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OZET

HATAY ILi HAVUC (Daucus carota L.) URETIM ALANLARINDA
BAKTERIYEL HASTALIK ETMENLERININ TESPITI ve Pectobacterium
carotovorum’un BIYOLOJIK MUCADELE OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI

Bu galismada Hatay ili havu¢ (Daucus carota L.) iiretim alanlarinda bakteriyel
hastaliklarin tespiti ve en yaygin hastalik etmeni bakteriye karsi in vitro kosullarda
epifit antagonist bakteriler ve bakteriyofajlarla biyolojik miicadele olanaklar
arastirilmistir. Hatay ilinde en fazla havug iiretimi yapilan (%58) Kirikhan ilgesinde,
bakteriyel hastaliklarinin tespiti ig¢in hasat Oncesi, hasat donemi, havu¢ yikama ve
paketleme evlerinin yani sira Antakya sebze halinde gergeklestirilen sorveyler
sonucunda hastalik belirtisi goriilen havu¢ yumrularinda izole edilen bakteri izolatlari
arasinda temsili olarak secilen 6 farkli bakteri izolati MALDI-TOF ile tanilanmistir.
MALDI-TOF tanmi sonuglarina gore 1 izolat yumusak c¢iiriikliikk ve karabacak etmeni
Pectobacterium atrosepticum (PaH15) olarak tanilanirken, iki izolat ise bakteriyel
yumusak ¢iiriiklik etmeni Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum (PcH16,
PcK24) olarak tanilanmistir. Ayrica EcH4, PmH11 ve PaH27 izolatlarida firsatgi
yumusak ¢iiriiklik etmeni olan sirasiyla Enterobacter cloacae, Pseudomonas
marginalis ve Pantoea agglomerans olarak tanilanmistir. MALDITOF-MS ile tanisi
yapilan PaH15, PcCH16 ve PcK24 izolatlar1 molekiiler tanilama ¢aligmalar1 sonucunda
Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum olarak teshis edilmistir.

Biyolojik miicadele kapsaminda saglikli havug bitkilerinin yaprak, kok ve rizosfer
topragindan toplam 196 epifit bakteri izole edilip saflagtirilmustir. ikili kiiltiir testinde
etkili bulunan 39 aday antagonist bakteri izolatinin MALDITOF-MS ile tanilari
yapilmistir. Calismada izole edilen ve tanisi yapilan aday antagonist epifit bakterilerin
in vitro kosullarinda P.carotovorum subsp. carotovorum PcH16 izolatina karsi
antagonistik etkinliklerinin yani sira siderofor olusturma potansiyeli, fosfor ¢dzme
potansiyeli, [AA {iretme potansiyeli, proteaz enzim iiretme potansiyeli, amonyak (NHz)
tiretme potansiyeli, Hidrojen Siyaniir (HCN) iiretme potansiyellerinin belirlenmesi gibi
etki mekanizmalari incelenmistir. Epifit bakterilerin antagonistik etkilerine gore in vitro
antibiyosis testlerinde 39 epifit bakteri patojen gelisimini farkli oranlarda engellemistir.
Antibiyosis testinde en yiiksek antagonistik etki gosteren 13 izolat havug dilimleri
tizerinde yar1 in vivo biyokontrol etkinkinlikleri arastirilmistir. Test edilen izolatlar
arasindan 11 izolat havug¢ dilimleri iizerinde yumusak c¢iirtikliik belirtilerinin ¢ikigini
%8.33 ile %100 oraninda engellerken, 2 izolat hastalik ¢ikisinin engellemesi {izerine
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Test edilen izolatlar arasinda Bacillus cereus HCEP-
Y46, Pseudomonas koreensis HCEP-T31, Bacillus megaterium HCEP-T62 ve Bacillus
safensis HCEP-T65 izolatlart kontrol uygulamasina gore yumusak ¢iiriiklik belirtisini
%100 oraninda engellemistir. Antagonist bakteri izolatlarinin yani sira hastalikla
bulasik bitkilerin yetistigi toprak ve havu¢ yumrularindan hastalik etmenine spesifik
bakteriyofajlarin  varhigi ilk kez bu c¢alismada izole edilmek suretiyle ortaya
konulmustur.

2024, 114 sayfa

Anahtar Kelimeler: Havug, bakteriyel yumusak ¢iiriikliik, epifit bakteri, bakteriyofaj,
biyolojik miicadele



ABSTRACT

DETERMINATION of BACTERIAL DISEASE AGENTS in HATAY
PROVINCE CARROT (Daucus carota L.) PRODUCTION AREAS and
INVESTIGATION of the POSSIBILITIES of BIOLOGICAL CONTROL
AGAINST of Pectobacterium carotovorum

In this study, the detection of bacterial diseases in carrot (Daucus carota L.)
production areas of Hatay province and the possibilities of biological control with
epiphyte antagonist bacteria and bacteriophages under in vitro conditions against the
most common disease agent bacteria were investigated. In Kirikhan district, where the
highest carrot production (58%) in Hatay province, 6 different bacterial isolates selected
as representative among the bacterial isolates isolated from carrot tubers with disease
symptoms as a result of surveys carried out in Antakya vegetable market as well as pre-
harvest, harvest period, carrot washing and packing houses for the detection of bacterial
diseases were identified by MALDI-TOF. According to MALDI-TOF diagnostic
results, one isolate was identified as Pectobacterium atrosepticum (PaH15), the causal
agent of soft rot and blackleg, and two isolates were identified as Pectobacterium
carotovorum subsp carotovorum (PcH16, PcK24), the causal agent of bacterial soft rot.
In addition, EcH4, PmH11 and PaH27 isolates were identified as Enterobacter cloacae,
Pseudomonas marginalis and Pantoea agglomerans, respectively. The isolates PaH15,
PcH16 and PcK24 identified by MALDITOF-MS were identified as Pectobacterium
carotovorum subsp carotovorum as a result of molecular identification studies.

Within the scope of biological control, a total of 196 epiphyte bacteria were
isolated and purified from the leaves, roots and rhizosphere soil of healthy carrot plants.
A total of 39 candidate antagonist bacteria isolates found to be effective in dual culture
test were identified by MALDITOF-MS. The mechanisms of action of the candidate
antagonist epiphyte bacteria isolated and identified in the study, such as siderophore
formation potential, phosphorus solubilisation potential, IAA production potential,
protease enzyme production potential, ammonia (NH3) production potential, hydrogen
cyanide (HCN) production potential, as well as their antagonistic activity against P.
carotovorum subsp. carotovorum PcH16 isolate under in vitro conditions were
investigated. According to the antagonistic effects of epiphyte bacteria, 39 epiphyte
bacteria inhibited pathogen growth at different rates in in vitro antibiosis tests. The 13
isolates with the highest antagonistic effect in the antibiosis test were investigated for
their semi-in vivo biocontrol efficacy on carrot slices. Among the tested isolates, 11
isolates prevented the emergence of soft rot symptoms on carrot slices by 8.33% to
100%, while 2 isolates had no effect on the prevention of disease emergence. Among
the tested isolates, Bacillus cereus HCEP-Y46, Pseudomonas koreensis HCEP-T31,
Bacillus megaterium HCEP-T62 and Bacillus safensis HCEP-T65 isolates prevented
soft rot symptom by 100% compared to the control treatment. In addition to the
antagonist bacterial isolates, the presence of bacteriophages specific to the disease agent
from the soil and carrot tubers where the infected plants were grown was revealed for
the first time in this study.

2024, 114 pages

Key Words: Carrot, bacterial soft rot, epiphyte bacteria, bacteriophage, biological
control
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1. GIRIS

Havug (Daucus carota L) Apiaceae (Umbellifera) familyasinda yer alan, iiretimi
tohumla yapilan, etli sulu kokleri yenen, iki yillik, saglik, beslenme ve ekonomi agidan
Oonemli bir sebze tiiriidiir. Anavatani Orta Asya ve Yakin Dogu oldugu diisiintilen havug,
Tiirkiye dahil diinyanin pek ¢ok bolgesinde bolca yetistirilmektedir (Rubatzky ve ark.,
1999; Safadi, 2008; Uremis ve ark., 2020).

Havuglarin genetik 6zellikleri (cesit tercihi), iklimle ilgili faktorler ve yetistirme
yontemleri duyusal ve kimyasal 6zellikleri iizerine ciddi etkileri bulunmaktadir. iklim
ve toprak agisindan segici olan havug toprak neminin uygun, diistik sicaklik ve az 1sikta
iyi gelisme gosteren kisa giin bitkisidir. Ozellikle renk olusumu iizerine dnemli bir kriter
olan sicaklik optimum 16-18 °C dir. Havucun normal gelisimi igin toprak pH’s1 olduk¢a
onemlidir. Yiiksek asitlige hassas olan havu¢ pH degeri 6.5-7 arasinda olan topraklarda
iyi gelisim gostermektedir. Uygun iklim ve toprak yapisindan kaynakli {ilkemizde
bircok havug ¢esidi yetistirilmektedir. Ulkemizde Soprano, Nanko, Bolero, Presto,
Tempo, Maestro, Siroco, Namur F1, Nansen F1, Nantura F1, Nevis F1, Nagadir F1,
Negovia, F1, Nerac F1, Samson, Nadro, Yaya, Nievz, Asubeni F1 ve Nantes gibi
cesitler yetistirilmektedir (Tiilek ve Canpolat, 2016). Havug besin maddelerince zengin
topraklarda daha iyi gelisim gostermektedir. Dekarda alinacak maksimum verim i¢in
toprakta dengeli besin elementinin olmasi olduk¢a Onemlidir. Sekil ve renk
bozuklugunun Oniine ge¢cmek, verim ve kaliteyi arttirmak, dogru ve dengeli giibre
kullanmak i¢in toprak analizi yapilmadan asir1 giibreleme yapilmamalidir. Verim ve
kaliteyi arttirmak ve kok gelisiminin saglikli olmasini etkileyen diger bir etmende
sulamadir. Havug yetistirme alanlarinda taban suyu yiiksekligi ve sulama suyunun
tuzluluk orani bitki gelisimi iizerine 6nemli etkileri bulunmaktadir. Taban suyunun
yiikksek olmasi ve sulama suyunun tuzlulugu havuc boylarinda kisalmaya ve havug
saplarinda kiiciilmeye sebep olmaktadir. Ayrica sulama suyunun tuzlulugunun artmasi
bitki su miktarin1 azalmasina ve kuru madde iceriginin artmasina sebep olmaktadir
(Oztiirk, 1997). Havug igin en iyi sulama ydntemi damlama sulama ve yagmurlama
sulamadir.

Havug diinyanin birgok tilkesinde {iretimi yapilan 6nemli bir sebze tiiriidiir. Diinya
Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) (2022 yili) iiretim istatistiklerine gore (siyah
havu¢ dahil) diinyada 1.112.718 ha alanda yaklasik 42.721.29 ton havug iiretimi



gerceklestirilmigtir (Anonymous, 2024). Diinyada en fazla havug iiretimi 410.242 ha
alanda 18.768.100 tonla Cin’de gergeklesirken, 47.023 ha alanda 3.915.983 tonla
Ozbekistan ikinci sirada yer almistir. Avrupa birligi iilkeleri arasinda en fazla iiretim
13.610 ha alanda 780.490 ton ile Almanya’da gerceklestirilmistir. Tiirkiye 13.657 ha
alanda 790.983 ton iiretimle diinya iiretim siralamasinda 6. sirada yer almistir (Cizelge
1.1). Tim diinyada iiretilen havucun %42.5’1 Cin iretirken, Tirkiye yiizde %1.85’1ik

pay ile iiretimini gergeklestirmistir.

Cizelge 1.1. Havug tiretiminde en ¢ok tiretim yapilan ilk on tilke

Ulkeler Ekim Alan (ha) Uretim (Ton)
Cin 410.242 18.768.100
Ozbekistan 47.023 3.915.983
ABD 25.576 1.381.461
Rusya Fed. 42.535 1.362.175
Biiyiik Britanya 14.321 887.502
Tiirkiye 13.657 790.983
Almanya 13.610 780.490
Ukrayna 38.200 748.930
Endonezya 39.098 737.965
Pakistan 27.165 679.652
Toplam 671.427 30.053.241

Hizla artan diinya niifusunun dengeli beslenmesi i¢in yeterli gidaya 6zellikle yas
sebze ve meyveye ulasmanin ne kadar onemli oldugu insan saghigini tehdit eden
pandemi kosullarinda bir kez daha ortaya c¢ikmistir. Tiirkiye, cografi konumundan
kaynakli sahip oldugu iklim ve ekolojik kosullar sebebiyle genis tarimsal araziye ve
{iriin cesitlilige uygun bir iilke konumundadir. I¢ iiretim ve i¢ tiikketim (insan, hayvan ve
endiistrinin biitiin ihtiyaglarini) dengesini ifade eden yeterlilik derecesine baktigimizda,
2021-2022 sebze iirlinlerinin yeterlilik derecesi %113.5 olurken, sebzelerde en yiiksek
yeterlilik derecesi havucta %124.2 olarak gergeklesmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Sebzelerde yeterlilik derecesi (TUIK, 2023)

Ulkemizde son 10 yil icerisinde havug iiretim alan1 ve miktar1 incelendiginde
yillara gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir (Sekil 1.2). Sebze iiretimi bir dnceki
yila gore 2022 yilinda %0.5 oraninda azalarak yaklasik 31.6 ton olarak gerceklesirken,
havugta bir onceki yila gore 2022 yilinda %33.5 oraninda artig gostererek 135.624 da
alanda 788.578 ton havug¢ {liretimi gergeklestirilmistir (Anonim, 2023). Sekil. 1.1
incelendiginde havucta %?24.2’lik arz fazlaligi bulunmaktadir. Havugtaki bu arz fazlaligi

diinyanin ¢esitli iilkelerine ihracat yapilarak iireticilere ek gelir saglamaktadir.
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Sekil 1.2. 2013-2022 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki havug tiretim alan1 ve tiretim miktari



Hatay igin énemli bir gelir kaynag: olan havug, TUIK (2023) verilerine gore, iller
bazinda bakildiginda 14.202 da alan ve 55.136 (%7) ton iiretimle Konya (%70) ve
Ankara’dan (%20) sonra {iglincii sirada yer almaktadir (Cizelge 1.2; Sekil 1.3).

Cizelge 1.2. 2022 yilinda en ¢ok havug tiretimi yapilan ilk 10 il

Iller Ekim Alami (Dekar) Uretim (Ton)
Konya 84.966 552.128
Ankara 28.309 156.025
Hatay 14.202 55.136
Denizli 1.240 6.080
Eskisehir 1.292 5.492
Antalya 965 2.879
Karaman 755 2.231
Diyarbakir 200 1.100
[zmir 508 1.017
Adana 400 1000
Toplam 132.837 782.188

iller bazinda havuc iiretimi orani(%)

mKonya mAnkara mHatay mDiger

Sekil 1.3. illere gore havug iiretim orani (%)

Hatay ili ilgeler bazinda baktigimizda da 8.030 da alan ve 32.120 ton (%58)
tiretimle Kirikhan ilgesi ilk sirada yer almaktadir (Cizelge 1.3) (Anonim, 2023).



Cizelge 1.3. Hatay iline bagli ilgelerde 2022 yilinda ger¢eklesen havug tiretimi

flle Ekim Alam (Dekar) Uretim (Ton)
Kirikhan 8.030 32.120
Reyhanl 4.500 18.000
Kumlu 1.092 3.276
Antakya 550 1.650
Belen 30 90
Toplam 14.202 55.136

Havug beslenmenin yani sira igerdigi bir¢cok vitamin, mineral ve karotenden
dolayr insan saghgi agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle gérme, hiicre
boliinmesi ve farklilasmada 6nemli bir role sahip olan A vitamini 100 g havugta 624
mg, insanin normal ireme ve gelismesi i¢in gerekli olan B vitaminler 100 g’da sirasiyla
B10.036 mg, B2 0.026 mg, B3 0.98 mg, B6 0.09 mg bulunmaktadir. Serbest radikalleri
temizlemek ve oksidatif stresi dnlemede rol oynayan (Lui, 2013) C vitamini 100 g
havucta 5.2 mg, kanin pihtilasmas: igin gerekli olan K vitamini 100 g da 3.6 mg
bulunmaktadir (Kasim ve Kasim, 2019). Vitaminlerin yani1 sira kemik ve dislerin
olusumda, kas ve sinir sisteminin diizenli ¢alismasinda, viicutta 6nemli metabolik
gorevleri yerine getiren enzimlerin yapisinda ve hormonlarda yer alan mineral maddeler
100 g havugta sirastyla Fe 0.13 mg, P 26 mg, Ca 34 mg, Mg 20mg, K 279mg, Na 52 mg
ve Zn 0.15 mg bulunmaktadir (Kasim ve Kasim, 2019).

Provitamin A ve antioksidan 6zelliginin yan1 sira (Francis, 1985; Tee, 1992; Otles
ve Atli, 1997) astim, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklari
onledigi rapor edilen (Bacanl ve ark., 2017; Kasim ve Kasim. 2019) karotenoidler, 100
g havugta 7.493 mg B karoten ve 277 mg Lutein bulunmaktadir (Kasim ve Kasim,
2019).

Havucun verim ve Kkalitesini etkileyen birgok abiyotoik ve biyotik etken
bulunmaktadir. Biyotik etkenlerden en ¢ok rastlanan Cyperus rotundus (Topalak),
Portulaca oleracea (Semiz otu), Amaranthus retroflexus (Tilkikuyrugu), Sorghum
halepense (Kanyas) gibi yabanci otlar (Uremis ve ark., 2020), Alternaria Yaprak
Yaniklig1 (Alternaria dauci Kuhn), Cercospora Yaprak Yanikligi (Cercospora carotea

Pass) ve Kiilleme (Erysiphe heraclei D.C.) gibi yesil aksam etmenlerinin yani sira



Phythium spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Sclerotinia spp. gibi
fungal hastalik etmenleri olarak belirlenmistir (Davis ve Raid, 2002; Tiilek ve Canpolat
2016; Soylu ve ark., 2022). Ayrica Carrot cryptic virus (CaCV), Carrot temperate virus
1 (CteV1), Carrot temperate virus 2 (CteV2), Carrot temperate virus 3 (CteV3), Carrot
temperate virus 4 (CteVV4), Carrot latent virus (CtLV ), Carrot necrotic dieback virus
(CNDV-Anthriscus), Carrot latent virus (CtLV), Carrot necrotic dieback virus
(CNDV-Anthriscus) bildirilen (Cabuk, 2014) viris hastaliklar1 yani1 sira, havug
bitkisinde sari-pembe renk degisimi yani sira bitkide bodurluk, koklerde kisalma,
sekonder kilcal kok olusumu, bitkilerin ¢ali goriiniimiine sebep olan Spiroplasma citri
(Lee ve ark., 2006) ve Hatay ili havug iiretim alanlarinda ilk defa bildirilen stolbur
etmeni (Sertkaya, 2014) fitoplazmalar olarak belirlenmistir.

Havug bitkisinin verim ve kalitesini etkileyen diger bir biyotik etmende Bakteriyel
Yaniklik (Xanthomonas campestris pv. carotae Kendrick, Dye), Bakteriyel Yumusak
Ciuriikliigti (Pectobacterium atrosepticum van Hall), Bakteriyel Gal (Agrobacterium
tumefaciens Smith ve Townsend.), Sacak Kok (Agrobacterium rhizogenes Riker ve
ark.,), Uyuz (Streptomyces scabies Thaxter) gibi bakteriyel hastaliklardir.

Bakteriyel patojenler arasinda ise 6zellikle Bakteriyel Yumusak Ciirtikliigii etmeni
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones)’ yiiksek nem ve sicaklikta
havug iiretiminde 6nemli zararlara neden olabilmektedir (Naligama ve ark., 2022; Soylu
ve ark., 2022). Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Syn. Erwinia
carotovora subsp. carotovora) (family, Enterobacteriaceae) (Pcc) genis konukcu
yelpazesine sahip, ekonomik acidan 6nemli Gram-negatif bir fitopatojendir. Basta
patates olmak iizere havug, lahana, hiyar, patlican, sogan, biber, kabak ve domates gibi
ekonomik ac¢idan onemli birgok sebzede diinya capinda ciddi {iriin kayiplarma yol
acmaktadir (Davidsson ve ark., 2013; Gao ve ark., 2016; Dimas ve ark., 2018; Zhang ve
ark., 2020). Yumusak ¢iiriiklik etmeni bakteriler yaralar ve dogal agikliklar yoluyla
bitkilere giris yaparlar. Pcc’nin virulansi ve patojenitesi bitki dokusunu ¢iiriitmeye ve
tim bitkinin Oliimiine sebep olan pektat liyalaz (Pel), poligalakturonazlar (Peh),
proteazlar (Prt) ve seliilazlar (Cel) gibi ¢esitli bitki hiicre duvarit pargalayict
ekstraseliiler enzimleri iiretme ve salgilama yetenegine baglidir (Barras ve ark., 1994;
Toth ve ark., 2003; Agyemang ve ark, 2020). Pcc havug bitkisinin tarla, hasat, tasinma

ve depolama gibi tiim asamalarinda yumusak ¢iiriikliik meydana getirmektedir.



Hastaligin belirtisi genellikle kokiin yumusak, sulu ve slimiiksii bir ¢ilirlimesi
olarak ortaya ¢ikar. Etkilenen yumru dokusu yumusak ve graniillerdir. Ciiriimis
dokularinda siklikla kahverengi-siyah pigmentler gelisir (Sekil 1.4). Toprak isti
aksamlarinda en yaygin goriilen belirtiler yapraklarda solgunluk, sararma ve yapraklarin

tamamen 6lmesidir (Elphinestone and john, 2010).

Sekil 1.4. Pcc'nin havugta meydana getirdigi belirtiler

Hastaligin miicadelesinde genel olarak kiiltiirel Onlemler ile birlikte bakirh
preparatlar ve kimyasal ilaglar tedavisinde kullanilmaktadir (Gracia-Garza ve ark.,
2002). Kiiltiirel 6nlemler olarak; temiz ve sertifikali tohum kullanilmali. Iyi drene olmus
uygun arazi se¢ilmelidir. Vektor, nematod ve boceklerle miicadele edilmeli. Enfekte
bitki artiklar1 ve hasat sonrasi bitki artiklar tarladan uzaklagtirilmalidir. Misir ve tahil
gibi bakteriyel yumusak clirlikliik etmeni bakterilerin konukgusu olmayan bitkilerle
rotasyon yapilmalidir. Hasat, tasinma, paketleme ve depolama sirasinda bitkilerin
yaralanmasindan ka¢inilmalidir. Temiz, iyi havalandirilan, nemi ve sicakligi uygun olan
depolarda depolanmalidir. Ayrica yumusak cliriikliik etkilerinin azaltilmasinda bazi
bitki ekstraktlar1 gelistirilmistir (Vasinauskiene ve ark., 2000).

Kullanilan kimyasallarin etkisiz olmasi, kimyasallarin insan, hayvan ve gevre
saglhig lizerine olumsuz etkileri nedeniyle artik 6nerilmemektedir (Jess ve ark., 2014;

Etminani ve Harighi, 2018). Tam etkili bir kimyasal tedavisinin olmamasi ve



antibiyotiklerin iilkemizde yasak olmasindan dolayi, biyolojik miicadele alternatif bir
yontem olarak kaginilmaz olmustur.

Biyolojik miicadele bakteri, fungus ve viriis gibi mikroorganizmalarin bitkilerin
izerinde veya i¢inde kolonize olarak bitkiye herhangi bir zarar vermeden, hastaliklardan
kaynaklanan zararin en diisik seviyeye c¢ekmek i¢in degisik formulasyonda
kullanilmasidir (Filiz Dokséz ve Bozkurt, 2022). Biyolojik miicadelede en ¢ok

kullanilan mikroorganizmalar fungal ve bakteriyel mikroorganizmalardir.

Biyolojik miicadele etmeni (BME) olarak kullanilan bakteriler bitkilerde
bulunduklar1 ve kolonize olduklar1 yere gore epifit ve endofit olarak iki sekilde
isimlendirilir (Varhan ve Bozkurt, 2021). Epifit bakteriler bitkilerin toprak {istii
aksamlar1 olan cicek, meyve ve slirgiinlerde bulunan, ayrica kok gibi toprak alti
kisimlarinda kolonize olan ve bitkilere herhangi bir zarari olmayan bakterilerdir
(Hallman ve ark., 1998; Varhan ve Bozkurt, 2021). Endofitik bakterilerin farkli birgok
tanim1 olmakla beraber yaygin olarak; bitki dokularinda kolonize olabilen ve herhangi
bir simptoma ve bitkide zarara neden olmayan bakteriler olarak tanimlanmaktadir
(Holliday, 1989; Schulz ve Boyle, 2006). Endofitik bakteriler yasam stratejilerine gore
obligat ve fakiiltatif olarak iki gruba ayrilmaktadir (Hardoim ve ark., 2008). Biyolojik
miicadelede kullanilan ve bitkilerin gelisimini tesvik eden bakteriler icin PGPB terimi
kullanilirken, biyokontrol etki gosteren bakteriler icinse BCA (Biological Control
Agent) terimi kullanilir (Kloepper ve Schroth, 1981; Fiirnkranz ve ark., 2019; Filiz
Doks6z ve Bozkurt, 2022). Antagonist PGPB bakterilerle PGPR grubu bakteriler bitki
gelisimini tesvik edici hormonlarin sentezlenmesi, biyolojik azot fiksasyonu, fosfat
¢ozlinlirliiglinlin arttirilmas1 ve siderofor {iretimi vb. mekanizmalarla bitki gelisimini
tesvik ederek dolayli olarak hastalik gelisimini azalttigi gibi (Vessey, 2003; Bozkurt,
2009), antibiyosis, yer veya besin i¢in rekabet ve sistemik dayanikliligin uyarilmasi gibi
mekanizmalarla ise dogrudan patojen gelisimini engelleyerek veya hastalik siddetini
onemli Ol¢iide azaltarak etkili olabilmektedir (Bora ve Ozaktan, 1998: Bozkurt, 2009;
Sili ve ark., 2016; Varhan ve Bozkurt, 2020). Epifit BCA grubu bakteriler ise Azot
fiksasyonu, Siderofor iiretimi, hormon (IAA, Sitokinin, Giberilin) iiretimi, fosfor
¢ozinirligli gibi mekanizmalarla dolayli olarak hastaliklar1 engellerken, antibiyosis,
HCN firetimi, enzim (glukonaz, kitinaz, proteaz, amilaz, lipaz, pektinaz ve seliilaz)

tiretimi, bitkilerde dayanikliligin sistemik olarak uyarilmasi (ISR induced systemic



resistans) mekanizmalartyla patojenleri dogrudan engellemektedir (Filiz Doks6z ve
Bozkurt, 2022).

Biyolojik miicadelede kullanilan diger bir miroorganizmada bakteriyofajlardir.
Bakteriyofajlar (kisaca fajlar) bakterileri enfekte eden viriislerdir. Diger virlislerde
oldugu gibi fajlarda yasam dongiilerini devam ettirebilmeleri icin canli hiicreye
gereksinim duyarlar. Ciplak gozle goriinmeyen, yalnizca elektron mikroskobuyla
goriilebilen fajlar dogada sadece bakterileri enfekte edip oOldiiriirler. DNA veya
RNA’dan olusan niikleik asit ¢ekirdegi tasirlar. Bu genetik materyal protein bazli bir
kapsidle ¢evrelenmistir. Kapsid faj genomunu korumak (DNA’y1 parcalayan enzimler
gibi etkenlerden) ve konukgusu olan bakteriye baglanmasi (tasidigi reseptorler
vasitastyla) gibi nedenlerle fajin yasam dongiisiinde 6nemli rol oynar (Gill and Abedon,

2003). Biiyiikliikleri 20-200 nm olan fajlar, iki tiir yasam dongiisiine sahiptirler.

Litik (viriilent) fajlarin yasam dongiisli, konuk¢u bakterinin hiicre ceperinde
bulunan reseptorlere (6zel alicilar) baglanmasiyla (adsorbsiyon) baglar. Bu reseptorler
lipopolisakkarit, oligosakkarit, peptidoglikan ve protein gibi yiizey bilesenleri
olabilecegi gibi, bazende kapsiil, pili ve flagellada faj tarafindan reseptér olarak
kullanilabilir. Faj bakterinin ylizeyine baglandiktan sonra genetik materyalini bakteri
hiicresinin icine enjekte (penetrayon) eder. Bakterinin metabolik mekanizmasini ele
geciren fajlar yeni faj proteinlerin yapimina ve diger faj bilesenlerin (kapsid, kuyruk,
kuyruk fibrilleri) liretmesine yonlendirir. Tiim bu komponentler birleserek yeni faj
olustururlar (latent donem). Litik dongii fajlarin konuk¢u bakteri hiicresini lize ederek
konuk¢unun hizli bir sekilde dliimiine sebep olmasi ve serbest hale gelen fajlarin diger
konuk¢u bakterilere tutunmasiyla son bulur. Fajlar lizizi gergeklestirmesi igin ’lisin’
enzimini kullanirlar. Bu enzim bakteri hiicre duvari bilesenlerinden olan peptidoglikan
tabakasinin kesimini yaparak hiicre lizizinin gergeklestirmesini saglamaktadir (Guttman

ve ark., 2005: Soykut ve Tunail, 2009).

Fajlarin diger bir yasam dongilisiide lizojenik (viriilent olmayan, Ilimli,
Temperate) dongiidiir. Bu yasam dongiisiinde fajlar litik dongiliden farkli olarak bakteri
stoplazmasina genetik materyalini penetre ettikten sonra viral DNA konak hiicre
DNA’sina entegre olmaya baglar. Bakteri DNA’smna entegre olmus faja ’profaj’,

profajin lizojenik yasam siirdiigli bakteriyede ‘lizojen bakteri’ denilmektedir. Konak



hiicre DNA’s1 ile viral (profaj) DNA’s1 ayn1 hizda ve ayni anda replike olurlar. Boylece
bir sonraki nesle gen aktarimi meydana gelir. Viral DNA’y1 tasiyan konukgu bakteri
ayn1 karakterdeki baska bir faj ile infeksiyon olamamaktadir. Viriilent olmayan profajlar
ortam kosullarinin degismesi veya degistirilmesi (inkiibasyon sicakligindaki degisim,
UV 1s18ina maruz birakilmasi, mitomycin C antibiyotigin vasitasiyla ve mutajenik
maddeler araciligiyla) ile viriilent faja doniiserek lizise indiiklenebilir (Yaman Aydogan

ve Hadimli, 2016; Cemen ve ark., 2018).

Fitopatojen bakterilere karsi laboratuvar biyoanalizlerden, sera ve tarla
denemelerine kadar bircok faj calismasi yapilmistir. Agrobacterium tumefaciens
(Stonier ve ark., 1967), Dickeya solani (Adriaenssens, ve ark., 2012), Erwinia
amylovora (Boulé ve ark., 2011; Gill ve ark., 2003; Schnabel and jones, 2001),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Ravensdale, ve ark., 2007),
Ralstonia solanacearum (Tanaka Negishi and Maeda, 1990; Fujiwara, ve ark., 2011) ,
Streptomyces scabies (McKenna ve ark., 2001), Xanthomonas (Civerolo ve Kiel, 1966-
67-69; Lang ve ark., 2007; Borah ve ark., 2000; McNeil, ve ark., 2001; Obradovic ve
ark., 2004; Balogh ve ark., 2008), Pseudomonas syringae pv. tomato (Cemen ve ark.,
2018). Cins ve tiir lizerinde yapilan ¢aligmalara bakildiginda bir ¢gogunda umut verici
sonuglar elde edildigi belirtilmistir (Frampton ve ark., 2012). Fajlarin ¢ok gesitli
kullanim alanlart vardir. Insan, hayvan ve bitki tedavisi disinda gidalarda
dekontaminasyonlari1 azaltmak, gidalarin raf 6émiirlerini uzatmak, bakterilerin dogrudan
tespiti ile cins ve tiir diizeyinde tanilanmasinda, bitki patojen bakterilerin kontroliinde

ajan olarak kullanilmasi ve gen teknolojisinde kullanilmaktadirlar.

Fajlarin biyoajan olarak kullanilmasinin baglica sebepleri; dogada toprak, su,
hava, insan, hayvan ve bitki olmak iizere bakterilerin bulundugu her yerde bulunmalari,
kendilerine 06zgii hedef bakteriyi enfekte edebilmeleri, ¢ok hizli bir sekilde
cogalabilmeleri, konukcu bakteri disinda herhangi bir hiicreye veya dogal floraya zarar
vermemeleri, bakirli preparatlar hari¢ diger kimyasallarla birlikte uygulanabilmeleri, az
maliyetle kolay iiretilmesi, UV gibi olumsuz g¢evre kosullarina maruz kalmadigi ve
konsantrasyonunda (titresinde) énemli oranda azalma olmadif: siirece +4 °C'de uzun
stire saklanabilmesi, tiim virilislerde oldugu gibi fajlarda siirekli mutasyon gecirdikleri

icin bakterilerin faja kars1 kolay direncli hale gelmemesi ve standart tarim
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ekipmanlariyla uygulama islemlerinin yapilabilmesi fajlarin kullanim nedenlerini

olusturmaktadir.

Fajlarin avantajlarmin yan sira faj uygulamasinda bir¢ok zorlukta bulunmaktadir.
Faj uygulamasinda fajin yok olmamasi i¢in hedef bakteriye bir an 6nce temasa gegmesi
gerekir. Bunun iginde faj konsantrasyonu, virion bozunma oranlari, faj replikasyon
yetenegi, ortamdaki hedef bakterinin konumu ve konsantrasyonu ve faj diffiisyonu i¢in
yeterli suyun bulunmasi gerekir (Gill ve Abedon, 2003). Fajlar ¢evresel sartlardan hizli
bir sekilde etkilenirler. Yiksek sicakliga maruz kalma, yiikksek ve diisik pH ve
yagmurla yikanmada faj popiilasyonunu azaltabilir. Ozellikle 240-400 nm spektruma
sahip UV-A ve UV-B giines 1s1gmin fajlar {izerine en yikici gevresel faktor oldugu
bildirilmistir (Ignoffo and Garcia, 1994; Jones ve ark., 2007).

Fajlarin uygulamada etkinligini artirmak, c¢evresel faktorlerden etkilenmemesi
veya en az etkilenmesi i¢in ¢esitli yaklasimlar arastirilmistir. Hedef ortamda faj
yayilimini saglamak i¢in tastyici bakteriler kullanmak, fajin kaliciligini saglamak igin
misir unu, siit tozu, siit tozu+seker gibi koruyucu formiilasyonlar uygulamak ve giines
151g¢inda etkilenmemesi i¢in faj uygulamasini sabah erken veya aksam gec saatlerde
uygulanmalidir (Jones ve ark., 2007). Bakteriler antibiyotiklere kars1 oldugu gibi fajlara
karsida direngli hale gelebilmektedirler. Bunu 6nlemek icin tek bir faj yerine bir kag
fajdan olusan faj kokteyli (karisimi) Onerilmektedir (Enderson ve ark., 2014;
Kiigiikduman ve ark., 2021).

Dogal antibakteriyel ajan olarak kullanilan fajlar, diinyada bir¢ok sirket tarafinda
faj bazli preparat olarak iiretilmektedir. Tarim-gida sektdriinde Iyi Uretim
Uygulamalari’na uygun iretilen faj preparatlart Avrupa’da ‘Gida Gilivenligi
Otoritesi’(EFSA), ABD’de ‘Gida ve ila¢ Kurumu’ (FDA) tarafindan onaylanmaktadir.
Tarimda kullanilmak tizere ABD’de 2005°te onaylanan ilk faj bazli iirtin OmniLytic Inc
(6nceki ad1 1989°da kurulmus AgriPhi Inc’dir) tarafindan iiretilen “’Agriphage’’tir. Bu
ticari preparat Florida eyaletinde tarla ve seralardaki domates bitkilerinde Pseudomonas
syringae pv tomato nun neden oldugu bakteriyel benek ve Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria min neden oldugu bakteriyel leke hastaliklarina karsi entegre miicadele

kapsaminda litrede 4.1x10'? PFU olarak kullanilmaktadir (Jones ve ark., 2007). Daha
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sonra farkli bitkilere karsi faj bazli preparat liretilmeye devam edilmistir. Piyasada

mevcut olan faj preparatlar1 Cizelge 1.4’te gosterilmistir (Kiiciikduman ve ark., 2021).

Cizelge 1.4. Piyasadaki mevcut ticari faj preparatlar1 ve uygulama alanlari

Sirket Faj Hedef Bakteri Uygulama Alani
AgriPhage P. syringae Domates, Biber
pv. tomato

X. campestris
pv. vesicatoria

OmniLytics AgriPhage- Erwinia amylovora Elma, Armut
ABD Fire Blight
AgriPhage- Clavibacter michiganensis Domates
CMM
AgriPhage- Xanthomonas citri Turunggiller

Citrus Canker

APS Biocontrol  Biolyse-PB Yumusak curiikliik Patates
bakterileri

Tarimda faj ilk kez Thomas (1934) adli arastirmaci misir solgunluk etmeni olan
Pantoea stewartii’nin biyolojik miicadelesinde kullanilmistir (Aysan ve Cemen 2016).
Tirkiye’de bitki bakteri hastaliklarinda faj calismalar1 diinyadaki faj caligmalarina gore
¢ok sonradan gerceklesmistir. Tiirkiye’de bitki bakteriyel hastaliklara karsi ilk faj
calismast Saygili ve Erkan (1985) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu caligmada
Balikesir, Canakkale, Izmir, Manisa ve Mugla illerinde domates hastaliklar1 etmeni olan
Pseudomonas syringae pv tomato, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve
Xanthomonas caampestris pv. vesicatoria ile bulasik bitki ve toprak orneklerinden,
Pseudomonas syringae pv tomato, i¢in 9, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis i¢in 5 ve Xanthomonas caampestris pv. vesicatoria i¢in 11 adet

bakteriyofaj elde etmislerdir.

Hatay i¢in 6nemli bir gelir kaynagi olan havucun verim ve Kalitesini etkileyen
birgok patojen bakteriyel hastaliklarininin tespiti yapilmis (Soylu ve ark., 2022), ancak
gerek bu caligmada gerekse Tiirkiye’de yetisen havuglarda sorun yumusak ciirtikliik

hastaliklara karsi herhangi bir biyolojik miicadele ¢aligmasi yapilmamustir.
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Bu tez ¢aligmasi kapsaminda en fazla havug iiretimi yapilan Kirikhan ilgesine 12
tarlada, 4 havug¢ yikama ve paketleme fabrikasinda ve Antakya sebze haline sorveyler
gerceklestirilmistir. Yapilan sérveylerde en yaygin bakteriyel hastalik olarak Bakteriyel
Yumusak Ciriikliik etmeni Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)
izole edilmis, sorvey alanlar1 temsilen secilen izolatlarintanilamalar1 Matrix Assisted
Laser Desorption lonization-Time Of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) ve
sekans analizleri ile molekiiler olarak tanilanmistir. Bu c¢alisma kapsaminda hastalik
etmeni ile biyolojik miicadele kapsaminda hastalikl1 bitkilerden ve yetistigi topraklardan
Pcc’ye spesifik bakteriyofaj izole edilmis ve saflagtirmalart gerceklestirilmistir.
Bakteriyofajlarin yani sira hastaligin yaygin goriildiigii tarlalardaki saglikli havug
bitkilerinin yumrularindan aday antagonist epifit bakteriler izole edilmis, tiir diizeyinde
MALDI-TOF MS ile tanilandiktan sonra hastalik etmenine kars1 in vitro biyokontrol
etkinliklerini belirlenmesine yonelik ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmalari
tamamlayac1 olarak antagonist bakteri izolatlarin in vitro antagonistik etkinlikten ve
bitki gelisimini tesvik etmekden sorumlu mekanzimalari belirlenmistir. Aday antagonist
bakteri izolatlar1 arasinda in vitro etkinligi yiiksek izolatlarla yar1 in vivo ¢alisamalar ile
bakterilerin hastalik c¢ikisinin engellenmesi ilizerine olan biyokontrol etkinlikleri
belirlenmistir. Antagonist bakteri izolatlarinin yani sira hastalikla bulasik bitkilerin
yetistigi toprak ve havuc¢ yumrularindan hastalik etmenine spesifik bakteriyofajlarin

varlig1 ilk kez bu ¢alismada izole edilmek suretiyle ortaya konulmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hastahk Etmeni Pectobacterium carotovorum’un Taksonomik
Siniflandirmasi

Bitki patojeni Pectobacterium cinsi yumusak ciirtikliik enterobacteriler hakkinda
bircok calisma yapilmis ve taksonomik siniflandirmalar1 birkag¢ kez revize edilmistir
(Davidsson ve ark., 2013). Pectobacterium carotovorum (Bacillus carotovorus olarak)
ilk olarak Jones (1901) tarafindan havug ve sebzelerde tanilanmistir. Uzun siire Erwinia
cinsinin tiyesi olarak yer almistir. Erwinia cinsi 1917°de Gram negatif, fermentatif, spor
olusturmayan, kamecili bitki patojeni tiim tiirleri Dbirlestirmek amaciyla bir
fitobakteriyolog olan Erwin F. Smith’e ithafen Erwinia ismi verilmistir (Winslow ve
ark., 1920; Haube ve ark., 1998). Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de
Erwinia cinsine bagl 17 tiir ve 3 alt tiir tanilanmistir. Bunlar: E. amylovora, E. ananas,
E. carotovora subsp. atroseptica, E. carotovora subsp. betavasculorum, E. carotovora
subsp. carotovora, E. chrysanthemi, E. cypripedii, E. herbicola, E. mallotivora, E.
nigrifluens, E. quercina, E. rhapontici, E. rubrifaciens, E. salicis, E. stewartii, E.
tracheiphila and E. uredovora (Lelliott and Dickey, 1984; Hauben ve ark., 1998).
Walde (1945) ilk kez pectolytic Enterobacteriaceae’larin Pectobacterium cinsine dahil
edilmesi gerektigini onermistir. Bu oneride P. cypripedii ile birlikte P. carotovorum
subsp atrosepticum ve P. carotovorum subsp. carotovorum’un Pectobacterium cinsine
ait olmas1 gerektigini belirtmistir. Brenner (1973) farkli metabolik iiriinlerin
tiretilmesine dayanarak Erwinia’larla Pectobacterium’un farkli iki cins oldugunu
belirtmistir.

Yirminci ylizyilin basina kadar bakterilerin gram boyama, 6zel kiiltiir ortamlarina
ekilmesi, bakterinin olusturdugu veya tlikettigi metabolit 0Ozelliklere bakilarak
tanimlanmas1 miimkiin olabilmekteydi. Mikrobiyoloji biliminin gelismesiyle bakteriler
fizyolojik ve biyokimyasal olarak tanimlanmaya baslanmistir. Niikleik asit
karakterizasyonu, molekiiler klonlama, 6zellikle 1980’lerin basindan itibaren 16S rRNA
geninin dizinlenmesi ve PCR’la c¢ogaltilmasi gibi molekiiler yontemlerin gelismesi,
bakterilerin adlandirilmast ve taksonomik yerlerinin belirlenmesinde 6nemli katkilar
saglamistir. Hauben ve ark. (1998) Enterobacteriaceae fitopatojenlerin filogenetik
konumu ile ilgili ¢alismasinda 16S rDNA dizi analizine dayanarak Erwinia cinsinin

tiirlerini ti¢ filogenetik gruba ayirmistir. Buna goére yumusak ciiriikliige sebep olan
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Erwinia’larin Pectobacterium cinsinin i¢ine dahil etmistir. Boylece Erwinia carotovora
subsp. carotovora’y1 Erwinia cinsinin i¢inden tamamen ¢ikararak Pectobakterium igine
dahil ederek Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tiir ismini almistir.

Toth ve ark. (1999), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, P.
atrosepticum ve Dicheya chrysantemi tiirlerinin saptanmasi igin basit, hizli ve giivenli
PCR tabanli bir yontem gelistirmiglerdir. 16S rRNA genini kodlayan SR3F ve SR1cR
primer dizilimini kullanarak 65 izolat test edilmis ve hepsinden 119 b¢’lik DNA
fragman1 amplifiye etmislerdir.

Kang ve ark. (2003), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’u
tanilanmasi i¢in PCR’a dayali EXPCCF ve EXPCCR primerler ile hassas bir yontem
gelistirilmig, bu primer setler kullanilarak 29 Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum izolatindan ve 3 Pectobacterium carotovorum subsp. wasabiae izolatindan
550 be biytikliigiinde bantlar olusturmuslardir.

Aysan ve ark. (2009), farkli bolgelerdeki siis bitkilerden izole etmis olduklari
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un PCR tanisinda pel genlerine
spesifik Y1(5’-TTA CCG GAC GCC GAG CTG TGG CGT-3) ve Y2 (5’-CAG GAA
GAT GTC GTT ATC GCG AGT-3’) primerler kullanilmig, PCR testi sonucunda
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolatlar1 434 bp uzunlukta bant
olusturmuslardir.

Baghaee-Ravari ve ark. (2010), iran’m kuzeyinde yumusak ciiriikliik belirtisi
gOsteren patates yumrularinda ve bazi siis bitkilerden izole edilen 40 izolati incelemis,
fizyolojik ve biyokimyasal tahlillerin yani sira PCR ve RFLP analizleriyle hem patates
yumrularinda hem de siis bitkilerinde izole edilen bakterilerin Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum olduklar1 dogrulanmstir.

Onkedi ve Molelki (2014), Kenya’da enfekteli pateteslerde 48 bakteri izolatini
DNA bazli bir metod kullanarak tanimlamalarini yapmislardir. Kullanilan pel genine
0zgii primerlere gore 48 izoaltin tamami pectolytic oldugu gosterilmistir. Alt tiire 6zgii
olan EXPCCF/EXPCCR ve Brf/Lir primerlerin kullanildigi ¢aligmada izolatlarin
%66’sinin  Pectobacterium  carotovorum subsp. carotovorum ve  %34’{iniin
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliene oldugu tanilanmis ve sirasiyla 550 ile

322 bp biiyiikliigiinde bantlar elde etmislerdir.
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2.2. Pectobacterium caratovorum subsp. carotovorum’un Konukgular:

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum diinya genelinde genis konukcu
dizilime sahip bir fitopatojendir. Havug (Daucus carota L.), marul (Lactuca sativa L.),
domates (Lycopersicon lycopersicum L.), patates (Solanum tuberosum L.), sogan
(Allium cepa L.), biber (Capsicum annuum L.) (Charkowski, 2018; Zhao, 2014; Ma ve
ark., 2007) gibi sebzelerden ve Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus
sp., Anthrium sp, Yucca aloifolia (Yuka ¢i¢egi), Ficus elastica (Kauguk agaci), Hibiscus
rosasinensis (Japon giilii), Schefflera actinophylla (Semsiye ¢icegi) ve Senecio cruentus

gibi saksili siis bitkilerinden hastalik olusturabilmektedir (Aysan ve ark., 2009).

2.3. Tiirkiye ve Diger Ulkelerde Bakteriyel Yumusak Ciiriikliik Hastaligi Etmeni
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ile Ilgili Yapilan Calismalar

2.3.1. Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Tiirkiye’de yumusak ciiriikliik bakterileri ile ilgili uzun zamandan beri ¢alismalar
yapilmaktadir (Bremer ve ark., 1947; Karel ve Karahan, 1962; Baykal ve Oktem, 1978;
Gundogdu ve Karaca 1981). Yapilan tiim bu ¢alismalar ve ilk kayitlar karabacak etmeni
olan Pectobacterium atrosepticum’la ilgilidir. Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum ile ilgili ilk rapor Hollanda’l1 bir aragtirmaci olan Turkensteen tarafindan
bildirilmistir. Turkensteen (1985), tarafindan 1981-1983 yillar1 arasinda yapilan Tiirkiye
fungal ve bakteriyel patates hastaliklari sorveyinde yumusak ciiriikliik etmeni olan
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’u tespit etmis ve depolardaki
yumusak ¢iiriikliik etmenlerinin sebep oldugu iiriin kaybinin %2 oldugu belirlemistir.

Benlioglu (1991), Bolu, Nevsehir ve Nigde illerindeki patates iiretim alanlarinda
Pectobacterium spp’nin arastirdigi doktora ¢alismasinda, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum ve Pectobacterium atrosepticum’un yayginlik oranlari sirasiyla
%22.79, %43.3 ve %38.3 olarak bulunmustur. Ayni ¢aligmada yapilan sorveylerde
patates tohumlarindaki bulagma orani ise sirastyla %3.99, %8.97 ve %5.37 olarak
bulunmustur.

Aysan ve ark. (2002), Dogu Akdeniz bolgesinde domateslerde govde oz

nekrozuna neden olan yumusak c¢iiriiklik etmenlerinin arastirildigi calismada P.
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atrosepticum ve Dickeya spp’nin yani sira 40 izolat Pectobacterium carotovorum subsp.
Carotovorum olarak tanilamistir.

Cetinkaya-Yildiz ve ark. (2004), Adana ve Mersin illerin seralarinda
Dieffenbachia amoena bitkisinin govde, yaprak ve damarlarindan izole edilen
bakterilerin yag asidi ve biyokimyasal tan1 sonuglarina gore izolatlarin Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum oldugunu belirlemislerdir.

Dadasoglu ve Kotan (2014), Artvin, Erzincan, Erzurum ve Igdir il ve ilgelerinde
bazi meyve ve sebzelerde yumusak ciiriiklik olusturan bakterilerin arastirildigi
calismada, izolasyonu gergeklestirilen bakterilerin asirt duyarlilik testi (HR), patojenite
testi ve pektolitik aktivite testi pozitif olan izolatlarin klasik ve molekiiler yontemlerle
tanilar1 yapilmistir. Mikrobiyal tani sistemi (MIS) kullanilarak tanisi yapilan 868
izolatin 15 tanesi Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum olarak tanilanmustir.
Y1-Y2 primerlerini kullanilarak spesifik PCR testine tabi tutulan 15 izolattan 4'liniin
434 bp uzunlugunda bant olusturdugu tespit etmislerdir.

Boyraz ve ark. (2006), Konya’da yumusak ciiriiklik belirtisi gosteren lalelerin
yaprak, tomurcuk, c¢icek ve soganlardaki lezyonlardan izole edilen gram negatif, ¢cubuk
seklinde, fermentatif, patateste yumusak ¢iiriikliik olusturan, NA’da 37 °C gelisebilen,
King’s B’de floresan olmayan bakterilerin yapilan biyokimyasal ve fizyolojik testlerine
gore izolatlarin tamaminin Pectobacterium carovotorum oldugunu belirlemislerdir.
Tiim izolatlar hassas bir lale ¢esidi olan Gander’e inokule edildiginde benzer
simptomlarin ayni sekilde ortaya ¢iktigini belirlemislerdir.

Oztiirk (2017), Orta Karadeniz bdlgesinde patateste sorun olan Pectobacterium
spp ve Dickeya spp bakteriyel etmenlerin arastirillmasi i¢in yaptig1 doktora
calismasinda, 2015-2016 yillarinda patates {iretim alanlarina sorveyler gerceklestirmis,
142 patates tarlasindan 242 bitki drnegi toplamustir. Izolasyonu gergeklestirilen 90 adet
pektinolitik izolatin biyokimyasal, fizyolojik, patojenisite ve PCR’a dayali tanilar
yapilmigtir. Tanis1 yapilan izolatlarin 16S rDNA ve recA genlerine dayali filogenetik
analizleri kesinlesmistir. Tim bu tam1 analizlerine gore 90 izolattan 38 izolat
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum olarak tanilamistir.

Oztirk ve Soylu (2022), Yozgat ili lahana iiretim alanlarinda 2018-2019
vejetasyon doneminde yaptiklari sorvey calismalarinda yaprak, govde ve kok

kisimlarinda yumusak cliriikliik belirtisi gosteren bakteriyel etmenlerin izolasyonunu
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gerceklestirmislerdir. CVP (Crystal Violet Pectate) besi yerinde c¢ukur olusturan 16
pectolitik izolat ile yapilan PCR analizlerinde, izolatlarin tamami Pectobacterium spp.
icin Y1/Y2 primerlerini kullanarak 434 b¢ uzunlugunda bant olusturulmustur. Ayrica
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum igin spesifik EXPCCF/EXCPCCR
primerleri ile 550 bg biiyiikliiglinde PCR {iriinii olusturmuslardir.

Soylu ve ark. (2022), Amik Ovasi havug ekim alanlarinda sorun olan fungal ve
bakteriyel hastalik etmenlerinin belirlenmesi ¢alismasinda, yumusak ctiriikliik belirtisi
gosteren havu¢ meyvelerinden alinan Orneklerden izolasyon gergeklestirilmistir. Saf
izolatlarin MALDI-TOF analiz sonuglarma gore yumusak ciiriikiik hastalig1 etmenleri
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Pseudomonas corrugata nin yant
sira sekonder firsat¢1 (oppurtunistic) yumusak ciiriikliik hastaligi etmenleri olan P.
marginalis, P. fluorescens, P. mediterranea, P. veronii, Erwinia rhapontici, E.
Persicina, Enterobacter cloacae, Lelliottia amnigena, Rahnella aquatilis ve Pantoea

agglomerans gibi bakteriyel hastalik etmenleri belirlenmistir.

2.4. Diger Ulkelerde Yapilan Calismalar

Bitki patologlar1 genis konuk¢u aralifina sahip olduklari, enterobakterilerin
ekolojisini ve evrimini incelemek i¢in dnemli bir model olduklari ve ekonomik agidan
onemli kayiplara sebep olduklarindan dolayr yaklasik 120 yildir yumusak ciirtikliik
bakteriler ile ilgili bircok ¢alisma yapmislardir (Charkowski 2006). Perombelon ve
Kelman (1980), yumusak ¢iiriikliikk Erwinia’larin ekolojisi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada,
biyokimyasal testlerle Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’u diger
yumusak cliriikliik bakterilerden ayiran ozellikleri belirlemistir. Buna gore
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 37°C’de gelisebilme, maltoz ve o-
metil glukoasitten asit ve sakkarozdan indirgenmis maddeleri olusturamama yoniinden
P. atrosepticum’dan ayrilirken, 39 °C’de gelismeyerek bu sicaklikta iyi gelisim gosteren
Dickeya spp.’den farklilik gosterdigini belirtmislerdir.

Perombelon ve Hyman (1989), P. carotovorum subsp. carotovorum ve P.
atrosepticum’un toprakta yasam siirelerinin arastirdiklar1 ¢aligmada, patates ekilmis
topraklarda hasat sonrasinda yogun bir sekilde kontaminasyon goriildiigii, ancak kis
boyunca ve bir sonraki yaz basinda kontaminasyonun azaldigi tespit etmislerdir. Patates

ekiminin tizerinden 16 ay gegmesine ragmen yapilan izolasyonda elde edilen izolatlarin
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%91°nin P. carotovorum subsp. carotovorum oldugu geri kalaninda P. atrosepticum
oldugu tespit etmiglerdir. Islak toprakta (nem orani %21) kuru topraga (nem orani %10)
gore yasam siireleri daha uzunken, sicaklik arttik¢a, 6zellikle 25 °C’nin {izerine ¢iktik¢a
yasam siirelerinin azaldigini belirtmislerdir.

Choi ve ark. (1989), Kore’de enfekteli havug koklerinden 30 bakterinin
izolasyonunu gerceklestirmistir. Bunlardan 4’1 floresan Pseudomonas olmak {izere 14
izolat Pseudomonas spp., 16 izolatta Erwinia olarak tanilanmistir. Erwinia’larin
tamaminin E. carotovora subsp. carotovora (Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum) oldugu bildirilmistir.

Kumar ve ark. (1991), Fenollerin patateslerde P. carotovorum subsp.
Carotovorum’a karst rollerininin arastirildigit calismada, azot dozlari arttikga hassas
tirler olan Kufri Jyoti ve Kufri Badshah kiyasla Kufri Sinduri ve Kufri Lalima
tiirlerinde toplam fenol miktar1 daha ¢ok oldugu ve ¢iiriimeninde daha az oldugu tespit
etmiglerdir. Yumrularin kabugunda ve 6ziinde dokuz fenolik asit tanilanmis, bunlardan
4’{iniin P. carotovorum subsp. carotovorum’yi baskiladigini bildirmislerdir.

Ishimaru ve Loper (1992), 22 farkli P. carotovorum susunun incelendigi
calismada, fitopatojen P. carotovorum subsp. carotovorum W3C105 susunun demir
sinirlayict kosullar altinda hidroksamat siderofor aerobaktini {irettigini bildirmislerdir.

Hadas ve ark. (2001), ticari biber tohumlarindan izole edilen 6rneklerin yapilan
biyokimyasal ve patojenik testlerin yag asidi ve pel gen primerlerle PCR’a dayali analiz
sonucuna gore izolatlarn Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum oldugu
tanilanmigtir. Ayrica rastgele dokuz primer kullanilarak yapilan RAPD-PCR
analizlerine gore izolatlarin Pectobacterium caraotovorum subsp. carotovorum oldugu
desteklenmistir. Tohumlardaki Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
seviyesi ile hastalikl1 fidelerin yiizdesi arasinda dnemli bir orant1 oldugu gézlemlenmis,
tohumlarin yiizeyleri sodyum hipoklorit ile yilizey sterilizasyonu gerceklestirildiginde
tohum ylizeyindeki patojenlerin ortadan kalktigin1 bildirmislerdir. Bu durumun
hastalikli biber fidelerinin birincil inokolum kaynagi kontamine tohumlar oldugunu
belirtmislerdir.

Kamysz ve ark. (2005), P. carovotorum ve Dikceya chrysantemi’ye karsi iig
sentetik peptit olan CAMEL, Iseganan ve Pexiganan’in antibakteriyel aktivitelerinin test

edildigi calismada, CAMEL 2 ile 8 mg/ml arasinda degisen dozlarda farkli
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Pectobacterium tiirlerinin gelismesini engelleyen en etkili peptit oldugu, Iseganan ve
Pexiganan’inda CAMEL kadar olmasa da Pectobacterium spp.’ye kars1 etkili oldugu
belirtmislerdir.

Patateslerde karabacak hastaligina sebep olan Pectonolitik bakteriler P.
atrosepticum ve Dickeya spp bakterileridir. de Haan ve ark., (2008), 1liman bolgelerde
karabacak hastaligindaki rolii net olmayan Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, Avrupa’da izole edilen bir Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum izolat1 vakumla patates yumrularina inokule edilmis
ve iki farkli toprak tipinde ekimi gergeklestirilmistir. Sonucta Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum ‘un i1liman bolgelerde patates bitkilerinde %50’ye
varan oranda karabacak hastaligina neden olabilecegini bildirmislerdir.

Nazerian ve ark. (2011), Malezya’da 2010 yilinda farkli iiretim alanlarindaki
bamya bitkilerinde genis sulu lezyonlar, koyu kahverengi ve nekrotik belirti gosteren
baklalar tespit edilmis, Pectat liyalaz (pel) geninin Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum amplifikasyonu ve G1 ve L1 primerleri kullanilarak yapilan 16S-23S
rRNA amplifikasyonunda sirasiyla 434, 535 ve 570 bp biiyiikliiglinde bantlar
olusturmuslardir. Yapilan tiim biyokimyasal testlerin, PCR tabanli pel geni ve RFLP
analizlerinin sonucuna gore izolatlarin tamami Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum olarak tanilanmustir.

Al Ghazzavi ve ark. (2012), Suriye’nin Tartus ilinde 2010-2011 yillarinda kis
aylarinda serada yetistirilen domates (Lycopersicom esculentum) bitkilerin koklerinde
yumusak ciiriik belirtileri tespit etmis, izolasyonu gergeklestirilen 12 izolat
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’ye spesifik olan Y1:. 5'-
TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT-3" ve Y2: 5-CAGGAAGATGTCGTT
ATCGCGAGT-3' primerleri kullanilarak PCR tabanli tanilar1 yapmis ve izolatlarin
tamaminin Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum oldugu tanilanmustir.
Patojenite testi i¢cin saglam domates govdelerine steril igne ucuyla inokulasyon
gerceklestirilmis, inokulasyondan 3 ile 7 gilin sonra tiim bitkilerde yumusak ctirtikliik
belirtileri ortaya ¢ikmis ve bazi bitkilerin tamamen 61diigilinii belirtmislerdir.

Kettani-Halabi ve ark. (2013), Biyokimyasal analizler ile spesifik PCR tabanli
testlere kiyasla daha kolay, daha basit ve daha ucuz olan PmrA genini kullanarak

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’u ve diger Pectobacterium spp.’yi
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tanimlamiglardir. Fasta patates tarlalarinda yumusak ciiriiklik belirtisi gosteren
bitkilerden elde edilen izolatlarin %95’inin Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum oldugunu belirlemislerdir.

Amarasinghe ve ark. (2014), tarafindan P.carovotorum inokule edilmis havug
bitkilerinin depo kosullarinda ¢iiriimeyi engelleyen tedbirler arastirilmigtir. Buna gore
havuclarin normal suyla yikandiginda 8 giinde %98 ciiriirken, hi¢ yikanmamis olan
havuglarin 8 giinde %88 oraninda ¢iirtimiis olduklarini belirtmislerdir. %2 H202 ve %5
H20: ile yikandiginda hastaligin kontrol altina alindigi, %2 H20: ile yikamanin(16
giinde %13-29 agirlik kayb1) %5 H2O:> ile yikamadan (16 giinde %30-40 agirlik kaybi)
daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica ihrag¢ edilecek iiriinler i¢in transfer boyunca
tiriinlerin %2 H20: ile yikanmasi 6-8 °C sicaklikta olmasi1 gerektigini bildirmislerdir.

Moretti ve ark. (2016), Liibnan’in Beka Vadisi ve Akkar bolgesinde 2009 ve 2010
yillarinda bir¢ok Pectinolytic bakteri izolasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu izolatlarin
6 tanesi tiitlin bitkisinde hipersensitive reaksiyon (HR) gosterirken, patates yumrularina
ve patates sapma inokulasyon gerceklestirildiginde yumusak ¢iiriikliige neden
olmuslardir. Bu izolatlara yapilan 16S-23S intergenik transkripsiyonlu ayirici bolgelerin
analizi ve kismi malat dehydrogenas gen dizilerini kullanilarak yapilan filogenetik
analiz sonuglarina gére DAPP-PG7552 izolatin Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum oldugu belirtmislerdir.

El-Habbak ve Nefaat (2019), tarafindan Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum’a karsi ucucu yaglarin etkileri aragtirilmistir. Misir’in iki farkli bolgesinde
toplanan izolatlar Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’a spesifik iki
primer kullanilarak 10 tane Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolat
tanimlamigtir. Tim bu izolatlar Pcc Y46’nin 16s-rRNA genine 6zdes 220-272 bp
biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde etmislerdir. [n vitro ortammda tamisi yapilan
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum suslarinin hastalik siddetine karsi iki
farkli ugucu yag (nane ve karanfil yaglar1) + nano-cu bazli fungusit, ile iki farkl
antibiyotik ve iki farkli bakir bazli fungusit kullanilarak karsilagtirma yapilmis, test
sonucuna gore 4 giin sonra patates yumrularinda hastalik siddetinin azalmasina yonelik
en etkili preparatin karanfil yagi oldugu tespit etmislerdir.

Naligama ve Halmillawewa (2022a), Sri Lanka’nin Gampaha bolgesinde

yumusak ciirtikliikk belirtisi gosteren havug bitkilerinden izolasyonu ger¢eklestirilen 7
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izolatin pektoliz sergiledigi ve patojenisite testlerinde sadece havucta degil ayni
zamanda patates, turp, pancar ve Napo lahanasinda da yumusak ¢iiriikliik yaptiklarini
tespit etmislerdir. ITS-PCR RELP sonuglarina gore suslar 4 gruba ayrilmis, 16S-rRNA
gen dizilimi analiz sonucuna gore 4 izolat Pectobacterium carovotorum (C1B5, C2B6,
C2B7 ve C2B8), 2 izolat P.aroitearum (C1B3 ve C1B4) ve 1 izolatta P. polaris (C3B9)
olarak tanilanmustir.

Abdelghany ve ark. (2022), bakteriyel yumusak c¢iiriikliikk etmeni Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum’u sentetik nanopargacik olan giimiis, krom 111 oksit ve
cinko oksiti kullanarak kontrol etmeyi amaglamiglardir. Her ii¢c nanopargacikta etken
maddesi kloramfenikol olan antibiyotikten daha etkili oldugu belirlenmis, en etkili
nanopargaciginda giimiis oldugu belirlenmistir. /n Vvitro ortaminda giimiis NP’ler 10.75
mm/50 ppm dozunda etkili olurken, krom 11 oksit NP’ler 10.28mm/100 ppm, ¢inko
oksit INP’ler 0.08mm/150 ppm araliginda etkili goriilmiistiir. Depo ve seralarda ise Ag,
Cr,03 ve ZnO’nun minimum inhibasyon konsantrasyonlari (MIC) sirasiyla 1800,2200

ve 2600 ppm olarak tespit edilmistir.

2.5. Bakteriyel Yumusak Ciiriikiik Hastahig Etmeni Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum ile Biyolojik Miicadele Calismalar:

Diinya niifusu hizla artarken, tarim arazileri sanayilesme, diizensiz kentlesme gibi
sebeplerle hizla azalmaktadir. Var olan arazileride sentetik ilaglarin ve kimyasal
giibrelerin asir1 kullanimindan dolayr kirlenmektedir. Siirdiiriilebilir tarim i¢in tiim
bunlara alternatif olarak biyoloji miicadele kaginilmaz olmaktadir. Bakteriyel yumusak
ciiriikliik etmeni Pectobacterium carovotorum subsp carovotorum (Pcc) hem hasat
doneminde birgok sebzede hem de hasat sonras1 depo kosullarinda patates, havug gibi
birgok sebzede Onemli kayiplara sebep olmaktadir. Kimyasal miicadelenin yeterli
olmamasi ve antibiyotiklerin yasak olmasindan dolay1 biyolojik miicadele 6nemli hale
gelmistir. Bu amagla diinyanin birgok yerinde Pectobacterium carovotorum subsp.
carovotorum’a kars1t Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Pantoea, Serratia, gibi
bakterilerin cinslerine ait tiirler kullanilarak onemli biyolojik miicadele g¢aligmalar
yapilmustir.

Abd-Elkhair ve Haggag (2007), Streptomicin siilfat, Starner ve Micronite soreil

bakterisidleri ile Tricoderma harzianum ve Bacillus subtilis iki biyoajan1 kullanarak in
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vitro ve tarla denemelerinde bakteriyel yumusak ¢iiriikklik etmeni Pcc’ye karsi
kullanmislardir. /n vitro denemesinde Starner, B. subtilis ve T. harziaunum pektolitik
enzimleri (PG ve PME enzimleri) azaltirken, Starner ve Streptomicin siilfat seliilotik
enzimi (Cx) azalttigini, test edilen Pcc’ye karsi giiclii bakterisid etki gosterdigini
belirtmislerdir. Tarla denemelerinde Streptomicin siilfat T. harzianum ve B. subtilis
Pcc’ye karst giiclii aktivite gosterdigini belirtirlerken, Staner’in Micronite soreile gore
daha az etkili oldugu bildirmislerdir.

Issazadeh ve ark. (2012), farkli bitkilerden izole edilen Bacillus tiirlerinin
Xanthomonas campestris pv. campestris ve Pectobacterium carovotorum subsp.
carovotorum patojenlerine kars1 biyokontrol ajani olarak etkinliklerinin arastirmislardir.
Antibakteriyel aktivite disk yontemi ile gerceklestirmislerdir. B. thuringiensis, B.
cereus, B. subtilis, B. megaterium ve B. pumilis her iki patojene karsi iyi aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica biyo-siirfaktan bilesiklerinin iiretimi ve bilylimeyi
takip etmek icin en yliksek hemolitik ve antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini
belirtmislerdir.

Algeblawi ve Adam (2013), Pectobacterium carovotorum subsp. carovotorum
(Pcc)a kars1 Pseudomonas fluorescens (P.f.), Bacillus subtilis (B.s.) ve Bacillus
thuringiensis (B.t.) biyoajanlarin1 kullanarak biyolojik kontrollinii saglamayi
amaclamislardir. Bu vesileyle Libya’nin farkli bolgelerinde 6 Pcc izolati enfekteli
patates yumrularindan izole edilmis, bu 6 izolattan 4 izolat ( Pccl, Pcc2, Pcc3 ve Pcc5)
yiiksek derecede patojenikken, 2 izolat (Pcc4 ve Pcc6) zayif patojenik ozellik
gostermistir. Bu patojen izolatlara karsi in vitro kosullarinda B.f., B.s. ve B.t.
biyokontrol ajanlar1 kullanilmis, ayrica 1 saksi deneyide yaptiklarini belirtmislerdir.
Sonug olarak her ii¢ biyoajaninda Pcc’ye kars1 bir etkiye sahip oldugu, P.f. ve B.s. Pccl
ve PccS’e karst en yliksek etki gosterdigi, B.t. Pcc4 ve Pcc6 ‘ya karst en diisiik etki
gosterdigini bildirmislerdir. Saks1 denemesinde Pcc izolatlarina karsi en yiiksek etkiyi
P.f. ve B.s. gosterdigini bildirmislerdir.

Doolotkeldieva ve ark. (2016), Kirgizistan’in farkli bolgelerinde Picasso, Sante ve
Nevskiy cesitlerine ait yumrularindan izole edilen Pcc izolatlari, patates dilimlerinde
patojenite testi, standart bakteriyolojik teknikler ve PCR analizleri ile tanilamiglardir.
Patates dilimi patojenite testinde Picasso ¢esidi en duyarl ¢esit oldugunu saptamiglardir.

Segilen 5 Pcc izolatindan EcPol, EcPo2 ve Eco3 yiiksek derecede patojenik etki
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gostermis, Eco4 ve Eco5 izolatlar1 ise zayif etki gdstermiglerdir. Antagonist bakteri olan
Streptomyces diastatochromogenes sus sk-6 ve S. graminearuss sus sk-2 izolatlar1 diger
antagonist organizmalara gore in vitro tarama testlerinde daha 6nemli etkiye sahip
olmustur. Streptomyces diastatochromogenes sus sk-6 Kirgizistan’in en yaygin
yumusak ¢iiriikiik bakteri tiirii olan Pcc EcPo2’ye kars1 depolarda patateslerin kontrol
denemesi i¢in segmislerdir. Patates yumrulariin antagonist bakteriyle muamelesinde,
yumusak ciiriikliik bakterilerinin ilk enfeksiyon ¢ogalmasini basarili bir sekilde
onlerken, depodaki patateslerde yumusak ¢iiriiklik hastaligii  azalttigim
belirlemiglerdir.

Gerayeli ve ark. (2018), iran’da patateste yumusak ciiriikliik etmeni Pcc’ye karsi
biyokontrol amactyla 235 Bacillus susu izole ettiklerini ve bunlardan 15 izolat in vitro
kosullarinda Pcc’yi inhibe ettigini bildirmislerdir. 15 izolattan 5 izolat 16S rRNA
dizilimine dayanarak karakterize edilmis biyosiirfaktan tiretimi, hareketlilik, enzimatik
aktiviteler, asil-homoserin laktonlarin iiretimi ve inaktivasyon ve oksin liretme yetenegi
yoniinde degerlendirmislerdir. Patates yumru deneme sonuglarina gére B. pumilus IrB8
ve B. amyloliquefaciens IrB12 izolatlari PccC’yi sirasiyla %63.7 ve %47.8 oranida
baskiladigi, IrB8 veya IrB12’nin tek bir uygulamasindan 8 saat sonra yiiksek
fenilalanin, amonyak liyaz, polifenol oksidaz, peroksidaz ve toplam fenol seviyeleri
elde ettiklerini belirtmislerdir.

Azaiez ve ark. (2018), Pc sp I1116 susunun neden oldugu patateste bakteriyel
yumusak c¢iiriikliigline kars1 biyolojik miicadele i¢in 450 bakteri izole edilmis,
antagonist etki i¢in degerlendirmislerdir. En giiclii antagonistlik etki gésteren Arl10 susu
biyokimyasal ~ve  molekiller karakterizasyon analizlerine goére  Bacillus
amyloliquefaciens olarak tanilamislardir. insan ve fitopatojen bakterilere karsi genis
spektrumlu etki gosteren ArlO susu 72 saat boyunca patates yumrulariyla muamele
edildiginde hastalik simptomlarinin siddetini (nekroz derinligi/alan1 ve agirlik kaybinda
sirastyla %100 ve %85.05) onemli dl¢iide azalttigini saptamislardir.

Cui ve ark. (2019), Cin lahanasinda bakteriyel ¢iiriikliige sebep olan Pcc’ye karsi
Bacillus amyloliquefaciens KC-1 antagonist aday1 bakteriyi kullanarak hem in vitro
hem de in vivo sartlarinda biyokontrol amaciyla calisma gergeklestirmislerdir. In
vitro’da petri kabinda LB agar ortaminda 5 mm engelleme zonu gergeklestirdigini

saptamiglardir. Bacillus amyloliquefaciens KC-1 etkinligini daha iyi belirlemek i¢in
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organik tarim yapilan sera denemelerini gergeklestirmislerdir. KC-1 izolatin1 ekimden
once tohumlara yiizey kaplama seklinde uygulama yapilmis, Pcc’nin yumusak ¢tirtikliik
boyutunun yani sira koklere bulagsmasini engelledigini ve Pcc’nin rizosferde hayatta
kalmasinin azaldigini belirtmislerdir.

Viswanath ve ark. (2020), hasat sonrasi depolarda 6nemli iiriin kayilarina sebep
olan yumusak ciirtikliik etmeni Pcc’ye karsi in vitro kosullarinda biyokontrol amaciyla
Bacillus subtilis, Pseudomona fluorescens, B. tequilensis ve Bacillus spp antagonist
aday1 bakterileri kullanarak calisma gerceklestirmislerdir. Bu calismada ikili kiiltiir
deneme testinde 14.3 mm engelleme zonuyla B.subtilis olurken, P. fluorescens 14 mm,
Bacillus spp 2.16 mm engelleme zonlariyla takip etmislerdir. B. tequilensis steril suyla
yapilan kontrol grubu gibi herhangi bir engelleme gostermedigini saptamuslardir. In
vitro sartlarinda en iyi sonug¢ veren B. subtilis ve P. fluorescens depo kosullarinda
patates yumrularina patojenden 12 saat 6nce, patojenle es zamanli ve patojenden 12 saat
sonra inokulasyon gerceklestirmislerdir. Patojenden 12 saat onceki uygulamada B.
subtilis hastalik insidansin1 %84 ve hastalik siddetini %16.8 engellerken, P. fluorescens
hastalik insidansim1 %88 ve hastalik siddetini %17.6 oraninda engelledigini
belirtmislerdir.

Kazemi ve ark. (2022), Pcc’ye karsi biyoajan olarak kullanilmak amaciyla sebze
ve patatesten 12 rizosferik bakteri izole etmislerdir. Klorofor buhari yontemi ile
antibakteriyel Ozellikleri degerlendirilmis ve minimal besi yerinde quorum quenching
(QQ) yetenekleri degerlendirmislerdir. Rizosferik bakteriler arasinda sebze ve patates
yumrulari iizerinde en iyi antibakteriyel etkiye sahip izolat A10 izolati1 olurken, hem
biyosensor testinde hem de sebze ve patates yumrularinda kontrol grubuna gore
yumusak ¢iiriikliikleri azaltma kabiliyeti ve QQ yetenegi olan tek izolat SS5 izolati
oldugunu saptamislardir. Bu iki izolat birbirlerine karsi olumsuz biiylime etkisi
gostermediklerinden dolay1 biyokontrol testinde birlikte kullanmiglardir. A10 Pantoea
ve SS5 Pseudomonas spp olarak tanimladigi ¢alismada yapilan denemelerde iki
bakterinin kombine kullanilmasi patates yumrusu ve sebzelerdeki yumusak ciiriikliik
simptomlar1 azaltma kabiliyetinin tek basina uygulamasina gore daha iyi sonug elde
ettiklerini belirtmislerdir.

Aghdam ve ark. (2023), patates yumrularindan izole edilen endofitler arasindaki

bes sus ile yapilan in vitro denemelerinde, Pcc (Jx029052)’ ye karsi antibiyosiz etki
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gosterdikleri, patates yumru testlerinde hastalik Onleyici ve iyilestirici etkileri test
edilerek in vivo denemelerinde kullanmiglardir. Endofit izolatlarin Pcc’ye antagonist
olarak biyokontrol 6zellikleri degerlendirilen ¢alismada; fenotipik 6zellikleri ve 16S
rRNA dizilimi kullanilarak tanimlanan Pseudomonas brassicacearum un EnPb susu in
vivo sartlarinda yumusak c¢iiriklik gelisimini %62.2 oraninda azaltirken, depolama
kosullarinda Pcc’nin simptomlarin1 6nemli derecede azaltarak %58 oraninda hastalik
onleyici etki gosteririrken %54.6 oraninda iyilestirici etki gosterdigini belirlemislerdir.
Hareketli floresan bir sus olan EnPb susu antibiyosiz etkinin yani sira siderofor,
hidrojen siyaniir iiretirken, amilaz, proteaz ve seliilaz gibi litik enzimlerde iiretir. Ayrica
2.4-diasetilfloroglukinol (DAPG) ve pirronitrine karsilik gelen p/uD ve prnC gibi
antibiyotik genleri barindirdigini belirlemislerdir.

Antagonist bakterilerle sadece Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
kars1 degil farkli fitopatojen bakterilere karsida basarili bir sekilde kullanilarak biyolojik
miicadele gergeklestirilen birgok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalardan birkag tanesini
incelenecek olursa;

Aysan ve ark. (2003), domates yumusak ¢iirtikliik etmeni Erwinia chrysantemi’ye
(Ec) karst bazi antagonist bakterilerle biyolojik olarak kontrol etmek amaciyla bir
calisma yapmigslardir. Bu amacla Tiirkiye’de Mersin ve Adana illerindeki domates
uretim alanlarinda domates rizosferinde 71 adet izolat izole edilirken, 7 izolatta
Israil’deki Bitki Koruma Departmanin’dan temin etmislerdir. 14 izolat EC’nin petrilerde
gelisimini engellerken, patates yumusak ¢iiriikliik testinde kullanilan tiim izolatlardan
16 tanesi Ec’nin neden oldugu yumusak ¢iiriiklik simptomlarin gelisimini onledigini
belirtmislerdir. Patates dilimlerinde patojene karsi etkili olan 16 izolattan 13 tanesi
secilerek iklim odas1 kosullarinda domates fidelerinde yaptiklari denemede; 13 izolattan
8 izolatin %89 ile %33 arasinda hastalik gelisimini azalttigini bildirmislerdir. Fide
denemelerinde etki gosteren 5 izolat sera denemelerinde kullanilmak i¢in se¢ilmis,
Tirkiye’de domates bakteriyel patojenlere karsi biyokontrol ajanlarin kullanildig: bu ilk
calismada segilen 5 izolattan 1 izolat %74 oraninda EcC’ye karsit koruma sagladigin
bildirmislerdir.

Mirik ve ark. (2008), biberde bakteriyel leke hastaligi etmeni Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria nin biyolojik miicadelesi kapsaminda, biber iiretim alanlar

sera ve tarlalarda biberlerin rizosferlerinde alinan toprak drneklerinden 3 Bacillus susu
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izole etmislerdir. Sera ve tarla denemelerinde 3 Bacillus susunun tek tek veya kombine
sekilde inokiile edildigi biber bitkilerinde hastalik gelisimini sirastyla %11-%62 ve
%38-%67 oraninda azalttigini belirlemislerdir.

El-Hendawy ve Abo-ElyousrKAM (2016), in vitro kosullarinda Pseudomonas
fluorescens (Pf2), Bacillus subtilis (Bs3) ve Rahnella acquatilis (Ra39) antagonist
bakterileri patateste karabacak etmeni Pectobacterium atrosepticum un engelledigini
bildirmislerdir. Sera ve tarla kosullarinda yaptiklar1 denemelerde ti¢ antagonist bakteri
izolat1 ile tek tek veya kombinasyon halinde muamele edilen patates yumrulari,
muamele edilmeyen patates bitkilerine (kontrol bitkileri) gére daha az hastalik siddeti
gosterdigini belirlerken, ayrica tiim antagonist izolatlarin farkli derecede siderofor
urettigi, ancak indol asetik asit (IAA) ve hidrojen siyaniir (HCN) {iretmedigini
bildirmislerdir.

2.6. Bakteriyofajlarin Tarihgesi ve Tanilamalar:

Ingiliz bakteriyolog Ernest Hank’in 1896°da Hindistan’daki Ganj ve Juma
nehrindeki sularda Vibrio cholerae yogunlugunu azaldigini gézlemlemis, bu azalmaya
bakteri filtrelerinden gecen antibakteriyel etkiye sahip, tanimlanmamis bir maddenin
sebep olabilecegini bildirmistir (Nigam ve ark., 2014: Kiiciikduman ve ark., 2021).
Fajlarin bagimsiz olarak filtre edilebilecegini bildiren Frederick Twort (1915), fajlarin
dogal antibakteriyel ajan olarak kullanilarak hastaliklarin azaltilacagini bildirmistir
(Jones ve ark., 2007). Kanadali mikrobiyolog Felix d’Herelle (1917), bakteriyel
inhibasyonunda plak olusumunu bakteri filtresinden gecen virlislere baglayip ilk kez
“bakteriyofaj’” terimini kullanarak dizanteri hastaliginda kullanmistir (Garcia ve ark.,
2008; Lin ve ark., 2017). Helmut Rushka (1940) fajlar1 ilk kez elektron mikroskobuyla
goriintiilemistir (Ustagelebi ve ark., 1968).

2.6.1. Diinyada Tarim Alaninda Yapilan Baz1 Bakteriyofaj Calismalar:

Bakteriyofajlar d’Herelle tarafindan tanimlandiktan birkag yi1l sonra bitki
hastaliklar1 ajanlar1 olarak kullanilmaya baslanmistir. Mallman ve Hemstreet (1924),
hastalikli lahana dokusundan ve ¢iiriimiis lahanadan izole ettikleri fajlarin in vitro

kosullarinda Xanthomonas campestris pv. campestris’in biiyiimesini inhibe ettiklerini
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bildirmislerdir. Coon ve Kotila (1925), Pectobacterium carovotorum subsp.
carovotorum (Pcc) ve fajlart havuglara uyguladiklarinda yalnizca Pcc’nin oldugu
havuglarda ¢iirimenin meydana geldigini, kombine uyguladiklar1 havug bitkilerinde
cliriimenin olmadigini, bu sonucun toprakta ve dogal ortaminda fajlarin bakterilere karsi
ajan olabilecegini bildirmislerdir.

Thomas (1935), tarimda fajlar1 biyolojik miicadele ajani olarak kullanan ilk bilim
insanidir (Aysan ve Cemen, 2016). Misir solgunluk hastaliginin etmeni Pantoea
stewarti’ye karst kullandigi faj ajanini, hastalik etmenini %18 ile %1.4 arasinda
baskiladigini bildirmistir.

Schnabel ve Jones (2001), Ates yanikligi etmeni Erwinia amylovora’yr enfekte
edebilen fajlar1 elma, armut ve ahududu bitkilerinde ates yaniklig1 simptomlarini
gbsteren bitki dokularindan ve topraktan izole etmislerdir. Izole ettikleri 50 fajdan 5
tanesinin tanilarin1 yapmislardir. Bunlar arasinda 46 kb’lik genoma ve en yaygin izolat
¢Eal faji olmustur. $Eal00, ¢Ea7 ve $Eal25 fajlarinin her biri yaklasik 35kb’lik
genoma sahipken, ¢Eal16C yaklasik 75kb’lik genoma sahip oldugunu bildirmislerdir.
¢Eal, ¢Ea7, $Eal00, ¢ Eal25 ve $Eall6C fajlar1 Michigan’daki elma bahgelerinde
izole edilen 40 E. amylovora susunu sirasiyla 39, 36, 16, 20 ve 40’1 enfekte ederken,
Michigan’daki ahududu (Rubus spp) tarlalarinda izole edilen 12 E.amylovora izolatin
sirastyla 8, 12, 10, 10 ve 12 izolatlarin1 enfekte ettigini, sivi1 kiiltiirde en etkili fajin
¢Eall16C izolati oldugunu belirtmisledir.

Balogh ve ark. (2003), domates bakteriyel hastaligi etmeni Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria’ya karsi kullanilan fajlarin yaprak yiizeyinde etkinligini uzun
siire kalmasi i¢in tarla ve seralarda test edilen 3 farkli formiilasyon gelistirmislerdir.
Bakir-Mancozeb’inde kullanildig1 ¢alismada birinci formiilasyon PCF (%0.5 jelatinize
edilmis misir unu + %0.5 Sukroz), ikinci formiilasyon: Casecrete (%0.5 Caserete NH-
400 + % 0.5 Sukroz) {i¢iincli formiilasyon: Yagsiz siit (%0.75 yagsiz siit tozu + %0.5
Stikroz) seklinde denemeler gergeklestirmislerdir. Sera denemelerinde formiile
edilmeyen faj karigimi (kontrol) %1, PCF ile karistirilan fajlar %30, Casecrete ile
formiile edilen fajlar %51 ve Yagsiz siit ile karigtirilan fajlar %62 oraninda hastalik
siddetini azalttigini, yapilan 3 tarla denemesinde kontrol grubuna gére PCF + faj %15,
Casecrete + faj %20 ve Yagsiz siit + faj %9 oraninda hastalig1 azalttigini bildirmislerdir.

Bakir-mankozeb dahil edilen iki tarla denemesinden birinci denemede hastalik siddeti
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%20 azaltirken, ikinci denemede hastaligin %13 arttifin1 saptamiglardir. PCF ile
formiile edilmis faj aksam uygulamasi sabah uygulamasma gore daha etkili oldugu
(sirastyla %27 ve %23), Casecrete ile formiile edilmis faj popiilasyonlar1 36 saat sonra
formiile edilmemis faj popiilasyonuna gore 1000 kat daha fazla oldugunu
belirtmislerdir.

Ravensdal ve ark. (2007), Gelin ¢igegi (Zantedeschia sp.) tiretilen bir serada giibre
soliisyonlarindan  alinan  Orneklerden bakteriyel yumusak ¢iiriiklik etmeni
Pectobacterium carovotorum subsp. carovotorum (Pcc)’un 14 fajini izole etmislerdir.
Fajlarin molekiiler tanilamalar1 ve elektron mikroskop incelenmesinde uzun, esnek
kuyruklari olan icosahedral kafalara sahip fajlar oldugunu ve Pcc fajlarmin Caudovirals
takiminda yer aldigini bildirmislerdir. Yapilan caligsmada faj izolatlar giibre ¢ozeltisinde
Gelin ¢igegi bitkisinin yumru yiizeyinde bakteri populasyonlarint 6nemli 6lciide
azalttig1, sera denemelerinde fajlarin yumusak ¢iiriime simptomlarini1 %50 ve daha fazla
azalttigini belirtmislerdir.

Balogh ve ark. (2008), Turunggil Bakteriyel Kanser Hastaligi etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. citri ile Turunggil Bakteriyel Leke hastaligi etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo’ya karsi entegre miicadelesinde faj, faj
+koruyucu formiilasyon (siit tozu) ve faj + bakir preparatlar1 kombinasyonunu
arastirmiglardir. Bes sera denemesinde sadece faj uygulamasi Turunggil Kanser
Hastaligin1 % 59 oraninda azalttigini, tek basma faj uygulamasinin koruyucu formiille
kullanimindan daha etkili oldugu bildirmislerdir. Fidanlik denemelerinde fajin etkili
oldugu ancak bakir-mancozeb’ten daha az etkili oldugu, faj + bakir-mancozeb
kombinasyonunun bakir-mancozeb kadar veya daha az etkili oldugu bildirilmistir. Faj
tedavisi birinci denemede orta derecede hassas olan Valencia ¢esidinde hastaligi %48
oraninda, ikinci denemede hastaligi %35 oraninda azalttigini, ancak duyarli greyfurt
cesidi lizerinde etkisiz oldugu saptamiglardir. Deneme sonucunda fidanlarda tek basina
faj uygulamasinin hastaligi 6nemli dl¢lide azalttigi, ancak bakir-mancozeb ile esit veya
daha az etkili oldugu, fajtbakir-mancozeb kombinasyonunun tek bagsina bakir-
mancozeb uygulamasina gore etkinligini arttirmadigini bildirmislerdir.

Lee ve ark. (2012), Bakteriyel yumusak ciiriiklik emeni Pectobacterium
carovotorum subsp. carovotorum (Pcc)’a karsi biyokontrol ajan1 gelistirmek amaciyla

PP1 bakteriyofajinin tam genom sekansini1 yapmislardir. 44.400 bp’lik genom dizisine
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sahip PP1 faji, enfekte ettigi konake¢ilarinda lizojen dongii yapmadigi i¢in biyokontrol
ajan1 olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir. Bu faj Pcc’nin tam genom sekansinin
yapildigi ilk faj oldugunu bildirmislerdir.

Adriaenssens ve ark. (2012), patateste ¢lirlime ve karabacak hastaligina sebep olan
Dickeya dianthicola nin agresif bir biyovari olan D. solaniye karsi biyokontrol amaciyla
spesifik vB Dsome Limestonel ve vB Dsome Limestone2 fajlarin1 izole edip
tanilamalarii yapmislardir. Limestone fajlar1 T4 ile iligkili bir genom yapisina sahip ve
Salmonella faj VII benzerligine sahip oldugu, yapilan mikrobiyolojik ve molekiiler
karekterizasyonunda biyolojik ajan olarak kullanilmasina uygun ve umut verici
oldugunu saptamislardir. Bu fajlarin laboratuvar analizlerinde patates yumrularinda
hastalik insidansin1 ve siddetini azalttigi, D. solani ile enfekte edilen patates
yumrularinin tarla denemesinde faj tedavisinin yiiksek etki ettigini belirtmislerdir.

Lim ve ark. (2013), Pectobacterium carovotorum subsp. carovotorum (Pcc)’a
kars1 izole ettikleri PP1 fajin1 biyokontrol ajan olarak kullandiklar bir calismada Pcc’ye
kars1 hizli ve giiclii litik aktivite ve yiiksek spesifik gosterdigi belirtmislerdir.
Pyeongchan’ta izole edilen PP1 faji 20-40 °C sicaklikta ve pH 4-11 araliginda stabil
oldugu, Kore ulusal koleksiyonunda bulunan Pcc izolatlarinin yaklasik %37’sini lize
ettigini belirtmislerdir Elektron mikroskobu ile yapilan incelemede PPl fajinin
icosahedral baglart ve kisa kasilmayan kuyruklar1 oldugu ve Podoviridae familyasinin
Caudovirales takiminda yer aldig1 saptamiglardir.

Lim ve ark. (2014), Pectobacterium carovotorum subsp. carovotorum (Pcc)u
enfekte eden yeni bir viriilen faj olan PM1 fajinin izolasyonunu gerceklestirmislerdir.
Elektron mikroskobu ile yapilan morfolojik incelenmesinde bu fajin Myoviridae
familyasina ait oldugu, 2.665 bp’lik bir terminal tekrar olmak tiizere 55.098 bp’lik
genoma sahip oldugu, bir tRNA kodlama bdlgesine sahip oldugu, genomun GC igerigi
%44.9 oldugu ve bu fajin enterobacteri faj EcoM-gj1 ve Erwinia faj vB-EamM-Y2
fajlarina yiiksek homolog gosterdigini belirtmislerdir.

Ranjani ve ark. (2018), Celtik Bakteriyel Yaniklik Hastaligi etmeni Xanthomonas
oryzae’ye karst bakteriyofajlarin miicadele potansiyelleri tlizerine yaptiklari ¢aligmada;
hastalikli bitki yapraklarinda ve topraktan 8 faj izole edip farli patojenik X. oryzae
suslarina kars litik aktiviteleri agisindan degerlendirmislerdir. Bu fajlardan ¢XFO4 faj1

en genis konak araligin1 gostererek tiim patojenik X. oryzae suslarina karsi etkili
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oldugunu saptamislardir. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemede icosahedral basli,
kuyruklu bir faj oldugu, Sihoviridae familyas1 ve Caudovirales takiminda yer aldigini
belirtmislerdir. 1x108pfu/ml ¢$XFO4 faji1 ile muamele edilen tohumlardan yetistirilen
fidelerde Bakteriyel Yaniklik Hastali§i insidansinda azalma oldugu ve bakterilerin
gelismesini tamamen engelledigini bildirmiglerdir. Tiim bu bulgular ¢XFO4 fajinin
Celtikte Bakteriyel Yaniklik Hastaligina karsi biyolojik miicadele ajani potansiyelini
gosterdigini bildirmislerdir.

Muturi ve ark. (2019), patates bakteriyel yumusak ¢liriiklik etmeni
Pectobacterium carotovorum’ (Pc) a karsi miicadelede litik fajlarin izolayonu ve
uygulama yontemlerinin etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmada; Kenya’nin Nakuri kentinde
yumusak ¢iiriikliik belirtisi gosteren patateslerde Pc izolasyonu gergeklestirilirken, bu
izolatlar1 enfekte etmek i¢in Cin’in Wuhan kentinde 11 faj izole etmislerdir. Fajlar
patates dilimlerinde veya yumrularinda Pc inokulayonundan 6nce veya sonra farkli
zaman araliklarinda tek tek veya kokteyl seklinde uygulama yapmislardir. Fajlar 20 Pc
susunu lize ederken, Pseudomonas fluorescens suslarina karsi herhangi bir aktivite
gostermemislerdir. 11 fajdan WcSr faji P. atrosepticum’a kars1 ¢apraz etki gosterirken,
P. carovotorum 2 faja direngli oldugu belirtilmistir. Patates dilimi deneylerinde Pc
kontrolii i¢in faj konsantrasyonunun ve uygulama zamaninin 6nemli faktorler oldugu
belirtmislerdir. Patates dilimlerinde bakteri inokulasyonundan bir saat 6nce veya bir
saat icinde mililitrede plak olusturan birim basma 1x10° faj kokteyli uygulandiginda
yumusak ¢iiriikliik simptomlarinin %90 azalttigini bildirmislerdir. Patates yumrularinda
bakteri inokulasyonundan oOnce uygulanan faj kokteyli hastalik kontroliinde ve
simptomlarin azalmasinda ¢ok etkili oldugu belirtilmislerdir.

Bugaeva ve ark. (2021), Rusya’nin Moskova bdlgesinde yumusak g¢iirtiklik
belirtisi gosteren patates yumru ve saplarinda Pectobacterium spp ve bunlara ait faj
izolasyonunu gerceklestirmislerdir. /n vitro denemelerinde faj kokteylinin pectobacterial
suslarin1 tamamen lize ettigini saptamislardir. Hasat sonras1 depolarda faj kokteylini
nem koruma sistemini kullanarak uygulanmasi fajlarin depo iginde esit dagilimini
saglamis, depo i¢inde bulanan Pectobacterium spp popiilasyonunu 10-12 kat azalttigini
belirtmislerdir.

Naligama ve Halmillawewa (2022b), Sri Lanka’nin Gampaha bolgesinde havug

depolarinda ve bolgedeki pazar yerlerinde bakteriyel yumusak ciirtikliik belirtisi
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gosteren havug  bitkilerinden  Pectobacterium  carotovorum’u  enfekte eden
vB PcaM P7 Pc (kisaca P7 Pc) fajini izole etmislerdir. Litik bir yagsam dongiisii ve
Miyoviriis olan P7 Pc faji, test edilen 4 P. carotovorum susunu ve 1 P. aroidearum
susunu lize ettigini saptamislardir. Diger ilgili fajlara gére daha uzun bir latent donemi
(125 dak.) olan P7 Pc fajinin 147.299 bp’lik genom uzunlugunun %50.34’iiniin G+C
icerdigini belirtmislerdir. Genomunda 7 tRNA kodlayan gen tahmin edilirken, lizojeni
ile ilgili herhangi bir gen bulunmadigin1 buda fajin litik bir faj oldugunu gosterdigini
belirtmislerdir. Yapilan filogenetik ve genomun filogenomik analizlerine gére P7 Pc
faji Certrevirus cinsine ait oldugu, cinsin ortak 6zelliklerine bakildiginda P7 Pc faji
gelecekte biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kim ve ark. (2022), faj direnci en aza indirmek igin faj reseptorii olarak kolonik
asit (POP12 faj1) veya flagella (POP15 ve POP17 fajlar1) taniyan g litik faj igeren bir
faj kokteylini Pectobacterium carovotorum subsp. carovotorum (Pcc)’a karsi biyolojik
miicadele ajani olarak gelistirmislerdir. /n vitro kosullarinda faj kokteyli fajlarm tek
bagma kullanilmasinda daha etkili oldugunu saptamislardir. Napa lahanasi (Brassica
rapa subsp. pekinensis) tizerinde yapilan denemede faj kokteylinin Pcc’nin geligimini
onemli derecede baskiladigini, yumusak ciiriikliik belirtilerini 6nledigini bildirmislerdir.
Sera ortaminda faj kokteylinin gen¢ napa lahanasi yapraklari ile muamelesinde, faj
icermeyen negatif kontrole gore yumusak clriiklik hastaligini etkili bir sekilde

onledigini belirtmiglerdir.

2.6.2. Tiirkiye’de Bitki Bakteriyel Hastaliklarina Kars1 Yapilms Bakteriyofaj
Cahsmalan

Diinyada tarim alaninda faj caligmalar1 1920’lerde baslamis, 1934’ten sonra
fitopatojen bakterilere kars1 biyoajan olarak kullanilmaya baslanmistir. Tiirkiye’de bitki
bakteri hastaliklarinda faj ¢aligmalar1 diinyadaki faj ¢aligmalarina gore ¢ok sonradan
gerceklesmistir.

Tiirkiye’de fitobakteri hastaliklarinda ilk faj ¢alismasi Saygili ve Erkan (1985),
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu calismada Balikesir, Canakkale, izmir, Manisa ve
Mugla illerinde domates hastaliklart etmeni olan Pseudomonas syringae pv. tomato,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas caampestris pv.

vesicatoria ile bulasik bitki ve toprak 6rneklerinden, Pseudomonas syringae pv tomato,
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icin 9, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis igin 5 ve Xanthomonas
caampestris pv. vesicatoria igin 11 adet bakteriyofaj elde etmislerdir.

Cemen (2017), yiiksek lisans caligmasi kapsaminda Adana ve Mersin illerinde
domates iiretim alanlarinda (tarla, sera ve ticari fidelikler) bakteriyel benek hastaligi
belirtisi gosteren bitki orneklerinden NYGA (Nutrient Yeat Glycerol Agar ) besi yeri
kullanarak Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’yu eriten bakteriyofaj izolasyonunu
gerceklestirmistir. izolasyonunu gergeklestirdigi fajlardan 47 adetini saflastirmis, bunlar
icerisinde CMN33 kodlu faj tohum kokenli hastaligi tamamen (%100) baskilamanin
yani sira ¢imlenmeyi %14.6 oraninda arttirdigi belirtmistir. CMN34 kodlu faj da
hastaligi %65.8 oraninda baskiladigi ve ¢imlenmeyi de %21.6 oraninda arttirdigini
bildirmistir.

Akbaba (2019), doktora tez calismasi kapsaminda Izmir ili ve gevresinde kiraz
yetistiriciligi yapilan bolgelerde bakteriyel kanser belirtisi gosteren bitkilerden alinan
orneklerden patojen Dbakteriler izole edilmis, biyolojik ve molekiiler testlerle
patojenlerin tanilari yapilmistir. Tanis1 yapilan patojen bakterilere karsi iklim odasi
kosullarinda yararli bakteriler (YB) ve bakteriyofajlarla biyolojik miicadele olanaklar
arastinlmistir.  Izolasyonu gerceklestirilen 11 patojen bakteri izolatinin 10 tane
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) olarak tanilanmistir. Iklim odas1 kosullarinda
yapilan ¢alismada, Pss ile inokule edilen kontrol bitkilerinde hastalik siddeti %48.1
oraninda saptanirken, Pss’nin inokulasyonundan 10 giin sonra, YB uygulamalarinin
%30’u ve faj uygulamalariin %66’s1 hastalik siddetini pozitif kontrole gore %50 ve

tizerinde azalttigini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Hatay ili havug iiretim alaninda toplanan havug bitkisi ve bu bitkilere ait yaprak,
kok ve toprak, bakterilerin ve bakteriyofajlarin gelisimi i¢in 6zel besi yerleri, ¢esitli
kimyasallarin yan1 sira inkiibator, otoklav, etiiv gibi laboratuvar malzemeleri bu

calismanin materyalini olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Cahsmalarda Kullanilan Besi Yerleri ve icerikleri

King’s B Agar (KB), Luria Bertani Broth (LB) Nutrient Agar (NA), besi ortamlar1
bakterilerin tazelenmesi ve saklanmasi i¢in kullanilirken, etki mekanizmalar1 igin
Chrome Azurol-S Agar (CAS), Pikovskaya Agar (PVK) besi ortamlar1 kullanilmis ve
bu ortamlarin igeriklert EK-1’de verilmistir. Tiim bu besi yerlerinin yani sira kullanilan

tiim plastik malzemeler ve distile su 121 °C’de 15 dak. otoklav edilmistir.

3.2.2.Sorvey Calismalari, Hastalik Etmeninin Tespiti ve Tam1 Calismalan

Sorvey c¢aligmalar1 Hatay ilinde en fazla havug tretimi yapilan (%58) Kirikhan
ilcesinde, T.C. Tarim ve Orman Bakanlig tarafindan bildirilen soérvey talimatlarina gore
yapilmistir (Anonim, 2017). Bu kapsamda hasat 6ncesi (Ekim 2021-Ocak 2022), hasat
donemi (Subat-Nisan 2022), havug yikama ve paketleme evleri ve Antakya sebze

Halinde sorveyler gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Sorvey calismalari. a: Hasat oncesi, b: Hasat donemi, c¢: yikama ve
paketleme fabrikasi

Sorvey kapsaminda gozlem yapilan tarlalarda tiim tarlayr temsil edecek sekilde
zikzak c¢izmek veya gosegenleri dogrultusunda olmak suretiyle bitkiler kontrol
edilmistir. Hastalik belirtisi goriilen bitkiler izolasyon ve teshis islemleri igin seffaf
polietilen torbalara konularak buz kutulari i¢inde laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.2).
Hastalik yayginlig1 sorvey yapilan tarlalar i¢inde hastaligin goriildiigii tarla sayisina
gore, rastlama siklig1 ise her tarla i¢in hastalikli 6rnek sayisinin o tarlada yapilan 100

bitkiye oranlanarak tespit edilmistir.

Sekil 3.2. Hastalik belirtisi gosteren havug bitkisi 6rnekleri

Bakteriyofaj izolasyonu igin bitki ve toprak Ornekleri hastalik belirtisi goriilen
tarlalardan alinarak seffaf polietilen torbalara konulmus, buz kutularinda saklanarak
laboratuvara getirilmistir. Epifit bakteri izolasyonlari i¢inde saglikli havug bitkilerinin,

yaprak, kok ve rizosfer topragindan 6rnekler toplanmistir.
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3.2.3.Patojen Bakterilerin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Hastalik belirtisi goriilen havug bitkileri seffaf polietilen torbalara konulmus, buz
kutularinda saklanarak laboratuvara getirilmistir. Buz kutularinda muhafaza edilerek
laboratuvara getirilen havug orneklerinden bakteriyel etmenlerin izolasyonu; hastalik
belirtisi gosteren havug bitkilerinin ylizey dezenfeksiyonu igin, iginde %70 alkol
bulunan beherde 2 dak. bekletildikten sonra 2 farkli beherde bulunan steril saf suda
2’ser dak. bekletilmistir. Steril kurutma kagidinda kurutulduktan sonra havug
bitkilerinin yumusak doku ve saglikli dokunun birlestigi noktada steril bir bistiiri ile
kesilmis, steril bir 6zeyle bitkiden dogrudan besi ortamina ¢izim gergeklestirilmistir.
Petriler 24 £ 2 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir. NGA besi yerinde seffaf-
krem renkte, kenarlar1 krater-piiriizlii sekilli bakteri kolonilert NGA besi yerine transfer

edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Havug bitkisinden patojen izolasyonu

3.2.4.Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS Yéntemiyle Tanist

MALDI-TOF 1980 yillarin sonunda Alman ve Japon bilim adamlarmin ortak
gelistirdigi, proteinlerinin peptid kiitle parmak izi analiz olarak tanimlanan bir
yontemdir. Bakteri kolonileri saf olarak elde edildikten sonra 6zel matrix soliisyonlarini
iceren metal veya plastik tek kullanimlik target (tabla)’e aktarilir, cihaz ¢alistirildiktan
sonra target tizerine yiiklenen alanlara lazer atiglar1 yapilarak protein molekiillerinin
harekete gecirilmesi (iyonizasyon) saglanir. TOF tiipii igerisinde kiitle/yiik oranlarina
gore kinetik enerji ile harekete gecen farkli hizlarda olusan iyonlarin ugus zamanlar
hesaplanir. Kiigiik kiitleli iyonlar 6nce dedektore carpar ve sinyal kaydedilir. Elde edilen
veriler daha sonra bilgisayarda yiiklii olan kiitliphane verileri ile karsilagtirilarak tiir

teshisi yapilir (Ahmad ve ark., 2014; Wang ve ark., 2012).
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Izolasyonu gergeklestirilen saf kiiltiirden alinan ve NGA besi yeri iizerinde 24-48
saat gelisen saf bakteri kolonisinden kiirdan yardimiyla bir miktar bakteri kiitlesi
alimarak ependorf tiipe konulmus, ependorf tiip icerisine 300 pl su eklenmis deiyonize
su igerinde siispansiyon haline getirilmistir. Olusan siispansiyon tizerine 900 pl etanol
(%97) eklenerek ornekler vortekslenmistir. Islem sonrasi ependorf tiipler 2 dak.
boyunca maksimum hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist faz atilmis ve pelet
tizerinde kalan etanoliin uzaklastirilmasi icin tiipler agz1 acik sekilde oda sicakliginda 2-
3 dak. kurumaya birakilmistir. Kuruma iglemi sonrasi peletlerin {izerine 40 pl formik
asit (%70) eklenmis ve tiipler vortekslenerek peletin formik asit i¢erisinde homojen bir
sekilde siispanse olmasi saglanmistir. Elde edilen siispansiyonun iizerine 40 pl
asetonitril eklenerek tekrar vortekslenmis ve tiipler 2 dak. maksimum hizda santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 iist fazdan 1 pl alinarak polishtarget olarak adlandirilan
metal plak tizerindeki kuyucuklara eklenmistir. Oda sicakliginda 1-2 dak. beklenerek
ornegin kurumasi saglanmis ve iizerine 1 pl matriks soliisyonu (Matriks igerisinde: alfa
siyano 4 hidroksisinnamicacid) ve solvent olarak da trifluoroasetik asit ve asetonitril
eklendikten sonra tekrar oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir. Matriks kuruduktan
sonra metal plaka MALDI-TOF cihazina yerlestirilmistir. Her bir kuyucuktaki izolat
numarasi bilgisayara kaydedilerek tani islemi baslatilmistir (Sekil 3.4). Cihaz igerisinde
lazer 1511 verilerek izolat iyonize molekiiller haline doniismekte ve ugusan molekiiller
bir detektor yardimu ile toplanarak cihazin kiitiiphanesindeki bilgiler ile karsilastirilarak

izolatlarin tiir diizeyinde tanis1 yapilmistir.

Sekil 3.4. NA besi yerinde gelisen bakterilerin MALDI-TOF la tan1 islemleri

Teshis sonucunda 2.30-3.0 araligindaki skor degeri tiir diizeyinde oldukca
givenilir oldugu; 2.00-2.299 araliginda ise kesin cins diizeyinde giivenilir, tiir

diizeyinde yiiksek giivenilir oldugu; 1.70-1.999 arasinda taninin cins diizeyinde
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giivenilir, tiir olarak muhtemel diizeyde oldugu; 1.7 degerinden asagi olan degerler ise

giivensiz tani olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.Patates Dilimleri ile Pektolitik Aktivite Testi

Patates yumrulari ¢esme suyuyla firgayla yikanarak ylizey temizligi yapilmis,
alevden gegirilip steril edilen bir bigakla kabuklar1 soyulmustur. Yiizey dezenfeksiyonu
icin %70 alkolde 3 dakika bekletilmis, alkolii uzaklastirmak i¢in 2 kez 3’er dak. steril
saf su ile durulandiktan sonra steril bir bistiiri ile 1 cm kalinligindaki dilimler kesilip
icinde steril 1slak filtre kagitlar1 bulunan petrilere yerlestirilmigtir. Steril bir kiirdan
yardimiyla patojen bakteri inokule edilmistir (Sekil 3.5). Bakteri izolatlar1 inokule
edilmis patates dilimlerinin bulundugu petriler 25+1 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inokulasyondan 2 giin sonra bakteri izolatlarinin inokiile edildigi noktada yumusama
goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987; Schaad ve ark.,
2001). Pozitif kontrol bakterisi olarak Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii bakteriyoloji laboratuari kiiltiir koleksiyonunda
tanilanmig olan Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) izolati

kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir.

%70 a|k0| Steril saf su

Sekil 3.5.Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis patates dilimlerine bakterilerin inokulasyonu

3.2.6.Havug Dilimleri iizerinde Patojenisite Testi

Havug bitkileri ¢cesme suyuyla fircayla yikanarak yiizey temizligi yapilmas,
alevden gegirilip steril edilen bir bigakla kabuklari soyulmustur Havug dilimleri ile
patojenisite testinde %70’lik etil alkol ile ylizey sterilizasyonu yapilan havuglar steril bir

bistiiri ile 1 cm kalinliginda dilimlenerek igerisinde steril saf su ile nemlendirilmis steril
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filtre kagitlar1 bulunan 9 cm ¢apindaki cam petrilere yerlestirilmistir. Havug dilimlerinin
tizerine steril bir kiirdan yardimiyla patojen bakteri inokule edilmistir (Sekil 3.6).
Bakteri izolatlar1 inokule edilmis havug dilimlerinin bulundugu petriler 251 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 2 giin sonra bakteri izolatlarinin inokiile
edildigi noktada yumusama goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve
Stead, 1987). Pozitif kontrol bakterisi olarak Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii bakteriyoloji laboratuari kiiltiir koleksiyonunda
tanilanmis olan Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) izolati

kullanilmistir. Negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir.

Sekil 3.6. Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis havug dilimlerine bakterilerin inokulasyonu

3.2.7.Titiinde Asir1 Duyarhlik Testi (HR)

HR testinde NA besi yerinde 24-48 saat gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden 108
hiicre/ml (OD=0.13) yogunlukta hazirlanan siispansiyonlar steril enjektoér yardimiyla
titlin yapragimmin damar aralarina enjekte edilmistir. Pozitif kontrol olarak Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Bitki Sagligi Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden
saglanan Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Psp 12 izolati, negatif kontrol olarak
ise yapraklara steril saf su inokule edilmistir. Inokulasyondan 24-48 saat sonra
inokulasyon noktasinda doku ¢okmelerine ve nekrotik alanlara neden olan izolatlar HR

(+) olarak kabul edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987; Schaad ve ark., 2001).

3.2.8. Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyonun Belirlenmesi

Taze hazirlanan %3’liikk Potasyum Hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir damla

damlatildiktan sonra 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden setril bir kiirdanla alinan bakteri,
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soliisyona dairesel hareketlerle karistirilmigtir. 15-20 saniye sonra Oze yukari
kaldirildiginda viskoz, yapigkanimsi bir siinmenin olugmasi gram negatif olarak
degerlendirilmistir. Gram pozitif bakteri kiiltiirii olarak Bacillus subtilis izolati

kullanilmustir.

3.2.9. Bakteriyel Hastalik Etmenlerin Molekiiler Tanisi

Bakteri hiicresinden DNA izolasyonu: Bakteri izolatlarindan genomik DNA
izolasyonu “Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Microprep Kit —ZymoResearch-D6007” ile
yapilmistir. NA besi yerinde gelistirilmis kiiltiirler 6ze yardimi ile icerisinde 20 ml NB
bulunan tiiplere aktarilarak orbital ¢alkalayicidda 27 °C’de 150 rpm’de 48 saat
gelistirilmistir. Ardindan izolatlar 10000 rpm’de 10 dak. santrifiij edilmis dipte kalan
pellet alinmis ve steril havanlarda siv1 azot ve havan eli yardimi ile ezilmistir. Daha
sonra 20 mg/ml lizozin ilave edilerek TE buffer igeren tiiplere aktarilmistir. Icinde 200
ul distile steril su bulunan 2 ml’lik lizis tiipiine 10-20 mg bakteri hiicresi eklendikten
sonra tiipe 700 pl BashingBead™ tamponu ekleyip kapagi sikica kapatilmgtir. Tiip 5
dak. boyunca maksimum hizda vortekslendikten sonra 1 dak. boyunca 10000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra 400 pl’ye kadar siipernatant i¢inde ZymoSpin™
Il F Filtresi bulunan toplama tiipiine aktarilmis 1 dak. boyunca 8000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra ZymoSpin™ III F Filtresi atilmistir. Toplama tiipiindeki filtrata 1200
ul Genomik Lizis Tamponu eklendikten sonra iyice karistirilmistir. Karigimdan 800 pl
kolona aktarilmis kolon bir koleksiyon tiipli iginde 1 dak. boyunca 10000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Toplama tiiplin icindeki sivi faz atildiktan sonra tekrar 800 pl
kolona aktarilmis kolon bir koleksiyon tiip igerisinde tekrar 1 dak. boyunca 10000
rpm’de santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi kolon yeni koleksiyon tiiplin igine
yerlestirilmis, 200 ul DNA Pre-Wash Buffer eklendikten sonra 10000 rpm’de 1 dak
boyunca santrifiij edilmistir. Daha sonra kolon igerisine 500 ul g-DNA Wash Buffer
eklendikten sonra 1 dak. 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu islemden sonra
koleksiyon tiipii uzaklastirilmis ve kolon 1.5 pl’lik steril mikrosantrifiij tliplerine
yerlestirilmistir. Kolon igerisine 20 ul DNA Eluation Buffer dogrudan kolon matriksine
uygulanmis ve 1 dak. Inkiibasyon edildikten sonra 10000rpm’de 30 sn. santrifiij

edilerek kolon igerisindeki Genomik DNA’nin mikrosantrifiij tiipiine ge¢cmesi
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saglanmistir. Tim bu islemler sonucu elde edilen Genomik DNA’lar PCR

calismalarinda kullanilmak igin -20 °C’de saklanmustir.

PCR Calismalari: PCR ¢alismalarinda 16S rRNA genel primerleri olan 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") 1492R  (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3")
(Cui ve ark., 2021) primer ¢ifti kullanilmistir.

Reaksiyon karigimi 2 pl bakteri DNA’s1, 5 pul 5xPCR buffer, 1 pl 25 mM MgCla,
0.5 pl 10 mM dNTPs, 1 pl (10 mM) Primer setleri (0.5 pl 16S 27F+0.5 ul 16S 1492R),
0.2 ul Taq polimeraz (500 tinite/ pl) ve 15.3 ul steril saf su (toplam hacim 25 ul) olarak

hazirlanmistir.

PCR programi 94 °C’de 4 dak. (ilk denetrasyon), 94 °C’de 30 sn.,50-60 °C’de 45
sn. (hibridizasyon), 72 °C’de 1 dak. (uzama) olarak 40 dongii ve son olarak 72 °C’de 10

dak. final uzamasi olacak sekilde uygulanmistir.

PCR iirtinlerinin goriintiilenmesi i¢in %1.5’lik agaroz jel hazirlanmigtir. Jel
tizerindeki kuyucuklara yiiklenen PCR iiriinleri 120 V akimda 45 dak. ylriitiilmiistiir
(Leiminger ve ark., 2013). Elektrofrez islemi sonrasi jel Syber Gold ile boyama
isleminden gecirildikten sonra bantlarin UV 151k altinda goriiniir hale gelmesi

saglanmstir. Jel goriintiileme cihazi ile jel tizerinde olusan bantlar fotograflanmistir.

3.2.10. DNA Dizileme ve Filogenetik Analizler

Elde edilen PCR fdriinlerinin dizi analizleri ABI 3730 Automated Genetic
Analyzer cihazi kullanilarak hizmet alimi seklinde yapilmistir (MedSanTek, Istanbul).
Elde edilen diziler BLAST (NCBI) analizlerine tabii tutulmustur. MEGAX yazilimi
kullanilarak neighbor-joining metodu ile 1000 bootstrop tekrari ile ¢oklu eslestirme

(Multiple alignment) genetik varyasyon ve filogenetik analizler yapilmistir (Tamura ve

ark., 2011).
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3.2.11. Antagonist Epifit Bakterilerin izolasyonu

Epifit bakteriler saglikli havug bitkilerin kdk, yaprak ve rizosfer topragindan izole
edilmistir. Bu amagla Kirikhan ilgesine bagli Cataltepe ve Yalangoz bolgelerinde 2’si

siyah havug tarlasi olmak tizere 5 tarlaya sorvey gergeklestirilmistir.

Yaprak ve Koklerde Antagonist Epifit Bakteri Izolasyonu: Saglikli bitkilerden
alinan kok ve yaprak ornekleri igerisinde 3 ml NB bulunan tiipler igerisine konularak
buz kutularinda saklanmistir. Laboratuvara getirilen igerisinde bitki 6rnekleri bulunan
stvi besi ortamindan bir 6ze dolusu alinarak KB besi ortamina ¢izgi ekim seklinde
ekilerek 26 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.7). Inkiibasyon sonrasi gelisen tek
koloniler alinarak yeni besiyerlerinde saflastirilmistir. izolasyonlar sonucunda kék ve
yapraklardan 144 epifit bakteri izolat1 saflastirilmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmak

tizere buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.7. Saglikli havug bitkilerinin kok ve yapraklarinda epifit bakterilerin izolasyonu

Rizosfer Topragindan Aday Antagonist Epifit Bakteri izolasyonu: Toprak
ornekleri seffaf polietilen torbalar igerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara
getirilen topraktan 1 gr alinarak 9 ml steril saf su i¢inde iyice karistirilmis daha sonra bu
karisimdan 1 ml alinarak tekrar 9 ml steril saf su i¢ine konularak karistirilmis en son bu
karisimdan da 1 ml alinarak yine 9 ml steril saf su i¢ine konularak karisim 107 ‘e kadar
seyrelttirilmistir.

Bu karisimlardan ayr1 ayri 0.1 ml alinarak petrilerde bulunan KB besi yerine steril cam
bagetle iyice yaydiktan sonra petriler 26°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonras gelisen tek koloniler alinarak yeni besi yerlerinde saflastirilmistir. Izolasyonlar
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sonucu farkli oldugunu diistindiigimiiz 52 epifit bakteri izolat1 saflastirilmis ve sonraki

calismalarda kullanilmak tizere buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

3.2.12. Aday Antagonist Epifit Bakteriler ile Tiitiinde Asir1t Duyarhlik Testi (HR)

HR testinde NA besi yerinde 24-48 saat gelistirilen aday antagonist bakteri
kiiltiirlerinden 108 hiicre/ml (OD=0.13) yogunlukta hazirlanan siispansiyonlar steril
enjektor yardimiyla tiitiin yapraginin damar aralarina enjekte edilmistir. Pozitif kontrol
olarak Pseudumonas syringae pv apii (Psa) izolati negatif kontrol olarak ise yapraklara
steril saf su inokule edilmistir. Inokulasyondan 2 giin sonra inokulasyon noktasinda
doku ¢okmelerine ve nekrotik alanlara neden olan izolatlar HR (+) olarak kabul
edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987; Schaad ve ark., 2001).

3.2.13. Aday Epifit Bakterilerin Havu¢ Dilimleri ile Yumusak Ciiriikliik Testi

Yumusak c¢lirtikliik testi i¢in aday antagonist bakteri izolatlar1 havug dilimleri
lizerine teste tabi tutulmustur. Havuglar dezenfekte edilmek amaciyla kabuklar
soyulduktan sonra %70 alkol ile dezenfekte edilmis ve steril bistiiri ile 1 cm. eninde
dilimlenmistir. iginde steril 1slak filtre kagidi bulunan steril petrilere havug dilimleri
yerlestirilmistir. Steril kiirdan yardimiyla havug dilimleri {izerine bakteri izolatlari
inokiile edilmistir. Bakteri izolatlar1 ile bulastirilmis havu¢ dilimlerinin bulundugu
petriler 25+1 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 2 giin sonra bakteri
izolatlarmin  inokiile edildigi noktada yumusama goriilmesi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol bakterisi olarak Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii bakteriyoloji laboratuar kiiltiir koleksiyonunda
tanilanmig olan Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Ecc8 izolati
kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987; Schaad ve ark., 2001).

3.2.14. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarinin Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile
Gram Reaksiyonun Belirlenmesi

Taze hazirlanan %3’liikk Potasyum Hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir damla
damlatildiktan sonra 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden steril bir kiirdanla alinan bakteri,

sollisyona dairesel hareketlerle karigtirilmistir. 15-20 saniye sonra steril kiirdan yukari
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kaldirildiginda viskoz, yapigkanimsi bir siinmenin olugmasi gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Schaad ve ark., 2001). Gram pozitif bakteri kiiltiirii olarak Bacillus

subtilis izolat1 kullanilmustir.

3.2.15. Aday Antagonist Epifit Bakterilerin In vitro Biyokontrol Etkinin
Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Antibiyosis Testi: In vitro antagonistik etkisi testlenecek aday antagonist bakteri
izolatlarinin 24 saatlik kiiltiirinden NA besiyeri iceren 9 cm ¢apl petrilere birbirinden
esit uzaklikta olmak {lizere, 3 noktaya ekim yapilmistir. 24+1 °C’de 48 saatlik
inkiibasyondan sonra gelisen bakteri kolonileri {izerine 24 saatlik Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) kiiltiiriinden hazirlanan patojen siispansiyonu
(108 hiicre/ml) piilverize edilmistir (Sekil 3.8). Petriler 25 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48 saat sonunda NA besiyerinde patojen gelisiminin engellenmesi sonucu
olusan engelleme zonlarinin ¢apiin bakteri kolonisinin ¢apina boliinmesi ile indeks

degerleri hesaplanmistir (Ullah ve ark., 2017).

Sekil 3.8. Aday antagonist bakterilerin biyokontrol etkilerinin belirlenmesi amaciyla
NA ortamina nokta ekimleri ve patojen bakterinin petri kabina piiskiirtiilmesi

Aday Antagonist Epifit Bakterilerin Tamlamasi: Antibiyosis testinde engelleme
zonlar1 olusturan aday antagonist bakterileri izolatlarn Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization-Time Of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) ile

tanilar1 yapilmistir.
Aday Antagonist Epifit Bakterilerin Indol Asetik Asit (IAA) Aktivitesi: L-

tryptophan varliginda Salkowski yontemi kullanilmak suretiyle epifit bakteri

izolatlarinin IAA iiretme potansiyelleri belirlenmistir (Glickman ve Dessaux., 1995).
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Sivi besi ortaminda 48 saat siire ile gelistirilen bakteri siispansiyondan (108 hiicre/ml)
500 pl alinarak L-tryphtophan (3 mg/ml) igeren 5 ml steril LB besi yerine eklenmistir ve
30 °C'de 200 rpm’e ayarli inkiibatorlii orbital calkalayicida 4 giin inkiibasyona
birakilmistir.  L-tryphtophan icermeyen besi yeri kontrol uygulama olarak
degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonras: tiipler 5000 rpm’de 30 dak. santrifiij edildikten
sonra Uist kisimdaki siipernatanttan 1 ml alinmis ve lizerine 2 damla (yaklagik 40 pl)
fosforik asit ilave edilmistir. Hazirlanan karisim daha sonra igerisinde 4 ml Salkowski
¢ozeltisi (150 ml %98’lik H2SO4, 250 ml of distile H2O, 7.5 ml of 0.5 M FeCls-6H:0)
bulunan cam tiiplere aktarilmis ve oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dak.
bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda
25, USA) ile 535 nm dalga boyunda okunarak absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil
3.9). Elde edilen absorbans degerleri saf [AA (Merck, Darmstadt, Germany) ¢ozeltisi ile
hazirlanan IAA konsantrasyon standart egrisiyle karsilagtiritlmak suretiyle (Aktan, 2018)

aday bakteri izolatlarinin IAA iiretim miktarlar1 pg/ml olarak belirlenmistir.

Sekil 3.9. Aday epifit bakteri izolatlarinin Salkowski ¢ozeltisi eklenerek oda
sicakliginda inkiibe edilen bakteri izolatlarinda IAA iiretme potansiyelinin
belirlenmesi ve UV-vis spektrofotometre ile absorbans degerlerinin belirlenmesi.

Aday Antagonist Epifit Bakterilerin Siderofor Uretiminin Belirlenmesi: Blue-CAS
Agar (Schwyn ve Neilands, 1997) besi yeri kullanilarak antagonist adayi bakterilerin
siderofor tiretimleri belirlenmistir.

Siderofor etkinin varligin1 belirlemek i¢in 2 giinliik taze kiiltiirden steril kiirdan
yardimiyla test edilecek bakteriden alinan inokulum, CAS agar ortami bulunan 9 cm
capl petrilere birbirinden esit uzaklikta 3 noktaya ekim yapilmis ve petriler 251 °C’de
7 glin inkiibasyona birakilmistir. Antagonist bakteriler tarafindan siderofor iiretimine
bagli olarak olusan sari-turuncu zonlar ve bakteri kolonisinin ¢aplari 6l¢iilmiistiir (Sekil

3.10).
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Sekil 3.10. Aday antagonist bakterilerin siderefor tiretimlerinin belirlenmesi amaciyla
Blu-CAS agar ortamina nokta ekimleri ve S-indeks degerlerinin hesaplanmasi

Meydana gelen zon caplari ve bakteri kolonisi caplar1 her izolat i¢in asagida
verilen siderofor ¢ozliniirliik indeksi (S-indeks) formiiliine gore hesaplanarak

Olciilmiistiir (Ullah ve ark., 2017). Deneme 3 kez tekrarlanmistir.

S —indeks = (Z.)/B; (3.2)
Burada;
Z¢: Bakteri etrafinda olusan zon ¢ap1

Bg¢: Bakteri koloni cap1

Aday Antagonist Epifit Bakterilerin Fosfor Cozme Potansiyellerinin Belirlenmesi:
Aday bakteri izolatlarinin fosfati ¢ozme etkinligi, trikalsiyum fosfat iceren Pikovskaya
Agar (PVK) besi yeri iceren petrilerde belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012). Test
edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiiriinden steril kiirdan ile alinan
bakteri inokulumu, PVK Agar ortami {izerine inokule edilmis ve petriler 26 °C'de
inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 7 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda seffaf
bir zon olusumu (engelleme bolgesi), bakterinin fosfor ¢ozme yetenegi igin pozitif
olarak kabul edilmistir. Olusan engelleme zonu ile bakteri kolonisinin ¢aplari 6l¢iilmek
suretiyle her izolat i¢in Fosforu ¢ozme indeksi (F-indeks) hesaplanmustir (Sekil 3. 11).

Deneme 3 kez tekrarlanmustir.

F —indeks = (Z.)/B; (3.2)
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Burada;
Z¢: Bakteri etrafinda olusan zon ¢api1

B¢: Bakteri koloni ¢api

Sekil 3.11. Aday antagonist bakterilerin fosfor ¢6zme potansiyellerinin belirlenmesi
amaciyla PVK agar ortamina nokta ekimleri ve F-indeks degerlerinin hesaplanmasi

Aday Antagonist Bakteri izolatlarmin Proteaz Enzim Uretme Potansiyellerinin
Belirlenmesi: Igerisinde %2 yag alinmis siit tozu (Skimmed Milk Powder, Merck,
Darmstad, Germany) bulunan LB (SMLBA) besi yeri kullanilarak aday antagonist
bakteri izolatlarmin proteaz enzimi iiretme etkinligi belirlenmistir (Perneel ve ark.,
2007). Bu amagla 2 giinliik taze kiiltiirden steril kiirdan ile test edilecek aday antagonist
bakteri inokulumu SMLBA besi yeri bulunan petrilere birbirine esit uzaklikta 3 noktaya
ekim yapilmis ve bu petriler 25+1 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inokulasyondan 5 giin sonra bakteri kolonisi etrafinda olusan seffaf zon (engelleme
bolgesi) bakterinin proteolitik aktivite i¢in pozitif olarak kabul edilmistir. Bakteri
kolonisi etrafinda olusan zonun ve bakteri kolonisi ¢aplart mm olarak 6l¢iilmiis ve her
izolat i¢in asagida verilen proteolitik indeksi (Pro-indeks) formiiliine gore hesaplanarak

Olctilmiistiir (Sekil 3.12) (Ullah ve ark., 2017).

Pro —indeks = (Z.) /B, (3.3)
Burada;
Z¢: Bakteri etrafinda olusan zon cap1

Bc¢: Bakteri koloni ¢ap1
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Sekil 3.12. Aday antagonist bakterileri izolatlarinin proteaz enzimi iiretme
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla SMLBA agar ortamina nokta ekimleri ve Pro-
indeks degerlerinin hesaplanmasi

Aday Antagonist Bakteri izolatlarinin Amonyak (NHz) Uretme Potansiyellerinin
Belirlenmesi: Aday antagonist bakteri izolatlarmin Amonyak (NHz) olusturma
potansiyelleri Nessler’s (Sigma Aldrich, Katalog no: 109028) ¢ozeltisi ile belirlenmistir
(Cappuccino ve Sherman, 1992). Bu amagla steril 5 ml peptonlu su bulunan cam tiiplere
2 glinliik taze kiiltiirden steril 6ze ile alinan bakteri izolatlart inokule edilmistir. Bu
tiipler 2 giin boyunca 26+1 °C’de 150 rpm’e ayarli inkiibatorlii orbital calkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan 2 giin sonra peptonlu su igerisinde gelisen
bakteriler tizerine 250 pl Nessler’s ¢ozeltisi ilave edilmistir (Sekil 3.13). Kontrol olarak
bakteri eklenmemis peptonlu su igerisine Nessler’s ¢ozeltisi eklenmistir. Degerlendirme
bakteriler tarafindan tiretilen amonyaga bagli olarak meydana gelen renk degisimlerine

gbre — veya + olarak yapilmistir.

Sekil 3.13. Aday antagonist bakteri izolatlarinin amonyak (NH3) tiretme
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla peptonlu suya ekimi ve Nessler’s ¢ozeltisi ilave
edilmesi
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Aday Antagonist Bakteri 1izolatlarimin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi: Aday bakteri izolatlarinin Hidrojen siyaniir (HCN)
olusturma potansiyelleri Castric (1977) tarafindan bildirilen yontem ile belirlenmistir.
Test edilecek olan bakteri izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiiriinden steril 6ze ile alinan
bakteri inokulumu, igerisinde 4.4 gr/L-1 glycine igeren TSA besi yeri lizerine gizilerek
inokulasyonlar1 yapilmistir. Petri kapagina ise steril filtre kagidi (1x4 cm serit halinde
kesilmis) yerlestirilmis ve filtre kagidi %0.05 picric acid + %1 sodium carbonate
(Na2CO3) siispansiyonu ile 1slatilmis (yaklagik 0.5-1.0 ml) ve petri kapaginin ig tarafina
yapistirilmistir. Daha sonra petri kab1 kapatildiktan sonra etrafi parafilm ile ¢evrilmis ve
petriler 26 °C'de 3 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.14). Pozitif kontrol olarak

Pseudomonas aeruginosa izolat1 kullanilmastir.

Sekil 3.14. . Aday Antagonist Bakteri Izolatlarinin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

3.3. In vivo Biyokontrol Etkinin Belirlenmesi

3.3.1.Havug Dilimi Testleri ile Aday Antagonist Bakteri izolatlarinin Biyokontrol

Etkinliginin Belirlenmesi

Havug dilimi testleri ile aday bakteri izolatlarinin biyokontrol etkinliginin
belirlenmesi Filiz-Doksoz ve Bozkurt (2021) tarafindan bildirilen yontem esas alinarak
gerceklestirilmistir. Havug dilimleri patojenisite testinde oldugu gibi havug bitkileri
cesme suyuyla fircayla yikanarak ylizey temizligi yapilmis, alevden gegirilip steril
edilen bir bigakla kabuklar1 soyulmustur. %70’lik etil alkol ile yiizey sterilizasyonu
yapilan havuglar steril bir bistiiri ile 1 cm kalinliginda dilimlenerek igerisinde steril saf

su ile nemlendirilmis steril filtre kagitlar1 bulunan 9 cm c¢apindaki cam petrilere
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yerlestirilmistir. Havug dilimi testinde onceden belirtildigi sekilde steril edilen havug
dilimlerinin {izerine antibiyosis testinde basarili bulunan 13 aday antagonist bakteri
izolatlarindan 50 pl (10® hiicre/ml) inokule edilmistir. Inokulasyondan 2 saat sonra
dilimlerin iizerine patojen bakteri (Pcc) inokule edilmis ve 2742 °C’de 2 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol olarak yalniz patojen inokule edilmis (Kontrol
pozitif) ve yalniz steril su inokule edilmis (Kontrol negatif) dilimler kullanilmistir (Sekil
3.15).

Sekil 3.15. Havug dilimi testleri ile aday bakteri izolatlarininbiyokontrol etkinliginin
belirlenmesi. Aday antagonist (a), Patojen (Pcc) (b)

Degerlendirme havug dilimleri {izerinde olusan eksudat ve havug¢ dilimlerinde
meydana gelen yumusak ¢iiriikliik belirtileri ile yapilmistir. Olusan hastalik belirtileri
patojen inokulasyonundan 2 giin sonra 0-4 skalasina gore degerlendirilmis (Helias ve
ark., 2000) ve Thousend Heuberger* formiilii ile % hastalik siddeti belirlenmistir.
Ayrica antagonist bakterilerin K(+)’e gore hastalig1 engelleme oranlar1 (% etki) ayrica

belirlenmistir.

0-4 skalasi

0 — havug dilimlerinde eksudat ve yumusak ciirtikliik yok
1 - havug dilimlerinde eksudat ve yumusak ¢iiriikliik %25
2 - havug dilimlerinde eksudat ve yumusak ciirtikliik %50
3 - havug dilimlerinde eksudat ve yumusak ciirtikliik %75
4 - havug dilimlerinde eksudat ve yumusak ciiriikliik %100

Y:(Skala degeri x skalada degerlendirmeye giren birey sayist

% hastalik siddeti = x100

(En yiiksek skala x toplam birey sayist
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3.4. Bakteriyofaj

3.4.1.Bakteriyofajlarin (Faj) Izolasyonu

Bakteriyofajlarin izolasyonunda Saygili ve Erkan (1985), Cemen (2017),
tarafindan bildirilen yontemler esas alinarak faj izolasyonu gercgeklestirilmistir. Faj
izolasyonu i¢in en fazla havug iiretim yapilan Kirikhan ilgesinde havug ekim alanlarina
hasat oOncesi (Ekim-Aralik 2021) ve hasat sonrasi (Aralik-Nisan 2022) sorvey
yapilmustir. Bu kapsamda Topbogazi, Karadurmugslu, Karasu, Yalangoz ve Cataltepe
bolgelerinde 12 tarlada, 4 havug yikama ve paketleme fabrikasi ve Antakya sebze haline
sorveyler gerceklestirilmistir. Bu alanlarda bakteriyel yumusak ¢iriiklik belirtisi
gosteren havuclar ve toprak ornekleri seffaf polietilen torbalara konularak laboratuvara

getirilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Havug tiretim alaninda bulunan Bakteriyel Yumusak Cirtikliik belirtisi
gosteren bitki ve toprak orneklerinin toplanmasi

Bitkiden Bakteriyofaj Izolasyonu: Soérvey yapilan alanlarda bakteriyel yumusak
clirliklik belirtisi gosteren havug bitkileri seffaf polietilen torbalara konularak
laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen bitki 6rnekleri bir firga yardimiyla
yikanarak ylizey temizligi yapilmistir. Daha sonra %70’lik alkol ile bitki yiizeyleri
dezenfekte edildikten sonra 10-15 g havug ornekleri steril havanda ezilmistir. Ezilen
ornekler icerisinde 35-40 ml steril saf su bulunan steril tiiplere aktarilarak 24 saat
stireyle +4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edilmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. %70 alkol ile dezenfekte edilen havug 6rneklerinin steril havanda ezilmesi

24 saat sonra bu silispansiyonu temiz bir tiilbent ile baska bir tiipe siizerek bitki
artiklar1 uzaklastirilmistir. Siiziintiide bulunan bakterilerin ¢okelmesi igin siispansiyon
10 dak. 9000 devir/dak. santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant (s1v1 faz) steril tiipe
aktarilmis, pellet ise atilmigtir. 0.22 mm filtreden gegirdikten sonra kalan bakterileride
uzaklastirmak igin tliplerde bulunan bakteriyofaj siispansiyonuna her 5 ml siispansiyon
icin 0.5 ml kloroform eklenerek 4-5 saat 150 rpm’de orbital ¢alkalayicida ¢alkalanmaya
brrakilmistir (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. Havug bitkisi 6rneklerinden faj izolasyonu

Bu asamadan sonra faj plagi elde etmek i¢in iki farkli yontem denenmistir.

Yontem 1: Orbital calkalayicida calkalanmaya birakilan ve 4-5 saat ¢alkalanan faj
siispansiyonu ile 24 saatlik NB besi yerinde gelistirilen 10 hiicre/ml yogunlukta
hazirlanan daha 6nce havugta izole edilip tanis1 yapilmig Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum siispansiyonundan 1’er ml alinarak steril bos petrilere konulmustur.
Faj+patojen siispansiyonun {izerine 45 °C’ye kadar ilitilmis KB ve NA besi yerleri ayri
ayr1 dokiilmiis, siispansiyonlar ile besi yerinin birbirlerine karigsmasini saglamak ig¢in
hafifce calkalanmistir. Petriler steril kabin iginde yari1 acgik sekilde yaklasik 1 saat
bekletilerek kurutulduktan sonra 27 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.19). 48 saat

sonra petriler faj plaklar1 (erime alanlar) yoniinde degerlendirilmistir.
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Sekil 3.19. Faj+patojentbesi yerinin petrilerde ¢alkalama yontemiyle bitki
orneklerinden faj izolasyonu

Yontem 2: 24 saatlik NB besiyerinde gelistirilen, 10® hiicre/ml yogunlukta
hazirlanan daha 6nce havugta izole edilip tanis1 yapilmig Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum siispansiyonundan 1 ml alinarak 45 °C’ye kadar ilitilmig 12 ml ayri
ayrt KB ve NA besi yerleri ile birlikte petrilere dokiilmiis, patojen ile besi yerinin
birbirlerine karigmasini saglamak icin petriler hafifce calkalanmis steril kabinde
kurumaya birakilmigtir. Patojen ile karistirtlmis besi yeri kuruduktan sonra faj
siispansiiyonunda 10 pl alinarak nokta seklinde faj ekimi gergeklestirilmistir (Sekil
3.20). Petriler steril kabin iginde yar1 agik sekilde yaklasik 1 saat bekletilerek
kurutulduktan sonra 27 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat sonra petriler faj plaklar

(erime alanlar) yoniinde degerlendirilmistir.

Sekil 3.20. Farkli besiyerlerinde nokta seklinde bitki 6rneklerinden faj izolasyonu

Topraktan Bakteriyofaj izolasyonu: Bakteriyel yumusak ciiriiklikk belirtisi gosteren
havuglar ve ekildigi toprakla birlikte seffaf polietilen torbalara konularak laboratuvara

getirilmistir. Laboratuvara getirilen toprak kurutulduktan sonra elekten gegirilmistir.
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Elekten gegirilen topraktan 75-100 g alinarak 24 saat i¢inde gelistirilen patojen (Pcc)
kiiltiirli, 150 ml NB besi yeri bulunan erlenlere konulmustur. Bu karisim 2 giin siireyle
27 °C’de orbital calkalayicida calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
erlenlerde bulunan siispansiyonlar 0.45 mm filtreden gegirilip steril cam falkon tiiplere
konularak 9000 devir/dak hizda 10 dak. santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
slipernatant (sivi faz) steril tiipe alinmis ve tortu kismi atilmistir. Daha sonra tekrar
siispansiyon 0.22 mm filtreden gecirdikten sonra her 5 ml silispansiyon i¢in 0.5 ml

kloroform eklendikten sonra 30 dak. ¢alkalanmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Topraktan faj izolasyonu iglemleri

Bu asamadan sonra faj plag elde etmek i¢in bitki 6rneginde oldugu gibi iki farklh

yontem denenmistir.

Yéontem 1: 30 dak. galkalanmadan sonra Kloroformlu faj siispansiyonu ile NB
besi yerinde ¢ogaltilan 24 saatlik 10® hiicre/ml yogunlukta hazirlanan daha énce havugta
izole edilip tanist yapilmig Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
stispansiyonundan 1’er ml alinarak steril bos petrilere konulmustur. Faj+patojen
stispansiyonu lizerine 45 °C’ye kadar ihitilmis KB ve NA besi yerleri ayr1 ayri
dokiilmiis, siispansiyonlar ile besi yerinin birbirlerine karismasini saglamak igin petriler
hafifce calkalanmistir. Petriler steril kabin i¢cinde yar1 agik sekilde yaklasik 1 saat
bekletilerek kurutulduktan sonra 27 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.22). 48 saat
sonra petriler faj plaklar1 (erime alanlar) yoniinde degerlendirilmistir.

48 saat sonra petriler faj plaklar (erime alanlar) yoniinde degerlendirilmistir.
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Sekil 3.22. Faj+patojen+besi yerinin petrilerde calkalama yontemiyle toprak
orneklerinden faj izolasyonu

Yontem 2: 24 saatlik 10® hiicre/ml yogunlukta hazirlanan daha 6nce havugta izole
edilip tamis1  yapilmis  Pectobacterium  carotovorum  subsp.  carotovorum
stispansiyonundan 1 ml alinarak 45 °C’ye kadar ilitilmig 12 ml KB ve NA besi yerleri
ayr1 ayr1 petrilere dokiilmiis, patojen ile besi yerinin birbirlerine karigmasini saglamak
icin petriler hafifce c¢alkalanmis ve steril kabinde kurumaya birakilmistir. Petrilerde
bulunan patojen ile karistirilmis besi yeri kuruduktan sonra faj siispansiiyonunda 10 pl
alinarak nokta seklinde faj ekimi gerceklestirilmistir. Petriler steril kabin iginde yari
acik sekilde yaklasik 1 saat bekletilerek kurutulduktan sonra 27 °C’de 48 saat inkiibe
edilmigtir (Sekil 3.23). 48 saat sonra petriler faj plaklar1 (erime alanlar) yoniinde

degerlendirilmistir.

Sekil 3.23. Farkli besiyerlerinde nokta seklinde toprak drneklerinden faj izolasyonu
3.4.2. Bakteriyofajlarin Saflagtirilmasi

Izole edilen fajlarin petri incelemelerinde farkli tipte plak olusumu gdzlemlenmis
ve homojen plak eclde etmek igin, saflastirma islemi 2 farkli yontem ile

gerceklestirilmistir.
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Yontem 1: Seyreltme yontemi ile saflastirma:

Fajlarin saflagtirma iglemi i¢in petri kaplarinda olusan faj plaginin igine steril bir
kiirdan batirilmis daha sonra i¢inde 1 ml SM Buffer bulunan ependorf tiipiin igine
konularak 15 dak. bekletilmisti. Bu sekilde 10%a kadar seyreltilen faj
siispansiyonlarindan 100’er pl ile 24 saatlik NB besi yerinde gelistirilen Pcc izolatindan
100 pl alinarak bos petrilere konulmustur. Daha sonra 45-50 °C’ye kadar ilitilmis KB ve
NA besi yerleri ayr1 ayr petrilerdeki siispansiyon tizerine dokiilerek hafifce
calkalanarak besi yerleri ve siispansiyonlarin karisimi saglanmistir (Sekil 3.24). Steril
kabinde yar1 agik sekilde kurutulan petriler 48 saat boyunca 27 °C’de inkiibatore
birakilmistir. 48 saat sonra petriler faj plaklar1 (erime alanlar) yOniinde

degerlendirilmistir.

Sekil 3.24. Izole edilen fajlarin SM Buffer ile seyreltme yontemiyle
saflastirilmasi

Yontem 2: Faj plaklari kesme yontemi ile saflastirma:

Faj plag: steril bir bistiiri ile kesilmis ve her plak, icinde 24 saat 6nce Pcc izolati
gelistirilmis NB besi yeri olan tiiplere konulmustur. 24 saat boyunca 26 °C ve 150
rpm’de orbital galkalayicida calkalanmaya birakilmistir (Sekil 3.25). Sadece patojen
(Pcc) inokiile edilen tiipler pozitif kontrol olarak, faj veya patojen konulmamis iginde
NB besi yeri olan tiiplerde negatif kontrol olarak ¢alismada kullanilmigtir. 24 ve 48 saat
sonra cam tilipler olusan seffaflik yoniinden ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Siire sonunda
ornekler UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA) ile 600 nm dalga

boyunda okunarak absorbans degerleri belirlenmistir.
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Sekil 3.25. Steril bistiiri ile kesilen faj plaklarinin, i¢inde patojen bulunan NB besi
yerindeki aktivitesi

3.5. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tiim in vitro denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gére kurulmus olup,
patojen gelisiminin engellenme oranlari % oranlarina cevrilmeden SPSS istatistik
programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans analizi
yapilmis ve izolatlar arasindaki farklilik Tukey HSD Testi ile tespit edilmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Sorvey Calismalar

Sorvey calismalari, Hatay ilinde %58 oranla havug yetistiriciliginin en fazla
yapildigi Kirikhan ilgesine bagli bes farkli mahallede (Cataltepe, Yalangoz,
Karadurmuslu, Topbogazi ve Soguksu) bulunan 30 tarlada, 4 adet havug¢ yikama ve
paketleme evinde yiiriitilmistiir. S6rvey yapilan bu alanlarin yani1 sira Hatay ilinin
Reyhanli ve Kumlu gibi diger ilgelerinden hasat edilip Antakya sebze halinde satisa
sunulan hastalik belirtisi gdsteren havug bitkilerinden de 6rneklemeler yapilmistir.

Hastaligin en yiiksek yayginlik oran1 %60 ile Cataltepe mahallesinde goriiliirken,
Karadurmuslu mahallesinde %30 ve Yalangoz mahallesinde %20 olarak tespit
edilmistir. Soguksu ve Topbogazi mahalleleri 6zellikle tarlalarin drenaj problemi
olmamast ve yabanci otlarla miicadele iyi miicadele edildigi bakimli islemlerinin
olmasindan kaynakli, bakteriyel hastaliklarin hem yayginlik hem de bulunma oram
diger mahallelere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Soguksu mahallesinde
hastaligin yayginlik oran1 %10 olarak belirlenirken, Topbogaz1 mahallesinde bu oran
%7 olarak belirlenmistir. Hastaligin enfekteli bahcelerdeki bulunma oranit Cataltepe
mahallesinde %25 olarak belirlenirken Karadurmuslu mahallesinde %210, Yalangoz
mahallesinde %5, Soguksu mahallesinde %3 ve Topbogazi mahallesinde %2 oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. Kirikhan ilgesinde bulunan havug tarlalarinda bakteriyel hastaliklarin
yayginlik ve yogunluk durumu

Sorvey alam Incelenen tarla  Yayginhk Bulunma
sayis1 oram (%) orani (%)
Cataltepe 6 60 25
Karadurmuslu 6 30 10
Yalangoz 6 20 5
Soguksu 6 10 3
Topbogazi 6 7 2

Hatay i¢in 6nemli bir gelir kaynagi olan havug bitkisinin bakteriyel hastaliklardan

yogun bir sekilde etkilenmesi iiretici i¢in gelir kaybina sebep olmakta ve iiretici havug
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yetistiriciliginden vazgegerek bir sonraki iiretim sezonunda farkli iiriin ¢esidine
yonelmektedir. Ornek olarak Cataltepe mahallesinde bir tarlada yogun bakteriyel
hastaliklardan dolay1 bitkiler sokiilmiis ve toplatilmadan tarlada birakilmisti. Bir sonraki
tiretim sezonunda ayni tarla ziyaret edildiginde bugday ekildigi tespit edilmistir. Sérvey
sonuglart incelendiginde genel olarak hasat dncesi donemde havalarin kurak gegmesi ve
sentetik ilaclarin asir1 kullanimindan dolayr hastalik belirtilerinin seyrek gortldiigi,
ancak hasat doneminde (Aralik-Nisan) yogun yagislardan dolay1 6zellikle taban suyu
yiiksek ve drenaji olmayan tarlalarda bakteriyel hastalik belirtisinin daha siddetli
goriildigi tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Havug bitkilerinde bakteriyel hastalik belirtileri

4.2. Patojen Bakteri izolasyonu

Steril kurutma kagidinda kurutulduktan sonra havug bitkilerinin yumusak doku ve
saglikli dokunun birlestigi noktada steril bir bistiiri ile kesilmis, steril bir 6zeyle bitkiden
dogrudan besi ortamina ¢izim gergeklestirilmistir. Petriler 24 + 2 °C’de 24-48 saat
siireyle inkiibe edilmistir. NGA besi yerinde seffaf-krem renkte, kenarlar1 krater-ptiriizlii
sekilli bakteri kolonileri NGA besi yerine tekrar transfer edilmistir.

Cataltepe mahallesinde hasta bitkilerden yapilan izolasyonda saflastirilan 80
izolattan 20’sinin, Karadurmuslu mahallesinde saflastirilan 50 izolattan 15’inin,
Yalangoz mabhallesinde saflastirilan 45 izolattan 10’unun, Soguksu mahallesinde
saflastirilan 28 izolattan 5’inin ve Topbogazi mahallesinde saflastirilan 15 izolattan
5’inin patojen oldugu saptanmistir. Ayrica paketleme evlerinde ve Antakya sebze
halinden toplanan hasta bitkilerden yapilan izolasyonda saflastirilan 40 izolattan 10°u

olmak {izere caligma kapsaminda toplam 65 adet patojen izolat elde edilmistir. Bu
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izolatlar arasindan sorvey alanlarini temsil edecek sekilde secilen 6 patojen bakteri

izolatinin tanist MALDI-TOF MS ile yapilmistir.

4.3. Patojen Bakteri izolatlarinin Tanisi

4.3.1.Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS Yoéntemiyle Tanis1

Bakterilerin tanilanmasinda molekiiler yontemlerin yani sira MALDI-TOF/MS
mikrobiyal tanilama ve teshis i¢in potansiyel bir ara¢ olarak son yillarda kullanilmaya
baslanmigtir. Bitki, gida, ¢cevre patojeni bakterilerin teshisinde kullanilan MALDI-TOF
MS sistemi is¢ilik, zaman ve is¢ilik maliyet agisindan olduk¢a avantajlara sahip yeni
nesil tanilama sistemi olup, mikroorganizmalar1 adina dogru tiir teshisi ile geleneksel ve
molekiiler tan1 yontemlerine esit veya daha ileri oldugu yapilan bircok c¢aligmalarla
dogrulanmistir (Pavlovic ve ark., 2012; Singhal ve ark. 2015; Aktan ve Soylu 2020;
Soylu ve ark., 2020; Bozkurt ve ark., 2023). Ayrica MALDI-TOF/MS’nin ayirt edici
giicii ve tanilama dogrulugunun biyokimyasal testlerden {istiin oldugu kanitlandigi
bildirilmistir (Nagy ve ark. 2009).

Tim bu calismalar g6z 6niine alindiginda, havu¢ yumrularinda yumusak ¢iiriikliik
belirtisi gosteren dokulardan yapilan patojen izolasyonlardan elde edilip saflastirilan 65
izolattan sorvey alanlarini temsil edecek sekilde secilen 6 farkli bakteri izolatinin
(EcH4, PmH11, PaH15, PcH16, PcK24 ve PaH27 kodlu izolatlar) tanilanmasi MALDI-
TOF MS ile yapilmistir. MALDI-TOF protein profil analizler sonuglarina gore; PaH15
izolat1 yumusak c¢iiriikliilk ve karabacak etmeni Pectobacterium atrosepticum olarak
tanilanirken, PcH16 ve PcK24 izolatlar1 bakteriyel yumusak ciirlikliik etmeni
Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum olarak tanilanmigtir. Morfolojik olarak
farklilik gosteren EcH4, PmHI11 ve PaH27 izolatlarida firsat¢i yumusak ciirtiklik
etmeni olarak bilinen Enterobacter cloacae, Pseudomonas marginalis ve Pantoea

agglomerans olarak tanilanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. MALDI-TOF ile tanis1 yapilan patojen izolatlar1 ve benzerlik indeks
degerleri

Bakteri tiirii ismi MALDI-TOF
Benzerlik indeksi
Enterobacter cloacae EcH4 2.278
Pseudomonas marginalis PmH11 2.221
Pectobacterium atrosepticum PaH15 2.655
Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum PcH16 2.321
Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum PcK24 2.17
Pantoea agglomerans PaH27 2.268

Soylu ve ark. (2022) Amik ovasinda havug tiretim alanlarinda yaptiklari sorvey
calismalarinda bu g¢alismamizi destekler nitelikte yaygin primer bakteriyel yumusak
clirliklik hastalik etmeni olarak Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum’u
belirlemislerken, Enterobacter cloacae, Pseudomonas marginalis ve Pantoea
agglomerans tiirlerini ise sekonder oneme sahip firsat¢1 yumusak ciiriikliik hastalik

etmeni olarak tanilamislardir.

4.3.2.Patates Dilimleri ile Yumusak Ciiriikliik Testi

Patates dilimleri ile yapilan yumusak ciiriiklik testinde Pectobacterium
atrosepticum PaH15, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PcH16 ve
PcK24 izolatlar1 fakli siddetlerde yumusak ciiriikliik belirtilerine neden olmuslardir
(Sekil 4.2). Fwsatqr yumugak ¢iiriikliik etmeni olan Enterobacter cloacae ECHA4,
Pseudomonas marginalis PmH11 ve Pantoea agglomerans PaH27 izolatlar1 ise

inokulasyon noktalarinda hafif ¢iiriikliik belirtilerine neden olmuslardir.
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Sekil 4.2. Patates dilimleri patojenite testinde yumusak ¢iiriikliik meydana getiren
bakteri izolatlar1
Yapilan patates dilimi yumusak ¢iiriikliik testi sonucunda en yogun yumusak
ciirliklik ve eksudat ousumu Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PcH16

izolatininin inokule edildigi patates diliminde meydana gelmisti (Sekil 4.2).

4.3.3.Havug Dilimleri Uzerinde Patojenisite Testi

Havug dilimleri iizerinde yapilan inokulasyonu sonucund yumusak ¢iiriiklik
belirtileri 2 giin sonra gozlemlenmistir. Yapilan havug dilimleri patojenist testi
sonucunda Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PcHI16 izolati
Pectobacterium atrosepticum PaH15 ve Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum PcK24 izolatina gore daha fazla eksudat salgilanmasiyla birlikte daha

yogun bir ¢ilirlime meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Patojen izolatlarin patojenite testinde havug dilimlerinde meydana getirdigi
yumusak ¢iiriikliik. H16=Pcc, K24=Pcc, H15=Pca, K(+)= Pcc, K(-)=Distile su

Bitki patojeni mikroorganizmalarin tani ile ilgili en 6nemli adimlardan biri de
patojenite testleridir. Fitopatojen bakterilerin patojenisite testleri izole edildikleri
konukcuyla yapildigi  gibi, alternatif konukgularla da patojenisite testler
yapilabilmektedir. Son yillarda elma kok uru etmeni Rhizobium radiobacter
(Agrobacterium tumefaciens)’in patojenisitesini belirlemek igin havug dilimleri bir¢ok
calismada kullanilmistir (Bozkurt ve Soylu, 2011; Geylani Yiizbasioglu ve Aysan,
2021; Tekiner Aydin ve Kotan, 2022).

Bu tez caligmasi kapsaminda yapilan hem patates yumusak ciirtikliik testinde
meydana getirdigi yogun yumusak ¢liriikliik hem de havug dilimleri patojenisite testinde
havug dilimleri tizerinde diger patojen izolatlara gore salgilamis oldugu fazla eksudat ve
yogun yumusamadan dolayr Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PcH16
izolat1 tez ¢alismasi kapsaminda kullanilmaya karar verilmistir. Patojenisite testinde
havug dilimlerine inokule edilen PCH16 izolat1 eksudat ve yumusak ¢iiriikliik belirtisi
gosteren havu¢ dokularindan tekrar izole edilmis ve MALDI-TOF/MS ile tanisi
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yapilmistir. Tanilanma sonucunda Pcc olarak tanilanmis ve indeks degeri 2.415 olarak

belirlenmistir.

4.3.4.Tutiinde Asir1 Duyarhlik Testi (HR)

P. carotovorum subsp. carotovorum PcH16 izolatinn 10® hiicre/ml’lik
siispansiyondan steril enjektdr yardimiyla tiitiin yapraginin damar aralarina enjekte
edilmis, inokulasyondan 24-48 saat sonra tiitiin bitkisinde Pcc inokule edilen yerlerde

¢cokmeler ve agir1 duyarlilik reaksiyonu gozlemlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Tiitiin HR testinde meydana gelen HR (+) ve HR negatif alanlar.

4.3.5. Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyonun Belirlenmesi

Taze hazirlanan %3’liik potasyum hidroksit soliisyonundan lam {izerine bir
damla damlatildiktan sonra 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril bir kiirdanla alinan
bakteri, soliisyona dairesel hareketlerle karistirilmistir. 15-20 saniye sonra steril kiirdan
yukar1 kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olusmasi KOH pozitif gram
negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Bacillus subtilis’te

herhangi bir siinme meydana gelmemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PcH16’un Potasyum
Hidroksit testi (KOH) ile Gram reaksiyonun negatif olarak belirlenmesi (ok)

4.3.6.Patojen Bakterilerin Molekiiler Tanis1

Klasik tan1 yontemlerinin yani sira MALDI-TOF MS tan1 yontemiyle patojen
oldugu belirlenen 3 farkli bakteri izolatinin (Pcc, Pca ve K24) kit yardimi ile DNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’lar 16SrRNA genel primerler (27F ve 1492R)
ile PCR caligsmalarinda 1568 bp’lik bantlar elde edilmistir (Sekil 4.6). Yapilan niikleotid
sekans analiz sonuglarina gére MALDI-TOF MS tanit yonteminde Pectobacterium
atrosepticum olarak tespit edilen izolatta (H15) dahil her 3 izolatin (H15,H16 ve K24)
GenBankasinda Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’a ait sekanslarla

eslesmistir.
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Sekil 4.6. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 27F, 1492R primer
cifti kullanilarak yapilan molekiiler tanisinda agaroz jel {izerinde olusan bantlar

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un 16SrRNA gen bdlgesine ait
genel primerlerden olan 27F ve 1492R primerleri kullanilarak molekiiler tanisiyla ilgili
bircok calismada benzer sekilde bantlar elde edilmistir (Muturi ve ark., 2018; Ragavi ve
ark., 2019; Lavanya ve ark., 2023).

4.3.7.Filogenetik Analizler

Elde edilen sekanslar kullanilarak NCBI BLAST analizleri yapilmis (Sekil 4.7) ve
izole edilen bakterilerin GenBank’ da Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
referans straini ile yiiksek oranda (%98) benzerlik gostererek ayni grupta kiimelenirken,
kullanilan diger Pectobacterium tiirleri kendi iclerinde Pectobacterium carotovorum

subsp. carotovorum’dan ayri olacak sekilde kiimelenmistir (Sekil 4.8).
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Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Selectcolumns ~ Show ()
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Max Total Query E Per.

Description Scientific Name
'rp v Score | Score  Cover 'value Ident
v - v - v

Acc.Len  Accession
v

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain NXN-3 168 ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobacterium ... 1616 1616 98% 0.0 98.18% 1448 MG591823.1

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain APEC14-07 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Pectobacterium ... 1616 1616 98% 0.0 98.08% 1432 KI222000.1

P arotovorum subsp. carotovorum strain SK17 168 ribosomal RNA gene. pariial sequence Pectobacterium ... 1616 1616 98% 00 9818% 1439 KC790305.1

Pectobacterium carofovorum subsp. carotovorum strain RY13 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobacterium ... 1613 1613 98% 00 9817% 1433 KC790291.1

P carotovorum subsp. carotovorum strain RNS 168 ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobact n.. 1613 1613 98% 0.0 9817% 1440 KC790280.1
Pectobacterium carofovorum subsp. carofovorum strain RN24 168 ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobacterium ... 1609 1609 98% 0.0 9807% 1439 KC790284.1
Pec carotovorum subsp. carotovorum strain PN19 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Pectobacterium ... 1609 1609 98% 0.0 98.07% 1441 KC7902631
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain RY29 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobacterium ... 1605 1605 97% 0.0 9817% 1433 KC790297.1

Pectobacterium carotovorum subsp. carofovorum strain GGH-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pectobacterium ... 1604 1604 98% 0.0 9796% 1449 MGS5918221

P carotovorum subsp. carotovorum strain GDX-5 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobacterium ... 1602 1602 97% 0.0 98.16% 1445 [MG591828.1

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain QHX-3 168 ribosomal RNA gene. partial sequence Pectobacterium ... 1602 1602 98% 0.0 97.96% 1447 [MG591826.1

Sekil 4.7. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tiirlerinin BLAST analiz

sonuglari

7 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum H1
% Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum H2
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum H3
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ICMP 5702 (NR 116047.1)
Pectobacterium odorferum LMG 17566 (NR 025316.1)
Pectobacterium brasiliense 212 (NR 118228.1)
Pectobacterium aroidearum SCRI 109 (NR 159926.1)
Pectobacterium parmentieri RNS 08-42-1A (NR 153752.1)
Pectobacterium wasabiae SR91 (NR 114704.1)
Pectobacterium betavasculorum ATCC 43762 (NR 026046.1)
62 Pectobacterium atrosepticum LMG 2386 (NR 044980.1)
23 L— Pectobacterium peruviense IFB5232 (NR 179731.1)
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 (NR 026078.1)

40

Sekil 4.8. Neighbour-joining metodu kullanilarak farkli izolatlarinin ve diger
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tiirlerinin karsilastirilmasi ile
olusturulan filogenetik agac¢. dallarin yaninda yer alan rakamlar Bootstrap degerlerini
gostermektedir

4.4, Epifit Bakterilerin izolasyonu ve Tanist

Bakteriyel yumusak ¢iiriikliik etmeni ile biyolojik miicadelede kullanilan epifit
bakteriler hastaligin goriilmedigi tarlalardan saglikli havug bitkilerinin yaprak, kok ve
rizosfer topragindan izole edilmistir. Izolasyonlar sonucunda morfolojik olarak farkli
olabilecegi diisiiniilen kok ve yapraktan 144 ve rizosfer topragindan 52 adet olmak

tizere toplam 196 epifit bakteri izolat1 saflagtirilmistir. Saflastirilan bakteri izolatlar ikili
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kiiltlir testine tabi tutulmus, test sonucunda Pcc’ye karsi antagonistik etki gosteren 7’si
yaprak, 11’1 kok ve 21’1 rizosfer topragindan olmak {izere toplam 39 aday antagonist
bakteri izolatlarinin MALD-TOF ile tanilar1 yapilmistir.

MALDI-TOF tani sonuglarina gére cins diizeyinde ilk siray1 24 izolat ile Bacillus
alirken bunu siras1 ile Enterobacter (8 izolat), Pseudomonas (5 izolat), Pantoea (1

izolat) ve Stenotrophomonas (1 izolat) izlemistir.

4.5. Aday Epifit Bakteriler ile Tiitiinde Asir1 Duyarhihik Testi (HR)

Tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik tepkimesinin belirlenmesi testinde pozitif
kontrolle birlikte 9 adet izolatta tipik HR belirtileri meydana gelirken negatif kontrol ve
30 adet antagonist adayi izolatlarda inokule edildigi alanlarda herhangi bir belirti

meydana gelmemistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Tiitiin agir1 duyarlilik testinde (HR) epifit bakterilerin inokule edildigi
alanlarda HR (-) ve HR(+) alanlar (ok)

4.6. Aday Epifit Bakterilerin Havuc¢ Dilimleri ile Yumusak Ciiriikliik Testi

Aday epifit bakterilerin havug dilimleri ile yumusak ciiriikliik testinde havug
dilimlerine epifit bakterilerin inokulasyondan 2 giin sonra degerlendirme yapilmistir.
Inokulasyon noktasinda meydana gelen yumusama pozitif olarak kabul edilmistir. Test
sonucunda Pcc inokule edilen pozitif kontrol ile birlikte 11 aday epifit izolati
yumusama meydana getirirken, 28 antagonist aday1 epifit bakterilerin inokule edildigi
alanlarda ve negatif kontrol uygulamasinda yumusama meydana gelmemistir (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. Havug yumusak ¢iiriikliik testinde yumusak ¢iiriiklilk meydana getirmeyen
(a) ve getiren (b) epifit bakteri izolatlar1 (0K)

4.7. Aday Antagonist Bakteri izolatlarimin Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile
Gram Reaksiyonun Belirlenmesi

Taze hazirlanan %3’liikk Potasyum Hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir damla
damlatildiktan sonra 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril bir kiirdanla alinan bakteri,
soliisyona dairesel hareketlerle karistirilmistir. 15-20 saniye sonra steril kiirdan yukari
kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olusmast KOH pozitif gram negatif
olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Bacillus subtilis’te herhangi

bir sinme meydana gelmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. KOH testinde siinme gosteren (0k) ve Gram negatif olarak kabul edilen
izolat

4.8. Aday Epifit Bakterilerin In vitro Biyokontrol Etkinin Belirlenmesine Yonelik
Calhismalar

4.8.1. Antagonistik Etkinin Belirlenmesi

Antibiyosis testleri sonucunda 7’si yaprak, 11’1 kdk ve 21’1 rizosfer topragindan
olmak {izere toplam 39 aday antagonist bakteri patojen gelisimini farkli oranlarda
engellemistir. Antibiyosis testlerinde etkili bulunan epifit bakteri izolatlarinin izole
edildigi bitki kismi, MALDI-TOF sonuglari ve gram ozellikler1 Cizelge 4.3°te

verilmistir.
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Cizelge 4.3. Antibiyosis testinde etkili bulunan epifit bakterilerin genel 6zellikleri ve
tan1 sonuglari

izolat izole Gram MALDITOF
edildigi Reaksiyonu Ben. indeksi
kisim
Bacillus amyloliquefaciens HCEP-Y42 Yaprak + 2.091
Bacillus subtilis HCEP-Y43 Yaprak + 1.828
Bacillus sp HCEP-Y44 Yaprak + 1.607
Bacillus cereus HCEP-Y45 Yaprak + 2.291
Bacillus cereus HCEP-Y 46 Yaprak + 2.221
Bacillus cereus HCEP-Y48 Yaprak + 1.976
Bacillus cereus HCEP-Y49 Yaprak + 1.807
Enterobacter bugandensis HCEP-K21 Kok - 2.109
Enterobacter cloacae HCEP-K26 Kok - 2.074
Enterobacter cloacae HCEP-K28 Kok - 2.248
Pantoea dispersa HCEP-K31 Kok - 1.600
Enterobacter cloacae HCEP-K71 Kok - 1.870
Enterobacter bugandensis HCEP-K72 Kok - 2.066
Enterobacter kobei HCEP-K74 Kok - 2.016
Enterobacter cloacae HCEP-K75 Kok - 2.113
Pseudomonas brassicacearum HCEP-K116 Kok - 1.946
Pseudomonas thivervalensis HCEP-K117 Kok - 1.974
Pseudomonas thivervalensis HCEP-K213 Kok - 1.823
Bacillus. sp HCEP-T13 Toprak 1.711
Bacillus subtilis HCEP-T14 Toprak + 1.984
Bacillus subtilis HCEP-T16 Toprak + 2.083
Bacillus megaterium HCEP-T22 Toprak + 2.017
Stenotrophomonas rhizophila HCEP-T23 Toprak + 2.105
Bacillus megaterium HCEP-T25 Toprak + 2.177
Bacillus megaterium HCEP-T27 Toprak + 2.118
Bacillus drentensis HCEP-T28 Toprak + 1.677
Bacillus koreensis HCEP-T31 Toprak - 2.178
Bacillus subtilis HCEP-T33 Toprak + 1.747
Bacillus mojavensis HCEP-T34 Toprak + 2.050
Pseudomonas thivervalensis HCEP-T49 Toprak - 1.758
Bacillus subtilis HCEP-T61 Toprak + 2.230
Bacillus megaterium HCEP-T62 Toprak + 1.700
Bacillus safensis HCEP-T63 Toprak + 1.640
Pseudomonas umsongensis HCEP-T64 Toprak - 1.853
Bacillus safensis HCEP-T65 Toprak + 1.701
Bacillus megaterium HCEP-T66 Toprak + 2.140
Bacillus subtilis HCEP-T410 Toprak + 1.645
Bacillus cereus HCEP-T461 Toprak + 2.091
Bacillus cereus HCEP-T462 Toprak + 2.088

Fokkdk

* -
Bacillus, **Enterobacter, ***Pseudomonas, ****Pantoea, Stenotrophomonas

Antagonistik etkinin belirlendigi antibiyosis testleri ikili karsilagtirma yontemi ile
yapilmistir. Antagonist aday1 epifit bakteriler besi yerine nokta ekimi yapildiktan 24

saatlik inkiibasyondan sonra petrilere patojen bakteri piilverize edilmis ve inkiibasyona
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birakilmustir. Iki giinliik inkiibasyon siirecinden sonra antagonist aday: bakterilerin

patojen bakteri gelisimini engelleme oranlari indeks degerlerine gore yapilmistir (Sekil
4.12).

Sekil 4.12. Antaginistik etkinin belirlemesi testlerinde aday antagonist epifit bakteri
izolatlarinin patojen gelisimini engellemesi sonucu olusan engelleme bolgeleri (0k)
Aday epifit bakteri izolatlar1 ile yapilan antibiyosis testi sonucu olusan engelleme
zonlarinin ¢apmnin bakteri kolonisinin ¢apmna boliinmesi ile indeks degerleri
hesaplanmigtir. Antibiyosis testinde en yiiksek antagonistik etkinlik (indeks degeri
olarak) Pantoea dispersa HCEP-K31 (5.81) izolatinda belirlenirken bunu sirasiyla
Pseudomonas brassicacearum HCEP-K116 (5.23) ve Bacillus megaterium HCEP-T22
(3.79) izolatlari izlemistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Aday epifit bakteri izolatlarin patojen bakteriye karsi in vitro antagonistik
etkileri

Bakteri Tiir indeks Bakteri Tiir indeks
isimleri degeri isimleri degeri
P. dispersa*** HCEP-K31 5.81i B. drentensis HCEP-T28 2.009
P.brassicacearum**** HCEP-K116 5.23i B. cereus HCEP-T462 1.979
B. megaterium HCEP-T22 3.79 B. subtilis HCEP-Y43 1.93b¢
B. megaterium HCEP-T27 3.28"  B. cereus HCEP-T461 1.9209
B. megaterium HCEP-T62 3.28"  B. subtilis HCEP-T33 1.92b9
P. koreensis HCEP-T31 3.009"  B. mojavensis HCEP-T34 1.87°f
B. safensis HCEP-T63 2.88M  E.cloacae HCEP-K71 1.77%¢
E. cloacae HCEP-K28 2.87¢ E. kobei HCEP-K74 1.69Pbcd
P. umsongensis HCEP-T64 2.83*1  E. bugandensis** HCEP-K21 1.68bcd
B. cereus HCEP-Y46 2.81%  P. thivervalensis HCEP-K213 1.59b¢
B. safensis HCEP-T65 2.76d"  Bacillus. sp HCEP-T13 1.58b¢
E. cloacae HCEP-K75 2.53¢h B. subtilis HCEP-T16 1.58b¢
B. megaterium HCEP-T66 2.52¢"  E. bugandensis HCEP-K72 1.56"
B. subtilis HCEP-T410 2.22¢"  B. subtilis HCEP-T14 1.33°
P. thivervalensis HCEP-T49 2.13*9  B. megaterium HCEP-T25 1.30°
B. cereus HCEP-Y49 2.13>9  B. subtilis HCEP-T61 1.26°
B.amyloliquefaciens” HCEP-Y42 2.12>9  Bacillus. sp HCEP-Y44 1.22°
E. cloacae HCEP-K26 2.04>9 S, rhizophila™"" HCEP-T23 1.16°
B. cereus HCEP-Y45 2.00b%  P. thivervalensis HCEP-K117 0002
B. cereus HCEP-Y48 2.0009

ek Kk

“Bacillus, **Enterobacter, ***Pseudomonas, ****Pantoea, Stenotrophomonas

Antagonistik etkinin belirlenmesi ¢aligmalarina bakildiginda genellikle Bacillus
ve Pseudomonas cinsleri etki olurken, en etkili izolatin Pantoea dispersa oldugu tespit
edilmistir. P. dispersa bir¢ok ¢alismada biyokontrol ajan olarak kullanilmigtir. P
dispersa, Fusarium udum’a kars1 biyolojik miicadele ajani olarak kullanildigi bir
caligmada in vitro denemelerinde F. udum 'un biiyiimesini engellerken, saksi ve tarla
denemelerinde kimyasal bir fungusit olan Bavistin ve antifungal bikontrol ajani
Trichoderma Monitor WP ile karsilastirmali denemelerde her iki preparata gore daha
etkili oldugu saptanmistir. Tohumlarin P. dispersa ile muamelesindeki tarla
denemesinde. solgunluk insidansin1 %47 azaltirken, bu oran Bavistin’de %41 ve
Trichoderma Monitor WP’de %36 olarak tespit edilmistir (Maisuria ve ark., 2008).
Zhang ve Birch (2003) yaptiklar1 calismada P. dispersa nin hizli biiyiime ve ortami
asitlestirme yetenegi sayesinde seker kamisi yaprak yanikligi etmeni Xanthomonas
albilimeans 'a kars1 rekabet giicliniin yiiksek oldugunu saptamislardir. Nejad-Aghdam ve
ark., (2024) patates tarlasinda baskin bir yabanci ot olan Convolvulus arvensis L. (Tarla

sarmasi81)’den izole ettikleri Pantoea spp. izolatt Pcc’ye in vivo uygulamasinda yumru
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clirlimesini %58.5 oraninda azalttigi, depo kosullarinda hastalik insidansin1 %56.7
oraninda azalttig1 ve %52 oraninda da tedavi edici oldugu tespit edilmistir.

Pseudomonas brassicacearum ilk defa arabidopsis ve kanola bitkilerinin
rizosferinden izole edilmistir (Achouak ve ark., 2000). Pseudomonas brassicearum’un
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum ve Phytophthora capsici gibi
onemli fungal patojenlere antifungal etki gostererek in vitro kosullarda fungus
gelisimini inhibe ettigi saptanmistir (Chung ve ark., 2008). Pseudomonas
brassicacearum maydanoz yaprak leke hastaligi etmeni P. syringae pv. apii’ye karsi
biyolojik miicadele ajani olarak kullanildigi ¢alismada antibiyosis testinde 4.17 indeks
degeri ile en etkili izolatlar icerisinde yer almis ve saksi denemesinde %56 oraninda
hastaligi engelledigi saptanmistir (Varhan ve Bozkurt 2021). Zhou ve ark., (2012)
yaptiklart ¢alismada Pseudomonas brassicacearum J12 izolatinin domateslerde
bakteriyel solgunluk etmeni Ralstonia solanacearum’un gelisimini etkili bir sekilde
inhibe ettigi (30 °C’de 24.7 mm) ve sera denemelerinde hastalik gelisimini %45
oraninda baskiladig1 saptamislardir.

Bir diger etkili izolat olan Bacillus ise birgok fungal ve bakteriyel bitki patojenine
kars1 etkili olup biyolojik miicadele ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir bakteri

tiirtidiir (Krzyzanowska ve ark., 2012; Campos ve ark., 2010; Schwartz ve ark., 2013).

4.8.2.Epifit Bakteri izolatlarimin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Potansiyelinin
Belirlenmesi

Bitkilerin saglikli ve diizenli biiyiimeleri igin 151k, su, mineral, besin maddeleri,
CO2 ve Oy’ yi diizenli almalarinin yani sira bir takim i¢ faktorlerin meydana gelmesi
gerekir. Bitkilerin biiylime ve gelismeyi diizenleyen en 6nemli i¢ faktdrlerden bir tanesi
de hormonlardir. Bu hormonlarin en bilineni de IAA. TAA bitkide kok gelisimi, kok
yiizey alaniin genislemesi, bitki besin elementlerin bitkiye alinmasi, hiicre boliinmesi
gibi bircok etkinligi bulunmaktadir (Imriz ve ark., 2014). Yapilan bir¢cok calismada
farkl tiirlere ait PGPR izolatlar1 TAA f{irettigi ve bu sayede dolayli olarak hastaliklara
miicadelede Onemli rol oynadigi belirlenmistir (Samuel ve Muthukkaruppan, 2011;
Imriz ve ark., 2014).

Aday antagonist bakteri izolatlarinin IAA {iretme potansiyelleri L-tryptophane

iceren LB besi yerinde belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri bilinen 1AA
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cozeltisi ile hazirlanan IAA konsantrasyon standart egrisiyle karsilastirilmak suretiyle

bakteri izolatlarinin IAA {iretim miktarlar1 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Epifit bakteri izolatlarinin IAA iiretim miktarlar1 (ug/ml)

Bakteri Tiir pg/ml Bakteri Tiir pg/ml

Isimleri Isimleri

E. cloacae HCEP-K71 87.40° B. subtilis HCEP-Y43 61.22
B. subtilis HCEP-T14 79.30bc E. cloacae HCEP-K26 61.15
B. cereus HCEP-T462 75.00% B. mojavensis HCEP-T34 60.10°
P. thivervalensis HCEP-K213 72.06" B. subtilis HCEP-T61 59.90°<0:
B. megaterium HCEP-T27 71.30% B. drentensis HCEP-T28 59.44P
P. thivervalensis HCEP-T49 68.70" B. cereus HCEP-T461 59.02
P. umsongensis HCEP-T64 67.20bc B. subtilis HCEP-T33 58.9h°

P.brassicacearum™ "HCEP-K116 66.9° B.amyloliquefaciens” HCEP-Y42 58.8"

B. megaterium HCEP-T62 65.44°¢ E. kobei HCEP-K74 58.46%
B. megaterium HCEP-T25 64.80bc S. rhizophila™" HCEP-T23 58.00%
E. bugandensis” "HCEP-K21 64.70" B. subtilis HCEP-T16 57.70
B. megaterium HCEP-T66 64.00" Bacillus. sp HCEP-T13 57.14
B. safensis HCEP-T63 63.27% E. bugandensis HCEP-K72 56.7

P. dispersa”™ HCEP-K31 62.8" E. cloacae HCEP-K75 56.04%
P. koreensis HCEP-T31 62.56" B. cereus HCEP-Y45 52.0%

P. thivervalensis HCEP-K117 62.11% B. megaterium HCEP-T22 51.45b¢
E. cloacae HCEP-K28 61.91° B. cereus HCEP-Y48 45.83°

B. cereus HCEP-Y49 61.73" B. cereus HCEP-Y46 44.80°

B. subtilis HCEP-T410 61.7% Bacillus. sp HCEP-Y44 43.35°

B. safensis HCEP-T65 61.35" Kontrol 0,002

*Bacillus, **Enterobacter, ***Pseudomonas, ****Pantoea,

Kk KA

Stenotrophomonas

Aday antagonist bakteri izolatlar1 igerisinde en yiiksek TAA {tiretimi E. cloacea
HCEP-K71 (87.40 pg/ml) ve Bacillus subtilis HCEP-T14 (79.30 pg/ml) izolatlart
tarafidan tiretilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.13).

75



Sekil 4.13. L-tryptophan igeren LB besi yeri icerisinde IAA iiretimine bagl olarak meydana
gelen renk degisimleri

Rizosfer (kok ve kok gevresi) bolgesi mikrobiyal aktivitenin en yogun oldugu
bolgelerden biridir. Bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterlerin en Onemli
yeteneklerden biride rizosfer veya kok dokusunda fitohormon sentezlemeleridir.
Yapilan birgok c¢alismada cesitli bitkilerin kok ve kok bolgesinde izole edilen
Enterobacter spp. ve Bacillus spp. izolatlarinin IAA sentezledigi tespit edilmistir (de
Santi Ferrara ve ark., 2012; Ahmed ve ark., 2016; Ullah ve ark., 2017; Aktan ve Soylu,
2020).Yapilan bu tez caligmasinda da en yiiksek IAA degeri Enterobacter ve Bacillus

tiirlerinde saptanmasi yapilan onceki ¢alismalarla paralellik gostermistir.

4.8.3.Epifit Bakteri izolatlarinin Siderofor Uretimlerinin Belirlenmesi

Siderefor olusumunun belirlenmesinde Chrome azurol S igerikli Blue CAS agar
kullanilmistir. CAS agar ortamina nokta ekim yapilan bakteri kolonilerinin etrafinda
olusan sar1 veya turuncu alanlar siderefor pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil 4.14).
Bakteri kolonileri etrafinda olusan sar1 ve turuncu alanlarin koloni ¢apina boliinmesi ile

indeks (S-indeks) degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 4.14. Epifit bakterilerin CAS agar ortaminda siderofor iiretmeleri sonucu olusan
sari-turuncu alanlar(ok) ve siderofor iliretmeyen izolatlar (*)
Aday antagonist bakteri izolatlarinda en yiiksek siderofor tiiretimi Bacillus.
drentensis HCEP-T28 (2.86) izolatinda belirlenirken bunu Pseudomonas thivervalensis
HCEP-T49 (2.84) ve Pseudomonas umsongensis HCEP-T64 (2.79) izolatlar1 izlemistir.

Test edilen 7 izolatta siderofor iiretimi gézlemlenmemistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Epifit bakteri tiirlerinin in vitro siderofor tiretimi indeks degerleri

Bakteri Tiir indeks Bakteri Tiir indeks
Isimleri degeri Isimleri degeri
B. drentensis HCEP-T28 2.86/ B. cereus HCEP-Y49 1.61"9
P. thivervalensis HCEP-T49 2.841 B. megaterium HCEP-T62 1.600f
P. umsongensis HCEP-T64 2.791 B. cereus HCEP-Y46 1.580f
P.brassicacearum**** HCEP-K116 2.62 B. subtilis HCEP-Y43 1.55%¢
E. cloacae HCEP-K28 2.19 B. cereus HCEP-Y45 1.55%¢
B. cereus HCEP-Y48 2.13N E. bugandensis HCEP-K72 1.480
B. subtilis HCEP-T61 2.10M P. koreensis HCEP-T31 1.44b%
E. cloacae HCEP-K75 2.089 B. megaterium HCEP-T27 1.43bcd
B. cereus HCEP-T462 2.06" E. bugandensis** HCEP-K21 1.40Pc
B. mojavensis HCEP-T34 2.00¢ E. cloacae HCEP-K26 1.34%¢
B.amyloliquefaciens® HCEP-Y42 1.86% B. subtilis HCEP-T410 1.34%¢
B. cereus HCEP-T461 1.86% Bacillus. sp HCEP-Y44 1.29°

E. cloacae HCEP-K71 1.84% Bacillus. sp HCEP-T13 0.002

S. rhizophila™"" HCEP-T23 1.80¢% B. subtilis HCEP-T16 0.002

P. dispersa*** HCEP-K31 1.79¢ B. megaterium HCEP-T22 0.002

E. kobei HCEP-K74 1.78¢ B. subtilis HCEP-T33 0.002

P. thivervalensis HCEP-K117 1.75b1 B. safensis HCEP-T63 0.002

P. thivervalensis HCEP-K213 1716 B. safensis HCEP-T65 0.002

B. subtilis HCEP-T14 1.69N B. megaterium HCEP-T66 0.00?

B. megaterium HCEP-T25 1.67°"

“Bacillus, **Enterobacter, ***Pseudomonas, ****Pantoea, ““Stenotrophomonas

Diisiik molekiil agirlikli bir element olan siderefor 6zellikle demirin sinirl oldugu
alanlarda birgok mikroorganizma ve bitki tarafindan {iretilmektedir (Schwyn and
Neilands, 1987). Bitkiler tarafindan iiretilen en yaygin fitosiderefor mugineic asit olup
ozellikle arpa ve bugday gibi Graminea familyasindaki bitkiler demirin yetersiz oldugu
durumlarda, ¢oziilemeyen demiri kullanabilmek i¢in fitosiderofor iiretebilmektedirler.
Mikrobiyal sidereforlar hem bakteriler (ferrioxamine B) hem de funguslar (ferrichrome)
tarafindan {tretilen hydroxamite, yalnmiz bakterler tarafindan {iretilen caecholate
(enterobactin), carboxylate (rhizobactin) ve pyoverdine olamak {izere dort farkli gruba
ayrilmaktadirlar (Ahmed ve Holmstrom, 2014).

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen sidereforlar bitkilerin demir alimini
arttirarak bitki gelisimini tesvik ettigi icin dolayli olarak veya antimikrobiyal
Ozelliklerinden dolayr ise dogrudan hastaliklarla miicadelede etkili olabilmektedir.
Ayrica demirin az oldugu alanlarda antagonist bakterilerin siderefor iiretimi ile patojen
mikroorganizmalar ile rekabete girmesi, dogrudan patojeni engellemese de dolayh

olarak patojen popiilasyonunun azalmasina neden olabilmektedir.
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4.8.4. Epifit Bakteri izolatlarinin Fosfor C6zme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Epifit bakteri izolatlarinin fosfor ¢ézme potansiyelleri Pikovskaya Agar (PVK)
besi yerinde belirlenmistir. Nokta ekimi yapilan bakteri kolonileri etrafinda fosfatin

¢ozililmesine bagl olarak olusan seffaf alanlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil
4.15).

Sekil 4.15. Epifit bakterilerin PVK ortaminda fosfor ¢oziiniirliigii sonucu olusturdugu
seffaf alanlar (0K) ve fosfor ¢oziiniirliik etkisi gostermeyen izolatlar (*)

Epifit bakteri izolatlarin fosfor ¢oziiniirliik testinde en yiiksek fosfat ¢coziiniirligi
Pantoea dispersa HCEP-K31 (5.39) izolatinda gergeklesirken bunu Bacillus
megaterium HCEP-T27 (2.94) nolu izolat izlemistir. Test edilen 19 izolatta ise fosfat

¢cozlinirligi gézlenmemistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Epifit bakteri izolatlarinin fosfor ¢oziiniirliigiine bagli olarak elde edilen F-
indeks degerleri

Bakteri Tiir Indeks Bakteri Tiir Indeks
Isimleri degeri Isimleri degeri
P. dispersa” HCEP-K31 5.39f B.amyloliquefaciens” HCEP-Y42 0.00
B. megaterium HCEP-T27 2.94¢ B. subtilis HCEP-Y43 0.00
P. koreensis HCEP-T31 2.27¢ B. cereus HCEP-Y45 0.00
P.brassicacearum”™ "HCEP-K116 2.02¢ B. subtilis HCEP-T14 0.00
Bacillus. sp HCEP-T13 1.44c B. subtilis HCEP-T16 0.00
P. umsongensis HCEP-T64 1.47¢ B. megaterium HCEP-T22 0.00
E. bugandensis HCEP-K72 1.46° S. rhizophila™" HCEP-T23 0.00
E. kobei HCEP-K74 1.42°¢ B. megaterium HCEP-T25 0.00
B. cereus HCEP-Y48 1.39% B. drentensis HCEP-T28 0.00
E. cloacae HCEP-K71 1.37% B. subtilis HCEP-T33 0.00
E. cloacae HCEP-K28 1.36 B. mojavensis HCEP-T34 0.00
P. thivervalensis HCEP-K117 1.33¢ P. thivervalensis HCEP-T49 0.00
P. thivervalensis HCEP-K213 1.32¢ B. subtilis HCEP-T61 0.00
E. cloacae HCEP-K26 1.29 B. safensis HCEP-T63 0.00
E. cloacae HCEP-K75 1.26 B. safensis HCEP-T65 0.00
B. cereus HCEP-Y49 1.24c B. megaterium HCEP-T66 0.00
B. megaterium HCEP-T62 1.17%¢ B. subtilis HCEP-T410 0.00
Bacillus. sp HCEP-Y44 1.12%¢ B. cereus HCEP-T461 0.00
E. bugandensis™ HCEP-K21 1.120¢ B. cereus HCEP-T462 0.00
B. cereus HCEP-Y46 0.83°

FrhHK

“Bacillus, **Enterobacter, ***Pseudomonas, ****Pantoea, Stenotrophomonas

Bitkilerin saglikli bir sekilde biyliylip gelismesi i¢in gerekli olan major
elementlerden bir tanesi de fosfordur. Topraga karisan fosfor kisa zamanda toprak
parcaciklarinin temas yiizeyleri ile reaksiyona girerek daha az ¢6ziiniir ve daha az
yarayigh bilesikler haline doniisiir (Karaman, 2012). Topraktaki ¢6ziinebilir fosfor
konsantrasyonu 1 ppm veya daha az orandadir (Ozyilmaz ve Benlioglu, 2012). Toprakta
bitki kokleriyle simbiyotik olarak yasayan antagonist bakteriler, c¢Oziinemez
durumundaki bu fosfor bilesiklerini ¢6zerek bitkilerin yararlanabilecek forma
doniistiiriirler.

Chen ve ark. (2014) endofitlerin kirmiz1 toprakta fosfor (P) ¢6zme potansiyellerini
arastirmiglardir. Endofit bakteriler arasinda en yiiksek fosfor ¢6zme potansiyeli Panteoa
dispersa susunda tespit edilmistir. Deneme 25 giine kadar siirdiiriilebilmis ve endofit P.
dispersa'nin  kirmizi asidik topraklarda ¢Oziinir P salinimi yoluyla tarimsal-
mikroekolojik sistemleri optimize etmek i¢in uygun bir aday olabilecegini tespit

etmislerdir. Ayrica bir diger bakteri olan Bacillus megaterium’un fosfat ¢dzme
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potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu da yapilan bircok c¢alismada tespit edilmistir
(Cakmake1 ve ark., 2007; Giines ve ark., 2013; Patel ve ark., 2016; Kyaw ve ark., 2022).

4.8.5.Epifit Bakteri Izolatlarimin Proteaz Enzimi Uretme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin dekompozisyonunda 6nemli rol
oynayarak besin dongiisiinii gergeklestiren proteazlar, bu dongii vasitasiyla bitkilerin
ihtiyact olan besin elementlerinin almasimni saglamaktadirlar (Anonim, 2019).
Biyokontrol ajani olarak kullanilan bir¢ok epifit bakteri lrettikleri amilaz, seliilaz,
pektinaz ve proteinaz gibi hiicre duvarini eriten enzimler sayesinde birgok bitki patojeni
mikroorganizmanin gelisimini engelleyerek biyokontrol etki gosterebilmektedirler
(Dinesh ve ark., 2015).

Bakteri izolatlar1 tarafinda proteaz iiretimi %2 yagi alinmis siit tozu iceren LB
(SMLBA) Agar besi yeri lizerlerinde belirlenmistir. Bu besi yerinde bakteri izolatlari
tarafindan iiretilen proteazin caseini ¢6zmesi sonucu bakteri kolonisi etrafinda seffaf bir

alan meydana gelmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Bakteri izolatlarinin proteaz enzim tiretimleri sonucu bakteri kolonileri
etrafinda olusan engelleme bolgeleri (0k) ve etkisiz izolatlar (*)

Proteaz iiretiminde 25 epifit bakteri izolat1 1.12-3.78 indeks degerlerinde proteaz
enzimi tretirken 14 izolat ise proteaz enzimi iiretmemistir. Epifit bakteri izolatlarindan
en yiksek proteaz tretimi Bacillus megaterium HCEP-T66 (3.78) izolatinda
belirlenirken bunu Pseudomonas umsongensis HCEP-T64 (3.62) nolu izolat takip
etmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Epifit bakteri izolatlarinin proteaz enzim tiretimine bagh olarak elde edilen
Pro-indeks degerler

Bakteri Tiir Indeks Bakteri Tiir Indeks
Isimleri degeri Isimleri degeri
B. megaterium HCEP-T66 3.78 B. mojavensis HCEP-T34 1.50b¢d
P. umsongensis HCEP-T64 3.62! B. subtilis HCEP-Y43 1.24b¢
B. subtilis HCEP-T33 2.79 B.amyloliquefaciens” HCEP-Y42 1.18°
B. safensis HCEP-T65 2.409% Bacillus. sp HCEP-T13 1.14°
P. thivervalensis HCEP-T49 2.241 P. koreensis HCEP-T31 1.12°
B. megaterium HCEP-T25 2.26" Bacillus. sp HCEP-Y44 0.00?
B. subtilis HCEP-T14 2.11 E. bugandensis™ HCEP-K21 0.002
B. cereus HCEP-Y45 1.950%f E. cloacae HCEP-K26 0.00?
B. cereus HCEP-Y49 1.890%f E. cloacae HCEP-K28 0.00?
P. dispersa™ HCEP-K31 1.88¢%f E. cloacae HCEP-K71 0.002
B. megaterium HCEP-T22 1.87%f E. bugandensis HCEP-K72 0.002
B. cereus HCEP-T461 1.78% E. kobei HCEP-K74 0.002
B. safensis HCEP-T63 1.77¢% E. cloacae HCEP-K75 0.002
B. cereus HCEP-Y46 1.77¢% P.brassicacearum™* HCEP-K116 0.002
B. megaterium HCEP-T62 1.73¢% P. thivervalensis HCEP-K117 0.002
B. subtilis HCEP-T16 1.72¢% P. thivervalensis HCEP-K213 0.002
B. subtilis HCEP-T410 1.72¢% B. drentensis HCEP-T28 0.002
B. cereus HCEP-Y48 1.65% B. subtilis HCEP-T61 0.002
S. rhizophila™"" HCEP-T23 1.54bcd B. cereus HCEP-T462 0.00°
B. megaterium HCEP-T27 153 |

ek kk

“Bacillus, **Enterobacter, ***Pseudomonas, ****Pantoea, Stenotrophomonas

4.8.6. Epifit Bakteri izolatlarinin Amonyak (NHz) Uretme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Bitki gelisimi i¢in en 6nemli besin elementlerinden bir tanesi de azottur. Azot
atmosferde N2 formunda bulunmaktadir. Dogadaki bu azotu (N2) bitkiler i¢in yararl
hale doniistirmek igin belirli mikrobiyal faaliyet gerekmektedir. Azotobacter,
Beijerinckia ve Spirillum gibi bakteriler dogada serbest halde bulunan azotu (N2) fikse
ederek bitkilerin kullanabilecegi amonyak (NHs) formuna doniistirirler (Karaman,
2012).

Aday bakteri izolatlarinin amonyak (NH3) olusturma potansiyelleri peptonlu su
icerisinde gelisen bakteri slispansiyonu iizerine Nessler’s ¢ozeltisi eklenmek suretiyle
belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 2013). Amonyak {iretimi sonucu bakteri
soliisyonlarinda acik saridan koyu sari-kahverengine doniismesine gore belirlenmistir.
Degerlendirmeler tiipler igerisinde negatif kontrole goére meydana gelen renk
degisimlerine gore *’-, +, ++, +++ ve ++++°” olarak yapilmstir.

Aday antagonist bakteri izolatlarinin amonyak iiretim testinde tiim izolatlar farkli

degerlerde amonyak iiretmistir (Sekil 4.17). Izolatlar arasinda Bacillus subtilis HCEP-
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Y43, Bacillus. sp HCEP-Y44, Bacillus. cereus HCEP-Y45, Bacillus. cereus HCEP-
Y49, Enterobacter bugandensis HCEP-K21, Enterobacter cloacae HCEP-K28 ve
Pseudomonas umsongensis HCEP-T64 izolatlar1 en yiiksek diizeyde amonyak dretimi

gostermistir (Cizelge 4.9).

Sekil 4.17. Aday antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan tiretilen amonyak tiiplerdeki
peptonlu suyun rengini agik kahverenginden koyu kahverengine dontismesiyle
belirginlesir

83



Cizelge 4.9. Aday Antagonist Bakteri Izolatlarmin Amonyak Uretme Potansiyelleri

Bakteri Tir NH3 Bakteri Tiir NH3
isimleri isimleri

B. subtilis HCEP-Y43 +4++ Bacillus. sp HCEP-T13 ++
Bacillus. sp HCEP-Y44 ++++ B. subtilis HCEP-T14 ++
B. cereus HCEP-Y45 +4++ B. subtilis HCEP-T16 ++
B. cereus HCEP-Y48 ++++ B. megaterium HCEP-T22 ++
B. cereus HCEP-Y49 4+ S. rhizophilas™""* HCEP-T23 ++
E. bugandensis™ HCEP-K21 -+ B. megaterium HCEP-T27 ++
E. cloacae HCEP-K28 ++++ B. subtilis HCEP-T33 ++
P. umsongensis HCEP-T64 ++++ B. mojavensis HCEP-T34 ++
B.amyloliquefaciens” HCEP-Y42 +++ B. subtilis HCEP-T61 ++
B. cereus HCEP-Y46 +++ B. megaterium HCEP-T62 ++
E. cloacae HCEP-K26 +++ P. dispersa”™" HCEP-K31 +
P. thivervalensis HCEP-K117 +++ E. cloacae HCEP-K71 +
B. megaterium HCEP-T25 +++ E. cloacae HCEP-K75 +
P. koreensis HCEP-T31 ++ P.brassicacearum™" HCEP-K116 +
P. thivervalensis HCEP-T49 +++ P. thivervalensis HCEP-K213 +
B. megaterium HCEP-T66 +++ B. drentensis HCEP-T28 +
B. subtilis HCEP-T410 +++ B. safensis HCEP-T63 +
B. cereus HCEP-T461 +++ B. safensis HCEP-T65 +
E. bugandensis HCEP-K72 ++ B. cereus HCEP-T462 +
E. kobei HCEP-K74 ++

“Bacillus, ™ Enterobacter, ““Pseudomonas ™™ Pantoea, **Stenotrophomon

4.8.7. Aday Antagonist Bakteri izolatlarinin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarmin hidrojen siyaniir (HCN) olusturma potansiyelleri
Castric (1977) tarafindan bildirilen yontem ile belirlenmistir. 0.05% picric acid + 1%
sodium carbonate (Na>COs) siispansiyonu ile 1slatilip bakteri ¢izimi yapilan petri
kapagina yapistirilmis olan filtre kdgidinin renginin sar1 renkten kahverengi veya koyu

kirmiziya doniismesi ortamda HCN iretiminin olustugunu gostermektedir (Castric,

1977) (Sekil 4.18)
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Sekil 4.18. Petri kab1 kapagindaki filtre kdgidi renginin sar1 renkten kahverengi veya
kirmiziya dontismesi ortamda HCN iiretiminin olustugunu gostermektedir
Deneme sonucunda test edilen 39 izolattan sadece Pseudomonas thivervalensis
HCEP-K117 ve Pseudomonas koreensis HCEP-T31 izolatlart HCN iiretirken geri kalan
37 izolattan hig biri besi yerinde HCN tiretmemistir. Deneme 2 kez tekrar edilmis sonug

ayn1 sekilde sadece belirtilen izolatlar HCN {iretmistir.
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Cizelge 4.10. Epifit bakteri izoatlarimin in vitro test sonuglari

MALDI-TOF MS A indeks I1AA S-indeks F-indeks  Pro-indeks  Amonyak HCN
B.amyloliquefaciens” HCEP-Y42 2.1209 58.8%¢ 1.86%" 0.002 1.18° +++ -
B. subtilis HCEP-Y43 1.93b¢ 61.22" 1.55¢ 0.002 1.24%¢ ++++ -
Bacillus. sp HCEP-Y44 1.22° 43.35° 1.29° 1.12k¢ 0.002 ++++ -
B. cereus HCEP-Y45 2.00b 52.0% 1.55%¢ 0.00? 1.95¢%f ++++ -
B. cereus HCEP-Y46 2.818 44.80P 1.580" 0.83° 1.77% +++ -
B. cereus HCEP-Y48 2.00°9 45.83° 2.13M 1.39% 1.65¢¢% ++++ -
B. cereus HCEP-Y49 2.1309 61.73 1.61°9 1.24k¢ 1.89¢%f ++++ -
E. bugandensis™ HCEP-K21 1.68° 64.70 1.40bc 1.12°¢ 0.00? ++++ -
E. cloacae HCEP-K26 2.04°9 61.15 1.34bc 1.290¢ 0.00? +++ -
E. cloacae HCEP-K28 2.87° 61.91° 2.19' 1.36™ 0.00? ++++ -
P. dispersa*** HCEP-K31 5.81 62.8 1.79¢ 5.39 1.88¢%f + -
E. cloacae HCEP-K71 1.77%¢ 87.40° 1.84%1 1.37% 0.00? + -
E. bugandensis HCEP-K72 1.56% 56.7 1.48bcd 1.46° 0.00? ++ -
E. kobei HCEP-K74 1.69° 58.46" 1.78°% 1.42°¢ 0.00? ++ -
E. cloacae HCEP-K75 2.53¢h 56.04" 2.089n 1.26 0.00? + -
P.brassicacearum™ HCEP-K116" 5.23 66.9 2.62 2.02¢ 0.00? + -
P. thivervalensis HCEP-K117 000? 62.11" 1.75 1.33 0.00? 4 +
P. thivervalensis HCEP-K213 1.59 72.06" 1710 1.32°¢ 0.00? + -
Bacillus. sp HCEP-T13 1.58¢ 57.14% 0.002 1.44c 1.14° ++ -
B. subtilis HCEP-T14 1.33° 79.30% 1.69°" 0.00? 2.11efg ++ -
B. subtilis HCEP-T16 1.58¢ 57.70 0.002 0.002 1.72¢% ++ -
B. megaterium HCEP-T22 3.79 51.45 0.00? 0.00? 1.810%f ++ -
S. rhizophila™"" HCEP-T23 1.16° 58.00% 1.80% 0.00? 1.54bcd ++ -
B. megaterium HCEP-T25 1.30P 64.80" 1.67°" 0.002 2.26 +++ -

B. megaterium HCEP-T27 3.28M 71.30% 1.43bcd 2.94¢ 1.53bcd ++




Cizelge 4.10.(Devam) Epifit bakteri izoatlarinin in vitro test sonuglari

/8

MALDI-TOF MS A indeks I1AA S-indeks F-indeks  Pro-indeks  Amonyak
B. drentensis HCEP-T28 2.00¢ 59.44P¢ 2.86 0.00? 0.00? +
P. koreensis HCEP-T31 3.009n 62.56" 1.44b< 2.27¢ 1.12° +++
B. subtilis HCEP-T33 1.92"¢ 58.9b° 0.00? 0.002 2.79" ++
B. mojavensis HCEP-T34 1.87°f 60.10% 2.00° 0.00? 1.500c ++
P. thivervalensis HCEP-T49 2.13>9 68.70" 2.84) 0.002 2.24f +++
B. subtilis HCEP-T61 1.26° 59.90% 2.10M 0.00? 0.00? ++
B. megaterium HCEP-T62 3.28" 65.44" 1.60°F 1.17% 1.73¢% ++
B. safensis HCEP-T63 2.88" 63.27° 0.00? 0.00? 1.77% +
P. umsongensis HCEP-T64 2.83% 67.20 2.79 1.47¢ 3.62 ++++
B. safensis HCEP-T65 2.76d" 61.35 0.00? 0.00? 2.40%" +
B. megaterium HCEP-T66 2.52¢N 64.00" 0.00? 0.002 3.78 +++
B. subtilis HCEP-T410 2.22¢h 61.7% 1.34%¢ 0.00? 1.72¢% +++
B. cereus HCEP-T461 1.92"¢ 59.02 1.86%1 0.00? 1.78¢% +++
B. cereus HCEP-T462 1.97°9 75.00%° 2.06" 0.00? 0.00? +
Kontrol 0,002

Fkk kKK Sekkkk

“Bacillus, ™ Enterobacter, ““"Pseudomonas ™" Pantoea, *"Stenotrophomon



4.9. Antagonist Bakteri Izolatlarinn in vivo Biyokontrol Etkinliklerinin
Belirlenmesi

4.9.1.Havuc Dilimi Testleri ile Aday Bakteri izolatlarimin Biyokontrol Etkinliginin
Belirlenmesi

Havug dilimleri ile biyokontrol etkinin belirlenmesi testlerinde degerlendirmeler
antagonist ve patojen inokulasyonunu takiben 2 giin sonra dilimler tizerindeki meydana
gelen eksudat ve havug dilimlerinde olusan yumusak ¢iiriiklik belirtileri ile yapilmistir.
Olusan hastalik belirtileri patojen inokulasyonundan 2 giin sonra 0-4 skalasina gore
degerlendirilmis ve Thousend Heuberger* formiilii ile % hastalik siddeti belirlenmistir.
Ayrica antagonist bakterilerin K(+)’e gore hastalig1 engelleme oranlar (% etki) ayrica
belirtilmistir.

Degerlendirmeler sonucunda se¢ilmis olan 13 epifit bakteri izolatindan 11 izolat
kontrol uygulamasina gére yumusak ciirikligi %8.33 ile %100 oraninda engellerken, 2
izolat ise hastaligin ¢ikisinin engellemesinde etkisi olmamustir. Test edilen izolatlar
arasinda 4 izolat (Bacillus cereus HCEP-Y46, Pseudomonas koreensis HCEP-T31,
Bacillus megaterium HCEP-T62 ve Bacillus safensis HCEP-T65) kontrol uygulamasina
kiyasla havug dilimleri lizerinde yumusak ¢iiriikliik belirtisinin ¢ikisin1 %100 oraninda

engellemistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.19).

Cizelge 4.11. Havug dilimleri inokulasyonu yonteminde tiim uygulamalarda meydana
gelen epifit bakteri izolatlar1 uygulamalariin hastalik siddeti iizerine etkileri ve hastalik
engelleme oranlari

Bakteri % Hastalik % Engelleme
izolatlan Siddeti (Etki)
Bacillus cereus HCEP-Y46 0,00a 100,00
Bacillus megaterium HCEP-T62 0,00a 100,00
Pseudomonas. koreensis HCEP-T31 0,00a 100,00
Bacillus safensis HCEP-T65 0,00a 100,00
Pseudomonas. umsongensis HCEP-T64 8,33a 91,67
Pantoea. dispersa HCEP-K31 25,00ab 75,00
Bacillus. safensis HCEP-T63 25,00ab 75,00
Bacillus amyloliquefaciens HCEP-Y42 41,67b 58,33
Bacillus subtilis HCEP-T410 50,00b 50,00
Bacillus megaterium HCEP-T66 83,33c 16,67
Pseudomonas brassicacearum HCEP-K116 91,67c 8,33
Bacillus. megaterium HCEP-T27 100,00c 0,00
Bacillus megaterium HCEP-T22 100,00c 0,00
K (+) 100,00 0,00
K (-) 0,00a 100,00
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Degerlendirme sonucunda etkili olan izolatlara bakildiginda ¢ogunlukla Bacillus,
Pseudomonas cinslerine ait tiirlerin etkili oldugu goriilmiistiir. Son yillarda farkli
bitkilerde in vitro ve in vivo ortamlarinda biyolojik miicadele igin yapilan birgok
calismada cins diizeyinde tespit edilen antagonist bakteriler yapmis oldugumuz ¢aligsma
ile benzerlik gostermektedir (Gokge ve Kotan, 2016; Bozkurt ve Soylu, 2019;
Ozyilmaz, 2019; Varhan ve Bozkurt, 2021; Ghadamgahi ve ark., 2022; Panebianco ve
ark. 2022; Kaya ve ark. 2023).

Sekil 4.19. Havug dilimleri inokulasyonu yonteminde epifit bakteri izolatlarinin
uygulandig1 havug dilimlerinde kontrol uygulamasina gére yumusak ¢iiriikliik
olusumunda meydana gelen azalmalar

4.10. Bakteriyofaj (Faj) Izolasyonu

Sorvey kapsaminda laboratuvara getirilen yumusak g¢iiriikliik belirtisi gosteren

havug bitkileri ve yetistirildigi topraklardan faj izolasyonu gergeklestirilmistir.

4.10.1. Bitkiden Bakteriyofaj Izolasyonu

Kloroform eklenerek 4-5 saat 150 rpm’de orbital ¢alkalayicida calkalanmaya
birakilan 6rneklerden iki yontem kullanilarak faj izolasyonu gergeklestirilmistir.

Yontem 1. Faj+patojenin besi yeri ile petrileri ¢alkalamak suretiyle karistirilarak
yapilan inkiibasyondan 48 saat sonra petriler faj plaklar1 varligi yoniinden
degerlendirmistir. Degerlendirme sonucunda petrilerde herhangi bir plak (seffaf bolge)
olusumu tespit edilememistir.(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Yontem I sonucunda petrilerde faj plag: (seffaf bolge) meydana gelmemistir

Yontem 2: Patojen ile Kkaristirilmis besi yeri kuruduktan sonra faj
stispansiiyonundan 10 pl alinarak nokta seklinde faj ekimi gergeklestirilmistir. Petriler
steril kabin icinde yar1 acgik sekilde yaklasik 1 saat bekletilerek kurutulduktan sonra 27
°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat sonra petriler bakteriyofaj plaklarinin varlig
yoniinde degerlendirilmis ve degerlendirme sonucunda degisik say1 ve biiylikliikte faj

plaklar (erime alanlari) tespit edilmistir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21. Faj izolasyonu sonucunda olusan erime alanlar1 veya plaklari
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Her iki yontem karsilastirildiginda, faj+patojenin besi yeri ile ¢alkalanip
karistirilarak yapilan faj izolasyonunda herhangi bir sonug elde edilmezken, nokta ekimi

seklinde yapilan faj izolasyonunda erime alanlar (faj plaklari) elde edilmistir.

4.10.2. Topraktan Bakteriyofaj izolasyonu

Stispansiyon filtreden gecirildikten sonra her 5 ml siispansiyon ig¢in 0.5 ml
kloroform eklendikten sonra 30 dak. ¢alkalanmaya birakilmistir. Bu asamadan sonra, faj

plagi elde etmek icin bitki 6rneginde oldugu gibi iki farkli yontem denenmistir.

Yontem 1: Faj+patojenin besi yeri ile petrileri calkalamak suretiyle karigtirilarak
yapilan inkiibasyondan 48 saat sonra petriler faj plaklar1 varligi yoniinden
degerlendirmistir. 48 saat sonra petriler bakteriyofaj plaklarinin varli§i yoniinden
degerlendirme yapilmigs ve degerlendirme sonucunda degisik say1 ve biiyiikliikte faj

plaklar (erime alanlari) tespit edilmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. izolasyon sonucunda olusan faj (erime alanlarr) plaklar1 (ok

Yontem 2: Patojen ile kanstirilmis besi yeri kuruduktan sonra faj
stispansiiyonunda 10 pl alinarak nokta seklinde faj ekimi gerceklestirilmistir. Petriler
steril kabin i¢inde yar1 agik sekilde yaklasik 1 saat bekletilerek kurutulduktan sonra 27
°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat sonra petriler bakteriyofaj plaklarinin varlig
yoniinde degerlendirilmis ve degerlendirme sonucunda degisik say1 ve biiyiikliikte faj

plaklar (erime alanlari) tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Nokta seklinde faj ekiminde farkli sekil ve biiyiikliikte faj (erime alanlari)
plaklar1 (0K)

Fajt+patojenin besi yeri ile g¢alkalanip karistirilarak yapilan faj izolasyonunda
kiicik ve diizensiz faj plaklar1 elde edilirken, nokta ekimi seklinde yapilan faj
izolasyonunda erime alanlar1 daha seffaf ve belirgin olan, sekil agisindan daha biiyiik ve
diizenli faj plaklar1 elde edilmistir.

Cevrenin, dogal tarim alanlarinin korunmasi ve siirdiiriilebilir tarim i¢in kimyasal
ilaglar ve sentetik giibrelere alternatif biyolojik miicadele olanaklarinin arastirilmasi
zorunlu bir hal almaktadir. Fajlar biyolojik miicadele i¢inde 6nemli bir yer almaktadir.
Bitki patojen hastalik etmenlerine kars1 birgok basarili faj calismasi yapilmistir (Balogh
ve ark., 2003; Adrianenssens ve ark., 2012; Ranjan ve ark., 2018). Gerek tarlada gerekse
hasat sonrast depo kosullarinda birgok {iriinde diinya c¢apinda Onemli ekonomik
kayiplara sebep olan Pcc’nin faji bir¢ok ¢alismada izole edilip tanilanmig ve biyolojik
miicadelesinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Lee ve ark., 2012; Lim ve ark., 2013;

Bugaeva ve ark., 2021; Kim ve ark., 2022; Naligama ve Halmillawewa, 2022).
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4.11. Bakteriyofajlarin Saflastirilmasi

Izole edilen fajlarin petri incelemelerinde, farkli tipte plak olusumu gdzlemlenmis
ve homojen plak elde etmek icin saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Saflastirma

islemi 2 farkli yontem ile gerceklestirilmistir.

Yontem 1: Seyreltme yontemi ile saflastirma

Fajlarin seyreltme yontemi ile saflastirmada; 10° ‘ya kadar seyreltilen faj
stispansiyonlarindan 100’er mikrolitre ile 24 saatlik NB besi yerinde gelistirilen Pcc
izolatindan 100 pl alinarak bos petrilere konulmustur. Daha sonra 45-50 °C’ye kadar
itilmis KB ve NA besi yerleri ayr1 ayr petrilerdeki slispansiyon lizerine dokiilerek
hafifce c¢alkalanarak besi yerleri ve silispansiyonlarin karisimi saglanmustir. Steril
kabinde yar1 agik sekilde kurutulan petriler 48 saat boyunca 27 °C inkiibatore
birakilmigtir. 48 saat sonra petriler faj plaklart (erime alanlar) yoOniinde
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda inkiibasyondan 48 saat sonunda farkli

say1 ve biiyiikliikte birgok faj plagi elde edilmistir (Sekil 4.24)

Sekil 4.24. Seyreltme yontemi ile saflastirilan fajlarin olusturdugu erime bolgeleri

Yontem 2: Faj plaklar1 kesme yontemiyle saflastirma

Faj plaklar1 kesme yontemiyle saflastirmada; steril bistiiri ile kesilen faj plaklari,
24 saat 6nce Pcc izolat1 gelistirilmis NB besi yeri olan cam tiiplerin igine atilmis, 24 ve
48 saat sonra cam tiipler olusan seffaflik yoniinden degerlendiririlmistir. Siireler
sonunda i¢inde faj+patojen olan tiipler, i¢inde sadece patojen olan (pozitif kontrol)

tiiplere gore seffaf bir renk meydana gelmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Kesme yontemi ile saflastirilan fajlarin cam tiiplerde meydana getirdigi
seffaf goriintii

24 ve 48 saat sonunda ornekler ayri ayri UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer,
Lamda 25, USA) ile 600 nm dalga boyunda okunarak absorbans degerleri belirlenmigtir
(Cizelge 4.12)

Cizelge 4.12. Saflastirilan fajlarin 24 ve 48 saatlik absorbans degerleri

24 saatlik ol¢iim 48 saatlik ol¢iim
Saflastirma orani Absorbans Saflastirma orani Absorbans
degeri degeri
103 0.87 103 1.31
104 0.92 104 1.06
10° 1.35 10° 1.49
106 1.07 106 141
Pcc (K+) 1.60 Pcc (K+) 1.71
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5. SONUC ve ONERILER

““Hatay ili Havu¢ (Daucus carota L.) Uretim Alanlarinda Bakteriyel Hastalik
Etmenlerinin  Tespiti ve Pectobacterium carotovorum’un Biyolojik Miicadele
Olanaklarinin Arastirilmasi’’ isimli bu tez ¢calismasinda havug bitkisi iiretim alanlarinda
bakteriyel hastaliklarin tespiti ve en yaygin hastalik etmeni bakteri olan Pectobacterium
carotovorum’a karsi in vitro kosullarda epifit bakteriler ve bakteriyofajlarla biyolojik
miicadele olanaklar1 aragtirilmistir. Bu kapsamda;

Sorvey calismalari, Hatay ilinde %58 oranla havug yetistiriciliginin en fazla
yapildigi Kirikhan ilgesine bagli bes farkli mahallede (Cataltepe, Yalangoz,
Karadurmuslu, Topbogazi ve Soguksu) bulunan 30 tarlada, 4 adet havug¢ yikama ve
paketleme evinde yiiriitilmiistiir. Sorvey yapilan bu alanlarin yani sira Hatay ilinin
Reyhanli ve Kumlu gibi diger ilgelerinden hasat edilip Antakya sebze halinde satisa
sunulan hastalik belirtisi gosteren havuc bitkilerinden de orneklemeler yapilmistir.
Yapilan sorvey calismalar1 sonucunda, havu¢ yumrularinda yumusak ciirtikliik belirtisi
gosteren dokulardan yapilan patojen izolasyonlardan elde edilip saflastirilan 65 izolattan
sOrvey alanlarini temsil edecek sekilde secilen 6 farkli bakteri izolatinin (EcH4, PmH11,
PaH15, PcH16, PcK24 ve PaH27 kodlu izolatlar) tanilanmasi MALDI-TOF MS ile
yaptlmistir. MALDI-TOF protein profil analizler sonuglarina gore; PaHI15 izolati
yumusak ¢iiriiklik ve karabacak etmeni Pectobacterium atrosepticum olarak
tanilanirken, PcH16 ve PcK24 izolatlar1 bakteriyel yumusak ciirlikliik etmeni
Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum olarak tanilanmistir. Morfolojik olarak
farklilik gosteren EcH4, PmHI11 ve PaH27 izolatlarida firsat¢i yumusak ciirtiklik
etmeni olarak bilinen Enterobacter cloacae, Pseudomonas marginalis ve Pantoea
agglomerans olarak tanilanmistir. MALDI-TOF MS ile tanis1 yapilan PaH15, PcH16 ve
PcK24 izolatlariin ayrica sekans analizleri ile molekiiler tanilar1 yapilmistir. Sekans
analiz sonuglarina gore her {i¢ izolatta Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum
olarak tanilanmistri. Yapilan hem patates yumusak c¢iiriikliik testinde meydana getirdigi
yogun yumusak c¢iiriiklik hem de havug dilimleri patojenisite testinde havug dilimleri
tizerinde diger patojen izolatlara gore salgilamig oldugu fazla eksudat ve yogun
yumusamadan dolayr PCH16 izolat1 (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum)

tez ¢alismasi kapsaminda kullanilmaya karar verilmistir.
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Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolati KOH ile gram
reaksiyonu Gram negatif olarak belirlenmis ve Tiitlinde Asir1i Duyarlilik testinde (HR)
tiitin  yapraginda c¢okmeler meydana getirmis ve asir1 duyarlibk reaksiyonu
gozlemlenmistir.

Biyolojik miicadele ajani epifit bakteriler hastaligin goriilmedigi tarlalardan
saglikli havug bitkilerinin yaprak, kok ve rizosfer topragindan, morfolojik olarak farkli
olabilecegi diisiiniilen 196 bakteri izolat1 izole edilip saflastirilmistir. Saflastirilan
bakteri izolatlar1 ikili kiiltiir testine tabi tutulmus, test sonucunda Pcc’ye karsi
antagonistik etki gosteren 7’si yaprak, 11’1 kok ve 21’1 rizosfer topragindan olmak iizere
toplam 39 aday antagonist bakteri izolatlarin MALDI-TOF ile tanilar1 yapilmistir.

Calismamizda izole edilen ve tanisi yapilan aday antagonist epifit bakterilerin in
vitro kosullarinda antagonisik etkinlikleri yani sira siderofor olusturma potansiyeli,
fosfor ¢ozme potansiyeli, IAA iiretme potansiyeli, proteaz enzim iiretme potansiyeli,
amonyak (NH3) tliretme potansiyeli, Hidrojen Siyaniir (HCN) tiretme potansiyellerinin
belirlenmesi gibi etki mekanizmalari incelenmistir. Epifit bakterilerin antagonistik
etkilerine gére in vitro antibiyosis testlerinde 39 epifit bakteri patojen gelisimini farkl
oranlarda engellemistir. Antibiyosis testinde en yiiksek indeks degeri Pantoea dispersa
HCEP-K31 (4.85) izolatinda belirlenirken bunu sirasiyla Pseudomonas brassicacearum
HCEP-K116 (4.52) ve Bacillus megaterium HCEP-T22 (3.79) izolatlar1 izlemistir.
Bitkilerin biiylime ve gelismeyi diizenleyen en 6nemli hormonlardan biri de IAA
tiretimidir. Aday antagonist bakteri izolatlar1 icerisinde en yiiksek IAA iiretimi 1.28 nm
absorbans degeri ile Enterobactercloacea HCEP-K71 ve 1.16 nm absorbans degeri ile.
Bacillus subtilis HCEP-T14 izolatlarinda belirlenmistir. Aday antagonist bakteri
izolatlarinda en yiiksek siderofor tretimi Bacillus drentensis HCEP-T28 (2.86)
izolatinda belirlenirken bunu Pseudomonas thivervalensis HCEP-T49 (2.84) ve
Pseudomonas umsongensis HCEP-T64 (2.79) izolatlar1 izlemistir. Yedi izolatta
siderofor iiretimi gozlemlenmemistir. Epifit bakteri izolatlarin fosfor c¢oziintirlik
testinde en yiiksek fosfat ¢oziiniirligii Pantoea dispersa HCEP-K31 (5.39) izolatinda
gerceklesirken bunu Bacillus megaterium HCEP-T27 (2.94) nolu izolat izlemistir. 19
izolatta ise fosfat ¢Oziiniirliigli gozlenmemistir. Proteaz {iretiminde 25 epifit bakteri
izolat1 1.12-3.78 indeks degerlerinde proteaz enzimi iiretirken 14 izolat ise proteaz

enzimi Uretmemistir. Epifit bakteri izolatlarindan en yiiksek proteaz iiretimi Bacillus
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megaterium HCEP-T66 (3.78) izolatinda belirlenirken bunu Pseudomonas umsongensis
HCEP-T64 (3.62) nolu izolat takip etmistir. Aday antagonist bakteri izolatlarinin
amonyak iiretim testinde tiim izolatlar farkli degerlerde amonyak iiretmistir. Aday
bakteri izolatlarinin hidrojen siyaniir (HCN) olusturma potansiyellerinde test edilen 39
izolattan sadece HCEP-K117 (Pseudomonas thivervalensis) ve HCEP-T31
(Pseudomonas koreensis) izolatlar1 HCN iiretirken geri kalan 37 izolattan hi¢ biri besi
yerinde HCN tiiretmemistir.

Antagonist epifit bakteriler diginda Pcc’ye karsi kullandigimiz diger bir biyolojik
ajanda bakteriyofajlardir. Faj izolasyonu i¢in hasat Oncesi ve hasat sonrasi tarlalara,
havu¢ yikama ve paketleme evlerine ve Antakya sebze haline soOrveyler
gerceklestirilmistir. Yumusak ciiriikliik belirtisi gosteren havug bitkilerinden ve yetistigi
topraktan ornekler toplanmis ve faz izolasyonu gerceklestirilmistir.

Havug bitkilerinden faj izolasyonu iki yontem kullanilarak gerceklestirilmistir..
Yontem 1 de herhangi bir faj izolasyonu gergeklesmezken yontem 2 de degisik say1 ve
biiyiikliikte faj plaklar (erime alanlar1) tespit edilmisti.

Havug bitkilerinden oldugu gibi bitkinin yetistigi topraktan da faj izolasyonu iki
yontemle belirlenmistir. Yumusak clirtikliik belirtisi gosteren havuglarin  yetistigi
topraktan iki yontem kullanilarak yapilan izolasyonda her iki yontemde de degisik say1
ve biiyiikliikte faj plaklar1 elde edilmistir. Yontem1 de plak sayis1 ¢ok erime alanlari
kiiclikken, yontem 2 de (nokta ekim) plak sayis1 az fakat erime alanlar1 daha biiyiik,
sinirlar1 daha net olarak ortay ¢ikmuistir.

Izole edilen fajlarin petri incelemelerinde farkli tipte plak olusumu gdzlemlenmis
ve homojen plak elde etmek i¢in, saflastirma islemi 2 farkli yontem ile
gerceklestirilmistir.  Bakteriyofajlarin ~ seyreltme yontemi ile saflagtirma da,
inkiibasyondan 48 saat sonunda farkli sayr ve biiyiikliikkte birgok faj plagi elde
edilmistir. Faj plaklar1 kesme yontemiyle saflastirmada ise, saflastirma iglemlerinden 24
ve 48 saat sonra cam tiipler olusan seffaflik yoniinden degerlendirilmistir. Siire sonunda
ornekler UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA) ile 600 nm dalga
boyunda okunarak absorbans degerleri belirlenmistir. Degerlendirme sonucunda
Inkiibasyondan 24 saat sonra iginde faj+patojen olan tiipler, i¢inde sadece patojen olan

(pozitif kontrol) tiiplere gore seffaf bir renk meydana gelmistir.

97



Havug dilimleri ile biyokontrol etkinin belirlenmesi testlerinde 13 epifit bakteri
izolatindan 11 izolat kontrol uygulamasina gore yumusak ciiriikliigii %8.33 ile %100
oraninda engellerken, 2 izolat ise hastaligi engellemeye etkisi olmamustir. Bunlardan 4
izolat, Bacillus cereus HCEP-Y46, Pseudomonas koreensis HCEP-T31, Bacillus
megaterium HCEP-T62 ve Bacillus safensis HCEP-T65 kontrol uygulamasina gore
yumusak ¢liriikliigii %100 oraninda engellemistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile lilkemizde ilk defa havugta yumusak ¢iiriikliilk yapan
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’a karsi biyolojik miicadele olanaklari
arastirtlmis. Ayrica ilk defa lilkemizde in vitro kosullarda Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum’a karsi etkili olan bakteriyofaj izolasyonu gergeklestirilmistir.
Hastaligin biyolojik miicadelesine yonelik caligmalarda o6zellikle Bacillus cereus
HCEP-Y46, Pseudomonas koreensis HCEP-T31, Bacillus megaterium HCEP-T62 ve
Bacillus safensis HCEP-T65 in vitro testlerde yiiksek diizeyde etki gostererek patojen
gelisimini ve buna bagli olarak bakteriyel yumusak c¢tirtikliik olusumunu yiiksek oranda
engellemistir. Bu veriler 1s18inda, Pcc’ye karsi miicadelede antagonist bakteriler ile
biyolojik miicadelenin etkili olabilecegi tespit edilmistir. ileriki dénemlerde yapilacak
calismalarla izolatlarin ayr1 ayr1 veya karisim halinde arazi kosullarinda denenerek
etkinliklerinin belirlenmesi ve arazi kosullarinda etkili olan izolatlarin biyoformiilasyon

caligmalarina yonelinmesi bu tez ¢alismasinin devamindaki hedefler arasinda olmalidir.
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EKLER

EK 1 Bakterilerin izolatlarinin Gelistirilmesinde ve Etki Mekanizmalarimin

Belirlenmesinde Kullanilan Besi Yerleri

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

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Pepton from meat 10 g/L
K2HPO4 3H20 1.5¢9/L
MgSO: 7H,0 1.5 g/L
Glyserol 10ml/ L
Agar-Agar 12 g/L

2. Nutrient Agar (NA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:1109899)

Pepton 59/L
Meat Extract 39/L
Agar- Agar 12 g/L

3. Luria Bertani (LB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:
110285

Pepton from casein 10 g/L
Yeast Extract 59/L
NaCl 10 g/L

4. Modifiye edilmis Blue CAS Agar (Schwynn ve Neilands, 1987)

Chrome azurol S (CAS) 60.5 mg/L
FeCls Solusyonu (1 mM FeClz 6H.0+10 mM HCI) 10 ml/L
HDTMA (hexadecyltrimethylammonium bromide) 72.9 mg/L
Pseudomonas agar F Base (KB) Agar (Merck, Kat. No: 110989) 35¢g/L
Glyserol 10 ml/L

Not 1: otoklav sonrasi katilasma sorunu var ise 4 g/L Agar ilave edilebilir.

Not 2: Pseudomonas agar F Base (King B Agar) yerine asagidaki karisim kullanilabilir.
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Pepton 20 g/L

MsSQ4 7H,0 1.5 g/L
K2HPO4 1.5¢g/L
Glyserol 10 ml/L
Agar 20 g/L

S. Pikovskaya’s Agar (PVK

Glikoz 20 g/L
Ca3(PO4)2 5¢g/L
(NH4)2S04 0.5¢/L
KCI 0.2g/L
MgSO4 0.25¢g/L
Yeast Extract 0.50/L
Agar 20 g/L
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