SCLEROTINIA SCLEROTIORUM’A KARSI BAZI
BAKTERI TURLERININ BiYOLOJIiK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

ASLI YAVUZ
YUKSEK LiSANS TEZi

BITKI KORUMA ANA BiLiM DALI
Dog. Dr. Abdurrahman ONARAN
Temmuz - 2021
Her hakki sakhdir



T.C.
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

SCLEROTINIA SCLEROTIORUM’ A KARSI BAZI BAKTERI
TURLERININ BIiYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

ASLI YAVUZ

TOKAT
Temmuz - 2021

Her hakki saklidir
-—-/---/2021



TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin bagka
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya bagka bir tiniversitedeki baska bir tez ¢alismasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

ASLI YAVUZ

13 Temmuz 2021



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SCLEROTINIA SCLEROTIORUM’ A KARSI BAZI BAKTERI TURLERININ
BIYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

ASLI YAVUZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITiM
ENSTITUSU
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Bu ¢alismada hiyarlarda beyaz ¢iiriikliik hastaligina sebep olan bitki patojeni Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary’a kars1, Kirsehir Ili tarim alanlarindan izole edilen 6 adet
bakteri susunun (Bacillus sp., Paenibacillus polymyxa, B. thrungiensis, B. anthracis, B.
amyloliquefaciens, Pseudomonas alcaligenes) in vitro (PDA ve TSA besi yeri iizerinde)
ve in vivo (hiyar meyvesi tizerinde) kosullar altinda biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amagla in vitro kosullarda; bakteri tiirlerinin fungusun miselyum
gelisimine etkisi, fungusun sklerot yapilarina etkisi ve bakteri tiirlerinin ugucu
bilesiklerinin fungusa etkisi olmak tizere 3 farkli yontem kullanilmistir. Uygulama
yapilan petri kaplarinda bakteri tiirlerinin S. sclerotiorum ftzerindeki gelisimleri
engelleme durumlar1 gozlenmistir. /n vitro g¢alismalar sonucunda fungusun sklerot
yapilarina etkisinin arastirildigir yontem, fungus iizerinde en etkili sonug¢ veren yontem
olarak belirlenmistir. Bu yontem sonucunda Bacillus sp. SWUS-1, Paenibacillus
polymyxa RS-10 ve B. amyloliquefaciens B11 suslar1 %100 engelleme oranlartyla S.
sclerotiorum’a kars1 en etkili bakteri suslar1 olarak belirlenmistir. /n vivo aktivite
calismalarinda ise S. sclerotiorum’a karsi bakteri tiirlerinin temas etkisi ve S.
sclerotiorum’a kars1 bakteri tiirlerinin ugucu bilesiklerinin buhar etkisi hiyar meyvesi
tizerinde belirlenmistir. Calisma sonucunda S. sclerotiorum’a karsi bakteri suslarinin
temas etkisinin aragtirildigi yontem in vivo kosullar altinda en etkili yontem olarak
belirlenmistir. Bu yontemle 3 bakteri susunun (Bacillus sp. SWUS8-1, Paenibacillus
polymyxa RS-10 ve B. anthracis X19) bitki iizerindeki fungusun gelisimini %100
engelledigi tespit edilmistir. Bu yontemin etkinliginin yiiksek olmasinda bakterilerin
bitkinin tlizerine temas odakli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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ANAHTAR KELIMELER: Beyaz Ciiriikliik Hastalig1, Biyolojik Aktivite, Sclerotinia
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ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF SOME BACTERIA
SPECIES AGAINST SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

ASLI YAVUZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ABDURRAHMAN ONARAN

In this study, it was aimed to determine the biological activities of 6 bacterial strains
(Bacillus  sp., Paenibacillus polymyxa, B. thrungiensis, B. anthracis, B.
amyloliquefaciens, Pseudomonas alcaligenes) isolated from agricultural areas of Kirsehir
province, under in vitro (on PDA and TSA medium) and in vivo (on cucumber fruit)
conditions, against the plant pathogen Sclerotinia sclerotiorum that causes white rot
disease in cucumbers. For this purpose in vitro conditions; three different methods were
used: the effect of bacterial species on the mycelium development of the fungus, the effect
of the fungus on the sclerot structures and the effect of the volatile compounds of the
bacterial species on the fungus. In the applied petri dishes, conditions of prevention the
development of bacterial species on S. sclerotiorum were observed. As a result of in vitro
studies, the method in which the effect of the fungus on the sclerot structures was
investigated, was determined as the method that gave the most effective results on the
fungus. As a result of this method, Bacillus sp. SWUS-1, Paenibacillus polymyxa RS-10
and B. amyloliquefaciens B11 strains were determined as the most effective bacterial
strains against S. sclerotiorum with 100% inhibition rates. In vivo activity studies, the
contact effect of bacterial species and the steam effect of volatile compounds of bacterial
species against S. sclerotiorum were determined on cucumber fruit. As result of the study,
the method in which the contact effect of bacterial strains against S. sclerotiorum was
investigated, was determined as the most effective method under in vivo conditions. By
this method, it was determined that 3 bacterial strains (Bacillus sp. SWUS-1,
Paenibacillus polymyxa RS-10 ve B. anthracis X19) prevented the development of fungi
on the plant by 100%. It is believed that the high effectiveness of this method is due to
the fact that bacteria are focused on contact with the plant.

2021, 71 PAGES

KEYWORDS: Biological Activity, Sclerotinia sclerotiorum, Volatile Organic
Compounds, White Mold Disease



ONSOZ

Tez calismamin her asamasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak, calismam
boyunca bana destek veren, tez konumun belirlenmesinde ve arastirmalarim siiresince yol
gosteren ve destegini esirgemeyen saygi deger danisman hocam Sayin Dog. Dr.
Abdurrahman ONARAN’a (Akdeniz Universitesi), bilgi, tecriibe ve yardimlariyla Bitki
Koruma Boliim Baskanimiz Sayin Prof. Dr. Yusuf YANAR’a (Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi) ve tezimi degerlendirerek degerli bilgi ve katkilarmi sunan saymn jiiri

iyelerine sonsuz siikranlarimi sunarim.

Bakteriyolojik calismalarim sirasinda engin bilgileriyle yardimlarimi ve degerli
diisiincelerini esirgemeyen saym hocam Dr. Ogr. Uyesi Sabriye BELGUZAR’a (Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi), bakterilerin molekiiler analizinde ve daha bircok konuda
yardimci olan degerli hocam Dr. Ogr. Uyesi Serife TOPKAY A’ya (Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi) siikranlarimi sunarim. Ayrica tez ¢alismam sirasinda desteklerinden otiirii
degerli hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Yusuf BAYAR ve Dr. Ogr. Uyesi Melih YILAR (Ahi

Evran Universitesi)’a tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca ve laboratuvar calismalarimda yardimlarini ve
desteklerini esirgemeyen arkadaslarim Zir. Yiikk. Miih. Yusuf YIKILMAZ ve Ars. Gor.
Ibrahim CINER e (Diizce Universitesi) tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Ayrica hayatimin her doneminde her daim kararlarima saygi duyup, maddi ve manevi
desteklerini ve sevgilerini benden esirgemeyen ve arkamda varliklarini hissettigim
kiymetli ailem, manevi olarak en igten sevgisini ve destegini yanimda hissettigim canim
annem Hanife YAVUZ, canim babam Hilmi YAVUZ, ablam Arzu SOYGUR ve nisanlim

Murat BENLI’ye sonsuz minnet, sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

ASLI YAVUZ

13 Temmuz 2021



ICINDEKILER

OZET aoueiesincnscnsinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass i
ABSTRACT ..cuueiiiineicnrnnicssanssssanssssansssssssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssnssssssssss ii
ONSOZ c.eeerereerrereeresesssesessesssssssssssssssssssesssessssessssssassssssessssssssssessssssssssesses iii
ICINDEKILER ......uueeececnenerenenenencnenencsesesesesesesesesesssesssesesssesssesssssssssssssssssssens iv
SIMGELER VE KISALTMALAR ......ccovtiusinsunensinsssscnsssssssssssssssssssssssses v
SEKIL LISTEST..ccvoveteieieieierereneesesessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssess vi
CIZELGE LISTESI..cucuiiiuinsincicnsincisscnsisssssscnssssssssssssssssssssssssssssssssss viii
Lo GIRIS aeeeeeeeteeeeneeenenenenesesesesesesessassesesesssssssssssssssssssesssssssssssessssnssssesens 1
2. KAYNAK OZETLERI .ccuiiiininnincnsinsinscnssensissessssnsssssssssnssssssssssssssses 9
3. MATERYAL VE YONTEM...ucucuniruncnsenssnsensenssssscssssssssssessssssssssssssces 21
R0 TR 3 7:1 U0 10 ) o TR 21
3.2. Fungal Hastallk Etmeni.....c.cccocveiiiiveicisnncssnncssnssssnnesssnncsssssssssssssssssssnes 23
3.3. Bakteri izolatlarinin MoleKiiler TeShisi ........cceceervuevereereererererseenesesenes 24
R £/ Y77 I 2 1 U 24
3.5. Bakteri Suslarinin Fungusun Miselyum Gelisimine EtKisi................ 24
3.6. Fungusun Sklerot Yapilarima EtKisi .....ccccceervsercssnccisnncssnrcssercssnnscsnns 25
3.7. Bakteri Suslarinin Uretmis Oldugu Uc¢ucu Organik Bilesiklerin
Fungusa EtKiSi.....cccovvieinsencsssnicssnicssnicssanesssnnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssnes 27
3.8. 11 ViVO TESEIET .cuuuueericvrneriicsssnnricnssssnricssssssscsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssases 29
3.9. Sclerotinia sclerotiorum’a Kars1 Bakteri Suslarinin Temas Etkisi...... 29
3.10. Sclerotinia sclerotiorum’a Karsi Bakteri Suslarinin Uretmis Oldugu
Ucucu Organik Bilesiklerin Buhar EtKisi.....cccccceevereseercssercscercscnnrcsenns 32
311, Istatistiki ANAIZIET .....vueecucnerenrencnensensensensnssessenssnsssssasessensssssssssssenes 33
4. BULGULAR VE TARTISMA......coiiiviinrrnrinssnncsssancssssssssssssssssssssssssssssssnes 34
Q.1 1 VItrO TESTICT couuueereevsrvereecsssansecssssassesssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssss 34
4.1.1. Bakteri tiirlerinin fungusun miselyum gelisimi lizerine antagonistik
CEKIST 1eiiiiii et e e e e 34
4.1.2. Bakteri tiirlerinin fungusun sklerot yapilarina etkisi...................... 37
4.1.3. Bakteri tiirlerinin ugucu bilesiklerinin fungusa etkisi...................... 40
4.2, IN VIV TESHIET ..cuuuerevvrinsraricssarisssanisssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 43
4.2.1. Sclerotinia sclerotiorum’a kars1 bakteri suslarinin temas etkisi...... 43
4.2.2. Sclerotinia sclerotiorum’a karsi bakteri suslarininin tiretmis oldugu
ucucu organik bilesiklerin buhar etkisi ..........cccceeveeriiiiieniiiecenen. 45
5. SONUC VE ONERILER......uuucirerrrecrerennssenesesessssesesesssssssessssssssssseseses 49
6. KAYNAKLAR ...uiiinruiinnrnnicssanisssanisssasesssasssssasessssssssssssssssssssssssssasssssasssssans 50
7. OZGECMIS coueeecrrreereresennssssesesesssssssesenes Error! Bookmark not defined.



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

% Yiizde

ul Mikrolitre

g Gram

ml Mililitre

mm Milimetre

cm Santimetre

nm Nanometre

°C Santigrat derece

Kisaltmalar Aciklama

C+ Pozitif Kontrol

C- Negatif control

Cd Kontrol PDA petrisi tizerindeki fungal gelisimi

Td PDA petrisindeki muamele edilmis fungal gelisimi

spp. Alttiirler

subsp. Subspecies (alt tiir)

FAO Food and Agriculture Organization

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

TSA Tryptic Soy Agar

TSB Tryptic Soy Broth

PDA Potato Dextrose Agar

VOC Volatile Organic Compounds (Ugucu Organik Bilesikler)
Bkz Bakiniz

SAS Istatiksel Analiz Sistemi Programi

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

PCR Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
NCBI National Center for Biotechnology Information (Ulusal

Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)



SEKIL LISTESI

Sekil Sayfa
Sekil 1. 1. Sclerotinia sclerotiorum sklorat yapiSl........c..cccvveeeevveeeiveeeiieeeceeeeineeenns 3
Sekil 1. 2. S. sclerotiorum hastalik etmeninin hiyar bitkisinin gévde (a) ve meyve
(b) lizerindeki belirtileri (Onaran ve Yanar, 2009) .........ccccccevvveeveeenee. 4
Sekil 1. 3. S. sclerotiorum“un besi ortamindaki gelisimleri..........ccceeveveercveennnnns 5
Sekil 3. 1. Bakteri stok igslemi i¢in gerekli olan ekipmanlar.............c.cccoeevrenneenne 22
Sekil 3. 3. PDA iizerine karsilikl1 bakteri (a) ve fungusun (b) yerlestirilmesi........ 25
Sekil 3. 4. Sklerot tiretim asamalart .........c.c.ccovvieiiiieiiieeeeeeeeeee e 26
Sekil 3. 5. Bakteriler ile inokule olmus sklerotlarin PDA besiyerine yerlestirilmesi
........................................................................................................ 27
Sekil 3. 6. Ugucu organik bilesiklerin fungus iizerine etkisinin belirlenmesi
ASAMALATT .....eeiiiiiiiiie ettt eaa e e eree e 28
Sekil 3. 7. Bakteri slispansiyonlarinin agilan yaralar igerisine mikropipet ile
UYEUIANIST (2,D) weeiiiiiiiiieeii e 30
Sekil 3. 8. Hiyar meyvesi iizerindeki yaralara fungusun miselyum disklerinin
VETIESHITIIMEST. c..eeeieeiieiieeiiece et 30
Sekil 3. 9. Negatif kontrol olarak hiyar meyvesi lizerindeki yaralara sadece bakteri
SUSPANSIYONU UYZUIANMAST .....eeuvieeiiieniieeiieeieeeieeiee e eieesieeereeeeneeneees 31
Sekil 3. 10. Uygulama sonunda inkiibasyona birakilan hiyar meyveleri............... 31
Sekil 3. 11. Fungusun agilan yara yiizeylerine aktarilmasi (a,b) ..........cccoceeiuenee 32
Sekil 3. 12. Bakterilerin TSA besiyerine aktarilmasi ...........ccccceeeeeviencieencneeennnenn. 33
Sekil 3. 13. Hazirlanan hiyar meyvelerinin ve aktarilan bakterilerin son
EOTUNTMT (2,D)..veieeiiieeiie e s 33

Sekil 4. 1. Bakteri suslarinin fungusun miselyum gelisimine etkisi (35: Bacillus
sp., 38-1: Paenibacillus polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-1: B.
anthracis, 52-1: B. amyloliquefaciens, 55: Pseudomonas
alcaligenes, C-: Negatif kontrol, C+: Pozitif kontrol)........................ 35

Sekil 4. 2. Bakteri suglarinin fungusun miselyum gelisimini engellemesi (C-:
Negatif kontrol, a: Bacillus sp., b: Paenibacillus polymyxa, c: B.
thrungiensis, d: B. anthracis, e: B. amyloliquefaciens, f:
Pseudomonas alcaligenes)..............ccoueeeveeecuviesciieesieeeeieeeeiee e 35

Sekil 4. 3. Bakteri suslarinin S. sclerotiorum’un sklerot yapisina etkisi (35:
Bacillus sp., 38-1: Paenibacillus polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-

1: B. anthracis, 52-1: B. amyloliquefaciens, 55: Pseudomonas
alcaligenes, C-: Negatif kontrol, C+: Pozitif kontrol) 38

Sekil 4. 4. Antagonistik bakteriler ile muamele edilmis sklerotlarin PDA
besiyerinde gelisimi (C-: Negatif kontrol, a: Bacillus sp., b:
Paenibacillus polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B. anthracis, e: B.
amyloliquefaciens, f: Pseudomonas alcaligenes) .............cccccuueenn.... 38

Sekil 4. 5. Bakteri suslarmin tiretmis oldugu ucgucu organik bilesiklerin S.
sclerotiorum’a karst etkisi (35: Bacillus sp., 38-1: Paenibacillus
polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-1: B. anthracis, 52-1: B.
amyloliquefaciens, 55: Pseudomonas alcaligenes, C-: Negatif
kontrol, C+: Pozitif kontrol) 41

Vi



Sekil 4. 6. Bakteri suslarinin iiretmis oldugu ugucu organik bilesiklerin fungusun
gelisimine etkisini gosteren sonuglar (a: Bacillus sp., b:
Paenibacillus polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B. anthracis, e: B.
amyloliquefaciens, f: Pseudomonas alcaligenes, C-: Negatif
kontrol) 43

Sekil 4. 7. In vivo kosullar altinda Sclerotinia sclerotiorum izolatina kars1 bakteri
suslarinin temas etkisi (35: Bacillus sp., 38-1: Paenibacillus
polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-1: B. anthracis, C-: Negatif
kontrol, C+: Pozitif kontrol) 44

Sekil 4. 8. Hiyar meyvesi lizerinde S. sclerotiorum izolatina karsi bakteri
suslarinin temas etkisi uygulamasi (C+: pozitif kontrol, C-: negatif
kontrol, a: Bacillus sp., b: Paenibacillus polymyxa, c: B.
thrungiensis, d: B. anthracis) 45

Sekil 4. 9. In vivo kosullar altinda S. sclerotiorum izolatina karsi bakteri
suslarinin tiretmis oldugu ucucu organik bilesiklerin buhar etkisi
(35: Bacillus sp., 38-1: Paenibacillus polymyxa, 46: B. thrungiensis,
47-1: B. anthracis, C-: Negatif kontrol, C+: Pozitif kontrol) 46

Sekil 4. 10. Hiyar meyvesi lizerinde S. sclerotiorum izolatina kars1 bakteri
suslarinin tiretmis oldugu ucucu organik bilesiklerin buhar etkisi
uygulamasi (C+: pozitif kontrol, C-: negatif kontrol, a: Bacillus sp.,
b: Paenibacillus polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B. anthracis) 48

Vii



CIZELGE LIiSTESI

Cizelge Sayfa
Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan teshisi yapilmis bakteri tiirleri ..................... 21
Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan besi yerleri ..........cccocveeviieeiiieeciiecieeeeees 23
Cizelge 4. 1. Bakteri suglarinin fungusun miselyum gelisimine etkisi............... 37
Cizelge 4. 2. Bakteri suglarinin S. sclerotiorum’un sklerot yapisina etkisi........ 40
Cizelge 4. 3. Bakteri suglarinin iiretmis oldugu ucucu organik bilesiklerin
fUNGUSA CTKIST c.vvveeiiieeiie e e 41
Cizelge 4. 4. Sclerotinia sclerotiorum’a karsi bakteri suslarinin temas etkisi
..................................................................................... 44
Cizelge 4. 5. Sclerotinia sclerotiorum izolatina kars1 bakteri suslarinin iiretmis
oldugu ugucu organik bilesiklerin buhar etkisi...........cccccecvveennennnne. 47

viii



1. GIRiS

Diinya iizerinde kiiltiir bitkilerinde goriilen hastalik ve zararlilar 6nemli derecede bitkisel
{iriin kayiplarina neden olmaktadirlar. Uriin kayiplarina neden olan bu etmenlere karsi
etkin bir sekilde entegre miicadele yontemleri uygulanmaktadir. Bu yontemlerden en
etkili olarak kabul edilen kimyasal miicadele kolay ve hizli bir sekilde uygulanabiliyor
olmasi, kesin sonuglar vermesi gibi 6zelliklerinden dolay1 en yaygin kullanilan miicadele
yontemlerindendir. Kimyasal miicadele yontemleri ¢evre ve insan sagligi ilizerinde
olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Ayrica pestisitlerin gelisigiizel uygulanmasi
sonucunda kalint1 problemleri ortaya ¢ikmakta, dogal denge bozulmakta, hastalik ve
zararlilara kars1 direng kazanmaktadir. Biitiin bu olumsuzluklardan dolay1 yeni alternatif
miicadele yontemlerine gecis baglamistir. Bu alternatif miicadele yontemlerinden biriside
giinimiizde etkinligi kanitlanmaya devam eden ve giin gectikge kimyasal miicadelenin
yerini alabilecek bir yontem olan antagonistik bakteriler yardimiyla patojenlerin
etkinligini sinirlama veya ortadan kaldirma yontemidir. Bu miicadele sekli patojenlerin
pestisitlere karsi diren¢ kazanmaya basladigi bu donemde alternatif miicadele

yontemlerinin basinda gelmektedir.

FAO (2019) verilerine gore Diinya’daki sebze iiretim miktari 1 130 203 768 ton iken
sadece hiyar iiretim miktar1 87 805 086 tondur. Tiirkiye istatistik kurumunun (TUIK)
verilerine gore 2019 yilinda sebze iiretim miktar1 31.1 milyon ton iken 2020 yilinda %
0.3 artig gostererek yaklagik 31.2 milyon ton olmustur. Ayni yil sebzeler grubundaki
onemli lirtinlerde (domates, sogan, sal¢alik kapya biber, karpuz) belli artiglar goriiliirken
hiyarda (Cucumis sativus L.) ise % 1.6 oraninda bir azalma goriilmiistiir. 2020 yili
verilerine gore sebze iiretimi bakimindan Tiirkiye’de hiyarin 1 886 239 tonluk {iretim
miktartyla énemli bir yere sahip oldugu gériilmektedir (TUIK, 2020). 2019 yilinda
yayimlanan verilere gore ise hiyarmm 360.182 dekarlik ekim alanina sahip oldugu

bilinmektedir (TUIK, 2019).

Huyar (C. sativus L.) birgok iilkede popiiler sebzelerin baginda gelmektedir ve 118 cins -
825 tiire sahip Cucurbitaceae ailesine aittir (FAO, 2006). Bu bitkinin meyvesi daimi yesil

renklidir. Hiyar bitkisinde su anabilesen olup (%96) ¢ok sayida vitamin, mineral ve



organik asit bulunur. Bulunan bu bilesenler de onu besleyici bir {iriin haline getirir (Vogel,

1996).

Arazi kosullarinda ve ortii alt1 yetistiriciligin yapildig1 alanlarda, sebzelerde beyaz
clirtikliik hastaligina yol agan ve toprak kaynakli bir patojen olan Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, Discomycetes simifinin Helotiales takiminin Sclerotiniaceae familyasi
icerisinde yer almaktadir (Melzer ve ark., 1997). Sclerotinia hastaliklar1 giiniimiizde
beyaz kiif, sulu yumusak ctiriikliik, pamuklu ciiriikliik, gévde veya ta¢ cliriikliigii gibi
cesitli isimlerle anmilmaktadir (Agrios, 1997).

S. sclerotiorum’un ilk isimlendirilmesi 1837 yilinda Libert tarafindan Peziza
sclerotiorum olarak yapilmistir. Hastalik etmeninin giiniimiize kadar taksonomik olarak
cok farkli siniflandirmalart yapilmis olup, Fuckel bu patojeni 1870 yilinda Sclerotinia
cinsine dahil ederek adin1 S. /ibertiana olarak degistirmistir. 1884 yilinda Bary tarafindan
“Uluslararas1 Botanik Adlandirma Kurallar1” ile S. sclerotiorum olarak son halini
almistir. Fakat 1972°de Korf bu patojenin Whetzelinia oldugunu ileri stirmiis, buna 1979
yilinda Kohn kars1 ¢ikmistir. Ve patojenin cins adi Sclerotinia olarak glinlimiize kadar

gelmistir (Yanar, 1997).

S. sclerotiorum, ekonomik acidan dnemli bir¢ok {iriin de dahil olmak {izere diinya ¢apinda
bir dagilima ve genis bir konak yelpazesine sahip nekrotrofik bir bitki patojenidir.
Yaklagik 64 familya, 225 cins ve 361 tiire ait bitki tiiriiniin S. sclerotiorum patojenine

kars1 hassas olduklari bilinmektedir (Purdy, 1979).

Adams ve Ayers (1979), bir arastirmasinda 1liman iklimli bolgelerde yogun bir sekilde
goriilen ve genis bir konukcu ¢evresine sahip olan S. sclerotiorum hastaliginin neredeyse
tiim genis yaprakli tarim tiriinlerinde hastaliga neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu
patojenin sklerotlarinin toprak icerisinde 5 yildan daha fazla siirede hayatini devam

ettirdigi kaydedilmistir.

Martens ve ark. (1994), S. sclerotiorum’un, kanola da govde ¢iirtikliigi, ayciceginde bas,
gdvde ve taban cliriikliigii, fasulyede beyaz ¢iiriikliik ve yoncada tag ve govde ¢iirikligi
dahil olmak tizere Bat1 Kanada'nin ekonomik a¢idan en 6nemli hastaliklarindan bazilarina

neden oldugunu 6ne siirmiiglerdir.



Sekil 1. 1. Sclerotinia sclerotiorum sklorat yapisi

Cristea ve ark. (1985), S. sclerotiorum’u tibbi aromatik bitkilerden izole ettiklerini ve
simptomlarin1 tarla sartlarinda inokulasyon ile yeniden elde ettiklerini belirtmistir.
Garibaldi ve ark. (2001), siis bitkilerinden Calendula officinalis’in S. sclerotiorum’un
konukgusu oldugunu belirtmistir. Fungusun baslica konukgulari; hiyar, lahana,
karnabahar, havug, salata, marul, kavun, karpuz, biber, patlican, domates, fasulye ve

kerevizdir (Anonim, 2019a).

S. sclerotiorum’un nekrotrofik homotallik bir patojen oldugu bilinmekte ve bu patojenin
neden oldugu hastaliklarin epidemiyolojisinde sklerotlarin uzun vadede canli kalabilme
yetenegine sahip olmalarinin yani sira kitlesel ¢ogalma potansiyeli gibi 6zellikleri nedeni
ile de 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Bunlar, ¢cevresel kosullara gére miselyal
olarak ya da apotesyum olusturmak kaydiyla 2 sekilde ¢imlenebilirler. Miselyal olarak
cimlenen sklerotlar, hif iiretirler ve bu hiflerle bitki dokusunu dogrudan enfekte
edebilirler (Bolton ve ark., 2006). Sklerotlarin ¢imlenmesi ile olusan apotesyumlar ise,
askosporlart meydana getirirler. Bu askosporlar ise konukgusu oldugu bitkilerin toprak
iistii aksamini1 enfekte ederler. Hifler; her iki ¢imlenme tipinde de goriiliir. Bélmeli,

dallanmis ve ¢ok ¢ekirdekli olan hifler kiiltiir ortaminda ve bitki {izerlerinde miselyumlari



olustururlar. Sclerotinia eseysiz sporlara sahip olmamasina ragmen, apotesyal hymenium
ya da hifler iizerinde mikrokonidiler iiretebilmektedir (Kohn, 1979). Bu mikrokonidiler

ise ¢cimlenme yetenegine sahip olmadigini bildirmislerdir (Bolton ve ark., 2006).

Sclerotinia tiirlerinin neden oldugu simptomlar cesitli sartlara gore (konukgu, cevre
kosullart vb.) degisiklik gostermektedir. Fungusun en tipik belirtisi; enfektelenmis
bitkiler lizerinde bir araya gelmis dinlenme yapilarimin goriilmesi ve bu dinlenme
yapilarindan beyaz tiiylii misellerin gelisim gostermesidir. Ayrica enfektelenmis bitki
govdelerinin tabaninda acgik veya koyu kahverengi lezyonlar gelisebilir ve ilerleyen
zamanlarda bunlar pamuksu fungal miselyumlarla kaplanabilir. Hastaligin erken
evrelerinde yapraklar normal bir sekilde goriinmektedir ve hastalikli bitkiler kolay kolay
fark edilmemektedir. Bu fungus tamamen govdede etkilidir. Fakat bazi durumlarda
yapraklarin tazeligini kaybettigi ve bunun sonucunda da yaprak sarkmalarinin meydana
geldigi  bilinmektedir. Enfeksiyonun yapraklarda baslamasinin ardindan, ileriki
zamanlarda hastaliin yapraktan gévdeye dogru tasindigi, fungusun dinlenme yapilarinin

govde icerisinde veya govdenin dig kisminda gelistigini rapor edilmistir (Agrios, 1997).

S. sclerotiorum'un hayatta kalmasi biiyiik 6l¢iide sklerot liretimine ve canliligina baglidir

(Abdullah ve ark., 2008).

Sekil 1. 2. S. sclerotiorum hastalik etmeninin hiyar bitkisinin gévde (a) ve meyve (b)
tizerindeki belirtileri (Onaran ve Yanar, 2009)



Sekil 1. 3. S. sclerotiorum‘un besi yerindeki gelisimi

Bu hastalikla ilgili biyolojik miicadelede, tarla kosullarinda sklerotlara saldirip igine
girerek onlarin parcalanmasina yol agan Coniothyrium minitans ve Sporidesmium
sclerotiorum gibi bazi mikoparazitlerin etkili oldugu bildirilmistir (Ayers ve Adams,
1981). Bununla birlikte, bu gibi biyolojik etmenlerin iiretim ve kullaniminda bazi
zorluklar bulunmaktadir. Ornegin, biiyiik miktarlarda inokulum iiretmek amaciyla in vitro
kosullarda S. sclerotiorum’u gelistirmek giictlir (Del Rio ve ark., 2002). Bunun disinda
belirli organik ve inorganik maddelerin (Kalsiyum siyanamid, sarimsak ekstrakti, ucucu
yaglar) kullanimi, S. sclerotiorum’™un miicadelesi i¢in Onermektedirler (Klasse, 1995;
Kurt ve Erkilig, 1997). Bunlarin yanisira uzun siiredir S. sclerotiorum’un neden oldugu
hastaliklarda kontrol yontemi olarak ¢esitli fungisitler (Iprodine, Dazomet)
kullanilmaktadir. Patojenin hem miselyal hem de sklerotiyal ¢cimlenme 6zelligi nedeniyle
farkli miicadele sekillerinin uygulanmasi gerekmektedir. Ornegin, bitkinin toprak {istii
aksaminin askospor enfeksiyonundan korunmasi, hem yaprak uygulamalari hem de
askospor inokulumunun azaltilmasii gerektirir. Oysaki toprak alti1 bitki dokularinin
miselyal enfeksiyondan korunmasi toprak uygulamalarini zorunlu kilar (Bardin ve
Huang, 2001). Ancak, bu fungusun benomyl gibi fungisitlere karst her zaman dayaniklilik

gelistirme riski bulunmaktadir (Gossen ve ark., 2001).

S. sclerotiorum'un biyolojik kontrolii, son 20 yilda oksalat oksidaz (Tu, 1985),
hiperparazitizm (Huang ve Kokko, 1993; Gracia-Garza ve ark., 1997), besin rekabeti
(Yuen ve ark., 1991) ve antibiyotik yoluyla olmak iizere ¢ok sayida calismada basariyla
kanitlanmistir (Oedjijono ve ark., 1993).



Mikrobiyal ¢esitlilik, biyoteknolojik iirlinler ve siirecler icin 6nemli bir kaynaktir.
Bakteriler, endiistriyel oneme sahip genis bir {iriin yelpazesi lireten bu c¢esitliligin en

baskin grubu olarak rapor edilmistir (Lal ve Tabacchioni, 2009).

Bacillus, genellikle gubuk veya ¢omak seklinde, sporlu, gram-pozitif bir bakteri cinsidir
ve sporlar1 1stya dayaniklidir. Bu cins bakteriler genellikle havada, suda, tozlarda, diskida
ve toprakta canli olarak bulunabilmektedir (Anonim, 2019b). Ayrica Bacillus sporlarinin
diisiik pH, safra tuzlar1 ve mide ortaminda bulunan diger sert kosullara kars1 direncli

oldugu da rapor edilmistir (Chaiyawan ve ark., 2010; Shivaramaiah ve ark., 2011).

Patojenik olmayan ve endospor olusturan Paenibacillus polymyxa (eski adiyla Bacillus
polymyxa), endiistriyel acidan en Onemli fakiiltatif anaerobik bakterilerden biridir.
Toprakta, rizosferde, kiiltiir bitkilerinin kdklerinde ve deniz sedimanlarinda dogal olarak
bulunur. P. polymyxa nitrojen fiksasyonu, bitki biliylimesini tesvik etme, toprak
fosforunun  ¢oOziindiiriilmesi  ve  ekzopolisakkaritlerin,  hidrolitik  enzimlerin,
antibiyotiklerin ve sitokinin liretimi agisindan genis 6zelliklere sahiptir. Ayn1 zamanda
biyoflokiilasyona ve toprak gozenekliliginin artmasina yardimei olduguda bilinmektedir
(Lal ve Tabacchioni, 2009). Paenibacillus spp.’nin bitki kdklerinin etrafinda, patojenlerin
bitki dokusuna erisimini engelleyen koruyucu bir tabaka olarak islev goren bir biyofilm

olusturabildigi kanitlamislardir (Timmusk ve ark., 2005).

B. thuringiensis genellikle biyolojik pestisit olarak kullanilan ve toprakta yasayan gram-
pozitif bakterilerdir (Anonim, 2020a). B. thuringiensis; bitki yapraklarinin yiizeylerinde,
sucul ortamlarda, hayvan digkisinda, gesitli giive ve kelebek tiirlerinin (Lepidoptera)
sindirim sistemlerinde, bdcek popililasyonunun yogun olarak bulundugu ortamlarda,
degirmenlerde ve tahil depolarinda dogal olarak bulunmaktadir. Spor devrelerinde,
bircok B. thuringiensis’in d-endotoksinleri denilen proteinli inkliizyonlar (kristal
proteinler) tireterek bocekleri 6ldiirdiigli goriilmiis bu da bu bakteri tiirliniin insektisidal
Ozelligini ortaya ¢ikarmigtir. Birgok kristal lireten B. thuringiensis susu olsa da hepsinin

insektisidal (bocek oOldiirticii) 6zelliklerinin olmadigi bildirilmistir (Anonim, 2020b).

Sarbon hastaliginin etkeni olan bakteri B. anthracis, iliman iklimli bolgelerde toprakta
yasar (Andersen ve ark., 1996). B. anthracis, Bacillaceae familyasi icerisinde Bacillus

cinsine ait spor olusturan, gram pozitif bir bakteridir (Kolste ve ark., 2009). B. anthracis
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olduk¢a monomorfiktir, yani ¢ok az genetik ¢esitlilik gosterir ve oncelikle ¢evrede,
toprakta oldukca kararli, hareketsiz bir spor olarak bulunur. Bununla birlikte,
organizmanin bitkilerin rizosferinde konake¢1 disinda biiyiiyiip kalabilecegine dair kanitlar
vardir (Saile ve Koehler, 2006). Hayvan ve insan patojeni B. anthracis ile bdcek patojeni
B. thuringiensis yakindan iliskilidir. Ilki biyolojik bir silah, ikincisi ise pestisit olarak

kullanilmaktadir (Ivanova ve ark., 2003).

Gram pozitif bir bakteri (Tanji ve ark., 2000) ve ayn1 zamanda ¢evresel bir tiir olan B.
amyloliquefaciens, bitki biliylimesini destekler ve rizosferde bulunan bitki patojenik

organizmalarini baskilamaktadir (Koumoutsi ve ark., 2004).

Pseudomonas alcaligenes’in, toprak ve su kaynakli yaygin bir patojen oldugu (Valenstein
ve ark., 1983), nadirde olsa bazen insan patojeni olarak goriildiigii de bilinmektedir
(Valenstein ve ark., 1983, Suzuki ve ark., 2013). P. alcaligenes, fermente olmayan gram
negatif bir bakteri ve Pseudomonadaceae familyasina ait bir tlirdiir (Flores-Carrero ve
ark., 2016). P. alcaligenes fenotipik olarak heterojen bir bakteridir (Pickett ve
Greenwood, 1986). Rhizobacteria grubundan Pseudomonas spp. gibi bitkiler i¢in bazi
faydali mikroorganizmalar, giibre olarak veya bitki patojenlerinin biyolojik kontrol arac1
olarak hizmet edebilir ve bitki direncini artirabilir (Alabouvette ve ark., 1996). Bazi
Pseudomonas c¢alismalarinda; Pseudomonas’in bitki biiylimesini tesvik ettigi ve bazi
toprak kaynakli fungal etmenlerin neden oldugu infeksiyonlara kars1 bitkileri korudugu
acikeca belirtilmistir (Weller ve Cook, 1986). P. alcaligenes, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 (PAH) par¢alayabildiginden, petrol kirliliginin, pestisitlerin ve bazi
kimyasal maddelerin biyolojik olarak iyilestirilmesi amaciyla kullanildigi da

bildirilmistir (O’Mahony ve ark., 2006).

Bir¢ok bitki ve mikroorganizma tarafindan salgilanan ugucu organik bilesiklerin
insanlara, bitkilere ve hayvanlara fayda sagladig1 bilinmektedir. Baz1 ugucu organik
bilesikler zararsiz, bazilar1 zararli, bazilar1 ise nispeten diisiik konsantrasyonlarda hayvan
sagligina fayda saglayabilir (Kai ve ark., 2009; Mendes ve ark., 2013). Ugucu organik
bilesiklerin toprak mikroorganizmalar1 tarafindan salinmasinin bitki biiylimesini
destekledigi ve iyilestirdigi (Asari, 2015; Ryu ve ark., 2003), nematisidal aktivite
sergiledigi (Gu ve ark., 2007) ve mahsullerde sistemik direnci indiikledigi (Zamioudis ve

ark., 2015) farkl arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Daha 6nceki yapilan ¢calismada



aragtirmacilar ayrica bakteriler tarafindan iiretilen ugucu organik bilesiklerin patojenik
funguslarin  biiylimesini  (Fiddaman ve Rossall, 1994) ve spor c¢imlenmesini
engelleyebilecegini (Mckee ve Robinson, 1988) bulmus ve bu da bakteriler tarafindan
tiretilen ugucu organik bilesiklerin baz1 toprak kaynakli fungus hastaliklarina kars1 bir
biyo-kontrol mekanizmasi olabilecegini diisiindiirmiistiir (Yuan ve ark., 2012). Ucucu
organik bilesikler, oda sicaklifinda ve atmosferik basingta kolaylikla buharlasabilir
(Wang ve ark., 2013). Ayrica bakteriler tarafindan iiretilen ugucu organik bilesikler
organizmalar arasindaki iliskileri, etkilesimleri ve iletisimi diizenler (Cernava ve ark.,
2015; Effmert ve ark., 2012; Fischer ve ark., 2015). Ek olarak, ucucu organik bilesikler
cevrede bir arada bulunabilir ve dogal kosullar altinda kolayca ayrisabilir (Gao ve ark.,

2017).

Endofitik bakteriler; bitki hastaliklarini kontrol edebilir (Nandhini ve ark., 2012; Zhang
ve ark., 2015), mahsullerin biiylimesini tesvik edebilir (Chen ve ark., 2014; Faria ve ark.,
2013), iiriin direncini arttirabilir (Kang ve ark., 2007; Pavlo ve ark., 2011) ve organik
kirleticilerin bozulmasini tesvik edebilirler (Kukla ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014).
Tiim bu biyolojik etkiler arasinda, endofitik bakterilerin antifungal aktivitesi hakkinda

son yillarda oldukga genis ¢apta arastirma yapilmustir.

Bitki dokusunda yasayan endofitik bakteriler, konak¢ilartyla uyumlu bir sekilde bir arada
var olabilir. Endofitik bakterilerin ugucu organik bilesikleri, bitki konakgilarina karsi
higbir yan etki gostermez. Dogal olarak olusan ugucu bilesikler, insanlar ve ¢evre igin
giivenli olan yeni antifungal ajanlarin umut verici bir kaynagidir. Bu ucucu organik
bilesiklerin antifungal aktiviteleri agisindan taranmasi, biyopestisitlerinin gelistirilmesi
yeni bir stratejidir (Gao ve ark., 2017). Bununla birlikte, endofitik bakterilerin ugucu

organik bilesikleri sentezleme yetenegi giinlimiizde yeterince ¢alisilmamustir.

Bu calismada, Bacillus sp. SWUS8-1, Paenibacillus polymyxa RS-10, B. thrungiensis 114,
B. anthracis, B. amyloliquefaciens B11 ve Pseudomonas alcaligenes W5-8 tarafindan
tiretilen ugucu organik bilesikler karakterize edilmis ve bunlarin bitki patojeni fungus

olan S. sclerotiorum’a kars1 antifungal aktiviteleri test edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bitki patojenlerinin biyolojik kontrolli, bitki sagligini iyilestirmek i¢in hastalik
baskilayic1 mikroorganizmalar ile gerceklestigi bildirilmistir (Handelsman ve Stabb,
1996). Biyolojik kontroliin, gida kontaminasyonu ve ¢evre kirliligi konusunda ciddi
endiseler uyandiran kimyasal fungisitlere kars1 giivenilir bir alternatif yontem oldugu son
zamanlarda ortaya konulmustur. Biyokontroliin ¢evre dostu oldugu, giivenli ve uzun
vadede koruma sagladigi bilinmektedir. Bazi saprotrofik bakterilerin ise, bitki
patojenlerine kars1 biyokontrol ajanlari olarak gorev gorebildigi rapor edilmistir

(Fernando ve ark., 2005).

Toprakta bulunan bazi mikroorganizmalarin, atmosfere bitki biliyiimesini ve patojen
direncini etkileyen ugucu organik bilesikler saldig bildirilmistir (Gao ve ark., 2017).
Bitkilerde, funguslarda, aktinomisetlerde ve bitki biiyiimesini destekleyen
rizobakterilerde ¢esitli ugucu organik bilesiklerin varligi kanitlanmistir. Bu ugucu organik
bilesiklerin; alkoller, nitrojen bilesikleri, aldehitler, ketonlar, alkanlar, olefinler, fenoller,
asitler, esterler ve eterler olarak ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Fernando ve ark., 2005;

Li ve ark., 2014; Perestrelo ve ark., 2016).

Mikroorganizmalar, ucucu organik bilesikler ve ucucu bilesiklerin karmasik
kombinasyonlarida dahil olmak tizere c¢esitli ugucu bilesikler iiretebilmektedir.
Mikrobiyal kdkenli ugucu organik bilesikler, antimikrobiyal 6zelliklere sahip olabilir,
bitki biiylimesini baskilayabilir veya uyarabilir ve havada veya suda yasayan ¢ozeltilerde
yayilan organizmalar (infokimyasallar) arasinda uzun mesafeli iletisim i¢in sinyaller
gorevi gorebilir. Mikrobiyal kokenli ugucu organik bilesiklerin kimyasal ¢esitliligi tipta,
biyoteknolojide ve tarimda uygulama alani bulabilen yeni bilesikler i¢in bir kaynak
saglamaktadir. Su anda bilinen bakteriyel ucucu bilesikler, yapilari, biyosentezleri ve
biyolojik aktiviteleri, organik ugucu bilesikler ve bakteriler iizerindeki etkilerine 6zel
vurgu yapilarak tartisilmaktadir. Mikroorganizmalar, bir dizi ¢esitli ugucu maddeyi
sentezleyebilir. Bunlarin ¢ogu, diisiik kaynama noktalarina ve kii¢iik molekiiler kiitlelere
(ortalama 300 Da) sahip ucucu organik bilesiklerdir. Bakteriyel ve mantar kdkenli ugucu

bilesikler, peynir, sarap, yogurt vb. gida maddelerinin aromasindan ve ayni zamanda



asindirict gida maddelerinin hos olmayan kokusundan sorumlu oldugu rapor edilmistir

(Veselova ve ark., 2019).

Zazzerini ve Tosi (1985), yaptiklar1 bir sera ¢alismasinda aycekirdeginde (Helianthus
annuus) sik rastlanan S. sclerotiorum fungal patojenine kars1, Italya'da topraklardan elde
ettikleri bakteri ve funguslarin antogonistik aktiviteleri {izerine bir deneme yapmislardir.
Denemede sterilize ve sterilize edilmemis toprakta tek tiir ve kombinasyonlar
kullanilmistir. Fungal inokulum kaynagi topraga karistirilmis ve tohumda bakteri ile
kaplanmustir. 7. viride ise iprodione ile kombine ederek uygulanmistir. Aycigceginde
hastaligin azalmasinda en kayda deger sonucun 7. viride'nin B. subtilis ile T. viridenin
ise Coniothyrium minitans ile kombinasyonlarinda goriildiigiinii belirtmislerdir. Bunun
yani sira, antagonistlerin sterilize edilmemis topraklarda daha az etkili oldugunu

kaydetmislerdir.

Yapilan bazi calismalarda Pseudomonas tiirlerinin, antibiyotikler veya pyoverdin
sideroforlar (Loper ve Buyer, 1991) gibi ikincil metabolitler iiretebildigi veya bitki
patojenlerini baskilayan besinler i¢in rekabet ettigi bildirilmistir (Andrews, 1992). Ayrica
Pseudomonadlarin, fenazin (Thomashow ve Weller, 1988), pirolnitrin (Kanner ve ark.,
1978), oomisin A (Howell ve Stipanovic, 1979), geldanamisin (Rothrock ve Gottlieb,
1984), piyoliiteorin (James ve Gutterson, 1986), piyosiyanin (Gutterson ve ark., 1988) ve
2-4 diasetilfloroglisinol (Vincent ve ark., 1991), iceren genis bir antibiyotik yelpazesi

urettigi bildirilmistir.

Bir denemede Streptomyces albidoflavus tarafindan iiretilen albaflavenon enziminin, B.
subtilis'e kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi kanitlanmig ve bdylece bakteriyel ugucu
organik bilesiklerin diger bakteriler iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu da

kanitlanmistir (Gurtler ve ark., 1994).

Fernando ve Linderman (1994) tarafindan yapilan ¢alismada, Pseudomonas tiirlerinin in
vitro kosullarda boriilce bitkisinde Phytophthora vignae'ye kars1 organik ugcucu maddeler

tiretebildigi rapor edilmistir.

Bir ¢alismada gerceklestirilen in vitro kosullar altinda antagonistik bakteri tiirii olan

Pseudomonas spp.’nin ¢ilek bitkisinde Verticilium dahliae etmeninin gelisimini, kitinaz
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ve hiicre duvarini parcalayan enzimler sayesinde engelledigi bildirilmistir (Berg ve ark.,

1994).

Paulitz ve Bélanger (2001), Sclerotinia, Pythium, Rhizoctonia ve Fusarium gibi toprak
kaynakli patojenleri kontrol etmeye yonelik biyolojik ajanlar arasinda Bacillus,
Gliocladium, Trichoderma, Streptomyces tiirleri, Coniothyrium minitans ve patojenik

olmayan Fusarium‘un yer aldigini bildirmislerdir.

Yapilan kapsamli ¢alismalarla Sclerotinia, Fusarium, Botrytis, Phytphthora, Pythium
spp. ve Rhizoctonia solani gibi toprak kaynakli bitki patojenlerinin kontroliinde
bakterilerden; Bacillus spp., B. subtilis, B. pumilis, Pseudomonas spp., P. syringae, P.
fluorescens, P. putida, Agrobacterium radiobacter, Streptomyces spp., Erwinia
herbicola, Serratia marcescens, S. plymuthica ve fungus tiirlerinden ise Trichoderma spp.
bitki patojenlerine karsi biyolojik silah olarak kullanildiklar1 ve 1yi bir antagonistik
ozellige sahip olduklar1 kanisina varilmistir (Paulitz ve Belanger, 2001; Bora, 2002).

Yapilan bir calismada ise, igerisinde Pseudomonas tiirlerinin de bulundugu bazi
bakteriyel antagonistlerin tarla kosullarinda yapraklarda Sclerotinia sclerotiorum
askosporlarinin ¢imlenmesini engelledigi (Savchuk, 2002) ve apotesyum olusumunun

engellendigi (Thaning ve ark., 2001) rapor edilmistir.

Hatay ilinin farkl il¢elerinde yiiriitiilmiis olan bir ¢caligsmada farkli bolgelerde yetistirilen
biberlerin rhizosferlerinden izole edilmis olan 72 adet bakteri izolatinin igerisinde S.
sclerotiorum‘un da bulundugu toprak kaynakli fungal etmenlerin gelisimini engelleme
diizeylerini in vitro kosullar altinda test etmislerdir. Yapilan ikili kiiltiir denemelerinde,
S. sclerotiorum’un fungal gelisiminin en yiiksek diizeyde Bacillus izolatlar tarafindan

engellendigini tespit etmislerdir (Soylu ve ark., 2002).

S. sclerotiorum ve B. cinerea’ya karsi bugiine kadar in vitro sartlar altinda etkisi
kanitlanmis ve uygulamaya gegirilmis biyolojik ajanlar ise sunlardir; Bacillus ve
Pseudomonas, Pythium, Trichoderma, Gliocladium ve Ulocladium’dur (Paul, 1999; K6hl
ve ark., 2000; Elad ve Stewart, 2004).

Farkli bir caligmada, solarize topraklarda yetisen domates bitkilerinin kok ug¢larindan

izole edilerek secgilen 435 bakteri izolatindan 53’iiniin, ikili kiiltiirlerde V. dahliae ve
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icerisinde S. sclerotiorum‘un da bulundugu diger bazi toprak kaynakli patojenlere karsi
antagonistik 6zellikte oldugu bulunmustur. K-165 ve 5-127 olarak adlandirilan en etkili
bakteri izolatlarinin rizosfer kolonizérii oldugu, ikili kiiltiirlerde V. dahliaemin misel
biiyiimesini inhibe etmede ve konak¢ilarin Verticillium solgunlugunu basariyla kontrol
etmede cok etkili oldugu gosterilmistir. Yapilan yag asidi analizi sonucunda, K-165
izolatinin Paenibacillus alvei'ye, 5-127min B. amiloliquefaciens'e ait olabilecegini
saptamiglardir. Agir Verticillium istilasina ugramis patates tarlalarinda yapilan
denemelerde, hastalikli patates bitkilerindeki semptom gelisiminde énemli bir azalma ve
islem gormemis kontrollere gore verimde %25 artis goriilmiistiir. Antagonistlerin
rizosferik ve endofitik aktivitesinin test edilmesi, bakterilerin rizosferde yasamalarina
ragmen, tercihen domates ve patlicanlarin endorizosferini de kolonize ettiklerini

gostermislerdir (Tjamos ve ark., 2004).

Bir calismada, kanola ve soya fasulyesi bitkilerinden izole edilen bakterilerin (P.
fluorescens, P. corrugata, P. chlororaphis, P. aurantiaca) irettigi ugucu organik
bilesiklerin, in vitro ve toprak testlerinde sklerot ve askospor ¢imlenmesini ve S.
sclerotiorum'un miselyal biiylimesini inhibe ettigi belirlenmistir. Askospor ¢imlenmesi,
ucucu organik bilesikler tarafindan %54-90 oraninda inhibe edilmistir. Bu ugucu
maddelere maruz kalan miselyumlar, agar igeren petri kaplarina aktarildiginda, patojenin
biiyliyemedigi kaydedilmis, bu da ugucu organik maddelerin fungus 6ldiiriicii 6zelligini
ortaya koymustur. Bu denemede bakteriler tarafindan iiretilen ugucu organik bilesikler,
Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) kullanilarak tanimlanmigtir.
Boliinmiis petri kaplarinda antifungal aktivite i¢in deneye tabi tutulan 23 bilesik, filtre
disklerine damlatilmis (100 ve 150 ml) ve sonucunda sadece alt1 bilesik (benzotiyazol,
sikloheksanol, n-dekanal, dimetil trisiilfiir, 2-etil 1-heksanol, nonanal), misel biiylimesini
ve sklerot olusumunu tamamen inhibe etmistir. Bu calismanin sonucunda ugucu organik
bilesiklerin sklerotiyal aktivitenin engellenmesinde, askospor iiretimini sinirlandirmada
ve hastalik seviyelerini diisiirmede 6nemli bir rol oynadig1 ortaya konulmustur (Fernando

ve ark., 2005).

Yapilan bagka bir ¢calismada Bacillus cinsine ait birkag tiiriin, 6zellikle B. subtilis ve B.
amyloliquefaciens tirlerinin, toprak kaynakli (Leclere ve ark., 2005; Chen ve ark., 2009)

veya hasat sonras1 patojenlerin (Senghor ve ark., 2007; Yang ve ark., 2008; Kotan ve ark.,
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2009) neden oldugu ¢oklu bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinde etkili oldugu
bildirilmistir. Bacillus cinsinin iiyeleri bu nedenle en ¢ok mikrobiyal biyopestisitler
olarak kullanilan faydali bakteriler arasinda yer almaktadir. Ayrica Bacillus bazl tirlinler,
ticari olarak temin edilebilen bakteriyel biyo-kontrol ajanlarinin yaklasik yarisini temsil

etmekte oldugunu belirtmislerdir (Favel, 2005).

Lokal bir Trichoderma harzianum ve B. amyloliquefaciens izolatlar, S. sclerotiorum'a
kars1 potansiyel biyolojik kontrol ajanlar1 olarak in vitro ve in vivo kosullar altinda
degerlendirilmistir. Yapilan c¢alismada, 7. harzianum ve B. amyloliquefaciens'in S.
sclerotiorum’un misel ve sklerot biiylimesini ve iiretimini engelledigi goriilmistiir. Bu
izolatlarin, S. sclerotiorum ile agsilanmig domates, kabak ve patlican fidelerinin %80'inden
fazlasin1 korudugu tespit edilmistir. S. sclerotiorum'un kontroliinde iki ticari liriin olan
PlantShield ve SoilGard ile karsilastirildiginda 7. harzianum ve B. amyloliquefaciens'in
etkinliginin, mahsul bitkisine bagli olarak benzer veya biraz daha diisiik oldugunu

bildirmislerdir (Abdullah ve ark., 2008).

Mansour ve ark. (2008), in vivo ve in vitro kosullar altinda gerceklestirdikleri biyolojik
miicadele ¢aligmalarinda, S. sclerotiorum ile inokule edilen domates, patlican ve kabak
tohumlarinda B. amyloliquefaciens‘in etkinligini arastirmislardir. Bu ¢alisma sonucunda
B. amyloliquefaciens‘in %80‘in {lizerinde sklerot tiiretimini ve fungus gelisimini

engelledigi belirlenmistir.

Glinlimiize kadar yapilmis olan calismalarda B. velezensis’in, bitki biiyiimesini tesvik
etme (Meng ve ark., 2016), bitki hastaliklarin1 kontrol etme (Nam ve ark., 2009) ve
kirleticileri azaltma gibi bazi fonksiyonlar1 ¢esitli denemeler sonucu kanitlanmistir

(Bafana ve ark., 2008).

Yapilan bir calisma bitki ile iligkili olan B. amyloliquefaciens GAI susunun genetik ve
biyokimyasal karakterizasyonu, susun biyo-kontrol ve bitki biiylimesini tesvik i¢in biiyiik

bir potansiyele sahip oldugunu gdstermislerdir (Arguelles-Arias ve ark., 2009).

Baska bir calismada ise P. fluorescens ve S. plymuthicamin ugucu organik bilesikleri,
bitki patojenleri A. tumefaciens ve A. vitis lzerinde gerceklestirilen in vitro

denemelerinde bakteriyostatik etki gostermislerdir (Dandurishvili ve ark., 2011).
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Yapilan bir ¢alismada ise muz bitkilerinde sik rastlanan patojen fungus Fusarium
oxysporum f. sp. cubense’e karsi, antagonistik bir tiir olan B. amyloliquefaciens NJN-6
ile ¢alisilmistir. B. amyloliquefaciens tarafindan {iretilen ucucu organik bilesikler, misel
biliylimesini ve F. oxysporum sporlarinin ¢imlenmesini kontrol denemelerine kiyasla
azalttig1 goriilmiistiir. Ugucu organik bilesiklerin fungusun misel uzunlugunu azalttigi ve
kolonilerin 6nemli Olgiide azaldigi belirtilmistir. F. oxysporum'un ugucu organik
bilesikler tarafindan inhibisyonunun, 3 giiniin sonunda kontrole kiyasla yaklasik % 30 ile
40 oldugu, bu da bakteriyel ugucu organik bilesiklerin F. oxysporum'u dldiiremedigini,
ancak fungus miselleri iizerinde 6nemli 6l¢iide inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu

gostermislerdir (Yuan ve ark., 2012).

Meldau ve ark. (2012), Bacillus sp. B55'in Nicotiana attenuata tizerindeki etkilerine
ucucu organik bilesiklerin aracilik ettigini tespit etmistir. iki bélmeli petri kaplarinda
yiiriitiilen denemenin sonucunda, Bacillus B55 varliginda yetistirilen her iki genotipin
fideleri, tek basina yetistirilenlere gore daha fazla yaprak, daha fazla yan kok ve daha

uzun koklere sahip olmustur.

Bir ¢alismada patlican bitkisinin koklere yakin bolgelerinden izole edilen 10 adet Bacillus
ve Pseudomonas bakterilerinin ugucu bilesiklerinin F. oxysporum f. sp. melongenae
patojeninin koloni gelisimini ortalama %38 ila %72 oraninda engelledigi kaydedilmistir.
Patlican fidelerinde, P. aeruginosa ve P. putida‘nin gelisimi basarili bulunmustur. /n vivo
kosullardaki saksi denemelerinde bakteri izolatlarinin (P. aeruginosa, P. putida, B.
amyloliquefaciens ve B. cereus) Fusarium hastalik siddetini %85 oraninda azalttig
goriilmiistiir. Caligmada kullanillan P. aeruginosa ve P. putida %70 oraninda
inhibisyonla en yliksek antagonistik etkiyle kaydedilmistir. Bacillus izolatlarinda ise,
%50 ‘nin lzerinde engelleme goriilmistir. Bu ¢alismada biyokontrol ajani bakteri
izolatlarindan bazilarinin, patlicanda F. oxysporum f. sp. melongenae‘ye karsi bitkide
dayaniklilig1 tesvik ederek bu hastaligin kontrol altina alinmasinda umut vaat edici bir

ozelligi oldugu bildirilmistir (Altinok ve ark., 2013).

Bir ¢alismada Gomsohang ¢camur diizliigii, Mohang camur diizliigii ve Kore Cumbhuriyeti
Jeju Adasi'ndan toplanan toplam 62 adet bakteri izolatinin arasindan CNU114001 izolati,
ikili kiiltiir yontemi ile patojenik funguslara kars1 6nemli derecede antagonistik aktivite

gdstermistir. Izolat CNU114001, yapilan morfolojik gézlem ve molekiiler veri analizi ile
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B. amyloliquefaciens olarak tanimlamislardir. Izolatin, ikili kiiltiir yontemi ile aralarinda
S. sclerotiorum‘un da bulundugu 12 fitopatojenik fungusa kars1 genis spektrumlu aktivite
gosterdigini belirlemislerdir. Yar1 saflastirilmis bilesik, 200 ppm konsantrasyonda
patojenik funguslarin (Alternaria panax, B. cinera, Colletotrichum orbiculare,
Penicillium digitatum, Pyricularia grisea ve S. sclerotiorum) misel gelisimini 6nemli
Olclide inhibe etmistir. Ham antifungal madde, laboratuarda S. sclerotiorum hastalik
etmenine kars1 antagonistik aktivite gostermis ve sera kosullarinda domates kursuni kiifi,
hiyar ve kabak kiillemesine kars1 antagonistik aktivite gosterdigini saptamislardir (Ji ve

ark., 2013).

Yapilan farkli bir calismada bazi bitkisel kokenli ugucu bilesiklerin (aldehitler, fenoller,
ketonlar ve alkol) farkli konsantrasyonlar iizerine gerceklestirilen S. sclerotiorum’un
miselyal gelisimi, sklerotlarin ¢imlenmesi ve apotesyum olusumlarini engelleme
diizeyleri yapilan in vitro testlerle ortaya konulmustur. Deneme sirasinda etkinligi test
edilen ucucu bilesiklerden en giiclii fungisidal etki sirasi ile carvacrol, trans-
cinnamaldeyde, carvone’de goriilmiistiir. En etkili bitkisel kokenli ugucu bilesen olarak
belirlenen carvacrol’'un miselyal gelisimini, sklerot ¢imlenmesini ve apotesyum
olusumunu, belirlenen konsantrasyonlarda (1.5 pl/ml, 2.0 pl/ml ve 4.0 pul/ml) tamamen
engelledigi goriilmiistiir. Etkinligi kanitlanan bitkisel kokenli ugucu bilesikler arasinda,
misel gelisimini ve sklerot ¢imlenmesi en zayif engelleme oranina sahip bilesikler
eugenol (13.0 pl/ml) ve nonane (10.0 ul/ml) olurken, apotesyum olusumunda ise bu
bilesiklerin trans-anethole ve nonane (32.0 pl/ml) oldugunu belirlemislerdir (Gezer,

2014).

Topraktan izole edilen Pseudomonas chlororaphis 449 ve Serratia proteamaculans 94'in
ucucu organik bilesiklerinin, fitopatojenik Agrobacterium tumefaciens C58 ve
Siyanobakteriler iizerinde bakteriyostatik etki sergiledigi tespit edilmistir (Popova ve

ark., 2014).

Yapilan bir ¢alismada, patojen bir fungus olan Aspergillus flavus tarafindan tretilen
ucucu organik bilesiklerin, R. solanacearum‘un biiyiimesinde dort kata kadar azalma

gosterdigini saptamislardir (Spraker ve ark., 2014).
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B. amyloliquefaciens NJZJSB3 tiirii, in vitro kosullarda bir¢ok fitopatojenin, 6zellikle S.
sclerotiorum'un antagonizmasini gostermistir. Bir calismada B. amyloliquefaciens
NJZJSB3 tiirtiniin hem broth kiiltiirii hem de hiicre slispansiyonunun, kanola bitkisinin
(Brassica napus) yapraklarini S. sclerotiorum enfeksiyonundan tamamen korudugu tespit
edilmistir. Petri deneylerinde, B. amyloliquefaciens‘in hiicre siispansiyonunun (10%
CFU/ml) uygulanmasinin, hastalik insidansini %83.3 oraninda diistirdiigli kaydedilmistir.
Bu da ticari olarak temin edilebilen bir fungisit olan Dimetachlone ile benzer bir sonug
ortaya ¢ikarmistir. Tiirlin ugucu organik bilesikleri, gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi ile tanimlanmig ve tespit edilen ugucu maddeler toluen, fenol ve
benzotiyazol kimyasal kontrol deneylerinde S. sclerotiorum'a kars1 antifungal etkiler
gosterdigi kaydedilmistir. B. amyloliquefaciens ayrica biyofilm, sideroforlar ve hiicre
duvarin1 pargalayan enzimler (proteaz ve B -1.3-glukanaz) tiretmistir. Bu sonuglar, B.
amyloliquefaciens‘in, S. sclerotiorum'un biyolojik kontrolii i¢in muazzam bir potansiyel

ajan olabilecegini belirlemislerdir (Wu ve ark., 2014).

Yapilan bir ¢alismada genis bir konak¢1 yelpazesi (Purdy, 1979) ile karakterize edilen
kozmopolit bir nekrotrofik fungal patojen olan S. sclerotiorum ile ilgili, hem yayilabilir
hem de ugucu antimikrobiyal maddelere karsi olduk¢a duyarli sonuglar elde edilmistir.
Bu c¢alismada, fasulyeden izole edilen Bacillus ve Pseudomonas tiirlerine ait alt1 adet
rizobakteri tarafindan yayilan ugucu maddelerin in vitro kosullarda fungusun biiytimesini

inhibe ettigi bildirmislerdir (Giorgio ve ark., 2015).

Yapilan bir ¢alismayla Paenibacillus polymyxa WR-2 tarafindan kok eksiidalar1 ve
organik giibre varliginda {retilen ugucu organik bilesikler tanimlanmis ve Fusarium
oxysporum f. sp. niveum'un biiyiimesi ve spor c¢imlenmesi iizerindeki etkileri
arastirilmistir. P. polymyxa tarafindan tiretilen ugucu organik bilesikler, F. oxysporum'un
biiylimesini sirastyla %38, %36 ve %40 oraninda agarli besiyeri ortaminda, sterilize
toprakta ve dogal toprakta inhibe ettigi belirlenmistir. Bu inhibe edici oranlar agar
besiyerine, sterilize toprak ve dogal topraga organik giibre ilavesiyle, sirasiyla %60, %58
ve %64'e c¢ikarilmistir. Kok salgilarinin eklenmesi, P. polymyxa tarafindan {iretilen
antifungal ucucu organik bilesiklerin {iretimini etkilememistir. P. polymyxa tarafindan
tiretilen ugucu organik bilesikler, F. oxysporum sporlariin ¢imlenmesini tamamen inhibe

etmigtir. Tanimlanmis olan 42 ucgucu organik bilesikten 7 tanesinin (benzotiyazol,
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benzaldehit, undekanal, dodekanal, hekzadekanal, 2-tridekanon ve fenol); F.
oxysporum'un biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. Bu denemenin sonuglari, toprak
kaynakl1 fungal patojenleri kontrol etmede biyolojik kontrol ajanlar1 ile tasiyict materyal

olarak organik giibrenin dnemli bir yeri oldugunu kanitlamiglardir (Raza ve ark., 2015).

Asari ve ark. (2016), B. amyloliquefaciens subsp. plantarum suslarinin, Arabidopsis
thaliana Col-0 fideleri ve Brassica fungal fitopatojenleri iizerindeki ugucu organik
bilesiklerin etkilerini arastirmislardir. Dort adet Bacillus susunun tamamindan elde edilen
ucucu organik bilesikler, Arabidopsis bitkilerinin biiylimesini desteklemis ve bu da
stirgiin biyokiitlesinin arttigin1 gostermistir, ancak bu etkilerin bliylime ortamina bagh
oldugu bilinmektedir. Kok ekili MS agar tlizerinde B. amyloliquefaciens UCMB5113 ile
yapilan doz miidahale caligsmalari, diisiik dozlarda bile bitkilerin biliyiimesine 6nemli
Olciide katki saglamistir. Bacillus’un ugucu organik bilesikleri, in vitro kosullar altinda
cesitli fungal patojenlerin biiylimesini antagonize etmistir. Bununla birlikte, bitki
biiylimesini destekleme ve fungal inhibisyon giicii Bacillus suslar1 arasinda degisiklik
gostermektedir. Birkag fitopatojenin ugucu organik bilesik inhibisyonu, Bacillus
suslarinin yiiksek rizosfer yeterliligini destekleyen etkili mikrobiyal antagonizmayi

gostermistir.

Bir ¢alismada, rizosferik toprak orneklerinden bakteriyel biyokontrol ajanlari olarak
icerisinde Bacillus amyloliquefaciens’in de bulundugu sekiz etkili Bacillus izolat1 izole
edilmistir. S. sclerotiorum'a karsi galisilan bir in vitro test sirasinda Bacillus izolatlarinin,
misel biiylimesini inhibe ettigi ve sklerot olusumunu baskiladig1 belirlenmistir. Isik ve
taramali elektron mikroskoplarinda miselyumun deformiteleri ve hiicre duvan lizizi,
apotesyum anormallikleri ve askosporlarin ¢cimlenme basarisizligi gozlenmis ve bu da S.
sclerotiorum'a kars1 yliksek antagonistik etkilere sahip olduklarini ortaya ¢ikarmustir.
Bacillus izolatlar1 ile tohum bakterizasyonu, hardal fidelerini in vitro kosullarda S.
sclerotiorum'a kars1 %98'e kadar korumustur. Calismanin saks1 denemesinde ise, hardal
bitkilerinde patojenenin verdigi zararin, Bacillus izolatlarinin yapraktan piiskiirtiilmesi
sonrasinda %90'a kadar azaldig1 tespit edilmistir. Ek olarak, izolatlarin tohum
cimlenmesini artirdigi ve hardalin fide kuvvetini hizlandirdigi, bu da bitki biiyiimesini

destekleyici fonksiyonlara sahip olduklarini ortaya koymustur (Rahman ve ark., 2016).
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Raza ve ark. (2016), yaptiklar1 bir ¢alismalarinda, B. amyloliquefaciens SQR-9 susu
tarafindan tiretilen ugucu organik bilesiklerin, Ralstonia solanacearum'un {i¢ giin sonra
% 28'e ve ardindan ikinci kontrole kiyasla bes giin sonra % 40'a ulasan oranlarda
biiylimesini azalttig1 tespit edilmistir. B. amyloliquefaciens yerine Escherichia coli DH5a.
iceren iiglincli kontrol igslemi, ikinci kontrole kiyasla benzer sonuglar gosterdigi rapor
edilmistir. Dordiincii kontrolde ise B. amyloliquefaciens taratindan iiretilen ugucu organik
bilesikleri adsorbe etmek i¢in aktif komiir kullaniminin patojen R. solanacearum

tizerindeki antibakteriyel etkilerini ortadan kaldirdig: tespit edilmistir.

Gotor-Vila ve ark. (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada, kirazin hasat sonrasi ortaya ¢ikan
meyve patojenleri Monilinia laxa, M. fructicola ve Botrytis cinerea'ya karst B.
amyloliquefaciens CPA-8 tarafindan iiretilen ugucu organik bilesiklerin fungusun inhibe
edici etkisini arasgtirmiglardir. Ucucu organik bilesiklerin degerlendirilmesi, hedef
patojenlerin misel ve koloni biiylimesine karst c¢ift petri kabi analizi ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla, B. amyloliquefaciens CPA-8 farkli ortamlarda
gelistirilmis ve testlerden once 24 ve 48 saat 30 °C'de kiiltiire birakilmiglardir. Cift petri
kab1 deneylerinden elde edilen veriler, B. amyloliquefaciens tarafindan iiretilen ugucu
organik bilesiklerin, B. amyloliquefaciens‘in biiylime ortamina bagl olarak degisken
etkinlik ile test edilen tiim patojenlerin (M. laxa, M. fructicola ve B. cinerea) misel
biiylimesini inhibe ettigini gdstermistir. Veriler, B. amyloliquefaciens'in Tryptone Soya
Agar (TSA) {lizerinde gelistirildiginde miselyal biiylime inhibisyonunun daha yiiksek
oldugunu gosterirken, B. amyloliquefaciens‘in 24 veya 48 saat boyunca kiiltiirlendiginde
genellikle higbir farklilik gozlenmemistir. Sonuglar, B. amyloliquefaciens CPA-8
tarafindan tiretilen ugucu organik bilesiklerin, ¢ekirdekli meyvelerde hasat sonrast meyve

patojenlerine karsi ilave bir antifungal etki gelistirebilecegini gdstermistir.

Cheng ve ark. (2017), yaptiklar1 bir calismada diigiin ¢iceginin (Ranunculus) rizosfer
topragindan izole ettikleri biyolojik kontrol ajan1 P. polymyxa KM2501-1 ile geng
Meloidogyne incognita 'larin tedavisini aragtirmiglardir. Arastirma in vitro kosullarda
%87.66'lik bir 6liim oraniyla sonuglanmis, sera kosullarinda yetistirilen domateste ise
%82.61'e kadar semptomlarin azaldig1 sonucuna varilmistir. KM2501-1 susundan elde
edilen 11 adet ugucu organik bilesikten 8 tanesi kontak nematisidal aktiviteye, 6'sinin

fiimigant aktiviteye sahip oldugu ve 5'inin de M. incognita'ya kars: stabil kemotaktik
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ajanlar olarak gorev yaptig1 kaydedilmistir. Calismanin sonucu, P. polymyxa KM2501-1
tarafindan iiretilen ugucu organik bilesiklerin (VOC), M. incognita'y1 kontrol etmek i¢in

cesitli mekanizmalar araciligiyla hareket ettigini géstermislerdir.

Bitki patojenleri icin biyo-kontrol ajanlar1 olarak goérev yapan Pseudomonas ve
Bacillus'un gesitli tiirlerinin, antibakteriyel aktiviteye sahip ugucu organik bilesikler

tirettigi belirlenmistir (Schulz-Bohm ve ark., 2017).

Rybakova ve ark. (2017), Verticillium spp.'nin neden oldugu hastaligi kontrol etmenin
zor oldugunu ve kiiresel 1sinmayla iligkili toprak sicakliklar1 ve kurakliktaki artislarla bu
zorlugun siddetlendigini bildirmistir. Yaptiklar1 calismada dogal antagonistleri biyo-
kontrol ajanlar1 olarak kullanmay1, bu zorlugun iistesinden gelmek i¢in umut verici bir
yaklagim olarak sunmaktadirlar. Calisma sonucunda Paenibacillus polymyxa susunun in
vitro deneyler sirasinda Verticillium longisporum'un gelisimini kisitladigi kanitlanmis ve
aymi zamanda V. longisporum ile muamele edilmis yagli tohum kolza fidelerinin

biiylimesini destekledigini bildirmislerdir.

Bir ¢alismada, ugucu organik bilesiklerin antifungal aktivitesi, iki tabakali taban plakasi
yontemi kullanilarak test edilmistir. Yapilan bu denemede bir Bacillus tiiriiniin 2 ayr1
fungal patojen olan Alternaria solani ve Botrytis cinerea'ya karsi aktivitesi aragtirilmistir.
Ayni zamanda ¢alismanin sonucunda Bacillus velezensis ZSY-1 tiiriiniin ugucu organik
bilesiklerinin, 4. solani (%83 engelleme oran1) ve B. cinerea'ya (%92.1 engelleme orant)
kars1 6nemli derecede antifungal aktiviteye sahip oldugu ortaya ¢ikmigtir. Ayrica B.
velezensis’den elde edilen ugucu organik bilesikler A. solani’nin sporlanmasin1 énemli
Olciide inhibe etmistir. Bununla birlikte, A. solani, B. velezensis olmadiginda sporlasma
yetenegini geri kazanmistir. Bu nedenle, B. velezensis susunun ugucu organik
bilesiklerinin, A. solani 'nin 6lmesine neden olmaktan ziyade spor iiretim oranini inhibe

ettigi bildirilmistir (Gao ve ark., 2017).

Yapilan bir denemede bakteriyel ugucu organik bilesiklerin, fungus biiylimesini,
gelisimini, farklilasmasini ve ikincil metabolitlerin iiretimini etkileyebildigi sonucuna
varitlmigtir. Bu denemeyle birlikte, P. chlororaphis 449 (farkli orijinli 8 sus), P.
fluorescens B-4117, S. plymuthica 1C1270 rizosfer suslarindan ve ayrica bozulmus etten

izole edilen S. proteamaculans 94 susundan elde edilen ugucu bilesiklerin toplam organik
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bilesikleri, patojenik fungus olan Rhizoctonia solani, Helminthosporium sativum ve S.
sclerotiorum lizerinde fungistatik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Etkinin fungusta
en ¢ok R. solani’de ve bakterilerde ise Pseudomonas tiirlerinde en belirgin oldugu tespit
edilmistir. Deneme sonucunda bu tiirler tarafindan tiretilen ugucu organik bilesiklerin, R.

solani’nin miselyal biiylimesini bastirdig1 kanisina varmislardir (Veselova ve ark., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri Tiirleri

Calismada Kirsehir ili tarim alanlarindan izole edilen bakteriler kullanilmistir (Cizelge
3.1). Topraktan izole edilen bakteri tiirlerinin molekiiler teshisleri NCBI Gen Bankasi
Blast programinda referans izolatlarin yiizde benzerlik oranlariyla kiyaslanarak

yapilmistir (Altschul ve ark., 1990).

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan teshisi yapilmis bakteri tiirleri

izolat e Referans izolatlarin Erisim
Numarasi Ba gl irt Numarasi
35 Bacillus sp. SWUS-1 JN129430
38-1 Paenibacillus polymyxa RS-10 JF683620
46 Bacillus thrungiensis L14 KU179330
47-1 Bacillus anthracis JX122618
57.1 Bacillus amyloliquefaciens B11 MF125280
55 Pseudomonas alcaligenes W5-8 MG905285.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF683620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=HFEBYV6501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU179330?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HFFF2HPN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX122618?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HFG0UKMK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF125280?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HFGGZVAD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG905285?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HFH106A6015
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Sekil 3. 2. Bakteri stok islemi asamalar1 (a,b)
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3.2. Fungal Hastalik Etmeni

Calismada kullanilan S. sclerotiorum etmeni 2018-2019 vejetasyon periyodunda Antalya
ili seralarinda yetisen hiyar bitkilerinden izole edilmistir. Bu amacla, gévdenin enfekteli
kismindan alinan 1 cm’lik parcalar veya sklerotiumlar 30 dk musluk suyunda tutulduktan
sonra %1’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) igerisinde 1-2 dk yiizeysel olarak dezenfekte
edilerek, steril su ile durulanmis, takiben laminar flow kabinde 5 dakika kurutulmaya

birakilmustir.

Sklerotlar laminar flow kabinde 5 dakika kurutulduktan sonra Patates Dekstroz Agar
(Cizelge 3.2.) igeren petri kaplarma yerlestirilmis ve 20-25 °C’de inkubasyona
birakilmistir. Doku parcasindan veya sklerotiumlardan 2-3 giin igerisinde gelisen
kolonilerin u¢ kismindan alinan 5 mm ¢apindaki misel diskleri PDA igeren petrilere
aktarilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Bu elde edilmis olan S. sclerotiorum izolat1 4
°C’de buzdolabinda muhafaza edilerek c¢alismanin bundan sonraki asamalarinda

kullanilmigtir (Onaran ve Yanar, 2011).

Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan besi yerleri

Tryptic Soy Agar (TSA)

Tryptic Soy Agar (TSA) 37¢g

Saf su 1000 ml

Tryptone Soy Broth (TSB)

Tryptone Soy Broth 30g
Saf su 1000 ml

Potato Dextrose Agar (PDA)

Potato Dextrose Agar 40 ¢g
Saf su 1000 ml

23



3.3. Bakteri izolatlarimin Molekiiler Teshisi

Bakteri izolatlarinin molekiiler teshisinde, calisma materyalini olugturan bakterilerden
lysis yontemi kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Daha sonra elde edilen
DNA’lar 16SrDNA universal primerler olan forward 5’-
GAAGAGTTTGATCATGGCTC-3 ve reverse 5~ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’
(Fischer-Le Saux ve ark., 1999) primerleri ile PCR islemine tabi tutulmustur. PCR
sonucunda elde edilen PCR firiinleri %1°lik agaroz jelde eloktroforeze tabi tutulduktan
sonra UV goriintiileme cihazinda spesifik bantlar kontrol edilmistir. PCR islemi sonunda
pozitif bant elde edilen PCR iirlinleri Sanger yontemi ile DNA dizi analizine
gonderilmistir. Sekanslama sonunda elde edilen veriler Chromas programi kullanilarak
temizlenmis ve NCBI gen Bankasinda BLAST analizine tabi tutulmustur analiz
sonucunda elde edilen veriler NCBI genbankasinda referans izolatlarla kiyaslanarak
teshisi yapilmistir. Molekiiler calismalar Dr. Ogr. Uyesi Serife TOPKAYA

danismanliginda yapilmustir.

3.4. In vitro Testler
3.5. Bakteri Suslarinin Fungusun Miselyum Gelisimine Etkisi

Bu testler i¢gin PDA besi yeri kullanilmistir. Bu amagla, S. sclerotiorum'un gelismekte
olan 4-5 giinliik kiiltiirlinden alinan 5 mm c¢apindaki diskler, PDA besiyeri igeren
petrilerin kenara yakin kisimlarina yerlestirilmis ve daha sonra yerlestirilen diskin
karsisina gelecek sekilde izole edilen bakterilerin 24 saatlik kiiltiiriinden 6ze ile petrinin
boyunca ¢izim yapilmis (Sekil 3. 2.) ve bir hafta siire ile 25 °C'de karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Antagonistik etkilesimde biyoajanlarin fitopatojen fungus hifinin gelisimini
engelledigi bolgenin (inhibisyon zonu) ¢capt mm olarak Sl¢iilmiistiir. Her bir muhtemel

bioajan i¢in 3'er petri kullanilmis ve ¢alisma 2 tekerriirlii olarak gerceklesmistir.
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Sekil 3. 3. PDA fizerine karsilikli bakteri (a) ve fungusun (b) yerlestirilmesi

Negatif kontrol de PDA besiyerine sadece fungus miselyum ekimi, TSA besiyerine ise
sadece bakteri ¢izimi yapilmistir. Pozitif kontrol de ise, ticari olarak satis1 yapilan
mancozep etken maddeli bir fungusit kullanilmigtir.

3.6. Fungusun Sklerot Yapilarina Etkisi

Sklerot iiretimi

Havug diskler iizerinde sklerot olusumu saglanmistir (Sekil 3. 4.). Havuglar ¢cesme
suyunda yikandiktan sonra yaklasik 10 mm genisliginde diskler elde edilecek
sekilde kesilerek hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan havug diskler birer giin arayla
iki kez 121 °C’ de 30 dakika siireyle otoklav edilerek steril edilmistir. Otoklav edilen
havug diskler tizerine PDA ortaminda 7-10 giinliik gelistirilmis olan kiiltiirden 5 mm
capinda misel diskler aktarilmis ve 30 giin inkubasyon siiresine tabi tutulmustur

(Yanar ve Miller, 2003). 30 giin sonunda olusan sklerotlar ¢alismada kullanilmistir.
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Sekil 3. 5. Sklerot {iretim asamalar1

S. sclerotiorum’un dinlenme yapist olan sklerotlara {imitvar bioajan bakteri
tiirlerinin uygulanmasinda ise, bakterilerin Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde ¢izimi
yapilarak, 25 °C'de 48 saat inkubasyona birakilmistir. Daha sonra petrilerde gelisen
bakteriyel koloniler iizerine bir miktar steril su dokiilerek cam bagetle yikanmistir. Elde
edilen bakteriyel siispansiyon (10% hiicre/ml ) ile hazirlanan 10 m1’lik Tryptone soy broth
(TSB) besi yerine sklerotlar daldirilmig ve bu siispansiyon 24 saat 175 rpm’de orbital
calkalayicida c¢alkalanmistir (Her tiip igerisinde 10 adet sklerot bulunmaktadir). Daha
sonra bu sklerotlarin PDA besiyerine ekimi yapilmis (Sekil 3.5), limitvar bioajan
bakterilerin sklerotlarin canlilik oranlar1 ve miselyum gelisimine olan etkileri
belirlenmistir. Miselyum varlig1 gozlenen sklerotlarin gelisimi dijital kumpasla
Olclilmiistiir. Bu ¢alisma 4 tekeriirlii olarak 2 kez tekrarlanmistir (Onaran ve Yanar,

2011).
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Sekil 3. 6. Bakteriler ile inokule olmus sklerotlarin PDA besiyerine yerlestirilmesi

3.7. Bakteri Suslarmin Uretmis Oldugu Ucucu Organik Bilesiklerin Fungusa Etkisi

Two-sealed-base-plates (Gao ve ark., 2017) methodu kullanilarak bakteri tiirlerinin
ortama salgiladiklar1 ugucu bilesenlerin Sclerotinia sclerotiorum’a karst antifungal

aktivite caligmalar yliriitilmiistiir.

Bu amagla, iki adet petri kabina 15 ml olacak sekilde TSA ve PDA besiyerleri
dokiilmiistiir. Fungus kiiltiiriinden 5 mm’lik miselyum diskleri alinarak PDA besiyeri
merkezine ekimi yapilmistir. Bakterilerin ¢izimi ise TSA besiyerine yapilmistir (Sekil
3.6.). Daha sonra her iki petri kabu birbiri iizerine kapatilarak parafilm ile kaplanmistur.

10 giin boyunca 26°C'de inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3. 7. Ugucu organik bilesiklerin fungus {izerine etkisinin belirlenmesi asamalar1

Bu ¢alisma 4 tekerriirlii olarak 2 kez tekrarlanmustir. S. sclerotiorum’a karst inhibiisyon

oranlar1 agagidaki formiile gore hesaplanmistir (Gao ve ark., 2017).

Inhibisyon orani (%) = Cd-Td/Cd-5 (mm) *100

Cd: Kontrol PDA petrisi lizerindeki fungal gelisimi

Td: PDA petrisindeki muamele edilmis fungal gelisimi
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3.8.In vivo Testler

3.9. Sclerotinia sclerotiorum’a Karsi1 Bakteri Suslarinin Temas Etkisi

In vitro sartlar1 takiben etkili bulunan bakterilerin (Bacillus sp., Paenibacillus polymyxa,
B. thrungiensis, B. anthracis), S. sclerotirum’a kars1 hiyar (Cucumis sativus L.) meyvesi
tizerinde test edilmesi amaciyla tesadiif bloklar deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak

deneme kurulmustur (Mohammadi ve ark., 2016).

Biyoajan bakterilerin, Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde ¢izimi yapilmis ve 28 °C'de
48 saat inkubasyona birakilmistir. Daha sonra petrilerde gelisen bakteriyel koloniler
tizerine bir miktar steril su dokiilerek cam bagetle yikanmistir. Elde edilen bakteriyel
siispansiyonun konsantrasyonu 10® hiicre/ml'ye ayarlanmis, bu amagla spektrofotometrik

olarak slispansiyonun absorbansi 600 nm'de 0.1'e ayarlanarak kullanilmistir.

Laboratuvar ortaminda meyve iizerinde gerceklestirilecek olan ¢alisma i¢in, ticari market
ve pazarlardan alinan hiyar meyveleri kullanilmistir. Ayn1 boyut, renk ve olgunlagma
asamasinda segilen goriiniir kusur ve yaralanmalara sahip olmayan hiyar meyveleri
secilmistir. Meyveler yiizey dezenfeksiyonu i¢in %2 sodyum hipoklorit icine 2 dakika
daldirilmis ve musluk suyu ile durulanarak, kurumaya birakilmigtir. Hryarlara bir mantar
delici yardimiyla yaralar acilmig (0.5 cm derinlik ve 1.5 cm ¢apta, her meyvede 2 yara
olacak sekilde) ve her yara igerisine %1°lik 50 pL’lik bakteri siispansiyonu (10® hiicre/ml,
TS broth agar (TSB) kullanilarak bakteri siispasiyonu hazirlanmistir) pipetle uygulanmis
(Sekil 3.8.) ve damlaciklarin meyvenin icine girmesi ve bakterilerin meyve iizerinde
gelisimin saglanmasi i¢in 12 saat beklenmistir. Daha sonra fungusun 3 mm ¢apinda
miselyum diskleri agilan yaralarin {izerine konulmustur (Sekil 3.9.) Negatif kontrol olarak,
acilan yarali bolgeye sadece fungus miselyumu, sadece bakteri siispansiyonu
uygulanmistir (Sekil 3. 9.). Pozitif kontrol de ise, ticari olarak satis1 yapilan bir fungusit
kullanilmigtir. Caligma 10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3. 10.). 10 giin
sonra meyve tizerindeki lezyon biiytikliikleri dijital kumpasla 6l¢iilmiistiir (Mohammadi

ve ark., 2016).
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Sekil 3. 11. Bakteri siispansiyonlarinin agilan yaralar icerisine mikropipet ile uygulanisi
(a,b)

Sekil 3. 12. Hiyar meyvesi lzerindeki yaralara fungusun miselyum disklerinin
yerlestirilmesi
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Sekil 3. 13. Negatif kontrol olarak hiyar meyvesi lizerindeki yaralara sadece bakteri
slispansiyonu uygulanmast

Sekil 3. 14. Uygulama sonunda inkiibasyona birakilan hiyar meyveleri
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Calismada kullanilan bakteri izolatlarinin, meyve iizerinde herhangi bir olumsuz etki
gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla, inokulasyon 6ncesi meyve iizerine yara
acilmig ve sadece bakteri slispansiyonu uygulanarak gozlemlenmistir (Onaran ve Yanar,

2011).

3.10. Sclerotinia sclerotiorum’a Kars1 Bakteri Suslarimin Uretmis Oldugu Ucucu
Organik Bilesiklerin Buhar Etkisi

In vitro kosullar altinda yiiriitiilen ugucu bilesik denemelerinde etkili bulunan bakteri
tiirlerinin laboratuvar ortaminda gergeklestirilen ¢alismasi, uygun kosullar altinda hiyar
meyveleri tlizerinde yiiritiilmiistiir. Meyveler yiizey dezenfeksiyonu i¢in %2 sodyum
hipoklorit i¢ine 2 dakika boyunca daldirilmis ve steril saf su ile durulanarak kurumaya
birakilmistir. Hiyar meyvelerine bir mantar delici yardimiyla yaralar acilmis (0.5 cm
derinlik ve 1.5 cm capta, her meyvede 2 yara olacak sekilde), acilan yaralarin yiizeyine
fungusun 3 mm ¢apinda miselyum diskleri konulmustur (Sekil 3. 15.). Bakteriler ise TSA
besiyerine aktarilmis ve 60 mm ¢apl petri kaplarina ¢izimi yapilmistir (Sekil 3. 16.).
Daha sonra hiyar meyvesi ve bakteri tiirleri agz1 kapali kaplarda ayni ortamda 10 giin
boyunca inkiibasyona birakilmigtir (Sekil 3. 17.). Negatif kontrol olarak, ac¢ilan yarali
bolgeye sadece fungus miselyumu uygulanmistir. Ayrica, kontrol olarak sadece bakteri
bulunan ortama, fungus patojeni olmaksizin hiyar meyvesi konulmustur. 10 giin sonra

meyve lizerindeki lezyon biiytikliikleri dijital kumpasla 6l¢tilmiistiir.

Sekil 3. 18. Fungusun agilan yara yiizeylerine aktarilmasi (a,b)
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Sekil 3. 19. Bakterilerin TSA besiyerine aktarilmasi

Sekil 3. 20. Hazirlanan hiyar meyvelerinin ve aktarilan bakterilerin son goriiniimii (a,b)

3.11. istatistiki Analizler

Caligsma sonucunda elde edilen veriler, SAS istatistik paket programi kullanilarak varyans

analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar LSD testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bacillus sp. SWUS-1, Paenibacillus polymyxa RS-10, B. thrungiensis 114, B. anthracis,
B. amyloliquefaciens B11 ve Pseudomonas alcaligenes W5-8 tarafindan iiretilen ugucu
organik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin test edilmesi amaciyla, bitkiler iizerinde
onemli zarar olusturan patojen Sclerotinia sclerotiorum’a kars1 antifungal aktiviteleri in

vitro ve in vivo kosullar altinda test edilmistir.

4.1. In vitro Testler

In vitro kosullar altinda, calismamizda kullanilan bakteri tiirlerinin Sclerotinia
sclerotiorum’un miselyum gelisimine, sklerot yapilarina ve bakterilerin salgilamis

olduklar1 ugucu bilesiklerin fungusa karsi etkinligi arastirilmistir.

4.1.1. Bakteri tiirlerinin fungusun miselyum gelisimi iizerine antagonistik etkisi

Antagonistik etki bir organizmanin c¢esitli metabolik enzimler salgilayarak diger bir
organizmanin gelisimini engellemesi olayidir. Bakteri tiirlerinin = Sclerotinia
sclerotiorum’un miselyum gelisimine etkisini belirlemek amaciyla, fungus
kiiltiirlerinden alinan miselyum diskler besi ortaminda bakterilerle inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen sonuglara gore test edilen biitiin bakteri suslarinda S.
sclerotiorum’un miselyum gelisimine karsi degisen oranlarda antagonistik etki
gozlenmistir. Denememizde goriilen bu antagonistik etkiler ise fungusun miselyum
gelisimini sinirlandirmis ve havai miselyum gelisimlerine yol actig1 tespit edilmistir.
Ayni1 zamanda negatif kontrolde ve Pseudomonas alcaligenes susunda sklerot gelisimi
gbzlenirken diger suslar iizerinde sklerot gelisimi gozlenmemistir. Caligmamizda elde

edilen bulgular ise Sekil 4.1°de verilmistir.
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MISELYUM GELISIMINE ETKisi
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BAKTERILER

Sekil 4. 1. Bakteri suslarinin fungusun miselyum gelisimine etkisi (35: Bacillus sp., 38-
1: Paenibacillus polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-1: B. anthracis, 52-1: B.
amyloliquefaciens, 55: Pseudomonas alcaligenes, C-: Negatif kontrol, C+:
Pozitif kontrol)

Sekil 4. 2. Bakteri suslarinin fungusun miselyum gelisimini engellemesi (C-: Negatif
kontrol, a: Bacillus sp., b: Paenibacillus polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B.
anthracis, e: B. amyloliquefaciens, f: Pseudomonas alcaligenes)
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S. sclerotiorum’un miselyum gelisimi {izerine bakteri suslarinin etkisi sonucunda elde
edilen verilere gore; miselyum gelisimi iizerinde en etkili olan ve %50°nin {lizerinde etki
gosteren tek sus Bacillus thrungiensis (%53.46) olarak belirlenmistir. Bunu %46.49 ve
%42.05’lik engelleme oranlariyla sirasiyla B. amyloliquefaciens ve B. anthracis suslari
takip etmistir (bkz. Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1). En diisiik inhibisyon oranlari ise sirasiyla
%39.04 ve %39.97 ile P. polymyxa ve Bacillus sp. suslarinda goriilmiistiir (bkz Sekil 4.2).
Denememize benzer 6zellik gdsteren bir arastirmada 300 bakteri izolatindan 9'unun, S.
sclerotiorum’un apotesyum olusumunu Onemli Olgiide baskiladigi tespit edilmistir.
Serratia plymuthica susu olarak tanimlanan izolatinin, yiiksek konsantrasyonlarda
apotesyum olusumunun tamamen bastirilmasinda oldukga etkili oldugu ve ayrica
ascosporlarin ¢imlenmesini ve S. sclerotiorum'un hiflerinin biiylimesini gii¢lii bir sekilde
inhibe ettigi bildirilmistir (Thaning ve ark., 2001). Yapilan bir c¢alisma ile B.
amyloliquefaciens susunun S. sclerotiorum‘un misel ve sklerot biiyiimesini engelledigi
tespit edilmistir. /n vivo sartlar altinda ise S. sclerotiorum ile asilanmig kabak, domates
ve patlican fidelerinin %80'inden fazlasini korudugu tespit edilmistir (Abdullah ve ark.,
2008). Bagka bir caligmada ise hasat sonrast mango meyvelerinde antraknoz hastaligina
neden olan Colletotrichum gloeosporioides patojeninin zararint minimuma indirmek igin
Bacillus suslar (B. pumilus ve B. thuringiensis) ile in vitro ve in vivo kosullar altinda
miicadele edilmistir. In vitro testlerin sonucunda B. pumilus ve B. thuringiensis suslari
fungusun misel bityiimesini sirastyla %88.87 ve %80.07 oranlarinda engellemistir. In vivo
testlerde ise hastaligin inhibisyon oranlart sirastyla %94.28 ve %87.06 olarak

belirtilmistir (Zheng ve ark., 2013).
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Cizelge 4. 1. Bakteri suglarinin fungusun miselyum gelisimine etkisi

Miselyum Gelisimine Etkisi
Bakteriler
mm % Engelleme Orani

Bacillus sp. SWU8-1 (35) 54.03b+1.98 39.967
Paenibacillus polymyxa RS-10 (38-1) 54.87bx1.24 39.037
Bacillus thrungiensis 114 (46) 41.89¢+1.89 53.456
Bacillus anthracis X19 (47-1) 52.16b+1.85 42.048
Bacillus amyloliquefaciens B11 (52-1) 48.16bc+1.10 46.486
Pseudomonas alcaligenes W5-8 (55) 52.75b+1.49 41.392
C- 90.00a+0.00 0
C+ 0.00d+0.00 100

4.1.2. Bakteri tiirlerinin fungusun sklerot yapilarina etkisi

Bakteri suslarinin fungusun sklerot yapilarina etkisini belirlemek amaciyla Sclerotinia
sclerotiorum’dan elde edilen sklerotlar antagonistik bakteri siispansiyonlari ile muamele
edilmis ve bu sklerotlarin PDA iceren besiyeri iizerine ekimleri yapilmistir. Caligsmalar
sonucunda goriilen degerler istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05). Bu istatistiki

degerlerin sonuglar1 Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.
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35 38-1 46 47-1 52-1 55 C- Cc+

Hmm 0.00 0.00 18,33 43.49 0.00 12,77 60.00 0,00

1% 100 100 69.455 27:525 100 78.72 0 100
BAKTERILER

Sekil 4. 3. Bakteri suslarinin S. sclerotiorum’un sklerot yapisina etkisi (35: Bacillus sp.,
38-1: Paenibacillus polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-1: B. anthracis, 52-1: B.
amyloliquefaciens, 55: Pseudomonas alcaligenes, C-: Negatif kontrol, C+:
Pozitif kontrol)

Sekil 4. 4. Antagonistik bakteriler ile muamele edilmis sklerotlarin PDA besiyerinde
gelisimi (C-: Negatif kontrol, a: Bacillus sp., b: Paenibacillus polymyxa, c: B.
thrungiensis, d: B. anthracis, e: B. amyloliquefaciens, f: Pseudomonas
alcaligenes)
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Denememiz sonucunda elde edilen verilere gore; Bacillus sp., Paenibacillus polymyxa
ve B. amyloliquefaciens suslar1 ile muamele edilmis sklerotlarin fungusun gelisimini
tamamen (%100) engelledigi goriilmektedir. Bu ii¢ susa ek olarak Pseudomonas
alcaligenes ve B. thrungiensis’inin de sirasiyla %78.72 ve %69.45’1lik oraninda sklerot
gelisimini engelledigi kaydedilmistir. En disiik etki ise %27.52’lik engelleme orani ile
B. antracis’de tespit edilmistir (Sekil 4.3, 4.4 ve Cizelge 4.2). Yapilan bir ¢alismada,
icerisinde Pseudomonas tiirlerinin de bulundugu bazi bakteriyel antagonistlerin tarla
kosullarinda yapraklarda S. sclerotiorum askosporlarinin ¢imlenmesini engelledigi tespit
edilmistir (Savchuk, 2002). Baska bir ¢calismada ise bazi Pseudomonas tiirlerinin (P.
fluorescens, P. corrugata, P. chlororaphis, P. aurantiaca) salgiladigi ugucu organik
bilesiklerin, S. sclerotiorum'un askospor ¢imlenmesini %54-90 oraninda inhibe ettigi
tespit edilmistir (Fernando ve ark., 2005). Leclere ve ark. (2005), B. subtilis ve B.
amyloliquefaciens tiirlerinin, toprak kaynakli patojenlerin sebep oldugu bitki
hastaliklarinin biyolojik kontroliinde kullanilabilir oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan
bir denemede B. amyloliquefaciens susunun Brassica napus (kanola) bitkisinin
yapraklarin1 S. sclerotiorum enfeksiyonundan tamamen korudugu tespit edilmistir. /n
vitro denemelerde ise, B. amyloliquefaciens‘in hiicre siispansiyonu (10® CFU/ml)
uygulamasinin, hastalik insidansin1i %83.3 oraninda diislirdiigi kaydedilmistir. Bir
calismada, Bacillus ve Pseudomonas suslarindan elde edilen ucucu organik bilesiklerin
in vitro kosullarda S. sclerotiorum izolatinin biiylimesini engelledigi bildirilmistir
(Giorgio ve ark., 2015). Bagka bir calismada, B. subtilis’in Alternaria tenuis ve Botrytis
cinerea patojenleri iizerindeki antagonistik aktiviteleri arastirilmistir. Caligma sonucunda
5 giinliik inkiibasyon sonrasindaki kiiltiir plakalarinda, B. subtilis susu patojenlere (A.
tenuis ve B. cinerea) kars1 6nemli derecede antagonistik aktivite (sirasiyla %81.32 ve
%83.45) gostermistir (Zhang ve ark., 2019). Gergeklestirilen farkli bir ¢aligmada ise
Pseudomonas tiirlerinin S. sclerotiorum lizerinde fungistatik etkiye sahip oldugu

belirtilmistir (Veselova ve ark., 2019).
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Cizelge 4. 2. Bakteri suglarinin S. sclerotiorum’un sklerot yapisina etkisi

Sklerot Yapilarina Etkisi

Bakteriler
mm % Engelleme Orani

Bacillus sp. SWU8-1 (35) 0.00e+0.00 100
Paenibacillus polymyxa RS-10 (38-1) 0.00e+0.00 100
Bacillus thrungiensis 114 (46) 18.33c+1.31 69.455
Bacillus anthracis X19 (47-1) 43.49b+1.89 27.525
Bacillus amyloliquefaciens B11 (52-1) 0.00e+0.00 100
Pseudomonas alcaligenes W5-8 (55) 12.77d+1.98 78.72

C- 60.00a+0.00 0

C+ 0.00e+0.00 100

4.1.3. Bakteri tiirlerinin ucucu bilesiklerinin fungusa etkisi

Bakterilerin iiretmis oldugu ugucu organik bilesiklerin Sclerotinia sclerotiorum*a karsi

etkinliginin arastirildigi bu asamada; iki ayr1 petri kabinda bulunan PDA ve TSA

besiyerlerine sirasiyla fungus ve bakteri 6rneklerinden ekim yapilmis ve bu petri kaplari

iist iiste gelecek sekilde kapatilip parafinlenmistir. inkiibasyon sonucunda fungusun

gelisim oranlar belirlenmistir (Sekil 4.5. ve Cizelge 4.3.).
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Sekil 4. 5. Bakteri suslarinin tiretmis oldugu ugucu organik bilesiklerin S. sclerotiorum’a
kars1 etkisi (35: Bacillus sp., 38-1: Paenibacillus polymyxa, 46: B.
thrungiensis, 47-1: B. anthracis, 52-1: B. amyloliquefaciens, 55: Pseudomonas
alcaligenes, C-: Negatif kontrol, C+: Pozitif kontrol)

Cizelge 4. 3. Bakteri suslarinin iiretmis oldugu ucucu organik bilesiklerin fungusa etkisi

Ugucu Bilesiklerin Etkisi
Bakteriler
mm % Engelleme Orani

Bacillus sp. SWUS-1 (35) 35.23d+1.84 60.853
Paenibacillus polymyxa RS-10 (38-1) 23.13e+1.97 74.306
Bacillus thrungiensis 114 (46) 44.52¢+1.84 50.539
Bacillus anthracis X19 (47-1) 26.30e+1.21 70.781
Bacillus amyloliquefaciens B11 (52-1) 63.28b%1.10 29.694
Pseudomonas alcaligenes W5-8 (55) 67.67b£1.05 24.813
C- 90.00a+0.00 0
C+ 0.00£+0.00 100
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Bakteri suslariin iiretmis oldugu ugucu bilesiklerin fungusa etkisini arastirdigimiz bu
denemenin sonuglarina gore; 6 susun 4’iinde (Bacillus sp., Paenibacillus polymyxa, B.
thrungiensis, B. anthracis,) %50 nin iizerinde engelleme goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.5.,
4.6.). En yiiksek engelleme oran1 %74.31 ile P. polymyxa susunda goriilmiistiir. Bu susu
%70.78’lik engelleme orani ile B. antracis takip etmistir. Bu agamada en diigiik etkiler
%24.81 ve %29.69’luk oranla sirasiyla Pseudomonas alcaligenes ve B.
amyloliquefaciens suslarinda gorilmistiir (bkz. Cizelge 4.3.) Yapilan caligmalarla,
Bacillus ve Pseudomonas gibi biyolojik ajanlarin S. sclerotiorum’a karsi etkisi
kanitlanmis ve uygulamaya gecirilmistir (Elad ve Stewart, 2004). Bir c¢alismada,
laboratuvar ortaminda B. amyloliquefaciens susu S. sclerotiorum patojenine Kkarsi
antagonistik aktivite gostermis ve sera kosullarinda da domates kursuni kiifti, hiyar ve

kabak kiillemesine kars1 antagonistik aktivite gosterdigi saptanmistir (Ji ve ark., 2013).
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Sekil 4. 6. Bakteri suslarinin iiretmis oldugu ugucu organik bilesiklerin fungusun
gelisimine etkisini gosteren sonuglar (a: Bacillus sp., b: Paenibacillus
polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B. anthracis, e: B. amyloliquefaciens, f:
Pseudomonas alcaligenes, C-: Negatif kontrol)

4.2. In vivo Testler

Calismamizda kullanilan ve in vitro testler sonucunda etkinligi belirlenmis 6 adet bakteri
susundan en etkili olarak goriilen 4 bakteri susunun (Bacillus sp. SWUS8-1, Paenibacillus
polymyxa RS-10, B. thrungiensis 114, B. anthracis) in vivo kosullarda etkinlikleri
belirlenmistir. Bu amagla bakterilerin Sclerotinia sclerotiorum’a karsi temas (kontak)
etkisi ve ugucu organik bilesiklerin buhar etkisinin aktiviteleri hiyar meyvesi lizerinde

belirlenmistir.

4.2.1. Sclerotinia sclerotiorum’a Karsi bakteri suslarinin temas etkisi

In vivo kosular altinda, 6nceden etkinligi belirlenmis 4 bakteri susundan elde edilen
bakteriyal siispansiyonlar ve PDA ortaminda gelistirilen Sclerotinia sclerotiorum izolati,
hiyar meyvesi lizerinde agilan yaralara sirasi ile uygulanmis ve inkiibasyona birakilan
hiyar meyvelerinin gelisimi giinliik olarak takip edilmistir. Caligmamiz sonucunda elde
edilen veriler Sekil 4.7. ve Cizelge 4.4.°de verilmistir.

100

90

80

70

60

50

40

30

BAKTERI SUSLARININ TEMAS ETKISI

35 38-1 46 47-1 C- C+
Emm 0 0 18.51 0 61.03 0
% 100 100 70 100 0 100
BAKTERILER

43



Sekil 4. 7. In vivo kosullar altinda Sclerotinia sclerotiorum izolatina karsi bakteri
suslarinin temas etkisi (35: Bacillus sp., 38-1: Paenibacillus polymyxa, 46:
B. thrungiensis, 47-1: B. anthracis, C-: Negatif kontrol, C+: Pozitif kontrol)

Cizelge 4. 4. Sclerotinia sclerotiorum’a kars1 bakteri suslarinin temas etkisi

Sclerotinia sclerotiorum’a Kars1 Bakteri
Bakteriler Suslarinin Temas Etkisi
mm % Engelleme Orani

Bacillus sp. SWUS-1 (35) 0.00c+0.00 100
Paenibacillus polymyxa RS-10 (38-1) 0.00c+0.00 100
Bacillus thrungiensis L14 (46) 18.51a+1.11 70
Bacillus anthracis X19 (47-1) 0.00c£0.00 100
C- 61.03b+1.90 0
C+ 0.00¢+0.00 100

Elde edilen sonucglara gore test edilen bakteri suslarindan 3’tinde (Bacillus sp.,
Paenibacillus polymyxa, B. anthracis) %100 engelleme goriilirken B. thrungiensis
susunda %70’lik bir engelleme goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Ayni zamanda B. thrungiensis
susunun uygulandig1 htyar meyvesi lizerindeki yaralarda eser miktarda sklerot olusumuda
gorlilmiistiir. Bu sklerot olusumlarinin bakterilerin hastaligin gelisimi {izerine
olusturdugu strese bagli olarak ortaya ¢iktig1 diisliniilmektedir (Sekil 4.8). Yapilan bir
denemede, 72 adet bakteri tiirliniin S. sclerotiorum‘un gelisimini engelleme diizeyleri
arastirilmis ve gelisimin en yliksek oranda Bacillus izolatlar1 tarafindan engellendigi
tespit edilmistir (Soylu ve ark., 2002). Benzer bir ¢calismada Sclerotinia bitki patojeninin
kontroliinde bakterilerden; Bacillus spp. ve Pseudomonas spp. tiirlerinin biyolojik silah
olarak kullanildiklar1 belirtilmistir (Bora, 2002). Bir ¢alismada ise igerisinde Bacillus sp.
ve B. thrungiensis’in de bulundugu toplam 11 izolatin Alternaria panax ve
Colletotrichum gloeosporioides patojenlerine kars1 antagonistik aktiviteleri dl¢tilmiistiir.
Calisma sonucunda %383 ila 90 arasinda {iistiin engelleme oranlar1 goriilmiistiir (Lee ve
ark., 2012). Rahman ve ark. (2016), hardal bitkisine ve bitkinin yapraklarina igerisinde

B. amyloliquefaciens’in de bulundugu sekiz farkl Bacillus susu enfekte ederek iki ayri
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calisma gergeklestirmistir. Calisma sonucunda S. sclerotiorum’un verdigi zarar % 90'a

kadar azalmstir.

Sekil 4. 8. Hiyar meyvesi tizerinde S. sclerotiorum izolatina kars1 bakteri suslarinin temas
etkisi uygulamasi (C+: pozitif kontrol, C-: negatif kontrol, a: Bacillus sp., b:
Paenibacillus polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B. anthracis)

In vivo sartlar altinda elde ettigimiz bu degerler gosteriyor ki, test ettigimiz bakteri
suslarinin neredeyse tamaminin S. sclerotiorum’un gelisimini %100°e varan oranlarda
engelledigi ve bu hastalikla miicadele de etkin bir yol olarak kayitlara gecebilecegi

belirlenmistir.

4.2.2. Sclerotinia sclerotiorum’a Kkarsi bakteri suslarininin iiretmis oldugu ucucu
organik bilesiklerin buhar etkisi

In vivo testlerin ikinci asamasinda, etkinligi belirlenen bakteri suslarinin ortama
salgiladiklar1 ugucu organik bilesiklerin kapali ortamda Sclerotinia sclerotiorum‘un
gelisimine olan etkisi arastirilmistir. Calismamiz sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.9

ve Cizelge 4.5de verilmistir.
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Sekil 4. 9. In vivo kosullar altinda S. sclerotiorum izolatina karsi bakteri suslarinin tiretmis
oldugu ugucu organik bilesiklerin buhar etkisi (35: Bacillus sp., 38-1:
Paenibacillus polymyxa, 46: B. thrungiensis, 47-1: B. anthracis, C-: Negatif
kontrol, C+: Pozitif kontrol)

Deneme sonucunda elde edilen verilere gore en yiiksek engelleme oranmi %38.98 ile
Bacillus thrungiensis susunda goriilmistiir. En diisiik engelleme orani ise sirastyla %1.29
ve %2.67 ile Bacillus anthracis ve Bacillus sp. suslarinda goriilmistiir (Cizelge 4.5).
Yapilan benzer c¢alismalarla, Bacillus suslarinin Sclerotinia‘nin bitkilerde olusturdugu
zararlara kars1 1y1 bir antagonistik 6zellige sahip olduklar1 kanisina varilmistir (Paulitz ve
Belanger, 2001). Farkl1 bir ¢alismada, yenidiinya meyvesi (Eriobotrya japonica) lizerinde
hasat sonrasi sik rastlanilan 5 bitki patojenine (Fusarium oxysporum, Botryosphaeria sp.,
Trichoderma atroviride, Colletotrichum gloeosporioides ve Penicillium expansum) karst
B. thuringiensis'in urettigi ugucu organik bilesiklerin antagonistik etkisi aragtirilmistir.
Uretilen ugucu organik bilesikler hasattan sonra meyvenin 10 giin taze kalmasin
saglarken ayni zamanda miselyum gelisimininde Botryosphaeria sp.’de %47, P.
expansum ve T. atroviride patojenlerinde yaklasik olarak %10 ile %20 oranlarinda

engelleme gorilmiistiir. Ve C. gloeosporioides'de de %10'dan az bir engelleme orani
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tespit etmiglerdir (He ve ark., 2020). Benzer bir ¢alismada Saccharomyces cerevisiae
tarafindan iretilen ucucu organik bilesikler ile, S. sclerotiorum'un gelisimi takip
edilmistir. Bu calismanin in vitro kisminda S. cerevisiae tarafindan salgilanan ugucu
organik bilesikler ile patojen fungus petri kaplarinda yapay bir atmosfere tabi tutulmustur.
In vivo kismindaki ¢alismada ise patojenle kontamine olmus fasulye tohumlari, kapali
cam kaplarda ugucu organik bilesikler ile birlikte fiimige edilmistir. /n vitro denemelerin
sonucunda, 6 ugucu organik bilesikten 2’sinin  (2-methyl-1-butanol ve
3-methyl-1-butanol) fungusun misel biiyliimesini tamamen inhibe ettigi tespit edilmis, in
vivo deneylerde ise fasulye tohumlarinin, dort giinlik fiimigasyondan sonra S.
sclerotiorum insidansinda %75°1ik bir azalma gosterdigi belirtilmistir (Fialho ve ark.,

2011).

Cizelge 4. 5. Sclerotinia sclerotiorum izolatina kars1 bakteri suglarinin iiretmis oldugu
ucucu organik bilesiklerin buhar etkisi

Ugucu Organik Bilesiklerin Buhar Etkisi
Bakteriler

mm %
Bacillus sp. SWUS-1 (35) 59.4a+1.35 2.67
Paenibacillus polymyxa RS-10 (38-1) 42.93b+1.07 29.65
Bacillus thrungiensis 114 (46) 37.24b+1.04 38.98
Bacillus anthracis X19 (47-1) 62.24a+1.82 1.29
C- 61.03a=1.90 0
C+ 0.00¢+0.00 100
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Sekil 4. 10. Hiyar meyvesi lizerinde S. sclerotiorum izolatina karsi bakteri suslarinin
tiretmis oldugu ugucu organik bilesiklerin buhar etkisi uygulamasi (C+:
pozitif kontrol, C-: negatif kontrol, a: Bacillus sp., b: Paenibacillus
polymyxa, c: B. thrungiensis, d: B. anthracis)

Bu asama sonucunda kaydedilen verilere gore; bir onceki temas etkisinin arastirildigi
asamada %100 engellemeye sahip suslarin denemenin bu asamasinda c¢ok diisiik
seviyelerde inhibisyon oranlarina sahip oldugu goriilmektedir. /n vivo kosullardaki bu
denemelerin farkli uygulanis bicimleri ayni suslarin ayni hastalik {izerindeki sonuglarinin

farkl gelisebilecegini gostermektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary’a kars1t bazi bakteri tiirlerinin biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiillen bu ¢alismada, Antalya ili seralarinda
yetisen hiyar bitkilerinden izolasyonu yapilan S. sclerotiorum izolatinin kontroliinde
kullanilmak tizere Kirgehir ili tarim alanlarindan bakteriler izole edilmis ve tiir teshisleri
yapilmistir. Tiir teshisi yapilan bakterilerden 6 tanesi (Bacillus sp. SWUS-1,
Paenibacillus polymyxa RS-10, B. thrungiensis 114, B. anthracis, B. amyloliquefaciens
B11 ve Pseudomonas alcaligenes W5-8) tarafindan agiga cikarilan ugucu organik
bilesikler karakterize edilmis ve bilesiklerin bitki patojeni fungus S. sclerotiorum’a karsi

antifungal aktiviteleri in vitro ve in vivo kosullar altinda test edilmistir.

Calisma sonucunda, laboratuvar denemelerinde (in vitro) ortaya c¢ikan sonuglar bazi
ucucu organik Dbilesiklerin (Bacillus sp., Paenibacillus polymyxa, Bacillus
amyloliquefaciens) patojen lizerinde %100’e varan engelleme oranlarina sahip oldugunu
gostermektedir. Ayni zamanda da bazi ugucu organik bilesiklerin (Bacillus sp.,
Paenibacillus polymyxa, Bacillus anthracis) hiyar meyvesi iizerinde (in vivo) gelisim

gosteren patojeni %100‘e varan oranlarda engelledigi goriilmektedir.

Sclerotinia sclerotiorum’un sklerot yapilarinin uzun yillar dogada canli kalabilmesinden
dolay1 bu patojen ile miicadelede sklerotlarin etkinliginin baskilanmasi ve patojenin
gelisiminin sifira indirilmesi hedeflenmelidir. Bu amagla piyasada bulunan kimyasal
icerikli pestisitler/fungusitler yerine alternatif miicadele yontemlerine (bitkisel kokenli
pestisitler, biyolojik miicadele, biyoteknik miicadele) yonelinmelidir. Hastalikla
savasimda devamli kimyasal miicadele uygulandig: takdirde hastaligin egilimi azalmak
yerine patojen direng kazanip tersi yonde etki yaratacak ve kimyasal miicadele yontemleri
ontimiizdeki yillarda giderek etkinligini kaybedecektir. Bunun yanisira kimyasal
miicadelenin faydasindan ziyade zararlarimin daha c¢ogunlukta oldugu yapilan
arastirmalarla kanitlanmaktadir. Kimyasal miicadele yontemleri ile patojenlerin gelisimi
engellenirken g¢evreye, dogaya ve tiim canlilara verdigi zararlar unutulmamalidir. Bu
sebeple, hastalik ve zararlilarla miicadelede kullanilan alternatif miicadele yontemleri

ayn1 zamanda pestisitlerin verdigi zararlar1 da ortadan kaldirmamiza yardimci olacaktir.
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