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OZET

Doktora Tezi

KOK KANSERI HASTALIGI [Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)] iLE
MUCADELEDE BiYOAJAN BAKTERILERIN KULLANIM iMKANLARININ
ARASTIRILMASI

Nasibe TEKINER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Recep KOTAN

Bu caligmada; iilkemizde c¢esitli konukculardan izole edilen toplam bes kok kanseri etmeni
Rhizobium radiobacter izolatinin havug dilimi ve kabak meyveleri, domates ve aygicegi fideleri,
kalonse yapraklar1 ve GF 677 seftali, M9 ve MM106 elma fidan anaglarinda viriilanslik testleri
yapilmustir. Bu izolatlar tiitiinde asir1 duyarlilik testine tabi tutulmus, biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellikleri agisindan karakterize edilmistir. En yiiksek viriilanshga sahip patojen izolata karsi;
Atatiirk  Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Mikroorganizma Kiiltiir
Kolleksiyonundan temin edilen toplam 2012 potansiyel bakteri izolat1 biyoajan etkinligi i¢in petride
test edilmistir. Petri denemelerinde antibiyozis veya hiperparazitik etki gosteren en etkili ilk bes
biyoajan izolat siv1 besi ortaminda patojene karsi test edilmistir. iki farkli ortamda da etkili olan bu
potansiyel biyoajan izolatlarin bazi fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri ortaya konulmustur.
Pektolitik aktivite géstermeyen biyoajan bakteri izolatlar1 havug ve kabak meyvesinde test edilmistir.
Sera denemesinde kullanilmak iizere segilen izolatlarin metabolit iiretme ve enzim aktiviteleri
arastirllmistir. Sera denemeleri kok ve govde uygulamasi olmak iizere GF 677 seftali anacinda
yiirtitiilmiistiir. Deneme tamamlaninca uygulamalarin bitkideki antioksidan enzim igerikleri iizerine
etkileri arastirilmistir. Patojen ve sera caligmalarinda kullanilan biyoajanlarin molekiiler tanilari
yapilmustir. Elde edilen sonuglara gore; virulanslik testlerinde R. radiobacter 1B izolati en virulant
izolat olarak tespit edilmistir. Petri testlerinde toplam 2012 adet potansiyel biyoajan iginden etkili
olan 106 adet biyoajan bakteri izolat arasinda sekiz izolat pektolitik aktivite gdstermemis ve bu
izolatlar havug ile kabak meyvesinde test edilmigtir. Sivi besiyerinde patojene karsi test edilen
potansiyel biyoajan bakterilerden antibiyozis etkiye sahip izolatlarin patojenin gelisimini baskiladigi
ve hiperparazitik etki olarak degerlendirilen kati besiyeri iizerini tamamen kaplayan biyoajan
izolatlarin ise patojen ile birlikte yasamaya devam ettigi goriilmiistiir. Sera denemesinde kullanilmak
iizere FDG 48, RK 570A, RK 1977, RK 1978 ve RK 1986 biyoajan izolatlar1 secilmistir. Bu
izolatlarin metabolit test sonuglarinda; hi¢bir izolatin salisilik asit ve siderefor tiretmedigi, en yiiksek
HCN ve TAA iireten izolatlarin siras1 ile RK 570A ve RK 1978 izolatlar1 oldugu belirlenmistir. RK
570 izolat1 hari¢ tiim izolatlarin amilaz enzimi lrettigi, RK 1977 izolati hari¢ tiim izolatlarin ise
proteaz enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. En yiiksek kitinaz, fitaz ve seliilaz enzim
aktivitesine sahip olan izolatlarin siras1 ile RK 1977, RK 570A ve RK 1986 izolatlar1 oldugu tespit
edilmistir. Sera denemesi sonuglarinda kokteki ur sayist ve govdedeki ur ¢apina gore yapilan
degerlendirmede en etkili biyoajan izolatin RK 1978 oldugu tespit edilmistir. Biyoajan
uygulamalarinin ¢ogunda bitkilerin kék ve govdesinde katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
askorbat peroksidaz enzim aktivitelerinde artislarin oldugu gézlenmistir. Molekiiler tan1 sonuglarina
gore; biyoajanlardan FDG 48 izolat1 Bacillus amyloliquefaciens; RK 570A izolat1 Bacillus cereus;
RK 1977 izolat1 Aneurinibacillus migulanus; RK 1978 izolat1 Bacillus subtilis; RK 1986 izolati
Bacillus mojavensis ve patojen 1B izolati ise Agrobacterium tumefaciens olarak tanilanmigtir.

2020, 167 sayfa

Anahtar kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, Bacillus spp., biyolojik miicadele, GF 677, kok
kanseri, Rhizobium radiobacter



ABSTRACT
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INVESTIGATION OF POSSIBILITY OF BIOLOGICAL CONTROL WITH CROWN
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In this study, the virulence of Rhizobium radiobacter isolates five crown gall agents isolated from
various hosts in our country were tested on carrot slices, squash fruits, tomato and sunflower
seedlings, kalonchoe leaves and GF 677 peach, M9 and MM106 apple seedlings. These isolates were
subjected to hypersensitivity response test in tobacco and characterized from the point of their
biochemical and physiological properties. Total 2012 potential bacterial isolates obtained from
Atatilirk University, Faculty of Agriculture. Plant Protection Department, Microorganism Culture
Collection tested for bioagent activity in petri plates against the highest virulence pathogen isolate.
After, the most effective five bioagent isolates had antibiosis or hyperparazitic effect in petri plate
were tested against the pathogen in liquid medium assay. Some physiological and biochemical
properties of these potential bioagent isolates effective in two different mediums were revealed.
Bioagent bacterial isolates have no pectolitic activity were tested in carrot slices and squash fruit.
The metabolite production and enzymatic activity of the isolates selected for greenhouse tests were
investigated. The greenhouse tests were done on roots and stems of GF 677 peach seedlings. After
greenhouse tests completed, antioxidant enzymes contents in the plants were investigated. Pathogen
and the bioagents strains used greenhouse tests were identified as molecular. According to results, R.
radiobacter 1B pathogen strain were determined as the most virulent strain in virulence tests. The
eight strains effective among 106 bioagent bacterial strains in petri plate assays had no pectolitic
activity and these strains were tested on carrot slices and squash fruits. The strains had antibiosis
activity among bioagent bacterial strains tested against pathogen in liquid medium strangled
pathogen growing and the strains had hyperparasitic effect completely covered petri plate surface
and it determined that these strains lived with pathogen. FDG 48, RK 570A, RK 1977, RK 1978 and
RK 1986 bioagent bacterial strains were selected for greenhouse tests. In strains’ metabolit tests
results, it was determined that any strains didn’t producted salicylic acid and siderophore, RK 570A
and RK 1978 producted Hidrogen cyanide and indoleaceticacid in highly level, respectively, all
strains producted amylase enzyme except from RK 570 and all strains had protease enzyme activity
except from RK 1977. The most chitinase, phytase and cellulase enzyme activities were obtained
from RK 1977, RK 570A and RK 1986, respectively. It was determined that the most effective
bioagent strain was RK 1978 in evaluations according to galls number of on roots and galls
diameters on stems. In most of bioagents applications, the catalase, peroxidase, superoxidedismutase
and ascorbate peroxidase enzyme activities increased in plant roots and stems. According to
molecular identification results, FDG 48 were identified as Bacillus amyloliquefaciens; RK 570A as
Bacillus cereus; RK 1977 as Aneurinibacillus migulanus; RK 1978 as Bacillus subtilis; RK 1986 as
Bacillus mojavensis and pathogen 1B as Rhizobium radiobacter.

2020, 167 pages

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, Bacillus spp., biological control, crown gall, GF 677,
Rhizobium radiobacter
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1. GIRIS

Meyveler, insanlarin gilinliik beslenmesinde gerekli olan karbonhidrat, yag, protein,
vitamin, mineral ve su gibi besin dgelerini ihtiva etmeleri, viicuda alinan besinlerden
daha iyi yararlanmay1 saglamalari, antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinden dolay1

saglik izerine olumlu etkilere sahiptirler (Yamankaradeniz 1981; Howell et al. 2001).

Diinya’da taze meyve iiretimi yapilan alan 5,634,61 hektar alanda (ha) 33,630,68 ton
(bin ton cinsinden) iiretim gergeklestirilmistir (FAO 2017). Taze meyve iretim
faaliyetinin yapildig: iilkeler liretim miktarlarina gore; sar1 renkle belirtilen iilkeler 0-
2,997 ton, agik turuncu 2,998-11,322 ton, turuncu renk 11,323-48,324 ton, kirmizi renk
48,325-521,312 ton, koyu kirmiz1 521,313 ve iizeri ile belirtilmistir. Ulkemiz ise bu

renklerden turuncu renk ile belirtilmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Diinya’da yas meyve tiretimi yapilan bolgeler (FAO 2017)

Taze meyve iliretiminde Diinya’da s6z sahibi olan ilk 10 {ilke sirasiyla; Cin, Hindistan,
Brezilya, ABD, Tiirkiye, Meksika, iran, Ispanya, Endonezya ve Italya’dir. Ulkemiz bu

iilkeler arasinda besinci sirada yer almaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii



(FAO), (2017) verilerine gore, diinyada 65,2 milyon hektar alanda 865,8 milyon ton

taze meyve tiretimi yapilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya’da taze meyve iireticisi ilk on iilkenin son bes yila ait iiretim
degerleri (ton) (FAO 2017)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016
Cin 233,372,703 245,837,653 251,573,690 262,071,865 272,084,320
Hindistan 76,878,206 84,005,088 89,921,108 88,840,605 90,891,160
Brezilya 41,441,659 40,852,604 40,530,705 40,123,520 39,685,921
ABD 29,980,381 30,435,717 28,600,046 27,251,813 27,114,383
Tiirkiye 20,571,039 20,908,293 19,895,134 20,295,787 21,743,289
Meksika 17,567,723 19,102,971 19,326,770 20,209,697 21,430,774
fran 18,971,939 20,690,706 19,076,252 18,760,017 19,415,179
Ispanya 16,458,754 19,638,805 19,372,248 19,571,236 19,048,180
Endonezya 18,978,104 18,006,377 18,510,202 20,687,650 18,524,178
italya 16,095,092 17,533,826 16,658,101 18,353,269 18,003,485

Cizelge 1.1°e gore 2016 yilinda Cin 272 milyon tonluk iiretimi ile diinyada en fazla taze
meyve lireten iilke konumundadir. Cin diinya yas meyve iiretiminden %31 oraninda pay
almaktadir. Bu iilkeyi sirasiyla Hindistan (90,8 milyon ton) ve Brezilya (39,6 milyon
ton) izlemektedir. Ulkemiz ise, ~22 milyon tonluk yas meyve iiretimi ile diinya
siralamasinda besinci sirada yer almakta ve diinya yas meyve lretiminin %3’linii
karsilamaktadir. Diinyada yas meyve iiretiminde 6nemli olan diger iilkeler 21,4 milyon
ton iiretim ile Meksika altinci, 19,4 milyon ton iiretim ile iran yedinci, 19 milyon ton
iiretim ile Ispanya sekizinci, 18,5 milyon ton ile Endonezya dokuzuncu ve 18 milyon

ton iiretim ile Italya onuncu sirada yer almaktadir (FAO 2017).]



Ulkemiz; iiretime uygun, verimli ve genis tarim arazilerine sahip olmasi, 7 bdlgede
farkli ekolojik kosullarin bulunmasindan dolay1 meyve ve sebzelerinin iyi kosullarda ve
kaliteli olarak yetisebildigi nadir iilkelerden birisidir. Ayrica diinyada iiretimi yapilan
pek ¢ok meyvenin de anavatani olmasi sebebiyle meyve yetistiriciliginde 6énemli bir
yere sahiptir (Agaoglu vd 1997). Diinyada yetistiriciligi yapilan yaklasik 140 adet
meyve tlirliniin 80’den fazlasi iilkemizde yetistirilmektedir ve hemen hemen her
mevsimde her bolgede meyve iiretimi gerceklestirilmektedir. Bu sebeple iilkemiz yas
meyve iiretiminde s6z sahibi iilkeler arasinda yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) verilerine gére 2018 yilinda; Ulkemizde yaklasik 3,3 milyon hektar alanda, 22,1
milyon ton yas meyve iiretimi yapilmistir (TUIK 2018). Ulkemiz yas meyveler
icerisinde yer alan yumusak ve sert ¢ekirdekli meyveler iizlimsii meyvelerden sonra en
cok tiiretilen meyve gruplaridir. Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyveler denilince sirasiyla;
elma (Malus communis Desf.), armut (Pyrus communis L.), ayva (Cydonia oblonga
Mill.), musmula (Mespilus germanica L.), yenidiinya (Eriobotrya japonica Lindl.);
seftali (Prunus persica L.), erik (P. domestica L.), kiraz (P. avium L.), visne (P. cerasus
L.), kayis1 (P. armeniaca L.) akla gelmektedir. Bu meyve gruplarinin son on yila ait
meyve veren agag sayist ve iretim degerleri Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’de verilmistir.
Buna gore en ¢ok iiretimi yapilan yumusak c¢ekirdekli meyve elma (3,6 milyon ton)
olurken onu armut (519,451), ayva (176,479), yenidiinya (15,984) ve musmula (4,695)
takip etmistir. Sert ¢ekirdekli meyvelerde ise seftali olmustur (789,457 bin ton) ve onu
kayis1 (750,000), kiraz (639,564), erik (296,878) ve visne (184,167) takip etmektedir.
Son 10 yilda meyve veren aga¢ sayilarinda ve buna bagh olarak iiretim degerlerinde
genel olarak artis gozlemlenmistir. Baz1 yillarda iiretim degerleri artig gosterirken bazi
yillarda bir 6nceki seneye gore azalis gosterdigi goriilmektedir. (Cizelge 1.2 ve Cizelge

1.3) (TUIK 2018).



Cizelge 1.2. Ulkemizde son 10 yila ait sert ¢cekirdekli meyve veren agac sayisi ve iiretim (ton) degerleri (TUIK 2018)

Uriinler Seftali Erik Kayisi Kiraz Visne
Yillar Mvas Uretim Mvas Uretim Mvas Uretim Mvas Uretim Mvas Uretim
2009 13,928 547,219 7,743 245,782 13,490 660,894 13,284 417,694 6,034 192,705
2010 14,364 539,403 7,816 240,806 13,770 450,000 14,740 417,905 5,977 194,989
2011 13,447 545,902 7,863 268,696 13,859 650,000 15,836 438,550 5,959 182,234
2012 14,181 611,165 8,187 300,046 14,133 760,000 16,916 470,887 5,781 186,443
2013 14,546 637,543 8,429 305,393 14,453 780,000 17,922 494,325 5,782 179,752
2014 15,149 608,513 8,658 265,490 15,005 270,000 19,087 445,556 5,932 182,577
2015 16,338 642,727 8,889 279,761 15,403 680,000 20,616 535,600 6,041 183,500
2016 16,647 674,136 8,959 297,589 15,586 730,000 21,314 599,650 5971 192,500
2017 17,064 771,459 8,388 291,934 15,949 985,000 21,587 627,132 5,617 181,874
2018 17,170 789,457 8,301 296,878 16,837 750,000 20,880 639,564 5,835 184,167

*Mvas: Meyve veren agag sayisl



Cizelge 1.3. Ulkemizde son 10 yila ait yumusak ¢ekirdekli meyve veren agag sayisi ve iiretim (ton) degerleri (TUIK 2018)

Uriinler Elma Armut Ayva Yenidiinya Musmula
Yillar Mvas Uretim Mvas Uretim  Mvas Uretim  Mvas Uretim  Mvas Uretim
2009 39,951 2,782,365 9,919 384,244 2,944 96,282 273 12,986 275 4,205
2010 41,423 2,600,000 10,028 380,003 3,074 121,085 264 12,112 265 4,362
2011 42,720 2,680,075 9,784 386,382 3,152 127,767 265 12,093 263 4,323
2012 45,254 2,888,985 10,220 442,646 3,212 136,577 265 12,105 266 4,606
2013 47,077 3,128,450 10,330 461,826 3,226 139,311 284 12,902 261 4,651
2014 48,665 2,480,444 10,827 462,336 3,104 107,243 280 12,900 247 4,134
2015 52,272 2,569,759 10,873 463,623 3,321 112,900 272 12,717 243 4,205
2016 55,585 2,925,828 11,193 472,250 3,378 126,400 279 13,950 235 4,252
2017 55,771 3,032,164 11,265 503,004 3,384 174,038 262 15,184 236 4,352
2018 61,288 3,625,960 11,485 519,451 3,384 176,479 263 15,984 248 4,695

*Mvas: Meyve veren agac sayisi



Diinya niifusunun 2050 yilinda yaklasik 10 milyar1 bulabilecegi disiiniilmektedir. Buna
bagli olarakta tarimsal iiretime talebin ~%50 civarinda artmasi beklenmektedir (FAO
2017). Meydana gelebilecek gida agigmmi kapatabilmek igin ise besin maddelerinin
liretimini birim alandan alinacak {iiriin miktarin1 arttirmak ve gida kayiplarint énlemek
icin ¢esitli uygulamalar yapilmalidir. Bu uygulamalar; uygun sulama, giibreleme, toprak
bakimi, dayanikli tohumluk/fide/fidan kullanimi, ¢evre sartlar1 dikkate alinarak
yapilacak ekim ve uygun depolama kosullaridir. Fakat diinyada ve ozellikle lilkemizde
onemli genis bir yetistiricilik alanina sahip olan yumusak ve sert ¢ekirdekli meyveler,
tohum asamasindan hasat sonrasi asamaya kadar gecen siire boyunca bitki koruma
acisindan en uygun sartlar saglansa dahi verim ve kalite kayiplarina sebep olabilecek
birgok abiyotik/biyotik faktor bulunmaktadir. Bitkilerin bu biyotik ve abiyotik faktorler
ile kars1 karsiya kaldigi zaman hayatsal faaliyetlerinde meydana gelebilecek geri
dontigiimlii veya doniisiimsiiz bozulmaya hastalanma denilmektedir. Hastaligin bitkide
meydana getirdigi zarar diizeyi konukc¢u duyarliligi, patojenin viriilensligi ve g¢evre
kosullarina bagli olarak degisir. Diinyadaki bitkisel iiretimin ~%36’sinin hastalik,
zararli ve yabanci otlardan kaynakli kaybedildigi bilinmektedir (Agrios 1997). Meyve
tiretiminde kayiplarin %12,6 hastaliklar; %7,8 bocekler; %3 yabanci otlar kaynakli bir
kaybin oldugunu bildirmistir (Agrios 1997). Yine ayni arastirici, bu kayiplart %60-75
fungal ve bakteriyel, %10-15 viral, %10 ise diger patojenler ve gevre faktorleri olmak
tizere gruplandirmistir. Bu faktorler disinda epidemi olusumuna: kiiltiirel uygulamalar,
konukgu bitkinin fazlaligi, yasi, ekim sikligi, genetik 6zellikleri, ¢evre sartlari, dormansi
periyodu gibi faktorlerde neden olmaktadir (Goldberg 2000). Bu faktorlerin etkisiyle
bitkinin kok/kok bogazi, govde, ana/yan dallar, siirgiin, yaprak, tomurcuk ve meyvede
hastaliklar meydana gelebilmektedir ve sonugta bitkide verim kayiplarina neden
olmaktadir. Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyvelerde biyotik faktorlerden kaynakli hasat
oncesi ve sonrasinda kayiplara neden olan bir¢ok etmen bulunmaktadir. Bu etmenler ve

meydana getirdigi hastaliklarin isimleri Cizelge 1.4 te verilmistir (Anonim 2008).

Cizelge 1.4°te verilen hastalik etmenlerinden bazilar1 fidan asamasindan hasat sonrasi
asamaya kadar olan silire boyunca zarar verebilirken bazilar1 sadece fidan asamasinda

zarar verebilir. Ayrica Cizelge 1.4’te verilen hastaliklar tek bir yumusak veya sert



cekirdekli meyve cesidini kapsamayip ayn1 anda hem sert hem de yumusak ¢ekirdekli

meyvelerde hastalik olusturabilmektedir.

Cizelge 1.4. Ulkemizde yumusak ve sert cekirdekli meyvelerde goriilen fungal,
bakteriyel ve viral hastaliklar ile hastalik etmenleri (Anonim 2008)

Fungal Hastaliklar

Hastahk ismi

Hastalhik Etmeni

Armillaria kok clirtikligii

Armillaria mellea (Vahl)

Rosellinia kok ciiriikliigii

Rosellinia necatrix (Prill)

Elma kara lekesi

Venturia inaequalis (Cke Wint.)

Armut lara lekesi

Venturia pirina (Aderh.)

Elma memeli pasi

Gymnosporangium confusum (Plowr.)

Ayva ve armutta kahverengi leke

Diplocarpon mespili (Sor.)

Elma kiillemesi

Podosphaera leucotricha (EIl. et al.)

Meyve monilyast

Monilinia fructigena (Honey)

Elma meyve ¢iiriikliigi

Alternaria alternata (Fr. Keissler)

Eriklerde cep hastaligi

Taphrina pruni (Fuck. Tul.)

Kiraz ve visnede yaprak lekesi

Blumeriella jaapii (Rehm.)

Meyve monilyasi (mumya)

Sclerotinia fructigena

Yaprakdelen (¢il) Wilsonomyces carpophylus (Lév.)
Seftali karalekesi Cladosporium carpophilum (Thuem)
Seftali kiillemesi Sphaerotheca pannosa var. persicae

Seftali yaprak kivircikligt

Taphrina deformans (Berk)

Bakteriyel Hastaliklar
Hastalik ismi Hastalik Etmeni
Kok kanseri Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)
Ates yanikligi Erwinia amylovora (Burrill)
Aci1 benek Pseudomonas syringae pv. papulans

Tomurcuk yanikligi

Pseudomonas syringae pv. syringae (Van Hall)

Kabuk kavlamasi

Pseudomonas syringae pv. syringae (Van Hall)

Sacak kok

Agrobacterium rhizogenes (Riker)

Bakteriyel dal yanikligi

Erwinia stewartii (Smith)

Sert ¢ekird. meyvelerde bakteriyel kanser Pseudomonas syringae pv. syringae (Van Hall)
Sert ¢ekirdekli meyvelerde zamklanma Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald)

Viral Hastahklar

Hastalik ismi Hastahk Etmeni

Elma yaprak klorotik leke viriisii
Elma mozaik viriisii Apple mosaic ilarvirus (ApMV)
Elma govde gukurlagma viriisii Apple stem grooving viriis (ASGV)
Sarka viriisii Plum pox potyvirus (PPV)

Kiraz yaprak kivrilma viriisii Cherry leafroll nepovirus (CLRV)
Erik ciicelik virtisii Prune dwarf ilarvirus (PDV)

Apple chlorotic leaf spot viriis (ACLSV)




Bu hastaliklar i¢erisinde, yumusak ve sert ¢ekirdekli meyvelerde ekonomik kayba neden
olan en 6nemli hastaligi Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)’in neden
oldugu kok kanseri hastaligidir. Kok kanseri agaglarin, {iziim baglarinin ve odunsu
bitkilerin koklerinde ve govde tabaninda siklikla gozlenebilen anormal ur benzeri
biiyiimelere verilen isimdir. R. radiobacter (A. tumefaciens), Agrobacterium cinsi

icerisinde yer alan 6nemli bir bitki patojenidir.

Hastalik ile ilk kayit; Fridiano Cavara adli arastiric1 tarafindan 1897 yilinda Italya'nin
Napoli Kraliyet Botanik Bahgeleri'nde bulunan asma govdesinde olugmus ur yapisi ve
buna sebep olan etmenin bir bakteri (Bacillus ampelopsorae) oldugunu ayrintili olarak
anlatmistir (Cavara 1897a, 1897b). Bunu takiben Hedgcock (1904, 1910) asmalarda gal
olusumuna neden olan bir bakteri izole ettigini bildirmistir; ancak Ancak bu iki literatiir
kaynak yeterince deger gormemistir. Literatiirde en fazla referans Smith and Townsend
(1907)’in bakteriyi izole edip Bacterium tumefaciens olarak adlandirdiklar1 ¢alisma
olmustur. Smith (1911)’de hastalik {izerinde yogun bir sekilde c¢alisarak B.
tumefaciens’in ¢ok sayida otsu bitkide de kok kanseri olusumunu indiikleyebilecegini
gdstermistir. Ilerleyen siiregte bakterinin ismi Pseudomonas tumefaciens olarak (Duggar
1909), sonra Phytomonas tumefaciens (Bergey et al. 1923), bunu takiben Polymonas
tumefaciens (Lieske 1928), ve en son Agrobacterium tumefaciens (Conn 1942) olarak
degistirilmistir. P. tumefaciens'in yasam dongiisiiniin degisen asamalari Stapp and
Bortels (1931) tarafindan tarif edilmistir. Smith (1911) bu hastalik {izerine yogun olarak
calismig ve B. tumefaciens, ¢ok sayida otsu bitkide kok bogazi kanseri olusumuna neden
olabilecegini ortaya koymustur. Diinya’da etmenin meydana getirdigi urlara farkli
tilkelerde farkli isimler verilmistir (Fabre and Dunal 1853; Fletcher 1890; Kado 2014);
fakat en son fidan ftireticileri, giftgiler ve uzmanlar kok bogazi kisminda ur olusumuna
sebep olan hastaligin meydana geldigi bolgeden dolay1r hastalia kok ve kok bogazi
kanseri (Crown Gall) ismi verilmistir (Kado 2014). Patojen, Diinya’da yaygin olarak
goriilen, bitki patojeni bakteriler igerisinde en genis konukcu dizisine sahip, fidan
yetistiriciliginde tretimi smirlayan, ekonomik kayiplara sebep olan Onemli bir
hastaliktir (Lippincot et al. 1981; Penyalver et al. 2000). Hastaligin yaklasik 77 tilkede
yayilis gosterdigi belirlenmis ve goriildiigi iilkeler Sekil 1.2°deki Diinya haritasinda



isaretlenmistir. Hastalik etmeni, R. radiobacter (A. tumefaciens), diinyada molekiiler
bitki patolojisinde ilk on bakteri icerisinde yer almaktadir (EPPO 2019).

Sekil 1.2. Kok kanseri etmeninin diinyadaki yayilis1 (EPPO 2019)

Hastaligin varlig1 iilkemizde ilk kez Izmir’de seftali, erik ve ayvalarda, sonra Edirne’de
vigne, elma ve amut agaclarinda goriilmiistiir. Bunlari takiben yapilan galigmalar sonucu
hastaligin iilkemizin ¢ogu bolgesinde mevcut oldugu belirlenmistir (Karaca 1977).
Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyveler (Bozkurt ve Soylu 2011; Aysan et al. 2003)
disinda siis bitkilerinden krizantem ve giilde de varhig1 tespit edilmistir (Oden 1991).
Bunun sonucunda daha Once karantinaya tabi olan etmen yaygin olarak bulundugu

gerekgesiyle zirai karantina listesinden ¢ikarilmistir (Anonim 2009).

Kok kanseri hastaligi ekonomik anlamda dikotiledon bitkilerden yaklasik 140 cins
100’den farkli bitki familyasindaki bitkilerin kok kanserine duyarli oldugu ve biiyiik
kayiplara sebep oldugu [meyve agaglar1 (badem, elma, kayisi, kiraz, seftali, armut, erik,
ceviz vb.),yaban mersini (ahududu, yabanmersini vb.), tiziim ve ¢ok ¢esitli siis bitkileri
(krizantemler, giiller, kavaklar, vb.)] bildirilmistir (EI-Fiki and Giles 1981; Braun 1982;
Cooksey and Moore 1982; Kerr and Tate 1984; Lopez et al. 1987; 1989; Moore and
Canfield 1996; Mart1 et al. 1999; Collins 2001; Gupta et al. 2010). Ayrica R.
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radiobacter (A. tumefaciens)’in tiim bitki tiirlerinin mekanik inokiilasyonuyla kolayca
ur olusumunu indiikledigi bilinmektedir (Kado 2010). Monokotil bitkiler icerisinde
sadece Liliales takiminin bazi iiyeleri bu hastalia karst hassas olup bu takim
haricindeki bitki tiirleri ve baklagil bitki tiirlerinin konuk¢usu degildir (Campillo et al.
2012).

Hastalik bitkilerin kok ve kok bogazinda neoplastik belirtiler icerisinde yer alan ur
olusumu ile karakterize edilir. Urlar, ana kok boyunca toprak seviyesinde veya altinda
olustugu icin kok bogazi uru olarak isimlendirilmistir. Konuk¢u bitkide bakterinin
bulundugu yerdeki parankima hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesi, boliinmesi ve asiri
¢ogalmasi sonucu baslayan hastaligin ilk belirtisi kii¢iik urlardir. Toprak iistiinde olusan
urlarin yiizeyi piiriizsiiz ya da ¢ok az gatlaks1 goriiniimde olabilir. Hastalik 6nce gévde
ve koklerin 6zellikle toprak yiizeyine yakin bolgelerinde kiiciik ve hizli asir1 biiylimeler
seklinde kendini gosterir. ilk basta agik krem, beyaz ya da ten rengi yumusak urlarken
ilerleyen zamanlarda dis dokularin yiizeyindeki hiicrelerin cilirimesiyle kahverengi-
siyaha doner. Daha sonra bitkinin kok ya da gdvdesini sarararak disa dogru yayilir. Bu
urlardan bazilar1 zamanla ¢iiriiyerek aktivitesini yitirirken, bazilar1 takip eden sezonda
herhangi bir yiizeyinden tekrar taze gelisimler gosterebilir. Bitkilerde ur olusumu
disinda; bodurlasma, kiiclik ve klorotik yaprak ¢ikarma gibi belirtilere de neden olabilir.
Bu belirtilerin sonunda bitkilerin tamamen kurumasina ve 6liimiine sebep olmaktadir.
Fidancilik sektoriinde ve meyve bahgelerinde yogun bulagiklik ile karsi karsiya
kalindiginda iiretime son dahi verilebilmektedir (De Cleene and De Ley 1976; Saygili
vd 2008). Kok bogazi uru zarari ile ilgili literatiirde ¢ok farkliliklar bulunmaktadir.
Izolatlarin viriilenslik derecelerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Htay and Kerr

1974; Moore 1976; Schroth et al. 1988).

R. radiobacter (A. tumefaciens), gram negatif, yaklasik 1,5-3 um uzunlugunda 0,4-0,8
um c¢apinda c¢ubuk sekilli, genelikle tek tek veya kisa zincirler halinde bulunan,
hareketli, 2-4 adet peritrik kamgiya sahip, toprak kokenli, spor olusturmayan, optimum
25-28°C sicaklikta gelisen, 37°C’de viriilanslhigin1 kaybeden bir bakteridir (Romanenko
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and Perepnikhatka 1984). Oksijenli solunum yapan etmen denitrifikasyon yoluyla

oksijensiz solunum yapma yetenegine de sahiptir (Baek et al. 2008).

Etmen Nutrient agar (NA) iizerinde Kkarakteristik olarak kiigiik, dairesel, oval,
dikdortgen, parlak, mat opak veya yar1 saydam disbiikey, yumusak kenarli beyaz
koloniler olusturur (Jindal et al. 1990). Katalaz pozitif ve genellikle oksidaz ve iireaz
pozitif 6zelliktedir. Karbon kaynag1 olarak bir¢cok karbonhidati, organik asit tuzlarini ve
aminoasitleri kullanabilir ancak seliiloz, nisasta ve agari kullanamazlar. D-glikoz, D-
galaktoz ve diger karbonhidrat igeren mineral tuz iceren besiyerinde asit iretirler.
Litmus milk besiyerini alkaliye doniistiirebilirler. Etmen belirli ortamlarda kapsiil
olusturan, karbonhidrat iceren ortamda genelde ekstraseliilar polisakkarit iiretebilen,
jelatini sulandirmayan, nitrat1 nitrite indirgeyebilen, laktoz’dan 3-ketolaktoz iiretebilen,
niikleer maddenin yeniden birlestirilmesi ve ayrilmasinin gerceklestigi eseyli asamada
yildiz seklindeki diizenlemeleri olusturabilen bir bakteridir (Agrios 1997). Asiri
duyarlilik reaksiyonunda (HR) sonu¢ vermeyen ve infiltrasyon yapilan bdlgede tipik

sar1 renkte klorozise sebep olan bir bakteri tiirtidiir (Kado and Crosa 1994).

R. radiobacter (A. tumefaciens); Proteobacteria subesinde, Alphaproteobacteria
smifinda, Rhizobiaceae familyasinda yer almaktadir fakat siniflandirma g¢aligmalar
devam etmektedir. Young et al. (2001) A. tumefaciens’in Rhizobium cinsi igerisinde yer
almasi gerektigini bildirmiglerdir ancak Lindstrom and Young (2011)’de Agrobacterium
biovar 1’in birka¢ genomik tiir veya genomovardan olusan bir kompleks olmasindan
dolayr Agrobacterium cinsi igerisinde yer almasi gerektigini belirtmislerdir. Patojen

yaygin olarak kullanildig1 ismi A. tumefaciens olarak anilmaktadir.

R. radiobacter (A. tumefaciens), toprakta saprofit olarak uzun yillar yasayabilen,
yagmur, sulama suyu ve toprak isleme aletleriyle bulasabilen bir etmendir (Nester
2015). Etmenin bitkide ur olusumuna neden olabilmesi i¢in yaralanmasi gereklidir.
Yara bolgesinden dokuyu tamir etmek i¢in salgilanan cesitli kimyasal sinyaller (fenolik
bilesikler) ile patojen bakterinin yara bolgesine ¢ekilmesini saglar (Heath et al. 1995).

R. radiobacter (A. tumefaciens)’i diger bakterilerden ayirt edici 6zelligi tiim viriilent
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tiirlerinde bulunan, ekstrakromozomal yap1 olarak bilinen ve duyarl bitki hiicrelerine
onkogenik DNA segmentini aktarabilen, ur olusumunu indiikleyebilen Ti (Tumor

Inducing Plasmid) halkasal plazmitine sahip bir bitki patojeni olmasidir.

Ti-plazmiti, 195 protein kodlayan 196 gene sahip, ~20 kbp (206,479 niikleotid)
uzunlugundadir. Bitki genomuna uyum saglayan bir ya da daha fazla T-DNA (Transfer
DNA) bolgesi, bir Vir bolgesi, bir replikasyon merkezi, konjugatif transfer bolgesi ve
opin katabolizmasi i¢in gerekli olan genlerin oldugu bolgeleri icerir (Sekil 1.3). T-DNA
bolgesi, Ti plazmit iizerinde bulunan hareketli, sag ve sol sinir dizileri ile ayrilmistir. T-
DNA bolgesi 10-30 kb boyutundadir dolayisiyla Ti plazmidinin % 10’undan daha az
kismini olusturur. Baz1 Ti plazmitleri bir T-DNA bolgesi i¢erirken, bazilar1 birden fazla
T-DNA bolgesi igerebilir. T-DNA sag ve sol sinir bolgesi 25 bp uzunlugunda ve yiiksek
homoloji gosteren sekanslardan olusur. Bu siir bolgeler arasinda kalan bdlge
arasindaki herhangi bir DNA pargas1 bitki genomuna transfer edilecek bolgeyi kapsar
(Yadav et al. 1982; Michel et al. 1990; Zupan and Zambryski 1995). Ayrica T-DNA
bolgesi, oksin ve sitokinin hormonlarin sentezinden sorumlu gen bélgelerini ve opin
olarak bilinen bitki metabolitlerinin sentezinden sorumlu gen bolgelerini igerir. Oksin
ve sitokinin hormonlari, bitki hiicresinde biiyiime ve gelismeyi diizenledikleri gibi fazla
salgilandiklarinda da bitkide kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yani ur olusumuna sebep
olurlar. Opinler dogada nadir olarak goriliirler ve disiik molekiiler agirlikli gesitli
aminoasit ve seker-fosfat tlirevleridir. Kimyasal olarak, opinler iki yapisal sinifa giren
cesitli bir gruptur. Agrocinopines, seker fosfodiesterleridir. Diger opinler ikincil amin
tiirevleridir. Nopalin ve oktopin, yaygin olarak bulunurken, lizopin, siiksinamopin,
16sinopin, cucumopin, heliopin, krisopin, mikimopin, manopin olmak iizere g¢esitli
opinler de tanimlanmustir. Opinler urlar iginde sentezlenir ve hiicre disina salgilanirlar.
Bunlar bakteriler i¢in major bir karbon / azot kaynagi olarak kullanilabilir (Firmin and
Fenwick 1978; Moore et al. 1997). Ti plazmitleri opin tipine gore siniflandirilirlar.
Nopalin 1rklarn yaklagik 20kb biiytikligiinde bir T-DNA bdlgesine sahipken, oktopin
wrklart 2 T-DNA bolgesi, TL (14kb) ve TR (7kb) igerirler. Sadece TL bolgesi ur
olusturur, TR bolgesi opin biyosentezi i¢in gerekli genleri tasir. Ti plazmid, opin sentezi

icin genleri bitki hiicrelerinin yani sira karsilik gelen katabolizma genleri ile tasir. Ti
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plazmit iizerinde bulunan opin katabolizmasi genleri, bakteriye opin aliimi ve
par¢alanmasinda gorev alirlar. Bu genler T-DNA bélgesinde bulunmaz, dolayisiyla bitki
genomuna aktarilmaz. Ti plazmit lizerinde bulunan vir genlerinin {riinleri T-DNA
bolgesinin bitki genomuna transferi ve baglanmasi i¢in gereklidir. En az 8 vir gen
operonu bulunmaktadir. Ori boélgesi ise, plazmitin Agrobacterium iginde gogalmasi

(replikasyonu) i¢in gereklidir (Christie and Gordon 2014).
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Sekil 1.3. Ti plazmitin genetik haritas1 (Ozyigit 2012)

A. tumefaciens’in bitkiyi enfekte etme mekanizmasi diger bitki bakteri patojenlerinden
¢ok farklidir. Braun (1958)’de Agrobacterium ile enfekte olmus hiicrelerin alisilmadik
beslenme 6zelliklerine sahip oldugunu ve bakterinin enfeksiyonu baglatmak icin gerekli
oldugunu, ancak urun bilyii devam etmesi i¢in gerekli olmadigini gdstermistir. Etmen
topraktan veya enfekteli bitkilerden yagmur si¢ratmasi, sulama suyu, tarim makineleri,
toprak isleme aletleri, riizgar, bocekler ve iiretim materyalleri ile yayilir (Lehoczky
1968). Patojenin bir bitkiyi enfekte edebilmesi i¢in mutlaka bitkinin yaralanmasi veya
lentisellerden giris yapmasi gerekmektedir (Penyalver et al. 2000). Bitkide urlar
etmenin Urettigi enzim ve toksinler sayesinde degil bitkinin genetik yapisinin bozulmasi

sonucu olusur. Kerr (1991) tarafindan &zetlendigi gibi, kok kanseri hastaliginin
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olusumunun agamalari: (a) yarali dokudan salgilanan bazi fenolik bilesiklere karsi
bakterilerin kemotaksisi; (b) bakterilerin bitki hiicrelerine baglanmasi ve sabitlenmesi;
(c) vir genlerinin bitki fenolik bilesikleri tarafindan uyarilmasi; (d) T-DNA’nin
islenmesi; (¢) T-DNA’nin bitki genomuna entegrasyonu; (f) T-DNA’da kodlanmis bitki
hormonlarinin sentezi; (g) hizli bitki hiicre béliinmesi sonucu ur olusturma; (h) opinlerin
sentezidir. Boylece bitki dokularindan igeri giren A. tumefaciens bakterileri bitkinin
genetik yapisin1 degistirerek oksin ve sitokinin grubu hormonlarmin sentezini
aktiflestirerek kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve kok bolgesinde urlarin meydana
gelmesine neden olur. Urlar 21°C’nin tizerindeki sicakliklarda birkag hafta ile birkag
ayda gortilebilir. Kiiglik ve az miktarda gelismeye baslayan urlarin sayisi ve biyiikligii
zamanla artar. Ur gelisimi 14°C’nin altinda yavaslar ve 10°C’nin altinda tamamen
durur. 33-35°C’nin iizerinde enfeksiyon engellenir. Patojen bakteri urlardan topraga
veya suya gegerler ve yarali yeni bitki dokusunu enfekte ederler. Ayrica birgok bitkinin
bulasik kokleri sayesinde bir bolgeden digerine siiratle bulasabilmektedirler (Gloyer
1934).

Bakterinin farkli olan zarar seklinden dolayr da miicadelesi neredeyse imkansizdir
(Lipp-Nissinen 1993). Hastaligin miicadelesinde hastaliksiz iiretim materyali kullanmak
(Peluso et al. 2003), tolerant anag¢ se¢imi (Goodman et al. 1993), bitkiyi yaralamaktan
kaginmak (Vrain and Copeman 1987), budama aletlerinin dezenfeksiyonuna dikkat
etmek (Cazalles et al. 1991), agir ve nemli topraklara ekim yapmamak (Gloyer 1934),
sulama suyunun miimkiinse kuyu suyu olmasi (Kiisek ve Aysan 2013), ekim Oncesi
toprak fumigasyonu (Ross et al. 1970), toprak solarizasyonu (Gupta and Kamal 2006)
ve iriin rotasyonu (R. radiobacter (A. tumefaciens)’in populasyonunu azaltmak igin),
gibi kiiltiirel 6nlemler alinabilir. Kimyasal miicadele olarak, kreazot bazli bilesikler,
bakir bazli ¢ozeltiler ve sodyum hipoklorit gibi gii¢lii oksidantlar gegici olarak etkilidir.
Siegler and Bowman (1940)’a gore %2,5 sodyum hipokloritle seftali tohumlarini
daldirma usuliiyle uyguladiginda etkili sonu¢ alinmasina ragmen, Schroth et al.
(1971)’in yaptiklar1 ¢calismada %]1’°lik sodyum hipokloritle daldirma isleminde etkili bir
sonu¢ elde edilememistir. Hastaliga karsi laboratuvar kosullarinda antibiotik

uygulamasmin hastaligi engelledigi bildirilmistir fakat antibiyotik kullaniminin
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yasaklamasi ve istenmeyen etki gdsterebilmesinden dolay1 iyi bir miicadele yontemi
degildir (New and Kerr 1972). Ayrica kimyasal eradikant uygulama yontemleri yogun
is gilicii, diisiik etki, yiiksek maliyet ve yiiksek fitotoksisite gosterirler. Sonug olarak
hastalikla miicadele de kiiltiirel onlemlerin yetersiz kalmasi, kimyasal miicadelenin
sinirl1 ve dezavantajli bir yontem olmasi alternatif miicadele yontemi olan biyolojik

miicadeleyi 6nemli hale getirmistir (Kotan vd 2009).

Biyolojik miicadele; ¢evre ve insan sagligima yan etkisi olmayan, ekonomik olarak
diisiik maliyetli, genis spektrumlu ve tiim cevre sartlarinda kullanilabilecek biyolojik
organizmalar ya da onlarin tirettikleri metabolitler belirlenerek zirai iiretim alanlarinda
(tarla, sera ve depo kosullarinda) bitki hastaliklarinin ortadan kaldirilmasi veya

popiilasyonlarinin baski altina alinmasini1 amaglayan tarimsal savagim yontemidir (Chet

et al. 1993).

Biyolojik miicadelenin etkililigini saglayan dort temel mekanizma vardir. Bu
mekanizmalar  biyolojik miicadele ajan1 ile patojen ve ortamdaki diger
mikroorganizmalar arasindaki iliskiye dayanir. Antibiyozis, besin elementleri ve habitat
yoniinden rekabet, hiperparazitizm, konukgu bitkinin sistemik dayamklilik
mekanizmasinin tesviki olmak tizere smiflandirilir (Kotan vd 2009; Handelsman and
Stabb 1996).

Antibiyozis, bir organizmanin baska bir organizmay1 antibiyotik olarak isimlendirilen,
tirettigi metabolitlerle gelisimini engellemesi veya organizmay: dldiirmesidir (Bora ve
Ozaktan 1998). Biyolojik miicadelede ilk tanimlanan antibiyotik, Pseudomonas
fluorescens 2-79 ve P. aureofaciens 30-84 izolatlarinin tiretmis oldugu phenazine
olmustur (Andrade et al. 1994). Bir organizma tek bir antibiyotik {iretebilecegi gibi
birden fazla da iiretebilir. Bazi arastiricilarin bu kullanilan biyokontrol organizmalarin
asirt kullanilmasiyla {irettikleri antimikrobiyal kimyasallara kars1 patojenler dayanikl
alt tlir veya strain gelistirebilecekleri yoniinde goriisler mevcuttur (Davies 1994). Fakat
bazi arastiricilar bu dayaniklilikgin kimyasallara karsi olusan dayanikliliktan daha yavas

gelisecegini belirtmiglerdir (Nikaido 1994).
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Organizmalar dogada besin elementleri ve habitat yoniinden siirekli rekabet
icerisindedirler. Iki ya da daha fazla mikroorganizma ayni1 seye ihtiya¢ duyabilir. Bunu
yalnizca birinin kullanmasi ve digerinin bundan faydalanamamasi ve gelisiminin
baskilanmasi olayina rekabet denilmektedir. Etkili bir biyolojik miicadele ajani yiiksek
rekabet yetenegine sahip olmalidir (Paulitz 1991). Patojen ve biyolojik miicadele ajani
arasinda iki biiylik element arasinda biiyiik rekabet vardir. Bunlar karbon (C) ve demir
(Fe)’dir (Handelsman and Stabb 1996). Biyolojik miicadele ajan1 olabilecek
organizmalar rizosfere kolonize olurlar ve bitkinin salgilamis oldugu seliiloz,
hemiseliiloz, pektin ve benzeri (vb.) kompleks karbonhidratlari pargalarlar (Foster et al.
1983). Kompleks karbonhidratlar1 pargalayan biyolojik miicadele ajani bakteriler
mikrobiyal rebakette {istiin gelerek patojenin C kaynagi kullanimini sinirlar. Boylece
daha hizli populasyonunu arttirip hizli kolonize olurlar. Biyolojik miicadele ajani ile
patojen arasindaki rekabette 6nem arz eden bir diger element Fe’dir. Mikroorganizmalar
Fe ihtiyaglarini karsilamak icin siderefor proteinini kullanirlar. Siderefor, Fe** iyonuna
baglanir ve olusan siderefor-demir kompleksi bakteri hiicresine tasinir. Boylece
patojenin Fe*® iyonundan faydalanmasini engellenir ve patojen baski altina alinabilir. Fe
yoniinden zayif topraklarda siderefor iireten mikroorganizma, patojenin Fe alimim

engelleyerek patojeni baski altina almaktadir (Leong 1986).

Hiperparazitizm, canli mikroorganizmaya kars1 bagka canli organizmanimn kullanildig:
bir miicadele seklidir. Parazitizmin esas1 hiicre duvarini eriten ya da pargalayan
enzimlerin iiretilmesine dayanir. Hiperparazitizmde konukcu ve parazit arasinda yakin
bir iliski kurulmas1 gerektiginden bu yontem dogada ¢ok yavas gerceklesir. Bu nedenle
hiperparazitizm antagonistlerinin basarisin1 arttiran bir etken olarak kalmaktadir.
Hiperparazitik etki amaclh kullanilan biyolojik miicadele ajanlari, iirettikleri hidrolitik
enzimler ve/veya direk enfeksiyonlari ile patojenlerin hiicrelerini pargalayarak onlarin
populasyonlarini baskilarlar (Fridlender et al. 1993). Proteaz, selliilaz, B-1,3 glukanaz
ve Kitinaz gibi hidrolitik enzimleri iireten birgok bakteri ve fungus hiperparazit olarak
tarimsal savasta kullanilmaktadir. Serratia marcescens’in F. oxysporium ve Sclerotinia
rolf™'ye, Bacillus megaterium’un ise Puccinia graminis gibi fungal patojenlere karsi

etkili hiperparazitik biyoajan olduklar belirtilmektedir (Whipps 1992).
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Sistemik dayaniklilik biyolojik miicadele ajant olabilecek mikroorganizmalar
kullanilarak konuk¢u bitkilerin sistemik dayaniklilik mekanizmalarinin aktif hale
getirilmesine denir. Kendi iginde; ¢apraz koruma, sistemik indiiklenmis dayaniklilik
(Systemic Induced Resistance, ISR) ve sistemik kazanilmis dayaniklilik (Systemic

Acquired resistance, SAR) olmak tizere 3 grupta ele alinmaktadir (Saygili vd 2008).

Capraz koruma, biyolojik miicadele ajani olan organizmalar tarafindan konukg¢u i¢inde
antibiyozis, rekabet, hiperparazitizm gibi mekanizmalardan birisi ya da bunlarin
birka¢inin ayni anda kullanilmasini temel alir ve patojenin gelisimi baskilanir (Bora ve

Ozaktan 1998).

Indiiklenmis uyarilmis dayamklilik, patojen olmayan bir mikroorganizmanimn bir
biyolojik miicadele ajani gibi ya da zayif viriilent bir patojenin gercek bir patojen gibi
davranarak konukcu bitkinin savunma mekanizmasini aktif hale getirip daha sonradan
gelecek herhangi bir saldiriya karsi bitkiyi duyarli hale getirmesine denir (Bora ve
Ozaktan 1998). Bu olay salisilik asitin hiicreler arasi boslukta birikimine bagldir.
Patojenite ile ilgili Pathogen Related (PR) proteinlerini kodlayan genlerin aktivasyonu
ile karakterize edilir (Cook and Baker 1983).

Sistemik kazanilmig dayaniklilik, bir patojenin primer ve sekonder enfeksiyonlarina
karsi, bitkilerde ya var olan dayanikliligin tesvik edilmesi ya da bitkide dogal olarak
mevcut olmayan ancak biyolojik miicadele ajani organizmalar veya kimyasallarin
uyarisi ile sonradan fizyolojik olarak kazanilan, bitkinin patojen enfeksiyonuna karsi
gosterdigi bir reaksiyona denir (Shulaev et al. 1995). Bakteriler tarafindan indiiklenen
SAR, toprak, tohum ve yaprak orjinli bitki hastaliklarina kars1 kullanilan etkili bir
yontemdir. Konuk¢u bitkiyi uzun siire korumasi, sistemik olusu, as1 ile
nakledilebilmesi, patojenlerin yeni izolat olusumuna karsi daha sabit olmasi ve
indiiklenmis (uyarilmis) dayaniklilik gosteren bitkilerden ekstrakt edilen bitki

aktivatorlerinin tohum ilaglamasi olarak kullanilabilmesi SAR’1n avantajlarindandir.
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Bitkiler patojen mikroorganizmalara kars1 etkili savunma mekanizmalar1 gelistirmistir
(Hammond-Kosack and Jones 1996; Nimchuk et al. 2003). Bitki hastaliklarini
onlemede kullanilan biyolojik miicadele ajanlarida sistemik dayanikliligi tesvik ederler
(Falahian et al. 2007; Surekha et al. 2013). Bitkilerde olusan bu stres kosullar1 altinda
yiiksek seviyede {iretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT) nden hiicreyi korumak amaciyla
enzimatik olan (katalaz, stiperoksit dismutaz, guaiakol peroksidaz, askorbat peroksidaz)
birgok antioksidanlar igerirler (Gechev et al. 2006; Gill and Tuteja 2010). Bu
antioksidanlar ya ROT’lan siiplirerek ya da olusumlarini engelleyerek etkili olurlar.
Stres kosullar1 altinda antioksidan enzimlerle ROT arasindaki iligkiye ait birgok
arastirma rapor edilmis ve bitkinin yasamini devam ettirebilmesi artan ROT bilesiklerini
slipiirebilme kapasitesi ile iliskili oldugu belirtilmistir (Tiirkan et al. 2005; Yildiztugay
et al. 2014). Siiperoksit dismutaz (SOD) oksidatif strese karsi ilk savunma hatti olarak
adlandirilan reaksiyonu katalizler (Guemouri et al. 1991). SOD, siiperoksit radikalini
(02), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene g¢evirebilen bir metaloenzimdir
(Minibaeva and Gordon 2003; Roach 2009). Aktif bolgesindeki metal kofaktorlere gore
(Fe-SOD, Mn-SOD, Cu-ZnSOD) adlandirilmasi yapilan SOD’un bitki hiicrelerinde;
plastit, mitokondri, peroksizom, Kkloroplast, sitoplazma ve ektraselliiler alanlarda
bulunmaktadir (Gharari et al. 2014). Birgok ¢evresel ve biyotik streslerde hiicresel SOD
miktarinin tretiminde artis oldugu belirlenmistir (Hernandez et al. 1995; Minibaeva and
Gordon 2003). Antioksidan enzimlerden bir digeri katalaz (CAT)’dir. Bu enzim yiiksek
konsantrasyondaki H202’nin 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
katalizleyen demir porfirin iceren tetramerik ve yiiksek molekiil agirligina sahip bir
enzimdir (Mcclung 1997; Frugoli et al. 1998; Chaudiere and Iliou 1999). Pek ¢ok bitki
hiicresinde enzimin biiyiik bir kismi, H2O2’nin yiiksek oldugu peroksizomlarda bulunur.
Bitki hiicrelerinde glioksizom ve mitokondri igerisinde de bulunurken kloroplastlarda
bulunmaz (Ali and Alqurainy 2006). CAT’m bitki dokusunda H>O>’nin
uzaklastirilmasinda onemli bir goreve sahiptir (Steel and Greer 2005). Antioksidan
enzimlerden bir digeri guaiakol peroksidaz (POD) enzimidir. POD, H202’yi kullanarak
fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu
katalizleyen ve HEM prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci 1997; Kim et al.
2000). Diisiik sicaklik, tuzluluk, patojenler, UV gibi ¢esitli stres faktorlerinden yiiksek

seviyede etkilenen POD aktivitesi, bu enzimin stres enzimi oldugunu kanitlamistir (Lee
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and Lin 1996; Kim et al. 2000; Saroop et al. 2002). Bitkisel POD; yapraklar, yaralanan
govdeler, kotiledon yapraklar ile ¢icek saplarinda bulunmus ve bu doku hiicrelerinin
niikleus, mitokondri, ribozom, hiicre membranlar1 ve apoplastinda bulunabildigi tespit
edilmistir (Hamed et al. 1998; Kim et al. 2000; Tasgin et al. 2006). Askorbat
peroksidaz (APX) enzimi indirgeyici olarak iki molekiil askorbati kullanarak H.O>’ye
detoksifiye eden enzimdir (Noctor and Foyer 1998). Hiicre igerisinde kloroplast
stromasinda, tilakoit zarda, sitozolde, glioksizom zarinda ve mitokondride bulunurlar
(Bunkelmann and Trelease 1996; Caverzan et al. 2012). Askorbat peroksidazlar en
yaygin calisilan guaiakol peroksidazlara biiyiik oranda benzerlik gostermesine ragmen,
H* vericisi olarak askorbata olan yiiksek ilgileri nedeniyle onlardan ayrilirlar. (Nakano
and Asada 1987; Ranieri et al. 2001). Liang et al. (2019)’de yaptiklar1 ¢alismada A.
tumefaciens ile enfekte edilmis Gisela-6 kiraz anacinin savunma mekanizmasinda rol
oynayan enzim miktarlarina bakilmis ve SOD, POD, APX enzim miktarlarinda artis

oldugunu tespit etmislerdir.

Biyolojik miicadele ile ilgili ilk ¢alismalar 1961 yillarinda baglamis (Ross 1961) ve
giiniimiize kadar yapilan basarili caligmalar sayesinde, bir¢ok iilkede kiiltiir
bitkilerindeki hastaliklara karsi etkili olan fungal ve bakteriyel biyoajanlar ya da
bunlarin iirettikleri metabolitler ticari olarak iiretilmis ve biyopestisit olarak kullanilir

duruma getirilmistir (Anonymous 2000).

R. radiobacter (A. tumefaciens)’in neden oldugu kok kanseri hastaligina karsi ur
olusturmayan A. radiobacter K-84 susu ve antibiyotik Agrocin 84’1 iireten genetik
olarak elde edilmis K 1026 (Kerr 1980; Jones and Kerr 1989) kok kanseri hastaliginin
biyolojik kontroliinde diinyada yaygin olarak kullanilmakta (Thomson 1986; Moore
1988; Ryder and Jones 1990; Tawfik 1990; Wang et al. 1991; Vicedo et al. 1993) ve
farkli ticari isimlerde biyolojik iirlin olarak {iiretimi yapilmaktadir. Fakat bu tiirler
nopalin/agrocinopin A tipi patojenik Agrobacterium’larin neden oldugu urlar1 etkili bir
sekilde kontrol ederken bir¢cok R. radiobacter (A. tumefaciens) susu ve A. vitis olarak

adlandirilan biyotip 3 suslarina karsi duyarsizdir (Utkhede and Smith 1990; Ophel and
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Kerr 1990). Ekonomik agidan 6nemli bazi bitkilerde kok kanserinin basarisiz biyolojik
kontrolii, alternatif antagonistik bakteri ihtiyacini vurgulamaktadir (Khmel et al. 1998).

Son yillarda, yapilan calismalarda R. radiobacter (A. tumefaciens)’in biyolojik
miicadelesine yoOnelik yeni biyolojik miicadele ajan1 bulunmasi amaciyla calismalar
mevcuttur (Khmel et al. 1998; Otten et al. 2008; Kawaguchi 2009; Tolba and Soliman
2013). Ulkemizde biyolojik miicadele yontemleri hakkinda fazla arastirma yapilmis
olmasina ragmen, bu hastaligin biyolojik miicadelesi iizerine bir adet arastirma makalesi
varken biyolojik miicadele ajani1 kullanilarak bitkilerde sistemik tesvik edilmis
dayaniklilik ¢aligmalar1 bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi ile diinyada ve iilkemizde
yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin yogun tiretildigi ekolojilerde ciddi sorun
olusturan ve iiriin kayiplarina sebep olan kok kanseri hastaligi etmeni R. radiobacter (A.
tumefaciens) ile miicadelede alternatif yontemler arasinda gecen biyolojik miicadele
yontemi ile hastalig1 kontrol edebilecek yeni biyolojik miicadele ajanlarinin bulunmasi
ve etkili olan biyolojik miicadele ajanlarinin hangi mekanizmay1 kullandiklarinin tespiti

amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

R. radiobacter (A. tumefaciens), kok ve kok bogazinda kansere neden olan bir
bakteridir. Bakterinin Ti plazmitine sahip olmasi ve ekonomik 6neme sahip bitkilerde
biiyiik kayiplara neden olmasindan dolay1r bu konuda birgok ¢alisma yapilmistir. Etmen
ile ilgili epidemiyolojik ¢aligmalar, taksonomideki yeri, konukg¢u dizisi, bitkide
olusturdugu simptomlar, patojenite testleri ve miicadelesi hakkinda yapilan onceki

calismalara asagida yer verilmistir.

2.1.  Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) ile Tlgili Yapilan

Epidemiyolojik Calismalar

R. radiobacter (A. tumefaciens)’in neden oldugu kok kanseri hastaligi, diinyanin her
yerinde fidancilik sektdriinde para ve is giicii bakimindan 6nemli kayiplara sebep olan
bakteriyel bir etmendir (Lippincot et al. 1981; Lopez et al. 1982; Lopez et al. 1987;
Moore 1988). Etmen sadece ekonomik oneme sahip oldugu i¢in degil, ayn1 zamanda
hayvanlarda goriilen kansere benzer yonlerinden dolayr en yogun arastirtlan bitki

hastaligidir (De Cleene and De Ley 1976).

Smith and Townsend (1907) R. radiobacter (A. tumefaciens)’in kok kanserine neden
oldugunu belirlediginden bu yana Diinya capinda tim sert ve yumusak cekirdekli
meyveler, findik agaclar1 ve siis bitkileri yetistiricileri tarafindan sayisiz, yliksek
miktarlarda ekonomik kayiplarin meydana geldigi pek ¢ok vaka bilinmektedir.
Hastaligin diinyada ¢ogu iilkede varligi saptanmistir (Alconero 1980; Sharma et al.
2004; Gupta et al. 2010).

Hastaligin diinyada goriilme siklig1 farkli lokasyonlarda %4-97,5 arasinda degismekte
olup, sert ¢ekirdekli meyve fidanliklarinda ortalama %30 kayiplara yol actigi
belirlenmistir (Gupta et al. 2010).
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Urlu dokulardan Agrobacterium ilk olarak Italya’nin Napoli kentinde Kraliyet Botanik
Bahgelerindeki asma govdelerinden izole edilmistir (Cavara 1897) ve etmenin bitkiye
genetik materyalini nasil aktardigina dair birgok calisma yapilmasina neden olmustur.
Ayrica hastalik etmeni, Yunanistan (Psallidas et al. 1968), Hindistan (Durgapal et al.
1971), Avustralya (Htay and Kerr 1974), Biiylik Britanya (United Kingdom) (Crosse et
al. 1976), Kaliforniya (Schroth and Moller 1976), Oregon (Moore 1976), Kanada
(Dhanvantari et al. 1976), Giiney Afrika (Matthee et al. 1977), italya (Bazzi and
Mazzucchi 1978), Fransa (Lopez 1978), USA (Kennedy and Alcorn 1980), Ispanya
(Lopez et al. 1987), Isvigre (Grimm 1987), Pakistan'm kuzey bélgeleri (Wicks et al.
1993), Macaristan (Sule 1994), Japonya (Sawada et al. 1995), israil (Haas et al. 1995),
Arnavutluk (Isufi and Myrta 1996), ABD (Moore et al. 1997), Almanya (Rezmer et al.
1999), Hollanda (Cubero et al. 2002), Urdiin (Hamed 2004), Hindistan (Sharma et al.
2004), Tunus (Rhouma et al. 2005), Arjantin (Alippi et al. 2006) ve Banglades (Islam et
al. 2010) gibi iilkelerde de tespit edilmistir.

Lehoczky (1968)’de kanserli dokularin ¢ogunlukla bitkinin ana kokiinde ya da kok
bogazinda olustugunu ancak bazi bitkilerde (6rnegin; asma, ahududu gibi) bitkinin

toprak Ustii aksaminda da gelisebildigini bildirmistir.

Durgapal (1971)’de etmeni ilk izole eden ve R. radiobacter (A. tumefaciens)’in kiraz,
seftali, armut ve erik bitkileri ilizerindeki patojenitesini yaparak pozitif sonug elde

ettigini rapor etmistir.

Alconero (1978)’de Giiney Caroline’da seftali agaclarinda (P. persica (L.) Batsch)

hastaligin yiiksek oranda bulundugunu belirlemistir.

Lopez et al. (1982a) asmada etmeni tanimlamislardir. Hastaligin asma disinda kiraz,
kayist ve ceviz gibi meyve agaclarinda da goriilebilecegini ve hastalifin goriilme
sikliginin  bazi durumlarda %90°na yakin kayiplara neden olabilecegini ifade

etmislerdir.
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Lopez et al. (1982b)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’in giil fidanliklarinda en fazla
zarara ugratan etmen oldugunu belirlemislerdir. R. radiobacter (A. tumefaciens)’in

ayrica sOgiit ve kavakta da zarar yaptigini tespit etmislerdir (Lopez et al. 1987).

Ispanya’da bir grup arastirmaci R. radiobacter (A. tumefaciens)’in neden oldugu kok ve
kok bogazi bolgesindeki urlarin ekimi yapilan birgok tiir (kayisi, badem, kiraz, erik,
seftali, seftali-badem hibrit (GF 677), armut, ceviz, ahududu, asma, giil, kavak) tizerinde
varligini belirlemisler ve hastaligin goriilme sikli§inin mevsimlere, araziye bagli olarak

degistigini bildirmislerdir (Lopez et al. 1987).

Lopez et al. (1987)’de anaglar iizerinde yaptiklari ¢aligmada hastaliga maruz kalan
anaclardan; seftali-badem melezi (GF 677), ardindan seftali fidani, erik (Myrobolan),

badem, armut, ayva ve elmanin klon anaglarinin hassas oldugunu belirlemislerdir.

Hindistan’da hastalik ilk olarak 1940’11 yillarin baslarinda Uttaranchal, Pencap ve
Kesmir'deki Kumaon Tepeleri’ndeki yumusak ¢ekirdekli meyvelerde Singh (Jindal et
al. 1990) tarafindan gbézlemlenmistir. Jindal and Sharma (1988), Himachal Pradesh’te
bademleri enfekte eden R. radiobacter (A. tumefaciens)’in oldugunu goézlemlemistir.
Sharma et al. (2004), Hindistan’1n sicak bolgelerinde kok kanseri hastaliginin meydana
geldigini ve Mandi bolgesindeki Palsehar’da kirazlarda hastaligin goriilme sikliginin

%100 oldugunu kaydetmislerdir.

Garrett (1987b) kok kanseri hastaligindan dolayr fidanlik materyallerinin hastaliktan
etkilenip satilamayacak hale geldigini ve fidanlik stoklarinda yaklagik %10-30 oraninda

kayiplar meydana geldigini rapor etmistir.

Bouzar et al. (1991)’de Cezayir’in en Onemli meyve fidan1 {iretim bdlgesinde
inceledikleri fidanliklarin  %99’unda kok kanseri hastaligin1  gozlemlemislerdir.
Incelenen 11 agacg tiirii arasinda hastaligi goriilme sikligmin en yiiksek oldugu seftali
(%5,39), badem (%3,43), kiraz (%1,50), elma (%1,47) ve zeytin (%1,30) iken, ayva ve

incir agaglarinin hi¢birinde kok kanseri hastaliginin belirtilerini gézlemlememislerdir.
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Avrupa, ABD, Cin, Avustralya ve diger iilkelerde {izim yetistiricileri, asmadaki kok
kanseri hastaligindan kaynakli kayiplarin %75-80’e ulastigin1 bildirmislerdir (Kerr and
Panagopoulos 1977; You et al. 1986; Moore 1988; Schroth et al. 1988; Amberg 1991;
Cazelles et al. 1991; Goodman et al. 1993).

Gupta et al. (2005b)’de seftali ve kirazlar1 enfekte eden R. radiobacter (A.
tumefaciens)’in biovar-1’in olusumunu bildirmis, biovar 1 ve 2 arasinda bir ara iiriin
gibi ozelliklere sahip bir R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatim1 aci bademde

tanimlamislardir.

Kim et al. (2005) Trabzon hurmasinda kok kanserinin olusumu ve epidemiyolojisini
incelemigler ve Trabzon hurmasiin seftali ve hiinnap agaclarina kiyasla daha hassas
oldugunu belirlemislerdir. Enfekte olmus agaclarda ciddi sekilde verim azalis1 oldugunu
ve fidanliklardan toplanan hurma fidanlarinda bulagiklik oraninin %34 diizeyinde
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica arastiricilar bulasikligin primer inokulum kaynagi

olarak bulasik fidanlar oldugunu kaydetmislerdir.

Etmen iilkemizde hemen hemen her bélgede varligi rapor edilmistir (Oktem 1972).

Iyriboz (1938)’de Ege Bolgesi, Ankara ve Istanbul’da hastahigin goriildiigiinii
bildirmistir.

Kuntay (1942)’de patojenin baglarda kok bogaz1 ve as1 yerlerinde, meyve agaclarinin

koklerinde urlar meydana getirdigini tespit etmistir.

Bremer (1948)’de hastaligin baglarda goriildiigiinii, Elliot (1951) etmenin konukg¢u
dizisinin genis oldugunu, Goksel (1953)’de hastaligin goriilme sikliginin yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.
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Bremer (1954)’te meyve agaglarinin ¢cogunda kok kanserinin tespit edildigini, Karaca

(1956)’da kok kanserinin Anadolu'nun bir¢ok sehrinde varligin1 kaydetmislerdir.

Oden (1991)’de Istanbul ve Izmir’de siis bitkilerinde yaptig1 incelemelerde

Chrysanthemum spp. ve Rosa spp.’de kok kanserinin bulundugunu bildirmistir.

Aysan ve Sahin (2003)’de giilde, Aysan et al. (2003)’de Ninfa ¢esidi (P. armeniaca)

kayisilarda kok kanserinin varligini tespit etmiglerdir.

Bozkurt ve Soylu (2011), elma bahgelerinde kok kanserinin varliginin belirlenmesi ile

ilgili bir ¢alisma yapmislardr.

2.2.  Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)’in Simiflandirmadaki
Yeri

Kok ve kok bogazi kanseri ilk olarak 1853’te ¢esitli bitki tiirlerini etkileyen neoplastik
bir hastalik olarak tanimlanmistir (Fabre and Dunal 1853). 1897'de, Fridiano Cavara,
Bacillus ampelopsoraes’u asma bitkisinde kok kanserinin etmeni olarak tanimlamustir.
Bu calisma, kok kanseri hastaliginin bir bakteriden kaynakli oldugunu belgeleyen ilk
caligmadir (Cavara 1897). On yil sonra, Smith and Townsend (1907), Bellis perennis
(Ingiliz papatyas1) bitkisinde kok kanseri hastaliginin etmeni olan Bacterium
tumefaciens’i daha sonra Duggar (1909) Pseudomonas cinsine ait Pseudomonas
tumefaciens ve Buchanan et al. (1966)’da Phytomonas cinsine ait Phytomonas
tumefaciens olarak ve en son Conn (1942) tarafindan Rhizobiaceae familyasinin bir
tiyesi olan Agrobacterium cinsine ait A. tumefaciens olarak literatiire dahil edilmistir
(Bergey 1923).

White (1972)’de Agrobacterium izolatlar1 arasindaki farklarit morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal yontemlerle bakterinin diger cinslerle olan benzerlik ve farkliliklarina

dikkat edilerek yeniden siniflandirilmasi gerektigini bildirmistir.
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Hoykaas et al. (1977)’de, Agrobacterium ve Rhizobium cinsleri arasinda in vitro
kosullarda plazmid degisiminin (Ti ve Ri plazmid) ger¢eklesebilecegini kanitlamislar ve
bu durumdan kaynakli cinsler arasindaki benzerlikler ortaya konulmustur. Sonug olarak
A. tumefaciens’in Rhizobium cinsi ile olan taksonomik iliskinin varhigimni

kanitlamiglardir.

Willems and Collins (1993)’de yaptiklar1 ¢alisma ile Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium ve Agrobacterium cinsleri ile yapilan filogenetik ¢alismalarda 16S rDNA
gen analizlerine gore Rhizobium ve Agrobacterium cinsleri igerisinde heterojen ve
gesitli alt gruplar oldugunu ortaya koymuslardir. Molekiiler analizlere gore Rhizobium
ve Agrobacterium cinslerinde hem cins hem tiir diizeyinde taksonomik degisiklikler

yapilmasi gerektigini savunmuslardir.

Young et al. (2001)’de ise Rhizobium, Agrobacterium, Allorhizobium ve Sinorhizobium
cinslerinin Rhizobiaceae familyas: icinde yer aldigmi belirterek, 16S rDNA dizi
analizlerinin Kkarsilagtirillmast sonucu Allorhizobium undicola, R. radiobacter (A.
tumefaciens), A. rhizogenes, A. rubi, Agrobacterium vitis’in Rhizobium tiirleri ile ayn1
familyadan gelen bir grubun oldugunu tespit etmislerdir. Agrobacterium cinsi bitki
patojenti tiirleri kapsayan yapay bir gruptur. Aym arastiricilara gore dogal olarak ayni
soydan gelen Rhizobium, Agrobacterium, Allorhizobium’un tek bir Rhizobium cinsi
icinde toplanmasi gerektigini ve giincellenen siniflandirmada 6nceden bildirilen tiirlerin,

R. rhizogenes, R. rubi, R. vitis ve R. radiobacter olarak adlandirilmasini 6nermislerdir.

Costechareyre et al. (2010)’de Agrobacterium ve Rhizobium cinsleri igerisinde yer alan
tiirlerin belirgin benzerlikleri gosterdigi ve filogenetik olarak giiclii bir sekilde iliskili
goriindiigii icin birlikte Rhizobiaceae familyasinin altinda gruplanmasini dnermislerdir
ancak bazi A. tumefaciens izolatlariin bilimsel simiflandirmadaki yeri tam anlamiyla
netlesmemis olup, DNA’da yer alan korunmus gen bolgeleriyle ilgili testlerin devam
etmesinden dolay1r A. tumefaciens izolatlarinin ismi degismezken, Agrobacterium
cinsine ait diger tiirlerden olan A. vitis, R. vitis’e ve A. rhizogenes ise R. rhizogenes
olarak degismistir (Slater et al. 2009).
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2.3. Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)’in Konukg¢u Dizisi

Agrobacterium tiirleri, konukgu cesitliligi agisindan diger bitki bakteri patojenlerinin
aksine olduk¢a genis bir konukgu dizisine sahiptir (Agrios 1997). Hem yapay
inokiilasyon ile ¢ok sayida dikotiledon bitkide, hem de bir dizi agik tohumlu bitkide ve

bazi monokotil bitkilerde kok kanseri olusumuna neden olabilir.

R. radiobacter (A. tumefaciens), en yaygin bakteriyel bitki patojenlerinden biri olarak
tanimlanmistir (De Cleen and DeLey 1976; Kennedy and Alcorn 1980).

Hastalik seftali (Alconero 1980; Tawfik 1990), kiraz (Garrett 1987a), erik (Pierronnet
and Eyquard 1993), ahududu (Mattos 1986; Sule 1978), elma ve armut agaclar
(Lemoine and Michelesi 1993; Utkhede and Smith 1993) dahil olmak iizere 6 bitkide ve
ve 9 siis bitkisine (Miller 1975; Keck 1988) ait fidanlik ve arazilerde kayiplara neden

olur.

Patojen bakterinin bitki dokusunda sistemik olarak yayildigi, asmalarda (Lehoczky
1968, Tarbah and Goodman 1987) ve siis bitkisi olan krizantemde (Miller 1975; Jones
and Raju 1988) ksilem borularinda bulunabildigi gosterilmistir.

Don ve asilama yaralanmalarindan etkilenen asma bitkisi, 6zellikle bu donemlerde R.
radiobacter (A. tumefaciens) enfeksiyonuna karsi asirt hassas oldugu bildirilmistir
(Khmel et al. 1998).

Kado (2010)’da R. radiobacter (A. tumefaciens)’in dogada, ¢ogunlukla odunsu bitkiler
tizerinde bulundugunu ve Prunus cinsine ait sert ¢ekirdekli meyveler, Rosaceae (giil)
familyasiin diger liyeleri, Vitaceae (iiziim) familyasinin {iyeleri, Juglandaceae (ceviz)
familyasinin iiyeleri ve ¢esitli findik agaclarmin yetistiriciliginde 6zellikle ekonomik

anlamda bir endige kaynagi oldugunu bildirmistir.
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De Cleene and De Ley (1976)’da kok kanserinin konuk¢u dizisine iliskin en erken
kapsamli derlemeyi yapmislar ve hastaliga agirlikli olarak agik tohumlular ve ¢ift
cenekli bitkiler olmak iizere 93 aileye ait 643 duyarli bitkinin oldugunu (test edilen
tiirlerin yaklasik %60 oldugunu bildirmislerdir. Ayrica De Cleene (1985)’de test edilen
monokotiledon bitkiler arasinda sadece %3’liniin (27 familyaya ait 257 tir) A.

tumefaciens B6 izolatina duyarli oldugunu belirlemistir.

Kok kanserinin ekonomik agidan ~40 onemli bitki {izerinde meydana geldigi tespit

edilmistir (De Cleene 1979; Burr et al. 1998; Escobar and Dandekar 2003).

Garrett (1987a)’de 20. yy boyunca bu etmen bazi durumlarda (kiraz agaglar1 gibi)
zararli bir etki gostermemesine ragmen fidanlik ve araziler i¢in 6nemli bir hastalik

haline geldigini tespit etmistir.

Agrobacterium’un konukgu dizisi bakteri ve bitki savunma mekanizmasi faktorleri
tarafindan belirlenir. ilki, bakteri viriilans genlerini ve T-DNA onkogenlerini icerir,
ikincil bitki genleri transformasyon ve ur olusumu i¢in gereklidir. Bu genetik faktorlerin
yani sira bitkinin doku tipi ve fizyolojik durumu da verimli transformasyonu ve kanser
olusumunu etkileyebilir. Ornegin monokotiledonlar, Agrobacterium’un konukgusu degil
diye bilinsede birkag monokotiledonun meristematik hiicreleri laboratuar kosullarinda
kanserli dokuya basarili bir sekilde doniistiirilmiistiir (Smith and Hood 1995). Farkli
Agrobacterium izolatlatlartyla yapilan ileri ¢aligmalarda daha 6nce diisiiniilenden gok
daha fazla sayida monokotiledon bitkide hastalik olusturduklar1 belirlenmistir (Conner
and Dommisse 1992).

Agrobacterium’un konukg¢u dizisi geleneksel olarak kanser olusumu ile belirlenmistir
ancak bazi monokotil bitkilerde T-DNA aktarimi ger¢eklesse bile kanser olusmadigi
gbzlemlenmistir (Johnson and Das 1998).



29

Yakabe et al. (2012)’de yaptiklar1 bir ¢aligmada, Juglans hindsii x Juglans regia bitki
koklerinin R. radiobacter (A. tumefaciens)’den kaynakli hastaliga ¢ok hassas oldugunu

tespit etmislerdir.

2.4. Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)’in Simptomatolojisi

Agrobacterium cinsi genellikle meyve agaglarini, topraktan ve Agrobacterium ile
bulasik meyve bahgelerinin yeralti suyu ile enfekte ettigi bildirilmistir (Moore and
Cooksey 1981).

R. radiobacter (A. tumefaciens), kok kanseri etmeni, farkli sekil ve biiyiikliikte ur
olugsumlari ile karakterize edilir. Etmenin olusturdugu ur belirtisi, agaglarda en ¢ok kok
bogazinda goriiliirken, koklerde ve nadiren toprak tistii aksamda da goriilebilmektedir.
Ince koklere gore kalin koklerde daha cok goriiliir. Bitkilerde kok bogazina kok tact da
denildigi i¢in hastaligin bir diger ismi ta¢ gali’dir.

Hedgcock (1910)’da hastaligin ilk 6nce govde ve koklerde 6zellikle toprak yilizeyine

yakin kisimlarda kiigiik asir1 biiyiimeler veya lezyonlarla tanimlanmistir.

Cook (1923)’de urlarin olusumunun bir yaradan kaynaklandiginda, ilk basta kallus
tabakasindan ayirt edilemedigini, ancak ur gelisiminin kallus tabakasinin gelisiminden
daha hizli olmasi ile ayirtedilebilecegini tespit etmis ve ilk basta urlarin az ¢ok kiiresel,

beyaz ve yumusak oldugunu gozlemlemistir.

Riker (1923)’de bitki kokiine paralel ayni veya paralel olmayan farkli kokte veya

govdede siirekli ya da dallanarak farkli urlarin olusabilecegini bildirmistir.

Riker and Keitt (1926)’da urlarin boyutunun 30 cm ¢apa kadar ulasabilecegini ve

govde, dal, yaprak sap1 ve yaprak iizerinde de olusabilecegini kaydetmistir.
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Braun and Mandle (1948)’de, Riker’in (1926)’da yaptig1 gozleme gore R. radiobacter
(A. tumefaciens)’in 30°C'nin iizerindeki sicakliklarda bakteri ve bitki gelisebilmesine
ragmen ur gelisiminin indiiklenemeyecegini ve urlu dokularin olusmayacagini tespit

etmislerdir.

Braun and Laskaris (1942)’de bitkileri viriilant bakteri ile asilamadan sonra ¢esitli
zamanlarda yiiksek sicakliga maruz birakmislar ve T-DNA’nin taze yara bdlgesinde
bitki hiicresine iletilmesi ig¢in ~36 s ve bakterinin ur olusturabilmesi igin sicakligin

gerekli oldugunu savunmuslardir.

Ark and Bingham (1958)’de ur gelisimi g¢esitli fidanlik bitkilerinin kokleri ve
stirglinlerinde yayilis gosterdigini, enfekteli bitkiler iizerinde etmenin gelisimine devam
etmesi muhtemel oldugundan bitkilerin satilamayacak duruma gelebilecegini

kaydetmislerdir.

Burr et al. (1995)’de kok kanseri ile ciddi sekilde enfekte olmus bitki ve asmalarin en

son asamada 6ldiigiinii bildirmistir.

Agrios (1997)’de kok bogazinda veya ana kokte bulunan urlarm bitkinin zayif
gelismesine ve bitkide verim kayiplarina neden oldugunu bildirmistir. Urlar biytdiikee,
yiizeylerinin az ¢ok kivrimli hale geldigini daha sonra dis yiizeydeki hiicrelerin 6limi
ve clriimesiyle dokularin koyu kahverengi siyaha dondiiginii bildirmistir. Ur
gelisiminin sinirsiz oldugunu, bitkinin tiim govdesini ya da kokiinli sarabildigini ve
konukgu bitkinin dis yiizeyinden digariya dogru biiyiiyerek gelisimini devam ettirdigini
saptamistir. Bununla birlikte, urlarin genellikle ¢aplarinin % ile 4 ing¢ arasinda, kiiresel
olmayan, diizensiz, sert piiriizlii yiizeye sahip, genellikle govde lizerinde siklikla as1
bolgelerinde, ayrica kok iizerinde veya toprak yiizeyine yakin bdlgelerde bulundugu
meyve agaclart birliginin literatiir derlemelerinde yer almaktadir (Jindal et al. 1990).
Baz1 konukg¢u bitkilerde primer urlardan uzak noktalarda sekonder urlarin gelistigi,
sekonder urlarin bakteri igermedigi ve bakteri olmadan da urlarin gelisimine devam

ettigini Johnson and Das (1998)’de bildirmislerdir.



31

Singh and Dhiman (2004)’de bir¢ok seftali g¢esitinin hastaligin goriilme sikliginin
yikksek oldugu arazilere dikilmesi sonucu c¢esitli problemler ile karsilagtiklarini

kaydetmislerdir.

Gupta et al. (2005a)’de seftali ve visnede kok bogazi kanseri yiiziinden klorofil
iceriginde maksimum azalma (%40,20), daha sonra yaprak alani (%28,97) ve bitki

biyokiitlesi (%11,99)’nde azalma gozlendigini saptamislardir.

2.5.  Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)’in  Enfeksiyon

Asamalan

Bitkilerde kok ve kok bogazi kanseri olusumunun mekanizmasini gostermeye yonelik
cok sayida ¢aligmadan sonra, Zaenen et al. (1974) inceledikleri Agrobacterium’un tim

tiimdrogenik suslarinda biiyiik bir plazmidin (Ti plazmid) oldugunu bildirmislerdir.

R. radiobacter (A. tumefaciens), kendi yapisinda bulunan Ti plazmidinde ki T-DNA
bolgesini bitki genomuna aktarip entegre olmasini saglayarak c¢ok cesitli konukcu

bitkilerde kok kanserine neden olur (Chilton et al. 1977).

Lippincott and Lippincott (1969), ur gelisiminin baslatilmasi i¢in R. radiobacter (A.
tumefaciens)’in  Ozellikle yara bolgesine baglanmasinin  gerekli  oldugunu

belirlemislerdir.

Klee et al. (1984)’de bitki hormonlar1 {izerine yaptiklari arastirmalar sonucunda oksin

ve sitokininin ur olusumuna neden olan T-DNA’nin bir {iriinii oldugunu saptamiglardr.

Bitki hastaliklarinin enfekteli araziye hassas bir konukcu bitkinin ekildigi zaman
bagladig1r bilinmektedir. Enfekteli toprak disinda diger inokulum kaynaklari sulama
suyu, bulasik iiretim materyali, alet ekipmanlarinin dezenfekte edilmemesi ve bulasik

bitki artiklaridir (Agrios 1997).
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Hastaliklarin olugsmasindan once, ¢ogu patojen epifitik bir biiylime evresinden geger.
Daha sonra patojen bitki yiizeyine yapisir ve bir giris yeri (yaralar, dogal agikliklar gibi)
bulana kadar bu ortamda g¢ogalir (Montesinos et al. 2002). Etmen yaralardan giris
yaptiktan sonra urlarin goriinmeye baslamasi yaklasik iki hafta siirer. Urlu dokularin dis
yiizeyinde epidermal bir tabaka bulunmaz ve bundan dolayr ur dokularmin dis
yiizeyinde zamanla c¢atlamalar baslar ve en sonunda dokular dagilir. Dagilan doku
parcalar1 topraga geri diiser ve konukgu bitkisini tekrar bulunca enfeksiyon dongiisiinii

yeniden baslatir.

Flagellalar1 yardimiyla toprakta bulunan Agrobacterium spp. yaralanmis bitkinin kdk
cevresindeki rizosferde biriken aminoasitler, sekerler ve organik asitler igeren bitki
0zlerinin salinmasi, bakteriyi pozitif kemotaksis yoluyla yaraya dogru ¢eker. Bunlara ek
olarak, yaralanmis bitkiler ayrica ¢ok ¢esitli fenolik bilesiklerden olan koniferil alkol ve
asetosringon (AS) ftretir (Lee and Gelvin 2008). Etmen yara bdlgesine ulastigi zaman
seliiloz iplik¢ikler sentezleyerek kendisini bitki doku ylizeyine baglanir (Tzfira and
Citovsky 2007). R. radiobacter (A. tumefaciens), ekstra kromozomal bir DNA pargasi
olan Ti plazmiti igerir. Ti-plazmiti iki bilesenden olusur; genetik transformasyon igin
gerekli olan viriilanslik genleri ve T-DNA (Transfer DNA) bolgeleridir (Tzfira et al.
2004). Yarali bitki dokularindan salinan fenolik bilesikler bakteriyel vir genlerinin

indiiklenmesine ve yapismasina yol agar (Krispin et al. 2007).

Agrobacterium spp’nin bitki hiicrelerine eklenmesinden ve c¢oklu vir genlerinin
ekspresyonundan sonra, T-DNA ile birlikte birkag efektor protein, tip IV salgilama
sistemi ile bitki hiicresine taginir (Thompson et al. 1988; Ward et al. 1988, 2002;
Kuldau et al. 1990; Shirasu et al. 1990; Beijersbergen et al. 1994). Bitki faktorleri, T-
DNA’nin bitki genomuna entegrasyonuna yardimci olur (Gelvin 2000; Mysore et al.
2000; Tzfira et al. 2004; Magori and Citovsky 2012).

Gelvin (2003)’de T-DNA’nin iiretimi ve konukc¢u hiicre igine taginmasi igin
proteinlerden olusan gerekli molekiiler mekanizmanin vir genleri tarafindan kodlanan

proteinlerden olustugunu bildirmistir. Bakteriyel proteinlerin bitki hiicresine transferine
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ragmen, ¢gogu Agrobacterium izolati, hiicrelerin hizli ve lokalize 6liimleriyle iligkili olan
asir1 duyarlilik reaksiyonu (HR) olusturmaz (Staskawicz et al. 1995). T-DNA’nin
transferi ayn1 zamanda Ti plazmidinde bulunan vir genleri tarafindan kontrol edilir.
Bitki tarafindan salgilanan fenolik bilesikler vir genlerinin indiiklenmesine ve
yapismasina yol agar. Farkli vir genleri vardir. Asetosiringon, virG (transkripsiyon
faktorii)’yi aktive eden virA (membrana baglanma reseptorii olan)’y1 aktive eder. Aktif
virG daha sonra virA, virB, virC, virD, virE ve virG operonlarinin promotorlerinde
bulunan aktivator elemanlar1 ile etkilesime girebilir. Bunlardan virA’nin otokinaz
aktivitesi, virG’nin fosforilasyonuna neden olur. Dolayisiyla vir gen ekspresyonunu
dolayli olarak aktive edilmistir (Schrammeijer et al. 2003). Gen ifade seviyelerinin
yiikselmesiyle sonucu konukg¢u bitki genomuna entegre edilmis olan T-DNA’sinin
ifadesiyle sona erer (Karami et al. 2009). VirA ve virG tarafindan indiiklenen virD1 ve
virD2, daha sonra T-DNA’y1 kendi sinirlarinda kesen bolgeye 6zgii niikleazlar gibi
davranirlar. T-DNA, 5’ ucunda virD2’ye baglanir ve tip IV salgilama mekanizmasi
araciligiyla bitki hiicresi sitoplazmasina aktarilmig olur (Kohli et al. 2003). VirB geni,
R. radiobacter (A. tumefaciens) ve konukguya baglanmayi saglayan koprii olarak gorev
yapan pilus benzeri bir yap1 iireten proteinleri kodlamak ic¢in gereklidir. T-DNA’nin
konukgu hiicre genomuna entegrasyonu virC tarafindan gergeklestirilir (Gheysen et al.
1991). Konukgu bitkinin DNA’siin degistirilecegi bolge belirlendiginde, virC, bu 6zel
DNA zincirini keser ve rekombinasyon yoluyla entegrasyon siirecini baglatir (Gheysen
et al. 1991). T-DNA’nin entegrasyonu, bitki genomu boyunca herhangi bir bdlgede
rastgele olabilir (Sekil 2.1) (Ishizaki 2008).
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Sekil 2.1. Agrobacterium tumefaciens’in duyarli konukgu bitki hiicresinde enfeksiyon
stireci (Escobar and Dandekar 2003)

R. radiobacter (A. tumefaciens), ayrica bitki hormonlarinin biyosentezi (oksinler ve
sitokininler) ve diger ¢ogu mikroorganizmanin kullanamadigi ve Agrobacterium tiirleri
icin secici bir avantaj saglayan karbon ve azot kaynagi olan opinlerin biyosentezi i¢in
genler tagir (Andrea and Heribert 2010). Bunlar tipik olarak oktopin veya nopalindir.
Birkag¢ R. radiobacter (A. tumefaciens) izolati, kiiltiir ortaminda bir tek karbon ve azot

kaynag1 olarak mannopin, nopalin ve hem mannopin hem de nopalini kullanmaktadir.

Johnson and Das (1998) opinler normalde bitkilerde sentezlenmedigini bildirmistir. Bu
gozlemler, bakteriyel plazmit DNA’nin konukg¢u hiicreye aktarildig1 ve eksprese edildigi

fikrini desteklemektedir.

T-DNA genlerinin ekspresyonu ile oksin sentezi i¢in [tms]1 (iaaM) ve tms2 (iaaH)] ve
sitokinin sentezi [tmr (ipt)] sonucu kontrolsiiz bitki hiicre boliinmesine ve biiylimesine
neden olarak ur olusumu gergeklesir (Zhu et al. 2000). Urlar, suyun ve besinlerin
taginmasi gibi bitkinin fizyolojik fonksiyonlarini inhibe eder. Ozellikle daha biiyiik alan1
kaplayan urlar olustugunda; bitkinin gelisiminde azalma ve ciddi sekilde bitkinin bodur
kalmasina neden olabilir. Bitki hiicresindeki hormon dengesinin degismesiyle hiicrelerin

boliinmesi bitki tarafindan kontrol edilememekte ve urlar olusmaktadir. Ur olusumuna



35

neden olan genler tarafindan diiretilen oksinin sitokinine orani, urun morfolojisini

belirler.

Suzuki et al. (2001)’de yaptiklar1 bir ¢alisma ile R. radiobacter (A. tumefaciens)’in
hastalik olusturma mekanizmasinda hormonlarin etkili oldugunu bununda genler ile
kontrol edildigini bildirmistir. Bitki hiicresine aktarilan ve bitki kromozomuna dahil
olan T-DNA’da bulunan ipt, aux ve 6a genlerinin hiicrede bol miktarda sitokinin ve
oksin hormonlarinin sentezlenmesine neden oldugu, bakterinin beslenmesi i¢in gerekli
opin adi1 verilen bilesiklerin olugmasini sagladigi, bdylece bitki hiicrelerinde kontrolsiiz
hiicre biiylimesi ve boliinmesinin uyarilarak ur olusumunun meydana geldigini ortaya

koymuslardir.

2.6. Hastalhigin Bitki Gelisimine EtKisi

Kok kanseri ekonomik olarak sert ve yumusak cekirdekli meyvelerin ¢ok onemli bir
hastaligidir. Hastalik ile ilgili genis bir literatiir bulunmasina ragmen, hastalikli bitkinin
biliylimesi iizerine etkisiyle ilgili ¢ok az literatiir bulunmaktadir. Ancak hastaligin
anaglarin performansini 6nemli Olgiide bozdugunu gosteren kesin bir kanit yoktur.
Birkag¢ arastirict kok bogazi kanseri hastaliginin duyarli iliman meyve agaglarinin
biliylimesi tizerine etkisini calismayr denemislerdir. Popova (1972)’de zengin besin
igerikli topraga ekilen urlu elma agaglarmmin normal olarak biiyiidiigiinii ve normal
saglikli elma bitkilerinden onemli Olgiide fark olusturmadigini bildirmistir. Popova
(1973)’de ayrica kok kanseri hastalikli erik agaclarinin 6zellikle kumlu topraklarda
zay1f bliylime ve zayif koklesmeye yol agtigini belirlemistir. Scheer et al. (1978)’de kok
bogazi kanserinin elma anaci olan M9 iizerindeki etkisini arastirmislar ve enfekte olmus
anaglarda siirgiin biiylimesinin saglikli olanlara gore daha az oldugu sonucuna

varmiglardir.

Garrett et al. (1984)’de kok bogazi kanserinin 8 yillik bir ¢alisma boyunca, Napolyon
kiraz agaclarinin govdesi ilizerinde sadece zayif bir etki gosterdigini ancak Roundel

kiraz ¢esidinde ise hastaliin bir zarara neden olmadigini tespit etmislerdir.
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Garrett (1987a) 1000’nin iizerinde kiraz anaci ile 7 yil boyunca caligmis ve saglikli ve
kok kanseri ile enfekteli agaclar arasinda sabit ve net bir fark olmadigim
gozlemlemistir. Ayn1 meyve bahgesinde 6 yasindaki saglikli agaclarin ortalama govde
cevresi kok bogazi kanseri ile enfekteli agaclarininkinden daha biiyiik oldugunu

gozlemlemistir.

Jindal et al. (1990)’da kok bogazi kanseri ile enfekteli iliman iklim meyve agaglarinin

hastaligin ileri asamalarinda 6lecegini bildirmistir.

Kumashiro and Yamamoto (1992)’de ise R. radiobacter (A. tumefaciens) ile agir

enfekteli topraga bes elma anacinin dikiminin basarisiz oldugunu bildirmislerdir.

Singh and Dhiman (2004)’de kdk bogazi kanseri ve kok ur nematodunun goriilme
sikliginin yiliksek olmasi ayni araziye seftali anaci dikiminin sorun olusturacagini ve

hastaligin yiiksek oranda bulunmasi ile korelasyon gdsterdigini belirlemislerdir.

Roh-Jeong et al. (2005)’de asmalarda kok kanserinin etkisini incelerken ur boyutlarinin
dayanikli ve hassas c¢esitlerde farkli olabilcegini ortaya koymuslardir. Urlarin daha
duyarli gesit olan Neo-Muscat igin ¢ok biiyiik, dayanikli gesit olan Vitis acerifolia 0154

icin daha kii¢iik oldugunu belirlemislerdir.

Gupta et al. (2005b) kok kanseri hastaliginin kiraz anaci-Colt’un biiylime parametreleri
tizerindeki etkisini bildirmisler ve tiim biiylime parametrelerinin yani siirgiin uzunlugu,
kok uzunlugu, govde cevresi ve klorofil igeriginin hastalikli bitkilerde saglikli bitkilere

kiyasla biiytik dl¢tide etkilendigi belirlenmistir.

2.7. Patojenite Testleri

Levine (1919)’da kalonseyi (Kalonche daigremontiana) farkli konukgulardan izole

edilmis bakterilerin patojenitesini test etmek amaciyla ilk kez kullanmis ve patojenite
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test sonucu ur olusturmada yaprak ve govde dokularmin duyarliliklarinda farkliliklar
tespit etmistir. Havug (Daucus carota), domates (Lycopersicum esculentum) ve kozmoz
cicegide (Cosmos bipinnatus) bu calismada kullanilmis olup en etkili ve iyi sonucu

veren test bitkisinin havug dilim testi oldugunu belirlemistir.

Smith (1939), Cupressaceae (Servigiller) familyas: iiyelerinin yapay inokiilasyon ile
kok kanserine karsi duyarli oldugunu ancak sert ve odunsu bitkilerde hastaligin

belirtilerini gérmenin uzun zaman alabilecegini bildirmistir.

Schroth et al. (1958)’de patojenite testinde kullanilabilecek en iyi test bitkisini
bulabilmek igin ¢esitli ¢alismalar yapmis ve steril petrilere nemlendirilmis filtre kagidi
konulmus havug dilimi testinin ¢ok iyi sonu¢ verdigini saptamislardir. Havug bitkisi
tizerinde belirtilerin goriilebilmesi i¢cin gegmesi gereken yaklasik siirenin 15-21 giin

oldugunu tespit etmislerdir.

Manigault and Kurkdjian (1967)’de patojenite testi i¢in domates, tiitlin ve farkli
indikator bir¢ok otsu bitki kullandiklarini bildirmislerdir. Ayrica Moore (1976)

patojenite testi igin turp bitkisini kullanmis ve ur olusumunu goézlemlemistir.

Burr et al. (1995)’de ¢ok sayida dikotiledon bitkinin yapay inokiilasyon yapilan
bolgelerinde R. radiobacter (A. tumefaciens)’den kaynakli ur olusumlarinin meydana
geldigini gézlemlemistir. Domates (L. esculentum Mill.) fideleri (~4 haftalik) en 6nemli
ve en ¢ok tercih edilen patojenite test bitkisi olarak farkli arastiricilar tarafindan
kullanilmistir (Kerr 1969a; New and Kerr 1972; Cooksey and Moore 1980; Jindal and
Sharma 1988; Kamal 2004). Bununla birlikte, domates disinda aygigegi (Helianthus
annus L.), kalonse (K. diagremantiana), datura (Datura spp.) ve havug (D. carota L.)
dilimleri yapay inokiilasyon ile patojenite testinde yaygin olarak kullanilan bitkiler

oldugu rapor edilmistir.
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Anand and Heberlein (1977)’de nemlendirilmis filtre kagidi serilmis petri kaplarina
patates dilimlerini yerlestirmisler ve belirtiler gozlenmeye baglandiktan sonra

patateslerin yaklasik %50’sinde ur olusumunu gézlemlemislerdir.

Anderson and Moore (1979)’de yaptiklar1 bir ¢alismada, 18 farkli bitkiden elde ettikleri
patojen izolatlar1 11 farkl: test bitkisinde patojenite testine tabi tutmuslar ve izolatlardan
ur olusturma oran: en yiiksek Nicotiana tabaccum ve Datura spp. oldugu goriilmiis, en

diisiik ur olusumunun ise seker pancari ve elmada oldugunu tespit etmislerdir.

Spiers (1979)’da yaptig1 bir ¢alismada R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatin1 havug
dilimi, seker pancari, bakla ve domates bitkilerinde test etmis ve 30 giin sonunda bazi
izolatlarin biiylik urlar olusturdugunu, bazi izolatlarin 2 ay sonunda ¢ok kiigiik urlar
bazilarinin ise hi¢ ur olusturmadigmi tespit etmistir. Bakla bitkisinin diger test
bitkilerine gore daha iyi belirti verdigi, havug dilimlerinde 15 giin sonunda ¢ok kiigiik
urlar gozlendigi ve seker pancar: dilimlerinde ise dogal kallus dokusu olusturdugu igin

basarili bulunmadigini bildirmistir.

Tolba and Soliman (2014)’de yaptiklar1 bir c¢alismada sectikleri izolatlarin ur
olusumunu giil (Rosa gallica), kalonse (K. daigremontiana), datura (D. stramonium),
tiitiin (N. tabacum cv. White Burley), domates (L. esculentum) ve havug dilimlerinde (D.
carota L.) test etmisler. Giil siirgiinlerinde inokiilasyondan 1 ay sonra urlar yara
bolgelerinde agik kahverengi bir renge sahip sislikler ile ortaya ¢ikmis ve zamanla,
urlarin yavas yavas biiyliyerek diizensiz, kivrimli, piiriizli, sert bir sekilde goriildiiglinii
bildirmiglerdir. Diger bakteri inokiile edilmis bitkilerde, yara bolgelerinde 15 giin sonra
urlar ortaya ¢ikmis ve daha sonra biyiikliklerinin arttigini bildirmislerdir. Havug

dilimleri izerinde ise belirtilerin 21 giin sonra agik kahverengi urlar1 gézlemlemislerdir.

Kamal (2004), R. radiobacter (A. tumefaciens)’in hipoviriilant izolatinin domates

bitkilerinin koklerinde minik urlar olusturdugunu gézlemlemistir.
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2.8. Rhizobium  radiobacter  (Agrobacterium  tumefaciens)’in  Tam  ve
Karakterizasyonu

Smith and Townsend (1907)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’in kok ve kok bogazi
kanserinin etmeni oldugunu bildirmesinin ardindan bir¢ok arastirmaci etmeni farkli
ortamlarda izole etmeye ¢aligmis, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri tizerine detayli

aragtirmalar yapmislardir.

R. radiobacter (A. tumefaciens)’in izolasyonuna yonelik daha 6nceki yontemler basit
besi ortamlar1 kullanimini igeren yontemlerdir. Patel besi ortami (1926)’da bu
ortamlardan biridir. Besi ortami laktoz, agar, sodyum taurocholate, mangan siilfat
(MnSQO4) igermektedir ve igerisindeki sodyum taurocholate diger organizmalarin
gelisimini engelleyen bir kimyasaldir. Sonug olarak Agrobacterium spp. hari¢ hemen
hemen tiim mikroflora organizmalarinin gelisimini inhibe eder (Clark 1969). Ancak bu
ortamin bazi sinirlayict dezavantajlari bulunmaktadir. Patel’in ortaminda hizla biiyiiyen
pek cok toprak kaynakli fungusda olabileceginden dolay1 Agrobacterium kolonilerinin

gelisimlerini baskilayabildikleri bildirilmistir.

Hendrickson et al. (1934)’de yaptiklar1 ¢alismada R. radiobacter (A. tumefaciens) ve
patojen olmayan R. radiobacter (A. radiobacter)’in demir amonyum sitrat besi

ortaminin yiizeyinde kirmizimsi kahverengimsi bir zar olusturdugunu gézlemlemistir.

Kovacs (1956), oksidaz reaksiyonunun biovar 1’i, biovar 2 ve 3’ten ayirict bir test
oldugunu belirtmis ve R. radiobacter (A. tumefaciens)’in oksidaz testine karsi pozitif

reaksiyon gosterdigini tespit etmistir (Kerr and Panagopoulos 1977; Moore et al. 1980).

Ark and Schroth (1958) havug dilimlerinin R. radiobacter (A. tumefaciens)’in
izolasyonunda tercih edilebilecegini ortaya koymuslar ancak havug¢ testinin
smirlandirilmasi, topraktaki R. radiobacter (A. tumefaciens) popiilasyonunu nicel olarak

yansitmamasi ile dezavantajli olabilecegini savunmustur.
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Hayward (1964) eritritol’den asit liretiminin tanisal testini Ralstonia solanacearum'u
ayirt etmede kullanmig ve ayrica bu testin R. radiobacter (A. tumefaciens)’in biovar

karakterizasyonunda da kullanilabilecegini savunmustur.

Schroth et al. (1965)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’in biiyiimesini azaltmadan
bir¢ok fungus ve bakteri bliylimesini etkili bir sekilde sinirlayan bir ortam gelistirmistir.
Bu besiyeri, sirasiyla, temel karbon ve azot kaynagi olarak mannitol ve sodyum nitrat
icermektedir. R. radiobacter (A. tumefaciens)’in hizli bir sekilde bu iki maddeyi
kullanarak diger bircok mikroorganizmalarin kullanmasina engel oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica besiyeri sodyum selenit, kalsiyum propiyonat ve bir alkaloit olan
berberin gibi bircok toksik madde icermektedir. Boylece diger mikroorganizmalarin
Agrobacterium’larin  gelisimini olumsuz yonde etkilenmesine engel olundugu
belirlenmistir. Caligmalarin artmasi ve tekniklerin gelistirilmesi ile ilerleyen zamanlarda
Clark (1969), Kado and Heskett (1970), New and Kerr (1971)’de Agrobacterium tiirleri

icin farkli besi ortamlar1 gelistirmislerdir.

Keane et al. (1970), %2 NaCl igeren Nutrient Glikoz Agar (NGA) ortaminda R.

radiobacter (A. tumefaciens)’in gelisebildigini gézlemlemistir.

Anderson (1977) NGA besiyerinde maksimum biiylime sicakligr ¢alismalarinda R.

radiobacter (A. tumefaciens)’in gii¢lii pozitif reaksiyon gosterdigini belirlemistir.

Kerr and Panagopoulos (1977) ve Moore et al. (1980), sitrat kullaniminin
Agrobacterium biovarlarini ayirmada kullanilan diger bir 6zellik oldugunu belirtmigler
ve biovar 2 ve 3 sitrat1 kullanirken biovar 1’in (A. tumefaciens) sitrat kullaniminda

degisiklik gosterebilecegini tespit etmislerdir.

Dhanvantari (1978), fizyolojik ve biyokimyasal testlerine gore 30 adet A. tumefaciens
izolatini iki gruba ayirmis, 24 izolat 3-ketolaktoz negatif, biovar 2’ye, 3 izolattan olugan
ikinci grup 3-kelolaktoza pozitif reaksiyon gostermis ve biovar 1’e yani R. radiobacter
(A. tumefaciens) olarak tespit edilmistir.
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Romanenko and Perepnikhatka (1984)’de kok kanseri etmeninin yaklasik 1-3 pm
uzunlugunda ve yaklasik 0,4 ile 0,8 um c¢apinda ¢ubuk sekilli bir bakteri oldugunu
bildirmistir. Tek basima veya kisa zincirler halinde bulundugunu ve peritrik kamgili
oldugunu gozlemlemislerdir. Bakterinin ayrica belirli ortamlarda kapsiil olusturdugunu

belirtmistir (Agrios 1997).

Jindal et al. (1990)’da R. radiobacter (A. tumefaciens)’in NA ortamindaki 6zelliklerini
incelerken bakterinin karakteristik olarak kiiciik, dairesel, diizgiin, parlak opak veya yar1

saydam konvex ve diizgiin kenarli beyaz koloniler olarak goriindiigiinii bildirmistir.

Shaad (2001) R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin belirlenmesinde en temel
testin yar1 segici besiyerine ekim yapilip daha sonra 1A segici besiyerine yapilan

ekimler oldugu bildirmistir.

Benjama et al. (2001) ayrica Agrobacterium cinsini karakterize etmek ve tiirleri
tanilamak icin farkli biyokimyasal testlerden olan iireaztesculine hidrolizi ve 3-

ketolaktoz testlerinin oldugunu bildirmistir.

Aysan et al. (2003), R. radiobacter (A. tumefaciens) ile enfekteli P. armeniaca (kayisi)
agaclarmim kok kismindan izole ettikleri bakterilerin gram negatif, spor ve pigment
olusturmayan, cubuk sekilli, oksidaz negatif ve katalaz pozitif olarak belirlemisler ve
yag asidi analiz sonuglarna gore %94,6 ile %98,2 oranlari arasinda patojenin R.

radiobacter (A. tumefaciens) olarak tanilamiglardir.

Kamal (2004)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’in Yeast ekstrakt mannitol agar
(YEMA) ortamindaki 6zellikleri incelemis ve bakterilerin dairesel, parlak, yar1 saydam

ve mucoid beyaz koloniler olusturdugunu gézlemlemistir.

Sharma et al. (2004)’de Hindistan'in daha 1liman bdlgelerinde kdk kanserinin meydana
geldigini bildirmis ve YEMA ortaminda R. radiobacter (A. tumefaciens)’i izole

ettiklerini bildirmislerdir
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Gupta et al. (2005a), hastalikli bitkiler tizerindeki geng¢ urlu dokulardan ve fidanlik
topragindan R. radiobacter (A. tumefaciens)’i YEMA ve Kado and Heskett (1970)
ortamlarin1 kullanarak izole etmisler ve 52 izolattan 51°1 seftali ve visnede kok
kanserine neden oldugu tespit edilmistir. R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlar1 3-
ketoglikosit testine karst pozitif reaksiyon gostermis ve Schroth, Thompson ve
Hildebrand ortamlar1 iizerinde biiyiime gosterdikleri i¢in etmenin biyokimyasal testler

ile de tanis1 R. radiobacter (A. tumefaciens) olarak desteklenmistir.

Gupta et al. (2005a), Himachal Pradesh’teki farkli sert ¢ekirdekli meyve
fidanliklarindan R. radiobacter (A. tumefaciens)’in 3-ketoglikozit testine karsi pozitif
reaksiyon, 35°C’de gelisme ve Litmus milk ortaminda alkali, eritritolden asit tiretimi,

Schroth ve Thompson ortamlarinda biiyiime gosterdiklerini ortaya koymuslardir.

Putnam (2006), R. radiobacter (A. tumefaciens) hareketli, laktoz ve mannitol kullanim

testleri igin pozitif reaksiyon veren bir bakteri oldugunu savunmustur.

Murugesan (2010), Agrobacterium spp. karbonhidrat igeren ortamlarda biiylimeye
birakildig1 zaman, hiicre dis1 ekstrapolisakarit maddeler salgiladigi ve bunun sonucu

kolonilerin hacimli ve siimiiksii bir goriiniim biraktigin1 gézlemlemistir.

Shams et al. (2012), R. radiobacter (A. tumefaciens)’in {iireaz ¢ozeltisinde,
inkiibasyondan sonra pembe renklenmenin gozlenecegi kolorimetrik degisimi

gozlemlediklerini bildirmistir.

Min (2014)’de yaptig1 tez ¢alismasinda iki segici ortam olan 1A ve D1 ortamlarimi
kullanarak Kampar’daki 7 farkli bolge toprak 6rneklerinden toplam 229 R. radiobacter
(A. tumefaciens) izolati elde etmis ve 1A ortammin R. radiobacter (A. tumefaciens)

etmeninin izolasyonunda D1 ortamindan iki kat daha etkili oldugunu ortaya koymustur.
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2.9. Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)’in miicadelesine yonelik

calismalar

Agrobacterium genellikle meyve agaglarini topraktan ve hastalikla bulasik alanlardaki
yeralt1 sular1 ile; asmalari ise sistemik olarak enfekte olmus propagatif iiretim materyali
ile enfeksiyon olusturdugu bildirilmistir (Moore and Cooksey 1981). Kok ve kok bogazi
kanseri hastaligi diger bakteriyel hastaliklara benzememektedir. R. radiobacter (A.
tumefaciens)’in viriilant suslarinda Ti plazmidinin yer almasindan dolayi, diinya
capinda birgok arastirici tarafindan c¢alismalar yapilmasina ragmen miicadelesi hala zor
bir hastaliktir (Watson et al. 1975). Ayrica kok kanseri hastaligi sonucu ur gelisimi
baslamadik¢a enfeksiyon tespit edilememektedir (Banfield 1934). Bu sebeple hastalikla
miicadele etmekte ki ilk asama patojenin bitkiye girmesini Onleyecek yoOntemler
kullanmaktir. Bu o6nlemler; topraktaki patojeni tespit etmeyi, patojenden ari iiretim
materyalinin kullanimi, biyolojik miicadele ve geleneksel veya molekiiler metotlar ile
yeni direngli ¢esitler liretmeyi igerir ancak umut verici sonuglara ragmen, patojenin

genetik cesitliligi bu yontemlerin verimliligini sinirlayabilmektedir (Peluso et al. 2003).

Kiiltiirel uygulamalar, kok kanserinin goriilme sikligin1 en aza indirmede 6nemli bir rol

oynamaktadir (Wicks et al. 1993).

Smith and Townsend (1907) yaptiklar1 bir calismada hastalia karsi hassas anaclarin

etmenle bulagik alanlara dikim isleminin yapilmamasi gerektigini bildirmislerdir.

Agrios (1997)’de hastalik ile bulasik tarlalarin, birka¢ yil boyunca misir ve diger tahil
bitkileri ekilerek miinavebe yapilmasini 6nermistir. Etmenin bitkiye giris yollarindan
biride yara yerleri oldugu i¢in transplantasyon sirasinda kok bogazi ve koklerin
yaralanmasindan kagiilmasi gerektigi ve bocekler tarafindan koklerin yaralanmasindan
kaginmanin hastalifin goriilme sikligin1 6nemli olglide azalttigi bildirilmistir (Saygili
2008). Ayrica enfekteli bitki materyallerinin imha edilmesi, sanitasyon, bulasik fidanlik
alanlarinda rotasyon ve iyi ¢ekirdeklenmis anacglarin kullanimi1 gibi bagka uygulamalarla

da hastalik oranin1 azaltici diger kiiltiirel yontemlerdendir.
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Gupta et al. (2005a), 1/3 doz Potasyum (K) ve Fosfor (P) ile birlikte normal doz Azot
(N) ve bunun yani sira ¢iftlik gilibresi uygulamasinin hastaligin goriilme sikligini

azalttigin1 gdzlemlemislerdir.

Krimi et al. (2006)’da %1,5 oraninda hardal ve okaliptiis yapraklari ile yapilan toprak

iyilestirme uygulamalarinin da hastaligin gortilme sikligini azalttigin tespit etmislerdir.

Toprak solarizasyonu, ¢esitli toprak patojenlerini kontrol etmek i¢in seffaf polietilen
tabakalarin kullanilarak giines enerjisi ile topragin 1sitilmasidir (Katan 1981). Jones et
al. (1966)’da toprak patojenlerini hedef alan toprak solarizasyon teknigini ilk kez
kullanilmislardir. Polietilen tarimda kullanilan en popiiler malzemedir ve ilk kez

1939°da ticari Olcekte tiretilmistir.

Mactayden (1967)’de farkli polietilen malglar1 arasinda yer alan seffaf mal¢in topragi
1sitan gilines 1sinlarinin ¢ogunu ilettigini bildirmistir. Ayn1 arastirici ayrica malglamanin

yiiksek sicaklik doneminde yapilmasi gerektigini de belirtmistir.

Horowitz and Regev (1980)’de en ince polietilen malginin (25-30 pm), diger
kalinliktaki polietilen malglar arasinda en iyi 151k gegirgenligine sahip olmasi nedeniyle

topragi 1sitmada daha etkili oldugunu bulmustur.

Tjamos and Plomatas (1988) alt 6liimciil sicakliklarin patojen tizerindeki kiimiilatif
etkilerinden dolay1 daha alt derinlikteki topraklarda Agrobacterium popiilasyon

yogunlugunda bir azalma oldugunu bildirmislerdir.

Raio et al. (1997)’de alt oliimciil sicakliklarin kiimiilatif etkisi nedeniyle daha alt
derinliklerde Agrobacterium popiilasyon yogunluklarindaki azalmanin, sulanan

alanlarda sulanmayan solarize alanlara gore ¢cok daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.
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Pinkerton et al. (2000) toprak solarizasyonunun etkinliginin toprak tipi ile iliskili
oldugunu belirtmisler ve silt (aliivyon)-killi topraklara sahip solarize yataklara ekilmis
Mazzard kiraz anaglarinin kok kanserine yakalanma riskinin anlamli derecede azaldigini

gozlemislerdir.

Zoina and Raio (1999)’da 6 adet seftali anacin1 (Barrier 1, GF 677, Mariana GF 8-1,
MrS 2/5, seftali fidan1 ve PS) kok kanserine karsi 4 yil boyunca farkli izolatlar ile kdk
ve siirgiinlere bulastirmak suretiyle arazi denemeleri kurmuslar ve MrS 2/5 anacinin ¢ok
yiiksek derecede hastalia hassas oldugunu; GF 677 ninde MrS 2/5’e bir derece daha az

hassasiyet gosterdigini tespit etmislerdir.

Rhouma et al. (2005)’de farkli meyve koklerinin (yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve
anaclar1) kok kanserine duyarliligini, i¢ yil boyunca sayisiz R. radiobacter (A.
tumefaciens) izolat1 ile sera ve tarla denemelerinde arastirmuslardir. P. dulcis ve P.
persica genotipleri, R. radiobacter (A. tumefaciens)’e yiiksek duyarlilik gésterirken, sert
¢ekirdekli anaclar arasinda aci badem tiim calismalarda olduk¢a hassas bulunmustur.
Kayis1 ve Cadaman anaglarinin diisik duyarlilifa sahip oldugu ancak ur
biiyiikliikliiklerinin daha biiylik oldugu belirlenmistir. Sonug olarak ana¢ duyarlilig: ile
ur biiyiikliigli arasinda bir iliski olmadigi belirlenmistir. Yumusak cekirdekli meyve
anaglarindan ayva BA29 hastaliga direncli iken MM 106 elma anac1 saksi1 denemelerinde

hassas bulunmustur.

Thomidis et al. (2005)’de 5 tane Prunus anacinin; GF677 (P. persica x P. amygdalus),
Antafuel (P. amygdalus x P. persica), St. Julien 655/2 (P. insititia x P. domestica),
seftali fidam1 (P. persica), Gisela (P. cerasus x P. canescens) R. radiobacter (A.
tumefaciens)’e kars1 dayanikliliklarini test etmisler ve hi¢bir anacin hastaliga dayanikli
olmadigini tespit etmislerdir. St. Julien 655/2 anaci en dayanikli anag olarak bulunurken

diger anaclar arasinda belirgin bir fark olmadig1 ortaya konulmustur.

Uzun siireli toprak solarizasyonu (90 giin) uygulamasi istenen termal dozlarin elde

edilmesinde ¢ok daha etkili oldugu bildirilmistir (Pinkerton et al. 2000). 8 cm’nin
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iistiindeki toprak katmanlarinda 40°C’de ~195 sa ve 45°C’nin iizerindeki sicakliklarda
62,5 sa istenen termal dozlarin elde edilebildigi belirlenmistir. Gupta and Khosla
(2007)’de yaptiklar1 bir ¢alismada 2001 ve 2002 yillar1 boyunca 15-30 cm derinlikteki
toprakta, 35°C’nin iizerindeki sicakliklarda termal dozlar1 sirasiyla 196,5 ve 93 sa
olarak belirlemisler ve bu topraklara ekilmis olan Colt kiraz anacinda kok kanserinin

goriilme insidansinin 6nemli miktarda azaldigini tespit etmislerdir.

Horuz vd (2017)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’e dayanikli anag bulunmasina
yonelik yaptiklar1 ¢aligmada Garnem anacinin hastalia karst oldukc¢a duyarls,
Myrobolan anacinin orta derecede duyarli ve GF-677 anacinin ise daha az duyarh

oldugunu belirlemislerdir.

Ark (1941, 1942) kok bogazi kanserine karsi fungusitler, antibiyotikler ve diger
kimyasallarin ~ (fumigantlar, toprak sterilize edici ajanlar, herbisitler gibi)
kullanilabilecegini  bildirmistir. Kapshuk (1933)’de en wumut verici sonuglarin
Kloropikrinden elde edildigini bildirmistir. Arastirict bu kimyasalin  topraga
uygulandiginda 20 cm derinlige kadar niifuz edebildigini ve Agrobacterium’u etkili bir

sekilde oldiirdliglinii tespit etmistir.

Blanchard (1951)’de, deneysel olarak civa kloriir (HgCl,), bakir siilfat (CuSOs) ve kireg
kloriir dogal olarak veya yapay olarak R. radiobacter (A. tumefaciens) ile bulasik
topraklarda dezenfektan olarak kullanilamayacagin1 ancak Aureomisin’in hastaliga kars1

etkin olarak kullanilabilecegini kanitlanmistir.

Dickey (1962)’de yapay olarak A. tumefaciens ile bulasik 3,9 ve 15 ing arasindaki tim
derinliklerdeki topraklara Metil bromiir (CH3Br) uygulanmasiyla %90’dan fazla

patojenin popiilasyonunda azalma oldugunu belirlemistir.

R. radiobacter (A. tumefaciens)’e kars1 birgok yazar farkli antibiyotikler kullanmis ve
Terramisin (Deep 1958a), Penisilin ve Streptomisin (Hampton 1948, Deep 1958b)’in
etkinliklerini tespit etmislerdir. Ark and Bingham (1958)’de, ne Streptomisin ne de
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Tetrasiklinin kok daldirma metoduyla (60 dk), hastaligin baslangi¢ asamasinda olan
armut veya kiraz anacglarinda hastaligin basarili bir sekilde kontroliinii saglamadigini

bildirmislerdir.

Deep and Young (1965)’de fidanlik arazilerine tohum ekiminden once topraga cok
sayida fungusit uygulamiglar ve hastalik oraninda artiglar gozlemlemislerdir. Bu
durumun toprak fungus mikroflora populasyonundaki azalmasinin A. tumefaciens ile

daha az rekabet etmesinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Deep et al. (1968)’de Mazzard kiraz anacinda kok bogazi kanserine karsit 7 fumigant
test etmisler ve Metil bromiir, Kloropikrin, Provigil bromiiriin, hastaligin kontroliinii

diisiik oranda sagladigini gézlemlemislerdir.

Ogg and Graf (1974)’de elma, armut, kiraz ve erik anaclarina hem sera hem de tarla
kosullarinda dikim oncesi uygulama olarak 8 herbisit test etmisler ve Trifluraince
uygulamasimin (1,7 kg/h) kullanimi ile kiraz anacinda kok kanseri ve sagak kok

hastaliginin goriilme sikliginda artis oldugunu bildirmislerdir.

Utkhede and Smith (1993), British Columbia’da gen¢ elma agaglarindaki kok
kanserinin kontrolii i¢in biyolojik ve kimyasal uygulamalar1 degerlendirmisler ve
%4°lik Formaldehitle toprak sterilizasyonu sonucu minimum hastalik siddeti (%9,77)

gozlemlemislerdir.

Agrios (1997)’de hastaligin kimyasal kontroliiniin, geleneksel pestisitlerin kullaniminin
basarisiz oldugunu ve yaygin olarak kullanilan bakir hidroksitin etkinliginin yetersiz
oldugunu bildirmistir. Bakirli bilesikler kok kanserini kontrol etmede en iyi sonuglari
verir ancak ancak patojen direnci ve bazi bitki tiirlerinde neden oldugu fitotoksisite

sebebiyle nadiren tatmin edici kontrol saglamaktadir.

Burr (2004)’de bitkide yara agilmasinin kaginilmaz oldugu durumlarda, bitki

yiizeylerindeki R. radiobacter (A. tumefaciens) populasyonlarini azaltmak ve hastaligin
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yeniden enfeksiyonunu en aza indirmek i¢in asi1 yoluyla bakir veya dezenfektan etkili
bakterisitler kullanilabilecegini kaydetmistir. Agrobacterium enfeksiyonunu azalttigi
bildirilen diger ¢iftlik uygulamalar1 ise, taze inek giibresi kullanimi ve bakir alimim

tesvik edici besin takviyeleri oldugunu bildirmistir.

Kamal (2004)’de beyazlatict pudra (bleaching powder) (%0,3) uygulamasi hastalik
oranmni %23,33’e; Oksiflorfen’in (0,5 1/h) bitki Oncesi tedavisi olarak herbisitlerin
uygulanmasi hastalik insidansin1 %30,33’¢e diisiiriirken, CuSO4 (%1) gibi antibakteriyel
bilesiklerin kok daldirma usuliiyle uygulanmasinin minimum hastalik diizeyinin %30,17
goriildiigiinii  bildirmiglerdir. Ayrica kiraz anaglarinda Streptosiklin kullaniminin

hastalik goriilme diizeyini %34,90’a diisiirdiigi belirlenmistir

Gupta (2005a)’de Streptosiklin (%0,1) ve CuSOs (%0,3) uygulamasinin hastaligi
onlemede bir dereceye kadar etkili oldugunu ve Colt kiraz anaglarinda hastaliginin

%40-50 oraninda kontrol edilebildigini bildirmistir.

Gupta and Kamal (2006)’da Colt kiraz anaglarinda ekim oncesi %4’liikk Formaldehit
uygulamasinin hastaligin goriilme sikligint %81, Oksiflorfen (0,5 I/h) uygulamasinin

%350 oraninda azalttigini belirlemislerdir.

Bitki hastaliklarin1 en aza indirmek i¢in umut verici alternatif bir yaklasim, patojen
gelisimini baskilayabilen antagonist etkiye sahip organizmalarin uygulanmasidir. Bu
kavram biyolojik miicadele olarak adlandirilirmaktadir ve kullanilan organizmaya
biyolojik miicadele ajani denilmektedir (Wilson 1997). Kullanilan biyolojik miicadele
ajanlar1 virlis, bakteri, fungus veya bdcek gibi patojenik olmayan antagonistik
organizmalardir (Otten et al. 2008). Biyolojik olarak kullanilan etken maddenin seri
tiretimi, pestisitlerin kimyasal sentezine kiyasla daha diisiik maliyetlidir (Shoda 2000).
Biyokontrol iriinler piiskiirtme veya 1slatma gibi geleneksel tekniklerle
uygulanabildiginden, iiretimleri sabit populasyonlar1 olusturma ve ¢ogaltma seklinde
olmasindan dolayr uygulama maliyetleri diisliktiir (Montesinos 2003). Bir biyoajanin,

yerli mikroskobik canlilar veya ekosistemdeki diger organizmalar iizerindeki etkisinin,
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genis spektrumlu pestisitlere gore daha az etkisinin olmast 6nemli bir avantajdir
(Emmert and Handelsman 1999). Ayrica direng¢ olusum riskinin az olmasi bir diger
avantajdir. Etkili bir biyokontrol ajani yalnizca antagonistik olmamali, ayn1 zamanda
hedef bitkide ve/veya ortamda stabil bir sekilde hayatta kalabilmelidir. Bu zamana kadar
patojen Agrobacterium’lara karsi kullanilan antagonistik mikroorganizmalarin
cogunlugu Agrobacterium cinsine aittir. Seftalide patojen R. radiobacter (A.
tumefaciens) iizerine inhibisyon etki gosteren ilk etkili biyokontrol ajan, Avustralya’da
izole edilmis R. radiobacter (A. radiobacter) K-84’tiir (Kerr 1972). Diinya genelinde
timoriigenik R. radiobacter (A. tumefaciens)’in neden oldugu kok kanseri hastaliginin
biyolojik kontrolii i¢in ticari bir ajan olarak kullanilmaktadir (Farrand and Wang 1992).
Biyolojik miicadele ajani olarak ilk denemelerden sonra K-84 farkli bir¢ok bitkide
hizlica test edilmistir (Moore and Warren 1979). 1972’den beri, R. radiobacter (A.
radiobacter) K-84, kok kanseri etmeni ile bulasik topraklarda kok daldirmasi, tohum ve
toprak muamelesi, olmak {izere diinya ¢apinda hastaligin kontrolii i¢in etkili ve yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Schroth and Moller 1976; Matthee et al. 1977; Moore
1977, 1979; Moore and Warren 1979; Panagopoulos et al. 1979; Gupta et al. 2010). Bir
toprak kaynakli patojen i¢in hedeflenen biyolojik kontrol ajaninin belki de en iyi
belgelenmis basarisi, 20 y1l boyunca tiim diinyada ¢esitli bitkilerde kok kanserini
kontrol etmek i¢in kullanilan R. radiobacter (A. radiobacter) K-84’tin kullanilmasi

olmustur.

R. radiobacter (A. radiobacter) K-84 izolat1 ii¢ plazmit igermektedir. 47 kb pAgK84,
bircok patojenik Agrobacterium izolatina karsi etkili ve spesifik bir antibiyotik olan
agrocin 84’1 iiretmektedir (Slota and Farrand 1982; Farrand and Wang 1992). Agrocin
84, agrocinopine benzeyen ve DNA sentezini inhibe eden bir adenin niikleotid
analogudur. Ikinci plazmid 173 kb pNoc, nopalin katabolizmasini kodlar, ancak viriilans
ve onkogenik fonksiyonlardan yoksundur (Clare et al. 1990). Uciincii, daha az
karakterize edilmis biiyiik (300-400 kb) bir plazmiddir ve ikinci bir antibiyotik olan
agrocin 434’1 kodlar (Donner et al. 1993; McClure et al. 1998). Bu antibiyotiklerin
yant sira, K-84, ayn1 zamanda ALS84 adi verilen bir siderefor tiretmektedir (Penyalver

et al. 2001). K-84 izolat1 ayrica farkli lilkelerde Agrocin 84’e direngli patojenleri de
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kontrol edebildigi gosterilmistir (Bouzar et al. 1983; Lopez et al. 1987; Lopez et al.
1989; Vicedo et al. 1993). Agrocin 84’e direngli patojenlerin kontroliinde rol oynayan
mekanizmalar tespit edilememistir, ancak bu mekanizmalarin agrocin 84’iin iiretimi ile
veya pAgK84 ile iliskili olmadigi bilinmektedir (Lopez et al. 1989). Bu bulgular K-
84’iin biyolojik kontrol 6zelliklerinin karmasik oldugunu ve Agrocin 84 iiretiminin

bilesenlerden sadece biri oldugunu gostermektedir (Farrand and Wang 1992).

Faivre et al. (1979), siis bitkilerinden Chantilly Blanc, Eureka ve Madame Wolf’un
krizantem c¢esitlerinde kok kanserini kontrol etmek icin K-84 susu kullanmislar ve
uygulama yapilmayanlarda hastalik %97,1 goriiliirken uygulama yapilmiglarda hastalik

%5,83 oraninda goriildiigiinii kaydetmislerdir.

Vicedo et al. (1993)’de yaptiklar1 bir ¢alisma ile pAgK84'lin K-84 izolatindan patojenik
izolatlara transferi sonucu biyolojik miicadelenin etkinligini azaltabilecegini
belirtmislerdir. Ciinkii pAgK84 agrocin iiretimini ve Agrocin 84’e dayaniklilig1 kodlar.
Bu transferden kaginmak i¢in K-84’{in stabil bir Tra” delesyonu yoluyla K-1026 mutanti
yapilmistir (Jones et al. 1988) yani K-1026, pAgK84’iin transfer bolgesinde bir
delesyon i¢ermektedir. K-1026’1n patojen izolatlarin biyolojik kontroliinde K-84 kadar
etkili oldugu belirlenmistir. Bugiline kadar, her iki izolatin kok kanserini kontrol etme,
plazmid transferi, antibiyotik tiretimi, kok kolonizasyonu ve rizosferde yasama siiresi
kabiliyetlerini karsilastirmak i¢in ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir (Gupta et al. 2010). K-
1026, 1988 sonunda Avustralya'da biyopestisit olarak tescil edildi ve ticari {iriin Nogall
olarak satilmaktadir (Bullard 1988). Baska bir turba bazli formiilasyon olan A.
radiobacter susu K-84'iin saf kiiltiiriinii iceren Dygall Yeni Zelanda’da ruhsathdir.
Galltrol, California AgBiochem tarafindan {iretilen bagka bir ticari formiilasyon, ayni
bakterinin bir agar plak kiiltiiriidiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde, Cevre Koruma

Ajanst (EPA), Galltrol-A ve Nobac 84-C’nin tescilini saglamigtir (Carter 1989).

R. radiobacter (A. radiobacter) K-84 ticari olarak agar plakalarinda karboksimetil
seliloz ve ince Ogiitiilmiis bir turba igerigine sahip bir formiilasyonda iiretimi

yapilmaktadir (Galltroll; AgBiochem, Inc., Orinda, California).
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Arazi kosullarinda dikimden once tohumlarin veya koklerin bir K-84 siispansiyonuna
daldirilmasi, giillerin koklerinde (Kerr 1980; Farkas and Haas 1985; Jones et al.1991)
ve birkag sert ¢ekirdekli meyve tizerinde seftali (Kerr 1972), badem (Jones and Kerr
1989) ve kiraz (Moore 1977) gibi kok kanseri olusumunu 6nledikleri farkli arastiricilar

tarafindan belirlenmistir.

Pseudomonas, Bacillus, Brevibacillus cinsleri farkli meyve anaglarinda kok kanserine
kars1 test edilmis ve R. radiobacter (A. radiobacter) K-84 disinda hastaligi kontrol
edebilen diger biyolojik miicadele ajanlar1 oldugu bildirilmistir (Gupta and Kamal 2006;
Gupta et al. 2007; Gupta et al. 2010).

Hayman and Farrand (1988) B. subtilis izolatlarini, R. radiobacter (A. tumefaciens),
C58, AR125 ve B6 izolatlarina karsi ¢ok etkili oldugunu gozlemlemislerdir. Bununla
birlikte, R. radiobacter (A. tumefaciens)’in B6 izolatina karsit in vitro kosullarda
referans antagonist sus olan K-84 ve K-1026 bir inhibisyon zonu olusturmadigi
bilinmektedir. Buna gore, B. subtilis izolatlarinin antibakteriyel bilesiklerinin, K-84 ve

K-1026’dan farkli oldugunu ortaya koymuslardir.

Zhang et al. (1991)’de yaptiklar1 bir ¢aligmada bakteriyel antagonist izolat olan P.
fluorescens’in seftali bitkisindeki ur olusumunu %95 oraninda kontrol altina alabildigini

ortaya koymuslardir.

Handelsam and Stabb (1996)’da rizosferde bulunan antagonistlerin kolonizasyonunun
hizli ve uzun siire toprakta canliligini devam ettirmesinin toprak kaynakli patojenlerin
biyolojik kontrolii i¢in gerekli oldugunu kanitlamiglardir. R. radiobacter (A.
radiobacter) K-84 ve K-1026 izolatlar1 farkli konukgu bitkilerin kok sistemine iyi ve

hizli kolonize oldugunu kanitlanmiglardir (Vicedo et al. 1993).

Khmel et al. (1998)’de P. aureofaciens B4117 ve P. fluorescens CR330D izolatlarini
birarada kullanmak iizere ahududu ile asmada sorun olan A. tumefaciens’e kars1 in vivo

sartlarda test etmisler ve asmada hastaligi %56-80 arasinda azalttiklarini
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kaydetmislerdir. Elde ettigi sonuglarin, bu antagonistlerin kullanimiyla ilgili etkili bir

yontem oldugunu savunmuslardir.

Wang et al. (2000)’de Cin’de yaptiklar1 bir ¢alismada K-84 izolati genetik olarak
modifiye edildiginde kiraz ¢i¢eklenmesinde ur olusumunu %67 ile 99 oraninda kontrol

edebildigini bildirmistir.

Silva and Romerio (2001)’de sera kosullarinda giil {izerinde ur olusumuna kars: etkili

14 Actinomycetes tespit etmislerdir.

Benjama et al. (2002), Fas’ta 206 adet patojenik R. radiobacter (A. tumefaciens),
izolatina karsi in vitro kosullar altinda R. radiobacter (A. radiobacter) K-84 ve K-
1026’y1 test etmisler ve K-1026 susunun K-84 susundan daha etkili oldugunu

bulmuslardir.

Wazir et al. (2002)’de kiraz anac1 Colt’ta R. radiobacter (A. radiobacter) K-1026’nin
ticari bir formiilasyonu olan Nogall’in ur olusumu iizerine etkinligini anaglara dikimden

once 150 mg/l uygulayarak etkili sonuclar aldiklarini bildirmislerdir.

P. aureofaciens ve P. fluorescens asma ve ahududa ur olusumunu engellemistir. Benzer
bir etki P. putida, Burkholderia phytofirmans ve Azospirillum brazilense strainleri 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase ireterek bitkide etilen sentezinin
onciisiini  degrede olmasim1 saglayarak domates bitkilerinde ur olusumunu

engelledikleri aciga ¢ikarilmistir.

Rhouma et al. (2004)’de Tunus’ta R. radiobacter (A. radiobacter) susu K-84’i ve
bunun genetik olarak degistirilmis izolat1 K 1026’y1 ac1 badem iizerindeki ur olusumuna
kars1 test etmisler ve her iki antagonistik susun, bitki basina diisen ur sayisini énemli

ol¢iide azalttigini bulmuslardir.
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Gupta and Khosla (2007)’de B. substilis izolat1 (patojenden 24 sa Once biyoajan
verilmesi) ve toprak solarizasyonunun birlikte uygulanmasiyla kiraz anaci olan Colt’ta

ur olusumlarini ¢ok etkili bir sekilde azalttigini ortaya koymuslardir.

Chen et al. (2007) Rahnelia aquatilis HX2 izolat1 asma kok bolgesinden izole edilmis
ve R. vitis, R. radiobacter (A. tumefaciens), ve R. rhizogenes’e karsi in vitro kosullarda

test edilmis ve patojenlerin gelismelerini engelledigini belirlemislerdir.

Hammami et al. (2008) B. subtilis 14B strainini R. radiobacter (A. tumefaciens)’e karsi
kullanmiglardir. B. substilis 14B iretmis oldugu Bacteriosin 14B sayesinde hastaligi

inhibe ettigini ortaya koyulmustur.

Yangui et al. (2008)’de zeytin degirmeni atik suyunu R. radiobacter (A. tumefaciens)’in
neden oldugu kok kanserine karsi in vitro ve in vivo sartlarda test etmisler. In vitro
sartlarda yliksek diizeyde antibakteriyel gosterdigini, saksi denemelerinde hastaligi
onemli derecede azalttigini kaydetmislerdir. Ayn1 zamanda zeytin atik suyundan izole

edilmis 5 bakteri izolatida antagonistik etki gosterdigini belirlemislerdir.

Stanojkovig et al. (2009)’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada Asteraceae familyasina ait
bazi bitki ekstraktlarinin antibakteriyel etkilerinden dolay1 R. radiobacter (A.
tumefaciens)’den kaynakli ur olusumunu engelleyebilecegini in vitro sartlarda
belirlemisler ve formiilasyona doniistiirebilirse preparat olarak hastalifa karst koruyucu

olarak kullanilabilecegini kaydetmislerdir.

Dandurishvili et al. (2010)’da R. radiobacter (A. tumefaciens) ve R. vitis’den kaynakl
ur olusumunu engellemek igin Serratia plymuthica 1C1270, P. fluorescens Q8r1-96 ve
P. fluorescens B-4117 izolatlarin1 kullanmisglar ve in vitro ve sera kosullarinda domates

bitkisinde ur olusumunu engelledigini gézlemlemislerdir.

Tolba and Soliman (2013)’de Yunanistan’da giil bitkisinden izole edilmis R.
radiobacter (A. tumefaciens)’e kars1 B. megaterium, Paenibacillus polymyxa, P. fragi,
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P. viridifilava ve P. asplenii ve Curtobacterium flaccumfaciens bakterilerini
kullanmiglar ve 6nemli derecede ur olusumunu engelleyebildiklerini hem in vitro hem
de in vivo kosullarda ortaya koymuslardir. C. flaccumfaciens, giil siirgiinleri ve
kalanchoe yapraklarinda hastaligi %100, ayni antagonist, kabak meyvelerinde %75
oraninda azaltmigtir. Ayn1 sekilde, P. asplenii, P. viridiflava ve P. polymyxa, kalanchoe
yapraklar1 ve kabak meyvesinde hastalik olusumunu yaklasik %100’e kadar diisiiriirken,

giil siirglinlerinde sirasiyla %66,7; 55,6 ve 44,5’e diigtirmuslerdir.

Kawaguchi et al. (2013) yilinda elma agacinda goriilen kok kanseri hastaligina karsi
non-patojenik R. vitis, VARO03-1, biyoajan olarak kullanmislar ve hastalig1 basarili bir

sekilde onleyebildigini gdzlemlemislerdir.

Limanska et al. (2015)’de yaptiklar1 c¢alismaya gore Lactobacillus cinsine ait
bakterilerin de R. radiobacter (A. tumefaciens)’e karsi kullanilabilme potansiyeline
sahip oldugunu gostermislerdir. Ayrica L. plantarum, FAO tarafindan biyokoruma

sisteminde giivenilir olarak kabul edilmis bir bakteri ttirtidiir.

Kahla et al. (2017)’de Eucalyptus cinerea bitkisinin i¢cermis oldugu antimikrobiyal
maddelerden kaynakli ugucu yaglari R. radiobacter (A. tumefaciens)’e karsi agmis
olduklar1 yara basma 0,625 and 2,5 mg olacak sekilde kullanmiglar ve urlarin
agirhiginda sirasiyla %95, %97,5 oraninda azalma gozlemlemislerdir. Ayrica domates
tohumlarma da bu ugucu yagi test etmisler ve fitotoksik etkisinin olmadigini
belirlemislerdir. Bu sonuglara gore kok bogazi kanserinin biyolojik olarak onlenmesi

acisindan 1y1 bir biyokontrol madde olma potansiyeline sahip oldugunu gostermislerdir.

Abdallah et al. (2018)’de ilk kez B. amyloliquefaciens’in iiretmis oldugu 32a
lipopeptitinin R. radiobacter (A. tumefaciens) C58 ve B6’nin biyofilmleri {izerindeki
etkilerini ¢alismiglar ve gliclii bir biyosiirfektan madde olmasimmin yanisira
Agrobacterium hiicrelerine karsi bakteriyosidal etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Daha da oOnemlisi, lipopeptid bakimindan zenginlestirilmis ekstre, yarali dokulara
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patojen bulasmasindan sonra tedavi amachi uygulandiginda domates gdovdesinde ur

olusumunu inhibe ettigini de ortaya koymuslardir.

Liang et al. (2019)’da R. radiobacter (A. tumefaciens)’in kiraz anaci Gisela 6’da
enfeksiyon Oncesi ve sonrasindaki fizyolojik degisiklikleri incelemek bitki savunma
mekanizmasinda rol alan enzimlerin aktivitelerini ve fitohormonlarin igeriklerini tayin
etmiglerdir. R. radiobacter (A. tumefaciens) ile enfeksiyon, Peroksidaz (POD),
Superoksit dismutaz (SOD), Polifenol oksidaz (PPO), Askorbat peroksidaz (APX),
Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), ve Glutation rediiktaz (GR),'in aktivitelerini
ve Jasmonik asit (JA) icerigini arttirirdigini ancak Katalaz (CAT) ve Fenilalanin
amonilayz (PAL) aktiviteleri ile Salisilik asit (SA) igeriginde anlamli bir fark

bulunmadigini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Bitki Klinik

Laboratuvarinda yiiriitilmiistir.

3.1. Materyal

Potansiyel patojen izolatlar: Erzurum ve Adana illerinde farkli zamanlarda izole

edilmis bes farkli R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlar1 olusturmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan potansiyel patojen izolatlar ve izole edildigi bitkiler

Sira Patojen izolat izole edildigi bitki
1. 1A Seftali

2. 1B Seftali

3. 2A Kayisi

4. 2B Kayisi

5. RK 473 Elma

Potansiyel biyoajan izolatlar: Caligmada kullanilan aday potansiyel biyoajan
bakterileri Atatiitk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimii Kiiltiir
Koleksiyonu’nda muhafaza edilen bakteriler olusturmustur. Bu izolatlarin bir¢ogu daha
once farkli caligmalarda farkli bakteriyel ve fungal bitki patojenlerine ve bitki
zararhlarina karsi test edilmis izolatlardan ve ilk kez bu calismada test edilmis
izolatlardan olusmustur (Kotan 1998; Kotan 2002; Kotan et al. 2002; Karagoz 2009;
Kotan et al. 2009; Erman et al. 2010). Bu izolatlarin tanilari, klasik tan1 yontemleri ve
bakterilerin yag asitleri izole edilerek mikrobiyal identifikasyon sistem (MIS)’de
yapilmistir (Cizelge 3.2).



Cizelge 3.2. Calismada kullanilan potansiyel biyoajan bakteri izolatlarinin ait oldugu cinsler ve izolat sayilari

Bakteri Cinsi I1S* Bakteri Cinsi 1S* Bakteri Cinsi I1S* Bakteri Cinsi 1S*
1 Bacillus spp. 388 28 | Klebsiella spp. 9 55 Neisseria spp. 3 82 Colwellia spp. 1
2 Pseudomonas spp. 184 29 | Sphingobacterium spp. 9 56 | Thermus spp. 3 83 Comamonas spp. 1
3 Erwinia spp. 77 30 | Brevundimonas spp. 8 57 Deinococcus spp. 2 84 Corynebacterium spp. 1
4 Enterobacter spp. 70 31 | Clavibacter spp. 8 58 Dermabacter spp. 2 85 Delftia spp. 1
5 Brevibacillus spp. 69 32 | Pseudoalteromonas spp. 8 59 Edwardsiella spp. 2 86 Desemzia spp. 1
6 Paenibacillus spp. 59 33 | Myroides spp. 7 60 | Ewingella spp. 2 87 Dermabacter 1
7 Pantoea spp. 48 34 | Achromobacter spp. 6 61 Hydrogenophaga 2 88 Dunganella spp. 1
8 Kocuria spp. 44 35 | Kurthia spp. 6 62 Gluconacetobacter spp. 2 89 Empedobacter spp. 1
9 Acinetobacter spp. 37 36 | Microbacterium spp. 6 63 Kingella spp. 2 90 Flavimonas spp. 1
10 Arthrobacter spp. 37 37 | Rhodococcus spp. 6 64 Kluyvera spp. 2 91 Gordona spp. 1
11 Salmonella spp. 34 38 | Methylobacterium spp. 5 65 Kytococcus spp. 2 92 Kytococcus spp. 1
12 Micrococcus spp. 30 39 | Chromobacterium spp. 5 66 Lysobacter spp. 2 93 Micobacterium spp. 1
13 Xanthomonas spp. 29 40 | Geobacillus spp. 5 67 Nocardia spp. 2 94 Ochrobactrum spp. 1
14 Chryseobacterium spp. 28 41 | Photobacterium spp. 5 68 Novosphingobium spp. 2 95 Pandorea spp. 1
15 Alcaligenes spp. 26 42 | Photorhabdus spp. 5 69 Plesiomonas spp. 2 96 Pediococcus spp. 1
16 Burkholderia spp. 22 43 | Acidovorax 4 70 Providencia spp. 2 97 Proteus vulgaris 1
17 Paenibacillus spp. 22 44 | Bergeyella spp. 4 71 Psychrobacter 2 98 Pseudoxanthomonas spp. 1
18 Salmonella spp. 22 45 | Citrobacter spp. 4 72 Ralstonia spp. 2 99 Rahnella spp. 1
19 Aeromonas spp. 19 46 | Escherichia coli 4 73 Shewanella spp. 2 100 | Raoutella spp. 1
20 Serratia spp. 19 47 | Hafnia spp. 4 74 | Tetragenococcus spp. 2 101 | Rothia spp. 1
21 Yersinia spp. 19 48 | Proteus spp. 4 75 | Weeksella spp. 2 102 | Shigella spp. 1
22 Staphylococcus spp. 18 49 | Sphingomonas spp. 4 76 | Virgibacillus spp. 2 103 | Variovorax spp. 1
23 Leclercia spp. 13 50 | Stenotrophomonas spp 4 77 Varivorax spp. 2 104 | Zobellia 1
24 Agrobacterium spp. 12 51 | Actinomadura spp. 3 78 Streptoverticillium spp. 2 105 | Tanimlanamadi 451
25 Brevibacterium spp. 12 52 | Cellulomonas spp. 3 79 Aerococcus spp. 1
26 Curtobacterium spp. 11 53 | Flavobacterium spp. 3 80 Cellulosimicrobium spp. 1
27 Vibrio spp. 11 54 | Janthinobacterium spp. 3 81 Chyseomonas spp. 1 TOPLAM 2012

* |S: Izolat say1s1

LS
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3.1.1.Bakterinin geleneksel yontemlerle tamisinda kullanilan malzemeler

Atatiirk  Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Bitki Klinik
Laboratuvar’inda bulunan farkli biiyiiklilkte cam ve plastik malzemeler, petri kaplari
(90 mm, 60 mm), cam pipet ve pastdr pipeti, ¢esitli kimyasal malzemeler, mikropipet
(Ependorf), hassas terazi (Scaltec), hemotolojik ¢alkalayici (Fisher), 1sitic1 ve karistirici
(Niive, MK318), su banyosu (Bandelin Sonorex), calkalayici (Gerhardt), pH metre
(Hanna), inkiibator (Niive ES500), saf su cihazi (Gfl 2004), otoklav (Hirayama),
spektrofotometre (Shimadzu), steril kabin, santrifiij (Hettich Universal 32R), vorteks
(Velp Scientifica), tiirbidimetre (Biolog), PZR Cihazi (Biorad Thermocycler), jel tanki
(Biorad), derin dondurucu (-80°C Wisd) ve buzdolabi (Argelik) bu tez galismasi

kapsaminda kullanilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

Patojen ve biyoajan Dbakterilerin inokulum olarak iretilmelerinde ve etki
mekanizmalarinin saptanmasina yonelik ¢calismalarda farkli besiyerleri kullanilmis olup

bu besiyerlerinin igerigi Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan besiyerleri ve bilesimleri

Besiyeri ad1 Kullanim amaci Icerigi (1 L)
Nutrient Agar (NA) Bakteri inokulumu tiretimi 23 g NA
Nutrient Broth (NB) Bakteri inokulumu iiretimi 8 g NB
King B Bakteri inokulumu tiretimi 20 g Pepton
1,5 g MgS04.7H,0
1,5 g KoHPOg4
10 g Gliserol
16 g Agar
Nutrient Siikroz Agar (NSA) Levan testi 5 g Peptone
3 g Beef extract
5 g Stikroz

15 g Agar




Cizelge 3.3. (devam)
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Besiyeri ad1

Kullanim amaci

Icerigi (1 L)

National Botanic Research
Institute’s Phosphate
(NBRIP)

Biyoajan bakterilerin fosfat
coziintirliiklerinin tespiti

20 g Glukoz

5 g Casz(POa4):

0,5 g (NH4)2S04
0,2 g KCI

0,25 g MgSO.

0,5 g Yeast ekstrakt

Chrome Azurol S Agar
(CAS)

Biyoajan bakterilerin
siderefor iiretiminin tesp7iti

60,5 mg CAS

10 ml (ImM
FeClz.6H20+10 mM
HCL)

72,9 mg HDTMA
30,32 g Pipes

12 g NaOH(%50 wi/v)
3 g KH2POq4

5 g NaCl

10 g NH4CI

20 mM MgSOq

1 mM CaCl;

15 g Agar

Demir Amonyum Sitrat
Besiyeri

R. radiobacter
(A. tumefaciens) e 6zel besi
ortami

(NH, )5 Fe(Cg Hy O5 ),
10g

0,5 g MgS04.7H20

0,2 g CaCl»

Litmus Milk Besiyeri

R. radiobacter
(A. tumefaciens) ‘e 6zel besi
ortami

100 g Skim Milk
4 mg Bromcresol purple

Asit Uretimi Temel Besiyeri

R. radiobacter
(A. tumefaciens) ‘e 6zel besi
ortami

1 g NH4H2PO4

0,2 g KClI

1 g Yeast ekstrakt

3 ml Bromthymol blue
0,2 g Mg2S04.7H0
1,5 g Agar

Sitrat Besiyeri

R. radiobacter
(A. tumefaciens) ‘e 6zel besi
ortami

2 g Sodyum sitrat

0,2 g Mg2SOa4. 7TH20

1 g NH4H2PO4

1 g KoHPO4

5 g NaCl

15 ml Bromthymol blue
1,5 g Agar

Cizelge 3.3. (devam)
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Besiyeri ad1

Kullanim amaci

Icerigi (1 L)

Malonik Asit besiyeri

R. radiobacter

2 g (NH4)2SO4

(A. tumefaciens) ‘e 6zel besi 0,4 g KH2PO4
ortami 0,6 g K2HPO4
2 g NaCl

0,1 g Yeast ekstrakt

3 g Malonik asit, sodyum
tuzu

2,5 ml Bromthymol blue
[%50 etanol igerisinde
%1 (W/v)]

R. radiobacter
(A. tumefaciens) e 6zel besi
ortami

Mucic ve L-tartarik Asit
Besiyeri

0,5 g NaNH4PO4

0,17 g NaH2POq4

0,2 g KCI

2,5 ml Bromthymol blue

3.1.3. Kullanilan test bitkileri

Patojenite caligmalarinda havug dilimleri (Daucus carota L.) ve kabak meyveleri
(Cucumis pepo), domates (S. lycopersicum L.) ve aygigegi (Helianthus annus L.)
fideleri, kalonse (Kalonchoe daigremontiana Raym-Hamet and H.Perrier) yapraklari ile
GF 677 seftali (Prunus persica x Prunus amygdalus), M9 ve MM106 (Malus domestica

L.) elma anaglar1 kullanilmstir.

Calismanin ilk basamagi olan potansiyel patojenlerin viriilanslik testi (havug dilimleri
ve kabak meyvelerinde), patojen-biyoajan petri denemeleri Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Bitki Klinik Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
Calismanin patojenite ve seralarda yiiriitilen asamalarinda, 5 numara (23x17 cm)

saksilar ve yetigtirme ortami olarak steril torf ve perlit karisimi (3:1) kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1.Potansiyel patojen bakteri izolatlarinin viriillanshk testleri ve asir1 duyarhhk

reaksiyonu

Daha onceden farkli arastiricilar tarafindan izole edilmis bes adet potansiyel patojen
bakteri izolatin patojenite yeteneklerini test etmek ve aralarinda en virulant olanini
tespit etmek amaciyla havug dilimleri (D. carota L.) ve kabak meyveleri (C. pepo),
domates (S. lycopersicum L.) ve aygigegi (H. annus L.) fideleri, kalonse (K.
daigremontiana Raym.-Hamet and H. Perrier) yapraklari ile GF 677 (P. persica x P.
amygdalus) seftali, M9 ve MM106 elma (M. domestica L.) anaglar1 kullanilmistir.

Eastwell et al. (2006)’ya gore bakteri inokulumu hazirlanmistir. Buna goére NA
besiyerinde 48 sa gelistirilmis bakteriler, 250 ml sivi NB’ye aktarilmis ve 24 sa daha
gelismeleri beklenmistir. Bu siire sonunda sivi besiyerinde gelismis bakteriler 30 dk
boyunca +4°C buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra 50 ml’lik falcon tiiplerine
aktarilan bakteriler 6000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilmig ve pellet kismi 2 kez
%0,85’lik NaCl (serum fizyolojik) ile yikanmistir. En son asamada bakteri
slipernatantlar1 steril saf su ile spektrofotometre cihazinda absorbansi 600 nm’de

ayarlanmistir.

Havug¢ dilimlerinde viriilanshk testi: Marketten alinmig havuglar steril kabin
icerisinde once %10’luk sodyumhipoklorit (NaCLO) i¢inde 20 dk bekletilmis ve sonra 3
defa steril dH2O ile yikanmustir. Biitiin olarak steril edilmis havuglar kalinliklart 0,5-0,8
cm olacak sekilde dilimlenmis ve iclerine nemli kurutma kagitlar1 serilmis olan 90 mm
capindaki petri kaplarina yerlestirilmistir. Daha sonra havug dilimlerinin yiizeyi steril
bistiiri ucuyla hafifce ¢izilmis ve mikropipet yardimiyla Eastwell et al. 2006’ya gore
hazirlanmis olan her bir bakteri inokulumundan 100 pL (ODeoo nm’de 2; 1; 0,5 ve 0,25
ayarlanmig) inokule edilmistir. Her bir bakteri i¢in uygulama 3 tekerriirlii ve her
tekerriirde 3 havug dilimi olmak iizere toplam 9 havug dilimi kullanilmistir. Kontrol

olarak steril dH20 kullanilmistir. Petri kaplar1 16 sa aydinlik/8 sa karanlik fotoperiyotta
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oda sicakliginda 30 giin siireyle bekletilmis, Sekil 3.1°de verilen skalaya gore
degerlendirme yapilmis ve degerlendirme sonuglar1 JMP 5.0.1 istatistik analiz programi

ile analiz edilerek en viriilent izolat belirlenmistir (Limanska et al. 2015).

Sekil 3.1. Havug dilimlerinde virtilanslik test skalasi
Skala degerleri:

1. Ur gelisimi yok

2. Ur gelisimi hafif yiizeye yayilmisg

3. Ur gelisimi iletim dokusu etrafinda baslangici

4. Ur gelisimi iletim dokusu etrafinda belirgin gelismis ve hafif yiizeye yayilmis
5. Ur gelisimi iletim dokusu etrafinda belirgin gelismis ve yiizeye yayilmis

6. Yogun ur gelisimi ve yiizeyi tamamen kaplamis

Kabak meyvesinde viriilanshk testi: Marketten alinan kabaklar 6nce %10’luk NaClO
10 dk bekletilmis ve 3 defa sdH2O ile yikanmistir. Daha sonra her bir bakteri igin 1 adet
kabak meyvesi kullanilmis ve her birinin tizerine steril kiirdan yardimiyla 12 adet ¢ukur
acilmistir. Her bir gukura Eastwell et al. 2006’ya gore hazirlanmis olan bakteri
inokulumundan 10 pL konulmus ve parafilm ile sarilmistir. Kabak meyveleri kurutma
kagidi serilmis olan steril seffaf kutulara yerlestirilmistir. Daha sonraki asamada 16 sa
aydinlik/8 sa karanlik oda sicakliginda bekletilmiglerdir. Kontrol uygulamasi olarak
sdH20 kullanilmistir. Inokulasyondan 10-15 giin sonra olusan urlarin biiyiikliigii ve
sayisina gore degerlendirme yapilmistir. En erken ur olusturan ve ur gaplarina goére

degerlendirme yapilmistir (Tolba and Soliman 2013).
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Kalonse yapraklarinda viriilanshk testi: Patojen izolatlarin viriilanshiklarini test
etmek i¢in 10-20 cm uzunlugunda geng kalonse bitkilerinin yapraklari kullanilmis ve 48
sa NA’ da gelistirilmis olan patojen bakteri izolatlar1 kiirdan yardimiyla yapraklarin
karsihikli damarlari boyunca inokule edilmistir. Kontrol olarak steril dH2O
kullanilmistir. Her bir patojen bakteri izolat1 i¢in 3 yaprak kullanilmis ve her yapraga 2
adet yara acilmigtir. Yara yerleri inokulasyondan sonra pamuk ve parafilm ile
kapatilmistir  (Sekil 3.2). Ur varligi/yokluguna goére degerlendirme yapilmistir
(Minnemayer et al. 1991)

Sekil 3.2. Patojen izolatlarin test bitkilerine inokulasyonu (a) aycigcegi fidesi, (b)
kalonse yapragi, (c) domates fidesi

Domates ve aycicegi fidelerinde viriilanshk testi: ~5 haftalik domates ve aycicegi
fideleri kullanmilmugtir. Fidelerin govdelerinde daha hizli ur olusturmalar1 sebebiyle
govde tizerinde steril nester yardimiyla yara acilmis (kok bogazindan yaklagik 10 cm
tizerinden baglayarak) ve yara yerlerine Eastwell et al. 2006’ya gore hazirlanmis olan
patojen bakteri inokulumlarindan 100 puL inokule edilmistir. Yara yerleri daha sonra
pamuk ve parafilm ile kapatilmig ve 10 giin boyunca yara yerleri nemlendirilmistir.
Kontrol uygulamasi olarak yara yerlerine steril dH20 verilmistir (Sekil 3.2). Her bir
uygulama igin 5 bitki her bitkide ise 3’er yara agilmis olup toplamda 15 yara yeri
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degerlendirilmeye tabi tutulmustur (Jaeger 1974). Inokulasyondan 8 hafta sonra ur

varligi/yokluguna gore degerlendirilme yapilmstir.

Fidanlarda viriillanshk testi: ~30 cm boyundaki seftali (GF 677) ve elma (M9 ve
MM106) anaglar1 kullanilmistir. Fidanlarin govdelerinde daha hizli ur olusturmalari
sebebiyle govde tizerinde steril nester yardimiyla yara acilmis (kok bogazindan yaklasik
10 cm iizerinden baslayarak) ve yara yerlerine Eastwell et al. 2006’ya gore hazirlanmis
olan patojen bakteri inokulumlarindan 100 pL inokule edilmistir. Yara yerleri daha
sonra pamuk ve parafilm ile kapatilmis ve 10 giin boyunca yara yerleri
nemlendirilmistir. Kontrol uygulamasi olarak yara yerlerine steril dH20 verilmistir. Her
bir uygulama i¢in 5 fidan her fidanda ise 3’er yara agilmis olup toplamda 15 yara yeri
degerlendirilmeye tabi tutulmustur (Jacger 1974). Ayrica kokler yaralanarak patojen
soliisyonlarna daldirma yontemiyle de patojenite testi yapilmigtir. Uygulamadan 6 ay
sonra ur varhigi/yokluguna gore degerlendirilme yapilmistir. Fidanlarda govde
inokulasyonu degerlendirilmesi yara yerlerinde olusan urlarin biyiikligiine gore

olusturulan skalaya bagli olarak degerlendirme yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Anag fidanlarinda viriilanslik test skalas1
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Skala degerleri

1. yara yerinde bir degisim yoksa

2. yara yerinin genisligi 0,5-1 cm

3. yara yerinin genisligi 1-2 cm

4. yara yerinin genisligi 2-3 cm olursa

5. yara yerinin genisligi 3-5 cm olursa

Asir1 duyarhlik reaksiyon testi (Hipersensitif reaksiyon-HR): NA besi yerinde ~48
sa gelistirilen patojen bakteri izolatlar steril dH2O igerisinde 108 kob/ml yogunlugunda
slispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlarin her biri tiitiin (N. tabacum var.
Samsun) bitkisinin yan damarlarinda iki damar arasindaki alana enjektoér yardimiyla
inokule edilmistir. Bakteri inokule edilen alanda 24-48 sa sonra su emmis gibi seffaf
goriinim olusmasi pozitif olarak degerlendirilirken negatif kontrol olarak steril dH2O
kullanilmistir (Lelliot and Stead 1987).

3.2.2.Potansiyel patojen bakteri izolatlarinin klasik yontemlerle tanisi

Farkli arastiricilar tarafindan izole edilmis, viriilensligi belirlenmis ve MIS sistemi ile
tanis1 yapilmis bes adet potansiyel patojen izolatin (1A, 1B, 2A, 2B, RK 473) tanisini
klasik yontemlerle de desteklemek amaciyla biyokimyasal ve fizyolojik testlere tabi
tutulmustur. Bu testler Agrobacterium cinsinde yer alan ¢ tiirtin (A. tumefaciens, A.
vitis, A. rhizogenes) ayiriminda kullanilan testler arasinda en ¢ok kullanilanlarindandir.
Bu tez galismasi kapsaminda Cizelge 3.4’de yer alan biyokimyasalve fizyolojik testler

yapilmistir.
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Cizelge 3.4. Agrobacterium tiirlerinin ayriminda kullanilan biyokimyasal ve fizyolojik

testler
Testler Atl  Ar2 AV Referanslar
35°C gelisme V  Anderson et al. (1977)

Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi Dhanvantari (1978)

+|+|+
<<
<

%?2 NaCl besi yerinde gelisme - +  Kaenaetal. (1970)

KOH testi - - Moore et al. (2001)

4+ |1
1

PDA+CaCOs asit temizleme - Moore et al. (2001)
Demir amonyum sitrat kullanimi~ + - - Hendrickson et al. (1934)
Malonik asitten alkali olusturma - + +  Moore et al. (2001)
Mucic asitten alkali olusturma - + - Moore et al. (2001)
Tartarik asitten alkali olusturma - + +  Moore et al. (2001)
Melezitozdan asit liretimi + - - Moore et al. (2001)
Eritritolden asit tiretimi - + - Hayward (1964)
Siikrozdan asit tiretimi + - - Dye (1968)

Sitrat kullanimi \ + +  Moore et al. (2001)
Litmus Milk’te reaksiyon Alk  Ac  Alk Gupta et al. (2005b)
Oksidaz testi + \ V  Kovacs (1956)

1: Agrobacterium tumefaciens, 2: Agrobacterium rhizogenes, 3: Agrobacterium vitis, +: %80 ve
tizeri pozitif, V: %21-79 arasinda pozitif, -: %80 ve iizeri negatif, Alk: alkali, Ac: Asidik

35°C’de gelisme: Potansiyel patojen bakteri izolatlart NA besiyerine 3 tekerriirlii olarak
ekilmis ve 35°C’ye ayarlanmis inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Gelisim gosteren

izolatlar pozitif, gelisim gostermeyen izolatlar negatif olarak kabul edilmistir (Moore et
al. 2001).

Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi: Potansiyel patojen bakteri izolatlar1 10 g laktoz, 1 g
yeast ekstrakt ve 20 g agar igeren besiyerine ¢izgi ekim metoduyla ekilmis ve petriler
27°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra besiyeri lizerine 5-10 ml Benedict ayiraci
dokiilmiis ve oda sicakliginda 1 sa beklenildikten sonra kolonilerin etrafinda sar1 hale

olusturan izolatlar pozitif olarak kabul edilmistir (Moore et al. 2001).

%?2 NaCl iceren besiyerinde gelisme: %2 oraninda sodyum kloriir (NaCl) igeren NA
besiyerine potansiyel patojen bakteri izolatlar1 inokule edilmistir. Gelisim gosteren
izolatlar pozitif, gelisim gostermeyen izolatlar ise negatif olarak degerlendirilmistir

(Moore et al. 2001).



67

Potasyum hidroksit (KOH) testi: Temiz bir lam {izerine damlatilmis %3’lik KOH
soliisyonu fiizerine bir 6ze dolusu potansiyel patojen bakteri kiiltiirinden konulmus ve
iyice karismasi saglanmistir. Hemen sonra 6ze yukari dogru kaldirilip iplik gibi bir
uzama gerceklesiyor ise pozitif, uzama ger¢eklesmiyorsa negatif olarak

degerlendirilmistir (Moore et al. 2001).

PDA+CaCOs besi yerinde asit temizleme: Potansiyel patojen bakteri izolatlart
kalsiyum karbonat (CaCOs) iceren patates dekstroz agar (PDA) besiyerine ¢izgi ekim
yontemiyle ekilmis ve petriler 25°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde

gelisen koloni etrafinda saydamlasma olmasi pozitif olarak kabul edilmistir (Moore et

al. 2001).

Demir amonyum sitrat kullammmi: Demir amonyum sitrat iceren besiyerine potansiyel
patojen bakteri izolatlar1 ekilmis ve 25°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. Tiip lizerinde

kiremit rengi bir tabaka olusmasi pozitif kabul edilmistir (Moore et al. 2001).

Malonik, mucic ve tartarik asit’ten alkali olusturma testi: Malonik, mucic ve
tartarik asit igeren besiyeri test tiiplerine potansiyel patojen bakteri izolatlar ekilmis ve
27°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Mavi renk olusumu pozitif olarak

kaydedilmistir (Moore et al. 2001).

Melezitoz, eritritol ve siikrozdan asit iiretimi: Filtre ile steril edilmis %10’luk
melezitoz, eritritol ve siikroz ilave edilmis temel besiyerine potansiyel patojen bakteri
izolatlar1 ekilmis ve 25°C’de 2 giin inkubasyona birakilmistir. Besiyerinin renginin

sartya donligsmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore et al. 2001).

Sitrat kullanimi: Potansiyel patojen bakteri izolatlar1 tiiplerde hazirlanmig sitrat
besiyerine inokule edilmis ve besiyerinin koyu mavi renge donmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Moore et al. 2001).
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Litmus milk’te reaksiyon: Hazirlanmig olan litmus milk besi yerine bir 6ze dolusu
potansiyel patojen bakteri izolati inokule edilmis ve 27°C’de 2 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Besiyerinin mavi renge doniismesi alkali, pembe renk asit olarak kabul

edilmistir (Moore et al. 2001).

Oksidaz testi: 1 6ze dolusu patojen bakteri izolat steril filtre kurutma kagidina ¢izilmis
ve lzerine %]1°lik N;N;N;N-tetrametil-1-4-fenilin-diamonyum-dikloriir ¢ozeltisinden
damlatilmistir. Reaksiyon sonucu 10 s i¢inde koyu mor renk olusumu pozitif, 10-60 s
koyu mor renk olusumu zayif pozitif ve 60 s sonunda mor renk olusmamasi negatif

olarak degerlendirilmistir (Kovacks 1956).

3.2.3.Potansiyel biyoajan bakterilerin kat1 besiyerinde patojene karsi test edilmesi

NB besiyerine virulantlik test sonucu en virulent patojen secilen 1B patojen izolatt NA
iceren petrinin (90 mm) tiim ylizeyine swap yardimiyla ekilmistir. Daha sonra bu
petrilerin tam ortasina potansiyel aday biyoajanlar 6ze yardimiyla tek c¢izgi olarak
c¢izilmis ve petriler parafilm ile sarilarak 27°C’de 2-4 giin inkiibatdrde inkiibe edilmistir.
Bu siire sonunda biyoajanlarin patojen izolati antibiyozis ve hiperparazitizm etkilesim
ile kontrol edip etmedigine bakilmistir (Sekil 3.4). Antibiyozis etkilesimde, biyoajanin
patojenin gelisimine engel olup bir inhibisyon zonu (mm) olusturmus ve bu zonun
uzunlugu mm olarak Ol¢iilmiistiir. Hiperparazitizmde ise, biyoajan zamanla patojen
izolatin gelistigi alan1 kaplamaya baslamistir. Hiperparazitizmde biyoajanin kapladig:
alanlarda 3 farkli noktadan 6l¢iim alinmistir. Bu islem her biyoajan bakteri i¢in 3 kez
tekrar edilmis ve bu degerlendirmede 3 degerin ortalamasi alinmistir (Tolba and

Soliman 2013).
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Antibiyozis etki Hiperparazitik etki Etkisiz

Sekil 3.4. Patojen-biyoajan arasindaki etki

3.2.4. Kati besiyerinde antibiyozis ve hiperparazitik etkiye sahip ilk on potansiyel

biyoajan bakterinin sivi1 besiyerinde patojene karsi test edilmesi

NB siv1 besiyerinde 24 sa gelistirilmis 1B patojen ve petri ortaminda en etkili olan
antagonistik ve hiperparazitik etkiye sahip ilk 5 izolat siv1 besiyerinde test edilmistir.
Tiirbidimetre cihazt yardimiyla 10® kob/ml konsantrasyona ayarlanmis olan
patojen:biyoajan izolatlar 1:1 hacimde (5 ml patojen+5 ml biyoajan) 190 ml NB sivi
besiyerine toplam hacim 200 ml olacak sekilde karistirilmistir. Karistirilma yapildiktan
hemen sonra 1 ml &rnekler almip diliisyonlar hazirlanmigtir. 11k karistirilma anindan
sonra 5 giin ve 10 giin sonra tekrardan diliisyonlar hazirlanip petrilere ekim yapilarak

patojen ve biyoajan kolonileri ayr1 ayri sayilmistir.

3.2.5. Potansiyel biyoajan bakterilerin biyokimyasal ve kiiltiirel tani testleri

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Klinik Laboratuvari’nda yer alan ve 1B
patojen izolatina karsi in vitro’da test edilmis ve etkili olmus biyoajan izolatlarin klasik

yontemlerle de tanilarin1 desteklemek amaciyla biyokimyasal testlere tabi tutulmustur.

Potasyum hidroksit (KOH) testi: %3’liikk KOH soliisyonundan lam tizerine bir damla

damlatildiktan sonra, potansiyel biyoajan bakterilerin 48 sa kiiltiiriinden 1 6ze dolusu
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alinarak soliisyon ile homojen hale gelmesi saglanmis ve daha sonra 6ze yukar1 dogru
kaldirilmistir. Viskoz, yapiskanimsi bir uzamanin olusmasi pozitif, olusmamasi negatif

olarak kaydedilmistir (Moore et al. 2001).

Gram boyama testi: 18-24 sa kiiltiirden preparat hazirlanir, lizeri kristal viyole ile
kaplanir ve 1 dk beklenir. Preparat dH.O yikanir. Preparat iizeri lugol ¢ozeltisi ile
kaplanir ve 1 dk beklenir. Lugol akitilarak dH2O yikanir. Preparat tizerine %95’lik etil
alkol yayilarak 10-15 s beklenir ve dH2O ile yikanir. Preparat daha sonra safranin ile
kaplanarak 30 s beklenir. En son asamada preparat bol dH2O ile yikanir ve kurutma
kagidi arasinda kurutulur. Preparat mikroskopta incelenir. Kristal viyole ¢ozeltisini
hiicre i¢inde tutabilen (mikroskop altinda mor renkte goriinen) bakteriler gram pozitif;
Kristal viyole ¢ozeltisini tutamayip hiicre disina birakan (mikroskop altinda pembe-

kirmizi renkte goziiken) bakteriler de gram negatif olarak degerlendirilmistir

(Beveridge, 2001).

Katalaz testi: NA besiyerinde gelismis 24 sa bakteri Kkiiltiirlerine pastor pipet
yardimiyla H202 ilave edilmis, O2’nin kabarciklar halinde ¢ikis1 gézlenmis ve bdylece
H202’nin ayristigt  dolayisiyla Katalaz enziminin varligi gosterilmistir. O2’nin
kabarciklar halinde ¢ikisi Katalaz pozitif (acorobik), olusmamas: ise katalaz negatif

(anaerobik) olarak degerlendirilmistir (Klement et al. 1990).

Oksidaz testi: Bir 6ze dolusu patojen bakteri izolati steril filtre kurutma kagidina
cizilmis ve iizerine %I1’lik N;N;N;N-Tetrametil-1-4-fenilin-diamonyum-dikloriir
cozeltisinden damlatilmistir. Reaksiyon sonucu 10 s i¢inde koyu mor renk olusumu
pozitif, 10-60 s koyu mor renk olusumu zayif pozitif ve 60 s sonunda mor renk

olugsmamasi negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacks 1956).

Nisastanin hidrolizi: %1’lik Nisasta besiyerine bakteriler ¢izgi ekimle ekilmis ve 2
giinliik bir inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerine liigol soliisyonu damlatilmistir.

Nisasta hidroliz testi sonucu Sekil 3.5’deki skalaya gore nisastayr hidroliz edebilen
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izolat pozitif, nisastay1 hidroliz edemeyen negatif olarak degerlendirilmistir (Klement et
al. 1990; Saygili 2005).

Sekil 3.5. Nisasta hidroliz testi (1) pozitif reaksiyon, (2) negatif reaksiyon

izolatlarm azot fiksasyonunun tespiti: Potansiyel biyoajan bakteriler Burk’s Azot
besiyerine ekilmis ve 3 giin boyunca 27°C’ye ayarli inkiibatérde inkiibasyona
birakilmistir. Besiyerinde goriilen bakteri gelisimi Sekil 3.6’da sunulan skala ile 1:
gelismeyen (-), 2: zayif gelisen (Z+), ve 3: kuvvetli gelisen (K+) olarak
degerlendirilmistir (Mary et al. 1985).

Sekil 3.6. Azot fiksasyon testi; 1: Gelismeyen, 2: Zayif gelisen ve 3: Kuvvetli gelisen
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Fosfat c¢oziicii bakterilerin tespiti: Potansiyel biyoajan bakteriler National Botanic
Research Institute’s Phosphate (NBRIP-BPB) besiyeri igeren tiiplere aktarilarak
27°C’de inkiibe edilmistir. Besiyerinde goriilen renk acilmasi fosfat ¢oziimii pozitif

olarak degerlendirilmistir (Nautiyal 1999). Besiyerinde goriilen renk acilmasi asagida

verilen skalaya gore degerlendirilmistir. Skala degerleri 1 (+++++), 2 (++++), 3 (+++),
4 (++), 5 (+) ve 6 (-) olarak derecelendirilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Fosfat ¢Oziicii bakterilerin tespit skalasi; 1:(+++++), 2:(++++), 3:(+++),
4:(++), 5:(+) ve 6:(-)

Levan testi: NSA besiyerine ¢izgi ekim yoOntemiyle ekilen potansiyel biyoajan
bakteriler izolatlar1 27°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Levan testinde siikraz enziminin
siikrozu pargalamasi sonucu olusan konveks, mukoid koloniler levan pozitif olarak,
konveks ve mukoid yapida olmayan koloniler ise levan negatif olarak

degerlendirilmistir (Lelliot and Stead 1987).

Hemolitik aktivite testi: Hazir olarak satin alinmis olan %5 koyun kanli agar petrisi
(90 mm) 4’e boliinmis ve in vitro sartlarda etkili olmus potansiyel biyoajan bakteri
izolatlar1 ekilmistir. 48 sa 28°C’de inkiibasyona tabi tutulmus petrilerde zon olusumu

hemolitik aktivite pozitif, zon olusmamasi negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hemolitik aktivite testi (A) negatif reaksiyon, (B) pozitif reaksiyon

Pektolitik aktivite testi: Patates yumrulari ¢esme suyu altinda topraktan arindirma
islemine tabi tutulmustur. Yiizeysel sterilizasyon icin %10’luk NaOCl’da 10 dk
bekletilmis ve 3 set steril dH2O’dan gegirilmistir. Steril bir bisturi ile 0,5-0,9 cm
kalinlikta olacak sekilde dilimlenen patatesler steril nemli filtre kagidi igeren petri
kaplarina (90 mm) yerlestirilmistir. Swap yardimiyla 24-48 sa NA’da gelistirilmis olan
biyoajan izolatlardan alinip patates dilimleri yiizeyine inokule edilmis ve 25°C’de 48 sa
inkiibasyon sonunda degerlendirme yapilmistir (Sekil 3.9). inokule edilen bdlgedeki
yumusama pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott and Stead 1987).

Sekil 3.9. Pektolitik aktivite (A) pozitif reaksiyon, (B) negatif reaksiyon
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3.2.6. In vitro sartlarda etkili olan biyoajan bakterilerin havu¢ dilimlerinde ve

kabak meyvesinde test edilmesi

Havug ve kabak meyveleri 3.2.1. boliimiinde anlatildig1 sekilde steril edilmislerdir. 1B
patojen izolatt ve biyoajan bakteriler NB besi ortaminda 28°C’de gelistirilmis ve
Eastwell et al. 2006’ya gore bakteri inokulumlari hazirlanmistir. Daha sonra bakteri
konsantrasyonlar1 spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 10® kob/mL olacak
sekilde ayarlanmis ve 1B patojen izolat1 ile biyoajan bakteri kiiltiirleri esit hacimlerde
(1:1) kanstirtlmistir. Steril nemli filtre kagid1 serilmis petri kaplarina (90 mm) havug
dilimleri, kabak meyveleri ise seffaf dikdortgen kutulara (7 L) yerlestirilmistir. Havug
dilimlerinin yiizeyine, kabak meyvelerinde ise agilan gukurlara 100 pL patojen-biyoajan
karisimindan inokule edilmistir. Pozitif kontrol olarak 1B ile steril su esit hacimde
karistirilmis ve ayni oranda havug dilimlerine ve kabak meyvesine 100 pL inokule
edilmistir. Negatif kontrol olarak etkili olan biyoajan bakteriler kullanilmistir. Calisma
her bir biyoajan i¢in 3 tekerriirlii olarak yapilmistir. Havug dilimleri ve kabak meyveleri
inokulasyondan 30 giin sonra degerlendirme yapilmistir. Havug¢ dilimlerinde
degerlendirme Limanska et al. 2015’e gore ++++ kambiyal halka tamamen ur ile kapli;
+++ kambiyal halkanin %75’ini kaplamigsa; ++ kambiyal halkanin %50’sini
kaplamigsa; + kambiyal halkanin %25’inden daha az kaplamis ise;- degerlendirme
yapilmis, kabak meyvelerinde ise say1 ve boyutlar1 dlgiilerek degerlendirme yapilmistir

(Tolba and Soliman 2013).

3.2.7. Sera denemesinde kullamlacak biyoajan bakterilerin metabolit testi

In vitro sartlarda, havu¢ dilimleri ve kabak meyvesinde en etkili olan biyoajan
bakterilerden en etkili olan biyoajan bakterilerin metabolit iretip tiretmediklerini

belirlemek amaciyla yapilmistir.

Hidrojen siyanid (HCN) iiretimi: Bakker and Schipper (1987) yontemine gore
kalitatif olarak test edilmistir. Biyoajan bakteriler King B ortamina 4,4 g/l glisin ilave

edilmis besi ortamina ¢izgi ekim metoduyla ekilmistir. Petri kabinin kapagina pikrik asit
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cozeltisi (2,5 g pikrik asit, 12,5 g Na,CO3, 1000 ml dH20) ile nemlendirilmis steril filtre
kagidi yerlestirilmis ve parafilm ile kapatilarak 28°C’de 48 sa siireyle inkiibe edilmistir.
Filtre kagidinin renginin saridan agik kahverengine, kahverengine veya kirmizimsi
kahverengiye doniismesi sirasiyla zayif (+), orta (++) veya gii¢lii (+++) HCN iirettigi

belirlenmistir.

indol asetik asit (IAA): Biyoajan bakteri izolatlar1 tarafindan IAA iiretimi L-
Triptofan’in varliginda kolorimetrik olarak belirlenmistir. Bunun i¢in 20 ml NB
besiyerine 5 ml L-Triptofan (0,2 pum filtreden ge¢irilmis) eklenmistir. NB+L-TRP s1vi
besiyerine biyoajan bakteri izolatlar1 100 pl (108 kob/ml) inokule edilerek 27°C yatay
calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda sivi inokulumlar
santrifiij tliplerine aktarilarak 6000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve silipernatant
alimarak Whatman (No:2) filtre kagidindan gegirilmistir. Filtrasyondan sonra filtrat
ependorf tiiplere konularak 10,000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis, slipernatanttan 3 ml
almip steril tiip igerisine konulmus ve lizerine 2 ml Salkowski ayiract (2 ml 0.5 M
FeCl3+98 ml %35 HCIO4) eklenerek renk olusumu i¢in 30 dk bekletilmistir. Daha sonra
biyoajan bakteri izolatlar1 spektrofotometre yardimiyla 535 nm dalga boyunda
absorbans degerleri kaydedilmistir (Gorden and Paleg 1957; Asghar et al. 2002).

Salisilik asit (SA): SA, lokal patojen saldirisina karsi asir1 duyarlilik reaksiyonunda ve
sistemik kazanilmis dayaniklikta 6nemli rol oynayan bir metabolittir (Alverez 2000).
Siiksinat ortaminda biyoajan bakteri izolatlari, 48 sa 28°C’de bekletilmistir. Biyoajan
bakteri inokulumlar1 5 dk 8000 rpm’de santrifiij edilmis ve 1 ml 0,1M fosfat tampon
cozeltisinde tekrar karistirilmistir. 4 ml filtrat, IN HCI ile pH: 2’ye ayarlanmis ve SA,
CHClIs iginde ekstre edilmistir. Sonra 4 ml su ve 5 pl 2M FeCl. eklenmistir. Sulu fazda
gelistirilmis mor demir SA kompleksi, absorbansi, 527 nm’de okunmus standart egrisi
siiksinat ortami iginde ¢oziilmiis SA elde edilerek ve iiretilen SA kalitesi hesaplanarak

yapilmistir (Meyer and Abdallah 1978).

Siderefor: CAS agar (Schwynn and Neilands 1987) ortam1 kullanilarak yapilan testte;
petri kaplar1 (90 mm) 4 esit parcaya boliinerek farkli biyoajan bakteri izolatlar1 ¢izgi
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ekimle 4 ayr1 noktaya inokule edilmis ve 24 sa 28°C’de inkiibe edilmistir. Renk
degisimi maviden turuncuya siderofor liretiminin gostergesi oldugu icin kolonilerin

etrafinda turuncu zon ¢ap1 dlgiilmistiir.

3.2.8. Sera denemesinde kullanilacak biyoajan bakterilerin enzim aktivitelerinin

olciilmesi

Havug dilimlerinde ve kabak meyvesinde etkili olan biyoajan bakteri izolatlarinin

Kitinaz, fitaz ve amilaz enzim aktivitelerine bakilmastir.

Kitinaz: Biyoajan bakteri izolatlar1 NB besiyerinde gelistirilmis ve 48 sa inkiibasyon
sonrasinda santrifiij islemi ile elde edilen pellet kismi kullanilmigtir. Kitinaz enzimi
aktivite tayini hesaplanirken 200 pL enzim ¢ozeltisi iizerine 500 pL substrat (0,02 M
sodyum sitrat ¢ozeltisine %0,05°1ik kitin ilave edilerek hazirlanmis) eklendikten sonra
vorteks ile karistirilmis daha sonra 30 dk 37°C’de bekletilmistir. Su banyosundan alinan
tiiplere 750 pL renklendirme ¢ozeltisi (0,01 M dinitrosalisilikasit) eklenmis ve 10 dk
80°C’de su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra su banyosundan ¢ikarilan her bir
tiipiin tizerine 1300 pL saf su eklenmis ve drnekler kor kullanilarak (200 pL saf su+500
pL substrat+750 pL renklendirme ¢6zeltisi+1300 pL saf su) spektrofotometrede 540 nm

dalga boyunda 6l¢lim yapilarak aktivite tayini tamamlanmistir.

Fitaz: Biyoajan bakteri izolatlar1 NB’de 24 sa gelistirilmis ve fitaz enzim aktivitesi
Olclilirken her aralikta elde edilen ¢okeleklerden ve coktiirme sonrasi elde edilen
slipernatanttan tek tek aktivite tayini yapilmistir. 100 pL enzim c¢ozeltisi ile 250 pL
substrat vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dk 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda
reaksiyona sokulmus ve reaksiyonu durdurmak i¢in 500 pL %10’luk TCA eklenmistir.
Su banyosundan c¢ikarilan tiiplere 500 pL renklendirme ¢ozeltisi eklendikten sonra 15
dk inkiibe edilmis ve 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra
ornekler kor kullanilarak spektrofotometrede 700 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
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Amilaz: %] nisasta besiyerinde 2-3 giin 28°C’de inkiibasyon sonunda ortama iodin
ilavesi ile amilaz enziminin iiretimi belirlenmistir. Kontrol olarak bakteri izolati
igermeyen sivi nisasta ortami kullanilmistir. Mor rengin degisimi bakteri izolatinin
amilaz enzimi {rettigi, mor rengin aymi kalmasi amilaz enzimini iretmedigini

gostermistir (Sung et al. 1993).

Seliilaz: %1 CMC (Karboksimetilseliilaz) besiyerine biyoajan bakteriler ekilmis ve 48
sa sonra %0,1 Congo kirmizi boyasinin ilavesiyle olusan zon miktart mm cinsinden

Ol¢tilmiistiir (Duman et al. 2016).

Proteaz: Biyoajan bakteri emdirilmis diskler Skim milk agar (SMA) igeren petri
kaplarinin orta kismina konulmus ve 27°C’de 48 sa inkiibe edilmistir. Bakteri
kolonilerinin etrafinda olusan zon o6lgiilerek (mm) degerlendirilme yapilmistir (Atlas

1995).

3.2.9.GF 677 anacinda sera denemesi

NB besiyerinde 27°C’de 48 sa gelistirilmis olan patojen izolat ile en etkili 5 biyoajan
bakteri izolat spektrofotometrede absorbansi 600 nm dalga boyunda steril su ile 108
kob/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra anaglarin gévdelerine kok bogazinin 10
cm lizerinden baslamak {izere steril nester yardimiyla 3 yara agilmis, her bir yaraya 100
ul biyoajan bakteri izolat1 verilmis ve yaralarin etrafi pamuk ve parafilm ile sarilmistir.
Birkag saat sonra (1-2 sa) yaralarin etrafindan pamuk agilip patojen izolat verilmis ve
tekrardan yaranin etrafi pamuk ve parafilm ile sarilmistir. 10 giin boyunca yara yerleri
su ile nemlendirilmistir. Kontrol olarak; kontrol 1: hi¢ uygulama yapilmamis anag,
kontrol 2: sadece patojen izolat uygulanmis anag, Kontrol 3: Nogall uygulanmis anag
kullanilmistir. Ayrica deneme anacin kokleri yaralanarak esit hacimde patojen+biyoajan
bakteri soliisyonunun (50 ml patojen+50 ml biyoajan) saksi topragina dokiilmesi
usuliiyle de uygulanmistir. Calisma Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore 5
tekerriirlii ve her tekerriirde 1 fidan olmak tizere serada yiiriitiilmiistiir. Yaklasik 6 ay

sonra saksilardan anaglar sokiilerek govdedeki yara yerlerindeki ve koklerindeki ur
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sayisilarina bakilmigtir (Sharma et al. 2017). Biyoajan bakteri izolatlarinin R.
radiobacter (A. tumefaciens)’in neden oldugu kok kanseri hastaligini baskilama orani ve

analiz ¢aligmalar1 uygun istatistik programi kullanilarak yapilmis ve degerlendirilmistir.

Sekil 3.10. Sera denemesinden genel bir goriiniim

3.2.10. Bitki savunma metabolizma enzimlerinin degerlendirilmesi

Enzimlerin ekstraksiyonu i¢in anag¢larin kok bogazindan itibaren agilan yara yerlerinden
ve taze koklerinden ~200 mg alinarak havan i¢ine konulmus ve sivi azot ile toz haline
gelinceye kadar ezilmistir. Sonra 6giitiilmiis 6rnekler tizerine 2 ml soguk homojenat
tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0,1 M KH2PO4 pH: 7,0) ilave edilerek,
karigim bir santriflij tiipline aktarilarak 15000 rpm ve +4°C’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi sonucunda elde edilen siipernatant, antioksidan enzimlerin aktivite

oOlgtimleri i¢in stok kiiltiir olarak kullanilmistir (Wang et al. 2012).

Katalaz: Katalaz enzim aktivitesi ortamdaki Hidrojen peroksit (H202)’in Oksijen (O2)
ve su (H20)’ya doniisiimiinii saglarken meydana gelen absorbans azalmasinin 240
nm’de izlenmesi esasina gore yapilmistir. Reaksiyon karisimi 100 mM KH2PO4 (pH: 7)
ve 10 mM H20: igermektedir. 20 pl enzim ekstrakti 96’lik mikroplate’de kuyucuklarin
icerisinde pipetlenmistir. 180 pl reaksiyon karisimi iistiine pipetlenip, hemen cihaz da 3

saniye karistirtp 240 nm’de 3 dk boyunca absorbans azalmasimi 1 dk araliklarla
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kaydedilmis ve sonuglar g taze doku basina diisen enzim {initesi (EU/g doku) olarak
kaydedilmistir (Aebi 1984).

Peroksidaz (POD): POD enzim aktivitesi, guaikol H2O2’nin substrat oldugu
reaksiyonun iirlinii olan renkli bilesigin 470 nm’de spektrofotometrede Olclilmesi
esasina dayali bir yontemdir. Reaksiyon karigimi 0,1M NaxH>POs4 (pH:5,5), 30 pl
guaikol ve 21 pl H202 %35 icermektedir. 50 pl enzim ekstraktt 96 kuyucuklu
mikroplate’de 200 ul reaksiyon karisim iistline pipetlenip, hemen cihaz da 3 s karistirip
470 nm’de 5 dk boyunca absorbans artig1 1’er dk araliklarla kaydedilmis ve absorbansin
dogrusal olarak arttigi kisimdaki absorbans artist 1 dk oranlanmistir. 25°C’de 1 dk,
absorbansi 0,01 artiran enzim miktari1 1 enzim {initesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g
taze doku basma diisen enzim iinitesi (EU/g doku) olarak belirlenmistir (Rao et al.
1996).

Siiperoksit dismutaz (SOD): SOD enzim aktivitesi, nitrobluetetrazolyum (NBT)’un
fotokimyasal reaksiyonunun inhibisyonunun izlenmesi ile analiz edilmistir. Reaksiyon
karisimi 50 mM KH2POg4 (pH: 7,8), 75 uM NBT, 0,1 mM EDTA ve 13 mM metionin
icermektedir. 20 pl enzim ekstrakti 96’lik mikroplate’in kuyucuklarinin iginde
pipetlenmistir. 170 pl reaksiyon karisimi (50 mM fosfat tamponu (pH: 7,8), 0,1 mM
EDTA, 63 uM Nitratetrazoliumblue (NBT) ve 13 mM metionin) iizerinde yerlestirilmis
ve sonra 10 pul riboflavin iistiine pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, 15 dk beyaz bir
151k (40 W fluoresan 151k) Oniine yerlestirmek suretiyle reaksiyon baglatilmistir. 15 dk
icerisinde NBT’ nin renk ac¢ilma yogunlugu 560 nm’de kore karsi okunmustur. Kor
olarak aymi reaksiyon igeriginin enzimsiz Orneginden olusmaktadir. SOD enzim
aktivitesinin 1 iinitesi, 560 nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna
neden olan enzim miktari, 1 enzim initesi olarak kabul edilmis ve degerler EU/g doku

olarak sunulmustur (Winterbourn et al. 1975).

Askorbat peroksidaz (APX): Enzim aktivitesi 290 nm’de absorbansdaki diisiise gore
belirlenmistir. Askorbatin okside olmasindan dolayr askorbat konsantrasyonunda
azalma goriilmektedir. Reaksiyon karisimi 100 mM KH2PO4 (pH: 7), 2,5 mM H20., 0,5
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mM LAA (Ascorbic Acid) ve 0,1 mM EDTA’dan olusmaktadir. 50 pl enzim ekstrakti
tizerine 200 pul reaksiyon karigimindan konularak 290 nm’de 3 dk boyunca absorbans
azalmasi 1 dk araliklarla kaydedilmis ve askorbatin ekstinksiyon katsayisi kullanilarak
sonuglar g taze bitki dokusu basma diisen enzim tnitesi (EU/g doku) olarak tespit
edilmistir (Sahin et al. 2018).

Elde edilen bulgular elde edilen veriler SPSS 20 istatistik paket programi kullanilarak
analiz edilmistir. Veriler varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve ortalamalara ait

farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir (P<0.05).

3.2.11. Sera denemesinde kullanilacak bakterilerin molekiiler tanilari

Kok kanseri hastaligina karsi etkili bulunan mikroorganizmalarin tanilarin1 molekiiler
tan1 ile desteklemek amaciyla DNA izolasyonu, PZR ve sckanslama calismalari

yapilmistir.

DNA izolasyonu: 24-48 sa NB besiyerinde gelistirilen bakteri izolatlar1 2 ml’lik
ependorf tiipleri icerisine konulmus ve 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Bakteri
kiiltiirii bitinceye kadar bu islem tekrarlanmis, ependorf tlipte biriken pellet kismi
kullanilmig ve {izerine liziz tamponu (50 mM EDTA, % 3 SDS, 100 mM Tris-HCI
(pH:8) eklenmistir. Ornekler 30 dk maksimum hizda homojenizatérde parcalanmustir.
12000 rpm’de 10 dk santrifiijiin ardindan, tst kisim yeni tiipe alinmis ve 2 pl, 20 U’luk
RNase A eklenmistir. Sonra tiipler 15 dk 37°C’de inkiibasyona tabi tutulmus ve tiiplerin
tizerlerine 1 hacim fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenmistir. Vorteks
yapilarak, 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve iist kisim yeni tiipe alinmig ve esit
hacimde %2100 etil alkol eklenerek -20°C’de 1 sa inkiibe edilmistir. 12000 rpm’de 10 dk
santrifiij sonrast olusan c¢okelti, % 70’lik etil alkol ile ii¢ kez yikanarak havada
kurutulmus ve 50 ul Tris EDTA (TE) tamponunda ¢oziilmiistiir. Daha sonra %]1’lik
agaroz jel elektroforez ile total genomik DNA varlig1 kontrol edilmis ve izole edilen

DNA’lar -20°C’ye konulmustur. Daha sonra patojen ve biyoajan bakteri izolatlarni
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taniyan Universal primer gifti (27F ve 1492R) kullanilmig ve PZR yapilmistir. PZR’ye

ait reaksiyon karisimi (Cizelge 3.5) ve reaksiyona ait dongii Cizelge 3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.5. Kullanilan PZR karigimi

PZR Kkarisimi Miktar
dH20 37,2 ul
10X PZR tamponu Sul
MgCl. 3ul
dNTP mix 0,7 ul
Forward primer 0,8 ul
Reverse primer 0,8 ul
DNA 2 ul
Taq Polimeraz (250 U) 0,5 ul
Toplam 50 pl
Cizelge 3.6. PZR dongiisii
PZR Dongiisii
1 95°C 2 dk 1 dongii
2 94°C 1 dk
3 53°C 1dk 35 dongii
4 72°C 1,30 dk
5 72°C 10 dk 1 dongii
6 4°C

Agaroz jel elektroforezi: PZR iiriinleri, %1°lik agaroz (1 g agaroz 100 ml TAE, 4 ul

etidyum bromiir (10 mg/ml) jelde gorintilenmistir. Donmus jele PZR dirlinleri

yiiklenmis ve 90V’da 50 dk yiiriitme islemi yapilmistir.

PZR Uriinlerinin Saflastirlimasi ve DNA Sekans Analizi: Ticari olarak satilan PZR

purifikasyon kiti (Invitrogen) ile saflagtirma islemi yapilmistir. Saflastirilan ornek,

Refgen Biyoteknoloji Firmasi’ndan (Ankara, Tirkiye) sekans hizmeti alinarak

dizilettirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Potansiyel Patojen Bakteri Izolatlarmin Viriilanshk Testleri ve Asin

Duyarhlik Reaksiyon Test Sonuglari

Farkli arastiricilar tarafindan farkli bitkilerden izole edilmis patojen izolatlarin (RK 473,
1A, 1B, 2A ve 2B) havug dilimleri ve kabak meyvesi, kalonse yapragi, domates, ve
aycigegi fideleri ile GF 677, M9 ve MMI106 anaglarinda yapilan viriilanslik test

sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Tiim izolatlar havug dilimi ve kabak meyvesinde patojen olmustur. 1A, 1B, 2A ve 2B
izolatlar1 GF 677 seftali anacinin govdesinde ur olustururken, M9 ve MM106 elma
anaglariin gévdesinde ur olusturmamistir. GF 677 seftali anacinin kdk uygulamasinda
1B izolatinda ur olusumu go6zlemlenirken diger izolatlarda ur olusumu
gozlemlenememistir. RK 473 izolatt M9 ve MM 106 elma anaglarinda patojen olurken,
diger izolatlarin ur olusturmadigi tespit edilmistir. Tiim izolatlarin domates kok ve
govde, aycicegi govde ve Kalonse yaprak uygulamalarinda patojen olmadiklar

gorilmiistiir.

Virtilanslik test sonuglarina goére 1B izolati en viriilant izolat olarak belirlenmistir. En
virlilant izolat olan 1B’nin havug dilimi, kabak meyvesi ve GF 677 seftali anacinda

olusturdugu urlarin resimleri Sekil 4.1°de verilmistir.



Cizelge 4.1. Potansiyel patojen izolatlarinin viriilanslik test sonuglari

Patojen Bakteri izolatlarinin Virulanshik Test Sonuglar

Test Bitkileri RK473 1A 1B 2A 2B Kontrol Ccv LSD
Havug dilimi 367 C 4,67 AB 489 A 400 C 422 BC 0,00 D 0,18 0,60
Kabak meyve 033 D 225 C 6,75 A 375 B 1,00 D 0,00 D 0,59 1,13
GF 677 ana¢ gdvde uygulama 0,00 D 1,86 B 2,73 A 1,33 AB 1,00 C 0,00 D 0,70 1,72
M9 anag govde uygulama 247 A 1,00 B 1,00 B 1,00 B 1,00 B 1,00 B 0,34 0,31
MM106 anag¢ gévde uygulama 239 A 1,00 B 1,00 B 1,00 B 1,00 B 1,00 B 0,41 0,36
GF 677 ana¢ kok uygulama - - + - - -

M9 anag kok uygulama - - - - - -

MM106 anaci1 kok uygulama - - - - - -

Aygicegi fide govde uygulama - - - - - -

Domates fide kok uygulama - - - - - -

Domates fide gévde uygulama - - - - - -

Kalonge yaprak uygulama - - - - - -

Asir1 duyarlilik reaksiyon testi + + + + + +

*Aym satirda benzer harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p<0.01), +: pozitif, -: negatif

€8
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Sekil 4.1. 1B patojen izolatinin havug dilimleri, kabak meyvesi ve GF 677 anacinda
olusturdugu urlar

R. radiobacter (A. tumefaciens) potansiyel patojen izolatlarina (1A, 1B, 2A, 2B, RK
473) ait tiitiinde asir1 duyarlilik test sonuglarina ait gorsel Sekil 4.2°de verilmistir. Biitiin
izolatlarda hafif sararma, tipik kloroz, 48 sa sonra verilen alanlarda goériilmistiir. R.
radiobacter (A. tumefaciens) patojen izolatlarinin ¢ogunlukla asir1 duyarlilik
reaksiyonuna neden olmadiklari sadece filtrasyon yapilan bolgelerde hafif bir kloroza
neden oldugu bilinmektedir (Kado and Crosa 1994).

1A 1B 2A 2B RK 473

Sekil 4.2. Potansiyel patojen bakteri izolatlarimin tiitiin bitkisinde olusturdugu asiri
duyarlilik reaksiyon test sonucu
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4.2. Potansiyel Patojen Bakteri izolatlarmin Klasik Yontemlerle Tan1 Sonuclar

1A, 1B, 2A, 2B ve RK 473 potansiyel patojen izolatlarina ait biyokimyasal ve fizyolojik

test sonuglar1 Cizelge 4.2°de; gorseller ise Sekil 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Potansiyel patojen bakteri izolatlarinin biyokimyasal ve fizyolojik test
sonugclari

Testler Referans 1A 1B 2A 2B RK 473
35°C gelisme + + + + + +
23°C gelisme + + + + + T
Laktozdan 3-ketolaktoz tiretimi + F - - - T
%2 NaCl besiyerinde gelisme + + + + + T
KOH testi + + o + + n

PDA+CaCOs; asit temizleme - = - - - -

Demir amonyum sitrat kullanimi + - e - - +
Malonik asitten alkali olusturma - + + + + -
Mucic asitten alkali olusturma - + + + + -
Tartarik asitten alkali olusturma - - + + - -
Melezitozdan asit tiretimi + - - - - +

Eritritolden asit tretimi - - - - - R

Siikrozdan asit tiretimi + + + + - +
Sitrat kullanimi1 V + + + + -
Litmus milk’te reaksiyon Alk Alk Alk Alk Alk Alk
Oksidaz testi + + + + + +

+: %80 ve lizeri pozitif, -1 %80 ve iizeri negatif, V: %21-79 arasinda pozitif, Alk: Alk: alkali.

Biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglarina gore R. radiobacter (A. tumefaciens)
izolatlar1 arasinda farkliliklar bulunmustur. Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi, demir
amonyum sitrat kullanimi, malonik asitten alkali olusturma, mucic asitten alkali
olusturma, tartarik asitten alkali olusturma, sitrat kullanimi, melezitozdan ve siikrozdan

asit tiretimi biyokimyasal testlerinde farkli reaksiyon gosterdikleri belirlenmistir.
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Farkli sicaklik degerlerinde (23 ve 35°C) R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin
gelisimi incelenmis ve biitiin izolatlarin bu sicaklik degerlerinde gelisim gosterdigi

belirlenmistir. Referans test sonuclari ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Laktoz yeast agar besiyerinde 2 giin gelistirilen patojen izolatlar iizerine Benedict
ayiract dokiildiikten sonra bir saat i¢inde 3-ketolaktoz pozitif reaksiyon sonucu
koloniler etrafinda sari-portakal renginde bir zon olusmus ve RK 473 izolat1 sadece
pozitif reaksiyon gostermistir. Referans sonugclar ile karsilastirildiginda sadece RK 473

izolat1 benzer sonug verirken diger izolatlar farkli sonug¢ gostermislerdir.

R. radiobacter (A. tumefaciens) tiirlerinin genel olarak %2 NaCl igeren besiyerinde
gelisme gosterdigi bilinmektedir ve calismada kullanilan biitiin izolatlarin gelisme

gosterdigi tespit edilmistir.

KOH testine gore, lam iizerine bir 6ze dolusu bakteri kiiltiiriinden siiriilmiis ve tizerine
taze hazirlanmig %3’lik KOH soliisyonundan damlatilmistir. Soliisyona iyice
karistirtlmis olan bakteri 6ze ile yukar1 dogru kaldirildiginda ipliksi bir uzama gostermis
ve KOH pozitif olarak belirlenmistir. Bu test sonucuna gore biitlin izolatlar pozitif

reaksiyon gostermis ve referans test sonuglari ile ayni sonuglar elde edilmistir.

PDA+CaCOs besiyerine ekilen patojen bakteri izolatlariin 2 giin inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerinde gelisen kolonilerin etrafinda saydamlagsma olmadig1 gézlenmis ve
test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir. Referans test sonuglari ile bakteri

izolatlarinin vermis oldugu test sonuglari birbiriyle benzerlik gosterdigi goriilmustiir.

Demir amonyum sitrat test sonucuna gore tiip tizerinde kiremit rengi bir tabaka olusumu
pozitif olarak kabul edilmis ve RK 473 izolat1 hari¢ diger izolatlarda bu tabaka olusumu
gbzlenmemistir. Referans test sonuglari ile elde edilen sonuglar kiyaslandiginda RK 473
izolatinin benzer sonug verdigini diger izolatlarin ise referans sonuglardan farkli sonug

verdigi belirlenmistir.
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Malonik, mucic ve tartarik asitten alkali olusturma test sonucuna gore besiyeri mavi
rengine donen izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Buna gore malonik ve mucic
asit testlerinde RK 473 izolat1 hari¢ hepsi pozitif sonu¢ vermistir. Referans test
sonuglarina gore R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin negatif sonug¢ verdigi
bilinmektedir. Buna gore referans sonuclar ile RK 473 izolatinin benzer sonuglar verdigi
goriilmustiir. Tartarik asitten alkali olusturma testinde ise 1B ve 2A izolatlar1 pozitif test
sonucu verirken 1A, 2B ve RK 473 negatif (sar1 renk olusumu) sonu¢ vermis ve

referans test sonuglari ile benzerlik gosterdigi gézlemlenmistir.

Melezitoz sekerinden asit iiretimi test sonucuna gore; RK 473 izolati hari¢ diger
izolatlar asit iiretimi yapmamistir ve %80’nin iizerinde pozitif reaksiyon gosteren
referans sonucundan farkli bir sonug¢ elde edilmistir. Eritritolden asit tiretimi testi
sonucuna gore higbir izolat asit iiretimi yapmamistir ve bu test sonucu ile referans
sonuglarin benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Siikrozdan asit iiretimi testi sonucuna
gore 2B izolat1 hari¢ biitiin izolatlar asit iiretimi yapmigtir. Referans sonuglar ile
izolatlarin gostermis oldugu sonuclar karsilastirlldiginda 2B izolatt disinda diger

izolatlarin ayni sonucu verdigi tespit edilmistir.

Sitrat kullanim test sonucuna gore izolatlar farkli reaksiyonlar gostermis. 1A, 1B, 2A ve
2B izolatlar1 pozitif reaksiyon gosterirken RK 473 izolat1 negatif reaksiyon gostermistir.
Referans test sonucuna gore R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin farkli sonuglar

verebilecegi bilinmektedir.

R. radiobacter (A. tumefaciens) tiirlerinin genel olarak Litmus Milk besiyerinde alkali
olusturdugu bilinmektedir. Calismada kullanilan biitiin izolatlarin besi ortamini alkali

reaksiyon gosterdigi ve referans sonuclarla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Oksidaz testi sonucuna gore 10 saniye icerisinde mavi renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilmis ve biitiin izolatlarin pozitif reaksiyon verdigi gézlenmistir.



Sekil 4.3. Potansiyel patojen izolatlarin farkli biyokimyasal ve fizyolojik testlere verdigi reaksiyonlar

(1) 35°C gelisme gosteren izolat; (2) 23°C gelisme gosteren izolat; (3) Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi (P) pozitif reaksiyon, (N) negatif reaksiyon; (4) %2 NaCl
besiyerinde gelisme gosteren izolat; (5) KOH testinde pozitif sonuca sahip izolat; (6) PDA+CaCOj3 asit temizleme 6zelligi gostermeyen izolat; (7) Demir amonyum
sitrat kontrol besiyeri (K), pozitif reaksiyon (P); (8) Malonik asitten alkali olusturma (K) kontrol besiyeri, (N) negatif reaksiyon, (P) pozitif reaksiyon; (9) Mucic
asitten alkali olusturma (K) kontrol besiyeri, (N) negatif reaksiyon, (P) pozitif reaksiyon; (10) Tartarik asitten alkali olusturma (K) kontrol besiyeri, (N) negatif
reaksiyon, (P) pozitif reaksiyon; (11) Melezitozdan asit iiretimi (K) kontrol besiyeri, (P) pozitif reaksiyon, (N) negatif reaksiyon; (12) Eritritolden asit tiretimi (K)
kontrol besiyeri, (N) negatif reaksiyon,; (13) Siikrozdan asit iretimi (K) kontrol besiyeri, (P) ) pozitif reaksiyon, (N) negatif reaksiyon,; (14) Sitrat kullanim1 (K)
kontrol besiyeri, (N) negatif reaksiyon (P) pozitif reaksiyon; (15) Litmus milk’te reaksiyon (K) kontrol besiyeri, (ALK) alkali reaksiyon veren izolat
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4.3. Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Kati Besiyerinde Patojene Karsi Test

Edilmesinin Sonugclar:

In vitro sartlarda kat1 besiyerinde en viriilant izolat 1B’ye kars1 test edilmis potansiyel
biyoajan bakterilerin toplam izolat sayilari, etkili olan izolatlarin sayilari, antibiyozis
etki gosteren izolat sayis1 ve cins diizeyinde en kiiciik-en biiyiik ortalama inhibisyon
zonu ile hiperparazitik etki gosteren izolat sayisi ve cins diizeyinde en kiigiik-en biiyiik

ortalama yayilma alanina ait degerler Cizelge 4.3°de verilmistir.



Cizelge 4.3. Calismada kullanilan potansiyel biyoajan bakteri cinslerine ait NA besiyerinde patojene karsi etkililik test sonuglari

BAKTERI CINSI  TiS* EIS*> AEIS* AE* HEIS® HE® BAKTERI CINSI ~ TiS' EiS* AEIS* AE* HEIS® HE®

1 Bacillus spp. 388 45 23 4,5-24 22 19-78,5 |51 |Thermus spp. 3 0 0 0 0 0
2 Pseudomonas spp. 184 6 2 0-11,5 4 23,5-48 |52 |Deinococcus spp. 2 0 0 0 0 0
3 Erwinia spp. 77 0 0 0 0 0 53 | Dermabacter spp. 2 0 0 0 0 0
4 Enterobacter spp. 70 0 0 0 0 0 54 | Edwardsiella spp. 2 0 0 0 0 0
5 Brevibacillus spp. 69 5 4 7-16 1 0-28 55 | Ewingella spp. 2 0 0 0 0 0
6 Paenibacillus spp. 81 5 5 3,5-13,5 0-23 56 | Hydrogenophaga spp. 2 0 0 0 0 0
7 Pantoea spp. 48 1 1 0-13 0 0 57 | Gluconacetobacter spp. 2 0 0 0 0 0
8 Kocuria spp. 44 0 0 0 0 0 58 | Kingella spp. 2 0 0 0 0 0
9 Acinetobacter spp. 37 0 0 0 0 0 59 |Kluyvera spp. 2 0 0 0 0 0
10 | Arthrobacter spp. 37 1 1 0-4 0 0 60 | Kytococcus spp. 2 0 0 0 0 0
11 | Salmonella spp. 56 5 5 8,5-14 0 0 61 |Lysobacter spp. 2 0 0 0 0 0
12 | Micrococcus spp. 30 0 0 0 0 0 62 | Nocardia spp. 2 0 0 0 0 0
13 | Xanthomonas spp. 29 0 0 0 0 0 63 | Novosphingobium spp. 2 0 0 0 0 0
14 | Chryseobacterium spp. 28 1 1 0-12 0 0 64 | Plesiomonas spp. 2 1 0 0 1 0-56
15 [Alcaligenes spp. 26 1 1 0-10 0 0 65 | Providencia spp. 2 0 0 0 0 0
16 | Burkholderia spp. 22 0 0 0 0 0 66 | Psychrobacter spp. 2 0 0 0 0 0
17 | Aeromonas spp. 19 2 2 5-7 0 0 67 |Ralstonia spp. 2 0 0 0 0 0
18 | Serratia spp. 19 3 2 6-14,5 1 0-43 68 | Shewanella spp. 2 0 0 0 0 0
19 | Yersinia spp. 19 1 1 0-12,5 0 0 69 | Tetragenococcus spp. 2 0 0 0 0 0
20 | Staphylococcus spp. 18 0 0 0 0 0 70 | Weeksella spp. 2 0 0 0 0 0
21 |Leclercia spp. 13 0 0 0 0 0 71 | Virgibacillus spp. 2 0 0 0 0 0
22 | Agrobacterium spp. 12 2 2 21-37,5 0 0 72 | Varivorax spp. 2 1 0 0 1 0-32,5
23 | Brevibacterium spp. 12 1 0 0 1 0-12,5 |73 |Streptoverticillium spp. 2 0 0 0 0 0
24 | Curtobacterium spp. 11 1 1 0-7,5 0 0 74 | Aerococcus spp. 1 0 0 0 0 0
25 | Vibrio spp. 11 3 2 0-12 1 0-30 75 | Cellulosimicrobium spp. 1 0 0 0 0 0
26 | Klebsiella spp. 9 0 0 0 0 0 76 | Chyseomonas spp. 1 0 0 0 0 0
27 | Sphingobacterium spp. 9 0 0 0 0 0 77 | Colwellia spp. 1 0 0 0 0 0
28 | Brevundimonas spp. 8 0 0 0 0 0 78 | Comamonas spp. 1 0 0 0 0 0
29 | Clavibacter spp. 8 0 0 0 0 0 79 | Corynebacterium spp. 1 0 0 0 0 0
30 |Pseudoalteromonas spp. 8 1 1 0-9 0 0 80 |Delftia spp. 1 0 0 0 0 0
31 | Myroides spp. 7 0 0 0 0 0 81 | Desemzia spp. 1 0 0 0 0 0
32 | Achromobacter spp. 6 2 2 10-15 0 0 82 | Dermabacter spp. 1 0 0 0 0 0
33 | Kurthia spp. 6 1 0 0 1 0-25 83 | Dunganella spp. 1 1 0 0 1 0-29
34 | Microbacterium spp. 6 0 0 0 0 0 84 | Empedobacter spp. 1 0 0 0 0 0
35 | Rhodococcus spp. 6 0 0 0 0 0 85 | Flavimonas spp. 1 0 0 0 0 0
36 | Methylobacterium spp. 5 0 0 0 0 0 86 | Gordona spp. 1 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.3. (devam)

BAKTERI CINSI  TiS* EIS*> AEIS* AE* HEIS® HE® BAKTERI CINSI ~ TiS' EiS* AEIS* AE* HEIS® HE®
37 | Chromobacterium spp. 5 0 0 0 0 0 87 | Kytococcus spp. 1 0 0 0 0 0
38 | Geobacillus spp. 5 0 0 0 0 0 88 | Ochrobactrum spp. 1 0 0 0 0 0
39 |[Photobacterium spp. 5 0 0 0 0 0 89 |Pandorea spp. 1 0 0 0 0 0
40 | Photorhabdus spp. 5 2 0 0 2 65-70 |90 | Pediococcus spp. 1 0 0 0 0 0
41 | Acidovorax spp. 4 0 0 0 0 0 91 |Proteus vulgaris 1 0 0 0 0 0
42 | Bergeyella spp. 4 0 0 0 0 0 92 | Pseudoxanthomonas spp. 1 0 0 0 0 0
43 | Citrobacter spp. 4 0 0 0 0 0 93 |Rahnella spp. 1 0 0 0 0 0
44 | Escherichia coli 4 0 0 0 0 0 94 | Raoutella spp. 1 0 0 0 0 0
45 | Hafnia spp. 4 1 1 0-11,5 0 0 95 | Rothia spp. 1 0 0 0 0 0
46 | Proteus spp. 4 0 0 0 0 0 96 | Shigella spp. 1 0 0 0 0 0
47 | Sphingomonas spp. 4 1 0 0 1 0-65 97 | Variovorax spp. 1 0 0 0 0 0
48 | Stenotrophomonas spp 4 4 3 7-12 1 0-53,5 |98 |Zobellia spp. 1 1 1 0-4 0 0
49 | Actinomadura spp. 3 0 0 0 0 0 99 | Tanimlanamad: 451 17 6 6,5-30 11 14-70
50 | Cellulomonas spp. 3 0 0 0 0 0

TOPLAM 2012

* 1: TIS: Toplam izolat sayisi, 2: EIS: Etkili izolat sayisi, 3: AEIS: Antagonistik etki gosteren izolat sayis1, AE: Antagonistik etki gosteren izolatlarin en diisiik ve en yiiksek inhibisyon zon 6l¢tim
degerleri, HEIS: Hiperparazitik etki gosteren izolat sayisi, HE: Hiperparazitik etki gostren izolatlarin en diisiik ve en yiiksek yayilma alani 6l¢tim degerleri (mm)
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Doksan dokuz adet bakteri cinsine ait 2012 adet potansiyel biyoajan bakteri izolat1 kati
besiyerinde test edilmis ve 27 adet bakteri cinsine ait 106 adet biyoajan bakteri izolat1 az
veya ¢ok etkili olmustur. Bu 106 adet biyoajan bakteri izolatindan 66 adedi antibiyozis
etki gosterirken, 40 adedi hiperparazitik etki gostermistir. Toplam etkili olan izolatlarin
%42,45 Bacillus (45 izolat) cinsine ait oldugu, ikinci ve {iglincii olarak sirasiyla %5,66
Pseudomonas (6 izolat) ve %4,72 Brevibacillus (5 izolat) cinslerinin oldugu tespit
edilmistir. Potansiyel biyoajan bakteri cinsleri arasinda en etkili olan Bacillus cinsine ait
izolatlarin 4,5-24 mm araliklarinda antibiyozis etki, 19-78,5 mm araliklarinda
hiperparazitik etki gostermistir. Diger cinslere ait izolatlarin 0-16 mm arasinda degisen
farkl1 degerlerde antibiyozis etkiye sahip olduklari tespit edilmistir. En yiiksek
hiperparazitik etkiye sahip izolatlarinda yine Bacillus cinsine ait oldugu (19-78,5 mm),
onu Photorhabdus (65-70 mm) ve Sphingomonas (0-65 mm) cinslerinin takip ettigi

belirlenmistir.

Calismada etkili olan 106 adet biyoajan bakteri izolatinin ortalama inhibisyon zonu
(antibiyozis etki) ve ortalama yayilma alanina (hiperparazitik etki) ait sonuglar Cizelge

4.4’de verilmistir.



Cizelge 4.4. In vitro sartlarda patojene kars1 antibiyozis ve hiperparazitik etki gosteren biyoajan bakteri izolatlarmin NA besiyerinde
ortalama inhibisyon zon ¢aplari (mm), ortalama yayilma alanlar1 (mm) ile biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglari

Sirano  lzolat MIS Tam Antibiyozis Etki Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler
0iz! (mm) KOH? K3 NH* N® ps L7 O PA?® HA1

1 RK 1250 Bacillus atrophaeus 244049 C - + + Z+ 6 - - + +
2 FDG 48 Bacillus sphaericus 19+0,08 DE - + + Z+ 5 - + + +
3 RK 546 Bacillus subtilis 16,5+0,12 EF - + + K+ 3 - - + +
4 RK 1062 Brevibacillus choshinensis 16+0,34 GL - + + 7+ 6 - + + +
5 RK 554 Bacillus atrophaeus 15£0,0 FG - + + K+ 3 - + +
6 RK 578B Brevibacillus choshinensis 15£0,24 FG + + + - 4 + + + -
7 RK 1077 Achromobacter xylosoxidans 15£0,41 FG + + + K+ 6 - + + +
8 RK 547 Bacillus megaterium 14,5+0,12 F-H - + + 7+ 5 - - + +
9 RK 576B Serretia fonticola 14,5+0,29 FH + + + K+ 3 + - - -
10 RK 834 Bacillus cereus 14+0,08 F-I - + + Z+ 3 - - + +
11 RK 594 Salmonella typhimurium 14+0,33  F-I + + + K+ 3 + - + +
12 RK 1763 Paenibacillus macerans 13,5+0,12 G-J - + + 7+ 2 - - + +
13 RK 1224 Pantoea agglomerans 13+0,24 G-K + + + K+ 2 + - - +
14 R2/2 Paenibacillus polymyxa 12,5+0,20 G-L - + + Z+ 3 - + +
15 FDG 98 Yersinia pseudotuberculosis 12,5+£0,20 G-L + + + - 5 - - + +
16 RK 578A Bacillus megaterium 12,5£0,12 G-L - + + K+ 5 - + +
17 RK 957 Chryseobacterium meningosepticum 120,33 H-M + + + - 4 + + - +
18 RK 1071 Stenotrophpmonas maltophilia 1240,24 H-M - + + Z+ 3 - - + +
19 RK 1088 Vibrio hollisae 12£0,24 H-M + + + Z+ 6 - + + +
20 RK 600 Hafnia alvei 11,5£0,12 I-N + + - Z+ 3 + - + +
21 RK 1064 Pseudomonas stutzeri 11,5£0,12 I-N - + + Z+ 5 - + + +
22 RK 1080 Bacillus megaterium 11,5£0,29 I-N - + + Z+ 4 - - + +
23 RK 844 Bacillus megaterium 11£0,08 J-O - + + Z+ 3 - + +
24 RK 562 Vibrio hollisae 11+0,08 J-O + + + K+ 3 + + + +
25 RK 572B Stenotrophpmonas maltophilia 11+0,08 J-O - + + Z+ 5 - + +
26 RK 588 Salmonella typhimurium 11£0,08 J-O + + + K+ 3 + - + +
27 RK 1255 Bacillus atrophaeus 10,5£0,04 K-P - + + K+ 3 - - - +
28 FDG 27 Brevibacillus brevis 10+£0,0 L-Q - + + Z+ 3 - + + +
29 RK 574A Bacillus cereus 10+0,0 L-Q - + + Z+ 3 - - + +
30 RK 1031 Alcaligenes faecalis 10+0,0 L-Q + + - - 5 - + + +
31 RK 1074 Achromobacter xylosoxidans 10£0,0 L-Q + + + K+ 6 - + - +
32 RK 932 Bacillus megaterium 9,5+0,37 M-R - + + K+ 4 - - + +
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Cizelge 4.4. (devam)

Sirano lzolat MIS Tani Antibiyozis Etki Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler
0iZ* (mm) KOH? K3 NH* NS Ppe L' O PA° HA

33 RK 1257 Bacillus atrophaeus 9,5£0,12 M-R - + + K+ 5 - - + +
34 RK 561 Bacillus subtilis 9+0,08 N-S - + + Z+ 3 - - + +
35 RK 1061 Pseudoalteromonas terraodonis 9+0,08 N-S - + + K+ 6 - + + +
36 RK 581 Salmonella typhimurium 8,5+0,12 O-T + + + K+ 2 + - + +
37 RK 590 Salmonella typhimurium 8,5+0,12 O-T + + + K+ 2 + - + +
38 RK 602 Salmonella typhimurium 8,5+0,12 O-T + + + Z+ 3 + - + +
39 RK 1253 Bacillus atrophaeus 8+0,16 P-T - + + Z+ 5 - - + +
40 RK 1273 Peanibacillus macerans 8+0,16 P-T - + + Z+ 3 - - + +
41 RK 37 Curtobacterium flaccumfaciens 7,5+0,20 Q-U - + + K+ 3 - - + +
42 RK 1050 Bacillus megaterium 7,5+0,12 Q-U - + + 7+ 5 - - + +
43 RK 1078 Bacillus subtilis 7,5£0,20 Q-U - + - Z+ 5 - - + +
44 RK 605 Brevibacillus choshinensis 7+0,16 R-V + + + K+ 2 + + + +
45 RK 985 Stenotrophpmonas maltophilia 7+0,16 R-V + + + Z+ 3 - - + +
46 RK 1086 Aeromonas salmonicida 70,24 R-V + + + - 6 - + - +
47 RK 1252 Bacillus atrophaeus 7+0,08 R-V - + + K+ 5 - - + +
48 RK 1022 Bacillus-GC group 6,5+0,12 S-W - + + Z+ 6 - - + +
49 RK 1104 Bacillus megaterium 6,5+0,12 S-W - + + Z+ 5 - - + +
50 RK 1239 Bacillus subtilis 6,5+0,12 S-W - + + Z+ 5 - - + +
51 RK 506 Bacillus subtilis 6+0,16 T-X - + + Z+ 3 - - + +
52 RK 601 Serretia fonticola 6+0,08 T-X + + + Z+ 5 + - + +
53 RK 877 Aeromonas salmonicida 5+0,00 U-X + + - - 6 - + + +
54 RK 1274 Peanibacillus macerans 4,5+0,04 V-X - + + Z+ 5 - - + +
55 RK 1275 Bacillus coagulans 4,5£0,12 V-X - + + Z+ 3 - - + +
56 RK 981 Zobellia uliginosa 440,08 WX - + + K+ 3 - - + +
57 RK 1058 Arthrobacter agilis 440,16 WX - + + Z+ 6 - + + +
58 RK 1095 Paenibacillus larvae 3,5£0,12 X - + + Z+ 5 - - + +
59 FDG 97 Tanilanamadi 12,5+0,20 G-L + + + K+ 6 - - + +
60 RK 1238 Tanilanamadi 8+0,0 P-T - + - Z+ 5 - - + +
61 RK 1752 Tanilanamadi 8+0,16 P-T - + + Z+ 3 - - + +
62 RK 999 Tanilanamadi 7,5+£0,20 Q-U - + + Z+ 4 - - + +
63 RK 952 Tanilanamadi 6,5+0,12 S-W + + + Z+ 6 - - + +
64 RK 1977 Tanilanamadi 37,5+0,20 A - + + Z+ 5 - + + +
65 RK 1978 Tanilanamadi 30+0,82 B - + + Z+ 3 - - + +
66 RK 1986 Tanilanamadi 21+0,08 D - + + Z+ 2 - + - +
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Cizelge 4.4. (devam)

Hiperparazitik Etki

Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

Sirano lzolat MIS Tam
OYA! (mm) KOH? K3 NH* NS P¢ L” ©O° PA° HA

1 RK 593 Bacillus cereus 78,5+0,69 A - + + K+ 6 - - + +
2 FDG 105 Bacillus mycoides 70+1,22 AB - + + Z+ 3 - - + +
3 FDG 137 Bacillus-cereus 70+0,82 AB - + + K+ 6 - - + +
4 RK 587 Photorhabdus luminescens 70+0,82 AB + + + Z+ 5 - - + +
5 RK 504 Bacillus megaterium 65+1,22 BC - + + K+ 5 - - + +
6 FDP 8 Bacillus thuringiensis 65+1,22 BC - + + K+ 6 - - + +
7 RK 38 Sphingomonas capsulata 650,10 BC + + + Z+ 6 - - + +
8 RK 1786 Photorabdus luminescens 65+0,41 BC + + + K+ 3 - - - +
9 RK 23 Bacillus mycoides 63+0,65 B-D - + + Z+ 5 - - + +
10 RK 75 Bacillus cereus 62,5+0,61 B-D + + + Z+ 6 - - + +
11 FDG 110 Bacillus mycoides 62,5+0,20 B-D - + + K+ 5 - - + +
12 RK 159 Plesiomonas shigelloides 56+0,33 C-F - + + K+ 6 - - + +
13 RK 574B Stenotrophpmonas maltophilia 53,5+0,12 D-G - + + Z+ 5 - - + +
14 RK 301 Bacillus cereus 52,5+0,20 D-G + + + K+ 5 - - + +
15 RK 142 Pseudomonas putida 48+2.29 F-H - + + K+ 3 - - + +
16 RK 1395 Serretia odorifera 43+0,57 G-J - + - Z+ 6 - - + +
17 RK 52 Pseudomonas syringae 40£1,22 H-L + + + K+ 5 - - + +
18 RK 1079 Pseudomonas agarici 40+1,22 H-L - + + - 6 + + + +
19 PM 18 Pseudomonas chlororaphis 36+1,96 |I-M + + + K+ 5 - - + +
20 RK 1364 Varivorax paradoxus 32,5+£1,02 J-N - + - - 6 - - - +
21 RK 1094 Vibrio hollisae 30+0,41 K-O + + + Z+ 5 - + + +
22 RK 1066 Dunganella zoogloeoides 29+0,49 L-P - + - - 6 - - + +
23 RK 993 Brevibacillus centrophorus 28+1,63 M-P + + + Z+ 5 - - + +
24 RK 1338 Bacillus cereus 26+1,14 M-P - + + Z+ 6 - - + +
25 RK 570A Kurthia gibsonii 25+0,82 MQ - + + K+ 3 - - - +
26 RK 54 Pseudomonas viridiflava 23,5+1,35 N-R - + + Z+ 5 - - + +
27 RK 1433 Paenibacillus macerans 23+0,98 N-R - + + Z+ 3 - - + +
28 RK 1036 Bacillus megaterium 19+1,14 O-R - + - Z+ 5 - - + +
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Cizelge 4.4. (devam)

Hiperparazitik Etki

Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

Sirano lzolat MIS Tam
OYA! (mm) KOH? K3 NH* NS P¢ L” O PA° HA

29 RK 1223 Brevibacterium epidermidis 12,5£0,45 R - + + K+ 6 + - + +
30 RK 1429 Tanilanamadi 70+1,63 AB - + - Z+ 3 + - + +
31 1A1 Tanilanamadi 67,5+£0,61 AB - + + Z+ 6 - - + +
32 RK 1417 Tanilanamadi 65+2,04 BC - + + Z+ 6 - - + +
33 RK 1416 Tanilanamadi 61+1,14 B-E + + + K+ 6 - - + +
34 RK 1305 Tanilanamadi 60+0,41 B-E - + + K+ 6 - - + +
35 RK 1414 Tanilanamadi 50,5+1,27 E-H - + + K+ 6 - - + +
36 RK 1413 Tanilanamadi 46,5+0,86 F-I - + + K+ 6 - - + +
37 RK 1407 Tanilanamadi 40,5£2,0 H-K - + + Z+ 6 - - + +
38 RK 1458 Tanilanamadi 20+0,24 O-R + + + K+ 5 + - + -
39 RK 1278 Tanilanamadi 18+0,98 P-R + + + Z+ 6 - - + +
40 RK 1102 Tanilanamadi 14+0,65 QR - + + Z+ 5 - - + +

1: OIZ: Ortalama inhibisyon zonu (mm), 2: KOH: Potasyum hidroksit testi (+: pozitif, -: negatif), 3: K: Katalaz testi (+: pozitif, -: negatif), 4: NH:

Nisasta hidrolizi (+:

pozitif, -: negatif), 5: N: Azot ¢ozebilme (K: kuvvetli pozitif, Z: zayif pozitif, -: negatif), 6: P: Fosfat1 ¢6zebilme (1: (+++++), 2: (++++), 3: (+++), 4: (+4), 5: (+) 6: ()
fosfat testi skala degerleri), 7: L: Levan testi (+: pozitif, -: negatif), 8: O: Oksidaz testi (+: pozitif, -: negatif), 9: PA: Pektolitik aktivite (+: pozitif, -: negatif), 10: HA:
Hemolitik aktivite (+: pozitif, -: negatif), 11: OYA: Ortalama yayilma alan1 (mm).
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Petri denemelerinde 66 adet biyoajan bakterinin antibiyozis etki gosterdigi ve ortalama
inhibisyon zon (mm) degerlerinin 0-37,5 araliginda degistigi belirlenmistir. En yiiksek
antibiyozis etkiye sahip izolatin RK 1977 (37,5 mm) oldugu, RK 1978 (30 mm) ve RK
1250 (24 mm) izolatlarinin diger en yiiksek etkiye sahip ikinci ve {li¢iincii izolat oldugu
belirlenmigtir. RK 1095 (3,5 mm) en diisiik ortalama inhibisyon zonu olusturan izolat

oldugu tespit edilmistir.

Petri denemelerinde etkili olan 40 adet biyoajan bakteri izolat1 hiperparazitik etkiye
sahip oldugu ve ortalama yayilma alani ise 0-78,5 (mm) araliginda degistigi
belirlenmistir. Bu biyoajanlar igerisinde en yiliksek hiperparazitik etkiye sahip izolatin
RK 593 (78,5 mm) oldugu, bu izolatt FDG 105 (70 mm), FDG 137 (70 mm) izolatlar
takip etmistir. RK 1223 (12,5 mm) biyoajan bakteri izolatinin da en diisiik ortalama

yayilma alan1 sahip izolat olmustur.

4.4. Kati Besiyerinde Antibiyozis ve Hiperparazitik Etkiye Sahip Ilk Bes
Potansiyel Biyoajan Bakterinin Sivi Besiyerinde Patojene Karsi Test Edilmesi

Sonuglar

In vitro petri denemelerinde antibiyozis veya hiperparazitik etki gosteren en etkili ilk
bes biyoajan izolat patojene karsi sivi besi ortaminda test edilmis ve bakteri sayim

sonuglarina ait koloni sayilar1 (kob/ml) Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Kati besiyerinde antagonistik ve hiperparazitik etki gosteren ilk bes
bakterinin siv1 besiyerinde patojene karsi test edilmesinin sonuglart (kob/ml)

Antibiyozis Etki Gésteren ilk 5 izolat

Patojen ve biyoajan bakteri sayilar: (kob/ml)

0. giin 5. giin 10. giin

Uygulamalar
PSt BS? PSt BS? PSt BS?

1B+RK 1977 * * * * * *

1B+RK 1978 20x10° 8x 10° 1,3x10°  22x10° 0,3x10®  2x108

1B+RK 1250  91,7x10*  2,3x10°  3,7x10® 7,4x10® 3,1x10® 4,3x10°

1B+RK 1986 86x10*  67,2x10* 1,1x10° 15x10° 1,2x10° 38x10°

1B+FDG 48 10,2x10° 1x10° 7,3x10°  11x10°  65x10*  25x10°

Hiperparazitik Etki Gosteren Ik 5 izolat

Patojen ve biyoajan bakteri sayilar1 (kob/ml)

0. giin 5. giin 10. giin

Uygulamalar
pSt BS? p! B2 p! B2

1B+RK 593 81,3x10* 52,7x10* 4,4x10® 25x10° 8,0x10®°  44x10°

1B+FDG 105 90x10* 23x10* 10x108  20x10° 2,2x108  27x10°

1B+FDG 137  66,3x10°  32x10*  28x10°  17x10° 1,9x10° 59x10°
1B+RK 1429 * * * * * *

1B+RK 587 1,4x10° 5x10* 20x10®  3,3x10°  5x108 8x10°

1: Patojen sayisi, 2: Biyoajan sayisi, *: koloni yapilariin benzerliginden dolay:r ayri ayri sayim
yapilamamigtir

Sayim sonuglarina gore; patojen ve biyoajanin 0, 5 ve 10. giin sayimlarinda farkliliklar
gozlenmistir. Patojen ve biyoajan uygulamalarinda sayim yapilan diliisyonlara ait
(kob/ml) koloni sayilarinin grafikleri Sekil 4.4°de, ayrica petri goriintimleri Sekil 4.5°de
verilmistir. Sayim sonuglarinda antibiyozis ve hiperparazitik etki gosteren biyoajan
bakteri izolatlarinin patojenin gelisimini tamamen engelleyemedigi ve ortamda birlikte
yasamaya devam ettigi gorilmiistiir. Antibiozis etkiye sahip biyoajan bakterilerin

onuncu giin sonunda patojene gore daha fazla sayida bulundugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Patojen+biyoajanlarin sivi besiyerinde test edilmesine ait grafikler
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Antibiyozis Etki Gosteren izolatlar

RK 1250

Hiperprazitik Etki Gosteren Izolatlar

RK 593 FDG 105 FDG 137

Sekil 4.5. Kat1 besiyerinde en etkili olan ilk bes antibiozis ve hiperparazitik etkiye sahip biyoajanin patojene karsi sivi besiyerinde test
edilmesine ait 10. giin petri resimleri
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4.5. Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Biyokimyasal ve Kiiltiirel Tam Testlerinin

Sonuclan

Petri denemelerinde etkili olan 106 adet potansiyel biyoajan bakteri izolatina ait

biyokimyasal ve kiiltiirel test sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

KOH testi sonucuna gore otuz sekiz izolat pozitif sonug gosterirken altmis sekiz izolat
negatif sonu¢ vermistir yani otuz sekiz izolat Gram pozitif, altmis sekiz izolat Gram

negatif olarak tespit edilmistir.

Katalaz testine gore biitiin izolatlar katalaz pozitif sonucu vermistir bu da gosteriyor ki
biitiin izolatlar acrob ve fakiiltatif anaerob bakterilerin ¢ogu solunumun bir iiriinii olarak
H,0 iiretirler. Ureme ortaminda H2O, birikmesi halinde organizma icin toksik etki
yapacagl icin organizma yapisinda bulunan katalaz enzimi ile H2O2’yi Oz ve Hz’ye

indirgerler.

Nisasta hidroliz testine sonucuna gore; on izolat hari¢ biitiin izolatlar nisastay1 hidroliz

edebilmisler ve amilaz enziminin varligi kanitlanmistir.

Oksidaz testi sonucu yirmibir izolat oksidaz testine pozitif sonug, seksenbes bakteri
izolat1 negatif sonu¢ vermistir. Oksidaz testi ile bakterilerin yapisinda sitokrom C

enziminin varligini ve bunun da aerobik bakterilerde bulundugu bilinmektedir.

Hemolitik aktivite testine gore {i¢ izolat hari¢ biitiin izolatlar hemolitik aktivite
gostermislerdir. Hemolitik aktivite testi sonucuna gore bazi izolatlar a-hemoliz bazilar

ise B-hemoliz sonucunu vermislerdir.

Pektolitik aktivite testine gore sekiz izolat hari¢ diger bakteri izolatlar1 patates

dilimlerinde pektolitik aktiviteye sebep olmuslardir.
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Levan testi sonucuna gore ondokuz izolat pozitif reaksiyon verirken seksenyedi izolat
negatif sonu¢ vermistir. Bu test ile izolatlarin siikrozu kullanmasi sonucu konveks,
mukoid koloniler olusturur ve pozitif olarak degerlendirilirken, mukoid yapida olmayan

koloniler ise levan negatif olarak degerlendirilmistir.

NBRIP besi ortami fosfat ¢oziicii bakterilerin tespiti i¢in kullanilan bir besiyeridir.
Belirlenen sklaya gore sonuglar; otuziki izolat fosfat1 hi¢ ¢ozememis (6:-), otuzbir izolat
en diisiik diizeyde (5:+), bes izolat (4:++) diizeyde, otuz izolat (3:+++) diizeyde ve alt1

izolat (2:++++) diizeyde fosfati1 ¢6zmiistiir.

Azotsuz besi ortamina ekilen bakterilerden otuzdort izolat kuvvetli, ellisekiz izolat zayif

azot fiksasyonu yaparken ondort izolat ise hi¢ azot fiksasyonu yapamamastir.

4.6. In Vitro Sartlarda Etkili Olan Biyoajan Bakterilerin Havug¢ Dilimlerinde ve

Kabak Meyvesinde Test Edilmesinin Sonug¢lar:

Calismada kullanilan biyoajanlarin patojenle birlikte havu¢ dilimlerinde ve kabak
meyvesinde test edilmesine ait istatistik analiz sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. En

etkili olan izolata ait gorseller Sekil 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Patojen ve biyoajan uygulamalarinin havug dilimlerinde ve kabak
meyvelerinde test sonuglari

Uygulamalar Havug dilimi testi Kabak meyvesi testi
Patojen 1B+Biyoajan RK 1986 1,78 E 0,26 H
Patojen 1B+Biyoajan RK 570A 289 D 0,35 G
Patojen 1B+Biyoajan RK 1074 344 CD 046 F
Patojen 1B+Biyoajan RK 1086 3,78 B-D 059 E
Patojen 1B+Biyoajan RK 1224 3,89 B-D 0,68 E
Patojen 1B+Biyoajan RK 957 412 BC 0,82 D
Patojen 1B+Biyoajan RK 1364 4,56 AB 0,98 C
Patojen 1B+Biyoajan RK 1786 4,78 AB 1,16 B
Patojen 1B 5,44 A 161 A
CV: 0,29 0,12
LSD: 1,08 0,09

In vitro sartlarda etkili olan 106 adet potansiyel biyoajan bakteri izolatt hem havug
dilimlerinde ve hem de kabak meyvelerinde test edilmis ve patateste pektolitik aktivite
gosteren izolatlarin ayni sekilde havug dilimleri ve kabak meyvesinde de pektolitik
aktiviteye neden olduklart goriilmiistiir. Pektolitik aktivite gostermeyen 8 izolat havug
dilimlerinde Limanska et al. 2015’e yapilan degerlendirmeye gore; kabak meyvesinde
ur sayist ve ¢api Olgiilerek ur olusum yiizdesi istatistik analiz yapilarak hesaplanmistir.
Elde edilen sonuglarda ur olusumunu en aza indiren izolatin 1B+RK 1986 oldugu, onu

1B+RK 570A ve 1B+RK 1074’iin takip ettigi goriilmiistiir.



1B (Pozitif kontrol) 1B+RK 1986

Uygulama yok (Negatif kontrol)

Sekil 4.6. Havug dilimi ve kabak meyvesinde en etkili olan RK 1986 izolatina ait gorsel

¥0T
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4.7. Sera Denemesinde Kullamilan Biyoajan Bakterilerin Metabolit Test

Sonuclan

Havug dilimlerinde ve kabak meyvesinde etkili olan izolatlar (RK 1986, RK 570A) ve
in vitro sartlarda siv1 ve kati besiyerinde etkili olan izolatlardan (RK 1977, RK 1978,
FDG 48) metabolit iiretip Giretmediklerini belirlemek amaciyla hidrojen siyanid, indol
asetik asit (IAA), salisilik asit ve siderefor metabolit testleri yapilmis ve sonuglari

Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. Biyoajan bakterilerin metabolit test sonuglari

Biyoajan Bakteri Metabolitleri

L HCN IAA (ng/ml)?  Salisilikasit  Siderofor
FDG 48 + 0,140 - )
RK 570A . 0,031 : :
RK 1977 + 0,102 - )
RK 1978 : 0,286 - :
RK 1986 : 0,128 - :

1:Hidrojen siyanid -: iiretmiyor, +: sari-agik kahve, ++: kahve, +++: kirmizi-kahve; 2: Indol asetik asit

Biyoajan bakterilerin yapilan metabolit aktivite testleri sonucunda sadece RK 570A
izolat1 en ¢ok HCN diiretimi yapan izolat, FDG 48 ve RK 1977 smirli miktarda iiretim,
RK 1978 ve RK 1986 izolatlarinin HCN iiretimi yapmadig1 belirlenmigtir. IAA testi
(OD: 530 nm) sonucunda 0,031-0,286 pg/ml arasinda degisen sonuglar elde edilmistir.
IAA iiretimi sonuglarina gore: RK 1978 izolatinin en ¢ok IAA, RK 570A izolatinin ise
en diisik TAA tretimi yapan izolat oldugu belirlenmistir. Salisilik asit ve siderefor
tiretimi sonuglarma goére hicbir izolatin salisilik asit ve siderefor iiretmedigi tespit

edilmistir.
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4.8. Sera Denemesinde Kullamilan Biyoajan Bakterilerin Enzim Aktivitelerinin

Sonuclan

Havug dilimlerinde ve kabak meyvesinde etkili olan (RK 570A, RK 1986) ve in vitro
sartlarda sivi ve kat1 besiyerinde etkili olan izolatlar (FDG 48, RK 1977, RK 1978)
tarafindan boliim 3.2.10°da agiklanan kitinaz, fitaz, amilaz [Sekil 4.7 (1), proteaz (Sekil

4.7 (2), seliilaz (Sekil 4.7 (3)] enzimlerinin tiretilip tiretilmedigi test edilmis ve sonuglari

Cizelge 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.7. Biyoajan bakterilere ait enzim test sonuglari (1) Amilaz enzimi iiretimi (P)
pozitif reaksiyon (N) negatif reaksiyon; (2) Proteaz enzimi (A) zon olusturan (B) zon
olusturmayan izolat; (3) Seliilaz enzimi (A) zon olusturan (B) zon olusturmayan izolat

Cizelge 4.8. Biyoajan bakterilerin enzim aktivite test sonuglari

Enzimler*

Lzolat Kitinaz Fitaz Amilaz Proteaz Seliilaz
FDG 48 0,183 0,298 + 43,5 20,0
RK 570A 0,266 0,387 - 33,5 8,0
RK 1977 0,462 0,168 + 0,00 5,0
RK 1978 0,250 0,294 + 37,0 17,0
RK 1986 0,250 0,284 + 49,5 21,0

*Kitinaz OD: 540 ve Fitaz OD: 700°da absorbans olarak olgiilmistiir: +: pozitif reaksiyon, -: negatif
reaksiyon; proteaz ve seliilaz enzimlerinde zon 6l¢limii (mm) yapilmustir.
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Bu ¢alismada kitinaz enzimi {iretiminin (OD: 540 nm) 0,183-0,462 absorbans degerleri
arasinda oldugu belirlenmistir. RK 1977 izolatinin en yiliksek ve FDG 48 izolatinin ise
en disiik Kitinaz aktivitesini gosterdigi tespit edilmistir. Fitaz enzimi tiretiminin (OD:
700 nm) 0,168-0,387 absorbans degerleri arasinda oldugu belirlenmistir. RK 570A
izolati en yiiksek ve RK 1977 izolatinin ise en disiik fitaz aktivitesini gosterdigi
belirlenmistir. Amilaz enzimini RK 570A izolat1 hari¢ diger izolatlar, proteaz enzimini
RK 1977 izolat1 harig¢ biitiin izolatlar iiretmis ve proteaz enzim aktivitesinde izolatlarin
33,5-49,5 mm arasinda zon olusturduklar1 goriilmiistiir. Seliilaz enzimi iiretiminde
biitiin izolatlarin 5-21 mm arasinda degisen zon olusturduklart goriilmiistiir. En ytliksek
seliilaz enzimi tiretimi RK 1986 izolatinda olurken, en diisiik seliilaz enzim tiretimi RK

1977°de oldugu goriilmiistiir.

4.9. GF 677 Anacinda Sera Denemesinin Sonuclari

Havug dilimlerinde ve kabak meyvesinde etkili olan (RK 1986, RK 570A) ve kat1 ile
stvi besiyerinde etkili olan izolatlar (RK 1977, RK 1978, FDG 48) GF 677 anacinda kok
ve govde uygulamasi olmak iizere iki farkli yontemle test edilmistir. Kok
uygulamasinda goriilen ur sayisina gore, gdvde uygulamasinda yara agilan bdlgelerdeki
ur ¢apinin Ol¢tim (en/boy) degerleri alinarak JMP istatistik programi ile analiz
yapilmistir. Denemeye ait uygulama sonuglar1 Cizelge 4.9°da ve kok uygulamasinda

goriilen urlara ait goriiniim Sekil 4.8°de verilmistir.



Cizelge 4.9. GF 677 fidan anacinda patojen+biyoajan kok ve gévde uygulama sonuglari

Uygulamalar*

Kok Uygulama Govde Uygulama
Formiilasyonlar Ur sayis1/Bitki sayist Ur ¢ap1 (cm)
Kontrol 1 Yara ag¢ilmamis bitki 0+00 D 0+0,00 E
Kontrol 2 Patojen 1B 54+1,62 A 0,49+0,08 A
Kontrol 3 Patojen 1B+Biyopestisit Nogall 1,8+0,9 CD 0,48+0,13 B
Patojen 1B+Biyoajan RK 1986 3,819 A-C 0,47+0,06 AB
Patojen 1B+ Biyoajan FDG 48 3,0£1,7 A-C 0,47+0,14 AB
Patojen+Biyoajan  Patojen 1B+ Biyoajan RK 570A 44+1,8 AB 0,46+0,08 A-C
Patojen 1B+ Biyoajan RK 1977 3,8£1,3 A-C 0,45+0,08 A-C
Patojen 1B+ Biyoajan RK 1978 24«15 B-D 0,24+0,08 A-E
CV: 0,52 0,62
LSD: 2,48 0,25

* Ayni sutundaki ayni hafle gosterilen uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemli bulunmamustir p<0,01

80T
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Calismada elde edilen bulgulara gore; kok uygulamalarinda kontrole gore uygulamalar
arasinda farkliliklar gézlenmistir. Biyoajan kok uygulamalarinda patojen uygulamasina
gore, en yiiksek etkiye sahip uygulama ticari biyopestisit olan 1B+Nogall, onu 1B+RK
1978 takip etmistir. 1B+RK 570A biyoajan uygulamasi en az etkili uygulama olmustur.
Govde uygulamalarinda, en diisiik ur ¢apt 1B+RK1978 uygulamasinda gozlenmistir.

Diger uygulamalar arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemistir.

1B 1B+Nogall 1B+RK 1978

Sekil 4.8. Patojen ve en etkili olan uygulamalarda olusan urlardan goriiniim

4.10. Bitki Savunma Metabolizma Enzimlerinin Degerlendirilmesi

Anac¢ fidanlarda patojen+biyoajan kok/govde uygulamalarinin  bitki savunma
metabolizma enzimleri {izerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz

sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Kok ve govde uygulamalarinda higbir uygulama yapilmamis bitkiye gore tiim

uygulamalarda antioksidan enzim miktarlarinda artislar goriilmistiir (Cizelge 4.10).

Kok uygulamalarinda CAT enzim aktivitesi en yiiksek 1B+RK 570 ve 1B+RK 1977
uygulamalarinda goézlenirken, en diisik 1B+RK 1978 ve 1B uygulamalarinda

gozlenmistir. Govde uygulamalarinda CAT enzim aktivitesi en yiiksek 1B+RK 1986 ve
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IB+FDG 48 uygulamalarinda gozlenmistir. Kok uygulamalarin POD enzim aktivitesi
en yiiksek 1B+Nogall ila¢ uygulamasinda gézlemlenirken onu 1B+RK 570A ve 1B+RK
1977 uygulamalar takip etmistir. Govde uygulamasinda POD enzim aktivitesi en
yiiksek 1B+FDG 48’de gozlemlenirken onu 1B+RK 570A ve 1B+RK 1986
uygulamalari takip etmistir. Kok uygulamalarinda SOD enzim aktivitesi en yiiksek RK
1B+RK 1977 uygulamasinda daha sonra 1B+RK 1986 ve 1B+Nogall uygulamalarinda
gorilmistir. Govde uygulamalarinda SOD enzim aktivitesi en yiiksek 1B+Nogall
uygulamasinda gozlemlenirken onu 1B+FDG 48 ve 1B+RK 1986 uygulamalar1 takip
etmistir. Kok uygulamalarinda APX enzim aktivitesi en yiiksek 1B+Nogall ve 1B+RK
1977 uygulamalarinda en diisiik 1B+RK 570A uygulamasinda goriilmiistiir. Govde
uygulamalarinda APX enzim aktivitesi en yliksek 1B+RK 1977 uygulamasinda en
diisiik ise 1B+RK 570A uygulamasinda gozlemlenmistir (Cizelge 4.10).



Cizelge 4.10. Patojen+biyoajan kok ve govde uygulamalarina ait bitki savunma metabolizma enzimlerinin test sonuglari

Kok Uygulama

Uygulamalar CAT! (EU/g)® POD? (EU/q) SOD? (EU/g) APX* (EU/q)
Kontrol 0,072+0,01 D 0,514+0,07 D 367,1£17,8 C 0,772+0,09 BC
1B 0,092+0,02 DC 1,152+0,01 C 511,0£11,8 B 0,899+0,13 AB
1B+Nogall 0,119+0,01 A-C 2,895+£0,43 A 682,3£36,6 A 1,046+0,07 A
1B+FDG 48 0,131+0,04 AB 1,213+0,08 C 560,8+£52,5 B 0,784+0,06 BC
1B+RK 570A 0,145+0,02 A 2,100+0,06 B 552,6£17,2 B 0,647+0,04 C
1B+RK 1977 0,142+0,01 A 1,891+0,14 B 751,4£60,5 A 0,969+0,11 A
1B+RK 1978 0,093+0,01 DC 1,066+0,05 C 656,3£119 A 0,670+0,06 C
1B+RK 1986 0,099+0,01 B-D 1,278+0,10 C 736,4+£30,2 A 0,705+0,09 C
Govde Uygulama

Uygulamalar CAT! (EU/g)® POD? (EU/qg) SOD?3 (EU/g) APX* (EU/q)
Kontrol 0,037+0,01 C 0,411+0,19 D 608,9+102 E 0,32+0,06 E
1B 0,065+0,01 BC 0,425+0,31 D 808,7£52 C 0,65+0,03 D
1B+Nogall 0,089+0,01 AB 0,965+0,18 BC 1218,248 A 1,02+0,02 C
1B+FDG 48 0,108+0,02 A 1,665+0,03 A 1072,4+86 B 0,86+0,06 C
1B+RK 570A 0,095+0,01 AB 1,181+0,18 B 810,2+17 C 0,57+0,05 D
1B+RK 1977 0,100+0,03 AB 0,853+0,06 BC 710,0£7 D 1,50£0,05 A
1B+RK 1978 0,097+0,01 AB 0,660+0,13 CD 871,037 C 1,00+0,20 C
1B+RK 1986 0,110+0,03 A 1,135£0,28 B 1065,0+41 B 1,23+0,18 B

1: Katalaz, 2: Peroksidaz, 3: Superoksit dismutaz, 4: Askorbat peroksidaz, 5:

EU/g: Enzim unitesi/gram doku, *Siitun igerisindeki aymi harfler ile gésterilen
uygulamalar arasinda fark 6nemli degildir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05)

17T



112

4.11. Sera Denemesinde Kullanilan Bakterilerin Molekiiler Tanm1 Sonuclari

Karsilastirmali DNA dizi analizi yontemi mikrobiyal tanilamada en iyi genotipik
yontemlerden birisidir. En yaygin olan yaklasim ise, izolatlarin 16S rDNA gen
bolgesinin kullanimiyla tanilanmasidir. Bu amagla ¢alismada amplifiye edilerek ve
saflastirilan {irlinlerin sekans analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen diziler, Gen
Bankasindaki dizi analizleriyle karsilastirilmis ve tiir seviyesinde tanilar1 yapilarak

GenBank numaralar1 alinmustir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Sera ¢alismasinda kullanilan bakteriyel izolatlarin tan1 sonuglari

izolat Tam Sonucu Genbank Baz Benzerlik
Numarasi Uzunlugu Yiizdesi
FDG 48 Bacillus amyloliquefaciens MN967174 885(be)! %98,84
RK 570A  Bacillus cereus MN967299 319 (bg) %92,45
RK 1977  Aneurinibacillus migulanus MN967173 910 (bg) %99,42
RK 1978  Bacillus subtilis MN967135 325 (bg) %97,49
RK 1986  Bacillus mojavensis MN967303 916 (bg) %99,54
1B Rhizobium radiobacter MN967438 909 (bg) %85,38

1: baz gifti
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5. TARTISMA ve SONUC

Sert ve yumusak cekirdekli meyveler diinya ¢apinda genis bir alan1 kaplar ve tiretimi
yoniiyle de biiyiik paya sahiptir. Diinya genelinde meyve yetistiriciligi konusunda
yasanan en bliylik zorluklardan biri bitki hastaliklaridir. Sert ve yumusak g¢ekirdekli
meyveleri etkileyen tiim patojenler arasinda R. radiobacter (A. tumefaciens), kaliteli
fidan yetistiriciligini smirlayan, miicadelesi zor olan ve molekiiler bitki patojeni
bakteriler arasinda ilk on igerisinde yer alan onemli bitki patojenlerinden biridir. R.
radiobacter (A. tumefaciens)’in tiim diinyaya yayilmis olmasi, bitki savunma sistemine
kars1 etkin bir mekanizmaya ve essiz genetik kolonizasyon patolojisine (Ti plazmit)
sahip olmasi hastaligin kontroliinii zorlagtirmigtir. Etmene kars1 kiiltiirel ve kimyasal
miicadelenin yetersiz kalmasindan dolay1 alternatif, ¢evre ve insan sagligina dost

miicadele yontemi olan biyolojik miicadele yontemi 6nem kazanmistir.

Biyolojik miicadele {izerine yapilan bu tez ¢alismasinda; bes adet potansiyel patojen R.
radiobacter (A. tumefaciens) izolat1 ve toplam 2012 adet potansiyel biyoajan bakteri
izolat1 kullanilmistir. Patojen bakteri izolatlar1 arasindan en virulant olani havug dilimi,
kabak meyvesi ve GF 677 anacinda patojen olmasiyla segilmistir (Cizelge 4.1). En
virulant patojene karsi 2012 adet potansiyel biyoajan bakteri kati besiyerinde ve kati
besiyerinde antibiyozis ve hiperparazitik ilk bes izolat patojene karsi sivi besiyerinde
test edilmigtir. Kat1 besiyerinde 106 adet potansiyel biyoajan bakteri az veya ¢ok etkili
bulunmus ve 66 tanesi antibiyozis etki, 40 tanesi hiperparazitik etki gostermistir
(Cizelge 4.4). Patojen ve biyoajan bakterilerin sivi besiyerinde test edilmesi sonucu
antibiyozis etkiye sahip bazi biyoajanlarin patojen miktarina gore daha fazla oldugu
goriilmistiir (Cizelge 4.5). 106 adet potansiyel biyoajan bakterinin biyokimyasal ve
fizyolojik Ozelliklerine bakilmistir (Cizelge 4.4). Etkili olan 106 adet potansiyel
biyoajan bakteri ile yari in vivo denemeler (havug dilimleri ve kabak meyvesinde)
kurulmus ve pektolitik aktivite gdsteren izolatlarin yumusama ve clirlimelere neden
oldugu gozlenmistir. Pektolitik aktivite gdstermeyen sekiz adet biyoajan bakteri havug
dilimi ve kabak meyvesinde (yar1 in vivo) test edilmis ve RK 1986 ile RK 570A
izolatlar etkili bulunmustur (Cizelge 4.6). Fidanlarda kurulacak denemede en etkili bes
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biyoajan bakteri izolat1 yar1 in vivo (RK 1986 ve RK 570A) ve in vitro kosullarda (kati
ve sivi besiyeri testleri) en etkili olan (FDG 48, RK 1977, RK 1978) izolatlar segilmis
ve metabolit ile litik enzim iretimlerine bakilmistir (Cizelge 4.8). Daha sonra bu
biyoajan bakteriler sera kosullarinda GF 677 anacinda kok ve govde uygulamalari
olmak fizere test edilmistir. Kok uygulamast sonucu 1B+Nogall uygulamasi en etkili
olurken, onu 1B+RK 1978 uygulamasi takip etmistir. Govde uygulamasi sonucu en
diisiik ur ¢ap1 1B+RK 1978 uygulamasinda goriilmistiir (Cizelge 4.9). Denemenin
sonunda uygulamalardan alinan k6k ve govde orneklerinin bitki savunma sisteminde rol
oynayan antioksidan enzim aktivitelerine bakilmis (Cizelge 4.10). Uygulamalar arasinda
farkliliklar gézlenmis ve kontrole gére enzim miktarlarinda (SOD, POD, APX) artis

gbzlenmistir.

Calismamizin ilk asamasinda farkli R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin
patojenite yetenekleri arastirilmistir. Patojenite testi, bir bitki hastaliginin etiyolojik
ajanlarindan siiphelenilen bakterilerin tanimlanmast icin ana kriterdir. Kontrollii
kosullarda yar1 in vivo veya sera kosullarinda uygun konukgularin yapay enfeksiyonunu
takiben lezyonlarin ¢ogalmasini igerir (Mushin et al. 1958). Agrobacterium cinsine ait
¢ogu tiriin konukgu ¢evresi genistir. Ancak son zamanlarda, bazi strainlerin Ti
plazmidine dayanan ¢ok yiiksek konukgu spesifikligi sergiledigi bilinmektedir (Knauf et
al. 1982). Ayrica Owens and Cress (1985)’de soya fasulyesinin farkli genotiplerinde
yaptiklari testler sonucu farkli Agrobacterium suslarinin ur olusumunda degiskenlik
sergileyebilecegini gostermislerdir. Bunun bitki yasi, ¢evresel faktorler ve hormonal
duruma bagh olarak degisebilecegini ve ur olusumunda bu faktorlerin anahtar rol
oynadigini bildirmislerdir. Anderson and Moore (1979)’da Agrobacterium cinsine ait
farkli izolatlarin virtilanslhigini test etmek igin 11 farkli bitki kullanmiglar ve her bir
izolatin farkli konukcularda patojen oldugunu gozlemlemislerdir. Bu farkhiliklarin
konuke¢u duyarliligi, patojenin viriilanshik derecesi veya ikisinin etkilesimi arasindaki
farkliliklardan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Ayrica genis bir konuk¢u araligina
sahip R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatinin biitiin bitkilerde ur olusumuna neden

olamayacagi Deng and Nester (1998) tarafindan bildirilmistir.
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Deng and Nester (1998)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’in farkli izolatlarinin
konukgu araligini ur olusumuna gore degerlendirmigler ancak bazi monokotiledonlarin
dahil oldugu bazi bitkilerin T-DNA transferine izin vermelerine ragmen ur olusumuna
tepki vermedigini bildirmislerdir. Bu durum ile Jarchow et al. (1991)’de karsilasmis ve
bu bitkileri sessiz konukgular (silent hosts) olarak tanimlamistir. Teorik olarak, ur
olusumunun gerceklesememesinin sebeplerinin zayif bakteriyel biiyiime, yara yerinde
bakterinin hayatta kalamamasi, bitkilerde bakteriyel baglanma i¢in vir geni
indiikleyicilerinin veya reseptorlerinin eksikligi veya T-DNA transferinde hatali vir
genlerinden kaynaklanabilmektedir. Ayrica, T-DNA’nin bitkiye entegrasyonunun
basarisiz olmasi, T-DNA genlerinin tam bir setinin olmamas: veya T-DNA genlerinin
zayif veya asir1 ekspresyonu nedeniyle ur olusumunun indiiklenemeyebilecegi
bilinmektedir. Bitkiler T-DNA geninin ekspresyonuna, fitohormonlarin diizeylerine ve
etkilerinde farkli tepki verebilmektedir. Bunun sebebi her bitkinin hormon
seviyelerindeki degisikliklere karsi duyarliliginin farkli olmasindandir. Agrobacterium
cinsi, tiire ve bazen de susa 6zgii konukgu spesifikligi sergilemektedir. Bu spesifiklik,
biyokimya ve fizyolojideki farkliliklarin yani1 sira konukgularin anatomisindeki
farkliliklar nedeniyle de olabilir. Ek olarak, farkli gelisim asamalarindaki bitkiler de R.
radiobacter (A. tumefaciens) enfeksiyonuna farkli tepkiler verebilmektedir (Deng and
Nester 1998). Calismanin amaglarindan ilki olan bes farkli R. radiobacter (A.
tumefaciens) izolatindan en viriilant olanin belirlenmesi amaciyla havug dilimi, kabak
meyvesi, kalonse yaprak testi, aycicegi ve domates fideleri ile anaclarda yapilan
patojenite test sonucu izolatlarin biitiin test bitkilerinde ur olusumuna neden olmadigi
yani izolatlarin patojenite yeteneklerinde farkliliklar oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).
Patojenite testinde kullandigimiz bitkiler, R. radiobacter (A. tumefaciens)’in
patojenitesinde yaygm olarak kullanilan bitkilerdir (Burr et al. 1995). Izolatlarin
patojenite testinde bazi test bitkilerinde ur olusumu gozlenirken bazilarinda ur
olusumunun gozlenmemesi konukcular arasinda patojenite agisindan farkliklar
oldugunu gdstermistir. Yapilan literatiir taramasiyla bir izolatin biitiin bitkilerde patojen
olabilecegi konusunda bir kuralin bulunmadigi, yukarida agiklanan durumlarla
farkliliklar gosterebilecegi tespit edilmistir. Patojenite test bitkileri arasinda en belirgin
ve en hizli sonucu kabak meyvesi (15 giin) daha sonra havug diliminden (30 giin) elde

edilmistir. Boylece patojenite testinde kabak meyvesi ve havug dilimi kullaniminin
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uygun oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.1). Tolba and Soliman (2013)’de R.
radiobacter (A. tumefaciens) patojenine karsi biyoajan uygulamalarini kabak
meyvesinde belirgin sonuglar elde ettigini bildirmistir. Havug dilimi testinde bitkinin
kallus tabakas1 olusturmasindan dolay1 uygulamalarin dikkatli bir sekilde takip edilmesi
gerekli oldugu goriilmistiir. Cook (1923)’de bu durumu kallus tabakasi olusumunun ur
olusumundan yavas olmasi sebebiyle ayirt edilebilecegini belirtmistir. Agrobacterium
cinsine ait izolatlarin patojenite testinde yaygin olarak havug dilim testi yapilsa da
kallus olusumdan dolay1 bazi arastiricilar tarafindan test bitkisi olarak tercih edilmedigi
de bilinmektedir (Burr and Katz 1982). Otten et al. (2008)’de urlarin kambiyum
hiicrelerinin  boliinmesinden kaynaklandigini belirtmistir. Islam et al. (2010)’da
Banglades'te farkli dikotiledon bitkilerden izole ettikleri R. radiobacter (A. tumefaciens)
izolatlari1 havug dilimi testiyle tanimlamiglardir. Abdellatif et al. (2013)’de 300 adet
Agrobacterium spp. izolatin1 havug dilimlerinde test etmisler ve sadece %16’sinin
yiikksek oranda ur olusturdugunu, %36’sinin agik¢a ayirt edilemeyen ur olusumunu
indiikledigini (+) ve geri kalaninin (%48) ur olusturmadigini tespit etmistir. Burr ve
Katz (1983) ile Argun (2001) tarafindan yapilan c¢alismalarda urlu dokulardan izole
edilen Agrobacterium izolatlarmin hepsinin aygicegi ve asmada bazilarinin ise ek olarak
domateste ur olusturdugunu belirlemislerdir. Kiisek (2007)’de yaptigi ¢alismada A. vitis
patojenitesinde domates, kalonse ve asma test bitkilerini kullanmis ve bazi izolatlarin
kalonse ile asmada ur olusumuna neden olurken domateste ur olusumuna neden
olmadigim1 gozlemlemistir. Yiizbasioglu (2014)’de urlu dokulardan elde ettigi
Agrobacterium cinsine ait 138 izolatin patojenite testlerinde bazi izolatlarin higbir
indikator bitkide patojen olmadigini sadece izole edildigi bitkide patojen oldugunu; bazi
izolatlarin biitiin indikatdr bitkilerde patojen oldugunu geri kalan izolatlarin ise bir veya
iki indikator bitkide patojen oldugunu gozlemlemistir. Bu sonuglar ile tez calismasi
kapsaminda kullanilan patojen izolatlarin tiim test bitkilerinde patojen olamayabilecegi
sonucunu destekler niteliktedir. Ayrica R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin
patojenite calismalarinda tek bir indikator bitki degil birden fazla bitkinin bir arada
kullanilmasimin gerekli oldugu ortaya konulmustur. Tez calismasi kapsaminda R.
radiobacter (A. tumefaciens) izolatlarinin fidanlarda gévde uygulamalarinda ur olusumu
gozlemlenirken, kok uygulamalarinda ur olusumu goézlemlenememistir (Sekil 4.1).

Yapilan literatiir taramalarinda uygulamalarin govde iizerinde yara agmak suretiyle
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yapildig1 ve govdede ur olusumunun kok uygulamasina gore hizli ve gozle goriilebilir
sonuglarin elde edilebildigi bildirilmektedir. Patojenite testinde kok uygulamasinin
daldirma usuliiyle (10 dk) yapilmasi ve koklere yeterli inokulumun bulasmamasindan,
daha uzun siire bitkilerin bekletilmesinin veya kok ve goévdenin aymi Olgiide ur

olusumuna cevap verememesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Asir1 duyarlilik reaksiyonu (HR), mikrobiyal patojenler tarafindan olusan enfeksiyonun
yayllmasimi Onlemek i¢in bitkiler tarafindan kullanilan bir mekanizmadir. HR,
enfeksiyon bolgesindeki hiicrelerin hizli o6liimii ile karakterizedir. HR, patojenin
biiylimesini ve bitkinin diger kisimlarina yayilmasini kisitlar. Kado and Crosa (1994)’de
R. radiobacter (A. tumefaciens)’in tiitiin yapraklarinda hafif bir kloroza neden oldugunu
belirlemislerdir. Calismada kullanilan potansiyel patojen izolatlarin sadece filtrasyon
yapilan bolgelerde klorozo neden olduklar1 goriilmiis ve elde edilen sonuglar ile literatiir

taramasinin ortiistiigi tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Timorijenik Agrobacterium tiirlerinin siniflandirilmasinda biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikler uzun yillardir en faydali 6zellikler arasinda yer almaktadir (Moore et al.
2001). Agrobacterium cinsinde yer alan R. radiobacter (A. tumefaciens), R. vitis (A.
vitis) ve R. rhizogenes (A. rhizogenes) tiirlerinin ayriminda laktozdan 3-ketolaktoz en
cok kullanilan testlerden biridir. Diger kullanilan testler ayn1 cinse ait suslar i¢in farkl
sonuclar verebilmekte ve bazi durumlarda farkli taksonlara ait suslar i¢cin ayni sonuglar
verebilmektedir (Putawska et al. 2016). Bunun en 6nemli nedeni ise, ¢ogunlukla farkli
karbon kaynaklarinin bakterinin metabolizmasinda kullanmasindan, Yyani opin
metabolizmasindan, kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu nedenle kok kanserine neden
olan bakteriler icin tek bir tanimlama sistemi olarak kullanilmamas1 gerektigi
bildirilmistir. Biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerden alinan sonuglar incelendiginde
R. radiobacter (A. tumefaciens)’e ait bes farkli izolat arasinda farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlar1 laktozdan 3-ketolaktoz tiretimi
pozitif olarak (%80 ve iizeri pozitif) literatiirde belirtilirken c¢alismada kullanilan
izolatlardan dordii (1A, 1B, 2A ve 2B) negatif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Arastiricilar yaptiklart ¢alismalarda R. radiobacter (A. tumefaciens) izolatlariin 3-
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ketolaktoz iiretimi testinin negatif olabilecegini de belirtmislerdir (De ley et al. 1966;
Lippincott and Lippincott 1969a; Kerr 1969). Demir amonyum sitrat kullanimi1 ve sitrat
kullanim testlerinin sonuglarina gore de izolatlar arasinda farkliliklar oldugu tespit
edilmistir. Referans sonuglarla yapilan kiyaslamada %80 oraninda pozitif sonug¢ verdigi
bilinse de izolatlar arasinda farklilik olabilecegi belirtilmistir (Moore et al. 2001).
Peluso et al. (2003)’de R. radiobacter (A. tumefaciens) biovarlarinin biyokimyasal ve
molekiiler olarak incelendigi ¢alismalarinda bazi strainlerin biyokimyasal ve fizyolojik
test sonuglarindan biovar ayrimina gidemediklerini, bu strainlerin ancak molekiiler
olarak kesin tanmnin Yyapilabilecegini tespit etmislerdir. Pulawska (2010)’da bu
farkliliklarin ur veya sagak kok olusturan Agrobacterium izolatlar1 arasinda yaygin
goriilen bir durum oldugunu bildirmistir. Benzer durumdan Canik (2013)’de asmadan
izole ettigi R. vitis izolatlarinin biyokimyasal ve fizyolojik testlerden pek ¢ogunda farkli
sonuclar verdigini ortaya koymustur. Bu tez calismasi kapsaminda yapilan molekiiler
tan1 sonucu farklilik gosteren ve en viriilan izolat olan 1B’nin R. radiobacter (A.

tumefaciens) oldugu dogrulanmistir (Cizelge 4.11).

Tez calismasinin ana hedeflerinden biri olan biyolojik miicadele, bitki hastaliklari ile
miicadelede yetersiz kalinmasi sonucu ortaya ¢ikmis alternatif bir yontem olmasi, gevre
ve insan sagligina olumsuz etkilerinin bulunmamasi gibi yonleriyle biiyiik 6nem arz
etmektedir. Mikroorganizma kiiltiir koleksiyonundaki potansiyel biyoajan bakteriler ilk
once kat1 besiyerinde en virulant patojen izolat olan 1B’ye kars: test edilmistir. Etkili
olan biyoajan bakterilerin farkli mekanizmalar1 kullanarak patojenin gelisimini
onleyebilecegi bilinmektedir. Bu ¢aligmada potansiyel biyoajan bakterilerin antibiyozis
ve hiperparazitizm Ozellikleri incelenmistir. Etkili olan 106 adet biyoajan bakteri
izolatinin ait oldugu cinsler: Bacillus, Pseudomonas, Brevibacillus, Paenibacillus,
Pantoea, Arthrobacter, Chrysobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Serretia, Yersinia,
Brevibacterium, Curtobacterium, Vibrio, Pseudomalteromonas, Achromobacter,
Kurthia, Plesiomonas, Variovorax, Dunganella, Photorhabdus, Hafnia, Sphingomonas,
Stenotrophomonas, Zobellia’dir (Cizelge 4.4). Etkili olan izolatlardan 66 adedi
antibiyozis, 40 adedi hiperparazitik etkiye sahip oldugu in vitro testler ile ortaya

konulmustur. Etkili olan izolatlar arasinda ayni tiiriin farkli izolatlar1 arasinda etki
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mekanizmasi1 ve etkililik oranlarinda farkliliklar gozlenmistir. RK 593 (B. cereus)
hiperparazitik etki gosterirken RK 834 (B. cereus) antibiyozis etki gostermistir. RK 546
(B. subtilis) 16,5 mm zon olustururken, RK 506 (B. subtilis) 6 mm zon olusturdugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Bu durumun tiirlerin sahip oldugu biyokimyasal ve
fizyolojik ozelliklerinden kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Farkli arastiricilar ayni
tiire ait bakteri izolatlar arasinda antagonistik ve bitki gelisimini uyarici aktiviteleri
arasindaki farkliliklar olabilecegini ve bu durumun daha 6nce yapilan birgok benzer
calismada da bildirildigi gibi antagonist bakteri izolatlarin epifitik veya endofitik olusu,
yetistigi ortamlardaki bitki besin madde igerigi ve patojenlerinin bulunus durumu gibi
ozelliklerin izolatlarin genetik ¢esitliligine etkide bulunmasindan kaynaklanabilecegini

bildirmislerdir (Bernal et al. 2002; Araujo et al. 2005; Aktan 2018).

Kok kanseri hastaligina karsi R. radiobacter (A. radiobacter) K-84 ve K-1026 izolatlari
yaklagik 40 yildir etkili bir sekilde hastalikla miicadelede kullanilmaktadir. Son yillarda
R. radiobacter (A. tumefaciens)’e kars1 R. radiobacter (A. radiobacter) K-84 disinda
bakteriyel antagonistlerle biyolojik miicadele calismalarinda basarili sonuglar elde
edildigi goriilmektedir (Dandurishvili et al. 2010; Gupta et al. 2010; Tolba and Soliman
2013). Etkili olan cinsler arasinda Bacillus, Curtobacterium, Pseudomonas ve Serretia
cislerine ait tiirler yer almaktadir. Etkili olan izolatlara bakildiginda en ¢ok izolata sahip
cinsin Bacillus cinsi oldugu goriilmiistiir. Bu durum Bacillus spp. her yerde bulunabilen,
kolonizasyon yetenegi yiiksek, endospor olusturabilen, litik enzim-lipopeptid-
antibiyotik iiretmeleri, ticari olarak {iretilen fermente gidalarda kullanilabilmelerinden
kaynaklanmaktadir (Jiang et al. 2001; Zhang and Dou 2002; Schallmey et al. 2004;
Yang et al. 2006; Hardoim et al. 2008; Kotan et al. 2009; Arrebola et al. 2010; Tiwari
and Thakur 2014). In vitro galismalarda en etkili hiperparazitik dzellik gosteren RK 593
(B. cereus) izolati domates 6z nekrozuna karsi (E. chyrisanthemi Ant 17a) karsi test
edilmis ve bu patojene karsida bu biyoajanin hiperparazitik oOzellik gosterdigi
belirlenmistir (Aktas 2015). Hassanein and El- Goorani (1991)’de yaptiklari ¢alismada
topraktan izole ettikleri bes adet B. subtilis izolatinin in vitro olarak alti adet R.
radiobacter (A. tumefaciens) izolatina karsi antagonistik oldugunu bulmuslar ve in vivo

olarak Hint fasulyesinde yara yerlerine patojen ve biyoajanlari uygulamislar. Biyoajan
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izolatlarin 50 giin sonunda kok kanserini kontrol edebildigini tespit etmislerdir. Denner
and Gillanders (1996)’da ABD Gida ve Ilag Dairesi’nin B. subtilis'i gida isleme
endiistrilerinde kullanimi i¢in glivenli organizmalar arasinda yer aldigini ve B. subtilis'in
endosporik ve enzimatik iriinlerinin bir¢ok fungal patojene karsi oldukga etkili
oldugunu bildirmislerdir. Dandurishvili et al. (2010)’da R. radiobacter (A. tumefaciens)
ve R. vitis (A. vitis) patojen izolatarina kars1 S. plymuthica 1C1270, P. fluorescens Q8r1-
96 ve P. fluorescens B-4117 biyoajan bakterilerini in vitro ve in vivo kosullarda
domates bitkisinde test etmisler ve in vitro kosullarda antagonist etkiye sahip olup
inhibisyon zonu olusturdugunu, in vivo kosullarda ise domates bitkisinde ur olusumunu
engellediklerini tespit etmislerdir. Aragtiricilar bu antagonistik etkinin biyoajan
bakterilerin  tretmis  olduklar1  genis  spektrumlu  antibiyotiklerden  (2,4-
diacetylphloroglucinol, pyrrolnitrin) kaynaklandigini tespit etmislerdir (Kalbe et al.
1996; Raaijmakers and Weller 2001; Ovadis et al. 2004). Ayni arastiricilar bu
antagonist mikroorganizmalar1 daha 6nce farkli bitki patojenlerine karsi test ettiklerini
ve etkili sonug¢ aldiklarmmi da bildirmislerdir. Kamoun et al. (2011)’de B.
thuringiensis’den Bacthuricin F103 adli yeni bir bakteriyosin izole etmisler ve domates
ile baglarda sorun olusturan R. radiobacter (A. tumefaciens)’e karst (C58 ve BO6)
antimikrobiyal aktivitesi olup olmadigini test etmisler ve bulgulara gore Bacthuricin
F103’tin kok kanserinin biyolojik kontroliinde kullanilabilecegini tespit etmislerdir.
Ghazal et al. (2013)’de Rhizoctonia solani, F. solani ve S. rolfsii, kok ciiriikliigiine
neden olan fungal patojenlere karsi B. mycoides ve B. subtilis izolatlarin1 biyoajan
olarak kullanmislar ve fungal patojenlerin gelisimini engellemislerdir. Arastiricilar bu
izolatlarin {iretmis olduklar1 sekonder metabolitler (kitinaz, seliilaz ve protaez gibi)
yardimiyla hastaliklarin gelisimini engelleyerek biyokontrol ajan olabileceklerini ve
bitki gelisimini uyaran molekiiller (indol asetik asit, giberellik asit) salgilayarak
biyofertilizer o6zelliklerinin oldugunu ortaya koymuslardir. Calismamizin in vitro
kosullarda biyoajan test sonuglariyla kiyaslandiginda bu iki bakteri tiirliniin farkli
izolatlarin R. radiobacter (A. tumefaciens)’ide engelledigi goriilmiis ve iyi bir
biyoajan bakteri tirii olabilecegi diistiniilmektedir. Limanska et al. (2015)’de
Lactobacillus cinsine ait sekiz bakteri izolatim1 havug¢ bitkisinde test etmisler ve
patojenin gelisimini %36,4-87,7 oraninda engellediklerini tespit etmislerdir. Inhibisyon

etkisinin Lactobacillus tiirlerinin iiretmis oldugu organik asitlerin diisiik pH degerinden
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kaynaklandigini ortaya koymuslardir. Murugi (2015)’de Kenya'da giil bitkisinde kok
kanserine kars1 R. radiobacter (A. radiobacter), misir yagi ve bakir oksikloriir (Curavit),
bakir hidroksit (Kocide) kullanmiglar ve hastaligin engellenme durumuna bakmislardir.
Kimyasal ila¢ kullaniminin kék kanserini tamamiyla engelleyemedigini, gegici bir
tedavi yontemi oldugunu, R. radiobacter (A. radiobacter)’in hastaligin gelisimini
engelledigi ve farkli konsantrasyonlar uygulanarak daha iyi sonuglar alinabilecegini
belirlemislerdir. Sharma et al. (2016)’da ii¢ farkli R. radiobacter (A. tumefaciens)
izolatina karsi K-84 ve UHFBA-218 (A. radiobacter) antagonistlerinin {iretmis
olduklar1 bakteriyosini in vitro kosullarda farkli pH degerlerinde patojenin gelisimini
engelleme yiizdelerine bakilmis ve pH: 7 ve 25°C sicaklikta patojenin gelisimini
engelledigi belirlenmistir. R. radiobacter (A. tumefaciens) ile K-84 ve UHFBA-218
izolatlarin1 domates bitkisine yara yerlerine birlikte ayni anda verildiginde ur
olusumunu azalttiklar1 da belirlenmistir. Banerjee et al. (2018)’de R. radiobacter (A.
tumefaciens) ve P. syringae’ye karsi B. cereus IB311B’ i arazi kosullarinda yer fistigi
ve susam bitkilerinde direkt bakteriyi uygulamislar ve hastalik diizeyini azaltmasinin
yaninda bitki basina verimi sirasiyla %20 ile 26 oranlarinda arttirdigini
gozlemlemiglerdir. Soylu ve Bozkurt (2019)’da elmada R. radiobacter (A.
tumefaciens)’e kars1 Pseudomonas, Pantoea, Serratia ve Bacillus cinslerine ait izolatlar
kullanmiglar ve izolatlarin 5-27,3 mm c¢apinda arasinda degisen engelleme zonu
olusturduklarimi tespit etmislerdir. En etkili bulduklari ii¢ P. putida izolatin1 havug
dilimlerinde test etmisler ve wur olusumunu O©nemli diizeyde engelledigini
gozlemlemislerdir. Yapilan literatiir taramalarinda kok kanseri hastalifina karsi R.
radiobacter digsinda farkli cinslere ait biyoajan bakterilerin gerek in vitro veya yari in
vivo gerekse in vivo denemelerde biyoajan bakterilerin onemli diizeyde hastalig
baskilayabildigi ve bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bakteri cinsleri ile benzerlik
gostermesi ve bunlar arasindan etkili biyoajanlarin olmasi elde ettigimiz sonuglarin

paralellik gdsterdigi ortaya konulmustur (Cizelge 4.3).

Kat1 besiyerinde en etkili olan antibiyozis ve hiperparazitik etkiye sahip ilk bes izolat
s1v1 besi ortaminda esit say1 ve hacimde (10® kob/ml) karistirilarak patojene karsi test
edilmistir. Antagonistik 6zellik gosteren (FDG 48, RK 1250, RK 1978, RK 1986)
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izolatlariin patojene gore sayica daha fazla oldugu, hiperparazitik 6zellige sahip (RK
593, FDG 105, FDG 137, RK 587) izolatlarin patojenle birlikte yasamaya devam ettigi
ortaya konulmustur (Cizelge 4.5). Bakterilerin besi ortaminda davranis sekilleri sahip
olduklar1 6zelliklerine gore degismektedir. Biyoajan olabilecek bakterilerin sahip olmasi
gereken bir takim o&zellikler vardir. Bunlar; gelisimi boyunca yiiksek populasyonda
yasamlarini devam ettirebilmeli, olumsuz kosullara dayanikli olmali, genis spektrumlu
olmali, biyolojik miicadele mekanizmalarindan bir veya birka¢in1 (antibiyozis,
hiperparazitizm, yer ve besin igin rekabet, uyarilmis dayaniklilik) kullanabilmelidir
(Bora ve Ozaktan 1998). Sivi besiyerinde test edilen biyoajan bakterilerin ilk
karistirildigr anda patojen ve biyoajan sayisinin birbirinden farkli oldugu goriilmistiir.
Biyoajan bakterinin sivi besiyerine adapte olup sayisimi arttirmaya basladigr ve
patojenin gelisimini baskilamaya basladigr besinci giin sonunda goriilmiistiir. Bu
calismada en etkili antibiyozis ve hiperparazitik etki gosteren izolatlarin Bacillus cinsine
ait tiirlerden olustugu bilinmektedir. Bu cinse ait tiirler i¢inde; endospor olusturabilen
tirlerin (6zellikle B. subtilis, B. mojavensis, B. megaterium, B. thuringiensis, B. pumilis,
B. cereus) toprak ve yaprak patojenlerine karsi yiiksek diizeylerde antagonistik
etkinlikler gosterdigi, antimikrobiyal bilesikler sentezleyebilidigi, litik enzim
senteyebildikleri bilinmektedir (Huang and Chen 2004; Araujo et al. 2005; Chung et al.
2008; Singh et al. 2008; Chaiharn et al. 2008; Gupta et al. 2006; Xiao et al. 2009;
Senthilkumar et al. 2009; Kumar et al. 2012). Ayrica Verschuere et al. (2000)’de bitki
patojenlerine kars1 kullanilan en 6nemli grubun Bacillus cinsi oldugunu belirtmislerdir.
Bu durum Bacillus tiirlerinin hizli ¢ogalmalari, yiiksek rekabet yetenekleri, olumsuz
sartlara kars1 dayanikli olmalari, genis spektrumlu olmalari, toksin, enzim veya ugucu
bilesikler gibi metabolitler sentezleyerek dayaniklilik sistemini aktiflestirebilmelerinden
dolayidir (Frandberg and Schnurer 1994; Parke and Gurian-Sherman 2001; Compant et
al. 2005). Bakterilerin gelisim egrisi disiiniildiginde onuncu giiniin sonunda
antibiyozis etki gosteren izolatlarin sayisi patojen sayisina gore fazla oldugu
goriilmiistiir. Besinci gline gore miktarlarinin azaldigi bununda ortamda taze besiyerinin
kalmamasi, ortaya ¢ikan metabolit artiklarindan ya da biyoajan bakterinin belli bir
konsantrasyonun altinda aktivitesinde azalmanin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu test

kapsaminda on giinliik bir sayim periyodu yapilmis ancak patojen ve biyojan arasindaki
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iliskiyi anlayabilmek i¢in daha uzun siireli, bir sayimin daha faydali olabilecegi

distintilmistir (Sekil 4.5).

Biyoajan bakteriler (epifitik veya endofitik) bitki patojenlerinin gelisimini dogrudan
engellemede; azot fikse etme, bitkinin alabilecegi formlarda olmayan bitki besin
elementlerinin bitkinin alabilecegi formlara doniistiirme, siderofor iiretimi, karbon
kaynag1 agisindan rekabet ve bitkisel hormonlarin tesvik edilmesi gibi mekanizmalari
kullanirlar. Bitki gelisimini uyaran bakteri tiirlerinin hastalik gelisimini dolayli olarak
engellemede ise; biyoajan bakteriler tarafindan tiretilen HCN, amonyak (NHz), ugucu
antimikrobiyal etkili bilesiklerin {iretilmesi, litik enzimlerin (glukanaz, kitinaz, proteaz,
seltilaz) iiretilmesi ve bitkilerde dayaniklik genlerinin uyarilarak bitki patojenlerine
kars1 dayanikliligin tesvik edilmesi gibi mekanizmalar1 kullandiklar1 farkli arastiricilar
tarafindan belirlenmistir (Weller 1988; Lugtenberg and Kamilova 2009; Tariq et al.
2014). Calisma kapsaminda 106 adet biyoajan bakteri izolatinin azot fiksasyonu tespiti
ve fosforu ¢ozme yetenekleri arastirilmistir. Fosfat ¢ozme yetenekleri bakimindan
yetmisiki izolat NBRIP-BPB besiyerinde renk agilmasi meydana getirmis, doksaniki
izolat da kuvvetli ya da zayif azot fikse etme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Bu zamana kadar yapilan bir¢ok calismada hem bitki gelisimini uyaran
hem de biyolojik miicadele ajani olarak hastaliklar1 6nleyen bu kok bakterileri ile ilgili
yapilan c¢alismalar incelendiginde bitki gelisimini uyaran kok bakterilerinin genelde:
Bacillus, Lactobacillus, Paenibacillus, Arthobacter, Streptomyces, Pseudomonas,
Burkholderia, Comamonas, Hydrogenophaga, Agrobacterium, Alcaligenes variovorax,
Enterobacter,  Pantoae, Klebsiella, = Xanthomonas,  Serratia,  Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azosprillium, Azotobacter gibi cinslerde yer aldig1 goriilmektedir. N2
atmosferin en 6nemli bilesenidir ve niikleik asit, protein gibi kimyasal bilesiklerin temel
yap1 tasidir. Ancak N2 biyolojik sistem tarafindan direkt olarak kullanilamaz.
Simbiyotik azot fiksasyonunda belli mikroorganizmalar ile bitki kokleri arasinda
simbiyotik (baklagiller ile nodiil olusturan Rhizobium) bir iliski vardir. Simbiyotik
olmayan biyolojik azot baglama yetenegine sahip toprakta serbest yasayan Azotobacter,
Beijerinckia, Clostridium, Anabaecna cinslerine ait birgok mikroorganizma vardir. BitKi

gelisimi i¢in azottan sonra en Onemli besin kaynaklarindan biri fosfordur. Fosfor
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topraklarda yeterince bulunmasina ragmen ¢6ziinmemis formda bulunmasindan dolayi
az bir miktar1 (~0,1) bitkiler tarafindan alinabilir formdadir. Bitkinin ihtiyag duydugu
fosfat giibrelerle desteklensede bu islemi toprakta bulunan bir kistm kok bakterileri
sahip olduklar1 fosfataz enzimi ile topraktaki bu kullanilamayan fosforu ¢ozerek bitkiler
tarafindan alinabilir forma dondistiiriir. Bu sekilde de verimde artiglar meydana gelir.
Kok bakterilerinin fosfor ¢oziiniirliiliigii lizerine olan etkileri daha ¢ok toprak pH’s1
lizerine olan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Kok bakterilerinin salgilamis olduklari
glukonik asit, sitrik asit gibi organik asitler ve H* pompalanmasi sonucu toprak pH’s1
etkilenerek fosfor bitkiler tarafindan alinabilir forma doniisiir (Seshadri et al. 2000;
Antoun 2003). En iyi fosfat ¢oziicli kok bakterileri arasinda Pseudomonas, Bacillus ve
Rhizobium cinsleri yer almaktadir (Antoun 2003). De Freitas et al. (1997) B.
megaterium, B. sphaericus ve B. polymyxa uygulanarak yaptiklar1 ¢alismalarda, bu
bakterilerin ortamda bulunan fosfati ¢ozerek bitki boyu ve agirliginin arttigini
bildirmiglerdir. Gokce ve Kotan (2016)’da bugdayda patojen olan Bipolaris
sorokiniana’ya kars1 etkili Bacillus cinsine ait izolatlari etkili bulmuslar ve hastaligin
gelisiminin baskilanmasinin yaninda bugday bitkisinde vejetatif aksamdaki elde edilen
olumlu etkilerin bir kisminin bakterilerin hormonal aktivitenin yanisira azot fiksasyonu
ve fosfat cozebilme Ozelliklerinden kaynaklandigini bildirmislerdir. Mohammadi
(2018)’de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi B. pumilus ve B.
velezensis izolatlarini etkili bulmus ve domates bitkisinde farkli oranlarda biiylimeyi
tesvik ettigini tespit etmistir. In vitro’da etkili olan ve azot fikse etme ile fosfor ¢ozme
yeteneklerininde arastirildigi bu ¢alismada yer alan cinslerin benzer oldugu ve literatiir

ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

In vitro kosullarda antagonist mikroorganizma ile patojen direkt kars1 karsiya kalip
farkli etki mekanizmalarimi kullanarak patojeni baskilayabilirken, dogal kosullarda ise
her zaman aym etkiyi gosteremedigi icin biyolojik miicadele calismalarinda bir¢ok
aragtirict in vitro’da etkili olan izolatlarin in vivo’ya aktarilarak etkililik oranlarinin
belirlenmesinin 6nemli oldugunu vurgulamislardir (Inam-ul-Haq et al. 2003; Horuz
2014). Tez calismasi kapsaminda yari in vivo (havu¢ dilimi ve kabak meyvesi)

denemeler kurulmus ve in vitro’da etkili 106 adet biyoajan bakteri test edilmistir. Bu
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biyoajan bakteri izolatlar1 arasindan 98 izolatin pektolitik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmis ve 8§ izolat (RK 1986, RK 570A, RK 957, RK 1074, RK 1086, RK 1224,
RK 1364, RK 1786) ile ¢alismaya devam edilmistir. Buna gore, havug dilimi ve kabak
meyvesindeki calismalarin sonucunda 1B+RK 1986 uygulamasinin en etkili oldugu ve
onu 1B+RK 570A’nin takip ettigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Sivi besiyerinde
antibiyozis etki gosteren FDG 48, RK 1977, RK 1978 ile yart in vivo testlerde etkili
olan RK 1986 ile RK 570A izolatlar1 in vivo olarak GF 677 anacinda test edilmislerdir.
Secilen bes biyoajan bakteride litik enzim (kitinaz, fitaz, amilaz, proteaz, seliilaz) ve
sekonder metabolit (HCN, I[AA, salisilik asit ve siderefor) iiretimleri aragtirilmisgtir.
(Cizelge 4.7). IAA; hiicre bolinmesi, kok gelisimi, bitkinin besin elementlerini almada
bitkiye yardimci olmasi gibi etkileri ile bilinmektedir. Fallik et al. (1989) PGPR'lar
tarafindan iiretilen baslica hormonun indol-3-asetik asit oldugunu bildirmislerdir.
Topraktan izole edilen mikroorganizmalarin %80’inin IAA sentezleyebildigi (Patten
and Glick 2002) ve bitkilerde birgok biiyiime ile ilgili islevlerde rol oynadigi tespit
edilmistir. Ayrica, IAA bazi mikroorganizmalarda gen ekspresyonunda sinyal molekiilii
gorevini yiikklenmis ve boylece bitki-rizobakteri iliskisinde ¢ok 6nemli bir rolii oldugu
ortaya konmustur (Dias et al. 2009; Taghavi et al. 2009). Calisma kapsaminda
izolatlarin hepsinin [AA iiretimi yaptiklar1 belirlenmis ve bitki kok parametreleri tez
kapsaminda yer almasada gozlemsel olarak koklenmede kontrol uygulamasina gore
farkliliklar gozlenmistir. En yiiksek TAA ireten izolat olan RK 1978 (B. subtilis),
koklenmeyi tesvik edip, bitkinin topraga yerlesmesini ve c¢evresinde bulunan
su/besinden daha fazla faydalanmasini saglayacaktir. Amaresan et al. (2012)’de
domates ve biberden izole ettikleri endofit bakterileri siderofor tiretimi, fosfat indirgeme
aktivitesi ve TAA enzimini iretebilme yeteneklerini arastirmiglar ve Ralstonia
solanacearum’a karsi antagonistik aktivitesini incelenmislerdir. Calisma sonucunda,
izole edilen endofit bakterilerin R. solanacearum’un gelisimini engelledigi; tim
izolatlarin siderofor ve IAA firetebildigi ve fosfati indirgedigini belirlenmislerdir.
Ahmad et al. (2018)’de yaptiklar1 ¢alismada B. subtilis bakteri uygulamasinin kontrol
uygulamasina gore %12-34 arasinda degisen farkliliklara neden oldugu ve bunu iiretmis
oldugu TAA’dan dolay1 olabilecegi tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramasinda B.
subtilis’in  biyolojik preparat (Rhapsody and Serenade) olarak kullanildigida

bilinmektedir. Hassanein and El-Goorani (1991)’de R. radiobacter (A. tumefaciens)’in
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in vitro ve in vivo sartlarda biyolojik miicadelesinde B. subtilis’i kullanmislar ve
hastaligin gelisimini baskiladigini gézlemlemislerdir. B. subtilis’in antibiyotik iiretmesi,
1siya ve kurutmaya toleransli endosporlar olusturmasi ve bitki biiyiimesini tesvik etme
kabiliyeti, aday biyokontrol ajan olmasina ait dzelliklerden dolay1 oldugu bildirilmistir.
Bu ¢alismada da etkili bulunan RK 1978 izolat1 sekans sonucu B. subtilis olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.11). Bir diger 6nem arz eden metabolit olan HCN f{iretimi; FDG
48, RK 570A ve RK 1977’de gozlenmistir. Bu metabolit bitki patojenleri ile biyolojik
miicadelede endofitik bakterilerin kullandig1 6nemli mekanizmalardan biridir (Blumer
and Haas 2000). Ugucu bir sekonder metabolit olan HCN, Pseudomonas cinsinde yer
alan tiirlerin hastaliklar1 baskilamada rol oynadig: farkli arastiricilar tarafindan tespit
edilmistir (Bagnasco et al. 1998; Rodriguez and Fraga 1999; Siddiqui 2006). Nandhini
et al. (2012)’de 4 farkli biyoajan bakterinin Pseudomonas cinsine ait olanlarin yiiksek
miktarda HCN, siderefor ve salisilik asit trettigini, Bacillus cinsine ait olanlarin ise
yiikksek miktarda TAA {irettigini ortaya koymuslardir. Karthikadevi (2004)’de yaptigi
caligmada 5 P. fluorescens izolatinin TIAA yiiksek miktarda tirettigini ve fungal patojen
olan Macrophomina phaseolina ile R. solani’nin miselyal gelisimini engelledigini
ortaya koymustur. Shakeel et al. (2015)’de B. cereus tiiriine ait iki izolatin tuzlu
toprakdan ¢inko fosfat ve ¢inko karbonattan ¢inkoyu alinabilir forma doniistiirdiiklerini
ve Fusarium moniliforme ve Pyricularia oryzae’nin gelisimini in vitro kosullarda inhibe
ederek biyolojik miicadele ajani olabilecegini ortaya koymuslardir. Bu c¢aligmada
kullanilan RK 570A izolatinin molekiiler tan1 sonucunda B. cereus oldugu, yiiksek
diizeyde HCN firettigi ve IAA drettigi belirlenmistir (Cizelge 4.7). Abd EI-Rahman et
al. (2019)’da yaptiklar1 ¢alismada HCN {iretimi yapabilen P. japonica strain NBRC
103040, B. megaterium strain CtST3.5, Pseudomonas sp. strain Gamma-81, P. tolaasii
strain ATCC 33618, P. chlororaphis strain Lzh-T5, and P. mosselii strain CV25
izolatlarmin A. tumefaciens’in gelisimini baskilayabildigini ortaya koymuslardir. P.
fluorescens CHAO izolatinin HCN iiretmesi yoluyla Thielaviopsis basicola fungusunun
neden oldugu tiitiinde siyah kok ciiriikliig hastaliginin baskilanmasinda 6nemli bir rol
oynadig: tespit edilmistir (Voisard et al. 1981). Kaspar et al. (2019)’da B. subtilis
tirtiniin biyoaktif sekonder metabolit iiretme yeteneklerinin ¢ok oldugunu ve bu aktif
maddelerin  bitki  hastaliklarin1  6nleme ve biyosiirfektan madde olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir. Yine Bacillus cinsine ait B. velezensis izolatlarinin
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onemli sekonder metabolitler Urettigi tespit edilmis (Palazzini et al. 2016; Ma et al.
2017) ve bu metabolitlerin ¢cogunun antibakteriyel 6zellige sahip oldugu, bakterinin
diger bakterilere kars1 miicadele de antibakteriyel olarak kullanabilecegi tespit edilmistir
(Palazzini et al. 2016). Aneurinibacillus migulanus’in bitki biiylimesini tesvik eden
ozelliklere sahip ¢oklu antimikrobiyal peptitler iirettigi, biyo-yiizey aktif madde 6zelligi,
kitinaz geninin varli1, biyoplastik {iretimi ve pestisitlerin biyodegredasyonu gibi yararli
Ozelliklere sahip oldugu farkli arastiricilar tarafindan belirlenmistir (Seddon et al. 1997,
2000; Jackson ef al. 2000; Edwards and Seddon 2001; Belbahri et al. 2015; Alenezi et
al. 2016). Calismamizda RK 1977 (A. migulanus) izolatimizin da HCN ve [AA iiretimi
yapmast hastaligi baskilamada mekanizma olarak kullanabilecegi diistinlilmektedir
(Cizelge 4.7). Diger onemli iki metabolit olan salisilik asit ve siderefor iiretme
yetenekleri incelenmis ancak higbir izolatin bu iki metaboliti liretmedikleri bdylece

biyoajan bakterilerin etki mekanizmasi olarak bu iki yolu kullanmadiklar1 belirlenmistir.

Biyoajan bakterilerin bitki hastaliklarin1 engellemede dolayli olarak kullandiklar
mekanizmalardan bir digeri olan litik enzim {iretimi 6nemli bir kriterdir. Enzimler,
rizobakteriler ve bitkiler i¢in 6nemli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eder, atiklart
pargalayarak topragi stabilize ederler ve besinlerin geri doniisiimiine aracilik ederler
(Vaughan and Malcolm 1985). Toprakta bulunan mevcut enzimler bitkilerden,
hayvanlardan veya mikroorganizmalardan (bakteri veya fungus) kaynaklidir. Toprakta
bulunan tipik major role sahip enzimler dehidrojenazlar, hidrojenazlar, oksidazlar,
katalazlar, peroksidazlar, lipaz, fosfataz, niikleaz, fitaz, amilaz, seliilaz, ksilanaz,
proteaz’dir. Topragin besin kalitesini iyilestirmek adina farkli enzim tiretimlerine sahip
olan mikroorganizmalarla desteklenerek toprak iyilestirilmeye c¢alisilir. Proteaz
aktivitesi gosteren bir bakteri topraga uygulanarak topraktaki protein yapilar1 bozunarak
azot agiga cikar ve boylece bitkinin beslenmesini gelistirmesi beklenir (Turan et al.
2017). Onemli bir enzim olan fitaz enzimi, fitik asidi hidrolize ederek organik fosfor
kaynagimi kullanilabilir inorganik fosfora ¢evirebilen bir enzimdir. Bakteriyel olarak
tiretilen fitazlar; 3-fitaz, 4-fitaz ve protein-tirozin fosfatazdir (Mijakovic et al. 2005). Bir
diger onemli enzim olan seliilaz ise; bakteriler, funguslar ve 6zellikle nekrofilik

mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak iiretilen bir enzimdir ve seliilozdaki (1-4)-
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beta-D-glukozidik baglarini hidrolize etmekten sorumludur yani diinyadaki en bol
polimerin bozunmasinda anahtar rol oynayan bir enzimdir (Robson and Chambliss
1989). Calismanin sera kisminda kullanilan biyoajan bakteriler i¢inde Kitinaz, fitaz,
amilaz, proteaz, seliilaz enzimlerine bakilmis ve biitiin izolatlarin kitinaz, fitaz, proteaz
ve seliilaz enzimi {irettigi, amilaz enzimini ise RK 570A harig¢ biitiin izolatlarin iirettigi
tespit edilmistir. Biyoajan bakterilerin {iretmis olduklar1 enzimler araciligiyla R.
radiobacter (A. tumefaciens)’in gelisimini baskilayabildikleri ~disiiniilmektedir.
Antagonistik ozellik gosteren bakteri izolatlarinin (Pseudomonas, Bacillus, Serretia,
Pantoae tiirleri) in vitro ve in vivo kosullarda gdstermis oldugu patojen gelisimini
engellemede kullandiklar1 mekanizmalar tizerine farkli ¢alismalar yapilmis bu
mekanizmalardan basta proteaz, kitinaz, glukanaz, seliilaz gibi litik enzimler olmak
lizere, antibiyotikler, fenolikler, siderofor, HCN, IAA gibi bilesiklerin sorumlu oldugu
bildirilmistir (Hallmann et al. 1997; Tabarraei et al. 2011). Yapilan literatiir
taramasinda {ilkemizde R. radiobacter (A. tumefaciens)’in biyolojik miicadelesinde
kullanilan ve etkili bulunan biyoajan bakterilerin patojenin gelisimini Onlemede
kullandiklar1 mekanizmalar konusunda yapilmis bir ¢alisma olmamasindan dolay1 bu

calismanin ilk oldugu diisiiniilmektedir.

Bitkilerin dayaniklilik mekanizmalar1 sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) veya
uyarilmig sistemik dayaniklilik (ISR) olarak adlandirilir. SAR patojen enfeksiyonunu
takiben iiretilen ve tipik olarak pathogenesis ile ilgili (PR) proteinlerin ekspresiyon’una
yol acan bir bilesik olan salisilik asit (SA) tarafindan aracilik edilmektedir. PR
proteinleri istila olmus hiicreleri eritmek i¢in dogrudan is gorebilen, enfeksiyonlara
dayaniklilik i¢in hiicre duvarlarini takviye eden veya lokal hiicre 6liimiinii uyarabilen
baz1 enzimleri icerir. ISR ise Once uyarilmis sistemik dayaniklilik olarak agiklanmuis,
baz1 patojenik olmayan rizobakterilerle uygulamay1 takiben bitkilerde {iretilen jasmonik
asit (JA) veya etilen ile aracilik edilir. Ilging olan, SA ve JA’ya bagli savunmalar
mutual olarak antagonistik olabilir ve baz1 bakteriyel patojenler SAR’1 yenmek icin bu
durumdan yararlanirlar (Bicici 2011). Birgok mikroorganizma farkli enzimler iiretebilir
ve bu enzimlerin ekspresyonu salgilanmasi dogrudan bitki patojenlerinin aktivitelerin

baskilanmasi ile sonuglanabilir. Kitin, fitopatojenik funguslarin hiicre duvarinda
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bulunmaktadir. Kitinolitik bakterilerin, antifungal 6zelliklerinin kitinaz -1-3-glukanaz
ve proteaz gibi litik enzimlerle beraber etkili oldugu yapilan ¢alismada tespit edilmistir
(De Boer et al. 1999). Son yillarda yapilan ¢alismalarda da kitinaz ve protein igeren
organik maddelerin kullaniminin toprak mikroflorasini uyarici sekilde etki yaparak kok-
ur nematodlarina karsi antagonistik etkiyi arttirdigr saptanmistir (Siddiqui 2004). P.
lilacinus’un kitinaz enzimine maruz birakilmasi sonucu, Meloidogyne yumurtalarinin
larva ¢ikisinda %60 azalma tespit edilmistir (Khan et al. 2004). Khan and Tarannum
(1999)’da B. subtilis, B. thuringiensis, P. stutzeri ve P. lilacius’un topraga uygulanmasi
ile M. incognita ile inokule edilmis bitkilerde 6nemli derecede iiriin artig1 saglandigini
ve en ¢ok iriin artiginin B. subtilis uygulamasi ile elde edildigini tespit etmislerdir.
Ayrica denemeler sonucunda M. incognita iremesi ve kokteki gal olusumunun
azaldigimm1  gozlemlemislerdir. Idris et al. (2002)’de toprak kokenli olan B.
amyloliquefaciens’in hiicre dig1 bilesik fitatin biyolojik olarak pargalanmasina neden
olabilecegini bildirmislerdir. B. amyloliquefaciens FZB45 izolatinin kiiltiir filtratindan
maksimum fitaz aktivitesi elde edilmis ve bu izolat misir fidesinin biiylimesini tesvik
ettigi belirlenmistir. B. subtilis, bir takim 6nemli yaprak, kok enfeksiyonu veya hasat
sonrast fungal hastaliklarin miicadelesinde antibiyotik ve antifungal enzimler
tiretmesinden dolayr etkili bir biyolojik kontrol ajani olma potansiyeline sahiptir
(Cawoy et al. 2011). B. mojavensis’in proteaz, seliilaz, Kitin N-asetil-B-hekzosaminidaz,
kitosanaz, ksilanaz, pektinaz ve amilaz enzimlerini iretebildigi farkli arastiricilar
tarafindan belirlenmistir (Haddar et al. 2012; Youcef-Ali et al. 2014; Ghazala et al.
2016; Liagat et al. 2018). Tez ¢alismasinda etkili olan izolatlardan RK 1986 izolati
molekiiler tan1 sonucu B. mojavensis olarak tanilanmis ve elde edilen bulgularin
ortistiigli gortilmistir. Liu et al. (2011)’de B. subtilis SL-13 izolatinin Kkitinaz
enziminin R. solani’ye, Senol (2014)’de B. subtilis (TV 125A) ve P. fluorecens (MF 1)
biyoajan bakterilerinin F. culmorum’a kars1 antifungal aktiviteye sahip olduklarini ve

yiiksek diizeyde kitinaz enzim aktivitesi gosterdiklerini belirlemistir.

Sera denemesi sonucunda kok ve govde uygulamalart sonucu 1B+RK 1978
uygulamasinin biyopestisit olarak kullanilan Nogall uygulamasindan sonra en etkili

uygulama oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9). Kullanilan GF 677 hassas bir anagtir.



130

Lopez (1978)’de yaptiklar1 calismada en duyarli meyve agaci tiirlerinin; seftali, badem,
kiraz, elma ve zeytin oldugunu bildirmistir. Ayrica bazi seftali, kiraz, elma ve armut
anaclarinin kok kanserine duyarliligi konusunda 6nemli farkliliklar gorildiigiinii tespit
etmislerdir. Seftali anaclar1 Missour, GF 305 ve GF 677 ur olusumuna bademden daha
duyarli oldugunu ve Ispanya ile Fransa'da GF 305 ve GF 677 anaglarmmn duyarh
oldugunu daha 6nce bildirmistir. Rhouma et al. (2005)’de sert ve yumusak c¢ekirdekli
meyve anaglarinin kok kanseri hastaligina karsi duyarhilik reaksiyonlarini belirlemek
tizere Ui¢ yi1ldan daha fazla bir siire test etmisler ve P. dulcis ve P. persica genotiplerinin
(bitter almond, Fasciuneddu, GF 677, GF 557) ¢ok fazla hassas oldugunu tespit
etmislerdir. Benzer sonuglar1 bir¢ok arastirict daha dncede tespit etmislerdir (Zoina and
Simeone 1989; Pierronnet and Salesses 1996; Zoina and Raio 1999). Horuz (2018)’de
tilkemizde yaygin olarak kullanilan Garnem, Myrobolan, GF 677 anaglarimin kok
kanserine karsi hassasiyetleri arastirilmis ve biitlin anaglarin hassas olduklar1 ancak
duyarlilik diizeylerinde farkliliklar gozlemlendiklerini bildirmiglerdir. Calismamizda
kullanilan GF 677 anacininda hassas oldugu goriilmiis ve diger yapilan calismalarla

benzer oldugu goriilmiistiir.

Bitkiler stressiz kosullar altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) fretimi ve
detoksifikasyonu arasindaki dengeyi kontrol etmek zorundadirlar (Apel and Hirt 2004).
Diisiik seviyelerde ROS; gelisme, abiyotik stres faktorlerine, patojenlere ve hiicre
oliimiine yanit mekanizmalarinda sinyal olarak gérev alir (Miller et al. 2010). Optimal
kosullar altinda bile bircok metabolik yolda ROS iiretilir. Bitkiler kendilerini oksidatif
reaksiyonlarin olumsuz etkilerinden koruyan ve ROS siipiirmede etkili sistemlere
sahiptirler. Bu sistemin bir pargasi olan antioksidan enzimler savunma mekanizmasinin
anahtar bir pargasidir (Zhu et al. 2007). Bitkilerde stres faktorlerinin neden oldugu
zarar; bitkinin tiirline, tolerans ve adaptasyon kabiliyetine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Madhova et al. 2005; Dubey 1994; Kadioglu 2004). Bitkiler, biyotik
streslere cevap veren bir dizi aktif savunma mekanizmasina sahiptir. Savunma
sisteminde rol oynayan enzimler patojenisitede rol oynayan proteinleri uyararak
dayanikliligi tesvik edip hastaliklari baski altina aldig: tespit edilmistir (Rajendran et al.

2006). Enzim miktarlarindaki farkliliklarin kullanilan biyoajan bakterinin savunma
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sistemini aktiflestirmesinin zayif veya giiclii olmasma bagli olarak degisebilecegi, in
vitro ile in vivo uygulamalardaki basariya bagli olarak degisebilmesi ve bitkinin tim
aksamindaki enzim {iretiminin ayni olamayacagindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Bitkiler abiyotik ve biyotik faktorlerden kaynakli stres kosullarinda savunma sisteminde
rol oynayan enzim miktarlarinda farkliliklar olacagi farkli arastiricilar tarafindanda
belirlenmistir (Dashtipour et al. 2017; Shams 2019). Kok ve govde uygulamalarinda
kontrole gére SOD aktivitesinin genelde arttig1 goriilmektedir. Bu bitkinin strese bir
cevabi olarak degerlendirilebilir. B. cinerea ile enfekte edilmis domates bitkisinin
yaprak peroksizomlarinda reaktif oksijen tlirevlerinin meydana geldigi ve bunlarin
antioksidan aktivite degisimler ile detoksifiye edildigi saptanmistir. Yapilan arastirmalar
sonucunda SOD enzim aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir (Kuzniak and
Sklodowska 2005). F. oxysporium f. sp. ciceris ile enfekteli nohut bitkisinin gévdelerinde
patojen enfeksiyonundan sonra SOD enzim aktivitesinde artig belirlenmistir (Limones et al.
2002). Kang (2008) yaptig1 ¢alismada, Sphaerotheca fuliginea pollacci ile enfekte edilen
hiyar fidelerinin yapraklarinda inokulasyon siiresindeki artisa bagli olarak hastalanma
siddetinin de artmastyla SOD aktivitesinin arttigini belirtmistir. Bagka bir ¢alismada ise
E. amylovora ile enfekte olmus elma gesitlerinde (Breaburn, Gala, Golden, Skarlet)
kontrol ile kiyaslandiginda zamana bagli olarak SOD aktivitesinde azalma oldugu
belirtilmistir (Karacif 2012). SOD enziminin streslerin tipine ve derecesine gore bir
davranig sergiledigi goriilmektedir. Calismamizda elde edilen bulgulara gore siipersoksit
radikalinin siipiiriilerek SOD enzim miktarinda artiglar gozlemlenmis ve literatiirdeki
bilgilerle sonuglarin Ortiistiigli belirlenmistir (Cizelge 4.10). H202, kloroplastlardaki
peroksidazlar (POD) tarafindan substrat olarak kullanilir ve POD’larla hiicrelerden
stiptiriliir. Peroksidazlarin bu siipiiriicli gorevinin disinda biiyiime gelisme ve
lignifikasyonda da gorevi vardir (Asada and Takashi 1987). POD aktivitesi {lizerine
yapilan caligmalarda stres sartlarindaki bitkilerde genelde aktivitenin arttigi rapor
edilmistir. Bu ¢alismada H20; igerigi arastirilmamig ancak POD aktivitesinde goriilen
artisgin  hiicrelerde H2O2 seviyesinin igsel degisiminde de artisa sebep oldugu
diistintilmektedir. Tkalec et al. (2012)’de K. daigremontiana bitkisinin yapraklarint A.
tumefaciens ile enfekte etmis ve G-POD, P-POD, CAT enzim diizeylerinde 6nemli
miktarda artislar oldugunu tespit etmistir. Ur dokusunda artan POD aktivitesinin

bliyiime ve hiicre duvar1 olugumundaki rollerinden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Ayrica, hiicre duvarinda POD aracili ¢apraz baglama reaksiyonlart hiicre duvarlarinin
giiclendirilmesine yol agabilir, boylece patojenin daha fazla yayilmasini onlemeye
yardimci olabilir (De Gara et al. 2003; Ralph et al. 2004). Jang et al. (2004)
Pectobacterium chrysanthemi ile enfeksiyondan sonra POD aktivitesini ve tatli patates
icindeki POD genlerinin ekspresyonunu incelemislerdir. Bakteriyel enfeksiyondan
sonra artan POD aktivitesi ve birkag POD geninin indiiksiyonu ortaya ¢ikarmislar.
CAT, bitkide stres nedeniyle ortaya c¢ikan H»O2’in siipiiriilmesinde gorevli diger
antioksidan enzimlerden biridir (Antunes et al. 2002). Oksidatif stres toleransinda diger
antioksidan enzimlerle birlikte anahtar rol oynar (Apel and Hirt 2004). H.O2’yi de
substrat olarak kullanir. Biyolojik stres kosullarinda CAT aktivitesinde artis ve azaliglar
olabilecegi ile ilgili ¢aligmalar vardir (Matolepsza and Urbanek 2000; Kuzniak and
Slodowska 2005; Patykowski 2006). Calismamizda kontrol uygulamasina gére CAT
aktivitesinde artiglar gézlemlenmistir (Cizelge 4.10). Elde ettigimiz bulgularla benzer
sonuclar literatiir ile desteklenmistir. CAT enziminin farkli stres kosullar1 ve farkli
bitkilerde degisik diizeylerde koruma sagladigi bilinmektedir. Kuzniak ve Slodowska
(2005)’de yapilan ¢alismada B. cinerea ile enfekte edilen domates bitkisinin
yapraklarinda CAT aktivitesinin kontrollere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Mohammadi (2018)’de C. michiganensis subsp michiganensis POD, polifenol oksidaz
(PPO), SOD ve CAT aktivitelerinin aragtiritlmig ve bakterilerin inokiilasyonundan sonra
yiikseldigi tespit edilmistir. Bir diger 6nemli bir enzim olan APX bitkinin kloroplastinda
meydana gelen H>O2’nin siipiiriilmesini ve kloroplastin oksidatif hasara karsi
korunmasini saglar. APX, askorbati elektron vericisi olarak kullanarak H202’i suya
indirger (Demiral 2003). Caligmamizda patojen ve patojentbiyoajan uygulamalarinda
APX aktivitesi kontrole gore 6nemli seviyede artirmistir. Sadece patojen uygulamas ile
patojen+biyoajan uygulamasi kiyaslandiginda farkliliklar gozlemlenmistir (Cizelge
4.10). Bunun sebebinin ise APX ile benzer igslev goren CAT ve POD enzimlerinin ¢ok
fazla aktiflestirilmesi nedeniyle APX’in aktivitesinin yiikselmesine ihtiya¢ duyulmamis
olabilir. Bu varsayim, Scebba et al. (1999) tarafindan da desteklenmektedir. Ayrica stres
altinda APX aktivitesinin, bir¢ok bitki tiirii ve hatta ayni tiiriin iki ¢esidi arasinda bile
olduk¢a degiskenlik olabilecegini gostermektedir. Tepkinin derecesi, stresin
yogunluguna ve siiresine bagli oldugu kadar bitki tiirline, gelisim donemine ve

metabolik durumuna bagli da olabilmektedir (Karakus 2016). Ayrica bitkinin farkli
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dokularinda farkli miktarda antioksidan enzim bulundugunu gostermistir. Calismamizda
kok ve govde uygulamalart arasinda enzim miktarlart ve diizeylerinde farkliliklar
gozlemlenmistir (Cizelge 4.10). Rais et al. (2017)’de yaptiklar1 calismada geng
yapraktaki antioksidan enzim miktarinin bitki kokiindeki enzim miktarmma goére daha

fazla oldugunu belirlemislerdir.

Bu tez caligmasi kapsaminda patojen izolatinin gelisimini baskilayan biyoajan bakteri
izolatlarinin tanilarin1 molekiiler olarak desteklemek amaciyla yapilan sekans sonucu
RK 1986 B. mojavensis; FDG 48 B. amyloliquefaciens; RK 570A B. cereus; RK 1977
A. migulanus; RK 1978 B. subtilis; 1B R. radiobacter (A. tumefaciens) olarak
tanilanmistir. Calismanin molekiiler tan1 sonuglarinda MIS tanilar verilen izolatlarda;
RK 570A K. gibsonii, FDG 48 B. sphaericus olarak tanimlanirken; molekiiler olarak
tanilar1 RK 570A B. cereus, FDG 48 ise B. amyloliquefaciens, RK 1977 A. migulanus,
RK 1978 B. subtilis, RK 1986 B. mojavensis olarak tanimlanmistir. RK 570A cins ve
FDG 48 tiir diizeyinde farklilik gostermistir. MIS tanit sonucu ile molekiiler tani
sonucunun her zaman birbirini destekler nitelikte olamayacagi arastiricilar tarafindan
tespit edilmistir. Sandle (2016)’da mikroorganizmalarin tanisinda biyokimyasal
reaksiyonlara ve karbon kullanim (fenotipik karakterler) aliskanliklarina glivenmenin,
kesin tanilamanin elde edilmesinde bazi dezavantajlar getirdigini, genotipik tani
yontemlerinin ise, mikroorganizmanin izolasyon ortamina veya biiyiime 6zelliklerine
bagli olmadiginmi bildirmistir. Yag asiti metil ester analizinin de fenotipik karakterlerden
biri olmasindan dolay1 kesin tam1 olarak kabul edilemeyebilecegi bilinmektedir. Bu
calismada 16S rDNA gen bdlgesine gore molekiiler tanilama yapilmistir. 16S rDNA
bolgesi; biitiin bakterilerde bulunmasi, fonksiyonel olarak korunmus bir bolge olmasi,
uygun biiyiiklikte (~1550 bg) ve iizerinde iyi korunmus bolgeler igermesi, PZR
primerleri olusturulabilmesi, cins/tiir diizeyinde ayrim saglamasi ve veritabanlarinda
yeterli sayida bilgi olmasindan dolayr kullanilmistir. Ancak sadece bu bolgeye gore
yapilan molekiiler tan1 sonucu da kesin bilgi olarak kullanilamamaktadir. 16S rDNA
analizi; standart identifikasyon yontemlerine alternatif olarak degil, fenotipik ve
genotipik tanilama birlikte kullanilarak cins ve tiir diizeyinde tanimlamalar yapilmalidir.
ABD Cevre Koruma Dairesi ticari olarak biyokontrol ajan olarak kullanilabilecek sekiz

tiir belirlemistir. Bunlar; B. subtilis (Mishagi and Donndelinger 1990), B. insolitus, B.
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pumilus (Mclnroy and Kloepper 1995), P. polymyxa (Shishido et al. 1999), B.
amyloliquefaciens (Reva et al. 2002), B. cereus (Pleban et al. 1997), B. megaterium
(MclInroy and Kloepper 1995), and B. licheniformis (Cook et al. 1996). Calismada en
etkili bulunan izolatlardan bazilar1 (RK 1978, FDG 48, RK 570A)’nin bu tiirlerden
bazilarin1 icerdigi ve ileriki ¢aligmalarda ticari biyopreparat olarak iiriine

dondistiirilebilme potansiyellerinin olabilecegi diisliniilmektedir.

R. radiobacter (A. tumefaciens)’in biyolojik miicadelesinde yeni biyoajan bakteriler
bulmay1 hedefleyen ve bu biyoajanlarin sahip oldugu Onemli o6zellikleri ortaya

¢ikarmay1 amaglayan bu tez calismasinda, elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Calismaya tek bir patojen lizerinden devam edilebilmesi i¢in elimizde bulunan bes
farkli R. radiobacter (A. tumefaciens) arasindan en viriilant olanin belirlenmesi
amactyla patojenite testleri yapilmis ve en viriilant izolatin 1B oldugu bulunmustur.
Patojenite test sonucunda 1B izolatinin havug dilimi, kabak meyvesi ve GF 677 fidan
anacinda patojen oldugu, domates ve aygicegi fideleri, kalonse yapraginda ve M9 ile

MM106 elma anaglarinda patojen olmadigi goriilmiistiir.

2. Elimizdeki bes farkli potansiyel patojen izolatin tanilarint biyokimyasal ve fizyolojik
testler ile desteklemeke amaciyla yapilan testler sonucu RK 473 izolatinin referans
sonuglar ile benzer sonuglar verdigi ancak diger izolatlarin farkli testlerde referans

sonuglarla ayn1 veya farkli sonuglar verdigi belirlenmistir.

3. Kok kanseri hastaligi ile miicadelede kiiltiirel ve kimyasal kullaniminin etkisinin
yetersiz kalmasi, uzun zamandir kullanilan ticari bir preparat olan Nogall kullaniminda
bazen etkili bir sonucun alinamamasi alternatif biyoajan bakterilerin bulunmasini
gindeme getirmistir. Bu calismada hastalifin potansiyel biyoajan bakteriler ile
miicadele olanaklar1 in vitro ve in vivo galismalar ile arastirilmistir. In vitro ¢alismalarda
toplam 2012 adet izolat test edilerek sadece 106 izolatin antibiyozis ve hiperparazitik
etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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4. Kat1 besi ortaminda etkili olan antibiyozis ve hiperparazitik etkiye sahip ilk bes izolat
patojene karsi sivi besi ortaminda da test edilmis ve 5’er giin araliklar ile 10. giine kadar
bakteri sayimi yapilmistir. Hiperparazitik etkiye sahip biyoajan bakteriler patojenle
gelismeye devam ederken antibiyozis etkiye sahip biyoajan bakterilerin sayisi patojene
gore daha fazla sayida oldugu goriilmistiir. Bu sebeple antibiyozis etkiye sahip FDG
48, RK 1977, RK 1978, RK 1986 izolatlar1 sera denemesinde se¢ilmistir.

5. Etkili bulunan 106 adet biyoajan bakterinin biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerini
belirlemek amaciyla yapilan testler sonucu 98 izolatin pektolitik aktiviteye sahip olmasi
yar1 in vivo denemelerde sadece 8 izolatin kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu izolatlar
RK 570A, RK 957, RK 1074, RK 1086, RK 1224, RK 1364, RK 1786 ve RK 1986°dur.

6. Yar1 in vivo denemelerde (havug dilimi ve kabak meyvesi testi) en etkili olan izolat
RK 1986 olurken onu RK 570A ve RK 1074 takip etmistir. Sera denemesinde
kullanilmak tizere RK 1986 ve RK 570A izolatlarida sec¢ilmistir. Serada kullanilacak
bakteriler; FDG 48, RK 570A, RK 1977, RK 1978, RK 1986°dur.

7. Sera denemesinde kullanilacak bakterilerin hastalig1 nasil dnleyebildigini veya baski1
altina alabildigini agiklayabilmek amaciyla enzim ve sekonder metabolit {iretip
tiretmediklerine bakilmistir. Biitiin izolatlarin kitinaz, fitaz, seliilaz enzim aktivitelerinin
oldugu, RK 570A’nin amilaz enzimi tiretmedigi, RK 1977’nin ise proteaz enzimi
tiretmedigi ortaya konulmustur. Sekonder metabolit olarak biitiin izolatlarin az veya ¢ok
oranda TAA iirettigi, RK 1986 izolat1 hari¢ biitlin bakterilerin farkli diizeylerde HCN

tirettigi ve hicbir izolatin salisilik asit ve siderefor tiretmedigi belirlenmistir.

8. Sera denemesinin sonucuna gore en etkili biyoajan izolat RK 1978 olmustur.

9. Deneme tamamlandiktan sonra uygulama yapilan kok ve gdvde orneklerinin
antioksidan enzim (CAT, POD, SOD, APX) miktarlarina bakilmistir. Kok ve govde
uygulamalarinin enzim miktarlarinda artislar gézlenmistir. Kok ve govdedeki enzim

miktarlarinda farkliliklar oldugu belirlenmistir.
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10. Calismanin sera asamasinda kullanilan patojen ve biyoajan bakteriler sekansa
gonderilmis ve FDG 48 B. amyloliquefaciens; RK 570A B. cereus; RK 1977 A.
migulanus; RK 1978 B. subtilis; RK 1986 B. mojavensis; 1B R. radiobacter (A.
tumefaciens) olarak tanilanmustir. Yapilan literatiir taramasina gore bu iki izolatin [RK
1977 (A. migulanus) ve RK 1986 (B. mojavensis)] daha once R. radiobacter (A.
tumefaciens)’e kars1 kullanilmadigi, bu nedenle hem Diinyada hemde Tiirkiyede bu

caligmanin ilk oldugu diisiintilmektedir.

Bu calisma kapsaminda yukarida 6zetlenen sonuglar elde edilmistir. Bu etmenle
yapilacak diger ¢alismalara yol gostermesi amaciyla bundan sonra arastirilmas: 6nerilen

baslica konular ise asagida 6zetlenmistir.

1. Yurt disinda yapilan bazi calismalarda etmenin, bazi familyaya ait bitkilerin bir
cesidinde ur olusturdugu, bir diger bitki ¢esidinde ise hi¢ ur olusumu gézlenmedigi veya
urlarin  biiylimedigi saptanmistir. Bu bilgilerden yola cikilarak, iilkemiz igin R.
radiobacter (A. tumefaciens)’e dayanikli veya tolerant c¢esitlerin gelistirilmesi

calismalar1 yapilabilir.

2. Etkili bulunan biyoajan bakterilerin farkli anaglarda test edilerek anaglar arasindaki

farkliliklar ortaya konulabilir.

3. Etkili bulunan bakteriler ile farkli kombinasyonlar olusturulup hastaligi baskilamada

daha etkili olup olmadigina bakilabilir.

4. Bu ¢aligmada etkili olan biyoajanlarin farkli anaglarda da basarili olmasi durumunda
izolatlarin formiilasyon haline getirilerek iiretici kosullarinda kullanim olanaklari,
rizosferde kok kolonizasyonu ve hayatta kalma kabiliyetlerinin belirlenmeleri gibi
caligmalar arastirilabilir. Bu izolatlarin dogrudan kullanilmasinin yani sira hastaligi
engellemede rol oynayan bilesiklerinin benzer amag¢ dogrultusunda kullanilmak {izere

potansiyel yeni biyoaktif metabolit kaynaklar1 olarak da degerlendirilebilir.
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