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Arabidopsis thaliana ile Pseudomonas putida Arasindaki Etkilesimin in vitro
Kosullarda Belirlenmesi
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Oz

Arabidopsis thaliana genomu dizilenmis genetik, biyokimyasal ve biyoteknolojik ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan model bir bitkidir. Pseudomonas putida bakterisi ise bitki koklerinde kolonize olabilen, genomu
dizilenmis, bitki biiylimesini tesvik eden, patojenik olmayan ve bitki-bakteri etkilesimlerinin anlasilmasi igin
model olmaya aday rizosferik bir bakteridir. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci A. thaliana’nin in vitro ¢imlenmesi
ve fideciklerinin bilylimesi lizerine P. putida’nin etkisinin degerlendirilmesidir. Bu amagla, yiizey sterilasyonu
yapilmis A. thaliana tohumlarinin inokiilasyonu igin 2x103-2x10° CFU/ml araligindaki bakteri konsantrasyonlart
pipetleme metodu kullanilarak denenmistir. Ayrica, ayn1 bakteriyel siispansiyonlar 3, 5, 10 ve 14 giinliik in vitro
kosullarda ¢imlendirilmis fideciklere de uygulanmigtir. Bu arastirma alani, bitki-bakteri etkilesimlerinde
inokiilasyonun éneminin anlasilmasina dnemli bir yarar ve bunun yani sira daha sonraki kapsamli ¢calismalar igin
bir katki saglayacaktir. Dahasi, sonrasinda bitki-bakteri etkilesimleri araciligiyla biyoremediasyonun
basarilmasina yardime1 olacaktir.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis, Pseudomonas putida, Bitki-bakteri etkilesimleri.

Determination of Interaction between Arabidopsis thaliana and
Pseudomonas putida Under in vitro Conditions

Abstract

Arabidopsis thaliana - is a whole genome sequenced model plant that is commonly used in genetic, biochemical
and biotechnological studies. Pseudomonas putida is also a genome sequenced plant growth promoting non-
pathogenic bacteria that can be colonized on plant roots which can be a good candidate for understanding the plant-
bacteria interactions. Therefore, the aim of this study concerns the evaluation of the effects of P. putida on the in
vitro germination and seedling growth of A. thaliana. Different bacterial concentrations from 2x103-2x10° CFU/ml
will be tested for the inoculation of surface sterilized A. thaliana seeds by pipetting method. Moreover, the same
bacterial suspensions will also applied to 3, 5, 10 and 14 days old in vitro germinated seedlings. This area of
research will provide a contribution for extensive further studies together with a significant advance to understand
the importance of inoculation in plant-bacteria interactions. Moreover, it will help to achieve bioremediation
through plant-bacterial associations for future studies.

Keywords: Arabidopsis, Pseudomans putida, plant-bacteria interactions.

1. Giris

Dogada, saglikli ve herhangi bir semptomu olmayan bitkiler; arkealar, mantarlar, bakteriler ve
protistalar (tiimii bitki mikrobiyotasi olarak isimlendirilir) gibi farkli mikroorganizmalar ile birlikte
yasayarak karmasik bir mikrobiyal topluluk (konsorsiyum) olusturmakta, bitkinin biyiimesi ve
geligmesini iyilestirebilmektedir [1-3]. Bitkilerin koklerinde kolonize olan ve bitki biiyiimesini tesvik
eden rizobakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR), farkli mekanizmalarla bitki
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iizerinde etki gostermektedir. Bircok PGPR bitki patojenlerinin inhibisyonu araciligiyla bitki
biiylimesini uyarabilir. Bazi1 PGPR’lar patojenlerin biiylime ve aktivitesini dogrudan inhibe ederken [4];
digerleri dolayli yoldan uyarilmis sistemik duyarliligi (Induced systemic resistance, ISR) harekete
gecirerek hastaliklari baskilayabilir. ISR sistemini uyaran bakterilerden biride Pseudomonas spp.'dir [5].
P. putida ciiriikglil yasayan bir toprak bakterisi olup; tahil bitkilerinin koklerinde kolonize olma
yetenegine sahiptir [6,7]. Bitkiye biiylimesi i¢in avantaj saglayan iyi tanimlanmus bir biyokontrol
ajanidir [8].

Ozellikle son 10 yildir modern mikrobiyolojinin farkli alanlarindaki uyumlu birlikteliklerin
sonucunda biyoteknolojik kullanima uygun hale getirilmis, 6nemli bir mikroorganizmadir. P. putida
KT2440 “giivenli soy” olarak tamamen dizilenmistir [9], yanlizca GRAS olarak sertifikalanmis (Federal
Register: Certified Host-Vector Systems. Vol. 47. 1982) bir organizma olmakla kalmayip; ayrica
biyodegradasyon i¢in de model bir organizma olarak m-ksilen ya da toluen gibi aromatik bilesikleri
degrade edebilme kapasitesine sahiptir [10]. Bu rizobakteri ayn1 zamanda ¢ok sayida bitkide kolonize
olma yetenegi gostermis olup, misir tohumlarma yapisma Ozelligi biiyiik oranda g¢alisilmistir [6].
KT2440’in genom analizleri bakterinin fitohormonlarin iiretimi gibi bitki biiyiimesini tesvik edici
yolaklarda gerekli genlere sahip oldugunu gostermistir [11]. KT2440 gibi mutualistik
mikroorganizmalar bitkinin direncini artirarak ya da antagonistik etki gostererek bitkiyi patojenlerden
koruyabilir [12,13]. Tiim bu yararl etkileri KT2440’1 tarimsal kullanim i¢in 6nemli bir biyolojik ajan
konumuna getirmektedir.

A. thaliana, kiigiik boyutu, kolayca kiiltiire alinmasi, hizli yasam dongiisti, ¢abuk tohum
vermesi, genomunun dizilenmis olmasi ve ¢ok sayida mutant varyantinin bulunmasi nedeniyle, bitkiler
ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimlerin arastirilmasi da dahil olmak iizere bitki biyolojisi
caligmalarinda genellikle kullanilan bir bitki tiiridiir [14]. Ayrica, A. thaliana kullanilarak bitki-bakteri
etkilesimleri iizerine bircok ¢alisma rapor edilmistir [15-19]. P. putida KT2440 bakteriyle yapilan
detayl ¢aligmalara karsin; bu bakteri tarafindan kok kolonizasyonuna Arabidopsis bitkisinin yaniti
hakkinda ¢ok detayli bilgi bulunmamaktadir. Bitki bakteri etkilesimleriyle ilgili calismalarda ilk adim,
bitkinin en uygun bakteri konsantrasyonuyla en optimal sartlar altinda inokiilasyonudur.

Bu ¢alismada, model bitki A. thaliana’nin in vitro kosullarda bitki biiyiimesi ve gelisimi tizerine
P. putida KT2440’1n etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu hedef dogrultusunda, A. thaliana bitkisine
ait tohumlar ve fidecikler ¢esitli konsantrasyonlardaki bakteri siispansiyonlariyla pipetleme yontemi
kullanilarak bitki doku kiiltiirii kosullarinda inokiile edilmistir. Elde edilen sonuglar, daha sonra bu
bakterinin tek basina ya da mikrobiyal topluluklar i¢cinde biyogiibre veya fitoremediasyon amacl
kullanimina yo6nelik uygulamalar i¢in 6nemli yarar saglayacaktir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki Materyali ve Biiyiime Kosullari

A. thaliana tohumlarinin (Col-0)(Gebze Teknik Universitesi, Bitki Biyoteknoloji Laboratuvarindan
temin edilmistir), %70’ lik (v/v) etanol ile 1-2 dakika siireyle ve siirekli ¢alkanarak yiizey sterilizasyonu
yapilmustir. Etanoliin uzaklastirilmasindan sonra tohumlar 10 dakika %15’lik camasir suyuyla (NaOCI)
yikanmustir. Sterilizasyondan sonra, tohumlar {i¢ kez steril su (dH20) ile 5 dakika siireyle durulanarak,
yari-katt Murashige-Skoog [20; M02 555, pH 5.6; Duchefa, Haarlem, the Netherlands] besiyeri tizerine
aktarilmistir. 10 tohum igerecek sekilde hazirlanan her bir Petri kabi, tohumlarin es zamanli
cimlenmesini saglamak iizere 3 giin boyunca 4°C’ta ve karanlikta bekletilmistir. 3 giiniin sonunda, Petri
plakalar1 22+2°C’ta 16 saat aydmlik (3000 liiks) ve 8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda bitki
biiyiitme odasinda dikey olarak biiyiimeye birakilmistir.

2.2. Bakteri Bilyiime Kosullar1

P. putida KT2440, daha 6nce A. thaliana bitkisiyle yapilmis deneylerde MPYE (Yeast Extract (3gr/l),
Pepton (3gr/l), 1 M stok MgCl; (1,6mM), 1 M stok CaCl, (ImM), pH 7,0) [21] besiyerinin tek basina
bitki biiyiimesi iizerine olumlu etki gostermesi [22] nedeniyle; bu besiyerinde ve 30°C’ta inkiibe
edilmistir. Daha sonra 10 ml sivi MPYE besiyeri tek koloni ile inokiile edilerek 170 rpm’de gece boyu
calkalanarak biiylimeye birakilmigtir. Bliyliime sonras1 McFarland 0.5 standardi ile esit olacak sekilde
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ayarlanmig bakteri kiiltiiriiniin 101-10® aras1 seri diliisyonlar1 hazirlanarak, her birinden MPYE kat1
besiyeri igeren 3’er Petriye 100 pl 6rnek yayilmistir. Petri plakalar1 gece boyu 30°C’ta inkiibasyona
birakilarak; inkiibasyon bitiminde 30 ile 300 arasinda koloni igerenler Secilmis ve sayilmgtir. 108
diliisyonuna ait Petri plakalarindan sirasiyla 139, 104 ve 104 koloni sayilmis, hesaplamalar bakteri
konsantrasyonu [(CFU/ml)=(diliisyon faktorii x Petri plakalarindaki bakteri sayisi)/Petriye yaymada
kullanilan hacim (ml)] formiili kullanilarak yapilmistir. Buna gore biiylimiis sivi kiiltiirdeki bakteri
sayist 1x10° CFU/ml’dir.

2.3. Bitkinin Bakteriyle inokiilasyonu

A. thaliana tohum ve in vitro kosullarda ¢imlendirilen fidecik olmak tizere iki farkli fizyolojik evrede,
P. putida KT2440’nin farkli konsantrasyonlardaki (2x103-2x10° CFU/mL) siispansiyonlariyla inokiile
edilmigtir. Buna goére, vernelizasyondan hemen sonra 0-,3-,5-,10- ve 14-giinliik A. thaliana bitkileri
bakteriyle inokiilasyon icin kullanilmistir. Inokiilasyon igin bakteriyle pipetleme yéntemi [23]’e gore
yapilmustir. 2x10%-2x10° CFU/mL olacak sekilde hazirlanan bakteri diliisyonlarindan ve sadece MPYE
besiyerinden 1 ml, bu bitkicikler iizerine pipetlenmistir. Petri plakalari bir siire kurumaya birakildiktan
sonra, dikey olarak bitki biiyiitme odasina yerlestirilmistir. Bakteriyle inokiile edilmeyen A. thaliana
bitkicikleri kontrol olarak kullanilmistir. Her bir Petri plakasi 10 bitki icerecek ve 3 tekrarli olacak
sekilde hazirlanmus, bitki bliyiitme odasinda 22°C sicaklikta 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarinda biiylimeye birakilmustir.

2.4. Bitki Cimlenmesi ve Biiyiimesi Uzerine P. putida’mmn Etkisinin Degerlendirilmesi

Bitkinin ¢imlenmesi ve gelisimi iizerine bakterinin etkisini gdzlemleyebilmek amaciyla, 0-,3-,5-,10-
giinliik iken bakteriyle inokiile edilen bitkilerin 14. giiniinde; 14-giinliik iken bakteriyle inokiile edilen
bitkilerin ise 21. giintinde bitki gévde boyu, kok boyu, taze agirlik ve kuru agirligi belirlenmistir.

2.5. istatistiksel Analizler

Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gdormek i¢in biitiin ¢alisma sonuglarinin tanimlayici analizleri
SPSS 12.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Denemeler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi
igin veriler ANOVA ile degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak farkli gériilen islemler belirlendiginde
ortalama veriler arasindaki farkliliklar P<0.05 seviyesinde LSD c¢oklu karsilastirma testine tabi
tutulmustur. Oransal veriler ise Ki kare (X?) testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Caligmanin baglangicinda yapilan 6n denemelerde farkli konsantrasyonlardaki P. putida’nin A. thaliana
tohum ¢imlenme yiizdesine olumsuz bir etkisi olmadigi tespit edilmistir [24]. Pipetleme yontemi
aracililigiyla bakteri ile inokiile edilen A. thaliana tohum ve fideciklerinin kok ve govde boyu
analizlerine gore; bakteri tohum (0. giin) veya fideciklerin erken gelisimsel donemlerinde (3-5-giinler)
inokiile edildiginde; muhtemelen yol agtig1 stres nedeniyle bitkiciklerin kok ve govde biiylimesini inhibe
etmis; ancak fidecik gelisiminin daha ileri sathalarinda (14. giin) bu etki ortadan kalkarak; govde ve kok
boyu i¢in denenen tiim bakteri konsantrasyonlarinda, Sekil 1 ve Sekil 2°de belirtildigi gibi kontrol
grubuyla benzer oranlarda biiyiime kaydedilmistir.
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Sekil 1. A. thaliana bitkisinin govde boyu tizerine P. putida KT2440
bakterisinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi
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Sekil 2. A. thaliana bitkisinin kok boyu tlizerine P. putida KT2440
bakterisinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Bakterinin artan konsantrasyonlarinin bitki gelisimi iizerine olusturdugu etki; Sekil 3’de
verildigi gibi bitki morfolojisinde de gdzlenilmistir. Artan bakteri konsantrasyonu kok boyunda

kisalmaya yol agarken; lateral koklerde ve kok tiiylerinde artisa neden olmustur.

Sekil 3. 5. giinliik iken bakteriyle inokiile edilen A. thaliana bitkiciklerinin
14. giindeki morfolojik goriiniimleri a) Kontrol, b) Sadece MPYE besiyeriyle

inokiilasyon, ¢) 2x10% CFU/ml, d) 2x10* CFU/ml, €)2x10° CFU/ml
bakteriyle inokiilasyon

Bitkinin yas ve kuru agirligina bakildiginda ise; 0, 3, 5 ve 10 giinliik iken bakteriyle inokiile
edilen bitkiciklerde; bakteri konsantrasyonunun 2x10°® CFU/ml ve iizerinde oldugu durumlarda; Sekil 4
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ve Sekil 5°de belirtildigi lizere yas bitki ve kuru bitki agirliginda azalma tespit edilirken; bitkinin 14.
giiniinde uygulanan bakteriyel inokiilasyonlar ise bitkinin yas ve kuru agirliginda kontrol grubuyla
benzer sonuglar ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 5. A. thaliana bitkisinin yas agirligi tizerine P. putida
KT2440 bakterisinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi
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Sekil 6. A. thaliana bitkisinin kuru agirhgi tizerine P. putida
KT2440 bakterisinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

4. Sonuc ve Oneriler

Bu ¢alismada bir toprak bakterisi olan P. putida KT2440’n farkl: fizyolojik evrelerinde A. thaliana’nin
¢imlenmesi ve gelisimi tizerine etkisi in vitro kosullarinda degerlendirilmistir. Bitkiyle inokiilasyon igin
pipetleme yontemi kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore; bakterinin denenen tiim konsantrasyonlari
bitki biiylimesinin erken evrelerinde olumsuz etki gosterirken; ilerleyen doénemlerde bitkinin kok
uzunlugu, gévde uzunlugu, yas ve kuru agirliginda kontrol grubuyla benzer veriler elde edilmistir. Bu
sonuglar, bitki-bakteri etkilesim c¢aligmalar1 i¢in uygulanan bakteri konsantrasyonunun yani sira;
bitkinin en uygun fizyolojik evresinde muamelenin de 6nemine dikkat ¢cekmektedir. P. putida KT2440
ozellikle degradasyon ¢alismalari i¢in elverisli, metabolik olarak ¢ok yonlii bir bakteridir. Bu ¢calismada
bakterinin bitki biiyiime ve gelisimini olumsuz yonde etkilemeyen optimal konsantrasyonu (2x107°
CFU/ml) ve inokiilasyon zamani (14. giin) tespit edilmistir.

Elde edilen veriler, s6z konusu bakterinin siirdiiriilebilir tarim ftriinlerinin gelisimi i¢in
biyogiibre olarak ya da fitoremediasyon gibi farkli amaglara hizmet etmek {izere tek basina veya farkli
bakteriyel tiirlerden olusturulacak mikrobiyal topluluklar i¢inde yer alarak bitkiye fayda saglama
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
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