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OZET

MAYDANOZ BAKTEBiYEL YAPRAK LEKE HASTALIGI ETMENj
Pseudomonas syringae pv. apii ILE BIYOLOJIK MUCADELEDE ANTAGONIST
BAKTERILERIN KULLANIM OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Bu calismada, maydanoz koklerinden izole edilen epifit bakterilerin in vitro ve in
vivo kosullarda maydanoz bakteriyel yaprak leke hastaligi etmeni Pseudomonas syringae
pv apii (Psa)’ ye kars1 biyolojik miicadele etkinlik potansiyelleri arastirilmistir. Saglikli
maydanoz bitkilerinin kdk bolgelerinden 48 adet aday bakteri izolat1 izole edilmistir.
Bakteri izolatlarinin tanist MALDI-TOF ile yapilmustir. izole edilen ve tanisi yapilan 40
bakteri izolatinin in vitro kosullarda hastalik etmenine karsi antibiyosiz (engelleme)
etkilerinin yanisira siderofor, indole asetik asit (IAA), proteaz, amonyak iiretimi ve fosfor
¢ozme potansiyelleri gibi etki mekanizmalar1 belirlenmigtir. Antibiyosiz testinde
Pseudomonas thivervalensis PANT107 (5.08), Pseudomonas brassicacearum PANT83
(4.17) ve Bacillus simplex PANT91 (2.94) indeks degerleri ile en yiiksek antagonistik
etkiyi gostermistir. Test edilen izolatlar arasinda, siderofor iiretiminde Pseudomonas
thivervalensis PANT107 (2.86), IAA iiretiminde Arthrobacter oxydans PANTS53 (27.73
ug/ml), proteaz iretiminde Pseudomonas brassicacearum PANT83 (2.51), fosfat
¢cozlinirligi testinde ise Pseudomonas kilonensis PANT63 (4.44) en etkili izolatlar
olarak belirlenmistir. Amonyak iiretiminde ise 26 izolat pozitif sonu¢ vermistir.

In vivo etkinlik denemelerinde bakteri izolatlar1 farkli (tohum kaplama, tohum
kaplama+yaprak piiskiirtme ve yaprak puiskiirtme uygulamalari) sekillerde uygulandiklar
bitkilerde hastalik gelisimini %16-58 oraninda engellemis olup, en etkili izolatin Bacillus
simplex PANT91 oldugu belirlenmistir. Farkli uygulamalar1 karsilastirildiginda genel
olarak tohum+yaprak uygulamalarinin hastalik ¢ikisin1 engelleme agisindan diger
uygulamalara gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

2019, 49 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Maydanoz, Bakteriyel yaprak lekesi, Pseudomonas syringae pv
apii, Biyolojik miicadele



ABSTRACT

INVESTIGATION ON POSSIBLE USE OF ANTAGONIST BACTERIA IN
BIOLOGICAL CONTROL OF PARSLEY BACTERIAL LEAF SPOT DISEASE
AGENT Pseudomonas syringae pv. apii

The aim of this study was to determine potentials of biological control efficacies of
epiphytic bacteria isolated from parsley roots against parsley bacterial leaf disease disease
Pseudomonas syringae pv apii (Psa) in in vitro and in vivo condition. A total of 48
bacterial isolates were isolated from the rhizosphere of healthy parsley plants. The
identification of bacterial isolates was determined by MALDI-TOF. Forty isolates were
identified and possible mechanisms of action of these isolates, such as siderophore, Indole
acetic acid (IAA), protease, ammonia (NHz) production and phosphorus dissolving
potentials, were investigated in vitro conditions. Pseudomonas thivervalensis PANT107
(5.08), Pseudomonas brassicacearum PANT83 (4.17) and Bacillus simplex PANT91
(2.94) displayed the highest effect in the antibiosis test. Pseudomonas thivervalensis
PANT107 (2.86) in the production of siderophore, Arthobacter oxydans PANT53 (27.73
ug/ml) in the production of IAA, Pseudomonas brassicacearum PANT83 (2.51) in
protease production, Pseudomonas kilonensis PANT63 (4.44) in the phosphate solubility
test were determined as the most effective isolates.

In vivo pot experiments, bacterial isolates suppressed disease development by 16 to
58% on different treated plants (such as seed coating, seed coating+leaf spraying and only
leaf spraying), where Bacillus simplex PANT91 was determined as the most effective
isolate. When all treatments were compared, seed coating+ leaf spraying applications
were found to be more effective than other treatments.

2019, 49 pages

Key words: Parsley, Bacterial leaf spot, Pseudomonas syringae pv. apii, Biological
control
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1. GIRIS

Diinya genelinde 455 cins ve yaklasik 3000°den fazla tiirii bulunan Apiaceae
(Umbellifera) (Pimenov ve Leonov, 1993; Hickey ve King, 1997; Kizilaslan-Hanger,
2017) familyasinda yer alan maydanoz (Petroselinum crispum (Mill.) Nym. Ex. A. W.
Hill) saglik, beslenme ve ekonomi agisindan yapragi yenilen sebzeler arasinda 6nemli bir
yere sahiptir. Ekonomik anlamda ticari maydanoz tiretimi giin gegtik¢e artmaktadir.
Anavatan1 tam olarak bilinmemekle beraber Akdeniz Bolgesi olabilecegi kabul
edilmektedir (Ceylan, 1987).

Iklim ve toprak yoniinden fazla segici olmayan maydanoz daha ¢ok rutubetli ve
iliman iklime sahip bolgeleri ve humusca zengin toprag tercih eder. Toprak PH’s1 5.0-
8.0 aras1 en uygun degerdir. 1000 dane agirhiginin ortalama 1.125 gr oldugu
belirtilmektedir. Cimlenmesini 15-20 gilinde tamamlayan maydanozun, c¢imlenme
kabiliyetinin %70’ten az olmamasi istenmektedir (Anonim, 2012). En uygun ¢imlenme
kosullar1 20°C’dir. Maydanoz yetistirilecek tarla 1-2 yi1l Oonceden hazirlanmalidir.
Ekonomi ve kalite agisindan yabanci ot miicadelesi olduk¢a dnemlidir. Bunun igin de
ekim yapilmadan 1-2 ay dnce tarla dekara 3-5 ton ¢iftlik giibresi ile giibrelenir ve derince
stiriiliir. Disk-Harrow ile inceltilerek tarla ekime hazirlanir (Anonim, 2012). Sulama
ozellikle tohum ¢imlenme doneminde oldukca oOnemlidir. Cimlenme doéneminde
yagmurlama sulama, 2-3 yapraga ulastiktan sonra salma sulama yapilabilir. Asir1 suya
hassas olan maydanozun ekildigi tarlada suyun géllenmemesine dikkat edilmelidir.

Giibrelemeye olumlu yanit veren maydanoz bitkisine ekimden 6nce yabanci ot
tohumu icermeyen yanmis ¢iftlik giibresi verilmesi yararli olur. Ayrica her bicimden
sonra dekara 3-5 kg saf azot uygulamasi sonbaharda yapilmalidir.

Maydanoz tohumlari ekildikten yaklasik iki ay sonra, yapraklar saplariyla birlikte
kopartilarak hasat edilir. Bitkinin canlilig1 ve stirekliligi saglanmasi i¢in her hasattan
sonra bitki iizerinde birkag¢ yaprak birakilmalidir. Genelde demet olarak belirlenen verim
m2’ den 80-100 demet, dekardan 70-90 bin demet maydanoz alinabilmektedir. En ideal
verim 2-4 ton/da verim ortalamasidir.

Maydanoz bitkisinin ¢imlenmesi ¢ok zor ve uzun siireli oldugu i¢in tohum ekimi

m?’ye 1-1.5 gr tohum (1 dekar alana 1-1.5 kg/tohum) hesaplanarak yapilmalidir. Tohum



ekimi biiyiik isletmelerde diiz tarlaya seritler halinde ve mibzer ile siravari olarak yapilir.
Ekim derinligi 1-1.5 cm’dir (Anonim, 2011).

Yaklasik olarak 2000 yildir yiyecek ve ilag olarak kullanildig belirtilen maydanoz
bitkisinin %85 su ve %15 kuru madde igermekte olup, 100 g. taze maydanozda 2.2 g.
protein, 0.3 g. yag, 1.3 g. Karbonhidrat ve 16 kalori bulunmaktadir. Kalsiyum, demir,
Vitamin A, B, C icerigi yiiksektir (Ceylan ve ark., 2005; Bayraktaroglu Ozhan, 2010).
Yapraklari flavonozitler igerir. Taze yenen yapraklar 6zellikle C vitaminince zengindir.
100 g taze maydanozda 166 mg C vitamini bulunmaktadir (Ozhan ve ark., 2018). Bir¢ok
ilkede oldugu gibi iilkemizde de 12 ay boyunca pazardan eksik olmayan maydanoz E
vitamini bakimindan oldukg¢a zengindir Ureticilere y1l boyunca siirekli gelir saglayarak
ekonomik gelirde 6nemli bir yer tutmaktadir (Anonim, 2011). Saglik agisindan birgok
faydas1 bilinen maydanozun o6zellikle Kalsiyum emilimini arttirarak kemiklerin
giiclenmesini saglar. Icerdigi flavonid maddesi sayesinde kan sekeri seviyesini
diizenlemeye yardimei olur. Diiiretik ve mukolotik olmasindan dolay: viicutta biriken
stvilarm ve zehirli maddelerin disar1 atilmasini saglar (Ermis, 2001). Igerdigi A vitamini,
B vitaminleri ( B1, B2, B3, B5, B6 ve B9 ), folik asit ve K vitamini nedeniyle anemi ve
yorgunluga iyi geldigi bildirilmekte olup ayrica apiol maddesi ile kadinlarda
menstrilasyon donemini diizenlemekte ve sancisiz gegmesini saglar (Ermis, 2001).

Maydanoz bitkisi morfolojik yapisina bagli olarak yaprak maydanozu
(Petrosellinum crispum (Mill.) var. neapolitanum Danert) ve kok maydanozu
(Petrosellinum crispum (Mill.) var. nubesorum Crow) olarak iki gruba ayrilmaktadir.

Yaprak maydanozunun kokleri ince olup yapraklar biiylik ve kiigiik, diiz ve
kivircik olan formlar1 vardir. K6k maydanozu olarak bilinen bu grubun yapraklari ¢cok

ince, kokleri havug gibi sigkin, kisa, kiit, uzun veya genis olabilmektedir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Yaprak ve kok yapilarina gore diiz yaprakli (a), kivircik yaprakli (b), ince
koklii (c) ve kok maydanozu (d)



Ulkemizde son 10 yil icerisinde maydanoz iiretim alan1 ve miktar1 incelendiginde
yillara gére artis meydana geldigi goriilmektedir. 2007 yili verilerine gore 43.992 da
alanda 48.972 ton maydanoz iiretimi yapilirken, 2017 yilinda ise 66.287 da’lik bir alanda
80.304 ton iiretim yapildigr goriilmektedir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. 2008-2017 yillar1 aras1 Tiirkiye maydanoz ekim alanlari ve tiretim miktari

Tiirkiye maydanoz tiretiminin yaklasik % 62°si (49.805 ton) Akdeniz Bolgesinde
gerceklestirilmektedir (Anonim, 2017). Akdeniz Bolgesinde iller bazinda en fazla
maydanoz iiretimi ise 45.828 ton (Anonim, 2017) ile Hatay ilinde yapilmaktadir (Cizelge
1.1).

Cizelge 1.1. Akdeniz bolgesi iller diizeyinde maydanoz ekim alanlarive iiretim miktarlar

iller Ekim Alam (Dekar) Uretim (Ton)
Antalya 684 491
Isparta 136 83
Burdur 325 226
Adana 1.261 1.185
Mersin 915 1.238
Hatay 38.065 45.828
Kahramanmaras 549 596
Osmaniye 161 158

Toplam 42.096 49.805
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Sekil 1.3. 2008-2017 yillar1 arasinda Hatay iline ait maydanoz ekim alanlar1 ve {iretim miktar1

Akdeniz Bolgesi ve oOzellikle Hatay ili i¢in onemli bir sebze olan maydanoz
bitkisinde verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen bir¢ok hastalik etmeni bulunmaktadir.
Maydanoz koklerinde ciiriikliige neden olan Sclerotinia sclerotium, Rhizoctonia solani,
Fusarium spp, ¢okertene neden olan Pythium spp. ve Rhizoctonia spp, ve yesil aksamda
hastalik olusturan Alternaria radicina, Sclerotinia sclerotiorum, Cercospora spp.
Septoria petroselini Desm ve Plasmopara petroselini onemli fungal hastaliklardir (Raid
ve Roberts, 2004, Kurt ve Tok, 2006, Soylu ve ark., 2010, Kurt, ve ark., 2017).

Maydanozlarda bakteriyel hastaliklar olarak ise Pseudomonas syringae pv. apii
(Psa) ve Pseudomonas syringae pv coriandricola bildirilmektedir (Minchinton ve ark.,
2006; Bull ve ark. 2011; Xu ve ark. 2013, Bozkurt ve ark., 2016). Her iki patojende
maydanoz diginda Apiacea familyasindan kisnis ve kerevizde de hastalik olusturmaktadir
(Pernezyzn ve ark., 1997; Cazorla ve ark., 2005; Cerkauskas, 2009; Gupta ve ark., 2013).
Her iki bakteriyel etmende, KOH pozitif (Gram negatif) olup KB besiyerinde floresan
pigment tretmektedir. LOPAT (Levan tretimi, Oksidaz iiretimi, Pektolitik aktivite,
Arginindehidrolaz tiretimi, Tiitiin asir1 duyarliligi) testlerinde ise her iki bakteri de levan
pozitif, oksidaz ve arginindehidrolaz negatif, patates dilimlerinde ¢iiriikliik olusturmayan
ve tiitlinde agir1 duyarlilik olusturan 6zelliklerine gore LOPAT Grup 1’e (+---+) dahil
edilmislerdir (Bull ve ark., 2011; Bozkurt ve ark., 2016). Her iki patojeninde enfekte ettigi



bitkilerdeki belirtiler benzer olup hastaligin ilk dénemlerinde enfeksiyon noktasinda
kiigiik suyla 1slatilmig gibi ve yapragin her iki tarafindan goriilebilen yaprak lekeleri
seklindedir. Bu lekeler genellikle yaprak damarlari ile sinirli olup hastalik ilerledikce
diizensiz, koseli lekelere doniismekte ve lekelerin etrafinda sar1 bir hale meydana
gelmektedir. Bu lekeler enfeksiyon ilerledik¢e kurumakta ve hastaligin siddetine gore

maydanoz yapraklarmin biiyiik bir kismini veya tamamini kurutmaktadir (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Psa ile enfekteli maydanoz yapraklarinda meydana gelen hastalik belirtileri
belirtileri (ok)

Patojenlerin her ikisi de tohum kokenli olup 6zellikle yagmurlama sulamanin
yapildigi alanlarda sekonder enfeksiyonlar meydana gelmektedir.

Hastalikla miicadelede hastalik etmeni tohum kokenli olmasi sebebiyle
hastaliktan ari ve sertifikali tohum kullanilmalidir. Enfekteli bitki artiklarinin yok
edilmesi, Apiacae familyas1 disindaki bitkilerle iirlin rotasyonu, azotlu giibrelerin asir1
kullanimindan kaginmak ve yagmurlama sulama yapilmamasi gibi kiiltiirel 6nlemler

alinmalidir. Bakirli ilaglar ile kimyasal miicadele onerilmektedir. Bakirli bilesiklerle



kimyasal miicadelenin yeterince etkili olmadig1 ve hastalig1 engellemede ¢ok basarili
olmadig bildirilmektedir (Anonim, 2017).

Hastalik etmenine karsi bilinen etkili bir kimyasal miicadelesi olmamasi ve
antibiyotik kullanimmin birgok iilkede yasak olmasi sebebiyle alternatif biyolojik
miicadele yontemleri arastirilmasi kaginilmazdir. Kimyasallar bitki, toprak, yiizey ve
yeralt1 sular1 ve gidalarin igine karisarak dogrudan veya dolayli olarak insan sagligina ve
cevreye zarar vermektedir (Cakmakge1, 2005). Son yillarda siirdiiriilebilir tarim igin, ¢evre
ve insan sagligina zarar1 olmayan biyolojik miicadelenin arastirilmasi, gelistirilmesi ve
uygulanmasi 6nemli bir ivme kazanmigtir. Bu alternatif biyolojik miicadelelerden birisi
de bitkilerin rizosferi olarak adlandirilan bolgelerde bulunan kok bakterilerin
kullanilmasidir (Bozkurt, 2009). Kloepper ve Schroth bu tip bakteriler i¢in “bitki
biiyiimesini tesvik eden kok bakteriler (PGPR, Plant Growth Promoting Rhizobacteria)”
terimi tanimlayip biyolojik miicadele ¢alismalarinda kullanmislardir (Kloepper ve
Schroth, 1978). PGPR grubu bakteriler bitki gelisimini tesvik edici hormonlarin
sentezlenmesi, biyolojik azot fiksasyonu, fosfat ¢oziintirliigiiniin arttirilmasi ve siderofor
iiretimi vb. mekanizmalarla bitki gelisimini tesvik ederek dolayli olarak hastalik
gelisimini azalttig1 gibi (Vessey, 2003; Bozkurt, 2009), antibiyosis, yer veya besin igin
rekabet ve sistemik dayanikliligin uyarilmasi gibi mekanizmalarla ise dogrudan patojen
gelisimini engelleyerek veya hastalik siddetini Onemli Ol¢iide azaltarak etkili
olabilmektedir (Bora ve Ozaktan, 1998; Bozkurt, 2009; Siilii ve ark., 2016).

Bu calisma ile maydanoz bakteriyel yaprak leke hastaligina karsi saglikli bitki
koklerinden izole edilen aday antagonist bakteri izolatlarinin in vitro ve in vivo kosullarda
biyolojik miicadele olanaklar1 arastirilmistir.

Literatiir taramalarinda bu hastaliga karsi daha 6nceden yapilmis herhangi bir

biyolojik miicadele ¢alismasina rastlanilmamis olup, bu ¢alisma bir ilk niteligindedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Patojenle ilgili yapilan ¢alismalar genel olarak ilk kayit seklinde olup bu kisimda
bu raporlara deginilmeye ¢alisilacaktir. Pseudomonas syringae pv. apii ilk kez 1921
yilinda New York ve Michigan’da kerevizlerde rapor edilmistir (Jagger, 1921). Yapilan
bu ¢alismada kereviz yapraklarinda Septoria benzeri fakat piknid olusturmayan belirtiler
saptanmistir.  Yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen bakterilerden saf izolatlar
gelistirilmis ve bu izolatlarla maydanoz ve kereviz yapraklari inokule edildiginde benzer
belirtiler elde edilmistir

Pernezny ve ark. (1997), Florida’da kis sezonunda kisnis yapraklarinda yaklasik 1
mm capinda 1slaklik belirtileri saptamiglardir. Bu lekelerin daha sonralari koyu
kahverengi ve siyah renge doniistiigiini, 2 mm c¢apina ulastigini bildirmislerdir.
Yaptiklar1 izolasyonlarda KB besiyerinde floresan pigment olusturmayan, gram negatif
cubuk seklinde, aerobic, oksidaz ve arginindehidrolaz negatif, levan pozitif, tiitiinde asir1
duyarlilik olusturan fakat patates dilimlerinde ¢iiriikliik olusturmayan 6zelliklere sahip
bakteriler elde etmislerdir. Biyoloji testi sonuglarina gore elde ettikleri tiim izolatlar
Pseudomonas syringae olarak tanimlanmistir. Elde ettikleri 6 izolattan 4 tanesi P.
syringae pv. pisi ile benzerlik gdstermistir. Arastirict ayrica elde ettigi izolatlar1 kisnis,
kereviz, havug, bezelye, fasulye ve sogana inokule etmistir. inokulasyondan 6 giin sonra
kignis bitkisinde hastaligin karakteristik belirtileri meydana gelmis, 6 izolattan 4 tanesi
havug yapraklarmin bazilarinda nekrotik lekeler meydana getirmis, ayrica geng yeni
cikmakta olan bazi fasulye yapraklarinda bazi nekrotik lekeler gozlemlenirken diger
konukgularda herhangi bir belirti saptanmamastir.

Little ve ark. (1997), California’da kereviz {iretimi yapilan alanlarin tiimiinde P.
syringae pv. apii nin neden oldugu bakteriyel leke hastaliginin saptandigini ve 6zellikle
seralarda yetistirilen bitkilerde hastaligin ¢ok siddetli enfeksiyonlara neden oldugunu ve
baz1 seralarda hastalik yogunlugunun %100’e ulastigimi bildirmislerdir. Ozellikle
yagmurlama sulamanin hastaligin yayilmasinda ve enfeksiyon siddetinde Onemli
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica 24 ticari kereviz tohumu lotunun 5’inden bakteriyi
izole etmislerdir. Enfekteli tohumlar 50 °C’de 25 dakika bekletildiginde tohum

bulasikliginin % 99.9 oraninda elemine edilebildigini saptamiglardir.



P. syringae pv. apii Yunanistan’da ilk kez 2003 yilinda Goumas ve Lalla (2006)
kerevizde rapor edilmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada diger yaymlarda oldugu gibi kereviz
yapraklarinda 1slaklik olusturan ve ilerleyen donemlerde merkezi nekrotik etrafi sar1 hale
ile ¢evrili lekelerden yaptiklar1 izolasyon sonucu elde ettikleri bakterilerin yaptiklar
calismalar sonucu P. syringae pv. apii oldugunu belirlemislerdir. LOPAT (+---+)
testlerinde diger yayinlarda bildirildigi gibi benzer sonuglart vermistir.

Ispanya’da kisnis yapraklarinda P. syringae pv. coriandricola’nin neden oldugu
bakteriyel yaprak leke hastaligi ilk olarak Cazorla ve ark. (2005), tarafindan rapor
edilmistir. Hastaligin kontroliine yonelik yapmis olduklar1 ¢alismalarda 6zellikle hastalik
siddeti yiiksek iken yapraklara bakir uygulamasimin etkisiz oldugunu bildirmislerdir.
Hastaligin kontroliinde karik ya da damla sulamanin ve temiz tohum kullaniminin énemli
oldugunu bildirilmistir.

Bakteriyel yaprak lekesi hastaliginin Kanada’nin Ontario bdlgesinde iiretilen
kisnislerdeki varlig1 ilk olarak Cerkauskas (2009) tarafindan bildirilmistir. Arastirict
1993-1994 wyillarinda kisnis {iretimi yapilan birgok alanda bakteriyel yaprak leke
hastaligindan dolayr {irtin kalitesinde azalma ve verim kaybi1 meydana geldigini
bildirmistir. Hastalikli bitki 6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu gram negatif, KB
besiyerinde floresan pigment {iretmeyen, levan ve tiitiin testinde pozitif,
arginindehidrolaz ve oksidaz testlerinde ise negatif reaksiyon gosteren izolatlar elde
etmisler ve bu izolatlar1 P. syringae pv. coriandricola olarak tanilamislardir.

Koike (2011), Kaliforniya’da 2002 ve 2010 wyillar1 arasinda maydanoz
yapraklarinda kiigiik diizensiz yaprak lekeleri belirtileri tespit etmistir. Meydana gelen bu
lekelerin zamanla kahverengiye doniistiigiinii ve yogun enfeksiyonlarda yaniklik benzeri
belirtilerin meydana geldigini bildirmislerdir. Yapmis olduklari izolasyonlar sonucu elde
ettikleri bakteri izolatlarinin biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri, konuk¢u dizilim
testleri ve molekiiler calismalar sonucu maydanoz yapraklarinda belirti olusturan
bakteriyel etmenlerin P. syringae pv. apii ve P. syringae pv. coriandricola oldugunu
belirlemiglerdir. Arastiricilar ayrica maydanoz izolatlarin1 kisnis ve kerevize inokule
etmisler ve tiim konukcularda yaprak lekesi belirtileri meydana geldigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde kereviz izolati da maydanoz ve kisniste hastaligin tipik belirtilerine neden

olmustur. Elde edilen bu veriler 15181 altinda arastirict her iki bakteriyel etmeninde



konukgu spesifik olmadigini ve hastaligin Apiacea familyasina ait bu bitkiler arasinda
yayilabilecegini bildirmistir.

Amerika’nin Ohio eyaletinde yetistirilen maydanozlarda bakteriyel yaprak leke
hastalig1 ilk olarak Xu ve ark. (2013) tarafindan bildirilmistir. Arastirict yapmis oldugu
caligmada yaprak lekesi hastaligina P. syringae pv. coriandricola’nin neden oldugunu
rapor etmistir. Hastaligin rapor edildigi bir diger iilke ise Hindistan olup bu iilkede
tiretilen kisnislerde P. syringae pv. coriandricola’nin neden oldugu bakteriyel yaprak
lekesi ilk olarak Gupta ve ark. (2013) tarafindan bildirilmistir.

Literatiir Ozetlerinden anlasildigi {lizere P. syringae pv. coriandricola’nin
kisnislerde varligt 1920’li yillarda saptanmakla beraber, 6zellikle maydanozlarda P.
syringae pv. coriandricola ve P. syringae pv. apii’nin varligi son yillarda
bildirilmektedir.

Ulkemizde ise maydanozlarda P. syringae pv. apii’nin neden oldugu yaprak leke
hastalig1 ilk kez 2016 yilinda bildirilmistir (Bozkurt ve ark., 2016). Tiirkiye'nin Hatay ve
Adana illerinde hastaligin tipik belirtilerini gosteren bitkilerden izole edilen bakteri
izolatlarinin yapilan biyokimyasal testler, yag asit metil ester (FAME) analizi, molekiiler
patojenite testleri ve bakteriyel 16S ribozomal DNA dizisi sonucu P. syringae pv. apii
oldugu belirlenmistir (Bozkurt ve ark., 2016).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, test bitkisi olarak D’Giant Italiana maydanoz ¢esidi kullanilmistir.
Test patojeni olarak Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii bakteriyoloji laboratuvan kiiltiir koleksiyonunda bulunan maydanoz bakteriyel
yaprak leke hastaligi etmeni Pseudomonas syringae pv. apii (Bozkurt ve ark., 2016)
izolati, antagonist aday1 olarak ise saglikli maydanoz bitki 6rneklerinin kok bolgesinden
izole edilmis olan bakteri izolatlar1 kullanilmigtir.

Calismanin diger materyallerini ise bakteriyoloji laboratuvari alet-ekipmanlari,
kimyasal maddeler, besi yerleri, ¢esitli cam ve plastik laboratuvar malzemeleri, in vivo

denemeleri i¢in gerekli olan saksilar ve torf —perlit olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Calismalarda Kullanilan Besi Yerleri ve icerikleri

Denemelerde kullanilan tiim besi yerleri, plastik malzemeler 121°C’de 15 dk.
otoklav edilmistir. Caligmalarda bakteri izolatlarinin tazelenmesi, saklanmasi ve etki
mekanizmalarinin belirlenmesi amaciyla King’s B Agar (KB), Luria Bertani Broth (LB),
Nutrient Agar (NA), Chrome Azurol-S Agar (CAS), Pikovskaya Agar (PVK) ve besi

ortamlar1 kullanilmig ve bu ortamlarin igerikleri EK-1 ve EK-2’de verilmistir.
3.2.2. Saghkh Maydanoz Kéklerinden Aday Epifit Bakterilerin izolasyonu

Survey calismalar1 Hatay ili ve ilgelerinde maydanoz iiretimi yapilan alanlarda
gergeklestirilmistir. Bakteriler maydanoz bitkilerinin kdklerinden izole edilmistir. Alinan
kok orneklerinden 10 gr tartilarak 90 ml 0.05 mM MgCI; tampon ¢6zeltisi i¢erisinde 30
dk. calkalayicida tutulduktan (Sekil 3.1) sonra siispansiyondan 100 pl alinarak KB
besiyeri igeren petrilere bagetle yayilip 24+£2°C’ye ayarl inkiibatorlere yerlestirilmistir.
Inkiibasyondan 48 saat sonra petride gelisen koloniler saflastirilarak UV 151k altinda (366

nm) floresans pigment olusturmalarina ve patasyum hidroksit (KOH) testi ile gram
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reaksiyonlarina gore gruplandirilmistir. Saflagtirilan bakteriler Nutrient Gliserol Agar
(NGA) besiyerine ekilerek +4°C’de saklanmistir (Bora ve ark., 1995).

Sekil 3.1. Epifit bakteri izolasyonu amaciyla alinan maydanoz 6rnekleri

3.2.3. Aday Antagonist Bakterilerin Tanis1

Bakteri izolatlarinin tanis1 Matrix-Assisted Laser Desorption lonization- Time of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) yontemiyle yapilmistir. Ependorf tiip icerisine
300 pl su eklenmis ve besi ortaminda gelisen bir giinliik bakteri kiiltiirlerinden 5-10 mg
alarak deiyonize su igerinde siispansiyon haline getirilmistir. Olusan siispansiyon
lizerine 900 pl etanol (%97) eklenerek drnekler vortekslenmistir. Islem sonrasi ependorf
tiipler 2 dk. boyunca maksimum hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast iist faz atilmis
ve pelet lizerinde kalan etanoliin uzaklastirilmasi icin tiipler agz1 acik sekilde oda
sicakliginda 2-3 dk. kurumaya birakilmigtir. Kuruma iglemi sonrasi peletlerin iizerine 40
ul formik asit (%70) eklenmis ve tiipler vortekslenerek peletin formik asit icerisinde
homojen bir sekilde slispanse olmasi saglanmistir. Elde edilen siispansiyonun iizerine 40
ul asetonitril eklenerek tekrar vortekslenmis ve tiipler 2 dk. maksimum hizda santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi list fazdan 1pul alinarak polishtarget olarak adlandirilan metal
plak tizerindeki kuyucuklara eklenmistir. Oda sicakliginda 1-2 dk. beklenerek 6rnegin
kurumasi saglanmis ve iizerine 1 ul matriks soliisyonu (Matriks igerisinde: alfa siyano 4
hidroksisinnamicacid) ve solvent olarak da trifluoroasetik asit ve asetonitril eklendikten
sonra tekrar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Matriks kuruduktan sonra metal
plaka MALDI-TOF cihazina yerlestirilmistir. Her bir kuyucuktaki izolat numarasi
bilgisayara kaydedilerek tani islemi baslatilmistir. Cihaz igerisinde lazer 1s1m1 verilerek
izolat iyonize molekiiller haline doniismekte ve ucusan molekiiller bir detektor yardimi
ile toplanarak cihazin kiitiiphanesindeki bilgiler ile karsilastirilarak izolatlarin tiir

diizeyinde tanis1 yapilmistir.
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3.2.4, Tiitiinde Asir1 duyarhlik testi (HR)

HR testinde NA besi yerinde 24-48 saat gelistirilen aday antagonist bakteri
kiiltiirlerinden 108 hiicre/ml (OD=0.13) yogunlukta hazirlanan siispansiyonlar steril
enjektor yardimiyla tiitiin yapraginin damar aralaria enjekte edilmistir. Pozitif kontrol
olarak Psa izolati1 negatif kontrol olarak ise yapraklara steril saf su inokule edilmistir
(Sekil 3.2). Inokulasyondan 2 giin sonra inokulasyon noktasinda doku ¢dkmelerine ve

nekrotik alanlara neden olan izolatlar HR (+) olarak kabul edilmistir.

Sekil 3.2. Tiitlin asir1 duyarlilik (HR) testi amaciyla bakteri izolatlarinin tiitiin
yapraklarina steril siringa ile inokulasyonu

3.2.5. Patates Yumusak Ciiriikliik Testi

Yumusak ciiriiklik testi i¢in tlitiin HR negatif ¢ikan aday antagonist bakteri
izolatlar patates dilimleri ilizerine teste tabi tutulmustur. Patatesler dezenfekte edilmek
amactyla %3’liilk NaOCl’de 1 dk. bekletilmis, kabuklar1 soyulduktan sonra %70 alkol ile
dezenfekte edilmis ve alevde steril edilmis bigak ile ikiye ayirdiktan sonra 1 cm. eninde

dilimlenmistir. Iginde steril 1slak filtre kagidi bulunan steril petrilere patates dilimleri
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yerlestirilmistir. Steril kiirdan yardimiyla patates dilimleri {izerine bakteri izolatlari
inokiile edilmistir (Sekil 3.3). Bakteri izolatlar1 ile bulastirilmis patates dilimlerinin
bulundugu petriler 25+1°C de inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 1 giin sonra
bakteri izolatlarinin inokiile edildigi noktada yumusama goriilmesi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol bakterisi olarak Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii bakteriyoloji
laboratuar kiiltiir koleksiyonunda tanilanmis olan Pectobacterium caratovorum subs.

caratovorum (Pcc) izolat1 kullanilmstir.

Sekil 3.3. Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis patates dilimlerine bakterilerin inokulasyonu.
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3.2.6. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarin Patojen Bakteriye Karsi in vitro

Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Secilen aday antagonist bakteri izolatlarinin 24 saatlik kiiltiirlinden KB besi yeri
iceren 9 cm ¢apli petrilere birbirinden esit uzaklikta olmak {izere, 4 noktaya ekim
yapilmistir (Sekil 3.4). 25+£1°C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra gelisen bakteri
kolonileri iizerine 24 saatlik Psa kiiltiiriinden hazirlanan patojen siispansiyonu (108
hiicre/ml) piilverize edilmistir. Petriler 25+1°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve 48
saat sonunda KB besi yerinde patojen gelisiminin engellenmesi sonucu olusan engelleme

bolgeleri ile bakteri koloni ¢aplari 6l¢lilmiistiir. Deneme 3 kez tekrarlanmustir.

Sekil 3.4. Aday antagonist bakterilerin biyokontrol etkilerinin belirlenmesi amaciyla KB
ortamina nokta ekimleri

3.2.7. Aday Antagonist Bakteri izolatlarinin Siderofor Olusturma Potansiyelinin

Belirlenmesi

Hem bitki gelisimini tesvik edici etki hem de biyokontrol aktivitesi i¢in 6nemli bir

belirleyici olan siderofor iiretimi testinde CAS agar ortami kullanilmistir. Siderofor
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etkinin varligini belirlemek i¢in 2 giinliik taze kiiltiirden steril kiirdan yardimiyla test
edilecek bakteriden alinan inokulum, CAS agar ortami bulunan 9 cm. ¢apli petrilere
birbirinden esit uzaklikta 3 noktaya ekim yapilmis (Sekil 3.5) ve petriler 25+1°C’de 7
giin inkiibasyona birakilmistir. Antagonist bakteriler tarafindan siderofor liretimine bagh
olarak olusan sari-turuncu zonlar ve bakteri kolonisinin ¢aplar1 Sl¢iilmiistiir. Meydana
gelen zon ¢aplart ve bakteri kolonisi g¢aplar1 her izolat i¢in asagida verilen siderofor
¢Oziiniirliik indeksi (S-indeks) formiiliine gore hesaplanarak 6l¢iilmiistiir (Ullah ve ark.,
2017). Deneme 2 kez tekrarlanmastir.

S-indeks= (Z¢)/B¢ (3.2)

Z¢: Bakteri etrafinda olusan zon ¢ap1

Bg: bakteri koloni ¢ap1

Sekil 3.5. Aday antagonist bakterilerin siderefor tiretimlerinin belirlenmesi amaciyla
CAS agar ortamina nokta ekimleri

3.2.8. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarmin Fosfor Coézme Potansiyelinin

Belirlenmesi

Fosfor etkinin varligin1 belirlemek icin 2 giinliik taze kiiltiirden steril kiirdan
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yardimiyla test edilecek bakteriden alinan inokulum, Pikovskaya (PVK) agar ortami
bulunan 9 cm. ¢apli petrilere birbirinden esit uzaklikta 3 noktaya ekim yapilmis (Sekil
3.6) ve bu petriler 25+1°C’ de 7 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrast koloni
etrafinda olusan seffaf zonun (engelleme bolgesi) ve bakteri kolonisinin ¢aplart mm
olarak Sl¢iilmiistiir. Meydana gelen zon ¢aplar1 ve bakteri kolonisi ¢aplart her izolat igin
asagida verilen fosfor ¢oziiniirlik indeksi (F-indeks) formiiliine gore hesaplanarak
Olctilmiistiir (Ullah ve ark., 2017). Deneme 2 kez tekrarlanmustir.

F-indeks= (Z¢)/B¢ (3.2)

Z¢: Bakteri etrafinda olusan zon ¢ap1

Bg: Bakteri koloni ¢ap1

Sekil 3.6. Aday antagonist bakterilerin fosforu ¢6zme potansiyellerinin belirlenmesi
amaciyla PVK agar ortamina nokta ekimleri

3.2.9. Aday Antagonist Bakteri izolatlarmin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme

Potansiyelinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarnin IAA iiretme potansiyelleri L-tryptophane’nin varliginda

Salkowski yontemi kullanilmak suretiyle belirlenmistir (Glickman ve Dessaux., 1995).
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S1v1 besi ortaminda 48 saat siire ile gelistirilen bakteri siispansiyondan (10® hiicre/ml) 500
ul alinarak L-tryphtophan (3 mg/ml™) iceren 5 ml steril LB besi yerine eklenmistir ve 30
°C'de 200 rpm’e ayarli inkiibatorlii orbital calkalayicida 4 giin inkiibasyona birakilmistir.
L-tryphtophan igermeyen besi yeri kontrol uygulama olarak degerlendirilmistir.
Inkiibasyon sonras: tiipler 5000 rpm’de 30 dk. santrifiij edildikten sonra iist kisimdaki
siipernatanttan 1 ml alinmis ve iizerine 2 damla (yaklasik 40 pl) fosforik asit ilave
edilmistir. Hazirlanan karisim daha sonra igerisinde 4 ml Salkowski ¢ozeltisi (150 ml
%098’lik H2S04, 250 ml of distile H20, 7.5 ml of 0.5 M FeCI3-6H20) bulunan cam
tiplere aktarilmis ve oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dk. bekletilmistir. Siire
sonunda o6rnekler UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA) ile 535 nm
dalga boyunda okunarak absorbans degerleri belirlenmistir. Elde edilen absorbans
degerleri saf IAA (Merck, Darmstadt, Germany) c¢ozeltisi ile hazirlanan IAA
konsantrasyon standart egrisiyle karsilastirilmak suretiyle (Aktan, 2018) aday bakteri

izolatlarinin IAA iiretim miktarlari pg/ml olarak belirlenmistir.

3.210 Aday Antagonist Bakteri Izolatlarmin Proteaz Enzim Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Icerisinde %2 yag1 alinmus siit tozu (Skimmed Milk Powder, Merck, Darmstad,
Germany) bulunan LB (SMLBA) besi yeri kullanilarak aday antagonist bakteri
izolatlarinin proteaz enzimi iiretme etkinligi belirlenmistir (Perneel ve ark., 2007 ). Bu
amagla 2 giinliik taze kiiltiirden steril kiirdan ile test edilecek aday antagonist bakteri
inokulumu SMLBA besi yeri bulunan petrilere birbirine esit uzaklikta 3 noktaya ekim
yapilmis ve bu petriler 25+1°C'de 5 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.7).
Inokulasyondan 5 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda olusan seffaf zon (engelleme
bolgesi) bakterinin proteolitik aktivite i¢in pozitif olarak kabul edilmistir. Bakteri kolonisi
etrafinda olusan zonun ve bakteri kolonisi ¢aplart mm olarak 6l¢iilmiis ve her izolat i¢in
asagida verilen proteolitik indeksi (Pro-indeks) formiiliine gore hesaplanarak 6l¢tilmiistiir
(Ullah ve ark., 2017).

Pro-indeks= (Z¢/Bg) (3.3)
Zc¢: Bakteri etrafinda olusan zon ¢ap1

B¢: Bakteri koloni ¢ap1
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Sekil 3.7. Aday antagonist bakterileri izolatlarinin proteaz enzimi iiretme
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla SMLBA agar ortamina nokta ekimleri

3.2.11. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarmn Amonyak (NH3) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarnin Amonyak (NHs) olusturma potansiyelleri
Nessler’s (Sigma Aldrich, Katalog no: 109028) ¢ozeltisi ile belirlenmistir (Cappuccino
ve Sherman., 1992). Bu amagla steril 5 ml peptonlu su bulunan cam tiiplere 2 giinliik taze
kiiltiirden steril 6ze ile alinan bakteri izolatlar1 inokule edilmistir. Bu tiipler 2 giin boyunca
26+1°C de 150 rpm’e ayarl inkiibatorlii orbital galkalayicida inkiibasyona birakilmustir.
2 giin sonra peptonlu su igerisinde gelisen bakteriler tizerine 250 pl Nessler’s ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Peptonlu su igerisinde bulunan bakteriler tarafindan iiretilen amonyak
tiiplerdeki peptonlu suyun rengini agik kahverenginden koyu kahverengine doniismesiyle

belirginlesmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Aday antagonist bakterileri izolatlarinin amonyak (NH3) liretme
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla peptonlu suya ekimi ve Nessler’s ¢ozeltisi ilave
edilmesi

3.2.12. Aday Antogonist Bakterilerin in vivo Saks1 Testleri ile Biyokontrol

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Saks1 testlerinde aday antagonist bakteriler patosisteme a) Tohum uygulamasi, b)
Yaprak uygulamasit c¢) Tohum+Yaprak uygulamasi seklinde uygulanmistir. KB
besiyerinde gelisen 2 giinliik antagonist bakteriler 5 ml %1’lik Carboxy Methyl Cellulose
(CMC) ile siispanse edilmistir. Bu siispansiyon igerisine tohum uygulamasit ve
tohum+yaprak uygulamasina tabi olan maydanoz tohumlart aktarilip (50 tohum / 5 ml
CMC) 120 rpm’de 30 dk. ¢alkalanarak tohumlarin bakteri ile kaplanmasi saglanmistir
(Callan ve ark., 1997). Muamele edilmis tohumlar Bitki Koruma Boliimii’ne ait serada
daha 6nce hazirlig1 yapilmis olan saksilara ekim yapilmistir (Sekil 3.9).

Tohumlarin ¢imlenmesinden yaklasik 2 hafta sonra (3-5 gecek yaprakli donemde)
yaprak ve yaprak+tohum uygulamasina tabi olan maydanoz bitkilerinim tiim yesil
aksamlarimi kaplayacak sekilde KB besi yerinde gelistirilen 2 giinliik antagonist bakteriler

(108 hiicre/ml) piilverize edilmistir. inokulasyondan 1 giin sonra tohum uygulamast,
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yaprak uygulamasi ve tohum+yaprak uygulamasina tabi olan maydanoz bitkilerinin tim
yesil aksamlarini1 kaplayacak sekilde yine KB besi yerinde gelistirilen 2 giinliik patojen
bakteri (10®hiicre/ml) piilverize edilmistir. Kontrol (+) uygulamasinda higbir muamele
gérmemis tohumlardan elde edilen bitkilere patojen bakteri (108 hiicre/ml) piilverize
edilmistir. Olusan hastalik belirtileri patojen inokulasyonundan 14 giin sonra 0-4
skalasina gore degerlendirilmis ve Thousend Heuberger* formiilii ile % hastalik siddeti
belirlenmistir. Denemede her izolat icin 5 bitki kullanilmis ve deneme 2 kez
yinelenmistir.

0-4 skalasi

0 - Yapraklarda nekrotik leke yok

1 - Yapraklarda 1-2 nekrotik leke

2 - Yapraklarda 3-5 nekrotik leke

3 - Yapraklarda 5 ve lizeri nekrotik leke

4 - Yapraklarda birlesik nekrotik leke

Y (Skala de@erix skalada degerlendirmeye giren birey sayisy)

*9% hastalik siddeti= x100
(En yiiksek skala degerix toplam birey sayisi)

Sekil 3.9. In vivo biyokontrol etkinin belirlenmesi amaciyla aday antagonist
bakteriler ile kaplanan tohumlarin saksilara ekimi
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3.2.13. Deneme Deseni ve Istatistik Analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, istatistik
analizler SPSS istatistik program1 (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlit ANOVA
ile varyans analizi yapilmis ve izolatlar arasindaki farklilik Duncan ¢oklu karsilastirma

testi ile belirlenmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Aday Antagonist Bakterilerin izolasyonu ve Tanisi

Izolasyon ¢alismalarinda morfolojik olarak birbirinden fakli olabilecegi diisiiniilen

48 adet bakteri izole edilerek saflastirilmistir (Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Saglikli maydanoz koklerinden izole edilerek saflastirilan aday bakterilerin
UV 151k altinda ve besi ortamindaki morfolojik goriiniimleri

Izole edilerek saflastirilan bakterilerin MALDI-TOF ile tamisinda 48 bakteri
izolatindan 40 adeti tanilanirken 8 izolatin ise tanisi yapilamamistir. Tan1 sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. MALDI-TOF ile tanis1 yapilan bakteri izolatlarmin tiir isimleri ve
benzerlik indeks degerleri

. . i- Gram uv
Izolat No. Bakteri Tiir Ismi Bll/{éil‘ll)i{( iTr%Ex Reak. Pigment
PANT12 Lactobacillus fructivorans 1.544 + -
PANT13 Lactobacillus fructivorans 1.529 + -
PANT15 Pseudomonas flavescens 1.869 - +
PANT21 Acinetobacter pittii 2.197 - -
PANT?24 Microbacterium lacticum 1.476 + -
PANT28 Aeromicrobium flavum 1.301 + -
PANT31 Arthrobacter ilicis 1.938 + -
PANT34 Pseudomonas jessenii 1.732 -

PANT36 Pseudomonas brassicacearum 1.809 -

PANT39 Mycobacterium avium 1.544 + -
PANT44 Sphingobacterium multivorum 1.491 - -
PANT46 Sinomonas atrocyanea 1.422 + -
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Cizelge 4.1. (Devam) MALDI-TOF ile tanis1 yapilan bakteri izolatlarinn tiir isimleri ve
benzerlik indeks degerleri

PANT49 Arthrobacter aurescens 2.291 + -
PANT52 Pseudomonas kilonensis 1.793 - +
PANT53 Arthrobacter oxydans 1.891 + -
PANT54 Arthrobacter ilicis 2.141 + -
PANT56 Arthrobacter ilicis 2.197 + -
PANT59 Arthrobacter ilicis 2.267 + -
PANT510 Arthrobacter polychromogenes 1.917 + -
PANT63 Pseudomonas kilonensis 2.112 - +
PANTG64 Bacillus simplex 1.983 + -
PANT66 Escherichia vulneris 1.748 - -
PANT72 Lactobacillus gasseri 1.444 + -
PANT74 Bacillus simplex 1.661 + -
PANT75 Pantoea agglomerans 2.303 - -
PANT78 Pseudomonas brassicacearum 2.155 -

PANT710 Pseudomonas brassicacearum 2.092 -

PANTS82 Stenotrophomonas sp 2.065 - -
PANTS83 Pseudomonas brassicacearum 1.938 - +
PANTS85 Arthrobacter ilicis 2.273 + -
PANTS87 Pseudomonas brassicacearum 2.068 -

PANTS88 Pseudomonas thivervalensis 1.822 -

PANT91 Bacillus simplex 1.895 + -
PANT92 Microbacterium phyllosphaerae 1.825 + -
PANT98 Pseudomonas brassicacearum 1.744 - +
PANT99 Bacillus megaterium 2.170 + -
PANT101 Bacillus megaterium 2.279 + -
PANT102 Bacillus simplex 1.887 + -
PANT106 Bacillus megaterium 2.355 + -
PANT107 Pseudomonas thivervalensis 2.133 - +

Cizelge 4.1 incelendiginde cins diizeyinde ilk sirayr 12 izolatla Pseudomonas alirken,
bunu 8 izolatla Arthrobacter 7 izolatla Bacillus, 3 izolatla Lactobacillus, 2 izolatla
Microbacterium ve 1’er izolatla Acinetobacter, Aeromicrobium, Mycobacterium,
Sphingobacterium, Sinomonas, Escheria, Pantoea ve Stenotrophomonas cinslerine dahil

izolatlar izlemistir. Bakterilerin cins diizeyinde dagilimlar1 Sekil 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Tanis1 yapilan bakterilerin cins diizeyinde dagilimi

4.2. Tiutiinde Asir1 duyarhlik testi (HR)

Tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik tepkimesinin belirlenmesi testinde pozitif

kontrolde tipik HR belirtileri meydana gelirken negatif kontrol ve antagonist aday:

izolatlarin inokule edildigi alanlarda herhangi bir belirti meydana gelmemistir (Sekil 4.3)

Sekil 4.3.Titiin HR testi sonucu meydana gelen HR pozitif( siyah ok) ve HR negatif

(kirmiz1 oK) reaksiyonlar.
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4.3. Patates Yumusak Ciiriikliik Testi

Pektolitik enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan patates dilimlerinde
yumusak ciiriikliik testinde degerlendirmeler inokulasyondan 1 giin sonra yapilmistir.
Inokulasyon noktasinda meydana gelen yumusama pozitif olarak kabul edilmistir. Test
sonucunda Pcc inokule edilen pozitif kontrolde yumusama meydana gelirken antagonist
aday1 bakterilerin inokule edildigi alanlarda ve negatif kontrol uygulamasinda yumusama

meydana gelmemistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Yumusak c¢iiriikliik testinde pozitif kontrol (K+), aday antagonist bakteriler ve
negatif kontrol (K-) uygulamalarinda meydana gelen belirtiler

4.4. Aday Antagonist Bakteri izolatlarin Patojen Bakteriye Karsi in vitro

Antagonistik Etkilerinin Belirlenmesi

PGPR grubuna dahil bir¢ok bakteri izolat1 tarindan iiretilen antimikrobiyal
maddeler, patojen bakterilerin dogrudan engellenmesinde rol oynayan en etkili
mekanizmalardan  birisidir. PGPR’ler tarafindan dretilen ve bitki patojeni
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen antimikrobiyal bilesenlerden amphisin, 2,4-

diacetylphloroglucinol (DAPG), oomycin A, phenazine, pyoluteorin, pyrrolnitrin, tensin,
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tropolone ve cyclic lipopeptide genellikle en yaygin olarak bilinenleridir (Loper ve Gross,
2007). Antagonistik etkinin belirlenmesi testinde 11 bakteri izolati antagonistik etki
gostermez iken, 29 izolat ise patojen gelisimini engellemede farkli oranlarda antagonistik
etki gostermistir. Antagonistik etkinin belirlenmesi testlerinde elde edilen sonuglar

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Aday bakteri izolatlarin patojen bakteriye karsit in vitro antagonistik
etkilerinin indeks degerleri

izolat '?‘?llﬁglrllnlerl f;;ngls izolat Bakteri Tiir Isimleri f;;gz:fls
PANT12 L. fructivorans* 0.002 PANT64  Bacillus simplex 1.63%
PANT13 L fructivorans 0.002 PANT66  Escherichia vulneris 1.39%
PANT15  P. flavescens 1.21% PANT72  Lactobacillus gasseri 1.00%
PANT21  Acinetobacter pittii 0.79% PANT74  Bacillus simplex 0.002
PANT24 M. lacticum 0.84%® PANT75  Pantoea agglomerans 0.79%
PANT28  Aeromicrobium flavum  0.00? PANT78  P. brassicacearum 1.24%
PANT31  Arthrobacter ilicis 0.00? PANT710 P. brassicacearum 2.05
PANT34  Pseudomonas jessenii 0.80%® PANT82  Stenotrophomonas sp 1.34%
PANT36  P. brassicacearum 0.00? PANT83  P. brassicacearum 4.17¢
PANT39  Mycobacterium avium ~ 1.18% PANT85  Arthrobacter ilicis 0.002
PANT44  S.multivorum 1.31% PANT87  P. brassicacearum 1.78%
PANT46  Sinomonas atrocyanea  1.39% PANT88  Pseudomonas thivervalensis  1.34%
PANT49  Arthrobacter aurescens 0.00% PANT91  Bacillus simplex 2.94¢
PANT52  P. kilonensis 1.46® | PANT92 M. phyllosphaerae 1.60°
PANT53  Arthrobacter oxydans 1.14ab | PANT98 P. brassicacearum 0.002
PANT54  Arthrobacter ilicis 0.00? PANT99  Bacillus megaterium 1.30%
PANT56  Arthrobacter ilicis 0.002 PANT101 Bacillus megaterium 1.44%
PANT59  Arthrobacter ilicis 1.33% | PANT102 Bacillus simplex 1.47®
PANT510 A. polychromogenes 1.34% PANT106 Bacillus megaterium 1.32%®
PANT63  P. kilonensis 1.67b¢ PANT107 Pseudomonas thivervalensis  5.08¢

*L.=Lactobacillus, P.=Pseudomonas, M.=Microbacterium, S.= Sphingobacterium, A.=Arthobacter,

Cizelge incelendiginde antibiyosis testinde en yiiksek indeks degeri Pseudomonas
thivervalensis PANT107 (5.08) izolatinda belirlenmis olup bunu Pseudomonas
brassicacearum PANT83 (4.17) ve Bacillus simplex PANT91 (2.94) izolat1 izlemistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Antagonistik etkinin belirlenmesi testlerinde aday antagonist bakteri
izolatlarinin patojen gelisimini engellemesi sonucu olusan engelleme bolgeleri (ok)

Pseudomonas thivervalensis ve Pseudomonas brassicacearum ilk defa Arabidopsis
ve kanola bitkilerinin rizosferinden izole edilmislerdir (Achouak ve ark., 2000). Her iki
bakterininde bugdaylarda 6nemli bir fungal patojen olan Gaeumannomyces graminis var.
tritici’ye karsi etki oldugu ve biolojik kontrol ajani olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Ross ve ark., 2000). Bir baska ¢alismada Pseudomonas brassicearum’un Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum ve Phytophthora capsici gibi 6nemli fungal
potojenlere antifungal etki gostererek in vitro kosullarda fungus gelisimini inhibe ettigi
saptanmustir (Chung ve ark., 2008). Yapilan bazi1 ¢alismalarda P. thivervalensis ve P.
brassicacearum gibi bazi Pseudomonas tiirlerinin pyoluteorin iirettigi belirlenmistir.

Pyoluteorin dogal bir antibiyotik olup antimikobiyal ve herbisidal etki gosterebilmektedir
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(Ramette ve ark., 2011). Bakteriyel hastaliklara olan etkiye bakildiginda ise
Pseudomonas brassicacearum J12 izolatinin domateslerde bakteriyel solgunluk etmeni
Ralstonia solanacearum’un gelisimini etkili bir sekilde enhibe ettigi ve sera
denemelerinde hastalik gelisimini %45 oranininda baskiladig1 saptanmistir (Zhou ve ark.,
2012).

Bir diger etkili izolat olan Bacillus simplex ise bir¢ok fungal ve bakteriyel bitki
patojenine kars1 etkili olup biyolojik miicadele ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan
bir bakteri tiirtidiir (Krzyzanowska ve ark., 2012; Campos ve ark., 2010; Schwartz ve ark.,
2013).

4.5. Aday Antagonist Bakteri izolatlarinin Siderofor Olusturma Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Diistik molekiil agirlikli bir element olan siderefor 6zellikle demirin sinirli oldugu
alanlarda bir¢ok mikroorganizma ve bitki tarafindan iretilmektedir (Schwyn and
Neilands, 1987). Bitkiler tarafindan iiretilen en yaygin fitosiderefor mugineic asit olup
ozellikle arpa ve bugday gibi gramineane familyasindaki bitkiler demirin yetersiz oldugu
durumlarda, c¢oziilemeyen demiri kullanabilmek i¢in fitosiderofor iiretebilmektedirler.
Mikrobiyal sidereforlar hem bakteriler (ferrioxamine B) hem de funguslar (ferrichrome)
tarafindan iretilen hydroxamite, yalniz bakterlern tarafindan {iretilen caecholate
(enterobactin), carboxylate (rhizobactin) ve pyoverdine olamak tizere dort farkli grupba
ayrilmaktadirlar(Ahmed ve Holmstrom, 2014). Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
sidereforlar bitkilerin demir alimini arttirarak bitki gelisimini tesvik ettigi i¢in dolayl
olarak veya antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 ise dogrudan hastaliklarla miicadelede
etkili olabilmektedir. Ayrica demirin az oldugu alanlarda antagonist bakterilerin siderefor
dretimi ile patojen mikroorganizmalar ile rekabete girmesi, dogrudan patojeni
engellemese de dolayli olarak patojen popiilasyonunun azalmasina neden olabilmektedir.

Siderefor olusumunun belirlenmesinde chrome azurol S igerikli CAS agar
kullanilmistir. CAS agar ortamina nokta ekim yapilan bakteri kolonilerinin etrafinda
olusan sar1 veya turuncu alanlar (Sekil 4.6) siderefor pozitif olarak kabul edilmistir. Aday

bakterilerin siderefor iiretim indeksleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Aday antagonist bakteri izolatlarinin siderefor iiretimlerine bagli olarak elde
edilen indeks degerleri

izolat Bakteri Tiir ismi indeks
PANT15 Pseudomonas flavescens 1.47bcd
PANT21 Acinetobacter pittii 1.230
PANT?24 Microbacterium lacticum 1.17bcd
PANT34 Pseudomonas jessenii 1.81b¢
PANT39 Mycobacterium avium 1.280
PANT44 Sphingobacterium multivorum 1.10b¢
PANTA46 Sinomonas atrocyanea 1.11b¢
PANT52 Pseudomonas kilonensis 1.64bcd
PANT53 Arthrobacter oxydans 2.02¢¢e
PANT59 Arthrobacter ilicis 1.0713bc
PANT510 Arthrobacter polychromogenes 1.34pcd
PANT63 Pseudomonas kilonensis 1.59bcd
PANT64 Bacillus simplex 1.31bcd
PANT66 Escherichia vulneris 1.920-¢
PANT72 Lactobacillus gasseri 1.89%¢
PANT75 Pantoea agglomerans 1.49°
PANT78 Pseudomonas brassicacearum 1.67bcd
PANT710 Pseudomonas brassicacearum 1.67bcd
PANT82 Stenotrophomonas sp 0.81%
PANTS83 Pseudomonas brassicacearum 2.07¢d
PANT87 Pseudomonas brassicacearum 1.18bcd
PANTS88 Pseudomonas thivervalensis 0.002
PANT91 Bacillus simplex 2.31¢%
PANT92 Microbacterium phyllosphaerae 0.92%¢
PANT99 Bacillus megaterium 1.40P
PANT101 Bacillus megaterium 0.88%¢
PANT102 Bacillus simplex 1.41bc
PANT106 Bacillus megaterium 1.24b%
PANT107 Pseudomonas thivervalensis 2.86°

Siderefor tiretim testinde en yiiksek indeks degeri Pseudomonas thivervalensis PANT107
(2.86) izolatinda belirlenirken bunu sirasi ile antagonistik etkinlik sonuglarina benzer
Bacillus simplex PANT91 (2.31) ve Pseudomonas brassicacearum PANT83 (2.07)
izolatlar1 izlemistir (Cizelge 4.3.).

[statistik analiz sonuglarma gére Arthrobacter ilicis PANT59, Stenotrophomonas
sp PANT82, Microbacterium phyllosphaerae PANT92 Ne\[abl] Bacillus megaterium
PANT101 izolatlar1 diisiik oranlarda siderefor liretmekle beraber hi¢ siderefor iiretmeyen
Pseudomonas thivervalensis PANTS88 izolati ile ayn1 grupta yer almis olup istatiki olarak

Onemsiz bulunmustur.
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Sekil 4.6. CAS blue agar ortaminda bakteri izolatlarinin siderefor iiretimleri sonucu
olusan sar1 turuncu alanlar (ok)

4.6. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarimin Fosfor Cozme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Bitkilerin saglikli bir sekilde biyliylip gelismesi igin gerekli olan major
elementlerden bir tanesi de fosfordur. Topraga karigan fosfor kisa zamanda toprak
parcaciklarinin temas yiizeyleri ile reaksiyona girerek daha az ¢6ziiniir ve daha az
yarayigh bilesikler haline doniisiir (Karaman, 2012). Topraktaki ¢oziinebilir fosfor
konsantrasyonu 1 ppm veya daha az orandadir (Ozyilmaz ve Benlioglu, 2012). Toprakta
bitki kokleriyle simbiyotik olarak yasayan antagonist bakteriler, ¢6ziinemez durumundaki
bu fosfor bilesiklerini ¢ozerek bitkilerin yararlanabilecek forma doniistiirtirler.

Bakteri izolatlarinin fosfor ¢ézme potansiyelleri Pikovskaya Agar (PVK) besi
yerinde belirlenmistir. Nokta ekimi yapilan bakteri kolonileri etrafinda fosfatin
coziilmesine bagli olarak olusan seffaf alanlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Aday

bakteri izolatlarinin fosfor ¢c6zme indeks degerleri Cizelge 4.4’°te verilmistir.

Cizelge 4.4. Aday antagonist bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme indeks degerleri

izolat Bakteri Tiir ismi indeks
PANT15 Pseudomonas flavescens 0,002
PANT21 Acinetobacter pittii 0,00?
PANT?24 Microbacterium lacticum 0,00
PANT?34 Pseudomonas jessenii 3,044
PANT39 Mycobacterium avium 2,00°
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Cizelge 4.4. (Devam) Aday antagonist bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme indeks degerleri

PANT44 Sphingobacterium multivorum 0,00?
PANTA46 Sinomonas atrocyanea 0,00?
PANT52 Pseudomonas kilonensis 0,002
PANT53 Arthrobacter oxydans 0,00?
PANT59 Arthrobacter ilicis 1,35
PANT510 Arthrobacter polychromogenes 1,53
PANT63 Pseudomonas kilonensis 4,447
PANT64 Bacillus simplex 1,03°
PANT66 Escherichia vulneris 1,12°
PANT72 Lactobacillus gasseri 0,002
PANT75 Pantoea agglomerans 0,002
PANT78 Pseudomonas brassicacearum 0,002
PANT710 Pseudomonas brassicacearum 3,55%
PANT82 Stenotrophomonas sp 0,002
PANTS83 Pseudomonas brassicacearum 2,83¢
PANTS87 Pseudomonas brassicacearum 0,002
PANTS88 Pseudomonas thivervalensis 0,002
PANT91 Bacillus simplex 0,002
PANT92 Microbacterium phyllosphaerae 0,002
PANT99 Bacillus megaterium 1,12°
PANT101 Bacillus megaterium 0,002
PANT102 Bacillus simplex 0,002
PANT106 Bacillus megaterium 1,310
PANT107 Pseudomonas thivervalensis 3,66°

Fosfor ¢oziiniirliik testinde 17 bakteri izolat1 etkisiz bulunmusg olup, 12 izolat ise
1.03-4.44 arasinda degisen oranlarda fosfor ¢cozme etkisi gostermistir. En yliksek fosfor
¢ozme indeksi Pseudomonas kilonensis PANT63 (4.44) nolu bakteri izolatinda
saptanirken bunu siras1 ile Pseudomonas thivervalensis PANT107 (3.66), Pseudomonas
brassicacearum PANT710 (3.55), Pseudomonas jessenii PANT34 (3.04) ve diger
izolatlar izlemistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. PVK besi ortaminda bakteri izolatlarinin fosforu ¢ézmeleri sonucu
olusan seffaf alanlar (ok)
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4.7. Aday Antagonist Bakteri izolatlarmin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme

Potansiyelinin Belirlenmesi

Bitkilerin saglikli ve diizenli biiyiimeleri i¢in 151k, su, mineral, besin maddeleri, CO>
ve Oz’ ni diizenli almalar1 zorunludur. Bitkilerin normal biiyiimeleri i¢in bunlarin yani
sira bir takim i¢ faktorlerin meydana gelmesi gerekir. Bitkilerin biiyiime ve gelismeyi
diizenleyen en 6nemli faktorlerden bir tanesi de hormonlardir. Bu hormonlarin en bilineni
de indol-3- asetik asittir (IAA). IAA bitkide kok gelisimi, kok yiizey alaninin genislemesi,
bitki besin elementlerin bitkiye alinmasi, hiicre bdliinmesi gibi bircok etkinligi
bulunmaktadir (imriz ve ark.,, 2014). Yapilan bircok calismada (Samuel ve
Muthukkaroppan, 2011; Imriz ve ark., 2014) farkli tiirlere ait PGPR izolatlar1 IAA iirettigi
tespit edilmistir.

Aday antagonist bakteri izolatlarinin IAA iiretme potansiyelleri L-tryptophane
iceren LB besi yerinde belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri bilinen 1AA
(Merck, Darmstadt, Germany) ¢06zeltisi ile hazirlanan IAA konsantrasyon standart
egrisiyle karsilagtirllmak suretiyle bakteri izolatlarinin TAA {iretim miktarlart pg/ml

olarak belirlenmistir. Bu degerler Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Aday antagonist bakteri izolatlarinin IAA tiretim miktarlart (pug/ml)

izolat Bakteri Tiir Isimleri A(%Z%;b;?s IAA (ug/ml)

PANT15 Pseudomonas flavescens 0.1725 11.419N
PANT21 Acinetobacter pittii 0.0493 3.26%
PANT24 Microbacterium lacticum 0.0258 1.71%
PANT34 Pseudomonas jessenii 0.1876 12.41°
PANT39 Mycobacterium avium 0.2575 9.74%
PANT44 Sphingobacterium multivorum 0.2208 14.6191
PANT46 Sinomonas atrocyanea 0.0759 5.02
PANT52 Pseudomonas kilonensis 0.1197 7.92¢d
PANT53 Arthrobacter oxydans 0.4190 27.73"
PANT59 Arthrobacter ilicis 0.1412 9.34¢%
PANT510 Arthrobacter polychromogenes 0.1578 10.449%f
PANT63 Pseudomonas kilonensis 0.0062 0.41°
PANT64 Bacillus simplex 0.2201 14.6097
PANTG66 Escherichia vulneris 0.2804 15.561
PANT72 Lactobacillus gasseri 0.3003 18.564
PANT75 Pantoea agglomerans 0.1728 11.43%N
PANT78 Pseudomonas brassicacearum 0.2325 15.39M«
PANT710 Pseudomonas brassicacearum 0.2031 13.43°
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Cizelge 4.5. (Devam) Aday antagonist bakteri izolatlarinin IAA tiretim miktarlar1 (ng/ml)

PANT82
PANT83
PANT87
PANT88
PANTO1
PANT92
PANT99
PANT101
PANT102
PANT106
PANT107

Stenotrophomonas sp

Pseudomonas brassicacearum
Pseudomonas brassicacearum
Pseudomonas thivervalensis

Bacillus simplex

Microbacterium phyllosphaerae

Bacillus megaterium
Bacillus megaterium

Bacillus simplex

Bacillus megaterium

Pseudomonas thivervalensis

0.1612
0.1417
0.1660
0.0661
0.2352
0.0649
0.2175
0.1112
0.1513
0.3083
0.1472

10.67%9
20.40'
10.98%¢
4.37%
19.88'
4.30
14.40"
7.36%
10.01%
9.38%
17.04K

En yiiksek TAA tiretimi Arthrobacter oxydans PANTS3 (27.73 ug/ml) izolatinda

saptanirken, bunu sirasi ile Pseudomonas brassicacearum PANT83 (20.40pg/ml) ve

Bacillus simplex PANT91 (19.88 pg/ml) izolatlari izlemistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. L-tryptophan igeren LB besi yeri icerisinde IAA iiretimine bagli olarak
meydana gelen renk degisimleri

Genel olarak toprak kokenli olup Artemisia sp, Chenopodium sp, Solanum nigrum

gibi yabanci otlardan ve ceviz ve mese gibi agaglardan izole edilen Arthrobacter cinsi

bakterilerin yiiksek diizeyde IAA {irettigi ve bugday, soya ve piring bir¢ok bitkide bitki

gelisimini arttirdig1 yapilan birgok ¢alismada bildirilmistir (Soleimani ve ark. 2018, Xu
ve ark., 2018; Fernandez ve ark., 2018; Li ve ark.,2018; Khan ve ark., 2019). Yapilan bu
tez ¢alismasinda da en yiiksek TAA tiretiminin Arthrobacter oxydans PANTS53 izolatinda

saptanmasi Arthrobacter cinsine ait fakl tiirlerle yapilmis olan ¢alismalar ile paralellik

gostermektedir.
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4.8. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarinin Proteaz Enzimi Uretme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Proteazlar, dogada  bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin
dekompozisyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar ve boylece besin dongiisiinii saglamakta
ve ayrica bitkilerin besinleri alabilmerini saglamaktadirlar (Anonim, 2019).

Bakteri izolatlar1 tarafinda proteaz iiretimi %2 yagi alinmis siit tozu iceren LB
(SMLBA) Agar besi yeri iizerlerinde belirlenmistir. Bu besi yerinde bakteri izolatlari
tarafindan iiretilen proteazin caseini ¢ozmesi sonucu bakteri kolonisi etrafinda seffaf bir

alan meydana gelmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Aday antagonist bakteri izolatlarinin proteaz enzimi tiretme indeks degerleri

izolat Bakteri Tiir Isimleri Indeks
PANT15 Pseudomonas flavescens 0.00a
PANT21 Acinetobacter pittii 0.00a
PANT24 Microbacterium lacticum 0.00a
PANT34 Pseudomonas jessenii 2.04d
PANT39 Mycobacterium avium 1.57¢
PANT44 Sphingobacterium multivorum 0.00a
PANT46 Sinomonas atrocyanea 0.00a
PANT52 Pseudomonas kilonensis 0.00a
PANT53 Arthrobacter oxydans 0.00a
PANT59 Arthrobacter ilicis 0.00a
PANT510 Arthrobacter polychromogenes 0.00a
PANT63 Pseudomonas kilonensis 0.73b
PANT64 Bacillus simplex 2.12de
PANTG66 Escherichia vulneris 0.00a
PANT72 Lactobacillus gasseri 0.00a
PANT75 Pantoea agglomerans 0.00a
PANT78 Pseudomonas brassicacearum 0.00a
PANT710 Pseudomonas brassicacearum 1.51c
PANT82 Stenotrophomonas sp 0.00a
PANTS83 Pseudomonas brassicacearum 2.51e
PANT87 Pseudomonas brassicacearum 0.00a
PANTS8 Pseudomonas thivervalensis 0.00a
PANT91 Bacillus simplex 1.74cd
PANT92 Microbacterium phyllosphaerae 0.00a
PANT99 Bacillus megaterium 0.00a
PANT101 Bacillus megaterium 0.00a
PANT102 Bacillus simplex 0.00a
PANT106 Bacillus megaterium 0.00a
PANT107 Pseudomonas thivervalensis 2.00d
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Cizelge 4.6 incelendiginde 8 izolat degisen oranlarda proteaz iiretirken 21 izolatta
ise proteaz iretimine rastlanmamistir. En yiikksek proteaz {iretimi Pseudomonas
brassicacearum PANT83 (2.51) (Sekil 4.9) izolatinda belirlenirken bunu sirasi ile
Bacillus simplex PANT64 (2.12) Pseudomonas jessenii PANT34 (2.04) Pseudomonas
thivervalensis PANT107 (2.00) ve digerleri izlemistir.

Sekil 4.9. SMLBA besi yerinde proteaz enzimi iiretimi sonucu olusan erime bolgesi
(ok)

4.9. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarmn Amonyak (NHsz) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bitki gelisimi i¢in en dnemli besin elementlerinden bir tanesi de azottur. Azot
atmosferde N> formunda bulunmaktadir. Dogadaki bu azotu (N2) bitkiler i¢in yararl hale
doniistiirmek i¢in belirli mikrobiyal faaliyet gerekmektedir. Azotobakter, Beijerinckia ve
Spirillum gibi bakteriler dogada serbest halde bulunan azotu (N2) fikse ederek bitkilerin
kullanabilecegi amonyak formuna doniistiiriirler (Karaman, 2012).
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Aday bakteri izolatlarinin amonyak (NH3) olusturma potansiyelleri peptonlu su

icerisinde gelisen bakteri siispansiyonu iizerine Nessler’s ¢ozeltisi eklenmek suretiyle

belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 2013). Amonyak {iretimi sonucu bakteri

sollisyonlarinda agik saridan koyu sari-kahverengine doniismesine gore belirlenmistir.

Degerlendirmeler tiipler igerisinde negatif kontrole gore meydana gelen renk

degisimlerine gore -, +, ++, +++ ve ++++ olarak yapilmistir (Sekil 4.10). Aday antagonist

bakteri izolatlarinin amonyak iiretim degerleri Cizelge 4.7.’da verilmistir

Sekil 4.10. Amonyak testinde negatif kontrole gore olusan renk degisimleri

Cizelge 4.7. Aday bakteri izolatlarinin amonyak iiretim potansiyelleri

izolat Bakteri Tiir Isimleri NH: izolat Bakteri Tiir Isimleri Indeks
PANT15 P. flavescens ++ PANT75  Pantoea agglomeraans ++++
PANT21  Acinetobacter pittii - PANT783 Pseudomonas brassicacearum — ++++
PANT24 M. lacticum +++  PANT710 Pseudomonas brassicacearum — ++++
PANT34  Pseudomonas jessenii +++  PANTS82  Stenotrophomonas sp ++
PANT39  Mycobacterium avium +++  PANT83  Pseudomonas brassicacearum  +++
PANT44  S. multivorum +++  PANT87  Pseudomonas brassicacearum  ++
PANT46  Sinomonas atrocyanea - PANT88  Pseudomonas thivervalensis +++
PANT52  Pseudomonas kilonensis ++++ PANT91  Bacillus simplex +++
PANT53  Arthrobacter oxydans +++  PANT92  Microbacterium phyllosphaerae ++++
PANT59  Arthrobacter ilicis - PANT99  Bacillus megaterium ++++
PANT510 A. polychromogenes +++  PANT101 Bacillus megaterium ++++
PANT63  Pseudomonas kilonensis ++++ PANT102 Bacillus simplex +++
PANT64  Bacillus simplex ++++ PANT106 Bacillus megaterium +++
PANT66  Escherichia vulneris +++ . .

PANT72  Lactobacillus gasseria et PANT107 Pseudomonas thivervalensis ++++

Amonyak iiretme testinde 3 bakteri izolat1 amonyak iiretmez iken diger tiim izolatlar

farkli degerlerde amonyak tiretmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Aday antagonist bakteri izolatlarinin amonyak iiretimleri sonucu meydana
gelen renk degisimleri

4.10. Aday Antogonist Bakterilerin in vivo saksi testleri ile Biyokontrol

Ozelliklerinin Belirlenmesi

In vivo saksi testlerinde in vitro antibiyosis testinde etkili olarak saptanan
Pseudomonas brassicacearum PANT 83, Bacillus simplex PANT91 ve Pseudomonas
thivervalensis PANT107 izolatalar1 kullanilmistir. Antogonist bakteriler patosisteme
tohum, tohum+yaprak ve yaprak olarak 3 farkli sekilde uygulanmistir. Her uygulama 5’er
sakstyla ve 2 tekerriirlii seklinde uygulanmistir. Bitkilerde gergek yapraklar olugsmaya
basladiktan sonra Yaprak ve Tohum+Yaprak uygulamalarinda yapraklara antagonist
aday1 izolatlar piilverize edilmistir (10® hiicre/ml). Yapraklara antagonist bakteri
uygulamasindan 24 saat sonra tiim bitkilere patojen bakteri piilverize edilmistir (10®
hiicre/ml). Kontrol (+) olarak yalniz patojen piilverize edilen (108 hiicre/ml) bitkiler
kullanilmistir. Patojen inokulasyonundan 14 giin sonra yapraklarda olusan belirtiler 0-4
skalasina gore degerlendirilmistir. Tiim muamelelerde meydana gelen hastalik siddeti
oranlar1 % olarak belirlenmis, antogonist bakterilerin K(+)’e gore hastalig1r engelleme

oranlar1 (% etki) ayrica belirtilmistir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. In vivo saksi testlerinde farkli antogonist bakteri uygulamalariin hastalik
siddeti iizerine etkileri

Tohum Tohum + Yaprak Yaprak

izolat

%h.s* Y%etki %h.s* %etki %h.s* Y%etki
PANTS3 5.10a 47.19 4.55a 56.51 5.20a 46.15
PANTO91 4.10a 57.54 4.05a 58.56 4.25a 55.99
PANT107 5.40a 43.26 5.31a 44.08 8.05b 16.64
K(+) 9.66b  --meeeee- 9.66b - 9.66b -

*Hastalik Siddeti
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Cizelge 4.8 incelendiginde, aday antagonist bakteri izolatlar1 ve patojen bakteri
uygulanan bitkilerde hastalik siddeti %4.05-8.05 oranlarinda tespit edilirken yalniz
patojen inokule edilen bitkilerde hastalik siddeti %9,66 olarak belirlenmistir.
Uygulamalarda meydana gelen hastalik siddetlerine gore yapilan istatistik analizlerde
Pseudomonas thivervalensis PANT107 yaprak uygulamasi pozitif kontrolle eyni grupta
yer alir iken diger tiim uygulamalar pozitif kontrolden farkli bulunmus ve ayr1 grupta yer

almustir (Sekil 4.12.)

4 N
12,00

10,00

8,00

m PANTE3
6,00 a a a a
a W PANT91

%H:S:

4,00 m PANTI1O07

K{+)
2,00

0,00

Tohum Tohum+Yaprak Yaprak

o /

Sekil 4.12 Farkli uygulamalar ve kontrol uygulamasinda meydana gelen %hastalik
siddeti oranlari

Hastaligin engelleme oranlarina bakildiginda Bacillus simplex PANT91 izolati
Tohum, tohum+yaprak ve yaprak uygulamalarinda hastalik gelisimini %57.54, %58.56
ve %55.99, Pseudomonas brassicacearum PANTS3 izolat1 %47.19, %56.51 ve %46.15,
Pseudomonas thivervalensis PANT107 izolat1 ise %43.26, %44.08 ve %16.64

oranlarinda engellemistir (Sekil 4.13).
s ~

60,00

% Engelleme.

N W - wu
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3 8 8 8

3

o
o
S

PANT83 PANT91 PANT107
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Sekil 4.13. Tohum, Tohum+yaprak ve yaprak uygulamalarinda meydana gelen %
hastalik engelleme oranlari
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Tohum, tohum-+yaprak ve yaprak uygulamalar1 karsilastirildiginda ise genel olarak
tohum-+yaprak uygulamalarinin diger uygulamalara gore daha etkili oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Saks1 denemeleri sonucunda farkli bakteri uygulamalar ve K(+)
uygulamasinda meydana gelen hastalik belirtileri (0k)
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5. SONUC VE ONERILER

Saglik ve beslenme a¢isindan énemli bir sebze olan maydanoz Akdeniz Bolgesi ve
Ozellikle Hatay ili i¢in ekonomik agidan oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir. Maydanoz
bitkisin de verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen bir¢ok hastalik etmeni bulunmaktadir.
Bunlardan bir tanesi de maydanoz bakteriyel yaprak leke hastaligi etmeni olan ve
tilkemizde ilkez 2016 yilinda bildirilen (Bozkurt ve ark, 2016) Pseudomonas syringae pv
apii’'dir. Hastalik etmenine karsi etkili bir kimyasal miicadelenin olmamasi, antibiyotik
kullanimimin birgok iilkede yasak olmasi sebebiyle alternatif biyolojik miicadele
yontemlerinin arastirilmasi kaginilmazdir.

Bu calismada, saglikli maydanoz bitkilerinin kék kisimlarindan epifit bakteri
tiirlerinin izolasyonu, tanis1 yapilmis ve maydanoz bakteriyel yaprak leke hastaligi etmeni
olan Psa’ya kars1 in vitro ve in vivo kosullarda hastalik etmenini engellemede rol oynayan
etki mekanizmalari arastirilmistir. Yapilan literatiir calismalarinda bu hastaliga karst daha
once yapilmis herhangi bir biyolojik miicadele ¢alismasina rastlanilmamis olup, yapilan
bu caligma bir ilk niteligindedir.

Hatay ilinde yapilan survey calismalarinda saglikli maydanoz bitkisinin kok
bolgelerinde 48 adet bakteri izolati izole edilmistir. Saflagtirilan 48 adet bakteri
izolatindan MALDI-TOF ile 40 adeti tanilanirken 8 tanesinin ise tanis1 yapilamamustir.
Tanis1 yapilan 40 adet bakteri izolatlarin cins diizeyinde ilk sirayr 12 izolatla
Pseudomonas alirken, bunu 8 izolatla Arthrobacter, 7 izolatla Bacillus, 3 izolatla
Lactobacillus, 2 izolatla Microbacterium ve 1’er izolatla Acinetobacter, Aeromicrobium,
Mycobacterium, Sphingobacterium, Sinomonas, Escheria, Pantoea ve Stenotrophomonas
cinsleri izlemistir.

Calismamizda izole edilen ve tanisi yapilan bakterilerin in vitro kosullarinda
antagonisik etkinlikleri, siderofor olusturma potansiyeli, fosfor ¢ozme potansiyeli, IAA
liretme potansiyeli, proteaz enzim fiiretme potansiyeli, amonyak (NH3s) gibi etki
mekanizmalar1 incelenmistir. Buna gore antibiyosiz testinde en etkili izolat Pseudomonas
thivervalensiz PANT107 olup bunu Pseudomonas brassicacearum PANT83 ve Bacillus
simplex PANTI1 izolati izlemistir. Siderofor iiretme testinde en yiiksek indeks degeri
Pseudomonas thivervalensiz PANT107 izolatinda belirlenirken bunu siras1 ile Bacillus

simplex PANT91 ve Pseudomonas brassicacearum PANTS3 izolatlar1 izlemistir. Fosfor
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coziinlirliik testinde 17 bakteri izolat1 etkisiz bulunmus olup, 12 izolat ise 1.03-4.44
arasinda degisen oranlarda etki goOstermistir. En yiiksek fosfor ¢ozme indeksi
Pseudomonas kilonensis PANT63 (4.44) nolu bakteri izolatinda saptanirken bunu sirasi
ile Pseudomonas thivervalensis PANT107 (3.66), Pseudomonas brassicacearum
PANT710 (3.55), Pseudomonas jessenii PANT34 (3.04) ve diger izolatlar izlemistir. [AA
tiretme testinde en yiiksek IAA {iiretimi Arthrobacter oxydans PANTS53 (27.73 ug/ml)
izolatinda saptanirken, bunu Pseudomonas brassicacearum PANTS3 (20.40ug/ml) ve
Bacillus simplex PANT91 (19.88 ug/ml) izolatlar1 izlemistir. Aday bakteri izolatlarin
proteaz enzim iiretme testinde 8 izolat degisen oranlarda proteaz iiretirken 21 izolatta ise
proteaz iretimine rastlanmamistir. En yiiksek proteaz iretimi Pseudomonas
brassicacearum PANT83 (2.51) izolatinda belirlenirken, bunu sirasi ile Bacillus simplex
PANT64 (2.12) Pseudomonas jessenii PANT34 (2.04) Pseudomonas thivervalensis
PANT107 (2.00) ve digerleri izlemistir. Aday bakterileri izolatlarin amonyak iiretme
testinde 3 bakteri izolat1 amonyak iiretmez iken diger tiim izolatlar farkli degerlerde
amonyak tiretmistir

Calismada elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde 6zellikle in vitro
antbiyosiz ve diger testlerin gogunda etkili olarak saptanan Pseudomonas brassicacearum
PANTS83, Bacillus simplex PANT91 ve Pseudomonas thivervalensis PANT107 numarali
3 aday bakteri izolat1 in vivo saksi testlerinde kullanilmigtir. Bakteri izolatlar1 patosisteme
tohum, tohum+yaprak ve yaprak olarak 3 sekilde uygulanmistir. Tiim izolatlarin her 3
uygulamada da hastalik gelisimini %16-58 oraninda engelledigi saptanmistir. Tohum,
tohum+yaprak ve yaprak uygulamalar1 karsilastirildiginda genel olarak tohum+yaprak
uygulamalarinin diger uygulamalara gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Hastaligin
engelleme oranina bakildiginda tohum, tohum-+yaprak ve yaprak uygulamalarinda en iyi
orani Bacillus simplex PANT91 izolat1 oldugu saptanmis, bunu sirasiyla Pseudomonas
brassicacearum PANT83 ve Pseudomonas thivervalensis PANT107 izolati izlemistir.

Son yillarda kimyasallarin agir1 kullanimi sonucu toprak ve ¢evre kirliligi artmakta
ve tarim alanlar1 hizla azalmaktadir. Siirdiiriilebilir tarim icin ¢evreyi ve topragr kirleten
kimyasallarin kullanimi azaltilmali ve kontrol altina alinmalidir.

Yapilan bu calismada elde edilen sonuglar maydanoz bakteriyel leke hastaligi
etmenine (Psa) kars1 miicadelede antagonist bakteriler ile biyolojik miicadelenin etkili

olabilecegi tespit edilmistir. ileriki dénemlerde yapilacak calismalarla etkili bulunan bu
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antagonist bakterilerin biyolojik miicadele etmeni olarak tarla kosullarinda da test
edilmesi gerekmektedir. Yapilacak c¢alismalar sonucunda bu izolatlarin maydanoz
bakteriyel leke hastaligina karsi etkili olabilecegi ve biyolojik kontrol ajani olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ek-1 Bakterilerin Gelistirilmesinde Kullanilan Besi Yerleri

King’s MediumB (KB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No: 110989)

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Pepton from meat 10 g/L
K2HPO4 3H20 1.5¢9/L
MgSO4 7H20 15¢g/L
Glyserol 10ml/ L
Agar-Agar 12 g/L

Nutrient (NA) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:1109899)

Pepton 59/L
Meat Extract 3g/L
Agar- Agar 12 g/L

Luria Bertani (LB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No: 110285)

Pepton from casein 10 g/L
Yeast Extract 5¢g/L
NaCl 10 g/L

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No: 105458)

Pancreatic Digest of Casein 15g/L
Papaic Digest of Soya Bean 59/l
NaCl 59/L
Agar-Agar 15 g/L
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Ek-2 Antagonist Bakterilerin Etki Mekanizmalarinin Belirlendigi Ozel Besi Yerleri

Modifiye edilmis Blue CAS Agar (Schwynn ve Neilands, 1987)

Chrome azurol S (CAS) 60.5 mg/L
FeCls Solusyonu (1 mM FeClz 6H.0+10 mM HCI) 10 ml/L
HDTMA (hexadecyltrimethylammonium bromide) 72.9 mg/L
Pseudomonas agar F Base (KB) Agar (Merck, Kat. No: 110989) 35¢/L
Glyserol 10 ml/L

Not 1: otoklav sonrasi katilasma sorunu var ise 4 g/L Agar ilave edilebilir.

Not 2: Pseudomonas agar F Base (King B Agar) yerine asagidaki karisim kullanilabilir.

Pepton 20 g/L
MsSO4 7H20 15¢g/L
K2HPO4 1.5g/L
Glyserol 10 ml/L
Agar 20 g/L

Pikovskaya’s Agar (PVK)

Glikoz 20 g/L
Caz(POa): 5¢g/L
(NH4)2S04 0.5¢g/L
KCI 0.2g/L
MgSO4 0.25g/L
Yeast Extract 0.5¢g/L
Agar 20 g/L
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