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Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Cigdem KUCUK
Yil: 2010, Sayfa: 94

Bu arastirmada, Sanlurfa ve g¢evresinde tarim yapilan alanlarindan 47 tane Pseudomonas spp.
bakterisi izole edilmistir. Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal aktiviteleri
incelenmistir. Bitkilerde hastaliklara neden olan fungal patojenlerden Fusarium culmorum, Fusarium
solani, Fusarium acumminatum , Fusarium moniliforme, Fusarium chlamydosporum, Alternaria alternata,
Drechslera sorokiniana, Ascochyta rabiei’ye karst izolatlarin antagonistik aktiviteleri in vitro kosullarda
belirlenmistir. Deneyler 3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Calisma sonunda izole edilen 47 izolatin
yapilart biyokimyasal gram negatif oldugu ve Pseudomonas spp.’nin ozelliklerini gosterdigi
belirlenmistir. izolatlardan B1, BS, B8, B16, N14, D11, BA2’nin sellillaz ve arjinin dehidrolaz
aktivitesine sahip oldugu, N14 ve BA2’nin ireaz, sellillaz, arjinin dehidrolaz ve kitinaz trettikleri
bulunmustur. Calismada test edilen bitki patojenlerine karsi Pseudomonas B1 izolatinin %60.75,
Pseudomonas B8 izolatinin %58, Pseudomonas B2 izolatinin %350.37’lik oranla etkili oldugu
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Pseudomonas spp., izolasyon, antagonistik aktivite, enzim aktivitesi



ABSTRACT

MSc Thesis

ISOLATION OF PSEUDOMONAS SPP. FROM SOIL and DETERMINATED OF ANTAGONISTIC
ACTIVITIES

inci GULER
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Assist. Prof. Dr. Cigdem KUCUK

Year: 2010, Page: 94

In this research, 47 Pseudomonas sp. bacteries were isolated in rhizosphere which were cultivated in Sanliurfa
and around. The physiological, morphological and biochemical activities of these isolates were researched,
Fusarium culmorum, Fusarium solani, Fusarium acumminatum, Fusarium moniliforme, F. chlamydosporum,
Alternaria alternata, Drechslera sorokiniana and Ascochyta rabiei, which were led to discases in agriculture crops. The
antagonistic activities of the isolates were displayed in vitro conditions towards fungal pathogens which were led to
diseases. Experiments were carried out in three parallels. At the end of the research, 47 isolates isolated were determined
as gram negative and it was researched that they have the charecteristics of Pseudomonas sp. That Pseudomonas B1,
B5, B8, B16, N14, D11, BA2 from our isolates had cellulase and arginine dehydrolase activities and that
Pseudomonas N14 and BA2 producted urease, celluase, arginine dehydrolase and chitinase were found.
Consequently, in the research, 60.75% of the Pseudomonas B1 isolate, 58 % of the Pseudomonas BS isolate,
50.37 % of the Pseudomonas B2 isolate were found statistically as important aganist tested plant pathogens.

KEY WORDS: Pseudomonas sp., isolation, antagonistic activity, enzyme activity
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TESEKKUR

Bana bu arastirma konusunu veren Yiiksek Lisans programi siiresince teknik konularda
yardimlarini esirgemeyen, ¢alismalarim sirasinda destegini aldigim saygideger hocam Yrd. Dog. Dr.
Cigdem KUCUK’e tesekkiirlerimi sunarmm. Yardimlarmi esirgemeyen Harran Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Dekan1 Prof. Dr. Nihat DILSIZ’e, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliim Baskani
Prof. Dr. M. Ertugrul GULDUR e, istatistik analizlerinde Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii Yrd.
Dog. Dr. Zeki DOGAN’a, ayrica teknik konuda bana destek olan merkezi laboratuar personeline,
kimya bolimii 6gretim iiyelerine ve diger degerli hocalarima sonsuz minnet ve siikranlarimi sunar,
tesekkiir ederim.

Ayrica tez donemim boyunca her zaman yanimda olan bana destek olan aileme ve
arkadaslarima sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Giinlimiizde bitkisel tiriinlerin yaklasik %30°u hastalik ve zararlilar tarafindan
yok edilmektedir. Bu zararlarin biiyiik kismini1 mikroorganizmalar olusturmaktadir.
Bitki hastaliklarina karsi kimyasal miicadele ile ortaya ¢ikmis olan direnglilikten
dolayi, gelismis iilkelerde alternatif yontem olarak biyolojik miicadele calismalari
onem kazanmistir (Ahmad ve ark., 2008). Hastalik etmenlerinin tanisinda,
hastaliklarla savasimda serolojik yontemler, gen teknolojileri ve bagisiklik
mekanizmalari tizerindeki yogun caligmalar bitki hastaliklar1 bilimine yeni bir boyut
kazandirmistir. Toprak kokenli hastalik etmenleri ile miicadele olduk¢a zor olup, bu
grup lyelere karst fungisit uygulamalari ile istenilen etki de elde edilememistir

(Vessey, 2003).

Son yillarda, ¢evre ile dost ve uzun siire etkili olacak bir miicadele yontemi
olan biyolojik miicadele 6n plana ¢ikmistir (Avis ve ark., 2008). Bitki patojenlerine
karst miicadele yoOntemlerinin yetersiz kalmast ve c¢evre saghigi konusunda
hassasiyetin artmasi, arastirmacilar1 ekolojik tarim c¢ergevesinde, biyolojik miicadele
alaninda calismaya ve Dbiyolojik miicadele etmeni olarak kullanilacak
mikroorganizmalar1 bulmaya yoneltmistir (Delen ve Tosun, 1997). Biyolojik
miicadele etmeni olarak toprak bakterilerinden Bacillus spp., Streptomyces spp.,
Pseudomonas spp., Rhizobium spp., Azotobacter spp., Azosipirillium, Pantoea ve
Entereobacter spp.’nin kullanimi son yillarda 6nem kazanmustir (Egamberdiyeva, 2005;
Avis ve ark., 2008). Rizosferde bulunan Pseudomonas spp. bakterileri biyolojik
miicadelede kullanildig: gibi ayrica bitki gelisimini tesvik edici bakteriler (PGPR) olarak
ta bilinmektedirler. Bitki gelisimine direk yada dolayl olarak etki gosterirler (Kloepper ve
ark., 1989). Yapilan bir ¢alismada Fluorescent Pseudomonas izolatlarin antifungal
bilesikler iiretip patojen gelismesini inhibe etmeleri ile biyokontrol saglandigi
belirlenmistir (Haas ve ark.,, 1991). Biyokontrol etmeni olarak kullamlan bu
mikroorganizmalar sadece toprak kokenli fungal patojenlere karst degil ayn1 zamanda
bitkiyle etkilesimli olup, {irliniin gelisimini arttirip ve rekabet¢i 6zelligiyle rizosferde

uygun kosullarin olusmasmi saglarlar (Kloepper ve ark., 1989). Biyokontrol etmeni
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olarak Pseudomonas sp. galismalar1 ilk olarak 1970’1i yillarda Berkeley tarafindan

Kaliforniya’da baglamistir.

Pseudomonas bakterilerinin antibiyotik iiretimleri incelenmis ve toprak kdkenli
fungal patojenlere karsi etkili oldugu saptanmustir. Pseudomonas spp. aerobik, gram
negatif olup, tarimsal topraklarda yaygin olarak bulunan ve toprak kok ylizeyine adapte

olmug mikroorganizmalardir (Cook ve Baker, 1983).

Dogal veya modifiye edilen mikroorganizmalar yada bu organizmalar tarafindan
iretilen metabolitler kullanilarak istenmeyen zararli organizmalarin etkisinin azaltilmasi
veya populasyonlarmin baski altina alinmasi olan biyolojik miicadele (Weller 1988;
Jayaswal ve ark., 1990; Thomashow ve Weller, 1995; Oedjijono ve ark., 1993; Avis ve
ark., 2008) caligmalarinda Pseudomonas bakterileri genis kullamim alanina sahip
olduklar1 gibi bitki gelisimini etkileyen etmenler olarakta kullanilmaktadir (Kloepper ve
ark., 1980). Toprakta yaygin olarak bulunurlar. Cevrede toprak kok yiizeyilerinde hizl
sekilde kolonize olma yetenegindedirler. In vitro’da hizli bir sekilde gelisme yetegine
sahiptirler. Bu mikroorganizmalar bitki i¢in gerekli olan antibiyotik, siderefor, ucucu
bilesikler gibi biyoaktif metabolitler {ireterek diger zararli mikroorganizmalarla rekabete
girerler. Sahip olduklar1 enzimlerle ve iirettikleri antibiyotik benzeri bilesiklerle toprakta
bulunan bazi fitopatojenleri baski altina alma yetenegine sahip olduklart bildirilmistir

(Whipps, 2001; Vivekananthan, 2004).

Bitkinin kok bolgesinde hizla kolonize olan, bitkide sistemik direnci tetikleyen
ucucu yada ugucu olmayan antifungal antibiyotik iiretimleri incelenmistir (Haas ve Keel,
2003). Yapilan galismalarda Pseudomonas spp.’nin fenazin-1-karboksilik asit (PCA), 2,4
diasetilfloroglukinol (DAPG), pirolnitrin (Prn), piyoluterin (PIt) gibi antibiyotik {irettikleri
belirlenmistir (Fravel, 1988; Thomashow ve Weller, 1988). Giliniimiizde de modern
tarimsal uygulamalarda bu bakteri biyokontrol etmeni olarak uygulanmaktadir (Haas ve
Defago, 2005; Guo ve ark., 2004). Pseudomonas spp. bakterilerinin gesitli bitkilerde

farkli fungal patojenlere karsi olan etkinlikleri Cizelge 1.1°de verilmistir.
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Cizelge 1.1. Fungal bitki patojenlerine kars1 biyolojik miicadele i¢in toprak kokenli antagonist

Pseudomonas tiirleri (Whipps, 2001).

Pseudomonas tirleri Fungal Patojen Bitki

Pseudomonas spp. Fusarium oxysporum f. sp. Domates
radicis- lycopersici

Pseudomonas Pythium ultimum Domates

aureofaciens AB244

P. aureofaciens 63-28 P. aphanidermatum Hiyar
Pseudomonas Drechslera graminea Arpa
chlororapsis D. teres Arpa
MA342 D. avenae Yulaf
Ustilogo avenae Yulaf
U. hordei Arpa
Tilletia caries Bugday
P. chlororapsis Fusarium oxysporum f. sp. Domates
PCL 1391
Pseudomonas Pythium aphanidermatum Hiyar

corrugata 13

Pseudomonas Fusarium oxysporum f. sp. Turp
fluorescens raphani

P. fluorescens Q8rl-96 Gaeumannoyces graminis Bugday
P. fluorescens BTP7 Pythium aphanidermatum Hiyar
P. fluorescens VOG61 Rhizoctani solani Piring
P. putida BTP1 Pythium aphanidermatum Hiyar

Pseudomonas spp.’nin domateste  goriilen  Fusarium  oxysporum’a;
Pseudomonas aureofaciens’in domateste hastalik yapan Pythium ultimum’a;
Pseudomonas aureofaciens’in hiyarda Pythium aphanidermatum’a; Pseudomonas
chlororapsis’in arpada kok ¢iiriikliigiine neden olan Drechslera graminea ve D.
teres ‘e, yulafta ise D. avenae ve Ustilogo avenae’ye, arpada U. hordei ve bugdayda
Tilletia caries’e, domateste solgunluk olusturan Fusarium oxysporum’a;
Pseudomonas corrugata’nin hiyarda Pythium aphanidermatum’a; Pseudomonas
fluorescens’in turpta Fusarium oxysporum’a, bugdayda Gaeumannoyces graminis’e,

hiyarda Pythium aphanidermatum’a, piringte kok ¢iirtikliigiine neden olan Rhizoctani
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solani’ye; Pseudomonas putida’nin ise hiyarda da Pythium aphanidermatum’a karsi
etkili olduklar1 belirlenmistir (Whipps, 2001).

Kimyasal ilag kullanimi yerine; cevreyi kirletmeyen ve c¢evreyle dost olan
antagonistik mikroorganizmalarin dogrudan veya dolayli olarak kullanimi
gerekmektedir.  Biyolojik  miicadelede  kullanilacak ~ basarili  antagonist
mikroorganizmalarin endiistriyel olarak; fazla pahali olmayan kepek, talas, bugday
samant, linyit graniirleri, misir unu, kum kiiltiirli, peat gibi substratlarin {izerinde
hizla fermantasyonu saglanmali, kolayca iiretilebilmeli, patojen mikroorganizmalara
oldiirticti hiz1 yiiksek olmali, dogal sartlarda kararli olmali, kullanim zamanina kadar
kararli kalmali, ekonomik olmali, insanlar ve diger organizmalar i¢in tehlikesiz

olmasi1 gerekmektedir (Fravel, 2005).

Biyolojik miicadele toprakta mikrobiyal dengenin saglanmasi agisindan
onemlidir (Vessey, 2003). Biyolojik miicadelenin en onemli yarar1 hastaliklari
kontrol altina alirken, ¢evreye herhangi olumsuz etkisinin olmamasidir (Kloepper,
1991).

Biyolojik miicadele etmeni olarak genis bir kullanima sahip olan
Pseudomonas spp. bakterileri antibiosis, mikroparatizim, yer ve besin i¢in rekabet
gibi etki mekanizmalarina sahip olduklarindan fungal patojenlerin toprakta bulunan
populasyonunu smirlandirdigi ve bu patojenlerin neden olduklar1 hastaliklar

azalttiklar1 yapilan ¢alismalarda incelenmistir (Haas ve Defago, 2005; Fravel, 1988).

Tarim yapilan alanlarda sik goriinen bitki gelisimini Onleyen, iirlinlerde
hasara yol acan belirli fungal patojenlere karsi in vitro kosullarda, Sanlurfa ve
cevresinde tarimi yapilan alanlarin kok bdlgesinden biyokontrol etmeni olan
Pseudomonas spp. bakterilerinin izolasyonunu yapmak, toprak kokenli bazi fungal
bitki patojenlerinin gelisimleri iizerine antagonistik etkilerinin belirlenmesi ile bu

patojenlerin neden oldugu zarari minumuma indirmek i¢in bir ¢aligma amaglanmustir.
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2.0NCEKI CALISMALAR

Howell ve Stipanovic (1980), Pseudomonas fluorescens’in bir izolatinin
pamukta Pythium ultimum’un neden oldugu ¢okerten hastaligini engelledigi, yapilan
genetik caligmalarda P. fluorescens tarafindan salgilanan Oomycin A adinda bir

antibiyotigin bu etkilesimde 6nemli rol oynadigini incelemislerdir.

Linberg ve Granhall, (1984); Jayaswal ve ark., (1993); Pandey ve ark., (2001),
tarafindan yapilan sera ¢alismalarinda, Pseudomonas putida’nin misir ve bugdayda
sirastyla  Fusarium oxysporum solgunlugu ve Gaeumannomyees graminis’in
gelisimini engellediklerini ve boylece bitkilerin hastalanmadigini belirlemislerdir.
Ayrica ayni arastiricilar, siderofor iireten fluorescent Pseudomonas izolatlarinin
domates ve kavunda Fusarium oxysporum’un neden oldugu solgunluklar1 engelleyici
etkisini iki yillik tarla denemesinde arastirmislardir. Segilen 7 izolatin kavun ve
karpuz tohumlarina uygulanmasiyla hastalik siddetinin kontrollere gore sirasiyla,

%84 ve % 43 oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Fravel (1988); Bangera ve Thomashow (1996); Louws ve ark., (2001),
tarafindan yapilan ¢alismalarda Pseudomonas fluorescens CHAO izolatinin, hiyar ve
musirda P. ultimum’un neden oldugu c¢okerten hastaligini izolatlarin rettikleri
piyoluteorin ve 2,4-diasetifloroglukinol gibi iki metabolit ile engelledigi

kanitlanmuislardir.

Fravel (1988); Bangera ve Thomashow (1996) yaptiklar1 ¢alismalarda
Pseudomonas izolatlar1 tarafindan iretilen 2,4-diasetil-floroglusinol’iin Pythium

tiirlerinin gelismesini inhibe ettiklerini saptamiglardir.

Jayaswal ve ark. (1993), Pseudomonas spp. tarafindan iiretilen piyoluterin’in
Alternaria spp., Fusarium spp, Rhizoctania solani, Thielaviopsis basicola ve

Verticillium tiirlerini inhibe ettigini yaptiklari calismada belirlemislerdir.
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Pseudomonas cinsi izolatlariin glukoz, fruktoz, galaktoz ve L-arabinozu

karbon kaynagi olarak kullandiklar1 bildirilmistir (Holt ve ark., 1994).

Nielsen ve Sorensen (1997), Pseudomonas cinsi bakterilerin bir ¢ok tiirii
tarafindan proteolitik enzimlerin {iretildigini, bu enzimlerin hiicre i¢ine yerlesmis,
hiicre duvari ile iliskili (periplazmik) veya ortama salinmis (ekstraselliiler) sekillerde
olabilecegini bildirmislerdir. Chen ve ark. (2000), {retilen proteolitik enzimlerin
kazein, jelatin, kollojen ve fibrin gibi substratlar1 indirgeyici 6zelliklere sahip

oldugunu belirlemislerdir.

Lugtenberg ve ark. (1999); Kloepper ve ark., (1989), Costa ve ark.(2006),
Pseudomonas cinsine ait tiirlerin bitkilerin kdk bolgesinde (rizosfer) antagonistik

etkilerini incelemislerdir.

Chen ve ark. (2000), antagonist etkilesimlerde Pseudomonas cinsi bakterilerin
iiretilen kitinaz enziminin roliinii arastirmiglardir. Izolatlar tarafindan {iretilen
kitinazin patojen fungal hiicre duvarlarim1 pargalayarak, patojenlerin gelisimini

onledigini rapor etmislerdir.

Whipps (2001), selillozdan sonra dogada en fazla bulunan bir polimer olan
kitinin bitki patojen funguslarin hiicre duvarmi olusturan ana bilesen oldugunu
bildirmistir. Vivekananthan ve ark. (2004); Nagrajkumar ve ark. (2004) ise,
Pseudomonas izolatlarinca salgilanan kitinaz enziminin bitki patojenik funguslarin
hiicre duvarmi pargalayabildigi, bu enzimin Pseudomonas’larin biyokontrol

etkinliginde 6nemli rol oynadigini tespit etmislerdir.

Pseudomonas cinsinin iiyeleri 2 gruba ayrilmistir (Holt ve ark., 1994). Birinci
grup; bazi ortamlarda pigment liretenler, ikinci grup ise polibetahidroksibiitirat asit

depolayip, pigment liretmeyenler olarak tanimlamislardir (Holt ve ark., 1994).
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Bu bakterilerin trettikleri antiyobiyotik benzeri bakteriyosin ve fenozinin ile
patojenik mikroorganizmalarin gelisimlerini inhibe ettiklerini Vessey, (2003);
Hariprasad ve Nijanjana, (2008); antiyobiyotik ve sideroforun, Hafeez ve ark.,
(2006) ve Whipps (2001); hidrojen siyanitin, Ahmad ve ark. (2008) bitki gelisimini
tesvik ettigini bildirilmislerdir.

Hafeez ve ark. (2006); Elad ve Baker, (1985), Pseudomonas bakterilerinin
piyoverdin ve pseudobaktin olarak adlandirilan renk maddesini irettikleri, bu renk
maddelerinin Fe™ iyonuna baglandigin1 ve demirin bakteri hiicresi icinde bitkilerin

alabilecegi Fe™ formuna doniistiirdiiklerini saptanuslardir.

Egamberdieva ve ark. (2008), oksin, sitokinin gibi bitki hormonlarinin
Pseudomonas bakterileri tarafindan iiretilerek bitki gelisimini tesvik ettigini rapor

etmislerdir.

Ahmad ve ark. (2008), Fravel (1988) ve Andrade ve ark. (1994) tarafindan
Pseudomonas bakterilerinin hem topraktaki bitki patojenleriyle karbon kaynakalri ve
yer i¢in rekabete girip hem de patojenlerin gelisimlerini inhibe ederek bitkilerin

hastalanma oranlarini azalttiklarini yaptiklari ¢aligmalarinda saptamislardir.

2.1. Pseudomonas spp.

Pseudomonaceae familyas1 rRNA’nin 16S baz yapis1 dikkate alinarak
Pseudomonas, Azomonas, Azotobacter, Cellvibrio, Mezophilobacter, Rhizobacter ve
Rugamonas cinslerini icermektedir (Holt ve ark., 1994; Raaijmaker ve Weller, 2001).

Pseudomonas spp. topraklarda yaygin olarak bulunan gram negatif (-) ve
aerobik bakterilerdir. Pseudomonas hiicreleri polar kamgilara sahiptirler. Bazi

tiirlerde subpolar kam¢1 da bulunmaktadir.
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P. fluorescens, P. chlororaphis ve P. putida gibi baz tiirlerinde pilus
gozlenirken bazi1 tiirlerinde pilusa rastlanilmamistir (Holt ve ark., 1994).
Pseudomonas’lar genellikle 0.5-1.0 veya 1.5-5.0 um ¢apinda olup cesitli karbon
kaynaklarinda ve diislik azot ortaminda gelisebilmektedirler (Holt ve ark., 1994).

Pseudomonas bakterilerinin fosfor, demir ve azota olan istekleri farklilik
gostermektedir. En 1yi gelisme gosterdikleri sicaklik 28 °C olarak belirlenmistir.
Oksidaz testlerinde degisik reaksiyon vermekle birlikte katalaz testleri pozitif olarak
belirlenmistir. Fluoresan Pseudomonas’lar piyoverdin pigmenti iiretmeleriyle
pigmentli yapiya sahip olduklar1 gibi fluoresan olmayan tiirlerde de pigmentsiz yapi1
gosterirler (Holt ve ark., 1994). Pseudomonas tiirlerinin ¢ogu glukoz, fruktoz,

galaktoz ve L-arabinozu gelisimleri i¢in kullanmaktadirlar (Guo ve ark., 2007).

Pseudomonas bakterilerinin azotu indirgeyemedikleri, ancak bazi patojenik
olmayan tiirlerinin nitrat1 oksijen yerine son elektron alicis1 gibi kullandiklari
aciklanmistir (Guo ve ark., 2005). Pseudomonas bakterileri poli-B-hidroksibiitarat
(PHB) graniillerine sahiptir. PHB graniillerini gelistikleri ortamlarda besin eksikligi
oldugunda kullanarak, yasamlarinin devamliligmmi sagladiklar1 saptanmistir
(Thomashow ve Weller, 1995). Cesitli karbon kaynaklar1 iceren azotun yetersiz
oldugu ortamlarda endoselliiler graniillerde biriken poli-B-hidroksibiitiirat graniilleri
Pseudomonas cinsine ait {iyelerini birbirinden ayirt etmede kullanilmaktadir (Holt ve
ark., 1994). Pseudomonas’larin fluoresan tiiyeleri glukanat, alkan, alkenler gibi
karbon kaynaklarinda gelistirildiklerinde C¢-Cjy zincir ortasindaki manomerlerden
olusan polihidroksialkanatlar1  olusturabilmektedir (Holt ve ark., 1994).
Polihidroksialkanotlarin hidrolizinde Pseudomonas izolatlarinin bazilarinda lipaz

aktivitesinin etkili oldugu rapor edilmistir (Vivekananthan ve ark., 2004).

Pseudomonas bakterilerinin besin istekleri, serolojik analizler, plasmid
profilleri, faj profilleri, protein profilleri, yag asiti profilleri, niikleik asit problari,
antibiyotiklere direnglilikleri gibi testler tanimlamalarinda kullanilmaktadir (Guo ve

ark., 2007).
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Pseudomonas  bakterilerinin  igerdikleri  lipoprotein  yapilari  da
tanimlanmalarinda kullanilmistir (Holt ve ark., 1994). Lipopolisakkaritinin i¢
kisminda hidrokarbon zinciriyle akiskanlik veren 6zel bir lipid (LPS)’den olusur.
Lipopolisakkarit, hiicreye spesifik bir antijenik kimlik kazandirir. Bakterilerin dis
membran antibiyotikler gibi zararli seylere karsi bir bariyer 6zelligine sahip oldugu

aciklanmistir (Holt ve ark., 1994; Thomashow ve ark., 1996).

Bitki gelisiminde etkili olan, biyokimyasal 6zelliklere sahip olup olmadiklari
gdz Onilinde bulundurularak patojenleri baskilamadaki rolleri incelenmistir.
Pseudomonas spp. ve fluoresan Pseudomonas izolatlar1 toprak kokenli bitki
patojenlerine  karst  besin  kaynaklar1 icin  rekabet, antibiyotik  (2-4-
diasetilfloroglukinol-DAPG, fenozin-1-karboksilik asid-PCA-pirolnitrin) sentezleme
ve patojen mikroorganizmalarin hiicre duvarini parg¢alayan enzim iiretimi, (selliilaz,
proteaz, glukanaz, kitinaz) gibi konukg¢u bitki patojenlerine karsi sistemik direnci
uyaran (ISR) gibi ¢esitli ozelliklere sahip mekanizmalariyla toprak kokenli bitki
patojenlerini baski altina almislardir (Walsh ve ark., 2001, Homma ve ark., 1989,
Klein Gunneiweck ve ark., 1998).

Biyokontrol etmeni olarak bitkileri biiyiimeye tesvik edici 6zellige sahiptirler.
Bitkinin kok ve tohum ylizeyinden izole edilip in vitro’da hizli gelisme yetegi
gosterirler (Walsh ve ark., 2001; Dunne ve ark., 1996). Biyolojik miicadele,
hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalara karst canli  bir
mikroorganizmanin kullamlmasi olarak tanimlanmistir (Bora ve Ozaktan, 1998;

Glick ve ark., 1995).

Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar, zararli mikroorganizmalari
(patojenleri) antibiyotik salgilayarak, onlarla besin veya yer icin rekabet ederek veya
onlar ilizerinde hiperparazit yasayarak baski altina alirlar (Cook ve Baker, 1983;
Dowlin ve O’Gora, 1994). Biyokontrol ¢alismalarinda Pseudomonas sp. bakterileri
yaygin olarak kullanilmaktadir (Egamberdieva ve ark., 2008; Ahmad ve ark., 2008;
Jayaswal ve ark., 1993; Keel ve ark., 1992; Guo ve ark., 2005).
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P. fluorescens ve P. Putida’nin bazi izolatlarinin bitki gelismesini tesvik
ettirerek, tirtinlerde verimliligi arttirdig1 yapilan ¢alismalarda incelenmistir (Picard ve
ark., 2000; Thomashow, 1996). Kloepper ve ark. (1980), Pseudomonos spp.
tarafindan bitki gelisimini tegvik eden rizobakteriler (PGPR) olarak adlandirilmistir.
Yararl etkileriyle bilinen bu toprak bakterileri fitopatojenik funguslara karsi
antagonist olarak bir¢ok calismada da kullanilmistir (Kloepper ve ark., 1989; Weller,
1988).

Toprak kokenli bitki patojenlerine karsi biyolojik etmen olarak kabul edilip
bitki sagligit agisindan Onemli role sahiptirler. Toprak verimliligini de
arttirmalarindan  dolay1 kok ylizeyinde etkili bir etmen olarak kullanilmaktadirlar
(Weller, 1988; Raaijmakers ve ark., 1997; Picard ve ark., 2000; Begsma-Vlami ve
ark., 2005).

Pseudomonos spp.’lerin kokte hizli bir sekilde kolonize olanlarinin biyolojik
kontrolde basarili oldugu rapor edilmistir (Keel ve ark., 1992; Lugtenberg ve ark.,
2001, Raaijmaker ve Weller, 2001).

Tarimsal kimyasallarin yerine alternatif olarak kullanilan Pseudomonas
bakterileri kok bolgesinde kolonize olarak kok yiizeyinde siderofor ya da antibiyotik
tiretme Ozellikleriyle biyokontrol etki gostermigleridir (Leong, 1986, Tomashow ve

ark., 1990; Sneh, 1984)).

Pseudomonas spp. bakterilerinin fungal patojenlerin bulundugu bolgede
hidrojen siyanid iiretmeleriyle bitki patojenlerinin gelisimini bastirarak, hastaliklar
kontrol altina aldiklarini belirtmislerdir (Voisard ve ark., 1989; Muleta, 2007).

2.2. Pseudomonas spp. Mikroorganizmalarinin Etki Mekanizmalari

Biyokontrolde kullanilan mikroorganizmalarin etki mekanizmalari; patojen

mikroorganizmalar1 antibiyotik salgilayarak, onlarla besin veya yer rekabeti ederek

veya onlar iizerinde hiperparazit yasayarak baski altina almasidir (Whipps, 2001 ).

10
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2.2.1. Antibiosis

Biyokontrol etmenler, salgiladiklar1 antibiyotiklerle, fungal ve bakteriyel
patojenlerin  gelisimini engellemektedir. Toprakta yaygin olarak bulunan;
Pseudomonas bakterilerinin fenazin, floroglusinol, poluterin, pironitrin gibi
antibiyotikleri salgilayarak bitki patojeni mikroorganizmalara karsi etkili oldugu

bulunmustur (Raaijmakers ve ark., 2001).

Biyolojik kontrolde tanimlanan ilk antibiyotik bugdayda karapasin
kontrolunde kullanilan, P. fluorescens 2-79 izolat1 ve P. aureofaciens 30-84’den elde

edilen fenezin olmustur (Weller ve Cook, 1983).

Biyokontrol mikroorganizmalarinin birden fazla antibiyotik iiretmeleri
sebebiyle antibiyotiklere karst olusacak direngliliklerinin  diisiik olacagi
diisiiniilmektedir. Boylece kimyasal ilaglara karsi1 olusan direnglige gore biyokontrol
mikroorganizmalarca {iretilen antimikrobiyal bilesiklere karsi dayaniklilik daha

yavas olacaktir (Nikaido, 1994; Oztiirk ve ark., 2003; Weller, 1990).

Tarla kosullarinda bugdaylarda kok ciriikliigii hastalifina neden olan
Gaeumannomyces  graminis’e  kars1  Pseudomonas  fluorescens‘in = 2.4-
diasetilfloroglukinol (Phl) antibiyotigi salgilayarak hastalig1 azalttig1 tespit edilmistir
(Thomashow ve Weller, 1988).

P. fluorescens’in Pyhium ultimum’un neden oldugu ¢okerten hastaligini da
piyoluterin (Plt) ve 2,4- diasetilfloroglukinol (Phl) gibi antibiyotik metabolitle

engelledigi saptanmistir (De Souza ve ark., 2003; Williams ve Vickers, 1986).

2.2.2. Mikoparazitizm

11
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Antagonist mikroorganizmalar; seliilaz, proteaz, -1,3-glukanaz, kitinaz gibi
ekstraseliilar enzimleri salgilayarak patojen funguslarin  hiicre duvarinin
par¢alanmasina neden olmaktadir. Bu enzimleri iireten mikroorganizmalarinin
tarimsal savasta kullanilarak, fungal patojenlere kars1 hiperparazit olarak biyokontrol

etmeni olduklar1 belirtilmektedir (Whipps, 2001).

Pseudomonas sp.’nin turpta goriilen Fusarium oxysporum’a karsi trettigi
kitinaz aktivitesinden yararlanilarak biyolojik miicadele de kullanilmistir (Nielsen ve
Sorensen, 1997). Ayrica kitinaz, B-1,3-glukanaz ve proteaz iireten Pseudomonas
izolalarinin Chaetomium globosum, Fusarium culmorum, F. oxysporum, Indriella
holleyi, Mucor hiemalis, Phoma exiquma, Ulocladium spp.’nin gelisimini 6nledigini
bildirmislerdir (De Boer ve ark., 1998).

Fluoresan Pseudomonas’larin Colletotrichum falcatum’a kars: etkili olmasinda
izolatlarca tiretilen kitinaz aktivitesinin etkili oldugu ve patojen fungusun gelisiminin

engellendigi goriilmiistiir (Viswanathan ve Samiyappan, 2001).

Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas cepacia’nin seftali ve nektarinde
kara leke mantar hastaliklarina karsi etkili olduklar1 patojenin gelisimini dnledigi

goriilmiistiir (Smilanick ve ark., 1993).

Egamberdieva (2005) ise Aspergillus insultus, Penicillium purpurogenum’a
antagonist aktivite gosteren Pseudomonas denitrificens PsD6’nin  hidrolitik
enzimlerden amilaz ve lipaz irettigini belirlemistir. P. raphonis PsR47’nin iireaz,

selliilaz ve arjinin dehidrolaz aktivitelerini ise pozitif olarak kaydetmistir.

12
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2.2.3. Pseudomonas spp.’nin yer ve besinler icin rekabeti

Biyokontrolde iki besin elementi olarak karbon (C) ve demir (Fe) biiyiik 6nem
tagimaktadir. Selliiloz, hemiselliiloz ve pektin gibi kompleks karbonhidratlari igeren
kok musilajlar1 sadece belli mikroorganizmalar tarafindan parcalanabilmektedir.
Besin elementleri yoniinden rekabete dayali biyokontrol organizmalarin da daha ¢ok
tohumla tasinan ve toprak orijinli hastaliklara karsi basartyla kullanildig1 goriilmiistiir

(Egamberdieva ve ark., 2008; Kloepper ve ark., 1999).

Bitkilerin kok bolgesi veya tohumlarindan salgilanan bilesiklerin, bu bolgede
kolonize olan biyokontrol mikroorganizmalarinin gelisimini olumlu yo6nde
etkiledikleri rapor edilmistir (Kloepper ve ark., 1980). Patojen ve antagonist
mikroorganizmalar arasindaki iliskide onem saglayan bir diger besin elementi de
demirdir. Demir elementinin diislik ¢oziinebilir 6zelligi nedeniyle anaerobik kosullar

altinda bitkiler tarafindan sinirli kullanilmaktadir.

Fluoresan Pseudomonadlar, birbirlerine kovalent olarak peptid baglariyla
baglanmis quinoline gruplarindan olusan, piyoverdin veya pseudobaktin olarak
isimlendirilen ve renk maddesine sahip sidereforlar iiretmektedirler. Bu renk
maddelerinin, suda c¢oziinebilen, besi ortamina yesilimsi sar1 renkli goriinlimde
yayilabilen ve ultraviyole 1s1ik altinda fluoresan parlama 6zelliginde olan maddeler
oldugu bildirilmistir (Kloepper ve ark., 1999). Fluoresan Pseudomonas’larca
iiretilen piyoverdinin, Fe™ iyonuna siki sekilde baglanma egiliminde oldugu
saptanmistir (Podile ve Kishore, 2006). Bu baglanma, bakteri hiicresinin dis
membranindaki spesifik reseptorler tarafindan gerceklestirilmektedir. Piyoverdinlerin
etkisiyle demir elementi bitki tarafindan kullamlabilir Fe™ formuna doniismektedir

(Elad and Baker, 1985).

13
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Calismamizda, Sanlurfa ve ¢evresinde yaygin tarimi yapilan biber, dere otu,
musir, nohut ‘un kok boélgelerinden Pseudomonas spp. izolasyonu yapip, tanimlamak
ve bir¢ok tarimsal iirlinde biiyiik kayiplara yol acan toprak kokenli fungal bitki
patojenlerinden Fusarium culmorum, Fusarium solani, Fusarium accuminatum, F.
chlamydosporum, Fusarium moniliforme, Alternaria alternata, Drechslera sorokiniana,
Ascochyta rabiei’ye karsi laboratuar (in vitro) kosullarinda antagonistik aktivitelerinin

belirlenmesi amac¢lanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullamlan mikroorganizmalar ve toprak ornekleri

Calismada Akgakale/Koruklu ve Ziraat Fakiiltesi’nde biber, nohut dere otu,

misir bitkilerinin rizosfer bolgelerinden ve bos arazi alanlarindan alinan toprak

orneklerinden izole edilen mikroorganizmalar kullanilmigtir.

Cizelge 3.1. Pseudomonas sp. ‘nin izole edildigi ve 6rneklerin alindig1 yerler

izolatlar Bitki Alindidi Yer Toprak pH
B1 Biber Akcakale/Koruklu 8.56
B2 Biber Siverek 7.80
B3 Biber Halfeti 7.47
B4 Biber Bozova 8.40
B5 Biber Akgakale 7.85
B7 Biber Ceylanpinar 7.70
B8 Biber Akcakale/Koruklu 8.54
B9 Biber Surug 7.50
B10 Biber Akgakale 7.40
B11 Biber Akcakale 7.16
B14 Biber Akcakale/Koruklu 8.55
B15 Biber Bozova 7.71
B16 Biber Hilvan 7.10
B17 Biber Bozova 7.72
B19 Biber Akcakale/Koruklu 8.57
B20 Biber Siverek 7.68
B21 Biber Halfeti 7.70
B22 Biber Bozova 7.90
B23 Biber Hilvan 7.88
B24 Biber Surug 7.60
B25 Biber Akcakale/Koruklu 8.50
B26 Biber Akcakale/Koruklu 8.57
N11 Nohut Ziraat Fakultesi 8.82
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Cizelge 3.1. (Devamu)

izolatlar Bitki Alindig1 Yer Toprak pH
N12 Nohut Bozova 7.65
N13 Nohut Ziraat fakultesi 8.21
N14 Nohut Siverek 7.65
D1 Dere otu Ziraat fakultesi 8.00
D2 Dere otu Ziraat Fakiltesi 8.51
D3 Dere otu Bozova 7.62
D4 Dere otu Ziraat Fakiiltesi 8.52
D5 Dere otu Ziraat Fakiiltesi 8.56
D6 Dere otu Siverek 7.74
D8 Dere otu Surug 7.89
D9 Dere otu Ziraat Fakiiltesi 8.50
D10 Dere otu Ziraat Fakiltesi 8.43
D11 Dere otu Bozova 7.79
M2 Misir Akcakale 8.00
M4 Misir Ceylanpinar 7.81
BA2 Bos arazi Siverek 7.67
BA13 Bos arazi Ziraat Fakiiltesi 8.2
BA15 Bos arazi Bozova 7.89
BA17 Bos arazi Birecik 7.75
BA18 Bos arazi Ziraat Fakultesi 8.3
BA19 Bos arazi Birecik 7.78
BA20 Bos arazi Siverek 7.50
BA23 Bos arazi Ziraat Fakiiltesi 8.3
BA24 Bos arazi Osmanbey kampsii 7.91

3.1.2. Kullamilan fungal patojenler

Bitki patojeni funguslardan Fusarium culmorum ve Fusarium solani izolatlari
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden, Ascochyta rabiei (Pass) Labr., Dreschlera.
sorakiniana, Fusarium moniliforme Anadolu Tarmmsal Arastirma Enstitiisii'nden |,
Alternaria alternata Anadolu Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji ~ Kiiltiir ~ koleksiyonundan, Fusarium chlamydosporum, Fusarium
accuminatum Ankara Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisi’'nden saglanmustir.

Mikroorganizma kiiltiirleri kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmuistir.
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3.1.3. Kullanilan mikroorganizmalarin gelisimi icin besiyerleri
Arastirmada izolatlarin izolasyonunda kullanilan besiyerleri King’s B Ortami
(KB), Pigment Uretim Ortanu, Gliserin Pepton Agar (GPA), Pseudomonas izolasyon

agar (PIA), Pseudomonas agar (PA), Trypticase soy agar (TSA) kullamlmustir (Ek 1).

Fungal patojenlerin gelisimleri i¢cin Patates dekstroz agar (PDA) besiyeri
kullanilmigtir (Ek 1).

3.1.4. Kullamilan mikroorganizmalarin gelisme ortam
Aragtirmada izolatlarin gelisimi i¢in Nutrient broth ortami kullanilmustir (Ek 2).
3.1.5. Kullamlan ¢ozeltiler
(Caligmada amilaz aktivitesini belirlemede iyot ¢ozeltisi, gram boyamasinda kristal
viyole ve safranin ¢ozeltisi, pH Ol¢limiinde 1 M NaOH ve 1M HCI, katalaz testi i¢in
%?3’lik H,0,, izolatlar1 -80 °C’de saklamada kullanilan %30’luk gliserol ve toprak

izolasyonu i¢in peptonlu ¢ozelti kullanilmistir (Ek 3).

3.1.6. izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal ézellikleri

3.1.6.1. 1izolatlarin farkh sicakhk ve farkh tuz Kkonsantrasyonlarinda

kullanilan ortam

Arastirmada izolatlarin farkl sicaklik ve farkli tuz konsantrasyonlarinda King’s B

broth ortami kullanilmistir (Ek 4).

3.1.6.2. Kullanilan levan iiretim ortami

Aragtirmada, levan iiretimi icin et eksraktt ve sukroz igeren Nutrient agar ortami

kullanilmustir (Ek 5).
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3.1.6.3. Karbonhidrat testi icin kullanilan ortam

Aragtirmada, karbonhidrat testleri icin mineral tuz ortami kullanilmustir (Ek 6).

3.1.6.4. Sitrat testi icin kullamilan ortam

Calismada, sitrat analizi i¢in simmans agar kullanilmistir (Ek 7).

3.1.6.5. Enzimatik aktivite i¢cin kullanilan besiyerleri

Amilaz aktivitesinde nisasta agar, jelatin hidrolizinde jelatin agar, fosfataz
aktivitisinde pikovskaya ortamu, iireaz aktivitesinde Dye’s ortami, Tween 80 hidrolinde
Sierra’s ortamu, kitinaz aktivitesinde kitin agar, arjinin dehidrolaz aktivitesinde Thornley

ortami, proteaz aktivitesinde TSA ve skim milk ortami, ve selliilaz aktivite i¢in ise

hazirlanmis ayri ayri solusyonlar kullanilmistir (EK 8).
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3.2. YONTEM

3.2.1. Toprak orneklerinden Pseudomonas sp. izolasyonu:

Alman toprak orneklerinden 10 gr tartilarak, icerisinde 20 ml’lik peptonlu
¢ozelti bulunan ortama konularak, 15-20 dk ¢alkalanmis 10" den 10'7’ye kadar

dilisyonlar1 yapilmistir.

Hazirlanan diliisyonlardan King’s B Agar, PPM, PiA, GPA ve Tryptic Soy Agar
(TSA) igeren steril petri kutularina inokule edilmistir. Petri kutular1 28 “C‘de 24-48
saat inkiibe edilerek, bakteri sayimlar1 yapilmistir. Buradaki tipik kolonilerden
secilerek King’s B agarda saflagtirllmigtir (Costa ve ark., 2006). Gelisen koloniler
King’s B agar iceren egik besiyerine alinarak +4 °C’de saklanmus, kiiltiirler %30’luk
gliserol igeren ependorf tiiplerine steril kiirdanla eklenmis ve -80 °C’de

stoklanmustir.

3.2.2. Toprak pH’nin dl¢iimii

Toprak pH’nin Ol¢limii, toprak: su orami 1:2,5 olarak ayarlanan toprak

cozeltisinde pH metre kullanilarak yapilmistir (Kacar, 2009).

3.2.3. Mac Farland metodu

A=9% 1.175 BaCl,. 2H,0 olacak sekilde A ¢ozeltisi hazirlanmistir.

B=0.36 N %1 (v/v) H,SO4olacak sekilde B ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Cizelge 3.2. Mac Farland metodu

NO 1 2 3 4 5 6
A 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
B 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4
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I’den 6’ya kadar numaralandirilmis tiipler hazirlanmis ve 1 nolu tiipe A
¢ozeltisinden 0,1 ml koyup tizerine B ¢ozeltisinden 9,9 ml ilave edilmistir. Daha sonra
2 nolu tiipe 0.2 ml A ¢ozeltisinden ve 9.8 ml B ¢ozeltisinden olacak sekilde ilave
edilmistir. Bu sekilde 6 nolu tiipe kadar islem devam edilmistir (Giirgiin ve Halkman,
1990).

3.3. Bakterilerin Morfolojik Ozelliklerinin Incelenmesi

3.3.1. Gram boyama

Izole edilen izolatlar King’s B besiyerinde 24 saat gelistirilmistir. Kiiltiirden bir
0ze dolusu alman ornek lam iizerine yayilmis, kurutulduktan sonra fiksasyon
yapilmistir. Preparat lizerine kristal viyole damlatilarak ve 1 dk bekletilmistir. 1 dk
sonra su ile yikanmistir. Kurumasi beklenmeden gram iyodu ornegi kaplayacak
sekilde damlatilip 60 sn bekletilmistir. Preparat, suyla yikanmustir. Ornege alkol
damlatilarak 20 saniye bekletilmis, mor renk gidinceye kadar yikama islemi
gergeklestirilmistir. Ornek safranin ile 20 sn bekletilmis, saf suyla yikanip
kurutulmustur. Immersiyon yagi damlatilarak x100’liik objektifte incelenmistir

(Demirbag ve Demir, 2005).

3.3.2. Hareketlilik

Temiz bir lam {izerine bir damla sedir yagi damlatarak lamel biiytikliigiinde
yayilmasi saglanmistir. Temiz bir lamelin ortasina bir damla 24 saatlik taze kiiltiir
eklenmistir. Lameli kiiltiir altta kalacak sekilde ¢evirerek lam {izerine yayilmis olan
sedir yag1 iizerine oturtulmustur. iImmersiyon objektifi ile en az isiklandirma ile

bakteri harereketi gozlemlenmistir (Holt ve ark., 1994).
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3.3.3. Fluoresan ozellik

Topraktan izole edilen Pseudomonas izolatlar1 King’s B ortaminda ¢izgi ekim
seklinde ekilerek 24 saat 28 °C‘de inkiibe edilmistir. Gelisme gosteren izolatlarin
fluoresan ozellikleri 254 dalga boylu UV 15181 altinda incelenmistir (Holt ve ark.,
1994).

3.3.4. Katalaz

Izolatlar, King’s B broth ortaminda 28 °C’de 2 giin gelistirilmistir. izolatlarin
tizerine %?3’liik H,O, eklenip kdpiirme durumuna gore degerlendirme yapilmustir.
Koplirme varsa pozitif (+), yoksa negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Holt ve ark.,

1994).

3.3.5. Oksidaz

Kurutma kagidi iizerine bakteri izolatlarindan bir 6ze dolusu 6rnek alinip
stiriilmiistiir. Daha sonra oksidaz (Fluka, N,N-dimethyl-p-phnylenediamine oxalate,
a-naphtol) dokiiliip renk degisimi gézlemlenmistir. Mavi renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Holt ve ark., 1994).
3.4. Izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri
3.4.1. izolatlarin farkh sicaklik derecelerine toleranshliklar
King’s B brothta 24 saat gelistirilen izolatlarin, konsantrasyonu 5 nolu Mac
Farlanda (Cizelge 3.2) gore ayarlanmistir. Buradan 10 pl alinip, 5 ml King’s B broth
iceren steril tiiplere inokule edilmistir. Kiiltiirlerin 4, 15, 27, 37 ve 41°C’de

gelisimleri 7 giin boyunca incelenmistir (Gardner ve ark., 1984). Deneyler 3 paralelli

olarak yapilmustir.

21



3. MATERYAL ve YONTEM inci GULER

3.4.2. Izolatlarin farkh konsantrasyonlardaki tuza toleranshliklar

King’s B brothta ayr1 ayrnn % 0, 1, 2, 3, 4’liik konsantrasyonlarda NaCl
eklenmistir. Ortamlar 3’er ml olacak sekilde tiiplere eklenip steril edilmistir. Steril
ortamlara 10 pl 5 nolu Mac Farlanda (Cizelge 3.2) gore ayarlanmis izolatlar inokule
edilmistir. 28 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir (Cappucino ve Sherman, 1992).
Deneyler 3 paralelli olarak yapilmistir.

3.4.3. Nitrat rediiksiyonu

Hazirlanan steril tiiplere beser ml olacak sekilde hazirlanan besiyeri dokiiliip
yatik agar olacak seklilde sogumaya birakilmistir. Soguduktan sonra bakterinin ¢izgi
ekimi yapilip 3, 4 ve 7 giin boyunca bakteri gelisimi gozlenip petrilerde bakteri
gelisimi olmuyosa pozitif, olmuyorsa negatif olarak incelenmistir (Saygili ve ark.,

2006).

3.4.4. Levan iiretimi

Et ekstrakt1 ve sukroz i¢eren Nutrient agara izolatlarin ¢izgi ekimleri yapilip, 28
°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Mukoid o6zellikte koloni olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Cappuccino ve Sherman, 1992).

3.4.5. Karbonhidrat testleri

Steril edilen mineral tuz ortamina ayr1 ayri maltoz, mannitol, triptofan, fruktoz,
ksiloz, m-inositol ve glukoz % 0.1(w/v) oraninda 0.45 pum’lik filtreden gegirilip
eklenmigtir. Farkli karbon kaynagi iceren ortamlara ¢izgi ekim yapilan izolatlarin
gelisimleri 28 ‘C’de 3, 7 ve 14 giin boyunca incelenmigstir. Deneyler 3 paralelli

olarak yapilmistir (Ji ve Wilson, 2002).
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3.4.6. Sitrat analizi

10 ml Simmans agar iceren steril tiiplere 6ze ile izolatlar inokule edilip 28
°C’de 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu yesilden maviye renk
doniigiimii varsa pozitif, yoksa negatif olarak degerlendirilmistir. Maviye dontisiimii
sitratin enerji ve karbon kaynagi olarak kullanildigini géstermistir (Demirbag ve

Demir, 2005).

3.4.7. Antibiyotik direnclilik testi

Ampisilin, streptomisin, penisilin, kloromfenikol ve siklohekzimid 100, 250,
500, 750, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml olacak sekilde steril edilmis King’s B agara
ayr1 ayr1 0.45 pm’lik filtreden gegirilerek eklenmistir. Iyice karistirilip steril petri
kutularina dokiilmiistiir. 5 nolu Mac Farland’a gore ayarlanmis kiiltiirlerden bir 6ze
dolusu almip ¢izgi ekimleri yapilarak 28 “C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Gelisme
gosteren izolatlar test edilen antibiyotiklere karsi direngli olarak kaydedilmistir

(Pandey ve ark., 2001). Deneyler 3 paralelli olarak yiirtitilmistiir.

3.5. Antogonistik Aktivite

Pseudomonas spp.’nin 47 (B1, B2, B3, B4, B5, B7, BS, B9, B10, B11, B14,
B15, B16, B17, B19, B20, B21, B22, B23, B24, B25, B26, N11, N12, N13, N14,
M2, M4, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D8, D9, D10, D11, BA2, BA13, BA1S5, BA17,
BA1S8, BA19, BA20, BA23, BA24) izolatlar1 King’s B brothta 28 °C’de 2 giin
gelistirilmistir. Kullanilan toprak kokenli bitki patojenlerinden Fusarium culmorum,
Fusarium solani, Fusarium accuminatum, Fusarium moniliforme, F.
chlamydosporum, Dreschlera sorakiniana, Alternaria alternata, Ascochyta rabiei 5 giin
boyunca, ayr1 ayr1 Patates Dekstroz Agar (PDA) igeren besi ortaminda gelistirilmistir.
Daha sonra her bir bakteri kiiltliriiniin yogunluklar1 5 nolu Mac Farland’a gore
ayarlanmistir. S1vi 6rneklerden bir 6ze dolusu alinarak, PDA igeren petri kutularinda

cizgi seklinde ekilip 28 °C’de 2 giin inkiibe edilmistir.
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Fungal patojenlerin bulundugu petri kutularindan aliman 7 mm ¢apindaki
fungal disk, farkli Pseudomonas izolatlarim1 igeren petri kutularina her iki
mikroorganizma arasinda 5 cm bosluk olacak sekilde ekilmistir. 25 °C’de 7 giin
inkiibasyon siiresince patojenin ve antagonistin biiyiime miktarinin zon c¢aplar
Olclilmiigtiir. Patojen fungusun biiylimesinin, antagonist tarafindan engellenmesi
asagdaki formiil ile hesaplanmistir (Ahmad ve ark., 2008). Deneyler 3 paralelli

olarak yapilmustir.

% RI=R-r/ R*100

R: Patojen fungusun bakterisiz taraftaki gelisimi
r: Patojen fungusun bakteriye dogru olan gelisimi

%RI: Inhibisyon orani

3.6. Enzimatik Aktivite

Tiim enzim deneylerinde izolatlarin 5 nolu Mc Farland’a gore hazirlanmus kiiltiirleri

kullanildi. Enzim deneylerinin tiimii 3 paralelli olarak yapilmistir.

3.6.1. Amilaz aktivite (Nisastanin hidrolizi)

Pseudomonas izolatlar1, nisasta agar igeren petri kutularina ¢izgi ekimleri
yapilip, 48 saat 28°C’de inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonunda, nisasta agar
tizerinde olusan kolonilerin iizerlerine lugol solusyonu damlatilmigtir. Parlak renk
olusumu nisastanin hidrolizini, mavi-siyah renk ise hidroliz olusmadigin

gostermistir (Egamberdieva ve ark., 2008).

3.6.2. Jelatin hidrolizi

Jelatin agar igeren steril test tiiplerine 24 saatlik taze kiiltiirlerden inokule

edilerek, ekimleri yapilip 28 °C’de 7-14 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonunda ekim yapilan izolatlarm sivilagsmasi izolatlarin jelatini hidrolize

ettiklerini gostermistir (Egamberdieva ve ark., 2008).

3.6.3. Fosfataz aktivitesi

Hazirlanan Pikovskaya besiyeri otoklavda steril edildikten sonra petrilere
dokiilmiistiir. Soguyan petrilere 5 nolu Mac Farlanda gore ayarlanmais kiiltiirlerden 10
ul alinip damla seklinde ekimleri yapilmistir. 28 °C’de 24 ve 96 saatlik gelisme
sonunda koloni etrafindaki agik zon olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Kim
ve ark., 1998). Kontrol olarak Ca(PO,), eklenmeyen ortamlarda izolatlar

gelistirilmistir.

3.6.4. Ureaz aktivite

Hazirlanmis Dye’s ortami steril tiiplere 5 ml eklenip izolatlarin ekimi
yapilmustir. 28 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu tiiplerdeki renk
degisimleri  incelenmistir.  Pembe-kirmizi  renk  verenler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Egamberdieva ve ark., 2005). Kontrol olarak iire icermeyen

Dye’s ortaminda izolatlar gelistirilmistir.
3.6.5. Tween 80 hidrolizi (Lipaz aktivite)

Steril petri kutularina Sierra’s besiyeri dokiilmiistiir. zolatlarin damla ekimleri
yapilip, 7 glin boyunca 28 °C’de inkiibe edilmistir. Zon olusumu pozitif, zon
olusumunun goriilmemesi ise negatif olarak degerlendirilmistir (Egamberdieva ve
ark., 2005).

3.6.6. Kitinaz aktivite
Steril edilen kitin agar ortamu, steril petrilere dokiiliip izolatlarin ¢izgi ekimleri

yapildi ve 28 °C’de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucu gelisen

kolonilerin etrafindaki zon olusumlarina bakilmistir
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. Koloni etrafinda agik zon olusumu kitinaz aktiviteye sahip oldugunu gostermistir

(Chernin ve ark., 1995; De Boer ve ark., 1998).

3.6.7. Arjinin dehidrolaz

Steril edilmis 5’er ml Thornley ortami bulunan tiiplere 5 nolu Mac Farlanda
(Cizelge 4.2) gore ayarlanmis kiiltiirlerden 10 pl inokule edilmistir. 28 °C’de 3 giin
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda renk olusumlarina bakilmistir. Kirmizi renk

verenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Holt ve ark., 1994).

3.6.8. Proteaz aktivite

Steril edilen 50 ml 1/5 TSA ve %4 agar igeren ortama 50 ml skim milk eklenip,
steril petri kutularina dokiilmiistiir. Petri kutularina 5 nolu Mac Farlanda (Cizelge
4.2) gore ayarlanmis kiiltiirlerin 6ze ile ¢izgi ekimleri yapilmis ve 5 giin 24 °C’de
inkiibe edilmistir. Koloni etrafindaki acik renkli zonlar proteaz aktivite pozitif olarak

incelenmistir (Costa ve ark., 2006).

3.6.9. Selliilaz aktivite

Steril edilen B ve D soliisyonlarindan 1 ml alinip, steril edilmis A+C
sollisyonuna eklenmistir. Hazirlanan besiyeri steril petri kutularina dokiilmistiir.
Donan besiyerine izolatlarin ¢izgi ekimleri yapilmistir. Petri kutular 28 °C’de 4 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, koloni iizerine % 0.1’lik Kongo red
solusyonu damlatilmig ve 15- 20 dk bekletilmistir. Daha sonra petri kutulart 1 N
NaCl ¢ozelti ile yikanmistir. Koloni etrafinda belirlenen agik zon selliilaz aktivitenin

gostergesi olarak degerlendirilmistir (Egamberdieva ve ark., 2005).
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3.6.10. istatistik analiz

Antagonistik aktivite sonucu elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS
paket programina gére yapilmustir. izolatlar arasindaki farklilik ise Duncan testine

gore belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA.

4.1. Rizosfer toprak érneklerinden Pseudomonas spp.’nin izolasyonu

Bu calismada, Sanlrfa ve ¢evresinde yaygin olarak tarimi yapilan nohut bitkilerin
kok bolgelerinden N11, N12, N13, N14; musir bitkilerin kok bolgelerinden M2, M4; biber
rizosfer bolgesinden B1, B2, B3, B4, B5, B7, B8, B9, B10, B11, B14, B15, B16, B17, B19, B20,
B21, B22, B23, B24, B25, B26; dere otu rizosfer bolgelerinden D1, D2, D3, D4, D5, D6, D8, D9,
D10, D11 ve bos arazi rizosfer bolgelerinden BA2, BA13, BA15, BA17, BA18, BA19, BA29,
BA23, BA24 olacak sekilde toplam Pseudomonas spp.’e ait 47 izolat izole edilmistir (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. Farkhi toprak &rneklerinden izole edilen, farkli besiyerlerinden gelisme gosteren Pseudomonas

spp. izolatlari

Bitki Besiyeri ortami izolat no
Nohut PIA N11,N12,N13,N14
Misir PA, PIA M2, M4

B1, B2, B3, B4, B5, B7, B8, B9, B10, B11, B14, B15, B16,
B17, B19, B20, B21, B22, B23, B24, B25, B26

Dere otu PA, GPA, KB | D1, D2, D3, D4, D5, D6, D8, D9, D10, D11

Biber PA, PIA, KB

Bos Arazi GPA, PIA,KB |BA2, BA13, BA15, BA17, BA18, BA19, BA29, BA23, BA24

Cizelge 4.1.den de goriilecegi farkli toprak orneklerinden en fazla biber rizosfer

bolgesinden Pseudomonas spp. izolati izole edilmistir.

4.2. Pseudomonas spp. ‘nin Baz1 Morfolojik ozellikleri

4.2.1. Gram reaksiyonlar

Secici besiyerinde gelistirilen izolatlarin tiimii gram (-), ¢ubuk sekilli olarak
saptanmustir (Cizelge 4.2). Pseudomonas B15 nolu izolatin mikroskobik goriinimii Sekil

4.1.”de verilmistir.
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Sekil 4.1. Pseudomonas B15 izolatinin mikroskop altinda goriiniimii

Pseudomonas spp. izolatlarinin gram negatif, cubuk sekilli oldugu Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology’de de aciklanmustir (Holt ve ark., 1994). King’s B
ortaminda gelistirilen N14 izolat1 Sekil 4.2.”de verilmistir.

4.2. Pseudomonas N14 izolatmin petri kutusunda gériintiimii
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4.2.2. Fluoresan ozellik

Izolatlardan 19 tanesi (B1, B2, B6, B7, BS, B9, B10, B11, B13, B14, B15 B21,
B25, B26, D1, D2, D3, D4 ve BA2) mavi renkli fluoresan; izolatlardan 7’si (B3, BS, B12,
B20, B22, B23 ve B24) sari-yesil fluoresan 6zellik gosterdikleri; izolatlardan 21 tanesinin
ise (B4, B16, B17, B19, N11, N12, N13, N14, M2, M4, D5, D6, D7, DS, D9, D10, D11,
BA13, BAI15, BA16, BA17, BA1S, BA19, BA19, BA20, BA23 ve BA24) pigmentsiz
olduklar incelenmistir (Cizelge 4.2). Pseudomonas B1, B2, B3 ve B4 izolatinin UV

altindaki goriintimleri Sekil 4.3.”de verilmistir.

Sekil 4.3. Pseudomonas sp. B1, B2, B3, B4 “iin 254 nm’ de goriiniimii; B1 ve B2 mavi, B3 san yesil, B4
renksiz

Sekil 4.3.”de goriildiigii gibi izolatlardan B1 ve B2’nin UV 15181 altinda mavi renkli,

B3 izolatinin sar1-yesil ve B4’1in ise renksiz koloni olusturdugu belirlenmistir.

Calismada izolatlarin %55°1 fluoresan ozellik gostermislerdir. %401 mavi, %15°1
sar1 yesil rengi olusturmustur. Fluoresan 6zellik gosteren Pseudomonas bakterilerinin
gelisme gosterdikleri besiyeri rengini sar1 yesilimse renge dontistiirdiikleri bildirilmistir

(Bangera ve Thomashow, 1996).
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Yapilan bir arastirmada, Pseudomonas bakterilerinden fluoresan ozellige sahip
olanlarin 6 farkli pigment trettikleri gozlemlenmistir. Dordiiniin fenazin grubuna ait
oldugu (piyosiyanin, piyorubin, klororafin, oksifenazin) digerlerinin de Pseudomonas
mavi pigment ve piyoverdin oldugu bildirilmistir. Fluoresan Pseudomonas’larin sari-yesil

pigment tirettikleri belirlenmistir (Thomashow, 1990).

Pseudomonas bakterilerinin bazisinin ise fluoresan 6zellige sahip olmadiklari ve P.
stutzeri tiizerinde yapilan c¢aligmada, hiicrelerde sitokrom c’nin yiiksek oranda
bulunmasiyla pigmentsiz kolonilerin koyu kahve renge sahip olduklar1 belirlenmistir

(Lim ve ark., 1991).
4.2.3. Hareketlilik
Izole edilen bakterilerin tiimiiniin hareketli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

4.2.4. Levan analizi

Aragtirmacilar, Pseudomonas bakterilerinin levan iiretimlerini ortamda mukoid
koloni olugturmalarina gore degerlendirmislerdir (Holt ve ark., 1994; Siddiqui ve ark.,
2008). Calismamizda kullandigimiz Pseudomonas spp. izolatlarindan 44’tinde (B1, B2,
B3, B4, B5, B7, BS, B9, B10, B11, B14, B15, B16, B19, B20, B21, B22, B23, B24,
B25, B26, N12, N14, M4, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D8, D9, D10, D11, BA2, BA23
ayrica M2, BA13, BAI1S5, BA17, BA18, BA19, BA20, BA24) mukoid koloni tirettikleri

icin levan pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).
Siddiqui ve ark. (2008) fluoresan Pseudomonas izolatlarmin levan {iretimini

degerlendirmigler ve 3 izolatin levan pozitif, diger 5 izolatin levan {iretmedigini tespit

etmislerdir.
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Cizelge 4.2. izolatlarm morfolojik dzellikleri
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Cizelge 4.2. (Devam)

" MORFOLOJIK OZELLIKLERI
é c c =< 2
S | eS| g2 | B : 5 | 52| 8 8
@ 52| 5 R S & = = 2 g
N g | =2© & - @ Z 3 o) N
= L T )
BA13 Gr(-) - + +(2) - + + +
BA15 Gr(-) - + +(2) - + + +
BA16 Gr(-) - + + - + + +
BA17 Gr(-) - + +(2) - + +(2) +
BA18 Gr(-) - + +(2) - + + +
BA19 Gr(-) - + +(2) - + - +
BA20 Gr(-) - + +(2) - + + +
BA23 Gr(-) - + + - + - +
BA24 Gr(-) - + +(2) - + + +

Zayif (Z), negatif (-), pozitif (+), gram negatif Gr (-), Mavi (M), Sar1-Yesil (YS)

4.2.5. Sitrat analizi

Bazi organizmalar ortamda fermente edebilecekleri glikoz  gibi
karbonhidratlar olmadiginda, enerji elde etmek i¢in karbon kaynagi olarak sitrati
kullanabilmektedirler. Mikroorganizmalarin sitrati kullanip kullanmadiklarini ise

sitrat kullanim testleri ile belirlenmektedir (Holt ve ark., 1994).

Izolatlarrmizdan B15, B16, B17, B19, N11, N12, N13, M2, M4, D2, D5, D6,
D7, D8, D9,D10, D11, BA2, BA13, BA1S5, BA17, BA18, BA19, BA20, BA24 sitrat

negatif olup diger izolatlar pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.2).
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. -— e - S
Sekil 4.4. Pseudomonas D10, B25, BA13, D4 izolatlarinin sitrat analiz sonucu; B25, D4 sitrati kullanabilen,
D10 ve BA13 sitrat1 kullanamayan

Siddiqui ve ark. (2007) tarafindan yapilan caligmada, mercimek rizosferinden
izole ettikleri sekiz floresan Pseudomonas izolatinin sitrat kullamimlar degerlendirilmis,
test edilen 8 izolatin sitratt kullandiklar1 incelenmistir. Ahmad ve ark (2008); kok
bolgesinden izole ettikleri bakterilerin sitrat testinde %100 pozitif sonu¢ verdigini

belirtmislerdir.

Bakterilerin demir, aluminyum, ¢inko, kalsiyum, galyum gibi ¢esitli metallere
kars1 direngli olduklar1 tabiatta ¢ok bulunan elementleri sitrat ile birlikte kompleks

olusturarak oksitleyebildiklerini bildirmislerdir (Holt ve ark., 1994).
4.2.6. Nitrat rediiksiyonu

Yapilan nitrat rediiktaz testi sonucu tiim izolatlar pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge
4.2). Pseudomonas spp. izolatlari nitrat1 nitrite indirgenebildikleri, bu indirgenme,
rediiktaz enzimlerinin katalitik etkisiyle ve genellikle anaerobik kosullarda
gerceklestigini belirtmislerdir. Ayrica hiicre i¢cinde metabolize edilerek protein ve

niikleik asit yaprminda da kullanildigim bildirmislerdir (Oztiirk ve ark., 2003).
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4.2.7. Oksidaz testi

Izolatlardan B16, B26, N12, N14, BA2 ve BA19 disindaki tiimizolatlar oksidazi
pozitif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

4.2.8. Katalaz testi

Izolatlarin hepsinde katalaz pozitif olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2).
Pseudomonas B6, B8 ve B1 izolatlarinin katalaz testi Sekil 4.5.’de verilmistir.

Sekil 4.5. Pseudomonas B6, B8 ve B1 izolatlarmin katalaz test sonucu; B6, B8, B1 katalaz pozitif

Costa ve ark. (2006) yaptiklar1 arastirmada Pseudomonas grubu bakterilerin
oksidaz testinin pozitif veya negatif olarak degisiklik gosterdigini; Holt ve ark.,
(1994) ise Pseudomonas bakterilerinin pozitif oldugunu bildirmistir. Aragtirmacilarin

sonuglar1 bizim sonuglarimizla benzerlik gostermektedir.
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4.3. Pseudomonas sp. izolatlarmim Farkh Sicakhk ve Tuza Toleranshklari

Pseudomonas izolatlarinin 4, 28, 37, 41 °C’lik sicakliklar ve %1, % 2, % 3 ve %
4’lik NaCl igeren ortamlardaki toleranshiliklar1 incelenmistir (Cizelge 4.3).
Izolatlarrmizdan, +4 °C’de B2, B10, B22, B25, D1, D4, D9, D10, BA13 zayif gelismis,
B1, B4, B7, B8, B9, B14, B21, B23, B26 ve BA2 gelismis, diger izolatlarda gelisme
gortilmemistir. 28 °C’de tiim izolatlar gelismistir. 37 °C’de B2, B5, B10, B22, B24, B25,
M4, D1, D3, D5, D6, BA13, BA14, BA23, BA24’de zayif gelisme géstermistir. 41 °C’de
B1, B7, B9, Bl14, B15, B16, B17, B19, B21, B26, N11, N13, N14, D4, D8, D9, D11,
BA2, BA15, BA17, BA18, BA19, BA20 izolatlar gelismis, B2, BS, B8, B10, B22, B24,
N12, M4, D1, D3, D5, D6, D10 ve BA23 izolatlariin ise zayif gelisme gosterdigi
saptanmustir (Cizelge 4.3).

Trivedi ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, Pseudomonas corrugata’nin 7-
35 °C arasindaki sicaklik degerlerinde gelismesi incelenmis, en iyi gelismenin 21 °C’de
oldugu belirtilmistir. Ayrica yapilan deneylerde de Pseudomonas corrugata’nin
Alternaria alternata ve Fusarium oxysporum’a karsi en iyi 21 °C’de antagonistik aktivite

gosterdigini belirlemisleridir.

Pseudomonas spp.’nin sicakliga olan toleranslihig ile ilgili yapilan bir ¢caligmada,
Pseudomonas RJ2 izolatinin 20, 40 ve 41 °C’de gelisimleri degerlendirilmis en iyi
gelismenin 20 °C ile 40 °C arasinda oldugu, 41°C’de gelismenin olmadigimi tespit
etmislerdir (Jayaswal ve ark., 1990).

Sicakligim, bitki gelisimini  tesvik eden mikroorganizmalarda  koloni
olusturmalarinda etkili olup olmadiklarin1 degerlendirmek icin yapilan bir ¢alismada
zolatlarm 14, 18 ve 22 °C’deki gelisimleri incelenmistir. Aragtirma sonucuna gore
sicaklik degerlerinin koloni olugturmada etkili olduklari, en iyi koloni olusumunun 22
°C’de gergeklestigi rapor edilmistir (Davies ve Whitbread, 1989). Siddiqui ve ark. (2007)
floresan Pseudomonas spp.’lerin 8 izolatinin 4 °C ve 41 °C ‘deki sicaklik gelisimlerine
bakmuglar ve 4 °C’de 3 izolatin gelisebildigi, 41 °C’de ise 5 izolatin gelistigini rapor

etmislerdir.
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Tuza toleranshilik deneyinde kontrol (%0), %1, %2, %3 NaCl’de izolatlar toleransl
bulundu. %4 NaCl i¢eren ortamda ise, izolatlardan B16, M2, M4, D2, D5, D6, D9, D10,
BA13, BA17, BA19, BA20, BA23 ve BA24’lin gelisme gostermedigi, N13 ve D8’in
zayif gelistigi, diger tiim izolatlarin ise gelisme gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.3).

Egamberdieva (2005), P. denitrificans’in %7 NaCl’de gelismedigini, P. rathonis’in
ise toleransl oldugunu bildirmistir. Ayrica arastirici, tuza toleranshiginin topraktaki yasam

icin bir avantaj oldugunu belirtmistir.

Jayaswal ve ark. (1990) Pseudomonas RJ2 izolatinin %2’lik tuza tolerans
gosterdigini rapor etmislerdir. Calismamizdaki Pseudomonas izolatlarimizin farkli
sicaklik derecelerinde gelisebilmeleri ve farkli tuz konsantrasyonlara toleransliliklart
Bergey’s Manual of Sistematik Bakteriyolojide verilen Pseudomonas spp. bakterilerinin
ozellikleriyle uygunluk gostermektedir. Izolatlarn farkli sicakhik derecelerinde ve farkli
tuz konsantrasyonlarmda farkli gelisme gostermeleri ise, izolatlar arasindaki farkliliktan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. izolatlarm farkli sicaklik ve tuza toleransliklar:

< |+ |+ +|+]|+|+]|+]|+|+|+]|+|+] ]+ +|+]+]+|+F|+]F+|[F]F]FN]F] o o+ o+ +] ] N ]+
&
X TS TN BN I S N N S N N T I I T S N T I B I T T N T T N T S A I I T I I T
0
—_
()]
Z
m o VI B I S I N I S N N T S T I T S N T B I T S N I T N O T S A I I T I I T
(T}
—
O
T
M — |+ |+ |+ +|+|+|+|+ |+ +|+]|+|+][+|+]|+|+|+|+]|+|+|+]|+]|+]|+|+]|+]+|+|+]|+|+][+|+]+]|+]|+]|+
D
T
O |+ |+ |+ |+ |+|+|+|+ |+ +|+]|+]|+|[+|+]|+]|+|+|+]|+|+|+|+]|+]|+|+]|+]|+|+|+]|+]|+][+|+]+]|+]|+]|+
S OFINf ] O INPH (NN [ F ] E[ ] N O IN] [ F N N N NIN] [N+
nm.u W+Z++Z+++Z++++++++Z+ZZ++++++ZZ+Z+ZZ++++
4
—
X
mA.u %++++++++++++++++++++++++++++++++++++++
n
< |+ IN] v+ v+ F]TFIN]L v LF] v FINLF]OCINLF] v N IN ] ININ
dV1Lv10Z| o w o[~ |o|o ol |wlo|=|o|o | o
e lalelslon oo SR ISRIZBERIRINNIRFIRIQIEEIEE |azlclalelt|v|o|ola |2 =
NN nnonnonaonooaoo@|Zz|Z|(Z|Z|[Z2|=Z[a|l0a|la(a|la|la|la|a|a

38



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA inci GULER

Cizelge 4.3. (Devam)

SICAKLIK ( °C) TUZA TOLERANSLILIK (%)
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(+) = gelisme var  (-) = Gelisme yok

4.4. Pseudomonas spp. izolatlarimn Farklh Karbon Kaynaklarindaki Gelisimleri

Izolatlarmmzin  gelisimi ortama eklenen karbon kaynaklarma goére farklilik
gostermistir. Maltoz igeren ortamda, izolatlardan sadece BA2 gelisme gostermemis diger
izolatlar gelismistir. Mannitol igeren ortamda B3, B7, B8, B14, B21, B26, D2, D4, M2,
M4, BA2, BA13, BA23 ve BA24’iin gelismedigi, B2, B6, B10, B11, B15, B20, B24, D3,
BA14, BA16 zayif, diger izolatlarin ise gelistigi gézlenmistir.

Triptofan igeren ortamda B1, B12, B16, B17, B19, B25, N11, N12, N13, D5, D6,
D7, D8, D9, D10, D11, BA2, BAI1S5, BA17, BAI1§, BA19 ve BA20 nolu izolatlar
gelismistir. B9, B23, D1, D2, D3, M4 ve BA14 ise zayif gelisme gostermistir. Fruktoz
iceren ortamda ise, B4, B24, B26, D3, M4, BA13 ve BA16 nolu izolatlarda gelisme
gortilmemistir (Cizelge 4.4).

Ksiloz ortaminda, B4, B13, B15, B24, B26, D3, D10, M4, BA14, BA16, BA24

gelisme goriilmemigstir. Diger izolatlar gelisme gostermistir (Cizelge 4.4).
Mu-inositol i¢eren ortamda, B1, B4, B12, B17, B19, B25, N12, N13, D1, D2, D5,

Dl10, D11, M4, BA2, BA13, BA18, BA23, N14, BA14, BAI1S, BAl6, BA19, BA20

gelismis, diger izolatlar gelisme gostermemistir (Cizelge 4.4).
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Mikroorganizmalarin ¢ogu kendileri igin gerekli olan enerjiyi karbonhidratlar gibi
substratlarin biyooksidasyonunu gercgeklestiren enzimler yardimiyla elde ederler (Ji ve
Wilson, 2002). Organizmalarin karbonhidratlar1 kullammm, sahip olduklart enzim
sistemleriyle ilgili olup, bir tilirlin farkli izolatlar1 arasinda karbonhidratlart kullanim

bakimindan farklilik oldugu saptanmistir (Lugtenberg ve ark., 2001).

Organik substratlarca zengin rizosfer bolgelerinin mikroorganizmalarin gelismeleri
uyardigi, kok bolgesinde bakteri sayisim arttirdigr bildirilmistir (Egamberdieva, 2005).
Koklerden salgilanan sizintilarin ve rizosferde bulunan karbonhidratlarin mikrobiyal
gelismeyi arttirdign bilinmektedir. Ayrica kanalizasyon sulariyla yapilan sulama sonucu
insanlara patojen olan Pseudomonas aeruginosa’nin bugdayda hastalik etmeni P.
ultimum’a biyokontrol etmeni olarak etkili oldugu belirlenmistir (Egamberdieva ve ark.,
2005). Cevresel izolatlarin, klinik izolatlardan genotipik, taksonomik ve metabolik
ozellikleriyle ayrildig1 birgok caligmada gosterilmistir (Guo ve ark., 2005; Egamberdieva
ve ark., 2005; Egamberdieva ve ark., 2008). Rizosfer bolgelerinden izole edilen
izolatlarin ise insan viicudunda direk kolonize olduguna dair tam bir kanit bulunamamigtir
(Egamberdieva, 2005). Arastirmada elde edilen izolatlarm test edilen karbon
kaynaklarinin cogunu kullandiklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Glukoz igeren ortamda, N11, N13, D9, D10, D11, M4, BA17, BA18, BA19
izolatlarinda gelisme gostermemistir (Cizelge 4.5). Walsh ve ark. (2001), rizosferde
yiiksek oranda bulunan floresan Pseudomonas’larin ortamdaki karbon kaynaklarmin
cesitlilifine bagli olarak rekabette etkili olduklarmi saptamislardir. Lugtenberg ve ark.
(2001), ise yaptiklari bir ¢aligmada Pseudomonas spp.’nin kok bolgesinde kolonize olarak
rekabet i¢in besinleri katabolize ettiklerini ve karbon kaynaklarin1 kullandiklarini rapor
etmiglerdir. Ahmad ve ark (2008) rizosfer fluoresan Pseudomonas izolatlarinin
karbon kaynaklarindan; glukozu % 55.56, laktozu % 11.11, siikrozu 9%33.33
kullandigr ve mannitolu ise kullanilamadigini rapor etmislerdir. Arastirmada,
izolatlarin % 72.34’niin mannitolu, % 78.72’nin glikozu karbon kaynagi olarak
kullandig1 belirlenmistir. Karbon kaynaklarindan triptofan1 kullanabilen izolat

yiizdesi ise %57.44 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. izolatlarmn farkli karbon kaynaklarindaki gelisimleri

KARBON KAYNAKLARI
..—(E = c Ie)
g | & g s$ | £ ] 2| 3 | ¢
X s c ! S 3 g E:
= = = L= X Z o
B1 + + + + + +
B2 + +(2) - + _ T
B3 + - - R +
B4 +(2) + - - - + +(2)
B5 + + - +(2) + - +
B7 + - - + + - +
B8 + - - _ +(2) _ +
B9 + + +(2) + - +
B10 + +(2) - + + _ +
B11 + +(2) - +(2) + - +
B14 + - - + + - +
B15 + +(2) - + - R +
B16 + + + + + - +
B17 + + + + +(2) +
B19 + + + + + +
B20 + +(2) - +(2) +(2) - +
B21 + - - + +(2) - +
B22 + + - + + - +
B23 + + +(2) + + - +
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Cizelge 4.4. (Devam)
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Jayaswal ve ark. (1990), Pseudomonas RJ2 izolatinin karbon kaynagi olarak

mositol,

mannitol

kullanamadiklarini rapor etmislerdir.
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4.6. Pseudomonas spp. izolatlarimin Antibiyotik Duyarhliklar

Izolatlarin penisilin, ampisilin, streptomisin, kloromfenikol ve siklohekzimid
antibiyotiklerine direnclilikleri test edilmistir. Kullanilan antibiyotiklerin 100, 250,
500, 750, 1000, 1500 pg/ml’lik dozlar1 kullanlmistir. izolatlarin antibiyotiklere karsi
gelisme gosterebilmesi direngli, gelisme gosterememesi ise duyarli olarak rapor

edilmistir.

Penisilinin 100 pg/ml’lik dozunda B16, B17, B19, N11, N12, N13, M2, M4,
D2, BA2, BA13, BA17, BA1S8, BA19, BA20, BA23 gelisme gostermemistir. 250,
500, ve 1000 pg/ml’lik dozlarda ise izolatlardan B3, BA24 ve 1000 pg/ml’lik dozda
ise BS5, B24 nolu izolatlar gelisme gostermediginden penisilinin kullanilan bu
dozlarina kars1 duyarli oldugu belirlenmistir. Diger izolatlarin bu dozlara direngli
olarak saptanmistir. 1500pg/ml’lik dozda B2, B23, B11 ve B21 gelisme gostermistir.
Penisilinin kullanilan en yiiksek dozunda (1500 pg/ml) ise 4 izolat (B2, B11, B21,

B23) toleransli olarak bulunmustur.

Izolatlarm streptomisin 100 pg/ml’lik dozunda 13 izolatin (B16, B17, B19,
NI11, N13, M2, BA2, BA1S5, BA17, BA18, BA19, BA20, BA23, BA24) duyarl
digerlerinin ise toleranslt oldugu belirlenmistir. Streptomisinin 250 ve 500 pg/ml’lik
dozlarinda 24 izolat (B1, B2, B5, B7, B§, B9, B10, B11, B14, B20, B21, B22, B23,
B24, B25, B26, D1, D3, D4, D5, D6, D8, D9, D10) toleranshilik gostermistir. Test
edilen 1000 ve 1500 pg/ml’lik dozlarda ise izolatlarin gelisme gostermedigi

saptanmuigtir.

Jayaswal ve ark. (1990) antibiyotik duyarlilik ¢alismasinda, Pseudomonas RJ2
izolatinin, kloromfenikole kars1 duyarli oldugu; ampisilin, penisilin ve streptomisine karsi

ise direngli oldugunu belirtmistir.

Pandey ve ark (2001) tarafindan yapilan bir ¢galismada Pseudomonas corrugata’nin

2 farkli izolatmin farkli antibiyotiklere karst olan direngliligini incelemisler. Izolatlarin
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ampisilinin ~ 10-1500 pg/ml’lik  dozlarinda diregli oldugunu saptamislardir.

Aragtiricilarin bulgular1 bizim bulgularimizi desteklemektedir.

Ayrica Pandey ve ark. (2001); Pseudomonas’in 2 izolatinin kloromfenikolun100
pg/ml’lik dozunda gelisme gosterdigini tespit etmislerdir. Bizim izolatlarimizdan
bazilariin kloromfenikolun 1500 pg/ml’lik dozunda da direngli oldugu incelenmistir

(Cizelge 4.5). Bu da Pseudomonas izolatlarimizin farkli oldugunu géstermistir.

100 pg/ml’de ampiciline kars1 izolatlardan B17, B19, N11, N13, M2, BA16, B
Al17, BA18, BA19, BA20, BA23’iin duyarli oldugu bulunmustur. Ampisilinin 250,
500 ve 1000 pg/ml’lik dozlarinda ise 27 izolatin (B1, B2, B3, B4, B5, B7, BS, B9,
B14, B15, B21, B22, B23, B24, B25, B26, N14, M4, D1, D3, D4, D6, D9, D10,
D11, BA2, BA15) direncli oldugu saptanmigtir. 1500 pg/ml’lik dozda ise sadece 14
izolat (B1, B2, B5, B7, B9, B10, B11, B21, B22, B23, B25, D1, D4, BA2) ampisiline

ise direnclilik géstermistir.

Izolatlardan bazilarinin ampisilin 1000 pg/ml’lik doza direnglilikleri Sekil 4.6

verilmigtir.

Sekil 4.6. Pseudomonas D10, B22, B24, DI, B17, B23, BI9 ve Nl4 izolatlarmin ampisiline
direnglilikleri. B17 duyarli; B23, B17, D1, B24, B22, D10, N14 direncli
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Kloromfenikoliin 100 ug/ml’lik dozunda izolardan B16, B17, B19, N11, N13,
M2, BA2, BAI1S, BA17, BA1S, BA19, BA20 ve BA23’iin gelismedigi, 250 ve 500
ng/ml’lik dozda ise B16, B17, B19, N11, N12, N13, M2, M4, D2, D8, D10, D11, BA2,
BA13, BA15, BA17, BA18, BA19, BA20, BA23, BA24’lin gelisme gdstermemistir.
1000 pg/ml’lik dozda izolatlardan B1, B2, B3, B4, BS, B6, B7, B8, B9, B10, B11, B14,
B15, B20, B21, B22, B23, B24, B25, B26, D1, D3, D4 ‘iin kloromfenikole direngli
oldugu saptanmistir. 1500 pg/ml’lik dozda 12 izolat (B1, B3, BS, B7, B9, B11, B21,
B22, B23, B25, D1, D3) direnglilik gdstermistir. Izolatlardan bazilarmm kloromfenikoliin
250 pg/ml’lik dozuna direnglilikleri Sekil 4.7.”de verilmistir.

Sekil 4.7. Pseudomonas B22, B14, B9, B23, B4, B7, B21, B8 izolatlarinin 250 pg/ml dozdaki
kloromfenikole direnglilikleri.

Sekil 4.7.de B14, B22, BS, B21, B7, B4, B23, B9 izolatlarinin 250 pg/ml
dozdaki kloromfenikol direngli oldugu goriilmektedir.
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Sindhu ve ark. (1999) patojenik fungide Pseudomonas spp.’nin antagonistik etkisini
incelemek igin yaptiklar1 ¢alismalarinda, Pseudomonas spp.’lerin antibiyotik direngliligini
aragtirmuglar ve Pseudomonas izolatlarndan 6 tanesinin 20, 50, 100 ve 200 pg/ml™lik
dozlardaki ampisilin, kloromfenikol ve stereptomisine duyarliliklarimni incelemislerdir. Bu
sonuca gdre ampisilin ve kloromfenikolun 200 pg/ml™’lik dozlarma 6 izolatin direngli
oldugu, ancak iki izolatin streptomisinin 200 pg/ml™’lik dozuna direngsiz oldugunu rapor
etmislerdir.

Siklohekzimidin 100 pg/ml’lik dozunda B16, B17, B19, N11, N13, M2, BA2,
BA17, BA18, BA19, BA20, BA23, 250 ve 500 pg/ml’lik dozunda B16, B17, B19, N11,
N12,N13, M2, M4, D2, BA2, BA13, BA15, BA17, BA18, BA19, BA20, BA23 ve 1000
ug/ml’lik dozda ise B16, B17, B19, N11, N12, N13, M2, M4, D2, D10, D11, BA2,
BA13, BA15, BA17, BAI1S8, BA19, BA20, BA23, BA24’iin duyarli oldugu ve
gelismedigi belirlenmistir. 1500 pg/ml’lik dozda B4, B8, B15, B16, B17, B19, B24, B26,
NI11, N12, N13, M2, M4, D2, D9, D10, D11, BA2, BA13, BA15, BA17, BA18§, BA19,
BA20, BA23, BA24 izolatlarimin gelisim gostermedigi saptanmugtir. Antibiyotik
duyarliliklart  goriilmeyip negatif, diger izolatlar pozitif sonu¢ vermistir.
Pseudomonas’in bazi izolatlarinin siklohekzimide olan toleransliliklar1 Sekil 4.8. ‘de

goriilmektedir.

Sekil 4. 8. Pseudomonas B20, D4, N11, B2, BA13, B10, M2, BA23 izolatlarinin 250 pg/ml’lik
dozda siklohekzimide direnglilikleri. B10, B20, D4, B2 direngli; N11, BA23, M2, BA13
duyarlt
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Sekil 4.8.’de izolatlardan B20, B2, B10 ve D4’tin 1000 pg/ml’ye toleransh
oldugu goriilmektedir. Calismada kullandigimiz izolatlardan, test edilen antibiyotiklerin

farkl1 dozlarina kars1 olan % direnclilik oranlar1 Cizelge 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Izolatlarm antibiyotik konsantrasyonlarma etkisindeki % oranlar

o . KONSANTRASYONLAR (ug/ml)
ANTIBIYOTIKLER
100 250 500 1000 1500
Penisilin 66 60 60 55 9
Streptomisin 72 51 51 0 0
Kloromfenikol 69 51 51 45 29
Ampisilin 79 62 62 62 30
Siklohekzimid 71 61 61 51 41

Izolatlardan 100 pg/ml’lik dozda en yiiksek olarak Ampisiline %79 direnglilik
gostermistir. Bunu sirasiyla; %72 orantyla streptomisin, %71 orantyla siklohekzimid, %69
orantyla kloromfenikol ve %66 oraniyla penisilin izlemistir. 100 pg/ml’lik dozda izolatlar
arasi en diisiik direnclilik %66 orantyla penisilinde saptanmustir. izolatlardan 250 ve 500
ng/ml’lik dozda en yiiksek olarak Ampisiline %60 direnglilik gostermistir. Bunu sirasiyla;
%61 oramyla siklohekzimid, %60 oraniyla penisilin ve % 51 oraniyla streptomisin ile
kloromfenikol izlemistir. 250 ve 500 pg/ml’lik dozda izolatlar arasi en diisiik direnglilik
%31 oramyla streptomisin ve kloromfenikolde saptanmustir. Izolatlardan 1000 pg/ml’lik
dozda en yiiksek olarak Ampisiline %62 direnglilik gdstermistir. Bunu sirastyla; %55
orantyla penisilin, %51 oraniyla siklohekzimid ve % 45 oraniyla kloromfenikol izlemistir.
1000 pg/ml’lik dozda izolatlar arast en diisiik direnclilik %0 oraniyla streptomisinde
saptanmustir. Izolatlardan 1500 pg/ml’lik dozda en yiiksek olarak Ampisiline %41
direnglilik gOstermistir. Bunu sirasiyla; %30 oraniyla Ampisilin, %29 oramyla
kloromfenikol ve %9 oraniyla penisilin izlemistir. 1500 pg/ml’lik dozda izolatlar arasi en

diisiik direnclilik %0 oraniyla streptomisinde saptanmistir (Cizelge 4.5).
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Pandey ve ark. (2001), toprakta bol miktarda bulunan antibiyotiklere kars1 direncli
olan izolatlarin mikrobiyal inokulant olarak kullanilabilecegini, direncgli olan izolatlarm
toprakta canliliklarin1 uzun yillar siirdiirebildikleri, rekabetci yetenekleri ile hastaliklary
kontrol etmede biiyiik 6nem tasidiklari Siddiqui ve ark. (2005) tarafindan yapilan
calismada belirtilmistir. izolatlarmzdan B1, B2, BS, B21, B22, B23’iin ampisilin,
siklohekzimid ve penisilinin test edilen yliksek dozunda (1500 pg/ml) direngli oldugu ve

bu izolatlarn toprakta rekabetgi 6zellik gosterebilecegi diisiintilmektedir.

4.7. Pseudomonas sp. izolatlarimin Antagonist Aktiviteleri

Sanlurfa ve gevresinde yaygin olarak tarimi yapilan musir, biber ve dereotu rizosfer
bolgesinden ve bos arazi alanlarindan izole edilen Pseudomona spp. izolatlarinin fungal
bitki patojenlerine karsi antagonistik aktiviteleri fungal gelisme {izerine incelenmis ve
izolatlar farkli etkiler gdstermistir. Inhibisyon deneylerinde izolatlarimizin Fusarium
moniliforme, F. solani, Alternaria alternata, F.culmorum, F. accumitanum, F.
chlamydosporum, A. rabiei, Drechslera sorakiniana fungal patojenlerine karsi aktiviteleri

incelenmistir.

Izolatlarmmizdan B1 ve B2 F. culmorum’a karsi etkili bulunmustur. N11 ve N14
izolatlar1 F. solani’ye karsi etkili bulunmustur. Pseudomonas N11 ve BA19’un F.

solani’ye karsi aktivitesi Sekil 4.9.”da verilmistir.

Sekil 4.9. Pseudomonas N11ve BA19’un F. solani’ye karg1 gériintiimii
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B8 izolati % 68,57 ile B23 ve M4 izolatlarinin %66,6 oraniyla F.
accuminatum’a karsi, N11 izolat1 %70.58 ile F. moniliforme’ye karsi, %83.3 ile
B16 ve %75 ile BA15 izolatlar1 F. chlamydosporum’a karsi, %96.77 ile B1, B5,
N11, N12, M4 ve BA2, % 93.54 ile B26, %83 ile B11 izolat1 ve % 80.64 ile D9 izolat1
Drechslera sorakiana’ya kars1 etkili bulunmustur (Cizelge 4.9). N11 izolat1 %87.5
ile, B8 izolatt %75, B2 izolati %70 ile Alternaria alternata’ya karsi etkili
bulunmustur. %82.97 ile D2 izolati, %80.76 ile B8 izolat1 Ascochyta rabiei’nin
gelismesini inhibe etmistir (Cizelge 4.9). Nohut rizosferinden izole ettigimiz N12
izolat1 Ascochyta rabiei’nin gelismesini %68 oraninda engellemistir. Izolatlardan B23

ve D6 nin Ascochyta rabiei’ye kars aktivitesi Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.10. Pseudomonas B23ve D6 izolatlarinin A. rabiei ile etkilegimi

Pseudomonas bakterilerinin ¢alismada kullanilan bitki patojenlerinin
gelismesini  engelledikleri belirlendi. Bu engelleme izolatlarimizca {iretilen
metabolitler ve enzimler tarafindan kaynaklanmis olabilir. Gardner ve ark. (1984) ,
Pseudomonas bakterilerinin farkli antibiyotik benzeri madde iirettiklerini ve bu
izolatlarin patojen olan Pseudomonas bakterilerinkinden farkli dirence sahip

olduklarini bildirmislerdir.
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Yapilan benzer ¢aligmalarda da, bitki patojenlerine karsi Pseudomonas sp.’nin etkili
oldugu saptanmistir (Ahmad ve ark., 2008; Guo ve ark., 2007; Costa ve ark., 2000).

Pseudomonas izolatlar tarafindan iiretilen farkli kimyasal yapidaki metabolitlerin,
fungal membranin gegirgenligini etkiledigi, fungal miselyumun gelismesini Snleyerek
spor olusumunu engelledigi arastirmacilar tarafindan saptanmistir (Muleta ve ark., 2007

Costa ve ark., 2006; Egabberdiyeva, 2005).

Izolatlarin F. accuminatum’a kars: etkisi Sekil 4.11.’de ve F. culmorum’a karsi
antagonistik etkileri Sekil 4.12.’de verilmistir.

kontrol

Sekil 4.11. Pseudomonas B14 ve D3’iin F. accuminatum’a etkisi

F. accuminatum’un kontrol grubunda normal geliserek petriyi kapladig:
goriiliirken, B14 ve D3 izolatlarinin oldugu petride izolatlarin bu fungal patojenin

gelisimini engelledigi goriilmiistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Pseudomonas B2 ve D4, Pseudomonas D6, B23 izolatlarmin F. culmorum’a karsi
gorunimi

Pseudomonas’in B2, D4, D6 ve B23 izolatlarinin F. culmorum’un gelisimini
engelledikleri Sekil 4.12°de belirlenmistir.

Sekil 4.13.’de B1, B2 ve B8 izolatlarimin Fusarium culmorum F. solani, F.

acumminatum, F. moniliforme, Alternaria alternata, Drechslera sorokiniana, Ascochyta

rabiei ve F. chlamydosporum’ye kars1 aktiviteleri verilmistir.
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Sekil 4.13. Izolatlarin fungal patojenlere karst %RI degerleri

dirence sahip olmalarindan kaynaklanabilecegi gibi, Pseudomonas izolatlarinin farkli

kimyasal ve enzim iiretmelerinden de kaynaklanmis olabilir.
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Pseudomonas spp. izolatlari arasinda ortaya ¢ikan bu farklilik patojenlerin farkli

Izolatlarm ve patojenik funguslara ait varyans analizi Cizelge 4.6.’da verilmistir.

izolatlar arasmdaki farklilik %1 diizeyinde istatistiki olarak énemli bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Varyans analiz Tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F

Kaynagi derecesi Toplami Ortalamasi

Genel 375 209401.9 558.40.51 1.59

izolat 46 45128.3 981.0 2.8*

Patojen 7 51688.2 7384.03 21.12**

Hata 322 112585.4 349.64

** %1 diizeyinde 6nemli

Izolatlarm 8 farkli

fungal patojene olan etkinliklerini Duncan testi ile

belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Izolatlarm Duncan testine gore etkinlikleri

Izolat Etkinlik Izolat Etkinlik Izolat Etkinlik

diizeyi diizeyi diizeyi
Bl 60.75 B21 41.63 D5 34.88
B2 54.00 B22 49.13 D6 35.50
B3 46.63 B23 47.75 D8 35.25
B4 30.00 B24 31.38 D9 40.00
B5 38.1 B25 42.63 D10 37.38
B7 33.00 B26 325 D11 48.75
B8 58.00 N11 471 BA2 50.4
B9 33.63 N12 45.8 BA13 20.75
B10 37.00 N13 43.50 BA15 30.2
B11 42.63 N14 41.50 BA17 20.38
B14 43.50 M2 29.50 BA18 17.25
B15 36.50 M4 45.0 BA19 21.00
B16 31.1 D1 40.50 BA20 19.13
B17 13.88 D2 27.00 BA23 33.25
B19 12.63 D3 34.13 BA24 23.75
B20 41.50 D4 34.88
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Cizelge 4.7.’de de goriildiigii gibi, izolatlarirmizin patojen iizerindeki etkileri 60.75
ile 12.63 arasinda degisiklik gostermistir. En etkili olarak Pseudomonas B1 izolat1 60.75

ile, en diistiik etki gosteren ise 12.63 ile Pseudomonas B19 izolati olmustur.

Izolatlarin farkli fungal patojenlere karst % engellemesi ile ilgili veriler ise Cizelge

4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Izolatlarin farkh fungal patojenlere karst % engellemesi

BITKi PATOJENI FUNGUSLAR

5 £ E 2 = z g

< = I= @ 5 <3 3 T T

3| | B | £ | 2 | LB 5| 5| &

N = @ 3 5 =4 g £ .

% . 8 s E ? < <
0 w I a
o

B1 75 34.61 62.85 52.94 58.33 96.77 50 54.9
B2 75 30.76 40 47.05 41.66 61.29 70 65.71
B3 47.61 19.23 50 26.47 83.3 41.93 50 56.25
B4 20 11.53 62.55 235 16.6 51.61 20 33.3
B5 11.11 23.07 44.9 26.47 - 96.77 45 58
B7 1.1 26.92 9.09 32.35 41.6 41.93 57.5 44 4
B8 556.5 26.92 68.57 4117 58.3 58.06 75 80.76
B9 55.55 19.23 42.85 11.76 - 45.16 45 50
B10 40 3.84 70 20.58 33.3 58.06 37.5 33.3
B11 40.54 23.07 44.9 35.29 16.6 83.87 37.5 60
B14 66.6 23.07 37.5 41.17 8.3 61.29 41.66 69.04
B15 61.1 15.38 9.09 - 25 66.66 62.5 52.7
B16 11.11 - 3.12 8.82 83.3 51.61 45 45.65
B17 - - 277 17.64 16.6 64.51 62.5 4,25
B19 - - 25 - - 258 50 -
B20 56.55 11.53 42.85 41.17 333 51.61 55 40
B21 56 23.07 33.3 41.34 16.6 61.29 52.77 48.83
B22 67.56 23.07 60 41.34 25 61.29 55 60
B23 42.85 23.07 66.6 4117 41.66 64.51 57.5 44 .4
B24 11.11 23.07 3.12 55.88 41.66 61.29 425 13.04
B25 65.9 3.84 54.28 4117 16.6 45.16 50 64
B26 - 30.76 50 35.29 - 93.54 50 -
N11 - 57.69 74 70.58 50 96.77 87.5 6.52
N12 51.35 7.69 35.29 11.76 33.33 96.77 62.5 68
N13 48.64 50 25 11.76 66.6 74.19 65 6.25
N14 51.93 57.69 33.3 50 25 51.61 37.5 25
M2 23.07 - 25.92 47.05 75 51.61 - 13.04
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Cizelge 4.8. (Devam)

BiTKi PATOJENiI FUNGUSLAR
x g
S £ 5 2 S g o
< g g g 5 2 £ g g
RS2 | 5| 5| 2| & | 2 :
A I A T - R
L (&}
LL
M4 50 - 66.6 11.76 66.66 |96.77 25 42.5
D1 375 2692 (333 26.47 25 70.96 50 55
D2 25 3.84 33.3 - - 45.94 25 82.97
D3 3513 |[23.07 |416 26.47 - 58.06 37.5 52.38
D4 4054 |- 20 235 33.3 61.29 475 54.28
D3 2391 [3846 |47.68 26.47 50 45.16 375 11.11
D6 60 2307 (133 32.35 4166 |45.16 40 28.8
D8 5769 [30.76 |13.3 11.76 50 48.38 45 25
D9 333 2692 [31.25 26.47 - 80.64 65 57.49
D10 33.3 2307 |43.75 4117 - 54.83 50 53.19
D11 56.52 [23.07 |52.38 41.17 50 51.61 57.5 57.69
BA2 5555 |[23.07 |60 4117 - 96.77 62.5 64
BA13 |. - 9.09 5.8 3333 [2258 25 70
BA15 |- - 62.5 2.94 75 64.51 25 10.63
BA17  |41.47 |- - - - 4561 25 50.98
BA18 |6 - 16.6 - 41.6 45.61 25 2.32
BA19 4418 |- 33.3 - 4166 |38.7 - 11.1
BA20 |- - 9.09 26.47 8.3 45.16 45 20
BA23 4883 |- 33.3 3235 4166 |48.38 24 37.7
BA24 | 51.1 - 33.3 2.94 16.6 25.8 - 59.57

(-) = Fungus gelisimini engellemedi

Izolatlarin Drechslera sorakiniana’nin gelisimi iizerine etkili olduklar1 incelenmis,

B1, B2, B4, B5, B8, B10, Bll, B14, B15, B16, B17, B20, B21, B22, B23, B24, B26,
NI11, N12, N13, N14, M2, M4, D1, D3, D4, D9, D10, D11, BA2, BA1S5 izolatlar1 %

50’nin tizerinde etkili bulunmustur (Cizelge 4.8).

Fusarium culmorum’a kars1 en etkili olarak %75 oramyla B1 ve B2 izolat1 olup

B17, B19, B26, N11, BA13, BA15, BA20 izolatlar ise etkisiz olarak saptanmustir. F.

solani’ye karst N11 ve N14 izolatlar1 %57.69 oraniyla en etkili olarak bulunmustur. B16,
B17, B19, M2, M4, D4, BA13, BAI1S, BA17, BAIS, BA19, BA20, BA23 ve BA24

izolatlar1 F. solani’ye kars1 etkili bulunmamustir.
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F. accuminatum’a kars1 B8 izolat1 %68.57 oraniyla en etkili olarak bulunmustur.
BA17 izolat1 F. accuminatum’a Kkarsi etkili bulunmamustir. F. moniliforme’ye kars1 N11
izolat1 %70.58 oraniyla en etkili olarak bulunmustur. B15, B19, D2, BA17, BA18 ve
BA19 izolatlar1 F. moniliforme’ye karsi etkili bulunmamustir. F. chlamydosporum’a karst
B3 ve B16 izolatt % 83.3 oraniyla en etkili olarak bulunmustur. B5, B9, B19, B26, D2,
D3, D9, D10, BA2 ve BA17 izolatlar1 F. chlamydosporum’a kars1 etkili bulunmamustir.
Drechslera sorakiniana’ya karsi B1, B5, N11, N12, M4 ve BA2 izolatlar1 %96.77
oraniyla en etkili olarak bulunmustur. Dreschlera sorakiniana’ya karst en disiik etki
%22.58 oraniyla BA13 izolatinda goriilmiistiir. Alternaria alternata’ya karst N11 izolati
%87.5 orantyla en etkili bulunmustur. M2, BA19, BA24 izolatlar1 Alternaria alternata’ya
kars1 etkili bulunmamustir. Ascochyta rabie’ye karsi1 D2 izolati %82.97 oramyla en etkili
bulunmustur. B19 ve B26 izolatlar1 Ascochyta rabie’ye karsi etkili bulunmamustir.

Cizelge 4.9. Izolatlarm Duncan testine gére bitki patojenlerine etkinlikleri

Patojen Etkinlik
Fusarium moniliforme 37.11
Fusarium solani 17.30
Alternaria alternata 35.38
Fusarium culmorum 26.53
Fusarium accuminatum 31.57
Drechslera sorakiana 59.79
Fusarium chlamydosporum 42.83
Ascochyta rabiei 41.34

Yapilan Duncan testine gore izolatlar1 patojenler arasinda en fazla Drechslera
sorakiana’nin gelismesni inhibe etmislerdir. Patojenler arasinda en direngli olarak

Fusarium solani bulunmustur (Cizelge 4.9).

Fusarium tiirlerinin izolatlara karst direngli olmasi hiicre duvarlarindaki protein
miktarinin diger fungal hiicre duvarlarindan daha fazla olmasindan kaynaklanabilir. Elad
ve Baker (1985) ve Sneh ve ark. (1984) yapilan galismalarda Fusarium tiirlerine tek bir

izolatin etkili olmadigini tespit etmislerdir.
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Costa ve ark. (2006) musir rizosferinden 39 Pseudomonas spp. izolatimin Ralstonia
solanacearum’a kars1 antagonistik aktivitelerini incelemislerdir. Arastirmacilar, 1-7 mm

arasinda degisen inhibisyon zonlarmi saptanmslardir.

Caligmamizda izolatlarimizin antagonistik aktivite deneylerinde 1- 25 mm arasinda
inhibisyon zonlar1 olusturduklar1 belirlenmistir. Izolatlarimizin inhibisyon zonlari

sonuglar1 Cizelge 4.10.’da verilmistir

Cizelge 4.10. izolatlarm inhibisyon zonlart

iINHIBISYON ZONLARI (mm)
s | E| | = E E 2 S _
T | & | & S 5 E S g g
8| E| 3| £ £ W g £ w35 g
£ w :. o 3 2 ks <
w L @ a G

B1 4 - 3 - 4 17 17 -
B2 3 10 3 6 6 14 5
B3 - - 3 - - 1 21 -
B4 - - - - - - 8 -
B5 1 - 1 - - 16 10 -
B7 2 - 3 - - 3 11 -
B8 3 - 10 - 5 11 16 6
B9 - - 5 - - 2 11 -
B10 - - 1 - - 2 15 -
B11 - - - - 1 10 12 -
B14 3 - 5 - - 5 8 5
B15 ] - 2 - - 9 8 -
B16 - - 1 - - 10 19 1
B17 2 - 10 ] 12 5 -
B19 - - 3 - - 1 7 -
B20 - - 1 - - 4 12 -
B21 - - - - - - 8 -
B22 3 - 7 3 8 7 14 3
B23 ; - 10 ] 6 1 11 5
B24 3 - 5 - 10 7 13 -
B25 - - 5 - - 7 10 ;
B26 - - 2 - 1 18 16 -
N11 10 13 25 - - 13 15 -
N12 ] ] 5 ; 4 ; 10 1
N13 - 13 10 - - 1 14 -
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Cizelge 4.10. (Devam)

INHIBISYON ZONLARI (mm)

< | e . 5 < S
< | s | 5| & .- = = g
s | £ | 5| B Sl E | § | u$ 2

N o < o o o) 2
E L < El 8 @ 5 <

LL o ™ o 6

LL

N14 1 3 - - - 3 12 -
D1 3 1 1 3 - 5 10 5
D2 - - - . - . 6 4
D3 - - - - - 5 11 -
D4 - - 1 - - 7 14 -
D5 7 - 3 - 5 5 13 -
D6 2 - 3 - 5 17 .
D8 3 - 5 - - 2 10 -
D9 - 3 3 - 1 18 14 -
D10 . 1 3 . . 4 9 -
D11 2 2 3 - 3 3 8 -
M2 - - - - 1 6 18 .
M4 - - - - - - 1 .
BA2 3 - 12 - 5 5 14 2
BA13 | - . 10 - - - 16 -
BA15 | - - - - - 10 1 -
BA17 | - - 2 - - 7 14 -
BA1S | - - - - - 5 19 -
BA1O | - - - - - - 15 .
BA20 | - - 5 - - 5 11 -
BA23 | - - 2 - - 7 15 -
BA24 | - - - - - 1 12 -

(-) = Zon olusumu yok

Trivedi ve ark. (2008) Pseudomonas corrugata’nin Alternaria alternata’ya
kars1 inhibisyon zonunu; 24 saat sonra 15 mm; 48 saat sonra 25 mm; 72 saat sonra 33
mm; 96 saat sonra 41 mm; 120 saat sonra ise 47 mm olarak belirtmislerdir.
Inhibisyon zonlar1 arasinda goriilen farkliligin Pseudomonas izolatlar1 arasindaki

farkliliktan kaynaklandigi diisiiniilebilir.
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Izolatlarm test edilen fungal patojenlerin gelisimleri iizerine etkileri farkli olmustur
En yiiksek inhibisyon zonu Alternaria alternata’da 25 mm ile N11 izolatinda ve Fusarium
chlamydosporum’da 21 mm ile B3 izolatinda saptanmigtir. Bunu 19 mm ile F.
chlamydosporum’a kars1t BA18 izolati izlemistir. Pandey ve ark. (1998) Pseudomonas
corrugata 1’in Fusarium moniliforme’ye karst inhibisyon zonunun 8.7 mm ve
Pseudomonas corrugata 7’nin Fusarium moniliforme’ye karsi inhibisyon zonunun 8.3
mm oldugunu belirtmislerdir (Cizelge 4.10).

Ahmad ve ark (2008) kok bolgesinden izole ettikleri bakterilerin aktivitelerini
incelemisler, Pseudomonas Ps5 izolatinin F. solani’ye karsi Nutrient agar ortaminda

inhibisyon zonunun 12 mm oldugunu bildirmislerdir.

4.8. Pseudomonas spp. Izolatlarimin Enzim Aktiviteleri

Calismada kullanilan fungal patojenlere karsi antagonistik aktivitede etkili
bulunan izolatlarin amilaz, kitinaz, selliilaz, {ireaz, proteaz, lipaz gibi hidrolitik
enzimleri arastirilmigtir. Nisasta, Pseudomonas spp. izolatlarinca sentezlenen
ekstraselliller amilaz enzimi tarafindan hidrolize edilerek glikoza kadar
ayristirtlmaktadir (Guo ve ark., 2007). Kishore ve ark., (2005) ve Klein ve ark.,
(1998) tarafindan bircok tarim irilinlerinin bulundugu toprak ve rizosfer
orneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. izolatlarinda amilaz aktivite

belirlenmistir.

Test edilen izolatlardan B17, N11, N12, N13, BA2, BA13, BA17, BAI9,
BA20, BA23 ve BA24’iin amilaz aktiviteleri pozitif olarak belirlenmistir (Cizelge
4.11).

Sekil 4.14.de B17, BA2, N13, D8 izolatlarinin amilaz aktivitesi verilmistir.
BA2, B17 ve N13 parlak renk olusturmalariyla pozitif sonu¢ vermistir. BA2, B17,
N13’lin amilaz enzimine sahip oldugu ancak N13’iin BA2 ve B17 ‘ye oranla daha
zayif nigastayr hidrolize ettigi gorilmistiir. D8’de ise amilaz aktivitesi

goriilmemektedir.
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Sekil 4.14. Pseudomonas B17, BA2, N13, D8 izolatlarinin amilaz aktivitesi

Pandey ve ark. (1998), Pseudomonas corrugata ile yaptiklar1 ¢alismalarinda nisasta

hidrolizinin pozitif sonug verdigini belirtmislerdir.

Caligmada tiim izolatlarin jelatini hidrolize etmedikleri belirlenmistir. Siddiqui
ve ark. (2007), floresan Pseudomonas’larin 8 izolatm jelatini hidroliz etmelerini
degerlendirmisler ve tiim izolatlarm pozitif sonug verdigini belirtmislerdir. Pandey ve ark.
(1998), Pseudomonas corrugata ile yaptiklari ¢alismada jelatin hidrolizinin pozitif sonug
verdigini rapor etmislerdir. Egamberdieva (2005) izolatlardan P. denitrificans ve P.
rathonis’in jelatin hidrolizi gostermedigini belirtmislerdir. Arastiricinin bulgulari bizim

bulgularimizla uyum i¢indedir.

B2, B4, B7, B8, B9, B14, B15, B16, B17, B21, B23, B24, B25, B26, D1, D2,
D4, D5, D10, M2, M4, BA2, BA13, BAI15, BA17, BA18, BA24 izolatlar lipaz
aktivitesinde pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.11). Pandey ve ark. (1998)
Pseudomonas corrugata ile yapilan ¢alismalarinda Tween-80 (lipaz) hidrolizasyonunun
pozitif sonug verdigini belirtmislerdir. Ahmad ve ark (2008); kok bolgesinden izole
ettikleri fluoresan Pseudomonas’larin %77.78’nin lipaz aktivite gosterdigini,
Egamberdieva (2005) ise lipaz aktivitesinde P. denitrificans’in negatif, P. rathonis’in ise

pozitif sonug verdigini bildirmistir.
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Calismada, B17, B19, N11, N12, N14, BA2, BA20, BA23, D8 ve DI1
izolatlar1 proteaz aktivitesine sahip iken diger izolatlarin proteaz aktivitesine sahip
olmadig1 saptanmustir (Cizelge 4.12). Egamberdieva (2005) izolatlardan P. denitrificans

ve P. rathonis’de proteaz aktivitesinin gergeklesmedigini belirtmistir.

Dogada azottan sonra en fazla ihtiyag duyulan ikinci element fosfordur. Fosforun
cogu topraklarda ¢oziinemeyen form seklinde bulunur. Toprakta ¢ok az bir (yaklasik
%0.1) kismu bitkilerin yararlanilabilecegi formda bulunmaktadir (Podile ve Kishore,
2006). Bitkinin fosfora ihtiyaglar1 fosforlu giibrelerin verilmesiyle giderildigi gibi,
topraktaki cesitli mikroorganizmalarin sahip oldugu fosfataz enzimiyle bitkilerin
alabilecegi formlara doniisebilmektedir (Podile ve Kishore, 2006). Fosfat ¢ozebilen
bakterilerin bashcalarimin  Bacillus, Pseudomonas, Erwinia spp. ve Azotobacter

chroococcum oldugu bildirilmistir (Podile ve Rishore, 2006).

Izolatlardan D5 ve D11 izolatlarinda fosfataz aktivite belirlenmistir (Cizelge 4.11).
Topraktan izole edilen Pseudomonas spp.’den 6zellikle P. chlororaphis ve P. putida’nin
fosfataz enzimiyle fosfati ¢ozebildikleri saptanmustir (Kim ve ark., 1998b). Hariprasad ve
Niranjana (2008) yaptiklar1 bir ¢aligmada, Pseudomonas izolatlarinin agar ortaminda
fosfataz enzimi trettiklerini bildirmislerdir. Fosfataz enzimi iiretebilen izolatlarin toprakta
¢coziinmez haldeki fosfati ¢ozerek bitkilerin kullanimina sundugu ve bdylece bitkinin

fosfat ihtiyacinin giderilebilecegi agiklanmustir (Podile ve Kishore, 2006).

Vessey (2003) fosfor ¢ozebilen mikroorganizmlarin rizosfer bdlgesinde yogun
olarak bulundugunu bildirmistir. Hariprasad ve Nijanjana, (2008) cesitli rizosfer
bakterilerinin fosfati ¢zebilirliklerini incelemisler, domates rizosferinden izole ettikleri

Pseudomonas spp.’nin bazi izolatimin fosfat1 ¢ozebildigini saptamuslardir.
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Cizelge 4.11.Pseudomonas spp. izolatlarinin enzim aktiviteleri

ENZIM AKTIVITELERI
T N = a &
= = IS ° =
Syl Sy 2l2c¢E
= ° | E < S S = 3 N
D < £ N © Y 3 =
© [0 5 o (%)) £ =
s | 5|8 £ | ©
B1 - - - - - + + -
B5 + - - - - + + -
B8 - - - +(2) - - + + -
B16 - - - +(2) - - + +(Z2) |+(18)
B17 - + - +(2) - + + - +(12)
B22 + - - - - - - + -
B26 - - +(2) - - + - +(8)
N13 - + - - - - - +(2) -
N14 + - - - - + + + +(1)
D1 + - - +(2) - - - + -
D5 + | - - [ @ [+ ] - + - | -
D8 + - - - - + + - -
D9 - - - - - - + - -
D11 - - - - +(3) + + + +(1)
M2 - - - +(3) - - - - |1+
M4 - - - +(4) - - + -
BA2 + + - +(2) - + +(Z) | +(6)
BA15 - - - +(2) - - - +(1)

Zayif (Z), negatif (-), pozitif (+)

Trivedi ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢aligmada

P. corrugata’nin lipaz ve

kitinaz enzimlerini drettigini, A. alternata ve F. oxysporum’un hiicre duvarlarini

karbon kaynagi olarak kullanarak kitinaz enzimi enzimini tirettigini bulmuslardir. P.

corrugata’nin amilaz, selliilaz ve proteaz aktivite gdstermedigini belirlemislerdir.

Arastirmada, B8, B17, B26, N14, D5, DS, D9, D11, BA2, B1, B16 ve BA15

izolatlariin selliilaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Sekil 4.15.”de Pseudomonas

N14, M2, B22 ve BS5 izolatlarinin seliilaz aktivitesi verilmistir.
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Sekil 4.15. Pseudomonas N14, M2, B22 ve B5 izolatlarinin seliilaz aktivitesi

Sekil 4.15.°de N14 izolatinda goriilen agik zon, izolatin selliilaz aktivitesi
gosterdigini, M2, B5 ve B22 izolatlarinda agik zon olusumu goriilmediginden

selliilaz aktivitesine sahip olmadiklarini1 géstermektedir.

Fluorescent Pseudomonas spp.’nin ¢esitli tarim {riinlerinin  rizosfer
bolgelerinde bol miktarda bulundugu Sindhu ve Dadarwal (2001) tarafindan
bildirilmistir. Fluorescent Pseudomonas spp. bakterilerinin kitinolitik aktivite ve
selliilotik aktiviteye sahip oldukar1 rapor edilmistir (Lim ve ark., 1991; Nielson ve
ark.,, 1998). Kitin, fitopatojenik funguslarin hiicre duvarinda bulunmaktadir.
Kitinolitik bakterilerin, antifungal 6zelliklerinin kitinaz B-1-3-glukanaz ve proteaz
gibi litik enzimlerle beraber etkili oldugu yapilan ¢alismada tespit edilmistir (Boer ve

ark., 1998).
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[zolatlarimizin kitinaz aktiviteleri Sekil 4.15. ve 4.16.’da verilmistir.

=
all

R
PR y

Sekil 4.16. Pseudomonas B16, B1, B5 ve B8 izolatlarinin kitinaz aktivitesi

Sekil 4.16.’da B16 izolatinin koloni etrafinda goriilen agik renkli zon, B16 nin
kitinaz aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. B8, B5 ve Bl izolatlarinin
kolonilerinin etrafinda olusmayan zon ise kitinaz aktivitesinin olmadigini
gostermektedir. Nagrajkumar ve ark., (2004) ve Viswanathan ve Samiyappan (2001)
siderefor, oksin gibi bitki gelisimini tesvik eden hormonlarin, biyoaktif
metabolitlerin, glukanaz, kitinaz, lipaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimlerin
Pseudomonas spp. tarafindan iretildigini rapor etmislerdir. Arastirmada saptanan
izolatlar ¢esitli hidrolitik enzimleri tiretmislerdir. Pseudomonas M2, N11, N13 ve

N14 izolatlarinin kitinaz aktivitesi Sekil 4.17.”de verilmistir.

M‘]\J

= p
5
Ed

A N A

Sekil 4.17. Pseudomonas M2, N11, N13 ve N14 izolatlarinin kitinaz aktivitesi
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M2 izolatinin kolonisi etrafinda goriilen acik zon olusumu kitinaz aktiviteye
sahip oldugunu gostermekle birlikte, kitin igeren agar ortaminda N14, N13 ve N11

izolatlarinin kolonileri etrafinda a¢ik zon olusumu belirlenmemistir.

Izolatlardan B16’nin %83.3 ile Fusarium chlamydosporum’a, B17°nin Alternaria
alternata’ya BA2, M2 ve B16 izolatlarinin Fusarium chlamydosporum’a karsi en
yiiksek antagonistik aktivite gostermesinin kitinaz aktivitesine sahip olmalarmdan
kaynaklandigi diistiniilebilir. BA2 ve B26 izolatinin Drechslera sorakiana’ya karsi
yiiksek antagonistik aktivitesi de kitinaz aktivitesinden kaynaklanabilir. Kitinaz
aktivitesine sahip olan izolatlarin, patojen fungus hiicre duvarlarini karbon kaynagi
olarak kullandiklar1 bilinmektedir (Whipps, 2001). B26 izolatininda yiiksek
antagonistik aktivite gostermesi Drechslera sorakiana’nin hiicre duvarini sahip
oldugu kitinaz enzimiyle pargalayabilecegi ve patojenin hiicre duvarini tek karbon

kaynag1 olarak kullanabilecegi diisiiniilebilir.

Izolatlardan B16, B17, B26, N14, M2, BA2, BA15 ve D11’in kitinaz aktiviteye
sahip olduklart belirlenmistir (Cizelge 4.13). Gaffney ve ark. (1994), yaptiklari
calismada P. fluorescens tarafindan kitinaz ve siyanid, pirolnitrin gibi antifungal

bilesikler tiretilerek Rhizoctonia solani’yi kontrol altina alindigini bildirmislerdir.

Pseudomonas bakterilerince anaerobik kosullarda arjinin dehidrolaz enziminin
tiretildigi bilinmektedir. Arjinin dehidrolaz ile arjinin arnite doniismektedir (Jayaswal

ve ark., 1990).

Izolatlardan, B1, B5, B8, B22, B16, BA2, N13 N14, M4, DI, D11 Arjinin
dehidrolaziiretmis, diger izolatlar ise negatif sonu¢ vermistir. Yapilan cesitli
aragtirmalarda arjinin dehidrolaz aktivitesinin Pseudomonas spp. bakterilerinin
tanimlanmasinda 6nemli oldugu, arjinin dehidrolaz aktivitesinin Pseudomonas spp.
tiirleri arasinda degisiklik gosterdigi gibi ayni tiirlin izolatlar1 arasinda da degisiklik
gosterdigi bildirilmistir Egamberdieva ve ark., 2008; Guo ve ark., 2007; Holt ve ark.,
1994).
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Ure, toprakta iireaz enzimiyle kolayca hidrolize olurlar. Topraklara verilen
giibre olarak iire c¢esitli yollarla hidroliz olarak amonyak ve karbondioksite
doniistiiriilmektedir (Cook ve Baker, 1983). Toprakta iireyi hidroliz eden
mikroorganizmalardan biride Pseudomonas spp. bakterileri olup, lirenin amonyaga
doniigmesini sagladiklart bildirilmistir (Cook ve Baker, 1983). Calismamizda
izolatlardan B5, B22, D1, D5, D8, N14’de iireaz aktivitesi belirlenmistir (Cizelge
4.11). Sekil 4.18.”de Pseudomonas D5 iireaz aktivitesinin kontrol grubuyla birlikte

goriiniimii verilmistir.

R L) |

Sekil 4.18. Pseudomonas D5 iireaz aktivitesinin kontrol grubuyla birlikte gériiniimii

D5 izolatinin sagda goriilen kontrol grubundaki gibi sar1 renkli besiyerini
pembe-mor renge doniistiirmesi ilireaz aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
Ortadaki tiipte ise iire eklenmeyen besiyerinde, gelisen kontrolde D5 izolati, besiyeri

rengini degistirmemistir.

Egamberdieva (2005) arjinin dehidrolaz, selilaz ve {ireaz aktivitelerinde P.

denitrificans’in negatif, P. rathonis’in ise pozitif sonug verdigini rapor etmistir.

Jayaswal ve ark. (1990) ise yaptiklar1 ¢alismada; Pseudomonas RJ2 izolatinin

arjinin dehidrolaz ve iireaz aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.
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EKLER
EK 1.

. Kullamilan Mikroorganizmalarin Gelisimi icin Besiyerleri

1. King’s B Ortam (KB)

Pepton 20 gr
KH,PO4 1.5gr
MgSOy4 1.5 gr
Agar 15 gr
Gliserol 10 ml
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamm pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’e

ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

2. Pigment Uretim Ortam

Pepton 20 gr
Gliserol 20 gr
NaCl S5gr
KNO; 1 gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’¢e

ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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3.Gliserin Pepton Agar (GPA)

Pepton 10 gr
KH,PO4 0.1 gr
NaCl Sgr
Agar 15 gr
Gliserol 10 ml
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

4. Pseudomonas izolasyon agar (PiA)

Pepton 20 gr
MgCF’ l.4gr
Potasyum siilfat 10 gr
Agar 13.6 gr
Gliserol 20 ml
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

5. Pseudomonas agar (PA)

Pepton 20 gr
KH,PO4 1.5 gr
MgSOq4 1.5 gr
Agar 12gr
Gliserol 10 ml
Distile su 1000 ml
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Hazirlanan ortamin pH’sti 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 740,2’¢
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Steril
edilen ortama 0.013 g/l kloromfenikol filtreden gegirilerek eklenmistir.

6. Trypticase soy agar (TSA)

Pepton 20 gr
NaCl Sgr

Agar 15 gr
Kristal viyole 0.0002 gr
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziilerek pH 7’ye ayarlanmistir. Ortam 121 °C’de

15 dakika otoklavlanarak kullanilmustir.

7. Patates Dekstroz agar (MERCK)

Patates influsion 4 gr
D(+) glikoz 20 gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Patates Dekstroz agar ortami, 39g/1 olacak sekilde hazirlanmustir. 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir.

80



EK 2.

Kullamilan Mikroorganizmalarin Gelisme Ortami

Nutrient Broth (Fluka)

Et ekstract 3gr
Pepton Sgr
Distile su 1000 ml

Nutrient Broth 13 g/l olacak sekilde distile suda eritilmistir. Otoklavda 121
°C’de 15 dakika steril edildikten sonra kullanilmisgtir.
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EK 3.

Kullamlan Cozeltiler
2. iyot (Lugol) ¢cozeltisi
Iyot 1 gr
Potasyum iyodiir (KI) 2gr
Sodyum bikarbonat (%5°lik) 60 ml
Distile su 250 ml

Iyot ve potasyum iyodiir 5 ml dH,O’da ¢oziilmiis, karistma 250 ml dH,O ve

60 ml %5°lik sodyum bikarbonat ilave edilip hazirlanmistir.

3. Kristal viyole
2 g kristal viyole 10 ml etil alkol (%95) i¢inde ¢oziilmiistiir. 0.8 g amonyum
okzalat 80 ml saf suda ¢6ziilmiis ve bu iki ¢ozelti birbiri ile karigtirilmagtr.

4. Safranin cozeltisi

0.25 g safranin 10 ml %95’lik etil alkolde ¢oziilerek saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmustir.
5. 1M NaOH
NaOH 40 gr
Distile su 1000 ml
6. 1M HCI1
HCl 36.5 gr
Distile su 1000 ml
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7. %8S ‘lik NaCl ¢ozeltisi

NaCl 85 gr
Distile su 100 ml
Igerik karistirilmastir.

8. %3’liik H,0,
H,0O, 3 ml

Distile su 97 ml
Icerik karistirilmistr.

9. %30 ‘luk Gliserol
Gliserol 30 ml

Distile su 70 ml
Icerik karistirilmus, 121 °C’de 15 dakika siire ile steril edilmistir.

10. Peptonlu Cozelti
Distile su 20 ml
Pepton 2gr

Pepton distile suda ¢oziinmiis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir.
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EK 4.

izolatlarin Farkh Sicaklik ve Farkl Tuz Konsantrasyonlarinda Kullamilan

Ortam
King’s B broth
Pepton 20 gr
KH,PO4 1.5 gr
MgSOy4 1.5 gr
Gliserol 10 ml
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamm pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 740,2’e
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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EK 5

Kullanilan levan iiretim ortamm

Levan testi

Sukroz 23 gr
Et ekstrakt S5gr
Distile su 1000 ml
Nutrienth agar 28¢g

Icerik karistinlarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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EK 6

Karbonhidrat Testi icin Kullamlan Ortam

Mineral Tuz Ortami

NH4H,PO4 1 gr
KCl 0.2 gr
MgS0O4 0.2 gr
Agar 12 gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’e
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Maltoz,
mannitol, triptofan, fruktoz, ksiloz, m-inositol, glikoz ayr1 ayr1 % 0.1(w/v) olacak

sekilde 0.45um’lik disposible filtreden gegirilerek ortama ayr1 ayr1 ilave edilmistir.
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Simmans agar

Sodyum sitrat
KH,PO4
NH4H,PO4
MgS0O4

Bromtimol mavisi

NaCl
Agar

Distile su

Hazirlanan ortamin

pH’s1

Sitrat Testi icin Kullanilan Ortam

2gr

1l gr

1 gr
0.2 gr
0.08
Sgr

15 gr
1000 ml

1 M NaOH veya 1 M HCI ile
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ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

7£0,2°e



EK 8

Enzimatik aktivite icin kullanilan besiyerleri

1. Sierra’s ortami

Pepton 10g
NaCl 5g
CaCl, 0.1g
Agar 17¢g
Distile su 1000 ml
Tween 80 10g

Hazirlanan ortamin pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCl ile 7+0,2’e ayarlanmigtir.
Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

2. Pikovskaya Ortam

Sukroz 10 gr
Ca(POy), 5gr
(NH4)2SO4 0.5 gr
KCl 0.2 gr
MgS0O4.7H,0 0.1 gr
Mn SO, 7H,0 0.001 gr
Fe SO4. 7TH,0 0.001 gr
Yeast ekstrakt 0.5¢gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’e
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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3. Kitin agar

Et ekstrakt 3g
Pepton S5¢g
NaCl 05¢g
Na,HPO4 02¢g
KH,PO4 02¢g
NH4Cl 0.1g
Kitin S5¢g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’e

ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

4. Nutrienth Agar (Fluka)

Pepton 5gr

Et ekstrakt 3gr
Agar 12 gr
Distile su 1000 ml

Nutrient agar besi ortami, 28 g/l olacak sekilde hazirlanmistir. 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir.

5. Nisasta agar

Pepton Sgr

Et ekstrakt 3gr
Agar 12 gr
Nisasta 20 gr
Distile su 1000 ml
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Hazirlanan ortamin pH’sti 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 740,2’¢

ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

6. Selliillaz ortam

Solusyon A:

NaCl 0.25 gr
Ko,HPO,4 1.5 gr
Karboksimetilseliiloz 2.5 gr
Distile su 400 ml
Soliisyon B:

MgS04.7H,0 IM
Solusyon C:

Na,HPO4 3 gr
NH4CI 0.5 gr
Gliserol 2.5 gr
Yeast Ekstrakti 0.5 gr
Agar 6.5 gr
Distile su 100 ml
Solusyon D:

CaCl, % 7.5 (V/W)

Solusyonlar ayr1 ayr1 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. B+D
solusyonlar1 karigtirilmig ve bu karisimdan 1’er ml alinip A ve B solusyon karigimina

eklenerek ortam hazirlanmistir.
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7. Dye’s Ortami

NH4H,PO4 0.5 gr
KLoHPO4 0.5 gr
MgSOq4 0.2 gr
NaCl 0.5 gr
Yeast Ekstrakti 1 gr
Krezol kirmizisi 0.016 gr
Distile su 800 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’¢e
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. %10’luk

tire filtreden gegirilerek steril edilmis ve ortama eklenmistir.

8. Jelatin Agar
Pepton Sgr
Et ekstrakt 3gr
Agar 12 gr
Jelatin 10 gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanan ortamin  pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCI ile 7+0,2’¢e
ayarlanmustir. Besi ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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9. Thornley ortam

Pepton

NaCl

K>;HPO4
Fenol red
L-arginin HCl
Agar

Distile su

1l gr
Sgr

0.3 gr
0.01 gr
10 gr
3 gr
1000 ml

Hazirlanan ortamin pH’st 1 M NaOH veya 1 M HCl ile 7,2’e ayarlanmistir.

Besi ortamu, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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OZET

Bu c¢alismada, Sanlurfa ve cevresinden farkli rizosfer toprak orneklerinden
Pseudomonas spp. izolatlar1 izole edilmistir. Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik

ozellikleri ve bitki patojenlerine karsi antagonistik aktiviteleri arastirilmistir.

Toprak kokenli fungal bitki patojenlerinden Fusarium culmorum, Fusarium
solani, Fusarium accuminatum, F. chlamydosporum, Fusarium moniliforme, Alternaria
alternata, Drechslera sorokiniana, Ascochyta rabiei’ye karsi izolatlarin antagonistik
aktiviteleri in vitro kosullarda test edilmistir. Yapilan istatistik analizlerde izolatlar
arasinda %! diizeyinde farklilik belirlenmistir. Tek bir patojene etkili olan izolat
bulunmamasina ragmen, izolatlarin tiimiiniin en fazla Drechslera sorokiniana’nin
gelisimini inhibe ettikleri istatistik analiziyle tespit edilmistir. Patojenlere karsi en yiiksek

deger B1, BS, BA2, M4, N11 ve N12 izolatlarinda belirlenmistir.

Etkili bulunan 18 izolatin iireaz, sellulaz, amilaz, jeletinaz, fosfataz, lipaz, kitinaz,
proteaz gibi hidrolitik enzim iiretimleri degerlendirilmistir. BS, B22, N14, D1, D5, D8 ve
BA2 izolatlarinin tireaz urettikleri, B1, B5, B8, B16, B17, B26, N14, D5, D8, D9, D11,
BA2, BA15 izolatlarinin selliilaz trettikleri, B17, N13 ve BA2, izolatlariin amilaz
tirettikleri, D5, D11 izolatlarinin fosfataz {iirettikleri, tiim izolatlarin jelatini hidroliz
etmedigi, B16, B17, B26, D11, M2, BA2 ve BAL1S5 izolatlarin kitinaz iirettikleri, B17,
N14, D8, D11 ve BA2’nin proteaz lirettikleri saptanmistir.
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SUMMARY

In this study, Pseudomonas spp. isolates from different rhizophere soil samples
in Sanliurfa region were isolated. Morever morphological, physiological features and
antagonistic activities of these isolates aganist different plant pathogenic were
investigated.

The antagonistic activity of the isolates were tested in vitro conditions aganist
Fusarium culmorum, Fusarium solani, Fusarium accuminatum, F. chlamydosporum,
Fusarium moniliforme, Alternaria alternata, Drechslera sorokiniana, Ascochyta rabiei.
In conducted statistics analyzes, among bacteries were determined differences in 1%
level. It was determined with statistic analysis that all of the isolates. Pseudomonas BI1,
B5, BA2, M4, N11 and NI12 isolates showed wide range of inhibitory effect more than

one plant pathogen.

The hyrolytic enzyme productions such as urease, cellulase, amylase,
gelatinase, phosphotase, lipase, chitinase and protease were evaluated which is
efficient of 18 isolates. Urease production of B5, B22, N14, D1, D5, DS, BA2
isolates, cellulase production of B1, BS5, B8, B16, B17, B26, N14, D5, D8, D9, D11,
BA2, BAL1S isolates, amylase production of B17, N13, BA2 isolates, phosphatase
production of D5, D11 isolates, chitinase production of BA2, BA1S5 isolates and
protease production of B17, N14, D8, D11 have been determined.
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