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OZET

KARPUZ BAKTERIYEL FiDE YANIKLIGI HASTALIGININ (Acidovorax
citrulli) BIYOLOJIK MUCADELESINDE ENDOFIT ve EPIFiT
BAKTERILERIN ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI

Karpuz, iilkemizde {iretimi en fazla yapilan {iriinlerden biri olup, diinya karpuz iiretiminde
Tirkiye 3. siradadir. Son yillarda, anormal yagislar ve yiiksek sicaklik dalgalanmalari nedeniyle
olusan yiiksek fungal ve bakteriyel hastalik oranlari, karpuz bitkilerinde ciddi kisitlamalar
meydana getirmektedir. Tohum kaynakli Acidovorax citrulli (Ac)’nin neden oldugu karpuz
bakteriyel fide yaniklig1 (meyve lekesi olarak da bilinen) diinya karpuz iireticileri i¢in ciddi bir
tehdit durumundadir. Bu galisma, epifit ve endofit bakteri izolatlarinin izole edilmesi, tanilanmasi
ve Acidovorax citrulli’ye karsi antagonistik potansiyellerinin arastirilmasi, ayrica hastalik etmeni
tizerine etkileri ile bakteriyel izolatlarin siderofor, proteaz, amonyum, indol-3-asetik asit (IAA)
tiretimi ve fosfor ¢oziiniirligii gibi bitki biiylime parametrelerinin kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmesi amactyla yapilmistir.

Antalya iline bagli 8 lokasyondan alinan saglikli karpuz ve yakin akraba bitki tiirlerinin
farkl: kisimlarindan toplam 432 endofit ve epifit bakteri izole edilmistir. Bunlar arasinda, temsili
olarak 37 adet bakteri izolati ¢esitli testlere dayanilarak secilmistir. Bu izolatlar, ayrica kiiltiirel
ve morfolojik karakterizasyon, MALDI-TOF MS ve bazi izolatlar da ayrica 16S rRNA gen sekans
analizlerine dayanilarak tiir diizeyinde tanilanmigtir. Bu 37 izolat, antagonistik ve bitki
biiylimesini tesvik eden inceleme degerlendirme sistemi kullanilarak Ac’ye karsi biyokontrol
etmeni olma potansiyellerine gore derecelendirilmistir. 37 izolat arasinda, 13 izolat in vitro ikili
kiiltiir testlerinde potansiyel antagonistik aktivite gostermistir. Sonuglar, test izolatlarinin 1.24 ila
8.16 arasinda antagonistik indeks (AI) degerlerine sahip oldugunu gdstermistir. En etkili
bakteriyel izolatlar, Paenibacillus polymyxa KMEn1 ve Brevibacillus brevis BTCPI olarak tespit
edilmis, bu izolatlar1 Brevibacillus brevis (7.04 Al degeri) ve Bacillus velezensis (5.28 Al degeri)
takip etmistir. Ochrobactrum intermedium, Brevibacillus formosus, Stenotrophomonas
maltophilia, Bacillus pumilus ve Bacillus amyloliquefaciens izolatlari, degisen oranlarda in vitro
antagonistik etkinlik sergilemistir. Ttim izolatlar, siderofor, proteaz, amonyum ve indol-3-asetik
asit iiretimi ve fosfor ¢oziiniirliigi gibi test edilen mekanizmalarin enaz birini iretmistir. In vitro
testlerde Acidovorax citrulli’ye kars1 yiiksek engelleme etkinligi gosteren 8 antagonist izolat in
vivo denemeler ile karpuz tizerinde biyokontrol etkinligi ve bitki bilyiimesini tegvik edici etkinligi
acisindan degerlendirilmistir. Ozellikle, karpuz tohumlarinin en giiclii izolatlarla muamele
edilmesi, fide yanikligi hastahigimnim %10.13 ile %79.75 arasinda degisen oranlarda 6nemli
derecede baskilanmasi ile sonuglanmistir. En giiclii antagonist izolatlar olarak P. polymyxa
KMEnN1, Brevibacillus brevis GSEp3, Bacillus amyloliquefaciens BT113 ve P. polymyxa BTCPI,
in vivo kosullarda sirasiyla %79.75, %59.49, %44.30 ve %40.51 oranlarinda hastalig
baskilayarak en yiiksek biyokontrol etkinligi gostermistir. Tim izolatlar, ayrica patojen
uygulanan kontrol bitkilerine kiyasla karpuz bitkilerinin biiylimesini artirmstir.

Bu calismada tanimlanan P. polymyxa KMEn1, Brevibacillus brevis GSEp3, Bacillus
amyloliquefaciens BT113 ve P. polymyxa BTCPI isolatlar1 tarafindan sergilenen biyokontrol ve
bitki biiyiimesinin desteklenmesi aktiviteleri, bu izolatlarin birer biyokontrol bakteriyel eleman
olarak potansiyel agidan yiiksek oranda uygunluklarini vurgulamaktadir.
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ABSTRACT

INVESTIGATIGATION OF EFFICACIES OF ENDOPHYTIC and EPIPHYTIC
BACTERIA IN THE BIOLOGICAL CONTROL OF WATERMELON
BACTERIAL SEEDLING BLIGHT DISEASE (Acidovorax citrulli)

Watermelon is one of the important crops in Turkey, which is the 3rd largest watermelon
producing country in the world. In recent years, it was found that high fungal and bacterial disease
incidences were noted due to abnormal rainfall and high fluctuating temperature and constitute
serious constraints in watermelon crops. Bacterial seedling blight (also known as fruit blotch) of
watermelon, which is caused by seed-borne Acidovorax citrulli, is a serious threat to watermelon
growers around the world. The present study was conducted to isolate, identify and screen
antagonistic potentials of epifitic and endophytic bacterial isolates against A. citrulli and
determine their efficacy on disease agent and plant growth parameters such as siderophore,
protease, ammonium, indole-3-acetic acid (IAA) production and phosphate solubilization by
bacterial isolates were also determined qualitatively and quantitatively.

A total of 432 putative endophytic and epiphytic bacterial strains were isolated from
different parts of healthy watermelon and relative plant species from 8 locations of Antalya
province. Among them, 37 representative putative bacterial isolates were selected based on
several tests. These strains were further identified in species level based on cultural and
morphological characterization, MALDI-TOF MS (also some strains identified in species level
based on 16S rRNA gene sequencing analyses). These 37 isolates were rated for their potential
as biocontrol agents against Aac by using antagonistic and plant growth promoting examination
assessment system. Among the 37 isolates, 13 isolates showed potential antagonistic activities in
vitro dual culture tests. The results showed that the test strains displayed antagonistic efficiency
ranging from antagonistic index (Al) values of 1.24 to 8.16. The most efficient bacterial isolates
were found Paenibacillus polymyxa KMEn1 and BTCPI followed by Brevibacillus brevis (7.04
Al value) and Bacillus velezensis (5.28 Al value). Isolates of Ochrobactrum intermedium,
Brevibacillus formosus, Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus pumilus and Bacillus
amyloliquefaciens were also displayed in vitro antagonistic activities in varying degree. All
isolates produced at least one of the mechanisms tested such as production of siderophores,
protease, ammonia, indole-3-acetic acid and solubilize phosphatase. The 8 antagonists that
achieved high inhibition to Acidovorax citrulli in vitro were evaluated for their biocontrol efficacy
and plant growth-promoting efficacy on watermelon in vivo experiment. Notably, treatment of
seeds of watermelon with most potent isolates, resulted in significant suppression seedling blight
disease incidence ranging from 10.13% to 79.75%. The most potent antagonist isolates P.
polymyxa KMEn1, Brevibacillus brevis GSEp3, Bacillus amyloliquefaciens BT113 and P.
polymyxa BTCPI showed the highest biocontrol efficacies, resulted in 79.75%, 59.49%, 44.30%
and 40.51% suppression of disease incidence in vivo conditions, respectively. All isolates also
enhanced growth of watermelon plants, in comparison with pathogen inoculated control plants.

The biocontrol and plant growth promoting and activities displayed by P. polymyxa KMEn1,
Brevibacillus brevis GSEp3, Bacillus amyloliquefaciens BT113 and P. polymyxa BTCPI isolates
identified in this study highlight their potential suitability as a biocontrol bacterial agents.

2020, 104 pages
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1. GIRIS

Kabakgiller familyasi, 119 cins ve 825 tiirii igerisinde barindirmaktadir. Bu
familyaya dahil olan kabakgil bitkilerinin biiyiik bir boliimii, diinyada ve Tiirkiye’de
tarimsal {iretim igerisinde 6nemli bir paya sahiptir (Andres, 2004). TUIK 2018 verilerine
gore, lilkemizde 8,206,680 da sebze iiretim alani bulunmakta ve 30,032,827 ton sebze
iiretilmektedir (TUIK, 2018). Kabakgil tiirleri, toplam sebze iiretiminin yaklasik % 28’lik
bir kismini olusturmaktadir (Cizelge 1.1). Kavun (Cucumis melo L.), hiyar (Cucumis
sativus L.), kabak (Cucurbita pepo L.) ve karpuz (Citrullus lanatus L.), bu familyaya
dahil tarim1 yapilan baslica tiirlerdir (Giinay, 1993).

Cizelge 1.1. 2018 yil1 Tiirkiye kabakgil {iretim miktar1 (ton) (TUIK, 2018)

Bitki Tiirii Uretim Miktari (ton)
Karpuz 4,031,174
Kavun 1,753,942
Hiyar 1,848,273

Bal kabagi 87,207

Sakiz kabagi 474,527
Cerezlik kabak 55,043

Acur 42,631

Karpuz, diinyada ve Tiirkiye’de iretimi ve tiiketimi en fazla yapilan sebze
tiirlerinden biridir. Tiirkiye kabakgil tiretiminde en 6nemli paya sahip olan karpuz, tiretim
alan1 ve ticari degeri yoniinden de oldukg¢a 6nemli bir bitkidir.

Karpuzun ana vatani Orta Afrika’dir. Afrika’da yogun bir sekilde rastlanan yabani
karpuz tiirleri, karpuzun gen merkezinin Orta Afrika oldugunu kanitlamaktadir (Giinay,
1993). Tiirkiye; Cin, Iran ve Brezilya ile birlikte diinyada karpuz iiretiminde sdz sahibi
iilkeler arasinda olup (FAO, 2017), iran’dan sonra iiciincii Sirada yer almaktadir (Cizelge

1.2).



Cizelge 1.2. Diinya karpuz tliretimi (ton) (FAO, 2017)

Ulkeler 2015 2016 2017 2017 (%)
Cin 77,357,466 79,269,592 79,486,961 67.13
Iran 3,713,807 4,093,460 4,059,786 3.43
Tiirkiye 3,918,558 3,928,892 4,011,313 3.39
Brezilya 2,119,559 2,090,432 2,314,700 1.95
Ozbekistan 1,853,594 1,932,996 2,030,992 1.72
Cezayir 1,814,435 1,877,677 1,895,074 1.6
ABD 1,609,030 1,802,940 1,842,360 1.56
Misir 1,510,032 1,646,020 1,709,964 1.44
Rusya 1,666,308 1,757,972 1,699,334 1.44
Meksika 1,020,269 1,199,648 1,331,508 1.12
Kazakistan 1,114,555 1,172,839 1,281,510 1.08
Vietnam 1,084,462 1,102,657 1,121,163 0.95
Afganistan 328,186 862,341 681,829 0.58
Ukrayna 460,690 468,010 351,050 0.3
Diger 14,265,328 14,297,042 14,595,921 12.33
Toplam 113,836,279 117,502,518 118,413,465 100

Karpuz, yiiksek oranda su icermekle birlikte seker, A, B, C vitaminleri ve birgok
mineral madde agisindan da zengin bir yaz sebzesidir. igeriginde bulunan likopenin
maddesinin, kalp krizi, pankreas, prostat ve mide kanseri riskini azalttig1 bilinmektedir
(Guner ve Wehner, 2004). Taze tiikketiminin yan1 sira, karpuz kabuklarindan ve kiigiik
meyvelerinden tursu ve recel yapilmaktadir (Vural ve ark., 2000).

Uzun bir gelisgme dénemine ihtiyag¢ duyan karpuz bitkisinin gelisimi i¢in optimum
sicaklik 20-25°C olup, su tutma kapasitesi yiiksek, kumlu-tinli veya tinli-kumlu topraklar
iiretim i¢in en elverisli topraklardir.

Bircok bolgede iiretimi yapilmast nedeniyle, tlilkemiz karpuz yetistiriciligi i¢in
uygun ve ciddi iiretim potansiyeline sahiptir. Karpuz iiretiminin en fazla yapildig: il
Adana olup, 2018 yilinda karpuz iiretiminin yaklasik %251 bu ilimizde
gerceklestirilmistir. Antalya ili ikinci sirada olup, burada gergeklesen karpuz tiretimi
Adana’daki iiretimin yaris1 kadardir (Cizelge 1.3). Ulkemizde, karpuz yetistiriciliginde
cogunlukla hibrit cesitler kullanilmaktadir.



Cizelge 1.3. Yillara gore Tiirkiye karpuz iiretim miktar1 (ton) (TUIK, 2018)

iller 2015 2016 2017 2018 2018 (%)
Adana 781,716 796,795 831,684 1,006,322 24.96
Antalya 443,882 458,037 487,794 498,357 12.36
Bursa 162,487 141,703 156,970 177,522 4.4
Sanhurfa 130,426 137,154 130,957 171,062 4.24
Diyarbakir 174,462 167,780 163,218 165,418 4.1
Mersin 147,569 139,900 148,914 151,057 3.75
Izmir 226,084 201,558 196,544 149,932 3.72
Manisa 116,319 107,076 108,074 108,660 2.7
Mugla 99,179 102,619 96,876 101,780 2.52
Samsun 145,404 138,800 145,675 100,845 2.5
Mardin 122,480 106,367 93,139 83,370 2.07
Karaman 95,233 86,085 85,345 83,065 2.06
Denizli 66,170 69,886 78,440 82,791 2.05
Diger 1,207,147 1,275,132 1,287,683 1,150,993 28.55
Toplam 3,918,558 3,928,892 4,011,313 4,031,174 100

Diger tiim kiiltiir sebzeleri gibi, karpuz bitkisinin liretimi de bakteriyel, fungal ve
viral hastalik etmenlerinin olumsuz etkisi altindadir. Zaman zaman bu etmenlerin epidemi
olusturmasi ile hem fide treticisi hem de bizzat yetistiriciler ekonomik kayiplara maruz
kalabilmektedir. Diinyada ve iilkemizde karpuz yetistiriciligini tehdit eden faktorlerden
en Onemlisi, tohumla taginan “Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi Hastaligi” etmeni,
Acidovorax citrulli [(Schaad ve ark., 1978) Schaad ve ark., 2008]’dir (Schaad ve ark.,
2008).

Etmen, ilk kez 1989 yilinda A.B.D’nin Florida eyaletindeki ticari karpuz tiretim
alanlarinda tespit edilmistir (Wall ve Santos, 1988). Daha sonra hizla yayilarak, ABD’nin
diger eyaletlerinde de tespit edilmis (Hopkins, 1989; Latin ve Rane, 1990; Langston ve
ark., 1999), ve oradan biitiin diinyaya yayilmistir (EPPO, 2005). Tiirkiye’de ilk kez 1996
yilinda Edirne’nin Enez ilgesinde ortaya ¢ikmis (Demir, 1996) ve daha sonra 2005 yilinda
Dogu Akdeniz Bolgesi karpuz iiretim alanlarinda belirlenmistir (Mirik ve ark., 2006). Bu
hastalik, 2009 ve 2010 yillarinin yaz aylarinda Cukurova Bolgesinde Adana (Tuzla,

Karatas ve Merkez ilgeler) ve Osmaniye (Kadirli ilgesi) illerine bagh ilge ve kdylerde



biiyiikk epidemiler yaparak onemli ekonomik kayiplara neden olmustur. Adana ve
Osmaniye’de 4763 dekarlik karpuz iiretim alan1 Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan
karantinaya alinarak bu tarlalarda dort yil boyunca kabakgil familyasindan bir bitkinin
iiretimi yasaklanmistir. Ayn1 yillarda, Adana, Mersin ve Antalya illerindeki pek ¢ok ticari
fidelikte, bu etmenden dolay1 ¢ok sayida fide imha edilmistir (Aysan ve ark., 2011a).
Hastalik, 2010 yilinin yaz aylarinda Cukurova Bolgesi’nde kavunda da epidemi yapmis
ve bolgede hastaligin 6nemli bir konukgusu olarak kavun da dikkat ¢ekmistir (Horuz ve
ark., 2011).

Acidovorax citrulli, karpuzun Onemli bir hastaligi olmakla birlikte, diger
konukcular1 olan kabakgiller, patlicangiller, bugdaygiller, baklagiller ve papayagiller
familyalarina bagli bitki tiirlerinde bakteriyel meyve lekesi hastaliginin yani sira, yaprak
yanikligi, fide yanikligi, ¢icek ¢iiriikliigii gibi belirtilere de neden olmaktadir (Isakeit ve
ark., 1997; Langston ve ark., 1999; Martin ve O’Brien, 1999; O’Brien ve Martin, 1999;
Martin ve Horlock, 2002). Hastaligin en karakteristik belirtisi, etmen ile enfekteli
meyvenin en {ist kismindaki koyu zeytin yesili su emmis goriiniimdeki 1slak lekelerdir
(Sekil 1.1A). Lekeler baslangigta 1 cm’den kiigiik oldugu halde, ilerleyen 7-10 giin
icerisinde lezyonlar tiim meyveyi saracak sekilde genislemektedir. Lezyonlar kurudukca
kiiciik catlaklar gozlenebilir (Sekil 1.1B). Meyve belirtileri, meyve etine ilerleyerek
etmenin tohuma ulagmasina neden olur. Meyve lekeleri genisleyerek kabuk epidermisini
kirar ve yapigkan bir beyaz kopiik ¢ikisi (Sekil 1.1C) gozlenir (Erfen, 2011). Uygun iklim
kosullarinda, patojen ile bulasik tohumdan gelisen fidelerde mutlaka hastalik ¢ikisi
meydana gelir. Karpuz tohumlarina yerlesik patojen, tohum g¢imlenmesi esnasinda
cogalarak kotiledon yapraklarda su emmis goriiniimde lekeler olusturur (Sekil 1.2).
Ozellikle 111k, nemli, asir1 sulanan fidelerde patojen kolaylikla yayilir. Enfeksiyonun
gerceklesmesi icin 26-30°C sicaklik gereklidir.

Hastalik, karpuz meyvelerindeki belirtisinden dolay1 “Bakteriyel Meyve Lekesi
Hastaligr” olarak adlandirilirken, fide donemindeki belirtisi “Bakteriyel Fide Yamkhg:

.

Hastalig1” olarak adlandirilmaktadir. Fidelerde belirti olusturmadan latent halde bulunan
etmenin yogunlugu, araziye sasirtildiktan sonra hastalikli fide oranina bagli olarak
tarladan tarlaya degisiklik gostermektedir. Uygun iklim kosullarinda, birkag¢ hasta
bitkiden tarladaki diger bitkilerin tiimiine hastalik bulasabilmektedir. Enfeksiyonun erken

donemde gerceklesmesi durumunda, %100’e¢ varan iiriin kayiplart meydana



gelebilmektedir (Mirik ve Aysan, 2008). Genel olarak hastalik, tohum, fide, ¢igeklenme
ve meyve tutumu gibi biitiin donemlerde etkili olup (Walcott, 2005) tohum ve fide tiretim

sistemlerinde bu patojene kars1 tolerans sifirdir.

H. SELCUK

Sekil 1.1. Acidovorax citrulli ile enfekteli karpuz meyveleri; A) Su emmis goériiniimde
1slaklik belirtileri, B) Lekelerin zamanla kuruyup ¢atlamasi, C) Beyaz asidik kopiik
cikist



Sekil 1.2. Acidovorax citrulli’nin karpuz fidelerinde olusturdugu 1slaklik belirtileri

Acidovorax citrulli, bitkide i¢sel ve dissal olarak kolonize olabilmektedir (Silva
Neto ve ark., 2006). Ayrica, hastaligin primer inokulum kaynagi etmen ile bulasik
tohumlardir (O’Brien ve Martin, 1999). Giiniimiizde, karpuz ve kavun tiretim alanlarina
yayilmis durumdadir (Assis ve ark., 1999; O’Brien ve Martin, 1999).

Bitki hastaliklar ile miicadelede en 6nemli husus, iiretimde etmenden ari tohum
kullanmaktir. Fideliklerde ve tarlada genel hijyen kosullarina dikkat edilmeli, hastalik
gbzlenen partiden tretilen fidelerin tamami yok edilmelidir. Kiiltiirel islemler esnasinda
fidelerin yaralanmamasina 6zen gosterilmelidir. Uretim alaninda belirtilerin goriildiigii
tiim bitkiler hemen uzaklastirilmali ve yakilarak imha edilmelidir. Kendigelen karpuz ve
kavun fideleri iiretim alanindan sokiilmelidir. Hastaligin goriildiigii iiretim alaninda ekim
ndbeti yapilmali, en az dort yil herhangi bir kabakgil bitkisinin iiretimi yapilmamalidir.
(Aysan ve ark., 2011b).

Bakteriyel etmenin tohum kaynakli olmasi (Sowell ve Schaad, 1979; Rane ve Latin,
1992; Kucharek ve ark., 1993; Hopkins ve Thompson, 2002; Walcott ve ark., 2003),
etmene karst tohuma uygulanabilecek bir ticari preparatin olmamasi ve genetik
engellerden dolayr dayanikli gesitlerin gelistirilememesi (Hopkins ve Levi, 2008; Bahar
ve ark., 2009; Carvalho ve ark., 2012) sebebiyle, karpuz bakteriyel meyve lekesi hastaligi
ile miicadele zordur. Bu nedenle A. citrulli ile miicadeleye yonelik ¢alismalar, patojenden
arl tohum ve fide iretimi ile ireticilerin A. citrulli ile bulasik olmadigi kesin olan
tohumlar1 kullanmalarinin  saglanmasina, dolayisiyla etkili tohum uygulamalari

gelistirmeye yonelik olmalidir.



Diger taraftan, Acidovorax citrulli’nin kontrolii i¢in uygulanan bakirl bilesikler
hastalik etmenini kismen baskilamakla birlikte, etmeni bitkiden veya tohumdan tamamen
yok edememekte (Hopkins, 1991), ayrica bakirli preparatlarin uzun siireli kullanimi
sonrasinda bu bilesiklere karsi etmenin direngli tiirleri ortaya ¢ikmaktadir (Hopkins,
1995). A. citrulli ile en etkili miicadele yolu, etmenin yetistirme ortamindan uzak
tutulmasidir (Latin, 1996).

Hastalikla miicadelede kullanilan bazi bitki aktivatorlerinin ve ticari giibrelerin
(ISR-2000, Crop-Set, Stubble-Aid, Messenger, Peras INC-2, Biocrop L45, Biozyme TF,
Seaweed, Reva Zinc) hastalik olusumunu %15.6-83.4 arasinda degisen oranlarda
engelledigi, ancak patojeni tamamen yok etmedigi bildirilmistir (Farimaz ve ark., 2014).
Diger taraftan, Sodyum Hipoklorit, Tsunami (ticari preparat) ve asidiye edilmis bakir
asetat gibi maddeler tohuma uygulandiginda patojeni yok etmekte, fakat tohumun
canliligi, ¢imlenme oranm ve ¢ikisi olumsuz etkilenmektedir (Feng ve ark., 2009).
Fermentasyon, CaOClI, NaOCI, peroksiasetik asit ve sicak su uygulamalar1 da Acidovorax
citrulli’yi karpuz tohumundan tamamen yok edememekte ve tohum ¢imlenme oranini
diisiirmektedir (Hopkins ve ark., 1996; Hopkins ve ark., 2003; Burdman ve Walcott,
2012).

Bitki hastaliklari ile kimyasal miicadeleye alternatif yontemlerden biri de hastalik
etmenlerine karsi dogadan elde edilen fungal, bakteriyel, viral mikrobiyomlarin
(mikroorganizma) kullanildig: “Biyolojik Miicadele” yaklagimidir. Bu kapsamda, bitki
hastaliklarina kars1 en fazla etkinligi arastirilan mikroorganizmalarin basinda bitkilerde
hastalik olusturmayan yararli “bakteri” izolatlar1 gelmektedir (Hallmann ve ark., 1998).

Bitki bakteri hastaliklar1 ile miicadelede, gliniimiizde etkili bir yontem olmamasi
nedeniyle biyolojik miicadele yontemleri onem kazanmistir. Ozellikle patojenin tohum
kokenli olmasindan dolayi, tohum ve doku i¢inde yasamaya Ozellesmis ve hastalik
etmenleriyle yakin iliskide bulunan “endofit ve epifit bakteriler”in hastalik etmenleri ile
miicadelede kullanilmasi dikkat ¢ekmektedir. Calismamizin konusunu olusturan endofit
ve epifit bakteriler, bitkilerde yerlesik mikrobiyal topluluklarin biiyiik bir boliimiinii
olusturmaktadirlar. Genel olarak endofit bakteriler, yiizey dezenfeksiyonu yapilmis
bitki kisimlarinin i¢ dokularindan izole edilen, uygulama yapildig: bitkilere herhangi bir
zarar vermeyen yararli bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Siilii ve ark., 2016). Tiim

bitkiler, endofit olarak bilinen bakterilere konuk¢uluk etmektedirler. Endofit bakterilerin



ic kolonizasyonlari, genellikle bitki patojeni bakterilerde de mevcut olan enzimler
tarafindan desteklenmektedir. Endofitler, patojenlere karst bazi mekanizmalar
kullanmak suretiyle bitki savunmasini ve gelisimini etkileyerek bitki i¢in yararli veya nétr
olabilirler (Hallmann ve ark., 1997; Schulz ve Boyle, 2006).

Biyolojik miicadelede kullanilan bir diger 6nemli grup, “epifit bakteriler”’dir. Bu
mikrobiyomlar, daha ¢ok bitki yiizeyinde sinirli olan ve uygulama yapildig: bitkilere
herhangi bir zarar vermeyen bakteriler olup, giinlimiizde iizerinde yogun olarak
calisiilmaktadir.

Epifit bakteriler, bitkilerde uyarilmis sistemik dayanikliligin en biiytlik saglayicilar
olarak gorev yapmaktadir (Halfeld-Vieira ve ark., 2006). Lindow ve Brandl (2003) ile
Halfeld-Vieira ve ark. (2008), epifit bakterilerin biyokontrol etmeni ve bitki biiylime
diizenleyici potansiyellerinin rizobakteriler ve endofit bakterilere kiyasla tam olarak
anlagilamadigin1  belirtmislerdir. Arastirmacilar, patojenlerin epifit bakteriler ile
biyokontroliiniin son yillarda yogun bir sekilde arastirildigini, bunun epifit bakterilerin
fitopatojenler tarafindan son derece cazip olan epitel hiicreler, stoma ve hidadotlar gibi
cok Onemli bitki kisimlarinda hayatta kalma stratejileri gelistirme kapasitelerinin
tistiinliigii ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Biyolojik miicadele kapsaminda 6nemi giin gegtikce artan faydali bakteriler, farkli
mekanizmalar araciligiyla bitki gelisimini tesvik etmelerinin yanisira, uygulandiklar
bitkilerin hastaliklara dayaniklilik sistemlerinin uyarilmasinda (tesvik edilmesinde)
onemli rol oynamaktadirlar. Bdylece, bitkilere sonradan giris yapan patojenin
¢ogalmasini, gelismesini, yayilmasini ve belirti olusturmasini1 engelleyerek hastaligi
siirlandirirlar. Son yillarda, bitki hastaliklarina karsi kimyasallara alternatif miicadele
yontemlerinin arastirildign  ¢alismalarda, gerek epifit gerekse endofit bakterilerin
izolasyonu, teshisi ve farkli hastalik etmenlerine kars1 antagonistik etkinligi konusuna
yogunluk verilmistir (Zhang ve ark., 2004; Anand ve ark., 2010; Akram ve Anjum, 2011;
Tan ve ark., 2012).

Fiirnkranz ve ark. (2009), kok bolgesinden izole edilen ve biyolojik miicadelede
kullanilan bakteriler i¢in izole edildikleri yere gore “Bitki Gelisimini Tesvik Eden Kok
Bakteriler” (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) ismini kullanmistir. Son
yillarda, izole edildigi bitki aksamina bakilmaksizin bitki gelisimini tesvik eden

bakteriyel biyolojik miicadele etmenleri genel anlamda “Bitki Gelisimini Tesvik eden



Bakteriler” (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) veya “Biyolojik Miicadele Etmeni
Antagonist Bakteriler” (Biological Control Agent, BCA) olarak 2 grup altinda ele
alinmustir.

PGPB smifindaki bakteriler, benzer bitki biliyiime diizenleyici mekanizmalar
kullanarak bitki gelisimini tesvik ettikleri gibi tiretmis olduklar1 antimikrobiyal bilesikler
ile aym1 zamanda bitkilerde sorun olan hastalik etmenlerinin gelisimlerini de
baskilayabilirler (Kloepper ve Schroth, 1981). BCA sinifina giren bakteriler ise, herhangi
bir sekilde bitki gelisimini tesvik etmeksizin dogrudan iiretmis olduklar1 antimikrobiyal
bilesenler sayesinde hastalik etmenlerini  baskilayabilmekte veya tamamen
oldiirebilmektedirler.

Bakteriler, izole edildikleri bitki aksamina bakilmaksizin bitki hastalik ¢ikisini
engellemede Dogrudan veya Dolayl olarak etkide bulunurlar (Arora ve ark., 2012;
Bhardwaj ve ark., 2014; Gupta ve ark., 2015). Biyolojik miicadele etmeni epifit veya
endofit bakteriler hastalik ¢ikisin1 “dogrudan” engellemede; (1) azot fiksasyonu, (2)
siderofor iiretimi, (3) ¢coziinemeyen veya bitkinin alabilecegi formlarda olmayan bitki
besin maddelerinin (mineral maddelerin) bitkinin alabilecegi formlara doniistiiriilmesi
(mineralizasyonu), (4) karbon kaynagi agisindan rekabet ve (5) bitkisel hormonlarin
tesvik edilmesi gibi mekanizmalar1 kullanirlar. Ayni bakteriler hastalik gelisimini
“dolayl” engellemede; bakteri tiirleri tarafindan iiretilen (1) hidrojen siyaniir (HCN), (2)
amonyak (NH3), (3) ugucu antimikrobiyal etkili bilesiklerin iiretilmesi, (4) siderofor,
(5) hiicre duvarint yikan litik enzimlerin (glukanaz, kitinaz, proteaz vb) iiretilmesi ve
(6) bitkilerde hastalik etmenlerine kars1 dayanikliligin tegvik edilmesi gibi mekanizmalari
kullanirlar (Leong, 1986; Fravel, 1988; Weller, 1988; Wei ve ark., 1996; Lugtenberg ve
Kamilova, 2009).

Bitki bakteri hastaliklar1 ile miicadelede kimyasal ve mevcut tohum uygulamalari
kisa vadede gecici ¢6ziim olmakla birlikte, uzun vadede pek ¢ok sorunu da beraberinde
getirmektedir. Bakteriyel hastaliklar ile miicadelede kullanilan sinirhi  sayidaki
fungusitler, basta insan olmak iizere ¢evreye ve hedef dis1 faydali organizmalara olumsuz
etkide bulunmakta, ayn1 zamanda kimyasallarin asir1 dozda ve bilingsizce kullanimi
sonucunda hastalik etmenlerinin direngli tiirleri ortaya ¢ikmaktadir. Sonug olarak, mevcut

yontemlerden beklenen etki elde edilememekte, tiim bu sebepler hastaliklarla miicadelede



yenilik¢i, ¢evre dostu, etkili miicadele yontemlerinin arastirilmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Bu dogrultuda, yapilan bu c¢alisma ile basta karpuz bitkisi olmak tizere farkli
kabakgil bitkilerinden (kavun, kabak, hiyar) (i) endofit ve epifit bakterilerin izolasyonu,
(if) tanimlanmasi, (iii) karpuz ve kavun basta olmak iizere kabakgillerde biiyiikk verim
kayiplarina neden olan karpuz bakteriyel fide yanikligi etmeni Acidovorax citrulli’ye
kars1 in vitro antagonistik (engelleme) etkinligi, (iv) in vitro kosullarda, hastalik
etmeninin engellenmesi ve bitki gelisiminin tesvik edilmesinde rol oynayan etki
mekanizmalarinin belirlenmesi, (v) in vitro kosullarda etkinlik gosteren secilmis
izolatlarmn, hastalik ¢ikisinin engellenmesi tizerine olan biyokontrol etkinligi ve bitki

gelisimi {izerine olan etkilerinin in vivo kosullarda aragtirilmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Acidovorax citrulli ile Miicadele Calismalari

Hopkins ve ark. (1996) ve Hopkins ve ark. (2003), fermentasyon, CaOCl, NaOClI
ve peroksiasetik asit uygulamalarimin A. citrulli’yi karpuz tohumundan tamamen yok
edemedigini ve tohum ¢imlenme oranini diisiirdiigiinii belirtmislerdir.

Zhao ve ark. (2009), Acidovorax citrulli ile miicadelede en etkili ve en 6nemli
hususun 6nleyici tedbirler oldugunu, ancak tohum uygulamalarinin tohum canliligini ve
fide gelisimini olumsuz etkileyebildigini bildirmislerdir.

Feng ve ark. (2009), A. citrulli’nin triploid karpuz tohumlarindan yok edilmesine
yonelik c¢esitli kimyasal ve fiziksel tohum uygulamalarinin etkinligini belirledikleri
calismalarinda, etmen ile bulasik tohumlara bakir asetat, AEW, Clorox ve Tsunami 100
muamele etmislerdir. Yapilan uygulamalarm, etmeni tohumdan eradike edebildigini,
ancak ¢cimlenmeyi ciddi sekilde olumsuz etkiledigini ve saglikli kotiledonlara sahip fide
sayisini azalttigini tespit etmislerdir.

Farimaz ve ark., (2014), Acidovorax citrulli ile miicadelede baz1 bitki
aktivatorlerinin ve ticari giibrelerin (ISR-2000, Crop-Set, Stubble-Aid, Messenger, Peras
INC-2, Biocrop L45, Biozyme TF, Seaweed, Reva Zinc) etkinligini denedikleri
caligmalarinda, uygulamalarin %15.64-83.42 arasinda degisen oranlarda hastalik
olusumunu engelledigini ancak etmeni tamamen yok etmedigini tespit etmislerdir.

Selguk (2014) tarafindan iilkemizde yapilan bir ¢alismada, tohumdaki A. citrulli
inokulumunu yok etmek veya azaltmak amaciyla 21 farkli fiziksel ve kimyasal tohum
uygulamalarinin hastalik ¢ikisina, tohumun ¢imlenmesine ve fide gelisimine etkileri
arastirilmistir. Calisma sonucunda, higbir tohum uygulamasinin tohumdaki inokulumu
tamamen yok edemedigi, %2’lik laktik asite 15-20 dak daldirma, 55°C’lik sicak suya 20
dak daldirma ve 60°C’lik suya 20 dak daldirma seklinde yapilan tohum uygulamalarinin
hastalik ¢ikisini azaltmada en etkili tohum uygulamalar1 oldugu belirlenmistir.

Hara ve Shirakawa (2017) tarafindan kabak tohumlarindan etmeni eradike etmeye
yonelik daha etkili bir sicak su uygulamasi belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada,
uygulama sicakliginin, islem siiresinin ve sicaklik degisikliklerinin etmenin canlilig

tizerindeki etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda, siirekli tekrarlanan 1sitma ve
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sogutma islemleri arasindaki aralikli 1s1l iglemlerin, sogutma olmadan yapilan siirekli
1sitmaya nispeten daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayni calismada, aralikli sicak su
uygulamasinin 0.01 M asetik asit ve % 0.168 bazik bakir kloriir karigimi ile
birlestirildiginde A. citrulli enfeksiyonunu o6nledigi belirlenmistir. Yapilan uygulamalar
her ne kadar etmeni eradike etmede basarili olsa da tohum canlilig1 ve ¢cimlenme orani az

da olsa olumsuz etkilenmistir.

2.2. Ulkemizde Bitki Hastahk Etmenleri ile Biyolojik Miicadele

Aysan ve Cinar (2002), tarafindan tohum kaynakli bir patojen olan P. syringae pv.
tomato’ya kars1 antagonistik bakterilerin etkinligi test edilmis, denenen izolatlar
arasindan secilen 18 izolatin in vitro ¢alismalarda patojenin gelisimini engelledigi ve bu
izolatlarin saksi denemeleri sonucunda hastalik gelisimini %31-90, hastalik siddetini ise
%5-84 oraninda azalttig1 bildirilmistir.

Mirik (2005), tarafindan biberde bakteriyel leke hastaligi ile kimyasal miicadeleye
alternatif olarak bitki biiylime diizenleyici rizobakterilerle (PGPR) biyolojik kontrol
olanaklarimin arastirildigi calismada, Adana, Mersin, Osmaniye, Kahramanmaras ve
Hatay illerindeki biber iiretim alanlarindan alinan toprak ve bitki kok numunelerinden
189 adet bakteri izole edilmistir. Bunlar igerisinde, fosforu ¢6zen 11 bakteri izolat1 aday
PGPR olarak secilmistir. Secilen 3 bakteri izolat1 ve onlarin kombinasyonlari ile saks1 ve
tarla caligmalar1 yapilmistir. Bitki biiyiime diizenleyici rizobakteri izolatlar1 ile uygulama
yapilan bitkilerde, hastalik siddetinin % 65 oraninda azaldigi ve bitki biiylimesinin
degisen oranlarda (bitki boyu, govde capi, bitki yas agirligi, bitki kuru agirligi, kok
uzunlugu, kok kuru agirligi, verim, meyve boyu ve meyve sayist) arttii belirlenmistir.
Bitki biiylime diizenleyici rizobakteriler, yag asit metil ester analizi ile Bacillus
megatarium olarak tanilanmstir.

Kiisek (2007), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay,
Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras illerinde bulunan bag alanlarindan alinan urlu
bitki numunelerinden izolasyonlar yapilarak elde edilen tiim izolatlar Agrobacterium vitis
olarak tanilanmistir. Bag alanlarindan, asma bitkisinin biiyiimesini tesvik eden
rizobakterilerin (PGPR) izolasyonu i¢in aliman 39 toprak orneginden 464 adet bakteri

izole edilmistir. Bu bakteri izolatlarindan 63’iiniin fosforu ¢ozdiigii belirlenmistir. En

12



yiiksek diizeyde fosfor ¢ozen 10 izolat secilerek ur agirligina etkilerinin arastirtlacagi
saks1 ¢alismalarinda kullanilmistir. Saks1 ¢aligsmasi ile Ga7/3-6 (% 45), Gal0/2-5 (% 97),
Os1/3-1 (% 80), OsD1/3-1 (% 98) ve HaD6/3-1 (% 75) izolatlarinin, asmada ur agirligini
onemli diizeyde azalttig1 belirlenmistir.

Askin (2008), Ankara ilinin Ayas, Beypazari ve Nallihan ilcelerinde domates
fideliklerinde ¢okerten hastaligina neden olan fungal patojenlere karsi bazi faydali
Pseudomonaslarin fosforu ¢ézme yetenegini inceledigi calismasinda, sorvey c¢alismasi
stiresince elde etmis oldugu izolatlardan birini bitki gelisimini tesvik etme potansiyelini
arastirmak tizere tarla kosullarinda kullanmistir. Bu denemeler sonucunda, 19 nolu
bakteri izolat1 fide boyu (17,75 cm) ve bitki basimna diisen meyve sayisinda (87,25
meyve/bitki, 103,75 meyve/ bitki) 6nemli artiglara neden olmustur.

Karag6z ve Kotan (2010), Pantoea (33 izolat), Bacillus (6 izolat) ve Paenibacillus
(1 izolat) cinslerine dahil 40 aday bitki gelisimini tesvik eden rizobakteri (PGPR) ve bitki
gelisimini tesvik eden endofit bakterinin, marul yaprak leke hastaligi etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. vitians’in engellenmesi ve marulun gelisimi iizerine
etkilerini arastirmiglardir. Calismada, izolatlarin fosfor ¢ozme ve azotu fikse etme
yetenekleri de aragtirilmigtir. Bu izolatlar arasindan, fosforu ¢ozme yetenegi en fazla olan
11 izolat ve bunlarin 4 ayr1 kombinasyonu sera denemeleri i¢in se¢ilmistir. Elde edilen
sonugclar, test edilen izolatlar ve kombinasyon uygulamalarinin bazilarinin bitki gelisimi
tizerine olumlu etkide bulundugunu ve hastalik gelisimini baskilama yetenekleri
oldugunu gostermistir.

Unlii ve Aysan (2011), Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin biyolojik
miicadelesine yonelik olarak yaptiklart bir calismada, sardunya yetistirilen toprak
orneklerinden izole ettikleri 234 aday PGPR izolatinin saksi ¢alismasinda hastaligi
engelleme yetenegini arastirmiglardir. Fosforu yiiksek oranda ¢ozebilen iki PGPR
izolatinin yaprak enfeksiyonunu % 88-100 oraninda, bir PGPR izolatinin ise gévde
enfeksiyonunu % 63 oraninda engelledigi belirlenmistir.

Akat ve Ozaktan (2011), domates bitkilerinden izole ettikleri kok bakterilerinin
domates bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in koloniyal gelisimini engelleme potansiyellerini in vitro ve in vivo
kosullarda arastirmiglardir. Denemelerde, toplam 49 adet epifit ve endofit antagonist aday

bakteri izolat1 testlenmis, in vitro denemelerde testlenen izolatlarin % 40’1 patojeni 2-37
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mm arasinda degisen engelleme zonlar1 olusturarak baskilamistir. Test sonuglarina gore,
en etkili izolatlarin floresan Pseudomonaslar oldugu tespit edilmistir. In vivo denemeler
icin secilen on bir izolattan dordii, pozitif kontrol’e gore bakteriyel solgunlugu % 54-86
oraninda engellemistir.

Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, (2014), domateste bakteriyel solgunluk hastalig: ile
kimyasal miicadeleye alternatif olarak bitki biiyiime diizenleyici kok bakterilerinin
(PGPR) kullanilma olanaklarin1 arastirdiklar ¢aligmalarinda, 39 farkli toprak 6rneginden
499 adet aday PGPR bakteri izolat1 elde etmislerdir. Bu izolatlar arasindan, en fazla
fosforu ¢ozme ve azotu baglama 6zelliklerine sahip 30 aday izolattan en etkili sekiz
izolatin bakteriyel solgunluk hastaligin1 baskilayabilme potansiyellerini in vivo
kosullarda arastirmislardir. Sonug olarak, Y1.6.7 ve N6.6.21 kodlu PGPR izolatlarinin
hastalik gelisimini sirasiyla, ortalama % 38 ve % 54 oraninda azalttigini tespit etmislerdir.

Kotan (2014), son yillarda biyolojik miicadelenin kapsaminin genisledigini, serbest
yasayan, biyolojik savas etmeni veya biyogiibre olarak bitki biiyiimesini diizenleyen ve
tesvik eden bakterilerden Serratia, Pseudomonas, Burkholderia, Agrobacterium,
Erwinia, Xanthomonas, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Alcanigenes,
Arthrobacter, Acetobacter, Acinetobacter, Achromobacter, Aerobacter, Artrobacter,
Azotobacter, Clostridium, Klebsiella, Micrococcus, Rhodobacter, Rhodospirrilum ve
Flavobacterium cinslerine dahil tiirlerin biyolojik miicadelede kullanilmaya baslandigini
bildirmistir.

Aktas (2015), tarafindan 6z nekrozu etmeni Pseudomonas corrugata’ya karsi
PGPR ve biyokontrol etmeni bakterilerin etkinliginin arastirildigi ¢alismada, elde edilen
Bacillus tiirlerinin hastalik etmeninin baskilanmasi ve bitki gelisimi tizerine olumlu etkide
bulundugu bildirilmistir.

Fakhraei (2015), tarafindan endofit bakterilerin hiyar solgunluk etmeni Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum (FOC)’u engelleme ve bitki gelisimini artirma
potansiyellerini arastirmak amaciyla yapilan calismada, Izmir, Antalya ve Mugla
illerinden saglikli hiyar ve kabak bitkilerinin i¢sel dokularindan, 109 endofit bakteri (EB)
izole edilmistir. izole edilen bakteriler, indol Asetik Asit (IAA), siderofor iiretimi, fosfor
¢dzme yetenegi ve antibiyozis 6zelikleri gibi in vitro parametreler agisindan testlenmistir.
In vitro testlerde basarili bulunan 24 EB izolat: in vivo saks1 denemeleri i¢in segilmistir.

Saks1 denemelerinde, izolatlarin % 25’1 hiyar bitkilerinde FOC’un gelisimini % 32-62
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oraninda engellemistir. Bu izolatlar arasindan, 83 (Pantoea agglomerans) ve 99 (Bacillus
thuringiensis) kodlu izolatlar biyokontrol ve biiylimeyi tesvik etme etkinligi agisindan
sera denemesine se¢ilmistir. Sera denemesinin sonuglarina gore, 83 ve 99 kodlu izolatlar
hastalik etmenini sirasiyla % 52 ve % 49 oraninda sinirlandirmstir.

Gokee ve Kotan (2016), PGPR ve biyokontrol etmeni bakterilerin bugday kok
clirlikligli hastaligi etmeni Bipolaris sorokiniana’nin baskilanmasi ve bitki gelisimi
tizerine etkisini arastirdiklar bir calismada, yabani ve kiiltiir bitkilerinin toprak alt1 veya
toprak lstii aksamlarindan izole edilerek Mikrobiyal Tan1 Sistemi (MIS) ile tanilanan 25
farkli tiire ait toplam 212 antagonist bakteriyel izolati in vitro ve in vivo kosullarda
patojene karsi antifungal 6zelliklerinin belirlenmesi igin test etmislerdir. Sonug olarak,
Bacillus megaterium ve Bacillus pumilus tiirlerine ait izolatlarin hem hastalig
baskilamakta etkili oldugu hem de bitki gelisimine Onemli katkilar sagladigi
belirlenmistir.

Aktan (2018), tarafindan, saglikli badem bitkilerinin farkli kisimlarindan endofit ve
epifit bakterilerin izolasyonu, teshisi, ve bunlarin in vitro kosullarda S. sclerotiorum,
Ceratobasidium sp., M. phaseolina, F. oxysporum ve P. chlamydospora etmenlerinin
misel gelisimlerini engelleme potansiyellerinin arastirilmasina yonelik yapilan
calismada, elde edilen 97 bakteri izolatinin 46’s1 patojenlere karsi test edilmis ve ikili
kiiltir testlerinde Bacillus subtilis ssp. subtilis AEP3 (Pc), Bacillus mojavensis AEP109
(Pc), B. vallismortis AEPBT113 (Mp, Ss), B. cereus AEP2 (Mp, Ss), Serratia marcescens
AEN38 (Cb), Pseudomonas chlororaphis ssp. aurantiaca AEP119 (Ss) ve Ochrobactrum
anthropi AEP84 (Pc) izolatlarinin hastalik etmenlerinin misel gelisimlerini % 63.75-
79.58 gibi yiiksek oranlarda engellemek suretiyle giiclii in vitro antagonistik etkinlik
gosterdigi belirlenmistir.

Sonmez (2018), tarafindan, komposttan izole edilen toplam 47 aday antagonist
bakteri izolatt MALDI-TOF MS uygulamasi ile tanilanmis ve bu izolatlarin fungal
etmenlere karsi antagonistik potansiyelleri aragtirtlmistir. 47 izolatin tamami gram (+)
olup, bu izolatlar tiir diizeyinde Bacillus spp. (% 80.85), Solibacillus silvestris (% 10.6),
Lysinibacillus sphaericus (% 4.2), Streptomyces badius (% 2.1) ve Corynebacterium
glutamicum (% 2.1) olarak tanilanmiglardir. Calisma sonucunda, Bacillus
amyloliquefaciens (KY2:46), Bacillus vallismortis (K'Y 3:40) ve B. vallismortis (KY3:45)

izolatlarmin M. phaseolina’nin misel gelisimini engellemede etkili oldugu belirlenmistir.
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Izolatlardan Bacillus subtilis (KY1:21), Bacillus mojavensis (KY1:5), B. subtilis
(KY1:14) ve Bacillus atrophaeus (KY1:16) izolatlarinin Rhizoctonia solani’nin; B.
subtilis (KY1:21), B. mojavensis (KY1:5) ve B. mojavensis (KY1:11) izolatlarinin ise S.
rolfsii’nin engellenmesinde etkili oldugu belirlenmistir. Fungal etmenlere karsi
antagonist tiirleri temsilen secilen izolatlar arasinda, en yiiksek proteaz iiretimi Bacillus
subtilis (KY6:60), siderofor tiretimi Streptomyces badius (KY1:20), amonyak {iretimi
Bacillus vallismortis (KY3:40) ve TAA iiretimi Solibacillus silvestris (KY7:69) izolatlar
tarafindan olusturulmus olup, izolatlardan hi¢birinin fosfor ¢ozme yeteneginde olmadigi
tespit edilmistir. Antagonist bakterilerin in vitro etkinligi, fungus inokulasyonu 6ncesi 6n
inkiibasyon siiresine bagli olarak artis gostermistir. Bakteriyel izolatlardan Bacillus spp.
izolatlari, engelleme bolgesine yakin yerlerdeki M. phaseolina hifleri iizerinde
vakuollesme, biiziisme, sisme ve erime seklinde ortaya ¢ikan morfolojik bozulmalara
neden olmustur.

Emdirme (2019), tarafindan yapilan bir ¢alismada, kokii yenen kiiltiir bitkilerinden
toplam 46 endofit ve epifit bakteri izole edilmistir. Bu izolatlar, MALDI-TOF MS ile
tanillanmis ve izolatlarin Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea ve Geotrichum
candidum'un misel gelisiminin engellenmesine yonelik in vitro antagonistik etkinlikleri
ve kullandiklar1 etki mekanizmalari ikili kiiltiir testi kullanilarak belirlenmistir. Deneme
sonuglarina gore endofit bakteri izolatlar1, epifit bakteri izolatlarina kiyasla daha yiiksek
antagonistik etkinlik gostermistir. Antagonistik etki gosteren Bacillus spp., Pseudomonas
spp. ve Acinetobacter spp.’ye ait izolatlarin biiyiik cogunlugu, test edildikleri patojenlerin
misel gelisiminin baskilanmasinda etkili olmustur. Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis,
Bacillus thuringiensis, Acinetobacter tandoii, Pseudomonas chloropsis, Pseudomonas
brassicacearum ve Pseudomonas koreensis tiirlerine ait izolatlar, fungal misel gelisimini
% 75'in lzerinde baskilamak suretiyle en etkili bakteriyel antagonistler olarak
belirlenmistir. Daha sonra, etkili izolatlarin biyokontrol ve bitki bilylimesini tesvik
etmede kullandiklar1 etki mekanizmalari arastirilmistir. Siderofor, proteaz, hidrojen
siyaniir (HCN) ve amonyak (NH3) iiretimi, bu izolatlar tarafindan gosterilen ana
“antagonistik” mekanizmalar olarak belirlenmistir. Ayrica, Indol Asetik Asit (IAA)
tretimi ve fosfor ¢ozme etkinligi, en etkili bakteriyel izolatlarin gosterdigi “bitki
biiyiimesini tesvik eden” mekanizmalar olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda Bacillus

subtilis izolatlar1 S. sclerotiorum’un; Pseudomonas choloraphis, Bacillus subtilis,
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Acinetobacter tandoii ve Bacillus mojevensis izolatlar1 ise B. cinereae'nin engelleme
bolgesine yakin miseller lizerinde pihtilagma, kararma ve erime gibi 6nemli morfolojik
degisikliklere neden olmustur.

Varhan (2019), tarafindan yapilan bir ¢alismada, saglikli maydanoz bitkilerinin kok
bolgelerinden 48 adet aday bakteri izolat1 izole edilmis ve bu izolatlarin tanist MALDI-
TOF MS ile gerceklestirilmistir. izole edilen ve tanis1 yapilan 40 bakteri izolatinin in vitro
kosullarda maydanoz bakteriyel yaprak leke hastaligi etmeni Pseudomonas syringae pv.
apii (Psa)’ ye kars1 antibiyozis (engelleme) etkilerinin yanisira, siderofor, Indol Asetik
Asit (IAA), proteaz, amonyak iretimi ve fosfor ¢ézme potansiyelleri gibi etki
mekanizmalar1 belirlenmigtir. Antibiyozis testinde indeks degerlerine gore sirasiyla,
Pseudomonas thivervalensis PANT107 (5.08), Pseudomonas brassicacearum PANT83
(4.17) ve Bacillus simplex PANT91 (2.94) yiiksek antagonistik etki gostermistir. Test
edilen izolatlar arasinda, siderofor iiretiminde Pseudomonas thivervalensis PANT107
(2.86), IAA iiretiminde Arthrobacter oxydans PANTS3 (27.73 pg/ml), proteaz liretiminde
Pseudomonas brassicacearum PANT83 (2.51), fosfor ¢oziinirligii testinde ise
Pseudomonas kilonensis PANT63 (4.44) en etkili izolatlar olarak belirlenmistir.
Amonyak tiretiminde ise 26 izolat pozitif sonug vermistir. In vivo etkinlik denemelerinde,
bakteri izolatlar1 farkli (tohum kaplama, tohum kaplama-+yaprak piiskiirtme ve yaprak
puskiirtme uygulamalari) sekillerde uygulandiklari bitkilerde hastalik gelisimini % 16-58
arasinda degisen oranlarda engellemis olup, en etkili izolatin Bacillus simplex PANT91
oldugu belirlenmistir.

Bozkurt ve Soylu (2019), tarafindan, elma agaglarinin kdk ve kok bogazi
bolgelerinden izole edilen 85 aday antagonist epifit ve endofit bakteri izolatlarinin
bakteriyel kok ur hastalik etmeni Rhizobium radiobacter’i baskilama yetenekleri in vitro
ikili kiltiir testi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére, Pseudomonas, Pantoea,
Serratia ve Bacillus cinslerine dahil farkl: tiirlere ait 12 izolat, besi ortami iizerinde
patojene karsi ortalama 5.0-27.3 mm capinda degisen engelleme zonlar1 olusturmustur.
Pseudomonas putida (1-4en) izolati, diger izolatlara kiyasla havug dilimi iizerinde
hastalik etmeni tarafindan meydana getirilen urlarin gelisimini O6nemli diizeyde
baskilamistir.

Duman ve Soylu (2019), tarafindan yapilan bir caligmada, farkli bolgelerde yetisen

saglikli fasulye bitkilerinden izole edilen endofit bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin
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(PGPB), fasulye hale yaniklig1 etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp)
tizerine biyokontrol (siderofor ve amonyak iiretimi gibi) ve bitki gelisimini tesvik etmede
etkili mekanizmalar1 (IAA tretimi, fosfor ¢6zme ozelligi gibi) in vitro kosullarda
karakterize edilmistir. izolatlarin patojene kars1 biyokontrol etkinlikleri de belirlenmistir.
Elde edilen 131 PGPB arasindan secilen bakteri izolatlarinin, Psp’ye karsi degisen
oranlarda engelleme zonu olusturdugu belirlenmistir. Deneme sonuglarina gore, en
yiikksek engelleme zonu Pseudomonas gessardii (4.85) izolati tarafindan, en diisiik

engelleme zonu ise Bacillus licheniformis (1.35) tarafindan olusturulmustur.

2.3. Bitki Hastaliklar ile Biyolojik Miicadele ve Etki Mekanizmalari

Buyer ve Sikora (1990), bakteriler tarafindan iiretilen sideroforlarin bitki
patojenleri iizerinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

De Freitas ve ark. (1997)’a gore, bircok bakteri organik asit liretimi veya diger
mekanizmalarla inorganik ve organik fosforun ¢oziiniirliigiinii artirmakta ve bitkiler i¢in
alinabilir forma doniistirmektedir. Fosforu ¢6zme yeteneginde olan bakteriler, ayrica
bitkide hastaliklara kars1 dayanikliligi da tesvik etmektedirler.

Nautiyal (1999)’in bildirdigine gore, faydali bakterilerin fosfor ¢6zebilme
yeteneklerinin varlig1 tarimda kullanimlarini artirmaktadir. Bitki biiyiime diizenleyici
rizobakteriler (PGPR), hastaliklara dayaniklilik sagladigi gibi ayn1 zamanda bitkilerde
biiylime ve gelismeyi de tesvik ederler. Bu bakteriler toprakta bulunan fosforu bitkinin
alabilecegi forma donistiirtirler. Bitkilerin toprakta bulunan fosforu indirgeyip
blinyelerine  alamamalar1  sebebiyle, toprakta bulunan fosforu indirgeyen
mikroorganizmalar fosforu bitkinin kullanabilecegi forma donistiirerek  bitki
biiyiimesinde artis saglanir.

Nautiyal (1999), tarafindan fosfor ¢6zen mikroorganizmalarin izolasyonu
konusunda yapilan bir ¢alismada, Pikovskaya (PVK) ile NBRIP (National Botanical
Research Institute’s Phosphate medium) besi ortamlarinin etkinlikleri karsilastirilmistir.
Fosfor ¢6zme kabiliyeti agisindan NBRIP besi ortaminin PVK’ya kiyasla ii¢ kat daha
fazla etkili oldugu ve bu alanda kullanilabilecek giivenilir bir teknik oldugu tespit

edilmistir.
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Johri ve ark. (1999), tarafindan yapilan bir ¢alismada, tohum veya topraga
uygulanan fosforu ¢ézme yetenegine sahip bakterilerin {irlin miktarinda artisa neden
oldugu bildirilmektedir. Arastiricilar, Pikovskaya (PVK) besi ortaminda izolatlarin
olusturduklar1 zonlar1 6l¢gmek amaci ile fosfor ¢6zme indeksini kullanmiglardir. Ayrica,
alkali topraklardan elde edilen bakteriyel izolatlarin yiiksek sicaklik, pH ve tuzluluk gibi
stres kosullarinda fosfor ¢cozme yeteneklerinin gelisebilecegini bildirmislerdir.

Volksch ve May (2001), soya bitkisinden elde ettikleri 82 epifit bakteri izolatlarinin
bitkide epifit olarak yasayan Pseudomonas syringae pv. glycinea’nin neden oldugu
bakteriyel yaprak leke hastaligini engelleme etkinliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
29 izolatin in vitro kosullarda patojeni inhibe ettigini, bu izolatlardan 9 tanesinin tarla
kosullarinda hastalig1 baskiladigini bildirmislerdir.

Arorave ark. (2001), siderofor tireten Sinorhizobium meliloti’nin in vitro kosullarda
Macrophonia phaseolina’y:r inhibe ettigini ve yer fistigmin ¢imlenmesini artirdigini
bildirmislerdir.

Crosa ve Walsh (2002)’ye gore, bakteriler metal bulunan ortamlarda yaygin olarak
bulunurlar ve agir metallere tutunarak birikirler. Gram (+) bakterilerin hiicre duvarlari
metal baglama 6zelligine sahiptir. Baz1 bakteriler metal baglayan polisakkarit iiretirler.
Buna ilaveten manganez, nikel ve demir gibi metalleri 6zel reseptorler yoluyla absorbe
ederler. Demir bulunan ortamda, bakteriler ferrik demiri baglayan ve tasiyan “siderofor”
tiretirler. Sideroforlar, mineral ya da organik maddelerden demirin hiicre disinda ¢oziintir
duruma getirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Siderofor ilireten bakteriler hem
demiri baglayarak patojeni bu elementten yoksun birakmakta hem de bu yolla bitkinin
demir kullanimin1 kolaylastirmaktadir. Siderofor iireten bazi onemli bakteri tiirleri,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Vibrio anguillarum,
Aerobacter aerogenes ve Mycobacterium tuberculosis’dir.

Oliveira ve ark. (2003) ile Shokri ve Emtiazi (2010)’ye gore oksinler, hiicre
boliinmesi, uzama ve farklilasma tizerine etkisi olan ve bitki biiylimesini diizenleyen
endofitler tarafindan tiretilen hormonlardir. Bununla birlikte, gelisimi diizenlemek i¢in
konukgu bitki ile bakterinin interaksiyonu, bitki hiicresinde bulunan hormonlarin

konsantrasyonuna baglidir.
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Tsavkelova ve ark. (2007), indol Asetik Asit (IAA) hormonunu hiicreleri esnetmek
suretiyle koklerin ve siirgiinlerin bilylimesini saglayan en 6nemli oksin hormonu olarak
tanimlamislardir.

Pusey ve ark. (2009)’a gore, bitki yiizeyinde epifit olarak yasayan patojenlerin
neden oldugu bitki hastaliklarinin  biyolojik miicadelesinde, yerli mikrobiyal
populasyonlar enfeksiyondan 6nce bitki-patojen etkilesiminin sonucunu etkileyebilir. Bu
nedenle bircok arastirma, bitkiler lizerinde epifit olarak yasayan mikroorganizmalarin
karakterize edilmesine yoneliktir. Epifit karakterdeki patojenleri bireysel olarak veya
birlikte baskilama egilimindedirler.

Daniels ve ark. (2009) ile Miller ve ark. (2010)’a gore fosfor, azottan sonra bitkiler
icin ikinci derece Onemli bir bitki besin elementidir. Fosfor bilesikleri, tarim topraklarinda
bolca bulunmasina ragmen biiyiikk bir bolimii ¢oziinemeyen fosfor halindedir. Bu
nedenle, topraktaki fosforun bitkiler tarafindan kolayca alinamamasi, 6nemli bir biiyiime
siirlandirict faktor olarak kabul edilmektedir.

Filho ve ark. (2010), saghkli domates bitkilerinden elde ettikleri epifit
Paenibacillus macerans ve Bacillus pumilus tiirlerine ait izolatlarin domates ve biberde
bakteriyel leke hastaligi etmeni Xanthomonas vesicatoria ve domateste erken yaniklik
hastalig1 etmeni Alternaria solani’yi engelleme etkinliklerini aragtirmiglardir. Elde edilen
veriler, epifit bakterilerin fitopatojenlerin gelisimini etkili bir sekilde inhibe ettigini
gostermistir.

Hayat ve ark. (2010), indol Asetik Asit (IAA) hormonunun genellikle bitki
biiyiimesini diizenleyen Actinomyces, Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium,
Salmonella, Sthaphylococcus gibi birgok bakteri cinsi tarafindan {iretildigini
bildirmislerdir.

Qureshi ve ark. (2012), tarafindan, faydali bakterilerin fosforu ¢ézme yetenegini
degerlendirmek i¢in pamukta yapilmig olan bir ¢alismada, tohumlara fosforu ¢ozebilen
Bacillus sp. asilanmistir. Ayni sekilde Bacillus sp. asilanmamis tohumlarda da
degerlendirme yapilmistir. Faydali bakteri asilanan tohumlarin ekildigi toprakta,
asillanmayan tohumlarin ekildigi topraga kiyasla yiiksek derecede pamuk verimi

gozlenmistir.
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Amaresan ve ark. (2012), tarafindan yapilan bir ¢alismada, domates ve biberden
izole edilen endofit bakterilerin siderofor tretimi, fosfor ¢6zme aktivitesi ve IAA
hormonunu tiretebilme yetenekleri arastirilmig, etkili bulunan endofit bakterilerin
bakteriyel solgunluk hastaligi etmeni Ralstonia solanacearum’a karsi antagonistik
aktivitesi incelenmistir. Calisma sonucunda, izole edilen endofit bakteriler Ralstonia
solanacearum’un gelisimini engellemis; tiim izolatlar siderofor ve IAA iiretebilmis,
fosforu indirgemistir.

Nandhini ve ark. (2012), domatesten izole ettikleri endofit bakterilerin domates
fungal solgunluk patojeni Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’ye karst antifungal
etkisini arastirmiglardir. Saglikli domates bitkilerinin govde, yaprak, kok ve
meyvelerinden izole edilen endofit bakterilerin yalnizca % 50’si Fol’a kars1 antagonistik
aktivite gostermistir. Calismadan elde edilen verilere gore, en yiiksek antagonistik etkiyi
gosteren tiirler, Pseudomonas cinsine ait tiirler olmustur.

Munif ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, domatesten izole edilen
endofit bakterilerin domates bitki gelisimi ve Meloidogyne incognita etmeni iizerine
etkisi arastirilmistir. izole edilen endofit bakteriler tohum uygulamasi, kok daldirmasi ve
topraga icirme seklinde uygulanmis, secilen etkili dort antagonist endofit bakteri
Meloidogyne incognita’nin kok penetrasyonunu % 56 oraninda azaltmistir.

Hassan ve ark. (2014), sideroforun, antagonist bakteriler tarafindan bitki patojeni
fungal ve bakteriyel etmenlerin engellenmesinde ayni zamanda bir biyokontrol
mekanizma olarak rol oynadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar tarafindan yapilan bir
calismada, sekerkamisi bitkilerinin kok bolgesinden izole edilen O. intermedium NH-5,
S. maltophilia NH-300, Pseudomonas sp. NH-203 ve NH-276 izolatlarinin
Colletotrichum falcatum’a kars1 in vitro ve in vivo kosullarda antagonistik etkinlikleri test
edilmis, biyokontrol ve bitki gelisimini diizenlemede etkili mekanizmalar belirlenmistir.
Calisma sonucunda, tiim izolatlarin hidrojen siyanid (HCN) ve ugucu antibiyotikler
tirettigi, Ochrobactrum intermedium NH-5 izolatinin ayrica siderofor ve genis spektrumlu
antibiyotiklerden olan 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG), Pseudomonas sp. NH-
203 izolatinin siderofor, Pseudomonas sp. NH-276 izolatinin ise proteaz liretmek yoluyla
hastalik etmenine kars1 biyoetkinlik gésterdigi, ayrica Ochrobactrum intermedium NH-5
ve Stenotrophomonas maltophilia NH300 izolatlarinin hastalik ¢ikisini % 44-52 oraninda

engellemek suretiyle en iyi etkinlik gosteren izolatlar oldugu belirlenmistir.
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Glassner ve ark. (2015), kabakgil meyvelerinden izole ettikleri faydali bakterileri
16S rRNA gen bolgesi igin gelistirilen 27F ve 1492R universal primerleri kullanarak
tanilamiglardir. Tanilama sonucunda, izole ettikleri bakterilerin Bacillus cinsine dahil B.
subtilis, B. licheniformis, B. megaterium ve B. amyloliquefaciens tiirlerine ait oldugunu
belirlemislerdir. Izolatlarin, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-cucumerinum, Fusarium oxysporum f. sp. melonis (irk 1 ve wk 2) ve
Pseudomonas syringae pv. lachrymans patojenlerine karsi antibakteriyel ve antifungal
aktivitelerinin belirlenmesine yonelik yaptiklari ¢alisma sonucunda, B. licheniformis ve
B. megaterium tiirlerine ait izolatlarin yalnizca Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a
kars1 antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu, bazi Bacillus tiirlerinin ise yalnizca

antifungal etkinlige sahip oldugunu belirlemislerdir.

2.4. Acidovorax citrulli ile Biyolojik Miicadele

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda, bakteriyel hastaliklarla biyolojik miicadele
calismalari, genel olarak yaprak leke, yaniklik, solgunluk ve tohum kdkenli hastaliklara
kars1 yapilmis olup, karpuz bakteriyel fide yanikligi etmeni Acidovorax citrulli’ye karsi
oldukea kisitli sayida ¢aligma bulunmaktadir.

Oliveira ve ark. (2006), saglikli kavun bitkilerinden epifit ve endofit bakteriler izole
etmisler ve daha 6nce Acidovorax citrulli ile muamele edilmis tohumlari bu endofitler ile
bulastirmak suretiyle sera kosullar1 altinda “bakteriyel meyve lekesi hastalig1” agisindan
test etmislerdir. Kavun tohumlari, hastalik siddetinin azalip azalmamasi ydniinden
degerlendirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir.

Santos ve ark. (2006), Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) ile enfekte olmus
sart kavun tohumlarini fermente edilmis Bacillus subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis
RAB7, B. pumilus C116 ve Bacillus sp. MEN2 izolatlari ile muamele etmislerdir. B.
megaterium pv. cerealis RAB7 izolat1, bakteri ile muamele edilmis enfekteli tohumlardan
hastalik ¢ikisint % 89.1, hastalik indeksini ise % 92.7 oraninda engellemistir. In vitro
testlerde, tim izolatlarin Aac'ye kars1 antagonistik etkinlik gosterdigi ve bakteri
tarafindan tretilen lipopeptitlerin hastalik etmenine karsi gosterilen antagonizmden

sorumlu biyoaktif bilesikler oldugu belirlenmistir.
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Yaeram ve ark. (2006), bitkilerden izole ettikleri sekiz farkli Streptomyces
izolatinin (Streptomyces -13, 15, 22, 33, 74, 78, 84 ve 87) in vitro kosullarda Acidovorax
avenae subsp. citrulli’ye kars1 antagonistik etkinligini belirledikleri ¢alismada, izolatlarin
etkinliklerinin besi ortamlarina gore degistigini, en yiiksek etkinligin arginine-
glycerolmineral salt agar (AGMA) besi yerinde gelisen izolatlar tarafindan gosterildigini
belirlemiglerdir.

Medeiros ve ark. (2009), saglikli kavun bitkilerinden elde edilen endofit bakterileri
Acidovorax citrulli ile enfekteli tohumlara uygulamislar ve hastalik gelisiminin % 47
oraninda azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica, kavun fidelerine piiskiirtillen endofit
bakterilerin hastalik gelisimini ve etmenin kavun tohumlarina gegislerini % 81 oraninda
engelledigi belirlemislerdir.

Wang ve ark. (2009), epifit maya irklarinin A. citrulli’ye kars1 biyolojik miicadelede
kullanim olanaklarini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, bitkilerin yaprak ve ¢igeklerinden
izole edilen maya wrklar1 bitkiye piiskiirtiilmiis ve bu uygulamanin, hastalik siddetini %
43.1-48.8 arasinda degisen oranlarda azalttigini belirlemislerdir.

De Melo ve ark. (2015), tarafindan “Bakteriyel Meyve Lekesi Hastaligi”nin
biyolojik miicadelesinde maya uygulamasinin etkinliginin arastirildigi ¢alismada, kavun
tohumlar1 maya 1rklari ile muamele edilmis, daha sonra in vivo kosullarda maya 1rklari
bitki biiylimesini tesvik acisindan degerlendirilmistir. 60 1k arasinda 3’, fidelerin
korunmasinda en yiiksek etkiyi gostermistir. Segilen {i¢ 1rk arasinda yalnizca LMA1 ve
CC2, bitki ve tohum iizerinde test edildiginde etkinligini korumustur. Bu iki 1rk, hastalik
indeksinde azalmaya neden oldugu gibi, hastalik ilerleme egrisi % 58.6 ve % 47.2
arasinda degismistir.

Jiang ve ark. (2015), tarafindan Acidovorax citrulli'ye kars1 endofitlerin
antagonistik etkinliginin test edildigi ¢alismada 200 izolat elde edilmis, bunlar arasinda 5
izolat hastalik etmenine kars1 antagonistik etkinlik gostermistir. Hastaligi baskilamada en
etkili tiiriin % 56.59 ile Bacillus amyloliquefaciens 54 izolati1 oldugu tespit edilmistir.
Izolat, aynm zamanda in vivo kosullarda test edilmis ve elde edilen sonuglar laboratuvar
sonuglari ile paralellik gdstermistir. Izolatin uygulandigi bitkilerde meyvelerin biyokiitle
ve kalitesinin yiikseldigi, fidelerinin yapraklarindaki klorofil igeriginin arttig1
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, izolatin topraktaki N, P ve K ¢oziintirligiinii yiikseltmesi

ile bitki gelisiminin tesvik edilmesine neden oldugu, bitkilerde ise PR1 proteini ve aktif
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oksijen tiirlerini tesvik etmek suretiyle hastaliga karst baskilayict etkinlikte bulundugu
tespit edilmistir.

Adhikari ve ark. (2017), tarafindan etkili kok bakteri izolatlar1 kullanilarak, bu
izolatlarin 5 farkli A. citrulli izolatinin koloniyal gelisimi ve karpuz biiyiime parametreleri
tizerindeki etkilerinin belirlenmesine yonelik bir caligma yapilmigtir. Paenibacillus
polymyxa ve Sinomonas atrocyanea tiirline ait izolatlarin etmeni yiiksek oranda
engelledigi, test edilen ii¢ karpuz ¢esidinde bakteri uygulamasi yapilmis bitkilerde toplam
klorofil igerigi, bitki boyu, toplam taze agirlik ve toplam kuru agirhi@in bakteri ile
muamele edilmemis bitkilere kiyasla onemli diizeyde tesvik edildigi belirlenmistir.
izolatlarin biyokontrol aktivitelerinin belirlenmelerinin yanisira, hastalik gelisiminin
engellenmesinde siderofor, proteaz ve kitinaz iiretmek suretiyle etkinlik gosterdikleri
ortaya konulmustur.

Fan ve ark. (2017), saglikli elma agacindan izole ettikleri ve Bacillus subtilis olarak
taniladiklar1 antagonist bakteri izolatinin kavun fidelerinde A. citrulli’ye kars1 biyolojik
miicadele etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, patojen inokulasyonundan 4 giin 6nce
antagonist izolat uygulanmis kavun fidelerinde hastalik gelisiminin % 61.7 oraninda
engellendigini, hastalik gelisiminin engellenmesinde bakteri izolati tarafindan iiretilen
“stirfaktin”in etkili oldugunu belirlemislerdir.

Horuz ve Aysan (2018), tarafindan Acidovorax citrulli’nin neden oldugu bakteriyel
fide yaniklig1 hastaliginin biyolojik miicadelesine yonelik yapilan ¢aligmada, daha once
in vitro petri denemeleri ve tohum uygulamalart ile basarili bulunan bakteriyel
antagonistlerin cam serada ve tarla kosullarinda yesil aksam uygulamalari olarak hastaligi
baskilama oranlar1 iki yil yiiriitiilen denemelerle arastirilmistir. Antagonist ve patojen
bakteriler karpuz yapraklarina puskiirtiilmiis, yapraklarda olugan hastalik belirtilerine
gore hastalik ¢ikist ve siddeti degerlendirilmistir. Cam serada yiiriitiilen denemede, {i¢
antagonist bakteri (Pseudomonas oryzihabitans Antg-12, Bacillus methylotrophicus
Antg-97 ve Paenibacillus polymyxa Antg-101) istatistiksel olarak kontrolden farkli
grupta yer almig ve hastaligt ilk yil % 20-49 oraninda, ikinci y1l % 45-81 oraninda
baskilayan en basarili uygulamalar olmustur. Tarla denemelerinde ise, antagonistler ve
kombinasyonlar1 hastaligi baskilamada istenilen basariyr gosterememistir. Antagonist

bakteri uygulamalarinin meyve verimine bir katkisinin da olmadig1 saptanmustir. Test
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edilen antagonistlerin hastaligin biyolojik miicadelesinde yesil aksam uygulamasi yerine

tohum uygulamalar1 seklinde tercih edilebilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriyel Hastalik Etmeni

Endofit ve epifit bakterilerin antagonistik etkinliginin arastirildigs in vitro ve in vivo
denemelerde kullanilan patojen Acidovorax citrulli’ye ait izolat (MG-Al), Antalya’nin
Kepez ilgesinde bulunan ortiialti kavun idretim alanindaki kavun fidelerinin
yapraklarindan izole edilmis ve morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak
tanilanmistir.

Calismalar siiresince referans olarak kullanilmak iizere ihtiya¢ duyulan A.
citrulli’ye ait izolat (Tasc1-1) ise, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Yesim AYSAN ve Dr. Hatice SELCUK tarafindan

saglanmustir.
3.1.2. Invivo Denemelerde Testlenen Bitki Tohumu

Endofit ve epifit antagonist bakterilerin hastalik ¢ikis1 ve bitki gelisimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla, in vivo denemelerde standart Crimson Sweet ¢esidi karpuz
tohumlar1 kullanilmastir.
3.2. Yontem
3.2.1. Sorvey Cahismalari

Calismanin temel konusunu olusturan antagonist potansiyele sahip endofit ve epifit
bakteriler ile hastalik etmeni Acidovorax citrulli’yi izole etmek amaciyla, 2015, 2016 ve
2017 yillarinda kabakgil (karpuz, kavun, hiyar, kabak) iiretim sezonu siiresince Antalya

ili ve gevresindeki 6nemli kabakgil {iretim alanlarinda (agik alan ve ortiialt1) giidiimlii

ornekleme yontemine gore sorvey ¢alismalar1 yapilmistir.
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Sorvey alanlari, Mayis-Haziran ayidan itibaren Agustos ayinin bitimine kadar 4
aylik siire icerisinde 15 giin ara ile siirekli kontrol edilmistir. Toplam kabakgil iiretim
alanlari, incelenen iiretim alanlar1 ve incelenen alan sayilar1 (agik ve ortiialt1) Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kabakgil {iretim alanlarinda yapilan sorvey calismalari siiresince incelenen
tiretim alanlar1 ve incelenen alan sayilari

) ) Uretim Incelenen incelenen
Il Iige Lokasyon alani alan
(da) (da) alan sayis1
Antalya Kepez Gaziler 1,100 134 26
Altinova 1,000 70 15
Kursunlu 11,500 339 28
Aksu Fettahli 192 56 35
Topalli 440 195 41
Abdurrahmanlar 29,000 230 31
. Karaday1 393 28 8
Serik  condir 265 44 12
BATEM - - 1
Toplam 43.890 1.096 197

Endofit ve epifit bakterilerin elde edilmesine yonelik olarak, 6ncelikle A. citrulli ile
enfekteli (varsa) bitkilerin etrafindaki saglikli karpuz ve diger kabakgil (kavun, kabak,
hiyar vb.) tiirlerine ait bitkilerin kokbogazi, kazik kok, govde, yaprak, gicek ve
meyvelerinden, etmen ile enfekteli bitki bulunamamasi durumunda ise her sera ve
tarladan 6rnekleme alanini temsil edecek sayida saglikli karpuz, kavun ve diger kabakgil
tiirlerine ait bitkilerden 6rnekler alinmistir. Endofit ve epifit bakterilerin izole edilecegi
bitki materyallerine, BATEM gen havuzunda bulunan 11 adet kavun genotipine ait bitki
materyalleri de eklenmistir (Cizelge 3.1).

Incelenen kabakgil {iretim alanlarinda, A. citrulli’nin varh@ agisindan
simptomatolojik gozlemler de yapilmistir. 2018 yilinin Subat ayinda yapilan sérvey
calismasinda, Kepez ilgesine bagli Gaziler mahallesinde bir adet ortiialt1 kavun tiretim
alaninda, hastalik etmeninin olusturdugu (kotiledonlar {izerinde su emmis goriiniimdeki
lekeler, yaniklik lezyonlari, ger¢ek yapraklar lizerinde kiigiik, diizensiz, koyu kahverengi

ve etrafi sar1 haleli lekeler) belirtileri i¢eren fidelerden 6rnekler alinmustir (Sekil 3.1).
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Sorveyler sirasinda gazete kagidina sarilarak polietilen torbalara konulan 6rnekler,

soguk zincirde BATEM Bitki Sagligi Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvarina getirilmistir.

Sekil 3.1. Sorvey caligmalari siiresince incelenen bir kavun tliretim alanindaki fidelerde
goriilen siipheli belirtiler
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3.2.2. Antagonist Potansiyele Sahip Endofit ve Epifit Bakterilerin izolasyonu

Toplam 197 farkl iiretim alanindan (agik alan ve ortiialt1) saglikli kabakgil bitki
ornekleri alinmig (Cizelge 3.1) ve bu 6rneklerden endofit ve epifit bakteri izolasyonlari
gerceklestirilmistir. izolasyon ¢alismalar1 kapsaminda, asagida ayrintili olarak agiklanan
protokol izlenmistir:

Endofit bakterilerin izolasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, bitki kisimlarmin yiizey
sterilizasyonu Qin ve ark. (2009) tarafindan bildirilen yonteme gore yapilmistir. Bu
amagla, saglikli bitki materyallerinin k6k bogazi, kazik kok, gévde, yaprak, meyve ve
ciceklerinden alinan parcalar, ¢esme suyu altinda toprak ve diger materyallerden
arindirmak amaciyla yikanmistir. Nemli bitki dokulart kagit havlu arasinda kurutularak
once 1 dak. %70’lik etanol igerisinde, daha sonra 6 dak. %3.25’lik sodyum hipoklorid
(NaOCl) igerisinde bekletilmistir. Son olarak, 1 dak. %70’lik etanol ile muamele edilen
bitki pargalari, 1’er dak. olmak iizere 5 kez steril distile su i¢inde durulanarak yilizey

sterilizasyonuna tabi tutulmustur (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Endofit bakterilerin izolasyonu amaciyla yiizey sterilizasyonu i¢in hazirlanan
kok ve govde ornekleri
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Yiizey sterilizasyonunun kontrolii, 6rneklerin yikandigi {i¢iincii durulama isleminde
kullanilan steril saf sudan yaklagik 0.1 mL alinarak TSA besi ortamina yayilmasi ve
25°C’de inkiibasyona birakilmasi sonucu belirlenmistir. 48 saat sonra, besi ortaminda
bakteriyel gelismenin olmamasi ile yiizey dezenfeksiyonunun basarili bir sekilde
yapildigina karar verilmistir.

Bitki parcalarmin besi ortamlarina ekimleri ise asagida belirtildigi sekilde
yapilmistir:

» Yapraklar ve ¢igceklerden endofit bakteri izolasyonu, “triturasyon yontemi’ne
gore yapilmistir. Bu kapsamda, yiizey sterilizasyonu yapilan pargalar PBS tampon
(NaCl:8 g/L, KH2P0O4:0,2 g/L, NaHPO4:1,1 g/L, KCI:0,2 g/L) ¢ozeltisinde
(pH:7.4) ezilmis, elde edilen siispansiyon King B, TSA ve Nutrient Agar besi
ortamlarina ¢izilmistir (Sekil 3.3).

» Kok bogazi, kazik kok, govde ve meyveler steril bistiiri ile agilmis, i¢ dokular
dogrudan ezilip elde edilen siispansiyon King B, TSA ve Nutrient Agar (EK-1)

besi ortamlarina ekilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Yiizey sterilizasyonu yapilmig bitki pargalarinin (k6k bogazi, kazik kok,
govde, yaprak ve gicek) ezilmesi (A) ve elde edilen ekstraktin King B ve TSA besi
ortamlarina ¢izilmesi (B)

Kok bogazi, kazik kok ve govde aksamlarindan endofit bakteri izolasyonu
amaciyla, baskilama (imprinting) yontemine de basvurulmustur. Bu yonteme gore,
yiizey sterilizasyonu sonrasi steril bistiiri ile agilan kdk bogazi, kazik kok, govde ve

meyvelerin i¢ dokularindan birer par¢a alinarak King B ve TSA besi ortamlarina
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aktarilmig ve 1.5-2 saat sonra pargalar kaldirilmistir. Ekim yapilan petri kaplar1 26°C’de
48 saat inkiibe edilmis, farkli morfoloji ve renge sahip bakteri kolonilerinden saflagtirma
yapilmistir (Sekil 3.4). Her bir koloni bir izolat olarak degerlendirilmistir (Strobel ve ark.,
2004).

$ s
/.

Sekil 3.4. Imprinting yontemine gdre bitki kisimlarinin besi ortamina yerlestirilmesi
(A), Inkiibasyon sonrasi besi ortaminda gelisen koloniler (B)

Epifit bakterilerin izolasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, farkli bitki kisimlart (kok
bogazi, kazik kok, govde, yaprak ve ¢icek) steril saf su ile yikanarak fazla topraktan
arindirilmistir. Bu asamada, yiizey sterilizasyonu yapmak amaciyla higbir kimyasal
kullanilmamistir. Koklere kismen yapisik toprakli bitki pargalari, steril kabin igerisinde
birkag kat olarak hazirlanmus steril filtre kagitlar1 arasinda kurutulduktan sonra, King B,

Nutrient Agar ve TSA besi ortamlari igeren petri kaplarina yerlestirilmistir (Sekil 3.5).

— A y Ny | —

Sekil 3.5. Yiizey sterilizasyonu yapilmadan King B ve TSA besi ortamlarina
yerlestirilen bitki kisimlarindan (kok, gévde, vs.) inkiibasyon sonras1 gelisen epifit
bakteri kolonileri
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Ekim yapilan petri kaplart 26°C’de 24-48 saat boyunca inkiibe edilmis, farkli
morfoloji ve renge sahip koloniler saflastirilmistir. Her bir farkli koloni bir izolat olarak
kabul edilmistir.

Besi ortamlarinda gelisen farkli koloniler saflastirilarak kodlanmis olup,
biyokontrol etkinlik ve mekanizmalarin belirlenecegi ¢alismalarda kullanilmak amaciyla
+4°C’de NGA besi ortamu igeren egik tiiplerde, -20°C’de %40 gliserol igeren Nutrient
Broth besi ortaminda muhafaza edilmistir.

3.2.3. Karpuz Bakteriyel Fide Yamkhg Etmeni Acidovorax citrulli’nin izolasyonu

Hastalik etmeni Acidovorax citrulli, kavun fidelerinin yapraklarindan izole
edilmistir. Etmenin izolasyon caligmalar1 kapsaminda, siipheli bitki 6rnekleri soguk
zincirde laboratuvara ulastirildig: giin analize alinmistir. Yapraklar, ilk 6nce yabanci bitki
ya da toprak pargaciklarini bertaraf etmek tizere gesme suyunda yikanmis, %70’lik etanol
ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra hastalik belirtilerine sahip kisimlar
saglikli dokuyu da igerecek sekilde kiiciik pargalara ayrilmistir. Daha sonra, bu bitki
pargalar steril havanlarda ezilmis ve elde edilen bitki 6zsuyuna 6ze ile batirilarak King
B besi ortamina g¢izilmistir. Ekim yapilmis petriler 28°C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra, yuvarlak, yavas gelisen ve krem renkli koloniler saflastirilarak tanilama ¢alismalari
icin %40’lik gliserol iceren Nutrient Broth besi ortaminda -20°C’de muhafaza edilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.4. izole Edilen Aday Endofit ve Epifit Bakterilerin Secimine Yénelik On

Tanilama

Izolasyon calismalar1 neticesinde elde edilen aday endofit ve epifit bakteri
izolatlarinin se¢imine yonelik olarak, dncelikle tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) ve
patates dilimleri tizerinde pektolitik aktivite testleri uygulanmais, izolatlarin bitki patojeni
olup olmadigr arastirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik
veya dilimlerde pektolitik aktivite gostermis olan muhtemel bitki patojeni izolatlarn

caligmalara dahil edilmemistir. Daha sonra, se¢imi yapilan izolatlara ait kolonilerin
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morfolojik ve bazi biyokimyasal 6zellikleri (gram reaksiyonlari, floresanlik 6zellikleri

vb) belirlenmis ve veriler kaydedilmistir.

3.2.4.1. Tiitiin Bitkisinde Asir1 Duyarhlik (Hypersensitive Reaction, HR) Testi

Aday endofit ve epifitlerin bitki patojeni olup olmadiginin belirlenmesine yonelik
yapilan bu ¢aligmada, izolatlar NA besi ortamina ¢izilip 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Gelisen taze bakteri kiiltiirleri ve pozitif kontrol olarak caligmaya dahil edilen patojen
Tasg1-1 kodlu (Prof. Dr. Yesim AYSAN’a ait kiiltiir koleksiyonundan) A. citrulli’ye ait
saf kiiltiiriin steril MgClz tampon ¢ozeltisi (0.05 mM) icinde 10® hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanan siispansiyonlari, 5 cc’lik steril plastik enjektorlerle tiitiin (Nicotiana tabacum
L. Samsun) yapraklarinin alt kismindan epidermise enjekte edilmistir (Sekil 3.6).

Yaklagik 30 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda, inokulasyon noktasinda nekroz
olusup olugmadig1 goézlenmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Nekroz olusumu “HR pozitif”
olarak degerlendirilmis ve tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyonu meydana getiren
(varsa) izolatlar ¢alismalardan elenmistir. Bir sonraki ¢alismalara dahil edilmek tizere

secilen izolatlar ise, -20°C’de muhafaza edilmek tizere stoklanmustir.

Sekil 3.6. Aday endofit ve epifit bakteri siispansiyonlarinin tiitiin bitkisinin yaprak
altindan epidermise enjeksiyon yoluyla inokulasyonu
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3.2.4.2. Patates Pektolitik (Yumusak Ciiriikliik) Aktivite Testi

Tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturmayan aday endofit ve epifit
bakteri izolatlari, patates diliminde pektolitik aktivite testine tabi tutulmustur (Sekil 3.7).
Bunun igin, %]1°lik Sodyum Hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda 3 dak. bekletilerek
dezenfekte edilen patates yumrulari, NaOCl’nin uzaklagtirilmasi amaciyla 3 kez steril saf
su ile durulanmistir. Bu islemden sonra, steril bir bistiiri ile kabuklar1 soyulduktan sonra
1 cm kalinhiginda dilimlenmistir. Patates dilimleri, steril edilmis filtre kagitlarinin
bulundugu petri kaplarina yerlestirilmistir. Her bir dilime, HR negatif endofit ve epifit
izolatlardan ve pozitif kontrol olarak ¢alismaya dahil edilen patojen MGD-E1 kodlu
(BATEM-Bakteriyoloji Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu”na ait) Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum izolatindan bir 6ze dolusu kiiltiir patates dilimleri
lizerine bulagtirllmigtir. Patates dilimlerinin yer aldig1 petriler, 26°C’de 2 giin siire ile
inkiibe edilmis ve inokulasyon noktalarinda ¢iiriimelerin varligt  yoniinden
degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Patates dilimlerinde yumusak ciirtikliik
olusumu pozitif olarak kabul edilmis ve pozitif reaksiyon meydana getiren (varsa)
izolatlar bitki patojeni olmasi nedeniyle elenmistir. Bir sonraki ¢alismalara dahil edilmek

tizere secilen izolatlar ise, -20°C’de muhafaza edilmek tizere stoklanmuistir.

Sekil 3.7. Izolatlara uygulanan patates yumusak ciiriikliik testi. Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum’un inokule edildigi patates dilimi (A) Epifit ve endofit
bakterilerin inokule edildigi patates dilimi (B)
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3.24.3. Aday Endofit ve Epifit Bakteri izolatlarmin Morfolojik ve Baz

Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Aday antagonist izolatlarin belirlenmesi kapsaminda, tiitlin bitkisinde agir1
duyarlilik reaksiyonu ve patates pektolitik aktivite testlerine tabi tutularak patojen
olmadig1 tespit edilen epifit ve endofit bakteri izolatlarinin morfolojik ve bazi
biyokimyasal 6zellikleri (koloni rengi, King B besi ortaminda fluoresan/nonfluoresan
ozelligi, gram reaksiyon) belirlenerek, izolatlarin alindig1 lokasyon, yasam sekli, izole
edildikleri konukgu bitki ve aksami kaydedilmistir. izolatlar, elde edilen verilere gore

degerlendirilmis ve se¢imi yapilan izolatlarin tanilama ¢alismalarina gegilmistir.

3.2.5. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarinin Tanilanmasi

Aday endofit ve epifit izolatlarin kesin tir tanisi MALDI-TOF kiitle
spektrofotometrisi (Matriks Assisted Lazer Desorption lonization Time Of Flight Mass
Spectrometry/ Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-Ugus Siireli Kiitle
Spektroskopi) (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile gergeklestirilmistir

(Pavlovic ve ark., 2012). Segilen bazi izolatlar, ayrica molekiiler olarak tanilanmistir.

3.2.5.1. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS

ile Tanilanmasi

Izolatlarm MALDI-TOF MS ile tamilanmasinda asagida belirtilen protokol
izlenmistir:

» TSA (Tryptic Soy Agar) besi ortami lizerinde yaklagik 24-48 saat inkiibe edilen
aday antagonist izolatlara ait saf bakteri kiiltiirlerinden kiirdan ile bir miktar
almarak igerisinde 300 pl steril distile su bulunan eppendorf tiiplerine eklenmis
ve tiipler vortex cihazinda ¢alkalanmistir.

» Her bir koloninin bulundugu tiiplerin icerisine 900 pl saf etil alkol eklendikten
sonra, tiipler 13.000 rpm’de 2 dak. santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant
atilarak pellet 13.000 rpm’de 1 dak. daha santrifiij edilmis ve pellet oda
sicakliginda 5 dak. kurumaya birakilmistir.
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» Kuruyan pelletin lizerine, 30 pL %70 formik asit eklenerek 13.000 rpm’de 1 dak.
santrifiij edilmis, daha sonra 30 pL asetonitril eklenerek tekrar 13.000 rpm’de 1
dak. santrifiij edilerek karisim ¢oktiiriilmiistiir.

» Siipernatanttan 1 pL alinarak 6rnek plate’deki hedef noktalara iki tekrarli olacak
sekilde eklenmis, oda sicakliginda 3-5 dak. kurumaya birakilmistir.

» Buasamadan sonra, her nokta tizerine 1 pl HCCA Matrix (% 0.025 trifluoroacetic
acid ve %50 acetonitrile igerisinde ¢6ziinmiis, doymus o-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid) soliisyonu eklenmis ve kurumaya birakilmistir. Mass
kalibrasyon standardi olarak “Brukers Bacterial Test Standard:” kullanilmistir.

> Orneklerin tiimii, MALDI-TOF MS cihazina Flex Control Software yazilim1 ile
yiiklenmistir. Her bir spektrum, iyonlagsma i¢in gerekli minimum lazer giicii olan
500 lazer 1511 ile elde edilmis ve 2-20 kDa araligindaki m/z (kiitle/yiik) oraninda
analiz edilmistir.

» Mikroorganizma kiitiiphanesi olarak, BIOTYPERTM 1.1 software kullanilmig
olup, cihaz tarafindan belirlenen tiir tanilar1 firma tarafindan onerilen degerlere
gore yapilmistir.

Tanilama sonucunda ortaya c¢ikan degerlerin dahil oldugu araliklara gore
degerlendirme su sekilde olmustur: 2.30-3.0 aralig1 “tiir diizeyinde yiiksek giivenilir”,
2.00-2.299 aralig1 “kesin cins diizeyinde giivenilir, tiir diizeyinde olduk¢a giivenilir”;
1.70-1.999 aralig1 “cins diizeyinde giivenilir, tiir olarak muhtemel diizeyde”; 1.7

degerinden asagi olan degerler ise “giivensiz tant” olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.2. Secilen Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarimin Molekiiler

Olarak Tanilanmasi

Bazi aday izolatlarin molekiiler tanis1 kapsaminda, Promega izolasyon Kiti
kullanilarak DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. DNA konsantrasyonlarini tespit etmek
amactyla, spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Izolatlarin molekiiler tanis1 16S rRNA
bolgelerine gore yapilmis olup, calismalarda 27F ve 1492R primerleri kullanilmigtir
(Lane, 1991). Primerlerin baz dizilimleri ve PCR dongii kosullar1 Cizelge 3.2°de

verilmistir:
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Cizelge 3.2. Baz1 aday endofit ve epifit antagonist izolatlarin molekiiler olarak
tanilanmasinda kullanilan primerler ve PCR dongii kosullart

Primer Baz Dizilimi Baz Biiyiikliigii

(bp)
2 7E/1499R 5- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 1460

(Lane, 1991) 3

5- GGTTACCTTGTTACGACTT-3
DONGU KOSULLARI
On Denaturasyon 35 Dongii Son Uzama Saklama
94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 20°C

PCR islemleri Lane (1991)’e gore gergeklestirilmistir. PCR tiriinleri 100 bp plus
DNA ladder ile birlikte %1.5’luk high resolution agaroz jelinde etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra elektroforez yontemiyle ayristirilip analiz edilmistir. Bakteri
izolatlarinin DNA dizileri, NCBI veritabanindaki benzer dizilerle karsilastirilarak analiz

edilmistir.

3.2.6. Acidovorax citrulli’nin Tanilanmasi

Hastalik belirtisi tasidig: siiphesi ile analize alinan kavun fide 6rneklerinden izole
edilen bakteriyel izolatin tanilanmasi ¢alismalar1 kapsaminda, izolata ait kolonilere
biyokimyasal ve patojenisite testleri uygulanmis, ayrica molekiiler olarak da
tanilanmistir. izolatin tanilama calismalarinda, Tasci-1 kodlu Acidovorax citrulli izolati
referans olarak kullanilmistir.

Biyokimyasal testler kapsaminda, temel LOPAT (levan, oksidaz, patates pektolitik
akitivite, arjinin dihidrolaz ve tiitiin hipersensitif reaksiyon) testleri yapilmistir. izolatin
patojenisite testleri, hassas kavun cesidine ait fideler iizerinde yapilmistir. Bunun i¢in,
siipheli izolatin ve referans izolatin spektrofotometrede 10® hiicre/ml yogunluga
ayarlanmas1 ile elde edilen bakteriyel siispansiyonlar kavun fidelerinin geng veya
kotiledon yapraklarinin alt kismindaki damar aralarina enjektdr yardimiyla inokule
edilmis ve inokulasyon yapilan fideler, 25°C sicaklik, %70-80 nem ve 16:8 saat
fotoperiyottaki iklim odasina birakilmistir. Inokulasyondan yaklasik 7-8 giin sonra,
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inokulasyon noktalart Acidovorax citrulli’nin neden oldugu hastalik belirtileri agisindan
incelenmis ve referans izolatin olusturdugu belirtiler ile karsilastirilmistir.

Stipheli kavun fide 6rneginden elde edilen izolat, ayn1 zamanda molekiiler olarak
da tanilanmustir. izolatin DNA’s1, DNA izolasyon kiti (Promega) kullanilarak izole
edilmistir. Molekiiler ¢alismalarda, WFB1 ve WFB2 primerleri kullanilmis olup,
primerlerin baz dizilimleri ve PCR dongii kosullar1 Cizelge 3.3’de verilmistir (Walcott ve
Gitaitis, 2000).

Cizelge 3.3. Acidovorax citrulli’nin molekiiler olarak tanilanmasinda kullanilan primerler
ve PCR dongii kosullar

Primer Baz Dizilimi Baz Biiyiikliigii (bp)
WEBL/WEB2 5’- GACCAGCCS:,’ACATGGGAC -
(Walcott ve ., i 360
Gitaitis, 2000) 5 CTGCCGTA3C§TCCAGCGAT
DONGU KOSULLARI
On Denaturasyon 30 dongii Son Uzama Saklama
95°C 95°C 65°C 72°C 72°C 20°C

3.2.7. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarinin Acidovorax citrulli’ye

Kars1 in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Patates pektolitik aktivite testi ve tiitiin HR testi negatif olan, baz1 biyokimyasal ve
morfolojik dzellikleri belirlenen ve kesin tiir tanis1 gergeklestirilen aday endofit ve epifit
izolatlardan 6n se¢im yapildiktan sonra, bu izolatlarin Acidovorax citrulli’ye kars1 in vitro

antagonistik etkinligi, ikili kiiltiir testi ile belirlenmistir.

Ikili kiiltiir testi i¢in, test edilecek olan aday endofit ve epifit bakteriler ve MG-A1
kodlu A. citrulli izolat1 kullanilmistir. Aday endofit ve epifitlerin 48 saatlik taze kiiltiiri
steril kiirdan yardimiyla nokta ekim ile TSA besi ortamina birbirine esit uzaklikta 3
noktaya ekilmis ve 48 saat siire ile 26°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
petrilere 108 hiicre/ml yogunlugunda A. citrulli siispansiyonu (ODgoo: 0.2) piiskiirtiilmiis
ve petriler 26°C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.8). Besi ortamu tizerinde bakteri

cap1 (BC) ve bakterilerin ¢evresinde olusan engelleme zon ¢ap1 (ZC) dlgiildiikten sonra
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birbirine oranlanmasi (ZC/BC) ile elde edilen antagonistik indeks (Ant-indeks)
degerlerine gore izolatlarin antagonistik durumlari belirlenmistir (Jiang ve ark., 2015).
In vitro denemede her bakteri igin 3 petri kullanilmis olup, deneme 2 kez tekrar

edilmistir (her izolat i¢in etkinlik 6 tekrarli olarak gergeklestirilmistir).

Sekil 3.8. Ikili kiiltiir testinde besi ortami {izerinde 6n gelismesi yapilmis aday
antagonist bakteri lizerine Acidovorax citrulli siispansiyonunun piiskiirtilmesi

In vitro kosullarda gergeklestirilen ikili kiiltiir testi sonucunda elde edilen verilere
dayanilarak, in vivo denemelere dahil edilecek izolatlarin se¢imi yapilmistir. Bu
kapsamda, en yiiksek engelleme etkinligi gosteren izolatlarin yani sira daha diisiik
engelleme etkinligi gosteren izolatlara da in vivo ¢alismalarda yer verilmistir. Beklenen
etkiyi gosteremeyen izolatlara da yer verilmesinin sebebi in vitro ve in vivo kosullarda
yapilan ¢aligmalarin sonuglarinin her zaman birbiriyle uyumlu olmamasidir. Bu nedenle
amag, in vivo calismalarda meydana gelmesi muhtemel bu uyumsuzlugun Oniine

gecmektir.
3.2.8. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri Izolatlarnmin Acidovorax citrulli’yi
Engellemede ve Bitki Gelisimini Tesvik FEtmede Kullandiklar:

Mekanizmalarin Belirlenmesi

Acidovorax citrulli’ye kars1 engelleme etkisi gosteren aday antagonist endofit ve

epifit bakterilerin, antibakteriyel (biyokontrol) ve bitki gelisimini diizenlemede rol
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oynayan mekanizmalari (siderofor iiretme, proteaz enzimi tiretebilme, amonyak {iretme,
fosforu ¢dozme potansiyelleri ve indol Asetik Asit (IAA) iiretim aktiviteleri) kullanip

kullanmadiklari in vitro kosullarda belirlenmistir.

3.2.8.1. Endofit ve Epifit Bakteri izolatlariin Siderofor Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday antagonist endofit ve epifit bakteri izolatlarinin hem bitki gelisimi hem de
antagonistik etkinlikte rol oynayan siderofor iiretim aktivitesi, in vitro kosullarda krom
azurol S (CAS) boyasi igeren mavi renkli Agar (Blue-CAS Agar) (EK-1) besi ortami
kullanilarak belirlenmistir (Schwyn ve Neilands, 1987).

Siderofor iiretimi agisindan test edilecek olan izolatlarin 2 giinliik taze kiiltiiriinden
steril kiirdan yardimu ile alinan inokulum, Blue-CAS Agar besi ortami iizerine nokta ekim
ile inokule edilmis ve petriler 26°C°de inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 2-3 giin
sonra, inokulasyon noktasinin etrafinda olusan belirgin turuncu renkli engelleme bdlgesi
test edilen bakteri izolatinin siderofor liretme potansiyeli agisindan pozitif olarak kabul
edilmistir (Sekil 3.9).

Her bir aday antagonist izolat i¢in siderofor iiretme indeksi (S-indeks), meydana
gelen engelleme bolgesi ¢apinin (ZC) ve bakteri kolonisinin ¢apinin (BC) dlgiilmesi (mm)
ve birbirine oranlanmasi ile belirlenmistir (EI-Sayed ve ark., 2014). Her bakteri i¢in 3
petri kullanilmis olup deneme 2 kez tekrar edilerek, etkinlik her izolat igin 6 tekrarli

olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.9. Epifit ve endofit bakterilerin Blue-CAS Agar besi ortami tizerinde
olusturdugu siderofor zonu

40



3.2.8.2. Endofit ve Epifit Bakteri Iizolatlarmin Proteaz Enzimi Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarinin proteolitik aktivitesinin belirlenmesine
yonelik in vitro kosullarda yapilan denemede, yagi alinmis % 2’lik siit tozu igeren
SMLBA besi ortam1 kullanilmistir (Perneel ve ark., 2007).

Proteolitik aktivitesi arastirilacak olan aday izolatlarin 48 saatlik taze kiiltiiriinden
steril bir kiirdan yardimu ile alinan inokulum, nokta ekim ile SMLBA besi ortami iizerine
inokule edilmis ve petriler 26°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. Inokulasyondan 2 giin sonra,
bakteri kolonisi etrafinda ortaya c¢ikan belirgin seffaf bir zon veya engelleme bolgesi,
proteaz enzimi liretme potansiyeli agisindan pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil 3.10).

Her bir aday antagonist izolat i¢in proteolitik indeks (Pro-indeks), meydana gelen
engelleme bolgesi gapimin (ZC) ve bakteri kolonisinin ¢apinin (BC) 6l¢iilmesi (mm) ve
birbirine oranlanmasi ile belirlenmistir (El-Sayed ve ark., 2014). Her bakteri i¢in 3 petri
kullanilmig olup deneme 2 kez tekrar edilerek, etkinlik her izolat i¢in 6 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.10. Proteaz enzimi lireten epifit ve endofit bakterilerin SMLBA besi ortami1
tizerinde olusturdugu engelleme zonu

3.2.8.3. Endofit ve Epifit Bakteri Izolatlarmn Amonyak (NHs) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Endofit ve epifit bakteri izolatlarinin amonyak (NH3) tiretme potansiyelleri
Nessler’s ¢ozeltisi ile belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 1992). Test edilecek olan
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bakteri izolatlarinin 48 saatlik taze kiltiiriinden steril kiirdan ile alinan bakteri inokulumu,
icerisinde steril 5 ml peptonlu su iceren cam tiiplere asilanmistir. Bakteri inokule edilen
tiipler, 26°C'de 150 rpm’e ayarl inkiibatorlii orbital ¢alkalayicida 4 giin inkiibasyona
birakilmistir. S1vi besi ortaminda gelisen izolatlarin {izerlerine 250 puL Nessler’s ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Besi ortami igerisinde bakteriler tarafindan iiretilen amonyak
konsantrasyonuna bagli olarak, tiiplerdeki besi ortaminin rengi agik saridan kahverengi-
koyu sar1 renge donilismiis ve bu renk degisimine gore degerlendirme yapilmistir (Sekil

3.11).
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Sekil 3.11. Epifit ve endofit bakteriler tarafindan farkli konsantrasyonlarda iiretilen
amonyak miktarina bagl olarak tiiplerde meydana gelen renk degisimi

3.2.8.4. Endofit ve Epifit Bakteri izolatlarmn Indol Asetik Asit (IAA) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarmin Indol Asetik Asit (IAA) iiretim aktiviteleri, in
vitro kosullarda Salkowski ayiraci kullanilarak belirlenmistir (Patten ve Glick, 2002).
Izolatlarin Indol Asetik Asit (IAA) iiretim aktivitesinin belirlenmesinde, asagida
belirtilen protokol izlenmistir:
> Bakteri izolatmin 48 saatlik taze kiiltiirinden hazirlanmis olan 108 hiicre/ml
yogunlugundaki stispansiyondan 500 pL alinarak, 3 mg/mL L-tryptophan

iceren 5 mL’lik steril Lurian Broth (LB) besi ortamina aktarilmistir. L-
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tryptophan igermeyen LB besi ortami, kontrol olarak denemeye dahil
edilmistir.

» Tiim izolatlar i¢in ayr1 ayri1 hazirlanmis sivi besi ortami igeren tiipler,
30°C’de 200 rpm’e ayarl galkalayicili inkiibatorde 4 giin inkiibe edilmistir.

» 4 giin boyunca tiiplerdeki sivi besi ortaminda gelisen bakteriler, 5000
rpm’de 30 dak. santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatanttan 2 ml
alinmig ve steril eppendorf tiiplere aktarilmistir. Daha sonra bu tiiplerin her
birine, iki damla olacak sekilde (yaklasik 40 pL) ortofosforik asit ilave
edilmistir.

» Hazirlanan bu karisim, igerisinde 4 ml Salkowski ayiracinin (150 mL
%98 ’lik H2SO4, 7.5 mL 0.5M FeCl3z-6H>0, 250 mL Steril saf su) bulundugu
steril cam tliplere aktarilmis ve 25°C’de 30 dak. siireyle inkiibatorde
bekletilmistir. IAA iiretimi, cam tiiplerdeki besi ortaminin renginin agik
saridan kirmizi renge doniismesi ile belirginlesmistir (Sekil 3.12).

» Her bir izolatin irettigi IAA miktar;, 535 nm dalga boyuna ayarl
spektrofotometrede belirlenmistir.

Absorbans degerleri, dnceden bilinen konsantrasyonlarda IAA iceren ¢ozeltiler ile
spektrofotometrede yapilan 6lgiimler sonrast elde edilen standart egriye (curve) gore
hesaplanmak suretiyle IAA iiretim miktarlar1 pg/ml (ppm) olarak belirlenmistir. Her
bakteri i¢in 3 tiip kullanilmis olup deneme 2 kez tekrar edilerek, etkinlik her izolat i¢in 6

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.12. Epifit ve endofit bakterilerin tirettikleri IAA miktarina bagli olarak L-
tryptophan igeren LB besi ortaminda meydana gelen renk degisimi
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3.2.8.5. Endofit ve Epifit Bakteri Izolatlarimn Inorganik Fosforu (P) Coézme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday antagonist endofit ve epifit bakteri izolatlarinin inorganik fosforu ¢ézme
potansiyelleri, in vitro kosullarda Trikalsiyum fosfor igeren Pikovskaya (PVK) Agar (EK-
1) besi ortami1 kullanilarak belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012).

Fosforu ¢ozme potansiyeli arastirilacak olan aday antagonistlerden her birinin 48
saatlik taze kiiltiirtinden steril kiirdan yardimi ile alinan inokulum, PVK Agar besi ortami
tizerine nokta ekim ile inokule edilmis ve petriler 26°C’de inkiibe edilmistir.
Inokulasyondan 7 giin sonra inokulasyon noktasinin etrafinda olusan belirgin seffaf zon
(engelleme bolgesi), aday antagonist izolatin fosforu ¢ozme potansiyeli agisindan pozitif
olarak kabul edilmistir (Sekil 3.13).

Her bir aday antagonist izolat i¢in fosforu ¢6zme indeksi (F-indeks), meydana
gelen engelleme bolgesi capinin (ZC) ve bakteri kolonisinin ¢apinin (BC) dl¢iilmesi (mm)
ve birbirine oranlanmasi ile belirlenmistir (EI-Sayed ve ark., 2014). Her bakteri i¢in 3
petri kullanilmis olup deneme 2 kez tekrar edilerek, etkinlik her izolat i¢in 6 tekrarh

olarak gerceklestirilmistir.

‘ p

Sekil 3.13. Inorganik fosforu ¢dzebilen epifit ve endofit bakterilerin Pikovskaya (PVK)
Agar besi ortami iizerinde olusturduklar1 engelleme zonlari (0k)
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3.2.9. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarimin in vivo Kosullarda Hastalik

Cikisina ve Bitki Gelisimine Etkilerinin Belirlenmesi

Acidovorax citrulli’ye karsi in vitro antagonistik etkinligi ve biyokontrol
mekanizmalar1 belirlenen aday antagonist endofit ve epifit bakteri izolatlarinin hastalik
cikigini engelleme potansiyelleri ile bitki gelisimine etkilerinin arastirildigr in vivo
denemelerde, standart Crimson Sweet g¢esidi karpuz tohumlari kullanilmigtir. Aday
antagonistler arasinda segim yapilarak, belirlenen izolatlar in vivo denemelere dahil

edilmistir.

3.2.9.1. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarnmn Hastahk Cikisim

Engelleme Potansiyellerinin Belirlenmesi

In vitro denemelerin ardindan se¢im yapilarak belirlenen endofit ve epifit
antagonist izolatlarin in vivo kosullarda hastalik c¢ikisina etkilerinin arastirildig
caligmalarda, saglikli karpuz tohumlari yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra kurutma
kagitlar1 lizerinde iyice kurutulmustur.

Yizey sterilizasyonu yapilmis ve kurutulmus olan karpuz tohumlarina hastalik
etmeni yapay olarak bulastirilmistir. Bu amagla MG-AL kodlu A. citrulli izolatinin 48
saatlik taze kiiltiirinden igerisinde % 0.05’lik Carboxymethyl Cellulose (CMC) bulunan
108 hiicre/mL yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan
patojen silispansiyonu igerisine ylizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar yerlestirildikten

sonra 150 rpm’de orbital ¢alkalayicilarda yaklasik 2 saat ¢alkalanmugtir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Tohumlarin galkalayicida patojen izolat ile galkalanarak inokule
edilmesi

Calkalamanin ardindan, patojen bakterizasyonu yapilan tohumlar steril kurutma

kagitlarinda bir giin bekletilerek kurumasi saglanmistir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Calkalama islemi sonras1 tohumlarin kurutulmasi

Bekletme islemi sonrasinda, hastalig1 engelleme etkinligi test edilecek olan endofit
ve epifit bakteri izolatlarinin 48 saatlik taze kiiltiiriinden, igerisinde % 0.05’lik
Carboxymethyl Cellulose (CMC) bulunan 10% hiicre/mL yogunlugunda bakteri

sispansiyonu hazirlanmistir. Hastalik etmeni ile bulasik karpuz tohumlari, hazirlanan
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bakteri izolatlarinin slispansiyonlar1 tiim yiizeylere piiskiirtiilerek kaplanmistir. Endofit
ve epifit uygulamasini takiben, tohumlar steril kurutma kagitlari tizerine konulduktan
sonra steril kabin igerisinde bir giin bekletilerek kurutulmustur. Kurutulmus tohumlar,
torf+perlit (2:1) igeren saksilara ekilmistir. Ekimi yapilmis her karpuz tohumunun
tizerine, icerisinde %0.05’1ik Carboxymethyl Cellulose (CMC) bulunan 48 saatlik taze
antagonist bakteri kiiltiiriiniin 10® hiicre/mL yogunlugunda hazirlanmis siispansiyonu 1
mL olacak sekilde pipetle yeniden inokule edilmistir. Uygulama yapilmis saksilar, 26°C
sicaklik, %70 oransal nem ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim
odalarina yerlestirilmistir (Xiao ve ark., 2002).

Denemelerde, pozitif ve negatif kontrol ise su sekilde belirlenmistir:

Pozitif Kontrol: Antagonist bakteri uygulamasi yapilmayan, yalniz patojen
bakterizasyonu yapilmis tohumlardan gelisen fideler.

Negatif Kontrol: Antagonist ve patojen bakteri ile muamele edilmemis, yalniz %0.05’lik
CMC’li su uygulamasi yapilan tohumlardan gelisen fideler.

Cimlenme gerceklestikten sonra fideler giinliik olarak kontrol edilmis ve hastalik
cikis1 acisindan incelenmistir. Pozitif kontrollerdeki hastalik c¢ikisindan sonra tiim
uygulamalardaki bitkiler takip edilmis ve hastalik oranlari hesaplanmigtir. Uygulamalarin
etkinligi, pozitif kontrol uygulamasina dahil olan hastalikli bitkilere kiyaslanmak
suretiyle % ABBOT formiilii ile hesaplanmustir.

Denemeler, her endofit ve epifit antagonist bakteri izolat1 i¢in 3 tekrarli, her
tekrarda 10 bitki (toplam 30 bitki) olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore

planlanmis ve deneme 2 kez tekrarlanmistir.

3.2.9.2. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri Izolatlarmin Bitki Gelisimine

Etkilerinin Belirlenmesi

Endofit ve epifit antagonist izolatlarin karpuz tohumlariin ¢imlenmesi, bitki ¢ikisi
ve gelisimi lizerine etkisinin arastirildigi bu denemelerde, saglikli karpuz tohumlarina
yiizey sterilizasyonu yapilmis ve tohumlar kurutma kagitlart {izerinde iyice
kurutulmustur.

Cimlenme, bitki ¢ikis1 ve gelisimine etkisi arastirilacak olan antagonist izolatlarin

48 saatlik taze kiltiiri %0.05’1ik yapistirict bilesik Carboxymethyl Cellulose (CMC)
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icerisinde 10® hiicre/mL yogunluga ayarlanmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilmis ve
kurutulmus olan karpuz tohumlari, hazirlanan bu karisim igerisinde 150 rpm’de yaklasik
2 saat ¢alkalanmistir. Calkalamanin ardindan, patojen bakterizasyonu yapilan tohumlar
steril kurutma kagitlarinda bir giin bekletilerek kurumasi saglanmaistir.

Uygulama yapilan tohumlar, torf+perlit (2:1) igeren saksilara ekilmis ve saksilar
26°C sicaklik, %70 oransal nem ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim
odalarina yerlestirilmistir (Xiao ve ark., 2002).

Denemelerde, negatif kontrol olarak, %1’lik CMC’li su uygulamasi yapilan
tohumlardan gelisen fideler kullanilmistir.

Cimlenme gerceklestikten sonra fideler giinliik olarak kontrol edilmis, ¢cimlenme ve
bitki gelisimi agisindan incelenmistir. Uygulamalarin etkinligi, antagonistler ile muamele
edilen fidelerin k6k uzunlugu ve bitki boyunun negatif kontrol fideleri ile kiyaslanmasi
ile belirlenmistir.

Denemeler, her endofit ve epifit bakteri izolati igin 3 tekrarli, her tekrarda 10 bitki
(toplam 30 bitki) olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore planlanmig ve

deneme 2 kez tekrarlanmistir.

3.2.10. Deneme Deseni ve Istatistiki Analizler

Tim in vitro ve in vivo denemeler “tesadiif parselleri deneme deseni”ne gore
Kurulmus olup, izolatlarin patojenin koloni gelisimini engellenme oranlar1 SPSS istatistik
programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonli ANOVA ile varyans analizi
yapilarak belirlenmistir. izolatlar arasindaki istatistiksel farklilik, Duncan Coklu

Karsilastirma Testi ile tespit edilmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sorvey Calismalari

Sorvey calismalart siiresince, endofit ve epifit bakterilerin elde edilmesine yonelik
olarak, farkli kabakgil iiretim alanlarindan (agik alan ve ortiialti) saglikli karpuz ve diger
kabakgil bitki tiirlerine ait drnekler alinmistir. Bitki 6rnekleri, Kepez ilgesindeki 41 adet,
Aksu il¢esindeki 104 adet ve Serik ilgesindeki 52 adet agik alan ve ortiialti kabakgil

iiretim alanindan elde edilmistir.

4.2. Antagonist Potansiyele Sahip Endofit ve Epifit Bakterilerin izolasyonu

Ornekleme ¢alismasi yapilan iiretim alanlarindan, 92 karpuz, 76 kavun, 67 kabak
ve 61 hiyar olmak iizere toplam 296 bitki 6rnegi alinmis ve analiz edilmistir.

Analizi yapilan saglikli kabakgil bitki 6rneklerinin farkli aksamlarindan 276 endofit
bakteri ve 156 epifit bakteri olmak tizere toplam 432 aday endofit ve epifit bakteri izole
edilmistir. izolatlarin, lokasyon ve elde edildikleri bitki kisimlarina gore dagilimlari,

Cizelge 4.1°de; izolatlarn bitki tiirlerine gore dagilimi ise Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Endofit ve epifit bakteri izolatlariin lokasyon ve elde edildikleri bitki
kisimlarina gore dagilimlari

izolat sayis1 (Endofit+Epifit)

il ilce Lokasyon Kazik kok- Govde Yaprak Toplam
Kokbogaz
Antalya Gaziler 13 20 24 57
Kepez
Altinova 12 17 30 59
Kursunlu 19 23 13 55
Aksu Fettahli 19 16 13 48
Topalli 17 25 21 63
Abdurrahmanlar 27 16 11 54
) Karaday1 5 11 15 31
Serik
Candir 9 16 16 41
BATEM 5 11 8 24
Genel Toplam 126 155 151 432
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Cizelge 4.2. Endofit ve epifit bakteri izolatlarinin, lokasyon ve elde edildikleri bitki
tiirlerine gore dagilimi

Yer/ Bitki Tiirii Karpuz Kavun Kabak Hiyar Toplam
Ep En Ep En Ep En Ep En

Gaziler 4 11 3 9 5 13 4 12 61
Altinova 7 14 4 4 11 3 5 55
Kursunlu 5 12 3 4 4 6 2 3 39
Fettahh 4 6 7 4 7 5 11 53
Topall 8 12 7 11 6 14 6 10 74
Abdurrahmanlar 4 6 2 5 7 5 4 4 37
Karaday1 2 3 4 8 3 6 4 12 42
Candir 9 13 4 8 4 5 6 5 54
Batem-Sebz.Bél. - - 8 9 = - - - 17
Genel Toplam 43 7 42 70 37 67 34 62 432

Ep: Epifit, En: Endofit

Izolasyon calismalar1 neticesinde elde edilen tiim izolatlar kodlanmis, izole
edildikleri bitki, bu bitkilerin alindig: liretim alanlar1 ve bakterilerin izole edildigi bitki

kismi1 da kaydedilmistir.

4.3. Karpuz Bakteriyel Fide Yamklig1 Etmeni Acidovorax citrulli’nin izolasyonu

Sorvey c¢aligmalart esnasinda etmen ile enfekteli oldugu diisiiniilerek alinan fide

orneklerinden yapilan izolasyon sonucunda, King B besi ortami iizerinde krem renkli,

floresan olmayan koloniler geligmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. King B besi ortaminda Acidovorax citrulli’ye ait krem renkli, floresan
olmayan koloniler
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4.4. Tzole Edilen Aday Endofit ve Epifit Bakterilerin Secimine Yonelik On Tanilama

4.4.1. Tiitiin Bitkisinde Asir1 Duyarhilik (Hypersensitive Reaction, HR) Testi

Test edilen endofit ve epifit izolatlarin tamamu tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik
reaksiyonu olusturmazken, pozitif kontrol (Tasgi-1) izolatinin bitkinin epidermisine
enjekte edilmesinden yaklasik 30 saat sonra inokulasyon noktasinda nekroz meydana

gelmistir (Sekil 4.2). Endofit ve epifit izolatlarin nekroz olusturmamasi, HR negatif olarak

degerlendirilmistir.

AN~

Sekil 4.2. Pozitif kontrol (Tasg1-1) izolatin inokule edildigi tiitiin bitkisi (A) Endofit ve
epifit izolatlarin inokule edildigi tiitiin bitkisi (B)

4.4.2. Patates Pektolitik (Yumusak Ciiriikliik) Aktivite Testi
Test edilen endofit ve epifit izolatlarin tamami, inkiibasyon sonrasi inokule

edildikleri patates dilimlerinde yumusak ciiriikliik reaksiyonu olusturmazken, pozitif

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolatinin inokule edildigi patates
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diliminde yumusak ciiriiklik meydana gelmistir (Sekil 4.3). Endofit ve epifit izolatlarin

yumusak ctiriikliik olusturmamasi, negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.3. Pozitif kontrol izolat1 tarafindan patates diliminde olusturulan pozitif
reaksiyon (solda) ve test edilen endofit ve epifit izolatlara ait negatif reaksiyon (sagda)

4.4.3. Aday Endofit ve Epifit Bakteri izolatlarimin Morfolojik ve Baz1 Biyokimyasal

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyonu ve patates pektolitik aktivite testleri
sonucunda patojen olmadigi tespit edilen 432 epifit ve endofit bakteri izolatlarinin
morfolojik ve bazi biyokimyasal 6zellikleri belirlenerek, izolatlarin alindigi lokasyon,
yasam sekli, izole edildikleri konukgu bitki ve aksami kaydedilmistir. Sonuglara gore

benzerlik gésteren izolatlardan yapilan 6n se¢im neticesinde, 135 izolat belirlenmistir.

4.5. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri Izolatlarinin Tanilanmasi

45.1. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS ile

Tanilanmasi
On se¢imi yapilan 135 izolat ile yapilan MALDI-TOF analizleri sonucu tanilama

indeks degeri 1.9 ve iizerinde olan toplam 71 izolat, tiir diizeyinde belirlenmistir. Tiir

diizeyinde teshisi yapilan 71 izolat arasinda yer alan ve Staphylococcus spp., Klebsiella
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spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Bordetella petrii vb. olarak tanilanan 34 izolat,

literatiirlerde insan patojeni olmasi nedeni ile denemelerden ¢ikartilarak geri kalan 37

izolat ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

On secimi yapilan izolatlarin elde edildigi bitki, bitkinin alindig1 lokasyon, izole

edildigi bitki aksami ve yasam sekline gore dagilimi, ayrica bu izolatlarin morfolojik ve

bazi biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.3’de verilmistir:

Cizelge 4.3. Morfolojik ve bazi biyokimyasal 6zellikleri belirlenen izolatlarin, elde
edildigi bitki, bitkinin alindig1 lokasyon, izole edildigi bitki aksami ve yasam sekline gore

dagilim1

izolatin

izolatin Kodu I_Almdlgl EZL?;I FINF K(z,l;u:ﬁ:alz:ltki YSaesl?llin Reill;iirgon
okasyon
MG-A1 (Ac) Gaziler Krem NF Kavun-Yaprak - -
(King B)
BT113 BATEM Krem NF Karpuz-Govde Epifit +
BTCPI BATEM Beyaz NF Karpuz-Yaprak Endofit +
ADbS1-10 Abdurrahmanlar Krem NF Kabak-KB Epifit -
AbS2-26 Abdurrahmanlar Sar1 NF Kabak-Kok Endofit +
AbW?2-25 Abdurrahmanlar  Agik sart F Karpuz-Yaprak  Endofit -
AbW3-6 Abdurrahmanlar Krem NF Karpuz-Govde Endofit +
AbW4-11 Abdurrahmanlar Krem NF Karpuz-Govde Epifit +
ALMEp2 Altinova Krem NF Kavun-KB Epifit +
ALW20 Altinova Kirmizi NF Karpuz-Kok Endofit -
ALWEN1 Altinova Krem NF Karpuz-Yaprak Endofit -
CS10-3 Candir Krem NF Kabak-Yaprak Epifit +
CS11-1 Candir Krem NF Kabak-Yaprak Epifit +
FW1-4 Fettahli Krem NF Karpuz-KB Endofit +
GM19 Gaziler Krem NF Kavun-KB Endofit +
GS4 Gaziler Kirmizi NF Kabak-Kok Endofit -
GS5 Gaziler Kirmizi NF Kabak-Yaprak Endofit -
GSEnl Gaziler Acik Sari NF Kabak-Govde Endofit -
GSEp3 Gaziler Beyaz NF Kabak-Yaprak Epifit +
GW2 Gaziler Kirmizi NF Karpuz-Govde Endofit -
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Cizelge 4.3. (Devam) Morfolojik ve baz1 biyokimyasal 6zellikleri belirlenen izolatlarin,
elde edildigi bitki, bitkinin alindig1 lokasyon, izole edildigi bitki aksam1 ve yasam sekline
gore dagilimi

oo Almi SO e Kb Y con
okasyon
GWEnN1 Gaziler Krem NF Karpuz-Goévde  Endofit +
GWEN2 Gaziler Krem NF Karpuz-Govde  Endofit +
KM13 Kocayatak Krem NF Kavun-Kok Endofit +
KM143 Karaday1 Krem NF Kavun-KB Endofit +
KM145 Kursunlu Krem NF Kavun-Kok Endofit +
KM176 Kursunlu Krem NF Kavun-Kok Endofit +
KM177 Karaday1 Acik sar1 NF Kavun-Kok Epifit -
KMEnN1 Kursunlu Beyaz NF Kavun-Yaprak  Endofit +
KS1 Kocayatak Kirmizi NF Kabak-Govde Endofit -
KS5-24 Karaday1 Krem NF Kabak-Govde Epifit +
KS6-27 Kursunlu Krem NF Kabak-KB Epifit +
KS7-2 Karaday1 Krem NF Kabak-Yaprak  Endofit +
KS8-9 Kursunlu Krem NF Kabak-Govde Endofit +
TH17 Fettahli Krem NF Hiyar-Ko6k Endofit +
TH18 Fettahli Kirmizi NF Hiyar-Govde Endofit -
TM16 Topallt Krem NF Kavun-Goévde Epifit +
TS3 Topall1 Krem NF Kabak-Govde  Endofit +
TS4 Topall1 Sar1 NF Kabak-Yaprak  Endofit +

F/NF: Fluoresan/Nonfluoresan, KB: Kokbogazi
Konukgu bitki, bitki aksam1 ve bulundugu petriyi temsil eden 37 izolatin MALDI-

TOF MS ile kesin tiir tanis1 gerceklestirilmistir. Kesin tiir tanis1 yapilan ve c¢alismalarda

kullanilan 37 izolata ait sonuglar Cizelge 4.4°de sunulmustur.
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Cizelge 4.4. MALDI-TOF ile tanis1 yapilan aday antagonist bakteri izolatlarina ait tiir tani

sonuglari
ot Tird v Kod
Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.94 Epifit Govde
Ochrobactrum grignonense AbS1-10 1.93 Epifit Kok/Kokbogazi
Microbacterium oxydans AbS2-26 1.9 Endofit Kok/Kokbogazi
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 2.35 Endofit Yaprak
Bacillus thuringiensis AbW3-6 2.01 Endofit Govde
Bacillus subtilis ssp. spizizenii AbW4-11 2.21 Epifit Govde
Brevibacillus formosus ALMEp2 2.15 Epifit Kok/Kokbogazi
Serratia marcescens ALW20 2.32 Endofit Kok/Kokbogazi
Stenotrophomonas maltophilia ALWEN1 1.94 Endofit Yaprak
Paenibacillus polymyxa BTCPI 1.91 Endofit Yaprak
Bacillus cereus CS10-3 2.07 Epifit Yaprak
Bacillus vallismortis CS11-1 2.19 Epifit Yaprak
Bacillus subtilis ssp. spizizenii FW1-4 2.22 Endofit Kok/Kokbogazi
Bacillus subtilis ssp. subtilis GM19 1.97 Endofit Kok/Kokbogazi
Serratia marcescens GS4 2.35 Endofit Kok/Kokbogazi
Serratia marcescens GS5 2.38 Endofit Yaprak
Stenotrophomonas maltophilia GSEnl 1.94 Endofit Govde
Brevibacillus brevis GSEp3 2.02 Epifit Yaprak
Serratia marcescens GW2 2.36 Endofit Govde
Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 1.91 Endofit Govde
Bacillus velezensis GWEN2 1.97 Endofit Govde
Bacillus mojavensis KM13 2.09 Endofit Kok/Kokbogazi
Bacillus pumilus KM143 2.04 Endofit Kok/Kokbogazi
Bacillus pumilus KM145 2.2 Endofit Kok/Kokbogazi
Bacillus pumilus KM176 2.06 Endofit Kok/Kokbogazi
Ochrobactrum intermedium KM177 1.93 Epifit Kok/Kokbogazi
Paenibacillus polymyxa KMEn1 1.99 Endofit Yaprak
Serratia marcescens KS1 2.32 Endofit Govde
Bacillus subtilis ssp. subtilis KS5-24 1.88 Epifit Govde
Bacillus subtilis ssp. subtilis KS6-27 2.13 Epifit Kok/Kokbogazi
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Cizelge 4.4. (Devam) MALDI-TOF ile tanis1 yapilan aday antagonist bakteri izolatlarina
ait tiir tan1 sonuglari

ot Tird e Kod
Bacillus mojavensis KS7-2 2.37 Endofit Yaprak
Bacillus megaterium KS8-9 2.01 Endofit Govde
Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17 2.05 Endofit  Kok/Kdkbogazi
Serratia marcescens TH18 2.28 Endofit Govde
Bacillus amyloliquefaciens TM16 1.74 Epifit Govde
Bacillus subtilis ssp. subtilis TS-3 2 Endofit Govde
Arthrobacter gandavensis TS-4 2.32 Endofit Yaprak

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de de goriildiigli iizere, tanis1 yapilan 37 izolatin 11
tanesi gram (-) 6zellikteki bakteri tiiriidiir. Bu 11 gram (-) izolat arasinda, 6 izolat Serratia
marcescens, 2 izolat Stenotrophomonas maltophilia, 1 izolat Pseudomonas rhodesiae, 1
izolat Ochrobactrum grignonense ve 1 izolat ise Ochrobactrum intermedium olarak tiir
diizeyinde tanilanmustir.

Toplam 26 adet gram (+) bakteriden 20 tanesinin Bacillus cinsine ait oldugu; bu
izolatlarin tiirlere gére dagilimina bakildiginda ise 5 izolatin Bacillus subtilis ssp. subtilis,
3 izolatin Bacillus amyloliquefaciens, 3 izolatin Bacillus pumilus, 2 izolatin Bacillus
mojavensis, 2 izolatin Bacillus subtilis ssp. spizizenii, 1 izolatin Bacillus cereus, 1 izolatin
Bacillus thuringiensis, 1 izolatin Bacillus velezensis, 1 izolatin Bacillus megaterium, 1
izolatin Bacillus vallismortis ve 1 izolatin Bacillus velezensis tiiriine ait oldugu
belirlenmistir. Bacillus spp. disinda, gram (+) 6zellikte olan Paenibacillus polymyxa
tiirline ait 2 izolat, Microbacterium oxydans tiiriine ait 1 izolat, Brevibacillus brevis tiiriine
ait 1 izolat, Brevibacillus formosus tiiriine ait 1 izolat ve Arthrobacter gandavensis tiiriine
ait 1 izolat da MALDI-TOF MS ile tanilanmugtir. Farkli bitki kisimlarindan izole edilen
gram (+) tiirler arasinda, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis ssp. spizizenii ve
Bacillus subtilis ssp. subtilis’in hem epifit hem de endofit karakterdeki izolatlar1 calisma
stiresince izole edilmistir (Cizelge 4.4).

Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimma bakildiginda, 20 izolat ile
Bacillus en fazla izole edilmis olan cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunu sirasiyla 6

izolat ile Serratia cinsi, 2’ser izolat ile Ochrobactrum, Stenotrophomonas, Brevibacillus
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ve Paenibacillus cinsleri, 1’er izolat ile Pseudomonas, Arthrobacter ve Microbacterium
cinsleri takip etmistir (Cizelge 4.4).

Calismada elde edilen izolatlar arasinda bulunan ve endospor tliretme kabiliyetinde
olan Bacillus spp.’ye ait antagonist/PGPB izolatlarin ekonomik Oneme sahip farkli
bitkilerde hastalik olusturan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 70’den fazla
antimikrobiyal etkiye sahip metabolit/bilesik/antibiyotik liretmek suretiyle biyokontrol
etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Stein, 2005). Bacillus spp’nin sahip oldugu bu
etkinligin, genel olarak antimikrobiyal bilesikler (siderofor, proteaz, amonyak gibi) ile
biyosurfektant, antibiyotik peptidler ve mikolotik enzimlerden (kitinaz, B-1,3-glukanaz
ve B-1,4-glukanaz gibi) kaynaklandig: bildirilmistir (Huang ve Chen, 2004; Araujo ve
ark., 2005; Chung ve ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Gupta ve
ark., 2006; Xiao ve ark., 2009; Senthilkumar ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012).

Yapilan birgok c¢alismada, Acidovorax, Acinetobacter, Actinomyces, Aeromonas,
Afipia, Agrobacterium, Agromonas, Alcaligenes, Alcanivorax, Allorhizobium,
Alteromonas, Aminobacter, Aquaspirillum, Arthrobacter, Aureobacterium, Azoarcus,
Azomonas, Azorhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Beijerinckia,
Blastobacter, Blastomonas, Brachymonas, Bradyrhizobium, Brenneria, Brevundimonas,
Burkholderia, Chelatobacter, Chromobacterium, Chryseomonas, Comamonas,
Corynebacterium, Delftia, Derxia, Devosia, Enterobacter, Flavimonas, Flavobacterium,
Flexibacter, Frankia, Halomonas, Herbaspirillum, Matsuebacter, Mesorhizobium,
Moraxella, Nevskia, Nocardia, Ochrobactrum, Pantoea, Pectobacterium,
Phenylbacterium, Phyllobacterium, Photobacterium, Porphyrobacter,
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia, Renibacterium
Rhizobacter, Rhizobium, Rhizomonas, Rhodanobacter, Rhodococcus, Shewanella,
Sinorhizobium, Sphingobacterium, Sphingomonas, Spirillum, Stenotrophomonas,
Streptomyces, Thauera, Variovorax, Vibrio, Xanthomonas, Xylella, Zoogloea,
Zymobacter, Zymomonas ve Methylobacterium gibi bakteri cinslerine dahil tiirlerin,
bitkilerden izole edilmis ve biyokontrol etkinligi ile etki mekanizmalar1 belirlenmis tiirler
oldugu bildirilmistir (Kobayashi ve Palumbo, 2000; Lodewyckx ve ark., 2002; Sun ve
ark, 2009; Romero ve ark., 2014).

Calismamizda, karpuz, kavun, kabak ve hiyar bitkilerinin 6zellikle farkl: tiirlere ait

birgok bakteriyel mikroorganizmaya konukc¢uluk eden gévde, yaprak, kok ve kokbogazi
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kisimlarindan, Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas ve Microbacterium cinsine ait

endofit tiirlerin izole edilmis oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4).

4.5.2. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri Izolatlarimin Molekiiler Olarak

Tanilanmasi

MALDI-TOF analizleri sonucu tanilanan izolatlardan se¢im yapilarak, bu izolatlar
ayrica molekiiler olarak tanilanmistir. Bakteri izolatlarinin DNA dizileri NCBI
veritabanindaki benzer dizilerle karsilastirilarak analiz edilmis ve elde edilen sonuglar
MALDI-TOF MS uygulamasi ile yapilan teshis sonuglart ile teyit edilmistir.

Molekiiler olarak tanisi gergeklestirilen izolatlara ait tiir tani sonuglarmin
GenBank’a girisi yapilmis olup, erisim numaralar1 alimmustir. izolatlara ait kod, tiir ad: ve
benzerlik orani ile erisim numaralarini i¢eren dizileme (sekans) sonuglar1 Cizelge 4.5’de

sunulmustur.

Cizelge 4.5. Molekiiler olarak tanisi yapilan bakteri izolatlarina ait tiir tan1 sonuglari

Izolatin Kodu Bakterinin Tiir Ad1 ve Benzerlik Erisim Numarasi
Orani

AbW2-25 Pseudomonas rhodesiae %99.65 MN946546

GWEN2 Bacillus velezensis %099.67 MN946547

KS7-2 Bacillus mojavensis %099.66 MN946548

KM177 Ochrobactrum spp. %99.66 MN946549
Bacillus subtilis subsp. subtilis

KS6-27 699,66 MN946550

ALMEp2 Brevibacillus formosus %98.97 MN946551

4.6. Acidovorax citrulli’nin Tanilanmasi
Hastalik etmeni A. citrulli’ye ait MG-Al izolati, Gaziler mahallesinde yetistirilen

kavun fidelerinden izole edilmistir. izole edilen bakteriyel etmen, kavun fidelerinin geng

veya kotiledon yapraklarinin alt kismindaki damar aralarina inokule edildikten yaklasik
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7-8 giin sonra meydana gelen hastalik belirtileri, referans Tasci-1 izolatinin olusturdugu
belirtiler ile karsilastirilmistir. Testlenen kavun fidelerinde gozlenen hastalik belirtileri,
Acidovorax citrulli’nin fidelerde neden oldugu tipik hastalik belirtilerini andirmistir
(Sekil 4.4). S6z konusu izolatin ayrica Crimson Sweet ¢esidi karpuz fidelerinin kotiledon

yapraklarinda siddetli hastalik belirtilerine neden oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.4. MG-A1 kodlu izolata ait patojenisite testleri. izolatin kavun fidelerine
inokulasyonu (A), inokulasyon sonrasi inkiibasyon (B) ve enfeksiyon sonrasi kavun
fidelerinde tipik hastalik belirtileri (C ve D)

Hastalik etmeni A. citrulli'nin WFB1 ve WFB2 primerleri ile molekiiler olarak
tanilanmasi c¢aligmalarinda, patojen MG-ALI izolati ve referans Tasgi-1 izolatt 360 bp
biiyiikliigiinde bant olusturmus (Sekil 4.5) ve izolat Acidovorax citrulli olarak

tanilanmistir.
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Sekil 4.5. WFB1 ve WFB2 primerleri ile yapilan PCR iglemi sonucuna iliskin jel
goriintiisii. 1-2-3: Acidovorax citrulli MG-A1l, 4: Negatif Kontrol, 5: P. caratovorum
caratovorum, 6: Paenibacillus polymyxa KMEn1, 7: Ladder, 8-9: Acidovorax citrulli

Tas¢i-1 izolatlari

Spesifik primerler kullanilarak molekiiler olarak tanilanan MG-A1 izolat1 ayni
zamanda sekansi (dizileme) yapilarak % 99,9 Acidovorax citrulli olarak tanilanmis ve

GenBank’a girisi gerceklestirilmistir (Erisim no: MT012191).

4.7. Aday Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarmin Acidovorax citrulli’ye

Karsi in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro kosullarda, Acidovorax citrulli’ye kars1 biyokontrol etkinligi ikili kiiltiir
testi ile belirlenen Bacillus, Pseudomonas, Ochrobactrum, Microbacterium,
Stenotrophomonas, Brevibacillus, Arthrobacter, Serratia ve Paenibacillus cinslerine ait
37 adet aday antagonist endofit ve epifit bakteri izolatlarinin her birinin, patojene karsi
farkli biiyiikliiklerde engelleme zonlar1 olusturduklar tespit edilmistir.

Test edilen 37 farkli aday bakteri izolatlar1 arasindan 13 izolatin, 11,3-34.5 mm
arasinda degisen engelleme zonlari ile A. citrulli’nin koloniyal gelisimini yiiksek diizeyde
engelledigi belirlenmistir (Cizelge 4.6). Elde edilen antagonistik etkinlik (Ant-indeks)
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degerlerine gore izolatlar incelendiginde, patojenin koloniyal gelisimini en basarili
sekilde engelleyen antagonist izolat Paenibacillus polymyxa KMEN1 olmustur (Cizelge
4.6 ve Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Antagonist Paenibacillus polymyxa KMEN1 izolatinin TSA besi ortami
tizerinde Acidovorax citrulli’yi engelleme etkinligi

Antagonistik agidan en yiiksek etkinligi gosteren izolatin, saglikli kavun bitkisinin
yapragindan izole edilmis endofit Paenibacillus polymyxa KMEnN1 oldugu saptanmustir.
Bunu sirastyla, saglikli karpuz yapragindan izole edilmis endofit Paenibacillus polymyxa
BTCPI, kabak yapragindan izole edilmis epifit Brevibacillus brevis GSEp3 ve karpuz
govdesinden izole edilmis Bacillus velezensis GWEn2 kodlu izolatlar izlemistir (Cizelge
4.6 ve Sekil 4.7). Antagonistik etki gosteren 13 izolat arasinda en az engelleme etkinligi
Bacillus amyloliquefaciens GWENL izolat1 tarafindan gosterilirken, bunu Bacillus
pumilus’un KM143 ve KM145 izolatlar1 izlemistir. Toplam 24 adet aday antagonist
bakteri ise, in vitro’da A. citrulli’nin koloniyal gelisimini engellemeye yonelik herhangi

bir etkinlik gdstermemistir.
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Sekil 4.7. Antagonist Paenibacillus polymyxa BTCPI, Brevibacillus brevis GSEp3 ve
Bacillus velezensis GWEN2 izolatlarinin TSA besi ortaminda Acidovorax citrulli’yi
engelleme etkinligi

Karpuz bakteriyel fide yanikligi patojeni A. citrulli’ye karsi endofit ve epifit
bakteriyel izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlemeleri ile antagonist etkinliklerinin

belirlendigi ¢aligmalara ait sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. A. citrulli’ye kars1 endofit ve epifit bakteri izolatlarinin in vitro antagonistik
etkinlikleri

. . Antagonistik
Izolatin Tiirii ve Kodu

Indeks?
Paenibacillus polymyxa KMEnN1 g.2h
Paenibacillus polymyxa BTCPI 8.0"
Brevibacillus brevis GSEp3 7.009
Bacillus velezensis GWEN?2 5.3f
Ochrobactrum intermedium KM177 2.8°¢
Brevibacillus formosus ALMEp2 2.4
Stenotrophomonas maltophilia ALWEnN1 2.0
Stenotrophomonas maltophilia GSEnl 1.8 b¢
Bacillus pumilus KM176 1.7 b¢
Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.5 b¢
Bacillus pumilus KM145 1.4°
Bacillus pumilus KM143 1.4°
Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 1.2°

2 TSA besi tizerinde 48 saat inkiibasyondan sonra gelisen antagonist bakteri kolonileri iizerine A.citrulli
siispansiyonu piilverize edilmis, 48 saat inkiilbasyon sonunda besi ortaminda patojen gelisiminin
engellenmesi sonucu olusan zon bolgeleri ile bakteri koloni ¢aplari Olgiilerek indeks degerleri
hesaplanmigtir. Elde edilen degerler 3 farkli petri kabinda 6l¢iimlerin ortalamasi olup, deneme farkli
zamanlarda 2 kez tekrar edilmistir. Cizelge igerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkl
harfler, izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu
Karsilastirma Testi, P<0.05).

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi hastalik etmeninin koloniyal gelisimini yiiksek
diizeyde engelleme etkinligi gosteren izolatlarin, genel olarak gram (+) Bacillus,
Paenibacillus ve Brevibacillus cinslerine baglh tiirler oldugu belirlenmistir. Yapilan
istatistiksel analizler, izolatlarin antagonistik aktiviteleri arasinda 6nemli farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur. En fazla engelleme etkinligi gosteren Paenibacillus
polymyxa’nin KMEN1 ve BTCPI izolatlarinin istatistiki olarak en iist grupta yer aldigi,
Brevibacillus brevis GSEp3 ile Bacillus velezensis GWEN2 izolatlarinin ise farkli
gruplarda yer alarak istatistiksel olarak birbirlerinden 6nemli diizeyde farkli etkinlikler
gosterdigi belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar patojenin koloniyal gelisimini engelleme etkinligi agisindan

karakteristik olarak incelendiginde, 13 adet izolattan 6’sinin endofit, 7 izolatin ise epifit
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karakterde oldugu; en basarili engelleme etkinligine sahip izolatlarin genel olarak endofit
karakterde oldugu goriilmektedir. Calismamizda, Antalya ilinde agik alan ve oOrtiialti
kabakgil iiretim alanlarinda yetisen karpuz, kavun, kabak ve hiyar bitkilerinin farkl
kisimlarmin yiizeyinden ve igsel dokularindan gergeklestirilen izolasyonlar sonucu elde
edilen 37 bakteri izolat1 degerlendirildiginde, ¢ogunlugunun gévde ve yapraklarin igsel
dokularindan elde edilmis oldugu gorilmiistiir. Calisma kapsaminda alinan bitki
orneklerinin farkli kisimlarindan izole edilen bazi epifit bakteriler de koloniyal gelisimi
engelleme etkinligi géstermistir ancak kabakgil alanlarinin epifitik mikroflorasina ait bu
izolatlara ait etkinlik tatmin edici ve beklenen diizeyde olmamustir.

Antagonist izolatlarin izole edildigi bitki donemleri de degerlendirilmis ve ortaya
cikan sonuclar dikkat ¢ekici olmustur. Engelleme etkinligine sahip 13 izolatin biiyiik bir
cogunlugu bitkilerin fide ve gigeklenme doneminde izole edilmistir. Bitkinin fide ve
ciceklenme doneminde yapilan izolasyonlar ile elde edilen antagonist bakteri
yogunlugunun, bitkilerin ileri donemlerindeki bakteri yogunluguna gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Nitekim Berg (2005), sunulan verilerle uyumlu olarak, bitkilerde
ciceklenme doneminin antagonist bakteri izolasyonu icin en uygun donem oldugunu
bildirmistir.

Literatiir incelememiz, in vitro antagonistik etkinligi belirlenen 13 bakteri tiirliniin
biyokontrol ve etki mekanizmalarinin simdiye kadar daha ¢ok bitki fungal hastaliklarina
kars1 arastirildigini, ¢ok az c¢alismada ise bitki bakteriyel hastaliklarina karsi test
edildiklerini gostermistir. Nitekim, antagonistik etkinligi belirlenen bakteri tiirlerinden
Brevibacillus brevis’in tiitiin solgunluk patojeni Ralstonia solanacearum’a (Liu ve ark.,
2013); Paenibacillus polymyxa’nin patates uyuz patojeni Streptomyces scabies’e
(Karagoz ve ark., 2014), patates bakteriyel solgunluk patojeni Ralstonia solanacearum’a
(Li ve ark., 2010) ve karpuz bakteriyel fide yaniklig1 patojeni Acidovorax citrulli’ye
(Adhikari ve ark., 2017; Horuz ve Aysan, 2018); Stenotrophomonas maltophilia’nin
patates yumusak ciirtikliik patojeni Erwinia carotovora’ya (Selim ve ark., 2016) ve
patates bakteriyel solgunluk patojeni Ralstonia solanacearum’a (Elhalag ve ark., 2016);
Bacillus velezensis’in biber bakteriyel leke patojeni Xanthomonas perforans’a (Mates ve
ark., 2019); Bacillus amyloliquefaciens’in kavun/karpuz bakteriyel meyve leke patojeni
Acidovorax avenae subsp. citrulli’ye kars1 (Jiang ve ark., 2015) in vitro ve in vivo etkinlik

gosterdigi bildirilmisgtir.
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Test edilen antagonist bakteri izolatlar1 arasinda Paenibacillus polymyxa ve
Bacillus amyloliquefaciens disinda kalan Brevibacillus brevis, Stenotrophomonas
maltophilia, Bacillus velezensis, Ochrobactrum intermedium, Brevibacillus formosus ve
Bacillus pumilis gibi diger antagonist bakteri tiirlerinin karpuz bakteriyel fide yanikligi
patojeni Acidovorax citrulli’ye kars1 antibakteriyel biyokontrol etkinlik gosterdigi ilk kez
bu c¢aligma ile ortaya konulmustur.

In vivo denemelerde etkinligi arastirilacak izolatlarin se¢imi, in vitro ikili kiltiir
testi sonucunda elde edilen verilere dayanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda,
yiiksek engelleme etkinligine sahip Paenibacillus polymyxa’nin KMEn1 ve BTCPI
izolatlar1, Brevibacillus brevis GSEp3 ve Bacillus velezensis GWEN2 izolatlarinin
yanisira nispeten diisilk engelleme etkinligi gosteren Stenotrophomonas maltophilia
ALWEN1, Brevibacillus formosus ALMEp2, Bacillus amyloliquefaciens BT113 ve

Bacillus pumilus KM176 izolatlar: da in vivo ¢alismalara dahil edilmistir.

4.8. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri Izolatlarmm Acidovorax citrulli’yi
Engellemede ve Bitki Gelisimini Tesvik Etmede Kullandiklar1 Mekanizmalarin

Belirlenmesi

4.8.1.Endofit ve Epifit Bakteri izolatlarimin Siderofor Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Endofit ve epifit bakteri izolatlarinin siderofor iiretme potansiyellerinin belirlendigi
bu denemede indikatdr boya olan krom azurol’iin indirgenmesi, bakterilerin irettigi
hydroxamate-tip siderofor’dan dolayr Blue-CAS Agar besi ortami iizerinde bakteri
kolonisi etrafinda meydana gelen inhibisyon (zon) bdlgesinin renginin maviden sari-
turuncu renge donlismesine neden olmustur (Sekil 4.8). Bakterilerin siderofor liretme
potansiyellerinin degerlendirildigi S-indeks degerlerine gore >1.0 indeks degersi,
bakterinin siderofor irettigini gostermektedir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7’de
verilmistir. Cizelge 4.7’ ye gore, test edilen izolatlarin tamami degisen oranlarda siderofor

tretmistir.
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Cizelge 4.7. Farkl tiirlere ait endofit ve epifit bakteri izolatlarinin siderofor iiretme

aktiviteleri
izolatin Tiirii ve Kodu S.idemfor izolatin Tiirii ve Kodu S.iderOfor
Indeksi? Indeksi?

Ochrobactrum intermedium KM177 341 Bacillus velezensis GWEN2 1.4¢¢
Bacillus pumilus KM145 3.2) Bacillus thuringiensis AbW3-6 l1.4¢¢
Stenotrophomonas maltophilia ALWEN1 311 Microbacterium oxydans AbS2-26 1.3
Stenotrophomonas maltophilia GSEnl 311 Bacillus subtilis ssp. subtilis TS-3 1.3
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 311 Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17 1.3
Serratia marcescens ALW20 2.81 Bacillus megaterium KS8-9 1.3
Serratia marcescens TH18 2.7 Bacillus subtilis ssp. subtilis KS6-27 1.3 2d
Paenibacillus polymyxa KMEn1 2,61 Bacillus subtilis ssp. spizizenii FW1-4 1.28¢
Serratia marcescens KS1 25Mm Paenibacillus polymyxa BTCPI 1.28¢
Serratia marcescens GW?2 2.4M Bacillus mojavensis KM13 1.28¢
Serratia marcescens GS4 2.3h Bacillus pumilus KM143 1.12¢
Brevibacillus formosus ALMEp2 199 Bacillus subtilis ssp. spizizenii AbW4-11 1.12¢
Bacillus amyloliquefaciens TM16 1.8 Bacillus cereus CS10-3 1.12¢
Serratia marcescens GS5 1.8 Brevibacillus brevis GSEp3 1.1%®
Bacillus subtilis ssp. subtilis KS5-24 1.6 %9 Bacillus mojavensis KS7-2 1.1%®
Bacillus subtilis ssp. subtilis GM19 1.6 99 Bacillus pumilus KM176 1.1%®
Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.5¢f Ochrobactrum grignonense AbS1-10 1.1®
Bacillus vallismortis CS11-1 1.5¢f Arthrobacter gandavensis TS-4 1.0
Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 1.50¢f

2 Siderofor indeks degerleri, engelleme zon ¢apinin bakteri koloni ¢apina boliinmesiyle hesaplanmigtir.
Cizelge icerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkli harfler, izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi, patojene kars1 antagonist 6zellikteki endofit ve epifit
izolatlar arasinda en fazla siderofor iiretimi, 3.4, 3.2, 3.1, 3.1 ve 3.1 ¢oziiniirliik indeks
intermedium  KM177, KM145,
Stenotrophomonas maltophilia ALWEN1, Stenotrophomonas maltophilia GSEnl ve

degerleri ile Ochrobactrum Bacillus pumilus
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 izolatlari tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 4.8).
[statistiksel olarak ayni gruba dahil olan bu izolatlar arasidaki Pseudomonas rhodesiae
AbW2-25 Acidovorax citrulli’ye karst hicbir antagonistik etkinlik gosterememis,
Ochrobactrum intermedium KM177 disinda diger izolatlar ise hastalik etmenine karsi
degisen oranlarda antagonistik etkinlik gostermistir. Ayni sekilde, Paenibacillus

polymyxa KMEn1 diginda Brevibacillus brevis GSEp3, Bacillus velezensis GWEN2 ve
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Paenibacillus polymyxa BTCPI izolatlar1 ¢ok yiiksek diizeyde antagonistik etkinlige
sahip olmasina ragmen diisiikk diizeyde siderofor tirettigi belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.8).

Calismamizda, antagonistik ve PGPB 0Ozellikte oldugu bilinen bazi Bacillus,
Stenotrophomonas ve Serratia cinslerine ait izolatlar, bitki gelisimini énemli oranda
etkileyen sideroforlar1 yiiksek diizeyde iireten izolatlar olarak kaydedilmistir. Diger
yandan, kok bolgesinden izole edilen Bacillus substilis ssp. subtilis’in KS6-27, TH17 ve
GM19 izolatlar1, Serratia marcescens’in ALW20 ve GS4 izolatlari, Bacillus mojavensis
KM13, Bacillus pumilus’un KM143 ve KM176 izolatlar1 ile Bacillus subtilis ssp.
spizizenii FW1-4 izolatlarinin ise disiik diizeyde siderofor olusturdugu belirlenmistir
(Cizelge 4.7).

ALWEn1

Sekil 4.8. Bakteri izolatlar1 tarafindan farkli oranlarda siderofor tiretimi sonucunda CAS
Agar besi ortami lizerinde meydana gelen zon bolgeleri (A-B)

Bitki biiylimesini diizenleyici bakteriler (PGPB) tarafindan iiretilen sideroforlar,
bitki gelisimini direkt veya dolayli olarak etkilemektedir. Ozellikle Aeromonas,
Azadirachta, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Rhizobium, Serratia, Stenotrophomonas ve Streptomyces cinslerine ait PGPB tiirleri
tarafindan tretilen sideroforun topraktaki bagli demiri ¢ozerek bitki i¢in yarayish hale
getirmesi ve bu sayede bitkinin boylesine énemli bir besin elementinden faydalanmasi

sonucunda bitki gelisimi dogrudan tesvik edilmektedir (Sujatha ve Ammani, 2013).
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4.8.2.Endofit ve Epifit Bakteri lizolatlarin Proteaz Enzimi Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Biyokontrol ve bitki gelisiminin tesvik edilmesinde 6nemli rol oynayan etki
mekanizmalarindan proteolitik (proteaz) aktivitenin SMLBA besi ortaminda belirlendigi
bu denemede, bakterilerin iirettigi proteaz enzimi, yagi alinmis siit tozundaki kazeini
cozerek koloni etrafinda seffaf bir engelleme bdlgesinin olugsmasina neden olmustur

(Sekil 4.9). Denemeden elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli tiirlere ait endofit ve epifit bakteri izolatlarinin proteaz enzimi tiretme
aktiviteleri

. Proteaz | . Proteaz
Izolatin Tiirii ve Kodu ; .. | 1zolatin Tiirii ve Kodu . .
Indeksi? Indeksi?
Stenotrophomonas maltophilia i . ot
ALWERL a4 Bacillus pumilus KM145 20%
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 3.6k Bacillus cereus CS10-3 1.9 ¢f
Serratia marcescens KS1 3.4k Bacillus pumilus KM176 1.8¢
Serratia marcescens ALW20 3.4k Bacillus thuringiensis AbW3-6 1.8¢
Serratia marcescens GS4 3.4k Bacillus mojavensis KS7-2 1.74d
. Bacillus subtilis ssp. spizizenii

Stenotrophomonas maltophilia GSEnl 3.1 PSP

AbW4-11 1.7«
Serratia marcescens GW2 3.1 Bacillus velezensis GWEN2 1.4bc
Paenibacillus polymyxa KMEn1 3.0t Bacillus mojavensis KM13 1.4 ¢
Serratia marcescens TH18 2.8M Bacillus amyloliquefaciens TM16 1.4 ¢
Serratia marcescens GS5 2.6 Bacillus subtilis ssp. subtilis KS5-24 1.4°b¢
Bacillus megaterium KS8-9 2.6 Bacillus subtilis ssp. subtilis KS6-27 1.3°b¢

Bacillus subtilis ssp. spizizenii
Bacillus subtilis ssp. subilis TS-3 259 P-5p

FW1-4 1.3
Brevibacillus brevis GSEp3 2.4 9 | Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.3b
Bacillus pumilus KM143 2.2 Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 1.2b
Paenibacillus polymyxa BTCPI 2.1¢9 Bacillus subtilis ssp. subtilis GM19 1.1°
Bacillus vallismortis CS11-1 2.1¢¢ Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17 1.1°
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Cizelge 4.8. (Devam) Farkl tiirlere ait endofit ve epifit bakteri izolatlarinin proteaz
enzimi lretme aktiviteleri

. o Proteaz | . o Proteaz
Izolatin Tiirii ve Kodu . Izolatin Tiirii ve Kodu .

Indeksi? Indeksi?
Ochrobactrum intermedium KM177 0.0 Ochrobactrum grignonense AbS1-10 0.0
Brevibacillus formosus ALMEp2 002 Arthrobacter gandavensis TS-4 0.0?
Microbacterium oxydans AbS2-26 0.0

2 Proteaz indeks degerleri, engelleme zon ¢apinin bakteri koloni capina bdliinmesiyle hesaplanmustir.
Cizelge igerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkli harfler, izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Kargilastirma Testi, P<0.05).

Cizelge 4.8’de de gorildigi gibi, test edilen tim endofit ve epifit izolatlar
arasindan 5 izolat (Ochrobactrum intermedium KM177, Brevibacillus formosus
ALMEp2, Microbacterium oxydans AbS2-26, Ochrobactrum grignonense AbS1-10 ve
Arthrobacter gandavensis TS-4) besi ortaminda proteaz enzimi iiretme aktivitesi
gosterememistir. Tiim izolatlarin proteaz enzimi tiretme etkinlikleri istatistiksel olarak
onemli diizeyde farkliliklar gostermistir.

Etkinligi test edilen bakteri izolatlar1 arasinda indeks degerine gore en fazla proteaz
tretimi, 4.1 indeks degeri ile Stenotrophomonas maltophilia ALWENL1 tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu izolati, 3.6, 3.4, 3.4, 3.4, 3.1 ve 3.1 indeks degerleri ile
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25, Serratia marcescens’in KS1, ALW20, GS4
izolatlar1, Stenotrophomonas maltophilia GSEn1 ve Serratia marcescens GW?2 izolatlari
izlemistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.9).

Elhalag ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir calismada, Stenotrophomonas
maltophilia’nin Ralstonia solanacearum’a kars1 géstermis oldugu antagonistik etkinligin,
bakteri tarafindan yiiksek diizeyde tiretilen proteaz enzimi ile baglantili olarak bitkide
sistemik dayanikliligin uyarilmasindan kaynaklandigi bildirilmistir. Stenotrophomonas
maltophilia ALWENL, calismamizda Acidovorax citrulli’ye karsi yiiksek engelleme
etkinligi gosteremeyen ancak en yiiksek proteolitik etkinlige sahip olan izolat olarak
kaydedilmistir. Dolayisiyla, S. maltophilia’nin farkli patojenleri etkin bir sekilde
engellemesinde etkili bir mekanizma olan proteaz iiretiminin, Acidovorax citrulli’yi
yiiksek diizeyde engellemesinde etkili olmadig: diistiniilmektedir.

Antagonistik indeks degeri yiiksek olan izolatlardan Paenibacillus polymyxa’nin

KMEn1 ve BTCPI izolatlari, 3.0 ve 2.1 indeks degerleri ile nispeten yiiksek proteaz
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tiretim (proteolitik) etkinligi gostermistir. Ayn1 sekilde, 5.2 gibi yiiksek bir antagonistik
indeks degerine sahip olan Bacillus velezenzis GWEN2 izolat1 1.4 indeks degeri ile
nispeten diisiik olsada proteaz iiretim aktivitesi gosteren izolatlar arasinda yer almistir.
Cizelge 4.8’de ayrica, Bacillus cinsine dahil olan tiim izolatlarin degisen oranlarda
proteaz enzimi liretme aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore, antagonistik etkinlik gosteren 13 izolat arasindan sadece
Ochrobactrum intermedium KM177 ve Brevibacillus formosus ALMEp?2 izolatlariin
etki mekanizmalarindan proteaz enzimi {retme etkinligine sahip olmadiklar
belirlenmistir. Bu izolatlarin, A. citrulli’ye kars1 antibakteriyel peptid ve/veya ugucu

bilesenler sayesinde antibakteriyel etkinlik gdstermis olabilecegi diistiniilmektedir.

ALWENn1

Sekil 4.9. Bakteri izolatlar1 tarafindan farkli oranlarda proteaz enzimi iiretimi sonucunda
SMLB Agar besi ortaminda meydana gelen zon bélgeleri (A-B-C-D)
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4.8.3.Endofit ve Epifit Bakteri Izolatlarnin Amonyak (NH3) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Besi ortami igerisinde bakteriler tarafindan olusturulan amonyak iiretimi tiiplerdeki
besi ortami renginin agik saridan kahverengi-koyu sart renge donlismesiyle
belirginlesmistir (Sekil 4.10). Bakterilerin, amonyak miktarinin artisina paralel olarak
tiiplerde olusturdugu renk degisiminin siddeti, - (renk degisimi yok), +, ++ veya +++

olarak degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Farkl tiirlere ait endofit ve epifit bakteri izolatlarinin amonyak tiretme
aktiviteleri

. Amonyak | . Amonyak
Izolatin Tiirii ve Kodu .. Izolatin Tiirii ve Kodu ..
Uretimi Uretimi

P. syringae pv. phaseolicola Psp 12 + Bacillus subtilis ssp. subtilis TS-3 ++
Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 + Arthrobacter gandavensis TS-4
Bacillus velezensis GWEN2 + Bacillus subtilis ssp. subtilis KS5-24
Stenotrophomonas maltophilia . . .

+++ Bacillus subtilis ssp. subtilis KS6-27 ++
ALWEN1
Brevibacillus formosus ALMEp2 +++ Bacillus mojavensis KS7-2 ++
Stenotrophomonas maltophilia . i

+++ Bacillus megaterium KS8-9 +
GSEnl
Brevibacillus brevis GSEp3 - Bacillus cereus CS10-3 +
Paenibacillus polymyxa KMEn1 +++ Bacillus vallismortis CS11-1 +
Ochrobactrum intermedium KM177 + Bacillus subtilis ssp. subtilis GM19 +
Bacillus pumilus KM176 ++ Serratia marcescens ALW20 +
Bacillus pumilus KM143 ++ Serratia marcescens GS4 +
Bacillus pumilus KM145 +++ Bacillus amyloliquefaciens TM16 +
Bacillus amyloliquefaciens BT113 + Bacillus mojavensis KM13 +
Paenibacillus polymyxa BTCPI ++ Serratia marcescens KS1 +
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 + Serratia marcescens GW2 +
Bacillus thuringiensis AbW3-6 + Serratia marcescens GS5 +++
Bacillus subtilis ssp. spizizenii . . .

+ Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17 +++
AbW4-11
Ochrobactrum grignonense AbS1-10 ++ Serratia marcescens TH18 +++
. . Bacillus subtilis ssp. spizizenii

Microbacterium oxydans AbS2-26 + FW14 +++

Amonyak iiretimi -, renk degisimi olmadigini, +,++,+++ ise amonyak konsantrasyonunun artigina paralel
olarak renk degisim siddetindeki artis1 gdstermektedir.
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Cizelge 4.9°da da goriilecegi gibi, Brevibacillus brevis GSEp3 hari¢ tiim izolatlar
farkli miktarlarda amonyak tretmistir (Sekil 4.10). Tim izolatlar igerisinde,
Stenotrophomonas maltophilia  ALWEnN1, Brevibacillus formosus ALMEp2,
Stenotrophomonas maltophilia GSEn1, Paenibacillus polymyxa KMEN1, Bacillus
pumilus KM145, Serratia marcescens GS5, Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17, Serratia
marcescens TH18 ve Bacillus subtilis ssp. spizizenii FW1-4, en yiiksek konsantrasyonda
amonyak iireten izolatlar olurken, bu {iretim sonucunda yiiksek siddette renk
degisiklikleri meydana gelmistir. Antagonistik indeks degeri yiiksek izolatlardan ise,
yalmizca KMEn1 kodlu Paenibacillus polymyxa izolati yiiksek konsantrasyonda amonyak

tiretimi gergeklestiren izolatlardan biri olmustur.

Sekil 4.10. Bakteri izolatlar: tarafindan iiretilen amonyak miktarina bagl olarak tiiplerde
meydana gelen renk degisimi 1:Psp, 2:KM176, 3-8: ALWEN1, ALMEp2, GSEnl,
KMEn1, KM145, GS5, 9:Negatif Kontrol

4.8.4.Endofit ve Epifit Bakteri izolatlarmm Indol Asetik Asit (IAA) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin 3 mg/ml L-tryptophane iceren LB sivi besi ortaminda
iirettigi Indol Asetik Asit (IAA) miktar1 inokulasyondan 4 giin sonra standart IAA
absorbans degerlerine kiyaslanmak suretiyle ppm (=pg/ml) diizeyinde belirlenmistir. In
vitro kosullarda patojenin koloniyal gelisimini engelleme potansiyeline sahip olan epifit
ve endofit bakteri tiirleri IAA {iretim potansiyellerinin belirlenmesine yonelik caligmada

kullanilmis ve sonuglar Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Secilmis farkl tiirlere ait endofit ve epifit bakteri izolatlarinin IAA tiretme
aktiviteleri

. IAA . 1AA

Izolatin Tiirii ve Kodu .. . . Izolatin Tiirii ve Kodu .
Uretimi Uretimi

Ochrobactrum intermedium KM177 41.4) Bacillus pumilus KM145 5.4¢

Brevibacillus formosus ALMEp?2 30.71 Bacillus pumilus KM176 484

Stenotrophomonas maltophilia GSEnl 225" Paenibacillus polymyxa KMEn1 3.1¢

o . Stenotrophomonas maltophilia
Brevibacillus brevis GSEp3 2149 2,50
ALWEN1
Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 1247 Paenibacillus polymyxa BTCPI 2.2°
Bacillus pumilus KM143 9.7¢ Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.0@

Bacillus velezensis GWEN2 9.3¢

b Cizelge icerisinde yer alan ortalama IAA konsantrasyon degerlerinin (ug/ml) yanindaki farkli harfler,
izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli oldugunu gdstermektedir (Duncan Coklu
Karsilastirma Testi, P<0.05).

Cizelge 4.10°da goriildiigi gibi, test edilen endofit ve epifit izolatlar 1.0 ile 41.4
pug/ml konsantrasyon araliginda IAA dretmistir (Sekil 4.11). Elde edilen veriler
degerlendirildiginde, izolatlar arasinda en diisiik IAA {iretimi 1.0 pg/ml konsantrasyon
degeri ile Bacillus amyloliquefaciens BT113, en yiiksek IAA {iiretimi ise 41.4 pg/ml
konsantrasyon degeri ile Ochrobactrum intermedium KM177 izolat1 tarafindan
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.11). Ayrica, ayn tiire ait bakteriyel izolatlar
tarafindan iretilen IAA konsantrasyon degerleri arasinda da istatistiksel olarak onemli
farkliliklar g6zlenmistir. Yapilan 6nceki ¢calismalarda indol asetik asit (IAA) hormonunun
genellikle bitki biiylimesini diizenleyen Actinomyces, Agrobacterium, Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium,
Enterobacter,  Gluconacetobacter,  Klebsiella, = Methylobacterium,  Pantoea,
Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Sthaphylococcus gibi bakteri cinsleri tarafindan
iiretildigini bildirmislerdir (Hayat ve ark., 2010; Bhattacharyya ve Jha, 2012; Oliveira ve
ark., 2013; Zheng ve ark., 2013; Rangjaroen ve ark., 2015).
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Sekil 4.11. Bakteri izolatlar1 tarafindan iretilen farkli konsantrasyonlarda IAA
degerlerine bagl olarak L-tryptophan iceren besi ortaminda meydana gelen renk
degisiklikleri

Calismamizda, gram (-) bakteri tiirlerinin (Stenotrophomonas maltophilia ve
Ochrobactrum intermedium) gram (+) tiirlere gére daha yiiksek konsantrasyonlarda IAA
irettigi belirlenmistir (Cizelge 4.10). Yapilan birgok ¢alisma, gram (-) bakteri tlirlerinin
gram (+) tlirlere oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda IAA iirettigini ortaya koymustur
(Lindow ve ark., 1998; Datta ve Basu, 2000). Endofit ve epifit bakterilerin baz1 fungal
patojenlere karsi in vitro antagonistik etkinliklerinin ve etki mekanizmalarinin
arastirildig1 bir ¢alisma kapsaminda, bakteriyel izolatlarin iirettigi IAA konsantrasyon
degerleri incelenmis ve gram (-) bakteri tiirlerinin gram (+) bakterilere oranla daha yiiksek

TAA irettigi belirlenmistir (Aktan, 2018).
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Calismamizda, en yiiksek konsantrasyonda IA A iireten Ochrobactrum intermedium
KM177 izolati tarafindan besi ortaminda olusturulan IAA’in absorbans egrisi Sekil

4.12’de verilmistir.
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Sekil 4.12. Ochrobactrum intermedium KM177 tarafindan tiretilen IAA’in
spektrofotometrede elde edilen spektrumu

4.8.5. Endofit ve Epifit Bakteri izolatlarmm Inorganik Fosforu (P) Cozme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bakteriler tarafindan iiretilen enzimler ile trikalsiyum fsoforun ¢oziilmesiyle PVK
Agar besi ortami iizerinde bakteri kolonisi etrafinda seffaf bir zon meydana gelmistir
(Sekil 4.13). Bakterilerin fosfor ¢6zme potansiyelleri F-indeks degerine gore

degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Farkl tiirlere ait endofit ve epifit bakteri izolatlarimin inorganik fosforu
¢Ozme aktiviteleri

Fosfor Fosfor
izolatin Tiirii ve Kodu Cozme | izolatin Tiirii ve Kodu Cozme
indeksi? Indeksi?

Stenotrophomonas maltophilia .

Bacillus cereus CS10-3 0.0
ALWEN1 599
Bacillus pumilus KM143 447 Bacillus thuringiensis AbW3-6 0.0
Bacillus pumilus KM176 3.7¢ Bacillus mojavensis KS7-2 0.0¢%

L Bacillus subtilis ssp. spizizenii

Paenibacillus polymyxa KMEn1 2,94

AbW4-11 0.0%
Paenibacillus polymyxa BTCPI 2.7 Bacillus velezensis GWEN2 002
Bacillus pumilus KM145 2.4 k¢ Bacillus mojavensis KM13 002
Ochrobactrum intermedium KM177 2.0° Bacillus amyloliquefaciens TM16 002
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 0.0¢% Bacillus subtilis ssp. subtilis KS5-24 0.0%
Serratia marcescens KS1 0.0% Bacillus subtilis ssp. subtilis KS6-27 0.0%

. Bacillus subtilis ssp. spizizenii

Serratia marcescens ALW20 002

FW1-4 0.0%
Serratia marcescens GS4 0.0¢% Bacillus amyloliquefaciens BT113 0.0%
Stenotrophomonas maltophilia GSEnl 002 Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 002
Serratia marcescens GW2 002 Bacillus subtilis ssp. subtilis GM19 002
Serratia marcescens TH18 0.0¢% Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17 0.0%
Serratia marcescens GS5 0.0¢% Brevibacillus formosus ALMEp2 0.0%
Bacillus megaterium KS8-9 002 Microbacterium oxydans AbS2-26 002

. - - Ochrobactrum grignonense

Bacillus subtilis ssp. subtilis TS-3 0.0

AbS1-10 0.0%
Brevibacillus brevis GSEp3 002 Arthrobacter gandavensis TS-4 002
Bacillus vallismortis CS11-1 002

aCizelge igerisinde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki farkli harfler, izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).

Cizelge 4.11°de goriildiigi gibi, test edilen 37 izolat igerisinde yalnizca 7 izolat
fosforu ¢ozme etkinligi gostermistir. Bu izolatlar arasinda Stenotrophomonas maltophilia
ALWEN1 izolat1 ile Bacillus pumilus’un KM143 ve KM176 izolatlari, 5.9, 4.4 ve 3.7
¢ozliniirliik indeks degerleri ile en yiiksek diizeyde fosfor ¢6zme potansiyeline sahip
izolatlar olmustur (Sekil 4.13). Bu izolatlari, inorganik fosforu farkli diizeylerde ¢6zme
etkinlikleri ile Paenibacillus polymyxa’nin KMEnN1 ve BTCPI izolatlari, Bacillus pumilus
KM145 ve Ochrobactrum intermedium KM177 izolatlar takip etmistir (Cizelge 4.11 ve
Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Farkl1 endofit ve epifit bakteri izolatlarinin Pikovskaya (PVK) Agar besi
ortaminda fosforu ¢ézme potansiyelleri

Kok bolgesinden izole edilmis olan izolatlar arasinda, yalnizca Bacillus pumilus
KM145 ve Ochrobactrum intermedium KM177 izolatlari fosforu ¢ozme etkinligine sahip
olurken, diger izolatlar herhangi bir etkinlik gosterememistir. Acidovorax citrulli’ye karsi
yiiksek antagonizm etkinligi ile dikkat ¢ceken Bacillus velezensis GWEN2 ve Brevibacillus
brevis GSEp3 izolatlar1 fosforu ¢6zme aktivitesi gosterememistir (Cizelge 4.11).

Almis oldugumuz verilere gore, Stenotrophomonas maltophilia ve Bacillus pumilus
gibi ayni tiire ait bakteri izolatlar1 tarafindan iretilen fosfor ¢oziiniirliik indeks degerleri
arasinda da istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar gozlenmistir (Cizelge 4.11).

Calisgmamiz kapsaminda en yiiksek diizeyde fosforu ¢ozme aktivitesi gosteren
Stenotrophomonas maltophilia’nin, daha 6nce yapilmis ¢aligmalarda inorganik fosforu
yiikksek diizeyde ¢0zebildigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, sekerpancari
koklerinden izole edilen PGPB izolatlar1 arasinda Stenotrophomonas maltophilia’nin
CAI158 ve 79 izolatlarinin en yiiksek diizeyde fosfor ¢ozen (222.43 ve 216.38 pg/ml)
bakteri izolatlari oldugu belirlenmistir (Gonzales ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada,
sorgum bitkisinin koklerinden izole edilen ve Stenotrophomonas maltophilia olarak
tanilanan SBP-9 izolatinin, tuz stresinde olan bugdayin bitki gelisimini diizenlemede ve
bitkiyi kok ciiriikliigii hastaligia kars1 korumada, indol Asetik Asit (IAA), siderofor ve
inorganik fosforu ¢ézme gibi mekanizmalar1 kullandigi belirlenmistir (Singh ve Jha,
2017).
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Caligmamizda izole edilen farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarinin
hastalik etmenini engellemede (biyokontrol) ve bitki gelisimini tesvik etmede
kullandiklar1 mekanizmalara yonelik denemenin toplu sonuglar1 Cizelge 4.12°de
verilmistir. Elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, genellikle Acidovorax
citrulli’ye karsi yiiksek engelleme etkinligine sahip olan izolatlarin, bu etkinlige
siderofor, proteaz ve amonyak gibi antagonistik mekanizmalarin bir veya birkagini

kullanmak suretiyle sahip oldugu belirlenmistir.
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6.

Cizelge 4.12. Bakteri izolatlarinin, patojeni engellemede (antagonistik engelleme, siderofor, proteaz, amonyak) ve bitki gelisimini tesvik
etmede (IAA ve inorganik fosforu ¢6zme) kullandiklar: etki mekanizmalar

Izolatin Ad1 ve Kodu I’:;];;S S*-indeks Pro*-indeks Amonyak IAA* F*-indeks
Paenibacillus polymyxa KMEn1 8.1h 26" 3.0 ++ + 3.1°¢ 294
Paenibacillus polymyxa BTCPI 8.0n i A 2.1°¢9 ++ 2.2° 2.7
Brevibacillus brevis GSEp3 7.009 1.1 2.4 9" - 21.49 0.02
Bacillus velezensis GWEN?2 5.3f 1.4 °¢ 1.4 ¢ + 9.3¢ 0.0°
Ochrobactrum intermedium KM177 2.8°¢ 3.41 0.02 + 41.41 2.0°
Brevibacillus formosus ALMEp2 2.4 % 1.9°9 0.0? +++ 30.7 0.0
Stenotrophomonas maltophilia ALWEn1 2.0 ¢ 3.1) 41" +++ 2.5 be 599
Stenotrophomonas maltophilia GSEn1 1.8 ¢ 3.1 3.11 +++ 225" 0.0
Bacillus pumilus KM176 1.7b¢ 1.1 1.89% ++ 489 3.7¢
Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.5 b¢ 1.5 9f 1.3° + 1.02 0.02
Bacillus pumilus KM145 1.4° 3.2] 2.0 df +++ 5.4 4 2.4 be
Bacillus pumilus KM143 1.4° 1.18¢ 2.2 ++ 9.7¢ 44f
Bacillus amyloliquefaciens GWEN1 1.2° 1.54f 1.2° + 12.4fF 0.0°
Pseudomonas rhodesiae AbW2-25 002 3.11 3.6% + nt 002
Serratia marcescens ALW20 0.02 2.8 3.4 1 + nt 0.02
Serratia marcescens TH18 0.0° 271 2.8 M +++ nt 0.0°?
Serratia marcescens KS1 0.0 2.5M 3.4K + nt 0.0
Serratia marcescens GW2 0.02 2.4 M 311 + nt 0.02
Serratia marcescens GS4 0.02 23N 3.4k + nt 0.0

Ant: Engelleme, S:Siderofor, Pro: Proteaz, IAA: Indol asetik asit F: Fosfor, nt: Test edilmedi
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Cizelge 4.12. (Devam) Bakteri izolatlarinin, patojeni engellemede (antagonistik engelleme, siderofor, proteaz, amonyak) ve bitki gelisimini
tesvik etmede (IAA ve inorganik fosforu ¢6zme) kullandiklari etki mekanizmalari

Izolatin Ad1 ve Kodu Ant*-indeks S*-indeks i:;((j(-s Amonyak IAA* F*-indeks
Bacillus amyloliquefaciens TM16 0.02 1.8 1.4 b¢ + nt 0.02
Serratia marcescens GS5 0.0% 1.8 2.6M ++ + nt 0.0%
Bacillus subtilis ssp. subtilis KS5-24 002 1.6°¢9 1.4 b¢ + nt 002
Bacillus subtilis ssp. subtilis GM19 0.0° 1.6 99 1.1° + nt 0.0°
Bacillus vallismortis CS11-1 0.02 1.59f 2.1°¢9 + nt 0.02
Bacillus thuringiensis AbW3-6 002 1.4¢¢ 1.8 % + nt 002
Bacillus subtilis ssp. subtilis TS-3 0.02 1.3b¢ 2.5 9" ++ nt 0.02
Microbacterium oxydans AbS2-26 0.0% 1.30¢ 0.0% + nt 0.0%
Bacillus subtilis ssp. subtilis TH17 0.0° 1.3b= 1.1° ++ + nt 0.0°
Bacillus megaterium KS8-9 002 1.3b¢ 2.6M + nt 002
Bacillus subtilis ssp. subtilis KS6-27 0.02 1.3d 1.3 b¢ ++ nt 0.02
Bacillus subtilis ssp. spizizenii FW1-4 0.0 1.2%¢ 1.3° + 4+ nt 0.0?
Bacillus mojavensis KM13 0.0 1.2%¢ 1.4 b¢ + nt 0.0
Bacillus subtilis ssp. spizizenii Abw4-11 002 1.1%¢ 1.7 « + nt 002
Bacillus cereus CS10-3 0.02 1.1%¢ 1.9 f + nt 0.0°
Bacillus mojavensis KS7-2 0.02 1.1 1.7¢ ++ nt 0.02
Ochrobactrum grignonense AbS1-10 0.0 1.1% 0.0 ++ nt 0.0
Arthrobacter gandavensis TS-4 002 1.02 002 + nt 0.0

*: Ant: Engelleme, S:Siderofor, Pro: Proteaz, IAA: Indol asetik asit F: Fosfor, nt: Test edilmedi



Etkili izolatlarin antagonistik mekanizmalarinin yanisira, ayni zamanda IAA
tiretme ve fosfor ¢6zme etkilerinin de bulundugu belirlenmistir. Ayni sekilde, elde edilen
verilerden yiiksek oranda fosfor ¢ozebilen izolatlarin patojeni engelleme etkinliginin
nispeten diisiik oldugu goriilmektedir. Genel anlamda bakildiginda, engelleme etkinligi
yiiksek izolatlarin patojeni engellemede genel olarak birden fazla mekanizmayi birlikte
kullandig1 belirlenmistir.

Calismamizda,  biyokontrol = mekanizmalarinin  belirlenmesine  yonelik
gergeklestirilen tiim testlerde ayni tiire ait izolatlarin performanslarinda istatistiksel
acgidan farklilik bulundugu tespit edilmistir. Bu farkliligin bakterinin genetik ¢esitliliginin
yanisira, bakterinin izole edildigi bitki tiri ve dokusu, bitkide bulunma durumu
(epifit/endofit), konukgusunun yetistigi topragin fiziksel ve kimyasal yapisi, sulama ve
giibreleme gibi kiiltiirel faaliyetlerdeki farkliliklarin rol oynadigi yapilan 6nceki
calismalarda da bildirilmistir (Loper ve Schroth, 1986; Krebs ve ark., 1993; Bernal ve
ark., 2002; Araujo ve ark., 2005; Aktan, 2018; Emdirme, 2019).

4.9. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarimn in vivo Kosullarda Hastahk

Cikisina ve Bitki Gelisimine Etkilerinin Belirlenmesi

4.9.1. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri izolatlarimin Hastahk Cikisim1 Engelleme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

In vitro denemelerde alinan veriler 1g18inda segimi yapilan izolatlarin, in vivo
kosullarda Acidovorax citrulli’'nin neden oldugu karpuz bakteriyel fide yanikligini
engelleme etkinliklerinin arastirildigi ¢alismada elde edilen veriler Cizelge 4.13 ve Sekil

4.14°de verilmistir.
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Sekil 4.14. Hastalik etmeni ile bulasik tohumlardan ¢ikis yapan fidelerin kotiledon
yapraklarinda tipik 1slaklik seklinde ortaya ¢ikmis hastalik belirtileri

Herhangi bir uygulama yapilmayan tohumlardan gelisen fidelerin saglikli olmasi,
kullanmis oldugumuz Crimson Sweet cesidi karpuz tohumlarinin saglikli oldugunu

gostermistir. Yalnizca patojen uygulamasi yapilan tohumlardan ¢ikis yapan fidelerdeki
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belirtilerden yapilan izolasyonlarda, hastalik etmeni saf olarak elde edilmis ve elde edilen
izolat MALDI-TOF ve molekiiler yontemlerle A. citrulli olarak dogrulanmistir. Deneme
sonucunda, her izolat i¢in tohumlardan ¢ikis yapan ve tipik 1slaklik seklinde ortaya ¢ikan

hastalik belirtisine sahip fide sayis1 da kaydedilmistir.

Cizelge 4.13. in vivo denemelerde kullanilmak tizere se¢imi yapilan izolatlara ait in vitro
antagonistik indeks verileri ve in vivo uygulamalardan elde edilen sonuglar

Uygulamalar Antagonistik Hasta Fide % EtkKi
Indeks? Sayisi®
Bacillus velezensis GWEN?2 5.3f 17.79 10.13
Stenotrophomonas maltophilia ALWEnN1 2.0 13.7¢ 30.38
Brevibacillus formosus ALMEp2 7)1 19.0 9" 3.80
Brevibacillus brevis GSEp3 7.09 8.0°¢ 59.49
Paenibacillus polymyxa KMEn1 8.2Nn 40" 79.75
Bacillus pumilus KM176 1.7 b¢ 16.0f 18.99
Bacillus amyloliquefaciens BT113 1.5 b¢ 11.0¢ 44.30
Paenibacillus polymyxa BTCPI 8.0N" 11.7¢ 40.51
Poz_itif Kontroll . i 19,71 i
(Acidovorax citrulli MG-A1)
Negatif Kontrol - 0.0 -

Indeks degerleri ve istatistikler Cizelge 4.6 dan alinmistir.

b Denemeler, her aday endofit ve epifit bakteri izolat: igin 3 tekrarli, her tekrarda 10 bitki (toplam 30 bitki)
olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore planlanmis ve deneme 2 kez tekrarlanmustir. Cizelge
icerinde yer alan ortalama hasta fide sayisi degerlerin yanindaki farkli harfler, izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).

Yalnizca patojen uygulamasi yapilmis ve pozitif kontrol olarak degerlendirilen
karpuz tohumlarindan c¢ikan fidelerin (%98.75) kotiledon yapraklarinda, degisen
biiyiikliiklerde tipik 1slaklik seklinde ortaya ¢ikan hastalik belirtileri gézlenmistir (Sekil
4.14). Diger yandan, hastalik etmeni ile 6n bulagtirma yapilmis ayni tohumlar antagonist
bakterilerle kaplanip ekildiklerinde, uygulamalar Acidovorax citrulli’nin neden oldugu
tipik 1slaklik seklindeki hastalik belirtilerinin ¢ikisini %3.80 ile %79.75 arasinda degisen
oranlarda engellemeyi basarmustir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.16).

Secilmis bakteri izolatlar1 arasindaki en giiclii antagonist izolat Paenibacillus

polymyxa KMEN1 tarafindan hastalik ¢ikist %79.75 oraninda engellenirken, bir diger
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etkili antagonist izolat olan Brevibacillus brevis GSEp3 hastalik ¢ikisini %59.49 oraninda
engellemistir (Cizelge 4.13).

Tim uygulamalar arasinda en basarisiz olan uygulama, %3.80 ile Brevibacillus
formosus ALMEp2 uygulamas: olup, bu izolat disindaki tiim bakteriler bulasik
tohumlardan hastalik ¢ikisini pozitif kontrole gore istatistiksel olarak onemli diizeyde
engellemislerdir. In vitro c¢alismalarda, yiiksek diizeyde antagonistik etki gosteren
Bacillus velezensis GWEn2 izolati (5.2 antagonist indeks degeri) hastalik ¢ikisini %10.13
gibi oldukea diisiik oranda engellemek suretiyle in vitro kosullardaki yiiksek etkinligi in
vivo kosullarda gosterememistir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.15).

Diger yandan, in vitro kosullarda diisik etkinlik gosteren Bacillus
amyloliquefaciens BT113 izolati (1.5 antagonist indeks degeri) ise hastalik ¢ikigini %44.3
gibi yliksek oranda engelleme géstermek suretiyle in vivo kosullarda daha yiiksek etkinlik

gostermistir.

Paenibacillus polymyxa BTCPI

Bacillus amyloliquefaciens B1113

Bacillus pumilus KM176

Paenibacillus polymyxa KMEn1

Brevibacillus brevis GSEp3

Brevibacillus formosus ALMEp2

Stenotrophomonas maltophilia ALWEn1

Bacillus velezensis GWEn2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

% Etki

Sekil 4.15. Antagonist bakteri uygulamalarinin Acidovorax citrulli’nin neden oldugu
bakteriyel fide yaniklig1 hastaliginin ¢ikisina etkileri

84



Sekil 4.16. Farkli antagonist uygulamasi yapilmis (KMEn1, BTCPI ve GSEp3),
patojenle bulasik tohumlardan ¢ikis yapan fidelerdeki hastalik belirtileri
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Elde edilen sonuglara gore, in vitro antagonistik etkinlik gosteren farkli Bacillus
spp.’ye ait izolatlar benzer etkinligi in vivo kosullarda da gostermis, test edilen izolatlarin
biiyiik ¢ogunlugu (Brevibacillus formosus disinda) pozitif kontrol ile istatistiksel olarak
farkl1 gruba dahil olmustur.

Son yillarda, Streptomyces spp. ve Pseudomonas spp.’ye ait izolatlarin gerek raf
Omiirlerindeki canlilik sorunlar1 gerekse kitle iiretimleri sirasinda sivi kiiltiirlerde
cogaltilmalarinda yasanan problemlerden dolayr (Emmert ve Handelsman, 1999),
Bacillales iiyesi izolatlar biyolojik miicadele c¢alismalarinda Streptomyces spp. ve
Pseudomonas spp.’ye kiyasla daha fazla ragbet goren biyolojik miicadele etmeni tiirler
olmustur (Palaniyandi ve ark., 2013). Bacillales takimina giren antagonist kokenli tiirler,
insan ve bitkilerde hastalia neden olan birgok patojene karsi irettikleri pek ¢ok
antimikrobiyal peptid ve proteinlerce hastalik gelisimlerini baskilamaktadirlar (Ongena
ve Jacques, 2008; Sumi ve ark., 2015). Buna ilave olarak, bu gruba giren tiirler tarafindan
tiretilen metabolitler, insan bagisiklik sistemini ve bitki gelisimini diizenleyen
mekanizmalar1 tesvik etmektedirler (Farag ve ark., 2013; Levy ve ark., 2016; Postler ve
Ghosh, 2017; Sharifi ve Ryu, 2018).

Secilmis bakteri izolatlar1 arasinda en gii¢lii antagonist bakteri izolat1 olan
Paenibacillus polymyxa (eski ismi ile Bacillus polymyxa), daha ¢ok toprakta ve bitki kok
bolgesinde yasamaya 6zellesmis toprak kokenli gram (+) bakteri tirtidiir (Jeong ve ark.,
2019). S6z konusu izolatin diger Bacillus spp.’ye ait tiirlere gore daha az ilgi ¢ekmesinin
nedenlerinden biri, etmenin isminin son taksonomik ¢aligmalara gore yeniden
adlandirilmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Ash ve ark. (1991), 16S rRNA analizleri
sonucunda, eskiden Bacillus cinsine dahil oldugu bilinen bu tiirii Paenibacillus cinsine
tasimig ve P. polymyxa’y1 bu cinsin tip izolati olarak bildirmislerdir. Bakterinin, 1940’11
yillarda yapilan c¢alismada antimikrobiyal etkinligi belirlenen “polymyxin” isimli
lipopeptid irettigi, bu bilesigin 6zellikle gram (-) bakteriler olmak {izere oldukca genis
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu bildirilmistir (Grady ve ark., 2016). Bakteri
cinsinin tip izolati olan P. polymyxa’nin genis konukg¢u dizilimine sahip bitki gelisimini
tesvik eden bakteri (PGPB) oldugu, iiretmis oldugu polymyxins ve fusaricidins gibi
antimikrobiyal polipeptidlerin yanisira Tridecaptin, Paenilipohetin, Paenilan gibi
antibiyotikler ve Tridecane ve 2,3-Butenediol gibi ugucu antimikrobiyal bilesenler

sayesinde aralarinda bir¢ok farkl: tiire ait bitki patojeni fungal, oomycete ve bakteriyel
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hastalik etmenlerine kars1 biyoetkinlik gosterdigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2004; Raja
ve ark., 2008; Jeong ve ark., 2019). Kore’de yapilan bir ¢alismada kislik arpa koklerinden
izole edilmis P. polymyxa E681 izolatinin farkli tiirlere ait bitki patojeni fungus, oomycete
ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi in vitro kosullarda proteaz, amilaz, seliilaz, ve
mannanaz gibi ekstraseliiler hidrolitik enzimler salgilamak suretiyle biyoetkinlik, IAA ve
oksin gibi fitohormonlar tiretmek yoluyla bitki gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir (Phi
ve ark., 2010).

Calismalarimizda tanilanan endofit Paenibacillus polymyxa KMEn1 ve BTCPI
izolatlarinin, antagonistik mekanizmalardan siderofor, amonyak ve proteaz enziminin
yanisira fosforu ¢6zme ve IAA iiretme gibi bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalarin
tamamint {iretmek suretiyle cok yonlii etki mekanizmalara sahip izolatlar oldugu

belirlenmistir.

4.9.2. Endofit ve Epifit Antagonist Bakteri Izolatlarimin Bitki Gelisimine Etkilerinin

Belirlenmesi

In vitro denemelerden alinan veriler 1s1Zinda se¢imi yapilan endofit ve epifit
antagonist bakteri izolatlariin bitki ¢ikisi ve gelisimine etkinliklerinin arastirildigi bu
denemede elde edilen sonuglara gore, izolatlar arasinda tohum g¢imlenmesi iizerine
etkinlikler agisindan istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemistir. Tohuma uygulanan
bakteri izolatlarinin bitki boyu (gévde uzunlugu) ve kok uzunlugu {iizerine olan
etkinligine bakildiginda en etkili uygulamanin Bacillus pumilus KM176 izolati ile kapli
tohumlar oldugu, bu izolat1 sirasiyla Paenibacillus polymyxa KMEnN1, Stenotrophomonas
maltophilia ALWENL, Brevibacillus brevis GSEp3 ve Bacillus velezensis GWEN2

izolatlarinin izledigi belirlenmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Segilmis farkli antagonist endofit ve epifit bakteri izolatlarinin bitki gelisimi
tizerine etkisi

.. - Kok

Izolatin Ad1 ve Kodu IAA . Govde Uzgnlugu Uzunlugu

(ng/ml) (cm) (cm)P
Negatif Kontrol - 176.7 ¢ 749°¢
Brevibacillus formosus i c b
ALMEp? 30.7 159.3 62.7
Brevibacillus brevis GSEp3 21.4°9 173.3 72.7°
Bacillus velezensis GWEN2 93¢ 169.0 53.3 2
Bacillus pumilus KM176 4841 210.0¢ 111.3F
E";‘\ﬁgr?fc'”“s polymyxa 3.1° 188.3 9 84.0
Stenotrophomonas maltophilia B d d
ALWENL 2.5 186.0 82.0
Paenibacillus polymyxa BTCPI 2.2° 146.7 ¢ 68.7 ¢
gfjlrclllllgs amyloliquefaciens 102 143.7¢ g1.7d

aindeks degerleri ve istatistikler Cizelge 4.10°dan alinmistir.

b Denemeler, her aday endofit ve epifit bakteri izolat: igin 3 tekrarli, her tekrarda 10 bitki (toplam 30 bitki)
olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore planlanmis ve deneme 2 kez tekrarlanmustir.
Cizelge igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).

Calismada elde edilen tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde, ayni tiire ait
bakteri izolatlar1 arasinda hastalik etmeninin koloniyal gelisimini engelleme ve bitki
gelisimini tegvik etme etkinlikleri arasinda farkliliklar gézlenmistir. Benzer sekilde,
izolatlarm in vitro kosullarda etmenin gelisiminin engellenmesinde gosterdikleri
biyokontrol etkinlik ile in vivo hastalik ¢ikiginin engellenmesinde gosterdigi biyokontrol
etkinlik arasinda her zaman benzerlik gézlenmemistir. Bu durumun, antagonist bakteri
izolatlarinin genetik cesitliligi, izole edildikleri yer (epifit veya endofit olmasi) ve
bulunduklar1 ortamdaki ¢evre kosullariin (yetistigi ortamlardaki bitki besin madde
icerigi ve hastalik etmenlerinin bulunma durumu gibi) izolatlarin genetik cesitliligine

etkide bulunmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Karpuz, diinyada ve tilkemizde iiretimi ve tiikketimi en fazla yapilan ve ticari degeri
yoniinden de olduk¢a Onemli bir sebze tiiriidiir. Diinyada ve iilkemizde karpuz
yetistiriciligini tehdit eden faktorlerden en 6nemlisi, tohum kdkenli “Karpuz Bakteriyel
Meyve Lekesi veya Karpuz Bakteriyel Fide Yanikligi Hastalig1” etmeni, Acidovorax
citrulli’dir.

Patojenin neden oldugu hastalik, karpuz bitkisinin yanisira diinya genelinde
kabakgil familyasina dahil olan diger bitkilerde de fidelerde lekelenmelere ve yanikliga,
meyvede ise ¢lirlimelere neden olmak suretiyle ciddi {iriin kayiplarina neden olmaktadir.
Mevcut durumda, hastalik etmenine dayanikli sinirli sayida kabakgil genotipi bulunmakla
birlikte, fiziksel ve kimyasal 6nlemlerden beklenen etki tam olarak alinamamaktadir.

Bu calismada, son yillarda kimyasal miicadeleye alternatif bir yontem olarak
gelecek vaad eden antagonist endofit ve epifit bakteriler kullanilarak Acidovorax
citrulli’ye kars1 biyolojik miicadele olanaklar1 arastirilmistir. Bu kapsamda, Antalya ve
cevresindeki kabakgil tiretim alanlarindan antagonist potansiyele sahip epifit ve endofit
bakteri tiirlerinin izolasyonu, tanisi ve bu tiirlerin, hastalik etmenine kars1 in vitro ve in
vivo kosullarda antagonistik etkinligi arastirilmistir. Hastalik etmenine karsi etkinligi
arastirillan izolatlar, ayn1 zamanda biyokontrol ve bitki gelisimini tesvik etmede rol
oynayan olas1 mekanizmalarla karakterize edilmistir.

Sorvey calismalar1 kapsaminda, saglikli kabakgil (karpuz, kavun, kabak, hiyar)
bitki 6rneklerinin farkli kisimlarindan 276 endofit bakteri ve 156 epifit bakteri olmak
lizere toplam 432 aday endofit ve epifit bakteri izole edilmistir. Yapilan 6n tan1 testleri
sonucunda, 26’s1 endofit 11’i epifit karakterde olmak iizere 37 izolat belirlenerek
caligmalara dahil edilmistir.

Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimima bakildiginda, 20 izolat ile
Bacillus en fazla izole edilmis olan cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunu sirasiyla 6
izolat ile Serratia cinsi, 2’ser izolat ile Ochrobactrum, Stenotrophomonas, Brevibacillus
ve Paenibacillus cinsleri, 1’er izolat ile Pseudomonas, Arthrobacter ve Microbacterium
cinsleri takip etmistir. Tanis1 yapilan izolatlar g6z 6niine alindiginda, dnceden yapilmis
birgok biyolojik miicadele ¢alismalarinda elde edilen sonuglara benzer sekilde Bacillus

spp.’ye ait izolatlar izolasyonlarda en fazla karsilasilan bakteriler olmustur.
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Elde edilen izolatlarm in vitro antagonistik etkinligine bakildiginda, 13 izolat 1.2-
8.2 antagonistik etkinlik indeks degerleri arasinda degisen oranlarda engelleme etkinligi
gostermislerdir. Bu izolatlardan 9 tanesi gibi biiyiik oranda olani endofit, 4 tanesi ise epifit
karakterde izolatlardir. Etkinlik gosteren izolatlar arasinda 3 tanesi gram (-), 10 tanesi ise
gram (+) bakteri tiirleridir. Etkinlik gosteren 10 izolatin, Paenibacillus, Brevibacillus ve
Bacillus gibi farkli Bacillus cinslerine dahil oldugu belirlenmistir.

Calismada etkinligi arastirilan antagonist bakteri izolatlar1 arasinda, Paenibacillus
polymyxa ve Bacillus amyloliquefaciens disinda kalan Brevibacillus brevis,
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus velezensis, Ochrobactrum intermedium,
Brevibacillus formosus ve Bacillus pumilis gibi diger antagonist bakteri tiirlerinin karpuz
bakteriyel fide yanikligi etmeni Acidovorax citrulli’ye kars1 antibakteriyel biyokontrol
etkinlik gosterdigi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

In vitro ve in vivo etkinlik ¢alismalarinda en etkili izolat olarak, tarim, ¢evresel
iyilestirme, insan ve hayvan saglig1 tizerine sahip olduklari bir¢ok faydali etkileri ortaya
konulmus olan Paenibacillus polymyxa izolatlar1 belirlenmistir. Calismalarimizda
tanilanan endofit Paenibacillus polymyxa KMEn1 ve BTCPI izolatlarinin, antagonistik
mekanizmalardan siderofor, amonyak ve proteaz enziminin yanisira fosforu ¢ézme ve
IAA iretme gibi bitki gelisiminin tesvik edilmesinde rol oynayan mekanizmalarin
tamamin1 {iretmek suretiyle ¢ok yonlii etki mekanizmalara sahip izolatlar oldugu
belirlenmistir. Paenibacillus polymyxa’nin, bitki hastalik etmenlerinin biyokontroliinde
farkli metabolitler ve bilesikler de irettigi belirlendigi i¢in bu bilesenlerin
karakterizasyonu gelecekte yapilmasi gereken ¢alisma olarak degerlendirilmistir.

Calismada elde edilen tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde, aym tiire ait
bakteri izolatlar: arasinda hastalik etmeninin koloniyal gelisimini engelleme ve bitki
gelisimini tesvik etme etkinlikleri arasinda farkliliklar gozlenmistir. Benzer sekilde,
izolatlarmm in vitro kosullarda etmenin gelisiminin engellenmesinde gosterdikleri
antagonistik etkinlik ile in vivo hastalik ¢ikisinin engellenmesinde gosterdigi
(biyokontrol) etkinlik arasinda her zaman benzerlik gozlenmemistir. Bu durumun,
antagonist bakteri izolatlarin genetik cesitliligi, izole edildikleri yer (epifit veya endofit
olmasi) ve bulunduklar1 ortamdaki ¢evre kosullarinin (yetistigi ortamlardaki bitki besin
madde igerigi ve hastalik etmenlerinin bulunma durumu gibi) izolatlarin genetik

cesitliligine etkide bulunmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Sonug olarak;

- Epifit ve endofit kokenli bakterilerin tohum kokenli hastalik etmeni A. citrulli’ye
kars1 in vitro antagonistik etkinlik gosterdigi,

- Ozellikle Bacillus spp.‘ye ait izolatlarin diger tiirlere kiyasla daha etkin oldugu,

- Elde edilen antagonist tiirlerin, hastalik etmeninin koloniyal gelisiminin
engellenmesinde biyokontrol ve bitki gelisimini tesvik etmede etkili
mekanizmalardan bir veya birkagini birden kullanmak suretiyle etkili oldugu,
belirlenmistir.

Elde edilen antagonist izolatlar arasinda, birden fazla biyokontrol ve bitki gelisimini
tesvik etmede etkili mekanizmalar1 kullanan, bununla birlikte A. citrulli’nin gelisimini
yiiksek diizeyde engelleme etkinligi gosteren Paenibacillus polymyxa KMenl,
Brevibacillus brevis GSEp3 ve Bacillus amyloliquefaciens BT113 izolatlari, karpuz
bitkisinde sorun olan tohum kokenli Acidovorax citrulli’ye karsi pestisitlere alternatif ve
cevre dostu biyopreparat olarak kullanilabilecek aday izolatlar olarak degerlendirilmistir.
Bu izolatlarin birden fazla kullandig: etki mekanizmalari sayesinde antibakteriyel etkinlik
gostermesinin, soz konusu etmenin etkili olarak degerlendirilen bu tip bir miicadele
yontemine kars1 direng gelistirmesini engelleyecegi diisiiniilmektedir.

A. citrulli’ye kars1 giiglii in vitro ve in vivo antibakteriyel etkinligin yanisira bitki
gelisimini tesvik edici etkinlige sahip olan izolatlarin teksel ve/veya karisim halinde
preparatlari yapilarak farkli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlere karsi in vitro ve in

vivo kosullarda denenmesi 6nem arz etmektedir.
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EK-1 Bakteri Izolatlarmmn Gelistirilmesinde ve Etki Mekanizmalarmin
Belirlenmesinde Kullanilan Besi Ortamlari

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

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

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

Pepton 20 g/L
MgSO4 7H.0 1.5¢g/L
K2HPO4 1.5¢g/L
Glyserol 10 mL/L
Agar 20 g/L

3. Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog N0:110285)

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

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

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

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

Chrome azurol S (CAS) 60.5 mg/L
FeCLs Solusyonu (1 mM FeCl; 6H20+10 mM HCL) 10 mL/L
hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) 72.9 mg/L
Pseudomonas agar F Base (King B Agar, (Merck Kat.N0.110989) 35 g/L
Glyserol 10 mL/L

Not 1: Otoklav sonrasi katilasma sorun var ise 4 g/L Agar ilave edilebilir.

6. Pikovskaya’s Agar (PVK)

Glikoz 20 g/L
Ca3(POa)2 5¢g/L
(NH4)2SO4 0.5¢g/L
KCI 0.2g/L
MgSO4 0.25g/L
Yeast Extract 0.5¢g/L
Agar 20 g/L
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