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VE ABSISIK ASIT URETIMININ BELIRLENMESI
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Bu caligmada calkalamali inkiibasyon ortaminda, Brain Hearth Infusion Broth
(BHI) besiyerinde Uretilen Profeus mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella pneumoniae,
. :.'.B'acillus megaterium, B cereus ve Escherichia coli bakterilerinin hicre dist kiltiir
ortamnda serbest-, bagh- ve toplam- formlarda igsel oksin (indol-3-asetik asit, IAA),
gibber‘eilin (GAs) ve absisik asit (ABA) miktarlann saptanmistir  Optimum iireme
-. kogullarinda treme egrisi belirlenen bakterilerin logaritmik (primer) ve durgun
~ (sekonder) tireme donemlerindeki hiicre digt kiiltiir filtrat: 6rnekleri hormon analizi igin
ekstraksiyon ve saflagtirma iglemlerine tabi tutulmustur

Igsel -TIAA, -GA3 ve -ABA miktarlarinin belirlenmesinde yilksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) teknigi kullamtmstir

Caligmanin sonunda Proteus mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella Ppneumoniae,
Bacillus megaterium, B. cereus ve Escherichia coli bakterilerinin bir metabolit olarak
IAA, GAz ve ABA sentezledikleri ve sentezlenen bu bitkisel hormonlarin hem serbest

hem de bagl formlarda bulundugu gésterilmistir
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ABSTRACT

DETERMINATION OF AUXIN, GIBBERELLIN
AND ABSCISIC ACID PRODUCTION IN SOME BACTERIA

Asuman KARADENIZ

M Sc in Biology
Adviser: Prof Dr. § Fatih TOPCUOGLU
May 2000, 39 pages

~ In this study some species of bacteria (Proteus mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella
? eﬁmoniae, Bacillus megaterium, B. cereus, Escherichia coli) cultured in shaking
cﬁlmr'e medium (Brain Hearth Infusion Broth, BHI) of which levels of endogenous forms
of free-, bound- and total- auxin (indole-3-acetic acid, TAA), gibberellin (GAs;) and
--_ébécisic acid (ABA) have been examined FExternal culture filtrate samples in the
:._"exponentiai (primary) and the stationary (secondary) growth phases of bacteria which
.;;'determined their growth curve in the optimum conditions processed extraction and
purification for the analysis of the hormones.

. High performance liquid chromatography (HPLC) technique has been used to
determine the amounts c\;f endogenous auxin (indole-3-acetic acid, IAA), gibberellin
(GA;) and abscisic acid (ABA)

At the end of the study, it has been showed that bacteria which have been used in
this study synthesized IAA, GA; and ABA as metabolite and these plant hormones which

have been synthesized, were both free and bound forms

KEY WORDS: Bacteria, Auxin, Gibberellin, Abscisic Acid, High Performance Liquid
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ONSOZ

:Biti.(.i bityiime ve gelismesinde rol oynayan en onemli igsel faktor bitki biiylime
ad é,l':e_r.idir Hormon olarak da adlandurilan bu maddelerin kesfi hayvanlarinki ile ayni
. hatta daha oncelere rastlamaktadir. Charles Darwin daha 1880°lerde bu

erin bitki iginde varoldugunu goézlemistir Ginitmiizde ise bitki fizyolojisi

:‘:Ekonomisi tarima dayanan, sirh tanim alanianina ve artan niifusa sahip olan
'erh;'ihgi bir iilkenin refah: icin bitkisel kaynaklardan miimkiin oldugu kadar ¢ok verim
ll_lde":etmek zorunlu hale gelmistir Diinyada artan nifusun besin gereksinimlerini
'ja'.rl_.g_ilamak ve uygun olmayan tanim alanlarindan en verimli gekilde yararlanmak

oniﬂlulugu arastumacilar bu yonde g¢alismalar yapmaya tesvik etmektedir Bitki

liytime maddelerinin bitkiler Gizerindeki etkilerinin ¢ok c¢esitli olmasi onlarin tarim
'_ljel_iilar'nnda yaygin bi¢imde kullanilmasina neden olmakta ve bu durum tanmsal

"IaIi.:smalar igin bityiik énem tagtmaktadir

Gintimiize kadar yuksek organizasyonlu bitkiler, funguslar, yosunlar ve
likenlerden bagka bakterilerin de bitki biyiime hormonlanndan oksin (indol-3-asetik
a:s'it, 1IAA) ve gibberellin (GA3) sentezlediklerine dair kanitlar bulunmaktadir Ancak
bakterilerde biiyiime hormonlarindan oksin ve gibberellin varlig1 rapor edilmesine
‘kargin  absisik asit (ABA)Yin varli§n konusunda vayinlanmig bir ¢alismaya
- rastlamlamamigtir. Bakteri ‘ti}rlerinde IAA, GA; ve ABA aretimi, izolasyonu ve miktar
- tayini ve buna bagli olarak en yitksek IAA, GA; ve ABA diizeylerinin elde edilebilecegi
“bakteri tiitlerinin belirlenmesine katk: getirebilmek amaciyla yapilan bu galismada bazi
- bakterilerde ABA’nin varlifina kanit sunmus ve yitksek diizeyde IAA, GA; ve ABA
- sentezleyen bakteri sayismun arttnimasina katk: getirmis bulunmaktayiz. Ayrica
bakterilerin kisa siirede iiretilebilitligi ve sentetik hormonlarm yurtdisindan pahaliya
ithal edildigi de g6zoniine alinirsa bakterilerin dogal olarak sentezledigi bitki biiyiime
hormonlarinin elde edilmesi tilkemiz ekonomisine de katk: getirecektir

Bana bu konuda ¢aligma olanagi veren ve her konuda icten ilgi ve yardimlarim
gordugim degerli hocam saym Prof Dr. S Fath TOPCUOGLU’na, (Akdeniz
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boélimii), bakteriyolojik calismalarda

ii




{'ahm esirgemeyen deferli hocam saym Dr Siheyla INAN’a (Akdeniz
mvers.l.fe'si Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimi), calismamin baglangicindan
are__'-Bélﬁm olanaklarim sunan degerli hocam saym Prof Dr Kayahan FISKIN’a
-&éniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimil), viiksek basingli stvi
oma{égraﬁsi (HPLC) konusunda bilyik vyardimlarmi goérdiigim sayin Arg Gor
ukseI KELES’e (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii) yilksek fisans
:aitsmaml parasal olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu
kapligl’na ve galigmalarim sirasinda her zaman yammda olan sevgili ablam sayin
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GIRIS

B'it'gfbﬂyUme ve geligmesinde rol oynayan en 6nemli igsel faktorlerden birist olan
uyume hormonlarinm kesfi ile bitki buyimesini ve biiyiime ile ilgili bircok faaliyeti
ol altina almak mimkin olmustur. Bitki bityiime maddelerinin bitkiler Gizerindeki
I_ ‘gok gesitli olmasi onlarm tanm alanlarinda yaygin bigimde kullamimasina
binﬁkta ve bu durum tanmsal ¢alismalar igin biiyitk énem tagimaktadir Oksin,
serellin‘ve absisik asit bitki bitylime ve gelismesinin regiilasyonunda bityiik 6nemi olan
ogal}-'olarak olusan bitki biiyiime maddeleridir. Ozellikleri ve etki tarzlan dikkate
i dlgmda bitki bilyiime maddeleri ii¢ grup altinda toplanir (Topcuoglu ve Unyayar

a)Or gan yapicilar: Omegin florigen ve rizokalin

b) Yara hormonlart: Ornegin travmatin

c) Biiyiime hormonlari:

5) Stimiilatorler: Ormegin oksinler, gibberellinler, sitokininler.

| i) Inhibitorler: Omegin absisik asit
- 1.1. Oksin’lerden Indol-3-Asetik Asit (IAA)

60 yildan beri yapilan fizyolojik calismalar, embriyogenezden senesense kadar
1t_ki gelisiminin her bir evresinin diizenlenmesinden bitk: bilyiime maddesi olan indol-3-
S_é:ﬁk asit (IAA)’in sorumiu ‘oldugunu ortaya koymugtur (Sekil 11) TAA’nin kapal
b_nnijlii CioHoNO, olup molekiill agirligr 1752°dir  Oksinler yitksek organizasyonlu
_:i't.kilerde esas olarak gévde ve kok ucu gibi meristematik dokularda, geng yapraklarda,
kotiledonlarda, ¢icek ve meyvelerde sentezlenmektedir (Salisbury ve Ross 1992,
-'Paiavan—Unsal 1993). Roberts ve Hooley ve Kawaguchi, IAA’mn bir amino asit olan

riptofan’dan sentezlendigini ve biyosentezinde tek bir yolun olmadigm gdstermislerdir

(Topcuoglu ve Unyayar 1995)




‘Sekil 11 Indol-3-Asetik Asit

Giinimiizde sadece yiksek organizasyonlu bitkilerin (Palavan-Unsal 1993),

gustarm (Topcuoglu ve Unyayar 1995, Unyayar vd 1996, Ozcan 1997), liken ve

lan Pseudomonas solanacearum’la enfekte olan titin bitkisiyle yaptiklan bir ¢aligmada
nfekte olmus tiitiin bitkilerinde IAA miktarm enfekte olmanug tiitiin bitkilerine oranla
éﬁa fazla bulmuglardir Fett vd (1987) de, bitki patojeni olan Pseudomonas ve
Xanthomonas’larda oksin iiretildigi sonucuna varmuglardr Diger bir calismada ise
Bradyrhizobium  japonicum genotip II susunun kiiltiir ortaminda 20 pM’dan fazla
[AA’ya rastlanmustir (Minamisava ve Fukai 1991). Oberhansli vd (1991) ise yaptikiar: bir
_géhgmada Pseudomonas fluorescens’te triptofan yan zincir oksidaz (TSO) ve triptofan
transaminaz enzimleri aracihfyla IAA sentezlendifini ortaya cikarmuslardur. Libbert vd
. (1969) de, epifitik baktelil‘erle enfekte olmug ve olmamig bezelye govdesinde TAA
- miktarlanm aragtumiglar ve enfekte olmus bezelye govdesinden ekstrakte edilen TAA nin
- mikrobiyal orijinli oldugunu ifade etmislerdir Ergiin (1997) tarafindan bildirildigine gore
Tucker ve Blakesley vd, IAA’nin kesfinden sonra bu maddenin serbest ve bagh (glukoz,
amino asit ve myoinositol gibi bilesiklere) formlarda bitkilerde yaygm oldugunu birgok
- aragtirmalarla kanitlamislardir

IAA inaktivasyonunun ii¢ sekilde oldugu ileri siiriilmektedir (Palavan-Unsal
1993):

I Fotooksidasyon ile

2. Enzimatik oksidasyon ile

3. Bagli forma doniiserek.




Topcuoglu ve Unyayar, [AA’nn igsel maksimum absorbsiyon dalga boyunun
: anﬂm yontemlere gore yiksek organizasyonlu bitkilerde 224 nm, 225 nm, 282 nm ve
85nm’ funguslarda 222 nm ve 280 nm, Epstein vd, bakterilerde 220 nm oldugunu
"iidirr;iektedil' (Ergiin 1997)

- 1.2 .Gibberellin’lerden Gibberellik Asit (GA3)

Gibberellinler 1920°lerden beri bir bitki biiyime hormonu olarak bilinmektedir
"p'o'r:asei ve Graebe, 1990 yilina kadar cesitli funguslar ve bitkilerde 84 adet gibberellin
éfédildigini belirtmiglerdir (Ergiin 1997). Bunlar GA;, GAs, seklinde ifade edilir Biitiin
gibbere!linler ent-gibberellan iskeletinden tlirevlenmektedir  Gibberellinler kimyasal
. larak diterpenlerdir Diterpenler bitkilerde dogal olarak meydana gelen terpenoidlerden
uré’vlenirler. Gibberellinlerin yiiksek bitkilerde en ¢ok bulunan gesidi olan gibberellik asit
GAs)’in kapah formiilii C19H2,0s olup molekiil aguhigi 346 4’tir (Sekil 1 2)

Genellikle yiksek organizasyonlu bitkilerde gibberellin biyosentezi cesitli
rganlarda olmaktadir Ornegin embriyo, geng yapraklar, gelismekte olan meyve ve
ohum, uvzamakta olan gévde apikal bolgesi ve koklerdir Yiksek organizasyonlu
itkilerde ve funguslarda gibberellinin mevalonik asit’ten sentezlendigi ve biyosentezinde

ek bir yolun olmadign bildirilmektedir Farkli gibberellinler farkli biyosentez yollaryla

sentezlenir ancak  giinGmiizde sentez yollar1 heniiz tam olarak  agiklija

kavusturulamanugty (Palavan-Unsal 1993).
: 3

Sekil 1. 2 Gibberellik Asit




Gibberellinlerin  inaktivasyonu  konusu da  heniiz  tam  aydmliga
sturulamamisti Literattis bilgilerine gore gibberellin inaktivasyonu, gibberellinlerin
Afbdn iskeletinin modifikasyonu ile ya da hiicre bilesiklerine (6rnegin seker ve

in) baglanmast ile olur (Palavan-Unsal 1993)

Cihangir ve Aksdz ile Topcuoglu ve Unyayar igsel GAjin maksimum
siyon dalga boyunun 254 nm oldugunu rapor etmektedirler (Ergiin 1997)
..Giinﬁmiizde sadece yiksek organizasyonlu bitkilerin (Palavan-Unsal 1993,
Davies  1995), funguslanin (Topcuoglu ve Unyayar 1995, Unyayar vd 1996, Ozcan
19'9"),- liken ve yosunlann (Ergin 1997) degil bakterilerin de (Bottini vd 1989,
Rademacher 1994) gibberellin igerdikleri saptanmigtir

Bakterilerde gibberellin biyosentezlendiine dair vapilan bazi g¢alismalardan
; egin Azotobacter chroococcum’un GA; (Martinez-Toledo vd 1988), Rhizobium
__a.sjéoli’nin GA;, GA4, GAs ve GAy, Azosprillum lipoferum ve A. brasilense nin GA,
GA3 (Rademacher 1994} tipi gibberellin sentezledigi bildirilmektedir.

1.3. Absisik Asit (ABA)
ABA’mn bitki biyiime ve geligmesinin regiilasyonunda biiyitk 6nemi olan ve

ogal olarak olugan bir bitki bityiime inhibitorii oldugu Topcuoglu (1987) tarafindan
ifade edilmektedir ABA’nin dogal olarak olusan formu (S)-(+)-absisik asit’tir (Sekil

-1.3) Sentetik rasemik absisik asit ise (RS)-(+)-absisik asit’tir
. A

Sekil 1 3 Absisik Asit
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Wa,relng ve Phillips ile Topcuogiu, ABA nin bir sesquiterpenoid oldugunu ve hem
m de geometrik izomerizm gosterdigini belirtmektedir (Ergiin 1997) Yine aymi
'c;lar ABA molekiiliiniin asimetrik bir karbon atomu iger digindenya D (+) yada L
formunda olmak Uzere optik olarak izomerizm gosterdigini ve dogal olarak olugan
'n daima (+) formda oldugunu bildirmektedirler (Ergin 1997). Milborrow,
111;)5" ye Topcuoglu’nun bildirdiklerine gore ise ABA’nm cis ve trans olmak tizere iki
mk izomeri vardir Pek gok bitkide ABA’nin dogal olarak olugan izomeri cis-
_ _.:A-__olup, literatiitde sadece ABA olarak belirtilmektedir (Ergiin 1997) ABA’nin
pah formiilii C1sHz004 olup molekiil agirhg 264’ i

" Ergiin (1997)in bildirdigine gore Loveys, ABA’mn, kok , meyve, tohum
fﬁbﬁyosu ve yapraklarda ozellikle kloroplastlarda sentezlendigini ifade etmektedir

ca ABA’min diger plastldler de de sentezlend1g1 rapor edilmektedir (Sahsbuty ve Ross

1. ABA dogrudan dogruya mevalonik asitten sentezlenmektedir.

2. ABA, karotenoid biyosentez yoluyla veya karotenoid griinlerin olugumuyla ya
a baska bir deyisle violaksantin dahil ilgili ksantofillerin enzimatik oksidasyonu veya
""téoksidasyonunun bir yikim iirinii olarak meydana gelmektedir

. Giiniimiizde ABA’min mevalonik asitten sentezlendigi fikri halen kabul edilmis
ufumdadn Bununla beraber ABA biyosentezinde ¢ogu kademe hala apga
“kavusturulamamigtir ‘

ABA’nm iki yoldan inaktive oldugu, baska bir deyigle ABA metabolizmasinin
tkim tiriinlerinin, ABA’nin ya okside olmug (fazeik asit, dihidrofazeik asit) ya da bagh
seker ve protein gibi bilegiklere) formlan oldugu Topcuoglu (1987) tarafindan
ildiriimektedir.

_ Addicott ve Lyon’a gore ABA min maksimum absorbsiyon dalga boyu ortamin
pH’sma gore degismektedir Yilksek organizasyonlu bitkilerde maksimum absorbsiyon
_asidik kosullarda 252 nm ile 262 nm arasinda, bazik kosullarda ise 245 nm’de
- blgilmektedir (Ergiin 1997)

Giiniimiize kadar yilksek organizasyonlu bitkilerde (Salisbury ve Ross 1992,
' Palavan-Unsal 1993, Davies 1995), funguslarda (Topcuoglu ve Unyayar 1995, Unyayar




996, Ozcan 1997), liken ve yosunlarda (Ergiin 1997), ABA sentezlendigine dair
_bhhasma ragmen bakterilerde ABA'mn varligina dair yaymnlanmg bir gahsmaya

” ..ﬁyﬁme hormonlannmin (IAA, GA; ve ABA) taginmas: konusundaki en énemli
bitﬁ icinde ksilem ve floem dokulan ile taginmalaridir Ayrca iletim demetleri
'-ﬁlér-ankima hiicrelerinde de tasindiklar belirlenmigtir (Palavan-Unsal 1993) Bu da
iz b]tkl hormonlarinm sentez bolgesinden bitkinin diger kisimlarina tagmmasimn eneriji
ckt_lrt:a.n aktif metabolizma ve pasif difizyon olayi ile organlarin dikey ekseni ve yatay
ent i;oyunca oldugunu ifade etmektedir

Bilyiime hormonlann ¢ok gesitli  fizyolojik  etkilere sahiptir. Bu etkileri
s_aﬁtrasyorﬂar1na, gevresel faktorlere, bitki tiirlerine ve bitkinin yagina bagh olarak
isebilmektedir. Baghca fizyolojik etkileri; hiicre bolinmesi, hiicre uzamasi ve
gemsleihesi, morfogenez, tohum ve tomurcuk dormansisi, embriyo gelisimi ve tohum
gimlenmesi, ciceklenme, bityiime, meyve olusumu, gelisimi ve olgunlagmas,
partenokarpik meyve olusumu, apikal dominansi, senesens, kloroplast gelisimi ve klorofil
n;éii,’ niikleik asit ve protein sentezi, enzim sentezi ve aktivasyonu, tuber olusumu, kok
umu, kambiyal aktivite, absisyon, strese adaptasyon mekanizmasi, osmoregilasyon,
] eklerde geligme, fekondite, yumurta verimi ve acilim tzerine etkileri sayilabilir

-Topcuoglu 1987, Salisbury ve Ross 1992, Palavan-Unsal 1993, Topcuoglu ve Unyayar

Giiniimiizde bitki hormonlan bitki dokularindan, fungusiardan, likenlerden,
_('S:_é_unlardan ve bakterilerden‘dietileter, metanol veya etil asetat gibi organik ¢oziciilerle
: f:_:ks"c.re edilerek elde edilmektedir Ayrica ultraviyole (UV) ve infrared spektroskopisi, gaz
Kr :matograﬁsi gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi, ince tabaka kromatografisi
TLC) ve yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) vb hassas fiziko- kimyasal teknikler
kullamilmaktadir (Allen vd 1981, Wang 1982, Rachev vd 1993, Unyayar vd 1996, Ergiin




QMA_TERYAL VE METOT

2, 1 aligmada Kullamilan Bakteriler

ahsmada kullamlan bakteriler (Profeus mirabilis, P vulgaris, Klebsiella
woniae, Bacillus megaterium, B cereus ve Escherichia coli), T. C Saglik Bakanlig
ydam Hifzissthha Merkezi’nden (Ankara) temin edilmistit Caligmada kullamlan

filen_r';'ézellikleri asagida verilmistir (Kreig 1984, Sneath 1986, Stanier 1986, Tortora

995, Bilgehan 1996, Unliitirk ve Turantag 1998)
Proteus mirabilis ve Proteus vulgaris: Gram (-), sporsuz, fakiiltatif anaerobik ve
fatif bakterilerdir Cubuk seklinde olup kapsiilsiiz ve oldukga hareketlidirler Insan
hayvan bagirsaginda, lagim sularinda, kirli sularda, kokusmus organik maddelerde,
""a';_\./:e giibrede bulunurlar 37°C’de iyi iirerler Kati besiyeri tizerinde (Nutrient Agar)
i seklinde ve konsantrik halkalar olugturarak iirerler
_-klebsiella pneumoniae: Gram (-) sporsuz, fakiltatif anaerobik ve fermentatif
rilerdir  Cubuk seklinde olup kapsulli ve hareketsizdirler. Insan ve hayvan
_ inda, Ust solunum yollarinda, toprakta, suda, hububat tohumlarinda, taze ve
durulmus gidalarda bulunurlar. 37°C’de ve pH 7°de iyi irerler. Sivi besiyerinde
}en bir bulamklik ve dipte mukoz bir gokelti yaparak iirerler. Nutrient agarda biiyuk
arimtrak renkte koloniler yaparlar
- Bacillus megaterium ve Bacillus cereus. Gram (%), sporlu, aerobik veya fakiltatif
anaerobik, biiyiik hiicreli basillerdir Degisik gevresel koguilara kargi olduk¢a direngli
lduklar: igin degisik kaynaklarda tireyebilirler Toprakta ve bitkilerde de bulunabiien
at03¢f1 olmayan organizmalardir 30 °C’de ve pH 4 9-9.3 arasinda iyi tirerler B. cereus
1¢a siitte yaygin olarak bulunur, stv1 besiyerinde yogun bulanik bir ¢okelti yaparak trer.
Escherichia coli: Gram (-), fakiiltatif anaerobik, gubuk seklinde bakterilerdir. Insan
hayvan bagusaginda yaygin olarak bulunutlar. 37°C’de ve pH 7.2°de agar iizerinde
it h gri, parlak yuzeyli koloniler yaparak tirerler
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5. Bakteri Ureme Egrisinin Cikarilmas Islemleri

: éﬁlg;mada kullamlan Proteus mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella pneumoniae,
Tlus :megaterium. B cereus ve Escherichia coli bakterilerinin primer metabolit
'_en.- logaritmik iireme fazi ve sekonder metabolit urettikleri durgun ireme fazinn
..tn.ési icin bakterilerin tireme egrisi ¢ikartlmagtir (Cizelge 21,22,23,24,25,26
kil21,22,23,24,25,26)

: Ij'reme egrisinin gikarilmasi igin canli hiicre sayimi, mikroskobik sayim, filtrasyon
ay; m ve absorbans dlgiimii, gibi yontemler vardir (Tortora vd 1995),

Caligmamizda ireme egrisinin ¢ikarilmas: igin canli hiicre sayim ve absorbans
yontemleri kullamlmgtir (Oksiizoglu 1997).

ginde 20 ml siv1 iireme ortami Brain Hearth Infusion Broth (BHI) bulunan 50
¢ erlenlere, master plaklardan 6zeyle ekim yapilip, gecelik kiiltiir bakterilerin optimum
e sicakliginda 110 rpm’de calkalanarak iiretiimigtir. Ertesi sabah absorbansi yaklagik
oi_ah gecelik kiltirden 0,5 ml’lik ornekler almarak i¢inde 20 ml sivt iireme ortam
;I-]l).:{':bulunan etlenlere ekim yapilmistir Optimum treme sicaklifinda ve 175 rpm’de

k_éllénar'ak iretilen bakteri kiiltiritnden belirli araliklaila (her saat bag1) ornekler alimp

pektrofotometrede (Jenway marka) absorbansi olgiimugtiir. Bunun yamsira alinan
f é_kler belirli oranlarda %0,9 serum fizyolojik ile sulandinlarak, nutrient agarlt plakiara
005 ml spot sekilde ekilmistir. Plaklar bir gece bakterilerin optimum treme sicakliginda
hku_be edilmis ve ertesi giin koloni sayim: yapilmigtr Bir mililitredeki canl1 bakteri sayisi:
] aQ_hdzrma faktéril x plaktaki koloni sayist x 2x10? formiilii ile hesaplanmugtr Sulandirma
aktorii (kolonilerin kolayca sayilabilmesi i¢in gereken sulandirma sayisi) herbir bakteri
tirine ait kolonilerin yapisina ve sayismna gore belirlenmistir

Omepin Proteus mirabilis i¢in sulandirma faktori 107 dir 10 saatteki plakadaki
koloni sayist ise 55°tir. O halde P. mirabilis i¢in 10 saatteki canh bakteri sayist: 10" x 55 x
2.10* = 1 1x10" “dir Bu ifade Microsoft Excel 97 bilgisayar programinda 55x 0 2E+10

seklinde gosterilmektedir
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Absorbans (A= 491 umn) Canh Bakteri Sayis1 x
(0,2E+10)/ml
-0.166 0
-0.046 1
0.169 8
0.253 18
0.344 26
0.415 36
0.489 46
0.570 A7
0.615 50
0.667 55
0,716 80
0.764 82
0.825 70
0.824 72
0.854 73
0.876 70
0.862 68
0.899 31
0.913 65
0.901 65
0.908 60
0.855 65
0.881 62
1
- 0,8
r 0!6 [71]
=
- 0,4 g —a— Canhi Bakteri Sayisi
- 0,2 ﬁ —e— Absorbans
Lo <
- 0,2
A t————++—+++ 0,4
e~erTo@r2gR

Zaman (saat)

. Proteus mirabilis’in Zamana Kars: Ureme Durumu
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5. Proteus vulgaris’in Zamana Karst Ureme Durumu

D P~ o e

- -

Zaman (saat)

15
17
19

Absorbans (A= 530 nm) Canh Bakteri Sayist x
(0,2E+10)/ml

-0.095 0
-(.062 3
0.073 4
0.234 12
0.264 16
(.379 14
0.458 39
0.497 32
0.520 40
0.554 50
0.619 56
0.589 52
0.594 44
0.610 42
0.641 45
0.665 43
0.653 52
0.643 35
0.633 33

0,8

el 0,6

2
\ 1 0.4 .'-: —a— Canli Bakteri Sayisi
10,2 § -+—Absorbans
<L
+0
"ttt 0,2

e P

P e - -

¥ L B
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Absorbans (A= 545 nm) Canh Bakteri Sayis1 x
(0,2E+08)/ml

-0.091 .0

-0.097 0

0.060 28

0.246 85

0.287 113

0.265 107

0.370 120

0.389 133

0.454 138

0.440 175

0,440 175

0.446 205

0.472 190

0.447 167 i
0.516 209

—i—~ Canl1 Bakteri Sayis!
—e— Absorbans

Absorbans

Zaman (saat)

e_k_ﬂ 2.3 Bacillus megaterium’un Zamana Karst Ureme Durumu
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e 4.4, Bacillus cereus’un Zamana Kargt Ureme Durumu

Absorbans (A= 580 nm) Canl: Bakteri Sayist x
(0,2E+09)/ml

-0.057 0

0.004 3

0.224 4

0.362 6

0.412 10
0.440 24
0.478 27
0.512 24
0.556 25
0.588 27
0.648 30
0.610 30
0.646 25
0.044 25
0.665 30
0.738 26
0.780 26
0.766 26

—a— Canlt Bakteri Sayisi
—e— Absorbans

Absorbans

s
™

21|

. | : !
t T 1 T
0 M~ O

197

1 1
W b~
- -

137

}
-
-

Zaman (saat)

ekil 2 4 Bacillus cereus’un Zamana Kargi Ureme Durumu
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5.5, Klebsiella pneumoniae’ nin Zamana Kars1 Ureme Durumu

Absorbans (A= 505 nm}) Canli Bakiteri Sayisi x
(0,2E+10)/mi

-0.093 1

-0.007 2

0.280 8

0.401 10

0.477 8

0.531 25

0.557 26

0.617 30

0.626 31

0.699 30

0.710 34

0.757 34 ‘
0.791 34 ‘
0.809 32

0.814 34

0.835 40

0.845 44

0.865 34

—m— Canli Bakteri Sayisi
—e—Absorbans

Absorbans

" Canli Bakteri Sayist -
{x0.2E+10)/mI

e B i B




" (x0.2E+09)/ml

(saat) Absorbans (A= 506 nm) Canli Bakteri Sayist x
(0,2E-+09)/ml
1 -0.126 3
3. -0.022 20
3. 0.238 48
& 0.324 100
3 0.347 110
6 0.443 120
7 0.459 120
e 0.511 180
g 0.520 140
10 0.488 130
11 0.372 156
12 0.147 160 ]
0,6
- 0,5
- 0,4

—m— Canli Bakteri Sayisi
—e—Absorbans

o
[\*]
Absorbans

123 45678 9101112

Zaman (saat)

I 2 6 Escherichia coli’nin Zamana Kargt Ureme Durumu
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3. IAA, GA; ve ABA Ekstraksiyonu ve Saflastinimasi Islemleri

IAA, GA; ve ABA ekstraksiyonu ve saflastinlmasi islemleri Topcuoglu ve

af.'(1995) ve Unyayar vd (1996)'ne gére yapilnustir Bakterilerin hiicre disi kiiltiir
orneklerine ait materyalde 1AA, GA; ve ABA ekstraksiyonu ve saflastirlmasinda
'1'1'ar.i" yontem sirasiyla agagidaki gibi uygulanmigtir (Sekil 2 7) Deneyler iiger tekrarls

arz }:}apllml§t11‘.

'Odf:er ml hiicre digi kiiltir filtrat1 &rnekleri alinnug, her bir erlene antioksidan madde
1 mg butillenmig hidroksi toluen (BHT) konulmugtur. Bityiime hormonlarinin 1giktan
'rﬁemesi i¢in erlenlerin etrafi aliiminyum folyo ile sarilmugtir Erlen igerisindeki hiicre
iltir filtratr drnekleri 3600 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve bu hiicre digi kiiltiir
atl-(ImKF)’na ait 100 ml siipernatant alinarak ekstraksiyon iglemi igin kullanilmigtu
ntriftij tiipii dibinde kalan tortu atilmistir
HDKF orneginin pH’st 7N HCl ve 7N NaOH kullanilarak 2 5°e ayarfanmigtir

'HDKF ornegi 250 ml’lik ayirma hunisine alinmsgtir

00 ml’lik cam ekstraksiyon balonlart hazilanmigtr Bunun igin, ekstraksiyon

lonlan etil asetat ile galkalanarak temizlenmis ve agizlan agik kalacak sekilde dig tarafi
eliminyom folyo ile kaplanmigtu Ekstraksiyon balonunun dik durabilmesi igin de uygun
: s_tik kaplara yerlestirilmistis:

fJH’sz 2 5’¢ ayarlanan ve 250 ml’lik ayirma hunilerine alman herbir 6roek tzerine 15 ml
asetat konulmugtur. Bu ayirma hunileri kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak etil asetat
u.fazlarmm homojen bir sekilde birbirine karigtirilmas: ve boylelikle su fazidaki TAA,
3 ve ABA’nin etil asetat fazina gegmesi saglanmugtir Daha sonra, dinlenme sirasinda
I asetat ve su fazlari birbirinden net olarak ayrilmigtir Ayirma hunisindeki musluk
imlyla, altta kalan su faz bir behere, tistteki etil asetat faz1 ise daha dnceden hazirlanan

etli ekstraksiyon balonuna alinmugtir

15
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Hiicre D1 Kultiir Filtrati (100 ml)

OH veya 7N HCl ile Etil Asetat
> ayarlanir. 3 kez 15 e Serbest-TAA, Serbest-GA; ve

asetat ile ekstre edilir Serbest-ABA
Evaporasyon
Ince Tabaka Kromatografisi

l Metanol ile siizme

Su faz1
: HPLC
NaOH veya 7 N HCl ile
> ayarlanir
Sicak su banyosu
(70°C’de 1 saat)
Su fazi
NaOH veya 7 N HCl ile Etil Asetat
‘e ayarlamir 3 kez 15 ——— Bagli-TAA, Bagli-GAz ve
etil asetat ile ekstre edilir Bagli-ABA
‘ Evaporasyon
Ince Tabaka Kromatografisi
Su faz1
(atihir) y Metanol ile stizme
HPLC

kil 2 7 Bitkisel Hormonlardan IAA, GA3 ve ABA Igin Ekstraksiyon Semasi
(Topeuoglu ve Unyayar 1995’ten degistirilerek).
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s1 2 5°¢ ayarlanmis su fazi tekrar aywma hunisine alinmig ve

‘eher: alinan ve pH’
' kuvvetli olarak 3-4 kez

ml etil asetat konmugtur Ayirma hunisi tekrar

ak etil asetat ve su fazinin homojen bir sekilde birbirine karismasi ve boylelikle

ndakl 1AA, GA 5 ve ABA’nin etil asetat fazina gegmesi saglanmistir Daha sonra
a etil asetat ve su faz1 birbirinden net olarak ayriimigtir Ayuma

e sirastnd
e, Ustteki etil asetat fazi ise ayn1

ki musluk yardimryla, altta kalan su fazi bir beher

ak31yon balonuna alinmistir:

"VI tekrarlanmigtir. Boylece 3 kez ekstraksiyon sonucu ekstraksiyon balonuna alinan

il asetat fazlari icindeki TAA, GAs ve ABA, serbest-IAA, -GAs, ve -ABA’dr Daha

nra bu sekildeki ekstraksiyon balonlarnin agizlar parafilmle ve aliiminyum folyo ile

_kapatlldlktan sonra +4°C’de evaporasyon islemine kadar saklanmugtur

Beherde kalan su fazlarmin pH’st 7N HCl veya 7N NaOH kullamlarak 117°e

eherlenn apizlan fazla siki olmamak lizere aliiminyum folyo ile kapatilarak bir saat

de su banyosunda brrakilmig ancak beherler bu siire igerisinde her 10 dakikada bir

Bir saat sonra beherler sicak su banyosundan cikartilmig ve sogumaya birakilmastir

) B’agh-IAA, _GAs ve -ABA ekstraksiyonu igin, beherde kalan su fazimn pH’st 7N

OH ve 7N HC! kullanilarak 2 5°e ayarlanmstir

I) pH’ s1 2 5’ ayarlanan ve 250 mP’lik ayima hunisine alinan su fazinin tizerine 15 mi

asetat konmustur. Ayirmd hunisi tekrat kuvvetli olarak 3-4 kez calkalanarak etil asetat

fazinin homojen bir sekilde birbirine karigmast ve boylelikle su fazindaki IAA, GAs

ABA’mn etil asetat fazma gegmesi saglanmistic Daha sonra dinlenme sirasinda etil

tat ve su fazi birbirinden net olarak aynlmigtir Aywma hunisindeki musluk yardimryla,
1tta kalan su fazi bir behere, tistteki etil asetat faz1 ise bagka bir ekstraksiyon balonuna
nnmigiir
1) Behere alinan ve pH’s1 2 5’¢ ayarlanmig su faz1 tekrar ayima hunisine alnmig ve

konmustur. Aytrma hunisi tekrar kuvvetli olarak 3-4 kez
karigmast ve boylelikle

erine 15 ml etil asetat
calkalanarak etil asetat ve su fazimin homojen bir sekilde birbirine

U fazindaki TAA, GAs ve ABA'nin etil asetat fazina gegmesi saglanmigtir. Daha sonra
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mﬁe sirasinda etil asetat ve su fazi birbirinden net olarak ayrilmugtir Aynma
smdéki musluk yardimiyla, altta kalan su faz1 bir behere, tistteki etil asetat faz1 ise ayn
. siyon balonuna alinmigtir

XIII tekrarlanmustir. Boylece 3 kez ekstraksiyon sonucu ekstraksiyon balonuna alinan
u etil asetat fazlar1 igindeki TAA, GA; ve ABA, bagli-IAA, -GA; ve -ABA’dir Daha sonra
éf(ildeki ekstraksiyon balonlarinin agizlari parafilmle ve aliiminyum folyo ile sikica
.tﬁdlktan sonra +4°C’de buzdolabinda evaporasyon iglemine kadar saklanmistir

1) Beherde kalan su fazlar atilmustr,
2.4. Evaporasyon Islemleri

Ekstraksiyon balonlarinda bulunan serbest-IAA, -GA; ve -ABA ile bagli-TIAA, -GA;
-ABA igeren kombine etil asetat fazlar rota-evaporatér (Bibby marka) aleti ile 45°C’de
u:banyosu iginde tamamen kuruyuncaya kadar evapore edilmigtir. Evaporasyon islemi

o'nhnda orneklerin ince tabaka kromatografisi islemleri yapilmigtir
2.5. Ince Tabaka Kromatografisi Islemleri

I) Ince tabaka kromatografisi cam plaklari (20 x 20 em) inorganik bir floresans
fbilegik iceren silikajel GFys4 (Merck) ile 0,25 mm kalinhginda kaplandiktan sonra
aktivasyonu i¢in 100°C’de 1 saat etiivde kurutulmustur

. I) Cam plakalar kenarlarindan 2 mm kazinarak IAA, GAs;, ve ABA karisum
ekstraktin bant halinde ve 10 M standart sentetik -IAA (Sigma 1-2886), -GA; (Sigma G-
7645) ve -ABA’mmn  (Sigma A-1049) nokta halinde uygulanabilecesi sekilde iki bolime
ayrilmistir

III) Ekstraksiyon balonlarinda bulunan TAA, GA;, ve ABA kangim: ekstraktlar her
defasinda 0 5 ml metanol ile goziilerek, iki defa ok ince uglu pastér pipeti vardimiyla
 etiketlerine gore cam plakalar iizerine bant olusturularak tatbik edilmistir. Ayrica, her cam
.. plaka iizerine nokta halinde 102 M standart sentetik -IAA, -GA3 ve -ABA stiiste gelecek

sekilde sirast ile ikiger damla uygulanmigtit
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V) Bu cam plakalar, igerisinde isopropanol: amonyak: distile su (10:1:1 v/v/v)
olvent bulunan ince tabaka kromatografisi tank: igine yetlegtirilmigtir Cam
solvent sistemi tatbik noktasindan itibaren 11 cm yitkselinceye kadar tankin iginde
.lz.n.iistif’. Solvent sisteminin yilkselmesi tamamlandiginda cam plakalar tanktan
'anlmis ve bit vantilator karsisinda kurutulmustur

6.TAA, GA; ve ABA Bilgelerinin Ultraviyole (UV) Isiginda Belirlenmesi

" 1AA, GAs ve ABA bolgelerinin belirlenebilmesi i¢in plakalar karanlik odada 254
s dalga boyundaki UV 1s15inda incelenmistir Plaka iizerinde mavi floresan renk veren
strakta ait TAA bolgesi ile standart sentetik IAA bolgesi ve mor floresan renk veren
k‘stfakta ait ABA bolgesi ile standart sentetik ABA bolgesi kiyaslanmig ve her iki TAA ve
\BA bolgelerinin aym Rf degerini verdigi gozlenmistir Numunelerdeki GAs bolgelerinin
UV siginda belirlenmesi igin plaka iizerinde standart sentetik GAz’in tatbik edildifi
oliime %5 konsantre silfiirik asit (HSO4) igeren etanol ¢ozeltisi piiskirtilerek standart
_éntetik GA; bolgesi goriniir hale getirilmigtir. Mavi-yesil renk veren standart sentetik GA3
':-b: Igesi belirlenerek elde edilen Rf degerine gore ekstrakia ait GAs bolgesi belirlenmigtir

2.7. IAA, GA; ve ABA Bblgelerinin Kazmmas: ve Silikajelden Coziinmesi

Islemleri

\

UV isifinda belirlenen IAA, GA3 ve ABA bolgeleri, standart sentetik-IAA, -GAz ve
-ABA bblgelerinin altindan ve iistiinden gegen birer ¢izgi ile isaretlenmigtir Cam plakalar
fzerindeki isaretli IAA, GA; ve ABA bolgelerini igeren silikajel uygun bir kaziyict
yardimiyla kazmnarak her biri ayn ayn temiz bir kagit Gzerine almmgtr Kagt iizerine
alinan silikajel, bogaz kisimlarnma cam pamugu yerlestirilmig pastor pipetlerine
bosaltiimistir  Pastor pipetlerindeki silikajelden 2 mi metanol gegirilerek 1AA, GAz ve
ABA 10 ml’lik etiketli cam tiiplere alimmigtir. Cam tiipler icindeki metanol bir vantilator

karsisinda ucurularak serbest- ve bagli-IAA, -GA; ve -ABA kuru olarak elde edilmigtir
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nde kuru nalde IAA, GA; ve ABA ekstrakti bulupan cam tiipler aliminyum folyoya
arak HPLC’de okununcaya kadar derin dondurucuda -15°C’de saklanmugtir.

e

~2.8. TIAA, GA; ve ABA Miktarlarmm HPLC Teknigi ile Belirlenmesi

Cam tiipler icetsinde kuru halde bulunan IAA, GAs ve ABA ekstraktlan 0,1 ml
stanol ile gozitlerek 0,45 um por hacimli enjeksiyon filtreleriyle filtre edilmistir  Toplam
216 adet ornegin herbiri zit faz HPLC ye (Cecil 1100 Series, HPLC kolonu: Supelcosil
1. '18, 25 cm x 4,6 mm, 5 pm ) 5 pl enjekte edilmistir. Stirikleyici faz (bitki biyime
hdfmonlanmn HPLC kolonunda striiklenmesini saglayan solvent) olarak IAA igin
metanol ve %1’lik asetik asit ¢ozeltisi (35:65 v/v), GAs i¢in metanol ve bidistile su (30:70
\/ v,_.' fosforik asitle pH 3’e ayarlanmigin) ve ABA igin metanol ve 0,1 M asetik asit ¢ozeltisi
(5.5:45 v/v) kullantlmigtir  Sirikleyici fazda kullanilan metanol HPLC caligmalar i¢in
Hﬁlt’lanmls safliktadir Ultraviyole (UV) maksimum absorbsiyon dalga boylari, TAA igin
280 nm, GA; icin 208 nm ve ABA igin 265 nm’ye ayarlanmastir (Ulger vd 1999)

JAA, GAs ve ABA miktarlar1 elde edilen piklerin alan1 tizerinden 1g/100ml olarak
hesaplanmlstlr Bazi standart sentetik ve ornek IAA, GA; ve ABA kromatogramlan $ekil
'2‘8, 29 210, 211, 212 ve 2 13°te gosterilmistir Bakterilere ait oksin, gibberellin ve
absisik asit miktarlart standart sentetik -IAA, -GAs ve -ABA’ya egdefer olarak ifade
_ edilmistir (Cizelge 2 7)

2.9, istatistiksel Analizler

Verilerin ortalamalar1 (x) ve standart hata (Sx) degerleri hesaplanmgtir (Ozdamat

1989) Bu hesaplamalarda Microsoft Excel 97 bilgisayar programi kullanitmigtir
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- ggqLGo. "PH ID - 12alSTANDARD recorded - 24/04/100 02:24:32
printed - 24/04/100 02:40:38 R Method - 1 P Method - 1

Sekil 2.8  Standart-Sentetik IAA Kromatogrami
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Results for Sample iaal {ggqg000."PM} STANDARD

Recorded 24/04/100 92;24:32 Printed 24/04/100 02:40:39

No. Time  Name Area Helght ppem Type
1 2:50.8 = *x % 147068 .30 52071 0.00PP
2 7:03.6 * 2 % 375404 .81 3556 0.00 B B
3 13:44.9 laa 28933414.00 911935 2.00BP




- ggu040. "PM 1D - PvulglZigiiaa UNKNOW recorded - 24/04/100 03:28:33
p:lﬁtEd - 247047100 03:53:43 R Method - 1 P Method — 1

0:00
6:40

13:20
20:00

Results for Sample Pvulgl2S3iaa (gqq040.-PH) UNINOWN
Recorded 24/04/100 03:28:33 Printed 24/04/100 03:33:44

~No.  Time Name ! Area Helght pEm Type

1 2:52.8 % % » 522861.44 100776 000 BRE
2 3:10.7 * x 7823449 .50 693809 Q.00 E P
3 4:08.9 * x 7087885.50 414589 0.00P P
4 4:55.6 * = % 4911731.00 156761 0.00 P E
5 5:128.3*xx 1208562.63 86891 0.0 EP
6 6:39.3 * = = T722226.75 75625 0.0 PE
7 T7:33.1 = = = $694326.00 223192 Q.00 EP
8 8:32.0 * = x 977617.94 63723 0,00 P E
9 9:16,1 % = » 4178635.50 - 160492 0.00EP
Q:00,3 * * * 1457273.00 64534 Q.00 P P
G:28.4 * x = 3152038.30 85339 g.g0 PP
J6.3 22 x 1006882.56 35539 0.00 PP

09.6 * = 2 1795857.8a8 49268 g.00ppP

35.3 laa 26298670.00 604175 1.3TRE

Sekil 2 9. Proteus vulgaris’in Sekonder Metabolizma Dénemi 12 Saat’te Serbest-
TAA Kromatogram
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Cgm - uy0l0.7PM ID - ga2STANDARD zecorded - 24/04/100 08:25:18
vrinted - 24/04/100 08:42:24 R Merhod - 1 P Method - 1

No. Time Name Area  Height

1 2:04.2* %2 4823644.50 787419
2 6:10.0 * * % 279867.38 3033
3 12:40.6 ga3 12794939.00 271443
4 14:37.8 = *x * 1797843.75 29393
5 18:52.7 * x = 2061155.88 25320

Sekil 2. 10 Standart-Sentetik GA3; Kromatogram
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Results for Sample ga2 (uy010."PM) STANDARD
Recorded 24/04/100 08:25:18 Printed 24/04/100 08:42:25
pem Type

OO0 00
88588
o E O
o T T E Y




ﬁyﬂOO."PH ID - BmegatB2ga UNKNCWN recorded - 24/04/100 09:038:51
ad - 24/04/100 09:35:01 R Method - 1 P Method - 1

I 1 ]

(=] (=]

3 ] S s
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Results for Sample BmegatBlga (uy000.7PM} UNKNOWN
ftecorded 24/04/100 09:09:51 Printed 24/04/100 09:35:02

No. Time Name Area Height ppm Type

1 2:04.1 x 2 1266076.13 203357 g.ogppP
2 3:10.0xxx 26362572.00 892843 0.00P E
3 4:11.5 x x x 1561171.00 145563 0.00EP
4 4:51.8 x = x 16077910.00 978048 0.00P E
5 5:48.8 2 * x 5425730.00 293739 0.LO0EE
6 6:25,2 % =% x 1017747.19 102878 C.OOEP
T 7:26.0 * x x 2278242.00 78102 0.00P P
8 T:57.4 % %% 266799.53 43360 0.00P E
9 8:31.3*xx 4185307.00 128641 Q.CCEE
9:07.8 * * x 516879.41 62417 0.00EP
9:51.3 ¢ & = 3033903.25 103498 0.0¢6 P P
10:47.0 * *x x 3773339.25 §2111 0.00P E
12:04.4 * = % 13503.50 19723 Q.00 E P
13:20.6 ga3 4372929.50 78729 0.15P B

Sekil 2 11 Bacillus megatetiunt’un Primer Metabolizma Donemi 6 Saat’te Bagh-GAs

Kromatogrami
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010, PM ID - aba2STANDARD ©
23/04/100 19:34:41 R Method

-1 P Method — 1

scorded - 23/04/1G0 19:24:38

3
1
%
A T — e
o ‘ o !
o - g
N @
-
gesults for Sample abal (tyt010."PM) STANDARD
ecorded 23/04/100 19:24:38 Printed 23/04/100 19:34:42
No.
Time Name Area  Height ppm Iype
6:24.2 aba 8146554 .00 509256 G.25 B B

Sekil 2.12. Standart Sentetik ABA Kromatogrami
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Cgm - tyt060.°pPM ID -
printed ~ 23,/04/100 21

800.0 1000.0

600.0

Pmirésiabs UNKNCWN recerded -

46:58 R Methed - 1 p Method -

23/04/100 21 21:52
1

<
Q
Q9
-
o
g
(=]
o~
=] T T 1
S8 |5 2 2
o - & a
3
Results for Sample PmiréSlaba  (tyt060. TPH)  UnNQNCWE
Recorded 23/04/100 21:21:52 Printed 23,/04,/100 21:45:59
No. Time Name Area Height pom Type
1 1:59.6 * = ~22108.80 22430 0.00 B E
2 4:149.2 % 72540360.,00 933614 G.OOEE
3 6:22.7 aba 4493961.00 205779 0.14EP
4 8:03.8 * x 6867533.50 412303 0.00 P E
5 8:38.4 * * 2 34795756.00 1039681 0.00EE
6 10:09.9 % » » 887100.06 41861 0.00 E E
Sekil 2 13 Proteus mirabilis’in Primer Metabolizma Dénemi 6 Saat’te Serbest-ABA

Kromatogrami




3. BULGULAR

Buigularimizdaki toplam-IAA, -GA; ve —ABA miktarlari serbest- ve bagh-
IAA, -GAs ve —ABA degerlerinin toplamini ifade etmektedir

3.1. Bakterilerde IAA, GA; ve ABA Miktarlar:

Calismada kullamlan gesitli bakteri tiirlerinin primer ve sekonder metabolizma
" dénemlerindeki hiicre dis1 kultir filtrat1 6rneklerinde bulunan serbest-, bagli- ve toplam-

| IAA, -GA; ve -ABA esdeger miktarlan Cizelge 3.1°de verilmigtir
3.1.1. TAA miktan

Cizelge 31 ve Sekil 3 1'de gortldugi gibi, caliymada kullanilan bakteri
tirlerinin primer ve sekonder donemlerindeki hiicre dign kiiltiir filtrati drneklerinde
bulunan serbest- bagh- ve toplam-IAA miktarlan siasiyla; Proteus mirabilis'te 6.
saat’te 2,21 ug/100ml, bagh formda belirlenememigtir ve 2,21 ng/100ml; 17 saat’te
0,03 pg/100ml, 0,14 ug/100ml, ve 0,17 pg/100mi; P. vulgaris'te S saat’te 4,75
pg/100ml, 0,59 pg/100ml ve 5,34 ug/100ml; 12 saat’te 6,08 1g/100ml, 0,41 ug/100ml
ve 6,49 ng/100ml; Bacillus megateriun’da 6 saat’te 0,55 pg/100ml, 0,37 pg/100m! ve
0,92 pg/100mi; 12 saat’té 1,49 pg/100ml, 0,66 pg/100ml ve 2,15 ug/100ml; B.
cereus’da 6 saat’te serbest formda belirlenememistir, 0,18 pg/100mt ve 0,18 ug/100mi;
15. saat’te 0,54 ng/100ml, 0,25 pg/100mi ve 0,79 ug/100ml; Klebsiella pneumoniae’de
6. saat’te 49,56 ug/100ml, 1,12 pg/100ml ve 50,68 ug/100ml; 17 saat’te serbest formda
belirlenememistir, 2,19 pg/100ml ve 2,19 pg/100ml; Escherichia coli’de 4 saat’te 0,06
11g/100mi, bagh formda belirlenememistir ve 0,06 pg/100ml; 9. saat’te 1,87 pg/100ml,
0,73 ug/100ml ve 2,60 ng/100ml olarak bulunmustur

Cizelge 3 1 ve Sekil 3 1°de gorilldigi gibi, toplam-IAA miktar1 bakimindan en
yitksek degere K pneumoniae’'nin 6 saat omeklerinde rastlanirken en digiik defere

E coli’nin 4 saat 6rneklerinde rastlanilmistir.
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|E@P. mirabilis 6. saat

P. mirabilis 17. saat

O P. vulgaris. 5. saat

3 P. vulgaris 12. saat

B B. megaterium 6. saat

. megaterium 12. saat

. cereus 6 saat

. cereus 15, saat

B K pneumoniae 6 saat
B K pneumoniae 17. saat
OE. coli 4. saat

Bakteri Tirlerinin Primer ve Sekonder # E. coli 9. saat ]
Metabolizma Dénemieri

Sekil 31 Caligmada Kullanilan Bakteri Tiirlerinin Primer ve Sekonder Metabolizma
Dénemlerindeki Toplam-IAA Miktarlar

3.1.2. GA; miktan

Cizelge 31 ve Sekil 32°de gorildigu gibi, caligmada kullanilan bakteri
tiirlerinin primer ve sekonder donemlerindeki hiicre dist kiltiir filtrati 6rneklerinde
bulunan serbest- bagli- veitoplam- GA; miktarlart swastyla; Profeus mirabilis'te 6.
saat’te 36,00 pg/100ml, 34,52 pg/100ml ve 70,52 ng/100ml; 17. saat’te GAs
belirlenememistir; P. vulgaris’te 5 saat’te 1,29 ug/100ml, 1,01 pg/100ml ve 2,30
pg/100ml; 12 saat’te 0,74 ng/i00ml, 1,00 ug/100ml ve 1,74 pg/100ml; Bacillus
megaterium’da 6 saat’te 0,54 ng/100ml, 0,66 pg/ 100ml ve 1,20 pg/100ml; 12 saat’te
0,75 pg/100ml, 0,85 pg/100ml ve 1,60 ug/100ml, B. cereus’ta 6 saat’te 0,48
pg/100ml, 3,03 ug/100ml ve 3,51 pg/100ml; 15, saat’te 0,46 ng/100ml, 0,38 pg/100mi
ve 0,84 (g/100ml; Klebsiella pneumoniae’de 6 saat’te 1,14 ug/100ml, 1,37 pg/100mi
ve 2,51 pg/100ml; 17. saat’te 0,70 ng/100ml, 2,04 pg/100ml ve 2,74 ng/100ml;
Escherichia coli'de 4 saat’te 0,90 pg/100ml, 0,63 pg/100mli ve 1,53 pg/100ml; S
saat’te 0,36 pg/100ml, 0,76 pg/100m! ve 1,12 ng/100ml olarak bulunmugtur




mirabilis 6. saat

mirabilis 17. saat

~wulgaris 5. saat

-wvuigaris 12. saat

. megaterium 6. saat

megaterium 12. saat
- cereus 6. saat

.cereus 15 sasat

Toplam-GA3 Miktan (pg/100 mi

Bakteri Turlerinin Primer ve
Sekonder Metabolizma Ddnemleri

. pneumoniae 6. saat

. pneumoniae 17. saat
coli 4. saat

.coli 9. saat

belirlenememigtir

3.1.3. ABA miktan

saat’te 4,20 pg/100ml, bagh

Sekil 32 Calismada Kullanilan Bakteri Tiitlerinin Primer ve Sekonder Metabolizma
Donemlerindeki Toplam-GAs Miktarlar

Cizelge 3 1 ve Sekil 3 2de gorilldiigi gibi, toplam-GA; miktan bakimindan en
yiiksek degere P. mirabilis’in 6. saat orekleri sahipken en dugiik degere B. cereus’un

15. saat omeklerinde rastlanilmustir P mirabilis’in 17 saat Smeklerinde ise GA;

Cizelge 31 ve Sekil 3 3’te goruldigu gibi, caligmada kullamlan bakteri
tiirlerinin primer ve sekonder donemlerindeki hiicre disn kiltur filtrati rneklerinde

bulunan serbest- bagli- ve toplam- ABA miktarlar: sirastyla; Profeus mirabilis'te 6.

formda belirlenememigtir, 4,20 pg/100mi; 17 saat’te

ABA belirlenememistir; P. vulgaris’te 5

30

saat’te 0,44 pg/100ml, bagli formda

belirlenememistir ve 0,44 ng/100ml; P. vulgaris’te 12 saat’te ABA belirlenememistir;

sy



(1 P. mirabilis 6. saat
P. mirabilis 17 saat
O P. vulgaris 5. saat
A P. vulgaris 12. saat

. megaterium 6. saat

. megaterium 12, saat

cereus 6. saat

cereus 15. saat

. pneumoniae 6. saat

Toplam-ABA Miktart (ug/100 mi)

. pneumoniae 17. saat

. coli 4. saat
coli 9. saat

Bakteri Tirlerinin Primer ve Sekonder
Metabolizma Dénemleri

Sekil 3 3. Caliymada Kullamlan Bakteri Tirlerinin Primer ve Sekonder Metabolizma
Danemlerindeki Toplam-ABA Miktarlart

Bacillus megaterium’da 6. saat’te 0,03 ng/100ml, 0,03 pg/100ml ve 0,06 png/100mi; 12

saat’te 0,04 pg/100ml, 0,03 pg/100ml ve 0,07 pg/100ml; Bacillus cereus’ta 6 saat’te
0,03 pg/100ml, bagli formda belirlenememistir, 0,03 pg/100ml; 15 saat’te ABA
belirlenememistir; Klebs‘iella preumoniae’de 6 saat’te 0,08 pg/100ml, 0,13 pg/100ml
ve 0,21 ug/100mi; 17 saat’te 0,46 ug/100ml, 0,45 ng/100mi ve 0,91 ug/100ml;
Escherichia coli’de 4 saat’te 1,36 pg/100ml, 0,09 nug/100ml ve 1,45 ng/100ml; 9
saat’te serbest formda belirlenememistir, 0,09 pg/100ml ve 0,09 ng/100mi olarak
bulunmustur.

Cizelge 3 1 ve Sekil 3 3’te goriildiigu gibi, toplam-ABA miktart bakimindan en
yitksek degere P. mirabilis’in 6 saat 6rnekleri sahipken en disitk defere B. cereus’un 6

saat orneklerinde rastlamlmustir. P. mirabilis'in 17 saat, P. vulgaris’in 12 saat ve B

cereus’un 15 saat orneklerinde ise ABA belirlenememistir.
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TARTISMA VE SONUC

Literatiir bilgilerine gore, galigmamizda kullamlan bakteri tirlerinde biiytime
hb‘}monlar'lndan IAA, GAs ve ABA iretimi, izolasyonu ve miktar tayini konusunda
diinyada heniiz bir galigmaya rastlamlamamigtir Bakteri tiirlerinde IAA, GA; ve ABA
ﬁretimi, izolasyonu ve miktar tayini ve buna bagl olarak en yiksek IAA, GA; ve ABA
fiizeylerinin elde edilebilecegi bakteri tiitlerinin belirlenmesine katki getirebilmek
éinamyla yapilan bu ¢ahsmada, bulgularimiza gore (Cizelge 3 1, Sekil 3.1, 3.2, 3 3)
caligmada kullamlan bakteri tiirlerinde YAA, GAs ve ABA iretiminin oldugu
- anlagilmaktadir.

Cizelge 3 1 ve Sekil 3 1’de de goriildugi gibi, toplam-IAA miktar: en yiiksek
diizeyde K. pneumoniae’de 6 saat’te (50,68 ug/100ml) bulunurken, en disiik dizeyde
E.coli’de 4. saat’te (0,06 pg/100ml) belirlenmistir Diger bakteri tinlerinde de degisik
miktarlarda IAA saptannugtir P. mirabilis’in 6. saat orneklerinde ve E. coli’nin 4. saat
orneklerinde bagli formda, B. cereus’un 6. saat 6rnekletinde ve K. preumoniae’nin 17.
saat orneklerinde serbest formda IAA belirlenememistir

Oksinlerden TAA’mn degisik bakteri tirlerinde varlign gesithi arastrmacilar
(Martinez-Toledo 1988, Davies 1995) tarafindan gosterilmistir

Ornegin bir calismada Fett vd (1987), % 0,05 triptofanli ortamda Xanthononas
campesiris pv. glycines’in degisik suglariin siva kiiltir ortaminda 0,03 pg/ml — 6,37
ug/ml arasinda IAA beli;‘lemig;lerdir. Bagka bir calismada Minamisava ve Fukai (1991),
Bradyrhizobium japonicum genotip I susunun sivi kiltiir ortaminda 20 pM’dan fazla
TAA’vya rastlamuglardir.

Wang vd (1982) yaptiklar1 bir ¢alismada ise Rhizobium legtiminosarum’un
triptofanl kiltiir ortaminda 3,54 ng/em’ — 849 ng/cm’, triptofansiz kiiltir ortaminda ise
0,25- 0,81 ng/cm’ diizeylerinde IAA bulundugunu ileri siirmiiglerdit Calismamizda
bakteri iiretiminde kullamlan gerek kati (Nutrient Agar) gerekse stvi (Brain Hearth
Infusion Broth) besiyerlerinin bilesiminde triptofan bulunmadif dikkate almrsa
caligmamiz sonucu bakterilerin dretmis olduklari IAA miktarinin Wang vd {1982)’nin

bulduklar: miktariardan daha fazla oldugunu soyleyebiliriz
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Sequeira (1964) adlt arastumact ise ¢alismasinda Pseudomonas solanacearum’la

nfekte olan titin bitkisinde IAA inhibitorlerinin bulundugu ortamda IAA miktarim

60 pg/ml- 28,5 ng/ml arasmda bulurken TAA inhibitériingn bulunmadif: ortamda TAA
“miktarint 30,5 pg/ml olarak bulmugtur.

Epstein vd (1991) Agrobacterium rhizogenes’le inokiile edilen havug dokusunda
‘JAA diizeyinde 6nemli bir artig oldugunu ortaya koymuslardir. Kontrol grubunda IAA
. iizeyi 12,742,2 ng/g taze aguhik iken test grubunda IAA dizeyi 31,5+1,9 ng/g taze
“agirlik olarak bulunmugtur Yani bakteriyel olarak sentezlenen TAA miktarimn yaklagik
;.20 ng/g taze agwhk oldufu soylenebilii Ancak inokillasyondan sonra gerceklesen
metabolik olaylar1 diigiinecek olursak IAA miktarindaki artigm  bitkinin  kend:
metabolizmasmin sonucu mu yoksa bakteriyel metabolizmamn sonucu mu oldugunu
soylemek zor olabilir Yine benzer bir galigma da Schaerer ve Pilet (1993) tarafindan
yapilmistir Bu galiymada Agrobacterium rhizogenes tarafindan transforme olmamig ve
transforme olmus (bairy root hastaligina yakalanmg) bitki kiltir ortaminda TAA
miktarlart swasiyla 8,5 ng/g kuru agulik ve 13343 ng/g kuru afubk olarak
bulunmusgtur

Tiam bu calismalar da, galigmamizda kullanilan bakteri tirlerinin [AA iretimiyle
ilgili bulgularimizi destekler niteliktedir

Bakterilerde serbest- ve bagli-GA; miktarlan incelendiginde P. mirabilis’'in 17
saat drnekleri harig diger biitiin tirlerin ptimer ve sekonder metabolizma dénemlerinde
GA iiretildigi sonucu ortaya gikmaktadir Cizelge 3 1 ve Sekil 3 2°de de gortildugu gibi
toplam-GAs miktant bakimindan en yiksek degere P mirabilis’in 6 saat ornekleri
(70,52 ug/100ml) sahipken en disiik degere B. cereus’un 15 saat dneklerinde (0,84
1g/100ml) rastlanslmustir. Bakterilerde gibberellin varligma dair pek fazla caligmaya
rastlamlamamustir  Bakterilerde gibberellin varlifiyla ilgili yapilan calismalardan
6negin Bottini vd (1989), Azotobacter lipoferum ile yaptiklan bir calismada gaz
kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) teknigini kullanmiglar ve bakterinin
kiltiir ortaminda GA; ve GA; miktarlarim 20-40 pikogram/ml diizeyinde bulmuglardu
Caligmamizda elde ettigimiz verilere gore, calismada kullanilan bakteri tirlerinde
buldugumuz gibberellin (GA;) miktarlarinim (2,30 pg/100ml, 2,51 pg/100ml, 2,74
1g/100ml, 3,51 ug/100ml) bu degerin yaklagik 1000 kati oldugunu sdyleyebiliriz
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 Literatir bilgilerimize gore yitksek yapil bitkilerde (Topcuoglu 1987, Salisbury
‘}'_e. Ross 1992, Palavan-Unsal 1993), funguslarda (Topeuoglu ve Unyayar 1995, Ozcan
1997), liken ve yosunlarda (Ergin 1997) ABA varligi rapor edilmesine karsin
blﬁkteriierde ABA’min varligina dair yaymnlanmug bir ¢aligmaya rastlanilamamigtic
éal1$mamsz somucunda elde edilen bulgulara gore, calsian bakterilerde ABA
éentezlendigini ve bu bakterilerde ABA iiretiminin miktar olarak en az dier blylime
hormonlan (IAA ve GA;3) kadar oldugunu soyleyebiliriz

Literatir bilgilerimize gore arastirmacilarin bakterilerden elde ettikleri IAA ve
GA; miktarlar ile calismamizda kullamlan bakteri tiirlerinden elde edilen IAA ve GA;
miktarlan arasindaki farkhiliin materyal ve metod ile laboratuvar yontemlerinden
| kaynaklanabilecegini soyleyebiliriz Bununla ilgili olarak Srnegin bitkisel hormonlarin
ekstraksiyonu ve saflagtiriimasinda kullanilan kimyasal maddelerin, hormon aynigiminin
-~ gergeklestigi HPLC kolonu dolgu maddesinin, kullanilan siiriikleyici fazin bilesiminin
 farklili gibi ozellikler sayilabilir

Calismamz sonucunda elde edilen tim veriler birlikte degerlendirildiginde,
caligmamizdaki bakteri tiirlerinde oksin (IAA), gibberellin (GAs) ve absisik asit
(ABA)'in hem primer hem de sekonder metabolizma dénemlerinde tretildigini ve
gretilen bu buyime hormonlarimin serbest ve baglh formlarda bulundugunu
soyleyebiliriz Yine bu ¢aligmamuzla galigmada kullandifimiz Profeus mirabilis, P.
vulgaris, Bacillus megaterium, B. ceteus, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli
bakterileri tarafindan oksin (IAA), gibberellin (GA3) ve absisik asit (ABA) Uretildigi ilk
kez tarafimizdan gosterilmystir

Cahsmada kullandigimuz bakteri tirlerinin literattir bilgilerimize goére oksin
(IAA), gibberellin (GA3) ve absisik asit (ABA)’in Gretimi konusunda diinyada heniiz
alisimamis olmas1 oksin (IAA), gibberellin (GA;) ve absisik asit (ABA) trettigi
literatirde belirtilen bakterilerin gesitliligini arttirmaktadir

 Ayrica biyiime hormonlarinin tarnmda yaygin olarak kullamldig: ve hayvanlar
ozellikle insan iizerindeki potansiyel etkilerinin tartigma konusu oldugu giniimizde,
bakterilerden elde edilen oksin (IAA), gibberellin (GAs) ve absisik asit (ABAY’in
biyolojik aktivitelerinin saptanmasi gerektifine inanmaktayiz Cunkii bakteriler dogada
¢ok miktarda bulunabilen ve kisa stirede iretilebilen organizmalar olduklarindan

bakterilerden elde edilen bu bitkisel hormonlann olumlu biyolojik aktiviteleri
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dﬁrumunda tarimsal alanlarda kullamlabilir dzelliklerinden dolay: ulke ekonomisine de

katkl getirecektir.
: Guniimiizde tanm alanlarinda ozellikle seracilikta verimi arttirmak amaciyla

yaygin olarak ve bilimsel denetimden yoksun ve asiri dozda kullamilmas: sonucunda
'hayv
sentetik-ticari bityiime hormonlarimin yerine canli organizmalardan elde edilen dogal

anlar ve insanlar tizerinde karsinojenik ve toksik etkilerinin bulundugu bildirilen

bilyiime hormonlarinin kullanilmasinin hayvan ve insan sagligi Uzerine olumlu katki

getirecegine inanmaktayiz
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