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OZET

BAMYA BITKIiSINDEN iZOLE EDIiLEN TOHUM ve TOPRAK KOKENLI
FUNGAL HASTALIK ETMENLERINE KARSI ANTAGONIST
BAKTERILERIN in vitro BIYOKONTROL ETKINLIiKLERININ
BELIRLENMESI

Bamya (Abelmoschus esculentus L.), kuraga dayanikli, ucuz ve bol vitamin kaynagi
olmas1 ve besleyici 6zelliginden dolay1, diinyanin tropik ve subtropik bir¢ok bolgesinde en ¢ok
tiretilen ve tiiketilen sebzelerden biridir. Bamya bitkilerinde sorun olan tohum ve toprak kdkenli
hastalik etmenleri ve kontrol yontemlerinin belirlemesi {izerine farkli tilkelerde ¢ok az ¢alisma
yapilmis olmasina ragmen, Tiirkiye’de yetistirilen bamya bitkilerinde tohum ve toprak kaynakli
fungal hastalik etkenlerinin tanilanmasi iizerine olduk¢a kisith sayida ¢alisma olup, hastalik
etmenlerin biyolojik miicadelesine yonelik herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada; (i) Hatay ilinde yetisen bamya bitkilerinde karsilasilan tohum ve toprak kokenli
fungal hastalik etmenlerin tanilanmasi, (ii) saglikli bamya ve yakin akraba bitkilerinin farkli
bitki kisimlarindan epifit ve endofit bakteriyel izolatlarin yaygin hastalik etmenlerine karsi
biyoetkinliklerinin belirlenmesi, (iii) antagonistik ve bitki gelisimini tesvikte (PGP) rol oynayan
olasi etki mekanizmalarinin in vitro kosullarda karakterize edilmesi amaglanmustir.

Kok ve kok bogazi ciirlikliigli goriilen kisimlardan, govdelerin iletim demetlerindeki
kararmalardan ve hasta tohumlardan yapilan izolasyonlarda Rhizoctonia solani, Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum ve Fusarium oxysporum en yaygin toprak ve tohum
kokenli hastalik etmenleri olarak belirlenmistir. Hastaligin gozlendigi tarlalardaki saglikli
bamya ve yakin akraba bitkilerin (pamuk, ebegiimeci, pitrak vb.) farkl bitki kisimlarindan farklt
morfolojik goriintimlii 28 adeti endofit (%39.4), 43 adeti ise epifit (%60.6) olmak iizere toplam
71 bakteri izolat1 elde edilmis olup, bu izolatlar1 temsilen segilen 36 izolat MALDI-TOF MS ile
teshis edilmis ve fungal etmenlerin misel gelisimini engellenme (antagonizm) potansiyelleri
karakterize edilmistir. Ikili kiiltiir testlerinde 4 patojen fungusun misel gelisimi iizerinde gii¢lii
diizeyde (>%50) engelleyen izolat sayisi; M. phaseolina i¢in 18 adet, R. solani ve S.
sclerotiorum etmenleri ig¢in 28 adet, F. oxysporum igin ise 18 adet oldugu tespit edilmistir.
Bacillus cereus Blep, Bacillus cereus B2ep, Pseudomonas aeriginosa B3ep, Bacillus cereus
Bllep ve Bacillus subtilis B12ep izolatlar1 fungal etmenlere karsi yiiksek diizeyde (>%70)
antagonistik etkinlik gostermistir. Test edilen izolatlar arasinda Enterobacter cloacae B10ep en
yiiksek siderofor, Microbacterium maritypicum X5en en yiiksek proteaz enzimi, Pseudomonas
aeruginosa B3ep ve farkli Bacillus spp ise en yliksek diizeyde hidrojen siyaniir (HCN) ve
amonyak tretimine neden olan izolatlar olarak belirlenmistir. Hastalik etmenlerinin misel
gelisiminin engellenmesinde antagonist bakteriler tarafindan sentezlenmis siderofor, proteaz,
HCN ve amonyak gibi mekanizmalardan bir veya birka¢inin rol oynadigi belirlenmistir.
Izolatlar arasinda Enterobacter bugandensis B7ep en yiiksek IAA iireten, Bacillus cereus P7en
ise en fazla fosfor ¢6zen bakteri izolat1 olarak belirlenmistir.

Giiglii antagonistik (siderofor, proteaz, amonyak iiretimi) ve PGP (IAA ve fosfor ¢ozme)
etkinlikleri gosteren, Bacillus spp. ve Pseudomonas spp. ait izolatlarin bamya bitkilerinde
toprak ve tohum kokenli hastalik etmenlerine karsi biyolojik miicadele ajani olarak
gelistirilebilme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligma antagonist bakteri
tiirlerinin bamya hastalik etmenlerine kars1 biyokontrol etkinliginin ve etki mekanizmalarinin
arastirildig ilk caligma niteligindedir.
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ABSTRACT

DETERMINATION of in vitro BIOCONTROL EFFICACIES of ANTAGONIST
BACTERIA AGAINST SOME SEED and SOIL BORNE FUNGAL DISEASE
AGENTS on OKRA PLANT

Okra (Abelmoschus esculentus L.), due to its drought resistance, affordability, rich
vitamin content, and nutritional properties, is one of the most widely cultivated and consumed
vegetables in many tropical and subtropical regions around the world. Despite the fact that there
have been very few studies conducted in different countries on the identification of seed and
soil-borne disease agents in okra plants and their control methods, there are limited studies on
the identification of seed and soil-borne fungal disease agents in okra plants cultivated in
Turkey, and there are no studies on biological control of the disease agents. In this study, it was
aimed to (i) identify seed and soil-borne fungal disease agents encountered in okra plants grown
in Hatay province, (ii) determine the biocontrol potential of epiphytic and endophytic bacterial
isolates obtained from healthy okra and closely related plants from different plant parts against
common disease agents, (iii) characterize the potential mechanisms involved in antagonism and
plant growth promotion (PGP) under in vitro conditions.

Isolations from parts of the plants showing root and root collar rot, discolorations in stem
vascular bundles, and diseased seeds revealed Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, and Fusarium oxysporum as the most common soil and seed-borne
disease agents. A total of 71 bacterial isolates were obtained from different plant parts of
healthy okra and closely related plants (cotton, common mallow, common cocklebur, etc.), with
28 isolates being endophytic (39.4%) and 43 isolates being epiphytic (60.6%). Among these
isolates, 36 were selected and identified using MALDI-TOF MS, and their potentials to inhibit
mycelial growth of fungal agents (antagonism) were characterized. In dual culture tests, the
number of isolates strongly inhibiting mycelial growth of four pathogenic fungi (>50%) was
found to be 18 for M. phaseolina, 28 for R. solani and S. sclerotiorum, and 18 for F. oxysporum.
Isolates Bacillus cereus Blep, Bacillus cereus B2ep, Pseudomonas aeruginosa B3ep, Bacillus
cereus Bllep, and Bacillus subtilis B12ep exhibited high levels (>70%) of antagonistic activity
against fungal agents. Among the tested isolates, Enterobacter cloacae B10ep was identified as
the highest siderophore producer, Microbacterium maritypicum X5 as the highest protease
enzyme producer, and Pseudomonas aeruginosa B3ep and different Bacillus spp. as isolates
producing hydrogen cyanide (HCN) and ammonia at the highest level. It was determined that
one or more of the mechanisms produced by antagonist bacteria such as siderophores, proteases,
HCN, and ammonia played a role in inhibiting the mycelial growth of the disease agents.
Among the isolates, Enterobacter bugandensis B7ep was identified as the highest IAA producer
and Bacillus cereus P7en was identified as the most efficient phosphate-solubilizing bacterial
isolate.

It was determined that isolates belonging to Bacillus spp. and Pseudomonas spp. showing
strong antagonistic (siderophore, protease, ammonia production) and PGP (IAA and phosphate
solubilization) activities have the potential to be developed as biological control agents against
soil and seed-borne disease agents in okra plants. This study is the first of its kind investigating
the biocontrol efficacy and mechanisms of antagonist bacterial species against okra disease
agents.

2023, 93 pages

Keywords: Okra, fungal diseases, seed-borne, soil-borne, biological control, antifungal



TESEKKUR

Yiiksek lisans hayatim boyunca iizerimde emegi gecgen, tez konumun
belirlenmesinde, programlanmasinda, laboratuvar calismalar1 asamasinda bana ¢ok
katkida bulunan hem psikolojik olarak destek olan hem de bilgilerini aktarma
konusunda en ufak bir tereddiitii olmayan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Soner
SOYLU’ya, calisigim konu ile ilgili destege ihtiyacim oldugu zaman destegini
esirgemeyen boliim hocalarima, projenin yiiriitiilmesine maddi destek veren HMKU
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii'ne (Proje No: 21.YL.046) ve HMKU
FBE Enstitiisii Miidiirliigii ¢alisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Bakteri ve fungus izolatlarinin hem teshis asamasinda hem de laboratuvar
caligmalarinda yardimei olan Dr. Ogr. Uyesi Merve KARA, Ogr. Gér. Dr. Aysun
UYSAL ve Ar. Gor. Yusuf GUMUS e tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi yiiksek lisans ve basta anne-babam
Songiil-Mesut ATAKAN’a esim Abdullah Volkan TANGUL’e kardesim Nisa
ATAKAN’a amcalarim Mahmut-Yasin ATAKAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

OZET oottt bbbttt I
ABSTRACT <. bbbttt b bbb I
TESEKKUR .....coiiititiiiteiiseie ettt ss sttt Il
ICINDEKILER ....cooviiecteieeeeccteie ettt ettt sn et enenesan s \Y;
CIZELGELER DIZINT ..ottt VI
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiieiiicececeeeeeeee ettt Vil
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......ccccooviiiiiiieicesce s IX
L GIRIS oottt sttt 1
2. ONCEKI CALISMALAR ......o.oiiiiiiieiiiesieieisie st 13
2.1. Bamya Bitkisinde Sorun Olan Hastalik Etmenlerinin Diinya ve Ulkemiz
GeneliNeKi DUIUMU ..o 13
2.2. Tohum ve Toprak Kokenli Hastalik Etmenleri ile Yapilan Biyolojik Miicadele
LOF:1 T3 00 T2 F: ) o SRS 18
3. MATERYAL Ve YONTEM ....coooiuiiiiiniiiieeinsiesiseississississiesi s 31
TN I Y 1 =] V7 | DSOS USSP 31
3.1.1. Calismada Kullanilan Fungal ve Bakteriyel Izolatlar ...............cccccooevevennne. 31
3.1.2. Calismada Kullanilan Besi Yerleri.......coooviiiiiieeiiiiiiie e 31
I 411 1<) s TP PR PR UPTPRRTPPRPRRPIN 32
3.2.1. Fungal Hastalik Etmenlerinin izolasyonu ve Tanilanmast..................c..c....... 32
3.2.2. Saglikli Bamya ve Yakin Akraba Bitkilerinden Epifit ve Endofit Bakterilerin
[z0lasyonu ve TanIlanmasl.........cc.c.cveeueueiereeceeieiesesesseeesetssssesssae e ss s esensseenes 34
3.2.2.1. Aday Epifit ve Endofit Bakterilerin [zolasyonu...............cccccoceueveunae. 35
3.2.2.2. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarmin Segimi..............cccovvvnne. 36
3.2.2.3. Aday Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarinin Tanilanmasi .................... 38
3.2.3. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Fungal Hastalik Etmenlerinin Misel
Gelisimini in vitro Kosullarda Engellenme Potansiyellerinin Belirlenmesi.............. 39
3.2.4. Bakteri Izolatlarinin Hastalik Etmenlerinin Engellenmesinde Rol Oynayan
Biyokontrol Mekanizmalarinin Belirlenmesi...........ccccoooviiiiiiiiniic e 40
3.2.4.1. Bakteri Izolatlarinin Proteaz Enzimi Uretme Potansiyellerinin
BEIITENMEST ... 40
3.2.4.2. Bakteri Izolatlarinin Siderofor Olusturma Potansiyellerinin
BEIITENMEST ... 41
3.2.4.3. Bakteri Izolatlarinin Amonyak (NH3) Uretme Potansiyellerinin
BEIITENMEST ... 41
3.2.4.4. Bakteri Izolatlarinin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme Potansiyellerinin
BEIITENMEST ... 42
3.2.5. Bakteri Izolatlarinin Bitki Gelisimini Tesvik Eden Mekanizmalarin
BEIITENMEST ... 44
3.2.5.1. Bakteri Izolatlarinin Fosfor Cézme Potansiyellerinin Belirlenmesi ..... 44
3.2.5.2. Bakteri Izolatlarmin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Potansiyellerinin
BelIENMEST ... 44
3.2.6. Deneme Deseni ve Istatistik ANAliZIEr ..........cc.cceueveriiiiceiiereriiieeeiee e, 46
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA .....cooooiiiiiiiiiiiccece e 47
4.1. Bamya Kok ve Kokbogazi, Govde ve Tohumlardan Hastalik Etmenlerinin
[z0lasyonu ve Tanilanmast ...........cc.cceviecvevirersiiseisseresee e 47



4.2. Bamya ve Yakin Akraba Bitkilerin Farkli Kisimlarindan Aday Epifit ve Endofit

Bakteri Izolatlarinin izolasyonu ve Tanilanmasi............ccceueuerreecvereeersnceerseeseseesenns 52
4.3. Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin Engellenmesi iizerine Epifit ve Endofit
Bakteri Izolatlarinin in vitro Antagonistlik Etkinliklerinin Belirlenmesi...................... 55
4.3.1. F. oxysporum’un Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit
Bakteri izolatlarmin in vitro Antagonistik EtKINIIKIEri...............cccoeeveviveeeererencnnee, 55
4.3.2. M. phaseolina’nin Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit
Bakteri izolatlarmin in vitro Antagonistik EtKINIIKIEri..............ccceeeveveeceeeerenenne, 57
4.3.3. S. sclerotiorum’un Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit
Bakteri izolatlarmin in vitro Antagonistik EtKINIIKIEri............c.ccoeeevevieceeererenennne, 60
4.3.4. R. solani’nin Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit
Bakteri izolatlarmn in vitro Antagonistik Etkinliklerinin Belirlenmesi .................. 62
4.4. Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin Engellenmesinde (Antagonistik) Rol
Oynayan Biyokontrol Etki Mekanizmalarinin Belirlenmesi ...........cccccooeeniiiiiiiinennns 67
4.5. Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarmn Bitki Biiyiime ve Gelisimini Tesvik Eden
Mekanizmalarinin Belirlenmesi.......c..ooviiiiiiiriiioiie i 73
5. SONUC Ve ONERILER ......c.cooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeesiee ettt 77
LN N S I o SRR 81
(046 ) 1)1 1 1T 92
e S T SRR 93



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.1. Bamya ve yakin akraba bitkilerden izolasyonu yapilan bakteri izolatlarinin
tlir bazinda teSNISI......ccciiiiiiie e 53

Cizelge 4.2. Farkli konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarin in
vitro ikili kiiltiir testlerinde F. oxysporum’un misel gelisiminin engellemesi
tizerine etkinliklerinin belirlenmesi..........ccoooveiiiiiiiiiiiiic e 56

Cizelge 4.3. Farkl1 konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarinin
in vitro ikili kiiltir testlerinde M. phaseolina’nin misel gelisiminin
engellemesi lizerine etkinliklerinin belirlenmesi.........ccccocvviiieeiiieeiiieennne, 59

Cizelge 4.4. Farkli konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarin in
vitro ikili kiiltiir testlerinde S.sclerotiorum 'un misel gelisiminin engellemesi
tizerine etkinliklerinin belirlenmesi..........ccoovveeiiiiiiiiiiiie e 61

Cizelge 4.5. Farkl1 konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarinin
in vitro ikili kiiltiir testlerinde R. solani’nin misel gelisimini engellemesi

tizerine etkinliklerinin belirlenmesi...........cocvviiviiiiiiiiieeiie e 63
Cizelge 4.6. Antagonist bakteri izolatlarinin test edildikleri fungal etmenlere kars1
antagonistik etkinliklerinin karsilagtirilmasi. .......cccocoveriiiieniiic e, 65

Cizelge 4.7. Farkl1 endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin hastalik etmenlerini
engellemede kullandiklar1 olas1 biyokontrol (antagonistik) mekanizmalari?
...................................................................................................................... 68

Cizelge 4.8. Farkli epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlarinin bitki biiyiimesinin
tesvik edilmesinde kullandiklar1 olasi mekanizmalar. ............ccccccceeeiunennee. 75

VI



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Diinya genelinde yillara gore toplam bamya {iretim miktar1 (ton) ve alani (ha).

........................................................................................................................ 3
Sekil 1.2. Diinyada en fazla bamya iiretimi (ton) yapan ilk 10 Gilke. ........ccccocvriiernrninnnns 3
Sekil 1.3. Tiirkiye’de en fazla bamya yetistiriciligi yapilan ilk 10 il........ccocovvieeiiiinnnnn. 4

Sekil 1.4. Hatay ili genelinde yetistirilen bamya bitkilerinin kok, gévde, meyve ve
tohumlarinda sorun hastalik etmenleri tarafindan olusturulan tipik belirtiler
(OK). ettt 9
Sekil 3.1. Hatay ili genelinde yetisen bamya bitkilerinin govde (A), kok (B), tohum (C)
ve meyve (D-E) lizerinde hastalik etmenleri ve izolasyon sonucu gelisen
fungal KGIHIIET (F). oveiviiiiiiicic e 33
Sekil 3.2. Hatay ili genelinde yetisen bamya bitkilerinin gévde, kok, tohum ve meyve
tizerinde hastalik etmenleri ve izolasyon sonucu gelisen fungal kiiltiirler... 34
Sekil 3.3. Saglikli bamya bitkileri ile pamuk ve pitrak gibi yakin akraba bitkilerin
govde, kok, meyve ve ¢igek gibi organlarindan epifit ve endofit bakterilerin
1ZOlASYON ISIEMI. ... 35
Sekil 3.4. (A-B) Tiitiin yapraginda bakteri izolatlar1 ile yapilan asir1 duyarhilik (HR)
testi. Sadece bitki patojeni izolatlar tiitiin yapraginda HR reaksiyonuna (ok)
neden olmustur. (C) Patates dilimleri iizerinde yapilan ciirtikliik testi
sonucunda patojen bakteri izolat1 (ok) yumusak ciiriikliikk yapmis olup (*)
inokulasyonu yapilan diger izolatlar herhangi bir belirtiye neden olmamustir.

Sekil 3.5. (A) In vitro’da ikili kiiltiir testi ile antagonist etki yapan endofit ya da epifit
bakteri izolatinin fungal hastalik etmenini engellemesi (ok). (B) Kontrol
amactyla petriye konulan hastalik etmeninin normal kosullarda gelisimi. ..40

Sekil 3.6. Antagonistik etki yapan bazi epifit ve endofit bakterilerin etki
mekanizmalarinin tespiti amaciyla (A) siderofor, (B) proteaz enzimi
(protealitik), (C) hidrojen siyaniir (HCN) ve (D) amonyak iiretim
caligmalari. Siderofor ve proteaz (A) iiretme degerlerinin indeks degeri
bakterinin kendi ¢apinin (B¢) zon ¢apina (Z¢) oranlanarak bulunmustur.
HCN ve amonyak i¢in ise D ve E’de goriildiigii gibi filtre kagidinin ve
eppendorf tiipli i¢cindeki soliisyonun renk degisimine gore
degerlendiriImISHr. .....ccoovviiiiiii e 43

Sekil 3.7. Antagonistik etki yaratan endofit ve epifit bakteri izolatlar1 i¢in IAA tiretimi
ve fosfat1 ¢ozme oraninin tespit edilmesi. A ve B’de besi ortaminda fosforu
¢6zme oraninin tespit edilmesi. Fosfor ¢c6zme indeksi; bakteri capinin zon
capina oranlanmasi ile hesaplanmistir. (C) Farkli yogunluklarda IAA
oranlarinin s1v1 besi ortaminda olusturdugu renk farklhiliklart. .................... 45

Sekil 4.1. Hastalik belirtisi gosteren bamya bitkileri ile hastalikli meyvelerin igindeki
tohumlarindan gelisen M. phaseolina (A-C), R. solani (D, E), V. dahliae (F),
Fusarium spp. (G, H) ve S. sclerotiorum (I) gibi farkli fungal hastalik
etmenlerin misel geliSIMICTL. ......c.oovveiiiiiiiiiiic 48

Sekil 4.2. Hastalik belirtisi gosteren bamya bitki tohumlarindan elde edilmis ve
patojenisite testinde kullanilmis F. oxysporum (A), S. sclerotiorum (B), M.
phaseolina (C) ve R. solani (D) izolatlarinin petrideki goriiniimleri. (E)
Hastalik etmenleri ile yapilmig patojenisite testleri sonucu fidelerde ortaya
cikan kok ¢UrikIik belirtileri. ......ocvviiiiiiiiiiiiiie e 49

Vil



Sekil 4.3. Farkli epifit ve endofit bakteri izolatlarinin ikili kiiltiir testlerinde fungal
hastalik etmeni F. oxysporum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

Sekil 4.4. Farkl1 epifit ve endofit bakteri izolatlarinin ikili kiiltiir testlerinde fungal
hastalik etmeni M. phaseolina’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.

Sekil 4.5. ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl1 epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen S. sclerotiorum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri. ......... 60
Sekil 4.6. ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen R. solani’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.................... 62
Sekil 4.7. (A ve B) Antagonist bakteri izolatlarinin CAS Agar besi ortaminda siderofor
tiretme potansiyelleri (ok). En yiiksek etkinlik Enterobacter cloaceae B10ep
tarafindan gOSterilmiStir (0K).......oovvviiiiiiiiiiie i 69
Sekil 4.8. (A ve B) Farkli antagonist bakteri izolatlarindan Bacillus pumilus B20ep (ok),
Bacillus altitudinis B21ep ve Bacillus subtilis B12ep’in SMLBA besi
yerinde proteaz enzimi iiretme potansiyelleri. Bakteri izolatlarinca iiretilen
proteaz etkinligi besi yeri lizerinde farkli ¢caplarda olusturulan engelleme
bolgeleri (ok) ile karakterize edilmiStir. .........ooecvriviiieiinieniee e 71
Sekil 4.9. Farkl1 antagonist bakteri izolatlarinin amonyak {iretme potansiyellerinin
belirlenmesi. Antagonist bakteri izolatlarinca besi yeri igerisinde olusturulan
amonyak iiretimi tiiplerdeki besi yeri renginin ag¢ik saridan koyu sari-
kahverengine (ok) donligmesiyle belirginlesmistir. ...........c.ccoovriverienennnn. 71
Sekil 4.10. Antagonist bakterilerin glycine i¢ceren TSA besi yerinde hidrojen siyaniir
(HCN) tiretme potansiyelleri. Bakteri izolatlar tarafindan artan siddette
tiretilen HCN sonucu petri kapagindaki filtre kagidi sar1 renkten turuncu-
kirmizi renge (0k) dONUSMUSLUL. ......veivveiiieiiieiie e 72
Sekil 4.11. Hastalik etmenlerini engelleyici etkide bulunan antagonist bakteri
izolatlarinin LB besi ortami1 kulanilarak IAA iiretim durumlari ve iiretilen
IAA oranlarina gore sar1 renkten kirmizi-pembeye dogru renk degisimi (0K).

Sekil 4.12. (A ve B) Farkli antagonist bakteri izolatlarinin (Plep, B3ep, B12ep, P2en)
PVK besi yerinde fosforu ¢ozebilme potansiyellerinin belirlenmesi. (A)
Bazi izolatlarin fosforu ¢ozemedigi gézlenmistir. (B) Pseudomonas
aeruginosa B3ep izolatinin besi yeri iizerinde fosfor ¢ozme etkinligi
engelleme bolgesi ile karakterize edilmistir (0K). .....ccoovvivveriiiiicnicieen, 75

VIl



SIMGELER
°C
ha
da
ng
Mg
G
Kg
mL
pm
Min
Ppm
Rpm

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Derece Celsius

- hektar

- dekar

: mikrogram

: miligram

: gram

: kilogram

- mililitre

: mikrometre

: Dakika

: part per million (milyon birimde bir birim)
: rotation per minute (dakikadaki donme sayisi)

KISALTMALAR

TUIK
FAO

PW

uv
HCN
CAS
SMLBA
NH3

KB

LB

NA
PDA
TSA

HR
MALDI-TOF

IAA
PVK
MG
MGI
PCR
PGPB

YEA
SPSS

- Tiirkiye TIstatistik Kurumu

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and

Agriculture Organisation of The United Nations)
. Pepton Water
: Ultraviyole
: Hydrogen Cyanide (Hidrojen Siyantir)
: Chrom Azurol-S Agar Besi yeri
: SM Luria Broth Agar Besi yeri
: Amonyak
: King’s B Agar Besi yeri
: Luria BertaniAgar Besi yeri
: Nutrient Agar Besi yeri
. Patates Dekstroz Agar Besi yeri
: Trypic Soybean Agar Besi Yeri
: Hypersensitive Test (Tiitlin agirt duyarlik testi)

: Matriks Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight

Mass Spectrometry
- Indol Asetik Asit
: Pikovskaya Agar Besi yeri
: Mycelial Growth (Misel Geligimi)

: Mycelial Growth Inhibition (Misel Gelisimin Engellenmesi)

: Polimeraz Chain Reaction

: Plant Growth Promoting Bacteria (Bitki Gelisimini Tesvik

eden Bakteri)
: Yeast Extract Agar (Maya Bazli Agar)
. Statistical Package for the Social Sciences



1. GIRIS

Bamya (Abelmoschus esculentus L.) Malvaceae (Ebegiimecigiller) familyasina ait,
tek yillik, bes bolmeli yesil hafif tiiylii meyvesi ve yuvarlak tohumlu goriiniiste, kuraga
dayanikli, ucuz ve bol vitamin kaynagi olmasi, besleyici 6zelliginden dolay1 diinyanin
tropik ve subtropik birgok bolgesinde en ¢ok iiretilen sebzelerden biridir. Sicak iklim
bitkisi olmasi nedeniyle, Giiney Asya ve Bati Afrika’da yaygin olarak yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ozellikle Dogu Asya iilkeleri ve Hindistan mutfaginda énemli sebzelerin
basinda gelen bamya, iilkemizde genellikle yaz aylarinda taze olarak tiiketilmekte olup,
son yillarda dondurulmus {riin halinde her mevsim tiiketicilere marketlerde
sunulmaktadir. Bamya bitkisinin tohum sayisinin ve yag orani iceriginin fazla olmasi
sebebiyle, sebze olarak tiiketilmesinin yanisira yaglik bir bitki olarak {iretilmesi {izerine
calismalar yapilmstir.

Bamya meyvelerinin igeriginde A, B1, B2, C, K vitaminleri, niacin, protein, yag,
karbonhidrat, potasyum, kalsiyum ve demir bulunur. Lif orani yiiksek bir besin olan
bamya, taze olarak tiiketildigi gibi, idrar soktiiriicii, mide ve bagirsaklarin diizenli
calismasini saglayarak sindirim sistemine yardimci olmak suretiyle sayisiz faydalara
sahiptir. Mineraller agisindan da zengin bir sebze olan bamya, halsizlige iyi gelir.
Cicekleri ezilip kaynatilarak suyu igilirse gdgsii rahatlatir ve yumusatir (Anonim, 2022).

Bamya, sicak iklim sebzesi oldugundan dolay:1 ekim i¢in hava sicakliginin 16°C,
toprak sicakligimin ise 15°C iizerine ¢ikmasi gerekir. Ekim tarihi havanin ve topragin
sicakligina ve tavina gore 15-20 giin arasinda degisiklik gdsterebilmektedir. Bamya
tliman iklimlerde tek yillik, tropikal iklimlerde ise ¢ok yillik bir bitkidir. Bitki 5-6°C
sicakliga kadar dayanma 6zelligine sahip olmasina ragmen diisiik sicakliklarda verimde
gozle goriilebilir bir diisme meydana gelir. Yaz doneminin kisa oldugu doénemlerde
bodur ve erkenci gesitlerin yetistirilmesi tercih edilmektedir. Bamya bitkisinde toprak
seciciligi yoktur ancak en iy1 gelistigi toprak cesidi derin, gegirgen ve kumlu-tinh
topraklardir. Nemli topraga ekim yapilmasi tavsiye edilmez. Yetistirilecek topragin pH
degerinin 5.0 ile 8.0 arasinda olmasi tavsiye edilir. Bamya bitkisi kurak kosullara adapte
oldugu icin kokleri derinlere kadar inebilir. Uygun sartlarda yetistirilen bamyanin
kokleri, 0-50 cm uzunlugundadir ve kazik kok yapisi ¢ok kuvvetlidir. Govde yapisi ise
dik olarak gelisme gosterir. Uzunlugu tek yilliklarda 80-120 cm’dir. Geng aksamlarda



gbovdenin iizerinde tiiyler bulunur ve bu tiiyler zaman gegtik¢e diken formunu alabilir.
Yapraklar1 asma yapraginin seklini andirir, yapragin alt ve lstiinde ¢ok sayida tiiy
bulunur.

Cicekler, yapraklarin dal ile birlestigi yerde olusmus olup her ¢igekte 8 tane canak
yaprak bulunur. Cigeklerin rengi yesil, kirmizi-yesil arasinda degisebilir. Cigek yapisi
erdisi formundadir ve kendine déllenme durumu oldukga sik goriiliir. Meyve uzunluk
olarak 1-5 cm oldugu zaman yesil renkte olup 10-15 cm uzunluguna geldigi zaman
rengi degiserek kahverengilesir. Meyvenin iizerinde de tiiyler mevcuttur ve tiiylerin
birlesim yerinde salgi bezleri bulunmaktadir. Tohumun olusumu meyve igerisinde
meydana gelir ve sekli yuvarlaktir. Bir adet meyvedeki tohum sayist 70 ile 90 arasi
degisebilmektedir. Tohumlar normal kosullarda 2-3 yil boyunca canliliklarim
kaybetmezler.

Bamyanin hasat zamani meyve boyutu 1-3 cm oldugu zaman yapilir ve hasat
yontemi el ile meyvesinin sap kismindan koparilma seklindedir. Hasat zamani
geciktikge meyvenin igindeki seliiloz orani yiikselir ve tohum olusur (Anonim 2022).

Bamya bitkisinin ¢igeklenme doénemi genel olarak tohum ekiminden 40-60 giin
sonra baslar. Ciceklenme doneminden sonra olusan meyve kullanim sekline gore 1 ya
da 3-4 giinliik bir zaman dilimi iginde kullanilmalidir. Hasatin diizenli ve sik olarak
yapilmas1 gerekir. Hasat donemi yeni ¢igek olusumunu da etkiler. Hasat siireci 1-5 ay
arasinda olmaktadir.

Bamya bitkisi uzun Omiirlii bir sebze olmamasindan o6tiirii hasattan sonra ¢ok
geciktirmeden torba, ¢uval ya da kasalara konulmalidir. Beklemis meyvede kararmalar
meydana gelir ve bu da kaliteyi diisiirerek pazar degerinde diisiise neden olur.
Depolama kosullarinin 7-10 °C ve %90 nem olmasi sartiyla 8-10 giin aras1 depolama
yapilabilir.

Diinya genelinde 2021 yilinda bamya iiretimi 2.478.132 ha alanda 10.822.248 ton
olarak gerceklesmistir (Sekil 1.1, Anonymous, 2021). Diinyanin 6nde gelen bamya
tiretici iilkeleri arasinda Hindistan 6.466.000 ton iiretimi ile basta gelirken, bu iilkeleri
sirasiyla Nijerya, Sudan, Mali, Fildisi Sahili, Pakistan, Irak, Misir, Gana takip etmistir
(Sekil 1.2).
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Sekil 1.1. Diinya genelinde yillara gore toplam bamya {iretim miktar1 (ton) ve alan1 (ha).
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Sekil 1.2. Diinyada en fazla bamya iiretimi (ton) yapan ilk 10 iilke.

Ulkemizde 2022 yilinda, bamya iiretimi yapilan toplam alan 45.542 da olurken
toplam iiretim miktar1 30.484 ton olmustur. Ulkemizde bamya ekim alan1 en fazla olan

il 7.637 da ile Balikesir olarak bildirilmistir. Balikesir’i 5.628 da ile Amasya, 3.754 da




ile Izmir, 3.126 da ile Aydin, 2.623 da ile Antalya, 2.137 da ile Bursa, 2.130 da ile
Osmaniye, 1.946 da ile Mersin, 1.608 da ile Denizli ve 1.360 da ile Manisa takip
etmistir. Hatay ili ise 659 dekar ile 17. sirada yerini aldig1 Sekil 1.3’te goriilmektedir
(Anonim, 2022).

Tiirkiye’de 2022 yilinda bamya iiretim miktar: toplam 30.484 ton olurken en fazla
tiretim yapan il (Sekil 1.3) 3.796 ton ile Balikesir, ikinci sirada 3.259 ton ile Osmaniye,
3.124 ton ile Aydin, 2.855 ton ile Amasya, 2.736 ton ile Izmir, 1.707 ton ile Antalya,
1.533 ton ile Mersin, 1.298 ton ile Diyarbakir, 1.164 ton ile Mugla, 899 ton ile Manisa
gelmektedir. Hatay ise 760 ton ile 13. sirada yer almistir (Anonim, 2022).

Hatay’n ilinde ise {iretim alani en fazla olan il¢eler 150 da ile Antakya ve Arsuz,
115 da ile Samandag, 110 da ile Erzin, 75 da ile Defne, 27 da ile Yayladag, 20 da ile
Iskenderun ve 12 da ile Reyhanlh seklinde siralanmustir. Uretim miktar1 agisindan
degerlendirildiginde ise 200 ton ile en fazla Antakya il¢esinde, 180 ton ile Arsuz, 150
ton ile Samandag, 99 ton ile Erzin, 75 ton ile Defne, 23 ton ile iskenderun, 22 ton ile

Yayladagi ve 11 ton ile Reyhanli siralamayi takip etmistir (Anonim, 2022).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de en fazla bamya yetistiriciligi yapilan ilk 10 il.

Ulkemizde genellikle bamya yetistiriciligi dzellikle Ege ve Marmara bélgelerinde
yogunlagmis olup, son yillarda halkin giderek artan yogun ilgi ve talebinden dolay:

Karadeniz ve Akdeniz bolgelerinde de yetistiriciligi yayginlik kazanmistir. S6z konusu



bu durumdan dolayr zaman igerisinde iklimle uyum saglayan Amasya bamyasi,
Bornova bamyasi, Balikesir bamyasi ve Sultani bamya gibi yerel bamya cesitleri
gelistirilerek yetistiricilik alanlar1 genislemistir.

Bornova bamyasi; Ege bolgesinde yaygin olarak yetistirilir. Bornova bamyasinin
kullanim alan1 genellikle sofralik ve konservelik olmustur. Ayrica bu bamya tiiriine
Manikiirlii bamya ve Kinali bamya da denilmektedir. Bu bamya ¢esidi siimiiksii yapi
olusturmadigindan dolay1 konserve yapimi i¢in de idealdir. Meyve yapisi olarak Sultani
bamya ¢esidinden kisa, uglar siskin ve bes koselidir.

Balikesir bamyas1 diger bir deyisle Tombul Bamyasi; kisa, alt1 koseli, etli, ucu
kisa meyve ozelligindedir. Bu ¢esit hem taze tliketim i¢in hem de konserve yapimi i¢in
idealdir. Ekildikleri bolgelerin ve topraklarin 6zelliklerine gore aroma ve dis goriiniis
olarak farklilik gostermistir.

Sultani Bamya; Diinya’da ve Tiirkiye’de olduk¢a yaygin olarak yetistirilen bir
cesittir. Balikesir bamyasindan farki kdse sayist olmustur. Balikesir bamyasinda kdse
sayist alt1 iken Sultani bamyada bes olmustur. Bu c¢esit oldukca yumusak ve lezzetli
oldugu icin hazir konservelerde en ¢ok kullanilan cesit olarak bilinmektedir. Ayrica
hasat1 gec¢ yapilsa bile seliilozlasma orani olduk¢a yavas bir sekilde oldugundan dolay1
daha ¢ok Ege ve Marmara bolgelerinde yetistiriciligi yapilir. Amasya Bamyasi yani
cicek bamyasi llkemizde Ozellikle kurutmalik olarak kullanilmaktadir. Daha c¢ok
Amasya ve Tokat’ta yetistiriciligi yapilmaktadir. Cicek bamyasi denilmesinin nedeni
cicek actiktan sonra tam gelisimi beklenmeden hasadinin yapilmasidir. Bundan dolay:
oldukga hassas bir yapiya sahiptir.

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de bamya bitkisine talep artisiyla beraber bamya
yetistiriciligi yapilan alanlarda da artig goriilmiistiir ve bu durumdan dolay1 fungal,
bakteriyel ve viral hastaliklar ile zararlilar da 6nemli oranda {irlin kayiplarina neden
olmustur (Agrios, 2005). Hastalik ve zararlilardan dolay1 iirlin kayiplart bamya
yetistiricilik alanlar1 fazla olan Afrika ve Dogu Asya iilkelerinde rapor edilmistir.
Diinyada farkli bolgelerde yetisen farkli bamya tiirlerinde de tohum, yaprak ve toprak
kokenli cok sayida fungal ve bakteriyel patojenler tespit edilmistir. Hastalik etmenleri
arasinda yaprakta en fazla goriilen patojen bamya kiilleme etmeni Erysiphe
cichoracearum DC. ex Merat olmustur. Pakistan’da yapilan sérveyler sonucunda tohum

kokenli 10 tane olmak iizere 14 farkli fungal patojen belirlenerek bu tiirlerin arasinda



verimi en ¢ok etkileyen 6nemli tiirlerin; fide yanikligina neden olan Fusarium spp., F.
oxysporum, F. moniliforme vb., govde ciiriikliigline neden olan Macrophomina
phaseolina, antraknoz Colletotrichum dematium ve geriye dogru 6liim hastaliklari
oldugu bildirilmistir (Anam ve ark., 2002).

Hastalikli bamya bitkilerine ait tohumlardan yapilan izolasyonlar sonucunda
Alternaria alternata, Aspergillus niger, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum, F.
solani, F. moniliforme, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Stemphylium
botryosum, Penicillium digitatum ve Pythium aphanidermatum gibi toprak kokenli
fungal hastalik etmenleri molekiiler ¢alismalarla tanilanmistir (Al-Kassim ve Monawar,
2000; Odofin, 2010). Bamya bitkilerinde goriilen hastalik belirtilerinden solgunluk,
yaprak lekesi, govde kanseri ve meyve yaniklig1 patojenlerinin tespiti i¢in morfolojik
tanilama ¢alismalarmin sonucunda Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, Fusarium
chlamydosporum ve Choanephora cucurbitarum hastalik etmenleri tespit edilmistir.

Diinyada farkli iklimlerde ve bolgelerde yetistiriciligi yapilan bamya bitkilerinde
Phytophthora nicotianae Irak’ta (Matny, 2013), Verticillium dahliae Kuzey Cin’de
(Zhai ve ark., 2019), Cercospora malayensis (Ju ve ark., 2020) ve Podosphaera xanthii
(Choi ve ark., 2018) Giiney Kore’de, Podosphaera xanthii (Fan ve ark., 2019),
Alternaria alternata (Chai ve ark., 2019), Colletotrichum gloeosporioides (Shi ve ark.,
2019), Choanephora cucurbitarum (Liu ve ark., 2019), Pythium aphanidermatum (Qu
ve ark., 2021), Cercospora cf. flagellaris Cin’de (Chai ve ark., 2021), Sclerotium rolfsii
Fildisi Sahili’nde (Kone ve ark., 2010), Colletotrichum plurivorum ise Brezilya’da
(Batista ve ark., 2020) ilk kayit olarak bildirilen hastalik etmenleri olmustur. Yapti§imiz
literatiir arastirmalarinda ise ililkemizde bamya yetistirilen alanlarda olumsuz etki
olugturan fungal veya bakteriyel hastaliklar, bunlarin yayginligi ve durum tespitine
yonelik yapilmis caligmaya rastlanilmamistir.

Fusarium tiirleri iletim demetlerine etki eden patojenler arasinda en yaygin ve
onemli hastaliklardan birisi olmustur. Bu hastaligin tiirleri  genel olarak
makrokonidilerle, misel ya da klamidiosporlarla bitkileri enfekte eder. Hayat ¢emberi
dormant, parazitik ve saprofitik asamalar olarak ayrilmistir. Fusarium farkli bitkiler
tizerinde biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugundan dolay:r 6nemli bir patojen olarak
bilinmektedir (Okungbowa ve Shittu, 2012). Fusarium oxysporum’un neden oldugu

Fusarium solgunlugu, birgok siis ve bahge bitkisinin en yaygin ve yikici hastaliklarindan



biri olmustur (Beckman, 1987). Fusarium oxysporum’un hastalikli bitkilerde oldugu
kadar toprakta ve tohumda da bulunmasi nedeniyle hastaligin daha yaygin hale gelmesi
s6z konusudur (Okungbowa ve Shittu, 2012).

Etkilenen bitkiler, govdelerin tabanindan baslayarak koyu kahverengiden siyaha
dogru bir renk degisikligi gostermistir (Sekil 1.4). Fusarium solgunlugu; ¢i¢ek ve tohum
diismesi, tohum c¢lirtimesi, kii¢lilmiis tohum, tohum ve yaprak nekrozu, renk bozulmasi,
cimlenmede azalma ve bitki canliliginda azalma olmak iizere hasarlara neden olmustur
(Okwu ve ark. 2005). Fusarium’a ait ilk belirtiler genellikle bitkinin bir tarafinda, alt
yapraklarda sararma ve kuruma olarak ortaya ¢ikmistir. Hastalik ilerledik¢e yaprak
sararmasl, nekroz ve bitki bodurlugu daha belirgin bir sekil almistir. Bu belirtileri
vaskiiler renk degisikligi ve govdede nekroz takip eder. Bitkide kokten baslayarak
tamamina yayilan solgunluk goriiliir ve sonunda da bitki dliir (Beckman, 1987). F.
oxysporum toprakta yiiksek oranda saprofitik hayatta kalma potansiyeline sahip
oldugundan dolay1 topragin temiz ve bitkilerin saglikli olmasi hastaliga karsi
miicadelede 6nemli bir faktordiir (Okwu ve ark., 2007).

Bamyada hastalik olusturan farkli bitki patojenleri arasinda toprak kaynakli en
yikici hastalik etmenlerinin basinda Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid gelmistir
(Hafiz, 1986). Diinya c¢apinda ¢ok genis bir konukcu yelpazesine sahip olan M.
phaseolina etmeninin 500°den fazla kiiltiir ve yabani bitkide hastaliga neden oldugu
tespit edilmistir (Jones ve Canada, 1994; Khanzada ve ark., 2012). Kiiltiir bitkileri
yiiksek sicaklik ve diisiik nem gibi g¢evresel stres faktorlerine maruz kaldiginda ve
cogunlukla yaz mevsiminde fungal etmenin goriilme siklifinda artis gézlemlenmistir
(Abdulhassan, 2020; Gulya ve ark., 2002). Hastalik etmeni genellikle 2 ile 3 hafta
boyunca toprak sicakliginin 27-35 °C’ye kadar diistiigii zaman gelisimini arttirdigi
goriilmiistiir (Yang ve Navi, 2003). Baz1 kiiltiir bitkilerinde hastaliktan kaynakli
yaklagik %35-100 aras1 verim kaybi kayitlara gegmistir (Vyas, 1981). M. phaseolina
hastalik etmeni misel formunda yedi giinden fazla yasayamazken, sklerot formunda
toprakta 10 aydan fazla yasama potansiyeline sahiptir (Ghaffar ve Akhtar, 1968). Bu
fungus i¢i bos gdvde olusumuna, kok ciirtikliigiine, ¢ikis Oncesi ve ¢ikis sonrasi
¢okertene neden olmaktadir (Reuveni ve ark., 1983; Khanzada ve ark. 2012).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, bitki patojenlerinin en yikici olanlarindan

birisi olarak bilinmektedir. S. sclerotiorum’un diinya ¢apinda kiiltiir bitkileri ve yabanci



otlar dahil 400°den fazla konukgusu vardir ve bu konukcular i¢inde ¢ift cenekli bitkiler
(aycigegi, soya fasulyesi, kolza, yagli tohumlar, yenilebilir kuru fasulye, nohut, yer
fistig1, kuru bezelye, mercimek ve ¢esitli sebzeler) ve tek ¢enekli bazi tiirler i¢in tehlike
olusturmaktadir. ABD’de S. sclerotiorum’ dan kaynaklanan toplam yillik kaybin 200
milyon dolart astig1 belirtilmistir. ABD’de 1999 yilinda meydana gelen Sclerotinia
epidemisi sirasinda, ekin kaybinin toplam degeri 100 milyon dolara kadar yiikselmistir.
Kiiltiir bitkilerinde meydana gelen hasar miktari, bitkilerin bu hastalifa direncinin az
olmasi, hastaligin kontroliiniin zor olmas1 gibi etkenler S. sclerotiorum {izerine detayli
arastirmalar yapilmasi icin tesvik edici faktorler olmustur.

Hastalik etmeni icin ABD’de yapilan kongrede hastalik kontrolii izerine AR-GE
caligmalarini tesvik etmek amaciyla Tarim Bakanlig tarafindan yonetilen Uluslararasi
Sclerotinia Girisimi i¢in destek ve mali yardim yapmustir (Bolton ve ark., 2006). S.
sclerotiorum diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi bamyada da goriilen 6nemli bir
hastalik olmustur. Hastalik enfekteli dokularin {izerinde kabarik beyaz miselyum
tabakas1 olusturarak iizerinde uzun siire hayatta kalabilme yetenegine sahip siyah
sklerotlar olusturur. Olusan skerotlardan dolayr hastaligin miicadelesi olduk¢a zordur
(Prova ve ark., 2017). Hastalik tim bitkiye ilerleyerek lezyonlara; nekroz ve bitki
dokusunun ¢iiriimesine neden olur (Fischer ve ark., 2014).

Rhizoctonia cinsinin en 6nemli tiirii olan Rhizoctonia solani, konukgu ¢esitliligi
ve yaptigi zarar agisindan toprak kaynakli 6nemli bir bitki patojenidir. Konukgulart
arasinda Poaceae (musir, piring, bugday, arpa, yulaf), Fabaceae (soya fasulyesi, fistik,
kuru fasulye, yonca, nohut, mercimek, bezelye), Solanaceae (tiitiin, patates),
Amaranthaceae (seker pancari), Brassicaceae (kanola), Rubiaceae (kahve), Malvaceae
(pamuk, bamya), Asteraceae (marul), Araceae (pothos), Moraceae (ficus) ve Linaceae
(keten) familyasindaki bitkiler yer alir (Ajayi-Oyetundea ve Bradley, 2018). Fide
yaniklig1, kok ¢iiriikliigii ve hipokotil ¢iirtikleri, duyarl genotipler yiiksek riskli tarlalara
ve hastalik gelisimi i¢in uygun kosullara ekildiginde gozlemlenen tipik simptomlar
olarak belirlenmistir (Yang, 2015). Farkli bitkilerde tohum ve kok c¢iiriikligl, tag
curtikliigii, govde ¢iirtikliigli, gévde kanseri, kabukta siyahlagma, fide yaniklig1 ve ¢ikis
oncesi ve sonrasi ¢okerten hastaligi goriilmistiir (Ajayi-Oyetundea ve Bradley, 2018).



Sekil 1.4. Hatay ili genelinde yetistirilen bamya bitkilerinin kok, govde, meyve ve
tohumlarinda sorun hastalik etmenleri tarafindan olusturulan tipik belirtiler (k).

Belirli bir alanda siirekli ayni iirliniin yetistirilmesi, toprak kokenli fungal hastalik
etmenlerinin gelismesine neden olarak onemli sorun olusturmuslardir. Toprak kokenli

hastalik etmenleri toprakta, topraga igine karismis bitki/hasat artiklarinda ve kok



dokularinda aylarca veya yillarca canliligimi = siirdiirebilme yeteneginde olan
mikroorganizmalardir. Toprak kokenli hastalik etmenleri abiyotik streslere ve olumsuz
iklim kosullarina dayanikli sklerot, klamidospor ve benzeri eseyli/eseysiz yapilar
iiretmelerinden dolay1 bu tiir hastaliklarla miicadele etmek olduke¢a giictiir. Diinyada
gida ve yem varliginin ve veriminin korunmasi icin bitkilerde goriilen hastaliklarin
kontrol altina alinmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir. Hastaliklarin kontroliinde kiiltiirel
yontemler kullanilsa bile tireticiler genellikle kimyasal iiriinlere ve pestisitlere dnemli
dlgiide yonelmistir. Ilk zamanlarda pestisit kullanimi hastaliklarin &nlenmesi ve verim
artisinda 6nemli faydalar saglamis olsa bile son 100 yilda asir1 ve sik kullanim, yiiksek
doz ve yanlis zamanlarda ilaglarin kullanimi 6nemli 6l¢iide bitkide kalinti sorunu ve
cevre kirliligine neden olmustur (Pal ve ark., 2006). Pestisitlerin bilingsiz ve asiri
kullanimi1 sonucu ¢evrenin kirlenmesi, dogal dengenin bozulmasi ve bitki hastaliklarinin
kullanilan pestisitlere karsi diren¢ kazanmasi ile sonuglanirken, son yillarda bitki
hastaliklar1 ile miicadelede kimyasallara alternatif yontemlerin kullanimi iizerine
yapilan ¢alismalar 6nem kazanmistir (Staub, 1991).

Tohum ve toprak kokenli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karst
dezenfektanlarin kullanimi, sicak su, UV radyasyon, mikrodalga gibi fiziksel
uygulamalar, kimyasal, abiyotik ve biyotik kokenli uyaricilarin (salisilik asit, BTH,
BABA, INA vb.) kullanimi, bitki ugucu yag ve ekstraktlarin uygulanmasi kimyasal
miicadele yontemlerine alternatif olarak kullanilan baglica miicadele sekilleridir. Bitki
hastaliklariyla miicadelede kimyasallara alternatif yontemler arasinda “biyolojik
miicadele” ve biyolojik miicadele {irlinlerinin (biyopreparat) kullanimi son yillarda ilk
siray1 almistir. Ozellikle gelismis iilkelerde kimyasal pestisit kullanimimin sebep oldugu
olumsuzluklar nedeniyle hastaliklarla miicadelede “biyolojik miicadele etmenlerinin”
kullanildig: stirdiiriilebilir miicadele ¢alismalarina yonelik ¢alismalara hiz verilmistir
(Cook, 1993; Guo ve ark., 2004; Huang ve ark., 2005).

Biyolojik miicadeledeki amaglardan birisi de bitkilerde bulunan yararl
mikroorganizmalarin bitkinin kok bolgesinde toplanmasina yardimer olarak bitkilerin
direncini arttirip hastalanmasinin engellenmesidir (Chet ve Inbar, 1994; Benitez ve ark.,
2004). Biyolojik miicadelede kullanilan biyolojik miicadele iirlinleri ad1 verilen faydali

mikroorganizmalar patojenle besin ve yer rekabeti yaparak, cesitli kimyasallar ve
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antibiyotikler iireterek, kiiltiir bitkisinin dayaniklilik ve savunma mekanizmasin
artirarak veya hiperparazitizm ile etkili olmaktadir.

Bitki hastaliklar1 ile biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan biyopreparat
tirtinlerde faydali bakteriyel, fungal ve viral mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Bu tiir
preparatlar icerisinde etkin madde olarak yer alan, bitkilerin kdk (rizosfer) bolgesinden
ve etrafinda yasayan, bitki gelismesini tesvik eden faydali bakteriler (Plant Growth
Promoting Rhizobacter, PGPR) olarak adlandirilir. Bu tiirdeki faydali bakteriler
konukeu kiiltiir bitkilerini; hastalik etmeninin zararindan, kiiltiir bitkilerinin topraktan
besin alimini hizlandirarak yabanci otlardan dolay1 olusan zararlanmadan (Babalola ve
ark. 2007), bitkilerin yetistigi ortamlardaki tuzluluk, kuraklik, agir metal kirliligi, pH
dengesizligi gibi abiyotik streslerden (Egamberdiva 2008; Zahir ve ark. 2008; Kaymak
ve ark. 2009; Kumar ve ark 2009) korunmasinda yardimci olurlar.

Bazi PGPR’ler bitki gelismesini tesvik etmede birden fazla etki mekanizmasini
harekete gecirebilir (Ahmad ve ark. 2008). Antibiyosis, hiperparazitizim, patojenlerle
besin ve yer rekabetine girerek, antimikrobiyal bilesenler/metabolitler, siderofor,
organik asit, indol asetik asit (IAA), amonyak (NHs3), hidrojen siyaniir (HCN), proteaz,
kitinaz, seliilaz gibi litik enzimleri tiretmek suretiyle ve bir¢ok farkli etki mekanizmalari
kullanarak faydali bakteriler hastaliklara karsi etkinlik gosterebilir. Bu tiir faydali
bakteriler ayrica toprak parcalarina tutunarak topraktaki organik maddeleri inorganik
maddelere cevirerek topragin verimini arttirdigi gibi, toprakta var olan ancak bitkinin
alabilecegi formda bulunmayan besin maddelerini bitki tarafindan alinabilir forma
cevirerek bitkiye faydali olabilir (Babalola, 2010). Bu mekanzimalarin yanisira faydali
bakteriler konukgu bitkide hastalik etmenlerine kars1 dayaniklilig: tesvik ederek de etkili
olabilirler.

Yaptigimiz literatiir arastirmalari sonucunda bamya bitkisinde goriilen tohum ve
toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi bitki ugucu yag ve biyolojik miicadelesi ile
ilgili olduk¢a az sayida ¢alismanin yapildig: belirlenmistir (Hossain ve Doullah, 1998;
Ali ve ark., 2001; Anam ve ark., 2002; Aloui ve ark., 2017, Abduhu ve ark., 2018;
Jabeen ve ark., 2021; Urooj ve ark., 2021; Singh ve ark., 2021).

Bu ¢alismada; (i) Hatay ilinin farkli ilgelerinde yetistiriciligi yapilan bamya
bitkilerinde goriilen tohum ve toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinin izolasyonu,

(i) tanilanmasi, (iii) tohum ve toprak kokenli yaygin fungal hastalik etmenlerin misel
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gelisimlerinin engellenmesi iizerine saglikli bamya bitkileri ile yakin akraba konukcu
bitkilerin farkli kisimlarindan izole edilip tanilanan epifit ve endofit bakterilerin in vitro
antagonistik etkileri, (iv) bakterilerin fungal etmenlerin misel gelisimini engellemede ve
bitki gelisimini tesvik etmede rol oynayan bazi mekanizmalarinin belirlenmesi

amaglanmstir.

12



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Bamya Bitkisinde Sorun Olan Hastahk Etmenlerinin Diinya ve Ulkemiz

Genelindeki Durumu

Oluma ve Nwankiti (2000), Nijerya’da hasat mevsiminde yagmur ormanlarindan
ve savan bolgelerinden hastalik belirtisi gosteren 50 farkli bamya bitkisi toplanarak
yapilan izolasyon ¢alismalar1 sonucunda hastalik belirtisine neden olan fungal etmenin
Macrophomina phaseolina oldugu tespit edilmistir. Kurak ve yagisli zaman siiresince
hastaligin yayilma oran1 %60-80 ile %30-40 oranlarinda degistigi, hastalik orani 4.
haftada %10-14, 8.haftada ise %50-55 oraninda gerceklestigi bildirilmistir. Meyvelerin
cogunda clirime meydana gelirken, yara kismindan verilen patojenin hastalik yapmada
daha ¢ok etkili oldugu gozlenmistir. Yarali ve saglam olan 2 giinliik bitkilerin ¢iliriime
oranlari, 7 giinlik meyvelere gore daha fazla olmustur. Elde edilen sonuglar yash
bitkilerin enfeksiyona kars1 daha duyarli oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma Nijerya’da
bamyada goriilen M. phaseolina’nin kdk ve meyve ciiriikliigi hakkindaki ilk rapor
niteligini tagimaktadir.

Kone ve ark. (2010), Fildisi sahilinin Rubbino ilgesinde 2010 yilinin Ocak ayinda
sebze tarlalarinda yapmis olduklar1 sorveylerde bamyada bazi hastalik belirtileri
gozlemlemistir. Hastaligin belirtileri, govdenin topraga yakin noktalarinda koyu
kahverengi lekeler, kokiin {ist kisimlarinda koyulagsma, bitkinin alt yapraklarinda ise
sararma seklinde karakterize edilmistir. Hastaligin ilerleyen asamasinda govdede beyaz
pamuksu misel gelisimi ve bu miseller iizerinde ve toprak yiizeyinde oldukga fazla
sayida acik renkli sklerot olusumlart goriilmiistiir. Hastalifin goriildiigl tarlalarda
hastaligin yayilma oranmin %]15’e kadar yiikseldigi bildirilmistir. Fungusun
baslangictaki beyaz yapili sklerotlar1 daha sonra kahverengiye donmiistiir. Yapilan
teshis calismalar1 sonucunda hastalik etmeni Sclerotinia rolfsii olarak tanimlanmustir.
Kontrollii olarak sera kosullarinda sklerotlarin topraga ve 4 haftalik bamya fidelerine
verilmesi sonucu benzer simptomlar gozlenmistir. S. rolfsii’ nin Fildisi sahillerinde
farkl bitkilerde hastaliga neden oldugu bilinmekte olup, bamyalarda hastalik yaptig1 ilk

kez bu galisma ile ortaya konulmustur.
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Mathny (2013), tarafindan Irak’ta yetistirilen bamya tarlalarinda yapilan
sorveylerde, solgunluk hastalig1 belirtileri gosteren bitkilerden oomycet hastalik etmeni
Phytophthora nicotianae’yi morfolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore tanilamiglardir.

Li ve ark. (2015), Cin’in Pekin eyaletinde yetistirilen bamya bitkilerinde yapmis
olduklar1 sorvey caligmalarinda solgunluk belirtileri gozlemlemislerdir. Enfekteli
bitkilerde yapraklarda sararma ve solma ayni zamanda koklerde kahverengilesme
gorilmistiir. Hastalikli bitkilerden alinan Ornekler izole edildiginde bu etmenin
Fusarium solani oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma Cin’de bamya bitkisinde F.
solani’nin yikici oldugunun ve hastaligin belirlendigine dair ilk rapor olmustur.

Prova ve ark. (2017), tarafindan yapilan c¢alismada Banglades'in Gazipur
bolgesinde yetistirilen bamya (Abelmoschus esculentus L. Moench) ‘BARI Dherosh-1’,
bitkilerinde ¢iirlime seklinde belirtilere rastlanilmistir. Etkilenen bitkilerde kabarik
beyaz miselyum ve biiylik sklerota sahip fungal etmen izole edilmistir. Morfolojik,
molekiiler ve patolojik analizlerin birlesik sonuglarina goére, hastalik etmeni Sclerotinia
sclerotiorum (Lib) de Bary olarak tanimlanmustir. Hastalik etmeninin saglikli bamya
meyvelerine asilanmasi, sahada daha once gozlemlenen simptomlar1 tekrarlamistir. Bu
calisma, Banglades’te bamya hastaligina neden olan S. sclerotiorum’a dair ilk rapor
olmustur.

Choti ve ark. (2018), Kore’nin Iksan bolgesinde sera alanlarinda Red hope bamya
cesidine ait yapraklarin her iki yiizeyinde de beyaz lekeler gormiistiir. Ilerleyen
zamanlarda bu lekeler yayilarak yaprak gelisimini azaltmis ve yetistiricilik yapilan
alandaki bamya bitkilerinin yaklasik %30’luk kismin1 olumsuz yonde etkilemistir.
Hastalikl1 bitkilerden yapilan izolasyon ve teshis calismalart sonucunda s6z konusu
belirtilere kiilleme hastalig1 etmeni Podosphaera xanthii’nin neden oldugu bildirilmistir.
P.xanthii tarafindan neden olunan kiilleme hastaligi ayni zamanda Avustralya,
Brezilya, Yunanistan, Hindistan, Israil, Japonya, Sudan ve Tayvan’da da goriilmiistiir.
Bu ¢alisma P. xanthii etmeninin Kore’de bamyada hastaliga neden oldugu ilk rapor
niteligini tagimaktadir.

Chai ve ark. (2019), 2014 Eyliil ayinda Pekin’in Yanging bolgesinde yetistiriciligi
yapilan bamya tarlalarindaki Dbitkilerin yaprak kisimlarinda bazi simptomlar
gbzlemlenmistir. Yapraktaki simptomlari ilk 6nce koyu kahverengi veya siyah renginde

1-3 cm c¢apinda diizensiz kiiclik yuvarlak nokta seklinde karakterize edilmistir. Zaman
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gectikce olusan noktalar birleserek biiyliik capli nekroz alanlarina doniismiistiir.
Hastaligin goriildiigii alanlardan alinan orneklerden yapilan izolasyonlar sonucu elde
edilen etmenler morfolojik ve molekiiler olarak tanilanmistir. Bu analizlerin sonucunda
hastalik etmeninin Alternaria alternata oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma Cin’de
A. alternata’ nin bamya bitkilerinde goriildiigiine dair ilk rapor olmustur.

Fan ve ark. (2019), Cin’de 2018 yilinin Ocak ayinda serada yetistirilen bamya
bitkisinin Hongwufu c¢esidinde kiilleme hastahiginin belirtileri gdzlemlenmistir. Ilk
belirtiler yash yapraklarin alt ve iist kisimlarinda beyaz lekeler halinde goriilmiis ve bu
lekeler once biitiin yapraga daha sonra bitkinin tamamina yayilmistir. Hastaliktan geng
yapraklar daha c¢ok etkilenmis olup verimde gozle goriiliir bir azalma saptanmistir.
Enfekte olan ornekler toplanip izole edilerek appresoryum yapisi, patojenisite testi ve
molekiiler analizlere gore degerlendirildigi zaman kiillemeye neden olan hastalik
etmeninin Podosphaera xanthii oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma P. xanthii ’nin
Cin’de bamya bitkisinde hastalik yaptig1 ilk ¢alisma olma 6zelligini tagimistir.

Liu ve ark. (2019), Cin’in Fujian eyaletinde ticari amagla yetistirilen bamya
bitkilerinde yaprak yanmiklig1 belirtilerine neden olan hastaligin yaygin oldugu
tarlalardaki bitkilerde verimi etkiledigini bildirmislerdir. Hastalikli yapraklardan yapilan
izolasyonlardan gelisen etmenin sporangium yapisina gore yapilan teshis sonucunda
Choanephora cucurbitarum olarak tanimlanmistir. Yapilan patojenite ve molekiiler
testlerle de bu teshis dogrulanmistir. Bilindigi kadariyla bu ¢alisma Cin’de bamya
yetistirilen alanlarda C. cucurbitarum’un rapor edildigi ilk ¢aligmadir.

Shi ve ark. (2019), Cin’in Hunan kentinde serada yetistirilen bamya bitkilerinde
yaprak yaniklig1 belirtileri gézlemlenmistir. Belirtiler yaprakta sari-kahverengi nekrotik
ve ¢okiik lekeler seklinde goriilmiistiir. Alandaki bes farkli serada da yapilan sorvey
caligmalar1 sonucunda hastaligin yayilma oranmin %60 oldugu tespit edilmistir.
Hastaliklt bitkilerden alinan oOrnekler izole edilip morfolojik ve genetik acidan
incelendiginde hastalik etmeni Colletotrichum gloeosporioides olarak tanimlanmustir.
Cin’de s6z konusu hastalik etmeni daha Once elma, {liziim, biber gibi bitkilerde
goriilmiistiir. Fakat bu calisma ile ilk defa hastalik etmeninin bamyada hastalik yaptigi
rapor edilmistir.

Zhai ve ark. (2019), Pekin’in Fangshan bolgesinde Mayis ile Eyliil aylar1 arasinda

bamya yetistirme alanlarinda asamali olarak yaprak sararmasi, solgunluk, damarlarda
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koyu kahverengiye dogru renk degisimi ve bitkilerde olim gibi belirtiler
gozlemlenmistir. Hastalikli bitki parcasinin beyaz miselyum bdlgesinden izolasyonu
yapildiginda hastaligin Verticillium dahliae oldugu anlasilmistir. Yapilan ¢alisma
bilindigi kadariyla Cin’de Verticillium solgunlugunun bamya bitkisindeki varligina dair
ilk rapor olma 6zeligini tagimistir.

Batista ve ark. (2020), Brezilya’nin Altamira, Pard bolgelerinde bamya yetistirilen
alanlarda antraknoz belirtileri gozlemlemistir. Simptom gosteren bitki pargalar
toplanarak izolasyonu yapilmistir. Yapilan filogenetik analizler ile patojenite testleri
sonucunda hastalik etmeninin Colletotrichum plurivorum oldugu belirlenmistir. C.
plurivorum hastalik etmeni daha once papaya ve manyok bitkilerinde de goriilmiistiir.
Bu calisma Brezilya’da bamya bitkisinde hastalia neden oldugunu belirten ilk belge
olmustur.

Ju ve ark. (2020), Kore’nin Iksan kentindeki ciftliklerde yetistirilen Green Hope
bamya ¢esidinde yapraklarda lekeler diizensiz sekilde once kahverengi olarak olugmus,
daha sonra bu lekeler kirmizi-kahverengine donerek sar1 kenar boslugu ile ¢evrilmis
sekilde hastalik belirtileri goézlemlemislerdir. Hastalikli bitkilerden alinan orneklerin
izolasyonu yapilarak patojenisite testine tabi tutulmustur. Yapilan analizler sonucunda
hastalik etmeninin Cercospora malayensis oldugu tespit edilmistir. Hastalik etmeni
daha once birkac {lilkede bildirilmesine ragmen Kore’de bildirimi yapilmamistir.
Yapilan bu calisma Kore’de bamya yetistirilen alanlarda C. malayensis’in goriiliip
tespitinin yapilmasi ile ilgili ilk bildirim olmustur.

Sitara ve ark. (2020), tarafindan Pakistan’in Karachi sehrindeki semt
pazarlarindan alinan aci1 kabak (Casia momordica), sarimsak (Allium sativum), bamya
(Abelmoschus esculentus), sogan (Allium cepa) ve patates (Solanum tuberosum) olmak
lizere bes sebzeden yapilan hastalik etmeni izolasyonlar1 sonucunda 17 cinse ait 25
fungus tiirli tespit edilmistir. Bu funguslardan en yayginlar1 Aspergillus niger, Rhizopus
stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea ve Fusarium oxysporum
olarak bildirilmistir. Yapilan patojenisite testinde A. niger’in yaptig1 en yiiksek ciiriikliik
orani soganda, en az ¢iiriikliikk oran1 ise bamyada goriilmiistiir.

Tok ve ark. (2020), Tiirkiye’nin sekiz farkli ilinden hastalik belirtisi gosteren
bamya bitkilerinden 44 tane 6rnek toplanarak sera kosullar1 altinda yapilan patojenisite

testleri sonucunda hastalik etmeninin Verticillium dahliae oldugunu teshis etmislerdir.
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Kullanilan on sekiz bamya c¢esidinden Corum, Hatay, Sanlwurfa’dan alinanlarda
Verticillium’un farkli viriilenslerine karsi toleransin oldukg¢a diisiik seviyede oldugu
tespit edilmistir. Sonug¢ olarak bamyada siklikla gériilen Verticillium hastaligina karsi
dayanikli genotipe sahip bamya bitkilerinin yetistiriciligi yayginlastirilmalidir.

Chai ve ark. (2021), 2018 Eyliil ve 2019 Haziran aylar1 arasinda Yanqing
bolgesinde 2 hektarlik bamya alaninda yapilan g¢alismada bazi bamya bitkilerinin
yapraklarinda hastalik simptomlar1 gozlemlemistir. Simptomlar once kii¢iik kahverengi
lekeler ve bu lekelerin cevresinde sar1 hale olusumu seklinde goriilmiistiir. Ilerleyen
zamanlarda bu noktalar bir araya gelerek daha genis lekeler olusturmus ve merkez kismi
grimsi beyaz renk almistir. Hastalikli yapraklarin ¢evresinden alinan 6rneklerin izole
edilmesi ve patojenisite testinin yapilmasi sonucu hastaligin  Cercospora
cf. flagellaris oldugu tespit edilmistir. Yapilan galisma hastalik etmeninin bamyada
yaprak leke hastaligina neden oldugunu tespit eden ilk rapor niteliginde olmustur.

Hossain ve ark. (2021), bamya bitkilerinde solgunluk, yaprak lekesi, govde
kanseri ve meyve yanikligina neden olan hastalik etmenlerin belirlenmesine yonelik
yapmis olduklar1 morfolojik tanilama ¢aligmalar1 sonucunda, hastalikli bitki
orneklerinden Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, Fusarium chlamydosporum ve
Choanephora cucurbitarum tiirlerini belirlemislerdir.

Qu ve ark. (2022), yaptiklar1 ¢alismada genellikle Cin’in Guangdong, Guangxi,
Fujian, Hunan ve Hubei eyaletlerinde yetistirilen Malvaceae familyasina ait olan
bamyanin bagka bir tiirli olan ve siis bitkisi olarak kullanilan Abelmoschus manihot (L.)
yetistirilen 1000 dontimliik alanda yapilan sorveyler sonucunda sap ¢iiriikligi
gozlemlemistir. Hastalik ilk belirtileri 6nce sapta renk degisimi ve damarlarin
siyahlagmasi ile goOriilmiistiir. Hastalik ilerledik¢e sapin i¢ci bos bir hale gelmistir.
Enfekteli bitkilerden alinan ornekler besi ortamlarinda izole edilerek 6nce morfolojik
ozelliklerine gore daha sonra PCR testinin sonuglarina gore siniflandirildigr zaman bu
hastalik etmeninin Pythium aphanidermatum oldugu ortaya ¢ikmistir. Yapilan bu
calisma Cin’de P. aphanidermatum’un A. manihot iizerinde govde ¢iiriikligii yaptigini

belirten ilk rapor niteligini tagimaktadir.
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2.2. Tohum ve Toprak Kokenli Hastahk Etmenleri ile Yapilan Biyolojik
Miicadele Calismalari

Ehteshamulhaque ve ark. (1990), tarafindan yapilan ¢alismada, bamya, aygicegi,
soya ve mas fasulyesinde Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani ve Fusarium
spp.’nin neden oldugu kok clirtikligii hastaligt ile miicadelede mikrobiyal
antagonistlerin (Trichoderma harzianum, Gliocladium virens, Paecilomyces lilacinus,
Bacillus subtilis ve Streptomyces sp.) tohum ve toprak 1slatma yoluyla biyoetkinlikleri
arastirmigtir.  Biyolojik miicadele etmeni izolatlarin hastalik etmenlerine karsi
gosterdikleri etkinlikler konukgu bitki ve patojene gore degisiklikler gostermistir. Mas
fasulyesi, soya fasulyesi ve aygicegi bitkilerinde G. virens izolati, soyafasulyesi ve
bamya bitkilerinde T. harzianum ve P. lilacinus izolatlar1, soya fasulyesi ve aygigeginde
B. subtilis izolati, sadece soya fasulyesinde ise Streptomyces sp. izolatt M. phaseolina’
ya kars1 yiiksek diizeyde biyoetkinlik gostermistir. Diger yandan T. harzianum, G.
virens ve P. lilacinus izolatlar1 bamya, aygigegi, soya fasulyesi ve mas fasulyede, B.
subtilis ve Streptomyces sp. izolati bamya, ay¢igegi ve soya fasulyesinde sorun olan R.
solani hastalik etmenine karsi etkili olarak bulunmustur. T. harzianum, G. virens, P.
lilacinus, B. subtilis ve Streptomyces sp., bamya ve ayg¢i¢eginde, T. harzianum, G.
virens ve P. lilacinus aycigeginde; T. harzianum ve B. subtilis izolatlar1 ise
masfasulyesinde solgunluk hastaligi etmeni Fusarium sp.’ye karst biyoetkinlik
gostermistir.

Alabouvette ve ark. (1993) tarafindan, Fusarium solgunlugunun az gorildigi
alanlarda yapilan ¢aligmalarda faydali Fusarium ve Pseudomonas tiirlerinin biyolojik
miicadelede ana rol oynadiklar1 goriilmiistiir. Avrupa’daki seralarda domates, salatalik,
karanfil ve baz1 cesitlerin yetistirilmesi i¢in topraksiz tarimin uygulanmasi bu
antagonistlerin kullanimi i¢in uygun ortami olusturabilir. Chiiteaurenard'dan alinan
toprak orneklerinden izole edilen ve patojenik olmayan bir Fusarium varyanti topraksiz
tarim uygulamalarinda bitkiler ekilmeden once sivi giibre ve talk ile karistirilip alt
tabakalara verildiginde patojenin gelisiminde engelleme goriilmiistiir. Yapilan
caligmalarda domates, karanfil ve siklamenlerde F. oxysporum’ dan dolayr meydana
gelen solgunluk ile domateslerde goriilen tag ve kok ciiriikliigiine karst patojen olmayan
Pseudomonas fluorescens’in kullanilmasi ile hastalik etmeninin azaldigi tespit

edilmistir. Sonug olarak P. fluorescens Fo47 izolati ile birlikte Fusarium solgunluguna
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kars1 biyolojik miicadele etkinliginin olduguna fakat ticari degerinin gelistirilmesi
gerektigine kanaat getirilmistir.

Sing ve ark. (1998) tarafindan, yapilan ¢alismada hiyarda F. oxysporum’un neden
oldugu Fusarium solgunluguna kars1 Paenobacillus sp. ve Streptomyces sp.’nin etkili
oldugu bildirilmistir. Bu karisimlarin hastalifa en iyi sekilde etki etmesi i¢in en az kg
basina 6 gr oraninda verilmesi gerektigi saptanmistir. Birka¢ karisim denemesi
sonucunda zeolit bazli, kitosan ile degistirilmis bir formulasyonun (ZAC) patojene karsi
korumada en iyi degeri verdigi saptanmistir. Ayrica salatalik tohumu ekilmeden 15 giin
once hastalikli topraga ZAC karisimi uygulandiginda hastaligi engelledigi goriilmustiir.
Fusarium’a kars1 Paenibacillus sp. ve Streptomyces sp. uygulanmasi hidrolitik etki
olusturarak hastaligin azalmasinda etkili olmakla beraber ZAC formulasyonu ile
uygulandiginda Fusarium solgunluguna kars1 etkinliginin arttig1 da gozlemlenmistir.

Khan ve ark. (2005) tarafindan, tahillarda fide yanikligi ve bas hastaligi
etmenlerinden Fusarium’a karsi hastalik kontrolii amaciyla yapilan bu caligmada, P.
fluorescens MKB 100 ve MKB 249, P. frederiksbergensis 202 varyanti, Pseudomonas
sp. MKB 158 varyant1 ve kitosan, hem bugdayda koleoptil bolgesinde goriilen bugday
geriliginde hem de bugday ve arpada olusan Fusarium’un neden oldugu fide yanikligina
kars1t %53 ile %91 oraninda engelleme yapmistir. Kitosan ile degistirilmis toprakta
yetistirilen bugday ve arpanin F. culmuorum ile enfekte edilmis kok tabaninin dokusuna
P. fluorescens varyanti MKB 249, Pseudomonas sp. varyantt MKB 158 veya bu iki
bakterinin beraber filtre edilmesinden olusan kiiltiir verildiginde enfeksiyondan 12 giin
sonra hastalik belirtilerinde azalma goriilmiistiir.

Sultana ve ark. (2005), tarafindan yapilan c¢alismada sera kosullarinda yetisen
bamya fidelerinde; kahverengi, yesil ve kirmizi deniz yosunlarinin topragin
temizlenmesi ve kok ¢iiriikliigiine kars1 etkisi incelenmistir. Calismada Stokeyia indica,
Padina pavonia (kahverengi), Soleria robusta (kirmizi) olan deniz yosunlari topraga %1
konsantrasyonda verilmistir. Elde edilen sonuglarda M. phaseolina, R. solani ve F.
solani patojenlerinin gelisme oranlarinda azalma goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda
%0,5 oraninda Codium iyengarii (yesil) F. solani’yi engellerken %1 oranindaki
konsantrasyon ise fitotoksik etki olusturmustur. F. solani’nin miicadelesinde S. robusta
ile P. aeruginosa birlikte karisim halinde kullanildiginda, bu izolatlarin tek basina

kullanildiklaria kiyasla daha iyi engelleme yaptig1 gozlenmistir. Bitki gelisiminde ise
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S. robusta, P. aeruginosa’ya gore bitki boyunda ve siirgiin miktarinda daha fazla artis
goriilmistiir. Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan deniz yosunlar1 hem tek bagina hem
de P. aeruginosa ile farkli kullanimlar sonucunda bamyada hastalik olusturan etmenleri
engellemesinden dolay1 biyolojik miicadelede kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Fernando ve ark. (2006), kanola bitkisinde kok ciiriikkliigline neden olan S.
sclerotiorum’a kars1 PA-23 izolati olan Pseudomonas chlororaphis, BS6 izolat1 Bacillus
amyloliquefaciens, DF41 izolati olan Pseudomonas sp.’nin etkinligini arazi ve sera
kosullarinda yapilan mikroskobik c¢alismalarla tespit edilmesini amaclamistir.
Denemelerin kurulmasindan 48 saat sonra P. chlororaphis izolati olan PA-23’iin S.
sclerotiorum’un askospor ¢imlenmesini azaltmistir. PA-23 numarali P. chlororaphis
izolat1 ve BS6 numarali B. amyloliquefaciens izolati askospor gelisimini engelleyerek
hastalik olusumunu Onlemistir. Ayrica P. chlororaphis’in bamya bitkisinde hastaliga
kars1 antagonistik etki yapan maddeler salgiladigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu
faydali bakterilerin tarla kosullarinda Sclerotinia kok c¢iirikligiiniin engellenmesi
amactyla kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Nourozian ve ark. (2006), bugdayda goriilen Fusarium graminearum’un neden
oldugu Fusarium bas yanikliginin biyolojik miicadelesinde Bacillus subtilis’in 53 ve 71
nolu izolatlari, Pseudomonas fluorescens’in Biov 1 izolat1 ve Streptomyces sp.’nin 3
izolatt Fusarium bas yamikligt kontrolii i¢in biyolojik miicadelede kullanilacak
potansiyeller olarak secilmistir. Bakteriyel antagonistlerin hastaligin misel gelisimini
%37-97 oranlar1 arasinda azalttigi goriilmiistiir. Streptomyces sp. 3, bugday bitkisine
verildikten 21 giin sonra Fusarium bas yanikligi’nin hastalik siddetini azalttig1 tespit
edilmistir. Streptomyces verilen ve sadece patojen ile enfekte edilmis kontrollerden
Streptomyces ile muamele edilen kisimda bugday veriminin daha fazla oldugu
gbzlemlenmistir.

Tariq ve ark. (2007), tarafindan yapilan c¢alismada Mangrov bitkisinin
(Rhizophora mucronata Lam.) yaprak ve gdvdesinin kurutulmus tozunun iizerinde
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus ve Rhizobium meliloti
bakterileri ¢ogaltilarak mas fasulyesi ve bamya bitkilerinde kokte enfeksiyona neden
olan hastalik etmenlerinin miicadelesinde kullanilmistir. Bitkinin tiim kisimlarinda bu
antagonistlerin iyi bir sekilde gelistigi gozlemlenmistir. R. meliloti, B. subtilis, B.

thuringiensis’ in en yiiksek popiilasyon orani R. mucronata’nin sap bolgesinde, B.
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cereus’un ise R. mucronata bitkisinin yapraklarinin kurutulmus tozunda goriilmiistiir.
Kullanilan 4 farkli antagonist tiir arasinda R. meliloti izolati, mangrov bitkisinde en
fazla gelisen antagonist olmustur. Fasulye ve bamya tohumlar1 bu dort farkli antagonist
ile kaplandiginda fasulyenin yapraklarinda daha ¢ok B. thuringiensis’in etkili oldugu, R.
mucronata’nin goévde tozundan alinan Ornegin kullanildigi fasulye tohumunda ise
cimlenmenin maksimum seviyede oldugu goriilmistiir. R. mucronata’nin gévde tozu
tizerinde ¢ogaltilan R. meliloti ve B. thuringiensis ise bamyada siirgiin uzunlugunda
onemli miktarda artis yapmistir. Bamya ve fasulye tohumlarina verilen bu biyokontrol
ajanlart yani B. subtilis, B. thuringiensis, B. cereus ve R. meliloti’ nin calismada
kullanilan bitkilerin biiyiime degerlerini 6nemli dlgiide arttirdigr saptanmistir. Bamyada
ve fasulyede R. solani ile M. phaseolina’nin yaptigi hastalik belirtilerini B. subtilis, B.
thuringiensis, B. cereus ve R. meliloti’nin R. mucronata bitkisinin yaprak ve govde
tozunda c¢ogaltildigt preparatlarin kullanilmasi durumunda biiylik oranla azalig
goriildiigii saptanmistir. Ayn1 zamanda bamya ve mas fasulyesinde goriilen Fusarium
sp. kars1 B. subtilis ve B. thuringiensis’in hastalik etmenini 6nemli 6l¢iide azalttigi da
bu calisma sonucunda goriilmiistiir.

Channa ve ark. (2008), farkli bitki 6ziitlerinin hem bitki gelisimine katkisini hem
de bamyada kok cirikligii yapan Macrophomina phaseolina’nin gelisiminin
engellenmesi lizerine yaptigi etkiyi incelemislerdir. Calismalarda Azedarachta indica
(Neem agact veya Nim), Acacia arabica (Acacia veya Babur) yaprak ekstraktlari,
Proposis glandulosa (Avustralya akasyasi veya Devi), Calotropis gigantea (Dev siit otu
veya Akk) ve Solvadora persica (Dis firgast agaci veya Khabar) bitki 6ziitleri fungus ile
enfekte edilmis bitkilere 1slatma yoluyla verilmistir. Elde edilen sonuclara gore bitki
gelisimine en ¢ok etkisi olan oziitiin A. indica oldugu, bu 6ziitii sirayla C. gigantea ve S.
persica oziitleri izlemistir. Bitki gelisimi ve M. phaseolina’nin engellenmesinde en iyi
etki A. indica ozitii tarafindan gosterilmis olup, bu oziitii sirayla A. arabica, P.
glandulosa, C. gigantea ve S. persica oziitleri izlemistir.

Dawar ve ark. (2008), tarafindan yapilan calismada bamya ve aygicegi
bitkilerinde kok ¢iiriikliigline neden olan Rhizoctonia solani ve Fusarium spp.’ye karsi
Bacillus thuringiensis, Rhizobium meliloti, Aspergillus niger ve Trichoderma
harzianum gibi degisik antagonistlerin biyolojik miicadelede kullanilabilirligi

aragtirtlmistir. Bamya ve aygigeginde kullanilan tiim biyolojik miicadele ajanlarinda
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kontrole gore c¢imlenme, biliylime, silirgin uzunlugu ve agirhigi, kok uzunlugu ve
agirh@inda 6nemli Ol¢iide artis goriilmiis ve M. phaseolina, R. solani ve Fusarium spp.
gibi kok ciiriikliigiine neden olan hastalik etmenlerine kars1 antagonist etkide oldugu
degerlendirilmistir. Calismada kullanilan farkli biyokontrol ajanlar arasinda kok
clirtikligiini en fazla engelleyen biyokontrol ajan1 T. harzianum olurken, bu izolat
sirastyla B. thuringiensis, R. meliloti ve A. niger izolatlar1 izlemistir.

Begum ve Lokesh (2010), tarafindan yapilan ¢alismada Arka anamika c¢esidi
bamya tohumlarina 30 dakika boyunca 42°C, 52°C, 62°C sicaklikta, 10, 20 ve 30
dakika araliklarla UV 1s1k verilerek tohumda goriilen bazi patojenlerin engellenme
oranlari tespit etmeye calismistir. Bu ¢alisma hem sera hem de tarla kosullarinda en iyi
sonucu 52°C’de 30 dakikalik sicak su ve 20 dakika UV 15181 ile muamele edilen
uygulamalarda oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda bitki gelisiminde de etkili olarak
yaprak, meyve, meyve uzunlugu, ¢evre ve biyokiitle sayisinda, meyve basgina toplam
tohum sayisi, 1000 tohum agirhigi ve askorbik asit igeriginde yilikselme goriilerek
tohumun ¢imlenme ve canlilik oranini arttirmistir.

Nwangburuka ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢alismalarda Moringa oleifera
yapragi ekstrakti ve sodyum hipoklorid uygulamalarmin iki ¢esit bamya tohumunda
cimlenme, biiylime hizi ve hastalik etmenlerinin gelisimlerinin engellenmesi iizerindeki
etkileri incelenmistir. Tohumlardan yapilan izolasyon c¢aligmalari ile patojen analizi
yaptlmistir. Tohumlarda en fazla tespit edilen hastalik etmenleri farkli Fusarium tiiriine
ait izolatlar olurken, en diisiik oranda karsilasilan hastalik etmenlerinin ise Penicillium
tiirtine ait izolatlar olarak belirlenmistir. Tohunlardan 10 tanesine %2.5, %5, %10
oranlarinda Moringa yaprag 0ziitii, %4, %35, %6 oranlarinda da NaOCl soliisyonu beser
dakika siireyle verilmistir. Bu ¢aligmalarin sonucunda %4 ve %6 oranlarinda uygulanan
NaOCl’'nin patojen gelisimini engelledigi ortaya c¢ikmistir. Moringa 0ziitli uygulanan
bitkilerde de patojen gelisiminde azalma goriilmiistiir. Yapilan bu uygulamalar patojeni
engellemede basarili olmus ve tohumun ¢esidine gore de canlili§i korunmustur.

Afzal ve ark. (2013), saglam olan bamya bitkilerinin kok bolgelerinden alinan
orneklerden izolasyon yaptiginda elde edilen sonuglara gore endofitik bir bakteri olan P.
aeruginosa tespit etmislerdir. Bu bakteri in vitro kosullarda M. phaseolina, F. solani, F.
oxysporum ve R. solani’ye karst engelleme zonu olusturarak enfeksiyon oraninda

onemli azalmalar gostermekle beraber P. aeruginosa ile Trichoderma viride birlikte
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verildigi zaman hastalikli bamya koklerinde dnemli 6l¢iide azalma goriilmiistiir. Ayni
zamanda bu biyolojik ajanlarin tek basina ya da beraber verilmesi durumunda bitki
boyunda, taze siirgiin agirliginda ve kok uzunlugunda artis sagladigi tespit edilmistir.

Hasson ve ark. (2013), Irak’in Babil ilinde sekiz farkli alandan aliman bamya
bitksisinin koklerinden izolasyon yapilarak bulunan sonuglarda Rhizoctonia solani’nin
varligim tespit etmislerdir. 40 giinliik bamya bitkilerine patojen verildiginde %30 ile
94.75 oraninda hastalik siddeti goriilmiistiir. Hastalikli bamya bitkileri 52 giinliikken
biyolojik miicadelede kullanilan B. subtilis + P. fluorescens, B. thuringiensis + P.
fluorescens ve B. thuringiensis + B.subtilis siispansiyonlari ayri ayri verildiginde
enfeksiyon siddetinde kontrole gore sirayla %13.10, 14.15 ve 17.42 oranlarinda azalma
goriilmiistiir. Ayrica bu kombinasyonlarin sonucunda bitkide siirgiin, kok, kuru ve yas
agirlik, bitki boyu ve verim gibi dlgiitlerde artis goriilmiistiir.

Al-Lashi (2013), bamya bitkisinde Fusarium solani ve Macrophomina
phaseolina’nin yaptig1 kok ciiriikligiine karst farkli biyopestisitlerin  etkilerini
arastirmustir. Trichoderma harzianum, Trichoderma viride hem tek basina hem de
Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis ile kombinasyon seklinde bitkiye
verildikten sonra etkisi gozlemlenmistir. Gozlemler sonucunda T. harzianum ve P.
fluorescens karisimi en iyi sonucu vermistir. Bu karisim bitki gelisiminde de olumlu
etki olusturarak siirgiin ve kok uzunlugu ile birlikte bitki kuru agirligini arttirmastir.
Ayrica bitkide hastalik etmenlerine kars1 sistemik direncin meydana geldigini gosteren
peroksidaz ve polifenol oksidaz enzimlerinde artig goriilmiistiir.

Rostami ve ark. (2013), hiyar rizosferinden 182 adet bakteri izole etmis ve in vitro
kosullarinda Sclerotinia sclerotiorum’a karst biyolojik miicadelede kullanilabilirligini
arastirmistir. Yapilan testler sonucunda S. sclerotiorum’a karst B. amylloliquefaciens
kullanildiginda hastalik etmenini %72.04 oraninda azalttigi tespit edilmistir. S.
sclerotiorum’a kars1 7 adet izolatin ugucu bilesimleri, fungusun miselyal gelisiminin
%30’dan fazlasin1 engelleyebildigi goriilmiistiir. Bakteri izolatlarinin topraga ya da
tohuma verilmesi karsilagtirildiginda topraga verilmesinin hastaligi 6nlemede daha
etkili oldugu gozlemlenmistir. Sonug olarak yapilan bu c¢alisma ile kullanilan bakteri
tirlerinin S. sclerotiorum’a karsi antagonist etkide bulundugundan dolay1 biyolojik

miicadelede kullanilabilirligini ortaya koymustur.
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Al-Lashi ve Mahmood (2014), Pseudomonas fluorescens ve Bacilus subtilis’in
Fusarium solani, Rhizoctonia solani ve bamyada kok ciiriikligiine neden olan
Macrophomina phaseolina’ya karsi biyoetkinligi tizerine in vitro ve in vivo kosullarinda
yaptiklar1 calismada; faydali bakterilerin hastalik etmenlerinin olusturdugu koloni
capinda ve hastalik yapma yiizdelerinin azalmasinda 6nemli etkiye sahip oldugunu
bildirmistir. En yiiksek etki %58.43’liik engelleme orani ile P. fluorescens tarafindan M.
phaseolina’ ya karsi gosterilmistir. F. solani ile bulasik topraga ekilmis iki bakterinin
karisim halinde uygulandigi bamya tohumlarinda hastalik ¢ikisinin oldukga yiiksek
oranda engellendigi bildirilmistir. Bakteri uygulamasi yapilmis tohumlarin hastalikli
topraga ekilen preparatsiz (kontrol uygulamasi) tohuma gore bamyada siirgiin ve kok
gelisiminde ciddi artiglara neden oldugu gorilmistiir. P. fluorescens ve B. subtilis
uygulanan tohumlarda bakterilerin, kontroldeki tohumlara kiyasla peroksidaz enzim
aktivitesinde dnemli oranda artisa neden oldugu belirlenmistir.

Godvin-Egein ve Okereke (2016), tarafindan yapilan bir diger arastirmada
Fusarium’a kars1 kimyasal uygulamalara alternatif olarak tohum ya da toprak {izerine
uygulanan B. thuringiensis ve avokado yaprak oOziitiiniin (toz seklinde) etkinligi
arastirilmistir. Saglikli bamya bitkilerine yapay olarak hastalik etmeni bulastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore ¢imlenme yiizdesi en fazla hibrit tohumlarda gozlenmis olup,
bunu avokado 6ziitli uygulanmis tohumlar izlemistir. Hibrit tohumlara yapilan avokado
veya B. thuringiensis uygulamalarinin Fusarium kok ¢lirtikligi hastaligmin g¢ikigini
engellemede etkili oldugu bildirilmistir. Sonu¢ olarak toprakta bulunan patojenlerin
miicadelesinde B. thuringiensis’in ve antagonist etkiye sahip bitki Oziitlerinin
Fusarium’a kars1 etkili oldugu bildirilmistir.

Okereke ve ark. (2016), yaptiklar1 calismada bamyada solgunluk yapan
Fusarium’a karsi ticari amagla tiretilen Bacillus thuringiensis preparatinin etkinligini
belirlemistir. Bamya ekiminden 3, 4, 5 hafta sonra B. thuringiensis topraga islama
seklinde verilmistir. Alinan sonuglarda Fusarium sp.’nin B. thuringiensis verilen
toprakta daha diislik seviyede yayildig1 goriilmiis olup, bakteri preparatinin uygulandigi
bitkilerin gelisiminde herhangi bir etkisinin olmadig: bildirilmistir. B. thuringiensis’ in
ti¢ farkli dozda uygulama yapilmasi kontrole gére hem yaprakta hem de bitkinin
genelinde solgunluk belirtisinin ¢ikisini azalttigi goriilmiistiir. En iy1 etkinlik 10000 gr

saks1 topragina 0.5 ve 1.0 gr bakteri preparatinin verildigi uygulamalarda gézlenmistir.
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B. thuringiensis’in bitki biiytimesinde pek fazla etkisi olmasa bile Fusarium’a karsi
biyolojik miicadele ajan1 olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Tozlu ve ark. (2016), kirmiz1 lahanada sorun Sclerotinia hastalig1 ile miicadelede
yararli bakteri olarak B. subtilis’in bazi varyantlari, Bacillus megaterium, Bacillus
pumilis izolatlarin1 kullanmislardir. S6z konusu bakterilerin hemen hepsi az ya da ¢ok
etki gostemekle beraber en yiiksek engelleme orani B. subtilis varyantlarinda
goriilmiistiir. Ozellikle B. megaterium’un inokule edildigi kirmizi1 lahana yapraklarinda
baz1 engelleyici enzimlerin hastalik etmeninin tek basina uygulandigi (kontrol) bitkilere
kiyasla fazla oldugu, bu nedenle hastalik etmenini engelledigi bildirilmistir.

Rama ve Naik (2017), sera kosullar1 altinda bamyada Fusarium solani’ye karsi
antagonist (Trichoderma viride, Pseudomonas fluorescens) ve PGPR izolatlarin
(Bacillus megaterium, Azotobacter chroococcum) hastalik etmeninin biyolojik
miicadelesi ve bitki gelisimi ilizerine olan etkinliklerini arastirmiglardir. Bitkiye, T.
viride + P. fluorescens + B. megaterium beraber uygulandiginda kontroldeki bitkilere
kiyasla daha iyi gelisme goriildiigli, verimde ve bitki boyunda daha ¢ok artisin meydana
geldigi gozlenmistir. Sadece T. viride ve P. fluorescens uygulamasinda bamyanin
meyve c¢apinda artis goriilmistiir. P. fluorescens ile A. chroococcum, Fusarium’a karsi
etkili olurken diger kombinasyonlara gére meyve ¢apinda kiigiilme gozlenmistir. Uglii
kombinasyon seklinde verilen bitkilerde bitki basina dal sayisinda artis gézlenmistir.

Sun ve ark. (2017), kolza tohumunda hastalik 6nlenmesini tesvik eden ve bitki
gelisimini arttiran bakterilerin in vitro kosullarinda Sclerotinia sclerotiorum’a karsi
biyokontrol etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 19 bakteri izolat1 elde etmislerdir.
Elde edilen 19 bakteri izolatindan 13 tanesinin topraktaki fosforu ¢ozebildigi, 10
izolatin TAA {iretimini tesvik ettirdigi ve 14 izolatin azot aktivitesi gosterdigini
belirlemislerdir. Bacillus subtilis izolatlarindan iki tanesi S. sclerotiorum’un misel
gelisimin %80.51 engelleme orani ile baskilamistir. iki izolatm karisimi bitki boyunu,
taze siirgiin agirhgm ve kok tazeligini biliylik oOlclide arttirmistir. Sonug¢ olarak
yorumlandigi zaman kolza tohumunda B. subtilis’in biyolojik miicadelede
kullanilabilirligi ve bitki gelisiminde tesvik edici yararli bakteriler oldugu saptanmustir.

Abduhu ve ark. (2018), yaptiklar1 c¢alismada tohumlarin Sodyum Hipoklorit
(NaOCl) ve sicak su ile temasinin tohum kaynakli hastalik etmenlerine karsi etkisini

arastirmiglardir. Tohumlar %0.1, %0.5 ve %1’lik NaOCI soliisyonlarinda 3 ve 5’er
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dakika, sicak suda ise 48°C, 50°C ve 52°C’de 10, 12, 15 dakikalik periyotlar halinde
bekletilmistir. Yapilan uygulamalar ile Aspergillus spp., Fusarium spp., Macrophomina
phaseolina, Colletotrichum dematium ve Chaetomium spp.’nin tohumlarda hastalik
olusumunda Onemli azalislar goriilmiistiir. NaOCl’nin ii¢ farkli uygulamasinda da
tohum kaynakli hastalik etmenlerinin yayillmasi azalarak tohumun ¢imlenmesinde
olumlu etkiler olusturmustur. Bu uygulamalarin i¢cinde en etkili olan1 5 dakika siire ve
en yiiksek konsantrasyon olan %1.0’lik oran olmustur. Sicak su ile yapilan uygulamada
ise 48°C, 50°C ve 52°C’de 10-15 dakika sicak su uygulamasi etkili olmakla beraber
52°C’de ve 12-15 dakikalik siirede tohum kaynakli enfeksiyon daha etkili olmus fakat
bu sicaklik uygulamalarinda ise tohumlarda ¢imlenme olumsuz etkilenmistir. Kontrole
gore en fazla ¢imlenme orani veren sicak su uygulamasi ise 48°C’de 12 dakikalik
uygulamadir. Sonug olarak bu ¢alismada en etkili yontemler sicak suda 48°C’de 12
dakika veya 5 dakika siireyle %1 NaOCI uygulamasi olmustur. Yapilan sicak su ve
NaOCI uygulamalari ile tohum kaynakli hastalik etmenlerinin en aza indirgenebilir ve
tohum ¢imlenmesi hizlandirilabilir.

Ashraf ve ark. (2018), tarafindan yapilan ¢alismanin amaci bamyada goriilen
Fusarium oxysporum’un miicadelesinde kullanilan biyolojik kontrol ajanlarinin (BCA)
antagonistik etkinliginin belirlenmesi ve bitki gelismindeki etkisinin tespit edilmesi
olmustur. Fideler 6nce Fusarium etmeni ile enfekte edilmis ve daha sonra BCA’lardan
Bacillus’un ti¢ farkli izoalti (Bacillus spp., Bacillus spp. Bl, Trihar -6) ¢ farkli
konsantrasyon ile (0.5, 1.0, 1.5 OD yogunlugunda) hazirlanip fidelere verilmistir.
Calisma sonucunda 1.0 od dozunda Tri-har 6 izolatinin topraktaki Fusarium hastaligin
engellemede ve hastalik siddetini azaltmada 6nemli etkisinin bulundugu goriilmiistiir.
Ayrica Bacillus spp.’nin bitki gelisimine de 6nemli etkide bulundugu tespit edilmistir.
Yapilan saks1 denemelerinde BCA’larin patojeni kontrol altina almasi gelecekte
kimyasal miicadeleye alternatif bir yontem olabileceginin gostergesi olmustur.

Grace ve ark. (2019) tarafindan, Hindistan’da tohum bilimi ve teknolojisinde
yapilan ¢alismada biyolojik miicadele ajanlarinin bamya bitkisinin gelisimine etkisinin
arastirilmistir. Hem in vitro hem de in vivo sartlarda 25°C’de deneme kurulmus ve en
ideal sonuglar Bacillus-218, Pseudomoas FP37 ve S90 izolatlarinda goriilmistiir. Bu
bakteriler hem tek hem de farkli kombinasyonlar halinde 12 gr/kg seklinde

uygulanmistir. Calisma sonucunda Bacillus-218, Pseudomoas FP37 ve S90 izolatlari
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verilen bitkilerde kontrole gore tohumun ¢imlenme ylizdesi ve hizini, kok, siirglin ve
fide uzunlugunu, yas ve kuru agirligini arttirdigr goriilmustiir.

Rai ve ark. (2019), Hindistan’in Bati Bengal bélgesinde 2011 ve 2012 yillari
arasinda Trichoderma viride ve Pseudomonas fluorescens izolatlarinin tohumlara
kaplama (biyo-priming) yontemi ile bitki gelisimindeki rollerini Lalu, Arka Anamika,
Ramya, Satsira, Lady Luck, Debpusa Jhar, Japani Jhar ve Barsha Laxmi gibi bamya
cesitleri lizerinde arastirmislardir. Her iki yil i¢in de meyve veriminin en fazla oldugu
bamya ¢esidi Lalu olmustur. P. fluorescens ve T. viride ile biyo-priming islemine tabi
tutulmus olan tohumlarda ilk yilda artis %4.33 ile 9%20.08 oraninda ikinci yilda ise
%3.68 ile %19.60 oraninda artis kaydedilmistir. Biyo-priming islemi tohumun toprak ve
tohum kaynakli patojenlere karsi tohumun faydali organizmalarla kontak kurmasini
ifade eden ekolojik bir yontem olarak tanimlanabilir. Bu ¢alisma sonucunda ekimden
once tohumlarin T. viride ve P. fluorescens ile biyo-priming islemi yapilmasinin verimi
arttiricr bir yontem oldugu saptanmustir.

Sultana ve ark. (2019), kok ciirtikliigti, solgunluk ve yaprak lekesine kars1 ¢evreye
zarar vermeyen yontemler iizerinde calismak icin arazi denemesi yapmislardir. Topraga
1 kg/10 m? lik neem yaprag1 kompostu, 2 ton/ha hardal yag kiispesi ve 2 ton/da neem
yagi kiispesi verildigi zaman kontrole gore Fusarium oxysporum ve Fusarium solani’
nin neden oldugu kok ciiriikligli ve solgunlukta ciddi Olgiide azalma goriilmiistiir.
Alman verilerde yapilan uygulama kok ciiriikliigli ve solgunluk etmenlerinin %90-100
oraninda azaldig1 ve bamya veriminde kayda deger artig oldugu gézlenmistir.

Baez-Vallejo ve ark. (2020), orman bitkilerinde goriilen Fusarium solani ve
Fusarium kuroshium’a kars1 antifungal etki gdsteren biyolojik miicadele ajanlarini tespit
etmek amaciyla bir ¢alisma yapmuslardir. Lauraceae familyasindan secilen 3 tiiriin
rizosfer ve filosferinden izole edilen 195 bakteri tiiriinden 32 izolat belirlenmistir.
Teshisi yapilan bakteri izolatlarindan ¢ogunun F. solani’ye karsi etkili olan Bacillus,
Pseudomonas ve Actinobacteria cinslerine ait oldugu anlasilmistir. Aiouea efusa’nin
rizosferinden elde edilen Bacillus sp. izolati olan CCeRi1-002, F. solani’nin misel
gelisimini azaltarak %062.5’lik oranda engelleme saglamisitr. Pseudomonas sp.
varyantinin ugucu bileseninde F. solani’nin gelisimini engelleyen maddeler tespit
edilmistir. Bacillus sp.’nin hem CCeRi1-002 varyantinin ve hem de ham 6ziitlerinin F.

kuroshiuma’ya kars1 engelleme yaptigi bu ¢alismada tespit edilmistir.

27



Bindu (2020), biyo-priming yontemi ile 2017-18 yillarinda bamyada tohumun
¢imlenmesi, biiyiimesi, verimi ve hastalik yaygiliginda kullanilan biyolojik miicadele
ajanlarinin etkisini degerlendirmeyi amaglamistir. Biyo-priming tohumu korumak
amaciyla tohumun toprak ve tohum kaynakli patojenlere kars1 faydali organizmalarla
kontak kurmasimi ifade eden ekolojik bir yontem olarak tanimlanabilir. Ayrica bu
yontem tohumun cevre kosullarindan etkilenmesini en aza indirgeyerek tohumlarin
homojen ve hizli gelisip fidelerin giiclii olmasimi saglar. Bamya tohumlarma ekim
oncesi biyo-priming yontemi ile 8 gr/l oraninda Pseudomonas sp. izolatinin verilmesi
sonucunda tohumlarin ¢imlenme yilizdesinde, bitki boyunda, bitki basina bogum
sayisinda, bitki basina diisen dal sayisinda, bitkide olusan meyve sayisinda, meyve
boyunda, capinda ve agirliginda artis goriilmiis olup hastalik ve zararli oraninda ise
azalis goriilmiistiir. Denemede kullanilan farkli bamya tiirleri arasinda Arka Anamika
¢esidinde en iyi sonug¢ alinmistir. En diisiik degerler ise kontrol olarak birakilan biyo-
priming yontemi ile Pseudomonas verilmeyen tohumlarda goriilmistiir. Sonug olarak
ekim Oncesi tohumlara biyo-priming yontemi ile Pseudomonas sp. verildigi zaman hem
hastalik yayiliminda azalis hem de bitki gelisimine olumlu etki olusturmus olup yapilan
uygulama kimyasal miicadeleye alternatif bir yontem olarak da degerlendirilebilir.

Madhi ve ark. (2020), bamyada kok ciiriikligiine neden olan funguslara karsi
Pseudomonas fluorescens’ in biyolojik miicadele ajani olarak kullanilma durumunu
aragtirmiglardir. Tohumlardan yapilan analizlerin sonucunda patojen sikligr en fazla
olan hastalik etmeni Rhizoctononia solani olup Fusarium solani ile Macrophomina
phaseolina etmenleri seklinde siralanmistir. Sonug olarak P. fluorescens’ in tohumda
¢imlenme yiizdesini arttirarak hastalik belirtilerini azalttig1 gézlemlenmistir. Bitki kok
yiizeyinde dogrudan verilen P. fluorescens’in hastalik etmenine karsi rekabetgi ve
antagonistik etki olusturarak patojene kars1 parazitik iliski kurup engelleme yaptigi
anlasilmistir. Ayrica P. fluorescens’in kokte bulunmasi bitkide sistemik direnci
uyararak patojen gelisimini engelleyecek antibiyotikler iiretmesini ve bitki gelisimini
hizlandirarak bitkinin diren¢li olmasi i¢in bitki gelisim diizenleyicilerinin iiretilmesini
tesvik etmistir. Ayn1 zamanda P. fluorescens’in hidrojen siyaniir (HCN) ve siderofor
gibi baz1 kimyasallar iireterek de hastalik etmenine karsi antifungal etkide bulundugu

da tespit edilmistir.
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Urooj ve ark. (2020), bamyanin kok bolgesinde enfeksiyona neden olan Fusarium
solani, Rhizoctonia solani ve Macrophomina phaseolina’ya karsi endofit olan
Penicillium sp. ve Pseudomonas monteilii su ile seyreltilmis sekilde saksi ve arazi
kosullarinda kok hastaliklarina karst direng orani ve meyvede yaptigr etkiyi
incelemislerdir. Deneme sonucunda kontrol bitkisine gore degerlendirme yapildiginda
kokte hastalik oranini azaltmayr saglayan antioksidan, diren¢ seviyesi, polifenol ve
salisilik asit seviyesinde artisa sebep olarak kok hastaliklarinin oranini énemli Slgiide
azaltmistir. Sonug olarak Penicillium sp. ve P. monteilii bamyanin kok bolgesinde
polifenol ve antioksidan salinimini saglayarak savunma bolgeleri olusturmus ve hastalik
etmeninin gelisimini engellemistir.

Yang ve ark. (2020) tarafindan, kolza tohumu iizerinde yapilan ¢alismada tohum
tizerinde etkili olan S. sclerotiorum’ a karsi farkli topraklarda B. megaterium’ un
etkinligini incelemiglerdir. B. megaterium izolati verilen alanlarda sadece fungisit
verilen alanlara gore hastalikta 6nemli ol¢lide azalmalar goriilmiistiir.

Hossain ve ark. (2021), yaptiklari ¢alismada bamyada goriilen yaprak lekesi,
govde kanseri ve meyve yanikligina neden olan funguslarin teshisini amaclamislardir.
Yapilan morfolojik, patojenisite ve molekiiler tanilama g¢alismalari sonucunda elde
edilen izolatlar Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, Fusarium chlamydosporum ve
Choanephora cucurbitarum ile sirasiyla %98, 100, 97, 100 oraninda benzerlik
gostermistir.

Poonguzhali ve ark. (2021), biyosiirfaktan liretim maliyetini en aza indirgeyerek
kimyasal siirfaktanlara gore hem daha ucuz hem de ¢evreci bir yaklagimin olusturmak
amaciyla Pseudomonas aeruginosa ile in vitro calismalar yapmislardir. Bamya
bitkisinde hastalik yapan Fusarium solgunlugunu kontrol etmek i¢in Pseudomonas
aeruginosa ile maliyeti diisiik olan piring ortami Response yiizey metodolojisi yontemi
kullanilarak biyosiirfaktan olusturmak istenmistir. Yapilan biyosiirfaktan saksi
denemelerinde hem toprak islatma yontemi ile hem de yapraklara sprey seklinde
verildikten sonra in vitro ortamda etkinligi saptanmistir. Calismada biyosiirfaktan
tiretiminde kullanilan piring suyu ile P. aeruginosa kullanilarak Fusarium solgunlugunu
engellemis ve biyosiirfaktan {iretimini de tespit ederek biyokontrol ajani olarak

kullanilabilecegi kanitlanmigtir.
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Soylu ve ark. (2023), Hatay ilinde yaygin bamya yetistiriciliginin yapildig1
alanlarda yaprak kokenli hastalik etmenlerinin yayginligi ve tespiti konusunda yapmis
olduklar1 sérvey ¢alisamalarinda, kiilleme hastalig1 ve etmeni Podosphaera xanthii’nin
%85-90 yayginlik oraninda bulundugunu, hastaligin bamya bitkilerinde sorun oldugunu

Tiirkiye’de ilk kez yapmis olduklari ¢aligma ile bildirmislerdir.

30



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullamlan Fungal ve Bakteriyel izolatlar

Caligmanin ana materyalini Hatay ilinin farkli ilgelerinde bamya yetistiriciligi
yapilan alanlardan toplanan hastalikli bamya bitkileri, bu bitkilerden izole edilerek
tamimlamas1 yapilan fungal Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum ve Rhizoctonia solani hastalik etmenleri ve saglikli bitki
dokularindan izole edilen aday endofit ve epifit bakteri izolatlar1 olusturmustur.
Hastalikli bitkilerin toplandigi alanlardan alinan saglikli bitkiler farkli PDA besi
ortamlarinda, izole edilen bakteriler ise Tryptic Soybean Agar (TSA) besi ortaminda +4

°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2.Calismada Kullanilan Besi Yerleri

Bu calismada antagonist bakteriler ve bu bakterilerin etki mekanizmalarinin
belirlenmesi amaciyla kullanilan besi yerleri hem hazirlandigi asamada hem de
denemelerde kullanilmadan o6nce 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle otoklavda
bekletilmistir. Patates Dekstroz Agar (PDA), Tryptic Soybean Agar (TSA) ve Nutrient
Agar (NA) gibi besi ortamlar1 (Merck, Darmstad, Germany) bamya bitkilerinden izole
edilen fungal hastalik etmenleri ile yararli bakteri izolatlarinin teshisinde ayni zamanda
etki mekanizmalarmin belirlenmesi amaciyla laboratuvar kosullarinda kullanilmaistir.
Kullanilan bu besi ortamlar1 haricinde gerek bitkilerde gelisimi arttiran kimyasallarin
tespit edilmesinde gerckse antagonist bakteri izolatlariin etki mekanizmalarinin

belirlenmesinde kullanilan diger besi ortamlar1 ve icerikleri Ek-1’de verilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Fungal Hastalik Etmenlerinin izolasyonu ve Tamlanmasi

Hatay ilinde 2021 yilinda Antakya, Kumlu, Kirikhan, Reyhanli, Erzin ve Dortyol
ilgelerinde bamya yetistirilen alanlarda yapilan sorveyler sonucunda hastalik belirtisi
gosteren Dbitkiler toplanarak izole edilmis ve izolasyon sonucu fungal patojenler
Macrophomina phaseolina (GAB-Mpl2), Fusarium oxysporum (GAB-Fox7),
Sclerotinia sclerotiorum (GAB-Ss23) ve Rhizoctonia solani (GAB-Rs5) bu ¢alismanin
ana materyalini olusturmustur (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Bu ilgelerde yapilan sorvey
calismalarinda kuruma ve solma gibi hastalik belirtisi gosterdigi belirlenen bamya
bitkileri alandan sokiilerek patojenlerin teshisi ve izolasyonu i¢in izolasyon yapilincaya
kadar + 4 °C’de korunmustur.

Sorveyler sonucu toplanan hastalikli bitki kisimlarinda mevcut olan patojenlerin
izolasyonu i¢in ilk olarak bitki pargalari ¢cesme suyunun altinda yikanmistir. Daha sonra
hastaliktan dolayr hem nekroz olan hem de saglam olan kisimlardan steril edilmis
bistiiri yardimi ile 3-5 mm’lik parcalar kesilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu i¢in %2’lik
sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi igerisinde 2 dakika siireyle bekletilmistir. Yiizey
dezenfeksiyonundan sonra bitki kisimlari, steril edilmis saf suda 2 kere calkalanip
durulanarak steril olan kurutma kagitlarinin iizerine kurumasi i¢in birakilmistir. Farkli
bamya bitkilerinden alinan bitki pargalari, Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortami
iceren petrilere funguslarin gelismesi amaciyla birakilmistir. izolasyonu yapilan petriler
24°C sicaklikta 7 giin siire ile inkiibe edilerek gelisen funguslar tekrar PDA ortamina
aktarilarak saflastirilip gruplandirilmak suretiyle saflagtirilan patojenler bamya
bitkisinin toprak alti aksamina inokiile edilmistir. Yapilan inokulasyon sonucunda
bitkiler sokiilerek ksilem ve floem dokusunda renk degisimi, nekroz, kok ve kok
bogazinda incelme gibi degisimler incelenerek hastaligin varlig tespit edilmistir.

Ayrica bakteriyel bulasmanin 6nlenmesi amaciyla fungal besi ortamlarina 50 pg
ml™? streptomisin siilfat eklenerek izolasyonu yapilan hastalik etmenleri tiir teshisi
tamamlanana kadar +4°C sicaklikta muhafazasi saglanmistir.

PDA besi ortamlarinda gelisen fungal kolonilerin morfolojik agidan teshisleri
bliylime, sporulasyon ve mikrosklerot olusumu incelenerek yapilmistir. Toprak kdkenli

hastalik etmenlerinden R. solani’ nin morfolojik tanis1 Van der Plaats-Niterink (1981),
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S. sclerotiorum’un tanist Mordue ve Holliday (1976), Fusarium spp.’nin tanilar1 (Booth
(1971), Nelson ve ark. (1983), Burgess ve ark. (1994); Aspergillus spp.,’nin tanilar
Raper ve Fennel (1977), Samson ve Pitt (1990) ve McClenny, (2005); Alternaria spp.,
ve Penicillium spp. tanilar1 ise Andersen ve Thrane (1996), Barnet ve Hunter (1998) ve
Troncoso-Rojas ve Tiznado-Hernandez (2014) tarafindan bildirilen kriterlere gore
yapilmustir. Teshisleri yapilan biitiin izolatlarin etkinligini kaybetmemesi ve molekiiler

olarak analizinin yapilmasi i¢in kuru filtre kagidinda gelistirilerek zarf igerisinde -

20°C’de korunmast yapilmustir.

Sekil 3.1. Hatay ili genelinde yetisen bamya bitkilerinin govde (A), kok (B), tohum (C)
ve meyve (D-E) tizerinde hastalik etmenleri ve izolasyon sonucu gelisen fungal
kiiltiirler (F).
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Sekil 3.2. Hatay ili genelinde yetisen bamya bitkilerinin gévde, kok, tohum ve meyve
tizerinde hastalik etmenleri ve izolasyon sonucu gelisen fungal kiiltiirler.
3.2.2. Saghkh Bamya ve Yakin Akraba Bitkilerinden Epifit ve Endofit Bakterilerin

Izolasyonu ve Tanilanmasi

Hastalikli bamya bitkilerinin tarlalarda yer alan saglikli bamya bitkilerinin
yanisira pamuk, ebe giimeci, pitrak gibi yakin akraba bitkilerinin 2021 Eyliil, Ekim,
Kasim aylarinda yapilan sorveyler sonucunda toplanan kok, gévde ve meyvelerinden
elde edilen antagonist/PGPR karakterli epifitik ve endofitik bakteriler bu c¢aligmada
kullanilmistir (Sekil 3.3). Tarlalardan yapilan sérvey sonucu temin edilen ornekler
laboratuvara getirilip asagidaki siralama izlenerek epifitik ve endofitik bakterilerin

izolasyonu yapilmistir (Aktan, 2018).
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Sekil 3.3. Saglikli bamya bitkileri ile pamuk ve pitrak gibi yakin akraba bitkilerin
govde, kok, meyve ve ¢igek gibi organlarindan epifit ve endofit bakterilerin izolasyon
islemi.

3.2.2.1. Aday Epifit ve Endofit Bakterilerin izolasyonu

Calisma icin kullanilacak aday endofit bakterilerin izolasyonu i¢in arazilerden
toplanan bitkilere farkli kodlar verildikten sonra laboratuvara getirilip ilk olarak ¢esme
suyunda arindirilmigtir. Daha sonra 3 dakika boyunca %70’lik etil alkolde, 2 dakika
boyunca %?2’lik sodyum hipoklorit solisyonunda ve tekrar %70’lik etil alkolde bekleme
islemi yapildiktan sonra 5 kere saf su ile temizlenerek yiizey sterilizasyonu islemi
tamamlanmaistir.

Yukarida yapilan yiizey sterilizasyon islemi sonrasinda bitki kisimlarindan alinan
pargalar steril 0,05 mM MgCI. ¢6zeltisinde steril edilmis havan ile ezildikten sonra 5
dakika boyunca bu siispansiyon igerisinde bekletilmis ve olusan siispansiyon farkli
oranlarda sulandirilarak (1072, 103, 10, 10° ve 10®) bagetle KB ve NA igeren petri

kaplarina yayilmistir. Epifit bakterilerin izolasyonunda kuru topraktan alinan bitki
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kokleri 1-2 cm boyutunda kesilerek farkli sekillerde kodlandiktan sonra herhangi bir
sterilizasyon islemi yapilmadan direk steril edilmis 0.05 mM MgCl, tampon ¢ozeltisinin
icine eklenerek 30 dakika boyunca 200 rpm’ lik orbital calkalayict igerisinde
calkalanmas1 i¢in bekletilmistir. Endofit bakterilerin izolasyonunda oldugu gibi bu
siispansiyonlar da degisik oranlarda seyreltildikten sonra (102, 10, 10% 10° ve 10°)
baget yardimiyla icerigi KB ve NA olan besi yerlerine yayilmistir.

Yukarida yapilan igslemlerin sonunda petri kaplar1 26°C sicaklikta 2 giin siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Bitki 6rnegini/bdlgeyi temsil edecek sayida farkli segici ve
genel besi yerlerinde morfolojik olarak birbirinden farkli sekillerde gelisen bakteri
kolonileri daha sonra teshis ve ¢aligmalarda kullanilmasi i¢in uygun besi yerleri lizerinde
saflastirma iglemleri yapilmistir.

Genel olarak yapilan calismalarda kullanilmak {izere gelisimi ideal olan besi ortami
igeren petri kaplarinda ya da siireyi kisaltmak amaciyla egik agarda +4°C de ya da cryo
eppendorf tiiplerinin iginde bulunan %40 oraninda steril gliserol ¢ozeltisinde -80°C’de

muhafazasi yapilmstir.

3.2.2.2. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Secimi

Saglikli bamya ve yakin akraba konukg¢u bitki 6rneklerini temsil edecek sekilde
secilen endofit ve epifit bakteri izolatlar1 ¢caligmalarda kullanilmadan 6nce bitki patojeni
olup olmadignin belirlenmesi amaciyla tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testi
yapilmistir (Sekil 3.4). TSA besi ortaminda gelisen 2 giinliik saf bakteri izolatlar1 ile
beraber Bitki Sagligi Klinigi Kiltiir Koleksiyon Merkezinden temin edilen bitki
patojeni bakteri (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Pph12 izolati) siispansiyonlari
10® hiicre/ml yogunlugunda steril 0.05 mM MgCl, tampon c¢ozeltisi igerisinde
hazirlandiktan sonra steril bir enjektor vasitasiyla 2 aylik geng tiitiin (Nicotiana
tobaccum) yapragmin alt yiizeyinden damar aralarina enjekte edilmistir. Aday bakteri
izolatlar ile inokule edilen tiitiin bitkileri 25°C’de inkiibasyona birakildiktan 24-48 saat
sonra inokulasyon noktalarinda olusan nekroz goriintiisii pozitif olarak kabul edilmis
olup, s6z konusu bakterilerin ¢calismalardan elemesi yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Tiittinde HR testinde herhangi bir nekrotik ¢okiintii seklinde belirti olusturmayan aday
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bakteri izolatlar1 patates dilimlerinin {izerinde yumusak ¢iiriikliik testine tabi
tutulmustur.

Yumusak c¢iiriikliik testinde kullanilan patatesler 6nce yiizey dezenfeksiyonu i¢in
%3’liik NaOCl’ de 1 dakika boyunca bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan
patateslerin Once kabuklar1 soyularak steril edilmis bistiiri ile 1 cm eninde
dilimlenmistir. Kesilen patates dilimleri, i¢inde steril saf su ile 1slatilmis nemli filtre
kagidi olan saklama kaplarina yerlestirilen steril petri kaplarinin iizerine konulmustur.
Patates dilimlerinin iizerine kiirdan ile alinan HR negatif bakteri izolatlar1 inokule
edilmistir. Yapay olarak bulastirilan patates dilimlerinin oldugu saklama kaplar1 26
°C’de 2 giinliik siire ile inkiibasyona birakilarak ilerleyen zamanlarda inokule edilen
bolgede olusan yumusak ciiriikliik alaninin varligi agisindan degerlendirilmistir (Lelliot
ve Stead, 1987). Kontrol izolat1 olarak Bitki Sagligi Klinigi Kiiltiir Koleksiyon
Merkezi’nden temin edilen Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum hastalik

etmeni kullanilmistir.

Sekil 3.4. (A-B) Tiitiin yapraginda bakteri izolatlari ile yapilan asirt duyarlilik (HR)
testi. Sadece bitki patojeni izolatlar tiitiin yapraginda HR reaksiyonuna (ok) neden
olmustur. (C) Patates dilimleri tizerinde yapilan ¢iiriikliik testi sonucunda patojen
bakteri izolat1 (ok) yumusak ¢iiriikliik yapmis olup (*) inokulasyonu yapilan diger
izolatlar herhangi bir belirtiye neden olmamustir.
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3.2.2.3. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Tanmilanmasi

Yapilan her iki testte de pozitif sonu¢ alinamayan izolatlarin tiir teshislerinin
belirlenmesi amaciyla MALDI-TOF cihazi (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) gelistirilen teknik kullanilmistir (Pavlovic ve ark., 2012). Geride kalan
bakteri izolatlar1 TSA (Tryptic Soy Agar) besi ortami {izerinde 24-36 saatte gelismis
olan saf kiiltiirden alinan bakteriler kiirdan yardimiyla bir miktar alinarak, i¢inde 300 pl
steril su bulunan eppendorf tiiplerine eklenmis ve vortex cihazinda iyice karistirilarak
bakteri siispansiyonunun elde edilmesi saglanmistir. Eppendorf tiiplerinin igine 900 pl
saf ethanol (Merck, Damstrad, Germany) konulduktan sonra olusan karigimin santrifiij
edilmesi i¢in 13.000 rpm’de 2 dakika siire ile bekletilmistir. Santrifiij edilen
slispansiyonun siipernatant denilen iist tabakasindaki ethanol dokiildiikten sonra dipte
kalan bakteri kisminin bir siire kurumasi i¢in bekletilmistir (ortalama 5 dak.).
Kuruduktan sonra tiiplerin i¢ine vortekslenmesi i¢in %70 oraninda 30 pl formik asit
eklenerek (Merck, Darmstad, Germany) tekrar 13.000 rpm ’de 1 dakika boyunca
bekletilmistir. Vorteksleme islemi yapilan tiiplere tam anlamiyla ¢oziinmeyi saglamasi
icin 30 pl acetonitril eklenerek tekrar 13.000 rpm’ de 1 dakika boyunca
vortekslenmistir. Son asama olarak cihazin Ornek plakasindaki (target) noktalara
siispansiyonun iist kisminda kalan siipernatanttan 1pl alinarak bu noktalara iki tekrarli
olacak sekilde eklenip normal kosullarda kurumasi icin beklenmistir (ortalama 3-5
dak.). Kuruduktan sonra her bir nokta i¢in iki tekerriirlii olacak sekilde 1 ul HCCA
Matrix (0-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) soliisyonu eklenip tekrar kurumaya
birakilmistir.  Ornekler kuruduktan sonra matrix soliisyonu olarak 0.025% (v/v)
trifluoroacetic acid ve 50% acetonitrile (v/v) icerisinde ¢oziinmiis doymus a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (Bruker Daltonics) kullanilmistir. Yapilan asamalardan sonra
ornekler MALDI-TOF MS (Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
cithazina Flex Control Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) yazilimi
ile yiiklenip teshis icin BIOTYPER™ 1.1 software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) kullanilmigtir.

MALDI-TOF cihaz tarafindan teshis edilen bakteri izolatlarinin teshis sonuglari
firma tarafindan tavsiye edilen degerlere gore; skor degeri 2.30-3.0 araliginda ¢ikan

bakteri izolatinin tiir diizeyinde olduk¢a giivenilir oldugu, 2.00-2.299 araligindaki
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sonucun cins diizeyinde giivenilir, tiir diizeyinde yiiksek derecede giivenilir oldugu,
1.70-1.999 araliginda sonucun cins diizeyinde giivenilir, tiir olarak muhtemel
diizeyde oldugu, 1.7 degerinden asagi olan sonuglarin ise giivensiz tami oldugu

belirtilmistir.

3.2.3.Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarmm Fungal Hastalik Etmenlerinin Misel

Gelisimini in vitro Kosullarda Engellenme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Yapilan testler sonucu segilen bakterilerin fungal hastalik etmenlerin misel
gelisimini durdurma (antagonistik) potansiyelleri 1:1 oraninda karigtirllmis PDA+TSA
besi yeri iceren 90 mm ¢apindaki petri kaplarinda ikili kiiltiir testi ile belirlenmistir
(Landa ve ark., 1997). Tiitiin HR ve patates yumusak ciiriiklik testlerinde sonug
alimamayan fakat MALDI-TOF testinde teshis edilen bakteri izolatlari, petrinin st
noktasinin 2 cm ilerisine ¢izgi ekim yontemi ile ¢izilerek 25°C sicaklikta 48 saat siireyle
inkiibe edilmistir (Sekil 3.5). 48 saat sonra ¢izilen bakterilerin oldugu petrilerin 4 cm
ilerisine 5 gilinlik funguslardan 6 mm c¢apmnda diskler ¢ikarilarak petrilere
yerlestirilmistir. Kontrol icin belirlenen petrilere bakteri ¢izimi yapilmamis olup sadece
fungus diskler yerlestirilmistir. Daha sonra bu petriler 25°C’de inkiibatorde
bekletilmistir. Engelleme oranlar1 kontrol petrilerinde fungal hastalik etmeninin petriyi
timliyle kaplamasi ile (fungal hastalik etmeninin gelisim hizina gore inokulasyon
yapildiktan 4-7 giin sonra), daha Once cizilen bakterilerin bulundugu petri kaplarinda
fungal etmenin bakterinin oldugu alana dogru miselyal biiyiimesinin (MGu) ol¢iimii
yapilarak sadece fungal hastalik etmeninin oldugu kontrol petrilerindeki miselyal

(MGKk) biiyiimesine gore yiizde olarak hesaplanmistir (Ahmed ve ark., 1999).

MGk—MGu

) £ 100 (3.1)

%Engelleme = (

Olgiimler biitiin bakteri-fungus denemeleri igin 3 ayr1 petri kabinda ve 2 farkli

zaman dilimi olacak sekilde tekerriir edilmistir.
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Sekil 3.5. (A) In vitro’da ikili kiiltiir testi ile antagonist etki yapan endofit ya da epifit
bakteri izolatinin fungal hastalik etmenini engellemesi (ok). (B) Kontrol amaciyla
petriye konulan hastalik etmeninin normal kosullarda gelisimi.

3.2.4. Bakteri Izolatlarimn Hastalik Etmenlerinin Engellenmesinde Rol Oynayan

Biyokontrol Mekanizmalarinin Belirlenmesi

3.2.4.1. Bakteri lIzolatlarinin Proteaz Enzimi Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Epifit ve endofit bakterilerin proteaz enzimi {iretiminin belirlenmesi amaciyla,
iceriginde %2 yag alimmis siit tozu (Skimmed Milk Powder, Merck, Darmstadt,
Germany) bulunan LB (SMLBA) besi ortamimin oldugu petri kaplar1 kullanilmigtir
(Perneel ve ark., 2007). SMLBA besi ortamu iizerinde test edilen bakteriler 2 giinliik saf
ve taze kiiltiirden steril kiirdan yardimi ile alinarak besi yerine inokule edilmistir.
Proteaz etkinliginin tespiti i¢in kullanilan bu petriler 2 giin siire ile 26°C’de inkiibe
edilmigtir. 2 giin sonra SMLBA besi ortam1 igeren petri kaplart incelendiginde eger
verilen bakteri kendi etrafinda seffaf zon (engelleme bolgesi) seklinde bir yap:
olusturmugsa o bakterinin proteolitik aktivite gdsterdigi kabul edilmistir. Proteolitik
indeks (Pro-indeks) degeri bakteri koloni ¢apinin koloni etrafinda olusan engelleme
bolgesinin ¢apina boliinmesiyle [Pro-indeks= (Z¢)/B¢, Z¢: Bakteri kolonisi etrafinda
olusan zon ¢ap1; Bg: Bakteri koloni ¢api] hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000).
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Denemelerde kullanilan bakteri izolatlar1 i¢in 3 farkli petride dl¢timler yapilmis ve 2

farkli zaman dilimi i¢inde tekerriir edilmistir.

3.2.4.2. Bakteri Izolatlarinin Siderofor Olusturma Potansiyellerinin Belirlenmesi

Siderofor olusumunun tespiti amaciyla kurulan denemede Schwyn ve Neilands
(1987) tarafindan bildirilen yonteme goére krom azurol S (CAS) boyasi i¢eren mavi
renkli agar besi ortami kullanilmistir. Siderofor testinde kullanilan bakteriler 2 giinliik
taze kiiltiirden steril kiirdan yardimi ile alinarak, CAS agar ortamina inokule edilerek 5
giin siireyle 26°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 2 giin sonra incelenen petrilerde
eger besi ortamina inokule edilmis bakteri kolonisini ¢evreleyen sari-turuncu renkte zon
(engelleme bolgesi) olugsmussa bu durum siderofor olusturma yoniinden olumlu bir
sonug elde edildigini gosterir. Bu calismada siderofor indeks (S-indeks) degeri bakteri
kolonisi etrafinda olusan engelleme zon ¢apinin bakteri koloni ¢apina bdliinmesiyle [S-
indeks= (Z¢)/Bg, Z¢: Bakteri kolonisi etrafinda olusan engelleme zon ¢api; Bg: Bakteri
koloni ¢api1] hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000). Denemede kullanilan tiim bakteri
izolatlar1 i¢in 3 degisik petri kabinda ol¢iimler yapilarak farkli zamanlarda 2 kez

tekerriir edilmistir.

3.2.4.3. Bakteri Izolatlarmin Amonyak (NH3) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Calismada kullanilan epifit ve endofit bakterilerin amonyak (NHs) olusumu
Cappuccino ve Sherman, (1992) tarafindan bildirilen yonteme gore Nessler’s ¢ozeltisi
kullanilmak suretiyle kalitatif olarak belirlenmistir. Deneme i¢in 1 ml peptonlu su cam
tiiplere verildikten sonra 2 giinliikk epifit ve endofit bakteri izolatlar1 steril kiirdan
yardimt ile bir miktar alinarak peptonlu su igeren cam tiiplere verilmistir. Peptonlu su
iceren tiiplere bakteriler inokule edildikten sonra inkiibatorlii orbital calkalayict
kullanilarak 150 rpm ve 26°C sicaklikta 4 giin boyunca inkiibasyona birakimistir.
Inkiibasyon sonucu sivi besi ortaminda gelisen bakteri kolonisinin iizerine 50 pl
Nessler’s ¢ozeltisi eklenmistir. Bakterilerde amonyak olusumunun goriilmesi tiiplerde
yer alan besi ortamlarmin acik saridan kahverengi-koyu sar1 renge donmesiyle

anlasilmistir.
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3.2.4.4. Bakteri Izolatlarinin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Epifit ve endofit bakteri tiirlerinin iirettigi hastalik etmenlerinin engellenmesinde
rol oynayan kimyasallardan birisi de hidrojen siyaniir (HCN) diir. HCN iiretiminin
tespiti Castric (1977)’in belirledigi yontemlere gore belirlenmistir. Ilk olarak steril
kiirdan ile 2 giinliik bakteri izolatlar1 alinarak 6 cm’lik kiigiik cam petrilere 4.4 gr/L
glycine igerikli TSA besi ortami dokiilmiis ve besi ortami kuruduktan sonra antagonist
bakteri ¢izgi yontemi ile ¢izilmistir. Steril filtre kagitlar1 1 cm eninde ve 3 cm boyunda
dikdortgen seritler halinde kesilerek yaklasik 0.5-1.0 ml %2 picric asit (PA) + 2%
sodyum karbonat (Na.COz) siispansiyonu (100 ml steril su+5 gr PA+2 gr Na,CO3) ile
1slatilarak petri kabinin kapak kismina koyulmus ve 4 giin boyunca 26°C de inkiibe
edilmistir (Sekil 3.6). HCN iiretiminin tespiti pikrik asit siispansiyonu ile 1slatilmis filtre
kagitlarinin beyaz/agik sar1 renkten kahverengi veya koyu kirmiziya doniismesi ile

anlasilmistir (Castric, 1977).
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Sekil 3.6. Antagonistik etki yapan bazi epifit ve endofit bakterilerin etki
mekanizmalarmin tespiti amaciyla (A) siderofor, (B) proteaz enzimi (protealitik), (C)
hidrojen siyaniir (HCN) ve (D) amonyak iiretim ¢alismalar1. Siderofor ve proteaz (A)

iiretme degerlerinin indeks degeri bakterinin kendi ¢apinin (B¢) zon ¢apina (Z¢)
oranlanarak bulunmustur. HCN ve amonyak icin ise D ve E’de goriildiigii gibi filtre
kagidinin ve eppendorf tiipii i¢indeki soliisyonun renk degisimine gore
degerlendirilmistir.
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3.2.5.Bakteri Izolatlarimn Bitki Gelisimini Tesvik Eden Mekanizmalarin

Belirlenmesi
3.2.5.1. Bakteri Izolatlarinin Fosfor C6zme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Endofit ve epifit bakterilerin fosfat iizerindeki etkisinin tespit edilmesi amaciyla
Pikovskaya Agar (PVK) besi ortami igine tri kalsiyum fosfat eklenen petri kaplari
kullanilmistir (Kumar ve ark., 2012). Denemede kullanilan bakteriler 2 giinlik taze
kiltirden alinarak PVK Agar ortami iizerine inokule edilmistir. Bu petriler 7 giin
siireyle 26°C'de inkiibe edilmistir. PVK besi yerleri inokule edildikten 5 giin sonra
kontrol edildiginde eger bakteri, inokulasyon yapilan alanin ¢evresinde seffaf bir zon
(engelleme bolgesi) olusturmussa bakteri fosfor ¢ozme yoniinden pozitif olarak kabul
edilmistir. Her bir bakteri izolati igin fosfor ¢oziintirlik indeksi (FC-indeks) degeri
bakteri koloni c¢apmin koloni etrafinda olusan engelleme bdlgesinin ¢apina
boliinmesiyle [FC-indeks= (Z¢)/Bg, Z¢: Bakteri kolonisi etrafinda olusan zon ¢api; Bg:
Bakteri koloni ¢ap1] hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000). Denemede kullanilan tim
bakteri izolatlar1 icin 3 degisik petri kabinda Olclimler yapilarak farkli zamanlarda 2

kere tekerriir edilmistir.

3.2.5.2. Bakteri izolatlarimin indol Asetik Asit (IAA) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Calismada kullanilan bakterilerin IAA iiretme durumunu tespit etmek amaciyla
Salkowski yontemi kullanilmistir (Glickman ve Dessaux, 1995). Taze bakteri
izolatlarindan (48 saatlik) 108 hiicre/ml konsantrasyonunda hazirlanan 500 pl bakteri
siispansiyonu L-tryphtophan (3 mg ml™') igeren 5 ml steril LB besi yeri eklenmistir.
Kontrol olarak L-tryphtofan icermeyen besi yeri kullanilmistir. Sivi besi ortamina
antagonist bakteri izolatlar1 200 rpm’de ve 30°C’de 4 giin boyunca inkiibatorlii orbital
calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra sivi besi ortaminda gelismis olan
bakteriler 30 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernattant adi
verilen tist tabakadan eppendorf tiiplerinin i¢ine 1 ml miktarinda alinarak {izerine 2
damla (yaklasik 40 pl) fosforik asit damlatilmistir. Karigim hazirlandiktan sonra cam

tiiplerin i¢inde bulunan 2 ml Salkowski ¢ozeltisinin (150 ml %98’lik H2SO4, 250 ml
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distile su, 7.5 ml 0.5 M FeClz-6H20) iizerine dokiilerek karanlik ortamda 30 dakika
stireyle 25°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Bakteri izolatinin TAA iirettiginin anlasilmasi
tiplerde bulunan besi ortami renginin agik saridan kirmizi-pembe renklerine
dontismesiyle olmustur (Sekil 3.7). IAA miktarinin 6lgiitlendirilmesi 535 nm dalga
boyuna ayarli UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA) kullanilarak
(Patten ve Glick, 2002) yapilmistir. IAA (Merck, Darmstadt, Germany) ¢dzeltisinin
Ol¢limiiniin yapilmasi ve absorbans degerlerinin ger¢ek degerlere doniistiiriilmesi
amaciyla (ppm (=pug ml?') diizeyinde) degerler IAA konsantrasyon standart egrisiyle

karsilastirilmistir.

= i

Sekil 3.7. Antagonistik etki yaratan endofit ve epifit bakteri izolatlar1 i¢in IAA tiretimi
ve fosfat1 ¢ozme oraninin tespit edilmesi. A ve B’de besi ortaminda fosforu ¢ozme
oraninin tespit edilmesi. Fosfor ¢6zme indeksi; bakteri gapinin zon ¢apina oranlanmasi
ile hesaplanmistir. (C) Farkli yogunluklarda IAA oranlarinin sivi besi ortaminda
olusturdugu renk farkliliklari.
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3.2.6. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Denemede kullanilan bakterilerle yapilan tiim in vitro biyoetkinlik denemeleri
tesadiif parselleri deneme desenine gore, her bir bakteri izolat1 i¢in 2 tekerriir olacak
sekilde kurulmustur. Biyokontrol etkinlik calismalarinin yapildigi petrilerdeki misel
gelisiminin engellenme oranlari % oranlarina ¢evrilmeden IBM SPSS istatistik
programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans analizi
yapilmig ve bakteriyel izolatlar/fungal hastalik etmenleri arasindaki farklilik Tukey
Coklu Karsilastirma Testi ile analiz edilmistir (P<0.05).
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4.  ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bamya Kok ve Kokbogazi, Govde ve Tohumlardan Hastallk Etmenlerinin

Izolasyonu ve Tanilanmasi

Hatay’da 2021 yili Eylil (7 tarlada), Ekim (6 tarlada) ve Kasim (4 tarlada)
aylarinda toplam 17 farkli bamya arazi igin yapilan sorveylerde 84 adet hastalik belirtisi
gosteren bitki tespit edilmistir. Arazi ¢alismalarinda toplanan hastalikli bitkilerin Kok,
kok bogazi, govde ve tohum kismindan alinan 6rnekler besi ortaminda izole edilmistir
(Sekil 4.1).

Sorvey alanlarinda tipik kuruma belirtileri gdsteren bitkilerin kok ve kok bogazi
clriikliigii ve incelmesi, kok bogazina yakin govdelerin iletim demetlerindeki
kararmalardan ve hastalik belirtisi gosteren olgun meyvelerin igerisindeki kararmis
tohumlardan yapilan izolasyonlarda elde edilen funguslarin koloni gelisimi, sporulasyon
ve misel yapilar1 iizerine yapilan morfolojik calismalar sonucunda 21 farkli bitki
orneginden Rhizoctonia solani (Sneh ve ark., 1991), 26 adet bitki Orneginden
Macrophomina phaseolina, 14 farkli bitkiden Sclerotinia sclerotiorum (Kohn, 1979), 30
farkli bitki 6rneginden F. oxysporum (Leslie ve Summerell, 2006), 12 farkli bitki
orneginden ise Verticillium dahliae en yaygin toprak kokenli fungal hastalik etmeni
tirler olarak belirlenmigtir. Hastalik belirtisi gdsteren hasat asamasindaki bitkilerin
meyvelerindeki tohumlardan yapilan izolasyon galigmalari sonucunda; 5 farkli tohum
orneginden F. oxysporum, 6 farkli tohum 6rneginden M. phaseolina, 19 farkli tohum
orneginden Alternaria spp., 18 farkli tohum o6rneginden Aspergillus spp, 14 farkli
tohum orneginden Rhizopus spp., 23 farkli tohum 6rneginden Penicillum spp., gibi
fungal izolatlarin tiir teshisleri morfolojik 6zelliklerine gore belirlenmistir (Sekil 4.2).

S6z konusu izolatlar arasindan potansiyel yaygin toprak ve tohum kokenli hastalik
etmenlerinden F. oxysporum, M. phaseolina, R. solani ve S. sclerotiorum olarak
belirlenen hastalik etmenleri patojenisite testleri ve in vitro biyoetkinlik ¢aligmalarda
kullanilmak tizere saflastirilmistir (Sekil 4.2A-D).
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Sekil 4.1. Hastalik belirtisi gosteren bamya bitkileri ile hastalikli meyvelerin i¢indeki
tohumlarindan gelisen M. phaseolina (A-C), R. solani (D, E), V. dahliae (F), Fusarium
spp. (G, H) ve S. sclerotiorum (I) gibi farkli fungal hastalik etmenlerin misel gelisimleri.

Sorveyler sonucu hastalikll bitkilerde yaygin toprak ve tohum kokenli hastalik
etmenlerinden Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium oxysporum’ un saf izolatlar1 (Sekil 4.2A-D) saglikli bamya fidelerinin kok
bolgelerine tekrar inokiile edilmis ve inokulasyondan 4 hafta sonra sokiilerek kok ve
kok bogazinda incelme, iletim demetlerindeki renk degisimleri ve nekroz gibi belirtiler
esas alinarak hastalik olusumu degerlendirilmistir (Sekil 4.2E). Hastalik etmenleri
inokulasyon noktalarinda ortaya cikan belirtilerden tekrar izole edilmis ve orijinal
izolatlarla karsilagtirilmigtir. Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teshis
yontemleri uygulandiktan sonra MALDI-TOF ile tanilanmak suretiyle tiirleri teyit

edilen izolatlar tiim denemelerde kullanilmstir.

48



\
i

b~

Sekil 4.2. Hastalik belirtisi gosteren bamya bitki tohumlarindan elde edilmis ve
patojenisite testinde kullanilmis F. oxysporum (A), S. sclerotiorum (B), M. phaseolina

(C) ve R. solani (D) izolatlariin petrideki goriiniimleri. (E) Hastalik etmenleri ile
yapilmis patojenisite testleri sonucu fidelerde ortaya ¢ikan kok ¢iiriikliik belirtileri.

\ >
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Nijerya’da 1992 ve 1993 yillar1 arasinda bamya yetistiriciligi yapilan alanlarda
sararma ve dokiilme belirtileri ile hastalik siddetine bagli olarak bitkilerde yatma ve
olim gibi birtakim Simptomlar gozlendigi bildirilmistir. Hastalik bitki dokusunda ise
kuru ciirtiklik ve komiir c¢iiriikliigli gibi belirtilerin olustugu goézlenmistir. Bolgede
yapilan sorveyler ile simptom gosteren ornekler rastgele toplanip teshis i¢in izolasyonu
yapilmistir. Izolasyon calismalari sonucunda morfolojik 6zelliklerine gore hastalik
etmeninin M. phaseolina oldugu anlasilmistir. S6z konusu ¢alisma ile Nijerya’da bamya
yetistiriciligi i¢in 6nemli bir etmen olan M. phaseolina’nin varlig: ilk defa bu rapor ile
ortaya konulmustur (Oluma ve Nwankiti, 2000). Ulkemizde M. phaseolina ile ilgili
bircok farkli bitkide caligma yapilmis olmasina ragmen hastalik etmeninin bamya
bitkisinde varlig1 ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Prova ve ark. (2017) Banglades’te bamya yetistiriciligi yapilan alanlarda goriilen
clirime belirtilerine neden olan hastalik etmenini izole ederek teshis etmeye
calismiglardir. PDA ortaminda izole edilen hastaliklt doku, beyaz yapida misel tabakasi
olusturarak hizli bir sekilde gelismeye baslamistir. PDA ortaminda gelisen kolonilerin
etrafinda dis yapisi kiire seklinde olan siyah renkli sklerotlar olugsmaya baslamistir.
Sklerotlar uzunluk olarak 4-8 mm, genislik olarak ise 3-5 mm boyutunda olusmustur.
Yapilan morfolojik ve molekiiler tanilama ¢alismalar1 sonucunda Banglades’te bamya
yetistirilen alanlarda hastalik etmeninin S. sclerotiorum oldugu ilk kez belgelenmistir
(Prova ve ark., 2017). Yaptigimiz ¢aligmada ise benzer sekilde enfekte olmus bamya
bitkileri {izerinde beyaz fungus tabakasi bulunan kisimlar alinarak izolasyonu
yapilmistir. Yaptigimiz morfolojik ve fizyolojik ¢aligmalar sonucunda hastalik etmeni S.
sclerotiorum olarak tanimlanmistir. S6z konusu hastalik etmeni iilkemizde farkl
bitkilerde goriilmustiir. Fakat bamya alanlarinda tespiti ilk defa bu caligma ile
belgelenmistir.

Cin’de 2014 yilmin Eyliil aymnda bamya yetistiriciligi yapilan alanlarda bazi
bitkilerin yaprak kisimlarinda solma ve koklerinde kahverengilesme goriilmiis olup
ilerleyen zamanlarda bitkilerde 6liim goriilmistiir. Hastaligin gittikce yayilmasi iizerine
enfekteli bitki dokularindan hastalik etmenleri izole edilmistir. Hastalik etmeni PDA
besi ortami iizerinde soluk devetiiyii renginde koloni gelisimi gdstermistir. Yapilan
morfolojik ve fizyolojik testler sonucunda hastalik etmeni F. solani olarak teshis

edilmistir. Yapilan bu ¢alisma ile kok ¢iiriikliigline neden olan F. solani ilk defa Cin’de
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rapor edilmis ve yikici 6zelliginin olduguna dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmistir (Li
ve ark., 2015).

Fungal hastalik etmeni Fusarium oxysporum’un Brezilya, California ve
Hindistan’da yetistirilen bamya bitkilerinde hastalik etmeni olarak bildirimleri
bulunmakla birlikte (Farr ve Rossman., 2022), F. oxysporum’un iilkemizdeki
bamyalarda da goriildiigii ilk kez bu ¢aligma ile ortaya konulmustur.

Pakistan’da yetistiriciligi yapilan bamya bitkilerinde Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani ve Fusarium spp. gibi ¢esitli toprak kokenli bitki patojeni fungal
etmenlerin yanisira, Meloidogyne spp. gibi kdk ur nematodlart tarafindan saldiriya
ugradigt ve ciddi verim kayiplarina neden oldugu yapilan Onceki c¢alismalarda
bildirilmistir (Ehteshamul-Haque ve ark., 1996; Parveen ve ark., 1994; Sultana ve ark.,
2005).

Toprak kokenli hastaliklardan biri olan M. phaseolina’nin 500°den fazla bitkide
komiir ¢iirtikligii hastaligina neden oldugu bilinmektedir (Marcinkowska, 2002).
Toprak kokenli fide kok ¢iriikligii hastaligi etmenlerinden R. solani, Fusarium
tiirlerinde oldugu gibi toprakta aktif misellerle 2000°den fazla bitkide hastalik yaptigi
saptanmistir (Booth, 1971; Marcinkowska, 2002). Pakistanin Karachi ve Malir
bolgelerinde bamya, domates ve papaya yetistirilen alanlarda bitkilerin dayanikliliginin
az olmasindan dolayr M. phaseolina, R. solani ve Fusarium tiirleri ile ko6k ur
nematodlarmin enfeksiyonu sonucunda yetistiricilik yapilan biitiin alanin yok olmasina
neden oldugu goriilmiistiir (Saeed ve Ashrafi, 1971).

Banglades’te yapilan ¢alismalarda bamyada goriilen baslica hastaliklar Fusarium
oxysporum, F. solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Pythium butleri
ve Phytophthora palmivora olarak bildirilmistir. S6z konusu hastaliklarin yikicilik orani
% 10-45 olarak saptanmistir (Anwar ve Mckenry, 2010; Hussain ve ark., 2012).
Bamyada biiyiik zarar yapan viral hastaliklar ise sar1 damar mozaik hastaligi ve bamya
yapragi kivrilmasi hastaligi olmustur (Singh, 1996).

Bamya yetistiriciliginde sik goriilen zararlilarin basinda kok-ur nematodu
(Meloidogyne sp.) bulunmaktadir. Florida’da bamya yetistirilen alanlarda en ¢ok
goriilen bakteriyel hastaliklar; bakteriyel yaprak yanikligina sebep olan Pseudomonas
cichorii, kirmizimsi kahverengi lekelere neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae

olurken en sik goriilen fungal etmenler ise yaprak yanikligi (Cercospora abelmoschi),
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cicek cirtikligii (Choanephora cucurbitarum), Verticillium solgunlugu (Verticillium
albo-atrum), komiir ¢iiriikligic (Macrophomina phaseolina), giiney yanikligi
(Sclerotium rolfsii), kiilleme (Oidium sp.) ve Fusarium solgunluklar1 (Fusarium sp.)
olmustur (Momol ve Pernezny, 2006).

Ulkemizde yetistirilen bamya bitkilerinde sorun olan hastaliklar ve sebep olan
etmenlerinin belirlenmesine yonelik olarak Verticillium dahliae (Tok ve ark., 2020)
disinda bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Yapilan literatiir taramasina gore ¢alismamizda
Verticillium dahliae disinda kalan hastalik etmenlerinin iilkemizde yetistirilen bamya

bitkilerinde sorun oldugu ilk kez bu ¢aligsma ile ortaya konulmustur.

4.2. Bamya ve Yakin Akraba Bitkilerin Farkhh Kisimlarindan Aday Epifit ve

Endofit Bakteri Izolatlarinin Izolasyonu ve Tanilanmasi

Biyoetkinlik denemelerinde kullanilan epifit ve endofit karakterli bakteri izolatlar
hastaliklarin gézlendigi tarlalardaki saglikli bamya bitkilerinin yanisira, ayni tarla i¢cinde
ve/veya yakin tarlalardaki akraba bitkilerin (pamuk, ebe glimeci, pitrak vb.) saglikli
toprak alti (kok, kok bogazi ve koklere yakin topraklardan) ve toprak tistii (kok
bogazina yakin govde, dal, silirglin, yaprak ve meyve) bitki kisimlarindan Bolim
3.2.2.’de bildirilen yontemlere gére elde edilmistir. Izolasyonlar sonucunda, bolgeyi,
konukgu bitki kismini ve izole edildigi petriyi temsil edecek sekilde farkli morfolojik
goriintimlii 28 adeti endofit (%39.4) ve 43 adeti ise epifit (%60,6) olmak {izere toplam
71 bakteri izolat1 elde edilmistir.

Aday izolatlarla biyoetkinlik ¢alismalar1 yapilmadan once tiitiin yapraklarinda HR
ve patates dilimlerinde yumusak c¢iiriikliik testleri yapilmak suretiyle olasi hastalik
etmeni bakteri izolatlar1 caligmalardan cikartilmistir. Yapilan testler sonucunda ve her
iki testte negatif sonug veren 35 adet epifit, 16 adeti endofit olmak iizere 51 aday bakteri
izolatinin kesin tiir diizeyinde tanilanmast MALDI-TOF MS yontemiyle yapilmistir.
Yapilan MALDI-TOF analizleri sonucunda elde edilen ve indeks degeri 1.7 ve lizerinde
olan toplam 47 izolattan 14 tanesinin (%29.8) Gram-negatif, 33 tanesinin (%70.2)
Gram-pozitif oldugu Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Tiir diizeyinde teshisi yapilan ve denemelerde kullanilan 36 izolata ait sonuglar
Cizelge 4.1°de sunulmustur. Saglikli bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen izolatlar

arasinda, 8 tanesi dal-gévde, 16 tanesi kok, 4 tanesi ham meyve ve 8 tanesi ise
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yapraktan izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin 23 tanesi epifit ve 13 tanesi endofit
kokenlidir. Bu izolatlarin konukcu bitkilere gore dagilimlarina bakildiginda, 21 izolat
bamya, 7 izolat pamuk, 5 izolat pitrak ve 3 izolat ise ebe glimeci bitkisinden izole
edilmistir.

Elde edilen 19 farkli tiire ait bakteri izolatlarinin cins diizeyinde dagilimi
incelendiginde en yaygin izolatin 25 adet ile Bacillus cinsine ait oldugu ve sirasiyla 4
izolatla Enterobacter, 2 izolatla Pseudomonas, 1’er izolatla Microbacterium, Pantoea,
Paenibacillus, Lysinibacillus ve Rhizobium cinsleri takip etmistir. Tiir diizeyinde teshis
edilen 36 izolatin 28 tanesi Gram-pozitif (%75), 8 tanesi Gram-negatif (%25) tiirlerden
olusmustur. Gram pozitif olarak belirlenen toplam 28 izolat arasinda, 25 izolat Bacillus
spp. (%89.28), 1 izolat Microbacterium spp. (%3.57), 1 izolat Paenibacillus spp.
(%3.57), 1 izolat Lysinibacillus spp. (%3.57), tiir diizeyinde tanilanmislardir. Toplam 8
tane Gram negatif izolat arasinda, 4 izolat Enterobacter spp. (%37.5) olarak
belirlenirken, 2 izolat Pseudomonas spp. (%25), 1’er izolatin ise Rhizobium spp.
(%12.5) ve Pantoea spp. (%12.5) oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Bamya ve yakin akraba bitkilerden izolasyonu yapilan bakteri izolatlarinin

tiir bazinda teshisi

) Gram Maldi
Izolat Adr* Konuk¢u Ad1 Epifit/Endofit . Benzerlik
Reaksiyon .
Indeksi
Bacillus cereus Blep Bamya Epifit + 2.025
Bacnlus_ amyllc_)llquefamens ssp. Pitrak Endofit + 1.944
amylloliquefaciens X1len
Bacillus cereus X3ep Pitrak Epifit + 2.185
Bacillus cereus B2ep Bamya Epifit + 2.323
Bacillus subtilis B11 ep Bamya Epifit + 2.156
Bacillus cereus B14 ep Bamya Epifit + 2.347
Bacillus cereus P4 ep Pamuk Epifit + 2.007
Bacillus cereus B16 en Bamya Endofit + 2.144
Bacillus pumiis B20 ep Bamya Epifit + 1.921
Bacillus subtilis P2 en Pamuk Endofit + 2.16
Bacillus subtilis B12ep Bamya Epifit + 2.123
Bacillus subtilis ssp. spizenii X4en Pitrak Endofit + 1.918
Lysinibacillus fusiformis P6en Pamuk Endofit + 1.99
Pseudomonas aeruginosa B3ep Bamya Epifit - 2.432
Bacillus subtilis B17en Bamya Endofit + 2.084
Enterobacter bugandensis B18ep Bamya Epifit - 2.49
Paenibacillus polymyxa B19en Bamya Endofit + 2.021
Rhizobium radiobacter B4ep Bamya Epifit - 2.399
gigéllus amyloliquefaciens ssp. plantarum Pamuk Epifit + 1878
Bacillus altitudinis B21ep Bamya Epifit + 1.828
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Cizelge 4.1. (Devami) Bamya
izolatlarinin tiir bazinda teshisi

ve yakin akraba

bitkilerden izolasyonu yapilan bakteri

G Maldi
izolat Adr* Konukeu Adi  Epifit/Endofit ram Benzerlik
Reaksiyon ? .
Indeksi

Bacillus cereus P5en Pamuk Endofit + 2.034
Bacillus cereus P7en Pamuk Endofit + 2.184
Bacillus cereus B6ep Bamya Epifit + 2.361
Enterobacter bugandensis B15en Bamya Endofit - 2.351
Bacillus altitudinis G3en Ebegilimeci Endofit + 1.925
Bacillus amyloliquefaciens ssp. Pamuk Epifit + 2191
plantarum P3ep

Enterobacter bugandensis B7ep Bamya Epifit - 2.472
Bacillus cereus P7en Pamuk Endofit + 2.184
Bacillus horneckiae B8ep Bamya Epifit + 2.36
Pantoea agglomerans X2ep Pitrak Epifit - 2.038
Microbacterium maritypicum X5en Pitrak Endofit + 2.068
Bacillus thuringiensis G2en Ebe giimeci Endofit + 1.964
Bacillus thuringiensis B13ep Bamya Epifit + 2.025
Pseudomonas thivervalensis B9ep Bamya Epifit - 2.185
Enterobacter cloacae B10ep Bamya Epifit - 2.387
Bacillus amyloliquefaciens Glen Ebe giimeci Endofit + 1.766

*{zolat kodlanmasi; izolasyonun yapildig1 bitki tiirii (B:bamya, G:ebegiimeci, X:pitrak, P:pamuk) ve
izolasyonun yapildig: yere (En, endofit; Ep, epifit) gére yapilmustir.

PGPR bitkilerde verimi, tohum ¢imlenmesini, kok ve siirglinde biiylimeyi tesvik

eden, bitkilerin dayaniklilik mekanizmasini arttiran, faydali bakteriler olarak tanilanip
rizosfer bolgesinde daha fazla bulunmaktadir. Rizosferde bulunan faydali bakteriler
bitki ile simbiyotik olanlar ve kok ve toprakta serbest gelisen bakteriler olarak iki gruba
ayrilir. Faydali bakterilerden Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter, Pantoea,
Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas ve Rhizobium gibi bakteri tiirleri
yaptigimiz ¢alismada da goriildiigii iizere hem bitki gelisimine olumlu etkide bulunmusg
olup hem de hastaliga neden olan patojenlerin gelisimini engellemistir. (Somers ve ark.,
2004; Barriuso ve ark., 2005; Cakmakc1 ve ark., 2005; Egamberdieva ve Islam, 2008;
Lugtenberg ve Kamilova, 2009; Sayyed ve Chincholkar, 2009; Sayyed ve Patel, 2011,
Saharan ve Nehra, 2011; Rajasekar ve Elango, 2011; Egamberdieva ve ark., 2011,2013;
Berg ve ark., 2013; Jabborova ve ark., 2013; Sayyed ve ark., 2012, 2013).
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4.3. Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin Engellenmesi iizerine Epifit ve Endofit

Bakteri Izolatlarinin in vitro Antagonistlik Etkinliklerinin Belirlenmesi

Tiitlin bitkilerinde ve patates dilimleri {izerinde yapilan patojenisite testleri
sonucunda hastalik etmeni olmadigi belirlenen 36 adet endofit ve epifit bakteri
izolatinin bamya bitkilerinde sorun olan yaygin toprak kokenli fungal etmenlerinden F.
oxysporum, M. phaseolina, S. sclerotiorum ve R. solani’ye karsi antagonist etkileri in
vitro kosullarda PDA+TSA besi ortami tizerinde ikili kiiltiir testleri (Sekil 3.5) ile
belirlenmistir. Bakteri izolatlarinin ikili kiiltiir testlerinde misel gelisimini engelleme
oranlarina bagh olarak izolatlar (i) hi¢ engelleme yapmayanlar, (ii) zayif seviyede
engelleme yapanlar, (iii) orta diizeyde engelleme yapanlar ve (iv) giiclii diizeyde
engelleme yapanlar olarak 4 farkli kategoriye ayrilmigtir (Dalal ve Kulkarni, 2013).
Elde edilen sonuglar dogrultusunda zayif seviyeden gii¢lii seviyeye dogru engelleme
oranlart antagonist bakteri izolatlarin test edildikleri fungal etmene goére degisiklik
gostermis olup, elde edilen sonuglar asagida verilmistir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve

Cizelge 4.4).

4.3.1. F. oxysporum’un Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit

Bakteri izolatlarin in vitro Antagonistik Etkinlikleri

Hastalik etmeni F. oxysporum’un in vitro kosullarda misel gelisimini engelleyen
36 farkli endofit ve epifit bakteri izolatinin ikili kiiltiir test sonuglar1 yorumlandiginda;
misel gelisimini zayif diizeyde engelleyen 10 izolat (%27.7), orta diizeyde engelleyen
8 izolat (%22.2) ve giiclii diizeyde engelleyen 18 izolat (%48.6) belirlenmistir.

Fungal hastalik etmeninin misel gelisimini en yiiksek diizeyde engelleyen ilk 10
izolatin 8 tanesinin epifit, 2 tanesinin ise endofit bakteriler oldugu goriilmiistiir.
Patojenin misel gelisimini en yiiksek diizeyde engelleyen ve ayni istatistik grubuna
diisen ilk 3 antagonist bakteri izolat1 sirasiyla %76.39’luk engelleme orani ile Bacillus
cereus Blep olup, bu izolat1 siratyla %74.31°’lik engelleme orani ile Pseudomonas
aeruginosa B3ep, %73.61°lik oranla Bacillus cereus Bllep izolatlari izlemistir (Cizelge
4.2, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.2. Farkli konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarin in
vitro ikili kiltiir testlerinde F. oxysporum’un misel gelisiminin engellemesi iizerine
etkinliklerinin belirlenmesi

Antagonistik Etki?

izolatlar MG MGE
Bacillus cereus Blep 11.332 76.39
Pseudomonas aeruginosa B3ep 12.332 74.31
Bacillus cereus B1lep 12.672 73.61
Paenibacillus polymyxa B19en 15.00° 68.75
Bacillus cereus P7en 16.33% 65.97
Bacillus cereus B2ep 16.67¢ 65.28
Bacillus subtilis B12ep 17.67°¢ 63.19
Bacillus thuringiensis B13ep 19.33¢ 59.72
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Plep 19.33¢ 59.72
Bacillus cereus B5ep 19.67¢ 59.03
Bacillus subtilis B17en 19.67¢ 59.03
Bacillus cereus P5en 20.33¢% 57.64
Bacillus amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens X1en 21.33¢f 55.56
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Glen 22.001 54.17
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum P3ep 22.33f 53.47
Bacillus cereus B14 ep 22.33f 53.47
Bacillus cereus B6ep 23.33¢" 51.39
Bacillus thuringiensis G2en 23.67N 50.69
Bacillus subtilis P2en 24.33! 49.31
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 24.67' 48.61
Bacillus cereus X3en 26.331 45.14
Bacillus pumilus B20ep 32.33k 32.64
Enterobacter cloacae B10ep 32.33% 32.64
Bacillus cereus P4ep 33.00¢ 31.25
Bacillus altitudinis G3en 33.33¢ 30.56
Bacillus altitudinis B21ep 34.67' 27.78
Enterobacter bugandensis B18ep 39.33" 18.06
Bacillus horneckiae B8ep 40.00m 16.67
Enterobacter bugandensis B7ep 41.00™° 14.58
Pseudomonas thivervalensis B9ep 42.33° 11.81
Enterobacter cloacae P6en 44.33° 7.64
Microbacterium maritypicum X5en 44.33° 7.64
Rhizobium radiobacter B4ep 44.33° 7.64
Bacillus cereus B16en 44.67° 6.94
Enterobacter bugandensis B15en 45.33° 5.56
Pantoea agglomerans X2ep 45.33° 5.56
Kontrol (Fusarium oxysporum) 48.00 -

MG: Misel Gelisimi(cm); MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
2 Siitun icerisinde yer alan ortalama degerlerin yaninda yer alan kiigiik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6neminin olmadigin belirtir (Tukey Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)
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Sekil 4.3. Farkli epifit ve endofit bakteri izolatlarinin ikili kiiltiir testlerinde fungal
hastalik etmeni F. oxysporum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.
Hastalik etmeninin misel gelisimini en disik diizeylerde engelleyen bakteri
izolatlart %5.56 engelleme orani ile Gram negatif Pantoea agglomerans X2ep ve
Enterobacter bugandensis B15en olmustur. Bu izolatlar1 %6.94-7.64 engelleme orani
ile Enterobacter cloacae P6en, Microbacterium maritypicum X5en, Rhizobium
radiobacter B4ep ve Bacillus cereus Bl6en izolatlari izlemistir. Yapilan istatistik

analizlerde s6z konusu bu izolatlar ayni istatistik grupta yer almiglardir (Cizelge 4.2).

4.3.2. M. phaseolina’nin Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve
Endofit Bakteri Izolatlarinin in vitro Antagonistik Etkinlikleri

Epifit ve endofit bakteri izolatlarnin M. phaseolina hastalik etmeninin misel
gelisiminin engellenmesi iizerine olan antagonistik etkinlikleri in vitro ikili kiiltiir
caligmalarinda belirlenmistir. PDA+TSA besi ortami kullanildigindan dolay1 fungal
etmende renk degisikligi yapilan denemelerle goriilmistiir. Yapilan testler sonucunda
36 farkli endofit ve epifit bakteri izolatinin arasinda misel gelisimini zayif diizeyde
engelleyen izolat bulunmamistir. Test edilen izolatlar arasinda, 3 izolat (%8.3) misel
gelisimini orta diizeyde engellerken, 33 izolatin (%91.7) ise misel gelisimini gii¢lii

diizeyde engelledigi gozlenmistir (Cizelge 4.3). Diger fungal etmenlerde oldugu gibi
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ozellikle Bacillus spp. bagli Gram pozitif antagonist bakteri tiirlerinin hastalik
etmeninin misel gelisiminin engellenmesi {izerinde gli¢lii antagonist etki gosterdigi ve
yapilan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu tespit
edilmistir. Hastalik gelisimini en yliksek diizeyde engelleyen 10 bakteri izolatindan 6
tanesi epifit, 4 tanesi ise endofit kokenli olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en gii¢lii diizeyde engelleyen izolat %82.68
engelleme orani ile Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Glen olurken, bu izolati
sirastyla %80.45 engelleme orani ile Bacillus thuringiensis B13ep, %79.33 engelleme
orani ile Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Plep, %77.1 engelleme oranlar ile
Bacillus cereus B6ep ve Bacillus subtilis spizizenii X4en izolatlar1 takip etmistir. Test
edilen tiim izolatlarin engelleme oranlari géz Oniine alinarak yapilan istatistiki analizler
sonucu ayni tiire ait izolatlarin antagonist etkinlikleri arasinda ©nemli diizeylerde
farkliliklar goriilmiistiir (Cizelge 4.3, Sekil 4.4).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en diisiik seviyede engelleyen izolat %43.58

ile Gram pozitif Microbacterium maritypicum X5en izolati olmustur.

Sekil 4.4. Farkli epifit ve endofit bakteri izolatlarinin ikili kiiltiir testlerinde fungal
hastalik etmeni M. phaseolina’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.
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Cizelge 4.3. Farkli konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarinin
in vitro ikili kiltir testlerinde M. phaseolina’nin misel gelisiminin engellemesi iizerine
etkinliklerinin belirlenmesi.

Antagonistik Etki®

Izolatlar MG (mm) MGE (%)
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Glen 10.332 82.68
Bacillus thuringiensis B13ep 11.67% 80.45
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Plep 12.33b¢ 79.33
Bacillus cereus B6ep 13.67¢ 77.10
Bacillus subtilis spizizenii X4en 13.67¢ 77.10
Bacillus subtilis P2en 14.33¢ 75.98
Bacillus cereus Blep 14.67% 75.42
Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens X1en 14.67% 75.42
Pseudomonas aeruginosa B3ep 15.33¢% 74.30
Bacillus cereus Bllep 15.67% 73.74
Bacillus cereus P7en 16.67¢ 72.07
Bacillus subtilis B17en 16.67¢ 72.07
Bacillus cereus P5en 16.67¢ 72.07
Bacillus cereus B2ep 18.67f 68.72
Bacillus horneckiae B8ep 18.67f 68.72
Bacillus subtilis B12ep 19.00f 68.16
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum P3ep 19.33f 67.60
Paenibacillus polymyxa B19en 20.33f 65.92
Bacillus pumilus B20ep 21.67%" 63.69
Bacillus thuringiensis G2en 22.33" 62.57
Enterobacter cloacae P6en 22.33" 62.57
Bacillus cereus B5ep 23.33" 60.90
Enterobacter bugandensis B7ep 23.33"N 60.90
Bacillus cereus X3en 23.67" 60.34
Bacillus altitudinis B21ep 23.67" 60.34
Enterobacter cloacae B10ep 26.33% 55.87
Rhizobium radiobacter B4ep 27.334 54.19
Bacillus cereus B16en 28.33'm 52.52
Bacillus cereus Bl4ep 28.67km 51.96
Pseudomonas thivervalensis B9ep 28.67km 51.96
Enterobacter bugandensis B18ep 29.00kM 51.40
Bacillus altitudinis G3en 29.33™ 50.84
Pantoea agglomerans X2ep 29.67™ 50.28
Bacillus cereus P4ep 30.33™ 49.16
Enterobacter bugandensis B15en 30.67" 48.61
Microbacterium maritypicum X5en 33.67° 43.58
Kontrol (M. phaseolina) 59.67° -

MG: Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
& Siitun icerisinde yer alan ortalama degerlerin yaninda yer alan aymi kiigiik harfler izolatlar arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6neminin olmadigini belirtir (Tukey Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05)
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4.3.3. S.sclerotiorum’un Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit
Bakteri izolatlarinn in vitro Antagonistik Etkinlikleri

Fungal hastalik etmeni S. sclerotiorum’un misel gelisiminin engellenmesinin
belirlenmesi {izerine yapilan ikili kiiltiir testlerinde, 1 adet (%2,77) bakteri izolatin misel
gelisimini zayif diizeyde, 7 adet (%19,44) izolatin orta diizeyde ve 28 adet (%77,77)
bakteri izolatinin ise yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.
Hastaliga neden olan fungusun misel gelisimini en fazla engelleyen 10 izolattan 9 tanesi
gram pozitif olan Bacillus spp.’ye ait izolatlar olarak belirlenmis olup, 1 izolatin ise
Pseudomonas spp.’ye ait oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlardan 8 izolatin epifit ve 2
izolatin endofit oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Antagonistik etkinligi en yiiksek izolat %89.44’liik engelleme oraniyla B. cereus
Blep olmustur. Bu izolati sirayla %87.78’1lik engelleme oraniyla B. amyloliquefaciens
ssp. plantarum P3ep, %86.11°lik oranla B. cereus Bl4ep, %84.44°liikk oranla B. cereus
B2ep ve B. thuringiensis B13ep takip etmistir. Istatistik veriler degerlendirildigi zaman
ilk 4 farkl: istatistik grubunda 6 adet izolatin Bacillus spp.’ye ait oldugu, 1 tanesinin ise
P. aeruginosa B3ep’e ait oldugu goriilmiistiir. En fazla engellemeye sahip olan B.cereus
Blep ve B. amyloliquefaciens ssp. plantarum P3ep izolatlar1 aymi istatistiki grupta
bulunmustur (Sekil 4.5, Cizelge 4.4).

Patojene karst kullanilan antagonist bakteri izolatlarindan misel gelisimini en az

engelleyen izolat %2.78 orani ile B. cereus P4ep izolati olmustur.

Sekil 4.5. ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl1 epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen S. sclerotiorum’un misel gelisimini engelleme potansiyelleri.
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Cizelge 4.4. Farkli konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarn in
vitro ikili kiiltlir testlerinde S.sclerotiorum’un misel gelisiminin engellemesi {izerine
etkinliklerinin belirlenmesi.

Antagonistik Etki®

Izolatlar MG (mm) MGE (%)
Bacillus cereus Blep 6.332 89.44
Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum P3ep 7.332 87.78
Bacillus cereus Bl4ep 8.33% 86.11
Bacillus thuringiensis B13ep 9.33« 84.44
Bacillus cereus B2ep 9.33¢ 84.44
Pseudomonas aeruginosa B3ep 10.33¢ 82.78
Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum Plep 10.67¢ 82.22
Bacillus cereus P5en 15.00¢ 75.00
Bacillus amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens X1en 15.33¢ 74.44
Bacillus cereus B6ep 17.00f 71.67
Bacillus cereus Bllep 17.33f 71.11
Bacillus thuringiensis G2en 18.33f 69.44
Bacillus subtilis B17en 20.33¢ 66.11
Bacillus pumilus B20ep 20.679 65.56
Bacillus cereus B16en 21.33¢% 64.44
Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum Glen 22.33N 62.78
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 22.33" 62.78
Bacillus subtilis P2en 22.33N 62.78
Bacillus cereus X3en 22.67" 62.22
Bacillus altitudinis B21ep 22.67" 62.22
Bacillus subtilis B12ep 23.671 60.56
Paenibacillus polymyxa B19en 24.33i 59.44
Bacillus cereus B5ep 24.67 58.89
Bacillus cereus P7en 25.00 58.33
Bacillus horneckiae B8ep 26.004 56.67
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 22.33N 62.78
Bacillus subtilis P2en 22.33N 62.78
Bacillus cereus X3en 22.67" 62.22
Bacillus altitudinis B21ep 22.67" 62.22
Bacillus subtilis B12ep 23.671 60.56
Paenibacillus polymyxa B19en 24.331 59.44
Bacillus cereus B5ep 24,67 58.89
Bacillus cereus P7en 25.00 58.33
Bacillus horneckiae B8ep 26.00¢ 56.67
Enterobacter cloacae B10Ep 26.33'm 56.11
Enterobacter bugandensis B15en 27.67™" 53.89
Pantoea agglomerans X2ep 29.00m 51.67
Enterobacter bugandensis B7ep 30.33%° 49.44
Enterobacter bugandensis B18ep 30.33°° 49.44
Enterobacter cloacae P6en 30.67° 48.89
Microbacterium maritypicum X5en 31.67° 47.22
Rhizobium radiobacter B4ep 33.67" 43.89
Pseudomonas thivervalensis B9ep 35.67¢ 40.56
Bacillus altitudinis G3en 37.67 37.22
Bacillus cereus P4ep 58.33" 2.78
Kontrol (Sclerotinia sclerotiorum) 60.00" -

MG: Misel Gelisimi(cm); MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
a8 Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki aynmi kiiglik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigim gosterir (Tukey Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05)
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4.3.4. R. solani’nin Misel Gelisiminin Engellenmesi Uzerine Epifit ve Endofit

Bakteri izolatlarinn in vitro Antagonistik Etkinliklerinin Belirlenmesi

Hastalik etmeni R. solani’ye karsi zayif diizeyde antagonist etki gosteren izolatin
bulunmadigi, 7 tane (%19.44) izolatin orta diizeyde ve 29 tane (%80.55) izolatin ise
yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Misel gelisimini en yiiksek diizeyde engelleyen bakteri izolat1 %89.33 orani ile B.
horneckiae B8ep olup, bu izolatt %84.00 engelleme orani ile B. subtilis P2en ve B.
cereus Bllep, %82.67 orami ile P. aeruginosa B3ep, %81.33 orani ile B.
amyloliquefaciens ssp. plantarum Plep izolatlar1 takip etmistir. Yapilan istatistik
analizler sonucunda en etkili izolat olan B. horneckiae B8ep ayri grupta yer alirken, B.
subtilis P2en, B. cereus Bllep, P. aeruginosa B3ep, B. amyloliquefaciens ssp.
plantarum Plep izolatlar1 ayni antagonistik etki grubunda yer almistir (Sekil 4.6,
Cizelge 4.5). Cizelge 4.5’te sunuldugu gibi, 3 farkli istatistik gruba diismek suretiyle en
yiiksek diizeyde engelleme yapan 6 izolatin 4 tanesinin epifit ve 2 tanesinin ise endofit
karakterli izolatlar oldugu tespit edilmistir. Hastalik etmeninin misel gelisimini en az
engelleyen bakteri izolati1 %33.33 emgelleme orani ile Microbacterium maritypicum

X5en izolat1 olmustur.

Sekil 4.6. ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl1 epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fungal
etmen R. solani’nin misel gelisimini engelleme potansiyelleri.
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Cizelge 4.5. Farkli konukgu tiirlerden izole edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarinin
in vitro ikili kiltiir testlerinde R. solani’nin misel gelisimini engellemesi {iizerine
etkinliklerinin belirlenmesi.

Antagonistik Etki?

Izolatlar MG (mm) MGE (%)
Bacillus horneckiae B8ep 5.33° 89.33
Bacillus subtilis P2en 8.00P 84.00
Bacillus cereus Bllep 8.00° 84.00
Pseudomonas aeruginosa B3ep 8.67" 82.67
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Plep 9.33% 81.33
Bacillus cereus P5en 9.67¢ 80.67
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 11.33¢ 77.33
Bacillus cereus X3en 11.33¢ 77.33
Bacillus subtilis B17en 12.00% 76.00
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum P3ep 12.67%f 74.67
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Glen 13.00%9 74.00
Bacillus subtilis B12ep 13.00%9 74.00
Bacillus amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens X1en 13.33¢h 73.33
Bacillus cereus P7en 13.33¢h 73.33
Enterobacter cloacae P6en 13.67 72.67
Bacillus cereus Blep 14.33¢" 71.33
Bacillus cereus B2ep 14.67™ 70.67
Bacillus cereus B6ep 15.00" 70.00
Bacillus thuringiensis B13ep 16.00% 68.00
Bacillus thuringiensis G2en 16.00% 68.00
Bacillus altitudinis B21ep 16.67% 66.67
Pantoea agglomerans X2ep 17.00% 66.00
Pseudomonas thivervalensis B9ep 17.334 65.33
Paenibacillus polymyxa B19en 18.67' 62.67
Bacillus cereus B16en 18.67' 62.67
Bacillus pumilus B20ep 21.00™ 58.00
Enterobacter cloacae B10ep 23.00" 54.00
Bacillus cereus B5ep 23.33" 53.33
Enterobacter bugandensis B18ep 24.00m 52.00
Enterobacter bugandensis B7ep 25.33% 49.33
Bacillus altitudinis G3en 26.67"" 46.67
Bacillus cereus Bl4ep 27.33" 45.33
Bacillus cereus P4ep 29.67° 40.67
Enterobacter bugandensis B15en 29.67¢ 40.67
Rhizobium radiobacter B4ep 30.67¢ 38.67
Microbacterium maritypicum X5en 33.33 33.33
Kontrol (Rhizoctonia solani) 50.00" -

MG: Misel Geligimi(cm) ; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
2 Siitun icerisinde yer alan ortalama degerlerin yaninda yer alan kiigiik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6neminin olmadigini belirtir (Tukey Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).
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Bamya ve yakin akraba bitkilerden izole edilen 36 farkli bakteri izolatinin 4 farkli
fungal hastalik etmenine karsi engelleme sonuglart birlikte degerlendirildiginde;
izolatlarin F. oxysporum’un misel gelisimini engelleme oraninin %5.56-76.39 araliginda
gerceklestigi, ortalama engelleme ortalamasinin ise %41.71 oldugu, M. phaseolina’nin
engelleme oranlarinin %43.58-82.68 arasinda degistigi engelleme ortalamasi ise %64.40
oldugu, R. solani’nin misel gelisimini engelleme oraninin %33.33-89.33 araliginda

degistigi ortalama engelleme oraninin %65.50 oldugu ve S. sclerotiorum’a karsi
engelleme oranlart %2.78-89.44 araliginda degistigi ortalama engellenme oraninin ise
%62.30 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

S6z konusu olan 4 patojen fungusun misel gelisimi iizerinde gili¢lii diizeyde
(>%50) engelleyen izolat sayisi; M. phaseolina i¢in 33 adet, R. solani igin 29 adet, S.
sclerotiorum etmenleri igin 28 adet, F. oxysporum igin ise 18 adet oldugu tespit
edilmistir. Test edilen 4 hastalik etmeninin misel gelisimini giiglii diizeyde engelleyen
izolat sayis1 ise 17 adet olarak belirlenmistir. Test edilen antagonist bakteri izolatlar
arasindan B. cereus Blep, P. aeriginosa B3ep, B. cereus Bllep izolatlarinin 4 farkli
hastalik etmenine kars1 yiiksek diizeyde (=%70) engelleme yaptig1 gortilmiistiir (Cizelge
4.6.). Bakteriler arasinda 8 izolatin test edildikleri fungal etmenlerin misel gelisimini

engellemede farkli gruplara diigmek suretiyle istatistiksel olarak Onemli diizeyde

farklilik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Antagonist bakteri izolatlarinin test edildikleri fungal etmenlere karsi
antagonistik etkinliklerinin karsilastiriimasi.

Antagonistik Etki?

izolatlar F. oxysporum M. phaseolina  S. sclerotiorum  R. solani
Bacillus amyloliquefaciens ssp. 54 171C 82 68%A 62.78hc 74,0058
plantarum Glen

Bacillus thuringiensis B13ep 59.724¢ 80.45%A 84.44%A 68.00/k8
Bacillus amyloliquefaciens ssp. 59 79C 79,33bcB 82 20A 81 33bcA
plantarum Plep

Bacillus cereus B6ep 51.39¢9C 77.10%9A 71.67%® 70.00148
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 48.61® 77.10%9A 62.78MB 77.33%A
Bacillus subtilis P2en 49.31¢ 75.988 62.78M¢ 84.00°A
Bacillus cereus Blep 76.39%8 e 89.44%A 71.3397C
Bacillus amyloliquefaciens ssp. 55 5gefc 75 42deAB 74.44¢8 73 33¢0A
amyloliquefaciens X1en

Pseudomonas aeruginosa B3ep 74.31%¢ 74.309%P 82.78% 82.670A
Bacillus cereus Bllep 73.61%8 73.74%C 71117 84.00°A
Bacillus cereus P7en 65.9708 72.07%8 58.331¢ 73.33%MA
Bacillus subtilis B17en 59.03 72.07¢8 66.119¢ 76.00%A
Bacillus cereus P5en 57.6440 72.07%¢ 75.00%8 80.67A
Bacillus cereus B2ep 65.28°B¢ 68.72f 84.44%0A 70.67MiB
Bacillus horneckiae B8ep 16.67mP 68.72® 56.674¢ 89.33%
Bacillus subtilis B12ep 63.198 68.16™® 60.56'¢ 74.00%9
Bacillus amyloliquefaciens ssp. 53.47HD 67 60 87 7g%A 74 6718
plantarum P3ep _

Paenibacillus polymyxa B19en 68.75°A 65.92198 59.44i¢ 62.67'®
Bacillus pumilus B20ep 32.6448 63.699"A 65.569* 58.00™
Bacillus thuringiensis G2en 50.69N¢ 62.57"¢ 69.44™® 68.00MkA
Enterobacter cloasea P6en 7.64PP 62.57M8 48.89°C 72.67A
Bacillus cereus B5ep 59.03% 60.90ME 58.89iB 53.33"8
Enterobacter bugandensis B7ep 14.58mM°¢ 60.90MA 49.44008 49,3300A
Bacillus cereus X3en 45.14i¢ 60.34"E 62.22"8 77.33%
Bacillus altitudinis B21ep 27.78/C 60.34"8 62.22hi8 66.67<A
Enterobacter cloacae B10ep 32.64%8 55.87ikA 56.11'mA 54.00™
Rhizobium radiobacter B4ep 7.64PP 54.19KA 43.89°C 38.67°
Bacillus cereus B16en 6.94°P 52.52!m¢ 64.449"8 62.67'A
Bacillus cereus Bl4ep 53.478 51.96KMC¢ 86.110¢A 45,33
Pseudomonas thivervalensis B9ep 11.81°P 51.96%mB 40.56%¢ 65.3344
Enterobacter bugandensis B18ep 18.06™M¢ 51.40%m8 49.44°°8 52.00MmA
Bacillus altitudinis G3en 30.564¢ 50.84™B 37.22®° 46.67PA
Pantoea agglomerans X2ep 5.56rC 50.28m8 51.67"8 66.00%A
Bacillus cereus P4ep 31.25%A 49.16™A 2.78'8 40.67%A
Enterobacter bugandensis B15en 5.56rC 48.61"8 53.89mnA 40.67%8
Microbacterium maritypicum X5en 7.64P8 43,5804 47.22PA 33.33"
Ortalama antagonistik etkinlik (%0) 41.71 64.40 62.30 65.50

Yesil renkle isaretlenen bakteri izolatinin >%70 oraninda etkinlik gosterdigini gosterir. Sar1 renk ile
isaretlenen bakteri izolatlar1 test edildikleri fungal etmenlerin misel gelisimini engellemede istatistiksel

olarak farklilik gostermistir.

aSiitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yaninda yer alan kii¢lik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6neminin olmadigin belirtir (Tukey Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).
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Daha 6nce yapilmis birgok biyolojik miicadele ¢alismasinda Bacillus spp.’ye ait
endofit ve epifit ozellikli bakteri izolatlarinin, farkli bitki tiirlerinin yaprak, meyve,
cicek, govde ve koklerinde hastalifa neden olan fungal ve bakteriyel etmenlere karsi
biyolojik miicadele ¢alismalarinda en fazla ¢alisma yapilan tiirler oldugu bildirilmistir.
S6z konusu izolatlarin antimikrobiyal etkinlige sahip metabolit/bilesik/antibiyotik
tiretmek suretiyle fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini engelledigi bildirilmistir.

Biyolojik miicadele c¢alismalarinda kullanilan farkli antimikrobiyal bilesikler
ireten antagonist bakteri tiirleri arasinda en yaygin ¢alisilan izolatlarin B. subtilis basta
olmak tizere B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus ve B.
thuringiensis tiirlerine ait izolatlar oldugu bildirilmistir (Stein, 2005). B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus ve B. thuringiensis’tiirlerine
ait bakteri izolatlarinin iturin, surfactin, lichenysin, fengycin gibi farkli antimikrobiyal
bilesenler iiretmek suretiyle hastaliklarin ¢ikisini ve gelisimini engelledigi onceden
yapilmis biyolojik miicadele ¢alismalarinda bildirilmistir (Tsuge ve ark., 1999; Kim ve
ark., 2004; Huszcza ve Burczyk, 2006).

Calismalarimizda kullanilan ve test edildikleri fungal etmenlere karsi en yiiksek
diizeyde antagonistik etkinlik gosteren bakteri tiirlerinden B. cereus, B. subtilis, B.
thuringiensis, B. amyloliquefaciens ssp. plantarum ve P. aeruginosa’nin bamya bitkileri
disinda farkli konukgu bitkilerde de sorun olan F. oxysporum, M. phaseolina, R. solani
ve S. sclerotiorum gibi toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi yiiksek diizeyde
antagonistik etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Hasegawa ve ark., 1991; Gupta ve ark.,
1999; Siddiqui ve ark., 2003; Sultana ve ark., 2006; Yasmin ve ark., 2014; Deepak ve
ark., 2015; Liu ve ark., 2017; Chakraborty ve ark., 2021; Khalil ve ark., 2021). Diger
yandan R. solani’ye karsi en yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gosteren B.
horneckiae’nin daha ¢ok topraktan izole edilip tanilanmasina yonelik ¢alismalarin yer
aldig1 goriilmiis olup (Wei ve ark., 2016), bakteri izolatinin bitki patojeni fungal hastalik
etmenlerine kars1 antagonistik etkiye sahip oldugu ilk kez bu calisma ile ortaya
konulmustur.

Bacillus tiirlerinden o6zellikle B. subtilis’in biyolojik miicadele ¢aligsmalarinda
iizerinde en fazla calisilan, biyolojik preparatlarda en c¢ok tercih edilen tiir olmasinin
altinda yatan nedenler; hastalik etmenleri tarafindan tiretilen toksinlere karst hizli bir

seklide direng olusturmamasi, farkli antimikrobiyal etkinlige sahip metabolitler
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tiretmesi, uygun olmayan cevre kosullarina dayanikli spor (endospor) olusturmasi gibi
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Biyolojik miicadelenin yayginlastigi son giinlerde
Bacillus tiirleri disinda Agrobacterium (Syn. Rhizobium) ve Pseudomonas cinslerine ait
tirlerde biyolojik miicadele ¢alismalarinda irdelenen bir diger 6nemli tiirler olarak
bilinir. Diinya genelinde iiretimi yapilan biyopreparatlarin yarisindan fazla kismini
biyokontrol ajan1 etmeni Bacillus spp.’ye ait izolatlar olugturmaktadir. Bu izolatlardan
en fazla iretimi yapilan ve biyopreparat pazar paymin %70’inden fazla kismini
Entomoloji alaninda Lepidoptera tiirlerine ait zararl tiirlere kars1 “biyolojik miicadele
ajan1” olarak kullanilan B. thuringiensis izolati olusturmustur. Biyolojik miicadelenin
yayginlasmasi1 ve kimyasal fungisitlere karsi bitki hastalik etmenlerinin dayaniklilik
gelistirmesi nedeniyle Bacillus tiirlerinden Bacillus subtilis GBO3, B. subtilis QST 713,
B. subtilis MBI 600, B. subtilis var. amyloliquefaciens FZB24, B. licheniformis SB3086
ve B. pumilus GB 34 nolu izolatlar ticari agidan yaygin kullanilan izolatlar olarak 6n

plana ¢ikmistir (Fravel, 2005).

4.4. Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin Engellenmesinde (Antagonistik) Rol

Oynayan Biyokontrol Etki Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Yapilan denemeler sonucunda fungal etmenlerin misel gelisiminin
engellenmesinde rol oynayan etki mekanizmalarinin tespiti amaciyla 4 hastalik
etmenine karsi yiiksek engelleme oranina sahip olan 24 bakteri izolatmin siderofor
(Sekil 4.7), proteaz enzimi (Sekil 4.8), hidrojen siyaniir (HCN) ve amonyak (NHz)
(Sekil 4.9) iretme potansiyelleri arastirilmistir. Siderofor ve proteaz etkinliklerinin
belirlenmesi, izolatlarin besi ortaminda olusturdugu zon ¢apinin bakteri koloni ¢apina
oranlanmastyla kantitatif (sayisal) olarak belirlenirken, hidrojen siyaniir ve amonyak
tiretim potansiyelleri bakterilerce iiretilen metabolitlerin ortamda neden olduklar: renk
degisiminin derecelendirilmesi Kkalitatif (gozlemle) olarak ortaya konulmustur.

Denemeler sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin hastalik etmenlerini
engellemede kullandiklar1 olas1 biyokontrol (antagonistik) mekanizmalari?

Izolatlar Sid-ind  Pro-ind NHs; HCN
Enterobacter cloacae B10ep 2.74m 0.00* + -
Pseudomonas thivervalensis B9ep 2.30ik 0.00* + -
Bacillus pumilus B20ep 2.281! 224" ++  ++
Enterobacter bugandensis B7ep 2.13% 0.00 +++ +
Pseudomonas aeruginosa B3ep 2.11N 1617 +++ 4+
Bacillus cereus Blep 2.07" 1.03°  ++ -
Bacillus thuringiensis B13ep 1.93" 1.739 ++ -
Pantoea agglomerans X2ep 1.699 0.002 + -
Bacillus cereus Bl4ep 1.68¢9 1739  +++ -
Bacillus cereus B16en 1.60% 1.05°  ++ -
Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum P3ep 1.31% 1.14° ++ -
Bacillus horneckiae B8ep 1.28% 0.00* ++ &+
Bacillus altitudinis G3en 1.24% 0.008  ++ -
Bacillus amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens X1en 1.22 0.002  ++ -
Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum Plep 1.19 1.15° + -
Paenibacillus polymyxa B19en 1.18% 0.000  + -
Bacillus subtilis P2en 1.15 1.46%  +++ -
Rhizobium radiobacter B4ep 1.13% 0.00*  ++ -
Bacillus altitudinis B21ep 1.12M 1.03°  +++ -
Microbacterium maritypicum X5en 1.11%d 2.61' + -
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum Glen 1.08% 1.08*°  ++ -
Bacillus subtilis B12ep 1.03° 1.03*  ++ -
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 0.00% 152  ++ -
Bacillus cereus P7en 1.44° 1.39¢  +++ -

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

2 Ayni siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli olmadigim gosterir (Tukey Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)
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Sekil 4.7. (A ve B) Antagonist bakteri izolatlarinin CAS Agar besi ortaminda siderofor
tiretme potansiyelleri (ok). En yiiksek etkinlik Enterobacter cloaceae B10ep tarafindan
gosterilmistir (0K).

Yunanca’da ‘demir tasityic’ anlamina gelen siderofor bazi mikroorganizmalar
tarafindan {tretilen, demir elementini kendine c¢eken bilesiktir. Demir elementinin
azhigindan dolay1 strese giren bitkilerde bazi bakteriler, hastalik etmeninin bitki
dokusuna girisini ve kok bolgesinde gelisimini engellemek amaciyla siderofor iiretir
(Chaiharn ve ark. 2009; Miethke ve Marahiel 2007; Sayyed ve Chincholkar 2009).
Sideroforun bu 6zelligi nedeniyle bitkilerde hastalik yapan etmenlere karsi biyolojik
miicadele kapsaminda kullanildig: bilinmektedir (Sayyed ve ark.,2005).

Calismada bakteri izolatlarinin siderofor iiretme etkinligi Chrom Azurol-S Agar
(CAS) besi ortamu tizerinde belirlenmis olup, B. subtilis subsp. spizizenii X4en izolati
disindaki tiim izolatlarin 1.03-2.74 siderofor indeks degerleri araliginda siderofor
trettikleri  belirlenmigtir. Siderofor olusturma agisindan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde; ayni tiirler arasinda oldugu gibi, farkl tiirlere ait izolatlar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli diizeylerde farkliliklar goriilmiistiir. CAS agar besi ortaminda
en yiiksek siderofor etkinligi 2.74 indeks degeri ile E. cloacae B10ep izolati tarafindan
gosterilmis olup, bu izolat1 2.30 ile P. thivervalensis B9ep ve 2.28 ile B. pumilus B20ep
izolatlar1 izlemistir. Hastalik etmenlerine karsi engelleme orani en yiiksek olan bakteri
izolatlarindan P.aeruginosa B3ep (2.11), B. cereus Blep (2.07) ve B. subtilis B12ep
(1.03) siderofor olusumu yoniinden de yiiksek etkinlik gostermislerdir (Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.7).
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Endofit ve epifit bakterilerin bir diger onemli 0zelligi, ortamdaki bircok
biyopolimeri parcalayan litik enzimleri salgilamasidir. Bu tiir enzimlerden olan seliilaz,
proteaz ve kitinaz, endofitik bakterilerin bitki dokularina girmesine ve kararli koloniler
olusturmasina izin vererek, bu yetenegi olan bakterilere agik bir rekabet avantaji saglar
(Compant ve ark., 2005). Biyokontrol mikroorganizmalarinin patojenik fungal etmenler
tizerindeki engelleyici ve Oldiiriicii etkisi, fungal etmenin hiicre duvarlarinin yapisi ile
ilgilidir (Calonje ve ark., 2000). Fungal hastalik etmenlerinin hiicre duvar1 bilesimi
karmasik oldugundan, patojenik fungal etmenlerin hiicre duvarinin bozulmasi énemli
bir husustur. Fungal hastalik etmenlerin hiicre duvarlarimin ¢ogu kitin, protein,
polisakkarit B-1.3-Glukan ve lipid igerir (Bowman ve Free, 2010). Fungal etmenlerin
hiicre duvarinin karmasik bilesimi nedeniyle bozulmasi, birden fazla enzimin bu
bilesenlerle etkilesime girmesiyle miimkiin olabilir. Antifungal proteinler, patojen
etmenlerin hiicre duvarlar iizerinde daha belirgin bir etkiye sahiptir ve patojenik
fungusun hiicre duvart hidrolazlar tarafindan pargalandiginda bakteriyostatik veya
bakterisit etki gosterir. Biyolojik miicadele calismalarinda yapilan biyokimyasal
caligmalarin ¢ogu Bacillus tiiriine ait izolatlarin genis etkili ve ¢ok ¢esitli bir yapiya
sahip ikincil antimikrobiyal metabolitler iiretebildigini gostermistir. Bu nedenle Bacillus
spp.’nin tarimsal ve tibbi uygulamalarda genis uygulama beklentileri vardir (Moyne ve
ark., 2004).

Hastalik etmeninin gelisimini engelleyen antagonist bakterilerin “proteaz” enzimi
tretimi %2 yagi alinmis siit tozu igeren LB besi ortami (SMLBA) {izerinde
olusturduklart zon ¢apimin bakteri ¢apina oranlanmasiyla belirlenmis olup, elde edilen
etkinlik degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Test edilen bakteri izolatlarindan 16 tane
izolatin degerleri ise 1.03-2.61 arasinda degisen indeks degerinde proteaz etkinligi
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.9). Besi ortaminda en fazla proteaz iireten bakteri
izolat1 2.61 degeri ile Microbacterium maritypicum X5en olmustur. Bu izolat1 2.24
indeks degeri ile Bacillus pumilus B20ep, 1.73 indeks degeri ile Bacillus cereus Bl4ep
ve Bacillus thuringiensis B13ep izolatlar1 izlemistir (Cizelge 4.7).

Test edilen izolatlar arasindan 9 izolatin (Bacillus altitudinis G3en, Bacillus
horneckiae B8ep, Enterobacter bugandensis B7ep, Enterobacter cloacae B10ep,
Bacillus amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens X1len, Pantoea aglomerans X2ep,
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Pseudomonas thivervalensis B9ep, Paenibacillus polymyxa B19en, Rhizobium

radiobacter B4ep) proteaz enzimi iiretmedigi belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Sekil 4.8. (A ve B) Farkli antagonist bakteri izolatlarindan Bacillus pumilus B20ep (ok),
Bacillus altitudinis B21ep ve Bacillus subtilis B12ep’in SMLBA besi yerinde proteaz
enzimi tiretme potansiyelleri. Bakteri izolatlarinca iiretilen proteaz etkinligi besi yeri

iizerinde farkli caplarda olusturulan engelleme bolgeleri (ok) ile karakterize edilmistir.
Antagonist bakterilerin etki mekanimalarindan bir digeri olan amonyak (NHz3)
tretme etkinlikleri peptonlu su igerisinde gelisen bakteri siispansiyonuna Nessler’s
cozeltisi eklenerek tespit edilmistir (Cappuccino ve Sherman, 2013). Amonyak
tiretiminin degerlendirilmesi tiiplerde yer alan peptonlu suyun agik saridan koyu sari-
kahverengi tonlarina dogru renk degisim siddetine gore yapilmistir. Bakteri
izolatlarinda besi yerinde amonyak iiretimi sonucu en fazla renk degisimine neden olan

izolatlar; Bacillus cereus P7en, Bacillus altitudinis B21ep, Enterobacter bugandensis

B7ep, Bacillus cereus Bl4ep, Pseudomonas aeruginosa B3ep ve Bacillus subtilis P2en
olmustur (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Farkl1 antagonist bakteri izolatlarinin amonyak {iretme potansiyellerinin
belirlenmesi. Antagonist bakteri izolatlarinca besi yeri igerisinde olusturulan amonyak
iretimi tiiplerdeki besi yeri renginin agik saridan koyu sari-kahverengine (ok)
dontismesiyle belirginlesmistir.
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Bitkilerde bulunan baz1 faydali bakteriler, hastalik etmenlerine karsi
antimikrobiyal etkiye sahip zehirli bir gaz tiirii olan hidrojen siyaniir (HCN) {iretirler.
HCN gaz1 hastalik etmenlerinin hiicrelerinde solunum olayr ile enerji {iretimini
engelleyerek patojen gelisimini onler (Schippers ve ark., 1990). Bakteriler tarafindan
HCN iiretiminin varlig1 petri kabinin kapak kismina yerlestirilen pikrik asit damlatilmig
filtre kagidi ile belirlenmistir. Filtre kagidi renginin saridan kahverengiye ya da koyu
krmiziya doniismesi bakteri izolatinin HCN irettigini gostermistir. Kullanilan 25
izolattan 4 tanesinin petri kapaklarindaki filtre kagitlarinda degisen siddetlerde renk
degisikligine neden olmuslardir (Sekil 4.10). Geri kalan izolatlar Cizelge 4.7’de
goriildiigli lizere HCN {iretmemistir. Yapilan denemelerin sonucunda elde edilen
verilere gore HCN iiretiminin en fazla oldugu izolatin antagonistik etkisi yliksek
izolatlardan olan Pseudomonas aeruginosa B3ep oldugu, bu izolati sirasiyla Bacillus
pumilus B20ep, Enterobacter bugandensis B7ep ve Bacillus horneckinae B8ep
izolatlar izledigi goriilmiistiir. Antagonistik etkinligi yiiksek olan Bacillus cereus Blep

ve Bacillus subtilis B12ep izolatlarinda HCN {iretimi goriilmemistir.

(o (=D RN
/ (e —)

/7 \/ \
o )

Sekil 4.10. Antagonist bakterilerin glycine iceren TSA besi yerinde hidrojen siyaniir
(HCN) iiretme potansiyelleri. Bakteri izolatlar1 tarafindan artan siddette tiretilen HCN
sonucu petri kapagindaki filtre kagidi sar1 renkten turuncu-kirmizi renge (ok)
donlismistiir.
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Piringte yanikliga sebep olan Rhizoctonia solani’ye karsi yapilan denemeler
sonucunda Pseudomonas fluorescens alt tiirleri engellemede etkili olurken en fazla -
1,3-glukanaz aktivitesi, siderofor iiretimi ve HCN iireten izolat kodu ise PfMDU2
olmustur. Yapilan ¢alisma ile P. fluorescens’in antagonistik etkisinin kaynaginin ise -
1,3- glukanaz ve HCN iiretmesi ile ilgili oldugu anlagilmistir (Nagarajkumar ve ark.,

2004).

4.5. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarimn Bitki Biiyiime ve Gelisimini Tesvik

Eden Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarindan Indol Asetik
Asit (IAA) iiretme etkinligi L-tryptophane iceren LB sivi besi ortami iginde
belirlenmistir. Denemede kullanilan antagonist bakterilerin tamaminin 3.18 ile 85.59
ug/ml arasinda degisen miktarda TAA irettigi belirlenmistir (Cizelge 4.8). Test edilen
izolatlar arasinda en yiiksek IAA firetimi 85.59 pg/ml ile Enterobacter bugandensis
B7ep izolat1 tarafindan gerceklestirilmis olup, bu izolati sirasiyla 81.09 pg/ml ile
E.cloacae B10ep ve 73.15 pug/ml R. radiobacter B4ep izlemistir. En diisiik IAA tiretimi
3.18 pg/ml ile Paenibacillus polymyxa B19en izolati tarafindan gosterilmistir. Yiiksek
antagonist etkide bulunmasina ragmen B. cereus Blep, B. subtilis B12ep ve P.
aeruginosa B3ep izolatlarinin oldukga diisiik seviyelerde IAA {irettikleri belirlenmistir
(Sekil 4.11).

Bitki biiyiimesini tesvik eden biyokimyasallarin belirlemesine yonelik yapilmis
onceki ¢alismalarda, badem bitkilerden izole edilmis farkli Enterobacter tiirlerine (E.
cloacae ssp. cloacae ve E. cloacae ssp. dissolvens) ait izolatlarin olduk¢a onemli
diizeyde TAA irettikleri (Aktan ve Soylu, 2020), s6z konusu izolatlarin bitki gelisimini
tesvik etmelerinin yani sira hastalik etmeni fungal hastalik etmeni M. phaseolina’nin
misel gelisimini engellemek suretiyle 6zellikle E. cloacae (13.78-123.68 pg/ml) ve B.
megaterium (3.68-53.98 pg/ml) izolatlar1 arasinda oldukca carpict diizeylerde sonuglar
kaydedilmistir.

Nohuttan izole edilen P. aeruginosa izolati M. phaseolina etmenini siderofor ve
HCN iireterek engelledigi gibi, IAA hormonu iiretmek suretiyle de bitki gelisimine
destek olmustur (Khare ve Arora, 2010).
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Sekil 4.11. Hastalik etmenlerini engelleyici etkide bulunan antagonist bakteri
izolatlarinin LB besi ortami1 kulanilarak IAA iiretim durumlari ve iiretilen IAA
oranlarina gore sari renkten kirmizi-pembeye dogru renk degisimi (0K).

Calismada kullanilan bakterilerin fosforu ¢dzme potansiyelleri Pikovskaya Agar
(PVK) tizerinde belirlenmistir. Degerler, bakteri izolatinin fosfati ¢ézerek olusturdugu
zon ¢apinin bakteri ¢apina oranlanmasi ile hesaplanmistir (Cizelge 4.8). Test edilen 24
adet bakteri izolati arasinda 11 izolatin fosfor ¢6zme etkinligi gostermedigi
belirlenirken, 13 izolatin 1.13-2.60 degerleri arasinda oldugu Cizelge 4.8’de
belirtilmistir.

Cizelge 4.8’de verilen degerlere gore en fazla fosfor ¢ézen bakteri izolatlarinin
2.60 ¢oOziiniirlik indeksi ile Bacillus cereus P7en, 2.50 ¢Oziiniirlik indeksi ile
Pseudomonas thivervalensis B9ep ve 2.22 ¢oziiniirlik indeksi ile Pseudomonas
aeruginosa B3ep oldugu belirlenmistir. Test edilen izolatlar arasinda 1.05 ¢6ziiniirlik
indeksi ile Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum P3ep ve 1.13 ¢oziiniirliikk indeksi
ile Bacillus altitudinis B21ep en diisiik diizeyde fosfor ¢ozme etkinligi gosteren bakteri
izolatlart olmustur (Sekil 4.12).

Ahmad ve ark. (2017), misirda bantli yaprak ve kilif yanikligi (Bipolaris maydis)
hastaliginin engellenmesi ve bitkinin gelismine katkida bulunan bakterilerin tespiti i¢in
kolza tohumundan endofit bakteri tiirii izole etmislerdir. Yapilan teshisler sonucunda
izole edilen tiiriin B. subtilis oldugu anlasilmistir. B. subtilis 330-2 izolatinin fosfor ve
cinkoda ¢6ziinme yaparak indol asetik asit ve siderofor iiretmistir. Ayrica denemelerde

bu izolatin B. cinerea, F. oxysporum, A. alternata, Cochliobolus heterostrophus ve
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Nigrospora oryzae’ye karsi antagonistik etkide bulundugu da saptanmistir. Bu izolatin
piring ve musir tarlalarinda bitki gelismesinde %14-37 oraninda artisa neden oldugu

bildirilmistir.

Sekil 4.12. (A ve B) Farkli antagonist bakteri izolatlarinin (Plep, B3ep, B12ep, P2en)
PVK besi yerinde fosforu ¢ozebilme potansiyellerinin belirlenmesi. (A) Bazi izolatlarin
fosforu ¢ozemedigi gozlenmistir. (B) Pseudomonas aeruginosa B3ep izolatinin besi
yeri lizerinde fosfor ¢cozme etkinligi engelleme bolgesi ile karakterize edilmistir (ok).

Cizelge 4.8. Farkli epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlarinin bitki biliylimesinin
tesvik edilmesinde kullandiklar1 olasi mekanizmalar.

Bitki bilyiimesini tesvik eden
mekanizmalar?

Fosfor C6zme

Izolatlar TIAA (ng/ml) indeksi
Enterobacter bugandensis B7ep 85.59¢ 1.35¢f
Enterobacter cloacae B10ep 81.09Y 1.25%¢
Rhizobium radiobacter B4ep 73.15% 0.00?
Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en 65.48" 0.002
Pantoea agglomerans X2ep 51.76" 1.94"
Microbacterium maritypicum X5en 27.66" 0.00?
Bacillus cereus B2ep 24.44t 1.4929
Bacillus altitudinis B21ep 24.20° 1.130d
Pseudomonas thivervalensis B9ep 23.82" 2.501
Bacillus cereus P7en 15.31P 2.60)
Bacillus horneckiae B8ep 14.25° 0.00?
Bacillus pumilus B20ep 14.19° 0.00?
Bacillus cereus B16en 12.56" 1.409
Bacillus cereus Bl4ep 10.24™ 1.71f
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum P3ep 7.96' 1.05°
Bacillus thuringiensis G2en 7.52% 0.00?
Bacillus subtilis P2en 7.26) 0.00?
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Cizelge 4.8. (Devami) Farkli epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlarinin bitki
biiylimesinin tesvik edilmesinde kullandiklar1 olasi mekanizmalar.

Bitki biiyiimesini tesvik eden mekanizmalar?®

izolatlar IAA (ng/ml) Fosfor Cozme Indeksi
Bamllu_s amqullquefamens ssp. 5,720 0.00?
amyloliquefaciens X1en

Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum 6.98i 0.00?
Glen

Bacillus altitudinis G3en 4.15¢ 1.60°f
Pseudomonas aeruginosa B3ep 3.65°¢ 2.221
Paenibacillus polymyxa B19en 3.18° 1.17°9

2 Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yaninda yer alan ayni harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6nemli olmadigini belirtir (Tukey Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)
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5. SONUC ve ONERILER

Hatay ili’nin farkli ilgelerinde bamya yetistiriciligi yapilan hastalikli bitkiler
toplanip kok, gdvde, meyve ve tohumlarindan toprak ve tohum kokenli hastalik
etmenleri izolasyonu yapilarak morfolojik tani1 ¢alismalar1 yapilmistir. Toplam 21 farkli
bitki Orneginden Rhizoctonia solani, 26 adet bitki orneginden Macrophomina
phaseolina, 14 farkli bitki Orneginden Sclerotinia sclerotiorum, 30 farkli bitki
orneginden Fusarium spp. ve 12 farkli bitki 6rneginden ise Verticillium dahliae toprak
kokenli fungal hastalik etmeni tiirler olarak belirlenmistir.

Hastalik belirtisi gosteren hasat asamasindaki bitkiler iizerindeki meyvelerdeki
tohumlardan yapilan izolasyon ¢alismalari sonucunda; 5 farkli tohum o6rneginden F.
oxysporum, 6 farkli tohum o6rneginden M. phaseolina, 19 farkli tohum o6rneginden
Alternaria spp., 18 farkli tohum o&rneginden Aspergillus spp., 14 farkli tohum
orneginden Rhizopus spp. ve 23 farkli tohum 6rneginden Penicillum spp., gibi fungal
izolatlarin tiir teshisleri morfolojik 6zelliklerine gore belirlenmistir. S6z konusu izolatlar
arasindan yaygin toprak ve tohum kokenli potansiyel hastalik etmenlerinin R. solani, M.
phaseolina, S. sclerotiorum ve F. oxysporum oldugu goriilmiistiir.

Yapilan literatiir taramasina gore calismamizda iilkemizde yetistirilen bamya
bitkilerinde sorun hastaliklarin belirlenmesine yonelik Verticillium dahliae (Tok ve ark.,
2020) digsinda bir g¢alismaya rastlanilmamistir. V. dahliae disinda kalan hastalik
etmenlerinin tilkemizde yetistiriciligi yapilan bamya bitkilerinde hastalik etmeni oldugu
ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Saglikli bamya bitkilerinin yani sira aym tarlada yer alan yakin akraba bitki
tiirlerinden yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilip tanilanan epifit ve endofit
bakterilerin antagonistik etkinlikleri ikili kiiltiir testleri ile bolgedeki hastalikl bitkilerde
en fazla siklikta rastlanilan fungal etmenlerden F. oxysporum, M. phaseolina, S.
sclerotiorum ve R. solani’ye karsi test edilmistir. Calismalarda ayrica antagonistik
etkinlik gosteren bakterilerin fungal etmenlerin misel gelisimini engellemede ve bitksi
gelisimini tegvik etmede rol oynayan olas1 etki mekanizmalar1 da belirlenmistir. Yapilan
literatiir aragtirmalar1 sonucunda diinya genelinde bamya bitkilerinde hastaliga neden
olan toprak kokenli hastalik etmenlerinden F. oxysporum, M. phaseolina, S.
sclerotiorum, R. solani’ ye Kars1 olduk¢a az sayida ¢alisma bulunurken, lilkemizde

bamya bitkilerinde sorun olan tohum ve toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi
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biyolojik miicadelede antagonist bakterilerin kullanilmasi ile ilgili bir calismaya
rastlanilmamistir. Bu ¢alisma iilkemizde yetistiriciligi yapilan bamya bitkisinde goriilen
hastalik etmenlerine karsi biyolojik miicadele imkanlarmin arastirildign ilk calisma
niteligini tagimaktadir.

Yaptigimiz calismada bamya yetistiriciliginin yapildig: alanlardan temin edilen
saglikli bitki 6rneklerinden izole edilip, tanilanan endofit ve epifit bakteriler arasindan
bolgeyi ve izole edildigi bitkileri temsilen 25 adet Bacillus spp., 4 adet Enterobacter
spp., 2 adet Pseudomonas spp, 1’er adet ise Microbacterium maritypicum,
Paenibacillus polymyxa, Lysinibacillus fusiformis, Rhizobium radiobacter ve Pantoea
agglomerans tiirlerine ait izolatlarin fungal etmenlerin misel gelisimini engelleme
(biyoetkinlik) potansiyelleri ikili kiiltiir testleri ile in vitro kosullarda arastirilmistir.

F. oxysporum’a karsi en yiiksek antagonistik etkinlik (engelleme) gosteren
izolatlar B. cereus Blep (%76,39 engelleme), P. aeruginosa B3ep (%74,31 engelleme)
ve B. cereus Bllep (%73,61 engelleme) olarak belirlenmistir. M. phaseolina’ya karsi en
yiiksek diizeyde antagonistik etkinlik gosteren izolatlar ise %82,68 engelleme orani ile
B. amylloliquefaciens ssp. plantarum Glen, %80,45 orani ile B. thuringiensis B13ep ve
%79,33 orani ile B. amylloliquefaciens ssp. plantarum Plep olmustur. S. sclerotiorum’a
kars1 en etkili izolatlar B. cereus Blep (%89,44), B. amylloliquefaciens ssp. plantarum
P3ep (%87,78) ve B. cereus Bl4ep (%86,11) olarak belirlenmistir. R. solani’ye karsi en
yiiksek antagonist etkide bulunan izolat ise B. horneckinae B8ep (%89,33), B. subtilis
P2en ve B. cereus Bl 1ep izolatlar1 (%84,00) olarak belirlenmistir.

Fungal etmenlere karsi gosterilen biyoetkinlik degerlerine bakildiginda, tiirler
arasinda oldugu gibi, ayni tiire ait izolatlar arasinda da etkinlik agisindan Onemli
farkliliklar oldugu gozlenmistir. Genelde Bacillus tiirlerine ait izolatlarin fungal
etmenlere kars1 yliksek diizeylerde antagonistik etkinlige sahip oldugu belirlenmistir.

Fungal etmene karsi antagonistik etkinlik gosteren izolatlarin bu etkinlikte rol
oynayan olas1 etki mekanizmalardan siderofor, proteaz, amonyak, HCN iiretim
etkinlikleri ile bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalardan fosfor ¢ézme ve T1AA
tiretme potansiyelleri bu testlere spesifik yontemlerle belirlenmistir.  Etki
mekanizmalariin belirlendigi ¢alismalarda 36 izolattan biyoetkinlik potansiyellerine ve

farkl tiirleri temsilen 24 izolat secilmistir.
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CAS agar besi ortaminda yiiriitiilen siderofor testlerinde test edilen 24 izolat
arasinda Bacillus subtilis subsp. spizizenii X4en izolati disindaki 23 izolatin siderofor
urettigi belirlenmistir. CAS besi ortaminda en yliksek siderofor etkinligi 2,74 indeks
degeri ile Enterobacter cloacae B10ep izolati tarafindan gésterilmistir.

Test edilen bakteri izolatlarindan 16 izolatin degerleri 1,3-2,61 arasinda degisen
indeks degerinde “proteaz” etkinligi gosterdigi belirlenmistir. Besi ortami iizerinde en
fazla proteaz iireten bakteri izolat1 2,61 indeks degeri ile Microbacterium maritypicum
X5en izolat1 olmustur.

HCN iireten izolatlarin belirlendigi calismada, 24 izolattan sadece 4 izolatin
degisen siddetlerde HCN iirettigi ve en fazla iiretim yapan izolatin Pseudomonas
aeruginosa B3ep oldugu tespit edilmistir.

Amonyak {iiretimi acisindan degerlendirme yapildiginda ise tiim izolatlarin
degisen konsantrasyonlarda amonyak iirettigi belirlenmistir. En fazla amonyak tireten
izolatlarin aralarinda etkinligi en yiiksek olan tiirlerinde yer aldig1 Bacillus cereus P7en,
Bacillus altitudinis B2lep, Enterobacter bugandensis B7ep, Bacillus cereus Bl4ep,
Pseudomonas aeruginosa B3ep ve Bacillus subtilis P2en izolatlar1 oldugu tespit
edilmistir.

IAA dretimi agisindan degerlendirildiginde 24 izolatin tamaminin farkl
konsantrasyonlarda IAA iirettigi belirlenmistir. En yiiksek TAA {ireten bakteri izolati
85,59 ng/ml konsantrasyon degeri ile Enterobacter bugandensis B7ep izolat1 olmustur.

Fosfor ¢oziiniirliigi agisindan degerlendirildiginde, test edilen bakteri izolatlari
arasinda 11 izolatin fosfor ¢ozme etkinligi gosterdigi Saptanmistir. En fazla fosfor
¢ozme etkinligi 2,60 indeks degeri ile Bacillus cereus P7en izolati tarafindan
gosterilmistir.

Yapilan denemeler biitiin olarak degerlendirildigi zaman ayni tiire ait olan bakteri
tirlerinin hastalik etmenini engelleme oranlar1 arasinda onemli farkliliklarin oldugu
tespit edilmistir. S6z konusu farkliliklarin daha 6nceden yapilmis birgok calismada da
bildirildigi gibi (Araujo ve ark., 2005), antagonist bakteri izolatlarin gelistigi bitkinin
genetik yapisina, konukcusunun yetistigi ¢evre kosullarina ve izolatin genetik
yapisindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Ulkemizde bamya yetistiriciligi yapilan alanlarda diger bitkilerde oldugu gibi

kimyasal miicadeleden once kiiltiirel miicadele kullanmak hem ¢evresel hem de bitkiler
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acisindan faydali bir yontem olmustur. Kiiltiirel miicadele olarak kis mevsiminde bitki
atig1 birakilmamasi, bitkilerin direncinin yiiksek tutulmasi amaciyla giibreleme ve
sulama sartlarina dikkat edilmesi hastalik etmenlerinin bitkide zarar yapmasini
Onleyebilir. Fakat kiiltiirel miicadele yeterli olmadigi zamanda kimyasal miicadele
dikkat ¢eken bir yontem olmustur. Bamya bitkisinde ruhsatl olan ila¢ bulunmadigindan
dolayi bu durum bizleri alternatif yontem olarak biyolojik miicadeleye
yonlendirmektedir. Biyolojik miicadele bitkiye ve ¢evreye zarar vermemesinden dolay1
giinlimiizde yiikselmekte olan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Biyolojik miicadelede kullanilan antagonist bakteriler kimyasal yontemlere gore
bitkide toksik etkiye sebep olmamasi, hastaliga karsi direng olusturmamasi ve gevreye
zarar vermeden hastalik etmenlerinin {izerinde engelleme yapmasi1 gibi nedenlerden
dolay1 kullamimi yayginlastirilabilir. Biyolojik miicadelede kullanilan baslica tiirlerden
Bacillus spp., Pseudomonas spp. ve Enterobacter spp. gibi engelleyici etki yapan
izolatlarin patojenin gelisminin engellenmesine yonelik maddeler (siderofor, proteaz,
amonyak iiretimi) ve bitkinin gelisimine de yardimci olan (IAA ve fosfor ¢dzme)
maddeler salgilar. bu bakteriler biyopreparat halinde ticari olarak kimyasal pestisitlere

kars1 alternatif olabilecegi degerlendirilebilir.
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EKLER

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

icerikleri

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

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

King’s MediumB (KB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110989)

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

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

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

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

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

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

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