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OZET

MARDIN ARTUKLU UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

BAKLAGIL NODULLERINDEN iZOLE EDILEN BAKTERILERIN BAZI
FUNGAL BiTKi PATOJENLERINE KARSI ANTAGONISTIK AKTIVELERI

Ahmet SIMSEK

Bu ¢alismada, bezelye, mercimek ve nohut kok nodiillerinden izolasyon yapilmistir. 80
bakteri izole edilmis bunlardan etkili olan 20 tanesi diger ¢alismalar igin se¢ilmistir. Bakterilerin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal analizleri yapilark bakterilerin tanimlamasi yapilmistir.
Mercimekten (Lens culinaris M.) izole edilen RM1 izolatimin Stenotrophomonas sp., RM2
izolatt ve RM3 izolatimin Bacillus megaterium; bezelyeden (Pisum sativum L.) izole edilen
B3P9 izolatinin Stenotrophomonas sp., oldugu ve RB30 izolatinin Bacillus megaterium,
nohuttan (Cicer arietinum L.) izole edilen RN2 izolatinin Paenibacillus polymaxa ve RN5
izolatimin Bacillus mojavensis oldugu Maldi-tof cihazi ile tiir tanimlar1 yapilmustir. izolatlarm
%65’1 %10’luk tuza toleranshilik gOstermistir. Enzim aktivitesinde fosfatazda RM6, RN3,
RB24, RB26 ve RB29 izolatlar1 pozitif sonug vermistir. Arjinin dehidrolaz testinde %40°’1, levan
testine %30’u pozitif sonug vermistir. Izolatlar Fusarium pseudograminearum’a karsi RN2
izolati % 80.91 ve Neoscytalidium dimidiatum’a karst %97.62 inhibisyon oraniyla en etkili
antagonistik aktivite gostermislerdir. izolatlardan RN2 mercimek tohumuna inokulasyonu
sonucu negatif kontrole kiyasla ¢imlenme hizim1 %33, cimlenme giiciinii %42.7 ve kok
uzunlugunu %123  ve  koleoptil  uzunlugunu  %91.62  arttirmistir.  Fusarium
pseudograminearum+RN2 inokulasyonunda ¢imlenme hizint %75.3, ¢imlenme giiciinii %49.8,
kok uzununlugunu %122 ve koleoptil uzunlugunu %65 arttirmigtir. Neoscytalidium
dimidiatum+RN2 uygulamasinda kontrole goére inokulasyonunda ¢imlenme hizim1 %76.1,
¢imlenme giiciinii %84.9, kok uzununlugunu %55 ve koleoptil uzunlugunu %131.3 arttirmistir.
Sonug olarak bu ¢alisma, Paenibacillus polymaxa (RN2) izolatinin hem bitki gelisimini tesvik
etmede hem de hastaliklara karsi etkili oldugu i¢in in vivo g¢alismalar yapildiktan sonra
oOnerilebilinecektir.

Anahtar kelime: Biyolojik kontrol, Lens culunaris, Cimlenme, Bacillus sp., Endofitik bakteri



ABSTRACT

MARDIN ARTUKLU UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF EDUCATION
BIOLOGY DEPARTMENT

ANTAGONISTIC ACTiVITY OF BACTERIA ISOLATED FROM LEGUME
NODULES AGAINST SOME FUNGAL PLANT PATHOGENS

Ahmet SIMSEK

In this study, isolations were made from root nodules of pea, lentil and chickpea.
80 bacteria were isolated and 20 of them were selected for further studies. Bacteria were
identified by morphological, physiological and biochemical analyses. RM1 isolate
isolated from lentil (Lens culinaris M.) was Stenotrophomonas sp., RM2 isolate and
RM3 isolate were Bacillus megaterium; B3P9 isolate isolated from pea (Pisum sativum
L.) was Stenotrophomonas sp., RB30 isolate was Bacillus megaterium, RN2 isolate
isolated from chickpea (Cicer arietinum L.) was Paenibacillus polymaxa and RN5
isolate was Bacillus mojavensis. Species identifications were made using Maldi-tof
device. 65% of the isolates showed tolerance to 10% salt. In enzyme activity,
phosphatase, RM6, RN3, RB24, RB26 and RB29 isolates gave positive results. In
arginine dehydrolase test 40% and in levan test 30% were positive. Isolates showed the
most effective antagonistic activity against Fusarium pseudograminearum with 80.91%
and against Neoscytalidium dimidiatum with 97.62% inhibition rate. As a result of
inoculation of RN2 isolates to lentil seeds, germination rate was increased by 33%,
germination power by 42.7%, root length by 123% and coleoptile length by 91.62%
compared to negative control. Fusarium pseudograminearum+RN2 inoculation
increased germination rate by 75.3%, germination power by 49.8%, root length by
122% and coleoptile length by 65%. In Neoscytalidium dimidiatum+RN2 application,
germination rate increased by 76.1%, germination power by 84.9%, root length by 55%
and coleoptile length by 131.3% compared to control. As a result, this study can be
recommended after in vivo studies are conducted because Paenibacillus polymaxa
(RN2) isolate is effective both in promoting plant growth and against diseases.

Keywords: Biological control, Lens culunaris, Germination, Bacillus sp., Endophytic bacteria



TESEKKUR

Oncelikle, bu calismanin temelinde biiyiikk emegi olan damismanim Dr. Ogr.
Uyesi Inci GULER GUNEY’e, bana rehberlik ederek bu siireci verimli bir sekilde
gecirmemi saglayan derin bilgisi, sabr1 ve her biri birer isaret fisegi gibi parlayan
ogiitleri ve yonlendirmeleri i¢in tesekkiir ederim. Onun katkilar1 sadece bu tezde degil,
hayatimda da iz birakarak kiymetli hazineler olusturmustur. Ayrica, bu zorlu siirecte
yanimda olan, zaman zaman bir arkadas, zaman zaman bir motivasyon kaynagi olan
Dincer DINC’e, destegi ve katkilar1 i¢in icten tesekkiirlerimi sunarim. Bana her daim
giic veren, sabirla destekleyen, sevgi ve anlayisla yanimda olan esime ve aileme
minnettarim. Calismanin ortaya ¢ikmasinda ve her agsamasinda bana degerli katkilarda
bulunan, yol gosterici olan herkese minnettarligimi sunar, onlarin destegi olmadan bu

calismanin miimkiin olamayacagini belirtmek isterim.

OCAK, 2025
Ahmet SIMSEK
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GIRIS

Diinya’da artan niifus talebini karsilamak biiyiik bir sorun olusturmakta, tarimsal
faaliyetlerin de hizla artan diinya niifusuna paralel olarak artirilmasi biiyiik 6l¢iide
onemli goriilmektedir. Oncelikli olarak protein kaynagi bakimindan zengin tane
baklagil iiretiminde biiyiik bir gelismenin ortaya konulmasi 6nem arzetmektedir (Engin
ve Yagmur, 2005). Tim diinyada baklagiller 6nemli bitkisel protein kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda baklagiller familyasina ait tiirlerin gida giivenligine
olan katkis1 bakimindan da Onemli goriilmektedir. Tane baklagiller, insan
beslenmesinde; bitkisel proteinlerin % 22’si, karbonhidratlarin % 7°lik kismini; hayvan
beslenmesinde ise; proteinlerin % 38’ini, karbonhidratlarin % 5’ lik kismim

karsilamaktadir (Sehirali, 1988; Ozaktan, 2020).

Tane baklagiller havadaki serbest azotu koklerinde bulunan nodiiller sayesinde
topraga baglayabilme 6zelligine sahip olup ayrica toprak verimliliginin artirilmasinda,
stirdiiriilebilirliginde, saglikli tarimsal tiretim ve dogal ¢evreyi koruma agisindan dnemli
goriilmektedir. Tane baklagillerin ekim ndbetine kolayca girebilmeleri, nadas alanlarinm
azaltmada etkili olmalar1 nedeniyle, liretim ve tiikketim agisindan aranilan bir kiiltiir
bitkisi grubunu olusturmaktadir (Bolat, ve ark., 2017). Nohut yemeklik tane baklagil
bitkisi olarak diinyada en fazla ekimi yapilan, mercimekten sonra sicaklik ve kurakliga

en dayanikl1 bitkiyi olusturmaktadir (Sehirali, 1988; Ozaktan, 2021a,b).

Mikrobiyal giibreler, ¢evre dostu giibreler olarak bazi toprak kaynakli hastaliklarin
kontrol edilmesinde, hastalik ve zararlilara dayanikliligin artirilmasinda, bitkilerde bitki
gelisimi ve veriminin arttiritlmasinda, bitkilerin besin elementi aliminin arttirilmasinda,
organik artiklarin ayristirilmasinda, toprak yapisi ve verimliliginin iyilestirilmesinde

bir¢ok alanda kullanim gostermektedir (Brewer ve Larkin, 2005).

Bakteriler, bitki ile simbiyotik iliski kurarak veya 6zgiir canli varliklar olarak bitki
biiylimesini tesvik edebilirler (Araujo ve ark., 2008). Bu 6zelliklerin yaninda Rhizobium

spp. bakterileri yardimiyla havanin serbest azotunu topraga baglayarak yemeklik



baklagiller, ekili bulunduklar1 her dekar alana 6.4-21.6 kg arasinda degisen miktarlarda
saf azot baglayabilmektedirler (Sehirali, 1988).

Siirdiiriilebilir tarimda mikroorganizma igeren giibrelerin olumlu yénde ¢ok 6nemli
katkilar1 bulunmaktadir. Ozellikle atmosferdeki elementel azotu topraga baglayarak
ve/veya toprakta c¢oziinmez halde bulunan makro ve mikro besinleri bitkinin
kullanabilecegi  formlara doniistirerek uzun vadede topragin  verimliligini
arttirmaktadirlar. Kimyasal giibrelerin dogaya olan olumsuz etkilerinden dolay1
mikrobiyal giibreler tarimsal verimliligi arttirict yonii ve siirdiiriilebilir tarim ig¢in bir

alternatif olarak diigiiniilmesi gerektigi bildirilmistir (Mahdi ve ark., 2010).

Mercimekte patojenik funguslarin bitkilerde gelisme geriligine, yapraklarda sararma
ve dokiilmelere, kok ve kok bogazinda kahverengilesmeye, kokte zayiflamaya, sacak
kok ve nodozite sayisinda azalmalara neden olmaktadir. Baklagillerden izole edilecek
Rhizobium ve diger biyolojik ajan suslarmin bu boélgeden izole edilmis olmasi bitki
gelisimine etkisi ve patojenlere karsi etkili olma sansini artiracaktir. Bdylece patojenlere
kars1 antifungal etki gosteren etkili azot baglayan bakteriler ile asilamanin kontrole
(bakteri inokule edilmeyen) oranla bitki gelisim parametrelerindeki etkileri

degerlendirilecektir.

Bu ¢alismada, baklagil bitkilerinin nodiillerinden elde edilen bakterilerin in-vitro
kosullarda bitki gelisimine ve belli mercimek patojenlerine karst antagonistik
aktiviteleri arastirilacaktir. Bu ¢alisma sonucunda, Mardin ili mercimek tarimi yapilan
alanlar i¢in etkili goriilen Rhizobium bakterileri ve diger azot baglayan bakterilerin

kullanilmast ile ilgili bilgiler 6nerilebilinecektir.



BIiRINCi BOLUM

KAYNAK ARASTIRMASI

Bahroun ve ark., (2018), baklagil (Fabacea) nodiillerinde bulunan endofitik
bakterilerin Fusarium solani'ye karsi antifungal aktivitesini ve bunlarin biyokontrol
ajanlar1 olarak potansiyel uygulamalarini arastirmiglardir. Bakla fasulyesi (Vicia faba)
ve nohut (Cicer arietinum) nodiillerinden izole edilen en etkili on alt1 izolat segilmis,
tammmlanmis ve diziler Genbank'ta saklanmistir. Bu suslarin timii Vicia faba
nodiillerinden izole edilmistir. Bunlar, siderofor ve oksin tiretme 6zelliklerinin yani sira
Pyrrolnitrin (PRN), Phenazine (PHZ) gibi antibiyotik bilesiklerinin iiretimini kodlayan
bazi genlerin ekspresyonunu da igerdikleri belirtilmistir. Bitki gelisimini tesvik eden ve
biyokontrol o6zelliklerine gore ii¢ sus; Rahnella aquatilis B16C, Pseudomonas
yamanorum B12 ve Pseudomonas fluorescens B8P, sera kosullarinda ii¢ Faba fasulyesi
¢esidinin F. solani kok ¢iiriikliigiinii baskilamada "in vivo™ biyokontrol potansiyelleri
agisindan analiz edilmistir. Ug sus, patojen semptom siddetini énemli dlgiide azalttig,
R. aquatilis B16C, ti¢ Faba fasulyesi ¢esidi ile en iyi koruma potansiyelini gosterdigi ve

sonug olarak saha uygulamasi i¢in biyokontrol ajani olarak onerilmistir.

Noel ve ark., (1996), Rhizobium bakterilerinin fitohormon iireterek bitki
gelisimini  direkt olarak etkilediklerini bildirmislerdir. Rhizobium bakterileri

gerceklestirdigi simbiyotik iliski ile de bitki gelismesini arttirdigini belirtmislerdir.

Rhizobium bakterileri ile yapilan asilama ile mercimek (Gahoonia ve ark., 2005),
soya (Lodeiro ve Favelukes 1998), nohut (Ogiitii ve ark., 2008) ve fasulyenin (Kiigiik
ve Kivang, 2008) iiriin verimi ve azot igeriginde artis oldugu c¢esitli calismalarla

kanitlanmiglardir.



Reitz ve ark. (2002) Rhizobium bakterilerinin biyolojik miicadele etmeni olarak
toprak kokenli patojenik mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite gosterdikleri

boylece bitkiyi koruyarak direncini de arttirdigini rapor etmislerdir.

Kirmizi yonca (Trifolium pratense L.) bitkilerinin yapraklarindan, kazik
koklerinden ve nodiillerinden elde edilen endofitik bakterileri tanimlamak; ve nodiil
bakterilerinin tek basma ve Rhizobium spp. ile kombinasyon halinde kirmizi yonca
fidelerinin biliyiimesi ve gelisimi tizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Kirmizi
yonca bitkilerinin yapraklari, kokleri ve nodiillerinden 14 farkli cinse ait 31 bakteri tiirii
elde edildi. Cins cesitliligi ve tiir sayis1 yaprak dokularinda en yiiksekti. Bacillus
megaterium, Bordetella avium ve Curtobacterium luteum, tek baslarna veya R.
leguminosarum BV trifolii ile birlikte kullanildiginda biiyiimeyi ve nodiilasyonu tutarli

bir sekilde destekledigi goriilmiistiir.

Pantoea, Serratia, Acinetobacter, Bacillus, Agrobacterium ve Burkholderia dahil
olmak {iizere cesitli endofitik bakteriler de soya fasulyesi nodiillerinden izole edilmistir
(Li ve ark., 2008). Nodiil endofitlerinin asilanmasinin soya fasulyesinin bilyiimesi ve
nodiilasyonu itizerinde énemli bir etkisi olmadi, ancak suslarin ¢ogu indol-asetik asit
(IAA) iirettigi, mineral fosfat1 ¢6zebildigi ve azotu sabitleyebildigi; bu da bunlarin bitki
bliylimesini tesvik eden bakterileri oldugunu gostermistir. Nodiil endofitlerinin soya
fasulyesinde yaygin oldugunu ve cesitliliginin bitkinin karakteri ve toprak kosullarindan
etkilendigini gostermistir. Bradyrhizobium japonicum ve endofitik Bacillus
suslarmin nifH genlerinde bulunan %99 benzerlik, simbiyotik bakteriler ve endofitler

arasinda yatay simbiyotik gen aktariminin gerceklestigini giiclii bir sekilde gostermistir.



GENEL BIiLGILER

1.1. Mercimek bitkisinde Rhizobium bakterileri ile simbiyotik iliski

Mercimek besin amaglh kullanilan 6nemli bir yemeklik tane baklagil cinsi olup
tanesinde yliksek oranda protein %23.7 bulundurmaktadir (Eser, 1978). Bazi mercimek
cesitlerinin soguga dayanili olmasi yoniiyle kislik olarak iilkemizin kis1 sert gecen

bolgelerinde bile yetistirilmektedir (Ciftei, 1996)

Mercimek bitkilerinin tohumlarini1 R. leguminosarum izolatlar ile asilanmig ve
bitkide nodiil sayisinin ve nodiil kuru agirliginin 6nemli derecede artis gosterdigini ifade

etmislerdir (Patel ve Sanoria, 1982).

Mercimek bitkilerinin tohumlarina R. leguminosarum izolatlari ile yaptiklari
asilama sonucu kontrole gore asilamanin yapildig: bitkilerinde azot miktarinin énemli

derecede arttigini tespit etmislerdir (Rennie ve Dubetz, 1984).

1.2.  Baklagil bitkilerinin kok nodiillerdinde yasayan endofitik bakteriler

Baklagil bitkilerinin kok nodiilleri, rhizobia olarak bilinen toprak bakterileri
tarafindan olusturulan simbiyotik bakterileri olusturmaktadir. Kok sisteminin bir parcast
olarak kok nodiilleri, Agrobacterium tumefacien, A. rhizogenes, Phyllobacterium,
Stenotrophomonas, Enterobacteriaceae, Bacillus tiirleri, Bacillus, Bordetella,
Curtobacterium ve Pantoea dahil olmak iizere simbiyotik bakterileri ve birgok endofiti
barindirmaktadir (De Lajudie ve ark., 1999; Kan ve ark., 2007; Murugesan ve ark.,
2011; Saini ve ark., 2013) .

Endofitik  kok  nodiil  bakterileri ~ Phyllobacterium,  Sphingomonas,
Rhodopseudomonas, Pseudomonas, Microbacterium, Mycobacterium, Bacillus ve

Paenibacillus cinslerine ait suslar bulunmustur.

Endofitik Bacillus suslari soya fasulyesi kok nodiillerinden izole edilmistir (Bai ve
ark., 2002). Bu nedenle, c¢esitli endofitik bakteriler tarafindan bitkilerin i¢

kolonizasyonu mutlaka patojenik nitelikte olmadigi bilinmektedir. Bazi bitkilerin



(Brezilya seker kamisi cesitleri) azot gereksinimlerinin onemli bir ylizdesini N

fiksasyonundan sagladig belirtilmistir (Boddey ve ark., 1995).

B. pumilus, S. plymuthicave A. calcoaceticus tiirleri daha 6nce nodiillerde
yasayan endofitik bakteriler olarak kaydedilmemis ancak Bacillus cinsindeki bazi1 diger
tirler nodiillerde bulunmustur (Bai ve digerleri, 2002). Diger Gram pozitif suslar
Firmicutes filumuna aittir. izolatlar STM 388 ve STM 392 sirastyla Paenibacillus ve
Bacillus suslaridir (Stackebrandt ve Swiderski, 2002). Bunlardan biri olan Paenibacillus
ve Bacillus'un kendisi azot sabitleyicileri igerdegi rapor edilmistir (Sneath, 1986; Ash
ve ark., 1993).

Bacillus cinsi, piring endofitlerini (Stoltzfus ve ark., 1997), soya fasulyesi kok
nodiillerinden izole edilen bitki gelisimini tesvik eden (PGP) bakterileri (Bai ve ark.,
2002) ve baklagil nodiilasyon arttiricilar1 (Srinivasan ve ark., 1997) igermektedir. Bazi
Paenibacillus suslar1 kok yiizey kolonizorleri olup (Bent ve ark., 2002) ve PGP
bakterilerini olugturmaktadir (Timmusk ve Wagner, 1999).

Simbiyotik olmayan endofitler nodiiller i¢inde yasarlar ancak konakg¢ilarina
gorlinlir bir zarar vermezler. Endofitik bakteriler bitkinin i¢indeki apoplastik

bosluklarda yasarlar veya hiicre i¢i bosluklari isgal ederler (An ve ark., 2001).

Rizobiyalarin yani sira, ¢ok cesitli baklagillerin kok nodiillerinden bazi
simbiyotik olmayan bakteriler de izole edilmistir (De Lajudie ve ark., 1999; Gao ve
ark., 2001; Zakhia ve ark., 2006; Kan ve ark., 2007). Bu simbiyotik olmayan bakteriler,
nodiillerin i¢inde yasayan endofitlerdi ve bitkilere goriiniir bir zarar vermediler. Bu
nodil endofitik  bakteriler, diger bitki dokularinda yasayan endofitlerle
karsilastirildiginda  yetersiz  cahisilmistir. En ¢ok c¢alisilan nodiil endofitleri
Agrobacterium tumefaciens suslaridir (De Lajudie ve ark., 1999 ; Gao ve ark., 2001 ;
Mrabet ve ark., 2006); Bacillus ve Pseudomonas (Zakhia ve ark., 2006) ve
enterobakteriler (Kan ve ark., 2007) de dahil olmak {izere c¢esitli bakteriler de
nodiillerden izole edilmistir. Endofitlerin yalnizca nodiillerdeki simbiyotik bakterilerle

birlikte var olduklar1 ve nodiilleri olusturmadiklar: ileri siiriilmiistir (Wang ve ark.,
2006D).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071707003483#bib3

1.3. Azot baglayan endofitik bakterilerin Antifungal aktiviteleri

Baklagiller, endofitik mikroorganizmalarla etkilesimleri agisindan tanimlanan en
iyi bitki tiirlerinden biridir. Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium ve
Mesorhizobium gibi ¢esitli endofitik bakteriler baklagillerle yakin simbiyotik iliskiler
kurar ve koklerde nodiilleri gelistirmektedir (Oldroyd ve Downie, 2008). Son
zamanlarda nodiillerde mikrobiyal g¢esitlilik biiyiik ilgi gormiistiir. Agrobacterium,
Burkholderia, Cronobacter, Enterobacter, Mesorhizobium, Pseudomonas, Rahnella,
Bacillus, Paenibacillus, Planomicrobium, Rhodococcus gibi ¢ok sayida gram pozitif ve
negatif cinse ev sahipligi yapmustir (Aserse ve ark., 2013) Bitki hastaliklarini1 bastirmak
icin mikroorganizmalarin giiciinden yararlanmak patojen baskisina karsi en umut verici

¢oziimlerden birini olusturmaktadir (Kandel ve ark., 2017).

Son zamanlarda, endofitik bakteriler potansiyel bir PGPB grubu olarak kabul
edilmistir (Ren ve ark., 2019). Bircok PGPB dogrudan veya dolayli olarak bitki
biiylimesini tesvik eder ve bitki kalitesini iyilestirir. Biyogiibreler (Souza ve ark., 2015),
biyopestisitler (Keswani ve ark., 2019) ve biyoremediasyon ajanlar1 (Timmusk ve ark.,
2017) olarak kullanilabilirler. PGPB ayrica bitkinin cesitli abiyotik streslere karsi
toleransini artirmada avantajlara sahiptir (Ullah ve ark., 2015). Dolayli olarak, fungal
patojenler Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae ve
Phytophthora cactorum gibi patojenik mikroorganizmalarin yani sira bakteriyel
patojenler Erwinia carotovora, Streptomyces scabies ve Xanthomonas campestris
(Sessitsch ve ark., 2004) gibi patojenik mikroorganizmalarin kontroliine yardimci
olurlar. Rhizobia, Azospirillum, Bacillus, Brevibacillus, Acetobacter, Nitrobacter,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Azotobacter, Enterobacter, Serratia, Paenibacillus ve
Stenotrophomonas cinslerinin bitki biiylimesini artirdigi bildirilmistir (Rajkumar ve
ark., 2009; Kumar ve ark.,, 2013; Weselowski ve ark., 2016).



IKiINCi BOLUM

METERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Bu ¢alisma kapsaminda, Mardin ili ve ilgelerinden farkl tarlalardan nodiillerin
aktif oldugu dénemde ekili alanlardan bitki koklerinden iri ve pembe renkli nodiiller ve
silika jel iceren tiipler materyal olarak olarak kullanilmis nodiiller tiiplerin igerisine
konulmus, ornekler izolasyon c¢alismalarina kadar buzdolabinda korunmustur.
Bakterilerin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi, izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri,
enzim aktiviteleri, antagonistik aktivite ve izolatlarin mercimek ¢imlenme
paremetrelerinde materyal olarak Petriler in vitro kosullarda kullanilmistir. Izolatlarin

tiir tayininin teshisi i¢in Maldi-Tof ms cihazi materyal olarak kullanilmustir.

2.2. Yontem

2.2.1. Nodiil 6rneklerinin toplanmasi, bakteri izolasyonu

Nodiil 6rnekleri, 2023 yili mayis ayinin ikici haftast Mardin ili ve ilgelerinden
farkli tarlalardan nodiillerin aktif oldugu donemde toplanmistir. Mercimekten nodiil
ornegi, Mazidag ilgesi Dikyamag, Senyuva, Engin mahallelerinden, Artuklu Ilgesine
bagli Ortakdy, Yukariaydinli, Asagiaydinli mahallelerinden surveyler yapilmistir.
Nohut nodiil &rnekleri, Omerli ilgesi Kocasirt, Alicli, Artuklu Yukariaydinli,
Asagiaydinli, Savur Yesilalan, Beskavak mahallerinden ve bezelye nodiil 6rnekleri
Savur ve Mazidag ilgelerinden ekili alanlardan bitki koklerinden iri ve pembe renkli

nodiillerden alinarak, silika jel igeren tiipler icerisine konulmus, ornekler izolasyon



caligmalarina kadar buzdolabinda korunmustur. Nodiil 6rneklerinin alindigi yerlerin

haritadaki gortinimi Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Nodiil 6rneklerinin toplandig1 yerlerin haritada goriiniimii

2.2.2. Bakteri izolasyonu yontemi

Nodiillerin dis yiizeyleri etonol ve %0,1’lik civa kloriir ile sterilize edilmis;
ylizey sterilizasyonundan sonra, iglerinde YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar) besi
yeri bulunan Petrilerde steril kosullarda ezilerek siirme yapilarak ve 28 °C’de 3-5 giin
inkiibe edilmistir. Gelisen kolonilerden farkli, temiz koloni segilerek YEMA’l1 tiiplere
ekim yapilmistir. Stok kiiltiir olarak tiiplerdeki izolatlar, denemelerde kullanilmak {izere

+4 °C°de saklanmustir (Vincent, 1970).

2.2.3. izolatlarin Saklanmasi

Tiim temsilci izolatlar YEMA besiyerine tekrar saflaftirilarak in-vitro kosullarda

diger testlerini yapmak iizere —80 °C*de %30 gliserol i¢inde saklanmaistir.



2.2.4. Bakterilerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

2.2.4.1. Gram boyama

Taze gelismis izolat kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinan 6rnek lam {izerine
yayilmus, fiksasyon yapilmistir. Kristal viyole, gram iyodu, alkol, safranin ile muamele
edilmis lamlar saf suyla yikanip kurutulmustur. Mikroskopta 100“lik objektifte
bakilmig pembe-kirmiz1 goriilenler gram negatif, mavi-mor goriilen bakteriler ise gram

pozitif olarak rapor edilmistir (Klement, 1968).

2.2.4.2. Hareketlilik Testi

Hareketlilik tespitinde yar1 kati besiyeri kullanilmis, igerisinde %0,4-0,5
oraninda agar bulunan YMA besiyerine ekim yapilmis ve 24-48 saat 28°C’de inkiibe
edilmistir. Besiyerinin yiizeyi ve inokiilasyonun yapildig1 hat boyunca saga veya sola
dogru bir dallanma ve yayilma, bakterinin hareketli oldugunu gostermistir (Celebi,
2012; Orhan, 2013).

2.2.4.3. Katalaz

24-48 saat taze gelistirilmis izolatlarin lizerine %3*“liitk H202 eklenip koplirme

durumuna bakilmis, kopiirme varsa pozitif (+) olarak belirtilmistir (Holt ve ark., 1994).

2.2.4.4. Oksidaz

Kurutma kagidi tizerine bakteri izolatlarindan bir 6ze dolusu taze gelistirilerek
ornek almip siiriilmistiir. Daha sonra oksidaz (Fluka, N,N-dimethyl-p-phnylenediamine
oxalate, a-naphtol) dokiiliip renk degisimi gézlemlenmistir. Mavi renk olusumu pozitif

olarak sonuglandirilmistir (Holt ve ark., 1994).
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2.2.5. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

2.2.5.1. Izolatlarin farkh konsantrasyonlardaki tuza toleranshliklar

%0 ve %10 aras1 Konsantrasyonlarda NaCl eklenmistir. 28 °C’de 7 giin inkiibe
edilmistir gelisme gosterenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Cappucino ve Sherman,

1992). Deneyler ii¢ paralelli olarak yapilmistir.

2.2.5.2. izolatlarin Farkh Sicaklik Derecelerine Toleranshiliklar

Izolatlarin farkli sicaklik derecelerine toleransliliklar: testinde 4 °C, 15 °C, 27°C,

37 °C ve 41 °C’de gelisimlerine bakilmaistir.

2.2.5.3. Brom Tyhmol Mavili YMA’da Gelisim

0.5 g Bromo thymol blue 100 ml Etil alkol icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra
otoklavlanmis ve bu ¢ozeltiden 5 ml alinip 1 litre YMA ortamina eklenerek pH 6.8°¢
ayarlanmistir (Vincent, 1970; Yao ve ark., 2002; Yildiz, 2007). Hizli gelisen Rhizobium
izolatlar1 ise asit reaksiyon vererek ortami sariya, yavas gelisenler maviye doniisiimii

izlenmistir (Ulgen, 1980; Yildiz, 2007).

2.2.5.4. Kongo Kirmizih YMA’da Gelisim

2.5 g Kongo kirmizi 100 ml distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra otoklavmis,
%0.25 suda ¢ozinmiis 10 ml karisgim 1 litre YMA besiyerine eklenerek ve steril
edilmistir. Stok kiiltiirlerden alinan izolatlar YMA besiyerinde aktiflestirildikten sonra
Kongo kirmizili YMA besiyerine ¢izgi ekimi ile inokiile edilemis, 28°C’de 7 giin
boyunca izolatlarin boyay1 absorblama yetenegi degerlendirilmistir. Rhizobium tiirleri
genellikle karanlikta inkiibe edildiginde Kongo kirmizisini absorbe etmediginden ve
koloniler opak, beyaz veya nadiren pembemsi renk gostermesi beklenmistir. (Vincent,
1970; Ogiitcii ve ark., 2010; Ogiit¢ii ve Algur, 2014).
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2.2.5.5. Levan iiretimi

Sukroz ve et ekstrakti igeren NA ortamina izolatlarin ¢izgi ekimleri yapilmis,
mukoid oOzellikte koloni olusumu pozitif olarak rapor edilmistir (Cappuccino ve
Sherman, 1992).

2.2.6. Enzim Aktiviteleri

2.2.6.1. Fosfataz aktivitesi

Pikovskaya ortamma 10 pl alinip damla seklinde ekimleri yapilmis, gelisme
sonunda koloni etrafindaki agik zon olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Kim ve

ark., 1998). Ca(PO,), eklenmeyen ortamlar kontrol olarak degerlendirilmistir.

2.2.6.2. Arjinin dehidrolaz

Thornley ortami1 bulunan tiiplere kiiltiirlerden 10 pl inokule edilmis inkiibasyon
sonunda renk olusumlarina bakilmig kirmizi renk verenler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Holt ve ark., 1994).

2.2.6.3. Nitrat Rediiksiyonu

Hazirlanan ortamlar (pepton 10g, K2HPO4 5g, agar 2g, yeast extrakt 1g, damitik
su 1000ml pH= 7.2) 5 ml hacimli tiiplere kkoyulmustur. Nitrat ayiract olarak soliisyon
A (5N asetik asit 50 m ve sulfanilik asit 400 mg,) ve soliisyon B (5N asetik asit 50 ml
ve 1- naphthylamine 300mg) kullanilmistir. 121°C’de 3 dk eritilerek hazirlanan besiyeri
5’er ml olacak sekilde tiiplere konulmus, 121°C’de 15 dk otoklav edilmistir. Taze
bakteri kiiltlirlerinden steril 6zeyle bakteri alinmis tiiplere batirma inokulasyonu
yapilmustir. Tiipler 260C*“de 24-48 saat siireyle inkube edilmis daha sonra 1 damla gram
yodu ardindan 0.5 ml soliisyon A ve 0.5 ml soliisyon B tiiplerin {izerine damlatilmistir.
Tiiplerde rengin kirmizi olmasi pozitif (+) olarak sonug¢landirilmistir (Lelliot ve ark.,

1966).
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2.2.7. Siderofor iiretimi

Blue agar ortami kullanilmig, agik zon renk olusumu siderofor iiretimi igin

pozitif olarak rapor edilmistir (Schwyn ve Neilands, 1987).

2.2.8.Antagonistik aktivite

Fungal patojenlerin 7 mm ¢apindaki fungal disk, farkli Rhizobium izolatlar1 ve
diger antagonist izolatlar 5’er cm boslukla Petri kutularina ekilmi yapilmistir. 25 °C’de
bir hafta inkiibasyon siiresince patojenin ve antagonistin bityiime miktarinin zon ¢aplari
6l¢lilmiis, inhibisyon orani asagdaki formiil ile hesaplamasi yapilmistir (2.1) (Ahmad ve

ark., 2008). Deneyler 3 paralelli olarak yapilmistir.
%RI =R-r /R x 100 (2.1)

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

%RI: Inhibisyon orani

2.2.9. izolatlarin Mercimek Cimlenme paremetrelerinin in vitro Kosullarda

Belirlenmesi

48 saatlik inkiibasyon sonrasi  gelisen bakteriler %1’lik CMC
(CarboxyMethylCellulose) ile siispanse (10® cfu/ml) edilmis, siispansiyonun igerisine
%1’lik sodyum hipokloriir ile yiizey dezenfeksiyonu yapilarak mercimek tohumlari
konulmus, ¢alkalayicili inkiibatérde 30 dk. 26 °C’de calkalanarak bakterilerin tohum
yiizeyine yapigsmasi beklenmistir. Her bakteri izolati i¢in 5 adet tohum kullanilmas,
tohumlar bakteriler ile kaplama islemi sonrasi igerisinde steril saf su ile nemlendirilmis
steril kurutma kagitlar1 bulunan 12 cm’lik Petrilere yerlestirilmis 27 °C’de 7 giin
bekletilmistir. Cimlenen tohumlarin kok ve siirgiin gelisimleri 6l¢iilerek kontrol olarak
yalnizca %1’°lik CMC ile muamele edilmis tohumlar kullanilmistir. Deneme 3 tekkerriir

olacak sekilde yliriitiilm{istiir.
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2.2.10. izolatlarin maldi-tof ms cihaz ile Belirlenmesi

Etkili bulunan izolatlarin tiir tayini Maldi-tof ms cihazi ile yapilmustir.

2.2.11. istatistik analiz

Petri c¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin istatistik analizleri tesadiif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore JMP (5.0.1) paket programi kullanilarak
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus(Kalayci, 2005).
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR

3.1. Nodiil 6rneklerinin toplanmasi ve bakterilerin izolasyonu

Izolasyonu yapilan mercimek, nohut ve bezelye bitkilerin saglikli olan
pembemsi nodiillerinden etkili goriilen 80 bakteri izole edilmis bunlarinda 20 tanesi

secilmigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Orneklerin alindig1 bitki ve izolatlarin kodlar

BITKI ADI KODLARI
MERCIMEK RM1
MERCIMEK RM2
MERCIMEK RM3
MERCIMEK RM4
MERCIMEK RM5
MERCIMEK RM6
MERCIMEK RM13
MERCIMEK RM22
NOHUT RN2
NOHUT RN3
NOHUT RN5
NOHUT RN11
BEZELYE RB2
BEZELYE RB20
BEZELYE RB24
BEZELYE RB26
BEZELYE RB27
BEZELYE RB29
BEZELYE RB30
BEZELYE RB33




3.2. izolatlarin Saklanmasi

Tim temsilci izolatlar saflaftirilmis in-vitro kosullarda diger testlerini yapmak

tizere %30’luk gliserolde saklanmustir.

3.3. Bakterilerin Morfolojik olarak Ozelliklerinin Incelenmesi

3.3.1. Gram boyama

RM2, RM3, RB30, RN2 ve RN5 Gram (+) diger tiim izolatlar Gram (-) sonug

vermistir. RB29 izolatinin mikroskopta Gram negatif goriiniimii Sekil 2°de verilmistir.

Sekil 2. izolatlardan RB29 Gram boyamasinin mikroskoptaki griiniimii

3.3.2. Hareketlilik Testi

Tiim izolatlar hareketli sonu¢ vermistir.

3.3.3. Katalaz

Tiim izolatlar katalaz pozitif sonu¢ vermistir.
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3.3.4. Oksidaz

RM1, RM2, RM3, RB30, RN2 ve RNS5 oksidaz negatif diger tiim sonuglar

pozitif sonug¢ vermistir.

3.4. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

3.4.1. izolatlarin farkh konsantrasyonlardaki tuza toleranshliklar

RB27 ve RB29 izolatlar1 %8’lik konsantrasyonda negatif diger tiim izolatlar
pozitif sonu¢ vermistir. RM1, RM2, RM6, RM13, RM22, RB1, RB24, RB26, RB27 ve
RB29 %10’luk konsantrasyonda negatif diger tiim izolatlar pozitif sonu¢ vermistir
(Sekil 3).

Sekil 3. izolatlarmn farkli konsantrasyonlardaki tuza toleransliliklar:

3.4.2. izolatlarin Farkh Sicaklik Derecelerine Toleranshliklar

Izolatlarin farkli sicaklik derecelerine toleranshiliklari testinde 4 °C’de tiim
izolatlar gelisme gostermemis diger tiim sicaklikta 15°C, 27 °C, 37 °C ve 41 °C’de

gelisme gostermislerdir.

3.4.3. Brom Tyhmol Mavili YMA’da Gelisim

13 Rhizobium bakterisinin hizli (asit iireten) biiyiiyen izolatlar oldugu

goriilmiistiir.
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3.4.4. Kongo Kirmuzih YMA’da Gelisim

13 Rhizobium bakterisinin 2 si zayif, bir tanesi kongo kirmiziy1 absorbe etmedigi

beyaz, opak ve pembemsi koloniler olusturdugu, diger izolatlarin boyay1 absorbe edip

kimizimsi koloniler olusturdugu goriilmiistiir.

Sekil 5. Brom Tyhmol Mavili YMA’da Gelisimi
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Rhizobium bakterileri taze hazirlanmis Brom-Timol Mavili YMA besiyerine
ekildiginde besiyerinin yesil rengini sartya (hizl iireyerek asit reaksiyon olusturanlar)
dontstiiriirler. Kongo Kirmizili YMA besiyerinde karanlikta inkiibe edildiklerinde
boyay1 absorbe etmediginden opak, beyaz goriiniimiinde koloniler olustururlar (Ugar ve

Oner, 1988; Kiziloglu, 1992; Beck ve ark., 1993; Ogiitcii, 2000) (Sekil 4 ve Sekil 5).

3.4.5. Levan iiretimi

RN3, RN5, RN11, RB2, RB20, RB24 pozitif diger tiim izolatlar negatif sonug

vermistir.

3.5. Enzim Aktiviteleri

3.5.1. Fosfataz aktivitesi

Izolatlardan RM6, RN3, RB20, RB24 ve RB27 fosfataz aktivitesinde pozitif

sonug¢ vermis diger tiim izolat negatif sonu¢ vermistir (Tablo 2).

Tablo 2. izolatlarm biyokimyasal ve enzim aktiviteleri

Yeni
Kod

Gram
boyama

Katalaz

Oksidaz

Levan Test

Arjinin
Dehidrolaz

Fosfataz

Nitrat
Rediiksiyon

Siderofor
Uretimi

RM1

+

+

RM2

+

RM3

+

RM4

RM5

RM6

RM13

RM22

+| |+ ]+

RN2

RN3

+

+

RN5

RN11

RB2

RB20

RB24

RB26

RB27

RB29

+| |+ | ] ]+

+ |+ |+

RB30

o I e I o I oy S

RB33

o T o I o I o O o I o O o O I o R (R o B (o

F |+ | | | | | ] | | ] ] ] | | ] ] ]+

-: Negatif; +: Pozitif; Z: Zayif
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Sekil 6. RM5, RN5, RN3 VE RB2 izolatlarmin fosfataz aktivitesi

RM5, RN5, RN3 VE RB2 izolatlarinin fosfataz aktivitesinde RN3 izolatinin

fosfataz aktivitesinde pozitif sonug verdigi Sekil 6’da goriilmiistiir.

3.5.2. Arjinin dehidrolaz: RM3, RM4, RB2, RB26, RB27, RB29 ve RB31

izolatlar1 pozitif diger tiim izolatlar negatif sonu¢ vermistir (Tablo 2).

3.5.3. Nitrat rediiksiyonu: Tiim izolatlar pozitif sonu¢ vermistir.

3.6. Siderofor Uretimi

RM4, RM13, RM22, RN5 VE RB33 negatif diger tiim izolatlar poziitif sonug
vermistir (Tablo 2).
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Sekil 7. RN3, RN4, RN5 ve RN6 izolatlarinin siderofor iiretimi

Blue agar ortaminda RN3 ve RN6 izolatlarinin siderofor iiretiminin pozitif sonug

verdigi Sekil 7°de goriilmektedir.

3.7. Antagonistik Aktivite
3.7.1. Bakterilerin Neoscytalidium dimidiatum’a kars1 antagonistik
aktiviteleri

Izolatlarin Neoscytalidium dimidiatum’a kars: antagonistik aktiviteleri % 97,62
ile %50,70 arasinda degisiklik gdstermistir (Tablo 3). En yiiksek RM2 izolat1 % 97,62

oranla etkili olmustur.
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Tablo 3. izolatlarm Neoscytalidium dimidiatum ve Fusarium pseudograminearum karsi
antagonistik aktiviteleri

Bakteri Kodu %RI Nd* %RI Fp*
RM1 59,05¢ 66,18°
RM2 97,62° 66,50°
RM3 88,13" 69,21%
RM4 72,86° 60,91°
RM5 80,97° 64,30
RM6 71,69%" 50,79"
RM13 54,79' 49,21
RM22 70,49" 44.61%
RN2 85,73° 80,91°
RN3 57,11% 71,09°
RN5 78,53 75,39°
RB2 50,7™ 67,09%
RB20 64,33 42,49*
RB24 64,00" 59,09°
RB26 76,20 53,21™
RB27 73,77° 52,23"
RB29 61,90 51,70™
RB30 86,87 68,61°°
RB31 62,39" 53,82"
RB33 61,90 60,00°
F degeri 916,35 466,73
Std Hata 0,42 0,48

* Tukey coklu karsilastirma testine gore ayni siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir. ***. P<0.001 seviyesinde anlamli; F.p: Fusarium pseudograminearum; Nd:
Neoscytalidium dimidiatum RI:inhibisyon orani

RM2, RM3, RM4 ve RMS izolotlarimin Neoscytalidium dimidiatum’a karsi
antagonistik aktiviteleri kontrole gore etkili oldugu Sekil 8’de goriilmektedir.

Sekil 8. a) RM2, RM3, RM4 ve RMS5 izolotlarinin Neoscytalidium dimidiatum’a kars1
antagonistik aktiviteleri; b) Kontrol Neoscytalidium dimidiatum
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3.7.2. Bakterilerin Fusarium pseudograminearum’a kars1 Antifungal
Aktiviteleri

Izolatlarin Fusarium pseudograminearum’a karsi antagonistik aktiviteleri %
80,91 ile %42,49 arasinda degisiklik gostermistir (Tablo 3). En yiiksek RN2 izolat1 %
80,91 oranla etkili olmustur.

Sekil 9. a) RM1, RM6, RM10 ve RM11 izoatlarinin Fusarium pseudograminearum’a karsi
antagonistik aktiviteleri; b) Kontrol F. pseudograminearu; ¢) RM2, RM3, RM4 ve
RMb5 izoatlariin F. pseudograminearum’a karsi antagonistik aktiviteleri

RM1, RM6, RM10 ve RMI1 izoatlarinin F. pseudograminearum’a karsi
antagonistik  aktiviteleri ve RM2, RM3, RM4 ve RMS izoatlarinin F.
pseudograminearum’a kars1 antagonistik aktiviteleri kontrole gore etkili olduklart Sekil

9’ da goriilmektedir.

Sekil 10. a) RB20, RB26, RB27 ve RB33 izoatlarinin Fusarium pseudograminearum’a karsi
antagonistik aktiviteleri; b) Kontrol F. pseudograminearum; c) RB2, RB24, RM29 ve
RB30 izoatlarinin F. pseudograminearum’a karsi antagonistik aktiviteleri

RB20, RB26, RB27 ve RB33 izoatlarinin F. pseudograminearum’a Kkarsi
antagonistik  aktiviteleri ve RB2, RB24, RM29 ve RB30izoatlarinin F.
pseudograminearum’a karsi antagonistik aktiviteleri kontrole gore etkili olduklar1 Sekil

10’ da goriilmektedir.
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3.8. izolatlarin Mercimek Cimlenme paremetrelerinin in vitro Kosullarda

Belirlenmesi

Fusarium pseudograminearum ile bulasik mercimek tohumlarinin bakteri ile
muamelesi kontrole gore ¢imlenme hizinda daha etkili sonu¢ vermis en etkili izolat

RN2 izolat1 %80 oraniyla etkili olmustur (Tablo 4).

Tablo 4. Bakteri ve patojenlerle inokule edilen mercimek tohumlarinin bitki biiyiime
paremetrelerine etkisi

Uygulamalar *Cimlenme  *Cimlenme  *Kok *Koleoptil
Hiz1 (%) Gcii (%) Uzunluklari Uzunlari (cm)
(cm)
RNZ +F.p 70.20° 90.00° 1,11° 1,65°
RM2+ F.p 68.67° 90.00° 0,93° 1,62°
RNS+F.p 50.00° 70.00° 0,82° 1,55°
RB30+ F.p 69.33° 83.57° 0,73 1,51%
RN2+RB30+F.p 49.97° 69.93" 0,71 1,44%
RN2+RM2+RB30+ F.p 60.13° 90.33° 0,62° 1,32°
Fusarium
pseudograminearum 40.10° 60.10° 0,50" 1,00°
F degeri 140717 69,13 462,20 23,12
Std Hata 0,9997 1.45 0.01 0.05
RN2 +N.d 69.73° 93.00° 1,93 1,92°
RM2+ N.d 68.5° 80.13° 1,43° 1,66
RN5+ N.d 60.30" 90.17" 0,83% 1,27
RB30+ N.d 69.20° 80.07° 0,93* 1,62
RN2+RB30+ N.d 60.27° 92.67% 1,83 1,86°
RN2+RM2+RB30+ N.d 50.30° 70.17¢ 1,30 1,51
Neoscytalidium dimidiatum  39.60° 50.33° 0,6 0,83°
F degeri 601,38*** 737,93 377" 14,107
Std Hata 0.46 0.56 0.26 0.10
RN2 80.30 99.60° 2,23% 3.2°
RM2 70.27° 90.07° 1.83%° 2.96°
RN5 70.20° 90.30" 1.73%° 2.81%
RB30 80.37° 90.03" 2.27° 2.67%
RN2+RB30 76.00° 99.60° 1.53" 3
RN2+RM2+RB30 80.17° 79.93° 1.13% 2.20%
Kontrol 60.37° 69.77° 1.00° 1.67°
F degeri 222917 727157 11,327 4.70”
Std Hata 0.50 0.39 0.15 0.25

* Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore ayni siitunda ayn1 harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir. **: P<0.05 seviyesinde anlamli *** P<0.001 seviyesinde anlaml1

F.p: Fusarium pseudograminearum Nd: Neoscytalidium dimidiatum
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Fusarium pseudograminearum ile bulasik mercimek tohumlarmin bakteri ile
muamelesi kontrole gore ¢imlenme giicii daha etkili sonu¢ vermis en etkili izolat RN2
izolati %90 oraniyla etkili olmustur. Kok ve koleoptil uzunluklarinda da en etkili

sonucu RN2 izolat1 vermistir (Tablo 4).

Neoscytalidium dimidiatum ile bulasik mercimek tohumlarinin bakteri ile
muamelesi kontrole gore ¢imlenme hizinda daha etkili sonu¢ vermis en etkili izolat
RN2 izolat1 %69.73 oraniyla etkili olmustur. Neoscytalidium dimidiatum ile bulasik
mercimek tohumlariin bakteri ile muamelesi kontrole gore ¢imlenme giicii daha etkili
sonug vermis en etkili izolat RN2 izolat1 %93 oraniyla etkili olmustur. Kok ve koleoptil

uzunluklarinda da en etkili sonucu RN2 izolat1 vermistir (Tablo 4).

Mercimek tohumlarinin sadece bakteri ile muamelesi kontrole gore ¢imlenme
hizinda daha etkili sonu¢ vermis en etkili izolat RN2 izolati, RB30 ve
RN2+RM2+RB30 karisimlart %80 oraniyla etkili olmustur. Mercimek tohumlarinin
bakteri ile muamelesi kontrole gore ¢imlenme giicli daha etkili sonug vermis en etkili
izolat RN2 izolat1 ve RN2+RB30 %99.60 oraniyla etkili olmustur. K6k uzunlugunda
RB30 ve bunu RN2ve RM2 izolat1 takip etmis koleoptil uzunluklarinda da en etkili
sonucu RN2+RB30 karisim1 ve RN2 izolat1 vermistir (Tablo 4).

Izolatlarm F. pseudograminearum ve N. dimidiatum ile bulasik mercimek
tohumlar1 ve sadece bakteri ile inokule edilmis mercimek tohumlarinin kok uzunluklar

istatistiki olarak p< 0.001 seviyesinde dnemli bulunmustur (Tablo 4).

Izolatlarm F. pseudograminearum ve N. dimidiatum ile bulasik mercimek
tohumlar1 ve sadece bakteri ile inokule edilmis mercimek tohumlarinin koleoptil

uzunluklari istatistiki olarak p< 0.001 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Tablo 4).

RN2 izolat1 ve Fusarium pseudograminearum ile bulagik mercimek tohumlar ve
RM2 izolati ve Fusarium pseudograminearum ile bulasik mercimek tohumlarinin

kontrole gore etkin oldugu Sekil 11°de goriilmektedir.

25



Sekil 11. RN2 Ve RNS5 izolatlar1 ve Fusarium pseudograminearum ile inokule edilmis
mercimek tohumlar;; a) RN2 izolati ve Fusarium pseudograminearum ile bulasik
mercimek tohumlari; b) Kontrol Fusarium pseudograminearum ile bulasik mercimek
tohumlar1 (bakteri yok); ¢) RM2 izolat1 ve Fusarium pseudograminearum ile bulagsik
mercimek tohumlari

RN2+RB30 izolatlarimin karisimi ve Neoscytalidium dimidiatum ile bulasik
mercimek tohumlar1 ve RN2+ RM2+RB30 izolatlarinin karisimi ve Neoscytalidium
dimidiatum ile bulasik mercimek tohumlarinin kontrole gére etkin oldugu Sekil 12°de

gorilmektedir.

o o

RN2+RM2+RB30+N.d__
» RN2+RB30+N.d ’

N

Sekil 12. a) RN2+RB30 izolatlarinin karigimi ve Neoscytalidium dimidiatum ile bulasik
mercimek tohumlari; b) Kontrol Neoscytalidium dimidiatum ile bulagik mercimek
tohumlar1 (bakteri yok); ¢)RN2+ RM2+RB30 izolatlarinin karisimi ve Neoscytalidium
dimidiatum ile bulagik mercimek tohumlari
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3.9. Maldi-tof cihaz ile tiir tanimlar1

RM1 izolati ve B3P9 izolatinin Stenotrophomonas sp., RM2 izolat1 ve RM3
izolatimn Bacillus megaterium; RB30 izolatiin Bacillus megaterium, RN2 izolatinin
Paenibacillus polymaxa ve RN5 izolatinin Bacillus mojavensis oldugu Maldi-tof cihazi

ile tiir tanimlar1 yapilmaigtir.

[zolat Kodlari Bakteri Tiirleri

RM1 Stenotrophomonas sp.
RM2 Bacillus megaterium
RM3 Bacillus megaterium
B3P9 Stenotrophomonas sp.
RB30 Bacillus megaterium
RN2 Paenibacillus polymaxa
RN5 Bacillus mojavensis
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DORDUNCU BOLUM

TARTISMA

Baklagil nodiilleri sadece azot sabitleyen Rhizobium bakterilerini degil, ayni
zamanda nodiil olusumunu iyilestiren ve kok bolgesinde besin bulunabilirligini artiran
bitki biiytimesini tesvik edici (PGP) bakterilerini de barmmdirmaktadir (Kumawat vd.,
2019). Debnath ve ark. (2023), Hindistan'daki mercimek nodiillerinden Enterobacter,
Serratia, Bacillus ve Pseudomonas cinslerine ait endofitik bakterileri izole etmislerdir.
Baklagiller nodiillerinde Rizobium bakterileri simbiyotik yasam siirseler bile, bazi
bakteriyel endofitler nodiillerde onlarla bir arada bulunabilir ve PGP 6zelliklere sahip
olabilirler (Muresu ve ark., 2019). Calismamizda Rhizobium sp. ile birlikte diger RM1
ve B3P9 izolatinin Stenotrophomonas sp., RM2, RM3 ve RB30 izolatlarinin Bacillus
megaterium, RN2 izolatinin Paenibacillus polymaxa ve RNS5 izolatinin Bacillus
mojavensis oldugu ve bunlarin ¢imlenme hizi, ¢imlenme giicii, kok uzunlugu ve
koleoptil uzunluklar1 gibi bitki biliylime paremetrelerinde etkili olmasi yoniiyle diger

calismalarin sonuclari ile desteklenmektedir.

Akhtar ve ark. (2010)’da yapmis olduklari ¢alismada, mercimekte Bacillus
pumilus, Pseudomonas alcaligenes ve Rhizobium sp. bakterilerinin Fusarium
oxysporum f. sp. Lentis' fungal patojene karsi antagonistik aktivitesini incelemislerdir.
F. Oxysporum patojeninin 6nemli oOlciide bitki solmasma neden oldugu, bitki
biiyiimesini etkiledigini, kok bolgesindeki rizobakterilerin sayisini ve nodiilasyonu
azalttig1 belirtmistir. B. pumilus ve P.alcaligenes inokulasyonu ile bitki biiyiimesinde,
pod sayisinda ve nodiilasyonda biiyiik artisa neden oldugu, rihizobakterlerle kok
kolonizasyonu arttigi, Fusarium solmasini azalttigi rapor edilmistir. Rhizobium sp.
bitki biliyime parametrelerinde, nodiilasyonda c¢ok fazla artisa sebep oldugu
belirtilmistir. Yapilan ¢alismayi, Bacillus megaterium (RB30 VE RM2) ve

Paenibacillus polymaxa (RN2) izolatlarimin Fusarium pseudograminearum ve



Neoscytalidium dimidiatum fungal patojenlerine kars1 antagonistik etkisi ile

desteklemektedir.

Aureobacterium, Bacillus, Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas ve
Burkholderia dahil endofitik bakterilerin Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Verticillium dahlia ve diger bir¢ok fungal patojene kars1 antagonistik
aktiviteler gosterdigi belirtilmistir (Rybakova ve ark., 2016). Calismamizda endofitik
Bacillus megaterium (RB30 ve RM2) ve Paenibacillus polymaxa (RN2) izolatlarinin
F.pseudograminearum ve N. dimidiatum patojenlerine karsi antagonistik etki

gorilmiistiir.

Mabhsul yetistiriciliginde mikrobiyal simbiyotiklerin kullanilmasi, ekolojik
acidan saglam ve siirdiiriilebilir bir tarim ydntemi sunmaktadir. In vitro analizlerden
elde edilen sonuglar, endofitlerinin, muhtemelen N-fiksasyonu, IAA {iretimi, fosfat
coziindiirme ve siderofor iiretimi mekanizmalar1 yoluyla bitki biiylimesini arttirma
potansiyeline sahip oldugunu ancak ayni zamanda konukcu bitkileri patojenin neden
oldugu bitki hastaliklarindan koruyabilecegini gostermektedir. Molekiiler biyoloji ve
fonksiyonel genomikteki son gelismeler, bitki-endofit etkilesimlerine iligkin mevcut
anlayisin genisletilmesine yardimci olacaktir. Coklu mikrobiyal suslarin tek bir
konsorsiyum halinde entegrasyonu, kiiltiir bitkilerine farkli faydalar saglayabilmektedir.
Farkli ekolojik ortamlarda ve tarla kosullarinda bitki-endofit etkilesimlerinin sonuglar
hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi, endofitlerin bitki biiyiimesini tesvik etme
potansiyelinin tamaminin kullanilmasinda faydali olabilecektir (Kandel ve ark., 2017).
N-fiksasyonu, fosfat ¢coziindiirme ve siderofor iiretimi mekanizmalar1 incelenerek bitki
biiylimesini arttirma potansiyeli ve antagonistik aktivitelerinde olumlu sonug¢ vermesiyle

calismamizi desteklemektedir.

Baklagillerin nodiillerinde Rizobium bakterileri simbiyotik yasam siirseler bile,
baz1 bakteriyel endofitler nodiillerde onlarla bir arada bulunabilir ve bitki biiyiimesini

tesvik edici (PGP) 6zelliklere sahip olabilir (Muresu ve digerleri, 2019).

Rhizobium tiirlerinin izolatlarimin pamugun bilyiimesini ve fizyolojik
parametrelerini iyilestirdigini ortaya koymak i¢in ¢alisma yapilmistir. Daha yliksek
degerler kok/siirglin uzunlugu ve kiitlesi Rhizobium tiirii olan Br5 izolat ile bakteriyel
asilama, kontrolden %16,70 ve %23,80 daha yiiksek olan 60,94 g siirgiin, 64,40 g kok

kiitlesi ve Br5 ile pamuk siirgiin uzunlugunda %18,3, kdk uzunlugunda kontrolden
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%24,8 daha yiiksek artiglar gostermistir. Mevcut calismanin sonuglari, Rhizobium
tirlerinin farkli izolatlarinin pamugun biiylime ve verim parametrelerini iyilestirdigini
gostermistir (Qureshi ve ark., 2019). Yapilan ¢alisma, etkili buldugumuz RN2 izolati
kontrole kiyasla %123 kok uzunlugunda artig gostermis olup, koleoptil uzunluklarinda
%91.62 arti sagladigini gostermis olmasiyla calismamizi desteklemektedir. Ayrica, kok
uzunlugunda Fusarium pseudograminearum ve RN2 bakterisinin tohuma inokulasyonu
sonucunda kontrole kiyasla kok uzunlugunu %122 arttirdigi, koleoptil uzunlugunda
%065 arttirarak etkili bulunmustur. Neoscytalidium dimidiatum ve RN2 izolati mercimek
tohumuna inokulasyonu sonucu kontrole kiyasla kok uzunlugunda %55, koleoptil

uzunlugunda ise %131,3 oraninda artig gostererek etkili bulunmustur.
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SONUC ve ONERILER

Kullanilan baklagil bitkisi ve bunlardan biri olan mercimek Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde kuru tarimin yapildigr alanlarda ana iirlinlerden birini olusturmaktadir.
Baklagillerin  kok nodiillerinden izole edilen Rhizobium, Stenotrophomonas,
Paenibacillus, Bacillus cinsi bakteriler farklilik gdostermistir. Boylece fikse ettikleri N
miktarlar1 da birbirlerinden oldukga farklilik gostermistir. Farkli Rhizobium ve diger
azot baglayan bakterilerin inokulasyonu ile mercimek ve diger baklagil bitkilerinde

nodiil sayis1 ve azot aliminda etki gdsterecegi diistiniilmektedir.

Calismanin sonunda Rhizobium ve azot baglayan bakterilerin hem mercimekte
kok uzunlugu, koleoptil uzunlugu, ¢imlenme hizi ve ¢imlenme giicii parametreleri goz

ontinde bulundurularak en etki sonucu RN2 izolati etkili oldugu goriilmiistiir.

Fusarium pseudograminearum patojenine karsi ise RN2 izolatinda sonra kok ve
koleoptil uzunlugunda etkili sonu¢ vermistir. Bu ¢alisma sonucunda, Mardin ili
mercimek tarimi yapilan alanlar i¢in etkili goériilen Paenibacillus polymaxa (RN2),
Bacillus megaterium (RB30) izolat1 ve Bacillus megaterium (RM2) biyokontrol
ozellikleri ve fungisidal aktiviteleri a¢isindan sertifikali fungisitlerle karsilastirilarak in-

vivo kosullarda da etkin gériilmesi sonucu kullanilmasi 6nerile bilinecektir.
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