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OZET

FARKLI TOPRAKLARDAN iZOLE EDIiLEN RHiZOBAKTERILER iLE
Rhizoctonia solani Kiihn.”UN BIYOLOJiK MUCADELESI
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Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
1.Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen DONMEZ
2.Tez Danismant: Prof. Dr. irfan CORUH

Subat 2019, 91 sayfa

Bu c¢alismada fasulye bitkisinde ¢okerten hastaligina neden olan Rhizoctonia
solani’nin volkanik, kumlu, tuzlu topraklardan ve Ebu Cehil (Calligonum polygonoides
L. subsp. comosum (L’Hér.) bitkisinden izole edilen bakteri strainlerinin biyokontrol
etkinlikleri aragtirllmistir. Yapilan izolasyon sonucunda 83 bakteri straini elde edilmis
ve bakteriler biyokimyasal testler ve yag asit metil ester analizi ile tanilanmistir. In vitro
testinde 83 bakteri straininden 20 tanesi etkili bulunmus ve bu strainlerin 0,1 - 2,4 cm
arasinda degisen engelleme zonu olusturarak patojenin misel gelisimini inhibe ettigi
saptanmigtir. Bakteri strainlerinin patojen izolatlarin1 engelleme oraninin ise en yiiksek
%50 - %66 arasinda degistigi tespit edilmistir. /n vivo saks1 denemelerinde ise bakteri
strainlerinin kontrol grubuna goére hastalik gelisimini basarili bir sekilde engelledigi
saptanmigtir. HV43, HV34, HT30 ve HT21 strainlerinin %100 etki gostererek hastalik
¢ikisini engelledigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Rhizoctonia solani, Biyolojik
miicadele, Calligonum polygonoides L.



ABSTRACT

BIOLOGICAL CONTROL OF Rhizoctonia solani Kithn. WITH
RHIZOBACTERIA ISOLATED FROM DIFFERENT SOIL

ANAK, Halit

Master Thesis, Plant Protection Main Discipline
1*' Thesis Adviser: Asst. Prof Dr. Mesude Figen DONMEZ

2" Thesis Adviser: Prof. Dr. irfan CORUH

February, 2019, 91 pages

In this study, the biological control activities of the bacteria strains, which have
been isolated from the volcanic, sandy salty soils and Ebu Cehil plant (Calligonum
polygonoides L. subsp. comosum (L’Hér.) were investigated against isolates of
Rhizoctonia solani causing root rot in beans. As the result of the isolation 83 strains
were obtained and the bacteria were identified by biochemical tests and fatty acid
methyl esterase analyses. In the in vitro experiments, 20 strains from among 83 bacteria
strains were found to be effective and it was determined that these strains inhibited the
mycelial growth by forming a prevention zone ranging between 0,1 cm and 2,4 cm. The
prevention rate of bacteria strains against pathogen isolates was found to range between
50%-66% maximum. In the in vivo pot experiments, the bacteria strains were found to
successfully inhibit the disease development compared to the control group. The HV43,
HV34, HT30 and HT21 strains were determined to prevent the onset of disease with an
effectiveness of 100%.

Keywords: Bean (Phaseolus vulgaris L.), Rhizoctonia solani, Biological control,

Calligonum polygonoides L.
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1. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Fabaceae (Leguminaceae) familyasina ait tek
yillik 1liman iklim bitkisidir. Bir¢ok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de en fazla tiiketilen
sebzeler arasinda yer almaktadir (Debouck, 1991; El¢i 1998; Yilmaz ve Yazgan, 1998).
Protein, mineral maddeler ve vitaminler bakimidan oldukga zengin olan fasulye, insan
beslenmesinde onemli bir yere sahip yemeklik baklagiller arasinda ilk siray1 almaktadir
(Azkan, 1989; Yilmaz ve Yazgan, 1998; Akkurt, 2010). Bunun en 6nemli nedenleri;
yetistiriciliginin kolayligi, pazar ve besin degerinin yiiksek olusu, taze, kuru veya
konserve olarak tiiketilebilir olmasidir (Giincan, 1990; Zengin, 1998). Ayrica gelismis
kok sistemi vasitasi ile topragin alt tabakalarindaki besin maddelerini toprak yiizeyine
cikarmasi ve koklerinde nodiil olusturan azot bakterileri (Rhizobium spp.) sayesinde
yetistigi topragi azot bakimindan zenginlestirmesi fasulyenin Onemini artirmakta,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde temel tiiketim maddesi teskil etmesi nedeniyle de
sebze bahgelerinin vazgecilmez tiirleri arasinda yer almaktadir (Kara, 1996, El¢i, 1998;
Kantar ve ark., 1998; Oz ve Sahin, 1998; Dursun, 1999; Cift¢i ve Allahverdi, 2001).
Ayrica fasulye bitki artiklariyla da yem sanayinde kullanilan 6nemli bir kiltiir bitkisi
durumundadir (Smith and Huyser, 1987).

Kuru fasulye diinyada 29 milyon ha ekim alani ve 27 milyon ton iiretim miktari
ile yemeklik tane baklagiller igerisinde ilk sirada yer almaktadir (FAO, 2016).
Tirkiye’de ise 897,221 da ekim alami ve 239,000 ton iiretim miktar1 ile nohut ve
mercimekten sonra {iciincii siradadir (TUIK, 2018). Ozellikle nadas alanlarina dane
baklagillerin girmesi lilke genelinde bu bitkilerin ekilisini artirmis ve Tiirkiye 6nemli bir
baklagil ihracat¢ist1 konumuna ulasmistir (Kantar ve ark., 1998). Ancak fasulye
bitkisinde, fungal, bakteriyel ve viral patojenlerin neden oldugu bazi hastaliklardan
dolay1 verim ve kalite nemli dl¢iide diismektedir (A¢ikgdz, 1984). Fasulye bitkisindeki
fungal etmenlerin % 100’lere varan oranda verim kaybina sebep olduklari saptanmustir.
Toprak kokenli bircok fungal hastalik etmeninin fasulyede gerek fide doneminde
gerekse ileri asamada Onemli kayiplara neden oldugu ve bu etmenler arasinda
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich,

Pythium ultimum Trow, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ve Sclerotium rolfsii



Sacc.’nin tiriinde ciddi sorunlara yol agtigi rapor edilmektedir (Willetts and Wong,
1980; Sippell and Hall, 1982; Dixon, 1984; Bruehl, 1987; Hall, 1991; Vural, 2008).

Belirtilen patojenler igerisinde yer alan R. solani bir¢ok bitki grubunda verim ve
kalite tizerinde ciddi kayiplara yol agan 6nemli bir fungal patojendir (Bakal1 and Martin,
2006; Aydin, 2008; Lehtonen, 2008; Jehtonen, 2009; Kilicoglu ve Ozkog, 2010). Genis
bir konukgu listesine sahip olan etmen, diinyanin bir¢ok bolgesinde yaygin olarak
bulunmakta, hemen hemen tiim tarla bitkilerinde, siis bitkilerinde, sebzelerde, ¢ayir-
mera bitkilerinde, ¢ok yillik bitkilerin fide veya fidanlarinda ¢okerten, kok ve kok
bogazi ciiriikliiklerine neden olmakta kalite ve verim kayiplart olusturmakta, bu yoniiyle
ihracatta dnemli bir sorun teskil etmektedir (Bains et al., 2002; Lehtonen et al., 2008).
Etmen hem toprak hem de tohum kokenli bir fungus olup besinlerin tizerinde hizli
gelismesi, koklerin yiizeyinde kolonize olmasi ve enfekte ettigi alandaki epidermal
hiicreleri hizlt bir sekilde istila edebilmesi ile gii¢lii bir patojen 6zelligi tagimaktadir

(Carling et al., 2002; Aydin et al., 2011; Capar, 2012).

Rhizoctonia cinsi ilk kez 1815 yilinda Decandole tarafindan tanimlanmigtir
(Ogoshi, 1975). Fungusun taninmasinda birbiriyle dik (90°) a¢1 yapacak sekilde diizgiin
dallanan hifler 6nem tasimaktadir. Hiflerin dallanmasinin baslangig¢ noktasinin
yakininda bir septum olusmakta ve dallanmanin oldugu yerde hif bogumlanmaktadir
(Karaca, 1974). Patojen, topraktaki bitki kalintilarinda miselyum halinde yasamini
stirdiirebildigi gibi serbest olarak sklerot yapisi ile de canliligin1 devam ettirebilmektedir
(Aydin et al., 2011; Capar, 2012).

Fungusun belirlenmis olan farkli anastomosis gruplarinin viriilenslik bakimindan
farklilik tasidigi bildirilmistir (Carling et al., 2002; Jehtonen, 2009; Capar, 2012).
Fasulyede fungusun AG-4 ve AG-5 gruplarinin patojen olduklari, enfeksiyonlari
sonucunda bitkide gesitli derecelerde zarara yol agtiklar1 belirtilmistir (Eken ve Demirci,
2004).

Patojen fasulyede olusturdugu simptomlar agisindan incelendiginde bitkilerin
hipokotil ve kokleri iizerinde kiiglik, ince, uzun, basik ve kirmizimsi kahverengi
lezyonlar olusturdugu, koklerin kirmizimtirak kahverengi veya siyah renk almasina

neden oldugu, koklerin iglerinin bosalarak yumusamasina yol actig1 tespit edilmistir.



Enfeksiyonun ilerleyen donemlerinde ise yapraklarda sararma, bitki gelisiminde
durgunluk ve sonugta bitkinin olgunlasamadan 6ldiigii gorilmistiir (Hagedorn, 1991;
Hall,1991).

R. solani’nin miicadelesinde tretim materyali ve toprak Kaynakli olmasi ve
tohum ile kolay bir sekilde tasinmasi sebebiyle zorluklar yasanmaktadir (Capar, 2012).
Ayrica patojenin konukgu ¢evresinin ¢ok genis olmasi ve miselyum seklinde uzun siire
canli kalabilmesi de hastaligin miicadelesini daha da zorlastirmaktadir (Aydin et al.,
2011). R. solani’nin gelisimini yavaglatmak ve bir sonraki yil hastaligin ¢ikisini
azaltmak i¢in hastalikli bitki ve bitki artiklarinin imhasi, sertifikali tiretim materyali
kullanimi, solarizasyon, dayanikli ¢esit se¢imi, bugday ve musir gibi bitkilerle ekim
nobeti uygulanmasi 6nerilmektedir (Yanar et al., 2005; Larkin and Honeycutt, 2006;
Aydin, 2008). Ancak konukcu cevresinin zenginligi ekim nobetine girecek bitkilerin
sayisini azaltmaktadir. Solarizasyon uygulamasi, her ne kadar topraktaki patojen
popiilasyonunu azaltsa da toprak mikroflorasini da etkilemekte, patojenler kadar faydali
mikroorganizmalar1 da ortadan kaldirmaktadir (Porras et al., 2007). Patojenin toprakta
cok hizli gelismesi, organik artiklar {izerinde ¢cok uzun siire yasayabilmesi ve uygun
konuk¢u varliginda vejetatif miselyum olarak geliserek enfeksiyon yapabilme
ozelliginde olmasi bu miicadele metotlarinin etkinligini siirlandirmaktadir (Turhan,
2010). Bu nedenle son yillarda bu hastaliga karst hem iiretim materyalinde hem de
toprakta uygulanacak bazi miicadele programlar: lizerinde ¢aligmalar yiiriitiilmektedir.
Baz1 kimyasallarin yumru/tohum ve topraga uygulanmasiyla hastaligin baski altina
aliabilecegi bildirilmistir (Errampalli and Johnston, 2001). Ancak toprak ilaglamasi
tarla kosullarinda pek uygulanabilir bir yontem degildir. Ortii alt1 yetistiriciliginde ise
bu sl alanlarin ilaglanmasi yiiksek bir maliyet olusturmaktadir. Toprakta
inokulumun yogun olmasi durumunda ise uygulanan kimyasallarin da hastalig
yeterince kontrol edemedigi tespit edilmistir (Aydin, 2008). Bununla birlikte tohum
kokenli enfeksiyonlarla miicadelede fungisitler etkili iken, toprak kokenli bulagmalarda
fungisitlerin daha az etkili oldugu belirtilmistir (Wilson et al., 2008). Ayrica hastalikla
miicadelede fungisitlerin yaygin ve uygunsuz olarak kullanimi tarim {iriinlerindeki ilag
kalintilarinin  beslenme yoluyla canlilara gegmesine, ilaglarin bir kisminin topraga

karigarak yer alti sularmma ve denizlere karigmasina, havanin kirlenmesine, dogada



hastalik etmenleri ve zararlilarin ¢ogalmasina, predator ve antagonist mikrofloranin yok
olmasima, patojen genlerinde degisiklik yaparak yeni dayanikli patojen irklarinin
olusmasina neden olmaktadir (Delen, 1991; Bora ve Ozaktan, 1998; Compant ve ark.,
2005; Berg, 2007). Bununla birlikte, patojen propagiillerinin farkli derinliklerde olmasi
ve ilaglama sonrasi kalan propagiillerin ortamda daha hizli gelismesi bu miicadeleden
istenilen sonucun alinmasini gii¢lestirmektedir (Blancard, 1993). Belirtilen nedenlerden
dolay1 toprak kokenli patojenlerle miicadele yontemlerinin yetersiz kalmasi ve diinyada
cevre sagligt konusundaki hassasiyetin artmasi, arastiricilari  ekolojik  tarim
cergevesinde, biyolojik miicadele alaninda c¢alismaya ve yeni biyolojik miicadele
elemanlarin1 bulmaya yoneltmistir. Biyolojik miicadele igerisinde ¢ok onemli bir yere
sahip olan ve kisaca PGPR (Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler; Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) olarak adlandirilan mikroorganizmalar, bitkilerin kok
yiizeyine kolonize olan ve kok c¢evresindeki toprakla yakin iliskide bulunan
bakterilerdir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda bitki biiylimesini tesvik eden
rhizobakteriler hem bitkilerde gelismeyi uyarict hem de biyolojik miicadele elemani
olarak kullanilmakta ve olduk¢a basarili sonuglar elde edilmektedir (Nandakumar et al.,
2001; Walsh et al., 2001; Kageyama and Nelson, 2003; Ongena et al., 2004; Ryu et al.,
2004; Jehtonen, 2009). PGPR’ler bitki koklerindeki mikroflora kompozisyonunu
degistirmesi, cesitli stres faktorlerine karsi bitkiyi direncli hale getirmesi, biiylime
hormonlar1 (indol asetik asit, etilen) tizerinde etkili olmasi, besin maddesi alimini
arttirmasi (siderofor iiretimi, havadaki veya topraktaki serbest azotun baglanmasi,
toprakta fosfor ve diger besin elementlerinin aliminin saglanmast), kok gelisimini tesvik
etmesi ve bunlara baglh olarak bitki biiylimesini ve gelisimini arttirmas1 gibi etkileriyle
on plana ¢ikmaktadir (Van Loon, 1997; Weller, 1998; Van Loon et al., 1998; Metraux,
2001; Asghar et al., 2002; Vessey, 2003, ). Diger taraftan belirtilen bu
mikroorganizmalar antibiyosis (kitinaz, B-1,3-glukanaz, antibiyotik ve siyanit {iretimi),
rekabet, hiperparazitizm, hipoviriilens, uyarilmis dayaniklilik ve ¢apraz koruma gibi
biyolojik miicadele mekanizmalarindan bir veya birkacim1 kullanarak hastaliklarla
miicadelede verdigi basarili sonuglarla dikkati ¢ekmektedir (Bora ve ark., 1994; Smith
and Read, 1997; Bora ve Ozaktan, 1998; Cattelan et al., 1999; Cakmakci 2005;
Cetinkaya Yildiz, 2007; Geng, 2012).



PGPR’lar genel olarak Acinetobacter, Achromobacter, Aereobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia ve Xanthomonas cinsleri igerisinde yer almakta olup genellikle bitkinin kok
bolgesine yerleserek toprak kaynakli hastalik etmenlerinin gelisimini sinirlamaktadirlar
(Montesinos, 2002; Compant et al., 2005; Cakmakgi, 2005). PGPR’lar 6zellikle saglikli
bitkiye inokule edildiginde bitkinin sistemik dayanikliligini harekete gegirmekte ve
boylece kimyasal uygulamalardan, ozelliklede bakirli bilesik uygulamalarindan daha

basarili sonuglar vermektedir (Kuc, 2001).

Biyolojik  miicadele  ¢alismalar1  biyolojik  preparatlarin  kullanimini
yayginlagtirmayi, yeni ve etkin biyolojik miicadele elemanlarini arastirmayi
hedeflemektedir (Yigit, 2005). Bu konuda farkli patojen konukgu iliskisinde biyolojik
miicadele eleman1 olarak PGPR’larin  kullanimindan olduk¢a basarili sonuglar
alinmaktadir. Bu ylizden tez ¢aligmasinda i¢inde fasulyenin de yer aldig1 bir¢ok bitkide
kok hastaligina neden olarak biiyiik ekonomik kayba neden olan R. solani’nin biyolojik
miicadele olanaklar1 arastirilacaktir. Bu amagla Igdir ili Aralik ilgesinde yetisen ve o
bolgeye 6zgii olan, erozyonu dnlemeye yardimer Ebu Cehil (Calligonum polygonoides
L. subsp. comosum (L’Hér.) bitkisinin rizosferinden, volkanik, kumlu ve tuzlu
topraklardan elde edilen bakteriler biyokimyasal testler ve yag asit profillerine gore
tanimlanacak bakteri strainlerinin azotu fikse etme, fosfor ve potasyomu ¢6zebilme
ozellikleri belirlenecek ve R. solani’ye karsi biyolojik miicadele aday1 olarak etkinlikleri

degerlendirilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diinyada 1980’li yillardan beri 6zellikle Rhizoctonia gibi miicadelesi zor olan
etmenlere kars1 biyolojik miicadele ¢alismalar1 gelistirilerek yapilmaktadir. Ulkemizde
de biyolojik miicadele c¢alismalar1 her gegen giin daha da 6nem kazanmakta ve
miicadele ile ilgili calismalarin bu yone kaymasina sebep olmaktadir. Yaklagik 60 yildir
tizerinde bilimsel olarak calisilan bitki biliylimesini tesvik eden rizobakteriler hem
bitkilerde hastalik olusturan pek ¢ok bakteriyel, fungal ve viral etmene karsi bitkide
bulunan dogal dayaniklilig1 tesvik ederek koruma saglamasi hemde bitki biiylimesini
artirict  Ozelliklerinden dolayr biyolojik miicadele ¢alismalarinda kullanilmaktadir
(Weller, 1988; Wei et al., 1996; Backman et al., 1997; Chen at al., 2000; Nejad and
Johnson, 2000; Barka et al., 2002; Romero et al., 2003; Ongena et al., 2004; Silva et al.,
2004; Erdal, 2005).

Son on yil boyunca yapilan c¢alismalarda arastiricilar toprak kaynakli
patojenlerin gelisiminin engellenmesinde etkili olan bakterilerin ¢ogunun Pseudomonas
ve Bacillus cinslerine ait oldugunun altin1 ¢izmektedir (Montealegre et al., 2003; Lahlali
et al., 2007; Tariq et al., 2010; Huang et al., 2011). Yiiriitiilen ¢aligmalarda Bacillus ve
Pseudomonas tiirlerine ait antagonistlerin R. solani ye karsi basar1 saglayacak kapasite
de oldugu ortaya konulmustur (Szczech and Shoda, 2004; Bautista et al., 2007;
Scherwinski et al., 2008). Arastirmalar Pseudomonas grubu bakterilerin rizosfere ¢ok
iyi adapte olup hizla gelisebildiklerini, siderefor Ozellikleri ile patojen
mikroorganizmalarin topraktaki demiri kullanmalarini engelleyerek ya da antibiyotik
iireterek bitkileri patojen saldirilarina kars1 koruduklarini, sistemik dayanikliligi tesvik
edebilme yetenegine sahip olduklarin1 géstermistir (Pieterse et al., 2000; Anita and Das,
2011).

James and Gutterson (1986) tarafindan yapilan bir arastirmada P. fluorescens'in
ti¢ ¢esit antibiyotik irettigi (2,4 diacetylphloroglucinol, hidrojen siyanit ve phenazine 1-
carboxylic acid) ve bu antibiyotiklerin pamukta Pythium ultimum'un gelisimini
engelledigi saptanmistir. Leben et al., (1987) tarafindan patateste Verticillium
solgunlugunun biyolojik miicadelesinin arastirildigi bir ¢alismada P. fluorescens M4

straininin saksi1 denemesinde Verticillium dahliae nin propagiil sayisin1 azalttigi, tarla



denemesinde ise bakteri straininin hastaligi baskiladigi ancak patateste verimde artis

saglamadigi belirlenmistir.

Berg et al. (1994), tarafindan in vitro ortamda yapilan bir ¢alismada cilekte
Verticillium solgunluguna neden olan V. dahliae gelisiminin antagonist Ozellikteki
Pseudomonas strainlerinin iirettigi kitinaz ve litik enzimler sayesinde baskilandig1 tespit

edilmistir.

Hallmann et al. (1997), tarafindan pamuk tohumlarinin antagonist P. fluorescens
89B-61 straini ile bakterizasyonunun pamugu toprak kaynakli hastaliklara kars

korudugu bildirilmistir.

Zaki and Ersten (1998), tarafindan 1995-1996 yillarinda Arizona’da kurulan
tarla denemesinde pamukta hastalik olusturan R. solani'ye karsi Pseudomonas cepacia
D1 straini ve fungisit karigimlarinin (metalaxyl, triadimenol, thiram) etKkisi
degerlendirilmistir. Deneme sonucunda P. cepacia D1 straini ve fungisit karisimlarinin
uygulandigt pamuk tohumlarindan gelisen bitkilerin hastaliga yakalanmadigi
gozlenmistir. Arastiricilar tarafindan bu sonucun bakteri straininin tirettigi pyrrolnitrin

ve amino pyrrolnitrin metabolitlerinden kaynaklandig: belirtilmistir.

Enterobacter agglomerans strainlerinin kitinolitik aktiviteye sahip proteinler
urettikler1 ve salgiladiklart bu proteinlerle fungal patojenlere karsi antagonistik etki
gosterdigi ortaya konulmustur. Sera sartlarinda pamukta yapilan bir calismada E.
agglomerans’ a ait ii¢ strainin dort kitinolitik enzim {irettigi ve bu enzimlerle R.
solani’nin hastalik siddetini % 64-86 oraninda azalttigi belirlenmistir (Chernin et al.,
1995).

Asaka and Shoda (1996), Bacillus subtilis RB14 straininin domates fidelerinde
R. solani’nin neden oldugu ¢okerten hastaligina karsi etkisi degerlendirilmis ve bakteri
straininin saksi denemesinde hastalik ¢ikisini etkili bir sekilde engelledigi saptanmustir.
Ayrica yapilan analizler sonucunda antagonistik etkisi tespit edilen bakteri straininin

iturin A ve surfactin olmak tizere iki ¢esit antibiyotik iirettigi belirlenmistir.

Hessenmuller and Zeller (1996), tarafindan in vitro ortamda yapilan ¢alismada
cilek bitkisinde hastalik olusturan toprak kaynakli fungal hastalik etmenleri

Phytophthora cactorum ve P. fragaria’nin Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter ve
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Pseudomonas cinslerine ait 15 antagonist bakteri ile biyolojik miicadelesi arastirilmisgtir.
Ikili kiiltiir testlerinde bakteri strainlerinin hepsinin fungal etmenlerin misel gelisimini
engelledigi, dort tanesinin ise ¢ileklerin kok bolgesinde hastalik ¢ikisini azalttig tespit
edilmistir. Strainler arasinda en etkili bakterinin Bacillus licheniformis oldugu ve bu
bakterinin ¢ilekte kok ¢iiriikliigiine neden olan P. cactorum’u %68 oraninda engelledigi

bulunmustur.

Gupta et al. (1999), tarafindan patates rizosferinden izole edilen Pseudomonas
aeruginosa straininin toprak kokenli fungal hastalik etmenlerine (Macrophomina
phaseolina ve Fusarium oxysporum) karsi antifungal etkinlikleri in vitro kosullarda test
edilmistir. Yapilan ikili kiiltir testlerinde P. aeruginosa’ nin M. phaseolina ve F.
oxysporum’un misel gelisimini % 70,5-74,1 arasinda engelledigi tespit edilmistir.
Bakteri straininin hastaliklar1 engelleme performansinin antimikrobiyal o6zellikteki

hidrojen cyanide (HCN) ve indole asetik asit iretimine bagli oldugu bildirilmistir.

Siddiqui et al. (2000), tarafindan domates, nohut ve aygigeginde hastalik
olusturan toprak kokenli M. phaseolina, R. solani ve F. solani etmenlerine karsi
topraktan izole edilen P. aeruginosa straininin etkisi laboratuvar ve tarla denemesinde
arastirilmistir. Calisma sonucunda bakteri straininin patojenlere karsi antagonistik etki

gosterdigi ve hastaliklar1 basarili bir sekilde kontrol altina aldigi tespit edilmistir.

Chen et al. (2000), tarafindan PGPR’lerin Pythium aphanidermatum’un hiyar
bitkisinde neden oldugu kok bogaz1 giiriikliigiine karst kullanim olanaklar
arastirtlmistir. Pseudomonas corrugata 13 ve Peudomonas aureofaciens 63-28 strainleri
hiyar bitkisinin koklerine uygulanmis ve bitkide bazi enzim aktivitelerinin arttig
gozlenmistir. Pseudomonas corrugata 13 straininin koklere uygulanmasindan sonraki 5
giin igerisinde koklerde peroksidaz ve polyphenol oxidaz enzimlerinin artis gosterdigi
belirlenmistir. Bakteri strainlerinin kok bolgesine kolonize olmasina ve bitkideki enzim
aktivitesinin artigina bagli olarak P. aphanidermatum’un gelisiminde bir azalma oldugu

tespit edilmistir.

Ramamoorthy et al. (2002), tarafindan farkl bitkilerin rizosfer bolgesinden 20
bakteri straini izole edilmistir. In vitro ve in vivo ortamlarda elde edilen bakteri

strainlerinin domates ve biberde ¢oOkertene neden olan P. aphanidermatum’un



kontroliinde kullanilma olanaklar1 arastirilmistir. Strainlerden P. flourescens ve P.
putida olarak tanisi yapilan bakterilerin P. aphanidermatum’un gelisimini etkili sekilde
engelledikleri ve uygulama yapilmis tohumlarda kontrole gore bitki biiyiimesini oldukga

onemli diizeyde arttig1 saptanmustir.

Dwivedi and Johri (2003), tarafindan PGPR’lar igerisinde en yaygin sekilde
fluoresan Pseudomonas cinsine ait bakterilerle karsilasildigi ve bu mikroorganizmalarin
hem hastalik ¢ikisini hem de yayilmasini baskilayabildikleri bildirilmistir. Ayrica
Pseudomonas’larin, 2,4-diacetyl pholuglucinol, pyrrolnitrin, pyoluteorin ve phenozions
gibi antifungal metabolitlerin {iretimi ile toprak kaynakli fungal hastalik etmenlerinin

gelisimini de baskiladig1 belirtilmistir.

Lysobacter enzymogenes C3 straininin tarla sartlarinda etkili bir antagonist
oldugu ve ¢im bitkisinde R. solani enfeksiyonuna karsi kullanildig: tespit edilmistir
(Kilic-Ekici and Yuen, 2003). Kobayashi et al. (2005), tarafindan Lysobacter
strainlerinin ekstraseliiler hidrolitik enzim tireterek cesitli fungal patojenlere karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir. Lysobacter sp. strain SB-K88’in
xanthobaccin A antibiyotigi lireterek ¢okerten hastaligini engellemede basarili oldugu

bildirilmistir (Pal, 2006).

Brewer and Larkin (2005), tarafindan serada 28 potansiyel biyokontrol etmen,
patateste R. solani’ye karsi test etmistir. Calismada Paenibacillus polymyxa,
Pseudomonas fluorescens, Penicillium sp., Trichoderma sp. ve Rhizoctonia zeae’nin
tarla izolatlari, yine biyokontrol etmeni olarak bilinen Laetisaria arvalis, Verticillium
biguttatum, Cladorrhinum foecundissimum, Stillbella aciculose ile Bacillus subtilis
(Kodiak), T. virens (Soilgard) ve Trichoderma harzianum’ un (Rootshield) ticari
preparatlar1 kullanilmistir. Birgok fungal izolatin farkli oran ve formulasyonlar1 ve
antagonist kombinasyonlariin etkinliliginin arastirildig1 ¢alismada azoxystrobin etkili
maddeli kimyasal ila¢ da denenmistir. Calismanin sonucunda Bacillus subtilis GB03, R.
zeae LRNEL7E, S. aciculose 112-B ve kimyasal kontrol, kok bogazi nekrozunun
azaltilmasinda %40-49 oraninda etkili bulunmustur. L. arvalis ZH-1, R. zeae LRNE17E
ve kimyasal ilaglarin yumruda siyah sigil hastaliginin siddetini %54-60 oraninda
azalttigl, diger uygulamalarin ise R. solani’nin neden oldugu kok bogazi nekrozu ve

siyah sigilin miicadelesinde daha az etkili oldugu bulunmustur.



Soylu ve ark. (2005), tarafindan Hatay ilinde hastaligin az siklikta gortildigii
biber ve domates yetistirciligi yapilan alanlardan izole edilen kok bakterilerinin, toprak
kokenli hastalik etmenleri S. sclerotiorum ve R. solani’ye karsi etkinlikleri in vitro
kosullarda arastirilmistir. In vitro ortamda yapilan ikili kiiltiir testlerinde bakteri tiirleri
arasindan fluoresan Pseudomonas spp. ve Bacillus spp.’nin hastalik etmenlerine karsi

antagonistik etki gosterdigi ve hastalig1 yiiksek oranda engelledigi tespit edilmistir.

Erdogan (2007), tarafindan 2004-2006 yillar1 arasinda Aydin ili ve ilgelerinde
pamuk yetistirilen alanlarda pamuk bitkilerinden ve yabanci otlardan izole edilen
fluoresan Pseudomonas bakterilerinin Verticillium solgunluguna ve bitki gelisimine
olan etkileri Sayar 314 ve Acala Maxa pamuk c¢esitlerinde arastirilmistir. Calismada
enfekteli pamuk o6rneklerinden 32 adet Verticillium spp. izolati ve yabanci otlarin
rizosferinden 41, pamuk bitkilerinin rizosferinden 18 adet olmak iizere 59 antagonist
bakteri izole edilmistir. In vitro testlerde Fluoresan Pseudomonas izolatlarindan 30
tanesinin Verticillium dahliae’yr engelledigi tespit edilmistir. Tohumlara bakteri
uygulanarak yiritiilen tarla denemelerinde negatif kontrole gore Verticillium
solgunlugu hastalik siddetinin ve bulunma oraninin farklilik gosterdigi, uygulamalarin
hastaliga kars1 yiizde etkisinin 2005 senesinde %33-45, 2006 senesinde %22-25

arasinda oldugunu tespit edilmistir.

Acinetobacter ve Citrobacter tiirlerinin de iginde yer aldigi rizosfer
bakterilerinin bitki gelisimini tesvik ettikleri cesitli calismalarda belirtilmistir.
Citrobacter braaki’nin phytase geninin ekspresyonu sonucu bitki gelisimini uyardig
saptanmustir ( Patel et al., 2010). Acinetobacter baumannii LCHOO1 straininin {irettigi
bioaktif bilesiklerin ( iturin A2, iturin A3, iturin A6) Cryphonectria parasitica,
Glomerella glycines, Phytophthora capsici, Fusarium graminearum, Botrytis cinerea,

ve R. solani patojenlerinin gelisimini engelledigi tespit edilmistir (Liu et al., 2007).

Cubukcu (2007), tarafindan 2004-2005 yillari arasinda Aydm ilinde pamuk
yetistiriciligi yapilan alanlardaki farkli pamuk cesitlerinden ve yabanci otlardan 280
endofitik bakteri straini izole edilmistir. Elde dilen bakteri strainlerinden 12 tanesinin in
vitro ortamda patates dekstroz agar (PDA) besiyerinde V. dahliae’ nin gelisimini 6nemli
Olclide engelledigi tespit edilmistir. Buna ilaveten antagonistik etkisi belirlenen bakteri

strainlerinin fosfat ¢6zebilme ve ugucu organik bilesik tretebilme o6zellikleri test
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edilmistir. Ayrica in vivo ortamda tohumlarin bakterizasyonu sonucunda iki adet
fluoresans Pseudomonas ve bir adet Bacillus cinsi bakteri straininin pamuk bitkilerinde

Verticillium solgunlugunu 6nemli 6l¢iide azalttig1 saptanmustir.

Ozyilmaz (2007), tarafindan antagonist dzellige sahip bakteri strainlerinin ¢ilek
yetistiriciliginde sorun olan dnemli toprak kaynakli fungal hastalik etmenleri R. solani
ve Phytophthora cactorum'u kontrol etme olanaklarini arastirmistir. Bu amagla Aydin ili
Sultanhisar ilgesinde yetistirilen saglikli cilek, karnabahar, kirmizi lahana, brokoli,
lahana, turp, bakla ile yabanci otlardan yabani turp, darican ve ¢oban ¢antasi bitkilerinin
koklerinden 362 bakteri straini izole etmistir. Yapilan ikili kiiltiir testlerinde bir ya da
her iki fungal patojene kars1 engelleme zonu olusturan 101 bakteri icerisinden 24 tanesi
secilmis ve bu strainler yag asit metil ester analizi ile tanilanmistir. Segilen 24 bakteri
straininin her iki fungal patojene kars1 in vivo etkinlikleri, enzim aktiviteleri, sekonder
metabolit olusturma 6zellikleri ve gilek bitkisinin gelisimine olan etkileri belirlenmistir.
Strainlerden higbirinin Kitinaz, seliilaz ve pektinaz aktivitesi gostermedigi, 13 tanesinin
ise proteaz aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Strainlerden 3 tanesinin fosfataz
enzimini {rettigi ve 20 tanesinin de inorganik fosfati ¢dzebilme yeteneginde oldugu
tespit edilmistir. Bakteriler ikincil metabolit olusturma 6zellikleri agisindan
degerlendirildiginde ise 19 strainin HCN, 18 strainin siderofor, 11 strainin yiizey aktif
madde ve 16 strainin de 2-4, DAPG irettigi, iki strainin de 62.4 ve 1.9 pg/ml oraninda
IAA irettigi belirlenmistir. Saks1 denemelerinde 3ss9, 6110, 7ec11, mbe strainlerinin R.
solani'ye kars1 %57; 3ss9 ve 6110 strainlerinin P. cactorum'a kars1 %50 oraninda etkili

oldugu tespit edilmistir.

Yilmaz (2008), tarafindan in vitro ve in vivo kosullarda domateste sorun olan
Macrophomina phaseolina, R. solani, Fusarium oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum
gibi toprak kokenli fungal hastalik etmenlerine karsi antagonist bakteri strainleri
(Lysobacter enzymogenes C3R5 ve N4-7) ile bitki biiytimesini tesvik eden kok
bakterilerinin (Bacillus pumilus T4, Bacillus amyloliquefaciens IN937a, Pseudomonas
fluorescens WCS417r ve Pseudomonas putida 89B-61) etkinligi ve etki mekanizmalari
aragtirilmistir.  In vitro ikili kiiltiir testlerinde L. enzymogenes C3R5 ve N4-7
strainlerinin tiim patojenlerin gelisimlerini 6nemli diizeyde engelleyerek antagonistik

etki gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan mikroskobik gozlemlerde fungus hiflerinde
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kivrilma, kararma, sitoplazmik igeriklerde pihtilasma, vakuollesme, sitoplazmik
bosalma ve hiicre duvarlarinda erimeler gibi morfolojik bakimdan olduk¢a Onemli
anormallikler gozlenmistir. Bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin ise fungal hifler
tizerinde herhangi bir yapisal bozulmaya neden olmadigi gorilmiistir. In vivo
caligmalarda antagonist ve PGPR strainlerine ait farkli uygulamalarin (tohum kaplama,
yaprak yiizeyine piiskiirtme ve fidelerin koklerini bakteri stispansiyonu i¢ine daldirma)
bitki gelisimine ve hastalik ¢ikisi tizerine olan etkinlikleri arastirilmis ve strainlerin
hepsinin kontrol ile karsilastirildiginda hastaliklarin ¢ikisin1 6nemli diizeyde engelledigi
belirlenmistir. Bitki biiylimesini artiran en etkili uygulama seklinin fidelerin
sagirtilmadan Once bakteri siiSpansiyonlarina daldirilmasi yontemi oldugu tespit

edilmistir.

Catallik Aksu (2015), tarafindan yapilan ¢alismada, in vitro ve in vivo
kosullarda, Aydin ilinde incir i¢ ¢iirikligii hastaligina neden olan Fusarium tiirlerine
kars1 disi ve erkek incir meyvelerinden izole edilen bakterilerin etkinlikleri
arastirilmistir. Bu amagla Aydin ilinden (Bozdogan, Nazilli ve Erbeyli Incir Arastirma
Istasyonu) toplanan hastalikli erkek incir meyvelerinden Fusarium spp., (F. solani, F.
proliferatum, F. verticillioides ve Fusarium sp.), saglikli erkek incir meyvelerinden ise
138 bakteri straini izole edilmistir. Yapilan ikili kiiltiir testlerinde en yiiksek engelleme
zonu olusturan 20 bakteri straini secilerek tanilanmistir. Incir i¢ ciiriikliigiine karsi
bakteri uygulamalarinda Pseudomonas sp. olarak tanimlanan strainden (BB7-B4) %72,
Pantoea sp. (Boga in 1) den % 63,23, Serratia sp. (Kaba ilek B2) den%52,77,
Pseudomonas sp. (BEB 10 B2T) den %42,77 etki ve ticari fungisit (prokloraz)

uygulamasindan %34,31 oraninda etki bulunmustur.

Donmez ve ark. (2015), tarafindan fasulye ve patates bitkilerinde g¢okerten
hastaligina neden olan R. solani’ye karsi ¢ay bitkisinin rizosferinden izole edilen 73
bakteri straininin biyokontrol etkinlikleri arastirilmistir. In vitro antagonistik etki
testinde 73 aday antagonist bakteri straininden 15 tanesi etkili bulunmus ve 0,20 - 2,30
cm arasinda degisen engelleme zonu olusturarak patojenin misel gelisimini inhibe ettigi
saptanmigtir. In vivo saksi denemelerinde ise antagonist bakteri strainlerinin kontrol
grubuna gore hastalik gelisimini %12 - %83 oranlar1 arasinda engelledigi tespit

edilmistir.
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Ardig (2016), tarafindan Kahramanmaras ilinde biber yetistiriciligi yapilan
yerlerde daha iyi gelisme gosteren saglikli bitkilerin kok bolgesinden koklerle birlikte
36 toprak Ornegi alinmis ve yapilan izolasyonlar sonrasi 713 bakteri straini elde
edilmistir. Bu bakterilerden Phytophthora capsici L. ye kars1 engelleme zonu olusturan
15 strain seg¢ilmis ve gram reaksiyon, oksidaz, katalaz ve fluoresan Ozellikleri
belirlenmistir. Bakteri strainleri Biolog Gen III sistemi ile tanilanmig ve Bacillus
pumilus, B. subtilis, Mycobacterium confluentis, Mycobacterium immunogenum,
Paenibacillus castaneae, Pseudomonas fluorescens, P. viridiflava ve Tsukamurella

pauromatabola tiirleri belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanmilan alet ve ekipmanlar

Calismada Igdir Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii
Fitopatoloji laboratuvarinda bulunan otoklav, steril kabin, inkiibatdr, hematolojik
calkalayici, pH metre, derin dondurucu, buzdolabi, su banyosu, magnetik karistirici,

hassas terazi, saf su cihazi, vortex ve mikrobiyal tan1 sistemi kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullamlan bitki materyali

Calismada izole edilen bakteri strainlerinin R. solani’ ye karsi antagonistik

etkisini degerlendirmek icin seker fasulye ¢esiti kullanilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan patojen fungus izolatlar:
Arastirmada Rs-pat, B-227 ve B-1 olmak iizere ti¢ R. solani izolati
kullanilmustir. Izolatlar Prof. Dr. Erkol DEMIRCI (Karadeniz Teknik Universitesi, Fen

Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii)’den temin edilmistir.

3.1.4. Cahsmada kullamilan izolasyon materyali

Calismada kullanilan bakteri strainlerinin elde edilmesinde Igdir ili Aralik
ilgesinde yetisen o bolgeye 0Ozgii olan, erozyonu onlemeye yardimci Ebu Cehil
(Calligonum polygonoides L. subsp. comosum (L’Hér.) bitkisinin kokleri ve kokleri
saran kumlu toprak, ilgeye bagli Yukart1 Camurlu kdyiinden alinan tuzlu toprak ve
Karakoyunlu ilgesine bagli Tagburun kdyiinden alinan volkanik toprak izolasyon

materyali olarak kullanilmistir.

3.1.5. Calismada kullanilan karsilastirma Kkiiltiirleri

Calismada yer alan testlerde karsilastirma kiiltiirleri olarak Dr. Mesude Figen
DONMEZ’in kiiltiir koleksiyonunda bulunan Erwinia amylovora (GG3 ve GG15
kodlu), Pantoea agglomerans (MFD 232 kodlu), Curtobacterium flaccumfaciens subsp.
flaccumfaciens (MFD 351 kodlu), Xanthomonas campestris pv. phaseoli ( MFD 135
kodlu), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (MFD 149 ve MFD 480 kodlu) ve
Xanthomonas campestris pv. phaseoli var. fuscans (MFD 481 kodlu) bakteri strainleri

kullanilmustir.
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3.2. Metot
3.2.1. Orneklerin alinmasi

Calisma ornekleri 2014 yilinda Igdir Ili Aralik ilgesinde kumlu topraklarda
yetisen Ebu Cehil (Calligonum polygonoides L. subsp. comosum (L’Hér.) bitkisinin
rizosfer bolgesinden ve ilgeye bagl Yukart Camurlu koyl ile Karakoyunlu ilgesine
bagl Tasburun koylerinde bulunan, tuzlu ve volkanik topraklardan alinmistir. Alinan
orneklerin ¢aligma alanini temsil etmesine 6zen gosterilmis ve ornekler igerisinde buz

akiileri olan plastik kaplara konularak laboratuvara getirilmistir.

3.2.2. Bakteri strainlerinin izolasyonu ve stok Kkiiltiirlerin hazirlanmasi

Alman 6rneklerden bakteri strainlerinin izolasyonu i¢in 10 g toprak tartilmis ve
250-300 ml hacminde steril erlene konulmustur. Bunun tizerine 90 ml su eklenmis ve 30
dk calkalayicida calkalanmistir. Erlendeki siispansiyondan steril pipetle 1 ml alinmis ve
icerisine 9 ml steril su bulunan tiiplere konarak iyice karistirilmistir. Bu tiipten tekrar 1
ml alinip, igerisinde yine 9 ml steril su bulunan tiipe aktarilmis ve iyice karigmasi
saglanmistir. Bu seyreltme islemi 5-6 kez tekrarlanmistir. Son 3 seyreltikten 100 pl
alinip petrilere konulmus ve cam bagetle yayilarak 3 tekrarli olacak sekilde nutrient agar
(NA) besi ortamina ekim yapilmigtir. Ekim yapilan petriler 27 °C’de 3-4 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen karisik bakteri kiiltiirlerinden, farkli renk

ve sekildeki koloniler alinip tekrar besiyerine ekilerek saf kiiltiirler elde edilmistir.

Saf kiiltiirlere ait 24 sa’lik her bir bakteriden bir 6ze dolusu alinmis, icerisinde
500 pl % 30’luk gliserol ve 500 ul LB bulunan steril eppendorf tiiplere aktarilmistir.
Tiipler kanstiricida karistirilarak homojenizasyon saglandiktan sonra, ¢alismalarda

kullanilmak iizere —80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Mikroorganizmalarin yag asit profillerine gore tanilanmasi

Saf kiiltiir olarak — 80 °C’de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit
metil ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmast ve analizi yapilmistir.
Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Tan1 Sistemi (MIDI, Inc.,
Newark, DE) kullanilarak kiiltiire alinan strainlerin tiir ve alt tiir seviyesinde tanisi
yapilmistir. Referans kiiltiir olarak MFD 149 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

(MIS tanilama yiizdesi 91) kullanilmistir.
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3.2.3.a. Aerobik bakteri strainlerinin trypticase soy broth agar (TSBA) besiyerinde

gelistirilmesi

Test edilen mikroorganizmalar steril platin bir 6ze ile depo kiiltiirden alinmus,
TSBA kat1 besiyerine 4 fazli ¢izgi ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler, 24-48 sa

siireyle 27 °C’ye ayarl bir inkiibatorde inkiibasyona birakilmistr.

3.2.3.b. Yag asit methil esterlerinin saflastiriimasi
Mikroorganizmalarin yag asitlerini saf olarak izole edebilmek i¢in 4 farkl
cozelti kullanilmisgtir. Hazirlanan 4 ¢ozelti ile aerobik bakterilerden yag asit metil

esterlerinin saflagtirilmasi asagidaki metod takip edilerek yapilmigtir.

1. TSBA iizerinde gelistirilen bakterilerin inkiibasyon periyodunu takiben, 4 fazli ¢izim
yapilmis petrilerin 3 ve 4 numarali fazlarindan canli bakteri hiicreleri steril bir 6zeyle
toplanarak (~ 40mg) steril teflon kapakli cam test tliplerine (5 ml) aktarilmis, tiipler

etiketlenerek agizlar kapatilmistir.

2. Her bir test tiipline 1 ml hiicre pargalayict ¢ozelti ilave edilmis ve 5-10 s
calkalandiktan sonra test tiipler 5 dk siireyle 100 °C‘lik su banyosunda bekletilmistir.
Ardindan tekrar 5-10 s ¢alkalanan test tiipler 25 dk siireyle 100 °C‘lik su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. Bu muamele ile canli hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin

serbest kalmasi saglanmistir.

3. Test tliplerine 2 ml metillestirme ¢ozeltisinden eklendikten sonra 5-10 s’lik bir
calkalamadan sonra 80 °C‘de 10 dk siireyle su banyosunda bekletilmis ve hemen
takiben 2 dk siireyle buz veya soguk su icerisinde sogutulmustur. Bu uygulama ile
serbest yag asitlerine ester baglari ile metil eklenmis ve yag asitlerinden yag asit metil
esterleri elde edilmistir. Boylece yag asitlerine yliksek sicakliklarda uguculuk 6zelligi

kazandirilmistir.

4. Sogutulmus tiiplere 1,25 ml saflastirma c¢dozeltisinden eklenerek 10 dk siireyle
hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalanmigtir. Tiiplerin alt kisminda asidik (inorganik), st
kisminda da organik sivi faz olmak iizere 2 ayr1 faz olustugu gozlenmistir. Yag asit
metil esterleri asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde toplandigindan pastor
pipeti kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz muhafaza

edilmistir.
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5. En son asamada her tiipe 3 ml bazik yikama ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Tiipler 5
dk stireyle hematoloji c¢alkalayicisinda karistirildiktan sonra 10 dk siireyle oda
sicakliginda bekletilmistir. Kullanilan ¢ozelti bazik 6zellikte oldugundan, serbest yag
asit metil esterleri daha saf olarak elde edilmistir. Bu asamada da tiip igerisinde yine iki
ayr1 faz olustugu gozlenmistir. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri igeren faz
pastor pipeti ile alinarak 2 ml gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildikten sonra
agizlart sikica kapatilmis, MIS cihaz1 iizerindeki Ornek depolama tepsisine

yerlestirilmistir.

3.2.3.c. Orneklerin mikrobiyal tam sistemi ile analiz edilmesi

Ornekler MIS cihaz iizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirildikten sonra
cihaz calistirilmis, sistem klavuzunda belirtildigi gibi tek tek analiz edilerek tam
sonuglart alinmistir. Her bir bakteri straini i¢in elde edilen yag asitlerinin tiirleri ve

yiizde oranlarinin ortalamalari belirlenmistir.

Sekil 3.1 Bakteri strainlerinin yag asit metil ester analizi igin 6rneklerin MIS cihazi

tizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirilmesi
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3.2.4. Tiitiinde asir1 duyarhlik (Hypersensetive Response=HR) testi

Elde edilen bakteri strainleri NA besiyerine ekilerek, 24-48 sa 27 °C’ye ayarl
inkiibatérde gelismeye birakilmistir. Gelisen kiiltiirlerden sH,O ile konsantrasyonu 10°
hiicre/ml olan soliisyonlar hazirlanmistir. Soliisyonlar 3cc’lik plastik enjektorlerle tiitiin
(Nicotiana tabacum L. Samsun) yapraklarinin alt kismindan damar aralarina enjekte
edilmistir. Uygulama yapilan bitkiler en az 8 sa, 1s1kl1 bir ortamda muhafaza edilerek
inokulasyonun yapildigi kisimda 48-72 sa igerisinde nekroz olusup olusmadigi
gozlenmistir. Olii doku olusumu HR pozitif, olusmamas: ise HR negatif olarak
degerlendirilmistir (Dénmez, 2004). Bu ¢alismada karsilagtirma kiiltiirti olarak GG15
Erwinia amylovora (pozitif kontrol) siispansiyonu ve steril su (negatif kontrol)

kullanilmuastir.

3.2.5. Bakteri strainlerinin koloni morfolojilerinin belirlenmesi ve biyokimyasal
testlerle tanisi

3.2.5.a. Koloni morfolojisi

Mikroorganizmalar Yeast Dekstrose Kalsiyum Karbonat Agar (YDC besiyeri
lizerine nokta veya ¢izgi ekim seklinde ekilmis, 48-72 sa 27 °C ‘de inkiibe edildikten

sonra besi yerinde gelisen kolonilerin rengi tespit edilmistir (Saygili, 1995).

3.2.5.b. Gram reaksiyon testi

Bakteri strainlerinin hiicre duvarlarindaki farklilig1 belirleyebilmek i¢in bir lam
lizerine, %3’lilk KOH ¢o6zeltisinden bir iki damla damlatilmistir. Ardindan NA {izerinde
gelistirilen 24-48 sa’lik bakteri kiiltiiriinden 6ze ile alinarak KOH ¢ozeltisi ile 5-10 s
karistirlmistir. Oze bu karisima dokundurulduktan sonra yukariya dogru kaldirilmis ve
1-3 cm veya daha uzun iplik seklinde olusan viskoz bir uzama gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Saygili, 1995). Karsilastirma kiiltiirii olarak gram negatif MFD 232
Pantoea agglomerans ve gram pozitif 6zellige sahip MFD 351 Curtobacterium

flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens strainleri kullanilmstir.

3.2.5.c Katalaz testi

Katalaz, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan HyO,‘in pargalanarak
O, ve HyO’ya doniligiimiinii saglayan bir enzimdir. Katalaz enzimin varlik veya
yoklugunu belirlemek icin bakteri strainleri NA ortaminda gelistirilmistir. 24-48 sa’lik

bakteri kiiltiiriinden bir 6ze alinmis ve tizerine 1 damla H,0, ilave edilmistir. Reaksiyon
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sonucu meydana gelen kabarcik olusumu katalaz pozitif, olusmamasi ise katalaz negatif
sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Donmez, 2004). Pozitif kontrol olarak MFD 135

Xanthomonas campestris pv. phaseoli straini kullanilmistir.

3.2.5.¢. Oxidaz testi

Elektron transferinde bakterilerin cytochrome c¢ proteinine sahip olup
olmadiklar1 bu testle saptanmistir. Solunum prosesinde cytochrome c proteini (oxidaz c)
gorev almakta ve elektron transfer sisteminde maddeleri birinden digerine indirgeyerek
hiicresel enerji (ATP) olusumuna neden olmaktadir. Test igin % 1 tetra methyl-p-
phenylendiamine dihydrochloride iceren diskler kullanilmistir. Bu diskler 1 damla
sdH,O ile doyurulmus ve sonra iizerleri 24-48 sa’lik bakteri ile kaplanmstir.
Gozlemlenen mavimsi-mor renk, diskte kodlu olan kimyasal ile enzimin reaksiyona
girdigini ve bakteride citocrome c proteininin oldugunu ifade etmektedir. Bu renk
degisiminin olusmas1 pozitif, olusmamasi ise negatif sonu¢ olarak kabul edilmistir
(Harley and Prescott, 2002). Kontrol olarak oksidaz ozelligi negatif olan MFD 480

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola kullanilmustir.

3.2.5.d.Nisasta hidrolizi

Nisasta molekiiliinii pargalayarak biyolojik enerjiye doniistiirmede gorev yapan
amilaz enziminin var olup olmadigi bu testle belirlenmistir. Nutrient Starch Agar (NAS)
besiyerine bakteriler nokta seklinde ekilmistir. 2-7 giinliik bir inkiibasyon sonrasinda
bakteri kolonisinin etrafinda goriilen renk acikligi veya hale amilaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Sonug ciplak gozle fark edilemediginde lugol soliisyonundan 5 ml
petrilere dokiilmiis ve mavi renk verenler negatif, mavi renk vermeyip ekim c¢izgileri
etrafinda acik renk hale verenler pozitif olarak kaydedilmistir (Narayanasamy, 1997).
Pozitif kontrol olarak MFD 481 Xanthomonas campestris pv. phaseoli var. fuscans

kullanilmastir.

3.2.5.e. Levan koloni olusumu testi

Bakteri strainleri nutrient sukroz agar besiyerine ¢izgi ekim seklinde ekilerek 27
°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Levan sucrase enziminin sukrozu kullanmasi sonucu
olusan konveks, mukoid koloniler levan pozitif olarak belirlenmistir (Klement et al.,

1990). Pozitif kontrol olarak GG3 Erwinia amylovora kullanilmistir.
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3.2.6. Bakteri strainlerinin azot fiksasyon ozelliginin belirlenmesi

N-Free Solid Malate-Sucrose (Litreye Sucrose 10g, L-Malic Acid 59, MgSO,
H,0O 0,29, FeCl; 0,01g, NaCl 0,1g, CaCl, 2H,0, K;HPO, 0,19, KH,PO, 0,4g, Na;MoO4
H,O Agar 18g ) besiyeri hazirlanmistir. Karisimin pH’st IN NaOH ile 7,2’ye
ayarlanmig, otoklavda 121°C’de 20 dk. steril edilmistir. 24-48 saatlik bakteri
kiltlirlerinden hazirlanan besiyerine ekim yapilmig, bakteriler gelismeleri igin
inkiibatorde 27 °C bir hafta inkiibe edilmistir. Bakteri gelisimi hergiin kontrol edilmis,

gelisim gosteren strainler pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.7. Bakteri strainlerinin fosfor ¢ozebilme 6zelliginin belirlenmesi

NBRIP-BPB ( National Botanical Research Institutes’s Phosphate Growth
Medium; Litreye Glukoz 20g, Ca3(PO,4), 10g, MgCl, 6H,0 5g, MgSO, 7H,0 0,25g,
KCI 0,29, (NH;)2S04 0,1g, Bromphenol blue 0, 025g, pH=7 ) besiyeri hazirlanarak test
tiiplere aktarilmistir. Sivi besiyerine 24 saatlik bakteri strainleri ekim yapilarak bir hafta
siireyle 27 °C inkiibatérde gelismeye birakilmistir. Giinliik kontoller yapilmis ve test

tiiplerindeki renk degisimi pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.8. Bakteri strainlerinin potasyum ¢ézebilme 6zelliginin belirlenmesi
Aleksandrow kat1 besiyeri ( Litreye; 5 g glucose, 0,005 g MgSQO,.7H,0, 0,1 g
FeCl;, 2 g CaCO3, 3 g waste mica, 2 g Caz(POy)2, 20 g agar) kullanilmistir. 24-48
saatlik bakteri kiiltiirlerinden hazirlanan besiyerine nokta ekim yapilmis, bakteriler
gelismeleri icin 28 °C’de inkiibatdrde bir hafta inkiibe edilmistir. Bakteri gelisiminin

etrafinda olusan zon pozitif olarak degerlendirilmistir (Meena et al., 2015).

3.2.9. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen bakteri strainleri ( NA; Lab-lemco powder 1 g, yeast
extract 2 g, peptone 5 g, sodium chloride 5 g, agar 15 g, distile su 1 L. pH 7,4 + 0,2)
besi ortamina ekilerek 48 sa 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
gelisen bakteri kiiltiirlerinden alinan koloniler, igerisinde nutrient broth ( NB; Lab-
lemco powder 1 g, yeast extract 2 g, peptone 5 g, sodium chloride 5 g, distile su 1 L. pH
7,4 £ 0,2) bulunan erlenmayerler igerisine aktarilmistir. Slispansiyonlara antagonistlerin
yapisma 0Ozelligini giiclendirmek i¢in sukroz ilave edilmistir. Kontamine edilen siv1 besi

yerleri 28 °C’ye ayarli calkalayicida 140 rpm’de 1 gece inkiibe edilmistir. Hazirlanan

20



bakteriyel inokulumun konsantrasyonu 10° CFU/ml olacak sekilde dH,O ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

3.2.10. In-vitro kosullarda bakteri strainlerinin R. solani’ ye Kkars1 biyokontrol

etkisinin belirlenmesi

R. solani izolatlar1 ve bakteri strainleri arasindaki etkilesim ikili kiiltiir yontemi
ile calisilmigtir. Bu amagla patojen PDA besi ortaminda 4-5 giin, aday antagonist
bakteriler ise NA besi ortaminda 24-48 sa gelistirilmistir. Fungal izolatlara ait
kiltiirlerden 4 mm ¢apinda iki disk alinarak igerisinde PDA bulunan 9 cm ¢apindaki
petrilerin kenar kisimlarma karsilikli olacak sekilde yerlestirilmistir. Bakteriler ise
petrinin orta kismina ¢izgi ekim yapilarak bir hafta siire ile 27 °C’de inkiibe edilmistir.
Bakteri ekimi yapilmayan petri kontrol olarak kullanilmistir. Her bir bakteri straini igin

2 petri kullanilmis ve ¢alisma 3 defa tekrarlanmistir (Donmez, 2015).

Sekil 3.2 Aday PGPR bakteri strainlerinin fungal izolatlarin gelisimi {izerine

antagonistik potansiyellerinin ikili kiiltiir yontemi ile belirlenmesi

3.2.11. In-vivo kosullarda bakteri strainlerinin R. solani’ ye kars1 biyokontrol

etkisinin belirlenmesi

In-vitro sartlarda R. solani izolatlarina kars1 etkili oldugu tespit edilen strainlerin
etkinligi in vivo sartlarda test edilmistir. Saks1 ortam1 1:1 oraninda toprak ve perlitten
olusturulmustur. Ortam 121°C’de 1 saat 2 giin iist iiste otoklavda steril edildikten sonra
saksilara doldurulmustur. Fasulye tohumlar1 musluk suyunda yikandiktan sona %70’lik
ethil alkolde 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra tohumlar saf su igerisine birakilarak 10

dk olmak iizere iki kez durulanmigtir. Yikanan tohumlar bakteri siispansiyonlari iginde 2
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sa bekletildikten sonra saksilara liger adet ekilmistir. Uygulama gormemis tohumlar ise

sadece steril suda bekletildikten sonra saksilara aktarilmistir.

Saks1 denemesinde bakteri uygulamalarinin R. solani izolatlarina kargi etkisinin

test edildigi gorseller Sekil 3.3, 3.4 ve 3.5°de verilmistir.

Sekil 3.4 Bakteri ile kaplanan tohumlarin saksilara ekilmesi
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Deneme; pozitif kontrol (temiz toprak+hastalikla bulagik tohum), negatif kontrol
(temiz toprak+temiz tohum) ve bakteri uygulamasi (temiz toprak+bakteri kodlanmis

tohum +patojen) olmak tizere dort tekerriirlii olarak tesadiif bloklart deneme desenine

gore kurulmustur. Patojen igeren uygulamalarda, bitkilerin ekiminden 3 hafta sonra
bitkilerin kok kismi agilarak 2 adet fungal disk birakilmistir (Sekil. 3.5).(Dénmez,
2015).

Sekil 3.5 A) Bakterilerin R. solani’ ye kars1 biyokontrol etkisinin belirlenmesi igin
kurulan sakst denemesinden genel bir goriintii B) Fasulye koklerine fungal disklerin

birakilmasi

3. 3. Verilerin Degerlendirilmesi

In vitro testte, inhibisyon zonu oOl¢iimii, kontrol olarak gelistirilen fungus
miselinin tamamen petriyi kapattign anda yapilmistir. Inhibisyon zonu miselyumun
kenar kismindan bakteri kolonisine kadar olgiilerek belirlenmistir. Yiizde engelleme
orant ise bakteri uygulamasi yapilmis petrideki fungal koloni ¢aplar1 ve uygulama
yapilmamis kontrol petrideki ¢apa gore asagidaki formiil kullanilarak saptanmistir

(Cubukgu, 2007).

%Engelleme = Kontrol petrideki fungus koloni cap1 - Bakterili petrideki fungus koloni gap1 x100  (3.1)
Kontrol petrideki fungus koloni ¢ap1
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In vivo testinin degerlendirilmesinde saksidaki bitkiler sokiilmiis, fasulye
bitkisinin koklerinde meydana gelen hastalik simptomu 0-4 skalasina gore (0: Simptom
yok, normal kok gelisimi, 1: Nekroz olmadan lokalize doku renklenmesi, kok gelisimi
normale yakin, 2: Dokularda yogun renk degisikligi, normale yakin kok gelisimi, 3:
Hemen hemen koklerin tamaminda nekroz, kismi olarak kok uzunlugunun sinirlanmast,
4: Koklerde ¢iiriime, kok uzunlugunda ciddi sekilde sinirlanma ) degerlendirilmistir
(Aydin, 2008; Eken ve Demirci, 2004). Tanimsal skalaya gore belirlenen degerlerle
hastalik siddeti Towsend-Heuberger (1943) formiiliine gore hesaplanmustir.

% Hastalik Siddeti =[Z(SDxBS)]x 100/ESD x TB (3.2)

SD: Skala degeri

BS: Ayni skala degerindeki bitki sayisi
ESD: En yiiksek skala degeri

TB: Toplam bitki sayis1

Elde edilen hastalik siddeti (%) sonuglari, Abbott (1925), formiilii yardimu ile kontrole

gore % etki degerleri olarak hesaplanmistir:

% Etki =( X-Y)X*100 (3.3)
X; Kontroldeki Hastalik Siddeti

Y;Uygulamadaki Hastalik Siddeti

Elde edilen verilere, bilgisayarda SPSS (SPSS Inc. PASW Statistics versiyon 17) paket
programut ile varyans analizi uygulanmis ve uygulamalar arasindaki farkliliklar P < 0.01

hata olasilig1 ile yapilan DUNCAN testiyle belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bakteri Strainlerinin izolasyonu

Laboratuvara getirilen 6rneklerden bakteri izolasyonu ve saflagtirmasi yapilmis
ve toplam 83 strain elde edilmistir. Strainlerin 30 tanesi kumlu topraklardan (Aralik), 18
tanesi tuzlu topraklardan (Yukari Camurlu) ve 35 tanesi de volkanik ozellikteki
topraklardan (Tasburun) izole edilmistir. izolasyon sonucu elde edilen saf bakteri
kiiltiirlerine ait stok kiiltiirler hazirlanmis ve ¢alismalarda kullanilmak iizere —80 °C’de
muhafaza edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil. 4.1 izolasyon igin kat1 besiyeri hazirlanmas1

Orneklerin alindig1 alanlar Sekil 4.2. Sekil 4.3. Sekil 4.4.de ve ¢alismada elde edilen
bakteri strainlerine iliskin bilgiler Cizelge 4.1 de verilmistir.

25



Sekil 4.3 Kumlu toprak drneklerinin alindigr alan ve Ebu Cehil bitkisi (Aralik)

Sekil 4.4 Volkanik toprak orneklerinin alindigi alan (Tasburun)
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Cizelge 4.1. Calismada elde edilen bakteri strainlerine ait bilgiler

Sira No Strain No Kaynak Lokasyon Tarih
1 HK?2 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
2 HK3 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
3 HK5 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
4 HK7 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
5 HKS8 Kok Aralik 2014
6 HK9 Kok Aralik 2014
7 HK10 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
8 HK11 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
9 HK12 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
10 HK13 Kok Aralik 2014
11 HK14 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
12 HK15 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
13 HK16 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
14 HK17 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
15 HK18 Kok Aralik 2014
16 HK19 Kok Aralik 2014
17 HK20 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
18 HK21 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
19 HK22 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
20 HK23 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
21 HK24 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
22 HK27 Kok Aralik 2014
23 HK28 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
24 HK29 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
25 HK30 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
26 HK32 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
27 HK34 Ko6k+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
28 HK37 Kok Aralik 2014
29 HK38 Kok Aralik 2014

30 HK41 Kok+ Toprak (Kumlu) Aralik 2014
31 HT1 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
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Cizelge 4.1 Devami

Sira No Strain No Kaynak Lokasyon Tarih
32 HT4 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
33 HT5 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
34 HT6 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
35 HT7 Toprak (Tuzlu) Yukart Camurlu 2014
36 HT12 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
37 HT13 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
38 HT14 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
39 HT16 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
40 HT17 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
41 HT19 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
42 HT20 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
43 HT21 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
44 HT24 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
45 HT25 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
46 HT26 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
47 HT30 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
48 HT33 Toprak (Tuzlu) Yukar1 Camurlu 2014
49 HV1 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
50 HV2 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
51 HV3 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
52 HV5 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
53 HV8 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
54 HV9 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
55 HV11 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
56 HV12 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
57 HV13 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
58 HV14 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
59 HV15 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
60 HV16 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
61 HV17 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
62 HV20 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
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Cizelge 4.1 Devami

Sira No Strain No Kaynak Lokasyon Tarih
63 HV21 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
64 HV22 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
65 HV23 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
66 HV24 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
67 HV25 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
68 HV26 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
69 HV27 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
70 HV28 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
71 HV29 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
72 HV30 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
73 HV31 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
74 HV32 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
75 HV33 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
76 HV34 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
77 HV35 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
78 HV36 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
79 HV39 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
80 HV41 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
81 HV42 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
82 HV43 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014
83 HV46 Toprak (Volkanik) Tasburun 2014

4.2. Mikroorganizmalarin Yag Asit Profillerine Gore Tanisi

Bakteri strainlerinin yag asitleri saflagtirilarak mikrobiyal tani sistemi (MIS) ile
yapilan tani1 sonuglar1 Cizelde 4.2 Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge
4.2°de belirtilen sonuglara gore tuzlu topraklardan yapilan izolasyonlar sonucu 2
Bacillus mageterium, 3 Bacillus atrophaeus, 1 Brevibacillus choshinensis, 2 Bacillus
pumilus, 1 Gardonia rubriperticta, 1 Microbacterium lacticum, 1 Bacillus
licheniformis, 1 Brevibacillus reuszeri, 1 Bacillus thuringiensis israelensis, 1
Virgibacillus pantotheticus, 1 Bacillus cereus, 1 Bacillus filicolonicus, 1 Bacillus

subtilis ve 1 Paenibacillus alvei olmak tizere 14 farkl tiir tanilanmustir.
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Cizelge 4.2 Tuzlu topraklardan izole edilen bakteri strainlerinin yag asit metil ester

analizlerine gore tani sonuglari

SIRANO STRAIN MIS TANI SONUCU SIM INDEX %
1 HT1 Bacillus mageterium GC subgroup A 0,677
2 HT4 Bacillus atrophaeus 0,798
3 HT5 Bacillus mageterium GC subgroup A 0,698
4 HT6 Bacillus atrophaeus 0,861
5 HT7 Brevibacillus choshinensis 0,654
6 HT12 Bacillus pumilus 0,693
7 HT13 Gardonia rubriperticta GC subgroup A 0,506
8 HT14 Microbacterium lacticum GC subgroup B 0,536
9 HT16 Bacillus licheniformis 0,668
10 HT17 Brevibacillus reuszeri 0,859
11 HT19 Bacillus thuringiensis israelensis 0,668
12 HT20 Virgibacillus pantotheticus 0,464
13 HT21 Bacillus cereus GC subgroup A 0,696
14 HT24 Bacillus pumilus GC subgroup A 0,500
15 HT25 Bacillus filicolonicus 0,443
16 HT26 Bacillus atrophaeus 0,673
17 HT30 Bacillus subtilis 0,734
18 HT33 Paenibacillus alvei GC subgroup A 0,478

Kumlu topraklardan yapilan izolasyonlarda 3 Bacillus subtilis, 6 Bacillus

megaterium, 2 Bacillus cereus, 2 Pseudomonas stutzeri, 2 Sporosarcina psychrophila, 1

Bacillus licheniformis, 1 Arthrobacter aurescens, 1 Raoultella terrigena, 1 Panibacillus

validus, 1 Chryseobacterium indologenes, 1 Chryseobacterium indoltheticum, 1 Kurthia

gibsonii, 1 Flavimonas oryzihabitans, 1 Cellulomonas fimi, 1 Bacillus niacini, 1

Kocuria varians, 1 Brevibacillus reuszeri ve 3 Bacillus viscosus olmak tizere 18 bakteri

tiirti tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Kumlu topraklardan izole edilen bakteri strainlerinin yag asit metil ester

analizlerine gore tani sonuglari

SIRA NO STRAIN MIS TANI SONUCU SIM INDEX %
1 HK2 Bacillus subtilis 0,823
2 HK3 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,771
3 HK5 Pseudomonas stutzeri 0,828
4 HK7 Bacillus cereus GC subgroup A 0,703
5 HKS8 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,701
6 HK9 Sporosarcina psychrophila 0,629
7 HK10 Bacillus subtilis 0,647
8 HK11 Bacillus cereus GC subgroup A 0,668
9 HK12 Pseudomonas stutzeri 0,621
10 HK13 Bacillus licheniformis 0,663
11 HK14 Arthrobacter aurescens 0,754
12 HK15 Raoultella terrigena 0,826
13 HK16 Bacillus megaterium 0,822
14 HK17 Panibacillus validus 0,260
15 HK18 Chryseobacterium indologenes 0,892
16 HK19 Chryseobacterium indoltheticum 0,732
17 HK20 Kurthia gibsonii 0,520
18 HK21 Flavimonas oryzihabitans 0,573
19 HK22 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,416
20 HK23 Cellulomonas fimi GC subgroup A 0,556
21 HK24 Bacillus niacini 0,402
22 HK27 Sporosarcina psychrophila 0,629
23 HK28 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,807
24 HK29 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,830
25 HK30 Kocuria varians GC subgroup C 0,567
26 HK32 Bacillus subtilis 0,526
27 HK34 Brevibacillus reuszeri 0,803
28 HK37 Bacillus viscosus 0,491
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Cizelge 4.3 Devami

SIRANO STRAIN MIS TANI SONUCU SIM INDEX %
29 HK?38 Bacillus viscosus 0,629
30 HK41 Bacillus viscosus 0,740

Cizelde 4.4’da belirtildigi gibi volkanik topraklardan yapilan izolasyonlar
sonucunda ise 1 Micrococcus luteus, 3 Bacillus megaterium, 1 Bacillus pumilus, 2
Pseudomonas fluorescens, 3 Bacillus cereus, 2 Bacillus sp., 1 Pseudomonas syringae
syringae, 1 Kluyvera intermedia, 3 Bacillus atrophaeus, 1 Pseudomonas stutzeri, 1
Chryseobacterium indoltheticum, 2 Kocuria rosea, 1 Brevibacillus chosinensis, 1
Pseudomonas putida, 1 Paenibacillus polymyxa, 2 Brevibacillus centrosporus, 2
Sphingobacterium faecium, 1 Bacillus subtilis, 1 Pseudomonas pseudoalcaligenes, 1
Atrobacter globiformis, 1 Empedobacter brevis, 1 Micrococcus lylac, 1 Pseudomonas
balearica ve 1 Bacillus thuringiensis israelensis olmak iizere 24 farkli bakteri straini

tanilanmistir.

Cizelge 4.4 Volkanik topraklardan izole edilen bakteri strainlerinin yag asit metil ester

analizlerine gore tan1 sonuglari

SIRA NO STRAIN MIS TANI SONUCU SIM INDEX %
1 HV1 Micrococcus luteus GC subgroup B 0,758
2 HV2 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,587
3 HV3 Bacillus pumilus GC subgroup B 0,625
4 HV5 Pseudomonas fluorescens biotype A 0,720
5 HV8 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,682
6 HV9 Bacillus cereus GC subgroup A 0,775
7 HV11 Bacillus GC group 22 0,535
8 HV12 Pseudomonas syringae syringae 0,699
9 HV13 Kluyvera intermedia 0,693
10 HV14 Bacillus atrophaeus 0,580
11 HV15 Bacillus atrophaeus 0,478
12 HV16 Pseudomonas stutzeri 0,872
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Cizelge 4.4 Devam

SIRA NO STRAIN MIS TANI SONUCU SIM INDEX %
13 HV17 Chryseobacterium indoltheticum 0,524
14 HV20 Bacillus megaterium GC subgroup A 0,511
15 HV21 Bacillus cereus GC subgroup-A 0,770
16 HV22 Kocuria rosea 0,736
17 HV23 Brevibacillus chosinensis 0,841
18 HV24 Pseudomonas putida-biotype A 0,520
19 HV25 Paenibacillus polymyxa 0,408
20 HV26 Kocuria rosea GC subgroup A 0,626
21 HV27 Bacillus atrophaeus 0,903
22 HVv28 Brevibacillus centrosporus 0,777
23 HV29 Sphingobacterium faecium 0,723
24 HV30 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0,869
25 HV31 Atrobacter globiformis GC- GroupB 0,682
26 HV32 Empedobacter brevis 0,672
27 HV33 Sphingobacterium faecium 0,828
28 HV34 Bacillus subtilis 0,731
29 HV35 Pseudomonas flurescens biotype A 0,594
30 HV36 Micrococcus lylac GC subgroup A 0,672
31 HV39 Pseudomonas balearica 0,635
32 HV41 Brevibacillus centrosporus 0,559
33 HV42 Bacillus GC group 22 0,698
34 HV43 Bacillus thuringiensis israelensis 0,674
35 HV46 Bacillus cereus GC subgroup A 0,607

Elde edilen bakterilerin igerdikleri yag asit metil ester (FAME) g¢esitleri ve
strainlerde bulunma oranlart MIS ile tespit edilmistir Tuzlu topraklardan elde edilen
bakterilere ait yag asit profilleri incelendiginde strainlere gore yiizde olarak bulunma
miktarlart degismekle birlikte 12:0, 12:0 iso 13:0 iso, 11:0 30H, 13:0 anteiso, 14:0 iso,
14:0, 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:1 w7c alcohol, 16:0 iso, 16:1 wllc, 16:0, 15:0 iso 30H,
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15:0 20H, 17:1 iso w10c, 17:1 iso wbc, 17:1anteiso A, 17:0 iso, 17:0 anteiso, 17:0,
18:0, 17:0 iso 30H, 17:0 iso 20H ve 18:1 w9c olmak iizere 25 farkli yag asidi tespit
edilmistir. Strainlerin hepsinde 13:0 iso, 13:0 anteiso, 14:0 iso, 14:0, 15:0 iso, 15:0
anteiso, 16:1 w7c alcohol, 16:0 iso, 16:1 wllc, 16:0, 17:1 iso w10c, 17:0 iso, 17:0
anteiso yag asitlerinin ortak oldugu bulunmustur. Ortak olan yag asitlerinden 15:0
anteiso’ nun HT26 straininde %46,91, HT30 straininde ise %39,06 oran ile yiliksek
miktarlarda yer aldig1 gortilmistiir. Ayrica 15:0 iso yag asitinin HT19, HT21, HT26 VE
HT30 strainlerinde sirastyla %30,02, %28,67, %23,48 ve %30,33 oranlari ile diger yag
asitlerinden daha yiiksek miktarda var olduklar1 saptanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Tuzlu topraklardan izole edilen ve in vitro testlerde basarili bulunan bakteri
strainlerinin igerdikleri yag asit metil ester gesitleri ve strainlerde bulunma

oranlar1 (%)

FAME HT19 HT21 HT26 HT30
12:0 iso 1,01 1,14

12:0 0,60 0,74 0,09

11:0 30H 0,05

13:0 iso 12,99 15,55 0,33 0,29

13:0 anteiso 1,63 2,30 0,99 0,11

14:0iso 5,83 4,52 1,17 0,51

14:0 4,74 3,59 0,38 1,04

15:0iso 30,02 28,67 23,48 30,33
15:0 anteiso 4,52 4,75 46,91 39,06
16:1 w7c alcohol 0,86 0,82 0,86 0,22

16:0 iso 5,46 5,29 2,86 1,25

16:1wllc 0,47 0,66 1,22 1,93

16:0 3,16 3,06 2,09 6,51

15:0 iso 30OH 0,06

15:0 20H 0,61 0,81 0,06

17:1iso wl0c 2,17 3,16 2,01 1,62

17:1 iso w5c 3,79 3,60

17:1anteiso A 0,74 0,81
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Cizelge 4.5 Devamu

FAME HT19 HT21 HT26 HT30
17:01iso 4,59 4,50 5,99 7,58

17:0 anteiso 0,79 0,80 9,58 7,62

17:0 0,09

18:0 0,39 0,30

17:0iso 30OH 0,11

17:0iso 20H 0,34 0,14

18:1 w9c 0,29 0,12

HT19: Bacillus thuringiensis israelensis HT21: B. cereus GC subgroup A HT26: B.atrophaeus
HT30: B. subtilis

Kumlu topraklardan izole edilen bakterilerde 10:0, 11:0 anteiso, 12: iso, 12:0,
13:0 iso, 13:0 anteiso, 14:0 iso, 14:0, 13:0 iso 30H, 15:1 iso F, 15:0 iso, 15:0 anteiso,
15:1 wbc, 15:1 weéc, 16:1 w7c alcohol, 16:1 iso H, 16:0 iso, 16:0 anteiso, 16:1 wllc,
16:1 wbc, 16:0, 15:0 iso 30H, 15:0 20H, 18:1 20H, 17:1 iso w5c, 17:1anteiso A, 17:0
is0, 17:0 anteiso, 17:0 cyclo, 17:1 w8c, 17:1 w9c, 17:1 wéc, 17:1 w5c, 17:0, 18:1 iso H,
18:0 iso, 18:0, 18:1 w9c ve 17:1 iso wl0c olmak iizere 39 gesit yag asitinin mevcudiyeti
tespit edilmistir. 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, 17:1 iso wl0c, 17:0 iso, 17:0 anteiso
yag asitlerinin strainlerin hepsinde ortak oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte
strainlerde 15:0 iso ve 15:0 anteiso yag asitlerinin yiizde miktarlarinin diger yag
asitlerinden oldukga yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bu deger 15:0 iso yag asiti i¢in %
45,58 bulunma orani ile HKS straininde, 15:0 anteiso yag asiti i¢in ise %54,89 bulunma

orani ile HK17 straininde tespit edilmistir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6 Kumlu topraklardan izole edilen ve in vitro testlerde basarili bulunan
bakteri strainlerinin igerdikleri yag asit metil ester gesitleri ve strainlerde

bulunma oranlar1 (%)

FAME HK2  HK3 HK7 HKS HK13  HK17  HK32
10:0 0,51 0,30

11:0 anteiso 0,18

12:iso 0,58

12:0 0,28 0,22 0,34
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Cizelge 4.6 Devami

FAME HK2  HK3 HK7 HK8 HK13 ~ HK17  HK32
13:0iso 3,01 9,22 0,24 0,29
13:0 anteiso 0,51 1,95 0,35

14:0is0 0,98 2,45 4,46 3,72 4,21 4,79
14:0 2,20 3,00 0,41 0,92 1,21
13:0 iso 30OH 0,32
15:1iso F 0,21
15:0is0 17,34 44,87 31,42 45,58 37,22 3,24 35,19
15:0 anteiso 43,58 36,82 7,18 33,68 36,39 54,89 19,45
15:1 wbc 2,67 0,38

15:1 wéce 0,29

16:1w7c 0,73 0,45 0,65 1,61 7,55 8,15
alcohol

16:1iso H 0,19 0,65
16:0 iso 3,81 0,77 4,56 1,09 2,25 2,87 4,36
16:0 anteiso 0,14 0,10
16:1wllc 1,35 1,26 0,78 8,97 4,36
16:1 wbc 0,49 0,18 0,27
16:0 2,85 1,18 4,89 3,18 2,88 2,14
15:0 iso 30OH 0,24

15:0 20H 0,31 0,33

17:1isowl0c 2,05 0,96 3,43 0,89 2,02 1,17 3,06
17:1 iso whc 2,91

17:1anteiso A 0,58

17:0iso0 11,22 1,96 6,89 1,61 8,91 0,53 2,34
17:0 anteiso 14,80 1,24 1,95 4,20 10,03 2,45 4,19
17:0 cyclo 0,29
17:1 w8c 0,20

17:1w9c 1,28

17:1 wéc 0,09 0,24

17:1 wbc 0,30

17:0 0,30 0,69
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Cizelge 4.6 Devami

FAME HK2 HK3 HK7 HKS8 HK13 HK17 HK?32
18:1iso H 0,08

18:0 iso 0,09 0,13 0,16
18:0 0,31 0,17 0,12
18:1 w9c 0,25 0,27 1,43 0,69 0,32
18:1 20H 0,10 0,43

HK2 - HK13: Bacillus licheniformis HK3 - HK8: B. megaterium GC subgroup A HKZY:
B.cereus GC subgroup A HK32: B. subtilis HK17: Paenibacillus validus

Volkanik topraklardan izole edilen bakterilere ait yag asit profilleri
degerlendirilginde, 9:0, 10:0, 10:0 30H, 11:0 anteiso, 12: iso, 12:0, 13:0 iso, 13:0
anteiso, 13:0, 12:0 20H, 12:1 30H, 12:0 30H, 14:0 iso, 14:0, 15:1 iso w9c, 15:0 iso,
15:0 anteiso, 15:1 w8c, 15:1 wéc, 15:1 wbc, 16:1 w7c alcohol, 16:0 N alcohol, 16:0 iso,
16:0 anteiso, 16:1 wllc, 16:1 w5c, 16:0, 15:0 iso 30H, 15:0 20H, 17:1 iso w10c, 17:1
iIso wbc, 17:1anteiso A, 17:0 iso, 17:0 anteiso, 17:1 w8c, 17:0 cyclo, 17:0, 17:0 iso
30H, 17:0 20H, 17:0 30H, 16:0 30H, 18:1 w9c, 18:0, 18:1 w7c 11-methyl, 18:1 whc,
18:1 20H, 19:0 cyclo w8c, 20:4 w6,9,12,15¢, 20:0, 19:0 ve 20:1 w7¢ olmak lizere 51
farkli yag asiti tespit edilmistir. Bunlar igerisinde 14:0 ve 16:0 olmak {izere sadece iki
tane yag asitinin strainlerin hepsinde ortak oldugu goriilmiistiir. Belirlenen yag
asitlerinin strainlerde ylizde bulunma oranlari degerlendirildiginde 15:0 iso yag asitinin
HV12 ve HV13 strainlerinde hi¢ yer almadigi, diger strainlerde ise %3,16 ile %43,81
oraninda var oldugu saptanmistir. 15:0 anteiso yag asitinin varlig1 ise yine HV12 ve
HV13 strainlerinde goriilmezken HV2, HV14, HV20, HV25, HV34, HV43 ve HV46
strainlerinde sirasiyla %34,76, %53,64, %35,13, %51,86, %43,32, %4,73 ve %4,78

oranlarinda belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Volkanik topraklardan izole edilen bakteri strainlerinin igerdikleri yag asit

metil ester ¢esitleri ve strainlerde bulunma oranlar1 (%)

FAME Hv2 HV12 HV13 HV14 HV20 HV25 HV34 HV43 HV46
9:0 0,08

10:0 1,04 0,16 3,15

10:0 30H 4,06 0.50 0,78
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Cizelge 4.7 Devami

FAME HvV2 HV12 HV13 HV14 HV20 HV25 HV34 HV43 HV46
11:0 anteiso 0,25

12: iso 0,67 0,26
12:0 0,74 3,68 3,37 213 055 0,73 031
13:0iso 3,98 6,16 0,25 12,80 6,19
13:0 anteiso 0,39 0,20 0,36 150 0,56
13:0 0,07 0,70

12:0 20H 5,05 0,18

12:1 30H 0,08

12:0 30H 4,74

14:0iso 3,11 1,08 3,91 2.97 1,12 4,25 3,12
14:0 2,34 0,27 722 024 308 235 042 463 3,60
15:1 iso w9c 0,19

15:0iso 42,41 18,99 41,11 3,16 26,70 33,92 4381
15:0 anteiso 34,76 53,64 3513 51,86 4332 4,73 4,78
15:1 w8c 0,03 0,14

15:1 wéc 0,26

15:1 wbc 0,35

16:1 w7c 0,44 0,64 1,38 0,44 1,04 0,33
alcohol

16:0 N alcohol 0,03

16:0 iso 0,48 0,06 10,10 2,87 4,87 3,76
16:0 anteiso

16:1wllc 0,87 1,24 6,06 0,75 0,59 0,32
16:1 wbc 0,10 0,12

16:0 1,64 23,19 28,31 1,46 1,44 1059 2,56 2,93 4,07
15:0 iso 30H 0,24

15:0 20H 0,92 0,28
17:1iso wil0c 0,81 1,17 0,36 1,06 3,41 1,77
17:1 iso w5c 3,75 3,96
17:1anteiso A 0,78 0,90
17:0iso 0,72 011 4,33 1,06 903 378 767

38



Cizelge 4.7 Devam

FAME HvV2 HV12 HV13 HV14 HV20 HV25 HV34 HV43 HV46
17:0 anteiso 0,52 13,02 525 999 063 104
17:1 w8c 0,17 0,34

17:0 cyclo 0,44 1,34 9,68 0,24

17:0 0,23 1,95

17:0iso 30OH 0,13 0,09

17:0 20H 0,29

17:0 30H 0,11

16:0 30H 0,03 0,13

18:0 0,42 0,51 0,64 0,51 0,17 0,46
18:1 w9c 2,28 0,91 1,89 3,18 0,23 2,02
18:1 wbc 0,04

18:1 w7c 11- 0,13

methyl

18:1 20H 0,03 0,41
19:0 cyclo w8c 0,12 0,83

19:0 0,08 0,11

20:1w7c 0,02

20:0 0,08

20:4 0,21

w6,9,12,15¢c

HV2 ve HV20: Bacillus megaterium GC subgroup A HV12: Pseudomonas syringae syringae
HV13: Kluyvera. intermedia HV14: B. Atrophaeus HV25: Paenibacillus. polymyxa HV34: B.
Subtilis HV46: B.cereus GC subgroup A

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde tuzlu, kumlu ve volkanik
topraklardan izole edilen Bacillus strainleri i¢in 15:0 iso ve 15:0 anteiso yag asitlerinin
belirleyici oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu yag asitlerinin bakteri strainlerinde

bulunma miktarlariin diger yag asitlerinden oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4.3. Tiitiinde Asir1 Duyarhhik (Hypersensetive Response=HR) Testi
Referans kiiltir GG15 Erwinia amylovora inokulasyonundan 48-72 sa sonra,
tiitlin yapraklarinda enjekte edilen alanla sinirli ¢okme ve su emmis leke olusturmus,

HR pozitif sonu¢ vermistir. Test edilen bakteri strainlerinin hi¢ biri tiitiin yapraklarinda
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tipik asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden olmamis ve tiim strainler HR negatif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.5 ve 4.6). Bakteri strainlerinin tiitiinde asir1 duyarlilik

sonuglar1 Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Sekil 4.6 Bakteri siispansiyonunun tiitiin yapraginin alt yiiziine enjektorle infiltre

edilmesi

4.4. Bakteri Strainlerinin Koloni Morfolojisinin Belirlenmesi ve Biyokimyasal

Testlerle Tanis1

4.4.1. Koloni morfolojisi
Izole edilen bakteri strainlerinden in vitro denemede patojene karsi etkinligi
belirlenmis olanlarin YDC besiyeri lizerinde koloni renkleri tespit edilmistir. YDC

besiyerine bakterilerin ekiminden 48 saat sonra Bacillus megaterium tiirii bakterilerin
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krem renkli Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Paenibacillus
polymyxa ve Paenibacillus validus tiirlerinin beyaz, Pseudomonas syringae syringae
tirtiniin krem, Kluyvera intermedia tiirlerinin beyaz / mukoid, Bacillus atrophaeus tiirii

bakterilerin ise agik kahve renginde koloniler olusturdugu belirlenmistir (Cizelge 4.8).

4.4.2. Gram reaksiyon testi
Tuzlu toprak 6rneklerinden elde edilen Bacillus, Gardonia, Microbacterium ve

Brevibacillus cinslerine ait 18 bakterinin gram pozitif 6zellikte oldugu tespit edilmistir.
Volkanik topraklardan elde edilen 35 bakteriden Arthrobacter, Pseudomonas, Kluyvera,
Chryseobacterium, Sphingobacterium, Empedobacter cinslerine ait 13 tiiriin gram
negatif, Micrococcus, Bacillus, Kocuria, Paenibacillus ve Brevibacillus cinsine ait 22
tiiriin ise gram pozitif karakterde oldugu saptanmistir. Kumlu topraklardan izole edilen
bakterilerin hiicre duvarlarindaki farklilik degerlendirildiginde 30 bakteriden 4 tanesinin
(Pseudomonas, Raoultella, Chryseobacterium) gram negatif, 26 bakteri tiiriniin ise
gram pozitif 6zellikte oldugu bulunmustur (Cizelge 4.8. ve Sekil 4.7). Karsilagtirma
kiiltiiri olarak kullanilan MFD 232 Pantoea agglomerans tiirii 6zeye yapisarak uzayan
bir yap1 gosterdiginden gram negatif olarak degerlendirilmistir. Diger referans kiiltiir
MFD 351 Curtobacterium flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens straini ise KOH

cozeltisinde ¢ozlinmediginden gram pozitif olarak belirlenmistir.

|

Sekil 4.7 Gram reaksiyon testinde gram negatif strainlerin olusturdugu ipliksi uzama
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4.4.3. Katalaz testi

Katalaz enziminin varligini belirlemek i¢in yapilan test sonucunda birkag sn
icerisinde gaz kabarciklar1 olusturan HV12, HV13, HV14, HV20, HV34, HV43, HK?2,
HK7, HK8, HK13, HK17, HK32, HT19, HT21, HT26, HT30 strainleri ve referans
kiilltir MFD 135 Xanthomonas campestris pv. phaseoli straini katalaz pozitif olarak
kabul edilmistir. Strainlerden HV2 ve HK3’iin kabarcik olusturmayarak negatif sonug

verdigi HV25 ve HV46°nin ise daha uzun siirede ve az sayida kabarcik olusturarak zayif

pozitif sonug verdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8 ).

Sekil 4.8 HV13 straininin katalaz testi sonucunda gaz kabarcig1 olusturmasi

4.4.4. Oxidaz testi

Sitokrom oksidaz enzimini iireten bakterileri ayirt etmek igin yapilan bu testte
HV2, HK3, HK8 strainleri ve referans kiiltir MFD 480 Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola straini diskte higbir renk degisimi meydana getirmediginden oksidaz
negatif olarak degerlendirilmistir. Diger bakteri strainleri ise yaklasik 1 dk igerisinde
diskte mor renk olusturmus ve sonug oksidaz pozitif olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.8
ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Oksidaz test sonucu ( a: Negatif, b: Pozitif)

4.4.5. Nisasta hidrolizi

Nutrient agar ve nisasta igeren besiyerinde gelistirilen HK7, HK17, HK32,
HT21, HT26, HT30 strainleri ve karsilastirma kiltiri MFD 481 Xanthomonas
campestris phaseoli fuscans iizerine liigol soliisyonu dokiildiigiinde koloni ¢evresinde
belirgin parlak bir alan olustugundan nisastayr hidroliz edebilme o6zellikleri pozitif
olarak belirlenmistir. HV2, HV12, HV13, HV14, HV20, HV25, HV34, HV43, HKS,
HK8, HK13, HT19 strainlerinin ekim g¢izgileri etrafinda agik renk hale olusumu
gozlemlenmemis ve sonu¢ amilaz negatif olarak kaydedilmistir. HV46 ve HK2
strainlerinin ekim ¢izgileri etrafinda ise zayif acik renk hale olusumu gozlenmis ve

sonug zayif pozitif olarak alinmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Nisasta hidrolizi sonucu meydana gelen agik renk hale olusumu (HT 30)
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4.4.6. Levan (Fructan) testi

Nutrient agar + Sukroz igeren besiyerine ekimi yapilan HV34, HK13, HT21,
HT26 strainleri ve karsilastirma kiiltiirii GG3 Erwinia amylovora levan tipte (konveks
ve mukoid yapida) koloniler olusturarak gelismis ve bu gelisim sekli pozitif olarak
kaydedilmistir. HV2, HV12, HV20, HV25 HV43, HV6, HK2, HK3, HK7, HK8, HK17,
HK32, HT19, HT21 ve HT30 strainleri besiyerinde levan tipte koloni gelisimi
gostermemistir. HV13 ve HV14 strainlerinin NAS besiyerindeki koloni gelisimi ise
zayif pozitif olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Levan koloni olusumu (HT 21)
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Cizelge 4.8 In vitro kosullarda R.solani gelisimi iizerine antagonistik etki gosteren

bakteri strainlerinin test sonuglari

SN MIS Tam Sonucu G K O L A T KR
HV2  Bacillus megaterium GC subgroup A + - - - - -  Krem
HV12 Pseudomonas syringae syringae - K+ - - -  Krem
HV13 Kluyvera intermedia - K" + Z° - - Beyaz

mukoid
HV14 Bacillus atrophaeus + + + Z' - - Ack

kahverengi
HV20 Bacillus megaterium GC subgroup A + + + - - - Beyaz
HV25 Paenibacillus polymyxa + Z° + - - - Beyaz
HV34 Bacillus subtilis + + + K - - Beyaz
HV43 Bacillus thuringiensis israelensis v + + - - - Beyaz
HV46 Bacillus cereus GC subgroup A + Z' o+ - Z' - Beyaz
HK2  Bacillu subtilis + + o+ - Z' -  Beyaz
HK3  Bacillus megaterium GC subgroup A + - - - - - Krem
HK7  Bacillus cereusGC subgroup A + + + - + - Beyaz
HK8  Bacillus megaterium GC subgroup A + K* - - - - Krem
HK13 Bacillus licheniformis + + + o+ - -  Krem
HK17 Panibacillus validus + + + - + - Beyaz
HK32 Bacillus GC group 22 + + + - + - Krem
HT19 Bacillus thuringiensis- israelensis + + + - - -  Beyaz
HT21 Bacillus cereus GC subgroup A + + + + + - Beyaz
HT26 Bacillus atrophaeus + o+ + + + - Acik kahve
HT30 Bacillus subtilis + o+ o+ - + - Beyaz

SN: Strain No, G: Gram reaksiyon testi, K:Katalaz testi, O: Oksidaz testi, L: Levan testi, A:

Amilaz testi, T: Tiitiinde asir1 duyarlilik testi, KR: YDC besi yerinde koloni rengi, K*: Kuvvetli

pozitif sonug, Z*: Zay1f pozitif sonug, +: Pozitif sonug, -: Negatif sonug

4.5. Bakteri Strainlerin Azot Fiksasyon Ozelliginin Belirlenmesi

[zolasyon sonrast elde edilen 83 bakterinin azot fikse etme 6zelligi N-Free Solid

Malate-Sucrose ortaminda strainlerin gelisme durumuna goére belirlenmistir. Tuzlu

topraklardan izole edilen 18 strainin hepsinin besi yerinde gelistigi goriilmiis ve azot

fikse etme yetenekleri

pozitif olarak degerlendirilmistir.

Volkanik 0zellikteki

topraklardan elde edilen 35 strainden HV31 hari¢ biitiin bakterilerin azot fikse etme
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0zelliginin pozitif oldugu tespit edilmistir. HK21, HK22 ve HK23 strainleri hari¢ kumlu
topraklardan izole edilen bakterilerin hepsinin besi yerinde gelistigi ve azot fikse etme

yeteneklerinin pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.12)

Sekil 4.12 Bakteri strainlerininN-Free Solid Malate-Sucrose ortaminda gelismesi

4.6. Bakteri Strainlerinin Fosfor Cézebilme Ozelliginin Belirlenmesi

Strainlerin fosfor ¢6zebilme ozellikleri NBRIP-BPB sivi besi yerindeki renk
degisimine gore degerlendirilmistir. 83 strainden 21 tanesinin (HT1, HT7, HT12, HT13,
HT17, HT19, HT20, HT24, HT30, HV2, HVS8, HV9, HV13, HV14, HV16, HV20,
HV22, HV23, HV36, HV39, HV41) kontrolle kiyaslandiginda besi yerinde renk
acilmasina neden olmadigr goriilmiis ve sonu¢ negatif olarak kabul edilmistir. Geri
kalan 62 strainin ise besiyerinde renk agilmasi meydana getirdigi ve buna bagl olarak

fosfor ¢6zme Ozelliklerinin pozitif oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 NBRIP-BPB besiyerinde kontrol (a) ve HV43’iin meydana getirdigi renk

agilmasi

4.7. Bakteri Strainlerin Potasyum Cézebilme Ozelliginin Belirlenmesi

Bakteri strainlerinin potasyum ¢ozebilme 6zelligi Aleksandrow kati besiyerinde
gelisiminin etrafinda olugsan zonun varlifiyla belirlenmistir. Strainlerden sadece
HVI11’in  besiyerinde zon olusturdugu gozlenmis, sonu¢ pozitif olarak
degerlendirilmistir. Diger 82 strainin potasyum ¢ézme Ozelliginin negatif oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.14).

Sekil 4.14 Aleksandrow besiyerinde pozitif sonug
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Cizelge 4.9 Bakteri strainlerinin azot fikse etme, fosfor ve potasyumu ¢ozme 6zellikleri

SIRANO STRAINNO MISTANISONUCU A F
1 HT1 Bacillus mageterium GC subgroup A + -
2 HT4 Bacillus atrophaeus K+ K+
3 HT5 Bacillus mageterium GC subgroup A + +
4 HT6 Bacillus atrophaeus + K+
5 HT7 Brevibacillus choshinensis K+ -
6 HT12 Bacillus pumilus Z+ -
7 HT13 Gardonia rubriperticta GC subgroup A + -
8 HT14 Microbacterium lacticum GC subgroupB ~ + K+
9 HT16 Bacillus licheniformis K+ Z+
10 HT17 Brevibacillus reuszeri K+ -
11 HT19 Bacillus thuringiensis israelensis Z+ - -
12 HT20 Virgibacillus pantotheticus K+ - -
13 HT21 Bacillus cereus GC subgroup A Z+ + -
14 HT24 Bacillus pumilus GC subgroup A K+ - -
15 HT25 Bacillus filicolonicus K+ Z+ -
16 HT26 Bacillus atrophaeus K+ Z+ -
17 HT30 Bacillus subtilis K+ Z+ -
18 HT33 Paenibacillus alvei GC-subgroup A + Z+ -
19 HV1 Micrococcus luteus GC subgroup B K+ K+ -
20 HV2 Bacillus megaterium GC subgroup A K+ Z+ -
21 HV3 Bacillus pumilus GC subgroup B K+ Z++ -
22 HV5 Pseudomonas fluorescens biotype A K+ K+ -
23 HV8 Bacillus megaterium GC subgroup A K+ - -
24 HV9 Bacillus cereus GC subgroup-A K+ - -
25 HV11 Bacillus GC group 22 K+ K+ +
26 HV12 Pseudomonas syringae syringae K+ K+ -
27 HV13 Kluyvera intermedia K+ - -
28 HV14 Bacillus atrophaeus K+ - -
29 HV15 Bacillus atrophaeus K+ + -
30 HV16 Pseudomonas stutzeri K+ - -



Cizelge 4.9 Devami

SIRANO STRAINNO MISTANISONUCU A F
31 HV17 Chryseobacterium indoltheticum Z+ Z+ -
32 HV20 Bacillus megaterium GC subgroup A K+ - -
33 HV21 Bacillus cereus GC subgroup-A K+ + -
34 HV22 Kocuria rosea K+ - -
35 HV23 Brevibacillus chosinensis K+ - -
36 HV24 Pseudomonas putida biotype A K+ + -
37 HV25 Paenibacillus polymyxa K+ Z++ -
38 HV26 Kocuria rosea GC subgroup A + K+ -
39 HV27 Bacillus atrophaeus Z+ Z+ -
40 HVv28 Brevibacillus centrosporus Z+ Z++ -
41 HV29 Sphingobacterium faecium K+ Z+ -
42 HV30 Pseudomonas pseudoalcaligenes K+ Z++ -
43 HV31 Atrobacter globiformis GC- Group-B - + -
44 HV32 Empedobacter brevis +  Z+ -
45 HV33 Sphingobacterium faecium K+ + -
46 HV34 Bacillus subtilis K+ + -
47 HV35 Pseudomonas flurescens biotype A K+ + -
48 HV36 Micrococcus lylac GC subgroup A K+ - -
49 HV39 Pseudomonas balearica K+ - -
50 HVv41 Brevibacillus centrosporus K+ - -
51 HV42 Bacillus GC group 22 K+ K+ -
52 HV43 Bacillus thuringiensis israelensis K+ + -
53 HV46 Bacillus cereus GC subgroup A K+ + -
54 HK2 Bacillus subtilis + - -
55 HK3 Bacillus megaterium GC subgroup A + - -
56 HK5 Pseudomonas stutzeri K+ K+ -
57 HK7 Bacillus cereus GC subgroup A K+ Z+ -
58 HKS8 Bacillus megaterium GC subgroup A + + -
59 HK9 Sporosarcina psychrophila + - -
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Cizelge 4.9 Devami

SIRANO STRAINNO MISTANISONUCU A F
60 HK10 Bacillus subtilis K+ K+ -
61 HK11 Bacillus cereus GC subgroup A K+ Z++ -
62 HK12 Pseudomonas stutzeri K+ K+ -
63 HK13 Bacillus licheniformis K+ - -
64 HK14 Arthrobacter aurescens + Z+ -
65 HK15 Raoultella terrigena K+ - -
66 HK16 Bacillus megaterium Z+ Z+ -
67 HK17 Panibacillus validus Z+ Z+ -
68 HK18 Chryseobacterium indologenes Z+ Z++ -
69 HK19 Chryseobacterium indoltheticum + + -
70 HK20 Kurthia gibsonii Z+ Z+ -
71 HK21 Flavimonas oryzihabitans - - -
72 HK22 Bacillus megaterium GC subgroup A - - -
73 HK23 Cellulomonas fimi GC subgroup A - K+ -
74 HK24 Bacillus niacini + Z+ -
75 HK27 Sporosarcina psychrophila + 7+ -
76 HK28 Bacillus megaterium GC subgroup A Z+ - -
77 HK29 Bacillus megaterium GC subgroup A K+ K+ -
78 HK30 Kocuria varians GC subgroup C +  Z+ -
79 HK32 Bacillus subtilis K+ - -
80 HK34 Brevibacillus reuszeri K+ Z++ -
81 HK37 Bacillus viscosus K+ Z+ -
82 HK38 Bacillus viscosus K+ Z+ -
83 HK41 Bacillus viscosus K+ - -

A: Azot fikse etme 0zelligi, F: Fosfor ¢c6zme 6zelligi, P: Potasyum ¢dzme 6zellikleri
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4.8. Bakteri Strainlerinin In vitro Kosullarda R. solani izolatlarina Karsi
Biyokontrol Etkilerinin Belirlenmesi

Bakteri strainlerinin patojeni in vitro kosullarda engelleme diizeylerinin tespiti
ikili kiiltiir testleri ile belirlenmistir. Petri deneme sonuclarina gore bakteri strainlerinin
R. solani’nin B-1, B-227 ve Rs-pat izolatlarina karsi olusturdugu engelleme zonu (cm)
ve % engelleme orani degerleri ¢izelge 4,10, 4,12 ve 4,14’de verilmistir. Bakteri
uygulamalarinin patojen izolatlarina etkileri incelendiginde; elde edilen 83 adet bakteri
straininden B-1"¢ kars1 11, B-227"ye kars1 12 ve Rs-pat’a kars1 17 bakteri straininin etki
gosterdigi tespit edilmistir. Geriye kalan bakteri strainlerinin in vitro sartlarda fungal
etmenin misel gelisimini engellemede basarili olmadiklari tespit edilmistir. Yapilan
gbzlemlerde biyokontrol etkinin bulunmadigi petrilerde fungal hastalik etmeninin
misellerinin bakterilerin ¢izgi seklinde gelistigi noktalar1 gecmis oldugu goriilmiistiir.
Bakteri strainlerinden HV20, HV43, HT19, HT21, HT30, HK3 ve HK 13 strainlerinin
R.solani’nin ii¢ izolatina, HV25’in B-1 ve B-227 izolatlarina, HV2’nin B-227 ve Rs-pat
izolatlarina, HV46 ve HK®8’in ise B-1 ve Rs-pat izolatlarina karsi antagonistik etki
gosterdigi goriilmiistiir. Strainler igerisinde HV21, HV34, HK2, HK7, HK17 ve
HK32’nin sadece Rs-pat’in, HV12, HV13 ve HV14’lin ise sadece B-227 izolatinin

gelisimini engellemede etkili oldugu bulunmustur.

Petri denemesinde antifungal o6zellikleri test edilen bakterilerin olusturduklar
engelleme zonlar1 degerlendirildiginde Rs-pat izolatina karsi olusan engelleme zonu
degerlerinin 0,2 — 2,4 cm arasinda degistigi tespit edilmistir. Patojene kars1 en yliksek
engelleme zonunu 2,4 cm ile HV43 bakterisinin olusturdugu goriilmiistir. Bu degeri
sirastyla 2,1 cm engelleme zonu ile HT30 ve 1,5 cm zon ile HT26 straini takip etmistir.
Sonuglar B-1 izolat1 agisindan degerlendirildiginde inhibisyon zonu degerlerinin 0,1 —
1,4 cm arasinda oldugu, B-227 izolat1 i¢in ise bu degerlerin 0,2 — 1 cm arasinda yer

aldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15 A, B).

Bakteri uygulamalarinin Rs-pat izolatina etkisi incelendiginde HV43’iin %66,
HT30’un %63 ve HT26’nin %54 oraninda hastaligi engelleyerek en yiiksek etkiyi
olusturduklart belirlenmistir. Uygulamalarin B-227’ ye etkisi degerlendirildiginde en
yiiksek etki %53 oranla HV43 straininden elde edilmistir. Bu oran1 %50 ile HT30 ve

%48 engelleme oranmi ile HT26 straini takip etmistir. B-1 izolati agisindan bakteri
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strainlerinin bagaris1 degerlendirildiginde ise %55 engelleme orani ile HV43’iin etkili
oldugu bulunmustur. %50 engelleme oran1 ile HT30 ikinci sirada etki gosteren bakteri
straini olmustur. Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde her 3 fungus izolati
tizerinde en yiiksek etki %55-66 engelleme orani ile HV43 straininden alinmistir. Bu
degeri %50-63 engelleme orani ile HT30 ve %38-54 oran ile HT26’nin takip ettigi
goriilmistiir (Cizelge 4.10,4.12 ve 4.14).

Sekil 4.15 A. Aday PGPR strainlerinin patojene karsi olusturdugu inhibisyon zonunun

Olgiilmesi B. HT 30 straininin patojenin Rs-pat izolatina kars1 olusturdugu

inhibisyon zonu

Istatistiki analizler bakteri strailerinin R. solani izolatlarina kars1 olusturdugu
engelleme zonlarina gore yapilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS paket
istatistik programi (Versiyon 17) kullanilarak varyans analizi yapilmis, Duncan Coklu
Karsilastirma Testine gore ayn1 harfi tasiyan uygulamalar p < 0.01 olasilikla birbirinden

farksiz bulunmustur.
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Cizelge 4.10 In vitro ortamda bakteri strainlerinin B-1 izolatina kars1 olusturdugu zon,

cap ve % engelleme oranlari

Strain No Ortalama Ortalama % Engelleme
(Zon) (Cap)

HV-20 0,4 3 25
HV-25 0,3 2,7 33
HV-43 1,4 1,8 55
HV-46 0,1 3,1 23
HK-3 0,9 2,4 40
HK-8 0,7 2,6 35
HK-13 0,7 2,6 35
HT-19 0,4 2,6 35
HT-21 0,6 2,4 40
HT-26 0,5 2,5 38
HT-30 1,4 2 50
KONTROL 0 4

53



Cizelge 4.11 In vitro ortamda bakteri strainlerinin B-1 izolatinin misel gelisimi iizerine

etkisi
B-1

Strain No Mis Tani Sonucu Engelleme  Engelleme

Zonu Oram
HV-43 Bacillus thuringiensis israelensis 1,80 f 55,37 a
HT-30 Bacillus subtilis 1,97 f 51,20 a
HK-3 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,37 e 41,33 b
HT-21 Bacillus cereus GC subgroup A 2,43 de 39,67 bc
HT-26 Bacillus atrophaeus 2,47 de 38,83 bc
HK-13 Bacillus subtilis 2,60 de 35,50 bc
HT-19 Bacillus thuringiensis israelensis 2,60 de 35,50 bc
HK-8 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,63 de 34,73 bc
HV-25 Paenibacillus polymyxa 2,70 cd 33,03 cd
HV-20 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,93 bc 27,33 de
HV-46 Bacillus cereus GC subgroup A 3,10b 23,10 e
KONTROL(+) 4,03 a ,000 f

*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

** Ayni1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p <0.01)

54



Cizelge 4.12 In vitro ortamda bakteri strainlerinin B-227 izolatina karsi olusturdugu

zon, ¢ap ve % engelleme oranlari

Strain No Ortalama Ortalama % Engelleme
(Zon) (Cap)

HV-2 0,5 2,2 45
HV-12 0,4 2,9 28
HV-13 0,2 2,9 28
HV-14 0,2 3 25
HV-20 0,3 3 25
HV-25 0,2 31 23
HV-43 0,7 1,9 53
HT-19 0,3 2,8 30
HT-21 1 2,4 40
HT-26 0,8 2,1 48
HT-30 0,9 2 50
HK-3 0,4 2,6 35
HK-13 0,4 2,6 35
KONROL 0 4
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Cizelge 4.13 In vitro ortamda bakteri strainlerinin B-227 izolatinin misel geligimi

uzerine etkisi

B - 227

Strain No Mis Tani Sonucu Engelleme  Engelleme
Zonu Oram

HV-25 Paenibacillus polymyxa 3,07b 23,93 h
HV-14 Bacillus atrophaeus 3,03b 24,77 h
HV-20 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,97 b 26,43 gh
HV-13 Kluyvera intermedia 2,87 bc 29,17 efgh
HV-12 Pseudomonas syringae pv. Syringae 2,87 bc 28,90 fgh
HT-19 Bacillus thuringiensis israelensis 2,77 bc 31,67 efg
HK-13 Bacillus subtilis 2,60 cd 34,70 def
HK-3 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,57 cd 35,57 de
HT-21 Bacillus cereus GC subgroup A 2,40 de 40,47 cd
HV-2 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,20 ef 45,47 bc
HT-26 Bacillus atrophaeus 2,07 f 48,83 ab
HT-30 Bacillus subtilis 2,00 f 50,40 ab
HV-43 Bacillus thuringiensis israelensis 1,90 f 52,90 a
KONTROL(+) 4,03 a ,0000 h

*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

** Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p <0.01)
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Cizelge 4.14 In vitro ortamda bakteri strainlerinin Rs-pat izolatina karsi olusturdugu

zon, ¢ap ve % engelleme oranlari

Strain No Ortalama Ortalama % Engelleme
(Zon) (Cap)

HK-2 0,3 3 27
HK-3 0,8 2,5 39
HK-7 0,2 3,1 24
HK-8 0,9 2,6 32
HK-13 0,7 2,8 32
HK-17 0,3 3,2 22
HK-32 0,2 3,1 24
HV-2 0,9 2,9 29
HV-20 0,5 2,8 32
HV-21 0,4 2,9 29
HV-34 0,3 2,5 39
HV-43 2,4 14 66
HV-46 0,2 33 20
HT-19 0,6 2,4 41
HT-21 1 2,4 41
HT-26 1,5 1,9 54
HT-30 2,1 1,5 63
KONTROL 0 41
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Cizelge 4.15 In vitro ortamda bakteri strainlerinin Rs-pat izolatinin misel gelisimi

uzerine etkisi

Rs-Pat

Strain No Mis tan1 sonucu Engelleme  Engelleme
Zonu Oram

HV-46 Bacillus cereus GC subgroup A 3,33b 18,00 g
HK-17 Panibacillus validus 3,23 bc 20,50 fg
HK-32 Bacillus subtilis 3,10 bcd 24,00 efg
HK-7 Bacillus cereus GC subgroup A 3,07 bed 24,77 efg
HK-2 Bacillus subtilis 3,00 bcd 26,40 efg
HV-21 Bacillus cereus GC subgroup A 2,90 cde 28,63 def
HV-2 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,87 def 29,47 def
HV-20 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,77 defg 31,87 cde
HK-13 Kluyvera intermedia 2,77 defg 31,97 cde
HK-8 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,57 efgh 36,83 cd
HV-34 Bacillus subtilis 2,53 fgh 37,67 cd
HK-3 Bacillus megaterium GC subgroup A 2,53 fgh 37,70 cd
HT-19 Bacillus thuringiensis israelensis 2,43 gh 40,17 c
HT-21 Bacillus cereus GC subgroup A 2,40 h 41,00 c
HT-26 Bacillus atrophaeus 1,871 54,10 b
HT-30 Bacillus subtilis 1,47 ] 63,97 a
HV-43 Bacillus thuringiensis israelensis 1,43 64,70 a
KONTROL(+) 4,07 a ,0000 h

*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir.

**Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p <0.01)
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4.9. Bakteri Strainlerinin In Vivo Kosullarda R. solani izolatlarna Karsi
Biyokontrol Etkilerinin Belirlenmesi

In vivo test sonuglar1 fasulye bitkisinin koklerinde meydana gelen hastalik
simptomunun 0-4 skalasina gore degerlendirilmesi sonucu elde edilmistir. Patojen
inokule edilmis pozitif kontrol uygulamasinda yer alan bitkilerde hastalik simptomu
gbzlenmis ve ortalama hastalik siddeti indeksi %93,7 olarak belirlenmistir. Negatif
kontrol grubunda bulunan bitkilerde ise hastalik simptomu goriilmemistir. Bakteri
uygulamalarinin B-227 izolatina etkisi incelendiginde HT21, HT30 ve HV43
strainlerinin %100 oraninda hastalig1 engelleyerek en yliksek etkiyi olusturduklari
goriilmiistiir. Hastalik gelisimini basarili bir sekilde baskiladiklar: tespit edilen HV2,
HT26, HV25 ve HV20 strainlerinin ise sirastyla %91,1, %84,4, %66,7 ve %40
engelleme oranlarina sahip olduklar1 belirlenmistir. HK13, HT19, HV12, HV14 ve
HK3lin ise %11 ile %33,2 arasinda degisen oranlarda patojen gelisimini baskiladig
tespit edilmistir. Strainler igerisinde HV13’ iin %93,7 hastalik siddeti ile pozitif kontrol
ile ayn1 grupta yer aldigi ve hastalik gelisimini engllemede basarili olamadig:

gorilmistiir. (Sekil 4.16, 4.17 ve Cizelge 4.16)

Istatistiki analizler p < 0.01 &nem derecesine gore yapilmistir. Tekerriirlerde
saptanan ortalama hastalik siddeti ve % etki degerlerine SPSS paket istatistik programi
(Versiyon 17) kullanilarak varyans analizi yapilmistir. Duncan Coklu Karsilagtirma
Testine gore farkli harfler istatistiki olarak onemli bulunan bakteri uygulamalarimi

gostermektedir.
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Sekil 4.16 Strain HV43’iin B-227 izolatina etkisi

Sekil 4.17 Strain HT21’in B-227 izolatina etkisi
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Cizelge 4.16 In vivo ortamda bakteri uygulamalarinin B-227 izolatinin hastalik

siddetine etkisi

B - 227

Strain No Mis Tam1 Sonucu Ortalama % Etki

Hastahk

Siddeti
HV-25 Paenibacillus polymyxa 31,23e 66,65 C
HV-14 Bacillus atrophaeus 68,73 cde 26,70 ef
HV-20 Bacillus megaterium GC subgroup A 56,23 e 40,00 d
HV-13 Kluyvera intermedia 93,73 a -,0400 h
HV-12 Pseudomonas syringae pv. Syringae 70,80 bcd 24,50 ef
HT-19 Bacillus thuringiensis israelensis 79,15 bc 15,50 fg
HK-13 Bacillus subtilis 83,30 ab 11,06 gh
HK-3 Bacillus megaterium GC subgroup A 62,48 de 33,35 de
HT-21 Bacillus cereus GC subgroup A ,0000 h 100,00 a
HV-2 Bacillus megaterium GC subgroup A 8,30 gh 91,10 ab
HT-26 Bacillus atrophaeus 14,55 g 84,43 b
HT-30 Bacillus subtilis ,0000 h 100,00 a
HV-43 Bacillus thuringiensis israelensis ,0000 h 100,00 a
KONTROL(+) 93,73 a ,0000 h
KONTROL(-) ,0000 h .0000 h

*Degerler 4 tekerriir ortalamasidir.
** Aynt1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p <0.01)

*#* Yiizde hastalik siddeti Towsen-Heuberger, yiizde etki Abbott formiiliine gore hesaplanmustir.

Rs-pat izolati i¢in belirlenen ortalama hastalik siddeti indeksleri
degerlendirildiginde bakteri strainleri igerisinde yedi tanesinin ( HK2, HK7, HK13,
HK17, HK32, HV2, HV21) patojene kars1 etkili olmadig tespit edilmistir. HV34,
HV43, HT21 ve HT30 strainlerinin ise hastaliga etkisi %100 olmus ve hastaliga karsi en
etkili antagonist mikroorganizmalar olduklar1 tespit edilmistir. HT26 bakterisinin
uygulandig: bitkilerde ise ortalama hastalik siddeti indeksi 8,3 ve hastalik gelisimine
etki %91,1 olarak belirlenmis, bu yoniiyle hastaligi engellemede oldukga etkili bir
uygulama olarak kaydedilmistir. HK3 strainin %40 hastalig1 engelleme potansiyeline

sahip oldugu, HK8, HT19, HV46 ve HV20 bakterilerinin ise diger uygulamalarla

61



kiyaslandiginda daha diisiik oranlarda (%2,1 - %35,5) hastalik gelisimini engelledikleri
tespit edilmistir. (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.18)

Cizelge 4.17 In vivo ortamda bakteri uygulamalarinin Rs-pat izolatinin hastalik

siddetine etkisi

Rs-pat
Strain No Mis Tani Sonucu Ortalama % Etki
Hastahk
Siddeti

HV-46 Bacillus cereus GC subgroup A 66,65 c 28,90 b
HK-17 Panibacillus validus 100,00a -6,70 d
HK-32 Bacillus subtilis 100,00a -6,70 d
HK-7 Bacillus cereus GC subgroup A 100,00a -6,70 d
HK-2 Bacillus subtilis 100,00a -6,70 d
HV-21 Bacillus cereus GC subgroup A 9583 a -228 d
HV-2 Bacillus megaterium GC subgroup A 9790 a 447 d
HV-20 Bacillus megaterium GC subgroup A 60,40 c 3550 b
HK-13 Kluyvera intermedia 100,00a -6,70 d
HK-8 Bacillus megaterium GC subgroup A 9165 ab 221 «cd
HV-34 Bacillus subtilis ,0000 d 100,00 a
HK-3 Bacillus megaterium GC subgroup A 56,23 ¢ 3998 b
HT-19 Bacillus thuringiensis israelensis 8330 b 1112 ¢
HT-21 Bacillus cereus GC subgroup A ,0000 d 100,00 a
HT-26 Bacillus atrophaeus 830 d 91,10 a
HT-30 Bacillus subtilis ,0000 d 100,00 a
HV-43 Bacillus thuringiensis israelensis ,0000 d 100,00 a
KONTROL(+) 93,73 ab ,0000 cd
KONTROL (-) ,0000 cd ,0000 cd

*Degerler 4 tekerriir ortalamasidir.
** Ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p <0.01)

**% Yiizde hastalik siddeti Towsen-Heuberger, yilizde etki Abbott formiiliine gére hesaplanmustir.
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Sekil 4.18 Strain HV34’iin Rs-pat izolatina etkisi

B-1 izolatina ait biyokontrol deneme sonuclari degerlendirildiginde HV43,
HT21 ve HT30 bakterilerinin uygulandig: bitkilerde hastalik simptomu goézlenmemis,
strainlerin hepsi patojene kars1 gosterdigi %100 etki orani ile oldukca basarill
bulunmustur. HV25 ve HT26 bakteri uygulamalarinin ise hastalik olusumunu %50 nin
tizerinde (%57,7 - %73,3) engelleyerek basarili olduklar1 kabul edilmistir. HT19, HKS,
HK3, HV46 ve HV20 uygulamalarinin patojenin B-1 izolatina etkileri incelendiginde
hastaliglr %15,5 - %35,6 arasinda degisen ylizde etki oranlari ile engelledikleri tespit
edilmistir. (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.19)

In vivo deneme sonuglar1 bakteri strainlerinin patojeni engellemede gosterdikleri
potansiyele gore gruplandirilmis ve %70 - %100 arasinda etkiye sahip olanlar ¢ok

basarili, %50 - %70 arasinda etki gosterenler ise basarili olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.18 In vivo ortamda bakteri uygulamalarinin B-1 izolatinin hastalik siddetine

etkisi
B-1

Strain No Mis Tam1 Sonucu Ortalama % EtkKi

Hastahk

Siddeti
HV-43 Bacillus thuringiensis israelensis 0,00 g 100,00 a
HT-30 Bacillus subtilis 0,00 ¢ 100,00 a
HK-3 Bacillus megaterium GC subgroup A 64,55 cd 31,15 de
HT-21 Bacillus cereus GC subgroup A 0,00 ¢ 100,00 a
HT-26 Bacillus atrophaeus 25,00 e 73,30 b
HK-13 Bacillus subtilis 91,63 a 220 g
HT-19 Bacillus thuringiensis israelensis 79,15Db 1550 f
HK-8 Bacillus megaterium GC subgroup A 75,00 bc 20,00 ef
HV-25 Paenibacillus polymyxa 4455 ¢ 52,43 ¢
HV-20 Bacillus megaterium GC subgroup A 60,38 d 35,60 d
HV-46 Bacillus cereus GC subgroup A 62,48 d 33,35 d
KONTROL(+) 93,73 a ,0000 ¢
KONTROL(-) ,0000 g ,0000 g

*Degerler 4 tekerriir ortalamasidir.

** Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p <0.01)

*** Yiizde hastalik siddeti Towsen-Heuberger, yiizde etki Abbott formiiliine gére hesaplanmustir.

KONTROL PATOJEN HT30 +PATOJEN

Sekil 4.19 Strain HT30’un B-1 izolatina etkisi

64



4.10 Tartisma

Fasulye tiretim alanlarinda toprak kaynakli patojenlerin meydana getirdigi
hastaliklar olduk¢a yikici zararlar olusturmaktadir (Watson, 2009; Marcenar and
Valkonen, 2016; Smolinska and Kowalska, 2018). Bu patojenler igerisinde yer alan R.
solani diinyanin pek ¢ok yerinde konukgularinda ciddi kayiplar olusturan ve ¢ok genis
konukgu araligina sahip olan bir hastalik etmenidir. Sicakligm 20 °C’nin iizerinde
oldugu yiiksek nemli kosullarda, hafif ve kumlu topraklarda olusturdugu zarar ¢ok
siddetlidir (Levenfors, 2003). Son yillarda R.solani’nin neden oldugu hastaligin
epidemisinde tiim diinyada bir artis gozlenmektedir. Etmenin genis alanlara
yayilabilmesi ve olduk¢a fazla trlin kaybina neden olmasit konukcu c¢evresinin
yogunluguna, tohum, toprak ve bitki artiklarinda uzun siire canliligin1 koruyabilmesine,
organik maddeler tizerinde saprofitik olarak yasamini siirdiirebilmesine, uygun olmayan
iklim kosullarina dayanikli yapilar olusturabilmesine, patojenin fenotipik ve genotipik
yapisindaki farkliliklara baglidir (Harman, 2001). Patojene ait sayilan bu oOzellikler
hastalig1 tiim diinyada fasulyenin 6nemli hastaliklarindan birisi yapmistir. Hastaligin bu
derece 6nemli olmasindan dolay: bir¢ok iilkede kontrolii ile ilgili cok sayida arastirma
yapilmustir. Arastirmalarda toprak dezenfeksiyonu ve hastaligin kontrolii i¢in yapilan
kimyasala dayali uygulamalarin toprak sagligin1 bozdugu, cesitli canlilara zarar verdigi
ve gelinen bu noktanin endise yarattigi belirtilmektedir. Genel olarak toprak kalitesi;
bitki sagligin1 koruma potansiyelini ve topragin biyolojik verimliligini belirleyen bir
dizi fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler ile tanimlanmaktadir. Tiim bu 6zellikler
bitki saghig i¢in degerlendirildiginde verimin optimizasyonunu ve {riiniin kalitesini
etkilemekte, yapilan kimyasal uygulamalar toprak 6zelliklerini dengesizlestirmektedir
(Larsson and Pierce, 1994). Son zamanlarda bu durum toprak canliliginin korunmasi,
biyolojik ¢esitliligin devaminin saglanmasi ve kimyasal kullaniminin azaltilmasi gibi
konular1 6nemli hale getirmis, tarimda kimyasal uygulamalara alternatif yontemlerin
gelistirilmesinin gerekliligini ortaya koymustur (Chellemi and Porter, 2001). Bu
alternatif yontemlerden birisi de PGPR ve/veya antagonistik ozellikteki bakterilerin
kullanildig1 biyolojik kontroldiir. Hastaliga kars1 kullanilan kontrol yontemleri
degerlendirildiginde, biyokontrol etkiye sahip bakteri strainlerinin kullaniminin en az
kimyasal uygulamalar kadar basarili oldugu ve hatta bazi arastirmalarda kimyasal

miicadeleden ¢ok daha iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir (Cook et al., 2002;
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Johansson et al., 2003; Akpinar, 2008). Bu tez ¢alismasi1 Igdir ili volkanik, kumlu ve
tuzlu topraklarindan ve Ebu Cehil bitkisinden elde edilen bakteri strainlerinin in vitro
sartlarda ve saksi denemesinde R. solani’nin fasulyede neden oldugu kok ctrtkligi

hastaliginin kontroliinde antagonistik etkinliklerinin belirlemesi amaciyla yapilmistir.

Calismamizda farkli karaktere sahip topraklardan yapilan izolasyon sonucunda
83 bakteri straini elde edilmistir. In vitro ikili kiiltiir testlerde 83 bakteri straininden 11
tanesinin R. solani’nin B-1 izolatina, 12 tanesinin B-227 izolatina ve 17 tanesinin de Rs-
pat izolatina kars1 antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir. R. solani’nin {i¢ izolatina
antagonistik etki gosterdigi belirlenen 7 bakteri straininin hepsinin Bacillus cinsine ait
oldugu goriilmistiir. Paenibacillus polymyxa (B-1 ve B-227), Paenibacillus validus
(Rs-pat), Pseudomonas syringae pv. syringae (Rs-pat) ve Kluyvera intermedia (B-227
ve Rs-pat) olmak iizere 4 farkli bakteri tiiriiniin de antagonistik etki gdsteren bakteri
strainleri arasinda oldugu saptanmustir. In vitro ortamda Rs pat izolatina karsi en yiiksek
engelleme oram1 HT 26 (%54), HT 30 (%63) ve HV 43 (%66) strainlerinden elde
edilmistir. Patojenin B-1 ve B-227 izolatlar1 i¢in sonuclar degerlendirildiginde HT
30’un her iki izolatin gelisimini %50 oraninda engelledigi HV 43’lin ise %53-55
oranlarinda fungusun misel gelisimini baskiladigi belirlenmistir. Bu ¢aligmaya benzer
arastirmalarda in vitro’da farkli Bacillus tiirlerinin toprak kaynakli fungal patojenlerin
gelisimini baskiladigi bildirilmistir. Ulukus (1988) tarafindan topraktan izole edilen
Bacillus sp. tiiriiniin V. dahliae’nin gelismesini engelledigi; Amer ve ark., (1997)
tarafindan Bacillus thuringiensis’in domateslerde hastalik olusturan Pythium ultimum ve
F. oxysporum’ un hiflerinde morfolojik bozulmalara ve erimelere neden oldugu;
Emmert and Handelsmann (1999) tarafindan Bacillus spp.’nin hem antimikrobiyal
bilesikler liretme hem de olumsuz ¢evre kosullarina dayanikli spor olusturma 6zellikleri
ile hastaliklarin kontroliinde basariyla kullanildigi; Alippi et al., (2000) tarafindan B.
licheniformis ve B. subtilis tiirlerinin bugdayda kok c¢iiriikliigiine neden olan Bipolaris
sorokiniana’ya karsi en etkili tiirler oldugu; Tekin (2004) tarafindan Bacillus tiirlerine
ait antagonistlerin biber bitkisinin koklerinde hastaliga neden olan patojenleri 6nemli
diizeyde engelledigi; Soylu ve ark., (2005) tarafindan biber ve domateste enfeksiyon
olusturan toprak kokenli S. sclerotiorum ve R. solani’nin miicadelesinde floresan

Pseudomonas spp. ve Bacillus spp.’nin hastalik etmenlerine karsi antagonistik etki
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gosterdigi ve hastalig1 yliksek oranda engelledigi; Abd-Allah et al., (2006) tarafindan B.
subtilis uygulamalarinin bitkide lipit fraksiyonlarinin degismesine neden olarak hastalik
cikisin1 engelledigi; Cubukcu (2007) tarafindan fluoresans Pseudomonas ve Bacillus
cinsi bakteri strainlerinin pamuk bitkilerinde Verticillium solgunlugunu etmeni V.

dahliae’nin gelisimini 6nemli dl¢ilide azalttigi tespit edilmistir.

In vitro da biyokontrol etkinlikleri saptanan bakteri strainlerinin R. solani’nin
hastalik gelisimine olan etkisi saksi denemesi ile belirlenmistir. B-1 izolatina ait
biyokontrol deneme sonugclar1 degerlendirildiginde HV43, HT21 ve HT30 bakterilerinin
uygulandig: bitkilerde hastalik simptomu gézlenmemis, strainlerin hepsi patojene karsi
gosterdigi %100 etki orani ile olduk¢a basarili bulunmustur. HV25 ve HT26 bakteri
uygulamalarinin ise hastalik olusumunu %50’nin {izerinde (%57,7 - %73,3)
engelleyerek basarili olduklar1 kabul edilmistir. Bakteri uygulamalarinin B-227 izolatina
etkisi incelendiginde HT21, HT30 ve HV43 strainlerinin %100 oraninda hastalig1
engelleyerek en yiiksek etkiyi olusturduklari goriilmiistiir. Hastalik gelisimini basaril
bir sekilde baskiladiklar: tespit edilen HV2, HT26, HV25 ve HV20 strainlerinin ise
sirastyla %91,1, %84,4, %66,7 ve %40 engelleme oranlarina sahip olduklar
belirlenmistir. Strainler icerisinde HV13’ in in vitro ortamda B-227 izolatinin misel
gelisimini %28 oraninda engelledigi ancak in vivo ortamda hastaligi engellemede etki
gostermedigi hatta %93,7 hastalik siddeti ile pozitif kontrol ile ayn1 grupta yer aldigi
saptanmigtir. HK13 “iin in vivo ortamda hastaligi engelleme perfonmansinin ise in vitro
test sonucuna gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu iki bakteri straini diginda B-1
ve B-227 izolatlar1 i¢in sonuglar degerlendirildiginde in vivo ortamda hastaliklari
engelleme yeteneklerinin in vitro test sonuglarina gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla segilen bu bakteri strainleri ile yiiriitiilen in vitro ikili kiiltiir
testleri ile in vivo biyokontrol etkinlikler arasinda bir korelasyon olmadigi gorilmistiir.
Rs-pat izolat1 i¢in belirlenen ortalama hastalik siddeti indeksleri degerlendirildiginde
HV34, HV43, HT21 ve HT30 strainlerinin hastaliga etkisinin %100 oldugu ve
belirlenen bu degerle hastaliga karsi en etkili antagonistler olarak calismada yer
aldiklar1 gortilmistiir. HK 19 straini harig in vitro ortamda etkili olan strainlerin in vivo
ortamda daha yiiksek basar1 gosterdikleri belirlenmistir. In vitro testlerde etkili ¢ikan
bakteri strainlerinden yedi tanesinin (HK2, HK7, HK13, HK17, HK32, HV2, HV21)
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patojene kars1 in vivo ortamda etkili olmadig1 hatta beklenenin aksine pozitif kontrolden
daha yiiksek oranda hastalik olusturdugu tespit edilmistir. Ayni sekilde Berg et al.,
(2001) tarafindan sera kosullarinda ¢ilek bitkisinde yapilan denemede Serratia
plymuthica R12 uygulamasmin Verticillium solgunlugu belirtilerini pozitif kontrole
gore istatistiki olarak arttirdigi bildirilmistir. Benzer sekilde Vestberg et al., (2004)
tarafindan ¢ilekte P. cactorum ve P. fragaria patojenlerinin neden oldugu hastaliklara
kars1 Glomus mosseae BEG29, Bacillus subtilis M, Trichoderma harzianum DB11,
Pseudomonas fluorescens C7r12 ve Gliocladium catenulatum  (Gliomix)
uygulamalarinin etkinliklerinin arastirildigi ¢alismada uygulamalarin hastaligir kontrol
edemedigi, hatta bazi uygulamalar sonucunda hastalik siddetinin arttig1 belirlenmistir.
Tez calismasinda bu sonuglar dogrultusunda dikkati ¢eken bir sonu¢ da bakteri
strainlerinin bazilarmin in vitro ve in vivo test sonuglari arasinda uyumsuzluk
goriilmesidir ki  bu durumla biyolojik miicadele c¢alismalarinda  siklikla
karsilagilmaktadir. Papavizas and Lewis (1983) ve Fravel (1998) tarafindan in vitro
antibiyosis ¢aligmalar1 ile in vivo biyokontrol arasinda uyusmazliga dair bir¢ok
bulgunun mevcut oldugu bildirilmistir. Duczek (1994) tarafindan Bipolaris sorokiniana
patojen fungusunun kontroliine yonelik yapilan calismada bakteri strainlerinin
etkinlikleri acgisindan sera ve tarla denemeleri arasinda bir iliski olmadigi; Shtienberg
and Elad (2002) tarafindan biyolojik kontrol calismalarinda in vitro ve in vivo
sonuglarin farkliklar gosterebilecegi; Mercado-Blanco et al., (2004) tarafindan
Verticillium solgunlugunun baski altina alinmasinda test edilen bakteri strainlerinin in
Vivo Ve in vitro 'daki etkinlikleri arasinda bir iligki bulunmadig bildirilmistir. Ayrica in
vitro ortamda bakterilerin antagonistik etkilerinin belirlenmesi igin yapilan ikili kiltir
testlerinde  kullanilan  besiyerinin  igeriginin  6nemli oldugu  bilinmektedir.
Mikroorganizmalarin antibiyotik tiretimlerinin besi yerinin i¢erdigi karbon kaynaklarina
gore degistigi tespit edilmistir (Shanahan et al., 1992; Nielsen et al., 1998; Yoshida et
al., 2002). Ayrica gevre faktorlerinden antibiyotik iiretiminin biiyiik dlciide etkilendigi
ve antibiyotik Uretiminin enzim ile iliskili olmasi durumunda enzim substratinin

yoklugunda in vitro testler ile sonu¢ alinamayacagi belirtilmistir (Fravel, 1998).

Calisma sonucunda genel olarak bakteri strainlerinin etkinliklerinin in vivo

ortamda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. In vivo kosullarda bitki hastaliklari ile
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biyolojik kontrolde etkin bir sonug¢ almak konukgu ( bitkinin g¢esitine bagli morfolojik
ve genotipik degisiklikler, gelisme donemi), patojen (virulanslik ve patojenite farkliligi),
antagonist bakteri (popililasyon yogunlugu, iiretilen enzimler, hormonlar ve
antimikrobiyal maddelerin varligi) ve ¢evre faktorlerinin (pH, sicaklik, nem, toprak
tekstiirli, inorganik ve organik madde igerigi gibi abiyotik etkenler) interaksiyonlarina
baghdir (Landa et al., 2004). Mikrobiyal topluluklar arasinda yasam ortamina en iyi
adapte olabilen, en rekabetci tiirler daha fazla koloni olusturarak popiilasyon farkliliklar
meydana getirmekte, boylece hizli bir sekilde bitki koklerinde kolonize olarak hastalik
etmenlerine karsi etkili bir biyokontrol 6zellik gostermektedir (Boudyach et al., 2001,
Rezzonico et al., 2007). Sicaklik, nem, 151k gibi ¢evresel faktorlerdeki degisiklerin
bitkinin toprak alt1 aksamini toprak iistli aksamina gore daha hizli ve yiliksek diizeyde
etkilemedigi, bu nedenle hastaliklarin baskilanmasinda rizosfer bolgesine uygulanan
bakteri strainlerinin bitkinin toprak {istii aksamina uygulananlardan daha fazla etkili
oldugu belirtilmektedir (Hsieh et al., 2005). Ayrica mikroorganizmalar igin basarili bir
rizosfer kolonizasyonunun bitkinin kok eksudasyonu ile iliskili oldugunu bildirilmistir.
Eksudatlarin yapisinin bitki c¢esitine, bitkinin gelisme donemine ve strese maruz
kalmasma bagh olarak degistigi ve bu durumun gesitli bakteriyel topluluklarin
kolonizasyonunda farkliliklara sebep oldugu belirlenmistir. Bitkiler tarafindan rizosfere
salgilanan eksudatlar c¢esitli karbonhidratlar, amino asitler ve organik asitlerden
olusmakta ve bolgede bulunan bazi bakterilerce bu salgilar besin kaynagi olarak
kullanilarak onlarin kolonizasyonunu etkilemektedir (Lugtenberg and Dekkers, 1999;
Bais et al., 2006; Haichar et al., 2008) .

Bitki gelisimini arttiran, hastalik ¢ikisin1 veya gelisimini engelleyen bakteriler
hem tohuma hem de topraga kolayca uygulanabilmektedir. Ozellikle tohuma uygulanan
bakteri strainlerinin hastalik ¢ikisini azattiklari, funguslarin hif ve sporlarinda yapisal
bozukluklara neden olduklari, spor ve ¢im tiipli olusumunu inhibe ettikleri ve verimi
onemli Olglide arttirdiklart bildirilmistir ( Parke et al., 1991; Upadhyay and Jayaswal,
1992; Bowers and Parke, 1993; Amer et al., 1997; Hultberg et al., 2000; Gupta et al.,
2001; Dwivedi and Johri, 2003).

Sakst denemesinden almman sonuglarda bazi bakteri uygulamalarinda hem

hastalik goriilmedigi hem de bitkinin kok kisminin kontrole goére cok iyi gelistigi
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gbzlenmistir. Dolayisiyla basarili bulunan bakteri strainleri biyokontrol etkilerinin
yanisira bitki gelisimini arttirict 6zellikleriyle de dikkat ¢ekmistir. Elde edilen bu
sonuglarin tohuma uygulanan bakteri strainlerinin bitkinin sistemik dayanikliligini
uyarmasindan, azotu fikse edebilme ve fosforu ¢ozebilme 6zelliklerinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Bu konuda yapilan calismalar PGPR’lerin sahip olduklar1 bazi
mekanizmalar ile patojen mikroorganizmalarin bitkilerde hastalik olusumunu
engellediklerini, ayn1 zamanda bitki gelisimini tesvik ederek yaygin ve basarili bir
sekilde kullanildiklarin1 géstermektedir (Hoitink, 1986; Slezack et al., 1999; Heungens
and Parke, 2000; Estevez de Jensen et al., 2002; Anandhakumar and Zeller, 2004 ).
Antagonist bakteriler tarafindan sistemik dayaniklili§in uyarilmasi sonucunda bitkilerde
hastaliklara karst dayanikliligi saglayan enzimatik degisikliklerin meydana geldigi,
phenylalanine amonialyase, lipoxygenase, hydroperoksidase, peroxidase, polyphenol
oxidase gibi enzimlerin aktivitelerinde artma oldugu tespit edilmistir (Chen et al., 2000;
Ongena et al., 2004; Silva et al., 2004). Ayrica mikrobiyal antagonistlerin pyrrolnitrin,
2,4-diacetylphloroglucinol,  hydrogen  cyanide,  phenazine-1-carboxylic  acid,
pyoluteorin, mycobacillin, oomycin A, subtilin, bacilysn ve iturin A gibi antimikrobiyal
bilesikler iirettigi kitinaz, sellulaz ve glukonaz gibi fungal hiicre duvarini parcgalayan
enzimler iireterek patojen gelisimini engelledikleri bildirilmistir (Chen ve ark., 2000;
Tambong and Hoéfte, 2001; Krechel et al., 2002; Ramamoorthy et al., 2002). Bakteri
strainlerinin indol asetik asit, giberallik asit, sitokinin ve etilen gibi bitkisel hormonlari
iireterek, asimbiyotik olarak azotu fiksederek, toprakta alinamayacak formdaki fosfor ve
diger besin elementlerini mineralize ederek bitkide biiyiimeyi arttirdiklari ve patojen
gelisimini engelleyici rol oynadiklar1 ¢esitli ¢alismalarda ortaya konmustur (Gutierrez-
Manero et al., 2001; Dobbelaere et al., 2002; Sahin et al., 2004). Antagonist bakteriler
tarafindan indol asetik asit iiretiminin bitkinin kok uzamasi ve gelisiminde etkili oldugu,
indol asetik asit ile kok gelisimi arasinda pozitif iliski bulundugu saptanmistir (Asghar
et al., 2002; Khalid et al., 2004). Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada da etkili bulunan
bakteri strainlerinin bu mekanizmalardan bir veya bir kagmi kullanarak patojeni
baskiladiklar1 diisliniilmektedir. Bunun aydinlatilabilmesi i¢in ileride daha detayli

caligmalarin yapilmasi1 gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Igdir ili volkanik, kumlu ve tuzlu topraklarindan elde edilen bakteri strainlerinin
R. solani’nin neden oldugu kok ciirtikliigi hastaligina karst biyolojik miicadelede
kullanimina yonelik in vitro ve sartlarda yapilan arastirma ile hastaligin kontroliinde
timitvar sonuclar elde edilmistir. Bu bakteri strainlerinin hastalikla entegre miicadele
programi igerisine tohum uygulamasi olarak dahil edilmesi ile iilke ekonomisine ve
tireticilere onemli katkilar saglayacagi diislinlilmektedir. Bu c¢alismanin devaminda

arastirilmasi gereken konular arasinda;

- Etkili bulunan bakteri strainlerinin sera ve tarla denemelerinde, farkli konukgu-
patojen sistemlerinde hem patojen gelisimi ve hastaligin engellenmesi hem de
bitki gelisim parametreleri lizerine etkilerinin arastirilmasi

- Bakteri strainlerinin arazi kosullarinda tek tek veya kombinasyonlar halinde
uygulanarak patojeni engellemedeki etkilerinin test edilmesi

- Tarla denemelerinde bakteri strainlerinin uygulandigi bitkilerin rizosfer
kisminda popiilasyonlarinin izlenmesi

- Sera ve tarla denemelerinde farkli bakteri uygulamalarmin (tohum, yaprak,
tohum + yaprak) hastalik gelisimi {izerine etkilerinin degerlendirilmesi

- Bakteri ve fungusit uygulamalarinin birlestirilmesi ile ilaglama sikligindaki
degisimlerin izlenmesi

- Calismada basarili bulunan bakteri strainlerinin hastaligi engellemede ne tiir
biyokontrol mekanizmalar kullandiklarinin belirlenmesi

- Bakteri strainlerinin bitki gelisimini tesvik edici etkilerine dair mekanizmalarin
caligilmasi

- Bakteri strainlerinin farkli fungal yapilara olan etkilerinin (hiflerde meydana
gelen morfolojik bozulmalar, erimeler vb.) mikroskobik olarak incelenmesi ve
urettikleri antifungal sekonder bilesiklerin ( ekstraseliiler kitinaz, glukonaz vb.)
arastirilmasi

- Bakteri uygulamalar1 sonucu bitkilerde meydana gelen enzimatik ( lipogenaz,

katalaz, peroksidaz, PAL vb.) degisikliklerin incelenmesi

71



- Bakteri strainlerinin tespit edilen 6zelliklerinin DNA’ya dayali metotlarla hangi

genlerden kaynaklandiginin saptanmasi yer almaktadir.
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