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), guakol peroksidaz (GPX), askorbat peroksidaz
(APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimler bulunur [Sharma ve ark., 2012].
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Sekil 2.3: ROS olusumu ve antioksidan savunma mekanizmalari.

SOD, tiim aerobik organizmalarda oksidatif strese kars1 savunmada merkezi bir
rol oynar. SOD enzimi metaloenzimler grubuna aittir. O ‘nin O ve HxO2’e
ayrismasini katalize eder (Sekil 2.3) [Gill ve Tuteja, 2010]. ROS’a kars1 ilk savunma
hatt1 olarak islev gormektedir. Bitkilerde bakir/cinko SOD (Cu/Zn-SOD), manganez
SOD (Mn-SOD) ve demir SOD (Fe-SOD) olmak tizere 3 tiirii bulunmaktadir [Ahmad
ve ark., 2010].

Kuraklik ve metal toksisitesi dahil olmak iizere gesitli streslere maruz kalan
bitkilerde SOD aktivitesinin arttig1 bildirilmektedir. SOD’un artan aktivitesi genellikle
bitkinin ¢evresel strese karsi toleransinin artmast ile iligskilendirilmektedir [Sharma ve
ark., 2012]. SOD’larin asir1 ekspresyonu, oksidatif stresin olumsuz etkileriyle
miicadele eder ve bitkilerin toleransinda ve hayatta kalmasinda 6nemli bir rolii vardir
[Ahmad ve ark., 2010].

Antioksidan enzimler arasinda CAT ilk kesfedilen ve karakterize edilen
enzimdir. Iki H>O» molekiiliiniin su ve oksijene ayrismasini katalize eden bir enzimdir.
Katalaz aktivitesinin artmasinin bitkinin zor kosullara adapte olmasina yardimci
oldugu ve H202’nin toksik seviyesini en aza indirerek metabolik siirecleri korudugu
bilinmektedir [Ahmad ve ark., 2010].

Peroksidazlar patojenlere ve yaralanmaya karsi savunma, lignin ve etilen
biyosentezi, stres yanitina katilan glikoproteinlerdir. Hiicreleri H>O» ve tiiretilmis
oksijen tiirlerinin yikici etkisinden koruyan antioksidan enzimler olarak kabul

edilmektedir [Radi¢ ve ark., 2006].
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Bitkiler, stres altinda antioksidan savunma mekanizmalarim1 aktive eder, bu da
hiicre bilesenlerinin yapisal biitiinliigliniin korunmasina yardimer olur ve oksidatif
hasar1 hafifletir [Cazervan ve ark., 2016]. Genel olarak, toleransl tiirler, stres
kosullarinda antioksidan enzim aktivitesinde bir artis saglayarak kendilerini oksidatif
stresten koruma konusunda iyi bir kapasiteye sahiptirler [Hediye Sekmen ve ark.,

2007].

2.9. 2,4-Dinitrotoluen (2,4-DNT)

DNT, alt1 izomer olarak bulunan nitroaromatik bir patlayici olup, 2,4-DNT
(Sekil 4.) ve 2,6-DNT iki ana formu, 2,3-DNT, 2,5-DNT, 3,4- DNT ve 3,5 DNT ise
kiiciik izomerlerdir. Cevrede dogal olarak bulunmaz. Genellikle toluenin nitrik ve
siilfirik asitle karigtirilmasiyla iiretilir ve 2,4,6-trinitrotoluen (TNT), poliliretan
polimerler, boyalar, plastiklestiriciler ve otomobil hava yastiklarinin {iretiminde ara
madde olarak kullanilmaktadir [Atsdr, 2016].

2,4-DNT suda ¢0ziiniir, yanici nitroaromatik bilesiklerdir. Saf hale, hafif bir
kokuya sahip soluk sar1 kati maddelerdir. Tablo 2.1’de 2,4-DNT’nin fiziksel ve
kimyasal o©zellikleri listelenmistir [Epa, 2008]. DNT, yiizey sularinda, yer alt1
sularinda, topraga gomiilii mithimmat iceren tehlikeli atik sahalarinda, DNT {ireten

veya isleyen tesislerden ¢ikan atiklarda bulunur [Salice ve ark., 2011].

Tablo 2.1: 2,4-Dinitrotoluen’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri.

2.4-DNT’nin Ozellikleri
CAS Numarasi 121-14-2
Kimyasal Formiilii C7H6N204
Fiziksel Ozellikleri Sar1 Kat1
Molekiiler Agirligi (g/mol) 182.14
Suda Coziiniirliigi (mg/L) 22 °C’de 300
Diger Coziiciiler Aseton, alkol, benzen, etanol, dietil eter
Erime Noktasi (°C) 71
Kaynama Noktas1 (°C) 300
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I. ve II. Diinya Savasi sirasinda ve sonrasinda TNT iretimi ile ilgili imha
uygulamalari, ABD ve diinyadaki mithimmat {iretimi ve tasima tesislerinde biiyiik bir
kirlenme sorununa neden olmustur. Mithimmat {iretiminin yam sira poliliretan
kopiikler ve diger kimyasal iiriinler tiretiminde DNT nin yaygin kullanimi sonucu
genis capli toprak ve yer alt1 suyu kirlilikleri olugsmaktadir. Hem 2,4-DNT hem de 2,6-
DNT US-EPA (Amerika Birlesik Devletleri Cevresel Koruma Ajansi) listesinde
oncelikli kirletici maddelerdir [Atsdr, 2016], [Nishino ve ark., 1999].

DNT, 1s1k, oksijen ve biyota ile bozunmadigi siirece, orta derecede suda
coziinlirligi ve diisik uguculugu nedeniyle yiizey ve yer alti sular tarafindan
taginabilmektedir. DNT nin suya saliiimi insan temasinin 6nemli bir kaynagidir.
DNT’nin insanlar ve hayvanlarda toksik oldugu belgelenmistir. Hayvanlarda
maruziyetten sonra kan, sinir sistemi, karaciger ve bobrekte olumsuz etkiler tespit
edilmis ve B2 kanserojen olarak siniflandirilmistir [Atsdr, 2016], [Epa, 2008].

Ksenobiyotik bilesik olan 2,4-DNT’nin toksik, kanserojenik ve yaygin bir
cevresel kirletici olmas1 nedeni ile cesitli biyoremediasyon teknikleri kullanilarak

uzaklagstirilmasi, kirletilmis alanlarin ve sularin iyilestirilmesi amag¢lanmaktadir.

2.10. 2,4-Dinitrotoluen’in Biyodegradasyonu

Nitroaromatik patlayicilarin kontaminasyonu, topragin yenilenme kapasitesini
etkileyen besin eksikligi, kuraklik, sicaklik, sogukluk gibi abiyotik stres faktorleri ile
birlikte askeri bolgelerde ve genellikle miithimmat iiretim tesislerinde bulunur.
Biyolojik degradasyonda oldukca inat¢i olan nitroaromatikler cevrede uzun siire
kalmakta; su, toprak ve toprak altinin ana kirleticileri olmaktadir [Thijs ve ark., 2014].
Topraktaki patlayicilarin iyilestirilmesi icin en kolay yol topragir yakmaktir ancak bu
yontem hem oldukca maliyetli hem de sik1 kontroller gerektiren bir uygulamadir.

Biyoremediasyon tehlikeli, zehirli maddeleri zararsiz ya da daha az zararh
maddelere parcalamak i¢in mikroorganizmalarin kullanildig: bir biyoaritim siirecidir.
Ekonomik ve giivenilir bir yontemdir [Kim ve ark., 2012].

Kirlenmis mithimmat iiretim tesislerinde 2,4-DNT’yi degrade edebilen bakteri
kaynaklar1 bulunmaktadir. Radford Ordusu Mithimmat Tesisi’nden toplanan toprak ve
yiizey sularindan izole edilen, 2,4-DNT’yi degrade edebilen yaklasik 30 bakteri
susundan ikisi 2,4-DNT’de hizla biiyiiyebilen Burkholderia tiiriine aittir [Nishino ve
Paoli, 2000], [Suen ve Spain, 1993]. Ayrica 2,4-DNT’yi degrade edebilen diger bakteri
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suslarinin, 2,4-DNT’yi degrade eden Burkholderia suslari ile aym degradasyon
yolagini kullandig1 bilinmektedir [Nishino ve ark., 1999].

2,4-DNT’nin aerobik bozunmasi icin bakteriyel yolak baslangicta Burkholderia
sp_DNT ve Burkholderia cepacia R34 suslari i¢in tammmlanmistir (Sekil 2.4) [Johnson
ve ark., 2002]. 2,4-DNT’ nin bakteriyel degradasyonu, 2,4-DNT’ nin dioksijenasyonu
ile baslar ve nitritin salinmasi ile 4-metil-5-nitrokatekol (4MS5NC) olusur [Johnson ve
ark., 2002], [Suen ve ark., 1996]. Daha sonra 4M5NC’iin monooksijenasyonu ile 2-
hidroksi-5-metilkinon (2H5MQ) olusur. 2H5MQ, spesifik olmayan bir rediiktaz ile
2,4,5-trihidroksitoluen (2,4,5-THT)’e doniistiiriiliir. Baska bir dioksijenaz 2.,4,5-
THT’nin meta bdoliinmesini katalize eder ve 2,4-dihidroksi-5-metil-6-okso-2,4-
hekzadienoik asit (DMOHA) olusur. Degradasyon yolagi sirasiyla metilmalonik asit
semialdehit, piruvat ve propiyonil-CoA olusumu ile devam eder ve bu bilesikler
hiicrenin merkezi metabolik yollarina girerler [de las Heras ve ark., 2011], [Aburto-
Medina ve ark., 2017].

Snellinx ve ark., (2003), Kim ve ark., (2012) ve Kundu ve ark., (2015),
tarafindan yapilan caligmalarda, kontamine olmus topraklardan izole edilen bakteri
suslari ile 2,4-DNT’nin biyodegradasyonu incelenmistir.

Hudcova ve ark., (2011), 2,4-DNT ile kontamine olmus topraktan izole edilen
P. putida NDT1, Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens) NDT2, Achromobacter
sp. NTD3 ve Bacillus cereus NTD4 suslan ile yaptiklar1 ¢alismada P. putida NDT1
ve 4 bakteri kiiltiirii ile olusturulan mikrobiyal konsorsiyumlarda 2,4-DNT’nin
biyodegradasyonu incelenmistir.

Kiice ve ark., (2015), ham petrol ile kontamine olmus topraktan izole ettikleri
Arthrobacter chlorophenolicus ile yaptiklari ¢calismada 2,4-DNT’ nin degradasyonunu
incelemislerdir.

Fedeson ve ark., (2018), 2,4-DNT’yi degrade edebilen P. putida bakterisi ile
yaptiklart calismada 2,4-DNT’nin biyotransformasyonunu incelemislerdir. 250 uM
2,4-DNT iceren s1vi kiiltiirde 2,4-DNT miktarindaki azalma ve degradasyon iiriinleri
analiz edilmistir.

Akkaya ve ark., (2018), Burkholderia cepacia R34 bakterisine ait dnt genleri
genomuna aktarilmis P. putida ile yaptiklart calisgmada 2,4-DNT’nin

metabolizasyonunu incelemislerdir.
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Sekil 2.4: Burkholderia sp. R34 e ait 2,4-DNT degradasyon yolagi ve 2,4-DNT
degradasyonunu saglayan dnt genlerinin sematik organizasyonu gosterilmektedir.
dntR diizenleyici gendir. dntR’1n yaninda yer alan dntA (a/orf2 / orfX /b /c/d)
kiimesi cok bilesenli DNT dioksijenazi kodlar. dntB geni 4M5NC monooksijenazi

kodlar. Son olarak dntD, dntG ve dntE sirasiyla 2,4,5-THT oksijenaz, DMOH
izomeraz/4-hidroksi-2-keto-5-metil-6-okso-3-heksanoathidrolaz ve metilmalonat
semialdehit dehidrogenazi kodlar.

Burkholderia tiirii bakteriler ¢cevre ve konake¢1 hiicrelerde hayatta kalma ve
uyum saglama yetenegine sahiptirler. Organik bilesiklerin degradasyonunda
kullanilan bu mikroorganizmalar toprakta yasarken genellikle zararsiz olmalarina
ragmen, bitkilerin ve immiin sistemi baskilanmis hastalarin firsat¢i patojenleridir ve
bazen saglikli bireyleri enfekte ederler [Valvano ve ark., 2005]. Ayrica 2,4-DNT
yoklugunda Burkholderia sp. DNT ve Burkholderia cepacia R34 kararsizdir. Bu
istenmeyen durumlar g6z Oniine alinarak bu calismada Burkholderia cepacia R34

bakterisine ait DNT degradasyonundan sorumlu genleri genomunda tagityan KT.DNT

bakterisi kullanilmustir.

2.11. Fitoremediasyon

Fitoremediasyon, ¢evresel kirleticilerin kaldirilmasi ve zararsiz hale getirilmesi

icin yesil bitkilerin kullanilmasi olarak tanimlanmaktadir [Cunningham ve Berti,
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1993]. Fitoremediasyonun klasik remediasyon yontemlerine kiyasla temel avantajlar

kisaca:

i) Cevreye daha az zararli ve tarimda kullanilan ekipman ve malzemelerden
yararlanildigindan olduk¢a ekonomik olmasi

ii) Ozel imha alanlarina gereksinim duyulmamasi

iii) Toplumsal kabuliiniin ve desteklenme olasiliginin yiiksek olmasi

iv) Derinlere kazmay1 6nleyerek ¢esitli tehlikeli maddelerin remediasyonunda etkin

olmasi

seklinde Ozetlenebilir.

Bu avantajlar ve diisiik maliyet goz oniine alindiginda, diger yontemlere gorece
cok daha biiylik olcekli alanlarin temizleme c¢alismalarinda kullanilabilmektedir
[Macek, 2000].

Bitkiler organik kirleticileri {i¢ mekanizma yoluyla iyilestirir: (i) Dogrudan
kirletici maddelerin alimi ve ardindan fitotoksik olmayan metabolitlerin bitki
dokularinda birikimi; (i) mikrobiyal aktiviteyi ve biyokimyasal doniisiimleri uyaran
eksudat ve enzimlerin salinimi; (ii1) mikorizal mantarlar ve mikrobiyal topluluklar ile
rizosferde minerallesmenin arttirilmasi. Bir organik kimyasal alindiktan sonra, bitki
lignifikasyon yolu ile kimyasal ve parcalarin1 bitki yapilarinda depolayabilir,
karbondioksit ve suya kadar metabolize edebilir, minerallestirebilir ya da ucucu hale
getirebilir. Bir kimyasalin koklerden dogrudan alinmasi, bitkinin alim verimliligine,
terleme hizina ve ayni zamanda toprak suyundaki kimyasalin konsantrasyonuna
baglidir [Schnoor ve ark., 1995].

Fitoremediasyonda bir baska yaklasim ise mikrobiyal aerobik bozunma
yolaklarin1 kodlayan genlerin transgenik bitkilere aktarilmasidir [French ve ark.,
2001]. Bu tiir transgenik bitkiler fitoremediasyonda degradasyonu arttirmak, toksik
bilesenlerin alimini arttirmak ve bitki toleransini arttirmak icin kullanilmaktadir
[Eapen ve ark., 2007], [Doty, 2008].

Tognetti ve ark., (2007), transgenik tiitiin ile yaptiklari ¢calismada, hidroponik
sistemde 2,4-DNT’ nin detoksifikasyonunu incelemislerdir. Kayihan ve ark., (2015),
nitrorediiktaz enzimi kodlayan gen aktarilmis transgenik tiitiin bitkisi ile 2,4-DNT nin
fitodetoksifikasyon denemelerini yapmislardir. Bitkilerde organik kirleticilerin alimi

ve metabolizmas1 iyi c¢alisilsa da, transgenik bitkilerin fitoremediasyondaki saha
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performanslari, potansiyel riskleri ve yararlar1 hakkinda ¢ok daha fazla calisma
yapilmasi gerekmektedir [Cherian ve Oliveira, 2005].

Diger cevresel remediasyon yoOntemleri gibi fitoremediasyonun da
dezavantajlar1 vardir. Fitoremediasyon uygulanacak olan alanin iklimsel ve jeolojik
kosullar1, sicaklik, yiikseklik, toprak tipi ve tarim ekipmanlarina erisilebilirligi gibi
sinirlayict faktorler bulunmaktadir. Cevresel toksisite ile bitki oOrtiisii olusumu
sinirlanabilir. Yapraklarda toplanan kontaminantlar, yaprak dokiimii sirasinda yeniden
cevreye salinabilir ya da kontaminatlar yakacak odunlarda birikebilir. Diger
teknolojilere gore daha uzun siirebilir. Tiim bu dezavantajlar yontemin kullanilacag:
uygulamaya ve kirletici tipine gore degismektedir [Macek, 2000].

Yoon ve ark., (2006), tarafindan A. thaliana bitkisi ile yapilan calismada, 2,4-
DNT’nin fitotoksisitesi, bitkideki trasnformasyon yollar1 ve transformasyon sonrasi
olusan metabolitler incelenmistir.

Doherty ve ark., (2019), tarafindan yapilan caligmada, 6 farkli 2,4-DNT
konsantrasyonu ve iki farkli sicaklikta kullanilarak dort farkli Alaska bitki tiirii
tizerinde 2,4-DNT nin fitotoksisitesi belirlenmistir.

Podlipna ve ark., (2015), kenevir, hardal, keten, aycicegi bitkilerinin 2,4-DNT
ile kontamine topraklarda ¢imlenme ve biiylime oranlarini karsilagtirmigtir. Ayrica
2,4-DNT’nin  biyodegradasyonu sonucu olusan 2-aminonitrotoluen ve 4-
aminonitrotoluen bitki dokularinda belirlenmistir.

Rocheleau ve ark., (2010), 2,4-DNT’nin yonca, ahir otu ve 1ngiliz cimi iizerindeki
toksisitesini  arastirmistir.  2,4-DNT  miktarindaki azalma ve toprakta 2-
aminonitrotoluen ve 4-aminonitrotoluen tespiti ile 2,4-DNT’nin transformasyonunu

belirlemislerdir.

2.12. 24-DNT’nin Bitki-Bakteri Etkilesimi Kullanilarak
Biyodegradasyonu

Bitki kokii ile yakindan iliskili rizosfer, ¢cevresindeki topraga kiyasla ¢ok daha
fazla mikroorganizma sayisina sahiptir [Macek, 2000]. Bitkiler besin maddelerinin
sallmmmi ve oksijenin koklere taginmasi yoluyla toprak mikroorganizmalarinin
metabolizmasini ve biiyiimesini uyararak yiizey topraklarinda biyoremediasyonu
hizlandirabilmektedirler. Bitki ve rizosferdeki mikroorganizmalar arasindaki bu

mutualist iligki toprak kontaminantlarinin daha hizli1 degradasyonundan sorumludur.
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Rizosferin degradasyonun gerceklesebilecegi aktif bir bolge olarak kesfedilmesi
ile birlikte, bitki koklerini bakterinin degradasyon kapasitesi ile birlestirmek
fitoremediasyon calismalarinda oldukca dikkat ¢ekmektedir [Cunningham ve Berti,
1993]. Mikrobiyal topluluklar kullanilarak yapilan biyoremediasyon teknolojilerinde
karsilasilan zorluk, mikrobiyal biiyiimedeki smirlayicit faktorleri (oksijen, besin
maddeleri) kirleticilerin bulundugu yere iletmektir. Bitkiler ise kokleri ile tim
kirlenmis alana niifuz ederek, mikrobiyal biiyiimeyi tesvik eden oksijen ve ek
substratlarin rizosferde dagilmasini saglayarak uygun bir yiizey alti ortami
saglamaktadirlar. Kok sisteminin dogrusal boyutu ve yiizey alanmi, 6zellikle kok
uclarinin ve 1iliskili mikroorganizmalarin hacimsel dagilimi kirletici maddelerin
degradasyonunda onemli bir etkendir [Shimp ve ark., 1993].

Patlayicilar toksiktir, bozunmaya kars1 direnclidir, genis toprak alanlarini ve yer
altt suyunu Kkirletir. 2,4-DNT gibi nitroaromatik patlayicilar fitotoksiktir ve
degradasyon oranlar1 bakteriyel kiiltiirlere kiyasla bitkilerde diisiiktiir. Bitki-bakteri
etkilesimlerine bagh yiiksek degradasyon oranlari ile bu kisithlik giderilebilir.

Rizosfer topluluklarinin patlayicilarin degradasyonu i¢in kullanilmasi aktif bir
arastirma alanidir. Bitkiler hem organik hem de inorganik kirleticileri topraklardan
emer. Bu Kkirleticilerin bitkiler tarafindan alimi, bolmelendirilmesi ve metabolik
doniistimleri kirlenmis topragi temizlemek icin miimkiindiir ve potansiyel olarak
kullanilabilir [Cunningham ve Berti, 1993]. Ancak baz1 bitkilerin belirli
ksenobiyotikleri metabolize etme kapasitelerine ragmen, bitkiler genellikle yikici degil
yapict organizmalardir. Daha zor bozunma adimlarini gergeklestirirler ve genellikle
ksenobiyotigi molekiiler olarak daha basit bir son noktaya gotiiriirler. Bitkilerde bu
metabolik siirecin yavas olmasi ve patlayicilarin fitotoksisitesi fitoremediasyonda
sinirlayici faktorlerdir. Ayrica kontamine topraklardan izole edilen bakteriler in vitro
kiiltiirlerde patlayicilar1 hizla degrade edebilmesine ragmen, patlayicilarin cevrede
kalmaya devam etmesi, bakterilerin kontamine olmus topraklarin biiyiilk oranda
degradasyonu icin yeterli biyokiitle ve metabolik aktiviteye sahip olmadigim
gostermektedir. Bitki-bakteri etkilesimleri kullanilarak 2,4-DNT gibi nitroaromatik
patlayicilarin etkin ve hizli degradasyonu amacglanmaktadir.

Dutta ve ark., (2003), tarafindan yapilan calismada, DNT yi biyolojik olarak
degrade edebilen plasmid Sinorhizobium meliloti (S. meliloti) bakterisine aktarilarak,
S. meliloti DHK1’in 2,4-DNT’yi degrade etme kapasitesi degerlendirilmistir. S.

meliloti DHK1 ile inokiile edilen yonca tohumlar: farkli 2,4-DNT konsantrasyonlari
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iceren saksilara ekilmis ve 6 hafta sonunda 0.14 mM ve 0.28 mM 2,4-DNT
konsantrasyonunda nodiil tiretimi ve kuru siirgiin agirliginda artig gozlenmistir. Ayrica
S. meliloti DHKI1 ile inokiile edilen ve farkli konsantrasyonlarda 2,4-DNT iceren
topraklarda 2,4-DNT miktarindaki azalma HPLC ile analiz edilmistir.

Monti ve ark., (2005), tarafindan yapilan calismada, A. thalina ve N. tabacum
bitkileri 2,4-DNT’yi degrade edebilen P. fluorescens RE bakterisi ile inokiile edilmis
ve bitki biiyiimesi {iizerine etkileri arastirllmistir. 2,4-DNT iceren toprakta P.
fluorescens RE bakterisinin varliginin, 2,4-DNT nin bitki biiylimesi iizerindeki toksik
etkisini onemli Ol¢iide azalttigi gosterilmistir. Ayrica, P. fluorescens RE bakterisinin
2,4-DNT’yi degrade etme yetenegi sivi kiiltiirde test edilmis, 2,4-DNT miktarinda
azalma ve degradasyon iiriinleri tespit edilmistir.

Remans ve ark., (2012), 2,4-DNT’yi degrade edebilen dort bakteri susunun bitki
besi ortami tizerine asilandiginda, Geobacillus disindaki tiim suslarin 1 mg/L 2,4-DNT
konsantrasyonunda A. thaliana primer kok biiyiimesini ve kok tiiyli olusumunu

destekledigini gostermistir.

2.13. Tezin Amaci ve Literatiire Katkisi

A. thaliana ve N. tabacum’un bitki biiyiimesi ve gelismesi lizerine P. putida
KT2440’1n etkisinin in vitro kosullarda arastirilmasi amacglanmistir. Bu hedef
dogrultusunda, A. thaliana ve N. tabacum bitkisine ait tohumlar ve fidecikler ¢esitli
konsantrasyonlardaki bakteri siispansiyonlariyla farkli inokiilasyon teknikleri
kullanilarak in vitro doku Kkiiltiirii kosullarinda inokiile edilmistir. Bu rizobakteri-bitki
arasindaki etkilesimin bitkinin degisik fizyolojik evrelerinde yarattigr etki

degerlendirilerek;

— A. thaliana ve N. tabacum bitkilerinin biiylimesi ve gelisimi lizerine P. putida
KT2440’1n etkisinin in vitro kosullarda goriildiigii inokiilasyon yontemi
belirlenmis,

— En uygun inokiilasyon yontemi kullamilarak gerceklestirilecek bakteriyel
inokiilasyon i¢in A. thaliana ve N. tabacum bitkilerinin optimum fizyolojik

evreleri belirlenmis,
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— Bitki-bakteri etkilesiminde A. thaliana ve N. tabacum bitkileri iizerinde P.
putida KT2440’1n etkisinin goriildiigli optimum bakteri konsantrasyonu
belirlenmis ve

— Inokiilasyon sonrast A. thaliana ve N. tabacum bitki koklerinde P. putida

KT2440’1n kolonizasyonu ve bitkideki lokalizasyonu belirlenmistir.

Bitki biiytimesini tesvik eden bakterilerin hem biyotik hem de abiyotik stres
faktorlerini kontrol etmek i¢in kullanilmasi, saglikli iiriinler tiretmek ve tarimda
mabhsiil verimini arttirmak i¢in 6nemli bir stratejidir. Bu ¢alismada P. putida KT2440
bakterisinin A. thaliana bitkisinde biiylime ve stres toleransini arttirma potansiyeli
degerlendirilmistir.

2,4-DNT patlayic1 sanayinde ve politiretan kopiik yapiminda kullanilan
ksenobiyotik bir bilesiktir. Toksik, karsinojenik ve genis cevresel yayillim
ozelliklerinden dolayr US-EPA tarafindan oncelikli kirletici olarak rapor edilmistir.
Bu nedenle 2,4-DNT’nin biyoremediasyonu ve mineralizasyonu Onemlidir. Tez
kapsaminda Burkholderia cepacia R34 bakterisine ait dnt degradasyonunudan
sorumlu genler genomuna aktarilmis KT.DNT bakterisi, A. thaliana ile inokiile
edilmistir. 2,4-DNT muamelesinin ardindan, 2,4-DNT’nin bitki iizerindeki toksik
etkisi ve bitki koklerinde kolonize olan KT.DNT bakterisinin 2,4-DNT’yi degrade
edebilme yetene8i bitki doku Kkiiltiiri kosullarinda ve in vitro olarak

degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali ve Doku Kiiltiir Ortanm

Bu calismada iki model bitki olan A. thaliana Col-0 ve N. tabacum Samsun
kullanildi. Tohumlarin c¢imlendirilmesi ve steril fidelerin yetistirilmesi Y2 MS

(Murashige ve Skoog, Duchefa) besi ortaminda gerceklestirildi.

3.1.2. Bakteri Soyu ve Bakteri Kiiltiir Ortam

P. putida ve DNT degradasyonundan sorumlu yolag: tastyan KT.DNT bakterisi
[Akkaya, yayimnlanmamis] kullanilmistir.

P. putida KT2440 soyu daha once A. thaliana bitkisi ile yapilmis deneylerde
[Batool, 2018] besiyerinin tek basina bitki biiyiimesi {izerine olumlu etki gostermesi

nedeniyle MPYE besiyerinde biiyiitiilmiistiir.

3.1.3. Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1: Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar.

Kimyasal Adi Firma Adi Katolog No
MPYE Besiyeri Pepton Merck 1.07214.0500

Maya Ekstrakti Merck 1.03753.0500

MgCL Merck 105833

CaCl: Duchefa C0504

Agar Merck 1.05450.0500
LB Besiyeri LB Broth Miller BD Difco 244620

Agar Affymetrix/USB AAJ10907A1
MS Besiyeri MS Duchefa MO022

Sukroz Duchefa S0809

Gelrite Duchefa G1101
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Tablo 3.1: Devam.

IAA L-triptofan Sigma T0254-1G
Hoechst 34850 Invitrogen, USA H21486
Yapraklardaki Bovin Serum Albumin | Capricorn CP17-1700
Protein Miktarinin | (BSA)
Belirlenmesi Bradford Sigma B6916
Polivinilpolipirolidon | Sigma P2307
EDTA Calbiochem 324503
SOD Enzim | KH2PO4 Chem Cruz 7778-77-0
Aktivitesi K>HPO4 Alfa Aesar 11593
L-metiyonin Labochem LC-4587.3
International
Nitrotetrazolium Blue | Sigma N6876-500MG
(NBT)
Riboflavin Applichem A6279,0025
Katalaz Enzim | H20; Merck 107209
Aktivitesi
POX Enzim | o-dianizidin Chem Cruz SC-215608
Aktivitesi
H»0, Miktarinin | Trikloroasetik asit Sigma 76-03-9
Belirlenmesi
2,4-DNT’nin Aseton Merck 1000141000
Biyodegradasyonu | Asetonitril Merck
2,4-Dinitrotoluen Sigma 101397-100G
DMSO Merck 102950
AMSNC Santa Cruz SC-210114
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3.1.4 Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de listelenmistir.

Tablo 3.2: Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar.

Cihaz Adi Cihaz Modeli Firma Adi
Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu
HPLC Shimadzu
HPLC UV Dedektor SPD-20A Shimadzu
McFarland CrystalSpee BD 245009
Nepholometer

Inkiibator EC-160 Niive
Sogutmali Inkiibator ES-120 Niive
Hassas Terazi TP3030 Denver Enstrument
Sogutmal1 Santrifiij CF48R Awel
pH Metre Hanna Ph209
Otoklav HV-110L Hiyarama
Etiiv DIN 1288 Binder
Konfokal Mikroskobu Zeiss LSM 880 Zeiss
Mikroplaka Okuyucu | Thermo Varioskan
Spektrofotometre

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Cimlenmesi ve Biiyiimesi Uzerine P. putida KT2440’n
Etkisinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Bakteri Biiyiime Kosullari

P. putida bakterisi -80 °C’taki gliserol stoktan alinarak MPYE kat1 besiyerinde
biiyiitiildiikten sonra, elde edilen tek koloniden MPYE besiyerinde kiiltiir baslatilarak,
bakteri gece boyu 30 °C’ta 170 rpm ¢alkalamali inkiibatorde biiyiitiildii.
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MPYE (Mineral Peptone Yeast Extract) siv1 besiyeri 3 g/L pepton, 3 g/L. maya
ekstrakti, 1 ml IM MgCl, ve 1 ml 1M CaCl; eklenerek hazirlanmistir [Daldal ve ark.,
1986]. pH 0.1M NaOH veya 0.IM HCI kullanilarak 7’ye ayarlandiktan sonra 1
atmosfer basingta 121 °C’de 20 dakika otoklavlanmustir.

Gece boyu biiyiime sonrasi bakterinin ODegoo degeri spektrofotometre ile
olciilmiis ve bakteri kiiltiri MPYE besiyeri ile seyreltilerek 10>-10° CFU/ml

konsantrasyonlarda bakteriyel siispansiyonlar hazirlanmastir.

3.2.1.2. P. putida’nin Koloni Sayisinin Belirlenmesi

Gece boyu biiyiime sonrasi bakteri kiiltiiri McFarland 0,5 standardi ile esit
olacak sekilde ayarlanmis ve ODgoo degeri 0,2 6lciilmiistiir. Bakteri kiiltiiriinden 107
10°® aras1 seri diliisyonlar halinde hazirlanarak, her birinden MPYE kat1 besiyeri iceren
3’er Petriye 100 ul 6rnek Drigalski spatiilii ile yayilmistir. Petriler gece boyu 30 °C’ta
inkiibasyona birakilarak; inkiibasyon bitiminde 30 ile 300 arasinda koloni iceren
seyreltimlerin bulundugu Petriler secilmis ve sayilmstir. 10 diliisyona ait Petrilerden
sirastyla 139, 104 ve 104 koloni sayilmis, hesaplamalar bu Petri plakalar {izerinden
yapilmigtir. Biiytimiis s1v1 kiiltiirdeki bakteri sayisint CFU/ml (colony-forming units

per milliliter) cinsinden belirlemek iizere asagidaki formiil kullanilmigtir.

CFU/ml= (Petri plakalarindaki bakteri sayisi1 x diliisyon faktorii) / A1)
Petri plakasina yayilan hacim (ml) '

P. putida i¢in 0,5 McFarland = 2x10° CFU/ml (3.2)

3.2.1.3. A. thaliana ve N. tabacum Tohumlarimin Cimlendirilmesi ve
Steril Fidelerin Elde Edilmesi

A. thaliana ve N. tabacum tohumlarinin ¢imlendirilmesinde ve steril fidelerin
yetistirilmesinde 2,2025 g/L ¥2 MS (Murashige ve Skoog, Duchefa) besi ortamina 10
g/L sukroz ve 3 g/L Gelrite (katilastiric1) eklenerek hazirlanan besiyeri kullanilmastir.
Besiyerinin pH's1t NaOH eklenerek 5,7 ayarlandiktan sonra 1 atmosfer basing altinda

121 °C’de 20 dakika otoklavlanmustir.
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Cimlendirmeden Once A. thaliana tohumlarinin yiizey sterilizasyonu %70’lik
etil alkol icerisinde bir dakika, %15’lik sodyum hipoklorit (NaCIO) ¢ozeltisinde 10
dakika bekletilip, steril distile su ile 3 defa 5’er dakika yikanilarak yapilmstir.

N. tabacum tohumlarinin yiizey sterilizasyonu %30’luk sodyum hipoklorit
(NaClIO) cozeltisinde 20 dakika bekletilip, steril distile su ile 3 defa 5’er dakika
yikanilarak yapilmigstir.

Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar ¥2 MS besi ortami iceren Petrilerin iist
boliimiine yatay bir sira halinde 10’ar tane olarak yerlestirilmistir. Petriler cimlenmeyi
senkronize etmek icin karanlikta 4 °C’ta 3 giin boyunca bekletilmistir. 3 giiniin
sonunda Petriler bitki biiyiime odasina dikey olarak yerlestirilmis ve 22 °C’ta 16 saat

151k ve 8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda biiyiimeye birakilmistir.

3.2.1.4. Bitkilerin P. putida KT2440 Bakterisi ile Inokiilasyonu

A. thaliana ve N. tabacum bitkileri tohum ve fidecik olmak iizere iki farkl
fizyolojik evrede, P. putida KT2440 bakterisinin farkli konsantrasyonlardaki (2x10°-
2x10° CFU/ml) siispansiyonlari ile inokiile edilmistir. Vernalizasyondan hemen sonra

0-,3-,5-,10- ve 14- giinliik bitkiler bakteri ile inokiilasyon i¢in kullanilmistir.

3.2.1.4.1. A. thaliana’nn P. putida KT2440 ile inokiilasyonu

A. thaliana tohum ve fidecikleri, P. putida KT2440 bakterisinin farkl
konsantrasyonlardaki (2x10?-2x10% CFU/ml) siispansiyonlari ile 3 farkl1 inokiilasyon
yontemi (yayma, pipetleme ve daldirma) kullanilarak inokiile edilmistir.

Uc inokiilasyon yonteminde de, bakteriyle inokiile edilmeyen A. thaliana
bitkicikleri kontrol olarak kullanilmig, her bir Petri plakasi 10 bitki icerecek ve 3
tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir. Ilk olarak uygulanan pipetleme tekniginde, %2
MS besi ortamindaki A. thaliana bitkicikleri ve iizerine MPYE besiyeri inokiile
edilmis bitkiciklerin Ol¢limlerinde benzer sonuglart vermesi nedeniyle; yayma
yonteminde sadece bakteri inokiilasyonunun olmadigi A. thaliana bitkicikleri kontrol

grubu olarak kullanilmistir.
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3.2.1.4.1.1. Pipetleme Yontemi

Pipetleme yontemi ile inokiilasyon Ishiga ve ark., (2011)’e gore yapilmistir. Bu
yontemde yari-kati MS besiyerinde biiyiitiilen 0-, 3-, 5-, 10- ve 14- giinliik A. thaliana
bitkicikleri kullamlmstir. 2x10%-2x10° CFU/ml olacak sekilde hazirlanan bakteri
dilisyonlarindan ve sadece MPYE besiyerinden 1 ml, bu bitkicikler iizerine
pipetlenmistir. Petri plakalari bir siire kurumaya birakildiktan sonra, dikey olarak bitki

biiylime odasina yerlestirilmistir.

3.2.1.4.1.2. Daldirma Yontemi

Daldirma yontemi ile inokiilasyon Bashan (1986)’e gore yapilmistir. Gece boyu
biiyiitiilmiis P. putida bakterisinin 2x10?-2x10® CFU/ml farkli diliisyonlar1 MPYE
besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri diliisyonlari steril cam Petrilere
dokiilmiis ve 0-, 3-, 5-, 10-, 14-giinliik A. thaliana fidecikleri penset yardimi ile bu
Petriler icerisine konulmustur. Oda sicakliginda 35 rpm 30 dakika calkalamaya
birakilmistir. Daha sonra steril filtre kagidi iizerine aliman A. thaliana tohum ve
fidecikleri penset yardimi ile yari-kati MS besi ortami iceren Petriler iizerine

yerlestirilmis ve dikey olarak bitki biiylime odasina birakilmistir.

3.2.1.4.1.3. Yayma Yontemi

Yayma yontemi ile inokiilasyon Monti ve ark., (2005)’e gore yapilmistir. Bu
yontemde, gece boyu biiyiitiilmiis P. putida bakterisinin 2x10%-2x10° CFU/ml olacak
sekilde farkli diliisyonlart MPYE besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu
diliisyonlardan ve kontrol olarak sadece MPYE besiyerinden 100 mikrolitre yari-kati
MS besiyeri iizerine Drigalski spatiilii ile yayilmistir. 2 saat 30 °C’de inkiibasyon
sonrasi 0-, 3-, 5-, 10-, 14-giinliik A. thaliana bitkicikleri hazirlanan bu Petri plakalar
lizerine penset yardimi ile yerlestirilerek, dikey bir sekilde bitki biiyiime odasina

birakilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: 5 giinliik A. thaliana fideciklerinin yayma yontemi kullanilarak P. putida
ile inokiile edilmis ¥2 MS besi ortami iceren Petrilere yerlestirilmesi.

3.2.1.4.2. N. tabacum’un P. putida KT2440 ile Inokiilasyonu

N. tabacum tohum ve fidecikleri P. putida KT2440 bakterisinin farkli
konsantrasyonlardaki (2x10°-2x10°-2x108 CFU/ml) siispansiyonlar1 ile yayma ve
daldirma yontemi kullanilarak inokiile edilmistir.

Calisma her bir Petri plakasi tizerine 10 bitki yerlestirilecek ve 3 tekrarli olacak
sekilde hazirlanmistir. Kontrol olarak bakteri ile inokiile edilmemis N. tabacum tohum

ve bitkicikleri kullanilmagtir.

3.2.1.4.2.1. Yayma Yontemi

Gece boyu bilyiitiilmiis P. putida bakterisinin 2x10°, 2x10° ve 2x10% CFU/ml
olacak sekilde diliisyonlart MPYE besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu
diliisyonlardan ve kontrol olarak sadece MPYE besiyerinden 100 mikrolitre yari-kati
MS besiyeri iizerine Drigalski spatiilii ile yayilmig ve 2 saat 30 °C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi 5-, 10-, 14-giinliik N. tabacum bitkicikleri hazirlanan
bu Petri plakalar1 iizerine penset yardimu ile yerlestirilerek, dikey bir sekilde bitki

biiyiime odasina birakilmastir.

29



3.2.1.4.2.2. Daldirma Yontemi

Gece boyu biiyiitiilmiis P. putida bakterisinin 2x10% CFU/ml konsantrasyonu
MPYE besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri diliisyonu 2 ml’lik
steril ependorflara aktarilmis ve O-giinliik A. thaliana tohumlar1 penset yardimi ile bu
ependorflar icerisine konulmustur. Ependorflar oda sicakliginda 14 rpm 3, 6, 9 ve 18
saat calkalamaya birakilmistir. Daha sonra steril filtre kagidi {izerine alinan M.
tabacum tohumlar1 penset yardimi ile yari-katt MS besi ortami iceren Petriler iizerine

yerlestirilmis ve dikey olarak bitki biiyiime odasina birakilmistir.

3.2.1.4.3. Ol¢iim ve Analizler

Bitki ¢imlenmesi ve gelisimi iizerine bakterinin etkisini gozlemleyebilmek
amaciyla, P. putida KT2440 ile 0-,3-,5-,10-giinliik iken inokiile olan A. thaliana
bitkilerinin 14. giin, 14-giinliik iken bakteri ile inokiile edilen A. thaliana bitkilerinin
ise 21. giin 6l¢iim ve analizleri yapilmistir. 0-, 5-, 10- ve 14-giinliik bakteri ile inokiile
olan N. tabacum bitkilerinin ise 6l¢iim ve analizleri 21. giin yapilmistir.

A. thaliana ve N. tabacum tohumlarinin ¢cimlenme oranlar belirlenmis ve her bir
grubun ¢imlenme yiizdeleri hesaplanmistir. Cimlenme yiizdeleri Bewley ve Black,

(1994), referans alinarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

Cimlenme Orani= (Cimlenen tohum sayisi / Petriye ekilen tohum (3.3)
sayist) x 100 .

Petrilerdeki her 10 bitkiden 6-8 tanesinin govde boyu (cm) ve kdk boyu (cm)
Olctimleri yapilmistir. Bitkilerin gdvde boylar1 ve kok boylar o6lgiildiikten sonra,
bitkinin kok ve gdvdesi birbirinden ayrilarak yas govde agirligi (g) ve yas bitki agirligi
(g) 0,1 g hassas terazide tartilarak belirlenmistir. Yas Ol¢iimleri yapilan ornekler,
icerisine filtre kagid1 yerlestirilen cam Petrilere sira ile yerlestirilmis, 65 °C etiivde 24
saat kurutulduktan sonra kuru govde agirliklar ve kuru bitki agirliklan (g) + 0,1 mg
hassas terazide tartilarak belirlenmistir.

Her Petriden iki adet bitkinin kok ve govdesi birbirinden ayrilip govde yas
agirhig olciildiikten sonra, her bir govde 2 ml saf aseton iceren ependorf tiiplerine

konulmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: A. thaliana fideciklerinin klorofil a, klorofil b ve karotenoid
miktarlarinin analizi.

A. thaliana ornekleri 4 °C’de karanlikta 2 giin, N. tabacum ornekleri 1 giin
bekletilmistir. Daha sonra hazirlanan 6rneklerin A661 nm, A644,8 nm ve A470 nm
dalga boylarinda absorbans degerleri spektrofotometrik olarak okunmugstur. Klorofil
a, klorofil b ve total karotenoid tayinleri Lichtenthaler ve Buschmann (2001)’e goére

asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir. Coziicli olarak saf aseton

kullanilmustir.
Cq (ng/ml) =11.24 Age16 — 2.04 Agsag (3.4)
Cp (ng/ml) = 20.13 Ag448 — 4.19 Ag616 (3.5)
Cix+c) (Mg/ml) = (1000 Ay79 — 1.90 ¢, — 63.14¢;, )/ 214 (3.6)

Kok tiiylerinin goriintiilenmesi Remans ve ark., (2012)’e gore yapilmistir. Kok
tilylerini goriintiilemek icin kokler %70 lik etil alkol icerisinde ¢oziinmiis %0,075°lik
kristal viyole ile 1 dakika boyanmis ve distile su ile durulandiktan sonra

fotograflanmistir.
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3.2.1.5. P. putida KT2440 bakterisinin A. thaliana ve N. tabacum
Koklerindeki Lokalizasyonu

P. putida bakterisinin bitkideki yerlesimini belirlemek amaciyla, pSEVA237-G
plazmiti (Prof. Dr. Victor de Lorenzo CNB/CSIC, Ispanya, tarafindan saglandi,
http://seva.cnb.csic.es) ile transforme edilmis bakteri [Akkaya, yaymlanmamis], A.
thaliana ve N. tabacum ile inokiilasyon igin kullamldi. Inokiilasyondan 4 giin sonra
bakterinin yerlesimini belirlemek icin taze olarak A. thaliana bitkisi koklerinden
mikroskop ornekleri hazirlanarak konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM, Zeiss
LSM 880) ve mikroskoba bagl yazilim (Zen Black) ile incelendi. Bitki dokularinin
boyanmast i¢in Hoechst 34850 (Invitrogen, USA) kullanildi. Hoechst 34850 (10pg
ml/l) ile boyanan hiicreler karanlikta oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi ve
boyanmis hiicrelere ait goriintiiler Zeiss LSM880 Airyscan konfokal mikroskopta
(Carl Zeiss, Jena, Germany) alindi. Bu amagla Hoechst icin 408 nm dalga boyundaki
lazer ve 410 nm-497 nm araligindaki filtre kullanildi. GFP i¢in de 488 nm lazer ile
uyarim saglanarak 493 nm-637 nm araligindaki filtre kullanildi. DIC kok goriintiileri
icin de 488 nm dalga boyundaki lazerde T-PMT agilarak goriintii alindi. Caligma
boyunca 10X ve 20X objektifler kullanildi.

3.2.1.6. indol Asetik Asit (IAA) Tayini

TAA miktar tayini Meliani ve ark., (2017)’ye gére yapilmistir. Orneklerdeki IAA
miktarin1 tayin edebilmek icin standart egri olusturulmustur. IAA’in 5 pg/ml, 10
pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlart hazirlanmistir. Daha sonra
iclerinde 1 ml Salkowski Reagent (1ml 0,5 M FeCl; + 49 ml %35 HCIO4) bulunan
deney tiiplerine hazirlanan IAA konsantrasyonlarindan 1 ml eklenmistir. Oda
sicakliginda 25 dakika inkiibasyondan sonra spektrofotometrede 530 nm’deki
absorbanslar1 Olciiliip, miktar tayininde kullanilmak iizere kalibrasyon egrisi
olusturulmustur.

P. putida KT2440 bakterisinin IAA iiretimi L-triptofan varliginda kolorimetrik
olarak hesaplanmistir. P. putida KT2440 bakterisi tek koloniden 50 pg/ml - 500 pg/ml
L-triptofan iceren DF salt besiyerinde (Dworkin ve Foster, 1958) kiiltiir baslatilarak,
48 ve 72 saat 30 °C’ta 170 rpm ¢alkalamali inkiibatorde biiyiitiildii. Pozitif kontrol
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olarak kullanilan E. coli kiiltiirii, 48 saat 37 °C’ta 170 rpm ¢alkalamali inkiibatorde
biiyiitiildii. Kontrol gruplarina L-triptofan eklenmedi. 48 ve 72 saat sonunda bakteri
kiiltiirlerinin ODeoo degerleri spektrofotometrede ol¢iildii. Bakteri kiiltiirlerinden 2 ml
ependorf tiiplerine alinip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, iist sividan
I’er ml almarak deney tiiplerine konuldu. Uzerlerine 1 ml Salkowski Reagent eklenip,
oda sicakliginda 25 dakika inkiibasyondan sonra spektrofotometrede 530 nm’deki
absorbanslar1 6l¢iildii. Kalibrasyon egrisi kullanilarak, olciilen absorbans degerlerine

gore bakterilerin IAA tiretimi pg/ml olarak hesaplanmistir.

3.2.1.7. A. thaliana Bitkisinde Antioksidan Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

7 giinliik A. thaliana bitkisi, P. putida KT2440 bakterisinin 2x10° CFU/ml
konsantrasyonundaki siispansiyonu ile yayma yOntemi ile inokiile edilmistir.
Inokiilasyonu takip eden 1, 3 ve 5. giinlerde toplanan 0,1 g A. thaliana yaprak

ornekleri, s1v1 azotta dondurularak analiz siiresine kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.1.7.1. Yapraklardaki Protein Miktarimin Belirlenmesi

A. thaliana yapraklarindaki protein icerikleri, Bradford (1976)’a gore
belirlenmistir. Protein tayini ic¢in tiim standart ve Ornekler iki tekrarli olarak
calistimistir. 0,1 mg/ml bovin serum albiimin (BSA) stok standardi hazirlanmstir.
Absorbans 595 nm ol¢iiliip, kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Yaprak orneklerinin bulundugu ependorflar -80 °C’den siv1 azota alindi. Her bir
ependorf icerisine iki adet boncuk atilarak, homojenizator 25 frekansta 1 dakika
calistirildi. Buz iizerine alinan 6rneklerin igerisine 1 ml ekstraksiyon tamponu (%2
polivinilpolipirolidon (PVP) ve 0,1 mM EDTA iceren 50 mM fosfat tamponu, pH 7,8)
eklenerek hizlica vortekslendi. Homojenat, 4 °C’de 13000 rpm 30 dakika santrifiij
sonrasi iist stvilar enzim aktivitelerinin tayininde kullanilmak iizere yeni ependorflara
alinmistir.

Yaprak ekstraktlarindaki ¢oziilebilir protein miktarlarini belirlemek i¢in 200 pl
Bradford bulunan kuyucuklara 10 pl 6rnek eklenmis, 10 dakika inkiibasyon siiresinden

sonra 595 nm absorbans degeri kaydedilmistir. Kor olarak 200 ul Bradford + 10 ul

33



ekstraksiyon tamponu kullanilmistir. Olgiilen absorbans degerlerinin standart egrinin
egimine boliinmesi ile Orneklerin protein konsantrasyonlar: hesaplanmis ve enzim

aktivite deneylerinde kullanilmstir.

3.2.1.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesi Banowetz ve ark., (2004)‘e gore belirlenmistir. SOD

enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan 6l¢iim tamponu Tablo 3.3‘e gore

hazirlandi.
Tablo 3.3: SOD Ol¢iim Tamponunun Hazirlanmas:.
Bilesenler (Stok) Bir Reaksiyon I¢in Son
Gereken Miktar (uL) Konsantrasyon
Fosfat tamponu (pH 7,8) (250 mM) | 40 pl 50 mM
L-metiyonin (100 mM) 26 ul 13 mM
EDTA (0,5 mM) 4 ul 0,1 mM
NBT (750 uM) 20 pl 75 UM
Tampon Toplam Hacim 90 ul
Riboflavin 1 mM + dH>O 0,4 ul +89,6 ul dH.O 2 uM
Toplam Hacim 180 pl

Bir reaksiyon i¢in mikroplaka kuyucuklarina 90 pl 6l¢iim tamponu, 90 pl 2 pM
riboflavin+dH>,O ve 10 pg/ml konsantrasyonu olan orneklerden 20 pl eklendi.
Reaksiyon riboflavinin eklenmesi ile baglatildi. Orneklerin 560 nm’deki absorbanslari
Varioskan mikroplaka okuyucu ile 6lciildii. 20 dakika 1s1k altinda bekletildikten sonra
orneklerin 560 nm’deki absorbanslari tekrar 6l¢iildii. Pozitif ve negatif kontrol olarak
kuyucuklara tampon ve riboflavin eklendi. Negatif kontrol karanlikta bekletildi, pozitif
kontrol ise ornekler ile beraber 20 dakika 151k altinda bekletildi. Negatif kontrol kor
olarak kullanildi.

Fotokimyasal olarak nitro blue tetrazolium’un (NBT) azalmasini Onleme

yetenegi SOD aktivitesi olarak tanimlanmistir [Beauchamp ve Fridovich, 1971]. Bir
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birim SOD aktivitesi, 560 nm’de NBT rediiksiyon oraninin %50 inhibisyonuna neden

olmak i¢in gereken enzim miktaridir [Cakmak ve Marschner, 1992].

3.2.1.7.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesi Chance ve Maehly, (1954)’e gore hesaplanmistir. 1 ml
son hacime sahip reaksiyon karigimi 50 pl 200 mM H>0O, 50 pg/ml protein miktari
iceren Ornek hacmi ve 50 mM fosfat tamponundan (pH 7) olugsmaktadir. Kor olarak 50
pl 200 mM H202 + 950 pl fosfat tamponu kullanilmistir. Reaksiyon H2O2’nin
eklenmesi ile baglatilmis ve oOrnekler kuvartz kiivet kullanilarak oOlctilmiistiir.
Spektrofotometrede 240 nm absorbanstaki diisiis 90 saniye boyunca kaydedilmistir.

Katalaz enzim aktivitesi, dakikada tiiketilen nmol/mg H>O; olarak ifade edilmistir.

3.2.1.7.4. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz enzim aktivitesi Quesada ve ark., (1990)’ a gore yapilmistir. Analiz
ortami 10 mM H>0», %0,02 o-dianizidin, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7) ve
200 pl protein ekstrakti kullanilarak hazirlandi. Kor olarak 50 ul H202 + 50 pl o-
dianizidin + 900 pl fosfat tamponu kullanilmistir. Orneklerin spektrofometrede 460
nm’deki absorbanslart 150 saniye boyunca kaydedilmistir. POX enzim aktivitesi,

dakikada tiiketilen umol ml"' H2O olarak tanimlanmustir.

3.2.1.7.5. Hidrojen Peroksit (H20:) Miktarimin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit miktart Brennan ve Frenkel, (1977)’e gore belirlendi. Yaprak
orneklerinin bulundugu ependorflar -80 °C’den sivi azota alindi. Her bir ependorf
igerisine iki adet boncuk atilarak, homojenizator 25 frekansta 1 dakika calistirildi.
Ornekler iizerine 3 ml %0,1 trikloroasetik asit (TCA) eklenerek homojenize edildi.
Homojenat, 4 °C’de 11300 rpm 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant H>O»
miktar tayininde kullanilmak iizere deney tiiplerine alinmistir.

H>O> standart egrisi olusturmak ic¢in 0,05 mM-0,5 mM arasindaki
konsantrasyonlarda H>O» standartlar1 Tablo 3.4’e gore hazirlandi. Standartlar

hazirlamirken 100 ml 0,5 mM H>O, stok kullamildi. Hazirlanan standartlarin
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spektrofotometrede 390 nm’deki absorbanslart kaydedildi ve kalibrasyon egrisi

olusturuldu.

Tablo 3.4: Hidrojen Peroksit (H>O») Standartlarinin Hazirlanmasi.

Deney Tiipii 1 2 3 4 5 6 7
H>0O; ml 0 100 ul | 200 pl | 400 pl | 600 ul | 800 1 | 1000 ul
0,1 M Tris/HCI

1000 pl | 900 pl | 800 ul | 600 ul | 400 ul | 200 ul 0
(pH 7,6)
1M KI 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

1 mI’lik analiz ortam1 250 ul 0,1 M Tris/HCI (Ph 7,6), 500 ul 1M potasyum
tyodiir (KI) ve 250 pul ornek eklenerek olusturulmustur. Oda sicakliginda karanlikta 90

dakika inkiibasyon sonrasi, spektrofotometrede 390 nm’deki absorbanslar1 6lciildii.

3.2.1.8. 2,4-Dinitrotoluen’in in vitro A. thaliana Bitki Gelisimi Uzerine
Etkisinin KT.DNT Varhginda Degerlendirilmesi

10 giinliik A. thaliana bitkicikleri P. putida KT2440 ve KT.DNT bakterilerinin
2x10° CFU/ml konsantrasyonu ile yayma yontemi kullamlarak inokiile edildi. 14
giinliik A. thaliana bitkileri 3 ve 30 uM 2,4-DNT iceren %2 MS besi ortamina aktarildi.
Kontrol olarak bakteri ile inokiile edilmemis 14. giinliik A. thaliana bitkileri kullanildi.
Ayrica 2,4-DNT’yi ¢ozmek icin kullanilan dimetil siilfoksit’in (DMSO) A. thaliana
bitkileri tizerindeki etkisini gozlemlemek icin 50 pl ve 500 ul DMSO iceren %2 MS
besi ortamina aktarilmis bitkiler kullanildi.

Bitkilerin 21. giiniinde yaprak sayisi, govde uzunlugu, yas govde agirligi, yas
kok agirligy, yas bitki agirligi, kuru gévde agirlig, kuru kok agirlig, kuru bitki agirhig

Olciilmiis; klorofil a, klorofil b ve total karotenoid miktar1 hesaplanmistir.
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3.2.1.9. 24-Dinitrotoluen’in Biyotransformasyonunun Analitik
Yontemlerle Analizi

10 giinlik A. thaliana bitkicikleri KT.DNT bakterisinin 2x10° CFU/ml
konsantrasyonu ile yayma yontemi kullanilarak inokiile edilerek biiyiimeye birakildi.
Bakteri ile inokiile edilmeyen ve ayni kosullarda biiyiitiillen A. thaliana bitkicikleri
deneyde kontrol olarak kullanildi. 14 giiniin sonunda biiyiiyen bakteriyle inokiile
edilmis ve edilmemis A. thaliana bitkicikleri, steril kosullar altinda, 30 ml siv1 Y2 MS
besi ortami iceren 100 ml’lik erlenlere aktarildi. Her erlene 10 adet A. thaliana bitkisi
konuldu. Erlenler bir saat bitki biiylitme odasinda 100 rpm’de c¢alkalandi. Bir saat
sonra erlenlerden birine 2,4-DNT (0,5 mM), diger erlene ise ayni hacimde (50 pl)
DMSO eklenerek, bitki biiyiime odasinda 100 rpm’de calkalanarak, renk degisimi
takip edildi. Erlenlerden 1’er ml ikiser 6rnek alinarak, spektrofotometrede 420
nm’deki absorbansi olciildii.

Bitki-bakteri birlikteligi sonrasinda koklere tutunmus bakterinin 2,4-DNT’yi
degrade edebilme kapasitesini degerlendirmek i¢in erlenlerden alinan 6rnekler yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak DNT’nin degradasyonu ve
degradasyon iiriinit 4M5SNC’iin olusumu icin analiz edildi. Erlenlerden alinan 6rnekler
10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar temiz ependorflara alinarak
analiz siiresine kadar -20 °C’ye kaldirildi. Analiz zamaninda 0,45um’lik membran
filtreden gecirildi ve UV/VIS dedektor ile 254 nm dalga boyunda, C18 kolon
kullanilarak HPLC (Shimadzu 10A, Shimadzu, Colombia, MD) analizine tabi tutuldu.
2,4-DNT ve 4M5NC i¢in kullanilan HPLC metodu Tablo 3.5’te verilmistir. Ornekler

12 dakika siiresince analiz edildi.

Tablo 3.5: Kullanilan HPLC Metodu.

HPLC Metodu
Mobil faz Asetonitril:distile su
Akis hizi 0,5 ml/dk
Kolon sicakligi 30-40 °C
Enjeksiyon Hacmi 10 pLL

2,4-DNT ve 4MS5NC konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in standartlar

hazirlanarak 0,45 pm’lik membran filtreden gecirildi ve HPLC analizleri Tablo 2.5’te
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belirtilen metoda gore yapildi. Analiz sonuglarina gore 2,4-DNT ve 4MSNC i¢in

kalibrasyon egrisi olusturuldu.

3.2.1.10. istatistiksel Analizler

A. thaliana ve N. tabacum ile yapilan calismalarda, her grup icin 3 Petri
kullanilmis ve her Petriye 10 adet tohum ekilmistir. Istatistiksel analizler tek yonlii
ANOVA testi ile GraphPad Prism 6.0 yazilimi1 kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki
farklar Tukey testi kullanilarak P<0,05 diizeyinde anlaml kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. A. thaliana Bitki Cimlenmesi ve Biiyiimesi Uzerine P.
putida KT2440’1n Etkisinin Degerlendirilmesi

4.1.1. P. putida KT2440’1n A. thaliana Tohum Cimlenmesine Etkisi

Uc farkli inokiilasyon yontemi uygulanarak P. putida ile inokiile edilen A.
thaliana tohumlarinin ¢imlenme kapasitesini belirlemek icin cimlenme testi
uygulanmistir. Her grup icin 3 Petri kullanilmis ve her Petriye 10 adet tohum
ekilmistir. Elde edilen sonuglara gore, daldirma yontemi ile 2x10?-2x10° CFU/ml
bakteri konsantrasyonu ile inokiilasyonda %90-%100’e kadar tohum ¢imlenmesinde
olumlu bir etki goriilmiistiir. 2x10°-2x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile
inokiilasyonda yayma yontemi ile %87-90, pipetleme yontemi ile %73-87 ¢cimlenme
oram kaydedilmistir. 2x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile inokiile edilen
tohumlarda her ii¢ yontemde de %70-80 cimlenme oran1 goriildii. Sonuclar
degerlendirildiginde P. putida’nin A. thaliana tohum ¢imlenmesine olumsuz bir etkisi
olmadig1 sonucuna varilmistir (Sekil 4.1). Ayrica tiim inokiilasyon yontemleri arasinda
ozellikle yayma ve daldirma yontemlerinde artan bakteri konsantrasyonuna ragmen

olumlu ¢imlenme oranlar1 goriilmiistiir.

Yayma
100+ Il Pipetieme
= Daldirma
. = 80
s é 60
® 2 2
2 g o
<5
E 204
On
0_
Kontrol %102 2%10% 210 210° 2x10°
P. putida CFUImI

Sekil 4.1: A. thalina Bitkisinde Tohum Cimlenme Yiizdesi.
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4.1.2. A. thaliana Bitki Biiyiimesi Uzerine P. putida KT2440’m Etkisi

4.1.2.1. Pipetleme YoOntemi

Pipetleme yontemi araciligiyla bakteri ile inokiile edilen A. thaliana tohum ve
fideciklerinin gdvde ve kok boyu (Sekil 4.2) istatistiksel analiz sonuclarina gore;
bitkinin govde boylarinda 0. ve 3. giiniinde uygulanan 2x10° CFU/ml ve iizeri
konsantrasyonlardaki; kok boylarinda ise denenen tiim konsantrasyonlardaki
bakteriyel inokiilasyonlarin kontrol grubuna kiyasla bitki iizerinde pozitif bir etki

gostermedigi gdzlemlenmistir.

I Kontrol

B MPYE

B 2x10% CFUmI
M 2x10° CFUmI
I 2x10° CFUmI
B 2x10° CFUMmI
B 2x10° CFUMmI

Kok Boyu (cm)

" Kontrol

B MPYE

B 2x10% CFU/ml
B 2x10° CFU/ml
Bl 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/m
B 2x10° CFU/mI

Govde Boyu (cm)

b

Sekil 4.2: Pipetleme yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana kok (a) ve
gbvde boyuna (b) etkileri.

10. ve 14. giinlerde uygulanan inokiilasyonlarin ise genel olarak bitki kok
boyunda kontrol grubuyla benzer bir etkiye yol actifi; ancak denenen yiiksek

konsantrasyonda gévde boyunun azaldigi tespit edilmistir. Ayrica dikkat cekici bir
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sekilde bu yontemde bitkiciklerin 6zellikle ilerleyen donemlerinde bakteriyle homojen

bir sekilde inokiile edilemedikleri i¢in verilere ait standart hatalarda sapmalarin daha

fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2).

0-, 3-, 5-, 10-giinliik iken bakteri ile inokiile edilen bitkiciklerde; bakteri

konsantrasyonunun 2x10? CFU/ml ve iizerinde oldugu konsantrasyonlarda; yas govde

agirhig ve yas bitki agirhginda azalma tespit edilmistir (Sekil 4.3). Bitkinin 14.

giiniinde uygulanan bakteriyel inokiilasyonlar ise bitkinin yas govde agirligi ve total

yas bitki agirlig: iizerinde kontrol grubuyla benzer sonuglar ortaya ¢ikarmistir (Sekil

4.3). S6z konusu etkiler morfolojik olarak da gézlenmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Yas Bitki Agirhdi (g)

B Kontrol

B MPYE

Bl 2x10% CFUMI
B 2x10° CFUMI
Bl 2x10*CFUmI
B 2x10° CFUMmI
I 2x10° CFUMI

I Kontrol

B MPYE

M 2x10%CFUmI
M 2x10°CFUmI
Il 2x10* CFUMmI
B 2x10° CFU/mI
I 2x10° CFUmI

b

Sekil 4.2: Pipetleme yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana yas gbvde

agirligi (a) ve yas bitki agirligina (b) etkileri.
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Sekil 4.3: Pipetleme yontemi kullanilarak bakteriyle 0. giiniinde inokiile edilen 14
giinliik A. thaliana bitkiciklerinin morfolojik goriiniimleri a) Kontrol b) MPYE c)
2x10? CFU/ml d) 2x10° CFU/ml e) 2x10* CFU/ml f) 2x10°> CFU/ml g) 2x10°
CFU/ml konsantrasyonlardaki bakterilerin bitki gelisimi {izerine etkileri.

Sekil 4.4: Pipetleme yontemi ile 5 giinliik iken bakteriyle inokiile edilen A. thaliana
bitkiciklerinin 14. giiniindeki morfolojik goriiniimleri a) Kontrol b) MPYE c) 2x10?
CFU/ml d) 2x10° CFU/ml e) 2x10* CFU/ml f) 2x10° CFU/ml g) 2x10° CFU/ml
bakteri konsantrasyonlarinin bitkiciklerin morfolojisi tizerine etkisi.

Bitkinin 0-, 3- ve 5- giinlerinde 2x10*> CFU/ml ve iizerindeki bakteriyel
konsantrasyonlarla inokiilasyonu; kuru govde agirligi ve kuru bitki agirlig1 iizerinde
azalmaya neden olsa da; ilerleyen giinlerde (10. ve 14. giin) bitkinin bakteriyle
inokiilasyon stresinden kurtuldugu ve yiiksek bakteri konsantrasyonlariyla
inokiilasyon sonucunda bile; yas agirlik sonuglarina benzer sekilde kontrol grubuyla

ayni oranlarda kiitlesel artis gostermeye devam ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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B Kontrol

B VPYE

M 2x10% CFUMmI
Il 2x10° CFUMmI
Bl 2x10° CFUMmI
B 2x10° CFUMI
M 2x10° CFUMmI

B Kontrol

B MPYE

B 2x10? CFUMI
B 2x10° CFUMI
B 2x10* CFUMI
B 2x10° CFUMI
B 2x10° CFUMI

b

Sekil 4.5: Pipetleme yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana kuru gévde
agirligi (a) ve kuru bitki agirhigina (b) etkileri.

Yas kok agirligi ve kuru kok agirligr degerlerine gore; kontrole gorece
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemektedir. Sadece 14. giiniinde
bakterinin 2x10° CFU/ml konsantrasyonuyla inokiile edilen bitkilerin yas ve kuru kiok
agirliklarinda nispeten bir artis goriilse de; bitkideki lateral kok olusumunun artmasi

nedeniyle olmas1 muhtemeldir (Sekil 4.7).
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0.004-

Kuru Kok Agirhg (g)

I Kontrol

B VWPYE

B 2x10% CFU/mI
B 2103 CFU/mI
M 2x10* CFU/MmI
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI

8 Kontrol

B MPYE

B 2x10% CFU/mI
B 2x10° CFU/MmI
B 2x10* CFU/MmI
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI

b

Sekil 4.6: Pipetleme yontemi kullanilarak bakteriyle inokiile edilen A. thaliana

4.1.2.2. Daldirma Yontemi

bitkiciklerine ait yas (a) ve kuru (b) kok agirligi.

Daldirma yontemiyle bakteri ile inokiile edilen A. thaliana bitkiciklerinin govde

boylarinda; 2x10?> CFU/ml, 2x10° CFU/ml ve 2x10° CFU/ml konsantrasyonlardaki

bakteriyel inokiilasyonlarin kontrol grubuna kiyasla bitki iizerinde pozitif bir etki

gostermedigi; kok boylarinda ise 2x10? CFU/ml ve 2x10° CFU/ml konsantrasyonlarda

uygulanan inokiilasyonlarin genelikle kontrol grubu ile benzer oldugu; 2x10° CFU/ml

bakteri siispansiyonu ile bitkinin erken evrelerinde (0., 3. ve 5. giin) inokiile olan

fideciklerde ise bitki gelisimini olumsuz yonde etkiledigi ancak, 10. ve 14. giinlerde

kontrol bitkicikleri ile benzer kok boyu gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.8).
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a [ Kontrol

0.64 B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI

B 2x10° CFU/mI

Govde Boyu (cm)
o
o

d
N
1

o
o
1

I Kontrol
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI

B 2x10° CFU/mI

Kok Boyu (cm)

b

Sekil 4.7: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana kok (a) ve
govde (b) boyuna etkileri.

Yas govde ve yas bitki agirlik sonuglart degerlendirildiginde; bakteriyel
inokiilasyon bitkinin erken evrelerinde gerceklestirildiginde (0. ve 3. giin) 2x10°
CFU/ml ve 2x10° CFU/ml konsantrasyonlarda kontrol grubu ile benzer agirliklarin
olciildiigii ancak, 2x10° CFU/ml konsantrasyonunun bitkinin yas govde agirhig ve
toplam yas agirliginda azalmaya yol actig1 gozlenmistir (Sekil 4.9). Bu etki morfolojik
olarak da gozlenmektedir (Sekil 4.10 ve 3.11). 10. giinden itibaren uygulanan
bakteriyel inokiilasyonlarda artan bakteri konsantrasyonu bitkinin yas govde
agirhiginda azalmaya yol acarken, total yas bitki agirliginin kontrol grubu ile benzer

oldugu oOlciilmiistiir.
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200-

150+

100+

Yag Govde Agirligi (mg)

200-

-
(2
brsc

100+

Yag Bitki Agirligi (mg)

0 Kontrol

B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/m!
W 2x10° CFU/mI

0 Kontrol

B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/m!
W 2x10° CFU/mI

b

Sekil 4.8: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana yas govde ve

yas bitki agirligina etkileri.
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Sekil 4.9: Daldirma yontemi ile 0. giinde bakteriyle inokiile edilen 14 giinliik A.
thaliana bitkiciklerinin morfolojik gériiniimleri a) Kontrol b) 2x10?> CFU/ml ¢) 2x10°
CFU/ml d) 2x10* CFU/ml e) 2x10° CFU/ml f) 2x10° CFU/ml.

Sekil 4.10: Daldirma yontemi ile 5. giinde bakteriyle inokiile edilen 14 giinliik A.
thaliana bitkiciklerinin morfolojik gériiniimleri a) Kontrol b) 2x10?> CFU/ml ¢) 2x10°
CFU/ml d) 2x10° CFU/ml e) 2x10° CFU/ml.

2x10> CFU/ml ve 2x10° CFU/ml bakteriyel konsantrasyonlarda uygulanan

inokiilasyonlarda; bitkinin kuru govde agirligi ve kuru bitki agirliginda genellikle
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kontrol grubu ile benzer agirlik 6lgiiliirken; 2x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonuyla
inokiile edilen bitkilerin kuru goévde ve kuru bitki agirliklarinda azalma tespit

edilmistir (Sekil 4.12).

? I Kontrol

e B 2x10% CFU/mI
2 B 2x10° CFU/mI
) B 2x10° CFU/mI
<

Q

3

HeJ

(O]

=

-

x

a

=) 8 Kontrol

E B 2x10° CFU/mI
> B 2x10° CFU/ml
= B 2x10° CFU/mI
<

=

@

S

=

X

Sekil 4.11: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin
kuru gévde agirligi (a) ve kuru bitki agirligina (b) etkileri.

4.1.2.3. Yayma Yontemi

Yayma yontemi kullanilarak P. putida bakterisiyle inokiile edilen A. thaliana
tohum ve fideciklerinin govde boyu istatistiksel analiz sonucglarina gore; 0. giinde
uygulanan bakteri inokiilasyonlarinda 2x10? ve 2x10®> CFU/ml konsantrasyonlarinda
kontrol grubu ile benzer sonuclar gozlenmektedir (Sekil 4.13). Bakteri
stispansiyonlarinin daha yiiksek konsantrasyonlar1 olumsuz etki gostermekle birlikte;
bitki gelisiminin ilerleyen donemlerinde bu olumsuz etkinin ortadan kalktigi; 3, 5 ve
10. giinlerde 2x10%-2x10* CFU/ml konsantrasyonlarinda uygulanan bakteri

inokiilasyonunun gévde boylarinda olumlu veya kontrol ile benzer etkiler gosterdigi
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tespit edilmistir (Sekil 4.13). 14. giinde ise ozellikle 2x10° CFU/ml bakteri
slispansiyonu ile inokiile olan fideciklerin govde boylarinda artis gézlenmekle birlikte
istatistiksel bir fark bulunmamaktadir. Kok boylarinda ise yine, bitkinin erken
evrelerinde (0, 3, ve 5. giin) bakteriyle inokiilasyonun bitki gelisimini olumsuz yonde
etkiledigi ancak, bitki biiylimesinin ilerleyen donemlerinde (10. ve 14. giin) bu
olumsuz etkinin ortadan kalkarak, bakteriyle inokiile edilen bitkiciklerin bakterinin
yiiksek konsantrasyonlarinda dahi; en az kontrol bitkicikleri kadar kok boyu gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 4.13).

0.8
[ Kontgol

= 06 B 2x10° CFU/MmI
§ Bl 2x10° CFU/m
3 B 2x10* CFUMI
o 0. 5
@ B 2x10° CFU/mI
] Bl 2x10° CFU/mI
3 0.2
o

0.0

0 3 5 10 14
Giin
a
15 I Kontrol
B 2x10° CFU/mI

—_ B 2x10° CFU/MI
S 104 B 2x10° CFUMI
3 B 2x10° CFUMI
a2 W 2x10° CFUmI
x 5§
10
x

0

0 3 5 10 14
Giin b

Sekil 4.12: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin gévde
(a) ve kok boyu (b) gelisimine etkisi.

Yas bitki ve yas govde agirlik sonuglarina gore; yine bakteriyel inokiilasyon
bitkinin erlen evrelerinde gerceklestirildiginde (0., 3. ve 5. giin) ozellikle 2x10°
CFU/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda bitkinin yas gévde agirligi ve toplam yas
agirliginda azalmaya yol actig1 gdzlenmistir (Sekil 4.14). Bu etki morfolojik olarak da
gozlenmektedir (Sekil 4.15 ve 4.16). Bununla birlikte, 10. giinden itibaren 2x10*

49



2x10° CFU/ml konsantrasyonlardaki bakteriyel inokiilasyonlarin bitkinin yas govde

agirligr ve yas bitki agirlig tizerine olumsuz etkisinin ortadan kalktigi, s6z konusu

orneklerde kontrol grubuyla benzer agirliklarin 6lciilmesi aracilifiyla tespit edilmistir

(Sekil 4.14).

0.15+

0.10+

0.05-

Yag Govde Agirhigi (g)

0.00

0.20-

Yas Bitki Agirhg (g)

0 Kontrol

B 2x10% CFU/m!
Bl 2x10° CFU/mI
B 2¢10* CFU/mI
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI

% Kontrol

B 2x10% CFU/mI
B 2x10° CFU/mI
Bl 2x10* CFUMmI
B 2x10° CFU/MmI
Bl 2x10° CFU/mI

b

Sekil 4.13: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana yas govde

agirligi (a) ve yas bitki agirhigina (b) etkileri.
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Sekil 4.14: Yayma yontemi ile 0. giinde bakteriyle inokiile edilen 14 giinliik A.
thaliana bitkiciklerinin morfolojik gériiniimleri a) Kontrol b) 2x10?> CFU/ml ¢) 2x10°
CFU/ml d) 2x10* CFU/ml e) 2x10° CFU/ml f) 2x10° CFU/ml bakterileri
konsantrasyonlarinda bakteriyle inokiilasyon sonrasi.

Sekil 4.15: Yayma yontemi kullanilarak 5 giinliik iken bakteriyle inokiile edilen 14
giinliik A. thaliana bitkiciklerinin morfolojik goriiniimleri a) Kontrol b) 2x10?
CFU/ml ¢) 2x10* CFU/ml d) 2x10* CFU/ml e) 2x10° CFU/ml f) 2x10° CFU/ml
bakteri konsantrasyonlarinin bitki gelisimi iizerine etkisi.

Bakteriyel inokiillasyonun 10. ve 14. giinlerde uygulandigi A. thaliana
bitkiciklerinde; 10. giinde uygulanan biitiin bakteriyel konsantrasyonlar i¢in kuru

govde agirligt ve kuru bitki agirhiginda kontrol grubuyla aynmi oranda artis
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kaydedilirken; 14. giin uygulanan inokiilasyonlarda ise; 6zelikle 2x10* CFU/ml bakteri

konsantrasyonuyla inokiile edilen bitkiciklerin kuru agirliklarinda bir artis

belirlenmistir (Sekil 4.17).

0.008+

0.006

B

Kuru Govde Agirligi (g)

= = e
o o o
o o o
S 5 =

0.015-

0.010-

0.005-

Kuru Bitki Agirhdi ()

o
o
o
o

0 Kontrol

B 2x10? CFU/MmI
B 2x10° CFUMI
B 210 CFUMI
B 2x10° CFUMI
Bl 2x10° CFUMI

0 Kontrol

B 2x10% CFU/mI
B 2x10° CFU/mI
B 2x10* CFUMmI
B 2x10° CFU/MmI
B 2x10° CFU/mI

b

Sekil 4.16: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin kuru

govde agirligr (a) ve kuru bitki agirhigina (b) etkileri.

Yas kok ve kuru kok olciim sonuglarina gore (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19), 2x10?

CFU/ml ve 2x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonlariyla bitkinin inokiile edilmesi

sonucunda kok agirhiginda artis meydana gelmistir. Bu durumun Sekil 4.20°de

goriildiigii tizere, bitkideki lateral koklerin ve kok tiiylerinin artmasi nedeni ile olmasi

muhtemeldir.
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0.08-
[ Kontrol

B 2x10° CFU/ml

B 2x10° CFU/mI

B 2x10° CFU/mI

B 2x10° CFU/ml

B 2x10° CFU/mI

Yag Kok Agirhgi (9)

Sekil 4.17: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin yas
kok agirligina etkileri.

0.004-
[0 Kontrol

BN 2x10° CFU/MmI
Bl 2x10° CFUMI
B 2x10* CFUMI
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/MmI

0.003+

Kuru Kok Agirhgi (g)
=
=

o =
o o
o =3
S =

Sekil 4.18: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin kuru
kok agirhigina etkileri.

Sekil 4.19: Yayma yontemi kullanilarak bakteriyle inokiile edilen 14 giinliik A.
thaliana bitkiciklerinin kristal viyole ile boyama sonras1 kok fotograflari. a) Kontrol
b) 2x10> CFU/ml ¢) 2x10* CFU/ml d) 2x10* CFU/ml e) 2x10° CFU/ml f) 2x10°
CFU/ml konsantrasyonlarinda bakteriyle inokiilasyonu sonrasi.
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4.1.3. A. thaliana Bitkisinin Fotosentetik Pigmentleri Uzerine P.
putida KT2440’1n Etkisi

Pipetleme yontemi ile 0., 3. ve 5. giinlerde uygulanan inokiilasyonlarda 2x10°
CFU/ml, 2x10° CFU/ml ve 2x10° CFU/ml bakteriyel konsantrasyonlarda klorofil a,
klorofil b ve karotenoid miktarlarinda artis goriilmektedir. 10. ve 14. giin uygulanan
inokiilasyonlarda artan bakteri konsantrasyonuna ragmen her ii¢ fotosentetik pigment

de kontrol grubu ile benzerdir (Sekil 4.21).

B Kontrol

B WPYE

B 2<10%CFU/MmI
B 2x10° CFU/ml
Ml 2x10* CFU/m
B 2x10° CFU/ml
B 2x10° CFU/ml

N
o
J

-
3]
1

-

I

Klorofil a (mg/gFW)

I Kontrol

B MPYE

Bl 2x10° CFU/mI
Bl 2x10° CFUmI
Bl 2x10* CFUmI
B 2x10° CFUmI
Bl 2x10° CFUmI

Klorofil b (mgl/gFW)

e
=)

0 Kontrol

B MPYE

B 2x102 CFU/mI
B 2x10° CFUmI
Il 2x10* CFUmI
B 2x10° CFU/mI
Bl 2x10° CFUmI

Karotenoid (mg/gFW)

Sekil 4.20: Pipetleme yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin
klorofil a (a), klorofil b (b) ve karotenoid (c) miktar {izerine etkileri.
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Daldirma yontemi ile 3. ve 5. giinlerde uygulanan inokiilasyonlarda 2x10°
CFU/ml ve bakteriyel konsantrasyonlarda klorofil a, klorofil b ve karotenoid
miktarlarinda artig goriilmektedir. 0., 10. ve 14. giin uygulanan inokiilasyonlarda artan
bakteri konsantrasyonuna ragmen her ii¢ fotosentetik pigment de kontrol grubu ile

benzerdir (Sekil 4.22).

1.0-
= 0 Kontrol
= 08- W 2510 CFU/mI
= B 2x10° CFU/mI
2 0.6 B 2x10° CFU/ml
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= 8 Kontrol
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= B 2x10° CFU/mI
2 B 2x10° CFU/mI
a
=
(]
S
x
I Kontrol
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI
B 2x10° CFU/mI
C

Sekil 4.21: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin
klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktari iizerine etkileri.
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Farkl1 giinlerde ve artan bakteri konsantrasyonlariyla yayma yontemi
kullanilarak uygulanan bakteriyel inokiilasyonun bitkinin klorofil a, klorofil b ve
karotenoid miktarlar1 iizerine genel olarak olumsuz bir etkisi yoktur. Sonuglar
incelendiginde 0. giin uygulanan inokiilasyonda 2x10° CFU/ml ve iizeri
konsantrasyonlarda her ii¢ fotosentetik pigmentte kontrol grubu ile benzerlik veya artis
goriilmektedir. 10. ve 14. giin uygulanan inokiilasyonda artan bakteri
konsantrasyonuna ragmen her ii¢ fotosentetik pigment de kontrol grubu ile benzerdir

(Sekil 4.23).
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b S
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8 Kontrol

I MPYE

B 2x10° CFUmI
B 2x10° CFUmI
Bl 2x10° CFUmI
B 2x10° CFUmI
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Karotenoid (mg/gFW)

Sekil 4.22: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun A. thaliana bitkisinin
klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktari iizerine etkileri.
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4.2. N. tabacum Bitki Cimlenmesi ve Biiyiimesi Uzerine P.
putida KT2440’1n Etkisinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Daldirma Yoéntemi ile Inokiile Edilen P. putida KT2440’m N.
tabacum Tohum Cimlenmesi ve Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Daldirma yontemi kullanilarak 2x10® CFU/ml konsantrasyondaki bakteriyel
slispansiyon ile 3, 6, 9 ve 18 saat inokiile edilen N. tabacum tohumlarinin ¢imlenme
kapasitesi ¢cimlenme testi uygulanarak belirlenmistir. Tohumlarin ¢imlenmeleri ve
bitkiciklerin biiylime 6zellikleri 21 giin boyunca izlenmistir.

Elde edilen sonuglara goére, daldirma yontemi ile 2x10®° CFU/ml
konsantrasyonundaki bakteri siispansiyonu inokiilasyonda; N. tabacum tohum
cimlenmesinde 3 ve 6 saat inokiilasyon sonrasi kontrol grubuna benzer bir etki, 9 ve

18 saat uygulanan inokiilasyonlarda ise olumlu bir etki goriilmemistir (Sekil 4.24).

Kontrol
c a MPYE
579 100 B 2x10° CFU/mI
g 3 1001
2%
< E
=2 50
= E I
s
0
3 6 9 18

Zaman (saat)

Sekil 4.23: N. tabacum Cimlenme Yiizdesi.

2x10% CFU/ml konsantrasyondaki bakteriyel siispansiyon ile daldirma yontemi
kullanilarak 3, 6, 9 ve 18 saat inokiile edilen N. tabacum bitkisinin 21 giin sonundaki
Olciim sonuglarinda; 3 ve 6 saatte kontrol grubu ile ayn1 yaprak sayisina sahip iken, 9

ve 18 saatte yaprak sayisinda azalma goriilmustiir (Sekil 4.25).

57



8- B Kontrol
I MPYE

6- » [l 210 CFU/MmI

Yaprak Sayisi
T

3 6 9 18
Zaman (Saat)

Sekil 4.24: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin
yaprak sayisina etkisi.

N. tabacum bitkiciklerinin gévde boyu ve kok boyu analiz sonuclarina gore; 3
saat uygulanan bakteri inokiilasyonu kontrol ile benzer sonu¢ gostermekle birlikte;
artan inokiilasyon siiresi ile birlikte (6, 9 ve 18 saat) govde boyunda azalma tespit

edilmistir (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
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o
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Sekil 4.25: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin
govde boyu gelisimine etkisi.
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I Kontrol
8- o MPYE

a B 2108 CFU/mI

K6k Boyu (cm)

3 6 9 18
Zaman (saat)

Sekil 4.26: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin kok
boyu gelisimine etkisi.

Yas bitki agirligi ve yas govde agirhigi sonuclarma gore; 2x10% CFU/ml
konsantrasyondaki bakteri silispansiyonunun 3, 6, 9 ve 18 saat siireyle
inokiilasyonunun bitkinin yas gévde agirligi ve total yas agirlhiginda azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (Sekil 4.28 ve Sekil 4.29). Bu etki morfolojik olarak da
gozlenmektedir (Sekil 4.30).

. 0.031 5 aks 8 Kontrol
2 ab 7 i MPYE
= 0021 b EE 2x10° CFUMI
<
o
2 0,01
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Sekil 4.27: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum yas govde
agirligina etkisi.
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Sekil 4.28: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum yas bitki
agirligina etkisi.

Sekil 4.29: Daldirma yontemi kullanilarak bakteriyle inokiile edilen N. tabacum
tohumlarinin 21 giin sonundaki morfolojik goriiniimleri a) MPYE 3 Saat b) 2x108
CFU/ml 3 saat ¢) MPYE 6 Saat d) 2x10% CFU/ml 6 saat ¢) MPYE 9 Saat f) 2x10®

CFU/ml 9 saat g) MPYE 18 Saat h) 2x10% CFU/ml 18 saat siire ile uygulanan bakteri
konsantrasyonunun bitki gelisimi iizerine etkisi.

Elde edilen sonuclara gore; artan bakteri ile inokiilasyon siiresi ile birlikte
bitkinin kuru govde agirligi kontrol grubuna gore azalirken, uygulanan tiim
inokiilasyon siirelerinde kontrol grubu ile benzer kuru bitki agirlig1 ol¢iilmiistiir (Sekil

4.31).
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Sekil 4.30: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum kuru gévde
(a) ve kuru bitki agirligina (b) etkisi.

Yas kok ve kuru kok 6lciim sonuglarina gore (Sekil 4.32); 2x108 CFU/ml bakteri
konsantrasyonu ile bitkinin farkli siirelerde inokiile edilmesi sonucunda kok agirlig
kontrol grubu ile benzer veya kok agirlifinda artis tespit edilmistir. Inokiilasyon
sonras1 kok boylarindaki azalmaya ragmen; bu durumun Sekil 4.30 ve Sekil 4.33’te
goriildiigii tizere, bitkideki lateral koklerin ve kok tiiylerinin artmasi nedeni ile olmasi

muhtemeldir.
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Sekil 4.31: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum yas kok
agirlig a) ve kuru kok agirligina b) etkileri.
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Sekil 4.32: Daldirma yontemi kullanilarak bakteriyle inokiile edilen N. Tabacum
tohumlarinin 21 giinliik kok tityii fotograflari. a) Kontrol b) MPYE 3 Saat c¢) 2x108
CFU/ml 3 saat d) MPYE 6 Saat e) 2x10® CFU/ml 6 saat f) MPYE 9 Saat g) 2x108

CFU/ml 9 saat h) MPYE 18 Saat 1) 2x10% CFU/ml 18 saat siire ile uygulanan bakteri
konsantrasyonu ile inokiilasyon sonrasi.

4.2.2. Yayma Yontemi ile Inokiile Edilen P. putida KT2440’mn N.
tabacum Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Yayma yontemi kullamlarak 2x10° CFU/ml, 2x10® CFU/ml ve 2x10% CFU/ml
konsantrasyondaki bakteriyel siispansiyonlar ile 5-, 10- ve 14-giinliik inokiile edilen
N. tabacum bitkiciklerinin biiytime 6zellikleri 21 giin boyunca izlenmistir.

Ug farkli konsantrasyonda bakteri siispansiyonu ile 5-, 10- ve 14-giinliik inokiile
edilen N. tabacum bitkiciklerinin 21 giin sonundaki 6l¢iim sonuglarinda; yaprak sayisi
kontrol gruplari ile ayn1 olup, artan bakteri konsantrasyonuna ragmen yaprak sayisinda

azalma goriilmemistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.33: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin
yaprak sayisina etkisi.

Yayma yontemi kullanilarak P. putida bakterisiyle inokiile edilen N. tabacum
fideciklerinin govde boyu istatistiksel analiz sonuclarina gore; 5. ve 10. giinde
uygulanan bakteri inokiilasyonlarinda; 2x10° CFU/ml konsantrasyonlarinda kontrol
grubu ile benzer gévde uzunlugu Sl¢iilmiistiir. Bakteri stispansiyonunun daha yiiksek
konsantrasyonlar1 (2x10° CFU/ml ve 2x10® CFU/ml) 5. ve 10. giin uygulanan
inokiilasyonlarda olumsuz etki gostermistir. 14. giinde ise artan bakteri
konsantrasyonu ile birlikte N. tabacum bitkiciklerinin gdvde boylarinda azalma
Olciilmiistir (Sekil 4.35). Kok boylarinda ise; 5. giin uygulanan bakteri
inokiilasyonunda 2x10° CFU/ml konsantrasyonunda kontrol grubu ile benzer ve
olumlu bir etki goriilmekte; artan bakteri konsantrasyonu ile birlikte kok boyu
azalmaktadir. 10. ve 14. giin uygulanan inokiilasyonlarda yine artan bakteri

konsantrasyonu ile birlikte kok boylarinda azalma ol¢iilmiistiir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.34: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin gévde
boyu (a) ve kok boyu (b) gelisimine etkisi.

Elde edilen sonuclara gore; N. tabacum bitkiciklerinin yas govde ve yas bitki
agirhiginda, 5. giin uygulanan tiim bakteri konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile
benzer veya olumlu etkiler gézlenmekte; 6zellikle 2x 10° CFU/ml konsantrasyonda yas
govde ve total bitki agirliginda artis tespit edilmistir. 14. giin uygulanan
inokiilasyonlarda artan bakteri konsantrasyonu ile birlikte yas gdovde ve yas bitki
agirliklarinda azalma Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.36). Elde edilen sonuclar morfolojik olarak

da gozlenmektedir (Sekil 4.37 ve Sekil 4.38).
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Sekil 4.35: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. fabacum bitkisinin yas

govde agirlig ve yas bitki agirligina etkisi.
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Sekil 4.36: Yayma yontemi ile 5 giinliik iken bakteriyle inokiile edilen N. tabacum
bitkiciklerinin 21. giiniindeki morfolojik goriiniimleri. a) Kontrol b) MPYE c) 2x10?
CFU/ml d) 2x10° CFU/ml e) 2x10® CFU/ml bakterileri konsantrasyonlarinin
bitkiciklerin morfolojisi iizerine etkisi.

Sekil 4.37: Yayma yontemi ile 14 giinliik iken bakteriyle inokiile edilen N. tabacum
bitkiciklerinin morfolojik goriiniimleri. a) Kontrol b) MPYE c) 2x10° CFU/ml d)
2x10° CFU/ml e) 2x10® CFU/ml bakterileri konsantrasyonlarinin bitkiciklerin
morfolojisi izerine etkisi.

N. tabacum bitkiciklerinin kuru govde ve kuru bitki agirligr 6l¢tim sonuglarina

gore; yas agirlik sonuglarina benzer sekilde, 5. giin uygulanan tiim bakteri
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konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile benzer veya olumlu etkiler gézlenmekte;
ozellikle 2x10° CFU/ml konsantrasyonda kuru govde ve kuru bitki agirhginda artis
tespit edilmistir. 10. ve 14. giin uygulanan inokiilasyonlarda yine artan bakteri
konsantrasyonu ile birlikte kontrol grubu ile benzer veya olumlu etkiler tespit

edilmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.38: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin kuru
govde agirligi (a) ve kuru bitki agirhigina (b) etkisi.

Yas kok agirhigr ve kuru kok agirligi degerlerine gore; 5. giin uygulanan 2x10°
CFU/ml konsantrasyonda yas kok agirhigt ve kuru kok agirliginda artis

gozlenmektedir. Bu artislarin bitkideki lateral kok olusumunun ve kok tiiylerinin
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artmas1 nedeniyle olmas1 muhtemeldir (Sekil 4.37 ve Sekil 4.41). 10. giin uygulanan

inokiilasyonlarda artan bakteri konsantrasyonuna ragmen kontrol grubu ile benzer

agirhiklar olgiilmekte; 14. giin uygulanan 2x10® CFU/ml konsantrasyondaki

inokiilasyonda ise kok agirliklarinda azalma tespit edilmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.39: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin yas

kok (a) ve kuru kok (b) agirligina etkisi.
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Sekil 4.40: Yayma yontemi kullanilarak 5. giin bakteriyle inokiile edilen N. tabacum
bitkiciklerinin 21 giinliik kok tityii fotograflari. a) Kontrol b) MPYE c) 2x10?
CFU/ml d) 2x10° CFU/ml e) 2x10® CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile inokiilasyon
sonrast.

4.2.3. N. tabacum Bitkisinin Fotosentetik Pigmentleri Uzerine P.
putida KT2440’1n Etkisi

Daldirma y6ntemi ile 2x10® CFU/ml konsantrasyondaki bakteriyel siispansiyon
ile inokiilasyon sonrasi1 N. tabacum bitkiciklerinin fotosentetik pigment dl¢iimlerinde;
18 saat uygulanan inokiilasyonda klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlarinda artis
goriilmektedir. 3, 6 ve 9 saat uygulanan inokiilasyonlarda her ii¢ fotosentetik pigment

de kontrol grubu ile benzerdir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.41: Daldirma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin
klorofil a (a), klorofil b (b) ve karotenoid (c) miktar {izerine etkileri.

5-, 10- ve 14- giinliik N. tabacum bitkilerinde, artan bakteri konsantrasyonlariyla
yayma yontemi kullanilarak uygulanan bakteriyel inokiilasyonun bitkinin fotosentetik
pigment miktarlar1 {izerine etkisi degerlendirildiginde; 5. giin uygulanan
inokiilasyonda 2x10°® CFU/ml ve 2x10® CFU/ml konsantrasyonlarda her ii¢
fotosentetik pigmentte artis goriilmektedir. 10. giin uygulanan inokiilasyonda 2x10°
CFU/ml konsantrasyonlarda yine her ii¢ fotosentetik pigmentte artis goriilmekte; 14.
giin uygulanan inokiilasyonda ise artan bakteri konsantrasyonuna ragmen her {i¢

fotosentetik pigment de kontrol grubu ile benzerdir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.42: Yayma yontemi ile bakteriyel inokiilasyonun N. tabacum bitkisinin

klorofil a a), klorofil b b) ve karotenoid c¢) miktar1 iizerine etkileri.
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4.3. P. putida KT2440 Bakterisinin A. thaliana ve N. tabacum
Koklerindeki Lokalizasyonu

GFP ile isaretlenmis P. putida KT2440’in A. thaliana ve N. tabacum
koklerindeki lokalizasyonu konfokal lazer mikroskobu kullanilarak goriintiilenmis, P.
putida bakterisinin her iki bitkinin de kok yiizeylerinde, yan koklerinde ve kok
tilylerinde lokalize oldugu belirlenmistir (Sekil 4.44).

Sekil 4.43: GFP ile isaretlenmis P. putida KT2440’1n N. tabacum (a), A. thaliana (b)
koklerindeki lokalizasyonu. Ok isareti P. putida bakterisini gostermektedir.

4.4. Indol Asetik Asit (IAA) Tayini

P. putida KT2440 bakterisinin IAA iiretimi L-triptofan varlifinda kalitatif ve
kantitatif olarak analiz edilmistir. Bakteri kiiltiirleri glukoz ve siiksinat igeren DF salt
besiyerinde biiyiitiilmiistiir. 0,5 mg/ml L-triptofan varliginda IAA iiretimi; E. coli
izolatinda koyu kirmizi, P. putida KT2440 izolatinda ise a¢ik pembe renk olusumu ile

belirlenmistir. Kontrol gruplarinda renk olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.44: TAA iiretiminin kalitatif analizi. L-triptofan (-) (a, d), L-triptofan (+) (b,
¢). a) E. coli (kontrol), b) E. coli (kirmiz1 renk), c) P. putida (pembe renk), d) P.
putida (kontrol) izolatlarinin 0,5 mg/ml L-triptofan varliginda IAA iiretimi.

P. putida KT2440 izolatlarinin IAA iiretimi artan L-triptofan konsantrasyonu ile
birlikte artmistir. P. putida KT2440 0,5 mg/ml L-triptofan konsantrasyonu varliginda
ortalama 6 pg/ml IAA iretmistir. 48 saat biiyiimeye birakilan bakteri izolatlar ile
karsilastirildiginda, 72 saat biiylimeye birakilan bakteri izolatlarinin IAA iiretiminde
artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.46). Ayrica artan L-triptofan konsantrasyonu ile

birlikte, [AA iiretimi glukoz varliginda artmistir.

I 48 saat Silksinat
I 48 saat Glukoz
Il 72 saat Siiksinat
[ 72 saat Glukoz

IAA (ugiml)

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5

L-triptofan Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.45: P. putida KT2440 izolatlarinin artan L-triptofan varliginda DF salt
besiyerinde IAA iiretimi.

4.5. A. thaliana Bitkisinde Antioksidan Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

P. putida KT2440 bakterisinin 2x10° CFU/ml konsantrasyonundaki
siispansiyonu ile yayma yontemi kullanilarak inokiile edilen 7 giinliik A. thaliana
bitkisinin antioksidan enzim aktiviteleri inokiilasyonu takip eden 1., 3. ve 5. giinlerde

izlendi. Analiz sonuclarina gore; bakteri ile inokiilasyonun 3. giiniinde SOD
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aktivitesinde artis goriiliirken, 5. giine gelindiginde SOD aktivitesi kontrol grubu ile
benzerdir. Inokiilasyonu takiben H,O> miktarinda artis goriilmemekte olup, CAT ve

SOD aktiviteleleri kontrol grubu ile benzerdir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.46: P. putida KT2440’1n A. thaliana antioksidan enzim aktiviteleri tizerine
etkileri.

4.6. 2,4-Dinitrotoluen’in A. thaliana Bitki Gelisimi Uzerine
Etkisinin KT.DNT Varhginda Degerlendirilmesi

P. putida KT2440 (KT) ve KT.DNT bakterileri ile yayma yontemi kullanilarak
inokiile edilen ve 14 giinliik 2,4-DNT iceren ¥2 MS besi ortamina aktarilan A. thaliana
bitkilerinin 21 giin 6l¢ciim analiz sonuglarina gore; 3 uM ve 30 pM 2,4-DNT
konsantrasyonlarinin bitki iizerinde 6liimciil bir etkiye sahip olmadig: belirlenmistir.
Yaprak sayis1 ve kok uzunlugu, dl¢iim sonuglart her iki 2,4-DNT konsantrasyonu i¢in
de kontrol grubu ile benzer olup, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
KT.DNT ile inokiile olan bitkilerde 30 pM 2,4-DNT konsantrasyonunda govde
boyunda artis gozlenmektedir (Sekil 4.48). Ayrica, bakteri ile inokiile edilen
bitkilerde, bakteri ile inokiile edilmemis kontrol grubuna kiyasla her iki 2,4-DNT
konsantrasyonunda da P. putida KT2440 ile inokiilasyona benzer olarak lateral

koklerde artis gdzlenmektedir (Sekil 4.49).

75



3uM 2,4 DNT 30 uM 2,4 DNT
|| |
I DMSO
E 20 a Bl 24DNT
L a
=
3‘ 1-5 a a
o
8 10 3b
% b
© 05 ® b b b 2 b
W = =2 = = =
+ ok + +
3 3 5 3
= =

Sekil 4.47: Farkli konsantrasyonlardaki (3 uM ve 30 uM) 2,4-DNT’nin A. thaliana
govde boyuna etkisi.

Sekil 4.48: 2,4-DNT’nin A. thaliana bitki gelisimi iizerine etkisi.3 pM 2,4-DNT (a,
b, ¢) ve 30 uM 2,4-DNT (d, e, f) konsantrasyonunda: a) Kontrol, b) KT, ¢) KTDNT
d) Kontrol, e) KT, f) KTDNT. Cizgi 6l¢ek 1 cm’yi ifade etmektedir.
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4.7. 2,4-Dinitrotoluen’in KT.DNT Varhginda A. thaliana ile
in vitro Biyodegradasyonu

KT.DNT bakterisinin 2x10° CFU/ml konsantrasyonu ile yayma yontemi
kullanilarak inokiile edilen 14 giinliik A. thaliana bitkicikleri 0,5 mM 2,4-DNT iceren
erlenlere aktarilarak; bitki koklerine tutunmus bakteriler ile 2,4-DNT’nin in vitro
degradasyonunun gergeklestigi saptanmistir (Sekil 4.50). 2,4-DNT degradasyon
yolaginin ilk adimi1 2,4-DNT dioksijenaz enziminin, ilk nitro grubunu pargalayarak
4MSNC halkasini olusturmasidir. Bu reaksiyonun olusumu erlende gerceklesen renk

degisimi ile gozlenmektedir (Sekil 4.51).

Sekil 4.49: KT.DNT bakterisinin 2x 10> CFU/ml konsantrasyonu ile inokiile edilen
14 giinliik A. thaliana bitkilerinin 2 MS besi ortami iceren erlenlere aktarilmasi.

Sekil 4.50: 2,4-Dinitrotoluen’in in vitro kosullarda bakteriyle inokiile edilmis A.
thaliana bitkicikleri tarafindan biyodegradasyonu. a) 0,5 mM 2,4-DNT iceren
besiyeri, b) 2,4-DNT icermeyen kontrol besiyeri.
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4.7.1. 24-DNT Biyodegradasyonunun
Kullanilarak Gosterilmesi

Analitik Yontemler

KT.DNT bakterisinin 2x10° CFU/ml konsantrasyonu ile yayma yontemi
kullanilarak inokiile edilen A. thaliana bitkilerinin bulundugu erlenlere 0,5 mM 2,4-
DNT eklenmesiyle birlikte; 0, 30, 60 ve 120. dakikalarda toplanan Ornekler
spektrofotometrik ve kromatografik analizlerde kullanildi. Spektrofotometrik analizler
sonucunda; erlende olusan sari-turuncu metabolitin 4MSNC oldugu, Nishino ve ark.,

(2000), referans alinarak 420 nm absorbanstaki artis ile belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Erlenlerden Toplanan Orneklerin 420 nm’deki Absorbanslari. A) 0,5 mM
2,4-DNT iceren besiyeri, B) 2,4-DNT icermeyen kontrol besiyeri.

Zaman A 420
(dakika) A B
0 0,125+0,01 0,012+0,01
30 0,250+0,008 0,019+0,01
60 0,335+0,03 0,014+0,02
90 0,368+0,01 0,025+0,02

HPLC analizlerinde 2,4-DNT ve degradasyon iiriinii olan 4M5NC’iin miktar
tayini icin, kalibrasyon egrisi hazirlanarak degradasyon sonucu kalan 2,4-DNT ve
olusan 4M5NC miktar1 belirlenmistir.

HPLC analiz sonuclarina gore; 0,5 mM 2,4-DNT iceren erlende 2,4-DNT ve
degradasyon iirlinii olan 4MS5NC’e ait pikler goriilmiistiir. Alikonma zamanlari

sirastyla 8,8 ve 5,8 dakika olarak belirlenmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.51: 2,4-DNT’in degradasyonunun 120. dakikasina ait HPLC kromatogramu.

Tablo 4.2’de goriildiigi iizere; 2,4-DNT’nin KT.DNT bakterisi tarafindan
degradasyonu sonucu ortamdaki 2,4-DNT miktar1 azalmakta ve degradasyon iiriinii
olan 4M5NC miktarinda artis goriilmektedir. 120. dakika orneginin HPLC analiz
sonucunda baslangictaki 2,4-DNT nin yaklasik %31 oraninda azaldigi belirlenmistir.
Degradasyon iiriinii olan 4M5NC miktar1 ortamda 60. dakikada 0,25 pg/ml ve 120.
dakikada 0,53 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.2: 2,4-DNT ve 4M5NC’e ait HPLC analiz sonuclari.

2,4-DNT 4M5NC

2,4-DNT | Allkkonma | Konsantrasyon | Pik Alikonma | Konsantrasyon | Pik

iceren zamani (ug/ml) Alam zamani (ug/ml) Alam
Erlen (dk) (dk)

Ornekleri
60dk | 8,891 75,67039 6487527 | 6,324 0,25552 108733
90dk | 8,874 | 74,19109 6360701 | 6,261 | 0,49352 210012
120 dk | 8,871 68,75288 5894462 | 5,812 0,5329 226746
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5. TARTISMA

Genel olarak, bakteri siispansiyonlari topraga direkt olarak asilandiktan kisa bir
siire sonra, ¢ogu PGPR tiiriinde bakteri populasyonu hizlica azalir. Bakteriyel
biyokiitlenin zayif {iiretimi, asilama zamanindaki bakterinin fizyolojik durumu,
rizosferde aktivitesini siirdiirme zorlugu gibi sinirlayici faktorler rizosferde biiyiik bir
PGPR populasyonunun olugmasini engelleyebilir [Bashan ve ark., 2014]. Bitki-bakteri
etkilesimini kullanilan yontemlerde ise bitki kokleri ve etrafin1 ¢evreleyen rizosfer,
bakterilerin kok besinlerinden gelismesini saglarken, bakteri de ¢esitli yolar ile bitki
biiylimesini indiikler. Bir toprak bakterisi olan P. putida ile model organizma olan iki
dikotil bitkinin etkilesimini inceleyen bu c¢alismadaki sonuglar bize hem
fitoremediasyon caligmalarinda hem de tarimsal alanda 6ncii veriler kazandirmaktadir.

PGPR ile bitkilerin biyotizasyonu diisiiniiliirken ilk hedef uygulanacak
bakteriyel konsantrasyonun ve inokiilasyon yonteminin belirlenmesidir. Bu ¢calismada
iic farkl1 inokiilasyon yontemi, 2x10° CFU/m1-2x10° CFU/ml araliginda 5 farkl
bakteri konsantrasyonu; A. thaliana ve N. tabacum model organizmalarinin farkl
fizyolojik evrelerinde (0-, 3-, 5-, 10- ve 14-giin) uygulanarak en uygun kosullar
belirlenmistir.

Yayma, pipetleme ve daldirma yontemleri kullanilarak A. thaliana bitkisinin
erken evrelerinde (0-, 3-, 5-giin) bakteri ile inokiilasyon, bitki biiylimesi ve gelismesi
izerine olumsuz etki gostermis; ancak 10. giinden sonra bitki bu stresi tolere ederek;
kontrole benzer sonuglar kaydedilmistir. Ayrica her iic yontemde de; bakterinin artan
konsantrasyonuna karsin, bitki ¢cimlenmesi iizerine olumsuz etkisi tespit edilmemistir.
Cimlenme oranlarindaki farkin tohumun kendi ic¢sel o6zelliklerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir [Chahtane ve ark., 2017].

Bakterinin farkli konsantrasyonlariyla farkli giinlerde yayma yontemiyle
inokiilasyonu sonucunda bitkiciklerin 10. giinden sonra stresi tolere ettigi, ozellikle
14. giiniinde 2x10° CFU/ml konsantrasyonla inokiilasyonu bitkiciklerin govde
boyunda belirgin artis saglarken; 2x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile
inokiilasyon sonrasinda bitkinin kuru agirhiginda; 2x10?> CFU/ml ve 2x10° CFU/ml
konsantrasyonlariyla inokliilasyon sonrasinda ise bitkinin kuru kok agirliginda artis
gozlenmistir. Ayrica bakteriyle inokiilasyonun lateral kok olusumu ve kok tiiylerini
cogalttigi morfolojik olarak da gozlenmistir. Farkli giinlerde ve artan bakteri

konsantrasyonlarinda yayma yontemi ile inokiilasyon sonrasinda; ozellikle 0. ve 3.
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giinlerde pigment miktarinda bir artis goriilse de; bitki gelisiminin ilerleyen giinlerinde
klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlarinda kontrole gorece 6nemli farkliliklarin
olmadig1 belirlenmistir.

Bakterinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak farkli giinlerde yayma
yontemiyle N. tabacum bitkilerinin inokiilasyonu sonunda; bitkiciklerin kok ve govde
boylarinda artan bakteri konsantrasyonuyla birlikte azalma gozlenirken, 5. giinliik
2x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile inokiile edilen bitkiciklerin yas ve kuru
govde, kok ve total bitki agirliklarinda belirgin artis gézlenmistir. Yine bakteriyel
inokiilasyonun lateral kok olusumu ve kok tiiylerini ¢ogalttigt morfolojik olarak da
gbzlenmistir. 5. giin uygulanan inokiilasyonda 2x10° CFU/ml ve 2x10% CFU/ml
konsantrasyonlarda her {ii¢ fotosentetik pigmentte artis goriilmekte olup, bitki
gelisiminin ilerleyen giinlerinde klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlarinda
kontrole gorece dnemli farkliliklarin olmadigi belirlenmistir.

Ishiga ve ark., (2011)’e gore A. thaliana bitkilerinin pipetleme yOntemi ile
inokiilasyonu, Arabidopsis-Pseudomonas etkilesimlerini ¢alismak icin hizli, verimli
ve ekonomik bir yontem saglamaktadir. Calismamizda pipetleme yontemi kullanilarak
bakteriyle yapilan inokiilasyon sonucunda, yayma yontemiyle elde edilen ve yukarida
Ozetlenen olumlu verilere benzer sonuglar gozlenmemistir. Pipetleme yontemi ile
inokiilasyonda; genel olarak bakteri ile inokiile edilen bitkilerin istatistiksel verileri
arasinda homojen bir dagilim olmayip, standart sapmalarinda biiyiik farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Bu farkliligin bitki iizerine pipetlerken bakteriyel siispansiyonun
Petrinin her tarafina homojen yayilmamasi nedeniyle, yontemsel kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Daldirma yonteminde ise; tohumlarin bir inokiilasyon esigine
ihtiya¢ duyabilecekleri [Bashan ve ark., 2014], bu yilizden A. thaliana bitkisinde 0. ve
3. giin uygulanan inokiilasyonlarin diisiik konsantrasyonunda bakteriyel tutunmanin
olmadig1, tohumlara uygulanan yiiksek konsantrasyonda inokiilasyonun ve 5-, 10-, 14-
giinliik bitkilere uygulanan fazla hacimde inokiilasyonun tohum ve bitki gelisimini
olumsuz yonde etkiledigi diisiiniilmektedir. Yine daldirma yontemi kullanilarak 2x10%
CFU/ml konsantrasyon ile inokiile edilen N. tabacum tohumlarinda; yaprak sayisi,
govde boyu, kok boyu ve bitki agirhginda goriilen olumsuz etkilerin, artan
inokiilasyon siiresi ile birlikte tohum yiizeyine tutunan fazla bakteri sayis1 ve yiiksek
bakteri konsantrasyonu nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.

Bakterinin bitki ile inokiilasyonu icin denenen inokiilasyon yontemlerinden; A.

thaliana igin; 10 giinliik bitkiciklerin yayma yontemi ve 2x10° CFU/ml bakteri
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konsantrasyonunu, N. tabacum igin; 5 giinliik bitkiciklerin yayma yontemi ve 2x10°
CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile inokiilasyonunun daha uygun oldugu
belirlenmistir. Kullanilan bakteri konsantrasyonu ve inokiilasyon orani, test edilen
bitkilerin optimum fizyolojik evreleri her iki dikotil tiir i¢in farklilik géstermistir. Bu
sonucglar A. thaliana ve N. tabacum bitkileri arasindaki fizyolojik farkliliklar ile
iliskilendirilebilir ve tiire 6zgii bir yanitin ortaya ¢iktigi 6n goriilebilir [Mohamed Igbal
ve Igbal, 2019].

Tez c¢alismasinda hedeflenen; uygulanan inokiilasyon yontemi ve bakteri
konsantrasyonunun bitkinin fizyolojik evresine bagl olarak verecegi yaniti ne dl¢iide
etkiledigini degerlendirmek olup; elde ettigimiz sonuclar, tiim bu faktorlerin bitki-
bakteri etkilesimine dayali calismalar tasarlanirken g6z Oniinde bulundurulmasi
gereken onemli etmenler oldugunu gostermistir.

Abbamondi ve ark., (2016), A. thaliana ile yaptiklar1 calismada Pseudomonas’in
birincil kok biiylimesini inhibe ederken, lateral koklerin ve kok tiiylerinin biiyiimesini
arttirdigini gostermiglerdir. Zamioudis ve ark., (2013), P. fluorescens’in A. thaliana
bitkisinde ana kok biiyiimesini baskiladigini, lateral kok biiylimesini ve kok tiy
olusumunu artirdigini1 vurgulamislardir. Meliani ve ark., (2017), P. putida bakterisinin
2x10% CFU/ml konsantrasyonu ile inokiile edilen Lens culinaris tohumlarinda, bakteri
ile inokiile edilmemis kontrol bitkilerine kiyasla ortalama kok ve govde uzunlugunda
artis belirlemistir. Tez ¢alismasinda da, P. putida ile inokiilasyon sonucu Arabidopsis
ve tiitin bitkilerindeki lateral kok ve kok tiylerinde artis gozlenmistir. Yine
inokiilasyon sonrasi1 A. thaliana govde ve total agirliginda artis goriilmez iken, 5
giinliik 2x10°® CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile inokiile edilen N. tabacum bitkisinde
belirgin bir artis goriilmektedir. Taze govde agirliginin artmasinin, bitkilerin daha
genis yaprak ayasina sahip olmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bakteriler
kok tiiyleri ve lateral kok gelisimini uyararak, su ve mineral maddelerin kullanimin1
arttirmis olabilir [Rodriguez-Navarro ve ark., 2007].

PGPR ile inokiilasyon sonrasi lateral koklerde meydana gelen artisin; rizosfer
alanim1 genisleterek bu bolgedeki mikrobiyal topluluk sayisinin ¢ogalmasina neden
olmas1 ve bu sayede topraktaki kirleticilerin in situ biyoremediasyonunda etkin
sonuglarin eldesi muhtemeldir.

Pseudomonas bakterileri, 6zellikle P. putida IAA verimini tesvik eden onemli
PGPR tiirlerindendir. Meliani ve ark., (2017), P. fluorescens ve Pseudomonas

putida’nin 0,2 g/L. L-triptofan varliginda sirasiyla 89 pg/ml ve 116 pg/ml
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konsantrasyonlarinda IAA irettigini HPLC analiziyle gostermistir. Ayrica, P.
putida’min salgiladigr yiiksek IAA seviyeleri bitki biiyiimesini arttirmistir. Abbamondi
ve ark., (2016), A. thaliana’da kok tily olusumunu artiran biitiin izolatlarin TAA iiretim
testinde pozitif sonuclar verdigini, IAA {iretimi ile kok tiiylerinin gelisiminin
uyarilmasi arasinda iligki oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda artan L-triptofan
konsantrasyonu ile birlikte P. putida izolatlarinin IAA iiretiminde artis gozlenmis; 0,5
mg/ml L-triptofan konsantrasyonunda ortalama 6 pg/ml IAA iiretimi tespit edilmistir.

Reaktif oksijen tiirlerinde artis oksidatif strese neden olur. ROS’un lipid
peroksidasyonu, proteinlerin parcalanmasi ve hiicrede DNA hasar1 gibi bir dizi zararh
islemi tetikledigi bilinmektedir. Hiicresel hasar1 6nlemek i¢in SOD aktivitesi ile
tiretilen ve toksik olan H»O», sonraki reaksiyonlarda H>O’ya doniistiiriilerek ortadan
kaldirilmalidir. SOD, CAT ve POX arasindaki denge O2 ve H,0O; seviyesini belirlemek
icin ¢ok onemlidir [Sharma ve ark., 2012]. Yiiksek antioksidan aktiviteler nedeni ile
bitkide daha az ROS birikir ve bunun sonucunda oksidatif hasar azalir. CAT, POX ve
SOD gibi antioksidan enzimler zararli ROS’larin uzaklastirilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir.

Bakteri inokiilasyonu sonrasi olusan strese karsi erken bitki tepkisinde, iiretilen
Oy genellikle SOD aktivitesi ile hizlica H>O>’ye doniistiiriiliir. H2O» daha sonra CAT
ve POX aktivitesi ile yikilir. Bu islem sayesinde bitki hiicre duvari, mikrobiyal
penetrasyon ve enzimatik bozulmaya karsi daha direngli hale gelir [Singh ve ark.,
2013]. Bu calismada bakteri ile inokiilasyonun 3. giiniinde SOD aktivitesinde goriilen
artis bitkinin stres direnci ile iliskilendirilmistir. Bakteri ile inokiilasyonun 3. giiniinde
SOD aktivitesindeki artisin, 5. giinde azalarak kontrol ile ayni seviyede olmasi,
inokiilasyonu takiben H>O> miktarinda artis goriillmemesi; P. putida ile inokiilasyonun
A. thaliana bitkisinde ciddi bir biyotik strese neden olmadigini gostermektedir. 3. giin
artan SOD aktivitesi sonucu olusan H>O>’nin POX veya diger enzim aktiviteleri ile
yikilmis olmasi muhtemeldir.

Nitroaromatik bilesiklerin fitoremediasyonunda transgenik bitkiler kullanilarak
yapilan ¢alismalar mevcuttur. Tognetti ve ark., (2007) ve Kayihan ve ark., (2015),
tarafindan transgenik tiitiin ile yapilan ¢alismalarda, 35 uM ve 70 uM 2,4-DNT’nin
detoksifikasyonu incelenmistir. Tognetti ve ark., (2007), tarafindan yapilan ¢alismada
ise, 30-40 saat sonunda 2,4-DNT konsantrasyonunda ilk azalma gozlenmis, 40 giin

sonunda ortamda 2,4-DNT bulunamamustir.
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Cevresel kirleticilerin etkin bir sekilde parcalanmasi i¢in yapilan ¢alismalarda,
sentetik biyoloji kullanilarak olusturulan heterolog metabolik yolaklarin kullanilmasi
giiclii bir ara¢ haline gelmistir. Gong ve ark., (2017), dogal olarak hicbir doniistiiriiciisii
bulunmayan 1,2,3-trikloropropan (TCP)’nin aerobik mineralizasyonu i¢in sentetik bir
degradasyon yolagini kodlayan gen genomuna aktarilmis P. putida KT2240 bakterisi
kullanarak, TCP’yi mineralize etmislerdir. Bu calismada Burkholderia cepecia R34
bakterisindeki 2,4-DNT degradasyonundan sorumlu dnt genlerini genomunda tasiyan
P. putida KT2440 susu kullanilarak, 2,4-DNT’in etkin degradasyonu bitki-bakteri
birlikteligi esliginde in vitro kosullarda gerceklestirilmistir.

2,4-DNT bitkilerde 6ldiiriicii derecede toksiktir. Yoon ve ark., (2006), tarafindan
yapilan calismada, 4 giinliik A. thaliana bitkileri farkli konsantrasyonlarda 2,4-DNT
iceren Petrilere aktarilmis ve 7 giin sonunda kok boylar ol¢iilmiistiir. 1 mg/L ve {izeri
2,4-DNT konsantrasyonunun A. thaliana bitkilerinde kok biiyiimesi icin toksik oldugu
gosterilmistir.

Podlipna ve ark., (2015), 200 mg/L 2,4-DNT konsantrasyonunun kenevir, keten,
aycicegi ve hardal bitkilerinin ¢cimlenmesinde %20-30 azalmaya neden oldugunu
gosterilmistir. Remans ve ark., (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, bitki-bakteri
etkilesiminin biiyiimeyi arttirma ve kirletici degrade etme potansiyeli, 2,4-DNT’ye
maruz birakilan bitkilerin kok biiyiimesinde meydana gelen gelisme ile gosterilmistir.
0,5 mg/L 2,4-DNT konsantrasyonun A. thaliana primer kok uzunlugunda ciddi bir
azalmaya neden oldugu ifade edilmistir. 1 mg/L 2,4-DNT konsantrasyonunda kontrol
grubunda primer kokte %80 azalma ile birlikte, lateral koklerde artig goriiliirken,
Ralstonia, Bacillus, Sphingomonas, Burkholderia bakterileri ile inokiile edilen
bitkilerde primer kok biiylimesinde iyilesme gozlenmistir. Tez calismasinda bitki-
bakteri etkilesimi aracilifiyla 0,5 mM 2,4-DNT kullanilarak yapilan degradasyon
amaclh denelemelerde; bitkilerin toksisiteye karsi daha hassas olmasi probleminin
iistesinden gelinerek; daha yiiksek konsantrasyonlardaki kirleticilerin daha hizh
biyodegrasyonunun miimkiin olabilecegi gosterilmistir.

Monti ve ark., (2005), tarafindan yapilan calismada, A. thalina ve N. tabacum
bitkileri sirasiyla 2x10” CFU/ml ve 2x10® CFU/ml bakteri konsantrasyonu ile inokiile
edilmistir. Calismamizda P. putida bakterisi ile inokiile edilen A. thalina ve N.
tabacum bitkilerinde, bakterinin yiliksek konsantrasyonlar1 bitki gelisimine olumsuz
etkisi gostermistir. Yine Monti ve ark., (2005), tarafindan yapilan in vitro deneylerde

Burkholderia sp. DNT soyunun A. thaliana tohum ¢imlenmesini inhibe ettigi ve
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bitkiler icin Oldiirlicii oldugu, 2,4-DNT’yi degrade edebilen P. fluorescens RE
bakterisinin ise A. thaliana ve N. tabacum icin toksik olmadigi bulunmustur. A.
thaliana ve N. tabacum bitki ¢cimlenmesi ve gelisimi iizerine P. putida’nin toksik bir
etkisi olmadig1 bu tez ¢alismasinda da gosterilmistir.

P. fluorescens RE bakterisinin 2,4-DNT’yi degrade etme yetenegi siv1 kiiltiirde
test edilmis ve 185 puM 2,4-DNT konsantrasyonu iceren kiiltiirde 56 saat sonunda 92
uM 2.4-DNT, 24 uM 4MS5SNC bulunarak, baslangigtaki2,4-DNT nin %50’sinin
degrade oldugu Monti ve ark., (2005) tarafindan yapilan calismada gosterilmistir.
Akkaya ve ark., (2018), Burkholderia cepacia R34 bakterisine ait dnt genleri
genomuna aktarilmis EM.DNT ile yaptiklar1 ¢calismada, s1vi kiiltiirde 24 saat sonunda
0,5 mM 2,4-DNT’nin yaklasik %90’ 1nin metabolize oldugu ve erlen iist sivisindan
alian ornekte 0,11 mM % 0,03 mM konsantrasyonunda metabolik bir iiriin olan
2H5MQ tespit edilmistir.

Calismamizda ise bitki-bakteri etkilesimi sonrasi bitki koklerinde kolonize olan
KT.DNT bakterisinin 2,4-DNT’yi degrade etme kabiliyeti s1v1 kiiltiirde test edilmistir.
500 uM 2,4-DNT konsantrasyonu igceren kiiltiirde 2 saat sonunda, toplam 2,4-DNT nin
%31’inin degrade oldugu bulunmustur. 2,4-DNT miktarindaki azalma ve degradasyon
tiriinii olan 4M5NC’iin ortamda bulunmasi degradasyon yolaginin islevsel oldugunu
ve bitki koklerine tutunmus KT.DNT bakterinin degradasyon kabiliyetini
siirdiirdiigiinii gostermektetir. Ayrica 2 saat gibi bir siirede ortamdaki 2,4-DNT’ nin
%31’inin bitki koklerinde kolonize olan KT.DNT tarafindan degrade edilmesi,
bakterinin hizl1 ve etkin bir degradasyon yetenegine sahip olduguna isaret etmektedir.
Elde edilen bu sonug bitki-bakteri etkilesimlerinin ¢ok sayida organik ve aromatik
kirleticinin ¢evresel aritimi icin cevreyle-dost, ucuz ve alternatif bir uygulama olarak
kullanilma potansiyeline isaret etmektedir.

Bakteriyel asilama olmadan, kirlenmis topragin islahi ic¢in sadece bitkilerin
kullanilmast yaklasimi etkili bir 1slah i¢in yeterli degildir. 2,4-DNT’yi degrade
edebilen ve bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin agilanmasinin, bitki biiytimesini
ve 2,4-DNT ile kirletilmis alanlarda fitoremediasyon potansiyelini arttiracagi tahmin
edilmektedir. Bulgularimiz, genis kapsamli ¢alismalar i¢in temel olusturmakta ve
cevresel kirleticilerin biyodegradasyonunda bitki-bakteri etkilesimlerini desteklemede

onemli bir veri saglamaktadir.
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In vitro doku Kkiiltiirlinden gelen bitkilerin topraga transferinde abiyotik ve
biyotik stresler ve zayif kok sisteminin neden oldugu transplantasyon soku sonucu
canlilik kayb1 goriilmektedir. Gosal ve ark., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada in
vitro ¢ogaltilmis Chlorophytum borivilianum bitkisinin P. indica ve P. fluorescens ile
inokiilasyonu; siirgiin uzunlugu ve lateral koklerde artig, tarlaya aktarim sonrasi artan
besin alimi ve bitki canliligl ile sonuclanmistir. Bu calismada biyotize edilmis A.
thaliana ve N. tabacum bitki koklerinde P. putida kolonizasyonu gézlenmistir. In vitro
biyotizasyon sonrasi govde boyu, bitki agirligi ve lateral koklerdeki artis, P. putida’nin
bitki biiyiimesi ve gelisimini destekledigini gostermektedir.

Bu ¢alismadan elde edilen bilgiler tarla ¢alismalarinda kullanilabilir. P. putida
ile biyotizasyonun toprakta bitki sag kalim oranini, besin alimini ve verimini
arttiracag1 distiniilmektedir. Lateral koklerdeki artisin toprakta daha fazla besin
alimina yardimci olacagi, govde ve bitki agirhigindaki artis ile daha saglikli bitkiler
elde edilecegi muhtemeldir. Bir biitiin olarak, s6zkonusu tez ¢alismasindan kazanilan
bilgi, biyoremediasyon stratejilerinin, tarimsal verimin ve gida giivenliginin etkinligini
arttirmak icin PGPR’in saha uygulamalarina etkin bir sekilde uyarlanmasina yardimci

olacaktir.
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