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Bu tez ¢alismasinda, Winogradsky kolonundan izole edilen mor kiikiirtsiiz
bakterilerin bitki biiyiimesini tesvik edici 6zelliklerinin belirlenmesi ve izolatlarin tuz
stresi altindaki Arabidopsis thaliana (L) Heynh {izerindeki etkileri incelenmistir.
Izolatlarin azot fiksasyonu, fosfat ¢dziindiirme ve indol-3-asetik asit (IAA) iiretimi
icin elde edilen en yliksek degerleri sirasiyla; 4,21 mg/L, 340 mg/L, 2,58 pg/mL
olarak belirlenmistir. Ayrica, tiim izolatlarin 5-Aminolevulinik asit (ALA) iiretim
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. 16S rRNA dizi analizlerine gore tim
izolatlarin Rhodobacter cinsi iyeleriyle %99 benzerlik oranina sahip olduklar
saptanmustir. Tuz stresi altindaki A. thaliana’da RD29A, RD29B, LOX2, APX2,
SOS1 ve GLYI7 genlerinin ifade diizeyleri incelenmis ve mor kiikiirtsiiz bakteri ile
150 mM NacCl eklenen bitkide ilgili genlerde sirasiyla 2,174; 0,07; 1,394; 0,611; 0,02;
0,62 kat artis oldugu gozlenmistir. Mor kiikiirtsiiz bakteri asilanan ve 150 mM tuz
eklenen bitkideki yaprak boyutlarinda artis oldugu ve yeni yapraklarin olustugu
gbzlenmigstir. Deney sonunda, klorofil miktarlari kontrol bitkisinde 1,03 mg/g yas
agirlik, mor kiikiirtsliz bakteri ve 150 mM tuz ilave edilen bitkide ise 1,18 mg/g yas
agirlik olarak belirlenmistir. Her 48 saatte bir topraktan alinan Orneklerden
dehidrogenaz aktivite 6l¢limleri yapilmistir ve siire¢ igerisinde mor kiikiirtsiiz bakteri
igeren toprak i¢in sirasiyla 8,67; 19,18; 20,39; 20,09 pg/g, mor kiikiirtsiiz bakteri ile
150 mM NaCl igeren toprak i¢in ise sirastyla 16,84; 17,82; 19,94; 17,52 nug/g olarak
belirlenmistir. Real-Time PCR cihaz1 ile yapilan biyoizleme caligmalarinda, mor
kiikiirtsiiz bakteri ve 150 mM NaCl eklenen bitki i¢in toplam bakteri miktar1 deney
sonunda 2,75x10%° kopya DNA/10 g, toplam mor kiikiirtsiiz bakteri miktar1 ise
6,92x10° kopya DNA/10 g olarak hesaplanmustir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE INTERACTION OF PURPLE NON-SULFUR
BACTERIA WITH ARABIDOPSIS THALIANA UNDER SALT STRESS
MSC THESIS
BEHIYE NUR AKSOY
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. CANER VURAL)

DENizLI, NOVEMBER 2022

In this thesis, the determination of plant growth-promoting properties of
purple non-sulfur bacteria isolated from the Winogradsky column and the effects of
isolates on Arabidopsis thaliana (L) Heynh under salt stress were investigated. The
highest values obtained for nitrogen fixation, phosphate solubilization, and indole-3-
acetic acid (IAA) production of the isolates are respectively; 4.21 mg/L, 340 mg/L,
2.58 ug/mL. In addition, it was determined that all isolates have 5-Aminolevulinic
acid (ALA) production potential. By 16S rRNA sequence analysis, it was determined
that all isolates had a 99% similarity rate with members of the Rhodobacter genus.
According to 16S rRNA sequence analysis, it was determined that all isolates had a
99% similarity rate with members of the genus Rhodobacter. The expression levels
of RD29A, RD29B, LOX2, APX2, SOS1, and GLY'I7 genes in A. thaliana under salt
stress were examined, and it was observed that the related genes were a fold increase
of 2.174,0.07, 1.394, 0.611, 0.02 and 0.62, respectively. An increase in leaf sizes and
new leaf formation was observed for the plant which added the purple non-sulfur
bacteria. At the end of the experiment, the amount of chlorophyll was determined as
1.03 mg/g wet weight in the control plant, and 1.18 mg/g wet weight for the plant
which added the purple non-sulfur bacteria and 150 mM NaCl. Measurements of
dehydrogenase activity were done from the samples taken from the soil every 48
hours, and during the process, it was determined as 8.67, 19.18, 20.39 and 20.09 ug/g
for the soil containing purple non-sulfur bacteria and 16.84, 17.82, 19.94 and 17.52
ug/g for the soil containing purple non-sulfur bacteria and 150 mM NacCl,
respectively. The amount of total bacterial was calculated as 2.75x10%° copy DNA/10
g for the plant which added the purple non-sulfur bacteria and 150 mM NaCl, and the

total amount of purple non-sulfur bacteria was calculated as 6.92x10° copy DNA/10



g with the biomonitoring studies by the Real-Time PCR device at the end of the

experiment.

KEYWORDS: Purple non-sulfur bacteria, Arabidopsis thaliana, salt stress, Real-
Time PCR, gene expression, biomonitoring
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1. GIRIS

Toprak ¢ok sayida mikroorganizma igeren zengin ve dinamik bir ekosistemdir
(Ahmed ve dig. 2018). Toprakta hizla artan tuz konsantrasyonu, 230 milyon hektarlik
ekili araziyi ve sulanan arazinin %?20'sini etkiledigi tahmin edilmektedir
(https://www.fao.org). Tuzluluk, sodyum (Na®), bikarbonat (HCOs"), magnezyum
(Mg*?), siilfat (SO472), potasyum (K™), kloriir (CI"), kalsiyum (Ca*?), karbonat (CO3?)
gibi suda ¢oziinebilen farkli tuz iyonlarinin toprakta asir1 birikmesi ile olusur. Toprakta
200 mM sodyum Kloriir (NaCl) varhiginda, tuza dayanikl: (seker pancari vb.) ve orta
derecede toleransh iriinlerde tahmini verim diisiisii sirasiyla %20 ve %60 olmakla
birlikte, tuza duyarl: bitkilerin canliligint yitirme ihtimali ise ¢ok yiiksektir (Smolen
ve dig. 2020). Topraktaki artan tuzluluk hasat edilen tiriinlerin veriminde diistislere yol
acabilmektedir. Bu durum, gelecekte gida iiretimi igin ciddi bir tehdit olusturmaktadir.

Rizosfer, bitkilerle etkilesime giren ve bitki-mikroorganizma araytiziinde farkl
sinyallesme siireclerini ve iiriin aligverisini destekleyen zengin bir mikroorganizma
nigidir. Mikroorganizmalar ve bitkiler arasindaki iletisim hem bitki hem de mikrobiyal
topluluklar i¢in 6nemli olan notr, sinerjik veya olumsuz sonuglara yol agan cesitli
mekanizmalar igerebilir. Rizosfer mikroorganizmalar1 arasinda; bitki biiylimesini
tesvik eden bakteriler, patojenik mikroorganizmalar1 baskilayabildikleri ve bitkilerin
biyotik ve abiyotik streslere tepkilerini degistirerek bitki biiylimesini tegvik
edebildikleri i¢in, bu mikroorganizma grubu dogal bir ekosistemde oldugu kadar
tarimda da kilit bir konuma sahiptir (Majeed ve dig. 2018). Abiyotik stresler, toprak
mikrobiyal ¢esitliligini, fizikokimyasal 6zelliklerini etkileyen ve bunlarin sonucunda
verim kaybina neden olan olumsuz ¢evresel kosullardir. Tarimsal verimliligi artirmay1
amaclayan bilingsiz tarim uygulamalar1 ve sanayilesme nedeniyle ekilebilir alanlarin
bozulmasi gibi faaliyetler, bitkilerde abiyotik streslerdeki ani artisin ana nedenleri
arasinda yer almaktadir (Goswami ve Deka, 2020). Bitkiler ve bitki biiyiimesini tesvik
eden bakteriler arasinda belirtilen olumlu etkiler g6z Oniline alindiginda; bu
organizmalarin ¢evresel degisikliklere nasil tepki verdigini anlamak, bitkilerin stres
toleranslarini artirmalarina yardimer olacak mikrobiyal stratejilerin gelistirilmesinde
Oonemli bir adimdir. Yeni bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin kesfedilmesi ve
tarim yapilan arazilere hedefli mikroorganizma asilanmasi bu stratejiler arasinda

degerlendirilebilir (Hartman ve Tringe, 2019).



Mor kiikiirtsiiz bakteriler, bitki biiylimesi tesvik etme 6zelligi olan yiiksek
degerli bilesikler tiretme ve biriktirme kabiliyeti nedeniyle son yillarda ¢aligmalarda
ilgi goren fototrofik bir mikroorganizma grubundadir. Mor kiikiirtsiiz bakteriler 15181
kullanarak enerji iiretebilen, ¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilen ve bir¢ok ortama
uyum saglayip biiyiiyebilen fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Ayrica, Mor kiikiirtsiiz
bakterilerin azot (N2) fiksasyonu, fosfat ¢éziindiirme ve bitki biiyiimesini tesvik eden
indol-3-asetik asit (IAA) ve 5-aminolevulinik asit (ALA) tiretimi gibi ¢esitli metabolik
yollar ile bitkinin biiylimesini tesvik eden ¢esitli 6zellikleri oldugu bilinmektedir

(Hayashi ve dig. 2022).

Bu tez calismasinin amaci, gesitli golet ve toprak drneklerinden izole edilen
mor kiikiirtsiiz bakterilerin izolasyonunu ve molekiiler biyolojik diizeyde
tanilanmasini, mor kiikiirtsiiz bakterilerin iirettigi ve bitki bliylimesine yardimci
oldugu bilinen cesitli molekiillerin belirlenmesinde bazi biyokimyasal testlerin
uygulanmasini, tuz stresi altindaki A. thaliana’nin gen ifade diizeylerinin
incelenmesini ve A. thaliana rizosferinde bulunan mor kiikiirtsiiz bakterilerin siire¢
icerisindeki  varligmin molekiiler biyolojik olarak izlenmesi c¢aligmalarim

kapsamaktadir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1  Topraktaki abiyotik stres hakkinda genel bir bakis

Toprak tuzlulugu, tim tarimsal bitkiler i¢in en Onemli abiyotik stres
kaynaklarindan biri olarak kabul edilmektedir. Yillar i¢erisinde gittik¢e artan bir sorun
haline gelen bu durum, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgeler i¢in en ciddi sorunlardan
biri olarak degerlendirilmektedir (Tammam ve dig. 2022). Tuz stresi altindaki bitkide
zayif bliylimesi, azalan besin hareketi, hormonal dengesizlik, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumu, iyonik toksisite ve ozmotik stres gibi etmenler goriilmektedir. Ayrica
tuzluluk topragmn fizikokimyasal Ozelliklerini degistirerek topraktaki mevcut
mikrobiyal gesitliligi azaltir ve boylece toprak sagligini olumsuz yonde etkiler (Kumar
ve dig. 2020). Toprak tuzlulugu, diinya ¢apinda 800 milyon hektardan fazla araziyi
(toplam ekilebilir arazinin %6's1) etkileyen bir sorundur. FAO (Gida ve Tarim
Orgiitii)'nun analizine gore, tuzluluktan kaynaklanan tahmini arazi kaybi, 2050 yilina
kadar diinya capindaki toplam ekilebilir arazinin %50'si olacaktir (Sarker ve dig.
2022). Tuzluluk genel olarak birincil ve ikincil olarak siniflandirilir. Birincil tuzlulukta
bozunma, yagmur ve kuvvetli riizgar gibi karada ve suda uzun siire tuzun kalmasinda
rol oynayan dogal siireclerden olusurken; ikincil tuzluluk, ormanlarin azalmasi, arazi
temizleme c¢aligmalar1 ve asir1 sulama gibi antropojenik (insan kaynakli) faaliyetlerin
etkisi olarak nitelendirilebilir. Tuzlu toprak ve su, gesitli tuzlarmn (Na*, Ca*2, Mg*2, CI
, SOs2 ve HCO") bir araya gelmesi ile olusur (Arif ve dig. 2020). Bitkiler, tuz stresi ile

basa ¢ikmak i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanirlar. Bunlar;

. Vakuollerde secici birikim veya sodyum iyonlarinin salinima,
. Sodyum iyonlarinin kokteki emilimin modiilasyonu ve daha sonra bu

iyonlarin yapraklara taginmasi,

. Bitki hiicresel seviyesinde sodyum iyonlarinin bdliimlere ayrilmasi,

. Trehaloz ve prolin gibi ¢esitli bitkiye uyumlu ¢oziinenlerin sentezi,

. Bitki hiicre zarlarinin modifikasyonu,

. Stiperoksit dismutaz ve peroksidaz dahil olmak iizere ¢esitli antioksidan

enzimlerin sentezi,



. Oksin, sitokinin ve etilen dahil olmak tizere bazi bitki hormon

seviyelerinin degistirilmesi (Gamalero ve Glick, 2022).

Kok ve yapraklarda farkli morfo-anatomik degisiklikler ile toprak iistii
yapisinin (kloroplast, mitokondri ve peroksizom) boyut ve sayisindaki degisiklikler
bitkinin tuza adaptasyonunu saglamaktadir. Ayrica, bitki absisik asit (ABA), oksinler,
sitokininler, salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA), poliaminler, gibberellinler ve
brassinosteroidler (BR) gibi endojen fitohormonlarin seviyesini arttirarak tuza karsi

yanit olusturmaktadir (Arif ve dig. 2020).

Topragin biyolojik 6zellikleri, ¢esitli sebeplerle olusan ¢evresel bozulmalarda
tarim ekosistemlerinin islevsel istikrarin1 degerlendirmek icin en temel bilesenlerden
biri olarak degerlendirilir. Toprak mikrobiyomu, toprak igeriginde bulunan organik
maddelerin dogal olarak ayrigmasini ve besin erisilebilirligini diizenleyerek toprak
sagliginin siirdiiriilmesinde hayati bir rol oynar. Bitkiler rizosferlerinde cesitli
mikroorganizmalart barindirir. Rizosferde bulunan mikroorganizmalar bitkiyi stres
kosullarina kars1 koruma potansiyeli sunarak bitkinin stresten uzaklagmasini, olumsuz
kosullara toleransi ve direncini arttirmada fayda saglamaktadir (Egamberdieva ve dig.

2022).

2.2 A. thaliana

Brassicaceae familyasina ait, A. thaliana kiiciik, tek yillik rozet goriiniimiinde
bir bitkidir (Sekil 1) (Kramer, 2015). A. thaliana, yakin akraba tiirlerinde goriilen
capraz gegis lireme sistemine karsin kendi kendine déllenme (otogami) yoluyla tireme
gostermesinin bitkiye Onemli bir avantaj sagladigir distintilmektedir (Sekil 2)
(Hohmann ve dig. 2014; Koch ve Matschinger, 2007). A. thaliana 6-8 hafta kadar kisa
olabilen hizl1 bir yasam déngiisiine sahiptir. Ote yandan, yakin akrabalarinin ¢ogu iki
yillik veya ¢ok yillik otsu bitkiler olarak bilinirler. A. thaliana, yakin akraba olan diger
tiirlere gore daha kiigiik yapida bir bitki olmasina ragmen, bitkinin degisen ¢evresel
sartlar altinda bile yasam dongiisii ve lireme stratejileri 6nemli derece kararlilik
gostermektedir. A. thaliana'nin yapraklari, daha kompakt bir rozet olusturacak sekilde
konumlanmigtir ve ¢igek durumu, yakin akrabasi A. halleri (L.) O'Kane ve Al-
Shehbaz'den daha dik ve uzundur (Krdmer, 2015). Bu morfolojik farkliliklarin, A.
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thaliana’nin farkli ortamlara adaptasyonunda avantaj sagladigi disiiniilmektedir
(Kooke ve dig. 2016). A. thaliana yakin akraba olan tiirler ile karsilastirildiginda,
siliqgua ad1 verilen meyve tipinin bol miktarda ve kii¢iik boyutlarda tohumlara sahip
oldugu ve ¢igeklenmesinin de es zamanl olarak koordine edildigi goriilmektedir. A.
thaliana tohumlari, A. halleri ve A. lyrata (L.) O'Kane ve Al-Shehbaz'nin tohumlarina
kiyasla daha uzun 6miirlii ve tohum canliliginin da daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bu ag¢iklanan ozelliklerden dolay1, A. thaliana birgok genetik tabanli ¢alismaya rol

model olma 6zelligi gostermektedir (Kramer, 2015).

polien grain

siliques w. seeds

siiques
w. seeds

Sekil 1.: A. thaliana Columbia (Col-0)’nin yasam dongiisii (Krdamer, 2015): (A) tohumdan

(sol altta) fideye (11 giin), vejetatif biiylimeye (39 giin) ve {ireme gelisimine (45 giin) kadar

gecen siirelerdeki bitki gelisim evreleri. (B) Cicek (C) bir polen tanesinin taramali elektron

mikrografisi ve (D) olgun siliklerin A. thaliana meyvesi (tohum kabuklar; sol: kapali; sag:
agik)

A. thaliana’nin biiyiimesi i¢in sicaklik araligi 16-25°C olmasina ragmen
ortamda yeterli miktarda su bulunmasi halinde bu rakam 34°C’ye kadar yiikselebilir.
Ancak boylesi bir durum olustugunda ise bitkinin biiylime ve lireme verimliligi daha

diisiik olmaktadir (Goodrich, 2002). Literatiir bilgileri incelendiginde A. thaliana’nin



hizli ve saglikli gelisimi i¢in ideal sicaklik araliginin 22-23°C oldugu goriilmektedir
(Feraru ve dig. 2019). A. thaliana bitkisi i¢in diisiik sicaklik degerleri ¢igeklenmeyi
geciktirirken, ylksek sicaklik degerleri daha az yaprak ve hizli ¢iceklenmeye neden
olmaktadir. Bitkinin optimum 1sik yogunlugu yaklasik 120-150 pmol.m?2.sn’,
fotoperiyodu ise 8-24 saat araligindadir. Uzun giinler (>12 saat) lireme dongiisiinii
hizlandirir. Kisa giinler ise (<12 saat) vejetatif dokularin biiylimesini kolaylastirir. Geg
ciceklenen bir¢ok ekotipte, uzun giinlerde bile ¢igeklenmeyi hizlandirmak i¢in geng
fidelerin birkag¢ hafta boyunca 4°C'lik ek bir vernalizasyon islemi gerekmektedir. A.
thaliana i¢in nem aralig1 %25-75 arasinda olmalidir. Cok yiiksek neme (>%90) maruz

kalmis bitkilerde kisirlik durumunun olustugu da bildirilmistir (Goodrich, 2002).

Sekil 2.: A. thaliana ve ortak atadan gelen tiirlerin bir alt kiimesi: Soldan saga: A. thaliana
(Col), A. halleri, A. lyrata ve A. croatica (Krdmer, 2015).

Bitkiler, sitoplazmalarinda sodyum iyonunun (Na*) normalden fazla birikimini
onlemek i¢in birtakim stratejilere sahiptirler. Bu stratejiler; Na* akisinin en aza
indirilmesi, Na”’nun hiicre i¢i boliimlere ayrilmasi, plazma zarindaki Na*/H*
(AtNHX1) antiporterleri araciligiyla Na* akisginin minimuma indirilmesi ve Na*'nun
floem yoluyla hiicre disina geri gonderilmesi gibi bir dizi mekanizmaya sahiptir.
Bitkilerin tuz stresine vermis olduklar1 fizyolojik tepkilerin altinda gen ifadesindeki
degisiklikler yatmaktadir (Kant ve dig. 2006). Klor (CI) iyonunun tuz stresi altindaki
bitkilerde disaridan alinmasz, hiicre i¢inde tutulmasi ve/veya hiicre disina génderilmesi
¢ok net olarak tanimlanabilmis mekanizma degildir. Ayn1 durum Na™ tasinimi iginde
gecerlidir. Normal kosullar altinda, CI aktif olarak bir ApH giidiimlii C1/nH* simportu

tarafindan alinir (Lorenzen ve dig. 2004). Tuz stresinin A. thaliana genomunun



yaklasik %13'"liniin transkripsiyonel seviyesini etkiledigi gosterilmistir. Bu genler,
birgok stres kaynakli olugan biyolojik tepkimelerde gorev alan proteinlerin yant sira,
¢ok sayida islevi bilinmeyen proteinleri de kodlamaktadir. Bu noktada, transkripsiyon
faktorleri ve kinazlar gibi siirecten etkilenen genlerin tuz stresine karsi olusturulan
diizenleyici mekanizmalarda gorev alma ihtimalinin oldugu diistinlilmektedir (Kant ve

dig. 2006).

2.3 Bitki biiyiimesini tesvik eden bakteriler

Toprak ekosisteminin bir bileseni olarak toprak mikroorganizmalari; toprak
verimliliginin diizenlenmesi, besin dongiisii ve bitki cesitliliginin korunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bitki biiyimesini tesvik eden bakteriler, toprakta serbest
yasayan bakteriler ile kok rizosferinde kolonize olan rizobakterileri ifade eder. Dogal
olarak olusan bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin siirdiiriilebilir tarimda
kullanimi, toprak ve tirtin verimliligi tizerindeki yararl etkileri nedeniyle son on yilda

onem kazanmistir (Ramakrishna ve dig. 2019).

Bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler; bitki biiylimesini artirmanin yani sira,
bitkilerin biyotik ve abiyotik streslerle basa ¢ikmasina yardimci olmaktadir. Bitki
bliylimesini tesvik eden bakterilerin ana gruplar1 Proteobacteria ve Firmicutes subeleri
tiyelerinden olusur. Firmicutes subesinde Bacillus sp. bitki biiylimesini tesvik edici
aktiviteye sahip baskin bakteriler olarak bilinir. Proteobacteria subesinde,
Gammaproteobacteria smifi Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Pantoea,
Psychrobacter, Enterobacter ve Rahnella cinslerini igerir. Ayrica iki serbest yasayan
bitki biiytimesini tesvik eden bakteri olarak, Burkholderia sp. ve Betaproteobacteria'ya
ait Achromobacter xylosoxidans tanimlanmistir (Ramakrishna ve dig. 2019). Bitki
biiylimesini tesvik eden bakteriler, 1-aminosiklopropan-1 karboksilat (ACC)
deaminaz, indol-3-asetik asit (IAA), antioksidanlar, hiicre dis1 polimerik madde (EPS)

ve ugucu organik bilesikler (VOC) gibi farkli bilesikler tiretirler (Kumar ve dig. 2020).

Tarimsal uygulamaya yardimci olan ticarilestirilmis bitki biliylimesini tesvik
eden bakteri suslar1 arasinda Agrobacterium radiobacter, Azospirillum brasilense,
Azospirillum lipoferum, Azotobacter chroococcum, Bacillus fimus, Bacillus

licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus mucilaginous, Bacillus pumilus, Bacillus
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spp., Bacillus subtilis, Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens, Burkholderia cepacia,
Delfitia acidovorans, Paenobacillus macerans, Pantoea agglomerans, Pseudomonas
aureofaciens, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
solanacearum, Pseudomonas spp., Pseudomonas syringae, Serratia entomophilia,
Streptomyces griseoviridis, Streptomyces spp., Streptomyces lydicus ve c¢esitli
Rhizobia spp. olarak siralanabilir (Glick, 2012).

2.4  Bitki biiyiimesini etkileyen mekanizmalar

Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler bitki biiylimesinin uyarilmasz, iiriin
veriminin arttirilmasi ve ayrica kimyasal giibrelerin maliyetini diislirmesi nedeniyle
arastirmalarda biiyiik ilgi gormiistiir. Bitki bliylimesini tesvik eden rizobakteriler bitki
saghigini tesvik eden rizobakteriler veya nodiil tesvik eden rizobakteriler olarak da
adlandirilabilir. Bitkilerle olan iliskilerine gore bitki biiylimesini tegvik eden
rizobakteriler: simbiyotik bakteriler ve serbest yasayan rizobakteriler olarak iki gruba
ayrilabilir. Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterilerin bitkilerin biiyiimesini
uyardigt bir dizi mekanizma vardir. Bitki biliylimesini hizlandiricilar ve biyolojik
kontrol ajanlar1 olarak genel olarak dogrudan ve dolayli mekanizmalar olarak
siiflandirilirlar. Dogrudan mekanizmalar, bitki biiylimesini tesvik etmek igin gerekli
olan en dnemli adimdir. Azot fiksasyonu, fitohormon tiretimi, fosfat ¢oziintirliigii ve
artan demir mevcudiyetini gibi bitki biiyiimesine olumlu bir sekilde etki gosteren

stirecler dogrudan mekanizmalar igerisinde yer alir (Ullah ve Bano, 2015).

Azot proteinlerin, niikleik asitlerin ve diger temel biyomolekiillerin ayrilmaz
bir pargasini olusturmasinin yani sira, bitki bilylimesi ve tiretkenligi i¢in gerekli olan
en temel elementtir. Biyolojik azot fiksasyonu (Sekil 3), mikroorganizmalar tarafindan
nitrojenaz olarak adlandirilan karmasik bir enzim sistemi kullanilarak azotun
amonyaga doniistiiriilmesi islemidir. Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter
sp., Azospirillium sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Beijerinckia sp., Burkholderia sp.,
Enterobacter sp., Erwinia sp., Flavobacterium sp., Rhizobium sp., Mycobacterium sp.
ve Serratia sp. gibi bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler molekiiler azotu
simbiyotik ve simbiyotik olmayan veya birlestirici islemler yoluyla bagladigi bilinen

bakteriyel cinslerdir. Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakterilerin biyogiibre olarak



kullanim alanlarin1 genisletmek; kimyasal giibreye olan ihtiyacin azalmasina ve
bdylece toprak verimliliginin artmasina neden olabilir. Bu nedenle siirdiiriilebilir tarim
tekniklerinin gelistirilmesi ve uygulanmasinda c¢evre kirliliginin ve doganin
bozulmasinin azaltilmasinda biyogiibreleme biiyiik 6nem tagimaktadir (Kumar ve dig.

2015).
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Sekil 3.: Azot fiksasyonu sirasinda bakteri hiicresi ve bitki arasindaki etkilesimin sematik
gosterimi (Mus ve dig. 2016)

Dogrudan mekanizmalarin icinde yer alan bir diger 5nemli mekanizma, oksin
uretimidir. Patten ve Glick (1996), rizosferdeki mikroorganizmalarin yaklasik
%80'inin  oksin sentezleyebildigini ve ikincil bir metabolit olarak serbest
brrakabildigini bildirmistir. En ¢ok bilinen oksin, indol-3-asetik asittir (IAA) (Sekil 4).
IAA/Auxin baskin olarak siirgiin uglarinda sentezlenir, siirgiin vaskiiler kambiyumu
yoluyla kok apikal meristeme taginir ve kokiin apikal meristemine hiicre boliinmesinin
¢ok az oldugu veya hi¢ olmadigi ve hareketsiz merkez (quiescent centre) olarak
adlandirilan bélgede birikir. Cogu oksin/IAA, bitkinin genotipine bagh olarak degisen
diisiik konsantrasyonlarda bitki kokiinde (eksitidalarinda) bulunan amino asit olan
triptofandan sentezlenir. I1AA iiretimi, indol piruvik asit (IPyA) yolu, indol asetamid
(IAM) yolu ve indol asetaldoksim (IAOx)/indolasetonitril (IAN) ii¢ farkli biyosentetik
yolla sentezlenir (Olanrewaju ve dig. 2017).
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Sekil 4.: Indol-3-asetik asit, triptofan ve asetoin biyosentezinde yer alan bakteriyel
metabolik yollar (Khan ve dig. 2017)

Etilen, SAM sentetaz tarafindan S adenosil-1-metionine (SAM) doniistiiriilen
metioninden tiiretilir ve SAM daha sonra ACC sentetaz tarafindan 1-
aminosiklopropan-1-karboksilik aside (ACC) donistiiriilit. ACC, ACC oksidaz
tarafindan etilene doniistiiriiliir. ACC deaminaz (ACCD) aktivitesi, tohum ¢imlenmesi,
yaslanma, stres sinyali ve kok uzamasi gibi birgok gelisim ve fizyolojik stirecin nemli
bir diizenleyicisi olarak kabul edilir. Uriin verimliligini siirdiirmek icin etilen stresinin
azaltilmasi gerekir. Bu amagla, bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin etilen stresini
azaltmak i¢in ACCD aktivitesine sahip oldugu bulunmugstur. Bakterilerin inokulum
olarak kullanildiginda biiylimeyi tesvik edici etkileri; topraktaki yasam siireclerine,
asilandiklar1 iriinle uyumlu olmalarina, topraktaki yerli mikrobiyom ile
etkilesimlerine ve abiyotik stres altindaki dayanikliliklarina baghdir (Etesami ve dig.
2020).

Toprakta fosforun varlig1 yeterli miktarda olmasina ragmen, bitkilerde fosfor
miktar1 ¢ok diisiiktiir. Bunun nedeni, bitkilerin fosforu yalnizca monobazik (H2PO4?)
ve dibazik (HPOs?) formunda kullanmasidir. Fosforun, farkli metal oksitlerin
¢oziinmeyen komplekslerine hizli bir sekilde doniismesi ekilebilir topraklarin biiyiik
bir kisminda mevcut fosfat eksikliginin oldugu bildirilmistir. Fosfath giibreler, tarim

topraklarinda ¢ogunlukla kullanilmaktadir. Ancak, bu kimyasal giibrelerin siirekli
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kullanimi in vivo olarak topraga ve ¢evreye zararlidir. Bu nedenle, bitki bilylimesini
tesvik edici Ozelliklere sahip biyogiibrelerin iiretimi son yillarda siklikla c¢alisilan
konulardir. Inorganik fosfati ¢esitli iiriinlerin veya bitkilerin kullanimima uygun forma
doniistiirmek icin; Bacillus sp., Pseudomonas sp., Azospirillum sp., Achromobacter
sp., Acetobacter sp., Acinetobacter sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp. ve Serratia sp.

cins tiyeleri kullanilir (Prasad ve dig, 2019; Etesami ve dig. 2020).
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Sekil 5.: Etilen stresi altindaki bitkilerde bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin etkisini
gosteren sema (Naing ve dig. 2021)

Bitki biiytimesini tesvik eden bakteriler bitkiyi tuz stresinden korumak i¢in
dogal bir kaynaktir. Bu bakteriler fitohormon {iiretimini tesvik ederek, besinleri
cozerek ve diger homeostatik destekleri saglayarak tuz stresini engeller. Bitki
biiylimesini eden bakteriler, bitki kdklerinde kolonize olurlar ve kendilerini korumak
icin biyofilm olugturarak mikrokoloniler olustururlar. Artan toprak tuzlulugu ile
biyofilm olusumu da artar. Tuzlu topraklarda yetisen bitkiler i¢in bitki biiytimesini
tesvik eden bakterilerin; kok ve siirgiin gelisimine, besin alimina, suyun ve
elektrolitlerin gereken seviyede tutulmasina, klorofil icerigine ve hastaliklara karsi
direnci arttirmaya olumlu yonde etkileri oldugu rapor edilmistir. Bu faydali iliski goz
online alindiginda, tuz stresinin azaltilmasiyla ilgili olarak rizosferik mikrobiyal

cesitlilik alanina ilgi artmaktadir (Dutta ve dig. 2022).
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25 Mor Bakteriler

Proteobacteria, tiim kiiltirlenmis bakterilerin %45'inden fazlasini olusturan en
biiytik subedir. Proteobacteria subesi; Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria ve Epsilonproteobacteria olmak tizere bes
sinifa ayrilmistir. Sadece Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria sinifi fotosentetik bakterileri icermektedir (Gupta, 2013). Mor
bakteriler, Proteobacteria subesinde bulunan gram-negatif, anoksijenik fotosentez ile
151k enerjisini kimyasal enerjiye donistiiren fotosentetik bakterilerdir. Ayrica,
fotosentetik pigmentler (bakteriyoklorofil ve karotenoid) ve tek karbon kaynagi
olarak CO: ile ototrofik olarak biiytiyebilirler (Madigan ve Jung, 2009).

Fotosentetik mor bakteriler, mor kiikiirt bakterileri (Chromatiaceae) ve mor
kikiirtstiz bakteriler (Rhodospirillaceae) olarak alt gruplara ayrilir. Bu bakteriler,
kikiirt toleranslar: ve kiikiirti kullanabilmeleri gibi fizyolojik temellere dayanarak
ayirt edilmektedir (Hansen ve Van Gemerden, 1972). Karsilastirmali 16S rRNA
dizilimine dayanan mor bakterilerin filogenetik analizleri, mor kiikiirt bakterilerinin
Gammaproteobacteria sinifinda; mor kiikiirtsiiz bakterilerin ise Alphaproteobacteria
veya Betaproteobacteria oldugunu gostermistir (Tablo 1). Mor kiikiirt bakterileri, hem
hiicre iginde kiikiirt (So) depolayan hem de hiicre disinda kikirt treten tiirleri
icermektedir. Mor kiikiirt bakterilerinin pek cok tiirii yiiksek tuz ve/veya pH'da

biiytiyebilmektedir (Madigan ve Jung, 2009).

Mor kiikiirtstiz bakteriler, en eski fotosentetik organizma gruplarindan biridir.
Genellikle kirmizi veya mor renklidirler (Imhoff ve dig. 2005). Fotosentetik bakteriler
oksijenik ve anoksijenik bakteriler olmak tizere iki grupta incelenebilir. Oksijenik
bakteriler siyanobakterilerden olusurken; oksijensiz bakteriler Rhodospirillaceae
(mor kiikiirtstiz bakteriler), Chromatiaceae (mor kiikiirt bakterileri), Chlorobiaceae
(yesil kiikiirt bakterileri) ve Chloroflexaceae (kayan filamentli yesil kiikiirtsiiz
bakteriler) ailelerinden olusur. Mor kiikiirtsiiz bakteriler, Rhodospirillaceae
familyasina aittir ve Rhodospirillum, Rhodopseudomonas ve Rhodomicrobium
cinslerine ait tiirleri icerir. Yeryiiziindeki siirekli degisen kosullar mor kiikiirtsiiz
bakterilerde fotoototrofi, fotoheterotrofi gibi 6zel metabolik yolaklar gelistirmistir.
Bu metabolik yolaklar organizmanin farkl: kosullara uyum saglamasina yardimci olur
(Lu ve dig. 2021).
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Mor kiikiirtsiiz bakterilerin ana metabolik yollar1 arasinda; Calvin-Benson
dongiisii, Glioksilik asit dongiisii, Embden-Meyerhof-Parnas yolizi ve Trikarboksilik
asit dongiisii (Sekil 6) bulunur. Ozellikle, Glioksilik asit dongiisii, ucucu yag
asitlerinin bozulmasinda, yiiksek organik vyiikii tolere etmede ve Kirleticileri
parcalama konusunda organizmaya 6nemli 6l¢iide avantaj ve yetenek saglayan mor

kikiirtsiiz bakterilere 6zgii bir metabolik yoldur (Kumar ve dig. 2015).

Tablo 1.: Mor kiikiirtsiiz bakterilerin siniflandirilmasi (Imhoff ve Madigan, 2005)

Taksonomi/filogeni Tiir Morfoloji
Alfaproteobacteria Rhodobaca sp. Yuvarlak, kisa ¢ubuk
Rhodobacter sp. Cubuk
Rhodovulum sp. Cubuk, yuvarlak
Rhodopseudomonas sp. Tomurcuklanan ¢ubuk
Rhodoblastus sp. Tomurcuklanan ¢ubuk
Blastochloris sp. Cubuk
Rhodoplanes sp. Cubuk
Rhodocista sp. Yuvarlak
Rhodospira sp. Sarmal
Rhodovibrio sp. Virgiil
Rhodothallasium sp. Sarmal
Rhodospirillum sp. Sarmal
Phaeospirillum sp. Sarmal
Rhodopila sp. Yuvarlak
Roseospira sp. Sarmal
Roseospirillum sp. Sarmal
Betaproteobacteria Rhodocyclus sp. Dalgal1 virgiil
Rhodoferax sp. Cubuk, virgiil
Rubrivivax sp. Cubuk, dalgali gubuk

Mor kiikiirtsiiz bakteriler yaygin olarak fotosentetik kosullar altinda
yetistirilir. Fotosistem IlI'ye benzeyen tek bir fotosistem kullanirlar, ancak suyu
oksitleyemez ve bu nedenle O; iiretemezler. Mor kiikiirtsiiz bakteriler fotosentetik
biiyime sirasinda hem karbon hem de elektron kaynag: olarak organik bilesikleri
(fotoheterotrofi) kullanirlar. Alternatif olarak, mor kiikiirtsiiz bakteriler elektron
kaynag: olarak inorganik elektron vericileri (6rnegin Hy, tiyosiilfat veya Fe*?) ve
karbon kaynagi olarak CO>'i (fotoototrofi bir yasam tarzi) kullanabilirler. Elektron
vericiden alinan elektronlar, 1s1k varliginda fotosistem tarafindan enerjiye
dondistiirtlir ve hidrojen iyonu (H*) pompalayan elektron transfer zinciri araciligiyla
kanalize edilir. Ortaya ¢ikan proton hareket kuvveti, ATP sentaz yoluyla ATP

tretmek veya diger enerji gerektiren islemler icin kullanilabilir. Elektronlar, ters
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elektron transferi yoluyla biyosentez i¢in NADPH iiretmek iizere NADP'ya
baglanabilir. Alternatif olarak, elektronlara tekrar tekrar enerji verilebilir ve elektron
transfer zinciri boyunca tekrarlayabilir. Bu dongii, dongisel fotofosforilasyon adi
verilen siirecte proton hareket kuvvetinin ve ATP havuzlarinin siirekli korunmasina
olanak saglar. Dongiisel fotofosforilasyon, birkag elektronun ¢evrimi, hiicre bakimi
ve onarimi igin kullanilabilir enerji tretebildiginden, yetersiz kosullar altinda

bakteriye 6zellikle avantaj saglar (Dogan ve Koku, 2022).

a Photoheterotrophy b Photoautotrophy
Organic
comgounds H, co, Thio'sulfate, Fe?* H,
1 ' :
f l Nirrogenase((rr) {@/\
I' ,'
% ' CH
/_\ ", “’, 'e' ’1 \' 4 el ', \.
central \ : ,'. ? : ' : :
metabolism [\ ¢ 1] : H* 3 e,
XH II " ' ' \ : : ; ~
! E > H* 1 .
/. H central i Sy > H
AR o metabolism g O
’ ' ! : 1 ! :
oe 1 ) gl ' oy
SN (T (T
= II Q\ ,I ,I ‘\ ’,
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. ADP 24 ADP
Biosynthesis +~~ +Pi w, Biosynthesis +~ +Pi .
& ———aw & e '

Sekil 6.: Mor kiikiirtsiiz bakterin fotoheterotrofi ve fotoototrofi yollar1 (McKinlay, 2014)

2.5.1 Mor Kiikiirtsiiz Bakterilerin Biyoteknolojik Uygulamalari

Bakteriler, deterjan, tekstil ve ilag endiistrilerinde kullanilan belirli plastikler
ve enzimler de dahil olmak iizere c¢esitli iiriinlerin iiretiminde rol oynamaktadir.
Bakteri ve diger mikroorganizmalari kullanarak kimyasallarin tretimi, ekonomik
stirdiiriilebilirliklerinin yaninda ayni zamanda ¢evre dostudur. Modern biyoteknoloji;
hiicre birlestirme, biyoinformatik, genetik miihendisligi, yapr temelli molekiiler
tasarim ve hibridoma teknolojisinin kullanimindan olusmaktadir. Hint tropikal sulari,
tuz batakliklari, endiistriyel atiklar, deniz suyu, kanalizasyonlar, atik sular, sicak su
kaynaklar, ¢eltik tarlalari, okyanus sulari, su iiriinleri yetistiriciligi gibi c¢esitli
ortamlarinda heterotrofik bakterilerle birlikte fotosentetik bakterilerin varligi rapor

edilmistir. Fotosentetik bakteriler; su ve atik su aritiminda, gesitli kimyasallarin
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biyoremediyasyonunda, hayvan yemi ve su {irlinleri takviyeleri olarak, biyolojik
hidrojen tretiminde, koenzim Q iretiminde ve bitki biiylimesi igin biyo-giibreler

olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Merugu ve dig. 2012).

Mor kiikiirtsliz bakteriler, oksijensiz fotosentetik bakteriler kategorisinde yer
almaktadir. Rhodopseudomonas sp. ve Rhodobacter sp. tiirleri oksijensiz fotosentez
aragtirmalarinda model organizmalar olarak kullanilmaktadir (Madigan ve Jung,
2009). Mor kiikiirtsiiz bakteriler, baz1 tiirleri disinda azot fiksasyonu yetenegine
sahiptir. Rhodobacter capsulatus ve Rhodobacter sphaeroides, sadece azot gazi
varliginda hizli bir sekilde biiyiiyebilir. Rhodobacter tiirleri, sinirli miktarda fikse
edilmis azot ile anoksijenik kosullarda gelisme avantajina sahiptir. Mor kiikiirtsiiz
bakteriler, azot fiksasyon islemi sirasinda yan iiriin olarak hidrojen (H2) gazi iiretir.
Azot fiksasyonu ve hidrojen iiretim prosesleri, fotofermentatif bakterilerin nitrojenaz
enzimi tarafindan katalize edilir. Indirgenmis ferredoksin icindeki elektronlar, azot
molekiillerini (N2) nitrojenaz enzimi ve ATP yardimiyla amonyaga (NHz) indirgemek
icin kullanilir (Tiang ve dig. 2020).

Nitrojenaz, kofaktorler olarak demir (Fe) ve Molibden (Mo) i¢eren ve 250 kDa
molekiiler agirliga sahip bir dinitrojenazdan ve yaklasik 70 kDa'lik bir dinitrojenaz
rediiktazdan olusan iki proteinli kompleks bir bilesiktir. Molibden-nitrojenaz,
nitrojeni (N2) amonyaga (NHs) doniistiirmek i¢in en yaygin ve en etkili nitrojenazdir,
ancak kofaktor olarak Fe veya vanadyum (V) igeren diger iki izozim tanimlanmustir.
Rhodopseudomonas palustris, bu ii¢ enzimi kodlayan genlere sahip bilinen tek mor
bakteridir. Bu alternatif nitrojenazlar, N.'yi azaltmada daha az etkili olmasina ragmen
azotu baglama kosullarinda Hz'nin tiretilmesinde daha etkilidir. Bu durum ise yalnizca
Mo eksikligi ve Fe veya V varligi durumunda gergeklesir (Zannoni ve De Philippis,
2014).

Mo-nitrojenaz: N2 + 8H" + 8¢~ + 16ATP — 2NH3 + H> + 16ADP + 16P;
Fe-nitrojenaz: N2> + 21H" + 21e- — 2NH3 + 7.5H>
V-nitrojenaz: N2 + 12H" + 12e” — 2NH3z + 3H> (Tiang ve dig. 2020)

Nitrojenaz enziminin ana islevi molekiiler azotu amonyaga doniistirmek ve
yan triin olarak molekiiler hidrojen vermektir. Ancak, bu enzim molekiiler azot (N2)
yoklugunda da calisabilir ve tek iiriin olarak hidrojen verebilir (Zannoni ve De

Philippis, 2014). Literatiirde Rhodopseudomonas palustris, Rhodospirillum rubrum,
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Rhodobacter spheroides ve Rhodobacter capsulatus gibi tirlerin ¢ogunlukla
biyohidrojen tiretimi igin kullanildig: bildirilmistir (Basak ve dig. 2014).

5-aminolevulinik asit (ALA), hayvanlarda, bitkilerde, alglerde ve bakterilerde
hemoglobin, klorofil ve B12 vitamini sentezi i¢in kullanilan bir metabolittir.
Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas palustris,
Rhodopseudomonas faecalis ve Rhodovulum sp., genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarla elde edilebileceklere esit konsantrasyonlarda ALA iiretebilir. R.
sphaeroides ise ALA iiretimi i¢in endiistriyel diizeyde kullanilmaktadir (Montiel-

Corona ve Buitrén, 2021).

Karotenoidler ve bakterioklorinler, mor kiikiirtsiiz bakterilerin fotosentetik
metabolizmasinda tiretilen temel pigmentlerdir. Mor kiikiirtsiiz bakteriler, karotenoid
ve bakteriyoklorofil sentezleme ozelliklerinden dolayr pigmentli bakteriler olmakla
birlikte; kahverengi, kirmizimsi-kahverengi, kirmizi ve pembe olmak tizere genis bir
renk yelpazesine sahiptir. Bu bakteri grubu tarafindan iiretilen karotenoid 6zellikli
renk pigmentlerinin UV- goriiniir bolge spektrofotometre absopsiyonlari 450 ile 550
nm arasindadir. Pembe veya kirmizi pigment; likopen, rodopsin (463, 490, 524 nm) ve
spirolloksantin (486, 515, 552 nm) varligindan dolay1r olusmaktadir. Karotenler
siifina ait rodopsin varliginda bakteri kirmizimsi kahverengi pigment iiretir. Okenone
(521 nm) varliginda mor-kirmiz1 pigment olusur. Sferoiden (450, 482, 514 nm)
varliginda yesil veya kahverengimsi bir kirmiz1 pigment tiretilir, indirgen mikrogevre
kosullart altinda yesilimsi-kirmizi pigment olusur (Asif ve dig. 2021). Bu bakteriler
tarafindan tiretilen bakteriyoklorofil pigmentinin UV- goriiniir bolge spektrofotometre
absopsiyonlar1 800 ile 850 nm arasindadir (Papagiannakis ve dig. 2002).
Karotenoidlerin islevi, oksijen varliginda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
engelleyen bakterioklorinler tarafindan {iretilen asir1 uyarma enerjisini dagitmaktir.
Bakteri kaynakli pigmentler genellikle hayvan yemi olarak, kozmetik sanayide, ilag
sektorinde, gidalarin  renklendirilmesinde ve biyomalzemelerin iceriginde
kullanilmaktadir. Ayrica bitkisel kaynakli karotenoidlere kiyasla ekonomik
stirdiiriilebilirlikleri nedeniyle bakteriyel kaynakli karotenoid diiretimi artmigtir

(Montiel-Corona ve Buitron, 2021).
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Sekil 7.: Mor kiikiirtsiiz bakterilerin metabolik yollar1 (Lu ve dig. 2021)



3. GEREC VE YONTEM

3.1 GERECLER

Hassas terazi (Denver Instrument, SI-234): Besiyerleri, reaktifler, ¢ozeltiler

icin gerekli kimyasallarin 6l¢timiinde kullanilmistir.

Vorteks (Dragon Lab, MX-F): DNA izolasyonu, PCR ve jel saflastirma,

biyokimyasal testler gibi karistirma islemlerinde kullanilmistir.

Mikrosantrifiij (Wisd, CF-10): DNA izolasyonu, bakterilerin pelletlerinin

toplanmasinda kullanilmastir.

Otoklav (Niive, OT40L): Caligmalarda kullanilan besiyerleri ve diger

laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonunda kullanilmistir.

Inkiibatér (Niive, EN 400): Isik kaynag: ile birlikte bakterilerin inkiibasyonu

icin kullanilmistir.

Sogutmali inkiibator (Niive, ES 120): Bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in

kullanilmistir.

UV-Vis spektrofotometre (SHIMADZU, UV-1201V): Optik yogunluk

belirlenmesinde kullanilmistir.

PH metre (WTW InoLab, PH720): Besiyerleri, reaktifler, ¢ozeltilerin pH

degerlerinin ayarlanmasinda kullanilmistir.

Mikro hacim spektrofotometre (Epoch, BioTek): DNA/RNA miktarlarini

belirlemek i¢in kullanilmistir.

Real Time PCR (Applied Biosystems, TM StepOnePlus™): Bakterilerin

izlenmesi ve gen ifade ¢alismalarinda kullanilmastir.

Mikroskop (Olympus, CX21): Bakterilerin Gram reaksiyonu ve morfolojik

Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
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Gradient thermal cycler PCR (Optimus 96G, QLS): Bakterileri DNA’larinin

cogaltilmasi ve bitki cDNA doniisiimii calismalarinda kullanilmistir.

Jel elektroforez tanki sistemi (Major Science, ME7-10): PCR iiriinlerinin

goriintiilenmesi ve bant dogrulanmasi i¢in kullanilmistir.

Elektroforez gii¢ kaynagi (Major Science MP-30V): Agaroz jel elektroforezi

calismalarda kullanilmistir.

Jel goriintiileme sistemi  (gelLITE, Cleaver Scientific): Agaroz jel

goriintiilenmesinde kullanilmistir.

Mikropipet seti (Weightlab Instruments, Tiirkiye): Mikrobiyolojik ve

molekiiler biyolojik ¢aligmalarda sivi aktarim iglemlerinde kullanilmistir.
Test kabini (Niive TK 120): Bitkilerin biiyiitiilmesinde kullanilmistr.

Fotometre (Spectroquant® Nova 60A, Merck): Azot ve fosfat miktarlarinin

Ol¢iilmesinde kullanilmstir.
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32 YONTEM

Bu calismada bakterilerin zenginlestirilmesi ve biiyiitiilmesi i¢in, ATCC
PMSY 2657 (Tablo 2), Rhodospirillaceae (Tablo 3), AT (Tablo 4), azotsuz (Tablo 5),
Pikovskaya (Tablo 5), Glutamat-asetat (GA) (Tablo 7), Winogradsky (Tablo 8)
besiyerleri kullanilmistir. ATCC PMSY 2657, Rhodospirillaceae ve AT besiyerleri
icin tek bir karbon kaynagi kullanilmistir. Besiyerleri i¢in tablolarda verilen
kimyasallar hassas terazi yardimu ile tartilip borosilikat 1 L’lik cam siselerin igerisine
aktarilmistir. Hazirlanan ti¢ besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakikalik sterilizasyon
isleminden sonra, sogutulan besiyerlerinin {izerine steril 0,22 um por ¢apli membran

filtre ile 1M sodyum asetat (2,7 g/10 mL) stok ¢ozeltisinden 10 mL eklenmistir.

Tablo 2.: ATCC PMSY 2657 besiyeri igerigi

Kimyasallar Miktar
Makro element ¢ozeltisi K2HPO4 (0,5M) 25 mL
NaHPO4 (0,5M) 25 mL
(NH4)SO: (%10) 10 mL
Konsantre Baz 1mL
Na-Tiyosiilfat (0,1M) 1mL
Maya 6ziitii 39
Distile su 928 mL
Konsantre baz ¢ozeltisi (NH4)6M07024.4H,0 0,0185¢g
CaCl,.2H.0 6,79
Nitriltriasetik asit 20 ¢
MgSQ; (susuz) 2899
FeS04.7H,0 198 g
Distile su 1000 mL
Hutner’in metal ¢ozeltisi EDTA 25049
ZnS04.7H20 10,959
FeS0O4.7H,0 5009
MnSO4.H20 154 ¢
CuS0O4.5H,0 0,399
CO(N03)2.6H20 0,25 g
Na2B407.10H,0 0,18 ¢
Distile su 800 mL
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Tablo 3.: Rhodospirillaceae besiyeri igerigi

Kimyasallar Miktar
Maya oziitii 0,39
(NH,)-asetat 0,549
KH,PO4 0549
MgSQO,.7H.0 0449
NaCl 049
Makro element ¢ozeltisi | NH<CI 049
CaCl2.2H20 0,059
L-sisteinumklorit 0,3¢g
Nao-siiksinat 1lg
Resazurin (%0,1) Vitamin B12 0,5mL
¢ozeltisi (10 mg/100mL) 0,04 mL
Iz element ¢ozeltisi SL-6 1mL
Fe (1) sitrat ¢ozeltisi (%0,1) 5mL
Distile su 1000 mL
MnCl2.4H:0 0,039
CuCl2.2H,0 0,01g
. o NiCl2.6H.0 0,029
1z element ¢ozeltisi SL-6 Na;M002.2H,0 0,03 g
ZnS04.7H0 0,19
CoCl,.6H,0 0,29
H3:BO3 0,3 g
Distile su 1000 mL
Tablo 4.: AT besiyeri igerigi
Kimyasallar Miktar
CaCl,.2H0 0,1g
MgCl.6H20 059
Na,SO4 079
Makro element ¢ozeltisi KH2PO4 1lg
NH4CI 1lg
NaHCO3; 39
iz element ¢ozeltisi 1mL
Vitamin ¢ozeltisi 1mL
Distile su 1000 mL
NiCl2.6H.0 0,01g
MnCl,.4H:0 0,01g
Na;MoO, 0,03¢
iz element cozeltisi SLA CuCl2.2H,0 0,07 g
H3BO3 0,1 g
CoCl,.6H.0 0,259
ZnCl, 05¢g
FeCl,.4H,0 189
Distile su 1000 mL
Biotin 0,01g
pridoksolium hidroklorit 0,01g
Ca-pentatenat 0,01g
Vitamin cozeltisi p-aminobenzoikasit 0,029
Tiamin diklorit 0,03g
Vitamin B12 0,005 g
Distile su 100 mL
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Calismada bakterilerin azot fiksasyonu yeteneklerinin belirlenmesi icin
azotsuz besiyeri (Yang ve Ting, 1978) kullanilmistir. Azotsuz besiyeri i¢in Tablo 5’te
verilen kimyasallar hassas terazi ile tartildiktan sonra cam beher igerisinde
dokiilmiistiir ve bir litre su eklendikten sonra manyetik karistirici yardimi ile
¢cOzdiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyerinden 15 mL’lik falkon tiipleri icerisine 7,5 mL

aktarilmigtir. Hazirlanan igerik otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Tablo 5.: Azotsuz besiyeri icerigi

Kimyasallar Miktar
NaMo004.2H,0 0,001 g
FeC1,.4H.0 0,003 g
CaS04.2H,0 0,1g
KHzPO4 0,29
MgSQ,.7H20 0,2g
KzHPO4 0,89
Distile su 1000 mL

Calismada bakterilerin fosfat ¢oziindiirme yeteneklerinin belirlenmesi igin
Pikoskavaya’nin sivi besiyeri kullanilmistir (Wang ve dig. 2017). Pikoskavaya’nin
besiyeri i¢in Tablo 6’da verilen kimyasallar cam erlen igerisinde karistirildiktan sonra
icerigin tamamen ¢dziinebilmesi i¢in kaynama noktasina kadar 1sitilmistir. Hazirlanan
icerik otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Tablo 6.: Pikoskavaya’nin besiyeri

Kimyasallar Miktar
MgSQO,.7H,0 0,19
KCI 0,29
Maya 6ziitii 05¢g
NH.SO4 054
CaSO0O, 59
Dekstroz 10g
MnSO, 0,0001 g
FeSO4 0,0001 g
Distile su 1000 mL

Bakterilerin 5-aminoleviilinik asit tiretim potansiyeli i¢in GA besiyeri (Torpee
ve dig. 2021) kullamlmistir. GA besiyeri igin Tablo 7’de verilen kimyasallar
kullanilarak hazirlanan besiyeri 15 mL’lik falkon tiiplerine 7,5 mL olacak sekilde
aktarildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.
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Tablo 7.: Glutamat-asetat besiyeri icerigi

Kimyasallar Miktar
MnS0,4.4H,0 0,05¢g
FeCls 0,059
MgS04.7H.0 0,2¢g
KH2PO4 0,29
C5HsNN3.04 2 g
Glukoz 10g
Distile su 1000 mL

Bakterilerin indol-3-asetik asit (IAA) iiretimi potansiyeli i¢in Winogradsky
besiyeri (Rahman ve dig. 2010) kullanilmistir. Winogradsky besiyeri igin Tablo 8’da
verilen kimyasallar 50 mL besiyeri igin tartilmistir. Besiyeri igerigine 100 mg/L L-
triptofan (TRP) eklenmistir. Tiim kimyasallar karistirildiktan sonra, icerik 15 mL’lik
falkon tiiplerine 7,5 mL olacak sekilde aktarilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika

steril edilmisgtir.

Tablo 8.: Winogradsky besiyeri igerigi

Kimyasallar Miktar
Makro element ¢ozeltisi Maya oziitii 0,059
CaCO3 01lg
Siikroz 15¢g
Konsantre tuz ¢ozeltisi 5mL
Distile su 1000 mL
FeSO4.7H20 1g
MnS04.4H20 1g
Konsantre tuz ¢ozeltisi NaM004.4H20 19
MgS0O4.7H20 259
NaCl 25¢
KH2PO4 509
Distile su 1000 mL

A. thaliana bitkisinin sulanmasi igin Hoagland ¢o6zeltisi (Kaur ve dig. 2016)
hazirlanmistir. Hoagland ¢ozeltisi i¢in Tablo 9’da verilen kimyasallar (iz element ve

Fe-EDTA stok ¢ozeltisi haricinde)

icerisine aktarilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklav cihazinda sterilize edilmistir.

Otoklavdan ¢ikan ¢ozelti sogutulduktan sonra, 1 mL iz element ¢ozeltisi ve Fe-EDTA

tartildiktan sonra 1L’lik borosilikat cam sise

stok cozeltisi steril filtreden gegirilerek ana ¢ozeltiye eklenmistir.
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Tablo 9.: Hoagland ¢6zeltisi igerigi

Kimyasallar Miktar
Makro element cozeltisi Iz element 1mL
FeEDTA 1mL
KH2PO,4 2mL
MgS0..7H0 2mL
KNOs 5mL
Ca(NO3)..4H,0 7 mL
Distile su 1000 mL
Iz element cozeltisi NaMoO; 0,025¢
CuS04.5H,0 0,19
ZnS04.7H0 0,2¢g
MnCl».4H,0 1,89
HsBO; 2,89
Distile su 1000 mL
FeEDTA stok cozeltisi FeS04.7H:0 7849
Na,EDTA 10,49
KOH 56,19
Distile su 1000 mL

3.2.1 Winogradsky kolonunun olusturulmasi

Mor kiikiirtsiiz bakteri izolasyonu i¢in Ege Universtesi Botanik Bahgesi havuz
sedimenti, Pamukkale Universitesi G&lbahge havuz sedimenti ve bahge topragi,
Pamukkale Universitesi Botanik Bahgesi havuz sedimenti olmak iizere dort farkls
yerden aseptik kosullar altinda oOrnekler toplanmistir. Laboratuvara getirilen
orneklerden oncelikle tas ve diger materyaller ayiklanmistir. 100 g ¢amur igerisine,
organik tuzlar olarak 1’er g CaSO4ve CaCOs, organik besin kaynagi olarak 400 pL
egg-yolk, karbon kaynagi olarak kii¢iik parcalara ayrilmis gazete kagidi ve kutu
parcalar1 eklenmistir (Sridharan ve dig. 2021). Eklenen tiim materyaller, temiz bir
legen igerisinde homojen bir dagilim olana kadar karistirilmistir. Filtre havalandirma
kapakli 75 cm?‘lik steril polisitren hiicre kiiltiirii sisesi igerisine, hazirlanan camur
orneginden Y4 oraninda eklenmistir. Sise icerisinde kalan kismin 2/3’ii materyal
eklenmemis ¢camur 6rnegi eklenmistir. Steril filtre havalandirma kapakli polisitren
hiicre kiltliriiniin en st kismima gol suyu doldurulmustur. Hava alacak sekilde
kapatilan siseler giines 15181 altinda 5-6 hafta inkiibasyona birakilmistir. Olusturulan

Winogradsky kolonu belirli araliklarla kontrol edilmistir.
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3.2.2 Winogradsky kolununda gelisen mor bakterilerin uygun

besiyerinde iiretilmesi ve saflastirilmasi

Mor kiikiirtsiiz bakteriler i¢cin zenginlestirme ortamlar1 olan ATCC PMSY
2657, Rhodospirillaceae ve AT besiyerleri olmak iizere farkli besiyeri kullanilmistir.
Bunun ig¢in, inkiibasyon sonunda Winogradsky kolonu filtre havalandirma kapakli
polisitren hiicre kiiltiirii sigesi steril bir maket bigagi yardimiyla acildiktan sonra,
Winogradsky kolonunda gelisen mor bakterilerin bulundugu ¢amur zonlar1 steril bir
spatiil yardimi ile toplanarak alinmistir. Alinan ¢amur 6rnekleri homojen sekilde
karigtirildiktan sonra, Onceden hazirlanmis 10 mL’lik tiipler igerisindeki sivi
besiyerlerine ayn1 miktarda aktarilarak 30°C’de 151k altinda (tungsten lambas1 350 lux)
anaerobik kosulda 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
boyunca bakterilerin gelisimleri besiyerindeki renk olusturmalarina gore izlenmistir.
Siire igerisinde pembe, kirmizi veya bordo renk acgisindan en iyi iremenin gozlendigi
ATCC PMSY 2657 besiyeri mor kiikiirtsiiz bakteriler i¢in en uygun ortam olarak
secilmigtir. Secilen besiyerinde pigment iiretimi basladiginda ATCC PMSY 2657
besiyerinin icerisine 150 mM NaCl eklenerek 30°C’de 151k altinda (tungsten lambasi
350 lux) 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Tuz varliginda iireyen bakterileri
saflagtirmak amactyla 150 mM NaCl eklenen ATCC PMSY 2657 agar besiyerine ¢izgi
ekimi yapilmstir. Petrilere ekilen bakteriler 30°C’de 151k altinda (tungsten lambas1 350

lux) 7 giin inkiibasyona birakilmistir.

ATCC PMSY 2657 agar petrilerinden pigment ve morfolojik olarak ayrilan
bakteriler, steril Nutrient Agar besiyeri petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak ayni sartlar
altinda inkiibasyona birakilmistir. Bu islem bakterilerin saf olduklarina emin olana
kadar gerceklestirilmistir. Safligindan emin olunan bakterilerin morfolojik yapisinin
ve hiicre duvart Gram reaksiyonlarinin belirlenmesi i¢cin Gram boyama yontemi
kullanilmistir. Kristal viyole boyasindan hassas terazi vasitasiyla 5 g tartildiktan sonra
50 mL distile su igerisinde iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Boya iyice karistirildiktan sonra 0,22
um por ¢apli membran filtreden gecirilerek steril edilmistir. Bazik fuksin boyasindan
hassas terazi vasitasiyla 1 g tartildiktan sonra 50 mL distile su igerisinde iyice
¢cozdiiriilmiistiir. Boya iyice karistirildiktan sonra 0,22 pm por ¢caplt membran filtreden

gecirilerek steril edilmistir.
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3.2.3 lzolatlarin azot fiksasyonu yeteneklerinin belirlenmesi

Azot fiksasyonu c¢alismalarinda azotsuz sivi besiyeri kullanilmigtir (Tablo 5).
Taze kiiltiirler PBS ile homojen hale getirildikten sonra mikrosantrifiij yardimi ile
5000 rpm’de 4 dakika santrifiijlenerek coktiirlilmiistiir. Daha sonra siipernatant
dokiilerek tekrar PBS ¢ozeltisi eklendikten sonra ayni islem tekrar edilerek hiicreler
iki defa yitkanmigtir. Yikama isleminden sonra elde edilen hiicre siispansiyonu UV-Vis
spektrofotometre ile 540 nm dalga boyunda absorbans Ol¢limii yapilarak 0,5 optik
yogunluga (OD) ayarlanmistir. Bu sayede her bir bakteri i¢in hiicre siispansiyonlari
hazirlanmistir. Her bir bakteri stispansiyonundan 100’er uL alinarak, igerisinde 10 mL
azotsuz sivi besiyeri bulunan kapakli cam tiiplere aktarilmistir daha sonra, tiipler
30°C’de 151k altinda (tungsten lambasi 350 lux) 7 giin inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonunda azotsuz sivi besiyerinde iireyen bakteriler mikrosantrifiij
yardimiyla 8000 rpm'de 15 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiijlenmistir.
Bakterilerin trettigi inorganik azot igerigi ve miktarlarinin belirlenmesi igin
Spectroquant® amonyum kiti (Merck, Almanya) ile fotometrik yontem kullanilmistir
(Sakpirom ve dig. 2017). Test i¢in, siipernatanttan 5 mL alinarak steril cam tiip
icerisine aktarilmistir. Ornek iizerine 0,6 mL NHs-1 ¢ozeltisi eklenmistir ve
karistirilmistir. Kit icerisinde yer alan NHy-2 sisesindeki mavi kasik ile bir 6l¢ek toz
halindeki kimyasal karisim igerisine eklenmistir. Toz tamamen ¢oziinene kadar hizlica
karistirilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Cam tiip igerisine NHs-3
reaktifinden 4 damla damlatildiktan sonra karistirilarak oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda karisim yari mikro kuvars kiivete aktarilarak fotometre

vasitasiyla NH4-N ve NH4" degerleri 6lgiilmiistiir.

3.2.4 Tlzolatlarin fosfat cozme yeteneklerinin belirlenmesi

Fosfat ¢dzme yetenegi i¢in Pikovskaya’nm besiyeri kullanilmistir. izolatlarmn
taze kiiltiirleri iki defa PBS ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 540 nm dalga boyunda 0,5
OD olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmigtir. Optik yogunlugu ayarlanmis
bakteri siispansiyonlarindan 100 pL alinarak, 10 mL Pikovskaya’nin siv1 besiyerine
aktarilmigtir. Bakteriler 30°C’de 151k altinda (tungsten lambasi 350 lux) 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde iireyen bakteriler 20 dakika boyunca 8000
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rpm'de santrifiijlenmistir. Elde edilen silipernatant besiyerinde ¢oziinmiis halde
bulunan fosfat bilesiklerini belirlemek i¢in kullanilmigtir. C6zlinmiis inorganik fosfati
belirlemek i¢in, Spectroquant® Fosfat test kiti (Merck, Almanya) kullanilmistir
(Nookongbut ve dig. 2019). Test i¢in siipernatanttan 5 mL alinarak steril cam tiip
icerisine aktarilmigtir. PO4-1 reaktifinden test tiipii icerisine 5 damla damlatilmistir ve
karigtirilmistir. PO4-2 reaktifi igerisinde bulunan kasik ile bir 6lgek toz cam tiip
icerisine eklenmistir. Toz tamamen ¢o6ziilene kadar karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda karisim yar1 mikro kuvars kiivete

aktarilarak fotometre vasitasiyla fotometrede PO4-P, PO43, P,Os degerleri 6lciilmiistiir.

3.25 Ilzolatlarin 5-Aminolevulinik asit (ALA) iiretim potansiyellerinin

belirlenmesi

ALA iiretim potansiyeli i¢in Glutamat-Asetat (GA) besiyeri kullanilmistir. Bu
calismada 18 mL GA besiyeri i¢eren vida kapakli falkon tiipiiniin i¢erisine 2 mL sivi
besiyerinden alinan bakteri inokulumu eklenmistir. Bakteriler 30°C’de 151k altinda
(tungsten lambas1 350 lux) 3 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan
bakteriler, 15 dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiijlenmistir. Daha sonra 1 mL
stipernatant, 2 mL 1M sodyum asetat tamponu (pH 4,7), ve 50 mL asetilaseton ile
kanigtinlmistir. Elde edilen karisim 15 dakika boyunca kaynatildiktan sonra,
karigimlari igeren test tiipleri hemen sogutulmustur. Test tiiplerinin igerisine taze halde
hazirlanmis 3,5 mL modifiye Ehrlich reaktifi (p-dimetilaminobenzaldehit (DMAB)
1,25 g, 50 mL %95’lik etanol, 50 mL hidroklorik asit (HCI)) eklenmistir. Test
tiplerinde pembe-kirmizi renk degisimine bagli olarak ALA iretim potansiyeli

kaydedilmistir (Nunkaew ve dig. 2015).
3.2.6 lzolatlarin indol-3-asetik asit (IAA) iiretim potansiyelinin
belirlenmesi

Izolatlarin IAA iiretim potansiyelinin belirlenmesi i¢in Winogradsky nin
besiyeri (Tablo 8) igerisine 100 mg triptofan eklenerek modifiye besiyeri

hazirlanmistir. Hazirlanan 10’ar mL steril besiyerleri tizerine her bir bakteri
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kiiltiirlerinden 2’ser mL eklenmistir. Bakteriler 30°C’de 151k altinda (tungsten lambas1
350 lux) 7 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan besiyeri igerikleri
10,000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantlardan
I’er mL alinarak, tizerlerine taze hazirlanmis 3 mL Salkowski reaktifi (0,5 M FeCls
0,8 g/mL, 10 mL %35°lik HCIO4) eklenerek ¢alkalanmistir. Elde edilen karisim 30
dakika boyunca oda sicakliginda karanlik ortama birakilmistir (Rahman ve dig. 2010).

IAA {iretim potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in standart egri olusturulmustur

3.2.7 1lzolatlardan genomik DNA izolasyonu

Izolatlarn molekiiler biyolojik olarak tamlanmasi igin genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™
izolasyon kiti (Zymo Research, ABD) kullanilmistir. Bu amagla; islemlere baslamadan
once kit protokoliinden uygun goriildiigii sekilde optimum performans i¢in, Genomik
Lizis tamponuna %0,5’lik beta-merkaptoetanol (v/v) eklenmistir. Yaklasik olarak 50
mg yas agirliga sahip bakteriyel hiicreler (yaklasik 10° bakteri hiicresi) 200’er uL PBS
tamponu (NaCl 8 g/L, KCI 0,2 g/L, Na2HPO4 1,44 g/L, KH2PO4 0,24 g/L) ile yeniden
siispanse edilerek BashingBead™ Lizis tiiplerine aktarilmistir. Ardindan tiipler
tizerine 750°ser uL Lizis ¢ozeltisi eklenmistir. S1zintiy1 dnlemek i¢in tiip kapagi sikica
kapatilmigtir. BashingBead™ Lizis tiipleri vorteks yardimryla maksimum hizda en az
5 dakika boyunca vortekslenmistir. Daha sonra 11000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatantlardan 400’er pL alinarak,
toplama tiipiine yerlestirilmis Zymo — Spin IV spin filtrelere aktariimis ve 8000 rpm’de
1 dakika boyunca coktiiriilmiistiir. Toplama tiiplerinde biriken filtratlar {izerine
1200’er uL Fungal/bakteriyel baglanma tamponu ilave edilmistir. Bu asamadan elde
edilen karigimlardan 800’er uL alinarak yeni toplama tiiplerine yerlestirilmis Zymo —
Spin IIC kolonlarina aktarilmistir. Daha sonra tiipler 11000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Daha sonra bir 6nceki basamaktaki islemler tekrarlanmigtir. 200 pL
DNA yikama-Oncesi tamponu yeni toplama tiiplerine yerlestirilmis Zymo — Spin I1C
kolonlarina aktarilmis ve 11000 rpm’de 1dakika boyunca santrifiijlenerek
coktiiriilmistiir. 500 uL. Fungal/bakteriyel DNA yikama tamponu Zymo — Spin I1C
kolonlarma aktarilmis ve yine 11000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenerek
coktiirtilmiistiir. Zymo — Spin IIC kolonlar1 1,5 mL’lik temiz mikrosantrifiij tiiplerine

28



yerlestirildikten sonra, 30’ar uL. DNA toplama tamponu dogrudan kolonlar igerisine
ilave edilmistir. Daha sonra tampon 11000 rpm’de 30 saniye boyunca santrifiijlenerek
elde edilen DNA’lar ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen genomik DNA’larin miktar ve saflik
Olctimleri mikro-hacim spektrofotometre cihazi vasitasiyla yapilmistir. Cihazin saflik
ve miktar kontrolii Take3 Mikro hacimli plakaya 1 pL. DNA eklenerek yapilmistir.
DNA ’larin miktar ve saflik analizleri 260/280 nm dalga boyu dl¢timleriyle yapilmistir.

3.2.8 lzolatlarin genomik DNA’larinin in vitro cogaltilmasi

Izole edilen genomik DNA’larin in vitro kosullarda sentetik olarak ¢ogaltilmasi
i¢in konvansiyonel PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) cihazi kullanilmistir. izolatlarin
molekiiler biyolojik tanilanmasinda bakteriler i¢in korunmus bolge olan 16S rRNA
kodlayan DNA bolgesini hedef alan 27F — 1491R evrensel primer seti kullanilmigtir
(Tablo 10). DNA’larin cogaltilmasinda Xpert Fast Hotstart Mastermix (2x) kiti
(GRiSP, Portekiz) kullanilmistir. PCR bilesenleri ve reaksiyon basamaklari
uygulanirken kullanilan kitin igerigi Tablo 11°de belirtilmistir.

Tablo 10.: Konvansiyonel PCR'da kullanilan primer setleri (Frank ve digerleri, 2008)

Primerler Oligoniikleotitler (5°-3”)
27-F AGA GTT TGATCM TGG CTC AG
1492-R AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA

Tablo 11.: PCR igin kullanilan reaksiyon karigimi ve bilesenlerin miktarlari

Bilesen Miktar

Xpert Fast Hotstart Mastermix 12,5 ulL
Forward primer (5 pmol/ uL) 2L
Reverse primer (5 pmol/ puL) 2L

Kalip DNA 0,25-10 uL.
Ultra saf su 25 pL’ye tamamlanir

(Calismaya baslamadan o6nce, konvansiyonel PCR i¢in kullanilan kite bagh
kalinarak PCR cihazinda protokol olusturulmustur (Tablo 12). PCR i¢in reaksiyon
karisimi iglemi tamamlandiktan sonra PCR tiipleri konvansiyonel PCR cihazinin

kuyucuklarima yerlestirilerek PCR protokolii uygulanmistir.
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Tablo 12.: PCR protokolii

Islem Dongii Siire Sicakhk
Ik deniitarasyon 1 3 dakika 95°C
Deniitarasyon (Ayrilma) 15 saniye 95°C
Annealing (Baglanma) 40 15 saniye 55°C
Elongasyon (Uzama) 20 saniye 72°C
Son Uzama 1 3 dakika 72°C
Sogutma - Sinirsiz 4°C

3.2.9 Agaroz jel elektroforezi ve PCR iiriin kontrolii

DNA’larin agaroz jel elektroforez islemi ile dogrulanmasi i¢in %1°lik agaroz
jel kullanilmistir. Agaroz jel, 1 g agaroz (BIOMAX) tartilarak temiz bir erlen igerisine
konulduktan sonra iizerine 100 mL 1x Tris Asetik Asit (TAE) tamponu eklenmistir.
Daha sonra, agarozun TAE tamponu igerisinde homojen sekilde erimesi ig¢in
mikrodalga firinda (600 Watt) polimer tamamen eriyinceye kadar kaynatilmistir.
Elektroforez tankinda kullanilan tepsiye uygun bir tarak yerlestirildikten sonra,
hazirlanan agaroz hava kabarcig1 olmayacak sekilde dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir.
Dokiilen jelin oda sicakliginda donmasi saglanmistir. Jel donduktan sonra tepsi
kenarindaki silikonlar dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis ve tank icerisine yerlestirilmistir.
Ardindan, daha 6nceden hazirlanan 1x TAE tamponu agaroz jel yiizeyinin iizerini

kaplayacak sekilde ilave edildikten sonra tarak dikkatli bir sekilde jelden alinmistir.

Konvansiyonel PCR ile elde edilen PCR iiriinleri i¢in, jeldeki her bir kuyucuga
3 uL DNA, 1 pL yikleme boyast kanstirilarak yiliklenmistir. DNA’nin
boyutlandirmasin1 yapabilmek amaciyla belirte¢ olarak 10 kb’lik DNA Ladder
(GRISP universal ladder, Portekiz) kullanilmistir. DNA ladder’dan alinan 4 pL, 1 pL
ylukleme boyas1 ile karistirilarak jelin basindaki ve sonundaki kuyucuklara
yiiklenmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra giic kaynagma baglanan
elektroforez tankina 90V gii¢ uygulanarak, agaroz jele yiiklenen ornekler 45 dakika
boyunca karanlikta yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda agaroz jel goriintiileme sistemine
dikkatli bir sekilde tasinmistir. Jel goriintiileme sisteminde elektroforez islemi
stiresince ylirimiis olan DNA ladder ve karsilik gelen PCR iiriin bantlart

karsilagtirilarak dogrulama yapilmaigstir.
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3.2.10 PCR iiriiniiniin temizlenmesi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra dogrulugu tespit edilen PCR
trlinleri uygun bir kit kullanilarak saflastirilmistir. Agaroz jelden PCR iiriinlerinin
saflagtirilmast i¢cin EcoPURE PCR/Gel Purification kiti (EcoTech Biotechnology,
Tiirkiye) kullanilmistir. Bu asamada; her 50 pL. PCR {iriiniine 250 pL EcCOPURE
baglanma tamponu eklenmistir. PCR {irin hacmi 50 pL'den az oldugu i¢in, toplam
hacim steril ultra saf su ile 50 pL'ye tamamlanmistir. Elde edilen karisimin {izerine
100 uL izopropanol eklenmis ve iyice karistirilmistir. Bir toplama tiipiine yerlestirilen
EcoPURE kolonu igerisine karigim aktarilmistir. Karigim maksimum hizda 30 saniye
boyunca oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Kolona biriken sivi atilmistir ve
EcoPURE kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. ECOPURE kolonuna 700
uL EcoPURE yikama tamponu eklenmistir. Maksimum hizda oda sicakliginda 30
saniye santrifiijlenmistir. Kolona biriken sivi atilmistir. Kalan yikama tamponunu
tamamen ¢oktiirmek icin bos EcoPURE kolonu maksimum hizda 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. ECOPURE kolonu steril bir 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiline
yerlestirilmistir. ECOPURE kolonunun merkezine 30 pL EcoPURE eliisyon tamponu
eklendikten sonra kolon oda sicakhiginda 1 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda tiipler maksimum hizda 30 saniye boyunca oda sicakliginda
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda EcoPURE kolonu atilan tiipler bulunan

temizlenmis PCR fiirtinleri -20°C'de saklanmaistir.

3.2.11 izolatlarm DNA’larimin  dizilenmesi ve filogenetik agac

olusturulmasi

Yukarida bahsedilen tiim islemlerin sonunda temizlenerek elde edilen PCR
tirtinleri hizmet alimi1 (BMLabosis, Tiirkiye) ile Sanger dizileme yapilmistir. Dizilenen
izolat DNA’lart Finch TV (Geospiza) ve DNA Dragon yazilimi1 (Version 1.6.0,
SequentiX-Digital DNA  Processing, Germany) programlart kullanilarak
temizlenmistir. Temizlenerek elde edilen DNA dizileri, Uluslararas1 Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi (NCBI) web sitesinde BLAST programi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak % dizi benzerlik agisindan

degerlendirilerek bakterilerin tiir tayinleri yapilmistir. Daha sonra Mega 11 programi
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(Tamura ve dig. 2021) kullanilarak Neighbor Joining metoduyla 1000 Bootstrap tekrar

yapilarak izolatlara ait filogenetik aga¢ olusturulmustur.

3.2.12 A. thaliana biiyiitiilmesi

Tuz stresi c¢alismasinda genom dizilimi aydinlatilmis model bitki olan A.
thaliana’nin yaban tipi (Columbia-0) kullanilmistir. Bitkiler Ege Universitesi Biyoloji
Boliimii Genel Biyoloji Laboratuvar’indan temin edilmistir. Bitki biiylitiilmesinde; A.
thaliana bitki tohumlar1 topraga ekilmeden Once sterilizasyon ve vernilizasyon islemi
uygulanmistir. Tohumlarin ylizey sterilizasyon islemi, izolasyon odasinda gerekli hava
ve yiizey sterilizasyonlar1 yapildiktan sonra gerceklestirilmigtir. Dis kaynakli
mikrobiyal bulas riskini engellemek i¢in A. thaliana tohumlar1 kullanilmadan 6nce
%70 etanolde 1 dakika bekletilmistir. Islem sonrasinda tohumlar steril distile suda 5
kez yikanmistir. Ardindan %4 NaOCI (sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde 10 dakika
tutulduktan sonra, steril distile suda 5 kez daha yikanarak steril edilmistir. Tohumlar
¢imlenmenin senkronizasyonu igin vernilizasyon amagli 4°C’de 72 saat bekletilmistir.
Vernilizasyon islemi tamamlanan A. thaliana tohumlar1 her viyole 4 tohum olacak
sekilde toprak yiizeyine ekilmistir. Iki giin ¢imlenmenin ardindan bitkiler birkac hafta
stireyle biiyiimeye birakiligtir. Daha sonra, her viyolde esit biiyiiyen tek bir bitki
kalacak sekilde viyollerdeki bitkiler azaltilmistir. Biiyliime topragi olarak
torf:vermikdilit:perlit (7:2:1) kullanilmistir. Bitkiler, A. thaliana i¢in standart kosullar
altinda (150 pmol.m s 151k siddeti, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik, 22°C sicaklik
ve %60 bagil nem) blyiitiilmiistiir. Siire¢ igerisinde bitkiler ii¢ giinde bir steril
deiyonize suyla, haftada bir kere steril %2 kuvvet Hoagland ¢6zeltisi ile sulanmustir.

3.2.13 A. thaliana rizosferine bakteri inokiilasyonu ve tuz stresi calismasi

Uygun kosullar altinda laboratuvara getirilen bitkiler 10 giin siireyle standart
kosullar altinda test kabininde biiyiitiilmeye devam edilmistir. Bitki yasam
dongiisiiniin 39. giiniinde (Sekil 1) tuz ilavesi ve mor kiikiirtsiiz bakteri inokiilasyonu
yapilarak siire¢ igerisinde topraktan 6rneklemeler yapilmistir. Bu asamada; 1- kontrol

bitkisi, 2- sadece NaCl eklenen bitki, 3- sadece mor kikurtsiiz bakteri inokiile edilen
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bitki ve 4- hem NaCl eklenen hem de mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen bitki olmak
tizere 4 farkli parametre ile ¢alisilmistir. Bitkilerin sulama sonrasi igeriklerinin
karismamasi i¢in viyollerin altlarina steril petri kab1 yerlestirilmistir. Bitkiler bakteri
inokiilasyonu ve tuz stresi ¢alismasi test kabini igerisinde standart kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Bitki calismasinda her parametre ikiser Ornek ile yapilmstir.
Sadece bakteri inokiile edilen bitki ile NaCl ve mor kiikiirtsiiz bakteri iceren viyoller
i¢in taze bakteri kiiltiirlerinden alinarak UV-Vis spektrofotometre vasitasiyla 540 nm
dalga boyunda 0,5 OD’ye ayarlanmistir. Optik yogunlugu ayarlanan bakterilerden
steril enjektor ile 1 mL gekilerek bitkinin kdk kismina dogru inokiile edilmistir. Bu
islemde 1 mL bakteri slispansiyonu bitkinin kok kismina esit sekilde dagitilmaya
calisilmigtir. Sadece NaCl ve mor kiikiirtsiiz bakteri+NaCl iceren viyoller i¢in tuz
konsantrasyonu iki giinde bir arttirilmistir. Yontemde bitkiler baslangicta 50 mM
NaCl, 48. saatte 100 mM NaCl ve 96. saatte 150 mM NaCl i¢eren Hoagland ¢ozeltisi
ile tim toprak 1slanana kadar viyol tabanindan sulanmigtir. Bitkinin kokiine ve
yapraklarina zarar vermeden iki giinde bir steril 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipline
toprak drnekleri DNA izolasyonu i¢in 0,25 g mikrobiyal aktivite ¢alismasi i¢cin 1 g
alimmistir. Bitkilerin her giin yaprak sayisi ve boyutu olgiilerek kaydedilmistir. 120.
saat sonunda sadece tuz parametresi uygulanan viyolde gozlemlenen yapraklardaki

pigment azalmasi ve sararmasina bagli olarak deney sonlandirilmistir.

3.2.14 Toprakta mikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Deney setlerinde sadece mor kiikiirtsiiz bakteri ve mor kiikiirtsiiz bakteri+NaCl
inokiile  edilen  topraktaki  mikroorganizmalarin = metabolik  aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in dehidrogenaz aktivitesi (DHA) analizi yapilmistir (Casida, 1977).
Topraktaki dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi igin 2,3,5 Trifenil tetrazolyum
kloriir (TTC) indirgenme yontemi kullanmistir. Yontemde, her 6l¢iim i¢inde 1 g toprak
test tiipiine alimmigtir. Ardindan test tiipliniin igerisine 0,1 g kalsiyum karbonat
(CaCOs) ve 1 mL %]1°lik 2,3,5 TTC sulu ¢ozeltisi eklendikten sonra tiipiin kapagi
kapatilarak ¢alkalanmistir. Daha sonra tiipler 30°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe
edilen ornekler 1 dakika vortekslenmistir. Ardindan test tiipii 5000 rpm’de santrifiij
cthazi ile ¢oOktiirilmistiir. Siipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir tlip igerisine

alindiktan sonra, Siizlintii hacmi aseton eklenerek 50 mL'ye tamamlanmistir. Sonuglar
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UV-VIS spektrofotometre vasitasiyla 546 nm dalga boyunda absorbans degerleri

Olciilmiistiir.

Dehidrogenaz aktivitesi igin trifenil formazan standart egrisi olusturulmustur.
1,3,5 trifenil formazan standart egrisi i¢in, 0, 5, 10, 20, 30 ve 40 pg’lk
konsantrasyonlar kullanilmistir. 1,3,5 trifenil formazan kimyasalindan ana stok
hazirhig i¢in 0,025 gram tartilarak 50 mL aseton ile tamamen c¢ozdiiriilmiistiir.
Hazirlanan stoktan sirasiyla, 0,5 mL, 1 mL, 2 mL ve 4 mL alinarak 50 mL’lik falkon
tiiplerine aktarilmistir. Her bir falkon tiipli igerisine 8,3 mL Tris-HCI ¢ozeltisi
eklemistir. Falkon tiipleri igerisine son hacim 50 mL olacak sekilde aseton eklenmistir.
1,3,5 trifenil formazan standart egrisi i¢in hazirlanan soliisyonlarin absorbans degerleri
546 nm’de UV-Vis spektrofotometre cihazinda 6l¢iilmistiir (Alef ve Nannipieri,
1995).

3.2.15 A.thaliana yapraklarindan toplam klorofil miktarinin belirlenmesi

ve kok uzunluklarmin dlciilmesi

Calismaya dahil edilen her dort grup bitkisi i¢in Klorofil ekstraksiyonu
(Loubser ve Hills, 2020) yapilmistir. Bu amagla, otoklavda steril edildikten sonra
sogutulmus bir porselen havan ve sivi nitrojen kullanilarak her ¢alisma grubundan
bitkinin tim yapraklari ince bir toz haline getirilmistir. Daha sonra, bir mikrosantrifiij
tiipline toz halindeki her bir 6rnekten yaklasik 50 mg aktarilarak, 6rneklerin iizerine
I’mL Dimetilstilfoksit (DMSO) ilave edilmistir. Bu karisim tamamen karisana kadar
vortekslendikten sonra 11000 rpm'de 2 dakika santrifiijlenmistir. Ardindan
slipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinmustir. Pellet, I mL DMSO ile iki kez
yeniden muamele edilmistir ve siipernatant sivilart birer falkon tiipiinde
birlestirilmistir. Numunelerin absorbansi, DMSO koriine karsi 645 nm ve 663 nm'de

Olgtilmiistiir.

A. thaliana bitkisinin kok uzunlugunun 6lgiilebilmesi i¢in, tuz stres genlerinin
ifade diizeylerini belirlemek amaciyla analizi yapilacak olan bitkiler topraktan nazikge
alinmistir. Devamindaki bitki kokleri distile su ile yikandiktan sonra bir cetvel

yardimiyla dikkatli bir sekilde 6l¢iilmiistiir.
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3.2.16 A.thaliana’dan toplam RNA izolasyonu

Gen ifade c¢alismalar1 icin kullanilacak olan bitkiler topraktan nazikce
cikarilmistir. Steril distile su ile koklerinde kalan topraklar nazik bir sekilde yikanarak
uzaklastirilmistir. Steril ve sogutulmus bir porselen havan ve sivi azot bitki dokularini
pargalamak i¢in kullanilmigtir. Havan igerisine alinan bitkinin {izerine dewar s1vi azot
tagima kab1 yardimiyla yavas yavas sivi azot dokiiliirken, ayni anda bitki materyali
dikkatli bir sekilde ezilmistir. Bu islem bitki toz haline gelene kadar tekrarlanmistir.
Calismaya baslamadan 6nce ¢alisma ortamu steril edilmistir. Toplam RNA izolasyonu
icin Rapid Plant RNA izolasyon kiti (BIO BASIC, Kanada) kullanilmistir. 50 mg
ezilen tiim bitki 6rnekleri 1,5 mL RNaz igermeyen mikrosantrifiij tlipiine steril bir
spatiil yardimi ile aktarilmistir. RNaz icermeyen steril pipet uglar1 kullanilarak 600 pL
Rlyzis-P tamponu eklendikten hemen sonra ters-yiiz edilerek karistirilmustir.
Hiicrelerin tamamen pargalandigindan emin olmak i¢in 65°C'de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikrosantrifiij tiipii icerisine 60 puL PK tamponu
ekledikten sonra birkag kez ters-yiiz edilerek karistirllmistir. Devaminda
mikrosantrifiij tiipleri -20°C'de 3 dakika inkiibe edilmistir. Mikrosantrifiij tiipleri
12,000 rpm'de 5 dakika oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Yeni bir RNaz icermeyen
1,5 mL mikrosantrifiij tiipleri icerisinde siipernatant kismi aktarilmistir. Mikrosantrifiij
tiiplerine 1/3 hacimde RNaz igermeyen saf etanol (%96) eklendikten sonra 30 saniye
vortekslenmistir. Devaminda mikrosantrifiij tlipleri 20°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Mikrosantrifiij tiipti 4°C'de 5 dakika 13000 rpm'de santrifiijlendikten sonra,
siipernatant kismi peletten dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir. Tiiplere 1 mL RNaz
icermeyen %75’lik etanol ¢ozeltisi eklenmistir. Mikrosantrifiij tiipi 10 kez nazikge
ters yiiz edilerek iyice karistirildiktan sonra 1 dakika boyunca 13000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi1 dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir ve bu adim
bir kez tekrarlanmistir. Pellet, mikrosantrifiij tlipii kapag1 acik kalacak sekilde oda
sicakliginda 2-5 dakika siireyle hava yardimiyla kurutulmustur. RNA peletini ¢6zmek
icin mikrosantrifiij tiipii 30 pul RNaz igermeyen steril ultra saf su eklenmistir. Elde
edilen RNA’larin miktar 6l¢iimii ve saflik kontrolleri mikro-hacim spektrofotometre
cthazi vasitasi ile 260/280 nm dalga boyunda olgiilerek gergeklestirilmis izole edilen
RNA ornekleri -80°C'de saklanmustir.
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3.2.17 Ters Transkriptaz PCR

Bu islem i¢in OneScript® Plus cDNA Synthesis kiti (Applied Biological
Materials (abm) Inc., Kanada) kullanilmistir. Kit igeriginde kullanilan bilesenler (5x)
RT tamponu, dNTP, primerler, toplam RNA ya da poly(A) + mRNA, OneScript® Plus
RTaz, niikleaz igermeyen su) sulu buz iizerinde iyice ¢ozdiiriilmiistiir ve ¢aligma sulu
buz ile doldurulmus steril bir kap igerisinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon bagina
kullanilan bilesenler ve miktar1 Tablo 13’te gosterilmistir. Calisma boyunca kit
protokoliine bagli kalinmistir. Bilesenler belirtilen miktarlarda steril mikrosantrifiij
tipii igerisinde karistirlmigtir. Elde edilen karisimda gerekli reaksiyonlarin
gerceklesebilmesi i¢in konvansiyonel PCR kullanilarak 55°C'de 15 dakika ve 85°C'de
5 dakika inkiibe etmistir. islem bittikten sonra mikrosantrifiij tiipleri buz iizerinde

sogutulmustur. Ornekler -20 C'de saklanmistir.

Tablo 13.: OneScript® Plus cDNA Synthesis kiti bilesen igerigi

Bilesen Miktar

5X RT tamponu 4 ulL

dNTP 1 uL

Primerler 1 pL

Toplam RNA ya da poly(A) + mRNA Degisken (1 ng - 2 pg/reaks.)
OneScript® Plus RTase 1 pL

Niikleaz icermeyen su 20 pL’ye tamamlanir

Elde edilen ¢cDNA’larin miktar 6l¢iimii ve saflik kontrolleri mikro-hacim
spektrofotometre cihazi vasitasiyla 260/280 nm dalga boyunda oOlgiilerek
gerceklestirilmisgtir.

3.2.18 Kantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR) ile tuz stres genlerinin ifade

diizeylerinin belirlenmesi

Dort  bitkiden elde edilen cDNA’lar ¢alismada kullanilmak {izere
hazirlanmistir. Kullanilan gen bolgeleri; absisik asit sinyallesmesinde rol oynayan
RD29A ve RD29B genleri, ROS temizlenmesinde APX2 geni (Askorbat Peroksidaz
2) ve detoksifikasyon i¢in GLYI17 geni (Glyoxalase 17), jasmonik asit biyosentezi ile
ilgili LOX2 geni (Lipoxygenase 2) ve iyon homeostaziyla ilgili gen ifadesi i¢gin SOS1
(Salt Overly Sensitive 1) geni kullanilmistir. A. thaliana igin erken tuz stresi genlerinin
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ifadesi diizeyleri i¢in 0Ozel primerler kullanilmigtir. Primerler Tablo 14°te

gosterilmistir.

Tablo 14.: A. thaliana’nin erken tuz stresi genlerinin ifade diizeyi i¢in kullanilan primerler

Primerler | Dizi (5’-3) Baz Referans
uzunlugu
(baz c¢ifti)
ACTIN2 TCCCTCAGCACATTCCAGCAGAT 69 (Bu ve dig. 2009)
AACGATTCCTGGACCTGCCTCATC
RD29A ATCACTTGGCTCCACTGTTGTTC 98 (Bu ve dig. 2009)
ACAAAACACACATAAACATCCAAA
GT
RD29B GGAGTGAAGGAGACGCAACAAG 486 (Pinedo ve dig.
GGAATCCGAAAACCCCATAGTC 2015)
LOX2 ATCAACGCTCGTGCACGCCA 142 (Pinedo ve dig.
CCGCGGGTAAGCCTTCCTGG 2015)
APX2 TGGTCGGATGGGACTCAAT 196 (Chu ve dig.
AAGAGCCTTGTCGGTTGGT 2019)
GLYI7 CTACGATCGAGCCAGCGTTC 295 (Pinedo ve dig.
CCATGTCCAAACAACCACGC 2015)
CGTGAAGCAATCAAGCGGAAATT 118 (Kant ve dig.
SOSs1 AAATTGGGTAGTGGATCCATTAACT 2006)
ATCAGA

Bu ¢aligmada gen ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in Real-Time PCR
cihazinda c¢alisilmak {iizere RealQ Plus 2x Master Mix Green High ROX™
(Ampligon, Danimarka) kiti kullanilmigtir. Kit i¢in Tablo 15’te verilen protokol
uygulanmistir. Kalip cDNA'lar haricindeki tiim kit bilesenleri steril bir mikrosantifiij
tiipli icerisine aktarildiktan sonra nazik¢e karistirilarak 96 well plate igerisideki
kuyucuklara esit hacimlerde aktarilmigtir. Ilgili kuyucuklara kalipp cDNA’lar
eklendikten sonra sizdirmaz film ile plate iizeri kapatilmistir. Calisma tiglii tekrarlar
halinde gerceklestirilmistir. Calisma icin olusturulan PCR basamaklar1 iki gruba
ayrilmistir. Actin2, RD29A, LOX2, APX2 i¢in olusturulan protokol igin; baslangic
denatiirasyon adimi, 1 dongii olacak sekilde 95°C’de 10 dakika, amplifikasyon adimi1
toplam 45 dongii olacak sekilde; denatiirasyon 95°C’de 15 saniye, baglanma 58°C’de
15 saniye, uzama 72°C’de 20 saniye olarak gerceklestirilmistir. Erime egrisi,
65°C’den 95°C’ye 0,3°C/15 saniye artiglarla gergeklestirilmistir. RD29B, GLY17,
SOS1 i¢in touchdown PCR protokolii uygulanmistir. Baslangi¢ denatiirasyon adimi,
1 dongii olacak sekilde; 95°C’de 10 dakika; amplifikasyon adimi, toplam 45 dongii
olacak sekilde denatiirasyon 95°C’de 15 saniye, baglanma 60°C’den 43°C’ye 15
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saniye, uzama 72°C’de 20 saniye olarak gergeklestirilmistir. Erime egrisi, 65°C’den

95’ye 0,3°C/ 15 saniye artiglarla gerceklestirilmistir.

Tablo 15.: Real time PCR igin bilesen icerikleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar
RealQ Plus Master Mix 2x 12,5 uL
Primer F (10 uM) 0,5uL (0,25-2 L)
Primer R (10 uM) 0,5uL (0,25-2 pul)
Kalip DNA Degisken
Ultra saf H,0 25 pL’ye tamamlanir

3.2.19 Bitki rizosferinde bulunan mor kiikiirtsiiz bakterilerin Real-Time

PCR ile biyoizlemesi

Morfolojik ve molekiiler biyolojik karakterizasyonu yapilan mor kiikiirtsiiz
bakteri izolatlarinin bitki tuz stres ¢alismalarinin siirdiiriildiigii topraktaki varlig1 ve
miktar analizleri yapilmistir. Mor kiikiirtsiiz bakterilere ilave olarak topraktaki toplam
bakteri miktarlar1 da belirlenmistir. Bunun i¢in belirlenen gen bdlgeleri ile ilgili

rizosferden alinan 6rneklerden biyoizleme islemi Real-Time PCR ile yapilmistir.

Bu calisma i¢in, bitki rizosferinden alinan toprak orneklerinden DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. DNA izolasyonlari i¢in ZR Soil Microbe DNA Kit™ (Zymo
Research, ABD) kullanilmistir. Kit i¢in protokol su sekildedir; optimum performans
icin, Genomik Lizis Tamponuna %0,5’lik beta-merkaptoetanol eklenmistir. ZR
BashingBead™ Lizis tiiplerine her bir toprak numunesinden 250 mg olacak sekilde
eklendikten sonra, tiipler lizerine 750°ser uL. BashingBead™ tamponu eklenmistir.
S1zint1 olmayacak sekilde her bir tiip maksimum hizda 5 dakika karistirilmistir. ZR
BashingBead™ L.izis tiipleri bir mikrosantrifiijde 11000 rpm'de 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. 400 pL'ye kadar siipernatanti toplama tiipleri i¢cindeki Zymo-
Spin™ |II-F filtrelerine aktarilmistir ve 1 dakika boyunca 9000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Toplama tiiplerindeki filtrata 1200 pL. Genomik Lizis tamponu
eklenmistir. Karigimm 800 pL'sini yeni toplama tiipleri i¢indeki Zymo-Spin™ [ICR
kolonlarina aktarilmistir ve 1 dakika boyunca 11000 rpm'de santrifiijlenmistir.
Toplama tiiplerindeki sivi atilmistir ve bir 6nceki adim tekrarlanmistir. Yeni toplama
tiipleri igindeki Zymo-Spin™ IICR kolonlarina 200 pL DNA 6n yikama tamponu
eklenmistir ve 1 dakika boyunca 11000 rpm'de santrifiijlenmistir. Zymo-Spin™ IICR
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kolonlarina 500 pL gDNA yikama tamponu eklenmistir ve 11000 rpm'de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Zymo Spin™ IICR kolonlart 1,5 mL'lik temiz bir mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir ve dogrudan kolonlarin matrisine 30 uLL DNA eliisyon tamponu
eklenmistir. DNA'y1 koloni matrisinden almak i¢in 11000 rpm'de 30 saniye
santrifiijlenmistir. DNA 1,5 mL mikrosantrifiij tiipleri i¢inde hazirlanmis Zymo-
Spin™ [1I-HRC filtrelerine aktarilmistir ve 3 dakika boyunca tam hizda
santrifiijlenmistir. DNA’lar -20°C’de saklanmistir. Elde edilen RNA’larin miktar
Olctimii ve saflik kontrolleri mikro-hacim spektrofotometre cihazi vasitasiyla 260/280

nm dalga boyunda 6l¢iilerek gerceklestirilmistir.

NaCl+mor kiikiirtsiiz bakteri ve sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen
bitki rizosferindeki mor kiikiirtsiiz bakteriler ile toplam bakterilerin miktar tayinleri
icin Real-Time PCR cihaz1 ile kantitasyon yontemi c¢alisilmistir. Tablo 15°te
gosterilen PCR bilegenleri (kalip DNA haricinde) steril 1,5 mL’lik mikrosantifiij
tiipinde birlestirilmistir. Bu ¢alismada mor kiikiirtsiiz bakteriler i¢in pufM557-
pufMWAW (Lai ve dig. 2017; Yutin ve dig. 2005) ve toplam bakteriler igin 338F-
518R (Einen ve dig. 2008) primerleri kullanilmistir. Hazirlanan karisim 96 well plate
(NEST, Cin) kuyucuklarina esit miktarlarda dagitilmistir. Kalip DNA’lardan 5 pL
ilgili kuyucuklara aktarildiktan sonra sizdirmaz film (Axygen, ABD) ile kuyucuklarin
istli kapatilmistir. Calisma ti¢lii tekrarlar halinde gerceklestirilmistir. Mor kiikiirtsiiz
bakterilere 6zgii primerler i¢in PCR protokolii; baslangi¢ denatiirasyon adim1 95°C’de
10 dakikada 1 dongiidiir. Toplam 45 dongii olacak sekilde; denatiirasyon 95°C’de 15
sn, baglanma 58°C’de 15 saniye, uzama 72°C’de 20 saniye olarak gerceklestirilmistir.
Erime egrisi, 65°C’den 95°C’ye 0,3°C/15 saniye artiglarla gergeklestirilmistir.
Toplam bakteriler igin PCR protokolii baslangi¢ denatiirasyon adimi 95°C’de 10
dakikada 1 dongiidiir. Toplam 45 dongii olacak sekilde; denatiirasyon 95°C’de 15
saniye, baglanma 60°C’de 15 saniye, uzama 72°C’de 20 saniye olarak
gerceklestirilmistir. Erime egrisi, 65°C’den 95°C’ye 0,3°C/15 saniye artiglarla
gerceklestirilmisgtir.

Tablo 16.: Mor kiikiirtsiiz bakteri ve toplam bakteri i¢in kullanilan primeler

Primerler Dizi (5°-3”) Baz uzunlugu (baz cifti)
pufM557 CGCACCTGGACTGGAC 280
pufMWAW AYNGCRAACCACCANGCCCA

338 F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 180

518 R ATTACCGCGGCTGCTGG
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Standart egri olusturmak icin, Onceden elde edilen PCR iiriinlerinden
temizlenerek hazirlanan izolat ve toplam bakterilere ait oligoniikleotitlerin kopya

sayilar1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

ng x 6,022x1023
baz ¢ifti x 1x10%x 660

DNA kopya sayist =

Formiilde, ng: mikro-hacim spektrofotometre cihazinda 6l¢iilen DNA miktari,
6,022x10%%: avogadro sabiti, baz ¢ifti: kalipp DNA’min uzunlugu, 1x10% gram
dontisim katsayisi, 660: 1 baz c¢ift iplikli DNA’nin ortalama Kkiitlesini ifade
etmektedir. Bu formiile gore; mor kiikiirtsiiz bakterilerin izolasyonunda anlatildig:
gibi Winogradsky kolonundan toplanan kirmizi-bordo renkte iireyen kisimlardan
ornekleme yapilmistir. Ardindan 6rnekler igin DNA izolasyon islemi uygulanmaistir.
Bakteriler i¢in Tablo 16’da belirtilen primerler kullanilarak Real-Time PCR cihazinda
cogaltilmistir. Temizleme ve saflastirma isleminden sonra PCR driiniindeki DNA
kopya sayisi 1,03x10'' kopya DNA/uL olarak hesaplanmistir. Standart egri
olusturmak igin hesaplanan DNA 6rnegi bir seri seyreltme ile 10! - 10! arahginda
seyreltilmistir.

Toplam bakteri icin DNA kopya sayis1 4,56x10%° olarak hesaplanmistir. Ayni
sekilde, toplam bakteri igin standart egri olusturmada hesaplanan DNA 6rnegi bir seri
seyreltme ile 10%° - 10! araliginda seyreltilmistir. Seyreltilen DNA’lar Tablo 16’da

belirtilen primer setleri kullanilarak ayr1 ayr1 Real-Time PCR cihazinda ¢alisilmistir.

Standart olusturmak i¢in yapilan PCR ¢alismalart ile elde edilen degerlere
gore Real-Time PCR i¢in verim hesaplamalar1 yapilmistir PCR verim hesaplamasinda

asagidaki formiil kullanilmastir:

PCR verimi (E) = ([10 (Ye&m)] _ 1) x 100
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4. BULGULAR VE TARTISMA

41 Mor Kkiikiirtsiiz bakterilerin izolasyonu i¢in Winogradsky

kolonunun olusturulmasi

Calismada kullanilan mor kiikiirtsiiz bakterilerin izolasyonu i¢in olusturulan
Winogradsky kolonunun baslangig¢ (Sekil 8) ve 6 haftalik siire¢ sonundaki (Sekil 9)

kolondaki mor bakteri olusumlar1 gozlenmistir.

Sekil 8.: Olusturulan Winogradsky kolonunun birinci giin gorseli
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Sekil 9.: Winogradsky kolonunun 42. giin gorseli

4.2  Winogradsky kolonunda iireyen bakterilerin saflastirilmas1 ve

morfolojik olarak belirlenmesi

Sivi besiyerlerinde {ireyen bakteriler, saflastirmak amaci ile Nutrient agar
besiyerlerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmistir. Bu islem sonrasinda farkli koloni
morfolojisi ve renk degisimine gore bakterilerden tek koloni alinarak ayni islem

tekrarlanarak saflastirilan izolatlarin petri goriintiileri Sekil 10°da gdsterilmistir.

Bakterilerin morfolojik yapisinin ve hiicre duvari Gram reaksiyonlarinin
belirlenmesi agisindan gram boyama yontemi ile boyanan izolatlarin 151k mikroskobu
altindaki gram reaksiyonlar1 ve morfolojik goriintiileri 100x bilylitme incelenmistir

(Sekil 11). Elde edilen izolatlara PW7, PW12, PW14 ve PW15 kodlar1 verilmistir.
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Sekil 11.: izolatlarm 151k mikroskobu altindaki 100x gériintiisii
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4.3  1lzolatlarin azot fiksasyonu kabiliyetlerinin belirlenmesi

Koloni morfolojisi ve Gram boyama reaksiyonlarina gore segilen izolatlar igin
yapilan azot fiksasyonu deney sonuglarina gore; 151k altinda inkiibe edilen izolatlara

ait azot fiksasyonu i¢in fotometrede Sl¢giilen degerler Tablo 17°de gdsterilmistir.

Tablo 17.: izolatlarin azot fiksasyonu 6l¢iim sonuglar

izolat NH.-N (mg/L) NHs (mg/L)  Toplam azot
(mg/L)

PW7 3,26 421 747

PW12 3,26 4,19 7,45

PW14 2,50 3,22 5,72

PW15 2,43 3,12 5,55

Bakterilerin azot fiksasyon yeteneklerinin belirlenmesinde birgok farkli metod
ile belirlenmis literatiir verileri bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan biri, izole edilen 11
adet diazotrofun azot fiksasyon yetenekleri i¢in mikro-Kjeldahl yontemi kullanilarak
ol¢iim sonuglar1 kaydedilmistir. Izole edilen bakteriler arasinda maksimum deger
%10,60 ile Azospirillum sp. OM4 susu iken minimum deger %1,20 ile Azospirillum
sp. CON1 susu i¢in rapor edilmistir (Richard ve dig. 2018). Baska bir ¢alismada yine
aym sekilde on adet endofitik bakteri i¢in azot fiksasyon yetenekleri i¢in mikro-
Kjeldahl yontemi kullanilarak 6l¢iim sonuglart kaydedilmistir. Calismanin sonucunda
en yiiksek deger Curtobacterium sp. A02 olarak adlandirilan sus i¢in 13,38 mg/L
degerinde ol¢iilmiistiir (Zhang ve dig. 2022). Azot fiksasyonu i¢in kullanilan baska
bir metotta, topraktan izole edilen endofitik bakterilerin ¢esitli abiyotik stres
kosullarindaki Capsicum annuum bitkisi tizerindeki etkilerinin incelenmistir. Bakteri
suslarinin azot fiksasyon yeteneklerinin tespiti i¢in azot icermeyen bromotimol mavi
malat (NFb) besiyeri kullanilmigtir. Yesilden maviye dogru goézlemlenen renk
degisimi, azot fiksasyon yeteneginin varligini gostermistir. Calismanin sonucunda
izole edilen 11 endofitik bakteri tiirliniin tlimiinde azot fiksasyon yeteneginin oldugu
rapor edilmistir (Ray ve dig. 2016). Ayni metod ile yapilan baska bir calismada
topraktan izole edilen bakterilerin agir metal varliginda Medicago sativa bitkisindeki
etkileri incelenmistir. Bu kapsamda izole edilen bakteriler icin azot igermeyen

bromotimol mavi malat (NFb) besiyeri kullanilmistir. Maviden yesile dogru degisen
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renk olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Deney sonucunda NT15,
NT19, NT20 ve NT27 olarak adlandirilan izolatlar i¢in azot fiksasyon yeteneklerinin
var oldugu rapor edilmistir (Tirry ve dig. 2021). Bugday bitkisinin kok kismindan
alinan topraktan izole edilen 13 sus (N1-N13) i¢in azot fiksasyon yeteneklerinin
belirlenmesinde Ashby agarli besiyeri kullanilmistir. Besiyerinde inkiibasyon siiresi
tamamlanan tiim izolatlarin azotsuz besiyerinde iiredikleri rapor edilmistir (Wang ve
dig. 2020).

Benzer sekilde literatiirde mor kiikiirtsiiz bakterilerin azot fiksasyonu
yeteneginin incelendigi bazi ¢alismalar da mevcuttur. Aside direngli mor kiikiirtsiiz
bakteriler izole edilerek biyokontrol ve biyogiibre olarak kullanima uygunluklari
lizerine yapilan bir ¢alismada, izole edilen 28 mor kiikiirtsiiz bakteriler izolat1 i¢in
azot miktarlar1 en diisiik 0,93 £ 0,21 mg/L ve en yiiksek 3,23 £ 0,21 mg/L degerleri
Olciilmiistiir (Nookongbut ve dig. 2019). Bagka bir ¢aligmada ise, piring tarlalarindan
izole edilen mor kiikiirtsiiz bakterilerin bitki biiylimesi iizerine etkisinin
arastirilmistir. Bakteriler tarafindan tiretilen azot miktarlarinin en diisiik 0,90 + 0,08
ve en yiiksek 3,20 = 0,33 mg/L olarak olglldiigii belirtilmistir (Sakpirom ve dig.
2017). Rhodospirillaceae ailesi i¢in azot fiksasyon yeteneklerinin belirlendigi
calismada, Rhodobacter capsulata, Rhodobacter sphaeroides, Rhodopseudomonas
gelatinosa, Rhodopseudomonas  viridis, Rhodopseudomonas blastica,
Rhodopseudomonas palustris, Rhodoblastus acidophila, Rhodovulum sulfidophila,
Rhodopila globiformis, Rhodopseudomonas sulfoviridis ¢esitli kaynaklardan izole
edilmistir. Calismanin sonucunda izole edilen tiim tiirlerin azot fiksasyon
yeteneklerinin var oldugu rapor edilmistir (M. Madigan ve dig. 1984). Mor kiikiirtsiiz
bakterilerin azot fiksasyon yeteneklerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada,
izole edilen 4 sus i¢in mikroaerobik kosullarda 1sik altinda ve aerobik kosulda
karanlikta inkiibe edilen bakteriler i¢in Nessler reaktifi ile azot fiksasyon yetenekleri
belirlenmistir. Bulunan sonuglara gore izole edilen mor kiikiirtsiiz bakteri tiirlerinin

azot fiksasyon yeteneklerinin oldugu belirlenmistir (Nookongbut ve dig. 2020).

Tabloda gosterilen veriler 15181nda, izolatlar igin en diisiik degerin PW15’¢ ait
oldugu ve 2,43 mg/L degerinde 6l¢iildiigii goriilmektedir. Buna karsi olarak en yiiksek
deger 4,21 mg/L degerinde Olgillen PW7’ye ait oldugu belirlenmistir. Diger

calismalar ile karsilastirildiginda bulunan sonuglarin tez calisma sartlarma gore
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izolatlarin diger caligmadaki sonuglara gore daha fazla miktarda iiretim yapabildikleri

distiniilmustiir.

4.4  lzolatlarm fosfat ¢oziindiirme kabiliyetlerinin belirlenmesi

Koloni morfolojisi ve Gram boyama reaksiyonlarina gore secilen ve 1s1k
altinda inkiibe edilen izolatlar ile yapilan fosfat ¢oziindiirme deneyi sonuglar1 Tablo

18°de verilmistir.

Tablo 18.: izolatlarin fosfat ¢dziindiirme yetenekleri dl¢iim sonuclar

Izolat PO,-P PO,*® P,Os Toplam fosfat
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
PW7 92,10 282 211 585,1
PW12 76,90 236 176 488,9
PW14 45,60 140 105 290,6
PW15 80,70 248 185 513,7

Literatiirde farkli bakterilerin fosfat ¢oziindiirme yeteneklerinin belirlendigi
yaymlar mevcuttur. Ornegin, Bacillus licheniformis QA1 ve Enterobacter asburiae
QF11 izolatlarinin fosfat ¢oziindiirme kapasitelerinin arastirildigi bagka bir ¢alismada
B. licheniformis QA1 i¢in 346 + 8,71 mg/L ve E. asburiae QF11 i¢in ise 220 + 8,71
mg/L degerleri Ol¢iilmistir (Mahdi ve dig. 2020). Endofitik bakterilerin A.
serpyllifolium bitkisine etkilerinin arastirildigi bir caligmada bakterilerin fosfat
¢Oziindliirme yetenekleri incelenmistir. Bu calismada Pikoskavaya’nin besiyeri
kullanilarak A3R3, A3S4, A2R6 ve A3S6 olarak adlandirilan izolatlar i¢in fosfat
¢ozlindiirme yetenekleri sirasiyla 138,2+21,4 mg/L, 0, 0, 83,5+11.1 mg/L
Olglilmiigtir (Ma ve dig. 2011). A. esculentus bitkisinin yapragindan izole edilen
BHU12 ve BHU16 izolatlar1 ile Andrographis paniculata yapragindan izole edilen
BHUMY7 izolati i¢in fosfat ¢oziindiirme deneyi yapilmistir. Calisma igin NBRIP
besiyeri kullanilmistir. Calismanin sonucunda, BHU16 izolati i¢in 30,58 pg/mL,
BHUM?7 izolat1 i¢in 25,88 pg/mL, BHUI16 izolati i¢in 23,53 pg/mL degerleri
Olciilmiistiir (Ray ve dig. 2016). Bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin antifungal

ozelliklerinin belirlendigi bir ¢calismada izole edilen bakteriler i¢in fosfat ¢oziindiirme
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yetenekleri belirlenmistir. Calisma sonunda 12 adet izolata ait Sl¢iim degerleri, P.
fluorescence LB1 izolat1 i¢in 50,17 + 2,32 ug/mL, Pseudomonas putida MS6 izolati
icin 70,21 + 7,1 ug/mL, Pseudomonas aeuroginosa FB1 izolati i¢in 50,84 + 2,50
ug/mL, P. aeuroginosa FB2 izolat1 i¢in 60,59 + 4,86 ug/mL, P. aeuroginosa FB3
izolat1 i¢in 40,57 + 2,76 pg/mL, P. aeuroginosa FB5 izolat1 i¢in 50,58 = 5,11 pg/mL,
Pseudomonas stutzeri RMB6 izolati i¢in 40,95 + 3,51 pg/mL, B. subtilis NS1 izolatt
i¢in 50,34 + 5,05 pg/mL, B. subtilis NS2 izolat1 i¢in 40,66 + 6,85 pug/mL, B. subtilis
NS4 izolati i¢in 45,27 + 3,67 ug/mL, B. subtilis NS6 izolati i¢in 40,48 = 1,0 pg/mL,
B. subtilis RMBS5 izolati i¢in 45,67 + 4,09 ug/mL olarak hesaplanmistir (Ali ve dig.
2020). Brevundimonas spp. TN37, Brevundimonas spp. TN39, Brevundimonas spp.
TN40, Brevundimonas spp. TN44 izolatlar1 igin fosfat ¢oziinmesine iliskin kantitatif
analiz yapilmistir. Bunun i¢in, Pikovskaya'nin sivi besiyerinde iireyen bakteriler i¢in
fosfo-molibdat mavi renk yontemiyle spektrofotometre yardimiyla ¢6ziinmiis fosfat
miktar1 belirlenmistir. TN40 disindaki tiim bakteri izolati, biiyiime ortami iginde
fosforu ¢ozme yetenegi gostermistir. TN37 izolati i¢in 306,25 pg/mL degeri
Olciilmiistiir. TN39 ve TN44 izolatlar1 icin sirasiyla; 249,37 pg/mL ve 272,50 pg/mL
degerleri Ol¢tilmistiir (Naqqash ve dig. 2020). Salsola stocksii ve Atriplex amnicola
bitkilerinin rizosferinden ve rizosfer disi1 bolgelerinden alinan 6rnekler halofilik
besiyerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda saflastirilan bakteriler
icin fosfat ¢ozlindiirme yetenekleri belirlenmistir. Bu deney i¢in fosfo-molibdat mavi
renk yontemiyle kolorimetrik olarak 6l¢iim sonuglar1 incelenmistir. Deney sonunda
izole edilen bakteriler i¢in Bacillus sp. HLIHP11 ve HL3RS14 izolatlar1 en yiiksek
fosfat ¢ozlindiirme yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir (Mukhtar ve dig. 2020).

Literatiirde mor kiikiirtsiiz bakterilerin fosfat ¢ozlindiirme yetenekleri ile 1lgili
calismalar mevcuttur. Asit siilfatli topraktan izole edilen mor kiikiirtsiiz bakteriler i¢in
fosfat ¢ozilindiirme kabiliyetleri Ol¢lilmiistiir. Aerobik ve karanlik kosullar altinda
inkiibe edilen bakteriler igin en diisiik 6,9 = 0,94 mg/L ve en yiiksek 14,7 + 2,66 mg/L
degerleri Ol¢iilmiistiir. Mikroaerobik ve 151k varliginda inkiibe edilen bakteriler i¢in
en disik 9,7+0,95 mg/L ve en yiiksek 14,6+ 0,83 mg/L degerleri 6l¢iilmiistiir
(Khuong ve dig. 2020). Aside direngli mor kiikiirtsiiz bakterileri izole ederek
biyokontrol ve biyogiibre olarak kullanima uygunluklar1 {izerine yapilan bir
calismada 12 mor kiikiirtsiiz bakteri izolat1 i¢in fosfat ¢oziindiirme Kabiliyetleri
aerobik karanlik kosullar altinda en diistik 61 &+ 3,0 mg/L ve en yiiksek 438,67 4,16

47



mg/L degerleri Olglilmiistiir. Mikroaerobik ve 1s1k varliginda en diisiik 96 + 14,1
mg/L ve en yiiksek 511,67 £4,16 mg/L degerleri dlglilmiistiir (Nookongbut ve dig.
2019).

Calismada, en diisiik deger PW14’¢ (45,60 mg/mL) ve en yiiksek degerin ise
PW7’ye (282 mg/L) ait oldugu gorilmiistiir. Tez ¢alisma sartlarina gore, elde edilen
izolatlarin inorganik fosfat ¢oziindiirme kapasitelerinin diger literatiir calismalarina

kiyasla daha fazla oldugu soylenebilir.

45  lizolatlarin 5-Aminolevulinik asit (ALA) iiretim potansiyellerinin

belirlenmesi

ALA iretim potansiyeli icin GA besiyerinde lreyen izolatlar Erhlich reaktifi
eklendikten sonra besiyerindeki renk degisime bagli olarak sonuglar alinmigtir. ALA

tiretim potansiyeli sonuglar1 Sekil 12°de gosterilmistir.

ety o s st e,

Sekil 12.: Izolatlarin GA besiyerindeki goriintiileri
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Sekil 13.: Izolatlarin Erhlich reaktifi eklendikten sonraki goriintiileri

46  lIzolatlarin indol-3-asetikasit (IAA) iiretim potansiyelinin

belirlenmesi

IAA fdretim potansiyelini belirlemek amaciyla Winogradsky besiyerinde
tireyen izolatlar i¢in renk degisimine bagli sonuglar kaydedilmistir. TAA tretim

potansiyelinin sonuglart Sekil 15°te gosterilmistir.
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Sekil 14.: TAA iiretim potansiyeli i¢in olusturulan standart egri grafigi
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Tablo 19. TAA iiretim potansiyeli sonuglar1

IZOLAT Uretien IAA miktar1 (ug/mL)
PW7 2,16
PW12 0,46
PW14 1,76
PW15 2,58
3
2,5
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Sekil 15.: TAA firetim potansiyeli sonuglariin grafigi

Farkli toprak kaynaklarindan izole edilen bes farkli Azospirillum susu ile
yapilan bir ¢alismada, en yiiksek deger 23,8 pug/mL, en diisiik deger ise 5 pg/mL
olarak dl¢iilmiistiir (Garcia ve dig. 2017). Bagka bir ¢calismada, A. brasilense Az39 ve
A. brasilense Cd izolatlarinin IAA tiretim potansiyelleri aragtirtlmistir. Caligmada A.
brasilense Cd i¢in 10,8 pg/mL, A. brasilense Az39 igin ise 2,9 pg/mL olarak
Olctlmiistiir. 0, 86, 340 ve 680 mM NaCl eklenen LB besiyerinde inkiibe edilen
Bacillus velezensis FMH2 susu ile yapilan baska bir ¢alismada ise, siire¢ sonundaki
IAA tretimleri sirasiyla 0,975 = 9,6 pg/mL, 112,5 + 5,5 pg/mL, 73,21 + 0,5 pg/mL
olarak dlgiilmiistiir (Perrig ve dig. 2007). Raphanus sativus bitkisi iizerinde yapilan
tuz stresi ¢alismasinda, Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorerescens bakterilerinin
IAA iretim potansiyeli incelenmistir. Calismada, 0, 75, 150 mM NaCl
konsantrasyonlarinda inkiibe edilen bakteriler i¢in en yiiksek degerin 75 mM NacCl
konsantrasyonunda Pseudomonas fluorerescens bakterisine ait oldugu ve iiretilen
IAA degerinin 22,48 pg/mL olarak dl¢iildiigii belirtilmistir. Yine ayn1 ¢alismada, en
diisiik degerin 150 mM NaCl konsantrasyonundaki Bacillus subtilis’in {irettigi IAA
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konsantrasyonu oldugu ve iiretilen IAA konsantrasyonunun 17,73 pg/mL oldugu
belirtilmistir (Mohamed ve Gomaa, 2012). Pseudomonas psychrotolerans CS51
susunun 200 mM NaCl ve NaCl eklenmeden yedi giin inkiibasyona birakildiktan
sonraki IAA iiretim potansiyelinin incelendigi bir ¢alismada NaCl eklenmeyen
besiyerindeki IAA konsantrasyonunun 33 + 1,8 ng/mL oldugu, 200 mM NaCl eklenen
besiyerinde iiretilen IAA konsantrasyonunun ise 17,6 &+ 0,4 ng/mL olarak 6lgtldigi
goriilmistir (Kubi ve dig. 2021). Klebsiella sp. SBP-8 susunun bitki biiytimesini
tesvik edici ozelliklerinin arastirildigi bir diger ¢alismada ise, 100 mg/L triptofan
eklenmis Nutrient siv1 besiyeri ile {i¢ giinliik inkiibasyon sonunda firetilen 1AA
konsantrasyonu 0,4100 + 0,084 pg/mL degerinde dl¢lilmiistiir (Singh ve dig. 2015).
Bitki biiytimesini tesvik edici 6zelligi yoniinden incelenen diazotrofik bir bakteri olan
Brevundimonas spp.'nin patates bitkisi tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu kapsamda
indol-3-asetik asit degerlendirilmesi i¢in Salkowski reaktifi kullanilarak sonuglar
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda Brevundimonas spp. izolatlarinin IAA tiretim

potansiyelinin olmadigi rapor edilmistir (Nagqqash ve dig. 2020)

Benzer sekilde, literatiirde mor kiikiirtsiiz bakterilerin TAA iiretim
potansiyellerinin  incelendigi baz1  calismalar da  mevcuttur.  Ornegin,
Rhodopseudomonas palustris CS2 ve Rhodopseudomonas faecalis SS5 suslarinin
bitki biiylimesini tesvik edici 6zelliklerinin arastirildigi baska bir ¢aligmada, 500
mg/mL triptofan eklenmis LB sivi besiyerinde inkiibe edilen R. palustris CS2
susunun 77,18 + 3,7 ug/mL, R. faecalis SS5 susununun ise 76,67 + 2,8 ug/mL
konsantrasyonunda IAA frettigi saptanmistir (Batool ve dig. 2017). Ayrica
mikroaerobik kosullarda 1sik altinda inkiibe edilen alt1 farki mor kiikiirtsiiz bakteri
izolat1 i¢in IAA konsantrasyonlarinin belirlendigi bir ¢alismada en yiiksek 1AA
konsantrasyonunun 0,59+ 0,10 mg/L, en diisiik IAA konsantrasyonunun ise 0,18
+0,03 mg/L oldugu kaydedilmistir (Khuong ve dig. 2020). IAA iretim
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, 1 mM triptofan eklenen G5 besiyerinde
mikroaerobik 151k altinda inkiibasyonu gerceklestirilen yirmi sekiz mor kiikiirtsiiz
bakteri izolatinin iirettigi |AA konsantrasyonlarinin ise, en diisiik 43,05 + 0,67 mg/L,
en yiiksek 302,6+ 1,77 mg/L oldugu gozlenmistir. Yine ayn1 ¢alismada, izolatlar
arasinda en iyi IAA iretim etkinligi gosteren izolatin R. palustris KTSWR2 susu
oldugu rapor edilmistir (Nookongbut ve dig. 2019). Piring tarlasindan elde edilen mor

kiikiirtsiiz bakterilerin bitki bliyiimesini tesvik edici dzelliklerinin arastirtldigi bir
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diger calismada, bakteriler 100 mg/L tripftofan eklenen BIM besiyerinde
mikroaerobik 1s1kl1 ortamda ve aerobik karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Iki giin spektrofotometre ile yapilan l¢iim sonuglarina gére mikroaerobik 151k kosulu
altinda inkiibe edilen bakteriler i¢in, en diisiik 1,60 0,47 mg/L ve en yiiksek 12,8
+0,34 mg/L degerleri 6l¢iilmiistiir. Aerobik karanlik ortamda inkiibe edilen bakteriler
icin ise, en disik 1,08 £0,56 mg/L ve en yiiksek 38,5 £0,53 mg/L degerleri
Ol¢iilmiistiir (Khuong ve dig. 2022). R. palustris GJ-22 susu ile yapilan bir ¢alismada
IAA {retim potansiyeli belirlenmistir. Calismanin sonucunda anaerobik kosullar
altinda inkiibe edilen bakteri i¢in en yiiksek TAA firetim potansiyeli (29,5 mg/L)
oldugu rapor edilmistir (Su ve dig. 2017).

Calismada, dort izolata ait TAA {iretim potansiyeli igin en disiik deger
PW12’ye ait oldugu (0,461 pg/mL) ve en yliksek degerin PW15’¢ ait oldugu (2,58
ng/mL) belirlenmistir.

4.7  lzolatlarin molekiiler biyolojik olarak tamlanmasi

Molekiiler biyolojik ¢alismalar kapsaminda yapilan konvansiyonel PCR ile
elde edilen PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez sonuglari, istenilen boyutta
(yaklagik 1500 baz ¢ifti) DNA’larin ¢cogaltildigini gostermistir (Sekil 16). Dort izolata
ait 16S DNA dizi analizleri ile olusturulan filogenetik aga¢ sonuglarina gore,
izolatlarin Rhodobacter cinsi iyeleriyle %99 tiizerinde dizi benzerlikleri oldugu
saptanmistir. Bu nedenle elde edilen izolatlar Rhodobacter sp. PW7, Rhodobacter sp.
PW12, Rhodobacter sp. PW14, Rhodobacter sp. PW15 olarak adlandirilmistir (Sekil
17).
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PW7 PW12 PW14 PW15

Sekil 16.: Izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii

FJ545654.1:62-1386 Rhodobacter sphaeroides strain DB803
KA 096380.1:6-1337 Rhodobacter sp. MKUOO1
MF351805.1:10-1334 Rhodobacter johrii strain BAB-6592

@ Jizolat PW14

KP979543.1:12-1335 Rhodobacter sp. HJX12
FIN543495. 1:18-1342 Rhodobacter sp. strain JA460
KY938526.1:44-1368 Uncultured Rhodobacter sp. clone KE149
NMN605656.1:57-1381 Rhodobacter sphaeroides strain JA193
ON125506.1:27-1351 Cereibacter johrii strain G
NR 115016.1:59-1383 Cereibacter johrii strain JA192
LIN626696.1:1-1305 Rhodobacter sp. JA816
KJ776408.1:1-1297 Rhodobacter megalophilus strain DBNRHhO8
& Jizolat PW7

¥ /zolat PW12

& Jizolat PW15

LR739240.1:44-1370 Rhodobacter johrii strain JA1038

- KU137269.71:43-1370 Rhodobacter sp. MSSRF N7

NMG81831712.1:38-1362 Rhodobacter sp. strain UTW6-29

NR 029215.1:65-1389 Cereibacter sphaeroides strain 2.4.1

D84187.1 Rhodopseudomonas palustris S55

100

MT263026.1:1-1450 Escherichia coli strain Gol11

—
0,02

Sekil 17.: Caligmaya ait 16S rRNA sonuglarina gore olusturulan filogenetik agag
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4.8  A. thaliana bitkisinin biiyiitiilmesi

A. thaliana (Col-0) bitkisi, herhangi bir olumsuz duruma kars1 yedekli bir
sekilde 40 viyol igerisinde biiyiitiilmiistiir. Bakteri inokiilasyonu ve tuz stresi
caligmasi i¢in 39 giin gerekli kosullar altinda biiytitiilmistiir (Sekil 18). Calisma i¢in
gerekli boyuta ulasan bitkiler arasindan esit yaprak biiyiikliigii ve sayisindaki viyoller

secilmistir.

Sekil 18.: A. thaliana bitkisi (A) bitkilerin bir haftalik goriintiisii (B) bitkilerin 39. giin
gorintiisii

4.9  A.thaliana rizosferine bakteri inokiilasyonu ve tuz stresi ¢alismasi

Sekil 18°de gosterilen 39. giin bitkilerinden ¢alisma i¢in gerekli boyuta ulagan
bitkiler arasindan esit yaprak biiyiikligii ve sayisindaki viyoller seg¢ilmistir.
Bitkilerden 48 saatte bir toprak 6rnegi alinmistir ve yaprak boylar1 ve sayisi dlgtilerek
kaydedilmistir. Sekil 19’da A. thaliana bitkisinin farkli zaman ve parametreler
icerisindeki degisimleri gosterilmektedir. Kontrol bitkisinin zamana bagli olarak
gostermis oldugu yaprak sayisinda ve boyutundaki artig bitkinin saglikli bir sekilde
biiylidiigiinii gostermektedir. Kontrol bitkisine gore sadece bakteri inokiile edilmis
bitkinin yaprak sayisinda ve boyutunda artig goriildii. Bu durum bakterilerin bitkinin
bliyiimesini tesvik etme 6zelliginin oldugunu gostermektedir. Mor kiikiirtsiiz bakteri
ve NaCl inokiile edilen viyoldeki durum, zamana bagli bir sekilde abiyotik strese kars1

bakterilerin bitkideki yaprak sayisi ve boyutu mor kiikiirtsiiz bakteri ve kontrol
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bitkisine oranla daha diisiiktiir. NaCl inokiile edilmis bitkide zamanla yaprak
sayisinda kayiplar ve bitkinin rengindeki degisimler abiyotik stresin bitkiye karsi
vermis oldugu etkinin bir pargasi olarak degerlendirilmektedir. Bu durumda, yaprak
sayisindaki ve boyutundaki artiglar, yapraklarin renklerindeki canlilik bakterinin

abiyotik strese kars1 bitkinin biiyiimesini tesvik ettigi goriilmektedir.

Mor Kiikiirtsiiz Bakteri Mor Kiikiirtsiiz Bakteri Kontrol
ve NaCl

e
<
<
2]

S

(o]

—

Sekil 19.: A. thaliana bitkisinin farkli parametrelerdeki gorselleri

4.10 Topraktaki mikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Topraktaki mikrobiyal aktiviteyi belirlemek amaciyla, kloriir varliginda
dehidrojenaz aktivitesi ile ortamda iretilen trifenil formazan miktarinin
belirlenebilmesi igin, bir seri trifenil formazan konsantrasyonunun absorbansa karsi
bir standart egri grafigi olusturulmustur (Sekil 20). Buna gore spektrofotometre 6l¢iim

sonuglar1 ve iretilen trifenil formazan konsantrasyonlari Tablo 19’da, c¢alisma
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gruplarina gore trifenil formazan konsantrasyonlar1 ise Sekil 21 ve Sekil 22’de

gosterilmistir.
TRIFENIL FORMAZAN
2,5
y =0,0529x + 0,061
R? = 0,9947

2
(-]
<
0

w 1,5
om
<

£ 1
(@]
[72)
E

0,5

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

KONSANTRASYON

Sekil 20.: Trifenil formazan standarti

Tablo 20.: Mikrobiyal aktivite sonuglari

ORNEKLER Uretilen trifenil formazan miktar
(ng/g)
Mor kiikiirtsiiz bakteri 0. saat 8,67
Mor kiikiirtsiiz bakteri 48. saat 19,18
Mor kiikiirtsiiz bakteri 96. saat 20,39
Mor kiikiirtstiz bakteri 120. saat 20,09
Mor kiikiirtsiiz bakteri+NaCl 0. saat 16,84
Mor kiikiirtsiiz bakteri+NaCl 48. saat 17,82
Mor kiikiirtsiiz bakteri+NaCl 96. saat 19,94
Mor kiikiirtsiiz bakteri+NaCl 120. saat 17,52
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Sekil 21.: Sadece mor kiikiirtsiiz bakterileri inokiile edilen bitki topragindaki mikrobiyal
aktiviteyi gosteren grafik
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Mor kikirtslz Mor kiikirtsiiz Mor kiikirtsiiz Mor kiikirtsiiz
bakteri+NaCl 0. glin bakteri+NaCl 48.  bakteri+NaCl 96. bakteri+NaCl 120.
saat saat saat

Sekil 22.: Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve 150 mM NaCl eklenen bitki
topragindaki mikrobiyal aktiviteyi gosteren grafik

411 A thaliana’dan elde edilen toplam klorofil miktari

Yapraklardaki toplam klorofil ekstraksiyonu deneyinde elde edilen sonuglar,
mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis ve 150 mM NaCl eklenmis bitkinin
yapraklarindaki toplam klorofil miktarinin kontrol bitkisine gore 0,14 mg/yas agirlik
artis oldugunu gostermistir. Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis ve 150 mM NaCl
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eklenmis bitkinin klorofil miktar1 ile sadece 150 mM NaCl eklenmis bitkinin toplam
klorofil miktar1 karsilastirildiginda ise; bakteri ve NaCl ile muamele edilen bitkinin
klorofil miktarinda, sadece tuzla muamele edilen bitkiye gore 4,21 mg/yas agirlik artis
oldugu goriilmektedir. Bu bilgiler 1s181inda, abiyotik strese karst mor kiikiirtsiiz

bakterilerin klorofil miktarinin artmasina da olumlu yonde etkileri oldugu sonucuna

varilmaktadir.
2 1,4
—
5o 1,2
<
s 1
>
o0
B 0,8
=}
£ 06
8
g
E 0,4
g 0.2
1
o
E 0
Kontrol Mor kiikiirtsiiz NaCl Mor kiikiirtsiiz
bakteri bakteri+NaCl
B Klorofil a Klorofil b B Toplam klorofil

Sekil 23.: A. thaliana bitki yapraklarinin klorofil ekstraksiyon 6l¢iim sonucu

Literatiirde farkli bakteri eklenerek elde edilen bitki toplam klorofil miktarlar
ile tuz iliskini gdsteren yeterli sayida makale bulunmaktadir. Ornegin, nohut bitkisine
inokiile edilen Azospirillum inoferum FK1 susunun, 0 mM, 75 mM ve 150 mM NaCl
varliginda toplam klorofil miktarlarinin belirlendigi bir ¢alismada, sadece
Azospirillum linoferum FK1 inokiile edilen bitkideki toplam klorofil miktarinin
kontrol bitkisine gdére daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bitkilerin tuz varhiginda
tirettikleri toplam klorofil miktarlarindaki durum ise, A. linoferum FK1 inokiile edilen
ve NaCl eklenen bitkinin kontrol bitkisine gore klorofil miktarlarinin daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. A linoferum FK1 inokiile edilen ve NaCl eklenen bitkinin sadece
NaCl eklenen bitkiye gore klorofil miktarinda artis oldugu goriilmistiir (E1-Esawi ve
dig. 2019). Bitki biiyiimesinde olumlu etkileri olan Kocuria chizophula Y1 susunun
0 mM, 100 mM ve 200 mM konsantrasyonlarindaki NaCl varliginda misir
bitkisindeki klorofil miktarlarinin incelendigi baska bir ¢alismada, K. thizophila Y1
susunun inokiile edildigi bitkinin 0 mM, 100 mM ve 200 mM NaCl
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konsantrasyonlarindaki klorofil miktarlarinin kontrol bitkisine gore dnemli Sl¢lide
arttigr rapor edilmistir (Li ve dig. 2020). Bacillus amyloliquefaciens SN13 susu ile
yapilan bir calismada ise, susun inokiile edildigi piring bitkisindeki klorofil miktarinin
kontrol bitkisindeki klorofil miktarima gore daha fazla oldugu ve aymi zamanda
Bacillus amyloliquefaciens SN13 inokiile edilen bitkiye 200 mM NaCl eklendikten
sonra da klorofil miktarinin kontrol bitkisine gére daha fazla oldugu goriilmustiir
(Nautiyal ve dig. 2013). Pseudomonas stutzeri E25 ve Stenotrophomonas maltophilia
CR71 bakterilerinin Physalis ixocarpa bitkisine inokiile edildikten sonra bitkinin
Klorofil miktarlarindaki 6l¢iim sonuglarmin kontrol bitkisine kiyasla daha fazla
oldugu rapor edilmistir (Rojas-Solis ve dig. 2018). Ayrica Brassica napus bitkisine
inokiile edilen Enterobacter sp. (S16-3) ve Pseudomonas sp. (C16-20) bakterilerinin
ise 0, 100, 200 ve 300 mM olarak artan NaCl konsantrasyonlarinda bitkinin toplam
klorofil miktarlarinin azaldig1 goriilmistiir (Neshat ve dig. 2022). Baska bir calismada
mor kiikiirtsiiz bakteri susu olan R. palustris G5 ile Cucumis sativus bitkisine inokiile
edildikten sonra klorofil igerigi incelenmistir. Calismanin sonucuna goére kontrol
bitkisinin klorofil icerigine gore bakteri inokiile edilen bitkideki klorofil miktari
%36,56 artmis oldugu goriilmistiir. NaCl eklenen ve bakteri inokiile edilen bitkideki
klorofil miktari, sadece NaCl eklenen bitkideki klorofil igeriginden %96.46 daha fazla
oldugu goriilmiistiir (Ge ve Zhang, 2019). Burkholderia phytofirmans PsJN susunun
A. thaliana bitkisine inokiile edildigi bir ¢aligmada, bitkinin inokiile edilen bakterinin
degisen konsantrasyonlarina gore klorofil miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar, B. phytofirmans PsJN susu inokiile edilen bitkinin kontrol bitkisine goére
daha fazla klorofil {irettigi ve inokiile edilen bakteri konsantrasyonu artik¢a klorofil
miktarinin artti@i rapor edilmistir (Poupin ve dig. 2013). Yapilan bir ¢alismada
ALT29 ve ALT43 olarak adlandirilan tuza toleransli bakteriler ile asilanmis soya
fasulyesi bitkilerindeki klorofil miktarlar1 belirlenmistir. Calismanin sonucunda
kontrol bitkisine gore toplam klorofil i¢eriginde %21 artis gbzlenmistir (M. A. Khan
ve dig. 2021). Tuz stresi altindaki O. sativa bitkisine inokiile edilen sekiz izolat i¢in
siire¢ sonundaki klorofil miktarlar1 Slgiilmiistiir. Klorofil ekstraksiyonu i¢in %80
aseton kullanilan calismada, bakteri inokiile edilen bitkilerden elde edilen veriler,
kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢lide yiiksek klorofil igerigi gostermistir. En
yiiksek klorofil a ve klorofil b igerigi, Achromobacter sp.’de 131,9 ve 106,9 mg/g,
Microbacterium esteraromaticum’da 121,5 ve 85,6 mg/g ve Lysinibacillus sp.’de

113,3 ve 82,5 mg/g olarak Ol¢iilmistiir (Prittesh ve dig. 2020). Enterobacter sp.
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susunun NaCl stresi altindaki Oryza sativa bitkisindeki klorofil igeriklerinin
belirlendigi bir ¢alismada, sadece bakteri inokiile edilen bitkinin klorofil igerigi
kontrol bitkisine gore artis gostermistir. Bakteri inokiile edilen ve NaCl eklenen
bitkinin klorofil igerigi sadece NaCl eklenen bitkinin klorofil igerigine gore artis

gosterdigi rapor edilmistir (Sarkar ve dig. 2018).

Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen toplam Klorofil miktar verilerinin
literatiirde bulunan ¢alismalardan elde edilmis olan sonuglar ile uyumlu oldugu ve tuz
varliginda bitki topragina bakteri eklenmesinin bitkilerin klorofil miktarlarinda artiga

neden olabildigi goriilmiistiir.

4.12 A thaliana kok ve yaprak ol¢iimii

Bir 6nceki calismalarda kullanilan mor kiikiirtsiiz bakteri ve NaCl ilave
edilmis bitkinin yaprak dlgtimleri Tablo 21°de, sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile
edilmis bitkinin yaprak 6l¢timleri Tablo 22’de, NaCl inokiile edilmis bitkinin yaprak
Olctimleri Tablo 23’te, kontrol bitkisinin yaprak 6l¢timleri Tablo 24°te gdsterilmistir.
Bitkinin 120. saat sonunda kok gelisimi icin kok olciimleri bir cetvel vasitasi ile

Ol¢iilmiistiir. Kok gelisimi igin 6l¢tim sonuglar1 Sekil 26°da gosterilmistir.

Tablo 21.: Kontrol bitkisinin yaprak 6l¢iim sonuglari (cm)

0. giin 48. saat 96. saat 120. saat

yaprak yaprak yaprak yaprak

boyutu boyutu boyutu boyutu
Yaprak 1 1,5 1,9 2,3 2,5
Yaprak 2 1,5 2 2,4 2,7
Yaprak 3 2 2,4 3,2 3,9
Yaprak 4 2 2,2 3 3,4
Yaprak 5 3 3,1 3,5 4
Yaprak 6 3 3,1 3,7 4
Yaprak 7 3 3,3 4,2 4,5
Yaprak 8 3 3,4 4 4,5
Yaprak 9 3,5 3,9 4,2 4,6
Yaprak 10 4 4,2 4,6 4,9
Yaprak 11 4 4,3 4,7 5
Yaprak 12 4 4,3 4,9 5
Yaprak 13 0,6 1
Yaprak 14 0,6 1
Yaprak 15 0,5 0,9
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Sekil 22.: Kontrol bitkisinin yaprak 6l¢lim sonuglari i¢in olusturulan kutu bryik
grafigi

Yukaridaki Tablo 21 ve Sekil 22°de verilen veriler 1s181nda, kontrol bitkisinin
0. saat, 48. saat, 96. saat ve 120. saat sonunda Ol¢iimleri gerceklestirilen yaprak

boyutu ve yeni yaprak olusumunda artiglar oldugu gériilmektedir.

Tablo 22.: Sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis bitkinin yaprak 6l¢iim sonuglari

(cm)

0. giin 48. saat 96. saat 120. saat

yaprak yaprak yaprak yaprak

boyutu boyutu boyutu boyutu
Yaprak 1 3,8 4,2 4,9 5
Yaprak 2 3,6 3,0 3,7 4,1
Yaprak 3 4,2 4,7 5 51
Yaprak 4 4 4,5 4,9 5
Yaprak 5 3,5 3,9 4,2 4,3
Yaprak 6 2 2,4 3 3,2
Yaprak 7 2,5 2,9 3,4 3,5
Yaprak 8 3,7 4,1 4,7 4,8
Yaprak 9 4,1 4,8 5,1 5,3
Yaprak 10 4 4,5 5 5,1
Yaprak 11 3 3,4 3,9 4
Yaprak 12 3,1 3,8 4,1 4,2
Yaprak 13 0,2 0,6 0,8
Yaprak 14 0,1 0,4 0,5
Yaprak 15 0,1 0,2
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Sekil 23.: Sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis bitkinin yaprak 6l¢iim sonuglari
icin bitkinin yaprak 6l¢iim sonuglari i¢in olusturulan kutu bryik grafigi

Yukaridaki Tablo 22 ve Sekil 23’te gosterilen veriler dogrultusunda, sadece
mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen bitki i¢in, 0. saat, 48. saat, 96. saat ve 120. saat
sonunda oOl¢iilen yaprak boyutu ve olusan yeni yaprak sayilarinda artiglar oldugu

gorilmektedir.

Tablo 23.: Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve 150 mM NaCl eklenen bitki i¢in yaprak
Olglim sonuglari (cm)

0. giin 48. saat 96. saat 120. saat

yaprak yaprak yaprak yaprak

boyutu boyutu boyutu boyutu
Yaprak 1 3,5 3,8 4 41
Yaprak 2 3,5 3,7 3,9 4
Yaprak 3 2,8 3 3,3 3,4
Yaprak 4 41 4.2 4.4 45
Yaprak 5 15 1,8 2 2,4
Yaprak 6 4,3 4,6 4,8 4,9
Yaprak 7 3,7 3,9 4 41
Yaprak 8 4 4,2 4,2 4,3
Yaprak 9 3 3,2 3,3 34
Yaprak 10 3 3,3 3,4 3,5
Yaprak 11 0,1 0,2 0,3
Yaprak 12 0,1 0,2
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Mor kiikiirtsiiz bakteri + 150 mM NaCl
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Sekil 24.: Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve 150 mM NacCl eklenen bitkinin yaprak
6l¢iim sonuglar i¢in kutu biyik grafigi

Yukaridaki tablo 23 ve Sekil 24’te gosterilen veriler 1s18inda, mor kiikiirtsiiz
bakteri inokiile edilen ve 150 mM NaCl eklenen bitkinin yaprak boyutu ve yeni
yaprak olusumu var olan abiyotik strese karsi artis gostermeye devam ettigi

gorilmektedir.

Tablo 24.: 150 mM NacCl eklenen bitkinin yaprak 6l¢iim sonuglari (cm)

0. giin 48. saat 96. saat 120. saat
Yaprak 1 4 4 4 -
Yaprak 2 3,5 3,5 3,5 -
Yaprak 3 3 3 3 -
Yaprak 4 2,7 2,8 2,8 -
Yaprak 5 1,2 13 14 14
Yaprak 6 3,2 3,3 3,3 -
Yaprak 7 3 3 3 -
Yaprak 8 3,2 3,3 3,3 3,3
Yaprak 9 4 4 4 4
Yaprak 10 0,3 0,4 0,1 0,1
Yaprak 11 0,4 0,5 0,5 0,5
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Sekil 25.: 150 mM NacCl eklenen bitkinin yaprak 6l¢iim sonuglari i¢in olusturulan kutu
biyik grafigi

Tablo 24 ve Sekil 25°te verilen 150 mM NaCl eklenen bitkinin abiyotik strese
kars1 yaprak boyutlarinda 6nemli artislarin gézlenmedigi ve zamana bagli olarak yeni

yaprak olusumunun var olmadig1 goriilmektedir.

Yukaridaki tablo ve sekillerde gosterildigi gibi, elde edilen verilerle sadece
mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis topraktaki yaprak sayisinin kontrol bitkisi ile
ayni sayida oldugu goriilmektedir. Ancak yaprak boyutundaki artis kontrol bitkisine
gore daha fazla olmustur. Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve NaCl ilave edilen
bitkinin yaprak sayisinin kontrol bitkisine gore daha az olmasma karsin, yaprak
boyutundaki artisin neredeyse ayni oldugu gézlenmistir. Bu baglamda, mor kiikiirtsiiz
bakteri inokiile edilen bitkide abiyotik stres olmadan gozlenen olumlu etkiler abiyotik

stres varliginda da gézlenmistir.
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Sekil 26.: Bitkinin kok 6l¢iim sonuglar1: (A) Kontrol bitkisi (B) Mor Kiikiirtsiiz bakteri
inokiile edilen bitki (C) Mor Kiikiirtsiiz Bakteri inokiile edilen ve NaCl eklenen bitki (D)
NacCl eklenen bitki

Kok uzunluklar o6lgiildiigiinde, 120. saat sonundaki kontrol bitkisine gore
sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis bitkinin kok boyutunda 0,3 cm’lik artig
oldugu gozlenmistir. Ayrica mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen bitkinin kok
yapisinin, kontrol bitkisine gére daha kalin ve sacakli oldugu goézlenmistir. Mor
kiikiirtstiz bakteri inokiile edilen ve NaCl eklenmis bitkinin kdk uzunlugu kontrol
bitkisine daha az oldugu, fakat kokteki sacaklanmanin kontrol bitkisine gore daha 1yi
oldugu gozlenmistir. Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve NaCl ilave edilen bitki
ile sadece NaCl ilave edilen bitkinin kdk uzunlugu karsilastirildiginda, mor kiikiirtsiiz
bakteri inokiile edilen ve NaCl ilave edilen bitkinin kok uzunlugu 2,8 cm daha uzun

oldugu goriilmektedir.

Literatiirde bitkiye inokiile edilen farkli bakterilerin, bitkinin kok kismindaki
degisimin belirlendigi yeterli sayida veri bulunmaktadir. Ornegin, mor kiikiirtsiiz
bakterilerin piring bitkisi tizerindeki kok gelisimi ve drin verimin etkilerinin
incelendigi bir ¢caligmada, Rhodopseudomonas sp. Tsuru 2, Rhodobacter sp. Tsuru 3
ve R. sphaeroides NBRC 12203 suslarinin hem &lii hiicreleri hem de canli hiicreleri

kullaniimistir. Calismada, Rhodobacter sp. Tsuru 3 susunun bitkinin kok uzunlugu ve
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yiizey alan1 gibi kok ve govde gelisimi tizerine onemli derecede olumlu etki gosterdigi
gorilmistiir. Rhodopseudomonas sp. Tsuru 2 susu kontrol bitkisine gore bitki kokiine
etkisi oldugu, ancak bu etkinin Rhodobacter sp. Tsuru 3 susuna gore daha az oldugu
gorilmastir (Iwai ve dig. 2022). Baska bir ¢alismada ise R. palustris CS2 ve R.
faecalis SS5 susunun Vigna mungo bitkisinin kok gelisimine etkisi arastirilmastir.
Calismanin sonucunda, R. palustris CS2 susunun R. faecalis SS5 susuna gore daha
fazla etkinlik gosterdigi belirlenmistir (Batool ve dig. 2017). R. palustris suslarinin
tuz stresi altindaki Oryza sativa bitkisindeki kok uzunluklarina etkilerinin arastirildig:
bir ¢alismada, tuz eklenmemis kosullar altinda biiytiyen bitki i¢in 6nemli bir fark
goriilmemistir. Buna karsin, tuz eklenen bitkilerin R. palustris suslart varliginda kok
uzunluklar: sadece tuz eklenen bitkinin kok uzunluguna gor onemli olgiide arttig
rapor edilmistir (Kantha ve dig. 2015). R. palustris G5 susu ile yapilan bir ¢alismada,
Cucumis sativus L. bitkisine inokiile edilen bakterinin tuz stresine karsi etkisi
incelenmistir. Calismada, bitkiye inokiile edilen bakterinin kok gelisimine etkisinin
karsilastiriimasi icin kok olgiimleri yapilmistir. Olg¢iim sonuglarina gore, sadece R.
palustris G5 susu eklenen bitkinin kok uzunlugu 6,87 +0,43 cm iken tuz ve bakteri
inokiile edilen bitkinin ¢alisma sonunda kok uzunlugu 4,81+0,20 cm oSlgtlmistir
(Ge ve Zhang, 2019). B. phytofirmans PsJN susu ile yapilan bir ¢alismada, farkl
konsantrasyonlarda inokiile edildigi A. thaliana bitkisinin kok uzunluklar:
degerlendirilmistir. Ol¢iim sonuclarina gore bakteri inokiile edilen bitki ile kontrol
bitkisinin kok uzunluklar: arasinda énemli 6l¢iide artis oldugu ve uygulanan farkl
konsantrasyonlardaki bakterilerin de kendi i¢lerinde kok 6l¢iimlerinde farklar oldugu
rapor edilmistir (Poupin ve dig. 2013). ALT29 ve ALT43 olarak adlandirilan tuza
toleransli bakteriler igin yapilan ¢alismada, soya tohumlarindaki kék uzunlugu
tizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada, 0 mM, 80 mM, 160 mM ve 240 mM
NaCl konsantrasyonlar1 bitkilere eklenmistir. Calisma sonucunda NaCl stresi
altindaki bitkilerin kok uzunluklar: kontrol bitkisine gore %29 azalma gostermistir.
ALT29 ve ALTA43 izolatlar1 inokiile edilen bitkilerin tuz stresine karsi gostermis
oldugu etki olumlu yonde olmustur ve kok uzunlugu %21 artmistir (M. A. Khan ve
dig. 2021). Bitki biyiimesini tesvik eden bakterilerin izole edildigi bir ¢alismada O.
sativa bitkisine NaCl inokiile edildikten sonra siire¢ sonundaki kok uzunluklari
karsilastiriimistir. Calismada, Enterobacter sp., Stenotrophomonas sp., Lysinibacillus

sp.,  Achromobacter  sp.,  Exiguobacterium indicum,  Microbacterium
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esteraromaticum, Bacillus aryabhattai ve Bacillus subtilis bakterileri izole edilmistir.
Calismanin sonucunda, Lysinibacillus sp. izolat: 7,27 cm, Achromobacter sp. izolati
7,60 cm, Microbacterium esteraromaticum susu 6,82 cm ile NaCl stresine karsi kok
uzunlugu en iyi sonug veren izolatlar oldugu rapor edilmistir (Prittesh ve dig. 2020).
Enterobacter sp. susunun NaCl stresi altindaki O. sativa bitkisindeki kok uzunlugu
tizerine etkisinin arastirildig: bir ¢alismada, sadece bakteri eklenen bitkinin kok
uzunlugu kontrol bitkisine gore 6nemli bir artis gostermistir. NaCl stresi altinda ve
bakteri inokiile edilen bitkinin kok uzunlugu sadece NaCl eklenen bitkinin kok
uzunluguna gore artis gostermistir (Sarkar ve dig. 2018). Alyssum serpyllifolium
bitkisine dort endofitik bakteri inokiile edildikten sonra bitkideki kok uzunlugu
olgiilerek bakterilerin bitki biiyiimesine etkisi incelenmistir. A3R3, A3S4, A2R6 ve
A3S6 olarak adlandirilan izolatlar i¢in kok uzunluklar: sirasiyla, 2,5 = 0,2 cm, 2,3
+0,2cm, 2,2 = 0,3cm, 2,3 £ 0,2 cm olarak dlgiilmiustiir (Ma ve dig. 2011). Oryza
sativa bitkisine inokiile edilen Bacillus amyloliquefaciens RWL-1 izolatinin NaCl
eklendikten sonra kok uzunluklar: karsilastirilmistir. Calismanin sonucunda kontrol
bitkisinin kok uzunlugu 3,15 = 0,75 cm, sadece B. amyloliquefaciens RWL-1 inokiile
edilen bitkinin kok uzunlugu 5,50 &= 1,18 cm, sadece 120 mM NacCl eklenen bitkinin
kok uzunlugu 2,80 = 0,63 cm, B. amyloliquefaciens RWL-1 inokiile edilen ve 120
mM NaCl eklenen bitkinin kok uzunlugu 4,05 = 0,72 cm, 250 mM NaCl eklenen
bitkinin kok uzunlugu 1,90 = 0,57 cm, B. amyloliquefaciens RWL-1 inokiile edilen
ve 250 mM NaCl eklenen bitkinin kok uzunlugu 3,35 = 0,58 cm olgiilmistir
(Shahzad ve dig. 2017).

Literatir  verileri ile tez c¢alismasindan elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda, mor kiikiirtstiz bakterilerin bitki kok ve govde gelisiminde olumlu
etki gosterdigi goriilmektedir. Ayrica, tez ¢alismas: ile elde edilen mor kiikiirtsiiz
bakteri izolatlarinin mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve NaCl ilave edilen
bitkinin kok uzunluguna ve gelisimine olumlu yonde etkisinin oldugu sonucuna

varilmaktadir.
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4.13 A thaliana’da tuz stres genlerinin ifade diizeylerinin arastirilmasi

A. thaliana bitkisinde tuz stresi toleransinin molekiiler mekanizmalarini
arastirmak icin, erken tuz stresi tepkileriyle ilgili gen bolgelerini hedef alan RD29A,
RD29B, LOX2, APX2, GLYI7, SOS1 primerleri kullanilmistir. Referans gen bolgesi
igin ise ACTIN2 primeri kullanilmistir. Boliim 3.2.18’de anlatilan Real-Time PCR
protokolii uygulanarak gen ifade diizeyleri belirlenmistir. Her bir hedef gen i¢in esik
dongii degerleri (Ct) referans gene gore 2744¢T yontemi kullanilarak hesaplanmustir

(Livak ve Schmittgen, 2001).

Tablo 25.: Referans gene gore normalizasyonu yapilan genlerin ifade diizeyleri

Mor kiikiirtsiiz 150 mM Mor kiikiirtsiiz bakteri+ 150 mM

Genler bakteri NacCl NacCl
RD29A 2,013 15,348 2,174
RD29B <1 (0,015) 215,270 <1 (0,07)
LOX?2 <1 (0,895) 6,589 1,394
APX2 <1 (0,752) <1 (0,864) <1(0,611)
SOS1 0 <1 (0,03) <1(0,02)
GYLI7 0,000017 0 <1 (0,62)
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=
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Sekil 27.: Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen bitkinin gen ifade diizeyleri
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Sekil 29.: Mor kiikiirtsiiz bakterilerin inokiile edilen bitkideki gen ifade diizeyleri

Yapilan bir ¢alismada, Burkholderia phytofirmans PSIN susunun 150 mM
NaCl varliginda A. thalina bitkisine inokiile edilerek kok ve yapraklarindaki gen ifade
diizeylerini arastirilmigtir. B. phytofirmans PsIN inokiile edilen bitkide RD29A,
RD29B, LOX2, APX2, GLYI7 genlerinde kontrole gére yukar1 regiilasyon oldugu
saptanmistir. Ancak, koklerde 24 saatten sonra LOX2 geninde asagi regiilasyon
oldugu saptanmistir. Bitkinin yapraklarinda ise, bu durum RD29A, RD29B, APX2,
GLYI7 genlerinde baglangica gore yukari regiilasyon olmusken, LOX2 geninde 2.

saatte asagi regiilasyon olduktan sonra, 24. saatte yukar1 regiilasyon oldugu

69



saptanmistir (Pinedo ve dig. 2015). Yapilan bir ¢aligmada tuz stresi altindaki A.
thaliana bitkisine bir bitki uyaricist olan BC204 ilave edilmistir. Bitkinin 50 mM
NaCl varhiginda SOT1, SOS1, P5CS1 ve RD29A genlerinin ifade diizeyleri
aragtinnlmistir. Calisma sonucunda, BC204, RD29A ve SOS1 genlerinin ifadesini
artirirken, PSCS1 ve SOT genlerinin ifadesini azalttigi gézlenmistir. NaCl, SOT1 ve
SOS1 genlerinin ifadesini arttirirken, PSCS1 ve RD29A genlerinin ifadesi tizerinde
onemli bir etkiye sahip olmadig1 gézlenmistir. Hem BC204 hem de NaCl'nin birlikte
ilave edildiginde ise, P5CS1 ve RD29A genlerinin ifade diizeyinde azalma
gozlenirken, SOS1 ve SOT1 genlerinin ifadelerinde artis gozlenmistir (Loubser ve
Hills, 2020). Bir diger ¢alismada ise, misir bitkisi plazma zarinda bulunan ZmPIP1;1
proteinini A. thaliana bitkisine transfer edilmistir. 120 mM NaCl varliginda RD29A
ve RD29B genlerindeki ifade diizeyleri, kontrol bitkisine gére yukar1 regiile olduklari
rapor edilmistir (Zhou ve dig. 2018). Pseudomonas PS01 susu ile asilanan A. thaliana
bitkisinin 150 mM tuz stresi kosullar: altindaki gen ifade diizeylerinin arastirildig:
baska bir calismada, abiyotik strese duyarli RD29A, RD29B, LOX2, APX2 ve GLY17
genleri arastirilmistir. Calismanin sonucunda, 150 mM NaCl eklenmis bitkideki ve
150 mM NaCl eklenmis ve Pseudomonas PS01 inokiile edilen bitkideki gen ifade
diizeylerinin kontrol bitkisine gére anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir. 150 mM
NaCl eklenmis ve Pseudomonas PSO1 inokiile edilen bitkideki RD29A ve RD29B
genlerinin ifade diizeyinin, 150 mM NaCl eklenmis bitkiye gore farklilik
gostermedigi gorilmistiir. 150 mM NaCl eklenmis ve Pseudomonas PSO01 inokiile
edilen bitkideki LOX2 geninin ifade diizeyi, 150 mM NaCl eklenmis bitkiye gore
anlamli bir artis gostermisken, APX2 ve GLY17 genlerinde anlaml: ifade diizeyleri
gostermemistir (Chu ve dig. 2019). Bitki biyimesini tesvik edici 6zelligi olan
Bacillus oryzikola YC7007 susunun, 0, 80, 100 mM NaCl stresi altindaki %» MS
ortaminda biyiitilen A. thaliana bitkisi tizerindeki etkilerinin gen ifade diizeyleri
incelenmistir. Calismada kullanilan RD29A ve RD29B genleri i¢in B. oryzikola
YC7007 inokiile edilen ve NaCl eklenen bitkide her iki tuz konsantrasyonunda
kontrol bitkisine gore gen ifade diizeylerinde anlamli bir artis oldugu rapor edilmistir
(Baek ve dig. 2020).

Bu tez c¢alismasinda mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen A. thaliana’da
RD29A geni haricindeki diger abiyotik stresle ilgili genlerde anlamli ifade

diizeylerinin olmadig1 veya hi¢ ifade olmadig1 saptanmistir. Mor kiikiirtsiiz bakteri
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ve NaCl inokiile edilen bitkide RD29A ve LOX2 genlerinin ifade diizeylerinde
anlaml artiglar gozlenirken, diger genlerde anlamli ifade diizeyleri saptanmamustir.
Sadece NaCl inokiile edilen bitkinin gen ifade diizeyleri incelendiginde en yiiksek
degerin RD29B genine ait oldugu goriilmektedir. Buna gore; RD29A, RD29B ve
LOX2 genlerinde anlamli ifade diizeyleri saptanmis, APX2 ve SOS1 genlerinde
anlamhi ifade diizeyleri saptanamamis, GLYI7 geninde ise hi¢ ifade olmadigi
gozlenmistir. Ozetle, gen ifade ¢alismalarindan elde edilen bilgiye gore, sadece mor
kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen topraktaki A. thaliana bitkisi ile mor kiikiirtsiiz
bakteri inokiile edilmis ve 150 mM NaCl ilave edilmis topraktaki A. thaliana
bitkisindeki gen ifade diizeyleri olduk¢a benzer oldugu goriilmektedir. Sadece 150
mM NaCl ilave edilen topraktaki A. thaliana igin, stres genlerinde 6nemli artiglar
oldugu goriilmektedir (Tablo 25). Bu sonuglardan, mor kiikiirtsiiz bakterilerin A.
thaliana bitkisinin 150 mM NaCl varliginda olusan abiyotik strese karsi olumlu etki
gosterdigi ve abiyotik stres yanit genlerinin ifade diizeylerini neredeyse tuzsuz
topraktaki mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilmis olan bitkinin gen ifade diizeylerine

kadar diisiirdiigii sonucuna varilmistir.

4.14 Bitki rizosferinde mor kiikiirtsiiz bakterilerin biyoizlemesi

Topraktaki mor kiikiirtsiiz bakterilerin belirlenmesi igin 1,03x10! kopya
DNA/uL mertebesinden 1,03x10' kopya DNA/uL mertebesine seri diliisyonlar:
yapilan DNA’lar i¢in Real-Time PCR cihazinda olusturulan standart egri grafigi Sekil
30°da gosterilmistir. Elde edilen Ct degerlerine karsilik gelen DNA kopya sayilari,
mor kiikiirtsiiz bakteriler icin olusturulan standart egri grafigi ile hesaplanmistir. Mor
kiikiirtstiz bakteriler i¢in kullanilan primer seti (pufMS557-pufMWAW) icin erime
sicakligi (Tm) ise 87,93°C olarak belirlenmistir.
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Target: PUFM557-WAW Slope: -3.37 Y-Inter: 37.48 g2: 0.999 Eff%: 98.012

Sekil 30.: Izolatlar icin olusturulan standart egri grafigi

Mor kiikiirtsiiz bakterilerin PCR f{irtini i¢in Real-Time PCR cihazinda
olusturulan standart egri grafiginin egimi -3,37 olarak hesaplanmistir (Sekil 30). Buna

gore, mor kiikiirtsliz bakteriler i¢in ilgili PCR verimi su sekilde hesaplanmistir.
PCR verimi= ([10¢"¢8m1-1) x 100 = ([10¢Y-3371 _ 1) x 100 = %98,03

Sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen toprakta 0. giin 1,23x10° kopya
DNAV/10 g, 48. saat 4,60x10° kopya DNA/10 g, 96. saat 7,02x10° kopya DNA/10 g
ve 120. saat sonunda 6,92x10° kopya DNA/10 g mertebesinde mor kiikiirtsiiz bakteri
miktarlar1 hesaplanmistir. Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve 150 mM NaCl
ilave edilen topraktaki mor kiikiirtsiiz bakteri DNA kopya miktarlar1 0. giin 1,30x10°
kopya DNA/10 g, 48. saat 7,16x10° kopya DNA/10 g, 96. saat 1,35x10° kopya
DNA/10 g ve 120. saat sonunda 6,08x10° kopya DNA/10 g olarak hesaplanmustir.
Sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen bitkinin sonuclarinda, baslangicta
1,23x10° kopya DNA/10 g iken siire¢ sonunda bu deger 6,92x10° kopya DNA/10 g
hesaplanmistir. Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen bitkinin 6l¢iim sonuglarinda 1
log azalma goriilmiistiir. Mor kiikiirtsiiz bakterilerin ve NaCl sonuglar1 igin;
baslangicta 1,30x10° kopya DNA/10 g mertebesindeki deger, 120. saat sonunda
6,08x10° mertebesine 1 log azalma gostermistir (Sekil 32). Bu degerler goz &niine
alindiginda, izolatlar bitkinin direkt olarak kok kismina inokiile edildiginden dolay1
mor kiikiirtsiiz bakterilerin varlig1 agisindan alinan 6rneklerde esit olmadigi yorumu
yapilabilir. Ayrica bitkinin kokleri tarafindan salgilanan bazi bilesikler, bitkiler ve

bitki biiytimesini tesvik eden bakteriler arasindaki iliskiyi etkiler.
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Toplam bakterilerin biyoizleme calismasi i¢in 4,56x101° kopya DNA/uL
mertebesinden 4,56x10' kopya DNA/uL mertebesine seri diliisyonlar1 yapilan
DNA’lar i¢in Real-Time PCR cihazinda olusturulan standart egri grafigi Sekil 31°de
gosterilmistir. Toplam bakteri primer seti (338F-518R) i¢in erime sicakligi (Tm)
87,63 °C olarak belirlenmistir.

Standard Curve

Cr
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Target: 338F-518R Slope: -3.317 Y-Inter: 35.678 g2. 1 Eff%: 100.214

Sekil 31.: Toplam bakteri i¢in olusturulan standart egri grafigi

Toplam bakteri PCR {iriinii i¢in Real-Time PCR cihazinda olusturulan standart
egri grafiginin egimi -3,317 olarak hesaplanmistir (Sekil 31). Buna gore, toplam
bakteri i¢in ilgili PCR verimi su sekilde hesaplanmustir.

PCR verimi= ([10¢1&m1-1) x 100 = ([10¢Y-33101 _ 1) x 100 = %100,2

Sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen toprakta 0. giin 1,66x10° kopya
DNA/10 g, 48. saat 4,99x10° kopya DNA/10 g, 96. saat 9,78x10° kopya DNA/10 g,
120. saat sonunda 1,92x10%° kopya DNA/10 g mertebesinde toplam bakteri miktarlar:
hesaplanmistir (Sekil 32). Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve NaCl ilave edilen
topraktaki toplam bakteri DNA kopya miktarlar1 0. giin 2,07x10*° kopya DNA/10 g,
48. saat 3,79x10%° kopya DNA/10 g, 96. saat 1,52x10° kopya DNA/10 g, 120. saat
sonunda 2,75x10° kopya DNA/10 g olarak hesaplanmistir (Sekil 33). Ayrica,
seyreltme plaka yontemi ile yapilan agar petri sayim sonuglarina gore, yapilan
petrideki koloni sayimlarinin sonuglarmna gore topraktaki toplam bakteri sayisi

2,06x10° kob/g olarak hesaplanmustir.
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Sekil 32.: Sadece mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen viyoldeki (10 g toprak) mor
kiikiirtsliz bakteri ve toplam bakteri miktarlarinin grafigi
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Sekil33.: Mor kiikiirtsiiz bakteri inokiile edilen ve 150 mM NaCl eklenen viyoldeki (10 ¢
toprak) mor kiikiirtsiiz bakteri ve toplam bakteri miktarlarinin grafigi

Bir ¢alismada, Bacillus subtilis FB17 susunu bir yaprak patojeni Pseudomonas
syringae ile enfekte olmus A. thaliana bitkisinin koklerine inokiile edilmistir. Bitkiye
inokiile edilen mikroorganizmalar A. thaliana bitkisi tarafindan salgilanan L-malik
asiti kullanarak bitkinin kok kisminda kolonizasyonun zaman igerisinde arttigi
saptanmistir (Rudrappa ve dig. 2008). Rhodobacter sp. ile yapilan g¢alismalarda
organizmalarin malik asiti kullanabildiklerini gostermislerdir (Assawamongkhelsiri

ve dig. 2016; Callister ve dig. 2006; Pandey ve dig. 2012; Qiang ve dig. 2019). Bu
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tez ¢alismasinda, A. thaliana'nin kokiine inokiile edilen Rhodobacter sp. izolatlari
kok tarafindan salgilanan malik asiti dolayli yollardan kullanabilecegi ve kok
kisminda kolonizasyonun daha yogun olabilecegini sdylenebilir. Rhodobacter sp.
izolatlar1 bitkinin direkt olarak kok kismina inokiile edildiginden dolayi, bitki
kokiiniin zarar gormesini engellemek amaciyla kok kismina dogru 6rnek alinamamasi
hesaplanan degerlerdeki azaliglara neden olabilecegi sOylenebilir. Mor kiikiirtsiiz
bakteri inokiile edilen ve NaCl ilave edilen bitkinin sadece NaCl eklenen bitkiye gore
kok gelisimi, yaprak uzunlugu, yaprak sayisi ve klorofil miktar1 fazla olmasi,
izolatlarin bitkiye inokiile edildikten sonraki siire¢ igerisinde ya sabit kaldigini ya da

miktarsal olarak artmig olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin sonucunda, izole edilen izolatlarin bitki
biiyimesine olumlu yonde etkileri oldugu saptanmistir. Elde edilen veriler 1s181nda,
mor kiikiirtsiiz bakterilerin eklendigi toprakta bulunan bitkinin, zamanla kok ve
yaprak boyut ve sayilarindaki artislar ile birlikte klorofil miktarinda artis oldugu
saptanmistir. Gen ifade calismalarindan elde edilen veriler de bu sonuglar
desteklemistir. Sonug itibariyle Rhodobacter sp. olarak tanilanan dért mor kiikiirtsiiz
bakteri izolatinin tuz stresi altindaki bitkide hem fizyolojik olarak hem de gen ifade

seviyelerinde olumlu etkilerinin oldugu goriilmiistiir.

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglara yonelik Oneriler su sekilde
siralanabilir: Calismada arastirilan yapmis oldugumuz azot fiksasyonu yetenegi,
fosfat ¢oziindiirme yetenegi, IAA iiretimi ve ALA {iretimi gibi etki mekanizmalarinin
yani sira bitki biiyiimesini tesvik eden farkli etki mekanizmalar1 da mevcuttur. Ornek
olarak bakterilerin biyokontrol ajani olarak kullanilabilmeleri verilebilir. Biyokontrol
ajan1 olarak kullanilan bakteriler, bitkilerin hastalik kontroliinde ve bitki biiyiimesinin
desteklenmesinde 6nemli roller oynayan HCN dahil olmak iizere ¢ok sayida metabolit
tiretir. Bu mekanizmalardan biri olan hidrojen siyaniir (HCN) tiretimi genellikle bitki
biiytimesini tesvik edici bakteriler tarafindan kiigiik miktarlarda sentezlenir ve bu da
funguslarin, bakteriler tarafindan sentezlenen antifungal metabolitlere kars1 direng
gelistirmesini engeller ve boylece biyokontrol ajani olarak kullanilan bakteri susunun
etkinligini arttirir (Sehrawat ve dig. 2022). Bir diger etki mekanizmasi ise siderefor
tiretimidir. Sideroforlar, demir selatlama potansiyeline sahip diisiik molekiiler
agirlikl ikincil metabolitlerdir. Bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin temel
mekanizmalarindan biri de siderefor gibi ikincil metabolitlerin tretimini
icermektedir. Demir toprakta bol miktarda bulunmasina ragmen, ¢ogu bitki tarafindan
kullanilamaz. Bitki biiylimesini tesvik eden bakteriler tarafindan iretilen sideroforlar,
toprakta bulunan organik veya inorganik komplekslerin ¢6ziinmesine ve
selatlanmasini saglayarak bitkilerin demir ihtiyacinin karsilanmasina yardimci olur
(Arora ve Verma, 2017). Calismada izole edilen mor kiikiirtsiiz bakteriler igin bitki
biliylimesine yardimci olan ve yukarida bahsedilen etki mekanizmalar1 {izerinde

calismalar yapilarak desteklenebilir.
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Diinyada hizla artan niifus nedeniyle gidaya olan ihtiyacta artmaktadir. Bu
nedenle ekilebilir arazide istenmeyen bdceklerin, yabani otlarin ve patojen
mikroorganizmalarin yok edilmesi i¢in pestisitler kullanilmaktadir (Umadevi ve dig.
2017). Topragmn siirekli olarak pestisitlerle agir sekilde muamele edilmesi
sonucunda toprakta var olan yararli mikroorganizmalarin popiilasyonlarinin da
azalmasina neden olabilmektedir (Aktar ve dig. 2009). Topraktaki biriken
pestisitleri parcalama yetenegine sahip gesitli mikroorganizma kaynaklar: vardir.
Pestisitleri parcalama yetenegine sahip ¢esitli mikroorganizma kaynaklar: vardir.
Genel olarak, pestisit bozundurucular1 olarak tanimlanan mikroorganizmalar, ¢ok
cesitli pestisit kontamine olmus bolgelerden izole edilmistir. Pestisit tamamen
biyolojik olarak bozundugunda, ana bilesigin oksidasyonu ile karbondioksit ve su
olusur. Bu islem mikroorganizmalara metabolizmalar: icin gereken enerjiyi saglar
(Parte ve dig. 2017). Mikroorganizmalar ile pestisitlerin parcalanma 6zelligi goz
Oniline alindiginda elde ettigimiz izolatlarin ileri ¢alismalarinda tarim alaninda
yaygin olarak kullanilan pestisitlerin giderimi bir baska ¢aligma konusu olarak ele
alabilir.

Calismada kullanilan A. thaliana bitkisi tizerinde etkilerinin incelendigi mor
kiikiirtsiiz bakterilerin bir sonraki ¢alismalarda siirdiiriilebilirlik ve ekonomik agidan
farkli bitkiler tizerinde in vitro ve in situ etkinlikleri arastirilabilir. Bu baglamda
bitki bliylimesini tesvik edici 0Ozellikleri belirlenen izolatlar, tarimsal alanda

biyogiibre olarak kullanilabilir.
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