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OZET

DOMATESTE BAKTERIYEL LEKE HASTALIGI (Xanthomonas
euvesicatoria)’NA KARSI BIYOKONTROL OLANAKLARININ VE
TRANSKRIPTOMIK YANITLARIN ARASTIRILMASI

ERYIGIT, Gizem

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN

Agustos 2022, 161 sayfa

Domateste Xanthomonas euvesicatoria’nin neden oldugu Bakteriyel Leke
Hastaligi verim ve kalite kayiplarina neden olan ciddi ve yikici hastaliklardan
birisidir. Son yillarda, bitkilerin hastalik yonetiminde kimyasal pestisitlere
alternatif olarak biyolojik kontrol elemanlarina yonelim artmistir. Bu calismada;
domateste Bakteriyel Leke Hastaligina neden olan X. euvesicatoria’a karsi yararh
bakteriler kullanilarak bitki gelisimi ve biyokontrol verimliligi belirlenmeye
calistlmigtir. Calismamizda, Izmir, Aydin, Manisa illerindeki farkli lokasyonlardan
alman domates bitkilerinden, toplam 313 adet endofit ve epifit bakteri izole
edilmistir. Elde edilen bu bakterilere in vitro biyokontrol ve bitki gelisimine etki
testleri uygulanmistir. In vitro testler ile elde edilen sonuglar tartili derecelendirme
yontemi ile degerlendirilmis ve 15 bakteri izolatt in vivo kosullarda X.
euvesicatoria’a ve bitki gelisimine etki testleri i¢in segilmistir. Biyokontrol etki
testlerinde bakteriler patosisteme tohuma biopriming ve yesil aksama piskiirtme
seklinde verilmistir. En etkili olan iki izolat, kontrole kiyasla yesil aksam ve
tohuma biopriming uygulamalarinda sirasiyla hastaligi %40-45, %30-41 oraninda
engellemistir. 16S rRNA primerleri kullanilarak yapilan tanimlama ve dizi
analizine gore KD 91/1 ve KD 50/2 kodlu iki izolatin sirasiyla Pseudomomas
putida ve Enterobacter cloacae oldugu belirlenmistir. P. putida KD 91/1 ile
tohuma biopriming yapilan bitkiler, tiim uygulamalara kiyasla en yiiksek
biyokiitleyi gostermistir. P. putida KD 91/1 izolatinin patojen inokulasyonu sonrasi
domates dokularindaki popiilasyonu siirgiinlerde yaklasik 7,2x10* cfu/g ve
koklerde 1x10°cfu/g olarak bulunmustur. P. putida KD 91/1 ile tohumlara
biopriming yapilan bitkilerde, JA/ET yolu ile iliskili olan AOC ve ACO gen
ifadelerinde bir artis olmustur.

Anahtar sozciikler: Domates, Xanthomonas euvesicatoria, Biyokontrol,
Yararli Bakteri, Uyarilmis Sistemik Dayaniklilik






ABSTRACT

RESEARCH OF BIOCONTROL POSSIBILITIES AND
TRANSCRIPTOMIC RESPONSES AGAINST BACTERIAL SPOT
DISEASE OF TOMATO (Xanthomonas euvesicatoria)

ERYIGIT, Gizem

PhD in Department of Plant Protection
Supervisor Prof. Dr. Hatice OZAKTAN

August 2022, 161 pages

Bacterial spot on tomato caused by Xanthomonas euvesicatoria is one of
the serious and destructive diseases that cause yield and quality losses. In recent
years, the tendency to biological control elements has increased as an alternative
to chemical pesticides in the plant disease management. In this study; it was tried
to determine plant growth and biocontrol efficacy by using beneficial bacteria
against X. euvesicatoria, which causes bacterial spot disease in tomato. In our
study, totally 313 endophytic and epiphytic bacteria were isolated from tomato
plants obtained from different locations in Izmir, Aydin and Manisa provinces. In
vitro biocontrol and plant growth efficacy tests were performed with these
bacteria. The results obtained with the in vitro tests were evaluated by the
“weighted-rankit” method and 15 bacterial isolates were selected for the effects on
X. euvesicatoria and plant growth in vivo conditions. In the biocontrol effect tests,
bacteria were applied to the pathosystem by biopriming of seed and spraying of
leaves. The two most effective isolates prevented the disease incidence in
spraying and seed biopriming applications compared to the pathogen alone control
by 40 to 45% and 30 to 41%, respectively. According to the identification carried
out by using 16S rRNA primers and sequence analysis, these two isolates KD
91/1 and KD 50/2 were determined as Pseudomomas putida and Enterobacter
cloacae, respectively. Plants bioprimed to seeds with P. putida KD 91/1 showed
the highest biomass compared to all treatments. The population of the P. putida
KD 91/1 in tomato tissues after pathogen inoculation was determined to be about
7,2x10* cfu/g shoot and 1x10°cfu/g root. There was an increase in AOC and ACO
gene expressions, which are associated with the JA/ET pathway in plants
bioprimed to seeds with P. putida KD 91/1.



Keywords: Tomato, Xanthomonas euvesicatoria, biocontrol, beneficial bacteria,
induced systemic resistance
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ONSOZ

Kiiresel iklim degisikliginin arttirdigi abiyotik ve biyotik stresler bitkisel tiretimi
siirekli olarak tehdit eden unsurlardir. Tarimsal iiretim sistemlerinde, treticiler
biyotik streslere kars1 tirlin verim ve kalitesini garanti etmek igin yillar boyunca
kimyasal pestisitleri kullanmistir. Son yillarda, kimyasal pestisit kullaniminin;
tarimsal iiretim yapilan topraklarda, ylizey ve yeralt1 sularinda birikerek cevre
biyotas1 ve insan sagligi lizerindeki negatif etkilerine iliskin artan farkindalik
nedeniyle kimyasal pestisit kullanimlarin1 azaltma ¢abalar1 gosterilmektedir. Pek
cok tiilke, kimyasal pestisit liretimi ve kullanimina iliskin daha siki diizenlemeler
getirerek, bu araglarin maliyetini arttirmakta ve kullanilabilirligini azaltmaktadir.
Bu sebepler ile, bitkilerin hastalik yonetiminde kimyasal pestisitlere alternatif

olarak biyolojik kontrol elemanlarinin kullanimina yénelim artmaistir.

Bu c¢alismada; domateste bakteriyel leke hastaligina neden olan Xanthomonas
euvesicatoria’a karst yararli endofit ve epifit bakteriler kullanilarak biyokontrol
olanaklar1 arastirilmistir. Biyokontrol elemanlarinin, bitki gelisimine ve
biyokontrol verimliligine etkisi belirlenmistir. Calisma; biyokontrol elamani-
patojen-bitki interaksiyonunun anlasilabilmesi i¢in gen ifade profili ¢alismalari ile

desteklenmistir.

Bitki hastaliklar1 ile miicadelede mikrobiyal biyokontrol elemanlarinin bilime
dayali olarak, 6ncelikle laboratuvar kosullarinda arastirilmasi, daha sonra Kitlesel
tretimi i¢in pilot ve endistriyel Olgeklerde gelistirilmesi, biyokontrol
elemanlarinin  tarimsal {iretimde kullaniminin  artmasma siiphesiz  katki

saglayacaktir.

Doktora egitimim boyunca Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu (TUBITAK) tarafindan yurt igi lisansiistii burs programi kapsaminda
olan 2228-B yiiksek lisans Ogrencileri igin yurt i¢i doktora burs programi
tarafindan desteklendim. Desteklerinden dolay1 TUBITAK *a tesekkiir ederim.

FDK-2019-20622 nolu proje destegiyle doktora calismamin molekiiler tani

ve gen ifadesi boliimlerinin finansal agidan sorunsuz yiiriitiilmesini saglayan Ege
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Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri koordinatorliigiine igten

tesekkiir ederim.

Bu tez calismasmin, bakteriyel izolatlarinin elde edilmesi 1170126
numarali ‘Koék Bakterilerinin Domateste Kuraklik Stresine Etkileri’ baglikli
TUBITAK projesi ¢atis1 altindan saglannmistir. TUBITAK a ¢alismaya sagladig

destekten dolayi tesekkiir ederim.
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XXiv

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINIi (devam)

Simge Aciklama

JA Jasmonik asit

MAMPs Mikropla iliskili molekiiler yap1
MLSA Multilokus sekans analizi

NOI Nis kesisme indeksi

PAL Phenylalanine ammonia lyase
PAMPs Patojenle iliskili molekiiler yap1
PAW Plazma active edilmis su

PCN Fenazin -1-karboksamid

PGPR Bitki gelisimini tesvik eden rizobakteri
PR Patogenez ile ilgili

PRR Patern tanima reseptorti

PTI Paternin tetikledigi immiinite
SA Salisilik asit

SAR Sistemik kazanilmis dayaniklilik
TUIK Tiirkiye istatistik kurumu

Xe Xanthomonas euvesicatoria



1. GIRIS

Diinyanin yillar gectik¢e bitkisel iiretim ihtiyact artmaktadir. Bu artan
bitkisel {iretim talebi ii¢ ana sebepten kaynaklanmaktadir. Bunlar; (i) artan insan
niifusu, (ii) et ve siit tilketiminde ylikselme ve (iii) biyoyakit tiiketimidir. Ancak,
21. yiizyilda tarim birgok zorlukla karsi karsiyadir. Artan niifusu beslemek i¢in
daha fazla gida ve lif iiretmesi, potansiyeli giderek artan biyoenerji pazari igin
daha fazla hammadde iiretmesi, daha verimli ve siirdiiriilebilir tiretim yontemlerini
benimsemesi ve iklim degisikligine uyum saglamasi gerekmektedir. 2050'ye
kadar, bu artan talepleri karsilamak i¢in kiiresel tarimsal iiretimin %60-110
oraninda artirllmasi gerekmektedir (FAO, 2009; Ray et al., 2013). Ayrica niifus
artig1 ile birlikte; insan faaliyetlerinin devamlilig1 i¢in barinma ihtiyact artacaktir.
Buna baglhh olarak sanayilesme, kentlesme faaliyetleri niifusun taleplerini
karsilayabilmek i¢in hizlanacak ve bu durum, gift¢ilik igin gerekli tarimsal arazi
mevcudiyetini etkileyecektir (Enebe and Babalola, 2018). Diinyanin gelecekteki
gida giivenligi ve siirdiiriilebilirlik ihtiyaclarini karsilamak i¢in, tarimsal verimin
onemli 6l¢iide biiyiimesi ve ayni zamanda yanlig tarimsal uygulamalarin gevresel
etkilerinin azaltilmasi gereklidir (Foley et al., 2011). Ancak hizla artan insan
popiilasyonunun gida ihtiyaglarmin karsilanabilmesi, iklim degisikliginin
arttirdig1 abiyotik ve biyotik faktorler nedeniyle risk altindadir. Bitkiler stirekli
verim kayiplarina neden olabilecek ve kiiresel gida giivenligini tehdit edebilecek
patojenlere, yabanci otlara ve zararlilara maruz kalmaktadir. Bitki hastaliklari, en
az 800 milyon insanin yetersiz beslendigi mevcut gida tedarik agiginin daha da
kotiilesmesine neden olmaktadir (Strange and Scott, 2005; Oerke, 2006). Bitki
hastaliklar1 ve zararlilarinin neden oldugu iiriin kayiplar1 hakkinda somut verilerin
olusturulmasi, ayrica tarimsal iirlinler, tarimsal ekosistemler ve bdlgeler arasinda
karsilastirilmas1 oldukca zordur. Ancak kiiresel diizeyde zararli ve hastalik
kaynakli tarimsal iirin kayiplarinin ortalama %17-30 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bu nedenle gida giivenligi ag¢isindan tarimsal ekosistemlerin
siirdiiriilebilirligi iyilestirmeye g¢alisilmali ayrica tarimsal {irlinlerin saghigr icin

hastalik ve zararli yonetimine dikkat edilmelidir (Savary et al., 2019).



Hastalik ve zararlhilardan kaynaklanan kayiplar1 azaltmak ve yiiksek
tarimsal tiretim seviyelerini korumak igin, tarim da kiiltiirel 6nlemler, teknolojinin
kullanimi, giibre-pestisit gibi agrokimyasallarin kullanimi ve bitki 1slah1 gibi
yaklagimlar uygulanmaktadir (van Esse et al., 2020). Son yillarda tarimsal iiretim
operasyonlarinda, {ireticiler ekonomik istikrarina yardimeci olacak bitki koruma
yontemi olarak kimyasal pestisitlere gittikce daha fazla bagimli hale gelmistir ve
kimyasal pestisitleri uzun yillardir yaygin olarak kullanmaya devam etmektedirler
(Wu et al., 2015). Bu pestisitlerin, tarimsal {iretim yapilan topraklarda, ylizey ve
yeralt1 sularinda biriktigi ve ¢evre biyotasi iizerinde istenmeyen etkiler veya saglik
riskleri olusturabilecegi rapor edilmistir (Dao et al., 2021; Manjarres-Lopez et al.,
2021). Bu nedenle, kimyasal pestisit kullanimlari, istenmeyen yan etkileri en aza
indirmek icin giderek daha kat1 diizenlemelerle kars1 karsiya kalmaktadir (Donley,
2019; Schiavi et al., 2021). Bunun sonucunda, bitki korumada kimyasal
pestisitlere alternatif olarak biyolojik kontrol elemanlar1 ile hastalik kontrolii
giderek artmakta ve kismen kimyasal pestisitlerin yerini almaya baslamaktadir
(Wu et al., 2015). Biyokontrol yaklagimlari, bagimsiz olarak tek kullanilabilecek
onlemler olabilecegi gibi pestisit veya dayanikli cesitlerin kullanimi ile birlikte
gerceklestirilebilecek entegre yaklasimlarda onemli bir rol oynayabilmektedir
(Jensen et al., 2016). Biyokontrol elemanlarinin, siirdiiriilebilir, giivenli ve etkili
bir tarim sistemi gelistirmesinde, biyopestisit olarak kullanilmasinin yaninda

biyogiibre olarak degerlendirilme potansiyeli de biiyiiktiir (Afzal et al. 2019).

Bitki hastaliklarinin biyolojik kontrolii, genellikle bir bakteri, fungus, viriis
veya bunlarin bir karisimini iceren biyokontrol elemanlarinin bitkiye veya topraga
uygulanmastyla hastaligin 6nlenmesidir (O’Brien et al., 2017). Biyokontrol;
yararli mikroorganizmalar arasindan patojenlere karsi oldukga etkili olan ve yapay
ortamda cogaltilabilen izolatlar secilerek gerceklestirilir. Bazi durumlarda,
antagonistin canli hiicreleri olmadan sadece secilen mikrobiyal organizmalar
tarafindan {iretilen antimikrobiyal metabolitler ile de miicadele gergeklestirilir
(K&hl et al., 2019). Ozellikle bitki korumadaki yeni yaklasimlar arasinda, canl
bakteri hiicreleri veya bunlarin metabolitlerini igeren biyolojik iirlinler ilgi
¢cekmektedir (Maksimov et al.,, 2020). Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus
cinslerine ait ¢esitli bitki gelisimini tesvik eden rizobakteri (PGPR) irklari,

biyogiibreleme ve biyokontrol etmenleri olarak kullanilan formiile edilmis iirlinler



seklinde ticari olarak mevcuttur ve PGPR tabanli ticarilestirme hizla yiikselen
trenddedir (Goswami et al., 2016). Su anda, faaliyetleri tarihsel olarak kimyasal
pestisitlerin  gelistirilmesi ve ticarilestirilmesine odaklanan bir¢ok sirket,
halihazirda gelismekte olan veya mikroorganizma bazli pestisitler gelistirme

potansiyeline sahip kiigiik sirketleri satin almaktadir (Pawlikowska et al., 2019).

Biyolojik kontrol elemanlari, antibiyosiz, yer ve besinler i¢in rekabet,
parazitizm, ekstraselliiler proteinlerin iiretimi (hiicre duvarini pargalayan enzimler
gibi) ve patojenisite faktorlerinin degredasyonu gibi dogrudan veya bitki savunma
yanitlarinin indiiklenmesi gibi dolayli etki mekanizmalarini kullanarak patojen
poplilasyonlarmin  ¢ogalmasin1  smirlandirabilir ve bitkileri hastaliklardan

kaynaklanan zararlardan korur (Jensen et al., 2016).

Bitkiler maruz kaldiklar1 biyotik ve abiyotik streslere kars1 fiziksel ve
kimyasal ¢esitli savunma stratejileri gelistirmislerdir. Bitki yilizeyinde yapisal
olarak bulunan 6nceden olusturulmus fiziksel bariyerler ile (balmumu tabakalari,
sert hiicre duvarlari) oncelikle patojenin bitkiye girisi 6nlenmeye ¢aligilir. Ancak
bir patojen fiziksel savunma katmanlarinin istesinden gelmeyi basarirsa,
mikrobiyal kolonizasyonun ilerlemesini sonlandiran etkili bitki immiin sistemi ile
karsilasmak zorundadir. Memelilerden farkli olarak, bitkiler hem dolasim sistemi
hem de 6zellesmis bagisiklik hiicrelerine sahip degildir. Bu nedenle adaptif bir
bagisiklik sistemleri yoktur (Nishad et al., 2020). Bitkinin dogustan gelen immun
sistemi, patojen varligini saptamak ve patojenin saldir1 mesajini iletmek igin
bulunan ¢ok sayida reseptore bagli c¢aligmaktadir. Hiicre dis1 sinyallerin
algilanmasi, hiicrelerin plazma membranindaki Patern Tanima Reseptorleri
(Pattern-Recognition Receptors (PRR)) ile gergeklesirken, sitoplazmik tehlike
sinyallerinin taninmasi, Nibblers (NB-LRR reseptorleri) diren¢ proteinleri gibi
sitoplazmik sensorlere baghdir (Andolfo and Ercolano, 2015). Bitkilerin
molekiiler savunma stratejileri, 1ki katmanli PTI/ETI zikzak modeli ile
aciklanmistir (Jones and Dangl, 2006). Bitki immiin sisteminin ilk katmani, hiicre
yiizeyinde lokalize olan patern tanima reseptorleri (PRR'ler) araciligiyla biiyiik bir
mikroorganizma grubunda bulunan mikropla iligkili molekiiler yap1 (Microbe-
associated molecular patterns (MAMPSs), patojen iligskili molekiiler yap1

(Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)) ve hasar iligkili molekiiler



yap1 (Damage- associated molecular patterns (DAMPs))’larin taninmasi iizerine
tetiklenir ve paternin tetikledigi immiinite (pattern—triggered immunity (PTI)
olarak adlandirilir (Nishad et al., 2020). PTI, patojen saldirisinin1 azaltmada ve
bitki yapragindaki endofitik yaprak mikrobiyotasinin homeostazini siirdiirmede
onemli bir rol oynar. Bircok patojen tarafindan salginan efektorler, saldir1 ve
cogalmay1 kolaylastirmak ve konuk¢u immiinitesini baskilamak ig¢in bitki
hiicrelerine ve apoplasta iletilir. Patojen virlilansiyla miicadele etmek igin bitkiler,
efektorlerin taninmasi tizerine, bitkiler ETI olarak bilinen ikinci ve genellikle daha
giliclii bir immiinite sinyalini aktive eder. (Yuan et al., 2021). Bu immdiinite
yanitlarinin aktivasyonu, patojen saldirilarinin baskilanmasina yol agan bir dizi

karmasik sinyal olayini tetikler.

Bitki savunma stratejileri dogustan gelirken, bazi durumlarda patojene,
yararli mikrop veya mikrop bazli bir bilesik/metabolite yanit olarak uyarilabilir
(Pieterse et al., 2014; Mhlongo et al., 2018). Bitkide uyarilmis dayaniklilik
(Induced resistance (IR)) mekanizmalari, spesifik tanima reseptorleri tarafindan
taninan uyaranlar tarafindan tetiklenir. Tipik taninan uyaricilar, saldiran patojene
kars1 konukgu dayanikliligini artirmak icin bitkide savunma yollarini indiikleyen
PAMP'lardir. Dayaniklilik, saldirtya ugrayan dokuda lokal olarak indiiklenebilir
veya sinyal yoluyla bitkiye yayilabilir. Bu savunma yaniti, nekrotizan patojenlerin
uyaranina dogrudan bir tepkidir ve Sistemik Kazanilmis dayaniklilik (Systemic
acquired resistance (SAR)) olarak tanimlanmistir. Tiim bitkinin bir¢ok patojene
kars1 gelismis savunma kapasitesinin yararli mikroplar tarafindan indiiklendigi
sekli uyarilmis sistemik dayaniklilik ISR olarak karakterize edilmistir (K6hl et al.,
2019).

Bitkiler, sesil dogalar1 geregi biyotik ve abiyotik streslere karsi ¢cok ¢esitli
hayatta kalma ve adaptasyon stratejileri gelistirmistir. Bu nedenle, bitkiler stres
“hafizas1” yaratma yetenegine sahiptir. ‘Priming’ olarak da bilinen ‘stres hafizas1’
daha sonraki bir strese kars1 artan dayanikliliga yol agan ilk strese maruz kalmanin
neden oldugu genetik veya biyokimyasal modifikasyonlar olarak tanimlamaktadir
(Borges et al., 2014). Priming bir diger deyisle ‘hazirlanma’, bitkilerin biyotik
veya abiyotik strese maruz kaldiktan sonra daha hizli ve/veya daha giiglii yanit

vermesini saglayan fizyolojik bir duruma yol agan bir mekanizmadir. Bu



"Hazirlanmis" durum, savunma yanitinin artan, daha etkili aktivasyonu ve zorlu
strese karsi gelistirilmis dayaniklilik ile iligskilendirilmistir. Priming ile savunma
yanitlarinin  dogrudan aktivasyonundan ziyade, savunma yanitin1 indiikleyen
sinyallerin algilanmas1 veya amplifikasyonu gerceklesir (Aranega-Bou et al.,
2014). MAMP'larin algilanmasi, patojen kaynakli efektorlerin taninmasi veya
yararli mikroplar tarafindan kolonizasyonun, bazi dogal veya sentetik bilesik
uygulamalar1 veya yaralanma yoluyla bitkide priming indiiklenebilir (Conrath,

2011).

Bitki immiinite yanitlari, litik enzimlerin (kitinazlar, glukanazlar ve
proteazlar), antimikrobiyal proteinlerin (defensinler) veya sekonder metabolitlerin
(fitoaleksinler) tiretimi, savunma hormonu sinyallemesi ve patogenezle iliskili
(PR) proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonel aktivasyonu, fosforilasyon
olaylari, reaktif oksijen tiirlerinin birikimi (ROS) gibi siirecleri igerir (Niirnberger

etal., 2004).

2020 yilinda Tirkiye’de toplam 25,3 milyon ton meyvesi yenen sebze
grubuna ait tarimsal {rlinler yetistirilmistir. Domates (Solanum lycopersicum L.),
bu tarimsal {riinler arasinda, 13,2 milyon ton iiretimi ile %42,3’liikk paya sahip
onemli meyvesi yenen sebzelerdendir (TUIK, 2020) ve sebze endiistrisinde biiyiik
bir paya sahiptir. Bununla birlikte domates iiretimi, verim ve kalite kayiplarina
neden olan bir¢ok biyotik faktorden etkilenir. Bunlar arasinda ekonomik kayiplara
neden olan Onemli bir kismini bakteriyel hastaliklar olusturmaktadir. Dort
Xanthomonas tiiriiniin  (Xanthomonas perforans, Xanthomonas. gardneri,
Xantohomonas euvesicatoria ve Xanthomonas vesicatoria) neden oldugu
bakteriyel domates lekesi, diinya genelindeki domates yetistirme alanlarinin en
ciddi ve yikici hastaliklarindan birisidir (Sharma and Bhattarai, 2019). Bakteriyel
leke i¢in geleneksel kontrol ydntemleri; bakir bazli kimyasal pestisit
uygulanmalarmi ve dayanikli ¢esit kullanimini igerir (Sahin and Miller, 1998).
Ancak, bakteriyel lekeye dayanikli kabul edilebilir farkli yabani hat ve domates
cesitleri ile yapilan 1slah ¢aligmalart biiyiik 6l¢lide basarisiz oldugundan, su anda
yetistiriciler i¢in dayanikli domates c¢esitleri mevcut degildir (Sharma and
Bhattarai, 2019). Ayrica, hastalifa kars1 kullanilan bakirli preparatlara karsi
etkinlik, patojen evrimi nedeniyle hizla azalmaktadir (Martin et al., 2004; Abbasi



et al., 2015). Etmenin bakir toleransinin artmasi sonucu, son zamanlarda
bakteriyel leke ile miicadele se¢enekleri, kii¢iik molekiillii bilesikler (Qiao et al.,
2021) ve nanomateryaller (Liao et al., 2019) gibi farkli kimyasal yaklasimlar ve
biyokontrol iizerine odaklanmistir. Alternatif kimyasal yaklasimlarin umutvar
sonuglar vermesine ragmen fitotoksik etkilerinin giderilmesi i¢in ek optimizasyon
calismalarina ihtiyaci vardir ve heniiz ¢evresel etkileri bilinmemektedir (Paret et
al., 2013).

Yillar gectikge, patojen kontrolinde kimyasal pestisit kullaniminin
cevresel bir tehlike olusturdugu ve gida zincirinde toksik maddelerin birikmesine
neden oldugu bulunmustur. Bu sebeplerle ¢evre dostu bir alternatifin
benimsenmesi zorunlu olmaktadir. Bitkilerin hastalik yonetiminde kimyasal
pestisit kullanimint en aza indirmek ve {irlin verimini arttirabilmek igin;
biyokontrol elemanlarinin tanimlanmasi ayrica biyotik strese karsi dayaniklilik
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi ¢ok dnemlidir (Enebe and Babalola, 2019).
Biyokontrol elamani-patojen-bitki interaksiyonunun anlasilmasi, bitki gelisiminin
ve biyokontrol verimliliginin bilime dayali iyilestirilmesi agisindan oldukca
onemlidir. Ayrica bu interaksiyondaki etki mekanizmalarinin anlasilmasi,
muhtemel yeni biyokontrol elemanlarinin tescil siirecinde risk degerlendirmesi

icin de bir gereklilik olusturmaktadir (Jensen et al., 2016).

Bu ¢alismasinin amaci; domateste bakteriyel leke hastali§ina neden olan X.
euvesicatoria’a kars1 yararli endofit ve epifit bakterileri kullanarak biyokontrol
olanaklarini arastirmaktir. Calisma ii¢ ana boliimden olusmaktadir. Birinci
boliimde; Saglikli domates bitkilerinden X. euvesicatoria’a karsi yararli endofit ve
epifit bakteri izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Ikinci boliimde;
in vitro bitki gelisimini arttirma ve biyokontrol testlerinde basar1 saglayan aday
izolatlarinin in vivo’da biyokontrol potansiyelleri ve bitki gelisimi parametreleri
arastirilmistir. Ugiincii boliimde, secilen en basarili bakteri ile tohuma bioprimingi
gerceklestirilerek uyarilan bitkilerde, X. euvesicatoria enfeksiyonu ile birlikte bazi

bazal savunma yanitlari molekiiler diizeyde arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Fitomikrobiyom ve Yararh Bakteriler

Bitkiler evrensel ve siirekli olarak kendi habitatlar1 iginde bulunan
mikrobiyal topluluklar (mikrobiyomlar) ile yasarlar (Mueller and Sachs, 2015).
Mikrobiyom tanimini bazi arastiricilar; belirli bir habitattaki mikroorganizmalarin
genom kiimeleri olarak ifade ederken (Bulgarelli et al., 2013) bir¢ok aragtirmact
belirli bir habitatta kolonize olan mikrobiyal topluluklar biitiinii (Orozco-
Mosqueda et al., 2018) olarak tanimlamaktadir. Bu konukgu ile iligkili mikrobiyal
topluluklar (mikrobiyomlar) konukg¢u yiizeylerinde gelisir, birgok doku tipinde
yasar ve hem hiicreler arasi hem de hiicre i¢i konukgu habitatlarin1 kolonize eder

(Mueller and Sachs, 2015).

Son yillarda yapilan biyolojik arastirmalar, konukgu ile iligkili mikrobiyal
topluluklarin (mikrobiyom) cok hiicreli organizmalarin sagligi i¢in ¢ok biiyiik
oneme sahip oldugunu gostermistir. Bitkilerde kolonize olan mikrobiyal
topluluklar onlar1 patojen enfeksiyonlarina karsi koruyabilir (Berg et al., 2005).
Bitki rizosferi veya herhangi bir hayvanin bagirsaginda konukgusu ile iligkili
olarak gelisen mikrobiyal topluluklar kendi konukgularinin saghigini etkileyebilir
(Haney et al., 2015). Bu nedenle bitki mikrobiyomu igerisinde bulunan muhtemel
yararh tiirler bitki saglig1 acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Fitomikrobiyom;
bitki ile iligkili, kokler, siirgiinler, yapraklar, ¢igekler ve tohumlar gibi bitkinin
farkl1 dokularinda yasayabilen, gelisebilen ve bunlarla etkilesime girebilen
mikrobiyal topluluklar olarak tanimlanabilir (Orozco-Mosqueda et al., 2018).
Tarla kosullarinda biiyiiyen bir bitkinin sadece tek bir birey olarak degil, topluluk
oldugunu ve bitkilerin iligkili oldugu mikrobiyal topluluklarin kosullarinin
tyilestirilmesinden ayn1 zamanda potansiyel olarak zararli olanlarin varligini en

aza indirmesini kontrol etmelidir (Smith et al., 2017).

Fitomikrobiyomlar, bakteri, fungus, protozoa, arkea ve virtisler de dahil
olmak {izere birkag farkli organizmadan olusur ancak bu mikrobiyal topluluklar
arasinda genellikle bakteriler daha dominant bir sekilde var olmaktadir (Mueller
and Sachs, 2015). Bitki mikrobiyomlari; (i) Rizosfer (mikrobiyal topluluklarin
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yiksek konsantrasyonlarda bulundugu ve bitki eksiidatlarindan etkilendigi dar bir
toprak bolgesi), (i1) Fillosfer (bitkinin toprak {stii dokularimin yiizeyi ve
apoplast1), (iii) Endosfer (endofitik mikrobiyal topluluklarin yasadigi bitki
dokularinin i¢ bolgeleri), ve (iv) Rizosfer disindaki yigin toprakta (kok
metabolitlerinin mikrobiyal topluluklar etkileyemedigi, ancak bu topluluklarin
yine de bitki kokleri {izerinde bir miktar etki yaratabildigi rizosferin disindaki

toprak) yasarlar (Orozco-Mosqueda et al., 2018).

2.1.1 Rizomikrobiyom

Karasal bitkiler tarafindan karsilasilan en karmasik kimyasal, fiziksel ve
biyolojik etkilesimlerden bazilari, kokler ve rizosfer arasinda meydana gelen
etkilesimlerdir. Rizosferdeki bitki koklerini igeren etkilesimler arasinda kok-kok,
kok-bocek ve kok-mikroorganizma etkilesimleri bulunur (Bais et al., 2006). Son
yillarda, bu farkli etkilesim ve sinyalizyon mekanizmalar1 bilimsel caligsmalar ile

anlagilmaya calisilmaktadir.

Bitki koklerini ¢evreleyen ve bitki kok salgilarindan dogrudan etkilenen
dar toprak bolgesi olan tanimlanan rizosfer, ¢ok sayida mikroorganizma ve
omurgasiza ev sahipligi yapar ve diinya iizerindeki hareketliligin en fazla oldugu
ara bolgelerden biri olarak kabul edilir. Rizosfer mikrobiyotasinda bulunan
organizmalarin, agroekosistemdeki bitkilerin biiylimesi, beslenmesi ve sagligi

iizerinde derin etkileri olabilir (Philippot et. al, 2013).

Biyolojik ¢esitlilik rezervleri agisindan toprak mikrobiyal topluluklari
genis bir yayilim gosteriler ve 30.000'den fazla prokaryotik tiir icerebilirler.
Bitkiler kok ve topragin bulundugu ortak yiizeyde (rizosferde) fotosentetik
karbonlarinin %21'ine kadarmi disar1 atarlar, bdylece mikrobiyal topluluklar:
beslerler ayrica aktivitelerini ve gesitliliklerini etkilerler (Mendes et al., 2011).
Bitkiler ve rizosfer mikroorganizmalar1 arasindaki etkilesimle ilgili caligmalar
patojenler, simbiyotik azotu fikse eden bakteriler ve mikorizal funguslar iizerine
odaklanmistir, ancak diger toprak mikroorganizma gruplarinin bitki biiylimesini
ve sagligini etkileyebilecegine dair kanitlar vardir (Jambhulkar et al., 2015;
Remigi et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452219819302046#bib100

Rizosferdeki bakteri popiilasyonu, rizosfer disindaki yigin topraga gore
100-1000 kat daha fazladir. Bunun nedeni, bu tiir bakterilerin kok eksiidatlarini
verimli bir sekilde farkli formlara doniistiirmek ve kullanmak i¢in metabolik ¢ok
yonliiliige sahip olmasidir. Genel olarak, rizosfer bakterilerinin yaklasik %2-5'i
bitki  biiylimesini tesvik eder. PGPR’larin  ¢ogunlugu Acinetobacter,
Agrobacterium,  Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus, Pseudomonas, ve

Bacillus cinsine baglidir (Goswami et al., 2016).

Bitkinin kokii veya yakin c¢evresini igeren rizosferinde, bol miktarda
bakteri vardir ve kok yilizeyinin %15' cesitli bakteri tiirlerine ait mikrobiyal
popiilasyonlarla kaplidir (Goswami et al.,, 2016). Cogunlukla bakteriyel
popiilasyonlar, mikro koloniler seklinde bulunurlar. Bu rizobakterilerin bazilari
sadece bitki kokil tarafindan salgilanan besinlerden faydalanmakla kalmaz, ayni
zamanda bitkiyi dogrudan veya dolayli bir sekilde olumlu yonde etkiler, bu da
bitki biliylimesinin uyarilmasina neden olur. Bu bitki biiylimesini tesvik eden
rizobakteriler (PGPR) faydali etkilerine gore siniflandirilabilir. Makro ve mikro
besinleri ¢oziinilir hale getiren ve bitkiler i¢in biyolojik yararlanimini artiran.
organik asitleri ve diger ikincil metabolitleri salgilayarak biyogiibre olarak
kullanilirlar. Azot ve fosfor, bitki biiylimesi i¢in gerekli makro besin
maddelerinden ikisidir. PGPR’lar havanin serbest azotunu topraga baglayarak,
topraktaki azot miktar1 sinirlandiginda bitki biiylimesini arttirabilir. Bitkiler i¢in
topraktaki fosfor yiiksek oranda kullanilabilir degildir. Yararli mikroorganizmalar,
sitrik, glukonik ve malik asit gibi organik selatorler araciligiyla fosforu harekete
gecirir. Bu asitlerin salgilanmasi, toprak pH'inda bir diisiise ve bitkinin
yararlanabildigi HPO4 iiretimine neden olur. Fitostimiilator olarak PGPR’lar,
oksinler, sitokininler, gibberellinler, etilen ve absisik asit gibi bes ana fitohormon
tretiminin kontrolii ile bitkilerin biiylimesini dogrudan tesvik edebilir. Ayrica
cesitli patojenik organizmalarin farkli boliimlerini degrede eden enzim gibi
antibakteriyel ve antifungal bilesikler salgilayarak biyokontrol elemani olarak,

bitkileri fitopatojenik organizmalarin enfeksiyonlarina kars1 koruyabilir.

Inokulant olarak tarimsal iiretimde PGPR'lerin biiyiik 6lcekli uygulanmast,

genellikle cevreyi kirleten kimyasal giibre ve pestisit kullanimin1 6nemli Slgiide
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azaltacag ic¢in cazip olacaktir. Buna ek olarak, PGPR'lerin uygulanmasi tarimsal
drlinlerin  verimliligini artiracak ve boylece biiyiiyen diinya niifusunun
beslenmesine yardimci olacaktir. PGPR’lar piyasaya siirlilmesi giderek
artmaktadir. Ancak, bu PGPR izolatlarinin, yararl etkilerinin molekiiler temeli ve
bu oOzelliklerin biyotik ve abiyotik faktérlerden etkilenme mekanizmalar
anlasilirsa, optimal olarak kullanilabilir olacaktir (Bloemberg and Lugtenberg,
2001; Lucke et al. 2020).

2.1.2 Filomikrobiyom

Filosfer, bitkilerin toprak dstii kisimlarmi igeren ve yapraklarin
hakimiyetinde olan bélgeleridir (Vorholt, 2012). Filosferde kolonize olan niifusa
epifit denir (Lindow and Brandl, 2003). Bakteri, fungus ve mayalar1 igeren
mikrobiyal epifitler veya epifitik mikroorganizmalar, bitki yapragi ve meyve
yiizeylerinde hayatta kalabilen ve gelisebilen olarak da tanimlanabilir (Leveau,
2006). Filosfer, bakteri (Mazinani et al., 2017), fungus (Fiss et al., 2000) ve maya
(Sipiczki, 2006; Wang et al., 2016), protistler (Flues et al., 2018), algler (Zhu et
al., 2018) ve bakteriyofajlar (Balogh et al., 2018) dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli

organizmalar tarafindan kolonize edilir.

Tomurcuk ve ¢igek kolonistleri hakkinda bazi arastirmalar yapilsa da,
filosfer mikrobiyolojisi  lizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu yapraklara
odaklanmigstir. Bakteriler, en yogun popiilasyonda olan yaprak kolonistleridir ve
yaprak yiizeyinde ortalama 10° ile 107 hiicre/cm? (en fazla 108 hiicre/gram kadar)
sayilarda bulunurlar (Lindow and Brandl, 2003). Filosfer bakterilerinin biiyiik bir
boliimiinii Proteobacteria filum’una bagh tiirler olusturur iken, bunu Firmicutes,
Actinobacteria ve Bacteriodetes filumuna bagl iiyeler izler (Delmotte et al., 2009;
Knief et al., 2012; Rastogi et al., 2012). Filosferdeki fungus popiilasyonunun
toplam boyutu heniiz tahmin edilmemistir, ancak bakteriyel popiilasyona gore

daha diisiik olmas1 beklenmektedir (Vorholt., 2012).

Tek yillik bitkiler yasam dongiilerini tek bir biiylime mevsiminde
tamamlarken, ¢ok yillik yaprak doken bitkiler her yil benzer zamanlarda yaprak

olusturur ve dokerler, yaprak dokmeyen bitkiler ise; yaprak degisimlerini yil
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boyunca sirayla gercgeklestirirler. Sonug olarak filosfer, toprakta bitki koklerinin
etrafindaki alani olusturan rizosferin aksine, kisa omirlii bir ortam olarak kabul
edilebilir. Mikrobiyal epifitler atmosfer ile siirekli bir iliski igerisindedir, boylece
dogrudan giines 1s18indan ve dolayli olarak bitki metabolizmasindan etkilenirler.
Ayrica, bitkinin epidermal hiicrelerini kaplayan hidrofobik mumsu kiitikiil, suyun
buharlagmasini ve bitki metabolitlerinin sizmasini azaltir, boylece oligotrofik bir
ortamla sonuglanir (Vorholt., 2012). Filosferde bulunan epifitik mikrobiyal
yogunluk ¢esitli biyotik ve abiyotik faktorlere bagli olarak degiskenlik gdsteren
bir degerdir (Leveau, 2006). Yaprak bakteri topluluklarinin biiyiik bir kismi
ornegin toprakda yerel olarak korunur ve filosfer ¢esitliliginin 6nemli bir kaynagi
olarak rol oynar. Bununla birlikte, filosfer bakterilerinin kii¢iik bir kismini
kaynagin1 hava ve diger bitkiler olusturur. Toz pargaciklari, bitki artiklart ve
polenler ile biitlinlesen epifitler, riizgar erozyonu ve yagmur damlalarinin
sigramastyla uzun mesafeler dagilabilirler (Shakir et al., 2021). Ayrica yayilmada

bocek vektorleri de etkili olabilmektedir (de Vega and Herrera, 2013).

Genel olarak, epifitler biyofilm benzeri biiyliyerek kolonilesirler. Bakteri
kiimelesmelerinin en yogun oldugu bdlgeler, yaprak sizintilar1 kaynakli besin
acisindan daha zengin bdlgeler olduklarindan dolayi, trikomlar, damarlar ve
epidermal  hiicre alanlaridir. Dis  kiitikiiliin -~ varhigt  ve  fizyolojisi,
mikroorganizmalarin bu bdlgeleri kolonilestirmesine yardimer olur. Kiitikiil
tabakasinda alifatik bilesiklerin varligi, yaprak yiizeyinin fizikokimyasal
ozelliklerini  belirleyerek = mikroorganizmalarin  yapigmasmi  kolaylagtiran
gecirgenlik ve 1slanabilirlik saglar. Bu bolgenin su gecirgenligi, epifitlerin hayatta
kalmasi1 ve biiyiimesinde hayati bir rol oynar. Besinlerin suyla birlikte siiziilmesi
sonucu daha yiiksek su ve besin penetrasyonuna sahip yaprak ylizeyi olusmasi,
bakteri topluluklar1 tarafindan yogun sekilde kolonizasyon gerceklesmesi ile

sonuglanir (Sivakumar et al., 2020).

2.1.3 Endofit organizmalar

Endofitler, bitkilerin canli dokularinda, goriiniiste olumsuz etkiler
vermeden biiyliyen fungus veya bakterilerdir. Yeryliziindeki yaklagik 300.000

kara bitki tiriiniin her birinin bir veya daha fazla endofit tiirii icerdigi
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distiniilmektedir. Bu beklenen cesitlilige ragmen, bu organizmalarin ¢ok azi
karakterize edilmistir. Bir¢cok endofit, diger organizmalarin biiylimesini
engelleyen biyoaktif dogal iiriinler yapar ve bazi durumlarda bitki tarafindan
iretilen ayni savunma amagli dogal {lirlinleri sentezleme yetenegi kazanirlar.
Sonug olarak, endofitler tipta, tarimda ve endiistride kullanilmak iizere potansiyel

yeni tirtinler kaynagidir (Smith et al., 2008).

Bakteriyel endofitler ‘Canli bitki dokularinda, siirekli kalicilik saglamanin
yaninda 0nemli bir zarar vermeden veya fayda saglamadan yasayan bakteriler’
olarak tamimlanmislardir (Hallmann et al., 1997). Endofit mikroorganizmalar
genellikle rizosferden veya filosferden gelmektedir ve bitkilere dogal agikliklar
veya yaralar yoluyla girerler ve ayrica seliilaz, pektinazlar ve proteinaz gibi farkli
enzimler kullanarak bitki hiicre duvarmi ¢ozer ve bitkiye penetrasyon
gerceklestirirler. Rizosferden bitkiye giris yapan bakteriler, kok ucundaki ilk
kolonizasyondan sonra, yukari dogru go¢ ederler ve koloni olusumu i¢in farkli

bitki dokularina ulasirlar (Rana et al., 2020).

Endofitik bakteriler, agronomik iiriinleri, ¢cayir bitkilerini, yabani ve ¢ok
yillik bitkileri iceren cesitli bitki konukcularindan ayrica kok, gdévde, yaprak,
tohum, meyve, ovill ve yumru gibi bitkinin bir¢cok farkli kismindan izole
edilmistir. Ozellikle koklerin, yer iistii dokulara kiyasla daha fazla sayida
bakteriyel endofite sahip oldugu belirlenmistir (Afzal et al., 2019). Genel olarak;
o, B ve vy-Proteobacteria simiflarini iceren, Proteobacteria subesine bagl
endofitlerin dominant tiirler oldugu bildirilse de, Firmicutes ve Actinobacteria
iyeleri de devamli olarak endofitlerin belirlendigi siflar arasindadir.
Bacteroidetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia ve Acidobacteria gibi diger
smiflar endofitler olarak daha az bulunur. En yaygmn bulunan bakteriyel
endofitler:  Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,  Stenotrophomonas,

Micrococcus, Pantoea, Microbacterium cinslerine baglidir (Santoyo et al., 2016).

Konukgu ile iligkili mikroorganizmalar, konuk¢usunu cevre araciligiyla
horizontal (yatay) olarak veya ebeveynden yavruya vertikal (dikey) olarak
aktarilabilir. Bitki dokularinin iginde yasayan endofitik mikroorganizmalar,

genellikle tohumlar araciligiyla vertikal veya atmosfer araciligiyla horizontal
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olarak taginabilir. Belirli endofit fungus gruplari i¢in (Epichlo€ ve Neotyphodium
fungal endofitleri) tohumlar yoluyla vertikal tasinmasi yaygin iken, ¢ogu
bakteriyel endofitin muhtemelen yatay olarak iletildigi diistiniilmektedir. Bunun
nedeninin birincisi, steril kosullar altinda yetistirilen tohumlar ve fidelerdeki
bakteri ¢esitliligi tipik olarak toprakta yetisen bitkilerdeki cesitlilikten daha
diisiiktiir, bu da endofitlerin ¢cogunun ¢evreden elde edildigini diisiindiirmektedir.
Ikincisi, endofitlerin yararli 6zellikleri genellikle birbirleri ile uzaktan akraba olan
bitkilere de aktarilabilmektedir ve bakteriyel endofitlerin bir¢ok harbitata
gelisebilen genel organizmalar oldugu kabul edilir (Frank et al., 2017).

2.2 Yararh Bakterilerin Biyolojik Kontroldeki Rolii

Yararli bakteriler, bitki biiylimesinin dogrudan gelistirilmesinde, biyotik
ve abiyotik (Tiwari et al., 2016; Khan et al., 2016) streslerin azaltilmasinda,
tarimsal {rlinlere besin saglanmasi, fitohormon iireterek bitki biiylimesinin
uyarilmasi,  toprak  yapisimin  iyilestirilmesi,  inorganik  bilesiklerin
biyoakiimiilasyonu ve ayrica biyoremediasyona kadar degisen bir dizi olayda rol
oynar (Mahmood et al., 2016) Yararli bakteriler, bitki patojenlerinin biyokontrolii
icin tarmmsal iriinlere uygulanir ve burada cesitli mekanizmalar araciligiyla
hareket ederler. Bu mikrobiyal biyolojik kontrol elemanlari, hedeflenen patojen
ile ekolojik bir nig veya substrat icin rekabet olusturarak veya patojenin optimum
gelisebilmesi icin gerekli kosullar1 inhibe edici alelokimyasallar1 {ireterek
dogrudan ya da konukcu bitkide genis patojen spektrumuna karsi direnci
indiikleyerek dolayli yoldan bitkiler ile etkilesime girerler (Compant et al., 2005,
Kohl et al., 2019). Oncelikle yararli bakteriler arasinda sinyal veren bilesikler
araciligiyla bir sekilde iletisim kurulur ve boylelikle yararli bakterilerin biyofilm
olusumu ile birlikte bitkinin patojene karsi, dogrudan veya dolayli olarak
savunmasinin hazirlanmasina veya dayanikliligin indiiklenmesi ile sonuglanan bir

dizi metabolik olay diizenlenir (Mhlongo et al., 2018).

2.2.1 Ekolojik bir yer ve substrat i¢in rekabet

Bitki patojenlerinin ¢imlenmesi ve biiylimesi besin alimina baglhdir

(Agrios, 2005). Kok yiizeyi ve gevreleyen rizosfer, onemli karbon merkezleridir.
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Bu bolgelerde fotosentez ile olusmus molekiil varligi %40’a varan oranlarda
yiiksek olabilir (Compant et al., 2005). Bitki kokleri, organik asit, amino asit,
sekerler, vitamin, fenolik, flavonoid bilesikleri i¢eren ¢esitli besinler salgilar. Bu
maddeler, toprakta bulunan mikroorganizmalar i¢in temel besinlerdir (Dakora and
Phillips 2002). Bu nedenle, kok yiizeyleri boyunca, fitopatojenler de dahil olmak
iizere cok cesitli mikroorganizmalari ¢eken ¢esitli uygun besin agisindan zengin
nigler vardir (Compant et al., 2005). Mikroorganizmalarin yasam dongiilerinin
onemli bir boliimiinde bu eksojen besinlere olan bagimlilig1 nedeniyle; patojen ve
yararlilar arasinda olusacak besin ve yer rekabeti temel biyokontrol
mekanizmasini olusturmaktadir. Potansiyel biyokontrol elemanlari; bu tiir nisleri
isgal edebilmeli, hayatta kalabilmeli ve bitki ylizeylerinde ve bitki kalintilarinda
sekerler, bitki eksiidatlar1 gibi patojen enfeksiyonu igin gerekli olan besin
kaynaklarim1 hizla tiiketebilmelidir, bdylece patojen popiilasyonu azalacaktir
(Kohl et al.,, 2019). Filosferde, ¢ok daha diisiikk karbon varligi nedeniyle
mikrobiyal varlik sinirli olmasina ragmen (Mercier and Lindow, 2000), muhtemel
filosfer topluluklar1 arasindaki karbon rekabeti de biyokontrol agisindan 6nemli

rol oynamaktadir (Innerebner et al., 2011).

Buz ¢ekirdegi olusturan Pseudomonas syringae irklarinin kontroliine karsi
epifitik bakteriler ile yapilan ¢alismada, antibiyosiz mekanizmasimin énemli bir
ozellik olmadiginin (Lindow, 1988) belirlenmesi iizerine P. syringae popiilasyon
biiyiikliigiiniin karbon kaynaklar1 icin rekabet ile daha fazla sinirlandirilabilecegi
gozlemlenmigtir (Wilson, and Lindow, 1994a). Bunun sonucu, biyokontrol
etmeninin etkinliginde, patojen ve biyokontrol etmeni arasindaki beslenme
benzerligi ile belirlenecegi hipotezi ile nis kesisme indeksi (The niche-overlap
index (NOI)) olusturulmustur. Epifitlerin ekolojik benzerligi, in vitro karbon
kaynagi kullanim profillerinden tiiretilen NOI ile tahmin edilmistir. Hedef
patojene gore yiliksek NOI' ye sahip bir epifit bakterinin, daha yiiksek oranda
karbon kaynaklarmmi kullanarak hedef patojenin Onlenmesinde etkili olacagi
belirlenmistir (Wilson and Lindow, 1994b). Yapilan bir calismada, fasulyenin
filosferindeki Pseudomonas syringae ve patojenik olmayan epifitik tiirlerin
(Pseudomonas fluorescens, Pantoea aglomerans, Stenotrophomonas maltophilia
ve Methylobacterium organophilum) birlikte yasama seviyeleri; izogenik bir P.

syringae izolat1 ile gozlemlenenden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ekolojik
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benzerligi, NOI ile belirlenen epifitlerin bir arada bulunma seviyesi, izolatlarin
ekolojik benzerligi ile ters orantili oldugu saptanmustir. P. fluorescens ve P.
syringae izolatlar1 bircok karbon kaynagi, S. maltophilia ve M. organophilum
izolatlar1 agirlikli olarak organik asit ancak az sayida amino asit veya karbonhidrat
icin Pseudomonas syringae ile rekabet ettigi belirlenmistir. P. aglomerans
izolatlar1 ¢ogunlukla amino asit ve organik asit i¢in ancak ¢ok az sayida
karbonhidrat i¢in P. syringae ile rekabet ettigi saptanmistir (Wilson and Lindow,
1994b). Baska bir ¢alismada, 36 patojenik olmayan filosfer bakterisinin NOI' si,
P. syringae pv. tomato' nin neden oldugu hastaligi baskilama yetenegi ile
iliskilendirilmistir ve karbon kaynagi kullanimindaki benzerligin hastaligi
baskilama kabiliyetini belirlemede 6nemli oldugu dogrulanmistir (Ji and Wilson,
2002).

Filosferdeki bakteriyel topluluklarinda bazi cinslerin 6zel besin kullanim
kosullar1 gibi nedenlerle yayginliklar1 daha fazladir. Siklikla bulunan bakteriyel
cinslerin Methylobacterium, Sphingomonas ve Pseudomonas oldugu saptanmustir.
Methylobacterium spp. metanol gibi tek karbonlu bilesikleri metabolize ederek
diisiik besinli ortama uyum saglayabilmesi, Sphingomonas spp. ¢ok ¢esitli karbon
kaynaklarini metabolize ederek besin kitligiyla basa ¢ikabilmesi ve Pseudomonas
spp. daha uygun bolgelere ulasmak icin flagellar motiliteyi kullanabilmesi veya
efektorler araciligiyla hiicrelerden apoplasta su sizdirabilmesi gibi  6zel
adaptasyon faktorlerine sahip olmalart nedeniyle yaygin bulunduklar
belirlenmistir (Legein et al., 2020). Yapilan bir ¢alismada, saglikli dikotil bitkiler
tizerinde yaygin bulunan Methylobacterium ve Sphingomonas izolatlarnin
Arabidopsis thaliana’da Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden oldugu
hastalik kontroliindeki rolii arastirilmistir. Methylobacterium izolatlarinin hastalik
gelisimi tizerinde herhangi bir etkisi gozlenmemistir. Bununla birlikte, ¢ogu
Sphingomonas izolatinin, hastalik semptomlarini baskilayarak ve patojen
biliylimesini azaltarak dikkat c¢ekici bir etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
biyokontrol agisindan basarili olan ve olmayan Sphingomonas izolatlarinin karbon
kaynagi profilleri arasinda farkliliklarin oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak;
substrat rekabetinin bitki koruma agisindan aktif bir rol oynadig: ortaya konmustir
(Innerebner et al., 2011). Arabidopsis thaliana yapraklarinda epifit rekabet

giiclinii aciklamak icin yapilan baska calismada; yaprak ylizeyi bilesikleri ve bu
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bilesiklerin epifitik yasamdaki rolleri belirlenmeye calisilmigtir. Yaprak
yuzeylerindeki baskin karbonhidratlar sakaroz, fruktoz ve glikoz olarak
saptanmistir. Bu  sekerlerin  yogunlugunda, Sphingomonas melonis ve
Pseudomonas syringae pv. tomato tarafindan gergeklesen epifitik yaprak
kolonizasyonundan sonra 6nemli olgiide ve spesifik diisiis gozlemlenmistir. Bu
monosakkaritler ve disakkaritleri metabolize etme yeteneginden yoksun olan
Methylobacterium extorquens tarafindan kolonize edilen yapraklarda seker

diizeyinde azalma goézlenmemistir (Ryffel et al., 2016).

Karbonhidratlar ve karbon kaynaklarmin yani sira; Fe*® iyonlarinm diisiik
¢oziiniirligli nedeniyle kisitl demir varligi, mikrobiyal biiyiime i¢in sinirlayici bir
faktor olabilir. Demirin smirli bulundugu ortamlarda mikroorganizmalar
biliylimelerini saglamak ig¢in, sideroforlar olarak adlandirilan yiiksek afiniteli
demir baglayic1 molekiillerin salgilanmasina dayanan giiglii Fe*® alim sistemleri
gelistirmistir. PGPR sideroforlarinin ayrica topraktaki demir miktarini azaltarak
patojen popiilasyonlarin1 baskilayarak bu temel element igin rekabete neden
oldugu bilinmektedir (Kramer et al., 2020). Misir tohumlarina siderofor iireten
Pseudomonas’larin bakterizasyonu ile gerceklestirilen ¢alismada, demir kisith
kosullar altinda Pseudomonas spp. GRP3A ve PRSg irklar1 Colletotrichum
dematium, Rhizoctonia solani ve Sclerotium rolfsii patojenlerine karsi
antagonistik etki gostermistir ayrica bitki gelisimi ve ¢imlenme yiizdesinde artis

saglamistir (Sharma, and Johri, 2003).
2.2.2 Bitki Patojenlerinin Gelisimini Inhibe Edici Bilesiklerin Uretimi

Yapilan ¢ok sayida ¢alisma, toprak ve bitki ile iligkili bakteriler tarafindan
iiretilen antibiyotikler, enzimler ve ugucular dahil olmak {izere metabolitlerin,
bitki patojenlerinin baskilanmasinda kilit faktorler oldugunu gostermistir

(Raaijmakers and Mazzola, 2012).
2.2.2.1 Siderofor Bilesiklerin Uretimi

Tiim canli hiicreler i¢in en gerekli mikro element demirdir. Cevrede

ozellikle toprakta bol miktarda bulunur ve ¢oziiniirliigii diistiktiir. Demir, bir¢ok
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enzimatik reaksiyon i¢in temel bir kofaktordiir. Demir agirlikli olarak aerobik
ortamda Fe*® olarak bulunur ve reaksiyonda hidroksitler ve oksihidroksitler
olusturur. Her iki formda ¢0zlinemez, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan
kullanilamaz. Mikroorganizmalar, diisiikk molekiiler agirlikli (500-1000 Da) demir

baglayicisi olan, Fe3"'

1 yiiksek afinite ile baglayabilen ve ayrica hiicre dis1 ve
hiicre i¢i olmak tizere iki tiire ayrilan suda ¢oziinilir olan sideroforlar iiretir (Rana
et al., 2020). Kisacast sideroforlar, demir iyonlarinin baglanabilecegi yan
zincirlere ve fonksiyonel gruplara sahip kiiciik peptit molekiilleridir (Olanrewaju

etal., 2017).

Kiiltiire alinmis hemen hemen tiim mikroorganizmalarin sideroforlar
trettigi  bulunmustur ve su anda yaklasik 500 bilinen siderofor yapisi
bulunmaktadir. Mikrobiyal tiirlerin biliylik ¢ogunlugu kiiltiire alinmamis
oldugundan, siderofor yapilarmin gercek cesitliliginin bilinenden ¢ok oldugu
tahmin edilmektedir. Yapisal 6zelliklerine ve ligand tiirlerine bagl olarak, Fenol
katekolatlar, Hidroksamatlar, Karboksilat, Pyoverdine sinifina ait dort ana bakteri
sideroforu ve Rodotorulik asit, Ferrikrom, Fusarininler ait {i¢ sinif fungal siderofor
vardir (Crowley, 2006). En yiiksek afiniteli sideroforu iireten mikroorganizmalar,
rizosferi verimli bir sekilde kolonize ederken, diisiik afiniteli sideroforlar iireten

mikroorganizmalar elimine edilir (Palaniyandi et al., 2013).

Siderofor biyosentezi genellikle demire duyarli Fur proteinleri, genel
diizenleyiciler GacS ve GacA, sigma faktorleri RpoS, PvdS ve Fpvl, N-agil
homoserin lakton gibi quorum sensing otoindiikleyicileri ve bdlgeye 06zgii
rekombinazlar tarafindan diizenlenir (Saraf et al., 2014). Bununla birlikte, baz
veriler, bu genel diizenleyicilerin hicbirinin siderofor iiretimine dahil olmadigini
gostermektedir. GacS ve RpoS, Enterobacter cloacae tarafindan sentezlenen
sideroforlarin seviyesini 6nemli Ol¢iide etkilememistir (Saleh and Glick. 2001).
RpoS, Pseudomonas putida WCS358 izolat1 tarafindan siderofor iiretiminin
diizenlenmesinde yer almadig1 belirlenmistir (Kojic et al., 1999). Demir seviyesi,
pH, demir iyonlarinin formu, diger iz elementlerin varlig1 ve yeterli miktarda
karbon, nitrojen ve fosforum varligr gibi cok sayida cevresel faktor siderofor

sentezini de modiile edebilir (Saraf et al., 2014).
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Hiicrenin iginde Fe** sideroforlar igin diisiik afiniteye sahip olan Fe'? ye
enzimatik indirgenme reaksiyonu ile donistiiriilir ve hiicre iginde serbest
birakilarak mikrobiyal biiytimeyi desteklemek i¢in kullanilabilir hale gelir. Yararl
bakterideki demir tutma etkinligi, rizosferdeki demir konsantrasyonunu azaltabilir
ve boylece diger mikroplarin biiyiimesini 6nleyebilir. Bu sadece rizosferdeki
besinler igin rekabeti azaltmak ve faydali bakterilerin kaliciligini daha da
artirmakla kalmaz, aym1 zamanda biyokontrol uygulamalarinin da temelini
olusturur (Saraf et al., 2014). Ayrica, sideroforlarin bitki immiinitesini uyaran
elisitor olarak gorev aldig1 (PrSi¢ and Ongena, 2020) ve bdylece bitkilerde
sistemik direnci indiikleyerek hastaligi baskilamada etkili oldugu belirlenmistir
(Bakker et al., 2007). 1990’larda yapilan bir c¢alismada turpta Fusarium
solgunluguna karsi, Pseudomonas fluorescens WCS374 irki tarafindan iiretilen
pyoverdinin sistemik direncin indiiklenmesinde rol oynadigi belirlenmistir
(Leeman et al., 1996). Pseudomonas fluorescens WCS374r' nin piringte (Oryza
sativa) Magnaporthe oryzae' ye karsi ISR tetiklemesinden sorumlu Kkritik
belirleyici olarak bir psddobaktin tipi sideroforun rol oynadigi saptanmustir.
WCS374r’den elde edilen psddobaktinin (Psb374) kok uygulamasi ile, patojen
giris bolgelerinde fenolik bilesiklerin hizli alinimi, gesitli yapisal savunmalarin
ifadesi ve hidrojen peroksit olusumunun zamaninda hiperindiiksiyonu gibi birgok
yonlii savunma yanitinin olusmasinda etkili oldugu goézlemlenmistir (De
Vleesschauwer et al., 2008). Baska bir calismada, Pseudomonas aeruginosa
7NSK2 ve mutantlari, KMPCH (Pyochenin ve pyoverdin negatif) ve KMPCH-
567 (Pyochenin, pyoverdin ve salisilik asit negatif)’nin, bagda B. cinerea’ ya kars1
savunma mekanizmas1 incelenmistir. Mutantlar patojene karsi kismi direng
olusturmustir. Her iki mutant da asma hiicrelerinde diisiik seviyede fitoaleksin
olusumana neden olurken, KMPCH fitoaleksin olusumu i¢in asma yapraklarin
hafifce uyarmistir. Fitoaleksin yanitlarinin olusumunda SA, pyochelin ve/veya

pyoverdinin 6nemi vurgulanmistir (Verhagen et al., 2010).

Siyanojenik floresan Pseudomonas’lar ile yapilan bir ¢alismada, giiclii bir
selater 8-Hidroksikinolin (50 mg/l) varliginda siderofor iireten izolatlarin tohuma
primingi ile gergeklestirilen tarla denemelerinde nohutta Sclerotium rolfsii’nin
neden oldugu sap ciiriikliiglinii azaltmistir ve bitki gelisiminde artma gozlenmistir

(Kotasthane et al.,, 2017). Soya fasulyesi epifiti Pseudomonas syringae pv.
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syringae 22d / 93 wrkinin, bakteriyel yaniklik etmeni P. syringae pv. glycinea’e
kars1 etkinliginde siderofor tiretimin etkili oldugu belirlenmistir. Siderofor-negatif
mutant P syringae pv syringae 22d / 93 wrkinin popiilasyon biiyiikliigii, patojen
inokulasyon sonrasi mutant olmayan irktan 2 kat daha diisiiktiir. P syringae pv.
syringae 22d / 93' lin siderofor-negatif mutantlari, bakteriyel yanikligin gelisimini
azaltsada, siderofor liretimi, epifitik bulunma yetenegi ve dolayisiyla antagonistin

rekabet giiclinii arttirdig1 saptanmistir (Wensing et al., 2010).
2.2.2.2 Antibiyotik Uretimi

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan iretilen kimyasal olarak
heterojen organik grup, diisiik molekiiler agirlikli bilesikleri kapsar. Diisiik
konsantrasyonlarda antibiyotikler, diger mikroorganizmalarin biiylimesi veya
metabolik aktiviteleri i¢in zararlidir (Raaijmakers et al., 2002). Bir¢ok yararl
bakteri, diger bakteri ve fungusu ortadan kaldirarak rekabet avantaji saglayan
birden fazla antibiyotik (lipopeptitler gibi antibiyotik 0&zelliklere sahip
biosiirfaktan aktif maddeler dahil) tretir (O’Brien et al., 2017). Biyokontrol
bakterileri tarafindan {iretilen antibiyotiklerin ¢ogu genis spektrumlu aktivite
sergiler (Raaijmakers and Mazzola, 2012). Genel olarak, biyokontrol
calismalarinda yararli bakterilerin  sentezledigi antibiyotiklerin  hastalik
bastirmadaki rolii farkli iki cesit metod ile belirlenmistir. ilk yontemde,
antibiyotik sentezleyen ve sentezleme yetenegi olmayan mutant bakterileri
izolatlari, eszamanli olarak bitkilere uygulanmig ve mutant bakteri izolatlati
uygulamalarinda hedef fitopatojenlerin neden oldugu hastalig1 6nleme yeteneginin
tamamin1 veya biiyiik bir kismmi kaybettigini belirlenmistir. ikinci yontemde,
yararli bakterilerden spesifik antibiyotikleri izole etmenin ve saflastirmanin
mimkiin oldugu durumlarda, saflastirilmis antibiyotiklerin yararli bakteri
izolatinin kendisiyle ayni fitopatojen spektrumunu inhibe ettigi belirlenmistir

(Olanrewaju et al ., 2017).

Floresan Pseudomonas’lar tarafindan iretilen phenazine tiirevleri,
biyolojik savas c¢alismalarinda rol aldigr belirlenen ilk antibiyotiklerdir.
Antibiyotiklerin bu rolleri, phenazine-1-carboxylate iiretiminde hataya neden olan

transpozon insersiyon mutasyonlar1 ile aydinlatilmistir. Bu mutasyon ile hastalik
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baskilayici aktiviteleri azalir (Ramadan et al., 2016). Pseudomonas aeruginosa ve
Pseudomonas chlororaphis tiirlerinde rhamnolipid ve phenazine sentezi
genlerinin bozulmasi, bu tiirlerin Verticillium microsclerotia’ y1 baskilama

yeteneklerinin dnemli 6l¢lide azaltmasina sebep olmustur (Debode et al., 2007).

Gegtigimiz yillarda, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces spp. gibi farkli
bakteri cinslerini temsil eden ¢esitli biyokontrol izolatlarindan amfisin, 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG), oomycin A, phenazine, pyoluteorin, pyrrolnitrin,
tensin, tropolone, oligomycin A, kanosamine, zwittermicin A, ve xanthobaccin

gibi ¢ok sayida antibiyotik izole edilmistir (Raaijmakers et al., 2002).

Bakteriler tarafindan iretilen diger bir giiclii antibiyotik snifi,
lipopeptitlerdir. Yapisal oOzelliklerinden dolayi, bu bilesikler amfifiliktir,
peptidazlar ve proteazlar tarafindan hidrolize direnglidir ve oksidasyona ve
nispeten yiiksek sicakliklarin etkisine karsi duyarsizdir. Kimyasal yapiya bagh
olarak, lipopeptitler linear veya siklik olabilir. Siklik lipopeptidler {i¢ sinifa ayrilir:
(i) siirfaktinler; (ii) iturinler (iturin A, mikosubtilin ve basilomisin); ve (iii)
fengisinler (plipastatin). Lipopeptidlerde bulunan antimikrobiyal, insektisidal,
antikarsinojenik ve immiiniteyi uyarma gibi cesitli 6zellikler bitki korumadaki
sorunlarin ¢oziilmesinde kullanilacak umut var bir alternatif olusturmaktadir
(Maksimov et al., 2020). Siirfaktinler, bitki yiizeylerindeki hiicrelerin
hareketliliginde, biyofilm olusumunu tetiklemede ve bitki savunmalarinin
indiiksiyonunda 6nemlidir. Bu nedenle, cyclic lipopeptid antibiyotik genlerinin
inaktivasyonu, sadece antibiosisin azalmasina degil, ayni zamanda biyofilm
olusturma yeteneginin de azalmasina yol agar. Bu nedenle antibiyotikler,
patojenleri baskilamak icin bir¢ok yolla hareket eder (O’Brien et al., 2017).
Endofit Bacillus velezensis 9D-6 izolatinin, Clavibacter michiganensis, Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas campestris ve Xanthomonas euvesicatoria’ ya karsi
antibakteriyel 6zellikleri, siirfaktin B ve siirfaktin C sentezi ile iliskilendirilmistir
(Grady et al., 2019). Domates ve fasulye bitkisinde B. subtilis 168 izolatinin
strfaktin ve fengisin sentezleyen mutantt B. subtilis 2508 hastalik insidansinda
onemli azalma saglamasinin yaninda Onemli bir ISR gostergesi olan
Lipoxygenase (LOX) enzim aktivitesinde artisa neden olmustur (Ongena et al.,

2007).
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Biyokontrol caligmalarinda, antibiyotiklerin genellikle
mikroorganizmalarin biiylimesini engellemekten baska ek rollere sahiptir.
Antibiyotiklerin  sistemik dayanikliligi uyarmada rol oynadigi yapilan
calismalarda kanitlanmistir. Arabidopsis’te P. fluorescens tarafindan P. syringae
pv. tomato’a karsi uyarilmis sistemik dayanmikliliin (Induced Systemic
Resistance, ISR), 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) iiretimine bagli oldugu
belirlenmistir. Saf bilesik DAPG' nin uygulamasinin ISR' yi tetikledigi ve DAPG
liretmeyen mutantlar ile bitki de direnci indiiklemedigi belirlenmistir (Weller et
al., 2004). Phenazine bilesigi piyosiyanin' in indiiklenen direngteki roliinii
incelemek i¢in, bir piyosiyanin negatif mutant1 P. aeruginosa izolati, domateste B.
cinerea' ya direnci indiikleyemezken, P. aeruginosa 7NSK2-562 (Pch-negatif,
SA-negatif, piyosiyanin-pozitif) ile birlikte asilama i¢in direng¢ indiiklenmistir
(Audenaert et al., 2002). Pseudomonas sp CMR 12a'nin fenazin {iretimi bozulmus
mutantlar1, piringte Magnaporthe oryzae’e karsi sistemik direnci indiikleme
yeteneklerini tamamen yitirirken, 0,1 veya 1 uM konsantrasyonda saf fenazin-1-
karboksamid (PCN) topraga i¢irme seklinde uygulandiginda direng indiiklenmistir
(Ma et al., 2016).

2.2.2.3 Bitki Hormonu Uretimi

Fitohormonlar, bitkiler tarafindan sentezlenen, sinyal molekiilleri olarak
gorev yapan ve hiicre uzamasi, doku farklilagsmasi, hiicre boliinmesi ve hiicre ici
iletisimi gibi bitkilerin ¢esitli fizyolojik siireclerini etkileyen maddelerdir (Cassan
et al., 2014). Bitki hormonlari, genellikle nanomolar konsantrasyonlarda hareket
ederler ve oksinler, sitokininler, giberellinler, absisik asit ve etilen olarak
adlandirilan 'klasik hormonlar', temelde bes gruptan olusur. Jasmonatlar,
salisilatlar, strigolaktonlar, brassinosteroidler, poliaminler ve bazi peptitler, bitki
hormonlarinin yeni aileleri olarak kabul edilmistir (Munné-Bosch and Miiller,
2013). Bircok bilimsel c¢alismada, bakterilerin bitki biiyiime hormonlarinin
salgilanmasin1 uyarma ve biiylimeyi tesvik edici aktivitelerini artirma
yeteneklerini oldugu belirlenmistir (Vurukonda et al., 2018). Bakteriler tarafindan
tiretilen bu hormonlar, bitki bilylimesini uyarabilir, inhibe edebilir veya bitki
biiylimesinin diizenlenmesini saglayabilir. Bitki hormonlar1 en 6nemli biiyiime

diizenleyicileri arasindadir; bitkinin ikincil metabolizmasi {izerinde 6nemli bir
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etkiye sahip olduklar1 bilinir ayrica streslere karsi bitki savunma
mekanizmalariin ~ uyarilmasinda  hayati  bir rol oynarlar.  Yararh
mikroorganizmalar tarafindan bitki biiyiimesinin ve stres toleransinin
iyilestirilmesinin mekanizmalarindan biri, rizosferde veya kok dokusunda

fitohormon sentezleme yetenekleridir (Kumar et al., 2019).

Kok biiylimesi ve gelisimindeki degisiklikler, bitkileri optimal veya stresli
ortamlara adapte etmek icin ¢ok Onemlidir. Kok biiylimesinin rizobakteriyel
uyarimi, ¢ogunlukla indol asetik asidi (IAA - oksin sinifinin en yaygin, dogal
olarak olusan bitki hormonu) sentezleme kapasiteleri araciligiyla kabul edilir
(Kudoyarova et al., 2019). Bakteriyel IAA, ideal bir konsantrasyon araliginda
oldugunda yan ve birincil koklerin sayisini ve uzunlugunu arttirirken kok tiiy
olusumunu uyarir (Duca et al., 2014). Fig bitkisine Rhizobium leguminosarum bv
viciae LPR1105 ve 14 kat daha fazla IAA salimi yapan mutant Rhizobium
leguminosarum bv viciae RD20 izolat1 agilanmistir. [AA {iretimi yiiksek olan R. I.
viciae, RD20, LPR1105 izolatina kiyasla 60 kata kadar daha fazla fig kok nodiil
gelisimine neden olmustur. RD20' den elde edilen nodiillerin bitki basina sayica
daha az oldugu, ancak kuru agirlik olarak daha yiiksektir ve biiylimiis oldugu
belirlenmistir (Camerini et al., 2008). Kanola’da, oksin iiretimi azaltilmig mutant
Pseudomomas putida izolatlar1 ile yapilan uygulamalarda, bakteri
uygulamalariin kok biiyiimesi lizerine biiylimeyi tesvik edici etkisininin azaldigi

belirlenmistir (Patten ve Glick, 2002).

Sitokinin, bitki hiicre bdliinmesini ve bazi durumlarda kok gelisimini ve
yanal kok olusumunu uyarir (Frankenberger and Arshad 1995). Sesbania rostrata
kok nodiillerinden izole edilen Methylobacterium sp. NPFM-SB3 izolat1 indol-3-
asetik asit ve sitokinin Uretti ayrica piring bitkilerine uygulama sonucunda g¢ok
sayida yanal kok olusturdugu belirlenmistir (Senthilkumar et al., 2009). Sitokinin
eksikligi olan Pseudomonas fluorescens G20-18' in mutantlar1 Arabidopsis' te P.
syringae enfeksiyonunu biyokontroliin de azalmaya neden olmustur ancak bitki

gelisimi lizerinde higbir etkisi olmadig1 belirlenmistir (GroBkinsky et al., 2016).

Bitkilerde absisik asit (ABA) kismen kloroplastlarda sentezlenir ve tiim

biyosentez Oncelikle yapraklarda gerceklesir. Absisik asit iiretimi, kuraklik ve
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diisiik sicakliklar gibi abiyotik stresler ile artar. Absisik asidin stoma kapanmasini
uyardigi, kok biiylimesini etkilemeden siirgiin biiylimesini inhibe ettigi, tohumlar1
protein depolamak ve dormansi i¢in indiikledigi, proteinaz inhibitorleri i¢in gen
transkripsiyonunu indiikleyerek patojen savunmasi sagladigi rapor edilmistir
(Gopalakrishnan et al., 2015). Misir bitkisinde yapilan bir ¢alismada
Pseudomonas putida FBKV2 izolat1 kuraklik kosullarinda uygulandiginda, absisik
asit (ABA) ve oksin sinyalizasyonunun asagr yonlii regiilasyonunu
dogrulanmigtir. Ayrica kuraklik toleransinda anahtar unsurlar olarak hareket
edebilen, B-alanin ve kolin biyosentezi, 1s1 soku proteinleri ve LEA (Late
Embryogenesis Abundant) proteinlerinde yer alan genler, P. putida FBKV2
izolat1 uygulamalarinda yukar1 yonli regiile edildigi belirlenmistir (SkZ et al.,

2018).

2.2.3 Diger Potansiyel Mekanizmalar

Ekolojik nis icindeki patojen-antagonist rekabeti yalnizca besin
miicadelesiyle degil, bagka mekanizmalar ile de gerceklesebilir. Cin lahanasinda
Bacillus brevis uygulamasi, yaprak yiizeylerinin hizli kurumasini saglayarak
Botrytis cinerea’ y1 %68 oraninda azaltmistir. Antagonistler tarafindan,
biostirfaktan gibi maddelerin salgilanmasi yoluyla yaprak 1islaklik siirelerinin
degisimi, patojen ve antagonist arasinda herhangi bir dogrudan etkilesim
olmaksizin, hastaliklarin 6nlenmesi i¢in giiclii bir etki sekli olabilir (Kohl et al.,

2019).

Mikroorganizmalar ¢ok sayida hidrolitik enzim {iretir ve bu enzimler
araciligiyla patojenlere karsi hiperparazitik aktivite sergileme yetenegindedirler
(Compant et al., 2005). Bakterilerin salgiladiklar1 hiicre dis1 enzimler (kitinaz ve
B-1,3-glukanaz) Ozellikle hiicre duvarimin pargalanma gorevi ile iligkilidir
(Goswami et al., 2016). Bu enzimler arasinda kitinazlar bulunur. Mikrobiyal
kitinazlar, birgok zararli ve patojenin hiicre duvarlarin1 zayiflatir ve bozar, boylece
antibakteriyel, antifungal, insektisidal veya nematisidal aktivite sergiler.
Kitinolitik mikroorganizmalar, insektisit ve fungusit uygulanmalar1 gibi ¢evreye
daha zararli uygulamalarin yerine gecme potansiyelleri nedeniyle dikkat

cekmektedir (Veliz et al., 2017). Kitinaz aktivitesine sahip ve inek giibresi



24

mikroflorasindan elde edilen Bacillus subtilis izolatlari, tatli patateste Fusarium
oxysporum ve Botryodiplodia theobromae enfeksiyonunu %83' e varan oranda
inhibe etmistir. Taramali elektron mikroskobu ile, fungal hiicre duvarinin
tamamen pargalandigini dogrulanmis ve hiicre duvarlarinin pargalanmasinin

kitinaz tiretiminden kaynaklandigini 6ngoriilmiistiir (Swain et al., 2008).

Hidrojen siyaniir (HCN), bir¢ok rizobakteri tarafindan sentezlenen ve
bircok organizma iizerinde giicli bir etkiye sahip olan ugucu bir ikincil
metabolittir.  HCN, elektron tagmmasmi inhibe eder ve hiicredeki enerji
mekanizmasini bozar, bu da canli organizmalarin 6liimiine yol agar. Bacillus,
Pseudomonas ve Rhizobium tiirleri de dahil olmak tizere bir¢ok bakteri cinsi HCN

tiretme yetenegine sahiptir (Abd El-Rahman et al., 2019)

2.2.4 Dayamiklihgin Uyarilmasi ve Savunma Yamtlarinin Aktivasyonu

Evrimsel siirecte, patojenler ve bunlarin bitki konukgular1 arasinda zikzak
modeli olarak tanimlanan ¢ok katmanli bir saldir1 ve savunma iliskisi gelismistir.
Patojen, bitkilerin dig yapisal savunma engellerini gegip, ilk enfeksiyonu
gergeklestikten sonra bitkinin sistemik savunma yanitlarini aktive edip uzak
kisimlarini koruyabilir (Biirger and Chory, 2019). Patojenin Savunma yanitlarinin
aktivasyonunda Oncelikle; mikroplarin molekiiler yapilari, apoplastta, patern
tanima reseptorleri (PRR) olarak adlandirilan bir dizi plazma zarina bagl
immiinite sensorleri tarafindan yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyetle saptanir. Bu
PRR'ler, mikrobiyal uygunluk i¢in 6nemli islevleri koruyan bu nedenle, tiirler
arasinda genis ¢apta korunan ve mikropla iliskili molekiiler yapilar (MAMP'lar)
olarak adlandirilan, makro molekiillerin epitoplarim1 baglar. MAMP' in PRR
tarafindan baglanmasi, iyon akislari, oksidatif patlama ve fosforilasyon kaskadi
gibi yanit veren hiicrelerde dakikalar i¢inde immiinite ile iliskili erken olaylar
baslatir. Ayrica, hiicre duvar1 kalinlagsmasi ve fitoaleksinler olarak adlandirilan
antimikrobiyal enzimlerin ve ikincil metabolitlerin Gretimi gibi sinirli savunma
mekanizmalart uyarilir. Bu PRR iligkili savunma yaniti [pattern tetiklemeli
bagisiklik (PTI)], yiliksek transkripsiyonel aktivasyon ile daha giiclii savunma
yanitlarinin  olugsmasini  saglamasi nedeniyle Onemlidir. Bununla birlikte,

patojenler, PTI' yi azaltmak ve bu ilk savunma yanitini yikmak i¢in konukgu
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hiicrelere yollanan protein efektorlerini kullanir. Buna karsilik, bitkiler, bu
efektorlere miidahale eden R (direng) proteinleri adi verilen hiicre i¢i sensorler
gelistirmistir. Bu efektor tarafindan tetiklenen bagisiklik tipine (ETI) olarak
adlandirilir (Prsi¢ and Ongena, 2020).

Genel olarak; bitki yanitlari, salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve
etileni (ET) iceren {ic anahtar sinyal molekiilii araciligiyla diizenlenir. ve
dayanikliligin uyarilmasi iki ana tiire ayrilabilir: sistemik kazanilmis dayaniklilik
(Systemic Acquired Resistance, SAR) ve sistemik uyarilmis dayaniklilik (Induced
Systemic Resistance, ISR). SAR, patojenler ve ¢esitli kimyasallar (6rn.
Acibenzolar-S-metil, ASM) ile indiiklenebilir ve salisilik aside (SA) bagli bir
stirec araciligityla gerceklesir. ISR, yararli mikroorganizmalar ile uyarilir ve
jasmonik asid (JA) ve etilene (ET) bagli sinyal yolagi izlenir (Walters et al.,
2013). indiiklenen direng, bitki hormonlarmin énemli bir diizenleyici olarak rol
oynadig1 birbirine bagl sinyal yollar1 tarafindan diizenlenir (Pieterse et al., 2012).
Indiiklenmis direng terimi, bitkilerde biyolojik veya kimyasal indiikleyiciler
tarafindan tetiklenen ve heniiz herhangi bir patojenin ya da bocegin saldirisina
maruz kalmamis bitki dokularin1 gelecekteki saldirilara karsi koruyacak olan
direncin uyarilmasi durumunu tanimlayan genel bir terimdir. Bitkiler, bir
patojenin neden oldugu enfeksiyon sonucu, bocek beslenmesine yanit olarak,
koklerin yararli mikroorganizmalar ile kolonizasyonu sonucu veya belirli

kimyasal uygulamalarindan sonra dayanikliliklarini uyarilabilir. (Pieterse et al.,

2014).

Jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA) ve etilen (ET) gibi bitki hormonlari
bitki savunma yanitlarinin diizenlenmesinde onemli bir diizenleyici olarak rol
oynar ve bitki ile iligkili mikrobiyomlarin modiile edilmesinde kritik 6neme
sahiptir (Smith et al., 2009; Carvalhais et al., 2015; Pieterse et al., 2012, Lebeis et
al., 2015). SA, JA ve ET' in yan sira, absisik asit (ABA), oksinler, gibberellinler
(GA), brassinosteroidler ve sitokininlerdir (CK) igceren diger bitki hormonlari
bitkide gerceklesen sinyalizasyonda dogrudan veya dolayli rolleriyle katkida
bulunurlar (Pieterse et al., 2012). Bitki immiinite yanitlarinda sinyallizasyon

aginin modiile edilmesinde, hormonlarin ¢apraz konusma varolduguna inanilir ve
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bitkilere biiyiimeleri ve korunmalar1 i¢in gerekli olan savunma yanitlariin

olusmasini saglamaktadirlar (Picterse et al., 2014).

ICS
shikimate «==«~# chorismate isochorismate \IP\l
I”, SA
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phenylalanine == t-cinnamic acid ====% benzoic acid BA2H
PAL

Sekil 2.1 SA biyosentez ve sinyalizasyon yolagi (Li et al., 2019)

SA biyosentezinde isochorismate veya phenylpropanoid yolagi kullanilir
(Sekil 2.1). Ancak her iki mekanizmada da shikimate yolagindan elde edilen
kimyasal chorismate’a gerek vardir. SA biyosentezi i¢in phenylpropanoid yolagi,
phenylalanine 'in (Phe) trans-cinnamic aside donistiiriilmesiyle baslar (t-CA),
phenylalanine ammonia lyase (PAL) tarafindan katalize edilir. t-CA daha sonra
sorumlu enzimin heniiz bilinmedigi benzoik aside (BA) doniistiirtiliir. SA daha
sonra benzoic acid 2-hydroxylase (BA2H) tarafindan katalize edilen BA' dan
iiretilir. Yapilan bircok caligsmada, isochorismate yolaginin, ¢ogunlukla patojen
kaynakli SA birikiminden sorumlu oldugu bildirilmistir. isochorismate yolagi,
plastidlerde meydana gelir. Ik olarak, ICS1 enzimi, chorismate-isochorismate
doniistimiinii saglar ve isochorismate daha sonra isochorismate pyruvate lyase
(IPL) tarafindan SA' ya dondstirtlir (Li et al.; 2019). ICS1 ekspresyonunu
diizenleyen, SARD1 (SAR-deficient 1), CBPg60 (calmodulin-binding protein 60-
like g) (Zhang et al., 2010) ve WRKY28 (van Verk et al., 2011) gibi birkag

transkripsiyon faktorii izole edilmistir.

Sistemik dokularda, SAR, redoksla diizenlenen protein Non-Expressor of
Pr Genesl (NPR1) araciligiyla, salisilik asit hormonunun (SA) artan seviyeleri ile
karakterize edilir ve savunma yanitlarinda yer alan genis bir Patogenez ile ilgili
(PR) gen setinin ekspresyonunu aktive eder (Pieterse et al., 2014). Indiiklenmemis
diisitk SA seviyelerine sahip hiicrelerde, NPR1 oligomer olarak sitozolde kalir,
NPR3 ve NPR4, NPR1 fonksiyonunu onlemek igin ¢ekirdekteki kalan NPR1' i
baglar. Hiicresel redoks durumunda SA kaynakli degisiklikler, NPR1' in

monomerizasyonunu kolaylastirir, ardindan c¢ekirdege tasinir. Transkripsiyonel
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engel aktivitelerini bloke etmek i¢in SA, NPR3 ve NPR4' e baglanir (Li et al.,
2019; Sekil 2.2). SA ile aktive olan hiicrelerde, NPR1, WRKY transkripsiyon
faktorleri ile birlikte SA'ya cevap veren savunma genlerinin promotdrlerine
baglanan ve bunlarin aktivasyonu ile sonuclanan TGA transkripsiyon faktorleri
ailesinin iiyeleri ile etkilesime girer boylece savunma yanitlarinin aktivasyonuna

yol acar (Pieterse et al., 2014).

E - g o
- l repressed activated
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Sekil 2.2 SA sinyal yolagi modeli (Li et al.; 2019)

Patojenik olmayan mikroplarin ISR' yi tetikleyebileceginin kesfinden beri,
bu olayin arkasindaki molekiiller mekanizmay:1 arastiran ¢ok sayida calisma
yapilmustir. Genis etkililigi nedeniyle, rizobakteri aracili ISR' nin baglangigta
patojen kaynakli SAR' a mekanik olarak benzer oldugu diisiiniiliiyordu. Ancak
Arabidopsis'te P. fluorescens WCS417r-ISR' nin sistemik yaprak dokusunda PR
geni aktivasyonu olmaksizin gelistigi gosterilmistir. SA biriktiremeyen transgenik
Arabidopsis NahG bitkilerinin test edilmesi, P. fluorescens WCS417r-ISR' nin
SA' dan bagimsiz bir sinyal yolu tarafindan aracilik edildigine ve artan SA
seviyeleri ile ortlismedigine dair genetik kanit sagladi. Boylece, rizobakterilerin
aracilik ettigi ISR’ nin ve SAR' dan farkli sinyal yollari tarafindan diizenlendigi
sonucuna varilmistir (Pieterse et al., 2014). Bununla birlikte, sinyal yollarinin
PGPR, patojen ve konukgu bitki tiiriine baglt olarak farklilik gosterdigi ve. JA/ET
(ISR) yolagini degil, SA yolagin1 kullanan PGPR’ larin varligi rapor edilmistir
(van de Mortel et al., 2012; Takishita et al., 2018). SAR' dan farkli olarak ISR, JA
ve ET' ye yanit veren savunma ile ilgili genlerin ekspresyonu ile sonuglanir
(Mathys et al., 2012) ve mutlaka PR proteinlerinin birikimini icermez. SAR ve
ISR terimleri es anlamli olmasmna ragmen pragmatik nedenlerle, indiiklenen

direng bir patojen tarafindan tetiklendiginde veya SA' ya bagh oldugu
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gosterildiginde SAR' a ve indiiklenen direng yararli bir mikroorganizma
tarafindan tetiklendiginde veya SA' dan bagimsiz oldugu gosterildiginde ISR
olarak degerlendirilir (Pieterse et al., 2014). SAR' dan farkli olarak ISR, JA ve ET'
ye yanit veren savunma ile ilgili genlerin ekspresyonu ile sonuglanir (Mathys et

al., 2012) ve mutlaka PR proteinlerinin birikimini i¢ermez.

Bir tiir sinyal molekiilii olarak fitohormonlar, biyotik stres yanitlarinda
onemli bir rol oynar (Legein et al., 2020). SA ile birlikte bitki hormonlar1 JA ve
ET' de bitki bagisiklik sisteminin Onemli diizenleyicileridir. JA veya ET
sinyalizasyonu bozulmus Arabidopsis mutantlar1 kullanilarak gerceklestirilen
caligmalarda, JA ve ET' nin rizobakteri aracili ISR' nin regiilasyonunda merkezi

oyuncular oldugu kanitlanmistir (Pieterse et al., 2014).

Jasmonat (JA) ve tlirevleri, bitki savunma ve gelisiminin diizenlenmesinde
onemli roller oynayan oksijenli lipid (oksilipinler) bazli hormonlardir. JA' nin
biyosentezi, kloroplastlarda lipid substrati olan linolenic acid oksijenlenmesiyle
baglar. 13-lipoxygenase (LOX), allene oxide synthase (AOS) ve allene oxide
cyclase (AOC) tarafindan katalize edilen bir dizi reaksiyonun son iiriini 12-
oxophytodienoic  (OPDA)'e  doniistir.  Kloroplastlarda iiretilen  OPDA,
peroksizomlara taginir, burada daha sonra OPDA Reductase 3 (OPR3) tarafindan
indirgenir ve acyl-CoA-oxidase 1 (ACX1) tarafindan oksitlenerek JA olusumuna
neden olur. JA sentezine katilan genler, JA tarafindan indiiklenebilir, boylece
pozitif bir geri besleme dongiisii saglar. Peroksizomlarda iiretilen JA sitozole

tasinir (Li et al., 2019; Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Jasmonat biyosentez ve sinyalizasyon yolagi (Li et al.; 2019)

Etilen (ET), bitkilerde savunma yanitlarinin diizenlenmesinde rol oynayan
onemli bir sinyal molekiiliidiir (Ju and Chang, 2015). Cogunlukla, bitki etilen
sentezi, patojenik enfeksiyonun siddeti ile artar. Yiiksek etilen seviyeleri ile

hastalik semptomlarinda artma veya bir c¢evresel baskiyr siddetlendirme
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yetenegine sahiptir (Yim et al.,, 2014). ET, bitki biliyiime diizenleyicisi olarak
kabul edilen gaz halindeki bir hormondur ve biyosentez yolagi, amino asit
metionin ile baslar. 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) sentaz (ACS),
S-adenosil metionini (SAM) ACC' ye doniistiiren ET biyosentezinin hiz sinirlayict
bir enzimidir. Bu nedenle, ACS aktivitesinin diizenlenmesi, ET {iretiminin siki

kontroliinii saglar (Li et al., 2019; Sekil 2.4).

ethylene

Methionine e b L

00060
SAMS‘ e

N
A Y

SAM == MTA
‘ ACS CEND

cytosol

ACC “
EBF1/2
‘ ACO mRNA

ethylene
nucleus

Sekil 2.4 Etilen biyosentez ve sinyalizasyon yolagi (Li et al.; 2019)

Fitohormon {iretmeye ek olarak, bircok PGPB, bitki etilen seviyelerini
diistirebilen ACC deaminaz enzimine sahiptir (Glick, 2014). ACC deaminaz
enzimini lreten bakteriler, bitki tarafindan sentezlenen ACC' yi karbon ve nitrojen
kaynaklar1 olarak dogrudan kullanabilir ve ayn1 zamanda bitki dokularindaki ACC
seviyelerini diislirebilme yetenegi gosterirler. ACC deaminaz enzimi, genel olarak
rizosferik ve endofitik PGPB’ler ve bazi bitki patojenleri dahil olmak tizere bitki
ile iligkili bakteriler de acdS olarak adlandirilan tek bir gen tarafindan kodlanir.
Yararli ACC deaminaz iireten bakteriler, bitki biiylimesini ve gelisimini arttirir ve
ayrica inhibitér ACC ve ET seviyelerini azaltarak ¢ok gesitli biyotik ve abiyotik

streslere kars1 bitki toleransini arttirir (Nascimento et al., 2018).

Bitki savunma genleri, bitki savunmasindan sorumlu proteinleri kodlar.
Olasi onciiler ve kodlanmis proteinler arasinda UDP-glukosiltransferaz, ERF' ler
ve WRKY"' ler gibi transkripsiyon faktorleri, kalsiyum sinyal reseptorleri,
hormonlar, patogenezle ilgili proteinler (PR), fitoaleksinler, peroksidaz ve lignin
sentaz bulunur (Kumar et al., 2021; Huang et al., 2022). Biyokontrol elemanlari
ile dayanikliligin uyarilan bitkilerde, kalloz, lignin ve fenoliklerin birikiminde

artis (Nawrocka et al., 2018), Peroksidaz (POD), Polifenol oksidaz (PPO),
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fenilalanin amonyak liyaz (PAL), Kitinaz aktivitelerinde artis (Magnin-Robert et
al., 2007) gozlemlenir. Piring kabugu yanikligina neden olan Rhizoctonia solani’
ye kars1 Bacillus amyloliquefaciens (SN13), gelismis savunma yaniti olusturarak,
patojene karsi toleransi uzatmistir. SNI13 ile priming yapilmis bitkilerde,
gozlemlenen uzun siireli stres tolerans1 hormonal ¢apraz konusma, terpen sentazin
ifade seviyesinin artmasi, ferrik rediiktazlarin ve hipoksi ile indiiklenen
proteinlerin ekspresyonu yoluyla ROS ve ROS radikallerinin dengesi, ikincil
metabolitlerin {iretimi, immiinite sistemini aktif tutmak icin elisitorlerin siirekli
devamliliginin saglanmasi ile gergeklestigi tespit edilmistir (Srivastava et al.,

2016).

2.3 Priming

Bitkiler, ¢evrelerinden gelen uyar1 veya sinyalleri (patojen, PGPR,
kimyasallar, abiyotik stres vb.) algiladiktan sonra immiin sistemlerini uyararak
dogustan gelen diren¢ mekanizmalarini aktive ederler. Priming olarak tanimlanan
bu yanit mekanizmasi; birincil bir indiikleyici uygulandiginda bitkinin ikincil
streslere kars1 direncini artiran ve indiiklenmis, tetiklenmis veya aktive edilmis
durum olarak tanimlanabilen siireci ifade eder. Priming, bitkilerin savunma
kapasitesini artiran uyarlanabilir bir stratejidir. Priming yapilmis bitkiler,
fizyolojik, transkripsiyonel, metabolik veya epigenetik diizeyde degisiklikleri
tetikleyerek sonraki streslere karsi daha verimli ve hizli yanmit gosterir. Priming
aracili savunma, bitkinin yasam dongiisii boyunca devamli olabilir ve korunabilir

ve hatta sonraki nesle aktarilabilir (Bukhat et al., 2020).

Priming olaylari, rizobakteriler, mikorizal funguslar, viriilent veya
aviriilent patojenler, dogal veya aksenik bilesiklerin aracilik ettigi indiiklenmis
dayaniklilik meknizmalar1 araciliiyla bireyler arasi veya tiirler arasi iletisimin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikabilir (Balmer et al., 2015). Bitkilerde mikrobiyal priming
ile, biotik ve abiotik streslere lokal ve sistemik savunma yanitlarini1 daha hizli ve
saglam bir sekilde aktive ederek, artan stres toleransini saglar (Mauch-Mani et al.,
2017). Bakterilerin faydali etkilerinin kesfedilmesinden bu yana, farkli tarimsal
driinlerin verimliligini artirmak i¢in farkli yontemler ile bakteriyel uygulamalar

gergeklestirilmektedir. Bu yontemler arasinda tohum kaplama, peletleme, yaprak
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uygulamasi ve dogrudan toprak uygulamasi yer alir. PGPR araciligiyla tohuma
priming, tohumlarin sivi bakteri siispansiyonu ig¢inde bir siire bekletilmesi ile
gerceklestirilir ve tohum icindeki fizyolojik siirecleri baglatir (Mahmood et al.,
2016). Tohum biyoprimingi, biyopolimerler gibi yardimc1 maddelerin
kullanimiyla gerceklestirilir. Biyopolimerler, tohum biyopriminginde tasiyici veya
kaplama ajanlar1 olarak islev goren polimerik maddelerdir. Kullanilan en popiiler
biyopolimerler, yliksek molekiiler agirligt ve monosakkarit bilesimi nedeniyle
polisakkaritlerdir (Mishra et al., 2018). Tohum biyopriminginde yaygin olarak
kullanilan biyopolimer karboksimetilseliilozdur (Sing et al., 2016).

Inorganik fosforu ¢ézme ve siderofor, indol asetik asit ve hidrojen siyaniir
tiretme yetenegine sahip Pseudomonas sp. 23S izolati ile domates bitkileri
uyartlmistir ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e(Cmm) karsi
antagonistik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Pseudomonas sp. 23S’iin toprak
uygulamasi ile bioprimingi gergeklestirilmis ve Cmm dogrudan govdeye inokule
edilmistir. Pseudomonas sp. 23S, hastaligin ilerlemesini 6nemli o&lgiide
geciktirdigi ve bitkilerin daha yiiksek kuru siirgiin ve kok agirligina neden
olmustur. Pseudomonas sp. 23S' in tek basina PR1a transkriptlerinin seviyesinde
onemli bir artig1 tetikledigi ayrica Pseudomonas sp. 23S ve Cmm ile uygulama
gormiis bitkilerde, PR1a ve ACO transkriptlerinin seviyesi arttig1 belirlenmistir
(Takishita et al., 2018). Saglikli bugday dokusundan izole edilen, hem in vitro
hem de in vivo’da bircok bugday fungal patojenini baskilayabilen endofitik
aktinobakteriler, Arabidopsis thaliana' da Erwinia carotovora subsp. carotovora
ve Fusarium oxysporum' a karst hem SAR hem de JA/ET yollarindaki genleri

yukari yonlii diizenledigi belirlenmistir (Conn et al., 2008).

2.4 Domateste Bakteriyel Leke Hastah@ (Xanthomonas euvesicatoria)

Bakteriyel leke, sicak ve yiiksek bagil nemin etkili oldugu iklime sahip
ekim alanlarinda, iirlinde 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden olan domates
ve biberin yikict hastaliklarindan biridir (Jones et al., 1986; Pernezny ve Collins,
1997). Hastalik etmeni domateste %50’ye kadar iiriin kaybina neden olabilir ve
meyvelerin taze tiikketim i¢in pazarlanabilirliklerini engeller (Balogh et al., 2003).

Bakteriyel leke hastaliginin belirtileri yaprak, gévde ve meyvede gdzlenebilir. Tlk
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belirtiler, diizensiz ve suda haslanmis yaprak lekeleri olarak goriiniir. Lezyonlar
baslangicta yesildir ve daha sonra kahverengileserek, diizensiz nekrotik lekeler
olarak goriiniir. Lezyonlar ¢ogunlukla biiyiik klorotik alanlar ile ¢evrilidir. Kiigiik
lezyonlar birleserek biiylik lezyonlar olusmasina neden olur. Birlesmis biiytlik
lezyonlar yaprak yaniklig1 seklinde goriiniir ve daha sonra yaprak dokiimii
meydana gelebilir. Govde boyunca nekrotik lezyonlar ve kanser benzeri ¢atlaklar
gozlenir. Meyve lezyonlari ilk olarak, suda haslanmis goriiniimlii kii¢iik lezyonlar
olarak baslar, daha sonra lezyonlar genisleyerek kahverengi ve kabuk benzeri
puriizlii lekeler haline gelir. Meyve lekeleri, ¢esitli istilaci fungus ve bakteri
patojenlerinin giris kapisi olmasi sonucunda ikincil meyve enfeksiyonlarina neden

olabilir (Ritchie, 2000).

Hastalik acisindan primer inokulum kaynagi olarak enfekteli tohumlarin
onemi biiyiiktiir (Goode ve Sasser, 1980). Hastaligin uzun mesafeli yayilmasi,
uluslaras1 ticareti yapilan kontamine tohumlar aracilifiyla saglanmaktadir
(Giovanardi et al., 2015). Bitki artiklar1 ve ara konukgularda, enfeksiyonun primer
inokulum kaynagi olabilirler (Jones et al, 1986). Ayrica patojen domates
filosferinde epifitik olarak hayatta kalabilir. Latent enfeksiyonlardaki epifitik
poplilasyonlar, hastalik a¢isindan uygun kosullar olustugunda, patojenin
yayllmasinda Onemli bir faktdr olabilir (McGuire et al., 1991). Latent
enfeksiyonlar 6zellikle fide iiretim tesislerinde, yagmurlama sulama uygulamalari
nedeniyle kisa siirede komsu bitkilere hastaligin bulagsmasina neden olabilir
(Abrahamian et al., 2021a). Patojen, stomalar ve hidatod gibi dogal agikliklardan
ve yaralar yoluyla konuk¢uya giris yapar. Epifit olarak bulunan patojen yaprak
ylizeyinde belirli bir popiilasyon olusturduktan sonra, 6ncelikle yaprak epidermal
hiicreleri arasindaki ve stomalarin etrafindaki c¢okiintiileri isgal eder, stoma
yoluyla bitkiye girer ve daha sonra substomatal bolge ve yaprak apoplastinda
biiyiir (Zhang et al., 2009). Hastalik gelisimi icin yiiksek bagil nem ve 25 ila 28
°C arasinda degisen optimum sicakliklar gereklidir (Abrahamian et al., 2021b).

Bakteriyel leke ilk olarak 1914' te Giiney Afrika' da domateste
saptanmigtir ve Bacterium vesicatorium olarak isimlendirilmistir. Etmenin ilk
kesfinden sonra, B. vesicatorium' un bakteriyel leke hastaligina neden olan tek

etmen oldugu disiniilmiistir ve etmen Pseudomonas vesicatoria, Phytomonas
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vesicatoria ve Xanthomonas campestris pv. vesicatoria olarak birkag kez yeniden
smiflandirilmistir (Potnis et al. 2015). 1990" larin ortalarina kadar domates ve
biberde bakteriyel lekeye neden olan tek bir patojen tiirii oldugu diisiiniilityordu
ancak hastaliga, Xanthomonas tiiriine ait ¢esitli bakteri izolatlarinin neden oldugu
belirlenmistir. Grup A ve grup B olarak ayrilan genetik olarak iki farkli grup
tamimlanmustir ve sirasiyla X. axanopodis pv. vesicatoria ve X. vesicatoria olarak
yeniden isimlendirilmistir (Stall et al., 1994, Vauterin et al., 1995). Daha sonra,
patojenik ve serolojik olarak A ve B irklarindan ayr1 oldugu ve 6zgiin bir DNA
bolgesinden olustugu belirlenen C olarak adlandirilan dgiincii bir  grup
olusturulmustur. C grubunun ayr1 bir grup oldugu fakat A 1rklar ile iliskili oldugu
ve grup A’nin bir alttiirii olabilecegi bildirilmistir. X. gardneri olarak adlandirilan
son grup D grubunun, diger gruplardan genetik olarak farkli oldugu belirlenmistir;
ayrica domates ve biberde igiincli bir patojenik Xanthomonas tiirii oldugu
bildirilmistir (Jones et al., 1998). Son yapilan calismalar ile, domates ve biberde
bakteriyel lekeye, X. vesicatoria X. euvesicatoria, X. perforans ve X. gardneri
olarak isimlendirilen, fizyolojik ve molekiiler 6zellikler agisindan farkli dort
Xanthomonas tiirtiniin oldugu bildirilmistir (Jones et al., 2004a). Bununla birlikte,
bakteriyel leke etmenlerinin arasindaki genetik cesitlilik ve filogenetik iliskiler
incelenerek, bakteriyel lekeye neden olan dort Xanthomonas tiiriiniin taksonomik
konumu ile ilgili revizyonlar devam etmektedir. Bakteriyel leke etmenleri
arasindaki iligkileri netlestirmek amaciyla alti housekeeping gen kullanilarak
(fusA, gapA, gltA, gyrB, lacF ve lepA) MLST tabanli filogenetik analiz ve
multilokus sekans analizi (MLSA) sonucu, X. perforans ve X. euvesicatoria ayni
grup icinde yer alarak, tlirler arast yakin bir filogenetik iliski gosterdikleri
belirlenmistir (Almeida et al., 2010; Timilsina et al., 2015). Bu nedenle, bu
bakteriyel leke etmenlerinin taksonomik pozisyonlar1 degerlendirilmeye devam
etmektedir. Yapilan son ¢alismalarda, Constantin ve ark. (2016), X. euvesicatoria
ve X. perforans't aym tiire ait farkli patovarlar olarak Onermistir sirasiyla X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria ve X. euvesicatoria pv. perforans olarak yeniden
isimlendirmislerdir. Prokaryotik organizmalarda belirli bir genom ¢ifti arasindaki
benzerlik, ortalama niikleotid benzerligi (Average Nucleotide Identity, ANI)
indeksi ile belirlenir, % 95 ve iizeri degerler, bunlarin ayni tiire ait oldugunu
gosterir (Figueras et al., 2014). Barak ve ark. (2016), Xanthomonas euvesicatoria

ve X. perforans izolatlari arasindaki % 98' in tizerindeki ANI degerlerine gore, bu
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izolatlarin tek bir bakteri tiirii oldugu ve X. euvesicatoria olarak kabul edilmesi
gerektigini belirtmislerdir. Ayrica; X. campestris pv. raphani (Vicente et al.,
2006)’nin domates ve biberde lezyonlara neden oldugu bildirilmistir. Ancak X.
campestris pv. raphani’nin olusturdugu lekelerin X. vesicatoria ve X. axanopodis
pv. vesicatoria’nin olusturduklarindan daha biiyiik oldugu ayrica bu etmenin turp
ve lahanada da yiiksek patojenik 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Vicente et al.,
2006). Rusya’da yaprak lekesi ve solgunluk belirtisi goriilen domates bitkilerden
elde edilen sar1 pigmentli bakteri izolatlarinin gyrB bdlgesinin Xc0006-Xc0007
operonlarinin ¢ogaltilmas1 ve sekanslanmasi sonucu bu izolatlarin X. campestris
pv. raphani oldugu saptanmistir (Punina et al., 2009). Ayrica, Kore’de kahverengi
lezyonlar gozlemlenen biber fidelerinden, Tanzanya’da hastalik belirtisi
gozlemlenen domates bitkilerinden ve Avustralya’da domates bitkilerinden elde
edilen izolatlarin Xanthomonas arboricola oldugu belirlenmistir (Myung et al.,
2010; Mbega et al., 2012a, Roach et al., 2018). Tanzanya’da domates
tohumlarindan izole edilen sar1 pigmentli bakteri kolonilerinin, domates ve bibere
re-inokulasyonu sonucu tipik bakteriyel leke belirtisi gostermistir ve 16S rRNA
bolgesinin sekanslanmasi sonucu X. arboricola olabilecegi bildirilmistir (Mbega
et al.,, 2012b). Domates ve biberde bakteriyel lekeye neden olan bakteriyel
patojenlerin terminolojisi ve siniflandirmasi daha fazla degerlendirilmeye devam

edecektir ve taksonomik konumlar: gelecekte degisebilir.

Dort tiir arasinda, X. euvesicatoria, X. vesicatoria ve X. gardneri izolatlari
hem domates hem de biberin patojenleri olarak rapor edilmistir, X. perforans
izolatlar1 sadece domatesten rapor edilmistir (Jones et al. 2004b). Ancak, Florida'
daki bir biber tarlasindan bir X. perforans izolati izole edilmistir ve bu durum
etmenin konukc¢u araliginin genisledigini diisiindiirmiistiir (Potnis et al., 2015).
Domates ve biberde bakteriyel lekeye neden olan tiirler arasinda, Xanthomonas
euvesicatoria diinyanin birgok yerinde varligi rapor edilmistir (Potnis et al., 2015;
Roach et al., 2018).

2.5 Bakteriyel Leke Hastaligimin Miicadelesine Yonelik Calismalar

Bakteriyel leke hastaliginin, birincil yonetim stratejisi patojen igermeyen,

sertifikali tohum veya hastaliksiz bitki materyalinin kullanimini igermelidir.
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Enfekteli tohumlarimi dekontamine etmek igin, sicaklik uygulamasi, domates
tohumlarinda meyve oOziinlin fermantasyonu, biber tohumlar1 i¢in klor / asit
uygulamalar1 gibi iglemler testlenmistir, ancak bu uygulamalar tohum kalitesini
onemli derecede azaltmadan enfekte olmus tohumlardan patojenlerin tamamen
ortadan kaldirilmasini saglayacak hicbir yontem mevcut degildir (Giovanardi et
al., 2018). Patojen, konuk¢u materyal parcalandiginda hayatta kalamaz, bu
nedenle ekim ndbeti Onerilir (Ritchie, 2000). Hastalik ile miicadelede kimyasal
savasim, hem organik olmayan hem de organik tarim f{retim sistemlerinde
agirlikli olarak bakir bazli bakterisitler ile gergeklesir. Bakir bazli liriinlerin, diistik
maliyetli ve bulunabilirliginin kolay olmasi nedeniyle de siirekli kullanilmaktadir
(Griffin et al. 2017). Ancak bakirl preparatlarin sik sik uygulanmasi, 1980’lerden
beri etmenin bakira toleransinda azalma bildirilmesine neden olmus (Marco and
Stall, 1983) ve diinyanin birgok bolgesinde bakira dayanikli veya tolerant
Xanthomonas spp. ait izolatlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Martin et al.,
2004, Obradovic et al., 2004, Mirik et al., 2007, Shenge et al., 2014, Abbasi et al.,
2015). Bakteriyel lekeye karsi arazi ve sera kosullarinda, bakir uygulamasinin
hastalik siddetini azaltmada etkili olmadigin1 belirlenmistir (Abrahamian et al.,
2019). Hastalik kontrolii  yoOntemlerine, mancozeb  gibi etilen-bis-
ditiokarbamatlarin eklenmesi daha pozitif sonug¢ vermesine ragmen hastalik i¢in
optimal kosullarda ve bakira toleransli izolatlar mevcut oldugunda bakteriyel
lekeyi yeterince kontrol edememektedir (Strayer et al., 2016) Xanthomonas
tiirlerindeki bu bakir toleransi, domates ve biberde bakteriyel lekenin kontrolii i¢in
bakir bazli tirtinlerin kullanisliligini etkileyen bir sorundur (Griffin et al. 2017). Su
anda, ticari olarak temin edilebilen bakir bazli bakterisitler tipik olarak bakir (II)
hidroksit, bakir (II) oksit veya bakir (II) oksikloriir, bazik bakir (II) siilfat ve
tiodiazol bakir gibi ¢6ziinmeyen bakir bilesikleri seklinde mikron boyutlu metalik
bakir icerir (Dong et al.,, 2020). Ancak bazi nanometre boyutundaki metalik
bilesiklerin mikron boyutlu muadilleriyle karsilagtirildiginda daha yiiksek
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmigtir (Panacek et al., 2006).
Bu nedenle suan farkli bakir kompozitlerinin bitki hastaliklarina karsi
kullanilmasma yonelik ¢alismalar artmaktadir. Buna yonelik, domateste bakira
tolerant Xanthomonas perforans’a karsi gelismis bakir kompozitleri denenmistir.
Bakir kompozitlerin, arazi ¢alismalarinda bakir-mancozeb' e kiyasla % 80 daha az

metalik bakir kullanarak, hastalik siddetini 6nemli Olglide azaltti belirlenmistir.
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Ancak calismada mikron boyutlu bakir bakterisitlerin yillarca yogun kullanimi
sonucu olusan bakir direncinin gelismesini referans alarak bakterinin bakir
kompozitlerine karst da direng gelistirmesinin muhtemel olabilecegi
vurgulanmigtir (Strayer-Scherer et al., 2018). Ayrica domates bitkisinde bazi
fungal hastaliklarinin kontrolii i¢in tavsiye edilen, Pyraclostrobin, pyraclostrobin
+ metiram, ve fluazinam aktif maddeler domateste bakteriyel leke igin
denenmistir ve umutvar sonuglar elde edilmistir. In vitro testlerde dogrudan
bakterisidal etkisi olmadigi bilinen pyraclostrobin domates yapraklarina
puskiitiildiigiinde, hastalik semptomlarinda azalma ve peroksidaz, polifenol
oksidaz aktivitesinde artig saptanmistir, bu durumun diren¢ indiiksiyonu ile ilgili

oldugu bildirilmistir (Itako et al., 2015).

Tarimsal alanlarda antibiyotik uygulamasina izin verilen bazi iilkelerde,
bakteriyel leke kontroliinde antibiyotikler kullanilmistir. ABD’de streptomisin
kullanim1 fide {iretim alanlariyla sinirli olmasina ragmen; Florida ve Kuzey
Carolina gibi ABD' deki farkli domates tarlalarinda X. euvesicatoria
poptilasyonlarinda dayaniklilik rapor edilmistir. Patojenin bakir gibi antibiyotik
dayaniklilik gelisme riski yiiksektir (Abrahamian et al., 2021b).

Bakteriyel leke etmenlerinin kontroliine yonelik, bitki aktivatorleri, kiigiik
molekiillii bilesikler ve nanomateryaller gibi farkli kimyasal yaklagimlarda
bulunmaktadir. Ozellikle bakira toleransli bakteriyel leke etmenleriyle miicadele
etmek i¢in; 2-aminoimidazole (Worthington et al., 2012), N-asetilsistein (Qiao et
al. 2021) gibi kii¢iik molekiillii bilesikler antibakteriyel olarak testlenmis ve arazi
denemelerinde bakteriyel leke belirtilerini azaltarak hastalik yonetimi agisindan
etkili bulunmustur. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ana bileseni ve bir¢ok
insan ve bitki patojenine karsi etkili olan, carvacrol [2-metil-5- (1-metiletil) -
fenol, C10H140] kii¢iik bir molekiildiir. In vitro (Kotan et al., 2007) ve in vivo
denemelerde bakteriyel lekeye karsi basarili bulunmustur ayrica carvacrol’in
tohuma primingi ile tohum ¢imlenmesini ve vigor indeksini arttirmada etkili
oldugu (Qiao et al., 2020) saptanmustir. Bir diger kimyasal strateji, bakteriler de
dahil olmak iizere birgok bitki patojeninin patogenezini sinirlandirmak icin
bitkilerde sistemik kazamilmis direnci (Systemic Acquired Resistance, SAR)

indiikleyen ve genellikle ‘bitki aktivatorii” olarak adlandirilan biyoaktif iirtinlerin
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kullanimidir. Sentetik SAR indiikleyici salisilik asit analogu olan acibenzolar-S-
methyl ile yapilan arazi ¢alismalarinda bakteriyel meyve lekesi olusumu azalmig
ve hastalik kontrolii agisindan standart bir bakir bakterisit programi (bakir
hidroksit + maneb veya mancozeb tank karigimi) kullanilarak elde edilene benzer
veya daha basarili bulunmustur. Serada gergeklestirilen ¢aligmalarda acibenzolar-
S-methyl islemi ile domates fidelerinde X. axonopodis pv. vesicatoria popiilasyon
yogunluklart azalmigtir (Louws et al., 2001). Yine de acibenzolar-S-methyl,
harpin gibi direnci indiikliyen maddelerin tek kullanimlari bakteriyel leke
semptomlarin1 tamamen engellememektedir, bu uyaricilarin ¢esitli bakir bazl
bakterisit, bakteriyofaj gibi farkli yonetim stratejileri ile entegre bir sekilde
kullanimi1 ayrica uygulama sikliginin ve oraninin optimize edilmesi daha basarili
sonucglar alinan alternatif bir hastalik yonetim sekli olmaktadir (Louws et al.,
2001, Obradovic et al., 2005, Huang et al., 2012). Ayrica acibenzolar-S-methyl’in
domates bakteriyel leke kontrolii icin etkinligi belirlenmis olsa da bazen bitki
biiyiimesinde olumsuz etkilere sahip oldugu ve verime etkisinin olmadigi
bildirilmistir (Louws et al., 2001; Abbasi et al., 2002). Hastalik siddeti ag¢isindan
olumlu sonuglara ragmen, verim artis1 diisiik veya 6nemsiz oldugunda fayda /
maliyet orani negatif olarak kabul edilebilir. Bu amacla, hem hastalik kontrolii
hem de optimal bitki gelisimi i¢in acibenzolar-S-methyl uygulamalarinin araligi
ve sayist arasindaki optimum iliskinin belirlenmesi gereklidir. Acibenzolar-S-
methyl’in ¢ok sayida uygulanmasi verimi tehlikeye atabilecek bir enerji
harcamasina da yol acgabilir. Bakteriyel lekeye karst domateste acibenzolar-S-
methyl uygulamalar1 arasindaki ideal aralik 8 ila 10 giin olarak belirlenmistir. 10
acibenzolar-S-methyl uygulamasi ile verimde de azalma oldugu saptanmustir.
Hastalik kontroliinde, acibenzolar-S-methyl Onleyici olarak uygulanmalidir.
Hastalik baskisinin diisiik oldugu veya hi¢ olmadigi kosullar altinda direng
indiiksiyonu 1ile iligkili enerji agig1 olugsmasi sonucu vejetatif biiylimenin ve
verimin negatif yonlii etkilenebilecegi sonucuna varilmistir (Pontes et al., 2016).
Son zamanlarda diren¢ indiikleyici olarak, tarimda plazma aktive edilmis su
(Plasma activated water, PAW) kullanimina odaklanan yeni bir yaklagim
olusmustur. Suyun soguk atmosferik basingli plazmaya maruz kalmasi, sivi fazda
hem reaktif oksijen hem de nitrojen tiirlerinin tiretimini tetikler boylece PAW ile
uyarilan bitkilerde metabolik siiregleri, bitki gelisimini ve stres yanitlarini

diizenleyen ¢esitli sinyal yollarinda degisimler olur (Zambon et al., 2020). Bu
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yaklagimla, domateste bakteriyel yaprak lekesine karsi direng indiikleyici olarak
PAW testlenmistir ve in vitro deneylerde Xanthomonas vesicatoria 'a karsi
dogrudan antimikrobiyal aktivite gdstermemesine ragmen, in vivo denemelerde
hastalik siddetini azaltmada etkili olmustur. Ayrica patojen inokulasyonu sonrasi
ilk 48 saatte PAL (Phenylalanine ammonia-lyase) geninin transkript seviyeleri

onemli Ol¢lide yiikselmistir (Perez et al., 2019).

Nanomateryallerde son yillarda bitki hastaliklarina karsi farkli bir
alternatif olusturmaktadir. Isikla aktive olan nano Olgekli titanyum dioksitin
(TiOy), giimiis katkili nano 6lgekli TiO2 (TiO2/Ag) ve ginko katkili nano olgekli
TiO2' nin (TiO2/Zn) domates de Xanthomonas perforans’ a karsi
degerlendirilmistir ve bakir bazli bakterisitlere kiyasla hastalik insidansini 6énemli
Olgiide azalttig1 belirlenmistir. Ancak TiO2/Zn uygulamasi yapilmig iki farkl
deneme alaninda kismi yaprak fitotoksisitesi (= %2-10 yaprak alani) gézlenmistir.
Hastalik kontrolii ag¢isindan sonuc¢lar umut verici olsa da nano Olgekli
fotokatalizorlerin bitki hastalik yonetiminde kullanilabilmesi igin ek optimizasyon
caligmalarina ihtiyact oldugu belirtilmistir (Paret et al., 2013). Nano magnezyum
oksidin (Nano-MgO) in vitro deneylerde Xanthomonas perforans' a karsi, ticari
bakir preparati ile karsilastirildiginda yiiksek antibakteriyel aktivitesi sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica ¢esitli ¢evresel faktdrlerin nonapartikiiliin  etkililigini
etkileyebilecek iken, tarla kosullarinda yapilan calismada da 200 ug / ml
konsantrasyonda higbir fitotoksisite belirtisi olmaksizin, hi¢bir uygulama
yapilmamis kontrole kiyasla bakteriyel leke siddetinde Onemli bir azalma

saglamistir (Liao et al., 2019).

Patojenin bakira karsi dayaniklilik gelistirmesi kimyasal miicadelenin
etkililigini azaltmaktadir. Bu nedenle bu patojene kars1 dayanikli ¢esit kullanimi
ekonomik ve teknik agidan en pratik miicadele metodudur (Sahin and Miller,
1998). Bakteriyel lekeye karsi genetik dayaniklili§in olmasi, nispeten uzun vadeli
ve daha etkili bir ¢oziimdiir. Farkli yabani hatlarda ve yetistirilen domates
akrabalarinda hypersensitive (Asirt duyarli) ve non-hypersensitive (asir1 duyarl
olmayan) dayaniklilik tanimlanmistir ve yetistirilen domateslere aktarilmistir.
Ancak, tam bir dayaniklilik heniiz elde edilememistir (Sharma and Bhattarai,

2019).
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Hastalikla miicadelede; patojenlerin bakir dayanikliginin olmasi, heniiz
dayanikli ticari bir ¢esit bulunmamasi, alternatif kimyasal yaklasimlarin umutvar
sonuglar vermesine ragmen fitotoksik etkilerinin giderilmesi i¢in ek optimizasyon
calismalarina ihtiya¢ olmasi ve heniiz gevresel etkilerinin bilinmemesi nedeniyle
stirdiiriilebilir bir tarim endiistrisi i¢in dogadostu farkli biyolojik ve alternatif
yaklasimlara yonelinmistir. Hastaliga karst kompost (Al-Dahmani et al., 2003),
ucucu yag gibi alternatif yaklasimlara ek olarak bakteriofajlar (Flaherty et al.,
2000), dogada dogal olarak bulunan nonpatojenik bakteriler (Byrnea et al., 2005)
ve PGPR’lar (Ji et al., 2006) gibi biyokontrol elemanlari {izerine yogunlasilmustir.

Son yillarda ¢6ziiniir humatlar ve PGPR’lar ile biyogiibreleme, besin
alimiminda ve abiyotik strese karsi bagarili olmasi nedeniyle dikkat ¢ekmektedir.
Domateste Xanthomonas euvesicatoria karsi tek veya kombine sekilde
Herbaspirillum seropedicae ve hiimik asit biyogiibre uygulamasinin, patojen
enfeksiyonu altinda kontrole kiyasla siirglin ve kok biiylimesini destekledigi
ayrica hastalik siddetini azalttig1 saptanmistir (da Silva et al., 2021). Yenilik¢i bir
organik kontrol stratejisi olarak kumari’nin Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria karsi antibakteriyel aktivitesinin oldugu ve yarim doz bakir
hidroksit uygulamasi ile kombinasyonu sonucu hastalik siddetinin azalmasini
sagladig1 belirlenmistir (Schiavi et al., 2021). Domateste bakteriyel lekeye karsi
kompostlanmis inek giibresi, kompostlanmis c¢am kabugu, organik c¢iftlik
kompostu veya kompostlanmis bahge atigindan hazirlanan Oziitler yapraklara
puskiirtme seklinde uygulanmasi sonucu hastalik siddetinde orta diizeyde ancak
istatistiksel olarak 6nemli bir azalmaya neden olmamistir (Al-Dahmani et al.,
2003).

Biyokontrol elemanlarinin, bitkiye uygulanmalari genel olarak tohum
primingi, topraga i¢irme, fide sasirtmadan O6nden koklerin daldirilmasi, yaprak
spreyl veya damla sulama yoluyla gerceklestirilir (Mahmood et al., 2016).
Canliligr dogrudan etkileyen cevresel kosullarin yani sira, biyokontrol
elemanlarinin uygulanma yontemleri onlarin hayatta kalma, cogalma ve

kolonizasyon potansiyellerini etkiler (Singh et al., 2020).
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Biyokontrol ¢alismalari, genellikle cesitli bitki patojenlerine karsi yararh
mikrobiyal tiirlerin izolasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu ve
bunlarin antimikrobiyal ve biyokontrol etki mekanizmalarmin belirlenmesine
yonelik gerceklesmektedir. Arazi kosullar1 altinda dogal olarak Xanthomonas
vesicatoria ile enfekte olmus bitkilerden elde edilen tohumlarin antagonistik
Pseudomonas fluorescens ile tohuma primingi sonucu tohum Kkalitesini
iyilestirmis ve tarlada bakteriyel leke hastaligi insidansini biiyiik OSlgiide
azaltmistir (Kavitha and Umesha, 2007). Domates tohumlarina Methylobacterium
spp. ile priming yapilmis bitkilerde Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
baskisi altinda hastalik siddetinde 6nemli 6l¢iide azalma ve daha yiiksek bitki
biiylimesi belirlenmistir. Ayrica biopriming yapilan Orneklerde sadece patojen
inokulasyonu yapilanlara kiyasla daha az hastalik insidans1 gozlenmistir.
(Calismada biopriming yapilan bitkilerdeki hastalik siddetindeki diisiis ACC
deaminaz aktivitesi nedeniyle azalmis etilen seviyesinden kaynakli oldugu
belirtilmistir. Ayrica, bu bitkilerdeki [-1,3-glucanase ve PAL savunma
enzimlerinde ve bunlarin ilgili gen ifadelerinde 6nemli bir artista saptanmistir ve
diisiik etilen seviyesine paralel olarak patogenezle ilgili savunma proteinlerinin

artig sonucu bakteriyel lekeye karsi savunma indiiklenmistir (Yim et al., 2014).

Misirda yapilan bir ¢alismada, domates de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria’nin neden oldugu bakteriyel leke hastaligina kars1 antagonist Rahnella
aquatilis’in biyolojik kontrol etkisi arastirilmistir. Calismada R. aquatilis strainleri
yaprak, kok, toprak ve tohum araciligiyla uygulanmistir. R. aquatilis uygulanmis
tim fidelerde X. c. pv. vesicatoria’a karst duyarlilikta azalma belirlenmistir. R.
aquatilis’in yaprak uygulamasi hastalik kontroliinde en etkili yontem olarak
bulunmustur (El-Hendawy et al., 2005).

Domates de 50 potansiyel biyokontrol ajaninin bakteriyel leke hastaligina
kars1 biyokontrol etkisi arastirilmigtir. Asimptomatik domates yapraklarindan
izole edilen muhtemel biyokontrol ajanlarinin hastalik siddetini diistirme
yetenekleri sera kosullar1 altinda testlenmistir. Bakteriyel benek hastaligina karsi
koruma saglayan Pseudomonads’larda c¢aligmada testlenmis ve bu strainlerin
bakteriyel leke hastaliginn1 siddetini azaltmada etkili ve tutarli oldugu

belirlenmistir. Tiim strainler arasinda Cellulomonas turbata BT1, hastalik siddeti
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diisiirme de en basarili strain ve Pseudomonas syringae Cit7, en tutarli strain

olarak belirlenmistir (Byrne et al., 2005).

ABD yapilan bir ¢calismada; yapraklardan izole edilen biyokontrol ajanlari
ile bitki gelisimini diizenleyen rhizobacter (PGPR)’lerin integrasyonu ile domates
de bakteriyel benek (Pseudomonas syringae pv. tomato) ve bakteriyel leke
hastaligina kars1 biyokontrol etkileri arastirilmistir. Sonuglara gore; PGPR straini
olan Pseudomonas fluorescens 89B-61 ve Bacillus pumilis SE34’in bakteriyel
leke hastaligina karst onemli bir baski uyguladigi sonucuna varilmistir. Ayrica
yaprak biyokontrol ajan1 Pseudomonas syringae Cit7 ve PGPR straini
Pseudomonas fluorescens 89B-61"in birlikte kombinasyonu bakteriyel benek ve
leke hastaligini 6nemli derecede (ortalama %53-82 oraninda) azalttigi

belirlenmistir (Ji et al., 2006).

Korede yapilan bir calismada, biberde bakteriyel leke hastaligina karsi
endofit bakterilerin antagonistik aktivitesi ve bitki gelisimini arttirict etkisi
aragtirtlmistir. Saglikli biber bitkilerinden elde edilen endofitik izolatlardan,
populasyonlarda baskin olma ve her bir biber bitkisini temsil etmesi dikkate
almarak 23 adet EB secilmistir. 16S rRNA sekans analizleri sonucu EB
izolatlarinin, ~ Ochrobacterium, Pantoe, = Pseudomonas, Sphingomonas,
Janthinobacterium, Ralstonia, Arthrobacter, Clavibacter, Sporosarcina,
Acidovorax ve Brevundimonas genuslarina ait oldugu saptanmistir. Bu EB
izolatlar1 arasindan calismanin devaminda, biber govdesinde 10°-107 cfu/g
seviyelerindeki tutarli kolonizasyonlar1 nedeniyle PS4 ve PS27 izolatlan
secilmistir ve ek analizler ile bu izolatlarin sirasiyla Pseudomonas rhodesia ve
Pantoea ananitis olabilecegi saptanmistir. EB kontrole gore hastalik siddetini
diistirdiiginic ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’a karsi uyarilmis
sistemik dayaniklilig1 tetikledigi belirtilmistir (Kang et al., 2007).

Ulkemizde yapilan bir calismada; X. axanopodis pv. vesicatoria ’a karsi
Bacillus izolatlar1 ile biyolojik miicadele olanaklari aragtirilmistir. Sera ve tarlada
yetistirilen biber rizosferinden alinan toprak drneklerinden izole edilen ii¢ Bacillus
izolati1 testlenmistir. Sonuglara gore; ti¢ Bacillus sp. izolatinin tek basina ve

onlarin kombinasyonlariyla inokule edilen biber bitkilerinde sirasiyla sera
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kosullar1 ve tarla denemelerinde hastalik gelisimini %11-62 ve %38-67

oranlarinda azalttigin1 belirlenmistir (Mirik et al., 2008).

Cesitli  bitkilerin rizosferinden izole edilen Paenibacillus polymyxa
izolatlarinin bitki gelisimini arttirict etkisi ve biberde bakteriyel leke hastaligina
karst ISR (Induced Systemic Resistance) etkisi arastirilmistir. 29 P. Polymyxa
straininden sadece KNUC265 izolatinin hastalik siddetini kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda 6dnemli derecede azalttigi saptanmistir. 29 izolatdan 17’sinin
bitki biomass’inda artis1 tesvik etmistir. P. Polymyxa KNUC265 izolatinin hem
bitki gelisimi hemde ISR tetiklemesi nedeniyle; biber ve diger iirlinlerde de verimi

arttirabilecegi i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir (Phi et al., 2010).

Kore’de yapilan bir ¢alismada; Laktik asit bakterilerinin biberde bakteriyel
leke’ye karsi biokontrol etkisi sera ve arazi kosullarinda incelenmistir.
Inokulasyondan 10  giin sonra yapilan degerlendirmede  kontrolle
karsilastirildiginda hastalik siddeti sera kosullarinda %57-73, arazi kosullarinda
%70-94 oraninda azalmistir (Shrestha et al., 2014).

16 S rDNA sekanslarina gore, Streptomyces (DFs1296 ve DFs1315),
Bacillus (DFs1414, DFs1420 ve DFs1423) ve Pseudomonas (DFs1421) genusuna
bagli oldugu tanimlanan alti PGPR izolati domates tohumlarina kaplanarak ve
Xanthomonas gardneri’nin kontrolii i¢in testlenmistir. Sonuglar dogrultusunda
Bacillus izolatlarindan; DFs1420 6nemli derecede hastalik siddetini azaltmistir
(Naue et al., 2014).

Son zamanlarda biyokontrol ajanlarimin kitlesel iiretimi i¢in biyoteknolojik
siireclerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar da artmaktadir. Buna yonelik taze
peynirden izole edilen Bacillus velezensis IP22 izolati1 laboratuvar olgeginde
biyoreaktorde iiretildikten sonra, biber bitkisinde Xanthomonas euvesicatoria’a
kars1 biyokontrol ajani olarak kullanilmis ve bakteriyel leke semptomlarini dnemli
Olclide bastirdig1 belirlenmistir (Paj¢in et al., 2020). Bitki hastaliklar1 ile
miicadelede biyokontrol ajanlarinin  biyoproses siireclerinin  adim adim

laboratuvar, pilot ve endiistriyel 6l¢eklerde arastirilarak gelistirilmesi, biyokontrol
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ajanlariin tarimsal iiretimde biyopreparat olarak kullaniminin artmasina katki

saglayacaktir.

Bakteriyel leke yonetimde biyolojik ve kimyasal yaklasimlarin entegre bir
sekilde kullanilarak, hastalik i¢in basar1 ylizdesi yiiksek miicadele programlari
olusturmaya ¢alisilmistir. Famoxadone, cymoxanil, acibenzolar-S-methyl, ve
Bacillus subtilis i¢eren prepartlarin bakir ve mancozeb ile 14 hafta boyunca arazi
denemelerinde farkli oranlarda, tek veya birbirleriyle kombine ve rotasyonlu
sekilde wuygulandigi spreyleme programlari sonucu; famoxadone igeren
uygulamalar ve acibenzolar-S-methyl, veya Bacillus subtilis’in bakir ile kombine
spreyleme programlarinda hastalik siddetinde onemli 6l¢iide azalmalara neden
olmustur. Bu preparatlar bakteri lekesinin bastirilmasi i¢in olusturulacak entegre
bir yonetim programinda basarili olabilecek yardimeci alternatiflerdir (Roberts et
al., 2008). Biyolojik ajan olarak Pseudomonas fluorescens' in siispansiyon ve talk
bazli formulasyonu ile sentetik kimyasal olarak acibenzolar-S-methyl domatese
yapraklara piiskiirtme ve tohuma priming seklinde tekli veya kombinasyonlar
seklinde testlenmistir. Hastagi azaltma ve verim parametrelerine gore, P.
fluorescens siispansiyonunun yapraga piiskiirtiilmesinin en etkili uygulama oldugu
ancak P. fluorescens ve acibenzolar-S-methyl’in kombine olarak uygulamasi,
patojen popiilasyonunu azalttigit ve kontrol fidelerine gore fide biyokiitlesini

arttirmustir (Abo-Elyousr and EI-Hendawy, 2008).

Dayaniklilik indiikleyici olarak, canli bakteri hiicreleri disinda; bakteriyel
proteinler, lipoproteinler, lipopolisakaritler ve ekzopolisakaritler (EPS) gibi
mikroorganizmalardan iretilen molekiillerinde hastalik kontroliinde etkiligi
konusunda ¢alisilmaktadir. Lactobacillus plantarum tarafindan {iretilen
ekzopolisakkaritlerin (EPS) domates yapraklarinda Xanthomonas gardneri
siddetinde kontrol bitkilerine kiyasla %55 azalma saglamistir. EPS uygulamasi
yapilmis bitkilerde patojen inokulasyonu sonrasi polifenoloksidaz (PPO), katalaz
(CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri artmistir. EPS ile piiskiirtiilen ve
patojenle enfekte edilen bitkilerde, kontrol bitkilerine kiyasla fotosentez hizinin ti¢
kat daha yiiksek oldugu, stoma iletkenliginin ise %36 daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Blainski et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219417300340#bib3
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi
3.1.1 Calismada kullanilan test bitkisi ve bitki yetistirme ortam

Calismada Xanthomonas euvesicatoria’a karsi yiiksek duyarlilik gosterdigi
saptanan Torry F1 (Sygenta) domates ¢esidi kullanilmistir. Bitki yetistirme ortami

olarak steril torf kullanilmistir.
3.1.2 Bitkilerin in vitro olarak yetistirilmesi

Calismada kullanilan Torry F1 domates tohumlar1 45 gozli steril torf
iceren viyollere ekilmistir. Bitkiler 3-4 haftalik oldugunda 15 cm capinda steril
torf igeren saksilara sasirtilmistir. Bitkiler ortam sicakliginin 24=+1 °C, oransal
nemin %70-80 oldugu, 16 saatlik 151k periyodu (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik)

kosullarindaki iklim odasinda yetistirilmistir.
3.2 Calismada Kullanilan Bakteriyel Patojen

Bakteriyel test patojeni olarak, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvar: stoklarinda bulunan ve yiiksek lisans
tezinde viriilensliginin yiiksek oldugu saptanan Xanthomonas euvesicatoria (182

nolu Xe) izolat1 (Eryigit, 2016) kullanilmistir.
3.3 Yararh Bakteri izolasyonu

[zmir, Manisa ve Aydin ilinde domates yetistiriciliginin yaygin olarak
yapildig1 40 farkli lokasyondan saglikli domates bitkilerine ait kok, govde ve
yaprak  Orneklerinden yararli epifit ve endofit Dbakteri izolasyonu

gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Yararli bakteri izolasyonlari i¢in bitki 6rneklerinin toplandigi lokasyonlar
3.3.1 Epifit bakteri izolasyonu

Omekleme yapilan bitkiler arasindaki kontaminasyonu onlemek igin
laboratuvarda izolasyon yapilana kadar steril plastik kaplarda saklanmigtir.
Yaprak yikama teknigi ile epifitik bakteriler izole edilmistir. 250 mg’lik taze kok,
govde ve yaprak orneklerine 10 ml steril fizyolojik su (% 0,9 NaCl igeren distile
su) eklenerek yarim saat siireyle 120 rpm’de calkalanmistir. Elde edilen yaprak
yikama siispansiyonu sirastyla 107,102 oranlarinda seyreltilmistir ve 20 uL
alimarak tryptic soy agar (TSA, Sigma, Germany) ortamina ekilmistir ve
bakteriyel koloniler gelisene kadar 48 saat siireyle 24+1 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen bakteriyel koloniler morfolojik 6zelliklerindeki farkliliklar
(sekil, boyut, yapi, opaklik, pigmentasyon, ylikseklik ve kivam gibi) dikkate
alinarak daha fazla fonksiyonel karakterizasyon i¢in saflastirilmigtir ve saf
izolatlar daha ileri ¢aligmalar ig¢in -80 °C'de %20 (v/v) gliserol iceren Nutrient
Broth’ta saklanmistir (Aneja, 2003; Sanchez-Lopez et al., 2018).

3.3.2 Endofit bakteri izolasyonu
Ornekleme yapilan bitkilerde endofit bakteri izolasyonu igin; (1) yapisan

toprak partikiillerini ve mikrobiyal ylizey epifitlerinin ¢ogunu gidermek igin

musluk suyu altinda bitki dokusu iyice yikanmistir, (2) kalan mikrobiyal
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kolonileri kok yilizeyinden uzaklastirmak icin yiizey sterilizasyonu yapilmuistir, (3)
steril bir yikama soliisyonunda aseptik kosullar altinda birkag durulama
yapilmigtir ve (4) kok ylizeyinin tam sterilizasyonunu dogrulamak igin sterilite
kontrolii yapilmistir. 1-2 cm biiytikliiglinde kesilerek hazirlanan kok, gévde ve
yaprak ornekleri, 1 ml Tween 20 ilave edilmis %5 oraninda hazirlanmis sodyum
hipoklorite daldirilarak 10 dk, daha sonra %70’lik ethanol’e aktarilarak 5 dk
bekletilmis ve ii¢ kez steril damitik su ile durulanarak sodyum hipoklorit ve
ethanol uzaklastinnlmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan ornekler steril kurutma

kagitlarinda kurutulmustur.

Yukarida belirtilen islemlerden sonra bitki orneklerinin lizerindeki epifit
bakterilerden tamamen arindigindan emin olmak i¢in; ti¢lincli durulama isleminde
kullanilan steril damitik sudan 0,1 ml alinarak TSA ortamina yayilarak 24+1 °C
inkiibasyona birakilmistir. 48 saat sonunda herhangi bir bakteriyel gelismenin
olmamasi durumunda ylizey dezenfeksiyonunun basarili bir sekilde yapildigina

karar verilmistir.

Yiizey dezenfeksiyonu yukarida agiklandigi sekilde yapilan kok, govde ve
yapraklardan endofit bakteri izole etmek icin; dokulara gore triturasyon ve
imprinting yontemi olmak iizere iki farkli teknik kullanilmistir. Triturasyon
yontemi ile endofit bakteri izolasyonu icin, 5 g taze bitki dokusu 100 ml fosfat
tamponlu tuz soliisyonunda (PBS, 1 litre i¢in: 8 g NaCl, 0,2 g KH2P04, 1,1 g
Na;HP0s ve 0,2 KCI, pH 7.4) stomaker yardimi ile ezilmistir. Elde edilen
siispansiyon 101-102 oraninda seyreltilmis, TSA ortamina ekilmistir ve bakteri
kolonileri goriintir hale gelene kadar 24+1 °C inkiibasyona birakilmistir.
Imprinting yénteminde ise; 2-3 cm uzunlugundaki kék ve gdvde kisimlari yiizey
dezenfekte edilip kurutulduktan sonra steril bistiiri ile kesitler alinmig ve kesitler
TSA ortamina aktarilmistir (Sekil 3.2). Bir saat sonra kok ve govde kesitleri TSA
ortamindan alinarak bakteriyel koloniler gelisene kadar 48 saat silireyle 24+1
°C’de inkiibasyona brrakilmistir. Gelisen farkli tipteki koloniler segilip
saflagtirilarak -80 °C’de ve %20 gliserol igeren nutrient broth igerisinde ileri
caligmalarda kullanilmak tizere saklanmistir (Nejad and Johnson, 2000; Hallmann
et al., 2006).
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Sekil 3.2 Imprinting yontemi ile domates bitkisinin govde ve kok kisimlarindan kesitler

almarak gerceklestirilen izolasyon

3.4. Yararh Bakterilerin Morfolojik ve Fizyolojik Karakterizasyonu

Saglikli domates bitkilerinden izole edilen epifit ve endofit yararli
bakterilerin koloni morfolojileri (sekil, boyut, yapt vb.) King B besiyerinde UV
(366 nm) pigmentasyonu, gram reaksiyonlari, levan olusumu, oksidaz testi,
tiitinde hipersensitif reaksiyonu, patateste pektolitik aktivitesi ve 37 °C’de
gelisme  durumlari  belirlenerek  6n  tanm1 yapmak {lizere genel olarak
degerlendirilmistir (Schaad et al., 2001). Bitki ve insan patojeni olma riski

tagtyanlar daha ileri ¢alismalarda kullanilmamak {izere elenmistir.

3.5 Yararh bakterilerin In Vitro Bitki Gelisimini Arttirma

Potansiyellerininin Belirlenmesi

3.5.1 Siderofor iiretme aktivitesi

Bakterilerin siderefor iiretme aktivitesi, Schwyn ve Neilands (1987)’nin
onerdigi Blue-CAS Agar metodunun uyarlanmasi ile belirlenmistir. Yararl
bakteri izolatlarinin siderofor {iretiminin belirlenmesi i¢in Blue-CAS Agar
besiyeri kullanilmistir (Tablo 3.1). 9 cm capl petri kaplarinda Blue-CAS Agar
tizerinde birbirlerine esit uzaklikta olacak sekilde dort noktaya 24 saatlik saf
yararli bakteri kiiltlirleri nokta inokulasyon yoluyla ekilmistir. Ekim yapilan Blue-
CAS Agar besi ortamlart 24 °C’de 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Izolatlarin ekiminden 7 giin sonra, bakteri kolonileri ¢evresinde olusan sari

zonlarin genisligi mm olarak Olgiilerek, bakterinin siderofor iiretiminin gostergesi
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olarak degerlendirilmistir (Klement et al., 1990). Deneme 4 tekerriirlii olarak

kurulmustur.

Tablo 3.1 Yararli bakterilerin siderefor {iretme aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilan Blue-

CAS Agar besi yeri i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

Blue -CAS
Agar (1 It besi
ortami)
(Klement, et al.,
1990)

1. soliisyon
(casamino asit solusyonu)

60,5 mg chrome azurol S (CAS) (50ml saf su
i¢inde ¢oziildii)

10 ml Demir (III) solisyonu CAS
soliisyonuna eklendi (1 mM FeCls.6H20,
0,027¢g/100ml 10 mM HCI, 10 mM HCI:
0,036 g/100ml iginde ¢oziildii)

HDTMA 0,0729g (72.9 mg HDTMA 40 ml
suda ¢oziildii ve CAS soliisyonuna eklendi)

Koyu mavi  siispansiyon  otoklavda
sterilizasyonu 121°C / 15 dk olarak
gerceklestirildi

Free asid soliisyonu
(750 ml suda)

30,24 g Pipes Free asit

12 g NaOH (50% (w/v) 750 ml Pipes Free
asit soliisyonuna eklendi

Tuz soliisyonu
(100 ml)

3 g/l KH2PO, (0,3 g/100mI)

5g/l NaCl (0,5 g/100ml)

10 g/l NH4CI (1 g/100ml)

20 mM MgSO0;. (0,492 g/100ml)

1 mM CaCl, (0,110 g/100ml)

15 g Agar

Free asit ve Tuz soliisyonlar1 karistirilmis ve
pH:6.8’¢ ayarlanmistir. 121 °C ‘de 15 dk.
otoklav da sterilize edilmistir.

Filitre ile steril edilmistir

10 ml (% 20’lik sukroz veya glikoz
soliisyonu)

30 ml Casamino acid (%10 w/v)

Hazirlanan siispansiyonlar karistirilarak petrilere dokiilmiistiir.

3.5.2 Indol asetik asit (IAA) iiretiminin belirlenmesi

Bakterilerin IAA  dretimi

L-triptofan  (L-TRP)’m  varliginda

spektrofotometrede 535 nm’de absorbans degeri okunarak kolorometrik olarak

degerlendirilmistir (Bric et al., 1991). 50 mL steril Nutrient Broth (NB) besiyerine

0,2 um' lik bir membrandan filtre edilerek sterilizasyonu saglanmis 5 mL L-TRP

(%0,05) eklenmistir. Bu s1v1 besiyerine yararli bakteri siispansiyonlaridan (= 108

cfu/ml) 100 pL eklenmis ve 24 +1 °C’de, 120 rpm’de 24 saat ¢alkalanmistir. Elde

edilen siv1 kiiltiir 1000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant Whatman

(No: 2) filtre kagidindan gecirilmistir. Filtre edilen siipernatanttan 3 mL alinmis
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ve tizerine 2 mL Salkowski ayiract (2 mL 0,5 M FeClsz + 98 mL %35’lik HC104)
ilave edilmistir. Bu s1v1 30 dk. sonunda spektrofotometrede 535 nm’de absorbans
degeri okunmustur. IAA konsantrasyonlarini belirlemek icin; 1’den 50’ye kadar
farkli ppm diizeylerinde IAA silispansiyonu hazirlanip dl¢limler yapilarak, IAA
standart egrisi ile olusturulmustur ve bu standart egriye gore izolatlarin IAA

tiretimi hesaplanmustir.

3.5.3 Fosfati1 ¢6zme aktivitesinin belirlenmesi

Bakterilerin fosfati ¢dzme aktivitesini test etmek i¢in; 9 cm c¢apli petri
kaplarinda NBRIP Agar besiyeri {izerinde (Tablo 3.2) birbirlerine esit uzakliktaki
4 noktaya 24 saatlik saf yararli bakteri kiiltiirleri nokta inokulasyon yoluyla
ekilmis ve 24 £1 °C’de inkiibasyona birakilmistir. izolatlarm ekiminden 14 giin
sonra, bakteri kolonileri ¢evresinde olusan saydam zonlarin genisligi mm olarak
Olciilerek, bakterinin fosfati ¢6zme aktivitesinin varli§i degerlendirilmistir

(Nautiyal, 1999).

Tablo 3.2 Yararl bakterilerin fosfati ¢cozme aktivitesinin belirlemek amaciyla kullanilan NBRIP

Agar besi yeri icin gerekli kimyasallar ve miktarlart

Kimyasal Miktar
Glukoz 10¢g
Ca3(PO4)2 59
NBR.IP. Agar (NH4)2S04 01g
(1 It igin) KCI 0,29
MgSO4 7H20 0,259
MgCl2 6H.0 59
pH 7’ye ayarlandi.
Agar | 159
121 °C de 20 dk otoklavlandi.

3.5.4  1-Aminocycolopropane-1-carboxylate  (ACC) deaminase

aktivitesinin belirlenmesi

Bakterilerin ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesi; in vitro’da ACC'yi
tek bir azot kaynagi olarak kullanma yetenegi prensibine dayanmaktadir. Izole
edilen antagonist bakterilerinin in vitro’da ACC-deaminase aktivitesi ACC katkili

DF minimal tuz ortaminda koloni gelisimine bakilarak degerlendirilmistir
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(Penrose ve Glick, 2003). DF minimal tuz ortami (Dworkin and Foster, 1958)
Tablo 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Azot kaynagi olarak 2 g/l
(NH4)2SO4 iceren DF minimal tuz ortami pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
ACC deaminaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla azot kaynagi (NH4)2SO4
yerine 0,2 um'lik bir membrandan filtre edilerek sterilizasyonu gerceklestirilmis 3
mM ACC soliisyonu herhangi bir azot kaynagi icermeyen DF minimal tuz
ortaminin yiizeyine 100 pl yayilmistir. ACC soliisyonu ortam yiizeyinde tamamen
kuruduktan sonra, 24 saatlik saf kiiltiirlerden hazirlanan yaklasik 10® cfu/ml
yogunluktaki bakteri siispansiyonlarindan 20 pl alinarak nokta ekim yapilmustir.
72 saat 24+1 °C'de tutulan petriler, her giin bakteri {iiremesi agisindan
incelenmistir. Izolatlarin gelisim yogunlugu dikkate alnarak (-, gelisim yok; +,
diistik gelisim; ++, gelisim var; +++, iyi gelisim; ++++ kuvvetli gelisim) ACC-

deaminase aktiviteleri belirlenmistir.

Tablo 3.3 Yararli bakterilerin ACC-deaminase aktivitesi belirlemek amaciyla kullanilan DF

minimal tuz ortami igin gerekli kimyasallar ve miktarlar

Kimyasal Miktar
KH2PO4 49
NazHPO4 69
MgSO4 7H.0 029
Glukoz 29
Glukonik Asit 29
Sitrik Asit 29
DF minimal tuz Iz element soliisyonu | H3BOs 10 mg
ortami (100 ml steril suda | MnSO,4H,0 11,19 mg
(Dworkin ve Foster, coziildii, daha sonra | ZnSO,7H,O 124,6 mg
195.8).' solisyondan 0.1 ml | CuSO,5H,0 78,22 mg
(1 Itigin) alinarak ortama | MoOs 10 mg
eklendi)
10 ml steril suda | FeSO47H,0 100 mg
¢Oziildli, daha sonra
0.1 ml alinarak ortama
eklendi)
Karigimin ph’st 7,2 ye ayarlamip 18 g agar eklenerek 121 °C de 20 dk
otoklavlandi

3.5.5 Hidrojen siyaniir (HCN) iiretiminin belirlenmesi

Glycine (4,4 g/L) igeren TSA ortamina 24 saatlik saf kiltiirlerden elde

edilen bakteri izolatlarinin ¢izgi ekim yapilmis ve 24+1 °C’de 2 giin inkubasyona
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birakilmistir. %0,5 pikrik asit ve %2,0 sodyum karbonat emdirilmis bir filtre
kagid1 parcast her bir petri kabinin kapagina yerlestirildikten sonra petriler ters
cevrilmigtir. Petri kaplari parafilm ile kapatilmistir ve 24+1 °C’de 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra filtre kagidmnin saridan-
kahverengi turuncuya dogru renk degisikligi, mikrobiyal siyaniir iiretiminin

gostergesi olarak degerlendirilmistir (Bakker and Schippers, 1987).

3.5.6 Yararh Bakterilerin Xanthomonas euvesicatoria’a karsi In Vitro

Antagonistik Etkisinin Belirlenmesi

Izole edilen epifit ve endofit yararli bakterilerin, test patojeni
Xanthomonas euvesicatoria’a karsi in vitro biyokontrol 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla; Xanthomonas euvesicatoria’nin 48 saatlik saf kiiltiiriinden hazirlanan
yaklasik 108 cfu/ml (ODsoonm: 0,28) yogunluktaki siispansiyondan 100 pl alinarak
9 cm ¢apli petri kaplarinda King B besiyerine baget yardimiyla yayilmistir. Daha
sonra 24 saatlik saf yararli bakteri izolatlar1 nokta ekim ile birbirine esit
uzakliktaki 4 noktaya ekilmis ve 48 saatlik inkubasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra bakteri kolonileri cevresinde olusan engelleme zonlarinin

genisligi mm olarak odlgiilerek degerlendirilmistir.
3.6 In vivo Testler icin Yararh Bakteri izolatlarinin Secilmesi

Izole edilen yararli bakteri izolatlarmin in vitro bitki gelisimini arttirma ve
biyokontrol testlerinden elde edilen sonuglarin tek seferde degerlendirilmesinde
tartili derecelendirme yontemi modifiye edilerek kullanilmistir (Serce ve Gorgiili,
2009). Bakteri izolatlarinin in vivo biyokontrol ¢alismasinda kullanilmasinda;
gerceklestirilen in vitro testlerin 6nem siralari baz alinarak farkli diizeylerde
puanlamalar yapilmigtir. Gergeklestirilen in vitro PGPR ve biyokontrol testlerine
verilen farkli puan degerleri, biyokontrol alanindaki ¢aligmalar yorumlanarak
bizim tarafimizdan belirlenmistir. Tartili derecelendirme yontemi ile Tablo 3.4’de
belirtilen puanlamalar dikkate alinmistir. Elde edilen in vitro test sonuglarinin
tartili derecelendirme yontemine gore degerlendirilmesi sonucu, 100 iizerinden 45
ve iizerinde puan alan yararli bakteri izolatlar1 ile bitki biiylime odasinda,

kontrollii kosullarda in vivo biyokontrol testleri gergeklestirilmistir.
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yontemiyle belirlenmesi amaciyla kullanilan puanlamalar

In vitro Testler | Degerlendirme In vitro Degerlendirme
skalalar: Testler skalalar:
10 mm > 30 puan 300 ppm > 15 puan
8-10 mm 24 puan 250-300 ppm 12 puan
Biyokontrol 5-8 mm 18 puan IAA iiretme 200-250 ppm 9 puan
3-5 mm 12 puan aktivitesi 150-200 ppm 6 puan
1-3 mm 6 puan 100-150 ppm 3 puan
0-1 mm 1 puan 50-100 ppm 1 puan
12 mm > 25 puan 15 mm > 10 puan
9-12 mm 20 puan 12-15 mm 8 puan
Siderofor 6-9 mm 15 puan Fosfati Cozme | 9-12 mm 6 puan
Uretme 3-6 mm 10 puan Aktivitesi 6-9 mm 4 puan
Aktivitesi 1-3 mm 5 puan 3-6 mm 2 puan
0-1 mm 1 puan 1-3 mm 1 puan
+ 5 puan HCN iiretme HCN iiretme
ACC deaminaz ++ 10 puan aktivitesi aktivitesinin
aktivitesi +++ 15 puan puanlamada etkisi
+4+4+ 20 puan olmayacak

3.7 In vivo Kosullarda Xanthomonas euvesicatoria’a kars1 Biyokontrol
Etki Testleri

In vitro testlerden elde edilen tartili derecelendirme sonuglarina gore
secilen yararli bakteriler patosisteme tohuma biopriming ve yesil aksam

uygulamasi olmak tizere 2 farkli bicimde verilmistir.

Tohuma biopriming: Yikanmis ve yiizey dezenfeksiyonu yapilmis domates
tohumlar1 in vitro test sonuglarina gore se¢ilmis epifit ve endofit bakterilerinlerin
24-48 saatlik TSA’da gelisen kiiltiiriinden %1,5 CMC’de siispanse edilerek
hazirlanmis bakteri siispansiyonu ile 30 dakika siireyle 121 rpm’de ¢alkalanarak
kaplanmistir. Kaplama isleminden sonra kurutma kagitlar1 arasinda tutulan
tohumlar 24 °C’de 1 saat kurumaya birakilmistir. Kurutulan tohumlar steril torf
iceren viyollere ekilmis ve bitki biliylime odasinda kontrollii kosullarda
yetistirilmistir.  Uglincii  gercek  yapraklar  goriildiiginde 108 cfu/ml
yogunlugundaki patojen Xe siispansiyonu yapraklara piiskiirtme big¢iminde

uygulanmistir.
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Yesil aksam uygulamasi: Herhangi bir uygulama goérmemis tohumlardan
yetistirilen 3-4 yaprakli domates fidelerine; 24 saatlik kiiltiirden hazirlanan ve
yaklasik 10® cfu/ml (ODeoo: 0,45) yogunluktaki yararli bakteri siispansiyonlar1 her
bitki bagina 10 ml olacak sekilde piilverizatér yardimiyla piiskiirtme bi¢ciminde
uygulanmustir. Yararl bakteri uygulamasindan 24 saat sonra yaklasik 108 cfu/ml
yogunlugundaki patojen Xe siispansiyonu yapraklara piiskiirtme bigiminde

uygulanmistir (E1-Hendawy et al., 2005).

Sadece Xe uygulanmis domates bitkileri pozitif kontrol olarak, herhangi
bir uygulama gOérmemis domates bitkileri ise negatif kontrol olarak
degerlendirilmistir. Yukarida belirtilen uygulamalar dikkate alinarak, bitki
bliyime odasinda yapilan sakst denemelerinde domates bitkileri ortam
sicakliginin 2441 °C, oransal nemin %70-80 oldugu, 16 saatlik 151k periyodu (16
saat aydinlik, 8 saat karanlik) kosullarinda tutulmustur. Xe inokulasyonundan
sonra ise; bitkilere 3 giin siireyle yiiksek oransal nem (%90) saglanmistir. Yararh
bakterilerilerin in vivo biyokontrol etki denemeleri 10 tekerriirlii ve her tekerriirde
1 bitki yer alacak sekilde Tesadiif bloklar1 deneme desenine goére planlanmis ve
her deneme 2 kez tekrarlanmistir. Xe inokulasyonundan 10 giin sonra hastalik
siddeti; Al-Dahmani et al., (2003) tarafindan olusturulan hastalik siddeti skalas1
modifiye edilerek 0—4 skalasina gore (0: belirti yok, 1: yaprakta 1-5 lezyon, 2:
yaprakta ¢ok sayida lezyon ve birlesmis lezyonlar, 3: birlesmis lezyonlar ve
nekrotik yapraklar, 4: olii yapraklar) degerlendirilmistir (Sekil 3.3). Hastalik
enfekte edilen 1 bitkinin sahip oldugu her bir bilesik yaprak skala degerlerine gore
ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Hastalik siddeti indeksi (DI), Liu ve ark. (1995)’1n

belirttigi formiil ile hesaplanmustir.

Y.(Skala degerixSkalada degerlendirilen bitki sayis1)

* % Hastalik siddeti= X 100

Toplam bitki sayis1XEn yiiksek skala degeri

Su kontroliine kiyasla hastalik siddetindeki azalma, Moss ve ark. (2007)

tarafindan aciklanan formiile gore belirlenmistir.

Hastalik yiizde etki (%) = ([Hastalik siddeti kontrolii - Hastalik siddeti
tedavisi] / Hastalik siddeti kontrolii) x 100.
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Sekil 3.3 Hastalik siddeti degerlendirmede kullanilan 0-4 skalasi

3.8 Bitki Biiyiime Parametrelerin Belirlenmesi

3.8.1 Vigorite indeksi

Tartil1 derecelendirme yontemi ile secilen yararli bakteri izolatlarina
vigorite indeksi testi uygulanmistir. %2’lik sodyum hipoklorit ile vyiizey
dezenfeksiyonu yapilmis domates tohumlari, boliim 3.7°deki protokole gore
yararli bakteriler ile biopriming yapilmistir. Kaplama isleminden sonra tohumlar
nemlendirilmis steril kurutma kagith petrilere ekilmistir. Calisma 3 tekerriirlii ve
her tekerriirde 50 tohum olucak sekilde gergeklestirilmistir. Negatif kontrol
tohumlari ise sadece %1,5’luk CMC ¢ozeltisi ile kaplanmistir. 24 °C’de 7 giinliik
inkubasyondan sonra, ¢imlenme %’si, radisil ve hipokotil uzunlugu olgiilerek
Vigorite Indeksi ((VI): % ¢imlenme X (radicil uzunlugu + hipokotil uzunlugu))

hesaplanmistir.
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3.8.2 Kuru agirhk/Yas Agirhk

Tartili derecelendirme yoOntemi ile segilen yararli bakteri izolatlari ile
tohuma bioprimingi yapilarak yetistirilen domates bitkileri sokiilmiis, yikanarak
kokleri yetistirme ortamindan temizlenmis ve kok yas agirligi hassas terazi ile
Olclilmiistiir. Daha sonra 65 °C’ye ayarl etlivde sabit agirliga ulasincaya kadar

bekletilmis ve kok kuru agirligi belirlenmistir.

3.9 Etkili Bulunan Yararh Bakterilerin Molekiiler Tanis1

In vivo testlerde Xe’ye karsi en basarili bulunan yarali bakteri izolatlarinin
molekiiler tanisi; 16S rRNA hedef bolgesine gore dizayn edilmis, 27F/1492R
(Forward: AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG, Reverse: GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T) universal primer c¢iftleri kullanilarak Jiang ve ark. (2006)’nin
onerdigi protokole gore (95 °C’de 5 dk, [94 °C’de 30 sn, 55 °C 30 sn, 72 °C 2 dk
toplam 35 dongii], 72 °C’de 7 dk, 15 °C’de o) gergeklestirilmistir. Bakteri
DNA’s1 24 saat boyunca King B ortaminda gelistirilen kolonilerden elde edilen
bakteriyel siispansiyonlarin (konsantrasyon =~ 108 cfu/ml) 100 °C'de 10 dakika
kaynatilmasiyla elde edilmistir (Queipo-Ortuno et al., 2008). Elde edilen PCR
rtinleri TAE buffer (Fermentase, 0,5 M) ile hazirlanan %]1°lik Agaroz jelde 80
Voltta 1 saat elektroforezde kosularak sonuclar UV transilluminator goriintiileme
cthazinda 1460 bp’de bantlarin varligiyla degerlendirilmistir. Elde edilen PCR
triinleri sekans analizine gonderilmistir. Sekans diizenleme ve inceleme,
Sequencher V5.4.5 ile yapilmisgtir. PCR {riinlerinin DNA dizileri, BLAST
software (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) kullanilarak GenBank dizileri ile

karsilastirilmistir.

3.10 Etkili Bulunan Yararh Bakterilerin Bitkide Kolonizasyonunun

izlenmesi

In vitro ve in vivo deneylerden elde edilen sonuglar dogrultusunda Xe' ye
karst 6nemli biyolojik kontrol gosteren iki yararli bakteri izolatinin bitkideki
kolonizasyonu izlenmek iizere seg¢ilmistir. Domates bitkileri i¢cindeki bakteri

popiilasyonunu izlemek igin, segilen iki bakteri izolati rifampisin (200 ppm) ’e
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dayanikli kilinarak etiketlenmis ve tohum kaplama uygulamasi big¢iminde
uygulama yapilmistir. Yararli bakterilerin domates bitkilerinde patojen varliginda
ve yoklugunda zamana bagli olarak kolonizasyonu Tablo 3.5’de belirtilen
ornekleme zamanlarina gore gergeklestirilmistir. Tohum bakterizasyonundan
baslayarak ornekleme zamanlarinda 1 g bitki 6rnegi alinarak (kok/yesil aksam),
100 ml steril su iginde 15 dk ¢alkalanmistir. Yikama suyundan seyreltme serisi
hazirlanarak KB besiyerine (200 pg/ml Rifamicin katkili) ekim yapilmis gelisen
koloniler sayilarak 1 g bitki dokusundaki yararli bakteri populasyonu (cfu/g bitki)
degerlendirilmistir (Kloepper, J. W., 1980). Deneme her 6rnekleme dénemi i¢in 3
tekerriirlii ve her tekerriirde 1 fide olacak sekilde tesadiif bloklar1 deneme

desenine uygun olarak planlanmstir.

Tablo 3.5 Yararli bakteri (YB) izolatlarmin kolonizasyonunu takip etmek i¢in

gerceklestirilen 6rnekleme donemleri

No Sadece YB uygulamasi gérmiis bitkiler YB ve patojen uygulamasi (Xe) gérmiis

icin 6rnekleme donemleri bitkiler igin 6rnekleme donemleri

Kotiledon periyodunda

Kotiledon periyodunda

1.gercek yaprak doneminde

1.gercek yaprak doneminde

2.gercek yaprak doneminde

2.gergek yaprak doneminde

Su inokulasyonundan 24 saat sonra

XE inokulasyonundan 24 saat sonra

Su inokulasyonundan 24 saat sonra

XE inokulasyonundan 48 saat sonra

Su inokulasyonundan 7 giin sonra

XE inokulasyonundan 7 giin sonra

~N| O O B W N

Su inokulasyonundan 10 giin sonra

XE inokulasyonundan 10 giin sonra

3.11 Bitki Savunmasu ile Tliskili Gen ifade Profillerinin Belirlenmesi

In vivo biyokontrol testleri sonucunda Xe’e karst en etkili bulunan yararli
bakteri izolati secilmistir. En basarili yararli bakteri izolati tohum kaplama
yontemi ile domates tohumlarina uygulanmistir. Gen ekspresyon analizleri igin, X.
euvesicatoria inokulasyonundan itibaren 0., 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde yaprak
ornekleri alinmis ve alinan 6rnekler sivi azotta dondurulduktan sonra -80 °C’ ta
bir sonraki asamaya kadar saklanmistir. Total RNA izolasyonu igin, her bir yaprak
ornegi steril havanlarda, tizerlerine sivi azot dokiilerek havaneli yardimiyla toz

haline getirilmistir. Total RNA izolasyonu i¢in Bray (1988)’in gelistirmis oldugu
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LiCl-phenol ekstraksiyon RNA izolasyon teknigi modifiye edilerek kullanilmis ve
bu yontem ile total RNA’lar ekstrakte edilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 LiCl-phenol ekstraksiyon RNA izolasyon protokolii

Asamalari

1 300 mg bitki 6rnegi tartilmig 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine alinmis ve {izerine 50
mM Tris pH: 9, 150 mM LiCl, 5 mM EDTA, %5 SDS karigimindan olusan
ekstraksiyon soliisyonundan 500 pl mikropipet yardimiyla eklenmistir.

2 Tiplerin kapaklar iyice kapatildiktan sonra 15 saniye vortekslenmis ve santrifiijde +4
°C’de 5000 rpm devirde 5 dakika santrifiijlenmistir.

3 Ust faz alinarak 1/1 oraninda fenol kloroform izoamil alkol ilave edilmis ve 15 saniye
vortekslenmistir.

4 Santrifiijde +4 °C’de 10600 rpm devirde 5 dakika santrifuj edilmistir.

5 Ust faz alinacak 1/1 oraninda fenol kloroform izoamil alkol ilave edilecektir ve 15
saniye vortekslenmistir.

6 Santrifiijde +4 °C’de 10600 rpm devirde 5 dakika santrifuj edilmistir.

7 Usteki supernatant kism1 alinmis ve alinanin yaris1 kadar (supernatant 250 pl ise 125
ul) 10M LiCl konulmus ve el ile alt iist edilmistir.

8 10 M LiCl eklenen ve karistirilan tiipler +4 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir.

9 +4 °C’den ¢ikartilacak 6rnekler santrifiijde +4 °C’de11000 rpm’de 40 dakika santrifuj
edilmis tst faz pellete zarar vermeden dikkatlice dokiilmiistiir.

10 Eppendorf tiiplerine %70’lik etanolden 1000ul ilave edilecek ve +4°C’de 10600 rpm
devirde 5 dakika santrifuj edilmis ve iist faz dikkatlice dokilmiis ve islem 2 defa
tekrarlanmustir.

11 Ust faz uzaklastirilmis ve ependorf tiipiindeki pellet kurutulup 30 pl DePC’li su ile
¢Oziilmiistiir.

12 Elde edilen RNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir..

Toplam 1 pg total RNA, 1 U RNaz icermeyen DNase | (DNasel, RNase-
free Thermo Scientific EN0525) enzimi ile 30 dakika siireyle 37 °C'de inkiibe
edilmistir, daha sonra Thermo Scientific GeneJET RNA Cleanup and
Concentration Micro Kiti ile iiretici firmanin 6nerdigi protokole gére RNA’larin
pirifikasyonu gergeklestirilmistir. RNA Kkalitesi, agaroz jel elektroforezi ve

spektrofotometrik olarak kontrol edilmistir.

Reverse Transcriptase PCR teknigi ile piirifiye RNA’lardan cDNA elde

edilmis bdylece istenen gen veya gen pargaciklarinin eldesi i¢in kalip DNA olarak
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kullanilmigtir. Piirifiye edilmis total RNA’dan cDNA sentezi RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofischer, K1622) adli ticari kiti kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Her 6rnek igin ¢cDNA, Oligo (dT)s primer (1 ul), 5X
Reaksiyon buffer (4 ul), RiboLock Rnaz Inhibitorii (20 U/ul) (1 pl), 10 mM dNTP
mix (2 ul), RevertAid M-MuLV Reverse transkriptaz enzimi (200 U/ul) (1 pl) ve
Rnaz igermeyen H20 ile 20 pL toplam reaksiyon hacminde 1 pug toplam RNA
kullanilarak sentezlenmistir. Elde edilen cDNA’lar bir sonraki agsamaya kadar -

20°C’de saklanmustir.

Kantitatif Real Time PCR analizi, Rotor-Gene Q (Qiagen) i¢inde Real
Time PCR cihazinda RealQ Plus 2x Master Mix Green (Ampligon, A323402)
kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu, 1 pl forward primer (10 pM), 1
ul Reverse primer (10 pM), 12,5 ul RealQ Plus 2x Master Mix Green (Ampligon),
1 pl seyreltilmis cDNA ve ayrica dH20 eklenmis 25 pL toplam reaksiyon
hacmine tamamlanarak gerceklestirilmistir. Amplifikasyon dongiisii; ilk adimda
TEMPase hot start enzimin aktivasyonu i¢in 95 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir,
daha sonra 40 dongii 95 °C'de 15 saniye, 60 °C'de 30 saniye, 72 °C'de 30 saniye
olacak sekilde gerceklesmistir. PCR reaksiyonunun saflik kontrolii erime egrisi
analiziyle yapilmistir. Erime egrisi analizi, Erime egrisi protokoliinii 95 °C'de 10
saniye ve ardindan 62 °C ile 95 °C arasinda 0.2 °C'de artiglarla 10 saniye

izlenmistir.

Kantitatif Real Time PCR analizlerinde kullanilan primerlerin listesi Tablo
3.7°de verilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri, domateste EFla ekspresyonuna
gore normalize edilmistir. Her bir primer ¢ifti i¢in amplifikasyon verimliligi,
kontrol cDNA’lardan 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 oranlarinda diliisyonlar
kullanilarak standart egri grafigi cizilerek hesaplanmistir. Her gen igin ii¢ teknik
kopyanin ortalama CT degerlerine gore transkript degisimleri belirlenmistir. Gen

ifade seviyeleri 2725t yontemi kullanilarak (Livak and Schmittgen, 2001)

hesaplanmustir.
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Tablo 3.7 Gen ifade profili ¢aligmalarinda kullanilan primerler

Gen Forward primer (5°-3”) Reverse primer (5°-3) Referans
EF1 GACAGGCGTTCAGGTAAGGA GGGTATTCAGCAAAGGTCTC Scalschi et
al.,, 2018
ACO AAGATGGCACTAGGATGTCAATAG TCCTCTTCTGTCTTCTCAATCAAC Takishita et
al., 2018
ETR GGTAATCCCAAATCCAGAAGGTTT CAATTGATGGCCGCAGTTG Constantin
etal., 2019
PI-1 GTGTACCAACAAAGCTTGCTAAAGA GTACAACAACACCCAAAATGTTGTC Constantin
etal., 2019
PR1 TGGTGGTTCATTTCTTGCAACTAC ATCAATCCGATCCACTTATCATTTTA Constantin
etal., 2019
PAL CGTTATGCTCTCCGAACATC GAAGTTGCCACCATGTAAGG Constantin
etal., 2019
ICS TCCAGGCTGAAGATGATGAG TTATTCCAACCGCAAATTCA Constantin
etal., 2019
AOC GCACGAAGAAGAGAAGAAAGGAGA CGGTGACGGCTAGGTAAGTTT Scalschi et
al., 2018
ASR ACACCACCACCACCTGT GTGTTTGTGTGCATGTTGTGGA Scalschi et
al., 2018

3.12 Verilerin Analizi

Tez ¢alismasi1 kapsaminda elde edilen tiim verilere, bilgisayarda SPSS (SPSS Inc.
PASW Statistics versiyon 15) paket programi ile varyans analizi uygulanmis ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar %35 hata olasilig1 ile yapilan DUNCAN testiyle

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Yararh Bakterilerin izolayon Sonuclar

Domateste bakteriyel leke etmeni Xanthomonas euvesicatoria’a karsi
etkisi testlenecek yararli bakteri izolatlarinin elde edilmesi i¢in, ortiialt ve agik
alanda domates yetistiriciligi yapilan izmir, Manisa ve Aydin ili ¢evresindeki 40
farkli lokasyondan (IZMIR- Bornova: E.U. Kampiis; Karaburun: Eglenhoca,
Mordogan; Urla: Balikliova, Nohutalan; Cesme: Ildir1, Germiyan; Baymdir: Cirpi,
Odemis: Balabanli; Tire: Gokgen, Alacali; Torbali: Subasi, Menemen: Yanikkoy,
E.U.ZF. Menemen Cifligi, UTAEM; Kinik: Yayakent, Poyracik, Kinik Ovas;
Bergama: Bolcek; MANISA- Kirkagag: Musahoca, Karakum, Gelenbe; Akhisar:
Pimnarcik, Saricali, Akselendi, Beyoba, Sazoba; Saruhanli: Dereli, Camliyurt,
Alibeyli, Liitfiye; AYDIN- Efeler: Tepekoy, Golhisar, Sahnali, Armutlu,
Kozalakli, Dalama, YenikOy, Karahayit, Baltakdy) alinan 127 farkli bitki
orneginin kok, govde, yaprak ve cigeklerinden toplam 313 adet endofit ve epifit
Ozelligi gosteren antagonist adayr bakteri izolati elde edilmistir (Sekil 4.1).
Ornekleme yapilan yerlere ve elde edilen bakteriyel izolatlara iliskin bilgiler
Tablo 4.1°de detayl aciklanmistir. Farkli lokasyonlardan toplanan 127 &rnekten
izole edilen 313 bakteri kolonisi (Tablo 4.1) saflastirilarak, ¢alismanin diger
asamalarinda gergeklestirilecek olan in vitro ve in vivo testlerde kullanilmak {izere

-80 °C’de ve %20 gliserol i¢eren nutrient broth icerisinde saklanmustir.

Sekil 4.1 izolasyon sonrasi elde edilen bakteriyel koloniler



Tablo 4.1 Antagonist aday1 bakteri izolatlari ile ilgili bilgiler

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alman Yer

no* Kodu Bitki Materyali _

1 KD 1/1 Yaprak + Bornova/ E.U. Kampiis
2 KD 1/2 Kok + Bornova/ E.U. Kampiis
3 KD 1/3 Cicek + Bornova/ E.U. Kampiis
4 KD 1/4 Yaprak + Bornova/ E.U. Kampiis
5 KD 2/1 Kok + Bornova/ E.U. Kampiis
6 KD 2/2 Yaprak + Bornova/ E.U. Kampiis
7 KD 2/3 Yaprak + Bornova/ E.U. Kampiis
8 KD 3/1 Kok + Karaburun / Eglenhoca
9 KD 3/2 Kok + Karaburun / Eglenhoca
10 KD 4/1 Kok + Karaburun / Eglenhoca
11 KD 4/2 Kok + Karaburun / Eglenhoca
12 KD 4/3 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
13 KD 4/4 Govde + Karaburun / Eglenhoca
14 KD 4/5 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
15 KD 4/6 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
16 KD 4/7 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
17 KD 5/1 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
18 KD 5/2 Kok + Karaburun / Eglenhoca
19 KD 6/1 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
20 KD 6/2 Kok + Karaburun / Eglenhoca
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Tablo 4.1 (devam)

Izolat | Izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Omek Alan Yer

no* Kodu Bitki Materyali

21 KD 6/3 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
22 KD 6/4 Govde + Karaburun / Eglenhoca
23 KD 7/1 Kok + Karaburun / Eglenhoca
24 KD 7/2 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
25 KD 7/3 Govde Karaburun / Eglenhoca
26 KD 8/1 Kok + Karaburun / Eglenhoca
27 KD 8/2 Govde + Karaburun / Eglenhoca
28 KD 9/1 Kok + Karaburun / Eglenhoca
29 KD 9/2 Yaprak + Karaburun / Eglenhoca
30 KD 9/3 Govde + Karaburun / Eglenhoca
31 KD 10/1 Yaprak + Karaburun / Mordogan
32 KD 10/2 Kok + Karaburun / Mordogan
33 KD 10/3 Kok + Karaburun / Mordogan
34 KD 10/4 Govde + Karaburun / Mordogan
35 KD 10/5 Yaprak + Karaburun / Mordogan
36 KD 11/1 Kok + Karaburun / Mordogan
37 KD 11/2 Kok + Karaburun / Mordogan
38 KD 11/3 Yaprak + Karaburun / Mordogan
39 KD 11/4 Kok + Karaburun / Mordogan
40 KD 11/5 Govde + Karaburun / Mordogan
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Tablo 4.1 (devam) Tablo 4.1 (devam)

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alman Yer Izolat | Izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Omek Alan Yer
no* Kodu Bitki Materyali no* Kodu Bitki Materyali

41 KD 12/1 Kok + Karaburun / Mordogan 61 KD 19/1 Kok Cesme / I1dir1

42 KD 12/2 Kok + Karaburun / Mordogan 62 KD 19/2 Kok + Cesme / Ildir1

43 KD 12/3 Govde + Karaburun / Mordogan 63 KD 19/3 Yaprak + Cesme / Ildir1

44 KD 13/1 Kok + Urla / Balikliova 64 KD 19/4 Govde + Cesme / Ildir1

45 KD 13/2 Kok + Urla / Balikliova 65 KD 19/5 Kok + Cesme / [1dir1

46 KD 14/1 Kok + Urla / Balikliova 66 KD 20/1 Kok + Cesme / Germiyan
47 KD 14/2 Kok + Urla / Balikliova 67 KD 20/2 Kok + Cesme / Germiyan
48 KD 14/3 Kok + Urla / Balikliova 68 KD 21/1 Kok + Cesme / Germiyan
49 KD 15/1 Yaprak + Urla / Balikliova 69 KD 21/2 Kok + Cesme / Germiyan
50 KD 15/2 Kok + Urla / Balikliova 70 KD 22/1 Kok + Cesme / Germiyan
51 KD 15/3 Govde + Urla / Balikliova 71 KD 22/2 Kok + Cesme / Germiyan
52 KD 15/4 Kok + Urla / Balikliova 72 KD 22/3 Kok + Cesme / Germiyan
53 KD 16/1 Kok + Cesme / Ildir1 73 KD 22/4 Yaprak + Cesme / Germiyan
54 KD 16/2 Kok + Cesme / Ildirt 74 KD 24/1 Kok + Cesme / Germiyan
55 KD 17/1 Kok + Cesme / I1dirt 75 KD 24/2 Yaprak + Cesme / Germiyan
56 KD 17/2 Yaprak + Cesme / Ildirt 76 KD 24/3 Kok + Cesme / Germiyan
57 KD 17/3 Yaprak + Cesme / I1dirt 7 KD 24/4 Kok + Cesme / Germiyan
58 KD 17/4 Govde + Cesme / I1dirt 78 KD 24/5 Kok + Cesme / Germiyan
59 KD 18/1 Kok + Cesme / Ildirt 79 KD 25/1 Yaprak + Urla / Nohutalan
60 KD 18/2 Kok + Cesme / Ildirt 80 KD 25/2 Kok + Urla / Nohutalan




Tablo 4.1 (devam)

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alman Yer
no* Kodu Bitki Materyali

81 KD 25/3 Yaprak + Urla / Nohutalan
82 KD 25/4 Kok + Urla / Nohutalan
83 KD 26/1 Kok + Urla / Nohutalan
84 KD 26/2 Kok + Urla / Nohutalan
85 KD 27/1 Kok + Urla / Nohutalan
86 KD 27/2 Yaprak + Urla / Nohutalan
87 KD 27/3 Govde + Urla / Nohutalan
88 KD 27/4 Govde + Urla / Nohutalan
89 KD 28/1 Kok + Bayndir / Cirpt
90 KD 28/2 Kok + Baymdir / Cirpt
91 KD 29/1 Kok + Bayndir / Cirpt
92 KD 29/2 Kok + Baymdir / Cirpt
93 KD 30/1 Kok + Bayindir / Cirpt
94 KD 30/2 Kok + Bayndir / Curpt
95 KD 30/3 Yaprak + Bayindir / Cirpt
96 KD 31/1 Kok + Bayindir / Curpt
97 KD 31/2 Govde + Bayindir / Cirpt
98 KD 31/3 Kok + Bayndir / Curpt
99 KD 31/4 Kok + Bayndir / Curpt
100 KD 32/1 Kok + Baymndir / Curpt

Tablo 4.1 (devam)
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Izolat | Izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Omek Alman Yer
no* Kodu Bitki Materyali
101 KD 32/2 Kok + Baymdir / Cirp1
102 KD 32/3 Kok + Bayindir / Cirpt
103 KD 32/4 Kok + Baymdir / Cirp1
104 KD 33/1 Govde + Bayindir / Cirpt
105 KD 33/2 Govde + Bayindir / Cirpt
106 KD 33/3 Kok + Baymdir / Cirp1
107 KD 34/1 Govde + Bayindir / Cirp1
108 KD 34/2 Govde + Bayindir / Cirpt
109 KD 34/3 Kok + Bayindir / Cirp1
110 KD 35/1 Kok + Odemis / Balabanli
111 KD 35/2 Kok + Odemis / Balabanli
112 KD 36/1 Kok + Odemis / Balabanli
113 KD 36/2 Kok + Odemis / Balabanli
114 KD 36/3 Govde + Odemis / Balabanli
115 KD 37/1 Yaprak + Odemis / Balabanli
116 KD 37/2 Kok + Odemis / Balabanh
117 KD 38 Kok + Tire / Gokgen
118 KD 39/1 Kok + Tire / Gokgen
119 KD 39/2 Kok + Tire / Gokgen
120 KD 40/1 Kok + Tire / Alacalt
Tablo 4.1 (devam)

‘ fzolat ‘ fzolat ‘ izole Edildigi Epifit ‘ Endofit ‘ Ornek Alinan Yer




no* Kodu Bitki Materyali

121 KD 40/2 Yaprak + Tire / Alacali
122 KD 40/3 Yaprak + Tire / Alacal1
123 KD 40/4 Yaprak + Tire / Alacali
124 KD 40/5 Kok + Tire / Alacal1
125 KD 41/1 Govde + Tire / Alacali
126 KD 41/2 Kok + Tire / Alacali
127 KD 41/3 Kok + Tire / Alacal1
128 KD 41/4 Kok + Tire / Alacali
129 KD 42/1 Kok + Tire / Alacalt
130 KD 42/2 Govde + Tire / Alacali
131 KD 42/3 Kok + Tire / Alacalt
132 KD 43 Govde + Torbali / Subasi
133 KD 44/1 Kok + Torbali / Subasi
134 KD 44/2 Kok + Torbali / Subagi
135 KD 44/3 Kok + Torbali / Subasi
136 KD 45/1 Kok + Torbali / Subasi
137 KD 45/2 Kok + Torbali / Subasi
138 KD 46/1 Kok + Torbali / Subasi
139 KD 46/2 Kok + Torbali / Subagi
140 KD 47/1 Kok + Efeler / Tepekoy
Tablo 4.1 (devam)

Izolat izolat izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alman Yer
no* Kodu Bitki Materyali
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141 KD 47/2 Kok + Efeler / Tepekoy
142 KD 47/3 Yaprak + Efeler / Tepekoy
143 KD 48/1 Kok + Efeler / Tepekdy
144 KD 48/2 Govde + Efeler / Tepekoy
145 KD 48/3 Kok + Efeler / Tepekoy
146 KD 49/1 Kok + Efeler / Golhisar
147 KD 50/1 Govde + Efeler / Golhisar
148 KD 50/2 Kok + Efeler / Golhisar
149 KD 50/3 Kok + Efeler / Golhisar
150 KD 50/4 Govde + Efeler / Golhisar
151 KD 51/1 Kok + Efeler / Golhisar
152 KD 51/2 Kok + Efeler / Golhisar
153 KD 52/1 Kok + Efeler / Golhisar
154 KD 53/1 Kok + Efeler / Golhisar
155 KD 53/2 Kok + Efeler / G6lhisar
156 KD 53/3 Kok + Efeler / Golhisar
157 KD 54/1 Kok + Efeler / Golhisar
158 KD 54/2 Kok + Efeler / Golhisar
159 KD 55/1 Kok + Efeler / G6lhisar
160 KD 56/1 Govde + Efeler / G6lhisar
Tablo 4.1 (devam)

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alinan Yer
no* Kodu Bitki Materyali

161 KD 56/2 Kok + Efeler / Golhisar




162 KD 56/3 Kok + Efeler / Golhisar
163 KD 57/1 Kok + Efeler / Sahnali
164 KD 57/2 Kok + Efeler / Sahnali
165 KD 58/1 Kok + Efeler / Sahnali
166 KD 58/2 Kok + Efeler / Sahnalt
167 KD 58/3 Kok + Efeler / Sahnali
168 KD 59/1 Kok + Efeler / Sahnali
169 KD 59/2 Govde + Efeler / Sahnali
170 KD 60/1 Kok + Efeler / Sahnali
171 KD 60/2 Kok + Efeler / Sahnali
172 KD 60/3 Yaprak + Efeler / Sahnali
173 KD 60/4 Yaprak + Efeler / Sahnali
174 KD 60/5 Yaprak + Efeler / Sahnali
175 KD 61/1 Kok + Efeler / Sahnali
176 KD 62/1 Govde + Efeler / Sahnali
177 KD 63/1 Govde + Efeler / Sahnali
178 KD 63/2 Kok + Efeler / Sahnali
179 KD 64/1 Kok + Efeler / Armutlu
180 KD 64/2 Yaprak + Efeler / Armutlu
Tablo 4.1 (devam)

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alinan Yer
no* Kodu Bitki Materyali

181 KD 65/1 Govde + Efeler / Kozalaklt
182 KD 65/2 Govde + Efeler / Kozalakli
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183 KD 65/3 Kok + Efeler / Kozalakli
184 KD 66/1 Yaprak + Efeler / Kozalakli
185 KD 67/1 Govde + Efeler / Dalama
186 KD 67/2 Kok + Efeler / Dalama
187 KD 68/1 Kok + Efeler / Dalama
188 KD 68/2 Kok + Efeler / Dalama
189 KD 68/3 Govde + Efeler / Dalama
190 KD 69 Kok + Efeler / Yenikdy
191 KD 70/1 Kok + Efeler / Karahayit
192 KD 70/2 Govde + Efeler / Karahayit
193 KD 70/3 Yaprak + Efeler / Karahayit
194 KD 71 Yaprak + Efeler / Karahayit
195 KD 72/1 Kok + Efeler / Karahayit
196 KD 73/1 Govde + Efeler / Golhisar
197 KD 73/2 Kok + Efeler / Golhisar
198 KD 73/3 Kok + Efeler / Golhisar
199 KD 74/1 Kok + Efeler / Tepekoy
200 KD 74/2 Yaprak + Efeler / Tepekoy
Tablo 4.1 (devam)

izolat Izolat izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alian Yer
no* Kodu Bitki Materyali

201 KD 74/3 Yaprak + Efeler / Tepekoy
202 KD 75/1 Yaprak + Efeler / Baltakdy
203 KD 75/2 Kok + Efeler / BaltakSy




204 KD 76/1 Govde + Menemen / E.U. Ciftligi
205 KD 76/2 Kok + Menemen / E.U. Ciftligi
206 KD 77/1 Kok + Kinik / Yayakent
207 KD 77/2 Govde + Kinik / Yayakent
208 KD 77/3 Kok + Kinik / Yayakent
209 KD 78/1 Kok + Kinik / Yayakent
210 KD 78/2 Yaprak + Kinik / Yayakent
211 KD 79/1 Kok + Kinik / Yayakent
212 KD 80/1 Govde + Kinik / Yayakent
213 KD 80/2 Yaprak + Kinik / Yayakent
214 KD 81/1 Kok + Kinik / Poyracik
215 KD 81/2 Govde + Kinik / Poyracik
216 KD 81/3 Kok + Kinik / Poyracik
217 KD 82/1 Govde + Kinik / Poyracik
218 KD 82/2 Kok + Kinik / Poyractk
219 KD 83/1 Kok + Kinik ovast

220 KD 83/2 Yaprak + Kinik ovasi
Tablo 4.1 (devam)

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alinan Yer
no* Kodu Bitki Materyali

221 KD 83/3 Kok + Kinik ovasi

222 KD 84/1 Kok + Kinik ovasi

223 KD 84/2 Govde + Kinik ovasi

224 KD 84/3 Yaprak + Kinik ovast
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225 KD 85/1 Kok + Kinik ovast

226 KD 85/2 Yaprak + Kinik ovasi

227 KD 85/3 Yaprak + Kinik ovast

228 KD 86/1 Govde + Kinik ovast

229 KD 86/2 Kok + Kinik ovast

230 KD 87/1 Kok + Kinik ovast

231 KD 87/2 Yaprak + Kinik ovast

232 KD 87/3 Kok + Kinik ovast

233 KD 87/4 Yaprak + Kinik ovasi

234 KD 88/1 Kok + Bergama / Bolcek
235 KD 88/2 Kok + Bergama / Bolcek
236 KD 89/1 Kok + Bergama / Bolcek
237 KD 89/2 Yaprak + Bergama / Bolcek
238 KD 89/3 Kok + Bergama / Bolcek
239 KD 90/1 Govde + Bergama / Bolcek
240 KD 90/2 Kok + Bergama / Bolcek
Tablo 4.1 (devam)

izolat Izolat izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alinan Yer
no* Kodu Bitki Materyali

241 KD 91/1 Kok + Bergama / Bolcek
242 KD 91/2 Kok + Bergama / Bolcek
243 KD 91/3 Yaprak + Bergama / Bolcek
244 KD 91/4 Kok + Bergama / Bolcek
245 KD 92 Kok + Bergama / Bolcek




246 KD 93/1 Govde + Menemen /Y anikkoy
247 KD 93/2 Kok + Menemen /Y anikkdy
248 KD 94 Govde + Menemen /Y anikkdy
249 KD 95/1 Govde + Menemen /Y anikkoy
250 KD 95/2 Kok + Menemen /Y anikkdy
251 KD 96 Kok + Menemen / UTAEM
252 KD 97/1 Govde + Menemen / UTAEM
253 KD 98/1 Kok + Menemen / UTAEM
254 KD 98/2 Kok + Menemen / UTAEM
255 KD 99/1 Kok + Menemen / UTAEM
256 KD 100/1 | Kok + Menemen

257 KD 101/1 | Kok + Kirkagag¢ /Musahoca
258 KD 101/2 | Govde + Kirkagag /Musahoca
259 KD 101/3 | Kok + Kirkagag /Musahoca
260 KD 102/1 | Kok + Kirkagag¢ /Musahoca
Tablo 4.1 (devam)

Izolat | izolat Izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alinan Yer
no* Kodu Bitki Materyali

261 KD 102/2 | Yaprak + Kirkagac¢ /Musahoca
262 KD 102/3 Kok + Kirkagag¢ /Musahoca
263 KD 103/1 | Yaprak + Kirkagac /Musahoca
264 KD 103/2 | Kok + Kirkagagc /Musahoca
265 KD 103/3 | Yaprak + Kirkaga¢ /Musahoca
266 KD 104/1 | Kok + Kirkagag¢ /Musahoca
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267 KD 104/2 | Kok + Kirkagag¢ /Musahoca
268 KD 104/3 | Yaprak + Kirkagag¢ /Musahoca
269 KD 104/4 | Yaprak + Kirkagac /Musahoca
270 KD 105/1 | Govde + Kirkagag /Karakum
271 KD 105/2 Govde + Kirkagag /Karakum
272 KD 105/3 | Kok + Kirkagag /Karakum
273 KD 106/1 Govde + Kirkagag /Karakum
274 KD 107/1 Kok + Kirkagac / Gelenbe
275 KD 108/1 | Kok + Kirkagag / Gelenbe
276 KD 108/2 Govde + Kirkagac / Gelenbe
277 KD 108/3 | Yaprak + Kirkagag / Gelenbe
278 KD 108/4 | Yaprak + Kirkagac / Gelenbe
279 KD 108/5 | Yaprak + Kirkagag / Gelenbe
280 KD 109 Kok + Akhisar / Pinarcik
Tablo 4.1 (devam)

izolat izolat izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alian Yer
no* Kodu Bitki Materyali

281 KD 110/1 Kok + Akhisar / Sarigali
282 KD 110/2 | Kok + Akhisar / Sarigali
283 KD 111 Govde + Akhisar / Sarigali
284 KD 112/1 Yaprak + Akhisar / Sarigali
285 KD 112/2 | Kok + Akhisar / Sarigali
286 KD 112/3 | Govde + Akhisar / Sarigali
287 KD 112/4 | Kok + Akhisar / Sarigali




288 KD 113/1 | Kok + Akhisar / Sarigali
289 KD 113/2 | Govde + Akhisar / Sarigali
290 KD 114/1 Kok + Akhisar / Sarigali
291 KD 114/2 | Govde + Akhisar / Sarigali
292 KD 115 Kok + Akhisar / Akselendi
293 KD 116/1 | Govde + Akhisar / Akselendi
294 KD 116/2 | Kok + Akhisar / Akselendi
295 KD 117/1 | Kok + Akhisar / Beyoba
296 KD 117/2 | Govde + Akhisar / Beyoba
297 KD 118/1 | Govde + Akhisar / Sazoba
298 KD 118/2 | Kok + Akhisar / Sazoba
299 KD 119/1 Kok + Saruhanli / Dereli
300 KD 119/2 | Govde + Saruhanli / Dereli
Tablo 4.1 (devam)

Izolat izolat izole Edildigi Epifit | Endofit | Ornek Alman Yer
no* Kodu Bitki Materyali

301 KD 119/3 | Kok + Saruhanli / Dereli
302 KD 120/1 | Govde + Saruhanli / Dereli
303 KD 120/2 | Kok + Saruhanli / Dereli
304 KD 121/1 Kok + Saruhanli / Dereli
305 KD 121/2 Kok + Saruhanlt / Dereli
306 KD 122/1 Govde + Saruhanli / Camliyurt
307 KD 122/2 Govde + Saruhanli / Camliyurt
308 KD 123/1 | Kok + Saruhanli / Alibeyli
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309 KD 123/2 | Kok Saruhanli / Alibeyli
310 KD 124/1 | Kok Saruhanli / Alibeyli
311 KD 125/1 | Kok Saruhanli / Alibeyli
312 KD 126/1 | Govde Saruhanli / Liitfiye
313 KD 127/1 | Yaprak Saruhanli / Liitfiye

*izolat no, -80°deki stok numarasini belirtmektedir.
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4.2 Yararh Bakterilerin Morfolojik ve Fizyolojik Karakterizasyonu

Sonuglar

Saglikli domates bitkilerinden izole edilen epifit ve endofit yararli bakterilerin
koloni morfolojileri (sekil, boyut, yapt vb.) King B besiyerinde UV (366 nm)
pigmentasyonu, gram reaksiyonlari, levan olusumu, oksidaz testi, tiitiinde
hipersensitif reaksiyonu (HR), patateste pektolitik aktivitesi ve 37°C’de gelisme
durumlart 6n tan1 yapmak iizere genel olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.2).
Testlenen 313 bakteri arasindan 58 tanesi gram (+) iken, 255 tanesi gram (-)’dir.
KD 11/4, KD 27/1, KD 27/4, KD 35/2, KD 38, KD 41/2, KD 46/2, KD 48/2, KD
56/2, KD 58/3, KD 60/1, KD 60/5, KD 68/3, KD 71, KD 75/2, KD 77/2, KD 83/1,
KD 84/2, KD 91/4, KD 92, KD 101/1, KD 105/2, KD 107/1, KD 111, KD 112/3
kodlu 25 bakteri izolat1 patateste pektolitik aktivite gdstermistir. KD 15/3, KD
16/2, KD 30/3, KD 40/4, KD 43, KD 48/1, KD 51/1, KD 59/2, KD 67/2, KD 69,
KD 80/1, KD 83/2, KD 94, KD 109, KD 115, KD 127/1 kodlu 16 bakteri izolati
tiitinde HR pozitif sonug vermistir. KD 78/2, KD 85/2, KD 96 ve KD 112 kodlu 4
bakteri izolat1 hem tiitinde HR hem de patateste pektolitik aktivite pozitif sonug
gostermistir. Tiitlinde HR pozitif veya patateste pektolitik aktivite gosteren bakteri

izolatlari, bitki patojeni olma riski tasidigindan dolay:r daha ileri ¢alismalarda

kullanilmamak tizere elenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 On tan1 testi sonucu patateste pektolitik aktivite ve tiitinde HR (Hypersensitive Reaction)
pozitif reaksiyonlar
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Tablo 4.2 izole edilen epifit ve endofit aday yararli bakterilerin morfolojik ve fizyolojik dzelliklerine ait bilgiler

izolat No izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitlinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
1 KD 1/1 kremimsi beyaz - + - + - - -
2 KD 1/2 kremimsi sar1 - + + (yesil) - - + -
3 KD 1/3 seffaf krem - + - - - + -
4 KD 1/4 seffaf krem - + - - R + B
5 KD 2/1 krem - + +(mavi) - - + N
6 KD 2/2 krem - + +(yesil) - - + -
7 KD 2/3 krem/mukoid - + - + - R -
8 KD 3/1 krem - + - - + - -
9 KD 3/2 krem/mukoid - + - - + - -
10 KD 4/1 krem - + +(yesil) - - + -
11 KD 4/2 kremimsi beyaz - + - + - B -
12 KD 4/3 krem - + +(yesil) - - + -
13 KD 4/4 krem/mukoid - + - - - - -
14 KD 4/5 kremimsi sar1 - + +(yesil) - - + R
15 KD 4/6 krem/mukoid - + - - - - -
16 KD 4/7 sari/mukoid - + - - - R -
17 KD 5/1 kremimsi sari/mukoid - + - - - + _
18 KD 5/2 krem/mukoid - + - - - - -
19 KD 6/1 krem - + +(yesil) - - + -
20 KD 6/2 krem/mukoid - + - - - + -
21 KD 6/3 sar1 - + - - - R -
22 KD 6/4 krem/mukoid - + - - + - -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
23 KD 7/1 krem - + +(yesil) - - + -
24 KD 7/2 krem - + +(mavi) - - + N
25 KD 7/3 krem/mukoid - + - + + - -
26 KD 8/1 kremimsi beyaz - + - + - - -
27 KD 8/2 krem/mukoid - + - + - + -
28 KD 9/1 krem - + +(mavi) - - + -
29 KD 9/2 krem/mukoid - + - - - - -
30 KD 9/3 krem/mukoid - + - - + - -
31 KD 10/1 krem - + - - - - -
32 KD 10/2 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
33 KD 10/3 krem - + +(yesil) - - + -
34 KD 10/4 krem/mukoid - + - - - B -
35 KD 10/5 acik sari/mukoid - + - - - R -
36 KD 11/1 krem - + +(mavi) - - + -
37 KD 11/2 krem - + - + - - -
38 KD 11/3 sari/mukoid - + - - - R -
39 KD 11/4 krem - + - - - - +
40 KD 11/5 sari/mukoid - + - - - R -
41 KD 12/1 krem - + +(yesil) - - + R
42 KD 12/2 beyaz/pudramst - + - - - - -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
43 KD 12/3 krem/mukoid - + - - - _ -
44 KD 13/1 krem - + - - - - -
45 KD 13/2 krem - + +(yesil) - - + -
46 KD 14/1 krem - + +(yesil) - - + R
47 KD 14/2 krem - + +(yesil) - - + -
48 KD 14/3 beyaz/pudramsi - + - + - - -
49 KD 15/1 krem/mukoid - + - - - - -
50 KD 15/2 krem/mukoid - + - - - B -
51 KD 15/3 krem + + +(yesil) - - + -
52 KD 15/4 krem/mukoid - + - - - B -
53 KD 16/1 krem/pudramsi - + - + - - -
54 KD 16/2 krem + + - - - R -
55 KD 17/1 krem - + - - + - -
56 KD 17/2 krem - + +(mavi) - - + -
57 KD 17/3 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
58 KD 17/4 krem/mukoid - + - - + - -
59 KD 18/1 krem - + +(yesil) - - + -
60 KD 18/2 krem - + +(yesil) - - + R
61 KD 19/1 krem - + +(mavi) - - + -
62 KD 19/2 beyaz/pudramst - + - + - - -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
63 KD 19/3 acik sar/mukoid - + - - - R -
64 KD 19/4 krem/mukoid - + - - - - -
65 KD 19/5 krem/mukoid - + - - - R -
66 KD 20/1 krem - + - + - - -
67 KD 20/2 krem/mukoid - + - - - R -
68 KD 21/1 krem/mukoid - + - - + - -
69 KD 21/2 krem/mukoid - + - - - - -
70 KD 22/1 sari/mukoid - + - - - - B
71 KD 22/2 krem/mukoid - + - + - - -
72 KD 22/3 krem/mukoid - + - + + - -
73 KD 22/4 krem - + - + - - -
74 KD 24/1 krem/mukoid - + - + - R -
75 KD 24/2 krem/mukoid - + - + + - -
76 KD 24/3 krem/mukoid - + - - + - -
77 KD 24/4 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
78 KD 24/5 krem - + +(yesil) - - + -
79 KD 25/1 krem - + + - - + R
80 KD 25/2 krem - + + - - + -
81 KD 25/3 krem/mukoid - + - + - - -
82 KD 25/4 krem/mukoid - + - + - + -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
83 KD 26/1 krem - + +(yesil) - + + -
84 KD 26/2 krem/mukoid - + - + - - -
85 KD 27/1 krem - - - - - R +
86 KD 27/2 acik sari/mukoid - + - - - - -
87 KD 27/3 kremimsi beyaz - + - - - R -
88 KD 27/4 krem/mukoid - + - - - - +
89 KD 28/1 krem - + +(yesil) - - + -
90 KD 28/2 krem - + +(yesil) - - + -
91 KD 29/1 krem - + +(yesil) - - + R
92 KD 29/2 acik sari/mukoid - + - - - R B
93 KD 30/1 sar1 - + - - - R -
94 KD 30/2 krem/pudramst - + - - - B -
95 KD 30/3 acik sari/mukoid + + - - - - -
96 KD 31/1 krem - + +(z.yesil) - + + -
97 KD 31/2 beyaz/pudramst - + - + - - -
98 KD 31/3 krem - + +(mavi) - - + _
99 KD 31/4 beyaz/pudramst - + - + - + -
100 KD 32/1 krem - + +(mavi) - - + -
101 KD 32/2 beyaz/pudramst - + - + - + -
102 KD 32/3 sart/mukoid - + - - - B B

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
103 KD 32/4 krem - + - + + - -
104 KD 33/1 krem/pudramsi - + - + - - -
105 KD 33/2 krem - + - - - R -
106 KD 33/3 krem/mukoid - + - - - - -
107 KD 34/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - - -
108 KD 34/2 sari/mukoid - + - - - - -
109 KD 34/3 krem - + - - - - -
110 KD 35/1 krem - + +(yesil) - - + -
111 KD 35/2 krem - - - - - - +
112 KD 36/1 krem - + - - + - -
113 KD 36/2 krem - + - + - - -
114 KD 36/3 sari/mukoid - + - - - - B
115 KD 37/1 sar1 - + - - - - -
116 KD 37/2 krem - + - - + - -
117 KD 38 krem - - - - - - +
118 KD 39/1 acik sari/mukoid - + - - - R -
119 KD 39/2 krem - + - + - - -
120 KD 40/1 krem - + +(mavi) - - + -
121 KD 40/2 sari/mukoid - + - - - - -
122 KD 40/3 krem - + +(mavi) - - + -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
123 KD 40/4 acik sar/mukoid + + - - - - -
124 KD 40/5 krem - + - - - - -
125 KD 41/1 krem - + +(yesil) - - + -
126 KD 41/2 agik sari/mukoid - + - - - - +
127 KD 41/3 krem/mukoid - + +(mavi) - - + -
128 KD 41/4 acik sari - + - - - - -
129 KD 42/1 krem - + - - - + -
130 KD 42/2 krem - + - + - B -
131 KD 42/3 acik sari/mukoid - + - - - - -
132 KD 43 krem + - - - B R -
133 KD 44/1 krem - + +(yesil) - - + -
134 KD 44/2 krem - + +(mavi) - - + -
135 KD 44/3 krem - + - + - B -
136 KD 45/1 krem - + - + - - -
137 KD 45/2 krem/mukoid - + - - - - -
138 KD 46/1 krem - + - - - - -
139 KD 46/2 krem - - - - - - +
140 KD 47/1 krem/mukoid - + - - - + -
141 KD 47/2 krem - + - + - + -
142 KD 47/3 acik sari/mukoid - + - - - - R

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
143 KD 48/1 krem/mukoid + + +(yesil) - - + -
144 KD 48/2 krem - - - - - - +
145 KD 48/3 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
146 KD 49/1 krem - + - + - - -
147 KD 50/1 krem - + - - - R -
148 KD 50/2 beyaz/pudramsi - + - + + - -
149 KD 50/3 krem - + - - - - -
150 KD 50/4 krem - + +(yesil) - - + -
151 KD 51/1 krem + + +(yesil) - + + -
152 KD 51/2 sar1 - + - - R + R
153 KD 52/1 krem - + - - - + -
154 KD 53/1 krem - + - - - R -
155 KD 53/2 krem - + - + - B -
156 KD 53/3 krem - + +(yesil) - - + -
157 KD 54/1 beyaz/pudramst - + - + - + -
158 KD 54/2 krem - + +(yesil) - - + -
159 KD 55/1 krem - + +(yesil) - - + -
160 KD 56/1 acik sari/mukoid - + - - - R -
161 KD 56/2 krem - + +(yesil) - + + +
162 KD 56/3 krem - + +(mavi) - + + _

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
163 KD 57/1 krem - + +(yesil) - + + -
164 KD 57/2 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
165 KD 58/1 krem - + +(mavi) - + + -
166 KD 58/2 krem/mukoid - + - - - - -
167 KD 58/3 krem - - - - - R +
168 KD 59/1 sar1 - - - - - - -
169 KD 59/2 krem + - = - - - -
170 KD 60/1 Krem/mukoid - - - - B B ¥
171 KD 60/2 krem - + +(yesil) - - + -
172 KD 60/3 krem - + +(yesil) - - + -
173 KD 60/4 acik sari/mukoid - + - - - R -
174 KD 60/5 krem - - - - - R +
175 KD 61/1 krem - + - + - B -
176 KD 62/1 acik sari - + - + - - -
177 KD 63/1 sari/mukoid - + - - - - R
178 KD 63/2 sar1 - + - - - + _
179 KD 64/1 beyaz/pudramst - + - + - - -
180 KD 64/2 krem - + +(mavi) - - + -
181 KD 65/1 krem - + +(yesil) - - + -
182 KD 65/2 beyaz/pudramst - + - + - - -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
183 KD 65/3 krem - + - - - + -
184 KD 66/1 krem/mukoid - + - - - + -
185 KD 67/1 sar/mukoid - + - - - R -
186 KD 67/2 krem + - - - - - -
187 KD 68/1 krem - + - - - + -
188 KD 68/2 krem - + - - - + N
189 KD 68/3 krem - - - - - - +
190 KD 69 agik sari + - - - - R B
191 KD 70/1 krem - + +(yesil) - - + -
192 KD 70/2 krem - + +(mavi) - - + -
193 KD 70/3 krem - + +(mavi) - - + -
194 KD 71 krem - - - - - - +
195 KD 72/1 krem - + +(yesil) - - + -
196 KD 73/1 krem/mukoid - + +(yesil) - + + -
197 KD 73/2 krem/pudramsi - + - + - - -
198 KD 73/3 krem/mukoid - + - - - - -
199 KD 74/1 krem/pudramsi - + - + - - -
200 KD 74/2 krem/pudramsi - + - + - - -
201 KD 74/3 sari/mukoid - + - - + - -
202 KD 75/1 krem/mukoid - + - - + - -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
203 KD 75/2 Krem/mukoid - 5 - - - R +
204 KD 76/1 beyaz/pudramsi - + - + - - -
205 KD 76/2 acik sari/mukoid - + - - + - -
206 KD 77/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
207 KD 7712 krem - + - + - - +
208 KD 77/3 sart - + - - + + -
209 KD 78/1 beyaz/pudramsi - + - + - - -
210 KD 78/2 sar1 + + - - + R +
211 KD 79/1 krem - + +(yesil) - - + -
212 KD 80/1 Krem/mukoid + - - - - R -
213 KD 80/2 sari/mukoid - + - - - R -
214 KD 81/1 krem - + +(yesil) - - + -
215 KD 81/2 acik sari/mukoid - + - - - - -
216 KD 81/3 krem - + +(mavi) - + + -
217 KD 82/1 sarl - + - - - B B
218 KD 82/2 krem - + - + - - -
219 KD 83/1 krem - - - - - B +
220 KD 83/2 Acik sari + - - - - - -
221 KD 83/3 krem - + +(mavi) - - + -
222 KD 84/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
223 KD 84/2 krem/mukoid - + +(yesil) - - + +
224 KD 84/3 acik sari/mukoid - + - - - - R
225 KD 85/1 krem/mukoid - + +H(yesil) - - + -
226 KD 85/2 sar1 + + - - + - +
227 KD 85/3 krem/mukoid - + - - - B -
228 KD 86/1 krem/mukoid = + +(yesil) - - + -
229 KD 86/2 krem/mukoid - + +H(yesil) - - - -
230 KD 87/1 krem - + +(yesil) - - + -
231 KD 87/2 krem - + - - + - -
232 KD 87/3 beyaz/pudramsi - + - + - B -
233 KD 87/4 krem - + - + - - -
234 KD 88/1 krem - + +(yesil) - - + -
235 KD 88/2 krem/mukoid - + - - + - -
236 KD 89/1 krem - + +(yesil) - + + -
237 KD 89/2 sari/mukoid - + - - - - R
238 KD 89/3 krem/mukoid - + +(yesil) - - - -
239 KD 90/1 beyaz/pudramst - + - + - - -
240 KD 90/2 beyaz/pudramst - + - + - - -
241 KD 91/1 krem - + +(mavi) - + - -
242 KD 91/2 beyaz/pudramst - + - + - - -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
243 KD 91/3 krem - + - + - - -
244 KD 91/4 krem/mukoid - + +H(yesil) - - + +
245 KD 92 krem - - - - - - +
246 KD 93/1 krem - + +(yesil) - - + -
247 KD 93/2 krem - + +(mavi) - + + R
248 KD 94 Acik sar1 + - - - - - -
249 KD 95/1 krem - + +(mavi) - - + -
250 KD 95/2 krem - + - - - R -
250 KD 95/2 krem - + - - - - -
251 KD 96 Acik sar1 + - - - - - +
252 KD 97/1 krem - + - - + - -
253 KD 98/1 krem/mukoid - + +(yesil) - + + -
254 KD 98/2 krem - + - + + - -
255 KD 99/1 beyaz/pudramst - + - + - - -
256 KD 100/1 krem - + - - + - -
257 KD 101/1 krem - + +(mavi) - + n n
258 KD 101/2 beyaz/pudramst - + - + - - -
259 KD 101/3 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
260 KD 102/1 krem - + +(yesil) - - + -
261 KD 102/2 krem - + +yesil) - - + -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
262 KD 102/3 krem - + +(mavi) - - + -
263 KD 103/1 krem - + +(yesil) - - + -
264 KD 103/2 krem = + +(yesil) - - + -
265 KD 103/3 seffaf krem - + - + - - -
266 KD 104/1 krem - + +(mavi) - - + -
267 KD 104/2 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
268 KD 104/3 krem - + +(mavi) - - + -
269 KD 104/4 beyaz/pudramsi - + - + + - -
270 KD 105/1 krem - + +(yesil) - - + -
271 KD 105/2 krem - + - - - - +
272 KD 105/3 krem/mukoid - + +(mavi) - - + -
273 KD 106/1 krem/mukoid - + +(yesil) - + + -
274 KD 107/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + +
275 KD 108/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
276 KD 108/2 krem/mukoid - + - - + - -
277 KD 108/3 krem - + +(mavi) - - + -
278 KD 108/4 krem/mukoid - + - - + - -
279 KD 108/5 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
280 KD 109 krem + + - - - - -
281 KD 110/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
282 KD 110/2 krem - + +(mavi) - + - -
283 KD 111 krem - + - - - - +
284 KD 112/1 sar1 + + - - + R +
285 KD 112/2 krem - + +(yesil) - - + -
286 KD 112/3 krem - + - - - R +
287 KD 112/4 krem = + +(mavi) - - + -
288 KD 113/1 krem - + +(yesil) - - + -
289 KD 113/2 krem/mukoid - + - - - R -
290 KD 114/1 krem - + +(yesil) - + + -
291 KD 114/2 krem/mukoid - + - - - R -
292 KD 115 sar1 + + - - - - R
293 KD 116/1 krem - + +(yesil) - - + -
294 KD 116/2 krem - + +(mavi) - R + _
295 KD 117/1 krem - + +(yesil) - - + -
296 KD 117/2 krem/mukoid - + - - - - -
297 KD 118/1 krem - + +(yesil) - - + -
298 KD 118/2 acik sari - + - + - - -
299 KD 119/1 krem - + +(yesil) - - + -
300 KD 119/2 krem/mukoid - + - - - - -
301 KD 119/3 krem - + +(mavi) - - + -

Tablo 4.2 (devam)
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Izolat No Izolat Kodu Koloni Morfolojileri Tiitiinde HR 37 C%de gelisme FL* Gram Testi | Levan Olusumu | Oksidaz Testi Patateste Pek. Aktivite
302 KD 120/1 krem/mukoid - + - - + - -
303 KD 120/2 krem - + +(mavi) - - + -
304 KD 121/1 krem = + +(yesil) - - + -
305 KD 121/2 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
306 KD 122/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
307 KD 122/2 krem/mukoid - + - - - - -
308 KD 123/1 krem - + +(yesil) - - + -
309 KD 123/2 beyaz/pudramsi - + - + - - -
310 KD 124/1 krem - + +(yesil) - - + -
311 KD 125/1 krem/mukoid - + +(yesil) - - + -
312 KD 126/1 krem/mukoid - + - - + - -
313 KD 127/1 Sari + + - - + - -

*FL: Bakteriyel kolonilerin King B besiyerinde (366 nm) UV lamba ile floresan 1sima gdsterme 6zelligidir.
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4.3 Yararh bakterilerin In Vitro Bitki Gelisimini Arttirma ve Biyokontrol

Potansiyellerininin Belirlenmesine Yonelik Parametrelerin Sonuclari

Izole edilen toplam 313 bakteri izolatindan, yapilan &n tami testleri sonucu
45 tanesinin tiitinde HR(+) ve patateste pektolitik aktivite gostermeleri nedeniyle
bitki patojeni olma riski tasimasindan dolay1 c¢alismadan cikarilmistir. Geriye
kalan epifit ve endofit 268 bakteri izolatinin in vitro bitki gelisimini arttirma
potansiyelleri belirlenmesi amaciyla, siderofor iiretme aktivitesi, fosfati ¢dzme
aktivitesi, JAA tretme aktivitesi, HCN tretme aktivitesi, ACC-deaminase enzimi
aktivitesi ve biyokontrol etki testleri boliim 3.5’de belirtilen protokoller ile

gerceklestirilmistir.
4.3.1 Siderofor Uretme Aktivitesi Sonuclar

Siderofor iiretimi Chromazurol S (CAS) blue agarda gelisen bakteri
kolonilerinin ¢evresinde olusan sari-turuncu zonun yarigaplarinin mm olarak
Ol¢iilmesiyle belirlenmistir. Yararl bakteri izolatlarindan sadece KD 30/2 ve KD
40/3’lin inokulasyonunun gergeklestigi noktanin etrafinda hi¢ sari-turuncu zon
olusmamis ve negatif sonu¢ vermistir. Calismada bulunan diger yararli bakteri
izolatlar1  0,425-15 mm arasinda degisen yarigcaplarda sari-turuncu zon
olusturmustur (Sekil 4.3). KD 80/2, KD 68/1, KD 40/2 izolatlar1 sirastyla 15 mm,
12,25 mm ve 12,25 mm yaricaplarinda zon olusturarak siderofor iiretme aktivitesi

acisindan en basarili ii¢ izolat olarak belirlenmistir (Tablo 4.3).
4.3.2 indol Asetik Asit (IAA) Uretiminin Belirlenmesi Sonuclar

Bakterilerin IAA  iretimi  tryptophane (L-TRP)’m  varliinda
spektrofotometre de 535 nm’de absorbans degeri okunarak kolorometrik olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.3). Calismada bulunan yararli bakteri izolatlar1 5 ile
529 ppm arasinda degisen miktarda IAA iiretimi saglamistir. KD 58/2, KD 20/2
ve KD80/2 480 ppm’den yliksek IAA fireterek, en basarili {i¢ izolat olarak
belirlenmistir (Tablo 4.3).
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4.3.3 Fosfati Cozme Aktivitesinin Belirlenmesi Sonuclari

Yararli bakterilerin fosfataz aktivitesi, NBRIP Agar besiyerine nokta
inokulasyonu yapilan bakteriyel kolonilerin ¢evresinde olugsan saydam zonlarin
yarigap genisligi mm olarak Olgiilerek degerlendirilmistir (Sekil 4.3). Yararh
bakteri izolatlarindan 77 tanesi bakteriyel ortamda zon olusturmamis ve negatif
sonu¢ vermistir. Calismada bulunan diger yararli bakteri izolatlar1 0,5-22 mm
arasinda degisen yarigaplarda seffaf zon olusturmustur. KD 9/3 ve KD 41/4
izolatlar1 0,5 mm yaricapinda zon olustararak en az, KD 20/2 izolatt1 22 mm

yarigapinda zon olustararak en ¢ok fosfataz aktivitesi gosteren izolatlar olmustur
(Tablo 4.3).

Sekil 4.3 Yararli bakterilerin in vitro kosullarda PGPR parametreleri yoniinden testlenmesi. A: IAA
iretimi (pembe renk yogunlugu IAA diizeyinin yiiksek olusunun gostergesidir), B: CAS
agarda siderofor tiretme aktivitesi (Kolonilerin g¢evresinde olusan sari-turuncu zon
siderofor liretme aktivitesinin gostergesidir), C: Fosfati ¢é6zme ve D: HCN iiretiminin

testlenmesi (turuncu renk HCN+, sar1 renk HCN- oldugunu gostermektedir)
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4.3.4 1-Aminocycolopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase Aktivitesinin

Belirlenmesi Sonuglari

Yararli bakteri izolatlarmin in vitro’da ACC-deaminaz aktivitesi; ACC'yi
tek bir azot kaynagi olarak kullanma yetenegi prensibine dayanmaktadir ve ACC
katkili DF minimal tuz ortaminda koloni gelisimine bakilarak degerlendirilmistir.
Bakteri izolatlariin gelisimini kontrol etmek amaciyla pozitif kontrol olarak, azot
kaynagi olarak (NH4)2SOg igeren DF minimal tuz ortami kullanilmistir. izolatlarin
gelisim yogunlugu dikkate alinarak (-, gelisim yok; +,diisiik gelisim; ++,gelisim
var; +++, iyi gelisim; ++++ kuvvetli gelisim;) ACC-deaminase aktiviteleri
belirlenmistir (Sekil 4.4). Yapilan testlerin sonuglarma goére, ACC-deaminaz
aktivitesi agisindan 19 tane izolat ACC katkili DF minimal tuz ortaminda gelisim

gostermeyerek negatif (-) sonug vermistir. KD17/3 ve KD 34/2 izolatlar1 ise; ACC

katkilt DF minimal tuz ortaminda kuvvetli gelisim gosterek, en basarili izolatlar

olarak belirlenmistir (Tablo 4.3).

Sekil 4.4 Yararli bakteri izolatlarinin in vitro’da ACC-deaminaz aktivitesinin belirlenmesi (A:
Pozitif kontrol olarak, azot kaynagi olarak (NH4)2SOj iceren DF minimal tuz ortamindaki
kolonilerinin geligsimi, B: Azot kaynag: olarak ACC katkili DF minimal tuz ortamindaki

kolonilerin gelisimi)
4.3.5 Hidrojen siyaniir (HCN) Uretiminin Belirlenmesi Sonuclari

Yararlt bakteri izolatlarimin HCN {iretiminin belirlenmesi amaciyla,

3.4.5°de belirtilen protokol gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan 29 bakteri
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izolat1 (KD 5/1, KD 5/2, KD 6/2, KD 17/2, KD 17/3, KD 19/4, KD 24/4, KD
25/1, KD 25/2, KD 26/1, KD 28/1, KD 30/1, KD 31/1, KD 34/1, KD 47/1, KD
56/3, KD 60/3, KD 73/1, KD 77/3, KD 81/1, KD 86/1, KD 86/2, KD 89/3, KD
98/1, KD 101/3, KD 120/2, KD 121/2, KD 122/1, KD 125/1) HCN iiretmistir
(Tablo 4.3, Sekil 4.3).

4.3.6 Yararh Bakterilerin Xanthomonas euvesicatoria’a kars1 In Vitro

Antagonistik Etkisinin Belirlenmesi Sonuglari

Bakterilerin Xe’e kargt in vitro antagonistik etkisinin belirlenmesi
amaciyla, 3.5.6’da belirtilen protokol gerceklestirilmistir. Testlenen 268 yararl
bakteri izolatindan 110 tanesi in vitro’da patojene karsi engelleme zonu
olusturmamis ve negatif sonu¢ vermistir. Caligmada bulunan diger yararl bakteri
izolatlar1 0,25-10 mm arasinda degisen yaricaplarda Xe’ye karst engelleme zonu
olusturmustur ve engelleme zonlarinin (mm) varhigr pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir. KD 4/5, KD 7/2 ve KD17/2 kodlu izolatlar Xe’e kars1 sirasiyla
10, 10 ve 9 mm engelleme zonlari olusturarak en basarili izolatlar olarak

belirlenmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.5).

Sekil 4. 5 Bakterilerin Xe’e kars1 in vitro antagonistik etkisi sonucu patojene karsi olugan

engelleme zonu



Tablo 4.3 Bakteri izolatlariin in vitro bitki gelisimini arttirma ve biyokontrol 6zellikleri ile ilgili bilgiler
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Izolat Kodu Xe in Vigg (enr:gme)lleme 8 ggg:z?nae* Siderofor salgilama (mm) Sigt??rlr‘]grlrlsin a IA(AOtI:J)Z::)imi JAAPPT Fosfataz Aktivitesi (mm) Ort'.:(ronsm)* de?rgigaz ﬁ}r_ie(t:irl:lli
zonu (mm)
KD 1/1 4 3 3 3 3,25 08| 08 |07 | 08 0,775 0,097 31 3 2 3 2 2,5 - -
KD 1/2 7 7 7 6 6,75 4 4 4 4 4 0,237 124 10 9 8 8 8,75 - -
KD 1/3 1 1 1 1 1 2 3 2 2 2,25 0,068 11 6 7 5 6 6 - -
KD 1/4 1 1 1 1 1 5 5 4 4 45 0,037 6 9 8 5 5 6,75 - -
KD 2/1 3 4 3 o 35 3 4 3 3 3,25 0,244 129 0 0 0 0 0 - -
KD 2/2 3 2 3 2 25 3 3 2 2 25 0,284 155 0 0 0 0 0 - -
KD 2/3 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,209 105 0 0 0 0 0 - -
KD 3/1 5 4 4 4 4,25 3 3 4 4 3,5 0,357 204 8 7 5 4 6 - -
KD 3/2 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 0,254 135 2 1 1 2 15 ++ -
KD 4/1 3 4 4 4 3,75 4 3 4 4 3,75 0,297 164 0 0 0 0 0 - -
KD 4/2 2 2 1 2 1,75 2 2 2 2 2 0,049 8 0 0 0 0 0 - -
KD 4/3 1 1 1 1 1 3 2 3 2 25 0,404 235 5 5 5 4 4,75 - -
KD 4/4 0 0 0 0 0 2 2 1 2 1,75 0,244 129 0 0 0 0 0 - -
KD 4/5 10 10 | 10 10 10 4 4 5 4 4,25 0,238 125 1 1 1 1 1 + -
KD 4/6 0 0 0 0 0 1 1 2 2 15 0,326 183 5 5 6 6 55 - -
KD 4/7 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,07 13 4 2 3 3 3 ++ -
KD 5/1 2 2 2 2 2 4 3 3 3 3,25 0,278 151 1 1 0 0 0,5 - +
KD 5/2 1 1 1 1 1 4 4 4 4 4 0,386 223 3 2 1 1 1,75 - +
KD 6/1 4 4 3 4 3,75 3 3 3 3 3 0,259 139 0 0 0 0 0 - -
KD 6/2 1 1 2 1 1,25 3 4 3 3 3,25 0,321 180 5 4 4 5 45 - +
KD 6/3 0 0 0 0 0 4 4 3 4 3,75 0,373 215 20 20 20 18 19,5 - -

Tablo 4.3 (devam)
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Ortalama

SiD

izolat Kodu e in Z;:S(ﬁ?rgsneme Engelleme* Siderofor salgilama (mm) salgllami IA%%r;t)imi JAAPPM Fosfataz Aktivitesi (mm) Ortigﬁ?n)* d e?rgl: Iﬁ az ﬁ}r_ie(t:igli
zonu(mm) ort.(mm)
KD 6/4 0 0 0 0 0 1 2 1 1 1,25 0,254 135 4 4 4 4 4 - -
KD 7/1 6 7 8 8 7,25 3 4 3 3 32 0,256 137 11 11 10 9 10,25 +++ -
KD 7/2 11 | 10 9 10 10 3 3 4 3 3,25 0,222 114 5 4 5 5 4,75 +++ -
KD 7/3 0 0 0 0 0 2 3 1 1 1,75 0,246 130 0 0 0 0 0 - -
KD 8/1 2 3 3 2 25 3 3 4 3 3,25 0,032 5 0 0 0 0 0 - -
KD 8/2 0 0 0 1 0,25 1 1 2 1 1,25 0,044 7 0 0 0 0 0 - -
KD 9/1 2 3 3 2 2,5 3 3 4 3 3,25 0,344 195 2 2 2 2 2 - -
KD 9/2 1 1 1 1 1 3 2 3 2 25 0,412 241 3 2 3 2 2,5 +++ -
KD 9/3 1 1 1 2 1,25 1 1 1 1 1 0,228 118 1 1 0 0 0,5 - -
KD 10/1 1 1 1 2 1,25 2 1 2 2 1,75 0,514 309 2 1 0 0 0,75 - -
KD 10/2 7 6 5 5 5,75 4 4 4 4 4 0,251 133 1 1 0 1 0,75 ++ -
KD 10/3 8 9 9 7 8,25 5 5 5 5 5 0,249 132 4 3 3 4 35 +++ -
KD 10/4 0 0 0 0 0 3 2 2 2 2,25 0,391 227 1 1 1 1 1 - -
KD 10/5 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,428 251 4 3 4 5 4 ++ -
KD 11/1 3 2 2 2 2,25 3 3 4 4 35 0,224 115 2 2 1 1 15 - -
KD 11/2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0,151 67 0 0 0 0 0 - -
KD 11/3 0 0 0 0 0 2 3 3 2 25 0,558 338 6 7 6 7 6,5 - -
KD 11/5 0 0 0 0 0 3 3 2 2 25 0,558 338 5 4 6 5 5 ++ -
KD 12/1 4 4 3 2 3,25 3 3 3 3 3 0,232 121 3 3 5 3 35 - -
KD 12/2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,098 31 0 0 0 0 0 - -
KD 12/3 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,099 32 2 2 2 2 2 - -

Tablo 4.3 (devam)
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Ort. Xe

SiD

izolat Kodu e inz\g;ﬁ (emnﬁqe)lleme Engelleme* Siderofor salgilama (mm) salgllami IA%%r;t)imi |AAPPM Fosfataz Aktivitesi (mm) Ortigﬁ?n)* de?rgiiaz ﬁ}r_ie(t:igli
zonu(mm) ort.(mm)
KD 13/1 1 1 1 1 1 5 5 7 6 5,75 0,356 203 18 25 20 21 21 ++ -
KD 13/2 5 2 3 4 35 4 4 5 4 4,25 0,243 128 0 0 0 0 0 - -
KD 15/4 1 0 0 0 0,25 1 2 2 1 15 0,298 165 0 0 0 0 0 - -
KD 16/1 0 0 0 0 0 5 5 6 5 5,25 0,051 9 0 0 0 0 0 - -
KD 17/1 0 0 0 0 0 4 3 4 5 4 0,314 175 2 2 3 3 25 - -
KD 17/2 8 9 9 10 9 14 13 11 11 12,25 0,163 75 1 1 2 2 15 + +
KD 17/3 3 3 3 3 3 4 3 3 3 3,25 0,264 142 2 3 2 2 2,25 ++++ +
KD 17/4 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,251 133 0 0 0 0 0 - -
KD 18/1 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 0,234 122 2 2 3 3 25 - -
KD 18/2 4 3 3 3 3,25 2 3 4 3 3 0,24 126 1 1 1 1 1 - -
KD 19/1 3 2 2 2 2,25 11 10 10 11 10,5 0,37 213 7 6 9 8 75 - -
KD 19/2 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 0,121 47 1 1 1 1 1 - -
KD 19/3 5 6 4 4 4,75 3 2 3 2 25 0,461 273 1 1 2 2 15 ++ -
KD 19/4 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,289 159 0 0 0 0 0 - +
KD 19/5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,318 178 5 5 6 4 5 - -
KD 20/1 4 4 4 4 4 3 4 3 3 3,25 0,25 133 21 19 20 21 20,25 ++ -
KD 20/2 1 1 0 0 0,5 3 3 3 3 3 0,773 481 18 21 24 25 22 ++ -
KD 21/1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,355 203 3 5 6 6 5 - -
KD 21/2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,434 255 3 4 5 3 3,75 - -
KD 22/1 0 0 0 0 0 2 2 3 2 2,25 0,56 339 15 16 10 13 13,5 - -
KD 22/2 2 2 1 1 15 3 3 4 4 35 0,456 270 0 0 0 0 0 - -
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izolat Kodu e inz\g;ﬁ (emnﬁqe)lleme Engelleme* Siderofor salgilama (mm) salgllami IA%%r;t)imi |AAPPM Fosfataz Aktivitesi (mm) Ortigﬁ?n)* de?rgiiaz ﬁ}r_ie(t:igli
zonu(mm) ort.(mm)
KD 22/3 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,36 206 0 0 0 0 0 - -
KD 22/4 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,105 36 0 0 0 0 0 - -
KD 24/1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,305 169 0 0 0 0 0 - -
KD 24/2 0 0 0 0 0 1 1 1 2 1,25 0,42 246 1 1 2 2 15 - -
KD 24/3 0 0 0 0 0 2 1 2 2 1,75 0,452 267 2 2 2 2 2 - -
KD 24/4 10 9 9 10 9,5 5 4 5 5 4,75 0,153 68 10 11 12 11 11 - +
KD 24/5 7 8 8 7 75 4 3 4 3 35 0,248 131 6 6 7 7 6,5 - -
KD 25/1 7 7 7 7 7 6 6 5 5 55 0,251 133 6 5 5 4 5 - +
KD 25/2 6 6 6 6 6 4 4 5 5 4,5 0,376 217 3 4 4 3 35 ++ +
KD 25/3 1 0 0 0 0,25 2 2 1 2 1,75 0,51 306 0 0 0 0 0 - -
KD 25/4 6 5 5 5 5,25 2 2 2 2 2 0,568 345 0 0 0 0 0 - -
KD 26/1 1 1 1 1 1 4 4 4 4 4 0,118 45 2 3 2 2 2,25 - +
KD 26/2 0 0 0 0 0 2 2 3 2 2,25 0,286 157 2 2 1 1 15 - -
KD 27/2 1 1 1 1 1 4 4 4 4 4 0,507 304 19 18 18 19 18,5 - -
KD 27/3 7 7 7 7 7 4 5 4 5 4,5 0,074 15 19 20 20 19 19,5 - -
KD 28/1 3 3 3 3 3 4 4 3 3 35 0,377 217 19 20 20 19 19,5 ++ +
KD 28/2 5 4 4 6 4,75 3 4 5 5 4,25 0,287 157 4 4 4 4 4 - -
KD 29/1 3 4 3 4 35 2 2 3 4 2,75 0,361 207 4 4 4 4 4 - -
KD 29/2 0 0 0 0 0 4 3 3 4 35 0,593 361 0 0 0 0 0 - -
KD 30/1 1 2 2 2 1,75 2 3 2 3 25 0,187 91 1 1 1 1 1 - +
KD 30/2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,07 14 0 0 0 0 0 - -
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izolat Kodu e inz\g;ﬁ (emnﬁqe)lleme Engelleme* Siderofor salgilama (mm) salgllami IA%%r;t)imi |AAPPM Fosfataz Aktivitesi (mm) Ortigﬁ?n)* de?rgiiaz ﬁ}r_ie(t:igli
zonu(mm) ort.(mm)
KD 31/1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 0,096 30 5 5 5 4 4,75 - +
KD 31/2 0 0 0 0 0 4 3 4 4 NS 0,207 104 0 0 0 0 0 - -
KD 31/3 5 4 2 4 3,75 4 4 4 4 4 0,32 179 0 0 0 0 0 - -
KD 31/4 0 0 0 0 0 3 4 4 4 3,75 0,074 15 0 0 0 0 0 - -
KD 32/1 0 0 0 0 0 4 4 5 4 4,25 0,24 126 4 4 4 4 4 - -
KD 32/2 0 0 0 0 0 3 3 2 2 25 0,051 9 0 0 0 0 0 - -
KD 32/3 2 1 2 1 15 3 2 3 3 2,75 0,386 223 4 3 5 4 4 - -
KD 32/4 0 0 0 0 0 2 2 2 1 1,75 0,38 219 0 0 0 0 0 - -
KD 33/1 2 2 4 3 2,75 2 2 2 2 2 0,086 23 0 0 0 0 0 - -
KD 33/2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,031 5 0 0 0 0 0 - -
KD 33/3 7 6 6 7 6,5 1 1 1 1 1 0,403 235 2 2 3 2 2,25 - -
KD 34/1 5 4 3 2 3,5 1 1 1 1 1 0,331 187 7 4 5 4 5 - +
KD 34/2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,552 334 3 2 2 2 2,25 ++++ -
KD 34/3 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,503 301 1 1 1 1 1 - -
KD 35/1 3 4 3 5 3,75 5 5 6 5 5,25 0,252 134 3 2 2 2 2,25 - -
KD 36/1 0 0 0 0 0 5 4 5 4 4,5 0,303 168 2 1 1 1 1,25 ++ -
KD 36/2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,425 249 2 2 2 1 1,75 - -
KD 36/3 0 0 0 0 0 3 4 3 4 35 0,572 347 3 2 3 2 25 - -
KD 37/1 0 0 0 0 0 2 1 1 1 1,25 0,202 101 0 0 0 0 0 - -
KD 37/2 1 1 1 1 1 4 4 4 4 4 0,267 144 1 1 1 1 1 - -
KD 39/1 1 1 1 1 1 3 4 4 4 3,75 0,494 295 0 0 0 0 0 - -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 39/2 0 0 0 0 0 2 4 2 4 3 0,323 181 0 0 0 0 0 - -
KD 40/1 0 0 0 0 0 8 9 8 8 8,25 0,252 134 2 2 1 1 15 - -
KD 40/2 0 0 0 0 0 12 12 13 12 12,25 0,711 440 2 1 1 2 15 - -
KD 40/3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,26 139 2 2 2 2 2 - -
KD 40/5 4 3 3 2 3 3 3 3 3 3 0,392 227 5 4 5 4 4,5 - -
KD 41/1 5 3 1 2 2,75 3 4 4 3 35 0,309 172 1 2 3 1 1,75 - -
KD 41/3 0 0 0 0 0 3 3 4 4 35 0,497 297 4 3 4 3 35 - -
KD 41/4 0 0 0 0 0 9 8 9 9 8,75 0,647 397 1 1 0 0 05 - -
KD 42/1 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,349 199 0 0 0 0 0 - -
KD 42/2 0 0 0 0 0 2 3 2 3 25 0,39 226 2 2 1 1 15 - -
KD 42/3 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 0,544 329 2 2 2 2 2 - -
KD 44/1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 0,258 138 4 3 1 1 2,25 - -
KD 44/2 3 3 3 3 3 3 3 4 3 3,25 0,272 147 1 1 1 1 1 - -
KD 44/3 0 0 0 0 0 3 3 4 3 3,25 0,391 227 1 1 1 1 1 - -
KD 45/1 0 0 0 0 0 0,4 0,4 0,5 0,4 0,425 0,343 195 0 0 0 0 0 - -
KD 45/2 1 1 1 1 1 1 1 0,6 0,5 0,775 0,184 89 3 2 3 2 25 - -
KD 46/1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,362 207 5 4 1 1 2,75 - -
KD 47/1 2 1 2 3 2 5 5 5 5 5 0,157 71 5 5 6 5 5,25 - +
KD 47/2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,001 2 0 0 0 0 0 - -
KD 47/3 0 0 0 0 0 4 3 3 4 35 0,553 335 0 0 0 0 0 - -
KD 48/3 8 8 5 5 6,5 6 5 6 5 55 0,277 151 2 2 1 1 15 + -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 49/1 2 1 2 1 15 2 1 2 1 15 0,06 11 3 4 3 4 35 - -
KD 50/1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,444 262 1 1 1 1 1 - -
KD 50/2 0 0 0 0 0 1 1 2 1 1,25 0,384 222 0 0 0 0 0 - -
KD 50/3 1 2 1 2 15 3 2 3 2 2,5 0,312 174 2 1 2 1 15 ++ -
KD 50/4 3 3 3 3 3 4 3 4 3 35 0,294 162 2 2 2 2 2 + -
KD 51/2 0 0 0 0 0 0,5 0,8 0,7 0,7 0,675 0,718 445 0 0 0 0 0 - -
KD 52/1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,02 3 0 0 0 0 0 - -
KD 53/1 3 3 3 3 3 2 2 2 3 2,25 0,311 173 9 9 8 8 8,5 ++ -
KD 53/2 0 0 0 0 0 1 2 3 3 2,25 0,301 167 5 4 5 4 4,5 - -
KD 53/3 0 0 0 0 0 5 5 5 4 4,75 0,246 130 3 3 3 3 3 - -
KD 54/1 0 0 0 0 0 1 1 2 2 15 0,055 9 0 0 0 0 0 - -
KD 54/2 7 6 5 5 5,75 3 3 4 4 35 0,261 140 1 1 1 1 1 + -
KD 55/1 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 0,224 115 4 2 2 1 2,25 - -
KD 56/1 1 1 1 1 1 3 2 2 2 2,25 0,541 327 3 3 3 3 3 ++ -
KD 56/3 0 0 0 0 0 3 3 4 4 35 0,264 142 7 7 7 7 7 - +
KD 57/1 0 0 0 0 0 4 3 3 3 3,25 0,242 127 4 4 4 3 3,75 - -
KD 57/2 0 0 0 0 0 4 4 3 3 35 0,237 124 3 3 3 2 2,75 - -
KD 58/1 3 3 3 2 2,75 6 6 5 6 5,75 0,151 67 4 2 3 2 2,75 - -
KD 58/2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 0,845 529 0 0 0 0 0 - -
KD 59/1 0 0 0 0 0 2 1 1 1 1,25 0,236 123 0 0 0 0 0 - -
KD 60/2 0 0 0 0 0 4 4 4 4 4 0,232 121 3 3 3 3 3 - -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 60/3 1 1 1 1 1 5 4 5 5 4,75 0,112 41 4 3 4 3 35 + +
KD 60/4 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 0,566 343 3 3 2 1 2,25 +++ -
KD 61/1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0,041 7 0 0 0 0 0 - -
KD 62/1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1,75 0,529 319 0 0 0 0 0 - -
KD 63/1 1 1 1 1 1 4 4 5 4 4,25 0,183 88 0 0 0 0 0 - -
KD 63/2 7 6 5 6 6 9 8 9 8 8,5 0,435 256 0 0 0 0 0 +++ -
KD 64/1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0,068 11 1 1 1 1 1 - -
KD 64/2 3 2 2 1 2 8 8 7 6 7,25 0,179 85 5 5 5 5 5 - -
KD 65/1 5 4 5 4 45 5 5 4 5 4,75 0,122 47 4 4 4 4 4 - -
KD 65/2 3 3 3 2 2,75 2 2 3 3 25 0,057 9 0 0 0 0 0 - -
KD 65/3 3 3 2 2 25 6 5 6 5 55 0,178 85 0 0 0 0 0 - -
KD 66/1 3 2 3 2 25 3 2 3 2 25 0,205 103 1 1 2 2 15 - -
KD 67/1 2 2 2 2 2 2 3 2 2 2,25 0,471 280 0 0 0 0 0 - -
KD 68/1 4 3 4 3 3,5 12 11 13 13 12,25 0,194 95 5 5 5 5 5 - -
KD 68/2 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 0,214 109 0 0 0 0 0 - -
KD 70/1 1 1 1 1 1 4 3 4 3 35 0,162 74 0 0 0 0 0 - -
KD 70/2 2 2 2 2 2 5 5 5 4 4,75 0,321 180 3 5 4 5 4,25 + -
KD 70/3 2 2 2 2 2 5 5 4 5 4,75 0,298 165 4 4 2 2 3 - -
KD 72/1 3 3 3 3 3 6 5 5 5 5,25 0,191 93 1 1 1 1 1 - -
KD 73/1 1 1 1 1 1 6 7 7 7 6,75 0,311 173 1 1 1 1 1 - +
KD 73/2 5 5 5 5 5 6 7 7 7 6,75 0,188 91 2 2 2 1 1,75 + -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 73/3 3 3 3 3 3 2 2 2 1 1,75 0,206 103 1 1 1 1 1 - -
KD 74/1 4 4 4 4 4 2 2 3 3 25 0,228 118 0 0 0 0 0 - -
KD 74/2 1 1 1 1 1 2 3 3 3 2,75 0,313 175 0 0 0 0 0 - -
KD 74/3 3 3 3 2 2,75 3 3 3 3 3 0,419 245 0 0 0 0 0 - -
KD 75/1 3 3 3 3 3 1 2 1 2 15 0,142 61 2 1 2 1 15 - -
KD 76/1 4 4 2 1 2,75 2 2 2 2 2 0,336 190 1 1 1 1 1 - -
KD 76/2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 0,156 70 2 2 2 2 2 - -
KD 77/1 0 0 0 0 0 6 5 5 4 5 0,158 71 4 3 2 2 2,75 - -
KD 77/3 3 2 1 1 1,75 3 3 3 2 2,75 0,101 33 8 7 8 7 75 - +
KD 78/1 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 0,357 204 2 2 2 2 2 - -
KD 79/1 3 3 3 4 3,25 9 8 9 8 85 0,334 189 5 6 5 6 55 - -
KD 80/2 3 3 3 2 2,75 14 15 16 15 15 0,777 484 8 7 8 8 7,75 + -
KD 81/1 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 0,263 141 0 0 0 0 0 + +
KD 81/2 3 3 4 3 3,25 6 5 5 5 5,25 0,519 312 0 0 0 0 0 + -
KD 81/3 1 1 1 1 1 5 4 4 4 4,25 0,251 133 8 8 8 8 8 - -
KD 82/1 0 0 0 0 0 5 6 6 7 6 0,724 449 10 9 10 9 9,5 ++ -
KD 82/2 0 0 0 0 0 1 1 2 1 1,25 0,035 6 0 0 0 0 0 - -
KD 83/3 4 3 2 2 2,75 6 5 5 5 5,25 0,251 133 3 3 3 3 3 - -
KD 84/1 0 0 0 0 0 4 4 4 4 4 0,299 165 7 6 7 6 6,5 + -
KD 84/3 4 4 4 4 4 10 10 11 11 10,5 0,566 343 6 5 6 5 55 + -
KD 85/1 1 1 1 1 1 3 3 4 2 3 0,312 174 2 3 3 2 25 - -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 85/3 0 0 0 0 0 5 5 5 5 5 0,252 134 5 6 5 6 55 + -
KD 86/1 0 0 0 0 0 5 5 6 5 D25 0,268 145 1 1 1 1 1 + +
KD 86/2 0 0 0 0 0 3 3 4 3 3,25 0,246 130 1 1 1 1 1 - +
KD 87/1 0 0 0 0 0 7 6 7 7 6,75 0,264 142 0 0 0 0 0 - -
KD 87/2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,424 249 0 0 0 0 0 - -
KD 87/3 0 0 0 0 0 3 3 4 4 35 0,201 100 0 0 0 0 0 - -
KD 87/4 0 0 0 0 0 3 2 2 2 2,25 0,062 11 0 0 0 0 0 - -
KD 88/1 9 9 8 8 8,5 7 6 6 6 6,25 0,301 167 2 2 2 2 2 + -
KD 88/2 5 5 1 1 3 4 4 4 4 4 0,518 311 1 1 1 1 1 +++ -
KD 89/1 1 1 1 1 1 5 4 4 5 4,5 0,424 249 3 3 3 3 3 +++ -
KD 89/2 0 0 0 0 0 5 7 6 6 6 0,453 268 0 0 0 0 0 - -
KD 89/3 8 7 7 6 7 4 4 4 4 4 0,231 120 5 6 5 6 55 + +
KD 90/1 2 1 1 1 1,25 2 1 2 1 15 0,355 203 1 1 1 1 1 + -
KD 90/2 3 3 3 3 3 1 1 1 2 1,25 0,061 11 0 0 0 0 0 - -
KD 91/1 8 8 8 9 8,25 9 8 9 9 8,75 0,337 191 4 4 4 4 4 + -
KD 91/2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 0,082 21 0 0 0 0 0 - -
KD 91/3 2 2 2 2 2 2 1 2 1 15 0,336 190 1 1 1 1 1 - -
KD 93/1 4 3 3 3 3,25 6 6 5 4 5,25 0,198 98 4 3 4 3 35 + -
KD 93/2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,331 187 4 3 4 3 35 - -
KD 95/1 6 6 6 6 6 8 8 8 9 8,25 0,131 53 5 6 5 5 5,25 + -
KD 95/2 6 4 6 4 5 5 5 5 5 5 0,205 103 7 6 6 6 6,25 + -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 97/1 9 8 8 8 8,25 4 4 4 4 4 0,468 278 5 5 5 5 5 ++ -
KD 98/1 8 7 7 7 7,25 3 3 4 4 35 0,255 136 7 6 7 6 6,5 - +
KD 98/2 3 2 3 2 25 4 4 4 4 4 0,278 151 5 6 5 6 55 - -
KD 99/1 1 1 1 1 1 4 4 5 4 4,25 0,074 15 0 0 0 0 0 - -
KD 100/1 3 2 2 2 2,25 5 6 4 4 4,75 0,163 75 7 7 7 7 7 - -
KD 101/2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 0,064 11 0 0 0 0 0 - -
KD 101/3 8 7 8 7 7,5 5 5 5 4 4,75 0,294 162 8 7 8 7 75 - +
KD 102/1 6 4 5 4 4,75 8 7 7 6 7 0,332 187 8 7 4 4 575 - -
KD 102/2 0 0 0 0 0 5 5 5 4 4,75 0,279 152 4 9 7 4 6 - -
KD 102/3 0 0 0 0 0 6 6 5 5 55 0,269 145 2 1 2 1 15 - -
KD 103/1 13| 11 7 5 9 4 4 4 4 4 0,081 20 7 7 7 7 7 - -
KD 103/2 0 0 0 0 0 7 7 7 7 7 0,163 75 1 1 2 1 1,25 - -
KD 103/3 2 2 2 2 2 9 6 6 6 6,75 0,338 191 2 2 2 2 2 - -
KD 104/1 2 2 2 2 2 6 5 6 6 5,75 0,233 121 9 8 7 6 75 - -
KD 104/2 3 2 3 2 25 6 4 4 4 4,5 0,171 80 5 5 5 5 5 + -
KD 104/3 1 1 1 1 1 5 5 6 5 5,25 0,242 127 5 4 5 4 45 - -
KD 104/4 0 0 0 0 0 6 6 5 5 55 0,249 132 2 2 2 2 2 - -
KD 105/1 0 0 0 0 0 8 8 8 7 7,75 0,169 79 2 2 2 2 2 - -
KD 105/3 1 1 1 1 1 7 6 6 5 6 0,222 114 9 5 6 5 6,25 + -
KD 106/1 2 3 3 2 25 5 6 5 5 5,25 0,156 70 0 0 0 0 0 - -
KD 108/1 3 2 3 2 2,5 3 4 3 4 3,5 0,113 41 1 1 1 1 1 +++ -
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zonu(mm) ort.(mm)
KD 108/2 0 0 0 0 0 2 3 2 2 2,25 0,19 93 0 0 0 0 0 ++ -
KD 108/3 0 0 0 0 0 7 8 10 10 8,75 0,271 147 1 1 1 1 1 - -
KD 108/4 0 0 0 0 0 6 5 5 5 5,25 0,601 367 0 0 0 0 0 +++ -
KD 108/5 0 0 0 0 0 7 6 6 5 6 0,476 283 1 1 1 1 1 - -
KD 110/1 0 0 0 0 0 5 5 5 4 4,75 0,189 92 2 2 2 1 1,75 - -
KD 110/2 2 2 2 2 2 6 6 6 6 6 0,351 200 2 1 2 1 15 - -
KD 112/2 2 2 2 2 2 12 11 13 11 11,75 0,065 11 2 2 2 1 1,75 + -
KD 112/4 0 0 0 0 0 5 5 5 5 5 0,198 98 0 0 0 0 0 - -
KD 113/1 5 6 5 6 55 4 3 2 4 3,25 0,257 137 1 1 1 1 1 + -
KD 113/2 0 0 0 0 0 4 3 4 4 3,75 0,634 389 2 2 2 2 2 - -
KD 114/1 0 0 0 0 0 10 9 4 5 7 0,551 333 4 3 4 3 35 - -
KD 114/2 0 0 0 0 0 4 4 4 4 4 0,651 400 2 2 2 2 2 - -
KD 116/1 0 0 0 0 0 3 3 2 3 2,75 0,229 119 1 1 1 1 1 - -
KD 116/2 0 0 0 0 0 7 7 7 6 6,75 0,034 5 6 5 5 4 5 - -
KD 117/1 0 0 0 0 0 8 8 8 8 8 0,066 10 2 1 2 1 15 - -
KD 117/2 1 1 1 1 1 5 5 5 5 5 0,664 409 0 0 0 0 0 ++ -
KD 118/1 0 0 0 0 0 3 3 4 4 35 0,171 80 2 2 2 2 2 - -
KD 118/2 1 1 1 1 1 4 4 4 5 4,25 0,474 282 8 9 8 9 85 - -
KD 119/1 0 0 0 0 0 6 5 6 5 55 0,051 9 5 5 5 5 5 - -
KD 119/2 0 0 0 0 0 5 5 5 4 4,75 0,669 412 1 1 1 1 1 +++ -
KD 119/3 0 0 0 0 0 6 5 6 5 55 0,182 87 1 1 1 1 1 - -
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_ Xe in vitro engelleme Engelleme* Siderofor salgilama (mm) salgilama IAéjlgrS:st)imi |AAPPM Fosfataz Aktivitesi (mm) Ortigﬁ?n)* de?rgiiaz ﬁ}r_{e(t:igli

Izolat Kodu zonul(mm zonu(mm) ort.(mm)*
KD 120/1 0 0 0 0 0 4 4 4 3 S5 0,681 420 2 2 1 1 15 +++ -
KD 120/2 2 2 2 2 2 4 4 4 4 4 0,229 119 4 4 4 4 4 + +
KD 121/1 2 2 2 2 2 8 8 8 8 8 0,243 128 0 0 0 0 0 - -
KD 121/2 0 0 0 0 0 4 4 5 5 4,5 0,152 67 1 1 1 1 1 - +
KD 122/1 0 0 0 0 0 5 5 5 4 4,75 0,171 80 1 1 1 1 1 ++ +
KD 122/2 0 0 0 0 0 3 3 3 4 3,25 0,691 427 5 5 5 5 5 + -
KD 123/1 6 6 6 5 5,75 6 5 3 3 4,25 0,224 115 4 4 4 4 4 - -
KD 123/2 0 0 0 0 0 6 5 6 6 5,75 0,076 17 0 0 0 0 0 - -
KD 124/1 6 6 5 6 5,75 7 7 7 6 6,75 0,196 97 0 0 0 0 0 + -
KD 125/1 0 0 0 0 0 4 5 4 4 4,25 0,192 94 5 5 4 5 4,75 - +
KD 126/1 3 2 3 2 2,5 2 2 3 3 25 0,235 123 18 17 18 18 17,75 ++ -

* Degerler 4 tekerriir ortalamasidir.
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4.4 In vivo Testler icin Yararh Bakteri izolatlarinin Secilmesi

Yararli bakteri izolatlarinin in vivo testlere se¢ilmesi 3.6°da belirtilen protokol ile
gerceklestirilmistir. Tartili derecelendirme yontemi ile puanlama yapilarak
olusturulan degerlendirme sonucu 100 iizerinden 45 ve lizerinde puan alan 15 tane
(KD 4/5, KD 7/1, KD 7/2, KD 10/3, KD15/1, KD15/2, KD 17/2, KD 25/2, KD
63/2, KD 80/2, KD84/3, KD 88/1, KD 88/2, KD 91/1, KD 97/1) yararli bakteri

izolatlar1 se¢ilmis ve bu izolatlar ile in vivo testler gergeklestirilmistir.

Tablo 4.4 izolatlarin tartih derecelendirme yontemi ile aldiklari puanlar

Izolat | XE XE* | SID* SiD* | IAA IAA* | FOS* | FOS* | AC ACC* | HC Topl.
kodu (mm) | * * * . * C * N tart.
* Deger.

KD 10 30 4,25 10 0,238 3 1 1 + 5 - 49
4/5
KD 7,25 18 3,25 10 0,256 3 10,25 6 ++ 15 - 52
7/1 +
KD 10 30 3,25 10 0,222 3 4,75 2 +++ 15 - 60
712
KD 8,25 24 5 10 0,249 3 35 2 +++ 15 - 54
10/3
KD 8,25 24 2,75 5 0,581 15 4 2 + 5 - 51
15/1
KD 8,25 24 2,5 5 0,463 12 35 2 + 5 - 48
15/2
KD 9 24 12,25 25 0,163 1 15 1 + 5 + 56
17/2
KD 6 18 4,5 10 0,376 9 35 2 ++ 10 + 49
25/2
KD 6 18 8,5 15 0,435 9 0 0 +++ 15 - 57
63/2
KD 2,75 6 15 25 0,777 15 7,75 4 + 5 - 55
80/2
KD 4 12 10,5 20 0,566 15 55 2 + 5 - 54
84/3
KD 8,5 24 6,25 15 0,301 6 2 1 + 5 - 51
88/1
KD 3 6 4 10 0,518 15 1 1 +++ 15 - 47
88/2
KD 8,25 24 8,75 15 0,337 6 4 2 + 5 - 52
91/1
KD 8,25 24 4 10 0,468 12 5 2 ++ 10 - 58
97/1

* Degerler 4 tekerriir ortalamasidir.

** Tartil1 derecelendirme yontemine ile biyokontrol ve bitki gelisimi parametlerine gore yapilan puanlamalar

4.5 In vivo Kosullarda Xanthomonas euvesicatoria’a karsi Biyokontrol

Calhismalar Sonuclar:

Domateste X. euvesicatoria’a karsi secilen potansiyel 15 antagonist aday1
patosisteme tohuma biopriming ve yesil aksama piiskiirtme olarak 2 sekilde

uygulanmistir. Hastalik etmeni Xe inokulasyonundan 10 giin sonra hastalik
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siddetini belirlemek i¢in degerlendirme yapilmistir. Deneme sonuglarina gére KD
84/3, KD 15/2 ve KD 4/5 izolatlar1 ile yapilan piiskiirtme uygulamalarinda %30-
37 araliginda hastalik siddeti olusturmustur ve pozitif kontrol ile kiyaslandiginda
ptskiirtme uygulamalarinda en basarili yararli bakteri izolatlar1 olarak

belirlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 Yesil aksama piiskiirtme uygulamasi yapilmig yararli bakteri izolatlarinin

Xanthomonas euvesicatoria’ya etkileri

Izolat kodu Hastalik Siddeti (%) Ortalama hastalik Etki (%)™

l.deneme® | 2.deneme” siddeti (%)™
KD 4/5 35,628 30,628 33,12 43,91
KD 7/1 56,954 34,163cd 45,55 22,86
KD 7/2 35,128 30,832¢ 32,97 44,16
KD 10/3 43,25 35,832bcd 39,54 33,03
KD 15/1 34,87% 34,872bcd 34,87 40,94
KD 15/2 31,622 37,12bcd 34,37 41,79
KD 17/2 51,0% 39,78¢ 45,39 23,13
KD 25/2 36,12% 38,75¢ 37,43 36,61
KD 63/2 58,12¢ 53,33¢ 55,72 5,63
KD 80/2 53,12 36,450 44,78 24,16
KD 84/3 30,502 30,02 30,25 48,77
KD 88/1 44,79 36,2520 40,52 31,38
KD 88/2 53,75% 37,87 45,81 22,42
KD 91/1 51,25% 31,258¢ 41,25 30,16
KD 97/1 37,50% 39,79¢ 38,64 34,56
Pozitif 61,66¢ 56,45¢ 59,05
Kontrol

* Degerler her saksida 1 bitki olmak iizere 10 tekerriir ortalamasidir.

** Degerler farkli donemde yapilan iki denemenin ortalamasidir.

*#* Duncan ¢oklu testine gore ayni1 siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark
P<0,05’e gore 6nemsizdir.

***% Degerler Abbott’a gore uygulamalarin Pozitif kontrolden farkini (%) gostermektedir.

KD 15/2 izolat1 ise, tohuma biopriming uygulamalarinda en basarili yararl
bakteri olarak belirlenmistir. (Tablo 4.6) Pozitif kontrol; birinci denemede %61.66
oraninda, ikinci denemede %356.45 oraninda yiiksek hastalik siddeti olugsmustur
(Sekil 4.6). Hem tohuma biopriming hem de piiskiirtme uygulamalarinda; KD
15/2, KD 84/3 ve KD 91/1 en basaril1 izolatlar olarak belirlenmistir. KD 63/2
izolat1 ile yapilan biyokontrol uygulamalarinda hastalik siddeti oldukca yiiksektir
ve istatistiksel olarak pozitif kontrol ile ayni grup i¢inde yer almistir. Sadece su
uygulamas1 yapilan domates bitkileri negatif kontrol olarak degerlendirilmis ve

herhangi bir hastalik belirtisi gostermemistir.
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Tablo 4.6 Tohum kaplama bi¢iminde uygulanan yararli bakteri izolatlariin X.

euvesicatoria’ya etkileri

Izolat kodu Hastalik Siddeti (%) Ortalama hastalik Etki (%)™
1.deneme® | 2.deneme* siddeti (%) ™

KD 4/5 46,3704 50, Qbede™** 48,18 18,4
KD 7/1 53,120ef 58,12f 55,62 5,8
KD 7/2 52,29def 51,70¢cdef 51,99 11,95
KD 10/3 52,419f 53,120ef 52,76 10,65
KD 15/1 49,83cde 44 37° 47,1 20,23
KD 15/2 30,622 34,162 32,39 45,14
KD 17/2 46,040 49 5gbede 47,81 19,03
KD 25/2 50,20¢def 55,50¢f 52,85 10,49
KD 63/2 60,62¢f 56,12¢f 58,37 1,15
KD 80/2 51,25¢def 44, 75b¢ 48 18,71
KD 84/3 40,202b¢ 46,250 43,22 26,8
KD 88/1 54,29def 37,502 45,89 22,28
KD 88/2 59,04¢f 53,62¢f 56,33 4,6
KD 91/1 36,50% 34,252 35,37 40,1
KD 97/1 44,370 52,08¢%f 48,22 18,34
Pozitif 61,66 56,45¢f 59,05

Kontrol

* Degerler her saksida 1 bitki olmak tizere 10 tekerriir ortalamasidir.

** Degerler farkli donemde yapilan iki denemenin ortalamasidir.

*** Duncan ¢oklu testine gore ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark
P<0,05’¢ gore 6nemsizdir.

**** Degerler Abbott’a gore uygulamalarin Pozitif kontrolden farkini (%) géstermektedir.

m
SPRAYING

Sekil 4.6 Yararl: bakteri izolatlat: ile piiskiirtme uygulamas1 gérmiis bitkide X. euvesicatoria’nin

belirti gelisiminin uygulama gérmemis pozitif kontrol ile karsilastirilmasi
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4.6 Yararh Bakterilerin Bitki Biiyiime Parametreleri Uzerine Etkisi
4.6.1 Vigorite indeksi sonuglari

Yukarida belirtilen in vitro PGPR ve Xe’e karsi biyokontrol testlerindeki
performanslar1 dogrultusunda 4.4 boliimiinde agiklanan tartili derecelendirme
yontemi ile segilen 15 yararli bakteri izolat1 vigorite testine se¢ilmistir. Ortalama
vigor indeksinin hi¢ uygulama goérmemis negatif kontrolde 8574 oldugu
saptanmigtir. KD 17/2 ve KD 80/2 izolatlar1 kontrole kiyasla daha diisiik Vigor
indeksi olusmustur. KD 97/1 izolat1 12342,3 vigor indeksi gostererek diger tim
uygulamalardan farkli grupta yer almistir. Vigorite Indeksi testinin karsilastirmali

sonuclar1 Tablo 4.7°de goriilmektedir.

Tablo 4.7 Yarali bakteri izolatlarinin vigorite indeksi sonuglari

Izolat kodu Cimlenme (%)* Vigorite indeksi
KD 4/5 %98 107745
KD 7/1 %94 10322,920cd
KD 7/2 %98 1064620
KD 10/3 %90 8579,4%
KD 15/1 %94 9915,30
KD 15/2 %94 11658,5%
KD 17/2 %92 7716,2¢
KD 25/2 %100 94(Q7,20de
KD 63/2 %96 10545, 72
KD 80/2 %96 7705,8¢
KD 84/3 %92 1045720cd
KD 88/1 %100 10736,82
KD 88/2 %100 11176,6%°
KD 91/1 %2100 11108,5%¢
KD 97/1 %98 12342,32
Negatif Kontrol %100 8574%

*Degerler her tekerriirde 50 tohum igeren 3 tekerriir ortalamasidir.
**Duncan ¢oklu testine gore ayn1 siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05’e gore
onemsizdir.

4.6.2 Kuru Agirhk/Yas Agirlik iizerine etkileri sonuclari

Yararli bakteriler ile tohuma biopriming yapilan bitkiler arasinda, KD 91/1
izolatt ile uygulama yapilan bitkiler, hem yas agirhik hem de kuru agirlik
Ol¢iimleri i¢in diger izolat uygulamalarinin hepsinden 6nemli 6lciide daha iyi
performans gostermistir. KD 15/2 izolat1 ile biopriming yapilan bitkilerde, KD
91/1 ile uygulama gormiis bitkilere kiyasla daha az Olgiide gelismis bitki
bliyimesi de gozlenmistir (Sekil 4.7). X. euvesicatoria enfeksiyonu
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gergeklestirilen pozitif kontrol bitkilerinin kok ve siirglin kuru/yas agirligi 6nemli
derecede azalmistir. En yiiksek yesil aksam agirligi, 11,96+1,32 g ve 3,26+0,66 g
kok agirhigr ile KD 91/1 ile biopriming yapilan bitkilerde belirlenmistir (Sekil
4.8).
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Sekil 4.7 Yararli bakteri izolatlar1 ile tohum kaplamasi yapilan bitkilerin yas/kuru agirlik

degerleri

Sekil 4.8 KD 91/1 izolatinin kdk ve yesil aksam gelisimine etkisinin uygulama gérmemis

kontrol ile karsilastiriimasi

4.7 Etkili Bulunan Yararh Bakterilerin Molekiiler Tanisi

In vivo testlerde Xe’ye karsi en basarili bulunan 6 adet yararli bakterinin
molekiiler tanis1 gerceklestirilmistir. Yararl bakterilerin molekiiler tanisinda 16S

rRNA hedef bolgesine gore dizayn edilmis, 27F/1492R universal primer ciftleri
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kullanilmis ve protokolde belirtildigi sekilde amplifikasyon gerceklestirilmistir.
Elde edilen PCR iriinleri %1,5’luk Agaroz jelde kosturulmus ve sonuglar UV
transilluminator goriintiilleme cihazinda 1460 bp’de bantlarin  varligiyla

degerlendirilmistir (Sekil 4.9).

0] [ [ o [ [0 [e | e

1460 bp

Sekil 4.927F/1492R primer giftleri ile yapilan amplifikasyon sonucu 1460 bp’deki jel goriintiisii
(14 nolu izolat, KD4/5; 24 nolu izolat, KD7/2; 49 nolu izolat KD15/1; 50 nolu izolat, KD15/2; 241
nolu izolat, KD91/1; 224 nolu izolat KD84/3)

Elde edilen PCR fiiriinleri sekans analizine gonderilmistir (Medsantek,
Tiurkiye) ve sekans sonuclari NCBI veri tabandaki gerceklestirilen BLAST
analizlerine gore; bakteri izolatlarmin tanis1 yapilmistir (Tablo 4.8). Sekans
sonuglarma gore, 3 izolatin Pseudomonas putida (KD 4/5, KD 7/2, KD 91/1), 1
izolatin Enterobacter aerogenes (KD 15/1), 1 izolatin Enterobacter cloacae (KD

15/2) ve 1 izolatin Pantoea spp. (KD 84/3) oldugu saptanmustir.

Tablo 4.8 Basarili bulunan yararli bakteri izolatlarinin tan1 ve NCBI referans numaralari

izolat Bakteri Tiirii Referans | Referans NCBI

kodu Benzerlik | Erisim No Erisim No
Orani

KD4/5 Pseudomonas putida strain SS4 99.14 MH488985.1 | OM218731

KD7/2 Pseudomonas putida strain TDR9 93 KF478210.1 | OM219206

KD15/1 | Enterobacter aerogenes strain217 96.7 LN623608.1 | OM219003

KD15/2 | Enterobacter cloacae strain ALD4.5 | 95.4 MG274270.1 | OM219024

KD84/3 | Pantoea ananatis strain NN08200 90 CP035034.1

KD91/1 | Pseudomonas putida strain INB3 99 MF683391.1 | OM219060
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4.8 Etkili Bulunan Yararh Bakterilerin Bitkide Kolonizasyonunun izlenmesi

Sonuclari

Calismada Rifampicine (200 ppm) ile etiketlenen Enterobacter cloacae
KD 15/2 ve Pseudomonas putida KD 91/1 izolatlart domates tohumlarina
kaplanmig, zamana bagli olarak bitkinin farkli donemlerinde sistemik olarak
tasinmasit ve kolonizasyonundaki degisim arastirllmistir. Yararli bakterileri
izolatlarinin domates bitkilerinde kolonizasyonu i¢in kok ve yesil aksamdan ayri
ayr1 izolasyon yapilmistir. Domates bitkilerinin bir bdliimi Xe ile inokule
edilirken diger boliimii Xe ile inokule edilmeksizin yararli bakterilerin populasyon
yogunlugu ve kolonizasyonu izlenmistir. Elde edilen verilere gore, E. cloacae KD
15/2 ve P. putida KD 91/1 bakteri izolatlarinin tohumlara uygulanmasindan 24 h
sonra domates tohumlarina ylizey dezenfeksiyonu islemi uygulanmis ve sirasiyla;
7x10° ve 8,6x10® cfu/gtohum diizeyinde bir bakteri populasyonu ile yararh
bakterilerin tohum i¢ine girdigi saptanmistir. E. cloacae KD 15/2, P. putida KD
91/1, E. cloacae KD 15/2+Xe ve P. putida KD 91/1+Xe ile uygulama gormiis
bitkilerin, koklerindeki ve yesil aksamindaki yararli bakteri popiilasyon
yogunlugunun zamana bagli olarak degisimi Sekil 4.10°de belirtilmistir.
Kotiledon doneminde de bitkinin yesil aksam ve koklerin igsel dokularinda
sirastyla ortalama  6,2x10%°-3,2x10°®  cfu/gbitki  diizeyinde  bakteri
popiilasyonunun saptanmasi, E. cloacae KD 15/2 ve P. putida KD 91/1
izolatlarinin tohumdan yeni gelisen bitkiye dogru kolonize oldugunu gostermistir.
Ikinci gergek yaprak asamasinda yararl bakteri izolatlar1 domates bitkisinin yesil
aksaminda ve kok dokusunda populasyonu 2,9x10%° — 25x10%*® cfu/g bitki
diizeyini korumustur. Patojen inokulasyonu sonrasi 24. saatte E. cloacae KD 15/2
izolat1 yesil aksamda 4x10° cfu/g bitki , kokte ise; 1,1x10* cfu/g kok diizeyinde
belirlenmistir. Patojen inokulasyonu sonrast 72. saatte P. putida KD 91/1 izolati
yesil aksamda 7,2x10* cfu/g bitki, kokte ise; 1x10°cfu/g kok diizeyinde
popiilasyon diizeyini korumustur (Sekil 4. 11). Genel anlamda yararli bakteri
izolatlar1 patojen varligr ve yoklugunda, domates koklerinde ve yesil aksaminda

basariyla kolonize olmustur.
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Sekil 4.10 Yararli bakteri popiilasyon yogunlugunun zamana bagli olarak degisimi

Sekil 4.11 Pseudomonas putida KD 91/1 izolatinin patojen inokulasyonu sonrasi bitki igsel

dokularinda kolonizasyonu
4.9 Bitki Savunmasi ile liskili Gen ifade Profillerinin Belirlenmesi

In vivo biyokontrol testleri sonucunda Xe’e karsi en etkili bulunan yararl
bakteri izolat1 secilmistir. Hem biyokontrol hem de bitki gelisimi agisindan en
bagarili olan P. putida KD 91/1 yararh bakteri izolat1 tohuma biopriming yontemi
ile domates tohumlarma uygulanmigtir. Gen ekspresyon analizleri igin, X.
euvesicatoria inokulasyonundan itibaren 0., 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde yaprak
ornekleri alinmistir. PAL, ICS, PR1, ACO, PI-I, ETR, AOC ve ASR genlerininin
ekspresyonlart gPCR ile 6l¢iilmustiir. P. putida KD 91/1 bakteri izolat1 ile tohuma
biopriming uygulamasinin hem SA iliskili hem de JA iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerinde degisimleri tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 P. putida KD 91/1 (241 kodlu) izolat: ile tohuma priming yapilan bitkilerde gen ifade

diizeyleri

KD 91/1 kodlu Pseudomonas putida bakteri izolatt ile tohum priming
uygulamasmin tek basina ilgili genlerin ifadesinde 6nemli bir degisime neden

olmadigi belirlenmistir.

Yararli bakteri ile tohum primingi yapilmis bitkilerde X. euvesicatoria
enfeksiyonundan 12 saat sonra PAL gen ekspresyon dizeylerinde artis
gozlenmistir. Ozellikle patojen inokulsayonu sonrasi 48. saatte PAL gen
ifadesinde onemli farkliliklar gozlenmistir ve bu artisin  diger zaman
araliklarindaki gen ifadesine gore daha anlamli oldugu goriilmiistiir. Salisilik asit
olusumundan sorumlu iki yolaktan biri olan ICS geninin ifadesinde 6nemli
degisimler saptanmamustir. P. putida KD 91/1 izolati’nin ICS yolagini uyarmadigi
sOylenebilir. PR1'in transkript seviyesi, patojen inokulsayonu sonrasi 48. saatte
onemli artig gostermistir. P. putida KD 91/1 ile priming yapilan bitkide patojen
inokulasyonu sonrasi transkript seviyesi artmistir. ACO gen ifadesi igin kontrol
bitkileri transkript seviyeleri en diisliktiir. Priming yapilmis bitkilerde patojen
inokulasyonu sonrasi 3.saatte transkript seviyeleri biraz artmis, 6., 12. ve 24.
saatte biraz azalmistir. 48. saatte tekrardan Onemli diizeyde yiikselmistir. ET
biyosentezi ile iliskili ETR geni ve JA ile iliskili PI-1 geninin transkript
seviyelerinde uygulamalar sonrasi 6nemli farklar saptanmamistir. Jasmonik asit
olusumundan sorumlu AOC isaretleyici geninin priming yapilmis bitkilerde
patojen inokulasyonu sonras1 12. saatte negatif kontrole kiyasla 20 kat daha fazla

ifade gosterdigi belirlenmistir. ABA yolu ile ilgili olarak, priming
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yapilan/yapilmayan bitkiler arasinda ASR1'in ekspresyon seviyelerinde onemli

fark gozlenmemistir.
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5. TARTISMA

Xanthomonas euvesicatoria, diinya genelinde domates yetistirilen
bolgelerde 6nemli verim kayiplarina neden olan bakteriyel bir hastaliktir (Potnis
et al., 2015). Hastaligin primer inokulum kaynaginin bulasik tohum oldugu
bilinmektedir. Tohum uygulamalari; bulasik tohumlardan patojenin tamamen
elimine edilmesi i¢in yeterli olmamakta ve tohum canliligini etkileyebilmektedir
(Sahin and Miller, 1998; Giovanardi et al., 2018). Bu nedenle; genellikle
hastaligin yonetiminde streptomisin gibi antibiyotikler ve bakirli preparatlar
tizerine yogunlasilmistir (Potnis et al.,, 2015). Streptomisin ve bakir bazli
bakterisitlerin yaygin kullanimi, streptomisin ve bakira direngli izolatlarin
gelismesine yol agabilmektedir (Ritchie and Dittapongpitch, 1991; Abrahamian et
al., 2021b). Bir¢ok bitki patojeni, uzun siiredir kullanilan kimyasal kontrol
onlemlerine kars1 direng gelistirmistir (Lucas, 2011) ve ekonomik 6neme sahip
bazi bitki hastaliklarinin kontrolii; 6zellikle etkili bilesiklerin olmamasi nedeniyle
daha zor hale gelmistir (Bailey, 2010). Ayrica kimyasal pestisitlerin tarimsal
iiretim yapilan topraklarda, yiizey ve yeralt1 sularinda biriktigi ve ¢evre biyotasi
iizerinde istenmeyen etkiler veya meyvede kimyasal kalint1 olusturma potansiyeli
nedeniyle, saglik riskleri olusturabilecegi rapor edilmistir (Sahin and Miller, 1998;
Dao et al.,, 2021; Manjarres-Lopez et al.,2021). Bu nedenle, gida zinciri ve
ekosistemlerin kimyasal kontaminasyon riskine karsi, kimyasala alternatif olarak
mikrobiyal antagonistlerin kullanildig1 biyolojik kontrol yontemi olumlu bir
alternatif olarak oOnerilmistir. Biyolojik kontrol, zararlilara karsi dayaniklilik
gelisimine geleneksel kimyasallara gore daha direnglidir ve minimum veya sifir
kalint1 toksisite ve ¢evre kirliligi gibi avantajlara sahiptir (Lazarovits et al., 2014).
Ekolojik ve ekonomik yonden bir¢ok engelleyici faktor géz 6niine alindiginda, bu
calisma, domateste X. euvesicatoria’ya karsi giiclii biyokontrol etmenlerini
belirlemek ve hem in vitro hem de in vivo kosullarda bitki biiylimesini tesvik edici
aktiviteleri ile birlikte bu hastaliga kars1 entegre bir yaklasimla kontrol etkinligini

aragtirmak i¢in yapilmaistir.

Biyokontrol ¢aligmalari, genellikle cesitli bitki patojenlerine kars1 yararh

mikrobiyal tiirlerin izolasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonu ve
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bunlarin antimikrobiyal ve biyokontrol etki mekanizmalarinin belirlenmesine
yonelik gergeklesmektedir (Kavitha and Umesha, 2007). Bu ¢alisma, bu siirece
gore kurgulanmistir. Calismamizda, 40 farkli lokasyondan 127 farkli domates
bitki orneginden, 313 endofit ve epifit karakterli bakteri izole edilmistir. Son
yillarda bitki patojenlerine karsi PGPR’lar, mikrobiyal endofit antagonistler gibi
potansiyel biyokontrol etmenlerinin belirlenmesi ve Kkarakterize edilmesine
yonelik arastirmalar oldukga artmistir. Genellikle, rizosfer bakterilerinin yaklasik
%2-5"1 bitki biiylimesini tesvik etmektedir. PGPR’larin ¢ogunlugu Acinetobacter,
Agrobacterium,  Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus, Pseudomonas ve
Bacillus cinsine baglhidir (Goswami et al., 2016). En yaygin bulunan bakteriyel
endofitler ise Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Stenotrophomonas,
Micrococcus, Pantoea, Microbacterium genuslarina baglhdir (Santoyo et al.,
2016). Bu tez ¢calismasinda elde edilen 313 bakteri izolatindan in vivo ¢alismalar
sonucunda patojene karsi en etkili oldugu belirlenen alt1 adet bakteri izolatinin
ticliniin Pseudomonas, ikisinin Enterobacter, birinin Pantoea genusuna bagl

oldugu ve sonuglarin literatiirle ortiistiigii belirlenmistir.

Izole edilen 313 bakteri izolatinn in vitro biyokontrol ve bitki gelisimini
tesvik edici parametre testlerinden tartili derecelendirme yontemi ile
degerlendirme yapilarak en basarili 15 endofit ve epifit bakteri izolat1 hastalik
insidanst agisindan in vivo kosullarda degerlendirilmistir. 15 bakteri izolati
patosisteme tohuma biopriming ve yesil aksama spreyleme seklinde verilmistir.
Bunlarin iginde KD 91/1 ve KD 15/2 nolu izolatlar her iki uygulama seklinde de
domates bitkilerinde X. euvesicatoria’nin neden oldugu bakteriyel leke siddettini
etkili bir sekilde azaltma yetenegine sahip oldugu bulunmustur. In vitro kosullar
altinda KD 91/1 ve KD 15/2 izolatlar1 X. euvesicatoria’a kars1 8,25 mm gibi genis
bir inhibasyon bolgesi olusturdugu belirlenmistir. Inhibisyon bolgesi olusumu,
antimikrobiyal ugucu bilesiklerin veya antibiyotiklerin liretimi yoluyla gerceklesir
(Raza et al., 2016) ve birincil antagonistik mekanizmalardan biridir (Talibi et al.,
2014). Secilen potansiyel 15 biyokontrol etmeni; biyokontrol aktivitenin yani sira,
IAA iiretimi, siderofor ve fosfat ¢ozlniirliigii gibi bitki biiylimesini tesvik edici
ozellikler de sergilemistir. IAA, bitki biiylimesinin desteklenmesine yardimeci

olurken, siderofor ve fosfat ¢oziiniirliigii, konukcu bitkide besin birikimine
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yardimer olarak, topraktaki patojen i¢in besin kitligima neden olur. Bakteriyel
endofitlerin bu 6zellikleri, konukgu bitkinin biiylimesini tesvik ederken dolayli
olarak patojen biiyiimesini engellemeye yardimci olur (Kashyap et al., 2019). Bu
iki izolat arasinda KD 91/1 CAS blue agarda gelisen kolonilerinin ¢gevresinde 8,25
mm yari¢cap boyutunda sari-turuncu zon olusturarak ozellikle siderofor iiretme
aktivitesi agisindan in vitro’da daha basarili bulunmustur. Bakterilerin, azot
fiksasyonu (Bhattacharjee et al., 2008) ve sitokinin, indol asetik asit gibi
(Arkhipova et al., 2005; Sandhya, 2017) bitki biiylimesini arttirict maddelerin
tretimi ile bitki gelisimi ve biomassinda artis1 tesvik edilir. Bakteriyel endofitler,
etilen onciisii ACC'den nitrojen kaynaklari amonyak ve a-ketobiitirat iireten bir 1-
aminosiklopropan-1-karboksilat deaminaz (ACC deaminaz) enzimi iiretme
yeteneginde olabilir. Bu nedenle, sinirli azot durumu altinda bitki biiytimesini
tesvik edebilir (Sun et al., 2009). Ayrica, KD 91/1 izolatinin ACC deaminaz
iiretme ve 191 ppm gibi yiliksek oranda IAA {iretme yetenegine sahip olmasinin,
geri kalan 14 bakteri izolat1 ve hi¢ uygulama gérmemis negatif kontol bitkilerine

kiyasla daha yiiksek biyokiitle olusturmasinda aktif rolii oldugu diistiniilmiistiir.

In vivo caligmalara segilen potansiyel 15 biyokontrol elemani hem
biyokontrol hem de bitki gelisimi agisindan degerlendirildiginde en basaril1 izolat
KD 91/1 izolat1 se¢ilmistir. Biyokontrol agisindan yaprak spreyleme ve tohuma
primig uygulamasinda sirasiyla % 30,16 ve % 40,1 oranlarinda etki gdstermistir.
KD 91/1 izolatimin 16S rRNA hedef bolgesine gore dizayn edilmis, 27F/1492R
universal primer ¢iftleri ile gerceklestirilen molekiiler tanida Pseudomonas
genusuna ait oldugu belirlenmistir. 50 potansiyel biyokontrol ajaninin bakteriyel
leke hastaligina kars1 biyokontrol etkisinin arastirildigu ¢alismada. Cellulomonas
turbata BT1 ve Pseudomonas syringae Cit7 izolatlarinin sirasiyla hastalik
siddetini %45,2 ve %36,4 oranlarinda diisiirdigii belirlenmistir (Byrne et al.,
2005). Pseudomonas fluorescens 89B-61 ve Bacillus pumilis SE34’in domateste
bakteriyel leke hastaligina kars1 6nemli bir biyokontrol etkinligi gostermistir (Ji et
al., 2006). Diger calismalarda; biber iizerindeki bakteriyel yaprak lekesinin
hastalik siddetine karsi ¢ Bacillus izolatinin tek basma ve onlarin
kombinasyonlariyla inokule edilen biber bitkilerinde sirasiyla sera kosullart ve
tarla denemelerinde hastalik gelisimini %11-62 ve %38-67 oranlarinda azalttigini
belirlenmistir (Mirik et al., 2008). Benzer sekilde; Laktik asit bakterilerinin
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biberde bakteriyel leke hastalik siddeti sera kosullarinda %57-73, arazi
kosullarinda %70-94 oraninda azaltigi ve onemli biyokontrol etkisi gosterdigi
saptanmustir (Shrestha et al., 2014). Bulgularimiza benzer sekilde, dogadan izole
edilen bircok potansiyel biyokontrol etmenleri hem domates hem de biber de

bakteriyel leke gelisimini 6nemli diizeyde azaltmaktadir.

Filosferde; hiicrelerden apoplasta su sizdirmak igin efektorleri kullanma
(Xin et al.,, 2016) ve yaprak yiizeylerinde su mevcudiyetini artirmak igin
biyosiirfaktan sentezleme (Hernandez and Lindow, 2019) gibi yetenekleri
nedeniyle Pseudomonas genusuna bagli koloniler agirlikli olarak bulunur
(Delmotte et al., 2009; Maignien et al., 2014). Biyokontrol eleman1 Pseudomonas
izolatlarinin laboratuvarda ve arazi denemelerinde X. campestris pv. vesicatoria,
Pseudomonas syringae pv. glycinea gibi ¢esitli patojenlerin ¢ogalmasini dogrudan
engelledigi gozlemlenmistir (Volksch and May, 2001; Abo-Elyousr and El-
Hendawy, 2008). Calismamizda KD 4/5 ve KD 7/2 nolu bakteri izolatlarinin
tohuma biopriming yapilarak uygulanmasi durumunda X. euvsicatoria’nin
hastalik siddetinde 6nemli bir azalis saptanamazken, yapraga piiskiirtme yoluyla
uygulandiklarinda hastalik siddetini ortalama %43 oraninda azalttiklar
degerlendirilmistir. KD 4/5 ve KD 7/2 nolu izolatlarin molekiiler tanis1 sonucunda
Pseudomonas genusuna ait oldugu bulunmustur. Pseudomonas spp'nin
biyokontrol aktivitesinin genellikle fenazinlerin {iretimine bagli oldugu
diistiniilmektir (Chin-A-Woeng et al., 2003), bu varsayim KD 4/5 ve KD 7/2 nolu
izolatlarin, in vitro biyokontrol ve siderofor iiretme kapasitesine bakildiginda,
yuksek degerler almasi nedeniyle, yesil aksam uygulamasindaki basarisindan
antibiyotik iiretiminin sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fenazinlerin yan1 sira
sideroforlar (Michavila et al., 2007), ugucu organik bilesikler (Bailly and
Weisskopf, 2017) gibi bir¢ok bagka potansiyel biyokontrol metabolitininde etkisi

olabilecegi bilinmektedir.

Pseudomonas putida KD 91/1 izolatt domates bitkisinin kok kisminda
izole edilen endofit karakterli bir bakteridir. Endofitik olmayan bakterilerle
karsilagtirildiginda, endofit olarak izole edilen mikroorganizmalar konukg¢usunun
savunma mekanizmalarint uyarmaksizin konukg¢u ile simbiyotik bir yasama

adapte olduklarindan, orijinal konukgularina girmeleri ve kolonize etmeleri daha
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kolay olabilir. Ayrica endofitler, bitki dokularinda hayatta kalmak igin bitkiyi
enfekte edebilecek patojenler ile siirekli bir miicadele i¢indedir. Bu nedenle, bitki
dokusunun endofitler tarafindan kolonizasyonunun, patojenik organizmalarin bitki
dokularin1 kolonize etmesini engelledigi savunulmaktadir (Martinez-Klimova et
al. 2017). Genel olarak rizoplan i¢indeki bakteri popiilasyon yogunluklar1 10°-107
cfu/g taze agirlik araligindadir (Compant et al., 2010). Bakteri tiirlerine, bitki
genotiplerine, bitki dokusuna ve c¢evresel kosullara bagli olarak endofitlerin
popiilasyon yogunlugu degisebilir (Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006).
Calismamizda P. putida KD 91/1 bakteri izolatlarinin tohuma kaplanmasindan
sonra 8,6x108 cfu/g tohum diizeyinde bakteri yogunlugu belirlenmistir. Kotiledon
ve ikinci gergek yaprak donemlerinde yesil aksam ve koklerin i¢sel dokularinda
ortalama 3x10*° — 2,5x10*° cfu/g bitki diizeyinde bir bakteri popiilasyonu
belirlenmistir. Patojen inokulasyonu sonrast 72. saatte KD 91/1 izolat1 yesil
aksamda 7,2x10% cfu/g bitki, kokte ise; 1x10°cfu/g kdk diizeyinde popiilasyon
diizeyini korumustur. Genel anlamda P. putida KD 91/1 patojen varligi ve
yoklugunda, domates koklerinde ve yesil aksaminda basariyla kolonize olmustur.
Kok kolonizasyon yeteneginin, biyokontrol ajani aktivitesi ve verimliligi i¢in bir
on kosul ve belirleyici olarak kabul edildigi bildirilmistir (Cavaglieri et al., 2005;
Mendis et al., 2018). Calismamiza benzer sekilde; kok kolonize etme yetenegine
sahip rizobakterilerin tohuma priming yapilmis domates bitkilerinde kontrole
kiyasla %40'tan daha disiik P. syringae pv. tomato hastalik insidansi gosterdigi
belirlenmistir (Silva et al., 2003). P. putida KD 91/1 izolatinin kolonizasyon
yeteneginin yiiksek olmasi biyokontrol basarisin1 6nemli 6l¢iide arttirmis olabilir.
Biber govdesinde 10°-107 cfu/g seviyelerindeki tutarli kolonizasyona sahip
olmalar1 nedeniyle secilmis Pseudomonas rhodesia ve Pantoea ananitis’in
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nin hastalik siddetini diistirdiigii ve
uyarilmis sistemik dayanikliligi tetikledigi belirtilmistir (Kang et al., 2007).
Ayrica Bacillus amyloliquefaciens’in Botrytis cinerea’a karsi biyokontrol
yeteneginin artmasinin, biyofilm olusturma ve yesil aksami kolonize etme

yetenegi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Salvatierra-Martinez et al., 2018).

Bitkiler, cevrelerinden gelen uyar1 veya sinyalleri (patojen, PGPR,
kimyasallar, abiyotik stres vb.) algiladiktan sonra immiin sistemlerini uyararak

dogustan gelen diren¢ mekanizmalarini aktive ederler. Priming olarak tanimlanan
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bu yanit mekanizmasi; birincil bir indiikleyici uygulandiginda bitkinin ikincil
streslere karsi direncini artiran ve indiiklenmis, tetiklenmis veya aktive edilmis
durum olarak tanimlanabilen siireci ifade eder (Bukhat et al., 2020). Tohum
biyoprimingi, tohum c¢imlenmesini, stres yOnetimini, bitki biiylimesinin
diizenlenmesini ve savunma kapasitesinin artmasimi saglayarak bir biyokontrol
eleman1 olarak hareket eden tekniktir (Sarkar et al., 2021). Litertatiirde,
Pseudomonas spp. (Kavitha and Umesha, 2007; Naue et al., 2014),
Methylobacterium spp. (Yim et al. 2014), Rahnella aquatilis. (EI-Hendawy et al.,
2005), Bacillus spp. (Naue et al., 2014) gibi yararli bakterilerin tohuma
kaplanmas1 ile tohum Kkalitesi ve ¢imlenmesi artmis; ayrica bakteriyel leke
hastalig1 insidansinda azalmalar saptanmistir. Bulgularmizda belirttigimiz sekilde
tohuma primingi yapilmis, Enterobacter spp. KD15/2 ve P. putida KD 91/1
izolatlarinin hastalik gelisimini %40-45 oranlarinda azaltmanin yani sira, tohum
¢imlenmesi tizerinde negatif bir etkisinin saptanmamasi ve yiiksek vigorite

indeksi gostermesi biyoprimingin basarisi olarak degerlendirilebilir.

Tohum  biyopriminginde  kullanilan en  yaygin  biyopolimer,
karboksimetilseliilozdur (CMC) (Singh et al., 2016). Bu ¢alismada, biopriming
uygulamasinda CMC kullanilmistir. Calismada kaplama materyali olarak
karboksimetilseliilloz kullanimi ile biyokontrol etkinligi agisindan P. putida KD
91/1 izolat1 6zelinde bir sorun olusturmamis ve bu durum karboksimetilseliilozun

uygun bir biyopolimer olduguna isaret etmistir.

Mikrobiyal biyolojik kontrol elemanlari, konuk¢u bitkide genis patojen
spektrumuna karsi direnci indiikleme yetegindedirler (Kohl et al., 2019).
Indiiklenmis direng; bitkilerde biyolojik veya kimyasal indiikleyiciler tarafindan
tetiklenen ve heniliz herhangi bir patojenin ya da bdcegin saldirisina maruz
kalmamis bitki dokularini gelecekteki saldirilara karsi koruyacak olan direncin
uyarilmasi durumunu tanimlayan genel bir terimdir (Pieterse et al., 2014).
Indiiklenen direng ile, savunma yanitlar1 dogrudan aktive olmaz, ancak, patojen
saldiris1 tizerine hizlanir ve patojene karsi direng artar (Van Wees, et al., 2008).
Yararl1 ve patojenik mikroorganizmalar tarafindan tetiklenen lokal ve sistemik
savunma yanitlari, bitki hormonlar1 olan salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve

etilenin (ET) onemli roller oynadigi bir sinyal agi tarafindan kontrol edilir (Van
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Wees, et al., 2008). SA, JA ve ET'in yani sira, absisik asit, oksinler, gibberellinler,
brassinosteroidler ve sitokininleri igeren diger bitki hormonlari da bitkide
gerceklesen sinyalizasyonda dogrudan veya dolayli rolleriyle katkida bulunurlar
(Pieterse et al.,, 2012). Rizobakterilerin aracilik ettigi sistemik uyarilmis
dayaniklilik genellikle JA/ET'ye yanit veren genlerin ekspresyonunun artmasi ile
ifade edilirken (Cartieaux et al., 2008), baz1 durumlarda yararli bakteriler ile SA
ile iliskili genlerde ifade artis1 (Takishita et al., 2018) veya hem SA hem de JA/ET
yolaginin (Ahn et al., 2007; Niu et al., 2012) kullanildig1 ortaya konmustur.

Calismada, P. putida KD 91/1 ile priming yapilan bitkilerin X. euvesicatoria’a
kars1 biyokontrol mekanizmanisinin belirlenmesi agisindan sistemik uyarilmis
dayanikliginin  etkisi arastirilmistir.  Bu amagla uyarilmig dayanikligimin
aktivasyonunda sinyal molekiilii olarak 6nemli olan SA, JA ve ET biyosentez
genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisimler belirlenmistir. Calismada, SA
biyosentezinden sorumlu iki yolaga ait ICS ve PAL genlerinin (Li et al., 2019) ve
SA'ya bagli immiin sinyalleme i¢in bir raportor bir gen olan PR1’in (Niu et al.,
2012) ifadesi belirlenmistir. PAL gen ekspresyon diizeylerinde artis 6zellikle
patojen inokulsayonu sonrasi 48. saatte artig gostermistir. Salisilik asit
olusumundan sorumlu iki yolaktan biri olan ICS geninin ifadesinde Onemli
degisimler saptanmamustir. PR1'in transkript seviyesi, patojen inokulsayonu
sonrasi 48. saatte onemli artis gostermistir. P. putida KD 91/1 ile priming yapilan
bitkide patojen inokulasyonu sonrasi PAL ve PR1 transkript seviyesi artmistir
ancak, bu artis 6nemli seviyede degildir. P. putida KD 91/1’in SA ile iliskili
isaretleyici genlerin aktivasyonunu icermemektedir. Jasmonik asit olusumundan
sorumlu  AOC isaretleyici geninin priming yapilmis bitkilerde patojen
inokulasyonu sonrasi 12. saatte negatif kontrole kiyasla 20 kat daha fazla ifade
gosterdigi belirlenmistir. P. putida KD 91/1’in, hastalik kontroliinde uyarilmis
dayaniklilik mekanizmasi olarak JA/ET iliskili yolagt kullandig1 sdylenebilir. P.
putida KD 91/1 ile priming yapilmig bitkilerde etilen biyosentezinden sorumlu
ACO gen ifadesi patojen inokulasyonu sonrasi kontrole kiyasla yukari yonli
regiile olmustur. Calismamizda oldugu gibi bircok PGPR izolatinin bitkide JA/ET
yolagimi kullanarak sistemik uyarilmis dayanikliligi aktive ettigi bilinmektedir.
Burkholderia  phytofirmans  PsJN’nin  Arabidopsis  koklerinde  etilen

biyosentezinde sorumlu ACS, ACO1 ve ACO2 genlerini yukar1 yonlii regiile
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ettigi bildirilmistir (Poupin et al., 2016). ABA'min patojen aracili stoma
kapanmasinin kilit diizenleyicisi oldugu bulunmustur (Melotto et al., 2008) ve JA
sinyal yolaginda, ortak transkripsiyon faktorlerinin kullanimi yoluyla ABA ile
capraz iletisim kurabilmektedir (Kazan and Manners, 2008). ABA yolu ile ilgili
olarak, priming yapilan/yapilmayan bitkiler arasinda ASR1'in ekspresyon
seviyelerinde 6nemli fark gézlenmemistir. ABA yolagmmin P. putida KD 91/1

kaynakli direncte bir rol oynadig: diisiiniilmemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tim dinyada tarimsal iiriin verimliligini etkileyen abiyotik ve biyotik
stresler giderek artmaktadir. Uzun siireli kurakliklar, yogun yagislar, sicak hava
dalgalar1 ve don hasar1 gibi doga olaylariin iklim degisikligi nedeniyle gelecekte
daha da artmasi beklenmektedir. Bu tiir etkileri azaltmak igin ¢esitli stratejiler
gereklidir. Genetik miihendisligi ve bitki 1slah1 yoluyla strese dayanikli
cesitlerinin gelistirilmesi, streslerin bir dereceye kadar tstesinden gelinmesine
yardimct olabilir. Ancak, bu tiir stratejiler zaman alict ve yogun maliyetli
oldugundan, streslerin yonetimi icin kisa vadede kullanilabilecek basit ve diisiik
maliyetli biyolojik yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Yararl bakteriler
ile  yeni formiilasyonlar tasarlamak, tarimsal firiinlerin  verimliligine,

iyilestirilmesine ve bitki sagligina katkida bulunacaktir.

Bakteriler, biyokimya ve ila¢ endiistrileri i¢in biyomolekiil kaynaklaridir.
Bitki biiylime destekleyicileri, antimikrobiyal ugucu bilesikler, antioksidanlar ve
antibiyotikler gibi tarimsal agidan biiyiik potansiyele sahip biyolojik olarak aktif
metabolitler iiretirler. Hem biyokontrol elemaninin kendisi hem de metabolitleri;
biyogiibre ve biyokontrol etmeni olarak tarim pazarlarina hakim olma kapasiteleri
yillar i¢inde giderek artarak, modern tarim uygulamalarinin temel bir bileseni
olma konusunda biiylik bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, kontrollii
laboratuvar ortamindan elde edilen sonuglar1 biiyiik 6lgekli saha denemelerine ve
ticari pazarlamaya doniistiirmek i¢in bazi ¢oziilmemis sorunlarin ele alinmasi

gerekmektedir.

Biyokontrol elemanlarinin basarisi, Ozellikle, cevresel kosullara baghdir.
Biyokontrol elemaninin konukgu yiizeyinde veya kok rizosferinde yerlesmek i¢in
zamana, bolgesel iklim kosullarinin elverigliligine, bitki fizyolojisi ve genetiginin
uygunluguna ihtiyaci vardir. Ayrica biyokontrol elemaniin uygulama zamani ve
sikliginin, bitki hastaliklarinin kontroliinii ve bitkideki kolonizasyonunu dogrudan
etkilemektedir. Bir biyokontrol elemaninin etkinligini artirmak igin; entegre
yaklagimlar ile bir¢cok biyota ve cevresel kosullarda uygun uygulama sekli ve

sikligr ile optimum kosullar olusturulmaya ¢alisiimalidir. Biyokontrol
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elemanlarinin yesil floresan protein (GFP) etiketleme ile gercgeklestirilecek
metagenomik ve molekiiler biyoloji c¢alismalari, bitkilerdeki mikrobiyal

dagilimlarin1 ve kolonizasyon modellerini anlamak i¢in gerekli olacaktir.

Bagarili  bir biyokontrol elemaninin; antimikrobiyal —metabolitlerin
tanimlanmasi, optimum fermantasyon ve {iretim siireglerinin gelistirilmesi, farkli
katki1 maddeleri, tasiyicilar kullanilarak bir veya daha fazla mikrobiyal etmenle
etkili formiilasyonlar iiretebilen endiistriyel proseslerin olusturulmasi, toksisitenin
degerlendirilmesi ve ¢esitli arazi kosullar1 altinda hastalik kontrol etkinliginin
degerlendirilmesi konusunda hala ¢ok daha fazla odaklanmaya ihtiya¢ vardir.
Ayrica biyokontrol etmenlerinin raf omriinii artirabilecek, boylece uzun vadeli
canliliklarmi, ve mikrobiyal bazli zirai kimyasallar olarak etkinliklerini

saglayabilecek yeni formiilasyonlar gelistirme ¢aligsmalarina odaklanilmalidir.

Hastalik etmeni ve yararli mikrobiyom ile metabolomik ve transkriptomik
yanitlar birlestirilerek, konukgu-patojen veya diger ekolojik etkilesimlerde dnemli

yolaklardaki molekiillerin ¢esitliligi hakkinda ek bilgiler saglanabilir.

Calismada bitki gelisimini artirma Ve bakteriyel lekenin baskilanmasi
konusunda potansiyel birgok yararl bakteri izole edilmistir. In vivo kosullarda en
basarilt bulunan KD 91/1 ve KD 50/2 kodlu yararli bakteri izolatlar1 domateste’te
bakteriyel leke hastaliginin kontroliinde yapraga piiskiirtme ve tohuma primig
uygulamasinda sirasiyla %40-45, %30-41 oranlarinda etki gostermistir. KD 91/1
ve KD 50/2 kodlu iki izolatin sirasiyla Pseudomomas ve Enterobacter genusuna
bagli oldugu belirlenmistir. KD 91/1 ve KD 50/2 kodlu iki izolatin patojen varligi
ve yoklugunda, domates koklerinde ve yesil aksaminda basariyla kolonize oldugu
belirlenmistir. Elde edilen izolatlar arasinda P. putida KD 91/1 izolati1 kontrolli
kosullar altindaki iklim odasindaki basarist ¢alismada acikca gosterilmistir. Gen

ifadesi ¢aligmalar ile olumlu etkileri de ortaya konmustur.

Bu calisma sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda sonuglarin bilime
katkisinin  yanisira  yararli  bakteri izolatlarinin sanayiye kazandirilmasi

konusundaki oneriler asagidaki gibi 6zetlenmistir:
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1. Calismamizda en basarili bulunan; P. putida KD 91/1 izolatinin daha
detayli olarak antimikrobiyal metabolitlerin tanimlanmasi,

2. P. putida KD 91/1 izolatinin optimum fermantasyon siireglerinin
belirlenmesi ve formiilasyon proseslerinin olusturulmasi

3. P. putida KD 91/1 izolatinin hedef dis1 organizmalara toksisitenin
degerlendirilmesi

4. P. putida KD 91/1 izolatindan elde edilecek formulasyonun iretici
kosullarinda hastalik kontrol etkinliginin ve pazarlanabilir {iriin verimine
etkisinin degerlendirilmesi ile

P. putida KD 91/1 izolatinin endiistriye kazandirilma ve ticarilesme potansiyeli

arastirilmalidir.
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