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Bitki büyümesini teşvik eden rizobakteriler (PGPR), bitki rizosferinde yaygın 

olarak bulunmaktadır. Bu bakteriler bitki kök gelişimini arttırmakta ve bitkilere daha iyi 

büyümeleri için maksimum besin maddesi alma fırsatları sağlamaktadır. Büyümeyi teşvik 

etmenin yanı sıra, PGPR'lerin stres toleransı (ısı, kuraklık, tuzluluk ve hastalık), ağır 

metallerin biyoremediasyonu, karmaşık toksik organik bileşiklerin biyolojik olarak 

parçalanması, biyo-kontrol ajanları ve biyofilm oluşumu gibi bir dizi işlevi vardır. Çeşitli 

bitki büyümesini teşvik eden rizobakteriler arasındaki etkileşim, esas olarak planktonik 

büyüme modu altında araştırılmıştır. Bununla birlikte, PGPR'nin biyofilm modunda kök 

yüzeyi ve toprak üzerindeki davranışının anlaşılması için yapılan çalışmalar çok yenidir ve 

bu alanla ilgili daha fazla araştırmaya gerek olduğu aşikârdır. Bu nedenle, bitki-

mikroorganizma etkileşiminin anlaşılmasına katkı sağlamak için kök yüzeyi ve rizosfer 

kolonizasyonu üzerindeki biyofilm gelişiminin derinlemesine araştırılmasına ihtiyaç 

bulunmaktadır.  

Kızılötesi ve Raman spektroskopileri, biyofilmlerin moleküler yapısı hakkında 

spektral bilgi elde etmek için birbirini tamamlayıcı olarak kullanılan titreşim spektroskopi 
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teknikleridir. Kızılötesi spektroskopisi (IR) biyofilmleri karakterize etmek için yaygın 

olarak kullanılmasına rağmen, sudan kaynaklanan müdahale hidratlı biyofilmlerin 

bileşiminde kullanımını sınırlandırmıştır. Dağınık fotonların frekansları moleküldeki 

bağların türlerine bağlı olduğundan, her molekülün Raman spektrumu benzersizdir ve bu 

molekülün parmak izi olarak düşünülebilir. Raman spektroskopisinin kırınımla sınırlı 

uzamsal çözünürlüğü yaklaşık 1 μm'dir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve 

nükleik asitler gibi çeşitli moleküller ve moleküler gruplar içeren karmaşık yapıların 

ayrıntılı analizini sağlamaktadır.  

Bu çalışmada; bitki büyümesini teşvik edici özellikleri olan Bacillus drentensis, 

Bacillus mojavensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Arthrobacter 

nitroguajacolicus bakterilerinin oluşturduğu biyofilm yapılarının Raman ve FT-IR 

Spektroskopisi ile karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. Ayrıca bu bakterilerin polistiren 

yüzeylerde biyofilm oluşturma kapasiteleri kristal viyole deneyi ile belirlenmiş ve Bacillus 

drentensis, Pseudomonas fluorescens ve Arthrobacter nitroguajacolicus bakterilerinin ise 

Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi köklerindeki kolonizasyonları Taramalı Elektron 

Mikroskop (SEM) analizi ile belirlenmiştir. 

 

Mayıs 2022 – 64 Sayfa 

Anahtar Kelimeler:  Biyofilm, PGPR, SEM,  Raman Spektoroskopisi, FT-IR 
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ABSTRACT 

M. Sc. THESIS 

Characterization of Biofilm Structures Produced by Some Bacteria that Promote 

Plant Growth by Raman Spectroscopy 

Tacettin ÇĠFTÇĠ 

 

Kirsehir Ahi Evran University, Faculty of Agriculture 

Department of Agricultural Biotechnology 

Plant Biotechnology Division 

 

Supervisor:  Asst. Prof. Ibrahim ERDOGAN 

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are common in the rhizosphere. These 

bacteria increase plant root development and provide plants with maximum nutrient uptake 

opportunities for better growth. Besides promoting growth, PGPRs have a number of 

functions including stress tolerance (heat, drought, salinity and disease), bioremediation of 

heavy metals, biodegradation of complex toxic organic compounds, biocontrol agents and 

biofilm formation. The interaction between various plant growth promoting rhizobacteria 

was mainly investigated under the planktonic growth mode. However, studies to 

understand the behavior of PGPR on root surface and soil in biofilm mode are very recent 

and it is clear that more research is needed in this area. Therefore, in-depth investigation of 

biofilm development on root surface and rhizosphere colonization is needed to improve 

understanding of plant-microorganism interaction. 

Infrared and Raman spectroscopy are vibration spectroscopy techniques that are used 

complementary to each other to obtain spectral information about the molecular structure 

of biofilms. Although infrared spectroscopy (IR) is widely used to characterize biofilms, 

interference from water has limited its use in the composition of hydrated biofilms. Since 

the frequencies of scattered photons depend on the types of bonds in the molecule, the 

Raman spectrum of each molecule is unique and can be thought of as that molecule's 
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fingerprint. The diffraction-limited spatial resolution of Raman spectroscopy is about 1 

μm, enabling detailed analysis of complex structures containing various molecules and 

molecular groups such as proteins, carbohydrates, lipids, and nucleic acids. 

In this study; The biofilm structures formed by Bacillus drentensis, Bacillus mojavensis, 

Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida and Arthrobacter nitroguajacolicus 

bacteria, which have plant growth promoting properties, were characterized by Raman and 

FT-IR Spectroscopy. In addition, the biofilm formation capacity of these bacteria on 

polystyrene surfaces was determined by the crystal violet test, and the colonization of 

Bacillus drentensis, Pseudomonas fluorescens and Arthrobacter nitroguajacolicus bacteria 

on Arabidopsis thaliana Columbia ecotype roots was determined by Scanning Electron 

Microscope (SEM) analysis. 

May 2022 - 64 Pages 

 

Keywords: Biofilm, PGPR, SEM, Raman Spectroscopy, FT-IR 
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1. GĠRĠġ  

Günümüz şartlarında tarım; hayvancılığa olan talebin artması ve giderek artan insan 

nüfusunun gıda ihtiyacına karşılık verebilmek için sürdürülebilir tarımsal üretim, sınırlı 

kaynakların kullanılması (verimli topraklar gibi), geleneksel tarım uygulamalarından 

kaynaklanan yoğun çevresel sorunların giderilmesi gibi farklı zorluklarla karşı karşıyadır. 

Bu sorunlar, gıda verimliliğini arttırmak için kimyasal gübre yerine mikroorganizma 

içerikli organik gübrelerin kullanımı yoluyla ve bu amaçla yerli toprak 

mikroorganizmalarının keşfi ve kullanılması ile minimize edilebilir (Küçük, 2019). Zengin 

toprak mikroflorası arasında, bitki büyümesini teşvik eden rizobakterilerin (PGPR), bir dizi 

yararlı etki yoluyla bitki büyümesini artırmada önemli bir rol oynadığı yapılan 

çalışmalarda belirtilmiştir. Bu genellikle, rizosferdeki planktonik bakteri varlığına göre 

avantajları olan biyofilmler oluşturarak elde edilmektedir. Ancak, bitki büyümesini teşvik 

eden bakterilerin biyofilm oluşturma yetenekleri geçmişte yapılan araştırmalarda ihmal 

edilmiştir. Geleneksel olarak, bakteri hücreleri serbest yaşayan hücreler olarak tanımlanmış 

ve karakterize edilmiştir, ancak farklı çevresel koşullar altında biyofilm oluşturma 

yetenekleri vardır (Omar ve ark. 2017). Biyofilm oluşumu ve yayılımının çok iyi 

tanımlanmış ve aşağıdaki aşamaları içerdiği bilinmektedir: ilk bağlanma, hücreler arası 

bağlanma, desorpsiyon, biyofilm olgunlaşması ve biyofilm dağılımı (Achinas ve ark., 

2019). Biyofilmlerin ayrıca azot ve fosfor gibi kompleks besin maddeleri içeren farklı 

bileşikleri parçaladığı bildirilmiştir (Ikuma ve ark. 2013). Biyotik yüzeylerle biyofilm 

ilişkilendirmeleri hakkındaki araştırmalar önem kazanmaya başlamış ve bu, tarımda 

bakteriyel biyofilmlerin kullanımına ivme kazandırmıştır (Singh ve Chauhan 2017). PGPR 

tarafından gerçekleştirilen biyofilm yapıları, doğal koşullar altında ortak bir yaşam tarzı 

olarak kabul edilir ve bitkiler için biyotik ve abiyotik stres koşullarına karşı koruma 

sağlamaktadır (Angus ve Hirsch, 2013). Bitki büyümesini teşvik eden çeşitli rizobakteriler 

arasındaki etkileşim, esas olarak bakterilerin planktonik büyüme modu altında 

araştırılmıştır (Vardharajula ve ark., 2011; Jung ve ark., 2018). Bununla birlikte, PGPR'nin 

bitkilerin kök yüzeyleri ve topraktaki biyofilm modundaki davranışları hakkında daha çok 

araştırmaya ve bilgiye ihtiyaç vardır. Bu çalışmanın ana amaçlarından biri de bu alana 

katkı sunmaktır. Yapılan araştırmalarda tarım sektörüne odaklanan biyofilmli 

biyogübrelerin önemli potansiyel faydalarının olabileceği belirtilmiştir. Bu tür ürünlerin, 

bitkiyi sadece çeşitli çevre ve toprak kaynaklı hastalıklara karşı değil, aynı zamanda 

tuzluluk, kuraklık, inorganik ve organik kirleticiler gibi abiyotik streslere karşı 
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koruyabileceği ve potansiyel olarak ürün verimliliğini artıracağı belirtilmiştir (Malus ve 

ark. 2012). 

Bitki büyümesini teşvik eden rizobakteriler (PGPR), rizosferde yaygın olarak bulunmakta, 

kök gelişimini artırmakta ve bitkiye daha iyi büyümeleri için maksimum besin maddesi 

alma fırsatları sağlamaktadır (Bloemberg ve Lugtenberg 2004). Büyümeyi teşvik etmenin 

yanı sıra, PGPR'lerin stres toleransı (ısı, kuraklık, tuzluluk ve hastalık), ağır metallerin 

biyoremediasyonu, karmaşık toksik organik bileşiklerin biyolojik olarak parçalanması, 

biyo-kontrol ajanları ve biyofilm oluşumu gibi bir dizi işlevi vardır (Kasim ve ark., 2016). 

Kızılötesi ve Raman spektroskopileri, biyofilmlerin moleküler yapısı hakkında spektral 

bilgi elde etmek için birbirini tamamlayıcı olarak kullanılan titreşim spektroskopi 

teknikleridir. Kızılötesi spektroskopi (IR) biyofilmleri karakterize etmek için yaygın olarak 

kullanılmasına rağmen, sudan kaynaklanan müdahale hidratlı biyofilmlerin bileşiminde 

kullanımını sınırlandırmıştır (Suci ve ark., 1997). Suya atfedilen spektral -OH bandı, bir 

biyofilmdeki bileşenlerin diğer karakteristik bantlarını bastırır. Raman spektroskopisi, 

fotonlar gelen ışığın frekansından daha düşük veya daha yüksek frekansla molekülden 

saçıldıklarında meydana gelen Raman saçılımına dayanmaktadır (Lohumi ve ark., 2017). 

Dağınık fotonların frekansları moleküldeki bağların türlerine bağlı olduğundan, her 

molekülün Raman spektrumu benzersizdir ve bu molekülün parmak izi olarak 

düşünülebilir. Raman spektroskopisinin kırınımla sınırlı uzamsal çözünürlüğü yaklaşık 1 

μm'dir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve nükleik asitler gibi çeşitli moleküller 

ve moleküler gruplar içeren karmaşık yapıların ayrıntılı analizini sağlamaktadır. Bu dikkat 

çekici özelliğinin yanı sıra tahribatsız bir tekniktir; bu nedenle numune hazırlama diğer 

tekniklere göre daha kolaydır. Numunelerin boyanmasına ve kurutulmasına da gerek 

yoktur çünkü suyun Raman saçılması diğer moleküllere göre çok zayıftır (örneğin, Raman 

spektroskopisinde sudan herhangi bir etkileşim yoktur) (Lohumi ve ark., 2017).  

Çeşitli bitki büyümesini teşvik eden rizobakteriler arasındaki etkileşim, esas olarak 

planktonik büyüme modu altında araştırılmıştır. Bununla birlikte, PGPR'nin biyofilm 

modunda kök yüzeyi ve toprak üzerindeki davranışının anlaşılması için yapılan çalışmalar 

çok yenidir ve bu alanla ilgili daha fazla araştırmaya gerek olduğu aşikârdır. 

Rizobakterilerin çoğu in - vitro biyofilm oluşturabilir, ancak toprak-bitki kök sistemindeki 

koşullar farklı olduğundan kökle ilişkili biyofilm in situ olarak henüz araştırılmamıştır. Bu 

nedenle, bitki-mikroorganizma etkileşiminin anlaşılmasını artırmak için kök yüzeyi ve 
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rizosfer kolonizasyonu üzerindeki biyofilm gelişiminin derinlemesine araştırılmasına 

ihtiyaç vardır.  

Bu çalışmada; bitki büyümesini teşvik edici özellikleri olan Bacillus drentensis, 

Bacillus mojavensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Arthrobacter 

nitroguajacolicus bakterilerinin oluşturduğu biyofilm yapılarının Raman ve FT-IR 

Spektroskopisi ile karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. Ayrıca bu bakterilerin polistiren 

yüzeylerde biyofilm oluşturma kapasiteleri kristal viyole deneyi ile belirlenmiş ve Bacillus 

drentensis, Pseudomonas fluorescens ve Arthrobacter nitroguajacolicus bakterilerinin ise 

Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi köklerindeki kolonizasyonları SEM (Taramalı 

Elektron Mikroskobu) analizi ile belirlenmiştir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1.Biyofilm OluĢumu ve Yapısı 

Biyofilm, mikrobiyal hücrelerin ve polisakkaritler, lipitler, proteinler, genetik materyaller, 

hümik benzeri maddelerden oluşan hücre dışı polimerik maddelerin EPS (Extracellular 

Polymeric Substansces) bir araya gelmesiyle oluşmaktadır (Costerton et al., 1995; 

Keleştemur et al., 2018). 

EPS, mikroorganizmaların herhangi bir yüzeye geri dönüşü olmayan bir şekilde 

tutunmasını sağlamakta ve onları çevresel stres koşullarına karşı korumaktadır (Vu et al., 

2009; Keleştemur et al., 2018). 

 

ġekil 2.1. Bakterilerin yüzeye tutunması ve biyofilm oluşumu 

Mikroorganizmalar tarafından geliştirilen biyofilm su oranı yüksek vizkozumsu (sümüksü 

yapıda) bir maddedir. Farklı kalınlıklarda oluşabilen biyofilmin yapısı karmaşıktır ve 

birbirine kanallarla bağlanmaktadır (Archer et al., 2011). Sözü edilen kanallar, sulu faz ve 

mikroorganizmalar arasında besin maddesi ve metabolitlerin alışverişini sağlamaktadır 

(Corteston et al., 1995). 
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ġekil 2.2. Biyofilmlerin kanal bağlantıları ve metabolit alışverişi 

EPS'nin bileşimi mikroorganizmanın doğasına bağlı olarak değişmektedir. Gram-negatif 

bakterilerde EPS, nötr ve polianyonik polisakkaritlerden oluşurken, Gram-pozitif 

bakterilerde EPS oluşumu katyoniktir. Öte yandan pH, sıcaklık, oksijen ve nitrojen 

seviyeleri gibi çevresel koşullar ve ayrıca yüzey özellikleri de bir biyofilmin bileşimini 

etkilemektedir (Costerton ve ark., 1981; Ahimou ve ark., 2007).  

Rizobakterilerin biyofilm gelişimi, doğal koşullar altında ortak bir yaşam tarzı olarak kabul 

edilmekte ve bir dizi biyotik ve abiyotik stres durumuna karşı koruma sağlamaktadır. 

Biyofilmler, kendi kendine üretilen hücre dışı polimerik maddeler (EPS) içinde bulunan 

bakteri topluluklarıdır. Doğada biyofilm, bakterilerin doğal ortamda hayatta kalmasına izin 

veren korumalı bir büyüme yöntemi oluşturmaktadır. Biyofilm gelişimiyle doğrudan veya 

dolaylı olarak ilişkilendirilen çeşitli özellikler arasında EPS üretimi, kümelenme ve yüzme 

hareketliliği, hücre yüzeyi hidrofobikliği ve Pseudomonas sp. ve diğer bakterilerde aljinat 

üretimi yer almaktadır (Angus ve Hirsch, 2013). 

2.2.Biyofilmlerin Tarımsal Açıdan Önemi 

Günümüz koşullarında tarım; hayvancılığa olan talebin artması ve giderek yükselen insan 

nüfusunun gıda ihtiyacına karşılık verebilmek için sürdürülebilir tarımsal üretim, sınırlı 

kaynakların kullanılması (verimli topraklar gibi), geleneksel tarım uygulamalarından 

kaynaklanan yoğun çevresel sorunların giderilmesi gibi çeşitli zorluklarla karşı karşıyadır. 

Bu sorunlar, gıda verimliliğini arttırmak için kimyasal gübre yerine mikroorganizma 

içerikli organik gübrelerin kullanımı yoluyla ve bu amaçla yerli toprak 

mikroorganizmalarının keşfi ve kullanılması ile minimize edilebilmektedir (Küçük, 2019). 

Bitki ile ilişkili toprak mikrobiyal toplulukları arasında, bitki büyümesini teşvik eden 

rizobakteriler (PGPR) olarak bilinen bitki köklerinde kolonize olmuş yararlı bakteriler bitki 
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büyümesini güçlendirmede bir dizi yararlı etkiyi kullanan baskın gruplardan biri olarak 

kabul edilmektedir (Lugtenberg ve Kamilova 2009). Bitki büyümesine olumlu etkisi olan 

bakterilerin; kökleri çevreleyen toprak bölgesine yerleşmek, topraktaki diğer 

mikroorganizmalar ile rekabet halinde gelişmek, çoğalmak, hayatta kalmak ve bitki 

büyümesini, gelişmesini desteklemek gibi özelliklere sahip olması gerekmektedir 

(Kloepper, 1994). 

Biyofilm, kaynak rekabetini veya inhibe edici bileşiklerin üretimini etkileyebilmekte ve 

abiyotik streslere direnci artırabilmektedir (Rao ve ark. 2005). Bitki kök yüzeyleriyle 

ilişkili faydalı PGPR’lerin  bitki verimindeki artışa katkıda bulunduğu bilinmektedir (Ryu 

ve ark., 2007). Çeşitli PGPR  ile bitki büyümesini teşvik etme mekanizmaları, hem 

doğrudan (bitki hormonlarının üretimi, nitrojen fiksasyonu, fosfat çözündürme ve demiri 

ayırma) hem de dolaylı (antibiyotikler ve litik enzimler, indüklenmiş direnç, HCN üretimi 

ve rekabet) mekanizmalarıyla iyi bir şekilde araştırılmıştır (Kloepper ve ark., 1980; Ahmad 

ve ark., 2008; Bernard, 2012). Bununla birlikte, hayatta kalma ve rizosfer kolonizasyonunu 

etkileyen çevresel faktörler, PGPR performansında tutarlılığın sağlanmasında anahtar bir 

rol oynamaktadır. Biyofilmin doğal toprakta ekolojik dengeyi ve bitki büyümesini 

korumadaki rolü aydınlatılmış (Burmølle ve ark. 2012) ve planktonik modla 

karşılaştırıldığında antibakteriyel bileşiklere karşı artan direnç, kurumaya ve protozoan 

avlanmasına karşı gelişmiş koruma ve yüksek yatay gen transfer oranları gibi faydalar 

sağladığı belirlenmiştir (Davey ve O’toole, 2000; Jefferson, 2004; Sørensen ve ark., 2005). 

PGPR 'nin rizosfere tutunduğu veya kolonize olduğu, bitkilerin büyümesini uyardığı ve 

bitki hastalıklarını baskıladığı bilinmektedir (Normander ve Prosser, 2000). Biyofilm 

oluşturan PGPR ile aşılamanın, biyofilm içermeyen aşılayıcılara kıyasla daha iyi bitki 

büyümesi teşvikine sahip olduğunu gösteren kanıtlar vardır (Bianciotto ve ark., 2001). 

Başka bir çalışmada, biyofilm büyüme modu ile sağlanan direnç mekanizmasının bitkiyi 

stres durumundan koruduğu gösterilmiştir (Lee ve ark., 2014). 

Genetik olarak çeşitlilik gösteren toprak kaynaklı bir patojen olan Ralstonia 

solanacearum'un meydana getirdiği vasküler bitki iletim demeti hasarı sonucu bakteriyel 

solgunluk hastalığı gelişmektedir (Hayward, 1991). Bu hastalık nedeniyle, bir bütün olarak 

tarım ve bahçe bitkileri özellikle dünya çapında risk altındadır. Bacillus spp., Streptomyces 

spp. gibi doğal rizobakteriler ve Pseudomonas spp. bu hastalığın biyolojik kontrolü için 

kullanılmaktadır (Lemessa ve Zeller, 2007; Xue ve ark, 2009). Önemli olarak Bacillus 
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subtilis, fitopatojenlere karşı geniş bir aktivite yelpazesine sahip bir dizi biyolojik aktif 

bileşik üretmektedir (Butcher ve ark., 2007; Ongena ve Jacques., 2008). B.subtilius 

biyofilm oluşturarak patojenik bakterilerle savaşmakta, ayrıca günümüzde ticari olarak 

biyolojik kontrol aktivitesi için kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalarda, B.subtilis 

suşlarının Ralstonia solgunluk hastalığını etkili bir şekilde baskıladığı bildirilmiştir (Ji ve 

ark., 2008). Benzer şekilde, bir PGPR bakterisi olan Paenibacillus polymyxa, biyofilm 

benzeri yapılar oluşturarak ve ayrıca bitkileri bulaşıcı patojenlere karşı koruyarak bitki kök 

uçlarını kolonize etmektedir  (Haggag ve Timmusk, 2008). Arabidopsis thaliana üzerinde 

yapılan bir deneyde, Bacillus subtilis suşu (ATCC 6051) köklerde biyofilm benzeri yapılar 

oluşturmuş ve Arabidopsis'i Pseudomonas syringae enfeksiyonundan korumuştur (Bais ve 

Vivanco, 2004). 

Temelde kök ile ilişkili Pseudomonas sp. biyokontrol ajanları olarak kullanılmakta ve 

oldukça yoğun bir biyofilm oluşturması nedeniyle Pseudomonas biyofilm çalışmalarında 

model organizma olarak kullanılmaktadır (Butcher ve ark., 2007). Pseudomonas putida, 

rizosferde kök eksüdalarının varlığında hızlı yanıt verme kabiliyetine sahiptir ve biyofilm 

oluşturmak için kök yüzeyinde kolonileşmektedir (Ongena ve Jacques., 2008). Epidermal 

çatlaklar boyunca, bitki büyümesini teşvik eden Pseudomonas, kök yüzeyinde küçük 

biyofilmler ve büyük biyofilm oluşturmak için kesintili olarak kolonileşmektedir (Bais ve 

Vivanco, 2004). Bunun yanı sıra, bazı patojenik Pseudomonas sp. türleri  kök yüzeyinde 

de biyofilmler oluşturmaktadır (Lugtenberg ve ark., 2001; Espinosa-Urgel ve ark., 2002). 

Pseudomonas sp. türleri çok çeşitli, çok hücreli kümeler ve çok kapsamlı biyofilm ağları 

oluşturmaktadır.  

Mısır, buğday ve tahıllarda, kök yüzeyinde biyofilm oluşturan bitki büyüme 

destekleyicileri olarak A.brasilense ve diğer Azospirillum sp. türleri bulunmaktadır 

(Bloemberg ve ark., 2000). Doğası gereği Azospirillum brasilense, bitkiye hazır nitrojen 

sağlamak yerine bitki büyümesini destekleyen ve kök çoğalmasını uyaran, serbest yaşayan 

bir nitrojen sabitleyicidir. Bakteriler kolonizasyonla kök bölgesinde yoğun biyofilm 

oluşturmaktadır (Walker ve ark. 2004). 
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2.2.1.Biyofilm Üreten PGPR’ler 

Genel olarak, PGPR, biyofilm oluşumu sürecinde dört aşamada yer almaktadır:  

1) Tek bir bakterinin bir yüzeye başlangıçta tersine çevrilebilir bağlanması, bakteriler 

tarafından daha güçlü, geri döndürülemez bir bağlanmaya yol açmaktadır.  

2) Biyofilm mimarisinin erken aşama gelişimi ile mikrokoloni oluşumu  

3) Biyofilm olgunlaşması  

4) Biyofilmden tek hücrelerin nihai dağılımı (Schuster ve Markx, 2013). PGPR genellikle 

bir yüzeye bağlanmakta ve bir biyofilmin özelliği olan polimerik bir madde ile 

kaplanmaktadır (Mann ve Wozniak, 2012).  

Pseudomonas türleri, polisakkaritler, nükleik asitler ve biyofilm matrisleri oluşturmak için 

kullanılan proteinler dâhil olmak üzere çeşitli organik moleküller üretmektedir. Rhizobium 

tarafından salınan EPS, bitki büyümesini artıran ve patojenlerden koruma sağlayan 

biyofilm oluşumuna yardımcı olmaktadır (Arora ve ark., 2013).  

Ġn vitro olarak geliştirilebilen ve biyogübre olarak kullanılabilen faydalı biyofilmlere 

biyofilmlenmiş biyogübreler denmektedir. Bazı mahsullerin bitki köklerine bağlanan 

faydalı biyofilmlerin, besin döngüsüne ve ayrıca zararlıların ve hastalıkların biyolojik 

kontrolüne yardımcı olduğu ve sonuç olarak üretkenliği ve mahsul verimini iyileştirdiği 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. Ayrıca, rizobiyal polisakaritler, bitki büyümesini teşvik 

etmede oldukça önemlidir, faydalı etkileşimler sırasında aktif bir sinyal molekülü olarak 

çalışmakta ve enfeksiyon sürecinde savunma yanıtı sağlamaktadırlar (Parada ve ark., 

2006). Bazı PGPR-EPS yani PGPR’lerin ürettiği EPS’ler, Na
+
 dahil katyonları da 

bağlayabilmekte, bu da bitkinin topraktan aldığı mevcut Na
+
 içeriğini azaltarak tuzluluk 

stresinin azaltılmasında bir rol oynamaktadır (Upadhyay ve ark., 2011). Biyofilmlenmiş 

aşıların birlikte aşılanması, hastalıkların biyolojik kontrolü için bitkilere faydalı 

mikroorganizmaların tanıtılmasında başarılı bir şekilde kullanılabilmektedir 

(Jayasinghearachchi ve Seneviratne, 2010). Bitkilere ikili (bir yerine) bitki büyümesini 

teşvik eden rizobakteriyel biyofilm biyogübresi uygulandığında, fotosentezin artması 

yönünde bir eğilim olduğu belirlenmiştir. Önerilen gübrelerin %50'sinin PGPR biyofilm 

biyogübreleri ile birlikte aşılanması, sırasıyla PGPR biyofilm biyogübreleri ile önerilen 

gübre uygulamasının %100'üne kıyasla yaprak büyümesinin artmasına yardımcı olduğu 
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gösterilmiştir (Seneviratne ve ark., 2009). Bitkilerin büyümesinin desteklenmesine yönelik 

bu entegre yaklaşım, daha sürdürülebilir tarımın yanı sıra toprağın verimliliğini de 

artıracağı belirtilmektedir. 

 

ġekil 2.3. Biyofilmli biyogübrelerin yararları ve uygulama alanları (Pandit vd., 2020). 

 

2.3.Biyofilm Analizinde Kullanılan Yöntemler 

Mikroskopi, biyofilm yapısını analiz etmek için kullanılan öncü tekniklerden biriydi. 

Konfokal lazer taramalı mikroskopi (CLSM), birikim aşamasında biyofilm yapısını ve 

dinamiklerini izleme fırsatı sağlamaktadır. (Mueller ve ark., 2006). Biyofilm bileşiminin üç 

boyutlu mimarisinin karakterizasyonu, spesifik floresan boyalar kullanılarak mümkündür 
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(Neu ve ark., 2004). Epifloresan mikroskopisini CLSM ile birleştiren ve hücre dışı bir 

matrikste karbonhidrat dağılımını izleyen Strathmann ve ark., (2002) tarafından yapılan bir 

çalışmada gösterildiği gibi, mikroskopi tekniklerinin kombinasyonu ayrıntılı bilgilerin elde 

edilmesini sağlamaktadır. Öte yandan, bu tekniklerde numune hazırlama kapsamlı ve 

karmaşıktır. Bu tekniklerde yapılan boyama ek maliyet getirmekte ve boyama nedeniyle, 

biyofilmlerdeki birden çok bileşenin eş zamanlı analizi kolay bir iş olmaktan çıkmaktadır. 

Katı bir yüzey üzerinde bir biyofilm yapısının toplanması, bir fiksasyon prosedürünün 

ardından taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) 

ile incelenebilmektedir. Hücrelerin ve polimerik matrisin dağılımı mükemmel bir şekilde 

izlenebilmesine rağmen, bu mikroskopi teknikleri ile canlı biyofilm yapıları 

izlenememektedir (Cortizo ve De Mele, 2003).  

Yukarıda bahsedilen tekniklere ek olarak, moleküler düzeyde biyofilm yapısı hakkında 

bilgi elde etmek için titreşimli spektroskopik teknikler kullanılmıştır. Kızılötesi ve Raman 

spektroskopileri, biyofilmlerin moleküler yapısı hakkında spektral bilgi elde etmek için 

birbirini tamamlayıcı olarak kullanılan titreşim spektroskopi teknikleridir. Kızılötesi 

spektroskopi (IR) biyofilmleri karakterize etmek için yaygın olarak kullanılmasına rağmen, 

sudan kaynaklanan müdahale hidratlı biyofilmlerin bileşiminde kullanımını 

sınırlandırmıştır (Suci ve ark., 1997). Suya atfedilen spektral -OH bandı, bir biyofilmdeki 

bileşenlerin diğer karakteristik bantlarını bastırmaktadır.  

Biyofilm bileşiminin tanımlanması, çevre ve mikrobiyal büyüme arasındaki etkileşimleri 

netleştirmek ve ayrıca biyofilmin kendi kaotik sisteminin moleküler dinamiklerini anlamak 

için çok önemlidir. Biyofilm analizi mikroskobik, spektroskopik ve moleküler tekniklerle 

yapılabilmektedir (Denkhaus ve ark. 2007). Analitik tekniklerdeki gelişmeler, 

biyofilmlerin yapısının aydınlatılmasına büyük ölçüde katkıda bulunmuştur. Raman 

spektroskopisi ve SERS (Surface-enhanced raman spectroscopy), moleküler düzeyde bir 

biyofilmin kaotik bileşimini tanımlamak için umut verici tekniklerdir. Biyofilm 

bileşenlerine ve mikroorganizmalara özgü spektral özelliklerin keşfi ile tekniklerin klinik, 

gıda ve denizcilik endüstrileri gibi farklı alanlarda kullanımını genişletebilmektedir. Her 

iki teknik de kısa analiz süreleri ve bu alanlarda kullanılan diğer geleneksel tekniklere göre 

kolay uygulanabilirliği ile biyofilmleri tespit ve karakterize etmek için uygundur. Dünya 

genelinde laboratuvarlar arasındaki raporlar ve iş birlikleri arttıkça, bant atamaları için 

kapsamlı bir veri tabanının oluşturulması, daha güvenilir sonuçlar elde etmek için yeni 

fırsatlar sağlayacaktır. Bu tekniklerin diğer mikroskobik, spektroskopik ve moleküler 
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biyofilm karakterizasyon teknikleriyle kombinasyonu, biyofilmlerin karmaşık doğasının 

daha iyi anlaşılmasına da yol açacaktır. 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.4. Biyofilm bileşenleri üzerinde kullanılan analiz yöntemlerinin şekilsel gösterimi 

 

2.3.1. Taramalı Elektron Mikroskopisi (SEM) 

SEM bir yüzey görüntüleme tekniği olup, malzeme üzerine yüksek enerjili elektron ışınları 

gönderilmektedir. Elektron demetinin çarptığı noktada düşük enerjili ikincil elektronlar 

yüzeyden koparılmakta ve bu elektronların emisyonu ölçülmektedir. Görüntüler çok 

yüksek çözünürlüğe sahiptir ve 3 boyutludur (Çankaya ve Sökmen., 2021). 

 

ġekil 2.5. Elektron mikroskobu çalışma prensibi (http://nukbilimler.ankara.edu.tr/elektron-

mikroskobu/) 
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Elektro-optik prensipler çerçevesinde tasarlanmış taramalı elektron mikroskobu (SEM), 

yüksek enerjili elektronların malzeme ile etkileşerek  örnek yüzeyinden görüntü alınmasını 

sağlayan sistemlerdir. SEM ile yapılan çalışmalar özellikle biyofilmlerin yüzey 

özelliklerini incelemek üzere yapılmaktadır.   

 

ġekil 2.6. Arthrobacter nitroguajacolicus bakterisinin Arabidopsis thaliana Columbia 

ekotipi kökündeki kolonizasyonunun SEM görüntüsü 

Özel olarak tasarlanmış bir akış hücresi ile geleneksel bir optik mikroskobun 

kombinasyonu, basit invazif olmayan bir yolla opak ince biyomateryaller üzerinde 

şekillenen biyofilmleri doğal ortamında görüntülemek için kullanılmıştır (Cortizo and 

Lorenzo, 2003). Ġnce biyofilmlerin optik mikroskopisi ile SEM görüntüleri 

karşılaştırılmıştır. Ayrıca Stewart ve ark. (1995) SEM, CLSM ve mikroskobik araştırmaları 

takiben yaptıkları kriyo-yerleştirme ile mikrobiyal bir biyofilmin yapısal heterojenliğini 

göstermiştir. Araştırmacılar, farklı mikroskobik metodları karşılaştırarak biyofilmlerin 

yapısal heterojenliği hakkında bilgi sağlamışlardır. 

2.3.2. Fourier DönüĢümlü Kızılötesi (FT-IR) Spektroskopisi 

FT-IR spektroskopisi, biyofilmlerdeki EPS birikmesini zaman çözümlü izleyebilmek için 

kullanılan diğer bir popüler yıkıcı olmayan tekniktir. Bu teknikte EPS ile ilişkili çeşitli 

fonksiyonel grupların birikimi ve EPS polimerlerindeki konformasyonel değişiklikler ya 

zayıflatılmış toplam yansıma kristali ya da çelik ve plastik gibi ilgilenilen yüzey üzerinde 

gelişen biyofilmler vasıtasıyla görüntülenebilmektedir (Delille et al. 2007; Quilès et al. 

2010). FT-IR’a bağlanan bir mikroskop (mikro-FTIR), EPS yapısı içeren biyofilmler 

içindeki mikro-domainlerin analizinde de yardımcı olabilmektedir (Geoghegan et al. 
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2008). Konumsal EPS dağılımı konusunda CLSM tekniği ile yansımalı micro-FTIR’a göre 

daha detaylı görseller elde edilebilmesine rağmen, hala FTIR, biyofilm topluluklarında 

adhesif ve korosif rol oynayan EPS’lerdeki fonksiyonel gruplar hakkında kullanışlı bilgiler 

sunabilmektedir (Geoghegan et al. 2008). Bozulmuş biyofilmlerden ekstrakte edilen 

EPS’lerin FT-IR spektroskopisi de birçok araştırmacı tarafından çalışılmıştır (Tapia et al. 

2009; Liang et al.2010; Karunakaran and Biggs 2011). 

Biyofilmler son derece karmaşık bir sistemi temsil ettiğinden, genel FT-IR spektrumlarına 

katkıda bulunabilen ekstraselüler polimerik maddeler, hücre zarı ve sitoplazmadaki 

moleküllerin titreşiminden bazı farklı sinyaller meydana gelmektedir. FT-IR spektrumları, 

biyolojik makro moleküller için karakteristik pikler vermekte ve biyofilm örnekleri ile 

onların planktonik benzerleri arasındaki karşılaştırma, karbonhidratlar ve proteinlerle 

ilişkili gruplarda değişiklik görülmesine yol açmaktadır (Karunakaran et al., 2011). 

Biyofilm analizlerinde FT-IR kullanmanın en büyük dezavantajı, analizden önce örneğin 

kurutulmak zorunda olmasıdır. Raman spektrokopisi ise hidratlı (sulu) bir ortamda bile 

örneğin kimyasal kompozisyonu hakkında bilgi sağlamaktadır. Bu yüzden FTIR’a göre 

avantaj sağlamakta; doku, biyo akışkanlar ve bakteriyel hücre çalışmaları gibi biyolojik 

analizlerde yoğun şekilde kullanılmaktadır. Raman ve Yüzeyce Güçlendirilmiş Raman 

Spektroskopisi, içinde mikroorganizmalar da barındıran EPS bileşeni de içeren sulu 

biyofilm örneklerinin analizine imkan sağlamaktadır (Ivleva et al. 2009). 

2.3.3.Raman Spektroskopisi  

Raman spektroskopisi, fotonlar gelen ışığın frekansından daha düşük veya daha yüksek 

frekansla molekülden saçıldıklarında meydana gelen Raman saçılımına dayanmaktadır 

(Lohumi ve ark., 2017). Dağınık fotonların frekansları moleküldeki bağların türlerine bağlı 

olduğundan, her molekülün Raman spektrumu benzersizdir ve bu molekülün parmak izi 

olarak düşünülebilir. Raman spektroskopisinin kırınımla sınırlı uzamsal çözünürlüğü 

yaklaşık 1 μm'dir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve nükleik asitler gibi çeşitli 

moleküller ve moleküler gruplar içeren karmaşık yapıların ayrıntılı analizini sağlamaktadır. 

Bu dikkat çekici özelliğinin yanı sıra tahribatsız bir tekniktir; bu nedenle numune 

hazırlama diğer tekniklere göre daha kolaydır. Numunelerin boyanmasına ve 

kurutulmasına da gerek yoktur çünkü suyun Raman saçılması diğer moleküllere göre çok 

zayıftır (örneğin, Raman spektroskopisinde sudan herhangi bir etkileşim yoktur). 
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Biyofilm araştırmalarında Raman spektroskopisinin kullanımına ilişkin ilk raporlar, 

biyofilm yapısındaki belirli moleküllerin difüzyon ve dağılım süreçlerinin araştırılmasına 

odaklanmıştır. Yaklaşık yirmi yıl önce Suci ve ark. (2001), Candida albicans 

biyofilmlerinde bir antibakteriyel ve antifungal ajan olan klorheksidinin spatiotemporal 

dağılımını incelemişlerdir. Hem zayıflatılmış toplam yansıma (ATR) -Fourier transform 

infrared (FTIR) spektroskopisi hem de Raman spektroskopi sonuçları, klorheksidinin 200 

μm kalınlığındaki biyofilmler içinden taşınması için difüzyon katsayısının, sudaki 

klorheksidin difüzyon katsayısından daha düşük olduğunu göstermiştir. Kalın biyofilmlerin 

dış bölgelerinde adsorptif davranışı nedeniyle klorheksidin konsantrasyonunun daha 

yüksek olduğu gösterilmiştir. Başka bir araştırmada, Streptococcus mutans biyofilmlerinde 

polietilen glikol ve hidrojen-döteryum oksidin (HOD) difüzyonu izlenmiştir (Marcotte ve 

ark. 2004). Hidratlanmış biyofilmler x, y ve z yönlerinde haritalanmıştır. HOD’un, 

biyofilmin her yerine yayılabildiği gösterilmiştir. Öte yandan, biyokütlenin heterojen 

yapısı nedeniyle biyofilmin farklı bölümlerinde polietilen glikol difüzyon hızının farklı 

olduğu belirlenmiştir. 

Raman ve Yüzeyce Güçlendirilmiş Raman Spektroskopisi, içinde mikroorganizmalar da 

barındıran EPS bileşeni de içeren sulu biyofilm örneklerinin analizine imkan sağlamaktadır 

(Ivleva et al. 2009). 

CLSM ve Raman mikrospektroskopisinin kombine edilmesiyle, Streptococcus sanguinis 

ve Streptococcus mutantları arasındaki biyofilmlerde gelişen farklı bakteri türlerinin 

ayrımını sağladığı gibi, bağımsız gelişen farklı türlerin (P. aeruginosa yabani türü ve onun 

mutantları gibi) biyofilm oluşturmasının yerinde incelenmesi ve karşılaştırılmasına olanak 

sağlamaktadır (Sandt et al. 2009; Beier et al. 2010).  

Raman spektroskopisi ve CLSM kombinasyonu, sulu yapıya sahip ortamlarda çok farklı 

biyofilm yüzeylerinin karakterizasyonu için mükemmel bir şekilde kullanılmakta, 

çalışmalara ışık tutucu sonuçlar ortaya koymaktadır. 

 

 

 

 



 

15 

 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Bakteri SuĢları ve GeliĢme KoĢulları 

Ankara ili topraklarından izolasyonu ve 16s rDNA sekans sonuçlarına göre 

sınıflandırmaları yapılmış Bacillus mojavensis, Pseudomonas putida, Pseudomonas 

fluorescens, Bacillus drentensis ve Arthrobacter nitroguajacolicus suşları çalışmamızda 

kullanılmak üzere Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Prokaryot Genetiği 

Laboratuvarı stok kültürlerinden temin edilmiştir.  

Ġlk aşamada suşlar Nutrient Broth (NB) besiyerinde 30°C’de 150 rpm çalkalama hızında 

18-24 saat süre ile geliştirilmiştir. Çalışma süresince tüm kültürler steril mikrofüj tüplerine 

%60’lık gliserol ile -20°C ve -80°C’de muhafaza edilmiştir. 

3.2. Bakterilerin Biyofilm OluĢturma Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Biyofilm oluşum denemeleri ve optimizasyonu sürekli besin akışının sağlandığı biyofilm 

reaktöründe gerçekleştirilmiştir. Öncelikle bakteri biyofilmlerin optimum biyofilm üretim 

kapasiteleri polisistren yüzeyler üzerinde saptanmıştır. Bu yöntemde, denemeye alınan 

izolatlar Nutrient Broth (NB) ortamına %1 oranında inoküle edilip, 37
0
C'de çalkalamalı 

inkübatörde 18 saat aktive edilmiştir. Daha sonra, bakteri kültürleri OD595=0,2 olacak 

şekilde ayarlanarak, bu dilüsyonlardan 100 µL NB içeren 96 kuyuluk mikrotitrasyon plak 

kuyucuklarına 30 µL aktarılmıştır. Plaklar 24, 48 ve 72 saat süresince, 20°C'de 

inkübasyona bırakılmıştır (Vestby ve ark., 2009). Ġnkübasyon süreci sonunda kuyular 3 

defa serum fizyolojik uygulanarak yıkanmış ve bu yolla planktonik hücreler 

uzaklaştırılmıştır. Oda sıcaklığında kuruması sağlanan kuyulara 130 µL %95’ lik (v/v) 

metanol ilave edilerek 10 dakika inkübasyon ile oluşan biyofilm yapısının fiksasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Ġnkübasyon süresinin sonunda metanol uzaklaştırılmış ve bu ortamlar 

kurumaya bırakılmıştır. Daha sonra biyofilm yapısının boyanması amacı ile kuyulara 130 

µL %1 kristal viyole ilave edilmiş ve 30 dakika inkübasyona tabi tutulmuştur. Bu süre 

sonunda kuyular distile su ile 3 kez yıkanmış ve ardından biyofilm yapısına bağlanan 

boyayı çözmek amacı ile 130 µL %33’lük (v/v) glasiyal asetik asit eklenip oda sıcaklığında 

45 dakika bekletilmiştir (Stepanovic ve ark., 2000). Bu deneme de 3 paralel ve 2 tekrarlı 

olarak gerçekleştirilmiştir. Boya yoğunluğu, Elisa okuyucusu ile OD595 'te ölçülüp ve elde 

edilen değerlerin ortalamasından kontrol olarak kullanılan sadece NB içeren kuyulardan 

elde edilen değerler çıkarılarak biyofilm üretim miktarları belirlenmiştir. 
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3.3. MS (Murashige ve Skoog) Besiyeri HazırlanıĢı  

Çalışmamızda tohum çimlendirme amacı ile Sigma-Aldrich MS bazal besiyeri 

kullanılmıştır. 500 ml MS besiyeri için; 2,2 g MS besiyeri, 4 g mikrobiyolojik agar (%0,8) 

karıştırılarak pH=5,8’e ayarlanmıştır. Ardından besiyeri çözeltisi, 121°C’de 15 dakika 

olacak şekilde otoklavda sterilize edilmiştir. Sonrasında petrilere dökülen besiyerleri oda 

sıcaklığında polimerizasyona bırakılmıştır.  

3.4. Arabidopsis thaliana Tohumlarının Çimlendirilmesi  

Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi tohumları sterilizasyon için 2 dakika %5’lik 

sodyum hipoklorit çözeltisinde bekletilmiştir. Sonrasında 5 kez steril distile su ile tohumlar 

yıkanmış, ardından kurutulan tohumların hazırlanmış olan MS besiyeri petrilerine ekimi 

gerçekleştirilmiş ve 2 haftalık büyümeleri için büyütme kabinine bırakılmıştır (25°C, %70 

nem, 20000 lux ışık, 16 saat aydınlık 8 saat karanlık). Tüm bu işlemler süresince 

sterilizasyona çok dikkat edilmiştir (Timmusk ve ark., 2005).  

3.5. Bakteri Ġnokülasyonu ve SEM (Scanning Electron Microscopy) Ġçin Fiksasyon  

Bakteri suşları 30°C'de 100 ml'lik şişelerde geç log fazına kadar büyütülmüştür. 2 haftalık 

bitki büyümesinden sonra, bitki kökleri 10 ml seyreltilmiş bakteri kültürleri içinde 

ıslatılarak aşılanmış ve 2 saatlik inkübasyona bırakılmıştır. Ġnkübasyon sonrası besiyerleri 

tüplerden çekilmiş ve %0,5 glutaraldehit-%4 paraformaldehitlik fiksasyon çözeltisi tüplere 

eklenmiş ve 24 saatlik inkübasyona bırakılmıştır. 24 saatlik inkübasyon sonrası kökler, 

PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yıkanmış ve ardından %20, %30, %50, %70, %90 ve 

%100’lük alkol serilerinden geçirilerek fiksasyon işlemi tamamlanmıştır ve örnekler SEM 

için hazır hale getirilmiştir (Vaikuntapu ve ark., 2014). 

3.6. Biyofilm Yapılarının SEM Ġle Görüntülenmesi 

Fiksasyon işlemleri sonucunda köklerdeki bakteri kolonizasyonu, Ankara Üniversitesi 

Nükleer Bilimler Enstitüsü’nde bulunan Zeiss Evo 40 taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

ile görüntülenmiştir. 
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ġekil 3.1. Zeiss Evo 40 taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

3.7. Biyofilm Yapılarının FT-IR Spektroskopisi Ġle Analizi 

Bakterilerin geliştirilen biyofilm formlarının FT-IR spektrumları, Kırşehir Ahi Evran 

Üniversitesi Merkezi Araştırma ve Uygulama Laboratuvarı’nda bulunan bir Thermo 

Scientific Nicolet 6700 FT-IR Spektrometre kullanılarak kaydedilmiştir.  

 

ġekil 3.2. Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR Spektrometresi 

Uygun FT-IR parmak izi spektral aralıkları lipidler için 1500–1175 cm
-1

, proteinler için 

1700–1470 cm
-1

 ve şekerler için 1200–700 cm
-1

 seçilmiştir (Gieroba ve ark., 2020). 
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Tablo 3.1. Belirli atanmış bileşenlerle FT-IR titreşim tipinde elde edilen en önemli bantlar. 

Biyofilm numunelerinin spektrumları ve belirli atanmış bileşenlere sahip titreşim türleri 

(Gieroba ve ark., 2020). 

Dalga sayısı (cm−1) Atama ve Titreşim Türü * 

3200–3350 ν (N–H), ν (O-H), Amid A, su 

2950–2960 νgibi (CH3), lipitler 

2920–2940 νgibi (CH2), lipitler 

2850–2860 νs (CH2), lipitler 

1730–1740 ν (C=O), fosfolipitler 

1700–1600 %80 ν (C=O), %20 ν (C-N), τ (HOH), Amid I, su 

1600–1500 %60 τ (N–H), %30 ν (C–N), %10 ν (C–C), Amid II 

1441–1462 prolin ve hidroksiprolinin pirolidin halka titreşimi 

1450–1400 δgibi (CH3), δgibi (CH2), proteinler, lipitler 

1400–1350 δs (CH3), δs (CH2), νs (C=O), proteinler, lipitler 

1350–1200 τ (N–H), ν (C–N), τ (C=O), ν (C–C), ν (CH3), Amid III, 

1242–1230 νgibi (PO2
–), DNA, RNA, fosfolipitler, fosforile proteinler 

1144–1137 Oligosakkaritler 

~ 1086 νs (PO2
–), DNA, RNA, fosfolipitler, fosforile proteinler 

1080–1070 ν (C–C), β-glukan bağları 

1046–999 D-glukozun anomerik yapısına bağlı iskelet titreşimi 

1009–1016 ν (C–C), RNA, riboz 

~972 ν (C–C), ν (C–O), DNA, deoksiroboz 

900–700 triptofan, tirozin ve feniloalanin için anomerik halka titreşimleri 

929 (1→3)-Α-D-GLUKAN 

860–852 (1→3),(1→6)-Α-D-GLUKAN 

* Titreşim türleri: germe (ν), deformasyonel (δ), bükülme (τ), simetrik (s) ve asimetrik (as) modları. 

 

 

3.8. Biyofilm Yapılarının Raman Spektroskopisi Ġle Analizi 

Bakterilerin geliştirilen biyofilm formlarının Raman spektrumları, Ankara Yıldırım 

Beyazıt Üniversitesi Merkezi Araştırma ve Uygulama Laboratuvarı’nda bulunan bir 

JASCO NRS4500 Konfokal Mikroskoplu Raman Spektrometre kullanılarak 

kaydedilmiştir.  
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ġekil 3.3. JASCO NRS4500 Konfokal Mikroskoplu Raman Spektrometresi 

Eksitasyon lazer dalga boyu 532 nm olarak seçilmiştir. Uygun Raman parmak izi spektral 

aralıkları lipidler için 3000–2800 cm
-1

, proteinler için 1750–1500 cm
-1

 ve şekerler için 

1200–800 ve 610–475 cm
-1

 aralıklarında seçilmiştir (Gieroba ve ark., 2020). 
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Tablo 3.2. Biyofilm örneklerinin Raman spektrumlarında elde edilen en önemli bantlar ve 

belirli atanmış bileşenlere sahip titreşim türleri. (Gieroba ve ark., 2020). 

Raman Kayması (cm−1) Atama ve TitreĢim Türü * 

1700–1600 ν (C=O), Amid I 

1667–1650 ν (C=C), lipitler, proteinler 

1600–1500 ν (C–N), δ (N–H), Amid II 

1576 adenin, guanin (DNA bazları) 

1523 Sitozin (DNA bazları) 

1500–1400 düzlem içi τ ve düzlem dışı τ (CH2), lipitler 

1461–1445 νs (CH2), doymuş lipitler 

~ 1380 δ (COH), (HCO), (HCC), νs (COO–), (C–O), polianyonik polisakkarit 

1340–1330 polinükleotid zincirleri, DNA pürin bazları 

1330–1125 trans ν (C–C), lipitler 

1300–1250 düzlem içi τ ve düzlem dışı τ (CH3), lipitler 

~ 1280 δ (COH), (HCO), (HCC), νs (COO–), (C–O), polianyonik polisakkarit 

1300–1230 ν (C–N), δ (N–H), Amid III 

~1260 (omuz bandı) δ (CH), lipitler, proteinler 

1200–1050 ν (C–C), lipitler 

1075, 1055, 980–880 ramnoz, galaktoz ve glikoz kombinasyonu 

~ 1127 ν (C–N), prolinę 

1125 Glikoz 

~ 1120 νs (COC), glikosidik bağlar 

~ 1094 νgibi (COC), (1→4)-β bağlı glikosidik bağlar 

~ 1068 trans ν (C–C), lipitler 

1000 feniloalanin halkası solunumunda 

950–790 yan grup δ (COH), (C-CH), (O-CH), karbonhidratlar 

~ 948 (1→3)-Α-D-GLUKAN 

800–640 düzlem dışı τ (N–H), Amid V 

852 (1→6)-Α-D-GLUKAN 

~783 sitozin, timin, urasil halkası solunum; νs (O-P-O), DNA'daki fosfodiester bağları 

770–625 τ (O=C-N), Amid IV 

~757, ~520 Glukanlar 

600–540 düzlem dışı τ (C=O), Amid VI 

~ 380 β-d-glukozit 

* Titreşim türleri: germe (ν), deformasyonel (δ), bükülme (τ), simetrik (s) ve asimetrik (as) modları. 
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4.BULGULAR  

4.1. Polistren Yüzeylerde Biyofilm OluĢum Miktarları  

Kristal viyole deneyi sonucunda bakterilerin biyofilm oluşturma miktarları belirlenmiştir. 

 

ġekil 4.1 Bacillus drentensis, Bacillus mojavensis, Pseudomonas fluorescens, 

Pseudomonas putida ve Arthrobacter nitroguajacolicus bakterilerinin biyofilm oluşturma 

miktarları  

Yapılan analizler sonucunda bakterilerin 24. saatin sonunda en yüksek biyofilm üretme 

kapasitesine ulaştıkları belirlenmiştir. Biyofilm oluşturma kapasitesi en yüksek olan suşun 

B. mojavensis olduğu ardından sırasıyla P. putida, P. fluorescens, B. drentensis ve 

A.nitroguajacolicus suşlarının biyofilm ürettikleri belirlenmiştir. 

4.2. Arabidopsis thaliana Columbia Ekotipi Kök Uzunlukları  

A. thaliana Columbia ekotipi tohumlarının hazırlanmış olan MS besiyeri petrilerine ekimi 

gerçekleştirilmiş ve 2 haftalık büyümeleri için büyütme kabinine bırakılmıştır (25°C, %70 

nem, 20000 lux ışık, 16 saat aydınlık 8 saat karanlık). Bu süre sonunda kök uzunluklarının 

7-10cm’ye ulaştıkları belirlenmiştir. 
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ġekil 4.2. Arabidopsis thaliana Columbia bitkileri (2 haftalık büyüme sonundaki durumu)  
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4.3. Bakterilerin Bitki Köklerindeki Kolonizasyonunun Görüntülenmesi (SEM) 

Yapılan SEM analizleri sonucunda bakterilerin bitki köklerindeki kolonizasyonu 

belirlenmiştir. 

1. Bacillus drentensis (K6-1) SEM görüntüleri 

 

ġekil 4.3. B. drentensis bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 
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ġekil 4.4. B. drentensis bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 

 

2. P. fluorescens (K4-1) SEM görüntüleri 

 

ġekil 4.5. P. fluorescens bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 

 



 

25 

 

 

 

ġekil 4.6. P. fluorescens bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 
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3. A. nitroguajacolicus (KH3-1) SEM görüntüleri 

 

ġekil 4.7. A. nitroguajacolicus bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 
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ġekil 4.8. A. nitroguajacolicus bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 
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ġekil 4.9. A. nitroguajacolicus bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kökündeki 

kolonizasyonunun SEM görüntüsü 

SEM analizleri sonucunda her üç bakteri türünün de ağırlıklı olarak kök uçlarında biyofilm 

oluşturarak kolonize olduğu belirlenmiştir. Vasküler silindir dışında kalan hücreler arası 

boşluklarda da bakterilerin biriktiği ve kolonize olduğu belirlenmiştir. 

 

 

4.3. Biyofilm Yapılarının FT-IR Spektrumları 

Araştırdığımız bakterilerin biyofilm FT-IR spektrumları aşağıdaki gibi tespit edilmiştir. 

1. Bacillus drentensis (K6-1) FT-IR spektrumu 
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ġekil 4.10. B. drentensis bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının FT-IR spektrumu 

 

2. Pseudomonas fluorescens (K4-1) FT-IR spektrumu 

 

ġekil 4.11. P.  fluorescens bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının FT-IR spektrumu 
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3. Arthrobacter nitroguajacolicus (KH3-1) FT-IR spektrumu 

 

ġekil 4.12. A. nitroguajacolicus bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının FT-IR 

spektrumu 

 

4. Pseudomonas putida (Ç1-1) FT-IR spektrumu 

 

ġekil 4.13. P. putida bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının FT-IR spektrumu 
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5. Bacillus mojavensis (P5-1) FT-IR spektrumu 

 

ġekil 4.14. B. mojavensis bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının FT-IR spektrumu 

 

6. Karşılaştırmalı FT-IR Spektrumları 

 

ġekil 4.15. B. drentensis (K6-1), P. fluorescens (K4-1), A. nitroguajacolicus (KH3-1), 

P.putida (Ç1-1), B. mojavensis (P5-1) bakterilerinin oluşturduğu biyofilm yapılarının 

karşılaştırılmalı FT-IR spektrumları 
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Örneklerin IR spektrumları incelendiğinde, 3200-3300 cm
-1

 civarındaki geniş bandlar 

Amid A varlığını göstermektedir. IR spektumlarında geniş amid A bandının yanında 2800-

3000 cm
-1

 bölgesinde omuz olarak ortaya çıkan bandlar bakteri hücre duvarları ve 

membranlarında yoğunlaşan lipidler için karakteristik olarak bilinen metilen gruplarının 

CH, CH2 ve CH3 simetrik ve asimetrik titreşimlerine ait bantlardır. Bu bandın en yüksek 

yoğunluğu P5-1 için tespit edilmiştir. Bunun nedeninin hidrokarbon zincir uzunluğuna ve 

membran lipidlerinin polar baş grubunun kimyasal yapısına bağlı olabileceği 

düşünülmektedir. Amid I ve Amid II bantları, proteinlerin ikincil yapılarındaki 

değişikliklere karşı hassastır. Amid I ve Amid II için karakteristik olan absorbans bantları 

1500–1700 cm
-1

 civarındadır. IR spektrumları incelendiğinde, örnekler için amid 1 

bandları 1636 cm
-1

’de ve amid II bandları 1544-1553 cm
-1

 aralığında gözlenmiştir. 

Literatürde 1200-950 cm
-1

 civarı şeker bölgesi olarak bilinmektedir. Örneklerin IR 

spektrumlarında 1148-1152 cm
-1

 aralığındaki bandlar oligosakkaritlerin varlığına işaret 

etmektedir. 1097-1125 cm
-1

 bölgesinde ortaya çıkan zayıf bandlar karbohidratlar, 

fosfatlar/fosfolipidler ve nükleik asitlerin varlığını desteklemektedir. Örneklerin β-glucan 

bağlarına ait bandlar 1052-1083 cm
-1

 aralığında gözlemlenmiştir. 

4.4. Biyofilm Yapılarının Raman Spektrumları 

Araştırdığımız bakterilerin 532 nm’deki biyofilm raman spektrumları aşağıdaki gibi tespit 

edilmiştir. 

1. Bacillus drentensis (K6-1) Raman spektrumu 

 

ġekil 4.16. B. drentensis bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının Raman spektrumu 
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2. Pseudomonas fluorescens (K4-1) Raman spektrumu 

 

ġekil 4.17. P. fluorescens bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının Raman spektrumu 

 

3. Arthrobacter nitroguajacolicus (KH3-1) Raman spektrumu 

 

ġekil 4.18. A. nitroguajacolicus bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının Raman 

spektrumu 
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4. Pseudomonas putida (Ç1-1) Raman spektrumu 

 

ġekil 4.19. P. putida bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının Raman spektrumu 

 

 

5. Bacillus mojavensis (P5-1) Raman spektrumu 

 

ġekil 4.20. B. mojavensis bakterisinin oluşturduğu biyofilm yapısının Raman spektrumu 
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6. Karşılaştımalı Raman spektrumları 

 

ġekil 4.21. P. fluorescens (K4-1), B. drentensis (K6-1), A. nitroguajacolicus (KH3-1), 

B.mojavensis (P5-1), P. putida (Ç1-1) bakterilerinin oluşturduğu biyofilm yapılarının 

karşılaştırılmalı Raman spektrumunları 

Örneklerin Raman spektrumları incelendiğinde, 1700-1600 cm
-1

 ve 1600-1500 cm
-1

 

bölgesinde sırasıyla Amid I ve Amid II bandları ortaya çıkmıştır.  Hidrokarbon zincirinin 

varlığına atfedilen lipitlerin Raman spektrumları, esas olarak üç spektroskopik bölgede 

tespit edilmektedir: 1500–1400 cm
-1

, 1300–1250 cm
-1

 ve 1200–1050 cm
-1

. Raman 

spektumlarında 1300-1400 cm
-1

 civarında gözlenen bandlar bakteriyel biyofilm 

örneklerinde protein yapısından kaynaklı CH2 gruplarına aittir. Doymuş lipidlere ait 

olduğu düşünülen 1450 cm
-1

 civarındaki bandların en yüksek yoğunluğu K4-1 için ve en 

düşük yoğunluk KH3-1 için gözlenmiştir. Bu bandın yoğunluğundaki farklılıklar, lipid yağ 

asitlerinin doygunluğu açısından olgunlaşma sırasında lipid miktarlarındaki ve bakteriyel 

biyofilm bileşimlerindeki değişiklikleri göstermektedir. Glukanlar için en spesifik bantlar 

~750 cm
-1

'de ortalanmış olanlardır. Örneklerin Raman spektrumlarında bu pikler 

gözlenmiştir. Gram pozitif hücrelerde, 880-980, 1055 ve 1075 cm
-1

'de gözlemlenen 

bantların varlığı, bakteri hücre duvarlarının ramnoz, galaktoz ve glikozun titreşim 

modlarının bir kombinasyonundan kaynaklanabilmektedir. Yine literatür ile uyumlu olarak 

1125 cm
-1

 de gözlenen pikler glukozun spesifik raman literatür pikleridir. ~1380 cm
-1

'deki 

Raman bantları sıklıkla bakteriyel biyofilm matrisinde bir polianyonik polisakkarit 

varlığına işarettir. Örneklerin Raman spektrumlarında bu bandların ortaya çıkmış olması 

bu durumu doğrulamaktadır. 

Bacillus drentensis 

Pseudomonas putida 

Bacillus mojavensis  

Pseudomonas fluorescens 

Arthrobacter nitroguajacolicus  
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5. SONUÇLAR ve TARTIġMA 

Yapılan analizler sonucunda bakterilerin 24. saatin sonunda en yüksek biyofilm üretme 

kapasitesine ulaştıkları belirlenmiştir. Biyofilm oluşturma kapasitesi en yüksek olan 

suşların B. mojavensis ve P. putida olduğu ardından sırasıyla P. fluorescens, B. drentensis 

ve A.nitroguajacolicus suşlarının biyofilm ürettikleri belirlenmiştir. Yaptığımız SEM 

analizleri sonucunda bakteri kolonizasyonun daha çok kök ucu çevresinde gerçekleştiği 

gözlemlenmiştir. Elde edilen bu bulgular literatür verileri ile de paralellik göstermiştir. 

Kök yüzeyinin özellikleri köklerin uzunluğu boyunca değişmekte ve biyofilm oluşumu, 

farklı bölgelerdeki kökler tarafından salınan bileşikler ve besinlerden etkilenmektedir. 

Köklerdeki bakteri kolonizasyonunun; hücre bölünmesi ve büyümenin fazla olduğu bölge 

ve kök kapağında, olgun kök bölgesi ve kök tüylerine oranla daha fazla olduğu 

belirtilmiştir. Ayrıca Paenibacillus polymyxa'nın, bitki kök ucu etrafında biyofilm 

oluşturduğu ve bu biyofilm formunun, biyokontrolde ve kuraklığa karşı toleransı artırmada 

rol oynadığını bildirmişlerdir. (Timmusk ve ark.2005). Yapılan araştırmalarda tarım 

sektörüne odaklanan biyo-gübre biyofilmlerinin önemli potansiyel faydalarının olabileceği 

belirtilmiştir. Bu tür ürünler, bitkiyi sadece çeşitli çevre ve toprak kaynaklı hastalıklara 

karşı değil, aynı zamanda tuzluluk, kuraklık, inorganik ve organik kirleticiler gibi abiyotik 

streslere karşı koruyabilmekte ve potansiyel olarak ürün verimliliğini arttırmaktadır 

(Malusa ve ark. 2012). Bitki kökünde bakteri kolonizasyonunu belirleyen en önemli 

faktörlerden biri kök eksüdasyonudur (Walker ve ark., 2003; Weller ve Thomashow, 

1994). Bitki kökleri, rizosfere çok çeşitli bileşikler salgılamaktadır. Eksüdasyon zaman ve 

mekânda heterojendir (Liao ve ark., 2001). Metabolik aktivitenin değiştiği tabandan kök 

ucuna kadar uzunlamasına eksen boyunca da farklılık göstermektedir (Gilroy ve Jones, 

2000). Kök kapağı, kök ucundan dökülen hidratlı polisakkaritlerin bir kaynağıdır. Bu 

polisakaritler, ortamdan geçiş sırasında kökü kayganlaştıran musilaj oluşturmaktadır. 

Apoplastik sakkaroz, konsantrasyon gradyanı nedeniyle kök ucundan da yayılabilmektedir. 

Sükroz, olgun kök bölümlerinden sızmamakta, çünkü bu bileşiğin difüzyonu suberize 

endodermal hücre tabakası tarafından bloke edilmektedir (Jaeger ve ark., 1999). Bu tür 

beslenmeyi tercih eden mikroorganizmalar, bu zengin besin kaynakları tarafından 

cezbedilebilmektedir. Bazı PGPR’ler, mantar hücre duvarlarını parçalamak, bitkilerde 

savunma tepkilerini ortaya çıkarmak ve patojenik bakteriler, mantarlar ve virüsler 

tarafından sonraki enfeksiyonlara direnç kazandırmak için toprak kaynaklı bakteri ve 

mantar patojenlerine karşı kitinazlar ve glukanazlar gibi hidrolitik enzimler üretmekte 
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(Maniula ve Podile, 2001) veya kök yüzeylerinde kökleri koruyabilen biyofilmler 

oluşturmaktadır (O’Toole ve Kolter, 1998).  

Pseudomonas ve Bacillus spp. çeşitli bitkilerde kökleri kolonize eden en önemli 

PGPR'lerdir. Bu grubun üyeleri toprakta yaygın bir dağılıma sahiptir, rizosferin etkili 

kolonileştiricileridir ve bitkilerde çok çeşitli patojenlere karşı inhibitör olan çeşitli türlerde 

metabolitler üretmektedir (Rangarajan ve ark., 2003). PGPR'nin diğer birçok kök kolonize 

edici suşunun da topraktaki bir dizi patojene karşı antifungal özelliklere sahip olduğu 

bulunmuştur. Yapılan çalışmalar, bitki-mikroorganizma etkileşimlerinin önemli bir 

bileşeni olan PGPR ve biyofilm oluşumunun önemini, bitki sağlığı ve toprak verimliliği 

üzerindeki etkisini göstermektedir. PGPR'nin uygulanabilirliği, toprak ve bitki 

büyümesinin sürdürülebilir verimliliğini elde etmek için gelecek vaat eden sürdürülebilir 

ve çevre dostu bir yaklaşımdır. Bu yaklaşım, toprak yapısı oluşumu, organik maddenin 

ayrışması, temel elementlerin geri dönüşümü, mineral besinler, sayısız bitki büyüme 

düzenleyicilerinin üretimi, organik kirleticilerin bozulması, kök büyümesinin uyarılması, 

toprak ve tohum kaynaklı bitki patojenlerinin biyolojik kontrolü ve vejetasyondaki 

değişikliklerin teşvik edilmesi, çözündürme gibi çeşitli mekanizmalar yoluyla daha iyi 

toprak verimliliği için zirai kimyasallara (gübreler ve pestisitler) olan ihtiyacın 

azaltılmasına yol açabilecek geniş bir PGPR kullanımına ilham vermektedir.  

Bitki büyümesini teşvik eden rizobakteriyel biyofilmlerin, biyogübreler, bitki büyümesini 

hızlandırıcılar ve bitki sağlığı için biyokontrol edici maddeler gibi fütüristik tarım 

yaklaşımlarında temel bir rol oynadığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Bazı 

mahsullerin bitki köklerine bağlanan faydalı biyofilmler, besin döngüsüne ve ayrıca 

zararlıların ve hastalıkların biyolojik kontrolüne yardımcı olduğu ve sonuç olarak 

üretkenliği ve mahsul verimini iyileştirdiği yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. Ayrıca, 

rizobiyal polisakaritler, bitki büyümesini teşvik etmede oldukça önemlidir, faydalı 

etkileşimler sırasında aktif bir sinyal molekülü olarak çalışırlar ve enfeksiyon sürecinde 

savunma yanıtı sağlamaktadırlar (Parada ve ark., 2006).  

Raman spektroskopisi ve FT-IR analizleri biyolojik örneklerin hem hızlı,  basit ve biyofilm 

yapısına zarar vermeyecek şekilde yapılması hem de örnek hazırlama aşamasına ihtiyaç 

duyulmaması nedeniyle biyofilm karakterizasyonunda yaygın şekilde kullanılan 

yöntemlerdir. Yaptığımız tez çalışmasında bakteriyel biyofilm yapılarının ayrıntılı 

analizleri ve karakterizasyonu Raman ve FTIR analizleriyle araştırılmıştır. Ġncelenen 
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bakteriyel biyofilmlerin IR spektrumlarında yer alan hücre duvarı ve membranlarında 

yoğunlaşan lipitler için karakteristik olan metilen gruplarının (CH, CH2 ve CH3) 

bantlarında en yüksek yoğunluk P5-1 için tespit edilmiştir. Raman spektrumları 

incelendiğinde ise doymuş lipitlere ait bantların K4-1’de en yüksek yoğunlukta olduğu, en 

düşük yoğunluğun ise KH3-1’de görüldüğü belirlenmiştir. Bu durum biyofilm olgunlaşma 

safhasında lipit miktarlarındaki değişimleri göstermektedir. Lipidlerin polisakkaritlerle 

birlikte vizkozu arttırarak biyofilmin yüzeye bağlanmasındaki etkisini arttırdığı 

düşünülmektedir (Gieroba ve ark., 2020). Tez çalışması sırasında incelenen bakterilerin 

Raman ve FT-IR piklerinde farklı miktarlarda protein bantlarına rastlanmıştır. 

Lipopolisakkarit konsantrasyonu ve yüzey zarında proteinlerin varlığı gibi bakteri 

hücrelerinin yüzey yapısı, bitki köklerinde biyofilm oluşumunu etkileyen önemli 

faktörlerdir. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda LapA (Büyük adhezyon proteini A) 

olarak isimlendirilen 900 kDa’luk hücre yüzeyi proteini keşfedilmiş ve P. fluorescens 

bakterilerinin kolonizasyonunda önemli etkileri olduğu rapor edilmiştir (Hinsa ve ark., 

2003). Benzer şekilde, P. putida KT2440 LapA homologlarının, rekabetçi kök 

kolonizasyonu ve tohumların kaplanması sırasında tohuma yapışmada görev aldığı 

gözlenmiştir. Sonuç olarak bu protein biyogübre olarak görev almakta ve bitki gelişimini 

desteklemektedir (Espinosa-Urgel ve ark., 2000). Yüzeye tutunmaya yarayan domainlere 

sahip olan LapA özellikle Gram pozitif bakterilerin biyofilm oluşturmasında rol 

almaktadır. Benzer şekilde, Ca
2+ 

bağlayan diğer protein domaini ve hemolizinler, konukçu- 

hücre etkileşimlerinde sıklıkla yer almaktadır (Hinsa ve ark., 2003). Rhizobium 

leguminosarum'da hücre kutuplarında lokalize olan Rap (Rhizobium adhezyon proteinleri) 

isimli bir dizi aglütininin Ca
2+

’yı bağladığı düşünülmekte ve rizobiyal hücrelerin bitki 

dokularına bağlanmasında anahtar rol oynadığı ileri sürülmektedir (Ausmees ve ark., 

2001).  

Hem FT-IR hem de Raman analizlerinde literatürle uyumlu olarak oligosakkarit ve 

polisakkaritlerin varlığını gösteren spesifik bantlar gözlenmiştir. Özellikle PGPR-EPS’lerin 

yapısında bulunan polisakkaritlerin bitki büyümesini teşvik etmedeki rolü daha önce 

yapılan çalışmalarda ortaya koyulmuştur. Bazı PGPR-EPS (Plant Growth Promoting 

Bacteria-Extracellular Polymeric Substance) yani PGPR’lerin ürettiği EPS’ler, Na
+
 dahil 

katyonları da bağlayabilmekte, bu da bitkinin topraktan aldığı mevcut Na
+
 içeriğini 

azaltarak tuzluluk stresinin azaltılmasında bir rol oynamaktadır (Upadhyay ve ark., 2011). 

Biyofilmlenmiş aşıların birlikte aşılanması, hastalıkların biyolojik kontrolü için bitkilerde 
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tanıtılan faydalı mikroorganizmaların başarılı bir şekilde kurulması için 

kullanılabilmektedir (Jayasinghearachchi ve Seneviratne, 2010). Ancak günümüzde bitki 

büyümesini teşvik eden bakterilerin biyofilm özellikleri ile ilgili çok az sayıda çalışma 

yapılmış ve bu alan şimdiye kadar göz ardı edilmiştir. Bitkilerin büyümesinin 

desteklenmesine yönelik bu entegre biyofilmli biyogübre yaklaşımının, daha sürdürülebilir 

tarımın yanı sıra toprağın verimliliğini de artıracağı belirtilmektedir.  

Bu tez çalışmasında; bitki büyümesini teşvik edici özelliği bulunan bakteri suşlarının 

oluşturdukları biyofilm yapıları analiz edilmiş, SEM ile bitki köklerindeki kolonizasyonu 

ve biyofilm yapıları görüntülenmiş, FT-IR ve Raman Spektroskopisi ile de biyofilm 

karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. Elde edilen bulgular literatür verileri ile 

karşılaştırıldığında bu bakteri suşlarının biyofilmli biyogübre olarak kullanılabilmeleri için 

gerekli olan özellikleri taşıdıkları belirlenmiştir. Ağırlıklı olarak yurt dışından ithal 

edilmek zorunda kalınan mikrobiyal gübrelerin dayanıklı formlarının ülkemizde üretiminin 

sağlanabilmesi ülkemiz ekonomisine katkı sunması açısından önem arz etmektedir. Bu 

bakteri suşlarının biyogübre verimliliklerinin ilerde yapılacak sera bitki denemeleri ile 

araştırılmasına ihtiyaç vardır. 
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