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OZET

FASULYEDE ADi BAKTERIYEL YANIKLIK HASTALIGI ETMENLERININ
BiYOLOJiK MUCADELESINDE ANTAGONIST BAKTERILERIN
KULLANIMI

ATAY, Ayten
Yiiksek Lisans Tezi
Tarim Bilimleri Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen YESILDAG
Temmuz 2023, 70 sayfa

Bu calismada, fasulye bitkisinde adi bakteriyel yaniklik hastaligina neden olan
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (MFD 442 ve MFD 270) ve Xanthomonas
citri subsp. fuscans’in (Xcf) (MFD 265 ve MFD 266) antagonist bakteri strainleri ile
biyolojik kontrolii arastirilmistir. Bu amagla farkli kaynaklardan bakteri izolasyonu
yapilmistir ve elde edilen 78 bakteri straininin yag asit metil ester analizi ile tanilari
yapilmistir. Ayrica antibakteriyel etkisi belirlenen bazi strainlerin 16S rRNA dizi analizi
ile de tanis1 yapilmistir. In vitro ortamda bakteri strainlerinin Xpp ve Xcf’ye karsi
antagonistik etkileri test edilmistir. Sonuglar Xpp i¢in degerlendirildiginde, MDF 442
strainine kars1 9, MFD 270 strainine kars1 5 strain etkili bulunmustur. In vitro bulgular
Xcf i¢in degerlendirildiginde ise MFD 265 strainine kars1 14 ve MFD 266 strainine
kars1 ise 10 bakteri straininin etkili oldugu tespit edilmistir. Strainlerin Xpp gelisimini
10,5-28 mm, Xcf geligsimini ise 0,95-37 mm inhibisyon zonu olusturarak engelledikleri
saptanmistir. Her iki patojen strainine karsi etkili bulunan antagonist bakteri strainleri
segilerek in vivo ortamda adi bakteriyel yaniklik hastaliginin gelisimine etkileri
arastirtlmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 8 uygulama ile (tek ve
kombinasyon seklinde) 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmistiir. Uygulamalarin kontrol
grubuna kiyasla %45-100 oranlarinda etki gostererek hastalik gelisimini engelledigi
tespit edilmistir. ki B. subtilis strainin (IT159 ve IT162) ve B. mycoides strain
OBF71’in Xpp nin neden oldugu hastalik gelisimini %100 engelledigi tespit edilmistir.
B. subtilis strain IT159’un ise Xcf’nin neden oldugu hastaligi %100 kontrol ettigi
belirlenmistir. Patojen strainlerine karsi etkili bulunan 20 bakteri straininin azot fikse
etme, fosfor, potasyum ve kalsiyum ¢dzme yetenekleri, pektolitik aktiviteleri, farkli pH
ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme 6zellikleri belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Biyolojik kontrol, fasulye, Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli,
Xanthomonas citri subsp. fuscans



ABSTRACT

USE OF ANTAGONIST BACTERIA IN BIOLOGICAL CONTROL OF
COMMON BACTERIAL BLIGHT DISEASE AGENTS IN BEANS
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July 2023, 70 pages

In this study, the biological control using antagonist bacterial strains of
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) (MFD 442 and MFD 270) and Xanthomonas
citri subsp. fuscans (Xcf) (MFD 265 and MFD 266), which cause common leaf blight
disease in bean plants, was investigated. For this purpose, bacteria were isolated from
different sources and 78 strains were identified by fatty acid methyl ester analysis. In
addition, the some of strains whose antibacterial effects were determined were identified
by 16S rRNA sequence analysis. Antagonistic effects of bacterial against Xpp and Xcf
were tested in vitro. When the results were evaluated for Xpp, 9 strains were found
effective against MDF 442 strain and 5 strains against MFD 270 strain. When the in
vitro findings were evaluated for Xcf, 14 bacterial strains were found to be effective
against MFD 265 strain and 10 bacterial strains against MFD 266 strain. It was
determined that strains inhibited the growth of Xpp by forming an inhibition zone of
10.5-28 mm and the development of Xcf by forming an inhibition zone of 0.95-37 mm.
Antagonist bacteria strains found to be effective against both pathogen bacteria strains
were selected and their effects on the development of common leaf blight were
investigated in vivo. The experiment was carried out according to the randomized plot
design with 8 applications (single and combination) with 3 replicates. It was determined
that the applications prevented the development of the disease by showing an effect of
45-100% compared to the control group. Two B. subtilis strains (IT159 and 1T162) and
B. mycoides strain OBF71 were found to inhibit the development of Xpp caused disease
100%. It was determined that B. subtilis strain 1T159 controlled the disease caused by
Xcf 100%. Nitrogen fixation, phosphorus, potassium and calcium dissolving abilities,
pectolytic activities, growth characteristics at different pH and salt concentrations of 20
bacterial strains found to be effective against pathogen strains were determined.

Keywords: Biological control, bean, Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli, Xanthomonas
citri subsp. fuscans



ONSOZ ve TESEKKUR

Fasulye {iretiminde hastalifa neden olan bakteriyel etmenler arasinda
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli ve Xanthomonas citri subsp. fuscans’in neden
oldugu fasulye adi bakteriyel yaniklik hastaligi ciddi ekonomik {iriin kayiplar
olusturmaktadir. Hastalik ile miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin yetersiz kalmasi ve etkili
bir kimyasal kontroliin olmamasindan dolay1 alternatif miicadele ydntemleri dnem
kazanmaktadir. Ayrica tarimsal liretimde pestisitlerin bilingsizce kullanilmasi insan ve
cevre saglhigini tehdit etmekte ve ekosistemin dengesinin bozulmasina sebep olmaktadir.
Bu nedenle tez calismasinda, fasulye adi bakteriyel yaniklik hastaliginin olusturacagi
verim ve kalite kayiplarinin Oniine gegebilmek icin patojene karsi biyolojik kontrol
olanaklarinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda Xpp ve Xcf’ye karsi
aday antagonist bakteri strainlerinin izolasyonu ve tanisi yapilmis, elde edilen strainlerin
bitki gelisimini tesvik edici bazi 6zellikleri belirlenmistir. Ardindan in vitro ortamda
patojenlere karsi bakteri strainlerinin antimikrobiyal aktivitesi test edilmis, basarili
bulunan bakteri strainlerinin patojene karsi fasulye bitkilerini korumadaki etkisi saksi

denemelerinde arastirilmistir.

Yiiksek lisans tez konumun belirlenmesinde, planlanmasinda, laboratuvar
calismalarimin yiiriitilmesinde ve sonuglarin degerlendirilmesinde maddi ve manevi
destegini hissettigim, iizerimde ¢ok emegi olan kiymetli damigmanim, Dr. Ogr. Uyesi
Mesude Figen YESILDAG hocama sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim. Tez
calismamin her asamasinda destek ve yardimlariyla yanimda olan kiymetli arkadaglarim
Ziraat Yiiksek Miihendisi Biisran SUNY AR ve Ziraat Yiiksek Miihendisi Isil TEMEL’e
tesekkiir ederim. Caligmamiza maddi kaynak saglayan Igdir Universitesi BAP birimine
tesekkiir ederim. Ogrencilik hayatim boyunca her zaman yanimda olan beni maddi ve

manevi destekleriyle yalniz birakmayan aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Ayten ATAY
IGDIR/2023
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1. GIRIS

Baklagiller (Leguminoceae) cicekli bitkiler igerisinde yer alan en kapsamli bitki
grubudur ve yaklasik olarak 700 cinsle temsil edilen 18.000 tiirden olugsmaktadir. Bu
kadar genis bir skalaya sahip olan baklagiller, hayvan ve insan beslenmesinde, ilag
endiistrisinde, mobilya, kagit, boya ve regine yapiminda, kozmetik sanayi gibi bir¢cok
alanda kullanilmaktadir. Ayrica koklerinde nodiil olusturan ve biyolojik azot fiksasyonu
yetenegine sahip olan faydali bakterileri barindirmalari nedeniyle, toprak verimliliginin

arttirilmasinda da énemli rol oynamaktadir (Ozdemir, 2002).

Baklagillerin 6nemli bir iiyesi olan fasulye (Phaseolus vulgaris L.) tek yillik,
sicak-1liman iklim bitkisidir. Kékeni Orta Amerika olup 250 yil 6nce Anadolu'ya
getirilmistir ve ¢ok genis bir yayilim alani bulmustur. Toprak ve iklim kosullari
acisindan ¢ok uyumlu olan fasulye taze, kuru, konserve ve tursu olmak iizere degisik
sekillerde degerlendirilmektedir. Yiiksek protein icerigi, kompleks karbonhidratlar, folik
asit, A, B1, B5, B9 ve C vitaminleri, Ca, Mg ve Fe mineralleri ve diyetin diger temel
unsurlar1 agisindan zengin olmasi nedeniyle miikkemmel bir besin olarak kabul
edilmektedir (Gichangi, 2012). Insan beslenmesi agisindan katkisinin yani sira kisa bir
biiytime dongiisiine sahip olmasi (Bitocchi et al., 2012) ve her gelir diizeyinden insan
tarafindan tiiketilmesi hemen hemen tiim diinyada bol miktarda tiiketilen 6nemli bir

kiiltiir bitkisi olmasina neden olmaktadir (Mwaniki, 2002; Kara et al., 2009).

Fasulye baklagiller igerisinde diinyada en fazla ekim alanina sahip olan bir
tirlindiir. Diinya genelinde kuru fasulye ekim alan1 27.715.023.7 hektar olup toplam
verim 35.920.593 ton’dur. Taze fasulye ekim alani ise 1.586.086 ha’dir ve bu alandan
elde edilen verim 23.411.172 ton’dur. Ulkelerin iiretim miktarlarma bakildiginda, kuru
fasulye yetistiriciliginde Hindistan i 6.120.000 ton iiretim ile ilk siray1 aldigi, bu iilkeyi
2.899.864 ton ile Brezilya, 2.483.070 ton ile Myanmar, 1.292.997 ton ile Cin Halk
Cumbhuriyeti ve 1.020.087 ton ile ABD’nin takip ettigi goriilmektedir (FAO, 2022).
Tiirkiye’de toplam kuru fasulye ekim alani ise yaklasik 970 bin dekardir ve iiretim
miktar1 270 bin tondur (TUIK, 2022). Taze fasulye yetistiriciliginde ise, 18.090.542 ton

tiretim ile Cin ilk sirada yer almakta, Endonezya 904.043 ton ile ikinci, Hindistan



661.923 ton ile tgiincii, Tirkiye 510.366 ton ile dordiincii ve Fransa 374.730 ton ile
besinci sirada bulunmaktadir (FAO, 2022).

Tiirkiye’de en fazla tiretimi yapilan sebze tiirlerinden birisi olan fasulyenin hem
sahil hem de i¢ bolgelerde yetistiriciligi yapilmakta ve genellikle tarla sartlarinda bodur
ve sirik g¢esitler tercih edilmektedir. Taze ve kuru olarak iiretilen fasulye hemen hemen
her bolgede yetistirilmekte ancak en fazla iiretim Orta ve I¢ Anadolu bolgelerinde
yapilmaktadir (Ozdemir, 2002).

Fasulye yetistiriciligi siiresince goriilen fungal, bakteriyel ve viral hastaliklar;
diisiik verimin baslica nedenleri arasinda kabul edilmektedir (Ferreira et al., 2003).
Fasulyede adi bakteriyel yanikligina neden olan Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli ve
Xanthomonas citri subsp. fuscans, hale yanikligina neden olan Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola ve bakteriyel kahverengi leke hastaligini olusturan Pseudomonas
syringae pv. syringae yikici ve ekonomik agidan 6nemli bakteriyel patojenlerdir (Paiva
et al., 2018). Her ti¢ hastalik da yikici ve ekonomik agidan 6nemli olmasina ragmen, adi
bakteriyel yaniklig1 diinya ¢apinda daha yaygin goriilen ve daha fazla verim kaybina
neden olan bir hastalik olarak daha ¢ok dikkat ¢ekmektedir (Bianchini et al., 2005).
Patojen tohum {iiretim alanlarinin %83'linde, ticari alanlarda ise %79'a varan oranlarda
bulunmakta, verimi %55 azaltmaktadir (Fourie, 2002; Katungi et al., 2009). Yiiksek
bagil nem ile 27 °C sicakliklarda bu oran artmakta ve %75-100’e ulagarak fasulye
iretimini kisitlamaktadir (Belachew et al., 2015, Belete and Bastas, 2017).

Xanthomonas cinsi Xanthomonadacea familyasi igerisinde Xanthomonadales
takiminda yer almaktadir. Yaklasik 400 konukcu bitkide hastalia neden olan
Xanthomonas cinsi 27 tiirden olusmaktadir ve patojenik strainler yiiksek derecede
konukegu 0Ozgiilliigii (host spesifik) gostermektedir (Benson et al., 2009). Yani tipik
olarak Xanthomonas strainleri, yalnizca izole edildikleri konukgu tiirlerde hastaliga
neden olmakta ve diger bakteri tiirlerine kiyasla konuk¢u dokuda daha yavas
gelismektedir (Agrios, 2005). Fasulye adi bakteriyel yanikligi hastaligina, X. phaseoli
pv. phaseoli (daha 6nce X. axonopodis pv. phaseoli) ve X. citri subsp. fuscans (daha
once X. fuscans subsp. fuscans) olmak tizere iki Xanthomonas tiirii neden olmaktadir
(Mhedbi-Hajri et al., 2013; Constantin et al., 2016; Chen et al., 2018). iki organizmanin

siklikla birlikte bulundugu, ayni hastalik dongiisiine sahip oldugu ve diinyanin birgok
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fasulye iiretim bolgesinde hastalik olusturdugu bildirilmektedir (Selamawit, 2004).
Patojenlerden X. citri subsp. fuscans (Xcf)’a ait koloniler, tirozin igeren besi ortaminda
2-9 giin igerisinde belirgin bir kahverengi pigmentasyon (melanin) liretimi ile fenotipik
olarak ayirt edilmektedir (Fourie, 2002). Xanthomonas phaseoli pv. pahseoli (Xpp) ise
Nutrient Agar (NA) iizerinde olusturdugu sari, mukoid, konveks koloniler ile
tanimlanmaktadir (Schaad et al., 2000). Ayrica Xpp’ye gore Xcf’in tohumdan fideye
gecis yilizdesinin 6nemli dlgiide daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (He, 2010).

Etmen; diiz gubuk seklinde, 0,4-1,0 x 1,2-3,0 um arasinda degisen biiyiikliikte,
aerobik, katalaz pozitif, nitratlar1 indirgemeyen, gram negatif bir bakteridir (Agrios,
2005). Hicreler bir polar flagellum ile hareketlidir ve hiicrelerinin dig1 bir
ekstrapolisakkarit olan ksantan ile ¢evrilidir (Swings and Civerolo, 1993). Gelismeleri
icin minimum sicaklik 5°C-9°C ve maksimum sicaklik 30°C-39°C arasindadir (Saettler,
1991). Bakteri glikoz, arabinoz, mannoz, trehaloz ve selabioz gibi karbonhidratlar
iceren ortamlarda zayif asit liretmektedir. Bazi Xpp strainleri kiiltiir ortaminda suda
coziinmeyen fakat yayilabilen pigmentler sentezlemektedir. Bromlu arypolyene esterler
(Xanthomonadin) olarak belirlenen bu pigmentler petrol eteri, metanol ve benzende
¢Oziinmekte, 420, 441 ve 468 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon gostermektedir
(Hall, 1994).

Patojenin konukgularini Phaesolus vulgaris L.'in yan1 sira P. acutifolius Jacq,
Glycine max L., Dolichos lablab L, Lupinus polyphallus Lindl., Stizolobium
deeringianum Bort, Vigna angularis (Willd) Ohwi, Vigna aconitifolia (Jacg.) Marechal.,
Vigna mungo (L) Hepper, Vigna radiata (L.) R. Wilcz, Vigna unguiculata’yi (L)’
Wilcz, Euphorbia heterophylla (L.), Acanthospermum hispidum (D.C.), Portulaca
oleracea (L.), Chenopodium album (L.), Solanum nigrum (L.), Echinochloa crusgalli
(L.), Zea mays L., Beta vulgaris (L.) ve Amaranthus retroflexus (L.) olusturmaktadir
(Saettler, 1989; Angeles-Ramos et al., 1991; Karavina et al., 2011).

Hastalik etmeninin enfekteli fasulye tohumu iizerinde veya i¢inde hayatta
kalmasi, bakterinin canlilifini siirdiirmesinde en etkili yollardan birisidir (Darrasse et
al., 2007). Tohum, birincil inokulumun ana kaynagidir ve patojen tohumda 3-15 yil
canliligin1 siirdiirmektedir. Uluslararas1 tohum ticareti sirasinda bakteriler iilkeye ve

diinyaya bu yolla yayilmaktadir (Tar'An et al., 2001; Gillard et al., 2009). Hatta patojen
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tohumda simptomsuz bulunabilmekte ve bu durum tohum sertifikasyon programlari i¢in
ciddi sonuglar dogurmaktadir (He, 2010). Patojen ile diisikk seviyelerde tohum
enfeksiyonu, agir tarla enfeksiyonlarini baslatmakta ve uygun g¢evre kosullar1 altinda
ciddi mahsul kayiplar1 olusturmaktadir (Weller and Saettler, 1980; Schaad, 1988).
10.000 fasulye tohumu arasinda patojenle enfekte olmus en az bes tohum, hastaligin
salgin duruma gelmesine neden olmaktadir (Leben, 1981). Patojenin bitki artiklarinda
hayatta kaldig1 konusunda fikir birligi olmasina ragmen, hayatta kalma siireleri biiyiik
Olglide degismektedir. Gilbertson et al. (1988), etmenin laboratuvar kosullarinda kuru
yapraklarda en az alt1 yil, Opio et al. (1994) ise 18 aydan fazla hayatta kaldigini
bildirmektedir. Karavina et al. (2008), 12 ay boyunca serada tutulan fasulye
artiklarindan patojenin izole edildigini belirtmektedir. Santana et al. (1991), patojenin
hayatta kalmasinin, toprak ylizeyinin 20 cm altinda degil, iistiinde bulunan bitki
artiklarinda meydana geldigini ifade etmektedir. Torres et al. (2009) topraga gomiilii
materyallerde, yagisli mevsimlerde patojenin 30-45 giin, kurak dénemlerde ise 90-120
giin hayatta kaldigimmi, nemli peryotlarda, toprak yiizeyinde 45-75 giin, kurak
donemlerde ise 180 giine kadar canliligimi siirdiirdiigiinii belirtmektedir. Bu tiir
farkliliklarin nedeni, bitki artiklarinin ayrisma siiresini etkileyen toprak mikrobiyolojik
varyasyonu, bakteri hiicrelerinin metabolik durumu ve toprak mikroflora ve mikrofauna
poplilasyon dinamiklerini etkileyen ¢evresel degiskenler (sicaklik ve nem)’dir (Leben,
1981; Graham et al., 1989). Yiiksek nem kosullar1 altinda gémiilii materyal hizli bir
sekilde bozunmaya ugrayarak bakteri popiilasyonunun yok olmasina neden olmaktadir.
Ote yandan, havanmin agirlikli olarak kuru oldugu (diisiik yagisli) donemde, bitki
artiklarinin ayrigmasi daha yavas olmakta ve bu durum patojenin daha uzun siire hayatta
kalmasii saglamaktadir (Chavez and Granada, 1988). Yaprak patojenlerinin toprakta
hayatta kalmaya iyi adapte olmadiklari, patojenin toprakta 120 giinden fazla canl
kalmadigi belirtilmektedir (Hirano and Upper, 1983; Gilbertson et al., 1990). Ayrica
yabanci otlar ve diger konukgu bitkiler {izerinde de bakterinin hayatta kaldigi ve bazi
yabanci ot tiirlerinin patojeni 6 aya kadar barindirdigr bildirilmektedir (Fininsa and
Tefera, 2001). Xanthomonas strainlerinin genellikle giines 1s1gina ve kurakliga karsi
toleranssiz olduklari, ancak sahip olduklar1 ekstrapolisakkaritlerin hidrofilik bir bariyer

olarak gorev yaptig1 ve bakterilerin hayatta kalmalarin1 sagladiklar ifade edilmektedir

(Stall et al., 1993; Fourie, 2002; Buruchara et al., 2010).



Hastalik etmeni hem epifitik hem de endofitik olarak hayatta kalabilmektedir
(Weller and Saettler, 1980). Organik maddeler, alet ve ekipmanlar iizerinde varligini
siirdiirerek ve penetrasyon olmadan konuk¢u doku iizerinde simptomsuz geliserek
epifitik populasyonu, doku penetrasyonu ile maksimum gelisme gosterek patojenik
popiilasyonu olusturmaktadir (Stall et al., 1993). Epifitik popiilasyonlarin hastalik
gelisimindeki ana fonksiyonu, endofitik popiilasyonlar icin inokulum kaynag:
olusturmak ve diger konuk¢u ve konukc¢u olmayan bitki parcalarinin ylizeylerine
yayilmaktir (Wilson et al., 1999; Andrews and Harris, 2000). Sulama tiiriiniin Xpp ve
Xcf’in epifitik popiilasyonlar1 iizerinde onemli bir etkisi oldugu tespit edilmistir
(Akhavan et al., 2009). Yagmurlama sulama sisteminin bitki yapraklarindan besin
salimmi desteklemeye yardimci olarak epifitik bakteri toplulugu i¢in besin
kaynaklarinin mevcudiyetini arttirdigi, epifitik popiilasyonlarin biiylimesini sagladigi,
endofitik patojen popiilasyonu olusturmasini tesvik ettigi, fasulye yapragi yiizeyinde
ince bir su tabakasi olusturarak bakteri hiicrelerinin yaprak acikliklarindan girisini
kolaylastirdigi, ayni zamanda hastalikli bitkilerden saglikli bitkilere patojenin
yayilmasinda kritik bir rol oynadigi belirlenmistir (Beattie and Lindow, 1995; Carvalho
etal., 2011).

Yagmur, yagmurlama sulama, insanlar, hayvanlar, kontamine olmus alet ve
ekipmanlar, beyazsinekler, Melanoplus spp. ve galeri sinekleri gibi bocekler hastalikli
bitkilerden saglikli bitkilere patojenin yayilmasini saglamaktadir. Xpp strainlerinin,
Chalcodermus ruficornis ve Diaprepes abbreviata’nin sindirim kanalindan gectikten
sonra patojenitelerini korudugu ve hastalik yapma 0zelliklerini devam ettirdigi
belirtilmektedir. Isiric1 ¢igneyici agiz yapisina sahip boceklerin, sokucu emici agiz
yapisina sahip boceklerden daha etkili bir sekilde patojeni yaydiklar1 bildirilmektedir
(Gilbertson and Maxwell, 1992; Harveson, 2009; Buruchara et al., 2010; Carvalho et
al., 2011).

Patojen hiicreleri fasulye bitkilerine yapraklardaki ve diger bitki organlarindaki
stoma, hidatot gibi dogal acikliklardan ve cesitli sekillerde olusmus yaralardan
girmektedir (Rudolph, 1993). Adi bakteriyel yanikligi (ABY) esas olarak bir yaprak
hastalig1 olarak kabul edilse de, simptomlar gévde, bakla ve tohumda da goriilmektedir

(Harveson, 2009). Yapraklarda simptomlar baslangicta kiigiik, suyla i1slanmis noktalar



olarak meydana gelmekte, daha sonra bu lekeler genislemekte ve nekrotik bir gériiniim
almakta, etrafi genellikle sar1 klorotik bir hale ile g¢evrilmektedir (Francisco et al.,
2013). Olusan lezyonlar ilerleyen donemde biiyiimekte ve daha sonra birleserek
bitkilerin yanmis gibi gdériinmesine neden olmaktadir. Olii yapraklar bitkiye baglh
kalmakta, ciddi enfeksiyonlarda dokiilmektedir (Buruchara et al., 2010). Baklalar
tizerinde lekeler, genellikle dairesel, hafif ¢okiik ve kahverengimsi kirmizidir ve
kapsiiliin gelisme donemine baglh olarak lezyonlarin sekli ve boyutu degismektedir
(Melis, 1987). Beyaz veya agik renkli tohumlardaki simptomlar tohum kabugu boyunca
dagilmis veya hilus alaniyla sinirli tereyag saris1 ve kahverengi lekeler olarak belirgindir
(Agrios, 2005; Buruchara et al., 2010). Iletim sistemi yoluyla enfekte olan baklalarda,
merkezi sar1 veya krem olan suyla 1slak goriintimlii lezyonlar bulunmakta ve zamanla bu
lezyonlar ¢okiikk ve koyu kirmizimsi-kahverengi lekeler haline gelmektedir (Bultreys
and Gheysen, 2020). Kapsiil ve tohum gelisimi sirasinda enfeksiyon meydana gelirse,
enfekteli tohum biiziismekte veya giirimektedir (Schwartz et al., 2005). Bakteri igeren
tohumlar ekildiginde, ¢imlenmemekte veya kotiledon, govde ve ilk gercek yapraklar
lizerinde yanik lezyonlari olan fideler iretmektedir (Saettler, 1991). Tohumdaki
belirtiler, beyaz veya agik renkli tohumlarda belirgin olarak ortaya ¢ikmakta, ancak orta
ila koyu renkli tohumlarda belirtinin goriilmesi zor olmaktadir. Ciddi sekilde enfekte
olmus tohumdan gelisen fidelerde patojen bitkinin biiyiime noktalarma zarar
verebilmekte, bunun sonucunda fideler bodur kalmakta veya dlmektedir (Schwartz et
al., 2005). Nemli havalarda, bakla ve yapraklar {izerindeki lezyonlar daha sonra bir
kabuk olusturmak iizere kuruyan sarimsi bakteriyel sizint1 ile kaplanmaktadir. Stomadan
cikan bu bakteri hiicreleri sekonder yayilma i¢in inokulum kaynagi olusturmaktadir

(Dillard and Legard, 1991).

ABY’nin diinya ¢apinda en 6nemli fasulye hastaliklarindan biri olmaya devam
etmesinin nedenlerinden birisi bakterinin tohumla taginan dogasi nedeniyle kontrol
altina alinmasiin ¢ok zor olmasidir. Bu yoniiyle hastalik kontroliinde temiz tohum
kullanim1 ¢ok onemlidir (Gillard et al., 2009; Osdaghi et al., 2011). Enfekteli bitki
artiklari birincil inokulum kaynagi oldugundan yakilarak veya siiriilerek uzaklastiriimal
(Torres et al., 2009), yabanci otlarin eradikasyonuna 6nem verilmelidir (Aseniio et al.,
2006). Ayrica patojen kontamine alet ve ekipmanlarda ve depodaki tohum kaplarinda

yasamin siirdiirebildiginden bu malzemelerin dezenfeksiyonuna 6zen gosterilmelidir.
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ABY salginlari, iiriin rotasyonu ile azaltilmaktadir. Buna karsilik, sogan epifitik
kolonizasyon yoluyla simptomsuz bir inokulum kaynagi sagladigindan, fasulye-sogan
ekiminden miimkiin oldugunca ka¢inilmalidir (Gent et al., 2005). Ayrica yagmurlama
sulama sistemi kullaniminin diger sulama sistemlerine gore bakteri yayilimini
kolaylastirdig1 da unutulmamalidir (Akhavan et al., 2013). Ote yandan, patojen istilasin
azaltmak icin bagka bir kiiltirel uygulama da karisik ekimdir. Fasulye monokiiltiir
yerine misir veya sorgum ile birlikte yetistirildiginde misir, patojenin fasulye bitkileri
arasindaki hareketine fiziksel bir engel saglayarak hastalik siddetini diistirmekte,
hastaligin ilerleme hizin1 azaltmaktadir (Fininsa, 2001; Lemessa, 2004). Hastaligin
kontrol stratejileri arasinda genetik dayaniklilik konusu aragtirilmaktadir. Ancak
etmenin patojenite ve viriilens agisindan yiliksek degiskenlik gostermesi dayanikli
cesitlerin elde edilmesini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle dayanikli ve genis spektrumlu
cesit gelistirmede konukgu tlirlerdeki dayaniklilik kaynaklarinin  ve patojen
popiilasyonlariin genetik gesitliliginin bilinmesi gereklidir (Paiva et al., 2018). Yaprak
giibresi uygulamalarinin hastalik kontroliinde basarili oldugu, manganez uygulamasinin
sera kosullarinda fasulye bitkilerinde hastalik siddetini %49'a kadar azalttigi
belirtilmektedir (Viecelli and Moerschbiacher, 2013). Enfeksiyon olugsmadan Once
ABY’ni kontrol etmek icin ¢esitli kimyasallar tohum muamelesi ve yaprak koruyucu
olarak uygulanmaktadir. Bununla birlikte hastalida kars1 etkili kimyasallarin
bulunmamasi ve yiiksek maliyeti nedeniyle ekonomik degildir. Ayrica tarim arazilerine
ve ckosistemlere ciddi zararlar vermesi (Corréa et al., 2017), dayanikli
mikroorganizmalarin gelisimi ve toksik kalintt birikimi sonucunda insan ve cevre
sagliginda ortaya ¢ikan problemler nedeniyle kimyasal kullaniminin giderek daha fazla
kisitlandig1 goz ardi edilmemelidir (Zavaleta, 2000; Rahman et al., 2008). Bu nedenle
kimyasallar hastalik kontroliine yonelik entegre yaklasimin bir bileseni olarak, tohum ve
ticari tiretim gibi 0zel kosullar altinda akillica ve bilingle kullanilabilecek bir secenek
olarak uygulanmalidir (Gilbertson and Maxwell, 1992; Buruchara et al., 2010).
ABY’nin miicadelesinde yer alan bu prosediirler, antagonistik mikroorganizmalarin
kullanimina dayali bir biyolojik kontrol yoluyla tamamlanabilir. Biyolojik kontrol,
antibiyosis, parazitizm, rekabet ve dayaniklilik uyarimi gibi farkli mekanizmalar
icermekte, bitki gelismesini tesvik eden bakteriler (BGTB) bu amagcla kullanilmaktadir
(Haas and Defago, 2005; Borriss 2011; Jamalizadeh et al., 2011). Bu bakteriler
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metabolitler (antimikrobiyal maddeler, biyosiirfaktanlar, litik enzimler, siderofor)
ireterek patojen gelisimini smirlamaktadir (Schippers et al., 1991; Dwivedi ve Johri
2003; Haas and Keel 2003; Ran et al., 2005). Ayrica bitkilerin kok ve yesil aksam
gelisimini artirmalan ile karakterize edilmekte olan bu bakteriler (Essalmani and
Lahlou, 2003); nitrojen fiksasyonu (Sessitsch et al., 2002), hormonlarin (Perrine et al.,
2004), enzimlerin iiretimi (Mayak et al., 2004), potasyum ve fosfatlarin ¢éziindiiriilmesi
(Rodriguez and Fraga, 1999) ile bitki gelisimininin tesvik edilmesinde etkili olmaktadir.
Dayaniklilig1 tesvik eden biyokontrol strainleri bitkilerde fizyolojik degisikliklere neden
olmakta, uyarilmis dayanikliligin belirtegleri olarak kabul edilen PR-proteinlerinin
(kitinaz, B-1,3-glukanaz), peroksidaz ve fenolik bilesiklerin seviyesini arttirmaktadir
(Heitz et al., 1994; Silva et al., 2009; Sallam, 2011). Bakteriyel biyokontrol ajanlari,
ozellikle Bacillus ve Pseudomonas tiirleri, ¢esitli hastaliklarin etkin kontroliinden
sorumlu antibiyotik iiretimindeki etkinlikleri ve g¢esitlilikleri ile bilinmektedir (Khabbaz
et al., 2015). Bu iki cins aynmi zamanda sistemik dayanikliligi uyaran tiirleri de
barindirmakta (Akram et al., 2015; Planchamp et al., 2015), genis bir bitki yelpazesini
cesitli biyolojik saldirilardan korumakta, bitki biiylimesini artirmakta ve bir¢ok
hastaligin siddetini etkili bir sekilde azaltmaktadir (Beneduzi et al., 2012). Biyolojik
kontrol programi, antagonistik mikroorganizmalarin, laboratuvar kosullarinda, sera ve
tarlada fitopatojen-konukgu-cevre etklesimine bagli olarak biyoanaliz yoluyla
secilmesine dayanmaktadir (Mariano, 1993). Elde edilen bakteriyel biyokontrol ajanlari
tohumlara kaplanmakta (Corréa et al., 2014; Figueredo et al., 2014; Planchamp et al.,
2015), bitki topragina verilmekte ve yapraklara sprey seklinde pratik olarak
uygulanmaktadir (Zanatta et al., 2007). Yapilan galigmalarda, Xanthomonas spp.'nin
neden oldugu bakteriyel hastaliklarin bakteriyel biyokontrol ajanlari ile kontrol
edilebildigi, bitki gelisim parametrelerinin olumlu yonde etkilendigi bildirilmektedir (da
Silva et al., 2008; Sallam 2011; Naue et al., 2014; de Almeida et al., 2015; Singh and
Siddiqui, 2015; Giorgio et al., 2016).

Toprak kalitesinin ve bitki sagliginin korundugu, gida giivenliginin dnemsendigi
bir {iretim i¢in kimyasal kullaniminin azaltilmasi, toprak sagliginin iyilestirilmesi ve
bitki gelisimi i¢in faydali bakterilerin belirlenerek kullanilmasi biiylik 6nem

tasimaktadir. Bu nedenle sunulan arastirmada adi bakteriyel yanikligi hastaliginin



antagonist bakteri strainleri ile biyolojik kontrol olanaklarinin arastirilmasi

hedeflenmektedir. Bu hedef dogrultusunda;

e Yag asit metil ester analizi ile aday antagonist bakteri strainlerinin izolasyonu ve

tanisi,

e Elde edilen strainlerin nitrojeni fikse etme, potasyum, fosfat ve kalsiyum ¢6zme

yeteneklerinin belirlenmesi,

e Aday antagonist bakteri strainlerinin Xpp ve Xcf’1in gelisimini in vitro ortamda

engelleme veya sinirlandirma potansiyellerinin tespiti,

e In vitro test sonucunda basarili bulunan bakteri strainlerinin saksi ortaminda,
bitki yapraklarima uygulanmasmin adi bakteriyel yamikligi hastaliginin

gelisimine etkisinin degerlendirilmesi,

e Biyokontrol 6zelligi olan bakteri strainlerinin DNA barkodlama ile molekiiler

tanisinin yapilmasi amacglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

Fasulyede ABY hastaliginin bakteriyel biyokontrol elemanlari ile miicadelesine

yonelik ¢aligmalardan bazilart asagida sunulmustur.

Arsenijevic et al.,, (1998) tarafindan yapilan ¢alismada saprofit ozellikteki
bakteri strainlerinin [Pseudomonas spp. Bacillus sp. ve Erwinia herbicola (Pantoea
aglomerans)] fasulye patojenlerine [Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (P.
savastanoi pv. phaseolicola) ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli (X. axonopodis
pv. phaseoli)] karsi biyolojik kontrol aktivitesi in vitro ortamda test edilmistir.
Denemede Phaseolus vulgaris pv. palanacka rana fasulye cesiti kullanilmigtir. Test
edilen saprofit bakteri strainlerinin, fasulye patojenlerine karsi farkli antagonistik etkiler
gosterdigi bulunmustur. Antagonizmin yogunlugunun saprofit/patojen kombinasyonuna

bagli olarak ¢ok kuvvetliden zayifa kadar degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir.

Zanatta et al., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada fasulyede Rhizobium ile
uyumlu bakteri strainlerinin secilmesi ve bu strainlerin Xpp’'nin kontroliindeki rolii
arastirilmistir. Arastiricilar tarafindan Rhizobium leguminosarum pv. phaseoli (SEMIA
4077 ve SEMIA 4080) ile uyumunu degerlendirmek igin farkli habitatlardan 760 bakteri
straini seg¢ilmistir. Bunlardan 596 strain, her iki rhizobia’ya karsi etkisiz bulunmustur.
Bu strainlerin her birinin siispansiyonuna daldirilan fasulye tohumlar1 10°C'de 5 saat
calkalanmis ve sterilize edilmemis topraga ekilerek serada gelismeye birakilmistir.
Bitkiler 4 yaprakli doneme geldiginde Xpp inokule edilmistir. Hastalik simptomlari
acisindan kotiledon yapraklart degerlendirildiginde DFs093’tin %100, DFs041 ve
DFs1297 straininlerinin %90, DFs490, DFs769, DFs831, DFs842 ve DFs843
strainlerinin %80 oraninda hastalig1 kontrol ettigi goriilmiistiir. Birincil yapraklar
incelendiginde ise izole edilen DFs482 strainin %2100, DFs080, DFs348, DFs513,
DFs622, DFs769, DFs842 ve DFs912 strainlerinin ise %80 oraninda hastalik gelisimini
engelledigi tespit edilmistir.

Mokrani et al., (2019) tarafindan Pseudomonas cinsine ait toprak bakterilerinin
fonksiyonel ¢esitliliginin belirlendigi ¢aligmada bakteri strainlerinin ABY hastaligina
kars1 biyolojik kontrol potansiyelleri arastirilmustir. Izole edilen bakteri strainleri
fizyolojik, biyokimyasal 6zellikler ve BOX-PCR’a gore tanilanmistir. Ayrica sekonder

metabolitlerin kalitatif ve kantitatif analizi yapilmistir. 50 toprak bakterisinden %72’si
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floresan, %28'i non-floresan Pseudomonas olarak belirlenmistir. Strainlerden %66’sinin
fosfati ¢ozdiigli, %24’tin HCN, %21'in IAA ve tamaminin siderefor iirettigi tespit
edilmistir. In vitro kosullarda bakteri strainlerden P. grimontii P.25 ve P. cepatia P7’nin
sirastyla 26,77 mm ve 24 mm inhibisyon zonu olusturarak antibakteriyel aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde, ayni strainlerin hastalik siddetini diistirdiigii
gozlenmistir. 1ki strainin birlikte kullanmilmasinin  ise hastalik yogunlugunun
azaltilmasinda daha az etkili oldugu bulunmustur. Elde edilen bulgular sonucunda
secilen strainlerin kimyasallara alternatif olarak Xcf’in biyolojik kontroliinde

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Sallam (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada Xpp 'nin neden oldugu ABY
hastaligina karst Rahnella aquatilis’in etkisi test edilmistir. Xpp strainleri, Assiut’da
yetistirilen hastalikli fasulye bitkilerinin yapraklarindan izole edilmistir. Kurulan
patojenite testi sonucunda elde edilen strainlerin hastalik yapma 0&zelliklerinde
farkliliklar oldugu belirlenmistir. Strainlerden {i¢ tanesinin fasulyede hastalik
simptomlar1 olusturdugu ve aralarinda Xppl strainin en virulent oldugu tespit edilmistir.
In vitro ortamda R. aquatilis’in patojene kars1 engelleyici etki gosterdigi saptanmustir.
Sera ve tarla kosullarinda patojen inokulasyonundan 2 giin 6nce ‘Giza 6’ fasulye
cesidine bakteri uygulanmis ve bakterinin hastaligi 6nemli derecede engellendigi
belirlenmistir. Hastaligin yiiksek oranda engellenmesi, bakteri ¢ogalmasinin azalmasiyla
iliskilendirilmistir. R. aquatilis uygulanan bitkilerde kontrol grubuna gore daha yiiksek
fenolik bilesik icerigi ve peroksidaz (PO) enzim aktivitesi saptanmistir. Sonug olarak
patojene karsi R. aquatilis uygulamasimin etkili oldugu ve ABY hastaliginin

kontroliinde uygulanabilecegi belirtilmistir.

Giorgio et al., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada fasulye rizosferinden izole
edilen bakterilerin ABY hastaligin1 kontrol etme potansiyelleri arastirilmistir. Elde
edilen 162 rizobakteriden 60 tanesinin in vitro ortamda Xpp ve Xcfin viriilent
strainlerinin gelismesini engelledigi tespit edilmistir. Serada yapilan patojenite testi
sonucunda tohuma uygulanan 6 bakteri strainin hastalik simptomlarini azalttig
goriilmiistiir. Alt1 rizobakterinin; litik enzimler, hidrojen siyaniir, amonyak, sideroforlar,

indol iiretimi, inorganik fosfat ¢oziiniirliigii test edilmis ve tuzluluk, pH ve sicaklik
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derecelerinin degisimi agisindan c¢evresel adaptasyon 6zellikleri belirlenerek karakterize

edilmistir.

Corréa et al., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus (DFs093, DFs348 ve
DFs769), Pseudomonas (DFsb513, DFs831 ve DFs842), Rhodococcus (DFs843 ve
DFs912) CO01 (DFs093+DFs769+DFs831), C02 (DFs093+DFs769+DFs842) ve CO03
(DFs093+DFs769+DFs348) kombinasyonlart tohuma uygulanmis ve Xpp’nin
kontroliine etkisi incelenmistir. Bu amagla Brezilya’ ya ait 16 Xpp straini bitkinin
kotiledon yapraklarina inokule edilmis ve 10 giin boyunca simptom gelisimi takip
edilmistir. Genel olarak, biyokontrol strainlerinin ¢ogunun, farkli Xpp strainlerinin
neden oldugu hastalig1 bir dereceye kadar azalttigr tespit edilmistir. COl ve DFs831
straini uygulamasi sonucunda, en yliksek ortalama hastalik kontrolii elde edilmistir. Bu
strainlere ait kombinasyonlarin kullanilmasinin, ayni patojenin birka¢ straininin
biyokontrol etkisini artirdigi saptanmistir. Bu calismadan elde edilen veriler, Xpp
strainlerinin orjin bdolgesi ile biyokontrol strainin hastaligi kontrol etme etkinligi

arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.

Drikvand et al., (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada ABY hastaliginin
kontroliinde biyokontrol ajanlarinin etkisi arastirilmistir. Sonuglar NA ortaminda
biyokontrol ajanlarinin Xpp’ nin gelisimini engelledigini gostermistir. P. fluorescens ve
B. subtilis’in sirasiyla 32,75 ve 20,75 mm inhibisyon ¢ap1 olusturdugu belirtilmistir. In
vitro ortamda, P. fluorescens ve B. subtilis’ in Xpp’ nin gelisimini %20 ve %30
oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Calismada iki biyokontrol ajaninin kombinasyon (P.
fluorescens + B. subtillis) seklinde uygulanmasinin kontrole kiyasla fasulyede ABY
simptomlarint %51 oraninda azalttig1 saptanmistir. P. fluorescens ve B. subtilis’ in tekli
uygulamalarinin ise simptomlar1 sirastyla %21,74 ve %15,22 oraninda azalttigi

bulunmustur.

Sangiogo et al. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, bakteriyel biyokontrol
ajanlarmin yapraga sprey seklinde uygulanmasinin fasulyede ABY hastaliginin kontroli
ve sistemik dayamikliliin  uyarimasi {izerindeki etkisi degerlendirilmistir.
Uygulamalarin ~ hastalik  kontroliine  etkisi, fasulye yapraklarina patojen
inokulasyonundan 48 ve 24 saat once ve sonra biyokontrol ajanlarinin sprey seklinde

uygulanmast ile test edilmistir. Calisma DFs93, Bacillus cereus; DFs513, Pseudomonas

12



veronii; DFs769, B. cereus; CO1 kombinasyonu, DFs93 + DFs769 + DFs831 (P.
fluorescens); C03 kombinasyonu, DFs348 (Bacillus sp.) + DFs769 + DFs831, ve su
(kontrol) uygulamalarindan olusmustur. Sistemik etkiler, DFs513, DFs769, C03 ve
suyun piskiirtme seklinden uygulanmasindan 72 ve 48 saat sonra analiz edilmistir.
DFs348, DFs513, DFs769 ve DFs831 tarafindan uyarilan fasulye iiretimi de
degerlendirilmistir. DFs513, DFs769 ve CO03 uygulamalarimin hastalik insidansini
onemli Ol¢iide azalttigi bulunmustur. DFs769 ve DFs831 strainlerinin fitoaleksin
birikimini tesvik ettigi tespit edilmistir. Bu nedenle, DFs513, DFs769 ve CO03
strainlerinin fasulye yapraklarina onleyici olarak uygulanmasinin, bitkide sistemik
dayaniklilig1 uyarmasinin yani sira ABY hastaliginin biyolojik kontrolii i¢in potansiyel

tagidig1 sonucuna varilmistir.

Aguilar Ramirez et al. (2019) tarafindan yapilan arastirmada Rhizobium phaseoli
ile inokulasyonunun fasulye bitkilerinde ABY hastaliginin meydana gelmesine ve
hastalik siddetine etkisi test edilmistir. Bu amagla fasulye bitkilerinin kok nodiillerinden
Rhizobium (FM-1. N-2, PS-3. M-4. BJ-5) ve nekrotik yaprak lekelerinden Xanthomonas
(Xant 1) strainleri izole edilmistir. Strainlerin hiicresel, kolonial, biyokimyasal ve
morfolojik zellikleri belirlenmistir. Sera ve tarla denemelerinde tohumlar, 10° cfu/ml
konsantrasyonunda hazirlanan R. phaseoli siispansiiyonu ile inokule edilmis ve ekimden
10 giin sonra ikinci bir R. phaseoli uygulamasi yapilmistir. Daha sonra, fasulyenin
cikisindan 15 giin sonra Xpp bitkiye bulastirilmistir. 30 giin sonra, kdkte nodiil bulunan
bitkilerde hastalik siddetinin kontrole (%46) gore daha diisik (%14,5) oldugu
gozlenmistir. R. phaseoli uygulanan bitkilerde gévde ¢api, kuru agirlik, yaprak sayisi ve
kok uzunlugunun artigt bulunmustur. Tarla denemesinde BJ-5 straini ile yapilan
inokulasyon sonrasinda kontrole (%55,8) kiyasla daha diisiik hastalik siddeti (%25,6)
tespit edilmistir. Bitki biiyiimesini destekleyen, azot fikse eden, indol asetik asit {ireten
R. phaseoli ‘nin bitkide hastaliklara karsi tolerans1 artirdig1 belirlenmistir. Bitkinin daha
iyi ve saglikli geligsmesi i¢in fasulyelerin R. phaseoli ile inokulasyonunun énemli oldugu

vurgulanmigtir.

Belete et al., (2021) tarafindan yapilan ¢alismada in vitro ve in vivo kosullarda
B. subtilis QST 713, bakir hidroksit ve bu uygulamalarin karisimmin ABY hastaligina

kars1 etkisi test edilmistir. Bakteri, kimyasal, bakteri + kimyasal haftada 3 kez bitkilerin

13



yapralarina sprey seklinde uygulanmistir ve test 2 kez tekrar edilmistir. Kontrolle
kiyaslandiginda uygulamalarin  hepsinin 6nemli bir oranda kontrol sagladigi
belirlenmistir. En diisiik hastalik insidansi %35,07, hastalik siddeti ise % 37-50 olarak
bulunmustur. Karisim seklinde yapilan uygulama ve B. subtilis QST 713’iin sirasiyla
enfeksiyon oranint %40,36-51,21, hastalik insidansin1 %52,25-53 oraninda azalttigi
tespit edilmistir. En diisiik bakteri popiilasyonu da paralel olarak ayni uygulamalarda
[mix;(1.38x10° cfu/ml), B. subtilis QST 713 (2.84x10° cfu/ml)] belirlenmistir.
Strainlerin karigim seklindeki uygulanmasinin fasulyenin yaprak yiizeyindeki bakteri

popiilasyonunu kontrole gére 6nemli oranda (%90,72) diislirdiigii tespit edilmistir.

Belete et al., (2021) tarafindan yapilan sera denemesinde B. subtilis QST 713’{in
duyarli bir fasulye ¢esidinde yapraklara spreyinin ABY hastaligin1 kontrol etme
etkinligi test edilmistir. Xpp’nin 108 cfu/ml konsantrasyonu, 21 giinliik bitkilere inokule
edilmistir. Hastalik kontrolii i¢in yapilan uygulamalar (QST 713 ve QST 713 + bakir
hidroksit) patojen inokulasyonundan 3 giin dnce ve patojen inokulasyonundan sonra 7
giinde bir olmak iizere iki kez yapilmistir. Kontrole gore hastalik siddeti, enfeksiyon
orant ve hastalik insidansinin 6nemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir. Kontrolle
kiyaslandiginda en diisiik hastalik siddeti ve insidansi, QST713 ile bakir hidroksitin
karisim seklinde uygulanmasindan elde edilmistir. Karisim ve QST 713 ile uygulama
yapilan bitkilerde sirasiyla %51,21 ve %40,36 enfeksiyon orani, %53 ve %52,25
hastalik insidansi tespit edilmistir. Ek olarak, yaprak taze agirliginin grami basina en
diisiik bakteri popiilasyonu, karisim uygulamasi ve ardindan QST 713 ile muamele
edilmis bitkilerde kaydedilmistir. Sonuglar, biyokontrol ajanlari ile entegre yonetimin,
stirdiiriilebilir ve organik tarimda ABY hastaliginin etkin kontrolii i¢in iyi bir strateji

oldugunu gostermistir.

Celik (2021) tarafindan yapilan ¢alismada; silisyum dioksit (SiO2) ve bazi
endofit bakterilerin tekli ve ikili inokulasyonlarinin fasulyede Xpp’ nin neden oldugu
ABY hastaligina ve bitki gelisimine etkileri arastirilmistir. Ayrica SiO2’in farkli
uygulama sekli ve dozlarinin hastalik siddeti ve bitki gelisimine olan etkilerine gore en
uygun olanlar1 belirlenmistir. Torf ve perlit (1/1) karisitmindan olusan yetistirme
ortaminda iklim odas1 kosullarindaki (14 saat aydinlik, 2542 °C) bitkilerin yapraklarina

patojen sprey edilerek, endofitik bakteriler ise kok bogazindan igirme yodntemiyle
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uygulanmistir. Yapilan 6n in vivo galismalar ile hastalik kontrolii ve bitki gelisim
parametrelerine gore en basarili endofitik bakteriler secilmistir. I¢irme yontemi ile
uygulanan 30 mM SiO2’in %41 diizeyinde hastaligi kontrol ettigi belirlenmistir. En
basarili endofitik bakteri straini Pseudomonas caspiana V30G2’nin hastalik gelisimini
tek olarak %41 diizeyinde baskilayabildigi goézlenmistir. SiO2 ve P. caspiana V30G2
straininin birlikte kullaniminin hastalik gelisimini %52 oraninda baskiladig1 ve bitki
gelisimine pozitif etkileri oldugu tespit edilmistir. Ayrica klorofil igerigini 6nemli
diizeyde arttirarak, bitki biyomasina pozitif katkida bulundugu gozlenmistir. Sonug
olarak uygun kombinasyonlar ile endofitik bakteri ve SiO2’un birlikte kullaniminin
hastalik kontroliine ve bitki gelisimine olumlu etki edecegi ve bu yolla biyolojik
kontroliin etkinliginin arttirilarak pestisit ve sentetik giibre girdisinin azaltilabilecegi

diistinilmustiir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanilan patojen bakteri strainleri

Calismada Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen YESILDAG’In Doktora tezinden
[Erzurum ve Erzincan illerinde Fasulye Bitkisinde (Phaseolus vulgaris L.) Gériilen
Bakteriyel Hastalik Etmenlerinin Tanilanmasi ve Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli ve
Xanthomonas citri subsp. fuscans’a Kars1i Cesitli Fasulye Genotip/Varyetelerinin
Duyarliliklarinin Belirlenmesi] elde edilen Xpp (MFD 270 ve MFD 442) ve Xcf
strainleri (MFD 265 ve MFD 266) patojen bakteriler olarak kullanilmstir.

3.1.2. Cahismada kullanilan aday antagonist bakteri strainleri

Arastirmada Igdir’da fasulye yetistirilen alanlardan alinan saglikli bitkilerin
yaprak, kok ve toprak kismindan izole edilen bakteri strainleri aday antagonist bakteriler
olarak kullamlmustir. Ayrica ¢esitli calismalardan elde edilen ve Igdir Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimi, Fitopatoloji Laboratuvari bakteri kiiltiir
koleksiyonunda yer alan 15 bakteri straini de aday antagonist bakteriler olarak patojene
kars1 test edilmistir. Daha 6nceki ¢alismalardan secilen strainlere ait bazi test sonuglar

Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kiiltiir koleksiyonundan segilen aday antagonist bakteri strainlerinin test

sonuglari
SN Yame Analizi Tam Sonucu N P K Ca HR
IT 159 Bacillus subtilis + + - - -
IT 162 Bacillus subtilis K* K* - - -
OBF 20 Bacillus subtilis K* K* K* - -
OBF 21 Bacillus mycoides K* K* - - -
OBF 71 Bacillus mycoides + K* - - -
OBF 76 Pseudomonas putida K* K* - - -
OBF 77 Pseudomonas putida K* K* - - -
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Cizelge 3.1. (Devami)

SN Yame Analizi Tam Sonucu N P K Ca HR
OBF 78 Pseudomonas putida K* A - - -
OSLP 3\7  Bacillus alcalophilus K* K* - - -
ZA 46 Bacillus thuringiensis + + - - -
ZA 79 Pseudomonas flourescens + K* - - -
ZA 91 Lysinibacillus sphaericus VA Z* - - -
ZA 114 Bacillus subtilis + Z* - - -
ZA 129 Bacillus megaterium - Z* - - -
ZA 142 Bacillus atrophaeus + Z* - - -

SN: Strain no, Yame: Yag asit metil ester, N: Azot fikse etme 6zelligi, K: Potasyum ¢ézme 6zelligi, Ca:
Kalsiyum ¢6zme ozelligi, P: Fosfor ¢ozme 6zelligi, HR: Hipersensitif reaksiyon testi, +: Pozitif sonug,
K*: Kuvvetli pozitif sonug, -: Negatif sonug, Z*: Zayif pozitif sonug

3.1.3. Calismada kullanilan bitki materyali
Calismada bitkisel materyal olarak Gina fasulye ¢esiti kullanilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. Aday antagonist bakteri strainlerinin izolasyonu

Igdir’da 2 fasulye tarlasina gidilmis ve her bahceden rastgele secilen saglikli 4
fasulye bitkisinden yaprak, kok ve toprak kismina ait toplam 12 6rnek alinmis ve
izolasyon caligsmasinda kullanilmistir. Ayrica patates bitkisi yumrularindan ve sinir otu
(Plantago lanceolata) ile yavsan otu (Veronica sp.)’na ait kok, yaprak ve toprak

orneklerinden bakteri elde edilmistir.

3.2.2. Kok ve yapraktan izolasyon

Laboratuvara getirilen kok ve yaprak ornekleri yikanmis, ardindan dis yiizeyleri
%70’1ik etil alkol ile yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril bir bistiiri ile rnekler
ayr1 kaplarda c¢ok kiiciik pargalara kesilmis ve iizerine steril su eklenerek siispansiyon
haline getirilmistir (Sekil 3.1). Boylece doku igerisinde bulunan bakterilerin sivi ortama
gegmesi saglanmistir. Bu siispansiyonlardan 6ze ile alinarak, NA besi yerine [28 gr
Nutrient Agar (Oxoid)/1 L dH20] ¢izgi ekim yapilmigtir. Petriler 27 °C’de 4-5 giin
inkubasyona birakilmistir. inkubasyon sonras1 gelisen farkli renk ve dzellikteki bakteri

kolonilerinin her birisi saflastirilmistir (Saygili ve ark., 2006).
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Sekil 3.1. Saglikli fasulye bitkilerine ait 6rneklerden bakteri izolasyonu

3.2.3. Topraktan izolasyon

Fasulye bitkisinin rizosfer bolgesinden alinan 6rnekten 10 g toprak tartilarak
250-300 ml hacminde steril erlenmayer igerisinde konulmustur. Bunun iizerine 90 ml
steril su eklenerek karisim 30 dk calkalayicida ¢alkalanmistir. Daha sonra
erlenmayerdeki siispansiyondan steril pipetle 1 ml alinarak icerisinde 9 ml steril su
bulunan tiiplere konulmus ve iyice karigtirtlmistir. Bu tiipten tekrar 1 ml alinip, i¢inde 9
ml steril su bulunan tiipe aktarilarak iyice karistirilmistir. Bu seyreltme islemi 6 kez
tekrarlanmigtir. Son 3 seyreltikten 0.1 ml alinarak cam bagetle besi yerine yayilmistir.
Ekim yapilan petriler 27 °C’ye ayarli inkiibatore gelismeleri ig¢in birakilmustir.
Inkiibasyon sonrasi gelisen farkli renk ve sekildeki bakteri kolonilerinin her birisi

saflastirilmistir (Saygili ve ark., 2006).

3.2.4. Bakteri izolatlarinin stok Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi

Saf kiiltiirlere ait 24 saat’lik her bir bakteriden bir 6ze dolusu alinarak igerisinde
500 pl % 30°luk gliserol ve 500 ul Nutrient Broth (NB) [13 gr Nutrient Broth (Oxoid)/1
L dH20] bulunan steril eppendorf tiiplere birakilmistir. Tiipler karistiricida karistirilarak
homojenizasyonu saglanmis, sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere -80 °C’de

muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. izole edilen bakteri strainlerinin stok kiiltiirlerinin yapilmasi

3.2.5. Aday antagonist bakteri strainlerinin yag asit profillerine gore tamlanmasi

Saf kiiltiir olarak -80 °C’ de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit metil
ester ekstraksiyonu (YAME), izolasyonu, saflastirilmast ve analizi yapilmistir.
Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Tan1 Sistemi (MIDI, Inc.,
Newark, DE) kullanilarak kiiltiire alinan strainlerin tiir ve alt tlir seviyesinde tanisi
yapilarak her bir bakteri straini i¢in yag asitleri ¢esitleri ve ylizde oranlar1 belirlenmistir
(Sasser, 1990). Bakteri hiicrelerinden yag asit metil esterlerinin saflastirilma iglemleri
Sekil 3.4’te belirtildigi gibi yapilmistir. Referans bakteri straini olarak Xanthomonas
citri subsp. fuscans strain MFD 266 kullanilmistir. Ekstraksiyon isleminde kullanilan
besiyeri ve ¢ozeltiler agagida belirtilmistir.

Trypticase soy broth agar: 30 g Trypticase soy agar (Oxoid)/1 L sdH,O
igerisine ilave edilmis ve sonra 121 °C’de 15 dakika otoklav edilerek hazirlanmistir.

Hiicre parcalama ¢ozeltisi: 150 ml metil alkol (HPLC Grade) ve 150 ml sdH.O
1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edilmistir. Daha sonra kat1 formdaki 45 g sodyum
hidroksit (ACS Grade) eklenerek iyice ¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlanmigtir.

Metillestirme cozeltisi: 325 ml hidroklorik asit (6 N) ve 275 ml metil alkol
(HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢o6zelti sisesi igerisinde iyice ¢Oziiliinceye kadar
karistirilarak hazirlanmistir.

Saflastirma (exraction) ¢ozeltisi: 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade)
200 ml hexan (HPLC Grade) iizerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine

katilarak iyice ¢oziillinceye kadar karistirilarak hazirlanmistir.
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Bazik yikama cozeltisi: 10.8 g kat1 formdaki sodyum hidroksit (ACS Grade)
900 ml sdH20 igerisinde iyice ¢oziiliinceye kadar karistirildiktan sonra 1 L’lik renkli

¢Ozelti sisesine aktarilmistir.

Bakter strainlerinin Trypticase Soy Brot Agar besi verine 3 fazh ¢izgi ekim vaplarak 27 °C de
24-48 saat inkiibasyonu

¢

Ugiincil fazdan bakteri hiicrelerinin (~40mg) toplanarak steril teflon kapakh cam test
tiiplerine aktanlmasi

4

‘ Taplere 1 ml hilore pargalayic: gazelti ilave edilmesi ‘

4

| Tiiplerin 5-10 sn ¢alkalanmas: ve 100 °C'ye ayarh su banyosunda 5 dk inkiibasyonu ‘

g

| Tiiplerin 5-10 sn ¢alkalanmasi ve 100 °C'ye ayarh su banyosunda 25 dk inkiibasyonu ‘

4

Tiiplere 2 ml metillestirme ¢ézeltisi eklenmesi

¢

Tiiplerin tekrar 5-10 sn ¢alkalanmas: ve 80 °C'ye ayarh su banyosunda 10 dk inkiibasyonundan
sonra 2 dk buz igerisinde sofutulmas:

¥

Tiiplere 1.25 ml saflagtirma ¢ézeltisinin eklenerek 10 dk hematoloji calkalayicisinda kanistinlmas:

4

Tiiplerin alt kismindaki asidik fazin atilmas:

¢

Tiiplere 3 ml bazik yikama ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dk hematoloji galkalayicisinda kangtinlmas:

4

Tiiplerin 10 dk oda sicakhiginda bekletilmesi

¢

Tiiplerin iist kisminda bulunan yag asit metil esterlerinden 2 ml alinarak gaz kromatografisi
tilplerine aktarlmasi

4

| Tiplerin agzinin sikica kapatlarak 6rnek depolama tepsisine yerlestirilmesi

Sekil 3.3. Bakteri hiicrelerinden yag asit metil esterlerinin saflastiriimasi
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3.2.6. Tiitiinde asir1 duyarhhik testi (Hipersensitif reaksiyon, HR)

Izolasyon sonucu elde edilen bakteri strainleri NA besi yerine ekilerek, 24-48 sa
27 °C’ye ayarli inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Gelisen kiiltirlerden sdH20 ile
konsantrasyonu 102 cfu/ml olan soliisyonlar hazirlanmistir. Soliisyonlar 3cc’lik plastik
enjektorlerle tiitiin (Nicotiana tabacum L. Samsun) bitkisinin yaprak alt yiizeyinin
damar aralarina enjekte edilmistir (Sekil 3.4). Inokulasyondan 48 sa sonra enfeksiyonun
yapildigi alanlarda olusan nekroz (6lii doku olusumu) HR pozitif olarak
degerlendirilmistir (Yoriik, 2018). Referans bakteri straini olarak Acidovorax citrulli
strain FI-KVVN-22 kullanilmustir.

Sekil 3.4. Tiitiinde HR testi

3.2.7. Antagonist bakteri strainlerinin azot fikse etme 6zelliginin belirlenmesi
Bakteri strainleri stok kiiltiirlerinden NA besiyerine ekilerek 27 °C’ye ayarli
inkiibatorde gelismeye birakilmistir. inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri kiiltiirleri N-
Free Solid Malate-Sucrose besiyeri (10gr sucrose 10g, 5g L-Malic Acid, 0.2g MgSQOa4
H-0, 0.01g FeCls, 0.1g NaCl, 0.4g CaCl. 2H:0, 0.4g K2HPOs, Na2MoO4 H20, agar
18g/1L dH20, pH 7.2) iizerine ¢izgi ekim yapilmistir ve petriler 27 °C’ye ayarli
inkiibatérde bir hafta siireyle muhafaza edilmistir (Sekil 3.5). Inkiibasyon sonrasi
besiyerinde gozlemlenen bakteri gelisimi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir
(Cattelan et al., 1999). Referans bakteri straini olarak azot fikse etme 6zelligi kuvvetli

pozitif olan Rhizobium radiobacter strain NK3 kullanilmigtir.
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Sekil 3.5. Bakteri strainlerinin azot fikse etme 6zelliginin test edilmesi

3.2.8. Antagonist bakteri strainlerinin fosfat ¢c6zme 6zelliginin belirlenmesi

NA besiyerinde gelisen 48 sa’lik bakteri kiiltiirleri NBRIP-BPB (National
Botanical Research Institutes’s Phosphate Growth Medium) siv1 besiyerine (20g glukoz,
10g Caz(POs4)2, 5g MgCL, 6H20, 0.25g MgS0O4 7H,0, 0.2g KCI, 0.1g (NH4) 2S04 ve
0.025g bromphenol blue, pH 7) aktarilmustir. Ekim yapilan tiipler 27 °C’ye ayarli
inkiibatdrde iki hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi besiyerinde
gbozlemlenen renk degisimi (sivi besiyerinin renginin acik maviye donmesi veya
seffaflagsmasi) pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Nautiyal, 1999). Referans bakteri
straini olarak fosfat ¢6zme 6zelligi kuvvetli pozitif olan Pseudomonas putida strain YS7

kullanilmistir.

3.2.9. Antagonist bakteri strainlerinin potasyum ¢ézme 6zelliginin belirlenmesi
Bakteri strainleri stok kiiltiirlerinden NA besiyerine ekilerek 27 °C’ye ayarh
inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen 48 sa’lik bakteri
kiiltiirlerinden Aleksandrov besiyeri (5 gr glukoz, 0.005 g MgSO4 7H20, 0.1g FeCls, 2 ¢
CaCO0g, 3 g waste mica, 2 g kalsiyum fosfat ve 20 g agar/1L dH20) tizerine nokta ekim
yapilmustir ve petriler 27 °C’ye ayarl inkiibatorde iki hafta stireyle muhafaza edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 bakteri gelisimi etrafinda gdzlemlenen seffaf zon olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirilmistir (Meena et al., 2015). Referans bakteri straini olarak

potasyum ¢dzme 6zelligi pozitif olan Pseudomonas putida strain DT2 kullanilmstir.

22



3.2.10. Antagonist bakteri strainlerinin kalsiyum kullanma 6zelliginin belirlenmesi

NA besiyerine ekilerek 27 °C’ye ayarli inkiibatorde 48 sa gelistirilen bakteri
kiiltiirlerinden Yeast Dekstrose Carbonate Agar (YDCA; 20 gr dextrose, 10 gr yeast
extract, 20 gr CaCOs ve 15 gr agar/1L dH20) besiyeri iizerine nokta ekim yapilmis ve
petriler 27 °C’ye ayarli inkiibatorde iki hafta siireyle muhafaza edilmistir. inkiibasyon
sonras1 bakteri gelisimi etrafinda gézlemlenen seffaf zon olusumu pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir (Meena et al., 2015). Referans bakteri straini olarak kalsiyum

kullanma 6zelligi kuvvetli pozitif olan Pseudomonas putida strain DT17 kullanilmustir.

3.2.11. Antagonist bakteri strainlerinin 37 °C ve 42 °C’de gelisme o6zelligi
NA besiyerine ekimi yapilan aday antagonist bakteri strainleri 37 °C ve 42 °C’de
2 giin inkubasyona birakilmistir. Inkubasyonun ardindan her strainin test edilen

sicakliklardaki gelisimleri degerlendirilmistir (Klement et al., 1990).

3.2.12. Antagonist bakteri strainlerinin % 2 ve % 5 NaCI’ da gelisme 6zelligi

%2 ve %S5 oraninda sodyum kloriir (NaCl) igceren NA besiyerlerine aday
antagonist bakteri strainleri ekilmis, petriler 27 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Gelisim gosteren strainler pozitif, gelisim gostermeyen strainler ise negatif olarak

degerlendirilmistir (Klement et al., 1990).

3.2.13. Antagonist bakterileri strainlerinin pektolitik aktivitelerinin belirlenmesi
Patates yumrulart su ile yikandiktan sonra %10'luk NaOCT' da 10 dk bekletilerek
yiizeysel dezenfeksiyonlar1 yapilmis ve ardindan sdH2O ile durulanmustir. Steril bir
bistiiri ile 1 cm kalinlikta olacak sekilde dilimlenen patatesler steril nemli filtre kagidi
iceren petrilere yerlestirilmistir. Steril swap yardimiyla 24-48 saatlik bakteri
kiiltiirtinden koloniler alinmig ve patates dilimleri yiizeyine inokule edilmistir. 25°C’de
48 saat inkiibasyon sonrasinda inokule edilen bolgedeki yumusama pozitif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 3.6) (Lelliot and Stead, 1987).
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3.2.14. Aday antagonist bakteri strainlerinin Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli ve
Xanthomonas citri subsp. fuscans’a karsi biyokontrol etkilerinin belirlenmesi

3.2.14.1. Petri denemesi

Patojene kars1 etkisi test edilecek bakteri strainleri -80 °C’de muhafaza edilen
stok kiltiirlerinden, NA besiyerine 3 fazl ¢izgi ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler
2448 sa siireyle 27 °C’ye ayarli inkiibatorde gelismeleri i¢in inkiibasyona birakilmigtir.
Patojen strainlerinin 48 sa’ lik kiiltiriinden alinan koloniler NA besiyerine swap ile
yayilarak ekim yapilmigtir. Patojen ekiminden 24 sa sonra besiyerine aday antagonist
bakteri strainleri birbirlerine esit uzaklikta olacak sekilde ii¢ nokta seklinde inokule
edilmistir. Ardindan petriler bakterilerin gelisimi i¢in 27 °C’de inkubasyona
birakilmistir. Siire sonunda aday antagonist bakterilerin kolonilerinin ¢evresinde olusan
patojen gelisiminin engellendigi zon yaricap (mm) olarak Ol¢iilmiistiir. Deneme 3
tekerriirlii olarak yiriitilmustiir (Sekil 3.7) (Varhan, 2019).

Sekil 3.7. Strainlerin patojene karsi biyokontrol etkisinin test edildigi petri denemesine
ait bir goriintii
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3.2.15.2. Saks1 denemesi

Denemede kullanilan tohumlarmm dezenfeksiyonu: Tohumlar %70’lik etil
alkol igerisinde 1 dk tutulmus, ardindan sdH20O ile durulanmistir. Daha sonra tohumlar
%3’lik camasir suyunda 5 dk bekletilmis ve takiben 3 kez sdH20O ile yikanarak

kurumaya birakilmistir.

Bakteri strainlerine ait soliisyonlarin hazirlanmasi: NA besiyerinde
cogaltilan bakteri strainlerine ait koloniler steril 6ze ile alinarak NB besi yerine
aktarilmis ve 27 °C’ye ayarli ¢alkalayicida 150 rpm/dk’da bir gece inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiirbidimetre ile inokulum yogunlugu patojen

icin 108 cfu/ml, antagonist bakteri strainleri icin 108 cfu/ml olarak ayarlanmustir.

Saks1 denemesi tesadiif parselleri deneme desenine gore 8 uygulama ile 4
tekerriirlii olarak kurulmustur. In vitro ortamda her iki patojen strainine karsi
antagonistik Ozellik gosteren bakteri strainleri (Bacillus pumilus strain AA10, B.
atrophaeus strain AA13, B. subtilis strain IT159, B. subtilis strain IT162 ve B. mycoides
strain OBF71) segilerek tek ve kombinasyon seklinde in vivo kosulda patojen
strainlerine karsi test edilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis fasulye tohumlar1 her

bir saksiya 3 adet olacak sekilde ekilmistir (Sekil 3.8).

e

Sekil 3.8. Saksi denemesinin kurulmast

Bitkiler 4-5 yaprakli doneme geldiginde bitkinin yesil aksamina antagonist
bakteri uygulamasi sprey seklinde yapilmigtir. Uygulamadan 24 sa sonra patojen
soliisyonu yapraklara sprey edilerek bulastirilmistir (Sekil 3.9). Bakteri inokulasyonu

yapilan bitkilerin iizerlerine polietilen torbalar gecirilerek nem olusumu saglanmistir.
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Polietilen torbalar 3 giin sonra ¢ikartilmis ve 2 hafta boyunca simptom gelisimi takip
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan hastalik simptomlar1 0-4 skalasmna gore

degerlendirilmistir (Cizelge 3.2) (Celik Ertekin, 2016).

Cizelge 3.2. Hastalik siddetinin degerlendirilmesinde kullanilan 0-4 skalas1

Skala degeri Tanim
0 Nekroz olusumu yok
1 Birkag¢ nekrotik leke
2 Birlesmis birgok leke
3 Olii yaprak
4 Olii bitki

Elde edilen skala degerleri ile hastalik siddeti Thowsend and Heuberger (1943)

formiiliine gore hesaplanmis

Townsend and Heuberger formiilii:

. . X(skala degerixskalada degerlendirmeye giren birey sayisi
% Hastalik Siddeti== g £ yeg Ysayisl, 100

(en yiiksek skala degerxtoplam birey sayis1)

Hastalik siddeti sonuglar1 Abbott (1925) formiilii kullanilarak kontrol grubuna

gore % etki degerleri hesaplanmigtir:

% Etki =( X-Y) x 100 / X (Formiilde X; hastalik siddetini; Y; Uygulamadaki hastalik
siddetini ifade etmektedir.)

Cizelge 3.3. Saks1 denemesinde yer alan uygulamalar

Uygulamalar
Xpp Xcf
Bacillus pumilus strain AA10 Bacillus pumilus strain AA10
Bacillus artrophoeus strain AA13 Bacillus artrophoeus strain AA13
Bacillus subtilis strain 1T159 Bacillus subtilis strain 1T159
Bacillus subtilis strain IT162 Bacillus subtilis strain IT162
Bacillus mycoides strain OBF71 Bacillus mycoides strain OBF71
MiX MiX
(AA10+AA13+IT159+1T162+OBF71) (AA10+AA13+IT159+1T162+OBF71)
PK (MFD270+MFD442) PK (MFD265+MFD666)
Negatif Kontrol (NB) Negatif Kontrol (NB)

Xpp: Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli, Xcf: Xanthomonas citri subsp. fuscans, PK: Pozitif kontrol,
NB: Nutrient Broth
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Sekll 3.9. Patojenin yapraklara spey edilerek inokulasyonu

Elde edilen inhibisyon zonu ve hastalik siddeti verilerine SPSS (Statistical
Package For Social Sciences, Version 17.0) istatistik programinda varyans analizi

yapilmis ve Duncan Coklu Karsilastirma testi (P<0.01) ile sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.15. Uygulamalarin yapragin klorofil icerigine etkisi

Yapraklardaki klorofil icerikleri SPAD-502 cihazi kullanilarak belirlenmistir
(Rostami et al., 2008).

3.2.16. Patojene Kkarsi etkili bulunan bakteri strainlerinin molekiiler yontemle
tanisi

Saf olarak gelistirilen bakteri strainleri DNA izolasyonu SuPure Bacterial DNA
Isolation Kit (Katalog No: NA01C100) primerleri kullanilarak rRNA-ITS bdlgesinin
PCR amplifikasyonu ile baz dizi analizi ig¢in Sugenomik Biyoteknoloji Limited
Sirketine (Ostim, Yenimahalle/Ankara, Tiirkiye) gonderilmistir.

Her bir straine ait ileri ve geri dizilerden kontig olusturulmustur. Dizileme
reaksiyonlarini gergeklestiren cihazin yanlis okumus oldugu bazi bazlar kromatogromik
sinyallerin (piklerin) giigliiliigiine, temizligine bakilarak Finch TV program yardimu ile
gorsel olarak diizeltilmis ve kontig dizileri elde edilmistir. Her straine ait baz dizileri
genius yazilimi ile diizenlenmis ve Clustal W algoritmasi kullanilarak hizalanmustir.
Elde edilen baz dizileri NCBI (National Center For Biotecnology Information) veri
tabaninda BLAST analizi ile sorgulanmistir. Tiir tayini i¢in PCR ¢alismasinda universal
primer olarak 27F-VOR primerleriyle 16s rRNA geninin V1-V9 hedef bolgesi (27F-
1100R) primerleriyle 16s rRNA geninin V1-V8 hedef bdlgesi ¢ogaltilmistir. Kullanilan
primer dizileri (Cizelge 3.4) ve PCR kosullar1 asagida verilmistir.
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Cizelge 3.4. 16s rRNA geninin V1-V8 hedef bolgesi igin primer dizisi

Primer Adi  Primer Dizisi Forward (F) / Reverse (R)
27F (V1) 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' F
VIR 5-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3' R

PCR programi: Hazirlanan 6rnekler, 95°C 5 dakika denetlirasyon, bunu takiben
35 dongii olacak sekilde 95 °C’de 30 saniye denetiirasyon, 55 °C’de 1 dakika baglanma
(touchdown PCR) ve 72°C’ de 90 saniye uzama basamaklari ve son olarak 72°C’ de 10
dakika uzama basamagindan olusacak sekilde programlanan PCR termocycler cihazina

yerlestirilmistir. Secilen programda hedef bolgelerin amplifikasyonu yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Izolasyon Cahsmasi Sonuclar

[zolasyon c¢alismasi sonucunda fasulye bitkisinden 26, sinir otu (Plantago
lanceolata)’ndan 19, yavsan otu (Veronica sp.)’dan 20, domatesten 5 ve patatesten 8
olmak iizere toplam 78 bakteri straini elde edilmistir. Bakteri strainlerinin izole edildigi
bitkiler ve elde edilen strain sayilari Cizelge 4.1°de belirtilmistir. Elde edilen bakteri
strainlerine ait stok kiiltiirler hazirlanmis ve ¢alismalarda kullanilmak iizere —80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 4.1. Izolasyon yapilan bitkiler ve elde edilen strain sayilari

izolasyonun Yapildigi Materyal

Lokasyon Bitki T K Y TH YM  Toplam
Igdir-Merkez Fasulye 10 11 5 - - 26
Suveren Sinir otu 10 5 4 - - 19
Suveren Yavsan otu 13 4 3 - - 20
Igdir-Merkez Domates - - - 5 - 5
Igdir-Merkez Patates - - - - 8 8
Toplam 33 20 12 5 8 78

T; Toprak, K; Kok, Y; Yaprak, TH; Tohum, YM; Yumru

4.2. Bakteri Strainlerinin Yag Asit Profillerine Gore Tanisi

Mikroorganizmalarin yag asit metil ester (YAME) analizleri sonucunda yag asit
profilleri elde edilmistir ve sonuglar Cizelge 4.2°de sunulmustur. Strainlere ait profiller
incelendiginde 1 Acinetobacter calcoaceticus, 1 Acinetobacter iwoffii, 2 Agrobacterium
tumefaciens, 1 Arthrobacter agilis, 1 Arthrobacter globiformis, 2 Bacillus atrophaeus, 8
Bacillus cereus, 6 Bacillus megaterium, 13 Bacillus pumilus, 3 Bacillus thuringiensis
israelensis, 2 Bacillus subtilis, 5 Bacillus mycoides, 1 Chrysseobacterium indologenes,
1 Clavibacter tritici, 2 Curtobacterium flaccumfaciens, 3 Flavobacterium johnsoniae, 2
Kluyvera cryocrescens, 1 Kluyvera intermedia, 1 Lysinibacillus sphaericus, 1
Microbacterium laevaniformans, 2 Pseudomonas fluorescens, 2 Psedomonas
chlororaphis, 6 Psedomonas putida, 1 Psychrobacter immobilis, 1 Rhizobium

radiobacter, 2 Stenotrophomonas maltophilia, 1 Salmonella enterica enterica, 2
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Virgibacillus pantothenticus ve 1 Vibrio alginolyticus olmak iizere 75 bakteri straini tiir
diizeyinde 3 strain cins diizeyinde (Bacillus spp.) tanilanmistir. Referans bakteri straini

%91 benzerlik indeksi ile Xpp olarak tanilanmustir.

Cizelge 4.2. Bakteri strainlerinin YAME analiz tan1 sonuglari

SN STN YAME ANALIZi TANI SONUCU Bi % BITKi

1 AA1l Bacillus pumilus 70 Fasulye-Toprak
2 AA 4 Stenotrophomonas maltophilia 92 Fasulye-Toprak
3 AA5 Kluyvera cryocrescens 60 Fasulye-Toprak
4 AA 6 Bacillus pumilus 68 Fasulye- Toprak
5 AAT Bacillus pumilus 75 Fasulye-Toprak
6 AA9 Kluyvera cryocrescens 63 Patates-Yumru

7 AA 10 Bacillus pumilus 60 Patates-Yumru
8 AA 11 Bacillus cereus 73 Patates-Yumru

9 AA 12 Bacillus thuringiensis israelensis 82 Patates-Yumru
10 AA13 Bacillus atrophaeus 48 Patates-Yumru
11 AAl4 Bacillus atrophaeus 84 Patates-Yumru
12 AA15 Bacillus pumilus 59 Patates-Yumru
13 AA16  Arthrobacter globiformis 58 Domates-Tohum
14 AA17 Bacillus pumilus 68 Domates-Tohum
15 AA19 Bacillus cereus 65 Fasulye-Kok

16 AA20 Bacillus pumilis 52 Patates-Yumru
17 AA2l Bacillus pumilus 57 Domates-Tohum
18 AA24  Rhizobium radiobacter 78 Fasulye-Yaprak
19 AA27 Bacillus pumilus 74 Fasulye-Yaprak
20 AA30 Bacillus megaterium 65 Fasulye-Toprak
21  AA3l Enterobacter hormaechei 36 Fasulye-Toprak
22  AA33  Agrobacterium tumefaciens 84 Fasulye-Ko6k

23 AA34 Bacillus megaterium 41 Fasulye-Yaprak
24 AA35  Virgibacillus pantothenticus 46 Fasulye-Yaprak
25 AA37  Acinetobacter calcoaceticus 80 Sinir otu -Toprak
26  AA39  Acinetobacter iwolffii 75 Sinir otu-Toprak
27 AA41 Pseudomonas fluorescens 76 Domates-Tohum
28 AAA42 Pseudomonas fluorescens 72 Domates-Tohum
29 AA46 Bacillus megaterium 55 Yavsan otu-Yaprak
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Cizelge 4.2. (Devami)

SN STN YAME ANALIZI TANI SONUCU Bi %  BITKI

30 AA47 Flavobacterium johnsoniae 68 Yavsan otu-Toprak
31 AA48  Agrobacterium tumefaciens 78 Sinir otu-Yaprak
32 AA49  Arthrobacter agilis 74 Sinir otu-Kok

33  AAS0 Stenotrophomonas maltophilia 43 Sinir otu-Kok

34 AA5L Bacillus cereus 91 Yavsan otu-Toprak
35 AA52 Clavibacter tritici 52 Yavsan otu-Kok
36 AASL3 Bacillus mycoides 38 Yavsan otu-Toprak
37 AA54 Bacillus spp. 64 Sinir otu-Toprak
38 AA55 Pseudomonas chlororaphis 79 Sinir otu-Yaprak
39 AA56 Pseudomonas chlororaphis 70 Yavsan otu-Yaprak
40 AA57 Bacillus megaterium 63 Fasulye-Kok

41 AA5S8 Psychrobacter immobilis 85 Yavsan otu-Kok
42  AA59 Pseudomonas putida 54 Yavsan otu-Kok
43 AA6lL Kluyvera intermedia 72 Sinir otu-Toprak
44  AA 62  Virgibacillus pantothenticus 60 Sinir otu-Toprak
45 AA64 Chryseobacterium indologenes 86 Sinir otu-Toprak
46 AA65 Flavobacterium johnsoniae 67 Sinir otu-Toprak
47  AA67 Bacillus megaterium 49 Sinir otu-Toprak
48 AA68 Pseudomonas putida 64 Sinir otu-Toprak
49 AAT1 Bacillus subtilis 40 Fasulye-Toprak

50 AAT2 Bacillus subtilis 71 Fasulye-Toprak

51 AAT76 Bacillus spp. 54 Sinir otu-Toprak
52 AAT9 Bacillus cereus 45 Yavsan otu-Toprak
53 AA80 Lysinibacillus sphaericus 35 Yavsan otu-Toprak
54  AA83 Vibrio alginolyticus 57 Sinir otu-Yaprak
55 AA84 Bacillus spp. 35 Sinir otu-Yaprak
56 AA86 Pseudomonas putida 66 Yavsan otu-Toprak
57 AA9 Bacillus pumilus 65 Yavsan otu-Toprak
58 AA % Bacillus pumilus 58 Sinir otu-Kok

59  AA9% Bacillus megaterium 51 Sinir otu-Kok

60 AA97 Bacillus thuringiensis israelensis 80 Sinir otu-Kok

61 AA99 Bacillus thuringiensis israelensis 88 Fasulye-Kok

62 AA 103 Curtobacterium flaccumfaciens 48 Fasulye-Kok

31



Cizelge 4.2. (Devami)

SN STN YAME ANALIZI TANI SONUCU Bi % Bitki

63 AA 104 Psedomonas putida 90 Fasulye-Toprak

64 AA 105 Bacillus pumilus 66 Yavsan otu-Kok
65 AA 108 Curtobacterium flaccumfaciens 61 Fasulye-Yaprak

66 AA 109 Psedomonas putida 71 Yavsan otu-Toprak
67 AA 110 Microbacterium laevaniformans 33 Yavsan otu-Toprak
68 AA 111 Bacillus pumilus 63 Yavsan otu-Toprak
69 AA 112 Bacillus cereus 46 Yavsan otu-Toprak
70  AA 113 Flavobacterium johnsoniae 81 Yavsan otu-Toprak
71  AA114 Bacillus cereus 96 Yavsan otu-Toprak
72  AA 120 Pseudomonas putida vancouverensis 69 Yavsan otu-Yaprak
73  AA 121 Bacillus cereus 32 Fasulye-Kok

74 AA 122  Bacillus mycoides 67 Fasulye-Kok

75 AA 123 Bacillus mycoides 56 Fasulye-Kok

76  AA 124 Bacillus mycoides 76 Fasulye-Kok

77 AA 125 Bacillus cereus 80 Fasulye-Kok

78 AA 126 Bacillus mycoides 60 Fasulye-Kok

SN: Sira no, STN: Strain no YAME: Yag asit metil ester, Bl: Benzerlik indeksi

4.3. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik (Hypersensetive Response=HR) Testi

Referans kiiltiir A. citrulli FI-KVN-22 inokulasyondan 48 sa sonra, tiitiin
yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturarak HR pozitif sonu¢ vermistir. Test
edilen antagonist aday bakteri strainlerinin higbirisi tiitiin yapraklarinda tipik asirt
duyarlilik reaksiyonuna neden olmamustir. Negatif kontrol olarak degerlendirilen sdH.O

uygulamasinda ise inokulasyon bélgesinde herhangi bir degisim gézlenmemistir.

4.4. Antagonist Bakteri Strainlerinin Azot Fikse Etme Ozelliginin Belirlenmesi
Referans kiiltiir R. radiobacter strain NK3’iin N-Free Solid Malate Sucrose
besiyerinde gelistigi gbézlenmistir. Patojene kars1 etkili bulunan 20 antagonist bakteri
straininden 6 tanesinin besiyerinde ¢ok kisa siirede ve yogun bir sekilde gelistigi
goriilmiis ve azot fikzasyon 6zelligi kuvvetli pozitif olarak kaydedilmistir. 14 strainin

ise azot fikzasyonunda pozitif 6zellik gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.2).

32



4.5. Antagonist Bakteri Strainlerinin Fosfat Cé6zme Ozelliginin Belirlenmesi
Referans kiiltiirlin  besiyerinde geliserek renk degisimine neden oldugu
gbzlenmistir. Antagonist bakteri strainlerinden 15 tanesinin inokule edildigi sivi
besiyerinde renk ac¢ilmasi meydana getirdigi, besiyerinin su gibi berrak bir goriintiiye
sahip oldugu ve buna bagl olarak fosfat ¢ozme Ozelliklerinin pozitif oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1). Geri kalan 5 strainin ise kontrolle kiyaslandiginda besi yerinde
renk degisimi olusturmadigi belirlenmis ve sonug¢ negatif olarak kaydedilmistir (Cizelge

4.3),

L & = in

!

Sekil 4.1. Fosfat ¢cozme 6zelligi pozitif olan strain AA10

4.6. Antagonist Bakteri Strainlerinin Potasyum C6zme Ozelliginin Belirlenmesi

Aleksandrov besiyerinde karsilastirma kiiltiiriiniin zon olusturdugu gortilmistiir.
Ancak antagonist bakteri strainlerinin besiyerinde gelisen kolonilerinin etrafinda seffaf
zon olusumunun meydana gelmedigi tespit edilmistir ve strainlerin tamaminin potasyum

¢ozme Ozelliklerinin negatif oldugu saptanmustir (Cizelge 4.3).
4.7. Antagonist Bakteri Strainlerinin Kalsiyum Kullanma Ozelliginin Belirlenmesi

YDCA besiyerinde referans kiiltiir P. putida strain DT17’nin kolonisinin
etrafinda seffaf zon olusumu belirlenirken 20 antagonist bakteri straininin kolonilerin
etrafinda seffaf zon olusumu goriilmemis ve strainlerin kalsiyumu ¢6zme 6zelliklerinin

negatif oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
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4.8. Antagonist Bakteri Strainlerinin %2 ve %5 NaCI’ da Gelisme Ozelligi

Her iki NaCl konsantrasyonunda 19 bakteri strainin ¢ok hizli ve yogun gelistigi
tespit edilmis, sonug¢ kuvvetli pozitif olarak kaydedilmistir. Strainlerden A. globiformis

strain AA16’nin ise pozitif 6zellikte oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.2. %5 NaCl konsantrasyonunda bakteri strainlerinin gelisimi (a), %2 NaCI’da
bakteri strainlerinin gelisimi (b)

4.9. Antagonist Bakteri Strainlerinin 37 °C ve 42 °C’de Gelisme Ozelligi

Bakteri strainlerinin test edilen sicaklik derecelerinde gelismedikleri
goriilmiistiir.
4.10. Antagonist Bakterileri Strainlerinin Pektolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

In vitro ikili kiiltiir testlerinde antibakteriyel aktiviteleri belirlenen bakteri
strainlerinin patates dilimlerinde inokule edildikleri alanda ¢iiriikliik olusturmadiklari

tespit edilmis, sonug pektolitik aktivite negatif olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.3. Biyokontrol etkisi belirlenen bakteri strainlerinin azot fikse etme, fosfat,
potasyum, kalsiyumu ¢6zme, NaCIl’da gelisme ve pektolitik aktivite
testlere ait sonuglari

SN YAME Analiz Tam N P K Ca %2 %5 PA
Sonucu NaCl NaCl
AA1l Bacillus pumilus K* K* - - K* K* -
AA 6 Bacillus pumilus + - - - K* K* -
AAT Bacillus pumilus + - - - K* K* -
AA 10 Bacillus pumilus + - - - K* K* -
AA 11 Bacillus cereus K* + - - K* K* -
AA 13 Bacillus atrophaeus K* + - - K* K* -
AA 15 Bacillus pumilus T+ - - - K* K* -
AA 16 Arthrobacter globiformis + + - - + + -
AA 17 Bacillus pumilus + + - - K* K* -
AA 20 Bacillus pumilis K* K* - - K* K* -
AA 21 Bacillus pumilus + + - - K* K* -
AA 27 Bacillus pumilus K* + - - K* K* -
AA 53 Bacillus mycoides + K* - - K* K* -
AA 67 Bacillus megaterium + + - - K* K* -
AA 86 Psedomonas putida + + - - K* K* -
AA 107  Bacillus pumilus K* + - - K* K* -
AA 111  Bacillus pumilus + - - - K* K* -
AA 112  Bacillus cereus + K* - - K* K* -
AA 114  Bacillus cereus + K* - - K* K* -
AA 125  Bacillus cereus + K* - - K* K* -

SN: Strain no, YAME: Yag asit metil ester, N: Azot fiske etme 6zelligi, P: Fosfor ¢ozme 6zelligi, K:
Potasyum ¢6zme 6zelligi, Ca: Kalsiyum ¢6zme 6zelligi, +: Pozitif sonug, K*: Kuvvetli pozitif sonug, -:
Negatif sonug, PA: Pektolitik aktivite

4.11. In vitro Ortamda Aday Antagonist Bakteri Strainlerinin Patojen Strainlerine

Karsi Biyokontrol Etkilerinin Belirlenmesi

In vitro ortamda Xpp ve Xcf strainlerine kars1 93 bakteri strainin antibakteriyel
aktivitesi test edilmis ve etkili bulunan strainlerin olusturdugu zon degerlerine ait
sonuglar Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te sunulmustur. Test edilen bakteri strainlerinin

olusturduklar1 engelleme zonlar1 Xpp i¢in degerlendirildiginde, MFD 442 strainine kars1
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9 (Bacillus pumilus strain AA6, B. pumilus strain AA7, B. pumilus strain AA10, B.
cereus strain AA11, B. atrophaeus strain AA-13, B. pumilus strain AA15, B. pumilus
strain AA17, B. subtilis strain 1T159 ve B. subtilis strain 1T162), MFD 270 strainine
kars1 5 strainin (B. pumilus strain AA10, B. atrophaeus strain AA13, Arthrobacter
globiformis strain AA16, B. pumilus strain AA27 ve B. megaterium strain AA46)
antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Patojen gelisiminin inhibisyonuna ait degerler Xcf i¢in incelendiginde MFD
265 strainine kars1 14 strainin (Bacillus pumilus strain AA1, B. pumilus strain AA10, B.
atrophaeus strain AA13, B. pumilus strain AA15, A. globiformis strain AA16, B.
pumilus strain AA17, B. pumilus strain AA21, B. pumilus strain AA27, Bacillus
megaterium strain AA67, Bacillus sp. strain AA76, Psedomonas putida strain AA86, B.
pumilus strain AA111, B. subtilis strain 1T159 ve B. subtilis strain 1T162), MFD 266
strainine karsi ise 10 strainin (B. pumilus strain AA6, B. pumilus strain AA7, B. pumilus
strain AA10, B. atrophaeus strain AA13, B. pumilus strain AA17, B. pumilus strain
AA20, B. pumilus strain AA111, Bacillus cereus strain AA112, B. subtilis strain 1T159
ve B. subtilis strain IT162) antagonistik etki gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.5).
Bakteri strainlerinden 3 tanesinin (B. mycoides strain OBF71, B. mycoides strain AA124
ve B. cereus strain AA125) ise 4 patojen strainine karst hiperparazitik etkiye sahip
oldugu gozlenmistir. Belirtilen strainler petri yiizeyine tamamen kapladigindan zon
Olglimii  yapilmamistir. Bu nedenle in vitro test sonuglarmin sonuglar c¢izelgede

verilmemiglerdir.

Bakteri uygulamalarinin Xpp ve Xcf strainlerinin gelisimine etkisi istatistiki
olarak (p<0,01) bulunmustur. Xpp strain MFD 442’ye kars1 en yiiksek biyokontrol
etkiyi 28 mm engeleme zonu ¢api ile IT159 straininin, en disiik etkiyi ise 10,5 mm
engelleme zonu ile AA11 straininin olusturdugu tespit edilmistir. Xpp strain MFD
270’ye kars1 ise en yiiksek antibakteriyel etki 20,3 mm engelleme zonu ¢api1 ile AA10
straini uygulamasinda belirlenerek en diisiik etki 12,8 mm engelleme zonu capi ile

AALG straini uygulamasinda saptanmistir (Sekil 4.3) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. In vitro ortamda bakteri strainlerinin Xpp strain MFD 442’ye kars

olusturdugu zon ¢aplari

STN YAME Analiz Tam Sonucu Xpp strain MFD 442
AA 6 Bacillus pumilus 14+0,17°*
AA 7 Bacillus pumilus 19,1+0,14°
AA 10 Bacillus pumilus 21,2+0,00P
AA 11 Bacillus cereus 10,5+0,05¢
AA 13 Bacillus atrophaeus 13,1+0,05¢
AA 15 Bacillus pumilus 22.3+0,20P
AA 17 Bacillus pumilus 21,6+0,14°
IT 159 Bacillus subtilis 2840,422
IT 162 Bacillus subtilis 26,6+0,14°
F Degeri 31,00*%*

*Veriler ii¢ tekerriir ortalamasidir ve ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur
**dnemlilik (p<0.01)
STN: Strain no, YAME: Yag asit metil ester

Cizelge 4.5. In vitro ortamda bakteri strainlerinin Xpp strain MFD 270’e karsi

olusturdugu zon caplari

STN YAME Analiz Tam Sonucu Xpp strain MFD 270
AA 10 Bacillus pumilus 20,3+0,05%*

AA 13 Bacillus atrophaeus 15+0,00°

AA 16 Arthrobacter globiformis 12,840,111

AA 27 Bacillus pumilus 14,6+0,02°¢

AA 46 Bacillus megaterium 17,140,05°

F Degeri 59,300**

*Veriler ti¢ tekerriir ortalamasidir ve ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur
**dnemlilik (p<0.01)
STN: Strain no, YAME: Yag asit metil ester

In vitro test sonuglar1 Xcf agisindan incelendiginde patojenin MDF 265 strainine
kars1 1T159 en yiiksek etkiyi (27,3 mm) olusturdugu belirlenmistir. En diisiik etki (0,95
mm) ise AAG7 straininin uygulanmasi sonucunda elde edilmistir. Xcf patojenin MFD

266 strainine karsi ise en yiiksek etki 37 mm engelleme degeri ile 1T159, en diisiik
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engelleme etkisi ise 10 mm degeri ile AA20 strainin uygulamasi sonucunda tespit
edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. In vitro ortamda bakteri strainlerinin Xcf strain MFD 265’¢ karsi

olusturdugu zon caplari

STN YAME Analiz Tam1 Sonucu Xcf strain MFD 265
AA 1l Bacillus pumilus 10,1+0,059*
AA 10 Bacillus pumilus 18,140,40%
AA 13 Bacillus atrophaeus 21,1+0,49c
AA 15 Bacillus pumilus 23,5+0,08"
AA 16 Arthrobacter globiformis 10+0,009
AA 17 Bacillus pumilus 13,5+0,25
AA 21 Bacillus pumilus 11,6+0,05f°
AA 27 Bacillus pumilus 11,6+0,05%
AA 67 Bacillus megaterium 0,95+0,089
AA 76 Bacillus spp. 15+0,00°
AA 86 Psedomonas putida 10=+0,009
AA 111 Bacillus pumilus 22,6+0,05
IT 159 Bacillus subtilis 27,3+0,282
IT 162 Bacillus subtilis 19,3+0,11¢%
F Degeri 24 247**

*Veriler ii¢ tekerriir ortalamasidir ve ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur
**onemlilik (p<0.01).
STN: Strain no, YAME: Yag asit metil ester

Cizelge 4.7. In vitro ortamda bakteri strainlerinin Xcf strain MFD 266’ya karsi
olusturdugu zon caplari

STN YAME Analiz Tam Sonucu Xcf strain MFD 266
AA 6 Bacillus pumilus 23,1+0,05%*
AA7 Bacillus pumilus 31,6+0,14°

AA 10 Bacillus pumilus 23,8+0,23°¢

AA 13 Bacillus atrophaeus 23,5+0,00°¢

AA 17 Bacillus pumilus 25,6+0,11°¢

AA 20 Bacillus pumilis 10+0,00°

AA 111 Bacillus pumilus 26,3+£0,20°¢
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Cizelge 4.7. (Devami)

STN YAME Analiz Tam Sonucu Xcf strain MFD 266
AA 112 Bacillus cereus 1740,00¢
IT 159 Bacillus subtilis 37+0,362
IT 162 Bacillus subtilis 2540,17¢
F Degeri 55,082**

*Veriler ii¢ tekerriir ortalamasidir ve ayni1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur.
**(Onemlilik (p<0.01)
STN: Strain no, YAME: Yag asit metil ester

(c) Xcf strain MFD 265 ve (d) Xcf strain MFD 266 gelisimini engellemesi
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4.12. Saksi1 Denemesi

Antagonist bakteri uygulamalarimin Xpp ve Xcf’nin neden oldugu hastalik
siddetine etkisi Cizelge 4.8’de verilmistir. Patojen inokule edilmis pozitif kontrol
uygulamasinda yer alan bitkilerde simptom olusmus ve ortalama hastalik siddeti Xpp
inokulasyonu sonucunda %90, Xcf inokulasyonu sonucunda ise %100 olarak tespit
edilmistir. Sadece su sprey edilen negatif kontrol grubundaki bitkilerde hastalik
simptomu gozlenmemistir. Bacillus subtilis strain 1T159, B. subtilis 1T162 ve B.
mycoides strain OBF71 uygulamalar1 sonrasinda bitkilerde Xpp’ye ait hastalik
simptomu olusumu tespit edilmemistir (Sekil 4.4b). Sonuglar Xcf agisindan
degerlendirildiginde sadece B. subtilis strain IT159 uygulamasi sonucunda hastalik

belirtisi goriilmemistir (Cizelge 4.8).

Cizelge4.8. Hastalik siddetinin belirlenmesi

Uygulamalar Hastalik Siddeti
Xpp Xcf
Bacillus pumilus strain AA10 25,00+1,319" 45,00+1,41¢
Bacillus atrophaeus strain AA13 55,00+1,31° 55,00+1,41°
Bacillus subtilis strain 1T159 0,00+1,31¢ 0,00+1,41f
Bacillus subtilis strain 1T162 0,00+1,31¢ 30,00+1,41¢
Bacillus mycoides strain OBF 71 0,00+1,31¢ 40,00+1,41¢
MIX (AA10+AA13+IT159+IT162+OBF71) 40,00+1,31°¢ 45,00+1,41¢
PK 90,00+1,312 100,00+1,412
NK (NB) 0,00+1,31¢ 0,00+1,41f
F degeri 655,401 517,669**

*Bitkilerde olusan simptom 0-4 skalasi kullanilarak degerlendirilmis ve buna bagl olarak hastalik siddeti
Thouwsend Heuberger formiilii ile hesaplanmistir **Veriler 4 tekerriir ortalamasidir. Ayni siitunda farkl
harfle gdsterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark vardir (p<0,01)
PK; Pozitif kontrol (Patojen), NK; Negatif kontrol (Stv1 besi yeri)
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Q ) 9y
Sekil.4.4 (a) Xpp’'nin neden oldugu hastalik simptomlarinin geligimi, (b) Xcfnin neden

oldugu hastalik simptomlarmin gelisimi, (¢) Negatif kontrol

Bakteri uygulamalarmin Xpp’ye karsi etkisi incelendiginde Bacillus subtilis
strain 1T159, Bacillus subtilis strain 1T162 ve Bacillus mycoides strain OBF71’in %100,
Bacillus pumilus strain AA10’un %75, Bacillus atrophaeus strain AA13’tin %45 ve
MIX (AA10+AA13+IT159+IT162+OBF71) uygulamasinin %60 oraninda hastalik
gelisimini engelledigi belirlenmistir (Sekil 4.5). Xcf igin sonuglar degerlendirildiginde
ise Bacillus subtilis strain IT159’un hastalik gelisimini %100 engelleyerek en yiiksek
etkiyi olusturdugu saptanmistir. Bacillus subtilis strain IT162’nin %70, Bacillus
mycoides strain OBF71 %60, Bacillus pumilus strain AA10’un %55 ve Bacillus
atrophaeus strain AA13’tin %45 etki ile patojenin gelisimini basarili bir sekilde
baskiladiklar tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bakteri uygulamalarinin hastalik gelisimine etkisi (%) (Xpp: Xanthomonas

phaseoli pv. phaseoli Xcf: Xanthomonas citri subsp. fuscans)

4.13. Uygulamalarin Yaprakta Klorofil icerigine Etkisi

Patojen enfeksiyonunun fasulye yapraklarinin klorofil icerigine etkisi Cizelge
4.9°da sunulmustur. Patojen inokiilasyonun klorofil igerigini diislirdiigli belirlenmistir.
Uygulama yapilmayan bitkilerde %41,26 olarak tespit edilen klorofil iceriginin Xpp
inokulasyonu sonrasinda %29,33’e Xcf uygulamasi sonrasinda %17,6’ya distigi
saptanmustir. En yiiksek klorofil igerigi (%45,35-45,53) B. subtilis strain IT159°da tespit
edilmistir. Uygulamalar biyokontrol etmenlerinin patojenlerinin enfeksiyonuna ragmen

kontrole kiyasla klorofil igeriklerini artirdigin1 gostermistir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.9. Uygulamalarin fasulye yapraklarimin klorofil i¢erigine etkisi

Uygulamalar Patojenler
Xpp Xcf

AA 10 41,15 43,40
AA 13 38,95 40,80
IT 159 45,35 45,53
IT 162 45,80 44,60
OBF 71 39,30 43,28
MiX 43,08 42,52
NK 41,26 41,26
PK 29,33 17,6

! . - =
Sekil 4.6. Xpp straintIT162 uygulamas: son

uygulamasi sonrasinda klorofil igerigi (b)

4.14. Antagonist Bakterilerin Molekiiler Tanis1

Saks1 denemesinde patojene karst antibakteriyel etkinligi test edilen bakteri
strainlerinin 16S rRNA dizi analizi ile tanis1 yapilmistir. Strainlerin tan1 sonuglarmna ait
baz1 bilgiler Cizelge 4.10’da verilmistir. 16S rRNA geninin tiir tayini i¢in hedef

bolgelerinin amplifikonlarinin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.7°de sunulmustur.
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Cizelge 4.10. Bakteri strainlerinin 16S rRNA dizi analizine ait tan1 sonuglari

Strain YAME Analiz PCR tani sonucu E Tam Erisim

No Tan1 Sonucu Degeri  yiizdesi Numarasi
AA 10  Bacillus pumilus Bacillus pumilus 0.0 87,29 KJ438145.1
AA 13  Bacillus atrophaeus  Bacillus atrophaeus 0.0 99,67 KC603567.1
IT 159  Bacillus subtilis Bacillus subtilis 0.0 100 KC708563.1
IT162  Bacillus subtilis Bacillus subtilis 0.0 100 HQ234329.1
OBF71  Bacillus mycoides Bacillus mycoides 0.0 98,85 MT845842.1

OBF 71 AA 10 IT 162 IT 159 AA 13

T -—— e e e

Sekil 4.7. Bakteri strainlerinin 16S rRNA geninin tiir tayini i¢in hedef bdolgelerinin

amplifikonlarinin agaroz jel goriintiisii

Bu calismada belirlenen 16S rRNA niikleotid dizileri GenBank veri tabanina
sunulmus ve AA10, AA13, IT159, IT162 ve OBF71 strainleri sirastyla KJ438145.1,
KC603567.1, KC708563.1, HQ234329.1, MTR845842.1 aksesyon numaralar1 ile
eslesmistir. Yapilan karsilagtirma sonucunda IT159 ve IT162’nin B. subtilis ile %100,
AA13’lin B. atrophaeus ile %99,67, OBF71’in B. mycoides ile %98,85 ve AA10’un B.

pumilus ile %87,29 benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Fasulyede ciddi verim kayiplarna neden olan Xpp ve Xcf'in biyolojik
miicadelesinde kullanilabilecek biyokontrol etmenlerinin tespiti amaciyla yiiriitiilen bu
tez calismasinda fasulye, domates, patates, yavsan otu ve sinir otuna ait 6rneklerden 78

bakteri straini elde edilmistir. Strainlerin tanis1 yag asit metil ester analizi ile yapilmistir
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ve en c¢ok Bacillus cinsine ait olmakla beraber Acinetobacter, Arthrobacter,
Agrobacterium, Clabibacter, Curtobacterium, Chryseobacterium, Enterobacter,
Flavobacterium,  Kluyvera, Lysinibacillus,  Microbacterium  Pseudomonas,
Psychrobacter, Rhizobium, Stenotrophomonas ve Virgibacillus cinlerine ait strainlerin
tiir bazinda tanis1 belirlenmistir. Benzer sekilde bakterilerin tanisinda yag asit metil ester
analizinin basariyla kullanildigina dair gesitli ¢alismalar bulunmaktadir (Cakmakgi et

al., 2008; Yilmaz ve ark., 2020; Sunyar et al., 2021; Kaya et al., 2023).

Mevcut ¢alismada in vitro ortamda, 93 bakteri straini Xpp ve Xcf strainlerine
kars1 antagonistik etkilerinin arastirilmasi amaciyla taranmistir. Xpp strain MFD 442’ye
kars1 9, Xpp strain MFD 270’e karst 5, Xcf strain MFD 265°¢ kars1 14 ve Xcf strain
MFD 266’ya karsi ise 10 bakteri straininin degisen oranlarda inhibisyon zonu
olusturarak patojen gelisimini engelledikleri belirlenmistir. Dort strain agisindan da
sonuclar genel olarak degerlendirildiginde etkili bulunan 20 bakterinin %50’sinin B.
pumilus oldugu tespit edilmistir. Diger strainlerden 8 tanesinin de yine Bacillus cinsine
ait bakteriler (B. atrophaeus, B. cereus, B. megaterium, B. subtilis ve Bacillus sp.)
oldugu gortlmistir. P. putida strain AA86 ve A. globiformis strain AA 16 tiirlerinin de
patojen gelisimini engelleyen bakteriler oldugu saptanmistir. B. pumilus strain AA10 ve
B. atrophaeus strain AA13’lin patojenin 4 strainine karsi, B. pumilus strain AA17, B.
subtilis strain IT 162 ve A. globiformis strain AA16’nin iki Xcf ve bir Xpp olmak iizere
3 patojen strainine karsi1 etkili oldugu bulunmustur. AA1, AA11, AA20, AA21, AA46,
AA67, AAT6, AA86 ve AA112 tiirlerinin ise patojenin sadece bir straininin gelisimini
engelledikleri tespit edilmistir. B. pumilus strain AA10 ve B. subtilis strain 1T159
tirlerinin swrasiyla 20,3 ve 28 mm inhibisyon zonu ile Xpp strainlerine karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenirken, B. subtilis strain IT159’un ayni zamanda
Xcf strainlerinin gelisimini 27,3-37 mm zon degeriyle engelledikleri saptanmistir. Adi
bakteriyel yanikligi etmenlerinin in vitro ortamda kontroliine ydnelik benzer
calismalarda P. grimontii P25 ve P. cepatia P7 tiirlerinin sirasiyla 26.77 mm ve 24 mm
inhibisyon zonu olusturarak antibakteriyel aktivite gosterdigi (Mokrani et al., 2008), R.
aquatilis’in gelisimini basariyla engelledigi (Sallam, 2011), P. fluorescens ve B.
subtilis’in sirastyla 32.75 ve 20.75 mm inhibisyon g¢ap1 olusturarak kontrol sagladigi
(Drikuand et al., 2017) tespit edilmistir.

45



Yapilan bu calismada ayn1 cinse ait tiirlerin bireysel biyokontrol aktivitesinin,
her bir bakteri icin farkli sonuglandigi goriilmiistiir. Ornegin B. pumilus tiirlerinin
olusturduklar1 inhibisyon zonunun biiyiikliigiiniin strain farkliligina bakilmaksizin Xpp
icin 14-22,3 mm, Xcf i¢in 10-31.6 arasinda degistigi tespit edilmistir. Patatesten izole
edilen B. pumilus strainlerinin patojen strainlerine karst Onemli bir biiylime
inhibisyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bakteri tiirlerinin etkisinin patojenin
strainlerine baglh olarak faklilik sergiledigi saptanmistir. Xpp MFD 142’ye karsi en
yiiksek inhibisyon zonuna (26.6 mm) sahip olan B. subtilis strain IT162’nin Xpp MFD
270 tizerinde etkili olmadigr bulunmustur. Xcf strain MFD 265 iizerinde biyokontrol
etkinligi tespit edilen 8 bakterinin (AA1, AA15, AA16, AA21, AA27, AA67, AAT6 ve
AAB86) patojenin MFD 266 strainine karsi etkisiz oldugu belirlenmistir. Sadece
fenotipik 6zelliklerine bakildiginda bile birbirlerinden farkli olduklar1 diisiiniildiiglinde
elde edilen sonuglarin degiskenligi normal karsilanmaktadir. Yapilan bu ¢aligmada elde
edilen inhibisyon zonu degerleri ile farkli calismalarda tespit edilen inhibisyon degerleri
arasinda da farkliliklar bulunmaktadir (Giorgio et al., 2016; Drikvand et al., 2017;
Sangiogo et al., 2018; Rostami et al., 2021). Bu fakliligin patojen strainlerinin
virlilensligine (Van Loon, 2007) ve biyokontrol etmenlerinin kontrol mekanizmalarina

(Kumar et al., 2018) bagli olarak degistigi ifade edilmektedir.

Bu ¢alismada in vitro biyokontrol etkinligi belirlenen 5 Bacillus straininin ve
karisgimlarinin saksit ortaminda patojene karsi etkisi test edilmistir ve strainlerin adi
bakteriyel yanikligi enfeksiyonunu %45-100 arasinda kontrol ettigi saptanmistir. B.
subtilis strain IT 159’un uygulandig: bitkilerde hastalik simptomu olusmadigi, strainin
hem Xpp hem de Xcf gelisimini %100 kontrol ederek en basarili uygulama oldugu
gorilmiistiir. B. subtilis strain IT 162’ nin ise sadece Xpp’nin neden oldugu hastalik
gelisimini %100 oraninda engelledigi belirlenmistir. Bacillus tiirlerinin elverissiz
kosullarda hayatta kalabilen, spor olusturan bir bakteri olarak bitki hastaliklarinin
kontroliinde siklikla kullanildiklar1 rapor edilmistir (Pérez-Garcia et. al., 2011; Krishan
et. al., 2015; Abbasi and Weselowski, 2015; Han et. al., 2016; Liu et al., 2018;
Sangiogo et. al., 2018). Rostami et al. (2021) tarafindan sunulan bir ¢alismada B.
pumilus strain Z51 ve B. simplex strain Z73 uygulamalarinin Xpp’nin neden oldugu

hastalig1 sirasiyla %78.08 ve %73.66 oraninda engelledigi bildirilmistir. B. subtilis
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strain QST 713 wuygulamasinin fasulyede enfeksiyon oranin1 %40,36 oraninda

diistirdiigii belirlenmistir (Belete et al., 2021).

Yapilan bu c¢alismada biyokontrol strainlerinin tek tek bitkilere sprey
edilmesinin AA13 uygulamasi hari¢ strainlerin karisim seklinde uygulanmasina kiyasla
hastalik siddetini belirgin bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde strainlerin
tekli uygulanmasinin patojenlerin gelisimi {izerinde baskilayici etkiler sergiledigine dair
cesitli calismalar mevcuttur (Fousia et. al., 2016; Anak ve ark., 2021; Kurt, 2023). Bu
caligmanin bulgularindan farkli olarak Sera ortaminda P. fluorescens ve B. subtillis
strainlerinin tekli uygulamalarinin hastalik simptomlarini sirasiyla %21,74 ve %15,22
oraninda azalttig1, birlikte uygulanmalarinin (P. fluorescens + B. subtillis) ise hastalik
gelisimini %51 oraninda distirdiigii kaydedilmistir (Drikvand et al., 2017). Bununla
birlikte farkli aragtirmalarda hastalik inhibisyonunun stabilitesini ve etkinligini artirmak
icin iki veya daha fazla strainin kullanilabilecegi ve bdylece her bir strain tarafindan
sunulan biyokontrol mekanizmalarindaki gesitlilik ile daha genis spektrumda yer alan
patojenlerin kontrol seviyesinin artacagi vurgulanmaktadir (Thomloudi et al., 2019).
Ancak c¢oklu strain uygulamalarinda strainler arasindaki uyumun, dolayisiyla uygun
strainlerin se¢iminin biyokontroliin basarisin1 belirleyecek bir faktor oldugunun alti
cizilmektedir (Hu et al., 2016). Haas and Defago (2005) tarafindan yapilan ¢aligmada
uyumsuz strainlerin inokulasyonunun, strainlerin hastalik kontrolii i¢in uygun

popiilasyon esigine ulagmasini engelledigi bildirilmektedir.

Bitki gelisimini tegvik eden bakterilerin etki mekanizmalar1 degerlendirildiginde
azot fikse etmeleri, fosfat ve potasyum c¢oziinlirliiglinii saglamalart 6nem tagimaktadir
(Khan et. al., 2010; Wang et. al., 2019). Ciinkii bitki i¢in mevcut besin maddelerinin
miktarinin arttirtlmasi  ve bitki kullanimina sunulmasi hastaliklara kars1 bitki
dayanikliligini etkileyen unsurlardandir (Watanabe et al., 2004). Bu tez ¢aligmasinda in
vivo deneme igin secilen 5 bakteri straini (AA10, AA13, IT159, IT162 ve OBF71)
incelendiginde hepsinin azot fikse etme ve fosfor ¢cézme test sonuglarinin sirasiyla +/-,
K+/+, +/+, K+/K+, +/K+ seklinde oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Cakmakg¢1 ve
ark. (2008) tarafindan 34 Bacillus, strainin azot baglama o6zelligine sahip oldugu tespit
edilmistir. Han and Lee (2005) tarafindan besin elementlerinin sinirli oldugu toprakta

Bacillus cinsine ait bakterilerin bitkilerin azot, fosfor ve potasyum alimini artirarak bitki
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gelisimini tesvik ettigi saptanmistir. Banerjee et al. (2010) tarafindan en giiclii fosfat
coziiclilerin  Bacillus, Rhizobium, Pseudomonas, Azotobacter ve Azospirillum

cinslerinde yer aldig1 belirlenmistir.

Calismada Bacillus tiirlerinin 6zellikle de B. subtilis strain IT 159 un adi
bakteriyel yanikligi hastaliginin biyolojik kontroliinde dikkate deger bir basari
gosterdigi  goriilmektedir. Bacillus tiirlerinin patojenleri inhibe edici aktivite
gosterdikleri ve hastalik zararimi etkileyebilecek biyolojik maddeler iirettikleri cesitli
calismalarda gosterilmistir. Bu maddelerin patojenleri baskilamada antagonistik
mekanizmada etkili olabilecegi gibi mikroorganizmalarin ¢evreye uyumu igin de gerekli
oldugu belirtilmistir (Vallet et al., 2010). Bacillus tiirlerinin bitki patojenlerini bir dizi
enzim, antibiyotik ve toksin tireterek (Lisboa et al., 2006; Tariq et al., 2017), fosfati
¢ozerek (Singh and Satyanarayana, 2011; Kammoun et al., 2012), IAA salgilayarak
(Vacheron et al., 2013) ve mikroorganizmalarin demirden yoksun birakilmasi ve
bitkiler tarafindan demir aliminin desteklenmesini saglayan siderofor iireterek (Haas
and Défago 2005; Radzki et. al., 2013) engelledigi belirlenmistir. Absorbe edilen
demirin, bitki patojenlerinin kontroliinden sorumlu enzimleri aktive edebilecegi gibi
(Dordas, 2008) bitki patojenlerini kontrol eden strainler tarafindan antibiyotik salinimini
da uyardig1 (Parewa et al., 2018) bildirilmistir. Ayrica sitokrom ¢ oksidazin yani sira
diger 6nemli mikrobiyal metallo-enzimlerin inhibitorii olarak bilinen HCN iiretimine
sahip olduklar tespit edilmistir (Nandi et al., 2017). Bacillus tiirlerinin farkli polyketide
bilesikleri tirettigi ve protein sentezini inhibe ederek hem gram pozitif hem de gram
negatif bakteriler i¢in bir antagonistik etki gosterdigi saptanmistir (Chen et al., 2006;
Kinsella et al., 2009). Bakteri strainlerinin, antifungal ve antibakteriyel 6zellikleri kabul
edilmis bir fitoaleksin olan faseolin iiretimini arttirarak (Bozkurt and Soylu, 2011),
fasulyede dayanikliligi uyardiklar1 ve daha diisiik hastalik siddetine neden olduklar1
bildirilmistir (Beneduzi et al., 2012; Spago et al., 2014). Bu ¢aligmada adi bakteriyel
yaniklig1 hastaligiin biyokontroliinde elde edilen basarinin strainlerin yukarida
belirtilen mekanizmalardan birkagina sahip olma kapasitelerinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Adi bakteriyel yanikligi diinya genelinde fasulyenin baslica hastaliklarindan
birisidir ve 6nemli iriin kayiplarina neden olmaktadir. Yetistiriciler adi bakteriyel
yaniklig1 hastaliginin fasulye {lizerindeki etkisini en aza indirmek i¢in, sanitasyon, iirlin
rotasyonu, saglikli tohumlarm kullanimi, uygun biyolojik miicadele ajanlarinin
kullanim1 ve bakirlt bilesik uygulamalarini dikkatli bir sekilde entegre etmelidir. Ancak
bakira dayaniklilik  gelisimi, Ozellikle Xanthomonas'in  neden oldugu  bitki
hastaliklarinda maalesef ciddi bir sorundur. Bu nedenle, biyolojik kontrol ajanlar1 olarak
etkili bakteri strainlerinin kullanimi bakirli bilesiklerin kullaniminin en az seviyede
tutulmasi, kimyasallarin ¢evre ve canlilar tizerindeki etkisinin azaltilmasi ve toprakta
bakir birikiminin ¢éziimiinde faydali olacaktir. Bu ¢alismada 5 Bacillus tiiriiniin fasulye
adi bakteriyel yanikligi hastaligi gelisimini %45-100 oraninda engelledigi tespit
edilmistir. Strainler arasinda B. subtilis strain IT 159’ un saksi denemesinde hem Xpp
hem Xcp gelisimini tamamen engelleyerek en basarili bakteri straini oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle B. subtilis strain IT 159° un fasulye adi bakteriyel
yanikliginin biyokontroliinde ¢ok oOnemli bir rol oynayabilecegi ve fasulye iiretim
sistemlerinde biyopestisit olarak umut verici tarimsal uygulamalar sunabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte bagarili bulunan strainlerin farkli fasulye cesitlerinde
veya bitki tiirlerinde, farkli 6zelliklere sahip topraklarda, farkli iklim kosullarinda
etkilerinin belirlenmesi ve inokule edilen ortamin mikrobiyal toplulugu tizerindeki uzun

vadeli etkilerinin arastirilmasi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bakterilerin NCBI’ da tanis1 yapilirken kullanilan bolgeye ait sekans dizileri agsagida

verilmistir.
AA-10-10f_v9R_003_2022-06-08

CCGTTGTGTCGATCAGATCGTCCCGCAGTGAATGGTCGATGGAAATTTGATG
GTAACTGGGCCGAGCTTGTTGCCTTGAGAGGGAGCAGGCTAGGGCTGTGTT
GCGCTCCCACTTCCTCGGTTGCACCGCAGCACCTTAGAGGCCAACTAAATGC
TGCACTAAGATCAAGGGTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAAGA
CAAAGTCCCTATCTCTAGGGTTTGCTCAGCCGGATGATCAAGCACCCTGGAT
CATAGGGTTCTTCGCGTTGCCTTCGAATTTCAGACCGACATGGCTTCGAACC
CGCCTTGGTTGACGTGAGTCTCCGCCCCCGCGGTTTCTCAT
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TGGGTAACCTGCCTGTAGGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA
CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCT
CACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGG
CGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACC
GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAC
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TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTA
CTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGA
GAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCT
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GTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA

CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCC
AACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTC

TGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGAC

CTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTG

TGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCA

GGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT
TTCGCTCCCCC

>1T-162_11R_007_2022-05-26

TGTTTTAAACGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCA
GTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCT
TAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTT
TGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAAAT
CAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT
CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCT
GCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGG
CGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTTCG

>OBF 71_v1_002_2022-07-06

TAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTACCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGG
ATAATATTTTGAACTGCATAGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCAC
TTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA
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TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAAGT
GGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAAGTTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGGAGTACGGGCCGCAAGGGCTGAAACTTCAAAAGGAATTGGAC
C
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