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OZET

FASULYE HALE YANIKLIGI HASTALIGININ (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
BiYOLOJIK MUCADELESINDE ENDOFIT BAKTERILERIN ETKINLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Fasulye (Phaseolus vulgaris L) igerdigi énemli protein ve besin maddeleri agisindan insan
beslenmesinde biiyiik dneme sahip énemli bir baklagil bitkisidir. Son yillarda yasanan anormal
iklim kosullar1 ve diizensiz yagislar nedeni ile hastalik siklikla karsilasilir hale gelmistir. Fasulye
Hale Yanikligi, tohum kaynakli bir patojen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp)
etmeninin neden oldugu, iilkemiz ve Diinya fasulye iiretimi i¢in biiyiik tehdit olusturan bir
hastaliktir. Bu ¢alismanin amact; (1) fasulye tiretiminin yogun olarak yapildigi alanlardan elde
edilen bitki gelisimini tegvik eden endofit bakterilerin (endofit) izolasyonu ve tanimlanmasi; (2)
endofitlerin hastalik etmenine in vitro ve in vivo kosullarda olusturduklar1 antagonistik etkinin
ortaya konulmast; (3) siderofor, proteaz, amonyum iiretimi, indole-3 acetic acid (IAA) iiretimi ve
fosforu ¢6zme 6zellikleri gibi antagonistik ve bitki gelisimini tesvik edici (PGP) mekanizmalarin
kalitatif ve kantitatif olarak tespit etmektir.

Nigde, Konya, Eskisehir, Burdur ve Ankara illerinden toplanan saglikli fasulye bitki
orneklerinden toplam 343 farkli endofit bakteri (EB) izole edilmistir. Izole edildigi bolge, bitki
aksami, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, patojenisite tesleri ve MALDI-TOF analizleri
sonucunda 56 farkli EB izolati temsili olarak segilmis ve ikili kiiltiir testleri ile hastalik etmeni
Psp’ya kars1 in vitro antagonistik etkinlikleri belirlenmistir. EB izolatlarinin ikili kiiltiir testlerinde
antagonisitk etkinliklikleri 1.22-4.85 indeks degerleri arasinda degisiklik gostermistir. Test edilen
56 EB izolat arasinda, 14 izolat yiiksek engelleme etkisi [Antagonistik indeks degeri>3.0], 20
izolat orta diizeyde engelleme etkisi [ Antagonistik indeks 2.0-3.0], 22 izolat ise diisiik engelleme
etkisi [ Antagonistik indeks<2.0] gostemistir. EB izolatlar: arasinda en yiiksek antagonistik etkiyi
4.85 antagonistik index degeri ile Pseudomonas gessardii N35.1 izolatinca gosterilmis olup bu
izolat1 sirasi ile Arthrobacter ilicis N11.3, Stenotrophomonas sp B6.6, Achromobacter spanius
B1.1, Pseudomonas putida K15.1 ve Arthrobacter gandavensis N19.1izolatlar1 takip etmislerdir.
Testlenen 56 EB izolatindan, 54 EB izolati siderofor iiretimi, 23 EB proteaz tiretimi ve 12 EB
farkli degerlerde fosforu ¢6zme etkinligi gostermistir. Tiim izolatlar farkli konsanstrasyonlarda
IAA iiretmistir. 56 izolat arasindan secilen 32 antagonist EB izolat1 koparilmis meyve testi ve
saksi testlerinden olusan in vivo testlemelere alinmustir. Segilen izolatlar arasindan Pseudomonas
gessardii N35.1, Arthrobacter nicotinovorans B11.2, Stenotrophomonas sp B6.6, Arthrobacter
ilicis N11.3, Achromobacter spanius B1.1, Pseudomonas putida K15.1 ve Arthrobacter
gandavensis N19.1 izolatlar1 Psp etmeninin meyvelerde ve yapraklarda olusturdugu hastalik
belirtilerini baskilamada degisen degerlerde olmakla beraber yiiksek etkinlik gdstermislerdir.
Stenotrophomonas sp E13.1, Pseudomonas gessardii N35.1 ve Arthrobacter nicotinovorans
B11.2 izolatlar1 kaplama yapildiklar1 tohumlarda bitki gelisimini 6nemli dl¢iide tegvik etmislerdir.

Bu caligma ile EB izolatlar1 arasinda yer alan Pseudomonas gessardii N35.1, Arthrobacter
nicotinovorans B11.2, Stenotrophomonas sp B6.6, Arthrobacter ilicis N11.3, Achromobacter
spanius B1.1, Pseudomonas putida K15.1 ve Arthrobacter gandavensis N19.1 izolatlar
gostermis olduklart yiiksek biyo-kontrol ve bitki gelisimini tesvik ozellikleri ile fasulye hale
yanikligi hastaligi ile miicedelede biyo-kontrol etmeni olarak kullanilabilme potansiyeline sahip
izolatlar olarak degerlendirilmistir.

2020, 129 sayfa

Anahtar Kelimeler: Fasulye, biyolojik miicadele, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola,
endofit bakteri, antagonist



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFICACIES OF ENDOPHYTIC BACTERIA IN THE
BIOLOGICAL CONTROL OF HALO BLIGHT DISEASE OF BEAN (Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola)

The common bean (Phaseolus vulgaris L) is one of the most important legumes in the
human diet and serves as a significant source of proteins. In recent years, bacterial disease
incidences were frequently reported in major bean production areas due to abnormal rainfall
and high fluctuating temperature and constitute serious constraints in bean crops. Bacterial halo
blight of bean, caused by seed-borne Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp), is a serious
threat for bean production not only in Turkey but also worldwide. The present study was
conducted to (1) isolate and identify diversity of endophytic plant growth promoting bacterial
isolates (EB) from healthy bean plants grown in different major bean producing provinces; (2)
to screen antagonistic potentials of EB on bacterial growth and disease incidence in vitro and
in vivo conditions; (3) to determine antagonistic and plant growth promoting (PGP) traits such
as siderophore, protease, ammonium, indole-3-acetic acid (IAA) production and phosphate
solubilisation by EB qualitatively and quantitatively.

A total of 343 putative EB were obtained from different parts of healthy bean plant
growing in Nigde, Konya, Eskisehir, Burdur and Ankara provinces. Fifty-Six representatives
putative EB were selected based on regions, biochemical and pathogenicity tests and identified
in species level by morphological characterization and MALDI-TOF analyses. By using dual
culture test, EB isolates were screened to inhibit Psp in vitro conditions. The results from the
dual culture test, inhibition of Psp growth by EB, varied widely and significantly among
isolates, with antagonistic index values ranging from 1.22 to 4.85. Among the 56 antagonist
EB isolates, 14 isolates showed strong inhibition (inhibition indices >3.0), 20 isolates moderate
inhibition (inhibition indices between 2.0-3.0), 22 isolates weak inhibition (inhibition indices
>2). The highest antagonistic activities were displayed by EB isolates Pseudomonas gessardii
N35.1 (4.85 inhibition index) followed by Arthrobacter ilicis N11.3, Stenotrophomonas sp
B6.6, Achromobacter spanius B1.1, Pseudomonas putida K15.1 and Arthrobacter gandavensis
N19.1, respectively. Among the screened EB, 54 isolates were positive for the production of
siderophore, 23 isolates positive for protease production and 12 isolates solubilised phosphate
in varying degree. All selected EB isolates produced IAA and ammonia in relatively varying
concentrations. The 32 antagonist EB isolates were further evaluated for their biocontrol
efficacy on bean pods and leaves in vivo experiment. Although all isolates suppressed bacterial
disease incidence varying ratios, isolates of Pseudomonas gessardii N35.1, Arthrobacter
nicotinovorans B11.2, Stenotrophomonas sp B6.6, Arthrobacter ilicis N11.3, Achromobacter
spanius B1.1 ve Pseudomonas putida K15.1 and Arthrobacter gandavensis N19.1 showed
significant biocontrol activities against disease caused by Psp on bean pods and leaves. Seed
coating by EB isolates Stenotrophomonas sp E13.1, Pseudomonas gessardii N35.1,
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 promoted seedling growth and development significantly.

The biocontrol and plant growth promoting and activities displayed by Pseudomonas
gessardii N35.1, Arthrobacter nicotinovorans B11.2, Stenotrophomonas sp B6.6, Arthrobacter
ilicis N11.3, Achromobacter spanius B1.1 ve Pseudomonas putida K15.1 and Arthrobacter
gandavensis N19.1 isolates identified in this study highlight their potential suitability as a
biocontrol bacterial agents against halo blight disease of bean.

2020, 129 pages

Key Words: Bean, biological control, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, endophytic
bacteria, seed



TESEKKUR

Mesleki ve akademik hayatimda Onemli kararlar almam gerektiginde siirekli
yanimda olan ve varlig1 ile benim i¢in dnemli bir rol model olusturan, gerek doktora tez
konumunun belirlenmesinde gerek arastirilmasi ve yazimi sirasinda sahip oldugu bilgi
birikimi ve tecriibesi ile ¢alismalarima 1s1k tutan ve yardimini esirgemeyen saygideger
danmisman hocam Prof. Dr. Soner SOYLU’ya sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konusumun belirlenmesi ve ¢alismalarin takibinde profesyonel yaklagimlar1 ve
ongoriileri ile doktora caligmalarimi zenginlestiren ve yardimlarini esirgemeyen Tez
Izleme Komitesi iiyesi degerli biiyiiklerim Prof. Dr. Yesim AYSAN ve Dr. Ogr. Uyesi
I. Adem BOZKURT’a, tez calismalarim sirasinda tiim bolim olanaklarindan
yararlanmanm saglayan Hatay Mustafa Kemal Universitesi (HMKU) Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliim Bagkanligi'na ve HMKU Bitki Saghg Klinigi Uygulama ve
Arastirma Merkezi Midiirliigiine, Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii
Midiirliigii (ZMMAE) ne ve ZMMAE Bitki Hastaliklar1 Boliim Baskanligi ve degerli
boliim baskanim Dr. Aynur KARAHAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim siiresince, tiim laboratuvar ¢calismalarimda yapmis olduklari katki
ve yardimlar1 nedeniyle degerli kardeslerim Ar.Gér. Merve KARA ve Ogr.Gér. Dr.
Aysun UYSAL’a ve degerli ablam Leyla EDEK e, ¢aligmalarim esnasinda elde ettigim
verilerin istatistiki degerlendirmelerini yapabilmem i¢in istatistik konularinda bilgilerini
benimle paylasan kiymetli kardesim Dr. Mustafa ALKAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Caligmalarim siiresince birlikte hareket ettigim, fikir aligverisi yaptigim,
tecriibelerimi paylastigim, bilgi ve onerilerinden faydalandigim degerli yol arkadasim
ve meslektasim Zir. Yiik. Miih. Melike Serap SULU’ye katkilarindan dolay1 ¢ok
tesekkiir ederim.

Egitim ve meslek hayatim boyunca beni maddi ve manevi olarak destekleyen,
giivenen ve daima yanimda olan canim aileme; manevi destegi, ilgisi, giiveni, sonsuz
sabri, anlayisi ile daima yanimda olan biricik hammmim Dr. Tuba DUMAN’a ve varligi
ile etrafina nese ve pozitif enerji sacan oglum Muhammed’e, sonsuz minnet ve

stikranlarim1 sunarim. lyi ki varsimz.
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1. GIRIS

Baklagiller (Leguminosea) yaklasik 700 cins ve 18,000 tiir ile ¢i¢ekli bitkiler
icinde en kapsamli bitki grubudur. Bu kadar genis bir acgiya sahip olan baklagiller,
hayvan ve insan beslenmesinde, tibbi bitki olarak ila¢ endiistrisinde, mobilya ve kagit
yapiminda, boya ve recine yapimi ve kozmetik sanayii gibi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Ayrica koklerindeki nodul olusturan faydali bakteriler vasitaysiyla
biyolojik azot fiksasyonuna sahip olmalar1 dolayisiyla da toprak verimliliginin
arttirilmasinda  &nemli faydalar1 bulunmaktadir (Ozdemir, 2002). Baklagiller
familyasinda yer alan bitkilerden en Onemlilerinden birisi de fasulye (Phaseolus
vulgaris L)’ dir. Anavatan1 Orta Amerika olan fasulye, Amerika kitasinin kesfi ile 6nce
Avrupa sonra ise diger bolgelere yayilmistir (Graham ve Ranalli, 1997). Toplam
yemeklik tane baklagil ekim alaninin %49 ve toplam kuru baklagil {iretiminin
%37’sini  olusturan fasulyenin tarimi diinya {izerinde 1liman bolgelerde
yayginlagsmistir. Zengin besin igerigi nedeniyle, tiim diinyada en ¢ok tiiketilen

baklagillerin basinda gelmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Fasulyenin besin igerigi ve miktarlart (100 g/dane)

Besin Icerigi  Icerik Miktar: Besin Icerigi Icerik Miktan
Su 10.1g Sodyum 8 mg
Protein 2109 Cinko 2.6 mg

Toplam yag 119 Bakir 0.8 mg
Karbonhidrat 64.2 g Manganez 1.4 mg
Kalsiyum 130.0 mg Selenyum 13 mg

Demir 6.8 mg Thiamin 0.8 mg
Magnezyum 182.0 mg Riboflavin 0.2 mg
Fosfor 415.0 mg Vitamin B-6 0.5 mg
Potasyum 1,464.0 mg Pantothenic acid 1.0 mg

http://www.usaid.gov/our_work/humanitarian_assistance/ffp/crg/fsbeansnavy

Fasulye, yemeklik tane baklagiller arasinda ekim alani ve iiretim bakimindan

diinyada ilk siray1 almaktadir. Diinya Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO)’nun 2017


http://www.usaid.gov/our_work/humanitarian_assistance/ffp/crg/fsbeansnavy

yilt istatistiklerine gore, Diinya genelinde 27,536,829 hektar alanda kuru fasulye
ekilis alanindan toplam 31,405,912 ton iiriin elde edilmis olup, 1,579,971 Ha alanda
taze fasulye ekim yapilmis ve toplam 24,221,252 ton iiriin elde edilmistir (Anonim,
2018). Ulkelere gore iiretim durumlarma (ton) bakildiginda, kuru fasulye
yetistiriciliginde Hindistan 6,390,000 ton iiretim ile ilk siray1 alirken, bu iilkeyi
5,466,166 ton ile Myanmar, 3,033,017 ton ile Brezilya, 1,625,900 ton ile ABD. ve
1,322,214 ton ile Cin Halk Cumhuriyeti takip etmis, Tiirkiye ise 239,000 ton {iretim
ile ilk 10 tilke i¢inde yer almamistir. Taze fasulye yetistiriciliginde ise durum olduk¢a
farkli olmus, Cin 19,281,055 ton iiretim ile ilk siray1 alirken, ikinci sirayr 915,591
ton ile Endonezya, 3. siray1 675,188 ton ile Hindistan, 4. siray1 630,347 ton ile
Tirkiye ve 5. siray1 313.596 ton ile Tayland takip etmistir.

Ulkemizde 2017 yilinda 630.347 ton taze, 239.000 ton kuru olmak iizere toplam
869.347 ton ile diinyada fasulye tariminda 11. siradadir (Sekil 1.1). Kuru fasulye

tarimi, gelismekte olan iilkelerde yaygin olmasina karsin, verimi gelismis iilkelerde

daha yiiksektir.
Fasulye Uretimi (kuru)(ton) Fasulye Uretimi (taze)(ton)
38.847 0
846.000 _ 244.000 98.572

1.140.444 1.024.742_\ |r239'°°° 675.188_ 9

1.183.868 915,591 A\\
1.322.2 A —

1.625.900

= Hindi . = Cin = Endonezya

. g:ggilf;gn . Xg[i)nmar = Hindistan = Tiirkiye

= Cin Meksika = Meksika Kenya

= Tanzanya = Uganda = ABD = Tanzanya

) Kenya u Endonezya - Myanmar ] Brez”ya
tirki = Uganda

= Tiirkiye

Sekil 1.1. Kuru ve taze fasulye iiretimi yapan iilkeler ve {iretim miktarlari
(Anonymous, 2017)



Ulkemizde en fazla iiretimi yapilan sebze tiirlerinden birisi olan fasulyenin hem
sahil, hem de i¢ bolgelerimizde yetistiriciligi yapilmakta olup, genelde 1000 m den
daha yiiksek rakimlarda kolaylikla yetismektedir. Uretim genellikle agik tarla
sartlarinda sirik ve bodur tiplerle yapilmaktadir. Fasulye hem taze hem de kuru olarak
degerlendirildigi gibi konserve edilerek, dondurularak, giineste ve yapay yollarla
yesil olarak kurutularak da tiiketilmektedir. Ulkemizde yetistirilen fasulyelerin
hemen tamami Phaseolus vulgaris tiirii i¢inde yer alir (Ozdemir, 2002). Ulkemizin
2018 yetistirme sezonunda hemen her yerinde taze ve kuru olarak iiretilen fasulye, en
fazla Orta/i¢ Anadolu bolgesinde yetistirilmekte olup, bu bolgeyi Ege/Marmara,
Akdeniz, Karadeniz ve diger (Trakya, Giineydogu ve Dogu Anadolu) bolgeleri
izlemistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. 2018 y1l1 bolgeler bazinda Tiirkiye’de kuru ve taze fasulye iiretimi
(Anonim, 2019)

Bolgeler Kuru (Ton) Taze (Ton) Toplam (ton)
Orta/I¢ Anadolu 151,303 88,611 239,914
Ege/Marmara 14,280 192,251 206,531
Akdeniz 7,746 149,233 156,979
Karadeniz 10,728 115,430 126,158
Diger Bolgeler 35,943 27,018 62,961
Tiirkiye Toplami 220,000 572,543 792,543

https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&Ilocale=tr

Istatiksel veriler incelendiginde Tiirkiye’de birim alandan elde edilen verimin
yetersiz dlizeyde oldugu gézlenmektedir. Bu durumun en temel nedenleri, ¢iftcilerin
iirlin yetistiriciliginde uygulama tekniklerinde sik¢a yaptiklar1 yanlisliklar, bolgeye
adapte olmus yiiksek verimli g¢esitlerin kullanilmamasinin yanisra, genel hastalik ve
zararlilarin neden oldugu kayiplardir (Balkaya ve ark., 1999). Verim diistikliigiine
etki eden faktorler arasinda hastalik etmenlerinden kaynaklanan zararlar 6nemli bir
yere sahiptir. Ulkemiz ekonomisi i¢inde zengin bir besin icerigine sahip olan fasulye
iretimi ve kalitesi diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi bir¢ok bakteriyel, fungal ve

viral patojenler tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir (Nywall, 1989).


https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr

Genel olarak incelendiginde fasulyede hem iiretimi hem de verimi olumsuz
yonde etkileyen en 6nemli bakteriyel hastaliklar Hale Yanikligi etmeni olarak bilinen
Psedomonas syringae pv. phaseolicola (Psp), adi yaprak yanikligi etmeni olarak
bilinen Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) ve fasulyede kahverengi leke
hastaligi olarak bilinen Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss)’ dir (Saettler, 1991,
Serfontein, 1994; Hirano ve ark., 1995; Taylor ve ark., 1996; Allen ve ark., 1998). Bu
hastalik etmenlerinin varlig tilkemizde yapilan ¢alismalarla da ortaya konulmustur
(Benlioglu ve Ozakman, 1991; Bozkurt 2002; Dénmez, 2004).

Psp’nin neden oldugu bakteriyel hale yaniklik hastaligi fasulye tiretimi yapilan
tim tilkelerde (Sekil 1.2) goriilebilmektedir (Singh ve Munoz, 1999; Hsieh ve ark.,
2005).

Sekil 1.2. Fasulye Hale Yaniklig1 Hastaligi Etmeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola nin diinya 6lgeginde yayilis alanlart (Www.eppo.org)

Hastalik etmen Gram negatif, ¢ubuk seklinde (0,4-0,9 x 0,6-2,6 um) ve tek polar
flagellaya sahip olup, Phaseolus vulgaris disinda P. hinatus, P. coccineus, P. acutifolius,
Vigna aconitifolia, V radiata ve Lupinis plyphylus gibi bitkileri de enfekte
edebilmektedir (Bradbury, 1986). Patojenin bitkiye giris yerleri stoma, hidatod gibi
dogal acikliklar ve yaralardir. Bu tiir agikliklardan giris yapan bakteri yapraklarda
hiicreler aras1 bosluklara yerlesmektedir. Etmen gévdeye ise hipokotil ve epikotildeki
stomalardan, yapraklardaki vesikiiler sistemlerden veya infekteli kotiledonlardan

tasinabilmektedir. Tohum penetrasyonu ise pedisel ve funikulus vaskiiler sistemleri



ile meydana gelmektedir. Tohum kabugu altina yerlesen etmen bu alanlarda uzun
yillar canli kalabilmektedir.

Bakteriyel hastalik etmenlerinin fasulye tariminin yapildig: iilkelerde sorun
oldugu ve hastalik etmenlerinin yayginlig1 ve siddeti lizerine uygulanan yetistiricilik
kosullar1 yani sira, bitki c¢esitlerinin genetik yapis1 ve bolgenin iklim kosullarinin
onemli diizeyde etkide bulundugu bildirilmistir. Bunlar arasinda Hale Yaniklig:
etmeni Psp’nin serin, nemli ve yagishi bolgelerde yetistirilen fasulyelerde sorun
olurken (Taylor ve ark., 1996; Allen ve ark., 1998), adi yaprak yaniklik etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli’ nin 6zellikle uzun siireli sicak ve nemli
havalarin hakim oldugu iiretim alanlarinda sorun oldugu bildirilmistir (Schwartz ve
Galvez 1980; Saettler, 1991; Serfontein, 1994; Fourie, 2002).

Psp tohumla taginabilen bir hastalik etmeni olmas1 dolayisiyla uygun epidemi
kosullarinda ve hassas gesitlerin ekildigi bolgelerde %100’ e varan iiriin kayiplarina
neden olabilmektedir (Demir ve Giindogdu, 1994). Hastaligin belirtileri baslangicta
yaprak altinda goriilen kiiciik 1slak lekeler seklinde baslayip bu kisimlarin zamanla
kuruyarak kiiciik 3-6 mm capinda nekrotik lekelere doniismesi ve lekelerin etrafi
bakteriyel toksin tarafindan neden olunan oldukg¢a genis yesilimsi sar1 bir hale ile
kusatilmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu kapsamda nispeten kiigiik leke etrafinda
gelisen genis hale olusumu ile adi yaprak yanikligi hastaligi (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli)’nin belirtilerinden ayirt edilebilir.

Hastalik belirtileri enfeksiyonun ilerleyen doneminde artarak yapragin tamamen
sararmasi ve sararan yapragin dokiilmesi ile sonuglanmaktadir (Soylu ve Sahin,
2019). Sistemik olarak gelisen hastalik belirtilerinde hale olusumuna
rastlanilmayabilir. Hastalik belirtilerinin gozlendigi yapraklarin arasinda kalan
yapraklarda genel bir sararma gozlenirken bu yapraklarin damarlari1 koyu yesil renkte
goriilmektedir. Meyve tizerindeki 1slakliklar enfeksiyonun ilk doneminde kiiciik toplu
1gne bas1 biiytikliigiinde olup, enfeksiyonun ileri agamasinda bu 1slakliklarin ortasinda
disariya tagsan ag¢ik sari-krem renginde bakteriyel akinti (eksudat) olusumlarina
rastlanmaktadir. Ge¢ donemlerde bu alanlar kahverengileserek ige dogru ¢okmdiis
nekrotik bir hal almaktadir.

Krem rengindeki bakteriyel akinti etmeni, sar1 renkte akintiya neden olan adi

yaprak yaniklig1 belirtilerinden ayirt edilmesine yardimci olur. Hastalik etmeni ayni



zamanda govde de sistemik enfeksiyon sonucu belirtiler gdstermektedir. Govde
iizerinde tipik 1slak lekeler ile baslayan ve uzunlamasina kirmizimsi ¢izgilere doniisen
lekelerin ilerleyen donemlerde kuruyup nekrotiklesmesi sonucu bitki gdvdesinde
kirilmalar olugsmaktadir (Soylu ve Sahin, 2019).

Serin ve yagish iklim kosullari, hastalifin yayilmasi ve enfeksiyon siddetinin
artmasi i¢in ¢ok uygundur. Etmen, bitki tohumunu da enfekte edebilmekte, cogu kez
hastalikli tohumlar primer enfeksiyon kaynagi olarak hastaligin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Smith, 1986). Bulasik tohumluk ve hastalikl1 bitki artiklar1 etmenin
inokulum kaynaklaridir. Bakteri, bulasik bitki artigindan saglikli bitkilere; yagmur
damlalarinin  sicramasi1 veya toprak partikiillerinin riizgarla taginmasi ile
bulagmaktadir. Patojen, bitkiye yiiksek nem kosullarinda veya bitki ylizeyinde serbest
su bulundugu durumlarda, stoma ve hidatod gibi dogal acikliklardan veya dogrudan
yaralardan giris yapabilmektedir. Psp’nin diisiik sicakliklarda daha iyi gelistigi
distiniilmektedir. Etmenin 6zellikle 18-22 °C sicakliklarda epidemi gerceklestirme
ihtimali ve riski daha fazladir (Hagedorn ve Inglis, 1986; Saettler, 1994).

Enfekteli bitki artiklar1 ya da tohumlarda olumsuz kosullar1 geciren bakteri
cimlenmekte olan siirgiinler ve tohumlar tizerinde ¢ogalarak yagmur ve sulama suyu
ile etrafa dagilmaktadir. Hastalik etmeni bitki yapraklari iizerinde hastalik meydana
getirmeksizin epifitik olarak kalabilir ve daha sonra uygun ortamini buldugunda
hastalig1 baslatabilir. Bakteriyel Hale Yaniklig1 sicaklik orta ya da serin ve nemin
yiiksek oldugu ortamlarda siddetli belirtiler olusturmaktadir. Ayrica sertifikasiz
tohumlarin kullanilmas1 da hastaligin ortaya ¢ikmasinda asil faktor olabilmektedir.

Tohum embriyosuna yerlesmis olan hastalik etmeni ¢imlenen tohumla birlikte
sistemik olarak bitki i¢inde yayilarak ilk belirtilerini kotiledon veya gercek yapraklar
iizerindeki 1slaklik ile baslayan ve daha sonra diizensiz klorotik lekeler seklinde
gosterir. Lekeler bir siire sonra nekrotikleserek etrafi sar1 bir hale ile ¢evrilir (Sekil
1.3).

Ilerleyen dénemlerde bu lekeler birleserek yaprak yanmis gibi bir goriiniim
almaktadir. Enfeksiyonun son donemlerine dogru bakteri ksilem dokusuna gecerek
vaskiiler sisteme yerlesmekte ve sistemik olarak bitkinin tiim yapraklarina

yayilabilmektedir.



Sekil 1.3. Fasulye Hale Yaniklig1 hastaligi etmeni Psp’nin fasulye yapraginda ilk
donemlerde olusturdugu etrafin sar1 haleler ile ¢evrili nekrotik lekeler (ok) ve
ilerleyen donemlerde siddetli bitki sararmalar1 ve yaprak dokiimlerinin goriildiigii
tarlalardan genel goriiniimii.

Hastaligin gbzlendigi bitkilerdeki meyveler lizerinde ise ilk donemlerde suda
islatilmis lekeler seklinde belirtiler gozlenmekte ve zamanla bu islakliklarin etrafi

koyu kirmizi-kahverengine dontismektedir (Sekil 1.4).



Sekil 1.4. Fasulye Hale Yaniklig1 hastaligi etmeni PSp’nin meyvede olusturdugu
1slaklik, yag damlasi seklinde baglayan ve ilerleyen zamanlarda bu 1slakligin etrafini
kahverengi lezyonun ¢evrelemesi seklinde ortaya ¢ikan tipik belirtileri (0k).

Yogun enfeksiyonlarda ve nemli kosullarda bu alanlardan bakteriyel eksudat
cikislart gozlenmektedir (Darrasse ve ark., 2007). Hastaligin tohum {izerindeki
belirtileri ise oOzellikle beyaz renkli tohumlarda tohum kabugunda sar1 veya
kahverengi lezyonlar seklinde olup yogun enfeksiyonlarda tohumlarda biiziigme,
kiiclilme ve zayif ¢imlenme goriilmektedir.

Primer infeksiyon kaynaklari infekteli tohumlar ve bitki artiklari olan hastaligin
sekonder enfeksiyonlar1 ise yagmur damlalari, riizgar, bocekler ve yagmurlama
sulama 1ile enfekteli bitkilerden saglikli bitkilere tasinmasi ile olmaktadir
(www.eppo.org). Hastalik yogun enfeksiyonlarda %15-40 oraninda {iriin kaybina
neden olabilmektedir (Singh ve Munoz, 1999).

Bitki hastaliklari ile miicadelede en onemli husus, hastalik ve zararlilardan ari temiz
tiretim materyali kullanmaktir. Fasulye iiretiminde, 6zellikle tohumluk materyal {iretim
alanlarinda iiretim sezonu boyunca ve hasat 6ncesinde dikkatle kontoller yapilmali ve
hastalik belirtisi gosteren bitkileriden ve bu bitkilerin bulundugu alanlardan miimkiin
oldugunca tohum temin edilmemelidir.

Kiiltirel iglemler esnasinda bitkilerin yaralanmamasma o6zen gosterilmelidir.

Uretim alaninda belirtilerin goriildiigii bitkiler uzaklastirilmali ve imha edilmelidir.


http://www.eppo.org/

Hastaligin goriildiig tiretim alaninda miinavebe yapilarak hastaligin iiretim alanina uzun
siire yerlesmesinin Oniine gecilmelidir. Sulama islemleri hava sicakliginin ¢ok yiiksek
olmadig1, glines 1sinlarinin bitkiye dik gelmedigi zamanda ve damla sulama yontemi ile
yapilmalidir.

Hastalikla miicadelede genel olarak hastaliktan ari ve sertifikali tohum
kullanimi, hasat ve diger islemler sirasinda kullanilan alet ve ekipmanlarin Klorin
dioksit, sodyum hipoklorit gibi kimyasallarla dezenfeksiyonu, hasat sonrasi1 bulasik
bitki artiklarinin toplanarak imha edilmesi, dayanikli ¢esit kullanimi, bakirli bilesikler
ile yaprak ilaglamasi ve tohumlara antibiyotik uygulamasi gibi yoOntemler
onerilmektedir (Schwartz ve ark., 2007). Kimyasal ilaclamanin 6zellikle meyve
enfeksiyonlarin1 engellemede yetersiz olusu (Weller ve Saettler, 1976) antibiyotik
uygulamasinin ise gerek bir¢ok iilkede yasaklanmis olmasi gerekse kisa siirede
kullanilan antibiyotik ve bakirlt preparatlara karsi hastalik etmenin dayaniklilik
gelistirmesi gibi probleminin ortaya c¢ikmasi gibi nedenlerden dolay1 hastalikla
miicadelede kimyasallara alternatif yOntemlerin arastirilmasi elzem noktalara
ulagsmistir. Hastaliklarla kimyasal miicadeleye alternatif ¢evre dostu yontemlerden
birisi de “biyolojik miicadele”dir. S6z konusu bu miicadele yonteminin ¢evre ve insan
sagligr agisindan olumlu yonlerinin gittikce daha iyi kavranmasiyla hastaliklarla
biyolojik miicadele ile ilgili ¢caligmalar son yillarda artarak devam etmektedir.

Biyolojik miicadele, doga kosullarinda saglikli olarak yetisen bitkilerin kok,
govde, yaprak, ve cicekler gibi farkli organlarin etrafinda, lizerinde ve/veya dokularin
igerisinde yasayan, bitkilerde herhangi bir hastalik belirtisine neden olmayan
bakteriyel, viral kdkenli mikroorganizmalarin (mikrobiom) degisik formiilasyon ve
uygulama sekillerinde kullanildigi, hastaliklar tarafindan neden olunan zarari en
diistik diizeye indirme strateji olarak tarif edilir (Tjamos ve ark., 2010; Wang ve ark.,
2010; Nega, 2014). Biyolojik miicadele kapsaminda bir¢ok hastalik etmenine karsi
dogada genelde saglikli bitkilerden izole edilen, Ozellikle bakteriyel ve fungal
mikrobiomlardan “biyolojik preparatlar” gelistirilerek toprak, tohum ve yaprak
kokenli fungal ve bakteriyel hastaliklara karsi basarili bir sekilde kullanilmaya
baslanmistir (Paulitz ve Belanger, 2001). Son yillarda bitki hastalik etmenleri ile
miicadelede biyolojik miicadele’nin kullanildigi tarim sistemlerinde tarim ilaglarin

kullanim1 azaldig1 gibi pestisitlerin c¢evreye olast yan etkileri minimum diizeye



indirgenmesi nedeni ile yogun ilgi ¢ektigi bilinmektedir (Soylu ve ark., 2005; Siilii ve
ark., 2016). Biyolojik preparat gelistirmenin en Onemli adimlarindan biri farklh
bolgelerde yetisen bitkilerin farkli kisimlarindan biyolojik miicadele etmeni
mikrobiomlarin izolasyonu ve bunlarin hastalik etmeninin gelisimi iizerine olan
etkinliginin ve etki mekanizmalarin aragtirilmasidir.

Biyolojik miicadele kapsaminda en fazla kullanilan mikrobiomlar kiiltiire alinip,
yapay ortamlar iizerinde gelistirilebilen mikroorganizmalardir. Bu baglamda
bakildiginda fungal ve bakteriyel mikrobiomlar biyolojik miicadele kapsaminda
onemli bir yer tutmaktadir. Biyolojik miicadelede kullanilan yararli bakteriyel
mikrobiomlar bitkide yasadiklari yerlere gore epifit veya endofit olarak
isimlendirilirler (Dobbelaere ve ark., 2003; Berg ve Hallman, 2006).

Epifitik bakteriler dogrudan bitki yiizeyinden veya bitkinin toprak alti
organlarin hemen yanindaki topraklardan ve kok yiizeylerinden izole edilen, endofit
bakterilerde oldugu gibi uygulama yapildigi bitkilere herhangi bir zarar vermeyen
yararli bakteriler olarak tanimlanir (Hallmann ve ark., 1998). Pseudomonas, Bacillus,
Pantoea, Enterobacter, Erwinia, Serratia, Stenotrophomonas, Paenibacillus,
Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Flavobacterium,
Microbacterium cinsine dahil bakteri tiirleri epifit bakteri olarak teshis edilmislerdir
(Mclnroy ve Kloepper, 1995; Mahaffee ve Kloepper, 1997; Gupta ve ark., 2016).
Endofit bakteriler yilizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki kisimlarinin doku iglerinden
izole edilen, uygulama yapildig1 bitkilere herhangi bir zarar vermeyen bakteriler
olarak tanimlanir (Hallmann ve ark., 1998).

Endofit bakteriler bitkilerin ¢igek, yaprak, meyve, gévde, kokler ve tohum gibi
farkli kisimlarindan izole edilmektedir (Lilley ve ark., 1996; Anand ve ark., 2010;
Zhang ve ark., 2011). Son yillarda endofit bakterilerin biyolojik miicadele
kapsaminda hastaliklarla miicadele olanaklarinin  arastirildigi  ¢alismalara
yonelimlerde artis oldugu goriilmektedir. Yapilan calismalarda Bacillus, Azotobacter,
Acetobacter, Burkholderia, Chryseobacterium, Enterobacter, Flavobacterium,
Micrococcus,  Microbacterium,  Paenibacillus, Pantoea, Phyllobacterium,
Pseudomonas, Serratia, ve Stenotrophomonas vb. gibi cinslere dahil tiirler endofit
antagonistik bakteriler olarak bildirilmistir (Mclnroy ve Kloepper, 1995; Mahaffee
ve Kloepper, 1997). Endofit biyolojik miicadele etmeni bakteri olarak bildirilen
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bakteri tiirleri ayn1 zamanda epifit biyolojik miicadele etmeni bakteri tiirleri olarak da
bildirilmistir (Gupta ve ark., 2016).

Biyolojik miicadelede kullanilan bakteriler ilk olarak 1978 yilinda Kloepper ve
Schroth tarafindan bitki kok, kokbogazi ve etrafindaki topraklardan izole edilen
bakteriler i¢in tanimlanmistir ve uzun bir siire boyunca bu tiir bakteriler i¢in “BitKi
Gelisimini Tegvik Eden Koékbakterileri (PGPR, Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) terimi kullanilmistir (Kloepper ve Schroth, 1978). PGPR grubu
bakteriler basta bitki gelisimini tesvik eden bitki hormonlarin sentezlenmesi olmak
iizere, biyolojik olarak azot baglanmasi, toprakta farkli formlarda bitki tarafindan
alinamayan onemli makro ve mikro besin elementlerin (Potasyum, fosfor, demir,
cinko, magnezyum vb) c¢oOziinilirliiglinlin arttirilmast ve siderofor iiretimi vb.
mekanizmalarla bitki gelisimini tesvik ederek dogrudan bitki gelisimin artirmiglardir.
PGPR’lar ayrica dolayli olarak hastalik gelisimini azalttigi (Vessey, 2003),
antibiyosis, yer veya besin icin rekabet ve sistemik dayanikliligin uyarilmasi gibi
mekanizmalarla ise dogrudan patojen gelisimini engelleyerek veya hastalik siddetini
onemli dlgiide azaltarak etkili olabilmektedir (Bora ve Ozaktan, 1998).

Firnkranz ve ark. (2009), bu tiir bakteriler icin PGPR deyimini kullanmak
yerine, biyolojik miicadelede kullanilan tiim bakterileri yasadiklari veya izole
edildikleri (rizosfer veya filosfer) yerlere bakmaksizin genel anlamda “Bitki
Gelisimini Tesvik Eden Bakteriler” (PGPB, Plant Growth Promoting Bacteria) ve
“Biyolojik Miicadele Etmeni” (BCA, Biological Control Agent) olarak
siniflandirmiglardir. PGPB simifindaki bakteriler, genelde bitkilerin gelisimini
yukarda bahsedilen mekanizmalar1 kullanmak suretiyle tesvik ettigi gibi, iiretmis
olduklar1 biyokimyasal bilesikler ile ayn1 zamanda bitkilerde sorun olan hastalik
etmenlerin gelismelerini baskilayabilmekte veya tamamen o6ldiirebilmektedir
(Kloepper ve Scroth, 1978). BCA tiirlerine giren bakteriler ise genelde bitki
gelisimini tesvik etmeksizin (hormon, besi elemnetlerin dogrudan iiretmis olduklari
antimikrobiyal bilesenler sayesinde hastalik etmenlerini baskilayabilmekte veya
tamamen Oldiirebilmektedir. Bu tiir mikroorganizmalar genelde literatiirlerde

dogrudan “antagonist bakteriler” olarak da isimlendirilmektedir.
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Endofit veya epifit orijinli BCA ve PGPB izolatlar1 ekonomik 6neme sahip
kiiltiir bitkilerinde sorun olan hastaliklarinin baskilanmasinda (1) “Dogrudan” veya
(2) “Dolayh” olmak suretiyle iki sekilde etkide bulunur (Arora ve ark., 2012;
Bhardwaj ve ark., 2014; Gupta ve ark., 2016).

Gerek BCA gerekse PGPB izolatlari, (i) siderofor tiretimi, (ii) azot fiksasyonu,
(iii) ¢oziinemeyen veya bitkinin alabilecegi formlarda olmayan bitki besin
maddelerinin (mineral maddelerin) bitkinin alabilecegi formlara doniistiirmesi
(minerilazasyon), (iv) karbon kaynagi (besin) ac¢isindan rekabet, (v) bitkisel
hormonlarin (indole asetik asit (IAA), oksin, sitokinin, giberellik asit, etilen vb. tesvik
edilmesi gibi mekanizmalardan bir veya birkagini kullanmak suretiyle hastalik
etmeninin gelisimini dogrudan engelleyebilme kapasitelerine sahiplerdir (Santoyo ve
ark., 2016).

Bitki korumada kullanilan bitki hastaliklarinin gelisimini dnleyen (antagonist),
bitkilerin gelisimini tesvik eden (PGPB) veya bu 6zelliklerin her ikisini de bir arada
bulunduran bakteriler bitkilerin farkli bolgelerinden (kdk, gévde, yaprak ve meyve
gibi) izole edilmektedirler. Dogada yer alan saglikli bitkilerin kok ve toprak bolgesi
(rizosfer/rhizosphere), toprak istii aksamlar1 (filosfer/phyllosphere) ve doku igleri
(endosfer/endosphere) Proteobacteria, Firmicutes ve Actinobakteri subesine ait pek
¢ok faydali PGPB tiirlerine konukguluk yapmakta olup, Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Stenotrophomonas, Serratia, Micrococcus, Pantoea,
Ochrobactrum ve Microbacterium cinsine dahil endofit ve epifit bakteri PGPB
tiirleri siklikla rapor edilmis tiirler olarak bildirilmistir (Hallmann ve ark., 1997;
Sturz ve ark., 2000; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Sun ve ark., 2010;
Marquez-Santacruz ve ark., 2010; Romero ve ark., 2014; Shi ve ark., 2014).

Bitki dokularinin icerisinde genellikle bitkiler ile etkilesim (simbiyotik) halinde
yasamakta olan milyonlarca bakteri tiirii yer almaktadir. “Endofit” terimi her ne kadar
fungal mikroorganizmalar ile iliskilendirilse de, bitki gelisimini tesvik
eden/diizenlyen bakteriyel endofit bakterilerin (bu boliimden itibaren EB olarak

isimlendirilmigtir) biki ile olan etkilesimleri de azimsanmayacak kadar fazladir.
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Bu calismada; tilkemizin fasulye liretimi yapilan illerinde 6nemli sorunlardan
biri olan bakteriyel Hale Yaniklig1 hastaligi (Psp) etmenine karst endofit karekterli
bitki gelisimini tesvik eden bakteri izolatlar1 (EB) kullanilmak suretiyle biyolojik
miicadele olanaklar1 arastirilmistir. Bu kapsamda {ilkemizin Onemli fasulye
yetistiriciligi yapilan bolgelerdeki hastaligin gozlendigi tarlalardaki saglikli fasulye
bitkilerinin kok, gévde, meyve ve yapraklarindan EBizolatlarinin (i) izolasyonu, (ii)
biyokimyasal ve molekiiler teshisleri, (iii) Fasulye Hale Yanikligi hastalig1 etmeni
Psp’kars1 in vitro ve in vivo antibakteriyel etkinlikleri, (iv) hastaligi engellemede ve
(v) bitki gelisimini tegvik etmede rol oynayan olasi etki mekanizmalarinin in vitro

kosullarda belirlenmesi amaglanmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Hastalik Etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’nin Tespiti ve Tanisi

Fasulyede Hale Yaniklig1 hastaligina neden olan Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Psp) (Burk) Young, Dye ve Wilkie, tohum kokenli bakteriyel
patojendir. Patojen ilk olarak Psp olarak siniflandirilmis ancak yapilan DNA
calismalar1 sonucunda etmenin genetik yap1 olarak Pseudomonas syringae
patovarlartyla benzer oldugu belirlenmis ve Psp olarak yeniden isimlendirilmistir
(Gardan ve ark., 1992).

Gram negatif bakteriler grubunda yer alan Psp 0,5-1,0 x 1.5-4,0 um
boyutlarinda, diiz veya hafif kavisli, bir veya birden fazla polar kamgili bir bakteridir.
King B (KB) Agar besi yeri kullanilarak bitkilerden kolayca izole edilebilir. Bu besi
yeri biitiin floresan Pseudomonas’lar i¢in kullanighdir. Pseudomonas’lar demir
igermeyen besi yerlerinde 24-48 saat gelisimden sona yayilabilir. Sari, yesil ve mavi
floresan pigment iiretirler. Floresan koloniler 366 nm (uzun dalga boyu) UV 15181
altinda goriilebilir. Pseudomonas syringae’ nin patovarlart normal olarak mavi ve
saprofitlerden daha az pigment liretmektedirler. Bakterinin optimum gelisim sicakligi
25-30 °C, maksimum 36-37 °C, minimum ise 2—3 °C’dir. DNA’nin G+C yiizdesi 58-
71 mol’ diir (Schaad, 2001).

Psp’nin tani c¢alismalarinda, levan olusumu, oxidase reaksiyonu, pektolitik
aktivite testi (Kovacs, 1956), arginine dihiydrolase testi (Thornley, 1960), karbon
kaynaklarinin kullanimi, King B besiyerinde gelisim, arbutin hidrolizi, jelatin
hidrolizi, nitrat indirgenmesi, L(+) Arginine dehidrolaz aktivitesi, H2S tiretimi, tiitiin
yapraginda asir1 duyarlilik reaksiyonu (Klement, 1963) ve diger bazi spesifik
biyokimyasal testler (Lelliott ve Stead, 1987; Klement ve ark., 1990; Schaad, 2001)

esas alinmaktadir.

2.2. Hastalik Etmenin Biyolojisi, Ekolojisi, Yayihsi ve Ekonomik Onemi

Hastaligin son derece onemli olmasindan dolay1 gerek iilkemizde gerekse

fasulye tiretimi yapilan diger bir¢ok iilkede etmenin tanisi, yayginlig1 ve iirlinlerde
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meydana getirdigi zararlarla ilgili birgok arastirma yapilmis olup, konuyla ilgili
calismalardan elde edilen sonuglarin bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Guthrie ve ark. (1965), tarafindan 16.000 fasulye bitkisinin bulundugu tiretim
alaninda yapilmis olan bir ¢calismada Psp ile enfekte olmus bir adet bitkinin bulunmasi
durumunda bile uygun epidemi kosullarinda iirliniin tamaminin kaybedilebilecegi
bildirilmistir.

Karaca (1977), fasulye Hale Yaniklig1 hastaliginin Tiirkiye’de ilk kez Karadeniz
Bolgesi ve Bursa yoresinde saptandigini bildirmistir.

Staskawicz ve Panopoulos (1979), Psp’nin phaseolotoxin liretimi sicakliga bagli
olarak degisme gosterdigini, hastalik etmeni tarafindan toksin {iretimi 18-20°C’de
optimum seviyede iken 30°C’de belirlenebilir miktarlarda {retilmedigi
gozlemlenmistir.

Schuster ve Coyne (1981), Tarla kosullarinda yapilmis olan bir calismada, PSS
ve Psp’nin toksin liretmeyen izolatlarinin toksin iiretenlere gore daha az viriilent
oldugu bildirilmistir. Bu sonug¢ patojenite i¢in toksin {liretiminin 6n sart oldugunu
gostermistir.

Zapata ve ark. (1985) tarafindan gergeklestirilmis bir calismada Psp bakteriyel
etmeni ile bulasik olan fasulye tohumlarinin kontrollii kosullarda (7—10°C sicaklik ve
%40-50 oransal nem) depolanmasi halinde patojenin 6 yila kadar siireyle canliligini
devam ettirebildigi belirtilmistir.

Smith (1986), Hale yaniklig1 etmeni Psp, sirik fasulyelere nazaran o6zellikle
bodur ve cali fasulyelerinde 6nemli zararlara neden oldugunu bildirmistir.

Schwartz (1989), tarafindan yapilan ¢alismada P. s. pv. phaseolicola’nin uygun
kosullarin bulundugunu ve hassas ¢esitlerin ekildigi bolgelerde %100 e varan hasarlar
meydana getirebilmektedir. Enfekte olmus tohumlar enfekte olmus fideleri verirler
fakat bunlar genellikle iirlinde bulunan fidelerin toplam miktarina gore azdir. Bu
primer enfeksiyondan sonra hastaligin yayilisi yagmur sulariyla, genellikle riizgarin
egemen oldugu yondedir. Tohum enfeksiyonlari ile daha yikici zararlar olusturan Psp
bulasik tohumlarin tasinmasiyla uzak mesafelere yayilmakta ve bu noktalarda da
lokalize olabilmektedir. Amerika da bir primer enfeksiyon kaynagindan 26 metre
kadar uzakta yeni enfeksiyonlar kaydedilmistir. Arastirici, Amerika’ nin Michigan

eyaletinde yer alan arastirma tarlalarinda yiiriitiilen ¢alismasinda ayrica, P. s. pv.
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phaseolicola’ nin meydana getirdigi tane kayiplarinin %23-43 oraninda degistigi
tespit edilmistir. Ayrica verimde meydana gelen {iriin kayiplarinin ortalama %10 ile
%350 arasinda degistigini bildirmistir.

Benlioglu ve Ozakman (1991), hastaligin Nigde, Nevsehir, Afyon ve Eskisehir
yorelerinde %50’ye yakin oranda verim kayiplarina neden oldugunu bildirmislerdir.

Goto (1992) fasulye bitkisinde simptom gostermeyen tohumlarin enfekteli
olabilecegini tespit etmis ve Psp’nin %50 oraninda simptom sergilemeyen tohumlarla
da tasindig1 saptamistir.

Kahveci ve Maden (1994), fasulyede ciddi problemlere neden olan ve tohum
kaynakli bakteriyel patojen Psp’nin iilkemizde Ankara, Artvin, Bursa illeri ve
Karadeniz bolgesinde var oldugunu tespit etmistir.

Benlioglu ve ark. (1994), tarafindan yiiriitiillen bir ¢alismada fasulye {iretimi
yapilan 24 farkli bolgeden toplanan 293 fasulye tohumunun bakteriyel patojenlerle
bulagiklik durumlarini belirlemek amaciyla patojenle inokulasyon ¢alismalari
yapilmis ve toplanan fasulyeler icerisinden 16 bdlgeden alinan 64 fasulye bitkisinin
bakteriyel yaniklik patojenleri ile bulasik oldugu bildirilmistir.

Demir ve Giindogdu (1994), Ege Bolgesinde yemeklik baklagillerde goriilen
bakteriyel hastaliklarin tespiti ve miicadelesi i¢in yapilan bir calismada Pss, Psp ve
Xap etmenleri tespit edilmis olup 6zellikle Psp ve Xap etmenlerinin uygun kosullar
olustugu zaman %100’e varan oranda ekonomik kayiplara neden olduklarini
bildirmislerdir.

Agarwal ve Sinclair (1997), Psp bulasik oldugu tohumlarda 12 yila kadar canli
kalabildigini bildirmislerdir. Etmenin uzun yillar canliligini koruyabilmesinde etkili
olan faktorlerin uygun sicaklik, orantili nem ve fasulye bitkisinin ¢esidi oldugunu ve
Psp nin fasulye tohumlarinda, 2-3 yil canliligini siirdiirdiigiinii bildirmiglerdir.

Goszczynska ve Serfontein (1998), fasulyeden izole edilen Pss, Psp, Xap ve
Xapf’in morfolojik olarak tanisini yapabilmek i¢in Milk Tween (MT) ortamini
gelistirmigler ve bu ortamda gelisen bakteri kolonilerinin kolayca birbirinden ayirt
edilebildigini bildirmislerdir.

Koenraadt (1999), BBD, MT, KB, XCP1 ve PTSA gibi 5 farkli besiyerinde Xap,
Pss ve Psp’nin gelisim o6zelliklerine bakmis ve Pss ve Psp’nin BBD ve MT

besiyerlerinde KB, XCP1 ve PTSA’dan daha iyi gelisim gosterdigini tespit
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etmislerdir.

Agsakalli ve Olgun (2001), iklim faktorlerinin fasulye yetistiriciliginde denmli
sorunlar olusturan fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenlerinden antraknoz
(Colletotrichum lindemuthianum), Adi Yaprak Yanikligi (Xap), Fasulye Hale
Yaniklig1 (Psp) [Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola], Bakteriyel Kahverengi
Leke (Pss), Fasulye Adi Mozaik Viriisii ve Fasulye Sar1 Mozaik Viriisii gelisimi
lizerine olan etkilerini arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda yagis, sicaklik ve nem gibi
faktorlerin hastalik ¢ikist ve iiriin kaybi iizerine biiylik oOl¢iide etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Fourie (2002), Tohum kokenli bakteriyel hastalik etmeni olan Psp 6zellikle serin
ve yagislt hava kosullarinin siirekli hiikiim siirdiigii Avrupa, Gliney Afrika ve Kuzey
Amerika gibi lilkelerde yiiksek diizeyde yayginlik gostererek iiriinlerde verim ve
tohumluk kalitesini olumsuz yonde etkiledigini, etmenin tohumluk amagl tarlalarda
%10, ticari amacli tarlalarda %37 diizeylerinde oldugunu, en yaygin hastalik olarak
saptanan bakteriyel kahverengi leke hastaligi etmeni. Pss nin ise sirasiyla %83 ve
%100 oranlarinda bulunduklari tespit edilmistir.

Giliven ve ark. (2004), Eskisehir ilinde yetistiriciligi yapilan fasulye iiretim
alanlarinda yiiritmiis olduklar1 ¢alismada Fasulye Hale Yanikligi etmeni PSp’ nin
ciddi derecede sorun olusturdugunu tespit etmislerdir.

Doénmez (2004), Dogu Anadolu Bolgesinde fasulye yetistiriciligi yapilan
alanlarda ki sorunun bakteriyel bir etmen olan Psp’dan kaynalandigini ve hastaligin
ekonomik diizeyde zarar verdigini tespit etmistir.

Kendi (2009), Psp bakteriyel hastalik etmeninin fasulye tohumlarinda tasinma
oranlarini incelemistir. Fasulye tohumlarindan izole ettigi bakteriyel etmenlerin tani
calismasinda NA, MSP, King B besi yerlerinde gelisim, levan olusumu, oksidaz
reaksiyonu, pektolitik aktivite testi, arginine dehidrolaz testi, karbon kaynaklarinin
kullanimi, arbutin hidrolizi, jelatinin hidrolizi, nitrat indirgemesi, H2S iiretimi Ve tiitiin
(White Burley) yapraginda asir1 duyarlilik reaksiyonu testlerini yapmistir. Yapilan
calisma sonucunda 12 ilde tohumla tasinma orami Ankara %2.28, Aksaray %5.14,
Corum %0, Eskisehir %0, Kayseri %1.71, Kirsehir %0, Kirikkale %1.71, Konya
%6.85, Nevsehir %1.14, Nigde %1.71, Sivas %1.14, Yozgat %0 ve I¢ Anadolu
bolgesinde ise %21 olarak tespit edildigi bildirilmistir.
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Vural ve Soylu (2012), Hatay ilinin 6 6nemli ilgesindeki fasulye ekim alaninda
rasgele secilmis farkli tarlalarda bitki c¢ikisi (fide), ¢igceklenme ve meyve-hasat
donemleri olmak iizere 3 farkli bitki gelisim doneminde yiiriitmiis olduklar1 sérveyler
sonucunda bolgede fungal hastaliklarin bakteriyel hastaliklara kiyasla daha yaygin ve
siddetli oldugunu, fasulye bitkisinin yaprak ve meyvelerinden izole edilen 2 6nemli
bakteriyel hastalik etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burk) Young,
Dye&Wilkie [Fasulye Hale Yanikligi]) ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith)
Dye [Fasulye Adi Yaprak Yanikligi]’nin bdlgede diisiik diizeyde onemli oldugu
belirlenmistir.

Elkoca ve Cimar (2015), tarafindan Erzurum’ da bazi kuru fasulye (Phaseolus
vulgaris L) gesit ve hatlarinin ekolojik kosullara adaptasyonu, tarimsal ve kalite
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapmis olduklar1 ¢calismada deneme alaninda Psp
(Fasulye Hale Yaniklig1)’ nin iirtinlerde zarar meydana getirdigini gézlemlemislerdir.
Ayrica hastalik siddeti ile incelemis olduklar1 parametreler arasinda yapilan
korelasyon analizleri sonucunda hastalik hassasiyetinin hem toplam verimi hem de

tane verimini olumsuz yonde etkiledigini belirlemislerdir.

2.3. Hastaliklarla Miicadele Yollar1

Bakteriyel ve fungal kokenli hastaliklarla miicadele yontemleri genel olarak
kiiltiirel 6nlemler, fiziksel uygulamalar, dayanikli ¢esit kullanimi, kimyasal miicadele
ve biyolojik miicadele seklinde yapilir. Calismamiza konu olan bakteriyel etmen ile
yapilan Kiiltiirel ve Fiziksel miicadele yontemleri iizerine yapilan calismalar
bulunmakla birlikte, endofit bakterilerin hastaliga kars1 kullanilmasina ydnelik
oldukga kisitli calismaya rastlanilmistir. S6z konusu yapilan ¢aligsmalar ve elde edilen

sonuglar asagida kisaca 6zetlenmistir.
2.3.1. Kiiltiirel ve Fiziksel Onlemler
Hastalikla miicadelede en 6nemli husus temiz {iretim materyalinin kullanilmasi

ile tiretim alanlarinin hastaligin girisinden ve yayilmasindan korunmasidir. Bu amacla

pek c¢ok arastirici hastaligin tohum yolu ile bulagsmasi ve bu nedenle kars1 karsiya
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kalinan ekonomik zararin dnlenmesi hususuna dikkat ¢ekmistir. Bir diger husus da
kullanilan ¢esidin hastaliga kars1 hassas olusudur. Bu konuda bigok arastirict stirekli
olarak mevcut ¢esitlerin hastaliga kars1 dayaniklilik durumlarinin belirlenmesi ve yeni
cesit gelistirilmesi iizerine ¢alismalar yliriitmektedir.

Sutton ve Wallen (1970), yaklasik olarak 10,000°de 1 tohumun Xap ile enfekteli
olmasinin hastaligin ortaya ¢ikisi ve yayilmasi icin yeterli oldugunu bildirirken,
Weller ve Saettler (1980) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada tarla kosullarinda
hastaligin ortaya c¢ikabilmesi i¢in tohum basina 1000-10,000 bakteri gerektigi
saptanmisgtir.

Schuster ve Coyne (1981), tarafindan bildirildigine gore, fasulye cesitlerinde
bakteriyel patojenlere  Kkarst tolerans kaynaklarmin  farklilik  gosterdigi
gozlemlenmistir. Ik olarak 1942°de Psp’ya dayanikli genotip olarak Red Mexican
tanimlanmis, 1955°de ise Ferguson ve ark., bitkide bu dayanikliligin kirildigini tespit
etmislerdir. 1964°de Psp nin yeni bir irki tanilanmis ve Red Mexican UI3’iin 1rk 1’e
dayanikli, irk 2’ye hassas oldugu belirlenmistir. Psp izolatlarinin Red Mexican
tizerinde kiicilik halesiz lekelere, Red Kidney lizerinde ise tipik haleli lezyonlara neden
oldugu saptanmistir.

Hartmann ve ark. (1986), Psp’nin toksik filtratlarina karsi farkli fasulye
cesitlerinin kallus kiiltiirlerinin nekroz olusumu, nekroz olusmadan gelismenin
azalmasi ve normal gelisme seklinde reaksiyon verdigini ve filtrat iceren ortamda
gelistirilen dayanikli ¢esitlerin kalluslarinda nekroz olusmadigini belirlemislerdir.

Smith (1986), Kuzey Amerika’daki bazi kiiltiirlerin Hale Yanikligina karsi
dayanikli oldugu saptanmasina ragmen Avrupa’daki ¢esitlerin Hale Yanikligina karsi
duyarli oldugu ve bu bodlgede ¢ali fasulyelerinde onemli zararlara neden oldugu
saptanmistir.

Schaad ve ark. (1989), tohum kaynakli patojen olan Psp ile tek pratik
miicadelenin hastaliksiz tohum kullanimi oldugu, hastaliktan ari ve sertifikali tohum
kullanimi, yabanci ot kontrolii, enfekteli bitki artiklarinin yok edilmesi ve etmenin
konukg¢usu olmayan bitkilerle iirlin rotasyonu hastaligin ¢ikisin1 engellemede veya
mevcut inokulum kaynaklarinin yok edilmesinde son derece Onemli oldugunu
bildirmistir.

Kikoka ve ark. (1989), Tanzanya Morogoro’da 1987-1988 yillar1 arasinda Psp

19



ile enfekteli fasulye alanlarda misir bitkisi ile yapilan 2 yillik iirlin rotasyonu sonucu
hastalik siddetinde 6nemli diizeyde azalma meydana geldigini bildirmislerdir.

Sigee (1993), Psp 'min Irk 1 ile inokule edilmis olan Red Mexican (dayanikli) ve
Prience (duyarli ) fasulye ¢esitlerinde inokulasyondan 2 saat sonra hem uyumlu hem
de uyumsuz reaksiyonlarda inokule edilen alanlarda 1slaklik oldugunu tespit
etmislerdir. Uyumlu reaksiyonlarda 24 saat sonra tekrar islaklik simptomlarinin
goriildiigiinii, 96 saat sonra ise bu alanlarin bronzlagsmaya basladigini, uyumsuz
reaksiyonda ise inokulasyondan 24 saat sonra inokule edilen alanlarda camlagsma
olarak adlandirilan kurumalarin ve daha ileri donemlerde nekrotik lekelerin
olustugunu bildirmislerdir.

Benlioglu ve ark. (1994), farkli fasulye hatlarina karst Xap ve Psp’nin farkli
irklarinin géstermis oldugu reaksiyonlarin belirlenmesi ile ilgili ¢alismada F-2629, F-
2342 ve F-2657 hatlarinin Psp’nin 1 nolu irkina, F- 2666, F-2829 ve F-2835 hatlarinin
ise Psp’nin II nolu irkina kars1 22 yiiksek diizeyde dayanikli oldugunu ayrica F-2328
hattinin ise Xap’ye kars1 dayanikli oldugunu saptamislardir.

Milosevic ve Slusarenko (1996), Red mexican fasulye gesitinin 7-9 giinliik
kotiledon yapraklarint Psp’nin aviriilent ve viriilent irklartyla inokule ederek asiri
duyarlilik reaksiyonu (HR)’nun meydana geldigi uyumsuz reaksiyonlarda goriilen
aktif oksijen metzbolizmasini ve lignifikasyonu incelemislerdir. Ozellikle uyumsuz
reaksiyonlarda bitki hiicrelerinde asidik peroxidase, xanthine oxidase ve glutathione
reductase aktivitesinin arttigini, katalaz aktivitesinin ise azaldigini tespit etmislerdir.
Ayrica in situ kosullarda peroksidaz aktivitesinin inokule edilen dokularda lignin
birikimi ile dogru orantili oldugunu ve HR olusumunda aktif oksijen tiirlerinin 6nemli
rol oynadigini bildirmislerdir.

Bestwick ve ark. (1997), Psp ile inokule edilen fasulyelerde bakterinin istila
ettigi hiicrelere komsu olan hiicrelerde yiiksek oranda hidrojen peroksit (H2032)
biriktigini, inokule edilmis bitkilerde ise H2O2’nin yalniz ksilem damarlarinda
bulundugunu tespit etmislerdir. Ek olarak sinirlandirilmis bir sekilde biriken H202’nin
antimikrobiyal bir etmen gibi rol oynadigini bildirmislerdir.

Garcia-Espinosa (1997), dayanikli ¢esitlerin  gelistirilmesinde vertikal
dayanikliliktan ¢ok horizontal dayaniklilik gosteren cesitlerin sec¢ilmesi gerektigini

bildirmistir.
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Giiven (2000), tarafindan, Eskisehir’de cesitli fasulye iiretim alanlarindan
toplanan 86 Psp izolati, bakteriosin liretme yetenegine gore tiplendirilmistir. Test
edilen tiim izolatlar bakteriosin liretmis ve 24 bakteriosin grubu test edilmistir.
Bakteriosin gruplarin ve izolatlarin cografik orjinleri arasinda bir iliski bulunmadigini
belirlemistir.

Bozkurt (2002), tarafindan yapilmis olan bir ¢alismada iilkemizde yetistirilen
farkli fasulye cesitlerinin fasulye Hale Yanikligi etmeni Psp diinya genelinde
tanilanmis farkli irklarina karsi gostermis oldugu reaksiyonlar, bitkilerin kapsiil
(meyve) ve kotiledon yapraklar1 iizerinde belirlenmistir. Fasulye cesitleri arasinda
Roma-II, Efequen ve Cilena’nin 1rk 1. 1irk disindaki tiim bakteri irklarina karst duyarl
oldugu tespit edilmistir. Efequen ve Cilena ¢esitleri 1, Gina, Yunus-90 ve Magnum
cesitleri ise 4 bakteri irkina karsi dayaniklilik goésterirken Roma-1l, Yunus-90,
Goyniik-98 ve Sekerli ¢esitleri 1, Sehirali-90 ve Ayse kadin ¢esitleri 2, Karacasehir-
90 cesiti 3 bakteri irkina kars1 orta derecede dayaniklilik gostermistir. Bakterinin 6.,
8. ve 9. irklarinin testlenen tiim fasulye cesitlerinde viriilent oldugu tespit edilmistir.

Donmez (2004), tarafindan yiiriitiilmiis olan ¢alismada fasulye ekim alanlarinda
onemli derecede ekonomik kayiplara neden olan Xap ve Psp bakteriyel hastalik
etmenlerine kars1 bolgede yaygin olarak ekimi yapilan 36 fasulye genotipinin ve 2
¢esidin dayaniklilik durumlarini sera ve tarla kosullarinda test etmistir. Siirdiiriilen
denemeler sonucunda kullanilan fasulye ¢esit/genotiplerinin her iki yilda da
patojenlere kars1 benzer derecede hassasiyet gosterdigi bildirilmistir. Tarla denemesi
sonucunda hastalik siddetindeki artisin tohum verimini de 6nemli seviyede azalttigi
belirlenmistir. Test edilen genotiplerden sadece 36K’ nin her iki patojene karsi1 yiiksek
seviyede dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Akbas (2005), Dogu Anadolu bolgesinde yaygin olarak goriilen ve Xap
etmenlerine karsi laboratuvar kosullarinda yapilmis olan deneme sonucunda 36K nolu
fasulye genotipinin dayanikli, Yakutiye-98 ve Kantar-05 hatlarinin ise hassas
olduklarin1 belirlemistir. Kontrol bitkisine kiyasla Psp ve Xap sirasiyla 36K
genotipinde %9, %16, Yakutiye-98 c¢esitinde %27 ve %10, Kantar-05 g¢esidinde ise
%14 ve %20 verim kaybina neden olmustur. Sonug¢ olarak 36K genotipinin fasulyede
onemli verim kayiplarina yol acan Psp ve Xap bakteriyel patojenlerine karsi

dayaniklilik 1slahi ¢aligmalarinda gen kaynagi olarak kullanilabilecegini bildirmistir.
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Cakir ve ark. (2007), Eskisehir ve ¢evresinde yetistirilen fasulyelerden izole
ettikleri Xap ve P. s. pv. phaseolicola'y1 bolgede yaygin olarak yetistirilen 6 ¢esit ve
8 fasulye hattina karsi testlemis ve sera kosullarinda yapmis olduklar1 bu ¢alismada
fasulye cesit ve hatlarinin farkli diizeyde duyarlilik gosterdigini saptamiglardir.

Soylu ve ark. (2007), sorvey caligmalarimi yiiriittiikleri Hatay ili Dortyol ve
Erzin ilgelerinde fasulye bitkisinin yaprak ve meyvelerinde Psp (Fasulye Hale
Yaniklig1) nin var oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica tohum kaynagi Izmir-Bursa
olan Nasuha isimli fasulye c¢esitinin bolgede yaygin olarak ekildigini ve bu ¢esitin Psp

ve Xap’ye kars1 hassas oldugunu bildirilmislerdir.

2.3.2. EB izolatlarinin Bitki Hastaliklari ile Biyolojik Miicadelede Kullanimi

Psp etmenin biyolojik miicadelesine yonelik iilkemizde herhangi bir c¢alisma
yapilmamis olup diinyada da bu etmenle ilgili biyolojik miicadele ¢alismalarina yonelik
arastirmalar yeni baglamistir. Bu dogrultuda miicadelenin yapilabilirligine yonelik
verilerin elde edilmesi ve uygulamaya gecirilmesi agisindan bu doktora ¢alismasi ve elde
edilecek veriler iilkemizde yapilan ilk, diinyada da ilk ¢alismalar arasinda olmasi nedeni
ile biiyiikk 6nem arz etmektedir. Calismalarimizda da elde edilen farkli tiirlere ait endofit
bakterilerle farkli bitki bakteriyel ve fungal hastalik etmenlerine karsi yapilmisg olan
calismalardan bazilar asagida 6zetlenmistir.

Poon ve ark. (1977), endofit bakterilerin, celtikte bakteriyel yaniklik
simptomlarinin olusumunu engelledigini bildirilmistir.

Van Buren ve ark. (1993), bakteriyel patojenlere karsi endofit bakterilerin
antagonistik aktivitelerini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, patates govde dokularindan
izole ettigi 192 endofit bakteri izolatinin 61'inin, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus'a karsi etkili biyokontrol sagladigini goézlemlemistir. Bu bakteriler
arasinda, bir floresan Pseudomonas (CICA90) izolat1 kok ve govdenin igindeki ve
disindaki dokularin her ikisindede kolonize olabilmistir.

Chen ve ark. (1995), bitki toprak {istii aksamlarindan izole edilen bakterilerin
bazilari, biyolojik miicadele ajan1 olarak hastaliklar1 kontrol etmelerinin yanisira
endofit bakteriler ve konukgulari arasindaki yakin iliskinin, endofit bakterilerin

biyokontrol ajanlar1 olarak secilmelerinde dogal aday olmalarina neden oldugunu
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bildirmislerdir.

Sturz ve Matheson (1996), patates yumrularinda bakteriyel yumusak ciiriikliik
etmenine (Erwinia carotovora var. atroseptica) dayanikliligin, in vitro da bu
etmeninin gelisimini engelleyen endofit bakterilerin  yumrudaki populasyon
yogunlugu ile negatif bir korelasyon olusturdugunu yaptig1 calisma ile gostermistir.
Bu bakteriler arasinda Arthrobacter sp. 6n plana ¢ikmaktadir.

Quadt-Hallmann ve ark. (1997), Endofit bakterilerin bitkiye giris yaptiktan
sonra apoplast, iletim demetleri ve hiicrelerarasi bosluklarda aktif olarak kolonize
olduktan sonra konuk¢u bitki igerisinde sistemik sekilde yayilabildiklerini,
kolonizasyonun gerceklestigi ekolojik alanin bitkileri infekte eden fitopatojenlerin
bulundugu ekolojik alan ile benzerlik gosterirdigini, dolayisiyla bu durum endofit
bakterilerin, doku iginde yasayan patojenlere (6zelliklede bakteriyel hastaliklara)
kars1 iyi bir biyokontrol ajani olarak kullanilma nitelikte oldugunu bildirmislerdir.

Krechel ve ark. (2002), Hiicre duvarinin parcalanmasi, endofit bakterilerin
fungal patojenleri kontrol etmede kullandiklar1 bir diger mekanizmadir. Patates
koklerinden izole edilen endofit bakterilerin, kitinaz, glukanaz, sellulaz gibi hidrolitik
enzimleri yiiksek seviyelerde tirettigi bildirilmistir.

Aysan ve Cinar (2002), Tohum kaynakli bir patojen olan P. syringae pv. tomato’ya
kars1 antagonistik bakterilerin etkinligi test edilmis, denenen izolatlar arasindan secilen
18 izolatin in vitro ¢alismalarda patojenin gelisimini engelledigi ve bu izolatlarin saksi
denemeleri sonucunda hastalik gelisimini %31-90, hastalik siddetini ise %5-84 oraninda
azalttig1 bildirilmistir.

Stromberg ve ark. (2002), tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan farkli bakteriyel
izolatin farkli bitki patojenlerine kars1 etkinlikleri test edilmis ve bu bakteriyel izolatlar
arasinda Arthrobacter ilicis 99-41 izolat1 bugdayda Pythium ultimum etmenine kars1 etkin
olarak tespit edilmistir.

Krechel ve ark. (2002), Mikroorganizmalar arasindaki yer ve besin rekabeti,
endofit bakterilerin fungal patojenleri kontrol etmelerinde dnemli mekanizmalardan
biri olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii her iki organizma grubu ayni1 nise yerlesir ve
ayn1 besin maddelerinden faydalanir. Bu kapsamda mikroorganizmalarin siderofor
tiretme potansiyelleri 6ne ¢ikmaktadir. Sideroforlarin endofit bakteriler tarafindan

yaygin olarak tiretildigi yapilan caligmalar ile bildirilmistir.
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Jetiyanon ve Kloepper (2002), Tayland da, bazi kiiltiir bitkilerinde ISR'yi
tetikleyen, endofit Bacillus spp. ile yaptiklar1 sera denemeleriyle, tropikal tarimda
endofit bakteriler ile ISR'nin tetiklenmesi siirecini arastirmiglardir. Calismalarinda,
domates ile Ralstonia solanacearum; biber (Capsicum annuumvar. acuminatum) ile
Colletotrichum gloeosporioides; (Brassica chinensis var. parachinensis) ile
Rhizoctonia solani; hiyar ile Hiyar Mozaik Viriisii igeren 4 farkli konukgu-patojen
sistemi kullanmiglardir. Calismanin hedefi, dort konuk¢u-patojen sisteminin tiimiinde,
ISR'yi tetikleyen endofit spor olusturan bakterileri saptanmasidir. Bu amagla 7
bireysel izolat ve 2 izolatin 11 farkli kombinasyonu test edilmistir. B.
amyloliquefaciens IN937a izolat1 ve 4 izolatin karisimi (IN937a+B. subtilisSIN937b;
IN937b + B. pumilus SE34; IN937b + B. pumilusSE49; ve IN937b + B. pumilus INR7)
bu dort hastaliin tiimiiniin oranin1 ve siddetini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Elde edilen
sonuglar 2 6nemli nedene dikkat ¢ekmektedir. Birincisi, spesifik endofit bakteri
izolatlarinin tetikledigi ISR'nin, tropikal kosullar altinda hastaliklara kars1 konukg¢u
bitkileri koruyabilecegini gdsterirken, ikincisi ise, iki bakteriyel izolatin karigiminin,
farkli patojenlere kars1 farkli konukgularin korunmasini bireysel izolatlara gére daha
onemli oranda gergeklestirebildigi yapilan bu ¢alismayla gostermislerdir.

Verhagen ve ark. (2004), ISR-uyaric1 P. fluorescens WCS417r ile islem goren
A. thaliana bitkisinde ISR-uyarict genler microarray analizleri ile belirlemislerdir.
Ayrica, kok igerisinde regule edilmis 97 gen ile karsilasirken, govdede farkli bir gen
regulasyon ile karsilagmamislardir. Ancak, aragtirmacilar bitki patojeni, P. syringae
pv. tomato ile bitkinin inokule edilmesinin ardindan, P.fluorescens WCS417r ile 6n
islem gormiis bitkilerin gévdelerinde regule olan 81 gen bulmuslardir. Dolayisiyla
bitkilerin, ISR yoluyla patojen saldirisina karst dayanikliliklarinin tetiklendigi
yaptiklar1 bu ¢alisma ile géstemislerdir.

Ojiambo ve Scherm (2006), tarafindan bugday’da G. graminis var. trtici
etmenine kargi Pseudomonas putida izolatlarinin, elma, hiyar, fasulye ve armutta A.
solani, E. amylovora, F. oxysporum, Oidium sp., Pythium sp., R. solani, X. axonopodis
pv.vesicatoria gibi etmenlere Pseudomonas flourescens BL915, BlightBan A506
izolatlarinin, bugdayda Arthrobacter ilicis 3026C izolatinin Gaeumannomyces
graminis var. tritici etmenlerine kars1 etkili oldugunu bildirmislerdir.

Kloepper ve Ryu (2006), Biyolojik kontrol i¢in alternatif mekanizmalardan biri,
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bakteriyel metabolitlerin, uyarilmis sistemik dayaniklilik (ISR) olarak adlandirilan bir
siirec ile bitkilerin patojenlere karsi dayanikliligini artirarak, bitkileri etkilemesidir.
Bazi kimyasal uygulamalari veya nekroz olusturan patojenler yoluyla bitkilerde
dayanikliligin olusmasi, sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) olarak adlandirilir.
Bitkiler baz1 durumlarda, fitopatojen saldirilarinda hastalig1 baskilayici tepkilerin bir
parcasi olarak bakteriler ile ortak iliski igerisine girebilir. Endofit bakteriler, boyle
korunma tepkilerinin uyarilmasinda goérev almaktadir. Son c¢alismalar, endofit
bakterileri de igeren bazi rhizobakterilerin, etilen ve jasmonik asit'in yani sira, salisilik
asit'e bagimli olan sistemik korunmanin olusumunu tetikledigini go stermistir.

Fritz ve ark. (2009), yapmis oldugu calismada Pseudomonas fluorescens
grubunda yer alan bir¢ok izolat ile yaptiklar1 ¢alismalarda bu izolatlardan i¢lerinde
Pseudomonas gessardii nin de bulundugu bazi izolatlarin pseudomonic acid A
(mupirocin) adi verilen bir gesit antibiyotik irettiklerini tespit emislerdir. Bu sayede
Pseudomonas izolatlarinin gostermis oldugu antagonistik ve antibiyosis etkinin
aciklanmasi konusunda 6nemli bir bilinmeyen daha aciga ¢ikarilmistir.

Egamberdieva (2011), Iskocya cam kokiiyle iliskili mikorizal mantar ve
bakterileriler ile Fusarium culmorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinera gibi
patojenik mantarlara kars1 bugdayla iligkili bakterilerin antagonistik aktivitesini test
etmek ve bakteri izolatlari ile ekstraselliiler litik enzimlerinin {iretimini belirlemek
lizerine yapilan bir ¢alismada bakteri izolatlarindan elde edilen hiicre dis1 enzimler
mikorizal hiflerden elde edilenlere nazaran ¢ok daha yiiksek antagonistik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen bakteriyel izolatlarin teshisleri
gergeklestirilmis ve bu izolatlar arasinda Arthrobacter ilicis KNCL24, Rhodococcus.
fascines HNOLS ve bugdaylardan ise Bacillus cohnii (19), B. subtilis (1) ve B. lentus
(28) oldugu belirlenmistir. Tim izolatlar, yiiksek diizeyde pektinaz aktivitesi
gostermigstir. Sadece 4 izolat (A. ilicis KNCL24, B. lentus 17, B. subtilis 4, B.
halodurans 12) hidrojen siyaniir iiretebildigi tespit edilmistir. Sonuglar, bugdayla
iliskili bakteriyel suslarin, mikorizal hiflerden elde edilen bakteriyel re-izolatlardan
daha fazla antagonistik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Test edilen tiim
bakteriyel suslar, bir yada daha fazla hiicre duvarini pargalayan enzimleri iretmistir.

Aktas (2015), Oz nekrozu etmeni Pseudomonas corrugata’ya karsi PGPR ve

biyokontrol etmeni bakterilerin etkinligini arastirdigi ¢alismasinda, ¢calismada elde edilen
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Bacillus tiirlerinin hastaligi baskilamada ve bitki gelisiminde olumlu etkide bulundugu
belirlenmistir.

Miiller ve ark. (2016), tarafindan yapilan bir c¢alismada bugday bitkisi
yapraklarindan elde edilen 175 bakteriyel izolattan 40 tanesinde Fusarium ve Alternaria
etmenlerine kars1 ikili kiiltir denemelerinde antagonistik etki tespit etmistir. Bu
izolatlarin 20 tanesinde ise 2,4-diacetylphloroglucinol antibiyotik aktivitesi tespit
etmsilerdir. Etkin bulunan bakterilerin teshisleri yapildiginda biiylik bir ¢ogunlugunun
floresan Pseudomonas oldugu tespit edilmis olup bu izolatlar genetik karakterizasyonlari
tamamlandiginda Pseudomonas gessardii ile ayni1 guruba diismiistiir.

Cetinkaya-Yildiz ve Aysan (2016), Domateste bakteriyel solgunluk hastalig: ile
kimyasal miicadeleye alternatif olarak bitki biiyiime diizenleyici kok bakterilerinin
(PGPR) kullanilma olanaklarinin arastirildig: bir ¢alismada, 39 farkli toprak 6rneginden
499 adet aday PGPR bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar arasinda en fazla fosforu
¢Oozme ve azotu baglama Ozelliklerine sahip 30 izolat aday PGPR olarak se¢ilmis olup,
bu izolatlar arasinda en etkili olan sekiz izolatin bakteriyel solgunluk hastaligini
baskilayabilme potansiyelleri in vivo kosullarda belirlenmistir. Y1.6.7 ve N6.6.21 kodlu
PGPR izolatlar1 hastalik gelisimini sirastyla ortalama %38 ve %54 oraninda azaltildigini
bildirmislerdir.

Unlii ve Aysan (2016), Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin biyolojik
miicadelesine yonelik yapilan bir ¢alismada, sardunya yetistirilen toprak érneklerinden
izole edilen 234 aday PGPR izolatlariin saksi ¢caligmasinda hastalig1 engelleme yetenegi
aragtirtlmistir.  Fosforu yiiksek oranda ¢6zebilen iki PGPR izolatinin yaprak
enfeksiyonunu %88-100 oraninda, bir PGPR izolati ise gévde enfeksiyonunu %63
oraninda engelledigi belirlenmistir.

Egamberdieva ve ark. (2017), yapmis olduklar1 ¢aligmada tibbi ve aromatik
bitkilerin etkinliklerinin dokularinda barindirdiklart endofit bakteri miktarina ve
cesitliligine bagh olarak degistigine yonelik bulgular elde etmis ve A. spanius muhteva
eden sar1 kantaron bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin in-vitro kosullarda F. culmorum,
F. solani, G. graminis, ve A. alternata etmenlerine kars1 in-vivo kosullarda ise domates
bitkilerinde F. oxysporum etmenine karsi etkin bulunmuslardir.

Aktan (2018), Saglikli badem bitkilerinin farkli kisimlarindan endofit ve epifit

bakterilerin izolasyonu, teshisi, S. sclerotiorum, Ceratobasidium sp., M. phaseolina, F.
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oxysporum ve P. chlamydospora etmenlerinin misel gelisimlerinin in vitro kosullarda
engelleme potansiyellerinin ikili kiiltiir testleri ile belirlenmesine yonelik yapilan
calismada elde edilen 97 bakteri izolatinin 46°s1 patojenlere karsi test edilmis ve ikili
kiiltiir testlerinde Bacillus subtilis ssp. subtilis AEP3 (Pc), Bacillus mojavensis AEP109
(Pc), B. vallismortis AEPBT113 (Mp, Ss), B. cereus AEP2 (Mp, Ss, Serratia marcescens
AEN38 (Cb), Pseudomonas chlororaphis ssp. aurantiaca AEP119 (Ss) ve Ochrobactrum
anthropi AEP84 (Pc), hastalik etmenlerinin misel gelisimlerini %63.75-79.58 gibi yiiksek
oranlarda engellemek suretiyle giiglii in vitro antagonistik etkinlik gosterdigi
belirlenmistir.

Sazinas ve ark. (2019), Pseudomonas fluorescens grubunda yer alan bakterilerin
pek c¢ogunun siderofor {iretimi yaptigini, bu sideroforlar arasinda bir gurup
(thioquinolobactin sideroforlar) biiyliik 6nem tasidigini yapmis olduklari ¢alismada
Pseudomonas gessardii gurubuna ait bir izolatin (Pseudomonas sp. DTU12.1) yiiksek
oranda thioquinolobactin siderofor irettigin tespit etmislerdir. Bu siderofor grubu
oomycetes bazi fungus tiirleri ilizerinde biyoaktivite gostermektedir. Bu nedenle
Pseudomonas cinsine ait izolatlarin biyokontrol mekanizmalarinin arastirilmasi ve bu

mekanizmalarin uygulamada daha aktif kullanilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.3.3. EB izolatlarimin Bitki Gelisimini Tesvik Edici Ozelliklerinin Arastirilmasi

Patriquin ve Ddbereiner (1978), Graminea familyasina bagli ¢ok sayida
konukgu bitkiden izole edilen diazotrofik bakterilerin, biyolojik N> fiksasyonuna aktif
olarak katilmasi ve N fikse etmesi bir¢ok arastirmaci tarafindan belirlenmistir (Diem
ve ark., 1978;).

Van Loon (1984), tarafindan yapilan ¢alismada ACC-deaminase enzimi {ireten
endofit bakterilerin inokule edildikleri bitkilerde, olumsuz kosullar altinda gelismeyi
destekleyici ozellikleri ve bitkilerin strese olan toleransini artirmalar1 gibi yararh
etkileri oldugunu tespit edilmistir. Fungal patojenlerin infeksiyonunda oldugu gibi
cevresel stresten bitkilerin zarar gormesi, stress aninda etilen seviyesindeki artigsa
bagli olarak bitkinin direk tepkisinin bir sonucu olarak olusabilir. Dolayisiyla ACC-
deaminaz, bitki gelisme doneminde stres altindayken artan etilen seviyelerini

disiirerek, bitkinin gelisimini destekleyici etkisi ile sigorta gorevi gorebilmektedir.
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Quispel (1991), yapmis oldugu ¢alismada bitki gelisimini artiran endofit
bakterilerin en ¢ok ¢alisilmis yOniiniin, azot fiksasyonu oldugunu belirterek son
donemlerdeki ¢alismalarin, biyolojik olarak fikse ettikleri nitrojeni (Biyolojik Azot
Fiksasyonu-BNF) dogrudan konukgularinin kullanimi i¢in uygun forma doniistiiren
endofit diazotroflar lizerine yogunlastigini belirtmistir. Bu gibi simbiyotik sistemler
endofit bakterilerin, kok yiizeyindeki rizosfer mikroorganizmalar ile rekabetlerinin
azalmasinda, metabolik substratlara kolay erisimlerinde, uygun ortam kosullari
saglanmasinda ve c¢ok yiiksek oksijen konsantrasyonlarindan korunmada avantajlar
saglamaktadir.

Kloepper ve ark. (1991), tarafindan yapilan ¢alismada ise endofit bakterilerin
bitki gelisimini artiran mekanizmalar ile benzer sekilde konukgular: iizerinde yararl
etkiler meydana getirdigi belirtilmis, Hoflich ve ark., (1994) da benze sekilde bitki
gelisimini artiran bakterilerin, bitkide bliylime ve gelismeyi dogrudan ya da dolayli
olarak destekledigini, bitki gelisimini desteklenmesindeki dogrudan etkisinin, bu
bakterilerin sentezledikleri bilesikler ile bitkiye yarar saglamalar1 veya bulunduklari
ortamda bitkiler i¢in bazi besinlerin alinimini1 kolaylastirmalari seklinde, bitki
gelisiminin desteklenmesindeki dolayli etkilerini ise, bir veya daha fazla fitopatojenik
organizmanin zararl etkilerini azaltmas1 veya engellemesi seklinde agiklamistir.

Sturz ve ark. (1998), Patates yumrusundan izole edilen endofit bakterilerin %10
'unun bitki gelisimini destekledigi saptanmigtir. Ayrica {iriin rotasyonu igerisindeki
patates ve yonca ile yaptig1 arastirmalarda, izole edilen endofit bakterilerin %21'inin
bitki gelisimini destekledigi, bunun siirgiin uzunlugunda %63, siirgiin yas agirliginda
%066, kok yas agirliginda %55 oraninda artis olarak ortaya c¢iktigini gézlemle nmistir.

Glick ve ark. (1995-1998), yaptiklari pek ¢ok ¢alisma ile bitki gelisimini tesvik
eden bakterilerin ¢ogunun ACC (aminocyclopropane-1-carboxylate) Deaminase
enzimine sahip olduklarini yaptiklar1 calismalar ile gostermistir. Bitki gelisimi
igerisinde, etilen seviyelerinin diizenlenmesinde ACC-deaminase’in etkili oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica bitki ile iligkili baz1 bakteriler, kodladiklart ACC-deaminase
enzimini kullanarak etilenin 6nciilii olan ACC'yi parcalayarak, karbon ve azot kaynag1
olarak ortaya c¢ikan son iirlinlerden besin olarak faydalanabilir. Dolayisiyla, bitki
dokularinin igerisinde bu bakteriler kolonize olur. Bunu takiben ACC, bu bakteriler

tarafindan etkili bir sekilde pargalanir ve es zamanli olarak diisiik etilen seviyelerinde
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ve stresli kosullar altinda bitki gelisimi yeniden tesvik edilir. Kok uzunlugunda ve
bitki biomasinda artis gibi bitki gelisiminin desteklenmesinin, Burkholderia
phytofirmans ve B. cepacia izolatlar1, Methylobacterium fujisawaense, Pseudomonas
spp., Arthrobacter spp. ve Bacillus spp. gibi endofit bakteri tiirleri tarafindan ACC-
deaminaz iiretimine bagli oldugu kaydedilmistir.

Patten ve Glick (2002), bitki gelisimini artiran bakterilerde, IAA'nin iiretimi,
diger bitkiye yararli 6zellikler ile yakindan iliskilioldugunu bildirmislerdir. 1AA
iiretiminin, bitki gelisiminin desteklenmesi iizerindeki roliinii kanitlanmislardir.
Bitkiye yararli Pseudomonas putida GR12-2 izolatinin kdk gelisimini ve lateral kok
olusumunu desteklemesi, fonksiyonel IAA biyosentez yolunun varligiyla
iliskilendirilmiglerdir. P. putida GR12-2 nin IAA sentezinden yoksun mutantlari ile
yapilan ¢alismada, bu izolatlarin bitki gelisimini destekleme potansiyelini kaybettigi
gozlemlemislerdir.

Forchetti ve ark. (2007), sulak ve kurak rejimlerde yetistirilen aygicegi
bitkilerindeki endofit bakterileriler ile yaptiklar1 ¢alisma ile, fosforu ¢ozebilme
aktivitesine sahip endofit bakterilerin daha ¢ok kurakliga maruz kalan bitkilerden
izole edildigini gostermistir. Fosforu c¢ozebilen bakterilerin tiimiiniin, birkag
fitohormonu iiretebilme ve nitrojenden ari bir ortamda gelisebilme yetenegi gibi diger
bitkiye yararli 6zelliklerede sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, ¢evresel baski
altinda fosforu ¢ozebilen bakteriler, bitkilerin aktif gelisme asamasinda destekleyici
ozellik gosterebilir oldugunu ortaya koymuslardir.

Tsavkelova ve ark. (2007), karasal orkide bitkilerinden izole ettigi endofit ve
rhizoplane bakterilerini analiz etmistir. Bu analizler sonucunda Erwinia, Bacillus,
Pseudomonas ve Flavobacterium gibi cinsleri iceren bu endobakteriyel izolatlarin,
IAA iretimlerini gozlemlemistir. Bu kiiltiirlerden yapilan ortalama 6lgiimlere gore,
endobakteriyel topluluklarin, rizoplandan izole edilen bakteri topluluklarindan daha
etkili IAA freticileri oldugu bu arastirmacilar tarafindan gdzlemlenmistir. Boriilce
bitkisinde yapilan ¢alismaya gore, endofit bakteri kiiltiirlerinin siipernatantlarinin
uygulandig1 bitkilerde; kok olusumu 6nemli Olgiide tesvik edilmis, gelisen koklerin
sayisinda ve uzunlugunda kontrollere gore artis gozlemlenmistir. Bu durum, kok
gelisiminde endobakteriyel oksinlerin, potansiyel olarak onemli bir role sahip

oldugunu gostermektedir.
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Puente ve ark. (2009), Bitki endofit bakterileri arasinda yaygin bir diger
ozelligin fosforu ¢ozebilme aktivitesi oldugunu, Cilek, soyafasulyesi, baklagiller,
aycicegi ve kaktiis' deki endofit bakterilerin ¢ogunlugu (%59-100) petri tabaklarinda
yapilan deneylerde mineral fosforu ¢6zebilme yetenegi gostermistir (Dias ve ark.,
2009; Palaniappan ve ark., 2010)

Shi ve ark. (2010), Bacillus pumilus 2-1, Chryseobacterium indologene 2-2 ve
Acinetobacter johnsonii 3-1 endofit bakterileri ile seker kamisi bitkilerinin inokule
edilmisleri ile inokule edilmemis bitkilerinin karsilastirildigin da bitkinin klorofil
igeriginin ve bitkide karbonhidratlarin sentezinin inokule edilenlerde artmis oldugunu
gozlemlemislerdir.

Hardoim (2011), yapmis oldugu ¢alisma ile endofit bakteri topluluklarinin bir
diger yaygin oOzelliklerinin, sideroforlar araciligiyla demirin alinmasi oldugunu
bildirmistir. Celtik bitkisinden izole ettigi endofitlerin metagenomunda, siderofor
biyosentezi, iyon-siderofor membran respetorleri, demir alinimini saglayan tasima ve
depolama proteinleri gibi iliskili potansiyel proteinleri kodlayan genlerin ¢ok sayida
bulundugunu belirtmistir. Demir i¢in, 6karyodik konukc¢u dokularinin yanisira toprak
igerisindede rekabet siirekli olarak devam etmektedir. Demiri baglama yeteneginde
olan endofit bakteriler, ortamda bulunan patojenlerin demirden faydalanmasini
sinirlayarak, dolayisiyla bu patojenik bakteriler iizerinde antagonistik aktivite
gosterir.

Abdel-Rahman ve ark. (2017), Misir’da farkli bolgelerde sulama kanallarindan
toplanan 6rneklerden elde edilen 15 farkli bakteri izolatinin domates yetistiriciligi yapilan
topraga inokule edilmesinden sonra bitkilerde gelisimi en ¢ok tesvik eden izolatin teshis
edilmesi sonucu Achromobacter sp. EMCC1936 izolati elde edilmis ve bu bakterinin bitki
gelisimini tesvik edici 6zellikleri karakterize edildiginde yiiksek miktarda IAA {irettiZi ve
fosfat kayaclarinin ¢oziilerek bitki tarafindan alinabilir hale getirilmesinide yiiksek etki
mekanizmasina sahip oldugu tespit edilmistir.

Li ve ark. (2018), Meyan kokii bitkisinden elde edilen endofit bakterilerin bitki
gelisimini tesvik edici 6zellikleri karakterize edilmis ve bu o6zellilker arasinda serbest
azotun baglanmasi, fosfat ve potasyum ¢oziiniirliigii, siderofor iiretimi, oksin sentezi ve
hidrolitik enzimlerin iiretimi gibi bitki biiyliimesini tesvik edici etkinlilerin sergilendigi

tespit edilmistir. Bu bakteriler ex-situ kosullarinda ve iklim odalarinda meyan ve bugday
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bitkilerinde etkinliklerine bakildiginda Bacillus sp. ve Achromobacter sp. tiirlerinin kurak
ortamlarda meyan kokii ve diger kiiltiir bitkilerinin daha uzun siire hayatta kalmasini ve
bliylimesini tesvik etmek acisindan biyogilibre olarak kullanilabilirliginin tespiti
yapilmustir.

Soto ve ark. (2019), yapmis olduklari calismada agir metaller ile bulasik topraklarda
yetistirilen bitkilerin toksisite nedeni ile gelisememe ve verim verememesi iizerine bu
topraklarda agir metallere karsi dayanikli bazi mikroorganizmalarin kullanimi ile bu
topraklarda IAA, siderofor iiretimi ve fosforun alinabilir halegetirilmesi sayesinde
bitkilerin yetistirilebilir ve {irin alabilir hale getirilmesini miimkiin kilmislardir. Bu
calismada Pseudomonas gessardii ve Brevundimonas intermedia izolatlar1 birlikte
kullanildiginda yiiksek miktarda siderofor tiretimi, fostatin bitki tarafindan alinabilir hale
geldigi ve yiiksek miktarda IAA iretiminin oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu
mekanizmalarin kullanimi bitkilerde metallothionein, superoxide dismutase, ascorbate
peroxidase ve phytochelatin synthase genlerinin yiiksek oranda sentezlendigini ortaya

cikarmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Caligmanin ana materyalini Ankara, Eskisehir, Burdur, Nigde ve Konya illeri ve
ilgelerinde fasulye yetistiriciligi yapilan tarlalardaki hastalikli bitki orneklerinden
izole edilen Psp, saglikli bitki 6rneklerinin kazik kok, kok bogazi, govde, yaprak ve
meyvelerinden izole edilen aday Antagonist/PGP o6zelliklere sahip EB izolatlari
olusturmustur.

Calismanin diger materyallerini bakteriyoloji laboratuvari alet ve ekipmanlari,
molekiiler calismalar1 gergeklestirmek icin molekiiler biyoloji laboratuvar: alet ve
ekipmanlari, tiir teshislerini gerceklestirmek i¢in Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Bitki Sagligi Klinigi MALDI-TOF {initesi ve ilgili ekipmanlari, ¢esitli cam ve plastik
laboratuvar malzemeleri, besi ortamlari, kimyasal maddeler, patojenisite testlerinin
yapilmasi ve denemenin kurulmasi i¢in gerekli olan saksilar, torf-perlit, kimyasal

giibreler, ¢esitli bitki tohumlar1 olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Sorvey Calismalar:

Calisamalarda kullanilan hastalik etmeni ve etkinlikleri arastirilmis olan EB
izolatlar1 2015 ve 2016 yil1 iiretim sezonlarinda Ankara, Eskigehir, Burdur, Nigde ve
Konya illerindeki dnemli fasulye {iretim alanlarindan tesadiifi 6rnekleme yontemine
gore yapilan Sorvey calismalart ile elde edilmistir. Fasulye bitkilerinin ¢igeklenme
doneminde itibaren Sorvey ¢alismalarina baglanmis ve meyve olgunlasma doneminin
sonuna kadar devam edilmistir.

EB izolatlarinin elde edilmesine yonelik olarak, dncelikle Psp ile enfekteli (varsa)
bitkilerin etrafindaki saglikli fasulye bitkilerinin kazik kok, kokbogazi, govde, yaprak ve
meyvelerinden, etmen ile enfekteli bitki bulunamamasi durumunda ise her tarladan,

bolgeyi temsil edecek sayida saglikli fasulye bitkilerinden 6rnekler alinmustir.
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Sorvey caligmalart siiresince, hastalik etmeninin izolasyonu amaciyla fasulye

iretim alanlarindaki bitkiler Psp’nin varlig1 agisindan incelenmistir. Hastalik etmeninin

olusturdugu belirtiler acisindan siipheli bulunan bitkilerden 6rnekler alinmistir (Sekil

3.1). Sorveyler sirasinda gazete kdgidina sarilarak polietilen torbalara konulan 6rnekler,

soguk zincirde Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitilisti Bakteriyoloji Laboratuvarina

getirilmistir.

Cizelge 3.1. 2015 ve 2016 iiretim yillarinda Sérvey yapilan illerde fasulye tiretim alan ve
ornekleme yapilan toplam alan, alinan 6rnek sayisi ve elde edilen toplam EB izolat1 sayis1

Ornek Alinan Incelenen Alan
il Tige Ekim alam (da) Orneklenen alan (da) Ornek sayisi
Camardi 9,370 469 9
Nigde Merkez 39,330 1,967 22
Ulukisla 6,455 323 6
Altinekin 25,250 1,263 4
Cumra 85,000 4,250 7
Derbent 7,175 359 2
Kadinhani 25,000 1,250 5
Konya Meram 6,078 304 2
Sarayonii 6,850 343 2
Sel¢uklu 10,350 518 5
Yiinak 6,600 330 1
Inénii 400 20 2
Mihaligcik 750 38 3
Eskisehir Saricakaya 1,510 76 8
Seyitgazi 675 34 3
Tepebasi 930 47 6
Aglasun 1,332 67 2
Cavdir 2,500 125 3
Celtikei 653 33 1
Burdur Golhisar 1,600 80 2
Karamanli 600 30 1
Merkez 8,401 420 9
Ayas 1,250 63 1
Cubuk 1,290 65 1
Ankara Kazan 3,200 160 1
Kizilcahamam 1,298 65 1
Polath 2,035 102 1
TOPLAM 257.882 12,801 110
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Sekil 3.1. Uretim alanlarinda Sérveyler esnasinda goriilen belirtiler incelenerek
hastaligin tipik belirtilerinin (ok) goriildigii bitkiler (A ve B). Siddetli enfeskiyon
sonucu tarla genelinde yogun sararmalar ve yaprak dokiimlerinin gézlendigi tarladan
genel goriiniim (C)

3.2.2.Calismalarda Kullanilan Besi Yerleri ve Icerikleri
Calismada kullanilan besi yerleri kullanilmadan 6nce 121 °C’de 15 dk. otoklav

edilmistir. Denemelerde EB ve hastalik etmeni izolatlarin izolasyonu ve tanisinda King’s

B Agar (KB), Luria Bertani Broth (LB), Nutrient Agar (NA) ve Trypic Soybean Agar
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(TSA) besi yerleri ticari olarak temin edilmis (Merck, Darmstad, Germany) ve

kullanilmistir. Besi yerlerinin kimyasal icerikleri Ek-1 de verilmistir.

3.2.3. Aday EB Izolatlarin izolasyonu

EB izolatlar1 yiizey sterilizasyonu yapilmis kazik kok, govde, meyve ve
yapraklardan elde edilmistir. Bu kapsamda arazilerden getirilen bitkiler oncelikle
tamamen topraklarindan arindirilmis olarak laboratuvara getirilmistir. Bitkilerin daha
sonra kok, govde, meyve ve yapraklari ayrilmis, tiim 6rnekler akan ¢esme suyu altinda
yikanarak yiizeydeki mikroroganizma ve kalintilardan arindirilmis daha sonrada
izolasyon i¢in kagit havlularda kururtulmustur.

EB izolatlarin elde edilmesinde en Onemli nokta Orneklerin epifit
mikroorganizmalardan arindirilmasidir. Bu amagla 6n yikamasi yapilmis ve
kurutulmus farkli bitki aksamlarinin (kok, kok bogazi ve gdvdelerden alinan dokular)
once %70’lik etil alkolde (3 dakika) daha sonra %1’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda
2 dakika bekletildikten sonra tekrar %70’lik etil alkole ile muamale edilmistir. Ornekler
tizerindeki alkol ve sodyum hipokloriti uzaklastirmak i¢in 6rnekler 5 kez steril su ile
yikanarak yiizey dezenfeksiyonu agsamasi tamamlanmustir.

Yiizey sterilizasyonu yapilmis kazik kok, govde ve meyveler steril bistiiri ile
acilarak i¢ dokular1 dogrudan besi yeri iizerine baskilama (imprinting) veya steril
eppendorf tiipii i¢cinde herhangi bir tampon soliisyon konulmaksizin ezilip ortaya
¢ikan 6zsuyununun besi ortamlarina ¢izimi/ekimi seklinde izolasyonlar1 yapilmistir
(Strobel ve ark., 2004). Yapraklardan endofit izolasyonu, yapraklarin dogrudan steril
50 mM MgCl, tampon soliisyonunda (pH 7.2) ezildikten sonra elde edilen
stispansiyondan KB besi yerlerine baget ile yayilmak suretiyle yapilmistir.

Her iki sekilde ekimi yapilan petriler 26 °C’de 24-48 saat inkubasyona
birakilarak, ortaya ¢ikan bakteri kolonilerinden saflagtirmaya gidilmistir. KB besi
yerinde farkli koloni morfolojisine sahip olarak gelisen, petriyi temsil edecek sekilde
sec¢ilmis her bir koloni bir izolat olarak degerlendirilmistir (Schaad ve ark. 2001).

Besi ortamlarinda gelisen farkli koloniler saflagtirilarak kodlanmis olup, etkinlik ve
mekanizmalarin belirlenecegi ¢alismalarda kullanilmak amaciyla, tekrarli olarak KB

veya TSA besi ortamlari igeren egik tiiplerde +4 °C’de kisa siireli (3 aya kadar), %40
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gliserol igeren Nutrient Broth besiyeri iceren cryotiiplerde ise -20 °C’de uzun siireli

muhafaza edilmistir.

3.2.4. Fasulye Hale Yamkhg Hastahk Etmeni Pseudomonas syrinage pv.

phaseolicola’min izolasyonu

Hastalik etmeni Psp, fasulye bitkilerinin tipik hastalik belirtisi gosteren yaprak ve
meyvelerinden izole edilmistir. Etmenin izolasyon ¢alismalar1 kapsaminda, siipheli bitki
ornekleri kese kagitlarinda soguk zincirde laboratuvara ulastirildiktan sonra hemen
izolasyon prosediirlerine baglanmistir. Hastalik belirtisi gosteren yaprak materyalleri, ilk
once yabanci maddeleri arindirmak i¢in akan musluk suyunda yikanmis, kagit havlu ile
kurutulmustur. Yapraktan izolasyonda, yaprak yiizeyi once %70’lik etil alkol silinmig
daha sonra hastalik belirtileri ile saglikli dokuyu birlikte iceren kisimlara (I cm?)
kesildikten sonra parcalar %]1’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda 2 dakika
bekletildikten sonra yiizey dezenfeksiyona tabi tutulmutur. Yiizey dezenfeksiyonu
yapilmis yaprak pargalari tizerindeki alkol ve sodyum hipokloriti uzaklastirmak igin
ornekler 5 kez steril su ile yikanarak yiizey dezenfeksiyonu agamasi tamamlanmistir.
Yiizey dezenfektesi yapilmis yaprak pargalari igerisinde steril 50 mM MgCl, tampon
solisyonu (pH 7.2) bulunan steril eppendorf tiiplerinde ezilmis, elde edilen bitki 6zsuyu
10 ve 102 oranlarinda seyreltilmis ve daha sonra bu seyreltmeler baget yardimi ile KB
besi yerine ekilmistir.

Hastalik etmeninin tipik 1slaklik belirtisi gésteren meyvelerden izolasyonunda,
dogrudan 1slaklik belirtilerin goriildiigli noktalarin iist epidermis yiizeyi %70 elkol ile
silinerek on dezenfeksiyonu yapilmis, ardindan iist epidermis dokusu steril bistirii ile
kesilip atildiktan sonra hemen altindaki 1slak i¢ dokusu steril bistiirii ile kesilip aseptik
olarak ¢ikartilmis ve bu kii¢iik pargalar KB besi yeri ylizeyine dogrudan siiriilerek (veya
baskilama yaparak) herhangi bir ezme/sulandirma yapmaksizin saf olarak izole edilmistir.

Ekim yapilmis petriler 26 °C’de 48 saat siireyle inkubasyona birakilmistir.
Inkubasyondan sonra petrilerde gelisen yuvarlak, agik mavi-yesil krem renkli, UV 1s1k
altinca floresan 1s1ldama yapan koloniler saflastirilarak tanilama ¢aligsmalari i¢in %40’ ik
gliserol igeren Nutrient Broth besiyerinde -20 °C’de muhafaza edilmistir (Lelliot ve
Stead, 1987).
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3.2.5. izole Edilen Aday EB izolatlarinin On Secimi

EB izolatlariin oncelikli olarak insanlarda ve sicakkanli canlilarda patojen olup
olmadiklarma dair +37 °C de gelismelerine bakilmis ve gelisme géstermeyen izolatlar ile
bu izolatlarin bitkilerde patojen olup olmadiklarini degerlendirmek icin Tiitlin Asirt
Duyarlilik Testi (HR=Hipersensitif Reaksiyon) ve Patates Pektolitik Aktivite testleri
yapilmustir. Patojen olmadigindan emin olunan EB aday1 izolatlar ile galismalara devam

edilmistir. Bu testlerin yapilis ve degerlendirilmeleri su sekildedir.

37 °C’de Gelisme: EB izolatlar NA besiyerine ekilmistir. Petrilerdeki besi ortaminin
kurumasini 6nlemek i¢in petriler polietilen bir poset ile veya parafilm ile sarilarak
muhafaza altina alinmistir. Daha sonra petriler +37 °C sicakliga ayarlanmis
inkiibatore yerlestirilerek 3 giin siire ile gelismeye birakilmistir. Ug giin siire sonra
petrilerde gelisme gosteren izolatlar pozitif olarak kabul edilmis, gelisme
gostermeyen izolatlar ise negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif olarak kabul
izolatlar ¢alismalardan ¢ikartilarak otoklav icerisinde steril edilerek yok edilmistir.
Negatif olarak kayit edilen gelisme gostermeyen izolatlar daha sonraki testlere

alinmistir.

Tiitiinde Asirt Duyarliik Testi (HR= Hypersensitive Reaction): NA besiyerinde taze
olarak gelistirilen EB izolatlar1 ile Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Sagligi
Klinigi Kiltiir Koleksiyon Merkezinden saglanan, tanilamasi yapilmis bitki patojeni
izolat (Psp 12 izolat1) kiiltiirlerinin steril 0.05 mM MgCl, tampon ¢dzeltisi i¢inde yaklagik
olarak 108-10° cfu/mL konsantrasyonda olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlanmistir.
Hazirlanan siispansiyonlar tercihen Burley ¢esidi tiitiin bitkilerinin yapraklarina steril
siringa ile (6zellikle damar aralarinda yayilacak sekilde) inokule edilmistir (Sekil 3.2).
24 saat sonra inokule edilen bitki dokularinin ¢okerek 6lmesi seklinde sonug¢ veren
izolatlar Tiitiin HR (+) olarak, inokulasyon yapilan yapraklardaki dokularda ¢cokmeye
neden olmayan izolatlar ise Tiitiin HR (-) olarak degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead,
1987).
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Sekil 3.2. EB izolat siispansiyonlarinin tiitiin bitkisinin yapraklarina enjeksiyon yoluyla
inokulasyonu.
Patateste Pektolitik Aktivite (Yumusak Ciiriikliik) Testi: Yikanmis ve saf etanole
batirildiktan sonra yiizeyleri yakilmis olan 7-8 mm kalinligindaki patates dilimleri,
steril filtre kagitlar1 iceren petriler icerisine yerlestirilerek iizerlerine Nutrient Agar
besiyerinde taze olarak gelistirilen endofit bakterilerin yaklasik olarak 108-10° cfu/mL
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmis slispansiyonlar1 damlatilarak steril 6ze
yardimi ile patates dilimi lizerine yayilmistir. Kontrol olarak Hatay Mustafa Kemal
Universitesi, Bitki Saghg Klinigi Kiiltir Koleksiyon Merkezinden saglanan ve
Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum olarak tanilanmis Pcc5 izolat
kullanilmistir. Inokule edilmis dilimler 22 °C sicaklikta 24 saat bekletilmis ve patates
dilimleri tizerindeki inokulasyon noktalari ¢lirimeler yoniinden degerlendirilmistir
(Lelliott ve Stead, 1987). Patates dilimlerinde yumusak ¢iirtikliik olusumu pozitif olarak
kabul edilmis (Sekil 3.3) ve pozitif reaksiyon veren (varsa) izolatlar bitki patojeni olmasi

nedeniyle elenmistir
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Sekil 3.3. Patates dilimlerinde pektolitik aktivite (yumusak ¢iiriikliik) testi. (A),
Pektolitik aktivite gosteren izolatlarin patates dilimlerinde olusturdugu yumusak
ciiriikliik belirtisi (0k) ve Pektolitik aktivite gostermeyen izolatin (*) belirtisi

Fasulye meyvelerinde patojenite Testi: +37 °C’de gelisme gostermemis, Tiitiin HR ve
Pektolitik Aktivite Testi negatif olarak belirlenmis izolatlarin patojenisite testleri daha
onceki calismalarda duyarli olarak bildirilen Gina fasulye c¢esidinin meyveleri
iizerinde yapilmistir (Soylu ve ark., 2007). Meyve inokulasyonlar1 Harper ve ark.
(1987) tarafindan bildirilen yontemlere gore yapilmistir. Meyve inokulasyonunda
King B ortamina ekimi yapilmis 48 saatlik EB kiiltiirlerindeki bir koloniden steril bir
kiirdan ile alinan inokulum (yaklasik 0.1 g) gen¢ meyvelerin iizerine 0.5 cm.
araliklarla 5 tekerriirlii olmak tlizere batirma seklinde inokule edilmistir (Sekil 3.4).
Kontrol olarak Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Bitki Sagh@ Klinigi Kiiltiir
Koleksiyon Merkezinden saglanan Psp 12 izolat kullanilmistir. Meyveler seffaf
plastikten yapilmis nem ¢emberlerine konarak 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inokulasyon noktalarinda herhangi bir 1slaklik belirtisi olusturmayan izolatlar aday EB

izolat1 olarak calismalarda kullanilmak tizere saklanmaistir.
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Sekil 3.4. Fasulye meyvesi lizerinde EB izolatlarinin patojenite testi. Saglikli bitkiden
elde edilen izolatlarin bazilar1 meyveler lizerinde inokulasyon noktasinda 1slaklik
belirtisi (ok) olusturmasi nedeniyle denemelerden ¢ikartilmistir.

3.2.6. Aday EB Izolatlarinin Tamilanmasi

On secimi yapilan EB izolatlar1, morfolojik ve biyokimyasal &zelliklerine gore
(koloni rengi, King B besi ortaminda fliioresan 1sildama gostermesi, koloni gelisimi
(normal/mukoid), gram +/-) degerlendirilmistir. Aday endofit izolatlarin kesin tiir tanisi
MALDI-TOF kiitle spektrofotometrisi (Matriks Assisted Lazer Desorption lonization
Time Of Flight Mass Spectrometry/ Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-
Ugus Siireli Kiitle Spektroskopi) (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile
(Pavlovic ve ark., 2012) gerceklestirilmistir.

MALDI-TOF analizlerinde, 24-36 saat siire ile TSA besiyerinde gelistirilen EB
kolonilerinden kiirdan yardimiyla bir miktar bakteri kiitlesi icerisinde 300 pL steril su
bulunan eppendorf tiipleri igerisine eklenmis ve tiipler vortex cihazinda karistirilarak
bakteri stispansiyonu elde edilmistir.

Tiiplerin igerisine 900 puL %100 ethanol (Merck, Damstrad, Germany) eklendikten
sonra karigim 13,000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki slipernatant atilmis
olusan pellet tekrar 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Herhangi bir sekilde
kalan ethanol kalintis1 goriilmiis ise pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde uzaklastirilmis

ve olusan pellet 5 dakika oda sicakliginda kurumasi saglanmstir. Pellet kuruduktan sonra
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tizerine 30 uL %70 formik asit (Merck, Darmstad, Germany) eklenerek 13,000 rpm’de 1
dakika tekrar vortekslenmis, sonra 30 pL acetonitril eklenmis tekrar 13,000 rpm’de 1
dakika vortekslenerek karisim iyice ¢Ozdiirtilmistiir. Son olarak siipernatant’dan 1 pL
alimarak 6rnek plakasindaki (target) noktalara iki tekrarli olacak sekilde eklenmis, oda
sicakliginda yaklasik 3-5 dakika kurumasini miiteakiben, her 6rnek noktasi tizerine 1 pL
HCCA matrix (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) soliisyonu (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) eklenmis ve yaklasik 3-5 dakika kurumasi saglanmistir. Cihazin kiitle
kalibrasyon standardi olarak Brukers Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) kullanilmistir.

Omekler MALDI-TOF MS (Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) cihazina Flex Control Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
yazilimi ile yiiklenmistir. Her bir spektrum otomatik modda 6rneklerin iyonlagmasi i¢in
gereken minimum lazer giicii olan 500 lazer 1sin1 ile elde edilmistir. Spektrum 2-20 kDa
araligindaki m/z (kiitle/ylik) oraninda analiz edilmistir. Mikoroganizma kiitiiphanesi
olarak BIOTYPERTM 3.1 programi (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
kullanilmistir. MALDI-TOF cihaz1 tarafindan belirlenen teshisleri firma tarafindan
Onerilen degerlere gore yapilmistir. Teshis sonucunda ortaya ¢ikan skor degeri 2.3 - 3.0
araliginda tanmin tiir diizeyinde oldukg¢a giivenilir oldugu; 2.00 - 2.299 araliginda kesin
cins diizeyinde gilivenilir, tir diizeyinde yiiksek giivenilir oldugu; 1.70 - 1.999 arasinda
taninin cins diizeyinde giivenilir, tiir olarak muhtemel diizeyde oldugu; 1.7 degerinden

asag1 olan degerler ise giivensiz tani olarak degerlendirilmistir.

3.2.7. Fasulye Hale Yamkhg Hastahgi Etmeni Pseudomonas syringae pv.

phaseolicola’nin Tanilanmasi

3.2.7.1. Hastalik Etmenin Biyokimyasal, Morfolojik ve Patojenisite Yontemleri ile

Tanilanmasi

Hastalik belirtisi gdsteren bitkilerden alinan 6rneklerin King B besi yerinde floresan
0zellik gosteren kolonilerinin izole edilmesi sonrasi elde edilen her bir koloni bir izolat
kabul edilmis ve her bir koloniye Psp olup olmadigini kontrol amagli Gram Reaksiyon,
LOPAT testi (Nutrient Sucrose Agar (NSA) ortaminda Levan koloni olusturma, Oksidaz,
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Patateste pektolitik aktivite testi, tiitlin, Arginin dehidrolaz testi, Tiitiinde hipersensitif
reaksiyon testi) yapilmig ve Schaad, ve ark. (2001) tarafindan bildirilen test sonuglar ile
uyumlu olan izolatlar ile galismalara devam edilmistir. Referans izolat olarak HMKU
Bitki Saghig Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden saglanan ve tanilamasi yapilmis

Psp 12 izolat1 kullanilmistir.

Levan Olusumu: Nutrient Agar besi yerine %5 oraninda sakkaroz (sukroz) eklenerck
hazirlanan Nutrient Sukroz Agar (NSA) besi yerine Psp oldugundan siiphe edilen
izolatlarin ¢izgi ekimi yapilmig ve tim kiiltiirler 27°C’de 3-4 giin inkiibe edilmistir. Bu
stire sonunda besi yeri iizerinde kalin, beyaz, konveks, mukoid koloni olusumu gosteren

izolatlar pozitif olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir.

Oksidaz testi: Taze hazirlanan %]1°lik N;N;N;N’-Tetramethyl-1.4 phenylene
diammonium diclorid erigi steril filtre kagidina damlatilmigtir. PSp oldugundan siiphe
edilen izolatlarin 48 saatlik kiiltiirii steril 6ze ile 1slak kurutma kagidina ¢izildiginde 10
sn. sonra renk maviye doniismiisse pozitif, 60 sn. sonra maviye doniismiisse ge¢ pozitif,

60 sn. sonra maviye doniismemisse negatif olarak degerlendirilmistir.

Pektolitik Aktivite Testi: Taze ve hastaliksiz patates yumrulari yiizey dezenfeksiyonu i¢in
%70’ lik alkole batirilmis ve hafif alevden gecirilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan
patates yumrular1 steril bigakla 7-8 mm kalinliginda dilimlere ayrilmis ve her dilim
altinda 1slak kurutma kagidi olan steril bir petri kabina yerlestirilmistir. Dilimlerin
ortasina 27°C’de King B besi yerlerinde gelistirilmis iki giinliik EB kiiltiirlerinden steril
0ze ile alinarak agilan ¢ukurlara bulastirilmistir. Petri kaplar1 kapatilarak oda sicakliginda
lic giin bekletildikten sonra kontrol edilmistir. Kontrol olarak HMKU, Bitki Saghig1
Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden saglanan ve Pectobacterium caratovorum subsp.
caratovorum olarak tanilanmis Pcc5 izolat kullanilmistir. Yapilan kontroller sonrasinda
patates dilimleri sert ve kiirdan batirildiginda kolayca batmiyorsa sonug negatif, kiirdan
kolaylikla batiyor, dilimde bir yumusama, hafif pis koku ve suda sararma olusmugsa

sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).
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Arginine Dehidrolaz Testi: Taze olarak hazirlanan Thorney 2A (1 L distile su, 1 g
peptone, 5 g NaCl, 0.3 g KoHPOg4, 3 g Agar, 0.01 g Phenol red, 10 g/L L-arginine) besi
yerinden cam tiiplere 3’er ml konulmus ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyon
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra bu tiiplere bakteri kiiltiirleri agilanmis ve iizerleri 2
ml s1vi1 parafinle kapatilmigtir. 7-10 giin 27°C’ye ayarli inkiibatorde inkiibasyondan sonra
ortam renginin pembe-kirmiziya donmiisse pozitif, normal renk olan ten rengi agik pembe

olarak kalmissa negatif olarak degerlendirilmistir.

Tiitiinde Aswr1 Duyarliik (HR) Testi: Elde edilen biitiin aday Psp izolatlar1 King B
besiyerine ekildikten sonra 28 °C’ye ayarli inkiibatorde 2-3 giin inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen kiiltiirlerden steril distile H20 ile seyreltme serisi hazirlanarak UV
spektrofotometrede 108 cfu/mL konsantrasyonunda siispansyonlar1 hazirlanmis ve
enjektorlerle tiitiin (Nicotiana tabacum L. Samsun) yapraklarmin alt kismimdan damar
aralarina enjekte edilmistir. Kontrol olarak HMKU, Bitki Saghgn Klinigi Kiiltiir
Koleksiyon Merkezinden saglanan Psp 12 izolat: kullanilmistir. Inokule edilen bitkiler en
az 8 saat 1s1kl1 bir ortamda muhafaza edilmis ve inokulasyonun yapildigi1 bolgede nekroz
olusup olusmadig1 gézlemlenmistir. Bu siire sonunda inokulasyon noktasinda 6lii doku

olusumu HR pozitif, olugsmamasi ise HR negatif olarak degerlendirilmistir.

Patojenisite Testi: Izole edilen floresan ozellikteki, Tiitiin HR pozitif, Pektolitik
Aktivite Testi negatif, biyokimyasal 6zellikleri belirlenmis izolatlarin patojenisite
testleri daha onceki calismalarda duyarli olarak bildirilen Gina fasulye ¢esidinin
gergek yapraklarinda ve meyveleri {izerinde yapilmistir (Soylu ve ark., 2007). Yaprak
inokulasyonu tiitiin HR testinde kullanilan izolatlarin 108 cfu/mL konsantrasyonunda
stispansyonlar1 fasulye yapraklarina piiskiirtiilmesiyle yapilmistir (Sekil 3.5). Meyve
inokulasyonlar1 Harper ve ark. (1987) tarafindan bildirilen ydntemlere gore
yapilmistir. Meyve inokulasyonunda King B ortamina ekimi yapilmis 48 saatlik
bakteri kiiltiirlerindeki bir koloniden steril bir kiirdan ile alinamis olan inokulum
(yaklasik 0.1 g) gen¢ meyvelerin iizerine 0.5 cm. araliklarla batirma seklinde inokule
edilmistir. Kontrol olarak HMKU, Bitki Saghg Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden
saglanan Psp 12 izolati kullanilmistir. Meyveler seffaf plastikten yapilmis nem

cemberlerine konarak 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inokulasyondan 10 giin
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sonra yaprakta, 2-4 giin sonra meyveler {izerinde olusan belirtiler incelenmis ve tipik
hastalik belirtilerinin olusumu gézlemlenmistir. Belirtilerden re-izolasyonlar yapilmis
ve elde edilen re-izolatlara daha 6nce yapilmis olan tani testleri tekrar uygulanmistir
ve bu testlerden de pozitif sonug alinmistir. Elde edilen re-izolatlarla molekiiler teshis

caligmalar1 yapilmistir.

Sekil 3.5. Hastalikli bitkilerden elde edilen viriilent Psp izolatinin fasulye
yapraklarinda olusturdugu tipik nekrotik leke ve etrafinda hale olusumlar1 (ok)

3.2.7.2. Hastalik Etmenin Molekiiler Yontemlerle Tanillanmasi

Psp izolatlarinin DNAs1, QIAGEN DNeasy Tissue and Blood ekstraksiyon Kiti ve tiretici
firmas1 tarafindan tavsiye edilen protokol kullanilarak elde edilmistir. PCR
caligmalarinda P. S. pv. phaseolicola’min phaseolotoxin genine spesifik DNA’sinin
amplifikasyonu i¢in P5.1/P3.1 primerleri kullanilmistir.

Molekiiler tanida kullanilan kimyasallar:

6.5X Loading Dye; Bromofenol mavisi 30.0 mg; 5XTAE 4.25 mL Gliserol 5,75 mL
5XTAE Tamponu (pH= 8): Tris 54 g; Borik asit 27.5 g; EDTA 20 mL 0.5 M; Steril
distile su 500 mL. Steril su igerisinde ¢oziildiikten sonra karisimin pH s1 8 ¢ ayarlanip,

toplam hacim steril distile su ile 1 L ye tamamlanmustir.

44



IXTAE Tamponu: 100 mL 5xTBE nin hacmi steril destile su ile 500 mL ye
tamamlanarak hazirlanmstir.

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 300 uL ethidium bromir 500 mL 0,5xTBE tamponu
igerisine ilave edilerek hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

DNA amplifikasyonu icin PCR Kkarisiminin hazirlanmasi: PCR karisimi 0.2 mL
ependorf tiiplerde hazirlanmistir. Karisimin igerigi (Toplam 25 uL); 2 uL Bakteri DNAst,
12.5 uLL *PCR Master Mix, 2 uL Forward primer, 2 uL Revers primer, 6.5. uL steril su,
*PCR Master Mix 0.05 tinite/ pL Tag DNA, 4 mM MgCI2, 0.4 mM dATP, 0.4 mM
dCTP, 0.4 mM dGTP ve 0.4 mM dTTP ayarlanip hazirlanmastir.

PCR protokolleri:

P. s. pv. phaseolicola’nin tanisinda kullanilan phaseolotoxin geninin PCR protokolii
Schaad ve ark. (1995)’1n da 6nerdigi gibi P5.1 (5’-AGCTTCTCCTCAAAACACCTGC-
3’) ve P3.1 (5’-TGTTCGCCAGAGGCAGTCATG-3’) primerleri kullanilmis ve agaroz
jel tlizerinde 500 bp biiyiikligiinde bant olusumu gézlemlenmistir. PCR (Applied
Biosystems - Veriti 96 Well) dongii kosullar ise;

DONGU KOSULLARI
On Denaturasyon 25 dongii Son Uzama
94°C 94°C 58°C 72°C 72°C
2 dak. 1 dak. 1 dak. 2 dak. 8 dak.

PCR iiriinlerinin elektroforez sisteminde belirlenmesi

Agaroz jelin ve elektroforez tampon soliisyonunun hazirlanmasi: %1° lik Agaroz jel
hazirlanmasi; 100 ml 1XTAE buffer soliisyonu, 1 g agaroz (SigmaAldrich) tartilir ve
sollisyonda agaroz 1sitilarak eritilir. Agaroz TAE buffer icerisinde eritildikten sonra
soliisyon 45C sicakliga diisiinceye kadar sogutulur ve Sml Pronosafe ilave edilip hafifce
karigtirilarak Pronosafe’in sollisyonda homojen bir hal almasi saglanir. Pronosafe
homojen bir sekilde soliisyonda dagitildiktan sonra tanka dokiilerek jelin donmasi
beklenir.

Agaroz jel donduktan sonra i¢inde 1X TAE buffer bulunan elektroforez tanki igerisine
yerlestirilmistir. Daha sonra tarak jelden dikkatlice ¢ikarilmis ve olusan ¢ukurlara 2 pL

loading dye ve 8 uL PCR iiriinii karistmi bir mikropipet yardimiyla karistirilarak
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cukurlara yiiklenilmistir. PCR f{iriinleri 80 volt elektrik verilerek yaklagik 1 saat
yiriitiilmiistiir. Olusan bantlarin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla 100bp’lik
molekiiler isaretleyici (BioLabs 100bp DNA Ladder N3231S) kullanilmustir.

Agaroz jelin goriintiilenmesi: Pronosafe ile hazirlanan jel {izerindeki bantlarin
transiluminatorde UV 1sik altinda olusturduklari  yansimalar incelenmis ve

fotograflanmistir.

3.2.8. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Izolatlarimin Viriilenslik Diizeylerinin

Belirlenmesi

Farkli bolgelerden izole edilen ve kesin tiir tanilamas1 yapilmis Psp izolatlarin
virtilenslik testi duyarli Gina gesiti meyveleri lizerinde Harper ve ark. (1987) tarafindan
bildirilen yontemlere gore yapilmistir. King B besiyerinde gelismis olan 2 giinliik
bakteri kiiltiirlerindeki tek koloniden alman Psp kiiltiirii 108 cfu/mL konsantrasyonunda
ayarlandiktan sonra (ODs20: 0.12) gen¢ meyvelerin iizerine 0.5 cm. araliklarla steril
kiirdan ile agilan yaralara pipet ile damlatilarak (40 puL) inokule edilmistir. Meyveler
seffaf plastikten yapilmis nem c¢emberlerine yerlestirilerek 25 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inokulasyondan 2-4 giin siire ile her bir izolatin gen¢ meyvelerde
olusturmus oldugu 1slaklik seklinde ortaya ¢ikan belirtileri ¢ap1 dl¢iilmiis ve ortalamalari
alinmigtir (Sekil 3.6). Elde edilen degerler birbiri ile karsilagtirilarak viriilensligi en
yiiksek Psp izolati belirlenmis olup, bu izolat in vitro ve in vivo etkinlik ¢alismalarinda

referans izolat olarak kullanilmistir.

Sekil 3.6. Farkl1 bolgelerden izole edilen ve kesin tiir tanilamas1 yapilmis Psp izolatlarin
duyarli Gina gesiti fasulye meyveleri iizerinde viriilenslik testi
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3.2.9. Aday EB izolatlarin Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ya Karsi in vitro

Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Viriilenslik testlerinde en viriilent olarak belirlenen Psp izolatina kars1 endofit
izolatlarm in vitro antagonistik etkinligi, ikili kiltir testleri ile belirlenmistir (Jetiyanon
ve Kloepper, 2002). Petrilerde gelismis saf 2 giinliik EB izolat kiiltiirlerinden steril kiirdan
yardimiyla alinmis bakteri kiitlesi, TSA besiyeri iizerine birbirine esit uzaklikta 4 farkl
noktaya nokta seklinde ekilmis; 24 saat siire ile 26 °C de inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda EB izolatlarin gelistigi petrilere 108 cfu/mL konsantrasyonunda Psp
stispansiyonu (ODe2o: 0.12) piiskiirtiilmiis (Sekil 3.6) ve 48 saat siire ile 26 °C de tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda EB kolonisinin etrafindaki olusan seffaf
engelleme zonun ¢ap1 ile EB kolonisinin ¢ap1 6lgiiliip, degerlerin birbirine oranlanmasi
ile antagonisitk engelleme indeks (Ant-indeks) degerleri belirlenmistir (EI-Sayed ve ark.,
2014). Her izolat 3 tekerriirlii olarak sekilde, bir petriye 4 farkli noktaya ekilmis ve

Olgtimler sonucu o izolata ait indeks degerleri hesaplanmustir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Ikili kiiltiir testinde TSA iizerinde gelisen aday EB izolat1 (*) iizerine Psp
stispansiyonunun puskiirtiillmesi (A) ve (B) EB izolati tarafindan olusturulan engelleme
zonu (ok)

3.2.10.EB izolatlarmm Antagonistik ve Bitki Gelisimini Tesvik Etmede

Kullandiklar1 Mekanizmalarinin in vitro Kosullarda Belirlenmesi

Psp’ye karsi engelleme etkisi gosteren antagonist EB izolatlarin antagonistik ve

bitki gelisimini diizenlemede rol oynayan (Plant Growth Promoting—PGP) mekanizmalari
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(siderofor tiretimi, proteaz enzim aktivitesi, amonyak tiretim oranlari, fosforu indirgeme
potansiyelleri ve Indol Asetik Asit (IAA) tliretim oranlar1) kullanip kullanmadiklari in

vitro kosullarda belirlenmistir.

3.2.10.1. EB izolatlarinin Siderofor Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi

EB izolatlarinin, hem bitki gelisimi, hem de biyokontrol aktivitesi i¢in énemli bir
belirleyici olan siderofor liretimi Blue CAS agar ortaminda belirlenmistir (Schwyn ve
Neilands, 1987). Blue-CAS Agar ortami petrilerde hazirlanarak her bir petri 4 bolmeye
ayrilmis ve her petriye bir EB izolatlar1 4 tekerriirlii olarak nokta seklinde ekilmis ve 28
°C de inkubasyona birakilmigtir. EB izolatlarinin Blue-CAS Agar ortaminda iiretmis
oldugu siderofor zonlarinin (Sekil 3.8) dlgimleri inokulasyondan 2 giin sonra yapilmastir.
Her bir EB izolat1 igin siderofor iiretme indeksi (S-indeks), ortaya ¢ikan seffaf engelleme
cap1 (z¢) ile bakteri koloni ¢apinin (k¢) dlgiilmesi (mm) ve birbirine oranlanmasi (S-
indeks: zg/kg) ile belirlenmistir (El-Sayed ve ark., 2014). Her izolat 3 tekerriirlii olarak
sekilde, bir petriye 4 farkli noktaya ekilmis ve Ol¢iimler sonucu o izolata ait indeks

degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. EB izolatlarinin Blue-CAS Agar besi ortaminda siderofor olugturma
potansiyellerinin belirlenmesi. Siderofor indeks degeri zon ¢apinin (Zg) bakteri koloni
capina (k¢) oranlanmasiyla hesaplanmastir.
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3.2.10.2. EB izolatlarimin Proteaz Enzim Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi

EB izolatlarinin proteaz enzimi iiretme potansiyelleri %2 oraninda Skim Milk
iceren Laura Bertani Agar (SMLBA) ortami iizerinde belirlenmistir (Perneel ve ark.,
2007). Bu amagla izolatlar steril kiirdan ile SMLBA besi yeri tizerine inokule edilerek
26°C sicaklikta 48 saat siire gelistirilmigtir (Sekil 3.9). Her bir endofit izolat igin
proteolitik aktivite indeksi (Pro-indeks), ortaya ¢ikan seffaf engelleme capi (zg) ile
bakteri koloni ¢apinin (k¢) 6l¢iilmesi (mm) ve birbirine oranlanmasi (Pro-indeks: z¢/k¢)
ile belirlenmistir (El-Sayed ve ark., 2014). Her izolat 3 tekerriirlii olarak sekilde, bir
petriye 4 farkli noktaya ekilmis ve Olglimler sonucu o izolata ait indeks degerleri

hesaplanmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. EB izolatin SMLBA iizerinde proteaz iiretme potansiyellerinin belirlenmesi.
Proteaz indeks degeri zon ¢apinin (Z¢) bakteri koloni ¢apina (k¢) oranlanmasiyla
hesaplanmustir.

3.2.10.3. EB izolatlarmin Amonyak (NHs) Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin amonyak (NH3) olusturma potansiyelleri Nessler’s
Reagent ¢ozeltisi ile belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 1992). Test edilecek olan
bakteri izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiirtinden steril kiirdan ile alinan bakteri inokulumu,
icerisinde steril 10 ml peptonlu su (Pepton Water, Merck, Darmstad, Germany) igeren
cam tiiplere inokiile edilmistir. Bakteri ile bulastirilmis tiipler 30 °C'de 120 rpm’e ayarh
inkiibatorli orbital galkalayicida 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. S1vi besi yerinde

gelisen bakteriler tizerlerine 500 uL Nessler’s Reagent ¢ozeltisi ilave edilmistir. Besi yeri
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icerisinde bakterilerce olusturulan amonyak {iretimi tliplerdeki besi yeri renginin agik
saridan kahverengi-koyu sar1 renge doniismesiyle belirginlesmistir (Sekil 3.10).
Hazirlanan stok besiyerine belirli oranlarda (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 ppm)
ilave edilen NHz ile standart egri olusturulmus ve endofit izolatlarin tiretmis oldugu NH3
miktar1 530 nm dalga boyunda spektrofotometre ile okutulduktan sonra (NH4)2SO4
bilinen degerlerin (mg/ml) standart egriler ile karsilastirilarak hesaplanmistir. Her bir

izolat i¢in 3 farkli tiipde olusan degerler kaydedilmistir.

|
Eaed

Sekil 3.10. EB izolatlar1 tarafindan farkli miktarlarda tiretilen amonyak miktarina bagli
olarak ortaya ¢ikan renk degisimi

3.2.10.4. EB izolatlarimn Indol-3-Asetik Asit (IAA) Uretim Potansiyellerinin

Belirlenmesi

EB izolatlarinin IAA iiretme aktivitesi %0.5 L-tryptophan (500 mg/mL) igeren
Luria-Bertani (LB) broth ortaminda gelisen siispansiyona Salkowski ¢ozeltisi eklenmek
suretiyle belirlenmistir (Glickman ve Dessaux, 1995). Igerisinde steril 5 ml L-tryptophan
iceren LB broth besi yeri bulunan cam tiiplere 2 giinliik taze kiiltiirlerinden hazirlanan 108
cfu/mL konsantrasyondaki bakteri siispansiyondan 500 pL konulduktan sonra, tiipler
30°C'de 200 rpm’e ayarli inkiibatorlii orbital calkalayicida 2 giin inkiibasyona
birakilmistir. S1vi besiyerinde gelisen tiiplerden alinan 2 ml bakteri siispansiyonlar1 steril
eppendorf tiiplere konulmus ve +4 °C’de 5000 rpm’de 30 dak. santrifiij edilerek kati
partikiiller ¢oktlirilmiistiir. Bu tiiplerin tist kismindan alinan 1 ml siipernatant daha sonra
temiz cam tiiplerinde bulunan 4 ml Salkowski ¢ozeltisi (hazirlanisi: 150 ml %98’lik

H2SO4 + 250 ml distile H20 + 7.5 ml 0.5 M FeCls-6H20) tizerine eklenmis ve 30 °C’de
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karanlik ortamda 25 dakika inkiibasyona birakilmistir. Salkowski Ayiracinin yardimi ile
acik saridan kirmizi-pembe renge doniisen soliisyonlarda bakteriler tarafindan iiretilen
IAA degerleri 535 nm dalga boyuna ayarli UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer,
Lamda 25, USA) kullanilarak belirlenmistir (Patten ve Glick, 2002). Elde edilen
absorbans degerleri saf IAA (Merck, Darmstadt, Germany) ile hazirlanmis olan standart
IAA spektrofotometre degerleri (Sekil 3.11) ile karsilastirilarak endofit izolatlarinin
tretmis olduklar1 gercek IAA miktarlart (ppm=pg/mL) diizeyinde) kantitatif olarak
belirlenmistir. Her izolat i¢in 3 farkli tiipde gelisen miktar kaydedilmistir.

Sekil 3.11. EB izolatlari tarafindan tiretilen IAA degerlerini belirlenmesinde baz alinan
standart egrinin hesaplanmasinda kullanilan konsantrasyonlarin (25ppm, 50ppm,
100ppm, 150ppm, 200ppm, 250ppm, 300ppm, 400ppm ve 500ppm) (A) ve farkli EB
izolatlar tarafindan farkli konsantrasyonda olusturulan IAA’in eliza plakasinda
goruntusu
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3.2.10.5. EB izolatlarin Inorganik Fosforu (P) C6zme Potansiyellerinin Belirlenmesi

EB izolatlarinin inorganik fosforu ¢ozme potansiyelleri, in-vitro kosullarda
0.5%tri-calcium phosphate Ca3(POs4)2 igeren Pikovskaya Agar (PVK) besi ortami
kullanilarak belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012). Fosforu ¢6zme potansiyeli arastirilan
endofit bakterilerin 48 saatlik taze kiiltiirleri NA besiyerlerinde gelistirilmis ve steril
kiirdan yardimi ile alinan inokulum, PVK Agar besi ortam1 lizerine nokta ekim ile inokule
edilmis ve petriler 30°C’de inkubasyona birakilmistir. inokulasyondan 5-7 giin sonra
inokulasyon noktasinin etrafinda olusan belirgin seffaf zon, aday endofit izolatin fosforu
¢bzme potansiyeli agisindan pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil 3.12).

Her bir aday EB izolat i¢in fosforu ¢ozme indeksi (F-indeks), ortaya ¢ikan seffaf
engelleme ¢ap1 (z¢) ile bakteri koloni ¢apinin (k¢) Olciilmesi (mm) ve birbirine
oranlanmasi (F-indeks: zg¢/k¢) ile belirlenmistir (EI-Sayed ve ark. 2014). Her izolat 3
tekerriirlii olarak sekilde, bir petriye 4 farkli noktaya ekilmis ve dlgiimler sonucu o izolata

ait indeks degerleri hesaplanmigtir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri lizerinde EB izolatin fosforu ¢6zerek
koloni etraflarinda olusturduklari seffaf zon (Z¢). Fosforu ¢6zme indeks degeri zon
capinin (Z¢) bakteri koloni ¢apina (k¢) oranlanmasiyla hesaplanmastir.
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3.2.11. EB izolatlarinin in vivo Kosullarda Hastalik Cikisina ve Bitki Gelisimine
Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Psp’ya kars1 in vitro antagonistik etkinligi ve biyokontrol mekanizmalari belirlenen
aday antagonist EB izolatlarinin hastalik ¢ikisini engelleme potansiyelleri ile bitki
gelisimine etkilerinin arastirildigi in vivo denemelerde, Gina gesidi fasulye (Phaseolus
vulgaris L) meyve ve tohumlar1 kullanilmistir. Gerek is yiikii gerekse analizlerin
duyarliligi agisindan EB izolatlar1 arasinda in vitro antagonistik ve PGP etkinlik
caligmalarinda en yiiksek etkinlik gosteren farkl: tiirlere ait izolatlardan se¢imi yapilan

EB izolatlar in vivo denemelere dahil edilmistir.

3.2.11.1. Koparilmis Meyve Testlemeleri ile EB izolatlarimin Hastahk Cikisi

Engelleme Potansiyelerinin Belirlenmesi (Yar1 in vivo)

Endofit bakterilerin yar1 in vivo kosullarda hastalik ¢ikisin1 engellemedeki
etkinlikleri, daha 6nceki ¢alismalarda hastaliga karsi duyarli olarak bildirilmis (Soylu ve
ark., 2007). Yar1 in vivo denemelerine baslamadan 6nce Gina gesidi meyve temini igin
yerel tireticilerden destek alinmis ve meyveler (Mayis ayi igerisinde) dogrudan iireticiden
saglanilmistir. Bu dogrultuda koparilmis fasulye meyveleri kullanilarak EB izolatlarinin
Psp tizerindeki etkinligi iki farkli sekilde degerlendirilmistir.

(i) Once EB izolatlarmin inokulasyonu, ardindan Psp etmeninin meyveye
bulastirilmas1 (endofitlerin koruyucu ve dayaniklilik mekanizmalarinin uyarilmasi
seklindeki etkisi)

(ii) Once Psp etmeninin meyveye bulastirilmasi ve ardindan EB izolatlarinin
meyveye inokulasyonu (endofitlerin hastalik gelisimini tedavi edici etkisi)

Karsilastirma kontrol uygulamalar1 olarak; meyveler iizerinde steril kiirdanlar ile
aseptik olarak agilan deliklere (i) sadece EB izolatlarinin inokule edilmesi ve (ii) steril
distile su inokule edilmesi “negatif kontrol”; agilan deliklere (iii) sadece Psp etmeninin
inokulasyonu ile “pozitif kontrol” olarak degerlendirilmistir.

Meyve inokulasyonunda, NA ve KB besiyerlerinde gelismis 48 saatlik endofit ve
Psp izolatlarin 50 mM MgCl, (pH:7.2) tampon ¢dzeltisi icerisinde 108 cfu/mL

konsantrasyonunda hazirlanan siispansiyonlar (ODgoo: 0.1) kullanilmistir. Geng fasulye
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meyveleri denemelere baglamadan 1 giin 6nce laboratuvara getirilmistir. Geng meyveler
inokulasyondan 6nce %70 etil alkol ile ylizey dezenfeksiyonu yapilmis, iizerlerinde 1’er
cm araliklarla steril kiirdan ile yaralar agilmis ve yaralarin igerisine pipet ile bakteri
stispansiyonlar1 (=50 pL) inokule edilmistir. Her bir meyveye 5 delik a¢ilmis ve her bir
endofit izolat i¢in 2 adet meyve kullanilmistir.

Meyveler seffaf polietilen salelere yerlestirilmis ve etraflart polietilen torba ile
sartlarak yiiksek nem ortami olusturulmus, 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inokulasyondan 2-7 giin siire boyunca her bir EB/Psp izolatin uygulandig1 inokulasyon
noktalarinda 1slaklik veya kahverengilesme seklinde ortaya ¢ikan
hastalik/dayaniklilik/engelleme reaksiyonlarmin ¢aplart Ol¢lilmiis ve ortalamalari
alinmistir. Elde edilen degerler negatif kontrol ile karsilagtirilarak PSp izolatina karsi

etkinlikleri hesaplanmistir.

3.2.11.2. EB 1izolatlarmmn Fasulye Yapraklar Uzerinde Hastahk Cikisim

Engelleme Potansiyellerinin Belirlenmesi (in vivo Saks1 Denemeleri)

Saks1 denemeleri Bozkurt (2009) tarafindan belirlenen yontem modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda Gina c¢esiti fasulye tohumlar1 kullanilarak EB
izolatlarinin Psp tizerindeki etkinligi dort farkli sekilde degerlendirilmistir.

(i) EB izolatlar1 ile kaplanmig tohumlardan gelisen bitkilerin yapraklarina Psp
etmeninin piilverize edilmesi (endofitlerin “koruyucu” ve/veya “dayanikliligt uyarict”
etkisi)

(if) EB izolatlarinin tohuma kaplanmasi, ardindan gelisen bitkilerin yapraklarina
once Psp etmeninin piilverize edilerek bulastirilmasi ardindan tekrar EB izolatlarinin
piilverize edilmesi (endofitlerin hastalik ¢ikisini 6nlemede “koruyucu” ve/veya
“dayanikliligt uyarict” etkisinin yani sira “tedavi edici” etkisi)

Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis, hastaliklardan ari fasulye tohumlar1 EB izolatlari
ile kaplama yapilmaksizin steril torf-toprak karisimi iceren saksilara ekildikten sonra
buradan gelisen 3-4 haftalik bitkilerin 2-3 gergek yaprakli donemde yapraklarina;

(iii) Once Psp etmeninin piilverize edilmesi, ardindan EB izolatinin piilverize
edilmesi (EB izolatlarinin hastalik gelisimini dnlemede “tedavi edici” etkisi)

(iv) Yapraklara once EB izolatinin piilverize edilmesi, ardindan Psp etmeninin
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piilverize edilmesi (EB izolatlarinin “koruyucu” ve/veya “dayanikliligt uyaricr” etkisi)
seklinde 4 farkli uygulama yapilmstir.

Hastaliklardan ari fasulye tohumlarindan ¢ikan bitkilerin yapraklarina (i) sadece EB
izolatlarinin piilverize edilmesi ile (ii) steril distile su inokule edilmesi “negatif kontrol”;
(ili) sadece Psp etmeninin pilverize edilmesi ise “pozitif kontrol” olarak

degerlendirilmistir.

Siispansiyonlarin Hazirlanist; Gerek tohum gerekse yapraklarinda, NA ve KB
besiyerlerinde gelismis 48 saatlik EB ve Psp izolatlarinin 50 mM MgCl; (pH:7.2) tampon
¢ozeltisi icerisinde 108 cfu/mL konsantrasyonunda hazirlanan siispansiyonlar (ODgoo:
0.1) kullanilmistir.

Tohum kaplama isleminde hazirlanan bakteri siispansiyonlart 5ml %0.05’lik
Carboxy Methyl Cellulose (CMC) ile siispanse edilmesi ve bu siispansiyon igerisine
fasulye tohumlarina aktarilip (5 gr tohum /5 mL CMC) 120 rpm’de 30 dk. ¢alkalanarak
tohumlarin bakteri ile kaplanmasi seklinde gergeklestirilmistir (Callan ve ark., 1997).

Patojen inokulasyonu, 2-3 ger¢cek yaprakli donemde yapilmistir. Patojen
inokulasyonundan sonra (108cfu/mL) bitkiler %60-70 oransal nem ve 27+2°C’de
gelismeye birakilmistir. Pozitif Kontrol uygulamasinda higbir muamele gérmemis
tohumlardan elde edilen bitkilere sadece patojen piilverize edilmistir. Her uygulama 2
saksida gerceklestirilmis ve her saksiya 5 tohum ekilmistir. Olusan hastalik belirtileri
patojen inokulasyonundan 21 giin sonra 0-9 skalasina gore degerlendirilerek belirti
cikisinda antagonist bakterilerin etkisi pozitif kontrol ve ilagh kontrolle karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Saks1 denemesi iki kez yinelenmistir.

Skala degerleri

0= belirti yok (etkili)

1-3= teksel lekeler, maks. %2 enfeksiyon alani (orta diizeyde etkili)

4-6= teksel ve birlesik lekeler, maks. %10 enfeksiyon alan1 (diisiik diizeyde etkili)

7-9= %20 ve lizeri enfeksiyon alan1 ve birlesik lekeler (etkisiz)
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3.2.11.3. EB izolatlarinin Bitki Gelisimine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

EB izolatlarinin tohumlarin ¢imlenmesi, bitki ¢ikisi ve gelisimi tizerine etkisinin
arastirildig1r denemelerde, saglikli fasulye tohumlar1 (cv. Gina) inokulasyon dncesinden
%1°1ik sodyum hipoklorit igerisinde 5 dakika bekletilmek suretiyle yiizey sterilizasyonu
yapilmis ve tohumlar 3 kez steril su ile yikanmis ve kurutma kagitlar1 {izerinde iyice
kurutulmustur.

Bitki gelisimine etkisi arastirilan olan EB izolatlarin 48 saatlik taze kiiltiiriinden,
%0.05’1ik yapstirict bilesik Carboxymethyl Cellulose (CMC) iceren 50 mM MgCl;
tampon soliisyonunda igerisinde 102 hiicre/ml yogunlugunda siispansiyonlar1 ayarlanmis,
daha sonra ylizey sterilizasyonu yapilmis ve kurutulmus olan fasulye tohumlar
hazirlanan bakteri siispansiyonu igerisinde yaklasik 2 saat 150 rpm’de calkalanmistir.
Calkalamanin ardindan, bakterizasyonu yapilan kapli tohumlar steril kabin igerisinde bir
giin bekletilerek kurumasi saglanmistir. Her bir izolat i¢in 10 bitki kullanilmis ve her
deneme 2 tekerriirlii gergeklestirilmistir.

Kaplanan tohumlar steril torf bulunan viyollere ekilmistir. Bitkiler 28°C’de %70
bagil nem ve 16:8 saat fotoperiyoda sahip iklim odalarina yerlestirilmistir. Cimlenme
gerceklestikten sonra bitkiler giinliik olarak kontrol edilmis, uygulama yapilmig tohumlar
cimlenme ve bitki gelisimi acisindan incelenmistir. Bitkilerin gelismeleri gézlemlenmis
ve 28 giin sonunda genel degerlendirme yapilmistir.

Bakteri izolatlariin bitki gelisimi lizerine olan etkinliklerinin degerlendirilmesinde
toplam bitki boyu, kok uzunlugu, gévde uzunlugu ve yas bitki agirlig: 6l¢iimleri yapilmak
sureti ile gergeklestirilmistir. Denemelerde, igerisinde %0.05’lik Carboxymethyl
Cellulose (CMC) igeren 50 mM MgCl; soliisyon uygulamasi yapilan tohumlardan gelisen
fideler “negatif kontrol” olarak kullanilmistir. EB izolatlar1 ile muamele edilen fidelerin
gelisimi negatif kontrol fideleri ile kiyaslamak suretiyle uygulamalarin etkinligi

belirlenmistir.
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3.2.12. Deneme Deseni ve Istatistiki Analizler

Tim in vitro ve in vivo denemeler “tesadiif parselleri deneme deseni”ne gore
kurulmustur. Endofit bakteri izolatlarin Psp gelisimini engellene oranlari ile antagonist
ve bitki gelisimini tegvik eden mekanizmalardaki etkinlik degerleri her izolat i¢in 3 farkl
petride yapilmig, deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Elde edilen degerler (indeks,
ppm, yarigap gibi Ol¢iim degerleri), %oranlar1 hesaplanmadan SPSS istatistik programi
(SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlit ANOVA ile varyans analizine tabi tutulmus,
izolatlar arasindaki istatistiksel farklilik Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile tespit
edilmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sorvey Calismalari

Calismanin amacina yonelik olarak gerek hastalik etmeninin izolasyonu, gerekse
EB izolatlarin elde edilmesi amaciyla Ankara, Eskisehir, Burdur, Konya ve Nigde
illerinde fasulye iiretiminin yogun olarak yapildigi tiim ilgelerinde 2015 ve 2016
yetistirme sezonlarinda Sorveyler yapilmistir. Soérveylerde hastalik belirtileri goriilen
tarlalardan gerek hastalikli bitki gerekse bu bitkilere komsu saglikli bitkilerin bulundugu
tarlalardan saglikli ve hastalikli fasulye ornekleri alinmistir (Sekil 3.1). Gezilen iller,
tiretim bilgileri ve toplanan 6rnekler ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Sorveylerde hastalifin yaygin oldugu iiretim alanlarindaki sulama ve bakim
islemlerinin de hastalifin yayilmasinda biiyiikk etki gosterdigi tespit edilmistir. 2016
yilinda ziyaret edilen alanlarin biiyiik bir ¢ogunlugunun yagmurlama sulama sistemi ile
(Sekil 4.1) sulanmasi nedeniyle hastaligin ¢cok genis alanlarda ve siddetli bir sekilde
yaylldig1 tespit edilmistir. Uretici, Tarim Il ve Ilge Miidiirliikleri ile yerinde yapilan
goriismeler de yagmurlama sulamanin hastalik ¢ikisi ve yayilist {izerine olan
olumsuzluklar bildirilmis olup, buna mukabil olarak bu bolgelerdeki iireticilerin bir
kisminin yagmurlama sulama sistemini birakarak damla sulama sistemine gectigini,
degisiklik sonucunda 2016 yetistirme sezonunda ayni bolgelere yapilan Sorveylerde bu
iretim alanlarinda goriilen hastalik siddetinin diistiigii, hastalik etmeninin tiretim alaninda
oldukgea diisiik seviyede (kii¢iik bitki 6bekgikleri seklinde) ortaya ¢iktigi tespit edilmistir.

Orneklemeler esnasinda, iireticilerin hastaligin varligmi ve kaynagini bilmemesi
sonucu hastalikla yapilmas1 gereken miicadeleyi yapmadig1 veya ge¢ kalarak hastaligin
cok ileri donemlerinde (meyve enfeksiyonu) farkina vardigi gozlenmistir. Sérvey yapilan
bolgelerde ciftgilerin genelde ¢ikis sonrast kok ciiriikliigii hastaliklarina karst 1 kez
fungusit uygulmasini yaptiktan sonra genelde zararlilara yonelik insektisit uygulamalari
yaptiklari, genelde kuru tiiketime yonelik olmalar1 nedeniyle 6zellikle Nigde ve Konya
illerinde meyveler hastalik belirtileri yoniinden incelenmediginden hastaligin kolayca
bitki lizerinde ¢ogaldig1 ve tohuma kadar bulastigi, gézlenmistir.

Hastaligin yogun oldugu Nigde ve Konya illerinde, ¢ift¢ilerin hasat yaptiktan sonra

kendi tarlalarindan ayirdigi tohumluklari bir sonraki yil kullandiklar1 gbzlenmistir. Bu
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nedenden dolay1 bolgelerde enfekteli bulasik tohumlarin ekiminin yanisira, yagmurlama
sulamaninda tercih edilmesi hastaligin bu illerde yaygmn olmasinin en dnemli sebebi
olarak diisiiniilmektedir. Bu konuda gerek iireticiler yerinde bilgilendirilerek gerekse de
Tarim il ve ilce Miidiirliiklerinde calisan teknik personel egitilerek konunun &neminin
farkedilmesi ve iiretim esnasinda zamaninda hastalik kontrollerinin yapilmasi ile dogru

zamanda miicadelenin yapilmasi konusunda biiyiik ilerlerleme saglanmistir.

Sekil 4.1. Hastalik etmeni Psp ve EB izolasyonu i¢in 6rneklemelerin yapildig:
yagmurlama sistemi (ok) ile sulanan fasulye tarlasinin genel durumu.

Ornekleme esnasinda en gok &rnek alman il gerek hastalik belirtilerinin en yogun
goriildiigli, gerekse de hastalikli ve saglikli bitkilerin daha ¢ok i¢ ice olmasi nedeni ile
Nigde olmustur. Nigde ilini Konya ve Eskisehir illeri takip etmistir. Alinan 6rneklerin
%331 Nigde ilinden, %25°1 ise Konya ilinden toplanmistir. Toplanan 6rnekler arasinda
endofit bakteriyel popiilasyonlarin en zengini ise Konya ve Eskisehir illerinden alinan
ornekler olmustur. Konya ve Eskisehir illerinden toplanan 6rneklerden izole edilen
endofit 6zellikteki bakterilerin sayis1 tiim izolat sayisinin yarisina esittir. Endofit bakteri
popiilasyonu olarak en fakir il ise alinan 5 6rnekten toplamda 15 endofi bakteri izole

edilmesi ile Ankara ili olmustur.
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Ornekleme yapilan toplam 110 farkli alandan hastalikli ve saglikli bitkiler
toplanirken hastalikl bitkilerin hemen yanindaki saglikli bitkileri ve hastalikli bitkilerin
yogun olarak bulundugu iiretim alanlarina komsu olan saglkli bitkilerin bulundugu
tiretim alanlarina 6ncelik verilmistir. Bu sayede hastalik etmeninin yogun bir sekilde
goriildiigii alanlarda saglikli olan veya hastalik belirtilerini gostermeyen bitkilerde uyarici

etki gosteren antagonist bakterilerin elde edilme sansi artirilmistir.

4.2. Aday EB Izolatlarin izolasyonu

Laboratuvara getirilen saglikli, hastalik belirtisi gdstermeyen fasulye bitkilerinin
kok-kok bogazi-govde, yaprak ve meyve gibi farkli aksamlarindan toplamda 343 farkli
aday EB izolat1 elde edilmistir. Bu bakterilerin izole edildigi bitkinin alindig1 yer ve bitki
aksamina gore, elde edilen toplam izolat sayilara iliskin veriler, Cizelge 4.1’de;

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Aday EB izolayonu i¢in alinan 6rnek sayisi, EB’nin izole edildigi bitkinin
alindig1 yer ve izole edildigi bitki aksamina gore elde edilen toplam EB izolat sayis1

. N Kok,
Ornek éllnan Ornek Kokbogazi Meyve Yaprak Toplam
Sehir Sayisi .
ve Govde
Nigde 37 34 63 10 107
Konya 28 21 36 17 74
Eskisehir 22 29 46 21 96
Burdur 18 11 31 9 51
Ankara 5 6 5 4 15
TOPLAM 110 101 181 61 343

Calismalar sonucunda elde edilen tiim izolatlar kodlanmus, bitkilerin alindig1 tiretim

alanlar1 ve EB izolatlarinin elde edildigi bitki aksam1 da kayit altina alinmistir.
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4.3. Fasulye Hale Yamkhgr Etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’nin

zolasyonu

Ankara, Eskisehir, Burdur, Konya ve Nigde illerinde iiretim alanindan toplanan
hastalik belirtisi gosteren bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda, King’s B besi
ortami iizerinde floresan 1si1ldama yapan koloniler saflastirilmis ve bu koloniler ile

calismalara devam edilmistir. (Sekil 4.2).

N

Sekil 4.2. King B besi ortaminda Psp’ya ait fluoresan parlama gosteren bakteri
kolonileri (ok)

4.4. Aday EB izolatlarimin Secimine Yénelik On Testler

+37 °C de Gelisme Gisterme Testi: 1zole edilen EB izolatlarin +37 °C de inkube
edilmis ve 343 EB izolatindan 52 tanesi +37 °C’de gelisme gostermis, 291 tanesi ise
gelisme gostermemistir. Bu sebeple pozitif sonu¢ veren 52 izolat calismalardan

cikartilarak geriye kalan 291 izolatla ileti testlere devam edilmistir.

Tiitiin Bitkisinde Asirt Duyarlilik (Hipersensitif Reaksiyon) Testi: +37 °C’de gelisme
gostermemis olan 291 EB izolatlan ile viriilent bitki patojeni bakteri izolati (Psp59
izolati) tiitiin bitkisinin yapraginda asir1 duyarlilik testine tabi tutulmus, bitki yapragina
enjekte edilmesinden 24 saat sonra, pozitif kontrol hari¢ 291 endofit izolatin 87 tanesi

enjekte edilen alanlarda tipik HR belirtisi olusturmustur (Sekil 4.3).
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By N
Sekil 4.3. EB izolatlarinm tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testi. (A), inokulasyon
noktalarinda (*) HR negatif reaksiyon gosteren EB izolatlari. (B), HR pozitif reaksiyon

gosteren bitki patojeni ve EB izolatlari ile inokulasyonu sonucu meydana gelen nekrotik
belirtiler (ok)

Patates Pektolitik (Yumusak Ciiriikliitk) Aktivite Testi: +37 °C’de gelisme gostermemis

olan 291 EB izolatlar1 ile viriilent bitki patojeni bakteri izolati (Pectobacterium

carotovorum subsp. carotovorum) patates dilimleri iizerine inokule edilmesi ve inokule

edilen patates dilimlerinin 27 °C sicaklikta 24-48 saat inkubasyona birakilmasi sonrasi

patates dilimlerinde inokulasyon noktasinda yumusama ve yumusak bir ciiriiklik

yoniinden incelenmistir. Test edilen 291 EB izolat arasinda 50 izolat patates dilimlerinde

yumusak ¢iirtikliik olusturmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Patates dilimlerinde pektolitik aktivite (yumusak ¢iiriikliik) testi. (A)
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tarafindan olusturulan yumusak
cuiriikliik belirtisi (ok). Diisiik pektolitik aktivite gosteren (B) veya pektolitik aktivite
gosteremeyen (C) EB izolatlar1 (*)

Fasulye Meyvelerinde Patojenite Testi: +37 °C’de gelisme gostermemis olan 291 EB
izolatlar ile viriilent bitki patojeni bakteri izolat1 (Psp12 izolat1) fasulye meyvesi (cv
Gina) lizerinde patojenite testine tabi turulmustur. Test edilen 291 endofit bakteri izolat
arasindan 23 endofit izolatin inokule edildikleri fasulye meyveleri {izeride
inokulasyondan 24-48 saat sonra tipik 1slaklik belirtisine neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.4). Bu izolatlar daha farkli ¢alismalarda kullanilmak {izere ¢alismalardan
cikartilmigtir.

4.4.1. Aday EB izolatlarin Tanilanmasi

Aday EB izolatlarin belirlenmesi ¢alismalarindan Sorveyler sonucunda elde edilen
343 aday izolattan, insan (+37 °C gelismeyen) ve bitki patojeni (tiitin HR, patates
pektolitik aktivite ve fasulye meyvelerinde patojenite testlerinde negatif sonug veren)
olmayan 131 adet aday EB izolati, izole edildikleri konukgu, bitki kismi, morfolojik ve
bazi biyokimyasal o6zelliklerine gore [koloni rengi, King B besi ortaminda
fluoresan/nonfluoresan  &zelligi, koloni gelisimi (normal/mukoid), gram (+/-)
yonlerinden] degerlendirilmistir.

Izole edilen 131 adet endofit bakteri izolat1 in vitro ve in vivo testler ncesi MALDI-
TOF MS ile tanilanmis olup, bu izolatlardan 103 izolat MALDI-TOF analizleri sonucu

“titr veya cins diizeyinde giivenilir’ olarak tanilanmistir (Sekil 4.5).
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izolat sayisi
2 2

2
2 2

b

= Bacillus spp. = Pseudomonas spp. = Arthrobacter spp.

= Microbacterium spp. = Rhizobium spp. = Serratia spp.

= Stenotrophomonas spp. = Acinetobacter spp. = Ochrobactrum spp.

= Enterobacter spp. = |elliottia spp. = Achromobacter spp.
= Alcaligenes spp. = Erwinia spp. Exiguobacterium spp.
= Kocuria spp. = Lactobacillus spp. Paenibacillus spp.

= Rhodococcus spp.

Sekil 4.5. Farkl1 bolgelerden elde edilen ve MALDI-TOF ile tanilanmasi yapilmis
aday EB izolatlarin cins diizeyinde dagilimlar

Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimina bakildiginda, 20 izolat ile
Bacillus en fazla izole edilmis olan cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunu sirasiyla 14
izolat ile Pseudomonas, 9’ar izolat ile Arthrobacter ve Microbacterium, 8 izolat ile
Rhizobium, 6 izolat ile Serratia, 5 izolat ile Stenotrophomonas, 4’er izolat ile
Acinetobacter ve Ochrobactrum, 3’er izolat ile Enterobacter ve Lelliottia, 2’ser izolat ile
Achromobacter, Alcaligenes, Erwinia, Exiguobacterium, Kocuria, Lactobacillus,
Paenibacillus ve Rhodococcus, 1’er izolat ile de Agromyces, Aromatoleum,
Burkholderia, = Curtobacterium,  Micrococcus,  Myroides,  Sphingobacterium,
Staphylococcus ve Streptomyces cinsleri takip etmistir (Sekil 4.5).

Bitkilerin kok, govde, yaprak, ¢igek ve meyve gibi bir¢ok farkli organlari tizerinde
veya i¢inde yasayan Acinetobacter, Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,



Burkholderia, Chelatobacter, Chromobacterium, Chryseomonas, Comamonas,
Corynebacterium, Curtobacterium, Delftia, Derxia, Devosia, Erwinia, Exiguobacterium,
Enterobacter, Flavimonas, Flavobacterium, Flexibacter, Frankia, Halomonas,
Herbaspirillum, Kocuria, Lactobacillus, Lelliottia, Matsuebacter, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Moraxella, Nevskia, Nocardia,
Ochrobactrum,  Pantoea, Paenibacillus,  Pectobacterium,  Phenylbacterium,
Phyllobacterium, Photobacterium, Porphyrobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas,
Psychrobacter, Ralstonia, Renibacterium Rhizobacter, Rhizobium, Rhizomonas,
Rhodanobacter, Rhodococcus, Serratia, Shewanella, Sinorhizobium, Sphingobacterium,
Sphingomonas, Spirillum, Stenotrophomonas, Streptomyces, Thauera, Variovorax,
Vibrio, Xanthomonas, Xylella, Zoogloea, Zymobacter ve Zymomonas gibi farkli bakteri
cinslerine dahil bir ¢ok bakteri tiirlerinin predominant endofit/epifit tiirler oldugunu
bildirmistir (Kobayashi ve Palumbo 2000; Lodewyckx ve ark., 2002). izole edilip
tanilanmig olan bu tiirlere ait bakteri izolatlarin gerek izole edildikleri bitkilerde gerekse
farkli konukgularda bitki gelisimi, biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelleri ile etki
mekanizmalar1 farkli hastalik etmenine karsi arastirtlmistir (Sun ve ark, 2010; Romero ve
ark., 2014).

Elde edilen tan1 sonuglar1 degerlendirilerek MALDI-TOF indeks degeri 1.9’un
altinda olan izolatlar daha sonraki calsmalarda degerlendirilmek tizere ayrilmis, “tiir
diizeyinde teshisleri giivenilir” olarak belirlenen 56 izolat ¢alismalarda kullanilmak
tizere secilmistir (Cizelge 4.2).

Yiiksek indeks degerinde tanilamasi yapilan 56 endofit bakteri izolattan, 1 izolat
Ankara’dan, 6 izolat Burdur’dan, 15 izolat Eskisehir’den, 10 izolat Konya’dan, geri kalan
24 izolat ise Nigde ilinde yetisen saglikli bitkilerden elde edilmistir. Tanilamas1 yapilan
ve secilen 56 izolattan 32 tanesi gram pozitif, 24 tanesi ise gram negatif bakteri 6zellik
gostermistir. Farkli Pseudomonas tiirlerine ait 7 izolatin tamami floresans ozellik

gostermistir.
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Cizelge 4.2. Farkl1 illerden elde edilen aday EB izolatlarin MALDI-TOF tan1 sonuglari

izolat Adi izole . MALDI-TOF FL  Gram
Edildigi i1 indeksi (+-)  (+-)
Bacillus altitudinis A5.3 Ankara 2.2 - +
Achromobacter spanius B1.1 Burdur 2.1 - -
Stenotrophomonas sp B3.7 Burdur 2.1 - -
Stenotrophomonas sp B6.6 Burdur 2.2 - -
Enterobacter cloacae B9.1 Burdur 2.4 - -
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 Burdur 2.4 - +
Serratia plymuthica B13.1 Burdur 2.1 - -
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 Eskigehir 2.2 - -
Bacillus simplex E2.7 Eskisehir 2.3 - +
Lelliottia amnigena E6.1 Eskisehir 2.6 - -
Pseudomonas brenneri E6.5 Eskisehir 2.3 + -
Pseudomonas brenneri E9.6 Eskisehir 2.3 + -
Stenotrophomonas sp E13.1 Eskisehir 2.0 - -
Rhizobium radiobacter E13.5 Eskigehir 2.4 - -
Bacillus altitudinis E15.5 Eskisehir 2.2 - +
Arthrobacter gandavensis E16.1 Eskisehir 2.5 - +
Arthrobacter gandavensis E16.2 Eskisehir 2.2 - +
Acinetobacter johnsonii E17.2 Eskisehir 2.3 - -
Bacillus megaterium E19.7 Eskisehir 2.3 - +
Arthrobacter aurescens E20.1 Eskisehir 2.4 - +
Bacillus simplex E20.6 Eskisehir 2.1 - +
Rhizobium radiobacter E22.5 Eskisehir 2.4 - -
Bacillus licheniformis K1.1 Konya 2.3 - +
Bacillus simplex K8.2 Konya 2.2 - +
Pseudomonas extremorientalis K13.2 Konya 2.1 + -
Pseudomonas putida K15.1 Konya 1.9 + -
Microbacterium maritypicum K15.2 Konya 1.8 - +
Microbacterium hydrocarbonoxydans K18.1 Konya 2.2 - +
Stenotrophomonas sp K19.3 Konya 2.0 - -
Acinetobacter calcoaceticus K20.1 Konya 1.9 - -
Microbacterium phyllosphaerae K21.1 Konya 2.0 - +
Rhizobium radiobacter K25.1 Konya 2.3 - -
Bacillus licheniformis N1.1 Nigde 2.0 - +
Achromobacter spanius N1.2 Nigde 2.0 - -
Arthrobacter nicotinovorans N3.1 Nigde 22 - +
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Cizelge 4.2. (Devam) Farkli illerden elde edilen EB izolatlarin MALDI-TOF tani
sonuglari

izolat Ady izole ~ MALDI-TOF FL  Gram
Edildigi il indeksi (+-)  (+)
Microbacterium phyllosphaerae N3.2 Nigde 20 - +
Bacillus cereus N7.1 Nigde 23 - +
Arthrobacter ilicis N11.3 Nigde 2.0 - +
Arthrobacter oxydans N13.11 Nigde 21 - +
Rhizobium radiobacter N15.1 Nigde 23 - -
Pseudomonas brassicacearum N16.1 Nigde 21 + -
Exiguobacterium sp. N16.2 Nigde 21 - +
Bacillus cereus N17.1 Nigde 1.9 - +
Bacillus endophyticus N17.2 Nigde 2.0 - +
Arthrobacter gandavensis N19.1 Nigde 25 - +
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 Nigde 23 - +
Pseudomonas rhodesiae N24.3 Nigde 21 + -
Arthrobacter histidinolovorans N25.2 Nigde 2.9 - +
Arthrobacter woluwensis N26.1 Nigde 2.4 - +
Bacillus pumilus N26.2 Nigde 23 - +
Microbacterium maritypicum N28.3 Nigde 21 - +
Bacillus siralis N29.2 Nigde 2.0 - +
Micrococcus luteus N31.3 Nigde 2.4 - +
Serratia liquefaciens N34.1 Nigde 292 - -
Pseudomonas gessardii N35.1 Nigde 1.9 + -
Bacillus thuringiensis N36.1 Nigde 2.0 - +
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EB izolatlarinin cins diizeyinde dagilimlari

)

\
¢

= Bacillus spp. = Arthrobacter spp. = Pseudomonas spp.

= Microbacterium spp. = Rhizobium spp. = Stenotrophomonas spp.
= Acinetobacter spp. = Achromobacter spp. m Serratia spp.

» Enterobacter spp. m Exiguobacterium spp. u Lelliottia spp.

= Micrococcus spp.

Sekil 4.6. Farkli bolgelerden elde edilen ve MALDI-TOF ile tanilanmasi yapilmis
aday EB izolatlarin cins diizeyinde dagilimlar

Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimina bakildiginda, 15 izolat ile
Bacillus spp. en fazla izole edilmis cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunu sirasiyla 10
izolat ile Arthrobacter cinsi, 7 izolat ile Pseudomonas cinsi, 5 izolat ile Microbacterium
cinsi, 4 er izolat ile Rhizobium ve Stenotrophomonas cinsleri, 3 izolat ile Acinetobacter
cinsi, 2 ser izolat ile Achromobacter ve Serratia cinsleri, 1 er izolat ile Enterobacter,
Lelliottia, Micrococcus ve Exiguobacterium cinsleri takip etmislerdir (Sekil 4.6).



45. Fasulye Hale Yamkh@ Hastahgi Etmeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’nin Tanilanmasi

Endofit bakteri izolatlarinin in vitro ve in vivo kosullarda etkinligi arastirilan
Psp izolatinin belirlenmesi amaciyla sorvey yapilan alanlardan hastalikli bitki
ornekleri toplanarak PSp etmeninin izolasyonu ve tanilamasi yapilmistir. Ankara,
Burdur, Eskisehir, Konya ve Nigde illerinde yapilan Sorvey ¢aligsmalar1 sonucunda
110 farkli iretim alanindan siipheli “fasulye Hale Yaniklig1” hastalik belirtisi gosteren
bitkilerden 40 adet Psp izolat1 elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.7. Hastalik belirtisi gdsteren yaprak ve meyvelerden hastalik etmeni Psp’nin
izolasyonu

Cizelge 4.3. Fasulye iiretim alanlarina yapilan Sorveylerde hastalikl bitki 6rnekleri ve
bu 6rneklerden izole edilen hastalik etmeni Psp izolat sayisi

Ornek Alnan  FKilis Incelenen Ornek Elde Edilen Psp
|| alam  Toplam Alan Sayisi izolat Sayis1
(da) (da)

Ankara 9,073 455 5 2
Burdur 15,086 755 18 6
Konya 172,303 8,617 28 10
Nigde 55,155 2,759 37 14
Eskisehir 4,265 215 22 8
TOPLAM 255.882 12.801 110 40
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Elde edilen izolat sayilarina gore en fazla izolat Nigde ve Konya illerinden elde
edilmistir. En az hastalik etmeni ise Ankara ilindeki Sorveylerden elde edilmistir. Elde
edilen floresan ozellikteki 40 izolatin tamami meyvelerde 1slak lekelenmeler ile
baslayan tipik hastalik belirtilerine neden olmustur. Yapilan viriilenslik testleri
sonucunda 40 farkli izolat degisen degerlerde 1slaklik seklinde ortaya ¢ikmis hastalik
belirtisi olusturmustur (Sekil 4.8, Cizelge 4.4)

Sekil 4.8. (A) Fasulye meyvelerine inokule edilen aday Psp izolatlarinin
inokulasyonu, (B) 24 saat nem ¢emberinde bekletilmesi ve (C) Psp izolatlarinin
meyveler tizerinde farkli siddetlerde olusturduklari belirtilere (0k) gore viriilenslik
diizeylerinin (1slaklik ¢capina gore) belirlenmesi
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Cizelge 4.4. Farkli Psp izolatlarinin fasulye meyveleri (cv. Gina) iizerinde yapilan
viriilenslik testeri sonucunda elde edilen lezyon ¢api (mm)

izolat 0o izole  Viriilenslik izolat 1o izole  Viriilenslik
Edildigi 11 Degeri® Edildigi 11 Degeri?
1 Konya 10.9A 21 Eskisehir 3.7C6N
2 Konya 9.448 22 Nigde 3.7C6N
3 Ankara 9.1A€ 23 Burdur 3.6 M
4 Eskisehir 7.6BD 24 Eskisehir 3.6¢°
5 Konya 7.58D 25 Eskisehir 3.5 HP
6 Konya 7.3BP 26 Konya 2510
7 Nigde 6.7 CF 27 Konya 2230
8 Nigde 6.2 ¢ 28 Eskisehir 2270
9 Eskisehir 5.9 bH 29 Eskisehir 2170
10 Eskisehir 5.9 bH 30 Nigde 2.1%Q
11 Nigde 5.4 bH 31 Burdur 2.0KQ
12 Nigde 5.4 bH 32 Eskisehir 2.0KQ
13 Nigde 5.2 bH 33 Nigde 2.0KQ
14 Burdur 5.0 P 34 Konya 169
15 Nigde 4.7 87 35 Konya 1.5 MR
16 Eskisehir 43FK 36 Nigde 1.1NQ
17 Nigde 43FK 37 Konya 1.00°
18 Nigde 4.2 Ft 38 Nigde 1.0°°
19 Burdur 4,0CM 39 Nigde 09/
20 Eskisehir 39C6M 40 Nigde 0.4°

aSitun i¢inde verilen ortalama lezyon ¢ap (mm) degerlerinin yanindaki benzer harfler izolatlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,
P<0.05)

Biyokimyasal (LOPAT, Levan, Oksidaz, Pektolitik aktivite, Argnine Dehisrolaz
ve Tiitiinde hipersensitif reaksiyon) testleri yapilmis tiim izolatlarin (toplam 40 izolat)
MALDI-TOF analizleri (Sekil 4.9) ve PCR ¢alismalar1 sonucunda Psp etmeni olarak
teyit edilmistir. Psp etmeninin molekiiler olarak tanilanmasi c¢alismalarinda
“Phaseolotoxin Geni”ne spesifik olarak tasarlanmig olan, P5.1 ve P3.1 primerleri
kullanilmis olup, PCR ¢alismalar1 sonucunda tiim izolatlar beklenilen 500 bp bantlar
olusturmustur (Sekil 4.10).
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Analyte Name:

D5

Analyte Description:
Analyte ID: K13.1Psp
Analyte Creation Date/Time: 2018-04-24T16:5421.304
Applied MSP Library(ies):
Applied Taxonomy Tree: Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy
Rank Score NCBI
(Qualits) Matched Pattern el Llorit
( _)_:‘[_'_ ) CFBP-3660_Pseud ipv. i race 92016082 2511 100134258
¢ 4)_%+ ) CBFP-3632_Pseud: Lpv. race 1_2016082 2444 100134258
( +j+ ) CFBP-2214-Pseudomonas syringae pv. glycinea_20170306 2.428 100134258
(_)j_'_) CFBP-1390_Pseudomonas savastanoi pv: fraxing 20160818 241 100134258
( :H) Pseud syringae pv. phaseolicola_20160607 2386 100134258
( ‘i ) CFBP-3635_Pseud: Lpv. race 2_2016082 2288 100134258
(_'1 ) CFBP-4219-] syringae pv. 1 20170223 2282 100134258
({i) Pscud: i ssp i LMG 5011 HAM 2271 29438
( 3 ) CEFBP-3641_Pseud: Lpv. race 4_2016082 2265 100134258
Sekil 4.9. K13.1 kodlu Psp izolatinin MALDI-TOF ile yapilan teshis sonucu elde

Sekil 4.10. Farkli bolgelerden izole edilmis Psp izolatlarinin spesifik primerler ile
tanilanmasi. Tiim izolatlar beklenen 500 bp bantlar (0k) olusturmustur. M: marker;
1-12: farkli bolgelerden elde edilen Psp izolatlari;13: Pseudomonas gessardii N35.1;
14: Pseudomonas putida K15.1; 15: Referans Psp izolati, Psp12

En yiiksek viriilenslik gosteren Psp izolati Konya ilinde yapilan s6rvey ¢calismalarinda
enfekteli fasulye meyvelerinde olusturmus oldugu tipik 1slaklik belirtisi gdsteren
orneklerden elde edilen K13.1Psp izolati1 olarak belirlenmistir. Hastalik etmeninin

yiiksek viriilenslik gosteren K13.1Psp izolati endofit bakterilerin in vitro ve in vivo

edilen eslesme ve indeks degerleri.

etkinliklerinin belirlendigi ¢alismalarda kullanilmak iizere secilmistir.

72




4.6. Aday EB izolatlarimin Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ya Kars1 in vitro
Antagonistik Etkinliklerinin Belirlenmesi

Ulkemizin fasulye yetistiriciligi yapilan farkli illerindeki tarlalarda yetisen saglikli
bitkilerden elde edilmis olan Bacillus, Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Microbacterium, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Achromobacter, Serratia,
Exiguobacterium, Enterobacter, Lelliottia, Micrococcus ve Ochrobactrum cinslerine ait
toplam 56 adet EB izolatinin Konya ilinden izole edilmis ve viriilensligi en yiiksek olan
Psp izolatina kars1 in vitro kosullarda antagonistik etkinlikleri ikili kiiltiir testlemeleri ile

belirlenmistir (Sekil 4.11). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5. de verilmistir.

Sekil 4.11. EB izolatlarinin (*) hastalik etmeni Psp’nin gelisimini engelleme
(antagonisitik) potansiyelleri (0k).

Ikili kiiltiir testlerinde en yiiksek antagonisitik etkinlik 4.85 antagonistik
(engelleme) indeks degeri Nigde ilinden izole edilen Pseudomonas gessardii N35.1
izolat1 tarafindan gosterilmis olup, bu izolati sirasi ile 4.23 indeks degeri ile Arthrobacter
ilicis N11.3, 4.01 indeks degeri ile Stenotrophomonas sp. B6.6, 3.57 indeks degeri ile
Achromobacter spanius B1.1, 5.56 indeks degeri ile Pseudomonas putida K15.1 ve 3.27
indeks degeri ile Arthrobacter gandavensis N19.1 izolatlari takip etmistir. Izolatlar
arasinda Pseudomonas gessardi disinda diger izolatlar arasinda istatistiksel olarak
farklilhk gozlenmemistir (Cizelge 4.5). izolatlar arasinda en diisiik etkinlik 1.22 indeks

degeri ile Bacillus thuringiensis N36.1 izolatlar1 tarafindan gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Saglikli fasulye bitkilerinden elde edilmis farkl tiirlere EB izolatlarinin
hastalik etmeni Psp izolatina karsisinda gostemis olduklari in vitro antagonistik etkinligi.

izolat Ada A”itl‘;"g:l?siisfik izolat Adx Ar}fg:l?si?atik
Pseudomonas gessardii N35.1 492 Arthrobacter nicotinovorans N3.1 2.2
Arthrobacter ilicis N11.3 428 Arthrobacter gandavensis E16.1 2.1
Stenotrophomonas sp B6.6 4.0b¢ Microbacterium phyllosphaerae K21.1 2.1
Achromobacter spanius B1.1 3.6 Bacillus licheniformis K1.1 2.1
Pseudomonas putida K15.1 3.6 Bacillus simplex K8.2 2.1+
Arthrobacter gandavensis N19.1 3.3¢%¢ Arthrobacter gandavensis E16.2 20"
Stenotrophomonas sp E13.1 3.2¢d¢ Pseudomonas rhodesiae N24.3 2,014
Exiguobacterium sp. N16.2 3.24f Stenotrophomonas sp B3.7 1.9 ka
Bacillus altitudinis A5.3 3.19f Bacillus pumilus N26.2 1.9 ka
Pseudomonas brenneri E9.6 3.194f Achromobacter spanius N1.2 1.9 ka
Bacillus simplex E2.7 3.14f Serratia liquefaciens N34.1 1.9 kd
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 3.199 Bacillus siralis N29.2 1.9%a
Arthrobacter oxydans N13.11 3149 Microbacterium phyllosphaerae N3.2 1.8 ka
Pseudomonas brassicacearum N16.1 3.19¢ Bacillus endophyticus N17.2 1.8
Micrococcus luteus N31.3 2.9¢h Rhizobium radiobacter K25.1 1.8
Microbacterium maritypicum K15.2 2.9 dh Enterobacter cloacae B9.1 1.7ma
Pseudomonas brenneri E6.5 2.8dh Microbacterium maritypicum N28.3 1.7 ™a
Acinetobacter johnsonii E17.2 2.8¢" Serratia plymuthica B13.1 1.6 ™
Stenotrophomonas sp K19.3 2.8 ¢ Arthrobacter aurescens E20.1 1.6m™a
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 2.7¢ Rhizobium radiobacter E22.5 1.6m™a
Microbacterium hydrocarbonoxydans K18.1 2.5 ¢k Bacillus cereus N7.1 1.6™
Bacillus altitudinis E15.5 25™ Rhizobium radiobacter N15.1 1.6
Pseudomonas extremorientalis K13.2 2.4 fm Acinetobacter calcoaceticus K20.1 1504
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 239" Rhizobium radiobacter E13.5 1.4m
Bacillus cereus N17.1 2.3hn Bacillus licheniformis N1.1 1.3
Arthrobacter histidinolovorans N25.2 2.30n Bacillus simplex E20.6 1.3"d
Lelliottia amnigena E6.1 2.3 0 Bacillus megaterium E19.7 1.3"d
Arthrobacter woluwensis N26.1 2.2 o Bacillus thuringiensis N36.1 124

2TSA besi iizerinde patojen gelisiminin engellenmesi sonucu olusan engelleme bélgeleri ile bakteri koloni
caplar1 oOlgtilerek indeks degerleri hesaplanmustir. Siitun igerinde yer alan ortalama indeks degerlerin
yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir
(Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).

Antagonist EB izoltlarin izole edildigi bitki aksamlar1 de degerlendirilmis ve ortaya
c¢ikan sonuclar dikkat ¢ekici olmustur. Engelleme etkinligine sahip 56 izolatin biiyiik bir
cogunlugu hastalik etmenlerinin goriilldiigi tarlardaki saglikli bitkilerin meyve ve
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govdelerinden izole edilmistir. Bitkinin meyve ve gdvdelerinden yapilan izolasyonlar ile
kok ve yapraklarindan yapilan izolasyonlardan elde edilen bakterilerin gostermis oldugu
etkinlikleri karsilastirildiginda, bitkinin gévde ve meyvelerinden yapilan izolasyonlarla
daha ¢ok sayida etkinlik gosteren izolat elde edilmis olup, bu durumun muhtemel burada
yasayan izolatlarin hastalik etmeni ile yakin etkilesimlerde bulunmasindan kaynaklandig:
diisiinilmektedir. Bu nedenle hastaliklara karst etkin biyolojik miicadele etmeni
izolasyonlarinda 6rneklemelerin 6zellikle hastalik belirtilerini yogun bir sekilde gdosteren
bitkilerin hemem yaninda gelisen hastalik belirtisi géstemeyen bitkilerden yapilmasinin
daha uygun olacagi 6nerilmistir.

Test edilen antagonist EB izolatlar arasinda yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik
gosteren, Pseudomonas gessardii, Arthrobacter ilicis, Stenotrophomonas sp.,
Achromobacter spanius, Pseudomonas putida ve Arthrobacter gandavensis gibi
antagonist bakteri izolatlarin fasulye Hale Yanikligi hastaligi etmeni Psp’ye karsi
antagonistik etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Pseudomonas gessardii genetik olarak yakin akraba oldugu floresan Pseudomonas
fluorescent altgrubuna dahil bir bakteri tirii olup, saglikli bugday bitkilerin
yapraklarindan izole edilmisler ve ikili kiiltiir testlerinde bugday hastalik etmenlerinden
Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Alternaria alternata ve Alternaria
tenuissima’ya kars1 antimikrobiyal bilesiklerden olan 2,4-diacetylphloroglucinol’i
tiretmek suretiyle yiiksek diizeylerde antagonistik etkinlik gosterdigi bildirilmistir
(Miiller ve ark., 2016). Benzer sekilde Soylu ve Bozkurt (2019) tarafindan saglikli elma
kok ve kokbogazindan izole edilen endofit antagonist izolatlardan P. putida’nin 4
izolatinin tag gal hastaligi etmeni Rhizobium radiobacter’in (Agrobacterium tumefaciens)
in vitro kosullarda geligsiminin yanisira etmen tarafindan neden olunan ur olusumunu yar1
in vivo kosullarda en yiiksek diizeyde engelleyen izolatlar oldugunu bildirmislerdir.
Mesanza ve ark. (2016) tarafindan ¢am kdoklerinden izole edilen Pseudomonas
fluorescens, Erwinia billingiae ve Bacillus simplex izolatlarinin fungal hastalik etmenleri
olan Heterobasidion annosum (%68.6-99.3 oraninda) ve Armillaria mellea (%64.8-94.2
oraninda) misel gelisimlerini in vitro kosullarda yiiksek diizeyde engelledikleri
bildirilmistir. Chandrasekaran ve ark. (2016) bakteriyel solgunluk etmeni Ralstonia
solanacearum tarafindan olusturulan hastalik ¢ikisi ve siddetinin antagonist bakteri

izolatlarindan P. fluorescens, P. putida, B. cereus, B. subtilis ve B. amylotiquefaciens’in
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%49.3-53.7 oranlarinda engelledigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Kheirandish ve
Harighi (2015) bitki koklerinden izole ettikleri Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida, Paenibacillus sp., Enterobacter sp., Serratia sp. antagonist bakteri izolatlarinin in
vitro ve in vivo kosullarda bakteriyel solgunluk etmeni Ralstonia solanacearum karsi

oldukga yiiksek diizeylerde antagonistik etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

4.7. EB izolatlarin Hastalik Gelisimini Engelleme (Antagonistik) ve Bitki Gelisimini

Tesvik Eden Mekanizmalarinin Belirlenmesi

EB izolatlarin ikili kiiltiir testinde kullanilan bakteri izolatlarin patojen gelisimini
engellemede rol oynamis olasi antagonistik (siderofor, proteaz, amonyak,) ve bitki
gelisimini tesvik eden (indol-3-asetik asit [IAA], siderofor, fosfor ¢oziiniirliigii)
mekanizmalar: in vitro kosullarda daha 6nceden bildirilmis yontemlere gore belirlenmis

ve degerlendirilmistir.

4.7.1. EB izolatlarin Siderofor Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Endofit bakteri izolatlarinin siderofor iiretme potansiyelleri, Schwyn ve Neilands
(1987) tarafindan bildirilen Chrom Azurol S (CAS) iceren Blue-CAS Agar (EK-1) besi
ortami kullanilarak belirlenmistir. indikatér boya olan krom azurol’iin indirgenmesi,
bakterilerin iirettigi hydroxamate-tip siderofor’dan dolay:r bakteri kolonisi etrafinda
meydana gelen zonun renginin maviden sari-turuncu renge doniismesine neden olmustur
(Sekil 4.12). Bakterilerin siderofor tiretme aktiviteleri, zon ¢apinin ve bakteri kolonisinin
capina oranlanmasi sonucunda elde edilen indeks degerine (S-indeks) gore belirlenmis,
elde edilen sonuglar Cizelge 4.6.” da verilmistir.

Cizelge 4.6.°de goriildiigi gibi, besiyeri lizerinde en yiiksek siderofor iiretimi
Psp’ye kars1 antagonist etkinligi yliksek endofit izolatlar arasinda yer almus tiirlerden 5.8
indeks degeri ile Pseudomonas gessardii N35.1 izolat1 olmustur, bu izolat1 3.88 indeks
degeri ile Bacillus cereus N7.1 izolati, 3.42 indeks degeri ile Pseudomonas brenneri E9.6
izolat1 takip etmistir. Test edilen 56 izolat igerisinde sadece 2 izolat (Bacillus
amyloliquefaciens N21.5 ve Bacillus cereus N17.1) CAS Agar besiyerinde siderofor

tiretme aktivitesi gostermemistir (Cizelge 4.6).
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Yiiksek siderofor etkinligi gosteren ayni tiire ait izolatlar arasinda (Bacillus
cereus’un N7.1 ile N17.1 izolatlarinda oldugu gibi) énemli diizeyde farkliliklar oldugu
farkliligin s6zkonusu izolatlarin izole edildigi farkl: bitki, bitki kismi, bitkinin yetistigi
cografya, toprak yapisi ve etkilesimde oldugu mikrobiyal topluluga bagli olmasindan
kaynaklandigi diisiniilmektedir.

Endofit bakteriler tarafindan iiretilen sideroforlar bitki gelisimini dogrudan veya
dolayl1 olarak etkiler. Sideroforun topraktaki bagli demiri ¢ozerek bitkiye faydali hale
getirmesi ve bitkinin bundan faydalanmasi sonucu gelisimini dogrudan tesvik eder
(Sujatha ve Ammani, 2013). Siderofor ayni1 zamanda antagonist bakterilerin bitki patojeni
fungal ve bakteriyel etmenlerin engellenmesinde antagonistik mekanizma olarak rol

oynadig1 yapilan 6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir.

Sekil 4.12. EB izolatlarinin CAS Agar besiyerinde siderofor iiretme potansiyelleri ve
EB izolatlar1 tarafindan siderofor {iretimi sonucu koloni etrafinda olusan zonlar (0K).
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Cizelge 4.6. Farkl tiirlere ait EB izolatlarinin CAS Agar besiyeri iizerinde siderofor
tiretim aktiviteleri.

Bakteri izolati Sifgzﬁz?ﬁr Bakteri izolat Sifgzﬁz?ar
Pseudomonas gessardii N35.1 5832 Microbacterium phyllosphaerae K21.1 1.68 9
Bacillus cereus N7.1 3.88° Pseudomonas putida K15.1 1.67 ok
Pseudomonas brenneri E9.6 3.42bc I\K/Ii(ér.(ibacterium hydrocarbonoxydans 1.65 9k
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 3.38 ™4 | Rhizobium radiobacter K25.1 1.65 9
Pseudomonas extremorientalis K13.2 2.96 b-¢ Pseudomonas brenneri E6.5 1.64 9k
Stenotrophomonas sp. E13.1 2.93 be Bacillus pumilus N26.2 1.62 "k
Stenotrophomonas sp. K19.3 2.80 " | Stenotrophomonas sp B3.7 1.59 "k
Microbacterium maritypicum N28.3 2.79 ¢f Serratia plymuthica B13.1 1.58 Mk
Exiguobacterium sp. N16.2 2.71¢9 Rhizobium radiobacter E22.5 1.58 Mk
Microbacterium phyllosphaerae N3.2 2.50 ¢ Bacillus megaterium E19.7 1.58 Mk
Achromobacter spanius N1.2 2.339% | Arthrobacter oxydans N13.11 1.53 Mk
Lelliottia amnigena E6.1 2.26 & Bacillus endophyticus N17.2 1.53 "k
Microbacterium maritypicum K15.2 2.25¢1 Bacillus simplex E20.6 1.41 7k
Bacillus siralis N29.2 2.25 ¢ Acinetobacter calcoaceticus K20.1 1.40
Stenotrophomonas sp B6.6 2.19 ¢ Enterobacter cloacae B9.1 1.38
Micrococcus luteus N31.3 2.08 &k Rhizobium radiobacter E13.5 1.38
Arthrobacter gandavensis E16.2 2.02 &k Bacillus licheniformis N1.1 1.37
Bacillus altitudinis E15.5 2.01 ¢k Rhizobium radiobacter N15.1 1.36 %
Arthrobacter nicotinovorans N3.1 1.97 ¢k | Serratia liquefaciens N34.1 1.35 7k
Bacillus licheniformis K1.1 1.96 & Bacillus altitudinis A5.3 1.34 1
Arthrobacter gandavensis E16.1 1.93 ek Bacillus simplex E2.7 1.33
Acinetobacter johnsonii E17.2 1.91 ek Acinetobacter calcoaceticus E1.4 1.32
Arthrobacter aurescens E20.1 1.91¢% | Arthrobacter woluwensis N26.1 1.27 %
Achromobacter spanius B1.1 1.77 ¥ | Pseudomonas rhodesiae N24.3 1.23
Arthrobacter gandavensis N19.1 1.76 ¥ | Bacillus thuringiensis N36.1 1.21 %
Bacillus simplex K8.2 1.73 ¥ Pseudomonas brassicacearum N16.1 1.09k
Arthrobacter ilicis N11.3 1.69 9% Bacillus amyloliquefaciens N21.5 0.00'
Arthrobacter histidinolovorans N25.2 1.68 9 Bacillus cereus N17.1 0.00'

2 Siderofor indeks degerleri engelleme zon ¢apinin bakteri koloni ¢apina bolinmesiyle hesaplanmustir.
Cizelge icerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).

Hassan ve ark. (2014) sekerkamisi bitkilerinin kok bolgesinden izole ettikleri
Ochrobactrum intermedium NH-5, S. maltophilia NH-300, Pseudomonas sp. NH-203 ve

NH-276 izolatlarinin fungal etmen Colletotrichum falcatum’a kars1 in vitro ve in vivo
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kosullarda antagonistik etkinlik gosterdigi, tlim izolatlarin hydrogen cyanide (HCN) ve
ucucu (volatile) antibiyotikler trettigi, Ochrobactrum intermedium NH-5 izolatinin
ayrica siderofor ve genis spektrumlu antibiyotiklerden olan 2, 4-diacetylphloroglucinol
(2,4-DAPG); Pseudomonas sp. NH-203 izolatinin siderofor, Pseudomonas sp. NH-276
izolatinin ise proteaz tiretmek yoluyla hastalik etmenine kars1 biyoetkinlik gdsterdigini
bildirmistir. Arastiricilar ayrica Ochrobactrum intermedium NH-5 ve Stenotrophomonas
maltophilia NH300 izolatinin hastalik ¢ikisin1 %44-52 oraninda engellemek suretiyle en
1yi etkinlik gosteren izolatlar oldugunu bildirmistir.

Sazinas ve ark. (2019), Danimarka’da tizeri yapraklarla kapli olan topraklardan ¢ok
nadir rastlanan “thioquinolobactin siderofor” iiretimi yapan “Pseudomonas DTU12.1”
izolatim elde etmis olup, bu izolatin molekiiler karakterizasyonu yapildiginda
Pseudomonas gessardii ile ayn1 gurupta yer aldigi belirlemistir. Calismamizda N35.1
kodlu Pseudomonas gessardii izolatinin diger floresan Pseudomonad’lardan farkli olarak
kendine 6zgii bir proteini ve/veya toksini bulundurdugunu ve bu igerigi ve metabolik
faaliyeti ile antibiyosis 6zelligi ile diger endofit bakterilerin Oniine gecebilecegini
gostermistir.

Cabello-Conejo ve ark., (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Brassicaceae
familyasina ait Alyssum pintodasilvae bitkisinden elde ettikleri mikroorgnaizmalar
arasinda yer alan iki farkli Arthrobacter nicotinovorans izolati da topraktaki agir metalleri
parcalamalari, bitki besin maddelerinin (PO4) alinabilirliginin saglanmasi yani sira
tiretmis olduklar1 siderofor ile diger izolatlarin arasinda fark olusturmustur. Her ne kadar
B11.2 kodlu Arthrobacter nicotinovorans izolatinin Psp tizerinde antagonistik etkisi
diisiik olsa da s6z konusu ¢alisma antagonist bakterilerin dogal olarak bulunduklar veya
yaygin olarak kullanildiklar1 alanlar disinda farkli bitkilerden veya farkli endiistriyel
kullanim alanlarindan da elde edilebilecegini, antagonist bakterilerin saglamis olduklari
cok yonlii destek ile bitkilere ve bitkilerin yetistigi ekosisteme 6nemli derecede faydalar
sagladiklarin1 gostermektedir.

Daha 6nce yapilan birgok yiiksek lisans tez ve biyolojik miicadele ¢aligmalarmda
ozellikle Aeromonas, Azadirachta, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Ochrobactrum,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Stenotrophomonas Streptomyces sp. ait bakteriyel
EB tiirlerince siderofor iiretildigi, iiretilen siderofor’un bitki tarafindan alinamayan

formda olan topraktaki bagli demiri ¢6zmek suretiyle bitkiye yararlt hale ¢evirip, bitkinin
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bdylesine onemli bitki besin elementinden faydalanmasi sonucu gelisimini dogrudan

tesvik ettigi bildirilmistir (Sujatha ve Ammani, 2013; Aktan, 2018; Emdirme, 2019).

4.7.2. EB Izolatlarin Proteaz Enzimi Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi

EB izolatlarmin SMLBA {izerinde proteaz iiretme potansiyelleri (proteolitik
aktivite), bakteri izolatinin tirettigi proteaz enziminin besi yeri i¢indeki yagi alinmis siit
tozundaki caseini ¢ozerek koloni etrafinda seffaf bir engelleme bolgesinin olusmasi ile
karekterize edilmistir. Bu aktiviteyi gosteren endofit bakteriler kolonilerinin etrafinda
belirgin seffaf bir zon olusturmuslardir (Sekil 4.13). Bakteri izolatlarin proteaz iiretim
aktivitesi olusturduklar1 zon ¢apinin ve bakteri koloni ¢apina oranlanmasi ile elde edilen
indeks degerine (Pro-indeks) gore degerlendirilmis, elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°da
verilmigtir.

Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi, test edilen toplam 56 endofit izolat arasindan 23
izolat proteolitik enzim aktivitesi gosterirken, 33 izolat ise proteolitik enzim aktivitesi
gostermemistir. Endofit izolatlar arasinda Arthrobacter gandavensis E16.1 izolat1 4.69
indeks degeri ile en yiiksek proleotik aktivite (proteaz enzimi salgilayan) gosteren izolat
olmustur. Bu izolat1 siras1 ile Microbacterium maritypicum K15.2 izolat1 4.10 indeks
degeri ile Serratia plymuthica B13.1 izolat1 3.47 indeks degeri ile Stenotrophomonas sp
K19.3 izolat1 3.30 indeks degeri ile takip etmiglerdir.
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Sekil 4.13. EB izolatlarin SMLBA {izerinde proteaz iiretme potansiyellerinin
belirlenmesi. Bazi izolatlar engelleme bolgesi olusturuken (ok), bazi izolatlar (*)
olusturamamistir
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Cizelge 4.7. Farkli tiirlere ait EB izolatlarin proteolitik enzim (proteaz) iiretme aktiviteleri

(ppm)
Bakteri izolati IF:] I:;ﬁilza Bakteri izolati IF; ?:ii;
Arthrobacter gandavensis E16.1 4.692 Bacillus megaterium E19.7 0.0
Microbacterium maritypicum K15.2 4.10° Bacillus cereus N7.1 0.0!
Serratia plymuthica B13.1 347°¢ Arthrobacter nicotinovorans B11.2 0.0
Stenotrophomonas sp K19.3 3.30 | Stenotrophomonas sp E13.1 0.0'
Pseudomonas brenneri E9.6 3.09« | Exiguobacterium sp. N16.2 0.0'
Microbacterium maritypicum N28.3 2.884 Microbacterium phyllosphaerae N3.2 0.0'
Stenotrophomonas sp B3.7 2.869 | Achromobacter spanius N1.2 0.0'
Arthrobacter aurescens E20.1 2.34¢ | Lelliottia amnigena E6.1 0.0
Pseudomonas extremorientalis K13.2 ~ 2.12¢ | Bacillus siralis N29.2 0.0'
Serratia liquefaciens N34.1 2.08 ¢ | Bacillus altitudinis E15.5 0.0'
Stenotrophomonas sp B6.6 1.96 ©9 | Bacillus licheniformis K1.1 0.0'
Arthrobacter oxydans N13.11 1.88 ¢" | Achromobacter spanius B1.1 0.0'
Pseudomonas rhodesiae N24.3 1.83™ | Arthrobacter gandavensis N19.1 0.0
Rhizobium radiobacter E13.5 1.78 ™ | Bacillus simplex K8.2 0.0'
Bacillus licheniformis N1.1 1.69 M ] Arthrobacter ilicis N11.3 0.0'
Arthrobacter nicotinovorans N3.1 1.67 ¥ | Microbacterium phyllosphaerae K21.1 0.0'
Arthrobacter histidinolovorans N25.2  1.67 ¢ ] Pseudomonas putida K15.1 0.0'
Arthrobacter gandavensis E16.2 1.60 ok I&Aicsr.cibacterium hydrocarbonoxydans 0.0
Acinetobacter calcoaceticus K20.1 1.48 "« | Rhizobium radiobacter K25.1 0.0'
Micrococcus luteus N31.3 1.38 "k | Pseudomonas brenneri E6.5 0.0'
Bacillus simplex E20.6 1.37 "k | Bacillus pumilus N26.2 0.0!
Pseudomonas gessardii N35.1 1.32 | Rhizobium radiobacter E22.5 0.0'
Acinetobacter johnsonii E17.2 1.22k Acinetobacter calcoaceticus E1.4 0.0'
Bacillus endophyticus N17.2 0.0' | Arthrobacter woluwensis N26.1 0.0'
Enterobacter cloacae B9.1 0.0' | Bacillus thuringiensis N36.1 0.0
Rhizobium radiobacter N15.1 00" | Pseudomonas brassicacearum N16.1 0.0!
Bacillus altitudinis A5.3 0.0" | Bacillus amyloliquefaciens N21.5 0.0'
0.0" | Bacillus cereus N17.1 0.0'

Bacillus simplex E2.7

2 Cizelge icerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin

istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).

En yiiksek proteolitik etkinlik gosteren Arthrobacter sp. olduk¢a genis bir yasam

alanma sahip olup mikrobiyal zenginlik ve cesitlilik olarak hem bitki hem toprak

igerisinde siklikla karsilagilan bakterilerdir. Arthrobacter sp. dahil, izolatlarin daha

onceden yapilan ¢alismalarda da yiiksek diizeyde proteaz enzimi dahil 1AA, fosforu



cozme, siderofor iiretme gibi bircok PGP mekanizmayr kullanmak suretiyle bitki
gelisimini tesvik ettigi, insan ve bitki kokenli hastalik etmenlerine kars1 ise antagonistik
etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Barman ve ark., 2017; Patel ve Archana, 2017; Ghorbani
ve Harighi, 2018; Ashitha ve ark., 2019). Izolatlarn etkinlikleri tiir bazinda
incelendiginde, Bacillus, Arthrobacter, Serratia, Stenotrophomonas gibi cinslere ait ayni
tiirlere ait izolatlar arasinda proteolitik etkinlikler agisindan diger mekanizmalarda oldugu
gibi 6nemli farkliliklar belirlenmistir.

Proteaz enzimleri, bitki dayaniklilik sistemine entegre hiicre duvarini ¢ozebilen
enzimlerdir. Asir1 duyarlilik, patojen tanima, uyarilma ve peptit hormonu salimi dahil
olmak {izere, bitkilerde hastaliklara kars1 savunmanin birgok yonil “proteaz” enzimleri
tarafindan diizenlenir. Bu islemler, farkli hiicre alti konumlarinda bulunan bagimsiz
proteazlar tarafindan diizenlenir (Thomas ve ark. 2018). Proteolitik aktivite ise salgilanan
proteaz enzimi veya karsi karsiya kaldiklari proteaz enzimini etkisiz hale getirmeleri
seklinde bilinmektedir. Bu aktivite genelde bitki korumada bitki hastaliklarindan ziyade
bitki zararlis1 bocekler ve nematodlar ile miicadelede zararlilarin sindirim sisteminde
veya i¢c organlarinda yer alan entomopatojen mikroorganizmalarin proteaz enzimi
salgilayarak zararlilari etkisiz hale getirmeleri seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (Harrison
ve ark., 2010).

Yapmis oldugumuz g¢alismada, farkli izolatlarin farkli oranlarda proteaz enzim
aktivitesi gosterdigi tespit edilmis ve bu enzimlerin her birinin konukgu-patojen/
konukgu-zararl: iligkisinde farkl1 yonde etki mekanizmasi olarak gdrev yaptigi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle proteaz enzim aktivitesi olan her bir izolat yapilacak olan ileri

caligmalarda referans olarak kabul edilebilir degerdedir.

4.7.3. EB izolatlarimin Amonyak (NHs) Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Peptonlu besi yeri igerisinde bakteriler tarafindan iiretilen amonyak tiretimi Nessler
sollisyonunun tiiplerdeki besi yerine eklenmesine miiteakiben besi yeri renginin agik
saritdan kahverengi-koyu sar1 renge donlismesiyle belirginlesmistir. Bakteri ile
bulastirilmis  tliplerdeki  sivi  besi  yerinde olusturulan amonyak miktar
spektrofotometrede 530 nm dalga boyunda &lgiimleri yapilmis konsantasyonu bilinen
standartlarin degerleri ile karsilastirmali olarak her bir endofit izolatin Amonyak (NH3 )

tiretim degerleri hesaplanmis elde edilen degerler Cizelge 4.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkl: tiirlere ait EB izolatlarin amonyak (NH3) iiretme aktiviteleri (ppm)

Bakteri izolati %T:trzsi( Bakteri izolat %T;TI);?;(
Stenotrophomonas sp B3.7 174.072 | Arthrobacter nicotinovorans B11.2 96.67 &M
Stenotrophomonas sp K19.3 167.41 % | Pseudomonas brenneri E6.5 96.67 &M
Arthrobacter oxydans N13.11 167.41% | Pseudomonas brassicacearum N16.1 96.36 "
Acinetobacter calcoaceticus K20.1 139.91 % | Rhizobium radiobacter E22.5 96.06 ™
Bacillus altitudinis A5.3 134.24 ¢ | Bacillus licheniformis N1.1 95.45
Enterobacter cloacae B9.1 129.39 @& | Bacillus altitudinis E15.5 95.45
Arthrobacter ilicis N11.3 126.06 &f ] Bacillus licheniformis K1.1 95.45
'Ilﬂicsr_‘iba"te”“m hydrocarbonoxydans 1 6 ot | Bacillus simplex £2.7 95.15
Stenotrophomonas sp E13.1 123.64 ¢ | Achromobacter spanius B1.1 91.82 9°
Microbacterium maritypicum K15.2 121.82 9 | Micrococcus luteus N31.3 85.19 "
Bacillus cereus N7.1 121.82 ¢9 | Arthrobacter woluwensis N26.1 84.26 "
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 118.79 9 | Arthrobacter gandavensis E16.2 81.52 e
Microbacterium phyllosphaerae N3.2  113.94 ¢ | Bacillus cereus N17.1 81.52 e
Pseudomonas putida K15.1 113.94 ¢ | Arthrobacter histidinolovorans N25.2  81.02 '
Arthrobacter gandavensis E16.1 110.91 ¢ | Acinetobacter johnsonii E17.2 77.58 P
Lelliottia amnigena E6.1 109.39 ¢ | Serratia liquefaciens N34.1 77.27P°
Pseudomonas brenneri E9.6 108.18 i | Bacillus megaterium E19.7 75.46 1P
Pseudomonas extremorientalis K13.2 ~ 107.88 ¢1 | Rhizobium radiobacter K25.1 71.00 &P
Arthrobacter nicotinovorans N3.1 107.88 ¢i | Bacillus pumilus N26.2 70.91 kP
Achromobacter spanius N1.2 105.45 %7 I Arthrobacter gandavensis N19.1 68.52
Bacillus simplex K8.2 105.45 % | Exiguobacterium sp. N16.2 68.18 '
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 103.64 % | Bacillus endophyticus N17.2 68.18
Arthrobacter aurescens E20.1 102.12 %% | Bacillus siralis N29.2 67.58 '°
Bacillus simplex E20.6 99.70¢' | Microbacterium maritypicum N28.3 66.97
Rhizobium radiobacter E13.5 99.39 ¢! Pseudomonas gessardii N35.1 64.55 ™P
Serratia plymuthica B13.1 98.18 ¢! Rhizobium radiobacter N15.1 63.89 P
Stenotrophomonas sp B6.6 97.58 &m E;clrjbacterium phyllosphaerae 61.11°°
Bacillus thuringiensis N36.1 97.27¢™ | Pseudomonas rhodesiae N24.3 55.56 P

2 Cizelge icerisinde yer alan ortalama amonyak konsantrasyon degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,

P<0.05).

Amonyak (NHz) bulundugu ortamda sivi ve gaz formlarinda rastlanilan ve genel

anlamda antimikrobiyal 6zelligi ile on plana cikan bir bilesen olup ayni zamanda

bakteriler tarafindan da iretilebilmektedir (Fravel, 1988). Amonyak {ireten bakteriler
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tiretmis olduklar1 bu bilesen sayesinde bulunduklar1 ortamda ayni besin ve ¢evresel
gereksinimlere ihtiyag duyan rakiplerini kendilerinden uzak tutabilmekte ve bu durum
yogun bir sekilde amonyak {iiretebilen bakterilerin, fitopatojen mikroorganizmalarla bitki
paraziti nematodlarin miicadelesinde kullanilabilecegi bildirilmistir (McSorley 1998).
Cizelge 4.8’de de goriilecegi gibi, test edilen tiim izolatlar 174.07-55.6 ppm
arasinda degisen miktarlarda amonyak iiretmislerdir. Izolatlar arasinda en yiiksek
amonyak iiretme etkinligi 174.07 ppm ile Stenotrophomonas sp B3.7 izolat1 tarafindan
gosterilmis olup, bu izolat1 167.41 ppm ile bir diger Stenotrophomonas sp K19.3 izolati
ile Arthrobacter oxydans N13.11 izolatlari, 139.91 ppm ile Acinetobacter calcoaceticus
K20.1, 134.24 ppm ile Bacillus altitudinis A5.3 izolatlar takip etmistir. Bu izolatlar
arasinda tlretim degeri acisindan istatistiksel farkliliklat bulunmaktadir (Cizelge 4.8).
Izolatlar arasinda en diisiik amonyak iiretimi 55.6 ppm konsantrasyonu ile Pseudomonas
rhodesiae N24.3 izolat1 tarafindan tretilmistir. Calismamizda yiiksek diizeylerde
amonyak ireten Stenotrophomonas sp, Arthrobacter oxydans, Acinetobacter
calcoaceticus ve Bacillus altitudinis gibi farkli tiirlere ait antagonistik potansiyele sahip
izolatlarin amonyak {irettigi son yillarda yapilmis bir¢ok c¢alismalarda bildirilmistir

(Aktan, 2018).

4.7.4. EB 1lzolatlarmm Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

EB izolatlarinin IAA iiretme potansiyelleri L-tryptophane iceren LB sivi besi
yerinde belirlenmis, elde edilen sonuglar Cizelge 4.9.da verilmistir. Test edilen tim
izolatlar besi yeri igerisinde 161.39-41.34 ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda [AA
iiretmislerdir. Izolatlar arasinda Pseudomonas gessardii N35.1 ve Pseudomonas brenneri
E6.5 izolatlar1 161.39 ppm ile en yiiksek konsantrasyonda IAA iireten EB izolatlart
olurken, bu izolatlar: sirasiyla 160.44 Achromobacter spanius N 1.2 izolat1 ve 155.79 ppm
ile Bacillus licheniformis N1.1 izolatlar1 takip etmislerdir. Farkli tiirlere ait izolatlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz seviyede oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9).
Aymni tiire ait izolatlar arasinda ¢ok yakin benzerlikler olabildigi gibi (E16.1 ve E16.2)
oldukg¢a 6nemli farkliliklar da olabildigi (B3.7 ve B6.6) gozlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Farkli tiirlere ait EB izolatlarinin IAA {iretim miktarlar1 (ppm)

Bakteri izolati l"JrI(;At\i?nia Bakteri izolati UrIeAt\i?nia
Pseudomonas gessardii N35.1 161.392 | Arthrobacter nicotinovorans N3.1 103.87 ™™
Pseudomonas brenneri E6.5 161.39 % | Stenotrophomonas sp B6.6 102.05 im
Achromobacter spanius N1.2 160.44 2 | Arthrobacter ilicis N11.3 101.75 1"
Bacillus licheniformis N1.1 155.79 ¢ | Lelliottia amnigena E6.1 100.66 "
Bacillus altitudinis A5.3 148.03 >4 | Acinetobacter johnsonii E17.2 93.64 '
Arthrobacter gandavensis N19.1 148.03 =4 [ Arthrobacter oxydans N13.11 92.11 1%
Stenotrophomonas sp B3.7 147.15 =4 | Bacillus megaterium E19.7 89.47 M4
Pseudomonas putida K15.1 145.4 #¢ | Bacillus amyloliquefaciens N21.5 89.47 ™4
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 145.04 &¢ | Bacillus licheniformis K1.1 88.52 m'
Microbacterium maritypicum K15.2 138.76 > | Rhizobium radiobacter N15.1 80.04 "
I\}éli%r.(ibacterium udrocarbonoxydgys 137.01 ¢ | Arthrobacter woluwensis N26.1 75.74 °%
Stenotrophomonas sp K19.3 135.4 ¢t | Arthrobacter aurescens E20.1 7507
Bacillus altitudinis E15.5 133.14 %9 | Pseudomonas rhodesiae N24.3 750
Bacillus simplex E20.6 132.34 %9 | Bacillus pumilus N26.2 74.26 °F
Bacillus thuringiensis N36.1 132.34 %9 | Pseudomonas brassicacearum N16.1 73.04 ©%
Acinetobacter calcoaceticus K20.1 131.53 %9 | Exiguobacterium sp. N16.2 71.81°%
Serratia liquefaciens N34.1 131.39 %9 | Microbacterium maritypicum N28.3 70.83 7
Stenotrophomonas sp E13.1 131.09 %9 | Bacillus siralis N29.2 69.61 9
Microbacterium phyllosphaerae K21.1 129.2 %9 | Arthrobacter histidinolovorans N25.2 69.52 9
Bacillus simplex E2.7 128.69 9 | Bacillus cereus N17.1 69.12 9%
Arthrobacter gandavensis E16.2 126.28 ¢ | Bacillus simplex K8.2 68.35 9
Rhizobium radiobacter K25.1 124.53 ¢ | Achromobacter spanius B1.1 67.69 9%
Arthrobacter gandavensis E16.1 123.68 ¢ | Micrococcus luteus N31.3 67.4'
Enterobacter cloacae B9.1 118.35 ¢ | Microbacterium phyllosphaerae N3.2 65.69 *
Serratia plymuthica B13.1 117.32 ¥ | Bacillus endophyticus N17.2 62.25
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 112.79 ¢! | Pseudomonas extremorientalis K13.2 61.68
Rhizobium radiobacter E13.5 112.359" | Bacillus cereus N7.1 60.78
Pseudomonas brenneri E9.6 105.41 ™™ | Rhizobium radiobacter E22.5 41.341

2 Cizelge icerisinde yer alan ortalama TAA konsantrasyon degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi,
P<0.05).

Aktan (2018) tarafindan yapilan endofit-epifit bakterilerin bazi fungal patojenlere
karst in vitro antagonistik etkinliklerinin arastirtldign yiiksek lisans tez caligmasi
kapsaminda, endofit-epifit bakteri izolatlarin trettigi IAA konsantrasyon degerleri

incelendiginde, gram negatif bakteri tiirlerinin gram pozitif bakterilere oranla daha
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yiiksek TAA {irettigi belirlenmistir (Aktan, 2018). Saini ve ark. (2017) yapmis olduklar
calismada caligmamizda da en yiliksek IAA freten izolat olan Ochrobactrum
intermedium’un tretmis oldugu yiiksek siderofor, amonyak, IAA konsantrasyonu ve
fosfat ¢ozme etkinligi nedenleri ile mung fasulyesinde onemli diizeyde verim artigina
neden oldugunu bildirmislerdir.

Uretim oranlarma bakildiginda en yiiksek antagonistik indeks degerini veren
izolatimiz Pseudomonas gessardii N35.1 izolati sasirtict bir bigimde IAA iiretimi
siralamasinda en basarili izolat olmustur. Floresan Pseudomonad’larin TAA iretimi
konusunda pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve bu c¢alismalarda farkli Pseudomonas tiirlerinin
farkli degerlerde IAA iireterek (Ahmad ve ark., 2005; Khare et. al., 2010; Malik ve ark.,
2011) bazen hastalik gelisimi i¢in bitkiyi duyarli hale getirdiklerini, bazen de bitkinin
gelisimini tesvik ederek hastalik etmenlerine daha duyarli ve hassas oldugu erken
donemleri daha hizli atlatmasini saglayarak dolayli bir sekilde bitkileri hastalik
etmenlerinden korudugu bilinmektedir. Calismamizda elde etmis oldugumuz

Pseudomonas gessardii izolat1 bu yonii ile biiyiik 6nem tasimaktadir.

4.7.5. EB izolatlarin Fosforu (P) C6zme Potansiyellerinin Belirlenmesi

EB izolatlarinin kolonisi etrafinda tretitmis olduklart enzimler sayesinde
trikalsiyum fosforun ¢oziilmesiyle seffaf bir engelleme zonu meydana gelmistir (Sekil
4.14). Bakteri izolatlarin fosforu ¢6zme etkinlikleri PVK besiyeri lizerinde olusturduklari
zon capinin bakteri kolonisinin ¢apina oranlanmasi ile elde edilen indeks degerine (F-
indeks) gore degerlendirilmis olup elde edilen sonuglar Cizelge 4.10.’da verilmistir.

Cizelge 4.10.’da da goriildiigii gibi, test edilen toplam 56 endofit izolat arasindan
sadece 12 izolat PVK besiyerinde fosforu ¢ézme etkinligi gostermis geriye kalan 44
endofit izolat fosforu ¢ozme etkinligi gostermemistir. Etkinlik gosteren 12 izolat
igerisinde Acinetobacter calcoaceticus E1.4 izolat1 2.63 ¢oziiniirliikk indeks degeri ile
fosforu ¢ozmede en etkili izolat olmustur. Bu izolati sirasi 2.5 indeks degeri ile
Arthrobacter oxydans N13.11, 2.43 indeks degeri ile Microbacterium maritypicum K15.2
ve 2.25 indeks degeri ile Serratia liquefaciens N34.1 izolatlar izlemistir (Cizelge 4.10).

Fosforu ¢ozme etkinligi gosteren 12 izolat arasinda Bacillus thuringiensis N36.1

izolat1 disinda genelde izolatlarin Psp’ye kars1 yiiksek diizeyde in vitro antagonistik
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etkinlik gosterdigi (1.89 ile 3.27 arasinda degisen indeks degerleri ile), Pseudomonas
gessardii N35.1, Arthrobacter ilicis N11.3, Stenotrophomonas sp. B6.6 ve
Achromobacter spanius B1.1 gibi yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gostermis olan
izolatlarin (Cizelge 4.5) ise s6z konusu fosforu ¢ozme aktivitesi gostermedigi
belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Izolatlarin etkinlikleri tiir bazinda incelendiginde, Bacillus, Arthrobacter, Serratia,
Stenotrophomonas gibi cinslere ait ayni tiirlerin fosforu ¢6zme etkinlikleri arasinda diger
in vitro etkinliklerde oldugu gibi 6nemli farkliliklar belirlenmistir. En yiiksek ¢ozliniirliik
indeksine sahip Acinetobacter calcoaceticus E1.4 izolatinin aksine ayni tiire ait bir diger
izolat K20.1 fosforu ¢6zmede etkinlik gostermemistir.

Yapilan pek ¢ok caligmada Acinetobacter cinsine ait bakterilerin dogal toprak
diizenleyici ve fosfat ¢oziicii bakterileri oldugu ortaya konmustur. Bu bakterilerin dogal
yasam alanlar1 da genellikle mese ormanlar1 ve fosfat kayacglarinca zengin bolgeler
oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Ohtake ve ark., 1985; Srivastava ve ark., 2006; Kang ve ark.,
2009). Calismalarimizda yer alan biri Konya (K20.1) digeri Eskisehir (E1.4) den izole
edilmis olan iki farkli Acinetobacter calcoaceticus izolati gerek bitki gelisimini tesvik
edici mekanizmalarin kullanimi, gerekse de antagonistik mekanizmalarin kullanimi
acisindan biiyiik karakteristik farkliliklar gostermistir.

Calismalarimizda 6n plana ¢ikan bir diger EB ise Nigde ilinden izole edilen
Arthrobacter oxydans N13.11 izolati olmustur. Arthrobacter spp ait izolatlarin gerek
toprakta gerek bitki biinyesinde varliklar1 ve biyo-gesitlilikleri ile en fazla karsimiza ¢ikan
bakteriyel mikroorganizmalardir. Bu bakteriler genelde dogal afetler ve yanginlar
sonrasinda ortaya ¢ikarak dogay1 onarici ve yeniden yapici bir etki gostermektedirler
(Busse ve ark. 2014; Fernandez-Gonzalez ve ark. 2017). Bu nedenle bu bakterilerin bitki
biinyesinde veya rizosferinde bulunmalari, bitkilerin dogal olarak karsi karsiya
kalabilecekleri her tiirlii beklenmedik olumsuz durumlara karsi hazirlikli olmalarini
saglayacaktir. Caligmalarimizda elde etmis oldugumuz diger Arthrobacter tiirleri de goze
alindiginda Arthrobacter lerin bitkilere ve bitkilerin kars1 karsiya kaldiklart biyotik-
abiyotik stres etmenlerine kars1 gdzardi edilemeyecek bir miktarda pozitif katkis1 oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.14. EB izolatlariin PVK besi yeri lizerinde fosforu ¢6zme (0k)
potansiyellerinin belirlenmesi

Cizelge 4.10. Farkli tiirlere ait EB izolatlarin fosforu ¢ézme etkinliginin belirlenmesi

Bakteri izolat1 iingl?sl;a Bakteri izolat iigiﬁsza
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 2.632 | Bacillus cereus N7.1 of
Arthrobacter oxydans N13.11 2.50® | Rhizobium radiobacter E22.5 of
Microbacterium maritypicum K15.2 2.43% | Pseudomonas brenneri E6.5 of
Serratia liquefaciens N34.1 2.25%¢ | Pseudomonas gessardii N35.1 of
Bacillus licheniformis K1.1 2.12 %4 | Achromobacter spanius N1.2 of
Pseudomonas brassicacearum N16.1 ~ 2.06 ¢ | Bacillus licheniformis N1.1 of
Bacillus siralis N29.2 1.88 % | Stenotrophomonas sp B3.7 of
Bacillus thuringiensis N36.1 1.79 ¢¢ | Pseudomonas putida K15.1 of
Micrococcus luteus N31.3 1.75 % ] Microbacterium hydrocarbonoxydans K18.1 of
Bacillus pumilus N26.2 1.74 % ] Stenotrophomonas sp K19.3 of
Arthrobacter gandavensis N19.1 1.73 % | Bacillus altitudinis E15.5 of
Bacillus altitudinis A5.3 1.34¢ Bacillus simplex E20.6 of
Acinetobacter johnsonii E17.2 of Acinetobacter calcoaceticus K20.1 of
Bacillus megaterium E19.7 of Stenotrophomonas sp E13.1 of
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 of Microbacterium phyllosphaerae K21.1 of
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Cizelge 4.10. (Devam) Farkli tiirlere ait EB izolatlarin fosforu ¢ozme etkinliginin
belirlenmesi

Bakteri izolati iEgZ];?sl;a Bakteri izolati iingl?s:a
Rhizobium radiobacter N15.1 of Bacillus simplex E2.7 of
Arthrobacter woluwensis N26.1 of Arthrobacter gandavensis E16.2 of
Arthrobacter aurescens E20.1 of Rhizobium radiobacter K25.1 of
Pseudomonas rhodesiae N24.3 of Arthrobacter gandavensis E16.1 of
Exiguobacterium sp. N16.2 of Enterobacter cloacae B9.1 of
Microbacterium maritypicum N28.3 of Serratia plymuthica B13.1 of
Arthrobacter histidinolovorans N25.2 of Arthrobacter nicotinovorans B11.2 of
Bacillus cereus N17.1 of Rhizobium radiobacter E13.5 0f
Bacillus simplex K8.2 of Pseudomonas brenneri E9.6 of
Achromobacter spanius B1.1 of Arthrobacter nicotinovorans N3.1 of
Microbacterium phyllosphaerae N3.2 of Stenotrophomonas sp B6.6 of
Bacillus endophyticus N17.2 of Arthrobacter ilicis N11.3 of
Pseudomonas extremorientalis K13.2 of Lelliottia amnigena E6.1 of

2 Cizelge icerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).

Calismamizda izole edilen farkli tiirlere ait EB izolatlarinin hastalik etmenlerini
engellemede kullandiklar1 biyokontrol ve bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarina
yonelik in vitro test sonuglarmin tamami Cizelge 4.11°de genel bir tablo halinde
verilmistir. Elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, genellikle hastalik etmeni
Psp’ya kars1 yliksek engelleme etkinligine sahip olan izolatlarin degisen oranlarda
siderofor, proteaz ve amonyak gibi antagonistik mekanizmalarindan bir veya birkagini
kullanmak suretiyle antagonsitik etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

En yiiksek oranda antagonsitik etkinlik gosteren izolatlarin tamami yliksek
oranlarda antimikrobiyal etkinlik mekanizmalarindan olan siderofor ve ugucu amonyak
tiretme etkinligi gosterirken, Pseudomonas gessardi N35.1 ve Stenotrophomonas sp.
B6.6 izolatlar1 bu mekanizmalara ilave olarak bir diger antagonistik mekanizma olan
proteaz enzimi iiretme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Yiksek diizeyde antagonistik etkinlik gosteren izolatlardan olan Arthrobacter
gandavensis N19.1, Bacillus altitudinis A5.3, Acinetobacter calcoaceticus E1.4,

Arthrobacter oxydans N13.11 ve Pseudomonas brassicacearum N16.1 izolatlar1 in vitro
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kosullarda bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarinin tamamini iireten izolatlar olarak
belirlenmistir.

Arthrobacter oxydans N13.11, Micrococcus luteus N31.3, Microbacterium
maritypicum K15.2 ve Serratia liquefaciens N34.1 izolatlar1 ise yapilan tiim ¢alismalar
sonunda antagonistik ve bitki gelisimini tesvik edici tiim 6zelliklerde basarili sonug veren
izolatlar olmuslardir.

Calismada genel olarak, antagonistik ve bitki gelisimini tesvik eden
mekanizmalarinin karekterize edildigi tiim in vitro testlerde aymi tiire ait izolatlarin
etkinliklerinde istatistiksel agidan farklilik bulundugu tespit edilmistir. Bu farkliligin s6z
konusu bakteriyel mikrobiyomlarin genetik ¢esitliliginin yanisira, bakterinin elde edildigi
bitki tiirli ve organlari, izolatin bitkide bulundugu bolge (epifit/endofit), konuk¢usunun
yetistigi topragin fiziksel ve kimyasal yapisi, bitkinin yetistirildigi alanlarda sulama
giibreleme gibi kiiltiirel faaliyetlerdeki farkliliklar gibi bir¢ok faktoriin rol oynadigi
yapilan O6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Loper ve Schroth 1986; Krebs ve ark., 1993;
Bernal ve ark., 2002; Araujo ve ark., 2005; Aktan, 2018; Emdirme, 2019).
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Cizelge 4.11. EB izolatlarin, patojeni engellemede kullandiklar1 biyokontrol (antagonistik engelleme, siderofor, proteaz, amonyak) ve bitki

gelisimini tegvik eden (IAA ve fosfat ¢coziiniirlilk) mekanizmalar

: : : : Amon-Uretimi  1AA-Uretimi ,
Izolat Ant-indeks  S-indeks  Pro-indeks F-indeks
(ppm) (ppm)
Pseudomonas gessardii N35.1 4854 5831 1.32 K 64.55 ™P 161.39° of
Arthrobacter ilicis N11.3 4,23 1.69 ok 0! 126.06 °f 101.75" of
Stenotrophomonas sp B6.6 4,01 °b°¢ 2.19°¢ 1.96 &9 97.58 em 102.05 Im of
Achromobacter spanius B1.1 3.57 b 1.77 ¥k 0! 91.82 9° 67.69 4 of
Pseudomonas putida K15.1 3.56 b 1.67 9 0! 113.94 ¢h 145.4 ¢ of
Arthrobacter gandavensis N19.1 3.27¢¢ 1.76 ¥k 0! 68.52 148.03 &4 1.73¢%
Stenotrophomonas sp E13.1 3.25 ¢¢ 2.93 be 0! 123.64 ©9 131.09 %9 of
Exiguobacterium sp. N16.2 3.18 ¢f 2.71°¢9 0! 68.18 ' 71.81 0% of
Bacillus altitudinis A5.3 3.14 ¢f 1.34 7k 0! 134.24 < 148.03 ¢ 1.34¢
Pseudomonas brenneri E9.6 3.13¢f 3.42% 3.09« 108.18 ¢ 105.41 ™m of
Bacillus simplex E2.7 3.1149f 1.33 0! 95.15 128.69 99 of
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 3.08 49 1.32 0! 118.79 ¢¢ 145.04 & 2.632
Arthrobacter oxydans N13.11 3.079¢ 1.53 Mk 1.88 &M 167.41 % 92.11'" 2.50 %
Pseudomonas brassicacearum N16.1 3.059¢ 1.09k 0! 96.36 " 73.04 °¢ 2.06 P
Micrococcus luteus N31.3 2.90 ¢h 2.08 &k 1.38 "k 85.19 P 67.4" 1.75%
Microbacterium maritypicum K15.2 2.88 4N 2.25¢ 4.10° 121.82 ©9 138.76 > 243
Pseudomonas brenneri E6.5 2.84 ¢h 1.64 9% 0! 96.67 &" 161.392 of
Acinetobacter johnsonii E17.2 2.79 ¢ 1.91 & 1.22% 77.58 P 93.64 ' of
Stenotrophomonas sp K19.3 2.77 % 2.80 b 3.30 167.41 % 135.4 ¢f of
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 2.68 ¢ 3.38 b 0! 96.67 &" 112.79 ¢ of
Microbacterium hydrocarbonoxydans K18.1 2.52 &k 1.65 9% 0! 126.06 ¢ 137.01 ¢f of
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Cizelge 4.11. (Devam) EB izolatlarin, patojeni engellemede kullandiklar1 biyokontrol (antagonistik engelleme, siderofor, proteaz, amonyak)
ve bitki gelisimini tesvik eden (IAA ve fosfat ¢oziiniirliik) mekanizmalar

Amon-Uretimi IAA-Uretimi

izolat Ant-indeks S-indeks Pro-indeks F-indeks
(Ppm) (Ppm)

Bacillus altitudinis E15.5 2.49 2.01 ¢ 0.0' 95.45 fn 133.14 49 0.0f
Pseudomonas extremorientalis K13.2 2.45 Fm 2.96 b¢ 2.12°¢ 107.88 ¢ 61.68 0.0f
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 2.339" 0.0 0.0 103.64 4k 89.47 ™d 0.0f
Bacillus cereus N17.1 2.28 fvn 1.68 9k 1.67 Fk 81.02 P 69.52 3 0.0f
Arthrobacter histidinolovorans N25.2 2.28 n 0.00' 0.0 81.52 69.12 4 0.0f
Lelliottia amnigena E6.1 2.26 2.26 ¢ 0.0' 109.39 ¢ 100.66 " 0.0f
Arthrobacter woluwensis N26.1 2.24 o 1.27 % 0.0 84.26 P 75.74 ° 0.0f
Arthrobacter nicotinovorans N3.1 2.22 o 1.97 ¢k 1.67 107.88 ¢ 103.87 v™ 0.0f
Arthrobacter gandavensis E16.1 2.07 1.68 9% 0! 61.11 ° 129.2 40 0.0f
Microbacterium phyllosphaerae K21.1 2.07 P 1.93 ¢k 4692 110.91 ¢h 123.68 & 0.0f
Bacillus licheniformis K1.1 2.06 P 1.96 ¢k 0.0 95.45 0 88.52 m' 2.12 b
Bacillus simplex K8.2 2.06 P 1.73 0.0' 105.45 4 68.35 9% 0.0f
Arthrobacter gandavensis E16.2 2.04 2.02 &k 1.60 9 81.52 P 126.28 4N 0.0f
Pseudomonas rhodesiae N24.3 1.98 74 1.23 K 1.83 ™ 55.56 P 75.0 o 0.0f
Stenotrophomonas sp B3.7 1.92 ka 1.62 0.0 70.91 kP 74.26 ° 1.74 ¢
Bacillus pumilus N26.2 1.92 ka 1.59 Mk 2.86¢ 174.072 147.15 %4 0.0f
Achromobacter spanius N1.2 1.91 % 1.35 2.08 ¢f 77.27 P 131.39 49 2.25%¢
Serratia liquefaciens N34.1 1.91 % 2.33 4 0.0' 105.45 ¢ 160.44 b 0.0f
Bacillus siralis N29.2 1.89 Kk 2.25 ¢ 0.0' 67.58 ' 69.61 93 1.88 «

Microbacterium phyllosphaerae N3.2 1.82 % 2.50¢h 0.0' 113.94 ¢h 65.69 ° 0.0f
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Cizelge 4.11. (Devam) EB izolatlarin, patojeni engellemede kullandiklar1 biyokontrol (antagonistik engelleme, siderofor, proteaz, amonyak)
ve bitki gelisimini tegvik eden (IAA ve fosfat ¢oziiniirlilk) mekanizmalar

izolat Ant-indeks S-indeks Pro-indeks Amon-Uretimi |AA-Uretimi F-indeks
(ppm) (ppm)

Bacillus endophyticus N17.2 1.77 1.53 Mk 0.0' 68.18 ' 62.25 00T
Rhizobium radiobacter K25.1 1.76 %4 1.65 9k 0.0' 71.00 kp 124.53 ¢! 00f
Enterobacter cloacae B9.1 1.73 ™ 2.79 ¢f 2.88¢ 66.97 ' 70.83 P 00f
Microbacterium maritypicum N28.3 1.73 md 1.38 0.0' 129.39 ¢® 118.35 00T
Serratia plymuthica B13.1 1.63 ™ 1.58 347°¢ 08.18 ¢! 117.32 tk 00f
Arthrobacter aurescens E20.1 1.62 " 1.91 ek 2.34¢ 102.12 4 75.0 08 00f
Rhizobium radiobacter E22.5 1.60 " 1.58 0.0' 96.06 ™ 41.341 00f
Bacillus cereus N7.1 1.59 " 3.88°b 0.0' 121.82 ¢9 60.78 & 00f
Rhizobium radiobacter N15.1 1.58 " 1.36 0.0' 63.89 P 80.04 " 00f
Acinetobacter calcoaceticus K20.1 1.51 0« 1.40 X 1.48 vk 139.91 bc 131.53 49 00f
Rhizobium radiobacter E13.5 1.39 4 1.38 vk 1.78 i 09.39 ¢! 112.35 ¢! 00f
Bacillus licheniformis N1.1 1.35M 1.37 vk 1.69 ™ 95.45 fn 155.79 &¢ 00f
Bacillus simplex E20.6 1.33 1.41 1.37 99.70 ¢! 132.34 99 00T
Bacillus megaterium E19.7 1.32pd 1.58 Mk 0.0' 75.46 1P 89.47 ™ 00f
Bacillus thuringiensis N36.1 1.224 1.21 Kk 0.0' 97.27 &m 132.34 99 1.79¢¢

Ant-indeks: Antagonistik engelleme; S-indeks: Siderofor iiretim indeksi; Pro-indeks: Proteaz iiretim; Amon-Uretim: Amonyak iiretim miktar1 (ppm/24s); 1AA-
Uretim: Indol-3 Acetic Acid iiretim miktar1 (ppm/24s); F- indeks: Fosforu indirgeme indeksi

Ayni siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu
Karsilastirma Testi, P<0.05).



4.8. EB lzolatlarmm in vivo Hastahk Cikisi ve Bitki Gelisimine Etkilerinin

Belirlenmesi

4.8.1. EB Izolatlarmin Hastalik Cikisin1 Engelleme Potansiyellerinin Belirlenmesi

EB izolatlar1 ile yapilan in vitro antagonistik ve bitki gelisimini tesvik edici
mekanizmalarin belirlendigi c¢alismalarda elde edilen tim veriler (Cizelge 4.11)
degerlendirilmis ve toplam 32 adet EB izolat in vivo hastalik ¢ikisini engelleme ve bitki
gelisimini tesvik etkinligini belirleme ¢alismalarinda kullanilmak amaciyla secilmistir.
EB izolatlarinin in vivo kosullarda hastalik ¢ikisinin engellenmesi iizerine olan
etkinlikleri koparilmis fasulye meyveleri (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16) lizerinde ve tohuma
kaplamak suretiyle ger¢ek yapraklarina hastalik etmenin piiskiirtiilmesi ile belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13’de verilmistir.

Yapilan calismalarda, EB izolatlarin uyaricit (koruyucu) etkisinin belirlendigi
calismada fasulye meyveleri iizerinde acilan inokulasyon noktalarina 6nce EB izolatlari
verildikten 24 saat sonra hastalik etmeni bulastirilmistir (Sekil 4.15). Sonugta tiim
izolatlar hastalik gelisiminin engellenmesi iizerinde %26.9-100 oraninda etkilerde
bulunmustur.

Izolatlar arasinda Pseudomonas gessardii N35.1, Arthrobacter nicotinovorans
B11.2, Stenotrophomonas sp B6.6, Arthrobacter ilicis N11.3, Achromobacter spanius
B1.1 ve Pseudomonas putida K15.1 izolatlar1 inokulasyon noktalarinda bulunan dokulari
nekrotize ederek inokulasyon noktalarinin kahverengilesmesine (HR) neden olmak
suretiyle 1slaklik belirtisi olusumunu tamamen (%100) engel olmusur (Cizelge 4.12, Sekil
4.15A). Izolatlar arasinda istatistiksel olarak denmli farkliliklar gézlenmis olup, hastalik
¢ikigini en az engelleyen EB izolati %29 engelleme orani ile Achromobacter spanius N1.2
olmustur.

S6z konusu reaksiyon yerlerinde dayanikliligin uyarilmasi sonucunda kahverengi
nekrotik doku oliimleri seklinde ortaya g¢ikan belirtilere benzer belirtilerde yiiksek
diizeyde antibakteriyel etkinlige sahip fitoaleksin faseolin (phaseolin) birikiminin oldugu
Bozkurt ve Soylu (2011) tarafindan yapilmis farkli Psp irki/dayanikli fasulye gesit

reaksiyonlarinin belirlendigi ¢alismada bildirilmistir.
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Sekil 4.15. EB izolatlarmin koparilmis fasulye meyveleri {izerinde hastalik ¢ikisini
engelleme potansiyelleri. (A ve B) Meyve lizerinde acilan noktalara dnce EB
izolatlarinin sonra Psp etmeninin uygulanmasi. (C) Hastaligin tamamen engellendigi
inokulasyon noktalarinda EB izolatlarinin tegvik ettigi HR reaksiyonlar: (0K)

Sekil 4.16. EB izolatlarinin koparilmis fasulye meyveleri tizerinde hastalik ¢ikigini
engelleme potansiyelleri. Meyve lizerinde agilan noktalara (0K) farkli dnce Psp
etmeninin sonra EB izolatlarinin uygulanmasi.
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Cizelge 4.12. EB izolatlariin yar1 in vivo kosullarda koparilmis fasulye meyveleri
tizerinde hastalik ¢ikisini engelleme etkinliklerinin belirlenmesi

EB+Psp Psp+EB
. L Engelleme L Engelleme
fzolat oy o | o
Pseudomonas gessardii N35.1 0.0 100.0 oom 100.0
Arthrobacter ilicis N11.3
Stenotrophomonas sp B6.6 0.0' 100.0 oom 100.0
Achromobacter spanius B1.1 0.0 100.0 oom 100.0
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 0.0' 100.0 oom 100.0
Pseudomonas putida K15.1 0.0 100.0 1.7! 81.7
Stenotrophomonas sp E13.1 1.9k 80.0 1.9« 79.6
Arthrobacter gandavensis N19.1 1.9k 80.0 om 100.0
Exiguobacterium sp. N16.2 2.3k 75.0 2.3 75.3
Bacillus altitudinis A5.3 2.4k 74.0 2.6 72.0
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 2.6k 72.0 2.6 72.0
Pseudomonas brenneri E9.6 2.6k 72.0 2.6 72.0
Arthrobacter oxydans N13.11 2.7 Mk 71.0 2.6 72.0
Pseudomonas brassicacearum N16.1 2.8 " 70.0 2.6 72.0
Bacillus altitudinis E15.5 3.0 9k 68.0 2.8 69.9
Microbacterium maritypicum K15.2 3.3 9% 65.0 3.3¢! 64.5
Micrococcus luteus N31.3 3.3k 65.0 3.4 9k 63.4
Microbacterium maritypicum N28.3 3.49 63.0 3.4 9% 63.4
Acinetobacter johnsonii E6.5 3.6" 61.0 3.8M 59.1
Pseudomonas brenneri E17.2 3.6% 61.0 3.69 61.3
Stenotrophomonas sp K19.3 3.8¢ 59.0 3.8" 59.1
Pseudomonas extremorientalis K13.2 4.1 " 56.0 4.2 " 54.8
Bacillus cereus N17.1 4.4 99 53.0 4.4¢eh 52.7
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 4.4 99 53.0 41" 55.9
Lelliottia amnigena E6.1 49¢f 47.0 4,999 47.3
Arthrobacter gandavensis E16.1 5.2 be 44.0 5.9be 36.6
Bacillus simplex K8.2 5.7 bd 39.0 5.4¢f 41.9
Bacillus licheniformis K1.1 5.8 b 38.0 6.7 b¢ 28.0
Arthrobacter gandavensis E16.2 5.9 b 37.0 6.3 ¢ 32.3
Microbacterium phyllosphaerae N3.2 6.2 ™ 33.0 6.2 bd 33.3
Achromobacter spanius N1.2 6.6° 29.0 7.4° 20.4
P. s. pv. phaseolicola PC 9.3¢° 0.0 9.3¢° 0.0

LC: Lezyon Cap1 (1slaklik) (mm)

* Hastalik siddeti 0.0 olarak belirlenmis inokulasyon noktalarinda tipik hastalik belirtisi goriilmemis, EB
izolatt dayanikliligi uyararak bitki dokularinda asir1 duyarliligi neden olmus, bu noktalarda nekrotik
belirtiler olusmustur. Inokulasyon yapilan bdlgeden alinan doku kesitleri KB besiyerine ekildiginde Psp
gelismemistir.

Ayni siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).
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EB izolatlar1 fasulye meyvelerinde hastalik cikisi {lizerine tedavi edici 6zelligi
acisindan da incelenmis, %100 koruyucu etkinligi sahip olan Pseudomonas gessardii
N35.1, Arthrobacter ilicis N11.3, Stenotrophomonas sp, B6.6, Achromobacter spanius
B1.1, Arthrobacter nicotinovorans B11.2, izolatlar1 ayn1 zamanda %100 tedavi edici
ozelliginede sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.16). Bu izolatlarin yanisira
Arthrobacter gandavensis N19.1 izolatida hastalik ¢ikisin1 %100 engellemistir. Ayni tiire
ait farkli izolatlarin diger testlerde oldugu gibi koruyucu ve tedavi edici etkinlikleri
acisindan istatistiksel olarak onemli farkliliklar gézlenmistir. En diisiik tedavi edici
etkinlik %20.4-36.6 engeleme oranlari ile Achromobacter spanius N1.2, Arthrobacter
gandavensis E16.1, Bacillus simplex K8.2, Bacillus licheniformis K1.1, Arthrobacter
gandavensis E16.2 ve Microbacterium phyllosphaerae N3.2 izolatlar1 tarafindan
gosterilmistir.

Yart in vivo etkinlik ¢aligmalarinda gerek tedavi edici gerekse koruyucu etkinligi
yiiksek olan izolatlarin in vitro antagonistik etkinlik indeks degerlerinin oldukc¢a yiiksek

olmasi in vitro ve yar1 in vivo deneme sonuglarinin birbirlerini destekledigini gostermistir.

Saks1 Denemeleri

Koparilmis meyve testinden sonra test edilen endofit izolatlarin in vivo hastalik
cikisint engelleme etkinlikleri saksi denemeleri ile bitki yapraklar1 {izerinde de
arastirilmistir (Sekil 4.17). Saks1 denemeleri Bozkurt (2009) tarafindan belirlenen yontem
ve kullanilan skala modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Tiim uygulamalar sonucunda

elde edilen sonuglar Cizelge 4.13 de verilmistir.
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Sekil 4.17. Tohum EB ile kaplamasi sonrasi yapraktan PSp uygulamasi, bulastirilan
bitkilerin nem ¢emberinde bekletilmesi ve denemelerin degerlendirmesi .

EB izolatlar1 ile kaplanmus bitkilerden gelisen yapraklara patojenin piiskiirtiildiigii
uygulamalarda, EB izolatlarinin hastalik ¢ikisin1 engelleme etkinlikleri ¢ok diisiik
diizeylerde (%10.2 ile %36.7 engelleme oranlar1 arasinda) gergeklesmistir (Cizelge 4.13).
Hastalik ¢ikisinin engellenmesinde en yiiksek etkinlik %36.7 engelleme orani ile
Pseudomonas gessardii N35.1 izolat1 tarafindan gosterilmis olup (Sekil 4.18B), bu izolati
%35.4 engelleme orani ile Arthrobacter ilicis N11.3, %32.7 engelleme orani ile
Stenotrophomonas sp. B6.6, %30.6 engelleme orani ile Achromobacter spanius B1.1
izolatlar1 izlemistir. En diisiik etkinlik ise %10.2 engelleme orani ile Microbacterium
maritypicum E14.6 izolati tarafindan gosterilmistir. En yiiksek etkinlik gosteren izolatla
diisiik etkinlik gosteren izolatlar arasinda istatistiksel olarak ¢ok 6nemli farkliliklar

gozlenmemistir.
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Cizelge 4.13. Bitki yapraklarinda EB izolatlarinin yapraklarda hastalik ¢ikisini engelleme potasiyellerinin belirlenmesi®. Uygulamalar; a) tohumun
EB ile kaplamasinin ardindan yapraktan Psp uygulamasi (TEB+Psp), b) Tohumun EB ile kaplamasi1 sonrasi yapraktan 6nce Psp etmeni ardindan
EB uygulamasi (TEB+Psp+YEB), c) Yapraktan 6nce EB ardindan Psp uygulanmasi1 (YEB+Psp), d) Yapraktan 6nce Psp ardindan yapraga EB
uygulanmasi (Psp+YEB) seklinde diizenlenmistir

Bakteri Tiirii TEB+Psp  %HE  TEB+Psp+YEB  %HE  YEB+Psp  %HE  Psp+YEB  %HE
Pseudomonas gessardii N35.1 4.659 36.7 27N 63.0 3.35¢ 54.4 355" 51.7
Arthrobacter ilicis N11.3 4.75 €9 35.4 2.9 9 61.0 3.6% 51.0 3.8¢f 48.3
Achromobacter spanius B1.1 5.1¢9 30.6 3fh 50.0 36¢%® 51.0 4,05 °f 44.9
Stenotrophomonas sp B6.6 4,95 99 32.7 3fh 50.0 36¢%® 51.0 3.85 ¢f 47.6
Pseudomonas putida K15.1 5.3¢9 27.9 3.1¢h 58.0 3.7°¢¢ 49.7 4.30f 415
Stenotrophomonas sp E13.1 5.1¢9 30.6 3.1¢h 58.0 3.65 ¢ 50.3 4,05 °f 44.9
Arthrobacter gandavensis N19.1 5.35 b9 27.2 3.1¢h 58.0  3.75°¢ 49.0 4.30f 415
Exiguobacterium sp. N16.2 5.25¢¢ 28.6 3.1¢h 58.0 3.65 ¢ 50.3 4.2cf 42.9
Bacillus altitudinis A5.3 5.4 9 26.5 3.2¢h 56.0 3.75 ¢ 49.0 4,350 f 40.8
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 5.45 b0 25.9 3.20¢N 56.0 3.8P°¢ 48.3 4.350f 40.8
Pseudomonas brenneri E9.6 5.45 b9 25.9 3.20¢N 56.0  3.75°¢ 49.0 4.350f 40.8
Arthrobacter oxydans N13.11 5.55 b0 245 3.3¢h 55.0 3.9°P¢ 46.9 455 bf 38.1
Pseudomonas brassicacearum N16.1 5.5b9 25.2 3.3¢h 55.0  3.85°¢ 47.6 4.4 0f 40.1
Microbacterium maritypicum K15.2 5.5b9 25.2 3.3¢h 55.0  3.85°¢ 47.6 4.45 of 39.5
Micrococcus luteus N31.3 5.55 b0 245 3.3¢h 55.0 3.9°P¢ 46.9 4,50 f 38.8
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 5.75¢ 22.4 3.4¢h 540  3.95P¢ 46.3 4.7 f 36.1
Pseudomonas brenneri E6.5 5.75¢ 22.4 3.4¢h 540  3.95P¢ 46.3 4,55 bf 38.1
Acinetobacter johnsonii E17.2 5.65 P9 23.1 3.4¢h 540  3.95P¢ 46.3 455 bf 38.1
Stenotrophomonas sp K19.3 5.7 b9 22.4 3.4¢h 540  3.95P¢ 46.3 4.7 f 36.1
Bacillus altitudinis E15.5 5.85 b9 20.4 3.50N 52.0  4.15°¢ 43.5 4.7°f 36.1

Cizelge 4.13. (Devam) Bitki yapraklarinda EB izolatlarinin yapraklarda hastalik ¢ikisini engelleme potasiyellerinin belirlenmesi?. Uygulamalar; a)
tohumun EB ile kaplamasinin ardindan yapraktan Psp uygulamasi1 (TEB+Psp), b) Tohumun EB ile kaplamasi sonrasi yapraktan 6nce Psp etmeni
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ardindan EB uygulamasi (TEB+Psp+YEB), ) Yapraktan 6nce EB ardindan Psp uygulanmasi (YEB+Psp), d) Yapraktan 6nce Psp ardindan yapraga
EB uygulanmas1 (Psp+YEB) seklinde diizenlenmistir

Bakteri Tiirii TEB+Psp %HE  TEB+Psp+YEB  %HE  YEB+Psp %HE  Psp+YEB  %HE
Microbacterium hydrocarbonoxydans K18.1 5.85 P9 20.4 3.50N 52.0 40 45.6 4.7°f 36.1
Pseudomonas extremorientalis K13.2 5.9 b9 19.7 3.6°N 51.0 4,15 43.5 4.7 36.1
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 5.9 b9 19.7 3.60h 51.0 4.2 42.9 4.8 f 34.7
Bacillus cereus N17.1 5.9 >¢ 19.7 3.80h 48.0 4,25 42.2 4.8 34.7
Lelliottia amnigena E6.1 5.95 bf 19.0 409 46.0 4.4 40.1 4.90f 33.3
Arthrobacter gandavensis E16.1 6 b 18.4 4.1°9 44.0 4,50 38.8 4.9 f 333
Bacillus licheniformis K1.1 6" 184 4,159 44.0 4,55 38.1 5.05 P 31.3
Bacillus simplex K8.2 6.15 ¢ 16.3 4.25f 43.0 4,75 35.4 5.2 bd 29.3
Arthrobacter gandavensis E16.2 6 o 18.4 4.20f 43.0 4,55 b 38.1 5.15 b¢ 29.9
Achromobacter spanius N1.2 6.35 ¢ 13.6 4.3 0 41.0 4.8 34.7 5.3b¢ 27.9
Microbacterium phyllosphaerae N3.2 6.35 ¢ 13.6 4.4 b 40.0 4.8 34.7 5.3b¢ 27.9
Microbacterium maritypicum N28.3 6.6 10.2 4.5 ¢be 39.0 49° 33.3 5.6° 23.8
SUNCOP 471 36.1 47" 36.1 4.7 bd 36.1 4,70 f 36.1
P. s. pv. phaseolicola PC 7352 0.0 7.352 0.0 7358 0.0 7.35% 0.0

2 Yapraklarda olusan hastalik belirtileri inokulasyondan 21 giin sonra 0-9 skalasina gére degerlendirilmistir (Bozkurt, 2009 modifiye)

TEB: Tohumun EB ile kaplanmasi; Psp: Yapraga Pseudomonas syringae pv. phaseolicola piiskiirtilmesi; YEB: Yapraga EB giiskiirtiilmesi; %0HE: Hastalik ¢ikiginin
Engelleme Orant (%)

Aynt siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu
Karsilastirma Testi, P<0.05).



Endofitle kapli tohumdan ¢ikan yapraklara dnce patojen daha sonra EB izolat
uygulanan yapraklarda hastalik ¢ikisi ise Pseudomonas gessardii N35.1 izolati tarafindan
%63.0 gibi yiiksek oranda engellenmistir (Sekil 4.18C). Hastalik ¢ikisin1 engelleyen
izolatlarin etkinligi karsilagtirildiginda birgok izolat arasinda istatistiksel farklilik
gozlenmezken, en diisiik etkinlik %39.0 etkinlik ile Microbacterium maritypicum E14.6

izolat1 tarafindan gosterilmistir (Cizelge 4.13).

ool

Sekil 4.18. Farkli EB uygulamalarinin bitki yapraklarinda hastalik ¢ikisi (0K) tizerine
olan etkinligi.
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EB kaplamasi yapilmadan ekilen tohumlardan ¢ikan yapraklara dnce EB izolati
sonra patojen piskiirtiilmiis bitkilerin yapraklarinda hastalik ¢ikist %33.3 ile %54.4
oranlar1 arasinda engellenmistir (Cizelge 4.13). Bu tiir uygulamada hastalik ¢ikisi en etkili
antagonist izolat olan Pseudomonas gessardii N35.1 izolati tarafindan %.54.4 gibi yiiksek
oranda engellenmistir (Sekil 4.18D). Tohum kaplamasi yapilmadan ekilmis tohumlardan
cikan yapraklara dnce patojen sonra EB izolat1 piiskiirtiilmiis bitkilerin yapraklarinda
hastalik ¢ikist %23.8 ile %51.7 oranlar1 arasinda engellenmistir. Bu uygulama seklinde
de en yiiksek antagonistik etkinlik %.51.7 engelleme orani ile Pseudomonas gessardii
N35.1 izolat1 tarafindan, en disiik etkinlik %23.8 etkinlik ile Microbacterium
maritypicum E14.6 izolati tarafindan gosterilmistir (Cizelge 4.13).

In vivo saksi deneme sonuglari birlikte degerlendirildiginde; en etkili uygulamanin
tohuma kaplama seklinde EB uygulamasi sonrasinda, bu tohumlardan gelisen bitki
yapraklarma ayni izolatin bir kez daha piiskiirtiilmesi seklindeki uygulama olmus,
hastalik cikis1 bu tip uygulamada énemli diizeyde engellendigi belirlenmistir. Izolatlar
arasinda onemli farkliliklarin gézlenmedigi, kontrol ile kiyaslandiginda hastalik ¢ikisini
en yiiksek oranda engelleyen izolatin %63.0 liikk engelleme orami ile Pseudomonas
gessardii N35.1, %61.0 engelleme orani ile Arthrobacter ilicis N11.3 ve %59.0
engelleme orani ile Stenotrophomonas sp B6.6 ve Achromobacter spanius B1.1 izolatlari

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.13).

4.8.2. EB izolatlarm in vivo Bitki Gelisimine Etkileri

EB izolatlarin in vivo hastalik ¢ikisini engelleme etkinliklerinin belirlendigi
caligmalarda kullanilan izolatlar tohuma kaplama seklinde uygulanip, steril torf-toprak
karigimina ekimi yapildiktan sonra 28 giin gelismeye birakilmis ve bitki gelisimi (toplam
bitki uzunlugu, kok, gévde uznunluklar1 ve bitki yas agirligl) iizerine olan etkileri

degerlerlendirilmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Cizelge 4.14).
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Sekil 4.19. Tohuma EB kaplamasinin bitki gelisimi iizerine olan etkinligi

Elde edilen sonuglara bakildiginda bitki gelisimini en ¢ok tesvik eden 54.8 cm bitki
boyu ve 39.8 g bitki yas agirligi ile Stenotrophomonas sp. E13.1 izolati olurken, bu izolati
48.4 cm bitki boyu 41,4 g bitki agirligi ile Pseudomonas gessardii N35.1, 47,7 cm bitki
boyu 36,05 g bitki agirligi ile Arthrobacter nicotinovorans B11.2 izolatlari takip etmistir
(Sekil 4.20). Bu 3 izolat arasinda istatistiksel farklilik goériilmemistir. S6z konusu 3
izolatin ayn1 zamanda yiiksek diizeyde IAA irettigi (Cizelge 4.9) belirlenmis olup
(izolatlar sirastyla 131.09, 161.39 ve 112.79 ppm IAA iretilmis), bu izolatlarin fosforu

¢ozme etkinliginin olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.20. Farkli EBler ile kaplanan (A) ve kaplanmayan (B) tohumlardan gelisen
bitkiler

Cizelge 4.14. Tohuma kaplama seklinde uygulanmis EB izolatlarin bitki gelisimine (kok,
govde, toplam bitki uzunlugu ve bitki yas agirligi) olan etkileri

Bitki Boy. Kok Uz. Govde Uz. Yas Bitki

Lzolat (cm) (cm) (cm)  Agrh@ (g)
Stenotrophomonas sp E13.1 54.82 14.8 ¢f 40° 39.8%
Pseudomonas gessardii N35.1 48.4 24.43 24 &k 4143
Arthrobacter nicotinovorans B11.2 47.7%¢ 14.4 ¢f 33.3°P 36.05 ¢
Bacillus simplex K8.2 44.8 d 12¢&h 32.8°% 33.4¢9
Bacillus cereus N17.1 44,5 12¢eh 32,50 33.25¢¢
Achromobacter spanius N1.2 43.0 P 16.8 ¢ 26.2 " 34.9 be
Bacillus altitudinis E15.5 42.4°f 14.8 ¢ 27.6°¢" 33.6¢f
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Cizelge 4.14. (Devam) Tohuma kaplama seklinde uygulanmis EB izolatlarin bitki
gelisimine (kok, govde, toplam bitki uzunlugu ve bitki yas agirligl) olan etkileri

izolat Bitki Boy. Kok Uz. Govde Uz. Yas Bitki
(cm) (cm) (cm) Agirhg (g)
Acinetobacter calcoaceticus E1.4 42.3°f 15.2 ¢f 27.19¢ 33.75 ¢
Pseudomonas putida K15.1 42.20f 15.4 ¢f 26.8 ¢ 33.8¢¢
Arthrobacter gandavensis N19.1 41,79 16.6 > 25.1°¢ 34.15 ¢
Microbacterium hydrocarbonoxydans K18.1 4169 15 ¢f 26.6 ¢ 33.3¢¢
Microbacterium maritypicum K15.2 41.4°9 15 ¢f 26.4 ¢ 33.2¢¢
Pseudomonas brenneri E6.5 41.1°9 19.7° 21.4 M 35.4 b
Bacillus amyloliquefaciens N21.5 40.8 ¢9 13 ¢h 27.8¢f 31.9¢h
Stenotrophomonas sp B6.6 40.2 ©9 13.8°¢¢ 26.4 " 32 <9
Microbacterium maritypicum N28.3 40.2 9 12.1 &N 28.1 ¢ 31.15¢
Arthrobacter gandavensis E16.1 40.0 49 14.4 ¢f 25.6 & 32.2°9
Stenotrophomonas sp K19.3 39.9 49 14.9 of 25 ¢ 32.4¢9
Acinetobacter johnsonii E17.2 38.4 49 13.2¢h 25.2 ¢ 30.8¢"
Lelliottia amnigena E6.1 38.4 49 13.6 ¢ 24.8 ¢} 31
Pseudomonas brenneri E9.6 38.0 4N 14 ©9 24 &K 31¢
Bacillus licheniformis K1.1 37.9 4N 12.6 4" 25.3 ¢ 30.25 4
Bacillus altitudinis A5.3 37.4%  156P¢ 2189 315¢
Arthrobacter oxydans N13.11 37.2¢ 13.2 6N 24 &K 30.2%
Exiguobacterium sp. N16.2 37.0¢ 12.2¢h 24.8 & 29.6 ¢
Microbacterium phyllosphaerae N3.2 35.4 10.2 9" 25.2 ¢ 27.891
Arthrobacter ilicis N11.3 35.2™ 13.8¢9 21.4 M 29.5¢
Arthrobacter gandavensis E16.2 3469 14.8 ¢f 19.8 1 29.7 ¢
Achromobacter spanius B1.1 3429 11.8¢N 22.4 ¢ 28 ™
Pseudomonas extremorientalis K13.2 30.5M 9.2h 21.3 " 24.35)
Micrococcus luteus N31.3 305™ 11.3 19.2 4 25.91
Pseudomonas brassicacearum N16.1 30.0" 12.5¢h 175" 26.25 ™
Negatif Kontrol 37.74¢n 1349 24.3 &k 30.55 ¢

Ayni siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).
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5. SONUC ve ONERILER

Fasulye (Phaseolus vulgaris L) ve baklagiller (Leguminoseae) artan Diinya niifusu
ve kiiresel 1sinma nedeni ile karsilagilan kuraklik sorunlari nedeni ile gelecekte karsi
karsiya kalacagimiz aglik ve beslenme sorunlarinin asilabilmesi i¢in biiyilk 6nem
tagimaktadir. Gerek icermis oldugu yiiksek protein ve lif orani, gerekse de karbohidrat ve
seker ihtivasinin yiiksek olmasi fasulye bitkisini diger sebze ve endiistri bitkilerinin 6niine
¢ikarmaktadir.

Fasulye iiretim alanlarinda siklikla goriilen ve neredeyse tiim fasulye alanlarinda
karsimiza ¢ikabilecek olan bakteriyel hastaliklarin basinda Hale Yanikligi Hastaligi ve
etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burk) Young, Dye and Wilkie (Psp)
gelmektedir. Ulkemizde ve diinyada fasulye iiretimi yapilan tiim alanlarda hizla yayilan
bu etmen kullanilan tohumlugun kontrolsiiz olmasi, yetistiricilik esnasinda bitki saglig
kurallarina dikkat edilmemesi ve yetistiricilik yapilan alanda miinavebe yapilmamasi
nedeni ile hizla yayilmaya devam etmektedir.

Hale yaniklig1 etmeni Psp bitkilere bulastiginda eger erken donemde ise bitkilerde
hastalik belirtilerinin gozlenmesi ve erken miicadelesi ¢ok zor nerede ise imkansizdir.
Hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in hava sicakliginin ve bagil nemin optimum
seviyede olmasi gerekmektedir. Bu durum iiretim alanlarinda ozellikle agik alanda
yapilan tiretimin erken donemlerinde pek miimkiin olmamaktadir. Hastalik etmenine
dayanikli ¢esit kullanimina yonelik arastirmalar ise halen devam olup tamamen
asitlamamis ve ticari olarak yetistirilen ¢esitlerin biiyiik bir cogunlugu hastalik etmenine
kars1 hassas durumdadir.

Bakyeriyel hastaliklarin miicadelesine yonelik diinyada ve iilkemizde yapilan pek
cok calisma hastalifa dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve bakteriyel hastaliklarla
biyolojik miicadele olanaklarinin arastirilmasi dogrulturunda gergeklestirilmektedir. Bu
baglamda biyolojik miicadele etmenlerinin 6n plana ¢ikarilmasi ve bu etmenlerin in-vitro
ve in-vivo kosullarda etkinliklerinin belirlenerek {iretici kosullarinda uygulanabilir hale
getirilmeleri biliylik 6nem tagimaktadir.

Biyolojik miicadele ¢aligmalar1 incelendiginde; yapilan ¢alismalarin agirlikli olarak
fungal hastaliklarin biyolojik miicadelesi agirlikli gerceklestirildigini, bakteriyel

hastaliklarla miicadelenin ise ¢ok smirli kaldigim1 gormekteyiz. Ozellikle fasulye
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hastaliklarinin miicadelesinde ise bu durum diinyada ve iilkemizde ve gergeklestirilen
birka¢ ¢alisma ile sinirli kalmaktadir.

Hale yaniklig1 etmeni Psp ‘ye kars1 gergeklestirilen biyolojik miicadele calismalari
ise bakteriyofaj kullanimi ile sinirli kalmis devami gelmemistir. Bu agidan doktora
calismasi ve c¢alisma sonucunda elde edilecek veriler hastalik etmeninin biyolojik
miicadelesinde kdsetasi olacak niteliktedir.

Bu c¢alismada, Fasulye Hale Yanikligi Hastaligi etmeni Psp ile kimyasal
miicadeleye alternatif “biyolojik miicadele” imkéanlar1 arastirllmistir. Bu kapsamda
Ankara, Burdur, Eskisehir, Konya ve Nigde illerinin farkli ilgelerinde fasulye iiretiminin
yogun olarak gerceklestirildigi tiretim alanlarindan saglikli fasulye bitkilerinin farkli
kisimlarindan antagonist potansiyele sahip endofit bakteri tiirlerinin izolasyonu, tanisi ve
hastalik Psp ya kars1 in vitro ve in vivo kosullarda biyokontrol etkinligi arastirilmistir.
Hastalik etmenine karsi etkinligi arastirilan endofit bakteri izolatlarin hastalik etmenin
gelisimini engellemede rol oynayan olast antagonistik etkinlik mekanizmalarinin yani
sira bitki gelisimini tesvik etmede rol oynayan mekanizmalar: da karekterize edilmistir.

Ankara, Burdur, Eskisehir, Konya ve Nigde illeri ve ilgelerinde gergeklestirilen
sorveylerde, saglikli fasulye bitkilerinin farkli aksamlarindan (kok bogazi, gévde, yaprak
ve meyve) 343 endofit bakteri izole edilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda, izole
edildigi sehir, bitki aksami, morfolojik ve biyokimyasal agidan benzerlik gosteren
izolatlardan yapilan 6n secim neticesinde, 131 bakteri izolat1 belirlenmistir. On se¢imi
yapilan 131 bakteri ile yapilan MALDI-TOF analizleri sonucu tanilama indeks degeri 1.9
ve lizerinde olan toplam 56 izolat cins ve tiir diizeyinde belirlenmistir. Tiir diizeyinde
teshisi yapilan 56 adet farkli izolat tiirleri ile ¢alisilmaya karar verilmistir.

Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimina bakildiginda, 15 izolat ile
Bacillus spp. en fazla izole edilmis cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunu sirasiyla 10
izolat ile Arthrobacter cinsi, 7 izolat ile Pseudomonas cinsi, 5 izolat ile Microbacterium
cinsi, 4 er izolat ile Rhizobium ve Stenotrophomonas cinsleri, 3 izolat ile Acinetobacter
cinsi, 2 ser izolat ile Achromobacter ve Serratia cinsleri, 1 er izolat ile Enterobacter,
Lelliottia, Micrococcus ve Exiguobacterium cinsleri takip etmislerdir Tanis1 yapilan
izolatlar goz Oniine alindiginda, oOnceden yapilmis bir¢ok biyolojik miicadele

caligmalarinda elde edilen sonuglara benzer sekilde Pseudomonas spp. ve Bacillus spp.
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ait izolatlar disginda Microbacterium, Stenotrophomonas, Acinetobacter ve

Achromobacter cinslerine ait pek ¢cok bakteriyel izolat ile ¢alisilmustir.

Endofit izolatlarin in vitro antagonsitik etkinligine bakildiginda 56 izolat 4.85-1.22
arasinda antagonisitik etkinlik indeks degerleri elde edilmis ve izolatlar arasinda degisken
oranlarda engelleme etkinlikleri géstermislerdir. Bu izolatlarin 32 tanesi Gram pozitif 24
tanesi Gram negatif 6zellik gdstemistir. Izolatlarin illere gore dagilimi ise Ankara 1 izolat,
Burdur 6 izolat, Eskisehir 15 izolat, Konya 10 izolat ve Nigde 24 izolat ile karsimiza
cikmaktadir. Bu duruma gore Eskisehir ve Nigde illeri en ¢ok endofit plant growth
promoting bacteria (EB) izolat1 elde edilen iller olmustur. Tiim izolatlar farkli seviyelerde
antagonistik-indeks degeri gostemislerdir. Antagonistik etkinlik gdstermeyen endofit
bakteri izolati olmamustur.

Ikili kiiltiir testlerinde en yiiksek antagonisitik etkinlik 4.85 antagonistik
(engelleme) indeks degeri Nigde ilinden izole edilen Pseudomonas gessardii N35.1
izolati tarafindan gosterilmis olup, bu izolati sirasi ile 4.23 indeks degeri ile Arthrobacter
ilicis N11.3, 4.01 indeks degeri ile Stenotrophomonas sp. B6.6, 3.57 indeks degeri ile
Achromobacter spanius B1.1, 5.56 indeks degeri ile Pseudomonas putida K15.1 ve 3.27
indeks degeri ile Arthrobacter gandavensis N19.1 izolatlar1 takip etmistir.

Test edilen antagonist EB izolatlar arasinda yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik
gosteren, Pseudomonas gessardii, Arthrobacter ilicis, Stenotrophomonas sp.,
Achromobacter spanius, Pseudomonas putida ve Arthrobacter gandavensis gibi
antagonist bakteri izolatlarin fasulye Hale Yanikligi hastaligi etmeni Psp’ye karsi
antagonistik etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Gerek in vitro gerekse in vivo etkinlik ¢aligmalarinda en etkili endofit bakteri izolati
olarak belirlenene Pseudomonas gessardii daha Onceden Pseudomonas cinsinde
bildirilen, bu tiire ait izolatlarin farkli bitkilerde farkli hastaliklara karsi biyolojik
etkinliklerine dair bildirimler olmustur. Yapilan bu ¢alisma igerik olarak Pseudomonas
gessardii ile ilgili yapilmig en kapsamli ¢aligmadir. Calismalarimiz esnasinda gerek in
vitro gerekse in vivo galismalarda etkinligi tespit edilen bir diger tiir ise Arthrobacter ilicis

olmustur.
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Biyolojik miicadelede en etkili kriterlerden biri de antagonist bakterilerin siderofor
tiretmesidir. Kok bolgesindeki zararli fungus ve bakteri populasyonlarinda 6nemli dl¢iide
azalmalara neden olan faktorlerden biri olan siderofor liretimi, ortamda sinirli oranda
bulunan demir iyonlar1 i¢in mikroorganizmalarin birbiri ile rekabete girmesinde onemli
rol oynamaktadir. Endofit bakteriler igersinde en yliksek siderofor iiretimi Psp’ye kars1
antagonist etkinligi yiliksek endofit izolatlar arasinda yer almis tiirlerden 5.8 indeks degeri
ile Pseudomonas gessardii N35.1 izolat1 tarafindan olusturulmus, bu izolat: 3.88 indeks
degeri ile Bacillus cereus N7.1 izolati, 3.42 indeks degeri ile Pseudomonas brenneri E9.6
izolat1 takip etmistir.

Bir diger 6nemli antagonistik mekanizmalarindan olan proteaz tiretimi 56 endofit
izolat arasindan sadece 23 izolat tarafindan olusturulmustur. Endofit izolatlar arasinda
Arthrobacter gandavensis E16.1 izolat1 4.69 indeks degeri ile en yiiksek proleotik aktivite
(proteaz enzimi salgilayan) gosteren izolat olmustur. Bu izolat1 siras1 ile Microbacterium
maritypicum K15.2 izolat1 4.10 indeks degeri ile Serratia plymuthica B13.1 izolat1 3.47
indeks degeri ile Stenotrophomonas sp K19.3 izolati 3.30 indeks degeri ile takip
etmislerdir. Diger yandan bakterilerin biiyilk ¢ogunlugu amonyak {iretmis olmakla
birlikte, antagonistik etkinligi yliksek izolatlarin daha yiiksek konsantrasyonda amonyak
rettigi tespit edilmistir.

Endofit bakteri izolatlar1 antagonistik 6zelliklerinin yanisira bitki gelisimini tegvik
edici Ozellikleri IAA iretme ve fosforu ¢ozme etkinlikleri yoniiylede arastirilmistir.
Calisma sonuglarina gére Pseudomonas gessardii N35.1 ve Pseudomonas brenneri E6.5
izolatlar1 161.39 ppm ile en yiiksek konsantrasyonda IAA tireten EB izolatlar1 olurken,
bu izolatlar1 sirasiyla 160.44 Achromobacter spanius N1.2 izolat1 ve 155.79 ppm ile
Bacillus licheniformis N1.1 izolatlar1 takip etmislerdir. Genelde yiiksek diizeyde TAA
tireten endofit izolatlarin benzer sekilde yiiksek konsantrasyonda IAA de {irettigi
belirlenmistir.

Fosfor, alkali topraklarda kalsiyum, asidik topraklarda ise demir ve aliminyum
tarafindan baglanmaktadir. Tohum ya da topraga uygulanan fosfat ¢dzebilen bakterilerin
topraktaki ¢oziinemez/bitki tarafindan kullanilamaz durumda olan fosforu ¢ozebildigi ve
verim artisina neden oldugu bilinmektedir. Calismamizda kullandigimiz EB bakterilerden
56 endofit izolat arasindan sadece 12 izolat PVK besiyerinde fosforu ¢6zme etkinligi

gostermis geriye kalan 44 endofit izolat fosforu ¢6zme etkinligi gostermemistir. Etkinlik
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gosteren 12 izolat icerisinde Acinetobacter calcoaceticus E1.4 izolat1 2.63 ¢6ziiniirlik
indeks degeri ile fosforu ¢cozmede en etkili izolat olmustur. Bu izolat: siras1 2.5 indeks
degeri ile Arthrobacter oxydans N13.11, 2.43 indeks degeri ile Microbacterium
maritypicum K15.2 ve 2.25 indeks degeri ile Serratia liquefaciens N34.1 izolatlari
izlemistir. Bu durum bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalar arasinda fosforu
cozebilmenin ne kadar 6nemli ve gerekli bir husus oldugunu bir kez daha gdzler oniine
sermektedir. Fosforu ¢6zme etkinligi gosteren 12 izolat arasinda Bacillus thuringiensis
N36.1 izolat1 disinda genelde izolatlarin Psp’ye karsi yiiksek diizeyde in vitro
antagonistik etkinlik gosterdigi (1.89 ile 3.27 arasinda degisen indeks degerleri ile),
Pseudomonas gessardii N35.1, Arthrobacter ilicis N11.3, Stenotrophomonas sp. B6.6 ve
Achromobacter spanius B1.1 gibi yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gdstermis olan
izolatlarin ise s6z konusu fosforu ¢ozme aktivitesi gostermedigi belirlenmistir. Farkli
tirlere ait bu izolatlartarafindan iretilen IAA miktarlart istatistiksel olarak
karsilastirildiginda izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak nemsiz seviyede oldugu
belirlenmistir. EB bakterilerin antimikrobiyal 6zelliklerinin yanmi sira bitki gelisimini
tesvik edici Ozelliklerinin de olmasi, bunlarin siirdiiriilebilir tarim sistemlerinde
kullanimin1 da saglayacaktir.

EB izolatlar1 fasulye meyvelerinde hastalik cikisi lizerine tedavi edici 6zelligi
acisindan da incelenmis, %100 koruyucu etkinligi sahip olan Pseudomonas gessardii
N35.1, Arthrobacter ilicis N11.3, Stenotrophomonas sp, B6.6, Achromobacter spanius
B1.1, Arthrobacter nicotinovorans B11.2, izolatlari ayn1 zamanda %100 tedavi edici
Ozelligine de sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin yanisira Arthrobacter
gandavensis N19.1 izolatida hastalik ¢ikisin1 %100 engellemistir. Ayni tiire ait farkli
izolatlarin diger testlerde oldugu gibi koruyucu ve tedavi edici etkinlikleri agisindan
istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar gbzlenmistir. Yart in-vivo testlerde Pseudomonas
gessardii N35.1, Arthrobacter nicotinovorans B11.2, Stenotrophomonas sp B6.6,
Arthrobacter ilicis N11.3, Achromobacter spanius B1.1 ve Pseudomonas putida K15.1
izolatlart inokulasyon noktalarinda bulunan dokulari nekrotize ederek inokulasyon
noktalarinin kahverengilesmesine (HR) neden olmak suretiyle 1slaklik belirtisi
olusumuna tamamen (%100) engel olmustur. EB bakterilerin konukg¢u bitkide patojene
kars1 ISR mekanizmalarini harekete gecirme 6zelliklerinin saptanmis olmas1 bunlarin etki

spekturumunun ve siiresinin uzun olmasini saglayabilir.
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In vivo saks1 deneme sonuglar birlikte degerlendirildiginde; en etkili uygulamanin
tohuma kaplama seklinde EB uygulamasi ve sonrasinda, bu tohumlardan gelisen bitki
yapraklarina ayni izolatin bir kez daha piiskiirtiilmesi seklindeki uygulama olmustur.
Izolatlar arasinda énemli farkliliklarin gdzlenmedigi, kontrol ile kiyaslandiginda hastalik
cikigini en yiiksek oranda engelleyen izolatin %63.0 ile Pseudomonas gessardii N35.1,
%61.0 ile Arthrobacter ilicis N11.3 ve %59.0 ile Stenotrophomonas sp B6.6 ve

Achromobacter spanius B1.1 izolatlar1 oldugu belirlenmistir.

Calismada elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde;

1. Bitki dokularinda hastalik etmeni patojenlerle yakin temasta olan ve birbirleri ile
cesitli seklillerde etkilesime giren endofit bakteriler Psp karsit yiiksek diizeyde
antagonsitik etkinlik gdstermistir.

2. Etkinligi ortaya konulan bir ¢ok tiirin PSp’ye kars1 biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilma potansiyeline sahip oldugu ilk kez bu calisma ile ortaya konulmustur.

3. Yiksek antagonistik etkinlik gdsteren izolatlarin birden fazla antagonsitik etki
mekanizmasina sahip oldugu, Arthrobacter oxydans N13.11, Micrococcus luteus N31.3,
Microbacterium maritypicum K15.2 ve Achromobacter spanius N1.2 gibi bazi izolatlarin
ise gerek antagonistik gerekse bitki gelismini tesvik eden mekanizmalarin tamamin
kullanabildigi tespit edilmistir.

4. Ogzellikle Pseudomonas spp ve Bacillus spp. ait izolatlarm diger tiirlere kiyasla ¢ok
daha etkin oldugu, hastalik etmenlerin engellemesinde antagonistik ve bitki gelisimini
tesvik eden etki mekanizmlarindan bir veya birkagini birden kullanmak suretiyle etkili
oldugu belirlenmistir. Antagonist izolatlar arasinda yiiksek diizeyde birden fazla
antagonistik ve bitki gelisimini tesvik eden etki mekanizmalarmi kullanan ve Psp
gelisimini yiiksek diizeyde engelleyen Pseudomonas gessardii N35.1, Arthrobacter ilicis
N11.3, Stenotrophomonas sp, B6.6, Achromobacter spanius B1.1, Arthrobacter
nicotinovorans B11.2 izolatlarin fasulye iiretim alanlarinda sorun olan tohum koékenli
bakteriyel hastaliklara kars1 sentetik kimyasallara alternatif olabilecek ¢evre dostu biyo-
preparat  olarak  hastalikla  miicadelede  kullanilabilecek  izolatlar  olarak
degerlendirilmistir. Bu izolatlarin sahip olduklar1 birden fazla etki mekanizmlar

sayesinde antimikrobiyal etkinlik gostermesi, s6z konusu etmenin etkili olarak

112



degerlendirilen bu tip miicadele yoOntemine karsi direng gelistirmesinin Oniine
gecilebilecegi belirtilebilir.

5. S6z konusu etkili izolatlarin farkli sekillerde uygulandiklar1 in vivo etkinlik
caligmalarindaki etkilerine gore endofit bakterilerin tohuma kaplama seklinde
uygulanmalarin yanisira hastaligin dogada ¢ikis yaptigi donemde yapraktan yeniden
uygulanmasi etkinligini 6nemli diizeyde artirmasi nedeniyle s6z konusu izolatlarin
praparat haline getirilerek yapraga piiskiirtme seklinde uygulanmasi biiyiilk énem arz
etmektedir.

6. Ayn tiire ait bakteri izolatlar arasinda hastalik etmeninin antagonistik ve bitki
gelisimini tesvik eden etkinlikleri arasindaki farkliliklar gozlenmistir. Benzer sekilde
izolatlarmn in vitro kosullarda etmenin gelisiminin engellenmesinde gosterdikleri
antagonistik etkinlik ile in vivo hastalik ¢ikisinin engellenmesinde gosterdigi
(biyokontrol) etkinlikler arasinda her zaman benzerlik gbézlenmemistir. Bu durumun
antagonist bakteri izolatlarin genetik ¢esitliligi, izole edildikleri yer (epifitik veya endofit
olusu) ve bulunduklar1 ortamdaki ¢evre kosullarinin (yetistigi ortamlardaki bitki besin
madde igerigi ve hastalik etmenlerinin bulunus durumu gibi) izolatlarin genetik
cesitliligine etkide bulunmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

7. Pseudomonas syringase pv. phaseolicola’ya kars1 in vitro ve in vivo antibakteriyel
etkinligin yanisira bitki gelisimini tesvik edici etkinlige sahip olan bakteriyel izolatlarin
tekli ve/veya karisim halinde formiilasyonlariin hazirlanarak farkli bakteriyel ve fungal
hastalik etmenlere karsi in vitro ve invivo kosullarda denenmesi biiyiikk 6nem arz
etmektedir.

8. Yapilan bu calisma ile elde edilen sonuglar, fasulye Hale Yanikligi hastaligi ile
antagonist endofit bakteriler ile biyolojik miicadelenin etkili bir yontem oldugu,
kullanilan antagonist bakteri izolatlarinin gerek biyokontrol gerekse bitki gelisimini
tesvik edici etkide farkli etki mekanizmalari ile hastalik gelisimini engelledigi gibi bitki
gelisimini tesvik eden mekanizmalara sahip olmalar1 nedeni ile ayni zamanda birim

alanda fasulye veriminde de artisa neden olabilecegini ortaya koymustur.
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EK-1 Bakterilerin gelistirilmesinde kullanilan besi yerleri

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

Pepton 59/L
Meat Extract 3g/L
Agar-Agar 12 g/L

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

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Peptone from meat 10 g/L
K2HPO4 3H20 1.5g/L
MgSO4 7H20 1.5¢g/L
Glyserol 10 mL/L
Agar-Agar 12 g/L

Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110285)

Pepton from casein 10 g/L
Yeast Extract 5¢g/L
NaCl 10 g/L

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105458)
Pancreatic Digest of Casein 15g/L

Papaic Digest of Soya Bean 59/L

NaCl 59/L

Agar-Agar 15 g/L
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Ek-2 Antagonist bakterilerin etki mekanizmalarinin belirlendigi 6zel besi yerleri

Modifiye edilmis Blue CAS Agar (Schwynn ve Neilands, 1987)

Chrome azurol S (CAS) 60.5 mg/L
FeCls Solusyonu (1 mM FeClz 6H,0+10 mM HCL) 10 ml/L
hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) 72.9 mg/L
Pseudomonas agar F Base (King B Agar, (Merck Kat.N0.110989) 35¢g/L
Glyserol 10 mL/L
Not 1: Otoklav sonrasi katilasma sorun var ise 4 g/L Agar ilave edilebilir

Not 2: Pseudomonas agar F Base (King B Agar) Yerine asagidaki karisim kullanilabilir;

Pepton 20 g/L
MgSO4 7H20 1.5¢g/L
K2HPO4 1.5¢9/L
Glyserol 10 mL/L
Agar 20 g/L

Pikovskaya’s Agar (PVK)

Glikoz 20 g/L
Caz(POa): 59g/L
(NH4)2S04 0.5¢g/L
KCI 0.2¢g/L
MgSO4 0.25¢g/L
Yeast Extract 0.5¢g/L
Agar 20 g/L
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