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OZET

ENDOFITiK BAKTERILERIN HIYAR BITKILERINDE
DAYANIKLILIGI UYARMA YOLUYLA FUSARIUM SOLGUNLUGUNA
ETKISININ ARASTIRILMASI

FAKHRAEI, Davar
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
Ikinci Danisman : Dr. Lalehan YOLAGELDI
Haziran 2015, 135 sayfa

Bu tez g¢alismasinda; endofitik bakterilerin hiyarda Fusarium solgunluk
etmeni Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (FOC)’u engelleme ve bitki
gelisimini artirma potansiyelleri arastirilmistir. Bu amagla; izmir, Antalya ve
Mugla illerinden saglikli hiyar ve kabak bitkilerinin igsel dokularindan, 109
endofitik bakteri (EB) izole edilmistir. izole edilen EB’ler Indol-3 Asetik Asit
(TAA), siderofor iiretimi, fosfat1 pargalama yetenegi, vigorite indeksine etkisi ve
antibiyozis 6zelikleri gibi in vitro parametreler agisindan testlenmistir. In vitro
testlerde basarili bulunan 24 EB izolat1 in vivo saksi denemeleri i¢in secilmistir.
EB’ler sisteme tohum kaplama ve kok i¢irme bigiminde iki kez uygulanmistir. EB
uygulamasi goren bitkiler FOC spor siispansiyonu ile bulasik torfa sasirtilmistir.
Saksi denemelerinde, izolatlarin % 25’1, in vivo kosullar altinda % 32 - 62
oraninda hiyar bitkilerinde FOC’un gelisimini engellemistir. Bu izolatlar
arasindan, 83 (Pantoea agglomerans) ve 99 (Bacillus thuringiensis) no.lu EB
izolatlar1 biyokontrol ve biiylimeyi tesvik etkileri agisindan sera denemesine
secilmistir. Sera denemsinde, EB uygulamlaryla etkililigini karsilagtirmak
amactyla, konukcu bitkide sistemik dayanikliligi uyaran bir kimyasal olan
acibenzolar-s-methyl (ASM)’e de yer verilmistir. Serada 83, 99 ve ASM
uygulamalari, hastaligin siddetini, hi¢ uygulama gérmemis ancak patojen ile
inokule edilmis pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, sirasiyla, %52, 49 ve 51
oraninda azaltmigtir. Ayn1 zamanda, 99 no.lu EB ile uygulama goren hiyar
bitkilerinde ise, hi¢ uygulama gormemis ancak patojen de inokule edilmemis
negatif kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda, % 30 oraninda verim artisi
kaydedilmistir. 83 ve 99 no.lu EB’lerin bitki iginde zamana bagli olarak
kolonizasyonu periyodik olarak degerlendirildiginde, FOC un 83 no.lu bakterinin
kolonizasyonu iizerine olumsuz etkisi saptanmazken, 99 no.lu EB popiilasyonu
FOC’un varligindan olumsuz etkilenmistir. FOC’un bitki i¢indeki kolonizasyonu
ise, EB uygulamalarindan etkilenmemistir. Bu sonuglar, EB’lerin konukcu bitkide
sistemik dayaniklilig1 uyarma potansiyeli olabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler:Endofitik bakteri, Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum, hiyar, uyarilmis sistemik dayaniklilik
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF THE ENDOPHYTIC BACTERIATO
FUSARIUM WILT BY INDUCING THE RESISTANCE IN CUCUMBER
PLANTS

FAKHRAEI, Davar
Ph.D Thesis in Department of plant protection
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
Co-Supervisor: Dr.Lalehan YOLAGELDI
June 2015, 135 pages

In this study, 109 EB strains were isolated from internal tissues of healthy
cucumber plants which were grown in greenhouse and field in Turkey. These
isolates were screened in vitro for their plant growth promoting traits and
antagonistic activity against Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (FOC). Out
of 24 EB isolates exhibiting biocontrol and multiple plant growth promoting
(PGP) traits were tested in growth chamber and greenhouse experiments. EB
inoculation took place two times; before sowing as seed coating and after
transplanting as substrate drenching. Cucumber plants with treated EB were
transplanted to peat inoculated with FOC spore suspension (10° spor ml-1) in
order to observe the suppression of Fusarial wilt on cucumber plants. In pot
experiments, 25% of the EB isolates inhibited Fusarium wilt disease on cucumber
plants at the rate of 32 to 62% compared to pathogen alone treatment. Out of the
isolates, EB strain 83 (Pantoea agglomerans) and 99 (Bacillus thuringiensis) were
selected for further greenhouse experiments. Acibenzolar-s-methyl (ASM) was
also tested as reference chemical for comparing the efficacy of EB strains in terms
of inducing the systemic resistance in cucumber plants. The treatments of EB
strains 83 and 99 inhibited the disease severity of FOC at the rate of 53% and
49%, respectiveley, compared to pathogen alone treatment, and found as effective
as ASM treatment. Moreover, EB strain 99, without being any disease pressure,
increased the total marketable fruit yield at the rate of 30%, compared to non
treated cucumber plants in soilless cultivation. It was also monitored the
colonization and population dynamics of EB strains in the plant tissues for 75
days. The population density of EB strains in cucumber plants was determined as
approximately 10°-10° cfu plant g-1. We suggest that EB strains have the potential
to activate inducible plant defense systems.

Keywords:Endophytic bacteria, Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum ,
cucumber, induced systemic resistance.
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1.GIRIS

Kabakgiller familyas1 90 cins ve 750 tiir igeren genis bir familyadir. Hiyarin da
icinde bulundugu kabakgiller familyas1 birgok iilkede, ekonomik 6nemi olan pek ¢ok

sebze tiirlinii igerir. Hiyar bu familyanin en popiiler iiyelerinden birisidir.

Hiyar (Cucumis sativus) Dicotyledoneae smifinin Cucurbitales takiminin

Cucurbitaceae familyasina ait Cucumis cinsinin bir tiiriidiir.

Hindistan orijinli olup 5000 yildir varoldugu bilinmektedir. Hindistan’dan
Cin’in dogusuna, Asya’nin batisina, Kuzey Afrika’ya ve Giliney Avrupa’ya
yayitlmistir. Ortagag’da Avrupa’da kiiltiire alinmistir. 1494 Haiti’de Colombus

tarafindan ilk kez yetistirilerek Yeni Diinya’ya tanitilmistir.

Sicak tilke kaynakli (Akdeniz veya tropik bolgeler arasi) olan bu familyanin
tiyeleri, oldukga yiiksek sicaklik ihtiyaci i¢indedir, bu nedenle yazlik sebzeler

grubunda yer alir.

Hiyar bitkisinin kokleri, 30-35 cm derinlige inebilen orta derinlikte bir yapiya
sahiptir. Yapraklar basit yaprak formundadir. Cigekleri genelde tek evciklidir. Erkek
cicekler ana govdede, disi ¢igekler ise yan dallar lizerinde agarlar. Hiyar meyvesi de,
lizlimsli meyvedir. Hiyar, besin maddesince zengin, kaba yapili, 1yi drene edilmis, su

tutma giicii yiiksek sicak ve havadar topraklari sever.

Tiiketici istekleri iilkelere gore degisiklik gosterir. Ince kabuklu uzun ve
dikenli tipler Asya marketlerinde popiilerken Avrupa’da koyu yesil meyve kabuguna
sahip tipler tercih edilir. Amerika’da 15-25 cm. uzunlugunda slicing tipler
Tiirkiye’de ise beth-alpha tip denilen daha acik kabuk rengine sahip orta boyda

meyve tipleri tercih edilir.

Kalorisi diistik sebzelerden birisidir. 100 g hiyarin kalori degeri 12°dir. Diisiik
kalorisi nedeni ile diyet yemeklerinde kullanilir. 100 g taze hiyar meyvesinde 97 g
su, 0.6 g protein, 0.2 g yag, 1 g karbonhidrat ve 45 IU vitamin A, 0.03 mg. B1, 0.02

mg B2, 0.3 mg. Niacin, 12 mg Ca, 0.3 mg. demir igerir. Proteinli besinlerin alinmasi



sonucu viicutta artan asidin notrallestirilmesinde hiyardan yararlanilir (Sevgican,
2002) .

FAO’nun 2012 verilerine gore, Hiyar, Diinya toplam {iretimi 65,134,078
milyon ton ile Onemli bir pazar olusturmaktadir. Tirkiye ise hiyar iiretiminde
diinyada Cin’den sonra en ¢ok hiyar {iireten ikinci tlkedir (Sekil 1.1). Diinya
pazarinda yogun olarak talep edilen hiyar, Tiirkiye’de 2012 yili verilerine gore
toplam 63000 Ha alanda 1,741,878 ton tiiretimle i¢ ve dis pazara iiriin sunmaktadir.
Hiyar; Tiirkiye’de meyvesi yenen sebzeler icerisinde toplam iiretimdeki pay1 % 6.2
ile domates ve karpuzdan sonra tiglincii siray1 almakta, ortii alt1 yetistiriciliginde ise
iiretim pay1 olarak domatesten sonra ikinci siradadir (FAO 2012, TUIK 2013).
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Sekil 2.1. Diinyada 6nemli hiyar iiretici tilkeler ve 2012 yili toplam iiretim miktarlari

(FAO 2012, TUIK 2013)

Tiirkiye’de ortii alt1 hiyar yetistiriciligi 6zellikle kiyr bolgelerinden Akdeniz ve
Ege bolgelerinin ekolojik kosullarmin uygun olmasi nedeniyle yogun bir sekilde

yapilmaktadir. Sinirli bolgelerdeki bu yogun tiretim Tiirkiye’de ve

diinyada, toprak yorgunlugu, toprak kirliligi, kontrolsiiz ve gereksiz giibre kullanimu,
toprak sterilizasyonu gibi sorunlari beraberinde getirmektedir. Bunun yanisira, toprak
kaynakli pek ¢ok patojen, seralarda yetistirilen bitkilerde hastaliklara yol agmakta,

cogunlukla da Kkontrol altina alinmalari gii¢ oldugundan, 6nemli zararlara neden



olmaktadir. Bu problemleri asmak i¢in diinyada topraksiz tarim sistemlerine yonelim

hizla artmaktadir. (Giil vd., 2000; Giil vd., 2005; Tiizel vd., 2005).

Kabakgiller familyasinda bilinen 200’den fazla hastalik vardir (Zitter et al.,
2010). Hiyar bitkisinde ise basta fungal hastaliklar olmak iizere, ardindan zararlilar,
viral ve bakteriyel etmenlerden dolay1 6nemli iiriin kayiplari olusmaktadir. Diinyada
hiyarda en yaygin goriilen, fungal, viral ve bakteriyel etmenlerin bazilar1 ¢izelge

1.2°de verilmistir.

Cizelge 1Hata! Burada goriinmesini istediginiz metne 0 uygulamak i¢in Giris
sekmesini kullanin.2. Diinyada hiyar’da iiriin kayiplarina neden olan 6énemli fungal,
viral ve bakteriyel etmenlerden bazilar1 (Ramakers and O’Neill, 1999; Akkopri,
2012)

FUNGUS VIRUS BAKTERI
Alternaria alternata f.sp. Cucumber mosaic virus (CMV) Pseudomonas syringae pv.
cucurbitae lachrymans

Zucchini yellow mosaic virus
Colletotrichum orbiculare (ZYMV) Xanthomonas campestris
Phomopsis sclerotioides Cucurbit aphid-borne yellows Erwinia carotovora subsp.

virus(CABYYV) caratovora
Cercospora citrullina

Beet pseudo yellows virus Erwinia tracheiphila
Corynespora cassiicola (BPYV)

Agrobacterium sp.

Pseudoperonospora cubensis Cucumber vein yellowing virus

(CVYV)

Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum Cucumber yellow stunting
disorder virus (CYSDV)

Botrytis cinerea

Melon necrosis spot virus

Cladosporium cucumerinum (MNSV)
Didymella bryoniae Tobacco necrosis virus (TNV)
Sphaerotheca fusca Cucumber geen mottle mosaic

virus (CGMMV)
Erysiphe orontii

Leveillula taurica
Pythium spp.

Sclerotinia sclerotiorum
Septoria cucurbitacearum
Ulocladium cucurbitae

Verticillum dahliae




Hiyarin en 6nemli hastaliklarindan biri olan Fusarium solgunlugu (Fusarium
oxysporum Schlechtend: Fr. (emend. Snyd. & Hans.) f. sp. cucumerinum J.H. Owen)
bir¢cok tlilkede yaygin olarak bulunmaktadir. Bu iilkeler arasinda Amerika Birlesik
Devletleri, Ingiltere, Yunanistan, Israil, Japonya, Cin, Almanya, Avustralya,
Hollanda, Fransa, Ispanya, Tiirkiye, Japonya, Misir, Giiney Afrika sayilabilir
(Vakalounakis and  Fragkiadakis, 1999; Yildiz ve Delen, 1977;

www.plantwise.org/knowledgebank).

Hastalik ilk kez 1925 yilininda kayda ge¢mis ve 1955 yilinda da Florida’ da
ekonomik kayiplara neden oldugu tespit edilmistir (Martyn, 1996). Hastalik etmenini
ilk olarak Owen tarafindan F. oxysporum f.sp. cucumerinum olarak tanimlanmistir
(Owen, 1955).

Hiyar Fusarium solgunlugu Tiirkiye’de ilk kez 1976 yilinda Izmir ili hiyar
seralarinda saptanmis (Y1ldiz and Delen tarafindan 1977) ve giinlimiize kadar gecen

stirede de hastaligin yayginligi artmistir (Altin ve Bora, 2004).

Toprak kaynakli olan ve tohumla da taginabilen hastalik etmeni hiyar bitkisini
biitiin gelisme donemlerinde hastalandirabilmektedir. Fidelik doneminde hem c¢ikis
oncesi hemde ¢ikis sonrast ¢okertene neden olabilmektedir. Bitkinin ileri
donemlerinde hastalik alt yapraklardan sararmalar ile baslar ve bu sararmalarin
genelde tek tarafli oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni o bolgedeki iletim demetinin
etmen tarafindan islevsiz kilinmasidir. Daha ileri devrede etmenin diger iletim
demetlerine de ge¢mesi nedeniyle sararma ve solma bitkinin her tarafina
goriilmektedir. Topraktaki inokulum kaynagi etmenin klamidosporlar1 ve hastalikli

bitki artiklaridir (Owen, 1956; Martyn, 1996).

Genelde tiim Cucurbitacae iiyelerinde ve 6zelde de hiyar bitkisinde, Fusarium
solgunlugu ile mucadelede ekim nobeti, etmenden ari tohum ve fide kullanilmasz,
dayanikli cesit liretilmesi, liretimin temiz alanlarda yapilmasi gibi kiiltiirel 6nlemler
ile toprak flimigantlarinin kullandig1 kimyasal savas ve biyolojik savas yontemleri

bulunmaktadir (Egel and Martyn, 2007; Martyn, 1996).


http://www.plantwise.org/knowledgebank

Bu hastaliga kars1 uygulanan hi¢bir yontem tek basina yeterli olmamaktadir.
Bu nedenle, diinyada entegre miicadelenin basarisini arttiran bir unsur olarak
biyolojik savas ¢alismalarina da agirlik verilmis ve son derece basarili sonuglar elde

edilmistir (Altin ve Bora, 2004).

Biolojik savas kapsaminda rizosfer bakterilerinin (plant growth promoting
Rhizobacteria, PGPR), fungal ve bakteriyel patojenlere karsi genis spektrumlu
antagonistler olarak etkili olduklar1 bilinmektedir (Emmert and Handelsman, 1999 ;
Kurze et al., 2001; Weller, 1988). Daha yeni ¢alismalarda ise, igsel kok dokularini
kolonize eden bakterilerin de bitki gelisimini ve bitki sagligini artirabilecegi
gosterilmekte (Sturz et al., 1997) ve bu endofit bakteriler biolojik savas elemani

olarak kullanilmak iizere miikemmel adaylar olarak kabul edilmektedir (Tjamos et

al., 2004).

Rhizobakteriler ve endofitik bakteriler farkli ekolojik nislerde yasamalarina
ragmen, fitopatojenlerin kontrolinde ve bitki gelisimini tesvik etmede benzer
mekanizmalar1 kullanmaktadirlar (Bloemberg and Lugtenberg, 2001; Dobbelaere et
al.,2003; Glick, 1995; Hallman et al., 1997; Lodewyckx et al., 2002; Sturz et al.,
2000).

Endofitik bakteriler yiizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki dokularindan izole
edilen ya da bitkilerin i¢sel dokularindan ekstrakte edilen ve bitkilere herhangi bir
zarar vermeyen bakteriler olarak tanimlanir (Hallman et al., 1998). ve birgok bitkinin
cicek, yaprak, meyve, govde, kok ve tohumlarindan izole edilmislerdir (Lilley et al.,
1996).

Biyolojik savas kapsami icinde, bitki dayaniklilik sistemlerinin uyarilmasi
yoluyla hastaliklarla miicadele, her gegen giin artan bir ilgiyi lizerine ¢ekmektedir.
Dayaniklilik mekanizmasi siirli bir patojen infeksiyonu, avirulent patojenler, bazi
patojen olmayan bakteriler ve belirli kimyasallar tarafindan uyarilabilir. Bitkinin
uyarilma sonucunda lrettigi mobil sinyal bitkinin diger boliimlerine tasinarak bitkide
zaten inaktif halde var olan mekanizmalarin uyarilmasin1 saglar. Boylece sonradan
gelen patojenin c¢ogalmasini, gelismesini, yayilmasimi ve belirti olusumunu

engelleyerek hastaligi sinirlandirir. Genel anlamda bitki dayanikliliginin uyarilmasi



iki ana mekanizma ile saglanmaktadir. Birincisi; Bitki gelisimini uyaran kok
bakterilerinin (Plant Growth Promoting Rhizobacteria-PGPR) kullanimi ile bitki
gelisimini  arttirma  ve bununla birlikte bitkilerin  dayaniklilik  sistemlerini
uyarilmasiyla saglanir. Bu dayaniklilikta herhangi bir nekroz veya hastalik belirtisi
olusmaz. Bitkilerin bu tarzdaki dayanikliligina; uyarilmis sistemik dayaniklilik
(Induced Sistemic Resistance -ISR) denmektedir. Ikincisi ise; uyarilma bir patojenin
sinirl1 infeksiyonu, avirulent patojenler, kimyasallar ve abiyotik stres faktorleri
tarafindan yapiliyorsa buna ‘sistemik kazanilmis dayaniklilik’ (Sistemic Acquired
Resistance —SAR-) denmektedir. SAR uyarilmasi ile bitkide sinirli da olsa nekrotik
veya stres belirtileri gozlenir (Bakker, 2003; Durrant and Dong, 2004;Van Loon,
2003; 1998). Hiyar bitkilerinin ISR ve SAR sistemleri yoluyla uyarilmasi sonucu,
bitki hastaliklarina karsi1 miicadele olanaklar1 iizerine arastirmalarin sayis1 giderek
artmaktadir. ISR ve SAR yoluyla bitki hastaliklarina karst miicadelenin, kimyasal
pestisitlerle yiiriitiilen miicadeleye gore, sirdiiriilebilir ve ¢evre dostu olmasi

nedeniyle, bitki koruma alaninda 6nemli bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.

Bu doktora tez calismasinda; agik ve Ortii altinda yetistirilen hiyar
bitkilerinden endofitik bakterilerin  izole edilmesi, FOC’a kars1 biyokontrol
aktiviteleri agisindan in vitro ve in vivo kosullarda testlenmesi ve bu testlerin
sonucuna gore hastalik etmenine karsi etkili olabilecek bakteriyel endofitlerin iklim
odasinda ve serada hiyar bitkilerin gelisimi ise verimi artirict etkilerinin saptanmasi
ve FOC’a karsi sistemik dayamikliligi uyarma yoluyla biyolojik savas

potansiyellerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Fusarium Solgunluk Hastahiklar:

Fusarium solgunlugu muz (Ploetz, 2005), domates (Volin and Jones, 1982;
Walker, 1971), pamuk (Blasingame and Patel, 2005), hurma (Djerbi et al., 1986) gibi
ekonomik agidan 6nemli bir¢ok tarim {riinliniin en yikici hastaliklarindan birisidir.
Oyle ki, Fusarium solgunlugu neredeyse 1950’ lerde, (Stover, 1962) Orta Amerika'
da uluslararasi muz ticaretini tahrip ederek yaklasik 400 milyon dolar (ABD 2000
yili degerine gore 2.3 milyar dolar)’ lik kayiplara neden olmustur (Ploetz, 2005).

Solgunluk belirtileri, fungus sporlar1 ve miselyumunun ksilemi bloke etmesi,
toksin tretimi, tylozis, zamklanma ve jeller konuk¢unun Savunma yanitlarinin
sonucudur (Beckman, 1987). Dis belirtilerden damarlarda renk agilmalari, yaprak
epinastisi, solma, kloroz, nekroz ve absisyon sayilabilir. I¢sel belirtiler ise, vaskiiler
kahverengilesme olarak tanimlanabilir (MacHardy Beckman, 1981). Konukgu bitki
hayatta oldugu siirece F. oxysporum ksilem dokusu icinde kalir. Ciddi sekilde
enfekte olan bitkiler sonunda solar ve Oliir boylece klamidosporlar enfekte ve
¢lirimiis konuk¢u dokularindan yeniden topraga doner (DiPietro et al., 2003; Nash et
al., 1961), bir kag¢ yil orada canli kalir (Ploetz and Pegg, 2000). Klamidosporlar
cimlenerek yeni bir konukgu bitkiyi istila ettiginde hastalik dongiisii tekrarlanir
(Stover, 1962).

Hastalik etmeni, konukcu kdokleri tarafindan ya da konukc¢u olmayan bitkilerin
kok sizintilar tarafindan uyarilincaya kadar, ¢iliriimiis konuk¢u dokularinda ya da
toprakta Kklamidospor olarak dormant kalir (Beckman, 1990; Stover, 1962).
Cimlendiktan sonra, enfeksiyonu baslatmak {izere konuk¢unun kok ylizeyine
yapisarak hif tretir (Bishop and Cooper, 1983). Lateral kok uglari dogal enfeksiyon
icin ilk giris yerleridir (Beckman, 1990), fakat fungus, ayni1 zamanda, kok killarinda
ya da kok ucuna yakin epidermal hiicrelerden, kdk ucunun arkasindan veya uzama
bolgesinden girebilir (MacHardy and Beckman, 1981). Patojen sonra kdk parankima
dokusu hiicreleri i¢i ve arasindan protoxylem borularina ulasana kadar hareket eder

(Mai and Abawi, 1987). Oradan biiyiik ags1 damarlari isgal eder ve damar duvarinda



cukurlar araciligiyla iletim demetlerine yayilir. Yaraya maruz kalan iletim demetleri,

biiyiik 6l¢iide, enfeksiyon ve hastalik siddetini artirmaktadir (Stover, 1972).

2.1.1. Fusarium solgunlugu etmeni

F. oxysporum diinyanin her yerinde toprakta bulunan kozmopolit bir
fungusdur. Fungus bol havai misel iiretimi ve kiiltiirde koloninin ters tarafinda beyaz,
pembe, somon ve mor pigmentasyonu ile bilinir (Gerlach and Nirenberg, 1982;
Nelson et al., 1983). F. oxysporum ti¢ tiir eseysiz spor iiretir: mikrokonidyum,
makrokonidyum ve klamidospor (Kistler and Miao, 1992). F. oxysporum igin

teleomorph saptanamamustir.

F. oxysporum morfolojik olarak ayirt edilemeyen patojenik ve patojenik
olmayan tiyeler igerir (Snyder and Smith,1981). Patojenik formlar1 hastaliga neden
oldugu konukgu bitkiye gore yaklagik 120 farkli formae speciales’ e ayrilir
(Armstrong and Armstrong, 1981). Farkli konukgularda Fusarium solgunlugu
hastaliklarina neden olan F. oxysporum forma specialis’ leri, her yerde bulunan ve
adaptasyon kabiliyeti yiiksek olan ve genelde tek bir {iriin tiiriine saldiran toprak

mikroorganizmalaridir (Kistler, 1997).

Patojen olmayan formlar1 korteks ile smirli kalarak endofit gibi hayatta
kalmay1 basarirlar. Patojenler ise kendi konukg¢usunun vaskiiler dokusuna girer ve
solgunluga neden olurlar (Ito et al., 2005; Olivain and Alabouvette, 1997, 1999).
Patojen olmayan funguslar bitki koklerinde endofitik fungus gibi yasamanin diginda,
kok rizosferinde, toprak ve organik madde {izerinde de saprofit olarak
yasayabilmektedir (Beckman, 1990; Di Pietro et al., 2003; Gordon and Martyn,
1997).

2.1.2. Fusarium solgunlugunun miicadelesi

Fusarium solgunluk hastaliklariyla miicadele etmek olduk¢a zordur (Borrero et
al., 2006; Elmer, 2006). Miicadele yontemleri arasinda kiiltiirel, kimyasal, biyolojik
miicadele metotlar1 ve hastaliga dayanakli c¢esitlerin kullanimi sayilabilir. Bu
yontemlerden, dayanikli ¢esit kullanimi hastaliklarin azaltilmasinda, kimyasal ve

kiiltiirel 6nlemlere oranla daha etkili bir yoldur. Son yillarda, biyolojik miicadele



ajanlarinin kullanimi1 Fusarium solgunlugunun kontroliinda ¢evre dostu bir yaklasim

olarak popiiler olmustur.

2.1.2.1. Kimvasal miicadele

Fusarium solgunlugu siddetini en aza indirmek i¢in kullanilan fungisitler
benzimidazol (benomil, karbendazim, fuberidazol, thiabendazol ve thiophanate-
methyl) grubu fungisitlerdir. Benzimidazollerin ortak etki mekanizmasi, hiicre
boliinmesine ve hassas funguslarin hifsel biiylimesine miidahaledir (Uesugi, 1998).
Ancak, son yillarda Tiirkiye’ de sicak kanlilarda toksisite ve kanserojenik riskler
nedeniyle benomyl’ in ruhsati iptal edilmistir. Bu grup i¢in bir bagka olumsuzluk da,

patojenin bu fungisitlere hizla direngli hale gelmesidir.

Demetilasyon onleyici (DMI) fungisitler (prokloraz, propikonazol ve
siprokonazol) fungus duvarlarinda gerekli sterol biyosentezi ig¢in dimetilasyon
asamasini inhibe ederek hareket ederler. Prokloraz’ i muz ve domateste Fusarium
solgunluguna kars1 en etkili fungisit oldugu kanitlanmistir (Nel et al., 2007; Song et
al., 2004). Strobilurin' ler (azoksistrobin, kresoxym-metil ve trifloksistrobin) de etkili
bir sekilde karanfil Fusarium solgunlugunu kontrol etmistir (Elmer and Mc Govern,

2004; Gullino et al., 2002).

Fusarium solgunluklarima karsi basarili bir sekilde kullanilabilinen diger
kimyasallar arasinda yiizey sterilantlari, fumigantlar ve bitki aktivatorleri vardir
(Moore et al., 1999; Weststeijn, 1973). Ancak, Fusarium solgunluklarina etkili bir
toprak fiimiganti olan Metilbromid’ in kullanimi g¢evre ve insan sagligi yoniinden
riskleri nedeniyle Avrupa Birligi iilkeleriyle birlikte Tiirkiye’de de 2005 yilindan beri
yasaklanmistir  (Cebolla et al., 2000; Tamietti and Valentino 2006). 1,3-
dikloropropen’ nin bir kombinasyonu ve kloropikrin gibi fumigantlar, F.oxysporum
f.sp. lycopersici' nin kontroliinde metilbromide’e alternatif olarak Onerilmistir
(Gilreath and Santos, 2004). Ancak klamidosporlarin dayanikli yapisi, genis alanlarin
fumige edilmesinin zor olusu ve bitki koklerinin fiimigantlarin ulagsamadig1 toprak
derinliklerine ulasarak enfekte olabilme olasiliklar1 fumigasyonun tek basina yeterli

bir yontem olmasina engeldir.
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Formaldehit gibi dezenfektanlar, Fusarium solgunlugunun bir alandan bagska
bir alana yayilmasini Onlemek i¢in ekipman, ara¢c ve diger aletlerin

dezenfeksiyonunda kullanilir (Weststeijn, 1973).

2,6-dikloroizonikotinik asit (INA) ve benzo (1,2,3) tiadiazol-7-karbotioik asit
S-metil ester (BTH) gibi bitki aktivatorleri ve ticari olarak bilinen Bion®, etkileri en
iyi incelenmis olan kimyasal elisitérlerdendir (Oostendorp et al., 2001). Bunlar
bitki-patojen etkilesimlerinde sistemik uyarilmis dayanikliligin bir formu olarak
ortaya ¢ikmaktadirlar (Friedrich ve digerleri, 1996;.Vallad and Goodman, 2004).
Bitki aktivatorleri genelde patojenlere karst in vitro’ da herhangi bir antimikrobiyal
aktivite gdstermemektedir (Kessmann et al., 1994). Ornegin, INA, F. f.sp.
cucumerinum’ @, validamisin A (VMA) ve validoxylamine A (VAA) ise
F.oxysporum f.sp .lycopersici’ ye kars1 invitro testlerde antifungal etki
gostermemistir (Ishikawa et al., 2005; Métraux et al., 1991). Az miktarda topraga
eklendigi zaman kitin ve kitosan tiirevleri turp ve kereviz Fusarium solgunlugunu
azaltimistir (Bell et al., 1998; Mitchell and Alexander, 1962). Kitosan ve kitin bitki
savunma tepkileri acisindan, potansiyel elisitorler olarak bilinir (Benhamou and
Theriault, 1992).

2.1.2.2. Kiiltiirel 6nlemler

Fusarium solgunlugu ile miicadelede kullanilan kiiltiirel kontrol stratejileri,
iirlin rotasyonu ve temiz iretim materyali kullanimimi igerir. Geleneksel iiriin
rotasyonu bir¢ok toprak kokenli hastaligin kontroliinde etkisi kanitlanmis bir
yontem olmasina karsin F. oxysporum’ un klamidosporlarinin toprakta canli kalma

stirelerinin uzun olmasi bu uygulamanin etkinligini sinirlamaktadir (King et al.,

2008).

Topragin yapisinda bazi degisikliklerin yapilmasi1 Fusarium solgunluk
hastaliklarinin siddetini azaltmak i¢in kullanilmistir. Elverisli topraklarda Fusarium
solgunluguna kars1 CaCO3 ya da Ca (OH), gibi kalsiyum uygulamasi F.oxysporum
f.sp. cubense klamidosporlarinin ¢imlenmesini 6nemli 6lgiide azaltmistir (Chuang,
1991; Peng et al., 1999). Azotlu giibre bilesimi, topragin pH’ smi ve hastalifin
siddetini etkileyebilir. Azot igeren giibrelerden nitrat azotu (NOs-N), genellikle
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amonyum azotu (NH 4-N) igeren giibrelere oranla Fusarium solgunlugunun daha az
goriilmesine yol acar. Ciinkii, bu bilesim topragin pH degerini arttirir ki bu
mikrobesinlerin ¢oziiniirliigiiniin azalmasina neden olur. Cinko, bakir, demir, fosfat,
magnezyum ve manganez gibi mikrobesinler patojenin biliylimesi ve sporulasyonu
icin gereklidir (Handreck and Black, 2002; Scher and Baker, 1982). Daha yiiksek
toprak pH diizeyleri topraktaki bakteriyel faaliyeti arttirarak Fusarium solgunlugunun
gelisimini (Dominguez et al., 2001) ve F.oxysporum klamidosporlarinin
cimlenmesini azaltabilir (Chuang, 1991; Woltz and Jones, 1981). ihtiya¢ duyulan
seviyenin iizerinde fosfat oranlar1 pamuk ve kavunda Fusarium solgunlugu siddetini

arttirabilir (Jones et al., 1989).

2.1.2.3. Dayvanikh cesitlerinin kullanilmasi

Dayanikli ¢esitlerinin kullanilmasi Fusarium solgunluklari ile miicadelede
etkili ve ekonomik bir yontemdir. Ancak yeni patojenik irklarin ortaya ¢ikmasi
veya etmenlerin tim irklarina karst dayanakli olabilecek  ¢esitlerin
gelistirililmesinin zor olmasi1 basar1 sansimi kisithiyan bir sorundur (Egel and

Martyn, 2007, Jarvis, 1998).

F .oxysporum f.sp. cucumerinum’ un i¢ fizyolojik 1rki, yani. Irk 1, 2 ve 3
tespit edilmistir (Armstrong et al., 1978). Hastaliga dayanaklilik ya polijenik (Kanno
et al., 1991; Toshimitsu and Noguchi, 1975) ya da bir tek dominant genden
kaynaklanabilir. “Foc” geni, patojenin 1 ve 2 nolu irklarlarina karsi dayanaklilik
kazandirmaktadir (Vakalounakis, 1996b, 1995, 1993). Hollanda tipi hiyar ¢esitlerinin
cogu “foc” genine sahip olmalar1 dolayistyla Fusarium solgunluguna dayaniklidir

(Vakalounakis, 1993).

2.1.2.4. Biyolojik kontrol

Biyolojik kontrol ajanlari, diger kontrol stratejileri ile ilgili cevresel ve
ekonomik kisitlamalar nedeniyle Fusarium solgunlugunu ydnetmek icin kullanilir.
Biyolojik kontrol hastalik yonetiminde tek basmna ya da entegre miicadele

kapsaminda kullanilabilir.



12

Bitkiye yararli kokii kolonize eden bakteri ve funguslar kok patojenlerine karsi
bitkilerin korunmasinda 6nemlidir (Haas and Defago, 2005). Fusarium solgunluk
hastaliklarinin kontroliinde bitkilere yararli organizmalarin belli basli gruplar
Pseudomonas ve Bacillus genuslarina dahil olan bakteri tiirleri ve patojenik olmayan,
F. oxysporum’ dan olugmaktadir (Fravel et al., 2003; Haas and Defago, 2005). Diger
birgok mikroorganizmanin da Fusarium solgunlugunun etkisini azaltig: bildirilmistir.
Bunlar arasinda, Actinomycetes’ ler (Cao et al., 2005; Meredith, 1943) ile
Trichoderma ve. (Harmanet et al., 2004) ve Gliocladium (Sivan'in ve Chet, 1986)
tirleri bulunmaktadir. Biyokontrol organizmalari tek basina hastalik siddetini
azaltma yetenegine sahip olsalar da genellikle diger biyokontrol ajanlar1 ile birlikte
kullanildiklarinda veya entegre miicadele iginde yer aldiklarinda daha etkili

olmaktadirlar.

Bitki-mikroorganizma etkilesimleri bitki gelisimini ve bitki sagligini
desteklemede dikkat ¢ekici bir konu olmustur. Bitkiler endofitik organizmalar igin
genis ve cok cesitli ekolojik nis olusturmaktadir. Mikroorganizmalar arasinda,
endofitik bakteriler konukgularina zarar vermeden bitkilerin i¢ dokularini isgal
ederler. Bitkiler ile bu mikroorganizmalarin etkilesimini saglayan mekanizmalarin
anlagilmasi, verimli bir bitki-bakteri iligkisi saglanmasi ve biyoteknolojik
potansiyellerinin anlagilabilmesi i¢in gerekli olabilir. Biyolojik kontrol ajanlari ile
Fusarium solgunluklarini 6nlemek {iizere kullanmilan mekanizmalar asagidaki gibi

sayilabilir.

Baz1 mikroorganizmalar diger mikroorganizmalara toksik etki gdsteren ikincil
metabolitler tiretebilir (Lorito et al., 1993;. Milner et al., 1995; Salma ve et al., 1996).
Genis spektrumlu antibiyotik 2,4— diacetylphloroglucinol’ {in F.oxysporum dahil
olmak tizere cesitli bitki patojenleri ile biyolojik miicadelede dnemli bir role sahip
oldugu gosterilmistir (Duffy et al., 2004). Streptomyces sp. Strain 385 tarafindan
tiretilen s-1.3-glukanaz enzimi, hiyar Fusarium solgunlugu patojeni F.oxysporum
f.sp.cucumerinum’ un hiicre duvarimi pargalayarak etki etmektedir (Singh et al.,
1999). Endofitik Streptomyces strain NRRL30562 in vitro da, F. oxysporum’ u
engelledigini belirlenmistir (Castillo et al., 2002). Cogu durumda Pseudomonas,

Bacillus ve Streptomyces tiirlerine ait bakteriler antibiyozis mekanizmasini
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kullanarak F. oxysporum’ a karsi etki gostermektedirler (Getha and Vikineswary,
2002; Landa et al., 1997; Sturz et al., 1999; Taechowisan et al., 2005).

Karbon (C) i¢in rekabet Fusarium solgunluklarini baskilayici topraklarda
bulunan birincil mekanizmalarindan biridir (Alabouvette and Lemanceau, 2000;
Sivan and Chet, 1989). Alabouvette and Couteaudier (1992), bazi patojen olmayan F.
oxysporum izolatlarinin karbon igin etkin bir sekilde patojenik F.oxysporum ile
yaristigini gostermistir. Mikro element demir i¢in rekabet , baska bir yoldur. Bu
sayede ozellikle floresan Pseudomonas’ lar patojenleri engelleyebilir (Leong, 1986).
Siderofor P. fluorescens tarafindan demir almak i¢in ortama salgilanan diisiik
molekiil agirlikli molekiillerdir (Hofte, 1993). fluoresan Pseudomonas’ lar tarafindan
tiretililen sideroforlar demirin mikrobiyal yoldan elde edilmesini, demir eksikligi
olan bir ortamda artirmaktadirlar (Neilands, 1973). Yiiksek miktarda demir ve
siderofor ireten Pseudomonas spp. eklenmesi turp, keten ve hiyar Fusarium

solgunlugu siddetini azaltilmistir (Leeman et al., 1996;Scher and Baker, 1982).

ABD’de yapilan bir ¢alismada F. oxysporum f. sp. cucumerinum’ a karsi
Pseudomonas putida kullanilmistir. Yapilan denemler sonucunda P. putida ile
uygulama gormiis hiyar bitkileri kontrolle karsilastirildiginda hastalik ¢ikisinda %40
oraninda bir azalis meydana gelmistir. Yapilan denemeler sonucu bunun siderofor

etkiden kaynaklandig1 anlagilmistir (Scher and Baker, 1982).

Kaliforniya’ da yapilan bagka bir c¢aligmada Fusarium’ u baskilayan
topraklardan 700 civarinda bakteri ve Actinomycetes izole edilmistir. Bu izolatlar
fungal hiicre duvarin1 yikan enzim olan kitinase enzimi iiretimi ile, klamidosporlarin
¢im borusu iiretimini engelleme ve siderofor gibi fluoresan bilesikler iiretme
yetenekleri yoniinden testelenmislerdir. FP’ lar tarafindan siderofor {iretimi ile bu
FP’ larin topraktaki klamidospor ¢imlenmesini engellenmeleri arasinda direkt bir
ilski oldugu saptanmistir. Bu durum arastiricilar tarafindan sideroforlar ile Fe* icin

yarisma mekanizmasi ile agiklanmaktadir (Sneh et al., 1984).

Sideroforlar F. oxysporum f. sp. cucumerunum ‘un klamidospor ¢imlenmesini
%70.2 oraninda engellemistir. Ancak bu etki toprak fazla miktarda demir bulunmasi

durumunda kirilmistir.  Siderofor gibi EDDHA (ethylenediamine di-o0-hydroxy
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phenyl acetic acid) da klamidosporlarin ¢imlenmesi iizerinde benzer etki
gostermistir. Fe EDDHA ise klamidospor ¢imlenmesini etkilemistir (Elad and Baker
,1985bh).

Kok bolgesi icin rekabet Fusarium solgunlugun azaltilmasinda rol
oynamaktadir. Pseudomonas tiirleri ve diger bitki biiylimesini tesvik eden
bakterilerin (PGPR), karbon kaynagi (Rovira, 1965), amino asitler (Simons et al.,
1997) ve organik asitler (Welbaum et al., 2004) agisindan zengin olan kok bolgesi
icin rekabet ettikleri bildirilmistir (Lugtenberg et al., 1999).

Patojen olmayan F. oxysporum ile hiyar Fusarium solgunlugunun biyolojik
kontroliinde rol oynayan mekanizmalar1 ortaya koymak amaciyla yiiriitillen bir
alismada, patojen olmayan F. oxysporum strain C5, 1.08x10* cfu/g toprak
yogunlugunda, strain C14, 5x10%cfu/g toprak yogunlugunda F. oxysporum f. sp.
cucumerunum ‘un hastalik olusumunu Onemli oranda azaltmistir. Hastalik
olusumunun azalmasinda 3 mekanizmanin rol oynadigi bildirilmistir. Bu
mekanizmalardan birincisi C5 ve C14 ile infekteli hiyar bitkilerinin rizosferinde
FOC’ un klamidosporlarinin ¢imlenmesinde meydana gelen azalma ikincisi strain
C14 ile FOC arasinda infeksiyon bolgesindeki yarigsma ve iiglincii mekanizma ise
konukc¢unun sistemik dayanikliliginin arttirtlmasi oldugu bildirilmistir (Mandeel and

Baker,1991).

Uyarilmis dayanaklilik, onceden bir elisitor muamelesi ile bitkide bir
patojenin olumsuz etkisini azaltan siiregtir (Van Loon, 1997;Van Loon et al.,
1998). Bundan sonra, konukgu bitki patojen tarafindan inokule edildiginde bir dizi
olaylar tetikler bu da kimyasal ve yapisal savunma tepkilerinin indiiklenmesine
yol acar, bu tepkiler olarak sayilabilir : reaktif oksijen tiirleri, fenolikler, hidrolitik
enzimler ve fitoaleksinlerin birikmesi (Niemann et al., 1990). Uyarilmis
dayanikliligin iki tiirii vardir, lokal kazanilmis dayaniklilik (LAR) ve sistemik
dayaniklilik (SR). Sistemik dayaniklilik enfeksiyon yapilan bolgeden uzak olan
dokulardi da dayanakliligin olugmasi olarak tanimlanir ve sistemik kazanilmis
dayaniklilik (SAR) ve sistemik Uyarimis dayamiklilik (ISR) diye ikiye ayrilir.
SAR genis bir yelpazede patojenleri etkiler (Vallad and Goodman, 2004) ve

genelde kimyasal ve patojenik organizma tarafindan indiiklenir . Salisilik asit ve
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patojenezis ile ilgili proteinlerin (PR) birikimini tetikler (Sticher et al., 1997; Van
Loonveet al., 1998). PGPR gibi bakteriler ISR’yi tetikleyerek (Van Loon et al.,

1998) etilen ve Jasmonik asit- pathwaylerini uyarir (Pieterse et al., 1996).

Baz1 biyolojik kontrol ajani mikroorganizmalarin bitkilerde ISR’1 uyardigi
bilinmektedir. Bunlar arasinda PGPR Pseudomonas spp. ve patojenik olmayan, F.
oxysporum fungusu sayilabilir. Patojenik olmayan F.oxysporum Fusarium
solgunlugunu muz (Gerlach et al., 1999), hiyar (Mandeel and Baker, 1991) karpuz
(Larkin et al., 1996) ve domates te(Fuchs et al., 1997; Olivain et al., 1995) ISR ile

azaltigini gosterilmistir.

Bitki gelisimini uyaran kok bakterilerinden (PGPR) olan Pseudomonas putida
strain 89B-27 ve Serratia marcescens 90-166 hiyarda antraknoz hastaligina neden
olan Colletotrichum orbiculare’ye karsi testlenmistir. Bu etmene karsi strain 89B-27
tarafindan olusturulan sistemik uyarilmig dayaniklilik ilk yaprak déneminde olusmus
ve 5. yaprak donemine kadar artarak devem etmistir. Strain 90-166 tarafindan
olusturulan sistemik uyarilmis dayaniklilik ise daha stabil halde ikinci, dordiincii ve

besinci yaprak doneminde olmustur (Liu et al., 1995a).

Liu et al.; PGPR bakterilerinin (Pseudomonas putida strain 89B-27 ve
Serratia marcescens 90-166) ve hiyar solgunluk etmeni F.oxysporum f. sp.
cucumerinum’u ayni anda hiyar koklerine uyguladiklarinda iki PGPR straininin de
FOC’a kars1 sistemik dayanikliligi uyardigini saptamislardir. PGPR strainleri 5
haftadan daha uzun siireyle hiyar bitkilerini solgunluktan koruyabilmislerdir (Liu et
al., 1995b).

2.2. Endofitik Bakteriler

Endofitler konukgu bitkilerinin, fizyolojik, gelisimsel ve morfolojik
Ozelliklerini, rekabet gii¢lerini artirma, ozellikle stresli ortamlarda, degistirebilirler
(Bacon, 1993; Malinowski and Belesky, 1999). Cook (1993) hedef konukgu bitkinin
koklerinden izole edilen mikroorganizmalarin, bitki tiirleri ile ve g¢alistig1 fiziksel
cevre ile iligkili oldugundan dolayr etkili ajanlar secimi i¢in daha iyi adaylar

oldugunu belirtmistir.



16

Endofit-bitki iligkileri bitki tiirlerinin bircogunda ve neredeyse her Dbitki
pargasiin i¢inde bulunan gesitli bakteri tiirlerine gore cesitlilik gosterir (Mclnroy,
1993). Endofitik bakteriler bitkilerin kortikal veya vaskiiler dokularinin iginde
hayatta kalirlar (Patriquin and Ddodereiner, 1978). Rizosfer ve phylloplanle gibi
yerlerin aksine, bu yerler endofitler i¢in korumali bir ortam da saglarlar (Chen et al.,
1995). Endofitik bakteriler o6nceden se¢ilmis yararli organizmalar olarak
belirlenebilir ve bazibiyolojik control ajanlarinin aksine hastaligi kontrol etmede
.epifitlere oranla daha basarilidir (Sturz and Nowak, 2000). Chen et al., (1995),
pamugun i¢ dokusunda bulunan endofitik bakteriler B. Pumilus ve P. Putida’nin
pamuk vaskiiler solgunluk hastaligi etmeni F.oxysporum f.sp.vasinfectum ‘un
siddetini azalttigin1 belirtmistir. Nejad and Johnson (2000) da, domatesin koklerinin
icinden izole edilen Pseudomonas spp’nin domates fidesinin, biiyiimesini artirmay1

basardigini ve Fusarium solgunlugu siddetini azattigini1 saptamustir.

2.2.1. Endofitlerin tarihgesi ve tanim

Endofit terimi (Gr: Endon; iginde ve piton; bitki) ilk DeBary (De Bary, 1866)
tarafindan bulunmustur ve bir endofit, konukgu birbitkide hi¢ bir tipik belirgin
hastalik belirtisine neden olmadan, yagam dongiisiiniin tamamini veya bir kismini

gegiren bir bakteriyal veya fungal mikroorganizmadir.

Bakteriyel endofitler 100 yili askin bir zamandir bilinmektedir.Saglikli
bitkilerin dokular i¢inde yerlesik bakteri varligi ilk olarak 1926 gibi erken bir
zamanda saptanmistir (Hallman et al., 1997).1926 yilinda, Perotti bakterilerin
endofitik gelisimini onlarin hayatinin belirli bir asamasi olarak tanimis ve
infeksiyondan gelismis bir asama olarak ve mutualistik simbiyozile yakin bir iligkiye

sahip olarak nitelendirmistir.

Perotti (1926), kok dokularinda patojenik olmayan floranin meydana gelmesini
aciklayan ilk arastiricidir ve Henning and Villforth(1940) ise goriiniise gore saglikli
bitkilerin yaprak, gévde ve koklerinde bakteri varligini bildirmislerdir. O zamandan
beri, endofitler, yiizeyi sterilize edilmis bitki organlarindan izole edilebilen
mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. 1940'lardan beri ¢esitli bitki dokularinda

endofitik bakteriler tizerinde ¢ok sayida rapor bulunmaktadir (Hallmann et al., 1997).
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1980'lerde azot fikse etme yetenegine sahip olan endofitik bakteriler bugdaygil
bitkilerinde bulunmustir (Reinhold-Hurek and Hurek, 1998b).

Bu endofit iligkileri ilk olarak yiiksek bitkiler yiiz milyonlarca yil 6nce yer
yiiziinde ortaya ¢iktiginda gelismeye baslamis olabilir. Mikroplarla iligkili bitkilerin
fosillesmis sap ve yaprak dokulari buna kanit olarak gosterilmektedir (Taylor and
Taylor, 2000). Bu uzun birlikteligin  bir sonucu olarak, endofitik
mikroorganizmalardan bazilarinin, genetik sistemlerini gelistirmeleri miimkiindiir,
boylece kendileri ve yiiksek bitkiler arasinda ve tersine bilgi transferine izin

vermekte rol oynamaktadirlar(Stierle et al., 1993).

Endofit terimi bakteriyel veya fungal mikroorganizmalar tarafindan bitkilerin
i¢ kolonizasyonu anlamina gelir. Endofit gesitli yollarla tanimlanmistir bu alanda
arastirmalar ilerledik¢e tanimlari modifiye edilmistir. Tervet and Hollis ,(1948)
endofit mikroorganizmalari, hastalik belirtilerine neden olmadan bitkilerin iginde
yasayabilen canlilar olarak tanimlamistir. 'Endofitik bakteriler' maddi zarar
yapmadan veya ikamet giivenligi kazanci disinda yarar saglamadan bir organizma
icinde yasayan bakteri niifusudur (Kado, 1992). Quispel’in (1992) yaygin olarak
kullanilan bir tanimina gére Endofitik bakteri veya funguslar, konuk¢u dokuya hasar
vermeden ya da bitki hastalik belirtileri ortaya g¢ikarmadan igsel olarak dokuyu
kolonize etmektedir. Yasam dongiisiiniin tamamini1 veya bir kismi bitki dokulari
icinde yasayan ve varligindan dolayr goriiniir belirtilere neden olmayan
mikroorganizmalar endofit olarak tanimlanir (Wilson,1993). Bacon and White
(2000) endofitleri ‘canli bitkilerin i¢ dokularni, herhangi bir anda,belirgin olumsuz
etkilere sebep olmadan kolonize eden mikroplar' olarak tanimlanmustir.Schulz and
Boyle (2006) ’ya gore endofitik bakteriler bitkilerin i¢ dokularin kolonize ederek
harici enfeksiyon belirtisi veya konukcu {izerinde olumsuz etkisi gostermeyen

bakteriler olarak tanimlanabilir.

Endofitik bakteri i¢in verilen tanimlar arasinda Hallmann et al., (1997),
tarafindan verilen tanimin en uygun oldugu gorilmektedir. Hallmann et al., (1997);
endofitik bakteriler, konukcu bitkiler tizerinde gozle goriilir hicbir zararli etkisi
olmayan yiizeyi isterilize olan bitki dokularinin iginden izole edilerek tespit

edilebilen tiim bakteriler diye tanimlamistir. Bu tanimlama, noétr davranis olan ig
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kolonilerin yani sira simASMtlar1 da igerir. Ayni zamanda endofitik agama esnasinda
yiizeye ve bitkinin i¢ kismi arasinda ileri ve geri gecis yapan bakterileri de igerir.
Endofit ve konukgu bitkinin arasindaki iliski gizli fitopatojenden mutualistik

simbiyoza kadar degisebilir (Sturz et al., 1997).

Endofitik bakteriler, yasam stratejilerine gore baglica obligat veya fakiiltatif
olarak smiflandirabilir. Obligat endofitik bakteriler, gelisebilmeleri ve hayatta
kalabilmeleri i¢in sikica konukcu bitkiye ihtiyag duyan ve diger bitkilere taginimi
dikey olarak ya da vektorler araciligiyla gerceklesir. Fakiiltatif endofitlerin kendi
yasam dongiilerinde konukgu bitkiler disinda var oldugu bir asama vardir. Bakteriyel
fitopatojenler genellikle bitkilerde avirulent formlarda meydana geldiginden
fakiiltatif veya obligatendofit olabilir. Bu sekilde bitki patojenlerinin avirulent
formlart endofit olarak kabul edilmelidir, bu organizmalarin virulent formlar

endofitlere dahil edilmemelidir (Hardoim et al., 2008).

Fakiiltatif endofitlerin yasam dongiisii, bitki ve g¢evrenin (6zellikle toprak)
arasinda degisen sekilde bifazik olarak karakterize edilebilir. Bitkilerin i¢inde
gelisebilen mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugunun muhtemelen bifazik yasam
i¢cin bir egilimleri vardir. Aslinda, bitkilerin i¢inde gézlenen mikrobiyal cesitlilik,
cesitli endofitlerin bitki i¢ine girip devam etme yetenegi ile agiklanabilir

(Rosenbleuth and Martinez-Romero, 2006).

2.2.2. Endofit biyocesitliligi

Toprak mikrobiyal topluluklari, ekosistem fonksiyonlarinda tamamlayict ve
¢ogu zaman benzersiz bir rol oynayabilir ve biyosferde en karmasik, farkli ve 6nemli
topluluklar arasindadir (Zhou et al., 2003). Bitkilerin iginde yasamak i¢in iyi adapte
olan bakterilerin dogal olarak segilmis oldugu gozlenmektedir. Endofitler biiyiik bir
toprak havuzundan veya rizosferik tiir ve klonlardan disar1 alinirlar. Endofitik
bakteriler aktif veya latent sekilde bitkileri, lokal ya da sistematik olarak ve hem de
hiicreler arasi ve hiicre igi kolonize edebilirler. Cesitli raporlar, bu bakterilerin gok
sayida bitki tiirleri i¢cindeki gesitli doku tiplerinde mevcut oldugunu gdstermektedir

ve hepsi degilse de, ¢cogu biryerde yiiksek bitkilerde varligini diisiindiirmektedir. Tek
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bir konukgu bitkide endofitik bakteri tek bir tiirle sinirli degildir ve birkag cins ve tiir
icermektedir (Ryan et al., 2008).

Endofitik bakterilerin genis bir bitki cesitliliginden izole edildigi Sturz ve
arkdaslar1 (2000) tarafindan bildirilmistir. Mundt and Hinkle (1976), 27 bitki tiiriinde
46 gibi birgok farkli bakteri tiirleri bildirilmistir.

Bitkilerde ve eski bitkilerdeki (In planta and ex planta) Pseudomonas
tiirlerinin popiilasyonu biyokimyasal 6zelliklerine gore ayirt edilebilir (Van Peer et
al., 1990). Mclinroy and Kloepper (1991), endofitik bakteriyel popiilasyonlarin misir
saplarinda baslangicta 1x10° ve 10 hafta sonra 1x10 cfu/ml arasinda degismekte
oldugunu gostermistir. Mavingui et al., (1992) Bacillus polymyxa’nin toprakta,
rizosferde, rhizoplane ve bugday koklerinde endofit olarak izole edilmis
popiilasyonlarinin farkli oldugunu bulmustur.Germidaet et al., (1998) endofitik niifus
cesitliliginin kok ylizey niifusundan az oldugunu ve endofitlerin kok ylizey

niifusundan kaynaklandigini ortaya ¢ikararak bulmuslardir.

Bakteriyel endofitler, gesitli bitkilerde 6rnegin seker pancari (Dent et al.,
2004), cayir bitkileri, tarimsal bitkiler (Zinniel et al., 2002), patates cesitleri
(Sessitsch et al., 2002), bugday (Germida and Siciliano, 2001) ve geltikte (Sun et al.,
2008) bulunmustur.

Zinniel et al., (2002) dort kiiltiir bitkisinde ve 27 ¢ayir bitkisi tiiriinden toprak
istli dokulardan 853 endofitik tiirli izole etmistir. Izole edilen mikroorganizmalarin
(689 tiir) biiyiik bir ¢cogunlugu misir ve sorgum’dan; 45 tiirii soya ve bugdaydan elde
edilmis ve 119 tir 27 farkli ¢imen, forbs otlar, baklagiller ve yabani g¢igek
(wildflowers) konukgu tiirlerinden elde edilmistir. Bir biitiin olarak, ¢ok yillik

bitkilerden,tarimsal iiriinlere gore daha az izolat elde edilmistir.

Bacillus ve Pseudomonas cinslerine ait bakteriler, kiltirii kolay ve
yetistirmeye bagimli olan ve c¢alismalarda sik rastlanan endofitler olarak
tanimlanmuslardir (Seghers et al., 2004).
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Hiyar bitkisinden izole edilen Agrobacterium , Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacterium, Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Miceococcus,
Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas ,Serrtia ve Stenotrophomonas vb.
bakteriyel genuslarda,endofitik bakteriler arasinda antagonistik bakteriler kadar
patojenlerin de yer aldigi gosterilmistir (Mahaffee and Kloepper, 1997a, 1997b;
Mclnory and Kloepper, 1995).

Ik giivenilir raporlar yiizey 1sterilize edilmis bitkilerden endofitik bakterilerin
izolasyonu ile ilgili (Samish et al., 1960; Mundt and Hinkle, 1976) 200'den fazla cins
16 sube endofit bakteriyi olarak bildirmistir. Bunlar kiilture alinabilen ve Kiiltiire
alinamayan bakteri igerir ve Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes,
Cholorobi, Klorofleksi, Siyanobakteriler, Deinococcus-Thermus, Firmicutes,
Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria,
Spirochaetes ve Verrucomicrobiae subelarina aittir (Hallmann and Berg, 2006;
Manter et al., 2010; Mengoni et al., 2009;Sun et al., 2006). Ancak, en agirlikli ve
incelenmis endofitler {i¢ biiyiikk subelere (Actinobacteria’lar, Proteobacteria ve
Firmicutes) aittir. Bu subelere bagli Azoarcus (Krause et al., 2006), (Gluconobacter
olarak degistirildi) Asetobakter (Bertalan et al., 2009),Basil (Deng et al., 2011),
Enterobacter (Taghavi et al., 2010), Burkholderia (Weilharter et al., 2011),
Herbaspirillum (Pedrosa ve ark. 2011), Pseudomonas (Taghavi et al., 2009), Serratia
(Taghavi et al., 2009), Stenotrophomonas (Ryan et al., 2009) ve Streptomyces
(Suzuki et al., 2005) cinslerde bulunmaktadir. Bu cinslerin tyeleri endofitik
kolonilerin ana kaynagini temsil ederek toprak/rizosfer gibi her yerde bulunur
(Hallmann and Berg, 2006). Endofitler igin baska olas1 kaynaklar fillosfer,
anthospher ve tohumlar sayilabilir (Compant et al., 2010).

2.2.3. Endofitik bakterilerin bitkide kolonizasyonu

Endofitik bakterilerin dis ¢evreden kaynaklanmakta ve stoma, lentisel, yaralar,
lateral koklerin ¢ikma alanlardan ve kokgiikler yoluyla bitkiye girmektedir (Huang,
1986). Birgok tohum, ¢esitli endofitleri tasimaktadir (Coombs and Franco, 2003b;
Hallmann et al., 1997). Endofitin tohumla tasinmasi, onlarin yeni bitkilerde varligin
temin etmektedir. Methylotroph’lar soyafasulyesinde tohumla tasinmaktadir

(Holland and Polaco, 1994). Vejetatif yolla ¢ogalanlar (6rnegin, patates yada
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sekerkamig1) kendi endofitlerini yeni nesile aktarabilen ve enfeksiyon islemini

gerektirmeyen bitkilerdir.

2.2.3.1. Rhizoplanede kolonizasyon

Bakterilerin bitkinin i¢inde kolonizasyonu genellikle rizosferde baslar. Bu
stirecin erken olaylar1 tanima ve kemotaksis gibi olaylar, kapsamli sekilde
Lugtenberg et al., (2001) Lugtenberg ve Kamilova (2009) tarafindan arastirilmistir.
Rizosfer kolonizasyonunun ardindan, bakteriler rhizoplane, yani kok yiizeyine
tutunur. Bir dizi Mutasyon calismasinda bakteriyel hiicrelerin kdke baglanmasi
endofitik iliskinin kurulmasindan sonraki adimlar i¢in ¢ok Onemli oldugunu
gostermistir. Cesitli bakteriyel yiizey bilesenleri bu siirece dahil edilebilir. Azoarcus
sp. BH72 igin, ¢ltikte bir endofitik diazotrofu, pilAB tarafindan kodlanan IV pili tipi,
kok yiizeylerine tutturulmak i¢in gereklidir(Dorr et al., 1998). pil AB ekspresyonunda
bozulmus bir mutant tiirii, piring bitkilerinin kék ve filizlerinin kolonizasyonunda
basarisiz olmustur (Reinhold-Hurek et al., 2006). Baska bir diazotrofik endofitin,
Herbaspirillum seropedicae, misir kok yiizeylerine baglanmasi LPS’e (liposakkarite)
baglidir (Balsanelli et al., 2010). LPS ¢ekirdek alaninda monosakkarit kompozisyonu
degismis olan bir mutant tiiri, yabani (dogal) tipiyle karsilastirildiginda koke
yapismast ve endofitik yayillmasini yiiz kat daha az gostermistir. Benzer bir
caligmada, c¢eltik bitkisinde, EPS’in  (eksopolisakaridin),Gluconacetobacter
diazotrophicus 'un rhizoplane ve endosphere kolonizasyonu i¢in gereklioldugunu

gostermistir (Meneses et al., 2011).

2.2.3.2. Bitkiye giris

Bakteriyel baglanma ve ardindan tercih edilen giris yerleri olarak, hiicre
uzamasi ve sacak kok bolgesi (aktif niifuz bolgesi) gibi ince ¢eperli yiizey kok
tabakas1 apikal kok bolgesi ve yan koklerin ¢ikmasina (pasif penetrasyon bolgesi)
neden olan kiigiik catlaklari bulunan bazal kok bolgesidir. Bu bolgelerde, bakteriler
genellikle her biri birkag yiiz hiicre igeren mikrokoloniler seklinde yer alir (Zachow
et al., 2010). Aktif penetrasyon icin, endofitik bakteriler, bitkinin exodermal hiicre
duvarlarini hidrolize edebilecek seliilotik enzimlere sahip olmalidir. Bu enzimlerin in

vitro iiretimi bir ¢ok endofit i¢in bildirilmistir (Compant et al., 2005; Reinhold-Hurek
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et al., 2006). Seliiloz iginde B(1—4) baglantisinin hidrolizinden sorumlu olan ana
seliilaz, ekspresyonu, Azoarcus sp. BH72 girisinin birincil yerinde gozlenmistir
(Reinhold-Hurek et al., 2006).

Ayrica, endoglukanazin roli endofitik kolonizasyonun da mutasyon analizi ile
teyit edilmistir. Bir eglA mutanti,vahsi tip strain ve eglA ile tamamlanmis mutantin
aksine, bitki hiicrelerini etkin bi¢imde istilada ve sistematik olarak kolonizasyonda

basarisiz olmustur.

Hiicre c¢eperini bozan bakteriyel enzimlerin, bitki hiicre duvarlar ile savunma
ve onarim isinde igbirligi yapan bir¢ok proteinler gibi, bitki savunma yollariin
ortaya ¢ikmasi ile ilgili oldugu bilinmektedir (Norman-Setterblad et al., 2000). Boyle
bir uyarilma, genellikle bir bitki i¢indeki patojenin yayilmasini azaltma ile

sonug¢lanmaktadir (Iniguez et al., 2005).

Bu endofitler i¢in sdz konusu olmadigindan endofitik bakteriler, bitki
bagisiklik tepkisinden kacabilmeli veya hatta bir 0Ol¢iiye kadar onu
azaltabilmelidirler. Sekans edilmis endofitlerin genomik analizi bu kavranu

dogrulamistir. Bu siirecin mekanizmasinin tam olarak aydinlatilmasi gerekmektedir.

Yan koklerin gortindiigii bolgelerde dogal ¢atlaklardan bitkiye giren bakteriler
bitkinin bagisiklik sistemi i¢in"goériinmez" olarak kalir. Genellikle aktif penetrasyon
ile kombine olan bu giris durumu celtikte Azoarcus sp.BH72 (Reinhold-Hurek and
Hurek, 1998) ve Burkholderia vietnamiensis (Govindarajan et al., 2007) asmada B.
Phytofirmans PsJN (Compant et al., 2005), dutta B. Subtilis Lul44 (Ji et al., 2008) ve
B.cepacia LulO0-1 (Ji et al, 2010) secker kamisinda, Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal5 (James et al., 1994) ve ¢eltikte Herbaspirillum seropedicae Z67

icin (James et al., 2002) 6ne siiriilmiitiir.

2.2.3.3. Bitki korteksinde kolonizasyonu

Arabidopsis ve Paenibacillus polymyxa iliskisinde gosterildigi gibi, bakteriyel
hiicreler exodermal bariyeri gegtikten sonra, giris yerinde kalabilir (Timmusk et al.,

2005) veya daha igeri hareket edip korteks’de hiicreler arasi boslugu isgal edebilirler
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(Compant et al., 2005; Gasser et al., 2011; James et al., 1994; Roncato-Maccari et al.,
2003). Endofitik bakterilerin bitki hiicrelerine niifuzu ve onlarda kok-
nodiilbakterilerinin yaptig1 gibi 6zel morfolojik yapilarin olusumuna neden olmasi
nadirdir. Bununla birlikte, son zamanlarda Huang et al., (2011), Bacillus subtilis
GXJMO08’1n, baklagillerden Robinia pseudoacacia L. bitkisinin  kokiini
Rhizobia’dakine benzer bir sekilde kolonize etmesini gostermistir. En dramatik
degisiklikler (i) kok sagagmmin deformasyonu (sisme, dallanma) (ii) kok kortikal
hiicrelerinin duvarlar1 arasindaki bakteriler ile enfeksiyon ipliklerinin gelisimi ve (iii)
bitki kortikal hiicrelerinin i¢inde bakteroid olusumu sayilabilir. Bu tiiriin, kok nodiil

bakterileri gibi N’i tespit edip etmedigi bilinmemektedir.

2.2.3.4. Ksilem kolonizasyonu

Sadece birkac bakteri endodermal bariyerine sizabilir ve ksilemin damarlarini
istila edebilir (Compant et al., 2005; Gasser et al.,2011; James et al., 2002; Roncato-
Maccari et al., 2003). Bu genellikle apikal kok bolgesinde suberin bulunmayan
endodermal hiicreler i¢cinde ve /veya meydana gelen yan koklerin endodermal hiicre
duvarindaki Kaspari seridi siirekliliginin kesintisinin oldugu bazal kok bolgesinde
meydana gelir. Su, iyonlar ve diisik molekiil agirlikli organik bilesikler,
sekerler,organik ve amino asitler mevcut besin konsantrasyonlarimin nispeten
diigiikligii ve baz1 sekerler igin 0.006 - 0.034 mol /g taze agirlig: temsil etmesine
ragmen uzun mesafede taginmaktadir (Madore and Webb, 1981). Bu degerlerin
endofitik bakterilerin biiylimesini desteklemek i¢in yeterli oldugu hesaplanmistir
(Sattelmacher, 2001, Bacon and Hinton, 2006). Bakteriyel endofitlerin bitki besini ile
beslenmesine dair dogrudan kanit birkag radyoaktif etiketleme deneylerinden elde
edilmistir. Ornegin, 13CO, bulunan patates bitkilerinin inkiibasyonundan sonra,
Rasche et al., (2009) izotop etiketi ilk olarak, bitkinin fotosentez metabolitlerinde ve

daha sonra, gesitli endofitik bakterilerde tespit etmislerdir.

Birkag deneme endofitik yasam tarzi agisindan Onemli olabilecek karbon
kaynaklarmi bulmak icin yapilmistir (Shishido et al., 1999; Krause et al., 2011,
Malfanova et al., 2013). Shishido et al., (1999) endofitik Paenibacillus polymyxa
Pw-2R tiirii ve Pseudomonas fluorescens Sm3-RN tiiriiniin karbon oksidasyon

profillerini, endofitik olarak ladin agacin1 kolonize edemiyen Rhizospherik
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tirlerininkiler ile karsilagtirmislardir. Pw-2R ve Sm3-RN tiirleri D-sorbitol ve D-
galakturonik asidi metabolize ederken onlarin rhizosferik meslektaslari yapamamaisti.
Malfanova et al., (2013) tarafindan yapilan yeni bir ¢alismada, ¢ogu rizosferik
Pseudomonas spp.’lerin aksine (Iwai et al., 2003) salatalik bitkilerinden izole edilen
endofitik Pseudomonas’larin, c¢esitli bitkilerin ksilem sivisinda en bol bulunan
sekerlerden biri olan L-arabinose’u, kullanmay1 basardiklarini bulmustur. Baska bir
calismada, Krause et al., (2011) celtik koklerinin ig¢inde Azoarcus sp. BH72
kolonizasyonu siiresince ¢esitli bakteriyal alkol dehidrojenaz ekspresyonunun
uyarilmasi, tespit edilmistir. Alkol dehidrojenazlari Kodlayan genleri bozulmus
mutant strinler kok i¢inin kolonizasyonunda yabani tiirii gére daha az basarilidir. Su
ile kaplanan celtiklerde Etanol’un bol oldugu zaman, bitkinin i¢inde strain BH72
hiicreleri i¢in dnemli karbon kaynaklarindan biri olabilecegini isaret etmektedir. Bu
caligmalar, bakterilerin belirli bitki metabolitlerini kullanma yeteneginin, basarili

endofitik iligski kurulmasi i¢in bir 6n kosul olabilecegini gostermektedir.

2.2.3.5. Ureme organlarinin kolonizasyonu

Bitki ekseni boyunca ksilemde mevcut besin konsantrasyonunun azalmasi
muhtemeldir. Bu , endofitik bakterilerin gesitliligi ve populasyon yogunlugunun
kokten uzaklastikga azaldigini ve sadece az sayida bakterinin siirgiinlerin st
pargalari, yaprak apoplasti ile ¢igekler, meyveler ve tohumlar gibi iireme organlarina
ulasabilmesini agiklanabilir (Compant et al., 2010, Fiirnkranz et al., 2011). Bitkilerin
tireme organlarinda endofitik bakterilerin varhig: kiiltire alma ile (Fiirnkranz et al.,
2011;.Graner et al., 2003; Mundt and Hinkle, 1976; Okunishi et al., 2005; Samish
and Etinger-Tulczynska, 1963) ag¢iklanmis ve mikroskopik goriintiileme ile
(Compant et al., 2011; Coombs and Franco, 2003) dogrulanmistir. Biiyiik olasilikla,
bakteri hiicreleri bitkinin vaskiiler dokular1 araciligiyla iireme organlarina
girmektedir. Ornegin, pek ¢ok fungal ve bakterial fitopatojenler, gelisen tohumlari
funiculus ve vaskiiler dokular yoluyle ve de stigma ve microfil yoluyla enfekte
etmektedir (Agarwal and Sinclair, 1996). Ayni zamanda iireme hiicrelerinden
(yumurta hiicresi ya da erkek gamet) birinin, bir mikrobu tasidigi takdirde sonugta
embriyo ve endosperm kolonize olabilmektedir. Bu bitkilerden, tohumlara endofit
transferini agiklayabilir. Ancak bugiine kadar itireme dokularmin istilasi, Sadece

viriislerde (Agarwal and Sinclair, 1996) gosterilmistir. Endofitik bakterinin vaskiiler
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dokulardan iireme organlarina ve ardindan yeni bitki nesiline tam bulasma

mekanizmasi heniiz bilinmemektedir.

2.2.3.6. Bitki kolonizasyonunun diger yollari

Rizosfer, endofitik kolonizasyonun ana kaynagi olarak kabul edilmesine
ragmen, girisin diger yerleri géz ardi edilemez. Baz1 bakteriler stoma yoluyla bitkiye
girer. Bu seker kamiginda Gluconobacter diazotrophicus (James et al., 2001) ve
Rhododendron’da Streptomyces galbus i¢in (Suzuki et al., 2005) gosterilmistir.
Sonuncu durumda, spesifik olmayan mum-bozan enzimlerin {iretimi yaprak yiizeyi
kolonizasyonu ve daha sonra bu mikroorganizmalarin endofitik kurulusunu
kolaylastirabilir (Suzuki et al., 2005). Bakteriler ayn1 zamanda ¢i¢ek, meyve ve
tohum yoluylabir bitkiye girebilirler. Ancak bu fitopatojenlere 6zel bilinen yollardir

ve (patojenik olmayan) bakteriyel endofitler igin belirlenmemistir.

2.2.3.7.Endofitik kolonizasyonu etkileyen faktorler

Endofitik bakteriyel topluluklarda farkliliklar bitki yasi, bitki kaynagi, doku
tipi, 6rnekleme zamani ve ¢evre kosullarina baglanabilir (Kobayashi and Palumbo,
2000). Ayrica, endofitik cesitlilik i¢inde varyasyon, farkli kok salgilarinm tiiriinii ve
miktarini etkileyebilen her bitkiye 6zgii, farkli olgunlagma evrelerinin bir fonksiyonu

olabilmektedir (Ferreira et al., 2008).

Endofit ile rekabet deneyleri, bazilarimin daha agresif endofitler olarak
digerlerini yerlerinden ettigini gostermistir. Bu geltikte, Pantoea sp., Ochrobactrum
sp. (Verma et al., 2004) ve misirda Rhizobium etli tiirlerinde (Rosenblueth and
Martinez-Romero, 2004) goézlenmistir. Ancak endofitlerden biiyiikk bir gesitliligi
konukgu yelpazesi agisindan analiz edildiginde kesin bir 6zgiillik gozlenmemistir
(Zinniel et al., 2002). Soya fasulyesinde farkli endofitik tiirlerin varligi, bitki
genotipine, bitki yasina, bitki dokusuna ve izolasyon sezonuna bagli olmustur
(Kuklinsky-Sobral et al., 2004). Toprak tipi bugdayda biiyiikk 6l¢iide endofitik
niifusun belirlendigini gostermistir (Conn and Franco, 2004). Domates bitkilerinin

biiylimesinin  tesvik  edilmesinde  inokulum  diizeylerinde,  rhizospheric
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popiilasyonlarinda degil endofitik popiilasyonda yiikselis ile korelasyonlar
gozlenmistir (Pillay and Nowak, 1997).

Endofit niifus yogunlugu oldukga degiskendir ve esas olarak bakteri tiirleri,
konukgu genotipleri ayn1 zamanda konukcu gelisim agsamasi, inokulum yogunlugu ve
cevre kosullarma baghdir (Pillay and Nowak, 1997;. Tan et al., 2003).
Gluconacetobacter diazotrophicus tarafindan seker kamisinda diisiik azotla
giibrelenen bitkilerin aksine yiiksek azot gilibreleme rejimi altindaki bitkilerin
kolonizasyonunda bir azalma gozlenmistir. Aymi zamanda organik iyilestiriciler

bitkilerde endofitik popiilasyonlari etkilemektedir (Hallmann et al., 1997).
2.2.4. Bakteriyel endofitlerin izolasyonu

Genel olarak, endofitik bakteriler, rhizosferik bakteriler ya da patojen
bakterilerden daha diisiik bir niifus yogunluguna sahiptir (Hallmann et al., 1997;
Rosenblueth and Martinez-Romero, 2004). Endofitik nis bitki i¢sel dokularinda
kolonize olan bakteriler i¢in dis ¢evreye karst koruma sunmaktadir. Bu bakteriler
genellikle hiicreler aras1 bosluklarda kolonize olmaktadir ve tiim bitki boliimlerinden
tohumlarda dahil olmak iizere izole edilmistir (Posada and Vega, 2005). Mese ve
armut gibi odunsu agag¢ tiirlinden, seker pancar1 ve misir gibi otsu ekin bitkilerine
kadar degisen farkli kiiltiirlerde endofitik bakteriler, monokotiledon ve dikotiledon
bitkilerden izole edilmistir. Bakteriyel endofit cesitliligi lizerine ¢alismalar bitkinin
sodyum hipoklorit veya benzeri maddeler ile yiizeyleri dezenfekte edilen i¢
dokularindan alinmis izolatlarin karakterizasyonu iizerinde odaklanmistir (Miche and
Balandreau, 2001). Lodewyckx et al., (2002) farkli bitki tiirlerinden endofitik
bakterilerin izole edilmesi ve karakterize edilmesi i¢in kullanilan yontemleri 6n plana
cikarmislardir. Genel olarak bitki dokusunda, endofitik bakteriyel popiilasyonlar
gram basina 10° - 10* canl bakteriler arasinda bildirilmistir (Kobayashi and
Palumbo, 2000).

Bakterilerin kesin tanisinda son yillarda iyi korunmus gen bolgeleri olan 16S
rRNA (Moore et al., 2006; Pereira et al 2011) hedef bdolgelerine gore dizayn edilmis

olan primerler kullanilmaktadir. Bu primerler ile yapilan PCR ¢alismast sonucu elde
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edilen tirlinlerin sekansa gonderilmesiyle elde edilen sekans sonuglart NCBI vb veri

tabanlarindaki bilgiler ile karsilagtirilarak tanilar1 yapilmaktadir.
2.2.5. Endofit fonksiyonel cesitliligi

Bitkilerin rizosferik bakteriden bir endofite gore daha fazla yararlanmalart mi1
ya da bakteri olarak endofitik olmanin m1 rizosferik bakterilerle karsilastirildiginda
daha fazla avantajli oldugu ¢oOziilememistir, buna ragmen, endofit tarafindan
kazandirilan faydalar iyice tanmmustir. Bitkilerle bakteriyel endofitlerin yakin
birlikteligi, bitki koruma ve biyolojik miicadelede potansiyellerini uygulama i¢in

essiz bir firsat sunmaktadir.

Bitki dokularinin i¢inde yasayan bakteriler patojenikten simbiyotike kadar
degisen iligkiler olusturmaktadir. Bitki sagligi agisindan nétr goriinen bakteriler
cogunlukla saplar, yapraklar, bitkilerin kokleri, tohum ve meyvede yasamaktadirlar
(Surette et al., 2003). Ancak, ¢esitli ¢alismalarda ayni zamanda bir ¢ok endofitik
birliklerin tamda notr olmadigini, bitkiler i¢in yararli oldugunu ileri siirmiislerdir
(Barka et al., 2002; Bailey et al., 2006).

Mikroorganizmalar tarafindan biiyiime uyarimi; azot fiksasyonu (Hurek et al.,
2002; iﬁiguez et al., 2004; Sevilla et al., 2001) veya fitohormonlarin tiretimi, kok
bolgesinde fitopatojenlerin biyokontrolu (antifungal ya da antibakteriyal maddeler
tiretimi, siderofor {iiretimi, besin rekabeti ve sistematik kazanilmis konukgu
direncinin indiiksiyon veya bagisikligi yoluyla), minerallerin kullanilabilirligini
arttirmanin (Sessitsch et al., 2002; Sturz et al., 2000) bir sonucu olabilir. Bakteriler
tarafindan tretilen bitki biiylimesini tesvik agisindan sorumlu 2-3 biitandiol ve
aceotin gibi ugucu maddelerin yeni kesfedilmis bir mekanizma oldugu goriillmektedir

(Ryu et al., 2003).

2.2.5.1. Endofitik bakteriler tarafindan bitki biiviimesinin tesvik edilmesi

Bir¢ok arastirmalar, cesitli endofitik bakterilerin, bitki biiylimesini tesvik
yetenekleri iizerinde yiriitilmistiir. Bunlar, azot, fosfat ve diger besleyiciler gibi

besin ve minerallerin dongiilerini iyilestirme yolu ile bitki bliylimesini artirir. Bunlar
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fosfat ¢ozebilme aktivitesi (Verma et al., 2001; Wakelin et al., 2004), indol asetikasit
tiretimi (Lee et al., 2004) ve siderofor tiretimini (Kosta and Loper, 1994) igerir. Ayni
zamanda endofitik organizmalar bitkilere gerekli vitaminleri saglayabilmektedirler
(Pirttila et al., 2004). Ayrica, endofitlere baglanabilen bir dizi bitki biiylimesi ile ilgili
diger yararli etkiler, ozmotik ayarlama, stomalarin diizenlemesi, kdk morfoloji
degisikligi, minerallerin alinimini artirdigi ve azot birikimi ve metabolizmasinin
degistirilmesi olarak sayilabilir (Compant et al., 2005). Son alanlar olarak bitki
biliylimesini tesvik eden bakteriyel endofitler, orman rejenerasyonu ve kirlenmis
topraklarin fitoremediasyonu gibi gelismekte olan alanlarda kullanilmaktadir. PGP
bir ¢cok endofitik bakteride (Zachow et al., 2010, Gasser et al., 2011; Malfanova et
al., 2011) gosterilmistir. Endofitik araciligiyla dogrudan PGP, ¢ok bitkiye gerekli
besinleri saglayan ve fitohormonlar iiretimi ve/veya diizenlenmesine dayanmaktadir.
Sudan sonra nitrojen bitkisel tiretimi i¢in 6nemli bir sinirlayici bilesiktir. Bir¢ok bitki
azotu bilinen BNF (biyolojik azot fiksasyon) siire¢ yoluyla elde edebilirler.
Baklagiller tarafindan BNF kok nodiil olan azot baglayici bakterilerle simbiyoza
dayanmaktadir. Diger 6nemli tarimsal bitkilerde 6rnegin misir, piring, sekerkamisi ve
bugday, cesitli endofitik diazotroflarla isbirliginden yararlanmaktadirlar. En iyi
incelenmis  endofitik  diazotroflar Azoarcus, Burkholderia, Gluconobacter,
Herbasirillum ve Klebsiella tiyeleridir (James, 2000). Endofitik diazotroflarin
bitkilerde N2 fiksasyonu i¢in yetenegi ¢esitli calismalarda gosterilmistir. Bu
endofitik asamasinda azot fiksasyonu, hiicrelerinde nitrojenaz  genlerin
ekspresyonunu izleyerek (Egener et al., 1999; Roncato-et Maccari et al., 2003; Sen et
al., 2005) veya izotop analizi ile (Sevilla et al., 2001; Elbeltagyet al., 2001)
yapilmstir. 15N2 birlesme deneylerinin gosterdigine gore, G. diazotrophicus Pal5 ile
inokiile edilen seker pancari bitkilerinde 24 saat siirede toplam N BNF'de % 0.6
kadar, (Sevilla et al., 2001) bu degerin Herbaspiwrillum sp. B501 barindiran piring
bitkileri i¢in % 0.14 kadar (Elbeltagy et al., 2001) olmasi, diazotrofik endofitlerin bir
bitkiye dnemli miktarda N katkis1 oldugunu gostermektedir. Diger ¢aligmalar bitkiler
gerekli azotun % 70 BNF yoluyla endofitik diazotroflar araciligiyla alabilecegini ileri

stirmiistiir (James, 2000).

Azot tespiti oksijen konsantrasyonu ve azot mevcudiyeti ile diizenlenmektedir.
Herbaspirillum sp. B501’de nitrojenaz ekspresyonunun serbest havada (% 21 O,)

bastirilmasi ve microoksik (microoxic) kosullar altinda tetiklenmesi (% 2 O2) (Sen et
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al., 2005) bitki i¢inin BNF'ye i¢in uygun bir ortam oldugunu diisindiirmektedir.
Sevilla et al., (2001) G.diazotrophicus Pal5 vahsi tipi ile inokiile yapilmis seker
kamis1 bitkilerinin N-eksikligi kosullar1 altinda, siirgiin kiitlesi ve N igeriginin
inokiile edilmis N2 sabitlestirmesi yapamayan mutant bitkilere gére anlamli derecede
yiiksek oldugu gostermistir. BNF muhtemelen PGP’ye neden olmasi N a¢liginin bitki
IAA hormone (indol - 3 - asetik asit) biyosentez baskilanmasinin durdurulmasini
aciklamaktadir. Ornegin, Brandi et al., (1996), azot sinirlayict kosullar1 altinda
Erwinia herbicola 299R kiiltiiriinde IAA sentezinin supernatantta 10-kat daha fazla
oldugunu gostermistir. IAA G. diazotrophicus kiiltliriiniin supernatantinda tespit
edilmistir (Fuentes-Ramirez et al., 1993; Bastian et al., 1998). Bu nedenle, biiyiik
olasilikla baz1 diazotrofik bakteriler 6zellikle IAA icinde hem N saglayarak ve hem
de fitohormonlar tireterek bitki bitytimesini tesvik etmektedirler. IAA in vitro tiretimi
ve bitki gelisiminin artist diger pek cok endofitik bakterilerde de bildirilmistir
(Rothballer et al, 2008; Govindarajan et al, 2008; Jha and Kumar, 2009; Malfanova
et al., 2011). Ancak, mutasyon g¢alismalar1 kullanilarak, IAA’in PGP’de baslica roli,
sadece kok bakterileri igin dogrulanmistir (Patten and Glic, 2002) Gingseng
bitkilerinden 6n-madde olarak triptofan ilave edilmis besleyici sivi iginde IAA
onemli miktarlarda iireten on iki endofitik bakteri izole edilmistir (Thamizh et al.,
2010).

Hung et al., (2007) tarafindan yabani ve kiiltiir soya fasulyesi gesitlerinin kok,
govde ve nodiillerinin sterilize yiizeyinden endofitik bakteri izole edilmistir. Dokuz
izolat disinda, kalan tiim 56 endofit, G. Max’den [AA iiretimi gozlenmistir. Onbes

izolattan 6n-madde triptofan varliginda 25 pg/mlden fazla IAA tiretilmistir.

Vetrivelkalai et al., (2010) ondokuz endofitik bakteri izolatlar1 ile tohum
bakterizasyonunda, dort izolat yan1 EB3, EB16, EB18 ve EB19 ¢imlenme yiizdesi,
siirglin ve kok uzunlugu vigorite indeksi riilo havlu ve saksi kiiltiir metotlar1 ile

anlamli 6l¢iide arttigini bildirmislerdir.

Tiim 18 endofitik bakteri izolatt Gujarat’in farkli bolgelerinden toplanan
domates (Lycopersicon esculentum) bitkilerinden ki kok ve govdelerinden izole

edilmis 6nemli miktarda IAA {iretimini sergilemistir (Patel et al., 2012).
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Birgok TAA iireten endofitler bitkinin etilen seviyesini diisiirmekten sorumlu
ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) - deaminaz aktivitesine sahiptir (Long et
al., 2008). Bazi streslerden dolayi etilenin yiiksek seviyelerinin kok uzamasi ve yanal
kok ortaya ¢ikmasini engelledigi bilinmektedir (lvanchenko et al., 2008). Glick,
(2005) tarafindan 6nerdigi modele gore, bakteril IAA aktivitesi, ACC, etilenin 6n-
maddesi, lretimi ile sonuglanir. Bazi bakteriler birbesin kaynagi olarak ACC
kullanmakta ve bdylece bitkilerin etilen sentezini azaltmaktadir. ACC-deaminaz
aktivitesi; Burkholderia (Gasser et al., 2011; Sun et al, 2009) , Herbaspirillum
(Rothballer et al., 2008) ve Pseudomonas (Long et al., 2008) gibi bitki biiylime-
tesvik edici endofitik tiirleri i¢in agiklanmustir. Sun et al., (2009) tarafindan bitki
biiylimesinin tesviginde ACC-deaminaz’imn rolii bir mutasyon caligmasiyla daha
dogrulanmistir. ACC deaminase kodlayan acdS geninin susturulmas: ile,
B.phytofirmans PsJN de kanola fideleri kdk uzunlugunun % 32 azalmasiile

sonuglanmistir.

Endofitik bakteriler tarafindan firetilen diger fitohormonlar sunlardir, ABA
(abscissik asit) (Cohen et al., 2008), sitokininler (Sgroy et al., 2009) ve Gb’ler
(gibberellinler) (Lucangeli and Bottini, 1997; Malfanova et al., 2011). Misirin GB
tireten endofitik Azospirillum spp. ile inokiilasyonu, bitki koklerinde GA3 diizeyini
arttirmig ve bitki biiylime promosyonu ile sonug¢lanmigtir (Lucangeli and Bottini,
1997). ABA iireten Azospirillum straini ile A. thaliana inokiilasyonundan sonra ABA

igeriginde bir artis gozlenmistir (Cohen et al., 2008).

Endofitik bakteriler fosfatlar1 ¢6zebilme kapasitesine sahiptir ve soya
fasulyesinde endofitik bakterilerin ayn1 zamanda, fosfata asimilasyonuna katilabilir

olmasi arastirmacilar tarafindan onerilmistir (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).

Lond et al., (2008) tarafindan yetmis yedi endofitik bakteri izolati, Jena,
Almanya'da iki farkli yerli ortamlarinda biiyliyen siyah it tizimi bitkilerin (S.
nigrum) kok, govde ve yapraklardan izole edilmis ve alti izolatin organik fosfat

cozebildigi belirlenmistir.

Thamizh et al., (2010) tarafindan Gingseng bitkilerden izole edilmis 18

Endofitk arasindan 9’u fosfat ¢c6zebilme yetenegine sahip oldugunu ve gliikkozun tek
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karbon kaynagi olarak hiicre dis1 ¢okmiis trikalsiyum fosfat ¢oziilmesinin tespit

edildigini bildirmistir.

Patel et al., (2012) domatesten elde edilen 18 endofit arasindan 8’inin fosfat
¢oziilebilme aktivitesini gostermistir. Sonuglar PGPR strainlerin ¢ogunlugunda fosfat

¢oziicii etkinliginin var oldugunu gdstermistir.

Kumar and Jha, (2007) Typha australis’ da 10 izolatdan, yedi endofitik
izolatin, endofit kiiltlir siiziintiisii icinde IAA varligin1 saptamig ve IAA iiretimi i¢in

pozitif oldugu rapor etmistir.

Harish et al., (2008) muz ve musir bitkilerinin koklerinden kirk endofitik
bakteri izolati elde etmis ve bitki biiylimesinin tesviki {izerine etkinligini
degerlendirmistir. EPB5, EPB22 ve EPB31 endofitik bakteriyel izolatlarinin, 6nemli
Ol¢iide rulo havlu ve saksi kiiltiir metotlar: ile ¢eltik fidelerinin Vigorite indeksini
arttirdigi bulunmustur. Maksimum Vigorite indeksi (5002), EPB22 siispansiyonu ile
muamele edilmis ¢eltik fidelerinde ve ardindan EPB5°te (4680) kaydedilmistir. Oysa
en disiik vigorite indeksleri (791) muamele edilmemis kontrolde kaydedilmistir.
Rhizobacterial strainler PF1 ve CHAO sirasiyla 4528 ve 4298 gibi yiiksek bir
Vigorite indeksi kaydedilmistir.

2.2.5.2. Bitki patojenlerinin endofitik bakterilerle biyvokontrolii

Endofitik bakteriler belirli patojenik organizmalarin zararl: etkilerini azaltabilir
veya Onleyebilir. Fungal, bakterial, viral kokenli hastaliklar ve hatta baz1 durumlarda
bocek ve nematodlarin neden oldugu hasarlar, o6nceden endofitile inokiilasyon
yapilirsa, azaltilabilir (Sturz et al., 2000; Berg and Hallmann, 2006). PGPB
araciligryla patojenlerin genis bir spektrumuna yaygin olarak bilinen biyokontrol
mekanizmalar1: ekolojik nig ya da substrat i¢in rekabet, inhibitor allelo kimyasallarin
tiretimi, (Bloemberg and Lugtenberg, 2001) ve/veya konukgu bitkilerde abiyotik
streslerde sistemik dayanakliligin (ISR) indiiksiyonu sayilabilir.

Bir bitki hastaligin1 engelleyen endofitlere iliskin ilk kayit bir fungus olan
Epichloe typhina ile infekte Timothy (Phleum pratense) bitkilerinde Cladosporium
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phlei fungusuna karsi dayanakliligin goézlenmesi Shimanuki, (1987) tarafindan
yapilmistir. Bazi durumlarda, endofitler fide ¢ikisini hizlandirmakta ve olumsuz
kosullar altinda bitkinin korumasini tesvik etmekte ve bitki biiylimesini / gelismesini

artirmaktadir (Pillay and Nowak, 1997).

Ayrica, ¢ok sayida antagonistik endofitik bakteri tiirleri bir limon g¢esidinde
(Citrus jambhiri) koklerinin ksileminden, kok patojenlerine karsi izole edilmistir .
Bunlar arasinda Achromobacter sp., Acinetobacter baumannii, A. Iwoffii,
Alcaligenes-Moraxella sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter sp., Bacillus spp.,
Burkholderia cepacia, Citrobakter freundii, Corynebacterium sp., Curtobacterium
flaccumfaciens, Enterobacter cloacae, E. Aerogenes, Methylobacterium extorquens,
Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas spp. sayilabilir
(Araujo et al., 2001; Lima et al., 1994).

Endofitik bakterilerin biyokontrol etkisi, iyi bilinmekteyken (Berg and
Hallmann 2006; Scherwinski et al., 2008; Malfanova et al., 2011), biyokontrol
mekanizmalari1 daha az aydinlatilmistir. Fitopatojen mikroorganizmalarin biokontrolu
antibiyozis, besin ve yer i¢in rekabet ve ISR gibi gesitli mekanizmalara dayanabilir.
Simdiye kadar, bitkilerde endofit araciligila biyolojik kontrolde sadece ISR ’nin rolii
teyit edilmistir. Bu teyit, bitki iginde endofitin kendisinin bulunmadig1 yerlerde
hastalik belirtilerinin azalmasi ve ISR ile iligkili morfolojik degisikliklere neden
oldugunun mikroskopik gozlemleri ile kanitlanmistir. Ornegin, Melnick et al., (2008)
baz1 Bacillus spp.nin kakao bitkilerini kolonize etme yetenegini degerlendirmis ve
Phytophthora capsici'nin neden oldugu siyah kok curikligi belirtilerini
azaltabilmistir. Bakterilerin kiiglik bir alt popiilasyonunun (% 5-15), sadece yapragin
ic dokularindan geri kazanilmis olmasi, vaskiiler dokularda veya yeni gelismis
yapraklarda daherhangi bir bakteri saptanmamis olmasi nedeniyle bakterilerin bitkide
sistemik bigimde kolonize olamadig1 belirtilmistir. Inokiilasyondan 26 giin sonra,
yeni gelismis ve endofitik bakterinin kolonize omadiginin saptandig1 yapraklarda
etkili bir biyokontroliin gézlenmesi, kakao bitkilerinde Bacillus tarafindan sistemik

dayanakliliginin uyarildigini géstermistir.

Biyokontrolde etkili olan endofitlerle bitkilerin kolonizasyonu, bitki

patojenlerinin potansiyel saldir1 yerlerinde hiicre-duvarinda kaloz, pektin, seliiloz ve
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fenolik bilesiklerinin birikmesi gibi yapisal bir bariyer olusumunu uyarmaktadir
(Benhamou et al., 2000; Benhamou et al., 1998). Patojen ile rekabet eden bakterize
olmus bitkilerin baska bir ortak yaniti, peroksidazlar, kitinazlar ve B-1 ,3-glukanaz
gibi savunma ile ilgili proteinlerin indiiksiyonudur (Fishal et al., 2010). Buna,
Pythium’la infekteli salatalik bitkilerinde patojen fungusun hifsel biiytimesinin,
oomiset inokiilasyonundan bes giin sonra kokiin dis dokusunda ciddi sekilde
siirlanmasi 6rnek olarak verilebilir (Benhamou et al., 2000). Ayrica, koklere niifuz
etmeye calisgan oomiset hiflerinin % 80’i epidermis bariyerlerinde bozulmustir.
Bugday bitkisinin B. subtilis ile (Liu et al., 2009), muz bitkisinin ise patojen
uygulamasindan 72 giin 6nce Pseudomonas ve Burkholderia ile muamele gérmesi
(Fishal et al., 2010) sonucunda endofitik olarak kolonize edilmesinin hastaligin

baskilanmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir.

Biiyiik olasilikla, endofitik bakteriler araciligiyla cesitli biyolojik savas
mekanizmalar1 kombinasyon sekilde is gormektedir. Bu diisiince bazi antimikrobiyal
bilesiklerin hem antibiosis ve hem ISR’nin tetiklenmesiyle ilgili olmas1 gergeg ile

desteklenmektedir (Ongena et al., 2007).

Endofitik bakteriyel biyolojik ajanlari iki gruba ayrilabilir: (i) yogun bir sekilde
bitki i¢ dokularini kolonize eden ve yer i¢in yarisan, antibiosis veya her iki sekilde
patojenleri bastiran strainler, ve (ii) oncelikle kok korteksini kolonize eden, ve
bitkinin savunma/dayanaklilik mekanizmalarin1 uyaran strainler. Bitkilerin daha
genis ve siirekli kolonizasyonu birinci tip endofitler ig¢in gerekli olabilir, ¢iinki

patojen propagulii ile karsilagsma rastlantisal antagonizm igin gerekli olacaktir.

Backman et al., (1997), gore Biyolojik kontrol ajanlar1 olarak (BCAS)
endofitlerin etkinligi birgok faktore baglidir. Bu faktorler sunlardir: konukguya
Ozgililesme,popiilasyon dinamikleri ve konukc¢u kolonizasyon modelleri, konukc¢u

dokular1 icinde hareket yetenegi ve sistemik dayaniklilig1 uyarma yetenegi.

Jetiyanon, (1994) serada endofit tarafindan kolonize olan lahanada savunma
mekanizmalarin1 uyarma yolu ile sezon boyunca tarlada Siyah ¢iiriikliik hastaliginin
azaldigint  belirtmistir. Endofitlerle muamele gérmeyen lahana bitkilerinde

Xanthomonas campestris pv. Campestris inokulasyonundan yaklasik 33 giin sonra
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tipik hastalik belirtileri gézlenirken, bitkiler 9.0 cfu/mL yogunlugunda disiik virulent
X. campestris pv. campestris straini veya uyumlu olmayan patojen X. campestris pv.
malvacearum ile muamele edildiginde hastalik yavas ilerlemistir. Endofit tarafindan
kolonize olan lahana bitkileri X. campestris pv. Campestris inokulasyonundan
yaklagik 50 giin sonrasina kadar hastaligin ekonomik zarar esigine ulagmamasi

nedeniyle hasat edilmistir.

Bir¢cok bakteriyel endofitin bitkilerin saghgmi iyilestirdigi ve biiyiimeyi
destekledegi bildirilmistir (Hallmann et al., 1997) ve bu nedenle biyolojik kontrol
ajanlar1 icin dnemli kaynak olabilecegi one siiriilmiistiir. Ornegin, Pseudomonas
sp.nin cesitli izolatlari, Curtobacterium luteum ve Pantoea agglomerans’da dahil
olmak {iizere ¢ok sayida endofitik bakteri tarafindan Erwinia caratovora’nin bitkileri
enfeksiyonu 6nlenmistir (Sturz et al., 1999). Mese solgunluk patojeni Ceratocystis
fagacearum’a kars1 mese agacindan biyolojik olarak aktif endofitik bakteriler izole
edilmistir (Brooks et al., 1994). Ayrica, Wilhelm et al., (1997) saglikli kestane
agaclarinin ksilem 6z suyundan izole ettikleri Bacillus subtilis strainlerinin kestane
kanseri etmeni Cryphonectria parastica’ya karsi antifungal etki gosterdigini

kanitlamislardir.

Ilging bir sekilde, patates yumrularindan izole edilen ve patojen gelisimini
onleme yetenegi olan endofitik bakteriler, konuk¢u bitkinin i¢inde kolonize olarak
patojenin enfeksiyonunu azaltmistir. Bu konukgu igindeki yasam alanina bakteriyel
adaptasyonlarin olusumunda doku tipi ve dokudaki spesifik yerlerin olmasinin rol
oynadig1 one siiriilmiistiir (Struz et al., 1999). Ornegin, soganda endofit olan
Pseudomonas sp. strain PSJN, Botrytis cinerea’yi 6nlemis ve asmalarda da kolonize
olarak asmanin biiylimesini tesvik etmistir, boylece endofitlerin farkli konukgularda
da kolonize olabilecegi gosterilmistir (Barka et al., 2002). Birden ¢ok konukg¢unun
birgok endofit tiirii ile kolonize oldugu gdzlenmistir. Ornegin: Pseudomonas putida
89 B - 27 ve Serratia marcescens 90 -166 hiyarda Cucumber Mozaik Viriisiiniin yani
sira, domates ve hiyarda (Raupach et al., 1996) antraknoz ve hiyarda fusarium

solgunlugunu (Liu et al., 1995) azaltmistir.

Sturz et al., (1999) patates govde dokulardan elde ettikleri 192 endofitik bakteri

izolat1 arasindan 61’inin Clavibacter michiganensis subsp.sepedonicus’e karsi etkili
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biyolojik ajani olduklarini bulmustur. Arastirmacilar Bacillus mycoidesbacj izolati
(Bargabus et al., 2002) ve Bacillus pumilis 203-7 izolatinnin (Bargabus et al., 2004),
seker pancarinda Cercospora yaprak lekesini bastirdigi sonucuna varmistir. Erwinia
carotovora ile enfekte olan patateslerde enfekte olmayan kontrol bitkilerle
karsilastirildiginda Bakteriyel endofitlerin ¢esitliliginde bir artis bulunmustur (Reiter
et al., 2003).

Belirtisiz Xylella fastidiosa patojeni ile enfekte turunggil bitkilerinden sik
olarak bir endofit olan Curtobacterium flaccumfaciens izole edilmis ve bu endofitik
bakterilerin turunggil bitkilerinde patojenik enfeksiyona karsi yardimci olabilecegi
ileri stiriilmiistiir (Araujo et al., 2002). Patates bitkilerden izole edilen endofitik
bakteriler funguslara karsi antagonistik aktivite gostermis (Berg et al., 2005a;
Sessitsch et al., 2004) ve ayn1 zamanda Erwinia ve Xanthomonas cinsine ait olan
bakteriyel patojenleride engellemistir (Sessitsch et al., 2004). Bazi endofitik bakteri
izolatlar1 in vitro’da antibiyotik ve siderofor tiretmistir (Sessitsch et al., 2004).

Mese solgunluk patojeni Ceratocystis fagacearum’un engellenmesi igin test
edilen 889 endofitik bakteriden 183 izolat basarili bulunmustur (Brooks et al., 1994).
Rizosferde, fillosfer, endosphereve endorhizadan toplam 2.648 bakteriyel izolat
incelenmis ve Brassica tohumunda Xanthomonas sp.’ya karsi olduk¢a etkili
antagonist olan tek bir kok endofiti Serratia plymuthica olmustur (Berg et al., 2005
b). Endofitik Actinobacteria'lar bugdaydaki patojenik fungus Gaeumannomyces
graminis‘de etkili antagonistlerdir (Coombs et al., 2004) ve bu endofitlerden bazilar

Rhizoctonia solani’ya kars1 da antagonizm gostermistir (Parmeela and Johri, 2004).

Aravind et al., (2009) karabiberde Phyophthora capsic’ye karsi endofitik
bakteriler izole etmis ve sera denemelerinde hastaligi % 70 engellyen ii¢ izolat
bulunmustur. Bu endofitik bakteriler kara biber Phytophora gévde (Foot) ¢iiriimesine

karsi biyolojik kontrol i¢in etkili antagonist endofitler olarak tespit edilmistir.

ISR’yi tetikleyen endofitler bitki hiicre ¢eperi mukavemetini giiclendirmekte,
konukeu fizyolojisi ve metabolik yanitlar1 degistirmekte ve patojenlerin saldirisina
velveya abiyotik stres faktorlere karsi bitki savunma kimyasallarinin sentezinin

artisina yol ag¢maktadir (Nowak and Shulaev, 2003). Domatesin endofitik P.
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fluorescens WCS417r ile asilanmasindan sonra, epidermal veya hipodermal hiicreleri
kolonize oldugu zaman kortikal hiicre duvarlarinin birinci tabakasi dis tegetsel ve

radyal tarafinin distaki parcasinin kalinlasmasi meydana gelmistir (Duijff et al.,
1997).

Bakterize olduktan sonra patojeniyle karsilasan ve uyarilan bir bitkide, yanitin
tipi patojenin saldirt yerinde fenolik bilesiklerin birikmesi ve kaloz ¢okelmesi
sebebiyle kalinlasmis hiicre duvari papillalar1 gibi yapisal engeller olusumu ile
sonuglanmistir (Benhamou et al., 1998). Bitkilerde biyokimyasal ve ya fizyolojik
degisikliklere 6rnegin ek olarak PR-1, PR-2 gibi patogenzis ile iligkili proteinlerin
(PRproteinler) sentezi, kitinazlar ve bazi peroxidazlarin birikimi de gozlenir (M'Piga
etal., 1997).

Kloepper et al., (2004) B. subtilis GB03 izolati, B. amyloliquefaciens IN937a
izolat1 ve B. Subtilis IN937b izolat1, kitosan ile birlikte kombinasyonunun domates,
dolmalik biber, hiyar ve tiitinde anlamli dl¢lide biiylimeyi artirdigi ve uyarilmis

dayaniklilig: tesvik ettigini bildirmistir.

Melnick et al., (2008) tarafindan sebze bitkilerinden izole edilen dort Bacillus
sp. Kakao fidelerini kolonize etme ve siyah pod ciirtimesi (Phytophthora capsici)
siddetini azaltma yetenegi yoniinde degerlendirilmistir. Test edilmis Bacillus sp. ler
arasindan, B. cereus izolatlarindan domates icin BTS, patates icin BP24’iin,
polysilikon siirfaktan Silwet L-77 (0.24% hacim/hacim) ile birlikte uygulamasi,
kakao yapraklarinin uzun vadeli ( > 68 giin) kolonizasyonuyla sonuglanmistir. Bu
yeni gelistirilmis, BT8 izolat1 i¢in muhtemel hastalik baskilanma mekanizmasinin
uyarilmis sistematik dayaniklilik kaynakli oldugu, yapraklari kolonize olan bitkilerle
karsilastirildiginda, yapraklart kolonize olmayan bitkilerde de hastaligin baskilamasi
ile agiklanmistir (Melnick et al., 2008).

Harish et al., (2008) rhizobacterial ve endofitik bakteriyel karigimi yani
EPB5+EPB22+PF1+CHAO formiilasyonlari ile muamele olmus doku kiiltiiriinde
gelistirilen muz bitkilerinde, % 33.33 diizeyinde Bunchy top viriisii enfeksiyonu
saptanan kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda, tarla kosullarinda hastaligin % 60

diizeyinde azaldigini bildirmistir.
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2.2.6. Bitki endofit etkilesimlerinin genomik ve postgenomik incelenmesi

Son yillarda, bir dizi endofitik bakterinin genomlar1 sekans edilmistir.
Yukarida tartisilan tiim yararli 6zellikler (N fiksasyonu, IAA, ACC deaminaz, vb),
endofitik bakterilerin genomlarinda saptanmistir. Ayrica, genomlarinin analizi demir
aliminda ve metabolizmasinda gorev alan ¢ok sayida gen varligini da ortaya
cikarmistir. Ornegin, Enterobacter sp. 638 genomunda siderofor kompleksleri igin
ABC tasiyicilarindan dokuz’u vardir E. coli K12’de dordi vardir (Taghavi et al.,
2010). Azoarcus sp. BH72 22 demir TonB reseptor geni, serbest yasayan toprak
meslektagi EbN1’nin, iki kati kadardir (Krause et al., 2006). Bu veriler
gostermektedir ki endofitik bakteri diisiik demir igeren bir ortamda hayatta kalmak
i¢in iyi donanimhidir ve etkin bir sekilde, diger mikroorganizmalar ile fitopatojenler

de dahil olmak iizere bu element i¢in rekabet girebilirler.

Yukarida sozii edilen bitkiler i¢in yararli olan bu o6zelliklerden baska, QS
(quorum sensing) ile ilgili bir dizi gen, endofitik genomlarinda tespit edilmistir.
Ornegin, 24 luxR QS genleri Serratia proteamaculans 568 genomu i¢inde mevcut
bulunmaktadr. Tlgili endofitik strain olarak S. plymuthica’da G3 QS, kolonizasyonla
iligkili yiizme hareketliligi ve biyofilm olusumu gibi 6zellikleri kontrol etmektedir
(Liu et al., 2011). Ilging olarak, baz1 serbest yasayan Serratia spp.’de bu ozellikler,
QS’den bagimsizdir. QS’in kesin roliiniin bakterinin yasam tarzina bagli oldugunu

disiindiirmektedir.

Bagka genom analizleri, endofitik yasam tarzi i¢in onemli olabilecek genleri
ortaya cikarmustir. Ornegin, diazotrofik Klebsiella pneumoniae (Kp) 342 genomu
bitkideki ROS’a (reactive oxygen species) karst bakteriyel hiicrelerin korunmasina
katilan stiperoksit dismutazlar, putatif katalazlar, peroksidazlar ve rediiktazlar
icermektedir (Fouts et al., 2008). Ayrica, Kp342’nin genom analizi genis bir
yelpazede bitki sekerleri, karbonhidratlar ve hemiselluloz gibi substratlari metabolize
etme yetenegini ortaya ¢ikartmistir. Bundan baska, bitkiden izole edilen Kp342 ile
klinik izolat MGH78578’in genomunun karsilastirmast metabolizmalarinda, yilizeye
yapismalarinda ve salgilarinda 6nemli bir fark ortaya ¢ikarmistir. Bu veriler
Kp342°nin bitki savunma reaksiyonlarindan kacabildigi ve basarili bir sekilde

bitkinin i¢inde kendini korudugunu diisiindiirmektedir.
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celtikte bol bulunan bir endofitik bakterinin metagenomik analizi endofitler
arasinda paylasilan ve bu nedenle bitkiler ile etkilesimlerinde 6nemli potansiyel olan
ozelliklerini dogrulamistir (Sessitsch et al., 2012). Bunlar (i) pirincin endofitlerin
arasinda muhafaza edilmemis tip III salgi sistemleri diginda 6zel salg1 sistemlerinin
biitiin dizisi (ii), seliilotik ve pektolitik enzimleri, (iii) flagelllar, (iv) ROS
degradasyonuna katilan enzimler, (v) demir alim i¢in reseptorleri ve tasiyicilari, (vi)
QS sistemleri, (vii) degradasyon i¢in metabolik yollarin bitki bilesikleri ve (viii) ¢ok
sayida bitki biliylime tesvik ve biyokontrol ozelliklerini (ACC deaminaz aktivitesi,
BNF, antimikrobik bilesikleri, fitohormonlarin {iretimi ve ugucu maddeleri)

kapsamaktadir.

Metaproteomik, metaproteogenomik ve metatranskriptomik gibi boyle
postgenomik yaklagimlarin uygulanmasi, genomik potansiyelini, fonksiyonu ile
baglayabilir ve dolayisiyla bitki- endofit etkilesimlerinde daha derin bir anlam
yiikleyebilir. Bu araglar mikrobiyal topluluklardan kiiresel proteinlerin ekspresyonu
(metaproteomics) veya MRNA (metatranscriptomics) ile ilgilidir.
Metaproteogenomik ¢evresel drneklerde proteom ve genomu baglamaktadir. Bu, tek
basia proteomike gore daha ¢ok proteinlerin (fonksiyonlar) belirlenmesini saglar.
Son zamanlarda, metaproteogenomik yaklasim piring phyllosfer ve rizosferinde
mikroorganizma topluluklarini incelemek i¢in kullanilmistir (Knief et al., 2011).
Sonuglar her iki mikroortamlardan nifH genlerinin varligina ragmen dinitrogenase

rediiktazin sadece rizosferde tespit olundugunu gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1. Test Bitkisi

Calismada test bitkisi olarak hiyar (Cucumis sativus) bitkisi kullanilmustir.
hiyar bitkisinin ¢esidini segmek amaci ila standart cesitlerden Cengelkdy, hibrit

¢esitlerden ise Gordion F1 ve Sardes F1 ¢esitleri kullanilmistir.

3.1.2. Test Patojeni

Doktora caligmas1 kapsaminda hastalik belirtisi gdsteren hiyar bitkilerden izole
edilenler ile E.U.Z.F. Bitki Koruma B&liimii mikoloji laboratuvari stoklarinda
bulunan izolatlarin yani sira, Belcika’dan ve Yunanistan’ dan temin edilen FOC
izolatlar1 patojenisite testlerine tabi tutulmustur. Bu testlerin sonucunda en yiiksek

viriilense sahip oldugu belirlenen FOC izolatinin kullanilmasina karar verilmistir.

3.1.3. Endofitik Bakteriler

2011 ve 2012 yillarinda izmir, Antalya ve Mugla ili ve gevresinde hiyar
yetistirme donemlerinde agik ve Ortii alti kabakgil yetistirilen alanlarda sorveyler
yaptlmistir. Bu sorveyler sirasinda tarla ve serada yetistiricilii yapilan

kabakgilerden endofitik bakteriler (EB) izole edilmistir.

3.1.4. Caismada Kullanilan Besi Yerleri

Calismada EB’lerin izolasyonunda, stok olarak uzun siireli saklamada,
inokulum tiretiminde, popiilasyon takibi ve etki mekanizmalariin tespitine yonelik
caligmalarda ve patojenin bitki icinde izlenmesinde Cizelge 3.1-3.6’de belirtilen

cesitli besi yerleri kullanilmstir.
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Cizelge 3.1. Bakteri izolasyonu, pigment olusumu ve genel besi yeri olarak kullanilan
King B ortamut i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari

Kimyasal Miktar
Pepton 209
King’s B
_mes K,HPO, 159
(King, et al., 1954)

MgSO,7H,0 15¢g
Gliserol 10 ml
Agar 16 g
121°C’de 20 dk. Otoklavlanir.

Cizelge 3.2. EB’lerin stok olarak saklanmasi i¢in kullanilan glycerol igeren NB

ortami1 ve gerekli kimyasallar ve miktarlari

Kimyasal Miktar

Nutrient Broth 08¢
NUTRIENT BROTH -

Destile su 85.0 ml
(NB + 15% glycerol (100 ml) glycerol 18.75g

Cizelge 3.3. FOC’un izolasyonun’da ve populasyon takibinde kullanilan

secici Komada ortami i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari

Komada Besi ortami (Komada,1975)

Kimyasal Miktar

K,HPO, 109
Temel besi yeri KCL 054

MgSO,7H,0 059

FsNaEDTA 0.01g

L Asparagine 29

D Galactose 20g

Agar 159

Destile su 1 litre

121°C’de 15 dk. otoklavlanir ve PH %10’luk Fosforik Asit’le 3.84+0.2
ayarlanir
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Cizelge 3.3.” un devami

Antimikrobiyal katkilar PCNB Terrachlor 19
Oxgall 0.5¢
Na,B40,.10H,0 19
Streptomycin sulfate 0.3g
Destile su 10ml
55°C’ye sogutulmus temel besi yerine ilave edilir

Cizelge 3.4. FOC’un izolasyonun’da ve populasyon takibinde kullanilan segici

Malachit Green Agar (MGA) ortami igin gerekli kimyasallar ve miktarlari

Kimyasal Miktar
Pepton 15¢g

. KH,0P, 10g

MGA Besi ortami

MgSO47H20 0,5 g
MG oxalat 0,0025¢g
Agar 204¢
Destile su 1 litre

Cizelge 3.5. EB’lerinin siderefor olusturma yeteneklerinin belirlenmesinde

kullanilan Blue-CAS Agar besi yeri

Izolatlarin siderefor iiretimlerini belirlemek i¢in CAS AGAR (1 litre besi ortamu )

1.) 60.5 mg chrome azurol S (CAS) (50ml saf su i¢inde

1. ¢Oziildii)
soliisyon 2.) 10 ml Demir (111) solusyonu (1 mM
(casamino asit FeCl;.6H,0(0,0279/200mI10 mM HCI), 10 mM HCI
solusyonu) (0,0362/100ml)iginde ¢oziiliir)
3.) 72.9 mg HDTMA (40 ml su i¢inde ¢oziildii, 1 ve 2
Blue -CAS basamaga eklenir)
Agar Koyu mavi siispansiyon Otoklavda sterilizasyonu 121°C / 15
dk.
((;f:lement, Free asid 30.24 g Pipes( Free asit)
1990) soliisyonu 12 g NaOH (50% (w/v)

(750 ml suda)

3 g/l KH,PO,4 (0,3 g/100ml)
5g/I NaCl (0,5 g/100ml)
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Cizelge 3.5.” in devami
10 g/l NH,CI (1 g/100ml)
Tuz soliisyonu | 20 mM MgSO, (0,492 g/100ml)
(toplam 100 ml) 1= 2, (0,110 g/100ml)
15 g Agar

Free asit ve Tuz soliisyonlar1 karigtirilarak 121°C ‘de 15 dk.
Otoklav da sterilize edilir.

Filitre ile steril 10 ml (% 20’lik Sukroz veya Gulukoz soliisyonu - 4 g/ 20ml
edilecek Destile su-)

Casamino acid 30ml (%10 w/v) 4g/40ml su flitre

Istege bagh Antibiyotik v.b
diger

Cizelge 3.6. EB’lerinin Fosfataz aktivitelerini belirlemek amaciyla kullanilan

NBRIP Agar besi yeri igin gerekli kimyasallar ve miktarlari.

Fosfataz aktivitesin belirlenmesi icin kullanilan NBRIP besiyeri (1 L
icin)
Kimyasal Miktar
Glucose 10¢g
NBRIP Agar Caz(POy), 59
(Nautiyal, 1999) (NH,),SO, 0lg
KCl 0.29
MgSO, 7H,0 0.25g
MgCl,6H,0 59
pH 7,0’ ye ayarlandi.
Agar 159
121 °C de 20 dk. Otoklavlandi.

3.1.5. Yetistirme Ortamlari

Iklim odasinda yiiriitiilen calismalarda kullanilan bitkilerin yetistirme ortam1
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olarak steril torf kullanilmistir. Cam Serada Topraksiz tarim sisteminde

substrat kiiltiirii materyali olarak perlit kullanilmistir.

3.1.6. Bitki besin soliisyonlar1

Hiyar yetistiriciligi icin gerekli besin elementleri Giil ve ark. (2000)’nin

belirttikleri oranlarda ve yontemde hazirlanarak uygulanmistir.

Cizelge 3.7. Topraksiz tarim sisteminde hiyar yetistiriciliginde gelisme

donemlerine gore kullanilan besin soliisyonu

Besin Elementleri Soliisyon
1-4. Hafta 5-10. hafta

Kalsiyum Nitrat- Ca (NO 3, 600 gr/m? 600 gr/m®
Sequestrene (EDTA) -C1oH1N,0g 20 gr/m® 20 gr/m®

Potasyum Nitrat- KNOj; 750 gr/m® 950 gr/m®
Magnezyum Siilfat- MgSO, 500 gr/m? 550 gr/m’
MESS 100 ml/m? 100 ml/m®
Fosforik Asit -H;PO, 90 ml/m? 100 ml/m?
Nitrik Asit- HNO; 100 ml/m? 110 ml/m?

Cizelge 3.8. Topraksiz tarim sisteminde hiyar yetistiriciliginde kullanilan

Mikro besin soliisyonu

MESS (Mikro Element Besin Soliisyonu)

Mangansiilfat-MnSO, 23 gr/L
Boric Asit-H;BO; 22,5 gr/L
Cinkosiilfat-ZnSO, 22 gr/L
Bakirsiilfat-CuSO, 4 gr/L
Amonyummolibdat-(NH,4),M00O, 1gr/lL
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3.1.8. Molekiiler ¢calismada kullamilan primerler

EB’lerin molekiiler tanisinda 16 s rRNA bolgesine spesifik FD1/RP2

ve27F/1492R primer ciftleri (Jiang et al., 2006; Weisburg et al., 1991) kullanilmustir.

Cizelge 3.9. EB’lerin molekiiler tanisi i¢in kullanilan 16 s rRNA primerlerin

listesi ve Teremal cycler ¢alisma kosullar

Forwardprimer Reverseprimer | Amplicon
Fd1/Rp2 (5'-3" (5'-3" uzun.(bp)
(Weisburg.1991) | AGA GTT TGATCC | ACG GCTACCTTG | 1400
TGG CTCAG TTACGACTT
27F/1492R AGAGTTTGATCM | GGTTACCTT GTT 1460
. TGG CTC AG ACGACTT
(Jiang,2006)
Teremalcycler ¢calisma kosullar
1 dongii 35 dongii 1 dongii 1 dongii
95°C |94°C 55°C 72°C 72°C 15°C

3.1.9. Bitki uyaricisi olarak kullamilan kimyasal
Calismada bitki aktivatorii olarak Syngenta Firmasi tarafindan {iretilen ticari
ismi ASM MX 44 WG (%4 acibenzolar-S-methyl) (ASM) olan preparat

kullanilmistir.

3.1.10. Bitki yetistirme kosul ve ortamm

Hiyar bitkileri ile yapilan ¢aligmalar, E.U Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma ve
bahge bitkileri boliimleri, ayarlanabilir sicaklik ve 151k sistemine sahip bitki biiylime
odalar ile cam sera kosullarinda otomatik nem ve sulama sistemine sahip topraksiz
tarim serasinda ylriitiilmiistiir. Diger ¢alismalar, E.U Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma

Boliimii Bakteriyoloji laboratuarinda yapilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullamilan endofitik bakterilerin izolasyonu:

3.2.1.1.0rnekleme

2011 ve 2012 yillarinda izmir, Antalya ve Mugla ili ve cevresinde hiyar
yetistirme donemlerinde acik ve ortii alti kabakgil yetistirilen alanlarda sorveyler
yapimistir. Bu sorveyler sirasinda tarla ve serada yetistiricili§i yapilan

kabakgillerden solgun hiyar bitkilerinin yakin ¢evresinde saglikli bitkilerin kok,

gbdvde ve yapraklarindan 6rnekler alinmistir.

Sekil 3.1. Sorvey alanlarinda ortii alt1 ve tarlada solgun hiyar bitkilerinin yakin

cevresinde saglikli bitkilerin kok, govde ve yapraklarindan 6rneklerin alinmasi
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3.2.1.2 EB’lerin izolasyonu

Sorvey alanlarinda belirlenen saglikli bitkilerin kok, gévde ve yapraklarindan
ornekler alinarak laboratuvara getirilmis ve asagidaki protokol izlenerek endofitik

bakteriler izole edilmistir:

1-2 cm biiyiikliiglinde kesilerek hazirlanan kok, gévde ve yaprak ornekleri
(Sekil 3.2), Tween 20 (polyoxyethylene sorbitan monolaurate) ilave edilmis % 5
oraninda hazirlanmis Sodyum Hipoklorite daldirilarak 10 dk, daha sonra % 70’lik
Ethanol’e aktarilarak 5 dk bekletilmis ve li¢ kez steril distile su ile durulanarak Alkol
ve Sodyum Hipoklorit uzaklastirilmistir. Hazirlanan Ornekler steril kurutma

kagitlarinda kurutulmustur.

Sekil 3.2. 1-2 cm biiytikliigiinde kesilerek EB izolasyonu amaciylayiizey

dezenfeksiyonu i¢in hazirlanan kok, govde ve yaprak drnekleri

Yukarida belirtilen islemlerden sonra, bitki orneklerinin tizerindeki epifitik
bakterilerden tamamen arindigindan emin olmak i¢in; {i¢iincii durulama isleminde
kullanilan steril distile sudan 0.1 ml alinarak Triptic Soya Agar (TSA) ortamina
yayilarak 24 °C inkiibasyona birakilmigstir. 48 saat sonunda herhangi bir bakteriyel
gelismenin olmamast durumunda ylizey dezenfeksiyonunun basarili bir sekilde

yapildigina karar verilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3.3. Yiizey dezenfeksiyonunun kontrolii: (A: solda- iigiincii durulama suyundan 0.1 ml
alinarak ekim yapilmasi sonucunda herhangi bir epifitk bakteriyel gelisme olmamasi (NC); sagda- ise
kok ve govde kesitlerinden imprinting yontemi ile yapilan izolasyon sonucunda yogun EB gelismesi
olmasi izolasyon isleminin basarisin1 gdstermektedir. B: Benzer sekilde yapraktan triturasyon yontemi
ile izolasyon sonrasi farkli seyreltme basamaklarinda EB kolonileri gozlenirken petrideki NC

boliimiinde son yikama suyundan yapilan ekimde higbir bakteriyel gelisme olmamasi)

Hazirlanan bitki dokularindan endofitik bakteri izolasyonu i¢in dokulara gore

iki yontem kulanilmstir: triturasyon yontemi ve imprinting yontemi

Triturasyon yontemi nde yapraklar steril fosfat buffer tuz soliisyonunda (NaCl, 8
o/l; KH2PO4, 0,2 g/l; NaHPOQO,, 1,1 g/1; KCI, 0,2 g/l; pH 7,4) stoemaker yardimi
ile ezilmistir. Elde edile slispansiyon 10 ve 100 kez seyreltilip TSA ortamina
ekilmis ve bakteriyel koloniler gelisene kadar 24 °C’ de inkiibasyona birakilmigtir
(Sekil 3.4.).

imprinting yonteminde kok ve govde kisimlart dezenfekte edilip kurutulduktan
sonra bir steril bistiiri ile uzunlamasina 2 parcaya kesilmistir. Parcalar aseptik
kosullarda TSA ortamina aktarilmistir.Bir saat sonra parcalar kaldirilmis ve

bakteriyel koloniler gelisene kadar 24 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil3.5.).
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Sekil 3.4. Triturasyon yontemi ile yapraktan EB izolasyonu: (iistte - ylizey dezenfeksiyonu
yapilan yaprak dokularinin stoemaker yardimiyla ezilerek, seyreltme serilerinin hazirlanmasi. Altta -
EB izolasyonu amaciyla TSA besiyerine ekimi ve farkli seyreltme basamaklarinda gelisen EB
kolonileri, NC: yiizey dezenfeksiyonu kontroliinde hicbir bakteriyel gelisme olmamasi EB

izolasyonunun basarisini gostermektedir.)

Sekil 3.5. Imprinting yontemi kullanilarak kék ve govde &rneklerinden EB izolasyonu.
A.ylizey dezenfeksiyonu yapilmis kdk ve govde orneklerinin TSA besiyerine birakilmasi; B. 1 saat
sonra bu kesitlerin besiyerinden uzaklagtirilmasi ve kok/gévde kesitlerinde yogun EB kolonilerinin

gozlenmesi
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Gelisen farkli koloniler segilip saflastirilmig, daha sonraki c¢aligmalarda
kullanilmak {izere-80°C’de ve %15 gliserol iceren nutrient broth igerisinde

saklanmustir.

3.2.2. izole edilen endofitik bakterilerin 6n tanisina doniik baz testler:

Segilen endofitik bakterilerden King-B (King et al.,1954) besi yerine ekim
yapilmistir. Besiyerinde gelistirilen bakterilerin koloni morfolojileri, UV’de
pigmentasyonu, Gram reaksiyonlar1 ve Tiitliinde hipersensitif reaksiyonu

degerlendirilmistir.

3.2.3. EB’lerin in vitro bitki gelisimini artirma potansiyellerinin

belirlenmesi

EB’lerin in vitro PGPR aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, CAS agarda
siderofor iiretme aktivitesi, IAA iretme aktivitesi, HCN iiretme aktivitesi,

Fosfataz aktivitesi gibi in vitro testler yapilmistir.

3.2.3.1. Indol Asetik Asit (IAA) aktivitesi

Kokbakterilerinin IAA iretimi tryptophane (L-TRP)’in varliginda
kolorometrik olarak degerlendirilmistir. Bu amagla 100 ml’lik erlenlere Nutrient
Broth (NB) besiyeri otoklavda sterilize edilmistir. Hazirlanan NB besiyerine,
bakteri filitresinden gegirilerek sterilize edilmis 5 ml L-TRP (% 0,05) ilave
dilmistir. Ardindan yogunlugu 10% cfu/ml kokbakterisinden 100 ul eklenerek, 24
°C’de 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen s1v1 kiiltiir 6000 rpm’de
10 dk. edilmis ve silipernatant alinarak Whatman (No: 2) filtre kagidindan
gecirilmistir. Elde edilen filitrat 10000 rpm’de 5dk tekrar santrifiij edilmistir.
Islem sonunda elde edilen siipernatanttan 3 ml almarak ayr1 bir tiipe alinmis ve
tizerine 2 ml Salkowski ayiraci (2 ml 0,5 M FeCl3 + 98 ml %35°lik HCIO,) ilave
edilmis ve 30 dk renk olusumu i¢in beklenmistir. Siire sonunda
spektrofotometrede 535 nm’de okunarak absorbans(Abs) degeri belirlenmistir
(Bric et al., 1991). Elde edilen Abs degerlerini pg/ml’ye doniistiirmek igin farkli

ppm diizeylerinde IAA siispansiyonu hazirlanarak 6lgiimler yapilmis ve bir kiirve
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edlde edilmistir. Elde edilen kurveye gore kok bakterilerinin IAA iiretimi
hesaplanmistir (Almonacid ve ark., 2000).

3.2.3.2. Fosfat1 (P) c6zme aktivitesi

In vitro’da endofitik bakterilerin fosfat1 ¢cdzme aktivitesini test etmek i¢in
NBRIP Agar (¢izelge3.6) ortami kullanilmigtir (Nautiyai, 1999). EB’lerin bu
ortamda nokta ekiminden 14 giin sonra kolonilerin ¢evresinde belirgin zonlarin

olusumuna bakilmis, zonlarin genisligi mm olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.3. Siderofor iiretme aktivitesi

Izolatlarin siderofor iiretme aktiviteleri, Blue CAS Agar ortaminda
(cizelge3.5) nokta ekiminden 7 giin sonra kolonilerin ¢evresinde olusturduklari

belirgin sari/turuncu zonlarin ¢api dlgiilerek (mm) degerlendirilmistir.

3.2.3.4. HCN iiretiminin Saptanmasi

Triptic Soya Agar iceren petrilere 4.4 g/l glycine i¢eren solusyondan 100ul
eklenmis (%10 oraninda) ve bakteriler inokule edilmistir. Petriler 24°C’de 2 giin
inkubasyona birakilmistir. Siire sonunda %0.5 picric asit - %2 sodyum karbonat
solusyonu bir parga filtre kagidina emdirilerek petri kapagmin i¢ ylizeyine
yerlestirildikten sonra petriler ters gevrilmis. Petriler 24°C’de tekrar 3 — 5 giin
slireyle inkubasyona birakilmis. Filtre kagidindaki saridan- kahverengi turuncuya
dogru renk degisikligine bakilarak HCN fiiretiminin degerlendirmesi yapilmistir.

Bu sekilde renk degisikligi gézlenenler HCN pozitif kabul edilmistir.

3.2.4. Endofitik Bakterilerin (EB) in vitro biyokontrol potansiyellerinin

belirlenmesi

Izole edilen EB’lerin test patojeni FOC’a kars1 in vitro biyokontrol ézellikleri
ikili kiltir yontemiyle gerceklestirilmistir. Karsilastirma denemesi PDA (potato
dextrose agar) iceren 90 mm’lik petri kaplarinda FOC ve EB izolat1 karsilikli ekim
yapilarak gercgeklestirilmistir . Patojenin miselyal gelisimindeki engellenme %’si,

petri kaplarina tek basina ekilmis FOC’un (Kontrol) miselyal gelisme c¢ap1 ile
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karsilastinilarak ~ degerlendirilmistir. /n  vitro testler 4 vyinelemeli olarak

gerceklestirilmistir.

3.2.5 Vigorite Indeksi testi ve in vivo testler icin EB izolatlarinin sec¢ilmesi

Tez calismasinda izole edilen EB izolatlar1 in vitro PGPR ve biyokontrol
testlerindeki performanslar1 ve ¢alismada dnemsenen kriterler dogrultusunda tartili
derecelendirme yontemi ile Cizelge 3.10’de belirtilen puanlamalar dikkate alinarak
secilmeye calistlmistir. Ornegin, HCN iiretimi ¢ok istenmeyen bir 6zellik oldugu icin
100 iizerinden 4 puan verilirken, in vitro biyokontrol 6énemli ve istenen bir Kriter
oldugu i¢in, etkili bulunan EB izolatina 100 {izerinden 40 puan verilmistir. Boylece;
hem PGPR etkisi yiiksek, hem de FOC’u basariyla engelleyebilecek izolatlarin

secilmesine ¢alisilmistir.

Cizelge 3.10. EB izolatlariyla gergeklestirilen in vitro testlere verilen puanlama

Invitro TESTLER TEST SONUCLARINA
VERILEN PUAN
Indol Asetik Asit (IAA) salgilama testi 12
Fosfatin (P) ¢6ziiniirligi testi 12
Siderofor salgilama testi 32
HCN iiretimi 4
In vitro biyokontrol etki testi 40
Toplam 100

3.2.6.Vigorite Indeksi testi

Tiim izole edilen EB’lerin arasindan hem PGPR etkileri hem de FOC’a kars1
biyokontrol etkileri olmasi kosulu dikkate alinarak tartili derecelendirme yontemi ile

secilen EB izolatlarina Vigorite indeksi testi uygulanmistir.

Yikanmis (tohum ilaglamasi yapilanlar i¢in) ve yiizey dezenfeksiyonu yapilmis
hiyar tohumlar1 (cv. Gordion) endofitik bakterilerin 24-48 saatlik TSA’da gelisen
kiltiiriinden %1.5 CMC (10 ml / 9 cm petri kab1)’da siispanse edilerek hazirlanmig
bakteri siispansiyonu ile uygulama gormiis ve 30 dakika silireyle 121 rpm’de
calkalanarak kaplanmistir. Kaplama isleminden sonra kurutma kagitlar1 arasinda
tutulan tohumlar nemlendirilmis steril kurutma kagith petrilere ekilmistir. Her izolat

3 petride, her petride 10 tohum olacak sekilde yinelenmistir. Negatif Kontrol
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tohumlar1 ise sadece CMC (%1.5) ¢ozeltisi ile kaplanmustir. 24°C de 7 giinliik
inkubasyondan sonra, ¢imlenme %’si, radisil ve hipokotil uzunlugu 6l¢iilerek asagida
belirtilen formiile gore Vigorite Indeksi hesaplanmistir (Gerhardson et al.,
1985)(Sekil 3.6.). Vigorite testleri 2 kez yinelenmistir.

Vigorite Indeksi (VI): % ¢imlenme X (radicil uzunlugu + hipokotil uzunlugu)
g

Sekil 3.6. Vigorite Indeksi testi igin hazirlik: (A. EB siispansiyonunun hazirlanmasi, B. 121
rpm.de 30 dakika tohum bakterizasyonu, C. tohumlarin kurutulmasi, D ve E. tohumlarin ¢ift katli,

nemlendirilmis kurutma kagitli petriye ekilmesi ve inkubasyona birakilmasi)

3.2.7. EB izolatlarimin in vivo kosullarda (FOC)’a kars1 biyokontrol etki
testleri

In vivo biyokontrol etki testleri bitki biiyiime odasi ve sera kosullarinda

gergeklestirilmistir.
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3.2.7.1. EB izolatlarmin bitki biiyiime odasinda (FOC)’a karsi bivokontrol

etki testleri

Yikanmis (tohum ilaglamasi yapilanlar i¢in) ve yiizey dezenfeksiyonu yapilmis
hiyar tohumlar1 endofitik bakterilerin 24-48 saatlik TSA’da gelisen kiiltliriinden
%1.5 CMC (10 ml / 9 cm petri kabi)’da siispanse edilerek hazirlanmig bakteri
siispansiyonu ile uygulama gormiis ve 30 dakika siireyle 121 rpm’de calkalanarak
kaplanmistir. Kaplama isleminden sonra kurutma kagitlar1 arasinda tutulan tohumlar
24°C’de 1 saat kurumaya birakilmistir. Kurutulan tohumlar steril torf igeren viyollere

ekilmistir (Sekil3.7. ).

Kotledon ilk gergek yaprak asamasina gelmis hiyar fidelerine, sivi TSB’da 48 h
siireyle 120 rpm’de gelistirilip santrifiijle yogunlastirilip pelleti elde edilen EB

izolatlarinin steril suda hazirlanan siispansiyonlar1 (10° cfu/ml (OD600 = 0.5)) her

bitki bagina 20 ml olacak sekilde i¢irme bi¢iminde uygulanmistir (Sekil3.7.).

Sekil 3.7. EB’lerin tohuma uygulandiktan sonra torfa ekilmesi ve ilk gercek

yaprak asamasinda torfa EB siispansiyonlarinin uygulanmasi

FOC inokulumu, fungusun Potato Dextrose Broth ortaminda oda sicakliginda
(25 £ 1 oC ) 7 giin boyunca calkalanarak inkube edilmesi ile iiretilmistir. Sivi
ortamda gelisen fungus kiiltiirii steril tiilbentten stiziilerek hiflerinden ayrilmis ve
spor yogunlugu Thoma lamu ile Slgiilerek istenen spor yogunluguna ayarlanmstir.
Torf materyali, 106 konidi/ gr torf oraninda (Fuchs et al., 1997) FOC spor
siispansiyonu ile karistirilarak inokule edilmistir. Gelisen 2 gercek yaprakli
asamadaki hiyar fidelerinin kokleri hafif traslanarak FOC ile bulasik torfa ekilmistir
(Sekil3.8).
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Sekil 3.8. FOC spor siispansiyonunun iiretilmesi, torfa inokulasyonu, bitkilerin
inokulasyona hazirlig1 ve FOC ile bulasik torfa sasirtilmasi ve bitki biiylime odasinda

6 hafta siireyle bekletilmesi

Denemeler 10 tekerriirlii ve her tekerriirde 1 bitki yer alacak sekilde TB
deneme desenine gore planlanmistir. EB’lerle uygulama gérmemis, ancak FOC ile
inokule edilmis torfa ekilmis bitkiler Pozitif Kontrol, hi¢ uygulama gérmemis hiyar
bitkileri ise Negatif Kontrol olarak degerlendirilmistir. Bitkiler fidelerin
sasirtilmasindan alt1 hafta sonra hastalik belirtilerinin goriilme durumuna goére Pyung
et al.(1997)’ den modifiye edilmis 0-4 skalasi : (0: hi¢ belirti yok, 1- Bitkinin
%25’inde sararma ve solma, 2-Bitkinin %50’ sinde sararma ve solma, 3-Bitkide
clicelesme ,%75’inde sararma ve solma, 4-Tiimiiyle solmus ya Olmiis bitki)
kullanilarak degerlendirilmistir.Elde edilen skala degerleri Townsend Heuberger
formiili* yardimi ile hastalik siddeti (%) degerlerine doniistiiriilmiistiir. Elde edilen
hastalik siddeti (%) sonuglari, Abbot formiilii** yardimi ile kontrole gore % etki
degerleri olarak hesaplanmistir. Ayrica, her uygulama i¢in tekerriirlerde yer alan

bitkilerin kok ve yesil aksam yas ve kuru agirliklar da tartilarak
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hesaplanmis, yaprak, c¢icek ve meyveler sayilmistir. Bdylece; EB
uygulamalarinin FOC baskis1 varliginda ve yoklugunda hiyar bitkisinin biiylime

parametrelerine etkisi de degerlendirilmistir.

*Townsend Heuberger formiilii :Hastalik Siddeti (%)=X(nx V/Z x N) x 100

n: skalada farkli hastalik derecesine giren bitki sayisi; V: skala degeri; Z: en
yiiksek skala degeri; N: gozlem yapilan toplam bitki sayis

Kontroldaki hastalik siddeti-Uygulamadaki hastalik siddeti

**OpEtki =
Kontroldaki hastalik siddeti

3.2.7.2. Serada, topraksiz tarim sisteminde EB’lerin FOC’a karsi

bivokontrol etkisinin testlenmesi

3.2.7.1. boliimiinde belirtildigi gibi EB’lerle tohum bakterizasyonu yapilan ve
teril torfa ekilen hiyar tohumlar1 kotiledon ilk ger¢ek yaprak asamasina geldiginde
yine 3.2.7.1. boliimiinde belirtildigi big¢imde EB izolatlarmin steril suda hazirlanan
siispansiyonlar: [10° cfu/ml (ODggo=0.5)] ile her bitki basma 20 ml olacak sekilde
icirme bi¢iminde uygulama gormiistiir (Sekil 3.9). FOC inokulumu da, yukarida
3.2.7.1. bsliimiinde belirtildigi gibi, iiretilmis ve torf materyali, 10 ® konidi/ cm?® torf
oraninda FOC spor siispansiyonu ile karistirilarak inokule edilmistir. Gelisen 2
gercek yaprakli asamadaki hiyar fidelerinin kokleri hafif tiraglanarak FOC ile bulasik
torfa ekilmistir (Sekil 3.9).

Serada topraksiz tarim sisteminde substrat olarak perlit kullanilmistir. Bir
hafta 6nce FOC ile inokule edilmis torfa sasirtilmis ve EB ile tohum bakterizasyonu,
fidelere kok i¢irme uygulamasi yapilmis hryar bitkileri perlit iceren toprasksiz tarim
saksilarma (18 It hacimli, 30X40X15 cm boyutunda) sasirtilmistir (Sekil 3.9. ).
Sasirtma isleminden hemen sonra ikinci EB kok igirme uygulamasi [(10° cfu/ml
(ODgpp=0.5), 30 ml/bitki)] yapilmistir. Bitkiler 3.1.6. boliimiinde igerigi belirtilen
besin ¢ozeltisi ile damla sulama sistemi araciligiyla diizenli bir program kapsaminda
beslenmigstir. Hiyar fidelerinin serada topraksiz tarim sistemine aktarilmasindan

(Sekil 3.10) yaklasik 21 giin sonra ilk hasat yapilmistir. Ayrica, seradaki deneme
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deseninde EB uygulamasi gormiis, ancak, FOC ile inokule edilmemis bitkiler de yer
aldigi i¢cin EB uygulamalarinin FOC baskis1 altinda olan ve olmayan hiyar
bitkilerinde pazarlanabilir meyve verimine etkisi de degerlendirilmistir. EB’lerle
uygulama gérmemis, ancak FOC ile inokule edilmis torfa ekilmis bitkiler Pozitif
Kontrol, hi¢ uygulama goérmemis hiyar bitkileri ise Negatif Kontrol olarak
degerlendirilmistir. Ayrica, bir kimyasal sistemik dayaniklilik uyarici preparat olan
Acibenzolar S methyl (ASM, Syngenta, %0.1) sera denemesinde karsilagtirma
preparati olarak yer almistir. EB uygulamalarina benzer sekilde, Acibenzolar S
methyl ile onerildigi sekilde yesil aksam uygulamasit hem FOC ile inokule edilmis
hem de inokule edilmemis bitkilere yapilmistir. Boylece, Acibenzolar S methyl
uygulamasinin patojen baskis1 varliginda ve yoklugunda bitki gelisimi ve verime
etkisi de degerlendirilmistir. Denemeler 4 tekerriirlii ve her tekerriirde 2 saks1 ve her
saksida 2 bitki yer alacak sekilde TB deneme desenine gore planlanmistir (Sekil
3.10). Fidelerin seraya perlit ortamina aktarilmasindan yaklasik 9 hafta sonra ise
deneme sona erdirilmis ve bitkilerde 0-4 skalasina gore degerlendirme yapilarak EB
uygulamalarinin  hiyarda Fusarium solgunluguna etkisi Abbott formiiliiyle
degerlendirilmistir. EB uygulamalarinin ve kimyasal sistemik dayanikliligi uyarici
preparatin FOC baskis1 varliginda ve yoklugunda; pazarlanabilir kiimiilatif meyve
verimine etkisini degerlendirmek amaciyla; ilk hasattan baglayarak 5 hafta boyunca

hasat edilen hiyar meyveleri tartilmis ve tekerriirlerde bitki basina ortalama verim

(g/bitki) olarak kaydedilmistir.

Sekil 3.9. EB’lerin tohuma uygulandiktan sonra serada topraksiz tarim sistemine aktarilma
slireci (sagdan sola ilk gergek yaprak agsamasinda torfa EB siispansiyonlarinin uygulanmasi, FOC spor
stispansiyonunun tretilmesi ve torfun FOC spor siispansiyonu ile inokule edilmesi. EB uygulamasi
gormiis fidelerin FOC ile bulasik torf iceren saksilara sasirtilmasi, bu fidelerin topraksiz tarim

sistemine aktarilmak {izere perlit iceren saksilara aktarilmasi)
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Sekil 3.10. EB uygulamasi yapildiktan sonra, FOC ile inokule edilmis ve inokule edilmemis fidelerin
serada topraksiz tarim sistemine aktarilmasi ve serada iiretim siirecinin farkli bliyiime asamalarindan

kesitler

3.2.8. EB izolatlarimin bitki icinde kolonizasyon ve populasyon degisimi ile

FOC”’ un bitkideki varhginin zamana bagh olarak izlenmesi

FOC’a kars1t saksi denemelerinde biyolojik savas ve bitki gelisimi
parametreleri agisindan basarili bulunarak segilen 2 EB izolati rifampicin (200
ug/ml)’e dayanikli kilinarak etiketlenmis ve EB uygulamalarimin FOC ’a karsi
biyokontrol etkisinin testlendigi saks1 denemelerine benzer bir patosistem yaratilarak
EB’lerin patojenlerin varliginda ve yoklugunda hiyar bitkilerinde zamana bagh
olarak kolonizasyonu ve populasyon dinamikleri asagida belirtilen uygulamalar i¢in

arastirilmstir:

EB’lerin ve FOC’un kolonizasyonunun arastirilmasinda yapilan uygulamalar

asagida belirtilmigtir:

1-EB; + FOC uygulanmis bitkilerde
2-EB;, + FOC uygulanmis bitkilerde
3-Sadece EB; uygulanmis bitkilerde
4-Sadece EB; uygulanmuis bitkilerde
5-Sadece FOC uygulanmis bitkilerde

EB Kkiiltiirleri (200 ppm Rifampicin’e dayanikli) %1,5’luk CMC (Karboksi
Metil Seliiloz) ile slispanse edilmis ve hiyar tohumlariyla kaplanmistir. Siire sonunda
bu tohumlar kurutma kagitlarina aktarilmis, kurumasi i¢in 24h beklenmis ve
tohumlar steril torfla doldurulmus plastik saksilara ekilmistir. Kotiledon yapraklari
goriildiikten sonra EB’ler topraga i¢irme biciminde tekrar uygulanmistir. FOC spor

stispansiyonu (106 konidi/ gr torf) boliim 3.2.7.1°de belirtilen sekilde torfa inokule



58

edilerek, 2 gercek yaprakli asamadaki hiyar fidelerinin kokleri hafif tiraglanarak FOC
ile bulagik torfa ekilmistir. Endofitik bakteri ile kaplanmis tohum ve bitkilerin
icerisinde zamana ve bitki gelisme asamalarina bagli olarak EB ve FOC
populasyonundaki degisiminin izlenmesi Cizelge 3.11’de gosterildigi gibi

planlanmustir.

Cizelge 3.11. EB’lerin ve FOC’un bitki igerisinde kolonizasyonunu takip

etmek i¢in uygun goriilen 6rnek alinma zamanlari

1. Tohum bakterizasyonundan 30 dk. sonra tohumdaki EB‘lerin kolonizasyonunun incelenmesi

2. Tohum bakterizasyonundan 24 h. Sonra, yiizey dezenfeksiyonu yapilan tohumdaki EB‘lerin
kolonizasyonunun incelenmesi

3. Kotiledon baslangici doneminde alinan bitki Orneklerinde EB’lerin kolonizasyonunun

incelenmesi

Kotiledon sonu déneminde alinan bitki drneklerinde EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi

1.gergek yaprak doneminde alinan bitki 6rneklerinde EB’lerin kolonizasyonun incelenmesi

2.ger¢ek yaprak doneminde alian bitki 6rneklerinde EB’lerin kolonizasyonunun incelenmesi,

N oo g &

FOC’un inokulasyonundan 72 h. sonra alinan bitki Orneklerinde FOC ve EB’lerin

kolonizasyonunun incelenmesi

8. FOC’un inokulasyonundan 7 giin sonra alman bitki orneklerinde FOC ve EB’lerin
kolonizasyonunun incelenmesi,

9. FOC’un inokulasyonundan 14 giin sonra alinan bitki 6rneklerinde FOC ve EB’lerin
kolonizasyonunun incelenmesi,

10. FOC’un inokulasyonundan 30 giin sonra alinan bitki orneklerinde FOC ve EB’lerin
kolonizasyonunun incelenmesi

11. FOC’un inokulasyonundan 45 giin sonra alinan bitki 6rneklerinde FOC ve EB’lerin

kolonizasyonunun incelenmesi

Hiyar bitkilerinde EB’lerin popiilasyonunu izlemek amaciyla alinan bitki
orneklerinin sadece koklerine yiizey dezenfeksiyonu uygulanmistir. Daha sonra bitki
ornekleri, kok ve govde kesitleri seklinde ikiye ayrilmistir. Ayri1 ayri tartilarak
agirliklart belirlenen kok ve govde kesitleri, steril polietilen torbalara konularak
stomaker yardimiyla ezilmistir. Kok ve govde kesitlerinin agirliklarinin 10 kat1 steril
saf su bu torbalara konulmus ve 30 dakika 120 rpm de calkalayicida karistirilmistir.
Elde edilen bu siispansiyondan seyreltme basamaklar1 olusturularak Rifampicin (200
ppm) iceren TSA ortamina 20 ul damlatilarak ekimler yapilmis ve gelisen koloniler

sayilarak EB populasyonu ve zamana bagli olarak kolonizasyonu degerlendirilmistir



59

(cfu/g tohum ya da bitki olarak). Ayni hiyar bitkilerinde, FOC izolatinin bitki i¢inde
zamana bagli kolonizasyonunun izlenmesi islemi, FOC inokulasyonundan 72 saat, 7
giin, 14 giin, 30 giin ve 45 giin sonra alinan bitki kesitlerinden ylizey dezenfeksiyonu
yapilarak (tek parga halinde 5 dakika NaClO i¢inde birakilip durulamayi takiben bir
giin kurutulduktan sonra pargalara ayirarak) bu kesitlerin secici ortamlara (Komada
(Kom) ve Malachit Green Agar (MGA)) birakilmalari seklinde gergeklestirilmistir.
Fungus sadece bir kesitte saptansa dahi varlig1 teyit edilmistir. EB’lerle uygulama
gormemis, ancak patojen fungus ile inokule edilmis bitkilerdeki patojen
kolonizasyonu EB’ler ile uygulama gormiis bitkilerdeki patojen kolonizasyonuyla
karsilastirilmistir. Denemeler TB deneme desenine gore, her 6rnekleme doneminde
ornekler 3 tekerriirlii olarak alinacak sekilde kurulmustur. Boylece EB’lerin teksel
olarak patojen baskisi olmaksizin hiyar bitkisinin kok ve toprak iistii dokularindaki
kolonizasyonu ve FOC baskist altinda EB’lerin ve FOC’un zamana bagh

kolonizasyonu degerlendirilmistir.

3.2.9. Etkinlikleri onaylanarak secilen EB izolatlarimin konvensiyonel ve

molekiiler tanilama ¢calismalari

FOC’un varliginda ve yoklugunda bitki biiyiime parametreleri, biyokontrol
ozellikleri ve bitki gelisimini artirma agisindan basarili bulunan 2 EB izolatinin
konvensiyonel ve molekiiler tanilama ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla, 16s rRNA
hedef bolgesine gore dizayn edilmis olan Fd1/Rp2 ve 27F/1492R primerleri
kullanilmistir. Hazirlanan master mix (¢izelge 3.12) PCR tiiplerine 20 pl olarak
boliinmiis ve Cizelge 3.9°deki belirtilen kosullarda programlanan Termal Cycler’de
cogaltilmistir. Calisma sonunda elde edilen PCR iiriinleri TAE buffer ile hazirlanan
%1,5’luk Agaroz jelde 80 Voltta 1saat. elektroforezde kosularak sonuglari
degerlendirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri sekans analizi i¢cin MACROGEN
firmasina gonderilmistir. Elde edilen sekans sonuglar1 NCBI veri tabandaki bilgiler

ile karsilagtirilarak tanilar1 yapilmastir.
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Cizelge 3.12. Fd1/Rp2 ve 27F/1492R 16 s rRNA primerleri i¢in kullanilan

master mix i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari.

16s rRNA Fd1/Rp2 ve 27F/1492R primerleri icin master mix
Gerekli Baslangi¢ Final 1 6rnek icin
Kimyasallar Stok Konsantrasyon | gerekli

miktar
TagKClIBuffer 10X 1X 2 ul
MgCl, 25 mM 1,5mM 1,2l
dNTP 2,5mM 0,2 mM 1,6 ul
Fd1 Forward 10 mM 1 mM 2 ul
Rp2 Rewerse 10mM 1mM 2 ul
H,0 - - 8 ul
TagPolimeraz 5U 1U 0,2 ul
Ornek Niikleik Asit 107 Cfu/ml (ODggo; 0,5) 3ul
Toplam hacim - - 20 pl

3.2.10. Verilerin analizi

Elde edilen verilere, bilgisayarda SPSS (SPSS Inc. PASW Statistics
versiyon 18) paket programi ile varyans analizi uygulanmis ve ortalamalar
arasindaki farkliliklar % 5 hata olasiligi ile yapilan DUNCAN testiyle

belirlenmistir.
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4.1. Endofitik Bakterilerin izolasyon Sonuclari

Endofitik bakterilerin izolasyon amaci ile toplam 44 farkh Ornekleme

alanindan saglikli kabakgil bitki 6rnekleri alinmustir. Bu 6rneklerden 13’0 izmir

Menderes ilgesi seralarindan, 21’1 ise Antalya ve Fethiye cevresindeki seralardan

olmak iizere toplam 34 sera ve Odemis, Baymndir ¢evresinden ise toplam 9 tarladan

saglikli hiyar 6rnekleri alinmistir(Cizelge 4.1.).

Alman kabakgil bitki 6rneklerinden endofitik bakteri izolasyonlar1 yapilmistir.

Elde edilen endofitik bakterilerin izole edildikleri yerler ve 6n tanimaya doniikk Gram

reaksiyonu, UV 1sik altinda floresan renk vermesi ve hipersensitif reaksiyonu (HR)

ozellikleri cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Doktora ¢alismasi sirasinda izole edilmis endofitik bakterilere iliskin

bilgiler
Ornek [izolat Ornegin alindg izolatlarin On
No No Tammaya
Tarih yer bitki Bitki Doniik Baz
organi ozellikleri
Gram |Floresan| HR
1 CB1/1 [19.11.2011 Altintepe Mah. govde Hiyar,Sampiyon | -
2 CB1/2 [19.11.2011 Altintepe Mah. govde  |Hiyar,Sampiyon |- -
3 CB2/1 [19.11.2011 Altintepe Mah. govde  |Hiyar,Sampiyon [+ -
4 CB2/2 19.11.2011 | Altintepe Mah. govde Hiyar,Sampiyon [* -
5 CB2/3 | 19.11.2011 | Altintepe Mah. o6vde Hiyar,Sampiyon [ -
6 CB3 19.11.2011 | Altintepe Mah. o6vde Hiyar,Sardes + -
7 CB4 19.11.2011 | Camdnii g6vde  |Hiyar,Habana - -
8 CC4 19.11.2011 [Camonii lyaprak  |[Hiyar,Habana - -
9 CB5/1 | 19.11.2011 [Caméni g6vde  |Hiyar,Gordion [+ -
10 CB5/2 | 19.11.2011 |Caménii govde Hiyar,Gordion - -
11 CB7 19.11.2011 [Camonii o6vde Hiyar,Erdemli - -
12 CC7/1 | 19.11.2011 |Caménii lyaprak  |Hiyar,Erdemli - +
13 cc7/2 19.11.2011 |Camoni lyaprak  |[Hiyar,Erdemli - -
14 CB8/1 | 19.11.2011 |Caménii govde Hiyar,Habana - -
15 CB8/2 | 19.11.2011 [Caménii o6vde Hiyar,Habana + -
16 CB9/1 | 19.11.2011 [Caménii govde  |Hiyar,Gordion [+ -
17 CB9/2 | 19.11.2011 |[Camédni govde  |Hiyar,Gordion - -
18 CB9/3 | 19.11.2011 |Caménii govde Hiyar,Gordion - -
19 CA10 | 17/03/2012 |Altinova-Diiden K6k Hiyar, 22403(Silor) |- +
20 CB10 | 17/03/2012 |Altinova-Diden govde  [Hiyar, 22403 (Silor) | - -
21 CC13 17/03/2012 |Kocayatak aprak  |Hyar, Gurme (Silor) |+ -
22 CA13/1| 17/03/2012 |Kocayatak K 6k Hiyar, Gurme (Silor) [+ -
23 CA13/2 | 17/03/2012 |Kocayatak K 6k [Hiyar, Gurme (Silor) |- -
24 CB13 17/03/2012 |Kocayatak govde Hiyar, Gurme (Silor) |+ -
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25 CAl5 17/03/2012 |Kocayatak Kok Hiyar, Gurme 3116 - -
26 CB15/1 | 17/03/2012 |Kocayatak cbvde Hiyar, Gurme 3117 |+ - -
27 CB15/2 | 17/03/2012 |Kocayatak g6vde  |Hiyar, Gurme 3118 |- - -
28 CALl7/1 | 17/03/2012 |Kocayatak Kok Hiyar, Gurme - - -
29 CAL17/2 | 17/03/2012 |Kocayatak Kok Hiyar, Gurme - - -
30 CAL7/3| 17/03/2012 |Kocayatak Kok Hiyar, Gurme - + -
31 CALl7/4 | 17/03/2012 |Kocayatak Kok Hiyar, Gurme + - -
32 CB17/1| 17/03/2012 [Kocayatak govde  |Hiyar, Gurme + - -
33 CB17/2 | 17/03/2012 [Kocayatak g6vde  |Hiyar, Gurme - - -
34 CAl18 | 17/03/2012 [Komluca govde  |Hiyar, Silor tipi |+ - -
35 CB18/1| 18.03.2012 [Komluca govde  |Hiyar, Silor tipi |+ - -
36 CB18/2 | 18.03.2012 [Komluca o6vde  |Hiyar, Silor tipi |- - -
37 CB20/1| 18.03.2012 |Komluca, Besikg¢i koyii [govde Kabak (iskender F1)|+ - -
38 CB20/2 | 18.03.2012 |[Komluca, Besik¢i koyii [govde  |Kabak (iskender F1){- + -
39 CB20/3 | 18.03.2012 |Komluca, Besik¢i koyii [govde  |Kabak (Iskender F1)|- -

40 CC23/1| 18.03.2012 |Komluca, Beykonak |yaprak |Hiyar, ermesos |- - -
41 CC23/2| 18.03.2012 [Komluca, Beykonak |yaprak [Hiyar, ermesos |+ - -
42 CA24 | 18.03.2012 [Demre Kok Hiyar + - -
43 CB24 | 18.03.2012 [Demre govde  |Hyyar + - -
44 CA25 | 18.03.2012 [Demre Kok Hiyar - -
45 CB25 | 18.03.2012 |Demre g6vde  |Hiyar + - -
46 CC25/1| 18.03.2012 [Demre lyaprak  [Hiyar - + -
47 CC25/2 | 18.03.2012 [Demre lyaprak  [Hiyar - + -
48 CC26 18.03.2012 |Yesilkoy (Kas) lyaprak  |Hiyar,Termesos |- - -
49 CA27/1| 19.03.2012 [Yesilkoy (Kas) Kok Hiyar - - -
50 CA27/2 | 19.03.2012 [Yesilkoy (Kas) K6k Hiyar - + -
51 CC27 19.03.2012 |Yesilkdy (Kas) lyaprak  |Hiyar - + -
52 CB27/1| 19.03.2012 [Yesilkoy (Kas) govde  |Hiyar + - -
53 CB27/2| 19.03.2012 |Yesilkoy (Kas) g6vde  |Hiyar + - -
54 CA28/1| 19.03.2012 [Yesilkoy (Kas) Kok Hiyar - - -
55 CA28/2 | 19.03.201 |[Yesilkoy (Kas) Kok Hiyar - + -
56 CA28/3| 19.03.2012 [Yesilkoy (Kas) Kok Hiyar - + -
57 CB28 | 19.03.2012 |Yesilkoy (Kas) g6vde  |Hiyar + - -
58 CA29/1 | 19.03.2012 [Patara Kok Hiyar, Gozde - + -
59 CA29/2 | 19.03.2012 [Patara Kok Hiyar, Gozde - + -
60 CB29/1| 19.03.2012 |Patara govde  [Hiyar, Gozde - + +
61 CB29/2 | 19.03.2012 |Patara o6vde Hiyar, G6zde - + +
62 CC29/1| 19.03.2012 |Patara lyaprak  |Hiyar, Gozde - - -
63 CC29/2 | 19.03.2012 |Patara lyaprak  |Hiyar, Gozde - -
64 CC29/3 | 19.03.2012 |Patara lyaprak  [Hiyar, Gézde + - -
65 CC30 19.03.2012 [Patara lyaprak  [Hiyar, Rivo - + -
66 CB31 | 11/05/2012 |Menderes g6vde  |Hiyar,Sampiyon |+ - -
67 CA32/1| 11/05/2012 |Menderes Kok Hiyar,Sampiyon |- - -
68 CA32/2 [ 11/05/2012 |[Menderes Kok Hiyar,Sampiyon |+ - -
69 CA33/1 | 11/05/2012 |[Menderes Kok Hiyar,Opal + - -
70 CA33/2 | 11/05/2012 |[Menderes Kok Hiyar,Opal - + -
71 CA34 11/05/2012 |Camonii Kok Hiyar,-------- + - -
72 CB34 | 11/05/2012 [Camonii govde  [Hiyar,-------- + - -
73 CC35/1 | 19/05/2012 |Odemis aprak  |Hiyar,Kornison |- +

74 CC35/2 | 19/05/2012 |Odemis lyaprak  |[Hiyar,Kornison |+ - -
75 CC35/3 | 19/05/2012 |Odemis lyaprak  |Hiyar,Kornison |- - -
76 CA36 | 19/05/2012 |Odemis Kok Hiyar,Kornison |+ - -
77 CB36/1 | 19/05/2012 |Odemis govde  |Hiyar,Kornison |- - -
78 CB36/2 | 19/05/2012 |Odemis o6vde  |Hiyar,Kornison |+ - -
79 CC37/1| 19/05/2012 |Odemis lyaprak  |Hiyar,Kornison |+ - -
80 CC37/2| 19/05/2012 |Odemis yaprak  |[Hiyar,Kornison |- - -
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81 |CC37/3| 19/05/2012 |Odemis yaprak  [Hiyar,Kornison [+ - -
82 CA38 19/05/2012  [Odemis K6k Hiyar,Kornigon |+ - -
83 CB38/1 | 19/05/2012 |Odemis o6vde  |Hiyar,Kornison |+ - -
84 CB38/2 | 19/05/2012 |Odemis c6vde  |Hiyar,Kornison |- - -
85 CA39/1| 19/05/2012 |Odemis kok Hiyar,Kornison |- - -
86 |CA39/2| 19/05/2012 |Odemis kok Hiyar Kornison |+ - -
87 CB39 19/05/2012  [Odemis o6vde Hiyar,Kornigon |+ - -
88 |CC39/1| 19/05/2012 |Odemis yaprak  [Hiyar,Kornison |+ - -
89 CC39 /2| 19/05/2012 |Odemis lyaprak  |Hiyar,Kornison |+ - -
90 |CC39/3| 19/05/2012 |Odemis lyaprak  |[Hiyar,Kornison |+ -
91 CA40 | 21/06/2012 [Baymdir-buruncuk kok Hiyar,Kornison |+ - -
92 CB40/1 | 21/06/2012 |[Bayindir-buruncuk govde  |Hiyar,Kornison |- + -
93 CB40/2 | 21/06/2012 |[Bayindir-buruncuk o6vde  |Hiyar,Kornison |- + -

94 CC40/1 | 21/06/2012 |[Bayindir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornigon - -

95 CC40/2 | 21/06/2012 |[Bayindir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornison |- - -

96 CA41/1 | 21/06/2012 [Baymdir-buruncuk kok Hiyar,Kornison |+ - -

97 CA41/2 | 21/06/2012 [Baymdir-buruncuk kok Hiyar,Kornison |- - -

98 CA41/3 | 21/06/2012 [Baymdir-buruncuk kok Hiyar,Kornison |+ - -
99 CC41/1| 21/06/2012 |[Bayindir-buruncuk lyeprak  |Hiyar,Kornison |+ - -
100 | CC41/2 | 21/06/2012 |Baymdir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornigon |- - -
101 CA42 | 21/06/2012 [Baymdir-buruncuk kok Hiyar,Kornison |- - -
102 | CB42/1| 21/06/2012 |Baymdir-buruncuk govde Hiyar,Kornison |+ - -
103 | CB42/2 | 21/06/2012 |Baymdir-buruncuk o6vde  |Hiyar,Kornison |+ - -
104 | CC42/1| 21/06/2012 |Baymdir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornison |- - -
105 | CC42/2 | 21/06/2012 |Baymdir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornison |- - -
106 CC43 | 21/06/2012 |[Bayindir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornison |+ - -
107 | CA44/1| 21/06/2012 |Baymdir-buruncuk kok Hiyar,Kornigon |+ - -
108 |[CA44/2 | 21/06/2012 [Bayndir-buruncuk kok Hiyar,Kornison |- - -
109 |CC44 21/06/2012 |Bayindir-buruncuk lyaprak  |Hiyar,Kornison | - + -

Cizelge 4.1.°de gorildigi gibi, bu o6rneklemeler ve izolasyonlar sirasinda
toplam 109 adet EB izolati elde edilmistir. Bunlardan 2’si (60 ve 61 no.lu EB
izolatlar1) tiitiin bitkisinde HR (+) bulundugu i¢in bitki patojeni olma endisesi ile
proje ¢alismasindan ¢ikartilmistir (Sekil 4.1). Ayrica, 9, 16 ve 62 no.lu EB izolatlar
ise ¢ok zayif gelisme gostermeleri ve yeterince saf olmamalari nedeniyle izolat
listesinden ¢ikartilmistir. Calismanin bundan sonraki agsamasinda 104 EB izolat1 ile
testlere devam edilmistir. 104 EB izolatinin 46’st Gram (+), 18’1 floresan
Pseudomonas ve geri kalan 40’1t ise diger Gram (-) bakteriler olarak

nitelendirilmistir.




Sekil 4.1 Tiitiinde HR testinde Pozitif sonu¢ veren EB izolatlari

4.2. FOC izolatlarinin elde edilmesi, tanmilanmasi ve patojenisite

calismalari sonuclar

FOC’ un izolasyonu amaci ile, izmir, Antalya ve Mugla illeri civarinda agikta,
ortii altinda ve serada hiyar yetistiriciligi yapilan alanlardan hastalik belirtisi gosteren

hiyar ornekleri alinmistir. Toplanan 6rneklerden elde edilen patojen F. oxysorum

izolatlariyla ilgili bilgiler Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Doktora calismasi sirasinda elde edilen F. oxysorum izolatlarinin

listesi

NO izolat kodu Alindig1 yer Bitki cesidi Tani sonucu
1 TH96 Mikoloji Lab. Stoklari Hiyar,- FOC
2 G2 Mikoloji Lab. Stoklari Hiyar,- FOC
3 FO6 Serik, Antalya Huyar, cv.Gordion FOC
4 FO14A Serik, Antalya Huyar, cv. Gurme 3116 FORC
5 FO15 Serik, Antalya Huyar, cv. Gurme 3116 FORC
6 FO16B Serik, Antalya Hiyar,- FORC
7 FO17A Serik, Antalya Hiyar, cv.Gurme FORC
8 FO17B Kumluca, Antalya Huyar, cv.Gurme FORC
9 FO22A Kumluca, Antalya Huyar, cv.Termesos FORC
10 FO22B1 Kumluca, Antalya Hiyar, cv.Termesos FOC
11 FO22B2 Kumluca, Antalya Hiyar, cv.Termesos FOC
12 FO24A Demre, Antalya Hiyar,- FORC
13 FO24C Demre, Antalya Hiyar,- FORC
14 FO25 Kas,Antalya Hiyar,- FORC

Cizelge 4.2° de gorildigi gibi, solgunluk ve kuruma belirtisi gdsteren hiyar
bitkilerinden elde edilen toplam 14 F. oxysporum izolatinin 9’ unun F. oxysporum f.sp.
radicis-cucumerinum (FORC) oldugu, 5 inin ise F. oxysporum f.sp.cucumerinum (FOC)
oldugu belirlenmistir. Elde edilen FOC izolatlari ile Yunanistan ve Belgika’ dan saglanan 2

referans FOC izolat1 3 farkli hiyar cesidi kullanilarak patojenisite testine tabi tutulmuglardir.

Sonuglar Cizelge 4.3’ de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Elde edilen FOC izolatlarinin farkli hiyar ¢esitlerinde olusturdugu
hastalik Siddeti (%)degerleri

Izolat No Farkli hiyar cesitlerinde saptanan ortalama hastalik siddeti (%)
STANDART GORDION F1 SARDES F1
TH96 40 40 36,6
FO6 46,6 50 46,6
G2 40 40 20
FO22B1 40 46,6 40
FO22B2 20 20 40
AFu-21(Yunanistan) 40 45 35
9906/3 (Belgika) 60 56 40

*Degerler 0-4 skalasina gore elde edilen 4 tekerriiriin ortalamasidir

Izolasyonlardan elde edilen yerel izolatlarin viriilensliginin diisiik olmasi
nedeniyle, sonraki asamalarda c¢alisma zorlugu yaratacagi endisesiyle doktora
calismasina Belgika Scientia Terrae Enstitiisii’ nden gonderilen ve kesin teshisi
molekiiler yontem ile kendileri tarafindan gergeklestirilen (Lievens et al., 2007)

9906/3/vecg0184 kodlu izolat ile devam etmeye karar verilmistir.

4.3. EB’lerin in vitro bitki gelisimini artirma potansiyellerinin (PGPR)

saptanmasina yonelik testlerin sonucu

Tez calismasinda sirasinda 104 EB izolatinin in vitro PGPR aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla, CAS agarda siderofor {iiretme aktivitesi, [AA {iretme
aktivitesi, HCN iiretme aktivitesi, Fosfataz aktivitesi gibi testler yapilmistir.Elde

edilen sonuglar Cizelge 4.4’de toplu olarak goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Saglikli kabakgil bitkilerinden izole edilen endofitik bakterilerin

in vitro bitki gelisimini artirma (PGPR) aktivitesi testi sonuglari

‘80C’deki izolat | izolatin adi IAA ktivitesi | Fosfati ¢6zme siderofor HCN
NO (ng/ml)* aktivitesi iiretimi iiretimi**
(m m)*-k (m m)**

2 CBl/1 31 0 1

3 CB1/2 25 0 0

4 CB2/1 30 0 0

5 CB2/2 100 0 12

6 CB2/3 44 0 105

7 CB3 17 0 0

8 CB4 37 3 5

9 CC4 7 1 1
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11 CB5/2 26 1 7
12 CB7 22 2 5
13 CC71 12 0 13
14 cc7/2 30 2,5 5
15 CB8/1 37 3 5
16 CB8/2 2 0 10
18 CB9/2 13 1 7
19 CB9/3 33 0 12
20 CA10 6 0 0
21 CB10 6 9 12
22 CC13 6 0 0
23 CA13/1 6 0 0
24 CA13/2 5 0 0
25 CB13 15 0 0
26 CA15 3 2 0
27 CB15/1 5 0 0
28 CB15/2 10 0 0
29 CA17/1 12 0 0
30 CA17/2 6 0 9
31 CA17/3 9 0 7
32 CA17/4 27 0 2
33 CB17/1 6 0 0
34 CB17/2 -- 0 0
35 CAl8 7 0 6.5
36 CB18/1 6 1 0
37 CB18/2 7 1 7
38 CB20/1 7 0 0
39 CB20/2 11 3 8
40 CB20/3 9 1 1
42 CC23/1 7 2 2
43 CC23/2 10 2 1
44 CA24 6 1 0
45 CB24 18 2 1
46 CA25 32 0 3
47 CB25 12 1 3
48 CC25/1 26 0 14
49 CC25/2 34 1 9
50 CC26 16 0 0
51 CA27/1 9 0 0
53 CA27/2 9 4 11
54 CB27/1 7 0 0
55 CB27/2 6 0 0
56 CA28/1 13 0 12
57 CA28/2 5 0 6
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58 CA28/3 15 0 19
59 CB28 0 0 0
60 CA29/1 25 2 3
61 CA29/2 14 0 16
65 CC29/2 7 0 0
66 CC29/3 12 0 0
68 CC30 24 2 16
69 CB31 5 0 -
70 CA32/1 35 0 2
71 CA32/2 35 0 8
72 CA33/1 7 0 4
73 CA33/2 14 3 6
74 CA34 5 0 1
75 CB34 5 0 1
76 CC35/1 16 0 8
77 CC35/2 7 0 2
78 CC35/3 8 0 12
79 CA36 8 0 1
80 CB36/1 125 4 7
81 CB36/2 20 0 10
82 CC37/1 5 0 3
83 CC37/2 45 6 7
84 CC37/3 15 0 5
85 CA38 5 0 6
86 CB38/1 6 0 4
87 CB38/2 50 1 6
88 CA39/1 12 0 12
89 CA39/2 13 0 4
90 CB39 12 0 1
91 CC39/1 8 0 3
92 CC39/2 15 0 1
93 CC39/3 39 0 1
94 C40 12 0 3
95 CB40/1 11 3 11
96 CB40/2 18 0 19
97 CC40/1 5 0 2
98 CC40/2 32 15 4
99 CA41/1 6 0 1
100 CA41/2 11 0 2
101 CA41/3 9 0 2
102 cc41n 8 0 0
103 CC411/2 41 3,5 3
104 CA42 8 0 0
105 CB42/1 26 0 1




68

Cizelge 4.4. un devami

106 CB42 /2 6 0 0
107 Ccc42/1 41 5 1
108 CC42 /2 15 1 1
109 CC43 7 1 0
110 CA44 11 6 0 0
111 CA44 /2 8 0 1
112 CC44 8 15 6

*TAA diizeyleri 325 nm dalga boyunda spektrofotometrede optik gegirgenlik dlgtimii
yapildiktan sonra elde edilen degerlerin [AA standart egrisi ile karsilagtirilmasi yoluyla elde
edilmistir.

**Degerler 4 tekerriir ortalamasidir

***renk degisimine gore degerlendirildi

Cizelge4.4’de goriildigr gibi testlenen EB izolatlarinin 72°si in vitro’da 5-20
pg/ml arasinda degisen IAA iiretirken, 28’1 ise 20-125 pg/ml arasinda degisen
oldukga yiiksek bir IAA aktivitesi gostermistir (Sekil 4.2). Bu sonug, izole edilen

EB’lerin bitki gelismi i¢in dnemli bir biiylime hormonu olan IAA iiretme aktivitesi

acisindan zengin oldugunu gostermistir.

Sekil 4.2. EB’lerin in vitro kosullarda TAA iiretimininin testlenmesi: A. IAA standart
egrisini olugturmak iizere hazirlanan farkli IAA doz serileri, B. Baz1 EB izolatlarinin IAA
iiretim diizeylerindeki farklilig1 gosteren kolorimetrik renk skalasi (pembe renk yogunlugu

IAA diizeyinin yiiksek olugunun gostergesidir)

In vitro’da fosfati ¢6zme yetenegi agisindan testlenen 104 EB izolatinin 33’1

NBRIP ortami {izerinde genisligi 1-9 mm arasinda degisen erime zonlari




69

olusturmustur. Ancak, testlenen toplam EB populasyonunun yaklasik %68’ inin

fosfat1 ¢cozme yeteneginin olmadigi saptanmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.3).

Sekil 4.3. EB’lerin in vitro’da NBRIP ortaminda fosfati ¢6zme yetenegi: A. Fosfati
¢Ozme yetenegi saptanan EB izolatinin olusturdugu erime zonu, B. Fosfati ¢6zme yetenegi

saptanamayan EB izolatlarinin petrideki goriiniimii

EB izolatlarinin 6nemli bir PGPR ve biyokontrol parametresi olarak in vitro’da
CAS Agarda siderofor iiretme potansiyelleri de arastirilmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.4°de goriilmektedir. Testlenen EB izolatlarinin yaklasik %50’si in vitro’da
3-19 mm arasinda degisen zonlar olusturarak siderofor iiretme potansiyelleri

oldugunu gostermistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. EB’lerin in vitro’da CAS agar lizerinde farkli diizeyde siderofor salgilama

yetenegi

Bu tez g¢alismasinda in vitro’da HCN iiretimi agsindan arastirilan 104 EB
izolat1 arasindan sadece 2’sinin HCN iirettigi sonucuna varilmistir (Cizelge 4.4.,
Sekil 4.5). Bu izolatlarin da floresan Pseudomonas grubundan oldugu belirlenmistir.

Geri kalan EB izolatlarinda HCN {iretimi saptanamamustir.
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Sekil 4.5 EB izolatlarinin in vitro’da HCN iiretiminin testlenmesi: A. turuncu-kirmizi

renk HCN (+), B. Sar1 renk HCN (-) oldugunu gostermektedir.

4.4. Endofitik Bakterilerin (EB) FOC’a Kars1 in vitro’da Biyokontrol

Potansiyellerini Belirleme Testleri Sonuclar:

Testlenen EB izolatlarinin %53’ in vitro testlerde FOC’un miselyal gelisimini
%20-64 oraninda engellemeyi basarmistir. Bu engelleme ya antibiyotik/ toksik
maddeler Ttreterek antibiozis (Sekil 4.6), ya da FOC hiflerinin lizisi yoluyla
gerceklesmistir (Sekil 4.7). Testlenen ve FOC’a karsi etkili bulunan EB izolatlarinin

biiylik boliimiinde antibiozis gézlenmistir.

Cizelge 4.5 EB izolatlarmin FOC’a karsi in vitro kosullarda biyokontrol

potansiyelleri

Izolat no Izolat no FOC’un miselyal Izolat no FOC’un
(-80°daki n FOC’un miselyal (-80°daki gelisiminin (-80°daki miselyal
gelisiminin no) engellenmesi (%)" | no) gelisiminin
engellenmesi 2 engellenmes
(%)1,2 | (%)1,2
2 38,1 39 0 78 0
3 15,7 40 35,7 79 14
4 44,7 42 4,2 80 43
5 50 43 0 81 25
6 57,8 44 0 82 22,2
7 30,2 45 30 83 15
8 28,9 46 142 84 22
9 26,6 47 0 85 63
11 40,7 48 7 86 0
12 34,2 49 64,2 87 31
13 56,7 50 58,5 88 0
14 53,9 51 0 89 32,6
15 27,6 52 8,5 90 33,3
16 18,5 53 18,5 91 11,1
18 31,5 54 0 92 0
19 27,6 55 0 93 42
20 39,4 56 45,7 94 31,5
21 32,8 57 34,2 95 16,4
22 0 58 15,7 96 24,6
23 15,7 59 24,2 97 10,9
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Cizelge 4.5 devam

24 0 60 27,1 98 23,2
25 18,5 61 27,1 99 17,8
26 0 64 35,7 100 9,5
27 0 65 7 101 17,8
28 23,6 66 62,8 102 26

29 14,4 68 17,1 103 19,1
30 27,6 69 0 104 10,9
31 26,3 70 0 105 17,8
32 44,7 71 50 106 17,8
33 0 72 48 107 20,5
34 0 73 44 108 30,5
35 17,1 74 20 109 24,6
36 0 75 0 110 34,2
37 144 76 14 111 18,5
38 0 77 43 112 315

*Kontrol petrilerinde FOC koloni yari ¢ap1 45 mm.dir. Degerler Kontrol (+) petrilerindeki miselyal gelismeye gore etki
(%)’yi gostermektedir
?Degerler 4 tekerriir ortalamasidir.

Sekil 4.7 Hiicre duvari lizisi yoluyla in vitro’da FOC’un miselyal gelisimini engelleyen EB

izolatlar

4.5. Vigorite Indeksi Testi Ve in vivo Testler I¢in EB Izolatlarinin Se¢ilmesine

Yonelik Tartili Derecelendirme Sonuclari

Tez galismasinda izole edilen toplam 104 EB izolati, yukarida belirtilen in vitro
PGPR ve FOC’a kars1 biyokontrol testlerindeki performanslar1 dogrultusunda 3.2.5.
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boliimiinde agiklanan tartili derecelendirme yontemi ile aldiklar skorlarin toplamina

gore 32 EB izolat1 vigorite testine segilmistir (gizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Vigorite testine alinmak {lizere se¢ilmis EB izolatlarina uygulanan

tartili derecelendirme sonuglarina iliskin bilgiler

izolat no EB Ozelligi Biokontrol + Vigorite testi icin
izolatinin PGPR secim
Adi ozellikler i¢in
alinan toplam
deger
2 CB1/1 Gram (-) 29,6
4 CB2/1 Gram (-) 33,6
5 CB2/2 Gram (-) 74,8 Secildi
6 CB2/3 Gram (-) 70,0 Secildi
8 CB4 Gram () 35,6 Secildi
11 CB5/2 Gram () 44,4
12 CB7 Gram (-) 39,6
13 CC7/1 Floresan Pseudomonas 62,0 Secildi
14 CC7/2 Gram (-) 50,4 Secildi
15 CB8/1 Gram () 35,6 Secildi
16 CB8/2 Gram (+) 33,6 Secildi
18 CB9/2 Gram (-) 37,6
19 CB9/3 Gram (-) 44,8 Secildi
20 CA10 Gram (+) 34,8
21 CB10 Gram () 60,8 Secildi
31 CA17/3 Floresan Pseudomonas 40,4 Secildi
32 CA17/4 Gram (+) 36,8
35 CA18 Gram (+) -
37 CB18/2 Gram (-) 29,6
40 CB20/3 Gram (-) 32,0
45 CB24 Gram (+) 29,2
48 CC25/1 Floresan Pseudomonas 36,0 Secildi
49 CC25/2 Floresan Pseudomonas 46,0 Secildi
50 CC26 Gram (-) 46,8 Secildi
52 CA27/2 Floresan Pseudomonas 39,6
53 CC27 Floresan Pseudomonas 46,8 Secildi
56 CA28/1 Gram (-) 58,0 Secildi
57 CA28/2 Gram (-) 39,2
58 CAZ28/3 Floresan Pseudomonas 47,6 Secildi
60 CA29/1 Floresan Pseudomonas 32,4
61 CA29/2 Floresan Pseudomonas 33,2 Secildi
64 CC29/1 Gram (-) 30,0
66 CC29/3 Gram (+) 46,8 Secildi
68 CC30 Floresan Pseudomonas - Secildi
71 CA32/2 Gram (+) 36,8
72 CA33/1 Gram (+) 45,2 Secildi
73 CA33/2 Floresan Pseudomonas 48,0 Secildi
76 CC35/1 Floresan Pseudomonas - Segildi
77 CC35/2 Gram (+) 38,0
78 CC35/3 Gram (-) 30,0 Secildi
80 CB36/1 Gram (-) 78,8 Secildi
81 CB36/2 Gram (-) 38,8 Secildi
83 CC37/2 Gram (-) 42,8 Segildi
84 CC37/3 Gram (+) 41,2
85 CA38 Gram (+) 56,4 Secildi
86 CB38/1 Gram (+) -
87 CB38/2 Gram () 44,8 Secildi
88 CA39/1 Gram () 30,0 Secildi
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Cizelge 4.6.’nin devam

89 CA39/2 Gram (+) 37,2
90 CB39 Gram (+) 30,8
93 CC391/3 Gram (+) 42,0
94 C40 Gram (+) 30,0
95 CB40/1 Floresan Pseudomonas 38,4
96 CB40 /2 Floresan Pseudomonas 51,6 Secildi
98 CC40 /2 Gram (-) 29,2
99 CA41/1 Gram (+) - Segildi
102 CC41/1 Gram (+) -
103 CC41 /2 Gram (-) 32,8
107 CC42/1 Gram (-) 36,0
108 CC42 /2 Gram (-) -
109 CC43 Gram (+) -
110 CA44 /1 Gram (+) 30,8
112 CC44 Floresan Pseudomonas 37,6 Secildi

4.6. Vigorite Indeksi Testi Sonuglar:

Vigorite indeksi testi sonuglarina gore, VI degeri Negatif Kontrol’e (4657)
yakin ya da daha yiiksek olan 6, 14, 16, 19, 37, 49, 50, 56, 57, 60, 61, 66, 68, 73, 80,
81, 83, 85, 87, 88, 93, 95, 99 ve 112 no.lu 24 EB izolati, FOC’a kars1 in vivo
biyokontrol etki ve bitki gelisimini artirict etki (PGPR) testlerine alinmistir. Baz1 EB
izolatlar1 ise VI sonuclarindan da anlasilacagi gibi ¢imlenme ve VI’ni olumsuz
etkilemistir. Sekil 4.8’da goriildiigii gibi, 73 no.lu EB izolati in vitro vigortie testinde
Negatif Kontrol’e gore ¢imlenme ve VI'ni olumsuz etkilemesine ragmen, in Vvitro
biyokontrol ve PGPR parametreleri ¢ok uygun oldugu i¢in in vivo testlere alinmasina
karar verilmistir (Sekil4.8). Vigorite Indeksi testinin karsilastirmali sonuglar1 Cizelge

4.7°de goriilmektedir:

Cizelge 4.7. EB izolatlarinin hiyar tohumlarinda Vigorite Indeksi (VI)

iZOLATNO DENEME [ZOLATNO DENEME
SONUCLARI* SONUCLARI*
Kontrol (-) 4657 60 5237
5 2764 61 5724
6 3173 66 4336
8 3153 68 5403
13 1840 73 2116
14 4233 76 2438
15 3083 78 2990
16 5540 80 4363
19 4996 81 5880
21 3130 83 5537
37 4100 85 5250
48 1977 87 6184
49 6153 88 5297
50 5540 96 5803
53 2027 93 5237
56 4627 99 4986
58 3120 112 5143

*Degerler her petride 10 tohum bulunan 3 tekerriir ortalamasidir
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Sekil 4.8 EB izolatlariin hiyar tohumlarinda Vigorite Indeksi (VI) sonuglarinin Negatif
kontrol (NC) ile karsilastirilmas1

4.7. EB Izolatlarinin Bitki Biiyiime Odasinda In vivo Kosullarda FOC’a
Biyokontrol Etki Testlerinin Sonug¢lar:

Vigorite testi sonuglarina gore 24 EB izolat1 Saks1 denemesine segilmistir. Bitki
bliyiime odas1 kosullarinda gergeklestirilen in vivo saksi denemesinde EB
izolatlarinin FOC’a kars1 biyokontrol etkisi 0-4 skalasina gore degerlendirildiginde;
EB izolatlarindan 16, 83, 68, 99, 112 ve 37 no.lu bakteriler FOC inokulasyonundan 6
hafta sonra, bitki biiylime odasi1 kosullarinda, hastalik siddetini Pozitif Kontrol
uygulamasina gore % 31 -62 oraninda engelleyen en basarili uygulamalar
olmustur(Cizelge 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10). 16, 83, 68, 99, 112 ve 37 no.lu EB
izolatlar: bitki bilylime parametreleri agisindan da bitki gelisimini artirmada Pozitif

Kontrolden farkli bulunmustur( Cizelge 4.9, Sekil 4.11).

Cizelge 4.8 EB uygulamasmin bitki biiyime odas1 kosullarinda, saksi

denemsinde FOC’un neden oldugu Fusarium Solgunlugunun gelisimine etkisi

izolat no. Hastalik indeksi | Hastalhk Siddeti Pozitif Kontrol’e gore
(0-4 skalas1)* (%) etki (%0)***

Pozitif Kontrol 2.1 52.5 cdef** --

87 1.67 41.67 abcde 20.62

16 1.37 33.33 abc 36.5

66 211 52.78 cdef -0.5

83 1.20 30.00 ab 42.85

68 14 55.00 abc -4.76

99 0.8 25.00 a 52.38

88 1.67 46.87 abcde 10.72

61 3.00 75.00 g -42.86

85 1.8 45.00 bcde 14.29
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Cizelge 4.8.” in devamm

49 1.67 41.67 abcde 20.62
56 1.90 475 bcde 9.5
50 2.44 61.11 efg -16.4
112 14 35.00 abc 33.33
81 3.00 75.00 g -42.86
80 1.9 475 bcde 9.52
14 1.62 40.62 abcd 22.63
19 2.00 50.00 cdef 4.76
73 2.00 50.00 cdef 4.76

6 2.67 66.67 fg -27.14
93 2.00 50.00 cdef 4.76
37 1.44 31.25 abc 31.43
57 1.80 45.00 abcde 14.29
60 2.30 57.50 defg -9.5
95 2.11 52.78 cdef -0.5

*Degerler 10 tekerriir ortalamasidir

** Tekerriirlerde saptanan hastalik siddeti (%) degerlerine uygulanan Duncan testine gore ayni
harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.

***Degerler Abbott formiiliine gére uygulamalardaki HS$% degerlerinin Pozitif Kontrolden
farkini géstermektedir

Sekil 4.9. 80 no.lu EB uygulamasinin, sadece patojen ile inokule edilmis PK

uygulamasina gore FOC’u engelleyici ve bitki gelismini artirict etkisi
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19 & | PK {44

112 K

Sekil 4.10. A. FOC’u engellemede basarili olan (sagda 49) ve etkisiz bulunan (solda
19) EB uygulamalarinin, B. Basarili bulunan 112 no.lu EB uygulamasinin PK ile

karsilastirilmast

EB izolatlarmin bitki biiyiime odasinda in vivo kosullarda FOC’a karsi
biyokontrol etki testlerinde, her uygulamada yer alan tekerriirlerde bulunan bitkilerin
baz1 bitki biiylime parametrelerine gore bitki gelisimine etkileri de arastirilmistir.
Cizelge 4.11°de; FOC baskisina karsin, EB’lerin hiyar bitkilerinde kok/yesil aksam
yas ve kuru agirliklari, ¢igek ve meyve sayist ve yaprak sayisi gibi bazi bitki biiylime
parametrelerine etkisi goriilmektedir. Boylece, hastalik baskisina karsin, EB’lerin
bitki gelisimine olan etkisi de degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Toplam bitki biyomasi
kuru agirligi biiylime parametresi olarak daha anlamli oldugu i¢in, Sekil 4.12°de
toplam bitki biyomas: (kok + yesil aksam) kuru agirlig1 toplu halde goriilmektedir.
Bitki biiylime odasi kosullarinda FOC’dan kaynaklanan hastalik siddetini basariyla
engelleyen izolatlar olan 16, 83, 68, 99, 112 ve 37 no.lu bakteriler bitki biiyiime
parametreleri agisindan da, Pozitif Kontrol ile karsilastirildiginda, olumlu 6zellikler

gostermistir (Sekil 4.9, 10).

Cizelge 4.9. EB’lerin FOC ile bulagik ortamda, bitki biiylime odasinda

yetistirilen hiyar bitkilerinde bazi bitki biiylime parametrelerine etkisi

Uygulama | Yas agirhk (g/bitki)* Kuru agirhik (g/bitki)* Yaprak Cicek-

no Yesil Kok Yesil Kok sayist® meyve
aksam aksam sayisi *

PC | 5,63 ab** 0,81bc** 1,62abc** | 0,49ab** 12,1abcdef** | 3,4abc**
NC | 10,24 1,1d 2,28 0,51abc 13,6defgh 2,8abc
6 6,94bcdefg 0,78bc 1,95efgh 0,56bc 11,56abcd 2a
14 7,62defgh 0,65abc 1,99fgh1 0,41 ab 13,75efgh 4,5bhcd
16 8,51h1 0,62 ab 2,1 ,hyj 0,45abc 13,89¢fgh 3,22abc
19 6,28abcde 0,75abc 1,64abcd 0,47abc 11,1 ab 3,7abc
37 7,8efght 0,64abc 1,98efghi 0,43 ab 12,22abcdefg | 3,5abc
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Cizelge 4.11.” in devamm

49 6,04abcd 0,77abc 1,68abcd 0,56bc 12,83abcdefg | 3,17bc
50 6,24abcde 0,75abc 1,71abcde | 0,52abc 11a 3,44abc
56 6,25abcde 0,6abc 1,58 ab 0,56bc 12,7abcdef 3,4abc
57 5,63 ab 0,93 cd 1,55 ab 0,61c 13,1abcdefg 2,8abc
60 6,45abcdef 0,76abc 1,74bcdef | 0,43 ab 11,4abc 2,3ab
61 |514a 0,61 ab 1,45a 0,38 a 1la 2,5ab
66 6,07abcd 0,73abc 1,68abcd 0,48abc 11a 3,11abc
68 7,99fgh 0,78bc 2,06gh1 0,47abc 13,4cdefg 3,7abc
73 6,48abcdef 0,63 ab 1,6ab 0,44 ab 13,1abcdefg 2,1la
80 7,11bcdefgh 0,48 a 1,88cdfgh 0,43 ab 14,3gh 4,2abcd
81 5,87abc 0,73abc 1,67abcd 0,55bc 12,88abcdefg | 3abc

83 6,15abcd 0,8bc 1,64abcd 0,47abc 12,6abcdefg 4,3abcd
85 7,43cdefgh 0,7abc 1,9defgh 0,46abc 13,2bcdefg 3,3abc
87 | 7,81efdghi 0,8bc 2fghi 0,46abc 15,5hj 6d

88 6,51abcdef 0,79bc 1,82bcdef 0,4 ab 16,67 j 5,11 cd
93 8,2ghi 0,77bc 2,05gh1 0,43 ab 11,8abcde 2,9abc
95 5,66 ab 0,63 ab 1,6abc 0,45 ab 13,22hcdefg 3,56abc
99 | 9,013 0,74abc | 2,23 1J 0,49abc 14,13fgh 3,63abc
112 | 7,88fgh 0,61 ab 1,96efgh 0,47abc 14,2fgh 2,8abc

*Degerler 10 tekerriir ortalamasidir

**Tekerriirlerde saptanan ortalama agirlik (g/bitki) degerlerine uygulanan Duncan testine gore
ayni harfi tagiyan iglemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir

Sekil 4.11FOC ile bulasik ortamda EB izolatlarinin hiyar bitkilerinin kok yas agirligina

etkis
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g/bitki
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2.5

M Seriesl

uygulamalar

Sekil 4.12 FOC ile bulasik ortamda EB zolatlarinin hiyar bitkilerinin toplam
(yesilaksam + kok) kuru agirligina etkisi

In vitro ve in vivo test sonuclar1 acisindan EB izolatlar1 tekrar
degerlendirilerek; serada topraksiz tarim sisteminde FOC’a kars1 etkililik ve EB’lerin
bitki igerisinde kolonizasyon denemeleri i¢in 83 ve 99 no.lu EB izolatlarinin

se¢ilmesine karar verilmistir.

4.8. Serada, Topraksiz Tarim Sisteminde EB’lerin FOC’a Biyokontrol
Etkisinin Testlenmesi

Tez galigmasi kapsaminda olusturulan cam sera kosullarinda yapilan topraksiz
tarim  ¢alismalari, bolim  3.2.7.2.°de  belirtilen  yontem  dogrultusunda
gergeklestirilmistir. FOC ile bulasik torfa sasirtmadan 10 hafta sonra 0-4 skalasina
gore elde edilen hastalik siddeti degerleri ve EB uygulamalarinin FOC’a kars1 serada
topraksiz yetistiricilik kosullarinda etkisine iliskin veriler Cizelge 4.10°da
goriilmektedir. Sera kosullarinda FOC’a 6zgii tipik hastalik belirtileri elde edilmis ve
Pozitif Kontrolde FOC inokulasyonundan 10 hafta sonra % 55 diizeyinde bir hastalik
siddeti saptanmustir. EB izolatlarindan 83, 99 ve Acibenzolar s methyl (ASM)
uygulamalar1 FOC inokulasyonundan 10 hafta sonra, sera kosullarinda, hastalik
siddetini Pozitif Kontrol uygulamasina goére % 48 -52 oraninda engelleyen ve
istatistiksel olarak Pozitif Kontrol uygulamasindan farkli grupta yer alan uygulamalar

olmustur. FOC’a kars1 en basarili uygulama ise 83 no.lu EB uygulamasi olmus, bu
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etki kimyasal olarak sistemik dayanikliligi uyarict olan Acibenzolar s methyl
uygulamasindan da farkli grupta yer almistir. Boylece, genel anlamda, EB
uygulamalar1 ve Acibenzolar s methyl uygulamasi fidelerin sasirtilmasindan hasat

donemi sonuna kader FOC’a kars1 etkililiklerini korumustur.

Cizelge 4.10 EB uygulamasinin serada topraksiz yetistiricilik kosullarinda,
perlit ortaminda, FOC inokulasyonundan 10 hafta sonra, Fusarium Solgunlugunun

gelisimine etkisi

uygulamalar Tekerriirlerde saptanan skala degerleri (0-4 Ortalama Etki (%)
skalas1)* H.siddeti il
1 2 3 4 %
Pozitif 2-2-2-2 1-1-1-2 3-3-2-2 3-3-3-3 55 C** -
Kontrol
BION+FOC 0-0-1-2 1-1-1-1 0-1-3-2 2-0-2-0 27 BC |50.9
99+FOC 2-1-1-0 4-2-1-1 1-1-1-0 0-0-1-2 28.1 BC |48.9
83+FOC 1-1-1-1 0-0-0-0 1-2-1-2 2-2-2-2 26.66 B 51.52
Negatif 0-0-0-0 0-0-0-0 0-0-0-0 0-0-0-0 0.00 A 100
Kontrol

*Degerler her tekerriirde 4 bitki bulunan 4 tekerriir ortalamasidir

** Tekerriirlerde saptanan hastalik siddeti (%) degerlerine uygulanan Duncan testine gére ayni
harfi tagiyan islemler P=0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.

***degerler Abbott formiiliine gore uygulamalardaki HS% degerlerinin Pozitif Kontrolden
farkini gostermekted

Sekil 4.13 Serada gergeklestirilen denemede pozitif kontrol (sadece FOC inokule
edilmis bitkiler)’de FOC’un zamana bagl olarak hiyar bitkilerinde olusturdugu solgunluk
belirtilerinin (solda), 83 no.lu EB uygulamasi (sagda) ile karsilastiriimasi

EB izolatlarinin ve ASM uygulamasinin FOC’a kars1 biyokontrol etkisi 0-4
skalasina gore degerlendirildikten sonra, FOC baskisinin varliginda ve yoklugunda,

her uygulamada yer alan tekerriirlerde bulunan bitkilerden elde edilen toplam
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pazarlanabilir meyve verimi (g/bitki) de degerlendirilmistir, elde edilen sonuglar
Sekil 4.14°de yer almaktadir. Sekil 4.14°de goriildiigii gibi; tim EB uygulamalar1 ve
ASM uygulamast FOC baskisinin oldugu kosullarda, FOC ile bulasik torfa
sasirtmadan 10 hafta sonra kiimiilatif pazarlanabilir meyve verimi agisindan Pozitif
Kontrol’den farkli grupta yer almistir. FOC baskisina ragmen, EB uygulamalar1 ve
ASM uygulamas1 goren bitkilerden elde edilen meyve verimi degerlerine yapilan
istatistik analiz sonucunda bu uygulamalarin Negatif Kontrol ile ayni grupta yer
alarak, hastaligin varlifina ragmen meyve veriminin diismesine engel olduklar

sonucuna varilmistir.

g/bitki

1.6 - 1.482a
14 - 1.314ab +-33540 1.287ab

§ 1.201
1.2 - 1.079b

w
(9,
N
o

a

0.8
0.6
0.4 o
0.2 A

T T T
BION K (-) BION +  K(+) 83EB B83EB+ 99EB 99EB+
FOC FOC

Uygulamala

Sekil 4.14 EB ve ASM uygulamalarinin sera kosullarinda, FOC varliginda ve
yoklugunda toplam pazarlanabilir hiyar meyve verimine etkisi (seraya aktarildiktan sonra 9

hafta siireyle yapilan liretim sonucunda elde edilen kiimiilatif meyve verileri)

4.9. EB’lerin ve FOC’un bitki icindeki kolonizasyonunun

arastirllmasinin sonuclari

83 no.lu EB izolat1 i¢in elde edilen kolonizasyon sonuglar1 Cizelge 4.12 ve
Sekil 4.15°de; 99 no.lu EB izolat1 i¢in elde edilen kolonizasyon sonuglari ise Cizelge

4.13 ve Sekil 4.16°da verilmistir:
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Cizelge 4.11. 83 no.lu EB izolatinin FOC ile inokule edilmis ve edilmemis

hiyar bitkilerinin koklerinde ve yesil aksaminda zamana bagli olarak
kolonizasyonundaki degisim
. UYGULAMALAR
Ornekleme
Zamani Yesil aksam (cfu/ g bitki)* Kok (cfu/ g kék)*
83 83 + FOC 83 83 + FOC
1 1x108 1x10° 1x10° 1x10°
2 2%10° ¢ 2x10°hc 2x10% 2x10°d
3 2%10° ab 2x10°a 2x10° bed 2x10°%hc
4 1.4x10° be 1,4x10°ab 5.4x10°cde 5.4x10°bc
5 1.7x10% 1.7x10%b 3,7x10%de 3,7x10%d
6 4.1x10° ¢ 4.13x10°ab 4,1x10°bcde 4,13x10°*
7 5,5x10* be 1,1x10%bc 1,1x10%abcd 1,1x10°d
8 1,2x10* ab 4,8x10°ab 2,2x10%ab 5,1x10"ab
9 5,4x10° abc 3x10%bc 5,6x10%abc 6,6x10%ab
10 1,1x10° be 1,.2x107c 1,1x10°bcd 1,3x10°bc
11 7.5x10°a 1,2x10c 8.7 x10° a 6,6 x10°a

*Cizelge 3.11°de belirtilen 6rnekleme zamani numaralaridir
**Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir.

83 no.lu izolatin tohumlara uygulanmasindan 24 h sonra hiyar tohumlarina
yiizey dezenfeksiyonu islemi uygulanmis ve 2x10° cfu/g tohum diizeyinde bir bakteri
populasyonu ile endofitik bakterilerin tohum igine girdigi saptanmistir. Kotiledon
déneminde de bitki igsel dokularinda 1,4 - 2x10° cfu/ g bitki diizeyinde bir bakteri
populasyonunun saptanmasi, EB izolatinin tohumdan yeni gelisen bitkiye dogru
kolonize oldugunu gostermistir (Sekil 4.15, Cizelge 4.12). Patojen fungus (FOC)
uygulamasindan 14 giin sonra da 83 no.lu EB’nin hiyar bitkisinin yesil aksaminda
populasyonud azalma gdstermemis yesil aksamda 3x10° cfu/ g, kokte ise 6,6x10"
cfu/g bitki diizeyini korumustur. Denemenin sona erdirildigi, FOC inokulasyonundan
45 giin sonra elde edilen kolonizasyon sonuglarina bakildiginda, 83 no.lu EB
izolatinin hiyar bitkisinin yesil aksamindaki kolonizasyonu 1,2x10”cfu/g bitki, kokte
ise 6,6 x10° cfu/g bitki diizeyini korumustur (Sekil 4.15, Cizelge 4.12). Bu sonuglar,
83 no.lu EB izolatinin patojen baskisi altindaki bitkilerin yesil aksaminda kok
dokularindan daha iyi kolonize oldugunu gostermistir. 83 nolu EB izolatinin saglikli
bitki kokiinde saptanan populasyon yogunlugu kotiledon doneminde 2 X10° cfulg
kok olurken; denemenin sona erdirildigi donemde koklerde 8.7 x10° cfu/ g kok, yesil
aksamda ise 7,5x10° cfu/g bitki diizeyinde saptanmustir (Cizelge 4.12). Bu sonuglar,
s0z konusu bakterinin hiyar koklerinden c¢ok yesil aksaminda daha iyi kolonize

oldugunu ve taginabildigini gostermistir.
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Sekil 4.15. 83 no.lu EB izolatinin FOC ile inokule edilmis ve edilmemis hiyar

bitkilerinin kdklerinde ve yesil aksaminda zamana bagli olarak kolonizasyonundaki degisim

Benzer sekilde, 99 nolu EB izolatinin tohumlara uygulanmasindan 24 h sonra
hiyar tohumlarna yiizey dezenfeksiyonu islemi uygulanmis ve 5.5x10* cfu/g tohum
diizeyinde bir bakteri populasyonu ile endofitik bakterilerin tohum igine girdigi
saptanmustir. Kotiledon déneminde de bitki i¢sel dokularinda 1.5-5,7 x10° cfu/ g bitki
diizeyinde bir bakteri populasyonunun saptanmasit EB izolatinin tohumdan yeni
gelisen bitkiye dogru kolonize oldugunu gostermistir (Sekil 4.16, Cizelge 4.13).
Patojen fungus uygulamasindan 14 giin sonra 99 no.lu EB’nin hiyar bitkisinin yesil
aksaminda populasyonu tamamen yok olmus, koklerde ise 1,6x10° cfu/g kok
diizeyine dismistir (Sekil 4.16). 99 nolu izolatin, ayn1 6rnekleme doneminde,
saglikli bitki kokiinde saptanan endofitik bakteri populasyonu yogunlugu 1,9x10°
cfu/g kok olarak saptanirken, yesil aksamda 1,6x10° cfu/ g bitki diizeyine diigmiistiir
(Cizelge 4.13). FOC inokulasyonundan 45 giin sonraki dénemde, FOC inokule
edilmemis bitkilerin yesil aksaminda 99 no.lu EB populasyonu 2,7x10* cfu/g bitki
olarak saptanirken FOC inokule edilmis ayn1 yastaki bitkilerde 99 no.lu EB izole
edilememistir. Benzer sekilde FOC inokulasyonundan 45 giin sonraki donemde
saglikli bitki koklerinde 8,3x10% cfu/g kok olan 99 no.lu EB populasyonu, FOC
inokule edilmis bitkilerde hi¢ saptanamamistir. Bu sonuglar, sz konusu bakterinin
hiyar koklerinde ve yesil aksaminda FOC inokulasyonundan olumsuz yonde
etkilendigini, ancak, saglikli Dbitkilerde de kolonizasyonunun ve populasyon

yogunlugunun diiserek devam ettigini gostermistir (Sekil 4.16, Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.12. 99 no.lu EB izolatinin FOC ile inokule edilmis ve edilmemis

olarak

hiyar bitkilerinin koklerinde ve yesil aksaminda zamana bagh
kolonizasyonundaki degisim
. UYGULAMALAR
Ornekleme
Zamanr* Yesil aksam (cfu/ g bitki)** Kok (cfu/ g kok)**
99 99 + FOC 99 99 + FOC
1 1x108 1x10° 1x10° 1x10°
2 5.5x10%0 5.5x10%c 5.5x10%b 5.5x10%d
3 1.5x10%b 1.5x10%ab 1.5x10%b 1.5x10%bcd
4 5x10%ab 5x10°bc 5,7x10%b 5,7x10%d
5 3,3x10%b 3,3x10%bc 2x10°b 2x10°d
6 2 5x10%ab 2,5x10% 2,3x10%b 2,3x10%d
7 1,7x10%b 3,2x10%c 1,1x10%b 1,1x10% bed
8 8x10% 5,4x10%ab 3,9 x10° ab 5x10° bc
9 1,6x10% 0a 1,9 x10% 1,6x10° b
10 1,1x10%ab 0a 1x10%ab 1,6x10%a
11 2,7x10%b 0a 8,3x10%ab 0a

*Cizelge 3.11°de belirtilen 6rnekleme zamani numaralaridir
**Degerler 3 tekerriiriin ortalamasidir

cfll/g bitki
9

= T

1 2 3

4

5

6 7 8

ornekleme zamani

9 10 1

cfu/g bitki

99 kok

9
8
7
6
N 5
—+—99+FOC
a

-9

1 2 3 4 5 6 7

Ornekleme zamani

99 yesilaksam

——99+FOC
—|=39

Sekil 4.16. 83 no.lu EB izolatinin FOC ile inokule edilmis ve edilmemis hiyar

bitkilerinin koklerinde ve yesil aksaminda zamana bagh olarak kolonizasyonundaki

degisim

EB uygulamasi yapilan ve sadece FOC ile inokule edilen hiyar bitkilerinin

farkli kesitlerinde FOC’un kolonizasyonu da parca ekim yoluyla arastirilmistir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 4.14°de verilmistir. Sonug olarak; EB’lerin patojenin bitkiye

girisini ve bitki igerisinde fiziksel anlamda ilerlemesini engelleyemedikleri ortaya

konmustur (Cizelge 4.14, Sekil 4.17). Buna ragmen, uygulandiklar1 bitkilerde hem

hastalik siddetini azaltmalar1 hem de verimde artis saglamalart miimkiin olmustur.



Sekil 4.17 Patojen fungus FOC’un endofitik bakteri uygulanmig ve uygulanmamis
kontrol bitkilerinde, kdk bogazindan alinan kesitlerde(9. 6rnekleme donemi) izlenmesi
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(soldan saga: EB 83+FOC, EB 99+FOC ve sadece FOC)

Cizelge 4.13. Patojen fungus FOC’un endofitik bakteri uygulanmis ve uygulanmamis

kontrol bitkilerinde izlenmesi

2 Ornek Alma | Yiizey Patojenin varligi***
Ornekleme Bigimi dezenfeksiyonu
Zamant* ¢ *x 4 FOC | 83+FOC | 99+FOC
7 Kilcal kokler | Yok + + +
+ + +
8 Ana kok ucu | Yok + + +
+ + +
Var + + +
+ + +
9 Sapm alti ve | Var + + +
kok bogazi + + +
10 4.veb. Var + + +
Bogum arasi + + +
11 7.ve8. Var + + +
Bogum arasi T T +
10. ve 11. Var + + +
Bogum arasi + + +

4.10. Secilen EB izolatlarimin Konvensiyonel Ve Molekiiler Tanmlama

*Cizelge 3.11°de belirtilen 6rnekleme zamani numaralaridir
**[zolasyonda KOM ve MGA ortamlari kullanilmistir

***Sonugclar 3 tekerriirden elde edilmistir.

Cahismalar1 Sonuclar:

16s rRNA primerleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismas: sonucunda Fd1/Rp2 igin 1400 bp ve 27F/1492R
icin 1460 bp elde edilmistir( Sekil 4.18). PCR iiriinleri sekansa gonderilmek {izere tekrar ¢ogaltilmigtir.
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1400 bp
1460 bp

Sekil 4.18. Caligmada etkili bulunan EB’lerin 16 s r RNA hedef bolgesine gore dizayn
edilmis olan fD1/rp2 (A) ve 27f/1492r (B) primerleriyle elde edilen PCR firiinlerinin
Agarose jelde 1400 ve 1460 bp’de olusturdugu bantlarin goriintiisii (M:1kb Ladder DNA, K:
Negatif kontrol)

Her iki 16 s rRNA primerinden elde edilen sekans sonuglari NCBI veri
tabandaki bilgiler ile karsilastirilarak 83 no.lu EB izolatinin Pantoea agglomerans
(Pantoea agglomerans strain NBRC 102470, % 99) ve 99no.lu EB izolatinin ise

Bacillus thuringiensis (Bacillus thuringiensis Bt407, % 99) oldugu saptanmustir.
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5. TARTISMA

Hiyar bir ¢ok iilkede ekonomik 6neme sahip bir tirtindiir. F. oxysporum f. sp.
cucumerinum’un neden oldugu solgunluk, diinyanin hiyar yetistirilen bolgelerinin
timiinde tespit edilmistir (Martyn, 1996; Fitiller et al., 1978) ve hiyar iireticileri igin
onemli bir ekonomik tehdit olarak belgelenmistir (Jenkins and Wehner, 1983;
Martinez et al., 2003; Martyn, 1996; Neshev 2008).

Fusarium solgunlugu hastaliginin vektorle tasinmasi, konukgu dizisi ve
virulensligindeki bilinmeyenler hastalik dongiisiiniin yeterince anlasilamamasina ve
dolayistyla miicadelesinin  sinirli  olmasina yol ag¢maktadir. Ciinki, F.
oxysporum’larin patojenik ve non patojenik strainleri bir¢ok bitkide asimptomatik
olarak konukcu dizisinde yer almaktadir (Abdullah and Ismail, 1976; Katan, 1971),
ve F. oxysporum'un patojenik olmayan izolatlar1 biyolojik kontrol etmeni olarak
patojenik formae Spéciallere karsi kullanilmaktadir (Alabouvette, 1990; Haridon et
al., 2011; Paulitz et al., 1987; Postma and Rattink, 1992).

Fusarium solgunluk hastaliklarini kontrol etmek oldukg¢a zordur (Borrero et al.,
2006; Elmer, 2006). Fusarium solgunluguna karsi miicadele yontemleri arasinda
kimyasal, kiiltiirel ,biyolojik kontrol metotlar1 ve hastaliga dayanakli gesitlerin
kullannm1 yer almaktadir. Bu yontemlerden, dayanikli ¢esit kullanimi hastaliklarin
azaltilmasinda, kimyasal ve kiiltiirel miicadele yontemlerine kiyasla, daha basaril
bulunmaktadir. Son yillarda, biyolojik kontrol ajanlarinin kullanimi Fusarium
solgunlugu kontroliinde ¢evre dostu bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir.
Kloepper et al. (1999) ve Gray and Smith (2005), calismalariyla bazi PGPR’larin kok
icine girebilecegini ve endofitik popiilasyon olusturabilecegini vurgulamislardir.
Icsel kok dokularmi kolonize eden endofitik bakterilerin bitki gelisimini ve bitki

sagligin artirabilecegi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Sturz et al., 1997).

Endofitik bakterilerin biyolojik savas elemani olarak kullanilmak iizere
miitkemmel adaylar olabilecegi literatiirlerden anlasilmaktadir. Bu tez kapsaminda;
acik ve ortii altinda yetistirilen hiyar bitkilerinden endofitik bakteriler izole edilmistir
ve FOC’a kars1 biyokontrol aktiviteleri agisindan in vitro ve in vivo kosullarda

testlenmis ve bu testlerin sonucuna goére hastalik etmenine karsi etkili olan bakteriyel
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endofitler saptanmistir. Bu ¢aligmada EB’ler agisindan dikkati ¢ceken bir diger olgu,

hiyar bitkilerinin i¢sel dokularinin EB popiilasyonu agisindan varsilligi olmustur.

Endofitik bakteriler i¢in uygulanan izolasyon prosediirii, endofit arastirmalar
icin anahtar rol oynamaktadir. Teorik olarak, gergek endofitler bitkilerin igsel
dokularinda aranmalidir. Bu nedenle etkili ve giiclii bir yiizey seterilizasyonu ¢ok
onem tasimaktadir. Cesitli teknikler endofitik bakterilerin izolasyonu igin
kullanilmigtir, her birinin avantajlari ve dezavantajlart bulunmaktadir. Endofitik
bakterilerin izolasyonu i¢in en yaygin yontemlerden birisi triturasyon yontemidir. Bu
siireg¢ sodyum hipoklorit de dahil olmak tizere farkli dezenfektanlar kullanarak
yapilmaktadir (Fisher et al., 1992; Gardner et al., 1982, Hinton and Bacon 1995;
Quadt-Hallmann et al., 1997a, 1997b). Odunsu dokularin ¢ok sert olmasi1 nedeniyle,
triturasyon yontemi i¢in uygun degildir ve imprinting yontemi bu sorunu ¢ézmek i¢in

kullanilan basarili bir yontemdir.

Endofitik bakteriler kok, govde, yaprak, tohum, meyve, yumru, oviiller ve
ayrica baklagil nodiilleri i¢inde ve hemen hemen bitkilerin her yerinde bulunmalarina
ragmen (Hallmann et al., 1997; Sturz et al., 1997; Benhizia et al., 2004), bitkilerin
toprak altindaki pargalar toprak iistii dokulara oranla endofitler agisindan daha
zengindir (Rosenblueth and Martinez-Romero, 2004). Bu tez ¢alismasinda elde
edilen izolatlardan % 28.42’si yapraktan ve triturasyon yontemi ile, % 71.6’s1 ise kok
ve govdeden imprinting yontemi ile elde edilmistir. Bu agidan bakildiginda, tez
calismasinda elde edilen veriler literatiir ile uyumludur ve bitkilerin kok/govde

dokular1 endofitik mikroroganizmalar agisindan daha varsildir.

Endofitik bakterilerin bircok bitkinin c¢icek, yaprak, meyve, gévde, kok ve
tohumlarindan izole edilebildigini belirten yayimnlar agirliktadir (Lilley et al., 1996).
Bu tez c¢alismasindan elde edilen sonuglar, dnceki ¢aligmalar ile uyum gostermistir.
Mundt and Hinkle (1976), 27 bitki tiiriiniin tohumlarinda ve oviillerinde bulunan 19

genus ve 46 bakteri tiiriinii kapsayan 395 endofitik bakteriyi tanilamiglardir. Hiyar
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bitkisinden izole edilen endofitik bakterilerin Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacterium, Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Micrococcus,
Paenibacillus, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia ve Stenotrophomonas vb.
gibi bakteriyel genuslar igerisinde yer aldigi yapilan calismalar ile bildirilmistir
(Mahaffee and Kloepper, 1997a, 1997b; Mc Inroy and Kloepper, 1995). Bu tez
caligmas1 kapsaminda, saglikli hiyar bitkilerinin kok, govde ve yapraklarinin igsel
dokularindan izole edilen toplam 104 EB izolatinin % 39’unun Gram (-), % 44’{iniin
Gram (+) ve % 17’sinin floresan Pseudomonas grubundan endofitik bakteriler olmasi

EB ¢esitliligi konusundaki literatiir verilerini desteklemektedir.

Endofitler bircok yollarla bitki biiyiimesini tesvik edebilmektedirler. Bu yollar
arasinda fosfat par¢alama aktivitesi (Verma et al., 2001; Wakelin et al., 2004), indol
asetik asit dretim (Lee et al., 2004) ve siderofor iiretimi bulunmaktadir. Ayrica
endofitik bakterilerin bitkiler i¢in gerekli vitamin saglamak(Pirttili et al.,
2004),0zmotik ayarlama yaninda stomalarin diizenlenmesi, kok morfolojisi
degistirilmesi, minerallerin artirllmig alimi ile birlikte azot birikimi degismesi

(Compant et al., 2005a, 2005b ) sayilabilmektedir.

Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus, Azotobacter ve Azospirillum ‘un
bazi strinleri tarafindan iiretilen etilen, oksinler veya sitokininler gibi bitki biiyiime
diizenleyicileri, bitki biiylimesini ve gelistirmesini nedensel ajantaler oldugu
diisiiniilmektedir (Arshad and Frankenberger, 1991; Bashanlarin and Holguin, 1997;
Leifert et al.,1994). Indol-3 asetik asit (IAA), hiicre uzamasi gibi hem hizli yanit ve
hem  hiicre bolinmesi ve farklilagma gibi uzun vadeli yanitlar1 uyarabilen bir
oksindir (Taghavi et al., 2009). Ornegin,baz1 Azospirillum strinleri Bazi Gramineae
koklerini endofit olarak kolonize elemektedir. Azospirillum’un bitki koklerine
agilamadan sonra gozlemlenen bitki biiyiime tesvigi, bakteriyel oksin liretimi ve

salgilanmasinin bir sonucu oldugu diistintilmektedir(Barbieri and Galli, 1993).

Patel et al. (2012), domatesten elde edilen 18 endofitik arasindan 8’inin fosfat
¢oziilebilme aktivitesini gostermistir. Sonuglar PGPR strainlerinin ¢ogunlugunda

fosfat ¢oziicii etkinliginin var oldugunu saptanmuistir.
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Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan in vitro testlerde toplam 104 izolattan
yaklagik %96’si IAA iiretimi%50’si sidrofor {iretimi ve %33’u soafat c¢ilizme
yetenegine Sahip oldugu saptanmistir, ve bu sonuglar endofit bakterilerin bitki

biiyiimesini tesvik etmesinde yuksek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Azosprillium, Azotobacter, Enterobacter, Pseudomonas EB’lerinin bazi
strainleri oksin, etilen, sitokinin ve giberellin gibi bitki hormonlar tireterek bitki
gelisiminde  artis  saglamaktadir. Bu  bliylime  diizenleyiciler  diisiik
konsantrasyonlarida bitki biiylimesini saglarlar ve biiyiime hormonlarinda kiiglik
miktarlarda artig1 bitki morfolojisi iizerinde olumsuz etkileri olabilir . Ornegin, IAA
(indol asetik asit) hormonunun {iretimi o bakterilerin bulundugu bitki iizerinde yikict
etkilere neden olabilir .Bitkilerin biiylimesini saglayan yararli strainlere gore zararl
strainlerde bu hormon yedi kat daha fazladir bu yuzden hormon iiretiminde artis,
bitkilerin biiylimesi ve morfolojisi iizerinde olumsuz etkiler yapabilir. Bu durum, tez
calismas1 kapsaminda yapilan vigorite testinden elde edilen bazi olumsuz sonuglarin
aciklanmasina katki saglayabilir. Tez ¢alismasindan elde edilen VI testi sonuglarina
gore; teslenen toplam 33 izolattan %350°si VI iizerinde kontrola gére olumsuz etKi
gostermistir. Endofit bakterilerin yiiksek miktarda IAA, abscissik asit (ABA) (Cohen
ve ark.,2008) gibi inhibitor hormonlar iiretmesi ya da diger kimiyasal maddeler bu

olumsuz etkinin nedeni olabilir.

Endofitik mikroorganizmalarin etkisi ile bitki hastaliklarinin baskilanmasi
bircok patosistemde gosterilmistir (Narisawa et al., 1998). Endofitik bakterilerin,
fungal gelisimi baskilama yetenegine sahip oldugunu gdsteren bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Celtik tohumlarindan izole edilen bazi endofitik bakterilerin,
Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum, Gaeumannomyces graminis ve
Heterobasidium annosum’a karsi giigli bir antifungal etkiye sahip oldugu

gozlemlenmistir (Mukhopadhyay et al.,1996).

Endofit biyokontrol ajanlarmin biyokontrol ~mekanizmalar1 arasinda;
antifungal ya da antibakteriyel maddelerin {iretimi (Lambert et al., 1987; Leyns et al.,
1990; Maurhofer et al., 1992),siderofor iiretimi (Kloepper et al., 1980; Schroth and
Hancock, 1981; Duijff et al., 1993),besin rekabeti (Lockwood, 1990; Kloepper et al.,
1980), yer rekabeti (Cook and Baker, 1983) ve dolayli olarak sistemik kazanilmis
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ayaniklilik veya bagisiklik tesviki (Chen et al., 1995; Ku'c, 1990; Liu et al., 1995a,
1995 b; Tuzun and Kloepper, 1994; Van Peer et al., 1990; Wei et al., 1991)
sayilabilir. Bu mekanizmalar bir ¢ok literature gére kok bakterilerinin etkileri ile de

ilgilidir.

Pleban et al., (1995) farkli tohum ve bitki dokularindan izole ettikleri
Pseudomonas fluorescens ve Bacillus spp. gibi endofitik bakterileri bir ya da birden
fazla bitki patojenine karsi testlediklerinde; Rhizoctonia solani, Pythium ultimum ve
Sclerotium rolfsii’yi etkili sekilde engelledigini bildirmislerdir. Pseudomonas ve
Bacillus sp gibi endofitlerin pamuk, kolza, domates, hiyar ve fasulye bitkilerinde
kullanilmasi fungal patojenlere kars1 biyolojik kontrolun yani sira bitki gelismesinin
de artmasina neden olmustur (Alstrém, 2000; Chen et al., 1995; Liu et al., 1995;
Safiyazov et al., 1995; Sturz et al., 1999; Tuzun and Klopper 1994,Wei et al., 1991).

Sturz et al. (1999), baz1 endofitik bakteri topluluklarinin patojenlere karsi
gosterdigi savunma mekanizmalarinin, bakterilerin konukgu bitkilerde bulunduklari
yerler ve yerlestikleri spesifik doku tipleri ile yakindan iliskili oldugunu ileri

sirmiuistiir.

Fusarium oxysporum’u kontrol etmek igin biyolojik yaklasim, bir¢ok kiiltiir
bitkilerinde popiiler hale gelmektedir. Cok sayida endofitik mikroorganizmanin
Fusarium’a karsi biyolojik Kkontrol etmeni olarak potansiyel rolii arastirilmistir
Karabiber koklerinden F. oxysporum’u kontrol etme potansiyelini sergileyen bes
endofitik bakteri izole edilmistir (Lixiang et al., 2004; Edkona et al., 2013)

Ma et al., (2013), Panax notoginseng’in kok, govde, yaprak sapi, yaprak ve
tohum gibi bes farkli bolgesinden endofitik bakterileri izole etmis ve bunlarin P.
notoginseng’de kok ciirikligii kompleks hastaligr ile iliskili lic ana patojen olan F.
oxysporum, Ralstonia sp. ve Meloidogyne hapla’ya karsi antagonistik aktivitesini
degerlendirmistir. 104 antagonistden,51’i tek bir patojene karsi antagonistik faaliyet
gosterirken; sirastyla, 43 ve 10’u ise, iki ve ii¢ patojene karsi faaliyet gOstermistir.
Tim dokularinda en baskin tiir Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum ve

Bacillus methylotrophicus olmustur ve P. notoginseng kok ¢iiriikliigii kompleks
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hastaligindan sorumlu olan her ii¢ patojene karsi etkili antagonistler olarak kabul

edilmistir.

Endofitik bakteriyel biyolojik ajanlar1 iki gruba ayrilabilir:(i) yogun bir sekilde
bitki i¢ dokularin kolonize eden ve yer i¢in yarisan, antibiosis veya her iki sekilde
patojenleri bastiran strainler, ve (ii) oncelikle kok korteksini kolonize eden, ve
bitkinin savunma/ dayanaklilik mekanizmalarin1 uyaran strainler. Bitkilerin daha
genis ve siirekli kolonizasyonu birinci tip endofitler i¢in gerekli olabilir, ¢linkii

patojen propagulii ile karsilasma rastlantisal antagonizm igin gerekli olacaktir.

Endofitik bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu, in vitro 'da fungal patojenlere karsi
antibiosiz etkisi gosterebilmesine ragmen, ¢ok azi kok dokulari igerisinde fungal
patojenleri  antibiosiz mekanizmasi yoluyla kontrol edebilme yetenegi

gosterebilmistir (Krechel et al., 2002; Sturz et al., 1999).

Hiicre duvariin pargalanmasi, endofitik bakterilerin fungal patojenleri kontrol
etmede kullandiklar1 bir mekanizmadir. Patates koklerinden izole edilen endofitik
bakteriler, kitinaz, glukanaz, sellulaz gibi hidrolitik enzimleri yiiksek seviyelerde

irettigi bildirilmistir (Krechel et al., 2002).

Chen et al., (1995), pamuk bitkisinin i¢sel dokularindan izole ettigi 170 bakteri
straininin 40"min pamuk bitkisinde Rhizoctonia solani'ye karsi aktif biyokontrol
sagladigini, 25'inin ise hiyar bitkisinde Colletotrichum orbiculare’ye karsi sistemik

dayaniklilig1 uyardigini yaptiklar: caligmalar ile gdstermistir.

Biiylik olasilikla, endofitik bakteriler araciligiyla c¢esitli biyolojik savas
mekanizmalar1 kombinasyon sekilde is gormektedir. Bu diisiince bazi antimikrobiyal
bilesiklerin hem antibiosis ve hem ISR’nin tetiklenmesiyle ilgili olmas1 gergegi ile

desteklenmektedir (Ongena et al., 2007).

Bitkiler bazi durumlarda, fitopatojen saldirilarinda hastalifi baskilayici
tepkilerin bir parcast olarak bakteriler ile ortak iligki icerisine girebilir. Endofitik
bakteriler, bdoyle korunma tepkilerinin uyarilmasinda gorev almaktadir. Son

caligmalar, endofitik bakterileri de igeren bazi rhizobakterilerin, etilen ve jasmonik
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asitden bagimsiz, salisilik asite bagimli olan sistemik korunmanin olusumunu
tetikledigini gostermistir. ISR olugsmasini saglayan kok bakterileri rhizosferde zaten
var olan yogun bakteri mikroflorasinda bulunabilmektedirler. Fakat bitkide ISR’yi
uyaran kok bakterileri arasinda spesifik bir tanima sarttir (Pieterse at al., 1998).
Ayrica bu bakterilerin belirli bir populasyon yogunluguna ulagsmasi gerektigi ve bu
esigin turpta yapilan bir caligmada gram kokte 10° cfu/ml oldugu belirlenmistir
(Raaijmakers et al., 1995). Genel kani olarak bu esigin diger pato-sistemlere de

uyarlanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez kapsaminda biyokontrol 6zellikleri ve bitki i¢inde kolonizasyonlari
acisindan daha detayli ¢alisilan 83 ve 99 no.lu EB izolatlar1 biyokontrol ve bitki
gelisimini artirma konusunda basarili olan iki izolattir. Ustelik, bitki igindeki
kolonizasyon ve populasyon yogunluklarina bakildiginda; Raaijmakers et al., (1995)
tarafindan Gne siiriilen esik deger olan 10° cfu/g bitki degerine genel olarak
ulastiklar1 dikkati ¢ekmektedir. Bu esik deger oOzellikle ISR agisindan Onem
tagimaktadir. Bu tez ¢alismasi sirasinda, ortii alt1 topraksiz tarim sisteminde yaklasik
2 ay siireyle yapilan iiretimde, 83 ve 99 no.lu EB uygulamalarinin sistemik
dayaniklilign kimyasal olarak uyaran ASM ile istatistiksel olarak ayni grupta yer
alarak FOC baskisina ragmen Pozitif Kontrol uygulamasina gore basaril
bulunmalarim1 klasik biyolojik savas mekanizmalariyla agiklamak pek miimkiin

degildir.

Amerika Birlesik Devletlerinnde yapilan bir ¢alismada F.oxysporum f. sp.
cucumerinum’a karst Pseudomonas putida kullanilmistir.  Yapilan denemler
sonucunda P. putida ile uygulama gormiis hiyar bitkileri kontrolle
karsilastirildiginda kontrole gore hastalik ¢ikisinda % 40 oraninda bir azalis
olmustur. Yapilan denemeler sonucu buradaki etkinin siderofor etkiden
kaynaklandigi anlagilmistir (Scher and Baker,1982). Bu tez calismasinda kullanilan
83 no.lu EB izolat1, 99 no.lu EB izolatina oranla biyolojik savas potansiyeli agisindan
dikkati cekmistir. Ozellikle 83 no.lu EB izolatinin in vitro’da giiclii siderofor
salgilama yetene8i gOstermesi, Fe* icin yarigsmanin yant siwra ISR’nin de

determinanti olarak kabul edilmektedir.
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Endofitik bakterilerin, ISR'yi tetikledigine dair ilk kanit 1991 yilina aittir. Daha
sonralar1 89B-61 olarak dizayn edilen,Pseudomonas fluorescens strain G8-4'iin
tohumlara uygulanmasinin ardindan bitkilerin i¢sel dokularinda kolonize oldugu ve

hiyar antraknozuna karsi sistemik korumayi tetikledigi saptanmistir (Wei et al.,

1991).

ISR-uyarict P. fluorescens WCS417r ile islem goren A. thaliana bitkisinde
ISR-uyarici genler microarray analizleri ile taranmustir. Arastirmacilar, kok
igerisinde regule edilmis 97 gen ile karsilasirken, govdede farkli bir gen regulasyonu
ile karsilasmamislardir. Ancak, arastirmacilar bitki patojeni, P. syringae pv. tomato
ile bitkinin inokule edilmesinin ardindan, P. fluorescens WCS417r ile 6n islem
gormiis bitkilerin govdelerinde regule olan 81 gen bulmuslardir. Dolayisiyla
bitkilerin, ISR yoluyla patojen saldirisina kars1 dayanikliliklarinin tetiklendigi
yapilanbu ¢alisma ile gosterilmistir (Verhagen et al., 2004).

Serratia marcescens strain 90-166’mn, bitkinin i¢sel kok dokularini kolonize
ettigi ve g¢esitli hiyar hastaliklarina karsi, ISR'yi tetikledigi arastirmalar ile
belirlenmistir (Press et al., 2001). Liu et al., (1995a), Fusarium solgunluguna karsi
ISR'nin  tetiklenmesini, bolinmis-kok sistemi (Split-root system) yontemini
kullanarak gostermistir. Fidelerin kok sistemleri, mekanik olarak iki kisima ayrilmis
ve daha sonra her kisim ayr1 bir saks1 igerisine yerlestirilmistir. Bir saksiya strain 90-
166 uygulanirken, diger saksiya patojen uygulanmis. 6 aylik deneme stiresi sonunda,
strain 90-166'm &len bitkilerin sayisini ve hastalik siddetini 6nemli 6l¢iide azalttigini

gozlemlemlemistir.

Liu et al. (1995b), baska bir ¢calismasinda Serratia marcescens strain 90-166'n,
koseli yaprak lekesine (Pseudomonas syringae pv. lachrymans) karsi ISR'yi

tetikledigini gostermistir.

Jetiyanon and Kloepper (2002), Tayland’da, bazi kiiltiir bitkilerinde ISR'yi
tetikleyen, endofitik Bacillus spp. ile yaptiklar1 sera denemeleriyle, tropikal tarimda
endofitik bakteriler ile ISR'nin tetiklenmesi siirecini arastirmiglardir. Caligmalarinda,
domatesde Ralstonia solanacearum; biberde Colletotrichum gloeosporioides,

lahanagillerde Rhizoctonia solani ve hiyarda CMV (Cucumber mozaic viriis-) igeren
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4 farkli konukgu-patojen sistemini kullanmiglardir. Calismanin hedefi, dort konukgu-
patojen sisteminin tiimiinde, ISR'yi tetikleyen endofitik spor olusturan bakterilerin
karistmii bulmaktir. Bu amagla 7 bireysel strain ve 2 strainin 11 farkh
kombinasyonu test edilmistir. B. amyloliquefaciens IN937a straini ve 4 strainin
karisimi (IN937a+B. subtilisIN937b; IN937b + B. pumilus SE34; IN937b + B.
pumilusSE49; ve IN937b + B. pumilus INR7) bu dort hastaligin tiimiiniin oranini ve
siddetini onemli Ol¢iide azaltmistir. Elde edilen sonuglar 2 onemli nedene dikkat
cekmektedir. Birincisi, spesifik endofitik bakteri strainlerinin tetikledigi ISR'nin,
tropikal kosullar altinda hastaliklara karst konukeu bitkileri koruyabilecegini
gosterirken, ikincisi ise, iki bakteriyel strainin karigiminin, farkli patojenlere karsi
farkli konukcularin korunmasini bireysel strainlere goére daha Onemli oranda

gerceklestirebildigi yapilan bu calismayla gosterilmistir.

Son zamanlarda bakteriyel endofitlerin patojenlerin biyolojik kontroliiniin yani
sira ayni zamanda biliyiimeyi de artirma gibi konuk¢u bitkiler iizerinde olumlu
etkilere sahip olabilecegi gosterilmistir (Downing and Thomson, 2000; Ryu et al.,
2005; Sturz et al., 1999). Bazi1 ¢alismalar endofitik mikroorganizmalarin bitkilerin
biiytimesini destekleyici potansiyelinin rizosfer mikroorganizmalarindan (Reiter et
al.,, 2002; van et al.,, 1993) daha yiiksek oldugunu gostermistir, ancak bitki

biiytimesinde bakteriyel endofitlerin rolleri heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Bir¢ok endofitik bakterinin bitki biiyiimesini tesvik ettigini gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Zachow et al., 2010; Malfanova et al., 2013). Endofitlerin aracilik
ettigi dogrudan bitki biiylimesinin tesvik edilmesi c¢ogunlukla bitkiler icin
hormonlarinin {iretim ve / veya diizenlenmesine ve gerekli besinlerin saglamasina
dayanmaktadir. Cesitli bitki dokularindan ¢ok sayida endofitik mikroorganizma
bildirilmistir ve bu endofitler farkli yararli ozelliklere sahiptirler. Endofit
bakterizasyonu bitki biiylimesini tesvik eder, baklagillerde daha fazla azot
fiksasyonuna yardimci olur. Bu o6zellikleri, endofitlerin tarimsal ekosistemlerde

basar1 olmasiin 6nemli yoniidiir.

Kirmiz1 yoncada bakteriyel endofitler cogu zaman Rhizobium leguminosarum
biovar trifolii ile kombinasyon halinde uygulandiginda, tek basina uygulanmasina
oranla bitki biliylimesini tesvik etmektedir (Turz et al., 1997). Ancak, Bacillus
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megaterium, Bordetellla avium ve Curtobacterium luteum tutarli olarak tek basina
veya R. leguminosarum biovar trifolii ile birlikte bitki biiytimesini tesvik etmektedir .
R. leguminosarum biovar trifolii’nin nodulasyonu Bacillus insolitus , B. brevis veya

Agrobacterium rhizogenes’ile birlikte inokule edildg1 zaman tesvik edilmistir. .

Paenibacillus macerans'in iki straini, sera kosullar1 altinda bir orkide tiirii olan
Cymbidium eburneum’da bitki gelisimini tesvik etmistir (Faria et al., 2013).
Bakterilerin inokule edildigi uygulamalarin hig¢birinde bitkilerin biiyiimesi {izerinde
zararli bir etki saptanmamistir. Bu sonuglar, bu bakteriyel endofitlerin orkide
fidelerinin iklime alistirilmasi sirasinda bitki biiyiimesini tesvik ederek potansiyel bir
yarar sagladigimi distindiirmektedir. Endofitik bakterilerde bulunan birden fazla
ozelligin varligina baglh olarak, test edilen tiim kiiltiirlerde bitkisel verimlilikte artis

gozlemlenmistir.

Kang et al. (2006), tarafindan yapilan bir calismada Pseudomonas rhodesiae ve
Pantoea ananatis’tan iki indofit strin Biber fidelerinin i¢irme seklinde uygulamasi ,
biber’de dnemli bir biiylimeyi tesvik etmistir ve sirastyla %73,9 ve %41,5 kok taze
agirhg artmistir. Ayrica Iki strin Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria’ ya karsi

bitkilerin uyarilan sistemik dayanakligi ortaya ¢ikarmis.

Endofitik bakterilerin geltik, musir, patates ve yonca gibi bitkilerde biiytimeyi
artirdiklart bildirilmistir. Sturz et al. (1998), yonca ve patatesten izole edilen
bakteriyel endofitlerin , patates bitkilerinin biiylimesindeki roliinii test etmislerdir. Bu
calismada izolatlarin % 21’1 bitki biliylimesinin artmasina neden olmustur. Bu
izolatlar yesil aksamin agirliginda % 66, bitki boyunda % 63 ve kok agirliginda % 55
oraninda artisa neden olmustur. Izolatlarin% 24’1 ise bitkilerde biliylimeyi azaltmis
ve izolatlarin% 56‘siin da bitki biiylimesi lizerinde herhangi bir etkisi olmamistir.Bu
tez calismasi kapsaminda yapilan in vivo saksi denemesinde EB’lerin FOC ile
bulasik ortamda bazi bitki biiylime parametrelerinin Ol¢iilmesinden elde edilen
sonuglara baktigimizda; denenen toplam 24 izolattan %88’i pozitif kontrola gore
bitkinin yas yesil aksaminda % 7-60 oraninda artisa neden olmustur. Izolatlarin %3’
bitkilerde biiylimeyi azaltmis, % 9 ‘u ise bitki biiylimesi {izerinde herhangi bir etki

gostermemistir.
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Bakterilerin vaskiiler dokularin kolonizasyonu ile ilgili olarak, en O6nemli
tartisma konusu endofitik bakterilerin vaskiiler sistemi bitki icerisinde taginmalar1 ve
cogalmalar1 i¢in kullanmalarina ragmen, bitkilerde patojen olan ve iletim sistemiyle
taginip orada cogalan bakteriler gibi solgunluk ve hastaliga neden olmamalaridir.
Bunun ana nedeninin, endofitik bakterilerin, bitki patojeni bakteriler gibi ksilem
kanallarin1 tikayacak yiiksek bir populasyona asla ulasmamalar1 olabilir. iletim
sistemi i¢inde endofitik bakterilerin niifusu nispeten diisiiktiir, bu nedenle yararh

endofitler vaskiiler dokular1 daha az kolonize etmekte ve daha az yer kaplamaktadir.

In vivo kosullar altinda, inokulum yogunlugu, sicaklik, nem, konukcu genotipi
gibi faktorlerin endofitik bakterilerin kolonizasyonunu etkiledigi bildirilmistir (Pillay
and Nowak, 1997) . Ornekleme zamani ve konuk¢unun gelisme asamasinda, gelisme
sezonu boyunca olusan dalgalanmalara bagl olarak da populasyon yogunlugunun

degisebilecegi bildirilmistir (McInroy and Kloepper, 1994, 1995a).

Fisher et al, (1992) tarlada musir bitkilerinde endofitik bakterilerin dagilimini
incelemisler ve bitkilerin topraga yakin olan béliimlerinde tist kismlarina gére daha
yogun kolonize oldugunu bildirmislerdir. Genel olarak, kokbogazi ve kok dokulari,
endofit bakterilerin say1 ve biyogesitlilik agisindan zengin oldugu alanlardir. Farkl
bitki dokularinda endofit bakterilerin popiilasyonlarmim 10°-10° cfu/g ve ender olarak
10" cfulg ile siurli oldugu bildirilmistir (Chanway, 1998). Endofit bakteriler
arasindaki ytiksek biyogesitliligi Mundt ve Hinkle (1976) ile Mc Inory ve Klopper
(1995) belirtmistir. Farkli bitkilerin degisik kisimlarindan en sik izole edilen endofit
bakteriler Hallmannet al,. (1997) ve Kobayashi ve Palumbo (2000) tarafindan
ozetlenmistir. Bu incelemelerin bazilarinda endofit bakteriler hem bitki geligsimini

arttrma hem biolojik kontrol 6zelligi gostermistir.

Baslangictaki inokulum miktarindan bagimsiz olarak, endofitik popiilasyonlar
bitki dokularma bagli olarak optimal biiyiikliige ulasma egilimlidir. Endofitik
Pseudomonas sp. ile inokule edilmis olan patateslerde, kok popiilasyonunun final
popiilasyon yogunlugu 1x10° cfu/cm olup baslangic popiilasyonuna gore arti
gosterirken, gdvde final popiilasyon yogunlugu, 3.3x10° cfu/cm baslangic
popiilasyonundan, 1.9x10° cfu/cm popiilasyon yogunluguna dogru diisiis gostermistir

(Frommel et al., 1991).
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Pamuk bitkilerine govde injeksiyonu yolu ile endofitik bakterilerin
uygulanmasi, Rhizoctonia solani’nin neden oldugu kdk ciiriikliigii ve F. oxysporum f.
sp. vasinfectum’un neden oldugu vaskuler solgunluk hastaliginin olusumunu
azaltmistir (Chen et al.,, 1995). Bu durumda oldugu gibi, endofitik bakteriler
uygulandiklar1 noktalardan asagi ve yukart dogru tasinabilir, i¢csel dokularda kolonize
olabilir ve vaskuler silindir i¢erisine herhangi bir patojenin girisini engelleyebilir. 83
no.lu EB izolat1 bitkinin yesil aksamdandan izole edilmistir ve oraya ulagsmak ig¢in
iletim demetlerinden ve ksilemden ge¢mek zorundadirlar. Diger taraftan FOC da
genelde bitkinin kisileminde gelismekte ve yayilmaktadir. Bu yuzden EB’ler ve
FOC’un yan yana gelmesi ve aralarinda etkilesim olmasi miihtemeldir. Tez
calismasinda EB’lerin kolonizasyonu konusunda dikkati ¢ceken bir bulgu da, 83 no.lu
EB’nin yesil aksamdan izole edilmis olmasi ve bu bakterinin yesil aksamdaki
kolonizasyonunun kdk aksamina gore daha basarili olmasidir. 99 no.lu EB izolat1 ise
kok aksamindan izole edilmistir ve bunun da kokteki kolonizasyonu daha basarili
bulunmustur. Kesin bir genelleme yapilamasa da; endofitik bakterilerin izole
edildikleri niche’ye daha kolay uyum saglamalarinin da miimkiin olabilecegi

diisiiniiebilir.

83 ve 99 nolu izolatlarin kolonizasyon ve popiilasyon dinamigine bakildiginda;
farkli asamalarda dalgalanmalar goziikse de, ozellikle 5. Donemde yani EB
stispansiyonlarinin hiyar fidelerine i¢irme bi¢ciminde ikinci kez uygulandigr donemde
populasyonlarinda bir artis géziikmektedir ve bu fark daha sonra devam etmeyerek.
yine i¢irmeden Onceki seviyelere diismektedir. (3 no.lu EB izolati bitki ic¢inde
ortalama 10° cfu/g bitki popiilasyonuna ulagmakta, 99 no.lu EB izolat:1 ise yaklasik
10* cfu/g bitki popiilasyon diizeyinde seyretmektedir. Bu sonuglar, ayni bitki dokusu
icinde farkli bakterilerin farkli popiilasyon diizeylerine ulasabilecegi izlenimini
vermektedir. Ayrica bu sonuglar; basarili bir tohum bakterizasyonunun basarili bir

biyokontrol ve kolonizasyon i¢in yeterli olacagini da bize gostermistir.

83 nolu izolatin saghkli bitkilerde popiilasyon yogunlugu 8.73 x10° - 5.4x10°
cfu/g arasinda saptanirken, FOC ile inokule edilmis bitkilerde 6.6 x10° -1.1x10’
cfu/g arasinda degismistir. Bu sonuglara bakildiginda istatistik ac¢idan saglikli ve
FOC ile bilesik bitkilerde popiilasyon yogunlugunda 6nemli bir fark olmadigi ve 83

nolu EB izolatinin patojenin varligindan etkilenmedigi anlami ¢ikartilabilir. 99 nolu
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EB izolat: ise; saglikli bitkilerde 8 x10° ~ 2x10° cfu/g bitki ve FOCile bilesik
bitkilerde 2x10°cfu/g bitki’den hizla diisiis gostererek daha sonraki dénemlerde
kolonizasyonu tamamen yok olmustur. Bu sonugtan; s6z konusu EB izolatinin
FOC’un fiziksel varligindan, besin ve yer agisindan ya da FOC tarafindan salgilanan

metabolitlerden (6zellikle toksin vb) etkilendigi anlami ¢ikartilabilir.

Kolonizasyon calismasi sonuclarinda dikkati ¢eken bir diger bulgu ise; EB
FOC’un bitki igerisindeki kolonizasyonunun EB uygulamalarindan etkilenmemesi
olmustur. Ancak, bir bagska yoruma agik konu ise, FOC’un bitki i¢inde fiziksel
varliginin EB uygulamalarindan etkilenmemekle birikte, in vivo testlerde hastalik
siddetindeki belirgin azalmadir. ISR konusunda yapilan bazi ¢alismalarda, patojenin
¢ogalmasi ve kolonizasyonunda bir azalma olmaksizin belirti gelisiminde bir azalma
olduguna dikkati c¢ekmektedir. Bitkinin patojene olan bu toleransi fizyolojik
diizeydedir. Omnegin, ACC deaminase aktivitesine sahip rhizobakter izolatlari
tarafindan uygulama goren bitkilerde patateste Erwinia carotovora pv.
carotovora‘nin neden oldugu bakteriyel yumusak c¢iiriiklik ve hiyarda Pythium
ultimum ‘un neden oldugu ¢oketen siddetinde azalma saptanmistir. Patojen saldirisi
sonrast artan Etilen stresi, ACC deaminaz aktivitesine sahip bakterilerce o6n
uygulama goren bitkilerde oldukca azalarak, patojenin popiilasyon yogunlugunu
azaltmaksizin simptom goriiniimiinii engellemyi basarmaktadir (Wang et al. 2000).
Bu calisma sonuclari, bizim bulgularimizda EB uygulanmis hiyar bitkilerinde
FOC’un bitki igerisindeki kolonizasyonunda bir azalma olmamasina karsin, simptom
gelisimi  ve hastalik siddetindeki belirgin azalmayir agiklamamiza yardimei

olmaktadir.

Laboratuvar kosullar1 altinda dikotiledonlu bitkilerde gosterildigi gibi, bazi
endofitik bakteriler tarafindan kolonizasyonun kontroliinde sinyal molekiilleri olarak
salisilik asit ve etilen’in kullanildigr bilinmektedir. Diger taraftan, celtik gibi
monokotiledonlu bitkilerde ayrica jasmonik asid (JA)’in, diazotrof Azoarcus sp.'inin
kolonizasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir. Jasmonik asit sinyal yolu ile iligkili
bitki savunma tepkilerinin kok sistemi igerisindeki endofitik bakteri kolonizasyonunu
kontrol edebildigi ileri siiriilmiistiir (Miché et al., 2006). Bitki ile uyumlu endofitik
bakteri iligkilerinde, JA ile baglantili bitki tepkilerinin daha az belirgin oldugu ve
endofitik kolonizasyonu sinirlamadigi bildirilmistir (Miché et al., 2006). Bu tez
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kapsaminda calisgilan  endofitik  bakterilerle ilgili olarak  dayanikliligin
tetiklenmesinden sorumlu gen ekspresyonlar1 ya da pathwaylari konusunda bir
calisma yapilamadig1 icin kesin bir yorum yapilamasa da, endofit kolonizasyonunun

SA sinyal molekiillerinin varligindan olumsuz etkilendigi sonucu ilgi ¢ekicidir.

Chun et al., (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada Verticillium dahliae ve
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum’a kars1 antagonistik etkisi testlenen endofitik
bakterilerin (AEB) popiilasyonlar1 fide agsamasina gore ciceklenme ve olgunlagsma
asamasinda daha yiiksek bulunmustur. Cok degiskenli varyans analizi sonuglari
AEB’in popiilasyonlarinin; ¢esitler, bitki biiyiime asamalar1 ve onlarin

etkilesimlerine gore onemli 6l¢iide degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur.

Sturz ve Matheson (1996 ), in vitro kosullarda Erwinia. carotovora var.
atroseptica’ya kars1 yiiksek bir engelleme giicii olan endofitik bakterilerin, in vivo
kosullarda dayanikliligi uyarma yoluyla etkili oldugunu, ancak, endofitlerin patates
yumrular i¢inde popiilasyon yogunlugu ile biyokontroliin basaris1 arasinda negatif
bir korelasyon saptandigini belirtmistir. Populasyon yogunluklarindaki dalgalanmaya
ragmen; 83 ve 99 no.lu EB izolatlar1 FOC’un serada gelisimini engellemede
istatistiksel acidan ayni grupta yer alarak ortalama bir biyokontrol basarisi
gostermistir. Hatta, kimyasal uyarict olan ASM ile de ayni grupta yer almalari
biyolojik savas agisindan basarili olduklarini diisiindirmiistiir. Bu durumda,
bakterilerin bitki icerisindeki popiilasyon yogunlugundaki artistan ¢ok konukcu
bitkideki bazi dayaniklilik mekanizmalarini tetiklemesinin daha etkili oldugu
diistinilmiistiir. Ayrica, ASM’in de sistemik dayaniklilig1 uyarici olarak bilinen bir
kimyasal olmas1 ve EB’ler ile FOC’a kars1 etkililik agisindan aym istatistik grupta
yer almalari, bu EB izolatarinin etki mekanizmasinin da bitki i¢indeki dayaniklilik

sistemlerini tetikledigini diistindiirmiistiir.

Endofitlerin popiilasyon yogunlugu, bitki dokular1 iginde ¢ogalmasi ve belli bir
alanda belli bir seviyeye gelmesi daha 6nceki ¢alismalarda kanitlanmistir. Chen et
al., (1995)’mn yaptiklar1 caligmanin Sonuglarna gore; bitkilerdeki endofit
popiilasyonundaki dalgalanmalar bitkinin yasina ve ¢evresel faktorlere baghdir ve
bitki  dokusundaki popiilasyon yogunlugu yaslanmayla birlikte azalma

gostermektedir . Bizim calismamizin bitki biiyiime odasinda homojen c¢evresel
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faktorlerde yiiriitildiigii dikkate alinirsa, endofit popiilasyonundaki dalgalanmada

bitki fizyolojisi ve yasin da iligkili oldugu soylenebilir.

EB izolat1 arasindan secilerek daha ileri testlere alman 83 ve 99 no.lu EB
izolatlarin 16s rRNA primerleriyle yapilan sekans analizi sonucunda bu
bakterilerden 83’in Pantoea agglomerans, 99 no.lu bakterinin ise Bacillus
thuringiensis tiirlerine dahil oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin tani sonuglarini
endofitik bakterilerle ilgili literatiirlerle karsilastirdigimizda 6rnegin, Pseudomonas
sp.’nin gesitli suslari, Curtobacterium luteum ve Pantoea agglomerans’da dahil
olmak tizere ¢ok sayida endofitik bakterinin biyolojik savas agisindan énemli oldugu
anlasilmaktadir (Sturz et al., 1999). Ozellikle, Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri
olan Enterobacter spp. (Boddey et al., 1991; Mirza et al. 2001), Klebsiella spp
(Mirza et al.,, 2001), Enterobacter cloacae ve Pantoea agglomerans (formerly
Erwinia herbicola) gibi tiirler bitki i¢sel dokularindan siklikla izole edilmekte ve
biyokontrol ve bitki biiylimesini tesvik etme yetenekleri konusunda en Onemli
endofitler olarak ¢ok sayida g¢alismaya rastlanmaktadir (Rossignol et al., 2001;
Torres et al. 2008) Ozellikle Pantoea spp’larmn sistemik dayanikliligi uyardig: (Jeun
et al., 2004; Liu et al., 1995; Ongena M, et al. 2000) ve fosforu ¢ozerek ve/veya
fitiohormon iiretimini artirarak bitki gelisimini tesvik ettikleri bilinmektedir
(Malboobi et al., 2009a, 2009b; Sulbaran et al., 2009; Tsavkelova et al., 2007;
Zimmer et al., 1994). 83 no.lu Pantoea agglomerans bakterisinin in vitro bitki
gelisimini artirma aktivitesine bakildiginda 45ug/ml TAA tiretimi, 6mm fosfat ¢6zme
aktivitesi ve 7 mm sidrofor aktivitesi ile biokontrol agisindan elde edilen basarsi

onceki ¢aligmalarla uyum saglamaktadir.

Bu Doktora ¢alismasinda etkili bulunan bir diger endofitik bakteri olan 99
no.lu izolatin 2 farkli 16s rRNA primeriyle yapilan sekans analizi sonucunda tiirliniin
Bacillus thrungiensis olarak saptanmasi ilgingtir. Bu tiir 6zellikle, entomopatojen
Ozelligi agir basan bir gercek endofittir. Ancak; son yillarda endofitlerle ilgili
caligmalara bakildiginda, bakterinin giiclii kitinaz aktivitesi nedeniyle, bitkilerde
dayanikliligin uyarilmasinda ve biyolojik savasda etkili oldugu yoniindedir (Bai et
al., 2002) 99 nolu bakterinin in vitro bitki gelisimini artirma aktivitesine
bakildiginda; 6pg/ml IAA iiretimi, ve zayif sidrofor salgilama aktivitesi saptanmistir.

Ayni bakteri izolat1 in vitro ikili kiltir testinde FOC’’un miseliyal gelisimini
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yaklagik %18 diizeyinde engellemeyi basarmistir. Bu bkterinin sdzkonusu in vitro
biyokontrol 6zelliginin, kitinaz aktivitesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. 99
no.lu B. thuringiensis izolat1 zayif in vitro biiyiime parametrelerine sahip olmasina
karsin; in vivo testlerde giiglii biokontrol aktivitesinin yaninda bitki gelisimini
artirma agisindan da istikrarl sekilde en basarili izolat olmustur. Bu zayif in vitro
Ozelliklerine ragmen in vivo’da boyle bir basariya ulasmasimi nedenlerinden birisi bu
izolatin sistemik dayanikliligi uyarma yoluyla FOC’un engellemesi ve indirekt olarak
bitki gelisimini artirmaktan kaynaklandigi soylenebilir. Ancak; 99 no.lu B.
thuringiensis izolatinin patojen fungus baskist olmadiginda, hiyar bitkilerinde, serada
verimi negatif kontrole oranla %30 oraninda artirmasi sonucunu bu tez ¢alismasinda
elde ettigimiz in vitro bulgularla agiklamak olanaksizdir. Bu sonugtan IAA disinda
bagka fitohormon ya da salgilarin sorumlu olmasi muhtemeldir. Pueraria
thunbergiana bitkisinin yiizey sterilizasyonu yapilmis nodiillerinden izole edilen B.
thuringiensis KR-1 izolatinin, énemli diizeyde IAA ve HCN ireterek hem bitki
gelisimini uyardigi hem de patojenlere karst dayanikliligi uyardigi belirtilmistir
(Selvakumar et al. 2008). Bu ¢alismadaki sonuglar, bizim ¢alismamizdaki sonuglarin

yorumuna katki saglayacak nitelitedir.

Bacillus thuringiensis subsp. colmeri strain 15A3’in ise; uygulandigi bitkilerde
Rhizoctonia solani, Physalospora piricola, Penicillium chrysogenum ve Botrytis
cinerea’ya karsi giiclii antifungal aktivitesinin yani sira Spodoptera exigua ve
Helicoverpa armigera gibi bocek larvalarina karsi da giiglii bir entomopatojen
oldugu belirtilmistir (Liu et al. 2010).

B. thuringiensis 'in bitki hastaliklartyla biyolojik savasta kullanilan strainlerinin
giiclii lipopeptid tiretimleri oldugu; bunlardan da 6zellikle fengycin {iretiminin B.
thuringiensis’de baskin oldugu yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (Kim et al., 2004).
Bir lipopeptid olan fengycin’in, 6zellikle fungal patojenlere kars1 antifungal aktivite
gostermesinin yani sira, ayn1 zamanda, bitkide patojen saldirisina kars1 dayaniklilik
mekanizmalarin1 harekete geciren bir sinyal molekiilii olarak da dnemli bir islevi

bulunmaktadir (Kim et al., 2004; Ongena and Jacques, 2007).
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6.SONUC VE ONERILER

1- Bu tez galismasinda hiyar bitkilerin hemen hemen tiim i¢Sel dokularinda

kok,sap,yaprak) endofitik bakterilerin varlig1 ve ¢esitliligi onaylanmistir

2- Bu tez ¢alismasinda endofitik bakterilerin izolasyonunda doku tipine gore
modifiye edrek kullandigimiz triturasyon ve imprinting yontemlerinin bizi basarili
bir sekilde amacimiza olustirdigi soylenebilir. Bu yontem, benzer bitkiler i¢in de

onerilebilecek bir protokol olabilir.

3- Elde edilen endofitik bakterilerin in vitro’da yapilacak eleme calismalart ve
incelenecek antagonist 6zelliklerinin hedeflenen ¢alismaya gore dnceden belirlenen
onem dereceleri iizerinden puanlama yapilarak bir tartili derecelendirme yonteminin

gelistirilmesi de in vivo testlere se¢im konusunda anahtar bir rol oynayabilir.

4- Bu tez ¢alismasinda, endofit bakteriyle inokiile edilmis bitkilerde patojenin
(FOC) varliginda ve test edilen tiim zamanlarda saptanmasina ragmen hastalik
siddetindeki ~ azalmanin ~ yorumu  bitkide dayanikliigin  uyarilmasindan
kaynaklanabilir ve endofitik bakterilerin bitki gelisiminde artisa yol agmalari
patojenin zararina kars1 bitkileri daha avantajli duruma getirebilir. Bu konuda daha
net yorum yapilabilmesi ve pratikteki olumlu/olumsuz  yansimalarinin
belirlenebilmesi i¢in daha genis ¢apli molekiiler aragtirmalara ve kanitlara ihtiyag

vardir.

5. Bu tez ¢alismasinda testlenen EB’ler serada yapilan iiretim denemesinde
FOC baskisina ragmen hastalik siddetini kimyasal sistamik dayanikliligi uyarici
olarak bilinen ASM ile aym diizeyde engellemyi basarmistir. Ustelik, ASM
uygulanan bitkilerde verimde diisiis goriilmesi bilinen bir fitotoksisite problemidir.
Bu agidan degerlendirdigimizde EB izolatlari, hastalifa kars1 biyokontrol etkilerinin

yani1 sira verimi de artirmay1 basarmalartyla ASM’den daha etkili bulunmustur.

6- Bu tez calismasinda kullanilan 99 no.lu B. thuringiensis izolatinin PGPR
etkinliginin hastalik baskist olmadan verimi %30’lere varan diizeyde arttirmasi
dikkat cekicidir. Bu calismada elde edilen sonuglar kok bakterilerinin serada

topraksiz ortamda hiyar yetistiriciliginde olumlu katkilarinin  olabilecegini
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gostermektedir. Uygun kullanimi ile hastaliklarla miicadelede etkisinin yaninda
verime olan bu olumlu katkisi, {ireticilerin biyolojik preparatlart hem bir miicadele
sistemi hem de bitki gelisimini arttiric1 iirlin olarak kabullenip tercih etmeleri

konusunda da tesvik edici olabilir.

7- Bu tez c¢alismasinda kullanilan 99 no.lu B. thuringiensis izolatinin
entomopatojenik ozelliklerinin varligi da arastirilmasi gereken bir baska konudur.
Entomopatojen 06zelliginin saptanmasi, bazi hastalik ve zararlilara karsi birlikte

kullanilma olanag saglayabilir.

8- Farkli endofit bakteriler populasyon agsindan bitki i¢inde ve patojenle
karsilastiginda farkli davraniglar gostermektedir. Bu davraniglarin - nedenini

incelemek bizim gelecekte Eb’lerden daha iyi yararlanmamiza yardimci olacaktir.

9- Hiyar Fusarium solgunluk hastaligi etmeni igin toplanan hastalikli
bitkilerden ¢ogunlukla Fusarium oxysporum f.sp. radisis cucumerinum izole
edilmistir. Bu sonug da bizim seralarimizda giderek bu etmenin de 6nemli oldugunu

ve lizerinde ¢alisilmasi gerektigini gostermektedir.
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