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Sayn Ilgili,

GTU TTO AR-GE projesi kapsaminda yapilan “Bio Steril LED lambanin bitkilerin
yetistirildigi ortama ve bitkilere etkisinin arastirilmas1” baslikli proje 15/02/2026-
10/07/2026 tarihleri arasmnda GTU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Bitki
Biyoteknolojisi Laboratuvari’nda ve bu laboratuvara ait ¢alisma ofisi ve bitki bliyiitme odasinda
gerceklestirilmistir. S6z konusu ¢alismada Biosteril LED lambanin ortam havasindaki
mikrobiyal yiik, belirli patojen/maddeler (bakteri ve fungus suslari), tohum ylizey
sterilizasyonu ve in vitro doku Kkiiltiirii (rejenerasyon) siiregleri iizerindeki etkinlikleri
arastirllmis olup, denemeler sonucunda Biosteril LED teknolojisinin; havadaki fungal
kontaminasyonu Onlemede ve bitki doku kiiltiirii silireclerinde organogenez/rejenerasyon
basarisini artirmada yiiksek potansiyele sahip etkili bir iklimlendirme/destek ekipmani olarak
kullanilabilecegi degerlendirilmektedir. TTO AR-GE projesi kapsaminda kullanilan yontemler
ve elde edilen sonuglar ayrintili olarak EK’te sunulmustur.

Saygilarimla,

Prof. Dr. Yelda Ozden Ciftci

EK: TTO AR-GE projesi kapsaminda kullanilan yontemler ve elde edilen sonuglar.



EK:

1.Biosterii LED Lambamin Havadaki Mikrobiyal Yiik Uzerindeki

Etkinliginin Belirlenmesi

Bu deneme, ¢alisma ortam havasinin mikrobiyal yiikiiniin belirlenmesi amaciyla Gebze Teknik
Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari’nda
bulunan ¢alisma ofisinde yapildi. Bu alanin ortam havasinin pasif 6érnekleme ile agik Petri
yontemi uygulanarak mikrobiyal yiik belirlendi. Orneklemenin oldugu alanin o6zellikle
ornekleme Oncesinde insan giris-¢ikiglarinin oldugu ancak érneklemenin oldugu zamanda ise
insan hareketliliginin olmadigina ve havalandirmanin kapali durumda olmasina dikkat edildi.
Bu amag¢ dogrultusunda hem mikrobiyal yiik hem de farkli mikroorganizmalarinin
gelisimlerinin degerlendirilebilmesi i¢in Kanli Agar, Luria Bertani Agar (LB), Mannitol Salt
Agar (MSA), Triptic Soy Agar (TSA) ve Saboroud Dextrose Agar (SDA) kullanildi. Bu
besiyerleri temel olarak hava kalitesinin izlenmesi ve ortamdaki patojenlerin belirlenmesi
amaciyla tercih edilmektedir. Kanh agar, hastane enfeksiyonu ve Streptococcus tiirlerinin
belirlenmesinde (Ozougwu ve ark., 2021) ; MSA besiyeri, hastane ortaminda kritik bir patojen
olan Staphylococcus tiirleri i¢in segici olarak izole edilmesi ve iiretilmesinde (Gizaw ve ark.,
2026; Douglas ve ark., 2019 ve Kunwar ve ark., 2019). LB besiyeri genel bir besiyeri olup
ortamdaki genel bakteri tiirlerini belirlenmesinde, TSA besiyeri, arastirma laboratuvarlarinda
ve hastanelerde daha ¢ok Streptoccoccus tiirleri, Staphylococcus tiirlerinin tayininde
(Lignell,2008), SDA besiyeri ise arasgtirma laboratuvarlarinda havadaki mantar
konsantrasyonunun  belirlenmesi ve mantar izolasyonunun saglanmasi amaciyla

kullanildi(Yogeswaran ve ark., 2023).

Bu kapsam dogrultusunda deneme IMA’ ya (Index of Microbial Air contamination -
Mikrobiyal Hava Kirliligi Endeksi) gore yapildi. IMA havadaki mikrobiyal kontaminasyonu
pasif 6rnekleme yontemiyle dlgmek ve standardize etmek i¢in kullanilan bir indeks olup, bu
deger, havadaki mikroorganizmalarin belirli bir siire i¢inde bir ylizeye ¢okme hizin1 Slgerek
ortamin biyolojik kirlilik riskini degerlendirir (Pasquarella ve Albertini, 2025). Buna uygun
olarak IMA’ya gore Petri kaplar1 1/1/1 kuralina gore yerlestirildi (Sekil 1). Besiyerleri 1 metre
yiikseklikte duvardan 1 metre uzaklikta ve 30 dakika ve 60 dakika (Fungus i¢in) bekletilmek
kosuluyla acgik birakildi. Bu asamada, havalandirmanin kapali olmasimna ve insan

hareketliliginin bulunmamasina 6zen gosterildi. Ayrica Biosteril LED 1s18inin bulundugu



ortamin mikrobiyal yiikiiniin belirlenebilmesi i¢in 151k gecirmeyen siyah kabin icerisinde pasif
ornekleme yontemi kullanilarak agik Petri yontemi ile Biosteril LED lambanin etkinligi
degerlendirildi. Bu amag¢ dogrultusunda kabin igerisinde {i¢ farkli deney protokolii uygulanarak
mikrobiyal ylik tizerindeki etkisi karsilagtirilmali olarak incelendi (Tablo 1 ve Tablo 2; Sekil 2).
Dokuz santimetre ¢capindaki Petri kaplar1 bakteriler i¢cin 37°C de 48 saat, fungus i¢in 37°C de 5
giin boyunca inkiibe edildikten sonra koloni varlig1 agisindan degerlendirildi. Deneyler iki
tekrarli olarak gergeklestirildi. Ureyen koloniler ayr1 ayr1 sayildi ve inkiibasyon sonrasi1 farkli
besiyerlerinde farkl: siirelerde belirlenen koloni goriintiileri gosterildi (Tablo 3 ve Tablo 4; Sekil
3, Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6 ve Sekil 7). Ortam havasindaki mikrobiyal yogunluk Omeliansky’s

formiiliine gére hesaplandi (Yogeswaran ve ark., 2023).
N=5ax 10* (bt)!
(N: yiikii, @ : koloni sayis1, b: Petri kabi alan1 (cm?), t: maruziyet siiresi (dk).

Tablo 1: Bakteriler igin farkli besiyerlerinde tek maruziyet siiresinde uygulanan deney

protokolleri.
. . Maruziyet
Deney . . Biosteril LED .o
Protokolii Besiyerleri durumu Siiresi Amag
(Dakika)
DIS
ORTAM YOK 30 Kontrol
Ortamin baslangi¢
DENEY I KANLI AGAR Kapali 30 mikrobiyal  yiikiinii
belirlemek
LBAGAR Biosteril LED
DENEY 11 MSA Acik 30 lambanin etkisinin
belirlenmesi
TSA
DENEY III kapali sonra 30 30

lambanin etkisinin

dakika acik belirlenmesi




Tablo 2: Fungus i¢in farkli maruziyet siirelerinde uygulanan deney protokolleri.

Deney o Biosteril LED  Maruziyet
Protokolii Besiyeri durumu Siiresi Amag
(Dakika)
ORI YOK 30/60 Kontrol
Ortamin baslangi¢
DENEY I Kapali 30/60 mikrobiyal  yiikiinii
belirlemek
SDA Biosteril LED
DENEY I1 Acik 30/60 lambanin  etkisinin
belirlenmesi
filk 30 dakika Kapali ~kaldiktan
DENEY III kapali sonra 30 30/60 sonraBiosteril LED

dakika agik

lambanin etkisinin
belirlenmesi

Sekil 1 : D1s ortama 1:1:1 kuralina gére yerlestirilen besiyerleri.



DENEY III

Sekil 2: Biosteril LED ortaminda agik Petri yontemi ile pasif 6rnekleme deneyinin protokol
asamalari.

Tablo 3: Inkiibasyon sonras1 belirlenen koloni sayilari.
Deney Kanh

Protokolii S Agar MSA TSA
Dis Ortam % 6 11 3 3
DENEY I = 3 3 Ureme yok 4
DENEY 11 - 4 1 1 3
DENEY III 7 2 Ureme yok 4

Tablo 4 : Inkiibasyon sonrasi belirlenen koloni sayilari.

peneY & 30dakika 60 dakika
SDA

D1s Ortam Ureme yogun Ureme yogun

DENEY I Ureme yok  Ureme yogun

DENEY II Ureme yok  Ureme yok

DENEY III Ureme yok  Ureme yok




Kanh agar besiyerinde dis ortamdaki mikrobiyal yiik 30 dakikada ~ 157 CFU/m?, Avrupa
Komisyonu Standartlarina gore “ORTA”,

DENEY I protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~ 79 CFU/m? iken Avrupa
Komisyonu Standartlarina gore “DUSUK?,

DENEY II protokoliine gére ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~105 CFU/m? iken
Avrupa Komisyonu Standartlarina gére “ORTA”,

DENEY III protokoliine gére ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~184 CFU/m?.iken,
Avrupa Komisyonu Standartlarina gore “ORTA” diizeyde olarak belirlenmistir (Gizaw ve

ark.,2026) (Sekil 3).

Biosteril LED lambasinin 30 dakika kapali durumda ortamdaki mikrobiyal yiik DUSUK olarak
degerlendirilirken, ayni ortamda LED lambanin 30 dakika boyunca agik oldugunda ortamdaki
mikrobiyal yiik ORTA diizeye yiikseldigi goriildii. Biosteril LED lambanin 30 dakika kapali
kaldiktan sonra Biosteril LED lambanin etkisinin mikrobiyal yiik agisindan artis gorildigi

ancak Avrupa Komisyonu Standartlarina gére ayn1 diizeyde oldugundan bir farklilik goriilmedi.

DI§ ORTAM I DENEYI

DENEY II

Sekil 3 : Kanli agar besiyerinde inkiibasyon sonrasi olugan koloni goriintiileri.



LB agar besiyerinde dis ortamdaki mikrobiyal yiik 30 dakikada ~289 CFU/m?, Avrupa
Komisyonu Standartlarina gére “ORTA”,

DENEY I protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~ 79 CFU/m® iken Avrupa
Komisyonu Standartlarina gore “DUSUK?,

DENEY II protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~26 CFU/m? iken Avrupa
Komisyonu Standartlara gére “COK DUSUK?”,

DENEY III protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~53 CFU/m?.iken,
Avrupa Komisyonu Standartlarina gére “DUSUK” diizeyde olarak belirlenmistir (Gizaw ve

ark.,2026).

Biosteril LED lambasiin 30 dakika kapali durumda ortamdaki mikrobiyal yiik DUSUK olarak
degerlendirilirken ayni ortamda Biosteril LED lambanin 30 dakika boyunca agik oldugunda
ortamdaki mikrobiyal yiik ¢ok diisiik seviyeye indigi goriildii. Biosteril LED lambanin 30
dakika kapali kaldiktan sonra tekrar 30 dakika ac¢ik kalmasinin sonucunda ise mikrobiyal yiik
acisindan artig goriilmesinin nedeni ortamdaki bazi bakterilerin Biosteril LED lamba kapali

iken uygun kosullarda kisa siirede ¢ogalmasindan kaynaklaniyor olabilir.

DENEY II DENEY III

Sekil 4: LB agar besiyerinde inkiibasyon sonrasi olusan koloni goriintiileri.

MSA besiyerinde Dis ortamdaki Mikrobiyal yiik 30 dakikada ~79 CFU/m?, Avrupa Komisyonu
Standartlarina gore “DUSUK?” diizeyde,



DENEY 1 protokoline goére 30 dakikada iireme goriilmediginden mikrobiyal yiik

hesaplanamadi.

DENEY II protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~26 CFU/m? iken Avrupa
Komisyonu Standartlarina gére “COK DUSUK”,

DENEY III protokoliine gore 30 dakikada tireme goriilmediginden mikrobiyal yiik

hesaplanamadi.

Biosteril LED lambanin 30 dakika kapali kaldigi ortamda MSA besiyerinde hi¢ ilireme
gozlenmezken, Biosteril LED lambanin agik oldugu durumda Avrupa Komisyonu
Standartlarma gdre mikrobiyal yiik “DUSUK” diizey olarak degerlendirilmistir (Gizaw ve
ark.,2016). Bununla birlikte, m* basina diisen MSA besiyerinde iireyebilen belirli bakteriler

acisindan LED lambanin etkinligi tam olarak net olmayabilir.

DENEY III
Sekil 5 : MSA besiyerinde inkiibasyon sonrasi olusan koloni goriintiileri.

TSA besiyerinde dis ortamdaki mikrobiyal yiik 30 dakikada ~79 CFU/m?, Avrupa Komisyonu
Standartlaria gore “DUSUK”

DENEY I protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik ~105 CFU/m? iken, Avrupa Komisyonu
Standartlarina gore “ORTA”,

DENEY II protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~79 CFU/m?, iken Avrupa
Komisyonu Standartlarina gore “DUSUK? diizeyde,



DENEY III protokoliine gore ortamdaki mikrobiyal yiik, 30 dakikada ~105 CFU/m?’, iken
Avrupa Komisyonu Standartlarina gére “ORTA” diizeyde oldugu goriilmiistiir (Gizaw ve ark.,
2016).

Bu sonuglar degerlendirildiginde, TSA besiyerinde lireyebilen bakteriler agisindan Biosteril
LED lambanin ortamdaki mikrobiyal yiikii azalttigi goriilmektedir. Ancak, Biosteril LED
lambanin 30 dakika kapali kaldig1 bir ortamda uygulandiginda, TSA besiyerinde lireyebilen
bakterilerin hizli iremesi nedeniyle Biosteril LED lambanin antimikrobiyal etkisi sinirli olabilir

ve etkinligi bakteri tiiriine gére degisebilir.

Sekil 6: TSA besiyerinde inkiibasyon sonrasi olusan koloni goriintiileri.

Ortam havasindaki funguslara Biosteril LED lambanin etkisinin degerlendirilmesi i¢in SDA
besiyerinde dis ortamda 30 ve 60 dakika boyunca acik Petri yontemi ile uygulandiginda her iki
siirede de liremelerin yogun olarak gerceklestigi gortildii.

DENEY I protokoliinde 30 dakika maruziyet siiresinde herhangi bir iireme goriilmezken, 60

dakikada ise ¢cok yogun bir iireme gozlemlenmistir (Sekil 7).

DENEY II protokoliinde ise 30 ve 60 dakikalik Biosteril LED lamba uygulamasi ile higbir

iireme gézlemlenmemistir.

DENEY III protokoliinde de 30 ve 60 dakikalik Biosteril LED lamba uygulamasinda higbir
ireme gozlemlenmemistir. Bu sonuglar Biosteril LED lambanin en az 30 dakikahk

uygulamada fungus iiremesi iizerine ¢ok etkili oldugunu gostermektedir. (Sekil 7).



30 dakika DIS ORTAM 60 dakika 30 dakika DENEY1I 60 dakika

30 dakika DENEY III 60 dakika

Sekil 7: SDA besiyerinde inkiibasyon sonrasi olusan koloni goriintiileri.

2.Biosteril LED lambanin Tohum Sterilizasyonuna ve Cimlenmesine Olan

Etkisinin Belirlenmesi

Bu c¢aligma Gebze Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde Bitki
Biyoteknolojisine ait olan Bitki Biiyiitme Odasi’nda gerceklestirildi. Bu ortam igerisinde
Biosteril LED 15181in bulundugu ortamda Biosteril LED lambanin tohumlardaki mikrobiyal
yiike etkisinin belirlenmesi amaciyla 151k gegirmeyen siyah kabin igerisinde iki farkli bitki
Domates (Alyanak F1) (Solanum lycopersicum) ve Emin Bey Durum Bugday (7riticum durum
Desf.) kullanildi. Bu ortamda, Biosterii LED lambanin fotoperiyot uygulamas: 16/8
(aydinlik/karanlik) diizenine gére zamanlayici kontrolil ile saglandi. Tohumlara herhangi bir
yiizey sterilizasyonu uygulanmaksizin 40 dakika boyunca steril olmayan su icerisinde
bekletildi. Ardindan bu tohumlar, Murashige ve Skoog (1962)(MS) besiyeri ortamina, her bir
Petri kabinda 5 tohum yer alacak sekilde ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve aym kosullar
altinda Biosteril LED lamba uygulanmayan Kontrol gruplari da olusturuldu (Sekil 9).
Mikrobiyal yiik durumlari giinliik olarak takip edildi ve ¢imlenme durumlar1 degerlendirildi
(Sekil 10, Sekil 11).
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Biosteril LED lamba uygulamasi Bitki Biiyiitme Odas: (Kontrol)

Sekil 9: BIOSTERIL LED lamba uygulamasi ve kontrol kosullarindaki deney diizenegi.

Calisma giin giin takip edildiginde Bitki Biiylitme Odasinda ve Biosteril LED lamba uygulamali
ortamda Bugdaylarda 2. Giinden itibaren tiim Petri kaplarinda kiiflenmelerin basladig: goriildii
(Sekil 10, Sekil 11). Domates tohumlarinda, Bitki Biiylitme Odasinda bulunan Petri kaplarinda
3. giinden itibaren tiim Petri kaplarinda kiif olusumu gozlemlendi (Sekil 12). Biosteril LED
lamba uygulamasi yapilan grupta da kiif olusumu 3. giinden itibaren goriildii (Tablo 5). Ancak
bu ortamda bulunan ii¢ Petri kabindan ikisinden birinde tamamen kiif veya bakteri liremesi
gdzlenmezken, digerinde yalnizca bakteri iiremesi tespit edildi. Ugiincii Petri kabinda ise tiim
tohumlarda kiif iiremesi goriildii. 7. Giiniin sonucunda da Bir Petri kabinda hi¢ kiif {iremesi
gozlemlenmezken, digerinde bakteri olusumu bir digerinde ise kiif olusumu goriildii(Sekil 13).
Biosteril LED lamba uygulamasmin Kiif olusumunu geciktirdigi ve azalttigr gorildii.
Petri kaplarindan birinde tiim kiif olusumunu baskilayabilmesi ancak diger Petri
kaplarinda da aymn durumu gostermemesi sonucu lambanin bulundugu yere gore

degisken olabildigini gostermektedir.

giinde kiif olusumunun gézlemlenmesi.
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Sekil 11: iki farkli ortamda (Bitki Biiyiitme Odasi& Biosteril LED lamba) bulunan
Bugday tohumlarinda 2. giinde gézlemlenen kiif olusumlarinin goriiniimleri.

Sekil 12: iki farkli ortamda (Bitki Biiyiitme Odasi& Biosteril LED lamba) bulunan
domates tohumlarinda 3. giinde gézlemlenen kiif olusumlarinin gériiniimleri.



Sekil 13: 7. Giin sonunda Biosteril LED uygulamasina maruz birakilan tohumlarinin genel
goriiniimleri.

Tablo 1 : Cimlenme agamasinda tohumlarda gézlemlenen kiiflenme sayilari.
Kiiflenme Kiiflenme

cils gs e . 2. 3.
Bitki tiirii Ortam bas!.an"glg: Baslangi¢ Petri Petri Petri
giinii sayilar1
Domates (Solanum Biosteril LED 3. giin 5 5 0* 0
lycopersicum) lamba uygulamali
Domates (Solanum Bitki Biiyiitme 3. giin 14 5 5 5
lycopersicum) Odas1
Durum Bugday Biosteril LED 2. giin 13 5 5 5
(Triticum durum Desf.)  lamba uygulamali
Durum Bugday Bitki Biiyiitme 2. giin 15 5 5 5
(Triticum durum Desf.) Odas1

*Bakteri liremesi goriiliirken kiif tiremesi goriilmedi.



3.Kuru Kaplanmis ve Kaplanmams Tohumlar Uzerine Biosteril LED

Lambanin Etkisi

Calismanin bu asamasinda Biosteril LED lambanin 6n islem olarak steril olmayan tohum
iizerinde Mikrobiyal yiike etkisinin belirlenmesi ve tohumlarin ¢imlenmeleri {izerine etkileri
arastirildi. Bu dogrultuda Domates (Solanum lycopersicum) ve Durum Bugday (Triticum durum
Desf.) tohumlar1 kullanildi. On islem 6ncesinde kuru olan tohumlar iizerinden swap yardimiyla
stiriintli alinarak LB agar besiyerine ekim yapildi ve 30°C’de 72 saat inkiibe edildi. Siiriintii
alinan bu tohumlar, her bir Petri kabinda ii¢ tohum olacak sekilde yerlestirildi ve Biosteril LED
lambanin tam altina konularak 30, 60, 90 ve 120 dakika ve ayrica 4, 8,ve 16 saat Biosteril LED
1s1gma maruz birakildi(Sekil 14). Bu tohumlar MS besi ortamina alinarak Bitki Biiylitme
odasinda ¢imlenmeleri takip edildi ve degerlendirildi (Sekil 15).

Sekil 14: Tohumlarin 30, 60, 90 ve 120 dakika siirelerle Biosteril LED uygulamasina
maruz birakilmasi.

Sekil 15: Biosteril LED uygulamasina maruz birakilan tohumlarin MS besiyerine
aktarilmasi.



Farkli siirelerde Biosteril LED 30, 60, 90 ve 120 dakika ve 4, 8 ve 16 saat
uygulamalarina maruz birakilan domates (Kaplanmis tohum), domates (Kaplanmamis
tohum), bugday tohumlarinda 7. Giin ve 14. Giin sonunda Petri kab1 basina {i¢ tohum
iizerinden c¢imlenme sayilar1 belirlendi ve kontaminasyon durumlari goézlemlendi ve
fotograflandirildi (Tablo 2, Tablo 3).

Kaplanmis Domates tohumlarinin  Biosteril LED 1s1k altinda  farkli maruziyet
siirelerinde (30, 60, 90 ve 120 dakika) uygulama sonrasinda 7. Giin takibinde Tim
uygulamalarda ¢imlenme yiizdeleri (%) sirasiyla %100, %50, %50, %50 ve %100 oldugu,
kontaminasyon durumlart degerlendirildiginde ise; Oncesinde Petri kaplarindaki
tohumlardaki kontaminasyon durumlari <%?25 ise diisiik (+), %25-%75 ise orta (++) ve
>%75 ise yiiksek (+++) olarak tanimlandi. Kontaminasyon durumlar1 gézlemlendiginde ise,
cimlenme yiizdelerindeki diisiisiinde bir sebebi olarak, yogun bakteriyel kontaminasyonun
tohum ¢imlenmesini engellemesinden kaynaklamiyor olabilir. 14. Giin sonunda
gozlemlendiginde ise, tiim ¢imlenen tohumlarda yaprak olusumunun gergeklestigi belirlendi,
bununla birlikte morfolojik degerlendirmelerde baz1 anormallikler tespit edildi. Kontrol grubu
da dahil olmak iizere yaprak uglarinda kloroz ve nekroz baslangici oldugu goézlemlendi (Sekil
16.),(Tablo 2).

Sekil 16: Domates tohumlarmin Biosteril LED lambanin farkli maruziyet siirelerinde etkisi.
a)Kontrol, b) 30 dakika uygulama, ¢) 60 dakika uygulama, d) 90 dakika uygulama, €)120
dakika uygulama.



Tablo 2: Domates tohumlarinin Biosteril LED ortaminda farkli maruziyet siirelerine (dakika)
gore gozlemlenen durumlari.

Maruziyet ;.50 ¢ 7.glin 14.giin 14. Giin Morfolojik
cr s g siireleri . . Kontaminasyon .
Bitki tiirii . yiizdeleri Yaprak Anormallik (Kloroz,
(dakika) by durumu* K Nek Ciicel
(%) Gt cikist ekroz, Ciicelesme)

Yaprak uglarinda Kloroz ve
Kontrol 100 - Var nekroz baslangici,

Ciicelesme yok

Yaprak uclarinda Kloroz ve
Kontrol 100 - Var nekroz baglangici,

Ciicelesme yok

Yaprak uclarinda Kloroz ve

30 100 - Var nekroz baglangici,
Ciicelesme yok
30 0 +++ Yok Yok
Yaprak uglarinda Kloroz ve
DOMATES 60 100 - Var ne:kroz baslangici,
Ciicelesme yok
60 0 +++ Yok Yok
Yaprak uglarinda Kloroz ve
90 100 - Var Nekroz baslangici,
Ciicelesme yok
90 0 +++ Yok Yok
Yaprak uglarinda Kloroz ve
120 100 - Var nekroz baslangici,

Ciicelesme yok

Yaprak uglarinda Kloroz ve
120 100 - Var nekroz baslangici,

Ciicelesme yok

*+:Diigiik, ++:0rta, +++:Yiksek, C.: Cimlenme.

Bugday tohumlarinin Biosteril LED 151k altinda farkli maruziyet siirelerinde (30, 60,
90 ve 120 dakika) uygulama sonrasinda 7. Giin takibinde ise tiim tohumlarda ¢ok yogun

kontaminasyon goriildiiglinden morfolojik degerlendirmeler sonrasinda yapilamada.

Bugday tohumlarinin Biosteril LED 151k altinda farkli maruziyet siirelerinde (4, 8 ve 16
saat) uygulama sonrasinda 7. Giin takibinde de tiim tohumlarda ¢ok yogun kontaminasyon

goriildiiglinden morfolojik degerlendirmeler yapilamadi (Sekil 7).



Sekil 7: Bugday tohumlarinin Biosteril LED lambanin farkli maruziyet siirelerinde etkisi. a)
Kontrol, b) 4 saat uygulama, c) 8 saat uygulama, d) 16 saat uygulama.

Domates tohumlarmin Biosteril LED 1s1k altinda farkli maruziyet siirelerinde (4, 8 ve
16 saat) uygulama sonrasinda 7. Giin takibinde tiim uygulamalarda ¢imlenmeler baglamamis
olup, kontaminasyon durumlar1 degerlendirildiginde ise; Oncesinde Petri kaplarindaki
tohumlardaki kontaminasyon durumlar1 <%?25 ise diisiik (+), %25-%75 ise orta (++) ve
>%75 ise yiiksek (+++) olarak tanimlandi. Bu duruma gére Kontrol grubu; DUSUK , 4 saat
uygulama grubu ORTA, 8 saat uygulama grubu YUKSEK 16 saat uygulama grubunda ise
YUKSEK olarak degerlendirildi.



Tablo 3: Domates tohumlarinin Biosteril LED ortaminda farkli maruziyet siirelerine (saat) gére
gbzlemlenen durumlart.

Maruziyet — , 4h c.x 7.gun l14.giin  14. Giin Morfolojik
Bitki tiirii sireleri yiizdeleri Kontaminasyon Yaprak  Anormallik (Kloroz,
(saat) (%) durumu* cikisi Nekroz, Ciicelesme)
(+,++H,++) ’

Kontrol 0 + - R

Kontrol 0 + - -

4 0 ++ - -

4 0 + - -

DOMATES 3 0 . ] ]

8 0 0 - -

16 0 ++ - -

16 0 +++ - -

*+:Diisiik, ++:0rta, +++:Y{ksek, C.: Cimlenme.

4. Biosteril LED lambanin Farkhh Hiicre Duvar Yapisina Sahip Olan
Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkisi

Calismanin bu agsamasinda ise Biosteril LED lambanin bakterilerin Biosteril LED lambanin 30,
60, 90 ve 120 dakika maruz birakildiklarinda tiremelerine olan etkileri arastirildi. Bakteri olarak
Esherichia coli K12 ve Stapylococcus aureus ATCC 6558 suslar1 kullanildi. Calismada suslari
canlandirmak amaciyla LB besiyeri kullanildi. Steril 15 ml’lik falcon tiiplere 5 ml LB sivi
besiyerine %?2 lik agilama yapilarak 24 saat boyunca 30°C’de inkiibasyona birakildi. 24 saatin
sonunda 4000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edilerek silipernatant kismi
uzaklastirildi. Pellet Fizyolojik Tuzlu Su (%0,85) (FTS) ile iyice vortekslenerek homojen bir
karigim haline getirildi. Suslar McFarland cihazi ile 0.5 McFarland bulanikligina ayarlandi.



Elde edilen siispansiyondan 100 ul alinarak swap yardimi ile LB agar besiyeri iizerine yayma
ekim yapildi ve ekimi yapilan Petri kaplar1 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca Biosteril LED
lambaya maruz birakildiktan sonra 30°C’de 24 saat boyunca inkiibe edildi ve sonuglar

degerlendirildi.

24 saatin sonunda tiim Petri kaplar1 gozlemlendiginde Biosteril LED lamba
uygulamasinin hem S.aureus ATCC 6558 hem de E.coli K12 susu iizerinde herhangi bir
antimikrobiyal etki gostermedigi goriildii(Sekil 16,Sekil 17). Bu durum Biosteril LED lambanin
kontrol bakterileri iizerine farkli maruziyet siirelerinde kalsalar bile liremelerine etki etmedigini
gostermektedir. Buradan da anlasilacagi tizere Biosteril LED lambanin belirli tiirlere 6zgii

Antimikrobiyal etki gosterebilecegini diistiniilebilir.

Sekil 16: Biosteril LED uygulamasina farkli siirelerle maruz birakilan S. aureus ATCC 6558
susu tizerindeki etkilerin genel goriiniimii.



Sekil 17: Biosteril LED uygulamasma farkli siirelerle maruz birakilan E.coli K12 susu
tizerindeki etkilerin genel goriintimii.

5.Farkh Uzaklikta Konumlandirilan Biosteril LED Lambalarinin Cimlenme
Uzerindeki EtKisi

Calismanin bu kapsaminda Biosteril LED lambalarin farkli uzakliklarda steril olmayan
Domates tohumlar1 iizerindeki etkilerinin gozlemlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda daha biiyiikk hacimli Biosteril LED lamba uygulamalarinin oldugu Kabin
kullanildi. Bu kabinde iki farkli Deney grubu olusturuldu:
1) Sadece Biosteril LED uygulama
2) Biosteril LED lamba dahil {ist ve yan taraflarda bulunan uzun lamba uygulama (Sekil
18).

Sekil 18: Biosteril LED lamba uygulamalari. a) Sadece Biosteril LED lamba uygulamasi, b)
Biosteril LED lamba dahil iist ve yan taraflarda bulunan uzun lamba uygulamali



Calismanin bu agsamasinda kuru olan tohumlar iizerinden swap yardimiyla stiriintii alinarak LB
agar besiyerine ekim yapildi ve 30°C’de 72 saat inkiibe edildi. Siiriintii alinan bu tohumlar, her
bir Petri kabinda ii¢ tohum olacak sekilde yerlestirildi ve Biosteril LED lambanin tam altina
konularak 2, 4, 8 ve 16 saat Biosteril LED 15181na maruz birakildi(Sekil 19). Steril Petri kaplari
icerisinde Sadece Biosteril LED lamba altinda (2/4/8 ve 16 saat) ve Biosteril LED lamba
dahil iist ve yan taraflarda bulunan uzun lamba uygulamah (2/4/8 ve 16 saat) olarak
bekletildi (Sekil 20). Bu tohumlar MS besi ortamina alinarak Bitki Biiyiitme odasinda
cimlenmeleri takip edildi ve degerlendirildi (Sekil 21, Sekil 22).

A\A\

Sekil 20: Biosteril LED uygulamalari. a) Sadece Biosteril LED lamba uygulamasi yapilan
domates tohumlari, b) Biosteril LED lamba dahil iist ve yan taraflarda bulunan uzun
lamba uygulamas1 yapilan domates tohumlari.



Sekil 21 : Sadece Biosteril LED uygulamali olan Domates tohumlarinin MS besi ortamina
aktarilmasi.



Kontrol 2 saat

PR & S8

16 saat

Sekil 22: Biosteril LED lamba dahil iist ve yan taraflarda bulunan uzun lamba uygulamasi
yapilan domates tohumlarinin MS besi ortamina aktarilmasi.

4-5 giinliik gozlemler sonucunda ise sadece Biosteril LED lamba uygulamalarinin uygulanan
stireler fark etmeksizin tlim Petri kaplarinda bulunan steril olmayan domates tohumlarinda
¢imlenme baslamadan kiif olusumunun oldugu goriildii. Negatif kontrol grubu olan Petri
kaplarinda da domates tohumlari tizerinde kiif olusumlarinin oldugu gézlemlendi. (Sekil 23).



Sekil 23 :Sadece Biosteril LED uygulamali domates tohumlarinin 4-5 giin sonra
gozlemlenmesi.

Sekil 24: Biosteril LED lamba dahil {ist ve yan taraflarda bulunan uzun lamba uygulamali Domates
tohumlarinin 2-3 giin sonra gozlemlenmesi.



Her iki deney grubunda da Biosteril LED lambanin uzaklik ve farkli uygulamalarla sonuglari
gbzlemlendiginde steril olmayan domates tohumlar1 iizerinde kiif olusumunu engelleyici
ozellige sahip olmadig tespit edildi.

6.Bugday ve Misirda Patojen Olan Fusarium verticilloides ile Enfekte Edilen Bugday
tohumlarina Biosteril LED Uygulamalarinin Etkisi

Calismanin bu boliimiinde de Misir ve bugdayda patojen olan Fusarium verticilloides
kullanilarak bugdaya muamele edilmesi ile Biosteril LED uygulamalarinin etkisi arastirildi.
Fusarium verticilloides kiltiirii Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerinde 28°C de 7 giin
boyunca inkiibe edildi ( Sekil25).

Sekil 25: Fverticilloides 28°C de 7 giin inkiibe edilmesi.

Konidiler PDB ile stok siispansiyon halinde hazirlandi. Ana stoktan 200 ul +800 ul PDB
eklenerek seyreltildi. Seyreltme faktorii: 5 .Spor sayimi i¢in 10 pL stok siispansiyon + 10 uL
(%0,4) Trypan Blue (1:1) kanstirildi. Seyreltme faktorii :2. Thoma lami1 kullanilarak sayim
yapildi. Thoma laminda rastgele 4 karedeki sporlar sayildi ve ortalamalar1 alindi.

Konidi sayis1 (Konidi/ml) =Ortalama hiicre sayisi x 10* x Seyreltme Faktorii (5) x Seyreltme Faktorii (2)



Fusarium verticilloides Uygulamali Bugday Tohumlarinin Biosteril LED Lamba Altinda
Cimlenme Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Bugday Kislik bugdayin sterilizasyonu i¢in optimizasyon protokolii Koyuncu (2012) gore
gergeklestirildi. %70 (v/v) etanol (EtOH) 5 dakika boyunca ylizey sterilizasyonu yapildi
ardidan, %5 (v/v) ¢amasir suyu (Domestos™) ile 25 dakika ve steril dHO ile durulama yapildi
ve steril filtre kagid1 igerisine yerlestirilerek Bitki biiylitme Odasinda biiylimeleri takip edildi
(Sekil 26, Sekil 27).
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Sekil 26: Inokiilasyon asamalari.

Biosteril LED kabin (1. GUN)

Sekil 27: F verticilloides ile enfekte olan Bugday tohumlarinin steril Filtre kagidi igerisine
aktarilmasi.

2. Gilin gruplar gozlemlendiginde ise; Kontrol gruplarinda herhangi bir kiif olusumu ve
cimlenme goriilmezken, Bitki Biiylitme odasinda olan Fverticilloides ile enfekte olan bugday
tohumlarinda tireme goriiliirken, Biosteril LED lamba uygulamasi olan bugday tohumlarinda
¢imlenme baslangic1 gozlemlenirken, Fverticilloides iiremesi goriilmedi (Sekil 28).



BIOSTERIL LED KABIN

Sekil 28: Fverticilloides uygulamalarinda 2. Giin gozlemleri.

4. giin Gruplar gozlemlendiginde; Kontrol gruplarinda ¢imlenme ve kiif olusumu
gozlemlenmezken, Bitki Biiylitme odasinda bulundan gruplarda ¢imlenme goriilmezken,
tohumlarda kararma ve %88,8 oraninda tohumlarda F.verticilloides gelisimi goriildii. Biosteril
LED uygulamas1 yapilan gruplarda ise ¢imlenme artis1 goriiliirken, Fverticilloides ile enfekte
olan tohum sayis1 %55,5 olarak belirlendi (Sekil 29, Sekil 30); (Tablo 4) .



Sekil 29: Fverticilloides uygulamalarinda 4. Giin gozlemleri.

Tablo 4: Bugday tohumlarinin 4. Giin Cimlenme ve Fverticilloides enfekte durumlari.

Cimlenme (%) Everticilloides(%)

Kontrol - -

BBO - %88.,8

Biosteril LED %33.,3 %55,5




7. Giin sonunda gruplar gézlemlendiginde, Kontrol grubunda kiif olusumu gézlemlenmezken,
Bitki Biiyiitme odasinda bulunan FEverticilloides enfekteli gruplarda c¢imlenmenin
baskilandig1 ve Fverticilloides gelisimi goriildiigli, Biosteril LED uygulamali gruplarda ise,
¢imlenme gelisiminin durdurdugu ve tiim tohumlarda Fverticilloides gelisiminin oldugu
gozlemlendi. Biosteril LED lamba nin tohumun ¢imlenmesinde Kontrol grubuna goére erken
baslamasi ve 7.giin sonunda kontrol grubu ile yaklasik sonug¢ géstermesinden dolay1 tohumun
gelisimini olumsuz etkilemedigini ve Fverticilloides ile enfekte olmasindan dolayr tohum
cimlenme sayilarinda artis olmamasinin nedenlerinden biri  Biosteril LED lambanin
Everticilloides’ in gelisimine kars1 herhangi bir etki géstermemesinden kaynaklaniyor olabilir.
Biosteril LED lambanin F.verticilloides’ un gelismesini yavaslattigi tespit edilmistir.

BIOSTERIL LED KABIN

Sekil 30 : Fverticilloides uygulamalarinda 7. Giin gézlemleri.



Tablo 5: Bugday tohumlarinin 7. Giin ¢imlenme ve Fverticilloides enfekte durumlari.

Cimlenme (%) Everticilloides(%)

Kontrol

BBO

Biosteril LED

%dd 4 ;

- %88.,8

%33,3 %100




7. Doku Kiiltiiriinde Uygulanabilirlik (Rejenerasyon)

Tiitiin Tohumlarinin Yiizeysel Sterilizasyonu ve In-vitro Cimlenme

Calismanin bu kapsaminda doku kiiltiirii uygulamalarinda baslangi¢ bitkisi olarak Tiitiin
tohumlar1 (Nicotiana tabacum ) kullanildi.

Kullanilan tiitiin tohumlarinin sterilizasyonu i¢in Laminar Air Flow kabini igerisinde %70
EtOH icerisinde 1 dakika boyunca bekletildikten sonra, 1-2 damla Tween-20 eklenmis %1-2
aktif klor iceren Sodyum Hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda 10-15 dakika ¢alkalanarak sterilize
edildi. Steril edilen tiitiin tohumlari, bitki bliyiime diizenleyicisi (hormon) icermeyen temel MS
(Murashige and Skoog) besi ortamina (MSO0) ekildi.

Tohumlar, standart doku kiiltiirii sartlarinda (24-26°C, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik)
cimlenmeye birakildi ve biiylimeleri takip edildi. Yaklasik 3-4 hafta i¢inde kullanilabilir boyutta
steril tiitin fidecikleri elde edildi (Sekil 31).
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Sekil 34: MS besi ortaminda biiyiiyen Tiitlin tohumlar1(3-4 haftalik).

2. Eksplant Alim ve Proliferasyon (Cogaltim) Yontemi

In-vitro ortamda yetisen ve tamamen steril olan tiitiin fideciklerinden alinan yapraklar,
proliferasyon agamasi i¢in kullanildi (Sekil 32a).

Bu asamada eksplant hazirliklar1 ig¢in steril tiitiin govdelerinden bistiiri yardimiyla kesilen
saglikli yapraklar, yaklagik 1x1 cm boyutlarinda “yaprak diskleri” eksplant haline getirildi
(Sekil 32b). Her bir denemede en az 10 eksplant kullanilarak 5 kez tekrar edildi(Sekil 33a,
Sekil 33b). Proliferasyon ortami saglamak amaciyla Sitokinin ve oksin kombinasyonlart (1
mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA) eklenen MS besi ortamina aktarildi.



Sekil 35: Proliferasyon asamasi. a) Tiitlin fidecikleri, b) Tiitiin
eksplantlari.

Sekil 36: Tiitiin Eksplantlar1. a) Bitki biiylitme ortamina yerlestirilen Tiitlin Eksplantlari, b)
Biosteril LED Lamba uygulamasina yerlestirilen tiitiin eksplantlar:.

MS besi ortamina aktarilan Tiitlin eksplantlar1 2 farkli biiyiime ortamina bitki biliyiime odasinda
(16/8 saat (Aydinlik/karanlik) ve Biosteril LED lamba uygulamali kabin icerisinde (16/8 saat
(Aydinlik/Karanlik) biiytimeleri takip edildi (Sekil 37a, Sekil 37b).
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Sekil 37: Iki farkli biiyiime ortamlari. a) Bitki Biiyiitme Odasi, b) Biosteril LED lamba
uygulamali kabin.



4 haftanin sonunda hem Bitki Biiyiitme odasinda bulunan tiitiin eksplantlar1 ile Biosteril LED
kabininde bulunan tiitiin eksplantlarda gergeklesen hiicresel ¢ogalma ve farklilasma yetenekleri
oOl¢iildii ve degerlendirildi (Sekil 38, Sekil 39).

Sekil 38: Bitki Biiylitme Odasinda bulunan tiitiin eksplantlarinin 4 haftanin sonundaki
gelisimleri.

Sekil 39: Biosteril LED uygulamali kabinde bulunan tiitiin eksplantlarinin 4 haftanin sonundaki
gelisimleri.

Iki grubunda bulunan tiitiin eksplantlarinin gergeklesen hiicresel cogalma ve farklilasma
yetenekleri agagidaki formiillerle belirlenmistir( Sekil 40).



Sekil 36: ﬁ(Spla‘ntlardan ¢ikarilan yeni gévdeler.

Rejenerasyon yiizdesi (%) = Siirgiin veren eksplantlarin toplam eksplant sayisina orani

Gruplarin rejenerasyon yiizdeleri degerlendirildiginde Biosteril LED Kabin igerisindeki
gruplarda rejenerasyon yiizdesi %94 olup, Bitki Biiylitme odasinda bulunan BBO grubuna gore
Biosteril LED uygulamali grup, Bitki biiyiitme odasinda bulunan gruba gore yaklasik %23,7
oraninda artig gézlemlendi (Tablo 6).

Tablo 6 : BBO ve Biosteril LED uygulamalarinda eksplantlarin rejenerasyon yiizdeleri(%).

Siirgiin veren Toplam eksplant Rejenerasyon
Gruplar eksplant sayisi sayisi yiizdesi (%)
Bitki Biiyiitme
Odasi(BBO) 38 30 76b
Biosteril LED Kabin 47 50 94a

Ortalama Goévde/Eksplant Orani: Rejenere olan her bir yaprak diski basina diisen
ortalama yeni govde (siirgiin) sayisi.

Gruplarin eksplant basmma diisen govde sayilari ise, Bitki Biiylitme odasindaki 3,27
siirglin/eksplant iken, Biosteril LED uygulamali grupta ise 4,87 siirgiin/eksplant oranina sahip
oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiklerinde ise, iki grup arasinda anlamli
bir farklilik olmadig1 goriildii (Tablo 7), (p<0,05).

Tablo 7: BBO ve Biosteril LED uygulamalarinda Eksplant basina diisen gdvde sayist.

Gruplar Ortalama Govde/Eksplant oram
Bitki Biiyiitme 3,27+£0,65a
Odasi(BBO)

Biosteril LED Kabin 4,87+1,30a




Gruplarin gévde boylar ise, Bitki Biiylitme odasinda bulunan grubun boy uzunlugu 0,819 cm
iken, Biosteril LED kabin grubunda bulunan gévde uzunluklari ise;0,806 cm olup aralarinda
istatistiksel bakimindan anlamli bir farklilik gériilmedi (Tablo 8), (p<0,05).

Tablo 8: BBO ve Biosteril LED uygulamalarinda eksplantlardan rejenere olan gévdelerin
ortalama uzunluklari.

Govde uzunluklari

Gruplar (cm)
Bitki Biiyiitme Odas1
+
(BBO) 0,819+0,32a
Biosteril LED Kabin 0,806+0,36a

Gruplarin Gévde agirliklari ise, Bitki Biiyiitme Odasinda bulunan grubun taze govde agirliklari
0,042 gram iken, Biosteril LED kabin grubunun govde agirliklar1 ise 0,028 gram olarak
belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9: BBO ve Biosteril LED uygulamalarinda eksplantlardan rejenere olan goévdelerin
ortalama taze agirliklari.

Gruplar Govde
P agirhklari(g)
Bitki Biiyiitme Odas1
+
(BBO) 0,042+0,03a
Biosteril LED Kabin 0,028+0,01b

Denemeler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak X? (yiizdeler icin) testi ve ANOVA, LSD
testi kullanilarak degerlendirilmistir.



GENEL SONUCLAR

Bu calismada, Biosteril LED lambanin ortam havasindaki mikrobiyal yiik, belirli
patojen/maddeler (bakteri ve fungus suslar1), tohum ylizey sterilizasyonu ve in vitro doku

kiiltiirii (rejenerasyon) siiregleri tizerindeki etkinlikleri arastirilmis ve agagidaki temel sonuglara

ulagilmistir:

Ortam Havasi Dezenfeksiyonu: Biosteril LED lamba, ortam havasindaki genel bakteri
yiikiiniin azaltilmasinda degisken ve tiire 0zgii bir etki gosterirken; fungus (mantar)
sporlarinin engellenmesinde %100 etkinlik saglamis, 30 ve 60 dakikalik uygulamalarda
ortamda fungal iremeyi tamamen baskilamigtir.

Tohum Yiizey Dezenfeksiyonu ve Patojen Baskilama: Kuru veya su igerisinde
bekletilmis dezenfekte edilmemis tohumlarda (domates ve bugday) tek basina Biosteril
LED uygulamas1 kiif gelisimini geciktirmekle birlikte dezenfeksiyon icin yetersiz
kalmistir. Patojenik Fusarium verticilloides ile enfekte edilen bugday tohumlarinda ise
ilk giinlerde fungal gelisimi yavaslatmis ve ¢imlenmeyi tesvik etmis, ancak uzun
donemde patojeni tamamen elimine edememistir.

Spesifik Bakteri Suslar1 Uzerindeki Etki: Standart test suslar1 olan Escherichia coli
K12 ve Staphylococcus aureus ATCC 6558 fizerinde yapilan direk maruziyet
denemelerinde belirgin bir antimikrobiyal etki gozlenmemistir. Bu durum, sistemin
antimikrobiyal etki spektrumunun mikroorganizma tiirii ve hiicre duvar yapisina bagh
olarak degisebildigini gdstermektedir.

Doku Kiiltiirii ve Rejenerasyon Performansi: Tiitiin (Nicotiana tabacum) yaprak
eksplantlari ile yiiriitiilen in vitro doku kiiltiirii caligmalarinda, Biosteril LED kabininde
rejenerasyon orani %94'e ulasarak standart Bitki Biiyiitme Odasina (%76) kiyasla
%23,7'lik anlaml1 bir artis saglamistir. Ayrica eksplant basina diisen ortalama siirgiin
sayisint artirmig (4,87 siirgiin/eksplant); gévde boyunda ise olumsuz bir etki
yaratmamisgtir.

Genel Degerlendirme: Biosteril LED teknolojisinin; havadaki fungal kontaminasyonu

onlemede ve bitki doku kiiltiirii siireglerinde organogenez/rejenerasyon basarisini artirmada
yiliksek potansiyele sahip etkili bir iklimlendirme/destek ekipmani olarak kullanilabilecegi
degerlendirilmektedir.
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