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OZET

SERT KABUKLU MEYVE AGACLARINDA SORUN OLAN
BOTRYOSPHAERIA GERIYE OLUM HASTALIK ETMENLERINE KARSI
ENDOFIT VE EPiFiT BAKTERIYEL iZOLATLARIN in vitro BIYOKONTROL
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Insanlarin saglikli beslenme konusunda bilinglenmesinin bir sonucu olarak giiniimiizde
sert kabuklu meyvelere olan ilgi giderek artmaktadir. Ulkemizde ekonomik oneme sahip
yetistiriciligi yapilan sert kabuklu meyvelerin basinda Antep fistig1 (Pistacia vera L.), ceviz
(Juglans regia L.), findik (Corylus avellana L.) ve badem (Prunus dulcis L.) gelmektedir. Son
yillarda tilkemizde yetistiriciligi yapilan ceviz, badem, findik ve Antep fistig1 agaclarinda geriye
dogru 6liim, govde, dal ve yapraklarda kurumalar seklinde hastalik belirtilerine Botryosphaeria,
Cytospora, Diplodia, Lasiodiplodia, Neofusicoccum ve Phomopsis cinslerine ait fungal
etmenlerin neden oldugu bildirilmistir. Sert kabuklu meyvelerde sorun olan bu etmenler
konusunda ¢ok sinirli veri bulundugundan, s6z konusu hastalik etmenlere yonelik caligmalara
rastlanilmamigtir. Bu ¢alismada, (i) ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik gibi farkl tiirlere ait
saglikli sert kabuklu meyve agag¢larimin farkli bitki kisimlarindan elde edilen endofit ve epifit
bakteri izolatlarin izolasyonu, (ii) tanilanmast, (iii) bu agaglarda sorun olan Botryosphaeria geriye
Olim hastalik etmenlerinden Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum ve
Neoscytalidium dimidiatum hastalik etmenlerine karsi in vitro biyokontrol etkinlikleri, (iv)
etkinlikte rol oynayan olasi antagonistik ve bitki gelisimini tesvik eden (PGP) etki
mekanizmalarin karakterize edilmesi amaclanmistir. Saglikli agaclarin rizosfer ve endosfer
bolgelerinden toplam 74 izolat elde edilmis olup, bu izolatlar arasindan segilmis 48 bakteri izolati
MALDI-TOF MS ile teshisi edilmis ve fungal etmenlere kars1 antagonistik etkinlikleri karakterize
edilmistir. /n vitro ikili kiiltiir testlerinde fungal hastalik etmeni Neoscytalidium dimidiatum’un
misel gelisimini Pseudomonas chlororaphis NKAZL10Oep, Botryosphaeria dothidea ve
Neofusiccocum parvum’un misel gelisimini ise Bacillus mojavensis NKA7en izolatlar1 %80-
84 gibi yliksek oranlarda engelleyen izolatlar olarak belirlenmiglerdir. Test edilen bakteri
izolatlar1 siderofor, proteaz, hidrojen siyaniir [HCN], amonyak tiretimi gibi antagonistik, indol
asetik asit [IAA] ve fosfor ¢ozme gibi bitki gelisimini tesvik eden (PGP) mekanizmalar
bakimindan istatistiksel olarak oldukea farkliliklar gostermistir. Secilerek test edilen 43 bakteri
izolatin, 43 tanesi siderofor, 35 tanesi amonyak, 28 tanesi proteaz, 4 tanesi ise HCN iiretiminde
pozitif olarak kayit edilmistir. Siderofor, proteaz ve amonyak {retiminin misel gelisimin
engellenmesinde (antagonizm) rol oynayan faktorler olabilecegi diisiiniilmektedir. Test edilen
tiim bakteriler degisen oranlarda IAA iiretmis olup, 17 izolat fosforu ¢dzebilme yeteneginde
oldugu belirlenmistir. Izolatlar arasinda Pseudomonas aeruginosa NKC2ep ve Acinetobacter
dijkshoorniae NKAS8en en fazla IAA iireten ve fosforu ¢ozen izolatlar olarak belirlenmistir.
Sonug olarak giiglii antagonistik (siderofor, proteaz, HCN, amonyak iiretimi) ve PGP (IAA ve
fosfor ¢ozme) etkinlikleri gosteren, 6zellikle Bacillus spp. ve Pseudomonas spp. ait izolatlarin
geriye dogru oliimlere neden olan Botryosphaeria dothidea, Neofusiccocum parvum ve
Neoscytalidium dimidiatum hastalik etmenleri ile miicadelede biyokontrol ajani olarak
gelistirilebilme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma antagonist bakteri tiirlerinin
sert kabuklu meyve agaclarinda sorun olan bazi geriye dogru 6liim hastalik etmenlerine karsi
biyokontrol etkinliginin ve etki mekanizmalarimin aragtirildigi ilk ¢alisma niteligindedir.
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ABSTRACT

DETERMINATION of in vitro BIOCONTROL EFFICIENCIES of
ENDOPHYTIC and EPIPHYTIC BACTERIAL AGENTS AGAINST
BOTRYOSPHAERIA DIEBACK DISEASE AGENTS on NUT TREES

As a result of the awareness of people about healthy nutrition, the interest in nut fruits is
increasing day by day. Pistachio (Pistacia vera L.), walnut (Juglans regia L.), hazelnut (Corylus
avellana L.) and almond (Prunus dulcis L.) are the leading fruits that are cultivated with economic
importance in our country. Very recently, fungal disease agents, belonging to Botryosphaeria,
Cytospora, Diplodia, Lasiodiplodia, Neofusicoccum and Phomopsis, have been reported to cause
symptoms of disease in the form of dieback, dryness of stems, branches and leaves in walnut,
almond, pistachio and hazelnut trees in different region of our country. Since, there are very
limited information available on the disease factors on walnut, almond, pistachio and hazelnut
trees, studies on disease control is not currently available. Therefore, this study aimed for (i)
isolation and (ii) identification of endophytic and epiphytic bacterial isolates from different
healthy nut trees such as walnut, almond, pistachio and hazelnut and (iii) characterize in vitro
biocontrol activities and (iv) possible antagonistic and plant growth promoting (PGP) mechanisms
that play a role against Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum and Neoscytalidium
dimidiatum disease agents. A total of 74 bacterial isolates were obtained from the rhizosphere and
endosphere of healthy trees, 48 of these isolates were identified by MALDI-TOF MS analysis and
selected for antagonistic potential against fungal isolates In dual culture assay, Pseudomonas
chlororaphis NKA10ep and Bacillus mojavensis NKA7en isolates were found as the most
effective antagonistic bacterial isolates inhibiting mycelial growth of Neoscytalidium dimidiatum,
Botryosphaeria dothidea and Neofusiccocum parvum by 80-84%. Bacterial isolates
significantly varied in the production of siderophore, protease, hydrogen ciyanide [HCN],
ammonia, indole acetic acid [IAA], phosphate solubilization. Among the tested 43 bacterial
isolates, 43 were positive for siderophore production, 35 for ammonium production, 28 for
protease and 4 for HCN production. The production of siderophore, protease and ammonium by
these isolates may be the contributing factor(s) for their antagonistic properties against the
suppression of the mycelial growth. All selected bacterial isolates produced IAA in a relatively
varying amounts but 17 isolates solubilized the phosphate. Among the isolates, Pseudomonas
aeruginosa NKC2ep and Acinetobacter dijkshoorniae NKAS8en produced a relatively large
amount of extracellular IAA and solubilised phosphate. In conclusion, the strong antagonistic
(siderophore, protease, ammonium production) and PGP traits (IAA and phosphate solubilization
potentials) displayed by effective isolates belonging to Bacillus spp and Pseudomonas spp. may
be considered a good alternative as a biocontrol agent and have the potential to be developed as
biological control agent for suppressing dieback plant pathogens tested in this study. This is the
first study to investigate the biocontrol effect and mode of action of some of the antagonist
bacterial species on dieback fungal disease agents of nuts tested in the present study.
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TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, planlanmasi, yiiriitiilmesi, laboratuvar ¢alismalar1 ve
yazim agamasinda degerli bilgilerini ve tecriibelerini esirgemeyen; egitim siirecimde her
tiirli destegi saglayan, etik davranma ve diizenli ¢calismay felsefe edinmeme vesile olan,
kendisiyle caligmaktan ¢ok mutlu oldugum kiymetli danisman hocam Prof. Dr. Soner
SOYLU’ya, boliimde yer alan deneyimlerini paylasan degerli hocalarim Prof. Dr. Sener
KURT, Prof. Dr. E. Mine SOYLU’ya, tez calismalarim sirasinda tim bolim
imkanlarindan yararlanmami saglayan HMKU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliim
Baskanligi’na, maddi destek veren HMKU Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii’ne (Proje No: 20.YL.025) ve lisansiistii egtimimin tiim asamalarinda
yardimci olan FBE idari ve akademik kadrosuna tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bakteri ve fungus izolatlarimin tanisinda ve in vitro etkinliklerin
belirlenmesi asamasinda yardimei1 olan Ar. Gér. Dr. Merve KARA, Ogr. Gor. Dr. Aysun
UYSAL, Ar. Gor. Yusuf GUMUS, Zir. Yiik. Mith. Murat KARACA ve Zir. Miih.
Mehmet KOC’a tesekkiir ederim.

Beni her zaman en iyisini yapabilecegime inandiran, bu giinlere gelmemi
saglayan, maddi manevi her tiirlii desteklerini esirgemeyen ailem ve kardeslerim Eyliil ve

Murside’ye en igten tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Insanlarin saglikli beslenme konusunda bilinglenmesinin bir sonucu olarak
giinlimiizde sert kabuklu meyvelere olan ilgisi de giderek artmaktadir. Diinya’da sert
cekirdekli (Nut) grubuna ait 10’dan fazla meyve tirii, ckonomik anlamda
yetistirilmektedir. Ulkemizde ekonomik 6neme sahip yetistiriciligi yapilan sert kabuklu
meyvelerin basinda Antep fistig1 (Pistacia vera L.), ceviz (Juglans regia L.), findik
(Corylus avellana L.) ve badem (Prunus dulcis L.) gelmektedir.

Sakiz agacigiller (Anacardiaceae) familyasindan bir meyve tiirii olan Antep fistig1
ekonomik Onemi nedeniyle Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde altin agaci olarak
adlandirilmaktadir (Ozbek, 1978). Sulama yapilmadan taslik kayalik alanlarda ve fakir
topraklarda bile ekonomik anlamda yetistirilebilen bu lezzetli ve besin degeri yiiksek
meyve “altin agac1”, “yesil altin” ve “meyvelerin kral1” ve “krallarin meyvesi” olarak da
taninir (Ayfer, 1990). Odunsu bir agag tiirii olan Antep fistig1, tohumlar1 yiiksek besin
igerigine ve ekonomik degere sahiptir. Ozellikle proteinler ve esansiyel yag asitleri
acisindan Onemli bir besin kaynagidir. Tiirkiye, Antep fistiginin baslica gen
merkezlerinden biri olup, Yakindogu Gen Merkezi’ nin i¢inde yer almaktadir. Tiirkiye
Antep fistig1 yetistiriciligi agisindan ekolojik kosullara bagli olarak, en verimli iiriin
alinabilen iilkeler arasinda yer almaktadir (Ertiirk ve ark., 2015; Aslan, 2019).

Ceviz (Juglans regia L.), botanikte Dicotiledoneae smifi Juglandales takimi,
Juglandaceae familyas1 ve Juglans cinsinde yer alir. Juglans cinsi igerisinde gliniimiizde
ozellikleri belirlenen 18 tiirden en 6nemlisi ve iistiin meyve kalitesi ile ceviz denildiginde
ilk akla gelen, “Anadolu cevizi”, “Iran cevizi” ve “Ingiliz cevizi” olarak da adlandirilan
J. regia’ dir. Siyah ceviz (Juglans nigra) ve Ingiliz cevizi (J. regia), diinya genelinde en
yaygin tarimi yapilan ceviz tiirleridir. Yabani formdaki ceviz tiirleri diinyanin bir¢cok
yerinde yayilma alan1 bulmustur. Ancak, cevizin anavatani, bazi arastiricilara gore iran’in
Ghilan Bolgesi, baz1 arastiricilara gore ise Cin’dir. Bunlara karsilik daha biiyiik bir
cogunluk ise cevizin anavatani olarak ¢ok daha genis bir alan1 gostermektedirler. Bunu
savunan gruba gore ceviz Karpat daglarindan Tiirkiye, Irak, Iran, Afganistan, Giiney
Rusya, Hindistan, Mangurya ve Kore’ ye kadar uzanan genis bir bolgenin dogal bitkisidir.
Ceviz saglik ve beslenme bakimindan ¢ok 6nemli bir meyve tiiriidiir. Genel olarak

cevizde %3.5 su, %15-30 protein, %55-77 yag, %1.5-3 kiil ve %5-15 oraninda da



karbonhidrat (agirlik seliiloz) bulunmaktadir. Ayrica cevizin meyvesi, Ca, P, Mg, Fe, Na,
K gibi mineral maddeler bakimindan zengin oldugu gibi A, B1, B2, B6, C vitaminlerini
de icermektedir. 1 kg ceviz yaklasik 7.000 kalori enerji saglamaktadir. Ceviz ¢ok degisik
sekillerde tiiketilmektedir. Cerez olarak, pasta ve biskiivi sanayinde, parfiim sanayinde,
recel, helva yapiminda, boya, tanen, plastik ve kaucuk endiistrisinde, yag olarak, ilag
sanayinde, sucuk, samsa, pestil yapiminda tiiketilmektedir. Ayrica kerestesinin son
derece kiymetli olmasindan dolay1 da oymacilikta bu yonde aranan materyallerin basinda
ceviz gelmektedir (Anonim, 2014).

Badem iilkemiz ekonomisinde 6nemli bir yere sahip, besin igerigi agisindan saglikli
bir diger iiriiniimiizdiir. Badem, tatli badem (Prunus amygdalus communis var. dulcis) ve
ac1t badem (Prunus dulcis, var. amara) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Aci bademin
ucucu yagi, iyi bir koku ve tat giderici olarak (balik yagina ilave edilir) ve dezenfektan
olarak kullanilir. Ac1 bademin tohumlari, badem surubu hazirlanmasinda, kremlerde ve
halk arasinda bogaz agrilarina kars1 kullanilmaktadir. Tatli badem tohumlar1 ise
genellikle kuruyemis olarak tiiketilmekle birlikte badem yagi elde edilmektedir. Badem
karbonhidrat, protein, doymamis yag, lif, fosfor, kalsiyum, demir, potasyum,
magnezyum, ¢inko, A, B, C ve E vitamini igerir. Badem, LDL (kétii huylu) kolesterolii
diisiiriici etkiye sahiptir. Badem igin, yazlar kurak ve sicak, kiglari 1lik ve yagish
Akdeniz iklimi idealdir. Bununla beraber, odun kisminin kis soguklarina dayanikli olmast
sebebiyle, asir1 soguk iklimde de yetisebilmektedir. Badem agacinin odun kismi1 —20°C
ile -30°C’ye kadar soguga dayanabilir. Tiirkiye’nin en dnemli badem iiretim bolgesi olan
Ege’de yillik ortalama yagis 700 mm. civarindadir (Anonim, 2017). Antep fistiginda
oldugu gibi, ililkemiz ceviz, badem ve findik yetistiriciligi acisindan 6nemli gen
merkezlerinden biridir.

Sert kabuklu bir diger dnemli meyvelerden biri olan findik (Corylus avellana L.),
Fagales takiminin Betulaceae familyasinda yer alan Corylus cinsine aittir. Yetistiriciligi
M.O. 2838 yillarina dayandig1 ifade edilen findigin, ilk kaynagimnin Cin iizerinden Iran’a
gectigi ve oradan da Anadolu’nun Karadeniz kiyilarinda yetistiricili§inin yapilmaya
baslandig1 bildirilmistir (Sobutay, 2006). Findik {ilkemizin en énemli ihrag iirlinii olup,
tiretimin biiytik bir kism1 Karadeniz bolgesinde yapilmaktadir.

Diinya genelinde iilkemiz s6z konusu bu 4 stratejik Oneme sahip iirliniin

yetistiriciliginde Onemli bir yere sahiptir. Diinya {iretim toplami, 9.000.000 ton



civarindadir. Bu iiretimin %77’si; Cin, ABD, iran ve Tiirkiye tarafindan
gerceklestirilmektedir (Kurt, 2014). Diinyada tarimi yapilan bu 4 iiriiniin 2019 y1l1 {iretim
miktarlaria bakildiginda; Tirkiye, findik yetistiriciliginde 776.046 ton {iretimle 1.,
Antep fistigy yetistiriciliginde iran ve A.B.D.’den sonra 240.000 ton iiretim miktari ile 3.,
badem yetistiriciliginde A.B.D, Ispanya, Avustralya ve iran’dan sonra 150.000 ton iiretim
miktar1 ile 5., ceviz yetistiriciliginde Cin, A.B.D ve Iran’dan sonra 225.000 ton {iretim

miktartyla 4. sirada yer almistir (Anonymous, 2019).

Antep fistig Ceviz
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Sekil 1.1. Diinya genelinde 2019 yilinda en fazla sert kabuklu meyve liretimi (ton)
yapan iilkeler (Anonymous, 2019)

S6z konusu sert kabuklu meyvelerin tlilke ekonomisine katkis1 kiiglimsenmeyecek
diizeyde yiiksek oranlarda seyretmektedir. Ulkemizde Karadeniz Bolgesi’nde yogun
olarak yetistiriciligi yapilan findik diginda kalan 3 iirlinlin yetistiriciligi ozellikle
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde ¢ok eski yillardan beri yapilmaktadir. Kendine 6zgii

dogal bir tat ve bunun yaninda besin degeri agisindan oldukga zengin olan sert kabuklu



meyveler basta tatlilarda ve birgok yoresel yemekte kullanilmasinin yam sira, biiyiik
miktarda gerez olarak da tliketilmektedir. Besin igerigi bakimindan badem, findik ve
yerfistig1 gibi yagli meyveler ile karsilastirildiginda Antep fistigi; protein, karbonhidrat
ve kalori degerleri agisindan birinci sirada iken yag orani agisindan ise findik
meyvesinden sonra ikinci sirada bulunmaktadir (Gezging ve Duman, 2004).

Ulkemizde iiretimi yapilan sert kabuklu meyvelere olan ilgi son yillarda artarken,
iiretim yapilan alanlarda tarimsal miicadele, giibreleme, sulama, ilaglama, budama gibi
iiretici yanliglhiklar1 oldukca fazla goriilmekte ve bu durum bitkilerde hastaliklarin
olusumuna ve dolayistyla verimin diismesine, kalitenin azalmasina sebep olmaktadir
(Sat1l, 1995). Diinyada oldugu gibi lilkemizde yetistiriciligi yapilan ceviz, badem, findik
ve Antep fistig1 agaclarinin verim ve {iriin kalitesi fungal, bakteriyel ve viral hastalik
etmenleri tarafindan ciddi sekilde etkilenir.

Son yillarda diinya genelinde yetistiriciligi yapilan basta ceviz agaglari olmak
tizere, Antep fist1g1, badem ve findik agaclarinda etiyolojileri yeni arastirilmaya baslayan
geriye dogru oliim, gévde, dal ve yapraklarda kurumalar seklinde hastalik belirtilerine
neden olan birgok fungal etmenler tarafindan etkilendigi bildirilmistir (Sekil 1.4.2). Farkli
morfolojik yapidaki fungal tiirler tarafindan siirgiin ve dal ve ana govdelerde gerceklesen
enfeksiyonlar sonucunda hastalik etmeni govde, dal ve siirglinlerde kurumalar
seklindegoriilen geriye dogru 6liim belirtilerine neden olmustur. Diinyada ve lilkemizdeki
cok sayida kiiltiir bitkisi, orman agaclart ve calilarda Dothideales takimi
Botryosphaeriaceae familyasina ait fungal etmenler, diinya capinda genis konukgu
dagilis1 gostermekte ve ¢ok cesitli odunsu meyve agaclarinda degisik hastaliklara sebep
olmaktadir (Barr, 1987; Slippers ve Wingfield, 2007). Bu familyaya ait fungal tiirlerin
diinya capinda yetistiriciligi yapilan ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik gibi sert
kabuklu meyvelerin yani sira, avokado, asma, zeytin ve diger birgok onemli meyve
agacinda yikict hastaliklara sebep oldugu bildirilmistir (Michailides, 1991; Johnson ve
ark., 2002; Ma ve Michailides, 2002; McDonald ve ark., 2009; Urbez-Torres ve ark.,
2006; Armengol ve ark., 2008; Urbez-Torres ve ark., 2009; Inderbitzin ve ark., 2010;
Moral ve ark., 2010; McDonald ve Eskalen, 2011; Wunderlich ve ark., 2012; Phillips ve
ark., 2013; Urbez-Torres ve ark., 2013; Bakhshizadeh ve ark., 2014; Chen ve ark., 2014;
Luo ve ark., 2019).,



Sekil 1.2. (A-H) Ceviz agaglarinin gévde ve dallarinda Botryosphaeria dothidea ve
Neofusicoccum parvum hastalik etmenleri tarafindan neden olunan tipik sulanma,
kahverengi akinti, kabugun disa dogru kabarmasi ve dal kurumalar1 seklinde ortaya
¢ikmis hastalik belirtileri (ok). (I-L) Antep fistig1 agaglarinda dal ve govdelerde
Neoscytalidium dimidiatum tarafindan neden olunan tipik yaprak ve dal kurumalart,
govde dokusundaki kararma belirtileri (ok)

Ulkemizde son yillarda sert kabuklu meyvelerden ceviz, Antep fistig1 ve badem
yetistiriciliginin yapildigi alanlardaki meyve agaclarinda govde, dal ve yapraklarda
kurumalar, gévdelerde kararmalar, akint1 ve kanser olusumlari, stirgiinlerde geriye dogru

6lim ve kurumalar seklinde ortaya c¢ikan hastalik belirtileri rapor edilmeye baslanmis,



yapilan izolasyon, morfolojik ve molekiiler tanilama ¢aligmalar1 sonucunda,
Botryosphaeria, Neofusicoccum, Neoscytalidium cinslerine ait hastalik etmenleri
belirlenmistir. Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde yapilan ¢alismalarda sz
konusu meyve agaclarda kuruma ve geriye dogru Oliimlerden bu cinslere dahil
Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum, Neoscytalidium dimidiatum,
Neoscytalidium novaehollandiae hastalik etmeni tiirlerin neden oldugu bildirilmistir
(Dervis ve ark. 2019ab; Kurt ve ark., 2019; Kurt ve ark., 2020; Kara ve ark., 2021). S6z
konusu tiirlerden Neoscytalidium dimidiatum ve Botryosphaeria dothidea hastalik
etmenlerinin sert kabuklu meyve agaglarin yanisira, turunggiller, elma, incir, kaysi, asma
gibi daha bircok meyve agaclarinin yanisira, gam ve sogit gibi orman agaclarinda da
sorun oldugu yapilan 6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Akgiil ve ark., 2014; Akgiil
ve ark., 2015; Tiirkolmez ve ark., 2016; Tiirkolmez ve ark., 2019ab; Oksal ve ark., 2020;
Farr and Rossman, 2020).

S6z konusu hastalik etmenleri ile miicadelede genelde kisithi sayida yapilan
calismalarda bazi fungusitlerin etkinligi arastirilmis olup, hastalik etmenine karsi test
edilen fungusitlerin etkinligi degisken olmakla birlikte oldukca diisiik diizeylerde oldugu
bildirilmistir (Anonim, 2016; Kurt ve ark., 2020). Sert kabuklu meyve agaglarinda sorun
olusturan fungal etmenlerle kimyasal miicadele olduk¢a zor olmakla birlikte, kullanilan
pestisitlerin insan, hayvan ve cevreye verdigi onemli zararlarin yanisira kullamildigy
patojenlerin dayamiklilik gelistirmesi bu tiir uygulamalardan beklenen basariy1
getirmemektedir (Singh ve ark., 2008; Sonker ve ark., 2014; Ramdial ve ark., 2017).

Giintimiizde bilingli tiiketicilerin sentetik kimyasallarin insan sagligina ve ¢evreye
verdigi zarar hususunda bilingli olmasinin yanisira, gelismis {ilkelerde pestisit
uygulamalarina getirilen ¢esitli yaptirnm ve smirlamalar, kullanilan kimyasallara kars
funguslarin kisa siirede dayaniklilik gelistiren yeni irk/izolatlarin ortaya ¢ikmasi gibi
olumsuzluklarindan dolay1 s6z konusu fungal etmenlerle miicadelede, kimyasal tarim
ilaclarina alternatif olabilecek, ¢evreye, faydali canlilara, hayvan ve insanlara yan etKisi
olmayan, siirdiiriilebilir tarimi destekleyen yeni miicadele yontemlerinin arastirilmasi
zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir (Soliman ve Badeaa, 2002).

Son yillarda gerek {iilkemizde ve diinya genelinde farkli konukgu-patojen
iliskilerinin aragtirildigi calismalarda, bitkilerde ekonomik anlamda ciddi kayiplara neden

olan farkli tiirlere ait fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 kimyasal miicadeleye



alternatif ¢evre dostu gilivenilir yeni miicadele yollar1 arasinda, (i) saglikli bitkilerin farkli
kisimlarindan izole edilip tanimlanan antagonist ve bitki biiylimesini tesvik eden
bakteriyel ve fungal kokenli biyokontrol etmenlerin kullanildig1 “biyolojik miicadele”;
(1) avirulent mikroorganizmalar (biyotik) ve dogrudan antimikrobiyal etkinligi olmayan
kimyasal (abiyotik) uyaricilarin (elisitdr) kullanildig1 “fesvik edilmis dayanikhilik”; (iii)
farkl: tiirlere ait tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilmis “bitki ekstrakt ve u¢ucu yaglar
ve ana bilesenleri” gerek, depolarda, gerekse dogal kosullarda yetistiriciligi yapilan
tohum, toprak, hasat sonu ve yaprak kokenli onemli bitki hastalik etmenleri ile
miicadelede kimyasallara alternatif yeni miicadele yontemleri olarak kullanilan yontemler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yapilan literatiir arastirmasinda iilkemizde farkli tiirlere ait bakteriyel ve fungal
biyolojik miicadele etmenlerinin antifungal ve antibakteriyel etkinligi bir¢ok hasat sonu
depo, toprak, yaprak, tohum kokenli bitki fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi
aragtirtlmis olmakla birlikte, Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum,
Neoscytalidium dimidiatum, hastalik etmenleri {izerine gerek fungal gerekse bakteriyel
kokenli biyolojik miicadele etmenlerinin antifungal etkinligi konusunda herhangi bir
caligsmaya rastlanilmamistir.

Yapilan bu ¢alismada, bolge ve lilkemiz ekonomisine 6nemli diizeyde katkisi olan
ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik gibi sert kabuklu meyve agaglarinin farkli saglikli
bitki kisimlarindan (i) endofit ve epifit bakteri izolatlarin izolasyonu, (ii) tanilanmast; (iii)
bakteri izolatlarinin basta ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik olmak iizere ekonomik
Ooneme sahip sert kabuklu meyve agaglarinda sorun olan Botryosphaeria dothidea,
Neofusicoccum parvum ve Neoscytalidium dimidiatum tiirlerini i¢ine alan Botryosphaeria
geriye 6liim hastalik etmenlerine karsi in vitro antifungal etkinliklerinin belirlenmesi ve
(iv) bakteriyel izolatlarin fungus gelisiminin engellenmesinde ve bitki bilyiimesinin

gelisiminde rol oynayan olasi1 etki mekanizmalarinin karakterize edilmesi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Hastalk Etmenlerinin Diinya ve Ulkemiz Genelindeki Durumu

Ulkemizde ekonomik dneme sahip yetistiriciligi yapilan sert kabuklu meyvelerin
basinda ceviz (Juglans regia L.), badem (Prunus dulcis L.), Antep fistig1 (Pistacia vera
L.) ve findik (Corylus avellana L.) gelmektedir. Diinya genelinde {ilkemiz s6z konusu bu
4 stratejik oneme sahip {riinlin yetistiriciliginde 6énemli bir yere sahiptir. S6z konusu
meyve agaclarindan oOzellikle ceviz, badem ve Antep fistiginda agaglarinda tez
calismalarimiza konu olan Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum ve
Neoscytalidium dimidiatum tiirlerini i¢ine alan Botryosphaeria geriye 6liim hastalik
etmenleri iilkemizde oldugu kadar diinyanin bircok iilkesinde ciddi ekonomik kayiplara
neden oldugu bildirilmistir.

Moral ve ark. (2010), tarafindan Ispanya ve Kaliforniya’da yetisen zeytin ve farkli
tirlere ait diger onemli meyve agaclarindan yapilan izolasyon g¢alismalarinda, 150
Botryosphaeriaceae izolati elde edilmistir. Elde edilen tiirlerin molekiiler analizlerinde
ITS, tubulin, ve EF gen bolgelerine spesifik primerler kullanilmis ve dizi analizleri
yapilmustir. Filogenetik ¢alismalar sonucunda tanilanan 3 farkl tiirden; Neofusicoccum
mediterraneum’un hastalikli zeytin ve Antep fistig1 agag¢larindaki dal kurumalarindan,
Diplodia seriata’nin hastalikli zeytin agaglarindaki meyve ve dal kurumalarindan,
Botryosphaeria dothidea’nin ise hastalikli zeytin agaclarindaki olgunlagsmamis zeytin
meyvelerinin kurumalarindan sorumlu fungal hastalik etmenleri oldugu belirlenmistir.
Zeytinde ham meyve ve dallarda yapilan patojenite testlerinde 4 tiir iginde en az saldirgan
tirin D. seriata oldugu bildirilirken, Botryosphaeria dothidea’nin zeytin dallarinda
genelde hastalik belirtilerine neden olmadigi fakat meyvede zayif patojen oldugu, zeytin
meyve sineklerinin (Bactrocera oleae) agmis oldugu yaralarin hastalik girisinde dnemli
rol oynadigi, hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in misel gelisiminde optimum sicakligin 26 °C,
spor ¢imlenmesi i¢in optimal sicakligin ise 30 °C oldugu bildirilmistir.

Gramaje ve ark. (2012), Ispanya’nin Mallorca adasinda yetisen badem agaglarinda
olduke¢a siddetli kurumlarin gozlendigi bahgelerde 2008-2010 yillart arasinda yaptiklar
surveylerde hastalik belirtisi gosteren bitkilerden izolasyon caligsmalar1 yapmislardir.

Yapilan morfolojik, fenotipik ve molekiiler tanilama ¢aligsmalar1 sonucunda elde edilen



izolatlarim, 5 farkli Botryosphaeriaceae tiirii (Botryosphaeria dothidea, Diplodia
olivarum, D. seriata, Neofusicoccum australe ve Neofusiccocum parvum)’niin yani sira,
Eutypa lata, Phaeoacremonium iranianum ve Phomopsis amygdali tiirlerine ait oldugu
belirlenmistir. Tanilamasi1 yapilan tiirler arasinda, Neofusicoccum parvum en yaygin ve
dominant tiir olup bu tiirii sirasiyla E. lata, D. olivarum ve N. australe tiirleri izlemistir.
Izolatlar arasinda Collophora hispanica sp. nov. ve Phaeoacremonium amygdalinum sp.
nov. ilk kez bu calismada taksonomik olarak tanilanmustir.

Abdollahzadeh ve ark. (2013), Botryosphaeriaceae ait fungal tiirlerin orman ve
meyve agaclarinda 6nemli endofit kokenli hastalik etmenlerini igerdigini, Botryosphaeria
ve Neofusicoccum spp. bu kompleks i¢inde en 6nemli tiirler oldugunu bildirdikleri
calismalarinda, iran’min farkli bélgelerinde yetisen hastalik belirtisi gdsteren orman
agaclarimin yanisira 20 farkli meyve agaclarindan toplam 125 fungal izolat elde
etmiglerdir. Elde edilen izolatlarla yapilan MSP-PCR profil ve DNA dizi analizleri (ITS
ve tefl-a) sonucunda Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum mediterraneum,
Neofusiccocum parvum ve Botryosphaeria scharifii tiirleri tanilanmistir. Bu 4 tiir i¢inde,
Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum mediterraneum ve Neofusiccocum parvum’un
tilkedeki varligi daha 6nceden bilinmekte olup, Botryosphaeria scharifii’nin survey
alanlarindaki agaglarda hastalik etmeni olarak iran igin ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
konuldugu bildirilmistir.

Chen ve ark. (2013), Kaliforniya’da yetisen ceviz agaglarinda dal, siirgiin kuruma
ve geriye dogru Oliim belirtilerinin gdzlendigi bahgelerden aldiklari hastalikli bitki
orneklerinden yapmis olduklar1 fungal izolasyonlar sonucunda, morfolojik ve fenotipik
farklilik gosteren 2 izolatin yapilan molekiiler ve patojenite test ¢alismalar1 sonucunda,
Lasiodiplodia citricola ve Neoscytalidium dimidiatum olarak belirlemislerdir. Her iki
hastaligin A.B.D’nin Califoriya eyaleti i¢in ilk kez hastalik etmeni olarak belirlenen tiirler
oldugu bildirilmistir.

Latorre ve ark. (2013), tarafindan yapilan ¢alismada, yaban mersin (Vaccinium
corymbosum) bitkisinin koklerinde kok kanseri hastaligina Neofusicoccum parvum’un
neden oldugu belirlenmistir. Hastalik etmeninin yaban mersini bitkisindeki belirtileri,
bitkinin gdvde tabaninda ortaya ¢ikan yaygin kirmizimsi kahverengi kanser lezyonlar ile
yapraklarin kismen veya tamamen Olmesi seklinde karakterize edilmistir. Budama

yaralari, hastalik etmeninin bitkiye giriste rol oynayan primer enfeksiyon yolu olarak



degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada, farkli fungisitler ile biyolojik miicadele ajanlarinin
Neofusiccocum parvum'a karsi etkinligi budama yaralarindan koruyucu etkinligi
acisindan  degerlendirilmistir. Neofusiccocum parvum'un miselyum gelismesinin
engellenmesinde benomil, tebuconazole ve iprodion'a fungisitleri tarafindan gosterilen
ECso degerlerinin ortalama 0.15-0.25, 0.26-0.33 ve 0.52-0.68 pg/mL oldugu tespit
edilmigtir. Test edilen fungusitlerden, %0.1 oraninda benomil,%0.5 oraninda
tebuconazole ve %0.06 oraninda iprodione uygulamalarinin ayrica arazi kosullarinda
yaban mersini dallar1 tizerindeki Neofusiccocum parvum'a karst budama yaralarinin
onemli dl¢tide korudugu belirlenmistir. Test edilen fungustler arasinda pyraclostrobin’nin
etkisiz oldugu, bunun yaninda biyolojik kontrol uygulamalarindan olan %75 turunggil
ekstrakt1 (Citrus SL), Bacillus subtilis QST713 (Serenade Max), ve Trichoderma spp.
(Trichonativa) de hastaliga kars1 etkili olmadigi yapilan uygulamalarda ortaya
konulmustur.

Sakalidis ve ark. (2013), Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum ribis tiir
kompleksi iizerine Avustralya, Brezilya, Kamerun, Sili, Cin, Kolombiya, Etiyopya,
Fransa, Yunanistan, Hindistan, Indonezya, iran, Italya, Japan, Kenya, Meksika, Yeni
Zelanda, Panama, Portekiz, Puerto Rico, Giiney Afrika, Giiney Kore, Ispanya, Isveg,
Tayvan, Tayland, Uganda, A.B.D, Uruguay, Zambiya ve Zimbabwe iilkelerinde elde
edilip tanilanan izolatlarin durum analizini yapmislardir. Yapilan durum analizi
sonucunda, Neofusicoccum parvum etmeninin 6 farkli kitada yer alan 29 farkli iilkede
yetisen 90 farkli konukg¢uda; Neofusicoccum kwambonambiense 4 farkli kitada yer alan 6
farkli tilkede yetisen 14 farkli konukg¢uda; Neofusicoccum umdonicola 2 farkli kitada yer
alan 2 farkli tilkede yetisen 2 farkli konukg¢uda; Neofusicoccum cordaticola 3 farkli kitada
yer alan 3 farkl tilkede yetisen 3 farkli konuk¢uda; Neofusicoccum batangarum 2 farkls
kitada yer alan 3 farkl iilkede yetisen 3 farkli konukg¢uda; Neofusicoccum ribis 1 iilkede
yetisen 1 konukguda bildirilmistir.

Akgiil ve ark. (2014), Ulkemizin énemli asma yetistiriciligi yapilan alanlarinda
yiiriittiikleri hastalik surveyi sonucunda, gozlem yapilan baglardaki agaglarin gévde ve
dallarinda kurumlar ve gévde kanseri belirtileri gézlemlemislerdir. Bolgedeki hasta bag
alanlarinda bu tiir belirtilerden sorumlu hastalik etmenlerinin belirlenmesine yonelik
izolasyon, morfolojik, molekiiler tanilama ve patojenite test caligmalari sonucunda

Botryosphaeria geriye dogru o6liim hastalik kompleksine ait tiirlerden Botryosphaeria
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dothidea, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum ve Lasiodiplodia theobromae
tanilamiglardir. Arastiricilar tilkede yetistirilen asma agaclarinda hastalik etmenlerinin
varhigini ilk kez bu ¢aligsma ile ortaya kondugunu bildirmislerdir.

Chen ve ark. (2014), Kaliforniya’da Ingiliz ¢esidi cevizlerde Botryosphaeriaceae
ve Diaporthaceae tiirlerinin  belirlenmesi konusunda yaptiklari c¢alisma ile
Botryosphaeriaceae’ya ait 10, Diaporthaceae’ya ait 2 farkl: tiir elde etmislerdir. Bu tiirleri
Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, D. seriata, Dothiorella iberica, Lasiodiplodia
citricola, Neofusicoccum mediterraneum, N. nonquaesitum, Neofusiccocum parvum, N.
vitifusiforme, Neoscytalidium dimidiatum, Diaporthe neotheicola and D. rhusicola olarak
tanimlamuglaridir. Elde edilen fungus tiirlerinin patojenisite ¢aligmalarinda, miselyum
disk yontemi kullanilarak ii¢ Ingiliz ceviz ¢esidine (Chandler, Tulare ve Vina)
inokulasyon yapmislardir. inokulasyon sonrasi Lasiodiplodia citricola ve Neofusicoccum
parvum, Neofusicoccum mediterraneum, Neoscytalidium dimidiatum ve Botryosphaeria
dothidea’ya kiyasla daha siddetli hastalik belirtilerinin gelismesine neden oldugunu
bildirmislerdir.

Luque ve ark. (2014), tarafindan yapilan ¢alismada Ispanya’nin Katalanya
bolgesinde iki farkli yorede yer alan baglarda iki farkli budama déneminde goriilen
hastaliklarin surveyleri yapilmistir. Yapilan surveylerde, ornekleme yapilan bitki
siirgiinlerinden toplam 250 6rnek alinmis ve bu orneklerden elde edilen hastalik
etmenlerinin, Eutypa lata (0-%0.4), Neofusicoccum parvum (0-%1.2), Botryosphaeria
dothidea (0-%1.6), Phomopsis spp. (0-%1.6), Cryptovalsa ampelina (0-%3.2),
Phaeomoniella chlamydospora (0-%12.0) ve Diplodia seriata (%0.4-68.4) oldugu
belirlenmistir. Hastalik etmenlerinin sonbaharda yapilan erken budamalarda bitkiye
bulagsma potansiyellerinin ilkbaharda yapilan ge¢ budamaya kiyasla daha diisiik oldugu
goriilmistiir. Yapilan gézlemler erken budama tedbirlerine ilave kimyasal miicadelenin
hastalik ¢ikisinin engellenmesinde biiyiik 6neme sahip oldugunu géstermistir.

Tiirkdlmez ve ark. (2016), Ulkemizin énemli meyvelerinden olan elmalarda sorun
hastalik surveyi sonucunda, elma agaglarinda geriye dogru 6liim, siirglin ve dallarinda
kurumlar ve gévde kanseri belirtilerine neden olan hastalik etmenlerinin belirlenmesine
yonelik izolasyon, morfolojik, molekiiler tanilama ve patojenite test caligmalar
yapmislardir. Elde edilen ¢alismalar sonucunda elma agaclarinda s6z konusu belirtilerden

sorumlu hastalik etmenini Botryosphaeria dothidea olarak tanilanmistir. Arastiricilar
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fungal tiirlin iilkede yetistirilen elma agaclarinda hastalik etmeni oldugunu ilk kez bu
caligsma ile bildirilmistir.

Dissanayake ve ark. (2016), tarafindan diinya genelinde 2013 yilina kadar yapilan
taksonomik, yayginlik ve survey calismalarinin derlendigi yayinda, Botryosphaeriaceae
hastalik kompleksinin biinyesinde birgok endofit, saprofit ve bitki patojeni tiirleri i¢erdigi,
hastalik kompleksinin biinyesinde 23 cins diizeyinde 187 farkli tiirii barindirildiginin
belirtildigi ¢alismada, bu tiirlere ait tanilamada kullanilan 6zel primer ve DNA dizi
analizleri ve filogenetik ¢alisma sonuglari i¢eren bilgiler derlenmistir.

Li ve ark. (2016), Cin'de yetistiriciligi yapilan Ingiliz ¢esidi ceviz agaclarinda ciddi
kurumlara neden olan fungal hastalik etmenlerininin belirlenmesine yonelik survey
calismalarinda, hastalik belirtileri gosteren dal ve siirgiinlerden bir¢ok fungal izolat elde
etmisler, elde edilen izolatlarin genomik DNA’larmimn ITS rDNA ve translation
elongation factor l-alpha (TEF-la) gen bolgeleri spesifik primerler kullanilarak
cogaltilmistir. Molekiiler ¢caligmalarda elde edilen izolatlar Botryosphaeria dothidea ve
Lasiodiplodia pseudotheobromae olarak tanilanmuistir.

Olmo ve ark. (2016), 2009-2014 yillar1 arasinda ispanya’nin Mallorca adasinda 31
farkli badem bahgesinde yapilan survey ¢alismasinda 45 farkli Botryosphaeriaceae izolati
elde etmis olup, tek spor olarak saflastirilan fungal izolatlarin morfolojik, fenotipik ve
DNA dizi analizleri sonucunda Diplodia olivarum, D. seriata, Neofusicoccum luteum, N.
mediterraneum, ve Neofusiccocum parvum olmak iizere 5 farkli tiire ait oldugunu
belirlemislerdir. Yapilan patojenite test sonuglarma gore Neofusicoccum spp. ait
izolatlarmin Diplodia spp. ait izolatlara kiyasla daha viriilent ve agrasif izolatlar oldugu
belirlenmis, N. mediterraneum ve N. luteum tiirlerinin Ispanya icin bademlerde ilk kez
bildirilen hastalik etmeni oldugunu belirlemislerdir.

Luo ve ark. (2019), ABD’nin Kaliforniya eyaletinde yetisen kabuklu sert ¢ekirdekli
meyve agaglarindaki kurumalara Botryosphaeria dothidea tiiriiniin yani sira, Cytospora,
Diplodia, Lasiodiplodia, Neofusicoccum ve Phomopsis spp. tiirlerine ait fungal
etmenlerin neden oldugunu belirlemislerdir. S6z konusu bolgede yapilan detayli survey
ve tanilama c¢alismalar sonucunda; bu etmenlerden Phomopsis ve Diplodia spp. diisiik,
Botryosphaeria dothidea ve Lasiodiplodia spp. yiiksek ve Neofusicoccum spp. ise orta
diizeyde yayginlik gosterdigini bildirmislerdir. Sonucta 6 farkli etmenin genel durumu

degerlendirildiginde, Phomopsis ve Diplodia spp. bolgede kanser hastaliklar1 arasinda
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diisik oneme sahipken, Lasiodiplodia spp. en saldirgan ve iyi gelisen populasyon,
Cytospora spp. 1-2 erik bahgesinde baskin tiir oldugu, Botryosphaeria dothidea ve
Neofusicoccum spp.’nin bolgede farkli meyve agaglarinda yiiksek yayginlik egilimi
gosteren hastaliklar olarak degerlendirilmistir.

Moral ve ark. (2017), Antep fistig1 agaglarinda kurumalara neden olan bir bagka
hastalik etmeni olarak Neofusicoccum mediterraneum’un oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar, hastalik etmenin Antep fistig1 agaglarinin farkli dokularinda yapilan in vitro
patojenite testlerinde virtilensliklerinin dokulara, yaralama yontemi, sicaklik ve inokulum
yogunluklarina gore degisiklik gosterdigini belirlemislerdir

Nouri ve ark. (2019), ABD’nin Kaliforniya eyaletinde &nemli badem iiretim
alanlarindaki badem agaclarinda, kabuk dokusunda nekroz, iletim (ksilemlerde)
demetlerinde dikine dogru yayilan renk degisimi, dallardaki nekrotik alanlarin etrafinda
sakizlanma, siirgiinlerde yanma ve dallardaki meyvelerde kurumalar seklinde goriilen
hastalik belirtilerini gézlemlemislerdir. Bu tiir belirti gosteren agaglardan yapilan fungal
hastalik etmen izolasyonu sonucunda elde edilen izolatin morfolojik ve molekiiler
tanilama caligmalarini miiteakiben yapilan patojenite test caligmalar1 sonucunda
Neoscytalidium dimidiatum oldugu belirlenmistir.

Dervis ve ark. (2019a), Giineydogu Anadolu Boélgesi’'nde yetistiriciligi yapilan
ceviz agaclarinda kok ciiriikliigii, meyve yamkligt ve kanser seklinde hastalik
belirtilerinin goézlendigini, bu tiir belirti gosteren agaclardan hastalik etmeninin
belirlenmesine yonelik olarak fungal izolasyonlarmm yapildigini bildirmislerdir.
Aragtiricilar, yapilan izolasyon ¢alismalarinda elde ettikleri fungal izolati, morfolojik ve
molekiiler ¢aligmalarin yani sira patojenite test ¢alismalari sonucunda Neoscytalidium
dimidiatum olarak tanilamiglardir. Hastalik etmeninin iilkede yetistirilen ceviz
agaclarinda hastalik etmeni oldugu ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Dervis ve ark. (2019b), tarafindan yapilan c¢alismada, Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’nde yetistiriciligi yapilan Antep fistig1 agaclarinda siirglin yanikligi, kanser, kok
clirtikligi belirtilerinin gbzlendigi, tipik hastalik belirtileri gésteren agaclardan ornekler
alinarak hastalikli dokulardan fungal etmenin izolasyonlari yapildigi bildirilmistir.
Yapilan izolasyon caligmalarinda elde edilen fungal izolat, morfolojik ve molekiiler

caligmalarin yani sira patojenite test ¢alismalar1 sonucunda fungal etmen Neoscytalidium
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dimidiatum olarak tanilanmistir. Hastalik etmeninin iilkede yetistirilen ceviz agaglarinda
hastalik etmeni oldugu ilk kez bu ¢alisma ile bildirilmistir.

Kurt ve ark. (2019), Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde yetistiriciligi yapilan Antep
fistig1 agaclarinda dal ve siirglin kurumalarinin yani sira meyve salkimlarinda yaniklik
belirtileri gosteren agaclarin hastalikli dokularinda izolasyonlar yapmislardir. Yapilan
izolasyon g¢aligmalarinda elde edilen fungal izolatin morfolojik ve molekiiler tanilama
caligmalarinin yani sira, patojenite test calismalari sonucunda hastaliga neden olan fungal
etmen Neoscytalidium novaehollandiae olarak tanilanmistir. Hastalik etmeninin tilkede
yetistirilen Antep fistig1 agaclarinda hastalik etmeni oldugu ilk kez bu calisma ile
bildirilmistir.

Mohammadi ve Firoozjah (2019), tarafindan Iran’da yetisen findik agaglarinda dal
kanseri ve kurumlara belirtileri gosteren hastalikli bitki kisimlarindan toplam 31 izolat
elde edilmis olup, bu izolatlarla yapilan morfolojik ve tef-la primerinin kullanildig
molekiiler tanilama c¢aligmalar1 sonucunda tiim fungal hastalik etmeni izolatlarin
Botryosphaeria dothidea olarak teshis edildigi bildirilmistir.

Tiirk6lmez ve ark. (2019a), Gilineydogu Anadolu Boélgesi’nde yetisen sogiit
agaclarinda, silirglin yanikligi, dal kanseri ve geriye dogru olim belirtileri seklinde
gozlenen hastaligin sorumlusu olan etmenin belirlenmesine yonelik izolasyon,
morfolojik, molekiiler tanilama ve patojenite test calismalar1 yapmislardir. Elde edilen
calismalar sonucunda sogiit agaglarinda s6z konusu belirtilerden sorumlu hastalik
etmenini Neoscytalidium dimidiatum olarak tanilamiglardir. Arastiricilar fungal tiiriin
iilkede yetistirilen sogilit agaglarinda hastalik etmeni oldugunu ilk kez bu calisma ile
bildirilmislerdir.

Tiirk6lmez ve ark. (2019b), Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde yetistiriciligi yapilan
tilkemizin 6nemli sebzelerinden olan domates bitkilerinde, ciddi dal, yaprak ve meyve
yaniklig1, bitki solgunluk ve sonucunda 6liim belirtileri kayit etmisler, bu belirtilere neden
olan hastalik etmeninin belirlenmesine yonelik izolasyon, morfolojik, molekiiler tanilama
ve patojenite test caligmalari yapmislardir. Elde edilen ¢alismalar sonucunda domates
bitkilerinde s6z konusu belirtilerden sorumlu hastalik etmenini Neoscytalidium
dimidiatum olarak tanilamiglardir. Arastiricilar fungal tiiriin iilkede yetistirilen domates

bitkilerinde hastalik etmeni oldugunu ilk kez bu ¢aligma ile bildirilmislerdir.

14



Zlatkovic ve ark. (2019), Bat1 Balkan’larda yetisen orman agaglar1 ve galilarda
kuruma, kanser ve geriye dogru oliim hastaliklarina neden olan Botryosphaeriaceae
familyasina dahil hastalik etmenlerinin belirlenmesine yonelik survey calismalarinda en
onemli 2 tiiriin yapilan fenolojik, morfolojik, molekiiler analizler ve patojenite testler
sonucunda Neofusicoccum parvum ve Diplodia sapinea oldugunu belirlemislerdir.

Kurt ve ark. (2020), Hatay ilinin Iskenderun ilgesinde yetistirilen ceviz agaglarinda
tipik geriye dogru o6lim ve dal kurumalari, ana govdelerde nekrotik lekeler ve bu
lekelerden siyah akintilar seklinde belirtilerin gbzlendigini bildirmisler, belirti gosteren
agaclardan alinan hastalikli dokulardan izolasyonlar yapmislardir. Yapilan izolasyon
calismalarinda elde edilen fungal izolatin morfolojik ve molekiiler tanilama
caligmalarinin yani sira, patojenite test ¢alismalar1 sonucunda hastaliga neden olan fungal
etmen Botryosphaeria dothidea olarak tanilanmistir. Hastalik etmeninin iilkede
yetistirilen ceviz agaglarinda hastalik etmeni oldugu ilk kez bu ¢alisma ile bildirilmistir.

Lopez-Moral ve ark. (2020), Ispanyanin giiney kiyilarinda yogun olarak
yetistiriciligi yapilan bolgelerin en 6nemli sert kabuklu meyvelerinden biri olan ceviz
agaclarinda goriilen dal kurumalarinin nedenlerini belirlemek amaciyla, 2017-2018
yillarinda 10 farkli ticari fistik bahgelerinde surveyler yapmislardir. Hastalikl bitkilerden
onemli sayida Botryosphaeriaceae ve Diaporthe izolatlar1 elde edilmis olup, bu
izolatlarin yani sira kurumus dallardan Onemsiz sayilabilecek sayida Cytospora
izolatlarininda elde edildigini bildirmislerdir. ITS, LSU, EF, TUB2, ve ACT gen
bolgelerinin DNA dizilimlerine yo6nelik molekiiler calismalar sonucunda dal
kurumalarindan sorumlu fungal hastalik etmenlerinin Botryosphaeriaceae grubu
tiyelerinden: Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Dothiorella sarmentorum,
Dothiorella sp., Neofusicoccum mediterraneum ve Neofusiccocum parvum; Diaporthe
grubu iiyelerinden: Diaporthe neotheicola, Dia. rhusicola, Diaporthe sp., ve Phomopsis
amygdali tiirleri belirlenmis olup, yalnizca 1 izolat Cytospora sp. olarak tanilanmustir.
Patojenite testlerinde, izolatlar arasinda Botryosphaeriaceae izolatlarinin dallarda biiytlik
lezyonlar seklinde ortaya c¢ikan kurumalara neden oldugu, bu izolatlar1 sirasiyla
Diaporthe ve Cytospora sp. ait izolatlar izlemistir. Test edilen tiirler arasindan ise
Neofusiccocum parvum en virulent izolat olup, bu izolat1 Botryosphaeria dothidea ve N.
mediterraneum izolatlar1 izlemistir. Yapilan patojenite testlerinde izolatlar arasinda

onemli diizeylerde farkliligin gézlendigi bildirilmistir.
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Sohrabi ve ark. (2020), tarafindan Iran’in énemli sert kabuklu meyve bahgelerinin
bulundugu bolgelerdeki 58 badem, 43 Antep fistig1 ve 80 farkli ceviz bahgesinde 2015-
2018 yillar1 arasinda hastalik survey caligmalar1 yapilmis, olup hastalik belirtisi gosteren
agaclardan 156 farkli fungal izolat morfolojik ve DNA dizilimlerinin filogenetik
analizleri sonucunda secilerek tanilanmiglardir. Yapilan analizler sonucunda
Collophorina hispanica, Pleurostoma richardsiae, Phaeoacremonium spp (P. angustius,
P. cinereum, P. italicum, P. fraxinopennsylvanicum, P. minimum, P. parasiticum, P.
scolyti, P. tuscanum ve P. viticola), Botryosphaeriaceae tiirleri (Botryosphaeria dothidea,
Diplodia gallae, D. mutila, D. seriata, Dothiorella plurivora, Do. sarmentorum, Do.
viticola, Lasiodiplodia citricola, L. mahajangana, L. theobromae ve Neofusicoccum
parvum), Diatrypaceae tiirleri (Cryptosphaeria pullmanensis, Diatrype whitmanensis,
Eutypella citricola ve E. vitis) Eutypella spp. (Eutypella sp. 1 ve Eutypella sp. 2) soz
konusu agaglarda kurumlardan sorumlu hastalik etmeni tiirler olarak bildirilmistir.

Lopez-Moral ve ark. (2020), 2017-2018 yillarinda Ispanyanin giiney kiyilarinda
yogun olarak yetistiriciligi yapilan Akdeniz kiy1 kusagmin en 6nemli sert kabuklu
meyvelerinden biri olan Antep fistiklarinda goriilen dal kurumalarinin nedenlerini
aragtirdiklar1 caligmalarinda 10 farkl ticari fistik bahgelerinde surveyler yapmislardir.
Hastalikli bitkilerden elde edilen farklt morfolojik yapilara sahip izolatlarin ITS, LSU,
EF, TUB2, ve ACT gen bolgelerinin DNA dizilimlerine yonelik molekiiler ¢caligmalar
yapmuglardir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda dal kurumlardan sorumlu hastalik
etmenlerini Botryosphaeria dothidea, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Neofusicoccum
mediterraneum, Neofusiccocum parvum, Diaporthe neotheicola, Diaporthe sp., Eutypa
lata, Eutypa sp., Cytospora sp., ve Phaeoacremonium olarak tanilamiglardir. Yapilan
patojenite testlerinde, izolatlar arasinda Botryosphaeriaceae izolatlarinin dallarda biiyiik
lezyonlar seklinde ortaya ¢ikan kurumalara neden oldugu, bu izolatlardan en saldirgan
tiirtin L. pseudotheobromae oldugu bu tiirii, Neofusicoccum spp. takip ettigi bildirilmistir.
Fistik salkimlarmin N. mediterraneum etmeni ile bulastirilmasindan 6 hafta sonra,
salkimlarda hastalik belirtilerinin gdzlendigi, yapilan patojenite testlerinde izolatlar
arasinda 6nemli diizeylerde farkliligin oldugu belirlenmistir.

Kara ve ark. (2021), Hatay ili genelinde yetistirilen ceviz agaclarinda tipik geriye
dogru 6lim ve dal kurumalari, ana gévdelerde nekrotik lekeler ve bu lekelerden siyah

akintilar seklinde belirtileri gosteren agaglardan Ornekler alarak ve izolasyonlar
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yapmiglardir. Yapilan izolasyon ¢alismalarinda elde edilen fungal izolati, morfolojik ve
molekiiler tanilama calismalarinin yani sira, patojenite test calismalar1 sonucunda
Neofusicoccum parvum olarak tanilamiglardir. Hastalik etmeninin iilkede yetistirilen

ceviz agaglarinda hastalik etmeni oldugu ilk kez bu ¢alisma ile bildirilmistir.

2.2. Hastahk Etmenleri ile Tlgili Yapilan Biyolojik Miicadele Calismalari

Chen ve ark. (2003), tarafindan yapilan ¢alismada, saglikli fistik yapraklarindan
elde edilen ve potansiyel mikrobiyal fungisit etmeni olarak belirlenen Paenibacillus
lentimorbus CBCA-2 izolatinin, fistik salkimi ve siirgiin yanikligi etmeni Botryosphaeria
dothidea ya karsi antifungal etkinligi in vitro ve in vivo kosullarda arastirilmistir.
Paenibacillus lentimorbus CBCA-2 izolati, 25 °C'de 24 saat inkiibasyondan sonra
hastalik etmeninin piknidiospor ¢imlenmesini %100 oraninda engellemistir. Bakteri
izolatinin hiicre kiiltiir filtratlariin ayrica fungal etmenin piknidiospor ve hiflerinde
erime ve sisme seklinde orataya ¢ikan morfolojik anormalliklere neden olmustur. Test
edilen bes farkli besi yeri arasinda, Nutrient Yeast Dextrose Broth besi yeri fungal hifi
engelleyen bilesiklerin {iretiminin en fazla oldugu besi yeri olarak bildirilmistir. CBCA-
2 kiiltiir filtratlarinin uygulandigi koparilmis yaprak testinde kiiltiir filtratin hastalik
¢ikisini ciddi oranda baskiladigi, ancak lezyon olusumunu engelleyemedigi bildirilmistir.
Azoksistrobin (Abound), benomil (Benlate), tebuconazole (Elite), propikonazol (Break)
veya trifloksistrobin (Flint) ile ilaglanmis dallarda bakteri izolati CBCA-2'nin hayatta
kalmasi etkilenmezken, iprodion (Rovral) uygulamasi bakteri canlilig1 tizerine etkide
bulunmustur. Botryosphaeria dothidea'nin piknidiosporlarinin bulastirilmasindan 6nce
budama yaralarna CBCA-2 siispansiyonunun piiskiirtiilmesi, ptiskiirtiilmemis
kontrollere kiyasla enfeksiyonu 6nemli dlcilide azalttig1 belirlenmistir.

Bester ve ark. (2007), tarafindan yapilan calismada Giiney Afrika’daki iiziim
baglarinda sorun olan Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium spp.,
Phomopsis spp. ve Botryosphaeriaceae familyasina dahil (B. obtusa, Neofusicoccum
australe, Neofusiccocum parvum ve Lasiodiplodia theobromae) hastalik etmenlerine
kars1 farkli fungisitlerle miicadele olanaklarini arastirilmistir. Yapilan calismalar
sonucunda fungisitlerden iprodine, pyrimethanil, bakir amonyum asetat, kresoxim-
methyl ve boscalid etken maddeli fungusitlerin test edildikleri en yiiksek

konsantrasyonlarda, hastalik etmenlerinin misel gelisimlerini engellemedigini
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gozlemlenmistir. Diger yandan Benomyl, tebuconazole, prochloraz manganese chloride
etken maddeli fungisitlerin ise Botryosphaeriaceae misellerin gelismesinin engellenmesi
tizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Test edilen fungusitlerden Benomyl, tebuconazole,
prochloraz manganese chloride ve flusilazole asmalarda budamalardan sonra agilan
yaralardan Botryosphaeriaceae tiirlerine kars1 koruyucu etkinlige sahip fungusitler olarak
kayit edilmistir.

Kotze ve ark. (2011), tarafindan asma agaglarinda sorun olan goévde hastalik
etmenlerinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada, Eutypa lata, Phaeomoniella
chlamydospora, Botryosphaeriaceae tiirleri (Botryosphaeria ve diger saldirgan cinsler
dahil), Phomopsis ve Phaeoacremonium dahil olmak tizere ¢ok sayida hastalik etmeni
belirlenmisdir. S6z konusu calismada, makroskopik ve mikroskobik etkilesimleri
belirlemek i¢in gdovde hastalik etmenlerine karsi ¢esitli biyokontrol ajanlarinin etkinligi
in vitro ikili kiltiir testleri ile degerlendirilmistir. In vitro’da en iyi etkinlik gdsteren
biyokontrol ajanlari ayni zamanda iki farkli bahgede test edilmistir. Neofusicoccum
australe, Neofusiccocum parvum, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae, Eutypa
lata, Phaeomoniella chlamydospora veya Phomopsis viticola spor siispansiyonlari
puskiirtiilerek bulastirilmistir budama yaralarina benomyl, Trichoderma preparati
(Biotricho), Vinevax ve ECO 77 gibi ticari preparat uygulamalarmin yani sira T.
atroviride (USPP-T1 ve T2 izolatlari) ile Bacillus subtilis izolatlar1 piiskiirtme seklinde
uygulanmistir. Bulastirmadan sekiz ay sonra, hastalikli kisimlardan PDA besi yeri iizerine
hastalik izolasyonu yapilmis ve degerlendirilmistir. Sonug olarak biyolojik miicadele
etmenlerinin etkinliginin benomil tarafindan gosterilen etkinlik kadar yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Test edilen biyolojik miicadele etmenleri arasinda, Ph. viticola, E. lata,
Pa. chlamydospora, N. australe, Neofusiccocum parvum, D. seriata ve L. theobromae
tarafindan neden olunan hastalik ¢ikisi T. atroviride USPP-T1 izolat: tarafindan sirasiyla
%69, %76, %77 ve %78 oraninda engellendigi belirlenmistir.

Yin ve ark. (2011), tarafindan yapilan caligmada, kavak agaglarinda kanser
hastaliginina neden olan Botryosphaeria dothidea nin miicadelesinde kullanilmak iizere
kavak agaclarindan birgok tiire ait endofitik kokenli bakteri izolatlar1 izole etmislerdir.
Yiiksek diizeyde etkinlik gosteren bakteri izolatlarindan olan PEBA20 izolati, 16S rRNA
geninin klasik bakteriyolojik testleri ve dizi analizi sonuglarina goére Bacillus

amyloliquefaciens olarak tanimlanmistir. Yapilan in vitro antifungal etkinlik
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calismalarinda, Bacillus amyloliquefaciens PEBA20 izolatinin kavaklarin kesilmis
filizlerinde Botryosphaeria dothidea'nin miselyum gelisimini ve kanser hastaliginin
cikisini %60-100 oraninda engelledigi belirlenmistir. Antagonist bakteri izolatinin,
fungus, maya, gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler dahil olmak tiizere bir dizi
mikroorganizmaya kars1 antifungal ve antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Calisma sonuglari, B. amyloliquefaciens PEBA20 izolatinin, Botryosphaeria dothidea'nin
neden oldugu kavak kanseri hastaliginin yani sira diger fitopatojen tiirler tarafindan neden
olunan hastaliklara kars1 biyolojik miicadele etmeni olarak biyokontrol potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir.

Latorre ve ark. (2013), tarafindan yapilan c¢alismada, yaban mersin (Vaccinium
corymbosum) bitkisinin koklerinde kok kanseri hastaligina Neofusicoccum parvum’un
neden oldugu belirlemisdir. Hastalik etmeninin yaban mersini bitkisindeki belirtileri,
bitkinin gévde tabaninda ortaya ¢ikan yaygin kirmizimsi kahverengi kanser lezyonlar ile
yapraklarin kismen veya tamamen Olmesi seklinde karakterize edilmistir. Budama
yaralari, hastalik etmeninin bitkiye giriste rol oynayan primer enfeksiyon yolu olarak
degerlendirilmistir. Bu calismada, farkli fungisitler ile biyolojik miicadele ajanlarinin
Neofusiccocum parvum'a karsi etkinligi budama yaralarindan koruyucu etkinligi
acisindan degerlendirilmistir. Neofusiccocum parvum'un miselyum gelismesinin
engellenmesinde benomil, tebuconazole ve iprodion'a fungisitleri tarafindan gosterilen
ECso degerlerinin ortalama 0.15-0.25, 0.26-0.33 ve 0.52-0.68 pg/mL oldugu tespit
edilmistir. Test edilen fungusitlerden, %0.1 oraninda benomil, %0.5 oraninda
tebuconazole ve %0.06 oraninda iprodione uygulamalarinin ayrica arazi kosullarinda
yaban mersini saplar {izerindeki Neofusiccocum parvum'a karsi budama yaralarinin
onemli dl¢lide korudugu belirlenmistir. Test edilen fungustler arasinda pyraclostrobin’nin
etkisiz oldugu, bunun yaninda biyolojik kontrol uygulamalarindan olan %75 turuncgil
ekstrakt1 (Citrus SL), Bacillus subtilis QST713 (Serenade Max), ve Trichoderma spp.
(Trichonativa) de hastalifa kars1 etkili olmadigi yapilan uygulamalarda ortaya
konulmustur.

Jiang ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada kavak kanserinin miicadelesinde
kavak kok bolgesinden izole edilmis mikrobiyolojik kontrol ajani1 Brevibacillus
laterosporus JX-5'in kullanilma olanaklar1 arastirilmistir. Yapilan in vitro ikili kiiltiir

testlerinde elde edilen bakteri izolatinin birgok patojenik fungus gelisimini 6nemli
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derecede engelledigi tespit edilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda Brevibacillus
laterosporus JX-5 izolati tarafindan iretilen antifungal bilesenler izole edilerek
tamimlanmisdir. Brevibacillus laterosporus JX-5'in antifungal bilesen B olarak belirtilen
fermantasyon sivisi, kavak dalinda Botryosphaeria dothidea kanserini %70-90 oraninda
azalttig1 bildirilmistir. Bilesen B'nin, biiyiik 6l¢iide 1s1ya dayanikli oldugunu, genis bir pH
araligina uyarlanabildigini ve UV'ye dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Bilesenin
ayrica, Botryosphaeria dothidea fungus zarina niifuz ettigini, ¢ekirdekleri par¢aladigini,
hiicre duvarina zarar verdigini ve sonu¢ olarak patojenik fungusun oliimiine neden
olmustur. Elde edilen sonuglar, Brevibacillus laterosporus JX-5 izolati ve biyoaktif
metabolik {riinleri tarafindan sergilenen antifungal aktivitenin bitki hastaliklari ile
miicadelede kimyasallara alternatif potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Haidar ve ark. (2016), asmalarin yikici fungal hastalik etmenlerinden olan Botrytis
cinerea ve Neofusicoccum parvum’un biyolojik miicadelesinde asmalardan izole edilen
toplam 46 bakteri tiiriiniin antagonistik etkinliklerini arastirmiglardir. Asma yapragi
tizerinde B. cinerea’ya karsi yapilan in vivo testlerde, izole edilen bakteri tiirler arasinda
en etkili tiir olan Bacillus ginsengihumi’nin hastalik etmenini %80 oraninda engelleyen
antagonistik izolat olarak belirlenmistir. Antagonist tiirler arasinda 6zellikle Pantoea
aglomerans’in Neofusiccocum parvum tarafindan gévde {izerinde neden olunan hastalik
belirtilerini 6nemli Ol¢lide azaltabildigi bildirilmistir. Antagonist bakteri tiirlerinin test
edildikleri iki farkli fungal hastalik etmenlerin iizerine olan etkinliklerinin degisiklik
gosterdigi caligmalarda, bazi antagonist tirlerin B. cinerea’ya karsi oldukga etkili
olurken, bazi antagonist tiirlerin Neofusiccocum parvum’a karsi yiiksek etkinlik
gosterdigi gozlenmistir. Antagonist izolatlardan Paenibacillus spp. yaprak iizerinde
yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gosterirken, liziim daneleri iizerinde gosterilen
etkinlik diigiik oranda ortaya konulmustur. Diger yandan, Bacillus licheniformis gibi bazi
tirlerin B. cinerea tarafindan saglikli ve yarali asma daneleri {izerinde neden olunan
hastaligi 6nemli diizeyde baskiladigi belirlenirken, ayni tiiriin asma govdesi iizerinde
Neofusiccocum parvum tarafindan neden olunan enfeksiyonun artisina neden olmustur.

Xu ve ark. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, Botryosphaeria govde kanseri,
Cin’de yetisen Carya cathayensis'in (Cin hikori) zarar veren hastaliklardan biri oldugu
bildirilmistir. Her ne kadar genellikle hastaligi kontrol altina almak icin fungisitler

kullanilmakta olsada, kullanilan fungusitlerin ciddi ¢evresel sorunlara neden oldugu
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bildirilmistir. Bu ¢alismada, C. cathayensis iizerinde Botryosphaeria govde kanseri
hastaligimin ¢ikisin1 6nlemek i¢in Gram-pozitif bakteri Paenibacillus polymyxa CF05
izolatinin etkinligi kimyasal miicadeleye alternatif ¢6ziim olarak degerlendirilmistir.
Yapilan in vitro c¢alismalarda, bakteri izolatinin govde kanserine neden olan
Botryosphaeria dothideanin  gelisimini engelledigi tespit edilmistir. Izolatin
karboksimetilseliiloz karisiminda yapilan endospor formiilasyonunun 12 aylik siire
boyunca yiiksek stabilite gosterdigi kanmitlanmistir. Iki yillik bir saha deneyi sonucunda,
s0z konusu bakteri preparatinin, gerek yeni kanser olusumlarini gerekse daha onceden
olusmus yerlesik kanserleri azalttigi, denemelerde kullanilan standart fungusit
thiophanate-methyl ile benzer bir etkinlik sergiledigi belirlenmistir. Ayrica, bakteri
preparatinin etkinligi, C. cathayensis fidelerinde fenilalanin amonyak liyaz (PAL),
polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POX) iiretimini biiyiik Olciide tesvik ettigi, bu
enzimlerin uygulamadan 2 giin sonra maksimum seviyelere ulastigi, deneysel
degerlendirme donemi boyunca govde i¢indeki fenol igeriklerini arttig1 gézlemlenmistir.
Ozetle, P. polymyxa cinsi CF05 izolatinin karboksimetilseliiloz formiilasyonunun, C.
cathayensis govde kanserinin engellenmesinde giiglii, cevre dostu ve etkili biyokontrol
yontemi oldugu bildirilmistir.

Andreolli ve ark. (2019), Kuzey Italya Bolgesinde yer alan Brescia ormanlarinin
topraklarindan elde ettikleri Pseudomonas sp. MP12 izolatin1 yaptiklari molekiiler
analizler sonucunda Pseudomonas protegens olarak tanilamiglardir. Elde edilen
Pseudomonas protegens MPI12 izoatinin baglarda sorun olan fungal hastalik
etmenlerinden Botrytis cinerea, Alternaria ternata, Aspergillus niger, Penicillitun
expansum ve Neofusicoccum parvum’a karsi genis spektrulu antifungal etkinlik
gosterdigini belirlemislerdir. Bakteri tarafindan fungal etmenlere karsi gosterilen
antifungal etkinlikten sorumlu bilesiklerin, 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG),
pyoluteorin ve pyrrolnitrin’in sorumlu oldugunu, antagonist bakteri izolatinin ayrica
siderophore, amonyak, indole-3-asetik asit irettigi ve fosforu ¢6zmede etkinlik
gosterdigini belirlemislerdir. Antagonist bakteri izolatinin bu fungal etmenlerin yani sira
kimyasal miicadelesi olmayan esca hastalik etmenlerinden Phaeomoniella
chlamydospora ve Phaeoacremonium aleophilum’ya etkili olmasi nedeni ile endofit
bakterinin baglarda sorun olan bu fungal hastaliklara kars1 potansiyel biyokontrol ajani

oldugunu ve hastalikla miicadelede kullanilabilecegini 6nermislerdir.
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Trotel-Aziz ve ark. (2019), asmada yikict hastaliga neden olan Botryosphaeria
geriye 6liim hastalik kompleksi etmenlerinden Neofusicoccum parvum’un miicadelesinde
biyokontrol etmeni olarak Bacillus subtilis PTA-271 izolatim1 kullandiklari
caligmalarinda, bakteri izolatinin uygulandig1 asma agaglarinda hastalik etmenine karsi
B-1,3-glukanaz’1 aktive eden PR2 geninin uyarilmasi sonucunda bitkide dayanikliligin
yiiksek diizeyde tesvik edildigini belirlemislerdir. Yapilan in vitro ¢alismalarinda PR2
geninin yanisira salisilik asit-jasmonik asit geni ile GST1 (glutathione-S-transferase)
geninde harekete gecirildigi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, sz konusu bakteri
izolat1 bitkide dayaniklilik genlerini uyarmasinin yani sira, fungal etmen tarafindan
olusturulan fitotoksinleri detoksifiye etmek suretiyle etkinlik gostermistir.

Castro ve ark. (2020), mango meyvelerinde hasat sonrasi ¢iirlimelere neden olan
Botryosphaeria hastalik etmenlerinden Lasiodiplodia theobromae ve Neofusicoccum
parvum’a kars1 hasat dncesinde Saccharomyces cerevisiae ESA45, Saccharomyces sp.
ESA46, Saccharomyces sp. ESA47 ve Pichia kudriavzevii CMIAT171 olmak iizere 4
farkli antagonist maya izolatinin bahge kosullarinda uygulanmasinin hasat sonrasi meyve
clirlimelerine olan etkisini arastirdiklari caligmalarinda, 4 maya izolatininda hasat sonrasi
hastalik ¢ikiginin engellenmesinde oldukga etkili olduklarini, maya izolatlar1 i¢inde
Pichia kudriavzevii CMIAT171 izolatin hastalik siddetini %69.4 oraninda azaltan en
etkili izolat oldugunu belirlemislerdir.

Khan ve ark. (2020), tarafindan yapilan g¢alismada, Lilium wardii bitkisinin
soganlarindan Bacillus stratosphericus tiiriine ait yeni bir endofit bakteri izolat1 (Bacillus
stratosphericus LW-03) izole etmisler ve bu tiire ait bakteri izolatin, Fusarium
oxysporum, Botryosphaeria dothidea, Botrytis cinerea ve Fusarium fujikuroi gibi yaygin
bitki patojenlerine kars1 antifungal etkinlik sergiledigini belirlemislerdir. S6z konusu
izolatin test edilen fungal etmenlerden Botryosphaeria dothidea'' %74.56, Botrytis
cinerea'yt %71.91, Fusarium fujikuroi't %69.54 ve Fusarium oxysporum'u %65.13
oranlarinda engelledigi tespit edilmistir. Bacillus stratosphericus LW-03 izolatinin
organik asit liretimi, ACC deaminaz, indol-3-asetik asit (IAA), siderofor ve nitrojen
fiksasyon aktivitesi dahil olmak iizere bircok bitki biiylimesini tesvik edici 6zellik
sergiledigi belirlenmistir. Arastiricilar ayrica sera kosullarinda iki zambak cesidinin
tizerinde endofit bakteri izolatinin bitki gelisimi {lizerine olan etkileri

degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak, muamele edilmemis kontrol bitkilerine kiyasla
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bakteri ile muamele edilmis bitkilerde bitki biiylimesinin tesvik eldigi ortaya
konulmustur. Bacillus stratosphericus LW-03'in genis spektrumlu antifungal
aktivitesinin yanisira bitki biiylimesini ¢esitli mekanizmalarla tesvik edici 6zelliklerinden
dolay1 s6z konusu izolatin siirdiiriilebilir tarimda gerek biyolojik giibre olarak gerekse

biyolojik kontrol etmeni olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calismanin temel arastirma materyallerini; hastalikli ceviz, Antep fistig1 ve badem
agaclarindan izole edilen fungal hastalik etmenleri Botryosphaeria dothidea,
Neofusicoccum parvum, Neoscytalidium dimidiatum izolatlari, saglikli bitkilerden izole

edilen bakteri izolatlari, ¢esitli laboratuar malzemeleri ve besi yerleri olugturmustur.

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Fungal ve Bakteriyel Izolatlar, Kimyasal, Alet ve
Ekipmanlar

Calismanin ana materyalini olusturan fungal Botryosphaeria dothidea ve
Neofusiccocum parvum Hatay ilinde yetisen ceviz agaglarindan Neoscytalidium
dimidiatum Nizip ilgesinde yetisen Antep fistig1 agaclarindan alinan hastalik belirtisi
gosteren dokulardan Patates Dekstroz Agar (PDA) besi yeri lizerine daha 6nceden yapilan
calismalarda izole edilmistir (Kurt ve ark., 2020; Kara ve ark., 2021). Rutin in vitro
calismalarda kullanilan hastalik etmenlerin tek spor izolatlar1 PDA besi yerinde, +4 °C de
muhafaza edilmistir. Caligmanin bir diger ana materyalini olusturan, hastalik etmenlere
kars1 etkinligi arastirilmis antagonist endofit ve epifit bakteri izolatlar1 hastalik etmeninin
yogun goriildiigii Antep fistigi, ceviz ve badem agaclarinin yetistirildikleri bahgelerdeki
saglikli agaglardan, findik izolatlar1 ise gerek Karabiik ve Giresun illerinden Boliime
gonderilen bitki orneklerinden, gerekse Erzin il¢esinin daglik alanlarinda dogal olarak
yetisen saglikli agaclarin yaprak, govde ve kok bolgelerinden igsel (endofit) ve ylizeysel
(epifit) dokulardan izole edilmistir.

Caligmanin diger materyallerini mikoloji ve bakteriyoloji laboratuarinda rutin
olarak kullanilan alet-ekipmanlar, cesitli cam ve plastik laboratuvar malzemeleri ve

kimyasal maddeler olusturmustur.

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Besi Yerleri

Fungal hastalik etmenleri ile antagonist bakteriyel etmenlerin izolasyonu,

tanilanmalar1 ve etkinliklerinin belirlendigi ¢alismalarda kullanilan besi yerleri arasinda
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Patates Dekstroz Agar (PDA), King’s B Agar (KB), Trypic Soybean Agar (TSA), Luria
Broth (LB) ve Pepton Water (PW) ticari olarak (Merck, Darmstad, Germany) satin
alinmak suretiyle laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmistir. Denemelerde kullanilan besi

yerlerinin kimyasal igerikleri ayrica Ek-1 de verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Fungal Hastahk Etmenlerinin izolasyonu ve Tanilanmasi

Calismalarda kullanilan fungal hastalik etmenleri Botryosphaeria dothidea ve
Neofusicoccum parvum Hatay ilinde yetisen ceviz agaglarindan, Neoscytalidium
dimidiatum Nizip ilgesinde yetisen Antep fistig1 agaclarindan alinan hastalik belirtisi
gosteren dokulardan (Sekil 3.1) Patates Dekstroz Agar (PDA) besi yeri {izerinde izole
edilmis olup, tiir teshisleri gerek morfolojik gerekse molekiiler yontemlerle yapilmistir
(Kurt ve ark., 2020; Kara ve ark., 2021).

Hastalikli bolgelerden temin edilen silipheli belirti gosteren dallar steril kabin
icerisinde aseptik olarak ikiye ayrilmis, enfekteli doku pargalari, saglam dokuyu da
icerecek sekilde 5-10 mm biiyiikliikte kesilerek igerisinde 50 pg ml™? streptomisin siilfat
antibiyotik bulunan PDA besi yeri {izerinde izole edilmislerdir. Ekimi yapilan petriler
24°C’de 3-5 giin inkubasyona birakilmigtir. Besi yerleri iizerinde dokulardan gelisen
fungal izolatlarin u¢ kismindan alinan misel pargalart yeni besi yerlerine aktarmak
suretiyle saflagtirilmistir. Hastalik etmeninin morfolojik ve molekiiler tanilamalari tiire
spesifik morfolojik tanilama anahtarlarinin (Crous ve ark., 2006; Qiu ve ark., 2008;
Slippers et al. 2004; yanisira Internal Transcribed Spacers (ITS) rDNA ve B-Tubulin
(TUB2) gen bolgelerine spesifik ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') ve ITS5
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3')  primer  ¢ifti ile Bt2a  (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") ve Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3") primer ¢ifti (White ve ark., 1990; Glass ve
Donaldson, 1995) kullanilmak suretiyle gergeklestirilmistir (Kurt ve ark., 2020; Kara ve
ark., 2021). Denemelerde, morfolojik ve molekiiler tanilamalar1 yapilmis 3 fungal izolatin

tek spordan elde edilmis kiiltiirleri kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Hastalikl1 ceviz govdesinden (A) hastalik etmenin PDA besi yeri iizerine
izolasyonu (B ve C). Neoscytalidium dimidiatum (D), Neofusicoccum parvum (E) ve
Botryosphaeria dothidea (F) izolatlarin tek spor kiiltiirleri

3.2.2. Aday Epifit ve Endofit Bakterilerin Saghkh Agaclarin Farkh Kisimlarindan

Izolasyonu ve Tanillanmasi

Biyolojik miicadele etknligi arastirilan aday epifit ve endofit antagonist/PGPB
karakterli bakteriler saglikli ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik gibi sert kabuklu meyve
agaclarin kok, govde, dal, ham meyve ve yapraklarindan elde edilmistir (Sekil 3.2).
Ozellikle hastalik belirtilerin gozlendigi agaclarm yaninda hastaligin goriilmedigi
agaclardan giidiimlii Orneklemeler yapilmistir. Hastaligin gdzlendigi bahgelerdeki
saglikli agaclardan temin edilen Ornekler laboratuvara getirilip asagidaki izolasyon

yontemleri kullanmak suretiyle aday epifitik ve endofitik bakteri izolatlar1 izole edilmistir
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3.2.2.1. Aday Epifit ve Endofit Bakterilerin izolasyonu

Etkinligi arastirilan aday endofit ve epifit bakterilerin izolasyonunda kullanilan
saglikli bitki Ornekleri araziden temin edildikten sonra, farkli bitki kisimlarina goére
ayristiritlip kodlanmistir. Aday endofit bakteri izolasyonundan Once, bitki materyalleri
yiizey kontaminantlarindan arindirmak amaciyla ilk asamada temiz ¢esme suyu ile iyice
yikanip ardindan, 3 dakika %70’lik etil alkolde, daha sonrada 2 dakika %2’lik sodyum
hipoklorit soliisyonunda bekletilmistir. Uzerindeki ¢amasir suyu/alkolii uzaklastirmak
icin Ornekler 5 kez steril saf su ile yikanarak yiizey dezenfeksiyonu asamasi
tamamlanmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan bitki kisimlarindan alinan saglikli bitki
dokular1 steril 0.05 mM MgCl, tampon ¢ozeltisi i¢inde steril havan igerisinde iyice
ezildikten sonra 5 dak. bekletilmistir. Daha sonra buradan alinan siispansiyon seri olarak
sulandirildiktan (102, 10%, 10%, 10° ve 10°) sonra segici KB besi yeri igeren petri kaplarina
bagetle yayilmistir. Klasik izolasyonlarin yani sira, meyve ve govde icerisinden yapilan
endofit izolasyonlarinda imprint (baskilama) yontemi kullanilarak dogrudan bitki
dokularindan izolasyonlar yapilmistir. Bu yontemde, yilizey dezenfeksiyonu yapilmis
meyve, dal ve govdeler aseptik olarak ikiye ortadan kesilmis, dokularin i¢ yilizeyleri
dogrudan besi yerlerine siiriilerek izolasyonlari yapilmistir (Atay, 2019).

Aday epifit bakterilerin izolasyonunda endofitlerin izolasyonundan farkli yontem
izlenmistir. Ayr1 ayr1 kodlanmig saglikli bitki kokleri, yaprak, gévde, dal ve ham
meyveleri alindiktan sonra, dezenfeksiyon amagli herhangi bir 6n yikama iglemine tabi
tutulmadan, 1-2 cm boyunda kesildikten sonra (5 gr) dogrudan steril 0.05 mM MgCl»
tampon c¢ozeltisi (yaklagik 50 ml) i¢ine konulup, 30 dak. 200 rpm ortibal ¢alkalayici
igerisinde ¢alkalamaya birakilmig, daha sonra buradan alinan siispansiyonlar seri olarak
sulandirildiktan (102, 103, 10% 10° ve 10°) sonra KB besi iceren petri kaplarina bagetle
yayilmistir.

Bakterilerin ekimlerinin yapildigi tiim petriler 26 °C’de 2 giin inkiibasyona
birakildiktan sonra, segici besi yerlerinde gelisen bitki 6rnegini/bdlgeyi temsil edecek
sayida morfolojik olarak birbirinden farkli goriiniisteki tek bakteri kolonilerden daha
sonra teshis ve biyoetkinlik denemelerinde kullanilmak {izere TSA besi yerleri lizerinde

saflagtirmalar yapilmistir. Secilmis her bir izolat, rutin ¢aligmalar i¢in uygun besi yeri
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iceren petri kabinda (6 cm) veya egik Agarda +4 °C de kisa siireli veya steril %40 lik
steril Gliserol igeren Cryo Eppendorf tiipler igerisinde -80 °C de saklanmustir.

Sekil 3.2. Sagliklt Antep fistig1, ceviz, badem gibi sert kabuklu meyve agaclarinin kok,
gbvde, dal, yaprak ve meyvelerinden besi yeri iizerine epifit ve endofit bakteri
izolatlarin izolasyonu

3.2.2.2. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Secimi

Farkli konukgu bitkilerinden elde edilen, bolgeyi/bitki 0rnegini temsil edecek
sekilde secilmis olan aday tiim epifit ve endofit bakteri izolatlar1 ¢aligma dncesinde tiitiin
bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testine tabi tutulmak suretiyle bitki patojeni olup
olmadigimi belirlenmistir (Sekil 3.3A,B). TSA besi ortaminda gelisen 2 giinliik saf aday
bakteri izolatlar1 ile bitki patojeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Phpl2
kiiltiirlerinden 0.05 mM MgCl, tampon ¢ozeltisi iginde 10° hiicre/ml yogunlugunda

bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Siispansiyonlar 8 haftalik geng tiitiin (Nicotiana
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tobaccum) yapraklarindaki damar aralarmin alt yiizeylerine steril enjektor ile enjekte

edilmistir.

Sekil 3.3. (A ve B) Endofit ve epifit bakteri izolatlarla yapilan (A) tiitiin yapraginda
asir1 duyarlilik testi. Enjekte edilen yerlerde (*) sadece patojen izolat HR reaksiyonuna
(ok) neden olurken diger izolatlar herhangi bir reaksiyona neden olmamustir. (C) patates
dilimleri izerinde yumusak ciirtikliik testi. Inokulasyon noktalarinda (*) sadece patojen
yumusak ¢tirtikliik belirtisi (0k) olusturmustur

Inokule edilen bitkiler 25 °C, Inokulasyondan 24-48 saat sonra inokule edilen
alanlarda olusan nekrotik goriiniim pozitif (test edilecek izolatin bitki patojeni oldugunu
gosterir) olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Tiitlinde HR negatif sonug veren aday bakteri izolatlari ile patates dilimi {izerinde
yumusak clirtikliik testi yapilmistir. Saglikli patates yumrulart Oncelikle %3’liik
NaOCl’de 1 dakika bekletilerek yiizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra kabuklari
soyulmus ve steril bistiirii ile 2 cm kalinliginda dilimlenmistir. Aseptik olarak elde edilen
patates dilimleri steril nemli filtre kagid1 igeren plastik saklama kaplarinda bulunan steril
petri kapaklari iizerine yerlestirildikten sonra tizerlerine steril kiirdan ile 2 giinliik taze
HR negatif bakteri izolatlari bulastirilmistir (Sekil 3.3C). Bulastirilan dilimleri bulundugu
petriler 26 °C’de 2 giinliik inkiibasyona birakildiktan sonra inokulasyon noktasinda
yumusak c¢triiklik belirtileri yoniinden degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
Kontrol olarak Bitki Saghg: Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden temin edilen

Pectobacterium caratovorum izolati kullanilmistir.
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Gerek Tiitiin HR gerekse patates yumusak ¢iiriikliigii testinde negatif sonug¢ veren
izolatlarin ayn1 zamanda insan patojeni olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, izolatlar
TSA besi yerine ¢izildikten sonra 37 °C en az 48-72 saat inkiibasyona birakilmis, burada
gelismeyen bakteri izolatlar1 gerek tanilama gerekse biyoetkinlik ¢alismalarinda aday

biyolojik miicadele etmeni bakteri izolatlar1 olarak kullanilmistir.

3.2.2.3. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Tamlanmasi

Tiitiin bitkisinde HR ve patates dilimleri iizerinde yumusak c¢iiriikliik testlerinde
negatif reaksiyon veren, 37 °C gelismeyen aday bakteri izolatlarinin Gram reaksiyonlari
klasik KOH testi ile belirlendikten sonra, kesin tiir teshisleri Hatay Mustafa Kemal
Universitesi, Bitki Sagligi Klinigi Arastirma Merkezinde, MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany) cihazinda tavsiye edilen yontemler kullanilarak
yapilmistir (Aktan ve Soylu, 2020). Tryptic Soy Agar (TSA) besi ortaminda gelismis 2
giinliik saf bakteri kolonisinden steril kiirdan yardimiyla alinan bakteri kiitlesi 300 pl
steril su iceren eppendorf tliplerine eklenmek suretiyle bakteri silispansiyonu elde
edilmistir. Bu tiiplerin iizerine 900 pl saf ethanol (Merck, Damstrad, Germany)
eklendikten sonra karisim 13.000 rpm’de 2 dak. siireyle santrifiij edilmis, {isteki alkoliin
(slipernatant) tamamu pipet yardimyla alindiktan sonra altta kalan pellet oda sicakliginda
yaklasik 5 dak. bekletilmek suretiyle kurumaya birakilmistir. Pellet kuruduktan sonra
lizerine Uzerlerine %70 formik asit’ten 30 pl eklenerek vortekslenmis, vortekslenen
tiplere bu kez 30 pl acetonitril eklendikten sonra karisim tekrar vortekslenmistir ve
13.000 rpm’de 2 dak. siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist sividan
(stipernatant) dan 1 pl alinan bakteri ekstrakti cihazin metal 6rnek plakasindaki (target)
noktalara iki tekrarli olacak sekilde mikropipetle eklendikten sonra oda sicakliginda
yaklasik 3-5 dak. bekletilmek suretiyle kurumasi saglanmistir. Kuruyan oOrneklerin
tizerine 1 ul HCCA Matrix (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) soliisyonu eklendikten
sonra analiz i¢in tekrar 2-3 dak. daha oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruma
islemi tamamlanmig 6rnekler MALDI-TOF MS (Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) cihazina yiliklendikten sonra elde edilen protein spektralar1 cihazin
mikroganizma kiitliiphanesinde yiiklii olan kesin tiir tanis1 molekiiler olarak belirlenmis
bakteri tiirlerin spektralariyla cihazin yazilimi (BIOTYPERTM 1.1 software (Bruker

Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile esilestirilmek suretiyle tiir tanilamalari
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yapilmistir (Aktan ve Soylu, 2020). MALDI-TOF cihazi tarafindan belirlenen bakteri
izolatlarin teshisleri firma tarafindan Onerilen degerlere gore; skor degeri 2.30-3.0
araliginda belirlenen bakteri izolatinin “tiir diizeyinde oldukga giivenilir oldugu”; 2.00-
2.299 araliginda “cins diizeyinde giivenilir, tiir diizeyinde yiiksek giivenilir oldugu”;
1.70-1.999 arasinda taninin “cins diizeyinde giivenilir, tiir olarak muhtemel diizeyde
oldugu”; 1.70 degerinden asagi olan degerler ise “giivensiz tani” olarak

degerlendirilmistir.

3.2.3. Aday Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarimin Fungal Hastalik Etmenlerine

Karsi in vitro Antagonistik Etkinliginin Degerlendirilmesi

Farkli saglikli sert kabuklu meyve agaglardan elde edilip tanilmasi yapilan aday
bakteri izolatlarinin hastalik etmenleri, Neoscytalidium dimidiatum, Neofusicoccum
parvum Ve Botryosphaeria dothidea izolatlarinin misel gelisimini engelleme
(antagonistik) potansiyelleri PDA iceren petri kaplarinda (90 mm capinda) 6nceden
bildirildigi gibi ikili kiiltiir testleriyle belirlenmistir (Aktan, 2018). Tanilamasi yapilan
aday bakteri izolatlari, ¢izgi ekim yontemi ile petrinin {ist noktasindan 2 cm gerisine
cizilerek ve 25 %C’de 2 giin siire ile 6n inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda
gelisen bakteri kolonisinden 4 cm gerisine test edilecek 5 giinliik fungal kiiltiirlerinden
alman 6 mm ¢aph fungus misel diskleri yerlestirilmistir (Sekil 3.4). Kontrol olarak
kullanilan PDA petrilerine herhangi bir bakteri izolat1 ¢izilmemistir. ikili kiiltiir Petrileri
25 °C’de inkiibasyona birakilmis, kontrol petrilerinde bulunan fungal hastalik etmeninin
petriyi tamamen kaplamasiyla birlikte (fungal etmenlerin gelismesine bagli olarak
inokulasyondan 4-5 giin sonra), bakterilerin gelistigi tiim petrilerde fungal etmenlerin
bakteriye dogru yonelen misel gelisimi (MGu) dlgiilerek kontrol petrilerdeki misel (MGk)
gelismesine gore bakteriler tarafindan neden olunan %engelleme oranlari (%Abbot
Formiilii) hesaplanmistir (Ahmed ve ark., 1999).

Aday bakterilerin biyoetkinligi i¢in 6l¢iimlerinde 3 farkli petri kab1 kullanilmig

olup, etkinlik denemeleri 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.
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Sekil 3.4. (A) Epifit veya endofit bakteri izolatinin (*) fungal hastalik etmenin misel
gelisiminin ikili kiiltiir testleri ile in vitro kosullarda engellenmesi (ok). (B) Kontrol
petrisinde normal misel gelisimi
3.2.4. Antagonist Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarmm Fungal Etmenlerin Misel

Gelisimini Engelleyen Bolgelerinin Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Fungal etmenlerin misel gelisimini engelleyen antagonist bakterilerin engelleme
bolgelerindeki etkinligin fungisidal veya fungistatik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
fungus miseli ile bakteri arasinda kalan engelleme bolgesi iizerine 5 giinliik saglikli fungal
misel diskleri (6 mm g¢apinda) yerlestirilmis ve 3-5 giin tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Yerlestirilen saglikli misel diski engelleme bolgesinde gelisme gostermemis ise bu
bolgedeki antagonistin tiretmis oldugu antimikrobiyal bilesiklerin etkinligi fungusidal,
gelisme gostermis ise bu bodlgedeki antagonistin iiretimis oldugu antimikrobiyal

bilesiklerin etkinligi fungistatik olarak kayit edilmistir.

3.2.5. Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine Epifit ve Endofit Bakteri
izolatlarinin  Ucucu Bilesenlerinin in vitro Antagonistik Etkinliginin

Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlerinde yiiksek antagonistik etkinlik gdsteren bazi izolatlarin
olusturduklart ugucu bilesen(ler)in hastalik etmenlerinin misel gelisimini engelleme

(antagonistik) potansiyelleri “kapali ikili kiltiir” testlemeleriyle (sealed plate method)

32



daha onceden bildirilmis yonteme gore belirlenmistir (Fiddman ve Rossall, 1993). Petri
kapaklarimin birine PDA, digerine TSA besi yeri dokiiliip donduktan sonra bakteri
izolatlari, zig zak ¢izgi ekim yontemi ile TSA besi yeri igeren petrinin {list kapagina
¢izilmis, bakteri ¢izimi yapilan petrinin PDA igeren alt kapagina test edilen funguslardan
alan 5 giinlik 6 mm ¢apl fungus misel diskleri yerlestirilmis ve 2 kapak birbirlerine
bakacak sekilde birlestirilip petri kapaklarinin kenarlar1 parafilm ile sarilmak suretiyle
olusan ugucu bilesenlerin ortamdan uzaklagsmasi engellenmistir. Kontrol petrilerine
herhangi bir bakteri izolati ¢izilmemistir. Uygulama sonrasi petriler 25 °C de inkiibasyona
birakilmigtir. Kontrol petrilerinde hastalik etmenileri petriyi tamamen kaplamasini
miiteakiben (fungal etmenlerin gelismesine bagl olarak inokulasyondan 4-7 giin sonra),
fungal etmenlerin misel gelisimi (MGu) 6l¢iilmiis ve kontrol petrilerdeki miselyal (MGk)
gelismeye gore engelleme oranlarinin %si hesaplanmistir (Ahmed ve ark., 1999). Her
bakteri-fungus kombinasyonu i¢in 6lgiimler 3 farkli petri kabinda yapilmis, deneme 2

farkli zamanda tekrar edilmistir.

3.2.6. Aday Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarnmn Hastahk Etmenlerini
Engellemede Kullandiklari Olasi Biyokontrol ve Bitki Gelisimini Tesvik Eden

Mekanizmalarimin Belirlenmesi

In vitro misel gelisimini engelleme etkinliklerine gore bolgeyi/konukgu bitkiyi ve
tiiri temsil edecek sekilde secilmis aday bakteri izolatlarinin misel gelisiminin
engellenmesinde rol oynayan olast mekanizmalardan siderofor, proleatik aktivite (proteaz
enzim {iretimi), hidrojen siyaniir (HCN) ve amonyak (NH3) iiretilmesi gibi biyokontrol
etki mekanizmalarinin yanisira, indol asetik asit (IAA) tiretme ve fosforu ¢6zme gibi bitki
gelisimini tesvik eden mekanizmalar1 boliim 3.2.6.1°de detayli bir sekilde agiklanan

yontemlere gore belirlenmistir.

3.2.6.1. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlariin Siderofor, Protealitik,
Hidrojen Siyaniir (HCN) ve Amonyak (NH3) Uretme Potansiyellerinin
Belirlenmesi
Aday epifit ve endofit bakteri izolatlarin siderofor iiretim potansiyelleri Chrom
Azurol-S Agar (CAS) besi yeri tizerinde (Schwyn ve Neilands, 1987), proteaz enzimi

iretim potansiyelleri ise igerisinde %2 yagi alinmus siit tozu (Skimmed Milk Powder,
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Merck, Darmstadt, Germany) bulunan Luria Broth Agar (SMLBA) besi yeri tizerinde
belirlenmistir (Perneel ve ark., 2007). Her 2 etkinlik belirleme ¢alismalarinda; test edilen
2 giinliik aday bakteri izolat kiiltiiriinden steril kiirdan ile alinan bakteri inokulumu, CAS
ve SMLBA besi yerleri tizerine 3 farkli noktaya nokta ekim seklinde ekimleri yapildiktan
sonra, 26 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5A,B). Inokulasyondan 2 giin
sonra CAS besi yeri lizerine inokule edilmis bakteri kolonisi etrafinda olusan sari-turuncu
renkteki engelleme bolgesi ile SMLBA besi yeri lizerine inokule edilmis bakteri kolonisi
etrafinda gelisen seffaf engelleme bolgesi bakterinin siderofor ve proteolitik aktivitesi
yoniinden pozitif olarak kabul edilmistir. Olusan zon ile inokulasyon noktasinda gelisen
bakteri kolonisinin ¢aplar1 ayr1 ayr1 Slgiildiikten sonra, engelleme zon ¢apinin bakteri
koloni ¢apina oranlanmasi suretiyle her izolat igin Siderofor (Sid-indeks) ve Protealitik
(Pro-indeks) aktivite indeks degerleri ayr1 ayri hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000).
Her bakteri izolat1 i¢in dl¢iimler 3 farkli petri kabinda yapilmis olup, deneme 2 farkli
zamanda tekrar edilmistir.

Aday epifit ve endofit bakteri izolatlarinin hidrojen siyaniir (HCN) iretim
potansiyelleri ise Castric (1977) tarafindan bildirilen yonteme gore belirlenmistir.
Oncelikle aday antagonist bakteri izolatlarinin 2 giinliik taze kiiltiirlerden steril kiirdan
yardimiyla alinan bakteri izolatlari, 4.4 gr/L glycine igeren TSA besi yeri (6 cm steril cam
petrilerde) tizerine zig zak seklinde tiim yiizeyi kaplayacak sekilde ¢izilmistir. Bakteri
izolatlarinin ¢izildikleri petrilerin kapagma 1x3 cm serit halinde kesilmis steril kaba filtre
kagidi yerlestirildikten sonra filtre kagitlar1 yaklagik 0.5-1.0 ml %2 picric acid +
1%sodium carbonate (Na.COs3) siispansiyonu (100 ml steril su+2 gr PA+1 gr Na.COs) ile
islatilmistir. Uygulama yapilmis tiim petri kaplar1 kapatildiktan sonra etrafi parafilm ile
sarilarak, petriler 26 °C'de 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Petri kab1 kapagindaki filtre
kagidi renginin beyaz/agik sar1 renkten kahverengi veya koyu kirmiziya doniismesi (Sekil
3.5C) ortamda HCN iiretiminin olustugunu gostermistir (Castric, 1977).

Aday epifit ve endofit bakteri izolatlarinin gelistikleri sivi Pepton Water (PW)
besiyelerinde amonyak (NH3) olusturma potansiyelleri Nessler’s ¢ozeltisi ile
belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 1992). Test edilen bakteri izolatlarinin 2 giinliik
taze kiiltiirlinden steril kiirdan ile alinan bakteri inokulumu, igerisinde steril 5 ml PW
iceren cam tliplere bulastirilmistir. Bakteri ile bulastirilmig tiipler 26 °C'de 150 rpm’e

ayarli inkiibatorlii orbital ¢alkalayicida 4 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Stv1 besi
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yerinde gelisen bakterilerin tizerlerine 250 pul Nessler’s ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
besi yeri igerisinde bakterilerce olusturulan amonyak konsantrasyonu tiiplerdeki besi yeri
renginin acik saridan kahverengi-koyu sar1 renge donilismesiyle belirginlesmistir (Sekil
3.5D).

Sekil 3.5. Epifit ve endofit bakterilerin (A, B) siderofor, (C, D) proteaz enzimi
(protealitik), (E) hidrojen siyaniir (HCN) ve (F) amonyak iiretme potansiyellerinin
belirlenmesi. Siderofor ve proteaz bilesiklerin indeks degerleri olusan zon gap1 (0k)

biiyiikliigiiniin bakteri koloni ¢apina (*) kiyaslanmak suretiyle kantitatif olarak

hesaplanmistir. HCN ve amonyak birikimi, petri kapagindaki filtre kagidi (E) ile
eppendorf i¢indeki besi yeri (D) renk degisim siddetine gore kalitatif olarak
belirlenmistir
3.2.6.2. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin indol Asetik Asit (IAA) Uretme

ve Fosforu Cozme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday epifit ve endofit bakteri izolatlarinin bitki gelisimini tesvik etmede rol
oynayan olasi mekanizmalardan IAA iretme ve fosforu ¢6zme potansiyellerinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar, bu mekanizmalara spesifik besi ortamlari {izerinde
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yiriitiilmiistiir. Aday bakteri izolatlarinin IAA iiretme potansiyelleri Salkowski yontemi
kullanilmak suretiyle belirlenmistir (Glickman ve Dessaux, 1995). Bakteri izolatinin 2
giinliik taze kiiltiirlerinden hazirlanan 500 pl bakteri siispansiyonu (10% hiicre/ml)
icerisinde L-tryphtophan (3 mg ml™") iceren 5 ml steril LB besi Yyerlerine inokule
edilmistir.  L-tryphtophan igermeyen besi yeri kontrol uygulama olarak
degerlendirilmistir. Bakteri izolatlar ile bulastirilan tiipler 30 °C'de 200 rpm’e ayarli
inkiibatorlii orbital calkalayicida 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi yerinde
gelisen bakteriler 5000 rpm’de 30 dak. santrifiij yapildiktan sonra {istte kalan
Supernatant’tan 1 ml alinarak steril eppendorf tiiplere aktarilmis, {izerlerine 2 damla
(yaklasik 40 pul) fosforik asit ilave edilmistir. Hazirlanan bu karisimin tamami daha sonra
igerisinde 2 ml Salkowski ¢6zeltisi (150 ml %98’lik H2SO4, 250 ml of distile H20, 7.5 ml
of 0.5 M FeClsz-6H20) bulunan steril cam tiiplere aktarilmis ve inkiibatorler icerisinde
karanlik ortamda 25 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmistir. Tiiplerdeki besiyerlerinde
IAA iretimi, besi yeri renginin agik saridan kirmizi-pembe renge doniismesiyle
belirginlesmis (Sekil 3.5A), olusan IAA miktarlar: (beklemeden 30 dakika iginde) 535
nm dalga boyuna ayarli UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA)
kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir (Patten ve Glick, 2002). Elde edilen absorbans
degerleri, bilinen IAA (Merck, Darmstadt, Germany) ¢ozeltisi ile hazirlanan standart IAA
konsantrasyon egrisiyle karsilagtirilmak  suretiyle pug/ml  (ppm) diizeyine
dontistiirilmiistiir.

Aday bakteri izolatlarinin fosfor ¢ozme etkinligi ise tri kalsiyum fosfat igeren
Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri iceren (Ek-2) petrilerde belirlenmistir (Kumar ve ark.,
2012). Test edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiirtinden steril kiirdan ile
alinan bakteri inokulumu, PVK Agar ortami iizerine agilanmis ve petriler 26 °C'de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 5 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda seffaf
bir zon (engelleme bolgesi), bakterinin fosfor ¢6zme yetenegi icin pozitif olarak kabul
edilmistir (Sekil 3.5B). Olusan zon ile inokulasyon noktasinda gelisen bakteri kolonisinin
caplart ayr1 ayr1 Olgiildiikten sonra, engelleme zon capiin bakteri koloni capina
oranlanmas suretiyle her izolat i¢in fosfor ¢zme (Fos-indeks) aktivite Indeks degerleri
hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000). Her bakteri izolati1 i¢in dlgtimler 3 farkli petri

kabinda yapilmis olup, deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.
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Sekil 3.6. Endofit ve epifit bakteri izolatlar1 tarafindan IAA {iretme ve fosforu ¢6zme
potansiyellerinin belirlenmesi. (A) Farkli konsantrasyonlardaki IAA’in besi yerinde
olusturdugu renk degisimi. (B) Enterobacter cloacae NKC8en tarafindan iiretilen IAA
spektrumu (C ve D) Endofit ve epifit bakteri izolatlar1 tarafindan besi yerinde fosforu
¢ozme potansiyellerinin belirlenmesi. fosforu ¢ozme indeks degerleri zon gap1 (0k)
biiytikliigii bakteri koloni ¢apina (*) kiyaslanmak suretiyle kantitatif olarak
hesaplanmigtir

3.2.7. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Bakterilerle yapilan tiim in vitro biyoetkinlik denemeleri tesadiif parselleri deneme
desenine gore, her bir bakteri izolati igin 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur.
Biyokontrol etkinlik ¢aligmalarinin yapildigr petrilerdeki misel gelisiminin engellenme
oranlar1 %oranlarina ¢evrilmeden IBM SPSS istatistik programi (SPSS Statistics 17.0)
kullanilarak tek yonliit ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve izolatlar/fungal etmenler
arasindaki farklilik Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile analiz edilmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Saghkh Sert Kabuklu Meyve Agaclarin Farkh Bitki Kisimlarindan Aday

Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin izolasyonu ve Tamlanmasi

Botryosphaeria geriye 06lim hastalik etmenlerinden Botryosphaeria dothidea,
Neofusiccocum parvum ve Neoscytalidium dimidiatum hastalik olusturdugu bahgelerde
bulunan saglikli ceviz ve Antep Fistigi bahgelerinin yani sira, hastalik etmenlerin
potansiyel konukcularindan badem ve findik agaclarinin saglikli toprak alti (kok, kok
bogaz1 ve koklere yakin topraklardan) ve toprak iistii (kok bogazina yakin govde, dal,
slirglin, yaprak ve ham meyve) aksamlarindan elde edilen aday izolatlar, izole edildigi
konukgu adi (C, ceviz; B, badem; A, Antep fistigi; F, findik) ve izole edildigi bolge (En,
endofit; Ep, epifit) seklinde kodlanmistir. izolasyonlar sonucunda, bdlgeyi, konukeu bitki
kismi ve izole edildigi petriyi temsil edecek sekilde farkli morfolojik goriiniimlii 42 adeti
endofit (%47.7), 46 adeti ise epifit (%52.3) olmak {izere toplam 88 bakteri izolat1 elde
edilmistir (Sekil 3.2).

Elde edilen tiim izolatlarla biyoetkinlik ¢alismalarina gegilmeden 6nce bitkilerde
hastalik etmeni olup olmadigini belirlemek amaciyla saglikli tiitiin yapraklarinda HR
(Sekil 3.3A,B) ve patates dilimlerinde yumusak ciiriikliik testleri (Sekil 3.3C) yapilmastir.
Yapilan patojenite testleri sonucunda ve her iki testte negatif sonug veren 35 adet endofit,
39 adet, epifit olmak iizere 74 aday bakteri izolatin tiir diizeyinde tanilamalart MALDI-
TOF MS ile yapilmustir.

Yapilan MALDI-TOF analizler sonucunda indeks degeri 1.7 ve lizerinde olan
toplam 74 izolattan 41 tanesi (%55.4) Gram-negatif, 33 tanesisinin (%44.6) Gram-pozitif
oldugu KOH test ¢alismalar1 sonucunda belirlenmistir. Tiir diizeyinde teshisi yapilan 74
izolat arasinda yer alan Bordetella petrii, Escherichia coli, Enterobacter spp, Klebsiella
spp., ve Staphylococcus spp, olarak teshis edilen 24 adet farkli tiirlere ait izolatlarin
literatiirlerde insan patojeni olmasi nedeni ile denemelerden ¢ikartilmis ve geri kalan 48
izolat ile ¢alisilmaya karar verilmistir.

Tiir diizeyinde teshisi yapilan ve denemelerde kullanilan 48 izolata ait sonuglar
Cizelge 4.1 de sunulmustur. Elde edilen izolatin 16 tanesi dal-gévde, 15 tanesi kok, 8

tanesi ham meyve, 9 tanesi ise yapraktan izole edilmistir. izole edilen izolatlarin 33 tanesi
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endofit, 15 tanesi epifit kokenlidir. Bu izolatlarin konukcu bitkilere gore dagilimlarina
bakildiginda, 15 izolat ceviz agacindan, 14’er izolat Antep fistig1 ve badem agaglarindan,

5 izolat ise findik agacindan izole edilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli konukgu tiirlerinden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarin
tan1 sonuglar1 ve genel 6zellikleri

IZ.OI?,. Konuk¢u Gram MALD.I

. Edildigi Bitkisi Reaksiyon* B‘enzerll-k
Izolat Ada Kisim Indeksi
Acinetobacter radioresistens NKB12en Govde Badem - 2.48
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en Kok A.fistigi - 2.37
Acinetobacter johnsonii NKAllen Govde A fistigi - 2.35
Aurebasidium pullulans NKC5en Yaprak Ceviz Y 1.85
Bacillus amyloliquefaciens NKB6en Kok Badem + 2.06
Bacillus cereus NKC4ep Kok Ceviz + 2.34
Bacillus endopphyticus NKB3en Govde Badem + 2.12
Bacillus halosaccharovorans NKB4en Kok Badem + 2.38
Bacillus mojavensis NKB2ep Govde Badem + 2.16
Bacillus atrophaeus NKA2en Meyve A fistigi + 1.74
Bacillus atrophaeus NKA3en Govde A.Fistig1 + 2.00
Bacillus megaterium NKAlep Govde A fistik + 1.20
Bacillus megaterium NKB1lep Yaprak Badem + 2.31
Bacillus mojavensis NKA7en Kok A.Fist1g1 + 1.89
Bacillus mycoides NKB9en Govde Badem + 2.35
Bacillus pumilus NKC14ep Govde Ceviz + 1.79
bacillus pumilus NKC3en Kok Ceviz + 1.86
Bacillus pumilus NKC6en Govde Ceviz + 2.08
Bacillus safensis NKA12ep Kok A fistigi + 1.74
Bacillus simplex NKA4en Yaprak A fistigi + 2.15
Bacillus subtilis NKA5en Govde A.Fist1g1 + 2.19
Bacillus subtilis NKA6en Kok A fistigi + 1.96
Burkholderia cepacia NKC15en Govde Ceviz + 2.37
Enterobacter asburiae NKC11len Yaprak Ceviz - 2.37
Enterobacter bugandensis NKA13en Meyve A fistigi - 2.39
Enterobacter bugandensis NKC12ep Govde Ceviz - 2.03
Enterobacter cancerogenus NKC13ep Kok Ceviz - 2.00
Enterobacter cloacae NKB13ep Govde Badem - 2.29
Enterobacter cloacae NKC8en Kok Ceviz - 1.73
Herbaspirillum aquaticum NKB14en Yaprak Badem - 2.16
Lelliottia amnigena NKAlen Meyve A fistig1 - 2.46
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Cizelge 4.1. (Devam) Farkli konukgu tiirlerinden izole edilen epifit ve endofit bakteri
izolatlarin tan1 sonuglar1 ve genel 6zellikleri

; IZ.OI?,. Konuk¢u Gram MALD.I
Izolat Adx Edildigi Bitkisi Reaksiyon* B.enzerllok
Kisim Indeksi

Micrococcus luteus NKC10en Kok Ceviz + 2.11
Pantoea agglomerans NKC9en Meyve Ceviz - 2.27
Pseudomonas marginalis NKF3en Meyve Findik - 1.83
Pseudomonas rhodesiae NKB10en Govde Badem - 2.36
Pseudomonas rhodesiae NKB11ep Yaprak Badem - 2.44
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep Kok Ceviz - 241
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep Govde A.fistig1 - 2.30
Pseudomonas cichorii NKC7ep Meyve Ceviz - 2.50
Pseudomonas frederisbergensis NKB7en Kok Badem - 2.00
Pseudomonas korensis NKF2ep Meyve Findik - 2.40
Pseudomonas migulae NKB8en Yaprak Badem - 1.84
Pseudomonas orientalis NKF1ep Govde Findik - 2.15
Rahnella aquatilis NKF4en Meyve Findik - 2.03
Rhizobium radiobacter NKA9en Kok A fistigi - 1.71
Staphylococcus epidermidis NKB5en Yaprak Badem + 1.86
Staphylococcus epidermidis NKF5en Kok Findik + 2.26
Stenotrophomonas maltophilia NKClen Yaprak Ceviz - 1.99

* -.Gram negatif; +: Gram pozitif; Y: maya

Elde edilen 39 farkli tiire ait bakteri izolatlarin cins diizeyinde dagilimi
incelendiginde en yaygin izolatlarin 18 adet ile Bacillus cinsine bagli oldugu tiirler olup,
bunu sirasi ile 10 izolatla Pseudomonas, 6 izolatla Enterobacter, 3 izolatla Acinetobacter,
2 izolatla Staphylococcus ve 1’er izolatla Aurebasidium, Burkholderia, Herbaspirillum,
Lelliottia, Micrococcus, Pantoea, Rahnella, Rhizobium ve Stenotrophomonas cinsleri
takip etmistir.

Tiir diizeyinde teshis edilen 48 izolatin 26 tanesi Gram-negatif (%54.2), 22 tanesi
Gram-pozitif (%45.8) tiirlerinden olusmustur. Gram negatif olarak belirlenen toplam 26
izolat arasinda, 10 izolat Pseudomonas spp. (%38.5), 6 izolat Enterobacter spp. (%23.1),
3 izolat Acinetobacter (%11.5), 1’er izolat ise (%3.8) Aurebasidium pullulans,
Herbaspirillum aquaticum, Lelliottia amnigena, Pantoea agglomerans, Rahnella
aquatilis, Rhizobium radiobacter ve Stenotrophomonas maltophilia izolat1 tiir
diizeylerinde tanilanmislardir. Toplam 22 Gram pozitif izolat arasinda, 18 izolat Bacillus

spp. (%81.8) olarak belirlenirken, bunu 2 izolat ile Staphylococcus epidermidis (%11.1),
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1’er izolat (%4.5) Burkholderia cepacia ve Micrococcus luteus olarak tiir diizeylerinde
tanilanmiglardir. S6z konusu 48 izolat arasinda 5 tiiriin (Bacillus pumilis, Enterobacter
cloacae, Enterobacter bugandensis ve Pseudomonas rhodesiae) hem epifit hemde endofit
izolatlar elde edilmistir.

Bitkilerin kok ve toprak bolgesi (rizosfer) ile toprak iistii aksamlari (phylosphere)
gerek epifit gerekse endofit olarak yasayan farkli tiirlere ait pek ¢ok yararli fungal,
bakteriyel, viral mikrobiomlara konukguluk eder. Bu tiir bolgelerden farkli o, f ve y
Proteobacteria subesinin yanisira Firmicutes ve Actinobakteri tiirlerine ait epifit ve
endofit bakteri izolatlar1 elde edilmis olup, yapilan tanilama g¢alismalarinda endofit
bakteri izolatlarinin ayni zamanda bitkilerin farkli kisimlarinda epifit olarakta
karsilagilabilecegi bildirilmistir (Hallmann ve ark., 1997; Sturz ve ark., 2000;
Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Sun ve ark., 2009; Romero ve ark., 2014; Shi
ve ark., 2014; Santayo ve ark., 2016). Marquez-Santacruz ve ark. (2010) bitkilerin igsel
dokularindan izole edilen endofit bakteri izolatlarin tohum, gelik, as1 gozii gibi bitkisel
tiretim materyalleri igerisinde gelisebilen toprakta yasayan rizosfer kokenli bakterilerin

alt populasyon grubu olabilecegini bildirmistir.

4.2. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarmmn Fungal Etmenlerin in vitro Misel

Gelisiminin Engellenmesi iizerine Antagonistlik Etkinliklerinin Belirlenmesi

Tiitlin yapraklarinda ve patates dilimleri iizerinde yapilan patojenisite testlerinde
(HR ve patates ¢iiriikliik testleri) negatif sonug veren 48 endofit ve epifit bakteri izolatin
Neoscytalidium dimidiatum, Neofusiccocum parvum ve Botryosphaeria dothidea
etmenlerinin misel gelisimini engelleme (antagonistik) etkinlikleri PDA igeren petri
kaplarinda ikili kiiltiir testlemeleriyle (Sekil 3.4) belirlenmistir.

Bakteri izolatlarinin test edildigi fungal etmenlerinin misel gelisimlerini engelleme
oranlart; (i) hi¢ engelleyemeyenler, (ii) %0.5-24.9 zayif diizeyinde engelleyenler, (iii)
%25.0-49.9 orta diizeyinde engelleyenler ve (iv) %50.0>giiclii diizeyde engelleyen
izolatlar olmak iizere 4 grup altinda incelenmistir (Dalal ve Kulkarni, 2013). I vitro ikili
kiiltiir test sonuglara gore kullanilan tiim izolatlarin test edildikleri 3 farkli tiir hastalik
etmenin misel gelisimlerini zayiftan gii¢liiye olmak {izere degisen oranlarda engelledigi

belirlenmistir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
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4.2.1.Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarmin Neoscytalidium dimidiatum Misel
Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemelerinde test edilen 48 endofit ve epifit bakteri izolatmin fungal
hastalik etmeni Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimini engelleme diizeyleri
degerlendirildiginde; 9 izolatin (%18.8) misel gelisimini %0.1-24.9 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 19 izolatin (%39.6) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, 20 izolatin (%41.7) ise misel
gelisimini >%>50 bir oranda olmak iizere giiclii diizeyde engelledigi gézlenmistir (Sekil
4.6). Yapilan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu,
Pseudomonas chlororaphis disinda Gram pozitif bakteri tiirlerinin (6zellikle Bacillus spp
bagli izolatlar) hastalik etmeninin misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en gii¢lii engelleyen izolatin %80.55 engelleme
orani ile Pseudomonas chlororaphis NKA1Oep izolatinin oldugu, bu izolati sirasiyla
%70.55 ile Bacillus pumilus NKC3en, %68.33 ile Bacillus mojavensis NKA7en ve
%67.22 ile Staphylococcus epidermidis NKB5en izolatlari izlemistir (Cizelge 4.2, Sekil
4.1). Misel gelisimini engellemede en etkili ilk 10 izolatin 7 tanesi endofit, 3 tanesi epifit
karekterde izolat oldugu, izolatlar arasinda oldugu kadar ayni tiire ait izolatlarin
antagonist etkinliklikleri arasinda istatistiksel olarak dnemli diizeylerde farkliliklar tespit
edilmistir.

Hastalik etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolat ise %0.55 engelleme orani
ile Gram pozitif bakterilerden Bacillus megaterium NKAlep olurken, bu izolat1 %1.12-
2.78 engelleme orani ile Gram negatif bakterilerden Pseudomonas migulae NKB8en,
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en ve Rhizobium radiobacter NKA9en izolatlar
izlemistir. Yapilan istatistik analizlerde s6z konusu bu izolatlarin kontrol grubu ile ayni

istatistik grubunda oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.2. Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarm in vitro ikili kiiltiir testlerinde Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimini
engelleme potansiyelleri

Antagonistik Etki?

Izolat MG MGE
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep 11.678 80.55
Bacillus pumilus NKC3en 17.67° 70.55
Bacillus mojavensis NKA7en 19.00%¢ 68.33
Staphylococcus epidermidis NKB5en 19.67°¢ 67.22
Bacillus mojavensis NKB2ep 21.33%¢ 64.45
Bacillus amyloliquefaciens NKB6en 21.67¢f 63.88
Bacillus atrophaeus NKA3en 22.33%9 62.78
Bacillus pumilus NKC14ep 22.67%9 62.22
Staphylococcus epidermidis NKF5en 23.00%9 61.67
Bacillus subtilis NKA5en 24.33%h 59.45
Bacillus subtilis NKAGen 24.67" 58.88
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 25.009" 58.33
Bacillus mycoides NKB9en 26.33" 56.12
Enterobacter cloacae NKC8en 27.67 53.88
Bacillus safensis NKA12ep 27.67 53.88
Bacillus atrophaeus NKA2en 27.67 53.88
Enterobacter bugandensis NKC12ep 29.00"! 51.67
Pseudomonas marginalis NKF3en 29.67%m 50.55
Lelliottia amnigena NKAlen 30.00%" 50.00
Enterobacter cancerogenus NKC13ep 30.00%" 50.00
Bacillus simplex NKA4en 30.33%" 49.45
Rahnella aquatilis NKF4en 30.33%" 49.45
Bacillus pumilus NKC6en 31.00%" 48.33
Burkholderia cepacia NKC15en 32.00™ 46.67
Pseudomonas cichorii NKC7ep 32.67m° 45.55
Herbaspirillum aquaticum NKB14en 32.67™° 45.55
Acinetobacter radioresistens NKB12en 33.33™ 44.45
Bacillus cereus NKC4ep 34.67°7 42.22
Enterobacter cloacae NKB13ep 35.00°7 41.67
Acinetobacter johnsonii NKAllen 36.00° 40.00
Bacillus endophyticus NKB3en 36.33% 39.45
Stenotrophomonas maltophilia NKClen 36.67" 38.88
Aurebasidium pullulans NKC5en 36.67" 38.88
Pseudomonas korensis NKF2ep 37.33% 37.78
Enterobacter asburiae NKC11len 37.33% 37.78
Pseudomonas orientalis NKF1lep 37.67" 37.22
Bacillus halosaccharovorans NKB4en 39.00° 35.00
Pseudomonas rhodesiae NKB11ep 42.00 30.00
Bacillus megaterium NKB1lep 42.67 28.88
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Cizelge 4.2. (Devam) Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarm in vitro ikili kiiltiir testlerinde Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimini

engelleme potansiyelleri

Antagonistik Etki?

Izolat MG MGE
Pseudomonas rhodesiae NKB10en 50.00¢ 16.67
Micrococcus luteus NKC10en 52.33% 12.78
Enterobacter bugandensis NKA13en 55.00%" 8.33
Pantoea agglomerans NKC9en 55.33 7.78
Pseudomonas frederisbergensis NKB7en 55.67% 7.22
Rhizobium radiobacter NKA9en 58.33% 2.78
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en 58.67* 2.22
Pseudomonas migulae NKB8en 59.33* 1.12
Bacillus megaterium NKAlep 59.67* 0.55
Kontrol (Neoscytalidium dimidiatum) 60.00% -

MG: Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)

a Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni kii¢iik harfler izolatlar arasindaki farkin

istatistiksel olarak 6nemli olmadigim gosterir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05)

Sekil 4.1. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkli tiitlere ait epifit ve endofit bakteri
izolatlarinin fungal etmen Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimini engelleme
potansiyelleri
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4.2.2.Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarimn Neofusiccocum parvum’un Misel
Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 48 bakteri izolatinin fungal etmen
Neofusiccocum parvum’un misel gelisimini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 5 izolatin (%10.4) misel gelisimini %0.1-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 20 izolatin (%41.7) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, geri kalan 23 izolatin (%47.9) ise
misel gelisimini >%50 oranlarda olmak iizere giiclii diizeyde engelledigi belirlenmistir
(Cizelge 4.3).

Hastalik etmeninin misel gelisimini giiclii diizeyde engelleyen ilk 3 istatistik
grubuna diisen 7 izolattan 5 tanesinin Gram pozitif Bacillus spp. oldugu belirlenmistir.
Fungal etmenin misel gelisimini en giiglii engelleyen izolatin %83.88 engelleme orani
Bacillus mojavensis NKA7en izolatinin oldugu, bu izolat1 sirasiyla %74.45 engelleme
orant ile Bacillus mycoides NKB9en, %73.33 engelleme orami ile Pseudomonas
aeruginosa NKC2ep, %71.67 engelleme orani ile Pseudomonas orientalis NKF1ep,
%68.88 engelleme orani ile Bacillus mojavensis NKB2ep, %65.55 engelleme orani ile
Bacillus atrophaeus NKA3en ve %65.0 engelleme orani ile Bacillus pumilus NKC3en
izolatlar1 izlemistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.2).

Test edilen antagonist bakteri izolatlar1 arasinda Bacillus megaterium NKAlep,
Bacillus halosaccharovorans NKB4en, ve Bacillus subtilis NKAGen izolatlarinin hastalik
etmenini %0.0 ile 12.78 oranlarinda engelleyerek kontrol ile ayni istatistik grupta yer alan

izolatlar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.2. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen Neofusiccocum parvum 'un misel gelisimini engelleme potansiyelleri

Cizelge 4.3. Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlerinde Neofusiccocum parvum’un misel gelisimini

engelleme potansiyelleri

Antagonistik Etki?

Izolat MG (mm) MGE (%)
Bacillus mojavensis NKA7en 9.672 83.88
Bacillus mycoides NKB9en 15.33° 74.45
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 16.00P 73.33
Pseudomonas orientalis NKF1lep 17.00b° 71.67
Bacillus mojavensis NKB2ep 18.67°¢ 68.88
Bacillus atrophaeus NKA3en 20.67°¢ 65.55
Bacillus pumilus NKC3en 21.00°¢ 65.00
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep 21.33% 64.45
Bacillus subtilis NKA5en 22.33%1 62.78
Bacillus pumilus NKC14ep 23.67%9 60.55
Staphylococcus epidermidis NKB5en 24.00%9 60.00
Acinetobacter radioresistens NKB12en 26.00" 56.67
Enterobacter bugandensis NKC12ep 26.00" 56.67
Enterobacter bugandensis NKA13en 26.00™" 56.67
Bacillus cereus NKC4ep 26.33" 56.12
Pseudomonas cichorii NKC7ep 26.33" 56.12
Bacillus atrophaeus NKA2en 26.33" 56.12
Rahnella aquatilis NKF4en 27.00%" 55.00
Enterobacter asburiae NKC11en 27.3391 54.45
Enterobacter cloacae NKC8en 27.33¢% 54.45
Aurebasidium pullulans NKC5en 29.00™k 51.67
Bacillus endophyticus NKB3en 29.00™k 51.67
Staphylococcus epidermidis NKF5en 29.00™k 51.67
Micrococcus luteus NKC10en 30.67" 48.88
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Cizelge 4.3. (Devam) Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarm in vitro ikili kiltiir testlerinde Neofusiccocum parvum’un misel gelisimini
engelleme potansiyelleri

Antagonistik Etki?

[zolat MG (mm) MGE (%)
Bacillus safensis NKA12ep 3167 47.22
Stenotrophomonas maltophilia NKC1len 32.33kn 46.12
Bacillus pumilus NKC6en 32.33kn 46.12
Enterobacter cancerogenus NKC13ep 32.33kn 46.12
Enterobacter cloacae NKB13ep 32.67%° 45.55
Bacillus simplex NKA4en 33.00%» 45.00
Pseudomonas frederisbergensis NKB7en 33.33 44.45
Pseudomonas marginalis NKF3en 33.33 44.45
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en 33.67" 43.88
Herbaspirillum aquaticum NKB14en 35.00" 41.67
Pseudomonas rhodesiae NKB10en 36.00m" 40.00
Pantoea agglomerans NKC9en 36.67"" 38.88
Burkholderia cepacia NKC15en 36.67"" 38.88
Lelliottia amnigena NKAlen 36.67™" 38.88
Pseudomonas korensis NKF2ep 37.00°" 38.33
Rhizobium radiobacter NKA9en 37.33%7 37.78
Acinetobacter johnsonii NKA1len 37.67" 37.22
Pseudomonas migulae NKB8en 43.33° 27.78
Bacillus amyloliquefaciens NKB6en 43.33° 27.78
Pseudomonas rhodesiae NKB11ep 47.33% 21.12
Bacillus megaterium NKB1ep 50.33" 16.12
Bacillus subtilis NKA6en 52.33" 12.78
Bacillus halosaccharovorans NKB4en 57.33Y 4.45
Bacillus megaterium NKAlep 60.00v 0
Kontrol (Neofusiccocum parvum) 60.00v -

MG: Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
2 Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni kiiciik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)

4.2.3. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarimn Botryosphaeria dothidea’mmn Misel
Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antagonistik Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 48 bakteri izolatinin fungal etmen
Botryosphaeria dothidea’nin misel gelisimini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 7 izolatin (%14.6) misel gelisimini %0.1-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 18 izolatin (%37.5) misel gelisimini %25.0-49.9

gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, geri kalan 23 izolatin (%47.9) ise
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misel gelisimini >%50 oranlarda olmak iizere giiclii diizeyde engelledigi belirlenmistir
(Cizelge 4.4).

Hastalik etmeninin misel gelisimini gii¢lii diizeyde engelleyen ilk 3 istatistik grupta
yer alan 7 izolattan 4 tanesi Gram pozitif Bacillus spp. olup, 3 tanesi Pseudomonas spp.
dahil izolatlardan olusmustur. En yiiksek antagonistik etkinlik %83.88 engelleme orani
ile Bacillus mojavensis NKA7en izolati tarafindan gosterilmis olup, bu izolatt %77.78
engelleme orani ile Pseudomonas chlororaphis NKA10ep, %75.0 engelleme orani ile
Pseudomonas orientalis NKF1ep ve Bacillus pumilus NKC3en, %73.33 engelleme orant
ile Bacillus mycoides NKB9en, %71.67 engelleme orani ile Pseudomonas aeruginosa
NKC2ep ve %68.88 engelleme orani ile Bacillus mojavensis NKB2ep izolatlar1 izlemistir
(Cizelge 4.4, Sekil 4.3).

Test edilen antagonist bakteri izolatlar1 arasinda Rhizobium radiobacter NKA9en,
Bacillus halosaccharovorans NKB4en, Bacillus megaterium NKBlep ve Pseudomonas
migulae NKB8en izolatlarinin hastalik etmenini %0.0 ile 6.12 oranlarinda engelleyerek

kontrol ile ayni istatistik grubuna diismiis izolatlar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.3. Ikili kiiltiir testlemeleri ile farkli epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen Botryosphaeria dothidea’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri
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Cizelge 4.4. Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlerinde Botryosphaeria dothidea’nin misel gelisimini
engelleme potansiyelleri

— —
izolat Antagonistik Etki

MG (mm) MGE (%)
Bacillus mojavensis NKA7en 9.672 83.88
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep 13.33° 77.78
Pseudomonas orientalis NKFlep 15.00 75.00
Bacillus pumilus NKC3en 15.00% 75.00
Bacillus mycoides NKB9en 16.00°¢ 73.33
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 17.00°¢ 71.67
Bacillus mojavensis NKB2ep 18.67¢¢ 68.88
Bacillus atrophaeus NKA2en 19.33¢f 67.78
Bacillus amyloliquefaciens NKB6en 19.33¢f 67.78
Rahnella aquatilis NKF4en 21.67¢ 63.88
Bacillus pumilus NKC14ep 22.00%¢ 63.33
Pseudomonas marginalis NKF3en 22.67% 62.22
Bacillus atrophaeus NKA3en 23.00" 61.67
Bacillus subtilis NKA5en 23.33¢ 61.12
Bacillus cereus NKC4ep 25.67"k 57.22
Staphylococcus epidermidis NKB5en 25.67" 57.22
Pseudomonas rhodesiae NKB11ep 26.00" 56.67
Herbaspirillum aquaticum NKB14en 27.00" 55.00
Acinetobacter radioresistens NKB12en 27.33¢ 54.45
Enterobacter cloacae NKC8en 28.00%™ 53.33
Pseudomonas cichorii NKC7ep 28.67%" 52.22
Bacillus endopphyticus NKB3en 28.67%" 52.22
Pseudomonas rhodesiae NKB10en 29.67%° 50.55
Micrococcus luteus NKC10en 30.33" 49.45
Bacillus pumilus NKC6en 30.33" 49.45
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en 30.33" 49.45
Bacillus subtilis NKA6en 30.33" 49.45
Enterobacter bugandensis NKA13en 32.00™" 46.67
Bacillus megaterium NKAlep 32.67™° 45.55
Pseudomonas frederisbergensis NKB7en 33.33% 44.45
Pseudomonas korensis NKF2ep 33.33% 44.45
Bacillus safensis NKA12ep 33.67°° 43.88
Lelliottia amnigena NKAlen 33.67°° 43.88
Stenotrophomonas maltophilia NKC1len 34.00° 43.33
Enterobacter bugandensis NKC12ep 34.33¢ 42.78
Enterobacter cloacae NKB13ep 35.00"¢ 41.67
Enterobacter cancerogenus NKC13ep 36.00" 40.00
Acinetobacter johnsonii NKAllen 36.33% 39.45
Aurebasidium pullulans NKC5en 39.33 34.45
Burkholderia cepacia NKC15en 39.33 34.45
Enterobacter asburiae NKC11en 43.00¢ 28.33
Staphylococcus epidermidis NKF5en 51.67Y 13.88
Bacillus simplex NKA4en 52.33Y 12.78
Pantoea agglomerans NKC9en 56.00¥ 6.67
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Cizelge 4.4. (Devam) Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlerinde Botryosphaeria dothidea’nin misel gelisimini
engelleme potansiyelleri

— —
izolat Antagonistik Etki

MG (mm) MGE (%)
Rhizobium radiobacter NKA9en 56.33* 6.12
Bacillus halosaccharovorans NKB4en 56.33Y 6.12
Bacillus megaterium NKB1lep 59.33% 1.12
Pseudomonas migulae NKB8en 60.007 0.00
Kontrol (Botryosphaeria dothidea) 60.00" 0

MG: Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
2 Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki aym kiiciik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)

Farkli konukgulardan elde edilen 48 bakteri izolatin antagonistik etkinlikleri test
edildikleri 3 farkli hastalik etmenine kars1 birlikte degerlendirildiginde (Cizelge 4.5), 9
izolatin (Bacillus megaterium NKBlep, Pseudomonas rhodesiae NKB11ep, Bacillus
subtilis NKAG6en, Staphylococcus epidermidis NKF5en, Enterobacter bugandensis
NKC12ep, Enterobacter bugandensis NKA13en, Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en
ve Rhizobium radiobacter NKA9en) antogonistik etkinliginin 3 fungal hastalik etmeni
tire gore Onemli farkliliklar gosterdigi belirlenmisken, 8 izolatin antagonistik
etkinliklerinin hastalik etmeni tiirline gore bir farklilik gdstermemistir.

Test edilen bakteri izolatlarindan Pseudomonas chlororaphis NKA10ep, Bacillus
mojavensis NKAT7en, Bacillus pumilus NKC3en, Bacillus mycoides NKB9en,
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep, Pseudomonas orientalis NKFlep, Bacillus
mojavensis NKB2ep ve Bacillus atrophaeus NKA3en izolatlarinn her 3 hastalik etmenine
kars1 yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Test edilen 48 bakteri izolatin Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimini
%0.55-80.55 oranlar1 arasinda engelledigi ortalama engelleme oraninin %42.39
diizeyinde oldugu, bu oranin Neofusiccocum parvum igin %0.0-83.88 oranlari arasinda
olup ortalama engelleme oraninin %47.65 diizeyinde oldugu, Botryosphaeria dothidea
icin ise 900.0-83.88 oranlar1 arasinda olup ortalama engelleme oraninin %47.50

diizeyinde oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Antagonist bakteri izolatlarin test edildikleri fungal etmenlere karsi
antagonistik etkinliklerinin karsilastiriimasi

Antagonistik Etki®
Neoscytalidium  Neofusiccocum  Botryosphaeria

Bakteri izolati

dimidiatum parvum dothidea
Kontrol 60.00% 60.00v 60.00*
Bacillus mojavensis NKA7en 19.00°8 9.67% 9.67%4
Bacillus mycoides NKB9en 26.33"18 15.33% 16.000-9A
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 25.0098 16.00°4 17.000-¢A
Pseudomonas orientalis NKF1ep 37.67"8 17.00°A 15.00°A
Bacillus mojavensis NKB2ep 21.33¢¢8 18.6709A 18.67%¢A
Bacillus atrophaeus NKA3en 22.33%49A 20.67¢2A 23.00A
Bacillus pumilus NKC3en 17.67°48 21.00¢¢8 15.00°A
Pseudomonas chlororaphis
NKA10ep 11.67%A 21.3308 13.33%A
Bacillus subtilis NKA5en 24.33¢hA 22.33¢A 23.33%A
Bacillus pumilus NKC14ep 22.67%9A 23.67¢9A 22.00%9A
Staphylococcus epidermidis NKB5en 19.6709A 24.00%98 25.67mB
Enterobacter bugandensis NKC12ep 29.008 26.00 34.33P¢
Acinetobacter radioresistens - 3
NKB12en 33.33"P8 26.007A 27.33KA
Enterobacter bugandensis NKA13en 55.00¥v¢ 26.00 32.00™®
Pseudomonas cichorii NKC7ep 32.67™°8 26.331A 28.67%MA
Bacillus cereus NKC4ep 34.67°® 26.331A 25.67MkA
Bacillus atrophaeus NKA2en 27.677%8 26.33%8 19.33¢A
Rahnella aquatilis NKF4en 30.33k"8 27.00%8 21.67¢™
Enterobacter cloacae NKC8en 27.67KA 27.33%IA 28.00™A
Enterobacter asburiae NKC11en 37.33"B 27.33%IA 43.00v8
Bacillus endophyticus NKB3en 36.33°B 29.00MkA 28.67%MA
Aurebasidium pullulans NKC5en 36.67"B 29.00MkA 39.33®
Staphylococcus epidermidis NKF5en 23.00%94 29.00M8 51.67¢
Micrococcus luteus NKC10en 52.33wB 30.67HA 30.33MPA
Bacillus safensis NKA12ep 27.677A 31.67m8 33.67°B
Enterobacter cancerogenus " " -
NKC13ep 30.00k"A 32.33knA 36.00"®
Bacillus pumilus NKC6en 31.00kA 32.33kmA 30.33A
Stenotrophomonas maltophilia 36,671 32 33knA 34 00PA
NKClen
Enterobacter cloacae NKB13ep 35.000 32.67%0A 35.00"A
Bacillus simplex NKA4en 30.33kA 33.00%PA 52.33'8
Pseudomonas frederisbergensis 55 G7yeE 33 33kA 33.330A
NKB7en
Pseudomonas marginalis NKF3en 29.67km8 33.33«®8 22.67HA
Acinetobacter dijkshoorniae : :
NKA8en 58.67°¢ 33.67"® 30.33'A
Herbaspirillum aquaticum NKB14en 32.67m08 35.00"® 27.00A
Pseudomonas rhodesiae NKB10en 50.00v¢ 36.00m® 29.67k0A
Pantoea agglomerans NKC9en 55.33v8 36.67"A 56.00v8
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Cizelge 4.5. (Devam) Antagonist bakteri izolatlarin test edildikleri fungal etmenlere karsi
antagonistik etkinliklerinin karsilatirilmasi

Antagonistik Etki®
Neoscytalidium  Neofusiccocum  Botryosphaeria

Bakteri izolati

dimidiatum parvum dothidea
Burkholderia cepacia NKC15en 32.00"0A 36.67"AB 39.33®
Lelliottia amnigena NKAZen 30.00%" 36.67"® 33.67°8
Pseudomonas korensis NKF2ep 37.331A 37.00%™ 33.33%A
Rhizobium radiobacter NKA9en 58.33%C 37.33P™ 56.33v%8
Acinetobacter johnsonii NKA1len 36.00PA 37.67%" 36.33%4
Pseudomonas migulae NKB8en 59.33® 43.334 60.00%8
Bacillus amyloliquefaciens NKB6en 21.67¢™ 43.33%8 19.33¢™A
Pseudomonas rhodesiae NKB11ep 42.00® 47.33%¢ 26.00A
Bacillus megaterium NKB1lep 42.674 50.338 59.33%¢
Bacillus subtilis NKAGen 246774 52.33w¢ 30.33"8
Bacillus halosaccharovorans v ,
NKB4en 39.00%A 57.33"8 56.33v28
Bacillus megaterium NKAlep 59.67°® 60.00v8 32.67™A

2 Aynu siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik harfler ile ayni satir igerisinde
yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak
o6nemli olmadigimi gosterir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05)

Yesil renkle isaretli antagonist izolatlar fungus tiirlerine bagli olarak etkinlikte istatistiksel olarak énemli
farklilik gosterirken, sari ile isaretli izolatlarin etkinlikleri tiirlere bagli farklilik géstermemistir.

Her 3 fungal hastalik etmenlerine kars1 %50 iizerinde antagonistik etkinlik gosteren
endofit ve epifit bakteri tiirlerin genelde Bacillus spp. ait izolatlar tarafindan
gosterildiginin belirlendigi ¢alismalarda, Neoscytalidium dimidiatum’a kars1 toplam 19
izolattan 11 tanesinin Neofusiccocum parvum’a karst toplam 23 izolattan 10 tanesinin,
Botryosphaeria dothidea’ya kars1 ise 23 izolattan 11 tanesinin benzer sekilde Bacillus
spp. ait oldugu tespit edilmistir.

Bacillus spp ait izolatlarin 70’den fazla antimikrobiyal etkiye sahip
metabolit/bilesik/antibiyotik iirettikleri, tiretilen bu bilesiklerin farkli konukgu bitkilerde
hastalik olusturan tohum, toprak, yaprak ve depo kokenli fungal ve bakteriyel hastalik
etmenlerine kars1 biyoetkinlikten sorumlu oldugu yapilan biyolojik miicadele
calismalarinda bildirilmistir. Bacillus spp. arasinda ozellikle B. subtilis, Bacillus
mojavensis, B. amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus mycoides, Bacillus cereus
gibi epifit ve endofit kokenli tiirleri ¢ok farkli kimyasal yapida antibiyotik sentezleme
yetisinde olmasi nedeni ile biyolojik miicadele ¢alismalarinda en fazla ¢alisilan tiirler
olarak bildirilmistir (Stein, 2005). Ozellikle iturin, surfactin, lichenysin, fengycin veya

yakin tiirevleri gibi antimikrobiyal bilesenler B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
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pumilus, B. licheniformis, B. cereus ve B. thuringiensis tarafindan iiretilen antimikrobiyal
etkili bilesenlerdir (Tsuge ve ark., 1999; Bernal ve ark., 2002; Kim ve ark., 2004; Huszcza
ve Burczyk, 2006).

Bacillus spp. (6zellikle Bacillus subtilis) ait endofit ve epifit bakterilerin biyolojik
miicadele calismalarinda 6ne ¢ikmalarinin ana sebepleri olarak, bu tiire ait izolatlarin
biyofungusit olarak pazarda yaygin yer bulmasinin nedenleri olarak, farkli molekiiler
yapiya sahip antimikrobiyal bilesikler tretmeleri, iiretilen bilesiklere karsi hastalik
etmenlerin dayaniklilik gelistirememesi, bu tiire ait izolatlarin olumsuz ¢evre kosullarina
kars1 dayanikli endospor olusturmalart sayilabilir. Son yillarda Agrobacterium (Syn.
Rhizobium) spp., Bacillus spp. ve Pseudomonas spp. bagli bakteri izolatlardan iiretilen
biyopreparatlar biyofungusit pazarinda olduk¢a Onemli bir yere sahip oldugu
bildirilmistir (Fravel, 2005). S6z konusu biyolojik etken maddeli biyopreparat pazarinin
yaridan fazlasini1 Bacillus spp ait biyopreparatlar olusturur. Biyopreparat pazarinda >%70
pay1 Ozellikle lepidoptera larvalarina karsi insektisid olarak kullanilan B. thuringiensis
preparatlar1 almaktadir. Diger yandan, son yillarda tiiketicilerin bilnglenerek organik
tarima olan pozitif yaklasimlarindan dolay1, Bacillus subtilis strain GBO3, B. subtilis
strain QST 713, B. subtilis MBI 600, B. subtilis var. amyloliquefaciens strain FZB24, B.
licheniformis strain SB3086 ve B. pumilus GB 34 nolu izolatlarindan {iretilen, farkli
fungal ve bakteriyel hastaliklara kars1 birgok iilkede yaygin olarak ruhsath
biyopreparatlarinda pazardaki yeri son yillarda ciddi sekilde yiikselmektedir.

Test edilen bakteri izolatlarindan Pseudomonas chlororaphis NKA10ep, Bacillus
mojavensis NKAT7en, Bacillus pumilus NKC3en, Bacillus mycoides NKB9en,
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep, Pseudomonas orientalis NKFlep, Bacillus
mojavensis NKB2ep, ve Bacillus atrophaeus NKA3en izolatlarinn her 3 hastalik
etmenine kars1 yliksek diizeyde (> %60) antagonistik etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Yapmis oldugumuz kapsamli literatlir arastirmasinda, sert kabuklu meyve
agaglarinda olmasada, ¢alismamizda kullanilan hastalik etmenlerinden Botryosphaeria
dothidea ve Neofusiccocum parvum ile yapilmis oldukga sinirli sayida biyolojik miicadele
calismalarina rastlanilmistir. Bu ¢alismalarda; Paenibacillus lentimorbus CBCA-2
izolatinin, fistik salkimi ve siirglin yaniklig1 etmeni Botryosphaeria dothidea’ya karsi
(Chen ve ark., 2003), Bacillus amyloliquefaciens PEBA20 izolat1 ile Brevibacillus

laterosporus JX-5 izolatinin kavak kanser etmeni Botryosphaeria dothidea’ya karsi (Yin
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ve ark., 2011; Jiang ve ark., 2015), Pantoea aglomerans’in asmalarda Neofusiccocum
parvum tarafindan neden olunan yikici hastalifa karst (Haidar ve ark., 2016),
Paenibacillus polymyxa CF05 izolatinin Hikori govde kanserine neden olan
Botryosphaeria dothidea'ya karsi (Xu ve ark., 2018), Pseudomonas protegens MP12 ve
Bacillus subtilis PTA-271 izolatlarinin asmada yikici hastaliga neden olan
Botryosphaeria geriye 6liim hastalik kompleksi etmenlerinden Neofusicoccum parvum’a
kars1 (Andreolli ve ark., 2019; Trotel-Aziz ve ark., 2019), Saccharomyces cerevisiae
ESA45, Saccharomyces sp. ESA46, Saccharomyces sp. ESA47 ve Pichia kudriavzevii
CMIAT171 maya izolatlarinin mango meyvelerinde hasat sonrasi ¢lirlimelere neden olan
Botryosphaeria hastalik etmenlerinden Neofusicoccum parvum’a kars1 (Castro ve ark.,
2020), Bacillus stratosphericus LW-03 bakteri izolatin ise Botryosphaeria dothidea’
etmenine kars1 (Khan ve ark., 2020), in vitro ve in vivo ¢alismalarda misel gelisimini ve
hastalik ¢ikiginin engellenmesi iizerine biyoetkinlik gosterdigi bildirilmistir.

Calismalarimizda etkinligi arastirilan bir diger hastalik etmeni olan Neoscytalidium
dimidiatum {izerine yapilmis herhangi bir Dbiyolojik miicadele ¢alismasina
rastlanilmamustir. Benzer sekilde, fungal etmenlere karsi in vitro misel gelisiminin
engellenmesinde en yiiksek etkinlik gosteren bakteri izolatlardan Pseudomonas
chlororaphis ve Bacillus mojavensis’in Botryosphaeria geriye oOliim hastalik
etmenlerinden Neoscytalidium dimidiatum, Neofusiccocum parvum ve Botryosphaeria
dothidea’ya karsi yiiksek antagonistik etkinlikleri ilk kez bu c¢alisma ile ortaya
konulmustur.

S6zkonusu izolatlarin farkli konukcu bitkilerde hastaliklara neden olan bir¢ok
tohum, toprak, yaprak ve depo kokenli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi
yiiksek diizeylerde antagonistik etkinlikler gosterdikleri, antagonistik etkinliklerden
genelde aralarinda ¢alismalarimizda da belirledigimiz antimikrobiyal bilesiklerin
(siderofor, proteaz, amonyak gibi) yanisira, biysiirfektant, phenazine-1-carboxylic acid,
2-hydroxy-phenazine, cyclic lipopeptide ve lahorenoic acid A gibi peptidler, mikolotik
enzimlerden chitinaz, B-1,3-glucanase and B-1,4-glucanase gibi enzimleri sebep oldugu
belirlenmistir (Huang and Chen, 2004; Araujo ve ark., 2005; Chung ve ark., 2008; Singh
ve ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Gupta ve ark., 2006; Xiao ve ark., 2009;
Senthilkumar ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2010; Bacon ve ark., 2012; Kumar ve ark.,
2012; Shadid ve ark., 2017; Aktan, 2018).
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4.3. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin

Engellenmesinden  (Antagonistik)

Mekanizmalarimin Belirlenmesi

Sorumlu

Olas1

Biyokontrol Etki

Denemlerde antagonistik etkinlikleri arastirilan izolatlarin fungal etmenin misel

gelisiminin engellenmesinden (antagonistik) sorumlu olabilecek olasi biyokontrol etki

mekanizmlarindan siderofor (Sekil 4.4), proteaz enzimi (Sekil 4.5), hidrojen siyaniir
(HCN) (Sekil 4.6) ve amonyak (NH3) (Sekil 4.7) iiretme kapasiteleri bu mekanizmalarin

karekterizasyonuna spesifik besi yerleri tizerinde olusturduklart engelleme zonlariin

bakteri ¢apina kiyaslanmasiyla hesaplanmis indeks degerleri ile kantitatif, gelistikleri besi

yelerinde sebep olduklar1 renk degisiklik siddetlerine goére ise kalitatif olarak

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da toplu olarak verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin hastalik etmenlerini
engellemede kullandiklari olas1 biyokontrol (antagonistik) mekanizmalari®.

Bakteri Izolat Sid-ind  Pro-ind NHs HCN
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en 1.91¢9 1.819n + -
Acinetobacter johnsonii NKA1len 1.25% 0.002 - -
Acinetobacter radioresistens NKB12en 1.69%¢ 0.002 + -
Aurebasidium pullulans NKC5en 3.81! 0.00? +

Bacillus amyloliquefaciens NKB6en 1.63¢ 1.14° ++ -
Bacillus atrophaeus NKA3en 1.26% 1.53¢f +++ -
Bacillus cereus NKC4ep 1.28% 1.39¢¢ - -
Bacillus endophyticus NKB3en 1.112 0.002 + -
Bacillus halosaccharovorans NKB4en 1.132 0.00? - -
Bacillus megaterium NKAlep 1.182 2.16 - -
Bacillus megaterium NKB1ep 3.521 1.28 - -
Bacillus mojavensis NKA7en 3.24+ 1.13° ++ -
Bacillus mojavensis NKB2ep 1.33%¢ 1.15° - -
Bacillus mycoides NKB9en 3.61K 1.88" +++ -
Bacillus pumilus NKC14ep 1.222 1.59¢f ++ -
Bacillus pumilus NKC3en 1.182 1.56'" +++ -
Bacillus pumilus NKC6en 1.26% 1.320d + -
Bacillus safensis NKA12ep 1.16° 1.18° ++ -
Bacillus simplex NKA4en 1.17° 1.93M ++ -
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Cizelge 4.6. (Devam) Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin hastalik
etmenlerini engellemede kullandiklar1 olas1 biyokontrol (antagonistik) mekanizmalari?

Bacillus subtilis NKA5en 1.08? 2.77% + -
Bacillus subtilis NKA6en 1.122 0.00? + -
Burkholderia cepacia NKC15en 3.88' 0.00? +++ -
Enterobacter asburiae NKC11len 2.35" 1.93M ++ -
Enterobacter bugandensis NKA13en 2.259" 0.00? + +
Enterobacter bugandensis NKC12ep 2.279" 0.002 +++ -
Enterobacter cancerogenus NKC13ep 3.224 0.00? ++ -
Enterobacter cloacae NKB13ep 3.297k 1.52¢F + -
Enterobacter cloacae NKC11ep 2.39" 0.002 ++ -
Enterobacter cloacae NKC8en 1.192 1.15° +++ -
Herbaspirillum aquaticum NKB14en 2.53" 2.15 +++ -
Lelliottia amnigena NKAZen 2.99 2.12v ++ -
Pantoea agglomerans NKC9en 1.39%¢ 0.002 ++ -
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 1.82¢F 1.59¢f ++ ++
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep 2.52" 1.514f ++ +++
Pseudomonas cichorii NKC7ep 2.91 0.002 +++ -
Pseudomonas frederisbergensis NKB7en 3.77 0.00? - -
Pseudomonas korensis NKF2ep 2.229" 1.32° + +
Pseudomonas orientalis NKFlep 1.14° 1.18° - -
Rahnella aquatilis NKF4en 1.118 3.37 +++ -
Rhizobium radiobacter NKA9en 1.212 0.00? ++ -
Staphylococcus epidermidis NKB5en 1.45%¢ 1.677 + -
Staphylococcus epidermidis NKF5en 1.79¢% 1.320d + -
Stenotrophomonas maltophilia NKClen 2.179" 2.82k +++ -

Sid-Ind: Siderofor; Pro-Ind: Proteaz; NHs: Amonyak; HCN: Hidrojen Siyanir; -, renk degisimi
olmadigim, +, +, ++, +++ ise HCN veya amonyak konsantrasyonun artigina paralel renk degisim
siddetindeki artigin1 gosterir.

2 Ayni siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli olmadigimi gosterir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05)
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NKA5en

NKC12ep

Sekil 4.4. Antagonist bakterilerin CAS Agar iizerinde siderofor iiretme potansiyelleri.
(A) Ayni petride farkl tiirlere ait bakteri izolatlar tarafindan olusturulan engelleme
bolgeleri (ok). (B) Pseudomonas chlororaphis NKA10ep tarafindan olusturulan
engelleme bolgesi

Test edilen tiim izolatlarin 1.08-3.88 siderofor indeks degeri ile siderofor olugturma
yeteneginde olduklari, farkl tlirlerin veya aymi tiire bagl izolatlar siderofor olusturma
acisindan istatistiksel olarak birbirlerinden 6nemli diizeyde farklilik gosterdikleri
belirlenmistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.6). Cizelge 4.6da goriilecegi gibi CAS agar besi yeri
tizerinde olusturulan engelleme zonunun bakteri ¢apina oranlanmasiyla elde edilen en
yiiksek siderofor indeks degeri 3.88 deger ile Burkholderia cepacia NKC15en izolati
tarafindan olusturulurken, bu izolati istatiksel olarak ayni gruba diisen bir maya tiirii olan
Aurebasidium pullulans NKC5en (3.81) ile bakteriyel Pseudomonas frederisbergensis
NKB7en (3.77), Bacillus mycoides NKB9en (3.61) ve Bacillus megaterium NKBlep
(3.52) izolatlar izlemistir. Besiyeri iizerinde énemli diizeyde siderofor olusturan diger
izolatlar Enterobacter cloacae NKB13ep (3.29), Bacillus mojavensis NKA7en (3.24) ve
Enterobacter cancerogenus NKC13ep (3.22) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6). Test
edildikleri fungal etmenlere karsi en yiiksek antagonistik etkinlik gdsteren tiirlerden
Antagonistik etkinlik gosteren Bacillus mojavensis NKA7en (3.24), Pseudomonas
chlororaphis NKA10ep (2.52), Bacillus mycoides NKB9en (3.61) ve Pseudomonas
aeruginosa NKC2ep (1.82) izolatlarin oldukga yiiksek diizeylerde siderofor iiretikleri
belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). de los Santos-Villalobos ve ark., (2012)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, mango kok bolgesinden izole edilen ve tanilanan

Burkholderia cepacia XXVI izolatinin antaknoz hastaligi etmeni Colletotrichum

57



gloeosporioides’in misel gelisimi >%90 diizeyinde engellendigi, engellemede rol
oynayan etki mekanizmasinin besi yeri {izerinde iiretilen antimikrobiyal peptidlerin
yanisira, hydroxamate tipinde siderofor tiretiminden kaynaklandigi bildirilmistir. Yapilan
in vivo ¢alismalarda da gerek Burkholderia cepacia XXVI izolatinin gerekse iirettikleri
hydroxamate tipinde siderofor’un yiiksek antifungal etkinlik gostermesi, her ikisininde
hastalikla biyolojik miicadelede etkili bir sekilde kullanilabilecek potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir.

Antagonist bakteriler tarafindan iiretilen ve fungal hastalik etmenlerinin hiicre
duvar yapisinda bozulmalara ve erimelere neden olan preolitik enzimlerden proteaz
enzim tretimi yagi alinmig siit tozu igeren (%2) LB besi yerinde olusturulan engelleme
zonunun bakteri ¢apina oranlanmasiyla belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’ da
ve Sekil 4.5°de gosterilmistir. Test edilen 43 izolattan 28 izolatin 1.13-3.37 indeks
degerleri arasinda degisen oranda proteaz enzimi irettikleri kantitatif olarak
belirlenmistir. Siderofor analizlerinde oldugu gibi farkli antagonist tiirlerin veya ayni tiire
bagli farkl izolatlar proteaz olusturma agisindan istatistiksel olarak birbirlerinden 6nemli
diizeyde farklilik gosterdikleri gozlenmistir. Cizelge 4.6’da goriildiigi {izere, bakteri
izolatlar1 arasinda en yiiksek proteaz enzimi 3.37 indeks degeri ile Rahnella aquatilis
NKF4en izolat1 tarafindan olusturulmus, bu izolati sirasiyla 2.82 indeks degeri ile
Stenotrophomonas maltophilia NKC1len, 2.77 indeks degeri ile Bacillus subtilis
NKADbSen, 2.16 indeks degeri ile Bacillus megaterium NKAlep, 2.15 indeks degeri ile
Herbaspirillum aquaticum NKB14en ve 2.12 indeks degeri ile Lelliottia amnigena
NKALlen izolatlar1 izlemistir. Test edildikleri fungal etmenlere karsi yiiksek diizeyde
antagonistik etkinlik gosteren (Cizelge 4.5) tiirlerden Bacillus mojavensis NKA7en
(1.13), Pseudomonas chlororaphis NKA10ep (1.51), Bacillus mycoides NKB9en (1.88)
ve Pseudomonas aeruginosa NKC2ep (1.59) izolatlarin farkli diizeylerde proteaz enzim

aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.5. (A ve B) Farkli antagonist bakteri izolatlarinin SMLBA besi yerinde proteaz
enzim {iretme potansiyellerinin belirlenmesi. Bakteri izolatlarinca iiretilen proteaz besi
yeri lizerinde farkli ¢aplarda olusturulan engelleme bolgeleri (ok) ile karakterize
edilmistir

Bakteri izolatlarin bir diger antagonistik etki mekanizmalarindan olan ugucu
bilesiklerden amonyak (NHs) olusturma potansiyelleri, peptonlu su igerinde gelisen
bakteri siispansiyonu iizerine Nessler’s c¢ozeltisi eklenmek suretiyle belirlenmistir
(Cappuccino ve Sherman, 2013). Besi yeri igerisinde bakterilerce iiretilen amonyak
miktar1 tiiplerdeki besi yeri renginin agik saridan kahverengi-koyu sar1i renge
dontismesiyle kalitatif olarak belirlenmistir (Sekil 3.5F, Sekil 4.6). Cizelge 4.6’da
goriilecegi gibi, aralarinda yiiksek oranda antagonistik etkinlik gosteren Bacillus
mojavensis NKA7en, Pseudomonas chlororaphis NKA10ep, Bacillus pumilus NKC3en
ve Pseudomonas aeruginosa NKC2ep bakteriyel izolatlarin bulundugu 35 bakteri izolat

besi yeri igerisinde degisen miktarlarda amonyak trettikleri belirlenmistir.
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Kontrol  NKCsen  NKDG6en NKB9en NKC3en NKC15en

Sekil 4.6. Farkl1 antagonist bakteri izolatlarinin amonyak {iretme potansiyellerinin
belirlenmesi. Bakteri antagonist izolatlarinca besi yeri igerisinde olusturulan amonyak
tiretimi tiiplerdeki besi yeri renginin agik saridan koyu sari-kahverengine (ok)
dontismesiyle belirginlesmistir

Bakteri izolatlarin bir diger antagonistik etki mekanizmalarindan olan hidrojen
siyaniir (HCN), glycine igeren besi yerinde kalitatif olarak renk degisiklik siddetine gore
(Sekil 4.7) belirlenmistir. Cizelge 4.6’da gosterildigi gibi, 43 izolat arasinda sadece 4
izolatin degisen siddetlerde HCN {irettigi belirlenmistir. Test edilen izolatlar arasinda en
yilksek HCN iretimi antagonistik etkinligi oldukc¢a yiliksek izolatlardan olan
Pseudomonas chlororaphis NKA1Oep tarafindan tiretilirken, bu izolat1 bir diger gii¢lii
antagonistik etkiye sahip olan Pseudomonas aeruginosa NKC2ep ile nispeten diisiik
antagonist etkiye sahip Pseudomonas korensis NKF2ep ve Enterobacter bugandensis
NKA13en izolatlar1 izlemistir. Aralarinda yiiksek oranda antagonistik etkinlik gosteren
Bacillus mojavensis NKA7en ve Bacillus pumilus NKC3en gibi bir¢ok izolatin HCN
liretme potansiyelinin olmadig: tespit edilmistir.

Yapilan onceki ¢aligmalarda, antgonist bakteri izolati Pseudomonas chlororaphis
subsp aurantiaca’nin soya fasulyesinde komiir ¢iirikligi hastalik etmenine
(Macrophomina phaseolina) karsi bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarin yanisira
antimikrobiyal etkinlik goOsteren phenazin, phenazin tiirevleri ve HCN {iretimini

tetikleyen genlere sahip oldugunu bildirilmistir (Rovera ve ark., 2014).
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Sekil 4.7. Antagonist bakterilerin glycine igeren TSA besi yerinde hidrojen siyaniir
(HCN) tiretme potansiyelleri. Bakteri izolati tarafindan artan siddette {iretilen HCN
sonucu petri kapagindaki filtre kagidi kirmizi-turuncu renge (ok) doniismiistiir

Zhang ve ark., (2015), tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, patates yumru ve
topraklar1 ile soya fasulyesi yapraklarindan elde edilen Bacillus amyloliquefaciens,
Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fluorescens, Bacillus
subtilis ve Pseudomonas sp. olarak tanilanan 13 farkli bakteri izolatinin 10 farkli toprak
kokenli fungal hastalik etmenine kars1 degisen oranlarda ve yiiksek diizeyde antifungal
etkinlik gosterdiginin, antagonist bakteri tiirlerinin fungal etmenler karsi gosterilen
antifungal etkinliklerden HCN, siderofor, B-1,3-glucanase, chitinase, proteaz gibi
antimikrobiyal bilesik ve enzimlerin yanisira, bitkilerde bitki gelisimini tesvik eden I1AA,
salicylic acid, azot fiksasyonu ve fosforu ¢ozme etkinliklerinide gosterdiklerini

bildirmislerdir.
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4.4. Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarinin Bitki Biiyiime Gelisimini Tesvik Eden

Mekanizmalarimin Belirlenmesi

Denemelerde antagonistik etkinlikleri belirlenen bakteri tiirleri temsilen segilmis
farkli izolatlarin bitki biliylimesini tesvik etmekten sorumlu olabilecek olasi etki
mekanizmlarindan indol asetik asit (IAA) liretme potansiyelleri, L-tryptophane igeren LB
s1v1 besi i¢inde inokulasyondan 4 giin sonra standart IAA absorbans degerlerine gore ppm
(=ug/ml) diizeyinde kantitatif olarak belirlenmistir (Sekil 3.7CD, Sekil 4.8). Bakteri
izolatlarin fosforu ¢6zme potansiyelleri ise tri kalsiyum fosfat igeren Pikovskaya Agar
(PVK) besi yeri tizerinde bakterilerin iirettigi enzimler sonucu tri kalsiyum fosfatin
¢ozililmesiyle olusturduklari engelleme zonlarinin (Sekil 4.9) bakteri ¢apina
kiyaslanmasiyla hesaplanmis indeks degerleri ile kantitatif olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de olarak verilmistir.

Cizelge 4.7°da goriilebilecegi gibi test edilen tiim izolatlarin tamami 0.12-136.28
png/ml arahginda degisen konsantrasyonlarda IAA iiretmistir. Izolatlarin geneli
degerlendirildiginde, Gram negatif bakteri tiirlerinden Pseudomonas aeruginosa
NKC2ep (136.28 pg/ml), Enterobacter cloacae NKC8en (123.68 ug/ml), Enterobacter
cloacae NKC11ep (99.26 ug/ml) ve Enterobacter cancerogenus NKC13ep (90.68 pug/ml)
izolatlarinin nispeten yliksek diizeylerde IAA iirettikleri belirlenmistir. Cizelge
incelendiginde ayni cinse veya tiire ait bakteri izolatlar1 tarafindan iretilen IAA
konsantrasyon degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Bu
durum 6zellikle Enterobacter cloacae (13.78-123.68 ug/ml), Bacillus megaterium (3.68-
53.98 ug/ml) izolatlar1 arasinda oldukga carpici diizeylerde kaydedilmistir.

Badem agaglar1 ve tibbi bitkilerden izole edilmis ve bitki biiylimesini tesvik eden
ozelliklerini belirlemeye yonelik yapilmis 6nceki ¢alismalarda farkli Enterobacter spp.
(Enterobacter cloacae ssp cloacae ve Enterobacter cloacae ssp dissolvens) ait izolatlarin,
olduk¢a 6nemli diizeyde IAA iiretmelerinin yanisira hastalik etmeni Macrophomina
phaseolina’ya karsi misel gelisimlerini engellemek suretiyle antagonsitik etkide
bulundugu bildirilmistir (Rani ve Reddy, 2011; Ullah ve ark., 2017; Aktan ve Soylu,
2020).
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Sekil 4.8. Antagonist bakterilerin tryptophane i¢eren LB besi yerinde IAA iiretme
potansiyelleri. (A) Farkli bakteri izolati tarafindan tiretilen IAA sonucu besi yerinin
kirmizi-pembe renge doniismiistiir. (B) Farkli tiirlere ait bakteri izolatlar1 tarafindan

iretilen ve bitki biiylimesini tesvik eden IAA konsantrasyonlarina bagli renk (sar1

renkten koyu kirmizi-pembe) degisimleri (0K)

Bakteriler icerisinde en yiiksek diizeyde IAA iireten Pseudomonas aeruginosa
NKC2ep izolatinin ayn1 zamanda fungal hastalik etmenlerine kars1 %58.33-73.33 degisen
oraninda oldukga giiclii bir antagonistik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).
Benzer sekilde en yiiksek antagonistik etkiye sahip izolatlardan olan Pseudomonas
chlororaphis NKA10ep izolatida 40.07 pg/ml gibi nispeten yiiksek diizeyde IAA iiretme
potansiyeline sahip izolat olarak belirlenirken, Bacillus mojavensis NKA7en (10.90
ug/ml), Bacillus pumilus NKC3en (3.57 ug/ml) ve Bacillus mycoides NKB9en (5.32
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ug/ml) gibi giiclii antagonist bakteri izolatlarin nispeten daha diisiik konsantrasyonlarda
IAA iirettikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglarimiza gore epifit bakteri izolatlarin

IAA {iiretme potansiyelinin endofit tiirlere kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Farkl epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlarin bitki biiylimesini tesvik
edilmesinde kullandiklart olasi mekanizmalar.

Bitki biiyiimesini tesvik eden mekanizmalar?®

Bakteri izolati TAA (ng/ml) Fosfor Cozme Indeksi
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 136.28! 2.56%
Enterobacter cloacae NKC8en 123.68° 0.00?
Enterobacter cloacae NKC11lep 99.26" 1.17°
Enterobacter cancerogenus NKC13ep 90.68° 1.19°
Lelliottia amnigena NKAlen 60.38° 1.27°
Pantoea agglomerans NKC9en 54.80" 2.71°
Bacillus megaterium NKAlep 53.98" 0.00?
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep 40.07™ 0.00?
Pseudomonas frederisbergensis NKB7en 32.61' 1.64°
Pseudomonas korensis NKF2ep 32.56' 2.72¢
Enterobacter asburiae NKC11en 26.04* 2.45¢
Rahnella aquatilis NKF4en 22.43 0.00?
Enterobacter bugandensis NKC12ep 21.60' 1.19°
Pseudomonas cichorii NKC7ep 21.21 1.58°
Bacillus endophyticus NKB3en 19.621 0.00°
Enterobacter cloacae NKB13ep 13.78%" 0.00?
Bacillus amyloliquefaciens NKB6en 13.74% 0.00?
Bacillus atrophaeus NKA3en 13.639" 1.20P
Bacillus mojavensis NKA7en 10.90™ 0.00?
Bacillus pumilus NKC14ep 10.51f 1.13°
Bacillus mojavensis NKB2ep 10.18™ 0.00°
Bacillus cereus NKC4ep 8.79° 0.00?
Bacillus simplex NKA4en 9.28¢f 0.00?
Pseudomonas orientalis NKFlep 9.01¢f 0.00?
Enterobacter bugandensis NKA13en 7.25% 1.24°
Bacillus subtilis NKA5en 6.81¢f 0.00?
Herbaspirillum aquaticum NKB14en 6.81°f 0.00?
Aurebasidium pullulans NKC5en 5.99%¢ 0.00?
Acinetobacter radioresistens NKB12en 5.450¢ 0.002
Bacillus halosaccharovorans NKB4en 5.36¢ 0.00°
Bacillus mycoides NKB9en 5.320¢ 0.00?
Bacillus pumilus NKC6en 5.310¢ 1.28°
Burkholderia cepacia NKC15en 5.22¢ 1.20°
Staphylococcus epidermidis NKB5en 4,43 0.00?
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Cizelge 4.7. (Devami) Farkli epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlarin bitki
biiylimesini tesvik edilmesinde kullandiklar1 olast mekanizmalar

Bitki biiyiimesini tesvik eden mekanizmalar?®

Bakteri izolati TAA (ng/ml) Fosfor Cozme Indeksi
Bacillus safensis NKA12ep 4.07%¢ 0.00?
Acinetobacter johnsonii NKA1len 4,044 0.00?
Bacillus megaterium NKB1ep 3.68%¢ 0.00°
Bacillus pumilus NKC3en 3.57% 1.14°
Stenotrophomonas maltophilia NKClen 3.46%4 0.00?
Bacillus subtilis NKAGen 3.17%d 0.00?
Staphylococcus epidermidis NKF5en 2.66%° 0.00?
Rhizobium radiobacter NKA9en 1.65% 0.00?
Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en 0.122 3.05f

2 Aynu siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayn1 kii¢iik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05)

Test edilen bakteri izolatlarin fosfor ¢ozme potansiyelleri ise tri kalsiyum fosfat
iceren Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri tizerinde bakterilerin tirettigi enzimler sonucu tri
kalsiyum fosfatin ¢oziilmesiyle olusturduklari engelleme zonlariin (Sekil 4.9) bakteri
capma kiyaslanmasiyla hesaplanmis indeks degerleri ile Kkantitatif olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. Cizelge 4.6’da
gosterildigi gibi test edilen 43 izolattan 26 tanesi (%60.5) PVK besiyeri lizerinde fosfor
cozme etkinligi gostermezken (Sekil 4.9A), 17 izolatin 1.13 ile 3.05 arasinda degisen
¢oziiniirliik indeks degerlerinde fosforu ¢ézme potansiyeline sahip izolatlar (Sekil 4.9B)
oldugu belirlenmisti.

Test edilen tiim izolatlar arasinda en fazla fosfor ¢6zen (engelleme bolgesi ¢ap1 en
fazla olan) bakteri izolatlarin 3.05, 2.72 ve 2.71 ¢oziiniirlikk indeks degerleri ile in vitro
orta diizeyde antagonistik etkinlik gosteren izolatlardan Gram negatif Acinetobacter
dijkshoorniae NKA8en, Pseudomonas korensis NKF2ep ve Pantoea agglomerans
NKC9en izolatlar1 olmustur (Sekil 4.9). Rokhbakhsh-Zamin ve ark., (2011) Pennisetum
glaucum bitkilerin kok bolgelerinden izole edip taniladiklar: 31 farkli Acinetobacter spp
ait izolat arasindan 26 izolatin bitki gelisimini tesvik etmede IAA tiretmelerinin yanisira,
fosfor ve ¢inko elementlerini ¢6zme ve hydroxamate-ve catechol-tiplerde siderofor
tiretmek suretiyle bitki bilylimesini 6nemli diizeyde tesvik ettigini bildirilmistir.

Test edildikleri fungal etmenlere kars1 yliksek diizeyde antagonistik etkinlige sahip
bakteri izolatlarindan Bacillus mojavensis NKA7en, Pseudomonas chlororaphis

NKAZ10ep, Bacillus mycoides NKB9en izolatlar1 fosfor ¢cozme etkinligi gosteremezken,
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Pseudomonas aeruginosa NKC2ep (2.56) ve Bacillus pumilus NKC3en (1.14) izolatlarin

fosfor ¢cozme aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

NKAllen

NKB7en

Sekil 4.9. (A ve B) Farkli antagonist bakteri izolatlarinin PVK besi yerinde fosforu
cozebilme potansiyellerinin belirlenmesi. (A) Bazi izolatlarin fosforu ¢ézemedigi (ok)
gozlenmistir. (B) Bakteri izolatlarinca ¢oziilen fosfor antagonist tiiriine bagli olarak besi
yeri lizerinde farkli ¢aplarda olusturulan engelleme bolgeleri (ok) ile karakterize
edilmistir (ok)

izolatlar arasinda fosforu ¢ozme aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde farkliliklar tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Ozellikle Pseudomonas ve
Acinetobacter spp ait izolatlar arasinda bu farklilik oldukga 6nemli bir boyutta oldugu
goriilmektedir. Bacillus spp igerisinde sadece B. atrophaeus ve B. pumilus tiirlerine ait
izolatlar fosfor ¢ozmede etkinlik gosterirken, diger tiirlerin fosforu ¢ézmede etkili

olmadiklari tespit edilmistir.

4.5. Antagonist Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarmm Fungal Etmenlerin Misel
Gelisimini Engelleyen Bélgelerinin Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Antagonistik etkinligi yiiksek izolatlarla fungal misel arasinda kalan engelleme
bolgesine difiize olan bakteri hiicresi tarafindan tiretilen antifungal bilesiklerin etkinligin
fungisidal veya fungistatik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla taze fungal kiiltiirden

alman 2 canli misel diski yerlestirilerek tekrar inkiibasyona birakildiginda, fungal
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disklerden herhangi bir gelismenin goériilmemesi, antagonist bakteri tarafindan tretilen
bilesik(ler)in etkinliginin fungusidal 6zellikte oldugunu gostermistir (Sekil 4.10A).

Yine ikili kiiltiir petrilerinde gelisen fungusun engelleme bdlgesine yakin ve
uzaktaki yerlerinden alinan disklerin PDA petrilerine ekimleri yapilarak buradaki hiflerin
canlilik durumu belirlenmistir. inkiibasyondan 4 giin sonra engelleme bdlgesine uzak ve
yakin yerlerinden alinan her iki diskin PDA besi yerinde gelisme gosterdigi, engelleme
bolgesine yakin yerden alinan ve morfolojik bozukluk gozlenen misel diskin (Sekil
4.10C) uzak noktadan alinan saglikli misel diske ($ekil 4.10B) oranla daha yavas gelistigi

gozlenmistir.

Sekil 4.10. Engelleme bolgesindeki bilesiklerin fungusidal etkinliginin belirlenmesi. ()
Engelleme bolgesindeki (*) misel disklerinden gelisme goriilmemesi bu bolgelerde
iretilen bilesiklerin fungusidal etkinligini gostermektedir. Engelleme bolgesine uzak
yerden alinan diskin (b) yakin yerden alinan yapisal bozuklugun oldugu diskin misel
gelisimine (C) kiyasla daha hizli gelisme gostermistir
4.6. Antagonist Bakteri izolatlarimn Ucucu Bilesenlerinin Fungal Etmenlerin

Misel Gelisimi Uzerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro etkinlik ¢alismalarinda fungal etmenlerin misel gelisimini etkili sekilde
engelleyen farkli Bacillus ve Pseudomonas tiirlerine ait izolatlar (Bacillus pumilus
NKC3en, Bacillus pumilus NKC14ep, Bacillus mojavensis NKA7en, Bacillus atrophaeus
NKA3en, Pseudomonas chlororaphis NKA10ep) tarafindan olasi ugucu bilesenlerin
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antifungal etkinligi birbirlerine temas etmeyecek sekilde tasarlanmis ikili kiiltiir testleri
ile belirlenmistir. Bakteriyel etmenin ugucu bilesenlerin antifungal etkinligi daha dnce
yapilan ikili kiltiir testlerinde besiyerine difiize olan bilesenlerden (Cizelge 4.5) daha
diisiik seviyelerde oldugu gozlenmistir. Calismalarda kullanilan bakteriyel izolatlar
arasinda her 3 fungal hastalik etmenine karsi en yiiksek antagonistik etkinlik
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep izolati tarafindan gosterilmistir (Cizelge 4.8, Sekil
4.11B). Pseudomonas chlororaphis NKA10ep izolati tarafindan tiretilen ugucu bilesenler
Botryosphaeria dothidea misel gelisimini %53.6 oraninda engellerken (Cizelge 4.8, Sekil
4.12), diger fungal etmenler igin engelleme oranlart Neofusiccocum parvum igin %27.6,
Neoscytalidium dimidiatum igin ise %14.8 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.11).
In vitro ikili kiiltiir testlerinde %80 gibi yiiksek antagonistik etkinlik gdsteren Bacillus
pumilus NKC3en, Bacillus pumilus NKC14ep, Bacillus mojavensis NKA7en ve Bacillus
atrophaeus NKAS3en izolatlarin (Cizelge 4.5) ugucu bilesenlerinin antifungal etkinligi
diger test edilmis fungal etmenlere karsida diisiik diizeylerde gerceklesmistir (Cizelge
4.7).

Cizelge 4.8. Farkli antagonist bakteri izolatlarin ugucu bilesenlerinin in vitro ikili kiltiir
testlerinde fungal etmenlerin misel gelisimi (mm)iizerine etkinligi

Fungal etmenler

N. parvum N. dimidiatum B. dothidae
MG MGE MG MGE MG MGE
Antagonist bakteri izolatlar (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
Kontrol 88.33e 90.00c 79.00d -
Pseudomonas chlororaphis NKA10ep 60.33a  27.60 | 76.67a  14.81 | 36.67a  53.59
Bacillus pumilus NKC3en 65.33b  21.60 | 90.00c 0.00 55.67b  29.54
Bacillus pumilus NKC14ep 73.67c  11.60 | 90.00c  0.00 66.00c  16.46
Bacillus mojavensis NKA7en 82.33d 1.20 88.33¢c 1.85 77.00d 2.53
Bacillus atrophaeus NKA3en 90.00e 0.00 83.33b 7.41 55.00b  30.38

MG: Misel gelisimi (mm); MGE: Misel gelisiminin engellenme orani (%)
Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Duncan Coklu Karsilagtirma testine goére 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).
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Sekil 4.11. Farkl1 antagonist bakteri izolatlarinin ugucu bilesenlerin Botryosphaeria
dothidea (A) ve Neofusiccocum parvum (B) misel gelisimi {izerine antagonistik
etkinlikleri

Kontrol

~
B P. chlororansis

Sekil 4.12. Pseudomonas chlororaphis NKA10ep izolatinin ugucu bilesenlerin
Botryosphaeria dothidea misel gelisiminin engellenmesi (ok) iizerine antagonistik
etkinlikleri
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Ikili kiiltiir testlerinin yapildig1 petrilerde yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik
goOsteren antagonist bakteri tiirleri arasinda Pseudomonas chlororaphis NKA10ep, B.
mojavensis NKP7en, NKP2ep, Bacillus pumilus NKC3en ve Bacillus amyloliquefaciens
NKB6en izolatlarmin fungal hastalik etmenlerinden Neoscytalidium dimidiatum ve
Neofusiccocum parvum’un kontrol petrilerinde kalin duvarli saglikli misellerle
kiyasandiginda (Sekil 4.13A) misel gelisimini durdurdugu engelleme bdlgesine yakin
noktalarda hifleri {izerinde en u¢ kisimlarinda beyaz topaklagsma (Sekil 4.13B),
biiylimenin baskilandig1 seffaf (Sekil 4.13C) ve kararmis erimeler (Sekil 4.13D) seklinde

makroskobik olarak gozlenebilen deformasyonlara neden oldugu goézlenmistir.

Sekil 4.13. Antagonist bakteri izolatlarinin engelleme bdlgesine yakin noktalardaki
(daire iginde gosterilen) fungal etmenlerden Neoscytalidium dimidiatum (A-C) ve
Neofusiccocum parvum (D) hifleri tizerinde neden olduklar1 morofolojik
deformasyonlar. (A) Kontrol petrilerinde gelisen kalin duvarli saglikli fungus hifleri.
(B) Pseudomonas chlororaphis NKA10ep izolati tarafindan neden olunan hiflerde
beyaz topaklasma, (C ve D) B. mojavensis NKP7en ve Bacillus pumilus NKC3en
izolatlar1 tarafindan neden olunan hif uglarinda seffaf ve kararmig erime belirtileri (daire
icinde gosterilen)
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Neoscytalidium dimidiatum ve Neofusiccocum parvum’un hif gelisiminin
engellendigi en ug¢ bolgesinde 151k mikroskopu ile yapilan mikroskobik gézlemlerde
Bacillus pumilus NKC3en ve Pseudomonas chlororaphis NKA1Oep izolatlarinin
Neoscytalidium dimidiatum’un hiflerin u¢ noktalarinda bogumlasmis kisalmalar seklinde
anormalliklere neden oldugu (Sekil 4.14B) gozlenmistir. Antagonist bakteri
izolatlarindan B. mojavensis NKP7en, NKP2ep, Bacillus pumilus NKC3en ve Bacillus
amyloliquefaciens NKB6en izolatinin bulundugu petrilerde engelleme bolgesine yakin
noktalarda seffaf veya kararma seklinde erime belirtileri gosteren hiflerin mikroskop
altinda incelendiginde her iki fungal etmenin hiflerinde pihtilasma, kalinlagsma ve ug
noktalarda fungus duvarlarinin erimelerinden kaynaklanan sitoplazmik igerigin disariya
bosalmasi seklinde morfolojik deformasyonlar gézlenmistir (Sekil 14C, Sekil 15B,C).

Fungal hastalik etmenlerin hifleri lizerinde bitki veya mikrobiyal kdkenli sekonder
metabolitlerin “geri doniisiimsiiz hiicre membran zararlanmasina” (Irreversible Membran
Damage, IMD) neden olmak suretiyle bu tiir hif deformasyon veya 6liimlere neden
oldugunu yapilan bir¢ok ¢alismayla ortaya konulmustur. IMD sonucu bitkinin veya
hastalik etmeninin hiicreleri icerisinde biriken veya sentezlenen antimikrobiyal sekonder
bilesikler sonucunda etkilenen hiicreler karararak nekrotiklesir, organeller hiicre i¢inde
biitiinliglinii ve fonksiyonelligini kaybeder, hiicre i¢inde vakuollesmeler, pihtilagsma,
bogumlagsma ve son agamada hiicre igeriginin disariya bosalmasiyla sonuglanan hiicre
Oliimleri gozlenebilir (Woods ve ark., 1988). Antagonist bakteri tiirleri (6zellikle
Pseudomonas spp., Bacillus spp.) tarafinca sentezlenen mikolotik hiicre duvarini yikan
ekstraseliiler kitinaz, B-1,3-glukanaz, B-1,4-glukanaz, lipaz, fosfotaz, proteaz gibi
antifungal etkinlige sahip enzimlerin Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum,
Macrophomina phaseoli, Sclerotium rolfsii, Geotrichum citri-aurantii, Fusarium spp.,
Phytophthora sp., Rhizoctonia solani ve Pythium ultimum gibi ekonomik 6neme sahip
fungal etmenlerinin miselleri {lizerinde benzer morfolojik degisikliklerden sorumlu
oldugu yapilan dnceki ¢alismalarla da ortaya konulmustur (Huang ve Chen, 2004; Araujo
ve ark., 2005; Soylu ve ark., 2005; Gupta ve ark., 2006; Chung ve ark., 2008; Singh ve
ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Senthilkumar ve ark., 2009; Xiao ve ark., 2009;
Kumar ve ark., 2012; Aktan, 2019; Soylu ve ark., 2021; Soylu ve Kara, 2022; Soylu ve
ark., 2022).

71



Sekil 4.14. Antagonist bakteri izolatlarinin engelleme bdlgesine yakin noktalardaki
Neoscytalidium dimidiatum hifleri {izerinde neden olduklar1t morofolojik
deformasyonlar. (A) Kontrol petrilerinde gelisen kalin duvarli saglikli fungus hifleri.
(B) Bacillus pumilus NKC3en izolatin tarafindan neden olunan hiflerde bogumlagma
(oK) ve hif u¢larinda kisalma belirtileri. (C) B. mojavensis NKP7en izolati tarafindan
neden olunan sitoplazmik pihtilagsma (0K) ve hiflerden sitoplazmik icerigin hiicre digina
bosalma belirtileri
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Sekil 4.15. Antagonist bakteri izolatlarinin engelleme bdlgesine yakin noktalardaki
Neofusiccocum parvum hifleri iizerinde neden olduklart morofolojik deformasyonlar.
(A) Kontrol petrilerinde gelisen kalin duvarl saglikli fungus hifleri. (B) Bacillus
pumilus NKC3en izolatin tarafindan neden olunan hiflerde bogumlagma (ok), hif
uclarinda kisalma ve sitoplazmik icerigin pihtilasmasi seklinde neden oldugu belirtileri.
(C) B. mojavensis NKP2ep izolat1 tarafindan neden olunan sitoplazmik pihtilasma (0K)
ve hiflerden sitoplazmik igerigin hiicre disina bosalma belirtileri
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Caligmalarda kullanilan fungal etmenlere karsi en yiiksek diizeyde antagonistik
etkinlik gosteren Pseudomonas chlororaphis NKA10ep, Bacillus pumilus NKC3en,
Bacillus mojavensis NKA7en, Bacillus mycoides NKB9en, Pseudomonas aeruginosa
NKC2ep ve Pseudomonas orientalis NKFlep gibi endofit/epifit bakteri izolatlarin in
vitro biyoetkinlik/bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalar birlikte degerlendirilmis ve
elde edilen sonuglar Cizelge 4.9°da 6zetlenmistir. Cizelgede sunuldugu gibi, hastalik
etmenlerine kars1 yliksek diizeyde antagonistik etkinlik gosterdigi tespit edilen izolatlarin
tamamu in Vitro kosullarda antagonistik/bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalardan bir
veya birkagin birlikte kullanmak suretiyle gerek hastalik etmenlerine karsi antagonistik
etkinlige, gerekse bitki gelisiminin tesvik edilmesinde potansiyele sahip olduklar

belirlenmistir.

Cizelge 4.9. Farkli fungal hastalik etmenlerine karsi yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik
gosteren endofit/epifit bakteri izolatlarin in vitro biyoetkinlik/bitki gelisimini tesvik edici
mekanizmalari

Fungal etmen/Bakteri izolati MGE Sid Pro NHs HCN IAA Fosfor Mik

Neoscytalidium dimidiatum
Pseudomonas chlororaphis

8055 252 151 ++ +++ 40,07 0,00 +

NKA10ep
Bacillus pumilus NKC3en 7055 118 156 +++ - 3,57 1,14
Bacillus mojavensis NKA7en 68.33 324 113 ++ - 10,90 0,00

Neofusiccocum parvum

Bacillus mojavensis NKA7en 8388 324 113 ++ - 10,90 0,00
Bacillus mycoides NKB9en 7445 361 188 +++ - 5,32 0,00
Pseudomonas aeruginosa NKC2ep 7333 182 159 ++ ++ 136,28 2,56 +

Botryosphaeria dothidea
Bacillus mojavensis NKA7en 83.88 324 113 ++ - 10,90 0,00 +

Pseudomonas chlororaphis

NKALOG P 7778 252 151 4+  +++ 4007 000  +
Pseudomonas orientalis NKF1lep 75.00 114 1.18 - - 9,01 0,00 +
MGE: misel gelisimini engelleme; Sid:siderofor; Pro: proteaz; NH3:amonyak; HCN: hidrojen siyaniir;
IAA: indol asetik asit; Mik: mikroskopik diizeyde deformasyon; +: etkinlik siddeti; -: etkinlik kayit
edilmedi
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5. SONUC ve ONERILER

Saglikli bitkilerin dis yilizeyleri ile i¢ dokular1 epifit ve endofit karakterlerde bircok
faydali mikroorganizmalara konukguluk eder. Bu bdlgelerden izole edilen, bitkilerde
hastalik olusturma yetisinde olmayan mikroorganizmalar ekonomik oOneme sahip
bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 biyolojik miicadele
calismalarinda “biyolojik miicadele etmeni” kullanilir.

Bu ¢alismada, saglikli ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik gibi sert kabuklu meyve
agaclarin kok, govde, dal, ham meyve ve yapraklarindan epifit ve endofit bakteri
tiirlerinin izolasyonu, tanis1 ve bakteriyel izolatlarin sert kabuklu meyve agaclarda sorun
olan kanser ve Botryosphaeria geriye dogru 6liim hastalik etmenlerinden Botryosphaeria
dothidea, Neofusiccocum parvum ve Neoscytalidium dimidiatum’a karsi in vitro
kosullarda antagonistik etkinligi ve hastalik etmenlerini engellemede rol oyanayan olasi
etki mekanizmalar1 karekterize edilmistir.

Yapilan literatiir aragtirmasinda ¢alismamizda da tanilamasi yapilmis farkl tiirlere
ait bakteriyel ve fungal biyolojik miicadele etmenlerinin biyolojik miicadele
calismalarinin genelde hasat sonu depo, toprak, yaprak, tohum kokenli bitki fungal ve
bakteriyel hastalik etmenlerine karsi arastirilmistir.  Ulkemizde son yillarda farkli
konukgularda hastalik etmeni oldugu bildirilen Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum
parvum ve Neoscytalidium dimidiatum gibi hastalik etmenleri iizerine gerek fungal
gerekse bakteriyel kokenli biyolojik miicadele etmenlerinin antifungal etkinligi
konusunda herhangi bir g¢alismaya rastlanilmamistir. Bu kapsamdan bakildiginda,
caligma antagonist bakteri tiirlerinin basta ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik olmak
tizere ekonomik 6neme sahip sert kabuklu meyve agaglarinda sorun olan Botryosphaeria
dothidea, Neofusicoccum parvum ve Neoscytalidium dimidiatum tiirlerini i¢ine alan
Botryosphaeria geriye 6liim hastalik etmenlerine kars1 biyolojik miicadele ve biyokontrol
etki mekanizmalarinin arastirildigr ilk ¢alisma niteligindedir.

Calismada farkli bolgelerde yetisen saglikli ceviz, badem, Antep fistig1 ve findik
gibi sert kabuklu meyve agaglarmmin farkli saglikli bitki kisimlarindan yapilan
izolasyonlar sonucunda insan ve bitki patojeni olmayan 48 izolat fungal etmenlerin misel
gelisimini engellemesi lizerine olan antagonistik etkinliginin arastirilmistir. Bu ¢aligmada
onceden yapilmis birgcok biyolojik miicadele calismalarinda elde edilen sonuglara benzer

sekilde en yaygin izolatlarin 18 adet ile Bacillus cinsine bagl oldugu tiirler olup, bunu
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sirasi ile 10 izolatla Pseudomonas, 6 izolatla Enterobacter, 3 izolatla Acinetobacter, 2
izolatla Staphylococcus ve 1’er izolatla Aurebasidium, Burkholderia, Herbaspirillum,
Lelliottia, Micrococcus, Pantoea, Rahnella, Rhizobium ve Stenotrophomonas cinsleri
takip etmistir.

Neoscytalidium dimidiatum ‘un misel gelisimini en giiclii engelleyen ilk 3 izolat
arasindan, en etkilisinin %80.55 engelleme orani ile Pseudomonas chlororaphis
NKA10ep izolat1 oldugu, bu izolat1 sirasiyla %70.55 ile Bacillus pumilus NKC3en,
%68.33 ile Bacillus mojavensis NKA7en izolatlar1 izlemistir.

Neofusiccocum parvum’un misel gelisimini en giiglii engelleyen ilk 3 izolat
arasindan, en etkili izolatin ise %83.88 engelleme orani1 Bacillus mojavensis NKA7en
izolatinin oldugu, bu izolat1 sirasiyla %74.45 engelleme orani ile Bacillus mycoides
NKB9en ve %73.33 engelleme orani ile Pseudomonas aeruginosa NKC2ep izolatlari
izlemistir

Botryosphaeria dothidea’ya karst en yiiksek antagonistik etkinlik gosteren 3
izolatin sirasiyla %83.88 engelleme orani ile Bacillus mojavensis NKA7en, %77.78
engelleme orani ile Pseudomonas chlororaphis NKA10ep ve %75.0 engelleme orani ile
Pseudomonas orientalis NKFlep ve Bacillus pumilus NKC3en izolatlar1 oldugu
belirlenmistir

Bakteriler tarafindan neden olunan engelleme bdlgelerine yerlestirilen saglik
misellerin geliseme gostermemesi, bakteriyel etmenler tarafindan iiretilen bilesiklerin
fungisidal etkinlige sahip oldugunu gostermistir. Bazi izolatlarin engelleme bdlgesine
yakin yerlerde hastalik etmeni funguslarin hiflerinde morfolojik bozulmalara neden
oldugu yapilan mikroskobik ¢alismalarla ortaya konulmustur.

Yapilan in vitro etkinlik ¢aligmlar1 sonuglarina gore farkli konukgulardan elde
edilen izolatlar arasindan temsili olarak segilmis bakteri izolatlar1 siderofor, proteaz,
amonyak, HCN {iretimi, fosfor ¢6zme ve IAA, sentezleme bakimindan istatistiksel olarak
oldukga farkliliklar gostermistir. Test edilen 43 izolatin, tamami siderofor, 35 tanesi
amonyak, 28 tanesi proteaz, 4 tanesi ise HCN testlerinde pozitif reaksiyon gosterdigi kayit
edilmistir. Caligmalarda antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan iiretildigi belirlenen
siderofor, proteaz, HCN ve amonyak gibi bilesiklerin fungal hastalik etmenlerin misel
gelisimin  engellenmesinde (antagonizm) rol oynayan mekanizmalarin oldugu

diistiniilmektedir.
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Test edilen 43 izolat arasinda tim izolatlarin degisen konsantrasyonlarda IAA
lirettigi, 17 izolatin ise fosforu ¢dzebilme yeteneginde oldugu tespit edilmistir. Izolatlar
arasinda Acinetobacter dijkshoorniae NKA8en, Pseudomonas korensis NKF2ep ve
Pantoea agglomerans NKC9en en fazla fosfor ¢6zen bakteri izolatlar1 olurken, IAA
tiretme agisindan Pseudomonas aeruginosa NKC2ep ve Enterobacter cloacae NKC8en
izolatlar1 en yiiksek etkinlik gdsteren tiirler olarak kayit edilmistir.

Calismada elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ayni tiire ait
bakteri izolatlar arasinda fungus misellerinin engellenmesi arasindaki farkliliklar
gozlenmistir. Bu durumun antagonist bakteri izolatlarin izole edildikleri bitki drneginin
yetistigi ortamdaki ¢evre kosullarinin izolatlarin genetik ¢esitliligine etkide
bulunmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Epifitik ve endofitik kdkenli bakterilerin
toprak kokenli hastalik etmenlere karsi in vitro antagonitik etkinlik gosterdigi, hastalik
etmenlerin engellemesinde antagonistik, parazitik ve PGPB etki mekanizmlarindan bir
veya birkacini birden kullanmak suretiyle etkili oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak biyokontrol etmeni olarak kullanilan bakteriyel izolatlar entegre
miicadele programi kapsaminda pestisitlerin ¢evre iizerindeki olasi olumsuzluklarin
azaltilmasinda rol oynayabilirler. Giliglii antagonistik (siderofor, proteaz, amonyak
tiretimi) ve bitki gelisimini tesvik edici (IAA ve fosfor ¢ozme) etkinlikleri gdsteren,
ozellikle Bacillus spp. Pseudomonas spp. ve Enterobacter spp. ait antagonist ve PGPB
izolatlarin teksel veya karisim halinde gelistirilecek biyopreparatlarin 6zellikle toprak
kokenli hastalik etmenlerine karsi fungusitlere alternatif olarak degerlendirilebilecegi

kanaatine varilmistir.
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EKLER

EK-1. Bakteri ve Fungal etmenlerin gelistirilmesinde kullanilan besi yerleri ve

icerikleri

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

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

King’s MediumB (KB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog N0:110989)

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Peptone from meat 10 g/L
K2HPQO4 3H20 1.5¢g/L
MgSO4 7H20 1.5¢g/L
Glyserol 10 mi/L
Agar-Agar 12 g/L

Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No0:110285)

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

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105458)

Pancreatic Digest of Casein 15 g/L
Papaic Digest of Soya Bean 59/L
NaCl 5¢g/L
Agar-Agar 15 g/L

Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110130)

Potato infusion 4 g/L (infusion 200 gr potato)
D(+)glucose 20 g/l
Agar-Agar 15 g/l
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