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OZET

HIPERAKUMULATOR Centaurea ensiformis P.H. Davis BITKISINDEN IZOLE
EDILEN BAKTERILERLE ASPIR BIiTKIiSiNiN NiKEL TOLERANSININ VE
FITOREMEDIASYON KAPASITESININ ARTTIRILMASI

Ugurcan BARAN
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Ahmet AKSOY
ikinci Damisman: Prof. Dr. Yasemin EKMEKCI
Haziran 2025; 111 sayfa

Diinya genelinde artan nikel (Ni) seviyeleri bitkiler basta olmak tizere ekosistemin
her bileseni icin giderek artan bir tehdit unsuru olmaktadir. Ozellikle tarimsal faaliyet
yiiriitiilen karayollarina yakin alanlarda Ni kontaminasyonu nedeniyle hem {irlin verimi
diismektedir hem de besin zincirinde ilerleyen Ni, diger canlilarda birikim ve toksisiteye
neden olmaktadir. Ni ile kontamine olmus tarimsal alanlarin temizlenmesi veya bu
alanlarda yetistirilebilecek toleransli bitkilerin gelistirilmesi igin g¢esitli stratejiler
bulunmaktadir. Bu baglamda 6ne ¢ikan fitoremediasyon teknigi, bitki biiyiimesini tesvik
eden bakteriler (PGPB) vb. ajanlarla desteklenerek daha yiiksek performansta icra
edilebilmektedir. Bu ¢alismada, Ni hiperakiimiilatorii olan Centaurea ensiformis P.H.
Davis (Ece saribasi) bitkisinin mikrobiyotasinda yer alan, Ni diren¢li ve PGPB 6zellikli
olan 6 farkli cinse ait toplamda 13 farkli endofitik bakteri tiirii tanimlanmigtir.
Tanimlanan tiirlerden 5 tanesi (Peribacillus frigoritolerans, Bacillus sanguinis,
Streptomyces pseudovenezuelae, S. canus ve S. griseorubiginosus) ayri ayr1 Carthamus
tinctorius L. cv. Yenice (Aspir) bitkisine inokiile edilmistir. Bu sayede aspir bitkisinin Ni
toleransi ile fitoremediasyon kapasitesinin artiritlmasi ve bu artisin hangi mekanizmalar
ile gergeklestiginin aydinlatilmasi amaglanmistir. Farkli PGPB tiirleri ile inokiile edilen
aspir bitkileri, su kiiltiiriinde ve kontrollii iklim kosullarinda (25°C sicaklik, 16/8 saat
fotoperiyot ve 250-350 pmol.m™'s™ 1sik siddeti, %45-55 nem) 21 giin boyunca
yetistirilmis ve son 7 giin 0.75 mM Ni stresi uygulanmuistir.

Ni, aspir bitkisinin koklerinde siirgiinlere oranla daha yiiksek miktarda akiimiile
olmustur. Ni iyonlarinin bu dagilimmi, uygulanan PGPB suglar1 farkli ydnlerde
degistirebilmis ve bu nitelikleri dogrultusunda secilen iki farkli PGPB tiirii (S.
pseudovenezuelae ve S. griseorubiginosus), fitoremediasyon stratejileri agisindan
degerlendirilmistir. S. pseudovenezuelae inokiilasyonu, aspir bitkisinin siirgiinlerinde Ni
akiimiilasyonunu %29.9 artirirken; S. griseorubiginosus ise bu akiimiilasyonu %21.2
azaltmistir. S. pseudovenezuelae, siirglinlere yliksek Ni translokasyonuna ragmen klorofil
miktari, bitki boyu ve kuru biyokiitle lizerinde olumsuz bir etkiye neden olmamus, hatta
cesitli tolerans mekanizmalarinin (6zellikle antioksidan sistemler; POD ve APX) daha
etkin bi¢cimde c¢alismasin1 destekleyerek oksidatif hasardan bitkiyi korumustur. S.
griseorubiginosus ise siirglinde olusan toksisiteyi Ni iyonlarin1 kdklerde stabilize ederek
siirlamig, boylece bitkinin membran biitiinliigiinii, su igerigini, klorofil miktarin1 ve



fotosentetik yapilarin fonksiyonel biitiinliigiinii daha iyi korumasini saglayarak kuru
biyokiitle liretimini yani verimini artirmistir.

Sonug olarak, S. griseorubiginosus inokiilasyonu, gida giivenligi kaygilarinin 6n
planda oldugu Ni ile kirlenmis tarim alanlarinda aspir bitkisinin giivenli ve verimli sekilde
yetistirilmesi i¢in biyolojik agidan avantajli bir segenek sunmasinin yani sira,
fitostabilizasyon temelli fitoremediasyon uygulamalar1 i¢in de onemli bir potansiyele
sahip oldugu goriilmiistiir. Ote yandan, S. pseudovenezuelae—Aspir birlikteligi, yiiksek Ni
alim1 ve translokasyonu sayesinde fitoekstraksiyon odakli fitoremediasyon stratejilerinde
one ¢ikabilecek bir yaklagim potansiyeli tasimaktadir. Dahasi, bu iki bakterinin kombine
uygulamalariyla gerceklestirilecek ileri caligmalar, hem Ni ekstraksiyon kapasitesini hem
de bitkisel tolerans: artirarak, daha etkili ve biitiinciil biyoremediasyon stratejilerinin
gelistirilmesine katki saglayabilecektir.
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floresansi, PGPB
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ABSTRACT

ENHANCING NICKEL TOLERANCE AND PHYTOREMEDIATION
CAPACITY OF SAFFLOWER USING BACTERIA ISOLATED FROM THE
HYPERACCUMULATOR PLANT Centaurea ensiformis P.H. Davis

Ugurcan BARAN
PhD Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet AKSOY
Co-Supervisor: Prof. Dr. Yasemin EKMEKCI

June 2025; 111 pages

The increasing levels of nickel (Ni) across the globe are becoming a growing
threat to ecosystems, particularly to plants. In agricultural areas, Ni contamination not
only reduces crop yield but also poses a risk to food safety by allowing Ni to accumulate
in organisms through the food chain. To address this issue, several strategies have been
developed to either clean up contaminated soils or cultivate plants with enhanced
tolerance. Among these, phytoremediation stands out as a promising approach, and its
effectiveness can be significantly improved by integrating supportive agents such as plant
growth-promoting bacteria (PGPB). In this study, a total of 13 endophytic bacterial strains
identified from the microbiota of Ni-hyperaccumulator Centaurea ensiformis P.H. Davis
(Ece saribasi) were characterized for their Ni resistance and PGPB traits. Five selected
strains (Peribacillus frigoritolerans, Bacillus sanguinis, Streptomyces pseudovenezuelae,
S. canus, and S. griseorubiginosus) were individually inoculated into Carthamus
tinctorius L. cv. Yenice (safflower). The objective was to enhance the plant’s tolerance
to Ni stress and its phytoremediation capacity, while also exploring the underlying
physiological and biochemical mechanisms involved. Safflower plants inoculated with
different PGPB strains were grown hydroponically under controlled environmental
conditions (25°C, 16/8 h light/dark cycle, 250-350 pmol-m™-s™" light intensity, 45-55%
humidity) for 21 days. During the final 7 days, 0.75 mM Ni stress was applied.

Ni was found to accumulate more in roots than in shoots, but the distribution
varied depending on the bacterial strain used. Based on their contrasting effects, two
strains—Streptomyces pseudovenezuelae and S. griseorubiginosus—were selected for
further evaluation as part of different phytoremediation strategies. Inoculation with S.
pseudovenezuelae increased Ni translocation to shoots by 29.9%, yet had no adverse
effects on chlorophyll content, plant height, or biomass. On the contrary, it supported
antioxidant defense mechanisms (especially POD and APX), helping the plant tolerate
oxidative stress. S. griseorubiginosus, on the other hand, restricted Ni accumulation to
the roots by 21.2%, effectively reducing shoot toxicity. This helped preserve membrane
integrity, water content, chlorophyll levels, and photosynthetic functionality—ultimately
enhancing dry biomass production and overall plant growth performance.

In summary, S. griseorubiginosus appears to be a promising and safe
biotechnological tool for cultivating safflower in Ni-contaminated agricultural lands

il



where food safety is a concern, particularly through phytostabilization. In contrast, the S.
pseudovenezuelae—safflower interaction shows greater potential for phytoextraction-
based remediation due to its capacity to promote Ni uptake and translocation. Moreover,
future research exploring combined applications of these two bacterial strains could lead
to the development of more comprehensive and effective phytoremediation strategies by
simultaneously enhancing metal removal efficiency and plant resilience.

KEYWORDS: Antioxidant, Carthamus tinctorius L., Chlorophyll a fluorescence, PGPB
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ONSOZ

Bu ¢aligmanin temelini, tarim alanlarinin giderek artan agir metal kirliligi tehdidi
karsisinda, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu ¢dziim arayislar1 olusturmustur. Ozellikle nikel
gibi toksik metallerin toprak verimlili§ini azaltmasmin yani sira, bitkisel iiretimi ve
dolayl1 olarak gida giivenligini tehdit etmesi, bu konunun ele alinmasinda rol oynamaistir.
Fitoremediasyon, ¢evresel kirleticilerin bitkiler araciligiyla temizlenmesini hedefleyen
yenilik¢i ve siirdiiriilebilir bir yontemdir. Ancak bu yontemin etkinligi, yalnizca bitki
seciminden degil, ayn1 zamanda bitki ile etkilesime giren mikrobiyal bilesenlerden de
etkilenmektedir. Bakterilerin, fitoremediasyon verimliligini artirmanin yani sira bitkilerin
agir metal stresine kars1 toleransini gliglendirebilecegi diisiincesi ve bu etkilesimin altinda
yatan fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar1 anlama yoniindeki bilimsel merakim, bu
tezin temel arastirma odagini olusturmustur. Bu baglamda, bu tez yalnizca stres
fizyolojisi ve c¢evre biyoteknolojisine odaklanan bir calisma olmanm o6tesinde;
stirdiiriilebilir tarimin gelistirilmesi, gida giivenliginin saglanmasi ve mikrobiyal
etkilesimlerin tarimsal sistemlerdeki islevlerinin anlagilmasi agisindan da 6nemli bir
icerige sahiptir.

Akdeniz Universitesi’nde arastirma gorevlisi olarak goreve basladiktan kisa bir
siire sonra doktora egitimime basladim. Calisma alanima uygun altyapinin baslangicta
mevcut olmamasi, ne kontrollii bir bitki yetistirme ortami ne de temel Sl¢lim ve
analizlerin yapilabilecegi cihaz ve sarf malzemelerinin bulunmamasi nedeniyle 6nemli
zorluklarla karsilagtim. Tiim bu imkansizliklara ragmen, danismanim Prof. Dr. Ahmet
AKSOY’un da yogun emekleri ve kararliligi sayesinde Bitki-Metal Etkilesimleri
Arastirma Laboratuvari’ni sifirdan kurma firsat1 bulduk. Bu laboratuvarin kurulmasinda
gosterdigi olaganiistii ¢abanin ve fedakarligin yani sira, tez konusunun belirlenmesi,
konak bitkinin arazi ¢aligmalar1 yapilarak toplanmasi ve tezin yiiriitiilmesi siirecinde
verdigi emekler ve bilimsel katkilar i¢in en igten tesekkiirlerimi sunarim. Danismanligi
boyunca 6zgiir tartisma ve ¢alisma ortami sundugu, hakli buldugu her konuda icten bir
sekilde destekledigi, eksik/hatali gordiigii konularda yapici elestirilerde bulunarak
kendimi gelistirmeme imkan sagladigi i¢in de ayrica tesekkiir ederim.

Laboratuvar ortamina ve bilimsel diisiince sistemime dair tiim temelleri atan,
yiiksek lisans egitimimi danigmanliginda tamamlama ayricaliina sahip oldugum, birlikte
caligmaktan her zaman biiyiikk keyif aldigim ve omuzlarinda yiikseldigim Prof. Dr.
Yasemin EKMEKCI’ye (Hacettepe Universitesi), bu tez siirecinde ikinci danismanim
olmay1 kabul ettigi, her asamada ¢ok degerli bilimsel katkilar sundugu, tez konusunun
belirlenmesinde ve devaminda kritik yonlendirmeleriyle ¢aligmamai sekillendirdigi i¢in en
icten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, antioksidan enzim analizlerini gergeklestirebilmem
icin laboratuvarini bana defalarca actig1 ve her tiirlii imkani sagladigi icin minnettarim.

Yiiksek lisans tez konumu belirlerken yaptigim literatiir taramalar1 sonucu ilgimi
ceken Dbakteri-bitki iligkileri, danismanimin bu konunun smirli siire iginde
tamamlanamayabilecegi ve uygun bir mikrobiyolog is birligi gerektirecegi yoniindeki
hakl1 goriisii dogrultusunda o dénem igin ertelenmisti. Ancak bu hayalimi doktoramda
gerceklestirme firsat1 bulmamda 6nemli rol oynayan, tezimin mikrobiyolojik kisimlarinin
tasarlanmas1 ve ylriitiilmesinde bilimsel bilgi ve laboratuvar olanaklarini comertce
paylasan Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK e is birligi ve destegi icin
ictenlikle tesekkiir ederim. Ayrica, bu siiregte degerli katkilarda bulunan lisansiistii



ogrencileri Fikriye Mehtap SEN ve Berfin EROGLU’na emekleri igin ayrica tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans siirecinde oldugu gibi doktora caligmalarimda da her zaman
yanimda olan, tez izleme komitesi ve yeterlik jlirimde yer alarak bilgi ve deneyimini
benimle paylasan, tezimde yer alan klorofil a floresans 6l¢iimlerinin degerlendirilmesinde
¢ok kiymetli katkilar sunan biricik hocam Prof. Dr. Nuran CICEK’e (Hacettepe
Universitesi) en derin tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora siirecim boyunca yiiriittiiglim laboratuvar ¢aligmalarinda biiyiik emekleri
bulunan, bilimsel tartigsmalar ve beyin firtinalarinin yan sira birlikte vakit gecirmekten
de her zaman keyif aldigim, bu siirecin eglenceli bir sekilde ilerlemesinde biiyiik katkilar:
olan ¢ok kiymetli ekip arkadaglarim Mert Can VARDAR ve Sude TANIK’a da sonsuz

tesekkiir ederim.

Akademik yolculugum boyunca es zamanli olarak benzer siireclerden gectigimiz,
kiymetli donem arkadagim ve dostum Dr. Onur ULUAR’a; tezin redaksiyonunda
sundugu katkilarinin yani sira, her zaman yanimda oldugu, zorlu donemlerde gosterdigi
sabir ve destek i¢in tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, zorluklar karsisinda ilerleyebilmemi
saglayan ig¢sel motivasyonumu, psikolojik dayanikliligimi ve optimist yapimi, sevgi ve
giiven i¢inde biiylidiigiim bir aile ortamina bor¢luyum. Beni bu duygularla biiyiiten, higbir
zaman deste8ini esirgemeyen sevgili anneme ve babama fedakarliklariyla bana
sunduklar1 imkanlardan dolay1 goniilden tesekkiir ederim.

Bu ¢aligmada kullanilan aspir bitkisi tohumlarini saglayan Gegit Kusagi Tarimsal
Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii'ne (Eskisehir), bakteri tanimlamalarinin yapildigi
Akdeniz Universitesi Hastanesi, Merkezi Laboratuvari’na ve mineral madde analizlerinin
yapildig1 Erciyes Universitesi, Ziraat Fakiiltesine tesekkiir ederim.

Bu calisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan 2227011 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. Sagladig1 mali katki ve
aragtirma_siirecine verdigi destek nedeniyle TUBITAK’a tesekkiir ederim. Dahasi
TUBITAK nezdinde bu calismanin gerceklesmesini miimkiin kilan maddi destek,
dogrudan Tiirkiye Cumhuriyeti vatandaglarinin vergileriyle saglanmistir. Bilime ve
aragtirmaya sunduklar1 dolayl1 katki i¢in tiim vergi miikelleflerine tesekkiir ederim. Bu
kaynagin bir sorumluluk bilinciyle kullanildigin1 ve elde edilen her sonucun topluma
fayda liretme amaci tagidigini belirtmek isterim.

Bu tezi hazirladigim siire¢ boyunca diinyada pek ¢ok olumsuz gelisme yasandi.
Savaslar, kiiresel salginlar, pandemi, ekonomik krizler ve belirsizlikler zaman zaman
odagimi kaybetmeme ve ¢aligmalarima yogunlagsmakta zorlanmama neden oldu. Ancak
tim bu zorluklara ragmen bilime duydugum inang¢, emegin donistiiriicii giicii ve
iiretmenin verdigi mutlulukla yoluma devam ettim. Biliyorum ki bilim yalnizca merak ve
bilgiyle degil; ayn1 zamanda sabir, emek ve direncle de siirdiiriilen uzun soluklu bir
yolculuk. Vergilius’un yiizyillar dncesinden aktardig1 sézii “Labor omnia vincit - Emek
her seyin iistesinden gelir” ile tezimi bilim yolunda sabirla ilerleyenlere ithaf ediyorum.
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GIRiS U. BARAN

1. GIRIS

Agir metal kirliligi son donemlerde giderek artan siddette diinyanin her bolgesinde
onemli bir sorun haline gelmektedir (Qin vd. 2021). Agir metallerin biyolojik olarak
parcalanamamas1 ve yiiksek kararli yapilar1 sebebiyle tarim alanlarinda birikimi s6z
konusudur. Bu birikime 0&zellikle istikrarli bir sekilde asir1 gilibreleme ve herbisit-
insektisit kullanimi neden olmaktadir. Tarimsal {iretimde agir metal konsantrasyonunun
yiikselmesi, besin giivenliginde ve buna bagl olarak da insan saglig1 agisindan endise
vericidir. Agir metaller ile dogrudan iliskilendirilen basta kanser, demans, Alzheimer,
Parkinson ve ¢esitli kalp damar sorunlar1 gibi birgok hastalik bilinmektedir (Rizwan vd.
2024). Yalnizca insanlarda degil, yabani hayvanlar ve ¢iftlik hayvanlarinda da su, yem ve
toprak yoluyla agir metal zehirlenmesi veya toksisitesi yasanabilir ve benzer norolojik
bozukluklar ile i¢ organ fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelebilir. Bu nedenle
ozellikle tarimsal alanlarin ve bu alanlarda yetistirilip gida olarak tiiketime sunulan
tarimsal bitkilerin agir metal kontaminasyonuna maruz kalmasi oldukga tehlikeli bir
durumdur (Mao vd. 2025). Ilaveten bu topraklarda yiikselen agir metal konsantrasyonu,
yetistirilen bitkilerde, bitki tiiriine gore degisen diizeylerde strese sebep olarak, diisiik
verim baskisina neden olabilmektedir. Bunun sonucunda da kaybedilen mahsul, verilen
emek ve sermaye kaybi ile birlesince olumsuz bir ekonomik yansimasi olmaktadir. Bu
durumlar ile miicadele etmek i¢in 11. Kalkinma Plan1 hedefleri ve politikalari
cercevesinde 405. madde ile iliskili olarak, agir metal kirliligi sebebiyle de diisiik verim
baskisi altindaki, atil durumda bulunan tarimsal arazilerin ve seralarin rehabilite edilmesi
ve iiretime dondiiriilmesi amaglanmistir. Agir metal igerigi yliksek tarimsal alanlarda,
etkin tarimsal faaliyette bulunabilmek i¢in ayn1 anda yiiriitiilebilen iki strateji mevcuttur.
Birincisi, kontaminasyonu gidererek tarimsal topragi rehabilite etmektir. Ikincisi ise agir
metal toleransi yiiksek bitkiler gelistirerek/kullanarak mevcut tarimsal alanlarda daha
fazla verim elde etmektir. Tarimsal alandaki agir metal konsantrasyonunu diisiirerek
ve/veya buradaki agir metalleri inaktif formlara ¢evirip ekosistem i¢in zararsiz bir hale
doniistiirerek topragi rehabilite etmek icin ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik teknikler
bulunmaktadir. Diger yontemlerden, diisiik maliyetli olmasi ve dogaya yan etkisinin
bulunmamasi yonleriyle ayrisan biyolojik remediasyon teknikleri, mikrobiyal canlilarla
yapilabildigi gibi bitkilerle de yapilmaktadir. Bitkilerin kullanilmasi ile kirlenmis
arazilerin temizlenmesi/iyilestirilmesi islemi ise fitoremediasyon ismini almaktadir.
Fitoremediasyonun etkin bir bicimde yapilabilmesi i¢in bitki se¢imi 6nem arz etmektedir.
Bu teknikte kullanilacak olan bitkinin 6ncelikle uygulanacak olan alandaki agir metal
konsantrasyonu altinda biiyiiyiip gelisebiliyor olmasi1 gerekmektedir. Dolayisiyla agir
metal toleransi yiiksek olan bitkiler i¢in bu teknik 6ne ¢ikmaktadir. Dahasi, aday bitkilerin
topraktan agir metalleri kendi biinyelerine alabiliyor, toprak iistii organlarina
tastyabiliyor, etkisizlestirerek depolayabiliyor veya rizosferlerinde ve koklerinde
immobilize edebiliyor olmalar1 gerekmektedir. Fitoremediasyon 6zellikle Ni ile kirlenmis
alanlar icin kullanilmaktadir, ¢iinkii Tiirkiye de dahil olmak iizere birgok tilkede
ultramafik topraklar olarak bilinen Ni acisindan zengin genis alanlar bulunmaktadir.
Tanimlanmig 721 hiperakiimiilator bitki tiirii arasinda 532°si Ni hiperakiimiilatorii olarak
kaydedilmistir. Bunlardan 43’{i endemiktir ve 62 tiir Tiirkiye’de bulunmaktadir (Celik vd.
2018; Domka vd. 2020; Hazotte vd. 2020; Aksoy 2021; Revees vd. 2021; Soleymanifar
vd 2024).

Hiperakiimiilator tiirler dogal olarak agir metal icerigi yiiksek olan alanlardan olan
serpantin topraklar ile yakindan iligkilidir. Genellikle ultramafik kayaclarin (6zellikle
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serpantinit, peridotit ve harzburjit) ayrigmasi sonucu olusan, kimyasal olarak alisilmadik
ve ekstrem Ozellikler gosteren bu topraklarda nikel (Ni), krom (Cr) ve kobalt (Co) gibi
metal igerikleri yiiksek iken azot (N), fosfor (P) ve potasyum (K) gibi besin maddeleri
oldukea diisiik seviyededir. Yeryliziinde yamali bir dagilimi olan bu alanlar, parcali ve
lokalizedir (dag siralar1 veya kiy1r zonlar1 gibi). Boylece, edafik o6zellikleri sayesinde
cevresindeki habitatlardan ayrigarak ekolojik olarak izole bir yapi kazanir; adeta
goriinmez bir ada gibi davranir ve bu 6zgiin kosullara uyum saglamus tiirlere ev sahipligi
yaparken onlarin diger bdlgelerden izole olmasini saglayarak popiilasyonlarin genetik
aligverisini engeller ve yeni tiirlerin olusumu ile endemizmi besler. Yasam, yeryiiziiniin
her alanini kapladig: gibi, bu bolgelerde de kendisine uygun yollar bulmustur. Baz1 6zel
bitkiler, metallofit veya hiperakiimiilator tiirler, bu topraklarda yasamay1 bagarmis ve bu
ortamlara adapte olmuslardir. Bu adaptasyonlar icin farkl stratejilere sahip olsalar da,
fitoremediasyon ¢alismalar1 ic¢in dikkat c¢ekici olan, hiperakiimiilator bitkilerin
durumudur. Hiperakiimiilator bitkiler, bulunduklar1 ortamda bulunan agir metalleri
normal bitkilere kiyasla olaganiistii yiiksek oranlarda kok, gdvde ve yaprak gibi
dokularinda biriktirebilen bitkilerdir. Hiperakiimiilasyon esigi bitki ve metalin cinsine
gore degismekle birlikte (6rnegin Ni i¢in >1000 ppm) normal bitkilerdeki metal
birikiminin binlerce kati olabilir. Bu bitkiler kokleri ile aldiklari agir metalleri ksilem
aracilif1 ile toprak iistii organlarina tasir ve yaprak vakuollerinde farkli ligandlar ile
etkisiz hale getirir ve detoksifiye eder. Boylece hem yiiksek agir metal igerigine sahip
olur hem de bu agir metalin toksisitesinden diger bitkiler gibi etkilenmezler.

Serpantin gibi dogal olarak agir metaller agisindan zengin olan topraklarda Ni
konsantrasyonu yliksek olmasina ragmen, kati mineral fazlarina bagl olduklar i¢in
immobildir ve toksisiteleri gorece diisiiktiir. Aksine, antropojenik faaliyetlerle kirlenmis
topraklardaki Ni ise hareketli, reaktif formlarda ve bitkiler i¢in yiiksek toksik etkiler
gosterebilecek durumdadir (Rizwan vd. 2024). insan aktivitesi sonucunda dogaya desar;j
edilen Ni'in biiylik bir kismi1; metal {iretim atiklar1, endiistriyel atiklar, atmosferik birikim,
kanalizasyon ¢amuru, komiir ugucu kiilii, komiir dip kiilii, petrol rafinasyonu, tarimsal
kimyasallar, c¢elik sanayi, madencilik ve eritme siire¢leri gibi faaliyetlerden
kaynaklanmaktadir. Bu tarz faaliyetler sonucunda Ni konsantrasyonunun artmasindan
dolay1 endise duyulan alanlardan en 6nemlisi tarim arazileridir. Tarimsal iiretim yapilan
topraklarin Ni ile kirlenmesi ve bunun bitki sagligi {iriin verimi ve gida giivenligi
tizerindeki olasi tehditleri, giderek artan bir endise kaynagidir. Tarim topraklarinda Ni
kirliligi, esas olarak Ni iceren pestisitlerin, fungisitlerin, herbisitlerin ve giibrelerin asir1
ve uzun donemli diizenli kullanimindan kaynaklanmaktadir. Bu sorun, asit yagmurlar ile
asidik hale gelen topraklarda nikelin mobilitesinin ve biyoyararlaniminin artmastyla daha
da kotillesmektedir (Palansooriya vd. 2020). Asir1 Ni konsantrasyonu, bitkilerde
dogrudan veya dolayli olarak bir¢ok hasar verebilir. Bitkilerin klorofil pigmentlerini
azaltabilir, reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) olusumunu tetikleyebilir, lipid
peroksidasyonuna neden olabilir, fizyolojik islevleri bozabilir, enzim aktivitelerini
degistirebilir ve fotosentetik protein kompleksleri ile kloroplast zar yapilarin1 bozarak
fotosentez etkinligini zayiflatabilir ve sonucta daha diisiik biyokiitle ve {irlin verimine yol
acabilir (Sachan ve Lal 2017; Batool, 2018; Shafiq vd. 2024). Ilaveten, Ni’e uzun siire
maruz kalmak, tarim topraklarindaki mikrobiyal popiilasyonlarin cesitliliginde de
degisikliklere yol actig1 bilinmektedir (Li vd. 2015). Dahasi, Ni’in denitrifikasyon, azot
fiksasyonu ve metanogenesis gibi temel toprak mikrobiyal siire¢lerini olumsuz etkiledigi
bilinmektedir (Plekhanova vd. 2017; Rizwan vd. 2024). Boylece, topragin mikrobiyal
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sagligi ve biyokimyasal dongiileri bozulmakta, bu da toprak verimsizligine ve bu
topraklarda yetistirilen bitkilerin biiyiime ve gelismelerinin sinirlanmasina neden
olmaktadir. Ote yandan, calismalar PGPB’nin bitkilerde oksidatif stresi azaltabilecegini,
klorofil sentezini artirabilecegini ve bitkinin Ni kirliligine adaptasyonunu artirabilecegini
gostermektedir (Ren vd. 2019). PGPB, ayrica N, P ve K gibi temel besin elementlerinin
alimini artirabilir, indol asetik asit (IAA) gibi bitki hormonlarin1 salgilayabilir veya
endojen absisik asit diizeylerini azaltabilir, ayrica metallotiyoneinler (MT) ve
fitoselatinler (PC) gibi selatlayici protein genlerinin ve/veya metal tastyicilarinin [HMA,
YLS, CE, ZIP] ekspresyonunu artirabilir (Poria vd. 2022). Sonug olarak, bu durum, kdk
uzamasina, hiicre boliinmesinde artisa ve stomalarin acilmasina neden olarak besin
alimini artirabilir ve Ni stresi altinda yetistirilen bitkilerin biiylimesini tesvik edebilir.
Ayrica, PGPB stresle iliskili genlerin ekspresyonunu artirarak ve siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) gibi enzimatik ve glutatyon,
flavonoidler, askorbat gibi enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarini
aktive ederek bitkilerin stres direncini de artirabilir. Bdylece, fotosentez i¢in hayati olan
fotosentetik pigmentler ve tilakoid zarlar, Nikelin zararli etkilerinden korunarak
fotosentetik verimlilik ve biyokiitle liretimi artirilabilir. Bu gibi niteliklerinden dolayz,
PGPB uygulamalar1 etkili bir fitoremediasyon i¢in olduk¢a 6nemli olup, Ni ile kirlenmis
topraklarin fitoremediasyonunda kullanilan bitkilerin performansini artirmak ig¢in
kullanilabilir (Poria vd. 2022). ilk bakista fitoremediasyon calismalar1 igin
hiperakiimiilator bitki tiirleri, ideal bitkiler gibi goriinse de, genellikle bu bitkilerin
ekstrem seviyede diisiik biyokiitleli ve yavas bir biiyiimeye sahip olmalarindan dolay1
fitoremediasyon c¢alismasinin uygulama siiresini ¢ok uzatacagi icin son donemlerde
yiiksek ve hizli biyokiitle iiretimine sahip, metal tolerant ve akiimiilator bitkiler one
¢ikmaktadir. Ozellikle bu bitkiler arasindan tarimsal olanlar, fitoremediasyon ¢alismalar
yiriitiilitken yan c¢iktt olarak da tirlin eldesi vadettigi i¢in, silirecin maliyet/fayda
acisindan avantajini artirmaktadir. Bu tez kapsaminda, agir metaller ile kirletilmis
topraklarda fitoremediasyon i¢in gerekli potansiyele sahip bir bitki oldugu bildirilen aspir
bitkisi (Carthamus tinctorius L.) (Madaan vd. 2011) ile ¢alisilmistir. Ulkemizde tarimsal
iiretimi yapilan yiliksek biyokiitleli, 110-140 giin arasinda kisa bir gelisim siiresi olan,
yagli tohumlu bir multi biyo-enerji (etanol, biyogaz, biyodizel) bitkisi olmasinin yani sira
kuraklik, tuz ve Ni tolerans kapasitesinin de yiiksek olmasiyla gida, kozmetik, boya gibi
pek c¢ok endiistride de yararlanilmaktadir (Al Chami vd. 2015; Adali 2016;
Pourghasemian vd. 2019; Hashemi vd. 2020; Culha-Erdal vd. 2021; Baran ve Ekmekgi
2022). Baran ve Ekmek¢i (2022) yaptiklari calismada, aspir bitkisinin 1 mM Ni
konsantrasyonuna kadar diren¢li oldugunu ancak bu konsantrasyonlarda biyokiitle
iiretiminde dramatik diisiisler meydana geldigini bildirmistir. Bu tez kapsaminda aspir
bitkisinin Ni toleransinin ve fitoremediasyon kapasitesinin PGPB uygulamalar ile
artirllmas1 amaglanmistir. Bu noktada segilecek olan PGPB’nin nitelikleri ve aspir ile
uyumlu olup olmayacagi énemli bir konu olarak ele alinmistir. Simdiye kadar yapilan
arastirmalarda steril bitki bulunamamis ve ¢alisilan tiim bitkilerde endofitik bakterilerin
yer aldig bildirilmistir (Afzal vd. 2019). Fakat serpantin topraklarda yayilis gdsteren
hiperakiimiilator bitkilerden izole edilen endofitik bakteri suslarinin, evrimsel siirecte
hem yiiksek metal konsantrasyonuna adapte olmasi, hem de metal akiimiile eden bitkilerle
birliktelik kurmasi1 nedeniyle fitoremediasyon g¢alismalar i¢in en iyi PGPB alternatifi
oldugu bildirilmektedir (Barzanti vd. 2007). Bunun yani sira, endofitik bakterilerin
yalnizca kendi konaklar1 veya ekotipleri lizerinde tesvik edici 6zelliklerini gdsterdiklerini
bildiren ¢alismalar olmasia ragmen (Li vd 2025), kendi konag1 disinda yakin akraba
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tirlerde de etkili oldugu (Long vd. 2008) veya farkli bitkilerde de (Sessitsch vd. 2005;
Ma vd. 2011) etkili oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla konak tercihinin oldukg¢a genis
oldugu bilinmektedir (Afzal vd. 2019). Asteraceae familyasindan Centaurea ensiformis
P.H. Davis (Ece saribasi) Tiirkiye’de Sandras Dagi’nda yayilig gosteren endemik bir Ni
hiperakiimiilatoriidiir (Revees ve Adigiizel 2004). Alternatifleri arasinda oldukca fazla
miktarda Ni akiimiile etme kapasitesi ve aspir bitkisine benzerlikleri sebebiyle bu tez
kapsaminda PGPB izolasyonunun gerceklestirilecegi yabani hiperakiimiilator bitki olarak
secilmistir. Bu baglamda, C. ensiformis bitkisinin bakteriyel kompozisyonuna dair bir
calismanin ilk kez bu tez kapsaminda yapilmasinin yani sira, aspir bitkisinde Ni
toksisitesi ve PGPB uygulamalari ile tolerans mekanizmasi arasindaki iliskinin fizyolojik
ve biyokimyasal temellerinin ilk defa bu kapsamda ortaya konulacak olmasi tezin 6zgiin
degerini olugturmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, aspir bitkisinin Ni toleransinin ve fitoremediasyon
kapasitesinin artirilmasi i¢in C. ensiformis’ten izole edilen PGPB’lerden yararlanilmis ve
meydana gelen degisimler morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal analizler ile ortaya
konulmugtur. Bunun i¢in izolatlarin Ni tolerans1 ve PGPB nitelikleri belirlenmis ve 6nce
en yiiksek degerlere sahip olan 5 farkl tiir segilerek aspir bitkisine inokiile edilmis ve bir
tarama yapilmistir. Bu asamada segilen 5 farkli bakteri tiirii arasindan, tez amacina
yonelik olarak aspir ile uyumu en 1yi yiiksek olan bakteri tiirii se¢ilmis ve ileri 6l¢giim ve
analizler yapilmistir. Bu baglamda yas ve kuru biyokiitle 6l¢iimleri, boy uzunlugu
Ol¢iimleri, membran hasari, su icerigi, pigment miktarlari (klorofil, karotenoid, flavonoid
ve antosiyanin), klorofil a floresansi, oksidan miktar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri
belirlenmistir. Tezin kapsaminin yani sira sinirliliklar da bulunmaktadir ve en 6nemlisi
de denemelerin kontrollii iklim odast kosullarinda yiiriitiilmiis olmasidir. Bu durum,
bilimsel diizlemde temel bir 6ngdrii sunmasina ragmen, elde edilen bulgularin farkli
cevresel sartlara (farkli iklim ve toprak tipleri gibi) genellenebilirligini kisitlamaktadir.
Dahasi, kisa siireli calismalardaki aklimasyon siiresi, uzun vadeli etkilesimleri
yansitmayabilir. Ilerleyen calismalarda bitkiler, tohum ¢imlenmesinden itibaren hasat
giiniine kadar strese maruz birakilarak daha uzun siireli bir yetistirme plani1 uygulanabilir.
Ayrica, kullanilan bakteriler dogada izole halde degil, mikrobiyal topluluklar igerisinde
bulunur ve bu ortamlarda sinerjistik ve/veya antagonistik etkilesimler gosterebilirler.
Dolayisiyla, tekil olarak uygulanan bir bakterinin g¢evresel kosullarda benzer etkiyi
gosterip gOstermeyecegi ve diger mikroorganizmalarla olan rekabet giici,
genellenebilirlik agisindan disilintilmelidir. Bu tezde kullanilan bakterilerin aspir
bitkilerinde olusturdugu molekiiler diizeydeki etkiler (proteomik/transkriptomik yanitlar
gibi) analiz edilememistir. Yapilacak ileri calismalar ile bakterilerin, bitkide meydana
getirdigi degisimlerin molekiiler diizeyde ayrintili sekilde ortaya konulmasi, bahsedilen
tolerans mekanizmalarinin aydinlatilmasinda 6nemli katkilar saglayacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kayactan Kirlilige: Agir Metaller ve Antropojenik Desarjlar:

Sanayi Devrimi’nden bu yana, zararl bilesiklerle topraklarin kirlenmesi dramatik
bir sekilde artmis ve gilinlimiizde kiiresel bir sorun haline gelmistir. Diinyanin bir¢ok
bolgesi, ¢ogu zaman agir metaller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bilesiklerin
karigimiyla kirlenmekte ve bu durum toprak kirliligine yol agmaktadir (Mustafa vd.
2023). Ni, hem dogal hem de insan kaynakli faaliyetler sonucunda ¢evreye en sik salinan
metallerdendir (Shahzad vd. 2018). Nikelin ¢evreye desarji, 6zellikle tarim topraklarinda
birikimi, biiylik bir endige kaynag1 olusturmaktadir. Son yillarda Kuzey Amerika, Asya
ve Avrupa dahil olmak {izere diinyanin birgok bolgesinde Ni kirliligi gézlemlenmektedir.
Su kaynaklarinda ve karasal ortamlarda Ni konsantrasyonlarinin sirasiyla 0.2 mg L™ ve
26 g kg! seviyelerine ulastig1, bu degerlerin kirlenmemis kaynaklardaki seviyelere gore
yaklasik 25 kat daha yiiksek oldugu raporlanmistir (Mustafa vd. 2023). Toprakta bulunan
nikelin biiyiik bir kismi, metal tiretim atiklari, endiistriyel atiklar, atmosferik ¢okelme,
kanalizasyon ¢amurlari, komiir ugucu kiilii, komiir alt kiilii, petrol rafinasyonu, tarimsal
kimyasallar, madencilik ve ergitme islemleri gibi insan faaliyetlerinden
kaynaklanmaktadir. Bunun yami sira, son yillarda ortaya ¢ikan ve kullanimi giderek
yayginlasan temiz enerji teknolojilerinin gelisimiyle birlikte, 6zellikle elektrikli araglar
calistirmak amaciyla daha biiyiik ve farkl: tiirde lityum-iyon piller tiretilmistir. Bu lityum-
iyon pillerin katotlarinda da dnemli bir bilesen olarak Ni yer almaktadir (Dilshara vd.
2024). Sekil 2.1°de 2010-2022 yillar1 arast Ni madenciliginin iiretim verileri verilmistir.
Uretiminin giin gegtikce artti1 goriilmektedir. Dahasi diinyanin Ni talebinin de artarak
devam edecegi ongoriilmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. 2010-2022 yillar1 arasinda Ni madenciligi ile yapilan iiretimin seyri
(Dilshara vd. 2024’ten degistirilerek kullanilmigtir.)
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Sekil 2.2. 2040 yilina kadar tahmin edilen Ni talebi (Dilshara vd. 2024’ten degistirilerek
kullanilmistir.)

Ni yogunlugunun antropojenik faaliyetler nedeniyle bolgesel olarak en ¢ok arttig1
alanlardan biri tarim arazileridir. Tarim topraklarinin Ni ile kirlenmesi ve bunun bitki
sagligi, gida giivenligi ve gida arzi lizerindeki olasi tehditleri giderek artan bir problemdir.
Tarim topraklarinda goriilen Ni kirliligi, esas olarak Ni bazli pestisitlerin (thiram, ferbam,
ziram ve sodyum dimetil ditiyokarbamat gibi), fungisitlerin, herbisitlerin ve giibrelerin
asir1 kullanimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorun, asit yagmurlari nedeniyle toprakta
olusan asidik kosullar altinda Ni mobilitesinin artmasiyla daha da kotiilesmekte ve
cevresel etkileri biiylimektedir (Palansooriya vd. 2020). Canakkale ilinde yapilan bir
aragtirmada, tarimsal topraklarda bulunan agir metaller arasinda en fazla miktarda nikelin
bulundugu, ayrica potansiyel mobil fraksiyonlar1 géz oniine alindiginda nikelin en fazla
indirgenebilir fraksiyonlar arasinda oldugu belirlenmistir (Ozcan vd. 2022). Buna ek
olarak, uzun siireli Ni birikimi, tarim topraklarindaki mikrobiyal topluluklarin
cesitliliginde de degisimlere yol agabilmektedir (Li vd. 2015). Ayrica, nikelin
denitrifikasyon, azot fiksasyonu ve metanogenesis gibi temel toprak mikrobiyal
stireglerini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (Plekhanova vd. 2017; Rizwan vd. 2024). Bu
durum, topragin mikrobiyal sagligin1 ve biyokimyasal dongiilerini bozmakta, bunun
sonucunda toprak verimliligi azalmakta ve bitki gelisimi kisitlanmaktadir. Normalde, Ni
konsantrasyonu toprakta 100 mg kg!, yiizey sularinda ise 0.005 mg L seviyesinin
altindadir. Ancak kirlenmis topraklarda ve ylizey sularinda Ni konsantrasyonlar1 sirasiyla
26 g kg'! ve 0.2 mg L!"ye kadar ¢ikabilmekte, bu da kirlenmemis alanlara kiyasla 20-30
kat daha yiiksek seviyede oldugu anlamina gelmektedir (Shahzad vd. 2018). Nikelin
kontamine topraklardaki konsantrasyonu ayrica toprak tipine bagli olarak degismektedir.
Hafif kumlu topraklarda 7-33 mg kg™', orta derecede tinli topraklarda 11-25 mg kg™,
agir tinli topraklarda 23-50 mg kg™, kirecli topraklarda 18-92 mg kg™ ve organik
topraklarda ise 4-12 mg kg arasindadir (Mustafa vd. 2023).
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Antropojenik olarak Ni kirliligi olan alanlar oldugu gibi yerytiziinde dogal olarak
da metal igerigi yliksek olan topraklar (serpantin gibi) bulunmaktadir. Kiiresel serpantinli
alanlar, Akdeniz ve Avrasya bolgeleri ile Asya-Pasifik dahil olmak iizere kara yiizeyinin
yaklasik %1’ini kaplamaktadir. Sekil 2.3’te gosterildigi gibi serpantinli bolgelerin
kapladig1 alan kiiclik olmasina ragmen, tropikal (Brezilya, Malezya, Endonezya, Yeni
Kaledonya ve Umman) ve iliman iklim kusaklarinda (Avrupa, Kuzey Amerika, Tiirkiye
ve Avustralya) yaygin bir dagilima sahiptir (Dilshara vd. 2024). Ulkemizde 55 serpantin
alan tanimlanmistir (Aksoy 2021; Revees vd 2021). Serpantinit kayaglar, ¢cogunlukla
okyanusal litosferde ve dalma-batma zonlarindaki manto kayalarinda olusmustur. Bu
kayaclarin olusum siireci genellikle serpantinizasyon olarak adlandirilir ve diislik
sicaklikli (300-600 °C) metamorfik degisim ve magmatik ya da metamorfik kayaclarda
suyla gergeklesen degisim sonucu meydana gelir. Bu kimyasal siire¢ sirasinda, baslica
magnezyum (Mg) veya demir (Fe) agisindan zengin olivin [(MgFe):Si0O4] ve piroksen
[(MgFe).Si20s veya Ca(MgFe)Si2Os] gibi mineraller; serpantin mineralleri (lizardit,
antigorit ve krizotil), manyetit, karbonatit, talk ve brusit gibi ikincil minerallere doniiserek
yapisal, hidrolik, manyetik, mekanik ve sismik 6zelliklerinde degisime ugrarlar (Dilshara
vd. 2024). Serpantinit kayac¢larindaki mafik mineraller, Mg ve Fe bakimindan zengin olup
ayrica Ni, krom (Cr) ve kobalt (Co) gibi ekonomik agidan degerli metallerin yiiksek
konsantrasyonlarin1 (serpantinli toprak ve kayalarda ortalama Ni konsantrasyonu
sirastyla 1700-10.000 mg/kg ve 15004000 mg/kg’dir) igerir (Vithanage vd. 2019;
Dushyantha vd. 2021).
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Sekil 2.3. Serpantin alanlarin dagilimi (Dilshara vd. 2024’ten degistirilerek
kullanilmistir.)

Serpantinli alanlar ile diisiik verim baskist altindaki Ni ile kontamine olmus
tarimsal arazilerden faydalanmak miimkiindiir. Bu amagla kullanilabilecek etkili
yaklagimlardan birisi bitki temelli madencilik yontemi olan fitomadenciliktir
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(fitomining). Fitomadencilikte gerceklestirilen basarili saha uygulamalari, serpantinli
topraklardan Ni geri kazaniminin ekonomik potansiyelini ortaya koymustur. Bu yontemle
yaklasik %99 saflikta amonyum nikel siilfat hekzahidrat [(NH4)2Ni(SO4)2.6H-O] tuzu
elde edilebilmis ve bu bilesigin yiliksek bir piyasa degerine sahip oldugu bildirilmistir
(Zhang vd. 2016). Ayrica, Bani vd. (2014) tarafindan Arnavutluk’taki serpantinli
topraklarda hektar basina yaklasik 1.116 USD (Amerikan Dolar1) net gelir elde edilmistir.
Serpantinli topraklarin genellikle zayif yapili olmasi ve tarimsal iiretime elverisli
olmamasi nedeniyle, Ni fitomadenciligi hem marjinal arazilerin degerlendirilmesini
miimkiin kilmakta hem de fiziksel madencilik yontemlerinin ¢evreye verdigi zararlari
olusturmadan ekonomiye onemli katkilar sunma potansiyeli tasimaktadir. Buna karsin
serpantin olmadig1 halde Ni ve diger agir metallerce kontamine olan (6zellikle tarimsal
iiretim yapilan alanlar) arazilerin rehabilitasyonu ile ilgili olarak da bitkilerin kullanildig1
yesil teknolojiler (fitoremediasyon) bulunmakta ve bu yontemlerin verimini artirma
yontemleri lizerine ¢aligilmaktadir.

2.2. Agir Metal Kirliligiyle Miicadelede Bitki-Bakteri s birligi: Fitoremediasyon ve
PGPB ile Desteklenmesi

Tarimsal alanlardaki artan agir metal kontaminasyonu ile miicadelede biyolojik
remediasyon teknikleri arasinda fitoremediasyon en ¢ok kabul géren yontemlerdendir.
Fitoremediasyon terimi, kirleticileri azaltmak veya bir sekilde etkisizlestirmek amaciyla
bitkilerin  kullanildigi  tim ¢evresel 1iyilestirme tekniklerini kapsamaktadir.
Fitoremediasyon, geleneksel miithendislik tabanli aritma yontemlerine kiyasla daha diigiik
maliyetli olmasi, ikincil kirletici olusturmamasi ve ortamdan uzaklastirilan metallerin geri
kazanilabilirligi (fitomining) gibi avantajlar1 sayesinde cevresel iyilestirme teknikleri
arasinda dikkat ¢ekmektedir. Fitoremediasyonun; fitoekstraksiyon, fitovolatilizasyon,
fitodegradasyon, fitostabilizasyon, fitofiltrasyon gibi ¢esitli alt teknikleri bulunmakla
birlikte (Sekil 2.4), s6z konusu kontaminant agir metaller oldugunda en etkili yontem
olarak fitoekstraksiyon ve fitostabilizasyon one ¢ikmaktadir.
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Fitotransformasyon

Metaller daha az toksik formlara
donustaralir.

Kimyasal durumlari enzimatik
olarak degistirilerek
biyoyararlliklari ve toksisiteleri

Fitosekestrasyon

Ligandlarla selatlanan metaller
vakuole taginir ve
kompartmentalize edilerek
zararsiz formlarda izole edilir.

dastraltr.
Fitoekstraksiyon
Toprak Ustl organlarda
Fitovolatizasyon metaller akiimiile edilir.

Metaller daha az toksik
formlara donustirilerek
atmosfere salinir.

Sirglnde fitoremediasyon

Translokasyon

Fitostimiilasyon

———
Metaller rizosferik
c Rizoremediasyon mikroplarin hiicre
S Kok ylizeyinde metaller duvarlarinda adsorbe
o adsorbe edilir ve ekzudatlar edilerek immobilize
S ile kompleks olugturarak edilir.
"E’ bitkiye alimi engellenir. 5
o Rizosferik mikroplarin Fitostabilizasyon
9o salgiladiklari metabolitler ile Metaller kokler tarafindan
= metallerin ¢oziinebilirligi toprakta kompleksler olusturarak
g duistrilir ve immobilize immobil hale getirilir. Kok
0 edilir. eksudatlari, hiicre duvari,
X fitoselatin, metallotiyoneinler rol
— oynar.

Sekil 2.4. Agir metallerle kirlenmis topraklarin fitoremediasyonu igin bitkiler tarafindan
uygulanan stratejiler (Gorsel yapay zeka ile hazirlanmis, Panda vd. 2025’ten
degistirilerek kullanilmistir.)

Fitoremediasyon tekniginin uygulanmasi i¢in uygun bitki secimi Onem arz
etmektedir. Bu konuda ilk dikkat ¢eken grup hiperakiimiilatdr bitkilerdir. Serpantin
topraklara, yliksek metal konsantrasyonu kosullarina ragmen gelisimini siirdiirebilen ve
bu metalleri diger bitkilere kiyasla yiizlerce kat fazla oranda biriktirme yetenegine sahip
bitkiler adapte olmustur. Hiperakiimiilator ismi verilen bu bitkiler, 6zellikle Brassicaceae
ve Asteraceae familyalarina ait tiirler arasinda tanimlanmistir (Adigiizel ve Reeves 2012).
Genellikle serpantin endemigi olan bu bitkiler, yiiksek metal akiimiilasyon kapasitelerine
ragmen son derece diisiikk ve yavas biyokiitle liretimleriyle bilinirler; bu durum, pratik
uygulamalarin1 ciddi sekilde sinirlandirmaktadir (Akinbile ve Mbohwa 2025). Bu
nedenle, son yillarda yapilan ¢alismalar, metal toleransi ve biyokiitle iiretim kapasitesi
yliksek, adaptasyon yetenegi fazla olup bir¢cok cografyada yetistirilebilecek tarimsal
bitkilere odaklanmistir (Vischetti 2022). Bu bitkilerin lif, yag, pigment ve diger ¢iktilar
sayesinde slirecin yiiriitiilmesi esnasinda ekonomik bir katki da sunarak, maliyeti
diistirmesi s6z konusudur. Dahasi, bu bitkilerin fitoremediasyon performanslarin artirici
cesitli yontemler de mevcuttur. Fitoremediasyon siireglerinde bitki performansini
artirmak i¢in uygulanan cesitli stratejiler, hem metal alim kapasitesini hem de bitkinin
stres kosullarina kars1 dayanikliligimi gelistirmeye yoneliktir. Bu stratejiler arasinda
oncelikle toprak oOzelliklerinin diizenlenmesi yer alir. Kontamine topraklarda pH
diizeyinin ayarlanmasi, metallerin ¢oziiniirliigiinii ve bitki tarafindan alinabilirligini
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dogrudan etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bununla birlikte organik madde uygulamalari
(kompost, biyokomiir vb.), hem topragin fiziksel yapisin1 hem de mikrobiyal aktiviteyi
artirarak fitoremediasyon verimini yiikseltir. Yine giibreleme ve besin takviyesi
uygulamalar ile 6zellikle azot (N), fosfor (P) ve potasyum (K) gibi temel makro
besinlerin dengeli sekilde saglanmasi, bitkinin genel biiyiimesini desteklerken metal
stresine karsi toleransini da artirabilir. Ayrica selatdor maddelerin (6rnegin sitrik asit,
EDTA) kontrollii kullanimi, metallerin toprakta daha mobil hale gelmesini saglayarak
bitki tarafindan alimlarin1 kolaylastirir. Ancak son yillarda giderek daha fazla ilgi géren
uygulamalarin basinda biyolojik temelli yaklasimlar gelmektedir. Bu kapsamda,
mantarlar ve bakterilerin bitkiler ile kurduklar1 simbiyotik iligkilerden yararlanilmaktadir.
Mikorizalarin olduk¢a konak spesifik olmalar1 dolayisiyla uygun eslesmenin belirlenmesi
daha nadir olsa da konak spesifitesi daha diisiik olan bakterilerin kullanimi
fitoremediasyonun siirdiiriilebilirligi ve verimliligini artirmak agisindan oldukga etkili ve
cevre dostu ¢oziimler sunmaktadir.

Bitki biinyesinde (endofitik) veya rizosferinde (rizosferik) kolonize olarak
bitkilere pozitif katki saglayan bakterilere genel olarak “bitki biiylimesini tesvik eden
bakteriler” (PGPB, plant growth promoting bacteria) ad1 verilmektedir. PGPB, bitkilerin
biliylime ve gelismesini dogrudan (hormonal veya besin alim1 kolaylagtirmasi gibi) tesvik
etmesinin yani sira, salgiladiklar1 antibiyotikler, besin/yer rekabetine girmeleri ve
patojenlerin virulans faktorlerini detoksifiye edebilme yetenekleri sayesinde patojenlerin
biyokontroliinde rol oynayarak bitki biiyltime ve gelismesine katki saglayabilir (Compant
vd. 2005). Rizosferik popiilasyonlarindan sonra genellikle bitki koklerinden igeriye
girebilen (genellikle yan kok olusumu ve kok ucu biiylimesi sirasinda) ve bitki ile daha
yakin temas kurabilmesi ile avantaj sahibi olan endofitik bakteriler, rizosferik bakterilerin
bir alt kiimesi olarak nitelendirilmektedir. Patojen bakterilerin aksine, bitki biinyesine
giren endofitik bakterilerin sinirli sayida iiremeleri ve bitkinin savunma sistemlerini
tetikliyecek stres kosulunu olusturmadiklari (seliilaz vb. enzim aktivitesinin diigiik
olmasi) i¢in konaga zarar vermedikleri bildirilmistir (Afzal vd. 2019). Ayrica tesvik edici
ozellikleri bakimindan ele alindiginda endofitik bakterilerin, rizobakterilere gore daha
etkili oldugu bilinmektedir (Ma vd. 2011). PGPB, bitki biiylimesini tesvik etmesinin yani
sira agir metallerin sebep oldugu toksik etkilerin hafifletilmesini kapsayan mekanizmalar
ile metal toksisitesine kars1 da tolerans saglayabilmektedir (Manoj vd. 2020).

Simdiye kadar yapilan arastirmalarda steril bitki bulunamamis ve calisilan tiim
bitkilerde endofitik bakterilerin yer aldig: bildirilmistir (Afzal vd. 2019). Fakat serpentin
topraklarda yayilis gdsteren hiperakiimiilator bitkilerden izole edilen endofitik bakteri
suslarinin, evrimsel siirecte hem yliksek metal konsantrasyonuna adapte olmasi, hem de
metal akiimiile eden bitkilerle birliktelik kurmasi nedeniyle fitoremediasyon ¢aligmalari
icin en iyi PGPB alternatifi oldugu bildirilmektedir (Barzanti vd. 2007). Bunun yani sira,
endofitik bakterilerin yalnizca kendi konaklari iizerinde tesvik edici Ozelliklerini
gosterdiklerini bildiren ¢aligmalar olmasina ragmen, kendi konagi disinda yakin akraba
oldugu (Long vd. 2008) veya daha uzak akrabalik iligkisi i¢inde oldugu farkl bitkilerde
de (Sessitsch vd. 2005; Ma vd. 2011) etkili oldugu bildirilmistir. Dolayis1 ile konak
tercihlerinin oldukca genis oldugu bilinmektedir. Asteraceae familyasindan Centaurea
ensiformis P.H. Davis, 19550-37750 mg.kg! Ni akiimiilasyonu ile Tiirkiye’de Sandras
Dagi’nda yayilis gosteren endemik bir hiperakiimiilator bitkidir (Revees ve Adigiizel
2004). Alternatifleri arasinda oldukga fazla miktarda Ni akiimiile etme kapasitesi ve aspir
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bitkisine benzerlikleri sebebiyle bu tez kapsaminda PGPB izolasyonunun
gergeklestirilecegi bitki olarak secilmistir.

2.2.1. Fitoremediasyon performansini artiran PGPB mekanizmalari

Literatiirde Ni hiperakiimiilatorii olan farkli bitkilerden elde edilen PGPB 6zelligi
bulunan bakterilerin g¢esitli bitkilere inokiilasyonu sonucunda Ni toleranst ve
fitoremediasyon kapasitesinin arttirllmasimna yonelik ¢aligmalar  bulunmaktadir:
PGPB’nin Ni ve diger agir metal uygulamalar1 altinda ¢esitli mekanizmalar
(asidifikasyon, siderofor, fitohormon, N fiksasyonu vb.) ile bitki biyokiitlesini arttirdigina
dair bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Rajkumar vd. 2010; Tak vd. 2015; Carlos vd. 2016;
Saadani vd. 2016; Pinter vd. 2017; Manoj vd. 2020; Merakli ve Memon, 2020; Mesa-
Martin vd. 2020). PGPB, asidifikasyon, selator {iretimi, siderofor {iretimi,
demineralizasyon gibi yollarla agir metallerin biyoyararlanimlarini, mobilitesini,
¢Oziiniirliglinli ve tasinimini arttirabilirler (Sekil 2.5). Boylece agir metallerin bitkideki
akiimiilasyonu ve sonucunda fitoekstraksiyon ya da fitostabilizasyon kapasitesi 6nemli
ol¢iide artirilabilir (Ma vd. 2011; Manoj vd. 2020; Alves vd. 2022).

° OB Rizosferik PGPB metal alimini
o 7% artinir:

U Bakteriler tarafindan salgilanan —
organik asitler ve H* metallerin
alimini kolaylastirir.

Biyoakiimiilasyon

Metallerin vakuolde PGPB’ler Metal selasyonunu
akiimiile edilmesi artinr:

Metallotiyonein, fitoselatin ve >
. - sideroforlar metal iyonlarinin
- » i selasyonunu artirir.
L >V * Hp -
Sudatiar Organic acids  Protons (H*)
Kok ekzudatlar @ ) Bilyiimeyi tesvik ederek:
. K le) . () . Fitohormonlar, sideroforlar,
% @ .m .){. nitrogenazlar gibi maddeler
® L @ . O () .| besin alinabilirligini artirir
Coziinmez metal Coziunebilir Protein-Metal ¢ . .
kompleksi metal formu @ Kompleks (PMC)
[ 7 @ ] Metal biyotransformasyonu
Siderof @ Siderofor-Metal %\?"' - - Bakteriler metalleri transforme
iderotor N Kompleks (SMC) V\Q\"% Metal baglayan edebilir ve metallerin —
e P proteinler (MBP) toksisitesini azaltarak bitkiye
o Bitki bilyiimesini alimini artirabilir.
L itki blylmesinin
i ibi artmasi
Fitohormonlar (IAA gibi) e |- Direkt mekanizmalar :
. itki bllylimesinin ¢ .
E ACC deaminaz artmas! . )
2 Nitrogenaz — Azot fiksasyonu ' Civa rediiktaz .
E—

Organik asitler ., Fosfar goziiniirligi Hg? Hg®

Fosfatazlar

Antibiyotikler ]

Litik enzimler ke o |- Dolayl Kani I ' .

. Biyokontrol olayli mekanizmalar Hg?* Metilciva

Sideroforlar

L | IR B @D (CHHgY)
Metiltransferaz

Sekil 2.5. Bitki biiylimesinin tesvik edilmesinde ve metal fitoremediasyonunda
bakterilerin rolii (Alves vd. 2022’den degistirilerek kullanilmistir.)

2.2.1.1. Siderofor iiretimi

Hem bitki hem de mikroorganizma gelisimi, metabolizmas1 i¢in hayati bir mikro
besin olan demirin eksikligi ile miicadele etmek i¢in bakteriler tarafindan iiretilen
sideroforlar, Fe afinitesi yiiksek ligandlardir. Yapisal olarak 250’den fazla siderofor tiirii
tanimlanmis olup Fe baglayan bilesenlerine goére hidroksamatlar, fenolatlar ve
karboksilatlar olarak smiflandirilirlar (Fanai vd. 2024). Siderofor iireten bakterilerin

11



KAYNAK TARAMASI U. BARAN

hiicre ylizeyinde, ferrik Fe—siderofor kompleksini tagiyan ve demiri metabolik siirecler
icin alinabilir kilan Fe regiilator proteinleri bulunur. Bitkide Fe eksikligi oldugunda,
bakteriyel sideroforlar bitki i¢in birincil Fe kaynagi haline gelir (Perez vd 2019). Dahasi,
rizobakterilerin siderofor liretme yetenegi sayesinde endofitik bakteriler kokleri kolonize
etmede diger mikroorganizmalara gore avantaj saglarlar. Bu durum, siderofor iiretebilen
PGPB’nin baska hi¢bir biyokontrol mekanizmasi kullanmaksizin {irettikleri sideroforlar
aracilifiyla biyokontrol ajani olarak islev gorebildikleri anlamina gelmektedir. Boylece
baz1 fitopatojenlerin yeterli miktarda Fe almasini engelleyerek ¢ogalma yeteneklerini
smirlar. Bu mekanizmanin etkili olmasinin sebebi 6zellikle fungal patojenlere kiyasla
demire ¢ok daha yiiksek afinitesi olan sideroforlar iiretebilmeleridir (Glick 2012). Ote
yandan, biyokontrol amagli PGPB tarafindan {iretilen sideroforlarin rizosferde neden
oldugu Fe eksikligi genellikle bitki biiytimesini olumsuz etkilemez. Ciinkii cogu bitki,
PGPB’nin Fe-siderofor kompleksini baglayabilir ve kullanabilir (Fanai vd. 2024).

2.2.1.2. Fosfat ¢oziiniirliigii

Toprakta genellikle yiiksek miktarda P bulunmasina ragmen (¢ogunlukla 400-
1.200 mg kg™), bu fosforun biiyiik bir kismi1 ¢éziinmez formda bulundugundan bitki
biliylimesinde kullanilmak i¢in ulasilabilir degildir. Coziintirliigii diisiik P, genellikle
apatit gibi inorganik mineraller veya inositol-fosfat, fosfomonoesterler ve fosfotriesterler
gibi ¢esitli organik formlar seklinde bulunur. Ayrica, tarimda kullanilan kimyasal giibre
olarak uygulanan ¢Oziiniir inorganik fosforun onemli bir kismu da kisa siire i¢inde
immobilize olur ve sabitlenerek bitkiler i¢in kullanilamaz hale gelir. Topraktaki fosforun
sinirli biyoyararlanimi ile bu elementin bitki bilyiimesi i¢in hayati dnemde olmasi birlikte
degerlendirildiginde, yeterli fosforun temin edilememesi bitki biiylimesini siklikla
kisitlayan bir faktor haline gelmektedir (Rodriguez ve Fraga 1999). Bu nedenle, P
¢Oziiniirliiglinii artirabilen bakteriler tarafindan gerceklestirilen ¢esitli siirecler PGPB’ler
icin 6nemli bir 6zelliktir. Genellikle inorganik fosforun ¢oziiniirliigii, PGPB tarafindan
sentezlenen glukonik asit ve sitrik asit gibi diisiik molekiiler agirlikli organik asitlerin ve
fosfataz enzimlerinin sentezi ile gerceklesir (Glick 2012). Ni stresi, kok gelisimini
baskilayarak P alimimi siirlandirirken; PGPB, fosforu bitkiler i¢in yararlanilabilir hale
getirerek stres altindaki bitkilerde enerji metabolizmasinin siirdiiriilmesini, kdk
morfolojisinin iyilestirilmesini ve biiyiime performansinin artmasini saglar. Ayrica, bazi
PGPB sugslari, yalnizca fosforu ¢oziinlir hale getirmekle kalmaz; aynm1 zamanda agir
metallerle selat olusturarak onlarin biyoyararlanimini azaltabilir ve bitki dokularinda
toksik birikimi dnleyebilir (Kan vd. 2024).

2.2.1.3. ACC deaminaz iiretimi

Bitkiler, stres durumlarinda etilen sentezlerler ve bu durum yiiksek seviyelerde
olursa stresin bitki iizerindeki etkilerini daha da siddetlendirir. Bu nedenle, stresin
bitkilere verdigi hasar1 azaltmanin yollarindan biri, bitkinin etilen yanitin1 diigiirmektir.
I-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) deaminaz enzimi, bitkilerde stres
kosullarinda (6zellikle agir metal, tuz, kuraklik ve patojen kaynakli stresler gibi) artan
etilen iiretimini diizenlemede kritik bir rol oynar. Bitkilerde, stres altinda metiyoninden
tireyen bir ara metabolit olan ACC {iretimi artar. ACC, etilen {iretiminin dogrudan
onctlistidiir ve bitki hiicrelerinde ACC oksidaz enzimi tarafindan etilene doniistiirtiliir.
Ancak, yiiksek diizeyde etilen 6zellikle gen¢ dokularda biiyiime inhibisyonu, klorozis,
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yaprak dokiimii ve hatta programli hiicre 6liimiine neden olabilir. PGPB tarafindan
sentezlenen ACC deaminaz enzimi bitkide biriken ACC’yi pargalayarak etilen tiretimini
azaltir ve bu sayede bitkinin stres tepkilerini hafifletir. Boylece bitkiler, agir metal
toksisitesi gibi olumsuz ¢evresel kosullarda daha iyi bliylime ve gelisme gosterebilirler
(Glick 2012, 2014).

2.2.1.4. IAA iiretimi

Indol-3-asetik asit (IAA), bitkilerde dogal olarak bulunan ve en yaygm gériilen oksin
hormonudur. Bitki biiyiime ve gelisiminde ¢ok sayida temel siireci diizenler. IAA, bitki
hiicre boliinmesini, uzamasini1 ve farklilagmasini etkiler; tohum ¢imlenmesini uyarir;
ksilem ve kok gelisim oranmi artirir; vejetatif biliylime siireclerini diizenler; yan ve
adventif kok olusumunu baslatir; 151k, yercekimi gibi ¢evresel uyaranlara karst bitki
tepkilerini diizenler; fotosentezde pigment olusumu, cesitli metabolitlerin biyosentezi ve
stres kosullarina kars1 toleransi etkiler. Koklerde optimal IAA diizeyi, siirgiinlere kiyasla
yaklagik 100.000 kat daha diisiiktiir. Bununla birlikte, bitkideki endojen [AA havuzu,
toprak bakterilerinin salgiladigi IAA’nin alinmasiyla degistirilebilir. Bu baglamda,
bakterilerin sentezledigi IAA miktari, bitki biliylimesini tesvik mi edecegi yoksa
baskilayict mi1 olacagini belirlemede kritik rol oynar. Bitki koklerinde endojen 1AA
seviyesi biiylime i¢in ya optimal ya da suboptimal olabilir ve bakteriyel [AA’ nin alinmasi
bu seviyeyi ya optimal diizeye ¢ikarabilir ya da asiriya tasiyabilir. Bakteriler, IAA'y1
birden fazla yolla sentezler; bunlar arasinda indol-3-asetamid (IAM), indol-3-piriivik asit
(IPA) yollar1 ve mekanizmalar1 heniliz tam olarak aydinlatilamamis birka¢ baska yol
bulunur (Etesami ve Glick 2024). Bakteriyel IAA iiretimi bitkilerde kok sistemini, besin
alimmi ve agir metal toksisitesi gibi ¢esitli abiyotik streslere kars1 direnci etkileyerek
bitkilerin toleransini artirmasinin yani sira, kok ylizey alanini ve uzunlugunu artirarak
bitkinin topraktaki besinlere erisimini gii¢lendirir, hiicre duvarlarinin gevsemesini
saglayarak kok salgilarinin artmasina yol agar; bu da rizosferdeki bakterilerin biiytimesini
ve bitkiye dogru hareket etmelerini destekler (Glick 2014).

2.2.1.5. indiiklenmis sistemik diren¢ (ISR)

PGPB, bitkilerde indiiklenmis sistemik diren¢ (ISR) olarak bilinen bir olguyu
tetikleyebilir. Bu durum, bitkilerin bir patojen enfeksiyonuna yanit olarak savunma
mekanizmalarini aktive ettigi sistemik kazanilmis direng (SAR) ile fenotipik olarak
benzerdir. ISR-pozitif bitkilerin, savunma mekanizmalarini daha hizli ve giiclii bir sekilde
aktive edecek sekilde “hazir” (primed) hale geldigi 6ne siiriilmektedir (Pieterse vd. 2009).
ISR, bitki i¢inde jasmonat (JA) ve etilen sinyallemesi ile baglantilidir ve bu hormonlar,
konak bitkinin gesitli streslere karsi savunma tepkilerini uyarir. ISR mekanizmasinin
metal stresi altinda da Onemli bir rolii oldugu giderek daha fazla ¢aligmayla ortaya
konmaktadir. Geleneksel olarak ISR, biyotik streslere (patojen saldirilari) karst savunma
yanit1 olarak tanimlansa da son yillarda yapilan aragtirmalar, abiyotik stresler, 6zellikle
de agir metal toksisitesi gibi durumlarda da ISR'nin tetiklenebilecegini gostermektedir.
ISR yoluyla aktive olan etilen ve JA sinyallemesi, agir metal kaynakli hiicresel hasarlara
kars1 miicadelede rol oynayan genlerin ekspresyonunu da diizenler. Dahas1 bu siirecte
proteazlar, glukanazlar gibi ¢esitli enzimlerin de bitkilerin agir metal stresine karsi direng
kazanmasinda 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (Shaffique vd. 2023).
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PGPB’nin metal fitoremediasyonunda kullanimiyla ilgili ilk yayin, Ni direncli bir
bakterinin kanola bitkileri lizerindeki Ni toksisitesini azaltabildigini bildiren Burd vd.
(1998)’dir. Ardindan PGPB’nin inokiilasyonu ile metal fitoremediasyonunun
kolaylastirildigina dair ¢ok sayida c¢aligma yayimlanmistir. Kullanilan bakteriler
genellikle 6nce hedef toksik metale karsi direngli olmalart bakimindan seg¢ilmekte,
ardindan P-¢oziiniirligli, ACC deaminaz liretimi, [AA ve siderofor sentezleme gibi PGPB
yetenekleri agisindan test edilmektedir. Ardindan bitkilere uygulanarak fitoremediasyon
kapasitelerinin veya metal toleranslarinin artirilmasi igin ¢aligmalar yiiriitiilmektedir. Bu
noktada 6nemli se¢imlerden biri PGPB’nin agir metalleri bitki blinyesine alimina olan
etkisidir. PGPB, c¢esitli mekanizmalar ile agir metal iyonlarinin alimimi hem artirabilir
hem de azaltabilir. Bu yilizden agir metallerin bitkiye alimi ve bitki igerisinde taginim
stireglerinin anlasilmasi 6nem arz etmektedir.

2.3. Agir Metallerin Bitkilere Alimi ve Tasinimi

Bitkilerde agir metal alimi Oncelikli olarak bitkinin kok sisteminde
gerceklesmekte olup metaller toprak c¢ozeltisinden absorbe edilirler. Metal iyonlarinin
hiicresel zarlar boyunca taginmasimi kolaylastiran spesifik metal tasiyicilar
bulunmaktadir (Sekil 2.6). Baslica metal tasiyici aileleri arasinda ZIP (Cinko-Demir
Permeaz), NRAMP (Dogal Direngle iliskili Makrofaj Proteini), HMA (Agir Metal
ATPazi1) ve ABC (ATP-Baglayici Kaset) tasiyicilart yer almaktadir. Ornegin ZIP ailesi,
Zn*?, Fe*? ve Mn*? gibi iki degerlikli metal katyonlarinin alimidan sorumlu olup, metal
stresi altinda Cd*? ve Pb*? gibi esansiyel olmayan toksik metalleri de tasiyabilmektedir
(Yang vd. 2022; Anas vd. 2025). Ni*? iyon formunda bitki biinyesine yarigmali olarak
metal tasiyicilarindan (ZIP, NRAMP vb.) ve kanallardan girebildigi gibi; bu girisin diger
metallerden daha kolay oldugu belirtilmektedir (Guerinot 2000).

Metal iyonlarinin hiicre igerisine alinmasinin ardindan, bu iyonlarin hiicre ici
taginimi, detoksifikasyonu ve depo organellerine yonlendirilmesi siireglerinde de gesitli
ozgil proteinler gorev almaktadir. Metal tolerans proteinleri (6rnegin MTP1), tonoplasta
lokalize olan ve CDF (Katyon Diflizyon Kolaylastiricilari) ailesinin grup-1 tiyelerine ait
proteini kodlayan bir gen olup, Ni hiperakiimiilator bitkilerin yapraklarinda 6nemli
Olciide fazla ifade edilmektedir (Mustafa vd. 2023). Benzer sekilde, tiitiin bitkisinde
(Nicotiana tabacum L.) bulunan NtCBP3 (Kalmodulin Baglayic1 Protein), plazma
zarinda yer alan bir protein olup asirt liretimi siirgiinlere Ni taginimini artirmigtir
(Sobczyk vd. 2017).

Metaller kok sistemine alindiktan sonra ksilem ve floem araciligtyla bitkinin
toprak {iistii kisimlarina taginmaktadir. Ksilem araciligiyla yapilan taginim, transpirasyon
akimi ile koklerden gévde ve yapraklara dogru gerceklesmekte; HMA tastyicilari ise
metallerin ksilem borularina yiiklenmesinde gorev almaktadir. Bu dagilim genellikle
homojen olmayip, yash yapraklar ve kokler daha yiliksek miktarda metal akiimiilasyonu
gostermektedir (Anas vd. 2025). Floem ise yaprak gibi kaynak dokulardan tohum ve
meyve gibi depo dokularina metal taginimini gergeklestirir. Ancak toksik metallerin
yenilebilir bitki kisimlarinda birikimi, gida gilivenligi agisindan Onemli bir risk
olusturmaktadir. Bu nedenle, metallerin bu dokulara taginiminin smirlandirilmasi
tarimsal bitkilerde biiylik 6nem arz etmektedir (Zakaria vd. 2021).
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Bitkilerin fizyo-anatomik 6zelliklerine ek olarak, metal alimini etkileyen ¢evresel
ve biyolojik etmenler cesitlilik gostermektedir. Bitkiler tarafindan metal alimini
belirleyen baslica faktorler arasinda topragin pH degeri (asiditesi), katyon degisim
kapasitesi, organik madde ve kire¢ orani, toprak nemi, tane yapisi (graniilometrik yap1),
makro ve mikro besin diizeyleri, sicaklik, kok ylizey alan1 ve toprak mikrobiyotasi yer
almaktadir (Chen vd. 2009). Ornegin, nikelin toprak tarafindan en fazla absorbe edildigi
sicaklik aralig1 23-30°C, pH aralig1 5.5-6.0°dir. Bununla birlikte, yiiksek katyon degisim
kapasitesine sahip topraklar ve genis kok yiizey alanina sahip bitkiler, metal alimini daha
etkin bir sekilde gergeklestirebilmektedirler (He vd. 2012).

Metallerin pektin ve ligninlere
baglanarak sitoplazmaya
giriginin engellenmesi

Ksliemde metallerin
koklerden siirgtinlere (yash
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Sekil 2.6. Bitkilerde metal alim ve taginim mekanizmalarinda rol alan tastyicilar (Anas
vd. 2025)

Toprak c¢ozeltisinden alinarak hiicre icine taginan agir metallerin, bitki
bilinyesindeki taginimi ve detoksifikasyon mekanizmalari, bitkinin bu elementlere karsi
tolerans diizeyini belirleyen temel siireclerdir. Ancak bu savunma her zaman yeterli
olmayabilir. Ozellikle esansiyel olmayan ya da yiiksek konsantrasyonlardaki agir
metaller, fizyolojik sinirlarin 6tesine gegtiginde bitki metabolizmasini olumsuz yonde
etkileyebilir. Bu durumda agir metaller, hiicresel yapilarin biitlinliigiinii bozarak biiyiime,
gelisme ve verimlilik iizerinde ciddi toksik etkilere yol agmaktadir. Bu tez kapsaminda
calisilan nikelin bitkilerde neden oldugu baslica fitotoksik etkiler asagida ele alinmistir.
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2.4. Bir Agir Metal Olan Nikelin Fitotoksisitesi

Bitki dokularina alinan nikelin bir kism1 metabolik siireglerde kullanilsa da ¢ogu
zaman hiicre i¢i, ¢eperi ve dokular arasi alanlarda birikerek toksik etkilere yol agar.
Ozellikle koklerden baslayarak toprak iistii organlara tasinan ve biriken Ni, fizyolojik ve
anatomik yap1 ve islevleri olumsuz yonde etkileyerek belirgin stres belirtilerine neden
olur. Bu baglamda, nikelin bitki morfolojisi ve fizyolojisi iizerindeki zararl etkilerinin
incelenmesi, toksisite mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi agisindan oldukga dnemlidir.

2.4.1. Cimlenmeye etkisi

Ni toksisitesinin, bitkinin yasaminin ilk asamasi olarak kabul edilebilen
tohumlarin ¢imlenme siireglerine olumsuz etkisi bulunmaktadir (Mao vd. 2025). Bu
durumun baglica nedenleri arasinda metabolik siire¢lerdeki azalma, hiicre duvari
elastikiyetinin bozulmasi, hiicre boliinmelerinin yavaslamasi ve hidrolitik enzimlerin
aktivitesindeki diisiis yer almaktadir (Hassan vd. 2019). Ni stresi, protein sentezinin
aksamasina ve endospermde depolanan besin maddelerinin gelismekte olan embriyoya
taginmasini  saglayan enzimlerin aktivitesinde azalmaya neden olarak, ¢imlenme
stirecinin ve erken donem fide gelisiminin baskilanmasina yol agmaktadir.

2.4.2. Morfolojiye etkisi

Ni toksisitesi yalnizca bitkinin ¢imlenme asamasinda degil, gelisme ve biiylime
doneminin tamaminda yikici etkilere neden olabilmektedir. Topraktaki Ni varligina ilk
maruz kalan organlar genellikle bitki kdkleri olup, bu durum 6nemli morfolojik ve
gelisimsel bozulmalara yol agmaktadir. Kok uclarinda kararma ve gelisim geriligi Ni
toksisitesinin semptomlarindandir. Leskova vd. (2020), kok uglarina uygulanan Ni
toksisitesinin, kokiin diger bolgelerine gore cok daha belirgin bir sekilde kdk uzunlugunu
azalttigin1 bildirmistir. Ni fitotoksisitesi kok ucu meristematik hiicrelerde kromozomal
anormalliklere yol agmakta; hiicre sayisini, meristematik alan biiyilikliigiinii ve hiicre
uzamasini azaltmakta ve hiicre deformasyonlarina neden olmaktadir (Kohanova vd.
2018). Ni toksisitesi yalnizca koklerle sinirli olmayip vaskiiler sistem araciligi ile toprak
iistli organlara taginabilmekte ve bu organlarda hasarlar meydana getirmektedir. Rao ve
Sresty (2000), nikelin iletim demetleri ve yapraklarda bozulmalara neden oldugunu
bildirmistir. Ayrica Ni, palizat ve siinger parankimasi hacmini, grana boyutunu ve
hiicreler arasi bosluklar1 azaltarak mezofil dokusunun organizasyonunda degisikliklere
neden olmasinin yani sira, stomatal iletkenligi bozmakta ve yaprak lamina yapisin
etkilemektedir (Ribeiro vd. 2020). Ni stresine karsi bitkilerde multilamellar cisimcikler
ve mikrovezikiiller olusmakta; bu durum kok ve siirgiin uzunluklarinda, kuru agirlikta ve
bliylime kapasitesinde diisiise yol agmaktadir (Wiszniewska vd. 2018; Naveed vd. 2020).
Dahasi, Ni toksisitesi, mitotik aktivitenin baskilanmasi, kok morfolojisinin ve
aquaporinlerin bozulmasi nedeniyle su ve besin alimin1 da engelleyerek bitki gelisimini
sekteye ugratmaktadir (Fashola vd. 2016). Ni toksisitesi bitki yapraklarinda oransal su
icerigi ve su potansiyelinin diigmesine de neden oldugu bilinmektedir (Pandey ve Sharma
2002; Jahan vd. 2020). Ni toksisitesi, bitkilerde su dengesinin bozulmasina neden olarak
osmotik stres ve hiicresel dehidrasyon gibi olumsuz fizyolojik stirecleri tetikler. Bitkiler,
bu kosullarda su potansiyelini dengelemek ve hiicre i¢i su tutulumunu artirmak amaciyla
cesitli osmotik dengeleyici bilesikler sentezler. Bu bilesikler arasinda en yaygin ve etkili
olanlardan biri prolindir. Prolin birikimi, hiicre zarlarinin stabilizasyonu, proteinlerin
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korunmasi ve oksidatif stresin tamponlanmasi gibi c¢ok yonlii koruyucu islevler
istlenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, Ni stresi altindaki bitki yapraklarindaki su
iceriginin azalmasina yanit olarak prolin seviyelerinde anlamli bir artis gozlenmis; bu
durum, bitkinin kurakli§a benzer stres kosullarina kars1 verdigi bir adaptif tepki olarak
degerlendirilmistir (Jahan vd. 2020). Ni, ksilemden siirgiinlere tasindiginda apoplast
onemli bir Ni deposu olarak islev gormektedir (Deng vd. 2018). Siirgiinlerdeki taze
agirlik kaybi, genellikle Ni birikimi ve apoplastik baglanma kapasitesi ile iligkilidir
(Karimi ve Ghasempour 2019). Apoplastik baglanma kapasitesi ne kadar fazlaysa, nikelin
o bolgede birikmesi de o kadar artar ve bu da hiicrelerde su kaybi ve stres yaratabilir.
Clinkii apoplasttaki Ni akiimiilasyonu arttiginda bu alanda iyon birikimi ve iyonik
dengesizlik olusacagindan suyun ozmotik potansiyeli diiser, yani suyun hareketi yavaslar
ya da durabilir (Ghaderian vd. 2015). Asir1 Ni birikimi, osmotik stres yaratmasinin yani
sira, fotosistem hasarina, zar biitiinliigiiniin bozulmasina, azot metabolizmasinin
aksamasina ve bunun sonucunda klorozis, senesens ve nekroz gibi yapisal bozulmalara
yol agmaktadir (Hussain vd. 2020). Bu etkiler sonucunda biiyiimede ciddi aksakliklar,
kloroz, nekroz ve bitkisel solgunluk gibi belirgin toksisite semptomlart morfolojiye
yansimaktadir (Seregin ve Kozhevnikova, 2006).

2.4.3. Diger elementlere ve iyon dengesine etkisi

Ni, bitkilerde makro ve mikro besin elementlerinin alimi ve taginimu siireglerinde
bu elementlerle yarigsmali olarak bitki bilinyesinde girdigi i¢in, bu rekabette baskin hale
gelmesi durumunda kokten siirgiin, meyve ve hatta tohumlara kadar olan taginiminm
engelleyebilir. Boylece ilgili elementin bitki biinyesinde yeterince alinamamasina ve
buna bagl olarak eksiklik semptomlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Dolayisiyla
yiiksek diizeyde Ni birikimi, bu besin maddelerinin alimini ve tasinimini bozarak bitki
dokularindaki genel besin igerigini diistirebilmektedir (Seregin ve Kozhevnikova, 2006).
Nikelin P taginimi {izerine etkisi ise Ni seviyesine bagimhidir. 20 mg L' Ni
uygulamasinda P tagimimi artarken, 40 mg L™ gibi daha toksik diizeylerde P igerigi
azalmaktadir. Bu durum, Ni ile P arasinda yiiksek konsantrasyonlarda belirgin bir rekabet
oldugunu gostermektedir (Amjad vd. 2020). Diger yandan, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) ile
giristigi rekabet sonucunda nikelin baskin olmasi, bu iki elementin kofaktorii oldugu
stiperoksit dismutaz enziminin aktivitesini azaltabilir. Bu durum, reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonunda yetersizliklere yol acarak oksidatif stresin artmasina neden olabilir.
Ayrica, Ni ve Fe hem nikotinamid hem de sitrat tarafindan selatlanabilir ve benzer tastyici
proteinler araciligiyla hiicreye alinir. Bu nedenle ortamda nikelin yiliksek dozlarda
bulunmasi, demirin tasinmasini engelleyerek Fe yerine Ni alinmasina yol agabilir. Bu da
bitkide Fe eksikligi belirtilerinin gériilmesine neden olur. Ote yandan, nikelin Fe ile
rekabeti sadece alim diizeyinde degildir; ayn1 zamanda demirin ligand yapisini1 bozarak
kokten siirgiinlere olan taginimini da engelleyebilir. Bunun sonucunda, kdklerde asir1 Fe
birikimi ve buna bagl Fe toksisitesi gelisebilir (Nishida vd. 2012). Batool vd. (2018), Ni
toksisitesinin bitki siirgiinlerinde kalsiyum (Ca*?), K* ve sodyum (Na‘) igeriklerini
azalttigin1 bildirmistir. Nikelin neden oldugu bu durumun, hiicre zarina baghh ATPaz
enzimlerinin inhibisyonu ve plazma zari lipid bilesiminin degismesi (sterollerin ve
fosfolipitlerin olumsuz etkilenmesi) ile iliskili oldugu bildirilmistir (Gill 2014).

Artan Ni konsantrasyonlari, bitkilerde besin alim kinetigini etkileyerek zar
gecirgenligini ve hiicre ici iyon dengesini de bozmaktadir (Shahzad vd. 2018). Ozellikle
Ca*2, Cu*? ve mangan (Mn*?) gibi iki degerlikli katyonlarin alimi ve asimilasyonu
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engellenir. Ni stresi, sitozolik Ca** gibi sekonder haberci konumundaki sinyal iyonlarinin
konsantrasyonunu diistirerek stomatal agiklik mekanizmalarini da bozar (Edel ve Kudla
2016). Ayrica Ni, PSII’de yer alan oksijen olusturan kompleksteki (OEC) Ca*? baglanma
bolgelerinde Mg* ile yer degistirerek fotokimyasal reaksiyonlari aksatabilir (Boisvert vd.
2007). Yiiksek Ni toksisitesi ayn1 zamanda elektron tasima zincirini de bozarak enerji
iiretimini azaltmakta ve bdylece dolayli olarak besin alimini kisitlamaktadir (Liu 2008).
Ni, fotosentezde 6nemli rolii olan Mn alimini engelleyerek PSII kompleksindeki katalitik
aglomeratlarin olusumunu aksatir (Schmidt vd. 2016).

Ni iyonlarinin yarigapi, Mg (78 pm), Fe*? (82 pm) ve Zn*? (83 pm) gibi diger
elementlere ¢cok benzerdir. Bu benzerlik, tagiyici proteinler diizeyinde rekabete yol acarak
bu besinlerin alimini sinirlar (Chen vd. 2009; Mustafa vd. 2023). Klorofil sentezinde rol
alan Mg*? ve Fe*? alimmin azalmasina bagli olarak bitkide kloroz ve nekroz olusumu
meydana gelebilmektedir (Mustafa vd. 2023). Ni, bitki biinyesine alim1 sirasinda diger
besin elementleriyle rekabete girmesinin yani sira, NO;~ indirgenmesinden NH;
molekiilinin karbon (C) bilesiklerine katilimma kadar olan N asimilasyon
basamaklarinda da bozulmalara neden olur. Bu durum, glutamat dehidrogenaz, glutamat
sentaz, glutamin sentetaz, nitrit rediiktaz ve nitrat rediiktaz gibi enzimlerin aktivitesindeki
diistisle iligkilendirilmekte ve dolayisiyla azotun tasimimimi da olumsuz yonde
etkilemektedir (Gajewska vd. 2009; Ameen vd. 2019).

Yiiksek Ni stresi ayrica kadmiyum (Cd), Co, Cr ve kursun (Pb) gibi diger agir
metallerin alimin1 da baskilayabildigi gibi, nikelin bu metallerle birlikte olusturdugu
kombine stres, bitkilerde daha siddetli bir toksisiteye yol actig1 da bilinmektedir (Athar
ve Ahmad 2002). Metal konsantrasyonu yiiksek olan alanlarin ¢ogunda, 6zellikle
madencilik bolgelerinde, tek bir metalin bireysel baskinligindan ziyade birden fazla
metalin konsantrasyonu oldukg¢a yiiksektir. Bu metallerin bir arada bulunmasi durumunda
ortaya cikan etkiler genellikle ii¢ farkli sekilde smiflandirilmaktadir: sinerjistik etki
(bilesiklerin toplam etkisi, her birinin tek basina olusturdugu etkilerin toplamindan daha
fazladir), antagonistik etki (toplam etki, bireysel etkilerin toplamindan daha diisiiktiir)
veya katkisal etki (toplam etki, bilesiklerin ayr1 ayr1 etkilerinin toplamina esittir). Ornegin
yapilan bir c¢aligmada, diisiik konsantrasyonlardaki Ni (300 nM) ve Cd (3 nM)
kombinasyonunda fotosentetik parametreler iizerinde sinerjistik bir etkilesim
gozlenmistir. Bu dozdaki Cd tek basina olumsuz bir etki gostermezken Ni ise yalnizca
hafif diizeyde inhibisyon gostermistir. Ancak Cd ve Ni birlikte uygulandiginda,
fotosentez iizerindeki inhibisyonun onemli olgiide arttigi belirlenmistir (Kiipper ve
Andersen 2016).

2.4.4. Fizyolojik siireclere etkisi

Ni stresi, bitkilerde fotosentezle iligkili ¢esitli mekanizmalar1 baskilayarak
stomatal kapanmaya, karbondioksit (CO:) alim1 ve asimilasyon oranlarinda azalmaya yol
acmaktadir (Aqeel vd. 2021). Fotosentez verimi klorofil igerigiyle yakin iliskilidir ve Ni
stresi klorofil biyosentezini inhibe ederek fotosentetik kapasitenin azalmasina neden olur.
Bu etkinin, Ni ve Fe-Mg arasindaki rekabet sonucu Fe-Mg alimimin azalmasina baglh
oldugu bildirilmistir (Seregin ve Kozhevnikowa, 2006; Khalid vd. 2017). Ni
konsantrasyonundaki artig, klorofil biyosentezinde yer alan protoklorofillid rediiktaz ve
d-aminolevulinik asit dehidrataz enzimlerinin aktivitesini de baskilamakta; bunun
yaninda klorofilaz aktivitesini artirmakta ve klorofilin merkezindeki Mg iyonunu
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yerinden ederek pigment bozulmasina yol agmaktadir (Zaid vd. 2019). Ayrica Ni, CO:
asimilasyonu ile glikoz sentezlendigi Calvin-Benson dongiisiinde yer alan bazi temel
enzimler iizerinde (rubisko, fosfogliserat kinaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz ve
fruktoz-1,6-bisfosfataz) inhibe edici bir etki gostermektedir. Bu enzimlerin inhibisyonu,
Calvin-Benson dongiisiindeki reaksiyonlar1 sekteye ugratarak, 151k reaksiyonlar
sonucunda {retilen ATP ve NADPH’nin tiiketilememesine ve bu molekiillerin
birikmesine yol agmaktadir. Bunun sonucunda tilakoid zar boyunca yiiksek bir pH
gradyani olugsmakta ve bu durum PSII aktivitesinin azalmasina neden olabilmektedir
(Seregin ve Kozhevnikova 2006; Mustafa vd 2023).

Ayrica Ni stresi, kloroplast ve tilakoid zarlarinin yapisinda, protein bilesiminde
ve plazma zarmin akigskanliginda degisimlere neden olarak i¢ CO: seviyesini ve karbonik
anhidraz gen ifadesini azaltmaktadir (Azmat ve Riaz 2012; Kumar vd. 2025). CO-, su
(H20) ve bikarbonat (HCOs") doniisiimiinde gorev alan 6nemli bir fotosentetik enzim
olan karbonik anhidrazin inhibisyonu (Nazir vd. 2019) kloroplast stromasinda CO:
molekiiliiniin HCOs™ ile doniisiimiinii yavaslatarak Rubiskoya saglanan CO. miktarini
smirlar ve bdylece Calvin-Benson dongiisiindeki karbon fiksasyonunu olumsuz etkiler.
Bu durum, fotosentez hizinin diismesine, ATP ve NADPH'nin verimsiz kullanimina ve
dolayisiyla besin tiretiminde azalmaya neden olur.

Azot metabolizmasi, fotosentetik karbon alimiyla iliskili olup bitki gelisiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Bitkiler azotu esas olarak topraktan NOs™ (nitrat) ve NH4*
(amonyum) formunda alirlar. NOs~ kokler tarafindan alinir ve nitrit rediiktaz ile nitrat
rediiktaz enzimleri araciligiyla NH4* seklinde dondistiiriiliir. Oryza sativa L. ile yapilan
caligmalarda Ni stresinin, OsNRT1 nitrat tastyicisinin baskilanmasi, nitrat rediiktazin
inhibisyonu ve OsNR1 geninin transkript seviyesinin azalmasina neden olarak koklerdeki
NOs™ igerigini, toprak {istli organlara taginmasini ve birikimini olumsuz etkiledigini
ortaya konmustur (Mustafa vd. 2023). Ayrica Ni stresi, OSAMT1 transkript seviyelerinin
yukari regiilasyonu yoluyla hiicre i¢indeki NHa4" konsantrasyonunu artirarak hiicre i¢inde
toksik etki gosterecek seviyeye ulasmasina neden olmaktadir. Bu durum da hiicre i¢i pH
dengesini bozmakta, nekroz ve mineral eksikliklerine yol agmaktadir (Gajewska vd.
2009).

Ni toksisitesi glutamat dehidrogenaz aktivitesini artirir, alanin ve aspartat gibi
amino asitlerin sentezinden sorumlu olan glutamat piriivat transaminaz ve glutamat
okzaloasetat transaminaz gibi aminotransferazlarin aktivitesini ise inhibe eder (Liang vd.
2011). Sonugcta birgok enzim ve yolagi lizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 Ni stresi
altinda bitkilerde N metabolizmasi sekteye ugrar ve bitki gelisimi yavaslar veya durur.

Ni stresi, hiicre turgor basincini ve ozmolit dengesini bozarak hiicre zarlarinin
gecirgenliginde azalmaya neden olur. Bu durum, hiicre zarlarindan iyon sizintisi ile
sonuclanir (Seregin ve Kozhevnikova, 2006). Yiiksek Ni konsantrasyonu altinda olusan
oksidatif stres, ROS artisina bagli olarak PSI’de P700 ve PSII’de P680 reaksiyon
merkezlerinin aktivitesini bozar, klorofil sentezini engeller ve zar lipitleri, DNA ve
proteinlerde hasara yol agar (Kiipper ve Andresen, 2016; Sirhindi vd. 2016; Mustafa vd.
2023). Sonugta fotosentetik etkinlik zayiflar ve bitki biiyiime ve gelismesi sinirlanir.

2.4.5. ROS iiretimine etkisi
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Asirt Ni birikimi, hidroksil radikali (*OH), hidrojen peroksit (H20-), stiperoksit
(+O2") ve alkoksi radikalleri gibi ROS’larin agir1 iiretimini tetikler (Rizwan vd. 2018). Bu
reaktif tiirler, hiicre zarindaki lipit ve proteinlere oksidatif hasar vererek zar biitiinliigiinii
bozmaktadir. Ni toksisitesine bagli olarak malondialdehit (MDA) igeriginde ve iyon
sizintisindaki artiglar, hiicre zari biitiinliigliniin bozuldugunu ve ROS iiretiminin arttigini
gostermektedir (Jahan vd. 2020). Ni, redoks-aktif bir metal olmadigi1 i¢in dogrudan ROS
iretimine neden olmaz; ancak ozellikle enerji akislarinin gergeklestigi mitokondri ve
kloroplasttaki membran ve aygitlarda meydana gelen hasarlar nedeniyle dolayli olarak
ROS iiretimini tetikler. Ni stresi altinda asir1 H2O: iiretimi, yiiksek oksitleyici potansiyeli
nedeniyle ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyonu bozabilir. H20O-, 6zellikle hem grubuna
bagli Fe igeren proteinlerle etkilesime girerek, yiliksek oksidasyon basamaginda reaktif
Fe tiirlerinin olusmasina neden olabilir. Bu reaktif Fe formlari, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi serbest radikal reaksiyonlarini baslatarak gii¢lii oksidatif etkilere yol
acabilir (Asada ve Yoshikawa 1974). *OH, biyolojik sistemlerde bilinen en reaktif
oksidanlardan biridir ve bu radikali dogrudan detoksifiye edebilecek spesifik bir enzim
sistemi bulunmamaktadir. Bu nedenle *OH, hiicre igerisindeki tiim biyomolekiillerle
yiiksek reaksiyon hizinda etkilesime girerek, asir1 tiretildigi durumlarda hiicresel yapilarin
ciddi sekilde zarar gérmesine ve hiicre 6liimiine yol acabilmektedir. Bu radikal, daha az
toksik olan H>0: ve *O2" gibi oncilil ROS’larin, gecis metalleri (6rnegin Fe?*, Fe**, Cu®,
Cu?) esliginde katildigi Haber—Weiss ve Fenton reaksiyonlari sonucunda olusmaktadir
(Haber ve Weiss 1934; Smirnoff 1993). Dolayisiyla bitkiler *OH radikali ile miicadeleyi
H20: ve *O: radikalleri olustugunda, kisa siirede bunlar1 detoksifiye ederek ve ortamda
yiiksek konsantrasyonda serbest metal iyonlar1 bulundurmayarak saglayabilirler. Ayrica
H-0: molekiiliiniin yiiksek seviyelerde bulunmasi, hiicre zarindaki aquaporin kanallari
yoluyla tasinabildigi icin bitkinin farkli bolgelerine iletilerek oksidatif hasarin
yayilmasina neden olabilir (Wudick vd. 2015). H20: hiicre farklilasmasi, yaslanma,
programli hiicre 6limii ve hiicre duvari olusumu gibi siireglerde de gorev alir (Zeng vd.
2017). Ni stresine yanit olarak ayni zamanda metilglioksal iiretimi de artar ve bu bilesik
bitkideki normal metabolik siirecleri aksatabilir (Nahar vd. 2016). Yiiksek oranda
metilglioksal tiretimi DNA ve proteinlerin yapisini bozarak, mutasyonlara ve hiicresel
bilesenlerin oksidatif hasarina neden olur (Mustafa vd. 2023).
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2.5. Sinyalizasyon

Bitkilerin metal stresiyle etkili bir sekilde miicadele edebilmeleri ve buna yonelik
savunma mekanizmalarint aktive edebilmeleri i¢in, Oncelikle maruz kaldiklar1 metal
stresini algilamalar1 gerekmektedir. Bu algilama siireci, hiicresel diizeyde cesitli sinyal
iletim yollarinin tetiklenmesiyle baglar ve stresin siddetine bagli olarak gen ekspresyonu,
enzim aktivitesi ve metabolik diizenlemeler gibi savunma yanitlarin1 harekete gegirir.
Agir metal stresine yanit olarak ifade edilen ¢ok sayida gen tanimlanmis ve bu genlerin
islevleri transkriptomik/proteomik gibi molekiiler tekniklerle arastirilmistir. Bu
yontemler sayesinde bitkilerde agir metal detoksifikasyonuna katki saglayan bazi hedef
proteinler ve transkripsiyon faktorleri belirlenebilmistir. Proteinlerin yani sira amino
asitler, aminler, organik asitler, fenolik bilesikler, glutatyon, a-tokoferol ve serbest
radikal siipiiriicli bilesikler gibi metabolitlerin de agir metal stresine karsi toleransin
artirllmasinda 6nemli katkilar sundugu bilinmektedir. Ancak bitkilerin bu tiir streslere
kars1 verdikleri tepkilerin karmasiklig1 nedeniyle bu metabolitlerin bir¢ok 6zelligi hala
tam olarak anlagilamamistir (Roy vd. 2023).

Agir metal stresinin hiicre i¢i sinyalizasyonu g¢esitli hiicresel reseptorler
aracilifiyla saglanmaktadir. Agir metaller hiicrelere iyon kanallar1 ve zar proteinleri
yoluyla girerek hiicresel isleyisi bozmakta ve sonucunda ROS, Ca™?, H' ve baz
fitohormonlar molekiiller sinyalizasyon yollarin1 aktive edebilirler (Sekil 2.8). Kinazlar,
fosforilazlar ve fosfatazlar gibi ¢ok islevli enzimler ise bu sinyalleri ileterek
transkripsiyon  faktorleriyle ilgili genlerin ekspresyonuna ve agir metal
detoksifikasyonunda gorevli peptit ve proteinlerin sentezini saglarlar. Bu transkripsiyon
faktorleri; metal tasiyicilari, fitoselatin sentazlari, metallotiyoneinleri, antioksidan
enzimleri ve mikroRNA (miRNA/MIR) genleri gibi stresle iligkili genlerin ifadesini
diizenleyerek bitkinin strese karsi savunma yanitini sekillendirir (Jalmi vd. 2018). Ayrica,
agir metal varligia bagli olarak mitojene bagl protein kinaz (MAPK) sinyaliyle hizli
sekilde sentezlenebilen transkripsiyon faktdrleri de bulunmaktadir.

Kalsiyum diizeylerindeki degisimler, kalmodulin (CaM), kalsinérin B-benzeri
proteinler (CBL) ve kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK) gibi Ca*? sensérleri
tarafindan algilanir ve iletilir. Bu proteinlerin bitkilerdeki agir metal yanitlarinda énemli
rolleri bulunmaktadir (Steinhorst ve Kudla, 2014). MAPK kaskadi da MYB, ABRE,
bZIP, DREB, NAC, MYC ve WRKY gibi transkripsiyon faktorlerini fosforile edebilme
kapasitesi sayesinde, stres yanitlarinda énemli rol oynamaktadir (Roy vd. 2023). Agir
metal toksisitesi sonucunda olusan ROS’lar IAA, etilen ve JA gibi fitohormonlarin sinyal
yollarii etkileyerek metabolik siireclerde aksamalara neden olabilecegi gibi MAPK
aktivitesini tetikleyerek antioksidan sistemlerin uyarilmasini da saglayabilir. Singh ve
Shah (2014) JA uygulamasinin, piringte metal stresine karsi antioksidan yaniti artirarak
toleransi yiikselttigini bildirmistir. Bitki bilyiimesini tesvik etmesinin yani sira, PGPB
metal stresinde stresle iliskili genlerin ekspresyonunu artirarak ©6nemli katkilar
saglamaktadir. Ornegin, Bacillus amyloliquefaciens ile inokiile edilen piring bitkilerinde
MAPKS ekspresyonu artmistir (Nautiyal vd. 2013). Pseudomonas fluorescens ve P.
putida inokiilasyonu Arabidopsis bitkisinde Ca ve CaM bagimli 4¢£3g57530 geninin
ekspresyonunu etkilemistir (Srivastava vd. 2012). Ayrica PGPB uygulamalarinin, JA ve
absisik asit (ABA) gibi fitohormon diizeylerini de etkileyerek bitkinin stres toleransini
artirdig1 belirlenmistir (Tiwari vd. 2016).
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Sekil 2.8. Bitkilerde agir metal stresine karsi sinyal yollarinin etkilesimi (Jalmi
vd. 2018’ten degistirerek kullanilmistir.)

2.6. Agir Metal Stresine Karsi Tolerans Mekanizmalar

Bitkilerin agir metallere kars1 verdigi iki strateji vardir; kagcinmak veya tolerans.
Bazi bitkiler rizosferdeki metallerin bilinyelerine girigini engellemek i¢in ¢esitli yontemler
kullanirlar ve kirleticiden kagmirlar. Boylece biiylime ve gelismelerini sekteye
ugratmadan yasamlarina devam edebilirler. Diger bir yontem ise tolerans olup
biinyelerine aldiklari agir metallere karsi, gelistirdikleri savunma mekanizmalar ile
miicadele ederek olusabilecek toksisiteyi engellemek veya en aza indirmektir. Bitkilerin
agir metallere karsi olusturduklar1 ¢cok sayida mekanizma bulunmaktadir. Bitkiler agir
metal stresiyle karsilastiklarinda bazi yapilar bariyer islevi gorebilir. Ornegin, tiiyler
(trikomlar), detoksifikasyon amaciyla agir metallerin depolandigi alanlar olarak hizmet
edebilir ya da metallerin toksik etkilerini azaltmak icin gesitli sekonder metabolitler
salgilayabilir. Ote yandan, agir metaller bu biyofiziksel bariyerleri astiginda ve metal
iyonlar1 dokulara ve hiicrelere girdiginde, bitkiler bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmak
ve hafifletmek amaciyla ¢esitli hiicresel savunma mekanizmalarini devreye sokabilir. Bu
siiregte cesitli hiicresel biyomolekiillerin biyosentezi gerceklesebilir ve bu molekiiller
metal toksisitesine karsi tolerans gelistirmek veya onu detoksifiye etmek icin rol
oynayabilir. Nikotianamin, putresin, spermin, muginik asitler, organik asitler, glutatyon,
fitogelatinler ve metallotiyoneinler gibi diisiik molekiil agirlikli metal tastyici proteinler
veya selatlayicilar ile flavonoid ve fenolik bilesikler, protonlar, 1s1 sok proteinleri, prolin
ve histidin gibi bazi amino asitler ile salisilik asit, JA ve etilen gibi hormonlar hiicresel
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salgilar bu biyomolekiiller arasinda yer almaktadir (Emamverdian vd. 2015). Bu
stratejilerin yaninda, agir metal toksisitesi ile miicadelede bitki hiicreleri, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (GPOX
veya POD) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimatik antioksidanlar ile askorbat (AsA),
glutatyon (GSH), karotenoidler, alkaloidler, tokoferoller, prolin ve flavonoidler, tanenler
ve lignin gibi fenolik bilesikleri igeren enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan bir
savunma sistemi gelistirmigtir. Hiicresel metal detoksifikasyonunda gorev alan bazi
biyomolekiiller ¢cok islevli olabilir ve ayn1 anda antiradikal, selatlayici veya antioksidan
ozellikler gosterebilir. Bu mekanizmalarin ve biyomolekiillerin kullanimi1 ve yukari
regiilasyonu, bitki tiiriine, metal tolerans diizeyine, bitkinin gelisim evresine ve metale
bagl degisebilir.

2.6.1. Fitoselatinler (PC)

Bitkilerin agir metalleri detoksifiye etmek amaciyla kullandig1 mekanizmalardan
biri, kiikiirt (S) acisindan zengin GSH molekiiliinden, fitoselatin sentaz (PCS) enzimi
aracilifiyla sentezlenen, diisiik molekiiler agirlikli, kisa zincirli ve tiyol bakimindan
zengin peptit olan fitoselatinlerin liretilmesidir. Fitoselatin (PC) peptitleri, ilk olarak
boliinerek cogalan bir maya tiirtinde Cd baglayan "Cadystin A ve B" molekiilleri olarak
kesfedilmis, ardindan bir¢ok bitkide Cd baglayici komplekslerin baslica bilesenleri olarak
tanimlanmistir (Inouhe 2005). Genel yapist (y-glutamil-sisteinil),-glisin (n = 2 ila 11)
olan bu molekiiller, toksik seviyelerdeki agir metallere yiiksek afiniteyle baglanabilir.
PC’lerin, metal homeostazi ve detoksifikasyonu saglamasinin yani sira, asir1 sicaklik,
tuzluluk, UV-B radyasyonu ve herbisit gibi diger stres etmenlerine kars1 da savunma
amaciyla iretildigi bildirilmistir (Zagorchev vd. 2013). Ayrica PC’ler, bitkilerde agir
metal stresinin erken tespiti i¢in biyomarker olarak kullanilabilmektedir. PC {iretimi
sitozolde gerceklesmekte olup, Metal-PC kompleksleri halinde Mg-ATP'ye bagimli
tastyicilar veya ATP-baglayic1 kaset (ABC) tasiyicilart aracilifi ile vakuollere aktif
taginmaktadir.

PC’ler hem koklerde hem de toprak iistii organlarda sentezlenip birikebilse de
caligmalarin biiyiikk c¢ogunlugu ilk sentezin ve birikimin koklerde gergeklestigini
gostermektedir. Fidalgo vd. (2013), Solanum nigrum L. bitkisinde, 200 pmol. L' Cu
uygulamasi sonrasit koklerde PC iiretiminin arttigint ve bunun asirt Cu miktarinin kdkte
sabitlenerek siirgiin bolgelere tasinmasini engelledigini ortaya koymustur. Boylece bitki
icin toksik metallerin fotosentez gibi hayati iglemlerin gerceklestigi yapraklardan uzak
tutulmas1 saglanabilmekte iken tarimsal {iretim agisindan {iriinlerinin tiiketilebilir
kisimlarina toksik metallerin ulagsmasinin 6nlenmesi agisindan etkili olmaktadir. Diger
bir yandan, bazi ¢alismalar zamana bagli olarak agir metal stresine uzun siire maruz kalan
bitkilerde, PC diizeylerinin yapraklarda arttigmi gostermektedir. Ornegin, Heiss vd.
(2003), Brassica juncea (L.) Czern. bitkisinin uzun siireli agir metal stresine maruz
birakilmasinin, yapraklarda koklere gore 3 kat daha fazla PC birikimine yol ac¢tigini
gostermistir. Bunlara ek olarak, bitkinin agir metal fazlaligina kars1 tolerans derecesinin,
PC {iretimi, birikimi, taginma yeri ve bitkideki hareket yolu iizerinde belirleyici bir rol
oynadigi bilinmektedir. Hiperakiimiilator bitkilerde, kokten siirgline dogru uzun mesafeli
PC tasmimini igeren mekanizmalarin etkili ¢alistigi bildirilmistir (Inouhe 2005). PC
zincir uzunluklarinin, bitkiler arasinda ve agir metal tiirlerine gore degisiklik gosterdigi
bilinmektedir. Tiitlin (N. tabacum) fidelerinde en baskin oligomerin PC4 oldugu,
Arabidopsis'te ise PC3'liin daha yiiksek konsantrasyonda bulundugunu bildirmistir.
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Baklagillerde, uzun zincirli PC’lerin, kisa zincirlilere kiyasla Pb baglama kapasitesinin
daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda zincir sayisinin PC’lerin
etkinligi iizerindeki etkisi ile ilgili kesin bir kantya varilamamistir (Emamverdian vd.
2015).

2.6.2. Metallotiyoneinler (MT)

[k olarak 1957 yilinda at bdbreginden izole edilen metallotiyoneinler (MT),
diistiik molekiil agirlikly, sistein bakimindan zengin, sitoplazmik metal baglayici proteinler
veya polipeptitler ailesine ait olup; mantarlar, omurgasizlar, memeliler ve bitkiler dahil
olmak tizere ¢ok cesitli 6karyotik organizmalarda ve bazi prokaryotlarda bulunmaktadir
(Emamverdian vd. 2015). Enzimatik olarak sentezlenen peptitlerin iirtinii olan PC'lerin
aksine, MT'ler mRNA'min translasyonu sonucunda sentezlenir. MT'ler, farkli
organizmalarda farkli 6zellikler ve islevler sergiler; ancak bitki MT'lerinin molekiiler
ozellikleri ve yapisal ¢esitliligi goz Oniine alindiginda, bitkilerde diger organizmalara
kiyasla daha fazla ve cesitli islevlere sahip olduklari anlasilmaktadir. Bitkilerde bu
ligandlar, hiicresel sekestrasyon (hapsetme) yoluyla agir metallerin toksisitesinin ortadan
kaldirilmasi, hiicre i¢i metal iyonlarinin homeostazi ve metal taginiminin diizenlenmesi
gibi siireglerde rol alir. MT’ler, agir metal detoksifikasyonundaki rollerinin yani sira,
ROS temizligi, redoks seviyesinin korunmasi, plazma zarmin onarimi, hiicre
proliferasyonu, biiyiimesi ve hasarli DNA'nin onarimi gibi ¢esitli hiicresel olaylarda da
aktif ajanlar olarak gorev yapabilmektedir (Emamverdian vd. 2015). Dahasi, agir metal
stresi disinda osmotik stres, kuraklik, asir1 sicakliklar, besin eksikligi, ¢esitli hormonlarin
salimimi, yaralanmalar ve viral enfeksiyonlar gibi birgok endojen ve ekzojen faktor de
MT {iretimini ve ekspresyonunu uyarabilir.

Bitkilerde, genellikle sistein rezidiilerinin dizilimlerine gore dort ana alt gruba
ayrilan birden fazla MT tipi bulunur. Bu tipler, organ ve gelisim evresi 6zgiilliigl
gosterirler: Tip 1 MT'ler esas olarak koklerde, Tip 2 MT'ler daha ¢ok siirgiinlerde, Tip 3
MT'ler yapraklarda ve meyve olgunlasmasi sirasinda, Tip 4 MT'ler ise gelisen tohumlarda
ifade edilir. Bitki MT'lerinin yiiksek sekans ¢esitliligi dikkate alindiginda her bir MT alt
grubu daha kiigiik alt siniflara ayrilir ve izoformlar olarak adlandirilir. Ornegin Guo vd.
(2013) MT2'yi iig alt sinifa (MT2-1, MT2-2 ve MT2-3) ayirmis, MT4 iki izoforma (MT4a
ve MT4b) ayrilmigtir. Tim MT tipleri ve izoformlarmin metallere baglanabildigi ve
selator/metal depo yapilar olarak islev gorebildigi diistiniilmesinin yaninda, MT'lerin
farkli metallere karsi farkli davraniglar sergiledigini ve islevlerinin, metal baglama
kapasitelerinin, metal-affinite 6zelliklerinin ve dokuya 6zgili lokalizasyonlarinin bitki
tiirleri arasinda farklilik gosterebilecegi de bilinmektedir. Grennan (2011), Arabidopsis'te
Tip 1, Tip 2 (1a, 2a ve 2b) ve Tip 3'e ait MT izoformlarinin Cu selasyonu ile iligkili
oldugunu, Tip 4 (4a ve 4b) izoformlarinin ise Zn baglayici olarak islev gdrdiiglinii
bildirmistir. Dahasi, Garcia-Herndndez vd. (1998), Arabidopsis mutantlarinda MT1'in
yaprak damarlarinda Cu detoksifikasyonunda, yaprak mezofilinden daha énemli bir rol
oynayabilecegini goOstermistir. Soya fasulyesinde, MT1, MT2 ve MT3'in Cd
detoksifikasyonunda, MT4'ln ise Zn baglamada daha fazla gorev aldig1 belirlenmistir
(Pagani vd. 2012). Bu bulgular, farkli MT tiplerinin ve izoformlarinin agir metal
homeostazi ve detoksifikasyonunda hem 6zgiin hem de ortiisen islevlere sahip oldugunu
gostermektedir. Bitki MT'lerinin metallere karsi farkli ve secici davraniglarinin olasi
nedenlerini agiklamak ic¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulsa da bitkilerin genetik
yapilarindaki farkliliklar, MT'lerin metal baglama bolgelerindeki karmagik cesitlilik ve
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izoformlarin dizi ile islev farkliliklarmin, bu 0zgiin islevselliklerin bir kismin
aciklayabilecegi diisiiniilmektedir (Emamverdian vd. 2015). Ni stresinin bitkilerde MT
gen ailesi ve PCS1 (fitoselatin sentaz 1) gen ekspresyonu lizerindeki etkileri hakkinda
sinirl sayida aragtirma vardir. Afonseca vd. (2024) artan Ni konsantrasyonlarina maruz
birakilan A4. thaliana bitkisinin geng yapraklar ile yaptiklart RT-qPCR analizlerinde,
yiiksek Ni seviyelerinde AtMTIA, AtMT2A, AtMT2B, AtMT3 ve AtPCSI genlerinin
ekspresyonlarinda farkli diizeylerde azalma oldugunu bildirmistir. Geng yapraklarda bu
genlerin Ni dozuna bagh olarak farkli big¢imlerde regiile edildigini ve yliksek
konsantrasyonlarin, cogu gen iizerinde baskilayici etki gdstermesine ragmen AtMT1B ve
AtMTIC genlerinin artan ekspresyonlarinin, bu gen iiriinlerinin yapraklara ulagan yiiksek
Ni seviyelerini kontrol altina almak i¢in gerekli olabilecegini bildirmislerdir. Baska bir
calismada ise Kim ve Kang (2018), 2 haftalik Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
bitkilerinin 100 uM nikele 24 sa maruz birakilmasi sonucunda MT1A, MT1C, MT2A,
MT2B ve MT3 genlerinin transkript diizeylerinde azalma gozlemlendigini; ancak MT4A
ve MT4B genlerinde herhangi bir degisikligin olmadigini bildirmistir. Bu sonuglar i¢in
Afonseca vd. (2024), arastirmacilarin farkli doku tiplerini ayirmaksizin tim bitkiyi
kullanmalar1 ve organlar arasindaki agirlik farklari nedeniyle siirgiin/kok oranlarinin
dengesiz olmasinin, RNA'nin biiyiik 6l¢iide yapraklardan elde edilmesine yol actigini ileri
stirmistiir. Buna karsilik, Jaskulak vd. (2019), Lupinus luteus L. bitkisinin siirglinlerinde
Ni uygulamasi sonrast MT genlerinin ekspresyonunda artis oldugunu bildirmistir. Her ne
kadar farkli bitki tiirleri ile calisilmis olsa da bu celiskili sonuglar, nikelin bitkiler
tizerindeki etkilerinin ve ilgili gen ekspresyonlarinin organ diizeyinde incelenmesinin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Kokler, agir metal stresine ilk temas eden organlar
oldugundan, bu organlarin yiiksek diizeydeki metale karsi kendilerini koruma ihtiyaci
nedeniyle MT gen ekspresyonunun arttig1 diisiiniilmektedir. Yapraklarda gézlemlenen
MT ve PCS1 ekspresyonundaki azalma ise bitki icinde koklerden siirglinlere MT ve PC
tasinmasi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle MT1A, MTIC ve MT3
genlerinin koklerde nikele yanit olarak ekspresyon diizeylerinde artis gozlenmesi, bu gen
driinlerinin koklerdeki Ni igerigini azaltmak amaciyla siirgiinlere translokasyonunu
saglayan bir mekanizma olabilecegi ileri siiriilmistiir (Afonseca vd. 2024).

2.6.3. Antioksidan savunma sistemi

Bitkiler, hareketsiz olmalar1 nedeniyle biyotik ve abiyotik (agir metal toksisitesi
gibi) ¢evresel stres faktorlerinden uzaklagsamazlar. Bu stres etmenleri, bitkilerin biiylime-
gelisim ve verimliliklerini dogrudan etkiler. Stres durumlarinda hiicresel homeostazis ve
iyon dengesi bozulabilir. Dahasi g¢esitli fizyolojik islemlerde gerceklesen enerji
akiglarinda aksamalara neden olabilir ve bu gibi durumlar ROS birikimine neden olur.
ROS birikimi ise hiicresel organellerin yapisini ve islevini bozarak membran
peroksidasyonuna, biyomolekiillerin parcalanmasina ve nihayetinde hiicre O6liimiine
neden olmaktadir. Bitkilerin bu toksik molekiilleri etkisiz hale getirme kapasitesi, farkli
stres kosullarina karsi toleranslarinin belirleyici unsurlarindan biridir. Bu baglamda,
antioksidan bilesikler serbest radikallerin neden oldugu zararlara karsi ilk savunma hattini
olusturarak bitki hiicrelerinin iglevselligini korumada kritik rol istlenir. Bitkisel
antioksidanlar, gelisimsel siiregleri destekleyen cok cesitli biyolojik mekanizmalar
araciliiyla bitkilerin gevresel streslere adaptasyonuna katki saglar.
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Bitkilerde ROS’larin neden oldugu oksidatif stresin etkilerini azaltmak amactyla
gorev yapan ¢esitli antioksidan enzimler bulunmaktadir. Bu enzimlerin iiretimi, bitkiler
oksidatif strese maruz kaldiginda belirgin sekilde artar. ROS’lar, hem serbest radikalleri
hem de radikal olmayan oksijen tiirevlerini igerir. Serbest radikaller arasinda *O2~, *OH,
perhidroksil radikali (HO:z") ve alkoksi radikalleri bulunurken; radikal olmayan formlar
ise H20: ve singlet oksijen ('O2) gibi molekiillerdir (Sekil 2.9). Bu zararh tiirler, bitki
hiicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de organellerinde (6rnegin kloroplastlar,

mitokondriler ve peroksizomlar) iiretilebilir ve birikebilir.

1. Suiperoksit olusumu

SOD

APX

2H,0 €

O,+e —» -0,

2. Haber-Weiss reaksiyonu

-0, + ‘0, — H,0,+0,

4. Foyer-Halliwell-Asada Yolagi

H,0, — Askorbat
(Rediikte form)

Dehidro
askorbat
(okside form)

H,0, + ‘O, — OH +0,+ ‘OH

3. SOD, CAT, POX ve GPX aktivitesi; Haber
Weiss reaksiyonunun engellenmesi

H,0,+H,0, ————» 2H,0+0,
CAT/POX/GPX

GSSG

(okside form)

GR

GSH
(rediikte form)

GSTl

GSH-tiirevleri

Reaktif oksijen turevleri (ROS)
Molekiiler oksijen: O,

Superoksit: ‘O,

Hidroksil radikali: -OH

Hidroperoksit radikali: HO,

Alkoksil: RO-

Peroksil: ROO-

Hidrojen peroksit: H,0,

Singlet oksijen: 0,

_ NADPH

—» NADP

Sekil 2.9. Bitkilerde olusan reaktif oksijen tiirevleri ve bunlarin detoksifikasyonunda
gorev alan bazi antioksidan enzimlerin katalizledigi temel reaksiyonlar (Rajput vd.

2021°den degistirilerek kullanilmistir.)
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Kloroplastlar, bitki hiicrelerinde ROS iiretilen baslica organellerdir. Fotosentetik
elektron tagima sistemi (ETS), ROS iiretiminin énemli merkezlerinden biridir ve bu
sistem Ozellikle 'Oz ve <O, gibi tiirlerin olusumuna neden olabilir. Mitokondriyal
elektron tagima zinciri (mtETC) de icerdigi yiiksek enerjili elektronlar sayesinde O:
indirgemeye yeterli potansiyele sahiptir ve bu nedenle ROS iiretiminin bir diger
kaynagidir (Noctor vd. 2007). Ayrica mitokondri matriksinde bulunan ¢esitli enzimler de
ROS olusumuna katki saglayabilir. ROS iiretimi yalnizca bu iki organelle sinirlt degildir;
endoplazmik retikulum, hiicre zar1, hiicre duvari ve apoplast gibi diger hiicresel yapilar
da ROS fiiretiminde rol alabilir (Rajput vd. 2021). Bu radikaller olduk¢a reaktiftir ve
hiicresel bilesenlerle etkilesime girerek lipit peroksidasyonuna, proteinlerin yapisal
bozulmasina ve DNA hasarina neden olabilir. Bu nedenle, bitkiler bu tiir molekiilleri
etkisiz hale getirmek i¢in SOD, CAT, POD ve GR gibi c¢esitli antioksidan enzim
sistemlerini devreye sokarak detoksifiye etmeye calisirlar.

2.6.3.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1), siiperoksit anyonunun H>O> ve O: olusturacak sekilde
dismutasyonunu katalizler (Sekil 2.9). Dismutasyon reaksiyonlari, ayni reaktan (burada
*O;") lizerinde hem oksidasyon hem de indirgenme reaksiyonlarinin gergeklestigi
biyolojik reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar sonucunda biri daha yiiksek (O gibi), digeri
ise daha diisiik (H20: gibi) oksidasyon durumuna sahip iki bilesik olugmaktadir. Bu
enzim, bitkilerde stres kaynakli olusan *O: serbest radikallerini temizlemeye yonelik en
onemli enzimatik sistemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Diger antioksidan enzimler
ile (CAT, POD gibi) es zamanli calisarak hem *O: hem de H:0: gibi daha zararh
ROS’larin Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla olusumunu 6nlemektedir (Rajput vd. 2021).
SOD, igerdigi metal kofaktorlere (6rnegin Cu, Zn, Mn, Fe ve Ni) bagh olarak farkli
izoformlara sahiptir. Bu izoformlar arasinda Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD yer
almaktadir (Fink ve Scandalios 2002). Ni-SOD'un gen dizisi diger SOD'lardan farkli olup
bakteriler ve siyanobakterilerde bulundugu bildirilmistir, ancak heniiz yiiksek yapili
bitkilerde rapor edilmemistir (Zhou vd. 2017; Rajput vd. 2021). Cu/Zn-SOD sitoplazma,
peroksizom, kloroplast ve apoplast; Fe-SOD kloroplast; Mn-SOD ise  mitokondri
matriksi ve peroksizomda bulunmaktadir (Stephenie vd. 2020). Dehury vd. (2012)’nin
yaptig1 filogenetik analiz, Mn- ve Fe-SOD'lar arasinda homoloji oldugunu, Cu/Zn-
SOD'un ise bunlardan farkli oldugunu ortaya koymustur. Bu arastirmada elde edilen
filogenetik agaca gdre ayni bitki tiiriinde birden fazla SOD izoformunun bulunmasi bu
tirlerin, farkli kofaktdr bagimli SOD’lar aracilifiyla ¢ok yonlii antioksidan savunma
sistemleri gelistirdiklerini diisiindiirmektedir. Ozellikle Fe-SOD ve Mn-SOD izoformlari,
genellikle mitokondri ve kloroplast gibi ROS iiretiminin yogun oldugu organellere
lokalize olduklar1 i¢in, bu proteinlerin filogenetik olarak korunmus yapisi, stres
kosullarinda igsel savunma kapasitesinin giigliiliigiinii yansitabilir. Yine ayni ¢alismada
Cu/Zn-SOD'lar ayr1 ve tutarli bir kiime (Cluster 1) olusturmakta ve genetik olarak
birbirlerine daha yakin bir grubu temsil etmektedir. Bu durum, Cu/Zn-SOD gen ailesinin
Fe ve Mn bagimli SOD izoformlarindan farkli bir evrimsel yol izledigini ve muhtemelen
okaryotik bitki evriminde daha 6zellesmis bir role sahip oldugunu diistindiirmektedir. Bu
kofaktorlerin rolii, ara iirlinlerin metabolizmasinda gegici bag olusumunu stabilize
etmektir. Ni, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi metaller genellikle +2 degerlige sahiptir; ¢iinkii
kararli bir elektron konfigiirasyonu i¢in iki elektron kaybederler. *O,", fazladan bir
elektrona sahiptir ve bu elektronlar reaksiyon ara {irlinleri sirasinda kofaktorlere
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aktarilabilir. Sonugta, bu fazla elektronlar H» ile birleserek H>O» olusturur ve O, serbest
brrakilir.

2.6.3.2. Peroksidazlar

Bitki peroksidaz ailesi, fonksiyonlarina ve yapisal 6zelliklerine gore ii¢ ana sinifa
ayrilir: Sinif I peroksidazlar, genellikle askorbik asit peroksidaz (APX) ve glutatyon
peroksidaz (GPX) gibi antioksidan savunmada gorev alan enzimleri igerir ve sitoplazma,
kloroplast veya mitokondri gibi organellerde bulunur. Sinif II peroksidazlar daha ¢ok
mantarlarda bulunur ve lignin yikimi gibi siireclerde gorev alirken, bitkilerde bu sinifa ait
enzimler nadirdir. Sadece bitkilere 6zgii olan Smif III peroksidazlar ise hiicre duvarinda,
apoplastta veya vakuolde yer alir; lignin ve siiberin sentezi, patojen savunmasi ve hiicre
duvart modifikasyonu gibi pek c¢ok fizyolojik siiregte dnemli roller iistlenmekle birlikte
bitki peroksidazlar1 (POD; EC 1.11.1.7), H20-'yi temizlemek igin ekstraseliiler alanda
calisan tek gruptur (Rajput vd. 2021). Peroksidazlar, endoplazmik retikulum ve golgi
aygitt lizerinden sentezlenen ve ardindan hiicre disi alana ya da vakuollere taginan
glikoproteinlerdir. Dogal formunda POD, ¢ogu bitkide 300-350 amino asitten olusan tek
bir polipeptit olarak gorev yapar. Bazi ististnai ornekler de bildirilmistir. Ornegin
Fagopyrum esculentum tiirtinden karakterize edilen POD’un, 46.1 ve 58.1 kDa molekiiler
agirhiga sahip iki izoenzimi (POD 1 ve POD II) bulunmustur ve optimum aktivite
sicakliklart 30°C (POD I) ve 10°C (POD II) olarak belirlenmistir (Pandey vd. 2011).
Olgiim kolaylig1 nedeniyle deneysel galigmalarda yaygim olarak kullamlan guaiakol
peroksidaz, guaiakol (o-metoksifenol) molekiiliinii elektron verici substrat olarak
kullanarak, H-O-’nin indirgenmesini saglayan bir bitki peroksidaz enzimidir. Antioksidan
mekanizma agisindan bakildiginda, askorbat-glutatyon sistemi Foyer-Halliwell-Asada
yolagi aracilifiyla redoks homeostazini saglayan baslica sistemi olustururken;
flavonoidler, fenolik bilesikler ve POD enzimleri ise bitkilerin asir1 H20O: ile basa
cikmasinda ikinci savunma hattin1 olusturmaktadir (Agati vd. 2012). Bununla birlikte
POD, bitki biiyiimesi ve gelismesinde ¢ok cesitli roller iistlenir. H.O» molekiiliiniin
detoksifikasyonu ve redoks dengesinin saglanmasinin yani sira bu enzim ailesi, hiicre
duvari ¢apraz baglanmasi, hiicre duvarinin gevsemesi, lignifikasyon, siiberizasyon ve
oksin yikiminda da rol oynar. POD, H-O: molekiiliinii elektron alicis1 olarak kullanarak
fenolik substratlarin oksidasyonunu katalizler ve bu yolla H>O- molekiiliinii temizler. Bu
siire¢ sonucunda monodehidroaskorbil radikali (MDHA), askorbat ve dehidroaskorbat
(DHA) gibi tiriinler ile lignin ve siiberin gibi fenolik bilesiklerin ¢apraz baglanma (cross-
linking products) {iriinleri olusur. Bu capraz baglanma iiriinleri, hiicre duvarim
giiclendirerek bitkinin kuraklik, tuzluluk, agir metal stresi ve patojen saldirilarina karsi
savunmasini artirir. Ayrica bu yapilarin olusumu, lignifikasyon, siiberizasyon ve hiicre
duvart modifikasyonu gibi gelisimsel siireglerde de kritik dneme sahiptir (Rajput vd.
2021).

2.6.3.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.8.1.7), NADPH bagimli bir flavoprotein
oksidorediiktaz enzim olup, askorbat-glutatyon yolunun ©nemli bir bilesenini
olusturmaktadir. GR, oksitlenmis glutatyonu (GSSG; dimerik) indirgenmis glutatyona
(GSH; monomerik) doniistimii katalizler. Bu enzim bir¢ok bitkide tanimlanmis olup,
dogal halinde her biri bir flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren homodimerler (100—150
kDa molekiiler agirlikta) seklinde bulunmakta, aktif bolgesinde ise iki sistein kalintisi
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barindirmaktadir. GR'nin katalizledigi reaksiyon, “Ping-pong” mekanizmasiyla iki
asamada gerceklesmektedir. Ping-pong mekanizmas: (veya diger adiyla ¢ift yer
degistirme mekanizmasi, double displacement mechanism), enzimatik reaksiyonlarda
goriilen bir kinetik mekanizmadir. Bu mekanizmada, enzim 6nce bir substratla reaksiyona
girer, onunla etkilesime gecerek bir iiriin olusturur ve enzimin yapisini degistirir. Daha
sonra, bu modifiye enzim ikinci bir substratla etkileserek ikinci {iriinii olusturur ve tekrar
eski haline doner. GR baglaminda, ilk asamada, FAD molekiili NADPH tarafindan
indirgenmektedir. Indirgenen FAD, elektronlar1 aktif bolgedeki sistein tiol grubuna
aktarmaktadir. Ikinci asamada ise GSSG, tiol-disiilfit degisim reaksiyonu yoluyla
indirgenmektedir; bu sirada, dimerik GSSG, GSH’ye doniistiiriilmektedir (Gill vd. 2013).
Cohen vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada GR’nin antioksidan savunmanin yani sira ¢ok
onemli metabolizmal bir roliinii de ortaya koymuslardir (Sekil 2.10). Sistein, S
asimilasyonu siirecinde sentezlenen ilk aminoasit olup, GR’nin adenosin 5'-fosfosiilfat
rediiktaz (APR) enziminin aktivitesini destekleyerek S asimilasyonunda 6nemli bir rol
oynadigi bildirilmistir. GR, GSSG’yi tekrar GSH’ye doniistiirerek APR icin gerekli
elektron kaynagini saglamakta, bdylece S asimilasyonu siirecinde pozitif geri besleme
dongiisii olusturmaktadir. S metabolizmasi, bitkilerde metal toleransi agisindan hayati bir
rol oynamaktadir ¢iinkii bu metabolik yol, agir metal stresine kars1 savunma sistemlerinin
temel bilesenlerini iiretmekte kullanilir. Ozellikle GSH ve PC’ler, S iceren bilesikler olup
agir metallerin gelatorleri olarak gorev yaparlar. S metabolizmasinin bir {iriinii olan
sistein, hem GSH hem de diger savunma bilesiklerinin sentezi i¢in dncii molekiil olarak
islev gordiigiinden S alimi, tasinimi ve asimilasyonu gibi siireglerin diizenlenmesi,
bitkinin metal stresine karsi tolerans gelistirmesinde 6nem tagimaktadir.
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dissal SO, External SO;?
lSULTR l

4
ATPS
1 51
@ APR ‘ APR
GSSG GSSG

3 Ser Ser

SiR ‘ lSAT - l lSATf
$? _OAs s-2 OAS
OASTL ‘/ OASTL (
Cys Cys
t ECS \cesf ECS s \cesl
yEc IR\ YEC N
G GSH 5 ) D} fes "
€. ocn D5
GSSG GSSG
Sekil 2.10. Arabidopsis bitkisinde glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesindeki degisimin
siilfiir asimilasyon yoluna etkisi. Kirmizi artmis, mavi ise azalmis metabolit diizeylerini;

kirmiz1 ve mavi oklar ise gen ekspresyon diizeylerindeki artis ve azalislar1 gostermektedir
(Cohen vd. 2020’den degistirilerek kullanilmistir.)
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GR aktivitesinin bliylik bir kismi (%80) fotosentetik dokularda, ozellikle
kloroplastlarda gergeklesmekte; bununla birlikte sitozol, cekirdek, peroksizom ve
mitokondride de bulunmaktadir. Arabidopsis bitkisinde GR proteinleri, N-terminal sinyal
dizisinin varligina gére GR1 ve GR2 olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. GR1, daha kisa
yapili olup sitozol, ¢ekirdek ve peroksizomlarda bulunmakta; GR2 ise kloroplast ve
mitokondriye taginmasini saglayan transit peptit dizisini igermektedir (Trivedi vd. 2013).

2.6.3.4. Askorbat peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11), sinif I hem-peroksidazlardan biridir ve
AsA bagiml peroksidaz olarak da bilinir. Bu enzim, bitki hiicreleri i¢inde hem H:0-
detoksifiye edici hem de redoks degisimlerinin bir algilayicisi olarak islev goriir ve Foyer-
Halliwell-Asada yolaginin anahtar enzimi olarak kabul edilir. APX, H.O. molekiiliinii
suya indirgemek i¢in spesifik bir elektron vericisi olarak askorbati kullanir. Askorbat
yoklugunda APX kararsiz hale gelir ve askorbat konsantrasyonu 20 pM’nin altina
diistiigiinde hizla aktivitesini kaybeder. Benzer sekilde, Fe de APX aktivitesi i¢in
gereklidir. Bu enzim, bitkilerde sitozol, mitokondri, kloroplast, peroksizom ve
glikoksizom gibi farkli alt hiicresel bolgelerden bildirilmistir (Rajput vd. 2021). APX'in
katalizledigi reaksiyon sirasinda, MDHA bir ara iirlin olarak olusur ancak MDHA
kararsizdir ve kendiliginden DHA’ya doniisiir. Ayrica yapilan bir arastirma, lignin
biyosentezinde gorevli olan 4-Kumarat 3-hidroksilaz enziminin ayni1 zamanda sitozolik
APX aktivitesi gosterdigini ve hem askorbati hem de 4-kumarat1 benzer oranlarda okside
edebildigini ortaya koymustur (Barros vd. 2019).

Bitkilerde ROS dengesi ile temel fizyolojik siirecler arasinda karmasik ve hassas
bir iliski bulunmaktadir. Ozellikle antioksidan savunma sisteminin etkinligi, fotosentetik
performansin korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Guo vd. (2020)’nin yaptig1
calisma sonucunda Gossypium sp. bitkisinde, ROS seviyesi ile fotosentetik aktivite
arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Sitozolik APX'in RNA miidahalesi (RNA1)
ile inhibe edilmesi, stoma hiicrelerinde ROS seviyesinin artmasina neden olmus; bu da
stomalarin acilmasii engelleyerek CO: alimini azaltmis ve dolayisiyla fotosentezi
disirmistiir. Bu ¢alisma, antioksidan sistemdeki tek bir enzimin Gnemini ve bitki
biiylimesi ve verimi tizerindeki etkilerini gostermektedir.

Bitkilerde melatonin sentezinin stres kosullariyla basa ¢ikmada yardimci oldugu
bilinmektedir. Ancak melatoninin bir antioksidan enzimle dogrudan iligkisi Bai vd.
(2020) tarafindan ortaya konulmustur. Manihot esculenta Crantz bitkisinin melatonin
biyosentezine katilan iki enzimin (MeTDC2 ve MeASMT2), APX (MeAPX2) ile
dogrudan etkilesim gosterdigi ve bu etkilesimin saflagtirilmis APX'e kiyasla enzimatik
aktiviteyi onemli Ol¢lide artirdigi belirlenmistir. Bu durum, MeTDC2-MeAPX2 ve
MeASMT2-MeAPX2 etkilesimlerinin yani protein-protein etkilesimlerinin APX
aktivitesini aktive ederek bitkinin antioksidan kapasitesini artirdigini gostermistir. Altaf
vd. (2021)’in Ni stresi altinda yetistirilen domates bitkisinde yaptig1 calismada
melatoninin sadece APX iizerinde degil (Sekil 2.11); SOD, GR, CAT gibi diger
antioksidan enzimler lizerinde de uyarici etkisi oldugu gosterilmistir. Boylece oksidatif
stres ile tolerans artirilmis ve bitkinin biliylime parametrelerinde 6nemli iyilesmeler
kaydedilmistir.
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Sekil 2.11. ROS tarafindan melatonin sentezinden sorumlu MeASMT2 ve MeTDC2
enzimleri ile askorbat peroksidaz (MeAPX2) geninin ekspresyonunun artirilmas;
bitkinin oksidatif strese karsi toleransinda protein-protein etkilesimlerinin stres
yanitindaki rolii (Bai vd. 2020)

2.6.4. Sekonder metabolitlerin metal toleransindaki rolii: Antosiyanin ve
flavonoidler

Bitkilerdeki sekonder metabolitler (PSM), bitki biiyiime ve gelismesi ile dogrudan
ilgisi bulunmayan genis bir organik molekiil sinifini tanimlamaktadir. PSM’ler, genellikle
fenoller, terpenoidler, steroidler, alkaloidler ve flavonoidler gibi makromolekiil ailelerini
icermektedir. Bu gruplar, bitkilerde farkli biyolojik islevler listlenen ve gevresel streslere,
patojenlere veya zararlilara kars1 savunma saglayan bilesiklerdir. PSM’ler bitkilerde stres
yaniti ile ilgili bir¢ok alanda gorev alirlar (Li ve Ahammed, 2023).

Antosiyaninler, flavonoid ailesine ait bir sekonder metabolittir. Bitkilerde
antosiyanin biyosentezi, genellikle MBW olarak kisaltilan ii¢ tip transkripsiyon faktorii
(MYB/bHLH/WD40) tarafindan kontrol edilir. Bu faktorler, antosiyanin biyosentezine
ait yapisal genlerin transkripsiyonunu diizenler. ROS’lar sinyal molekiilleri olarak stres
sinyalizasyon yolaklarina katilabilir, MAPK yolu araciligiyla s6z konusu
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MYB/bHLH/WD40 gibi transkripsiyon faktorlerini diizenleyerek antosiyaninle iliskili
genlerin transkripsiyonunu tesvik eder ve sonu¢ olarak antosiyanin sentezini
indiikleyerek bitkinin strese adaptasyonuna katki saglarlar (Zuluaga vd 2008). Bu katk:
yalnizca UV radyasyonundan koruma veya ROS hasarlarina karsi antioksidan aktivite
olarak degil, ayn1 zamanda metallerle selat olusturarak metal detoksifikasyonunda rol
oynayarak da olabilmektedir (Li ve Ahammed, 2023). Antosiyaninler, metal iyonlariyla
kolayca selat yapabilen bir polifenol yapisina sahiptir; 6zellikle B halkasindaki orto
hidroksil grubu, metal iyonlariyla dogrudan selat olusturabilir. Metal-koordineli
antosiyanin kompleksi (MAC) ismi verilen bu yapr ile hiicredeki serbest metal iyonlarinin
seviyesi azalmakta, toksik metaller periferal hiicre kisimlarinda yer alan vakuollere
tagiarak fizyolojik olarak daha az hassas dokularda izole edilebilmektedir (Landi vd.
2019; Li ve Ahammed, 2023).

Normalde antosiyaninler, Fe ve Cu gibi ge¢is metalleriyle kompleks olusturabilir
ve Fe*? gibi iyonlarin H20: ile tepkimeye girerek *OH {iretmesini ifade eden Fenton
reaksiyonunu engeller. Boylece ROS miktarinin artist onlenir ve biyomolekiiller
oksidatif hasardan korunabilir. Buna karsin, 06zellikle yiiksek konsantrasyonda
antosiyanin birikimi oldugunda, yiiksek pH ve 151k varliginda pro-oksidan davranis
gosterebilirler. Bu durum, agir metal stresi altinda dogrudan ve dolayli mekanizmalarla
artan ROS seviyelerinin, antosiyaninlerin asir1 birikimiyle birlikte daha da yiikselmesine
neden olabilir; bu da proteinlerin oksidasyonuna ve DNA hasarina yol acarak hiicre
diizeyinde oksidatif krize neden olabilir. Yapilan bir arastirmada, antosiyanin asiri
birikiminin baskilanmasinin, JA sinyal yoluyla MBW kompleksinin regiilasyonu ile
iligkili oldugunu ve bu mekanizmanin piringte Cr stresini hafifletmeye katki sagladig:
gosterilmistir (Zang vd. 2022).

2.6.5. Agir metal toleransinda sessiz kalkan: hiicre duvari

Agir metal stresi altinda bitkilerde gdzlenen savunma yanitlarmin 6nemli bir
parcasi, hiicre duvarinda gergeklesen yapisal ve kimyasal degisikliklerdir. Bu siiregte
ozellikle lignin, pektin ve siiberin gibi sekonder metabolitler, bitkiyi toksik iyonlarin
zararindan koruyan kritik bilesikler olarak 6ne ¢ikar. Fenilpropanoid yolak iizerinden
sentezlenen lignin, hiicre duvarinin sertligini ve hidrofobikligini artirarak gegirgenligi
azaltir; bu da agir metallerin apoplastik yolla ksilem dokusuna gegisini sinirlar.
Hiperakiimiilator bitkilerde lignin ve siiberin biyosentezine iliskin genlerin yliksek
diizeyde ifade edildigi, bu durumun kok endodermisinde karakteristik lignifikasyon ve
siiberizasyon desenleriyle sonuglandigi gosterilmistir. Lignin olusumu, fenilpropanoid
yolak tizerinden sentezlenen monolignollere dayanmakta olup, bu metabolik yolun
aktivasyonu genellikle agir metal stresiyle tetiklenmektedir. Bu bulgular, lignifikasyonun
metal stresine karsi fizyolojik bir adaptasyon oldugunu ortaya koymaktadir (Berni vd.
2019). Birincil hiicre duvarlarinda meydana gelen modifikasyonlardan biri de diisiik metil
esterlesmis, asidik karakterdeki pektinlerin miktarinda artigtir. Sekil 2.12°de de verildigi
gibi bu pektinler 6zellikle +2 degerlikli agir metal iyonlarini (Ni*2 gibi) “yumurta kutusu
(egg-box)” modeli olarak tanimlanan yapilar icerisinde baglayarak, hiicre duvarinda
hapsetmektedir (Parrotta vd. 2015). Bu durum, agir metallerin sitoplazmaya gecisini
engelleyerek bitki hiicrelerini toksik etkilerden koruyan pasif bir bariyer mekanizmasi
olusturur. Benzer sekilde, siiberin endodermis hiicrelerinde birikerek metal iyonlarinin
kokten govdeye tasinmasini engelleyen ek bir fiziksel ve kimyasal bariyer olusturur. Bu
sekonder metabolitlerin birikimi, sadece pasif bir koruma saglamaz; ayn1 zamanda agir
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metal iyonlarin1 baglayarak bitki dokularinda lokalize edilmesini ve sistemik yayiliminin
engellenmesini miimkiin kilar. Dolayisiyla, lignin ve siiberin gibi bilesiklerin hiicre
duvarinda birikimi, agir metal toleransinin kazanilmasinda etkin bir adaptif savunma
mekanizmasi olarak degerlendirilmektedir (Berni vd. 2019). Dahasi, kok musilaj1, metal
adsorpsiyonunda 6nemli rol oynayan bir diger bir faktordiir ve bu durum, aygiceginde
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Yang ve Pan 2013). Berni vd. (2019), koklerin
yapisal farkliliklarinin, bitkiler arasinda metal tasimimindaki farkliliklart ve ayni
taksonomik grup icindeki tiirler arasinda bile bu tasiimin neden degiskenlik

gosterebilecegini aciklayabilecegini One siirmiistiir.
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Sekil 2. 12. Hiicre duvarinin metal toleransindaki rolii (Parrotta

vd. 2015°ten degistirilerek kullanilmigtir.)
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2.6.6. Organik asitler

Bitkilerin Ni fitotoksisitesine yanit olarak gelistirdigi tolerans mekanizmalarindan
biri de organik asit tiretimidir. Stackhousia tryoni Bailey adli hiperakiimiilator bitkinin
ksileminde bulunan nikelin yalnizca {igte birinin sitrat ile baglandig1, ancak Stackhousia
acuminate Sm. gibi ¢ok daha basarili Ni hiperakiimiilatorlerinin lateksinde neredeyse tiim
nitratin sitrat ve diger organik asitlerle komplekslesmis halde bulundugu bildirilmistir
(Mustafa vd. 2023). Sitrik asit, ¢esitli hiperakiimiilator bitki tiirlerinde Ni tasinmasi
acisindan 6nemli bir selatlayici olarak belirlenmis olup (Shahzad vd. 2018) cesitli
caligmalar farkli bitki tiirlerinde sitrik asit araciligiyla Ni alimmin arttigini bildirmistir
(He vd. 2012; Hassan vd. 2019). Bunun yani sira, bugdayin (7riticum aestivum L.) kokleri
tarafindan salgilanan malat miktarinin, rizosfer ortamindaki Ni konsantrasyonu ile
dogrudan iligkili oldugu; rizosferden Ni uzaklastirildiginda malat salgisinin da azaldig:
bildirilmistir (Kumar vd. 2021). Bitkilerin kdklerinden organik asit anyonlarinin salinim
mekanizmalari, nikelin rizosfere girigini degistirmeye yonelik bir strateji olup farkli
organik asitlerin (malat, oksalat ve sitrat gibi) nikeli selatlama kabiliyetleri birbirinden
farklidir (Mustafa vd. 2023).

2.7. Konaktan Hedef Bitkiye: Hiperakiimiilator Mikrobiyotasindaki PGPB ile
Tarimsal Aspir Bitkisinde Fitoremediasyon Eksenli Kapasite Artisi

Bitkilerin Ni de dahil olmak {izere agir metallerin sebep olabilecegi hiicresel
toksisiteye kars1 gelistirmis olduklari ¢ok sayida ve birbiri ile iligski halinde olan savunma
mekanizmalart bulunmaktadir. Bu savunma sistemlerinin etkinligi bitkiden bitkiye
degismekle birlikte bitkilerin simbiyotik veya kommensal kurdugu iliskiler (PGPB veya
mikorizal) bu sistemleri uyarabilmekte ve bitkinin metal stresi kosullarina karst hem
onceden hem de strese maruz kaldigi donemde daha basarili yanit vermesini
saglayabilmektedir. Bdylece, bitkinin metal akiimiilasyonu ve dogal ortamda hayatta
kalma basarist artarken; eger s6z konusu bitki tarimsal bir iiriinse, tohum, lif, yag gibi
ciktilarinin veriminde artis saglanabilmekte ve ayn1 zamanda kontamine olmus, diisiik
verimli alanlarda tarimsal tiretim yapilmasi1 miimkiin hale gelebilmektedir. Bu durum,
fitoremediasyon tekniginde kullanilan bitkiler i¢in ise, hem siirecin maliyetini
diistirebilecek hem de birim zamanda daha etkin remediasyon performansi
gosterebilecektir. Kiiltiir bitkileri arasinda 6zellikle endiistriyel bitkiler (enerji bitkileri
gibi) fitoremediasyon ¢alismalar1 i¢in birincil adaylardir (Angelova vd. 2015). Yapilan
cesitli arastirmalarda, B. juncea, Helianthus annuus L., Brassica napus L., Zea mays L.,
Corchorus capsularis L. gibi tek yillik, metal toleransi yiiksek tarimsal kiiltiir bitkileri
fitoremediasyon calismalari i¢in aday gosterilmistir (Vamerali vd. 2010; Angelova vd.
2015; Alaboudi vd. 2018; Saleem vd. 2020). Aspir bitkisinin (Carthamus tinctorius L.)
de agir metaller ile kirletilmis topraklarda fitoremediasyon i¢in gerekli potansiyele sahip
bir bitki oldugu bildirilmistir (Ciaramella vd. 2022; Madaan vd. 2011). Ulkemizde
tarimsal tiretimi yapilan yiiksek biyokiitleli, 9-23 adet kapituluma sahip ve her bir
kapitulumunda 20 ile 30 tohum gelisen, 110-140 giin arasinda kisa bir gelisim siiresi olan,
yagli tohumlu bir multi biyo-enerji (etanol, biyogaz, biyodizel) bitkisi olmasinin yaninda
(Ciaramella vd. 2022) kuraklik, tuz ve Ni tolerans kapasitesinin yiiksek oldugu bildirilen
aspir bitkisinden gida, kozmetik, boya gibi pek ¢ok endiistride de yararlanilmaktadir (Al
Chami vd. 2015; Adali 2016; Pourghasemian vd. 2019; Hashemi vd. 2020; Culha-Erdal
vd. 2021; Baran ve Ekmeke¢i 2022). Bu tez kapsaminda, PGPB inokiilasyonu ile aspir
bitkisinin Ni toleransi ve fitoremediasyon kapasitesinin arttirilmasi amaglanmistir.
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Bu baglamda, hiperakiimiilator C. ensiformis bitkisinin endofitik bakteriyel
kompozisyonuna dair bir ¢aligmanin ilk kez yapilmis olmasinin yani sira, aspir bitkisinde
Ni toksisitesi ve PGPB uygulamalar ile tolerans mekanizmasi arasindaki iligkinin
fizyolojik ve biyokimyasal temellerinin ilk defa bu kapsamda ortaya koyulmustur. Bu
dogrultuda, “Ni ile kirlenmis diisiik verim baskis1 altindaki tarimsal alanlarin
fitoremediasyonu i¢in aspir bitkisine PGPB uygulanarak bitkinin Ni toleransinin ve
fitoremediasyon kapasitesinin arttirilmasi saglanabilir mi?” ana arastirma sorusuna eslik
eden hipotezler (1 ve 2) ve alt hipotezler (A, B, C ve D) ise asagida siralanmistir:

Hipotez 1. Toksik Ni kosullarinda PGPB inokulasyonu ile aspir bitkisinin Ni
fitoremediasyon kapasitesi arttirilabilir.

A. PGPB’nin aspir bitkisinde Ni birikimini artiric1 yonde etkisi vardir.
B. PGPB aspir bitkisinde toprak iistii organlara Ni translokasyonunu arttirir.
C. PGPB Ni uygulamasinda aspir bitkisinin biyokiitlesini arttirir.

Hipotez 2. Toksik Ni kosullarinda PGPB inokulasyonu ile aspir bitkisinin Ni toleransi
arttirilabilir.

A. PGPB aspir bitkisinde antioksidant savunma bilesenlerinin aktivitelerini
arttirir.

PGPB aspir bitkisinde fotosentetik performansi arttirir.

PGPB aspir bitkisinde membran hasarini azaltir.

PGPB aspir bitkisinde oransal su igerigini arttirir.

PGPB aspir bitkisinde pigment miktarini arttirir.

SIS AOR

Formiile edilen hipotezler, fizyolojik ve biyokimyasal yaklagimlar ile test edilmis;
boylece PGPB inokiilasyonunun, aspir bitkisinin Ni toksisitesine karsi toleransi ve
fitoremediasyon kapasitesi lizerindeki etkileri belirlenmistir. Bu dogrultuda, ti¢ asamali
bir deneysel plan tasarlanmistir (Sekil 2.13):

= 1. Asamada, hiperakiimiilator C. enmsiformis bitkisinden bakteri izolasyonu
gerceklestirilmis ve bu izolatlar arasindan nikele direngli ve PGPB ozellikleri
tastyan suslar belirlenmistir.

= [II. Asamada, belirlenen PGPB suslar1 arasindan yiiksek potansiyele sahip bes
farkli PGPB tiirii secilerek aspir bitkisine inokiile edilmis; ardindan aspir-PGPB
birlikteliginin Ni stresi altindaki uyumu; bitki biiyiime performansi, Ni
akiimiilasyon diizeyleri ve kritik bazi fizyolojik dl¢iimler ile degerlendirilmistir.

= [II. Asamada ise, ikinci asamada test edilen bakteriler arasindan iki farkli PGPB
tirli, iki stratejik etki yoniline gore (Ni akiimiilasyonunu artiran ve azaltan;
fitoekstraksiyon ve fitostabilizasyon) secilmis; bu bakterilerle yapilan ileri
analizler sonucunda, etki mekanizmalar1 fizyolojik ve biyokimyasal agilardan
arastirilmastir.

36



KAYNAK TARAMASI U. BARAN

Deneysel
Plan

PGPB Testleri

Ni akiimiilasyonu 0

D

Bakteri izolasyonu

l. ASAMA

C. ensiformis

> Biyokaitle tretimi i

\ =
==

Pigment miktari @

II. ASAMA

)}

_______ 1 Morfolojik
olgtimler

<
<§( Fizyolojik ve
>  Segilen iki PGPB -- -1 biyokimyasal
<_ tiriiniin aspir olgimler
= bitkisine inokiile

edilmesi ve ileri - .4 Mineral madde

analizler dlciimii

Sekil 2.13. Tez caligsmasinin deneysel akis plan1 (biorender.com ile hazirlanmistir.)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Asama I: PGPB Kiiltiirasyonu
3.1.1. Hiperakiimiilator bitkinin toplanmasi

Mugla ili Sandras Dagi’nda (37°02°843"” K; 28°47°024°° D) 1525 m yiikseklikte
15.04.2023 tarihinde arazi caligmasi yapilmis ve serpantin tash yamaclardan Centaurea
ensiformis L. (Ece saribas1) bitkisi ornekleri rizosferi bozulmadan toplanarak
laboratuvara ulastirilmistir. Yapilan arazi sonucu bulunan bitkinin dogadaki durumunu
gosteren bir fotograf ve toplanan bitki 6rneklerinden hazirlanan herbaryum materyalinden
(Aksoy 3245, AKDU) bir gorsel Sekil 3.1°de sunulmustur.

Dogadan toplanan C. ensiformis bitkisi laboratuvara getirilerek mikrobiyolojik is
paketleri gerceklestirilmistir. Bu kapsamda oOncelikle endofitik bakteri izolasyonu
yapilmistir. Ardindan izole edilen bakteri suslarinin PGPB niteliklerini belirleyebilmek
icin IAA fretim diizeyleri, fosfat ¢oziiniirliigii aktivitesi, ACC deaminaz aktivitesi ve
siderofor tliretme kapasitesi belirlenmistir.

Sekil 3.1. Hiperakiimiilator C. ensiformis bitkisinin serpantin topraklarda bulundugu
durumu (A, B) ve herbaryum materyali halini (C) gosteren fotograflar

3.1.2. Hiperakiimiilator bitkiden bakteri izolasyonu

Bitkilerden bakteri izolasyonlar1 Govarthanan vd. (2016)’nin yontemi takip
edilerek gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore laboratuvara getirilen bitkilerin kok,
govde, yaprak gibi farkli organlarn distile su (dH20) ile yikanarak temizlenmistir.
Yikanan orneklerden 1’er g tartilmis ve %95°lik etil alkol ve %3 sodyum hipoklorit
(NaOCl) igerisinde 3 dak bekletilerek sterilizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Numuneler 3
kez steril dH>O ile durulanmistir. Ardindan tiim numuneler 5 mL %0.85 NaCl eklenerek
havanda ezilmistir. Elde edilmis 6ziitlerden 1’er mL alinarak 9 mL %0.85 NaCl i¢erisinde
seyreltilmistir. Seyreltilmis bitki o6ziitleri 1 mM NiCl, igeren Nutrient Agar (NA)
besiyerlerine 100 pL ekilmistir ve 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresinin ardindan gelisme gosteren kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilerek gliserol
stoklar1 yapilmis ve -80°C’de saklanmustir.
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3.1.3. Bakteri izolatlarinin PGPB niteliklerinin belirlenmesi
3.1.3.1. indol-3-asetik asit (IAA) iiretim diizeyinin belirlenmesi

IAA testleri Akbari vd. (2007) ve Akkoprii (2012)’nin yontemleri modifiye
edilerek gerceklestirilmistir. Buna gore ilk olarak izole edilen bakteri ornekleri NA
besiyerinde 24 sa inkiibe edilmistir. Ardindan taze biiylitiilmiis bakteri 6rnekleri OD
600’de 0.1 olacak sekilde ayarlanmis ve %0.1 L-triptofan ¢ozeltisi igeren triptofanli NB
besiyerine (NBt) 100 pL eklenmistir. Hazirlanan kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de 7 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiirler 4000 rpm’de 10 dak
santrifiijlenmistir ve elde edilen siipernatantlar Whatman 110 mm filtre kagidindan
gegirilerek filtrelenmistir. Filtre edilen sollisyonun 2 mL’sine 4 mL Salkowski ayract (2
mL 0.5 M FeCl; ve 98 mL %35’lik HCIO4) eklenerek oda sicakliginda karanlik ortamda
30 dak bekletilmistir. Bekleme siiresinin ardindan OD 535°te 6l¢iim yapilarak absorbans
degerleri belirlenmistir. Elde edilen absorbans sonuglarinin pg/mL cinsinden ifade
edilebilmesi i¢in 1’den 50’ye kadar farkli ppm degerlerinde IAA siispansiyonlari
hazirlanarak 6lgitimleri yapilmis ve standart egri olusturulmustur. Bakteri izolatlarinin
IAA iiretme kapasiteleri olusturulan standart egriye gore hesaplanmistir. Deneyler
sirasinda pozitif kontrol olarak IAA iiretme kapasitesine sahip Salmonella enterica,
negatif kontrol olarak bakteri igermeyen NBt kullanilmgtir.

3.1.3.2. Fosfat ¢oziiniirliigii aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin P ¢dzme yetenekleri National Botanical Research Institute’s Phosphate
(NBRIP) besin ortaminda Rathaur vd. (2012)’nin y6ntemine gore belirlenmistir.
Deneyler sirasinda kullanilan NBRIP besiyeri Perez vd. (2007)’nin belirttigi talimatlara
uygun sekilde hazirlanmistir. Ilk olarak bakteri izolatlar1 NBRIP s1v1 besiyerinde 30°C’de
180 rpm de 3 giin inkiibe edilerek hiicre biiylimesini tesvik etmek i¢in On
zenginlestirmeye tabi tutulmustur. inkiibasyonun ardindan NBRIP kati besiyerine
bakterilerin nokta ekimleri yapilmistir ve 30°C’de 14 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresinin ardindan kolonilerin etrafinda seffaf zon olusup olusmadig1 kontrol edilerek
bakteri izolatlarinin P ¢6zme kapasiteleri kalitatif olarak belirlenmistir. Deneyler
sirasinda pozitif kontrol olarak P ¢ozebilme o6zelligi oldugu bilinen Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) (Saharan vd. 2011), negatif kontrol olarak bakteri igermeyen
NBRIP besiyeri kullanilmigtir.

3.1.3.3. ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin ACC deaminaz aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in Dworkin ve Foster
(1958) belirttigi yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu ydnteme gore NA
besiyerinde bulunan bakteriler N kaynagi olarak yalnizca ACC igeren Dworkin-Foster
(DF) besiyerlerine ¢izgi ekim metodu ile ekilmistir. Hazirlanan kiiltiirler 30°C’de 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan ACC ortaminda gelisim
gosteren bakterilerin ACC deaminaz aktivitesinin oldugu, gelisim gostermeyen
bakterilerin ise ACC deaminaz aktivitesinin olmadigi kabul edilmistir. Deneyler sirasinda
pozitif kontrol olarak ACC deaminaz aktivitesinin oldugu bilinen P. aeruginosa (ATCC
27853), negatif kontrol olarak bakteri icermeyen DF besiyeri kullanilmigtir.
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3.1.3.4. Siderofor iiretme kapasitesinin belirlenmesi

Bakterilerin siderofor iiretimini inceleyebilmek icin Schwyn ve Neilands
(1987)’1in yontemine gore Modifiye Chrome Azurol S Agar (MCASA) besiyeri
hazirlanmistir. MCASA besiyeri sirastyla soliisyon 1 (0.06 g CAS/50 mL dH»0),
sollisyon 2 (0.0027 g FeCl;.6H-0/10 mL 10 mM HCI) ve soliisyon 3’iin (0.073 g
Hekzadesiltrimetilamonyum (HDTMA)/40 mL dH>O) karistirilmasi ve 15 dak 121°C’de
steril edilmesi ile hazirlanmistir. izole edilen bakterilerin taze kiiltiirlerinin kullanilmas:
icin izolatlar dncelikle NA besiyerine ekilerek 24 sa 30°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan
test edilecek izolatlar 6nceden hazirlanmis MCASA besiyerine esit uzaklikta nokta ekim
yontemi ile ekilerek 28°C’de 4 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda bakteri kolonilerinin ¢evresinde olusan turuncu-sar1 zonlar siderofor iiretiminin
pozitif oldugu yoniinde degerlendirilmistir ve zon caplari kaydedilmistir. Siderofor
deneyi sirasinda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa (ATCC 27853) iceren MCASA
besiyeri, negatif kontrol olarak bakteri icermeyen MCASA besiyeri kullanilmistir.

3.1.4. Bakteri izolatlarinin karakterizasyonu

Secilen bakterilerin DNA izolasyonlar ticari olarak satin alinan DNA izolasyon
kiti (Zymo Research, ABD) kullamlmstir. Oncelikle NA besiyerinde biiyiitiilen taze
bakteri kiiltiirlerinin konsantrasyonlart 9%0.85 NaCl igerisinde 1 McFarland’a
ayarlanmistir. Ardindan lizis tiiplerine aktarilan 500 pL bakteri kiiltiiriiniin iizerine 750
pL lizis soliisyonu eklenerek tiipler alt iist edilip en az 10 dak karistirilmistir. Hazirlanan
karigim 5 dak 8.500 g’de santrifiijlenmistir. Siipernatant Zymo-Spin III-F filtresine
aktarilarak 1 dak 8.500 g’de santrifiijlenmistir. Filtreden kolona gegen soliisyonun {izerine
1200 pL Binding Buffer (baglama tamponu) eklenmistir. Hazirlanan bu karisim IC
filtresine alinarak 1 dak 8.500 g’de santrifiijlenmis, kolona gegen siv1 atilmistir. Ardindan
filtreye 400 pnL. Wash Buffer-1 (yikama tamponu) eklenip 1 dak maksimum hizda
santrifiijlenmis, kolona gecen sivi1 tekrar atilmigtir. Daha sonra filtreye oncelikle 700 pL
Wash Buffer-2 aktarilarak 2 dak 8.500 g’de santrifiijlenmis, ardindan tekrar 200 pL. Wash
Buffer-2 eklenerek 1 dak 8.500 g’de santrifiijlenip kolona gegen sivi atilmigtir. Son olarak
filtreye 30 uL. DNaz-RNaz igermeyen su aktarilarak 5 dak oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ardindan 3 dak 12.000 g’de santrifiijlenmistir. Son olarak elde edilen DNA
soliisyonlar1 yeni bir santrifiij tiipiine aktarilarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

Kit ile izole edilemeyen DNA’lar i¢in ayni zamanda Syn ve Swarup (2000)
belirttigi manuel yontem modifiye edilerek izolasyon gergeklestirilmistir. Bu yonteme
gore taze olarak hazirlanan 3 mL bakteri kiilttiri %0.85’lik NaCl ile iki kez 12.000 g’de
5 dak santrifiijlenerek yikanmistir. Ardindan hiicre pelleti 750 uL TES (10 mM Tris-HCI,
10 mM EDTA, pH 8.0, %2 SDS) soliisyonu i¢inde yeniden siispanse edilerek 75°C'de 10
dak inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicre lizatlarma 750 pL fenol:kloroform
cozeltisi (3:1, v/v) eklenerek hafifce vortekslenmis ve 12.000 g’de 10 dak
santrifiijlenmistir. Olusan faz ayrimina gore iistteki berrak faz ayri bir santrifiij tiipiine
dikkatlice alinmistir ve 0.1 hacim 3 M sodyum asetat (C2H3NaO») (pH 5.2) ve 1 hacim
izopropanol (oda sicakligl) eklenerek tiipler birka¢ kez hafifge ters cevrilerek
karistirilmistir. Bu asamadan sonra goriiniir hale gelebilen DNA iplikg¢ikleri 5 dak
santrifiijlenerek ¢oktliriilmistiir. Ardindan DNA pelleti %95’lik soguk etanol ile yikanip
kurutulmus ve 50 pL TE (10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8.0) icinde yeniden
siispanse edilmistir.
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Syn ve Swarup (2000)’in belirttigi manuel DNA izolasyon yontemi ile DNA’s1
izole edilemeyen Orneklerin DNA izolasyonlar1 Nikodinovic vd. (2003)’lin belirttigi
manuel yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ilk olarak taze
biiytitiilen bakteri kiiltiirleri 4000 rpm’de 5 dak santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir.
Ardindan pellet %10 sakkaroz ¢dzeltisi igerisinde yeniden ¢ozdiiriilmiis ve sakkaroz
icerisinde c¢ozdiiriilen 6rnekler 9000 rpm’de 7 dak santrifiij edilmistir. Bu adim 3 kere
tekrarlanmistir. Pelletin %10 siikroz ile yikanmasimin ardindan siipernatant atilmis ve
pellet 1 mL lizis tamponu (0.3 M siikroz, 25 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI pH: 7.5)
icerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Bakterilerin enzimatik yol ile par¢alanmasini saglamak i¢in
ornekler iizerine son konsantrasyon 4 mg/mL olacak sekilde kristal halinde lizozim
eklenmistir ve drnekler 37 °C’de 2 sa inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan
ornekler lizerine 100 pL SDS eklenmis ve ornekler 55°C’de 30 dak bekletilmistir. Otuz
dak sonunda ornekler iizerine 360 pL. 5 M NaCl ve 1.5 mL kloroform eklenerek tiipler
birkag¢ kez hafifce ters gevrilerek karigtirilmistir. Ardindan 6rnekler 4000 rpm’de 6 dak
santrifiijlenerek faz ayrimi gergeklestirilmistir. Faz ayrimiin ardindan istteki berrak faz
ayr1 bir santrifiij tiipiine dikkatlice alinmig ve iizerine 1 hacim izopropanol eklenerek
DNA c¢okeltilmistir (Bu asamada DNA iplik¢iginin olusumu gézlemlenmistir). Olusan
DNA iplik¢igi 200 pL %70’lik soguk etanol ile yikanmistir ve ornekler etanol ucana
kadar oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Izole edilen DNA 6rnekleri 50 pL TE (10 mM
Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8.0) i¢inde yeniden siispanse edilmistir.

Her iki manuel DNA izolasyon yontemi ile DNA’s1 izole edilemeyen drneklerin
DNA izolasyonlar1 s1vi azot i¢erisinde dondur — ¢6z yontemi kullanilarak tekrarlanmistir.
S1v1 azot igerisinde dondur — ¢6z yontemi Chen vd. (2020) belirttigi prosediir kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore taze olarak biiyiitiilmiis bakteri hiicreleri 10000
g’de 1 dak santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve pellet lizerine 450 uL DNA ekstraksiyon
tamponu (%10 setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB), %4 NaCl, 20 mM etilendiamin
tetraasetik asit, 100 mM Tris-HCIL, pH 8.0; %1 polivinilpirolidon) eklenerek
cozdiiriilmiistiir. Ardindan hazirlanan O6rnekler 10 saniye boyunca sivi azot tankina
daldirilarak dondurulmus ve hemen ardindan 65°C'de 1 dak tutularak ¢ozdiriilmiistiir. Bu
adim 2 kere tekrarlanmistir. Dondur ¢6z basamaginin ardindan 6rnekler tizerine 50 puL 5
M NaCl ve 100 puL %10 SDS eklenerek tekrar sivi azot igerisinde dondur — ¢6z basamagi
uygulanmigtir. Dondur — ¢6z basamagi tekrarlanan drnekler tizerine esit hacimde fenol-
kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklenmis ve kuvvetlice ¢alkalanarak karistirilmistir.
Ardindan 6rnekler 10000 g'de 10 dak santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant
ayr1 bir mikro santrifiij tlipline alinarak iizerine esit hacimde kloroform-izoamil alkol
(24:1) karisimi eklenmistir. Ornekler dikkatlice karistirilmis ve tekrar 10000 g'de 10 dak
santrifiij edilmistir. Bu adim 2 kere tekrarlanmistir. Gergeklestirilen son santrifiij
adiminin ardindan elde edilen siipernatant ayr1 bir mikro santrifiij tiipii i¢erisine alinarak
molekiiler tanimlama deneylerinde kullanilmigtir. Bu yontem sonrasinda DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilemeyen Ornekler icin yontem sivi azot igerisinde dondur — ¢6z
adiminin ¢ézdiirme kismi 100°C'de 1 dak olacak sekilde, ayrica dondur— ¢6z basamaginin
tekrar sayist arttirilarak tekrarlanmigtir.

Bakteri izolatlarinin molekiiler tanimlanmasi i¢in 16S rRNA gen bolgesi hedef
gen bolgesi olarak secilmistir. Bu bdlgenin PCR (Polymerase Chain Reaction; Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltilmasi i¢cin Cizelge 3.1°de belirtilen evrensel primerler
(forward primer 8F, reverse primer 1492R) kullanilmigtir (Sentebiolab, Tiirkiye). PCR
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reaksiyonlar1 Cizelge 3.2’ye uygun olarak hazirlanmis ve Cizelge 3.3’teki kosullara
uygun olarak Biorad T100 Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazinda PCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. 16S rRNA gen golgesi i¢in tasarlanan primerler

Primerler Oligoniikleotit Dizilimi (5’-3’) Kaynak
8F forward 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 Icgen ve Yilmaz
(2014); Eden vd.
1492R reverse 5’- GGTGTTTGATTGTTACGACTT-3’ (1991)

Cizelge 3.2. PCR Reaksiyonu karigimlarinin hazirlanmasi

Karisim Reaktifi Miktar

Taq Tampon Soliisyonu (10X) 2.5 uL
MgClz (25 mM) 2.5ulL

fleri Primer (10 pM) 0.5 uL
Geri Primer (10 pM) 0.5 uL
dNTP karisimi 0.5 uL
Genomik DNA 0.5 uL

Taq polimeraz enzimi 0.5 uL
dH-O (niikleaz igermeyen) 17.5uL
Toplam 25 uL

Cizelge 3.3. PCR Kosullari

Asama Sicakhik Siire
[k denatiirasyon 95°C 10 dak
Denatiirasyon 95°C 1 dak
Primer baglanmasi 47°C 1 dak
Uzama 72°C 1 dak
Son Uzama 72°C 10 dak

DNA izolasyonlari ve PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilen drneklerin hedef bantlari
ticari olarak satin alinan jel ekstraksiyon kiti (Zymo Research, ABD) kullanilarak,
iireticinin yonergelerine gore saflagtirilmig ve iiriinler ¢ift yonlii DNA sekans analizleri
yapilmak ilizere BM Laboratuvar Sistemleri, Tiirkiye firmasina gonderilmistir. Elde
edilen DNA sekansi sonucglar1 National Center for Biotechnology Information (NCBI),
Basic Local Alignment Search Tool nucleotide (BLASTn) programi kullanilarak analiz
edilmis ve izolatlarin tanimlamalar1 yapilmistir. Ticari olarak satin alinan kit ve manuel
yontem ile DNA’s1 izole edilemeyen bakteri izolatlar1 hizmet alimi gerceklestirilerek
desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi [Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS)] yéntemi ile Akdeniz Universitesi Hastanesi, Merkezi Laboratuvari’nda hizmet
alimi ile tanimlanmustir.
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3.2. Asama II: Aspir ile Uyumlu Bakteri Taramasi
3.2.1. Bitki yetistirme ve bakteri inokiilasyonu yontemi

Aspir bitkisine ait (C. tinctorius cv. Yenice) tohumlar, Gegit Kusagr Tarimsal
Arastirma Enstitlisii’nden (Eskisehir) temin edilmistir. Bitki yetistirme yontemi olarak
Jan vd. (2019), Wang vd. (2019) ve Baran ve Ekmek¢i (2022)’nin bitki yetistirme
metotlar1 degistirilerek kullanilmistir. Tohumlarin, %5°1ik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile
5 dak kabuk sterilizasyonu yapilmis, ardindan yaklagik 10 defa distile su ile yikanmigstir.
Daha sonra 3 sa boyunca kontrol grubuna ait olan tohumlar steril NB besiyerinde;
uygulama grubuna ait olan tohumlar ise Asama I kapsaminda secilen 5 ayr1 bakteri
susunun 10% CFU/mL konsantrasyonuna sahip NB besiyeri siispansiyonunda gismeye
birakilmigtir. Bakteriyel rizosfer popiilasyonu rizosfer topraginda 107-10° CFU/g arasinda
degisiklik gosterdigi bilinmektedir (Afzal vd. 2019). Imbibisyon islemi tamamlandiktan
sonra tohumlar 2 kat kurutma kagid1 igeren petri kaplarinda 2 mL sulanarak ¢imlenmeye
birakilmigtir. 4 giinliik ¢imlenme periyodunun ardindan fideler, Hoagland besin ¢ozeltisi
iceren 50 mL’lik vida kapakl1 santrifiij tiiplerine transfer edilmistir. Koklerin 151k almasi
ve alg liremesinin engellenmesi igin tiipler renkli (amber) tercih edilmistir. Koklerin
havasiz kalmasimi engellemek ve besin eksikliginin Oniine ge¢mek icin tiiplerdeki
cozeltiler ilk 10 giin boyunca tam kuvvet Hoagland besin ¢ozeltisi ile giin asir1, son 7 giin
ise 0.75 mM Ni (NiCl,.6H»0) iceren Hoagland besin ¢ozeltisi ile her giin degistirilmistir.
Toplam 21 giin siiren denemeler, 25°C sicaklikta, 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyotta
ve 250-350 pumol.m™'s™ 1s1k siddetinde, %45-55 nemde, kontrollii iklim odas1
kosullarinda gergeklestirilmistir.

- Kontrollii kosullar:

| Isik (350 ymol.m='s~)

| Sicaklik (25°C)
/T | Nem (%45-55)
o) / toperiyot (16:8 gundiiz:gece)

Hoagland
besin

Hasat ve Olgiimler

Sekil 3.2. Deneme deseni (biorender.com ile hazirlanmaistir.)
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3.2.2. PGPB suslarinin aspir bitkisinde biyokiitle iiretimine etkisinin belirlenmesi

Hasat edilen kontrol ve uygulama gruplarina ait aspir bitkilerinin kok ve
stirgiinlerinin yas agirliklar1 (g. bitki!) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48 sa
kurutulmus ve yeniden tartilmasiyla kuru agirliklar (g. bitki!) belirlenmistir.

3.2.3. PGPB suslarinin aspir bitkisinde fotosentetik pigment miktarina etkisinin
belirlenmesi

Aspir bitkisinin yaprak dokularindaki klorofil (a, b) ve karotenoid (ksantofil+f3-
karoten) miktarlar1 (mg. mL" ¢cm) Lichtenthaler (1987)’ye gore belirlenmistir. Bu
yontemde kontrol ve uygulama gruplarma ait bitkilerin yaprak dokusundan her bir
uygulama i¢in 6 tekrarli olacak sekilde diskler ¢ikartilarak (R=0.6 cm) mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmis ve {izerlerine 1 mL %100’liik aseton eklenmistir. Ornekler bir hafta
+4°C’de karanlikta bekletilerek pigment igeriginin asetona ge¢mesi saglanmigtir. Siireg
sonunda bir baget yardimi ile Ornekler ezilmis ve tiim pigment iceriginin asetona
gectiginden emin olunmustur. Ardindan spektrofotometre ile 470, 644.8 ve 661.6 nm
dalga boylarinda absorbanslar kaydedilmistir. Elde edilen bu verilere gore, pigment
miktarlar1 Lichtenthaler (1987)’deki formiillere gore hesaplanmustir.

3.2.4. PGPB suslarimn aspir bitkisinde klorofil a floresansina etkisinin belirlenmesi

Fotosentetik Orneklerin fotokimyasal etkinligini 6lgmek icin kullanilan hizl,
kolay ve giivenilir bir ara¢ olan klorofil a floresans1 (Strasser vd. 2000; Oukarroum vd.
2007) olgiimleri i¢in portatif Floresans Ol¢iim Cihazi (Handy PEA, Hansatech Ltd.)
kullanilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait fidelerden segilen bitkilerin 30 dak
karanliga adapte edilen yapraklarinda ol¢iim yapilmistir. Florometre, floresansi kirmizi
1sikla (maksimum 650 nm’de emisyon) uyarir ve 700 nm tizerindeki floresansi algilar.
Olgiimler 3 adet diizenli 151k yayan diyodun iirettigi bir sn siireli tek gii¢lii 151k pulsu (3000
umol m2s7!, tiim PSII reaksiyon merkezlerinin kapanmasi igin yeterli olan eksitasyon
siddeti) ile ve 4 mm’lik yaprak alaninda gerceklestirilmistir. Hizl1 floresans kinetikleri
(minimum floresans, Fo-maksimum floresans, Fm) 10 ps’den 1 s’ye kadar kaydetmekte
ve 20 ps’de kaydedilen floresans siddeti minimum floresans (F,) olarak kabul
edilmektedir (Strasser ve Strasser, 1995). Ol¢iimler PEA+ programi ile analiz edilmis
olup fotosentetik aparatlarindaki spesifik enerji akislar1 [kuantum verimi (Fv/Fm),
fotokimya dis1 kaybedilen enerji (DIo/RC), absorbe edilen enerji (ABS/RC), yakalanan
enerji (TRo/RC), elektron tasima zincirine aktarilan enerji (ETo/RC), PSI’e elektron iletim
verimliligi (REo/RC)] ile cgesitli floresans parametrelerini (151k enerjisi absorbsiyonu,
eksitasyon enerjisinin yakalanmasi, enerjinin elektron taginimina doniigiimii ve elektron
transport sisteminin en son alicisina elektronun iletimi etkinligi) iceren performans
indeksleri (Pltop ve Plags) analiz edilmistir (Oukarroum vd. 2007; Strasser vd. 2010;
Ceppi vd. 2012; Goltsev vd. 2016; Stirbet vd. 2018). Detayli formiilleri tezin Ek
boliimiinde Cizelge 8’de sunulmustur.

3.2.5. PGPB suslarmn aspir bitkisinde mineral madde akiimiilasyonuna etkisinin
belirlenmesi

Bu analiz Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nden hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Bitkilerin kok ve yaprak dokularindaki mineral madde birikimini
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belirlemek i¢in oncelikle dokular 80°C’lik etlivde 48 sa kurutulmustur. Ardindan doku
ornekleri mikrodalga ile ¢Oziindiirme isleminden gegcirilip 6ziitlerdeki elementlerin
miktar, ICP-OES (indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi) cihazinda standart
cozeltileri ile kalibre edildikten sonra 3 tekrarli olacak sekilde belirlenmistir. Element
miktar1 kuru agirhik (KA) temelinde ppm. g KA™! olarak hesaplanmgtir. Elde edilen bu
verilere gore, Ni i¢in ¢esitli alim-tasinim indeksleri [Translokasyon Faktorii (TF:
Siirgiin/Kok Ni) ve Biyoakiimiilasyon Faktorii (BAF: Bitki/Cozelti Ni) Al Chami vd.
(2015) ve Liu vd. (2009)’a gore hesaplanmastir.

3.3. Asama III: PGPS Suslariin Aspir Bitkisinin Nikel Stresine Verdigi Fizyolojik
ve Biyokimyasal Yamtlar Uzerine Etkisi

3.3.1. Bitki yetistirme ve bakteri inokiilasyonu yontemi

Aspir bitkilerine uygulanmak iizere secilen iki bakteri tilirlinlin de Streptomyces
olarak belirlenmis olmasinin ardindan yapilan arastirmalar sonucunda Streptomyces
grubunun direngli toprak bakterileri oldugu ve boyutlarinin biiyiik olup dalli filamentli
bir yapiya sahip olmalarindan dolay1 bitki-bakteri etkilesimini giiclendirmek ve
inokiilasyonu arttirmak i¢in daha dnceden steril edilmis tohumlar1 bakteri soliisyonunda
3 sa bekleterek yapilan inokiilasyon metodunda da cesitli diizenlemeler yapilmistir. Bu
kapsamda, bitkiler petri kaplarinda ¢imlendirdikten sonra aseptik kosullarda, 2x10° CFU
konsantrasyonuna sahip bakteri/spor siispansiyonu igeren %0.25 agarli yari-kat1 2 F
Hoagland besin ¢ozeltisine transfer ederek 5 giin boyunca biiylimeye birakilmistir.
Ardindan 3x10° CFU konsantrasyonuna sahip bakteri/spor siispansiyonu igeren %0.10
agarli yari-kat1 2 F Hoagland besin ¢ozeltisine transfer edilmis ve 10 giin boyunca
giinasirt degisim yapilarak devam edilmistir. Devaminda ise negatif kontrol hari¢ tiim
gruplar 3x10° CFU konsantrasyonuna sahip bakteri/spor siispansiyonu igeren %0.10
agarli yari-kat1 0.75 mM Ni iceren 2 F Hoagland besin ¢ozeltisine transfer edilerek 7 giin
strese maruz birakilmig ve her giin degisim yapilmistir.

Inokiilasyon ydntemindeki degisiklik sayesinde bakterilerin rizosferde kolonize
olmalar1 i¢in daha elverigli bir ortam saglanmis ve bitki ile etkilesimi giiclendirilmistir.
Ayrica her zaman Hoagland besin ¢ozeltisinin bakterili halde tutulmasi ile su degisimi
sirasinda ortamdan bakteri kayb1 riski engellenmeye caligiimigtir.

3.3.2. Nikel konsantrasyonunun belirlenmesi

Bu analiz Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nden hizmet alimi ile
gerceklestirilmigtir. Aspir bitkilerin kok ve yaprak dokularindaki Ni konsantrasyonunu
belirlemek i¢in oncelikle dokular 80°C’lik etlivde 48 sa kurutulmustur. Ardindan doku
ornekleri mikrodalga ile ¢ozlindiirme isleminden gegirilmistir. Bunun i¢in her bir 6rnek
iizerine 5 mL %065'lik derisik nitrik asit (HNOs) ve 2 mL %30’luk H2O: eklenmis ve
kapal1 sistem mikrodalga ¢6ziindiirme cihazinda 180°C sicaklikta 30 dak boyunca
¢ozlindiirme islemi uygulanmistir. Sonrasinda numuneler sogutulmus, hacimleri saf su ile
50 mL’ye tamamlanmis ve Whatman No. 42 filtre kagidindan siiziilerek analiz i¢in hazir
hale getirilmistir. Oziitlerdeki elementlerin konsantrasyonu, ICP-OES (Indiiktif Eslesmis
Plazma Kiitle Spektrometresi) cihazinda standart ¢ozeltileri ile kalibre edildikten sonra 3
tekrarlt olacak sekilde belirlenmistir. Ni konsantrasyonu kuru agirlik (KA) temelinde
ppm. g KA olarak hesaplanmustir.
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3.3.3. Morfolojik ol¢iimler

21 giiniin sonunda hasat edilen kontrol ve uygulama gruplarma ait aspir
bitkilerinin boy uzunluklar1 kok ve siirgiin kismi i¢in cm. bitki'! seklinde belirlenmistir.
Ardindan yas agirliklar (g. bitki'!) belirlenen bitkiler, 80°C’lik etiivde 48 saat kurutulup
yeniden tartilmasiyla kuru agirhiklari (g. bitki'!) belirlenmistir.

3.3.4. Fizyolojik ve biyokimyasal 6lciimler
3.3.4.1. iyon sizintis1 (ELC)

Bitkilerde iyon sizintis1 (ELC; electrolyte leakage) oran1 Redmann vd. (1986)’ya
gore belirlenmistir. Her grup i¢in 6 farkl bitkinin yapraklarindan alian 1 cm?’lik kesitler
(n=6), igerisinde 10 mL distile su bulunan santrifiij tiiplerine konulmustur. 24 sa boyunca
100 rpm’de c¢alkalanan Ornekler, aliiminyum folyoya sarilarak sivi azotta 30 dak
bekletilmistir. Bu esnada santrifiij tiipii i¢erisinde bulunan sivi, spektrofotometre cihazi
ile 280 nm’de Olclilmiistiir (A2s0). S1vi azota maruz birakilan 6rnekler yeniden santrifiij
tiipii igerisine alinip 24 sa boyunca orbital ¢alkalayicida 100 rpm’de ¢alkalanmistir. 24 sa
sonra 280 nm’de o6l¢iilen s1v1 6rneklerinin absorbanslar1 kaydedilmis (B2go) ve ardindan
iyon s1zintist Azgo/Bago orani ile hesaplanmustir.

3.3.4.2. Oransal su icerigi (RWC)

Aspir bitkilerinde oransal su igerigi (RWC; relative water content) Farrant
(2000)’in metoduna gore belirlenmistir. Her uygulama grubu basina 6 farkli bitkiye ait
yaprak materyalinden 1 cm? kesitler alinarak yas agirliklari alimmugtir. Yas agirligi alinan
yaprak ornekleri 24 sa siireyle 10 ml distile su iceren santrifiij tiiplerine aktarilarak 120
rpm’de calkalandiktan sonra hidrate agirliklari alinmistir. Ardindan 24 sa ve 70°C etiivde
kurutulmus ve kuru agirliklari alinmig ve Farrant (2000)’de yer alan formiile gore yaprak
oransal su igerikleri ylizdesel olarak hesaplanmistir.

3.3.4.3. Fotosentetik pigment miktar:
3.2.3 numaral1 baglik altinda anlatilan yontem ile ayni sekilde yapilmistir.
3.3.4.4. Klorofil a floresansi

Klorofil a floresans olgiimleri, 151k pulsunun 2000 umol ms™! olmasi disinda, II.
Asamada yer alan 3.2.4 numarali baglikta acgiklanan yontemle ayni sekilde
gerceklestirilmistir. Olciimler kapsaminda, fotosentetik aparatlardaki spesifik enerji
akislar1 ve performans indekslerine (ABS/RC, TRo/RC, ET¢/RC, DIo/RC, Plags ve Pltor)
ek olarak; bazi akig oranlar1 ve tamamlayici parametreler de analiz edilmistir. Bu
parametreler arasinda, PSII’nin termal enerji kayiplarinin kuantum verimliligi (ypo),
yapisal ve fonksiyonel durum indeksi (SFI), PSI’nin fonksiyonel durumu (AVip) ile
oksijen olusturan kompleksin inaktivasyonunu gosteren oran (VK/VIJ) yer almaktadir.

3.3.4.5. Antosiyanin ve Flavonoid miktari
Aspir bitkilerine ait yaprak dokularindaki antosiyanin igerigi Mancinelli (1975)’e

gore, flavonoid igerigi ise Mirecki ve Teramura (1984)’e gore belirlenmistir. Her bir
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uygulama i¢in 6 farkli bitkiden 0.1 g 6rnek alinmistir. Taze yaprak ornekleri 6 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi (%79 metanol, %20 distile su ve %1 HCI) eklenerek homojenize
edilmistir. Homojenat +4°C’de 10000 rpm’de 20 dak boyunca santrifiijlendikten sonra
elde edilen siipernatandan spektrofotometrede 530 ve 657 nm dalga boylarinda absorbans
degerleri kaydedilmis ve antosiyanin igerigi (mg. mL'! g YA™!) belirlenmistir. Flavonoid
icerigini belirleyebilmek i¢in ise, elde edilen siipernatanin spektrofotometrede 300 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okunup, yaprak dokularindaki flavonoid miktar
kontrole gore oranlanarak (%) hesaplanmistir.

3.3.4.6. Hidrojen peroksit (H,0O2) miktari

Aspir bitkisi yaprak dokularindaki H>O» miktarlari, Alexieva vd. (2001)’in
yontemine gore 5 tekrarli olarak belirlenmistir. Aspir bitkilerinden alinan 0.3 g yaprak
ornegi, %0.1 trikloroasetik asit (TCA) iceren 12 mL c¢ozelti ile 4°C’de homojenize
edilmistir. Elde edilen homojenat, 10000 rpm’de 15 dak santrifiij edilmis ve siipernatant
ayrilarak H>O, miktarlar1 Sl¢iilmiistiir. Bunun i¢in 6rneklerden 0.5 ml siipernatant, bir
cam tiipe alinmis ve tizerine 0.5 ml pH 7.6 olan 0.1 M Tris/HCI tamponu ile | mL 1 M
KI ¢ozeltisi eklenmistir. Bu karisim, 90 dak karanlikta bekletilmis ve spektrofotometrede
390 nm dalga boyunda absorbans degerleri Sl¢iilmiistiir. Yaprak dokularindaki H>O»
miktari, nmol. g TA™ cinsinden hesaplanmustir.

3.3.4.7. Toplam protein miktar:

Aspir bitkilerine ait yaprak Orneklerinin antioksidan enzim aktivitelerini
belirleyebilmek i¢in ilk olarak Orneklerdeki protein konsantrasyonlari Ol¢tilmiistiir.
Bradford (1976) yontemine gore sigir serum albiimini (BSA) standardi kullanilarak
yapilan bu ol¢iimlerde 20 L. 6rnek ¢ozelti ile 480 pL distile su karistirildiktan sonra,
karisima 5 mL Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. Vorteks ile yaklagik 30 sn homojen hale
getirilen karigim oda sicakliginda 10 dak inkiibe edilmistir. Cozeltinin absorbans
degerleri spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 595 nm dalga boyunda
ii¢ tekrarli olacak sekilde okunmustur.

3.3.4.8. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi

Toplam SOD (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi, nitrobluetetrazolyumun (NBT)
fotokimyasal indirgenmesini esas alan metoda uygun sekilde 5 tekrarli sekilde
spektrofotometrik olarak Olclilmiistiir (Beyer ve Fridovich, 1987). Aspir bitkilerinin
yaprak dokusundan 0.5 g alinip sivi azot yardimi ile 6giitlildiikten sonra 100 mM
potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM NaEDTA igeren 1.5 mL’lik ¢ozelti eklenmistir.
Karigim 14000 rpm’de 20 dak +4 °C’de santrifiij edildikten sonra enzimin bulundugu
slipernatant kismi ayrilmistir. Konsantrasyonu 50 mM olan fosfat tamponu (pH 7.8), 9.9
mM L-metiyonin, 57 uM NBT ve %] triton X-100 ile karigtirtlmistir ve bu karistmdan
alinan 1 mL ¢dzeltiye 40 pL siipernatan eklenmistir. Ornegin konulmasinin ardindan
reaksiyonu baslatmak i¢in karigima 10 pl riboflavin ilave edilmistir. Ardindan tiipler 375
umol.m? s' yogunlugunda 1s13a maruz birakilmistir ve absorbans degerleri
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda okunmustur. Toplam SOD aktivitesi iinite.
mg protein™! olarak hesaplanmistir. Bir enzim iinitesinin aktivitesi, NBT indirgenmesinde
%350’lik bir inhibisyon yaratmak i¢in gereken SOD miktar1 olarak tanimlanmustir.
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3.3.4.9. Toplam guaikol peroksidaz (POD) enzim aktivitesi

Toplam POD (EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Piitter (1974)’e gore 5 tekrarl sekilde
belirlenmistir. Yaprak dokularindan 6rneklerle dlgiilen bu metotta reaksiyon karigimi 3
mL olup 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 20.1 mM guaiakol, 12.3 mM H20:
ve enzim Oziitii icermektedir. Reaksiyon, enzim 6ziitliniin ilavesiyle baslatilmistir ve 4
dak stire igerisinde izlenmistir. Toplam POD enzim aktivitesi, guaiakol’{in ekstinksiyon
katsayis1 (6.39 mM.cm!, 436 nm) kullanilarak reaksiyon baslangi¢ hizindan (nmol H>O>
.dak! mg protein’') hesaplanmustir.

3.3.4.9. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi

Rao vd. (1995)’in metodu ile belirlenen toplam GR (EC 1.6.4.2) aktivitesi i¢in
uygulama ve kontrol gruplarina ait bitkilerin yaprak dokularindan 5 tekrarli olacak
sekilde her uygulama i¢in 0.5 g taze yaprak drnegi sivi azot ile ezildikten sonra {izerine
100 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM NaEDTA igeren 1.5 mL’lik ¢ozelti
eklenmistir. Bu karisim 14000 g +4°C’de 20 dak santrifiijlenmistir. Stipernatan enzim
ol¢limil i¢in ayrilmistir. Konsantrasyonu 100 mM olan potasyum fosfat tamponu (pH 7.8),
2 mM Na;EDTA, 0.5 mM GSSG, 0.2 mM NADPH ve 100 ug protein i¢ceren enzim 06ziitii
son hacim 1 mL olacak sekilde hazirlanmistir. NADPH’nin ortama eklenmesi ile
reaksiyon baslamis 6rnekler 340 nm’de spektrofotometrede okunmustur. NADPH’1n
enzimatik olmayan oksidasyonu i¢in 340 nm dalga boyunda GSSG eklenmeyerek
kaydedilen azalisla diizeltme yapilmigtir. Toplam GR aktivitesi NADPH nin ekstinksiyon
katsayis1 (6.2 mM.cm™) kullanilarak enzimatik olmayan oksidasyon ¢ikarildiktan sonra
reaksiyon baslangi¢ hizindan (nmol NADPH dak™!'. mg protein™') hesaplanmustir.

3.3.4.10. Toplam askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi

Toplam APX (EC 1.11.1.11) enzim aktivitesi Wang vd. (1991)’in metoduna gore
5 tekrarl sekilde belirlenmistir. Kontrol ve uygulama gruplarma ait bitkilerden alinan
taze yapraklar (0.5 g) siv1 azot ile ezildikten sonra tlizerine 50 mM Tris-HCI (pH 7.2), 1
mM NaEDTA ve 2 mM askorbat iceren 1.5 ml’lik ¢ozelti eklenmistir. Bu karisim
+4°C’de 12000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendikten sonra 75 pg protein i¢ceren enzime
50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.6), 2.5 mM askorbat ve 10 mM H,O: ile son
hacim 1 mL olacak sekilde ilave edilmistir. H>O>’nin eklenmesi ile reaksiyon
baslatilmigtir. Askorbatin okside olmasi nedeniyle askorbat konsantrasyonunda azalma
goriilmektedir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 290 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerinin enzim icermeyen reaksiyon ¢ozeltisine karsilik kaydedilmesiyle
degerlendirilmistir. Toplam APX enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayis1 (2.8
mM.cm!) kullanilarak baslangic hizindan (nmol askorbat dak’!. mg protein)
hesaplanmastir.

3.3.5. Bakteri kolonizasyonunun kanitlanmasi

Bakteri uygulanmis aspir bitkisi gruplarinda, uygulanan bakteri suslarinin bitki
dokularindaki varligimin kanitlanmasi i¢in uygulama sonunda bitki 6rneklerinden tekrar
bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir. Rizosferik bakteri izolasyonu Celikten ve Bozkurt
(2018)’in belirttigi yontemin modifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir. Bunun igin ilk
olarak 1’er g bitki kok drnekleri 5 ml NaCl (%0.85°1ik) ¢ozeltisi igerisine konularak 150
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rpm’de 1 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan karigimin s1vi kismi alinmis ve
steril %0.85 NaCl ¢ozeltisi kullanilarak seri seyreltmeleri hazirlanmigtir. Hazirlanan seri
seyreltmelerden 100’er uL alinarak Streptomyces cinsi bakterilerin biiyiitiilmesinde ve
spor olusturmasinda yaygin olarak kullanilan Maya Malt Agar olarak da bilinen
Uluslararas1 Streptomyces Projesi-2 (International Streptomyces Project-2, ISP-2)
besiyerine (Shirling ve Gottlieb 1966) ve Streptomyces cinsi bakteriler i¢in segici besiyeri
olarak da kullanilan Nisasta Kazein Agara (Starch Casein Agar, SCA) (Ellaiah vd. 1996;
Peela ve Porana 2017) ekimleri yapilmistir. Hazirlanan petriler 30°C’de 5 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan morfolojik 6zellikler karsilastirilmis ve
Streptomyces cinsine ait oldugu diisiiniilen bakteri izolatlar1 belirlenerek 151k mikroskobu
yardimi ile morfolojileri incelenmistir.

3.3.6. istatistiksel Analizler

Denemelerde degiskenler i¢in uygulanan Orneklem adeti (n=) ilgili 6l¢iim
aciklamasinda yazilmistir. Elde edilen sonuclara, istatistik paket programi (SPSS,
versiyon 20) kullanilarak istatistiki varyans analizi (ONE-WAY ANOVA) uygulanmuistir.
Her bir degisken i¢in uygulamalar arasindaki farkin anlam kontrolii, anlaml1 6nemli fark
(AOF) %5 diizeyinde (p<0.05) hesaplanmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Asama I: Mikrobiyolojik Islemler
4.1.1. Hiperakiimiilator bitkiden bakteri izolasyonu ve karakterizasyonu

C. ensiformis bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin molekiiler
tanimlanmalar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Yapilan analizler sonucunda izole edilen
bakterilerin C. ensiformis bitkisinden izole edilen 6 farkli cinse ait toplamda 13 farkli
endofitik bakteri tiirli tanimlanmistir. Tanimlanan bakteri cinslerinden Bacillus cinsine ait
2 tiir, Peribacillus cinsine ait 3 tiir, Streptomyces cinsine ait 3 tiir, Gottfriedia,
Paenibacillus ve Priestia cinslerine ait 1’er tiir tanimlanmistir. En baskin tiiriin
Streptomyces canus (%29) oldugu goriilmiistiir. Izole edilen bakterilerin cins diizeyinde
yiizdelik dagilimi da Sekil 4.1°de sunulmustur. Mikrobiyal dagilimin énemli bir kismi
Streptomyces olup, toplam bakterilerin %50'sini olusturmaktadir. Bunu %15 oranlariyla
Peribacillus ve Bacillus cinsleri takip etmektedir. Paenibacillus cinsi %10 oraninda yer
alirken, Gottfriedia ve Priestia cinsleri ise esit oranlarda %5'lik bir dagilima sahiptir.
Genel olarak, Streptomyces cinsi aragtirmada en yliksek oranda bulunurken, diger cinsler
daha dengeli bir dagilim gdstermistir.

Cizelge 4.1. C.ensiformis bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin molekiiler
tanimlamalari

Koloni Tiir Ad1 Giris Numarasi
Cl1 Peribacillus simplex MALDI-TOF Analizi
C2 Gottfriedia solisilvae PV876124
C9 Paenibacillus xylanexedens PV876125

Cl1 Bacillus tropicus MALDI-TOF Analizi
C12 Peribacillus frigoritolerans PV876126

C13 Paenibacillus amylolyticus MALDI-TOF Analizi
Cl4 Peribacillus muralis MALDI-TOF Analizi
C17 Bacillus cereus MALDI-TOF Analizi
C30 Priestia aryabhattai PV876383

C31 Bacillus sanguinis MALDI-TOF Analizi
C35 Streptomyces canus MALDI-TOF Analizi
C43 Streptomyces canus MALDI-TOF Analizi
C49 Bacillus sanguinis MALDI-TOF Analizi
C52 Streptomyces pseudovenezuelae MALDI-TOF Analizi
C53 Streptomyces canus MALDI-TOF Analizi
C54 Streptomyces canus MALDI-TOF Analizi
C55 Streptomyces canus MALDI-TOF Analizi
C65 Streptomyces canus MALDI-TOF Analizi
C66 Streptomyces griseorubiginosus MALDI-TOF Analizi
C68 Streptomyces pseudovenezuelae MALDI-TOF Analizi
C70 Streptomyces griseorubiginosus MALDI-TOF Analizi
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Sekil 4.1. C. ensiformis bitkisinden izole edilen bakterilerin cins diizeyinde yiizdelik
dagilimi

C. ensiformisten izole edilen bakteriler phylum diizeyinde incelendiginde,
Firmicutes (%52.4) ve Actinobacteria (%47.6) olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Firmicutes phylumu icinde Peribacillus (P. simplex, P. frigoritolerans, P. muralis),
Bacillus (B. tropicus, B. cereus, B. sanguinis), Paenibacillus (P. xylanexedens, P.
amylolyticus), Gottfriedia (G. solisilvae) ve Priestia (P. aryabhattai) cinsleri yer
almaktadir. Actinobacteria filumu ise tamamen Streptomyces (S. canus, S.
pseudovenezuelae, S. griseorubiginosus) tirlerinden olusmaktadir. Genel olarak
Firmicutes phylumu daha baskin olmakla birlikte, Actinobacteria da 6nemli bir temsil
oranina sahiptir.

4.1.2. izole edilen bakterilerin PGPB testleri

C. ensiformis bitkisinden izole edilen bakterilerin PGPB test sonuclar1 Cizelge
4.2°de sunulmustur. Izole edilen bakterilerin IAA iiretme kapasiteleri karsilastirildig
zaman en yiiksek TAA {iretme kapasitesinin C66 kolonisi basta olmak tizere C70, C12,
C52, C54 ve C13 numarali kolonilerin yiiksek IAA {iiretme kapasitelerine sahip oldugu
tespit edilmistir. En diisitk TAA {iretme kapasitesinin ise sirasiyla C43, C2 ve C55
numarali kolonilerde oldugu belirlenmistir. izole edilen bakterilerden hicbirinde fosfat
¢cOziiniirligl aktivitesi saptanamamis olup ACC deaminaz aktiviteleri karsilastirildig
zaman ise, yalnizca C31, C55 ve C66 kolonilerinin ACC deaminaz aktivitesine sahip
oldugu gobzlemlenmistir. Bakteri izolatlarinin  siderofor iiretme kapasiteleri
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karsilastirildiginda, en yiiksek siderofor liretme kapasitesinin C55 ve C49 (sirastyla 33.5
ve 30.5 mm) kolonilerinde oldugu goézlemlenmistir. Takiben C66, C52, C68 ve C71
numarali kolonilerinin geldigi goriilmektedir. Ancak higbir koloninin pozitif kontrol
olarak kullanilan P. aeruginosa’dan (40 mm) daha yiiksek siderofor iiretme kapasine
sahip olmadig1 gdzlemlenmistir. Izole edilen bakterilerden C13, C30, C31, C35, C43 ve
C53 numarali kolonilerin ise siderofor iiretme yetenegine sahip olmadigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. C.ensiformis bitkisinden izole edilen suslarin PGPB test sonuglar1 (+ PGPB
aktivitesinin varligini,- simgesi ise yoklugunu gdstermektedir. Veriler ii¢ tekrarn
ortalama + standart sapmasi olarak ifade edilmistir

IAA
. Uretme _ Fosfat ACC Siderofor Uretme
Koloni oo Cozinirligi Deaminaz N
Kapasitesi oo e Kapasitesi (mm)
Kapasitesi Aktivitesi
(ng/ml)
Cl1 3.47+0.03 - - 19.5+0.5
C2 0.32+0.02 - - 11.0+0.0
C9 2.09+0.06 - - 14.5+0.5
Cl1 3.65+0.05 - - 17.5+0.5
Cl12 13.23+0.11 - - 18.0+0.0
Cl13 12.05+0.10 - - 0.0+£0.0
Cl4 9.31+0.03 - - 21.0+0.0
C17 4.33+0.05 - - 8.0+0.0
C30 8.53+0.05 - - 0.0+£0.0
C31 4.56£0.06 - + 0.0+0.0
C35 2.99+0.04 - - 0.0+0.0
C43 0.20+0.03 - - 0.0+£0.0
C49 5.40+0.13 - - 30.5+0.5
C52 13.14+0.06 - - 27.5+1.5
C53 5.44+0.05 - - 0.0+£0.0
C54 12.58+0.06 - - 23.5+1.5
C55 0.35+0.05 - + 33.5+0.5
C65 3.07+0.03 - - 21.0£1.0
C66 23.72+0.17 - + 29.0+1.0
C68 2.39+0.12 - - 26.5+0.5
C70 13.66+0.10 - - 18.0+0.0
C71 2.61+£0.02 - - 25.5+0.5

4.1.3. Asama Il icin bakteri se¢cimi

Her bir PGPB testine gore bakteriler yiiksekten diisiige dogru siralanmis ve
puanlanmistir. Béylece aspir bitkisine uygulanacak olan 5 farkli bakteri Sekil 4.2°de de
gosterildigi gibi C12 (P. frigoritolerans), C49 (B. sanguinis), C52 (S. pseudovenezuelae),
C54 (S. canus) ve C66 (S. griseorubiginosus) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Bakteri izolatlarinin PGP test sonuclar1 grafigi (tarali cubuklar asama II i¢in
secilmis olan bakteri suslarina aittir)

Literatiirde secilen bu bakteriler ve bitki uygulamalarinin sonuglart ile ilgili ¢esitli
caligmalar bildirilmistir. Swiatczak vd. (2024), P. frigoritolerans 2RO30 susu, kanola
bitkisinde biiylimeyi tesvik edici etkileri nedeniyle degerlendirilmistir. Steril kosullarda
yapilan sera denemelerinde bu susun, klorofil igerigi, kok ve siirglin uzunlugu gibi
biliylime parametrelerini anlamli sekilde artirdigi belirlenmistir. Ancak, ayni etki dogal
kosullarda gézlemlenmemistir. Bu durum, sugun yerli rizosfer mikrobiyotasiyla rekabet
edememesiyle iligkilendirilmistir. Bu tezde tespit edilen fosfat c¢oziinirligl
inaktivitesinin aksine genom analizleri, 2RO30 susunun fosfat ¢ozliniirligii ve IAA
iiretimi ile iligkili genler tagidigin1 gostermistir. Bu durum izole edilen sus farkliligindan
kaynaklanabilmektedir. Arastirmacilar P. frigoritolerans’ i kontrollii ortamda biiylimeyi
destekleyici etkiler gosterebildigini, ancak bu etkinin tarla kosullarinda simirh
kalabilecegini bildirmistir. Mevcut bilimsel literatiirde P. frigoritolerans tiiriiniin PGPB
olarak agir metal ve benzeri abiyotik stresler ile iligkili smirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalar, 6zellikle civa (Hg) ve tuz stresi gibi abiyotik stres
kosullarinda bu bakterinin bitki gelisimini destekleyici potansiyelini ortaya koymaktadir.
Gonzalez-Reguero vd. (2024)’lin ¢alismasina gore, Peribacillus frigoritolerans subsp.
mercuritolerans adl1 yeni bir alt tlir, Hg stresine karsi tolerans gostererek Lupinus albus
bitkisinde biiylimeyi tesvik edici etkiler sergilemistir. Bu bulgular, bu bakterinin agir
metal stresi altinda bitki biiyiimesini tesvik edici potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Literatiirde Hg stresindeki etkilerine dair bir ¢calisma olmasina kargin Ni
ile yapilmis herhangi bir yaym bulunmamakta olup bu tez kapsaminda ilk defa
arastirilmastir.

Navarro vd. (2023)’iin ¢calismasinda, kahve bitkisinin rizosferinden izole ettikleri
Bacillus sanguinis susunun PGPB o6zellikler tasidigini bildirmistir. Bu sus, hidrojen
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siyanlir (HCN) fiiretimi ve amilaz ile proteaz gibi litik enzimleri sentezleme yetenegi
gostermistir. Bu enzimlerin, toprakta bulunan fungal patojenlerin hiicre duvarlarini
parcalayarak biyokontrol mekanizmasinda rol oynadigi belirtilmistir. Ayrica B.
sanguinis, 800 ppm Pb, 400 ppm Cu ve 800 ppm Mn gibi agir metal konsantrasyonlarina
kars1 tolerans sergilemistir. Bu Ozellikler, s6z konusu bakterinin abiyotik stres
kosullarinda bitki gelisimini destekleyici ve biyogiibre olarak potansiyel tasidigini
gostermektedir. Mufioz-Torres vd. (2024), B. sanguinis susunu domates bitkilerine
inokiile ederek, bu bakterinin tuz stresine karsi toleransi artirdigini bildirmistir. Literatiir
taramasina gore, B. sanguinis tiirii ile Ni stresi basta olmak tlizere herhangi bir agir metal
stresi altinda bitki inokiilasyonuna dayanan bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu dogrultuda,
s0z konusu bakteri tiiriiniin agir metal stresine kars1 bitki yanitlar tizerindeki etkileri ilk
kez bu tez kapsaminda arastirilmistir.

Wu vd. (2019), S. canus GLY-P2 susunun salatalik rizosferinde ferulik asit ve p-
hidroksibenzoik asidi etkin sekilde parcalayarak bitki gelisimini artirdigini ve oksidatif
stresi azalttigini bildirmistir. GLY-P2 uygulamasi, yapraklarda SOD, CAT, APX, DHAR
gibi antioksidan enzim aktivitelerini ve AsA ile GSH diizeylerini artirmis; buna karsilik
MDA, H:20: ve Oz seviyelerini diisiirmiistiir. Ayrica rizosfer mikrobiyal cesitliligi ve
toprak enzim aktiviteleri de olumlu yonde etkilenmistir. Bu sonugclar, S. canus’un hem
oksidatif stresin hafifletilmesinde hem de rizosfer sagliginin iyilestirilmesinde etkili
olabilecegini gostermektedir. Chen vd. (2024a) ¢alismasinda, Streptomyces cinsine ait
baz1 tiirlerin bitkilerin kuraklik stresine kars1 direncini artirmada 6nemli roller tistlendigi
ortaya konmustur. Bu kapsamda S. griseorubiginosus, Saccharum officinarum bitkisinde
IAA iiretimi yoluyla kok morfolojisini diizenleyerek su kullanim etkinligini artirmakta;
bdylece bitkinin kuraklik kosullarindaki fizyolojik dayanikliligini gelistirmektedir.
Benzer sekilde, S. pseudovenezuelae tirii de Solanum lycopersicum ve Z. mays
bitkilerinde ACC deaminaz enzimi iiretimi ile stres kaynakli etilen birikimini azaltmakta,
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu diizenlemekte ve antioksidan enzim
aktivitelerini artirmaktadir. Ayrica bu tiirlin, toplam seker miktarini artirarak metabolik
enerji dengesine katki sagladigi; fitohormon modifikasyonlari, eksopolisakkarit tiretimi
ve osmolite birikimi yoluyla da hiicresel homeostazi korudugu bildirilmistir. Her iki
Streptomyces tiiriiniin de bu ¢ok yonlii mekanizmalar1 sayesinde yalnizca biiyiimeyi
tesvik etmekle kalmay1p, ayn1 zamanda oksidatif stres, osmotik denge bozulmalar1 ve kdk
gelisimi gibi temel siiregleri destekleyerek bitkilerin abiyotik stres kosullarina
adaptasyonunu onemli Sl¢lide kolaylastirdigi goriilmektedir. Bu bulgular, s6z konusu
tiirlerin agir metal stresi gibi diger ¢evresel baskilara kars1 da potansiyel biyotik savunma
ajanlar1 olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Literatiirde S. griseorubiginosus ve S. pseudovenazuale tiiriiniin Dbitkilere
inokiilasyonu ile bitki biiylimesini tesvik ettii ve bazi stres kosullarina karsi direng
sagladig1 gosterilmesine ragmen agir metal stresi, 6zellikle de Ni stresi altinda bitkilere
inokiilasyonu {lizerine spesifik bir caligma bulunmamakta olup ilk defa bu tez ile
arastirilmastir.

4.2. Asama II: Aspir ile Uyumlu Bakteri Taramasi

Tezin bu asamasinda, C. ensiformis bitkisinden izole edilen, Ni direngli ve PGPB
ozellikleri tespit edilmis, bakteri tlirlerinden 5 tanesi secilmis ve aspir bitkisine
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uygulanmistir. Boylece tezin amaci dogrultusunda Asama III i¢in hangi bakterinin aspir
bitkisi ile daha iyi uyum gosterdigi belirlenmistir. Tezin devaminda ana metin, sekil ve
cizelgelerin igerigi ile basliklarinda okuyucuya kolaylik saglamak amaciyla, ¢caligmada
kullanilan bakterileri temsil eden kisaltmalar kullanilmistir. Bu baglamda, C12 (P.
frigoritolerans), CA9 (B. sanguinis), C52 (S. pseudovenezuelae), C54 (S. canus) ve C66
(S. griseorubiginosus) suslar sirasiyla Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg seklinde kisaltilarak ifade
edilecektir.

4.2.1. PGPB’nin aspir bitkisinde mikro ve makro besin alimina etkisi

Aspir bitkilerindeki mikro ve makro elementlerin konsantrasyonu belirlenerek
sirastyla Sekil 4.3 ve 4.4’te verilmistir. Mikro element Ol¢iim sonuglarindan Ni
akiimiilasyonu incelendiginde (Sekil 4.3a), hem siirgiin hem de kokte negatif kontrole (0
mM) kiyasla tim Ni uygulanan gruplarda onemli Ol¢lide Ni birikiminin arttig
goriilmektedir. Pozitif kontrole (0.75 mM) kiyasla ise siirglinde en yiiksek artig Sp (%8.1)
ve onu takiben Bs (%6.7) inokiilasyonlarinda goriiliirken, Sc ve Sg inokiilasyonlarinda
Ni miktar1 pozitif kontrolden anlamli oSlgiide diisiik (sirastyla %16.3 ve 12.0)
bulunmugtur. Kokte ise yalnizca Bs (%25.9) ve onu takiben Sp (%20.5)
inokiilasyonlarindaki artiglar anlamli bulunmustur. Bakteri uygulamalarinin kendi
aralarindaki farklar istatistiksel olarak onemsizdir. Ozetle Sp ve Bs inokiilasyonu ile Ni
akiimiilasyonu artarken, Sg ve Sc uygulamasi ile bitki biinyesine daha az miktarda Ni
iyonu alinmustir. Fidalgo vd. (2013), S. nigrum bitkisinde, 200 pmol.L™! Cu stresi sonrasi
koklerde PC iiretiminin arttigini ve bunun asir1 Cu miktarinin kokte sabitlenerek siirgiin
bolgelere tasinmasini engelledigini ortaya koymustur. Benzer bir mekanizma Sc ve Sg
suslarinin inokiile edildigi aspir bitkilerinde gergeklesmis olabilir. Ayrica bu bakterilerin
inokiilasyonunun aspir bitkisinde Ni iyonlarinin toprak {stii organlara daha az
taginmasina neden olabilecek bir baska etken de hiicre duvari diizeyinde gerceklesen bazi
modifikasyonlarla iligkili olabilir. Diisiik metil esterlesmis, asidik karakterdeki
pektinlerin miktarinda meydana gelen artisin, agir metal iyonlarmin “yumurta kutusu”
(egg-box) modeli ile hiicre duvarinda baglanmasini sagladig (Parrotta vd. 2015), boylece
metalin hiicre duvarinda hapsolmasina neden olarak, sitoplazmaya girisini siirladigin
ve toksisitesini azalttig1 bilinmektedir. Buna ek olarak, endodermiste siiberin birikimi
gibi yapisal engellerin de metal tagmimini smirladigi bilinmektedir. Sc ve Sg
uygulamasinin aspir koklerinde bu tiir bariyer mekanizmalarint dogrudan veya dolayl
olarak uyarmis olmasi, siirgiinlerdeki Ni akiimiilasyonunun sinirli kalmasina katki
saglamis olabilir. Sekil 4.3b’de verilen Cu miktar1 incelendiginde, siirglinde negatif
kontrole goére yalnizca Sc ve Sg anlamli oranda diisiik (sirasiyla %19.5 ve 20.4)
bulunmustur. Kokte ise Ni uygulanan tiim gruplardaki Cu miktari negatif kontrole kiyasla
onemli miktarda fazla olsa da uygulamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Sekil 4.3¢’de verilen B miktar1 incelendigine, siirglinde negatif kontrole
kiyasla tiim Ni uygulanan gruplarda 6nemli miktarda B konsantrasyonu azalsa da
uygulamalar arasinda fark yoktur. Kokte ise negatif kontrole kiyasla Sc ve Sg
uygulamasindaki degisimler anlamli bulunmaz iken diger Ni uygulanan gruplarda 6nemli
miktarda azalis saptanmistir. Pozitif kontrole gore ise diger uygulama gruplarindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli degildir. Ozetle hem siirgiin hem kék agisindan
yalnizca pozitif kontrol ve Pf uygulamasindaki asagi yonlii degisim 6nemli bulunmus,
diger gruplarda fark gézlemlenmemistir. Sekil 4.3d’de verilen Mn miktar1 incelendiginde,
siirglinde negatif kontrole gore Ni uygulanan tiim gruplarda 6énemli bir diisiis yasanmaistir.
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En az miktardaki diislis Sp grubunda gergeklesmis olup Ni uygulanan gruplar arasindaki
farklar anlamsiz bulunmustur. Kokte ise negatif kontrole gore, tiim Ni uygulanan
gruplardaki (Bs grubu harig) diislis anlamli miktardadir. Ancak siirgiin ile benzer sekilde,
Ni uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.
Yiiksek Ni konsantrasyonlarinin, fotosentezde de dnemli gorevleri bulunan manganin
alimmi engelledigi bilinmektedir (Schmidt vd. 2016) ve literatiirde PGPB’lerin Mn
alimini artirabildigine dair calismalar bulunmaktadir. Huang vd. (2020)’ye gore, Bacillus
cereus HMS ve B. thuringiensis HM7 bakterileri Broussonetia papyrifera bitkisinde Mn
alimini artirmigtir.

Makro element analiz sonuglarina gore (Sekil 4.4), Ni uygulamasi aspir bitkisinin
siirglinlerinde Mg, K, P ve Ca igeriklerinde belirgin azalislara neden olmustur. Ancak
PGPB uygulamalar1 bu azalislar1 engellemede etkili olmamuis; pozitif kontrol ile PGPB
uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Kok
dokusunda Ni stresinin Mg, Ca ve K i¢eriklerinde anlamli diisiislere yol actig1, P elementi
tizerinde ise belirgin bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. PGPB inokiilasyonlar arasinda
Sc’nin Ca, Bs’nin ise K elementinin alimim artirdigi tespit edilmistir. Genel olarak
incelendiginde tekil 6rnekler haric PGPB uygulamalarinin ¢ogu element alimina 6nemli
bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu durum bitki yetistirme diizeneginde kullanilan
Hoagland ¢ozeltisinin tam kuvvet olmasi ile iligkili olabilir. Literatiirde tam kuvvetle
yapilan ¢aligmalar olmasina ragmen (Sumalan vd. 2023; Souza vd. 2016) agir metal stresi
caligmalarinda Hoagland besin ¢ozeltisinin 1/2 kuvvet (Islam vd. 2016; Meinzer vd.
2023) hatta 1/4 kuvvet (McBride vd. 2016; Meinzer vd. 2023) olarak uygulandigi
caligmalar da yaygin sekilde bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalarda ise bitkiler kademeli
olarak artan Hoagland c¢ozeltilerinde yetistirilmistir: once 1/2 ve tam kuvvet
(Cruzado-Tafur vd. 2023) veya ardisik olarak 1/8, 1/4 ve 1/2 kuvvet Hoagland ile
yetistirilen agir metal-PGPB ¢aligmalar1 bulunmaktadir (Liu vd. 2024). Arastirmacilarin
daha diisiik kuvvette (6rnegin 1/2 veya 1/4) Hoagland besin ¢ozeltisi tercih etmelerinin
temel nedeni, agir metallerin genellikle bitki biinyesine bazi makro ve mikro besin
elementleriyle benzer tagima yollar1 iizerinden yarismali olarak alinmasi olabilir. Tam
konsantrasyondaki besin elementleri, bu rekabeti agir metaller aleyhine dengeleyerek
toksisiteyi kismen hafifletebilir ve bu da agir metal stresinin bitki iizerindeki etkilerini
azaltabilir. Bu durum, stres kosullarinin siddetini diisiirerek PGPB uygulamalarinin
gercek etkisini maskeleyebilir. Oysa diisiik kuvvetli Hoagland ¢ozeltisi kullanildiginda,
besin elementlerinin yogunlugu azalacagindan metal iyonlarinin biyoyararlanimi artar,
bu da stresin bitki iizerinde daha belirgin sekilde ortaya ¢ikmasina ve PGPB'nin stresi
hafifletici ve biiylimeyi tesvik edici etkilerinin daha belirgin gézlemlenmesine olanak
saglayabilir. Nitekim, III. Asama’da yetistirilen aspir bitki 6rneklerinde bakterilerin etkisi
nikel akiimiilasyonu ag¢isindan daha belirgin olmus; bu durum, bitkilerin 1/2 kuvvetinde
Hoagland ¢ozeltisinde yetistirilmis olmalarindan kaynaklaniyor olabilir. Ote yandan,
Souza vd. (2016)’nin tam kuvvet Hoagland ile hazirladiklart hidroponik kiiltiirde
yetistirilen muz bitkilerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, ii¢lii endofitik PGPB kombinasyonu
inokiile edilen bitkilerde Cu, Zn ve Na miktarinda bir degisim tespit edilmemesine
ragmen makro besinlerin ¢ogu ile B, Fe ve Mn akiimiilasyonlarinda 6nemli artislar
kaydedilmistir.
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Sekil 4.3. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0
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Sekil 4.4. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda makro besin akiimiilasyonu
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Bu tez kapsaminda aspir bitkisinin Ni metalini biinyesine almasinda ve toprak {istii
organlaria tasimasinda uygulanan bakterilerin nasil bir etkisinin oldugunu gdstermek
icin hesaplanan TF, BF ve BCF degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. TF degerinin 1’den
diistik olmas1 bitkinin nikeli siirgline gore daha fazla bir oranda koklerde akiimiile ettigini
gostermektedir. Hesaplanan indeks degerlerine gore tiim gruplardaki TF degerinin 1°den
diisiik oldugu (<1) goriilmektedir. Dahasi pozitif ve negatif kontrol gruplar1 bakteri
uygulamasi yapilan gruplardan daha yiiksek TF degerine sahiptir. Yani uygulanan tim
bakteriler Ni iyonlarinin koklerde daha fazla oranda akiimiile edilmesine yardimci
olmustur. Buna ragmen uygulanan bakteriler arasinda, siirgiin dokusunda en yiiksek TF
degerine sahip olan ve dolayisiyla nikeli siirgiine en fazla tasiyan grubun Sp oldugu
belirlenmistir. BAF degerlerinin 1’in iizerinde (>1) olmasi, sirasiyla siirgiin ve kok
dokusunda Ni akiimiilasyonunun gerceklestigini gostermektedir. Bu deger, tiim
uygulama gruplarinda 1’in iizerinde bulunmus ve bitkilerin, bulunduklari ¢ozeltideki Ni
konsantrasyonundan daha yiiksek diizeyde Ni biriktirdigini ortaya koymustur. BAF
acisindan degerlendirildiginde, tiim bakteri uygulamalarinin pozitif kontrole kiyasla daha
yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek BAF degeri Bs ve Sp grubunda
hesaplanmistir. Genel olarak, kok ve siirgiin verileri birlikte degerlendirildiginde, Sp ve
Bs uygulamalarinin Ni alimini artirma konusunda diger uygulamalara kiyasla daha etkili
oldugu; Sg ve Sc uygulamalarinin ise bu acgidan en diisiik etkiyi gosterdigi sonucuna
varilmistir.

Cizelge 4.3. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0
ve K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda Translokasyon Faktorii (TF) ve
Biyoakiimiilasyon Faktorii (BAF)

Uygulama TF BAF
K- 0,110 0,38
K+ 0,101 54,9
Pf 0,086 61,4
Bs 0,085 68,1
Sp 0,090 65,5
Sc 0,077 58,6
Sg 0,080 59,2

Literatiirde PGPB inokiilasyonlarinin bitkilerde metal iyonlarinin TF ve BCF
degerleri ile ilgili her iki yonde de degisebildigine dair ¢alismalar mevcuttur. Chi vd.
(2022)’nin Cd stresi altinda Solanum nigrum L. bitkisine Bacillus paranthracis NT1 and
Bacillus megaterium NCT-2 inokiilasyonlar1 yaptiklari ¢alismada NCT-2 susu, TF ve
BCF degerini anlamli diizeyde artirirken; NT1 susu TF ve BCF degerlerini
diisiirmiismistir. Durand vd. (2015)’in, Ni stresi altinda Noccaea tymphaea—
Bornmuellera tymphaea bitki birlikteliginde PGPB inokiilasyonlarinin (Variovorax
paradoxus) etkisini arastirdiklar1 ¢caligmada, BCF ve TF degerlerinde belirgin artislar
tespit edilmistir. Yine ayni caligmada, Ni stresi altinda Alyssum murale—Bornmuellera
tymphaea bitki birlikteliginde PGPB inokiilasyonlarinin TF degerini disiirdiigi, BCF
degerinde ise anlamli bir degisim meydana getirmedigi goriilmiistir. Bu bulgular,
Alyssum igeren birlikteligin Ni alimin1 artirmakta etkili olsa da nikelin siirgiine taginimi
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acisindan sinirlt kaldigini; buna karsin Noccaea igeren birlikteligin hem alim hem de
tasinim yoniinden PGPB uygulamasindan daha fazla fayda sagladigini ortaya
koymaktadir. Dolayistyla farkli PGPB tiirleri bitkiler tizerinde farkli etkiler
olusturabilecegi gibi, ayn1 tiiriin etkisi de bitki tiiriine gore degisebilmektedir.

4.2.2. PGPB’nin aspir bitkisinin biyokiitle iiretimine etkisi

Aspir bitkilerinin kok yas agirliklart incelendigi zaman (Sekil 4.5a), negatif
kontrole kiyasla tiim uygulama gruplarinda (K+, Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg) énemli oranda
diisiisler (sirastyla %67.1, %63.4, %64.5, %57.6, %64.0 ve %51.1) kaydedilmistir. Ni
uygulanan gruplar incelendiginde ise pozitif kontrole gore yalnizca Sg uygulamasindaki
%48.3’liik artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Benzer bir durum siirgiin yas
agirhigr sonuglarinda da gortilmektedir (Sekil 4.5b). Negatif kontrole gore tiim uygulama
gruplarinda (K+, Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg) dramatik diisiisler (sirasiyla %56.5, %54.0, %55.0,
%351.8, %56.7 ve %45.3) Ol¢iilmiistiir. Ni uygulanan gruplar incelendiginde ise pozitif
kontrole kiyasla yalnizca Sg uygulamasindaki artis (%25.8) istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.5. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda kok (a) ve siirgiin (b) yas agirliklar

Bitki verimini gosteren Onemli bir diger parametre kuru biyokiitle {iretme
kapasitesidir. Kok kuru biyokiitle 6l¢iim sonuglart (Sekil 4.6a) incelendiginde negatif
kontrole gore diger tiim gruplarda dramatik bir diisiis yasandig1 goriilmektedir. En fazla
diisiis pozitif kontrolde %58.3 oraninda Ol¢iiliirken; en az diisiis ise %41.5 orani ile Sg
uygulamasinda bulunmustur. Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda ise Sg uygulamasinin
%39.2 oraninda daha fazla kok kuru biyokiitlesi tirettigi ol¢lilmiistiir. Benzer dagilim
siirglin sonuglarinda da goriilmiistiir. Siirgiin kuru biyokiitle 6l¢lim sonuglart Sekil
4.6b’de verilmis olup dl¢iim sonuglarina gore, negatif kontrole gore tiim diger gruplarda
diisiis yasanmis ancak yalnizca K+, Bs, Sp ve Sc uygulamalarindaki diisiisler (sirasiyla
%20.8, 19.3, 14.2 ve 15.0) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Pozitif kontrole
kiyasla ise Sg uygulamasi1 %22.0 oraninda daha fazla siirgiin biyokiitlesi iiretmistir. Sonug
olarak Sg uygulamasinin hem kok hem de siirgiin biyokiitle tiretimi agisindan Ni stresi
altinda yetistirilen aspir bitkilerinde 6nemli bir artigsa sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
artisin, bitki biinyesine daha diislik Ni akiimiile etmesiyle iliskili oldugu diistiniilmektedir.
Buna ek olarak bakterilerin sentezledigi IAA gibi hiicre boliinmesini ve bilylimesini
saglayan hormonlarin ve metal selatlayan sideroforlarin da etkisi olabilir. Ni
konsantrasyonunu en ¢ok arttiran Sp uygulamast ise icerdigi %20.5 (kok) ve %S8.1
(stirgiin) daha fazla Ni’e ragmen kuru agirlik bakimindan pozitif kontrol ile ayni seviyede
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biyokiitle tiretimine sahip oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, Priarone vd. (2023),
Alyssoides utriculata (L.) Medik. bitkisinde yaptiklart calismada Ni stresi altinda
yetistirilen bitkilerde bir PGPB olan Pseudomonas fluorescens bakteri uygulamasinin
biyokiitle lizerinde pozitif bir etki olusturdugunu bildirmistir.
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Sekil 4.6. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda kok (a) ve siirgiin (b) kuru agirliklari

Sekil 4.7a’da verilen aspir bitkilerin kok boy uzunlugu 6l¢iimleri incelendiginde,
negatif kontrole kiyasla Pf, Bs ve Sp gruplarindaki artiglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Buna karsin negatif kontrole gore pozitif kontrolde 9%38.9, Sc
uygulamasinda %39.9 ve Sg uygulamasinda %38.8’lik anlaml1 bir artig tespit edilmistir.
Bu artisin nedeni olarak Ni tarafindan hasar goren kok dokusu, aquaporinler ve kdk
tilyleri sebebi ile yeterince su alamayan bitkinin, kok boyunu uzatarak daha derinlerden
su almaya ¢alisma stratejisi gelistirmis olabilecegi seklinde diistinlilmiistiir.
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Sekil 4.7. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda kok (a) ve siirgiin (b) boy uzunluklari

Siirgiin boylar1 acgisindan degerlendirildiginde ise (Sekil 4.7b) negatif kontrole
gore tiim gruplarda (K+, Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg) dramatik bir diisiis (sirastyla %33.4, %35.6,
%36.7, %36.7, %36.3 ve %31.3) oldugu goriilmektedir. Uygulama gruplar1 arasindaki
farklarin ise istatistiksel agidan Onemli olmadigi tespit edilmistir. Ni stresinin
baslamasindan itibaren bir savunma stratejisi olarak biiylimenin azalmasi ve mevcut
enerjisinin bitkinin savunma elemanlarinin ve yapisal molekiillerin sentezine
yonlendirilmesi s6z konusu olabilir. Benzer sekilde, biyokiitle iizerinde belirgin etkisi
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olmasina ragmen Baran (2018)’1n aspir bitkisinde yaptig1 ¢aligmada, 0.50 ve 0.75 mM Ni
stresi altinda bitki boy uzunlugunda 6nemli bir degisim meydana gelmemistir.

4.2.3. Inokiile edilen bakterilerin aspir bitkisinin fotosentetik pigment miktarina
etkisi

Fotosentetik pigment miktarlar1 incelendiginde (Sekil 4.8), negatif kontrole
kiyasla bakterisiz Ni uygulamasi yapilan pozitif kontrolde klorofil @ miktarinda anlaml
diizeyde (%17.2) bir diigiis yasanmistir. Buna karsin bakteri uygulamasi yapilan tiim
gruplarda bu diislisiin olmadigi, klorofil a seviyelerinin negatif kontrolden énemli dl¢iide
farkli olmadig: tespit edilmistir. Diger bir deyisle, bakteri uygulamalarinin tamami
klorofil @ miktarmi arttirmigtir. Pozitif kontrol ile kiyaslandiginda bu artiglardan en
yliksek olan1 Sg grubunda ger¢eklesmis olup %27.5 oranindadir.

Klorofil » miktar1 agisindan negatif kontrole kiyasla yalnizca Bs uygulamasinda
gerceklesen %24.7°lik artis anlamli bulunmustur. Ni uygulanan gruplar agisindan
incelendiginde ise, pozitif kontrole gore Bs (%49.5) ve Sg (40.5) uygulamalarindaki
artiglar istatistiksel agidan dnemlidir. Toplam klorofil miktar1 (a+b) incelendiginde ise
pozitif kontrole gore Bs, Sc ve Sg uygulamasindaki artislar énemli iken Pf ve Sp
uygulamasindaki artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Karotenoid miktar1
acisindan kontrollere gore uygulama gruplari arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir.
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Sekil 4.8. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda fotosentetik pigment miktarlar1 [klorofil
a (a), klorofil b (b), toplam klorofil (¢) ve karotenoid (d)]
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Ni akiimiilasyon sonuglart ile diistiniildiigiinde 6zellikle Sp grubunun daha fazla
Ni iyonunu siirgiine transloke etmesine ragmen kontrol ile ayni miktarda pigment
icerigine sahip olmasi 6nemli bir bulgudur. Yani daha yiiksek Ni akiimiilasyonu olmasina
karsin Sp bakterisinin c¢esitli mekanizmalar ile aspir bitkisinin pigment igerigini
korumasina yardimci oldugu goriilmiistiir. Buna karsin en yiliksek oranda pigment
artiglarin tespit edildigi Sg ve Bs uygulamalarinda ise iki farkli durum vardir; Sg
uygulamas1 siirgiine en az Ni transloke eden grup oldugu igin aspir bitkisinin
yapraklarinda daha az Ni toksisitesi yasanmis ve pigmentlerin korunabildigi
diistiniilmektedir. Bs uygulamasi ise siirgiine Ni translokasyonu en yiiksek ikinci grup
olmasina ragmen pigment miktarinda 6ne ¢ikmaktadir. Bu durum, kontrole gore daha
fazla Ni stresi altinda olmasina ragmen Bs bakterisinin aspir bitkisinde pigment icerigini
koruduguna hatta sentezini arttirdigina isaret etmektedir. Benzer sekilde literatiirde PGPB
uygulamalarinin Ni stresi altinda fotosentetik pigment miktarini arttirdigina dair birgok
caligma bulunmaktadir (Kumar vd. 2023; Vishnupradeep vd. 2022; Pishchik vd. 2021).

4.2.4. Inokiile edilen bakterilerin aspir bitkisinin klorofil a floresansi iizerine etkisi

Klorofil a floresans 6l¢iimleri sonucunda elde edilen JIP testi parametrelerinden
reaksiyon merkezi ile ilgili enerji akiglarini ifade eden veriler Sekil 4.9’da verilmistir.
PSI’nin potansiyel fotokimyasal kuantum verimini ifade eden Fv/Fm oram
incelendiginde, negatif kontrole gore tiim gruplarda (K+, Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg) %7-9
oraninda diisiis meydana gelmis olup bu diisiisler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
En fazla verim kayb1 Sp; en az verim kaybu ise ise Sg ve Sc uygulamasinda oldugu tespit
edilmistir.

Fotokimya diginda kaybedilen enerji (DIo/RC) miktar1 incelendiginde ise, negatif
kontrole gore tiim gruplarda dramatik bir artis tespit edilmistir. Bu artiglar K+, Pf, Bs, Sp,
Sc ve Sg gruplarinda sirasiyla %83, 94, 87, 102, 80 ve 82 oraninda gergeklesmistir. Yani
gelen foton enerjisinin 1s1 olarak kaybinin en yiiksek miktarda yasandigi uygulama Sp
olarak kaydedilmistir. Uygulamalarin kendi arasindaki farklar ise istatistiksel olarak
anlamli bulunmamastir.

Reaksiyon merkezi basina absorbe edilen enerjiyi veya ortalama anten
biiyiikligiinii ifade eden ABS/RC degeri incelendiginde, negatif kontrole goére tiim
gruplarda dramatik bir artis tespit edilmistir. Bu artislar K+, Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg
uygulamasinda sirastyla %25, 27, 24, 27, 22 ve 23 oraninda ger¢eklesmistir. Dolayisiyla
en fazla anten biiyiikliigii Sp ve Pf; en az anten biiyilikliigii ise Sg ve Sc uygulamasinda
oldugu yorumu yapilabilmekle beraber hem Fv/Fm hem de Dlo/RC degerleri ile birlikte
degerlendirildiginde ABS/RC’nin anten blyukliginden ¢ok inaktif reaksiyon merkezlerinde
bir artisi isaret ettigi gorulebilir. Dolayisiyla, Ni stresi aktif reaksiyon merkezi miktarini negatif
kontrole gére azaltmigtir.

Yakalanan enerji akisindaki (TRo/RC) degisimler ABS/RC’de belirlenen sonuglar
ile uyumlu olarak, anten biiyiikliigiiniin biliylimesi neticesinde negatif kontrole gore
uygulama gruplarinda (K+, Pf, Bs, Sp, Sc ve Sg) yaklasik %13-16 oraninda artmis olup
sirastyla %15, 16, 14, 15, 13 ve 14 oraninda ger¢eklesmistir. Uygulamalarin kendi
arasindaki farklar ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Ni uygulamasina bagli olarak aspir bitkilerinin reaksiyon merkezi bagina absorbe
edilen enerjinin elektron transportuna aktarilmasini yansitan ETo/RC’deki degisim
incelendiginde, negatif kontrole kiyasla tiim gruplardaki diisiisler (%7-14) anlamh
olmasinin yani sira, en biiyiik diisiis %14 oraninda pozitif kontrolde meydana gelmistir.
Ni uygulamasi yapilan gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda ise pozitif kontrole
gore yalnizca Sg uygulamasindaki %7.9°luk artis istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme
olarak kaydedilmistir.

Ni uygulamasina bagli olarak aspir bitkilerinde PSI’in en son elektron alicilarini
rediikleyen ve her bir aktif reaksiyon merkezine transfer edilen elektron akigini yansitan
REo/RC’deki degisim incelendiginde, negatif kontrole gore higbir uygulamadaki fark
istatistiksel olarak anlamli degilken pozitif kontrole gdre yalnizca Sg inokiilasyonu
yapilan gruptaki %12.8’lik artig anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.9. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplarda fotokimyasal degisimler [kuantum
verimi (a), fotokimya dis1 kaybedilen enerji (b), absorbe edilen enerji (c), yakalanan
enerji (d), elektron tagima zincirine aktarilan enerji (e), PSI’e elektron iletim verimliligi

0]

64



BULGULAR ve TARTISMA U. BARAN

Fotosistemlerin (PSII ve PSI) tiim fotokimyasal aktiviteleri hakkinda bilgi veren
performans indeksleri incelenmis ve sonuglar Sekil 4.10’da sunulmustur. Toplam
performans indeksi (Pltor), Plass degerine ilaveten PSI’in son elektron alicisina kadar
olan performansi da icermektedir. Elde edilen verilere gore, her iki parametre igin de
negatif kontrole gore tlim Ni uygulanan gruplarda dramatik diistisler meydana gelmistir.
PSII tarafindan foton absorpsiyonundan sistemler arasi elektron alicilarinin
indirgenmesine kadarki enerji korunumunun performans indeksini gosteren Plags
acisindan, pozitif kontrole kiyasla bakteri uygulamalarinda meydana gelen artislarin
anlamli olmadig1 tespit edilmistir. Bununla karsin, son elektron alicisina kadar olan
performansi da igeren toplam performans indeksi (Pltor) agisindan Sg inokiilasyonu
yapilan grupta meydana gelen %29.9’luk artig anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.10. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPB uygulanan gruplardaki fotosentetik performans indeksleri
[PIags () ve Pltor (b)]

Fotokimyasal degisimler genel olarak degerlendirildigine, Oncelikle Ni
uygulamasi yapilmamis negatif kontrol grubuna kiyasla tiim Ni uygulanan gruplarda bir
stres meydana geldigi ve bunun fotosentetik aktiviteye yansidigi goriilmektedir. Ni
uygulanan gruplarda anten biiyiikliiklerinin ve inaktif reaksiyon merkezi sayisinin arttigi,
dolayisiyla gelen fazla foton enerjisinin 1s1 olarak yayilmasi ile bertaraf edildigi,
yakalanan enerji miktarmin da tiim gruplarda benzer sekilde arttig1 goriilmustiir. Pozitif
kontrol ile kiyaslanarak incelendiginde benzer anten biiylimesi ve foton yakalanmasina
ragmen yakalanan enerjinin elektron transportuna aktarilmasinda en basarili grubun Sg
oldugu goriilmektedir. Ancak genel olarak bakteri uygulamalar1 birbirleri ile kiyaslandigi
zaman aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark 6l¢iilen parametre bulunmamaktadir.
Ni stresi altinda yasanan bu fotokimyasal degisimler akiimiilasyon verileri ile birlikte
degerlendirildiginde, Sg uygulanan aspir bitkisinin yapraklarinda, pozitif kontrolden bile
daha diisiik seviyede Ni translokasyonu oldugundan, daha iyi fotosentetik performans
gostermeleri beklenen bir sonugtur.

Elde edilen verilerdeki diger dikkat ¢ekici durum ise pozitif kontrolden %8.1
oraninda daha fazla Ni siirgiine transloke etmesine ragmen kuantum verimi hari¢ tiim
parametrelerde kontrol ve Sg uygulamasi ile ayni oranda fotosentetik performansa ve
aktiviteye sahip olan Sp uygulamasidir. Daha fazla Ni icermesine ragmen hangi
mekanizma ile fotosentetik performansi iyilestirdigi dnemli bir konudur. Siirglindeki Ni
iyonlarinin bir kismini1 metallotiyoneinler veya fitoselatinler ile selatlayip inaktif
durumda vakuollerde hapsetmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bdylece fotosentetik
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biyomolekiiller korunmus ve en az kontrol grubu kadar aktivite gdsterebilmis olabilir.
Literatiirde benzer sonuglar bildirilmis olup, PGPB uygulamasinin agir metal ve tuz gibi
abiyotik stresler altinda bitkilerin fotosentetik performansini arttirdigina dair ¢caligmalar
bulunmaktadir (Vishnupradeep vd. 2022; Rossi vd. 2021).

4.2.5. Asama III i¢cin uygun bakterilerin secimi

Bitkilerin metal stresine karst verdigi iki farkli strateji bulunmaktadir. Birincisi,
bu strese neden olan metali bitkiler biinyelerine almayarak potansiyel toksik etkilerinden
korunmak, digeri ise tolerans olup, toksik diizeyde alinan metalin verebilecegi hasarlara
kars1 bitkinin savunma mekanizmasi elemanlart ile (ligandlar, antioksidanlar gibi)
kendini korumasidir. Bu tezde, bitkinin fitoremediasyon kapasitesinin ve metal
toleransinin arttiritlmasi amaglandig i¢in 6ncelikle ilgili metalin bitki biinyesine alinmasi
beklenir. Cilinkii hem fitoremediasyon verimliligi hem de tolerans mekanizmasi, bitkinin
metali akiimiile etmesine baghdir. Bs ve Sp, Ni akiimiilasyonunu ve translokasyonunu
saglamas1 acisindan en iyi performansi gostermesine ragmen pozitif kontrol ile
karsilagtirildiginda stres diizeylerinde fark bulunmamasi, bu uygulamalarin metal
birikiminin yani sira toleransini da arttirdigin1 gdstermektedir. Bu iki bakteri uygulamasi
arasindan, daha yiiksek biyokiitle iiretimini tesvik eden grubun secilmesinin uygun
olacag1 digiiniilmiistiir. Bu sayede birim zamanda topraktan daha yiliksek miktarda Ni
metali ¢ikarilabilecek ve kirlenmis alan temizlenebilecektir.

Bu kriterler dogrultusunda, Sp grubunun tezin devaminda ¢aligilacak ilk tiir olarak
secilmesi uygun bulunmustur. Buna ek olarak biliylime parametrelerinde dikkat cekici
iyilesmeler/tegvikler saglayan ve pozitif kontrole gére daha fazla Ni akiimiile etmesinin
yani sira, toprak tistii organlara daha az Ni akiimiile eden Sg, ikinci segilen tiir olmustur.
Bu dogrultuda, 'Ni ile kirlenmis ve diisiik verim baskisi altindaki tarimsal alanlarin
fitoremediasyonu i¢in PGPB uygulamalari, aspir bitkisinde Ni toleransi ve akiimiilasyon
kapasitesini artirabilir mi?' sorusuna odaklanan bu tez, farkli stratejilere sahip iki ayri
bitki-bakteri etkilesimini karsilastirmali olarak degerlendirme imkani1 sunmustur.

Bilimsel literatiirde en yogun sekilde incelenen ve biyoteknolojik uygulamalarda
en fazla gelistirilen PGPB, agirlikli olarak Rhizobium bagta olmak iizere ¢esitli Gram-
negatif bakteriler olsa da antibiyotik {iretimi konusundaki yaygin bilinirliklerinin
otesinde, Gram-pozitif Streptomyces cinsine ait tiirlerin, tarimsal dneme sahip bitkiler de
dahil olmak iizere, bitkilerle faydali iliskiler kurabildigi bilinmektedir (Sousa ve Olivares,
2016). Streptomyces tiirleri tarafindan {iretilen biyolojik olarak aktif bilesiklerin
cesitliligi, bitki bliylimesini artirma potansiyeline sahip maddeleri de igermektedir; bu
nedenle bu bakteriler, bitki biiylimesini tesvik edici Streptomyces tiirleri (PGPS) olarak
isimlendirilmektedir (Sousa ve Olivares, 2016).

Tezin devaminda Sp ve Sg’yi kapsayan PGPS terimi kullanilacaktir. Ayrica,
PGPS’nin ticari biyogiibre olarak kullanimina yonelik ¢aligmalar da bulunmakta olup
biyoinokiilant formiilasyonlarinin tasarimina yonelik basarili sonuglar mevcuttur.
Boylece bitki biiylimesini/verimini ve fitoremediasyon kapasitesini uygulamali olarak
artirmast miimkiin olmaktadir (Sousa ve Olivares, 2016; Tamreihao vd. 2016). Sonug
olarak, yukarida belirtilen gerekgeler ile Asama III i¢in her ikisi de Streptomyces tiirii
olan Sp ve Sg se¢ilmis olup 0.75 mM Ni stresi altinda yetistirilen aspir bitkilerindeki
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etkileri morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde arastirilmis ve tezin devaminda
sunulmustur.

4.3. Asama III: PGPS’nin Aspir Bitkisinde Nikel Akiimiilasyonuna, Toleransina ve
Biiyiime Parametrelerine Etkisi

4.3.1. Mineral madde ol¢iimii

PGPS inokiile edilen aspir bitkilerinin Ni akiimiilasyon sonuglar1 Sekil 4.11°de
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore, son agamadaki bakteri inokiilasyonu ve bitki
yetistirme yontemi bitki bakteri etkilesimini gliglendirmis bakterilerin Ni akiimiilasyon
sonuclarini olumlu anlamda etkilemistir. II. Asamada elde edilen oranlar Sp ve Sg i¢in
strast ile +%8.1 ve -%12.0 olarak bulunmus iken yar1 kat1 agarli ortam ile yetistirilen aspir
bitkilerinin siirgiinlerinde pozitif kontrole kiyasla (0.75 mM) 0.75+Sp grubunda %29.9
oraninda artig; 0.75+Sg grubunda ise %21.2 oraninda azalis tespit edilmistir. PGPS
uygulamalarinin Ni akiimiilasyonuna artirici ve azaltict etkisi ve olast mekanizmalar
hakkinda 4.2.1 numarali baslik altinda tartigilmastir.

400
2 300
o
g I
g 200
g
=
S 100
[o)]
:(%
a
0
0 0.75 0.75+Sp 0.75+Sg

0
‘& a
X
2 750
o
£
& 1500
=
g
=
S 2250 I
X

3000
Uygulama

Sekil 4.11. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde
inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve K+:0.75 mM Ni) ve PGPS
uygulanan gruplarin Ni akiimiilasyon sonuglari
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4.3.2. Morfolojik ol¢iimler

Sp ve Sg bakterileri ile inokiile edilen aspir bitkileri 0.75 mM Ni stresi altinda
kontrollii iklim odast kosullarinda (23°C£2 sicaklik, %50+£5 nem, 16:8 saat
aydinlik/karanlik fotoperiyot) yetistirilmis ve hasat gilinline ait gorseller Sekil 4.12°de
verilmistir.

0.75 mM + Sp 0.75 mM + Sg

0.75 mM + Sp 0.75 mM + Sg

Sekil 4.12. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan gruplarin hasat giinii genel goriiniimii

Morfolojik olarak incelendiginde negatif kontroliin (0 mM) oldukca saglikli
durumda oldugu ve Ni uygulanan gruplara kiyasla daha uzun ve fazla yaprak sayisina
sahip oldugu goriilmektedir. Ni uygulanan gruplarda ise boy uzunluklar1 kisalmis ve
yapraklarda degisen yogunlukta klorozlar ve solmalar gdzlenmistir. Ozellikle Sekil
4.12’de verilen gruplarin iistten goriintiisiinde klorozis yogunluklari1 karsilastirilabilir
diizeyde olup, en ¢ok sararma ve solma Sp grubunda iken en az ise Sg grubundadir.
Inokiilasyon yapilmamis 0.75 mM grup ise (pozitif kontrol) her iki uygulamanin arasinda
bir goriintii vermektedir. Bu durum Sp’nin %29.9 daha fazla, Sg’nin %21.2 daha az Ni
alimina neden oldugu bulgusu ile uyumludur.
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Yapilan boy uzunlugu oOl¢iim sonuglart Sekil 4.13’te verilmistir. Siirglin boy
uzunlugu sonuglar incelendiginde (Sekil 4.13a) negatif kontrole gore tiim Ni uygulanan
gruplarda %4512 oraninda diislis tespit edilmistir. Pozitif kontrol (0.75), Sp ve Sg
arasinda ise anlamli bir fark bulunmamigtir. Kok boy uzunluklarinda da (Sekil 4.13b)
pozitif kontrol (0.75) ile bakteri uygulamalar1 (Sp ve Sg) arasinda énemli bir fark tespit
edilmemistir. Dolayisiyla her iki bakteri inokiilasyonunun da bitki boy uzunlugu iizerine
anlamli bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir. Boy uzunluklar1 arasindaki farkin bitki
yetistirme siiresi arttikca daha iyi gozlemlenebilecegi diisiiniilmektedir. Baran (2018),
aspir bitkisinde farkli Ni konsantrasyonlarinin neden oldugu toksik etkileri inceledigi
caligmasinda, Ni stresine ragmen kok uzunlugunda anlamli bir degisiklik
gozlemlenmedigini; ancak nikelin endodermal bariyeri asarak perisikl hiicrelerinde
birikmesi sonucunda yan kok olusumunun baskilanmis olabilecegini bildirmistir.
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Sekil 4.13. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde
inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve K+:0.75 mM Ni) ve
PGPS uygulanan gruplarin siirgiin (a) ve kok (b) boy
uzunluklari

Ni stresi altinda Sp ve Sg inokiilasyonu ile yetistirilen aspir bitkilerinde yas ve
kuru biyokiitle 6l¢tim sonuglar1 Sekil 4.14°de verilmistir. Bu sonuglar incelendiginde hem
stirgin hem de kok yas agirliklarinda pozitif kontrole gore bakteri inokiilasyonunda
onemli bir degisim gergeklesmemistir. Ancak bitkinin verimini 6lgmede esas olarak ele
alinan kuru agirlik verileri incelendiginde negatif kontrole kiyasla Ni uygulanan
gruplarda dramatik diisiisler meydana gelmistir. Pozitif kontrole kiyasla ise Sp ve Sg
inokiilasyonu siirglinde sirasiyla %35 ve %61; kokte %20 ve %33 oraninda iyilesme
saglamistir.
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Bai vd (2024) tarafindan yapilan bir meta-analizde, PGPB’nin agir metal ile
kirlenmis topraklardaki bitkiler iizerindeki etkilerini daha dnce yapilmis ve yayimlanmis
deneysel aragtirmalardan 2037 adet nicel veri seti toplayarak incelemistir. Calismada ele
alman bes farkli kiiltiir bitkisi; piring (O. sativa), misir (Z. mays), bugday (Triticum
aestivum L.), soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merr.) ve sorgum (Sorghum bicolor (L.)
Moench) olup, bu bitkilerde PGPB uygulamasinin siirgiin, kok ve tane biyokiitlesini
strastyla %33, %35 ve %20 oraninda artirdig1 rapor edilmistir. Arastirmacilar, bu etkiyi,
besin aliminin (6zellikle N, P, K, S) artmasi, fotosentetik pigment iceriklerinin
ylikselmesi ve antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD, CAT, POD, APX) tesvik
edilmesiyle iligkilendirilmistir. Ayrica, oksidatif stres gostergelerinin (H202, MDA)
azalmasi ve bitki hormonlarindaki (ABA, [IAA) diizenlenme de biiylime iizerindeki
olumlu etkiyi desteklemistir. Boylece PGPB’nin hem beslenme hem de stres toleransi
yoluyla bitki gelisimini destekledigini ileri stirlilmiistiir.
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Sekil 4.14. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve

K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan gruplarin yas (a, b) ve kuru (¢, d) biyokiitle
iretimi

4.3.3. Fizyolojik ve biyokimyasal 6l¢iimler
4.3.3.1. iyon sizintisi 6l¢iimii (ELC)

Ni stresi altinda Sp ve Sg inokiilasyonu ile yetistirilen aspir bitkilerinde iyon
sizintis1 orami sonuglarr Sekil 4.15’te verilmistir. Ozellikle artan iyon sizintisi, hiicre
zarlarinin yapisal biitlinliiglinlin bozuldugunu ve iyonlarin hiicre disina kontrolsiiz sekilde
cikabildigini gostermektedir. nikelin, Ca ve Zn gibi zar stabilitesi igin kritik 6neme sahip
elementlerin alimmi azaltmasi, zar fosfolipitlerinin yapisinda bozulmaya yol acarak
membran gecirgenligini artirmakta, bu da iyon sizintisinin artmasma neden
olabilmektedir. Ayrica, Ni birikiminin neden oldugu lipid peroksidasyonu ve H2O: gibi
radikallerin birikimi, hiicre zarlarinda oksidatif hasar1 artirarak iyon sizintisina katki
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saglar. Bununla birlikte metilglioksal gibi toksik karbonil bilesiklerin birikimi de hiicresel
zarlar1 olumsuz etkileyerek iyon homeostazini bozabilir. Dolayisiyla, Ni stresinde
gbzlenen iyon sizintisi artigi, zar biitiinliigiiniin bozulmasi, oksidatif hasar ve besin
elementi dengesizligi gibi ¢cok yonlii mekanizmalarla iliskilidir ve bu durum, bitkinin
fizyolojik dayanikliligin1 6nemli 6l¢iide zayiflatmaktadir (Pishchik vd. 2021).

Aspir bitkisi yapraklarindan alinan 6l¢iim sonucunda negatif kontrol (0 mM Ni)
ile karsilagtirildiginda, tiim Ni uygulanan gruplarda iyon sizintisinda artis gozlenmis;
ancak yalnizca Sp uygulamasinda kaydedilen %84’liik artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Sekil 4.4’te verilen bulgular, Ni stresine bagl olarak ozellikle siirgiin
dokularindaki Ca konsantrasyonunun tiim gruplarda yaklasik %30 oraninda azaldigini
gostermektedir. Ca, membran stabilitesinin korunmasinda temel rol oynayan bir katyon
olup, bu elementteki azalma, hiicre zarlarinin yapisal biitiinligiinii zayiflatmakta ve iyon
sizintisini kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte, Ni stresine bagli olarak artan ROS’larin,
peroksidatif zar hasarina neden olmasi, iyon sizintisindaki artisi daha da pekistirmis
olabilir. Sp uygulamasmin siirgiinlerde %29.9 oraninda daha yiiksek diizeyde Ni
akiimiilasyonuna neden olmasi, zar biitiinliigii izerindeki bu stresin siddetlenmesine katki
saglamus olabilir. Ote yandan, Sg uygulamasinda iyon sizintisnin goreceli olarak daha
diisiik diizeyde seyretmesi, bu tiiriin aspir bitkisinde membran biitlinliigiinii korumaya
yonelik detoksifikasyon sistemlerini daha etkin sekilde aktive etmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Benzer sekilde literatiirde bakteri uygulamalarinin bitkilerde
membran biitiinligiinii korumada ve iyon sizintisin1 azaltmada etkili olduklarina dair
caligmalar mevcuttur (Davoudi vd. 2023; Shah vd. 2024).
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Sekil 4.15. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde
inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve K+:0.75 mM Ni) ve
PGPS uygulanan gruplarin iyon sizintis1 orant

4.3.3.2. Oransal su icerigi ol¢ciimii (RWC)

Oransal su igerigi (RWC), bitkilerin su durumunu yansitan temel bir fizyolojik
gostergedir. Hiicre turgorunun korunmasi, fotosentez, enzim aktiviteleri ve metabolik
stireclerin siirdiiriilebilmesi i¢in yeterli su igeriginin bulunmasi énemli bir kosuldur. Ni,
yliksek konsantrasyonlarda bitkilerde su alimini ve su tutma kapasitesini olumsuz
etkileyerek ozmotik dengeyi bozar. Bu durum, RWC diizeyinde azalmaya ve buna bagl
olarak fizyolojik islevlerin aksamasina yol acabilir. Bu nedenle RWC, Ni stresi altinda
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bitkinin su kaybina kars1 verdigi fizyolojik yanitlar1 ve tolerans diizeyini degerlendirmede
onemli bir parametre olarak kullanilmaktadir. Ni stresi altinda Sp ve Sg inokiilasyonu ile
yetistirilen aspir bitkilerinde oransal su icerigi sonuglar1 Sekil 4.16’da verilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, negatif kontrole (0 mM) kiyasla Ni uygulanan gruplarda (0.75, Sp
ve Sg) sirastyla %21, %32 ve %13 oraninda istatistiksel olarak anlamli diistisler oldugu
tespit edilmistir. Ni uygulanan gruplar arasinda ise istatistiksel olarak fark
bulunmamasina ragmen negatif kontrole kiyasla en diisiik su igerigine sahip grubun Sp,
en yliksek olanin ise Sg oldugu tespit edilmistir. Lubyanova vd. (2023)’nin yaptiklar
calismada, endofitik PGPB olan Bacillus subtilis inokiile edilen bugday bitkilerinde
oransal su iceriginin arttig1 tespit edilmistir. Stres kosullarinda prolin, glisin betain ve
cozlinebilir sekerler gibi osmolitlerin birikimi artar ve bu bilesikler hiicresel yapilarin
stabilitesini korunmasinda ve ozmotik dengenin diizenlenmesinde rol oynar. Ozellikle
prolinin, dnemli bir osmoprotektan olmasinin yani sira ROS temizleyici ve metal
selatlayict olarak da islev gorerek, agir metal stresine karsi toleranst artirdigi
bilinmektedir (Anas vd. 2025). Rossi vd. (2021)’in B. napus ile yaptiklari bir calismada,
PGPB ile inokiile edilen bitkilerde gdézlenen daha yiiksek su igerigi, prolin ve trehaloz
gibi osmolitlerin iiretimindeki artisla iliskilendirilmistir. Dahast membran hasarlarindaki
azalmada da osmoprotektan iceriklerin antioksidan savunmaya ek olarak yer alan
katkisina deginilmistir. Osmotik stres yasanan kosullarda PGPB suslarinin 6zellikle ekzo-
polisakkarit iiretimi gibi ek mekanizmalarla bu yanitlar1 destekledigi bilinmektedir.
Sanchez vd. (2021), domates bitkilerinde PGPB uygulamasi ile birlikte ¢6ziiniir sekerler,
amino asitler ve poliaminler gibi osmoprotektanlarin diizeyinde artis oldugunu ve bu
artigin hem su igeriginin korunmasina hem de ROS detoksifikasyonuna katki sagladigini
bildirmistir. ~ Arastirmacilar, osmoprotektan birikimi yoluyla ozmotik stresin
hafifletilmesi ve ROS detoksifikasyonunun desteklenmesi sayesinde, PGPB
uygulamalarinin yalnizca biiylime parametrelerini degil, ayn1 zamanda bitkilerin stres
tolerans mekanizmalarini da olumlu yonde etkiledigini vurgulamistir. Ni stresi altinda
PGPB inokiilasyonu ile yetistirilen aspir bitkilerinde elde edilen sonuglara gore, su
iceriginde en belirgin azalma Sp uygulamasinda, en diisiik azalma ise Sg uygulamasinda
gozlemlenmistir. Bu durum, Sp'nin aspir bitkilerinin siirgiin dokusunda daha yiiksek,
Sg'nin ise daha diisiik diizeyde Ni akiimiilasyonuna neden olmasindan kaynaklanabilecegi
gibi, Sg uygulamasinin, bitkide osmoprotektan birikimini artirarak su igeriginin Ni
stresinden daha az etkilenmesinde rol oynayan mekanizmalardan biri olmus olabilir. S6z
konusu mekanizmanin dogrulanabilmesi icin, prolin basta olmak iizere g¢esitli
osmoprotektan bilesiklerin diizeylerinin belirlenmesine yonelik analizlerin yapilmasi
gereklidir.
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Sekil 4.16. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde
inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve K+:0.75 mM Ni) ve
PGPS uygulanan gruplarin oransal su igerigi

4.3.3.3. Fotosentetik pigment miktar1 6l¢iimii

Fotosentetik pigmentler (klorofil a, klorofil b ve karotenoidler), foton enerjisini
absorbe ederek fotosentezi baglatmakta ve yiiksek radyasyondan fotosentetik aygitlarin
korunmasinda temel rol oynamaktadir. Bu pigmentlerin miktari, yalnizca enerji
doniisiimiinde degil, ayn1 zamanda bitkinin fizyolojik durumunun ve g¢evresel streslere
kars1 tepkisinin belirlenmesinde de Onemli biyokimyasal gostergelerdir. Ni stresi,
pigment sentezinde gorev alan enzimleri ve yapisal proteinleri olumsuz etkileyerek
pigment miktarlarinda azalmaya neden olabilmektedir. Bu durum, fotosentez
verimliliginde diislise ve dolayl1 olarak bitki biiyiimesi ve veriminde gerilemeye yol agar.
Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular, Ni stresinin aspir bitkisinde fotosentetik pigment
diizeylerini dramatik sekilde azalttigini; buna karsin Sg uygulamasmin, klorofil
iceriklerinde anlamli artiglar saglayarak fotosentetik sistemi koruyucu bir etki
gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 4.17). Bu artiglar pozitif kontrole (0.75 mM) gore
Sg’de klorofil @ miktarinda %94, klorofil b miktarinda %108 oraninda gerceklesmistir.
Buna karsin, Sp uygulamasi ile pozitif kontrol (0.75 mM) arasinda fark bulunmamustir.
Siirgiinlerinde daha fazla Ni akiimiile etmesine ragmen benzer seviyede klorofil ve
karotenoid miktarina sahip olmasi dikkat g¢ekici bir sonugtur. Sg uygulamasindaki
iyilesme ise siirglinlerde daha diisiik diizeyde Ni akiimiilasyonuna neden olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi bitkide pigment sentezini artirict yolaklar1 uyarmis olmasindan
da kaynaklaniyor olabilir. Kumar vd. (2023) calismasinda Atriplex lentiformis (Torr.)
S.Watson bitkisi {izerinde yapilan deneyler, Ni uygulamalar1 sonucunda yapraklardaki
toplam klorofil miktarinda 6nemli diisiisler oldugunu; ancak bu diisiislerin, Pseudomonas
fluorescens ve Bradyrhizobium japonicum suslarimin birlikte inokiilasyonu ile
tyilestirildigini gostermektedir. Uygulanan bu kombinasyonun bitkilerde klorofil
diizeyinin, sadece Ni uygulanan gruba kiyasla yaklasik %34.5 oraninda artirdigi
bildirilmistir. Bu bulgular, Ni toksisitesine karst PGPB’nin fotosentetik pigmentlerin
korunmasinda etkili olabildigini gdstermektedir. Vishnupradeep vd. (2022), klorofil
miktarinda meydana gelen artislarin PGPB’nin siderofor iiretimi yoluyla Fe iyonlarimi
selatlayarak bitkinin kullanilabilir Fe alimini artirmasina; bdylece klorofil sentezinde
gorevli enzimlerin aktivitesini destekleyerek pigment diizeylerinin korunmasina veya
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artirllmasina baglamaktadir. Ancak tez kapsaminda elde edilen verilere gore Sg
uygulamasi, Ni stresi altinda yetistirilen aspir bitkilerinde Fe alim1 {izerine anlamli bir
degisim meydana getirmemistir. Sg’nin sideroforun yani sira yliksek IA A iiretimine sahip
oldugu tespit edilmistir. PGPB’nin iirettigi fitohormonlarin (6zellikle sitokinin ve oksin)
kloroplast sentezini tesvik edebildigi bilinmekte olup Tivendale vd. (2022), bir¢ok bitki
tiirtinde oksin konsantrasyonu ve/veya oksin sinyallemesinin klorofil igeriginin yan1 sira,
fotosentez hizi1 ve Rubisco aktivitesi ile de gii¢lii bir korelasyonel iliski oldugunu
bildirmistir. Bu baglamda, Sg inokiilasyonu sonrasinda gozlenen belirgin klorofil
artisinin, muhtemel nedenlerinden birinin Sg susunun IAA {iiretim kapasitesi olabilecegi

diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.17. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan gruplarin fotosentetik pigment miktar1 [klorofil a
(a), klorofil & (b), toplam klorofil (¢) ve karotenoid (d)]

4.3.3.4. Klorofil a floresansi dlciimii

Bitkilerin fotosentetik performansini degerlendirmede yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri klorofil a floresansi analizidir. Bu teknik, 6zellikle cevresel stres
faktorlerinin PSII {izerindeki etkilerini ortaya koymada oldukc¢a hassas ve giivenilir bir
arag olarak kabul edilmektedir. Klorofil a floresansi parametreleri, bitkinin 151k enerjisini
kullanma verimliligi, enerji kayiplar1 ve fotokimyasal etkinligi hakkinda kapsamli bilgi
sunar (Swoczyna vd. 2022). Bu baglamda, tezde gerceklestirilen klorofil a floresansi
Olciimleri, uygulanan Ni stresi ve PGPS inokiilasyonlarmin fotosentetik aktivite
tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla ele alinmis ve dl¢lim sonucunda elde
edilen spesifik enerji akislar1 Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan gruplarin spesifik enerji akislar1 ve diger baz1 JIP
test parametreleri

Ni stresine bagli olarak uygulama gruplarindaki bitkilerde PSII’deki herhangi bir
hasar durumu, aktif reaksiyon merkezi sayisini azaltabilir (veya anten biiyiikliigiinii
artirabilir) ancak 151k toplama kompleksi I (LHCII) 151k toplamaya devam eder. Boylece
aktif reaksiyon merkezi basina absorbe edilen 151k enerjisi artar. Bu noktada 1s1k enerjisi
etkin sekilde PSII’ye aktarilamaz ise reaksiyon merkezi basina absorplanan enerji
(ABS/RC) inaktif reaksiyon merkezlerinin sayisini artmasindan dolay1 artmig goriiniir.
Buna paralel olarak da reaksiyon merkezi basina tutulan enerji akisinda (TRo/RC) artig
yasanabilir ve fotokimyasal siireclere aktarilan 151k enerjisi miktarmin arttig1 goriilebilir.
Sistemdeki bu asir1 enerji birikiminin inhibisyona yol agmamasi icin fotokimyasal
olmayan sondiirme mekanizmalar1 (NPQ) calisarak uyarilma enerjisi 1s1 veya floresans
ile kaybedilir (DIo/RC ve Wp, artis). Asir1 uyarilma enerjisi bu mekanizmalarla bertaraf
edilmez ise ROS olusumu gerceklesebilir ve sistem oksidatif hasara maruz kalabilir.

Klorofil a floresans 6l¢iimlerinde, Ni uygulanan tiim gruplarda negatif kontrole
kiyasla ABS/RC ve TRo/RC degerlerinde 6nemli artiglar kaydedilmistir. Bu artiglar 0.75,
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0.75+Sp ve 0.75+Sg igin ABS/RC’de sirast ile %36.3, %68.1 ve %39.9 iken; TRo/RC’de
%29.7, %A43.4 ve %33.6 oraninda ger¢eklesmistir. Ni uygulanan gruplar iginde
degerlendirildiginde ise 0.75’e kiyasla yalnizca 0.75+Sp uygulamasindaki ABS/RC ve
TRo/RC’de sirast ile %23.3 ve %10.6’lik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

PSII'nin termal enerji kayiplarinin kuantum verimliligini gosteren Wpo, diger bir
deyisle PSII reaksiyon merkezlerinde agik halde bulunan klorofil molekiillerinin absorbe
ettigi 15181n ne kadarmin dogrudan floresans yoluyla kayboldugunu gosteren Wpo, Sp
inokiilasyonu yapilan grupta 0.75’e gore onemli olgiide artarken, 0.75+Sg grubunda
degismemistir. Bu durum 0.75+Sp’de PSII tarafindan absorbe edilen 15181n 6nemli bir
kisminin fotokimyasal siireclere yonlendirilemedigini isaret etmektedir. Dolayisiyla
0.75+Sp uygulamasinda PSII’ye etkin sekilde aktarilamayan 151k enerjisi mevcuttur ve bu
enerjinin bir kismi floresans olarak kaybedilirken 6nemli bir kismi da 1s1 olarak
kaybedilmistir (DIo/RC). Pozitif kontrole (0.75) kiyasla 0.75+Sp inokiilasyonunda
DIo/RC degeri %70.3 oraninda artarken, 0.75+Sg’de bir fark tespit edilmemis olup 1s1
olarak yaydigi enerji miktar1 negatif kontrol ile ayni seviyededir. Dolayisiyla bu iki
parametre, PSII tarafindan absorbe edilen 151k enerjisinin verimliligini korumada 0.75+Sg
uygulamsinin daha basarili oldugunu gostermektedir.

Fotokimyada kullanilabilecek olan enerjinin PSII’den sonraki siireci hakkinda
bilgi veren ve elektron tagima zincirinin etkinligini gosteren ETo/RC degerinde negatif
kontrole (0 mM) gore 0.75 ve 0.75+Sp’de sirastyla %5.18 ve %11.29’luk bir diisiis
oOlgiiliirken 0.75+Sg’de %5.85’lik bir artis 6l¢iilmiistiir. Negatif kontrol ile diger gruplar
arasindaki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak 0.75 ile
0.75+Sp arasindaki %11.6’lik fark anlamlidir. Bu durum, 0.75+Sg uygulamasindaki NPQ
etkinliginin de daha zayif olmasi ile birlikte ele alindiginda, elektronlarin PSII'den ¢ikip
plastokinon (PQ) havuzuna ve oradan PSI’e transferinde daha dengeli oldugunu
gostermektedir.

Sekil 4.18’de sunulan verilere gore, PSII’nin dondr tarafinda yer alan oksijen
olusturan kompleksin inaktivasyonu veya olasi yapisal hasarin1 yansitan VK/VJ orani,
tiim Ni uygulanan gruplarda anlamli diizeyde artis gostermistir. Bu artis negatif kontrole
gore 0.75°de %29.7, 0.75+Sp’de %43.4 ve 0.75+Sg’de %33.6 olarak hesaplanmistir. Bu
bulgular, Ni stresinin PSII’nin dondr kisminda oksijen olusturan kompleksteki yapilarin
biitiinliigiinii  belirgin  sekilde olumsuz etkiledigini = gostermektedir. PGPS
inokiilasyonlarinin etkisi degerlendirildiginde ise 0.75’e gore yalnizca 0.75+Sp’deki
%10.6’1ik artis anlamli bulunmustur. Diger bakteri uygulamasi (0.75+Sg) ise mevcut
hasari iyilestirici bir etki gostermemis 0.75 ile benzer seviyede kalmistir. Dolayisiyla, her
iki PGPS uygulamas1 da PSII dondr kismindaki potansiyel hasar1 azaltmamis, 6zellikle
0.75+Sp bu hasar1 daha da belirgin hale gelmistir.

PSI’nin fonksiyonel durumu ile elektron tasima zincirinin son basamaklarindaki
redoks kapasitesini yansitan veya PSI’in kismi miktar1 hakkinda bilgi veren AVIP, Ni
uygulanan tiim gruplarda negatif kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde azalmistir. Bu
azalma oranlart 0.75’te %28.4, 0.75+Sp’de %35.1 ve 0.75+Sg’de %?29.7 olarak
kaydedilmistir. Ozellikle 0.75+Sp uygulamasinda gozlenen en yiiksek diisiis, bu
bakteriyel susun PSI {izerindeki koruyucu etkisinin yetersiz kaldigini, hatta stresin
siddetini artirabilecegine isaret etmektedir. Bu bulgular, nikelin PSI bilesenlerini
dogrudan veya dolayli yoldan etkileyerek elektron tagima zincirinin son basamaklarinda
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tikanmalara neden oldugunu ortaya koymaktadir. Ni uygulanan gruplar arasinda yalnizca
0.75 ve 0.75+Sp arasindaki farklar 6nemli bulunmustur. AVIP) degerinin 0.75+Sg ve 0.75
grubunda benzer seviyede olmasi, PGPS uygulamalarinin PSI iizerinde iyilestirici veya
koruyucu bir etkisinin ger¢ceklesmedigini gostermektedir. Bitkinin fotosentetik aparatinin
yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii ortaya koyan bir parametre olan SFI (Structure and
Function Index), PSII ve PSI arasindaki koordinasyon hakkinda bilgi vermektedir. Ni
uygulanan tiim gruplarda negatif kontrole gére SFI dramatik diizeyde diismiistiir. Bu
diisiisler 0.75, 0.75+Sp ve 0.75+Sg i¢in sirasiyla %42.8, %61.6 ve %40.7 oraninda
gergeklesmistir. Ni uygulanan gruplarda 0.75 ve 0.75+Sg arasindaki degisim 6nemli
bulunmazken 0.75+Sp’deki %32.9’luk diisiis 6nemli bulunmustur. Elde edilen bu
bulgular, nikelin fotosentetik aygitlar iizerinde ciddi bir yapisal ve islevsel bozulmaya yol
actigint ve uygulanan PGPS suslarinin bu etkileri farkli derecelerde etkiledigini
gostermektedir. 0.75+Sp uygulamasinin PSII ve PSI arasindaki koordinasyonu saglayan
yapilar lizerinde koruyucu degil, aksi bir etki yaratmis olabilecegini diistindiirmektedir.
Buna karsilik, 0.75+Sg uygulamasimin SFI'daki azalma 0.75 ile benzer diizeyde kalmis
ve anlaml bir fark olusturmamistir. Bu da 0.75+Sg uygulamasinin, Ni uygulamasina
ragmen fotosentetik yap1 ve fonksiyonlarin korunmasina katki saglama potansiyelinin
0.75+Sp’ye kiyasla daha yiiksek olabilecegini gdstermektedir.

PSII'nin fotokimyasal performansini (PIags) ve son elektron alicisina kadarki tiim
sistemin performansini ortaya koyan (PIror) indeksler incelendiginde (Sekil 4.19), Ni
uygulanan tiim gruplarda 6nemli diisiisler kaydedilmistir. Negatif kontrole kiyasla 0.75,
0.75+Sp ve 0.75+Sg icin Plags degeri sirasiyla %59.6, %76.3 ve %54.5; Plror degeri
strastyla %69.4, %81.4 ve %69.2 oraninda azalmistir. Bu durum nikelin aspir bitkisinde
fotosentetik aygitlar tizerinde belirgin bir toksik etkiye sahip oldugunu, bunun da hem
PSI hem de PSII seviyesinde gergeklestigini gdstermektedir. Ni uygulanan gruplar i¢inde
ise 0.75’e kiyasla 0.75+Sg’de Plags degeri %33 oraninda daha yiiksek, 0.75+Sp’de ise
%37 oraninda daha diisiik ol¢lilmiistiir. Bu durum, Plror degerinde ise 0.75+Sp’de %34
daha diisiik belirlenirken 0.75+Sg’de anlamli bir fark tespit edilememistir. Dolayistyla
fotosistemlerin (PSII ve PSI) fotokimyasal verimliligi Ni stresi ile onemli Ol¢iide
etkilenirken 0.75+Sg uygulamasinin Ni toksisitesini azaltmada 0.75+Sp uygulamasina
gore daha basarili oldugu goriilmektedir.

a 50 b 36
3,8 2,7
_;;.g 25 :§ 1,8
o o
13 1 0,9 I
[l i [ H
0 0.75 0.75+Sp 0.75+Sg 0 0.75 0.75+Sp 0.75+Sg
Uygulama Uygulama

Sekil 4.19. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan gruplarin fotosentetik performans ideksleri [PIags
(a) ve Plror (b)]
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Sonug olarak Ni toksisitesinin aspir bitkisinin fotosentetik sistemi iizerinde hem
yapisal hem de fonksiyonel diizeyde belirgin bozulmalara yol a¢tigin1 ortaya koymustur.
PSII'nin fotokimyasal verimliligini yansitan Plas ve Plror parametrelerinde, PSI'nin
redoks kapasitesini gosteren AVIP degerinde ve genel fotosentetik biitiinliigli temsil eden
SFI parametresinde, Ni uygulanan tiim gruplarda anlamli diistisler kaydedilmistir. Bu
diistisler, oOzellikle Sp uygulanan grupta daha siddetli gerceklesmis, Sp susunun
fotosentetik aygitlar iizerinde koruyucu bir etki gostermedigi gibi, bazi parametrelerde
hasar1 derinlestirdigi tespit edilmistir. Sp uygulamasinin PSI ve PSII diizeyinde enerji
kullanim verimliligini azaltarak asir1 enerji birikimine, buna bagli olarak da termal enerji
kayiplarinin (DIo/RC ve WDo) artmasina neden oldugu gozlenmistir. Bu etkilerin, Sp
uygulanan bitkilerde hem kdk hem de toprak iistii organlarda Ni birikiminin artmis olmasi
ile alakali olabilecegi diisiiniilmektedir. Buna karsilik, Sg uygulamasi, Ni stresine maruz
kalan bitkilerde PSII ve PSI parametrelerinde daha 1limli degisimlerle seyretmis ve bazi
fotosentetik parametrelerde pozitif kontrole (0.75 mM Ni) kiyasla iyilestirici etki
gostermistir. Sg uygulamasinin 6zellikle fotosistemler arasi enerji dengesini koruma
egiliminde oldugu, termal kayiplarda artisa neden olmadig1 ve elektron taginim zincirinde
daha stabil bir isleyis sagladigi belirlenmistir. Ayrica Ni uygulamasi sonucunda anten
kompleksinde yer alan fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil » ve karotenoidler)
iceriginde gozlenen azalma, nikelin fotosentetik mekanizmalar iizerinde dogrudan
hedeflenmis bir toksisiteden ziyade, daha ¢ok genis spektrumlu ve spesifik olmayan
inhibitor etkilerinin bir yansimasi olarak yorumlanmistir (Drazkiewicz ve Baszynski
2010). Bu durum, nikelin pigment sentez yollarin1 sekteye ugratarak 1sik toplama
kapasitesini zayiflattigini ve sonug olarak fotosentetik verimliligi dolayli yollarla da olsa
ciddi sekilde diisiirebildigini gdstermektedir. Sg uygulamasi, Ni stresine ragmen klorofil
pigment parametrelerinde anlamli artiglar saglamis ve kontrole kiyasla 6nemli dlgiide
daha yiiksek seviyelere ulasmistir (Sekil 4.17). Bu durum, Sg'nin fotosentetik pigment
sentezini destekleyerek 151k hasadini artirdigini géstermesinin yani sira, anten kompleksi
tizerindeki koruyucu etkisine isaret etmektedir. Fotosentez verileriyle birlikte
degerlendirildiginde, bu pigment artiglarinin fotokimyasal verimlilik {izerindeki
yansimalar1 da dikkat cekicidir. Sg uygulamasinin yalnizca pigment diizeyinde degil,
fotosentetik sistemin biitiinsel igleyisi ilizerinde de koruyucu bir etki gosterdigini,
fotosentez kapasitesini hem yapisal hem de islevsel diizeyde destekledigini ortaya
koymaktadir. Bu durum, Sg uygulamasinin bitki kdok dokusunda Ni akiimiilasyonunu
artirirken, toprak iistii organlardaki birikimini azaltmasiyla agiklanabilir. Boylece Sg, agir
metalin bitki icerisinde yukari taginmasini sinirlayarak sistemik toksisitenin siddetini
diistirmiis ve bitkiyi olumsuz fizyolojik etkilerden koruyan bir biyolojik filtre islevi
gérmiis olabilir. Genel olarak, bu calisma Ni stresinin aspir bitkilerinde fotosentetik
aparatlar tizerindeki ¢ok yonlii etkilerini ortaya koyarken, uygulanan PGPS suslarinin bu
etkiler lizerindeki farklilastirict rollerini de gostermistir. Bu kapsamda, Sg inokiilasyonu
fotosentetik sistemi koruyucu etkisi ve Ni dagilimimi kok sistemi lehine diizenleyici
rolilyle, Sp uygulamasina kiyasla daha avantajli bir konuma gelmektedir. Ayrica, bu
caligmada fotosentetik parametreler diizeyinde tespit edilen olumlu ya da olumsuz etkiler,
muhtemelen PGPS’ nin bitki fizyolojisi lizerinde olusturdugu ¢ok yonlii etkilesimlerin
sonucu olarak da ortaya ¢iktig1 diisiiniilmekte olup bu etkilerin hiicresel ve molekiiler
temelleri ileri arastirmalarla desteklenmelidir.

Literatiirde bakteri inokiilasyonlarinin agir metal stresi altindaki bitkilerde
fotosentetik enerji akiglarina dair etkisini arastiran ¢ok smirli sayida arastirma
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bulunmaktadir. Wang vd. (2025)’in ¢alismasinda Sphingomonas sp. susu, Cd stresine
maruz kalan B. juncea bitkisinde fotosentetik performansini 6nemli dl¢lide artirdigini
bildirmistir. Bu ¢aligma, PGPB uygulamasinin yalnizca pigment diizeyinde degil, ayni
zamanda PSII'nin fotokimyasal verimliligi, elektron tasima kapasitesi ve enerji doniisiim
etkinligi lizerinde de anlamli diizeyde iyilestirici etkiler gosterdigini agikga ortaya
koymaktadir. Benzer sekilde Wu vd. (2020)’de, Pseudomonas fluorescens'in Cd stresi
altinda hem klorofil a floresansi parametrelerini (Fv/Fm, ®PSII, qP) hem de karbon
fiksasyonu ve gaz degisimini iyilestirerek fotosentez kapasitesini onemli Olciide
artirdigin1 bildirmistir. Dahas1 bu sonuglar, P. fluorescens’in yalnizca bitki biiytimesini
ve fotosentez parametrelerini degil, ayni zamanda Cd alimim ve translokasyonunu da
tesvik etmesine ragmen gergeklesmistir. Yapilan bagka bir calismada ise bu durumun aksi
sonuclar elde edildigi bildirilmistir. Costa-Santos vd. (2021)’in domates bitkisi iizerinde
yirlittiikleri calismada, farkli Bacillus ve Brevibacillus suslariin fotosentetik performans
iizerindeki etkileri detayli olarak degerlendirilmistir. Calisma, PGPB'nin fotosentez
parametreleri iizerinde suslara 6zgii farkli tepkiler olusturabildigini gostermektedir.
Ozellikle Bacillus zhangzhouensis (5PB1) uygulamasi, ®PSII (PSII etkin kuantum
verimi), stomatal iletkenlik (gs) ve net fotosentetik hiz (Pn) gibi temel parametrelerde
artis saglayarak fotosentetik verimliligi desteklemistir. Bunun aksine, Brevibacillus
laterosporus (C9F) susunun uygulandigi gruplarda Fv/Fm, OPSII ve qP gibi PSII
verimliligini yansitan tim klorofil a floresansi parametrelerinde anlamli disiisler
gozlenmis, bu durum bitkide fotosentetik aparatin olumsuz etkilendigini gostermistir.
Ayrica, 5SPB1 susunun net fotosentetik hizda (Pn) artis saglamasi, bu bakterinin stomatal
aciklig1 diizenleyerek CO. alimimi kolaylastirdigin1 ve karbon fiksasyon kapasitesini
artirdigin1 gostermektedir. Bunun yaninda, FV46 susu (Bacillus safensis) ise Ozellikle
klorofil a ve b pigment iceriginde artis saglamis ve fotosentez i¢in gerekli 151k hasadi
stireclerine katkida bulunmustur. Calisma genel olarak, PGPB uygulamalarinin
fotosentez lizerindeki etkilerinin yalnizca tiir degil, sus bazinda da biiylik degiskenlik
gosterebilecegini ve bu etkinin PSII’nin fotokimyasal kapasitesi, pigment sentezi ve gaz
degisimi parametreleri diizeyinde farkli bigimlerde ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.
Ancak calismada bu etkilerin altinda yatan molekiiler veya biyokimyasal mekanizmalar
dogrudan arastirilmamis; gozlemlenen degisimlerin olasi mekanizmalarina literatiir
destekli ¢ikarmmlar yoluyla deginilmistir. Ozellikle fotosentezdeki iyilestirici etkilerin
antioksidan sistemlerin aktive edilmesi, fenolik bilesiklerin artirilmasi, stomatal
iletkenligin diizenlenmesi ve PGPB kaynakl1 biiylimeyi tesvik eden fitohormon tiretimi
gibi mekanizmalarla iligkili olabilecegi 6ne stiriilmiistiir.

Vishnupradeep vd. (2022)’nin ¢alismasinda ise bu tez kapsaminda elde edilen
bulgular ile uyumlu sonuglar bildirilmistir. Aragtirmacilarin Z. mays bitkisi tlizerinde
yuriittikleri g¢alismada, Cr ve kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde PGPB
uygulamasinin fotosentetik performans ve agir metal akiimiilasyonu iizerine etkileri
arastirilmistir. Her iki PGPB susu (Providencia sp. TCRO5 ve Proteus mirabilis TCR20),
PSII fotokimyasal verimliligini gdsteren Fv/Fm, ®PSII, ETR ve qP gibi klorofil a
floresansi parametrelerinde anlamli artislar saglamis; ayn1 zamanda NPQ degerinde
azalmaya neden olarak fotokimyasal olmayan enerji kayiplarini (1s1) sinirlamistir. Ayrica,
Cr ve kuraklik stresi altinda PGPB suslarinin prolin ve fenolik bilesiklerin birikimini
diizenleyerek redoks dengesini sagladigi; bu yolla ROS birikimini baskiladigi ve
membran biitiinliigiinii korudugu ifade edilmistir. Ozellikle diisiik MDA diizeyleri artan
su kullanim etkinligi, fotosentetik sistemin islevsel kaldigin1 gostermistir. Bu bulgular,
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PGPB'nin sadece fotosentez parametrelerinde yiizeysel bir iyilesme saglamadigini; ayni
zamanda, bu parametreleri etkileyen biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri de etkiledigini
ortaya koymaktadir. Ayni zamanda fotosentetik parametrelerde meydana gelen
iyilesmeler PGPB suslarinin metal dagilimini degistirme kapasitesiyle de aciklanmaistir.
Ozellikle Cr birikiminin koklerde artirilmasi ve siirgiinlerdeki birikimin azaltilmasi,
toksisitenin sinirlandigini ve bdylece fotosentetik dokularin daha az stresle karsilastigini
gostermektedir. Nitekim calismada, kromun toprak iistii organlara taginimindaki azalma
ile fotosentetik parametrelerdeki iyilesmeler arasinda dogrudan bir iliski kurulmustur. Bu
durum, PGPB suslarimin sadece biiyltimeyi desteklemekle kalmayip, ayn1 zamanda agir
metalin tasinmasini diizenleyerek fotosentez iizerinde koruyucu bir rol iistlenebilecegini
gostermektedir. Bu tez kapsaminda Sg inokiilasyonundaki fotosentetik performans
artiglarinin da benzer sekilde Ni iyonlarmin toprak iistii organlara daha az transloke
edilmesi ile agiklanabilecegi gibi, Sp inokiilasyonu sonucunda toprak iistii organlarda
artan Ni iyonlarina ragmen pozitif kontrol (0.75 mM) ile benzer seviyede fotosentez
performansi sergilemesi onemli bir sonu¢ olarak yorumlanmistir. Bitkide toplam Ni
alimimin devam etmesine ragmen fotosentetik parametrelerde gozlenen iyilesme, alinan
Ni iyonlarinin toksik etkilerinden biiyiik dl¢lide izole edildigini ve bu durumun bitki
tarafindan gelistirilen etkili bir detoksifikasyon stratejisiyle iligkili oldugunu
diistindiirmektedir. Bu baglamda, Ni iyonlarmin hiicre ¢eperi, vakuol veya hiicre
periferinde ¢esitli ligandlarla kompleks olusturarak inaktif héle getirilmesi, toksisitenin
sinirlandirilmasinda énemli bir rol oynamis olabilir. Ozellikle MT, PC ya da fenolik
yapidaki bazi metabolitlerin bu iyonlarla baglanarak onlari zararsiz forma doniistiirdiigii
bilinmektedir. Ayrica, bu iyonlarin vakuollere taginarak sitozolden uzaklastirilmasi veya
hiicre c¢eperi bilesenlerine baglanarak biyoyararliliginin azaltilmast da muhtemel
mekanizmalar arasinda yer almaktadir. Bu savunma yanitinin PGPB uygulamasiyla
desteklenmesi, bitkinin iyon toksisitesine karst daha dengeli bir redoks durumu
olusturmasin1 ve boylece fotosentetik aparatlarun fonksiyonel kalmasini saglamis
olabilir. S6z konusu mekanizmalarin daha detayli aydinlatilabilmesi i¢in, MT, PC ve
benzeri baglayici molekiillerin metabolomik ve/veya proteomik analizlerle tespiti
miimkiin olabilecektir.

4.3.3.5. Antosiyanin ve Flavonoid miktar: dl¢iimii

Agir metal stresi, bitkilerde sekonder metabolik yollari uyarir ve ¢esitli calismalar,
sekonder metabolizma yoluyla {iretilen antosiyaninlerin agir metallerin neden oldugu
stres veya toksisiteyi hafifletebildigini gostermistir (Li ve Ahammed 2023).
Antosiyaninler metal stresinde O6nemli savunma elemanlarindandir. Antosiyaninler,
hidrojen veya elektron vericisi olarak giiclii reaktiviteye sahip ¢ok sayida fenol hidroksil
grubu igermektedir. Antosiyaninler, ROS zincir reaksiyonlarinin baslamasini
engelleyebilir, yaglarin zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini durdurabilir ve lipid
peroksidasyonunu baskilayabilirler. Antosiyaninler, polifenol yapisina sahip olduklari
icin ve bu yapi, ozellikle B halkasinda yer alan ortho-hidroksil grubu sayesinde metal
iyonlartyla kolayca selat olusturabildigi icin metalleri selatlayip, metallerin
biyomolekiiller ile etkilesimini sinirlarlar ve potansiyel toksisitesini engellerler. Ni
stresinde yetistirilen ve PGPB inokiile edilen aspir bitkilerinin yapraklarindaki
antosiyanin ve flavonoid miktar1 Sekil 4.20’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Ni
stresi sonucunda aspir bitkilerinde antosiyanin miktariin negatif kontrole kiyasla 1.59
kat artt1g1 tespit edilmistir. PGPS uygulamalarinda ise bu artis Sp ve Sg i¢in sirast ile 1.28
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ve 1.36 olarak belirlenmistir. Bakteri uygulanan gruplar arasinda istatistiksel analizler
sonucunda yalnizca Sg uygulamasindaki 1.36’lik artis anlamli bulunmustur. Antosiyanin
miktarindaki bu artislarin, aspir bitkisinin yaprak dokularinda olugan ROS’lara kars1 daha
etkin bir savunma gelistirmesine ve Ni iyonlariin vakuollerde etkisizlestirilmesine katki
saglamis olabilecegi diistiniilmektedir. Ni uygulanan gruplar icinde ise, pozitif kontrole
kiyasla Sp inokiilasyonundaki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmazken Sg
inokiilasyonundaki %14.0’liik diisiis anlaml1 bulunmustur. Benzer sekilde, Sekil 4.21b’de
gosterilen flavonoid miktarinda da en yiiksek igerik pozitif kontrolde iken (negatif
kontroliin 1.3 kat1) PGPS inokiilasyonu yapilan gruplarin flavonoid miktar1 daha diisiik
olup birbirleriyle benzer seviyededir. Sonu¢ olarak, inokiile edilen PGPS suslarinin
(6zellikle daha fazla Ni akiimiilasyonuna neden olan Sp’nin) aspir bitkisinde antosiyanin
ve flavonoid igeriginin pozitif kontrole (0.75 mM) kiyasla daha diisiik diizeyde olmasi,
Ni iyonlarmin detoksifikasyonunda farkli savunma mekanizmalarinin devreye girmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Metallotiyoneinler, fitogelatinler, organik asitler ve
diger sekonder metabolitler, hiicre duvari bilesenleri ve diger savunma mekanizmalar1 Ni
iyonlarinin vakuollerde, hiicrenin periferal bolgelerinde veya hiicre duvarlarinda etkin bir
sekilde hapsedilmesinde ve detoksifikasyonunda etkili olmus olabilir. Boylece, serbest
Ni iyonlariin hiicre i¢i konsantrasyonunun diismiis olabilecegi ve bunun sonucunda
bitkilerin savunma amacli fenolik metabolit iiretimini azaltma egilimi gosterdigi
diistiniilmektedir. Diger bir ifadeyle, PGPS uygulamasi, bitkideki stres diizeyini
azaltarak, enerji ve metabolik kaynaklarin savunma tepkileri yerine bliylime ve gelisme
siireglerine yonlendirilmesini saglamis olabilir. Sekil 4.14’te verilen kuru biyokiitle
Ol¢iim sonuglart da bu goriis ile uyumludur. Elikara vd. (2024) ¢cilek bitkisi ile yaptiklar
calismada, PGPB uygulamalarinin genel olarak fenolik ve flavonoid bilesikler tizerinde
olumlu etkiler gosterdigini; ancak antosiyanin igerigi iizerinde olumsuz etkiler
olusturdugunu bildirmistir. Ayni ¢calismada, Bacillus subtilis OSU-142 uygulamalarinin
antosiyanin konsantrasyonunu azalttigini; fenolik ve flavonoid miktarini artirdigini
bildirmistir. Agnihotri vd. (2022)’nin metal stresi altinda yetistirilen ve PGP uygulamasi
yapilan Azolla microphylla Kaulf. ile yaptiklar1 ¢alismada da antosiyanin miktar1 bakteri
uygulamasi yapilan grupta énemli 6l¢iide diisiikk ¢cikmistir. Someya vd. (2007)’nin Ni
stresi altinda yetistirilen Arabidopsis sp. bitkilerine Pseudomonas putida ARBS86
uyguladig1 ¢aligmasinda da PGPB uygulanan grubun antosiyanin miktarinda kontrole
kiyasla 6nemli oranda azalma oldugunu bildirmistir. Buna karsin litaretiirde metal stresi
altindaki bitkilerde mikrobiyal uygulamalarin antosiyaninin ve flavonoid miktarini
artirdigin1 gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Abeed vd. (2022), Azotobacter chroococcum
ve Bacillus subtilis suslarinin Cd stresi altindaki ay¢icegi bitkisinde flavonoid igeriginde
%446.2, antosiyanin iceriginde ise %95.6 oraninda artis saglamistir. Arastirmacilar
mikrobiyal inokiilasyonlarin Cd stresine karsi bitkide fenolik bilesik sentezini uyararak
savunma mekanizmalarimi giliglendirebildigini bildirmistir.

Tez kapsaminda, PGPS uygulamasi sonrasinda antosiyanin miktarmin kontrol
gruplarina gore daha diisiik bulunmasi, ilk bakista savunma tepkisinin zayifladig
seklinde yorumlanabilecegi gibi Ni ile antosiyanin molekiilleri arasinda kompleks
olusumu olasilig1 da g6z dniinde bulundurulmalidir. Antosiyaninler, gecis metalleriyle
kompleks olusturarak hem kimyasal ozelliklerinde hem de spektral davranislarinda
belirgin degisiklikler gostermektedir. Literatiirde, Fe*?, Al*3 ve Ga*? gibi metal iyonlariyla
yapilan ¢aligmalarda, antosiyanin-metal komplekslerinin UV-Vis spektrumlarinda
ozellikle batokromik kayma (Bathochromic shift-kirmiziya kayma) ve hiperkromik
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(absorbans artis1) kaymalar sergiledigi bildirilmistir (Sigurdson vd. 2016). Bu kaymalar,
kompleks olusumu sonucunda konjugasyon sisteminin (¢ift ve tek baglarin ardisik
dizilimiyle olusan delokalize elektron sistemi) genislemesiyle ortaya ¢ikmakta ve renk
tonunun daha uzun dalga boylarina kaymasina neden olmaktadir. Bu durum
spektrofotometrik dlgiimlerde 6nemli kaymalara neden olabilir. Calismada kullanilan 530
nm Ol¢iim dalga boyu, komplekslesmis formlarin maksimum absorbansini tam olarak
yansitmayabileceginden, gergek antosiyanin miktari oldugundan daha diisiik okunmus
olabilir. PGPS uygulamalar1 ile bitkilerde Ni aliminin veya taginiminin artmasi,
antosiyaninlerle komplekslesen serbest Ni iyonlarinin miktarmi artirmis olabilir. Bu
baglamda, 6l¢lim yontemi kaynakli spektral sapmalarin, elde edilen antosiyanin verilerini
kismen maskelemis olabilecegi ve bu nedenle fenolik yanitin daha kapsamli olarak
degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Antosiyanin ve flavonoidlerin detayli
analizi i¢in UV-Vis spektrofotometrede daha genis bir dalga boyu araliginda (500-600
nm gibi) spektral taramalar yapilarak, olas1 dalga boyu kaymalar1 belirlenebilir ve Ni-
fenolik komplekslerinin absorpsiyonlar1 daha dogru sekilde degerlendirilebilir. Ayrica,
HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografi) gibi bilesik diizeyinde ayirim yapabilen
tekniklerle, bireysel fenolik bilesiklerin kantitatif analizi saglanabilir. Bu yaklasim hem
serbest hem de komplekslesmis fenolik yapilarin ayrimini miimkiin kilar.

PGPS uygulamalari ile diisen antosiyanin ve flavonoid seviyeleri ile ilgili bir diger
olasilik ise, Tahkokorpi vd. (2010)’un ger¢eklestirdigi ¢alismada ortaya konulmustur.
Arastirmacilar, Vaccinium myrtillus bitkisinde kok diizeyinde biriken nikelin toprak iistii
organlarda su stresi olusturacagi ve bu stresin antosiyanin sentezini artirarak ozmotik
diizenlemede rol oynayacagi hipotezini one siirmiislerdir. Bu amagla, farkli dozlarda Ni
uygulanan bitkilerde kok ve siirgiin diizeyinde ¢esitli fizyolojik parametreler
degerlendirilmistir. Arasgtirma bulgularia gore, nikelin toprak alti dokularda biriktigi,
ancak slirgline anlaml diizeyde tasinmadigi ve doku su iceriginde dikkate deger bir
degisiklik olusmadigi belirlenmistir. Buna karsin, gévde ve yapraklardaki antosiyanin
miktar1, rizomdaki Ni birikimi ile ters orantili olarak azalmistir. Arastirmacilar bu
durumu, Ni stresinin su dengesini bozmadig1 kosullarda bile antosiyanin biyosentezini
baskilayabilecegi ve dolayisiyla bu bilesiklerin dogrudan ozmotik diizenlemede gorev
almadig1 seklinde yorumlamistir. Antosiyaninlerdeki bu azalmanin, flavonoid biyosentez
yolunun anahtar enzimi olan fenilalanin amonyak liyaz (PAL) aktivitesinin Ni tarafindan
inhibe edilmesinden kaynaklanabilecegi One siiriilmiistir. Bu sonuglar, nikelin
antosiyanin sentez yoluna dogrudan toksik etkilerle miidahale edebilecegini ve fenolik
yanitlar1 baskilayabilecegini gdstermektedir. Bu tez kapsaminda aspir bitkilerine
uygulanan PGPS inokiilasyonlarinin toprak alti1 organlarda pozitif kontrolden (0.75 mM)
daha yiiksek Ni akiimiile ettigi diisiiniiliirse, benzer bir yol ile antosiyanin iiretiminin
baskilanmasi da s6z konusu olmus olabilir.
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Sekil 4.20. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve
K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan gruplarin antosiyanin (a) ve flavonoid (b) igerigi

4.3.3.6. Hidrojen peroksit (H202) ve Antioksidan enzim aktiviteleri 6l¢iimii

Yiiksek seviyelerde nikele maruz kalmak, bitki hiicrelerinde ROS birikimini
onemli dlgiide artirmaktadir. Ozellikle *OH, H.O: ve *O.~ gibi yiiksek derecede reaktif
molekiiller bu siirecte yogun big¢imde iiretilir (Rizwan vd. 2018). Bu tiirler, oksidatif
stresin baslica etkenleri olup, hiicre zarini olusturan lipit bilesenleri ve zar proteinleri ile
reaksiyona girerek ciddi yapisal bozulmalara yol acar. Bu oksidatif saldirilar sonucunda
membranlarda meydana gelen hasarlarin yani sira diger biyomolekiiller iizerinde de
belirgin hasarlara neden olarak hiicre biitiinliigiinii ve fonksiyonlarini zayiflatir. Sonugta,
nikelin neden oldugu ROS birikimi, bitki hiicrelerinin hayati fonksiyonlarini dogrudan
tehdit eden bir stres yaniti mekanizmasini tetikler. Bitkilerin ise oksidatif saldirilara kars1
en 6nemli savunma mekanizmalarindan biri antioksidanlardir. Bu tez kapsaminda PGPS
inokiilasyonu ile Ni stresi altinda yetistirilen aspir bitkilerinin yapraklarindaki H>O> ve
enzimatik antioksidan (SOD, POD, GR ve APX) miktarlar1 hesaplanarak Cizelge 4.4’te
sunulmustur. Bitkilerde stres kosullarinda miktari artan -O-~ radikallerini, H2O2 ve O2 gibi
daha az zararli forma doniistiiren SOD enzimi, enzimatik antioksidan savunma sisteminin
ilk basamagini olusturmaktadir. Elde edilen 6l¢iim sonuclarina gore, negatif kontrole (0
mM) kiyasla tiim gruplarin toplam SOD aktivitesinde dramatik artiglar tespit edilmistir.
Bu artiglar pozitif kontrol (0.75 mM), Sp ve Sg icin sirasiyla %146.0, %142.2 ve %122.5
oraninda oldugu ol¢ililmiistiir. Chen vd. (2024)’iin Ni stresi altinda yetistirdikleri Leersia
hexandra Swartz bitkilerinde yaptiklar1 transkriptomik ¢alismada SOD gen ifadesinde
(SODCP ve SODI) artis tespit etmislerdir. Literatlirde yapilan pek ¢ok arastirma ile Ni
toksisitesinin bitkilerde SOD aktivitesini arttirdig1 ortaya koyulmustur (Ali vd. 2003;
Gajewska ve Sktodowska 2007; Siddiqu vd. 2011; Theriault vd. 2016; Baran ve Ekmekgi
2022). SOD enziminin katalizledigi tepkimenin {iriinii olarak gii¢lii bir oksidan olan H2O»
aciga cikmaktadir. Bu calismada yapilan analizlerde, artan SOD aktivitesi ile uyumlu
olarak, tiriinii olan H-O. miktarinda da negatif kontrole kiyasla pozitif kontrol (0.75 mM),
Sp ve Sg uygulamasinda %186.1, %169.1 ve %176.6 oraninda artis kaydedilmistir. Ni
uygulanan gruplar arasinda ise SOD aktivitesinde istatistiksel agcidan 6nemli bir fark
saptanmamugtir. Pozitif kontrol ile bakteri uygulamalari arasinda H20. miktar
bakimindan da benzer sonuglar kaydedilmis olup istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. Bitkilerde SOD’a ek olarak NADPH oksidaz (NOX), amino oksidaz
(AO), oksalat oksidaz (OxO), peroksidaz (PRX) aktivitesinin yani sira,
peroksizomlardaki yag asidi B-oksidasyonu ve glioksizom glikolat oksidasyonu
sonucunda da H:O: iiretimi meydana gelmektedir (Smirnoff vd. 2019). H.O: 6nemli bir
sinyal molekiilii olup stres ve patojen savunmasinda rol almasina karsin asirt miktarda
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birikmesi sonucunda kloroplast ve peroksizom otofajisini ve programlanmis hiicre
Olimiini tetikleyebilir (Smirnoff vd. 2019). Bu nedenle, stres kosullarinda H2O:
molekiiliiniin hiicrede asir1 birikmesine karsi bitkiler CAT, POD, GPX, GR, GST, APX,
MDHAR ve DHAR gibi ¢esitli antioksidan enzimlerden yararlanir. Bu enzimler, bir
yandan Haber—Weiss reaksiyonu gibi ROS olusumunu artiran zincir tepkimeleri
siirlarken, diger yandan Foyer—Halliwell-Asada yolaginda NADPHin indirgeme
giiclinli kullanarak H>O: molekiiliinii zararsiz bilesenlere doniistiiriir. Boylece oksidatif
stresin siddeti azaltilarak hiicresel biitiinliik korunmus olur. Bu tezde, Ni stresi altinda
yetistirilen ve PGPS inokiile edilen aspir bitkilerinin yapraklarindan alinan dl¢timlerde
H>0: molekiiliinii ekstraseliiler alanda detoksifiye eden POD aktivitesi (guaikol
peroksidaz) belirlenmistir. Negatif kontrole (0 mM) kiyasla toplam POD aktivitesi tim
gruplarda dramatik sekilde artmistir. Bu artiglar pozitif kontrol (0.75 mM), Sp ve Sg i¢in
sirastyla %58.1, %101.6 ve %59.6 oraninda oldugu kaydedilmistir. Bu enzimatik
artislarin, SOD aktivitesindeki yiikseligle paralel bir sekilde gergeklesmesi, O2~ ve H20:
gibi ara iriinlerin birikimini sinirlandirarak Haber—Weiss reaksiyonu araciligiyla
olusabilecek son derece toksik -OH iiretimini engellemeye yonelik bir savunma yaniti
oldugunu diisiindiirmektedir. Ni uygulanan gruplar arasindaki karsilagtirmada, Sg
inokiilasyonunun pozitif kontrole (0.75 mM) kiyasla toplam POD aktivitesinde anlamli
bir degisim yaratmadig1i, buna karsilik Sp inokiilasyonunun %27.5 oraninda artisa yol
actig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Bu durum, her iki
PGPS susunun bitkide oksidatif stres tepkilerini farkli sekillerde diizenledigini
gostermektedir. Sp susunun POD aktivitesini belirgin sekilde artirmasi, bu bakterinin
aspir bitkisinde peroksidaz aracili savunma sistemlerini daha etkili bicimde aktive ettigine
isaret etmektedir. Buna karsilik, Sg susunun benzer bir etki géstermemesi, bu susun farkli
bir tolerans stratejileri lizerinden (Ornegin Ni hapsedilmesi veya translokasyonun
azaltilmas1 gibi) etki gosterdigine isaret edebilir. Bu farkliliklar, PGPS suslarinin biyotik
tepkileri yonlendirme kapasitelerinin sus diizeyinde degiskenlik gdsterebilecegini ortaya
koymaktadir. Pishchik vd. (2021), Bacillus megaterium ve Paenibacillus nicotianae ile
inokiile ettikleri ve Ni stresi altinda yetistirdikleri bugday bitkilerinde, POD ve CAT
enzim aktivitelerinin yalnizca Ni uygulanan (inokiilasyonsuz) stres gruplarinda anlamli
sekilde arttifini, buna karsin bakteri inokulasyonu yapilan gruplarda bu enzim
aktivitelerinde diisiis gozlemlendigini bildirmistir. Bu durum, tez kapsaminda elde edilen
sonuglarla uyumludur ve benzer egilimleri desteklemektedir.

GSH (rediikte glutatyon) enzimatik olmayan bir antioksidan olarak hiicre ici
diisiik molekiiler agirlikli bir tiyol molekiiliidiir. Bu molekiil, Ni stresi kosullar1 altinda
proteinlerin siilthidril gruplarini koruyarak oksidatif denatiirasyonlarmi énler. GPX ve
GST, H20: molekiiliinii suya doniistiirebilir ve bu siiregte GSH’yi, okside glutatyon
(GSSG) formuna ytikseltgeyebilir. GR enzimi ise GSSG’yi tekrar GSH’ye indirger ve
bdylece hiicrede GSH'nin dengeli diizeyde tutulmasini saglar. Bir flavo-protein
oksidorediiktaz olan ve askorbat-glutatyon yolaginin (Foyer-Asada-Halliwell yolag)
onemli bir bileseni olan GR enzim aktivitesi sonuglarina gore, negatif kontrole (0 mM)
kiyasla toplam GR aktivitesi tiim gruplarda artmistir. Bu artislar pozitif kontrol (0.75
mM) ve Sp’de %216.4; Sg’de ise %139.2 oraninda ger¢eklesmistir. Ni uygulanan
gruplardaki degisim incelendiginde ise, pozitif kontrole (0.75 mM) goére yalnizca Sg
inokiilasyonu yapilan gruptaki %24.4’liik diisiis anlamli bulunmustur. GR aktivitesinin
sitozol, c¢ekirdek, peroksizomlar ve mitokondrilerde bulunmasma ragmen biiyiik
cogunlugunun (%80) fotosentetik dokularda, kloroplastlarda bulundugu bilinmektedir.
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Fotosentetik aygitlarin korunmasinda O6nemli rol oynayan GR, PSII aktivitesinin
korunmasinda, 6zellikle PSII'nin alic1 tarafindaki elektron transferi i¢in ve fotohasarl
PSII'nin onarimi igin gerekli oldugu bildirilmistir (Rajput vd. 2021). PSII’nin durumu
hakkinda bilgi veren klorofil a floresans parametreleri incelendiginde Sg
inokiilasyonunun pozitif kontrole kiyasla daha iyi durumda oldugu goriilmektedir. GR
aktivitesinin diisiik olmasina ragmen PSII'nin korunmus ve fonksiyonel olmasi Ni
stresinin Sg inokiilasyonu yapilan aspir bitkisi yapraklarinda daha hafif seyrettigini
gostermektedir. Bu durum Sg inokiilasyonu yapilan gruplarda Ni akiimiilasyonunun
toprak stli organlara diisiik translokasyonu ile aciklanabilir. Ayrica PGPB
uygulamalarinin bitkilerde selatlama stratejilerini aktive ettigini ve PC, MT, organik
asitler vb ajanlar aracili1 ile mevcut metallere baglanarak kompleks olusturdugunu ve
bdylece vakuollerde veya hiicrenin periferal bolgelerinde etkisizlestirilerek fizyolojik
olarak inaktif formda hapsedilebildigini bildirmistir. Sonuc¢ta hem diisiik
konsantrasyonda Ni iyonu olmas1 hem de var olan iyonlarin ¢esitli kompleksler ile inaktif
hale getirilmesi sayesinde daha diisiik toksisite, oksidatif hasar sonucunda diisiik
antioksidan yanit1 olugsmus olabilir.

Sinif T hem-peroksidazlar arasinda yer alan ve askorbat (AsA) bagimli peroksidaz
olarak bilinen APX, Foyer-Halliwell-Asada yolaginin temel enzimlerinden biridir. Bitki
hiicrelerinde askorbati elektron vericisi olarak kullanarak H»0-’yi suya doniistiirtirken,
ayni1 zamanda askorbat1 dehidroaskorbik aside (DHA) oksitler. Bu siiregte olusan DHA,
DHAR (dehidroaskorbat rediiktaz) enzimi tarafindan tekrar askorbata indirgenerek
askorbat dongiistiniin siirekliligi saglanir (Chen vd. 2024b). Ni stresi altinda PGPS
inokiilasyonlar: ile yetistirilen aspir bitkisi yapraklarinda elde edilen sonuglara gore,
negatif kontrole (0 mM) kiyasla toplam APX aktivitesi tiim gruplarda ciddi sekilde
artmistir. Bu artislar pozitif kontrol (0.75 mM), 0.75+Sp ve 0.75+Sg uygulamalari i¢in
sirastyla %365.3, %346.4 ve %?237.8 oraninda gerceklesmistir. Bu durum, bitkide
meydana gelen ROS birikimine karst verilen antioksidan savunma yanitini
gostermektedir. En yliksek APX aktivitesinin pozitif kontrol grubunda gdzlenmesi,
bakteri uygulamalariin oksidatif stresi kismen hafiflettigine isaret etmektedir. Nitekim
Sp ve Sg gruplarinda APX aktivitesi pozitif kontrole gore daha diisiik seviyelerde
kalmistir. Bu durum, PGPS suglarimin Ni kaynakli oksidatif yiikii azaltarak antioksidan
savunma sistemlerinin daha dengeli ¢alismasina katki sagladigini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, Sg susunun uygulandig: grupta APX diizeyinin digerlerine kiyasla daha
diisiik olmasi, bu susun toprak {istii organlara daha az Ni transloke etmesiyle iligkili
olabilir. Bu durum, bitkinin yaprak dokularinda Ni birikiminin sinirlanmasi sayesinde
oksidatif stresin daha az tetiklendigini ve dolayisiyla antioksidan sistemlerin agiri
uyarilmasina gerek kalmadigini diisiindiirmektedir. Chen vd. (2024)’tin Ni stresi altinda
yetistirdikleri L. hexandra bitkilerinde yaptiklar1 transkriptomik ¢aligmada APX gen
ifadesinde (4PX7) artis tespit etmislerdir. Benzer sekilde ¢esitli bitkilerde yapilan
caligmalar Ni toksisitesinin APX enzim aktivitesini artirdigin1 gostermektedir (Kumar ve
Sharma 2012; Ghasemi vd. 2014). Literatiirde bu tez kapsaminda elde edilen veriler ile
uyum gosteren ve metal toksisitesi uygulamasinda bakteri uygulamalarinin APX
miktarmi disiirdiigiinii gosteren calismalar olmakla birlikte (Gonzalez-Reguero vd.
2024), aksini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Kumar vd. (2023) tarafindan A.
lentiformis bitkisi lizerinde yiiriitiillen calismada, Ni stresi altinda APX aktivitesinin
anlamli diizeyde artmasinin yani sira, P. fluorescens ve B. japonicum suslariyla yapilan
PGPB uygulamalar1 sonucunda bu artigin daha da belirginlestigi rapor edilmistir. PGPB
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inokiile edilen gruplarda APX aktivitesinin yalnizca Ni uygulanan kontrol grubuna
kiyasla yaklasik %118.5 oraninda arttig1 bildirilmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda Ni toksisitesinin aspir bitkisinde neden oldugu
oksidatif stres yaniti detayli olarak incelenmis; bu siirece PGPS inokiilasyonlarinin
etkileri biyokimyasal diizeyde degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, Ni
uygulamasinin bitki dokularinda ROS birikimine yol a¢tigini ve bunun sonucu olarak lipit
peroksidasyonu, membran hasar1 ve hiicresel biitlinliikte bozulmalarla karakterize bir
oksidatif stres ortami olusturdugunu ortaya koymustur. Aspir bitkileri, bu strese karsi
basta SOD, POD, GR ve APX olmak iizere ¢esitli enzimatik antioksidan sistemlerini
devreye sokarak yanit vermistir. Olgiim sonuglarina gére, tiim Ni uygulanan gruplarda bu
enzimlerin aktivitesi negatif kontrole gore anlaml sekilde artarken; PGPS uygulamalari
ile enzim aktivitelerinde farkli diizeylerde yanitlar dl¢iilmiistiir. Sp susunun ozellikle
POD aktivitesini anlamli diizeyde artirmasi, bu susun H.O: detoksifikasyonunu hedef
alan peroksidaz temelli savunma yollarini aktive ettigini gostermektedir. Ote yandan, Sg
susunun POD aktivitesini anlamli sekilde etkilememesi ancak buna ragmen PSII
sisteminin korunmus olmasi, farkli bir tolerans stratejisi ile (6rnegin Ni
translokasyonunun azaltilmasi ya da Ni iyonlarinin selatlayict molekiillerle baglanarak
fizyolojik olarak inaktif hale getirilmesi gibi) etki gosterdigini diisiindiirmektedir. APX
ve GR gibi enzimlerin aktivitesindeki farkliliklar da bu durumu destekler niteliktedir.
Ayrica Sg inokiilasyonunun aspir siirgiinlerinde daha diigiik Ni akiimiilasyonuna neden
oldugu diisiiniildiigiinde yine de benzer seviyede antioksidan yanit elde edilmis olmasi bu
susun ISR 6zelligi gostermis olmasindan ve onciil bir koruma saglayabildiginden ileri
geliyor olabilir. Sp susunun GR aktivitesinde pozitif kontrole gore daha yiiksek bir artig
saglamasi, glutatyon dongiisiinlin etkinlestirildigini; Sg susunun ise bu aktivitede diisiis
gostermesine ragmen fizyolojik parametrelerin bozulmamis olmasi, bu susun daha
sistemik veya pasif savunma mekanizmalarint (Ni sekestrasyonu, vakuoler depolama,
translokasyonun sinirlanmasi vb.) devreye soktuguna isaret etmektedir. Bu farkliliklar,
Ni toleransinda PGPB’nin sus diizeyinde 06zellesmis etki mekanizmalarina sahip
olabilecegini ve fitoremediasyon uygulamalarinda sus se¢iminin biiyiik 6nem tagidigini
gostermesi agisindan literatiire onemli katki saglamaktadir.
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Cizelge 4.4. Ni stresinde yetistirilen aspir bitkilerinde inokiilasyonsuz kontrol (K-: 0 ve K+:0.75 mM Ni) ve PGPS uygulanan
gruplarin H,O» miktar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri. Cizelgede verilen degerler ortalama ve standart hatalarini (£STH)
gostermekte olup farkli harfler, uygulamalar arasindaki farkin anlamli oldugunu (p<0.05) gostermektedir
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4.4. Bakteri kolonizasyonunun kanitlanmasi

Yapilan analizler sonucunda Streptomyces igin segici besiyerlerinde Streptomyces
sp. kolonilerinin biiylidiigli gosterilmistir (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Ayrica biiyliyen
kolonilerin 151k mikroskobu analizlerinde hiicre morfolojilerinin Streptomyces cinsi
bakteriler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.23). Bakteri uygulamasi yapilmayan
kontrol gruplarinda Streptomyces cinsine benzeyen bakteri kolonileri izole edilmemistir.

Sekil 4.21. Sp (a) ve Sg (b) inokiile edilen bitkilerden geri izole edilen bakterilerin SCA
besiyerindeki morfolojileri

a) B1 . ,

Sekil 4.22. Aspir bitkisinden geri izole edilen bakterilerin ISP agarda biiylimeleri [ana
stok (a) ve 107 seyreltmeden (b) gergeklestirilen ekimler] ve koloni morfolojileri (¢) (B1:
Sp; B2: Sg)

Sekil 4.23. Aspir bitkisinden geri izole edilen Sp (a, b) ve Sg (¢) kolonilerinin
mikroskop goriintiileri
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢aligmasinda, Ni hiperakiimiilatori C. ensiformis bitkisinin
mikrobiyotasinda yer alan endofitik bakterilerin kompozisyonu belirlenmis olup,
Streptomyces, Peribacillus, Paenibacillus, Gottfriedia ve Priestia cinslerine ait suslar
izole edilmistir. Mikrobiyal dagilimin 6nemli bir kismin1 Streptomyces cinsine ait tiirler
olusturmustur. izole edilen bakterilerin PGPB testleri (IAA iiretimi, ACC deaminaz,
siderofor iiretimi, P ¢oziiniirligii) gerceklestirilmis ve yiiksek potansiyele sahip olan 5 tiir
(Pf, Sc, Bs, Sp ve Sg) secilerek aspir bitkisine inokiile edilmis ve bitkiler 0.75 mM Ni
stresi altinda yetistirilmistir. 21 giin sonunda hasat edilen bitkilerden biyokiitle, pigment
ve element akiimiilasyonu dl¢limleri alinmistir. Sonuglara goére, inokiilasyonsuz pozitif
kontrole kiyasla Sp hem kokte hem siirgiinde, Bs kokte Ni akiimiilasyonunu artirirken;
Sg ve Sc siirgiinde Ni akiimiilasyonunu diigiirmiistiir. Diger taraftan Sg ve Bs fotosentetik
pigment miktarini artirmigtir. Hem yas hem kuru biyokiitle iiretiminde ise yalnizca Sg
basarili sonuglar vermistir. Siirgiinde Ni akiimiilasyonunu artiran tek sus olan Sp ise bu
artisa ragmen pigment veya biyokiitle kaybina neden olmamagtir.

Fitoremediasyonun iki temel alt teknigi olan fitostabilizasyon (topraktaki
kirleticilerin bitki kok bolgesinde sabitlenmesi) ve fitoekstraksiyon (kirleticilerin bitki
tarafindan alinarak o6zellikle toprak iistii organlarda biriktirilmesi) yaklasimlar1 farkli
mikrobiyal stratejiler ile desteklenebilmektedir. Bu tezde, Ni stresi altinda aspir bitkisi ile
kurulan simbiyotik iligkiler temel alinarak, Ni translokasyon yetenekleri dogrultusunda
fitostabilizasyon caligmalarina yonelik Sg, fitoekstraksiyona yonelik ise Sp suslari
secilmistir. Ardindan Aspir-PGPS birlikteliklerinin Ni stresine karsi olusturdugu
yanitlarin fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde nasil sekillendigini ortaya koymak
amaciyla biiyiime parametreleri, fotokimyasal aktivite, su igerigi, membran biitiinliigii,
pigment igerikleri, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
diizeyleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore;

= Pozitif kontrol (0.75 mM Ni) ile bakteri uygulamasi olan gruplar (0.75 mM +
Sg/Sp), diger bir deyisle sadece Ni uygulanmis bitkiler ile Ni ve bakteri suslarinin
birlikte uygulandig1 gruplar kiyaslandiginda: Siirglin Ni akiimiilasyonunda %30,
kok Ni akiimiilasyonunda %26, siirgiin biyokiitle tiretiminde %61, kok biyokiitle
iretiminde %33, klorofil a miktarinda %94, klorofil b miktarinda %108, POD
aktivitesinde %28, fotosentetik performans indeksinde %33’e ulasan oranlarda
iyilesme kaydedilmistir. Boyece sinanan hipotezlerden Hipotez 1’in tiim alt
hipotezleri (A, B ve C) ve Hipotez 2’nin ii¢ alt hipotezi (A, B ve E) kabul edilerek
hem Hipotez 1 hem de Hipotez 2 dogrulanmistir.

= Nikelin biiylik olgiide koklerde birikmesi, aspir bitkisinin fitoremediasyon
potansiyelinin fitoekstraksiyondan ¢ok fitostabilizasyon yoniiyle ele alinmasini
daha uygun hale getirmektedir. Bu durum, O6zellikle nikelin toprak iistii ve
yenilebilir bitki kisimlaria sinirli taginmasi sayesinde gida giivenligi agisindan
da avantaj saglamaktadir. Boylece, agir metal igeriginin iiriin kalitesi ve insan
saglig1 tizerindeki olumsuz etkileri minimize edilebilir.

= Ni toksisitesi aspir bitkilerinin fotosentetik pigment miktarlarinda azalmaya,

fotokimyasal aktivitede kayiplara, iyon sizintisinda ve oksidan miktarinda
artislara, su igerigindeki azalmalara neden olmustur. Bu olumsuz etkiler, bitkinin
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besin iliretimi, enerji metabolizmasi ve hiicresel biitiinliigiinii bozarak biiyiime ve
gelisme siireglerini 6nemli 6l¢iide aksatmistir. Sonug olarak hem yas hem de kuru
biyokiitle iiretiminde anlamli ve ciddi diizeyde diisiisler gdzlemlenmistir. [lerideki
caligmalarda diger oksidan miktarlarinin (sliperoksit, hidroksil gibi) belirlenmesi,
hiicre duvarlari, ksilem borular1 ve kloroplastlarin goriintiilenmesi, bitkide
meydana gelen Ni toksisitesini daha detayl bir sekilde haritalanmasina yardimci
olabilecektir.

* Ni iyonlarmin zararli etkilerine kars1 bitkinin savunma mekanizmalari
aktiflegmistir. Enzimatik antioksidanlardan SOD, POD, GR ve APX aktiviteleri
ile ve enzimatik olmayan antioksidanlardan antosiyanin ve flavonoid miktarlari
artmistir. Boylece Ni stresinin neden oldugu oksidatif hasara karsi savunma yaniti
olusturulmustur. Ayrica artan antosiyanin ve flavonoid miktar1 serbest Ni iyonlari
ile kompleks olusturarak, nikelin detoksifiye edilmesine yardimc1 olmus olabilir.
Yapilacak ileri analizler ile, bitki hiicre duvarlarinin Ni detoksifikasyonuna
katkisi, muhtemelen sentezi artan PC, MT ve bazi organik asitler gibi selatlayici
ajanlarin miktar1 veya transkripsiyon seviyeleri, agir metal toleransinda rol alan
diger sekonder metabolitlerin durumu ile GSH, GST ve AsA gibi diger
antioksidan miktarlari tespit edilerek bitkinin Ni stresine karsi olusturmus oldugu
tolerans mekanizmasinin detaylandirilmas: miimkiindiir.

* Sp inokiilasyonunun, siirglinlere yiiksek Ni translokasyonuna ragmen klorofil
miktari, bitki boyu ve kuru biyokiitle tizerinde olumsuz bir etkisinin olmamasi,
cesitli tolerans mekanizmalarini (6zellikle antioksidan sistemler; POD ve APX)
daha etkin bigimde c¢alismasini desteklemesinden kaynaklanmis olabilir.
Fotosentetik enerji akislarinda bazi parametrelerde belirgin diizeyde hasar tespit
edilmesine ragmen biyokiitle tiretiminde anlamli bir degisiklik gézlemlenmemesi,
veriler arasinda bir c¢eligski olarak degerlendirilmemelidir. Ciinkii klorofil a
floresansi 6l¢iimleri, fotosentetik sistemde meydana gelen fizyolojik bozulmalari
erken donemde, heniiz morfolojik ve biyokiitle diizeyindeki etkiler tam olarak
ortaya ¢ikmadan Once tespit edebilen hassas bir gostergedir. Dolayistyla floresans
analizlerinde saptanan bozulmalar, ilerleyen donemde biiylime ve biyokiitle
parametrelerine yansimast muhtemel olan bir stresin erken belirtileridir. Bu
durum, klorofil a floresansinin erken uyar sistemi olarak degerlendirilmesini ve
elde edilen bulgularin zamansal bir perspektifle ele alinmasini gerektirir.

= Sg inokiilasyonu ise, aspir bitkisi siirglinlerinde daha diisiikk diizeyde Ni
translokasyonuna neden olmustur. Bu yoniiyle yaprak dokularinda olusan
toksisite baskis1 sinirlamis ve Sp ile karsilagtirildiginda membran biitiinliigi, su
icerigi, klorofil miktar1 ile fotosentetik yapilarin hem yapisal hem de fonksiyonel
biitiinltiglinli daha iyi korumustur. Bunun sonucunda bitki gelisiminin daha iyi
ilerledigi ve kuru biyokiitle iiretiminin artti1 tespit edilmistir. Dahasi Sg
inokiilasyonu yapilan aspir bitkilerinde, siirgiin dokularinda daha diisiik diizeyde
Ni birikmesine ragmen, kontrol grubuyla benzer seviyede antioksidan savunma
tepkilerinin gozlenmesi dikkat g¢ekici bir bulgudur. Bu durum, Sg susunun
oksidatif stresi hafifletmesinin yani sira, bitkide sistemik direng mekanizmalarini
(ISR) aktive ederek, antioksidan savunma sistemlerinin proaktif bigcimde
uyarilmig olabilecegini diisiindiirmektedir. Dolayistyla Sg, siirglinlerde hem Ni
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yiikiinii sinirlayan hem de ISR yoluyla bitkinin fizyolojik dayanikliligini artiran
cift yonlii bir koruma stratejisi saglamistir. Bu veriler, PGPS uygulamalarinin
yalnizca biiyiime tesvigi degil, ayn1 zamanda Ni stresine kars1 bitkisel savunma
ve detoksifikasyon sistemlerini ¢ok yonlii olarak etkileyebilecegini
gostermektedir. Yapilacak metabolomik ve proteomik analizler ile Ni
toleransinda rol oynayan igeriklerin haritalamas1 detayli sekilde ortaya
koyulabilir.

= Bu tez c¢alismasi, Sp ve Sg suslarinin, aspir bitkisinin Ni stresine karsi
dayanikliligim1 farkli ancak birbirini tamamlayici mekanizmalarla artirdigin
ortaya koymustur. Bulgular, PGPS suslarinin sec¢iminde yalnizca Ni alim
diizeylerinin degil, ayni zamanda bitkinin stres toleransi, fotosentetik
performansi, antioksidan savunma yanitlar1 ve bilylime parametrelerinin biitlinciil
olarak degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu kapsamda, PGPS
uygulamalar1 hem fitoremediasyon stratejilerinin optimizasyonu hem de tarimsal
verimliligin artirllmasi agisindan Onemli bir biyoteknolojik arag¢ olarak
degerlendirilmektedir. Gida giivenligi acisindan, aspir {irlinii sofralik yag, baharat
veya tibbi amaclarla kullanilacaksa, siirgiin dokularinda daha diisiik diizeyde Ni
birikimi saglayan Sg susunun kullanilmas: dnerilmektedir. Ote yandan, iiriiniin
biyodizel, biyoetanol gibi gida dis1 endiistriyel uygulamalarda degerlendirilmesi
hedefleniyorsa, toprakta biriken nikeli daha etkin sekilde absorblayan ve
stirglinlere tastyan Sp susu, fitoekstraksiyon temelli yaklasimlar i¢in daha uygun
bir secenek sunmaktadir. Ayrica, her iki susun birlikte uygulanacagi kombine
inokiilasyon stratejileri hem agir metal alimmi hem de fizyolojik toleransi
optimize edebilecek potansiyel bir yaklasim olarak degerlendirilebilir. Onemli bir
bulgu olarak, Ni kirliligi bulunan alanlarda aspir bitkisinin daha kolay adapte
olmasim1 ve daha yiiksek biyokiitle verimiyle gelismesini saglayan susun Sg
oldugu belirlenmistir. Sg, yalnizca Ni translokasyonunu siirlamakla kalmamuas;
ayni zamanda fotosentez, su dengesi, membran biitiinliigii ve antioksidan
savunma gibi temel fizyolojik siiregleri koruyarak bitkinin Ni stresine karst daha
direngli bir yapida gelismesini desteklemistir. Bu yoniiyle Sg, gida giivenligi
kaygisinin 6n planda oldugu kontamine tarim alanlarinda aspir yetistiriciligi i¢in
avantajli ve giivenli bir biyolojik ¢6ziim sunmaktadir.

* Bu calisma, kontrollii laboratuvar kosullarinda yiiriitiilmiis olup, elde edilen
verilerin saha kosullarinda dogrulanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Ciinkii dogal
ortamlarda, PGPS suslarinin yerel mikrobiyota ile etkilesimi, toprak yapisi, iklim
kosullar1 ve bitkiyle kurdugu simbiyotik iliskinin stirekliligi gibi degiskenler, bu
suslarin performansini dogrudan etkileyebilir. Bu nedenle, ilerleyen caligmalarda
farkli ekolojik kosullarda gergeklestirilecek tarla denemeleri, PGPS suslarinin
saha Olceginde uygulanabilirligini degerlendirmek agisindan kritik Oneme
sahiptir. Boylece hem c¢evresel hem de tarimsal siirdiiriilebilirlik hedeflerine katk1
sunabilecek, bilimsel temelli ve pratik olarak uygulanabilir fitoremediasyon ve
biyogiibre stratejileri gelistirilebilir.

91



KAYNAKLAR U. BARAN

6. KAYNAKLAR

Abeed, A.H.A., Mahdy, R.E., Alshehri, D., Hammami, 1., Eissa, M.A., Abdel Latef,
A.AH., and Mahmoud, G.A. 2022. Induction of resilience strategies against
biochemical deteriorations prompted by severe cadmium stress in sunflower plant
when Trichoderma and bacterial inoculation were used as biofertilizers. Frontiers
in Plant Science, 13: 1004173.

Adali, M. 2016. Konya kosullarinda bazi aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esit ve
hatlarinda verim, verim unsurlar1 ve kalite Ozelliklerinin belirlenmesi. Selcuk
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiksek Lisans Tezi, Konya.

Adigiizel, N. and Reeves, R.D. 2012. Important serpentine areas of Turkey and
distribution patterns of serpentine endemics and nickel
accumulators. Bocconea, 24: 7-17.

Afonseca, A., Mota, 1., Vasques, G., Soares, L., Flores, M., Azenha, M., and Teixeira, J.
2024. Nickel-induced differential expression of metallothioneins and phytochelatin
synthase 1 in Arabidopsis thaliana: Organ-specific responses. Agronomy, 14: 3026.

Afzal, 1., Shinwari, Z.K., Sikandar, S. and Shahzad, S. 2019. Plant beneficial endophytic
bacteria: Mechanisms, diversity, host range and genetic
determinants. Microbiological Research, 221: 36—49.

Agati, G., Azzarello, E., Pollastri, S., and Tattini, M. 2012. Flavonoids as antioxidants in
plants: Location and functional significance. Plant Science, 196: 67-76.

Agnihotri, P., Maitra, M., and Mitra, A.K. 2022. Effect of an As(V)-resistant plant growth
promoting bacterial consortium on growth, antioxidant content and arsenic
accumulation in Azolla microphylla under As(V) stress. Russian Journal of Plant
Physiology, 69: 15.

Akbari, G. A., Arab, S. M., Alikhani, H. A., Allakdadi, I. ve Arzanesh, M. H. 2007.
Isolation and selection of indigenous Azospirillum spp. and the IAA of superior
strains effects on wheat roots. World Journal of Agricultural Sciences, 3: 523-529.

Akinbile, B.J. and Mbohwa, C. 2025. Incorporating hyperaccumulating plants in
phytomining, remediation and resource recovery: Recent trends in the African
region — A review. RSC Sustainability, 3: 1652—-1671.

Akkoprii, A. 2012. Hiyar bakteriyel koseli yaprak leke hastaliginin (Pseudomonas
syringae pv. lachrymans) bazi kok bakterileriyle biyolojik savasimi iizerinde
arastirmalar. Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, izmir,
Tiirkiye.

Aksoy, A. 2021. Accumulation of cadmium, copper and zinc in selected

natural Viola taxa in Turkish Mediterranean serpentine soils. Anatolian Journal of
Botany, 5(2): 138—-143.

Al Chami, Z., Amer, N., Al Bitar, L. and Cavoski, I. 2015. Potential use of Sorghum
bicolor and Carthamus tinctorius in phytoremediation of nickel, lead and

zinc. International Journal of Environmental Science and Technology, 12: 3957—
3970.

92



KAYNAKLAR U. BARAN

Alaboudi, A. K., Ahmed, B. and Brodie, G. 2018. Phytoremediation of Pb and Cd
contaminated soils by using sunflower (Helianthus annuus) plant. Annals of
Agricultural Sciences, 63: 123-127.

Alexieva, V., Sergiev, 1., Mapelli, S. and Karanov, E. 2001. The effect of drought and
ultraviolet radiation on growth and stress markers in pea and wheat. Plant Cell and
Environment, 24(12): 1337-1344.

Ali, M. B., Vajpayee, P., Tripathi, R. D., Rai, U. N., Singh, S. N. and Singh, S. P. 2003.
Phytoremediation of lead, nickel, and copper by Salix acmophylla Boiss.: Role of
antioxidant enzymes and antioxidant substances. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, 70: 462—469.

Altaf, M.A., Shahid, R., Ren, M.-X., Altaf, M.M., Jahan, M.S., and Khan, L.U. 2021.
Melatonin mitigates nickel toxicity by improving nutrient uptake fluxes, root
architecture system, photosynthesis, and antioxidant potential in tomato
seedling. Journal of Soil Science and Plant Nutrition, 21: 1842—1855.

Alves, A.R.A., Yin, Q., Oliveira, R.S., Silva, E.F. and Novo, L.A.B. 2022. Plant growth-
promoting bacteria in phytoremediation of metal-polluted soils: Current knowledge
and future directions. Science of the Total Environment, 838: 156435.

Ameen, N., Amjad, M., Murtaza, B., Abbas, G., Shahid, M., Imran, M., Asif, M. A. and
Niazi, N. K. 2019. Biogeochemical behavior of nickel under different abiotic
stresses: Toxicity and detoxification mechanisms in plants. Environmental Science
and Pollution Research, 26: 10496-10514.

Amjad, M., Raza, H., Murtaza, B., Abbas, G., Imran, M., Shahid, M., Nacem, M. A.,
Zakir, A. and Igbal, M. M. 2020. Nickel toxicity induced changes in nutrient
dynamics and antioxidant profiling in two maize (Zea mays L.) hybrids. Plants,
9(1): 5.

Anas, M., Falak, A., Hassan, S., Khattak, W.A., Saleem, M.H., Khan, K.A., Khalid, A.,
and Fahad, S. 2025. Microbial interactions and bacterial responses to metal stress
in plants: Mechanisms, adaptations, and applications for sustainable
agriculture. Journal of Crop Health, 77: 36.

Angelova, V. R., Akova, V. I, Krustev, S. V. and Ivanov, K. I. 2015. Potential of
safflower (Carthamus tinctorius L.) for phytoremediation of soils contaminated
with heavy metals. Contaminated Soils, Sediments, Water and Energy, 1.

Ageel, M., Khalid, N., Tufail, A., Ahmad, R. Z., Akhter, M. S., Lugman, M., Javed, M.
T., Irshad, M. K., Alamri, S., Hashem, M. and Noman, A. 2021. Elucidating the
distinct interactive impact of cadmium and nickel on growth, photosynthesis, metal-
homeostasis, and yield responses of mung bean (Vigna radiata L.)
varieties. Environmental Science and Pollution Research, 28(21): 27376-27390.

Asada, K., Kiso, K. ve Yoshikawa, K. 1974. Univalent reduction of molecular oxygen by
spinach chloroplasts on illumination. Journal of Biological Chemistry, 249(7):
2175-2181.

Athar, R. ve Ahmad, M. 2002. Heavy metal toxicity in legume-microsymbiont system.
Journal of Plant Nutrition, 25: 369-386.

93



KAYNAKLAR U. BARAN

Azmat, R. and Riaz, S. 2012. Inhibition of polymerization of glucose in carbohydrates
under Cu stress in Vigna radiata. Pakistan Journal of Botany, 44: 95-98.

Bai, X., Bol, R., Chen, H., Cui, Q., Qiu, T., Zhao, S., and Fang, L. 2024. A meta-analysis
on crop growth and heavy metals accumulation with PGPB inoculation in
contaminated soils. Journal of Hazardous Materials, 471: 134370.

Bai, Y., Guo, J., Reiter, R.J., Wei, Y., and Shi, H. 2020. Melatonin synthesis enzymes
interact with ascorbate peroxidase to protect against oxidative stress in
cassava. Journal of Experimental Botany, 71: 5645-5655.

Bani, A., Echevarria, G., Sulge, S., and Morel, J.L. 2014. Improving the agronomy
of Alyssum  murale for  extensive  phytomining: A  five-year field
study. International Journal of Phytoremediation, 17: 117-127.

Baran, U. 2018. Aspir bitkisinin yerel (Carthamus tinctorius L.) ve atasal (Carthamus
oxyacantha M. Bieb) genotiplerinin nikel toleranslarmin belirlenmesi ve
fitoremediasyonda kullanilma potansiyellerinin degerlendirilmesi. Yiiksek Lisans
Tezi, Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal,
Ankara.

Baran, U. ve Ekmekei, Y. 2022. Physiological, photochemical, and antioxidant responses
of wild and cultivated Carthamus species exposed to nickel toxicity and evaluation
of their usage potential in phytoremediation. Environmental Science and Pollution
Research, 29: 4446-4460.

Barros, J., Escamilla-Trevino, L., Song, L., Rao, X., Serrani-Yarce, J.C., Palacios, M.D.,
Engle, N., Choudhury, F.K., Tschaplinski, T.J., Venables, B.J., Mittler, R., and
Dixon, R.A. 2019. 4-Coumarate 3-hydroxylase in the lignin biosynthesis pathway
is a cytosolic ascorbate peroxidase. Nature Communications, 10: 1994.

Barzanti, R., Ozino, F., Bazzicalupo, M., Gabrielli, R., Galardi, F., Gonnelli, C. and
Mengoni, A. 2007. Isolation and characterization of endophytic bacteria from the
nickel hyperaccumulator plant Alyssum bertolonii. Microbial Ecology, 53: 306—
316.

Batool, S. 2018. Impact of bioaccumulation of nickel on growth, seed yield and mineral
uptake of chickpea (Cicer arietinum L.) varieties. Pakistan Journal of Botany, 50:
2147-2150.

Bergmeyer, H.U. and Bernt, E. 1974. Glutamate-oxaloacetate transaminase. In: Methods
of Enzymatic Analysis, 2, 727-733.

Berni, R., Luyckx, M., Xu, X., Legay, S., Sergeant, K., Hausman, J.-F., Lutts, S., Cai, G.,
and Guerriero, G. 2019. Environmental and Experimental Botany, 161: 98—106.

Beyer, W.F. ve Fridovich, 1. 1987. Assaying for superoxide dismutase activity: Some
large consequences of minor changes in conditions. Analytical Biochemistry, 161:
559-566.

Boisvert, S., Joly, D., Leclerc, S., Govindachary, S., Harnois, J. ve Carpentier, R. 2007.
Inhibition of the oxygen-evolving complex of photosystem-II and depletion of
extrinsic polypeptides by nickel. Biometals, 20: 879-889.

94



KAYNAKLAR U. BARAN

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72: 248-254.

Burd, G.I., Dixon, D.G. and Glick, B.R. 1998. A plant growth-promoting bacterium that
decreases nickel toxicity in seedlings. Applied and Environmental Microbiology,
64(10): 3663-3668.

Carlos, M.H.J., Stefani, P.V.Y., Janette, A.M., Melani, M.S.S. and Gabriela, P.O. 2016.
Assessing the effects of heavy metals in ACC deaminase and IAA production on
plant growth-promoting bacteria. Microbiological Research, 188: 53—61.

Ceppi, M.G., Oukarroum, A., Ci¢cek, N., Strasser, R.J. and Schansker, G. 2012. The IP
amplitude of the fluorescence rise OJIP is sensitive to changes in the photosystem
I content of leaves: A study on plants exposed to magnesium and sulfate
deficiencies, drought stress and salt stress. Physiologia Plantarum, 144: 277-288.

Chen, C., Huang, D. and Liu, J. 2009. Functions and toxicity of nickel in plants: Recent
advances and future prospects. Clean — Soil, Air, Water, 37: 304-313.

Chen, F., Ye, J., Chio, C., Liu, W., Shi, J. and Qin, W. 2020. A simplified quick microbial
genomic DNA extraction via freeze—thawing cycles. Molecular Biology Reports,
47(1): 703-709.

Chen, M., Jiang, P., Zhang, X., Sunahara, G.I., Liu, J. and Yu, G. 2024b. Physiological
and biochemical responses of Leersia hexandra Swartz to nickel stress: Insights into
antioxidant defense mechanisms and metal detoxification strategies. Journal of
Hazardous Materials, 466: 133578.

Chen, M., Xing, Y., Chen, C. and Wang, Z. 2024a. Enhancing sugarcane’s drought
resilience: the influence of Streptomycetales and Rhizobiales. Frontiers in Plant
Science, 15: 1471044.

Chi, Y., You, Y., Wang, J., Chen, X., Chu, S., Wang, R. ve Zhou, P. 2022. Two plant
growth-promoting bacterial Bacillus strains possess different mechanisms in

affecting cadmium uptake and detoxification of Solanum nigrum L. Chemosphere,
305: 135488.

Ciaramella, B. R., Corinzia, S. A., Cosentino, S. L. and Testa, G. 2022. Phytoremediation
of heavy metal contaminated soils using safflower. Agronomy, 12(10): 2302

Cohen, A., Hacham, Y., Welfe, Y., Khatib, S., Avice, J.-C., and Amir, R. 2020. Evidence
of a significant role of glutathione reductase in the sulfur assimilation pathway. The
Plant Journal, 102: 246-261.

Compant, S., Duffy, B., Nowak, J., Clement, J. and Barka, E.A. 2005. Use of plant
growth-promoting bacteria for biocontrol of plant diseases: Principles, mechanisms
of action, and future prospects”, Applied and Environmental Microbiology, 71(9):
4951-4959.

Costa-Santos, M., Mariz-Ponte, N., Dias, M.C., Moura, L., Marques, G., and Santos, C.
2021. Effect of Bacillus spp. and Brevibacillus sp. on the photosynthesis and redox
status of Solanum lycopersicum. Horticulturae, 7: 24.

Cruzado-Tafur, E., Orzol, A., Golebiowski, A., Pomastowski, P., Cichorek, M.,
Olszewski, J., Walczak-Skierska, J., Buszewski, B., Szultka-Mtynska, M., and

95



KAYNAKLAR U. BARAN

Glowacka, K. 2023. Metal tolerance and Cd phytoremoval ability in Pisum sativum
grown in spiked nutrient solution. Journal of Plant Research, 136: 931-945.

Celik, J., Aksoy, A., and Leblebici, Z. 2018. Metal hyperaccumulating Brassicaceae from
the ultramafic area of Yahyali in Kayseri province, Turkey. Ecological Research,
33: 705-713.

Celikten, M. ve Bozkurt, 1. A. 2018. “Bugday kok bdlgesinden izole edilen bakterilerin
bugday gelisimine olan etkilerinin belirlenmesi”, Mustafa Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 23(1), 33-48.

Culha-Erdal, S., Eyidogan, F. ve Ekmekeci, Y. 2021. Comparative physiological and
proteomic analyses of cultivated and wild safflower response to drought stress and
rewatering. Physiology and Molecular Biology of Plants, 27: 281-295.

Davoudi, M., Esmaielpour, B., Gohari, G., Soltani Toolarood, A.A., Sheikhalipour, M.,
Fatemi, H. ve Farooq, M. 2023. Morphophysiological responses of sweet basil
(Ocimum basilicum L.) to the nickel stress and inoculation with Pseudomonas
strains”, Acta Physiologiae Plantarum, 45(1): 9.

Dehury, B., Sarma, K., Sarmah, R., Sahu, J., Sahoo, S., Sahu, M., Sen, P., Modi, M.K.,
Sharma, G.D., and Choudhury, M.D. 2013. Insilico analyses of superoxide
dismutases (SODs) of rice (Oryza sativa L.). Journal of Plant Biochemistry and
Biotechnology, 22: 150-156.

Deng, T., van der Ent, A., Tang, Y., Sterckeman, T., Echevarria, G., Morel, J.L. and Qiu,
R.L. 2018. Nickel hyperaccumulation mechanisms: A review on the current state
of knowledge. Plant and Soil, 423: 1-11.

Dilshara, P., Abeysinghe, B., Premasiri, R., Dushyantha, N., Ratnayake, N., Senarath, S.,
Ratnayake, A.S., and Batapola, N. 2024. The role of nickel (Ni) as a critical metal
in clean energy transition: Applications, global distribution and occurrences,

production-demand and phytomining. Journal of Asian Earth Sciences, 259:
105912.

Domka, A., Rozpadek, P., Wazny, R., Jedrzejczyk, R.J., Hubalewska-Mazgaj, M.,
Gonnelli, C., Benny, J., Martinelli, F., Puschenreiter, M., and Turnau, K. 2020.
Transcriptome response of metallicolous and a non-metallicolous ecotypes
of Noccaea goesingensis to nickel excess. Plants, 9: 951.

Drazkiewicz, M. and Baszynski, T. 2010. Interference of nickel with the photosynthetic
apparatus of Zea mays. Ecotoxicology and Environmental Safety, 73(5): 982-986.

Durand, A., Piutti, S., Rue, M., Morel, J.L., Echevarria, G., and Benizri, E.
2016. Improving nickel phytoextraction by co-cropping hyperaccumulator plants
inoculated by plant growth promoting rhizobacteria. Plant and Soil, 399: 179—-192.

Dushyantha, N., Weerawarnakula, S., Premasiri, R., Abeysinghe, B., Ratnayake, N.,
Batapola, N., and Ranasinghe, M. 2021. Potential ecological risk assessment of
heavy metals (Cr, Ni, and Co) in serpentine soil at Ginigalpelessa in Sri
Lanka. Arabian Journal of Geosciences, 14: 1255.

Dworkin, M. and Foster, J. W. 1958. Experiments with some microorganisms which
utilize ethane and hydrogen. Journal of Bacteriology, 75(5): 592—603.

96



KAYNAKLAR U. BARAN

Edel, K.H. and Kudla, J. 2016. Integration of calcium and ABA signaling. Current
Opinion in Plant Biology, 33: 83-91.

Elikara, A.U., Popescu, G.C., Demirel, S., Stimbiil, A., Yaman, M., Demirel, F., Say, A.,
and Giines, A. 2024. Effect of Rhizobacteria Application on Nutrient Content,
Bioactive Compounds, Antioxidant Activity, Color Properties and Fruit
Characteristics of Strawberry Cultivars. Processes, 12: 2242.

Ellaiah, P., Kalyan, D., Rao, V.S. and Rao, B.V. 1996. Isolation and characterisation of
bioactive actinomycetes from marine sediments. Hindustan Antibiotics Bulletin,
38(1-4): 48-52.

Emamverdian, A., Ding, Y., Mokhberdoran, F., and Xie, Y. 2015. Heavy Metal Stress

and Some Mechanisms of Plant Defense Response. The Scientific World Journal,
215: 756120.

Etesami, H., and Glick, B.R. 2024. Bacterial indole-3-acetic acid: A key regulator for
plant growth, plant-microbe interactions, and agricultural adaptive
resilience. Microbiological Research, 281: 127602.

Fanai, A., Bohia, B., Lalremruati, F., Lalhriatpuii, N., Lalrokimi, Lalmuanpuii, R., Singh,
P.K., and Zothanpuia. 2024. Plant growth promoting bacteria (PGPB)-induced
plant adaptations to stresses: an updated review. PeerJ, 12: 17882.

Farrant, J. M. 2000. A comparison of mechanisms of desiccation tolerance among three
angiosperm resurrection plant species. Plant Ecology, 151: 29-39.

Fashola, M.O., Ngole-Jeme, V.M. and Babalola, O.0. 2016. Heavy metal pollution from
gold mines: Environmental effects and bacterial strategies for resistance.
International Journal of Environmental Research and Public Health, 13: 1047.

Fidalgo, F., Azenha, M., Silva, A.F., de Sousa, A., Santiago, A., Ferraz, P., and Teixeira,
J. 2013. Copper-induced stress in Solanum nigrum L. and antioxidant defense
system responses. Food and Energy Security, 2(1): 70-80.

Fink, R.C., and Scandalios, J.G. 2002. Molecular Evolution and Structure—Function
Relationships of the Superoxide Dismutase Gene Families in Angiosperms and
Their Relationship to Other Eukaryotic and Prokaryotic Superoxide
Dismutases. Archives of Biochemistry and Biophysics, 399(1): 19-36.

Gajewska, E. and Sktodowska, M. 2007. Effect of nickel on ROS content and
antioxidative enzyme activities in wheat leaves. BioMetals, 20: 27-36.

Gajewska, E., Wielanek, M., Bergier, K., and Sklodowska, M. 2009. Nickel-induced
depression of nitrogen assimilation in wheat roots. Acta Physiologiae Plantarum,
31: 1291-1300.

Garcia-Hernandez, M., Murphy, A., and Taiz, L. 1998. Metallothioneins 1 and 2 have
distinct but overlapping expression patterns in Arabidopsis. Plant Physiology,
116(3): 1101-1112.

Ghaderian, S. M., Ghasemi, R. ve Hajihashemi, F. 2015. Interaction of nickel and
manganese in uptake, translocation, and accumulation by the nickel-
hyperaccumulator plant, Alyssum bracteatum (Brassicaceae). Australian Journal of
Botany, 63: 47-55.

97



KAYNAKLAR U. BARAN

Gill, M. 2014. Heavy metal stress in plants: A review. International Journal of Advanced
Research, 2: 1043-1055.

Gill, S.S., Anjum, N.A., Hasanuzzaman, M., Gill, R., Trivedi, D.K., Ahmad, I., Pereira,
E., and Tuteja, N. 2013. Glutathione and glutathione reductase: A boon in disguise
for plant abiotic stress defense operations. Plant Physiology and Biochemistry, 70:
204-212.

Glick, B.R. 2012. Plant Growth-Promoting Bacteria: Mechanisms and
Applications. Scientifica, 2012: 963401.

Glick, B.R. 2014. Bacteria with ACC deaminase can promote plant growth and help to
feed the world. Microbiological Research, 169: 30-39.

Goltsev, V. N., Kalaji, H. M., Paunov, M., Baba, W., Horaczek, T., Mojski, J., Kociel, H.
ve Allakhverdiev, S. 1. 2016. Variable chlorophyll fluorescence and its use for
assessing physiological condition of plant photosynthetic apparatus. Russian
Journal of Plant Physiology, 63: 869—893.

Gonzalez-Reguero, D., Robas-Mora, M., Alonso, M.R., Fernandez-Pastrana, V.M.,
Probanza Lobo, A., and Jiménez Gémez, P.A. 2024. Induction of phytoextraction,
phytoprotection and growth promotion activities in Lupinus albus under mercury
abiotic stress conditions by Peribacillus frigoritolerans subsp. mercuritolerans
subsp. nov. Ecotoxicology and Environmental Safety, 285: 117139

Govarthanan, M., Mythili, R., Selvankumar, T., Kamala-Kannan, S., Rajasekar, A. and
Chang, Y.C. 2016. Bioremediation of heavy metals using an endophytic bacterium
Paenibacillus sp. RM isolated from the roots of Tridax procumbens. Biotech, 6(2):
1-7.

Grennan, A.K. 2011. Metallothioneins, a Diverse Protein Family. Plant Physiology,
155(4): 1750-1751.

Guerinot, M. L. 2000. The ZIP family of metal transporters. Biochimica et Biophysica
Acta, 1465: 190-198.

Guo, J., Xu, L., Su, Y., Wang, H., Gao, S., Xu, J., and Que, Y. 2013. ScMT2-1-3, a
metallothionein gene of sugarcane, plays an important role in the regulation of
heavy metal tolerance/accumulation. BioMed Research International, 213: 904769.

Guo, K., Li, Z., Tian, H., Du, X., Liu, Z., Huang, H., Wang, P., Ye, Z., Zhang, X., and
Tu, L. 2020. Cytosolic ascorbate peroxidases plays a critical role in photosynthesis
by modulating reactive oxygen species level in stomatal guard cell. Frontiers in
Plant Science, 11: 446.

Haber, F. ve Weiss, J. 1934. The catalytic decomposition of hydrogen peroxide by iron
salts. Proceedings of the Royal Society of London. Series A — Mathematical and
Physical Sciences, 147(861): 332-351.

Hashemi, S.S., Mirmohamadsadeghi, S. ve Karimi, K. 2020. Biorefinery development
based on whole safflower plant. Renewable Energy, 152, 399-408.

Hassan, M.U., Chattha, M.U., Khan, 1., Chattha, M.B., Aamer, M., Nawaz, M., Ali, A.,
Khan, M.A.U., and Khan, T.A. 2019. Nickel toxicity in plants: reasons, toxic
effects, tolerance mechanisms, and remediation possibilities—a
review. Environmental Science and Pollution Research, 26: 12673—12688.

98



KAYNAKLAR U. BARAN

Hazotte, C., Laubie, B., Pacault, S., Dufaud, O., and Simonnot, M. 2020. Evaluation of
the performance of nickel hyperaccumulator plants as combustion fuel. Biomass
and Bioenergy, 140: 105671.

He, S., He, Z., Yang, X. ve Baligar, V.C. 2012. “Mechanisms of nickel uptake and
hyperaccumulation by plants and implications for soil remediation”, Advances in
Agronomy, 117: 118-122.

Heiss, S., Wachter, A., Bogs, J., Cobbett, C., and Rausch, T. 2003. Phytochelatin synthase
(PCS) protein is induced in Brassica juncealeaves after prolonged Cd
exposure. Journal of Experimental Botany, 54(389): 1833—-1839.

Huang, H., Zhao, Y., Fan, L., Jin, Q., Yang, G., and Xu, Z. 2020. Improvement of
manganese phytoremediation by Broussonetia papyrifera with two plant growth
promoting (PGP) Bacillus species. Chemosphere, 260: 127614.

Hussain, S., Khaliq, A., Noor, M. A., Tanveer, M., Hussain, H. A., Hussain, S., Shah, T.
ve Mehmood, T. 2020. Metal toxicity and nitrogen metabolism in plants: An
overview. Carbon and Nitrogen Cycling in Soil, 221-248.

Inouhe, M. 2005. Heavy metal tolerance in bryophytes: An overview. Phytochemistry,
66(13): 1387-1394.

Islam, F., Yasmeen, T., Arif, M.S., Riaz, M., Shahzad, S.M., Imran, Q., and Alj, 1. 2016.
Combined ability of chromium (Cr) tolerant plant growth promoting bacteria
(PGPB) and salicylic acid (SA) in attenuation of chromium stress in maize
plants. Plant Physiology and Biochemistry, 108: 456—467.

Jahan, M. S., Guo, S., Baloch, A. R., Sun, J., Shu, S., Wang, Y., Ahammed, G. J., Kabir,
K. and Roy, R. 2020. Melatonin alleviates nickel phytotoxicity by improving
photosynthesis, secondary metabolism and oxidative stress tolerance in tomato
seedlings. Ecotoxicology and Environmental Safety, 197: 110593.

Jalmi, S.K., Bhagat, P.K., Verma, D., Noryang, S., Tayyeba, S., Singh, K., Sharma, D.,
and Sinha, A.K. 2018. Traversing the links between heavy metal stress and plant
signaling. Frontiers in Plant Science, 9: 12.

Jan, R., Khan, M. A., Asaf, S., Lubna, Lee, 1.-J. and Kim, K. M. 2019. Metal resistant
endophytic bacteria reduces cadmium, nickel toxicity, and enhances expression of
metal stress related genes with improved growth of Oryza sativa via regulating its
antioxidant machinery and endogenous hormones. Plants, 8(10): 363.

Jaskulak, M., Rorat, A., Grobelak, A., Chaabene, Z., Kacprzak, M., and Vandenbulcke,
F. 2019. Bioaccumulation, antioxidative response, and metallothionein expression
in Lupinus luteus L. exposed to heavy metals and silver nanoparticles.
Environmental Science and Pollution Research, 26: 16040—-16052.

Kan, D., Tian, M., Ruan, Y., and Han, H. 2024. Phosphorus-solubilizing bacteria enhance
cadmium immobilization and gene expression in wheat roots to reduce cadmium
uptake. Plants, 13: 1989.

Karimi, N. ve Ghasempour, H. R. 2019. Salicylic acid and jasmonic acid restrain nickel
toxicity by ameliorating antioxidant defense system in shoots of metallicolous and
non-metallicolous  Alyssum inflatum populations. Plant  Physiology and
Biochemistry, 135: 450-459.

99



KAYNAKLAR U. BARAN

Khalid, N., Hussain, M., Hameed, M. and Ahmad, R. 2017. Physiological, biochemical
and defense system responses of Parthenium hysterophorus to vehicular exhaust
pollution. Pakistan Journal of Botany, 49: 67-75.

Kim, Y. O. ve Kang, H. 2018. Comparative expression analysis of genes encoding
metallothioneins in response to heavy metals and abiotic stresses in rice (Oryza
sativa) and Arabidopsis thaliana. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 82:
1656—-1665.

Kohanova, J., Martinka, M., Vaculik, M., White, P. J., Hauser, M. T. and Lux, A. 2018.
Root hair abundance impacts cadmium accumulation in Arabidopsis thaliana
shoots. Annals of Botany, 122: 903-914.

Kumar, H., Ishtiyaq, S., Favas, P.J.C., Varun, M., and Paul, M.S. 2023. Effect of metal-
resistant PGPB on the metal uptake, antioxidative defense, physiology, and growth
of Atriplex lentiformis in soil contaminated with cadmium and nickel. Journal of
Plant Growth Regulation, 42: 3868-3887.

Kumar, U., Kumar, I., Singh, P.K., Dwivedi, A., Singh, P., Mishra, S., Seth, C.S., and
Sharma, R.K. 2025. Nickel contamination in terrestrial ecosystems: Insights into
impacts, phytotoxicity mechanisms, and remediation technologies. Reviews of
Environmental Contamination and Toxicology, 263: 2.

Kumar, V. and Dwivedi, S.K. 2021. A review on accessible techniques for removal of
hexavalent chromium and divalent nickel from industrial wastewater: Recent
research and future outlook. Journal of Cleaner Production, 295: 126229.

Kiipper, H. and Andresen, E. 2016. Mechanisms of metal toxicity in plants. Metallomics,
8:269-285.

Landi, M., Margaritopoulou, T., Papadakis, I.E., and Araniti, F. 2019. Boron toxicity in
higher plants: an update. Planta, 250: 1011-1032.

Leskova, A., Zvarik, M., Araya, T. ve Giehl, R.F.H. 2020. Nickel toxicity targets cell
wall-related processes and PIN2-mediated auxin transport to inhibit root elongation
and gravitropic responses in Arabidopsis, Plant Cell Physiology, 61: 519-535.

Li, J., Hu, HW., Ma, Y.B., Wang, J.T., Liu, Y.R. and He, J.Z. 2015. Long-term nickel
exposure altered the bacterial community composition but not diversity in two
contrasting agricultural soils. Environmental Science and Pollution Research, 22:
10496-10505.

Li, Z., and Ahammed, G.J. 2023. Plant stress response and adaptation via anthocyanins:
A review. Plant Stress, 10: 100230.

Li, Z., Huang, L., Chen, X., Liu, Q., Liu, Y., Liu, C., and Feng, Y. 2025. Contribution of
plant growth-promoting endophytic bacteria from hyperaccumulator to non-host
plant zinc nutrition and health. International Journal of Phytoremediation, 27(1):
23-35.

Liang, C.G., Chen, L.P., Wang, Y., Liu, J., Xu, G.L. ve Tian, L. 2011. High temperature
at grain-filling stage affects nitrogen metabolism enzyme activities in grains and
grain nutritional quality in rice. Rice Science, 18: 210-216.

Lichtenthaler, H.K. 1987. Chlorophylls and carotenoids: Pigments of photosynthetic
biomembranes. Methods in Enzymology, 148: 350-382.

100



KAYNAKLAR U. BARAN

Liu, S., Pan, Y., Jin, X., Zhao, S., Xu, X., Chen, Y., Shen, Z., and Chen, C. 2024. A novel
biochar—PGPB strategy for simultaneous soil remediation and safe vegetable
production. Environmental Pollution, 356: 124254.

Liu, W.X. 2008. Accumulation and translocation of toxic heavy metals in winter wheat
(Triticum aestivum L.) growing in agricultural soil of Zhengzhou, China. Bulletin
of Environmental Contamination and Toxicology, 82: 343-347.

Liu, Z., He, X., Chen, W., Yuan, F., Yan, K., Tao, D. 2009. Accumulation and tolerance
characteristics of cadmium in a potential hyperaccumulator-Lonicera japonica
Thunb. Journal of Hazardous Materials, 169: 170-175.

Long, H.H., Schmidt, D.D. and Baldwin, I.T. 2008. Native bacterial endophytes promote
host growth in a species specific manner; phytohormone manipulations do not result
in common growth responses. PLoS One, 3: 2702.

Lubyanova, A.R., Allagulova, C.R. ve Lastochkina, O.V. 2023. The effects of seed
pretreatment with endophytic bacteria Bacillus subtilis on the water balance of
spring and winter wheat seedlings under short-time water deficit. Plants, 12(14):
2684.

Ma, Y., Prasad, M.N.V., Rajkumar, M. and Freitas, H. 2011. Plant growth promoting
rhizobacteria and endophytes accelerate phytoremediation of metalliferous
soils. Biotechnology Advances, 29: 248-258.

Mao, X., Ahmad, B., Hussain, S., Azeem, F., Waseem, M., Hamoud, Y. A., and Yong, J.
W. H. 2025. Microbial assisted alleviation of nickel toxicity in plants: A review.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 289: 117669.

Madaan, N., Mudgal, V., Mishra, S., Srivastava, A.K. and Singh, R.B. 2011. Studies on
biochemical role of accumulation of heavy metals in safflower. The Open
Nutraceuticals Journal, 4: 199-204.

Mancinelli, A. L., Yang, C. P. H., Lindquist, P., Anderson, O. and Rabino, 1. 1975.
Photocontrol of anthocyanin synthesis: The action of streptomycin on the synthesis
of chlorophyll and anthocyanin. Plant Physiology, 55: 251-257.

Manoj, S.R., Karthik, C., Kadirvelu, K., Arulselvi, P.I., Shanmugasundaram, T., Bruno,
B. and Rajkumar, M. 2020. Understanding the molecular mechanisms for the
enhanced phytoremediation of heavy metals through plant growth promoting
rhizobacteria: A review. Journal of Environmental Management, 254: 109779.

McBride, M.B., Martinez, C.E., and Kim, B. 2016. Zn, Cd, S and trace metal
bioaccumulation in willow (Salix spp.) cultivars grown hydroponically.
International Journal of Phytoremediation, 18(12): 1178-1186.

Meinzer, M., Ahmad, N., and Nielsen, B.L. 2023. Halophilic plant-associated bacteria
with plant-growth-promoting potential. Microorganisms, 11: 2910.

Merakli, M. and Memon, A. 2020. Role of plant growth promoting bacteria (PGPR) in
plant growth and development: Soil-plant relationship. Turkish Journal of
Agriculture — Food Science and Technology, 8(12): 2590-2602.

Mesa-Marin, J., Pérez-Romero, J.A., Redondo-Gomez, S., Pajuelo, E., Rodriguez-
Llorente, I.D. and Mateos-Naranjo, E. 2020. Impact of plant growth promoting
bacteria  on Salicornia  ramosissima ecophysiology and heavy  metal

101



KAYNAKLAR U. BARAN

phytoremediation capacity in estuarine soils. Frontiers in Microbiology, 11:
553018.

Mirecki, R.M. and Teramura, A.H. 1984. Effects of ultraviolet-B irradiance on soybean:
The dependence of plant sensitivity on the photosynthetic photon flux density
during and after leaf expansion. Plant Physiology, 74: 475-480.

Muiioz-Torres, P., Huanca-Mamani, W., Cardenas-Ninasivincha, S., Aguilar, Y.,
Quezada, A., and Bugueno, F. 2025. Plant growth-promoting and herbicidal
bacteria as potential bio-based solutions for agriculture in desertic regions. Plants,
14: 9.

Mustafa, A., Zulfigar, U., Mumtaz, M.Z., Radziemska, M., Haider, F.U., Holatko, J.,
Hammershmiedt, T., Naveed, M., Ali, H., Kintl, A., Saced, Q., Kucerik, J. and
Brtnicky, M. 2023. Nickel (Ni) phytotoxicity and detoxification mechanisms: A
review. Chemosphere, 328: 138574.

Nahar, K., Rahman, M., Hasanuzzaman, M., Alam, M. M., Rahman, A., Suzuki, T. and
Fujita, M. 2016. Physiological and biochemical mechanisms of spermine-induced
cadmium stress tolerance in mung bean (Vigna radiata L.) seedlings.
Environmental Science and Pollution Research, 23: 21206-21218.

Nautiyal, C.S., Srivastava, S., Chauhan, P.S., Seem, K., Mishra, A., and Sopory, S.K.
2013. Plant growth-promoting bacteria Bacillus amyloliquefaciens NBRISN13
modulates gene expression profile of leaf and rhizosphere community in rice during
salt stress. Plant Physiology and Biochemistry, 66: 1-9.

Navarro, G.V.D., Quirong, D.D., Maghanoy, G.A., and Cortes, A.D. 2023.
Characterization and identification of rhizobacteria associated with Liberica and
Robusta coffee rhizosphere. Technology in Horticulture, 3: 24.

Naveed, M., Bukhari, S.S., Mustafa, A., Ditta, A., Alamri, S., El-Esawi, M.A., Rafique,
M., Ashraf, S. ve Siddiqui, M.H. 2020. Mitigation of nickel toxicity and growth
promotion in sesame through the application of a bacterial endophyte and zeolite in

nickel contaminated soil. International Journal of Environmental Research and
Public Health, 17(23): 8859.

Nazir, F., Hussain, A. ve Fariduddin, Q. 2019. Interactive role of epibrassinolide and
hydrogen peroxide in regulating stomatal physiology, root morphology,
photosynthetic and growth traits in Solanum lycopersicum L. under nickel stress.
Environmental and Experimental Botany, 162: 479-495.

Nikodinovic, J., Barrow, K. D. and Chuck, J. A. 2003. High yield preparation of genomic
DNA from Streptomyces. Biotechniques, 35(5): 932-936.

Nishida, S., Tsuzuki, C., Kato, A., Aisu, A., Yoshida, J. ve Mizuno, T. 2011. AtIRT1, the
primary iron uptake transporter in the root, mediates excess nickel accumulation in
Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiology, 52: 1433—-1442.

Noctor, G., De Paepe, R., and Foyer, C.H. 2007. Mitochondrial redox biology and
homeostasis in plants. Trends in Plant Science, 12(3): 125-134.

Oukarroum, A., Madidi, S., Schansker, G. ve Strasser, R. J. 2007. Probing the responses
of barley cultivars (Hordeum vulgare L.) by chlorophyll a fluorescence OLKJIP

102



KAYNAKLAR U. BARAN

under drought stress and re-watering”, Environmental and Experimental Botany,
60, 438-446.

Ozcan, H., Sungur, A., Everest, T., Temel, E., Bozcu, M., Soylak, M. 2022. Serpantin
Uzerinde Olusmus Topraklarda Kobalt, Krom ve Nikelin Jeokimyasal
Fraksiyonlarinin Belirlenmesi (Canakkale- Ezine, Tiirkiye), Tiirk Tarim ve Doga
Bilimleri Dergisi, 9(3): 509-517.

Pagani, M.A., Tomas, M., Carrillo, J., Bofill, R., Capdevila, M., Atrian, S., and Andreo,
C.S. 2012. The response of the different soybean metallothionein isoforms to
cadmium intoxication. Journal of Inorganic Biochemistry, 117: 306-315.

Palansooriya, K.N., Shaheen, S.M., Chen, S.S., Tsang, D.C.W., Hashimoto, Y., Hou, D.,
Bolan, N.S., Rinklebe, J. and Ok, Y.S. 2020. Soil amendments for immobilization

of potentially toxic elements in contaminated soils: A critical review. Environment
International, 134: 105046.

Panda, A., Fatnani, D. and Parida, A.K. 2025. Uptake, impact, adaptive mechanisms, and
phytoremediation of heavy metals by plants: Role of transporters in heavy metal
sequestration. Plant Physiology and Biochemistry, 221: 109578.

Pandey, N. and Sharma, C. P. 2002. Effect of heavy metals Co**, Ni* and Cd** on growth
and metabolism of cabbage. Plant Science, 163: 753-758.

Pandey, V.P., and Dwivedi, U.N. 2011. Purification and characterization of peroxidase
from Leucaena leucocephala, a tree legume. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 68: 168—173.

Parrotta, L., Guerriero, G., Sergeant, K., Cai, G., and Hausman, J.F. 2015. Target or
barrier? The cell wall of early- and later-diverging plants vs cadmium toxicity:
differences in the response mechanisms. Frontiers in Plant Science, 6: 133.

Peela, S.UJ.A.TH.A. and Porana, SW.ET.HA.L ATH.A. 2017. “Isolation and
screening of novel Streptomyces from sediments of Bay of Bengal near Srikakulam
coast”, International Journal of Current Pharmaceutical Research, 9(1): 40-44.

Perez, A., Rossano, S., Trcera, N., Verney-Carron, A., Rommevaux, C., Fourdrin, C. ve
Agnello, A.C. 2019. Direct and indirect impact of the bacterial strain Pseudomonas
aeruginosa on the dissolution of synthetic Fe (III)- and Fe (II)-bearing basaltic
glasses. Chemical Geology, 523: 9—-18.

Perez, E., Sulbaran, M., Ball, M.M. and Yarzabal, L.A. 2007. Isolation and
characterization of mineral phosphate-solubilizing bacteria naturally colonizing a
limonitic crust in the south-eastern Venezuelan region. Soil Biology and
Biochemistry, 39(11): 2905-2914.

Pieterse, C.M.J., Leon-Reyes, A., Van der Ent, S., and Van Wees, S.C.M. 2009.
Networking by small-molecule hormones in plant immunity. Nature Chemical
Biology, 5(5): 308-316.

Pinter, I.F., Salomon, M.V ., Berli, F., Bottini, R. and Piccoli, P. 2017. Characterization
of the As(IIl) tolerance conferred by plant growth promoting rhizobacteria to in
vitro-grown grapevine. Applied Soil Ecology, 109: 60—68.

Pishchik, V., Mirskaya, G., Chizhevskaya, E., Chebotar, V., and Chakrabarty, D. 2021.
Nickel stress-tolerance in plant-bacterial associations. Peer.J, 9: €12230.

103



KAYNAKLAR U. BARAN

Plekhanova, 1.O., Zarubina, A.P. ve Plekhanov, S.E. 2017. Ecotoxicological assessment
of nickel pollution of soil and water environments adjacent to soddy—podzolic
soil. Moscow University Soil Science Bulletin, 72 (2): 71-77.

Poria, V., Degbiec-Andrzejewska, K., Fiodor, A., Lyzohub, M., Ajijah, N., Singh, S. ve
Pranaw, K. 2022. Plant Growth-Promoting Bacteria (PGPB) integrated
phytotechnology: A sustainable approach for remediation of marginal lands.
Frontiers in Plant Science, 13: 999866.

Pourghasemian, N., Landberg, T., Ehsanzadeh, P. and Greger, M. 2019. Different
response to Cd stress in domesticated and wild safflower (Carthamus spp.).
Ecotoxicology and Environmental Safety, 171: 321-328.

Priarone, S., Romeo, S., Di Piazza, S., Rosatto, S., Zotti, M., Mariotti, M. and Roccotiello,
E. 2023. Effects of bacterial and fungal inocula on biomass, ecophysiology, and
uptake of metals of Alyssoides utriculata (L.) Medik. Plants,12(3): 554.

Qin, G., Niu, Z., Yu, J., Li, Z., Ma, J., and Xiang, P. 2021. Soil heavy metal pollution and
food safety in China: Effects, sources and removing technology. Chemosphere,
267: 129-205.

Rajkumar, M., Ae, N., Prasad, M.N.V. and Freitas, H. 2010. Potential of siderophore-
producing bacteria for improving heavy metal phytoextraction. Trends in
Biotechnology, 28(3): 142—149.

Rajput, V.D., Harish, Singh, R.K., Verma, K.K., Sharma, L., Quiroz-Figueroa, F.R.,
Meena, M., Gour, V.S., Minkina, T., Sushkova, S., and Mandzhieva, S. 2021.
Recent developments in enzymatic antioxidant defence mechanism in plants with
special reference to abiotic stress. Biology, 10: 267.

Rao, K.V.M. and Sresty, T.V.S. 2000. Antioxidative parameters in the seedlings of
pigeon pea (Cajnus cajan (L.) Millspaugh) in response to Zn and Ni stresses. Plant
Science, 157: 113-128.

Rao, M.V, Hale, B.A. ve Ormrod, D.P. 1995. Amelioration of ozone-induced oxidative
damage in wheat plants grown under high carbon dioxide (role of antioxidant
enzymes). Plant Physiology, 109: 421-432.

Rathaur, P., Ramteke, P.W. and Waseem, R.A.J.A. 2012. Isolation and characterization
of nickel and cadmium tolerant plant growth promoting rhizobacteria from
rhizosphere of Withania somnifera. Journal of Biological and Environmental
Sciences, 6: 18.

Redmann, R.E., Haraldson, J. and Gusta, L.V. 1986. Leakage of UV-absorbing
substances as a measure of salt injury in leaf tissue of woody species. Physiologia
Plantarum, 67: 87-91.

Reeves, R.D. and Adigiizel, N. 2004. Rare plants and nickel accumulators from Turkish
serpentine soils, with special reference to Centaurea species. Turkish Journal of
Botany, 28: 147-153.

Reeves, R.D., van Der Ent, A., Echevarria, G., Isnard, S., and Baker, A. J. 2021. Global
distribution and ecology of hyperaccumulator plants. Agromining: farming for
metals: extracting unconventional resources using plants. 133-154.

104



KAYNAKLAR U. BARAN

Ren, X.M., Guo, S.J., Tian, W., Chen, Y., Han, H., Chen, E., Li, B.L., Li, Y.Y. and Chen,
Z.J. 2019. Effects of plant growth-promoting bacteria (PGPB) inoculation on the
growth, antioxidant activity, Cu uptake, and bacterial community structure of rape

(Brassica napus L.) grown in Cu-contaminated agricultural soil. Frontiers in
Microbiology, 10: 1455.

Ribeiro, A.T., de Oliveira, V.P., Junior, U.D.O.B., da Silva, B.R.S., Batista, B.L. and da
Silva Lobato, A.K. 2020. 24-Epibrassinolide mitigates nickel toxicity in young
Eucalyptus urophylla ST Blake plants: Nutritional, physiological, biochemical,
anatomical and morphological responses. Annals of Forest Science, 77: 1-19.

Rizwan, M., Mostofa, M. G., Ahmad, M. Z., Imtiaz, M., Mehmood, S., Adeel, M., Dai,
Z.,Li, Z., Aziz, O., Zhang, Y. and Tu, S. 2018. Nitric oxide induces rice tolerance
to excessive nickel by regulating nickel uptake, reactive oxygen species
detoxification and defense-related gene expression. Chemosphere, 191: 23-35.

Rizwan, M., Usman, K., and Alsafran, M. 2024. Ecological impacts and potential hazards
of nickel on soil microbes, plants, and human health. Chemosphere, 357: 142028.

Rodriguez, H., and Fraga, R. 1999. Phosphate solubilizing bacteria and their role in plant
growth promotion. Biotechnology Advances, 17: 319-339.

Rossi, M., Borromeo, 1., Capo, C., Glick, B.R., Del Gallo, M., Pietrini, F., and Forni, C.
2021. PGPB improve photosynthetic activity and tolerance to oxidative stress
in Brassica napus grown on salinized soils. Applied Sciences, 11: 11442.

Roy, B., Maitra, D., Sarkar, S., Podder, R., Das, T., Ghosh, J., and Mitra, A.K. 2023.
Biofilm and metallothioneins: A dual approach to bioremediate the heavy metal
menace. Environmental Quality Management, 33(4): 659-676.

Saadani, O., Fatnassi, I.C., Chiboub, M., Abdelkrim, S., Barhoumi, F., Jebara, M. and
Jebara, S.H. 2016. In situ phytostabilisation capacity of three legumes and their
associated plant growth promoting bacteria (PGPBs) in mine tailings of northern
Tunisia. Ecotoxicology and Environmental Safety, 130: 263-2609.

Sachan, P. ve Lal, N. 2017. An overview of nickel (Ni**) essentiality, toxicity and
tolerance strategies in plants. Asian Journal of Biology, 2: 1-15.

Saharan, B. S. and Nehra, V. 2011. Plant growth promoting rhizobacteria: A critical
review. Life Sciences and Medicine Research, 21(1): 30.

Saleem, M. H., Ali, S., Rehman, M., Hasanuzzaman, M., Rizwan, M., Irshad, S., Shafiq,
F., Igbal, M., Alharbi, B. M., Alnusaire, T. S. ve Qari, S. H. 2020. Jute: A potential
candidate for phytoremediation of metals—A review. Plants, 9(2): 258.

Sanchez, P., Castro-Cegri, A., Sierra, S., Garrido, D., Llamas, 1., Sampedro, 1., and Palma,
F. 2023. The synergy of halotolerant PGPB and mauran mitigates salt stress in
tomato (Solanum lycopersicum) via osmoprotectants accumulation. Physiologia
Plantarum, 175: el4111.

Schmidt, S.B., Jensen, P.E. and Husted, S. 2016. Manganese deficiency in plants: The
impact on photosystem-I1. Trends in Plant Science, 21: 622—632.

Schwyn, B. and Neilands, J.B. 1987. Universal chemical assay for the detection and
determination of siderophores Analytical Biochemistry, 160(1): 47-56.

105



KAYNAKLAR U. BARAN

Seregin, 1.V. and Kozhevnikova, A.D. 2006. Physiological role of nickel and its toxic
effects on higher plants. Russian Journal of Plant Physiology, 53(2): 257-2717.

Sessitsch, A., Coenye, T., Sturz, A., Vandamme, P., Barka, E.A., Salles, J., Van Elsas, J.,
Faure, D., Reiter, B. and Glick, B. 2005. Burkholderia phytofirmans sp. nov., a
novel plant-associated bacterium with plant beneficial properties. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 55: 1187-1192.

Shaffique, S., Hussain, S., Kang, S.-M., Imran, M., Kwon, E.-H., Khan, M.A., and Lee,
[.-J. 2023. Recent progress on the microbial mitigation of heavy metal stress in
soybean: overview and implications. Frontiers in Plant Science, 14: 1188856.

Shafiq, A., Munawar, M.E., Nadeem, M., Khan, A., Abbasi, G.H., Haq, M.A., Ayub,
M.A., Iftikhar, I. ve Awais, M. 2024. Health risk assessment of bread wheat grown
under cadmium and nickel stress and impact of silicic acid application on its growth,
physiology, and metal uptake. Environmental Science and Pollution Research, 31:
55535-55548.

Shah, A. A., Zafar, S., Usman, S., Javad, S., Aslam, M., Noreen, Z. and Ahmad, A. 2024.
Zinc oxide nanoparticles and Klebsiella sp. SBP-8 alleviates chromium toxicity in
Brassica juncea by regulation of antioxidant capacity, osmolyte production,

nutritional content and reduction in chromium adsorption. Plant Physiology and
Biochemistry, 210: 108624.

Shahzad, B., Tanveer, M., Rehman, A., Cheema, S.A., Fahad, S., Rehman, S. and Sharma,
A. 2018. Nickel; whether toxic or essential for plants and environment — a
review. Plant Physiology and Biochemistry, 132: 641-651.

Siddiqui, M. H., Al-Whaibi, M. H. and Basalah, M. O. 2011. Interactive effect of calcium
and gibberellin on nickel tolerance in relation to antioxidant systems in 77iticum
aestivum L. Protoplasma, 248: 503-511.

Sigurdson, G.T., Robbins, R.J., Collins, T.M., and Giusti, M.M. 2016. Evaluating the role
of metal ions in the bathochromic and hyperchromic responses of cyanidin
derivatives in acidic and alkaline pH. Food Chemistry, 208: 26-34.

Singh, 1., and Shah, K. 2014. Exogenous application of methyl jasmonate lowers the
effect of cadmium-induced oxidative injury in rice seedlings. Phytochemistry, 108:
57-66.

Sirhindi, G., Mir, M. A., Abd-Allah, E. F., Ahmad, P. and Gucel, S. 2016. Jasmonic acid
modulates the physio-biochemical attributes, antioxidant enzyme activity, and gene
expression in Glycine max under nickel toxicity. Frontiers in Plant Science, 7: 591.

Smirnoff, N. 1993. Tansley Review No. 52. The role of active oxygen in the response of
plants to water deficit and desiccation. New Phytologist, 127: 27-58.

Smirnoff, N., and Arnaud, D. 2019. Hydrogen peroxide metabolism and functions in
plants. New Phytologist, 221: 1197-1214.

Sobczyk, M.K., Smith, J.A.C., Pollard, A.J., and Filatov, D.A. 2017. Evolution of nickel
hyperaccumulation and serpentine adaptation in the Alyssum serpyllifolium species
complex. Heredity, 118: 31-41.

Soleymanifar, S., Ehsanpour, A. A., Ghasemi, R., and Schat, H. 2024. The effect of L-
histidine on nickel translocation and the activities of antioxidant enzymes in

106



KAYNAKLAR U. BARAN

hyperaccumulator (Odontarrhena inflata) and non-accumulator (Aurinia saxatilis)
plants. Plant and Soil, 495(1): 411-428.

Someya, N., Sato, Y., Yamaguchi, I., Hamamoto, H., Ichiman, Y., Akutsu, K., Sawada,
H., and Tsuchiya, K. 2007. Alleviation of nickel toxicity in plants by a
rhizobacterium strain is not dependent on its siderophore production.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, 38(9-10): 1155-1162.

Sousa, J.A.J., and Olivares, F.L. 2016. Plant growth promotion by streptomycetes:
ecophysiology, mechanisms and applications. Chemical and Biological
Technologies in Agriculture, 3: 24.

Souza, G.L.O.D., Nietsche, S., Xavier, A.A., Costa, M.R., Pereira, M.C.T., and Santos,
M.A. 2016. Triple combinations with PGPB stimulate plant growth in
micropropagated banana plantlets. Applied Soil Ecology, 103: 31-35.

Srivastava, S., Chaudhry, V., Mishra, A., Chauhan, P.S., Rehman, A., Yadav, A., Tuteja,
N., and Nautiyal, C.S. 2012. Gene expression profiling through microarray analysis
in Arabidopsis thaliana colonized by Pseudomonas putida MTCC5279, a plant
growth promoting rhizobacterium. Plant Signaling & Behavior, 7(2): 235-245.

Steinhorst, L., and Kudla, J. 2014. Signaling in cells and organisms-calcium holds the
line. Current Opinion in Plant Biology, 22: 14-21.

Stephenie, S., Chang, Y.P., Gnanasekaran, A., Mohd Esa, N., and Gnanaraj, C. 2020. An
insight on superoxide dismutase (SOD) from plants for mammalian health
enhancement. Journal of Functional Foods, 68: 103917.

Stirbet, A., Lazar, D., Kromdijk, J. and Govindjee. 2018. Chlorophyll a fluorescence
induction: Can just a one-second measurement be used to quantify abiotic stress
responses?. Photosynthetica, 56: 86—104.

Strasser, R. J., Srivastava, A. and Govindjee. 1995. Polyphasic chlorophyll a fluorescence
transient in plants and cyanobacteria. Photochemistry and Photobiology, 61: 32—
42.

Strasser, R. J., Srivastava, A. and Tsimilli-Michael, M. 2000. The fluorescence transient
as a tool to characterize and screen photosynthetic samples. In: Probing
Photosynthesis: Mechanisms, Regulation and Adaptation, 445483, Taylor and
Francis, London.

Strasser, R. J., Tsimilli-Michael, M., Srivastava, A. 2004. Analysis of the Chlorophyll a
Fluorescence Transient, Chlorophyll a Fluorescence, Govindjee, P.C.G. (eds),
Springer, Netherlands, 321-362.

Strasser, R. J., Tsimilli-Michael, M., Qiang, S. and Goltsev, V. 2010. Simultaneous in
vivo recording of prompt and delayed fluorescence and 820-nm reflection changes
during drying and after rehydration of the resurrection plant Haberlea
rhodopensis. BBA - Bioenergetics, 1797: 1313—-1326.

Sumalan, R.L., Nescu, V., Berbecea, A., Sumalan, R.M., Crisan, M., Negrea, P., and
Ciulca, S. 2023. The impact of heavy metal accumulation on some physiological
parameters in Silphium perfoliatum L. plants grown in hydroponic systems. Plants,
12: 1718.

107



KAYNAKLAR U. BARAN

Swigtczak, J., Kalwasinska, A., and Brzezinska, M.S. 2024. Plant growth—promoting
rhizobacteria: Peribacillus frigoritolerans 2RO30 and Pseudomonas sivasensis
2R0OA45 for their effect on canola growth under controlled as well as natural
conditions. Frontiers in Plant Science, 14: 1233237.

Swoczyna, T., Kalaji, H.M., Bussotti, F., Mojski, J., and Pollastrini, M. 2022.
Environmental stress—what can we learn from chlorophyll a fluorescence analysis
in woody plants? A review. Frontiers in Plant Science, 13: 1048582.

Syn, C. K. C. ve Swarup, S. 2000. A scalable protocol for the isolation of large-sized
genomic DNA within an hour from several bacteria. Analytical Biochemistry,
278(1), 86-90.

Tahkokorpi, M., Korteniemi, A., Taulavuori, E., Roitto, M., Laine, K., Huttunen, S., and
Taulavuori, K. 2010. Trace amounts of nickel in belowground rhizomes
of Vaccinium myrtillus L. decrease anthocyanin concentrations in aerial shoots
without water stress. Environmental and Experimental Botany, 69: 338-342.

Tak, H.I. 2015. Modulation of growth, antioxidant system in seedling of mustard under
different levels of nickel in adaptive response to metal resistant bacteria. Frontiers
in Biology, 10(3): 272-278.

Tamreihao, K., Ningthoujam, D.S., Nimaichand, S., Singh, L.S., Reena, P., Singh, S.H.,
and Nongthomba, U. 2016. Biocontrol and plant growth promoting activities of
a Streptomyces corchorusii strain UCR3-16 and preparation of powder formulation
for application as biofertilizer agents for rice plant. Microbiological Research, 192:
260-270.

Theriault, G., Michael, P. and Nkongolo, K. 2016. Comprehensive transcriptome analysis
of response to nickel stress in white birch (Betula papyrifera). Plos One, 11: 1-21.

Tivendale, N.D., and Millar, A.H. 2022. How is auxin linked with cellular energy
pathways to promote growth? New Phytologist, 233: 2397-2404.

Tiwari, S., Lata, C., Chauhan, P.S., and Nautiyal, C.S. 2016. Pseudomonas putida attunes
morphophysiological, biochemical and molecular responses in Cicer arietinum L.
during drought stress and recovery. Plant Physiology and Biochemistry, 99: 108—
117.

Trivedi, D.K., Gill, S.S., Yadav, S., and Tuteja, N. 2013. Genome-wide analysis of
glutathione reductase (GR) genes from rice and Arabidopsis. Plant Signaling &
Behavior, 8(2): €23021.

Tsimilli-Michael, M., Strasser, R. J. 2008. In Vivo Assessment of Stress Impact on Plant’s
Vitality: Applications in Detecting and Evaluating the Beneficial Role of
Mycorrhization on Host Plants. Mycorrhiza, Varma, A. (Ed), Springer, Berlin
Heidelberg, 679-703.

Vamerali, T., Bandiera, M. ve Mosca, G. 2010. Field crops for phytoremediation of metal-
contaminated land: A review. Environmental Chemistry Letters, 8: 1-17.

Vischetti, C., Marini, E., Casucci, C., and De Bernardi, A. 2022. Nickel in the
environment: Bioremediation techniques for soils with low or moderate
contamination in European Union. Environments, 9: 133.

108



KAYNAKLAR U. BARAN

Vishnupradeep, R., Bruno, L.B., Taj, Z., Karthik, C., Challabathula, D., Tripti, A.,
Kumar, A., Freitas, H., and Rajkumar, M. 2022. Plant growth promoting bacteria
improve growth and phytostabilization potential of Zea mays under chromium and

drought stress by altering photosynthetic and antioxidant responses. Environmental
Technology & Innovation, 25: 102154.

Vithanage, M., Kumarathilaka, P., Oze, C., Karunatilake, S., Seneviratne, M., Hseu, Z.Y .,
Gunarathne, V., Dassanayake, M., Ok, Y.S., and Rinklebe, J. 2019. Occurrence and
cycling of trace elements in ultramafic soils and their impacts on human health: A
critical review. Environment International, 131: 104974.

Wang, Q., Xu, S., Wu, Z., Huang, L., Yang, X., and Feng, Y. 2025. The endophytic
bacterium Sphingomonas sp. facilitated photosynthetic response to cadmium stress
in Brassica juncea L. Preprint, 1.

Wang, S. Y., Jiao, H. J. ve Faust, M. 1991. Changes in ascorbate, glutathione, and related
enzyme activities during thidiazuron-induced bud break of apple. Physiologia
Plantarum, 82: 231-236.

Wang, X., Xia, K., Yang, X. ve Tang, C. 2019. Growth strategy of microbes on mixed
carbon sources. Nature Communications, 10: 1279.

Wiszniewska, A., Muszynska, E., Hanus-Fajerska, E., Dziurka, K. ve Dziurka, M. 2018.
“Evaluation of the protective role of exogenous growth regulators against Ni
toxicity in woody shrub Daphne jasminea”, Planta, 248, 1365-1381.

Wu, F., Shi, Q., Wang, X.J., Sun, Z.-T., Wang, W., Li, X., Guo, L.Y., and Bai, J.G.
2019. Streptomyces canus GLY-P2 degrades ferulic and p-hydroxybenzoic acids in
soil and affects cucumber antioxidant enzyme activity and rhizosphere bacterial
community. Plant and Soil, 436: 71-809.

Wu, Y., Ma, L., Liu, Q., Sikder, M.M., Vestergard, M., Zhou, K., Wang, Q., Yang, X.,
and Feng, Y. 2020. Pseudomonas fluorescens promote photosynthesis, carbon
fixation and cadmium phytoremediation of hyperaccumulator Sedum
alfredii. Science of the Total Environment, 726: 138554.

Wudick, M. M., Li, X., Valentini, V., Geldner, N., Chory, J., Lin, J., Maurel, C. ve Luu,
D. T. 2015. Subcellular redistribution of root aquaporins induced by hydrogen
peroxide. Molecular Plant, 8(7): 1103—-1114.

Yang, J., and Pan, X. 2013. Root exudates from sunflower (Helianthus annuus L.) show
a strong adsorption ability toward Cd(Il). Journal of Plant Interactions, 8(3): 263—
270.

Yang, Z., Yang, F., Liu, J.L., Wu, H.T., Yang, H., Shi, Y., Liu, J., Zhang, Y.F., Luo, Y.R.
ve Chen, K.M. 2022. Heavy metal transporters: Functional mechanisms, regulation,

and application in phytoremediation. Science of the Total Environment, 809:
151099.

Zagorchev, L., Seal, C.E., Kranner, 1., and Odjakova, M. 2013. A central role for thiols
in plant tolerance to abiotic stress. International Journal of Molecular Sciences, 14:
7405-7432.

109



KAYNAKLAR U. BARAN

Zaid, A., Mohammad, F., Wani, S. H. ve Siddique, K. M. 2019. Salicylic acid enhances
nickel stress tolerance by up-regulating antioxidant defense and glyoxalase systems
in mustard plants. Ecotoxicology and Environmental Safety, 180: 575-587.

Zakaria, Z., Zulkafflee, N.S., Redzuan, N.A.M., Selamat, J., Ismail, M.R., Praveena,
S.M., Téth, G., and Abdull Razis, A.F. 2021. Understanding potential heavy metal

contamination, absorption, translocation and accumulation in rice and human health
risks. Plants, 10: 1070.

Zang, Q., Feng, Y.X., Tian, P, Lin, Y.J., and Yu, X.Z. 2022. Proline-mediated regulation
on jasmonate signals repressed anthocyanin accumulation through the MYB-

bHLH-WDR complex in rice under chromium exposure. Frontiers in Plant
Science, 13: 953398.

Zeng, G., Wan, J., Huang, D., Hu, L., Huang, C., Cheng, M., Xue, W., Gong, X., Wang,
R. ve Jiang, D. 2017. Precipitation, adsorption and rhizosphere effect: The
mechanisms for phosphate-induced Pb immobilization in soils — A review. Journal
of Hazardous Materials, 339: 354-367.

Zhang, X., Laubie, B., Houzelot, V., Plasari, E., Echevarria, G. and Simonnot, M.-O.
2016. Increasing purity of ammonium nickel sulfate hexahydrate and production

sustainability in a nickel phytomining process. Chemical Engineering Research and
Design, 106: 26-32.

Zhou, Y., Hu, L., Wu, H., Jiang, L., and Liu, S. 2017. Genome-wide identification and
transcriptional expression analysis of cucumber superoxide dismutase (SOD)

family in response to various abiotic stresses. International Journal of Genomics,
2017: 7243973.

Zuluaga, D.L., Gonzali, S., Loreti, E., Pucciariello, C., Degl’Innocenti, E., Guidi, L., Alpi,
A., and Perata, P. 2008. Arabidopsis thaliana MYB75/PAP1 transcription factor
induces anthocyanin production in transgenic tomato plants. Functional Plant
Biology, 35: 606-618.

110



EKLER

U. BARAN

7. EKLER

Cizelge 7.1. JIP-testte kullanilan bazi terimlerin, tanimlamalarin ve formiillerin 6zeti
(Strasser vd. 2000; 2004; Tsimilli-Michael vd. 2008; Stirbet vd. 2018)

Teknik ve hesaplanan

fluoresans parametreleri

Tanim

Fo
F;

Fi

Fm

vV,

Mo veya (dV/dt)o

Minimum fluoresans intensitesi (O basamag)
2 ms’deki fluoresans intensitesi (J basamagi)

30 ms’deki fluoresans intensitesi (I basamag)

Maksimum fluoresans intensitesi (P basamagi)

(Fams — Fo)/(Fy— Fo), ] basamagindaki degisken fluoresans
4(F'300us — Fo)/( Fu— Fo), Fluoresansin tahmini baglangic
egimi (ms™"’deki) veya fotokimyanin baglangic hizi

Kuantum etkinligi veya
akis oranlan

¢ro veya TRo/ABS (1 = Fo)/Fy veya Fy/Fy, Primer fotokimyanim maksimum
quantum verimi

@i, veya ETo/ABS 1 — Fo/Fu) . Yo, Elektron transportunun maksimum verimi

Yo veya ETo/TRo 1 — Vj, Tutulan eksitonun Qa “‘dan elektron transport zincirine
bir elektronu hareket ettirme etkinligi

O0Ro veya RE/ETo (1 = V)/( 1 -Vy), Indirgenmis sistemleraras: elektron
alicilariin bir elektronu, PSI son elektron alicilarina hareket
ettirme etkinligi

@ro veya REo/ABS ¢ro . W0 . 3R0, Q4 ‘dan PSI son elektron alicilarina elektron
transportun kuantum verimi

Spesifik akislar Her bir reaksiyon merkezi basina enerji akislar

ABS/RC Mo.(1/Vj).(1/pp,), t= 0’da absorplanan enerji akisi veya
ortalama anten biiyukligii

TRo/RC Mo.(1/Vj), t= 0’da yakalanan enerji akisi

ETo/RC Mo.(1/Vj).Wo, t= 0’da elektron transportu

DIo/RC (ABS/RC) — (TRo/RC), Fotokimya diginda kaybedilen enerji

Fenomenolojik akislar Ol¢iim yapilan yaprak alam bazinda enerji akislar

ABS/CSo = Fo t= 0’da absorplanan enerji akis

TRo/CSo ¢ro.(ABS/CSo), t= 0’da yakalanan enerji akisi

ETo/CSo ¢ro.Y0.(ABS/CSo), t= 0’da elektron transportu

DIo/CSo (ABS/CSo) — (TRo/ CSo), Bir PSII’de fotokimya disinda
kaybedilen enerji

RC/CSo ¢ro.(Vi/Mo).Fo, t= tF),/da aktif PSII reaksiyon merkezleri
miktari

PIabs (RC/ABS).(9po /(1 — @po)).( Yo /(1 — W0)), Performans
indeksi

PItop (RC/ABS).(gro /(1 — @po)).( Yo /(1 — ¥0)).(6R0/(1 — 5R0)),

Toplam performans indeksi
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