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BiTKi BUYUMESINi TESVIK EDiCi BAZI BAKTERILERIN OLUSTURDUGU
BiYOFILM YAPILARININ RAMAN SPEKTROSKOPISI iLE
KARAKTERIZASYONU
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Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi ibrahim ERDOGAN

Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR), bitki rizosferinde yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu bakteriler bitki kok gelisimini arttirmakta ve bitkilere daha iyi
biiyiimeleri i¢in maksimum besin maddesi alma firsatlar1 saglamaktadir. Bliylimeyi tesvik
etmenin yam sira, PGPR'lerin stres toleransi (1s1, kuraklik, tuzluluk ve hastalik), agir
metallerin biyoremediasyonu, karmasik toksik organik bilesiklerin biyolojik olarak
parcalanmasi, biyo-kontrol ajanlar1 ve biyofilm olusumu gibi bir dizi islevi vardir. Cesitli
bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler arasindaki etkilesim, esas olarak planktonik
bliylime modu altinda arastirilmistir. Bununla birlikte, PGPR'nin biyofilm modunda kok
yiizeyi ve toprak iizerindeki davranisinin anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismalar ¢cok yenidir ve
bu alanla ilgili daha fazla arastirmaya gerek oldugu asikardir. Bu nedenle, bitki-
mikroorganizma etkilesiminin anlasilmasina katki saglamak icin kok yilizeyi ve rizosfer
kolonizasyonu iizerindeki biyofilm gelisiminin derinlemesine arastirilmasina ihtiyag

bulunmaktadir.

Kizilétesi ve Raman spektroskopileri, biyofilmlerin molekiiler yapisi hakkinda

spektral bilgi elde etmek icin birbirini tamamlayici olarak kullanilan titresim spektroskopi

Xi



teknikleridir. Kizilotesi spektroskopisi (IR) biyofilmleri karakterize etmek igin yaygin
olarak kullanilmasina ragmen, sudan kaynaklanan miidahale hidratli biyofilmlerin
bilesiminde kullanimini simirlandirmistir. Daginik fotonlarin frekanslar1 molekiildeki
baglarin tiirlerine bagli oldugundan, her molekiiliin Raman spektrumu benzersizdir ve bu
molekiiliin parmak izi olarak diislinlilebilir. Raman spektroskopisinin kirmimla sinirl
uzamsal ¢ozinlrligi yaklastk 1 pm'dir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve
niikleik asitler gibi ¢esitli molekiiller ve molekiiler gruplar igeren karmasik yapilarin

ayrintili analizini saglamaktadir.

Bu calismada; bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellikleri olan Bacillus drentensis,
Bacillus mojavensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Arthrobacter
nitroguajacolicus bakterilerinin olusturdugu biyofilm yapilarinin Raman ve FT-IR
Spektroskopisi ile karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica bu bakterilerin polistiren
yiizeylerde biyofilm olusturma kapasiteleri kristal viyole deneyi ile belirlenmis ve Bacillus
drentensis, Pseudomonas fluorescens ve Arthrobacter nitroguajacolicus bakterilerinin ise
Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi koklerindeki kolonizasyonlar:t Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) analizi ile belirlenmistir.

Mayis 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 CIFTCI

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

Xiii



fingerprint. The diffraction-limited spatial resolution of Raman spectroscopy is about 1
um, 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. GIRIS

Gilinliimiliz sartlarinda tarim; hayvancilia olan talebin artmasi ve giderek artan insan
niifusunun gida ihtiyacina karsilik verebilmek ig¢in siirdiiriilebilir tarimsal tiretim, sinirlt
kaynaklarin kullanilmasi (verimli topraklar gibi), geleneksel tarim uygulamalarindan
kaynaklanan yogun ¢evresel sorunlarin giderilmesi gibi farkli zorluklarla karsi karsiyadir.
Bu sorunlar, gida verimliligini arttirmak i¢in kimyasal giibre yerine mikroorganizma
icerikli  organik giibrelerin  kullanimi  yoluyla ve bu amagla yerli toprak
mikroorganizmalarinin kesfi ve kullanilmasi ile minimize edilebilir (Kiigiik, 2019). Zengin
toprak mikroflorasi arasinda, bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakterilerin (PGPR), bir dizi
yararli etki yoluyla bitki biliylimesini artirmada ©6nemli bir rol oynadigi yapilan
caligmalarda belirtilmistir. Bu genellikle, rizosferdeki planktonik bakteri varligina gore
avantajlar1 olan biyofilmler olusturarak elde edilmektedir. Ancak, bitki biiyiimesini tesvik
eden bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri ge¢miste yapilan arastirmalarda ihmal
edilmistir. Geleneksel olarak, bakteri hiicreleri serbest yasayan hiicreler olarak tanimlanmis
ve karakterize edilmistir, ancak farkli c¢evresel kosullar altinda biyofilm olusturma
yetenekleri vardir (Omar ve ark. 2017). Biyofilm olusumu ve yayiliminin ¢ok iyi
tanimlanmis ve asagidaki asamalar1 igerdigi bilinmektedir: ilk baglanma, hiicreler arasi
baglanma, desorpsiyon, biyofilm olgunlagmasi ve biyofilm dagilimi (Achinas ve ark.,
2019). Biyofilmlerin ayrica azot ve fosfor gibi kompleks besin maddeleri i¢eren farkli
bilesikleri parcaladigi bildirilmistir (Ikuma ve ark. 2013). Biyotik yiizeylerle biyofilm
iligkilendirmeleri hakkindaki arastirmalar 6nem kazanmaya baslamis ve bu, tarimda
bakteriyel biyofilmlerin kullanimina ivme kazandirmigtir (Singh ve Chauhan 2017). PGPR
tarafindan gerceklestirilen biyofilm yapilari, dogal kosullar altinda ortak bir yasam tarzi
olarak kabul edilir ve bitkiler icin biyotik ve abiyotik stres kosullarina karst koruma
saglamaktadir (Angus ve Hirsch, 2013). Bitki biiyiimesini tesvik eden ¢esitli rizobakteriler
arasindaki etkilesim, esas olarak bakterilerin planktonik biiylime modu altinda
arastirilmistir (Vardharajula ve ark., 2011; Jung ve ark., 2018). Bununla birlikte, PGPR'nin
bitkilerin kok ylizeyleri ve topraktaki biyofilm modundaki davranislar1 hakkinda daha ¢ok
arastirmaya ve bilgiye ihtiya¢ vardir. Bu calismanin ana amagclarindan biri de bu alana
katki sunmaktir. Yapilan arastirmalarda tarim sektoriine odaklanan biyofilmli
biyogilibrelerin 6nemli potansiyel faydalarinin olabilecegi belirtilmistir. Bu tiir iirtinlerin,
bitkiyi sadece cesitli ¢cevre ve toprak kaynakli hastaliklara karsi degil, ayn1 zamanda

tuzluluk, kuraklik, inorganik ve organik Kkirleticiler gibi abiyotik streslere karsi
1



koruyabilecegi ve potansiyel olarak iiriin verimliligini artiracagi belirtilmistir (Malus ve

ark. 2012).

Bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR), rizosferde yaygin olarak bulunmakta,
kok gelisimini artirmakta ve bitkiye daha iyi bliylimeleri i¢in maksimum besin maddesi
alma firsatlar1 saglamaktadir (Bloemberg ve Lugtenberg 2004). Biiyiimeyi tesvik etmenin
yani sira, PGPR'lerin stres toleransi (1s1, kuraklik, tuzluluk ve hastalik), agir metallerin
biyoremediasyonu, karmasik toksik organik bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasi,
biyo-kontrol ajanlar1 ve biyofilm olusumu gibi bir dizi islevi vardir (Kasim ve ark., 2016).
Kizil6tesi ve Raman spektroskopileri, biyofilmlerin molekiiler yapis1 hakkinda spektral
bilgi elde etmek icin birbirini tamamlayict olarak kullanilan titresim spektroskopi
teknikleridir. Kizilotesi spektroskopi (IR) biyofilmleri karakterize etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmasma ragmen, sudan kaynaklanan miidahale hidratli biyofilmlerin bilesiminde
kullanimini siirlandirmustir (Suci ve ark., 1997). Suya atfedilen spektral -OH bandi, bir
biyofilmdeki bilesenlerin diger karakteristik bantlarin1 bastirir. Raman spektroskopisi,
fotonlar gelen 15181n frekansindan daha diisiikk veya daha yiiksek frekansla molekiilden
sacildiklarinda meydana gelen Raman sagilimina dayanmaktadir (Lohumi ve ark., 2017).
Daginik fotonlarin frekanslari molekiildeki baglarin tiirlerine bagli oldugundan, her
molekiilin Raman spektrumu benzersizdir ve bu molekiilin parmak izi olarak
diistiniilebilir. Raman spektroskopisinin kirinimla siirli uzamsal ¢oziiniirliigii yaklasik 1
um'dir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitler gibi cesitli molekiiller
ve molekiiler gruplar iceren karmagik yapilarin ayrintili analizini saglamaktadir. Bu dikkat
cekici Ozelliginin yani sira tahribatsiz bir tekniktir; bu nedenle numune hazirlama diger
tekniklere gore daha kolaydir. Numunelerin boyanmasina ve kurutulmasma da gerek
yoktur ¢iinkli suyun Raman sagilmasi diger molekiillere gore ¢ok zayiftir (6rnegin, Raman

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

Cesitli bitki biiyiimesini tesvik eden rizobakteriler arasindaki etkilesim, esas olarak
planktonik biiyime modu altinda aragtirilmistir. Bununla birlikte, PGPR'nin biyofilm
modunda kok yiizeyi ve toprak {izerindeki davraniginin anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismalar
cok yenidir ve bu alanla ilgili daha fazla arastirmaya gerek oldugu asikardir.
Rizobakterilerin ¢ogu in - vitro biyofilm olusturabilir, ancak toprak-bitki kok sistemindeki
kosullar farkli oldugundan kokle iligkili biyofilm in situ olarak heniiz arastirilmamistir. Bu

nedenle, bitki-mikroorganizma etkilesiminin anlagilmasimi artirmak i¢in kok yiizeyi ve



rizosfer kolonizasyonu {izerindeki biyofilm gelisiminin derinlemesine aragtirilmasina

ihtiya¢ vardir.

Bu calismada; bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellikleri olan Bacillus drentensis,
Bacillus mojavensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Arthrobacter
nitroguajacolicus bakterilerinin olusturdugu biyofilm yapilarinin Raman ve FT-IR
Spektroskopisi ile karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica bu bakterilerin polistiren
yiizeylerde biyofilm olusturma kapasiteleri kristal viyole deneyi ile belirlenmis ve Bacillus
drentensis, Pseudomonas fluorescens ve Arthrobacter nitroguajacolicus bakterilerinin ise
Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi koklerindeki kolonizasyonlari SEM (Taramali

Elektron Mikroskobu) analizi ile belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Biyofilm Olusumu ve Yapisi

Biyofilm, mikrobiyal hiicrelerin ve polisakkaritler, lipitler, proteinler, genetik materyaller,
hiimik benzeri maddelerden olusan hiicre dis1 polimerik maddelerin EPS (Extracellular
Polymeric Substansces) bir araya gelmesiyle olusmaktadir (Costerton et al., 1995;

Kelestemur et al., 2018).

EPS, mikroorganizmalarin herhangi bir yilizeye geri doniisii olmayan bir sekilde
tutunmasini saglamakta ve onlart gevresel stres kosullarina karst korumaktadir (Vu et al.,

2009; Kelestemur et al., 2018).

Su kaynal'ch Yapisma ve Biyofilm Bivofilm olusumu

bal"cteﬁlerm siimiiksii olgunlagmas: ve bakteri
yuzeye madde olusumu salmmm arasmdaki

tutunmasi (EPS) denge

tersinir geri doniisiimsiiz

Sekil 2.1. Bakterilerin yiizeye tutunmasi ve biyofilm olusumu

Mikroorganizmalar tarafindan gelistirilen biyofilm su orani yiiksek vizkozumsu (stimiiksii
yapida) bir maddedir. Farkli kalinliklarda olugabilen biyofilmin yapisi karmagsiktir ve
birbirine kanallarla baglanmaktadir (Archer et al., 2011). So6zii edilen kanallar, sulu faz ve
mikroorganizmalar arasinda besin maddesi ve metabolitlerin aligverisini saglamaktadir

(Corteston et al., 1995).



Sapsiz biyofilm
bakterilerj Ekzopolisakkarit yapili matris

Dis minesi

Sekil 2.2. Biyofilmlerin kanal baglantilar1 ve metabolit aligverisi

EPS'nin bilesimi mikroorganizmanin dogasina bagl olarak degismektedir. Gram-negatif
bakterilerde EPS, notr ve polianyonik polisakkaritlerden olusurken, Gram-pozitif
bakterilerde EPS olusumu katyoniktir. Ote yandan pH, sicaklik, oksijen ve nitrojen
seviyeleri gibi ¢evresel kosullar ve ayrica yilizey ozellikleri de bir biyofilmin bilesimini

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

Rizobakterilerin biyofilm gelisimi, dogal kosullar altinda ortak bir yasam tarz1 olarak kabul
edilmekte ve bir dizi biyotik ve abiyotik stres durumuna karsi koruma saglamaktadir.
Biyofilmler, kendi kendine iiretilen hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) i¢inde bulunan
bakteri topluluklaridir. Dogada biyofilm, bakterilerin dogal ortamda hayatta kalmasina izin
veren korumali bir biiyiime yontemi olusturmaktadir. Biyofilm gelisimiyle dogrudan veya
dolayli olarak iligkilendirilen cesitli 6zellikler arasinda EPS iiretimi, kiimelenme ve yiizme
hareketliligi, hiicre ylizeyi hidrofobikligi ve Pseudomonas sp. ve diger bakterilerde aljinat

tiretimi yer almaktadir (Angus ve Hirsch, 2013).
2.2.Biyofilmlerin Tarimsal A¢idan Onemi

Gilinlimiiz kosullarinda tarim; hayvanciliga olan talebin artmasi ve giderek yiikselen insan
niifusunun gida ihtiyacina karsilik verebilmek i¢in siirdiiriilebilir tarimsal tiretim, sinirh
kaynaklarin kullanilmas1 (verimli topraklar gibi), geleneksel tarim uygulamalarindan
kaynaklanan yogun c¢evresel sorunlarin giderilmesi gibi ¢esitli zorluklarla kars1 karsiyadir.
Bu sorunlar, gida verimliligini arttirmak i¢in kimyasal giibre yerine mikroorganizma
igerikli  organik  gilibrelerin  kullanomi  yoluyla ve bu amacgla yerli toprak

mikroorganizmalarinin kesfi ve kullanilmasi ile minimize edilebilmektedir (Kiigiik, 2019).

Bitki ile iligkili toprak mikrobiyal topluluklari arasinda, bitki biiylimesini tesvik eden

rizobakteriler (PGPR) olarak bilinen bitki koklerinde kolonize olmus yararli bakteriler bitki
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biiyiimesini gili¢lendirmede bir dizi yararl etkiyi kullanan baskin gruplardan biri olarak
kabul edilmektedir (Lugtenberg ve Kamilova 2009). Bitki biiyiimesine olumlu etkisi olan
bakterilerin; kokleri ¢evreleyen toprak bolgesine yerlesmek, topraktaki diger
mikroorganizmalar ile rekabet halinde gelismek, cogalmak, hayatta kalmak ve bitki
biliyiimesini, gelismesini desteklemek gibi Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir

(Kloepper, 1994).

Biyofilm, kaynak rekabetini veya inhibe edici bilesiklerin iiretimini etkileyebilmekte ve
abiyotik streslere direnci artirabilmektedir (Rao ve ark. 2005). Bitki kok yiizeyleriyle
iliskili faydali PGPR’lerin bitki verimindeki artisa katkida bulundugu bilinmektedir (Ryu
ve ark., 2007). Cesitli PGPR ile bitki biliylimesini tesvik etme mekanizmalari, hem
dogrudan (bitki hormonlarinin iiretimi, nitrojen fiksasyonu, fosfat ¢oziindiirme ve demiri
ayirma) hem de dolayli (antibiyotikler ve litik enzimler, indiiklenmis direng, HCN tiretimi
ve rekabet) mekanizmalariyla iyi bir sekilde arastirilmistir (Kloepper ve ark., 1980; Ahmad
ve ark., 2008; Bernard, 2012). Bununla birlikte, hayatta kalma ve rizosfer kolonizasyonunu
etkileyen cevresel faktorler, PGPR performansinda tutarliligin saglanmasinda anahtar bir
rol oynamaktadir. Biyofilmin dogal toprakta ekolojik dengeyi ve bitki biiylimesini
korumadaki rolii aydinlatilmis (Burmelle ve ark. 2012) ve planktonik modla
karsilastirildiginda antibakteriyel bilesiklere karsi artan direng¢, kurumaya ve protozoan
avlanmasima kars1 gelismis koruma ve yiiksek yatay gen transfer oranlar1 gibi faydalar

sagladig belirlenmistir (Davey ve O’toole, 2000; Jefferson, 2004; Serensen ve ark., 2005).

PGPR 'nin rizosfere tutundugu veya kolonize oldugu, bitkilerin biiylimesini uyardig1 ve
bitki hastaliklarin1 baskiladigi bilinmektedir (Normander ve Prosser, 2000). Biyofilm
olusturan PGPR ile asilamanin, biyofilm igermeyen asilayicilara kiyasla daha iyi bitki
bliylimesi tesvikine sahip oldugunu gosteren kanitlar vardir (Bianciotto ve ark., 2001).
Bagka bir calismada, biyofilm biliylime modu ile saglanan diren¢ mekanizmasinin bitkiyi

stres durumundan korudugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2014).

Genetik olarak c¢esitlilik gosteren toprak kaynakli bir patojen olan Ralstonia
solanacearum'un meydana getirdigi vaskiiler bitki iletim demeti hasar1 sonucu bakteriyel
solgunluk hastaligi gelismektedir (Hayward, 1991). Bu hastalik nedeniyle, bir biitiin olarak
tarim ve bahge bitkileri 6zellikle diinya ¢apinda risk altindadir. Bacillus spp., Streptomyces
spp. gibi dogal rizobakteriler ve Pseudomonas spp. bu hastaligin biyolojik kontrolii igin
kullanilmaktadir (Lemessa ve Zeller, 2007; Xue ve ark, 2009). Onemli olarak Bacillus
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subtilis, fitopatojenlere karsi genis bir aktivite yelpazesine sahip bir dizi biyolojik aktif
bilesik tretmektedir (Butcher ve ark., 2007; Ongena ve Jacques., 2008). B.subtilius
biyofilm olusturarak patojenik bakterilerle savasmakta, ayrica giiniimiizde ticari olarak
biyolojik kontrol aktivitesi i¢in kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, B.subtilis
suslariin Ralstonia solgunluk hastaligini etkili bir sekilde baskiladig bildirilmistir (Ji ve
ark., 2008). Benzer sekilde, bir PGPR bakterisi olan Paenibacillus polymyxa, biyofilm
benzeri yapilar olusturarak ve ayrica bitkileri bulasici patojenlere karsi koruyarak bitki kok
uclarini kolonize etmektedir (Haggag ve Timmusk, 2008). Arabidopsis thaliana tizerinde
yapilan bir deneyde, Bacillus subtilis susu (ATCC 6051) koklerde biyofilm benzeri yapilar
olusturmus ve Arabidopsis'i Pseudomonas syringae enfeksiyonundan korumustur (Bais ve
Vivanco, 2004).

Temelde kok ile iliskili Pseudomonas sp. biyokontrol ajanlari1 olarak kullanilmakta ve
oldukg¢a yogun bir biyofilm olusturmasi nedeniyle Pseudomonas biyofilm galismalarinda
model organizma olarak kullanilmaktadir (Butcher ve ark., 2007). Pseudomonas putida,
rizosferde kok ekstidalarinin varliginda hizli yanit verme kabiliyetine sahiptir ve biyofilm
olusturmak i¢in kok yiizeyinde kolonilesmektedir (Ongena ve Jacques., 2008). Epidermal
catlaklar boyunca, bitki biiylimesini tesvik eden Pseudomonas, kok yiizeyinde kiigiik
biyofilmler ve biiyiik biyofilm olusturmak i¢in kesintili olarak kolonilesmektedir (Bais ve
Vivanco, 2004). Bunun yan1 sira, bazi patojenik Pseudomonas sp. tiirleri kok yiizeyinde
de biyofilmler olusturmaktadir (Lugtenberg ve ark., 2001; Espinosa-Urgel ve ark., 2002).
Pseudomonas sp. tiirleri ¢ok ¢esitli, ¢ok hiicreli kiimeler ve ¢ok kapsamli biyofilm aglar

olusturmaktadir.

Misir, bugday ve tahillarda, kok yiizeyinde biyofilm olusturan bitki biiyiime
destekleyicileri olarak A.brasilense ve diger Azospirillum sp. tiirleri bulunmaktadir
(Bloemberg ve ark., 2000). Dogas1 geregi Azospirillum brasilense, bitkiye hazir nitrojen
saglamak yerine bitki biliylimesini destekleyen ve kok ¢ogalmasini uyaran, serbest yasayan
bir nitrojen sabitleyicidir. Bakteriler kolonizasyonla kok bolgesinde yogun biyofilm

olusturmaktadir (Walker ve ark. 2004).



2.2.1.Biyofilm Ureten PGPR’ler
Genel olarak, PGPR, biyofilm olusumu siirecinde dort asamada yer almaktadir:

1) Tek bir bakterinin bir yiizeye baslangigta tersine c¢evrilebilir baglanmasi, bakteriler

tarafindan daha giiglii, geri dondiiriilemez bir baglanmaya yol agmaktadir.
2) Biyofilm mimarisinin erken agsama gelisimi ile mikrokoloni olusumu
3) Biyofilm olgunlasmasi

4) Biyofilmden tek hiicrelerin nihai dagilimi (Schuster ve Markx, 2013). PGPR genellikle
bir ylizeye baglanmakta ve bir biyofilmin 6zelligi olan polimerik bir madde ile
kaplanmaktadir (Mann ve Wozniak, 2012).

Pseudomonas tiirleri, polisakkaritler, niikleik asitler ve biyofilm matrisleri olusturmak igin
kullanilan proteinler dahil olmak iizere ¢esitli organik molekiiller tiretmektedir. Rhizobium
tarafindan salinan EPS, bitki biliylimesini artiran ve patojenlerden koruma saglayan

biyofilm olusumuna yardimci olmaktadir (Arora ve ark., 2013).

In vitro olarak gelistirilebilen ve biyogiibre olarak kullanilabilen faydali biyofilmlere
biyofilmlenmis biyogiibreler denmektedir. Bazi mahsullerin bitki koklerine baglanan
faydali biyofilmlerin, besin dongiisiine ve ayrica zararlilarin ve hastaliklarin biyolojik
kontroliine yardimec1 oldugu ve sonug olarak iiretkenligi ve mahsul verimini iyilestirdigi
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Ayrica, rizobiyal polisakaritler, bitki bliylimesini tegvik
etmede oldukca onemlidir, faydali etkilesimler sirasinda aktif bir sinyal molekiilii olarak
caligmakta ve enfeksiyon siirecinde savunma yaniti saglamaktadirlar (Parada ve ark.,
2006). Bazi PGPR-EPS yani PGPR’lerin iirettigi EPS’ler, Na® dahil katyonlar1 da
baglayabilmekte, bu da bitkinin topraktan aldig1 mevcut Na® igerigini azaltarak tuzluluk
stresinin azaltilmasinda bir rol oynamaktadir (Upadhyay ve ark., 2011). Biyofilmlenmis
asilarin  birlikte asilanmasi, hastaliklarin  biyolojik kontrolii i¢in bitkilere faydal
mikroorganizmalarin ~ tamitilmasinda  basarili  bir  sekilde  kullanilabilmektedir
(Jayasinghearachchi ve Seneviratne, 2010). Bitkilere ikili (bir yerine) bitki biiylimesini
tesvik eden rizobakteriyel biyofilm biyogiibresi uygulandiginda, fotosentezin artmasi
yoniinde bir egilim oldugu belirlenmistir. Onerilen giibrelerin %50'sinin PGPR biyofilm
biyogiibreleri ile birlikte asilanmasi, sirastyla PGPR biyofilm biyogiibreleri ile Onerilen

giibre uygulamasinin %100'ne kiyasla yaprak biiyiimesinin artmasina yardimect oldugu
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gosterilmistir (Seneviratne ve ark., 2009). Bitkilerin biiylimesinin desteklenmesine yonelik

bu entegre yaklagim, daha siirdiiriilebilir tarimin yani sira topragin verimliligini de

artiracag belirtilmektedir.

Uriinlerin Katma
Degerini Artinr
-Farkh cevre
kosullarinda aktiviteyi
artnr.
-Daha uzun raf omri
Kimyasal Giibre Bitki Geligimini
Kullanimini Azaltir Giiglendirir
-Kimyasal gubrelerin -Oriin verimliligini
insan saghg artnir

Uzerindeki olumsuz
etkilerini azaltir.

-Toprak korumaya

-Uriin kalitesini arurir.
-Surdiruelebilir agro-

yardimci olur. ekosistem.
Biyofilmli Biyogiibre
Topraktaki
Cevreyle Dost Mikrobiyal
-Organik tarimi tesvik Aktiviteyi Artinr
eder. “Toprak kalitesini
-Uygun fiyat. gelistirir,
Cevresel Strese -Biyocesitlilifi korur.
Karsi Direng
-Kurakhk
-Tuzluluk
-pH ve Sicakhk
-Agir Metal

-Patojen Saldins:

Sekil 2.3. Biyofilmli biyogiibrelerin yararlar1 ve uygulama alanlar1 (Pandit vd., 2020).

2.3.Biyofilm Analizinde Kullanilan Yoéntemler

Mikroskopi, biyofilm yapisini analiz etmek i¢in kullanilan 6ncii tekniklerden biriydi.
Konfokal lazer taramali mikroskopi (CLSM), birikim asamasinda biyofilm yapisini ve
dinamiklerini izleme firsat1 saglamaktadir. (Mueller ve ark., 2006). Biyofilm bilesiminin ii¢

boyutlu mimarisinin karakterizasyonu, spesifik floresan boyalar kullanilarak miimkiindiir



(Neu ve ark., 2004). Epifloresan mikroskopisini CLSM ile birlestiren ve hiicre dig1 bir
matrikste karbonhidrat dagilimini izleyen Strathmann ve ark., (2002) tarafindan yapilan bir
caligmada gosterildigi gibi, mikroskopi tekniklerinin kombinasyonu ayrintili bilgilerin elde
edilmesini saglamaktadir. Ote yandan, bu tekniklerde numune hazirlama kapsamli ve
karmasiktir. Bu tekniklerde yapilan boyama ek maliyet getirmekte ve boyama nedeniyle,
biyofilmlerdeki birden ¢ok bilesenin es zamanli analizi kolay bir is olmaktan ¢ikmaktadir.
Kat1 bir ylizey tizerinde bir biyofilm yapisinin toplanmasi, bir fiksasyon prosediiriiniin
ardindan taramali elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
ile incelenebilmektedir. Hiicrelerin ve polimerik matrisin dagilimi mitkemmel bir sekilde
izlenebilmesine ragmen, bu mikroskopi teknikleri ile canli biyofilm yapilar

izlenememektedir (Cortizo ve De Mele, 2003).

Yukarida bahsedilen tekniklere ek olarak, molekiiler diizeyde biyofilm yapis1 hakkinda
bilgi elde etmek i¢in titresimli spektroskopik teknikler kullanilmistir. Kizilotesi ve Raman
spektroskopileri, biyofilmlerin molekiiler yapisi hakkinda spektral bilgi elde etmek icin
birbirini tamamlayict olarak kullanilan titresim spektroskopi teknikleridir. Kizilotesi
spektroskopi (IR) biyofilmleri karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
sudan kaynaklanan miidahale hidratlhh  biyofilmlerin  bilesiminde kullanimim
siirlandirmistir (Suci ve ark., 1997). Suya atfedilen spektral -OH bandi, bir biyofilmdeki

bilesenlerin diger karakteristik bantlarin1 bastirmaktadir.

Biyofilm bilesiminin tanimlanmasi, ¢evre ve mikrobiyal biiylime arasindaki etkilesimleri
netlestirmek ve ayrica biyofilmin kendi kaotik sisteminin molekiiler dinamiklerini anlamak
icin ¢ok dnemlidir. Biyofilm analizi mikroskobik, spektroskopik ve molekiiler tekniklerle
yapilabilmektedir (Denkhaus ve ark. 2007). Analitik tekniklerdeki gelismeler,
biyofilmlerin yapisinin aydinlatilmasina biiyiik Olclide katkida bulunmustur. Raman
spektroskopisi ve SERS (Surface-enhanced raman spectroscopy), molekiiler diizeyde bir
biyofilmin kaotik bilesimini tanimlamak i¢in umut verici tekniklerdir. Biyofilm
bilesenlerine ve mikroorganizmalara 6zgii spektral 6zelliklerin kesfi ile tekniklerin Klinik,
gida ve denizcilik endiistrileri gibi farkli alanlarda kullanimini genisletebilmektedir. Her
iki teknik de kisa analiz siireleri ve bu alanlarda kullanilan diger geleneksel tekniklere gore
kolay uygulanabilirligi ile biyofilmleri tespit ve karakterize etmek i¢in uygundur. Diinya
genelinde laboratuvarlar arasindaki raporlar ve is birlikleri arttik¢a, bant atamalari i¢in
kapsamli bir veri tabaninin olusturulmasi, daha giivenilir sonuglar elde etmek i¢in yeni

firsatlar saglayacaktir. Bu tekniklerin diger mikroskobik, spektroskopik ve molekiiler
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biyofilm karakterizasyon teknikleriyle kombinasyonu, biyofilmlerin karmasik dogasinin

daha iyi anlasilmasina da yol agacaktir.

Sekil 2.4. Biyofilm bilesenleri {izerinde kullanilan analiz yontemlerinin sekilsel gosterimi

2.3.1. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

SEM bir ylizey goriintiileme teknigi olup, malzeme iizerine yliksek enerjili elektron 1sinlar
gonderilmektedir. Elektron demetinin carptigi noktada diisiik enerjili ikincil elektronlar
yiizeyden koparilmakta ve bu elektronlarin emisyonu olg¢iilmektedir. Goriintiiler ¢ok

yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir ve 3 boyutludur (Cankaya ve S6kmen., 2021).

Elektron
Demeti
Auger elektronlan
ikincil elektronlar (~0.5 nm)
(~10nm)
Geri sacilan elektronlar
(~500 nm)
. ‘ Surekli X-1sinlan
Karakteristik X-isinlari
(1-5 pm) AT a

Sekil 2.5. Elektron mikroskobu ¢alisma prensibi (http://nukbilimler.ankara.edu.tr/elektron-

mikroskobu/)
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Elektro-optik prensipler ¢er¢evesinde tasarlanmig taramali elektron mikroskobu (SEM),
yiiksek enerjili elektronlarin malzeme ile etkileserek Ornek yiizeyinden goriintii alinmasin
saglayan sistemlerdir. SEM ile yapilan c¢alismalar o6zellikle biyofilmlerin yiizey

ozelliklerini incelemek {izere yapilmaktadir.

WD =105 mm EHT = 10.00 kV Mag = 2600 K X

Sekil 2.6. Arthrobacter nitroguajacolicus bakterisinin Arabidopsis thaliana Columbia

ekotipi kokiindeki kolonizasyonunun SEM goriintiisii

Ozel olarak tasarlanmis bir akis hiicresi ile geleneksel bir optik mikroskobun
kombinasyonu, basit invazif olmayan bir yolla opak ince biyomateryaller iizerinde
sekillenen biyofilmleri dogal ortaminda goriintiilemek i¢in kullanilmistir (Cortizo and
Lorenzo, 2003). Ince biyofilmlerin optik mikroskopisi ile SEM goriintiileri
karsilastirilmistir. Ayrica Stewart ve ark. (1995) SEM, CLSM ve mikroskobik arastirmalari
takiben yaptiklart kriyo-yerlestirme ile mikrobiyal bir biyofilmin yapisal heterojenligini
gostermistir. Arastirmacilar, farkli mikroskobik metodlar1 karsilastirarak biyofilmlerin

yapisal heterojenligi hakkinda bilgi saglamislardir.
2.3.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-1R) Spektroskopisi

FT-IR spektroskopisi, biyofilmlerdeki EPS birikmesini zaman ¢6ziimlii izleyebilmek igin
kullanilan diger bir popiiler yikic1 olmayan tekniktir. Bu teknikte EPS ile iliskili ¢esitli
fonksiyonel gruplarin birikimi ve EPS polimerlerindeki konformasyonel degisiklikler ya
zayiflatilmis toplam yansima kristali ya da ¢elik ve plastik gibi ilgilenilen yiizey ilizerinde
gelisen biyofilmler vasitasiyla goriintiilenebilmektedir (Delille et al. 2007; Quilés et al.
2010). FT-IR’a baglanan bir mikroskop (mikro-FTIR), EPS yapisi igeren biyofilmler
icindeki mikro-domainlerin analizinde de yardimci olabilmektedir (Geoghegan et al.
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2008). Konumsal EPS dagilimi konusunda CLSM teknigi ile yansimali micro-FTIR’a gore
daha detayli gorseller elde edilebilmesine ragmen, hala FTIR, biyofilm topluluklarinda
adhesif ve korosif rol oynayan EPS’lerdeki fonksiyonel gruplar hakkinda kullanigh bilgiler
sunabilmektedir (Geoghegan et al. 2008). Bozulmus biyofilmlerden ekstrakte edilen
EPS’lerin FT-IR spektroskopisi de bir¢ok arastirmaci tarafindan ¢alisilmigtir (Tapia et al.
2009; Liang et al.2010; Karunakaran and Biggs 2011).

Biyofilmler son derece karmasik bir sistemi temsil ettiginden, genel FT-IR spektrumlarina
katkida bulunabilen ekstraseliiler polimerik maddeler, hiicre zar1 ve sitoplazmadaki
molekiillerin titresiminden bazi farkli sinyaller meydana gelmektedir. FT-IR spektrumlari,
biyolojik makro molekiiller i¢in karakteristik pikler vermekte ve biyofilm ornekleri ile
onlarin planktonik benzerleri arasindaki karsilastirma, karbonhidratlar ve proteinlerle

iliskili gruplarda degisiklik goriilmesine yol agmaktadir (Karunakaran et al., 2011).

Biyofilm analizlerinde FT-IR kullanmanin en biiyiik dezavantaji, analizden 6nce 6rnegin
kurutulmak zorunda olmasidir. Raman spektrokopisi ise hidratli (sulu) bir ortamda bile
ornegin kimyasal kompozisyonu hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu ylizden FTIR’a gore
avantaj saglamakta; doku, biyo akiskanlar ve bakteriyel hiicre ¢aligmalar1 gibi biyolojik
analizlerde yogun sekilde kullanilmaktadir. Raman ve Yiizeyce Gii¢lendirilmis Raman
Spektroskopisi, i¢inde mikroorganizmalar da barindiran EPS bileseni de igeren sulu

biyofilm 6rneklerinin analizine imkan saglamaktadir (Ivleva et al. 2009).
2.3.3.Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, fotonlar gelen 1518in frekansindan daha diisiik veya daha yiiksek
frekansla molekiilden sagildiklarinda meydana gelen Raman sagilimina dayanmaktadir
(Lohumi ve ark., 2017). Daginik fotonlarin frekanslar1 molekiildeki baglarin tiirlerine bagl
oldugundan, her molekiiliin Raman spektrumu benzersizdir ve bu molekiiliin parmak izi
olarak diisiiniilebilir. Raman spektroskopisinin kirmimla smirli uzamsal ¢ozintrliigi
yaklasik 1 um'dir ve bu, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitler gibi ¢esitli
molekiiller ve molekiiler gruplar iceren karmasik yapilarin ayrintili analizini saglamaktadir.
Bu dikkat c¢ekici ozelliginin yani1 sira tahribatsiz bir tekniktir; bu nedenle numune
hazirlama diger tekniklere gore daha kolaydir. Numunelerin boyanmasma ve
kurutulmasina da gerek yoktur ¢iinkii suyun Raman sagilmasi diger molekiillere gore ¢ok

zayiftir (6rnegin, Raman spektroskopisinde sudan herhangi bir etkilesim yoktur).
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Biyofilm arastirmalarinda Raman spektroskopisinin kullanimina iliskin ilk raporlar,
biyofilm yapisindaki belirli molekiillerin difiizyon ve dagilim siire¢lerinin arastirilmasina
odaklanmistir. Yaklasik yirmi yil Once Suci ve ark. (2001), Candida albicans
biyofilmlerinde bir antibakteriyel ve antifungal ajan olan klorheksidinin spatiotemporal
dagilimini incelemislerdir. Hem zayiflatilmis toplam yansima (ATR) -Fourier transform
infrared (FTIR) spektroskopisi hem de Raman spektroskopi sonuglari, klorheksidinin 200
um kalinhigindaki biyofilmler iginden tasinmasi igin difiizyon katsayisinin, sudaki
klorheksidin difiizyon katsayisindan daha diisiik oldugunu gostermistir. Kalin biyofilmlerin
dis bolgelerinde adsorptif davranisi nedeniyle klorheksidin konsantrasyonunun daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bagka bir aragtirmada, Streptococcus mutans biyofilmlerinde
polietilen glikol ve hidrojen-doteryum oksidin (HOD) diflizyonu izlenmistir (Marcotte ve
ark. 2004). Hidratlanmis biyofilmler x, y ve z yoOnlerinde haritalanmistir. HOD’un,
biyofilmin her yerine yayilabildigi gosterilmistir. Ote yandan, biyokiitlenin heterojen
yapisi nedeniyle biyofilmin farkli boliimlerinde polietilen glikol diflizyon hizinin farkl

oldugu belirlenmistir.

Raman ve Yiizeyce Gii¢lendirilmis Raman Spektroskopisi, i¢inde mikroorganizmalar da
barindiran EPS bileseni de igeren sulu biyofilm érneklerinin analizine imkan saglamaktadir

(Ivleva et al. 2009).

CLSM ve Raman mikrospektroskopisinin kombine edilmesiyle, Streptococcus sanguinis
ve Streptococcus mutantlart arasindaki biyofilmlerde gelisen farkli bakteri tiirlerinin
ayrimini sagladigi gibi, bagimsiz gelisen farkli tiirlerin (P. aeruginosa yabani tiirii ve onun
mutantlar1 gibi) biyofilm olusturmasinin yerinde incelenmesi ve karsilastirilmasina olanak

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

Raman spektroskopisi ve CLSM kombinasyonu, sulu yapiya sahip ortamlarda ¢ok farkl
biyofilm ylizeylerinin karakterizasyonu icin miikemmel bir sekilde kullanilmakta,

caligmalara 151k tutucu sonuglar ortaya koymaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslar: ve Gelisme Kosullari

Ankara 1ili topraklarindan izolasyonu ve 16s rDNA sekans sonuglarina gore
smiflandirmalar1  yapilmis Bacillus mojavensis, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Bacillus drentensis ve Arthrobacter nitroguajacolicus suslari ¢alismamizda
kullanilmak iizere Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi

Laboratuvari stok kiiltiirlerinden temin edilmistir.

[lk asamada suslar Nutrient Broth (NB) besiyerinde 30°C’de 150 rpm ¢alkalama hizinda
18-24 saat siire ile gelistirilmistir. Caligma siiresince tiim kiiltiirler steril mikrofiij tliplerine

%60’1l1k gliserol ile -20°C ve -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2. Bakterilerin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin Belirlenmesi

Biyofilm olusum denemeleri ve optimizasyonu siirekli besin akisinin saglandigi biyofilm
reaktoriinde gerceklestirilmistir. Oncelikle bakteri biyofilmlerin optimum biyofilm {iretim
kapasiteleri polisistren yilizeyler iizerinde saptanmistir. Bu yontemde, denemeye alinan
izolatlar Nutrient Broth (NB) ortamimna %! oraminda inokiile edilip, 37°C'de ¢alkalamali
inkiibatorde 18 saat aktive edilmistir. Daha sonra, bakteri kiiltiirleri OD595=0,2 olacak
sekilde ayarlanarak, bu diliisyonlardan 100 pL NB igeren 96 kuyuluk mikrotitrasyon plak
kuyucuklarma 30 pL aktarilmistir. Plaklar 24, 48 ve 72 saat siiresince, 20°C'de
inkiibasyona birakilmistir (Vestby ve ark., 2009). Inkiibasyon siireci sonunda kuyular 3
defa serum fizyolojik uygulanarak yikanmis ve bu yolla planktonik hiicreler
uzaklagtinnlmistir. Oda sicakliginda kurumasi saglanan kuyulara 130 pL %95’ lik (v/v)
metanol ilave edilerek 10 dakika inkiibasyon ile olusan biyofilm yapisinin fiksasyonu
gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda metanol uzaklastirilmis ve bu ortamlar
kurumaya birakilmistir. Daha sonra biyofilm yapisinin boyanmasi amaci ile kuyulara 130
uL %1 kristal viyole ilave edilmis ve 30 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire
sonunda kuyular distile su ile 3 kez yikanmis ve ardindan biyofilm yapisina baglanan
boyay1 ¢c6zmek amaci ile 130 uL %33 lik (v/v) glasiyal asetik asit eklenip oda sicakliginda
45 dakika bekletilmistir (Stepanovic ve ark., 2000). Bu deneme de 3 paralel ve 2 tekrarh
olarak gerceklestirilmistir. Boya yogunlugu, Elisa okuyucusu ile OD595 'te dl¢iiliip ve elde
edilen degerlerin ortalamasindan kontrol olarak kullanilan sadece NB igeren kuyulardan
elde edilen degerler ¢ikarilarak biyofilm tiretim miktarlar1 belirlenmistir.
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3.3. MS (Murashige ve Skoog) Besiyeri Hazirlanisi

Calismamizda tohum ¢imlendirme amaci ile Sigma-Aldrich MS bazal besiyeri
kullanilmistir. 500 ml MS besiyeri i¢in; 2,2 g MS besiyeri, 4 g mikrobiyolojik agar (%0,8)
karigtirllarak pH=5,8’e ayarlanmistir. Ardindan besiyeri ¢ozeltisi, 121°C’de 15 dakika
olacak sekilde otoklavda sterilize edilmistir. Sonrasinda petrilere dokiilen besiyerleri oda

sicakliginda polimerizasyona birakilmustir.
3.4. Arabidopsis thaliana Tohumlarinin Cimlendirilmesi

Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi tohumlar1 sterilizasyon igin 2 dakika %5’lik
sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde bekletilmistir. Sonrasinda 5 kez steril distile su ile tohumlar
yikanmis, ardindan kurutulan tohumlarin hazirlanmig olan MS besiyeri petrilerine ekimi
gerceklestirilmis ve 2 haftalik biliylimeleri i¢in biiylitme kabinine birakilmistir (25°C, %70
nem, 20000 lux 151k, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik). Tim bu islemler siiresince

sterilizasyona ¢ok dikkat edilmistir (Timmusk ve ark., 2005).
3.5. Bakteri inokiilasyonu ve SEM (Scanning Electron Microscopy) I¢in Fiksasyon

Bakteri suslar1 30°C'de 100 ml'lik siselerde geg log fazina kadar biiyiitilmistiir. 2 haftalik
bitki biiylimesinden sonra, bitki kokleri 10 ml seyreltilmis bakteri kiiltiirleri iginde
1slatilarak asilanmis ve 2 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 besiyerleri
tiiplerden ¢ekilmis ve %0,5 glutaraldehit-%4 paraformaldehitlik fiksasyon ¢ozeltisi tiiplere
eklenmis ve 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi kokler,
PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikanmis ve ardindan %20, %30, %50, %70, %90 ve
%100’lik alkol serilerinden gecirilerek fiksasyon islemi tamamlanmistir ve 6rnekler SEM

icin hazir hale getirilmistir (Vaikuntapu ve ark., 2014).
3.6. Biyofilm Yapilariin SEM ile Gériintiilenmesi

Fiksasyon islemleri sonucunda koklerdeki bakteri kolonizasyonu, Ankara Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisti’'nde bulunan Zeiss Evo 40 taramali elektron mikroskobu (SEM)

ile goriintiilenmistir.

16



Sekil 3.1. Zeiss Evo 40 taramali elektron mikroskobu (SEM)
3.7. Biyofilm Yapilarinin FT-IR Spektroskopisi ile Analizi

Bakterilerin gelistirilen biyofilm formlarinin FT-IR spektrumlari, Kirsehir Ahi Evran
Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’nda bulunan bir Thermo

Scientific Nicolet 6700 FT-IR Spektrometre kullanilarak kaydedilmistir.

Sekil 3.2. Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR Spektrometresi

Uygun FT-IR parmak izi spektral araliklar lipidler igin 1500-1175 cm™, proteinler igin
1700-1470 cm™ ve sekerler i¢in 1200—-700 cm™ secilmistir (Gieroba ve ark., 2020).
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Tablo 3.1. Belirli atanmis bilesenlerle FT-IR titresim tipinde elde edilen en 6nemli bantlar.

Biyofilm numunelerinin spektrumlar1 ve belirli atanmis bilesenlere sahip titresim tiirleri
(Gieroba ve ark., 2020).

Dalga sayisi (cm™) Atama ve Titregim Turi *

3200-3350 v (N=H), v (O-H), Amid A, su
2950-2960 Vg (CHs), lipitler
2920-2940 Vgii (CHy), lipitler
2850-2860 Vs (CH,), lipitler
1730-1740 v (C=0), fosfolipitler
1700-1600 %80 v (C=0), %20 v (C-N), 1 (HOH), Amid I, su
1600-1500 %60 1 (N-H), %30 v (C-N), %10 v (C-C), Amid Il
1441-1462 prolin ve hidroksiprolinin pirolidin halka titresimi
1450-1400 Ogivi (CH3), O4ii (CH>), proteinler, lipitler
1400-1350 Os (CHa), ds (CH,), vs (C=0), proteinler, lipitler
1350-1200 T (N-H), v (C-N), 1 (C=0), v (C-C), v (CH3), Amid IlI,
1242-1230 Vgin (PO27), DNA, RNA, fosfolipitler, fosforile proteinler
1144-1137 Oligosakkaritler

~ 1086 Vs (PO;), DNA, RNA, fosfolipitler, fosforile proteinler
1080-1070 v (C-C), B-glukan baglari
1046-999 D-glukozun anomerik yapisina bagh iskelet titresimi
1009-1016 v (C-C), RNA, riboz

~972 v (C-C), v (C-0), DNA, deoksiroboz
900-700 triptofan, tirozin ve feniloalanin igin anomerik halka titresimleri
929 (1—3)-A-D-GLUKAN
860-852 (1—3),(1—6)-A-D-GLUKAN

* Titresim tirleri: germe (v), deformasyonel (8), bukulme (1), simetrik (s) ve asimetrik (as) modlari.

3.8. Biyofilm Yapilarinin Raman Spektroskopisi Ile Analizi

Bakterilerin gelistirilen biyofilm formlarinin Raman spektrumlari, Ankara Yildirim
Beyazit Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’nda bulunan bir
JASCO NRS4500 Konfokal Mikroskoplu Raman  Spektrometre  kullanilarak
kaydedilmistir.
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Sekil 3.3. JASCO NRS4500 Konfokal Mikroskoplu Raman Spektrometresi

Eksitasyon lazer dalga boyu 532 nm olarak se¢ilmistir. Uygun Raman parmak izi spektral
araliklart lipidler i¢in 3000—2800 cm?, proteinler i¢in 1750-1500 cm™? ve sekerler igin
1200-800 ve 610475 cm™ araliklarinda secilmistir (Gieroba ve ark., 2020).
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Tablo 3.2. Biyofilm 6rneklerinin Raman spektrumlarinda elde edilen en 6nemli bantlar ve
belirli atanmig bilesenlere sahip titresim tiirleri. (Gieroba ve ark., 2020).

Raman Kaymasi (cm™) Atama ve Titresim Tiirii *
1700-1600 v (C=0), Amid I
1667-1650 v (C=0C), lipitler, proteinler
1600-1500 v (C-N), 6 (N-H), Amid Il
1576 adenin, guanin (DNA bazlar)
1523 Sitozin (DNA bazlar1)
1500-1400 diizlem i¢i T ve diizlem dis1 T (CH,), lipitler
1461-1445 vs (CH,), doymus lipitler
~ 1380 8 (COH), (HCO), (HCC), vs (COO-), (C-0), polianyonik polisakkarit
1340-1330 poliniikleotid zincirleri, DNA piirin bazlari
1330-1125 trans v (C-C), lipitler
1300-1250 diizlem i¢i T ve diizlem dig1 T (CHsy), lipitler
~ 1280 8 (COH), (HCO), (HCC), vs (COO-), (C-0), polianyonik polisakkarit
1300-1230 v (C-N), 8 (N-H), Amid 11
~1260 (omuz band1) 6 (CH), lipitler, proteinler
1200-1050 v (C-C), lipitler
1075, 1055, 980-880 ramnoz, galaktoz ve glikoz kombinasyonu
~ 1127 v (C-N), proling
1125 Glikoz
~ 1120 vs (COC), glikosidik baglar
~ 1094 Vgini (COC), (1—4)-p bagl glikosidik baglar
~ 1068 trans v (C—C), lipitler
1000 feniloalanin halkasi solunumunda
950-790 yan grup & (COH), (C-CH), (O-CH), karbonhidratlar
~ 948 (1—>3)-A-D-GLUKAN
800-640 diizlem dis1 T (N-H), Amid V
852 (1—6)-A-D-GLUKAN
~783 sitozin, timin, urasil halkast solunum; vs (O-P-O), DNA'daki fosfodiester baglari
770-625 T (0O=C-N), Amid IV
~757, ~520 Glukanlar
600-540 diizlem dis1 t (C=0), Amid VI
~ 380 B-d-glukozit

* Titresim tirleri: germe (v), deformasyonel (8), bukulme (1), simetrik (s) ve asimetrik (as) modlari.
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4. BULGULAR

4.1. Polistren Yiizeylerde Biyofilm Olusum Miktarlar:

Kiristal viyole deneyi sonucunda bakterilerin biyofilm olusturma miktarlar1 belirlenmistir.

Biyofilm Miktarlari

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
A TR R TR T
0,000 i I
25 Arthrobacter 21 P. fluorescens 8 Bacillus drentensis 78 Bacillus 43 P. putida
nitro.. mojavensis

M 24.saat MWA48.saat 72. saat

Sekil 4.1 Bacillus drentensis, Bacillus mojavensis, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida ve Arthrobacter nitroguajacolicus bakterilerinin biyofilm olusturma

miktarlar

Yapilan analizler sonucunda bakterilerin 24. saatin sonunda en yiiksek biyofilm {iiretme
kapasitesine ulastiklar1 belirlenmistir. Biyofilm olusturma kapasitesi en yiiksek olan susun
B. mojavensis oldugu ardindan sirasiyla P. putida, P. fluorescens, B. drentensis ve

A.nitroguajacolicus suslarinin biyofilm iirettikleri belirlenmistir.
4.2. Arabidopsis thaliana Columbia Ekotipi K6k Uzunluklari

A. thaliana Columbia ekotipi tohumlarinin hazirlanmis olan MS besiyeri petrilerine ekimi
gerceklestirilmis ve 2 haftalik bliylimeleri i¢in biiylitme kabinine birakilmistir (25°C, %70
nem, 20000 lux 151k, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik). Bu siire sonunda kok uzunluklarimin

7-10cm’ye ulastiklar belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Arabidopsis thaliana Columbia bitkileri (2 haftalik biiyiime sonundaki durumu)
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4.3. Bakterilerin Bitki Koklerindeki Kolonizasyonunun Goériintiilenmesi (SEM)

Yapilan SEM analizleri sonucunda bakterilerin bitki koklerindeki kolonizasyonu

belirlenmistir.

1. Bacillus drentensis (K6-1) SEM goriintiileri

WD = 10.6 mm EHT = 10.00 kV Mag= 1.00 K X

WD = 10.6 mm EHT = 10.00 kV Mag = 10.00 K X

Sekil 4.3. B. drentensis bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii
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.
a VN 4.
WD= 95mm EHT = 10.00 kV Mag= 10.00 K X

Sekil 4.4. B. drentensis bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii

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

2 Hm WD =11.0 mm EHT = 10.00 kV Mag = 10.00 K X

Sekil 4.5. P. fluorescens bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii
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S
2 pm - -1 - - .
WD = 10.0 mm EHT = 10.00 kV Mag= 500K X

Sekil 4.6. P. fluorescens bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii
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3. A. nitroguajacolicus (KH3-1) SEM goriintiileri

WD=11.0mm EHT =10.00 kV Mag= 200K X

Mag= 1000 K X

Sekil 4.7. A. nitroguajacolicus bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii
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EHT = 10.00 kV Mag= 10.00 K X

WD=11.0mm EHT = 10.00 kv Mag= 10.00 K X

Sekil 4.8. A. nitroguajacolicus bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii
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WD =110 mm EHT =10.00 kV Mag= 10.00 K X

Sekil 4.9. A. nitroguajacolicus bakterisinin A. thaliana Columbia ekotipi kokiindeki

kolonizasyonunun SEM goriintiisii

SEM analizleri sonucunda her {i¢ bakteri tiiriiniin de agirlikli olarak kok uglarinda biyofilm
olusturarak kolonize oldugu belirlenmistir. Vaskiiler silindir disinda kalan hiicreler arasi

bosluklarda da bakterilerin biriktigi ve kolonize oldugu belirlenmistir.

4.3. Biyofilm Yapilarinin FT-IR Spektrumlar:
Arastirdigimiz bakterilerin biyofilm FT-IR spektrumlari asagidaki gibi tespit edilmistir.

1. Bacillus drentensis (K6-1) FT-IR spektrumu
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S Transmittance

3500

Sekil 4.10. B. drentensis bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin FT-IR spektrumu

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

TP,

S, P WW
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=
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Sekil 4.11. P. fluorescens bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin FT-IR spektrumu
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. Arthrobacter nitroguajacolicus (KH3-1) FT-IR spektrumu

% Transmittance
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Sekil 4.12. A. nitroguajacolicus bakterisinin olusturdugu biyofilm

spektrumu

4.

Pseudomonas putida (C1-1) FT-IR spektrumu

yapisinin

FT-IR
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Sekil 4.13. P. putida bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin FT-IR spektrumu
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5. Bacillus mojavensis (P5-1) FT-IR spektrumu

% Transmittance
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Sekil 4.14. B. mojavensis bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin FT-IR spektrumu

6. Karsilastirmali FT-IR Spektrumlari

1 C1-1
Pseudomonas putida

-_74-7“_1\\ //-)7_7_77_7-77-_7 T \\‘\jz—/k*’—-’_’w-\-/i -7-"‘\-—-7 )—-:""/ P5_1 A

| / Bacillus mojavensis

S~

. K6-1
Bacillus drentensis

=1 e N K441

4 N e ) Pseudomonas fluorescens

R "\ ,——___—KH3-1
1 \ // Y Arthrobacter nitroguajacolicus
. T — T : T : T . T a T : T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Sayis1 (em™)

Sekil 4.15. B. drentensis (K6-1), P. fluorescens (K4-1), A. nitroguajacolicus (KH3-1),
P.putida (C1-1), B. mojavensis (P5-1) bakterilerinin olusturdugu biyofilm yapilarinin
karsilastirilmali FT-IR spektrumlari
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Orneklerin IR spektrumlar1 incelendiginde, 3200-3300 cm™ civarindaki genis bandlar
Amid A varligmi gostermektedir. IR spektumlarinda genis amid A bandinin yaninda 2800-
3000 cm* bolgesinde omuz olarak ortaya c¢ikan bandlar bakteri hiicre duvarlari ve
membranlarinda yogunlasan lipidler i¢in karakteristik olarak bilinen metilen gruplarinin
CH, CH, ve CHj3 simetrik ve asimetrik titresimlerine ait bantlardir. Bu bandin en yiiksek
yogunlugu P5-1 igin tespit edilmistir. Bunun nedeninin hidrokarbon zincir uzunluguna ve
membran lipidlerinin polar bas grubunun kimyasal yapisina bagli olabilecegi
distiniilmektedir. Amid I ve Amid II bantlari, proteinlerin ikincil yapilarindaki
degisikliklere karsi hassastir. Amid I ve Amid II i¢in karakteristik olan absorbans bantlar1
1500-1700 cm™ civarindadir. IR spektrumlari incelendiginde, ornekler icin amid 1
bandlar1 1636 cm™de ve amid II bandlar1 1544-1553 cm™ araliginda gbzlenmistir.
Literatiirde 1200-950 cm™ civar1 seker bolgesi olarak bilinmektedir. Orneklerin IR
spektrumlarinda 1148-1152 cm™ araligindaki bandlar oligosakkaritlerin varhigina isaret
etmektedir. 1097-1125 cm™ bolgesinde ortaya ¢ikan zayif bandlar karbohidratlar,
fosfatlar/fosfolipidler ve niikleik asitlerin varligini desteklemektedir. Orneklerin B-glucan

baglarina ait bandlar 1052-1083 cm™ araliginda gozlemlenmistir.
4.4. Biyofilm Yapilarimin Raman Spektrumlari

Arastirdigimiz bakterilerin 532 nm’deki biyofilm raman spektrumlar1 asagidaki gibi tespit

edilmistir.

1. Bacillus drentensis (K6-1) Raman spektrumu
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Sekil 4.16. B. drentensis bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin Raman spektrumu
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2. Pseudomonas fluorescens (K4-1) Raman spektrumu
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Sekil 4.17. P. fluorescens bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin Raman spektrumu

3. Arthrobacter nitroguajacolicus (KH3-1) Raman spektrumu
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Sekil 4.18. A. nitroguajacolicus bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin Raman

spektrumu
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4. Pseudomonas putida (C1-1) Raman spektrumu
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Sekil 4.19. P. putida bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin Raman spektrumu

5. Bacillus mojavensis (P5-1) Raman spektrumu
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Sekil 4.20. B. mojavensis bakterisinin olusturdugu biyofilm yapisinin Raman spektrumu
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6. Karsilastimali Raman spektrumlari
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Sekil 4.21. P. fluorescens (K4-1), B. drentensis (K6-1), A. nitroguajacolicus (KH3-1),
B.mojavensis (P5-1), P. putida (C1-1) bakterilerinin olusturdugu biyofilm yapilarinin
karsilastirilmali Raman spektrumunlari

Orneklerin Raman spektrumlari incelendiginde, 1700-1600 cm™ ve 1600-1500 cm™
bolgesinde sirasiyla Amid I ve Amid II bandlar1 ortaya ¢ikmistir. Hidrokarbon zincirinin
varligina atfedilen lipitlerin Raman spektrumlari, esas olarak ii¢ spektroskopik bolgede
tespit edilmektedir: 1500-1400 cm™, 1300-1250 cm™ ve 1200-1050 cm™. Raman
spektumlarinda  1300-1400 cm™ civarinda gdzlenen bandlar bakteriyel biyofilm
orneklerinde protein yapisindan kaynakli CH; gruplarina aittir. Doymus lipidlere ait
oldugu diisiiniilen 1450 cm™ civarindaki bandlarin en yiiksek yogunlugu K4-1 igin ve en
diisiik yogunluk KH3-1 i¢in gézlenmistir. Bu bandin yogunlugundaki farkliliklar, lipid yag
asitlerinin doygunlugu ac¢isindan olgunlasma sirasinda lipid miktarlarindaki ve bakteriyel
biyofilm bilesimlerindeki degisiklikleri gostermektedir. Glukanlar i¢in en spesifik bantlar
~750 cm™de ortalanmis olanlardir. Orneklerin Raman spektrumlarinda bu pikler
gozlenmistir. Gram pozitif hiicrelerde, 880-980, 1055 ve 1075 cm™de gdzlemlenen
bantlarin varligi, bakteri hiicre duvarlarinin ramnoz, galaktoz ve glikozun titresim
modlarmin bir kombinasyonundan kaynaklanabilmektedir. Yine literatiir ile uyumlu olarak
1125 cm™ de gozlenen pikler glukozun spesifik raman literatiir pikleridir. ~1380 cm™deki
Raman bantlar1 siklikla bakteriyel biyofilm matrisinde bir polianyonik polisakkarit
varligma isarettir. Orneklerin Raman spektrumlarinda bu bandlarm ortaya ¢ikmis olmasi

bu durumu dogrulamaktadir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Yapilan analizler sonucunda bakterilerin 24. saatin sonunda en yiiksek biyofilm {iretme
kapasitesine ulastiklar1 belirlenmistir. Biyofilm olusturma kapasitesi en yiiksek olan
suslarin B. mojavensis ve P. putida oldugu ardindan sirasiyla P. fluorescens, B. drentensis
ve A.nitroguajacolicus suslarinin biyofilm irettikleri belirlenmistir. Yaptigimiz SEM
analizleri sonucunda bakteri kolonizasyonun daha ¢ok kok ucu gevresinde gergeklestigi
gozlemlenmistir. Elde edilen bu bulgular literatiir verileri ile de paralellik gostermistir.
Kok yiizeyinin ozellikleri koklerin uzunlugu boyunca degismekte ve biyofilm olusumu,
farkli bolgelerdeki kokler tarafindan salinan bilesikler ve besinlerden etkilenmektedir.
Koklerdeki bakteri kolonizasyonunun; hiicre boliinmesi ve biiyiimenin fazla oldugu bolge
ve kok kapaginda, olgun kok bolgesi ve kok tiiylerine oranla daha fazla oldugu
belirtilmistir. Ayrica Paenibacillus polymyxa'nin, bitki kok ucu etrafinda biyofilm
olusturdugu ve bu biyofilm formunun, biyokontrolde ve kurakliga kars1 toleransi artirmada
rol oynadigmi bildirmislerdir. (Timmusk ve ark.2005). Yapilan arastirmalarda tarim
sektoriine odaklanan biyo-giibre biyofilmlerinin 6nemli potansiyel faydalarinin olabilecegi
belirtilmistir. Bu tiir iirlinler, bitkiyi sadece cesitli ¢evre ve toprak kaynakli hastaliklara
kars1 degil, ayn1 zamanda tuzluluk, kuraklik, inorganik ve organik kirleticiler gibi abiyotik
streslere karsi koruyabilmekte ve potansiyel olarak iiriin verimliligini arttirmaktadir
(Malusa ve ark. 2012). Bitki kokiinde bakteri kolonizasyonunu belirleyen en 6nemli
faktorlerden biri kok eksiidasyonudur (Walker ve ark., 2003; Weller ve Thomashow,
1994). Bitki kokleri, rizosfere ¢ok cesitli bilesikler salgilamaktadir. Eksiidasyon zaman ve
mekanda heterojendir (Liao ve ark., 2001). Metabolik aktivitenin degistigi tabandan kok
ucuna kadar uzunlamasina eksen boyunca da farklilik gostermektedir (Gilroy ve Jones,
2000). Kok kapagi, kok ucundan dokiilen hidrathi polisakkaritlerin bir kaynagidir. Bu
polisakaritler, ortamdan ge¢is sirasinda kokii kayganlastiran musilaj olusturmaktadir.
Apoplastik sakkaroz, konsantrasyon gradyani nedeniyle kok ucundan da yayilabilmektedir.
Siikroz, olgun kok boliimlerinden sizmamakta, ¢linkii bu bilesigin difiizyonu suberize
endodermal hiicre tabakasi tarafindan bloke edilmektedir (Jaeger ve ark., 1999). Bu tiir
beslenmeyi tercih eden mikroorganizmalar, bu zengin besin kaynaklar1 tarafindan
cezbedilebilmektedir. Bazi PGPR’ler, mantar hiicre duvarlarini pargalamak, bitkilerde
savunma tepkilerini ortaya cikarmak ve patojenik bakteriler, mantarlar ve viriisler
tarafindan sonraki enfeksiyonlara direng¢ kazandirmak icin toprak kaynakli bakteri ve
mantar patojenlerine karsi kitinazlar ve glukanazlar gibi hidrolitik enzimler tiretmekte
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(Maniula ve Podile, 2001) veya kok ylizeylerinde kokleri koruyabilen biyofilmler
olusturmaktadir (O’Toole ve Kolter, 1998).

Pseudomonas ve Bacillus spp. gesitli bitkilerde kokleri kolonize eden en Onemli
PGPR'lerdir. Bu grubun tyeleri toprakta yaygin bir dagilima sahiptir, rizosferin etkili
kolonilestiricileridir ve bitkilerde ¢ok ¢esitli patojenlere karsi inhibitér olan gesitli tiirlerde
metabolitler tiretmektedir (Rangarajan ve ark., 2003). PGPR'nin diger birgok kok kolonize
edici susunun da topraktaki bir dizi patojene karsi antifungal 6zelliklere sahip oldugu
bulunmustur. Yapilan ¢alismalar, bitki-mikroorganizma etkilesimlerinin 6nemli bir
bileseni olan PGPR ve biyofilm olusumunun 6nemini, bitki saglig1 ve toprak verimliligi
tizerindeki etkisini gdstermektedir. PGPR'nin uygulanabilirligi, toprak ve bitki
biliylimesinin stirdiiriilebilir verimliligini elde etmek icin gelecek vaat eden siirdiiriilebilir
ve ¢evre dostu bir yaklasimdir. Bu yaklasim, toprak yapist olusumu, organik maddenin
ayrigsmasi, temel elementlerin geri doniisiimii, mineral besinler, sayisiz bitki biiyiime
diizenleyicilerinin iiretimi, organik kirleticilerin bozulmasi, kdk biiylimesinin uyarilmasi,
toprak ve tohum kaynakli bitki patojenlerinin biyolojik kontrolii ve vejetasyondaki
degisikliklerin tesvik edilmesi, ¢oziindliirme gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla daha iyi
toprak verimliligi icin zirai kimyasallara (giibreler ve pestisitler) olan ihtiyacin

azaltilmasina yol agabilecek genis bir PGPR kullanimina ilham vermektedir.

Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriyel biyofilmlerin, biyogiibreler, bitki biiyiimesini
hizlandiricilar ve bitki sagligi i¢in biyokontrol edici maddeler gibi fiitliristik tarim
yaklasimlarinda temel bir rol oynadigr yapilan calismalarda gosterilmistir. Bazi
mabhsullerin bitki koklerine baglanan faydali biyofilmler, besin dongiisiine ve ayrica
zararhillarin ve hastaliklarin biyolojik kontroliine yardimci oldugu ve sonug¢ olarak
tretkenligi ve mahsul verimini iyilestirdigi yapilan calismalarla gosterilmistir. Ayrica,
rizobiyal polisakaritler, bitki biiylimesini tesvik etmede olduk¢a oOnemlidir, faydali
etkilesimler sirasinda aktif bir sinyal molekiilii olarak ¢alisirlar ve enfeksiyon siirecinde

savunma yanit1 saglamaktadirlar (Parada ve ark., 2006).

Raman spektroskopisi ve FT-IR analizleri biyolojik drneklerin hem hizli, basit ve biyofilm
yapisina zarar vermeyecek sekilde yapilmasi hem de 6rnek hazirlama asamasina ihtiyag
duyulmamasi nedeniyle biyofilm karakterizasyonunda yaygin sekilde kullanilan
yontemlerdir. Yaptigimiz tez ¢alismasinda bakteriyel biyofilm yapilarimin ayrintili

analizleri ve karakterizasyonu Raman ve FTIR analizleriyle arastirilmistir. Incelenen
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bakteriyel biyofilmlerin IR spektrumlarinda yer alan hiicre duvari ve membranlarinda
yogunlasan lipitler igin karakteristik olan metilen gruplarinin (CH, CH, ve CHj)
bantlarinda en yiiksek yogunluk P5-1 i¢in tespit edilmistir. Raman spektrumlari
incelendiginde ise doymus lipitlere ait bantlarin K4-1°de en yiiksek yogunlukta oldugu, en
diisiik yogunlugun ise KH3-1’de goriildiigii belirlenmistir. Bu durum biyofilm olgunlagsma
safthasinda lipit miktarlarindaki degisimleri gostermektedir. Lipidlerin polisakkaritlerle
birlikte vizkozu arttirarak biyofilmin yiizeye baglanmasindaki etkisini arttirdig
diistiniilmektedir (Gieroba ve ark., 2020). Tez c¢alismasi sirasinda incelenen bakterilerin
Raman ve FT-IR piklerinde farkli miktarlarda protein bantlarina rastlanmstir.
Lipopolisakkarit konsantrasyonu ve yiizey zarinda proteinlerin varligi gibi bakteri
hiicrelerinin ylizey yapisi, bitki koklerinde biyofilm olusumunu etkileyen ©Onemli
faktorlerdir. Son zamanlarda yapilan calismalarda LapA (Biiyilk adhezyon proteini A)
olarak isimlendirilen 900 kDa’luk hiicre yiizeyi proteini kesfedilmis ve P. fluorescens
bakterilerinin kolonizasyonunda onemli etkileri oldugu rapor edilmistir (Hinsa ve ark.,
2003). Benzer sekilde, P. putida KT2440 LapA homologlarinin, rekabetgi kok
kolonizasyonu ve tohumlarin kaplanmasi sirasinda tohuma yapismada gorev aldigi
gozlenmistir. Sonug olarak bu protein biyogiibre olarak gorev almakta ve bitki gelisimini
desteklemektedir (Espinosa-Urgel ve ark., 2000). Yiizeye tutunmaya yarayan domainlere
sahip olan LapA o6zellikle Gram pozitif bakterilerin biyofilm olusturmasinda rol
almaktadir. Benzer sekilde, Ca** baglayan diger protein domaini ve hemolizinler, konukcu-
hiicre etkilesimlerinde siklikla yer almaktadir (Hinsa ve ark., 2003). Rhizobium
leguminosarum'da hiicre kutuplarinda lokalize olan Rap (Rhizobium adhezyon proteinleri)
isimli bir dizi agliitininin Ca®*’y1 bagladigi diisiiniilmekte ve rizobiyal hiicrelerin bitki
dokularma baglanmasinda anahtar rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Ausmees ve ark.,
2001).

Hem FT-IR hem de Raman analizlerinde literatiirle uyumlu olarak oligosakkarit ve
polisakkaritlerin varligini gdsteren spesifik bantlar gdzlenmistir. Ozellikle PGPR-EPS’lerin
yapisinda bulunan polisakkaritlerin bitki biiyiimesini tesvik etmedeki rolii daha Once
yapilan calismalarda ortaya koyulmustur. Bazi PGPR-EPS (Plant Growth Promoting
Bacteria-Extracellular Polymeric Substance) yani PGPR’lerin iirettigi EPS’ler, Na* dahil
katyonlar1 da baglayabilmekte, bu da bitkinin topraktan aldigi mevcut Na® icerigini
azaltarak tuzluluk stresinin azaltilmasinda bir rol oynamaktadir (Upadhyay ve ark., 2011).

Biyofilmlenmis asilarin birlikte agilanmasi, hastaliklarin biyolojik kontrolii i¢in bitkilerde
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tanmitilan  faydali  mikroorganizmalarin  basarili  bir  sekilde kurulmasi i¢in
kullanilabilmektedir (Jayasinghearachchi ve Seneviratne, 2010). Ancak giiniimiizde bitki
bliylimesini tesvik eden bakterilerin biyofilm ozellikleri ile ilgili ¢cok az sayida calisma
yapilmis ve bu alan simdiye kadar gbéz ardi edilmistir. Bitkilerin biliylimesinin
desteklenmesine yonelik bu entegre biyofilmli biyogiibre yaklasiminin, daha siirdiiriilebilir

tarimin yant sira topragin verimliligini de artiracagi belirtilmektedir.

Bu tez calismasinda; bitki biiylimesini tesvik edici 6zelligi bulunan bakteri suslarinin
olusturduklar1 biyofilm yapilar analiz edilmis, SEM ile bitki koklerindeki kolonizasyonu
ve biyofilm yapilar1 goriintilenmis, FT-IR ve Raman Spektroskopisi ile de biyofilm
karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular literatiir verileri ile
karsilagtirildiginda bu bakteri suglarimin biyofilmli biyogiibre olarak kullanilabilmeleri i¢in
gerekli olan ozellikleri tasidiklari belirlenmistir. Agirlikli olarak yurt disindan ithal
edilmek zorunda kalinan mikrobiyal giibrelerin dayanikli formlarinin tilkemizde tiretiminin
saglanabilmesi {lilkemiz ekonomisine katki sunmasi agisindan onem arz etmektedir. Bu
bakteri suslarinin biyogiibre verimliliklerinin ilerde yapilacak sera bitki denemeleri ile

aragtirtlmasina ihtiyag vardir.
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OZET

Giniimiiz sartlannda tanm; hayvanciliga olan talebin artmasi ve giderek artan insan niifusunun gida ihtiyacina
karsilik verebilmek i¢in stirdiirtilebilir tarimsal firetim, simirh kaynaklarin kullanilmas: (verimli topraklar gibi),
geleneksel tanm uygulamalarnindan kaynaklanan yogun gevresel sorunlann giderilmesi gibi farkh zorluklarla
kars1 karsiyvadir. Bu sorunlar, gida verimliligini arttirmak i¢in kimyasal giibre yverine mikroorganizma igerikli
organik gilbrelerin kullammmu yoluyla ve bu amagla yerli toprak mikroorganizmalarimin kesfi ve kullanilmas:
ile minimize edilebilir. Zengin toprak mikrofloras: arasinda, bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterilerin
(BBTER). bir diz1 yararh etki yoluyla bitki bilylimesini artirmada 6nemli bir rol oynadif: yapilan ¢alismalarda
belirtilmigtir. Bu genellikle, rizosferdeki planktonik bakteri varlifmma gore avantajlan olan biyofilmler
olusturarak elde edilmektedir. Ancak, bitki bilyilimesini tegvik eden bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri
gecmigte yapilan arastirmalarda ithmal edilmigtir. Geleneksel olarak. bakteri hiicreleri serbest yasayan hiicreler
olarak tamimlanmis ve karaktenze edilmistir, ancak farklh cevresel kosullar alunda biyofilm olusturma
yetenekleri vardir. Biyofilm olusumu ve yayiliminin ¢ok iyi tammmlanms ve asafidaki asamalan igerdifi
bilinmektedir: ilk baglanma, hiicreler aras: baglanma. desorpsiyon. biyofilm olgunlagmas: ve biyofilm
dagilim. Biyofilmlerin ayrica azot ve fosfor gibi kompleks besin maddeleri iceren farkh bilesikleri parcaladig:
bildirilmustir. Biyotik yiizeylerle biyofilm iligkilendirmelern hakkindaki arasurmalar Snem kazanmaya
baglamis ve bu, tanmda bakteriyel biyofilmlerin kullammina ivme kazandiwmistir. BBTER tarafindan
gergeklestinilen biyofilm yapilar, dogal kogullar alunda ortak bir yasam tarz: olarak kabul edilir ve bitkiler
1¢in biyotik ve abiyotik stres kogullarina kars: koruma saglar. Bitki biiviimesini tesvik eden ¢esitli izobakteriler
arasindaki etkilesim, esas olarak bakterilerin planktonik bilytime modu altinda aragtiridlmistir. Bununla birlikte,
BBTER'nin bitkilerin kok yiizeyleri ve topraktaki biyofilm modundaki davramsglart hakkinda daha g¢ok
arastirmaya ve bilgiye ihtiyac¢ vardir. Bu calismanin ana amaclarindan biri de bu alana katks sunmakur. Yapilan
arastirmalarda tarim sektoriine odaklanan biyofilmli biyogiibrelerin Snemli potansiyel faydalarmin olabilecegt
belirtilmigtir. Bu tiir Griinlerin, bitkiyi sadece cesitli ¢cevre ve toprak kaynaklh hastaliklara kargs degil. aym
zamanda tuzluluk, kurakhk. inorganik ve organik kirleticiler gibi abiyotik streslere karsi koruyabilecegi ve
potansiyel olarak iriin vermmliliini artiracag: belirtilmigtir. Bu c¢aligmada se¢mis oldugumuz toprak
bakterilerinin biyofilm olusturma Kapasiteleri kristal viyole deneyi ile belirdlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, BBTER, mikrobiyal biyofilm. mikrobiyal biyogiibre

ABSTRACT

Agriculture in today’s conditions: In order to meet the increasing demand for livestock and the food needs of
the growing human population. sustainable agricultural production is faced with different challenges such as
the use of limited resources (such as fertile lands). and the elimination of intense environmental problems
arising from traditional agricultural practices. These problems can be minimized by the use of organic
fertilizers containing microorganisms instead of chemical fertilizers to increase food productivity and by the
discovery and use of native soil microorganisms for this purpose. Among the rich soil microflora, studies have
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