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OZET

BADEM A(}ACLARINDA SORUN OLAN TOPRAK K(’)KENL_i FUNGAL HASTALIK
ETMENLERINE KARSI ANTAGONIST ve BiTKi GELiSiMiNi TESViK EDEN
BAKTERILERIN IN VITRO ETKINLIKLERININ BELIRLENMESIi

Badem (Prunus dulcis L.) Giineydogu Anadolu Bélgesinin 6nemli iriinlerinden biridir.
Sclerotinia sclerotiorum (Ss), Ceratobasidium sp (Cb), Macrophomina phaseolina (Mp),
Fusarium oxysporum (Fox) ve Phytophthora chlamydospora (Pc) bademlerde kok solgunluk,
kok ve kokbogazi giiriikliigii hastaliklarina neden olan 6nemli toprak kokenli hastalik
etmenleridir. Toprak kokenli hastalik etmenlerinin gelisimi rizosfer ve filosferde bulunan yararl
mikrobiomlar ile baskilanabilir. Bu g¢aligmanin amaci saglikli badem bitkilerinin farkli
kisimlarindan endofit ve epifit bakterilerin izolasyonu, teshisi, Sclerotinia sclerotiorum,
Ceratobasidium sp., Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum ve Phytophthora
chlamydospora etmenlerinin misel gelisimlerinin in vitro kosullarda engellemedeki antagonistik
potansiyellerinin ikili kiiltiir testleri ile belirlenmesidir. Bakterilerin protease, amonyak, hydrogen
cyanide (HCN), siderophore tiretimi gibi antagonistik, indole-3-acetic acid (IAA) tretimi ve
fosfor ¢6zme gibi bitki gelisimini tesvik edici O6zellikleri kalitatif ve Kkantitatif olarak
belirlenmistir.

Saglikli badem bitkilerinin rizosfer ve endosfer bolgelerinden toplam 97 izolat elde edilmis
olup, 46 izolat MALDI-TOF MS ile teshisi edilmis ve fungal etmenlere karsi antagonistik
potansiyelleri karakterize edilmistir. Elde edilen 46 izolatin 19’u Gram-negatif, 27 tanesi Gram-
pozitifdir. Ikili kiiltiir testlerinde Bacillus spp. den Bacillus subtilis ssp subtilis AEP3 (Pc’ye),
AEP116 (Ss’ye), AEP138 (Fox, Mp, Cb’ye), Bacillus mojavensis AEP109 (Fox, Pc’ye) ve AEP4
(Cb’ye), B. vallismortis AEP113 (Mp, Ss’ye), B. cereus AEP2 (Mp, Ss’ye), Serratia marcescens
AEN38 (Fox, Cb’ye), Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca AEP119 (Ss’ye) ve
Ochrobactrum anthropi AEP84 (Pc’ye) hastalik etmenlerinin misel gelisimlerini %64-80 gibi
yiiksek oranlarda engellemek suretiyle giiglii in vitro antagonistik etkinlik gostermistir. Bacillus
spp. izolatlar engelleme bolgesine yakin yerlerdeki fungus hifleri iizerinde vakuollesme,
biiziisme, sisme ve erime seklinde morfolojik bozulmalara neden olmustur. Test edilen bakteri
izolatlar1 IAA, siderophore, protease, amonyak tiretimi ve fosfor ¢ozme bakimindan istatistiksel
olarak oldukga farkliliklar gostermistir. Test edilen 46 izolatin, 46 tanesi siderophore, 45 tanesi
amonyak, 35 tanesi protease Uretiminde pozitif iken, hi¢biri HCN {iretmemistir. Siderofor,
protease ve amonyak iiretiminin misel gelisimin engellenmesinde (antagonizm) rol oynayan
faktorler olabilecegi diisiiniilmektedir. Test edilen tiim bakteriler degisen oranlarda IAA {iretmis
olup, 35 izolat fosforu c¢ozebilme yeteneginde oldugu belirlenmistir. izolatlar arasinda
Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 en fazla IAA fireten izolat olmustur. Antagonistik
etkinlik gosteren izolatlar ayn1 zamanda IAA’de olusturmustur.

Sonug olarak biyokontrol etmeni olarak kullanmilan bakteriyel izolatlar entegre miicadele
programi kapsaminda pestisitlerin ¢evre iizerindeki olast olumsuzluklarin azaltilmasinda rol
oynayabilirler. Gii¢lii antagonistik (siderophore, protease, amonyak iiretimi) ve PGPB (I1AA ve
fosfor ¢6zme) etkinlikleri gosteren, ozellikle Bacillus spp. ait izolatlarin pestisitlere alternatif
biyokontrol etmeni olarak degerlendirilebilecegi, test edilen toprak kdkenli hastalik etmenlerinin
baskilanmasinda biyokontrol ajani olarak gelistirilebilme potansiyeline sahip oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alisma antagonist bakteri tiirlerinin bademde sorun olan bazi toprak kékenli
hastalik etmenlerine karsi biyokontrol etkinliginin ve etki mekanizmalarinin arastirildig: ilk
calisma niteligindedir.

2018, 102 sayfa

Anahtar Kelimeler: Badem, biyolojik miicadele, antagonist, bitki gelisimini tesvik eden bakteri
(PGPB)



ABSTRACT

DETERMINATION OF IN VITRO EFFECTS OF ANTAGONIST and PLANT
GROWTH PROMOTING BACTERIA AGAINST SOILBORNE FUNGAL DISEASE
AGENTS ON ALMOND TREES

Almond (Prunus dulcis L.) is an important crops grown in the South East Anatolia region
of Turkey. Soilborne fungal diseases such as Sclerotinia sclerotiorum (Ss), Ceratobasidium sp
(Cb), Macrophomina phaseolina (Mp), Fusarium oxysporum (Fox) and Phytophthora
chlamydospora (Pc) are the important pathogens of almond plants, causing plant wilt and/or
crown, root rot diseases. The development of soil borne pathogens can be suppressed by beneficial
microbioms in the rhizosphere or phyllosphere. The aim of this study was to isolate and identify
bacterial epiphytic and endophytic bacteria isolated from different parts of healthy almond plants
and also to evaluate their inhibitory potential on mycelial growth of soil borne fungal disease
agents Sclerotinia sclerotiorum, Ceratobasidium sp., Macrophomina phaseolina, Fusarium
oxysporum and Phytophthora chlamydospora in vitro conditions by using dual culture assay.
Antagonistic and Plant Growth-Promoting Bacteria traits such as protease, ammonium, hydrogen
cyanide (HCN), siderophore, indole-3-acetic acid (IAA) productionand phosphate solubilization
by bacterial isolates were also determined qualitatively and quantitatively.

A total of 97 bacterial isolates were obtained from the rhizosphere (epiphytic) and
endosphere (endophytic) of healthy almond trees, 46 of these isolates were identified by MALDI-
TOF MS analysis and selected for antagonistic potential against fungal isolates. Out of the 46
isolates, 19 were Gram-negative while 27 were Gram-positive. In dual culture assay, isolates of
different Bacillus spp such as Bacillus subtilis ssp subtilis AEP3 (against Pc), AEP116 (against
Ss), AEP138 (against Fox, Mp, Rs), Bacillus mojavensis AEP109 (against Fox, Pc) and AEP4
(against Rs), B. vallismortis AEP113 (against Mp, Ss), B. cereus AEP2 (against Mp, Ss), Serratia
marcescens AEN38 (against Fox, Rs), Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca AEP119
(against Ss) and Ochrobactrum anthropi AEP84 (against Pc) displayed the strong and broad
spectrum in vitro antagonistic activities by inhibiting mycelial growth of the fungal disease agents
(mycelial inhibition values ranging between 64-80%). Bacterial isolates of Bacillus spp. caused
considerably morphological changes such as vacuolation, shriveling, swelling and lysis of hyphae
close to inhibition zone. These bacterial isolates significantly varied in the production of
siderophores, proteases, IAA and phosphate solubilization. Among the tested bacterial isolates,
46 were positive for siderophore production, 45 for ammonium production, 37 for protease
production. Nevertheless, all the isolates were negative for HCN production. The production of
siderophore, protease and ammonium by these isolates may be the contributing factor(s) for their
antagonistic properties against the suppression of the mycelial growth. All selected bacterial
isolates produced IAA in a relatively varying amounts but 35 isolates solubilized the phosphate.
Among the isolates, Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 produced a relatively large
amount of extracellular 1AA. Isolates which exhibited strong and broad spectrum in vitro
antagonistic activities also produced IAA.

In conclusion, bacterial antagonists used as biocontrol agents represent part of an integrated
management program to reduce pesticides in the environment. The strong antagonistic
(siderophore, protease, ammonium production) and PGPR traits (IAA and phosphate
solubilization potentials) displayed by effective isolates belonging to Bacillus spp may be
considered a good alternative as a biocontrol agent and have the potential to be developed as
biofungicides for suppressing soil borne plant pathogens tested in this study. This is the first study
to investigate the biocontrol effect and mode of action of some of the antagonist bacterial species
on soil borne fungal disease agents of almond tested in the present study.

2018, 102 pages
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TESEKKUR
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Tez calismalarim boyunca her tiirlii destegi saglayan Diyarbakir Zirai Miicadele
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calismalarindaki desteginden dolay1 Biyolog Osman CIFTCI’ye ve her konu da bilgi ve
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konuda destekleyen esim Faruk AKTAN’a,

Beni her zaman en iyisini yapabilecegime inandiran ve bu giinlere gelmemi
saglayan anne ve babama (Zuhal- Mehmet Siikrii VARHAN), kardeslerime (Aziz-Rojda)

En igten tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Badem yetistiriciligi, M.O. 3000 yillarinda ac1 meyveye sahip yabani badem
agaclarinin mutasyonu sonucunda goriilen tatli bademlerin seleksiyonu ile baslamistir
(Lansari ve ark., 1994). Badem yetistiriciligi giiney yarim kiirede 20-40° enlemleri
arasinda, kuzey yarim kiirede ise 30-44° enlemleri arasinda yapilmaktadir. Anavatani
Orta ve Bat1 Asya olan ve buradan Cin, Hindistan, iran, Suriye ve Akdeniz iilkelerine
yayilan badem, botanik olarak sert ¢ekirdekli bir meyvedir, ancak olgun bademin igi
yendiginden sert kabuklu meyveler grubunda da yer almaktadir (Kiiden ve Kiiden, 2000).
Asya ile Avrupa arasinda ise Ipekyolu’ndaki seyyahlarin yedigi yiyecek olmasi itibariyle
Yunanistan, Tiirkiye ve Orta Dogu’ya getirilmistir.

Badem (Prunus amygdalus L. veya Amygdalus communis L.), Rosales takiminin
Rosaceae familyasinin Prunus cinsi igerisinde yer almaktadir. Amygdalus alt cinsi
icerisinde yaklasik 40 adet badem tiirli vardir. Bu tiirlerden 12’si iilkemizde yetismektedir
(Soylu, 2003). Prunus amygdalus Batsch. (sinonim Prunus dulcis Miller) daha g¢ok
meyvesi i¢cin onem kazanmis ve TianGan Daglari'ndan Katkasya’ya kadar, Afganistan ve
fran boyunca yayilim gdstermistir. Bu bolgelerde gesitli yabani formlar1 bulunmaktadar.
Bunlardan igi tatl ve iistiin nitelikli olanlarin kiiltiire alinmasiyla bugiinkii kiiltiir bademi
meydana gelmistir (Kester and Asay, 1975) .

Diinya kabuklu meyve iiretiminde onemli bir yeri olan badem yetistiriciligi
tilkemizde de giderek yayginlagsmaktadir. Baslangigta sadece Ege, Akdeniz ve Dogu
Anadolu bolgeleri ile sinirli kalan badem yetistiriciligi, son yillarda diger bolgelerden de
fidanliklarin eklenmesiyle genislemektedir. Gii¢ sartlara adaptasyon yeteneginin olmasi
ve pazardaki yiiksek talep, badem yetistiriciligini cazip hale getirmektedir. Geg
ciceklenen ¢esit ve tiplerin iiretime kazandirilmasi son derece dnemlidir. Son yillarda,
ozellikle GAP (Gilineydogu Anadolu Projesi) bolgesinde badem fidanliklarin arttigi
gozlenmektedir.

Kuraga dayanabilen ve fakir topraklarda da yetisebilen badem, degisik ekolojik
sartlara sahip bolgelerde yetistirilmektedir (Ozbek, 1978; Celik ve ark., 1995; Aslantas
ve Giileryiiz, 1999). Badem tohum anaglar1 kire¢li ve kurak kosullarda gelisim
gostermekte fakat agir, killi topraklarda iyi gelisememektedir. Badem, kok ¢iirtikliigiine

ve nematoda hassastir (Yilmaz, 1992).



Tatli bademin (Prunus dulcis Mill.) ¢aglasi ve igi tilketilmekte, ayrica badem yag1
ve badem unu yapiminda kullanilmaktadir. Act badem (Prunus amara L.) siyaniirik asit
icermektedir ve badem yag1 hammaddesi igin iiretilmektedir.

Badem lezzetli oldugu kadar {irtin kalitesi de yiiksek olan bir meyvedir. Kabuklu
olan dis kismindan ayiklanarak pastacilik sektoriinde; tatlilarda, keklerde ve badem sekeri
(draje) yapiminda kullanilmaktadir. Bademin kimyasal iceriginin yiiksek olmasi ve
besleyici ozelligi ile saglikli yasam tarzinda biiyiik 6nem kazanmaktadir (Nanos ve ark.,
2002). Bu ozellikler ekolojik sartlara, bolgeye, teknik ve kiiltiirel uygulamalara baglh
olarak farkliliklar gosterebilmektedir (Askin ve ark., 2007). Igerdigindeki &nemli
bilesenleri (proteinler, yaglar, mineraller, lif ve E vitamini) ve lezzetli olmasi nedeniyle
gida iiretiminde bademden faydalanilmaktadir. Bademin toplam yag icerigi %90 olup,
doymus yagiin %65 oleikasit ve %25 linoleik asitten olusmaktadir (Sathe, 1993).

Badem iiretiminde Ispanya ve ABD basta gelmektedir. Tunus, Fas, Suriye, Iran ve
Italya diger 6nemli badem iireticisi iilkelerdir. Tiirkiye; diinya badem {iretim alaninda
33.322 ha ile onuncu sirada yer almaktadir (Sekill.1). En fazla badem {iretimi yapan
iilkeler sirastyla; ABD, Ispanya, Iran, Fas, Suriye ve altinci sirada ise Tiirkiye’dir (Sekil
1.2). Diinya badem iiretimi 3.214.303 tondur (Anonymous, 2018). Ulkemiz de ise 90 bin
ton iiretim gergeklesmistir. Diyarbakir ilinin tilkemizdeki tiretime katkist 3.080 tondur

(Anonim, 2018).
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Sekil 1.1 Diinya badem iiretiminin yapildig1 alanin iilkelere gore dagilimi (2017)
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Sekil 1.2. Diinya toplam badem {iretiminin iilkelere gore dagilimi

FAO rakamlarina gore kabuklu ve i¢ olarak ihrag¢ edilen bademin, 2001 yil1 toplam
diinya ihracat degeri yaklasik 1 milyar dolardir (Oziidogru, 2003). Tiirkiye’de badem
liretimi, iretim alanlar1 ve lilke ekonomiye katkist Cizelge 1.1 ve Cizelge 1.2°de

verilmistir.



Tiirkiye’de badem yetistiriciligine olan ilginin son yillarda giderek arttig1 dikkat
cekmektedir. Bunda, ililkemizde sevilerek tiiketilen bademin oldukca yiiksek fiyatla
satilmasiin biiyiik etkisi vardir. Bademin beslenme ve saglik yoniinden onemi de
diinyada giderek daha iyi anlasilmaktadir. Diinyanin i¢ bademe olan talebinin, uzak dogu
pazarinin da devreye girmesiyle her yil yaklasik %15 artis gosterdigi tahmin edilmektedir.
Bu ylizden i¢ ve dis pazarin isteklerine ve diinyada gegerli rekabet kosullarina uygun i¢

badem {iretimi iyi bir yatirim gibi géziikmektedir (Caglar ve Agca, 2006).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de 2004-2017 yillar1 arasinda badem iiretimi

Toplam

VI ek Upeim Mo veren Mgt vermogen Toplon s
(dekar)
2004 78.000 37.000 3.450.000 500.000 3.950.000
2005 82.000 45.000 3.400.000 543.000 3.943.000
2006 83.100 43.285 3.235.839 578.729 3.814.568
2007 99.505 50.753 3.517.332 1.014.251 4.531.583
2008 109.130 52.774 3.430.219 1.279.101 4.709.320
2009 131.207 54.844 3.407.820 1.875.170 5.282.990
2010 171.478 55.398 3.683.032 2.589.493 6.272.525
2011 205.039 69.838 4.221.566 3.101.231 7.322.797
2012 235.547 80.261 4.679.833 3.242.945 7.922.778
2013 254.570 82.850 5.255.592 3.602.097 8.857.689
2014 270.203 73.230 5.637.326 3.814.999 9.452.325
2015 296.714 80.000 5.863.629 4.294.611 10.158.240
2016 333.221 85.000 6.663.996 4.964.011 11.628.007
2017 352.017 90.000 6.810.165 5.098.562 11.908.727

Tiirkiye’de badem tarimindaki bu gelismeler son yillarda Diyarbakir ilinde de
hissedilir sekilde ortaya ¢ikmistir. Ilin biitiin ilcelerinde badem yetistiriciligi azda olsa
yapilmaktadir. Cizelge 1.2°de goriilebilecegi gibi il genelinde biiyiik ¢apli badem
bahgeleri tesis edilmis ve ciftgilerin bademe olan bu ilgisi giin gegtikge de devam

etmektedir.



Cizelge 1.2. Diyarbakir ili 2004-2017 yillar1 arasinda badem iiretimi, iiretim alan1 ve
verimi

vil Toplam meyvelik Uretim  Meyve veren  Meyve vermeyen  Toplam agac

alam (dekar) (ton) agac sayisi agac sayisi sayisi
2004 3.880 1.346 118.450 29.260 147.710
2005 3.980 1.417 121.450 26.310 147.760
2006 3.982 1.300 122.730 27.510 150.240
2007 4.244 1.521 142.570 21.080 163.650
2008 4.796 2.100 147.225 16.150 163.375
2009 4.997 1.871 132.730 30.960 163.690
2010 5.815 2.081 156.610 48.665 205.275
2011 6.279 2.924 309.124 106.988 416.112
2012 7.466 3.213 311.378 113.025 424.403
2013 7.729 3.370 312.360 117.028 429.388
2014 7.727 2.170 309.775 112.062 421.837
2015 7.629 2.793 306.960 105.027 411.987
2016 8.065 3.671 329.733 116.472 446.205
2017 7.723 3.080 307.800 107.431 415.231

Badem iiretim alanlarinda verimi ve kaliteyi etkileyen faktorler icerisinde hastalik
ve zararlilar 6nemli yer tutmaktadir. Ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olan toprak
ve hava kokenli fungal hastaliklarin miicadelesinde genelde fungusitler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Toprak kokenli fungal patojenler tarim ekosistemlerinin tiretkenligini
siirlayan, dayanikli konukgu gesitler ve sentetik fungusitlerin kullanimi gibi geleneksel
yontemlerle kontrolii zor olan 6nemli faktorlerdir. Giivenilir kimyasal miicadelenin
eksikligi, patojenlerde yogun ve yiiksek dozlarda kullanilan fungisitlere karsi
patojenlerde dayamikliliginin ortaya c¢ikist ve hastalik etmenlerinin  konukcu
dayanikliligimi kirmast (Mc Donald ve Linde, 2002) hastalik etmenlerine karsi
kimyasallara alternatif yeni hastalik miicadele yontemlerinin gelistirilmesi ¢abalarinin
altinda yatan nedenlerdendir. Diinyada toprak dezenfeksiyonunda en etkili fiimigant

olarak kullanilan metil bromidin dogaya verdigi agir hasardan dolay1 tiim diinyada



yasaklanmasi da toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi kimyasallara alternatif ¢cevre
dostu miicadele yollarinin aragtirilma ihtiyacin1 daha da arttirmigtir (Martin, 2003).

Toprak kokenli fungal hastalik etmenleri lilkemizde oldugu gibi tarim yapilan
diinyanin tiim iilkelerinde miicadelesi en sorun ve zor olan hastaliklardir (Dalal ve
Kulkarni, 2013; Figueiredo ve ark., 2009). Farkl: tiirlere ait fungal etmenler tarafindan
neden olunan hastaliklar sonucu {irliinlerde 6nemli diizeyde kalite ve verim kayiplar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalik etmenlerin ¢oguna karsi etkili kimyasal miicadele
yapilamamakla birlikte, iireticiler tarafindan bilingsiz olarak kullanilan sentetik kimyasal
pestisitler hastalikla miicadelede etkisiz kalmakla birlikte, gereksiz kullanim sonucu
pestisitlerin ¢evreye, bitkiye, insan ve yararli canlilar {izerine olumsuz etkilerde
bulunmaktadir. Kullanilan pestisitlerin toprakta birikerek topragi ve yeraltt sulari
kirletmesi, iriin iizerinde fitotoksiteye sebep olmasi, bitki lizerinde kalinti yapmak
suretiyle bunlari tiikketen insan ve hayvanlarda zehirlenmelere ve kansere neden olmasi,
hedef dis1 olan canli bocek ve mikroorganizmalari yok etmesi bilinen en 6nemli olumsuz
etkileridir. Bunun disinda kullanilan sentetik pestisitlere kars1 hastalik etmenlerince kisa
stirede dayanikliligin gelismesi de pestisitlerin yaygin goriilen olumsuzluklarindan biridir
(Pappas, 1982; Guo ve ark., 2011).

Son yillarda tiiketicinin bilinglenmesi ve tarim alanlarinda kullanilan yogun pestisit
uygulamalarinin ¢evreyi ve dogal dengeyi tehdit etmesi gelismis iilkelerde pestisit
uygulamalarina siir getirilmesine sebep olurken, 6zelikle toprak kokenli hastaliklara
kars1 etkisinin az/hi¢ bulunmamasi, toprakta uzun siire kalmalarina neden olan dayanikli
dinlenme yapilart olusturmalart nedeni ile bilim insanlarim1 bu tiir hastaliklarla
miicadelede dogal, ¢evre dostu, yenilenebilir yeni miicadele yolar1 ve stratejilerinin
arastirtlma gerekliligini ortaya koymaktadir.

Hastaliklarla alternatif miicadele yollarindan biride hastalik etmenlere kars1 yararl
mikrobiomlarin kullanildig1 “biyolojik miicadele”dir. Biyolojik miicadele, dogada bitki
etrafinda ve/veya ilizerinde dogal olarak yasayan, bitkilerde hastalik olusturmayan
mikrobiomlarin (fungal, bakteriyel, viral mikroorganizmalara verilen genel ad) degisik
formiilasyon ve uygulama sekillerinde kullanildig1, hastaliklar tarafindan neden olunan
zarar1 en diisiik diizeye indirme strateji olarak tarif edilir (Tjamos ve ark., 2010; Wang ve
ark., 2010; Nega, 2014). Biyolojik miicadele kapsaminda bir¢ok hastalik etmenine karsi

dogadan izole edilen, ozellikle bakteriyel ve fungal mikrobiomlardan “biyolojik



preparatlar” gelistirilerek hastaliklara karsi basarili bir sekilde kullanilmaya baglanmistir
(Paulitz ve Belanger, 2001). Son yillarda bitki hastalik etmenleri ile miicadelede
“biyolojik miicadele’nin kullanildig1 tarim sistemlerinde tarim ilaglarin kullanimi
azaldig1 gibi pestisitlerin ¢evreye olasi yan etkileri minimum diizeye indirgenmesi nedeni
ile yogun ilgi ¢ektigi bilinmektedir (Soylu ve ark., 2005; Siilii ve ark., 2016). Biyolojik
preparat gelistirmenin en Onemli adimlarindan biri biyolojik miicadele etmeni
mikrobiomlarin (mikroorganizmalarin) dogadan izolasyonu ve bunlarin hastalik
etmeninin gelisimi iizerine olan etkinliginin arastirilmasidir.

Biyolojik miicadele kapsaminda en fazla kullanilan mikrobiomlar kiiltiire alinip,
yapay ortamlar iizerinde gelistirilebilen mikroorganizmalardir. Bu baglamda bakildiginda
fungal ve bakteriyel mikrobiomlar biyolojik miicadele kapsaminda &nemli bir yer
tutmaktadir.

Biyolojik miicadelede kullanilan yararli bakteriyel mikrobiomlar bitkide
bulunduklar1 yere gore endofit ve epifit olmak tizere iki sekilde isimlendirilirler.
Endofitik bakteriler yiizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki dokularinin i¢ dokularindan
izole edilen, uygulama yapildig: bitkilere herhangi bir zarar vermeyen bakteriler olarak
tanimlanir (Hallmann ve ark., 1998).

Endofitik bakteriler bitkilerin ¢icek, yaprak, meyve, govde, kokler ve tohum gibi
farkli kisimlarindan izole edilmektedir (Lilley ve ark., 1996; Lucy ve ark., 2004; Zhang
ve ark., 2004; Anand ve ark., 2010; Arkam ve Anjum, 2011; Tan ve ark., 2012). Son
yillarda endofit bakterilerin biyolojik miicadele kapsaminda hastaliklarla miicadele
olanaklarinin arastirildig1 calismalara yonelimlerde artis oldugu goriilmektedir. Yapilan
calismalarda Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Enterobacter, Micrococcus,
Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, ve Stenotrophomonas vb. gibi
cinslere dahil tiirler endofit antagonistik bakteriler olarak bildirilmistir (Mahaffee ve
Kloepper, 1997; Mclinroy ve Kloepper, 1995).

Epifitik bakteriler dogrudan bitki yiizeyinden veya bitkinin toprak alti1 organlarin
hemen yanindaki topraklardan ve kdk yiizeylerinden izole edilen, endofitik bakterilerde
oldugu gibi uygulama yapildig: bitkilere herhangi bir zarar vermeyen yararli bakteriler
olarak tanimlanir (Hallmann ve ark., 1998). Endofit biyolojik miicadele etmeni bakteri
olarak bildirilen Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, Enterobacter, Erwinia, Serratia,

Stenotrophomonas, Paenibacillus, Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum,



Burkholderia, Flavobacterium, Microbacterium cinsine dahil bakteri tiirleri ayni
zamanda epifit biyolojik miicadele etmeni bakteri tiirleri olarak da bildirilmistir (Gupta
ve ark., 2015).

Miiller ve Berg (2009), biyolojik miicadelede kullanilan bakterileri kok bélgesinden
izole edilen bakteriler i¢in daha dnceden yaygin olarak kullanilan ismi bitki gelisimini
tesvik eden kokbakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) ismi kullanilir
iken, son yillarda bu tiir bakteriler igin izole edildigi yere bakilmaksizin genel anlamda
Bitki Gelisimini Tesvik eden Bakteriler (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) ve
Biyolojik Miicadele Etmeni Antagonist bakteriler (Biological Control Agent, BCA)
olarak 2 grup altinda ele almistir. PGPB sinifindaki bakteriler, bitkilerin gelisimini tesvik
ettigi gibi iiretmis olduklar1 biyokimyasal bilesikler ile ayn1 zamanda bitkilerde sorun
olan hastalik etmenlerin  gelismelerini  baskilayabilmekte veya tamamen
oldiirebilmektedir (Kloepper ve Scroth, 1981). BCA tiirlerine giren bakteriler ise bitki
gelisimini tesvik etmeksizin dogrudan iiretmis olduklari antimikrobiyal bilesenler
sayesinde hastalik etmenlerini baskilayabilmekte veya tamamen o6ldiirebilmektedir.

Gerek epifit gerekse endofit orijinli biyolojik miicadele etmeni bakteriler bitki
hastaliklarinin baskilanmasinda birgok mekanizma kullanir. Genelde antagonist BCA ve
PGPB bitki hastaliklarinin gelisimi engellemede (1) Dogrudan veya (2) Dolayli olmak
suretiyle iki sekilde etkide bulunur (Arora ve ark., 2012; Bhardwaj ve ark., 2014; Gupta
ve ark., 2015).

Epifit ve endofit karakterdeki PGPB biyolojik miicadele etmeni bakteriler patojen
gelisimini engellemede dogrudan engellemede kullandiklart mekanizmalar; (i) azot
fiksasyonu, (i) siderofor iiretimi, (iii) ¢6ziinemeyen veya bitkinin alabilecegi formlarda
olmayan bitki besin maddelerinin (mineral maddelerin) bitkinin alabilecegi formlara
dontistiirmesi (minerilazasyonu), (iv) karbon kaynagi agisindan rekabet, (v) bitkisel
hormonlarin tesvik edilmesi siralanabilir. PGPB i¢in “dogrudan” etki olarak kabul edilen
bu mekanizmalar, anatgonist bakteriler i¢in “dolayli” engelleme mekanizmalar1 olarak
kabul edilir.

Azot Fiksasyonu: Azot bitki besin elementleri arasinda bitki beslenmesi ve tiretimi
icin en Onemli bilesiklerden biridir. Havada %78 azot bulunmakla birlikte bitki
tarafindan kullanilabilecek uygun formda degildir. Dogada havadaki serbest azotu

bitkinin alabilecegi form olan amonyuma cevirmek suretiyle alabilecek higbir bitki



bulunmamaktadir. Atmosferdeki serbest azot amonyuma sadece mikroorganizmalarin
iirettigi ve nitrogenase olarak bilinen kompleks enzimlerle cevrilerek biyolojik olarak
bitkiye baglanilabilmektedir (Gaby ve Buckley, 2012). Ozellikle fasulyegiller
(Leguminaceae) familyasina bagl bitki koklerinde Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, ve Mesorhizobium cinsine dahil bakteri turleri bitki koklerinde
olusturmus olduklar1 kok nodiilleri sayesinde toprak ve havadaki serbest azotu bitkiye
baglamak suretiyle bitki gelisimini tesvik etmektedir (Zahran, 2001). Leguminaceae
bitkileri disinda Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Diazotrophicus,
Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas ve Cyanobacteria (Anabaena, Nostoc)
gibi non-symbiotik azot baglayan kok bakterileri bildirilmistir (Bhattacharyya ve Jha,
2012; Vessey 2003).

Fosfor Coziiniirliigii: Fosfor azottan sonra bitki i¢in 6nemli elementlerin basinda
gelen bir bitki besin elementidir. Fosfor bitkide fotosentez, enerji transferi, sinyal
iletigsimi, makromokeiillerin biyosentezi ve terleme gibi 6nemli olaylarin yonetilmesinde
rol oynar (Khan ve ark., 2010). Fosfor toprakta organik ve inorganik formlarda bol
miktarda bulunmakla birlikte, %90-95’1 ¢ozliniir olmayan bitkiler tarafindan alinacak
uygun formda degildir. PGPB topraktaki uygun olmayan formdaki fosforu iiretmis
olduklar1 organik asit anyonlari, proton, hydoxyl ion, extraseliiler enzimlerle parcalayarak
bitkinin alabilecegi formlara gevirirler (Joshi ve ark., 2006; Sharma ve ark., 2013).
Yapilan caligmalarda toprakta uygun olmayan foforu ¢ozerek bitkiye alimin kolaylagtiran
bakterilerin Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, ve Serratia
cinsine dahil tiirlerin oldugu bildirilmistir (Bhattacharyya ve Jha, 2012).

Siderofor iiretimi: Demir biyosferdeki tiim organizmalar i¢in 6nemli ve gerekli
mikro besin elementinden biridir. Demir diinyada en fazla bulunan 4. element olmakla
birlikte, aerobik topraklarda bitki ve mikroorganizmalar tarafindan kolayca alinabilecek
formda olmayan Fe™ veya demir iyonu formunda bulunur. Dogada serbest olarak
yasayan bazi mikroorganizmalar toprakta sinirli sayida bulunan demiri siderofor olarak
adlandirilan diisiik molekiil agriliginda (<1000D), demiri ¢6zen bilesikler sayesinde
uygun olmayan formdan uygun forma doniistiirdiikten sonra kolayca biinyelerine
alabilme mekanizmasina sahiptir (Schwyn ve Neilands, 1987; Arora ve ark., 2013).

Siderofor (Siderohores) Latincede kelime anlami sid:Demir; phores:Tasiyicit olarak



adlandirilir (Kloepper ve ark., 1980; Neilands, 1981; Yeole ve ark., 2001). Sideroforlar
fonksiyonel yapilarina gore; (i) Hydoxamate, (ii) Catecholate ve (iii) Carboxylate olmak
tizere 3 grup altinda bulunur (Miethke ve Marahiel, 2007). Mevcut durumda 270 tanesi
fonksiyonel ve yapisal olarak karakterize edilmis 500 farkl: tipte sideroforun varligindan
s0z edilmektedir (Cornelis, 2010). PGPB tarafindan iiretilen siderofor’lar bitki gelisimi
tizerine dogrudan veya dolayli yonde etkide bulunur. Aeromonas, Azadirachta,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Streptomyces
sp. ait PGPB tiirlerince iiretilen sideroforun topraktaki bagli demiri ¢ozerek bitkiye yararl
hale ¢evirip, bitkinin bundan faydalanmasi sonucu gelisiminin dogrudan tesvik ettigi
bildirilmistir (Sujatha ve Ammani, 2013).

Bitki Hormonlarin Uretimi: Bitkiler tarafindan belirli zamanlarda sinirh diizeyde
iretilebilen etilen, indol asetik asit (IAA), sitokinin, giberillin gibi bitki hormonlari
(fitohormon) ayni zamanda bazi yarali mikroorganizmalar tarafinda da
iiretilebilmektedir. Bu mikroorganizmalardan biride PGPB tiirleridir. Ozellikle kok
bolgesinde iiretilen bu hormonlar sayesinde bitki kokleri topraktan daha fazla besin ve su
alarak bitki gelisimi tesvik edilir (Arora ve ark., 2012). IAA, PGPB tarafindan en fazla
tiretildigi rapor edilen fitohormonlarin basinda gelmektedir. Kokbakterilerin %80°1 bitki
tohum ve kok bolgesinde IAA {iiretmek suretiyle bitki tarafindan olusturulan TAA ile
birlikte bitkiye su ve besin madde aliminmi artirmak suretiyle bitki gelisimini tesvik
edebilme yeteneginde oldugu bildirilmistir (Vessey, 2003). Genellikle kilcal koklerde
bulunan Tryptophane bir aminoasit olup, bakteriler tarafindan IAA’in iiretilen baslatici
makromolekiil olarak bilinir (Etesami ve ark., 2009). Pseudomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Alkaligenes faecalis,
Enterobacter cloacae, Acetobacter dizotrophicous, Azospirillum spp., Pseudomonas spp
onemli diizeyde IAA {iiretebilen PGPB olarak bildirilmistir (Shilev, 2013). Diger yandan
Azotobacter sp., Rhizobium sp., Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis ve Paenibacillus polymyxa olarak tanilar
yapilmis PGPB ise sitokinin, ve giberillin gibi bitki hormonlar salgilamak suretiyle bitki
gelisimini tegvik ettigi bildirilmistir (Kang ve ark., 2010).

PGPB tiirlerinin hastalik gelisimini engellemede kullandiklar1  dolayli
mekanizmalar ise; (i) bakteri tiirleri tarafindan tiretilen hidrojen siyaniir (HCN), amonyak

(NHs3), ugucu antimikrobiyal etkili bilesiklerin iiretilmesi (antibiyosis veya antagonizm),

10



(ii) siderofor, (iii) hyrolitik enzimlerin (glucanase, chitinase, protease vb) iiretilmesi, (iv)
bitkilerde dayaniklik genlerinin uyarilmasi ile hastalik etmenlerine kars1 dayanikliligin
tesvik sonucu hastaligi baskilamakta, boylece dolayli yonden bitki gelisimine katkida
bulunmaktadir (Lugtenberg ve Kamilova, 2009; Tariq ve ark., 2014; Leong, 1986; Fravel,
1988; Weller, 1988; Wei ve ark., 1996). PGPB igin “dolayli” etki mekanizmalari olarak
kabul edilen bu mekanizmalar, anatgonist bakteriler i¢cin “dogrudan” engelleme
mekanizmalari olarak kabul edilir.

Antibiyosis (antagonism): Antimikrobiyal 6zellikli maddelerin iiretilmesi sonucu
hastalik etmeni mikroorganizmalarin baskilandigt mekanizma PGPB tarafindan
kullanilan en giiglii ve arastirllmig mekanizmalarin basinda gelir. PGPB tiirlerince
iiretilen ve bitki patojeni mikroorganziamalarin gelisimini engelleyen antimikrobiyal
bilesenlerden amphisin, 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), oomycin A, phenazine,
pyoluteorin, pyrrolnitrin, tensin, tropolone, ve cyclic lipopeptide genellikle Pseudomonas
spp dahil PGPB tarafinca iiretildigi bildirilmistir (Loper ve Gross, 2007). Diger yandan,
oligomycin A, kanosamine, zwittermicin A, ve xanthobaccin Bacillus, Streptomyces ve
Stenotrophomonas sp. ait PGPB tiirleri tarafindan tiretildigi bildirilmistir (Compant ve
ark., 2005). Bu bilesiklerin yanisira bazt PGPB tiirleri antimikrobiyal bilesiklerin yani
sira HCN, amonyak ve DAPG gibi ugucu (volatile) bilesikler tiretmek suretiyle hastalik
etmenlerini dogrudan engelleyebilmektedir (Sacherer ve ark.,1994; Lanteigne ve ark.,
2012).

Litik enzimler: Bitki patojeni hastalik etmenleri, 6zellikle fungal etmenlerin hiicre
duvarimi yikan enzimler baz1 PGPB tiirleri tarafindan iiretilmek suretiyle hastalik ¢ikist
basarili bir sekilde baskilanabilmistir. PGPB tiirleri tarafindan chitinases, dehydrogenase,
B-glucanase, lipases, phosphatases, proteases gibi extracellular fungus hiicre duvarini
yikan/eriten litik enzimler Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum,
Phytophthora sp., Rhizoctonia solani ve Pythium ultimum gibi toprak ve yaprak kokenli
onemli bitki hastalik etmenlerinin gelisimini baskiladiklar: bildirilmistir (Upadyay ve
ark., 2012; Nadeem ve ark., 2013).

Siderofor: Demir elementini ¢ozerek bitkilerce ve mikroorganizmalarca kolayca
alimin1 saglayarak dogrudan etkili oldugu bildirilen sideroforlarin bazi tiirleri bitki
patojeni hastalik etmenlerinin gelisiminide engellemek suretiyle antimikrobiyal etkinlik

gostermek suretiyle bitki gelisimine dolayli yollardan katkida bulunmaktadir.
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Bitkilerde Hastaliklara Kars1 Dayaniklihigin Tesvik edilmesi: PGPB tiirleri
tarafindan {retilen baz1 biyokimyasal bilesikler bitkilerde sinyal iletisimi gormek
suretiyle bitki hastalik etmenlerine karsi sahip olduklar1 dayaniklilik mekanizmalarini
harekete gecirebilir. Bu sekilde harekete gecirilen bitki dayaniklilik mekanizmalari
bitkiyi mevcut hastalik etmeninin yani sira, sonradan bitkiye gelebilecek olan diger
hastalik etmenlerine karsida dayanikli kilmak suretiyle genis bir etki saglar (Avis ve ark.,
2008; Naznin ve ark., 2012). PGPB tarafindan iiretilen lipopolysaccharides (LPS),
flagella, siderophores, cyclic lipopeptides, 2, 4-diacetylphloroglucinol, homoserine
lactones, and volatiles like, acetoin and 2, 3-butanediol gibi bilesikler bitkide jasmonate
ve ethylene kaynakli sinyal iletisim yoluyla bitkide dayaniklilik mekanizmalarinin
uyarilarak tesvik edilmesini saglar (Doornbos ve ark., 2012).

Yapilan bu calismada, Diyarbakir ilinin 6nemli badem yetistiriciligi yapilan
alanlarindaki saglikli badem bitkilerin kok, kok bogazi ve govdelerin yiizey ve igsel
dokularindan elde edilen farkli tiirlere ait antagonistik potansiyele sahip endofitik ve
epifitik bakteri izolatlarinin izolasyonu, teshisi ve bdlgede yetisen bademlerde
kurumalara neden olan toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden Macrophomina
phaseolina, Ceratobasidum sp (=Rhizoctonia solani’nin anamorf dénemi), Fusarium
oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum ve Phytophthora chlamydospora’nin misel gelisimi
tizerine olan biyokontrol etkinligi ve hastalik etmenlerinin engellenmesinde rol oynayan

olas1 baz1 etki mekanizmalarinin karekterizasyolari in vitro kosullarda arastirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Badem Agaclarinda Sorun Olan Fungal Hastahklar

Yapilan arastirmalarda diinyada ve iilkemizde yetistirilen badem agaclarinda
yaprak ve toprak kokenli bir¢ok fungal hastalik etmeni tarafindan etkilendigi
belirlenmistir.

Saad ve Masannat (1997), yaptiklar1 ¢alismada badem agaclarimin yaprak ve
stirglinlerinde fungal hastalik etmenlerinden Taphrina deformans, Stigmina carpophila
ve Polystigmao chraceum’nun badem verimini dnemli diizeyde etkileyen yaprak hastalik
etmenleri oldugunu bildirmislerdir.

Smith (1997), badem agaglarinin ince dal ve siirgiinlerinde kanserlere ve ¢igek
yanikligina neden olan Monilinia laxa’nin diger sert c¢ekirdeklilerde oldugu kadar
bademde de 6nemli hastalik etmeni oldugunu bildirmisdir.

Shabi (1997), yaptiklar1 galismada Glomerella cingulata’nin neden oldugu badem
antraknoz hastaliginin badem verimini meyve kaybina neden olmak suretiyle ciddi
diizeylerde etkileyen hasatlik etmeni oldugunu bildirmislerdir.

Tsopelas ve Tjamos (1997), Kok ve kok bogazi hastaliklarinin badem agaglarinda
gelisme geriligine ve ciddi kayiplara neden oldugunu, bu hastaliklar arasinda genis bir
konukgu dizilimine sahip olan Armillaria tiirlerinin bademde 6nemli zararlara yol agtig1
bildirilmislerdir.

Wicks ve ark. (1997), Toprak kokenli hastalik etmenlerinden fungal hastalik etmeni
Verticillium dahliae’nin geng¢ badem bahgelerinde solgunluga, Phytophthora spp. ise kok
bogaz ciirlikliigline neden oldugunu bildirmislerdir.

Browne ve Viveros (1999), California badem bahgelerinde yeni 6liimciil kanser
hastaliginin badem agaglarinin as1 noktalarinin {izerinde veya altinda olmak tizere farkl
Phytophthora spp. (Phytophthora citricola ve Phytophthora cactorum) tarafindan
etkilendigini belirledikleri ¢alismalarinda, Phytophthora citricola’nin daha ¢ok asi
noktasinda veya iistiinde sorun olusturdugunu, Phytophthora cactorum’un ise as1
noktasinin altinda, kkbogaz1 veya kok, toprak alt1 organlarda hastalik olusturdugunu

Martins ve ark. (2002), bir diger fungal kokenli hastaliklardan badem kanseri

etmeni Phomopsis amygdali’nin badem agaglarinin ince dal ve siirgiinlerde zayiflamaya
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ve geligsme geriligi belirtileri olugturmak suretiyle ciddi verim ve kalite kayiplarina neden
oldugunu bildirilmislerdir.

Gouk (2014), yapmis oldugu literatiir derlemesinde badem yetistiriciligini
kisitlayan 6nemli hastaliklar1 belirti yerlerine gore yaprak veya meyve ile govde,
kokbogazi ve kok hastaliklart olarak siniflandirmistir. Bu kategorilere gore yaprak ve
meyvelerde onemli hastaliklar olarak bildirilen etmenler; meyve kabugu ciiriikliigi
hastalik etmeni Rhizopus spp., yaprak bakteriyel leke hastalik etmeni Xanthomonas
arboricola pv. pruni yaprak pasi hastalik etmeni Tranzschelia discolor, yaprak delen
hastalik etmeni Wilsonomyces carpophilus, karaleke hastalik etmeni Cladosporium
carpophilum ve giimiis yaprak hastalik etmeni Chondrostereum purpureum iken, goévde,
kokbogaz1 ve kok hastaliklart olarak daha ¢ok Verticillium solgunluk hastaligi etmeni
Verticillium dahliae ile govde ve kok ¢iriikliigii hastaliklar1 etmenleri olarak
Phytophthora ve Fusarium spp. bildirilmistir.

Browne (2017), diinya genelinde badem agaglarinda kok ve kokbogazi ¢iiriikliigiine
neden olan onemli Phytophthora spp.’nin Phytophthora cactorum, Phytophthora
citricola, Phytophthora megasperma ve Phytophthora niederhauserii oldugunu
bildirmistir. Arastirict 6zellikle seftali x badem hibridi ¢dgiirlerin birgok Phytophthora
spp. kars1 dayanikli oldugunu belirlemistir.

Ulkemizde yetistiriciligi yapilan badem alanlarinda énemli verim kayiplarina neden
olan toprak kokenli fungal hastaliklar ve etmenleriyle ilgili sinirli ¢aligmalar

bulunmaktadir. Bu ¢caligmalar asagida 6zetlenecek olursa,

Celiker ve Poyraz (2007), Mugla ilinin badem {retimiyle iinlii Datga il¢esinde
gerceklestirdikleri sorvey calismalarinda, badem agaclarinin dal ve siirgiinlerinde
kurumalara neden olan kanser etmenleri Phomopsis sp. ve Cytospora sp. tespit edilmis,
ayrica onemli bir yaprak hastaligi olan yaprak kivircikligi etmeni T. deformans’in badem
agaclarinda ciddi problemlere neden oldugu bildirmislerdir.

Cimen ve Ertugrul (2007), Ulkemizde yapilan bir ¢alismada etmen, Giineydogu
Anadolu Bolgesi badem yetistiriciligi yapilan alanlardaki badem agaglarinda Polystigma
ochraceum etmeni tarafindan neden olunan et lekesi hastaliginin %96.11 ile en yaygin

hastaliklar arasinda yer aldig1 bildirilmistir.
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Kurbetli ve Hancioglu (2008), 2007-2008 yillarinda Isparta ilinin énemli badem
yetistirme alanlarindaki badem agaglarinda sorun olan fungal hastaliklarini belirledikleri
siirvey ¢alismalarinda, badem agaclarindan alinan hastalikli 6rneklerden fungal hastalik
etmenlerinden Polystigma ochraceum (et lekesi hastaligi), Wilsonomyces carpophilus
(yaprak delen, ¢il) ve Phellinus tuberculosus (odun giiriikliigli) etmenlerini tespit
edilmistir. Hastalik etmenleri yakalanma oranlarina kiyaslandiginda, yakalanma orani en
yiikksek etmenin Polystigma ochraceum oldugu, bu etmeni sirasi ile Phellinus
tuberculosus ve Wilsonomyces carpophilus etmenlerinin takip ettigi bildirilmistir.

Kurbetli ve Degirmenci, (2010) bademlerde iki farkli Phytophthora spp. olarak
Phytophthora. cactorum ve Phytophthora citrophthora tiirlerine ait oomycete
izolatlarininbadem fidanlarin kék ve kokbogazi bdlgelerinde giiriikliigline neden
oldugunu bildirmistir.

Kurbetli ve Degirmenci, (2011) bademlerde daha 6nceden bildirdikleri iki farkli
Phytophthora spp. olan Phytophthora cactorum ve Phytophthora citrophthora tiirlerine
ilave olarak yeni bir oomycete Phytophthora taxon niederhauserii izolatinin badem
fidanlarinda kurumalar seklindeki belirtiler ile 6nemli badem 6liimleri ve yikimlara neden
oldugunu bildirmistir.

Kutbetli ve Yilmaz, (2015), tilkemizde bildirilen Phytophthora chlamydospora
disinda hastalik etmeninin bir diger tiirii olan ve Phytophthora chlamydospora’nin
olusturmus oldugu belirtilere benzer belirtilere Phytophthora megasperma tarafindan da
neden olundugu bildirilmistir.

Tirkolmez ve ark. (2016), Calismalarda kullanilan, enstitii kiiltiir koleksiyonunda
yer alan, toprak kokenli hastalik etmenlerinde biride yakin zamanda Adiyaman ilinin
Besni ilgesindeki ticari badem bahgelerinde solgunluk, kok ve kokbogazi ¢iiriikligii
belirtisi gosteren agaglarin koklerinde oomycete Phytophthora chlamydospora’nin
tilkemiz i¢in bademlerde hastaliga neden olan ilk kayit etmen oldugunu bildirmistir.

Ciftci ve ark. (2016), iilkemizde badem {iretim alanlarinin artmasi ve toprak
yapisinin agir biinyeli ve bilingsiz sulama sonucu Diyarbakir ili badem ekim alanlarinda
kok ve kok ¢tiriikliigii hastaliginin goriildiigiinii, izolasyon ve molekiiler teshis ¢caligmalari

sonucunda hastalik etmeninin Phytophthora plurivora oldugunu bildirmislerdir.
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2.2. Badem Agaclarinda da Sorun Olan Fungal Hastaliklar ile Biyolojik Miicadele

Calismalan

Hastaliklarla kimyasal miicadeleye alternatif miicadelelerden biride genelde farkli
tirlere ait bitki patojeni olmayan fungal, viral ve bakteriyel mikroorganizmalarin
kullanildig1 biyolojik miicadeledir. Mikroorganizmalar iginde biyolojik miicadelede en
fazla dikkati ¢eken ve arastirilan mikroorganizma grubu genelde farkli tiirlere ait
bakteriyel mikroorganizmalar olmustur. Yapilan ¢alismalarda Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacterium, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium,
Pseudomonas, Serratia ve Stenotrophomonas vb. gibi cinslere dahil tiirler endofit
antagonistik bakteriler olarak bildirilmistir (McInroy ve Kloepper, 1995; Mahaffee ve
Kloepper, 1997).

Yapilan literatiir ¢calismalarinda 6zellikle bademlerde sorun olan toprak kokenli
hastaliklar iizerine yapilmis biyolojik miicadele ¢alismalarina rastlanilmamistir. Ancak
denemelerde kullanilan fakat bagka bitkilerden izole edilen toprak kokenli hastalik
etmenleri Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum,
Phytophthora spp ve Rhizoctonia solani’ye karsi yapilmis bircok biyolojik miicadele
calismasina rastlanilmistir. Bu baglamda 6zellikle ¢aligmada belirledigimiz antagonist
endofit ve epifit bakteri tiirlerinin kullanildig1 ¢alismalara asagida yer verilmistir.

Roberts ve ark., (1994), A.B.D’nin Mojave ¢oliindeki topraklardan ve bu
topraklarda yetisen bitkilerin i¢sel dokusundan izole edilerek yeni bir bakteri tiirii olan
taniladiklar1 Bacillus mojavensis’in 6ncelerden Bacillus subtilis olarak tanilandigini
ancak yapilan detayli ¢alismalar ile bu tiiriin yag asit igerigi ve DNA farklilig1 ile Bacillus
subtilis tirtinden ayrildigini bildirmislerdir.

Bertagnolli ve ark., (1998), soya fasulyesinde kok ¢iiriikliigiine neden olan hastalik
etmeni Rhizoctonia solani’ye kars1 bakteriyel antagonist Bacillus megaterium ile fungal
antagonist Trichoderma harzianum’un biyokontrol potansiyellerini belirledikleri
caligmalarinda, gerek fungal antagonist Trichoderma harzianum, gerekse bakteriyel
antagonist Bacillus megaterium oldukga yiiksek diizeyde extracellular endoproteinase ve
phospholipase enzimlerini iiretmek yoluyla hastalik etmeni hifleri lizerinde hiicre duvari
yikimlar1 ve membrane zararlanmalarina neden oldugu, sonugta hastalik etmeninin in

vitro kosullarda engellendigini bildirmislerdir.
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Bacon ve Hinton (2002), Mojave ¢6liinden izole edilen 13 farkli endofitik Bacillus
mojavensis izolatinin misir bitkisinde toksin {ireten hastalik etmeni Fusarium
moniliforme {izerine antagonistik etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, 13 izolatinda kok
bolgesini etkili bir sekilde kolonize etme yeteneginde oldugunu ve hastalik etmeninin
misel gelisimini etkili bir sekilde baskiladigini belirlemislerdir.

Siddiqui ve Shaukat (2003), antagonist bakteri izolat1 Pseudomonas aeruginosa ile
fungal antagonist Pochonia chlamydosporia teksel ve karisimlar uygulamalarinin
domates kok ¢lirtikliigii etmenlerinden acrophomina phaseolina Fusarium oxysporum ve
Rhizoctonia solani’ye karsi etkinliklerini arastirdiklari ¢aligmalarinda bakterinin gerek
ikili kiiltiir testlerinde gerekse hiicre kiiltiirlerinin fungal etmenlerini misel gelisimlerini
in vitro kosullarda 6nemli diizeyde engelledigini, fungus miselleri {izerinde erimelere
neden oldugunu, bakteri izolatinin HCN ve siderofor olusturmak suretiyle etkinlik
gosterdigini bildirmislerdir. /n vivo biyoetkinlik ¢alismalarinda ise bakteri ve fungal
antaonistlerin karisim uygulamalarinin teksel uygulamalara kiyasla daha etkili oldugunu,
bitki gelisimi iizerine antagonist uygulamalarinin topraga icirme seklinde
uygulanmasinin piiskiirtmeye kiyasla daha etkili oldugunu belirlemislerdir.

Chaurasia ve ark., (2005), cay bitkisinin kok bdlgesinden izole ettikleri antagonist
Bacillus subtilis izolatinin 4 tanesi bitki patojeni, 2 tanesi klinik patojen olmak tizere 6
farkli fungal etmenin misel ve konidial yapilarinda in vitro morfolojik anormalliklere
sebep oldugunu, bu degisikliklerin bakteri tarafindan iiretilen difiize ve ugucu yapidaki
antifungal bilesenlerden kaynaklandigini, ugucu yapida olanlarin etkinliginin difiize olan
bilesiklerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Park ve ark., (2006 ve 2007), biber bitkilerinden elde ettigi Bacillus vallismortis
EXTN-1 izolat1 ile yapmus olduklar1 ¢caligmada, bakteri hiicre siispaniyon kiiltiirii (kiiltiir
filtrat) ekstrakte edilerek HPLC ile analiz edildiginde bakteri tarafindan iiretilen ve
antifungal etkinlik gdsteren bilesigin Bacillomycin D oldugu, bu bilesigin ¢eltik, patates,
hiyar, domates ve tiitlin bitkilerinde sorun bakteriyel, viral ve fungal hastalik etmenine
kars1 antagonistik etkinlik gdosterdigi, ayrica uygulama yapildig: bitkilerde bitki gelisimini
de tesvik ettigi bildirmislerdir.

Mojica-Marin ve ark., (2008), bitki kok, kokbogazi ve hastaligin baskilandigi
topraklardan elde edip taniladiklar1 60 farkli Bacillus thuringiensis izolatinin antagonistik

etkinligini biber bitkisinde kok ¢iirtikligii hastaligi etmeni Rhizoctonia solani’ye kars1
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arastirdiklari ¢aligmalarinda, 60 izolat arasinda sadece 16 Bacillus thuringiensis izolatin
fungal etmene karsi antagonisitk etkinlik gosterdigini, test edilen ve etkili oldugu
belirlenen antagonist izolatlar arasinda bazilarinin ayni zamanda bitki gelisiminde tesvik
ettigini belirlemislerdir.

Lee ve ark., (2008), biber bitkilerinde solgunluk etmeni Phytophthora capsici’ye
kars1 41 farkli kok bakteri izolatinin antagonistik etkilerinin arastirdiklar1 calismada, 12
izolatin in vitro kosullarda maximum diizeyde antagonistik etki gosterdigini, bu
izolatlarin in vivo ¢alismalarda 6zellikle Bacillus subtilis R33 ve R13 izolatlarinin %71-
87 oraninda hastalig1 baskiladigini belirlemislerdir.

Athukorala ve ark., (2009), farkli habitatlardan elde edilen aralarinda Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mycoides ve Bacillus thuringiensis tiirlerine
ait 21 farkli Bacillus spp izolatininin anatgonistik etkinligini fungal hastalik etmeni
Sclerotinia sclerotiorum’a kars1 test etmislerdir. Calismalar sonucunda bakterilerin
hastalik etmeninin misel gelisimini %50°den fazla engelledigini, izolatlarin bacillomycin
D, iturin A, surfactin, mycosubtilin, fengycin, ve zwittermicin A isimli antibiyotiklerden
birini veya birden fazlasin iirettiklerini bildirmislerdir.

Srinivasan ve ark., (2009), aralarinda Pseudomonas putida, Pseudomonas
chlororaphis ve Serratia sp. bulundugu bakteri izolatlarin1 roka bitkisinde solgunluk
hastalik etmeni Fusarium oxysporum f. spp. raphani ve conglutinans iizerine olan
antagonistik etkinligini belirlemeye yonelik ¢aligmalarinda Serratia sp bakteri izolatinin
Fusarium oxysporum f. spp. conglutinans’ karsi, Pseudomonas putida ve Pseudomonas
chlororaphis ise Fusarium oxysporum f. spp. raphani’ye karsi biyokontrol etkinlik
gosterdigini belirlemislerdir.

Guo ve ark., (2009), Ginseng bitkisi Panax notoginseng’in kok bdlgesinden izole
ettikleri 574 kok bakteri izolatindan %5.8 Cylindrocarpon didynum, Fusarium solani,
Phytophthora cactorum, Phoma herbarum ve Rhizoctonia solani etmenlerinden en az
birine kars1 antagonistik etki gosterdigini, izolatlarin etkinliginin izole edildikleri bolge
ve toprak yapisina gore farklilik gosterdigini, en etkili olarak belirlenen izolatlarin
Bacillus subtilis olarak tanilandigin1 bildirmislerdir.

Barretti ve ark., (2009), saglikli domates bitkilerinin i¢sel dokularindan elde
ettikleri 40 endofit bakteri izolatinin biyokontrol potansiyellerini Pseudomonas syringae

pv. tomato ve Alternaria solani’ ye karsi arastirdiklar1 ¢alismalarinda Acinetobacter
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johnsonii, Serratia marcescens, Sinorhizobium sp.ve Bacillus megaterium izolatlarinin
antagonistik etkinlik gosterdigini, izolatlar arasinda sadece Serratia marcescens
izolatinin bitki gelisimini tesvik etmekte basarili oldugunu belirlemistir.

Chen ve ark., (2010), hiyar bitkisinde yikici hastalik etmenlerinden olan Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum’a kars1 Bacillus subtilis izolatin1 biyokontrol etmeni
olarak kullandiklar1 ¢aligmalarinda, bakterinin chitinase, 3-1, 3-glucanase, siderophores,
indole-3-acetic acid (IAA), hydrogen cyanide (HCN) ve fosfor ¢6zme potansiyellerinin
belirlenmesine yonelik denemelerde bakteri uygulamalariin bitkide peroxidase (POX),
polyphenol oxidase (PPO) ve phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzim aktivitelerini
onemli diizeyde artirdigini, mikolitik enzim iiretimi sayesinde fungus sporlarinin
yiizeylerinde deformasyonlara neden oldugunu bildirmislerdir.

Kavroulakis ve ark., (2010), zeytin karasuyu ve posasi, bag atiklart ve mantar
atiklarindan elde edilmis kompost ile destekli hastaligin baskilandig: topraklarda yetisen
domateslerin kok ve kok bolgesinden 329 bakteri izolatindan 44 farkli bakteri izolatin
domateslerde kok ve kok cliriikiigiine neden olan toprak kdkenli hastalik etmenlerinden
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. raphani,
Phytophthora cinnamomi, Phytophthora nicotianae ve Rhizoctonia solani’ye karsi
antagonistik etki gosterdigini belirlemislerdir. Antagonistik etki gosteren bakteriler
arasinda Ozellikle en etkili olarak belirlenen 6 izolatin Bacillus, Lysinibacillus,
Enterobacter ve Serratia cinsi bakteri tiirlerine ait oldugunu, Enterobacter spp. izolatina
ait hiicre kiiltiir filtratinin domates koklerine uygulandiginda hastalik etmeni Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici’ye karsi Onemli diizeyde koruma sagladigini
bildirmislerdir.

Todorova ve Kozhuharova (2010), farkli bitki kok ve kok bolgesindeki
topraklardan izole ettikleri farkli Bacillus spp ait izolatlar1 toprak ve yaprak kokenli
hastalik etmenlerinden Alternaria solani, Botrytis cinerea, Monilia linhartiana,
Phytophthora cryptogea ve Rhizoctonia sp karst in vitro antagonistik etkilerini
arastirdiklar1 ¢caligmalarinda 2 farkli Bacillus subtilis izolatinin oldukga yiiksek diizeyde
antagonistik etkide bulundugunu belirlemislerdir.

Zhao ve ark., (2010), Bacillus subtilis’e yakin akraba tiirlerinden biri olan, genis
yaprakli mese yapragindan endofit olarak izole edilen ve Bacillus vallismortis olarak

teshis edilen bakteriyel izolat ikili kiiltiir testlerinde Fusarium graminearum, Alternaria
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alternata, Phytophthora capsici, Cryphonectria parasitica ve Rhizoctonia solani gibi
birgok bitki patojeni fungal hastalik etmenine kars1 oldukga etkili bir antagonistik etkinlik
gosterdigi bildirilmistir.

Kumar ve ark., (2012), Bacillus sp AS5F izolatinin soya fasulyesinde kok ¢tirtikliik
etmeni S. Sclerotiorum’a kars1 yiiksek diizeyde antagonistik etki gésterdigini, s6z konusu
izolatin kiiltiir filtratinin Sclerotinia sclerotiorum’un yanisira Fusarium oxysporum ve
Macrophomina phaseolina’ya karsida etkinlik gosterdigini, bakterinin bacillomycin D
isimi antifungal bilesigini iiretmek suretiyle antagonistik etki gdsterdigini
belirlemislerdir.

Babashpour ve ark., (2012), biyokontrol etmeni Serratia marcescens izolatindan
elde edilen ve fungal hiicre duvarlarinda erime ve yikimlara neden olan chitinaz
enziminin farkli bitki patojeni fungal etmenlerin misel gelisimini etkili bir sekilde
engelledigini bildirmislerdir

Solanki ve ark., (2012), Bacillus megaterium MB3, Bacillus subtilis MB14,
Bacillus subtilis MB99 ve Bacillus amyloliquefaciens MB101 izolatlarinin chitinase, [3-
1,3-glucanase ve protease enzimleri liretmek suretiyle domates bitkilerinde kok
clirtikligli hastaligina neden olan Rhizoctonia solani’ye karsi antagonistik etkinlik
gosterdigini belirlemislerdir. Antagonist bakteri izolatlarinin uygulandigi bitkilerde
yiiksek diizeyde chitinase, glucanase, peroxidase, polyphenol oxidase, phenylalanine
ammonialyase (PAL) aktivitesinin yanisira ve toplam phenolic birikimi tegvik edilmistir.

Park ve ark., (2012), bitki kok bolgesinden izole edilen Pseudomonas aurantiaca
IBS-10 izolatinin antifungal etkiye sahip phenazin ve tiirevlerini tiretmek yoluyla toprak
kokenli fungal hastalik etmenlerinden Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani ve
Pythium ultimum kars1 yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gosterdigini belirlemislerdir.

Sowndhararajan ve ark., (2012) cay bitkisinde gri yaniklik hastaligi etmeni
Pestalotiopsis theae ve kabarcik yanikligi etmeni Exobasidium vexans karsi antagonist
bakteriyel etmenlerden Ochrobactrum anthropi nin biyokontrol etkinligini arastirdiklari
calismada Ochrobactrum anthropi izolatlarinin fungal spor ¢imlenmesini ve hastalik
cikisini %70 ve lizerinde engelleme gostermek suretiyle etkinlik gosterdigini bildirmistir.
Mikroskobik gézlemlerde bakterinin hifler iizerinde deformasyonlara neden oldugu, fakat

izolatin siderophore, extracellular enzymes veya HCN {tiretmedigini bildirmislerdir.
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Yang ve ark., (2012), biber tarlalarindaki saglikli bitki kok ve kok bolgesinden 1487
izolat elde etmis, ikili kiltiir testlerinde 232 izolatin Phytophthora capsici’ye karsi
degisen oranlarda antagonistik etkide bulundugunu bildirdikleri ¢alismada, Bacillus
cereus (B1301 ve PX35) ve Chryseobacterium sp (R98) olarak teshis ettikleri PGPR
izolatlarin hastalik gelisimini %84 ila %92 oranlarinda engellediklerini tespit etmiglerdir.
Arastiricilar  yaptiklar1 ¢alismada etkili bulunan izolatlarin antagonistik etkilerinin
siderophores, chitinase, cellulose, ve protease aktivitelerinden kaynaklandigini
bildirmislerdir.

Morohoshi ve ark., (2013), Pseudomonas chlororaphis subsp aurantiaca’nin
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans karsi antagonistik etkinliginden bakterinin
iiretmis oldugu phenazin ve tiirevlerinin sorumlu oldugunu bildirmistir.

Ferraz ve ark (2014), domates bitkilerinin kok bdlgesinden izole edilen ve
aralarinda Bacillus cereus ve Serratia marcescens izolatlarinin bulundugu bakterilerin
peroxidases, polyphenoloxidases, glucanases, chitinases, phenylalanine ammonia-lyases
ve lipoxygenases enzimleri aktive etmek suretiyle domates bitkilerinde fusarium
solgunluk hastalig1 etmeni Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’ye karsi dayaniklilig
tesvik ettigi boylece hastalik ¢ikigini etkili bir sekilde baskiladigini bildirmistir.

Hassan ve ark., (2014) sekerkamisi kok bolgesinden izole edilen antagonist
kokbakterilerinden Ochrobactrum intermedium strain NH-5 izoatinin siderofor ve genis
etki mekanizmaya sahip antimikrobiyal bilesiklerden 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-
DAPG) iiretmek yoluyla sekerkamisinda kirmiz ¢iiriikliik hastalik etmeni Colletotrichum
falcatuma kars1 anatgonistik etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Hu ve ark., (2014), bugday kok bolgesinden izole edilen 1470 bakteri izolat
arasindan en etkili antagonist bakteri izolati olarak belirlenen Pseudomonas chlororaphis
subsp. aurantiaca’nin Fusarium graminearum iizerine olan etkinligi ve etki
mekanizmalarimi arastirdiklar1  ¢aligmalarinda, bakteriyel izolatin phenazine-1-
carboxamide (PCN) iiretmek yoluyla fungusun konidi ¢imlenmesini, misel gelisimini
engellemek suretiyle tohumlarda fungus tarafindan toksin olusumunu engelledigi
bildirilmistir.

Rovera ve ark., (2014), Pseudomonas chlororaphis subsp aurantiaca’nin

soyafasulyesinde komiir ¢iiriikliigii hastalik etmeni Macrophomina phaseolina kars1 bitki
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gelisimini tesvik etmenin yanisira phenazin, phenazin tiirevleri ve HCN {iretimini
tetikleyen genlere sahip oldugunu bildirmistir.

Deepak ve Jayapradha (2015), Petrol ile bulasik topraklardan izole edilmis olan
antagonistBacillus thuringiensis izolatinin kok ¢iiriikligii etmeni Fusarium verticillioides
kars1 biyosiirfektant iiretmek suretiyle misel gelisimini ve spor ¢cimlenmesini engelledigi,
misel {iizerinde morfolojik bozulmalara neden olmak suretiyle yiiksek diizeyde
antagonistik etkinlik gosterdigi bildirilmistir.

Huang ve ark., (2015), tiitiin bitkisinin kok bolgesinden elde ettikleri
kokbakterilerinden Streptomyces flavofungini SNA26, Pseudomonas putida SNB53 and
Serratia marcescens subsp. sakuensis SNB54 izolatlarinin kok ¢iiriikligii etmeni
Phytophthora nicotianae karsi in vitro ve in vivo kosullarda antagonistik etkinlik
gosterdiklerini, bu yiizden bu izolatlarin hastalik etmenine karsi biyopreparat olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Khabbaz ve ark., (2015), sebzelerde fide kok ciiriikliik ve g¢okerten hastalik
etmenlerine karsi farkli Bacillus ve Pseudomonas spp ait antagonist izolatlar arasinda
Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis izolatlarinin hiyarda Pythium sp ve
Phytophthora capsici ve turpta Rhizoctonia solani’ye karsi biyokontrol potansiyellerini
aragtirdiklar1 caligmada, bakterilerin tohum ve ¢ikis Oncesi toprak uygulamalarinin
Phytophthora capsici tarafindan neden olunan hastalik ¢ikisini %66-85 oraninda
baskilarken, Rhizoctonia etmenine karsi etkinligin %18-38 gibi daha diisiik diizeyde
gerceklestigini bildirmistir. Kok bakterileri ile kaplanmis tohumlardan bitki ¢ikis1 ve
gelisiminin kontrol uygulamasina oranla daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan
molekiiler ¢aligsmalarla antagoist bakterilerin hastalik ¢ikisini engellemede kullandiklari
etki mekanizmalar belirledikleri ¢alismalarda, Pseudomonas izolatlarinin phenazine-1-
carboxylic acid, 2,4-diacetylphloroglucinol, pyrrolnitrin ve pyoluteorin antibiyotik
bilesenleri sentezleyen genleri tasidiklarini, Bacillus subtilis izolatlarin ise fengycin,
bacillomycin, bacilysin, surfactin ve iturin A antibiyotikleri sentezleyen genleri
bulundurduklarini bildirmislerdir. Izolatlarin ayn1 zamanda HCN, salicylic acid, indole-
3-acetic acid, protease ve beta-1,3-glucanase enzimlerini salgilamak suretiyle hastalik
cikisiin engellenmesinde etkili oldugunu belirlemislerdir. Yine GC-MS ile yapmis
olduklart caligmalarda, bu izolatlarin fungal etmenleri misel gelisimini ve hastalik

cikisinin engellenmesinde 8 farkli antimikrobiyal ugucu bilesenler salgilayarak da etkili
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olduklarini bildirmislerdir. Sonug olarak bakterilerin antagonistik ve PGPB etkilerinin
bakterilerin trettikleri antibiyotik, ugucu bilesenler, litik enzimler ve fitohormonlardan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Sharma ve ark., (2015), domateste sorun kok c¢lrikligi hastaligi etmeni
Phytophthora capsici etmenine kars1 biyokontrol miicadele etmeni PGPB izolatlarindan
Bacillus spp kullandig1 ¢alismalarinda B. subtilis S-25 izolatinin hastalik etmeninin in
vivo kosullarda hastalik ¢ikisini %83 oraninda engelledigini, uygulama yapilan bitkilerde
bitki kok uzunlugu, bitki yas ve kuru agirligi, siirglin uzunlugu gibi biiylime parametreleri
tizerinde kontrol uygulamasma gore Onemli diizeylerde artislara neden oldugunu
belirlemiglerdir.

Shrestha ve ark., (2015), marul bitkisinin kok bdlgesinden izole ettigi 43 bakteri
izolat1 arasinda Bacillus thuringiensis olarak teshis edilen izolatin bas ¢iirtikligii hastalik
etmeni S. minor’in in vitro kosullarda misel gelismini, sklerot olusumunu ve
¢imlenmesini 6nemli diizeyde engelledigini, in vivo kosullarda bakteri uygulanmig marul
tohumlarinda hastalik ¢ikisinin etkili sekilde baskilandigini belirlemislerdir. Arastiricilar
bakterinin hastalik etmeninin miselleri {izerinde deformasyonlara neden oldugunu, bu
etkinin antagonist bakterinin iiretmis oldugu proteases, -1,3-glucanase ve chitinase gibi
ekstraseliiler hiicre duvari yikan enzimlerden kaynaklandigini tespit etmislerdir.

Zhang ve ark., (2015), patates yumru ve topraklari ile soya fasulyesi yapraklarindan
elde ettikleri Bacillus amyloliquefaciens, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas
chlororaphis, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis ve Pseudomonas sp. olarak
tanilanan 13 farkli bakteri izolat1 Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici dahil 10
farkl1 bitki patojenine karsi test etmislerdir. Farkli bakteri tiirlerinin farkli antimikrobiyal
bilesikler tirettikleri, bu ylizden farkli fungal etmenlere karsi degisen oranlarda etkinlikler
gosterdigini, izolatlarmm HCN, siderophores, B -1,3-glucanases, chitinases, proteases,
IAA, salicylic acid gibi bilesiklerin yanisira azot fiksasyonu ve fosforu ¢dzme
yeteneklerinin farkli oranlarda oldugunu bildirmislerdir.

Figueroa-Lopez ve ark., (2016), Bacillus megaterium ve Bacillus cereus gibi
antagonist bakteri izolatlariin misir bitkisinde glucanases, proteases ve chitinases
enzimlerinin yanisira siderophores ve auxin iretmek yoluyla misir kok ciirtikliigii etmeni

Fusarium verticillioides kars1 yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigi bildirilmistir.
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Han ve ark., (2016), tiitiinde oomycete patojen Phytophthora nicotianae hastaligina
kars1 antagonist bakteri izolati Bacillus subtilis’i kullandig1 ¢alismada, biyokontrol
etmenin in vitro ikili kiltiir testlerinde misel gelisimini 6nemli diizeyde engelledigini,
elektron mikroskopu ile yaptig1 incelemelerde bakterinin engelleme yaptigir hifler
tizerinde deformasyon ve erimelere neden oldugunu bildirmistir. Arastiricilar ayrica
bakteriyel biyokontrol etmenin in vivo denemelerde hastalik ¢ikisini %59-71 oraninda
baskiladigini belirlemislerdir.

Park ve ark., (2016) yapmis olduklar1 bir diger ¢alismada, B. vallismortis EXTN-1
izolatinin biber bitkisinde liretmis oldugu cyclic lipopeptidlerin yanisira iturin A tiretmek
yoluyla bitkide PR1, PR4, PR10, chitinase, peroxidase, ve [3-1,3-glucanase genlerinin
tetiklendigini bildirmislerdir.

Ramzan ve ark., (2016), fasulye tohumlarim1 Fusarium solani, Macrophomina
phaseolina, Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani ve Sclerotium rolfsii
etmenlerinden korunmasi icin farkli biyokontrol etmeni bakteri tiirleri ile kapladiklar
calismada, Bacillus cereus’un Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens izolatlarina
kiyasla daha diisiik etkinlik gésterdigini, izolatlar arasinda en yiiksek etkinligi Bacillus
subtilis izoatinin gosterdigini bildirmislerdir.

Rahman ve ark., (2016), hardal bitkisinde Sclerotinia sclerotiorum’a kars1 farkli
Bacillus spp ait izolatlarin fungusun misel, sklerot, apothecium ¢imlenmesi iizerine olan
engelleyeci etkinligini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, etkili olarak belirlenen 8 izolatin
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum oldugunu, bakterinin hiicre duvari yikan
ekstraseliiler enzimlerin (bacilisin, difficidin, fengycin, iturin, ve surfactin) yanisira bitki
gelisimini tesvik eden bilesikleri irettigini, in vivo kosullarda bakteri uygulanmis
tohumlarda hastalia kars1 %98 gibi yliksek diizeyde koruma sagladigini bildirmislerdir.

Pandya ve ark., (2017), Bacillus subtilis izolatinin antagonistik etkinligini
Macrophomina phaseolina ve Rhizoctonia solani etmenlerine karsi arastirdiklari
calismada, bakteri izolatinin antaonistik etkinliginde rol oynayan kimyasal bilesenlerin
iturin, fengycin ve surfactin oldugunu, bakterinin bu kimyasallar1 sentezleyen genleri
biinyesinde tasidiklarini bildirmislerdir.

Shadid ve ark., (2017), Pakistan da yapilan bir ¢alismada, kaktiis, pamuk ve para
otundan elde edilen floresan tipi Pseudomonas tiirleri arasinda Pseudomonas

chlororaphis subsp. chlororaphis ve aurantiaca izolatlarinin bitki gelisimini 6nemli
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diizeyde tesvik ettigini, ayrica phenazine-1-carboxylic acid, 2-hydroxy-phenazine, cyclic
lipopeptide ve lahorenoic acid A gibi antimikrobiyal sekonder metabolitleri sentezlemek

suretiyle antagonistik etki gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Diyarbakir ili ve ilgeleri badem yetistiriciligi yapilan
bahgelerdeki hastalikli bitki Orneklerinden izole edilen Macrophomina phaseolina,
Ceratobasidum sp. (=Rhizoctonia solani’nin anamorf (eseysiz) donemi), Fusarium
oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum, Diyarbakir Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii
kiiltiir koleksiyonunda yer alan ve Adiyaman ilinin Besni ilgesindeki ticari badem
bahgelerinde solgunluk, kok ve kokbogazi ciriikliigli belirtisi gosteren agaclarin
koklerinde izole edilmis Phytophthora chlamydospora (Tirkélmez ve ark., 2016),
saglikli bitki 6rneklerin kok, kokbogazi ve g¢evresindeki toprak, govde, yaprak, gibi
materyallerden izole edilen aday antagonist/PGPR ozelliklere sahip bakteri izolatlar
olusturmustur.

Calismanin diger materyallerini bakteriyoloji laboratuar: alet-ekipmanlari, cesitli
cam ve plastik laboratuvar malzemeleri, besi ortamlari, kimyasal maddeler, patojenisite
testlerinin yapilmasi ve denemenin kurulmasi i¢in gerekli olan saksilar, torf-perlit,

kimyasal giibreler ve gesitli bitki tohumlar1 olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Calismalarda Kullanilan Besi Yerleri ve icerikleri

Calismada kullanilan tiim besi ortamlar1 kullanilmadan 6nce 121°C’de 15 dk.
otoklav edilmistir. Denemelerde bakteriyel etmenlerin izolasyonu, tanisi ve etki
mekanizmalariin belirlendigi ¢alismalarda kullanilan besi yerlerinden King’s B Agar
(KB), Luria Bertani Broth (LB), Nutrient Agar (NA), Trypic Soybean Agar (TSA) ile
Patates Dekstroz Agar (PDA) hazir ticari olarak (Merck, Darmstad, Germany) satin
alinmak suretiyle kullanilmis olup bu ortamlarin ve kullanilan diger 6zel besi yerlerinin
(Elma rende-Misir Unu Agar1 (Grated Apple-Corn Meal Agar, GA-CMA) ve Karanfil
Yaprak-Pargacik Agar (Carnation Leaf-Piece Agar, CLA), icerikleri Ek-1 de verilmistir.
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3.2.2. Badem Fungal Kok Ciiriikliik Hastahk Etmenlerinin Izolasyonu ve

Tanilanmasi

Denemede kullanilan fungal hastalik etmenlerinden Macrophomina phaseolina,
Ceratobasidum sp., Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum ve Phytophthora
chlamydospora izolatlar1 2016 yili Tarim 11 Miidiirliigii verileri géz oniinde alinarak
Diyarbakir ilinde badem yetistiriciliginin yogun olarak yapildig: alanlarda, 2017 yili
iiretim sezonunda yapilan sorveyler yapilmak suretiyle hastalik belirtileri gosteren agag,
fidan ve ¢ogiirlerden elde edilmistir (Sekil 3.1). Toplanan siipheli bitki 6rnekleri, kagit
torbalara konulup etiketlenmis, daha sonra hastalik teshisi i¢in laboratuara getirilmis ve

izolasyonlar yapilincaya kadar + 4 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.1. Fungal hastalik etmenleri Macrophomina phaseolina, Ceratobasidum sp.,
Fusarium oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum etmenlerinin izole edildigi kok ve
kokbogaz ciiriikliigii belirtileri (ok) gosteren badem ¢ogiirleri

3.2.3. Fungal Hastalik Etmenlerinin izolasyon ve Tanist

Laboratuara getirilen hastalikli bitki 6rnekleri ¢esme suyunda yikanarak kaba

kalintilarindan arindirilmis, infekteli doku pargalari, saglam dokuyu da igerecek sekilde
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3-5 mm biiytikliikte kesilerek, %2’lik NaOCl’de birka¢ dakika ylizey sterilizasyonu
yapilmis, 2 kez steril distile suda yikandiktan sonra steril kurutma kagitlar1 {izerinde,
tamamen kuruyuncaya kadar, steril kabin igerisinde bekletilmistir. Bu doku parcalari
secici besi yeri i¢eren petri kaplarina, her petriye 5 parga olacak sekilde, yerlestirilmistir.
Sclerotinia sclerotiorum, Ceratobasidum sp., Macrophomina phaseolina gibi etmenlerin
izolasyon calismalarinda icerisinde 50 pg ml™? streptomisin siilfat antibiyotik igeren
standart PDA besi yeri kullanilmistir. Ekimi yapilan petriler 24°C 7 giin inkubasyona
birakilmistir. Besi yerleri {izerine ekimi yapilan dokulardan gelisen fungal izolatlarin ug
kismindan alinan misel parcgalar1 yeni besi yerlerine aktarmak suretiyle saflastirmalar
yapilmistir. Fusarium tiirlerinin teshislerinde PDA besiyerinin (koloni morfolojileri,
pigmentasyon ve biiylime oranlari baz alinmig) yami sira, klamidospor, mikro ve
makrokonidilerin tesvik edildigi CLA besi yeri kullanilmistir (Booth, 1977; Fisher ve
ark., 1982; Nelson ve ark., 1983). Phytophthora chlamydospora izolat1 Diyarbakir Zirai
Miicadele Arastirma Enstitlisii koleksiyonunda yer alan ve badem bitkisinden izole
edilmis olup, rutin ikili kiiltiir testlerinde PDA {izerinde, veya GA-CMA besi yerinde
kiiltiire alinmustir (Tiirkolmez ve ark., 2015). Denemelerde Fusarium oxysporum ve
Phytophthora chlamydospora izolatlarindan tek spordan elde edilmis kiiltiirleri
kullanilmastir.

Petrilerde saf olarak gelisen fungal tiirlerin misel, sklerot, spor, sporangium gibi
aseksiiel yapilar1 mikroskop altinda incelenerek Sclerotinia sclerotiorum’un teshisi
Mordue ve Holliday (1976); Macrophomina phaseolina’nin teshisi Holliday ve
Punithalingam (1970); Fusarium oxysporum’nin teshisi Nelson ve ark. (1983) gore
yapilmistir.

Elde edilen fungal izolatlardan Macrophomina phaseolina, Ceratobasidium sp.,
Fusarium oxysporum ve Phytophthora chlamydospora izolatlarin molekiiler teshisi ITS6
ve ITS4 primer cifti ile (DNA’nin ITS bolgesi, NL1 ve NL4 primer ¢ifti ile LSU rDNA
gen bolgesi amplifiye edilen niikleotid sekansi kullanilarak BLAST analizi ile
dogrulanmistir.

Bu amagla, morfolojik olarak 6n teshisleri yapilmis izolatlara patojenisite testleri
uygulanmis ve hastalik belirtilerinden geri izole edilen izolatlarin besi ortamindan alinan
misellerinde (100 mg) toplam genomik DNA izolasyonu yapmak igin, sivi nitrojen

icerisinde toz haline getirilmistir. Bu misellerden genomik DNA izolasyonu DNeasy Mini
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Kiti (Qiagen, GeneMark Teknoloji Co, Valencia, CA, Katalog No. 69104) iiretici
firmanin &nerdigi protokollere gore kullanilarak yapilmustir. Izolatlarin rDNA’lar1 ITS ve
LSU bolgeleri ITS6/ITS4 ile NL1/NL4 primerleri ile PCR yontemi kullanilarak
cogaltilmistir. PCR kosullar1 ve programi Camele ve ark. (2005)’e gore
gergeklestirilmistir. Buna gore, 94 °C’de 2 dakika denatiirasyondan sonra, 94°C’de 30
saniye, 55-58°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniyeden olusan 35 dongii ve 72 saniyede 10
dakika amplifikasyon kosullar1 uygulanmistir.

PCR diriinleri, %1-1,5’1ik agaroz jel ile elektroforeze tabi tutulmus ve EtBr ile

boyanarak jel goriintiileme sisteminde olusan bandlar goriintiilenmistir.

3.2.4. Fungal Hastalik Etmeni izolatlarin Patojenisite Testleri

Hastalikl1 bitkilerden elde edilen Macrophomina phaseolina, Ceratobasidium sp.,
Fusarium oxysporum, Phytophthora chlamydospora ve Sclerotinia sclerotiorum,
izolatlar1 PDA veya GA-CMA besiyeri tizerinde 7 giin boyunca gelismeye birakilmigtir.
Funguslarin inokulum siispansiyonu, fungusun tamamen geliserek ylizeyini kapladigi 5
petri iceriginin 500 ml steril saf suda diisiik hizda (200 rpm) 1 dakika karistirilmasiyla
hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan siispansiyonun konsantrasyonu 10° spor/ml
(Phytophthora chlamydospora, Fusarium oxysporum) veya 10° propagiil/ml
(Macrophomina phaseolina, Ceratobasidium sp ve Sclerotinia sclerotiorum) olacak
sekilde ayarlanmustir.

Patojenisite caligmalarinda kullanilacak 1 yasindaki badem c¢ogiirlerinin kok
bolgeleri makasla tiraglanarak yaralandiktan sonrada kokleri hazirlanan spor/propagiil
siispansiyonuna daldirilmis ve icerisinde 5 dak. bekletilmistir. Kokleri hastalikla
bulastirilmis olan ¢ogiirler daha sonra dnceden steril edilmis torf:toprak:¢iftlik giibresi
(1:1:1) karisimi1 doldurulmus 3 kg lik fidan tiiplerine sasirtilmistir. Diger bir inokulasyon
sekli ise saglikli bir sekilde gelisme gosteren saglikli badem ¢ogiirlerinin kok bogazi
bolgesinde veya govde iizerinde steril kiirdan veya bistiiri ile agilan 1mm biiyiikliigiinde
yaralarin igerisine fungus kiiltiiriinden alinan besi ortamli parcaciklar (6 mm misel diski)
dogrudan vyerlestirilmis ve iizerleri parafilm ile sarilmustir. Inokulasyonu yapilmis

cogiirler 16:8 aydinlik/karanlik foto periyoda, 20-24 °C sicakliga ayarlanmis iklim
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odalarinda 4 hafta siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Hastaligin tesviki i¢in ¢ogiirler giin
asir1 sulanarak topraklarinin su ile doygun olarak kalmasi1 saglanmigtir.

Cogiirler inokulasyondan 4 hafta sonra sonra sokiilerek kok bogazi seviyesinden
kesilmek suretiyle kok ve iletim demetlerindeki renk degisimleri ve nekroz gibi belirtiler
esas alinarak hastalikk olusumu degerlendirilmistir. Hastalik etmenleri inokulasyon
noktalarinda ortaya c¢ikan belirtilerden tekrar izole edilmis ve orijinal izolatlarla
karsilastirilmistir. Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teshis yontemleri
uygulandiktan sonra tiirleri teyit edilen izolatlar denemelerde kullanilmis ve stok olarak

+4 °C de PDA veya GA-CMA besi yerlerinde korunmustur.

3.2.5. Saghkh Bitkilerin Kok, Kokbogazi, Govdelerinden Aday Epifitik ve Endofit

Bakterilerin izolasyonu ve Tanilanmasi

Calismalarda kullanilan antagonist/PGPR karakterli epifitik ve endofitik bakteriler
basta Diyarbakir ili badem yetistiriciligi yapilan bahgelerdeki saglikli badem fidan, agag
ve ¢ogiirlerinin kok, kokbogazi ve govdelerinden elde edilmistir.

Survey alanlarinda temin edilen bitki 6rnekleri laboratuvara getirilmis ve asagidaki

protokol izlenerek epifitik ve endofitik bakteriler izole edilmistir.

3.2.5.1. Aday Endofit ve Epifitik Bakterilerin izolasyonu

Endofit bakterilerin izolasyonunda araziden alinan bitki 6rnekleri (kok, kok bogazi
ve govdelerden alinan dokular) ayr1 ayr1 kodlandiktan sonra, ilk agsamada temiz ¢esme
suyu ile iyice yikanmig ve ardindan 3 dakika %70’lik etil alkolde, 2 dakika %2’lik
sodyum hipoklorit soliisyonunda bekletildikten sonra tekrar %70’lik etil alkole
daldirilmistir. Alkol ile muamele edilmis drneklerden alkolii uzaklastirmak igin 6rnekler
5 kez steril su ile yikanarak yiizey dezenfeksiyonu asamasi tamamlanmistir.

Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis kok, kok bogazi ve govdelerden alinan 6rnekler
daha sonra steril 0.05 mM MgCl, tampongozeltisi i¢inde steril havan igerisinde iyice
ezildikten sonra 5 dak. beklenmistir. Daha sonra buradan alinan siispansiyon seri olarak
sulandirldiktan (10%, 10% 10% 10° ve 10°) sonra KB ve NA besi yerlerine bagetle
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yayilmistir. Yiizey dezenfeksiyonunun etkili oldugunu kontrol etmek amaci ile dokularin
ezilmeden once kullanilan son yikama suyundan 100 pl alinarak NA besi yerine steril
baget ile yayilmistir.

Benzer sekilde epifit bakterilerin izolasyonunda ayr1 ayr1 kodlanmis saglikli bitki
kokleri 1slak gamur olmayan topraktan alindiktan sonra, kok bogazi ve gdévde parcaciklari
1-2 cm boyunda kesildikten sonra dezenfeksiyon amagli herhangi bir 6n yikama islemine
tabi tutulmadan dogrudan steril 0.05 mM MgCl, tampongozeltisi igine konulmus ve 30
dak. 200 rpm ortibal ¢alkalayici i¢erisinde ¢alkalamaya birakilmistir. Daha sonra buradan
alinan siispansiyonlar seri olarak sulandirildiktan (102, 103, 104, 10° ve 10°) sonra KB ve
NA besi yerlerine bagetle yayilmistir. Diger yandan saglikli bitkilerin kokve govdeleri
herhangi bir yikama yapilmadan dogrudan besi yerleri iizerine ekimler yapilmak
suertiylede epifit bakteri izolatlar1 elde edilmeye ¢alisilmistir.

Her iki yontemlerle elde edilen petri kaplari 26 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilarak
bakteri gelisimi kontrol edilmistir. Farkli segici ve genel besi yerlerinde gelisen bitki
ornegini/agac1/bolgeyi/ temsil edecek sayida morfolojik olarak birbirinden farkli goriilen
bakteri kolonileri daha sonra teshis ve caligsmalarda kullanilmak tizere uygun besi yerleri
tizerinde saflagtirilmigtir.

Her bir izolat, rutin ¢alismalar i¢in uygun besi yeri igeren petri kabinda (6 cm) veya
egik Agarda +4 °C de kisa siireli veya steril %40 lik steril Gliserol igeren Cryo Eppendorf

tipler igerisinde -80 °C de saklanmustir.

3.2.5.2. Aday Bakteri izolatlarinin Se¢imi ve Tanilanmasi

Tiitiinde Aswr1 Duyarlilik Testi (HR= Hypersensitive Reaction): Elde edilen tim
aday epifit ve endofit bakterileri bitki patojeni olup olmadigini belirlemek amaci ile tiitiin
bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testine tabi tutulmustur. NA besiyerinde 24-48 saat
gelistirilen aday bakteri izolatlar1 ve Bitki Saghg Klinigi Kiiltir Koleksiyon
Merkezinden saglanan ve tanilamasi yapilmis bitki patojeni izolat (Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola Psp 12 izolat1) kiiltiirlerinin steril 0.05 mM MgCl. tampon
¢ozeltisi icinde 108 hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan siispansiyonlari steril bir enjektor
yardimiyla geng tiitiin (Nicotiana tobaccum) yapragmin (8 haftalik) damar aralarina alt

yiizeyinden enjekte edilmistir. Inokulasyon her bakteri izolat: bir damar arasina gelecek
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sekilde ve izolatlar arasinda bir damar bogsluk birakilmak suretiyle yapilmigtir.
Inokulasyondan 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim
pozitif (test edilen izolatin bitki patojeni oldugunu gosterir) olarak kabul edilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987).

Patates Yumusak Ciiriikliik Testi: Tiitinde HR olusturmayan aday bakteri
izolatlar1 daha sonra patates dilimi {izerinde yumusak ciiriikliik testine tabi tutulmustur.
%3’lik NaOCl’de 1 dakika bekletilerek dezenfekte edilmis patatesler, kabuklari
soyulduktan sonra steril bistiirli ile ortadan ikiye kesilmis, daha sonra tekrar steril bir
bistiiri ile 1 cm eninde dilimlenmistir. Dilimler daha sonra steril 1slak filtre kdgidi i¢eren
steril petriler igine patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu alinan HR negatif
bakteri izolatlar1 patates dilimleri ilizerine bulastirilmistir. Bulastirilmis dilimlerin yer
aldig petriler 26 °C 2 giinliik inkiibasyona birakilmig, daha sonra inokulasyon noktasinda
clirimelerin varlig1 yoniinden degerlendirme yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Kontrol
olarak Bitki Saglhigi Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden saglanan ve Pectobacterium
caratovorum subsp. caratovorum olarak tanilanmis izolat kullanilmistir.

Bakteri Izolatlarimin Tanilama calismalari: Her iki testte negatif sonug veren
izolatlarin 6n sec¢imleri igin biyokimyasal (koloni rengi, koloni formu, hiicre morfolojisi,
gram reaksiyonu, oksidaz ve katalaz tiretimi, levan olusumu) testler yapilmistir (Lelliott
ve Stead, 1987). Biyokimyasal testlerde benzerlik gosteren izolatlardan gerekli 6n
secimler yapildiktan sonra kalan tiim izolatlarin kesin tiir teshisleri i¢gin MALDI-TOF
cihazinin (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanildigr metod kullanilmistir
(Pavlovic ve ark., 2012). Saf kiiltiirden alinan ve TSA (Tryptic Soy Agar) besi yeri
tizerinde 24-36 saat gelisen saf bakteri kolosinden kiirdan yardimiyla bir miktar bakteri
kiitlesi igerisinde 300 pl steril su bulunan eppendorf tiipleri icerisine eklenmis ve tiipler
vortex cihazinda karistirilarak bakteri siispansiyonu elde edilmistir. Daha sonra tiiplerin
icerisine 900 pl saf ethanol (Merck, Damstrad, Germany) eklendikten sonra karisim
13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis olusan pellet tekrar
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Herhangi bir sekilde kalan ethanol kalintisi
goriilmiis ise pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde uzaklastirilmis ve olusan pelletin oda
sicakliginda kurumasi saglanmistir (yaklasik 5 dak. kadar). Pellet kuruduktan sonra
tizerine 30 pl %70 formik asit (Merck, Darmstad, Germany) eklenerek 13.000 rpm’de 1
dakika tekrar vortekslenmistir. Ardindan 30 pl acetonitril eklenmis tekrar 13.000 rpm’de
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1 dakika vortekslenerek karisim iyice ¢ozdiriilmiistiir. Son olarak siipernatant’dan 1pl
alinarak ornek plakasindaki (target) noktalara iki tekrarli olacak sekilde eklenmis, oda
sicakliginda kurumasini (yaklasik 3-5 dak.) miiteakiben, her 6rnek noktasi tizerine 1 pl
HCCA Matrix (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) soliisyonu eklenmis ve kurumasi
saglanmistir. Matrix soliisyonu olarak 0.025% (v/v) trifluoroacetic acid ve 50%
acetonitrile (v/v) igerisinde ¢ozlinmiis doymus a-cyano-4- hydroxycinnamic acid (Bruker
Daltonics) kullanilmistir. Mass kalibrasyon standardi olarak Brukers Bacterial Test
Standard (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanilmistir. Daha sonra
ornekler MALDI-TOF MS (Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
cihazina Flex Control Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) yazilimi
ile yiiklenmistir. Her bir spektrum otomatik modda 6rneklerin iyonlasmasi i¢in gereken
minimum lazer giicii olan 500 lazer 11 ile elde edilmistir. Spektrum 2-20 kDa
araligindaki m/z (kiitle/yiik) oraninda analiz edilmistir. Mikoroganizma kiitiiphanesi
olarak BIOTYPER™ 1.1 software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
kullanilmastir.

MALDI-TOF cihaz1 tarafindan belirlenen teshisleri firma tarafindan Onerilen
degerlere gore yapilmistir. Teshis sonucunda ortaya ¢ikan skor degeri 2.30-3.0 araliginda
taninin tiir diizeyinde oldukca gilivenilir oldugu; 2.00-2.299 araliginda kesin cins
diizeyinde giivenilir, tiir diizeyinde yiiksek giivenilir oldugu; 1.70-1.999 arasinda taninin
cins diizeyinde giivenilir, tiir olarak muhtemel diizeyde oldugu; 1.7 degerinden asag1 olan

degerler ise giivensiz tani olarak degerlendirilmistir.

3.2.6. Aday Bakteri izolatlarimn Fungal Patojenlere Kars: in vitro Antagonistik

Etkinliginin Belirlenmesi

Secilen aday bakteri izolatlarin hastalik etmenleri, Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, Ceratobasidium sp., Fusarium oxysporum, Phytophthora
chlamydospora’nin misel gelisimini engelleme (antagonistik) potansiyelleri 90 mm
capinda PDA iceren petri kaplarinda 6nceden bildirildigi gibi ikili kiiltiir testlemeleriyle
belirlenmistir (Landa ve ark, 1997). Tanilamas1 yapilan, Tiitlin HR ve patates yumusak

clirlikliik testlerinde negatif sonucu veren aday bakteri izolatlari, ¢izgi ekim yontemi ile
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petrinin tist noktasindan 2 cm gerisine gizilmistir ve 48 saat siire ile 25 °C de inkiibasyona
birakilmistir. Bu siirenin sonunda ¢izimi yapilan bakteri noktasinin 4 cm gerisine test
edilen funguslardan aliman 5 giinlik 6 mm c¢aplh fungus misel diskleri yerlestirilmistir
(Sekil 3.2). Kontrol petrilerine herhangi bir bakteri izolat1 ¢izilmemistir. Ikili kiiltiir
testleri uygulama sonrasi 25 °C de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol petrilerinde patojen
petriyi tamamen kaplamasiyla birlikte (fungal etmenlerin gelismesine bagli olarak
inokulasyondan 4-7 giin sonra), bakterilerin ¢izildigi tim petrilerde bakteriye dogru
yonelen fungal miselyal gelisimi (MGu) 6lgiilmiis (ve kontrol petrilerdeki miselyal
(MGEk) gelismeye gore engelleme oranlarinin % si hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).

%Engelleme= (MGk-MGu)/MGk))*100

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in dl¢timler 3 farkli petri kabinda yapilmus,

deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir

Sekil 3.2. Epifit ve endofit bakterilerin in vitro ikili kiiltiir testleri ile fungal gelisimi
tizerine etkinliklerinin belirlenmesi.

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu bakteri izolatlarmin test edildigi fungal etmenlerinin
misel gelisimlerini engelleme oranlarina gore; (i) hi¢ engelleyemeyenler, (ii) %0.5-24.9
zayif diizeyinde engelleyenler; (iii) %25.0-49.9 orta diizeyinde engelleyenler ve (iv)
%50.0>giiclii diizeyde engelleyen izolatlar olmak iizere 4 grup altinda incelenmistir

(Dalal ve Kulkarni, 2013).
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3.2.7. Aday Bakteri izolatlarimin Hastalik Etmenlerini Engellemede Kullandiklari

Biyokontrol Mekanizmalarinin Belirlenmesi

3.2.7.1. Aday Bakteri izolatlarimin Fungus Hifleri Uzerinde Sebep Oldugu
Morfolojik Degisikliklerin Isik Mikroskobu Altinda Belirlenmesi

Antagonist etkinlik gésteren izolatlarinin bulundugu petrilerde engelleme bolgesine
yakin yerlerdeki funguslarin miselleri iizerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler
Nomarski DIC atagmanli 151k mikroskobu (OLYMPUS BX-51) altinda belirlenmistir.
Antagonist etkinligin gozlendigi petriler 6l¢timler yapildiktan sonra 3-5 giin daha 25 °C
de inkiibasyona birakilmis, sonra engelleme bolgesine yakin yerlerden (Sekil 3.3) alinan
fungal miseller lizerindeki morfolojik degisiklikler mikroskopta incelemek i¢in %50
glycerol iginde preparatlart hazirlanmig, fungal hifler lizerindeki yapisal degisiklikler

gozlenmistir (Soylu ve ark., 2010).

Sekil 3.3. Epifit ve endofit bakterilerin engelleme bélgesine yakin noktadaki fungus
miselleri (isaretli) izerinde olusturdugu morfolojik degisikliklerinin belirlenmesi.

Antagonist bakterilerin fungal miseller iizerinde antagonistik etki sonucu
kararmalarin gozlendigi engelleme bolgesinin yanindaki bolgelerden alinan deforme
olmus misel diskleri taze PDA besi yerlerine konulmak suretiyle misel canliliginin

durumu belirlenmistir (Sekil 3.4B).
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Yine bir diger bir ¢aligma ile engelleme bolgesi lizerine 5 giinliik saglikli fungal
misel diskleri (6 mm c¢apinda) yerlestirilmek suretiyle, engelleme bdlgesindeki
antimikrobiyal bilesiklerin fungusidal (gelisme yok ise) veya fungistatik (gelisme var ise)
ozelligi belirlenmistir (Sekil 3.4A).

Sekil 3.4. Epifit ve endofit bakterilerin tirettigi bilesiklerin fungus miselleri lizerinde
fungusidal/fungistatik 6zelliklerinin belirlenmesi. (A) saglikli hifin engelleme
bolgesinde (*) gelisme gostermezken (fungusidal etkinlik), PDA besi yerinde (**)
gelisme gostermistir. (B) Engelleme bolgesine yakin noktadan alinan deforme olmus
misel drneklerin (*) PDA besi yerinde gelisme gostermemesi etkinliginin fungusidal
ozellikte oldugunu gostermektedir.

3.2.7.2.Aday Bakteri izolatlarmin Protease Enzim Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin protease enzimi iiretme etkinligi, icerisinde %2 yagi
alinmis siit tozu (Skimmed Milk Powder, Merck, Darmstadt, Germany) bulunan LB
(SMLBA) besi yeri igeren (Ek-2) petrilerde belirlenmistir (Perneel ve ark., 2007). Test

edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliik taze kiiltlirtinden steril kiirdan ile alinan bakteri
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inokulumu, SMLBA besi yeri tizerine asilanmis ve petriler 26 °C'de 2 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inokulasyondan 2 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda seffaf bir zon
(engelleme bdlgesi) bakterinin proteolitik aktivite i¢in pozitif olarak kabul edilmistir
(Sekil 3.5A). Olusan zonun ve bakteri kolonisinin g¢aplari 6l¢iilmek suretiyle her izolat
i¢in proteolitik indeksi (Pro-indeks) asagida verilen formiile gore hesaplanmistir (Ullah
ve ark., 2017).

Pro-indeks= (Z¢)/B¢

Zg: Bakteri kolonisi etrafinda olusan zon ¢ap1; B¢: Bakteri koloni gap1

Her bakteri izolat1 i¢in Ol¢timler 3 farkli petri kabinda yapilmis, deneme 2 farkli
zamanda tekrar edilmistir. Bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola izolati

da denemelere pozitif kontrol olarak kullanilmstir.

3.2.7.3. Aday Bakteri lizolatlarmm Siderofor Olusturma Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Siderofor tiretimi Schwyn ve Neilands (1987) tarafinca bildirilen krom azurol S
(CAS) boyast iceren mavi renkli Agar besi (Ek-2) yerleri kullanilarak belirlenmistir. Test
edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliilk taze kiiltiiriinden steril kiirdan ile alinan
inokulum, CAS agar ortami iizerine asilanmis ve petriler 26 °C'de 5 giin inkiibasyona
birakilmigtir. inokulasyondan 2 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda Sari-turuncu renkte
bir zon (engelleme bolgesi), siderofor iiretimi i¢in pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil
3.5B). Olusan zonun ve bakteri kolonisinin ¢aplar1 6l¢iilmek suretiyle her izolat igin
siderofor ¢oziinlirliik indeksi (S-indeks) asagida verilen formiile gére hesaplanmigtir

(Ullah ve ark., 2017).

S-indeks= (Z¢)/B¢

Z¢: Bakteri kolonisi etrafinda olusan zon capi; B¢: Bakteri koloni ¢ap1

Her bakteri izolat1 i¢in Ol¢timler 3 farkli petri kabinda yapilmig, deneme 2 farkli
zamanda tekrar edilmistir. Bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola izolati
da denemelere pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.7.4.Aday Bakteri izolatlarinin Fosfor Cézme Potansiyellerinin Belirlenmesi
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Aday bakteri izolatlarinin fosfati ¢ozme etkinligi, tri kalsiyum fosfat iceren
Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri iceren (Ek-2) petrilerde belirlenmistir (Kumar ve ark.,
2012). Test edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiirtinden steril kiirdan ile
alinan bakteri inokulumu, PVK Agar ortami iizerine agilanmig ve petriler 26 °C'de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 5 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda seffaf
bir zon (engelleme bolgesi), bakterinin fosfor ¢cozme yetenegi i¢in pozitif olarak kabul
edilmistir (Sekil 3.5C). Olusan zonun ve bakteri kolonisinin ¢aplari 6l¢iilmek suretiyle
her izolat i¢cin fosfor coziiniirliik indeksi (F-indeks) asagida verilen formiile gore
hesaplanmistir (Ullah ve ark., 2017).

F-indeks= (Z¢)/B¢

Zg: Bakteri kolonisi etrafinda olusan zon ¢ap1; B¢: Bakteri koloni ¢ap1

Her bakteri izolati igin dlgiimler 3 farkli petri kabinda yapilmis, deneme 2 farklt
zamanda tekrar edilmistir. Bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola izolati
da denemelere pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Sekil 3.5. Epifit ve endofit bakterilerin (A) Protease enzim iiretme, (B) Siderofor
tiretme, ve (C) Fosfati ¢6zme Ozelliklerinin belirlenmesi. Olusturulan bilesiklerin indeks
degerleri zon cap1 (Z¢) biiyiikliigii bakteri koloni ¢apina (Bg¢) kiyaslanmak suretiyle
hesaplanmustir.

3.2.7.5.Aday Bakteri Izolatlarmm Amonyak (NHs) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi
Aday bakteri izolatlarinin amonyak (NHs) olusturma potansiyelleri Nessler’s

¢ozeltisi ile belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 1992). Test edilecek olan bakteri

izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiirlinden steril kiirdan ile alinan bakteri inokulumu, i¢erisinde
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steril 5 ml peptonlu su i¢eren cam tiiplere asilanmistir. Bakteri ile bulastirilmis tiipler 26
°C'de 150 rpm’e ayarli inkiibatorlii orbital ¢alkalayicida 4 giin inkiibasyona birakilmistir.
S1v1 besi yerinde gelisen bakteriler tizerlerine 250 pl Nessler’s ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Besi yeri igerisinde bakterilerce olusturulan amonyak iiretimi tiiplerdeki besi yeri renginin

acik saridan kahverengi-koyu sar1 renge doniismesiyle belirginlesmistir (Sekil 3.6C)

AW

A | ‘}9 C

Sekil 3.6. Bakteriler tarafindan besi yerinde olusturulan amonyak olusumunun
belirlenmesi. (A) Kontrol, (B) Amonyak iiretmeyen bakteri, (C) Amonyak iireten
bakteri

3.2.7.6.Aday Bakteri Izolatlarmm Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarmin hidrojen siyaniir (HCN) olusturma potansiyelleri Castric
(1977) tarafindan bildirilen yontem ile belirlenmistir. Test edilecek olan bakteri
izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiiriinden steril 6ze ile alinan bakteri inokulumu, icerisinde
4.4 gr L glycine iceren TSA besi yeri iizerine ¢izilerek inokulasyonlar1 yapilmistir. Petri
kapagina ise steril kaba filtre kagidi (1x4 cm serit halinde kesilmis) yerlestirilmis ve filtre
kagidi 0.05% picric acid + 1% sodium carbonate (Na,CO3) siispansiyonu ile 1slatilmistir
(yaklasik 0.5-1.0 ml). Daha sonra petri kab1 kapatildiktan sonra etrafi parafilm ile
cevrilmis ve petriler 26 °C'de 3 giin inkiibasyona birakilmigtir. Petri kab1 kapagindaki
filtre kagid1 renginin sar1 renkten kahverengi veya koyu kirmiziya doniismesi ortamda

HCN iiretiminin olustugunu gostermektedir (Castric, 1977).
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3.2.7.7. Aday Bakteri izolatlarinin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin IAA iiretme potansiyelleri Salkowski yontemi
kullanilmak suretiyle belirlenmistir (Glickman ve Dessaux, 1995). Bakteri izolatinin 2
giinliik taze kiiltiirlerinden hazirlanan 10® hiicre/ml konsantrasyondaki bakteri
siispansiyondan 500 ul almarak igerisinde L-tryphtophan (3 mg mI™") iceren 5 ml steril
LB besi yeri konulmustur. L-tryphtophan igermeyen besi yeri kontrol uygulama olarak
degerlendirilmistir. /n vitro misel gelisimini engelleme etkinlikleri, izole edildikleri
bolge, konukgusu, bitki 6rnegi (epifit-endofit) ve tiirleri temsil edecek sekilde secilmis
bakteri izolatlar ile bulastirilmis sivi besi yeri iceren tiipler 30 °C'de 200 rpm’e ayarl
inkiibatorlii orbital c¢alkalayicida 4 gilin inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi yerinde
gelisen bakteriler 5000 rpm’de 30 dak. santrifiij yapildiktan sonra {istte kalan
supernatant’dan 1 ml alinarak steril eppendorf tiiplere aktarilmis ve iizerlerine 2 damla
(yaklasik 40 pl) fosforik asit ilave edilmistir. Hazirlanan bu karisimin tamami daha sonra
igerisinde 4 ml Salkowski ¢6zeltisi (150 ml %98’lik H2SO4, 250 ml of distile H20, 7.5 ml
of 0.5 M FeCls-6H20) bulunan steril cam tiiplere aktarilmis ve 25 °C’de karanlik ortamda
30 dak. inkiibasyona birakilmistir. IAA tiretimi tiiplerdeki besi yeri renginin acik saridan
kirmizi-pembe renge doniismesiyle belirginlesmistir (Sekil 3.7C). Olusan IAA miktari
535 nm dalga boyuna ayarli UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA)
kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir (Patten ve Glick, 2002). Elde edilen absorbans
degerleri bilinen IAA (Merck, Darmstadt, Germany) ¢dozeltisi ile hazirlanan [AA
konsantrasyon standart egrisiyle karsilagtirillmak suretiyle ger¢ek degerlere (ppm (=pg
ml?) diizeyinde) déniistiiriilmiistiir (Sekil 3.7D). Bitki patojeni Pseudomonas syrinage

pv. phaseolicola izolat1 da denemelere pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.7. Antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan besi yerinde IAA olusturulmasi. (A)
Saf 1AA spektrumu, (B) Bakteri tarafindan tiretilen IAA spektrumu, (C) Farkli
konsantrasyonlardan elde edilen ve IAA miktarinin belirlenmesinde kullanilan TAA
standartlarinin renk degisimi, (D) farkli konsantrasyonlarin spektrum degerlerinden elde
edilenstandart egrisi ve regresyon denklemi.

Yapilan bir diger ¢alisma ile en fazla IAA fireten bakteri izolatinin L-tryphtophan
icermeyen besi yerinde IAA iiretme potansiyeli yukarda belirtilen yonteme gore yapilarak
bakteri tarafindan ftretilen IAA biyokimyasal olusum mekanizmas1 hakkinda bilgi

edinilmistir.
3.2.8. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gére kurulmus olup,
patojen gelisiminin engellenme oranlart % oranlarina c¢evrilmeden SPSS istatistik

programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans analizi
yapilmis ve izolatlar arasindaki farklilik Tukey HSD Testi ile tespit edilmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Badem Kok ve Kokbogaz1 Ciiriikliik Hastallk Etmenlerinin Izolasyonu ve

Tanilanmasi

2017 yilinda Diyarbakir ili badem fidanlik ve bahgeleri ve toprak kdkenli hastalik
etmenlerinin tespitine yonelik arazi ¢alismalarinda hastalik simptomu gdsteren badem
agaclarindan solgunluk (tek yanli kuruma veya sararma, gelismede durgunluk,
yapraklarin kiigiik, seyrek ve erkenden sarararak dokiilmesi, geriye dogru olim ve
agaclarin tamamen kurumasi v.s.) ve kok ve kokbogazi ¢iiriikliigii belirtisi gosteren
fidanlardan (Sekil 3.1) besi yerleri lizerinde hastalik etmenlerinin izolasyonlari
saglanmigtir (Sekil 4.1). Elde edilen izolatlar ¢Ogiirlere tekrar inokiile edilmis ve
inokulasyondan 4 hafta sonra sonra sokiilerek kok bogazi seviyesinden kesilmek suretiyle
kok ve iletim demetlerindeki renk degisimleri ve nekroz gibi belirtiler esas alinarak
hastalik olusumu degerlendirilmistir (Sekil 4.2). Hastalik etmenleri inokulasyon
noktalarinda ortaya c¢ikan belirtilerden tekrar izole edilmis ve orijinal izolatlarla
karsilastirilmistir. Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teshis yontemleri
uygulandiktan sonra molekiiler ¢aligmalar sonucunda tiirleri teyit edilen izolatlar tiim

denemelerde kullanilmstir.

A

Sekil 4.1. Hastalik belirtisi gostecen bitkilerin kok, kokbogazi ve govdelerinden hastalik

etmeni fungal izolatlarinin izolasyonu (A-D). Calismada kullanilan S. sclerotiorum (E),

Ceratobasidium sp. (F), F. oxysporum (G), M. phaseolina (H) ve P. clamydosporum (1)
etmenlerinin saf kiiltiirlerinin petrideki besi yerleri lizerindeki goriintiileri.
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Sekil 4.1 (Devam). Hastalik belirtisi gosteren bitkilerin kok, kokbogazi ve
gbovdelerinden hastalik etmeni fungal izolatlarinin izolasyonu (A-D). Calismada
kullanilan S. sclerotiorum (E), Ceratobasidium sp. (F), F. oxysporum (G), M.
phaseolina (H) ve P. clamydosporum (I) etmenlerinin saf kiiltiirlerinin petrideki besi
yerleri lizerindeki goriintiileri.

Sekil 4.2. Fungal hastalik etmenleri Macrophomina phaseolina, Ceratobasidum sp.,
Fusarium oxysporum etmenlerinin patojenite testlemeleri sonucu badem ¢ogiirlerinde
olusturdugu kok ve kokbogazi ¢iiriikligii belirtileri (ok).
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Besi yerlerinde gelisen farklt morfolojik yapiya sahip izolatlardan saflagtirmaya
gidilmis, patojenite testlerinde patojenik oldugu belirlenen re-izolatlarin genel ve segici
besi yerlerindeki morfolojik 6zellikleri mikroskop altinda 6n teshisleri yapildiktan sonra,
ITS4/ITS6 primer ¢iftinin yanisira, IDNA’nin ITS bolgesi, NL1 ve NL4 primer ¢ifti ile
LSU rDNA gen bolgeleri amplifiye edilmis olup, sonucta 600-700 bp arasinda
fragmentler edile edilmistir (Sekil 4.3). Elde edilen izolatlara ait niikleotid sekans1 NCBI
Gen bankasinda bulunan sekanslar ile BLAST analizi ile kullanmak suretiyle molekiiler
tiir teshisleri yapilmistir. Elde edilen sekanlarin Gen Bankasi veri tabanlarinda depolanan
ayni/benzer izolatlar ile %98-100 benzerlik gostermistir. Bu izolatlarin niikleotid dizileri

NCBI gen bankasina kaydedilmistir.

Sekil 4.3. Diyarbakir ilinden toplanan 6rneklerin PCR ile jel goriintiisii. M, 100 bp DNA
leader. 149-150 M. phaseolina,151-152 F. oxysporum,153-154 Ceratobasidum sp. ait
gelisen DNA bandlart.

Elde edilen saf izolatlardan Rhizoctonia solani’nin anaformik doénemi olan ve
Ceratobasidium sp. olarak teshis edilen fungal izola tarafindan olusturulan hastalik
belirtisi baglangigtaki govde veya toprak seviyesine yakin yerlerdeki kok ve kok
bogazinda ortaya ¢iktigi, genellikle fide doneminde yikici hasarlara neden oldugu
gozlenmistir. Hastaligin en carpici belirtisi tohumlarin ¢imlenmesini takiben toprak
iistiine ¢cikmadan ya da ¢iktiktan sonra 6lmesi ya da fidelerin yana devrilmesidir ki bu tip
hastalik belirtisi ¢okerten olarak adlandirilir.

Hastalik etmeni besi yerinde Rhizoctonia solani gelisimine benzer sekilde,
olusturdugu miseller baslangigta seffaf, vakuollii ve ¢ok niikleusludur. Daha sonra
yaslanmaya bagl olarak hifleri hafif sari-kahverengine déniismiistiir. izolatlarin yan
hifler, ana hiflerden tipik olarak 90° dik a¢1 olusturacak sekilde dallanma gostermistir.

Dallanma noktasina yakin yerlerde bélmelerin olustugu gézlenmistir.
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Fungusun morfolojik 6zelliklerinin belirlendigi mikroskobik gézlemlere ilaveten
yapilan molekiiler c¢alismalarla fungusun genomik DNA’sinin yukarda bildirilen
primerler ile ¢ogaltilan bolgelerin sekans analizleri sonucu izolatimizin %100 benzerlikle
Ceratobasidium sp ile eslestigi belirlenmis olup, izolattimizin elde edilen sekanslar
GenBankasi’na yiiklenmistir (GenBank erisim No: MH071975, MH071976, MH071977,
MHQ71978). Hastalik etmenin iilkemizde badem ¢ogiirlerinde varligr ilk kez bu ¢alisma
ile belirlenmistir.

Schroeder ve Paulitz (2012)’nin ABD yapmis oldugu ¢alismada hastalik etmenin
varlig1 kanola bitkisinde bildirmistir. Arastiricilarin yaptig1 ¢alismada kanola bitki kok
curtikliigii belirtisi gosteren Orneklerinden elde edilen hastalik etmeni izolatinin
Rhizoctonia solani’nin anastomosis grup I (AG-I) benzeri yapida oldugu, patojenite
calismalarinda kanola bitkisinin yanisira bezelye, bugday, nohut ve mercimek gibi
bitkilerin infekteli topraklardan cikiglarini da 6nemli diizeyde baskiladigini, hastaligin
test edildigi bitkilerde tipik olarak kok ve kokbogazinda incelmeler, kararmalar seklinde
clirlimelere neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Hastalik etmenin son zamanlarda farkli bitkiler {izerinde hastalik etmeni olarak
varlig iizerine olan bildirimlere rastlanilmistir. Biniikleat yapida Rhizoctonia-benzeri
yapida Ceratobasidium sp. etmeninin varligi Cin’de tibbi bitkilerden Atractylodes
macrocephala (Asteraceae) ve Dendrobium officinale (Orchidaceae) tizerinde (You ve
ark., 2013; Zhou ve ark., 2017), Hindistan’da ¢ilek ve Tagetes erecta bitkisinde (Saroj ve
ark., 2013; Baiswar ve Ngachan, 2018), Meksika’da karpuz bitkisinde (Meza-Moller ve
ark., 2014) kok ve kokbogaz ciirtikliigii hastaligina neden oldugu bildirilmistir.

Kok bogazinda incelmeler ve kizarma/kararmalarin gozlendigi fidelerden yapilan
izolasyon sonucunda elde edilen bir diger fungal etmen bitkilerde komiir ¢liriikligi
hastalig1 olarak bilinen hastalik etmeni Macrophomina phaseoli’dir. Kok ¢iirikliigi
belirtisi gosteren bitki 6rneginden elde edilen tipik izolatin geng hifleri renksiz ve fazlaca
dallanir ve her dal bir birine paralel yapida dallanma gosterir. Yasli hifler tipik olarak ince
bdlmeli ve dik dallanma seklinde bir gelisme gosterir. Bu hifler iistiinde 24°C ' de 2-3 giin
icinde siyah 70-100 pm ¢apinda mikro sklerotlar olusur. Mikro sklerotlar ise diiz, parlak,
siyah ve sekilsizdir. Fungusun morfolojik 06zelliklerinin belirlendigi mikroskobik
gozlemlere ilaveten yapilan molekiiler ¢alismalarla fungusun genomik DNA’sinin

yukarda bildirilen primerler ile gogaltilan bolgelerin sekans analizleri sonucu izolatimiz
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%100 benzerlikle Macrophomina phaseoli ile eslesmis olup, izolatimizin elde edilen
sekanslar GenBankasina yliklenmistir (GenBank erisim No: MH071987, MHO071988,
MHO071989, MHO071990). Hastalik etmenin iilkemizde gen¢ badem fidanlarinda kok
curiikliigiine neden oldugu ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Kok bogazinda incelmeler ve kizarma/kararmalarin gozlendigi fidelerden yapilan
izolasyon sonucunda elde edilen bir diger fungal etmen, bitkilerde solgunluk hastalig1
olarak bilinen ve genis konuk¢u dizilimine sahip olan hastalik etmeni Fusarium
oxysporum ’dur. Kok ciirtikliigli belirtisi gosteren bitki drneginden elde edilen tipik
izolatin PDA ve CLA besi yerinde gelisen kolonisi, agik beyaz renktedir. Fungusun
miselleribolmeli, seffaf yapida olup, klamidosporlar tek tek veya ¢iftli olarak
olusturmaktadir. Yogun sekilde olusturulan makrokonidiler 3-5 boélmeli, uzun, ince
duvarli, hafif kivrik ve fasulye seklindedir. Makrokonidilerin genelde 3 bdlmeli olam
daha yaygin sekilde goriilmiistiir. Yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda izolatin %99-
100 oraninda Fusarium oxysporum oldugu belirlenmistir. Fungusun morfolojik
ozelliklerinin  belirlendigi mikroskobik gdzlemlere ilaveten yapilan molekiiler
calismalarla fungusun genomik DNA’siin yukarda bildirilen primerler ile ¢ogaltilan
bolgelerin sekans analizleri sonucu izolatimiz %100 benzerlikle Fusarium oxysporum ile
eslesmis olup, izolatimizin elde edilen sekanslar GenBankasina yiliklenmistir (GenBank
erisim No: MH071983, MH071984, MHO071985, MHO071986). Hastalik etmenin
iilkemizde gen¢ badem fidanlarinda kok ciirtikliigiine neden oldugu ilk kez bu ¢aligma ile
belirlenmistir. Hastaligin badem fidanlarinda solgunluk etmeni olarak varligi Akbar
(2005) tarafindan Iran’in farkli illerindeki badem agaglarinda yapilan sdrveyler
sonucunda bildirilmistir. Benzer sekilde Beck ve ark. (2008) hastalik etmenini solgunluk
belirtisi gdsteren meyve agaglarindaki badem kabuklarindan elde etmistir.

Kok bogazinda incelmeler ve kizarma/kararmalarin gézlendigi fidelerden yapilan
izolasyon sonucunda elde edilen bir diger fungal etmen, bitkilerde beyaz kiif, kok
curiikliigii hastaligi olarak bilinen ve genis konukgu dizilimine sahip olan hastalik etmeni
Sclerotinia sclerotiorum’dur. S. sclerotiorum besi yerinde seffaf, bolmeli yapida hifler
seklinde gelisme gostermis olup, besi yeri lizerinde beyaz renkte miselyal koloniler
olusturmustur. Ekim yapildiktan bir hafta sonra besi yeri iizerinde gelisen miselyal
koloniler lizerinde ve genellikle petrinin kenarlarindan baglamak tizere daginik sekilde ve

sayida diizensiz yapida 3-20 mm caplarinda i¢i krem-beyaz, dis kismi siyah renkte
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sklerotlar olugturmustur. Hastalik etmeni fidanlarda kurumalara neden olduktan sonra
badem bitkisinin yanisira birgok sert ¢ekirdekli bitkiler (kaysi, erik, kiraz vb) iizerinde
“yesil meyve cliriikliigii” olarak adlandirilan hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Ogawa
ve English, 1991; Horst, 2008). Hastalik etmenin iilkemiz badem fidanlarinda kok
clriikliigii hastaligina neden oldugu ilk kez bu ¢aligsma ile ortaya konulmustur.

Caligmalarda kullanilan, enstiti kiiltiir koleksiyonunda yer alan, toprak kokenli
hastalik etmenlerinde biri de yakin zamanda Adiyaman ilinin Besni il¢esindeki ticari
badem bahgelerinde solgunluk, kok ve kokbogazi cliriikliigli belirtisi gosteren agaglarin
koklerinde izole edilmis Phytophthora chlamydospora etmenidir (Tiirk6lmez ve ark.,
2016). Oomycete hastalik etmeni Phytophthora chlamydospora izolati, elma rende agar
besi yerinde gelisen kolonisi acik beyaz renktedir. Miselleri saydam i¢i graniiler
yapidadir. Phytophthora tiirleri, konukgu bitkilerde miselyum veya oospor seklinde,
toprak ve bitki artiklar1 {izerinde ise klamidospor veya oospor seklinde uzun siire
canliligin1 siirdiiriir. En 6nemli enfeksiyon yapilari, sporangium igerisinde olusan
zoosporlardir.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda iilkemizde Phytophthora chlamydospora
disindabadem agaglarinda hastalik etmeninin bir diger tiirii olan ve Phytophthora
chlamydospora’nin olusturmus oldugu belirtilere benzer belirtilere Phytophthora
megasperma tarafindan da neden olundugu bildirilmistir (Kurbetli ve Yilmaz, 2015).
Ulkemizde badem agaclarinda bildirilen diger Phytophthora spp bagh kok ¢iiriikliik
hastalik etmenlerinin  Phytophthora cactorum, Phytophthora citrophthora ve
Phytophthora niederhauserii oldugu ayni arastirict tarafindan yapilan diger
caligmalarinda bildirilmistir (Kurbetli ve Degirmenci, 2010; Kurbetli ve Degirmenci,
2011)

4.2. Saghkh Bitkilerin Kok, Kokbogazi, Govdelerinden Aday Epifitik ve Endofit

Bakterilerin izolasyonu ve Tanilanmasi

Saglikli badem ¢ogiirli, fidanlig1 ve bahgelerinden temin edilen bitki toprak alti
(kok, kok bogazi ve koklere yakin topraklardan) ve toprak istii (kdk bogazina yakin
gbovde) aksamlarinda alinan 6rneklerden bolgeyi, konukcu bitki kismi ve izole edildigi

Petriyi temsil edecek sekilde farkli morfolojik goriiniimlii 9 adeti AEN (Almond ENdofit)
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olarak kodlanan endofit (%9.27), 88 adeti ise AEP (Almond EPifit) olarak kodlanan
epifit (%90.73) olmak iizere toplam 97 bakteri izolat1 elde edilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. (A ve B) Saglikli bitki dokularindan elde edilen bakteri siispansiyonlarindan
gelisen farklt morfolojik goriiniislii endofit bakterileriler. (C ve D) Saglikli gévde ve
kok yiizeylerinde gelisen epifit bakterilerin izolasyonu.

Bu izolatlar ikili kiiltiir testlerine alinmadan 6nce bitki patojeni olup olmadigini
belirlemek amaciyla saglikli tiitiin yapraklarinda HR (Sekil 4.5) ve patates dilimlerinde
yumusak ciirlikliik testlerine (Sekil 4.6) tabi tutulmus ve her iki testte negatif sonug veren
7 adeti endofit, 55 adet, epifit olmak tiizere 62 bakteri izolatinin antagonistik
etkinliklerinin badem ¢ogiir, fidan ve agaglarinda hastalik olusturan toprak kokenli
hastalik etmenlerinden Sclerotinia sclerotiorum , Ceratobasidium sp , Macrophomina

phaseolina , Fusarium oxysporum ve Phytophthora chlamydospora karsi arastirmak igin

tanilanmastir.
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Sekil 4.5. Epifit ve endofit bakterilerin bitki patojeni olup olmadigini belirlemek amac1
ile tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testi. Damar aralarina enjekte edilen (*)
yerlerde sadece bitki patojeni P.s. pv. phaseolicola (Psp) tarafindan olusturulan HR
reaksiyonu (ok). Endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlar1 (1-6 numarali) HR
reaksiyonu olusturmamastir.

m;«:.‘).‘- :

Sekil 4.6. Antagonist bakterilerin bitki patojeni olup olmadigini belirlemek amac ile
yapilan patates yumusak ciiriikliik testi. Inokulasyon noktalarinda (*) yumusak ¢iiriikliik
belirtisi olusturmayan izolat (B. subtilis subtilis AEP116) ile yumusak c¢iiriikliik
hastalig1 etmeni Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum Pcc 12 tarafindan
olusturulan tipik yumusak ¢iiriikliikbelirtileri (ok)
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Elde edilen bakterilerin Oncelikle morfolojik 6zellikleri (koloni tipi, rengi,
hareketliligi) ve biyokimyasal (gram reaksiyonlar1t KOH ve katalaz testi) testler ile
belirlenmistir. Yapilan testlemelerde elde edilen 62 izolattan 23 tanesi (%37.1) Gram-
negatif, 39 tanesi (%62.9) Gram-pozitif oldugu belirlenmistir. Elde edilen tiirler daha
sonra tiir diizeylerinde belirlenmesi amaciyla 2 tekerriirlii olmak {izere MALDI-TOF
yontemiyle kesin tiir teshisleri yapilmistir. Yapilan MALDI-TOF analizleri sonucu indeks
degeri 1.9 ve lizerinde olan toplam 58 izolat tiir diizeyinde belirlenmistir. Tiir diizeyinde
teshisi yapilan 58 izolat arasinda yer alan ve Staphylococcus spp, Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Enterobacter spp, Bordetella petrii olarak teshis edilen 12 adet farkli
tirlere ait izolatlarin literatiirlerde insan patojeni olmasi nedeni ile denemelerden
cikartilmig ve geri kalan 46 izolat tiirleri ile ¢alisilmaya karar verilmistir.

Tiir diizeyinde teshisi yapilan ve denemelerde kullanilan 46 izolata ait sonuglar
Cizelge 4.1 de sunulmustur. Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimi
incelendiginde en fazla elde antagonistik etkinlik gdsteren izolatlarin 26 adet ile Bacillus
cinsine bagli oldugu bunu sirasi ile 8 izolatla Serratia, 5 izolatla Ochrobactrum, 4 izolatla

Pseudomonas, 2 izolatla Enterobacter ve 1 izolatla Arthrobacter cinsleri takip etmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli endofit (AEN) ve epifit (AEP) antagonist bakteri izolatlarin tam
sonuclar1 ve genel 6zellikleri

izolat No. [Bakteri Tiir ismi B'Z'ﬂé;'ﬁ:; }}%’;X (nggz IEBK
AEP1 Pseudomonas aeruginosa 2.13 - G
AEP?2 Bacillus cereus 211 + K
AEP3 Bacillus subtilis subtilis 2.02 + K
AEP4 Bacillus mojavensis 2.10 + G
AEP5 Serratia marcescens 2.38 - K
AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 2.05 + K
AEN13 Bacillus mojavensis 211 + G
AEP14 Ochrobactrum tritici 2.09 - K
AEP15 Enterobacter cloacae ssp dissolvens 241 - G
AEP16 Bacillus cereus 2.07 + G
AEP18 Bacillus subtilis 2.07 + K
AEP19 Serratia marcescens 2.22 - K
AEP20 Bacillus mojavensis 2.33 + G
AEN22 Serratia marcescens 2.33 - K
AEP24 Bacillus mojavensis 2.33 + G
AEP26 Bacillus mojavensis 1.96 + K
AEN27 Enterobacter cloacae ssp cloacae 2.23 - K
AEP28 Bacillus subtilis 1.97 + K
AEN29 Bacillus pumilus 2.24 + K
AEP31 Ochrobactrum anthropi 2.35 - G
AEP32 Bacillus mojavensis 2.03 + K
AEP33 Bacillus megaterium 2.27 + K
AEP34 Bacillus thuringiensis 2.04 + K
AEN38 Serratia marcescens 231 - K
AEP57 Pseudomonas putida 2.33 - G
AEP59 Serratia marcescens 2.37 - G
AEP60 Serratia marcescens 241 - K
AEP66 Serratia marcescens 2.40 - K
AEP67 Ochrobactrum anthropi 2.38 - G
AEN72 Bacillus megaterium 2.26 + G
AEP75 Bacillus megaterium 2.34 + G
AEP81  |Arthrobacter oxydans 2.10 + G
AEP82 Bacillus vallismortis 2.03 + K
AEP84 Ochrobactrum anthropi 2.50 - K
AEP85 Serratia marcescens 2.39 - K
AEP91 Bacillus subtilis 2.06 + K
AEP93 Pseudomonas monteilii 2.19 - G
AEP95 Bacillus mojavensis 2.07 + K
AEP109  Bacillus mojavensis 2.13 + K
AEN110 Bacillus vallismortis 2.0 + G
AEP112  [Bacillus subtilis 2.09 + G
AEP113  Bacillus vallismortis 1.92 + K
AEP116  Bacillus subtilis subtilis 1.95 + K
AEP119  |Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 2.34 - G
AEP127  |Ochrobactrum intermedium 2.18 - G
AEP138  [Bacillus subtilis ssp subtilis 2.10 + K

IEBK (izole Edildigi Bitki Kism1): G, govde; K, kok-kokbogazi
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Cizelge 4.1°de de goriilebilecegi tiir diizeyinde teshisi yapilan 46 izolatin 19 adeti
Gram-negatif bakteri (toplam izolatin %41.3) tiirlerinden olusmustur. Toplam 19 Gram
negatif izolat1 arasinda, 8 izolat Serratia marcescens (%17.4), 3 izolat Ochrobactrum
antropi (%6.5), 1’er izolat ise (%2.2) Enterobacter cloacae ssp dissolvens, Enterobacter
cloacae ssp cloacae, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
monteilii, Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca, Ochrobactrum intermedium,
Ochrobactrum tritici olarak tiir diizeylerinde tanilanmiglardir.

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi toplam 27 adet Gram-pozitif bakteriden (toplam
izolatin %58.7), 26 izolatin (%96.3) farkli Bacillus spp. ait oldugu goriilmektedir.
MALDI-TOF analiz sonuglarina gore elde edilen Gram-pozitif bakterilerin tiirlere gore
dagilimi karsilastirildiginda en fazla elde edilen tiiriin 8’er izolat (%17.4) ile Bacillus
subtilis ssp subtilis ve Bacillus mojavensis oldugu, bu tiirleri sirayla 3’er izolatla (%6.5)
Bacillus vallismortis ve Bacillus megaterium, 2 izolatla (%4.35) Bacillus cereus, 1’er
izolat (%2.2) ile Bacillus thuringiensis ve Bacillus pumilis izolatlar1 izlemistir. Bacillus
spp disinda tanilanan 1 (%2.2) Gram-pozitif izolat ise Arthrobacter oxydans olarak
tanilanmustir.

S6z konusu 46 izolat arasinda endofit olarak izole edilen 6 farkl: tiir arasinda, 5
tirtin (Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Bacillus mojavensis, Bacillus
vallismortis ve Bacillus megaterium) hem epifit hemde endofit izolatlar1 oldugu, Bacillus
pumilis ise epifit olarak elde edilen tiirler arasinda bulunmadigi goriilmektedir.

Bitkilerin rizosfer olarak bilinen kok ve toprak bolgesi, filospher (phylosphere)
olarak bilinen toprak tistii aksamlar1 ve endosphere olarak bilinen her tiirlii bitki kisminin
i¢csel doku bolgesi bir¢cok faydali veya zararli mikroorganizmalara konukguluk eder. Bu
bolgelerde farkli tiirlere ait pek ¢ok fungal ve bakteriyel mikroorganizma yasamini
sirdiirir. Genellikle o, B ve y Proteobacteria subesinin yanisira Firmicutes ve
Actinobakteri tiirleri en fazla rapor edilen endofit bakterilerdir. Bacteroidetes,
Planctomycetes, Verrucomicrobia ve Acidobacteria sinifina dahil bakteriler ise endofit
olarak daha az siklikla rapor edilen tiirler igerir. Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea ve Microbacterium endofit bakterilerin en
fazla bildirilen bakteri cinsleridir (Sun ve ark., 2009; Romero ve ark., 2014; Hallmann ve
ark., 1997; Sturz ve ark., 2000; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Marquez-
Santacruz ve ark., 2010; Shi ve ark., 2014). Endofit bakteri izolatlarinin bulundugu bu
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cinsler ayn1 zamanda rizosferde epifit olarak bulunan bakteri izolatlarin yer aldig
cinslerdir. Bu nedenle endofit bakterilerin bir sekilde rizosfer kdkenli bakterilerin alt

populasyon grubu olabilecegi degerlendirilmektedir (Marquez-Santacruz ve ark., 2010).

4.3. Aday Bakteri Izolatlarinin Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin Engellenmesi

iizerine in vitro Antagonistlik Etkinliginin Belirlenmesi

Titlin yapraklarinda HR ve patates ¢iirtikliik testlerinde negatif sonug veren endofit
ve epifit karakterdeki 46 bakteri izolatin tamami ¢alismalarda kullanilan S. sclerotiorum,
Ceratobasidium sp, Macrophomina phaseolina , Fusarium oxysporum ve Phytophthora
chlamydospora’ninmisel gelisimini engelleme (antagonize etme) potansiyelleri PDA
iceren petri kaplarinda ikili kiiltiir testlemeleriyle (Sekil 3.2) belirlenmistir.

Bakteri izolatlarinin test edildigi fungal etmenlerinin misel gelisimlerini engelleme
oranlart (i) hi¢ engelleyemeyenler, (ii) %0.5-24.9 zayif diizeyinde engelleyenler; (iii)
%25.0-49.9 orta diizeyinde engelleyenler ve (iv) %50.0>giiclii diizeyde engelleyen
izolatlar olmak tizere 4 grup altinda incelenmistir (Dalal ve Kulkarni, 2013).

In vitro ikili kiiltiir test sonuclarina gore kullanilan tiim izolatlarin test edildikleri 5
farkli tiir hastalik etmenin misel gelisimlerini zayiftan gilicliiye olmak iizere degisen
oranlarda engelledigi belirlenmistir (Cizelge 4.2-4.6). Elde edilen sonuglar asagida

detayl olarak verilmistir.

4.3.1. Aday Bakteri Izolatlarimin Sclerotinia sclerotiorum Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatnin fungal etmen
Sclerotinia  sclerotiorum’nin  misel gelisimini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 5 izolatin (%10.87) misel gelisimini %0.1-24.9 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 16 izolatin (%34.78) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, 25 izolatin (%54.34) ise misel
gelisimini >%50 oranlarda olmak {izere giiclii diizeyde engelledigi belirlenmistir.
Yapilan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasinda onemli farkliliklarin oldugu,

Arthrobacter oxydans disinda Gram pozitif bakteri tiirlerinin (6zellikle Bacillus spp baglh
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izolatlar) hastalik etmeninin misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.2).

Hastalik etmeninin misel gelisimini giiclii diizeylerde engelleyen izolatlarin
genelde epifit kokenli oldugu, bu izolatlar arasinda en giiclii engellemenin %79.58
engelleme orani ile Bacillus cereus AEP2 izolatinin oldugu, bu izolati sirasiyla %74.58
ile Pseudomonas chlororapsis ssp aurantiaca AEP119, %71.67 engelleme orani ile
Bacillus vallismortis AEP113 ve Bacillus subtilis ssp subtilis AEP116, %69.58 engelleme
oran1 ile Bacillus cereus AEP16 izolatlar1 takip etmistir. izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak farkli oldugu gortilmistiir.

Hastalik etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlar ise %2.5 engelleme orani
ile Gram negatif bakterilerden Ochrobactrum intermedium AEP127 olurken, bu izolati
%3.75 engelleme orani ile Gram pozitif bakterilerden Arthrobacter oxydans AEP81 ve
%6.25 engelleme orani ile Gram negatif Ochrobactrum intermedium AEP31 izolatlar
izlemistir.

Baz1 Bacillus spp bakteri izolatlar1 inokulasyondan 4 giin sonra baslamak {izere
engelleme bolgesinin hemen yaninda gelismenin durduruldugu hifler {izerinde kararmalar
seklinde gozlenen morfolojik bozulmalara neden olurken, bu tiir engellemelerin
goriildigi petrilerde diger petrilerde goriilen sklerot olusumun hi¢ olmadig1 veya ¢ok az

sayida olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.2. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarn in vitro ikili kiltiir
testlerinde S. sclerotiorum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

izolat No. [Bakteri Tiir Ismi MIIS\ZIGG((:E?:;H ve Elll\ﬁglén(%y

K Kontrol (S. sclerotiorum) 60.00z 0.00

Psp 12  |P. syringae pv. phaseolicola 59.50yz 0.83
AEP1  |Pseudomonas aeruginosa 34.75pr 42.08
AEP2  |Bacillus cereus 12.25a 79.58
AEP3  |Bacillus subtilis subtilis 23.75¢-i 60.42
AEP4  |Bacillus mojavensis 23.50g-i 60.83
AEP5  [Serratia marcescens 40.00t 33.33
AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 20.75¢ef 65.42
AEN13 [Bacillus mojavensis 23.750-i 60.42
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Cizelge 4.2 (Devam). Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili
kiiltir testlerinde S. sclerotiorum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

AEP14  |Ochrobactrum tritici 30.75k-m 48.75
AEP15 [Enterobacter cloacae ssp dissolvens 38.25st 36.25
AEP16 [Bacillus cereus 18.25cd 69.58
AEP18  Bacillus subtilis 22.00e-g 63.33
AEP19 [Serratia marcescens 36.25rs 39.58
AEP20 [Bacillus mojavensis 24.50hi 59.17
AEN22 [Serratia marcescens 34.500-r 42.50
AEP24  Bacillus mojavensis 24.00g-i 60.00
AEP26  Bacillus mojavensis 32.00In 46.67
AEN27 |[Enterobacter cloacae ssp cloacae 34.500-r 42.50
AEP28  [Bacillus subtilis 23.750-i 60.42
AEN29 |Bacillus pumilus 52.50u 12.50
AEP31 |Ochrobactrum anthropi 56.25v 6.25
AEP32  [Bacillus mojavensis 22.50f-h 62.50
AEP33 [Bacillus megaterium 27.50j 54.17
AEP34  Bacillus thuringiensis 37.50s 37.50
AEN38 [Serratia marcescens 24.75i 58.75
AEP57  |Pseudomonas putida 29.00jk 51.67
AEP59 [Serratia marcescens 30.00kl 50.00
AEP60 [Serratia marcescens 32.50m-0 45.83
AEP66 [Serratia marcescens 39.75t 33.75
AEP67  |Ochrobactrum anthropi 36.50rs 39.17
AEN72 |Bacillus megaterium 32.50m-0 45.83
AEP75  |Bacillus megaterium 33.50n-p 44.17
AEP81 |Arthrobacter oxydans 57.75vy 3.75
AEP82  [Bacillus vallismortis 31.25Im 47.92
AEP84  |Ochrobactrum anthropi 24.00g-i 60.00
AEP85 [Serratia marcescens 31.501-n 47.50
AEP91  [Bacillus subtilis 23.50g-i 60.83
AEP93  |Pseudomonas monteilii 50.50u 15.83
AEP95  [Bacillus mojavensis 23.750-i 60.42
AEP109 [Bacillus mojavensis 23.25¢-i 61.25
AEN110 Bacillus vallismortis 24.00g-i 60.00
AEP112 Bacillus subtilis 24.75i 58.75
AEP113 Bacillus vallismortis 17.00bc 71.67
AEP116 [Bacillus subtilis subtilis 17.00bc 71.67
AEP119 |Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 15.25b 74.58
AEP127 |Ochrobactrum intermedium 58.50yz 2.50
AEP138 [Bacillus subtilis ssp subtilis 20.25de 66.25

MG:Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme oran1 (%)
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Sekil 4.7. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl epifit ve endofit bakteri izolatlarmin fungal
etmen S. sclerotiorum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

4.3.2. Aday Bakteri Izolatlarimn Macrophomina phaseolina Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatimin fungal etmen
Macrophomina phaseolina’nin misel gelisimini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 8 izolatin (%]17.4) misel gelisimini %0.1-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 10 izolatin (%21.74) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, geri kalan 28 izolatin (%60.87)
isemisel gelisimini >%50 oranlarda olmak Ttzere giiclii diizeyde engelledigi
belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Hastalik etmeninin misel gelisimini gii¢lii diizeyde engelleyen ilk 3 izolatinda Gram
pozitif Bacillus spp. oldugu belirlenmistir. Bu izolatlardan en giiglii diizeyde engelleyen
izolatin %72.5 engelleme orani ile Bacillus cereus AEP2 izolatinin oldugu, bu izolati
sirastyla %71.67 ile Bacillus vallismortis AEP113 ve %70.83 engelleme orani ile Bacillus
subtilis ssp subtilis AEP116 ve AEP138 izolatlar1 takip etmistir. Izolatlar arasindaki
farkin istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmiistiir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda Bacillus subtilis ssp subtilis AEP11, Pseudomonas chlororapsis ssp

aurantiaca AEP119, Bacillus mojavensis AEP20 ve endofit kokenli Serratia marcescens
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AEN38 izolatlar s6z konusu giiclii engelleme gosteren izolatlar ilk 3 istatistiksel gruba
diistiigt goriilmistiir (Cizelge 4.3, Sekil 4.8).

Hastalik etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlar ise %4.17 engelleme orani
ile Pseudomonas monteilii AEP93, Serratia marcescens AEP60, Bacillus pumilis
AEN29 olup, bu izolat1 %6.25 engelleme oranlari ile Arthrobacter oxydans AEP81, %7.5
engelleme oranlar ile Gram negatif bakterilerden Enterobacter clocaea ssp dissolvens
AEP15, Pseudomonas putida AEP57, Bacillus megaterium AEN72 ve AEP75 izolatlar
takip etmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.8. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl epifit ve endofit bakteri izolatlarmin fungal
etmen Macrophomina phaseolina’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

Cizelge 4.3. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili kiltiir
testlerinde Macrophomina phaseolina nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

izolat No. [Bakteri Tiir ismi Mli;lGG:;:il]I;ll ve En'\gﬂegtglzzlzil

K Kontrol (Macrophomina phaseolina) 60.00p 0.00
Psp 12  |P. syringae pv. phaseolicola 59.50p 0.83
AEP1  |Pseudomonas aeruginosa 27.75j 53.75
AEP2  Bacillus cereus 16.50a 72.50
AEP3  Bacillus subtilis subtilis 24.75hi 58.75
AEP4  Bacillus mojavensis 24.75hi 58.75
AEP5  Serratia marcescens 32.25| 46.25
AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 18.50bd 69.17
AEN13 Bacillus mojavensis 24.75hi 58.75
AEP14  (Ochrobactrum tritici 32.501 45.83
AEP15 [Enterobacter cloacae ssp dissolvens 55.50n 7.50
AEP16 [Bacillus cereus 20.25ef 66.25
AEP18 Bacillus subtilis 23.75gh 60.42
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Cizelge 4.3 (Devam). Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili

kiiltir testlerinde Macrophomina phaseolina nin misel gelisimini engelleme
potansiyelleri.
AEP19 [Serratia marcescens 33.501 44.17
AEP20 Bacillus mojavensis 18.75c-e 68.75
AEN22 [Serratia marcescens 32.501 45.83
AEP24  Bacillus mojavensis 19.50d-f 67.50
AEP26 Bacillus mojavensis 29.00jk 51.67
AEN27 [Enterobacter cloacae ssp cloacae 32.501 45.83
AEP28 Bacillus subtilis 24.75hi 58.75
AEN29 Bacillus pumilus 57.500 4.17
AEP31 |Ochrobactrum anthropi 37.75m 37.08
AEP32 Bacillus mojavensis 20.50f 65.83
AEP33 [Bacillus megaterium 22.50g 62.50
AEP34  Bacillus thuringiensis 36.50m 39.17
AEN38 [Serratia marcescens 19.00c-f 68.33
AEP57 [Pseudomonas putida 55.50n 7.50
AEP59 [Serratia marcescens 33.501 44.17
AEP60 [Serratia marcescens 57.500 4.17
AEP66 [Serratia marcescens 30.50k 49.17
AEP67 |Ochrobactrum anthropi 28.25j 52.92
AEN72 Bacillus megaterium 55.50n 7.50
AEP75 [Bacillus megaterium 55.50n 7.50
AEP81 |Arthrobacter oxydans 56.25n0 6.25
AEP82  Bacillus vallismortis 28.75j 52.08
AEP84  (Ochrobactrum anthropi 24.50hi 59.17
AEP85 [Serratia marcescens 32.501 45.83
AEP91  Bacillus subtilis 25.50i 57.50
AEP93  [Pseudomonas monteilii 57.500 4.17
AEP95  Bacillus mojavensis 24.75hi 58.75
AEP109 [Bacillus mojavensis 28.50j 52.50
AEN110 Bacillus vallismortis 24.75hi 58.75
AEP112 |Bacillus subtilis 24.50hi 59.17
AEP113 |Bacillus vallismortis 17.00ab 71.67
AEP116 |Bacillus subtilis subtilis 17.50a-c 70.83
AEP119 |Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 18.50b-d 69.17
AEP127 |Ochrobactrum intermedium 28.00j 53.33
AEP138 |Bacillus subtilis ssp subtilis 17.50a-c 70.83

MG:Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme oran1 (%)

4.3.3. Aday Bakteri Izolatlarinin Ceratobasidium sp. Misel Gelisiminin Engellenmesi

iizerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatimin fungal etmen

Ceratobasidium  sp’nin  misel  gelisimini
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degerlendirildiginde; 6 izolatin (%13.0) misel gelisimini %0.1-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 16 izolatin (%34.78) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, geri kalan24 izolatin (%52.17)
isemisel gelisimini >%50 oranlarda olmak {izere giiclii diizeyde engelledigi
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en giiclii diizeyde engelleyen izolatin %65.0
engelleme orani ile Bacillus subtilis ssp subtilis AEP138 oldugu, bu izolati %64.17
engelleme orani ile endofit Serratia marcescens AEN38, %63.75 ile Bacillus subtilis
AEP112 ve Bacillus mojavensis AEP4, izolatlar1 izlemistir. Bu izolatlarla istatistikse
olarak ayni gruba diisen diger izolatlar Bacillus subtilis ssp subtilis AEP91, AEP3,
AEP28, Ochrabactrum antropi AEP84, Bacillus mojavensis AEP95, AEP13, AEP109,
Bacillus vallismortis AEN110 izolatlar1 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9, Cizelge 4.4).

Hastalik etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlar ise %5.83 engelleme orani
ile Gram pozitif bakterilerden Arthrobacter oxydans AEP81 olup, bu izolati %7.5
engelleme orani ile Gram negatif bakterilerden Ochrobactrum antropi AEP31 ve
Pseudomonas monteilii AEP93, %12.5 engelleme orani ile Gram pozitif Bacillus safensis
AEN29 izolat1 izlemistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili kiiltiir
testlerinde Ceratobasidium sp.’niin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

izolat No. [Bakteri Tiir Ismi Mll\;ecla((;:::zl)ml e Ehr;lgéléezzl/g)e el

K Kontrol (Ceratobasidium sp.) 60.00t 0.00
Psp 12  |P. syringae pv. phaseolicola 59.50t 0.83
AEP1  |Pseudomonas aeruginosa 26.50gh 55.83
AEP2  |Bacillus cereus 27.75hi 53.75
AEP3  |Bacillus subtilis subtilis 22.50a-d 62.50
AEP4  |Bacillus mojavensis 22.25a-c 62.92
AEP5  [Serratia marcescens 36.50mn 39.17
AEP11 |Bacillus subtilis ssp subtilis 23.50c-e 60.83
AEN13 [Bacillus mojavensis 22.75a-d 62.08
AEP14  |Ochrobactrum tritici 31.25j 47.92
AEP15 [Enterobacter cloacae ssp dissolvens 50.00p 16.67
AEP16 [Bacillus cereus 25.50fg 57.50
AEP18 Bacillus subtilis 23.25b-e 61.25
AEP19 [Serratia marcescens 37.50m-0 37.50
AEP20 [Bacillus mojavensis 24.25d-f 59.58
AEN22 [Serratia marcescens 36.50mn 39.17
AEP24  Bacillus mojavensis 29.00i 51.67
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Cizelge 4.4 (Devam). Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili
kiiltir testlerinde Ceratobasidium sp.’niin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

AEP26 [Bacillus mojavensis 33.25kI 44.58
AEN27 |[Enterobacter cloacae ssp cloacae 36.50mn 39.17
AEP28 |Bacillus subtilis 22.50a-d 62.50
AEN29 |Bacillus pumilus 52.50r 12.50
AEP31 |Ochrobactrum anthropi 55.50s 7.50
AEP32  [Bacillus mojavensis 24.75e-g 58.75
AEP33 [Bacillus megaterium 25.50fg 57.50
AEP34  |Bacillus thuringiensis 31.75jk 47.08
AEN38 [Serratia marcescens 21.50ab 64.17
AEP57  |Pseudomonas putida 38.750 35.42
AEP59 [Serratia marcescens 38.750 35.42
AEP60 [Serratia marcescens 38.750 35.42
AEP66 [Serratia marcescens 37.50m-0 37.50
AEP67 |Ochrobactrum anthropi 33.75I 43.75
AEN72 |Bacillus megaterium 35.75m 40.42
AEP75  [Bacillus megaterium 49.25p 17.92
AEP81 |Arthrobacter oxydans 56.50s 5.83
AEP82  Bacillus vallismortis 24.25d-f 59.58
AEP84  |Ochrobactrum anthropi 22.50a-d 62.50
AEP85 [Serratia marcescens 37.75n0 37.08
AEP91  [Bacillus subtilis 22.25a-c 62.92
AEP93  |Pseudomonas monteilii 55.50s 7.50
AEP95  [Bacillus mojavensis 22.50a-d 62.50
AEP109 [Bacillus mojavensis 22.75a-d 62.08
AEN110 Bacillus vallismortis 22.50a-d 62.50
AEP112 Bacillus subtilis 21.75a-c 63.75
AEP113 Bacillus vallismortis 23.25b-e 61.25
AEP116 [Bacillus subtilis subtilis 23.00b-e 61.67
AEP119 [Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 35.75m 40.42
AEP127 |Ochrobactrum intermedium 33.50KkI 44.17
AEP138 [Bacillus subtilis ssp subtilis 21.00a 65.00

MG:Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orant (%)

Sekil 4.9. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl epifit ve endofit bakteri izolatlarmin fungal
etmen Ceratobasidium sp.’niin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.
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4.3.4. Aday Bakteri Izolatlarimn Fusarium oxysporum Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatinin fungal etmen
Fusarium oxysporum’un misel gelisimlerini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; test edilen 46 farkli bakteri izolat1 arasinda 3 izolatin (%6.5) misel
gelisimini %0.1-24.99 gibi degisen oranlarda zayif diizeyde engellerken, 17 bakteri izolat
(%36.95) fungusun misel gelisimini %25.1-49.9 gibi degisen oranlarda orta diizeyde
engellerken, %56.52 gibi biiyiik bir oraninin (26 izolat) >%50 oranlarda giiclii diizeyde
engelledigi belirlenmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasinda énemli
farkliliklarin oldugu, Serratia marcescens disinda Gram pozitif bakteri tiirlerinin hastalik
etmeninin misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5)

Hastalik etmeninin misel gelisimini en giiclii diizeyde engelleyen izolatin %70.0
engelleme orani ile Bacillus subtilis ssp subtilis AEP138 izolatinin oldugu, bu izolati
sirastyla %68.75 engelleme orani ile endofit Serratia marcescens AEN38 ve Bacillus
subtilis subtilis AEP116, %67.92 engelleme orani ile Bacillus subtilis subtilis AEP11 ve
Bacillus mojavensis AEP109 izolatlar1 takip etmistir. Izolatlar arasindaki farkin

istatistiksel olarak farkli olmadig1 goriilmistiir (Sekil 4.5, Cizelge 4.10).

Sekil 4.10. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkli epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen Fusarium oxysporum 'un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.
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Hastalik etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlar ise %8.33 engelleme orani

ile Gram pozitif bakterilerden Bacillus pumilis AEN29, %9.17 engelleme orani ile Gram

pozitif bakterilerden Arthrobacter oxydans AEP81, %14.17 engelleme orani ile Gram

negatif bakterilerden Pseudomonas monteilii AEP93 izolatlar1 izlemistir (Cizelge 4.5,

Sekil 4.10).

Cizelge 4.5. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarn in vitro ikili kiltiir
testlerinde Fusarium oxysporum’unmisel gelisimini engelleme potansiyelleri.

izolat No. [Bakteri Tiir Ismi M'\l/lsg (anrlf)lml ve El\;llgeéle((l;on)lem

K Kontrol (Fusarium oxysporum) 60.00t 0.00
Psp 12  |P. syringae pv. phaseolicola 59.50t 0.83
AEP1  |Pseudomonas aeruginosa 36.50n-p 39.17
AEP2  |Bacillus cereus 23.25gh 61.25
AEP3  Bacillus subtilis subtilis 22.00e-h 63.33
AEP4  |Bacillus mojavensis 22.00e-h 63.33
AEP5  [Serratia marcescens 33.25k-m 44.58
AEP11 |Bacillus subtilis ssp subtilis 19.25a-c 67.92
AEN13 |Bacillus mojavensis 22.50f-h 62.50
AEP14  |Ochrobactrum tritici 35.50n0 40.83
AEP15 [Enterobacter cloacae ssp dissolvens 38.00p 36.67
AEP16 |Bacillus cereus 21.25c-g 64.58
AEP18 [Bacillus subtilis 24.00h 60.00
AEP19 [Serratia marcescens 27.50i 54.17
AEP20 [Bacillus mojavensis 21.00c-f 65.00
AEN22 [Serratia marcescens 31.00j 48.33
AEP24  |Bacillus mojavensis 27.00i 55.00
AEP26 [Bacillus mojavensis 28.25i 52.92
AEN27 [Enterobacter cloacae ssp cloacae 31.00j 48.33
AEP28  [Bacillus subtilis 22.00e-h 63.33
AEN29 Bacillus pumilus 55.00s 8.33
AEP31 |Ochrobactrum anthropi 36.25n-p 39.58
AEP32 |Bacillus mojavensis 21.25¢c-g 64.58
AEP33 [Bacillus megaterium 21.75d-g 63.75
AEP34  Bacillus thuringiensis 32.50j- 45.83
AEN38 [Serratia marcescens 18.75ab 68.75
AEP57  |Pseudomonas putida 34.50I-n 42.50
AEP59  [Serratia marcescens 30.50j 49.17
AEP60 [Serratia marcescens 37.000p 38.33
AEP66 [Serratia marcescens 31.25jk 47.92
AEP67 |Ochrobactrum anthropi 32.00jk 46.67
AEN72 |Bacillus megaterium 37.500p 37.50
AEP75 |Bacillus megaterium 36.50n-p 39.17
AEP81 |Arthrobacter oxydans 54.50s 9.17
AEP82  Bacillus vallismortis 20.25b-e 66.25
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Cizelge 4.5 (Devam). Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili
kiiltiir testlerinde Fusarium oxysporum’unmisel gelisimini engelleme potansiyelleri.

AEP84  |Ochrobactrum anthropi 22.50f-h 62.50
AEP85 [Serratia marcescens 31.25jk 47.92
AEP91 Bacillus subtilis 21.25¢-g 64.58
AEP93  |Pseudomonas monteilii 51.50r 14.17
AEP95 |Bacillus mojavensis 22.50f-h 62.50
AEP109 [Bacillus mojavensis 19.75a-d 67.08
AEN110 Bacillus vallismortis 22.50f-h 62.50
AEP112 Bacillus subtilis 23.00f-h 61.67
AEP113 Bacillus vallismortis 20.25b-e 66.25
AEP116 [Bacillus subtilis subtilis 18.75ab 68.75
AEP119 |Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 22.75f-h 62.08
AEP127 |Ochrobactrum intermedium 34.75mn 42.08
AEP138 [Bacillus subtilis ssp subtilis 18.00a 70.00

MG:Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme oran1 (%)

4.3.5. Aday Bakteri izolatlarmn Phytophthora chlamydospora Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatinin fungal etmen P.
chlamydospora’ninmisel gelisimlerini engelleme diizeyleri acisindan
degerlendirildiginde; 13 izolatin (%28.26) misel gelisimini %0.1-24.9 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 12 izolatin (%26.1) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, geri kalan21 izolatin (%45.65)
isemisel gelisimini >%50 oranlarda olmak Ttzere giiclii diizeyde engelledigi
belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en gii¢lii diizeyde engelleyen izolatin %68.75
engelleme orani ile Bacillus mojavensis AEP109 izolatinin oldugu, bu izolat1 sirasiyla
%67.92-64.12 engelleme oranlar1 ile Bacillus vallismortis AEP82, Bacillus subtilis ssp.
subtilis AEP3, AEP28, AEP112, AEP138, AEP18, AEP91, AEP116, Bacillus mojavensis
AEP4, AEP13, AEP95, AEP20,AEP32, Ochrobactrum anthropi AEP84, endofit Serratia
marcescens AEN38, endofit Bacillus vallismortis AEN110 izolatlar1 takip etmistir.
Izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak farkli olmadig: goriilmiistiir (Sekil 4.11,
Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 incelendiginde ikili kiiltiir testlemelerinde hastalik etmenine kars1 diger

funguslara kiyasla daha fazla sayida bakteri izolatin etkinliginin diislik diizeyde oldugu
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goriilmiistiir. Fungal etmenin misel gelisimini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlarin
genelde Gram negatif bakteri tlirler oldugu goriilmektedir. Degerlere gore misel
gelisimini en diisiik diizeylerde engelleyen izolatlarin %4.17 engelleme oranlar ile
Enterobacter clocaea ssp dissolvens AEP15, Ochrobactrum intermedium AEP127
Ochrobactrum antropi AEP31 izolatlar1 olup, bu izolatlar1 %4.58 engelleme orani ile
Pseudomonas putida AEP57 izolati takip etmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarn in vitro ikili kiltiir
testlerinde Phytophthora chlamydospora’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

izolat No. |Bakteri Tiir ismi MI\I/IS g ((j:::]s)lml ve ﬁ;légl?&n)lea

K Kontrol (Phytophthora chlamydospora) 60.00k 0.00
Psp 12 | P. syringae pv. phaseolicola 59.75k 0.42
AEP1 Pseudomonas aeruginosa 32.50f 45.83
AEP?2 Bacillus cereus 27.50e 54.17
AEP3 Bacillus subtilis subtilis 19.50ab 67.50
AEP4 Bacillus mojavensis 19.50ab 67.50
AEP5 Serratia marcescens 36.25¢g 39.58
AEP11 | Bacillus subtilis ssp subtilis 23.50d 60.83
AEN13 |Bacillus mojavensis 19.50ab 67.50
AEP14 | Ochrobactrum tritici 35.50g 40.83
AEP15 |Enterobacter cloacae ssp dissolvens 57.50j 4.17
AEP16 |Bacillus cereus 55.50hi 7.50
AEP18 | Bacillus subtilis 20.25a-C 66.25
AEP19 | Serratia marcescens 54.25h 9.58
AEP20 | Bacillus mojavensis 20.25a-c 66.25
AEN22 | Serratia marcescens 36.75¢ 38.75
AEP24 | Bacillus mojavensis 35.50g 40.83
AEP26 |Bacillus mojavensis 32.50f 45.83
AEN27 | Enterobacter cloacae ssp cloacae 36.75¢ 38.75
AEP28 | Bacillus subtilis 19.50ab 67.50
AEN29 | Bacillus pumilus 55.25hi 7.92
AEP31 | Ochrobactrum anthropi 57.50j 4.17
AEP32 | Bacillus mojavensis 21.50c 64.17
AEP33 |Bacillus megaterium 24.00d 60.00
AEP34 | Bacillus thuringiensis 56.50ij 5.83
AEN38 | Serratia marcescens 19.75ab 67.08
AEP57 | Pseudomonas putida 57.25j 4.58
AEP59 | Serratia marcescens 56.75ij 5.42
AEP60 | Serratia marcescens 55.50hi 7.50
AEP66 | Serratia marcescens 35.50g 40.83
AEPG67 | Ochrobactrum anthropi 36.50g 39.17
AEN72 | Bacillus megaterium 36.50g 39.17
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Cizelge 4.6 (Devam). Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili
kiiltiir testlerinde Phytophthora chlamydospora’nin misel gelisimini engelleme
potansiyelleri.

AEP75 | Bacillus megaterium 56.50ij 5.83
AEP81 | Arthrobacter oxydans 56.75ij 5.42
AEP82 |Bacillus vallismortis 19.25ab 67.92
AEP84 | Ochrobactrum anthropi 19.50ab 67.50
AEP85 | Serratia marcescens 36.50g 39.17
AEP91 | Bacillus subtilis 20.50bc 65.83
AEP93 | Pseudomonas monteilii 56.50ij 5.83
AEP95 | Bacillus mojavensis 20.00a-c 66.67
AEP109 | Bacillus mojavensis 18.75a 68.75
AEN110 | Bacillus vallismortis 19.75ab 67.08
AEP112 | Bacillus subtilis 19.75ab 67.08
AEP113 | Bacillus vallismortis 23.50d 60.83
AEP116 | Bacillus subtilis subtilis 20.50bc 65.83
AEP119 Pseudo_monas chlororaphis ssp 36.50g 39.17
aurantiaca
AEP127 | Ochrobactrum intermedium 57.50j 4.17
AEP138 | Bacillus subtilis ssp subtilis 19.75ab 67.08

MG:Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)

Sekil 4.11. ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen Phytophthora chlamydospora’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

Calismamizda farkli bolgelerde yetisen badem ¢6giir, fidan ve agaglarin farkl bitki
kisimlarimin yiizeyinden ve igsel dokularindan yapilan izolasyonlar sonucunda insan ve
bitki patojeni olmayan 46 bakteri izolatt ve izole edildikleri yerler acgisindan

degerlendirildiginde, cogunlugunun kok bolgesi ve ylizeylerinden (epifit) elde edildigi
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belirlenmistir. Bu durum bitki kok bolgesinin besin igerigi ve miktari agisindan diger bitki
bolgelerine gore daha avantajli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Patates
yumrularinin yiizeysel ve igsel dokulardan yaptigi antagonist bakteri izolasyonlari
sonucunda benzer sekilde epifit antagonist bakterilerin bitki i¢sel dokulardan yapilan
izolasyonlara kiyasla daha fazla siklikta oldugu, bunun bitki toprak besleme ve bitki
kokleri tarafindan extraseliller olarak ortama salinan besin maddelerinden
kaynaklanabilecegini bildirmistir. Yine antagonist mikroorganizmalarin farkli bitki
donemlerinde yapilan izolasyon sonuglarina gore degerlendirildiginde, bitki ¢iceklenme
doneminde elde edilen antagonist bakteri yogunlugunun bitki yumru olusumu sirasinda
elde edilen izolasyonlardan daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Arastirict bitkilerde
ciceklenme doneminin antagonist bakteri izolasyonu i¢in en uygun dénem oldugunu
bildirmistir.

Elde edilen 46 antagonist bakteri izolatin tiir diizeyinde tani1 caligsmalarinda elde
edilen sonuglara (Cizelge 4.1) gore 27 adet Gram-pozitif (toplam izolatin %58.7), 19
adeti Gram-negatif bakteri (toplam izolatin %41.3) tiirlerinden olusmustur. 27 adet Gram-
pozitif bakteri izolatinin biiyiik oranini 26 izolat ile (toplam gram pozitif izolatin %96.29)
farkli Bacillus spp. ait oldugu goriilmektedir. Gram-pozitif bakterilerin tiirlere gore
dagilimi incelendiginde en fazla elde edilen tiiriin 8’er izolat (%17.4) ile Bacillus subtilis
ssp subtilis ve Bacillus mojavensis oldugu, bu tiirleri sirayla 3’er izolatla (%6.5) Bacillus
vallismortis ve Bacillus megaterium, 2 izolatla (%4.35) Bacillus cereus, 1’er izolat
(%2.17) ile Bacillus thuringiensis ve Bacillus pumilis izolatlari izlemistir. Elde edilen ve
tanis1 yapilan izolatlar goz Oniine alindiginda, onceden yapilmis birgok biyolojik
miicadele ¢alismalarinda elde edilen sonuglara benzer sekilde Bacillus spp. ait izolatlar
izolasyonlarda en fazla siklikla karsilagilan bakteriler olmustur.

Yapmis oldugumuz literatiir aragtirmalarinda Bacillus spp ait izolatlarin 70’den
fazla antimikrobiyal etkiye sahip metabolit/bilesik/antibiyotik tirettigi ve bu bilesiklerin
farkli konukgu bitkilerde yaprak, meyve, ¢icek, govde, koklerde hastalik olusturan fungal
ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 en fazla galigilan ve etkinligi ortaya konulmus
tiirler oldugu goriilmiistiir. Bacillus spp. arasinda ise B. subtilis tiiriiniin genomlarimnin %4-
5’1 ¢ok farkli tiirde antibiyotik sentezi yapma yetisinde olmasi nedeni ile iizerinde en fazla
caligilan tir olmustur (Stein, 2005). Bu bilesikler arasinda iturin B. subtilis ve B.

amyloliquefaciens tarafindan, surfactin veya yakin tiirevleri olan lichenysin B. coagulans
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(Huszcza ve Burczyk, 2006), B. pumilus ve B. licheniformis, fengycin ise B. subtilis ve
B. amyloliquefaciens’in yanisira B. cereus (Tsuge ve ark., 1999) ve B. thuringiensis (Kim
ve ark., 2004) tarafindan tiretilir.

Bacillus spp. (ozellikle Bacillus subtilis) farkli molekiiler yapiya sahip
antimikrobiyal bilesikler tiretmeleri, iiretilen bilesiklere karsit patojenlerin kolayca
dayaniklilik gelistirememesi, olumsuz ¢evre kosullarina karsi dayanikli endospor
olusturmalar1 gibi {istlin biyolojik Ozellikten dolayr hastaliklara kars1 etkili
biyopestisitlerin {iretilmesinde en uygun adaydir. Giliniimiizde kiiresel pazarda
biyopreparati yapilmis olan Onemli bakteri tiirlerinin Agrobacterium, Bacillus ve
Pseudomonas cinslerine bagli oldugu bilinmektedir (Fravel, 2005). Bu iirlinlerin yaridan
fazlasini Bacillus spp ait biyopreparatlar olusturur. Bu preparatlar arasinda en fazla pazar
payini (>%70) boceklerle miicadelede kullanilan B. thuringiensis preparati almaktadir.
Bacillus subtilis strain GBO3, B. subtilis strain QST 713, B. subtilis MBI 600, B. subtilis
var. amyloliquefaciens strain FZB24, B. licheniformis strain SB3086 ve B. pumilus GB
34 nolu izolat1 biyopreparat1 yapilmis pazarda énemli yere gelmis tiirlerdir.

Calismada elde edilen izolatlar tiir diizeylerinde incelendiginde endospor iiretme
kabiliyetinde olan Bacillus spp (6zellikle Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. megaterium,
B. thuringiensis, B. vallismortis, B. cereus, B. amyloliquefaciens)’in test edilen fungal
etmenlerin yanisira farkli konukgu bitkilerde diger toprak ve yaprak kokenli hastalik
etmenlerine kars1 yiiksek diizeylerde antagonistik etkinlikler gosterdigi, antagonistik
etkinliklerin genelde aralarinda ¢alismalarimizda da belirledigimiz antimikrobiyal
bilesiklerin (siderofor, proteaz, amonyak gibi) yanisira, biysiirfektant, antibiyotik
peptidler, mikolotik enzimlerden chitinaz, B-1,3-glucanase and B-1,4-glucanase gibi
enzimlerden kaynaklandigi bildirilmistir (Huang and Chen, 2004; Araujo ve ark. 2005;
Chung ve ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Gupta ve ark.,2006;
Xiao ve ark., 2009; Senthilkumar ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012;).

Bu etmenler arasinda ABD’nin Mojave ¢oliindeki topraklardan ve bu topraklarda
yetisen bitkilerin i¢sel dokusundan izole edilerek tanilanms yeni bir bakteri tiirii olan
Bacillus mojavensis misir bitkilerinde bitki gelisimini tesvik etmesinin yani sira Fusarium
verticillioides, gibi toprak kokenli hastalik etmenlerini surfaktin tiretmek suretiyle etkili
bir sekilde baskilayan biyolojik miicadele etmeni oldugu bildirilmistir (Bacon ve ark.,

2012).
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Bacillus subtilis’e yakin akraba tiirlerden biride daha ¢ok endofit olarak elde edilen
Bacillus vallismortis’ dir. Genis yaprakli mese yapragindan endofit olark elde edilen ve
Bacillus vallismortis olarak tanilanan bakteriyel izolat ikili kiiltiir testlerinde Fusarium
graminearum, Alternaria alternata, Phytophthora capsici, Cryphonectria parasitica ve
Rhizoctonia solani gibi bir ¢ok bitki patojeni fungal hastalik etmenine kars1 oldukga etkili

bir antagonistik etkinlik gdsterdigi bildirilmistir (Zhao ve ark., 2010).

4.4. Aday Bakteri izolatlarimin Hastahk Etmenlerini Engellemede Kullandiklari

Biyokontrol Mekanizmalarimin Belirlenmesi

4.4.1. Aday Bakteri izolatlarinin Fungus Hifleri Uzerinde Sebep Oldugu Morfolojik
Degisikliklerin Isik Mikroskobu Altinda Belirlenmesi

Antagonist etkinlik gosteren izolatlarinin bulundugu petrilerde engelleme bolgesine
yakin yerlerdeki funguslarin miselleri {izerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler
151k mikroskobu altinda belirlenmistir. Test edilen fungal etmenlerden 6zellikle Bacillus
spp. ait izolatlar (6zellikle B. subtilis subtilis izolatlari) engelleme bdlgesinin yanindaki
Sclerotinia sclerotiorum hifleri izerinde koyu kararma seklinde morfolojik bozulmalara
neden oldugu gorilmistiir (Sekil 4.12A). Bu bolgelerden alinan hifler 151k mikroskopu
altinda incelendiginde sitoplazmik igerikte vakuollesme, biliziisme, pihtilasma ve ug
kisimlarda sitoplazmik icerigin hif disina bosalma seklinde bozulmalarin oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.12C). Benzer sekilde diger fungal tiirlerinde (F. oxysporum, M.
phaseolina) engelleme bolgelerine yakin noktalarinda Sclerotinia sclerotiorum hifleri
tizerinde koyu kararma seklinde morfolojik bozulmalara benzemeyen, daha ¢ok erime
seklinde makroskobik degisiklikler gozlenmistir (Sekil 4.12D,G). Bu bdlgelerden alinan
hifler mikroskop altinda incelendiginde, Macrophomina phaseolina hiflerinde
bogumlasma, kisalma seklinde hifsel bozulmalar gozlenmis olup (Sekil 4.12F),
Fusarium, Ceratobasidium sp ve Phytopthora hiflerinde daha c¢ok sitoplazmik

vakollesmeler, hiflerde sismeler, bogumlagmalar seklinde gozlenmistir (Sekil 4.121)
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Sekil 4.12. In vitro ikili kiiltiir testlerinde farkli antagonist bakteri izolatlarinin engelleme
bolgesine yakin yerlerdeki fungal hastalik etmen, S. sclerotiorum (A-C), M. phaseolina
((D-F) ve Fusarium oxysporum (G-I) miselleri {izerinde neden oldugu kararma ve erime
seklindeki morfolojik degisiklikler (ok). (B,E,H) Kontrolde saglikli gelisen misellerin
goriiniimii, (C, F, I) antagonist bakteri izolatlarinin engelleme bdolgesinin yanindaki
miseller iizerinde olusturdugu sitoplazmik vakollesmeler, hiflerde sismeler,
bogumlagmalar seklinde olusan morfolojik bozulmalar (ok) gostermektedir.

Antagonist bakterilerin fungal miseller {izerinde antagonistik etki sonucu
kararmalara neden oldugu engelleme bolgesinin yanindaki bolgelerden alinan morfolojik
yapist bozuk misel diskleri taze PDA besi yerlerine konulmak suretiyle misel canliliginin

durumu, gosterilen antagonizmin ise fungusidal veya fungustatik durumlarn
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belirlenmistir. Benzer sekilde engelleme bolgesi iizerine 5 giinliik saglikli fungal misel
diskleri (6 mm capinda) yerlestirilmek suretiyle, engelleme bolgesindeki antimikrobiyal
bilesiklerin varlik durumu belirlenmistir (Sekil 3.4).

Bu sekilde yapilan ¢aligmalar sonucunda engelleme bolgesi tizerine konulan taze,
canli fungus misel disklerinden higbir sekilde ¢imlenmenin olmadigi kayit edilmigtir
(Sekil 3.4A). Diger yandan, hifsel bozulmanin oldugu bolgelerden alinan misel disklerin
taze besi yerine kondugunda bu hiflerden gelismenin olmadigi belirlenmistir (Sekil 3.4B).
Her iki ¢calisma sonucu, engelleme bdlgesine yakin noktalarindaki hiflere kars1 gosterilen
antagonistik etkinin fungisidal sekilde oldugunu gdstermistir.

Her iki gozlem sonucu antagonist bakteriler tarafindan salgilan ve hiicrede
deformasyona neden olan antifungal metabolit(ler)in fungus miselleri lizerinde ‘“geri
doniisiimsiiz hiicre membran zararlanmasima” (Irreversible Membran Damage, IMD)
neden olmak suretiyle hiicre oOliimlerine neden oldugunu gostermektedir. IMD
zararlanmasi sonucu hiicre iginde biriken veya sentezlenen antimikrobiyal sekonder
bilesikler sonucunda hiicre kararak nekrotiklesir, organeller hiicre i¢inde biitlinliigiinii ve
fonksiyonelligini kaybeder, hiicre icinde vakuollesmeler goriilerek sonugta hiicre
canliligint yitirir (Woods ve ark., 1988).

Bu tiir hifsel bozulmalar 6zellikle dayaniklilik geni tasiyan bitkilerde enfeksiyon
noktasindaki fungal hiflerinde ortaya g¢ikan tipik bir reaksiyon olup, sonugta fungal
hiflerin 6lmesi ile hastalik basarili bir sekilde baskilanabilmektedir.

Rizosfer bolgesinde yasayan mikrobiyal tiirler tarafindan iiretilen fungal hastalik
etmenlerin  misel/hiflerindeki  karbonhidrat/protein  yapisindaki  bilesenlerinin
parcalanmasindan sorumlu hidrolitik enzimler fitopatojen fungal tiirlerin hif ve misel
hiicre duvarlarinda bulunan polisakkaritlerin glikosidik baglar1 parcalayabilmektedir.
Sonugta hiflerde nekrotiklesme, vokuollesme, yikilma sonucunda hiicre materyallerinin
disar1 bosalmasiyla sonuclanan erimeler sonucu hiicre 6liimlerine neden olur (Jadhav ve
ark., 2017). Engellenme bolgesine yakin noktalarda fungus hiicre duvarindaki kararma,
erime, vakuollesme, biiziisme gibi morfolojik anormalliklerin genelde antagonist bakteri
izolatlarinca (6zellikle Bacillus spp. bagli izolatlar) olusturulan chitinases,
dehydrogenase, B-1,3-glucanase, p-1,4-glucanase, lipases, phosphatases, proteases gibi
ekstraseliiler mikolotik hiicre duvarini yikan enzimlerden kaynaklandigi ve Botrytis

cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseoli, Sclerotium rolfsii, Fusarium
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oxysporum, Phytophthora sp., Rhizoctonia solani ve Pythium ultimum gibi birgok toprak
ve yaprak kokenli O6nemli bitki hastalik etmenlerinin gelisimini baskiladiklar
bildirilmistir (Araujo ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2012; Senthilkumar ve ark., 2009;
Chung ve ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Huang ve Chen, 2004;
Gupta ve ark.,2006; Xiao ve ark., 2009).

S6z konusu hidrolitik enzimler diger bakteri izolatlarincada (Enterobacter spp.,
Serratia spp., Pseudomonas spp., Ochrobactrum spp.,) tiretilmekle birlikte, olusturulan
enzimlerin tiirii, konsantrasyonu ve test edildikleri funguslarin hiicre duvarmin yapisi
hifler iizerindeki deformasyonlarin olusup olusmamasi ve siddeti {izerinde belirleyici
faktorlerdir (Rani ve Reddy, 2011; Sowndhararajan ve ark. 2012; Ferraz ve ark., 2014;
Ullah ve ark., 2017).

4.4.2. Aday Bakteri Izolatlarimmn Protease Enzimi Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinca hiicre duvarii yikan enzimlerden biri olan protease iiretimi
%2 yag1 alinmis siit tozu igeren LB (SMLBA) Agar besi yeri iizerlerinde belirlenmistir.
Bu 6zel besi yeri tizerinde bakterilerin tirettigi protease enzimi yagi alinmais siit tozundaki
caseini ¢ozerek bakteri kolonisi etrafinda seffaf bir engelleme bolgesinin olusumuna
neden olmustur (Sekil 3.5A). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7 de de goriilebilecegi gibi test edilen tiim izolatlar arasinda bitki patojeni
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ‘nin yanisira antagonist izolatlardan
Ochrobactrum tritici AEP14, Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15, Enterobacter
cloacae ssp cloacae AENZ27, Ochrobactrum anthropi AEP31, AEP67,AEP84,
Arthrobacter oxydans AEP81, Pseudomonas monteilii AEP93, Ochrobactrum
intermedium AEP127 izolatlart besi yerinde proteaz enzim iretim aktivitesi
gostermemistir. Diger tiim izolatlar liretmis olduklar1 proteaz enzim aktivitesi ile bu
gruptan istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik gostermistir.

Cizelge 4.7. Farkli endofit ve epifitantagonist bakteri izolatlarin hastalik etmenlerini
engellemede kullandiklar1 biyokontrol mekanizmalari.

izolat No. [Bakteri Tiir ismi Pro-index| NHz | S-index | F-index
Psp 12 |P. svrinaae pv. phaseolicola 0.00a - 1.28a-¢ 0.00a
AEP1 |Pseudomonas aeruginosa 2.390-i - 1.68f- 2.78f
AEP2 |Bacillus cereus 2.00e-g + 1.91j-0 0.00a
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AEP3 |Bacillus subtilis subtilis 1.16b + 11.79h-m 1.24b
AEP4 Bacillus mojavensis 1.18b ++ | 1.60e-j 1.11b
AEP5 [Serratia marcescens 3.40Kkl ++ | 2.17n-p 2.89f
AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 1.46b-d ++ | 1.54d-i 0.00a
AEN13 Bacillus mojavensis 1.13 ++ | 1.69f-m 1.16b
AEP14 |Ochrobactrum tritici 0.00a ++ [1.73h-m 1.94de
AEP15 |Enterobacter cloacae ssp dissolvens 0.00a ++ 2.81s 1.45bc
AEP16 Bacillus cereus 2.370-i + 1.59e-j 0.00a
AEP18 |Bacillus subtilis 1.08b ++ | 1.69f-m 1.18b
AEP19 [Serratia marcescens 3.18j-I + 2.210p 2.01de
AEP20 |Bacillus mojavensis 3.55k-m | ++ | 1.14ab 1.22b
AEN22 [Serratia marcescens 2.76ij + 1.85i-0 2.18e
AEP24 |Bacillus mojavensis 1.69c-e + 1.02a 1.11b
AEP26 |Bacillus mojavensis 2.16e-h + 1.33a-f 1.14b
AEN27 [Enterobacter cloacae ssp cloacae 0.00a ++ 2.67rs 1.36bc
AEP28 |Bacillus subtilis 3.95mn + 1.53c-i 1.23b
AEN29 [Bacillus pumilus 2.310-i + 1.15ab 1.13b
AEP31 |Ochrobactrum anthropi 0.00a ++ | 1.16ab 0.00a
AEP32 |Bacillus mojavensis 2.52hi + 2.38pr 1.35bc
AEP33 |Bacillus megaterium 2.19f-h + 1.06a 1.22b
AEP34 Bacillus thuringaiensis 1.71c-f ++ | 1.23a-¢ 0.00a
AENS38 [Serratia marcescens 3.48k-m | ++ | 2.04l-p 2.19¢
AEP57 |Pseudomonas putida 3.67Im ++ 3.18t 1.35bc
AEP59 [Serratia marcescens 3.34Kkl ++ | 1.87i-0 3.73a
AEP60 [Serratia marcescens 3.57k-m | ++ |2.05m-p 3.78a
AEP66 [Serratia marcescens 3.89mn ++ | 2.00k-0 1.96de
AEP67 |Ochrobactrum anthropi 0.00a ++ | 1.18a-d 0.00a
AEN72 Bacillus meaaterium 2.430-i + 1.08ab 1.10b
AEP75 |Bacillus megaterium 2.56hi + 1.07a 1.27b
AEP81 |Arthrobacter oxydans 0.00a ++ | 1.28a-e 0.00a
AEP82 Bacillus vallismortis 1.12b ++ | 1.44b-h 0.00a
AEP84 |Ochrobactrum anthropi 0.00a ++ | 1.14ab 0.00a
AEP85 [Serratia marcescens 3.25KI +++ [ 1.78h-m 2.19¢
AEP91 Bacillus subtilis 1.41b-d ++ | 1.82i-n 1.10b
AEP93 |Pseudomonas monteilii 0.00a +++ | 3.37t 1.67cd
AEP95 |Bacillus mojavensis 2.10e-h ++ | 1.82i-n 1.18b
AEP109 [Bacillus mojavensis 1.14b ++ | 1.52c-i 1.26b
AEN110 Bacillus vallismortis 1.78d-f ++ | 1.17a-Cc 1.14b
AEP112 Bacillus subtilis 1.22bc ++ | 1.65f-k 1.17b
AEP113 |Bacillus vallismortis 3.49k-m + 1.35a-0 1.19b
AEP116 |Bacillus subtilis subtilis 4.33n +++ | 1.45b-h 1.16b
AEP119 |Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiacal 3.17ik ++ |1.719-m 0.00a
AEP127 |Ochrobactrum intermedium 0.00a ++ | 1.11ab 0.00a
AEP138 |Bacillus subtilis ssp subtilis 1.22bc | +++ | 2.01k-0 1.24b

Pro-index:Protease; NHs: Amonyak; S-index:Siderofor; F-index: Fosfor ¢ozlniirlik indeks
degerleri. -, renk degisimi olmadigini, +, ++, +++ ise amonyak konsantrasyonun artigina paralel
renk degisim siddetindeki artig1 gosterir.

Test edilen antagonist bakteri izolatlar1 arasinda en fazla proteaz iiretimi (engelleme
bolgesi ¢api/bakteri koloni ¢apina oraninin en fazla oldugu) 4.33, 3.95 ve 3.89 ¢oziiniirliik
indeks degerleri ile sirasi ile in vitro antagonistik etkinligi nispeten yiiksek izolatlardan
olan Bacillus subtilis ssp. subtilis AEP116 ve AEP28 izolatlar1 ile nispeten daha diisiik
etkin antagonist izolatlardan olan Serratia marcescens AEP66 oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.13). Bacillus mojavensis, Bacillus vallismortis, Pseudomonas chlororaphis ssp
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aurantiaca izolatlarida yiiksek diizeyde proteaz enzim iiretimi gosteren izolatlar arasinda

yer almistir.

AEP113

Sekil 4.13. Farkli antagonist bakteri izolatlarinin SMLBA besi yerinde protease enzim
iiretme potansiyellerinin belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarinca iiretilen protease
enzimi siit tozundaki caseini indirgemesi sonucu farkli ¢caplarda engelleme bdlgeleri
(ok) olustururken, bitki patojeni P. s. pv. phaseolicola (*) tarafindan herhangi bir
sekilde engelleme bolgesi olusturamamigtir.

4.4.3. Aday Bakteri izolatlarmin Amonyak (NH3) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin ugucu bilesiklerden amonyak (NH3) olusturma
potansiyelleri peptonlu su icerinde gelisen bakteri siispansiyonu iizerine Nessler’s
cozeltisi eklenmek suretiyle belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 2013). Besi yeri
icerisinde bakterilerce olusturulan amonyak iiretimi tiiplerdeki besi yeri renginin agik
saridan kahverengi-koyu sar1 renge doniismesiyle belirginlesmistir (Sekil 3.6). Yapilan
testlemelerde bakterilerin tiiplerde olusturdugu renk degisim siddeti; -, renk degisimi
olmadigini, +, ++, +++ ise amonyak konsantrasyonun artigina paralel renk degisim

siddetindeki artig1 gostermistir. Deneme sonucunda test edilen 46 izolatin yanisira kontrol
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olarak bitki patojeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola yer almistir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelgede de goriilecegi gibi, izolatlar arasinda AEP85, AEP93, AEP116, AEP138
izolatlar1 yiiksek diizeyde amonyak tiretimi sonucunda daha siddette renk degisikliklerine
neden olurken, Pseudomonas aeruginosa ve bitki patojeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola herhangi bir renk degisikligine neden olmamistir. Bu izolatlar disinda tiim

izolatlar besi yerinde degisen miktarda amonyak iirettigi belirlenmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Farkl1 antagonist bakteri izolatlarinin amonyak tiretme potansiyellerinin
belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarinca besi yeri igerisinde olusturulan amonyak
iiretimi tiiplerdeki besi yeri renginin agik saridan koyu sari-kahverengine doniismesiyle
belirginlesmistir. En soldaki tiip icerisinde AEP1 izolat1 tarafindan herhangi bir sekilde
amonyak iiretilmemesi nedeni ile renk degisimi olugsmamustir.

4.4.4. Aday Bakteri Izolatlarinin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarmin hidrojen siyaniir (HCN) olusturma potansiyelleri Castric
(1977) tarafindan bildirilen yontem ile belirlenmistir. Test edilen bakteri izolatlar
ierisinde 4.4 gr L glycine iceren TSA besi yeri iizerine gizilerek inokulasyonlari
yaptlmustir. Petri kapagina ise 0.05% picric acid + 1% sodium carbonate (Na.COz)
siispansiyonu ile 1slatilmistir filtre kagitlar1 yerlestirilmistir. Daha sonra petri kabi
kapatildiktan sonra etrafi parafilm ile ¢evrilmis ve petriler 26 °C'de 3 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Petri kab1 kapagindaki filtre kagid1 renginin sar1 renkten kahverengi veya
koyu kirmiziya doniismesi ortamda HCN {iretiminin olustugunu gostermektedir (Castric,
1977). Deneme sonucunda test edilen 46 izolatin yanisira kontrol olarak bitki patojeni
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola yer almistir. Bitki patojeni Pseudomonas

syringae pv. phaseolicola ile birlikte test edilen izolatlardan higbiri besi yerinde HCN
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tiretmemistir. Deneme 5 kez tekrar edilmesine ragmen herhangi bir sekilde farkli bir

sonu¢ alinmamustir.

4.4.5. Aday Bakteri Izolatlarimn Siderofor Olusturma Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Siderofor tiretimi Schwyn ve Neilands'in (1987) tarafinca bildirilen chrom azurol S
(CAS) boyasi igeren mavi CAS Agar besi yeri kullanilarak belirlenmistir. Bakteri kolonisi
etrafinda olusturulan engelleme bolgesi bakterilerin irettigi hydroxamate-tip
siderefor’dan dolay1 indikatdr boya olan krom azurol iin indirgenerek besi yeri renginin
maviden sari-turuncu renge doniismesine neden olmustur (Sekil 3.5B ve Sekil 4.11).
Bakterilerin olusturdugu siderofor siddeti olusturulan bolgenin capinin ve bakteri
kolonisinin ¢apimin Olgiillip oranlamasina gore elde edilen indeks degerine gore
degerlendirilmistir. Hi¢ olusturmayan bakterinin ¢6ziiniirliik indeksi 0 olup, ¢ozilintirliikk
indeks degeri 1 ve iistii degerler bakterinin siderofor iirettigini gostermektedir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.7 de verilmistir. Cizelge 4.7 ye gore test edilen izolatlarin tamami
degisen oranlarda siderofor iiretmistir.

Cizelge 4.7 de de goriilebilecegi gibi test edilen tiim izolatlar arasinda en fazla
siderofor tiretimi (engelleme bolgesi ¢api/bakteri koloni ¢apina oraninin en fazla oldugu)
3.37, 3.18, 2.81 ¢oziiniirlikk indeks degerleri ile siras1 ile in vitro antagonistik etkinligi
nispeten diisiik izolatlardan olan Pseudomonas monteilii AEP93, Pseudomonas putida
AEP57, Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 izolatlar1 tarafindan
olusturulmustur. Antagonistik etkinligi yiiksek olan Bacillus spp. arasinda ozellikle
Bacillus subtilis ssp. subtilis izolatlarin yanisira Serratia marcescens izolatlarida yiiksek
siderofor iirettigi belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.15). izolatlar arasinda Ochrobactrum
intermedium, Ochrobactrum anthropi, Arthrobacter oxydans, Bacillus mojavensis,
Bacillus pumilis ve Bacillus megaterium izolatlar1 diger izolatlara nispeten daha diisiik
diizeyde siderofor olusturmustur (Sekil 4.15).

PGPB tarafindan iiretilen siderofor’lar bitki gelisimi iizerine dogrudan veya dolayli
yonde etkide bulunur. Aeromonas, Azadirachta, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Streptomyces sp. ait PGPB tiirlerince {iretilen

sideroforun topraktaki bagli demiri ¢ozerek bitkiye yararli hale ¢evirip, bitkinin bundan
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faydalanmasi sonucu gelisiminin dogrudan tesvik ettigi bildirilmistir (Sujatha ve

Ammani, 2013)

Sekil 4.15. Farkli antagonist bakteri izolatlarinin CAS besi yerinde siderofor iiretme
potansiyellerinin belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarinca (AEP84, AEPSS,
AEP91) tiretilen siderofor sonucu farkli ¢aplarda ve renkte engelleme bolgeleri (ok)
olusturulmustur. Izolatlar arasinda Ochrobactrum anthropi AEP84 izolati cok zay1f bir
sekilde engelleme bolgesi olusturulmustur.

4.4.6.Aday Bakteri izolatlarimn indole Asetik Asit (IAA) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin 3 pg/ml L-tryptophane igceren LB sivi besi yerinde
tirettigi IAA miktar1 inokulasyondan 4 giin sonra standart IAA absorbans degerlerine
kiyaslanmak suretiyle ppm (=pg ml?) diizeyinde belirlenmistir (Sekil 3.7C,D). IAA
degerlerinin 6l¢limesinde zaman 6nemli olmasi nedeni ile 46 izolatin isyiikii g6z 6niine
alindiginda, ¢aligmada in vitro misel gelisimini engelleme etkinlikleri, izole edildikleri
bolge, konukcusu, bitki 6rnegi (epifit-endofit) ve tiirleri temsil edecek sekilde secilmis 28

farkli bakteri izolat1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.8 de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli endofit ve epifitantagonist bakteri izolatlarinca iiretilen IAA miktarlar

izolat No. Bakteri Tiir Ismi IAA (ug ml?)
Pph 12 P. syringae pv. phaseolicola 7,72b
AEP1 Pseudomonas aeruginosa 8,61c-f
AEP2 Bacillus cereus 10,34gh
AEP3 Bacillus subtilis subtilis nt
AEP4 Bacillus mojavensis 16,96j
AEP5 Serratia marcescens nt
AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 7,93b
AEN13 Bacillus mojavensis nt
AEP14 Ochrobactrum tritici 69,32p
AEP15 Enterobacter cloacae ssp dissolvens 127,81v
AEP16 Bacillus cereus 14,45i
AEP18 Bacillus subtilis 5,48a
AEP19 Serratia marcescens nt
AEP20 Bacillus mojavensis 9,12f
AEN22 Serratia marcescens nt
AEP24 Bacillus mojavensis nt
AEP26 Bacillus mojavensis nt
AEN27 Enterobacter cloacae ssp cloacae 112,49u
AEP28 Bacillus subtilis 10,57h
AEN29 Bacillus pumilus nt
AEP31 Ochrobactrum anthropi nt
AEP32 Bacillus mojavensis 9,02f
AEP33 Bacillus megaterium 27,15k
AEP34 Bacillus thuringiensis 37,85n
AEN38 Serratia marcescens 30,471
AEP57 Pseudomonas putida 33,21m
AEP59 Serratia marcescens nt
AEP60 Serratia marcescens nt
AEP66 Serratia marcescens 57,810
AEP67 Ochrobactrum anthropi nt
AEN72 Bacillus megaterium nt
AEP75 Bacillus megaterium nt
AEP81 Arthrobacter oxydans 90,34t
AEP82 Bacillus vallismortis nt
AEP84 Ochrobactrum anthropi 84,02r
AEP85 Serratia marcescens nt
AEP91 Bacillus subtilis 8,06b-c

Cizelge 4.8 (Devam). Farkli endofit ve epifitantagonist bakteri izolatlarinca tretilen IAA

miktarlari
AEP93 Pseudomonas monteilii 10,38gh
AEP95 Bacillus mojavensis nt
AEP109 Bacillus mojavensis 8,30b-e
AEN110 Bacillus vallismortis 8,90ef
AEP112 Bacillus subtilis 5,86a
AEP113 Bacillus vallismortis 8,81d-f
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AEP116 Bacillus subtilis subtilis 14,46i
AEP119 Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 8,26b-d
AEP127 Ochrobactrum intermedium 86,18s
AEP138 Bacillus subtilis ssp subtilis 9,819

nt: benzer izolatlar olmasi sebebi ile tekrar test edilmedi

Cizelge 4.8 de de goriilebilecegi gibi test edilen tiim izolatlarin bitki patojeni
Pseudomonas syringae pv. Phaseoli dahil tamam1 5.48-127.81 ng/ml konsantrasyonlari
araliginda IAA iiretmistir. Izolatlarin geneli degerlendirildiginde genelde Gram negatif
bakteri tiirlerinin (Enterobacter cloacae ssp dissolvens, Enterobacter cloacae ssp
cloacae, Ochrobactrum spp, Serratia marcescens, Pseudomonas putida) gram pozitif
tiirlere kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarda IAA {irettigi belirlenmistir (Cizelge 4.8,
Sekil 4.16). Cizelge incelendiginde ayni tiire ait bakteri izolatlar1 tarafindan tiretilen IAA
konsantrasyon degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar g6zlenmistir.

[zolatlar arasinda en yiiksek IAA iireten ilk 3 bakteri izolati, 127.81 pg/ml ile Gram
negatif epifit Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15, 112.49 pg/ml ile bir diger
yakin tiir Gram negatif endofit Enterobacter cloacae ssp cloacae EAN27 ve 90.34 pug/ml
Gram pozitif Epifit Arthrobacter oxydans EAP81 izolatlar1 oldugu belirlenmistir (Sekil
4.16). Bacillus spp. arasinda en yiiksek konsantrasyonda IAA {ireten ilk 5 bakteri izolati
ise 37.85 pg/ml ile Bacillus thuringiensis AEP34, 27.15 pg/ml ile Bacillus megaterium
EAP33 ve 16.96 ng/ml ile Bacillus mojavensis EAP4, 14.46 ng/ml ile Bacillus subtilis
subtilis EAP116 ve Bacillus cereus EAP81 izolatlar1 oldugu belirlenmistir.

[zolatlar arasinda en diisiik IAA {iretimi 5.48 pg/ml ile Bacillus subtilissubtilis
AEP18 izolatinda gozlenmistir. Bu izolat tarafindan tiretilen IAA miktar: bitki patojeni
Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola tarafindan iiretilen IAA miktarindan da diisiik

diizeyde oldugu goriilmektedir.
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AEP1 AEP4 AEP15 AEP16 AEN27 AEP34 AEP57 AEP66 AEP81 AEP84 AEP93 Psp

QA LA AAARARA

Sekil 4.16. Farkli antagonist bakteri izolatlarinin L-tryptophan igeren besi yerinde IAA iiretme
potansiyellerinin belirlenmesi. Farkli antagonist bakteri izolatlarinca (K, AEP1, AEP4, AEP15,
AEP16, AEN27, AEP34, AEP57, AEP66, AEP81, AEP84, AEP93 ve P.s. pv phaseolicola)
tarafindan iiretilen farkli konsantrasyonlarda siderofor sonucu olusan renk farkliligi

Calismalarda en fazla IAA iireten Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15
izolatinin L-tryptophan igeren ve igcermeyen besi yerinde olusturdugu IAA miktari
arastirildiginda, inokulasyondan 3 giin sonra L-tryptophane icermeyen besi yerinde
olusturdugu IAA miktar1 29.76 ug ml* iken, L-tryptophan igeren besi yerinde olusturulan
IAA konsantrasyonunun 109.09 ug ml? diizeyinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9,
Sekil 4.17). Bu durum trytophan’nin antagonist bakteriler tarafindan iiretilen IAA’in
biyosentezinin baglaticis1 (precursor) oldugunu kanitlamistir. L-tryptophan iceren ve
icermeyen besi yerinde bakterilerin IAA olusturabildigi onceden yapilmis calismalarda

da bildirilmistir (Singh ve ark., 2008; Mehta ve ark., 2010).

Cizelge 4.9. Bakteri izolatlarinin {iretigi IAA miktarina L-tryptophan’n etkisi

izolat No. |Uygulama TAA (ug ml?)
Psp 12  |P. syringae pv. phaseolicola (L- tryptophan’siz) 0,92a
Psp 12  |P. syringae pv. phaseolicola + L- tryptophan 7,37b
AEP15 [Enterobacter cloacae ssp cloacae (L-tryptophan’siz) 29,76¢
AEP15 [Enterobacter cloacae ssp cloacae + L-tryptophan 109,09d

Yapilan Onceki calismalarda da benzer sonuglar bildirilmistir. Enterobacter
cloacae ssp cloacae ve Enterobacter cloacae ssp dissolvens izolatlar tibbi bitkilerden
izole edilmis ve PGPR 6zelliklerini belirlemeye yonelik ¢alismalarda, izolatlarin oldukca
onemli diizeyde IAA {irettigi, Macrophomina phaseolina’ya karst hiflerde engelleme
yapmak suretiyle antagonsitik etkide bulundugu bildirilmistir (Ullah ve ark., 2017; Rani
ve Reddy, 2011).
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Sekil 4.17. Bakteri izolatlarinin tirettigi IAA miktarina L- tryptophan’in etkisi.
Bakteriler L-tryptophan igerene veya igermeyen besi yerinde 3 giin gelistirildikten sonra
IAA konsantrasyonlari belirlenmistir.

A%}

4.4.7. Aday Bakteri izolatlarinin Fosfor C6zme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin fosfati ¢ézme etkinligi, tri kalsiyum fosfat iceren
Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri igeren (Ek-2) petrilerde belirlenmistir. Bakteri kolonisi
etrafinda bakterilerin {irettigi enzimler sonucu tri kalsiyum fosfatin ¢oziilmesiyle seffaf
bir zon olmustur (Sekil 4.18). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7 de de goriildiigii gibi test edilen tiim izolatlar arasinda bitki patojeni
Pseudomonas syringae pv. phaseoli’nin yanisira antagonist izolatlardan Bacillus cereus
AEP2, AEP16, Bacillus subtilis ssp. subtilis AEP11, Ochrobactrum anthropi AEP31,
AEP67, AEP84, Bacillus thuringiensis AEP34, Bacillus vallismortis AEP82,
Arthrobacter oxydans AEP81, Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca AEP119 ve
Ochrobactrum intermedium AEP127 izolatlar1 besi yerinde fosforu ¢dzme aktivitesi
gostermemistir. Diger tiim izolatlar fosforu ¢ézme aktivitesi ile bu gruptan istatistiksel
olarak dnemli diizeyde farklilik gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 de de goriilebilecegi gibi test edilen tiim izolatlar arasinda en fazla
fosfor ¢ozen (engelleme bolgesi ¢ap1 en fazla olan) izolatlar 3.78 ve 3.73 ¢oziiniirliik

indeks degerleri ile in vitro antagonistik etkinligi diisiik izolatlardan olan Gram negatif
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Serratia marcescens AEP59 ve AEP60 izolatlar1 olmustur (Sekil 4.18). Bu izolatlan
sirasiyla 2.89 ve 2.78 ¢oziinlirliik indeks degerleri sirasiyla Serratia marcescens AEP5 ve
Pseudomonas aeruginosa AEP1 ve izolatlari izlemistir. Ayni tiire ait bakteri izolatlari

tarafindan tiretilen fosfor ¢oziiniirliik indeks degerleri arasinda istatistiksel olarak onemli

farkliliklar gozlenmistir.

Sekil 4.18. Farkli antagonist bakteri izolatlarinin Pikovskaya Agar (PVK) besi yerinde
fosfor tiretme potansiyellerinin belirlenmesi. Antagonist bakteri izolatlar1 (AEP138,
AEP59) fosforu ¢6zme sonucu besi yeri iizerinde farkli ¢aplarda engelleme bolgeleri
(ok) olusturulmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, saglikli badem bitkilerinin farkli kisimlarindan epifit ve endofit
bakteri tiirlerinin izolasyonu, tanisi ve badem agaglarinda sorun olan solgunluk, kok ve
kok ciiriikliigline neden olan toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi in vitro kosullarda
antagonistik etkinligi ve hastalik etmenlerini engellemede rol oyanayan etki
mekanizmalari karekterize edilmistir.

Hastalikl1 bitkilerden yapilan izolasyonlar, patojenite testi, morfolojik ve
molekiiler teshis caligmalar1 sonucunda badem bitkilerinde kok ve kok ciirikligi
belirtilerine neden olan toprak kokenli fungal etmenlerinden Macrophomina phaseolina,
Ceratobasidum sp., Fusarium oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum tespit edilmistir.
Hastalik etmenlerinden Macrophomina phaseolina, Ceratobasidum sp., Fusarium
oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum’un bademde hastalik olusturdugu iilkemiz igin ilk
kez bu c¢aligsma ile belirlenmistir.

Biyolojik miicadele 6zellikle toprak kokenli hastaliklarla kimyasal miicadeleye
alternatif miicadele yollar1 arasinda en 6nemlilerinden biridir (Whipps ve ark., 1997,
Tjamos ve ark., 2010). Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda denemede kullanilan fakat
basgka kiiltiir bitkilerinden izole edilen, kok ve kok ¢liriikliigh belirtilerine neden olan
toprak kokenli fungal etmenlerinden Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum ve
Sclerotinia sclerotiorum etmenlerine karsi biyolojik miicadele ¢aligmalar1 bulunmakla
birlikte, badem agaglarindan izole edilmis Ceratobasidum sp., Phytophthora
chlamydospora etmenlerine karsi yapilmis herhangi bir biyolojik miicadele ¢aligmasina
rastlanilmamistir. Bu baglamda, ¢alisma bademden izole edilen toprak kokenli fungal
etmenlerine kars1 biyolojik miicadele olanaklarinin aragtirildigr ilk ¢aligma niteligindedir.

Saglikli bitkilerin dis yilizeyleri epifit, i¢sel dokular ise endofit bircok faydal
mikroorganizmalara konukg¢uluk eder. Bu boélgelerden izole edilen saprofit kokenli
bitkilerde hastalik olusturma yetisinde olmayan mikroorganizmalar ekonomik 6neme
sahip bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi biyolojik
miicadele ¢calismalarinda kullanilir. Calismamizda farkli bolgelerde yetisen badem ¢ogiir,
fidan ve agaglarin farkli bitki kisimlariin yiizeyinden ve igsel dokularindan yapilan
izolasyonlar sonucunda insan ve bitki patojeni olmayan 46 izolatin, ¢ogunlugu kok

bolgesinde yiizeylerinden (epifit olarak) elde edilmistir. Bu durum bitki kok bdlgesinin
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besin igerigi ve miktar1 acisindan diger bitki bolgelerine gore daha avantajli olmasindan
kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Elde edilen 46 antagonist bakteri izolatin tiir dlizeyinde teshis ¢alismalarinda elde
edilen sonuglara gore 27 adet Gram-pozitif, 19 adeti Gram-negatif bakteri tiirlerinden
olugsmustur. Calisma sonucunda elde edilen ve teshisi yapilan izolatlar g6z Oniine
alindiginda, 6nceden yapilmis bir¢ok biyolojik miicadele c¢aligmalarinda elde edilen
sonuglara benzer sckilde Bacillus spp. ait (Bacillus subtilis ssp subtilis, Bacillus
mojavensis, Bacillus vallismortis, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis ve Bacillus pumilis) izolatlar izolasyonlarda en fazla karsilasilan bakteriler
olmustur. Bacillus tiirleri arasinda 6zellikle Bacillus subtilis subtilis ve B. mojavensis
izolatlar1 test edilen tiim fungal tiirler g6z Oniinde tutuldugunda yiiksek diizeyde hif
gelisimini engelleme basaris1 gostermistir.

Tanilamas1 yapilan 19 Gram negatif izolatin ¢ogunlugu ise bir diger Onemli
BCA/PGPR 6zellikli bakteri tiirlerinden Serratia marcescens olarak tanilanmigtir. Gram-
negatif izolatlarin hiflerin gelisimini engelleme seklindeki antagonistik etkinligi Gram-
pozitif izolatlarina oranla daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.

Calismalarimizda izole edilen bakterilerin in vitro antagonistik (siderofor, amonyak
tiretimi, HCN tretimi), parazitik (protease aktivitesi) ve bitki gelisimini tegvik eden (IAA
ve fosfat ¢oziliniirliik etkinligi) etki mekanizmalar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore antagonist etkinligin daha ¢ok epifitik kokenli bakteriler tarafindan etkili bir sekilde
gosterildigi, ayn tiire bagli bitki i¢sel dokulardan elde edilen endofit bakteri izolatlarin
etkinliginin epifit bakteri izolatlara kiyasla diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Antagonist bakterilerin ikili kiiltiir testlerinde olusturdugu engelleme bolgelerinin
neden kaynaklandiginin belirlenmesi amaciyla yapilan testlemelerle siderofor, Amonyak
(NHz), HCN, protease enzimi iiretip tiretmedigi belirlenmistir. Yine bakteriler tarafindan
gosterilen antagonisitk etkinligin fungusidal veya fungistatik olup olmadigida yapilan
mikroskobik ve besi yerinde ¢imlenme testlemeleri ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, antagonistik etkinlik gdsteren bakteriler tarafindan olusturulan engelleme
bolgeleri, gosterilen antagonizmin antifungal bilesiklerden kaynaklandiginin en biiyiik
kanit1 olmustur. Ozellikle Bacillus spp., izolatlarinin biiyiik bir cogunlugunun test edilen
fungal tiirlerden S. sclerotiorum hifleri {izerinde engelleme bolgesinin yakin noktalarinda

kararmalar seklinde morfolojik deformasyonlara sebep olmasi bakterilerin {iretmis
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oldugu ekstraseliiler hiicre duvar1 yikan enzim(ler)den kaynaklanabileceginin bir kaniti
olmustur. Bu bdlgelerden alinan misel diskleri taze PDA besi yerine aktarildiginda bu
hiflerin ¢imlenmedigi, yine ayni zamanda engelleme bolgesine yerlestirilen saglikli misel
disklerin ¢imlenmemesi antagonist bakteriler tarafindan gosterilen engellemelerin
fungusidal etkisinden kaynaklandigin1 gostermistir.

Bakterilerin antagonistik ve PGPR 6zelliklerinin belirlendigi mekanizmalar birlikte
degerlendirildiginde, genelde Enterobacter cloacae izolatlarin yiiksek diizeyde IAA ve
siderofor olusturma yeteneginde oldugu, Serratia marcescens izolatlarinin siderofor ve
protease iiretme, fosfati ¢6zme etkinliklerinin ytliksek diizeylerde seyrettigi, Bacillus spp
ise amonyak ve ekstraseliiler protease enzim tretme etkinliginin yiiksek diizeylerde
oldugu goriilmiistiir.

Calismada elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ayni tiire ait
bakteri izolatlar arasinda fungus misellerinin engellenmesi, antagonistik ve PGPR
aktiviteleri arasindaki farkliliklar gézlenmistir. Bu durumun antagonist bakteri izolatlarin
izole edildikleri yer (epifitik veya endofitik olusu) ve bulunduklar1 ortamdaki ¢evre
kosullariin (yetistigi ortamlardaki bitki besin madde igerigi ve hastalik etmenlerinin
bulunus durumu gibi) izolatlarin genetik ¢esitliligine etkide bulunmasindan
kaynaklandig1 diisliniilmektedir. Benzer durum onceden yapilmis birgok c¢alismada
bildirilmistir (Loper ve Schroth 1986; Krebs ve ark., 1993; Bernal ve ark., 2002; Araujo
ve ark., 2005).

Sonug olarak, epifitik ve endofitik kokenli bakterilerin toprak kokenli hastalik
etmenlere karsi in vitro antagonitik etkinlik gosterdigi, ozellikle Bacillus spp ait
izolatlarin diger tiirlere kiyasla daha etkin oldugu, hastalik etmenlerin engellemesinde
antagonistik, parazitik ve PGPB etki mekanizmlarindan bir veya birkagini birden
kullanmak suretiyle etkili oldugu belirlenmistir. Ozellikle antagonist Bacillus spp
igerisinde yiiksek diizeyde birden fazla etki mekanizmalarini kullanan ve test edilen tiim
fungal etmenlerin misel gelisimini yiiksek diizeyde engelleyen Bacillus cereus AEP2;
Bacillus mojavensis AEP20, AEP32; Bacillus subtilis AEP28; Bacillus megaterium
AEP33; Serratia marcescens AEN38; Bacillus vallismortis AEP113; Bacillus subtilis ssp
subtilis AEP116 ve AEP138 nolu izolatlarin PGPB 6zellikli bakteri izolatlarinin
bademlerde sorun olan toprak kokenli fungal hastaliklarla karsi pestisitlere alternatif

olabilecek c¢evre dostu biyopreparat olarak hastalik yonetiminde kullanilabilecek aday
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izolatlar olarak degerlendirilmistir. Bu izolatlarin birden fazla etki mekanizmlar
sayesinde antifungal etkinlik gostermesi, s6z konusu miicadele sekline karst direng
gelistirmesinin Oniine gegilebilecegi belirtilebilir.

Fungal etmenlere karsi gii¢lii in vitro antifungal ve PGPB etkinlige sahip olan
izolatlarin teksel ve/veya karisim halinde preparatlar1 yapilarak farkli toprak kokenli

patojen funguslara kars1 in vitro ve in vivo kosullarda denenmesi 6nem arz etmektedir.
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EK-1 Bakteri ve Funguslarin gelistirilmesinde kullanilan besi yerleri

Nutrient (NA) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105450)

Pepton 50/L
Meat Extract 3g/L
Agar-Agar 12 g/L

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

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Peptone from meat 10 g/L
K2HPO4 3H20 1.5¢g/L
MgS0s4 7H,0 1.5g/L
Glyserol 10 mi/L
Agar-Agar 12 g/L

Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog N0:110285)

Pepton from casein 10 g/L
Yeast Extract 59/L
NaCl 10 g/L

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

Pancreatic Digest of Casein 15 g/L
Papaic Digest of Soya Bean 59/L
NaCl 59/L
Agar-Agar 15 g/L

Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110130)

Potato infusion 4 g/L (infusion 200 gr potato)
D(+)glucose 20 g/l
Agar-Agar 15 g/l
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Elma Rende-Misir Unu Agar (Grated Apple-Corn Meal Agar, GA-CMA) (Himedia,
Katalog No: M1040)

Corn meal, infusion from 50 g/L
Agar 15 g/L
Golden apple 50 g/L
CMA 17 g/L
Pimaricin 10 mg/L
Ampicillin 150 mg/L
Rifampicin 16 mg/L
pentachloronitrobenzene (PCNB 100 mg/L
Tocata© 5ml/L

Karanfil Yaprak-Parc¢acik Agar (Carnation Leaf-Piece Agar, CLA, Fisher ve ark.,
1982)

Karanfil yaprak-pargacik agar ortami, 10 cm ¢apindaki steril petrilere konulan aseptik
alinmus steril kiigiik karanfil yaprak parcaciklari (3-5mm? biiyiikliigiinde) (10-12 parga 20
ml besi ortamina) tizerine 1lik halde (=45 °C) steril %2 lik Su Agar besiyeri dokiilmesi ile
hazirlanir. Besiyerlerinde fungal gelisim sirasinda bakteriyel bulasmalar1 6nlemek i¢in su
agar ortamina 50 pg/ml streptomisin siilfat eklenmistir.

Ek-2 Antagonist bakterilerin etki mekanizmalarinin belirlendigi 6zel 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 HCL) 10 ml/L
hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) 72.9 mg/L
Pseudomonas agar F Base (King B Agar, (Merck Kat.N0.110989) 35 g/L
Glyserol 10 ml/L

Not 1: Otoklav sonrasi katilagma sorun 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

MgSO: 7H20 1.5g/L
K2HPO4 1.5¢g/L
Glyserol 10 ml/L
Agar 20 g/L
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Pikovskaya’s Agar (PVK)
Glikoz

Caz(POa):2

(NH4)2S04

KCI

MgSOg4

Yeast Extract

Agar

20 g/L
59/L
0.5¢g/L
0.2 g/L
0.25g/L
0.5¢g/L
20 g/L
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