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ÖZET 

 

BADEM AĞAÇLARINDA SORUN OLAN TOPRAK KÖKENLİ FUNGAL HASTALIK 

ETMENLERİNE KARŞI ANTAGONİST ve BİTKİ GELİŞİMİNİ TEŞVİK EDEN 

BAKTERİLERİN IN VITRO ETKİNLİKLERİNİN BELİRLENMESİ 

 

Badem (Prunus dulcis L.) Güneydoğu Anadolu Bölgesinin önemli ürünlerinden biridir. 

Sclerotinia sclerotiorum (Ss), Ceratobasidium sp (Cb), Macrophomina phaseolina (Mp), 

Fusarium oxysporum (Fox) ve Phytophthora chlamydospora  (Pc) bademlerde kök solgunluk, 

kök ve kökboğazı çürüklüğü hastalıklarına neden olan önemli toprak kökenli hastalık 

etmenleridir. Toprak kökenli hastalık etmenlerinin gelişimi rizosfer ve filosferde bulunan yararlı 

mikrobiomlar ile baskılanabilir. Bu çalışmanın amacı sağlıklı badem bitkilerinin farklı 

kısımlarından endofit ve epifit bakterilerin izolasyonu, teşhisi, Sclerotinia sclerotiorum, 

Ceratobasidium sp., Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum  ve Phytophthora 

chlamydospora etmenlerinin misel gelişimlerinin in vitro koşullarda engellemedeki antagonistik 

potansiyellerinin ikili kültür testleri ile belirlenmesidir. Bakterilerin protease, amonyak, hydrogen 

cyanide (HCN), siderophore üretimi gibi antagonistik, indole-3-acetic acid (IAA) üretimi ve 

fosfor çözme gibi bitki gelişimini teşvik edici özellikleri kalitatif ve kantitatif olarak 

belirlenmiştir.  

Sağlıklı badem bitkilerinin rizosfer ve endosfer bölgelerinden toplam 97 izolat elde edilmiş 

olup, 46 izolat MALDI-TOF MS ile teşhisi edilmiş ve fungal etmenlere karşı antagonistik 

potansiyelleri karakterize edilmiştir. Elde edilen 46 izolatın 19’u Gram-negatif, 27 tanesi Gram-

pozitifdir. İkili kültür 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) hastalık etmenlerinin misel gelişimlerini %64-80 gibi 

yüksek oranlarda engellemek suretiyle güçlü in vitro antagonistik etkinlik göstermiştir. Bacillus 

spp. izolatlar engelleme bölgesine yakın yerlerdeki fungus hifleri üzerinde vakuolleşme, 

büzüşme, şişme ve erime şeklinde morfolojik bozulmalara neden olmuştur. Test edilen bakteri 

izolatları IAA, siderophore, protease, amonyak üretimi ve fosfor çözme bakımından istatistiksel 

olarak oldukça farklılıklar göstermiştir. Test edilen 46 izolatın, 46 tanesi siderophore, 45 tanesi 

amonyak, 35 tanesi protease üretiminde pozitif iken, hiçbiri HCN üretmemiştir. Siderofor, 

protease ve amonyak üretiminin misel gelişimin engellenmesinde (antagonizm) rol oynayan 

faktörler olabileceği düşünülmektedir. Test edilen tüm bakteriler değişen oranlarda IAA üretmiş 

olup, 35 izolat fosforu çözebilme yeteneğinde olduğu belirlenmiştir. İzolatlar arasında 

Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 en fazla IAA üreten izolat olmuştur. Antagonistik 

etkinlik gösteren izolatlar aynı zamanda IAA’de oluşturmuştur. 

Sonuç olarak biyokontrol etmeni olarak kullanılan bakteriyel izolatlar entegre mücadele 

programı kapsamında pestisitlerin çevre üzerindeki olası olumsuzlukların azaltılmasında rol 

oynayabilirler. Güçlü antagonistik (siderophore, protease, amonyak üretimi) ve PGPB (IAA ve 

fosfor çözme) etkinlikleri gösteren, özellikle Bacillus spp. ait izolatların pestisitlere alternatif 

biyokontrol etmeni olarak değerlendirilebileceği, test edilen toprak kökenli hastalık etmenlerinin 

baskılanmasında biyokontrol ajanı olarak geliştirilebilme potansiyeline sahip olduğu 

belirlenmiştir. Bu çalışma antagonist bakteri türlerinin bademde sorun olan bazı toprak kökenli 

hastalık etmenlerine karşı biyokontrol etkinliğinin ve etki mekanizmalarının araştırıldığı ilk 

çalışma niteliğindedir. 

 

2018, 102 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Badem, biyolojik mücadele, antagonist, bitki gelişimini teşvik eden bakteri 

(PGPB) 
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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 IAA. 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. 
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Keywords: Almond, biological control, antagonist, plant growth promoting bacteria (PGPB) 
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1. GİRİŞ 

 

Badem yetiştiriciliği, M.Ö. 3000 yıllarında acı meyveye sahip yabani badem 

ağaçlarının mutasyonu sonucunda görülen tatlı bademlerin seleksiyonu ile başlamıştır 

(Lansari ve ark., 1994). Badem yetiştiriciliği güney yarım kürede 20-40° enlemleri 

arasında, kuzey yarım kürede ise 30-44° enlemleri arasında yapılmaktadır. Anavatanı 

Orta ve Batı Asya olan ve buradan Çin, Hindistan, İran, Suriye ve Akdeniz ülkelerine 

yayılan badem, botanik olarak sert çekirdekli bir meyvedir, ancak olgun bademin içi 

yendiğinden sert kabuklu meyveler grubunda da yer almaktadır (Küden ve Küden, 2000). 

Asya ile Avrupa arasında ise İpekyolu’ndaki seyyahların yediği yiyecek olması itibariyle 

Yunanistan, Türkiye ve Orta Doğu’ya getirilmiştir. 

Badem (Prunus amygdalus L. veya Amygdalus communis L.), Rosales takımının 

Rosaceae familyasının Prunus cinsi içerisinde yer almaktadır. Amygdalus alt cinsi 

içerisinde yaklaşık 40 adet badem türü vardır. Bu türlerden 12’si ülkemizde yetişmektedir 

(Soylu, 2003). Prunus amygdalus Batsch. (sinonim Prunus dulcis Miller) daha çok 

meyvesi için önem kazanmış ve TianGan Dağları'ndan Kafkasya’ya kadar, Afganistan ve 

İran boyunca yayılım göstermiştir. Bu bölgelerde çeşitli yabani formları bulunmaktadır. 

Bunlardan içi tatlı ve üstün nitelikli olanların kültüre alınmasıyla bugünkü kültür bademi 

meydana gelmiştir (Kester and Asay, 1975) . 

Dünya kabuklu meyve üretiminde önemli bir yeri olan badem yetiştiriciliği 

ülkemizde de giderek yaygınlaşmaktadır. Başlangıçta sadece Ege, Akdeniz ve Doğu 

Anadolu bölgeleri ile sınırlı kalan badem yetiştiriciliği, son yıllarda diğer bölgelerden de 

fidanlıkların eklenmesiyle genişlemektedir. Güç şartlara adaptasyon yeteneğinin olması 

ve pazardaki yüksek talep, badem yetiştiriciliğini cazip hale getirmektedir. Geç 

çiçeklenen çeşit ve tiplerin üretime kazandırılması son derece önemlidir. Son yıllarda, 

özellikle GAP (Güneydoğu Anadolu Projesi) bölgesinde badem fidanlıkların arttığı 

gözlenmektedir. 

Kurağa dayanabilen ve fakir topraklarda da yetişebilen badem, değişik ekolojik 

şartlara sahip bölgelerde yetiştirilmektedir (Özbek, 1978; Çelik ve ark., 1995; Aslantaş 

ve Güleryüz, 1999). Badem tohum anaçları kireçli ve kurak koşullarda gelişim 

göstermekte fakat ağır, killi topraklarda iyi gelişememektedir. Badem, kök çürüklüğüne 

ve nematoda hassastır (Yılmaz, 1992). 



2 

 

Tatlı bademin (Prunus dulcis Mill.) çağlası ve içi tüketilmekte, ayrıca badem yağı 

ve badem unu yapımında kullanılmaktadır. Acı badem (Prunus amara L.) siyanürik asit 

içermektedir ve badem yağı hammaddesi için üretilmektedir. 

Badem lezzetli olduğu kadar ürün kalitesi de yüksek olan bir meyvedir. Kabuklu 

olan dış kısmından ayıklanarak pastacılık sektöründe; tatlılarda, keklerde ve badem şekeri 

(draje) yapımında kullanılmaktadır. Bademin kimyasal içeriğinin yüksek olması ve 

besleyici özelliği ile sağlıklı yaşam tarzında büyük önem kazanmaktadır (Nanos ve ark., 

2002). Bu özellikler ekolojik şartlara, bölgeye, teknik ve kültürel uygulamalara bağlı 

olarak farklılıklar gösterebilmektedir (Askin ve ark., 2007). İçerdiğindeki önemli 

bileşenleri (proteinler, yağlar, mineraller, lif ve E vitamini) ve lezzetli olması nedeniyle 

gıda üretiminde bademden faydalanılmaktadır. Bademin toplam yağ içeriği %90 olup,  

doymuş yağının %65 oleikasit ve %25 linoleik asitten oluşmaktadır (Sathe, 1993). 

Badem üretiminde İspanya ve ABD başta gelmektedir. Tunus, Fas, Suriye, İran ve 

İtalya diğer önemli badem üreticisi ülkelerdir. Türkiye; dünya badem üretim alanında 

33.322 ha ile onuncu sırada yer almaktadır (Şekil1.1). En fazla badem üretimi yapan 

ülkeler sırasıyla; ABD, İspanya, İran, Fas, Suriye ve altıncı sırada ise Türkiye’dir (Şekil 

1.2).  Dünya badem üretimi 3.214.303 tondur (Anonymous, 2018). Ülkemiz de ise 90 bin 

ton üretim gerçekleşmiştir. Diyarbakır ilinin ülkemizdeki üretime katkısı 3.080 tondur 

(Anonim, 2018).   

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

Şekil 1.1 Dünya badem üretiminin yapıldığı alanın ülkelere göre dağılımı (2017) 

 

 

 

 

Şekil 1.2. Dünya toplam badem üretiminin ülkelere göre dağılımı 

 

FAO rakamlarına göre kabuklu ve iç olarak ihraç edilen bademin, 2001 yılı toplam 

dünya ihracat değeri yaklaşık 1 milyar dolardır (Özüdoğru, 2003). Türkiye’de badem 

üretimi, üretim alanları ve ülke ekonomiye katkısı Çizelge 1.1 ve Çizelge 1.2’de 

verilmiştir. 
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Türkiye’de badem yetiştiriciliğine olan ilginin son yıllarda giderek arttığı dikkat 

çekmektedir. Bunda, ülkemizde sevilerek tüketilen bademin oldukça yüksek fiyatla 

satılmasının büyük etkisi vardır. Bademin beslenme ve sağlık yönünden önemi de 

dünyada giderek daha iyi anlaşılmaktadır. Dünyanın iç bademe olan talebinin, uzak doğu 

pazarının da devreye girmesiyle her yıl yaklaşık %15 artış gösterdiği tahmin edilmektedir. 

Bu yüzden iç ve dış pazarın isteklerine ve dünyada geçerli rekabet koşullarına uygun iç 

badem üretimi iyi bir yatırım gibi gözükmektedir (Çağlar ve Ağca, 2006). 

 

Çizelge 1.1. Türkiye’de 2004-2017 yılları arasında badem üretimi 

 

Yıl 

Toplam 

meyvelik alanı 

(dekar) 

Üretim 

(ton) 

Meyve veren 

ağaç sayısı 

Meyve vermeyen 

ağaç sayısı 

Toplam ağaç 

sayısı 

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 

 

Türkiye’de badem tarımındaki bu gelişmeler son yıllarda Diyarbakır ilinde de 

hissedilir şekilde ortaya çıkmıştır. İlin bütün ilçelerinde badem yetiştiriciliği azda olsa 

yapılmaktadır. Çizelge 1.2’de görülebileceği gibi il genelinde büyük çaplı badem 

bahçeleri tesis edilmiş ve çiftçilerin bademe olan bu ilgisi gün geçtikçe de devam 

etmektedir. 
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Çizelge 1.2. Diyarbakır İli 2004-2017 yılları arasında badem üretimi, üretim alanı ve 

verimi 

 

Yıl 
Toplam meyvelik 

alanı (dekar) 

Üretim 

(ton) 

Meyve veren 

ağaç sayısı 

Meyve vermeyen 

ağaç sayısı 

Toplam ağaç 

sayısı 

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 üretim alanlarında verimi ve kaliteyi etkileyen faktörler içerisinde hastalık 

ve zararlılar önemli yer tutmaktadır. Ekonomik olarak ciddi kayıplara neden olan toprak 

ve hava kökenli fungal hastalıkların mücadelesinde genelde fungusitler yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Toprak kökenli fungal patojenler tarım ekosistemlerinin üretkenliğini 

sınırlayan, dayanıklı konukçu çeşitler ve sentetik fungusitlerin kullanımı gibi geleneksel 

yöntemlerle kontrolü zor olan önemli faktörlerdir. Güvenilir kimyasal mücadelenin 

eksikliği, patojenlerde yoğun ve yüksek dozlarda kullanılan fungisitlere karşı 

patojenlerde dayanıklılığının ortaya çıkışı ve hastalık etmenlerinin konukçu 

dayanıklılığını kırması (Mc Donald ve Linde, 2002) hastalık etmenlerine karşı 

kimyasallara alternatif yeni hastalık mücadele yöntemlerinin geliştirilmesi çabalarının 

altında yatan nedenlerdendir. Dünyada toprak dezenfeksiyonunda en etkili fümigant 

olarak kullanılan metil bromidin doğaya verdiği ağır hasardan dolayı tüm dünyada 
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yasaklanması da toprak kökenli hastalık etmenlerine karşı kimyasallara alternatif çevre 

dostu mücadele yollarının araştırılma ihtiyacını daha da arttırmıştır (Martin, 2003). 

Toprak kökenli fungal hastalık etmenleri ülkemizde olduğu gibi tarım yapılan 

dünyanın tüm ülkelerinde mücadelesi en sorun ve zor olan hastalıklardır (Dalal ve 

Kulkarni, 2013; Figueiredo ve ark., 2009). Farklı türlere ait fungal etmenler tarafından 

neden olunan hastalıklar sonucu ürünlerde önemli düzeyde kalite ve verim kayıpları 

ortaya çıkmaktadır. Bu hastalık etmenlerin çoğuna karşı etkili kimyasal mücadele 

yapılamamakla birlikte, üreticiler tarafından bilinçsiz olarak kullanılan sentetik kimyasal 

pestisitler hastalıkla mücadelede etkisiz kalmakla birlikte, gereksiz kullanım sonucu 

pestisitlerin çevreye, bitkiye, insan ve yararlı canlılar üzerine olumsuz etkilerde 

bulunmaktadır. Kullanılan pestisitlerin toprakta birikerek toprağı ve yeraltı suları 

kirletmesi, ürün üzerinde fitotoksiteye sebep olması, bitki üzerinde kalıntı yapmak 

suretiyle bunları tüketen insan ve hayvanlarda zehirlenmelere ve kansere neden olması, 

hedef dışı olan canlı böcek ve mikroorganizmaları yok etmesi bilinen en önemli olumsuz 

etkileridir. Bunun dışında kullanılan sentetik pestisitlere karşı hastalık etmenlerince kısa 

sürede dayanıklılığın gelişmesi de pestisitlerin yaygın görülen olumsuzluklarından biridir 

(Pappas, 1982; Guo ve ark., 2011).   

Son yıllarda tüketicinin bilinçlenmesi ve tarım alanlarında kullanılan yoğun pestisit 

uygulamalarının çevreyi ve doğal dengeyi tehdit etmesi gelişmiş ülkelerde pestisit 

uygulamalarına sınır getirilmesine sebep olurken, özelikle toprak kökenli hastalıklara 

karşı etkisinin az/hiç bulunmaması, toprakta uzun süre kalmalarına neden olan dayanıklı 

dinlenme yapıları oluşturmaları nedeni ile bilim insanlarını bu tür hastalıklarla 

mücadelede doğal, çevre dostu, yenilenebilir yeni mücadele yoları ve stratejilerinin 

araştırılma gerekliliğini ortaya koymaktadır. 

Hastalıklarla alternatif mücadele yollarından biride hastalık etmenlere karşı yararlı 

mikrobiomların kullanıldığı “biyolojik mücadele”dir. Biyolojik mücadele, doğada bitki 

etrafında ve/veya üzerinde doğal olarak yaşayan, bitkilerde hastalık oluşturmayan 

mikrobiomların (fungal, bakteriyel, viral mikroorganizmalara verilen genel ad) değişik 

formülasyon ve uygulama şekillerinde kullanıldığı, hastalıklar tarafından neden olunan 

zararı en düşük düzeye indirme strateji olarak tarif edilir (Tjamos ve ark., 2010; Wang ve 

ark., 2010; Nega, 2014). Biyolojik mücadele kapsamında birçok hastalık etmenine karşı 

doğadan izole edilen, özellikle bakteriyel ve fungal mikrobiomlardan “biyolojik 
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preparatlar” geliştirilerek hastalıklara karşı başarılı bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır 

(Paulitz ve Belanger, 2001). Son yıllarda bitki hastalık etmenleri ile mücadelede 

“biyolojik mücadele”nin kullanıldığı tarım sistemlerinde tarım ilaçların kullanımı 

azaldığı gibi pestisitlerin çevreye olası yan etkileri minimum düzeye indirgenmesi nedeni 

ile yoğun ilgi çektiği bilinmektedir (Soylu ve ark., 2005; Sülü ve ark., 2016). Biyolojik 

preparat geliştirmenin en önemli adımlarından biri biyolojik mücadele etmeni 

mikrobiomların (mikroorganizmaların) doğadan izolasyonu ve bunların hastalık 

etmeninin gelişimi üzerine olan etkinliğinin araştırılmasıdır. 

Biyolojik mücadele kapsamında en fazla kullanılan mikrobiomlar kültüre alınıp, 

yapay ortamlar üzerinde geliştirilebilen mikroorganizmalardır. Bu bağlamda bakıldığında 

fungal ve bakteriyel mikrobiomlar biyolojik mücadele kapsamında önemli bir yer 

tutmaktadır. 

Biyolojik mücadelede kullanılan yararlı bakteriyel mikrobiomlar bitkide 

bulundukları yere göre endofit ve epifit olmak üzere iki şekilde isimlendirilirler. 

Endofitik bakteriler yüzey dezenfeksiyonu yapılmış bitki dokularının iç dokularından 

izole edilen, uygulama yapıldığı bitkilere herhangi bir zarar vermeyen bakteriler olarak 

tanımlanır (Hallmann ve ark., 1998). 

Endofitik bakteriler bitkilerin çiçek, yaprak, meyve, gövde, kökler ve tohum gibi 

farklı kısımlarından 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 

yıllarda endofit bakterilerin biyolojik mücadele kapsamında hastalıklarla mücadele 

olanaklarının araştırıldığı çalışmalara yönelimlerde artış olduğu görülmektedir. Yapılan 

çalışmalarda Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Enterobacter, Micrococcus, 

Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, ve Stenotrophomonas vb. gibi 

cinslere dahil türler endofit antagonistik bakteriler olarak bildirilmiştir (Mahaffee ve 

Kloepper, 1997; McInroy ve Kloepper, 1995). 

Epifitik bakteriler doğrudan bitki yüzeyinden veya bitkinin toprak altı organların 

hemen yanındaki topraklardan ve kök yüzeylerinden  izole edilen, endofitik bakterilerde 

olduğu gibi uygulama yapıldığı bitkilere herhangi bir zarar vermeyen yararlı bakteriler 

olarak tanımlanır (Hallmann ve ark., 1998). Endofit biyolojik mücadele etmeni bakteri 

olarak bildirilen Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, Enterobacter, Erwinia, Serratia, 

Stenotrophomonas, Paenibacillus, Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, 
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Burkholderia, Flavobacterium, Microbacterium cinsine dahil bakteri türleri aynı 

zamanda epifit biyolojik mücadele etmeni bakteri türleri olarak da bildirilmiştir (Gupta 

ve ark., 2015). 

Müller ve Berg (2009), biyolojik mücadelede kullanılan bakterileri kök bölgesinden 

izole edilen bakteriler için daha önceden yaygın olarak kullanılan ismi bitki gelişimini 

teşvik eden kökbakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) ismi kullanılır 

iken, son yıllarda bu tür bakteriler için izole edildiği yere bakılmaksızın genel anlamda 

Bitki Gelişimini Teşvik eden Bakteriler (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) ve 

Biyolojik Mücadele Etmeni Antagonist bakteriler (Biological Control Agent, BCA) 

olarak 2 grup altında ele almıştır. PGPB sınıfındaki bakteriler, bitkilerin gelişimini teşvik 

ettiği gibi üretmiş oldukları biyokimyasal bileşikler ile aynı zamanda bitkilerde sorun 

olan hastalık etmenlerin gelişmelerini baskılayabilmekte veya tamamen 

öldürebilmektedir (Kloepper ve Scroth, 1981). BCA türlerine giren bakteriler ise bitki 

gelişimini teşvik etmeksizin doğrudan üretmiş oldukları antimikrobiyal bileşenler 

sayesinde hastalık etmenlerini baskılayabilmekte veya tamamen öldürebilmektedir. 

Gerek epifit gerekse endofit orijinli biyolojik mücadele etmeni bakteriler bitki 

hastalıklarının baskılanmasında birçok mekanizma kullanır. Genelde antagonist BCA ve 

PGPB bitki hastalıklarının gelişimi engellemede (1) Doğrudan veya (2) Dolaylı olmak 

suretiyle iki şekilde etkide bulunur (Arora ve ark., 2012; Bhardwaj ve ark., 2014; Gupta 

ve ark., 2015). 

Epifit ve endofit karakterdeki PGPB biyolojik mücadele etmeni bakteriler patojen 

gelişimini engellemede doğrudan engellemede kullandıkları mekanizmalar; (i) azot 

fiksasyonu, (ii) siderofor üretimi, (iii) çözünemeyen veya bitkinin alabileceği formlarda 

olmayan bitki besin maddelerinin (mineral maddelerin) bitkinin alabileceği formlara 

dönüştürmesi (minerilazasyonu), (iv) karbon kaynağı açısından rekabet, (v) bitkisel 

hormonların teşvik edilmesi sıralanabilir. PGPB için “doğrudan” etki olarak kabul edilen 

bu mekanizmalar, anatgonist bakteriler için “dolaylı” engelleme mekanizmaları olarak 

kabul edilir. 

Azot Fiksasyonu: Azot bitki besin elementleri arasında bitki beslenmesi ve üretimi 

için en önemli bileşiklerden biridir.  Havada %78 azot bulunmakla birlikte bitki 

tarafından kullanılabilecek uygun formda değildir. Doğada havadaki serbest azotu 

bitkinin alabileceği form olan amonyuma çevirmek suretiyle alabilecek hiçbir bitki 
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bulunmamaktadır. Atmosferdeki serbest azot amonyuma sadece mikroorganizmaların 

ürettiği ve nitrogenase olarak bilinen kompleks enzimlerle çevrilerek biyolojik olarak 

bitkiye bağlanılabilmektedir (Gaby ve Buckley, 2012). Özellikle fasulyegiller 

(Leguminaceae) familyasına bağlı bitki köklerinde Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Sinorhizobium, ve Mesorhizobium cinsine dahil bakteri türleri bitki köklerinde 

oluşturmuş oldukları kök nodülleri sayesinde toprak ve havadaki serbest azotu bitkiye 

bağlamak suretiyle bitki gelişimini teşvik etmektedir (Zahran, 2001). Leguminaceae 

bitkileri dışında Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Diazotrophicus, 

Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas ve Cyanobacteria (Anabaena, Nostoc) 

gibi non-symbiotik azot bağlayan kök bakterileri bildirilmiştir (Bhattacharyya ve Jha, 

2012; Vessey 2003).  

Fosfor Çözünürlüğü: Fosfor azottan sonra bitki için önemli elementlerin başında 

gelen bir bitki besin elementidir. Fosfor bitkide fotosentez, enerji transferi, sinyal 

iletişimi, makromokeüllerin biyosentezi ve terleme gibi önemli olayların yönetilmesinde 

rol oynar (Khan ve ark., 2010). Fosfor toprakta organik ve inorganik formlarda bol 

miktarda bulunmakla birlikte, %90-95’i çözünür olmayan bitkiler tarafından alınacak 

uygun formda değildir. PGPB topraktaki uygun olmayan formdaki fosforu üretmiş 

oldukları organik asit anyonları, proton, hydoxyl ion, extraselüler enzimlerle parçalayarak 

bitkinin alabileceği formlara çevirirler (Joshi ve ark., 2006; Sharma ve ark., 2013). 

Yapılan çalışmalarda toprakta uygun olmayan foforu çözerek bitkiye alımın kolaylaştıran 

bakterilerin Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, 

Flavobacterium, Microbacterium Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, ve Serratia 

cinsine dahil türlerin olduğu bildirilmiştir (Bhattacharyya ve Jha, 2012). 

Siderofor üretimi: Demir biyosferdeki tüm organizmalar için önemli ve gerekli 

mikro besin elementinden biridir. Demir dünyada en fazla bulunan 4. element olmakla 

birlikte, aerobik topraklarda bitki ve mikroorganizmalar tarafından kolayca alınabilecek 

formda olmayan Fe+3 veya demir iyonu formunda bulunur. Doğada serbest olarak 

yaşayan bazı mikroorganizmalar toprakta sınırlı sayıda bulunan demiri siderofor olarak 

adlandırılan düşük molekül ağrılığında (<1000D), demiri çözen bileşikler sayesinde 

uygun olmayan formdan uygun forma dönüştürdükten sonra kolayca bünyelerine 

alabilme mekanizmasına sahiptir (Schwyn ve Neilands, 1987; Arora ve ark., 2013). 

Siderofor (Siderohores) Latincede kelime anlamı sid:Demir; phores:Taşıyıcı olarak 
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adlandırılır (Kloepper ve ark., 1980; Neilands, 1981; Yeole ve ark., 2001). Sideroforlar 

fonksiyonel yapılarına göre; (i) Hydoxamate, (ii) Catecholate ve (iii) Carboxylate olmak 

üzere 3 grup altında bulunur (Miethke ve Marahiel, 2007). Mevcut durumda 270 tanesi 

fonksiyonel ve yapısal olarak karakterize edilmiş 500 farklı tipte sideroforun varlığından 

söz edilmektedir (Cornelis, 2010). PGPB tarafından üretilen siderofor’lar bitki gelişimi 

üzerine doğrudan veya dolaylı yönde etkide bulunur. Aeromonas, Azadirachta, 

Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Streptomyces 

sp. ait PGPB türlerince üretilen sideroforun topraktaki bağlı demiri çözerek bitkiye yararlı 

hale çevirip, bitkinin bundan faydalanması sonucu gelişiminin doğrudan teşvik ettiği 

bildirilmiştir (Sujatha ve Ammani, 2013). 

Bitki Hormonların Üretimi: Bitkiler tarafından belirli zamanlarda sınırlı düzeyde 

üretilebilen etilen, indol asetik asit (IAA), sitokinin, giberillin gibi bitki hormonları 

(fitohormon) aynı zamanda bazı yaralı mikroorganizmalar tarafında da 

üretilebilmektedir. Bu mikroorganizmalardan biride PGPB türleridir. Özellikle kök 

bölgesinde üretilen bu hormonlar sayesinde bitki kökleri topraktan daha fazla besin ve su 

alarak bitki gelişimi teşvik edilir (Arora ve ark., 2012). IAA, PGPB tarafından en fazla 

üretildiği rapor edilen fitohormonların başında gelmektedir. Kökbakterilerin %80’i bitki 

tohum ve kök bölgesinde IAA üretmek suretiyle bitki tarafından oluşturulan IAA ile 

birlikte bitkiye su ve besin madde alımını artırmak suretiyle bitki gelişimini teşvik 

edebilme yeteneğinde olduğu bildirilmiştir (Vessey, 2003). Genellikle kılcal köklerde 

bulunan Tryptophane bir aminoasit olup, bakteriler tarafından IAA’in üretilen başlatıcı 

makromolekül olarak bilinir (Etesami ve ark., 2009). Pseudomonas, Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Agrobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Alkaligenes faecalis, 

Enterobacter cloacae, Acetobacter dizotrophicous, Azospirillum spp., Pseudomonas spp 

önemli düzeyde IAA üretebilen PGPB olarak bildirilmiştir (Shilev, 2013). Diğer yandan 

Azotobacter sp., Rhizobium sp., Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum, 

Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis ve Paenibacillus polymyxa olarak tanıları 

yapılmış PGPB ise sitokinin, ve giberillin gibi bitki hormonları salgılamak suretiyle bitki 

gelişimini teşvik ettiği bildirilmiştir (Kang ve ark., 2010).  

PGPB türlerinin hastalık gelişimini engellemede kullandıkları dolaylı 

mekanizmalar ise; (i) bakteri türleri tarafından üretilen hidrojen siyanür (HCN), amonyak 

(NH3), uçucu antimikrobiyal etkili bileşiklerin üretilmesi (antibiyosis veya antagonizm), 
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(ii) siderofor, (iii) hyrolitik enzimlerin (glucanase, chitinase, protease vb) üretilmesi, (iv) 

bitkilerde dayanıklık genlerinin uyarılması ile hastalık etmenlerine karşı dayanıklılığın 

teşvik sonucu hastalığı baskılamakta, böylece dolaylı yönden bitki gelişimine katkıda 

bulunmaktadır (Lugtenberg ve Kamilova, 2009; Tariq ve ark., 2014; Leong, 1986; Fravel, 

1988; Weller, 1988; Wei ve ark., 1996). PGPB için “dolaylı” etki mekanizmaları olarak 

kabul edilen bu mekanizmalar, anatgonist bakteriler için “doğrudan” engelleme 

mekanizmaları olarak kabul edilir. 

Antibiyosis (antagonism): Antimikrobiyal özellikli maddelerin üretilmesi sonucu 

hastalık etmeni mikroorganizmaların baskılandığı mekanizma PGPB tarafından 

kullanılan en güçlü ve araştırılmış mekanizmaların başında gelir. PGPB türlerince 

üretilen ve bitki patojeni mikroorganziamaların gelişimini engelleyen antimikrobiyal 

bileşenlerden amphisin, 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), oomycin A, phenazine, 

pyoluteorin, pyrrolnitrin, tensin, tropolone, ve cyclic lipopeptide genellikle Pseudomonas 

spp dahil PGPB tarafınca üretildiği bildirilmiştir (Loper ve Gross, 2007). Diğer yandan, 

oligomycin A, kanosamine, zwittermicin A, ve xanthobaccin Bacillus, Streptomyces ve 

Stenotrophomonas sp. ait PGPB türleri tarafından üretildiği bildirilmiştir (Compant ve 

ark., 2005). Bu bileşiklerin yanısıra bazı PGPB türleri antimikrobiyal bileşiklerin yanı 

sıra HCN, amonyak ve DAPG gibi uçucu (volatile) bileşikler üretmek suretiyle hastalık 

etmenlerini doğrudan engelleyebilmektedir (Sacherer ve ark.,1994; Lanteigne ve ark., 

2012). 

Litik enzimler: Bitki patojeni hastalık etmenleri, özellikle fungal etmenlerin hücre 

duvarını yıkan enzimler bazı PGPB türleri tarafından üretilmek suretiyle hastalık çıkışı 

başarılı bir şekilde baskılanabilmiştir. PGPB türleri tarafından chitinases, dehydrogenase, 

β-glucanase, lipases, phosphatases, proteases gibi extracellular fungus hücre duvarını 

yıkan/eriten litik enzimler Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, 

Phytophthora sp., Rhizoctonia solani ve Pythium ultimum gibi toprak ve yaprak kökenli 

önemli bitki hastalık etmenlerinin gelişimini baskıladıkları bildirilmiştir (Upadyay ve 

ark., 2012; Nadeem ve ark., 2013). 

Siderofor: Demir elementini çözerek bitkilerce ve mikroorganizmalarca kolayca 

alımını sağlayarak doğrudan etkili olduğu bildirilen sideroforların bazı türleri bitki 

patojeni hastalık etmenlerinin gelişiminide engellemek suretiyle antimikrobiyal etkinlik 

göstermek suretiyle bitki gelişimine dolaylı yollardan katkıda bulunmaktadır. 
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Bitkilerde Hastalıklara Karşı Dayanıklılığın Teşvik edilmesi: PGPB türleri 

tarafından üretilen bazı biyokimyasal bileşikler bitkilerde sinyal iletişimi görmek 

suretiyle bitki hastalık etmenlerine karşı sahip oldukları dayanıklılık mekanizmalarını 

harekete geçirebilir. Bu şekilde harekete geçirilen bitki dayanıklılık mekanizmaları 

bitkiyi mevcut hastalık etmeninin yanı sıra, sonradan bitkiye gelebilecek olan diğer 

hastalık etmenlerine karşıda dayanıklı kılmak suretiyle geniş bir etki sağlar (Avis ve ark., 

2008; Naznin ve ark., 2012). PGPB tarafından üretilen lipopolysaccharides (LPS), 

flagella, siderophores, cyclic lipopeptides, 2, 4-diacetylphloroglucinol, homoserine 

lactones, and volatiles like, acetoin and 2, 3-butanediol gibi bileşikler bitkide jasmonate 

ve ethylene kaynaklı sinyal iletişim yoluyla bitkide dayanıklılık mekanizmalarının 

uyarılarak teşvik edilmesini sağlar (Doornbos ve ark., 2012). 

Yapılan bu çalışmada, Diyarbakır ilinin önemli badem yetiştiriciliği yapılan 

alanlarındaki sağlıklı badem bitkilerin kök, kök boğazı ve gövdelerin yüzey ve içsel 

dokularından elde edilen farklı türlere ait antagonistik potansiyele sahip endofitik ve 

epifitik bakteri izolatlarının izolasyonu, teşhisi ve bölgede yetişen bademlerde 

kurumalara neden olan toprak kökenli fungal hastalık etmenlerinden Macrophomina 

phaseolina, Ceratobasidum sp (=Rhizoctonia solani’nin anamorf dönemi), Fusarium 

oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum ve Phytophthora chlamydospora’nın misel gelişimi 

üzerine olan biyokontrol etkinliği ve hastalık etmenlerinin engellenmesinde rol oynayan 

olası bazı etki mekanizmalarının karekterizasyoları in vitro koşullarda araştırılmıştır.  
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Badem Ağaçlarında Sorun Olan Fungal Hastalıklar  

 

Yapılan araştırmalarda dünyada ve ülkemizde yetiştirilen badem ağaçlarında 

yaprak ve toprak kökenli birçok fungal hastalık etmeni tarafından etkilendiği 

belirlenmiştir.  

Saad ve Masannat (1997), yaptıkları çalışmada badem ağaçlarının yaprak ve 

sürgünlerinde fungal hastalık etmenlerinden Taphrina deformans, Stigmina carpophila 

ve Polystigmao chraceum’nun badem verimini önemli düzeyde etkileyen yaprak hastalık 

etmenleri olduğunu bildirmişlerdir. 

Smith (1997), badem ağaçlarının ince dal ve sürgünlerinde kanserlere ve çiçek 

yanıklığına neden olan Monilinia laxa’nın diğer sert çekirdeklilerde olduğu kadar 

bademde de önemli hastalık etmeni olduğunu bildirmişdir. 

Shabi (1997), yaptıkları çalışmada Glomerella cingulata’nın neden olduğu badem 

antraknoz hastalığının badem verimini meyve kaybına neden olmak suretiyle ciddi 

düzeylerde etkileyen hasatlık etmeni olduğunu bildirmişlerdir. 

Tsopelas ve Tjamos (1997),  Kök ve kök boğazı hastalıklarının badem ağaçlarında 

gelişme geriliğine ve ciddi kayıplara neden olduğunu, bu hastalıklar arasında geniş bir 

konukçu dizilimine sahip olan Armillaria türlerinin bademde önemli zararlara yol açtığı 

bildirilmişlerdir.  

Wicks ve ark. (1997), Toprak kökenli hastalık etmenlerinden fungal hastalık etmeni 

Verticillium dahliae’nın genç badem bahçelerinde solgunluğa, Phytophthora spp. ise kök 

boğazı çürüklüğüne neden olduğunu bildirmişlerdir.  

Browne ve Viveros (1999), California badem bahçelerinde yeni ölümcül kanser 

hastalığının badem ağaçlarının aşı noktalarının üzerinde veya altında olmak üzere farklı 

Phytophthora spp. (Phytophthora citricola ve Phytophthora cactorum) tarafından 

etkilendiğini belirledikleri çalışmalarında, Phytophthora citricola’nın daha çok aşı 

noktasında veya üstünde sorun oluşturduğunu, Phytophthora cactorum’un ise aşı 

noktasının altında, kökboğazı veya kök, toprak altı organlarda hastalık oluşturduğunu 

Martins ve ark. (2002), bir diğer fungal kökenli hastalıklardan badem kanseri 

etmeni Phomopsis amygdali’nin badem ağaçlarının ince dal ve sürgünlerde zayıflamaya 
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ve gelişme geriliği belirtileri oluşturmak suretiyle ciddi verim ve kalite kayıplarına neden 

olduğunu bildirilmişlerdir. 

Gouk (2014), yapmış olduğu literatür derlemesinde badem yetiştiriciliğini 

kısıtlayan önemli hastalıkları belirti yerlerine göre yaprak veya meyve ile gövde, 

kökboğazı ve kök hastalıkları olarak sınıflandırmıştır. Bu kategorilere göre yaprak ve 

meyvelerde önemli hastalıklar olarak bildirilen etmenler; meyve kabuğu çürüklüğü 

hastalık etmeni Rhizopus spp., yaprak bakteriyel leke hastalık etmeni Xanthomonas 

arboricola pv. pruni yaprak pası hastalık etmeni Tranzschelia discolor, yaprak delen 

hastalık etmeni Wilsonomyces carpophilus, karaleke hastalık etmeni Cladosporium 

carpophilum ve gümüş yaprak hastalık etmeni Chondrostereum purpureum iken, gövde, 

kökboğazı ve kök hastalıkları olarak daha çok Verticillium solgunluk hastalığı etmeni 

Verticillium dahliae ile gövde ve kök çürüklüğü hastalıkları etmenleri olarak 

Phytophthora ve Fusarium spp. bildirilmiştir. 

Browne (2017), dünya genelinde badem ağaçlarında kök ve kökboğazı çürüklüğüne 

neden olan önemli Phytophthora spp.’nin Phytophthora cactorum, Phytophthora 

citricola, Phytophthora megasperma ve Phytophthora niederhauserii olduğunu 

bildirmiştir. Araştırıcı özellikle şeftali x badem hibridi çöğürlerin birçok Phytophthora 

spp. karşı dayanıklı olduğunu belirlemiştir. 

 

Ülkemizde yetiştiriciliği yapılan badem alanlarında önemli verim kayıplarına neden 

olan toprak kökenli fungal hastalıklar ve etmenleriyle ilgili sınırlı çalışmalar 

bulunmaktadır. Bu çalışmalar aşağıda özetlenecek olursa, 

 

Çeliker ve Poyraz (2007), Muğla ilinin badem üretimiyle ünlü Datça ilçesinde 

gerçekleştirdikleri sörvey çalışmalarında, badem ağaçlarının dal ve sürgünlerinde 

kurumalara neden olan kanser etmenleri Phomopsis sp. ve Cytospora sp. tespit edilmiş, 

ayrıca önemli bir yaprak hastalığı olan yaprak kıvırcıklığı etmeni T. deformans’ın badem 

ağaçlarında ciddi problemlere neden olduğu bildirmişlerdir.  

Çimen ve Ertuğrul (2007), Ülkemizde yapılan bir çalışmada etmen, Güneydoğu 

Anadolu Bölgesi badem yetiştiriciliği yapılan alanlardaki badem ağaçlarında Polystigma 

ochraceum etmeni tarafından neden olunan et lekesi hastalığının %96.11 ile en yaygın 

hastalıklar arasında yer aldığı bildirilmiştir. 
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Kurbetli ve Hancıoğlu (2008), 2007–2008 yıllarında Isparta ilinin önemli badem 

yetiştirme alanlarındaki badem ağaçlarında sorun olan fungal hastalıklarını belirledikleri 

sürvey çalışmalarında, badem ağaçlarından alınan hastalıklı örneklerden fungal hastalık 

etmenlerinden Polystigma ochraceum (et lekesi hastalığı), Wilsonomyces carpophilus 

(yaprak delen, çil) ve Phellinus tuberculosus (odun çürüklüğü) etmenlerini tespit 

edilmiştir. Hastalık etmenleri yakalanma oranlarına kıyaslandığında, yakalanma oranı en 

yüksek etmenin Polystigma ochraceum olduğu, bu etmeni sırası ile Phellinus 

tuberculosus ve Wilsonomyces carpophilus etmenlerinin takip ettiği bildirilmiştir. 

Kurbetli ve Değirmenci, (2010) bademlerde iki farklı Phytophthora spp. olarak 

Phytophthora. cactorum ve Phytophthora citrophthora türlerine ait oomycete 

izolatlarınınbadem fidanların kök ve kökboğazı bölgelerinde çürüklüğüne neden 

olduğunu bildirmiştir. 

Kurbetli ve Değirmenci, (2011) bademlerde daha önceden bildirdikleri iki farklı 

Phytophthora spp. olan Phytophthora cactorum ve Phytophthora citrophthora türlerine 

ilave olarak yeni bir oomycete Phytophthora taxon niederhauserii izolatının badem 

fidanlarında kurumalar şeklindeki belirtiler ile önemli badem ölümleri ve yıkımlara neden 

olduğunu bildirmiştir.  

Kutbetli ve Yılmaz, (2015), ülkemizde bildirilen Phytophthora chlamydospora 

dışında hastalık etmeninin bir diğer türü olan ve Phytophthora chlamydospora’nın 

oluşturmuş olduğu belirtilere benzer belirtilere Phytophthora megasperma tarafından da 

neden olunduğu bildirilmiştir.  

Türkölmez ve ark. (2016), Çalışmalarda kullanılan, enstitü kültür koleksiyonunda 

yer alan, toprak kökenli hastalık etmenlerinde biride yakın zamanda Adıyaman ilinin 

Besni ilçesindeki ticari badem bahçelerinde solgunluk, kök ve kökboğazı çürüklüğü 

belirtisi gösteren ağaçların köklerinde oomycete Phytophthora chlamydospora’nın 

ülkemiz için bademlerde hastalığa neden olan ilk kayıt etmen olduğunu bildirmiştir.  

Çiftçi ve ark. (2016),  ülkemizde badem üretim alanlarının artması ve toprak 

yapısının ağır bünyeli ve bilinçsiz sulama sonucu Diyarbakır ili badem ekim alanlarında 

kök ve kök çürüklüğü hastalığının görüldüğünü, izolasyon ve moleküler teşhis çalışmaları 

sonucunda hastalık etmeninin Phytophthora plurivora olduğunu bildirmişlerdir.  
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2.2. Badem Ağaçlarında da Sorun Olan Fungal Hastalıklar ile Biyolojik Mücadele 

Çalışmaları 

 

Hastalıklarla kimyasal mücadeleye alternatif mücadelelerden biride genelde farklı 

türlere ait bitki patojeni olmayan fungal, viral ve bakteriyel mikroorganizmaların 

kullanıldığı biyolojik mücadeledir. Mikroorganizmalar içinde biyolojik mücadelede en 

fazla dikkati çeken ve araştırılan mikroorganizma grubu genelde farklı türlere ait 

bakteriyel mikroorganizmalar olmuştur. Yapılan çalışmalarda Bacillus, Burkholderia, 

Chryseobacterium, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium, 

Pseudomonas, Serratia ve Stenotrophomonas vb. gibi cinslere dahil türler endofit 

antagonistik bakteriler olarak bildirilmiştir (McInroy ve Kloepper, 1995; Mahaffee ve 

Kloepper, 1997).  

Yapılan literatür çalışmalarında özellikle bademlerde sorun olan toprak kökenli 

hastalıklar üzerine yapılmış biyolojik mücadele çalışmalarına rastlanılmamıştır. Ancak 

denemelerde kullanılan fakat başka bitkilerden izole edilen toprak kökenli hastalık 

etmenleri Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, 

Phytophthora spp ve Rhizoctonia solani’ye karşı yapılmış birçok biyolojik mücadele 

çalışmasına rastlanılmıştır. Bu bağlamda özellikle çalışmada belirlediğimiz antagonist 

endofit ve epifit bakteri türlerinin kullanıldığı çalışmalara aşağıda yer verilmiştir. 

Roberts ve ark., (1994), A.B.D’nin Mojave çölündeki topraklardan ve bu 

topraklarda yetişen bitkilerin içsel dokusundan izole edilerek yeni bir bakteri türü olan 

tanıladıkları Bacillus mojavensis’in öncelerden Bacillus subtilis olarak tanılandığını 

ancak yapılan detaylı çalışmalar ile bu türün yağ asit içeriği ve DNA farklılığı ile Bacillus 

subtilis türünden ayrıldığını bildirmişlerdir. 

Bertagnolli ve ark., (1998), soya fasulyesinde kök çürüklüğüne neden olan hastalık 

etmeni Rhizoctonia solani’ye karşı bakteriyel antagonist Bacillus megaterium ile fungal 

antagonist Trichoderma harzianum’un biyokontrol potansiyellerini belirledikleri 

çalışmalarında, gerek fungal antagonist Trichoderma harzianum, gerekse bakteriyel 

antagonist Bacillus megaterium oldukça yüksek düzeyde extracellular endoproteinase ve 

phospholipase enzimlerini üretmek yoluyla hastalık etmeni hifleri üzerinde hücre duvarı 

yıkımları ve membrane zararlanmalarına neden olduğu, sonuçta hastalık etmeninin in 

vitro koşullarda engellendiğini bildirmişlerdir. 
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Bacon ve Hinton (2002), Mojave çölünden izole edilen 13 farklı endofitik Bacillus 

mojavensis izolatının mısır bitkisinde toksin üreten hastalık etmeni Fusarium 

moniliforme üzerine antagonistik etkinliğini araştırdıkları çalışmada, 13 izolatında kök 

bölgesini etkili bir şekilde kolonize etme yeteneğinde olduğunu ve hastalık etmeninin 

misel gelişimini etkili bir şekilde baskıladığını belirlemişlerdir. 

Siddiqui ve Shaukat (2003), antagonist bakteri izolatı Pseudomonas aeruginosa ile 

fungal antagonist Pochonia chlamydosporia teksel ve karışımlar uygulamalarının 

domates kök çürüklüğü etmenlerinden acrophomina phaseolina  Fusarium oxysporum ve 

Rhizoctonia solani’ye karşı etkinliklerini araştırdıkları çalışmalarında bakterinin gerek 

ikili kültür testlerinde gerekse hücre kültürlerinin fungal etmenlerini misel gelişimlerini 

in vitro koşullarda önemli düzeyde engellediğini, fungus miselleri üzerinde erimelere 

neden olduğunu, bakteri izolatının HCN ve siderofor oluşturmak suretiyle etkinlik 

gösterdiğini bildirmişlerdir. İn vivo biyoetkinlik çalışmalarında ise bakteri ve fungal 

antaonistlerin karışım uygulamalarının teksel uygulamalara kıyasla daha etkili olduğunu, 

bitki gelişimi üzerine antagonist uygulamalarının toprağa içirme şeklinde 

uygulanmasının püskürtmeye kıyasla daha etkili olduğunu belirlemişlerdir. 

Chaurasia ve ark., (2005), çay bitkisinin kök bölgesinden izole ettikleri antagonist 

Bacillus subtilis izolatının 4 tanesi bitki patojeni, 2 tanesi klinik patojen olmak üzere 6 

farklı fungal etmenin misel ve konidial yapılarında in vitro morfolojik anormalliklere 

sebep olduğunu, bu değişikliklerin bakteri tarafından üretilen difüze ve uçucu yapıdaki 

antifungal bileşenlerden kaynaklandığını, uçucu yapıda olanların etkinliğinin difüze olan 

bileşiklerden daha etkili olduğunu bildirmişlerdir. 

Park ve ark., (2006 ve 2007), biber bitkilerinden elde ettiği Bacillus vallismortis 

EXTN-1 izolatı ile yapmış oldukları çalışmada, bakteri hücre süspaniyon kültürü (kültür 

filtrat) ekstrakte edilerek HPLC ile analiz edildiğinde bakteri tarafından üretilen ve 

antifungal etkinlik gösteren bileşiğin Bacillomycin D olduğu, bu bileşiğin çeltik, patates, 

hıyar, domates ve tütün bitkilerinde sorun bakteriyel, viral ve fungal hastalık etmenine 

karşı antagonistik etkinlik gösterdiği, ayrıca uygulama yapıldığı bitkilerde bitki gelişimini 

de teşvik ettiği bildirmişlerdir. 

Mojica-Marin ve ark., (2008), bitki kök, kökboğazı ve hastalığın baskılandığı 

topraklardan elde edip tanıladıkları 60 farklı Bacillus thuringiensis izolatının antagonistik 

etkinliğini biber bitkisinde kök çürüklüğü hastalığı etmeni Rhizoctonia solani’ye karşı 
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araştırdıkları çalışmalarında, 60 izolat arasında sadece 16 Bacillus thuringiensis izolatın 

fungal etmene karşı antagonisitk etkinlik gösterdiğini, test edilen ve etkili olduğu 

belirlenen antagonist izolatlar arasında bazılarının aynı zamanda bitki gelişiminde teşvik 

ettiğini belirlemişlerdir. 

Lee ve ark., (2008), biber bitkilerinde solgunluk etmeni Phytophthora capsici’ye 

karşı 41 farklı kök bakteri izolatının antagonistik etkilerinin araştırdıkları çalışmada, 12 

izolatın in vitro koşullarda maximum düzeyde antagonistik etki gösterdiğini, bu 

izolatların in vivo çalışmalarda özellikle Bacillus subtilis R33 ve R13 izolatlarının %71-

87 oranında hastalığı baskıladığını belirlemişlerdir. 

Athukorala ve ark., (2009), farklı habitatlardan elde edilen aralarında Bacillus 

subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mycoides ve Bacillus thuringiensis türlerine 

ait 21 farklı Bacillus spp izolatınının anatgonistik etkinliğini fungal hastalık etmeni 

Sclerotinia sclerotiorum’a karşı test etmişlerdir. Çalışmalar sonucunda bakterilerin 

hastalık etmeninin misel gelişimini %50’den fazla engellediğini, izolatların bacillomycin 

D, iturin A, surfactin, mycosubtilin, fengycin, ve zwittermicin A isimli antibiyotiklerden 

birini veya birden fazlasını ürettiklerini bildirmişlerdir. 

Srinivasan ve ark., (2009), aralarında Pseudomonas putida, Pseudomonas 

chlororaphis ve Serratia sp. bulunduğu bakteri izolatlarını roka bitkisinde solgunluk 

hastalık etmeni Fusarium oxysporum f. spp. raphani ve conglutinans üzerine olan 

antagonistik etkinliğini belirlemeye yönelik çalışmalarında Serratia sp bakteri izolatının 

Fusarium oxysporum f. spp. conglutinans’ karşı, Pseudomonas putida ve Pseudomonas 

chlororaphis ise Fusarium oxysporum f. spp. raphani’ye karşı biyokontrol etkinlik 

gösterdiğini belirlemişlerdir. 

Guo ve ark., (2009), Ginseng bitkisi Panax notoginseng’in kök bölgesinden izole 

ettikleri 574 kök bakteri izolatından %5.8 Cylindrocarpon didynum, Fusarium solani, 

Phytophthora cactorum, Phoma herbarum ve Rhizoctonia solani etmenlerinden en az 

birine karşı antagonistik etki gösterdiğini, izolatların etkinliğinin izole edildikleri bölge 

ve toprak yapısına göre farklılık gösterdiğini, en etkili olarak belirlenen izolatların 

Bacillus subtilis olarak tanılandığını bildirmişlerdir. 

Barretti ve ark., (2009), sağlıklı domates bitkilerinin içsel dokularından elde 

ettikleri 40 endofit bakteri izolatının biyokontrol potansiyellerini Pseudomonas syringae 

pv. tomato ve Alternaria solani’ ye karşı araştırdıkları çalışmalarında Acinetobacter 
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johnsonii, Serratia marcescens, Sinorhizobium sp.ve Bacillus megaterium izolatlarının 

antagonistik etkinlik gösterdiğini, izolatlar arasında sadece Serratia marcescens 

izolatının bitki gelişimini teşvik etmekte başarılı olduğunu belirlemiştir. 

Chen ve ark., (2010), hıyar bitkisinde yıkıcı hastalık etmenlerinden olan Fusarium 

oxysporum f. sp. cucumerinum’a karşı Bacillus subtilis izolatını biyokontrol etmeni 

olarak kullandıkları çalışmalarında, bakterinin chitinase, β-1, 3-glucanase, siderophores, 

indole-3-acetic acid (IAA), hydrogen cyanide (HCN) ve fosfor çözme potansiyellerinin 

belirlenmesine yönelik denemelerde bakteri uygulamalarının bitkide peroxidase (POX), 

polyphenol oxidase (PPO) ve phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzim aktivitelerini 

önemli düzeyde artırdığını, mikolitik enzim üretimi sayesinde fungus sporlarının 

yüzeylerinde deformasyonlara neden olduğunu bildirmişlerdir.  

Kavroulakis ve ark., (2010), zeytin karasuyu ve posası, bağ atıkları ve mantar 

atıklarından elde edilmiş kompost ile destekli hastalığın baskılandığı topraklarda yetişen 

domateslerin kök ve kök bölgesinden 329 bakteri izolatından 44 farklı bakteri izolatın 

domateslerde kök ve kök çürüküğüne neden olan toprak kökenli hastalık etmenlerinden 

Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. raphani, 

Phytophthora cinnamomi, Phytophthora nicotianae ve Rhizoctonia solani’ye karşı 

antagonistik etki gösterdiğini belirlemişlerdir. Antagonistik etki gösteren bakteriler 

arasında özellikle en etkili olarak belirlenen 6 izolatın Bacillus, Lysinibacillus, 

Enterobacter ve Serratia cinsi bakteri türlerine ait olduğunu, Enterobacter spp. izolatına 

ait hücre kültür filtratının domates köklerine uygulandığında hastalık etmeni Fusarium 

oxysporum f.sp. radicis-lycopersici’ye karşı önemli düzeyde koruma sağladığını 

bildirmişlerdir. 

Todorova ve Kozhuharova (2010), farklı bitki kök ve kök bölgesindeki 

topraklardan izole ettikleri farklı Bacillus spp ait izolatları toprak ve yaprak kökenli 

hastalık etmenlerinden Alternaria solani, Botrytis cinerea, Monilia linhartiana, 

Phytophthora cryptogea ve Rhizoctonia sp karşı in vitro antagonistik etkilerini 

araştırdıkları çalışmalarında 2 farklı Bacillus subtilis izolatının oldukça yüksek düzeyde 

antagonistik etkide bulunduğunu belirlemişlerdir. 

Zhao ve ark., (2010), Bacillus subtilis’e yakın akraba türlerinden biri olan, geniş 

yapraklı meşe yaprağından endofit olarak izole edilen ve Bacillus vallismortis olarak 

teşhis edilen bakteriyel izolat ikili kültür testlerinde Fusarium graminearum, Alternaria 
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alternata, Phytophthora capsici, Cryphonectria parasitica ve Rhizoctonia solani gibi 

birçok bitki patojeni fungal hastalık etmenine karşı oldukça etkili bir antagonistik etkinlik 

gösterdiği bildirilmiştir. 

Kumar ve ark., (2012), Bacillus sp A5F izolatının soya fasulyesinde kök çürüklük 

etmeni S. Sclerotiorum’a karşı yüksek düzeyde antagonistik etki gösterdiğini, söz konusu 

izolatın kültür filtratının Sclerotinia sclerotiorum’un yanısıra Fusarium oxysporum ve 

Macrophomina phaseolina’ya karşıda etkinlik gösterdiğini, bakterinin bacillomycin D 

isimi antifungal bileşiğini üretmek suretiyle antagonistik etki gösterdiğini 

belirlemişlerdir.   

Babashpour ve ark., (2012), biyokontrol etmeni Serratia marcescens izolatından 

elde edilen ve fungal hücre duvarlarında erime ve yıkımlara neden olan chitinaz 

enziminin farklı bitki patojeni fungal etmenlerin misel gelişimini etkili bir şekilde 

engellediğini bildirmişlerdir 

Solanki ve ark., (2012), Bacillus megaterium MB3, Bacillus subtilis MB14, 

Bacillus subtilis MB99 ve Bacillus amyloliquefaciens MB101 izolatlarının chitinase, β-

1,3-glucanase ve protease enzimleri üretmek suretiyle domates bitkilerinde kök 

çürüklüğü hastalığına neden olan Rhizoctonia solani’ye karşı antagonistik etkinlik 

gösterdiğini belirlemişlerdir. Antagonist bakteri izolatlarının uygulandığı bitkilerde 

yüksek düzeyde chitinase, glucanase, peroxidase, polyphenol oxidase, phenylalanine 

ammonialyase (PAL) aktivitesinin yanısıra ve toplam phenolic birikimi teşvik edilmiştir. 

Park ve ark., (2012), bitki kök bölgesinden izole edilen Pseudomonas aurantiaca 

IBS-10 izolatının antifungal etkiye sahip phenazin ve türevlerini üretmek yoluyla toprak 

kökenli fungal hastalık etmenlerinden Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani ve 

Pythium ultimum karşı yüksek düzeyde antagonistik etkinlik gösterdiğini belirlemişlerdir. 

Sowndhararajan ve ark., (2012) çay bitkisinde gri yanıklık hastalığı etmeni 

Pestalotiopsis theae ve kabarcık yanıklığı etmeni Exobasidium vexans karşı antagonist 

bakteriyel etmenlerden Ochrobactrum anthropi nin biyokontrol etkinliğini araştırdıkları 

çalışmada Ochrobactrum anthropi izolatlarının fungal spor çimlenmesini ve hastalık 

çıkışını %70 ve üzerinde engelleme göstermek suretiyle etkinlik gösterdiğini bildirmiştir. 

Mikroskobik gözlemlerde bakterinin hifler üzerinde deformasyonlara neden olduğu, fakat 

izolatın siderophore, extracellular enzymes veya HCN üretmediğini bildirmişlerdir. 
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Yang ve ark., (2012), biber tarlalarındaki sağlıklı bitki kök ve kök bölgesinden 1487 

izolat elde etmiş, ikili kültür testlerinde 232 izolatın Phytophthora capsici’ye karşı 

değişen oranlarda antagonistik etkide bulunduğunu bildirdikleri çalışmada, Bacillus 

cereus (B1301 ve PX35) ve Chryseobacterium sp (R98) olarak teşhis ettikleri PGPR 

izolatların hastalık gelişimini %84 ila %92 oranlarında engellediklerini tespit etmişlerdir. 

Araştırıcılar yaptıkları çalışmada etkili bulunan izolatların antagonistik etkilerinin 

siderophores, chitinase, cellulose, ve protease aktivitelerinden kaynaklandığını 

bildirmişlerdir.  

Morohoshi ve ark., (2013), Pseudomonas chlororaphis subsp aurantiaca’nın 

Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans karşı antagonistik etkinliğinden bakterinin 

üretmiş olduğu phenazin ve türevlerinin sorumlu olduğunu bildirmiştir. 

Ferraz ve ark (2014), domates bitkilerinin kök bölgesinden izole edilen ve 

aralarında Bacillus cereus ve Serratia marcescens izolatlarının bulunduğu bakterilerin 

peroxidases, polyphenoloxidases, glucanases, chitinases, phenylalanine ammonia-lyases 

ve lipoxygenases enzimleri aktive etmek suretiyle domates bitkilerinde fusarium 

solgunluk hastalığı etmeni Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’ye karşı dayanıklılığı 

teşvik ettiği böylece hastalık çıkışını etkili bir şekilde baskıladığını bildirmiştir. 

Hassan ve ark., (2014) şekerkamışı kök bölgesinden izole edilen antagonist 

kökbakterilerinden Ochrobactrum intermedium strain NH-5 izoatının siderofor ve geniş 

etki mekanizmaya sahip antimikrobiyal bileşiklerden 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-

DAPG) üretmek yoluyla şekerkamışında kırmızı çürüklük hastalık etmeni Colletotrichum 

falcatuma karşı anatgonistik etkinlik gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Hu ve ark., (2014), buğday kök bölgesinden izole edilen 1470 bakteri izolat 

arasından en etkili antagonist bakteri izolatı olarak belirlenen Pseudomonas chlororaphis 

subsp. aurantiaca’nın Fusarium graminearum üzerine olan etkinliği ve etki 

mekanizmalarını araştırdıkları çalışmalarında, bakteriyel izolatın phenazine-1-

carboxamide (PCN) üretmek yoluyla fungusun konidi çimlenmesini, misel gelişimini 

engellemek suretiyle tohumlarda fungus tarafından toksin oluşumunu engellediği 

bildirilmiştir. 

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

soyafasulyesinde kömür çürüklüğü hastalık etmeni Macrophomina phaseolina karşı bitki 
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gelişimini teşvik etmenin yanısıra phenazin, phenazin türevleri ve HCN üretimini 

tetikleyen genlere sahip olduğunu bildirmiştir. 

Deepak ve Jayapradha (2015), Petrol ile bulaşık topraklardan izole edilmiş olan 

antagonistBacillus thuringiensis izolatının kök çürüklüğü etmeni Fusarium verticillioides 

karşı biyosürfektant üretmek suretiyle misel gelişimini ve spor çimlenmesini engellediği, 

misel üzerinde morfolojik bozulmalara neden olmak suretiyle yüksek düzeyde 

antagonistik etkinlik gösterdiği bildirilmiştir. 

Huang ve ark., (2015), tütün bitkisinin kök bölgesinden elde ettikleri 

kökbakterilerinden Streptomyces flavofungini SNA26, Pseudomonas putida SNB53 and 

Serratia marcescens subsp. sakuensis SNB54 izolatlarının kök çürüklüğü etmeni 

Phytophthora nicotianae karşı in vitro ve in vivo koşullarda antagonistik etkinlik 

gösterdiklerini, bu yüzden bu izolatların hastalık etmenine karşı biyopreparat olarak 

kullanılabileceğini bildirmişlerdir. 

Khabbaz ve ark., (2015),  sebzelerde fide kök çürüklük ve çökerten hastalık 

etmenlerine karşı farklı Bacillus ve Pseudomonas spp ait antagonist izolatlar arasında 

Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis izolatlarının hıyarda Pythium sp ve 

Phytophthora capsici ve turpta Rhizoctonia solani’ye karşı biyokontrol potansiyellerini 

araştırdıkları çalışmada, bakterilerin tohum ve çıkış öncesi toprak uygulamalarının 

Phytophthora capsici tarafından neden olunan hastalık çıkışını %66-85 oranında 

baskılarken, Rhizoctonia etmenine karşı etkinliğin %18-38 gibi daha düşük düzeyde 

gerçekleştiğini bildirmiştir. Kök bakterileri ile kaplanmış tohumlardan bitki çıkışı ve 

gelişiminin kontrol uygulamasına oranla daha fazla olduğunu tespit etmişlerdir. Yapılan 

moleküler çalışmalarla antagoist bakterilerin hastalık çıkışını engellemede kullandıkları 

etki mekanizmaları belirledikleri çalışmalarda, Pseudomonas izolatlarının phenazine-1-

carboxylic acid, 2,4-diacetylphloroglucinol, pyrrolnitrin ve pyoluteorin antibiyotik 

bileşenleri sentezleyen genleri taşıdıklarını, Bacillus subtilis izolatların ise fengycin, 

bacillomycin, bacilysin, surfactin ve iturin A antibiyotikleri sentezleyen genleri 

bulundurduklarını bildirmişlerdir. İzolatların aynı zamanda HCN, salicylic acid, indole-

3-acetic acid, protease ve beta-1,3-glucanase enzimlerini salgılamak suretiyle hastalık 

çıkışının engellenmesinde etkili olduğunu belirlemişlerdir. Yine GC-MS ile yapmış 

oldukları çalışmalarda, bu izolatların fungal etmenleri misel gelişimini ve hastalık 

çıkışının engellenmesinde 8 farklı antimikrobiyal uçucu bileşenler salgılayarak da etkili 
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olduklarını bildirmişlerdir. Sonuç olarak bakterilerin antagonistik ve PGPB etkilerinin 

bakterilerin ürettikleri antibiyotik, uçucu bileşenler, litik enzimler ve fitohormonlardan 

kaynaklanabileceğini bildirmişlerdir. 

Sharma ve ark., (2015), domateste sorun kök çürüklüğü hastalığı etmeni 

Phytophthora capsici etmenine karşı biyokontrol mücadele etmeni PGPB izolatlarından 

Bacillus spp kullandığı çalışmalarında B. subtilis S-25 izolatının hastalık etmeninin in 

vivo koşullarda hastalık çıkışını %83 oranında engellediğini, uygulama yapılan bitkilerde 

bitki kök uzunluğu, bitki yaş ve kuru ağırlığı, sürgün uzunluğu gibi büyüme parametreleri 

üzerinde kontrol uygulamasına göre önemli düzeylerde artışlara neden olduğunu 

belirlemişlerdir. 

Shrestha ve ark., (2015), marul bitkisinin kök bölgesinden izole ettiği 43 bakteri 

izolatı arasında Bacillus thuringiensis olarak teşhis edilen izolatın baş çürüklüğü hastalık 

etmeni S. minor’ın in vitro koşullarda misel gelişmini, sklerot oluşumunu ve 

çimlenmesini önemli düzeyde engellediğini, in vivo koşullarda bakteri uygulanmış marul 

tohumlarında hastalık çıkışının etkili şekilde baskılandığını belirlemişlerdir. Araştırıcılar 

bakterinin hastalık etmeninin miselleri üzerinde deformasyonlara neden olduğunu, bu 

etkinin antagonist bakterinin üretmiş olduğu proteases, β-1,3-glucanase ve chitinase gibi 

ekstraselüler hücre duvarı yıkan enzimlerden kaynaklandığını tespit etmişlerdir. 

Zhang ve ark., (2015), patates yumru ve toprakları ile soya fasulyesi yapraklarından 

elde ettikleri Bacillus amyloliquefaciens, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas 

chlororaphis, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis ve Pseudomonas sp. olarak 

tanılanan 13 farklı bakteri izolatı Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici dahil 10 

farklı bitki patojenine karşı test etmişlerdir. Farklı bakteri türlerinin farklı antimikrobiyal 

bileşikler ürettikleri, bu yüzden farklı fungal etmenlere karşı değişen oranlarda etkinlikler 

gösterdiğini, izolatların HCN, siderophores, β -1,3-glucanases, chitinases, proteases, 

IAA, salicylic acid gibi bileşiklerin yanısıra azot fiksasyonu ve fosforu çözme 

yeteneklerinin farklı oranlarda olduğunu bildirmişlerdir.  

Figueroa-Lopez ve ark., (2016), Bacillus megaterium ve Bacillus cereus gibi 

antagonist bakteri izolatlarının mısır bitkisinde glucanases, proteases ve chitinases 

enzimlerinin yanısıra siderophores ve auxin üretmek yoluyla mısır kök çürüklüğü etmeni 

Fusarium verticillioides karşı yüksek düzeyde etkinlik gösterdiği bildirilmiştir. 
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Han ve ark., (2016), tütünde oomycete patojen Phytophthora nicotianae hastalığına 

karşı antagonist bakteri izolatı Bacillus subtilis’i kullandığı çalışmada, biyokontrol 

etmenin in vitro ikili kültür testlerinde misel gelişimini önemli düzeyde engellediğini, 

elektron mikroskopu ile yaptığı incelemelerde bakterinin engelleme yaptığı hifler 

üzerinde deformasyon ve erimelere neden olduğunu bildirmiştir. Araştırıcılar ayrıca 

bakteriyel biyokontrol etmenin in vivo denemelerde hastalık çıkışını %59-71 oranında 

baskıladığını belirlemişlerdir. 

Park ve ark., (2016) yapmış oldukları bir diğer çalışmada, B. vallismortis EXTN-1 

izolatının biber bitkisinde üretmiş olduğu cyclic lipopeptidlerin yanısıra iturin A üretmek 

yoluyla bitkide PR1, PR4, PR10, chitinase, peroxidase, ve β-1,3-glucanase genlerinin 

tetiklendiğini bildirmişlerdir. 

Ramzan ve ark., (2016), fasulye tohumlarını Fusarium solani, Macrophomina 

phaseolina, Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani ve Sclerotium rolfsii 

etmenlerinden korunması için farklı biyokontrol etmeni bakteri türleri ile kapladıkları 

çalışmada,  Bacillus cereus’un Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens izolatlarına 

kıyasla daha düşük etkinlik gösterdiğini, izolatlar arasında en yüksek etkinliği Bacillus 

subtilis izoatının gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Rahman ve ark., (2016), hardal bitkisinde Sclerotinia sclerotiorum’a karşı farklı 

Bacillus spp ait izolatların fungusun misel, sklerot, apothecium çimlenmesi üzerine olan 

engelleyeci etkinliğini araştırdıkları çalışmalarında, etkili olarak belirlenen 8 izolatın 

Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum olduğunu, bakterinin hücre duvarı yıkan 

ekstraselüler enzimlerin (bacilisin, difficidin, fengycin, iturin, ve surfactin) yanısıra bitki 

gelişimini teşvik eden bileşikleri ürettiğini, in vivo koşullarda bakteri uygulanmış 

tohumlarda hastalığa karşı %98 gibi yüksek düzeyde koruma sağladığını bildirmişlerdir. 

Pandya ve ark., (2017), Bacillus subtilis izolatının antagonistik etkinliğini 

Macrophomina phaseolina ve Rhizoctonia solani etmenlerine karşı araştırdıkları 

çalışmada, bakteri izolatının antaonistik etkinliğinde rol oynayan kimyasal bileşenlerin 

iturin, fengycin ve surfactin olduğunu, bakterinin bu kimyasalları sentezleyen genleri 

bünyesinde taşıdıklarını bildirmişlerdir. 

Shadid ve ark., (2017), Pakistan da yapılan bir çalışmada, kaktüs, pamuk ve para 

otundan elde edilen floresan tipi Pseudomonas türleri arasında Pseudomonas 

chlororaphis subsp. chlororaphis ve aurantiaca izolatlarının bitki gelişimini önemli 
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düzeyde teşvik ettiğini, ayrıca phenazine-1-carboxylic acid, 2-hydroxy-phenazine, cyclic 

lipopeptide ve lahorenoic acid A gibi antimikrobiyal sekonder metabolitleri sentezlemek 

suretiyle antagonistik etki göstermiştir.   
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

Çalışmanın ana materyalini Diyarbakır ili ve ilçeleri badem yetiştiriciliği yapılan 

bahçelerdeki hastalıklı bitki örneklerinden izole edilen Macrophomina phaseolina, 

Ceratobasidum sp. (=Rhizoctonia solani’nin anamorf (eşeysiz) dönemi), Fusarium 

oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum,  Diyarbakır Zirai Mücadele Araştırma Enstitüsü 

kültür koleksiyonunda yer alan ve Adıyaman ilinin Besni ilçesindeki ticari badem 

bahçelerinde solgunluk, kök ve kökboğazı çürüklüğü belirtisi gösteren ağaçların 

köklerinde izole edilmiş Phytophthora chlamydospora (Türkölmez ve ark., 2016), 

sağlıklı bitki örneklerin kök, kökboğazı ve çevresindeki toprak, gövde, yaprak, gibi 

materyallerden izole edilen aday antagonist/PGPR özelliklere sahip bakteri izolatları 

oluşturmuştur. 

Çalışmanın diğer materyallerini bakteriyoloji laboratuarı alet-ekipmanları, çeşitli 

cam ve plastik laboratuvar malzemeleri, besi ortamları, kimyasal maddeler, patojenisite 

testlerinin yapılması ve denemenin kurulması için gerekli olan saksılar, torf-perlit, 

kimyasal gübreler ve çeşitli bitki tohumları oluşturmuştur. 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Çalışmalarda Kullanılan Besi Yerleri ve İçerikleri 

 

Çalışmada kullanılan tüm besi ortamları kullanılmadan önce 121ºC’de 15 dk. 

otoklav edilmiştir. Denemelerde bakteriyel etmenlerin izolasyonu, tanısı ve etki 

mekanizmalarının belirlendiği çalışmalarda kullanılan besi yerlerinden King’s B Agar 

(KB), Luria Bertani Broth (LB), Nutrient Agar (NA), Trypic Soybean Agar (TSA) ile 

Patates Dekstroz Agar (PDA) hazır ticari olarak (Merck, Darmstad, Germany) satın 

alınmak suretiyle kullanılmış olup bu ortamların ve kullanılan diğer özel besi yerlerinin 

(Elma rende-Mısır Unu Agarı (Grated Apple-Corn Meal Agar, GA-CMA) ve Karanfil 

Yaprak-Parçacık Agar (Carnation Leaf-Piece Agar, CLA), içerikleri Ek-1 de verilmiştir. 
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3.2.2. Badem Fungal Kök Çürüklük Hastalık Etmenlerinin Izolasyonu ve 

Tanılanması 

  

Denemede kullanılan fungal hastalık etmenlerinden Macrophomina phaseolina, 

Ceratobasidum sp., Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum ve Phytophthora 

chlamydospora izolatları 2016 yılı Tarım İl Müdürlüğü verileri göz önünde alınarak 

Diyarbakır ilinde badem yetiştiriciliğinin yoğun olarak yapıldığı alanlarda, 2017 yılı 

üretim sezonunda yapılan sörveyler yapılmak suretiyle hastalık belirtileri gösteren ağaç, 

fidan ve çöğürlerden elde edilmiştir (Şekil 3.1). Toplanan şüpheli bitki örnekleri, kağıt 

torbalara konulup etiketlenmiş, daha sonra hastalık teşhisi için laboratuara getirilmiş ve 

izolasyonlar yapılıncaya kadar + 4 oC’de saklanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. Fungal hastalık etmenleri Macrophomina phaseolina, Ceratobasidum sp., 

Fusarium oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum etmenlerinin izole edildiği kök ve 

kökboğazı çürüklüğü belirtileri (ok) gösteren badem çöğürleri 

 

3.2.3. Fungal Hastalık Etmenlerinin İzolasyon ve Tanısı 

 

Laboratuara getirilen hastalıklı bitki örnekleri çeşme suyunda yıkanarak kaba 

kalıntılarından arındırılmış, infekteli doku parçaları, sağlam dokuyu da içerecek şekilde 
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3-5 mm büyüklükte kesilerek, %2’lik NaOCl’de birkaç dakika yüzey sterilizasyonu 

yapılmış, 2 kez steril distile suda yıkandıktan sonra steril kurutma kağıtları üzerinde, 

tamamen kuruyuncaya kadar, steril kabin içerisinde bekletilmiştir. Bu doku parçaları 

seçici besi yeri içeren petri kaplarına, her petriye 5 parça olacak şekilde, yerleştirilmiştir. 

Sclerotinia sclerotiorum, Ceratobasidum sp., Macrophomina phaseolina gibi etmenlerin 

izolasyon çalışmalarında içerisinde 50 μg ml-1 streptomisin sülfat antibiyotik içeren 

standart PDA besi yeri kullanılmıştır. Ekimi yapılan petriler 24°C 7 gün inkubasyona 

bırakılmıştır. Besi yerleri üzerine ekimi yapılan dokulardan gelişen fungal izolatların uç 

kısmından alınan misel parçaları yeni besi yerlerine aktarmak suretiyle saflaştırmalar 

yapılmıştır. Fusarium türlerinin teşhislerinde PDA besiyerinin (koloni morfolojileri, 

pigmentasyon ve büyüme oranları baz alınmış) yanı sıra, klamidospor, mikro ve 

makrokonidilerin teşvik edildiği CLA besi yeri kullanılmıştır (Booth, 1977; Fisher ve 

ark., 1982; Nelson ve ark., 1983). Phytophthora chlamydospora izolatı Diyarbakır Zirai 

Mücadele Araştırma Enstitüsü koleksiyonunda yer alan ve badem bitkisinden izole 

edilmiş olup, rutin ikili kültür testlerinde PDA üzerinde, veya GA-CMA besi yerinde 

kültüre alınmıştır (Türkölmez ve ark., 2015). Denemelerde Fusarium oxysporum ve 

Phytophthora chlamydospora izolatlarından tek spordan elde edilmiş kültürleri 

kullanılmıştır.  

Petrilerde saf olarak gelişen fungal türlerin misel, sklerot, spor, sporangium gibi 

aseksüel yapıları mikroskop altında incelenerek Sclerotinia sclerotiorum’un teşhisi 

Mordue ve Holliday (1976); Macrophomina phaseolina’nın teşhisi Holliday ve 

Punithalingam (1970); Fusarium oxysporum’nın teşhisi Nelson ve ark. (1983) göre 

yapılmıştır.  

Elde edilen fungal izolatlardan Macrophomina phaseolina, Ceratobasidium sp., 

Fusarium oxysporum ve Phytophthora chlamydospora izolatların moleküler teşhisi ITS6 

ve ITS4 primer çifti ile rDNA’nın ITS bölgesi,  NL1 ve NL4 primer çifti ile LSU rDNA 

gen bölgesi amplifiye edilen nükleotid sekansı kullanılarak BLAST analizi ile 

doğrulanmıştır.  

Bu amaçla, morfolojik olarak ön teşhisleri yapılmış izolatlara patojenisite testleri 

uygulanmış ve hastalık belirtilerinden geri izole edilen izolatların besi ortamından alınan 

misellerinde (100 mg) toplam genomik DNA izolasyonu yapmak için, sıvı nitrojen 

içerisinde toz haline getirilmiştir. Bu misellerden genomik DNA izolasyonu DNeasy Mini 
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Kiti (Qiagen, GeneMark Teknoloji Co, Valencia, CA, Katalog No. 69104) üretici 

firmanın önerdiği protokollere göre kullanılarak yapılmıştır. İzolatların rDNA’ları ITS ve 

LSU bölgeleri ITS6/ITS4 ile NL1/NL4 primerleri ile PCR yöntemi kullanılarak 

çoğaltılmıştır. PCR koşulları ve programı Camele ve ark. (2005)’e göre 

gerçekleştirilmiştir. Buna göre, 94 oC’de 2 dakika denatürasyondan sonra, 94°C’de 30 

saniye, 55-58°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniyeden oluşan 35 döngü ve 72 saniyede 10 

dakika amplifikasyon koşulları uygulanmıştır.  

PCR ürünleri, %1-1,5’lik agaroz jel ile elektroforeze tabi tutulmuş ve EtBr ile 

boyanarak jel görüntüleme sisteminde oluşan bandlar görüntülenmiştir.  

  

3.2.4. Fungal Hastalık Etmeni İzolatların Patojenisite Testleri 

 

Hastalıklı bitkilerden elde edilen Macrophomina  phaseolina, Ceratobasidium sp., 

Fusarium oxysporum, Phytophthora chlamydospora ve Sclerotinia sclerotiorum, 

izolatları PDA veya GA-CMA besiyeri üzerinde 7 gün boyunca gelişmeye bırakılmıştır. 

Fungusların inokulum süspansiyonu, fungusun tamamen gelişerek yüzeyini kapladığı 5 

petri içeriğinin 500 ml steril saf suda düşük hızda (200 rpm) 1 dakika karıştırılmasıyla 

hazırlanmıştır. Daha sonra hazırlanan süspansiyonun konsantrasyonu 105 spor/ml 

(Phytophthora chlamydospora, Fusarium oxysporum) veya 105 propagül/ml 

(Macrophomina phaseolina, Ceratobasidium sp ve Sclerotinia sclerotiorum) olacak 

şekilde ayarlanmıştır.  

Patojenisite çalışmalarında kullanılacak 1 yaşındaki badem çöğürlerinin kök 

bölgeleri makasla tıraşlanarak yaralandıktan sonrada kökleri hazırlanan spor/propagül 

süspansiyonuna daldırılmış ve içerisinde 5 dak. bekletilmiştir. Kökleri hastalıkla 

bulaştırılmış olan çöğürler daha sonra önceden steril edilmiş torf:toprak:çiftlik gübresi 

(1:1:1) karışımı doldurulmuş 3 kg lık fidan tüplerine şaşırtılmıştır. Diğer bir inokulasyon 

şekli ise sağlıklı bir şekilde gelişme gösteren sağlıklı badem çöğürlerinin kök boğazı 

bölgesinde veya gövde üzerinde steril kürdan veya bistüri ile açılan 1mm büyüklüğünde 

yaraların içerisine fungus kültüründen alınan besi ortamlı parçacıklar (6 mm misel diski) 

doğrudan yerleştirilmiş ve üzerleri parafilm ile sarılmıştır. İnokulasyonu yapılmış 

çöğürler 16:8 aydınlık/karanlık foto periyoda, 20-24 oC sıcaklığa ayarlanmış iklim 
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odalarında 4 hafta süre ile inkübasyona bırakılmıştır. Hastalığın teşviki için çöğürler gün 

aşırı sulanarak topraklarının su ile doygun olarak kalması sağlanmıştır.  

Çöğürler inokulasyondan 4 hafta sonra sonra sökülerek kök boğazı seviyesinden 

kesilmek suretiyle kök ve iletim demetlerindeki renk değişimleri ve nekroz gibi belirtiler 

esas alınarak hastalık oluşumu değerlendirilmiştir. Hastalık etmenleri inokulasyon 

noktalarında ortaya çıkan belirtilerden tekrar izole edilmiş ve orijinal izolatlarla 

karşılaştırılmıştır. Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teşhis yöntemleri 

uygulandıktan sonra türleri teyit edilen izolatlar denemelerde kullanılmış ve stok olarak 

+4 oC de PDA veya GA-CMA besi yerlerinde korunmuştur. 

 

 

3.2.5. Sağlıklı Bitkilerin Kök, Kökboğazı, Gövdelerinden Aday Epifitik ve Endofit 

Bakterilerin İzolasyonu ve Tanılanması 

 

Çalışmalarda kullanılan antagonist/PGPR karakterli epifitik ve endofitik bakteriler 

başta Diyarbakır ili badem yetiştiriciliği yapılan bahçelerdeki sağlıklı badem fidan, ağaç 

ve çöğürlerinin kök, kökboğazı ve gövdelerinden elde edilmiştir. 

Survey alanlarında temin edilen bitki örnekleri laboratuvara getirilmiş ve aşağıdaki 

protokol izlenerek epifitik ve endofitik bakteriler izole edilmiştir. 

 

3.2.5.1. Aday Endofit ve Epifitik Bakterilerin İzolasyonu 

 

Endofit bakterilerin izolasyonunda araziden alınan bitki örnekleri (kök, kök boğazı 

ve gövdelerden alınan dokular) ayrı ayrı kodlandıktan sonra, ilk aşamada temiz çeşme 

suyu ile iyice yıkanmış ve ardından 3 dakika %70’lik etil alkolde, 2 dakika %2’lik 

sodyum hipoklorit solüsyonunda bekletildikten sonra tekrar %70’lik etil alkole 

daldırılmıştır. Alkol ile muamele edilmiş örneklerden alkolü uzaklaştırmak için örnekler 

5 kez steril su ile yıkanarak yüzey dezenfeksiyonu aşaması tamamlanmıştır.  

Yüzey dezenfeksiyonu yapılmış kök, kök boğazı ve gövdelerden alınan örnekler 

daha sonra steril 0.05 mM MgCl2 tamponçözeltisi içinde steril havan içerisinde iyice 

ezildikten sonra 5 dak. beklenmiştir. Daha sonra buradan alınan süspansiyon seri olarak 

sulandırıldıktan (102, 103, 104, 105 ve 106) sonra KB ve NA besi yerlerine bagetle 
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yayılmıştır. Yüzey dezenfeksiyonunun etkili olduğunu kontrol etmek amacı ile dokuların 

ezilmeden önce kullanılan son yıkama suyundan 100 µl alınarak NA besi yerine steril 

baget ile yayılmıştır.  

Benzer şekilde epifit bakterilerin izolasyonunda ayrı ayrı kodlanmış sağlıklı bitki 

kökleri ıslak çamur olmayan topraktan alındıktan sonra, kök boğazı ve gövde parçacıkları 

1-2 cm boyunda kesildikten sonra dezenfeksiyon amaçlı herhangi bir ön yıkama işlemine 

tabi tutulmadan doğrudan steril 0.05 mM MgCl2 tamponçözeltisi içine konulmuş ve 30 

dak. 200 rpm ortibal çalkalayıcı içerisinde çalkalamaya bırakılmıştır. Daha sonra buradan 

alınan süspansiyonlar seri olarak sulandırıldıktan (102, 103, 104, 105 ve 106) sonra KB ve 

NA besi yerlerine bagetle yayılmıştır. Diğer yandan sağlıklı bitkilerin kökve gövdeleri 

herhangi bir yıkama yapılmadan doğrudan besi yerleri üzerine ekimler yapılmak 

suertiylede epifit bakteri izolatları elde edilmeye çalışılmıştır. 

Her iki yöntemlerle elde edilen petri kapları 26 oC’de 2 gün inkübasyona bırakılarak 

bakteri gelişimi kontrol edilmiştir. Farklı seçici ve genel besi yerlerinde gelişen bitki 

örneğini/ağacı/bölgeyi/ temsil edecek sayıda morfolojik olarak birbirinden farklı görülen 

bakteri kolonileri daha sonra teşhis ve çalışmalarda kullanılmak üzere uygun besi yerleri 

üzerinde saflaştırılmıştır.  

Her bir izolat, rutin çalışmalar için uygun besi yeri içeren petri kabında (6 cm) veya 

eğik Agarda +4 oC de kısa süreli veya steril %40 lık steril Gliserol içeren Cryo Eppendorf 

tüpler içerisinde -80 oC de saklanmıştır. 

 

3.2.5.2. Aday Bakteri İzolatlarının Seçimi ve Tanılanması 

 

Tütünde Aşırı Duyarlılık Testi (HR= Hypersensitive Reaction): Elde edilen tüm 

aday epifit ve endofit bakterileri bitki patojeni olup olmadığını belirlemek amacı ile tütün 

bitkisinde aşırı duyarlılık (HR) testine tabi tutulmuştur. NA besiyerinde 24-48 saat 

geliştirilen aday bakteri izolatları ve Bitki Sağlığı Kliniği Kültür Koleksiyon 

Merkezinden sağlanan ve tanılaması yapılmış bitki patojeni izolat (Pseudomonas 

syringae pv. phaseolicola Psp 12 izolatı) kültürlerinin steril 0.05 mM MgCl2 tampon 

çözeltisi içinde 108 hücre/ml yoğunluğunda hazırlanan süspansiyonları steril bir enjektör 

yardımıyla genç tütün (Nicotiana tobaccum) yaprağının (8 haftalık) damar aralarına alt 

yüzeyinden enjekte edilmiştir. İnokulasyon her bakteri izolatı bir damar arasına gelecek 
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şekilde ve izolatlar arasında bir damar boşluk bırakılmak suretiyle yapılmıştır. 

İnokulasyondan 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda oluşan nekrotik görünüm 

pozitif (test edilen izolatın bitki patojeni olduğunu gösterir) olarak kabul edilmiştir 

(Lelliot ve Stead, 1987).  

Patates Yumuşak Çürüklük Testi: Tütünde HR oluşturmayan aday bakteri 

izolatları daha sonra patates dilimi üzerinde yumuşak çürüklük testine tabi tutulmuştur. 

%3’lük NaOCl’de 1 dakika bekletilerek dezenfekte edilmiş patatesler, kabukları 

soyulduktan sonra steril bistürü ile ortadan ikiye kesilmiş, daha sonra tekrar steril bir 

bistüri ile 1 cm eninde dilimlenmiştir. Dilimler daha sonra steril ıslak filtre kâğıdı içeren 

steril petriler içine patates dilimleri yerleştirilmiştir. Bir öze dolusu alınan HR negatif 

bakteri izolatları patates dilimleri üzerine bulaştırılmıştır. Bulaştırılmış dilimlerin yer 

aldığı petriler 26 ºC 2 günlük inkübasyona bırakılmış, daha sonra inokulasyon noktasında 

çürümelerin varlığı yönünden değerlendirme yapılmıştır (Lelliot ve Stead, 1987). Kontrol 

olarak Bitki Sağlığı Kliniği Kültür Koleksiyon Merkezinden sağlanan ve Pectobacterium 

caratovorum subsp. caratovorum olarak tanılanmış izolat kullanılmıştır.  

Bakteri İzolatlarının Tanılama çalışmaları: Her iki testte negatif sonuç veren 

izolatların ön seçimleri için biyokimyasal (koloni rengi, koloni formu, hücre morfolojisi, 

gram reaksiyonu, oksidaz ve katalaz üretimi, levan oluşumu) testler yapılmıştır (Lelliott 

ve Stead, 1987). Biyokimyasal testlerde benzerlik gösteren izolatlardan gerekli ön 

seçimler yapıldıktan sonra kalan tüm izolatların kesin tür teşhisleri için MALDI-TOF 

cihazının (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanıldığı metod kullanılmıştır 

(Pavlovic ve ark., 2012). Saf kültürden alınan ve TSA (Tryptic Soy Agar) besi yeri 

üzerinde 24-36 saat gelişen saf bakteri kolosinden kürdan yardımıyla bir miktar bakteri 

kütlesi içerisinde 300 µl steril su bulunan eppendorf tüpleri içerisine eklenmiş ve tüpler 

vortex cihazında karıştırılarak bakteri süspansiyonu elde edilmiştir. Daha sonra tüplerin 

içerisine 900 µl saf ethanol (Merck, Damstrad, Germany) eklendikten sonra karışım 

13.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılmış oluşan pellet tekrar 

13.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. Herhangi bir şekilde kalan ethanol kalıntısı 

görülmüş ise pipet yardımıyla dikkatli bir şekilde uzaklaştırılmış ve oluşan pelletin oda 

sıcaklığında kuruması sağlanmıştır (yaklaşık 5 dak. kadar). Pellet kuruduktan sonra 

üzerine 30 µl %70 formik asit (Merck, Darmstad, Germany) eklenerek 13.000 rpm’de 1 

dakika tekrar vortekslenmiştir. Ardından 30 µl acetonitril eklenmiş tekrar 13.000 rpm’de 
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1 dakika vortekslenerek karışım iyice çözdürülmüştür. Son olarak süpernatant’dan 1µl 

alınarak örnek plakasındaki (target) noktalara iki tekrarlı olacak şekilde eklenmiş, oda 

sıcaklığında kurumasını (yaklaşık 3-5 dak.) müteakiben, her örnek noktası üzerine 1 µl 

HCCA Matrix (α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) solüsyonu eklenmiş ve kuruması 

sağlanmıştır. Matrix solüsyonu olarak 0.025% (v/v) trifluoroacetic acid ve 50% 

acetonitrile (v/v) içerisinde çözünmüş doymuş a-cyano-4- hydroxycinnamic acid (Bruker 

Daltonics) kullanılmıştır. Mass kalibrasyon standardı olarak Brukers Bacterial Test 

Standard (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanılmıştır. Daha sonra 

örnekler MALDI-TOF MS (Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) 

cihazına Flex Control Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) yazılımı 

ile yüklenmiştir.  Her bir spektrum otomatik modda örneklerin iyonlaşması için gereken 

minimum lazer gücü olan 500 lazer ışını ile elde edilmiştir. Spektrum 2-20 kDa 

aralığındaki m/z (kütle/yük) oranında analiz edilmiştir. Mikoroganizma kütüphanesi 

olarak BIOTYPERTM 1.1 software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) 

kullanılmıştır.  

MALDI-TOF cihazı tarafından belirlenen teşhisleri firma tarafından önerilen 

değerlere göre yapılmıştır. Teşhis sonucunda ortaya çıkan skor değeri 2.30-3.0 aralığında 

tanının tür düzeyinde oldukça güvenilir olduğu; 2.00-2.299 aralığında kesin cins 

düzeyinde güvenilir, tür düzeyinde yüksek güvenilir olduğu; 1.70-1.999 arasında tanının 

cins düzeyinde güvenilir, tür olarak muhtemel düzeyde olduğu; 1.7 değerinden aşağı olan 

değerler ise güvensiz tanı olarak değerlendirilmiştir.  

 

 

3.2.6. Aday Bakteri İzolatlarının Fungal Patojenlere Karşı in vitro Antagonistik 

Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

Seçilen aday bakteri izolatların hastalık etmenleri, Macrophomina phaseolina, 

Sclerotinia sclerotiorum, Ceratobasidium sp., Fusarium oxysporum,  Phytophthora 

chlamydospora’nın misel gelişimini engelleme (antagonistik) potansiyelleri 90 mm 

çapında PDA içeren petri kaplarında önceden bildirildiği gibi ikili kültür testlemeleriyle 

belirlenmiştir (Landa ve ark, 1997). Tanılaması yapılan, Tütün HR ve patates yumuşak 

çürüklük testlerinde negatif sonucu veren aday bakteri izolatları, çizgi ekim yöntemi ile 
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petrinin üst noktasından 2 cm gerisine çizilmiştir ve 48 saat süre ile 25 oC de inkübasyona 

bırakılmıştır. Bu sürenin sonunda çizimi yapılan bakteri noktasının 4 cm gerisine test 

edilen funguslardan alınan 5 günlük 6 mm çaplı fungus misel diskleri yerleştirilmiştir 

(Şekil 3.2). Kontrol petrilerine herhangi bir bakteri izolatı çizilmemiştir. İkili kültür 

testleri uygulama sonrası 25 oC de inkübasyona bırakılmıştır. Kontrol petrilerinde patojen 

petriyi tamamen kaplamasıyla birlikte (fungal etmenlerin gelişmesine bağlı olarak 

inokulasyondan 4-7 gün sonra), bakterilerin çizildiği tüm petrilerde bakteriye doğru 

yönelen fungal miselyal gelişimi (MGu) ölçülmüş (ve kontrol petrilerdeki miselyal 

(MGk) gelişmeye göre engelleme oranlarının % si hesaplanmıştır (Ahmed ve ark. 1999).   

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

Her bakteri-fungus kombinasyonu için ölçümler 3 farklı petri kabında yapılmış, 

deneme 2 farklı zamanda tekrar edilmiştir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. Epifit ve endofit bakterilerin in vitro ikili kültür testleri ile fungal gelişimi 

üzerine etkinliklerinin belirlenmesi. 

 

İkili kültür testlemeleri sonucu bakteri izolatlarının test edildiği fungal etmenlerinin 

misel gelişimlerini engelleme oranlarına göre; (i) hiç engelleyemeyenler, (ii) %0.5-24.9 

zayıf düzeyinde engelleyenler; (iii) %25.0-49.9 orta düzeyinde engelleyenler ve (iv) 

%50.0>güçlü düzeyde engelleyen izolatlar olmak üzere 4 grup altında incelenmiştir 

(Dalal ve Kulkarni, 2013).  
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3.2.7. Aday Bakteri İzolatlarının Hastalık Etmenlerini Engellemede Kullandıkları 

Biyokontrol Mekanizmalarının Belirlenmesi 

 

3.2.7.1. Aday Bakteri İzolatlarının Fungus Hifleri Üzerinde Sebep Olduğu 

Morfolojik Değişikliklerin Işık Mikroskobu Altında Belirlenmesi 

 

Antagonist etkinlik gösteren izolatlarının bulunduğu petrilerde engelleme bölgesine 

yakın yerlerdeki fungusların miselleri üzerinde meydana gelen morfolojik değişiklikler 

Nomarski DIC ataçmanlı ışık mikroskobu (OLYMPUS BX-51) altında belirlenmiştir. 

Antagonist etkinliğin gözlendiği petriler ölçümler yapıldıktan sonra 3-5 gün daha 25 oC 

de inkübasyona bırakılmış, sonra engelleme bölgesine yakın yerlerden (Şekil 3.3) alınan 

fungal miseller üzerindeki morfolojik değişiklikler mikroskopta incelemek için %50 

glycerol içinde preparatları hazırlanmış, fungal hifler üzerindeki yapısal değişiklikler 

gözlenmiştir (Soylu ve ark., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3. Epifit ve endofit bakterilerin engelleme bölgesine yakın noktadaki fungus 

miselleri (işaretli) üzerinde oluşturduğu morfolojik değişikliklerinin belirlenmesi. 

 

Antagonist bakterilerin fungal miseller üzerinde antagonistik etki sonucu 

kararmaların gözlendiği engelleme bölgesinin yanındaki bölgelerden alınan deforme 

olmuş misel diskleri taze PDA besi yerlerine konulmak suretiyle misel canlılığının 

durumu belirlenmiştir (Şekil 3.4B).  
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Yine bir diğer bir çalışma ile engelleme bölgesi üzerine 5 günlük sağlıklı fungal 

misel diskleri (6 mm çapında) yerleştirilmek suretiyle, engelleme bölgesindeki 

antimikrobiyal bileşiklerin fungusidal (gelişme yok ise) veya fungistatik (gelişme var ise) 

özelliği belirlenmiştir (Şekil 3.4A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.4. Epifit ve endofit bakterilerin ürettiği bileşiklerin fungus miselleri üzerinde 

fungusidal/fungistatik özelliklerinin belirlenmesi. (A) sağlıklı hifin engelleme 

bölgesinde (*) gelişme göstermezken (fungusidal etkinlik), PDA besi yerinde (**) 

gelişme göstermiştir. (B) Engelleme bölgesine yakın noktadan alınan deforme olmuş 

misel örneklerin (*) PDA besi yerinde gelişme göstermemesi etkinliğinin fungusidal 

özellikte olduğunu göstermektedir. 

 

3.2.7.2.Aday Bakteri izolatlarının Protease Enzim Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının protease enzimi üretme etkinliği, içerisinde %2 yağı 

alınmış süt tozu (Skimmed Milk Powder, Merck, Darmstadt, Germany) bulunan LB 

(SMLBA) besi yeri içeren (Ek-2) petrilerde belirlenmiştir (Perneel ve ark., 2007). Test 

edilecek olan bakteri izolatların 2 günlük taze kültüründen steril kürdan ile alınan bakteri 
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inokulumu, SMLBA besi yeri üzerine aşılanmış ve petriler 26 °C'de 2 gün inkübasyona 

bırakılmıştır. İnokulasyondan 2 gün sonra bakteri kolonisi etrafında şeffaf bir zon 

(engelleme bölgesi) bakterinin proteolitik aktivite için pozitif olarak kabul edilmiştir 

(Şekil 3.5A). Oluşan zonun ve bakteri kolonisinin çapları ölçülmek suretiyle her izolat 

için proteolitik indeksi (Pro-indeks) aşağıda verilen formüle göre hesaplanmıştır (Ullah 

ve ark., 2017). 

Pro-indeks= (Zç)/Bç 

Zç: Bakteri kolonisi etrafında oluşan zon çapı; Bç: Bakteri koloni çapı 

Her bakteri izolatı için ölçümler 3 farklı petri kabında yapılmış, deneme 2 farklı 

zamanda tekrar edilmiştir. Bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola izolatı 

da denemelere pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

3.2.7.3. Aday Bakteri İzolatlarının Siderofor Oluşturma Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Siderofor üretimi Schwyn ve Neilands (1987) tarafınca bildirilen krom azurol S 

(CAS) boyası içeren mavi renkli Agar besi (Ek-2) yerleri kullanılarak belirlenmiştir. Test 

edilecek olan bakteri izolatların 2 günlük taze kültüründen steril kürdan ile alınan 

inokulum, CAS agar ortamı üzerine aşılanmış ve petriler 26 °C'de 5 gün inkübasyona 

bırakılmıştır. İnokulasyondan 2 gün sonra bakteri kolonisi etrafında Sarı-turuncu renkte 

bir zon (engelleme bölgesi), siderofor üretimi için pozitif olarak kabul edilmiştir (Şekil 

3.5B). Oluşan zonun ve bakteri kolonisinin çapları ölçülmek suretiyle her izolat için 

siderofor çözünürlük indeksi (S-indeks) aşağıda verilen formüle göre hesaplanmıştır 

(Ullah ve ark., 2017). 

 

S-indeks= (Zç)/Bç 

Zç: Bakteri kolonisi etrafında oluşan zon çapı; Bç: Bakteri koloni çapı 

Her bakteri izolatı için ölçümler 3 farklı petri kabında yapılmış, deneme 2 farklı 

zamanda tekrar edilmiştir. Bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola izolatı 

da denemelere pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

3.2.7.4.Aday Bakteri İzolatlarının Fosfor Çözme Potansiyellerinin Belirlenmesi 
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Aday bakteri izolatlarının fosfatı çözme etkinliği, tri kalsiyum fosfat içeren 

Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri içeren (Ek-2) petrilerde belirlenmiştir (Kumar ve ark., 

2012). Test edilecek olan bakteri izolatların 2 günlük taze kültüründen steril kürdan ile 

alınan bakteri inokulumu, PVK Agar ortamı üzerine aşılanmış ve petriler 26 °C'de 7 gün 

inkübasyona bırakılmıştır. İnokulasyondan 5 gün sonra bakteri kolonisi etrafında şeffaf 

bir zon (engelleme bölgesi), bakterinin fosfor çözme yeteneği için pozitif olarak kabul 

edilmiştir (Şekil 3.5C). Oluşan zonun ve bakteri kolonisinin çapları ölçülmek suretiyle 

her izolat için fosfor çözünürlük indeksi (F-indeks) aşağıda verilen formüle göre 

hesaplanmıştır (Ullah ve ark., 2017). 

F-indeks= (Zç)/Bç 

Zç: Bakteri kolonisi etrafında oluşan zon çapı; Bç: Bakteri koloni çapı 

Her bakteri izolatı için ölçümler 3 farklı petri kabında yapılmış, deneme 2 farklı 

zamanda tekrar edilmiştir. Bitki patojeni Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola izolatı 

da denemelere pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. Epifit ve endofit bakterilerin (A) Protease enzim üretme, (B) Siderofor 

üretme, ve (C) Fosfatı çözme özelliklerinin belirlenmesi. Oluşturulan bileşiklerin indeks 

değerleri zon çapı (Zç) büyüklüğü bakteri koloni çapına (Bç) kıyaslanmak suretiyle 

hesaplanmıştır. 

 

3.2.7.5.Aday Bakteri İzolatlarının Amonyak (NH3) Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının amonyak (NH3) oluşturma potansiyelleri Nessler’s 

çözeltisi ile belirlenmiştir (Cappuccino ve Sherman, 1992). Test edilecek olan bakteri 

izolatların 2 günlük taze kültüründen steril kürdan ile alınan bakteri inokulumu, içerisinde 

A B C 
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steril 5 ml peptonlu su içeren cam tüplere aşılanmıştır. Bakteri ile bulaştırılmış tüpler 26 

°C'de 150 rpm’e ayarlı inkübatörlü orbital çalkalayıcıda 4 gün inkübasyona bırakılmıştır. 

Sıvı besi yerinde gelişen bakteriler üzerlerine 250 µl Nessler’s çözeltisi ilave edilmiştir. 

Besi yeri içerisinde bakterilerce oluşturulan amonyak üretimi tüplerdeki besi yeri renginin 

açık sarıdan kahverengi-koyu sarı renge dönüşmesiyle belirginleşmiştir (Şekil 3.6C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.6. Bakteriler tarafından besi yerinde oluşturulan amonyak oluşumunun 

belirlenmesi. (A) Kontrol, (B) Amonyak üretmeyen bakteri, (C) Amonyak üreten 

bakteri 

 

3.2.7.6.Aday Bakteri İzolatlarının Hidrojen Siyanür (HCN) Üretme 

Potansiyellerinin Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının hidrojen siyanür (HCN) oluşturma potansiyelleri Castric 

(1977) tarafından bildirilen yöntem ile belirlenmiştir. Test edilecek olan bakteri 

izolatların 2 günlük taze kültüründen steril öze ile alınan bakteri inokulumu, içerisinde 

4.4 gr L-1 glycine içeren TSA besi yeri üzerine çizilerek inokulasyonları yapılmıştır. Petri 

kapağına ise steril kaba filtre kağıdı (1x4 cm şerit halinde kesilmiş) yerleştirilmiş ve filtre 

kağıdı 0.05% picric acid + 1% sodium carbonate (Na2CO3) süspansiyonu ile ıslatılmıştır 

(yaklaşık 0.5-1.0 ml). Daha sonra petri kabı kapatıldıktan sonra etrafı parafilm ile 

çevrilmiş ve petriler 26 °C'de 3 gün inkübasyona bırakılmıştır. Petri kabı kapağındaki 

filtre kâğıdı renginin sarı renkten kahverengi veya koyu kırmızıya dönüşmesi ortamda 

HCN üretiminin oluştuğunu göstermektedir (Castric, 1977). 

A B C 
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3.2.7.7. Aday Bakteri İzolatlarının İndol Asetik Asit (IAA) Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının IAA üretme potansiyelleri Salkowski yöntemi 

kullanılmak suretiyle belirlenmiştir (Glickman ve Dessaux, 1995). Bakteri izolatının 2 

günlük taze kültürlerinden hazırlanan 108 hücre/ml konsantrasyondaki bakteri 

süspansiyondan 500 µl alınarak içerisinde L-tryphtophan (3 mg ml−1) içeren 5 ml steril 

LB besi yeri konulmuştur. L-tryphtophan içermeyen besi yeri kontrol uygulama olarak 

değerlendirilmiştir. İn vitro misel gelişimini engelleme etkinlikleri, izole edildikleri 

bölge, konukçusu, bitki örneği (epifit-endofit) ve türleri temsil edecek şekilde seçilmiş 

bakteri izolatları ile bulaştırılmış sıvı besi yeri içeren tüpler 30 °C'de 200 rpm’e ayarlı 

inkübatörlü orbital çalkalayıcıda 4 gün inkübasyona bırakılmıştır. Sıvı besi yerinde 

gelişen bakteriler 5000 rpm’de 30 dak. santrifüj yapıldıktan sonra üstte kalan 

supernatant’dan 1 ml alınarak steril eppendorf tüplere aktarılmış ve üzerlerine 2 damla 

(yaklaşık 40 µl) fosforik asit ilave edilmiştir. Hazırlanan bu karışımın tamamı daha sonra 

içerisinde 4 ml Salkowski çözeltisi (150 ml %98’lik H2SO4, 250 ml of distile H2O, 7.5 ml 

of 0.5 M FeCl3·6H2O) bulunan steril cam tüplere aktarılmış ve 25 oC’de karanlık ortamda 

30 dak. inkübasyona bırakılmıştır. IAA üretimi tüplerdeki besi yeri renginin açık sarıdan 

kırmızı-pembe renge dönüşmesiyle belirginleşmiştir (Şekil 3.7C). Oluşan IAA miktarı 

535 nm dalga boyuna ayarlı UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA) 

kullanılarak kantitatif olarak belirlenmiştir (Patten ve Glick, 2002). Elde edilen absorbans 

değerleri bilinen IAA (Merck, Darmstadt, Germany) çözeltisi ile hazırlanan IAA 

konsantrasyon standart eğrisiyle karşılaştırılmak suretiyle gerçek değerlere (ppm (=µg 

ml-1) düzeyinde) dönüştürülmüştür (Şekil 3.7D). Bitki patojeni Pseudomonas syrinage 

pv. phaseolicola izolatı da denemelere pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 
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Şekil 3.7. Antagonist bakteri izolatları tarafından besi yerinde IAA oluşturulması. (A) 

Saf IAA spektrumu, (B) Bakteri tarafından üretilen IAA spektrumu, (C) Farklı 

konsantrasyonlardan elde edilen ve IAA miktarının belirlenmesinde kullanılan IAA 

standartlarının renk değişimi, (D) farklı konsantrasyonların spektrum değerlerinden elde 

edilenstandart eğrisi ve regresyon denklemi. 

 

Yapılan bir diğer çalışma ile en fazla IAA üreten bakteri izolatının L-tryphtophan 

içermeyen besi yerinde IAA üretme potansiyeli yukarda belirtilen yönteme göre yapılarak 

bakteri tarafından üretilen IAA biyokimyasal oluşum mekanizması hakkında bilgi 

edinilmiştir. 

 

3.2.8. Deneme Deseni ve İstatistik Analizler 

 

Tüm in vitro denemeleri tesadüf parselleri deneme desenine göre kurulmuş olup, 

patojen gelişiminin engellenme oranları % oranlarına çevrilmeden SPSS istatistik 

programı (SPSS Statistics 17.0) kullanılarak tek yönlü ANOVA ile varyans analizi 

yapılmış ve izolatlar arasındaki farklılık Tukey HSD Testi ile tespit edilmiştir (P≤0.05). 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA  

 

4.1. Badem Kök ve Kökboğazı Çürüklük Hastalık Etmenlerinin Izolasyonu ve 

Tanılanması 

 

2017 yılında Diyarbakır ili badem fidanlık ve bahçeleri ve toprak kökenli hastalık 

etmenlerinin tespitine yönelik arazi çalışmalarında hastalık simptomu gösteren badem 

ağaçlarından solgunluk (tek yanlı kuruma veya sararma, gelişmede durgunluk, 

yaprakların küçük, seyrek ve erkenden sarararak dökülmesi, geriye doğru ölüm ve 

ağaçların tamamen kuruması v.s.) ve kök ve kökboğazı çürüklüğü belirtisi gösteren 

fidanlardan (Şekil 3.1) besi yerleri üzerinde hastalık etmenlerinin izolasyonları 

sağlanmıştır (Şekil 4.1). Elde edilen izolatlar çöğürlere tekrar inoküle edilmiş ve 

inokulasyondan 4 hafta sonra sonra sökülerek kök boğazı seviyesinden kesilmek suretiyle 

kök ve iletim demetlerindeki renk değişimleri ve nekroz gibi belirtiler esas alınarak 

hastalık oluşumu değerlendirilmiştir (Şekil 4.2). Hastalık etmenleri inokulasyon 

noktalarında ortaya çıkan belirtilerden tekrar izole edilmiş ve orijinal izolatlarla 

karşılaştırılmıştır. Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teşhis yöntemleri 

uygulandıktan sonra moleküler çalışmalar sonucunda türleri teyit edilen izolatlar tüm 

denemelerde kullanılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1. Hastalık belirtisi gösteren bitkilerin kök, kökboğazı ve gövdelerinden hastalık 

etmeni fungal izolatlarının izolasyonu (A-D). Çalışmada kullanılan S. sclerotiorum (E), 

Ceratobasidium sp. (F), F. oxysporum (G), M. phaseolina (H) ve P. clamydosporum (I) 

etmenlerinin saf kültürlerinin petrideki besi yerleri üzerindeki görüntüleri. 
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Şekil 4.1 (Devam). Hastalık belirtisi gösteren bitkilerin kök, kökboğazı ve 

gövdelerinden hastalık etmeni fungal izolatlarının izolasyonu (A-D). Çalışmada 

kullanılan S. sclerotiorum (E), Ceratobasidium sp. (F), F. oxysporum (G), M. 

phaseolina (H) ve P. clamydosporum (I) etmenlerinin saf kültürlerinin petrideki besi 

yerleri üzerindeki görüntüleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2. Fungal hastalık etmenleri Macrophomina phaseolina, Ceratobasidum sp., 

Fusarium oxysporum etmenlerinin patojenite testlemeleri sonucu badem çöğürlerinde 

oluşturduğu kök ve kökboğazı çürüklüğü belirtileri (ok). 
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Besi yerlerinde gelişen farklı morfolojik yapıya sahip izolatlardan saflaştırmaya 

gidilmiş, patojenite testlerinde patojenik olduğu belirlenen re-izolatların genel ve seçici 

besi yerlerindeki morfolojik özellikleri mikroskop altında ön teşhisleri yapıldıktan sonra, 

ITS4/ITS6 primer çiftinin yanısıra, rDNA’nın ITS bölgesi,  NL1 ve NL4 primer çifti ile 

LSU rDNA gen bölgeleri amplifiye edilmiş olup, sonuçta 600-700 bp arasında 

fragmentler edile edilmiştir (Şekil 4.3). Elde edilen izolatlara ait nükleotid sekansı NCBI 

Gen bankasında bulunan sekanslar ile BLAST analizi ile kullanmak suretiyle moleküler 

tür teşhisleri yapılmıştır. Elde edilen sekanların Gen Bankası veri tabanlarında depolanan 

aynı/benzer izolatlar ile %98-100 benzerlik göstermiştir. Bu izolatların nükleotid dizileri 

NCBI gen bankasına kaydedilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.3. Diyarbakır ilinden toplanan örneklerin PCR ile jel görüntüsü. M, 100 bp DNA 

leader. 149-150 M. phaseolina,151-152 F. oxysporum,153-154 Ceratobasidum sp. ait 

gelişen DNA bandları. 

 

Elde edilen saf izolatlardan Rhizoctonia solani’nin anaformik dönemi olan ve 

Ceratobasidium sp. olarak teşhis edilen fungal izola tarafından oluşturulan hastalık 

belirtisi başlangıçtaki gövde veya toprak seviyesine yakın yerlerdeki kök ve kök 

boğazında ortaya çıktığı, genellikle fide döneminde yıkıcı hasarlara neden olduğu 

gözlenmiştir. Hastalığın en çarpıcı belirtisi tohumların çimlenmesini takiben toprak 

üstüne çıkmadan ya da çıktıktan sonra ölmesi ya da fidelerin yana devrilmesidir ki bu tip 

hastalık belirtisi çökerten olarak adlandırılır. 

Hastalık etmeni besi yerinde Rhizoctonia solani gelişimine benzer şekilde, 

oluşturduğu miseller başlangıçta şeffaf, vakuollü ve çok nükleusludur. Daha sonra 

yaşlanmaya bağlı olarak hifleri hafif sarı-kahverengine dönüşmüştür. İzolatların yan 

hifler, ana hiflerden tipik olarak 90o dik açı oluşturacak şekilde dallanma göstermiştir. 

Dallanma noktasına yakın yerlerde bölmelerin oluştuğu gözlenmiştir.  
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Fungusun morfolojik özelliklerinin belirlendiği mikroskobik gözlemlere ilaveten 

yapılan moleküler çalışmalarla fungusun genomik DNA’sının yukarda bildirilen 

primerler ile çoğaltılan bölgelerin sekans analizleri sonucu izolatımızın %100 benzerlikle 

Ceratobasidium sp ile eşleştiği belirlenmiş olup, izolatımızın elde edilen sekanslar 

GenBankası’na yüklenmiştir (GenBank erişim No: MH071975, MH071976, MH071977, 

MH071978). Hastalık etmenin ülkemizde badem çöğürlerinde varlığı ilk kez bu çalışma 

ile belirlenmiştir.  

Schroeder ve Paulitz (2012)’nin ABD yapmış olduğu çalışmada hastalık etmenin 

varlığı kanola bitkisinde bildirmiştir. Araştırıcıların yaptığı çalışmada kanola bitki kök 

çürüklüğü belirtisi gösteren örneklerinden elde edilen hastalık etmeni izolatının 

Rhizoctonia solani’nin anastomosis grup I (AG-I) benzeri yapıda olduğu, patojenite 

çalışmalarında kanola bitkisinin yanısıra bezelye, buğday, nohut ve mercimek gibi 

bitkilerin infekteli topraklardan çıkışlarını da önemli düzeyde baskıladığını, hastalığın 

test edildiği bitkilerde tipik olarak kök ve kökboğazında incelmeler, kararmalar şeklinde 

çürümelere neden olduğunu gözlemlemişlerdir. 

Hastalık etmenin son zamanlarda farklı bitkiler üzerinde hastalık etmeni olarak 

varlığı üzerine olan bildirimlere rastlanılmıştır. Binükleat yapıda Rhizoctonia-benzeri 

yapıda Ceratobasidium sp. etmeninin varlığı Çin’de tıbbi bitkilerden Atractylodes 

macrocephala (Asteraceae) ve Dendrobium officinale (Orchidaceae) üzerinde (You ve 

ark., 2013; Zhou ve ark., 2017), Hindistan’da çilek ve Tagetes erecta bitkisinde (Saroj ve 

ark., 2013; Baiswar ve Ngachan, 2018), Meksika’da karpuz bitkisinde (Meza-Moller ve 

ark., 2014) kök ve kökboğazı çürüklüğü hastalığına neden olduğu bildirilmiştir.  

Kök boğazında incelmeler ve kızarma/kararmaların gözlendiği fidelerden yapılan 

izolasyon sonucunda elde edilen bir diğer fungal etmen bitkilerde kömür çürüklüğü 

hastalığı olarak bilinen hastalık etmeni Macrophomina phaseoli’dir. Kök çürüklüğü 

belirtisi gösteren bitki örneğinden elde edilen tipik izolatın genç hifleri renksiz ve fazlaca 

dallanır ve her dal bir birine paralel yapıda dallanma gösterir. Yaşlı hifler tipik olarak ince 

bölmeli ve dik dallanma şeklinde bir gelişme gösterir. Bu hifler üstünde 24°C ' de 2-3 gün 

içinde siyah 70-100 µm çapında mikro sklerotlar oluşur. Mikro sklerotlar ise düz, parlak, 

siyah ve şekilsizdir. Fungusun morfolojik özelliklerinin belirlendiği mikroskobik 

gözlemlere ilaveten yapılan moleküler çalışmalarla fungusun genomik DNA’sının 

yukarda bildirilen primerler ile çoğaltılan bölgelerin sekans analizleri sonucu izolatımız 
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%100 benzerlikle Macrophomina phaseoli ile eşleşmiş olup, izolatımızın elde edilen 

sekanslar GenBankasına yüklenmiştir (GenBank erişim No: MH071987, MH071988, 

MH071989, MH071990). Hastalık etmenin ülkemizde genç badem fidanlarında kök 

çürüklüğüne neden olduğu ilk kez bu çalışma ile belirlenmiştir. 

Kök boğazında incelmeler ve kızarma/kararmaların gözlendiği fidelerden yapılan 

izolasyon sonucunda elde edilen bir diğer fungal etmen, bitkilerde solgunluk hastalığı 

olarak bilinen ve geniş konukçu dizilimine sahip olan hastalık etmeni Fusarium 

oxysporum’dur. Kök çürüklüğü belirtisi gösteren bitki örneğinden elde edilen tipik 

izolatın PDA ve CLA besi yerinde gelişen kolonisi, açık beyaz renktedir. Fungusun 

miselleribölmeli, şeffaf yapıda olup, klamidosporlar tek tek veya çiftli olarak 

oluşturmaktadır. Yoğun şekilde oluşturulan makrokonidiler 3-5 bölmeli, uzun, ince 

duvarlı, hafif kıvrık ve fasulye şeklindedir. Makrokonidilerin genelde 3 bölmeli olanı 

daha yaygın şekilde görülmüştür. Yapılan moleküler çalışma sonucunda izolatın %99-

100 oranında Fusarium oxysporum olduğu belirlenmiştir. Fungusun morfolojik 

özelliklerinin belirlendiği mikroskobik gözlemlere ilaveten yapılan moleküler 

çalışmalarla fungusun genomik DNA’sının yukarda bildirilen primerler ile çoğaltılan 

bölgelerin sekans analizleri sonucu izolatımız %100 benzerlikle Fusarium oxysporum ile 

eşleşmiş olup, izolatımızın elde edilen sekanslar GenBankasına yüklenmiştir (GenBank 

erişim No: MH071983, MH071984, MH071985, MH071986). Hastalık etmenin 

ülkemizde genç badem fidanlarında kök çürüklüğüne neden olduğu ilk kez bu çalışma ile 

belirlenmiştir. Hastalığın badem fidanlarında solgunluk etmeni olarak varlığı Akbar 

(2005) tarafından İran’ın farklı illerindeki badem ağaçlarında yapılan sörveyler 

sonucunda bildirilmiştir. Benzer şekilde Beck ve ark. (2008) hastalık etmenini solgunluk 

belirtisi gösteren meyve ağaçlarındaki badem kabuklarından elde etmiştir.  

Kök boğazında incelmeler ve kızarma/kararmaların gözlendiği fidelerden yapılan 

izolasyon sonucunda elde edilen bir diğer fungal etmen, bitkilerde beyaz küf, kök 

çürüklüğü hastalığı olarak bilinen ve geniş konukçu dizilimine sahip olan hastalık etmeni 

Sclerotinia sclerotiorum’dur. S. sclerotiorum besi yerinde şeffaf, bölmeli yapıda hifler 

şeklinde gelişme göstermiş olup, besi yeri üzerinde beyaz renkte miselyal koloniler 

oluşturmuştur. Ekim yapıldıktan bir hafta sonra besi yeri üzerinde gelişen miselyal 

koloniler üzerinde ve genellikle petrinin kenarlarından başlamak üzere dağınık şekilde ve 

sayıda düzensiz yapıda 3-20 mm çaplarında içi krem-beyaz, dış kısmı siyah renkte 
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sklerotlar oluşturmuştur. Hastalık etmeni fidanlarda kurumalara neden olduktan sonra 

badem bitkisinin yanısıra birçok sert çekirdekli bitkiler (kaysı, erik, kiraz vb) üzerinde 

“yeşil meyve çürüklüğü” olarak adlandırılan hastalığa neden olduğu bildirilmiştir (Ogawa 

ve English, 1991; Horst, 2008). Hastalık etmenin ülkemiz badem fidanlarında kök 

çürüklüğü hastalığına neden olduğu ilk kez bu çalışma ile ortaya konulmuştur. 

Çalışmalarda kullanılan, enstitü kültür koleksiyonunda yer alan, toprak kökenli 

hastalık etmenlerinde biri de yakın zamanda Adıyaman ilinin Besni ilçesindeki ticari 

badem bahçelerinde solgunluk, kök ve kökboğazı çürüklüğü belirtisi gösteren ağaçların 

köklerinde izole edilmiş Phytophthora chlamydospora etmenidir (Türkölmez ve ark., 

2016). Oomycete hastalık etmeni Phytophthora chlamydospora izolatı, elma rende agar 

besi yerinde gelişen kolonisi açık beyaz renktedir. Miselleri saydam içi granüler 

yapıdadır. Phytophthora türleri, konukçu bitkilerde miselyum veya oospor şeklinde, 

toprak ve bitki artıkları üzerinde ise klamidospor veya oospor şeklinde uzun süre 

canlılığını sürdürür. En önemli enfeksiyon yapıları, sporangium içerisinde oluşan 

zoosporlardır.  

Yapılan literatür araştırması sonucunda ülkemizde Phytophthora chlamydospora 

dışındabadem ağaçlarında hastalık etmeninin bir diğer türü olan ve Phytophthora 

chlamydospora’nın oluşturmuş olduğu belirtilere benzer belirtilere Phytophthora 

megasperma tarafından da neden olunduğu bildirilmiştir (Kurbetli ve Yılmaz, 2015). 

Ülkemizde badem ağaçlarında bildirilen diğer Phytophthora spp bağlı kök çürüklük 

hastalık etmenlerinin Phytophthora cactorum, Phytophthora citrophthora ve 

Phytophthora niederhauserii olduğu aynı araştırıcı tarafından yapılan diğer 

çalışmalarında bildirilmiştir (Kurbetli ve Değirmenci, 2010; Kurbetli ve Değirmenci, 

2011) 

 

4.2. Sağlıklı Bitkilerin Kök, Kökboğazı, Gövdelerinden Aday Epifitik ve Endofit 

Bakterilerin İzolasyonu ve Tanılanması 

 

Sağlıklı badem çöğürü, fidanlığı ve bahçelerinden temin edilen bitki toprak altı 

(kök, kök boğazı ve köklere yakın topraklardan) ve toprak üstü (kök boğazına yakın 

gövde) aksamlarında alınan örneklerden bölgeyi, konukçu bitki kısmı ve izole edildiği 

Petriyi temsil edecek şekilde farklı morfolojik görünümlü 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 üzere toplam 97 bakteri izolatı elde edilmiştir (Şekil 4.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4. (A ve B) Sağlıklı bitki dokularından elde edilen bakteri süspansiyonlarından 

gelişen farklı morfolojik görünüşlü endofit bakterileriler. (C ve D) Sağlıklı gövde ve 

kök yüzeylerinde gelişen epifit bakterilerin izolasyonu. 

 

Bu izolatlar ikili kültür testlerine alınmadan önce bitki patojeni olup olmadığını 

belirlemek amacıyla sağlıklı tütün yapraklarında HR (Şekil 4.5) ve patates dilimlerinde 

yumuşak çürüklük testlerine (Şekil 4.6) tabi tutulmuş ve her iki testte negatif sonuç veren 

7 adeti endofit, 55 adet, epifit olmak üzere 62 bakteri izolatının antagonistik 

etkinliklerinin badem çöğür, fidan ve ağaçlarında hastalık oluşturan toprak kökenli 

hastalık etmenlerinden Sclerotinia sclerotiorum , Ceratobasidium sp , Macrophomina 

phaseolina , Fusarium oxysporum  ve Phytophthora chlamydospora karşı araştırmak için 

tanılanmıştır.  

 

 

 

 B 

C D 
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Şekil 4.5. Epifit ve endofit bakterilerin bitki patojeni olup olmadığını belirlemek amacı 

ile tütün bitkisinde aşırı duyarlılık (HR) testi. Damar aralarına enjekte edilen (*) 

yerlerde sadece bitki patojeni P.s. pv. phaseolicola (Psp) tarafından oluşturulan HR 

reaksiyonu (ok). Endofit ve epifit antagonist bakteri izolatları (1-6 numaralı) HR 

reaksiyonu oluşturmamıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6. Antagonist bakterilerin bitki patojeni olup olmadığını belirlemek amacı ile 

yapılan patates yumuşak çürüklük testi. İnokulasyon noktalarında (*) yumuşak çürüklük 

belirtisi oluşturmayan izolat (B. subtilis subtilis AEP116) ile yumuşak çürüklük 

hastalığı etmeni Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum Pcc 12 tarafından 

oluşturulan tipik yumuşak çürüklükbelirtileri (ok) 

*

* 
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Elde edilen bakterilerin öncelikle morfolojik özellikleri (koloni tipi, rengi, 

hareketliliği) ve biyokimyasal (gram reaksiyonları KOH ve katalaz testi) testler ile 

belirlenmiştir. Yapılan testlemelerde elde edilen 62 izolattan 23 tanesi (%37.1) Gram-

negatif, 39 tanesi (%62.9) Gram-pozitif olduğu belirlenmiştir. Elde edilen türler daha 

sonra tür düzeylerinde belirlenmesi amacıyla 2 tekerrürlü olmak üzere MALDI-TOF 

yöntemiyle kesin tür teşhisleri yapılmıştır. Yapılan MALDI-TOF analizleri sonucu indeks 

değeri 1.9 ve üzerinde olan toplam 58 izolat tür düzeyinde belirlenmiştir. Tür düzeyinde 

teşhisi yapılan 58 izolat arasında yer alan ve Staphylococcus spp, Klebsiella spp., 

Escherichia coli, Enterobacter spp, Bordetella petrii olarak teşhis edilen 12 adet farklı 

türlere ait izolatların literatürlerde insan patojeni olması nedeni ile denemelerden 

çıkartılmış ve geri kalan 46 izolat türleri ile çalışılmaya karar verilmiştir.  

Tür düzeyinde teşhisi yapılan ve denemelerde kullanılan 46 izolata ait sonuçlar 

Çizelge 4.1 de sunulmuştur. Elde edilen bakterilerin cins düzeyinde dağılımı 

incelendiğinde en fazla elde antagonistik etkinlik gösteren izolatların 26 adet ile Bacillus 

cinsine bağlı olduğu bunu sırası ile 8 izolatla Serratia, 5 izolatla Ochrobactrum, 4 izolatla 

Pseudomonas, 2 izolatla Enterobacter ve 1 izolatla Arthrobacter cinsleri takip etmiştir. 
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Çizelge 4.1. Farklı endofit (AEN) ve epifit (AEP) antagonist bakteri izolatların tanı 

sonuçları ve genel özellikleri  

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi 
MALDI-TOF 

Benzerlik İndex 

Gram 

Reak. 
İEBK 

AEP1 Pseudomonas aeruginosa 2.13 - G 

AEP2 Bacillus cereus 2.11 + 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 2.11 + G 

AEP14 Ochrobactrum tritici 2.09 - K 

AEP15 Enterobacter cloacae ssp dissolvens 2.41 - 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 2.31 - K 

AEP57 Pseudomonas putida 2.33 - G 

AEP59 Serratia marcescens 2.37 - G 

AEP60 Serratia marcescens 2.41 - 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 

 İEBK (İzole Edildiği Bitki Kısmı):  G, gövde;  K, kök-kökboğazı  
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Çizelge 4.1’de de görülebileceği tür düzeyinde teşhisi yapılan 46 izolatın 19 adeti 

Gram-negatif bakteri (toplam izolatın %41.3) türlerinden oluşmuştur. Toplam 19 Gram 

negatif izolatı arasında, 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 tür düzeylerinde tanılanmışlardır. 

Çizelge 4.1’de görüldüğü gibi toplam 27 adet Gram-pozitif bakteriden (toplam 

izolatın %58.7), 26 izolatın (%96.3) farklı Bacillus spp. ait olduğu görülmektedir. 

MALDI-TOF analiz sonuçlarına göre elde edilen Gram-pozitif bakterilerin türlere göre 

dağılımı karşılaştırıldığında en fazla elde edilen türün 8’er izolat (%17.4) ile Bacillus 

subtilis ssp subtilis ve Bacillus mojavensis olduğu, bu türleri sırayla 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 izolatları izlemiştir. Bacillus 

spp dışında tanılanan 1 (%2.2) Gram-pozitif izolat ise Arthrobacter oxydans olarak 

tanılanmıştır. 

Söz konusu 46 izolat arasında endofit olarak izole edilen 6 farklı tür arasında, 5 

türün (Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Bacillus mojavensis, Bacillus 

vallismortis ve Bacillus megaterium) hem epifit hemde endofit izolatları olduğu, Bacillus 

pumilis ise epifit olarak elde edilen türler arasında bulunmadığı görülmektedir. 

Bitkilerin rizosfer olarak bilinen kök ve toprak bölgesi, filospher (phylosphere) 

olarak bilinen toprak üstü aksamları ve endosphere olarak bilinen her türlü bitki kısmının 

içsel doku bölgesi birçok faydalı veya zararlı mikroorganizmalara konukçuluk eder. Bu 

bölgelerde farklı türlere ait pek çok fungal ve bakteriyel mikroorganizma yaşamını 

sürdürür. Genellikle α, β ve  Proteobacteria şubesinin yanısıra Firmicutes ve 

Actinobakteri türleri en fazla rapor edilen endofit bakterilerdir. Bacteroidetes, 

Planctomycetes, Verrucomicrobia ve Acidobacteria sınıfına dahil bakteriler ise endofit 

olarak daha az sıklıkla rapor edilen türler içerir. 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 Martínez-Romero, 2006; Marquez-

Santacruz ve ark., 2010; Shi ve ark., 2014). Endofit bakteri izolatlarının bulunduğu bu 
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cinsler aynı zamanda rizosferde epifit olarak bulunan bakteri izolatların yer aldığı 

cinslerdir. Bu nedenle endofit bakterilerin bir şekilde rizosfer kökenli bakterilerin alt 

populasyon grubu olabileceği değerlendirilmektedir (Marquez-Santacruz ve ark., 2010). 

 

4.3. Aday Bakteri İzolatlarının Fungal Etmenlerin Misel Gelişiminin Engellenmesi 

üzerine in vitro Antagonistlik Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

Tütün yapraklarında HR ve patates çürüklük testlerinde negatif sonuç veren endofit 

ve epifit karakterdeki 46 bakteri izolatın tamamı çalışmalarda kullanılan S. sclerotiorum, 

Ceratobasidium sp, Macrophomina phaseolina , Fusarium oxysporum  ve Phytophthora 

chlamydospora’nınmisel gelişimini engelleme (antagonize etme) potansiyelleri PDA 

içeren petri kaplarında ikili kültür testlemeleriyle (Şekil 3.2) belirlenmiştir. 

Bakteri izolatlarının test edildiği fungal etmenlerinin misel gelişimlerini engelleme 

oranları (i) hiç engelleyemeyenler, (ii) %0.5-24.9 zayıf düzeyinde engelleyenler; (iii) 

%25.0-49.9 orta düzeyinde engelleyenler ve (iv) %50.0>güçlü düzeyde engelleyen 

izolatlar olmak üzere 4 grup altında incelenmiştir (Dalal ve Kulkarni, 2013).  

İn vitro ikili kültür test sonuçlarına göre kullanılan tüm izolatların test edildikleri 5 

farklı tür hastalık etmenin misel gelişimlerini zayıftan güçlüye olmak üzere değişen 

oranlarda engellediği belirlenmiştir (Çizelge 4.2-4.6). Elde edilen sonuçlar aşağıda 

detaylı olarak verilmiştir. 

 

4.3.1. Aday Bakteri İzolatlarının Sclerotinia sclerotiorum Misel Gelişiminin 

Engellenmesi üzerine in vitro Antagonistik Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

İkili kültür testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatnın fungal etmen 

Sclerotinia sclerotiorum’nın misel gelişimini engelleme düzeyleri açısından 

değerlendirildiğinde; 5 izolatın (%10.87) misel gelişimini %0.1-24.9 gibi değişen 

oranlarda zayıf düzeyde engellerken, 16 izolatın (%34.78) misel gelişimini %25.0-49.9 

gibi değişen oranlarda orta düzeyinde engellediği, 25 izolatın (%54.34) ise misel 

gelişimini >%50 oranlarda olmak üzere güçlü düzeyde engellediği belirlenmiştir. 

Yapılan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasında önemli farklılıkların olduğu, 

Arthrobacter oxydans dışında Gram pozitif bakteri türlerinin (özellikle Bacillus spp bağlı 
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izolatlar) hastalık etmeninin misel gelişimini etkili bir şekilde engellediği tespit edilmiştir 

(Çizelge 4.2).   

Hastalık etmeninin misel gelişimini güçlü düzeylerde engelleyen izolatların 

genelde epifit kökenli olduğu, bu izolatlar arasında en güçlü engellemenin %79.58 

engelleme oranı ile Bacillus cereus AEP2 izolatının olduğu, bu izolatı sırasıyla %74.58 

ile Pseudomonas chlororapsis ssp aurantiaca AEP119, %71.67 engelleme oranı ile 

Bacillus vallismortis AEP113 ve Bacillus subtilis ssp subtilis AEP116, %69.58 engelleme 

oranı ile Bacillus cereus AEP16 izolatları takip etmiştir. İzolatlar arasındaki farkın 

istatistiksel olarak farklı olduğu görülmüştür.  

Hastalık etmenini en düşük düzeyde engelleyen izolatlar ise %2.5 engelleme oranı 

ile Gram negatif bakterilerden Ochrobactrum intermedium AEP127 olurken, bu izolatı 

%3.75 engelleme oranı ile Gram pozitif bakterilerden Arthrobacter oxydans AEP81 ve 

%6.25 engelleme oranı ile Gram negatif Ochrobactrum intermedium AEP31 izolatları 

izlemiştir.  

Bazı Bacillus spp bakteri izolatları inokulasyondan 4 gün sonra başlamak üzere 

engelleme bölgesinin hemen yanında gelişmenin durdurulduğu hifler üzerinde kararmalar 

şeklinde gözlenen morfolojik bozulmalara neden olurken, bu tür engellemelerin 

görüldüğü petrilerde diğer petrilerde görülen sklerot oluşumun hiç olmadığı veya çok az 

sayıda oluştuğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.7).  

 

Çizelge 4.2. Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili kültür 

testlerinde S. sclerotiorum’un misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi 
Misel Gelişimi ve Engellenmesi 

MG (mm) MGE (%) 

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 23.75g-i 60.42 

AEP4 Bacillus mojavensis 23.50g-i 60.83 

AEP5 Serratia marcescens 40.00t 33.33 

AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 20.75ef 65.42 

AEN13 Bacillus mojavensis 23.75g-i 60.42 
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Çizelge 4.2 (Devam). Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili 

kültür testlerinde S. sclerotiorum’un misel gelişimini 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 34.50o-r 42.50 

AEP24 Bacillus mojavensis 24.00g-i 60.00 

AEP26 Bacillus mojavensis 32.00ln 46.67 

AEN27 Enterobacter cloacae ssp cloacae 34.50o-r 42.50 

AEP28 Bacillus subtilis 23.75g-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-o 45.83 

AEP66 Serratia marcescens 39.75t 33.75 

AEP67 Ochrobactrum anthropi 36.50rs 39.17 

AEN72 Bacillus megaterium 32.50m-o 45.83 

AEP75 Bacillus megaterium 33.50n-p 44.17 

AEP81 Arthrobacter oxydans 57.75vy 3.75 

AEP82 Bacillus vallismortis 31.25lm 47.92 

AEP84 Ochrobactrum anthropi 24.00g-i 60.00 

AEP85 Serratia marcescens 31.50l-n 47.50 

AEP91 Bacillus subtilis 23.50g-i 60.83 

AEP93 Pseudomonas monteilii 50.50u 15.83 

AEP95 Bacillus mojavensis 23.75g-i 60.42 

AEP109 Bacillus mojavensis 23.25g-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 Gelişimi;  MGE: Misel Gelişiminin Engellenme oranı (%) 
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Şekil 4.7. İkili kültür testlemeleri ile farklı epifit ve endofit bakteri izolatlarının fungal 

etmen S. sclerotiorum’un misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

4.3.2. Aday Bakteri İzolatlarının Macrophomina phaseolina Misel Gelişiminin 

Engellenmesi üzerine in vitro Antagonistik Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

İkili kültür testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatının fungal etmen 

Macrophomina phaseolina’nın misel gelişimini engelleme düzeyleri açısından 

değerlendirildiğinde; 8 izolatın (%17.4) misel gelişimini %0.1-24.99 gibi değişen 

oranlarda zayıf düzeyde engellerken, 10 izolatın (%21.74) misel gelişimini %25.0-49.9 

gibi değişen oranlarda orta düzeyinde engellediği, geri kalan 28 izolatın (%60.87) 

isemisel gelişimini >%50 oranlarda olmak üzere güçlü düzeyde engellediği 

belirlenmiştir (Çizelge 4.3).   

Hastalık etmeninin misel gelişimini güçlü düzeyde engelleyen ilk 3 izolatında Gram 

pozitif Bacillus spp. olduğu belirlenmiştir. Bu izolatlardan en güçlü düzeyde engelleyen 

izolatın %72.5 engelleme oranı ile Bacillus cereus AEP2 izolatının olduğu, bu izolatı 

sırasıyla %71.67 ile Bacillus vallismortis AEP113 ve %70.83 engelleme oranı ile Bacillus 

subtilis ssp subtilis AEP116 ve AEP138 izolatları takip etmiştir. İzolatlar arasındaki 

farkın istatistiksel olarak farklı olmadığı görülmüştür. Yapılan istatistiksel analizler 

sonucunda Bacillus subtilis ssp subtilis AEP11, Pseudomonas chlororapsis ssp 

aurantiaca AEP119, Bacillus mojavensis AEP20 ve endofit kökenli Serratia marcescens 
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AEN38 izolatlar söz konusu güçlü engelleme gösteren izolatlar ilk 3 istatistiksel gruba 

düştüğü görülmüştür (Çizelge 4.3, Şekil 4.8). 

Hastalık etmenini en düşük düzeyde engelleyen izolatlar ise %4.17 engelleme oranı 

ile Pseudomonas monteilii AEP93, Serratia marcescens AEP60,  Bacillus pumilis 

AEN29 olup, bu izolatı %6.25 engelleme oranları ile Arthrobacter oxydans AEP81, %7.5 

engelleme oranları ile Gram negatif bakterilerden Enterobacter clocaea ssp dissolvens 

AEP15, Pseudomonas putida AEP57, Bacillus megaterium AEN72 ve AEP75 izolatları 

takip etmiştir (Çizelge 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. İkili kültür testlemeleri ile farklı epifit ve endofit bakteri izolatlarının fungal 

etmen Macrophomina phaseolina’nın misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

Çizelge 4.3. Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili kültür 

testlerinde Macrophomina phaseolina nın misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi 
Misel Gelişimi ve Engellenmesi 

MG (mm) MGE (%) 

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 32.25l 46.25 

AEP11 Bacillus subtilis ssp subtilis 18.50bd 69.17 

AEN13 Bacillus mojavensis 24.75hi 58.75 

AEP14 Ochrobactrum tritici 32.50l 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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Çizelge 4.3 (Devam). Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili 

kültür testlerinde Macrophomina phaseolina nın misel gelişimini engelleme 

potansiyelleri. 
 

AEP19 Serratia marcescens 33.50l 44.17 

AEP20 Bacillus mojavensis 18.75c-e 68.75 

AEN22 Serratia marcescens 32.50l 45.83 

AEP24 Bacillus mojavensis 19.50d-f 67.50 

AEP26 Bacillus mojavensis 29.00jk 51.67 

AEN27 Enterobacter cloacae ssp cloacae 32.50l 45.83 

AEP28 Bacillus subtilis 24.75hi 58.75 

AEN29 Bacillus pumilus 57.50o 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 33.50l 44.17 

AEP60 Serratia marcescens 57.50o 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 56.25no 6.25 

AEP82 Bacillus vallismortis 28.75j 52.08 

AEP84 Ochrobactrum anthropi 24.50hi 59.17 

AEP85 Serratia marcescens 32.50l 45.83 

AEP91 Bacillus subtilis 25.50i 57.50 

AEP93 Pseudomonas monteilii 57.50o 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 Gelişimi;  MGE: Misel Gelişiminin Engellenme oranı (%) 

 

4.3.3. Aday Bakteri İzolatlarının Ceratobasidium sp. Misel Gelişiminin Engellenmesi 

üzerine in vitro Antagonistik Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

İkili kültür testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatının fungal etmen 

Ceratobasidium sp’nin misel gelişimini engelleme düzeyleri açısından 
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değerlendirildiğinde; 6 izolatın (%13.0) misel gelişimini %0.1-24.99 gibi değişen 

oranlarda zayıf düzeyde engellerken, 16 izolatın (%34.78) misel gelişimini %25.0-49.9 

gibi değişen oranlarda orta düzeyinde engellediği, geri kalan24 izolatın (%52.17) 

isemisel gelişimini >%50 oranlarda olmak üzere güçlü düzeyde engellediği 

belirlenmiştir (Çizelge 4.4).   

Hastalık etmeninin misel gelişimini en güçlü düzeyde engelleyen izolatın %65.0 

engelleme oranı ile Bacillus subtilis ssp subtilis AEP138 olduğu, bu izolatı %64.17 

engelleme oranı ile endofit Serratia marcescens AEN38, %63.75 ile Bacillus subtilis 

AEP112 ve Bacillus mojavensis AEP4, izolatları izlemiştir. Bu izolatlarla istatistikse 

olarak aynı gruba düşen diğer izolatlar Bacillus subtilis ssp subtilis AEP91, AEP3, 

AEP28, Ochrabactrum antropi AEP84, Bacillus mojavensis AEP95, AEP13, AEP109, 

Bacillus vallismortis AEN110 izolatları olarak tespit edilmiştir (Şekil 4.9, Çizelge 4.4). 

Hastalık etmenini en düşük düzeyde engelleyen izolatlar ise %5.83 engelleme oranı 

ile Gram pozitif bakterilerden Arthrobacter oxydans AEP81 olup, bu izolatı %7.5 

engelleme oranı ile Gram negatif bakterilerden Ochrobactrum antropi AEP31 ve 

Pseudomonas monteilii AEP93, %12.5 engelleme oranı ile Gram pozitif Bacillus safensis 

AEN29 izolatı izlemiştir (Çizelge 4.4). 

 

Çizelge 4.4. Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili kültür 

testlerinde Ceratobasidium sp.’nün misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi 
Misel Gelişimi ve Engellenmesi 

MG (mm) MGE (%) 

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-o 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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Çizelge 4.4 (Devam). Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili 

kültür testlerinde Ceratobasidium sp.’nün misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 
AEP26 Bacillus mojavensis 33.25kl 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 38.75o 35.42 

AEP59 Serratia marcescens 38.75o 35.42 

AEP60 Serratia marcescens 38.75o 35.42 

AEP66 Serratia marcescens 37.50m-o 37.50 

AEP67 Ochrobactrum anthropi 33.75l 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 37.75no 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 33.50kl 44.17 

AEP138 Bacillus subtilis ssp subtilis 21.00a 65.00 

MG:Misel Gelişimi;  MGE: Misel Gelişiminin Engellenme oranı (%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. İkili kültür testlemeleri ile farklı epifit ve endofit bakteri izolatlarının fungal 

etmen Ceratobasidium sp.’nün misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 
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4.3.4. Aday Bakteri İzolatlarının Fusarium oxysporum Misel Gelişiminin 

Engellenmesi üzerine in vitro Antagonistik Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

İkili kültür testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatının fungal etmen 

Fusarium oxysporum’un misel gelişimlerini engelleme düzeyleri açısından 

değerlendirildiğinde; test edilen 46 farklı bakteri izolatı arasında 3 izolatın (%6.5) misel 

gelişimini %0.1-24.99 gibi değişen oranlarda zayıf düzeyde engellerken, 17 bakteri izolat 

(%36.95) fungusun misel gelişimini %25.1-49.9 gibi değişen oranlarda orta düzeyde 

engellerken, %56.52 gibi büyük bir oranının (26 izolat) >%50 oranlarda güçlü düzeyde 

engellediği belirlenmiştir. Yapılan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasında önemli 

farklılıkların olduğu, Serratia marcescens dışında Gram pozitif bakteri türlerinin hastalık 

etmeninin misel gelişimini etkili bir şekilde engellediği tespit edilmiştir (Çizelge 4.5) 

Hastalık etmeninin misel gelişimini en güçlü düzeyde engelleyen izolatın %70.0 

engelleme oranı ile Bacillus subtilis ssp subtilis AEP138 izolatının olduğu, bu izolatı 

sırasıyla %68.75 engelleme oranı ile endofit Serratia marcescens AEN38 ve Bacillus 

subtilis subtilis AEP116, %67.92 engelleme oranı ile Bacillus subtilis subtilis AEP11 ve 

Bacillus mojavensis AEP109 izolatları takip etmiştir. İzolatlar arasındaki farkın 

istatistiksel olarak farklı olmadığı görülmüştür (Şekil 4.5, Çizelge 4.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10. İkili kültür testlemeleri ile farklı epifit ve endofit bakteri izolatlarının fungal 

etmen Fusarium oxysporum’un misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 
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Hastalık etmenini en düşük düzeyde engelleyen izolatlar ise %8.33 engelleme oranı 

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

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

negatif bakterilerden Pseudomonas monteilii AEP93 izolatları izlemiştir (Çizelge 4.5, 

Şekil 4.10). 

 

Çizelge 4.5. Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili kültür 

testlerinde Fusarium oxysporum’unmisel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi 
Misel Gelişimi ve Engellenmesi 

MG (mm) MGE (%) 

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 35.50no 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 21.25c-g 64.58 

AEP33 Bacillus megaterium 21.75d-g 63.75 

AEP34 Bacillus thuringiensis 32.50j-l 45.83 

AEN38 Serratia marcescens 18.75ab 68.75 

AEP57 Pseudomonas putida 34.50l-n 42.50 

AEP59 Serratia marcescens 30.50j 49.17 

AEP60 Serratia marcescens 37.00op 38.33 

AEP66 Serratia marcescens 31.25jk 47.92 

AEP67 Ochrobactrum anthropi 32.00jk 46.67 

AEN72 Bacillus megaterium 37.50op 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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Çizelge 4.5 (Devam). Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili 

kültür testlerinde Fusarium oxysporum’unmisel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 
AEP84 Ochrobactrum anthropi 22.50f-h 62.50 

AEP85 Serratia marcescens 31.25jk 47.92 

AEP91 Bacillus subtilis 21.25c-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 Gelişimi;  MGE: Misel Gelişiminin Engellenme oranı (%) 

 

4.3.5. Aday Bakteri İzolatlarının Phytophthora chlamydospora Misel Gelişiminin 

Engellenmesi üzerine in vitro Antagonistik Etkinliğinin Belirlenmesi 

 

İkili kültür testlemeleri sonucu test edilen 46 bakteri izolatının fungal etmen P. 

chlamydospora’nınmisel gelişimlerini engelleme düzeyleri açısından 

değerlendirildiğinde; 13 izolatın (%28.26) misel gelişimini %0.1-24.9 gibi değişen 

oranlarda zayıf düzeyde engellerken, 12 izolatın (%26.1) misel gelişimini %25.0-49.9 

gibi değişen oranlarda orta düzeyinde engellediği, geri kalan21 izolatın (%45.65) 

isemisel gelişimini >%50 oranlarda olmak üzere güçlü düzeyde engellediği 

belirlenmiştir (Çizelge 4.6).   

Hastalık etmeninin misel gelişimini en güçlü düzeyde engelleyen izolatın  %68.75 

engelleme oranı ile Bacillus mojavensis AEP109 izolatının olduğu,  bu izolatı sırasıyla 

%67.92-64.12 engelleme oranları 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 izolatları takip etmiştir. 

İzolatlar arasındaki farkın istatistiksel olarak farklı olmadığı görülmüştür (Şekil 4.11, 

Çizelge 4.6).  

Çizelge 4.6 incelendiğinde ikili kültür testlemelerinde hastalık etmenine karşı diğer 

funguslara kıyasla daha fazla sayıda bakteri izolatın etkinliğinin düşük düzeyde olduğu 
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görülmüştür. Fungal etmenin misel gelişimini en düşük düzeyde engelleyen izolatların 

genelde Gram negatif bakteri türler olduğu görülmektedir. Değerlere göre misel 

gelişimini en düşük düzeylerde engelleyen izolatların %4.17 engelleme oranları ile 

Enterobacter clocaea ssp dissolvens AEP15, Ochrobactrum intermedium AEP127 

Ochrobactrum antropi AEP31 izolatları olup, bu izolatları  %4.58 engelleme oranı ile 

Pseudomonas putida AEP57 izolatı takip etmiştir (Çizelge 4.6). 

 

Çizelge 4.6. Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili kültür 

testlerinde Phytophthora chlamydospora’nın misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi 
Misel Gelişimi ve Engellenmesi 

MG (mm) MGE (%) 

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 

AEP2 Bacillus cereus 27.50e 54.17 

AEP3 Bacillus subtilis subtilis 19.50ab 67.50 

AEP4 Bacillus mojavensis 19.50ab 67.50 

AEP5 Serratia marcescens 36.25g 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 36.75g 38.75 

AEP24 Bacillus mojavensis 35.50g 40.83 

AEP26 Bacillus mojavensis 32.50f 45.83 

AEN27 Enterobacter cloacae ssp cloacae 36.75g 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 

AEP67 Ochrobactrum anthropi 36.50g 39.17 

AEN72 Bacillus megaterium 36.50g 39.17 
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Çizelge 4.6 (Devam). Farklı endofit ve epifit antagonist bakteri izolatların in vitro ikili 

kültür testlerinde Phytophthora chlamydospora’nın misel gelişimini 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 
Pseudomonas chlororaphis ssp 

aurantiaca 
36.50g 39.17 

AEP127 Ochrobactrum intermedium 57.50j 4.17 

AEP138 Bacillus subtilis ssp subtilis 19.75ab 67.08 

MG:Misel Gelişimi;  MGE: Misel Gelişiminin Engellenme oranı (%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11. İkili kültür testlemeleri ile farklı epifit ve endofit bakteri izolatlarının fungal 

etmen Phytophthora chlamydospora’nın misel gelişimini engelleme potansiyelleri. 

 

 

Çalışmamızda farklı bölgelerde yetişen badem çöğür, fidan ve ağaçların farklı bitki 

kısımlarının yüzeyinden ve içsel dokularından yapılan izolasyonlar sonucunda insan ve 

bitki patojeni olmayan 46 bakteri izolatı ve izole edildikleri yerler açısından 

değerlendirildiğinde, çoğunluğunun kök bölgesi ve yüzeylerinden (epifit) elde edildiği 
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belirlenmiştir. Bu durum bitki kök bölgesinin besin içeriği ve miktarı açısından diğer bitki 

bölgelerine göre daha avantajlı olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. Patates 

yumrularının yüzeysel ve içsel dokulardan yaptığı antagonist bakteri izolasyonları 

sonucunda benzer şekilde epifit antagonist bakterilerin bitki içsel dokulardan yapılan 

izolasyonlara kıyasla daha fazla sıklıkta olduğu, bunun bitki toprak besleme ve bitki 

kökleri tarafından extraselüler olarak ortama salınan besin maddelerinden 

kaynaklanabileceğini bildirmiştir. Yine antagonist mikroorganizmaların farklı bitki 

dönemlerinde yapılan izolasyon sonuçlarına göre değerlendirildiğinde, bitki çiçeklenme 

döneminde elde edilen antagonist bakteri yoğunluğunun bitki yumru oluşumu sırasında 

elde edilen izolasyonlardan daha fazla olduğunu belirlemişlerdir. Araştırıcı bitkilerde 

çiçeklenme döneminin antagonist bakteri izolasyonu için en uygun dönem olduğunu 

bildirmiştir. 

Elde edilen 46 antagonist bakteri izolatın tür düzeyinde tanı çalışmalarında elde 

edilen sonuçlara (Çizelge 4.1) göre 27 adet Gram-pozitif  (toplam izolatın %58.7), 19 

adeti Gram-negatif bakteri (toplam izolatın %41.3) türlerinden oluşmuştur. 27 adet Gram-

pozitif bakteri izolatının büyük oranını 26 izolat ile (toplam gram pozitif izolatın %96.29) 

farklı Bacillus spp. ait olduğu görülmektedir. Gram-pozitif bakterilerin türlere göre 

dağılımı incelendiğinde en fazla elde edilen türün 8’er izolat (%17.4) ile Bacillus subtilis 

ssp subtilis ve Bacillus mojavensis olduğu, bu türleri sırayla 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 izolatları izlemiştir. Elde edilen ve 

tanısı yapılan izolatlar göz önüne alındığında, önceden yapılmış birçok biyolojik 

mücadele çalışmalarında elde edilen sonuçlara benzer şekilde Bacillus spp. ait izolatlar 

izolasyonlarda en fazla sıklıkla karşılaşılan bakteriler olmuştur.  

Yapmış olduğumuz literatür araştırmalarında Bacillus spp ait izolatların 70’den 

fazla antimikrobiyal etkiye sahip metabolit/bileşik/antibiyotik ürettiği ve bu bileşiklerin 

farklı konukçu bitkilerde yaprak, meyve, çiçek, gövde, köklerde hastalık oluşturan fungal 

ve bakteriyel hastalık etmenlerine karşı en fazla çalışılan ve etkinliği ortaya konulmuş 

türler olduğu görülmüştür. Bacillus spp. arasında ise B. subtilis türünün genomlarının %4-

5’i çok farklı türde antibiyotik sentezi yapma yetisinde olması nedeni ile üzerinde en fazla 

çalışılan tür olmuştur (Stein, 2005). Bu bileşikler arasında iturin B. subtilis ve B. 

amyloliquefaciens tarafından, surfactin veya yakın türevleri 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 yanısıra B. cereus (Tsuge ve ark., 1999) ve B. thuringiensis (Kim 

ve ark., 2004) tarafından üretilir.  

Bacillus spp. (özellikle Bacillus subtilis) farklı moleküler yapıya sahip 

antimikrobiyal bileşikler üretmeleri, üretilen bileşiklere karşı patojenlerin kolayca 

dayanıklılık geliştirememesi, olumsuz çevre koşullarına karşı dayanıklı endospor 

oluşturmaları gibi üstün biyolojik özellikten dolayı hastalıklara karşı etkili 

biyopestisitlerin üretilmesinde en uygun adaydır. Günümüzde küresel pazarda 

biyopreparatı yapılmış olan önemli bakteri türlerinin Agrobacterium, Bacillus ve 

Pseudomonas cinslerine bağlı olduğu bilinmektedir (Fravel, 2005). Bu ürünlerin yarıdan 

fazlasını Bacillus spp ait biyopreparatlar oluşturur. Bu preparatlar arasında en fazla pazar 

payını (>%70) böceklerle mücadelede kullanılan B. thuringiensis preparatı almaktadır. 

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 izolatı biyopreparatı yapılmış pazarda önemli yere gelmiş türlerdir. 

Çalışmada elde edilen izolatlar tür düzeylerinde incelendiğinde endospor üretme 

kabiliyetinde olan Bacillus spp (özellikle Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. megaterium, 

B. thuringiensis, B. vallismortis, B. cereus, B. amyloliquefaciens)’in test edilen fungal 

etmenlerin yanısıra farklı konukçu bitkilerde diğer toprak ve yaprak kökenli hastalık 

etmenlerine karşı yüksek düzeylerde antagonistik etkinlikler gösterdiği, antagonistik 

etkinliklerin genelde aralarında çalışmalarımızda da belirlediğimiz antimikrobiyal 

bileşiklerin (siderofor, proteaz, amonyak gibi) yanısıra, biysürfektant, antibiyotik 

peptidler, mikolotik enzimlerden chitinaz, β-1,3-glucanase and β-1,4-glucanase gibi 

enzimlerden kaynaklandığı bildirilmiştir (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 arasında ABD’nin Mojave çölündeki topraklardan ve bu topraklarda 

yetişen bitkilerin içsel dokusundan izole edilerek tanılanmş yeni bir bakteri türü olan 

Bacillus mojavensis mısır bitkilerinde bitki gelişimini teşvik etmesinin yanı sıra Fusarium 

verticillioides, gibi toprak kökenli hastalık etmenlerini surfaktin üretmek suretiyle etkili 

bir şekilde baskılayan biyolojik mücadele etmeni olduğu bildirilmiştir (Bacon ve ark., 

2012).  
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Bacillus subtilis’e yakın akraba türlerden biride daha çok endofit olarak elde edilen 

Bacillus vallismortis’ dir. Geniş yapraklı meşe yaprağından endofit olark elde edilen ve 

Bacillus vallismortis olarak tanılanan bakteriyel izolat ikili kültür testlerinde Fusarium 

graminearum, Alternaria alternata, Phytophthora capsici, Cryphonectria parasitica ve 

Rhizoctonia solani gibi bir çok bitki patojeni fungal hastalık etmenine karşı oldukça etkili 

bir antagonistik etkinlik gösterdiği bildirilmiştir (Zhao ve ark., 2010). 

 

4.4. Aday Bakteri İzolatlarının Hastalık Etmenlerini Engellemede Kullandıkları 

Biyokontrol Mekanizmalarının Belirlenmesi 

 

4.4.1. Aday Bakteri İzolatlarının Fungus Hifleri Üzerinde Sebep Olduğu Morfolojik 

Değişikliklerin Işık Mikroskobu Altında Belirlenmesi 

 

Antagonist etkinlik gösteren izolatlarının bulunduğu petrilerde engelleme bölgesine 

yakın yerlerdeki fungusların miselleri üzerinde meydana gelen morfolojik değişiklikler 

ışık mikroskobu altında belirlenmiştir. Test edilen fungal etmenlerden özellikle Bacillus 

spp. ait izolatlar (özellikle B. subtilis subtilis izolatları) engelleme bölgesinin yanındaki 

Sclerotinia sclerotiorum hifleri üzerinde koyu kararma şeklinde morfolojik bozulmalara 

neden olduğu görülmüştür (Şekil 4.12A). Bu bölgelerden alınan hifler ışık mikroskopu 

altında incelendiğinde sitoplazmik içerikte vakuolleşme, büzüşme, pıhtılaşma ve uç 

kısımlarda sitoplazmik içeriğin hif dışına boşalma şeklinde bozulmaların olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 4.12C). Benzer şekilde diğer fungal türlerinde (F. oxysporum, M. 

phaseolina) engelleme bölgelerine yakın noktalarında Sclerotinia sclerotiorum hifleri 

üzerinde koyu kararma şeklinde morfolojik bozulmalara benzemeyen, daha çok erime 

şeklinde makroskobik değişiklikler gözlenmiştir (Şekil 4.12D,G). Bu bölgelerden alınan 

hifler mikroskop altında incelendiğinde, Macrophomina phaseolina hiflerinde 

boğumlaşma, kısalma şeklinde hifsel bozulmalar gözlenmiş olup (Şekil 4.12F), 

Fusarium, Ceratobasidium sp ve Phytopthora hiflerinde daha çok sitoplazmik 

vakolleşmeler, hiflerde şişmeler, boğumlaşmalar şeklinde gözlenmiştir (Şekil 4.12I)  
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Şekil 4.12. In vitro ikili kültür testlerinde farklı antagonist bakteri izolatlarının engelleme 

bölgesine yakın yerlerdeki fungal hastalık etmen, S. sclerotiorum (A-C), M. phaseolina 

((D-F) ve Fusarium oxysporum (G-I) miselleri üzerinde neden olduğu kararma ve erime 

şeklindeki morfolojik değişiklikler (ok). (B,E,H) Kontrolde sağlıklı gelişen misellerin 

görünümü, (C, F, I) antagonist bakteri izolatlarının engelleme bölgesinin yanındaki 

miseller üzerinde oluşturduğu sitoplazmik vakolleşmeler, hiflerde şişmeler, 

boğumlaşmalar şeklinde oluşan morfolojik bozulmaları (ok) göstermektedir. 

 

 

Antagonist bakterilerin fungal miseller üzerinde antagonistik etki sonucu 

kararmalara neden olduğu engelleme bölgesinin yanındaki bölgelerden alınan morfolojik 

yapısı bozuk misel diskleri taze PDA besi yerlerine konulmak suretiyle misel canlılığının 

durumu, gösterilen antagonizmin ise fungusidal veya fungustatik durumları 

A C B 

D F E 

G I H 
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belirlenmiştir. Benzer şekilde engelleme bölgesi üzerine 5 günlük sağlıklı fungal misel 

diskleri (6 mm çapında) yerleştirilmek suretiyle, engelleme bölgesindeki antimikrobiyal 

bileşiklerin varlık durumu belirlenmiştir (Şekil 3.4).  

Bu şekilde yapılan çalışmalar sonucunda engelleme bölgesi üzerine konulan taze, 

canlı fungus misel disklerinden hiçbir şekilde çimlenmenin olmadığı kayıt edilmiştir 

(Şekil 3.4A). Diğer yandan, hifsel bozulmanın olduğu bölgelerden alınan misel disklerin 

taze besi yerine konduğunda bu hiflerden gelişmenin olmadığı belirlenmiştir (Şekil 3.4B). 

Her iki çalışma sonucu, engelleme bölgesine yakın noktalarındaki hiflere karşı gösterilen 

antagonistik etkinin fungisidal şekilde olduğunu göstermiştir. 

Her iki gözlem sonucu antagonist bakteriler tarafından salgılan ve hücrede 

deformasyona neden olan antifungal metabolit(ler)in fungus miselleri üzerinde “geri 

dönüşümsüz hücre membran zararlanmasına” (Irreversible Membran Damage, IMD) 

neden olmak suretiyle hücre ölümlerine neden olduğunu göstermektedir. IMD 

zararlanması sonucu hücre içinde biriken veya sentezlenen antimikrobiyal sekonder 

bileşikler sonucunda hücre kararak nekrotikleşir, organeller hücre içinde bütünlüğünü ve 

fonksiyonelliğini kaybeder, hücre içinde vakuolleşmeler görülerek sonuçta hücre 

canlılığını yitirir (Woods ve ark., 1988). 

Bu tür hifsel bozulmalar özellikle dayanıklılık geni taşıyan bitkilerde enfeksiyon 

noktasındaki fungal hiflerinde ortaya çıkan tipik bir reaksiyon olup, sonuçta fungal 

hiflerin ölmesi ile hastalık başarılı bir şekilde baskılanabilmektedir. 

Rizosfer bölgesinde yaşayan mikrobiyal türler tarafından üretilen fungal hastalık 

etmenlerin misel/hiflerindeki karbonhidrat/protein yapısındaki bileşenlerinin 

parçalanmasından sorumlu hidrolitik enzimler fitopatojen fungal türlerin hif ve misel 

hücre duvarlarında bulunan polisakkaritlerin glikosidik bağları parçalayabilmektedir. 

Sonuçta hiflerde nekrotikleşme, vokuolleşme, yıkılma sonucunda hücre materyallerinin 

dışarı boşalmasıyla sonuçlanan erimeler sonucu hücre ölümlerine neden olur (Jadhav ve 

ark., 2017). Engellenme bölgesine yakın noktalarda fungus hücre duvarındaki kararma, 

erime, vakuolleşme, büzüşme gibi morfolojik anormalliklerin genelde antagonist bakteri 

izolatlarınca (özellikle Bacillus spp. bağlı izolatlar) oluşturulan chitinases, 

dehydrogenase, β-1,3-glucanase, β-1,4-glucanase, lipases, phosphatases, proteases gibi 

ekstraselüler mikolotik hücre duvarını yıkan enzimlerden kaynaklandığı ve Botrytis 

cinerea, Sclerotinia  sclerotiorum, Macrophomina phaseoli, Sclerotium rolfsii, Fusarium 
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oxysporum, Phytophthora sp., Rhizoctonia solani ve Pythium ultimum gibi birçok toprak 

ve yaprak kökenli önemli bitki hastalık etmenlerinin gelişimini baskıladıkları 

bildirilmiştir (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).   

Söz konusu hidrolitik enzimler diğer bakteri izolatlarıncada (Enterobacter spp., 

Serratia spp., Pseudomonas spp., Ochrobactrum spp.,) üretilmekle birlikte, oluşturulan 

enzimlerin türü, konsantrasyonu ve test edildikleri fungusların hücre duvarının yapısı 

hifler üzerindeki deformasyonların oluşup oluşmaması ve şiddeti üzerinde belirleyici 

faktörlerdir (Rani ve Reddy, 2011; Sowndhararajan ve ark. 2012; Ferraz ve ark., 2014; 

Ullah ve ark., 2017). 

 

4.4.2. Aday Bakteri İzolatlarının Protease Enzimi Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Bakteri izolatlarınca hücre duvarını yıkan enzimlerden biri olan protease üretimi 

%2 yağı alınmış süt tozu içeren LB (SMLBA) Agar besi yeri üzerlerinde belirlenmiştir. 

Bu özel besi yeri üzerinde bakterilerin ürettiği protease enzimi yağı alınmış süt tozundaki 

caseini çözerek bakteri kolonisi etrafında şeffaf bir engelleme bölgesinin oluşumuna 

neden olmuştur (Şekil 3.5A). Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.7 de verilmiştir. 

Çizelge 4.7 de de görülebileceği gibi test edilen tüm izolatlar arasında bitki patojeni 

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ‘nin yanısıra antagonist izolatlardan 

Ochrobactrum tritici AEP14, Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15, Enterobacter 

cloacae ssp cloacae AEN27, Ochrobactrum anthropi AEP31, AEP67,AEP84, 

Arthrobacter oxydans AEP81, Pseudomonas monteilii AEP93, Ochrobactrum 

intermedium AEP127 izolatları besi yerinde proteaz enzim üretim aktivitesi 

göstermemiştir. Diğer tüm izolatlar üretmiş oldukları proteaz enzim aktivitesi ile bu 

gruptan istatistiksel olarak önemli düzeyde farklılık göstermiştir. 

Çizelge 4.7. Farklı endofit ve epifitantagonist bakteri izolatların hastalık etmenlerini 

engellemede kullandıkları biyokontrol mekanizmaları.  

 

İzolat No. Bakteri Tür İsmi Pro-index NH3 S-index F-index 
Psp 12 P. syringae pv. phaseolicola 0.00a - 1.28a-e 0.00a 
AEP1 Pseudomonas aeruginosa 2.39g-i - 1.68f-l 2.78f 
AEP2 Bacillus cereus 2.00e-g + 1.91j-o 0.00a 
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AEP3 Bacillus subtilis subtilis 1.16b + 1.79h-m 1.24b 
AEP4 Bacillus mojavensis 1.18b ++ 1.60e-j 1.11b 
AEP5 Serratia marcescens 3.40kl ++ 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 2.37g-i + 1.59e-j 0.00a 
AEP18 Bacillus subtilis 1.08b ++ 1.69f-m 1.18b 
AEP19 Serratia marcescens 3.18j-l + 2.21op 2.01de 
AEP20 Bacillus mojavensis 3.55k-m ++ 1.14ab 1.22b 
AEN22 Serratia marcescens 2.76ij + 1.85i-o 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 2.31g-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 thuringiensis 1.71c-f ++ 1.23a-e 0.00a 
AEN38 Serratia marcescens 3.48k-m ++ 2.04l-p 2.19e 
AEP57 Pseudomonas putida 3.67lm ++ 3.18t 1.35bc 
AEP59 Serratia marcescens 3.34kl ++ 1.87i-o 3.73g 
AEP60 Serratia marcescens 3.57k-m ++ 2.05m-p 3.78g 
AEP66 Serratia marcescens 3.89mn ++ 2.00k-o 1.96de 
AEP67 Ochrobactrum anthropi 0.00a ++ 1.18a-d 0.00a 
AEN72 Bacillus megaterium 2.43g-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 3.25kl +++ 1.78h-m 2.19e 
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-c 1.14b 
AEP112 Bacillus subtilis 1.22bc ++ 1.65f-k 1.17b 
AEP113 Bacillus vallismortis 3.49k-m + 1.35a-g 1.19b 
AEP116 Bacillus subtilis subtilis 4.33n +++ 1.45b-h 1.16b 
AEP119 Pseudomonas chlororaphis ssp aurantiaca 3.17jk ++ 1.71g-m 0.00a 
AEP127 Ochrobactrum intermedium 0.00a ++ 1.11ab 0.00a 
AEP138 Bacillus subtilis ssp subtilis 1.22bc +++ 2.01k-o 1.24b 

Pro-index:Protease;  NH3: Amonyak; S-index:Siderofor; F-index: Fosfor çözünürlük indeks 

değerleri.  -, renk değişimi olmadığını, +, ++, +++ ise amonyak konsantrasyonun artışına paralel 

renk değişim şiddetindeki artışı gösterir. 

 

Test edilen antagonist bakteri izolatları arasında en fazla proteaz üretimi (engelleme 

bölgesi çapı/bakteri koloni çapına oranının en fazla olduğu) 4.33, 3.95 ve 3.89 çözünürlük 

indeks değerleri ile sırası ile in vitro antagonistik etkinliği nispeten yüksek izolatlardan 

olan Bacillus subtilis ssp. subtilis AEP116 ve AEP28 izolatları ile nispeten daha düşük 

etkin antagonist izolatlardan olan Serratia marcescens AEP66 olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 4.13). Bacillus mojavensis, Bacillus vallismortis, Pseudomonas chlororaphis ssp 
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aurantiaca izolatlarıda yüksek düzeyde proteaz enzim üretimi gösteren izolatlar arasında 

yer almıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.13. Farklı antagonist bakteri izolatlarının SMLBA besi yerinde protease enzim 

üretme potansiyellerinin belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarınca üretilen protease 

enzimi süt tozundaki caseini indirgemesi sonucu farklı çaplarda engelleme bölgeleri 

(ok) oluştururken, bitki patojeni P. s. pv. phaseolicola (*) tarafından herhangi bir 

şekilde engelleme bölgesi oluşturamamıştır. 

 

4.4.3. Aday Bakteri İzolatlarının Amonyak (NH3) Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının uçucu bileşiklerden amonyak (NH3) oluşturma 

potansiyelleri peptonlu su içerinde gelişen bakteri süspansiyonu üzerine Nessler’s 

çözeltisi eklenmek suretiyle belirlenmiştir (Cappuccino ve Sherman, 2013). Besi yeri 

içerisinde bakterilerce oluşturulan amonyak üretimi tüplerdeki besi yeri renginin açık 

sarıdan kahverengi-koyu sarı renge dönüşmesiyle belirginleşmiştir (Şekil 3.6). Yapılan 

testlemelerde bakterilerin tüplerde oluşturduğu renk değişim şiddeti; -, renk değişimi 

olmadığını, +, ++, +++ ise amonyak konsantrasyonun artışına paralel renk değişim 

şiddetindeki artışı göstermiştir. Deneme sonucunda test edilen 46 izolatın yanısıra kontrol 

* 

AEP116 

AEP113 

AEP119 

Psp 
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olarak bitki patojeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola yer almıştır. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.7’de verilmiştir.  

Çizelgede de görüleceği gibi, izolatlar arasında AEP85, AEP93, AEP116, AEP138 

izolatları yüksek düzeyde amonyak üretimi sonucunda daha şiddette renk değişikliklerine 

neden olurken, Pseudomonas aeruginosa ve bitki patojeni Pseudomonas syringae pv. 

phaseolicola herhangi bir renk değişikliğine neden olmamıştır. Bu izolatlar dışında tüm 

izolatlar besi yerinde değişen miktarda amonyak ürettiği belirlenmiştir (Şekil 4.14).  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. Farklı antagonist bakteri izolatlarının amonyak üretme potansiyellerinin 

belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarınca besi yeri içerisinde oluşturulan amonyak 

üretimi tüplerdeki besi yeri renginin açık sarıdan koyu sarı-kahverengine dönüşmesiyle 

belirginleşmiştir. En soldaki tüp içerisinde AEP1 izolatı tarafından herhangi bir şekilde 

amonyak üretilmemesi nedeni ile renk değişimi oluşmamıştır. 

 

4.4.4. Aday Bakteri İzolatlarının Hidrojen Siyanür (HCN) Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının hidrojen siyanür (HCN) oluşturma potansiyelleri Castric 

(1977) tarafından bildirilen yöntem ile belirlenmiştir. Test edilen bakteri izolatları 

içerisinde 4.4 gr L-1 glycine içeren TSA besi yeri üzerine çizilerek inokulasyonları 

yapılmıştır. Petri kapağına ise 0.05% picric acid + 1% sodium carbonate (Na2CO3) 

süspansiyonu ile ıslatılmıştır filtre kağıtları yerleştirilmiştir. Daha sonra petri kabı 

kapatıldıktan sonra etrafı parafilm ile çevrilmiş ve petriler 26 °C'de 3 gün inkübasyona 

bırakılmıştır. Petri kabı kapağındaki filtre kâğıdı renginin sarı renkten kahverengi veya 

koyu kırmızıya dönüşmesi ortamda HCN üretiminin oluştuğunu göstermektedir (Castric, 

1977). Deneme sonucunda test edilen 46 izolatın yanısıra kontrol olarak bitki patojeni 

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola yer almıştır. Bitki patojeni Pseudomonas 

syringae pv. phaseolicola ile birlikte test edilen izolatlardan hiçbiri besi yerinde HCN 
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üretmemiştir. Deneme 5 kez tekrar edilmesine rağmen herhangi bir şekilde farklı bir 

sonuç alınmamıştır. 

 

4.4.5. Aday Bakteri İzolatlarının Siderofor Oluşturma Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Siderofor üretimi Schwyn ve Neilands'ın (1987) tarafınca bildirilen chrom azurol S 

(CAS) boyası içeren mavi CAS Agar besi yeri kullanılarak belirlenmiştir. Bakteri kolonisi 

etrafında oluşturulan engelleme bölgesi bakterilerin ürettiği hydroxamate-tip 

siderefor’dan dolayı indikatör boya olan krom azurol ün indirgenerek besi yeri renginin 

maviden sarı-turuncu renge dönüşmesine neden olmuştur (Şekil 3.5B ve Şekil 4.11). 

Bakterilerin oluşturduğu siderofor şiddeti oluşturulan bölgenin çapının ve bakteri 

kolonisinin çapının ölçülüp oranlamasına göre elde edilen indeks değerine göre 

değerlendirilmiştir. Hiç oluşturmayan bakterinin çözünürlük indeksi 0 olup, çözünürlük 

indeks değeri 1 ve üstü değerler bakterinin siderofor ürettiğini göstermektedir. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.7 de verilmiştir. Çizelge 4.7’ye göre test edilen izolatların tamamı 

değişen oranlarda siderofor üretmiştir. 

Çizelge 4.7 de de görülebileceği gibi test edilen tüm izolatlar arasında en fazla 

siderofor üretimi (engelleme bölgesi çapı/bakteri koloni çapına oranının en fazla olduğu) 

3.37, 3.18, 2.81 çözünürlük indeks değerleri ile sırası ile in vitro antagonistik etkinliği 

nispeten düşük izolatlardan olan Pseudomonas monteilii AEP93, Pseudomonas putida 

AEP57, Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 izolatları tarafından 

oluşturulmuştur. Antagonistik etkinliği yüksek olan Bacillus spp. arasında özellikle 

Bacillus subtilis ssp. subtilis izolatların yanısıra Serratia marcescens izolatlarıda yüksek 

siderofor ürettiği belirlenmiştir (Çizelge 4.7, Şekil 4.15). İzolatlar arasında Ochrobactrum 

intermedium, Ochrobactrum anthropi, Arthrobacter oxydans, Bacillus mojavensis, 

Bacillus pumilis ve Bacillus megaterium izolatları diğer izolatlara nispeten daha düşük 

düzeyde siderofor oluşturmuştur (Şekil 4.15). 

PGPB tarafından üretilen siderofor’lar bitki gelişimi üzerine doğrudan veya dolaylı 

yönde etkide bulunur. Aeromonas, Azadirachta, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, 

Pseudomonas, Rhizobium, Serratia ve Streptomyces sp. ait PGPB türlerince üretilen 

sideroforun topraktaki bağlı demiri çözerek bitkiye yararlı hale çevirip, bitkinin bundan 
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faydalanması sonucu gelişiminin doğrudan teşvik ettiği bildirilmiştir (Sujatha ve 

Ammani, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.15. Farklı antagonist bakteri izolatlarının CAS besi yerinde siderofor üretme 

potansiyellerinin belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarınca (AEP84, AEP85, 

AEP91) üretilen siderofor sonucu farklı çaplarda ve renkte engelleme bölgeleri (ok) 

oluşturulmuştur. İzolatlar arasında Ochrobactrum anthropi AEP84 izolatı çok zayıf bir 

şekilde engelleme bölgesi oluşturulmuştur. 

 

4.4.6.Aday Bakteri İzolatlarının İndole Asetik Asit (IAA) Üretme Potansiyellerinin 

Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının 3 µg/ml L-tryptophane içeren LB sıvı besi yerinde 

ürettiği IAA miktarı inokulasyondan 4 gün sonra standart IAA absorbans değerlerine 

kıyaslanmak suretiyle ppm (=µg ml-1) düzeyinde belirlenmiştir (Şekil 3.7C,D). IAA 

değerlerinin ölçümesinde zaman önemli olması nedeni ile 46 izolatın işyükü göz önüne 

alındığında, çalışmada in vitro misel gelişimini engelleme etkinlikleri, izole edildikleri 

bölge, konukçusu, bitki örneği (epifit-endofit) ve türleri temsil edecek şekilde seçilmiş 28 

farklı bakteri izolatı kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.8 de verilmiştir.  

 

 

AEP85 

AEP91 
AEP84 
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Çizelge 4.8. Farklı endofit ve epifitantagonist bakteri izolatlarınca üretilen IAA miktarları 

 
İzolat No. Bakteri Tür İsmi IAA (µg ml-1) 

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 30,47l 

AEP57 Pseudomonas putida 33,21m 

AEP59 Serratia marcescens nt 

AEP60 Serratia marcescens nt 

AEP66 Serratia marcescens 57,81o 

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 

 

Çizelge 4.8 (Devam). Farklı endofit ve epifitantagonist bakteri izolatlarınca üretilen IAA 

miktarları 
 

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 9,81g 

            nt: benzer izolatlar olması sebebi ile tekrar test edilmedi 

 

Çizelge 4.8 de de görülebileceği gibi test edilen tüm izolatların bitki patojeni 

Pseudomonas syringae pv. Phaseoli dahil tamamı 5.48-127.81 µg/ml konsantrasyonları 

aralığında IAA üretmiştir. İzolatların geneli değerlendirildiğinde genelde Gram negatif 

bakteri türlerinin (Enterobacter cloacae ssp dissolvens, Enterobacter cloacae ssp 

cloacae, Ochrobactrum spp, Serratia marcescens, Pseudomonas putida) gram pozitif 

türlere kıyasla daha yüksek konsantrasyonlarda IAA ürettiği belirlenmiştir (Çizelge 4.8, 

Şekil 4.16). Çizelge incelendiğinde aynı türe ait bakteri izolatları tarafından üretilen IAA 

konsantrasyon değerleri arasında istatistiksel olarak önemli farklılıklar gözlenmiştir.  

İzolatlar arasında en yüksek IAA üreten ilk 3 bakteri izolatı, 127.81 µg/ml ile Gram 

negatif epifit Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15, 112.49 µg/ml ile bir diğer 

yakın tür Gram negatif endofit Enterobacter cloacae ssp cloacae EAN27 ve 90.34 µg/ml 

Gram pozitif Epifit Arthrobacter oxydans EAP81 izolatları olduğu belirlenmiştir (Şekil 

4.16). Bacillus spp. arasında en yüksek konsantrasyonda IAA üreten ilk 5 bakteri izolatı 

ise 37.85 µg/ml ile Bacillus thuringiensis AEP34, 27.15 µg/ml ile Bacillus megaterium 

EAP33 ve 16.96 µg/ml ile Bacillus mojavensis EAP4, 14.46 µg/ml ile Bacillus subtilis 

subtilis EAP116 ve Bacillus cereus EAP81 izolatları olduğu belirlenmiştir. 

İzolatlar arasında en düşük IAA üretimi 5.48 µg/ml ile Bacillus subtilissubtilis 

AEP18 izolatında gözlenmiştir. Bu izolat tarafından üretilen IAA miktarı bitki patojeni 

Pseudomonas syrinage pv. phaseolicola tarafından üretilen IAA miktarından da düşük 

düzeyde olduğu görülmektedir. 
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Şekil 4.16. Farklı antagonist bakteri izolatlarının L-tryptophan içeren besi yerinde IAA üretme 

potansiyellerinin belirlenmesi. Farklı antagonist bakteri izolatlarınca (K, AEP1, AEP4, AEP15, 

AEP16, AEN27, AEP34, AEP57, AEP66, AEP81, AEP84, AEP93 ve P.s. pv phaseolicola) 

tarafından üretilen farklı konsantrasyonlarda siderofor sonucu oluşan renk farklılığı 

 

Çalışmalarda en fazla IAA üreten Enterobacter cloacae ssp dissolvens AEP15 

izolatının L-tryptophan içeren ve içermeyen besi yerinde oluşturduğu IAA miktarı 

araştırıldığında, inokulasyondan 3 gün sonra L-tryptophane içermeyen besi yerinde 

oluşturduğu IAA miktarı 29.76 µg ml-1 iken, L-tryptophan içeren besi yerinde oluşturulan 

IAA konsantrasyonunun 109.09 µg ml-1 düzeyinde olduğu tespit edilmiştir (Çizelge 4.9, 

Şekil 4.17). Bu durum trytophan’nın antagonist bakteriler tarafından üretilen IAA’in 

biyosentezinin başlatıcısı (precursor) olduğunu kanıtlamıştır. L-tryptophan içeren ve 

içermeyen besi yerinde bakterilerin IAA oluşturabildiği önceden yapılmış çalışmalarda 

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

 

Çizelge 4.9. Bakteri izolatlarının üretiği IAA miktarına L-tryptophan’ın etkisi 

 

İzolat No. Uygulama IAA (µg ml-1) 

Psp 12 P. syringae pv. phaseolicola  (L- tryptophan’sız) 0,92a 

Psp 12 P. syringae pv. phaseolicola + L- tryptophan 7,37b 

AEP15 Enterobacter cloacae ssp cloacae  (L-tryptophan’sız) 29,76c 

AEP15 Enterobacter cloacae ssp cloacae + L-tryptophan 109,09d 

 

Yapılan önceki çalışmalarda da benzer sonuçlar bildirilmiştir. Enterobacter 

cloacae ssp cloacae ve Enterobacter cloacae ssp dissolvens izolatları tıbbi bitkilerden 

izole edilmiş ve PGPR özelliklerini belirlemeye yönelik çalışmalarda, izolatların oldukça 

önemli düzeyde IAA ürettiği, Macrophomina phaseolina’ya karşı hiflerde engelleme 

yapmak suretiyle antagonsitik etkide bulunduğu bildirilmiştir (Ullah ve ark., 2017; Rani 

ve Reddy, 2011). 

K          AEP1   AEP4    AEP15   AEP16  AEN27  AEP34  AEP57  AEP66  AEP81  AEP84  AEP93    Psp 
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Şekil 4.17. Bakteri izolatlarının ürettiği IAA miktarına L- tryptophan’ın etkisi. 

Bakteriler L-tryptophan içerene veya içermeyen besi yerinde 3 gün geliştirildikten sonra 

IAA konsantrasyonları belirlenmiştir. 

 

 

4.4.7.Aday Bakteri izolatlarının Fosfor Çözme Potansiyellerinin Belirlenmesi 

 

Aday bakteri izolatlarının fosfatı çözme etkinliği, tri kalsiyum fosfat içeren 

Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri içeren (Ek-2) petrilerde belirlenmiştir. Bakteri kolonisi 

etrafında bakterilerin ürettiği enzimler sonucu tri kalsiyum fosfatın çözülmesiyle şeffaf 

bir zon olmuştur (Şekil 4.18). Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.7 de verilmiştir.  

Çizelge 4.7 de de görüldüğü gibi test edilen tüm izolatlar arasında bitki patojeni 

Pseudomonas syringae pv. phaseoli’nin yanısıra 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 izolatları besi yerinde fosforu çözme aktivitesi 

göstermemiştir. Diğer tüm izolatlar fosforu çözme aktivitesi ile bu gruptan istatistiksel 

olarak önemli düzeyde farklılık göstermiştir (Çizelge 4.7). 

Çizelge 4.7 de de görülebileceği gibi test edilen tüm izolatlar arasında en fazla 

fosfor çözen (engelleme bölgesi çapı en fazla olan) izolatlar 3.78 ve 3.73 çözünürlük 

indeks değerleri ile in vitro antagonistik etkinliği düşük izolatlardan olan Gram negatif 

K+Tr                 Psp-Tr               Psp+Tr          AEP15-Tr        AEP15+Tr            IAA  
                                                                                                       (100 µg ml-1) 
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Serratia marcescens AEP59 ve AEP60 izolatları olmuştur (Şekil 4.18). Bu izolatları 

sırasıyla 2.89 ve 2.78 çözünürlük indeks değerleri sırasıyla Serratia marcescens AEP5 ve 

Pseudomonas aeruginosa AEP1 ve izolatları izlemiştir. Aynı türe ait bakteri izolatları 

tarafından üretilen fosfor çözünürlük indeks değerleri arasında istatistiksel olarak önemli 

farklılıklar gözlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.18. Farklı antagonist bakteri izolatlarının Pikovskaya Agar (PVK) besi yerinde 

fosfor üretme potansiyellerinin belirlenmesi. Antagonist bakteri izolatları (AEP138, 

AEP59) fosforu çözme sonucu besi yeri üzerinde farklı çaplarda engelleme bölgeleri 

(ok) oluşturulmuştur. 



82 

 

5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada, sağlıklı badem bitkilerinin farklı kısımlarından epifit ve endofit 

bakteri türlerinin izolasyonu, tanısı ve badem ağaçlarında sorun olan solgunluk, kök ve 

kök çürüklüğüne neden olan toprak kökenli hastalık etmenlerine karşı in vitro koşullarda 

antagonistik etkinliği ve hastalık etmenlerini engellemede rol oyanayan etki 

mekanizmaları karekterize edilmiştir. 

 Hastalıklı bitkilerden yapılan izolasyonlar, patojenite testi, morfolojik ve 

moleküler teşhis çalışmaları sonucunda badem bitkilerinde kök ve kök çürüklüğü 

belirtilerine neden olan toprak kökenli fungal etmenlerinden Macrophomina phaseolina, 

Ceratobasidum sp., Fusarium oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum tespit edilmiştir. 

Hastalık etmenlerinden Macrophomina phaseolina, Ceratobasidum sp., Fusarium 

oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum’un bademde hastalık oluşturduğu ülkemiz için ilk 

kez bu çalışma ile belirlenmiştir. 

Biyolojik mücadele özellikle toprak kökenli hastalıklarla kimyasal mücadeleye 

alternatif mücadele yolları arasında en önemlilerinden biridir (Whipps ve ark., 1997, 

Tjamos ve ark., 2010). Yapılan literatür araştırması sonucunda denemede kullanılan fakat 

başka kültür bitkilerinden izole edilen, kök ve kök çürüklüğü belirtilerine neden olan 

toprak kökenli fungal etmenlerinden Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum ve 

Sclerotinia sclerotiorum etmenlerine karşı biyolojik mücadele çalışmaları bulunmakla 

birlikte, badem ağaçlarından izole edilmiş Ceratobasidum sp., Phytophthora 

chlamydospora etmenlerine karşı yapılmış herhangi bir biyolojik mücadele çalışmasına 

rastlanılmamıştır. Bu bağlamda, çalışma bademden izole edilen toprak kökenli fungal 

etmenlerine karşı biyolojik mücadele olanaklarının araştırıldığı ilk çalışma niteliğindedir. 

Sağlıklı bitkilerin dış yüzeyleri epifit, içsel dokular ise endofit birçok faydalı 

mikroorganizmalara konukçuluk eder. Bu bölgelerden izole edilen saprofit kökenli 

bitkilerde hastalık oluşturma yetisinde olmayan mikroorganizmalar ekonomik öneme 

sahip bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel hastalık etmenlerine karşı biyolojik 

mücadele çalışmalarında kullanılır. Çalışmamızda farklı bölgelerde yetişen badem çöğür, 

fidan ve ağaçların farklı bitki kısımlarının yüzeyinden ve içsel dokularından yapılan 

izolasyonlar sonucunda insan ve bitki patojeni olmayan 46 izolatın, çoğunluğu kök 

bölgesinde yüzeylerinden (epifit olarak) elde edilmiştir. Bu durum bitki kök bölgesinin 
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besin içeriği ve miktarı açısından diğer bitki bölgelerine göre daha avantajlı olmasından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Elde edilen 46 antagonist bakteri izolatın tür düzeyinde teşhis çalışmalarında elde 

edilen sonuçlara göre 27 adet Gram-pozitif, 19 adeti Gram-negatif bakteri türlerinden 

oluşmuştur. Çalışma sonucunda elde edilen ve teşhisi yapılan izolatlar göz önüne 

alındığında, önceden yapılmış birçok biyolojik mücadele çalışmalarında elde edilen 

sonuçlara benzer şekilde Bacillus spp. ait (Bacillus subtilis ssp subtilis, Bacillus 

mojavensis, Bacillus vallismortis, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus 

thuringiensis ve Bacillus pumilis) izolatlar izolasyonlarda en fazla  karşılaşılan bakteriler 

olmuştur. Bacillus türleri arasında özellikle Bacillus subtilis subtilis ve B. mojavensis 

izolatları test edilen tüm fungal türler göz önünde tutulduğunda yüksek düzeyde hif 

gelişimini engelleme başarısı göstermiştir.  

Tanılaması yapılan 19 Gram negatif izolatın çoğunluğu ise bir diğer önemli 

BCA/PGPR özellikli bakteri türlerinden Serratia marcescens olarak tanılanmıştır. Gram-

negatif izolatların hiflerin gelişimini engelleme şeklindeki antagonistik etkinliği Gram-

pozitif izolatlarına oranla daha düşük düzeyde olduğu belirlenmiştir. 

Çalışmalarımızda izole edilen bakterilerin in vitro antagonistik (siderofor, amonyak 

üretimi, HCN üretimi), parazitik (protease aktivitesi) ve bitki gelişimini teşvik eden (IAA 

ve fosfat çözünürlük etkinliği) etki mekanizmaları incelenmiştir. Elde edilen sonuçlara 

göre antagonist etkinliğin daha çok epifitik kökenli bakteriler tarafından etkili bir şekilde 

gösterildiği, aynı türe bağlı bitki içsel dokulardan elde edilen endofit bakteri izolatların 

etkinliğinin epifit bakteri izolatlara kıyasla düşük düzeyde olduğu tespit edilmiştir. 

Antagonist bakterilerin ikili kültür testlerinde oluşturduğu engelleme bölgelerinin 

neden kaynaklandığının belirlenmesi amacıyla yapılan testlemelerle siderofor, Amonyak 

(NH3), HCN, protease enzimi üretip üretmediği belirlenmiştir. Yine bakteriler tarafından 

gösterilen antagonisitk etkinliğin fungusidal veya fungistatik olup olmadığıda yapılan 

mikroskobik ve besi yerinde çimlenme testlemeleri ile belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre, antagonistik etkinlik gösteren bakteriler tarafından oluşturulan engelleme 

bölgeleri, gösterilen antagonizmin antifungal bileşiklerden kaynaklandığının en büyük 

kanıtı olmuştur. Özellikle Bacillus spp., izolatlarının büyük bir çoğunluğunun test edilen 

fungal türlerden S. sclerotiorum hifleri üzerinde engelleme bölgesinin yakın noktalarında 

kararmalar şeklinde morfolojik deformasyonlara sebep olması bakterilerin üretmiş 
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olduğu ekstraselüler hücre duvarı yıkan enzim(ler)den kaynaklanabileceğinin bir kanıtı 

olmuştur. Bu bölgelerden alınan misel diskleri taze PDA besi yerine aktarıldığında bu 

hiflerin çimlenmediği, yine aynı zamanda engelleme bölgesine yerleştirilen sağlıklı misel 

disklerin çimlenmemesi antagonist bakteriler tarafından gösterilen engellemelerin 

fungusidal etkisinden kaynaklandığını göstermiştir. 

Bakterilerin antagonistik ve PGPR özelliklerinin belirlendiği mekanizmalar birlikte 

değerlendirildiğinde, genelde Enterobacter cloacae izolatların yüksek düzeyde IAA ve 

siderofor oluşturma yeteneğinde olduğu, Serratia marcescens izolatlarının siderofor ve 

protease üretme, fosfatı çözme etkinliklerinin yüksek düzeylerde seyrettiği, Bacillus spp 

ise amonyak ve ekstraselüler protease enzim üretme etkinliğinin yüksek düzeylerde 

olduğu görülmüştür. 

Çalışmada elde edilen tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde aynı türe ait 

bakteri izolatlar arasında fungus misellerinin engellenmesi, antagonistik ve PGPR 

aktiviteleri arasındaki farklılıklar gözlenmiştir. Bu durumun antagonist bakteri izolatların 

izole edildikleri yer (epifitik veya endofitik oluşu) ve bulundukları ortamdaki çevre 

koşullarının (yetiştiği ortamlardaki bitki besin madde içeriği ve hastalık etmenlerinin 

bulunuş durumu gibi) izolatların genetik çeşitliliğine etkide bulunmasından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Benzer durum önceden yapılmış birçok çalışmada 

bildirilmiştir (Loper ve Schroth 1986; Krebs ve ark., 1993; Bernal ve ark., 2002; Araujo 

ve ark., 2005).  

Sonuç olarak, epifitik ve endofitik kökenli bakterilerin toprak kökenli hastalık 

etmenlere karşı in vitro antagonitik etkinlik gösterdiği, özellikle Bacillus spp ait 

izolatların diğer türlere kıyasla daha etkin olduğu, hastalık etmenlerin engellemesinde 

antagonistik, parazitik ve PGPB etki mekanizmlarından bir veya birkaçını birden 

kullanmak suretiyle etkili olduğu belirlenmiştir. Özellikle antagonist Bacillus spp 

içerisinde yüksek düzeyde birden fazla etki mekanizmalarını kullanan ve test edilen tüm 

fungal etmenlerin misel gelişimini yüksek düzeyde 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 izolatların PGPB özellikli bakteri izolatlarının 

bademlerde sorun olan toprak kökenli fungal hastalıklarla karşı pestisitlere alternatif 

olabilecek çevre dostu biyopreparat olarak hastalık yönetiminde kullanılabilecek aday 
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izolatlar olarak değerlendirilmiştir. Bu izolatların birden fazla etki mekanizmları 

sayesinde antifungal etkinlik göstermesi, söz konusu mücadele şekline karşı direnç 

geliştirmesinin önüne geçilebileceği belirtilebilir. 

Fungal etmenlere karşı güçlü in vitro antifungal ve PGPB etkinliğe sahip olan 

izolatların teksel ve/veya karışım halinde preparatları yapılarak farklı toprak kökenli 

patojen funguslara karşı in vitro ve in vivo koşullarda denenmesi önem arz etmektedir. 
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EK-1 Bakteri ve Fungusların geliştirilmesinde kullanılan besi yerleri 

 

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

Pepton     5 g/L 

Meat Extract    3 g/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 3H2O   1.5 g/L 

MgSO4 7H2O    1.5 g/L 

Glyserol    10 ml/L 

Agar-Agar    12 g/L 

 

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

Pepton from casein   10 g/L 

Yeast Extract    5 g/L 

NaCl     10 g/L 

 

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

Pancreatic Digest of Casein  15 g/L 

Papaic Digest of Soya Bean  5 g/L 

NaCl     5 g/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-Mısır Unu Agarı (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©    5 ml/L 

 

Karanfil Yaprak-Parçacık Agar (Carnation Leaf-Piece Agar, CLA, Fisher ve ark., 

1982) 

 

Karanfil yaprak-parçacık agar ortamı, 10 cm çapındaki steril petrilere konulan aseptik 

alınmış steril küçük karanfil yaprak parçacıkları (3-5mm2 büyüklüğünde) (10-12 parça 20 

ml besi ortamına) üzerine ılık halde (≈45 oC) steril %2 lik Su Agar besiyeri dökülmesi ile 

hazırlanır. Besiyerlerinde fungal gelişim sırasında bakteriyel bulaşmaları önlemek için su 

agar ortamına 50 µg/ml streptomisin sülfat eklenmiştir. 

 

 

Ek-2 Antagonist bakterilerin etki mekanizmalarının belirlendiği özel besi yerleri 

 

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

Chrome azurol S (CAS)           60.5 mg/L 

FeCl3 Solusyonu (1 mM FeCl3 6H2O+10 mM HCL)      10 ml/L 

hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA)                 72.9  mg/L 

Pseudomonas agar F Base (King B Agar, (Merck Kat.No.110989)    35 g/L 

Glyserol           10 ml/L 

Not 1: Otoklav sonrası katılaşma sorun var ise 4 g/L Agar ilave edilebilir 

Not 2: Pseudomonas agar F Base (King B Agar) Yerine aşağıdaki karışım kullanılabilir;  

Pepton    20 g/L 

MgSO4 7H2O   1.5 g/L 

K2HPO4   1.5 g/L 

Glyserol   10 ml/L 

Agar    20 g/L 
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Pikovskaya’s Agar (PVK) 

Glikoz    20 g/L 

Ca3(PO4)2   5 g/L 

 (NH4)2SO4   0.5 g/L 

KCl    0.2 g/L 

MgSO4   0.25 g/L 

Yeast Extract   0.5 g/L 

Agar    20 g/L 


