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OZET

YENI BIR Serratia fonticola EBS19 iZOLATININ KARAKTERIZASYONU
VE Botrytis cinerea’ YA KARSIBIYOLOJIK KONTROL AJANI OLARAK
KULLANILABILME POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Efe Berk BOZKURT

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Profesér Doktor Omiir BAYSAL
Ocak 2022, 55 sayfa

Botrytis cinerea, diinya ¢apmda 100 milyar dolarlik ekonomik kayba yol agabilen gri
kiif hastaligma sebep olan bitki patojeni bir fungustur. Miicadelede kullanilan yiiksek
doz fungisitlere karsi genetik yapisini degistirebilme ve hizla fungisit direnci
olusturabilme kabiliyetine sahiptir. Biyolojik kontrol, patojen iizerinde istenilen
inhibitor etkinin yanmi sira miicadele uygulamalarinda kullanilan ¢evreye ve insan
sagligina zararh etkilere sahip kimyasallarin olumsuz etkilerini azaltir. Bu ¢aligmada,
patojene yonelik biyokontrol amagh kullanilabilecek bir Serratia fonticola
bakterisinin, toprak florasindan izole edilerek Botrytis cinerea nin spor siispansiyonu
tizerinde antibiyoz etkisi oldugu tespit edilmistir. Fenol ile muamele edilerek, ortama
¢ikan metabolitlerin hiicresiz antibiyoz etkisinden fungus sporunun biiylimesini
engellendigi gozlenmistir. Patojen biiylimesi iizerindeki inhibisyon sonuglart yapilan
tek kath agar ve cift tabakali agar deneme sonuglar ile dogrulanmistir. Daha sonra
spektrofotometrik analizlere gore belirlenen optimum konsantrasyon (hiicre/ml),
minimal inhibisyonu konsantrasyonu (MK) ve inhibisyon yiizdesi tespit edilmistir. In
vitro testlerde kontrole kiyasla inokulasyondan 3. giinde %85 ve 10. giinde %65
inhibisyon etkisi olustugu gozlenmistir. Bakteri susu (EBS19), tiim genom dizi analizi
ile tiir ve cins diizeyinde Serratia fonticola olarak tanimlanmis ve NCBI veritabanina
yiiklenmistir (Acc. Nr: PRINA788871). KEGG veritaban1 kullanilarak yapilan
kargilastirmali analizler, patojen biiylimesi {izerinde baskilayici rol oynayan enzimleri
kodlayan genleri siniflandirilarak genom igerisinde yerleri ileride yapilmasi diisiiniilen
gene spesifik klonlama calismalart i¢in tespit edilmistir. Bu enzimlerden one ¢ikan
endoglukanaz/seliilaz enzimlerinin aktif olarak bakteri susu tarafindan iiretilip
tiretilmedigi in vitro denemelerle de dogrulanmustir. Ayrica, Biolog sistemiyle yapilan
analiz ile s6z konusu biyolojik ajanin uygulama sonrasi toprak mikroflorasiyla
etkilesimi esnasinda diger mikroorganizmalara goére karbon kaynagi bakiminda
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secicilik yaratabilecek karbon kaynaklart belirlenmistir. Bu verilerin  etkili
biyopreparat bilesiminin hazirlanmas1 bakimindan ileride uygulamaya yonelik
avantajlar saglayacagi distiniilerek soz konusu biyolojik ajan adaymm in vitro
deneylerle teyit edilmis kullanabilecegi spesifik karbon kaynaklari da belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Botrytis Cinerea, Bakteriyel Biyokontrol, Serratia Fonticola,
Tiim Genom Sekanslama, Antibiyosis



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF A NOVEL Serratia fonticola EBS19 BACTERIA
AND INVESTIGATION OF ITSPOTENTIAL FOR BIOLOGICAL
CONTROL AGENT FOR Botrytis cinerea

Efe Berk BOZKURT
Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Omiir BAYSAL
January 2022, 55 pages

Botrytis cinerea is a plant pathogenic fungus that causes gray mold disease, which can
cause economic loss of $100 billion worldwide. It has the ability to change its genetic
structure and rapidly develop fungicide resistance used in agriculture. In addition to
the desired inhibitory effect on the pathogen, biological control reduces the negative
effects of chemicals that have harmful effects on the environment and human health
used in control applications. In this study, it was determined that a Serratia fonticola
bacterium, which can be used for biocontrol purposes against the pathogen, was
isolated from the soil flora and had an antibiosis effect on the spore suspension of
Botrytis cinerea. It was observed that the growth of the fungus spore was inhibited by
the cell-free antibiosis effect of the metabolites released into the environment by
treatment with phenol. The inhibition results on pathogen growth were confirmed by
the results of the single layer agar and double layer agar experiments. By
spectrophotometric analysis, optimum concentration (cell/ml), minimal inhibition
concentration (MIC) and percent inhibition were determined. Compared to control
group, in vitro tests showed an inhibition effect of 85% on day 3 and 65% on day 10
after inoculation. The bacterial strain was also identified as Serratia fonticola (EBS19)
by whole-genome shotgun sequence analysis and the sequence datawas submitted to
NCBI (Acc. Nr: PRINA788871). Comparative analyzes using the KEGG database
classified genes encoding enzymes that play a suppressive role on pathogen growth,
and their locations in the genome were determined for future gene-specific cloning
studies. In in vitro experiments, the endoglucanase/cellulase enzymes are actively
produced by the bacterial strain has also been verified. Additionally, Biolog analyses
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showed the specific carbon sources of the bacteria which will provide new insight for
the preparation of effective biopreparate composition and its further application in
vivo assays, which will direct us for applications expected in practice as promising
candidate to be biological control agent.

Keywords: Botrytis Cinerea, Bacterial Biocontrol, Full-Genome Sequencing,
Antibiosis, Serratia Fonticola
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZINi

ROS Reaktif oksijen tiirevleri

GY Gelisim yarigap1

SS Standart sapma

NOX NADPH oksidasyonu

NADPH Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
AbcnoxR BcNoxR silinen mutant sus

H202 Hidrojen peroksit

HDPE Hiicre duvarn pargalayici enzimler
SA Salisilik asit

JA Jasmonik asit

MelJA Hiicre dig1 iiretilen jasmonik asit
ASC Askorbat

GSH Glutatyon

NA Nutrient agar besiyeri

NB Nutrient broth besiyeri

PDA Patates dekstroz agar besiyeri
CMCA Karboksimetilseliiloz besiyeri
O.D. Optik yogunluk

C.F.U. Koloni olusturabilen birim sayis1
MK Minimum konsantrasyon
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1. GIRIS

1.1. Botrytis cinerea Hakkinda Genel Bilgiler

Botrytis cinerea, gri kiif hastaligima sebep olan nekrotrof bitki patojeni bir fungustur.
Ekonomik degeri yiiksek cok sayida tarmmsal ve botanik bitki tiirlerinde, iiretim ve
depolama siireclerinde miktar ve kalite degerlerinde 6nemli Ol¢iide kayba neden
olmaktadir (Williamson vd.,2007; Sharma vd., 2009). Y alnizca iiretim sirasinda degil,
tasinma ve depolanma siireclerinde de hastalik olusumu gostermesi miicadelesinde
ekonomik yiik ve zorluklar ¢ikarmaktadir.  Botrytis iizerinde etkin fungusit
kullanimlar1 direngli suslarin gelisimi (Leroux, 2004; Walker vd., 2013; Hahn, 2014;
Romanazzi ve Feliziani, 2014) insan ve ¢evre saghgi tizerindeki etkileri g6z Oniine
alindiginda, giderek artan bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Komarek vd.,
2010). Sahip oldugu genetik yapisin1 kolaylikla degistirme, kisa hayat dongiisii ve
tireme hizi Botrytis cinerea patojeninin fungusitlere direng gelistirme bakimindan
yiiksek riskli smifta yer almasina neden olmaktadir (Leroux vd., 2002). Giiniimiizde
fungusit direncine sahip Botrytis izolatlar1 tiim diinyada birgok bitki ¢esidinde tespit
edilmistir (Leroux, 2004; Zhao vd., 2010; Walker vd., 2013; Hahn, 2014). Bu
baglamda, kimyasal kullanimma alternatif olabilecek zararsiz mikroorganizmalarin
biyolojik kontrol ajani olarak kullanimi, umut vadeden bir yaklasim olarak

goriilmektedir. Ancak giiniimiizde efektif olan mikrobiyal kontrol ajanlart sinirli
miktardadir (Nicot vd., 2011; Romanazzi vd., 2016).
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Sekil 1.1 Botrytiscinerea gelisimi ve enfeksiyonunun cevrede ve konukc¢u iizerindeki dongiisii
(EImer ve Michailides, 2007)

1.1.1. Botrytis cinerea’nin patojenitesi

Botrytis cinerea nin konukgu tizerinde hastalik yapabilme kabiliyeti su metabolik
faaliyetlere gore degisiklik gostermektedir.

1.1.1.1.  Reaktif oksijen tiirevierinin patojeniziteye etkisi

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS), DNA’ya zarar vermesi, lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonuna sebep olmasiyla canliya zararh etkileri bulunmaktadir (Heller
ve Tudzynski, 2011; Qin vd., 2011). Bunun yani1 sira ROS membrandan gegebilen
sinyal molekiilii gorevi gorebilmektedir (Orozco-Cardenas vd., 2001; Heller ve
Tudzynski, 2011). Enfeksiyonun erken evrelerinde konukgu bitkiler isgalci patojene
kars1 oksidatif yanma gostererek yiliksek seviyede ROS iiretimi gergeklestirir
(Mellersh vd., 2002; Tian vd., 2013). Buna karsin nekrotrof 6zellikteki B. cinerea,
enfeksiyona karsi iiretilen ROS molekiillerini ve kendi iiretebildigi ROS molekiillerini

enfeksiyonun gelisimi adma kullanabilmektedir. B. cinerea ROS molekiillerini
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metabolik etkinliginde yan {iriin veya ana iiriin olarak NADPH oksidasyonu (NOX)ile
tiretebilir (Li vd., 2016). NOX, NADPH tan aldig1 elektron ile oksijenin siiper okside
doniismesini saglayan ¢ok birimli komplekstir (Bedard vd.,2007). Alt Ginitelerinin her
ikisi de patojenisite ve sklerotium olusumunda, farkli olarak BcNoxA konukgu
tizerinde kolonilesmede, BxNoxB birincil enfeksiyonun olusumunda etkilidir
(Siegmund vd., 2015; Marschall vd.,2016; Segmuller vd.,2008). Yapilan ¢aligmalard a
regiilator alt birim olan BcNoxR’ nin yoklugunda biiytime, sporulasyon ve belirli tiir
bitkilerde patojenezitenin azaldig1 gézlenmistir (Li vd., 2016). BcNoxR gen bolgesi
silinen mutantlarda (AbcnoxR) 49 6zel proteinin degisim gosterdigi ve BcNoxR’nin
stres regiilasyonu, karbonhidrat metabolizmasi, translasyon ve hiicre i¢i sinyal iletimi
gibi olaylarda etkili proteinlerin ekspresyonunun etkilendigi gozlenmistir (Li vd.,
2016). ROS molekiillerinde H20:2 diger ROS’lara gére daha kararli yapidadir ve
calisilmaya daha uygundur (Waghray vd., 2005). H20: hiicre i¢i ve hiicreler arasi
sinyal molekiilii olarak gorev yapabilmektedir ancak lipid hiicre zarmdan serbest
diflizyon ile gegisi miimkiin degildir (Pletjushkina vd., 2006; Rice, 2011, Seaver ve
Imlay, 2001). Zar iizerinde yer alan kanal proteinlerinin yardimina ihtiya¢ duyar.
Aquaporinler H202’nun transportunda etkin kanal yollaridir. B. cinerea’da yer alan
aquaporind (BcAQP8) ROS’larin membranlar arasinda transportunda ve ROS kaynagi
olan mitokondrinin pargalanmasinda etkilidir. BcAQPS8, ROS transportunun yani sira
BcNoxR ekspresyonunu da etkilemektedir ve yoklugu durumunda B. cinerea nin

biiyiime, sporulasyon ve patojenezite etkinliginde azalma gozlenmektedir (An vd.,
2016).

1.1.1.2.  Hiicre dis: proteinlerin patojeniziteye etkisi

Bitki hiicre duvar patojenlere karsi ilk savunma hatti olarak yer alan polisakkarit ve
protein bilesenlerden olusan bir yapidir (Kubicek vd., 2014). B. cinerea yapisal olarak
bitki hiicre duvarina ulagsmada yeterli degildir (Choquer vd., 2007), bu nedenle hiicre
duvart parcalama enzimlerinin (HDPE) {iretimine ihtiya¢ duyar. Bu enzimler
sayesinde hiicre duvarinin asilmast  ve konukcu hiicrelere entegrasyon
gergeklestirilebilir. B. cinerea’da 1155 genin glikosidik baglarin yapim, diizenlenme
ve yikiminda gorevli oldugu diisiiniilmektedir. Bunlarin bir kism hiicre dis1 matrikste
sinyal sekansi olarak gorev alirken, az sayida gen B. cinerea’nin patojenezitesinde

fonksiyonel oldugu belirlenmistir (Fillinger ve Elad, 2016). Endopoligalakturonaz
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enzimleri (BcPG, BcPG2) B. cinerea nin viriilensliginde etkilidir (ten Have vd., 1998).
Domates bitkisinde BcPG1 birincil enfeksiyon olusumu icin elzem degildir ancak
kolonilesme ve yayilim durumlarinda gereklidir. BcPG2 ise enfeksiyon olusumu ve
lezyon gelisiminde etkilidir (Kars vd., 2005). Birgok hiicre duvarimi parg¢alayan enzim
(HDPE) B. cinereanin enfeksiyon olusturmasinda etkili olmasma ragmen ana rol
oynamazlar. Yapilan c¢alismalarda HDPE silinen mutant bireylerin viriilens
etkinliklerinde bir degisiklik gozlenmemistir. Bu enzimlerin ¢ok sayida ve miktar
olarak yiiksek oranda bulunmasindan, birlikte ¢alisma ve fonksiyon gostermesiyle
patojen enfeksiyonu esnasinda beraber etkinlik olusturdugu ileri siiriilmektedir (Kars
vd., 2005).

1.1.1.3. Cevresel faktorlerin patojeniziteye etkisi

Ortam pH’s1 ve 151k B. cinerea nin patojenizitesinde etkin ¢evresel faktorler arasinda
yer alir. Ortamm pH degeri B. cinerea nn konukgu ile interaksiyonunda baslica
etmendir. Bitki yapilarinda farkli dokulardaki hiicreler farkli pH degerlerine sahiptir.
Meyve kisimlart 3,32 ile 4,39, yaprak, kok ve govde kisimlart 5,81 ile 6,3 pH degerleri
arasinda ortama sahiptir (Manteau vd., 2003). Yapilan ¢aligmalarda farkli pH
degerlerinde interaksiyona sokulan B. cinerea’nin, iirettigi proteinlerin analizinde pH
4 degerinde proteinlerin ¢ogunlukla proteoliz, pH 6 degerindeise biiylik cogunlugunun
HDPE ile konukgu hiicrelerini etkiledigi belirlenmistir. Protein farkliligmin yani sira,
B. cinerea’nin ortamun farkli pH degerlerinde regiilasyon gostererek transkripsiyon
seviyelerinde ince ayarlamalar ile enfeksiyonun saglanmasi adina degisiklik gosterdigi
gozlenmistir (Li vd., 2012). B. cinerea, bulundugu bitki dokusunda oksalik asit

salmmuyla ortamin pH degerinin asidik olmasma neden olur.

Isik, B. cinerea igin enerji kaynagi, sinyal ve stres faktorii olarak yasamsal oneme
sahiptir (Manteau vd., 2003). B. cinerea, 1s18a karsi duyarhidir ve aktif olarak 11k
durumunu algilayarak gelisimini ve patojenizitesini ayarlar (Zhang vd., 2016). Isigin
bulunmasi1 veya ortamda olmamasi B. cinerea’nin sklerotium veya konidiyum
formlarin1  olusturmasimi tetikler (Fillinger ve Elad, 2016). Konidiyum, 1s18in
bulundugu durumda goézlenen aseksiiel yap1 olup, hizli gelisim ve lireme gosteren

halidir (Brandhoff vd., 2017). Sklerotium ise 151gin bulunmadigi durumda zorlu ¢evre



sartlarinda fungusun devamliligini saglamak adma olusturdugu seksiiel sporlardir
(Hua vd., 2018).

1.1.2. B. cinerea’ ya kars1 kontrol stratejileri

B. cinerea nin konukgusu olan bitkilerin tiretim alanlarinda patojen tarafindan olugan
ekonomik zararlar1 diistirmek amagh anti fungal etki gosteren kimyasallarin yani sira,
bitkilerin direng gelisimini tetikleyen dayaniklilik tesvikleyici bilesikler ve biyolojik

kontrol ajanlar1 ile kontrol stratejileri diistiniilmektedir.

1.1.2.1.  Kimyasal kontrol

Kimyasal kontrol yontemlerinde temel amag B. cinerea tarafindan olugan hastaliklarin
gelisimini  sentetik fungusitler kullanmak suretiyle engellemektir (Leroux, 2007).
Ancak fungusit kullannmi B. cinerea’nin direng gelistirmesi ve uygulanan
fungusitlerin doz miktarinin fazla olmasi ve fungusit maliyetlerinin artmasi seklinde
iki ana problemi beraberinde getirmektedir (Hua vd., 2018). Bunlara ek olarak
kullanilan kimyasallarin toksik kalintilart ¢evre ve insan saghgina daolumsuz etkileri
olmaktadir (Droby vd., 2009).

1.1.2.2.  Direng indiikleyici molekiillerin etkisi

Salisilik asit (SA) ve jasmonik asit (JA) gibi sinyal molekiilleri bitkilerin fungal
patojenlere karsi direng gelisiminin tetiklenmesine neden olabilir (Park vd., 2007,
Robert-Seilaniantz vd., 2011). SA’in farkli fungal patojenlerde lezyon gelisimini
diistirdiigii ve antioksidan proteinlerin, 1s1 soku proteinlerin ve dehidrogenaz
enzimlerinin direngte etkin oldugu gozlenmistir (Chan vd., 2008). Spreyleme seklinde
domates bitkilerinin toprak stii kismina jasmonik asit ve metil jasmonk asit (MeJA)
uygulamalar1 B. cinerea enfeksiyonuna karsi yiliksek dirence neden olmus, askorbat
(ASC) ve glutatyon (GSH) miktarinin artist gozlenmistir. Esasen, ASC ve GSH
molekiilleri ROS’larin  ortamdan uzaklastirllmasinda ve oksidatif hasarmn
azaltilmasinda etkilidir (Zhu ve Tian, 2012). MeJA uygulanan Cin koca yemisinde,
birincil diren¢ yanitinin olusumunun, hidrojen peroksit miktarmm artisi ile
dayaniklilik ile ilgili proteinlerin ve antimikrobiyal bilesenlerin tiretiminin yiikseldigi

ve fungal patojenlere karsi direncin gelistigi gézlenmistir (Wang vd., 2014).



1.1.2.3. Biyolojik kontrol

Beattie ve arkadaslarma gore (2006), bitki hastaliklarini engelleyici veya hastalik
yapict etkisini diistirlicli bakteriler “biyokontrol ajan1”, patojene karsi antagonistik
etkiye sahip bakteriler ise “antagonist” olarak tanmmlanmustir. Biyolojik kontrol
stratejilerinde biyolojik mikroorganizmalarin kullanimi ile tarimsal {irtinlerde gelisim
esnasinda Ve tiikketime kadar depolanma siiresince hastalik gelisiminin engellenmesi
dusiiniilmektedir (Sharma vd., 2009). Yapilan ¢aligmalar ile antagonistik mayalarin
tirtinlerde toplanma sonrasinda B. cinerea nin neden oldugu bozulmalar etkili sekilde
engelledigi gozlenmistir (Piano vd., 1997; Fan ve Tian, 2001; Tian vd., 2002; Qin vd.,
2004). Mayalarin fungal patojenlere karsi ortam rekabeti, konukcu direnci indiikleme
veya hiicre duvarin1 pargalayici litik enzimlerin tretilmesi gibi yollarla patojenlere
kars1 etki gosterdigi tespit edilmistir (Janisiewicz vd., 2000; Chan ve Tian, 2005,
Navazio vd., 2007; Tian vd., 2007; Yang vd., 2009; Hermosa vd., 2012). Antagonistik
mayalar patojen ile etkilesimi sonucu toksik sekonder metabolit {retimi
gostermediginden bakterilere kiyasla daha giivenli bulunmaktadir (Tian, 2006). Buna
karsm, antifungal mayalarm etkileri fungusit kullanim ile elde edilen sonuglara gore
¢ok daha diistiktiir, bunlarin fungusit veya farkli bilesikler ile ortak kullanimi daha
etkili sonu¢ gostermistir (Droby vd., 2009). Kalsiyum klorid (An vd., 2012), salisilik
asit (Qin vd., 2003; Chan ve Tian, 2006; Zhang vd., 2010), sodyum bikarbonat (Yao
vd., 2004), silikon (Qin ve Tian, 2005), boron (Cao vd., 2012) ve glisin betain (Liu
vd., 2011) gibi bilesikler ile uygulanan mayalar biyokontrol etkinliginin artmasina ve
hasat sonras1 hastalik olusumun engellenmesinde 6nemli derecede etkili olduklar

gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalarda B. cinerea’ya karst farkli mekanizmalarinda etkinlik gdsteren
bakteriyel biyokontrol ajanlart ortamdaki besin maddelerinin patojen aleyhine
sinirlandirmasi, B. cinerea’nin gelisim ve c¢ogalmasinin hizli oldugu konidium
olusumunu inhibe ettigini gostermistir (Haidar vd.,2016; Ko6hl vd., 2011). Bitki
biiytimesini tesvikleyici rhizobakter (BBTR) tiirlerinin bitki hastaliklarma karsin
biyokontrolde de etkili oldugu gozlenmistir (Bloemberg ve Lugtenberg, 2001;
Labuschagne vd., 2010; Karunaratne, 2011; Pan ve Bhagat, 2011; Bhattacharyya ve
Jha, 2012; Glick, 2012; Guptavd., 2015).



1.1.3. B.cinerea’ya kars1 bakteriyel kontrol mekanizmalar:

1.1.3.1. Ortam rekabeti

Ortamdaki besinler ve ekolojik nis agisindan olusan rekabet bitkilerin patojenlere karsi
biyolojik kontrol etkinligi olan bakteriler tarafindan korunmasinda onemlidir
(Cabrefiga vd., 2007; Lugtenberg ve Kamilova, 2009). B. cinerea konidium olusumu,
germ tiipli gelisimi ve enfeksiyonun tamamlanmasi bakimindan dis kaynaklara
baghdir. Bu nedenle rekabete karsi olduk¢a duyarlidir (Elad ve Stewart, 2004; Haidar
vd., 2016). Buduyarlilik {iriinlerin hasat sonrasi korunmasinda ana yontem olarak ele
alinmaktadir (Duffy, 2001; Spadaro ve Gullino, 2004; Sharma vd., 2009; Jamalizadeh
vd., 2011). Antagonistik ajanlarin hasat sonrasi {iriinler iizerinde B. cinerea’dan once
kolonize olmasi hastalik olusumunun engellenmesinde 6nemlidir (Nunes vd., 2001,
2002; Sharma vd., 2009; Jamalizadeh vd., 2011). Yapilan ¢aligmalarda, ortama sinirli
miktarda besin maddesi verildiginde bakterinin yaralandigi besin miktar1 anahtar rol
oynamaktadir (Huang ve Erickson, 2005; Haidar vd., 2016). Ortamda besin miktarmimn
azaltilmasi, B. cinerea’ya kalan kaynak miktarmi kisitlamakta ve enfeksiyon
olusumunu baskilamaktadir. Sera kosullarinda Pseudomonas putida Cha94 ve Bacillus
amyloliquefaciens BL3i biber bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarina uygulanmasi
sonucu bu noktalarda kolonilesmesi ile B. cinerea enfeksiyonunu kontrol edilmesi
saglanmistir (Park vd., 1999). Bitkinin kok kisminda rizosfer bolgesinde bakterilerin
optimum gelismesi biyokontrol etkinligi acisindan kritiktir. Mercimek fidelerinde
Pantoeaagglomerans LRC954 ve Pseudomonas fluorescens LRC1788 bakterilerinin
rizosfer kolonizasyonuyla B. cinerea semptomlarmm baskilandigr gozlenmistir
(Huang ve Erickson, 2002, 2005). B. cinerea nin konidium olusumu ortamin besin
miktarma dogrudan bagli olmasinin yani sira sonrasinda, enfeksiyon gelisimi de besin
miktarinin bakteri tarafindan daha etkin kullanilmasi ile engellenebilir. Rekabet
olusturacak antagonistik bakterilerin bitkinin cesitli kisimlarma uygulanarak kolonize
edilmesi, B. cinerea’nin ortamdaki besin kaynaklarma erigimini kisitlayacaktir.
Rekabete bagl olarak patojenin uzaklastirilmasi, bitkinin olgunlasma ve hasat sonrasi
depolama siiresince korunmasma yonelik uygun bir metod olarak goriilmektedir
(Wilson ve Wisnieswski, 1994; Liu vd., 2013; Spadaro ve Droby, 2016.)



1.1.3.2.  Antibiyosis etkisi

Antibiyosis  etkisi,  bakterilerin  biyokontrol  aktivitesinde  6nemli  olan
mekanizmalardan biridir (Ghaouth vd., 2004). Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen
antimikrobiyal oOzellikteki organik ve diisiik molekiiler agirlikta bilesikler diger
mikroorganizmalara karsi biliyimede ve metabolik aktivitelerin engellenmesinde
onemli derecede bir etkiye sahiptir. Literatiirde B. cinerea’ya karsi antifungal
metabolit liretimi gosteren bakterilerin in vitro kosullarda ve genis konukgu tiirlerinde
potansiyel biyokontrol aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bacillus subtilis tiirtiniin
siklo-halkali lipopeptidleri de igeren genis ¢esitlilikte giiclii antifungal metabolit
tirettigi ve pek ¢ok bitki patojeninin biiyiime ve gelismesini inhibe edici etki gosterdigi
belirlenmistir (Haidar vd., 2016). Bakteri translokasyonu, sitotoksik aktivite,
antimikrobiyal aktivite ve bitki patojenizitesi gibi farkli fonksiyonlara sahip olan
lipopeptidler yiizeysel aktif madde olarak biyoteknolojik ve biyofarmakositik
uygulamalarda kullanilma potansiyelleri vardir (Ongena ve Jacques, 2008).
Lipopeptidlerin antimikrobiyal etkisi, patojenlerde lipid membrana baglanarak yapisal
degisim ve hasara yol agmasidir (Henry vd., 2011; Patel vd., 2011; Pérez-Garcia vd.,
2011). Antibiyosis etkisine sahip bakterilerin biyokontrol ajani olarak kullanim
potansiyelinin arttig1 distnilmektedir (Raaijmakers vd., 2002; Raaijmakers ve
Mazzola, 2012). Ancak saha ¢alismalarinda antimikrobiyal bilesiklerin etkileri gesitli
abiyotik faktorlerden etkilenmektedir. Dogal hava kosullarinda yagmur etkisi bu
bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasma sebep olmaktadir (Tampakaki vd., 2009;
Pretorius vd., 2015). Bu tipte saha ¢alismalarinda diisiik seviyede antibiyosis etkisi
gosteren biyokontrol ajanlarinin kullanimi daha uygundur. Ancak belli antimikrobiyal

bilesenlere karsi da direng gelistirmis B. cinerea tiirleri oldugu belirlenmistir
(Schoonbeek vd., 2002; Duffy vd., 2003; Bardin vd., 2015).

1.1.3.3. Litik enzimlerin etkisi

Baz1 enzimler patojenlerin viriilens faktorlerini degrade ederek veya toksitesini
engelleyerek etki gosterir (Germeier vd., 1994). Oksalik asit, B. cinerea nin virtilenslik
gostermesine katkida bulunur ve oksalat degredasyonu gosteren bakteriyel suslarin B.
cinerea patojenizitesini diistirdiigli gézlenmistir (Germeier vd., 1994, Schoonbeek vd.,
2007). Hiicre dis1 hiicre duvart pargalayict enzimler bakterilerin biyokontrol

kabiliyetleri ile iliskilendirilmistir. Kitinaz, glukanaz, seliilaz, proteaz ve lipaz



patojenik fungusun hiicre duvarinin pargalanmasinda etkili oldugundan bunlarin belli
yollarla baskilanmasi patojen engellenmesinde onemlidir (Neeraja vd., 2010;
Maksimov vd., 2011; Bouizgarne, 2013). Yapilan ¢aligmalarda hiicre dis1 antifungal
enzimler ile in vitro kosullarda B. cinerea nin baskilanmasi saglanmistir. Farkli bakteri
tiirlerinin B. cinerea enfeksiyonuna kargi farkli etki mekanizmalariyla baskilama
gosterdigi gozlenmistir. Serratia plymuthica ve S. marcescens m Kitinaz ve proteaz
gibi litik enzimler salgiladigi ve B. cinerea dahil bazi patojenlerin gelisimini
baskiladig1 gozlenmistir (Essghaier vd., 2009). Biyokontrol ajani bakterilerin
gosterdigi bir diger etki B. cinerea’ya ait olan ve konukgu interaksiyonunun
saglanmasinda 6nemli role sahip hidrolitik enzimlerin inhibisyonu mekanizmasidir
(Baarlen vd., 2007; Nakajima ve Akutsu, 2014; Nafisi vd., 2015). Yapilan
caligmalarda asma bitkisinde Bacillus circulans bakterisinin B. cinerea’ya ait
pektinliyaz ve poligalakturonaz aktivitesini diistirdiigii ve bu yolla biyokontroliniin
sagladigr gozlenmistir (Paul vd., 1997). Bu etki mekanizmasinin patojenin bulunma
durumu ele alindiginda disiik seviyede bir etkinlik oldugu disiiniilmektedir ve
biyolojik ajan B. cinerea, konukgu iizerinde enfeksiyonu olusturmadan once bitki
yiizeyinde kisa siireli olarak tutunabilmektedir (Wisniewski vd., 1991; Zimandvd.,
1996; Kapat vd., 1998; Spadaro ve Droby, 2016). Litik enzimler, mayalarin
biyokontrol aktivitesinde bakterilere goére daha Oncii role sahiptir. Yapilan
caligmalarda mayalar tarafindan iiretilen enzimler ve bu enzimlerin hasat sonrasi
korumada etkinligi hakkinda bilgiler edinilmistir (Pretorius vd., 2015, Spadaro ve
Droby, 2016).

1.1.3.4.  Ugucu organik bilesiklerin etkisi

Bakteriyel ucucu organik bilesikler patojenler iizerinde calisilmig ve bu bilesiklerin
bitki patojenlerine karsi basarili biyokontrol yontemi oldugu diisiiniilmektedir (Ryu
vd., 2004; Effmert vd., 2012). Bakteriyel bilesikler, fungus gelisimini ve spor
olusumunu engelleyici veya bitki gelisimini destekleyici etki gosterebilir (Kai vd.,
2007; Kai vd., 2009). Ancak bir bakteriden elde edilen bilesikler farkli patojenler
tizerinde ayni tiirde ve seviyede etki gostermeyebilir. Bu etki 6zel bakteri-fungus
eslesmelerine bagl olabilir (Kai vd., 2009). Streptomyces tiirlerinden elde edilen
VOC’larin Botrytis spp. tarafindan gilekte meyve g¢liriimesini, piringte ve kolza
tohumunda yaprak solmasmi azalttigi gozlenmistir (Wan vd., 2008). Farkli
bakterilerden elde edilen VOC’lar B. cinerea iizerinde farkli seviyelerde inhibisyon
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gosterdigi gozlenmistir. Giiglii antimikrobiyal potansiyelinin yani sira VOC’lar bitki
gelisimini ve abiyotik strese karsi toleransmi ve indiiklenen sistemik direng gelisimini
tetikleyebilir (Ryu vd., 2003, 2004; Bhattacharyya vd., 2015; Kanchiswamy vd., 2015;
Liu ve Zhang, 2015).

1.1.3.5.  Konukcu direncinin indiiklenmesi

Bitki biiylime destekleyici bakterilerin (PGPR) bir kisminda indiiklenen sistemik
direng (ISR) mekanizmasini tetikleyerek konukg¢u bitkinin savunma mekanizmalarini
arttirarak patojenlere karsi korunumu saglayabilir. Bu etki ile patojene kars1 daha etkili
ve hizli yanit olusumu saglanabilir (Van Loon vd., 1998; Bloemberg ve Lugtenberg,
2001). Bakteriler tarafindan salgilanan bir¢ok bilesigin B. cinerea’ya karsi ISR
mekanizmasi ortaya konmustur (Ongena vd., 2005; Ongena ve Jacques, 2008; Wu vd.,
2015.) Bu etki konukgu bitki igerisinde enerji aktarimu ile iliskilidir. Bu aktarim bitki
gelisiminde savunma mekanizmalarinin lehine gergeklesir ve bakterinin konukgu ile
simbiyotik etkilesimi patojenin iizerinde e negatif etkilere sebep olabilir (Walters ve
Heil, 2007; Walters vd., 2013).

1.2. Serratia Tiirii ve Biyokontrol Ajan Olarak Rolii

Serratia tiirleri Enterobacteriaceae ailesine mensup gram negatif bakterilerdir.
Dogada su ve toprakta, bitkiler ve insan dahil hayvanlar igerisinde bulunur. Bitki
etkilesimli alt tiirleri endofit ve serbest yasamsal formlarnda bulunabilmektedir
(Hallmann vd., 1997). izole edilen birgok alt tiirii bitki biiyiime destekleyici veya
toprak kaynakli fungal patojenlere karsi potansiyel biyokontrol ajani olarak
bilinmektedir. Serratia tiirleri bitki kok ve dokularma yerlesir ve bliylimeyi indiikler.
Kolonize olan Serratia tiiriine bagli olarak fosfat ¢oziinmesi ve siderofor olusumu ile
nutrient alimmimn artmasi, indol-3-asetik asit gibi uyarici bitkisel hormonlarin sentezi
gibi yolaklar araciligiyla bitki biiyiimesinin desteklenmesi gerceklesir (Kloepper vd.,
1993; de Queiroz ve de Melo 2006; Tripura vd., 2007). Serratia tiirleri bitkilerin ISR
gelisimini  tesvik eder. Serratia tiirleri sahip olduklart potansiyel nedeniyle

aragtirmacilar tarafindan ilgi ¢cekmektedir.

Serratia tiirleri, ayrica toprakta patojen ile ortam rekabetinde ve metabolit tiretimi

konusunda en etkili tiirler arasindadir. Uretilen metabolitler arasinda antibiyotikler,
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sideroforlar, hidrojen siyaniir (HCN), hiicre duvari pargalayici enzimler, quorum-
sensing molekiilleri ve N-Agil homoserin lakton (AHLs) yer almaktadir (Kloepper
1993; Ebebak vd., 1998; Someya vd., 2002, 2003, 2005; Liba vd., 2006; Tripura vd.,
2007; Koo ve Cho 2009; Chakraborty vd., 2010; Zahir vd., 2011; Ryu vd., 2013).
Serratia tarafindan saglanan biyolojik kontrol fungal hiicre duvarini pargalayici
kitinaz, glukanaz gibi hidrolitik enzimlerin sentezi, besinve kolonilesme agismdan
ortam rekabeti, bitkinin enfeksiyona karsi stresi regiile etmesine yonelik etilen
regiilasyonu ve antibiyotik ve siderofor iiretimi ile gerceklesir. Serratia tiirlerinin
piring (Jaiganesh vd., 2007), patates (Berg vd., 2005; Gould vd., 2008), turung (de
Queiroz ve de Melo 2006), salatalik (Kamensky vd., 2003; Roberts vd., 2005),
domates (Yazici vd., 2011), gilek (Kurze vd., 2001), biber (Shen vd., 2002, Kim vd.,
2008) bitkilerinde toprak kaynakli patojenlere karsi yiiksek seviyede inhibisyon

gostererek antagonistik etkisi belirlenmistir.

1.2.1. Biyolojik kontrol ajani olarak Serratia fonticola

Bezelye koklerinden izole edilen S. fonticola tiirleri Rhizoctonia patojenine karsi
hastalig1 baskilama ve nutrient alimmi arttirarak bitki sagligina direkt etki gosterdigi,
fosfat ¢oziinmesi ve indol-3-asetik asit, amonyak, HCN ve siderofor iiretimi sagladig1
gozlenmistir (Devi vd., 2013). 1-aminosiklopropan-1-karboksilat (ACC) deaminaz
enzimine sahip S. fonticola tiirleri mercimek bitkisi tizerinde biiytime, yumrulanma ve
verim ag¢isindan kayda deger artiglara sebep olmustur. S. fonticola tiiriiniin farkli
destekleyici bakteriler ile inokiilasyonu, saksi denemelerinde ve arazi kosullarinda
tahillar iizerinde azot konsantrasyonunu arttirdigi gézlenmistir (Zahir vd., 2011). S.
fonticola in vitro kosullarda marul ve seker pancari bitkileri iizerinde Rhizoctania
solani patojenine kargt litik enzimler ve biyolojik olarak aktif maddeler drettigi
belirlenmistirdir (Faltin vd.,2004). S. fonticola nin gilek bitKisinin ¢esitli dokularinda,
gri kiif hastaligi olusumuna sebep olan Botrytis cinerea’ya karsi antagonistik etkisi
oldugu belirlenmistir (Ilhan ve Karabulut 2013). Atik depolama alanlarinda izole
edilen S. fonticola RB-25 izolatinin bitki gelisimini arttirdigi ve genom igerisinde ilave
ChiC geninin bulundugu, ChiB geninin ise yer almadig1 gozlenmistir. S. fonticola RB-
25 izolatinin telliir elementine karst homolog direng genlerini igerdigi ve prodigiosin,

bakteriyosin, coklu diren¢ proteinleri ve Kitinaz bulunmasindan kaynakli in vitro
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kosullarda Ralstonia  solanacearum, Fusarium oxysporum ve Sclerotinia

sclerotiorum 'a kars1 antagonist potansiyeli tasidig belirlenmistir (Kshetri vd., 2019).
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2. MATERYALve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Bakteri kiiltiirii

Botrytis cinerea enfeksiyonu gozlenmis olan sera alanlarindan alinan toprak 6rnekleri
distile su ile karistirllarak sivi 6rnekler olusturulmustur. Sivi karigimlar nutrient agar
(NA) (Merck 105443 kat.no.) besi yerlerine ekim yapilarak gelistirilmistir. Gelisim
gosteren bakteri kolonileri tek koloni segilimi saglanarak saflagtirilmis, +4° ve -20°C

sicakliklarda kat1 ve s1vi halde muhafaza edilmistir.

2.1.2. B. cinerea kiiltiirii

T.C. Tarim ve Orman Bakanligi’na bagh izmir Bornova Zirai Miicadele Arastirma
Enstitiisii’nden alinan I1TS gen sekans analizleri ile daha 6nceden tiir ve cins ayrimi

yapilmis Botrytis cinerea ornekleri patates dekstroz agar (PDA) (Merck 110130

kat.no.) besi yerine aktarilarak gogaltimi ve gelisimi saglanmuistir.

2.1.3. Besi yerleri ve bilesenleri
Besi yerleri bilesenlerin hazirlama yonergesine goére diizenlenmis ve 121°C’de 15

dakika siire ile otoklavlanmistir. Hazirlanan besi yerlerinin icerik konsantrasyonlari

asagida verildigi gibidir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Kullanilan besi yerlerininicerikleri

Besi Ortammm Adi Icerigi Toplam Hacmi

13 g/L agar agar
Nutrient Agar besi yeri (NA) 8.0 g/L nutrient 1 Litre dH20
broth
8.0 g/L nutrient
broth
4.0 g/L patates
L ekstrakt1 .
Patates dekstroz agar besiyeri (PDA) 20 g/L dekstroz 1 Litre dH20
15 g/L agar agar
26 g CMC
Karboksimetil Seliiloz besiyeri (CMCA) 0.5 g/L KH2POq4 1 Litre dH20
0.25g MgSOq4

Nutrient broth besi yeri (NB) 1 Litre dH20

2.2. Metot

2.2.1. Spektrofotometrik analizler

Antifungal denemeler 6ncesinde segilen bakteri 6rnegi absorbans/hiicre sayisymL
(OD. /hiicre/mL) grafiginin olusturulmasi igin NB besi yerinde kiiltiire edilmistir.
Gelisen kiiltiirlerden belirli araliklarda ornekler alimmis, alman Ornekler kiivet
vasitasiyla 600nm’de spektrofotometrik analiz gergeklestirilmistir. Analiz uygulanan
ornekler belirli oranlarda seyreltilerek NA besi yerine ekim yapilmig ve 27°C’de 1 giin
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen spektrofotometrik olgiim ve dilusyon

yontemiyle hiicre/ml saymmlar1 gergeklestirilmistir.

2.2.2. Antifungal denemeler

Safkiiltiirden alinan 6rnekler NA besi yerlerine nokta ekimi yapilmis ve 1 giin 27°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Gelisim sonucu Orneklerin petri kaplar1 ters g¢evrilerek
kapak kisimlarma 250 pL fenol damlatilmis ve kapatilarak 1 giin bekletilmistir. PDA
besi yerinde gelistirilen B. cinerea kiiltiirleri distile su ile muamele edilerek elde edilen

fungal misel-su karisimi, fenol uygulanmis besi yerlerine eklenerek 5 dakika muamele
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edilmis, ardindan fazla siv1 uzaklastirilnustir. Ormekler tekrar 27°C’de inkiibasyona

brrakilmistir.

2.2.3. Tek agar denemeleri

Antifungal denemeler sonucu secilen bakteri 6rnegi asagida verilen adimlar izlenerek

tek agar denemeleri hazirlanmugtir.

1. NA besiyeri petri kaplarina hazirlanmustir.

2. Petri merkezine B. cinerea kesitleri ekilmistir.

3. B.cinerea kesitinden 2 ve 3 cm uzakliktaki bolgelere OD. degeri 1.00 olan sivi
kiiltiirlerden ¢izgi ekimi yapilmustir.

4, Omekler 16 saat aydmlk 27°C’de, 8 saat karanlik 20°C’de inkiibasyona
birakilmustir.

5. Orneklerin B. cinerea gelisim yarigaplart giinliik 6l¢iilmiistiir.

6. Deneyler iicer denemede, iicer tekrarh sekilde hazirlanmustir.

2.2.4. Cift agar denemeleri

Antifungal denemeler sonucu secilen bakteri 6rnegi asagida verilen adimlar izlenerek

cift agar denemeleri hazirlanmistir (Baysal vd., 2013).

1. NA besi yeri petri kaplarima hazirlanmustir.

2. Siv1 bakteri kiiltirinden 100 pL almmarak NA besi yerine yayma ekim
gergeklestirilmistir.

3. Ekim yapilan NA besi yeri 8§ saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda &rnekler iizerine PDA besi yeri eklenmistir.

5. PDA besi yeri lizerine B. cinerea kesitleri eklenerek 16 saat aydinlik 27°C’de,
8 saat karanlik 20°C’de inkiibasyona birakilmustir.

6. Orneklerin B. cinerea gelisim yaricaplar1 giinliik l¢iilmiistiir.

7. Deneyler beser tekrarli sekilde hazirlanmistir.
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2.2.5. Kongo kirmizis1i boyama ve endoglukanaz/seliilaz aktivitesi

testi

Bakteri 6rneginin endoglukanaz ve seliilaz etkinliginin incelenmesi igin CMC agar
besi yeri hazirlanmistir. Hazirlanan besi yerine 50, 100 ve 150 pL bakteri kiiltiirlerinin

yayma ekimi yapilarak 27°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesi Kongo

kirmizis1 ile boyama metodu ile dogrulanmustur.
Kongo kirmizi ile boyama isleminde asagidaki adimlar izlenmistir.

1. CMC agar iizerinde inkiibe edilen 6rneklerin tizerine %0,1’lik Kongo kirmizisi
cozeltisi eklenerek 30 dakika beklenilmistir.

Ornekler iizerindeki Kongo kirmizis1 dékiilerek uzaklastirlmstir.

Distile su ile durulama gergeklestirilmistir.

Ornekler iizerine 1 M sodyum klorid (NaCl) eklenerek 5 dakika beklenmistir.

Omekler i¢indeki siv1 dokiilerek 4. adim tekrarlannustir.

I

Ormneklerdeki sodyum klorid uzaklastirildiktan sonra %5’lik asetik asit
eklenerek 5 dakika beklenmistir.

7. Asetik asit uzaklastirilarak 6rneklerde bolge olusumlar kayit altina almmustir.

2.2.6. BIOLOG ® GENIII MicroPlate Analizi

BIOLOG marka GENIII Microplate model cihazda, iireticinin talimatlarina gore
protokol A yonergesinde hazirlanmistir. Bakteri 6rnekleri NA besi yerinde 25°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Gelisen bakteri 6rnegi 1 mL steril NaCl (0.85) igerisine
aktarilmistir. Hazirlanan karigim hiicre yogunlugu %95-98 olacak sekilde inokiilasyon
stvist A igerisine aktarilmugtir. Siispansiyonlar kuyulara 100 pL olacak sekilde GEN
IIT mikroplakalara uygulanmistir. Plakalar 25°C’de 96 saat OmniLog inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Her plaka 30 dakikada bir okunmustur.

2.2.7. Bakteri orneginin tiir tayini ve gen profilinin analizi

NB besi yerinde 1 giin boyunca kiiltiire edilmis bakteri 6rnegi daha sonra santrifiij
edilmis ve pelet kisimlarindan CTAB metodu (Nishiguchi vd. 2002) ile DNA
saflagtirilmasi gergeklesmistir. Ekstrakte edilen genomik DNA’nin %]1°lik agaroz
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jelde safliginin kontrolii gergeklestirilmistir. Saflastirilan DNA, 500 baz ¢ifti
uzunlugunda pargalar halinde kiit {i¢ birlesmelerine bagh olarak kiitiiphane seklinde
hazirlanmistir. Hazirlanan veriler Illumina Hi-Seq 2500 sekanslama sistemi tarafindan
sekanslanmigtir. Daha sonra ham sekans verisi hizmet almi seklinde edinilen veri
asagida verilen biyoinformatik veri igsleme is-akis semasiyla uyumlu bir bigimde
“Galaxy genome sequence analysis pipeline” kullanilarak Prof. Dr. Omiir Baysal

tarafindan belirlenen ayiklanmis contig gen sekanslart tizerinden manalandirilarak

siiflandirlmistir (Sekil 2.1).

SIRALAMA
BAM /FASTQ » ONCESI QC
= QC RAPORU

SIRALAMA ﬂ

4

G SIRALAMA
SONRASI QC

BAM ) 7 ’

@ DUZENLEME

L o

f

CIFTLERIN TEMEL
iSARETLENMESI —=>| sSKORLAMA

Sekil 2.1 Sekans verisinin biyoinformatik sekans veri isleme akis semasiyla gosterimi
(BAM/FASTQ: sekans verisi, QC: kalite raporu)
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Sekans verileri, KEGG veritabaninda incelenerek bakteri 6rnegine ait gen profilleri

olusturulmustur. Sekans verilerinde 16S dizileri ile tiir tayini gergeklestirilmistir,
Serratia fonticola DSM 4576 referans genoma (NCBI acc. num. NZ_CP011254) gore

tiim genom haritalanmistur.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Antifungal Etki Denemeleri Sonuclari

3.1.1. Antifungal deneme sonuglari

Izole edilen bakteri rnekleri saflastirilmasmdan sonra yeni kiiltiirlere aktarimis ve 1
giin 27°C’de inkiibasyona birakilan orneklerin sonuglart degerlendirilmistir.
Denemeler sonucunda nokta ekim yapilan Orneklerin gelisim yarigaplart farkli
Olglilmiistiir. Fenol uygulamasi sonrasinda besi kaplarina, B. cinerea kiiltiiriinden
alinan misel-su siispansiyonu eklendiginde 6lii bakteri kolonilerinin su yiizeyine
ciktig1 gozlenmistir. Fazla misel-su siispansiyonunun uzaklastirilmasindan sonra
inkiibe edilen 6rneklerde petri kabmnin ortasinda ekimi yapilan ve gelisen bakteri
kolonisinin ¢evresinde farkli uzakliklarda fungal gelisim gozlenmistir. Bakteri
kolonilerinin fenol uygulamasiyla 6limii sonucunda bakteri 6rnekleri tarafindan
tiretilen metabolitlerin farkli seviyelerde fungal gelisimi engelleme etkisine sahip
oldugu gozlenmistir. Yapilan denemeler sonucunda yiiksek seviyede antifungal etkiye
sahip bakteri 6rnegi gorsel degerlendirme ile segilerek ileri adimlarda denenmek tizere

belirlenmistir.

3.1.2. Tek agar denemeleri sonuclar:

Antifungal etki denemeleri sonucu secilen bakterinin farkli besi yerlerinde gelisimini
ve anti fungal etki seviyesini gozlemlemek onemlidir. Denemelerde bakteri 6rnegi
belirli konsantrasyonda fungal ekim yapilan noktaya farkli uzakliklarda ekimi
yapilmistir. Farkli mimari yerlesimde kurulan denemelerde farkli seviyelerde
baskilama oranlar1 elde edilmistir. Farkli besi yerlerinde kurulan denemelerde bakteri

ve fungal gelisiminin anlamh farki olmadig1 ve birbirine yakin degerlerde sonuglarm

elde edildigi gozlenmistir.

Tek agar denemelerinin NA besi yerinde petri merkezindeki B. cinerea ekimine 3 cm
uzaklikta kurulan ¢izgi ekim denemelerinde 3, 5 ve 7 giinliik Sl¢limler yapilmis ve

fungal gelisim yaricapt (GR) olgiilerek inhibisyon yiizdesi(%Inh) hesaplanmistir
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(Cizelge 3.1). 7. Giin dl¢iimii sonucunda kontrol 6rnegindeki fungal gelisim petri
¢eperine ulastigindan Olgim  sonlandirilmistir.  Kurulan denemelerde 3 defa
gerceklestirilerek, her denemede ornekler 3 tekrarh halde hazirlanarak elde edilen

sonuglar standart sapma hesaplanarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1 NA besi yerinde yapilan tek agar denemelerinin 3 cm uzaklikta kurulan
orneklerinden elde edilen gelisim yaricapi ve yiizde inhibisyon degerleri sonu¢lar: (GR: Gelisim
yarigcapl, %Inh: Baskilama yiizdesi)

Ornek 3. GON 5.GUN 7.GUN
GR GR GR
%lIlnh %lIlnh %Ilnh
(cm)(£SS) (cm)(£SS) (cm)(£SS)
K 1.4 - 3 - 4.4 -

N3C-1 | 0.63 (£0.02) %45 | 1.3(x0.04) %56,7 | 1.3(*0.03) %71
N3C-2 | 0.56 (£0.03) %40 | 1.55(£0.05) %483 | 1.75(x0.06) %61

N3C-3 | 0.57 (20.03) %41 | 1.48(£0.04) %517 | 1.69 (0.05) %62

Tek agar denemelerinin NA besi yerinde petri merkezindeki B. cinerea ekimine 2 cm

uzaklikta kurulan ¢izgi ekim denemelerinde 3, 5 ve 7 giinliik ol¢tiimler yapilmis ve

fungal gelisim yarigap1 Olciilerek inhibisyon yiizdesi hesaplanmistir (Cizelge 3.2).
Cizelge 3.2 NA besi yerinde yapilan tek agar denemelerinin 2 cm uzaklikta kurulan

orneklerinden elde edilen gelisim yari¢api ve yiizde inhibisyon sonuclari (GR: Gelisim yaricapi,
%Inh: Baskilama yiizdesi)

Ornek 3.GUN 5.GUN 7.GUN
GR GR GR
%lInh %lInh %Ilnh
(cm)(£SS) (cm)(£SS) (cm)(£SS)
K 1.2 - 2 - 4.4 -

N2C-1| 0.6(*0.03) %50 | 0.7(£0.05) %65 | 0.7(£0.064) %851

N2C-2 | 0.3 (0.02) %75 | 0.45*0.04) %77,5 | 0.85 (20.05)  %80,7

N2C-3| 0.5(0.03) %59 | 0.60 (£0.04) %70 | 0.75(20.05) %83
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Sekil 3.1 Tek agar ekim yontemi ile yapilan bakteri ekiminin merkezden 2 cm uzakhikta kurulan
denemeler. K2: kontrol, 2C: deneme 6rnegi.
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Sekil 3.2 Tek agar ¢izgi ekim yontemi ile yapilan bakteri ekiminin merkezden 3 cm uzaklikta
kurulan denemeler. K3: kontrol, 3C: deneme 6rnegi

3.1.3. Spektrofotometrik analizler ve O.D./hiicre/mL grafiginin

kurulmasi

Incelenen bakteri omeginin fungal inhibisyon oranmi belirlemek ve minimum
inhibisyon konsantrasyon degerini (MK) belirlemek i¢in 6l¢iimler yapilmistir. 8 Saat
aralikli yapilan ol¢iimlerde kiiltiirden alinan 6rneklerin 600 nm’deki absorbans degeri
olgiilmiis ve 10° oraninda seyreltilerek NA besiyerine ekim yapilarak 1 giin 27°C’de
inkiibe edilmistir. Elde edilen veriler asagida verilmistir (Cizelge 3.3). Elde edilen
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verilerle Hiicre-Saat (Grafik 3.1) ve O.D.-Saat (Grafik 3.2) grafikleri olusturulmustur.

Grafikte yer alan verilerin egrileri olusturulmustur.

Cizelge 3.3 Sivi kiiltiirde gelistirilen bakteri 6rneginin 8 saat araliklar ile yapilan
spektrofotometrik dl¢iim degerleri ve 6l¢iim aminda yapilan ekim sonucu elde edilen hiicre/mL

sonuclari
Ol¢iim zamam (Saat) O.D. degeri (600nm) CFU/mL
8. 0.24522 1.1 x108
16. 0.45408 2.4 x108
24, 0.65242 6.0 x108
32. 1.05742 1.2 x10°
40. 1.35782 1.5 x10°
16
14
12
88 10
50
2 6
=
E 4
2
0
L0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Saat

Sekil 3.3 Ol¢iim deneylerinde 8 saatlik periyotlar ile seyreltilerek ekim yapilan 6rneklerdeki
koloni sayilarimin degisimi
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Sekil 3.4 8 Saatlik periyotlar ile gelisen 6rnegin spektrofotometrik 6l¢iim sonucu O.D.
degerindeki degisimi

Sekil 3.5 O.D./hiicre/mL degisimini belirlemek i¢in koloni sayimi yapilan petriler
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3.1.4. Cift agar denemeleri

Cift agar metodunun kurulum asamasinin optimizasyonunda besiyerlerinin eklendigi
sicaklik ve bakteri kiiltiirii ekimi sonrasi inkiibasyon arahg1 6nem arz etmektedir. 11k
asamada hazirlanan NA besi yerine yapilan bakteri ekiminde yeni ortama yerlesme ve
aligma siireci bakteri gelisimi acisindan Onemlidir. Yapilan denemelerde ikincil
besiyeri eklenmesinden dnce inkiibasyon siiresinin minimum 6 saat tutulmasi gerektigi
belirlenmis, ileri siirelerde anlanmu farklilklar olusmadigi gozlenmistir. Deney
calismalarinin 8 saatlik ilk inkiibasyon adimi seklinde kurulumu kararlastirilmstir.
Ikincil besiyeri eklenmesi aninda otoklavlanan ikincil besiyeri hazirlik zamanma baglh
olarak yiiksek sicakliklarda olabilir. Ikincil besiyerinin katilasma sicakh@mdan &nce
uygun sicakliga gelmesi beklenmelidir. Besiyeri aktarimindan petri kabinin ortasidan
eklenmeye baglanmasi besiyeri kalinhgmin esit dagilmast noktasinda onemlidir.
Besiyerinin eklendikten sonra uygun katilasma gosterdigi zaman fungal kesitin petri

kabinin ortasina yerlestirilerek aydmlik ve karanlik periyotlarda inkiibasyona
birakilmustir.

Cift agar metodu ile yapilan denemelerde bakteri 6rneginin fungal gelisimi inhibe
ettigi gézlenmistir. Inhibisyon gosterdiginin teyit edilmesinden sonra MIC degerinin
hesaplanmasi adma farkli konsantrasyonlarda bakteri ekimi yapilarak inhibisyon
seviyelerine bakilmistir (Cizelge 3.4). 12 Farkli O.D. degerine sahip bakteri
omeginden ¢ift agar c¢alismast yapilmis ve 3., 7. ve 10. gilinlerde O6lglim
gerceklestirilmistir. B. cinerea kesitinin gelisim yarigapi 6lgiilerek inhibisyon yiizdesi

hesaplanmugtir.

Cizelge 3.4 Cift agar calismalarinda elde edilen gelisim yaricaplari ve inhibisyon yiizdelerinin

degerleri
Ornekler OD. degeri Giin GR. %Inh
) (cm)(ESS)
Kontrol - 3 1.8 -
1 0.041 3 0.9 (+£0.028) 50%
2 0.050 3 0.7 (£0.016) 62%
3 0.061 3 0.7 (£0.025) 62%
4 0.072 3 0.6 (£0.017) 67%
5 0.081 3 0.8 (£0.021) 56%
6 0.093 3 0.6 (£0.017) 67%
7 0.118 3 0.7 (£0.015) 62%
8 0.410 3 0.7 (£0.012) 62%

N
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Cizelge 3.4. Cift agar calismalarinda elde edilen gelisim yaricaplari ve inhibisyon
yiizdelerinin degerleri (devami)

9 0.685 3 0.5 (£0.014) 73%
10 0.758 3 0.4 (+0.009) 78%
11 1.108 3 0.5 (2£0.012) 73%
12 1.292 3 0.4 (£0.012) 78%
Kontrol - 7 3 -
1 0.041 7 1.3 (2£0.04) 57%
2 0.050 7 1.1 (+£0.06) 63%
3 0.061 7 1.3 (£0.045) 57%
4 0.072 7 1.3 (£0.049) 57%
5 0.081 7 1.4 (+£0.05) 53%
6 0.093 7 1.2 (£0.049) 60%
7 0.118 7 1.2 (+0.032) 60%
8 0.410 7 1.3 (£0.047) 57%
9 0.685 7 1.4 (0.04) 53%
10 0.758 7 1.3 (£0.052) 57%
11 1.108 7 1.4 (£0.07) 53%
12 1.292 7 1.4 (£0.053) 53%
Kontrol - 10 4.3 -
1 0.041 10 1.4 (£0.02) 68%
2 0.050 10 1.2 (+0.04) 72%
3 0.061 10 1.4 (£0.039) 68%
4 0.072 10 1.4 (£0.042) 67%
5 0.081 10 1.4 (£0.046) 67%
6 0.093 10 1.3 (£0.047) 70%
7 0.118 10 1.3 (£0.030) 70%
8 0.410 10 1.3 (£0.034) 70%
9 0.685 10 1.4 (0.031) 68%
10 0.758 10 1.3 (£0.042) 70%
11 1.108 10 1.4 (£0.052) 68%
12 1.292 10 1.3 (£0.040) 70%

Cift agar denemelerinde kontrol 6rneginin 10. giin sonunda petri ¢eperine ulastig
gozlenmistir. Orneklerin bir kismmda 7. giin yapilan dlgiimden sonra B. cinerea
kesitinin gelisim gostermedigi belirlenmistir. Besi yerlerinde 10. giin sonrasinda B.
cinerea gelisiminin devam etmedigi gozlenmistir. Olgiilen gelisim yarigaplart ve
hesaplanan inhibisyon ylizdelerinin giivenilirli§i agisindan istatistiki analiz yapilmis
ve ki-kare tablosunda %5 giivenilirlik diizeyinde belirlenmis, elde edilen sonuglarin

anlaml ifade oldugu belirlenmistir.

26



Sekil 3.6 Cift agar denemelerinde yapilan 6rnekler. Sirasiyla 1 numaral 6rnekten 12 numarah
ornege kadar

3.2. BIOLOG ® GENIII MicroPlate Analizi Sonuclari

Mikroplaka deneylerinde bakteri 6rneginin 46 farkli igerikte kiiltiirde gelisimini analiz
edilmistir. Analiz yapilan kiiltiir icerikleri Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5 Mikroplaka analizinde kullanilan ortam icerikleri

Pozitif Kontrol -

L-serin

amino asitler .
L-alanin

b-gentobioz
D-galaktoz
a-D-lactoz
b-methil-D-glukozid
dekstrin
D-fruktoz-6-fosfat
a-D-glukoz
karbonhidratlar D-maltoz
D-sorbitol
D-trehaloz
N-asetil-D-glukozamin
Pektin
stachyose
sukroz
D-turanoz

asetoasetik asit
D-glukonik asit
glucoronamid
L-laktik asit
Metil piriivat
Ssodyum format
Asetik asit
Propiyonik asit

karboksilik asitler

nikleosid inosin

1% NaCl
1% sodium laktat
4% NaCl
8% NaCl
aztreonam
D-serin
linkomisin
Lityum Klorid
minosiklin
niaproof
pH 5
pH 6
Potasyum telliirit
Sodyum bromat
Sodyum biitirat
tetrazolim violet
troleadomycin
Biitirik asit

kimyasal hassasiyet grubu
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OmniLog platformu ile substratlarin zaman igindeki bozunma kinetigini analiz
edilmistir. Substrat bozunmalar1 24 saat sonrasinda 12 saatlik periyotlarla 6lgiimii
yapilmustir. 24 Saat sonucunda yapilan ilk 6l¢limde 23 substratin ortalama yiizde
24.211 bozunma gozlenmistir. 36 Saatte yapilan Ol¢iimde 28 substratin ortalama yiizde
29.474, 48 saat sonunda 31 substratin ortalama yiizde 32.632, 60 saat sonunda 34
substratin ortalama yiizde 35.79, 72 saat sonunda 37 substratin ortalama yiizde 38.947,
84 saat sonunda 39 substratin 41.053, 96 saat sonunda46 substratin ortalama yiizde
48.421 bozunma gosterdigi Olgiilmiistiir. En hizhi bozulmanm o6lgiimii 12 saatlik
inkiibasyondan once dekstrin, stachyose, pH 5, pH6, %1 NaCl, %8 NaCl, %1 sodyum
laktat, D-serine, minosiklin, niaproof 44, tetrazolyum violet/blue ve sodyum
bromatsubstrat1 igeren kiiltiirlerden elde edilmistir. En yiiksek yiizde bozulmanin
Olgtimii pH6, %1 NaCl, %8 NaCl, D-serine, potasyum telliir, aztreonam ve sodyum
biitirat substratlarindan elde edilmistir. En diisiik seviyede bozunma b-gentobioz, D-
galaktoz, inosin, D-sorbitol, D-fructose-6-phosphate, L-alanin, propiyonik asit ve
asetik asit substratlarinda 6l¢iilmiistiir. 96 Saat sonunda en yiiksek bozunma %54.246
ile kimyasal hassasiyet grubundan, en diisiik bozunma %?2.889 ile ¢esitli-grubunda

gozlenmistir.
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50
40
30
20
10
0

Value

84

48

36

Miscellaneus
Chamical_sensitivity 4
Carbouylic_acids
Carbohydrates -
Amino_acids

Sekil 3.7 Ana gruptaki icerikleri 12 saatlik periyotlar (24-96 saat) ile 6l¢iim yapilan bozunma
analizleri
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3.3. Endoglukanaz ve Seliilaz Aktivitesi Analizleri

Aktivite gosterdigi bilinen bakteri izolati, ekim yapilmayan negatif kontrol ve deney
grubu olmak {izere deney plani kurulmustur. Yapilan ekim, inkiibasyon ve analiz
sonucunda negatif kontrol ve deney grubunda aktivitenin gorsel konformasyonu

saglanmamustir. Pozitif kontrol grubu olan 6rneklerde seliilaz aktivitesini dogrulayan

gorsel sonuglar elde edilmistir.

Sekil 3.9 Kongo kirmiziile boyama deneyinde elde edilen petri sonuclari. Orneklerde boyama
oncesi koloni gelisimi gozlenmis, boyama sonucunda koloni bélgelerinde degisim
gozlenmemistir. Soldan saga; kontrol, uygulama, kontrol boyanmis, uygulama boyanmis

3.4. Tiir Tayini ve Gen Profillerinin Analizi

Yapilan islemler sonucu olusturulan sekans verisi veritabani iizerinde
karsilastinldiginda calisilan bakteri 6rneginin Serratia fonticola tiirii ile uyustugu
gozlenmistir. En yiiksek benzerligi Serratia fonticola DSM 4576 susu ile %93,21
oraninda gostermektedir. 16S dizilerinin analizi ile Serratia fonticola DSM 4576

susuna yakmlig teyit edilmistir.

KEGG veritabani {izerinden sekans verisinin potansiyel gen bdlgelerinin ve bu
dizilerin etkin oldugu yolaklarin analizi gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde
incelenen Ornegin kitinaz ve proteaz gibi antifungal etkiye sebep olabilecek genlerin

var olabilecegi belirlenmistir.

Sekans verisinde proteaz aktivitesi gosteren21 gen, Kitin degredasyonunda sorumlu 2
gen, karakterize edilmemis olan 1 gen ve glukanaz ve seliilaz aktivitesine sahip birer

gen belirlenmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6 Sekanslama sonucu elde edilen verilerin BLAST sonucu elde edilen proteaz, kitinaz,
seliilaz ve glukanaz aktivitesi gosteren gen listesi

Gen Fonksiyonu Gen ifadesi
proteaz ATP- bagh proteaz
proteaz ATP-bagh Clp proteazadaptor protein ClpS
proteaz ATP- bagh Clp proteaz ATP-baglayicialt iinite CIpA
proteaz ATP- bagh Clp proteaz ATP-baglayicialt tinite ClpX
proteaz ATP- baglh Clp proteaz proteolitik alt iinite
proteaz ATP- bagh proteazalt iinite HsIV
proteaz ATP- bagh ¢cinkometaloproteaz FtsH
proteaz Karboksi terminal-islemepeptidaz
proteaz CAAX amino terminal proteaz self-bagigiklik
proteaz Protein HfIK
proteaz HyaD/HybD ailesi hidrogenaz olgunlasma endopeptidaz
proteaz peptidaz PmbA
proteaz proteaz TidD
proteaz proteaz HtpX
proteaz Protein HfIC
proteaz Putative sinyalpeptidpeptidaz SppA, 36K type
proteaz Rhomboid proteaz GlpG
proteaz Cinko metalloproteaz
proteaz Periplazmik serin endoproteaz DegP-benzer
proteaz Periplazmik serin endoproteaz DegP-benzer
proteaz V8-benzer Glu-sfesifik endopeptidaz
kitinaz Katinaz
kitinaz Kitin baglayici protein
seliilaz Seliilaz

glukanaz Glukanaz
kara kierize e_dl]memls Karakterize edilmemis protein

protein

Sekans verisinin incelenmesi sonucu bakir, arsenik, kadmiyum gibi agir metallere
kars1 diren¢ bdlgelerinin bulundugu ve coklu ilag direnci ile iliskilendirilmis

sekanslarmm varligi gozlenmistir. Faj etkilesimine karsi direng bdlgeleri belirlenmistir.

Sekans verileri KEGG veri tabaninda {izerinde galisilarak bakteri O6rnegine ait gen
profilleri olusturulmustur. Sekans verilerinde 16S ve 23S rRNA dizileri ile tiir tayini

gergeklestirilmistir.

3.5. TARTISMA

B. cinerea ve buna bagh olarak gelisen gri kiif hastaligi gibi fungal patojen kaynakl
hastaliklar gegmisten giiniimiize pek ¢ok tarimsal 6neme sahip bitkide hastaliga sebep
olmustur. Glinimiizde fungal kékenli pek ¢ok patojenden kaynaklanan hastaliklara
kars1 belirli miicadele stratejileri olusturulmustur. Hastaliklara kars1 etkili ve ucuz
uygulamaya sahip kimyasal ajanlarin kullanimi giinlimiizde hastalik etmenlerinde

gelisen direng dolayisiyla etkisini kaybetmistir. Ayrica bu ajanlarin insan saghigi ve
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cevre lizerindeki negatif etkilerinin belirlenmesiyle hastaliklara karsi yeni miicadele
metodlarinin gelistirilmesi ihtiyact dogmustur. Bu miicadele yontemleri yeni faydah
mikroorganizmalarin arastirilmast ve bitki patojenlerine karsi kontrol yontemlerinde
kullanimmi icermektedir. Ozellikle bakteriler, bitkilerin gelisim metabolizmalarini
destekleme yoniinden 6n plana ¢ikan kontrol gruplari arasinda yer almaktadir. Serratia

spp. tiirleri konukcu bitki ile olusturdugu pozitif etkilesim ve sahip oldugu biyokontrol

potansiyeli ile 6n plana ¢ikan tiirler arasinda yer almaktadir.

B. cinerea hastalik etmeni oldugu 500°den fazla tiirden dolay1 en ¢ok arastirma
gerceklestirilen fungal patojenler arasinda yer almaktadir. A¢ik tarim alanlari, seralar,
botanik bahgeleri gibi genis ve farkl alanlarda hastalik olusturmaktadir (Williamson
vd., 2007, Dean vd., 2012). Farkli ortam kosullarinda, tarmm {iriinleri tizerinde hastalik
olusturabilmektedir. Fungal gelisimi ve sporulasyonu hasat dncesi ve sonrasi farkl
sekillerde gelismektedir. Uygun kosullar altinda ¢ogalma ve gelisimi hizli olan
konidium formunda, zorlu sartlarda hayattakalmaya yonelik olarak sclerotia formunda
hayat dongiisiine devam eder. Konidium formu ¢ogalma ve gelismeye hazir, aseksiiel
mantar sporu halidir. Gelisimi agisindan uygun kosullarda altinda bu formda gelisme
gostererek konukcu lizerinde hastalik olusumu gostermektedir. Konukgu iizerinde bu

iki form arasinda degisim gostererek hayat dongiisiine devam edebilir (Sekil 3.10).

Sun ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 calismada ginseng bitkisinde meydana gelen B.
cinerea enfeksiyonun antagonistik etkiye sahip bakteri ile kontrolii ¢alisimustir. izole
edilen bakteri O6rnekleri iizerinde antibiyotik aktivite denemeleri ve antifungal etki
Olciimii i¢in sera kosullarinda saksi denemeleri yapilmistir. Denemelerde en yiiksek
baskilama gosteren bakteri 6rneginin hastalik lezyonlarinin baskilanmasinda fungusit
uygulamasindan yiiksek seviyede etki gosterdigi ve ginseng bitki dokularinda bitki
gelisimini  arttirdigr gozlenmistir. Elde edilen veriler 1s1¢inda belirlenen bakteri
izolatmin ginseng bitkisi iizerindeki gri kiif hastaliginin potansiyel biyokontrol ajani

olarak sunulmustur (Zhuo vd., 2019).

Deng ve arkadaslar (2020) yaptigi ¢alismada tiziim tizerinde Penicillium digitatum
tarafindan olusan yesil kif hastahgma karst biyokontrol ajan1 denemeleri
gerceklestirmistir. Segilen bakterinin in vitro sartlarda misel gelisimini inhibe etti ve
enfeksiyon bulunan dokulara uygulamasi sonucu patojen varliginin uzaklastirildigi

gozlenmistir. Uygulama yapilan konukgularda bitki gelisimini arttiric1 ve hastalik
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direncini gelistirici etmenlerin kontrol gruplarna gore daha fazla oldugu gézlenmistir.
Eldeedilen verilen ile segilen mikroorganizmanin Penicillium digitatum kaynakl yesil
kiif hastaligina karsi engellemeye ve tedaviye yonelik olarak kullanim potansiyeli

oldugu belirtilmistir (Deng vd., 2020).

Calisma baglangicinda izole edilenecek toprak 6rneklerinin secilimi mikroorganizma
cesitliligi agisndan onemlidir. Hastalik etmeninin gézlendigi aktif tarim alanlarindan
alinacak Orneklerde hasta bireylere yakin oOrneklerin yani swra saglikli bireylerin
bulundugu alanlarda ornekler alinmasi saglhkli bireylerin etkilesimde oldugu
potansiyel biyokontrol ajanlarmim varligma isaret olabilir. Toprak 6rneklerinin kiiltiire
alinmas1 siirecinde disaridan kaynak almmasi aragtirmanin  saghigi agisimdan
tehlikelidir. Calismada izole edilen mikroorganizma Orneklerinin saflagtirilmast ve
calisma siiresince saf halde saklanmas1 énemlidir. Elde edilecek verilerin giivenilirligi
acisindan ¢aligilan patojen ve mikroorganizma orneklerinin saf kiiltlirlerde saklanmasi
gereklidir. Yapilan denemelerde saf kiiltiirlerin kullanilmas1 elde edilen verilerin

giivenilirligini arttirmistr.

Antifungal denemelerde elde edilen veriler eldeki 6rneklerin calisilan patojenin
gelisimini baskilama potansiyelini belirten sonuglar ortaya koymustur (Cizelge 3.4,
Sekil 3.7). Uygulama sonucunda bakteri gelisimi gdzlenen noktalarin cevresinde
fungal gelisimi engelleyen etmenlerin varhigi diistiniilmiistiir. Ekim yapilan kiiltiirlerde
bakteri gelisimi sonrasit bakterilerin iirettigi metabolitlerin fungal gelisim tizerinde
etkisi olduguve fungal gelisimin engellendigi alanda yar1 cap uzunlugu en yiiksek olan
ormeklerin fungal gelisimi baskilamada potansiyel olabilecegi diisiiniilmektedir.

Omeklerin saf kiiltiirlerden galigiimast  biyokontrol potansiyelinin belirlenmesi

acgisindan onemlidir.

Ik denemelerde mikroorganizmalarin biiyiime miktar1 goéz oniine almmadigindan
engelleme yiizdelerinin hesaplanmasi dogru sonuglar olusturmaz. Ancak 6rneklerin
kiiltiire almma siiregleri ve gelisim performanslart ayni tutularak planlanan
denemelerde elde edilecek sonuglarda 6rneklerin fungal gelisimi engelledigi alanlarin
yaricapt baskilama potansiyelinin kuvvetini belirlemede varsaymmsal yaklagimlar
olusturabilir. Bakterilerin fenol uygulamast ile 6ldiiriilmesi fungus kiiltiirlinden alinan

misel karisgtminin ortamda gelismesi acisindan gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Fenol
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uygulamasi yapilmadan yapilacak denemelerde bakteri gelisimini devam etmesi
fungal misel gelisiminin  gozlemlenebilir  seviyeye ulagmasina  engel

olusturabilmektedir.

Yapilan calismalarda ilk denemelerde incelenen mikroorganizmalarin antifungal
aktivite denemeleri, mikroorganizma gelisimi sonrasi kiiltiirflerden yapilan hiicre
ekstratlarinin diskler ile petri kaplarma eklenmesi ve fungal kiiltiirlerin kesit halinde
petri igerisindeki gelisimlerinin izlenmesi ile gergeklestirilmektedir (Petatan-Sagahon
vd.,2011;). Kurniawan ve arkadaslarinin (2018) yaptigi ¢alismada misel gelisimindeki
baskinin belirlenmesi i¢in 2 glinliilk bakteriyel kiiltiirlerin petri {izerinde belirli
noktalara aktarmm gergeklestirilmistir. Calismamizda yaptigimiz fenol uygulamasi ile

bakteriyel hiicre ekstratini eldesine gerek kalmadan antifungal etkinin belirlenmesine

yonelik sonug eldesi miimkiin olmustur.

Tek agar denemelerinde patojen ve biyokontrol ajanmin ortama ayni anda ekimi
yapilarak gosterdigi etkilesim degerlendirilmistir. Bakterileri gelisiminin  fungal
gelisimi engelleyici etkisi gozlenmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3). Yapilan olglimlerde
kontrol Omeklerine goére 7 gin sonunda yilizde 60-80 araliginda baskilama
gbzlenmigstir. 3. ve 5. giinlerde yapilan Olgiimlerde baskilama orani 7. giine oranla
disiik oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2). Kontrol 6rneginin 7. giin
sonunda petri ¢eperine ulagsmasi ile uygulama yapilan O6rneklerde fungal gelisimin
duraksama baskilama yiizdesinin yiikselmesine neden olmaktadir. Degerlendirmenin
geniglemesi agisindan farkli besiyerlerindeki uygulamalar elde edilen verilerin
giivenilirligini pekistirmeye yonelik olarak katki saglamustir. Tek agar denemelerinde
bakteri Orneklerinin konsantrasyonunun belirli degerlerde uygulanmasi ¢ift agar

denemelerinde elde edilecek verilerin islenmesine katki saglamaktadir.

Denemelerde farkli uzakliklarda yapilan bakteri ekimleri fungal gelisimi farkh
seviyelerde baskilama etkisi gostermesinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Sekil 3.2,
Sekil 3.3). B. cinerea’nin gelisiminde ortam bilesenlerinin miktar1 ve ortamdaki
rekabet gelisim oranini etkileyen faktorlerdendir. Denemelerde fungus ve bakteri ekim
noktalarinin farkl uzakliklardaki durumlarinda yakmn ekim yapilan 6rneklerde fungal
gelisimi  yarigapmin  uzak ekim yapilan Orneklere gore daha diisiin oldugu
gozlenmistir. Ekim uzakligmm 2 cm oldugu 6rneklerde baskilama yiizdesi yiizde 75-

85 araliginda gozlenirken, ekim uzakligr 3 cm olan 6rneklerde baskilama yiizdesi
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yizde 60-70 araliginda belirlenmistir. Patojen ve biyokontrol ajanmmmn ortamda
birbirine olan uzaklig1 biyokontrol isleminde 6nemli oldugu bilinmektedir. Yakin
noktalarda yapilan ekimlerde orneklerin yiiksek oranda baskilama gostermesi, uzak
ekim Orneklerde ise baskilamanin daha diisiik ancak 6l¢iim periyotlarina bagh olarak
stabilitesini  korumasi  biyokontrol  potansiyelini  arttiran  veriler  olarak

degerlendirilebilir.

Biyokontrol ajanmnin potansiyelinin arastirilmasinda mikroorganizmanin  MIC
konsantrasyonun degerinin  belirlenmesi  6nemlidir. Uygulamasi  planlanan
mikroorganizmanin etki gosterdigi minimum seviye belirlenerek ekolojik dengenin
bozulmasi en diisiik seviyeye indirgenebilir. MIC konsantrasyon degeri biyokontrol
ajaninin minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak ifade eder. Patojen karsisinda
anlamli baskilama gosteren minimum konsantrasyon degeri MIC degerini olusturur.
MIC konsantrasyon degerinin diisiik olmasi biyokontrol ajaninmn etkinligini
degerlendirmede kullanilabilir. Diisiik MIC degerine sahip biyokontrol ajanlarinin
tirettigi metabolitlerin, yiikksek MIC degerine sahip biyokontrol ajanlarina gore daha
yiiksek antifungal etkiye sahip oldugu sOylenebilir. Calisma siirecinde izole edilen
orneklerin MIC konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik olarak OD./CFU/mL
olgiimleri yapiimustir. Olgiime yonelik olarak bakteri drneginin seyreltilerek koloni
saymm yapilmis ve 600 nm’de OD. degerinin dl¢iimii gergeklestirilmistir. Olgiimler
sonucunda bakterinin gelisim egrisi hazirlanarak farkli OD. degerlerindeki inhibisyon

etkinliklerine zemin hazirlanmustir.

Cift agar denemelerinde ortamda biyokontrol ajanmnin fungal gelisimden Once
bulundugu durumlart gézlem altina alarak inhibisyon durumlari gézlenmistir (Sekil
3.7). Omeklerin 6lgiim sonucu yiizde 50°den yiiksek seviyede inhibisyon gdzlenmistir.
Uygulamas: yapilan en diisiik konsantrasyon orneginde fungal gelisimin 3. giin
Ol¢iimiinde minimum deger olarak yiizde 50 kaydedilmistir. 7. glinde yapilan 6lgiimler
ile 10. giin yapilan 6l¢iimlerde fungal gelisimin gergeklesmedigi gozlenmistir. Fungal
gelisimin 7. giin sonunda durmasi ve 10. giin dl¢iimiine kadar stabil devam etmesi
biyokontrol ajaninin potansiyeli agisindan destekleyici sonuglardir (Cizelge 3.4).
Omeklerden en diisiik konsantrasyon degerine sahip denemenin 10. giin sonunda %68
oraninda gozle goriiliir seviyede baskilama gostermesi biyokontrol ajaninin MIC
konsantrasyon degerinin belirlenmesine katki saglamaktadir. Uygulamada en diisiik

konsantrasyonda hazirlanan 6rnekte 3. giin 6lglimiinde ulasilan gelisim yaricapinin

37



diger orneklere gore yiiksek oldugu gozlenmistir. 7. ve 10. giin sonunda yapilan
Olgtimlerde ise Orneklerin tiimiinde birbirine yakin miktarda gelisim gosterdigi ve
yakin oranlarda baskilama gergeklestirdigi gozlenmistir (Cizelge 3.4). Elde edilen bu
verilere gore biyokontrol ajani olarak incelenen bakteri 6rneginin konsantrasyon
degerinin fungus ile ortam rekabetinde gelisimi agisindan 6nemli oldugu sdylenebilir.
Omekler arasinda gelisim yarigaplarinin degisimine bakilarak bakterinin baskilama

stirecinde devamlilik gostererek fungal gelisimi kontrol altinda tutabildigi sdylenebilir.

Uygulama sirasinda kap igerisine besiyeri ekleme ve ekim islemlerinin yagim
asamasinda mikroorganizma gelisimlerine zarar vermemesi adna sicaklik degerlerinin
kontrolii 6nemli noktadir. Eklenen besiyerlerinin sicaklik degerinin yiliksek olmasi kap
icerisinde gelisen bakteri kiiltliriiniin gelisme performansina zarar verebilecek ve elde
edilen verilerin dogrulugunu sarsacak nitelikte olabilir. Uygulama sirasinda besiyeri
ekleme igleminin uygulama seklide elde edilecek sonuglarn  gorsel
degerlendirilmesinde etki olusturabilir. Uygun sicaklikta kap merkezinden eklenen
besiyeri bakteriyel kiiltiiriin yogunlugunun esit seviyede dagilmasina ve besi yerinin
ceper kisminda esit yogunluk gelisim gdstermesine neden olmaktadir. Merkezden
yapilan eklemelerde bakteri kiiltlirliniin ¢eperleri esit yayilmasi inkiibasyon sonunda
gorsel Olglimlerde daha dogru degerlendirme yapilabilmesine olanak vermektedir.
Bakteri yogunlugunun esit dagilmadigi durumlarda yeni besiyerinde bakteriyel
gelisimin yogunlugu farkl olacagindan fungal gelisimin baskilamasi durumunda farkl

gelisim yaricaplarmm 6l¢iimii s6z konusudur.

Mikroplaka deneylerinde elde edilen veriler ile incelenen bakterinin gelisim stirecinde
optimum ortam kosullarim1 ve oncelikli enerji kaynagmnin tespiti gerceklestirilmistir.
Buna gore bakteri 6rnegi kimyasal deney grubundaki asidik pH ve sodyum kloriir
ortamlarinda, serin ve farkli molekiil icerikli ortamlarda en yiiksek seviyede gelisim
gostererek ortamda bozunmaya sebep olmustur (Cizelge 3.5). Bu ortamlarm sahip
oldugu kondisyonlar bakteri tiiriiniin tercih ettigi gelisim profilinin ortaya konmasinda
etmen olabilmektedir. Diisiikk pH degerine sahip ortamda bozunmanin yiiksek olmasi
ortamm asidik durumda bakteri gelisimini destekleyici etkisi oldugunu ortaya
sunabilir. Tuz miktarinin Olgiitii olarak tuzsuz ve orta derecede tuzlu kosullarda
gecisimin yiiksek oldugu gozlenmistir. Az tuzlu kosullarda ise diger durumlara gore
daha az seviyede bozunma gozlenmistir. Buna bagh olarak tuz yogunlugunun bakteri

gelisimi tizerinde etkisinin birincil diizeyde olmadigi1 sdylenebilir (Sekil 3.9). Fungal
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gelisim tuz miktarn ile ters orantili etkilesir. Diisiikk tuz konsantrasyonundaki
ortamlarda fungal gelisim artarken, %20 oranindaki yiiksek tuz konsantrasyonunda
fungal gelisim durur. Yapilan calismalarda fungal gelisimin yiizde 5 ve yiizde 10’luk
tuz konsantrasyonlarinda yaklagik olarak %50 degerinde azalma gozlenmistir.
Incelenen bakteri 6rneginin %8’lik tuz konsantrasyonunda yiiksek seviye bozunma
gostermesi fungal gelisime kars1 yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda daha
etkili baskilama potansiyeline sahip oldugu sodylenebilir. Sodyum butirat, fungal
gelisimi yliksek seviyede baskilayabilen bir molekiildiir. Sodyum butirat iceren deney
grubundabakterinin yiiksek gelisim goOstermesi biyokontrol potansiyeli agismdan
onemlidir. Bakterinin biyokontrol uygulamasinda sodyum butirat ile olusturulan
kompozisyonlari, fungal mikroorganizmalarm baskilanmasibakimindan biyokontrol

etkinligini arttirabilir.

Ortam igeriginin parcalanmasmin diisiik oldugu kosullarda bakteri geligsiminin diisiik
seviyede gergeklestigi sOylenebilir. Propiyonik asit ve asetik asit, fungal gelisimi
inhibe eden molekiillerdir. Propiyonik asit sahip oldugu fungisidal ve fungistatik
etkiler ile fungal gelisim ve liremeyi engelleyici 6zellige sahiptir (Yun ve Lee, 2016).
Asetik asidin fungal gelisim tizerinde inhibitor etkisi oldugu belirli konsantrasyon
degerlerinde gelisimi tamamen durdurdugu belirlenmistir (Kang vd., 2003). Yapilan
calismalarda propiyonik asit ve asetik asit uygulanan kiiltiirlerde bazi mantar
tlirlerinde fungal gelisimin inhibe edildigi gozlenmistir. Bozulmanm en hizh
gerceklestigi  ortamlarda bakteri gelisimini tesvik edici molekiillerin ~ secilimi
saglanabilir. Mikroplaka uygulamasindan elde edilen sonuglara bakilarak ortam
bileseninin parcalanmasmin yiiksek oldugu ve fungal gelisim iizerinde inhibe etkisi
bilinen molekiiller ile olusturulabilecek preparatlar bakterinin antifungal etkisini

arttirarak biyokontrol potansiyelinin arttirici etki gosterecegi diistiniilmektedir.

Bakteriyel endoglukanaz ve seliilaz aktivitesi, fungal biiylime vegelisimi inhibe edici
enzim aktivitelerindendir. Bu enzimlerin aktif ¢aligmasi fungal biiylime sirasinda
negatif etki gostererek gelisimi durdurarak baskilamaya sebep olmaktadir (Atif
yabanc1 kaynak yerlestirelim). Incelenen bakterinin CMC agar besi yerlerinde inkiibe
edildikten sonra kongo kirmizisi ile boyama islemi yapilmustir. Seliilaz aktivitesi CMC
agar besiyerindeki seliilozu hedef alarak pargalanmasina sebebiyet vermektedir.
Kongo kirmizis1 boyasi seliiloz ile birleserek besiyerinin kirmizi renk almasina neden

olur. Uygulama sonrasi yikama islemi ile selillaz aktivitesinin gergeklestigi
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bolgelerdeki kongo kirmizist boyasi uzaklastirilarak seffaf goriintii almaktadir.
Bakterinin ekim yapildig1 ve gelisim gosterdigi bolgede CMC agar besi yerindeki
selillozu kullanarak gelisim gostermesi ile boyama uygulamasinda gelisim gosteren
bolge seffaf halde olmaktadir. Elde edilen sonuglara gore incelenen bakteri 6rneginin
seliilaz aktivitesine sahip gen bolgelerinin varligina ve iiriin olarak protein sentezinin
saglandig1 sdylenebilir. Yapilan iglem ile seliilaz aktivitesinin seviyesi hakkinda veriye
ulasmak mimkiin degildir, yalnizca gen ve gen aktivitesinin varligina dair

degerlendirmelere ulasilabilir.

Bakterinin tiim genomunun Sekanslanmasi sonucu elde edilen verilerde bakteri
orneginin Serratia fonticola DSM 4576 susu ile benzerlik gosterdigi gozlenmistir
(NCBI kat. no. NZ_CP011254). Serratia tiirli, literatlir genelinde bitki gelisimi
destekleyen bakteriler arasinda yer almaktadir (Martinez vd., 2018) Farkli Serratia
tirlerinin farkli molekiillere karsi direngli oldugu ve metabolik islemlerinde

kullandiklart belirlenmistir.

Serratia tiiriiniin sahip oldugu farkli molekiillere karsi direng ve isleme yetenegi
biyolojik  kontrol uygulamalarinda patojenik mikroorganizmalara karst bu

molekiillerin kullanim1 ile avantaj kazanabilecegi ve dolayisiyla yiiksek etkili

biyokontrol gdstermesi saglanabilir.

KEGG (https://lwww.genome.jp/kegg/) veri tabani tizerinde yapilan incelemeler ile
bakteri 6rneginin sahip oldugu gen bolgeleri ve bu gen bolgeleri ile sahip oldugu
biyolojik yolaklarn haritasi degerlendirilebilir. Sekans verisi ilizerinde belirlenen
potansiyel gen bolgelerinden bakteri 6rneginin antifungal etkiye sebep olabilecek

proteaz, kitinaz, seliilaz proteinlerine sahip olabilecegi belirlenmistir (Cizelge 3.6).
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismalar sonucunda izole ettigimiz ve Serratia fonticola EBS19 olarak
isimlendirdigimiz, NCBI’a tiim genom sekans olarak verilen bu bakterinin Botrytis
cinerea’ya karst miicadelede antifungal etkiye sahip oldugu ve fungal gelisimi
baskilama yetenegi ile biyolojik kontrol ajani olarak potansiyele sahip oldugu tespit
edilmistir. Bakteri 6rneginin kimliklendirilmesi, sahip oldugu antifungal etkinin
seviyesi  belirlenmis, ancak bu baskilamanin  hangi yolaklar vasitasiyla
gerceklestirildigi aydinlatilmamistir. Bu ¢alismada fungal gelisimin gozlendigi besi
yerlerinde bakteriyel kiiltiir ekimi ve gelistirilmesi sonucu fungal biiylimenin seviyesi
Olglilmiistiir. B. cinerea gelisiminin farkli konsantrasyonlarda bakteri miktari ile
etkilesimi incelenmis ve tiim konsantrasyon degerlerinde yiiksek seviyede stabil olarak
fungal gelisimin baskilandig1 gozlenmistir. Yapilan tiim genom sekanslama
caligmalarinda elde edilen veriler NCBI veri tabanina PRJINA788871 kayit numarasi
ile (Acc. Num.) yiiklenmistir.

Kiiltiir gelisimi seviyesinde elde edilen veriler; kontrollii kosullarda saks1
denemelerinde ve sera alanlarinda pratik uygulamasmimda yapilmasi ve ayrica farkl
molekiiller ile kompozisyonlarmin antifungal o6zelligine etkisinin arastirilarak,
biyokontrol potansiyeli yiiksek olan bir biyopreperata doniistiiriilmesinin miimkiin
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica bakteri orneginden genom diizeyinde yapilmis
antifungal caligmalar ile elde edilen veriler yeni molekiiler diizeyde ¢alismalarla
desteklenerek hangi enzimatik aktivite ve yolaklar araciifiyla fungal gelisimin

baskiladigmm aydinlatilmasina katki saglanabilecektir.
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