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OZET Aragtirma Makalesi

Bu calismada, solucan giibresi olarak bilinen vermikompostlardan elde

edilen bakteriyel mikrobiyomlarin sebzelerde sorun olan 6nemli yaprak Makale Tarihgesi

ve toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden Sclerotinia sclerotiorum, Gelis Tarthi  :05.08.2019
Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea, Verticilium dahliae Gizerine Kabul Tarihi :07.11.2019

olan antagonistik etkinlikleri in vitro kosullarda arastirilmistir. Yapilan
izolasyonlar sonucunda toplam 69 adet aday bakteriyel izolat elde
edilmigtir. Elde edilen bakteriyel izolatlar arasinda 28 bakteriyel izolat .
(toplam izolatin %49.12) in wvitro ikili kiiltlir testlemelerinde fungal Antagon1§t .
etmenlerden S. sclerotiorun’un gelisimini %1.72-75.43, M. phaseolinanin Toprak kékenli
gelisimini %1.67-65.83, B. cinerea gelisimini %3.44-57.18, V. dahliae Fungal hastaliklar
gelisimini ise %2.28-58.74 gibi degisen oranlarda engellemiglerdir.

Antagonist potansiyele sahip bakteriyel izolatlarin ¢ogunlugunun

Bacillus spp.’e ait oldugu belirlenmistir. Izolatlar arasinda baz1 Bacillus

spp.’yve ait izolatlar fungal hastalik etmeni S sclerotiorum hifleri

uzerinde 6nemli morfolojik degisikliklere neden olmustur. Antagonist

bakterilerin 1n vitro antagonizm etkinligi, fungus inokulasyonu éncesi 6n

inkuibasyon sturesine bagli olarak artis gostermistir. Bacillus spp. ait

izolatlar yuksek antagonistik oOzelliklerinden dolayr organik ve

stirdurulebilir tarimi tesvik etmek icin toprak kokenli hastaliklarla

miucadelede kimyasallara alternatif etkili biyo-kontrol ajanlar olarak

kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler
Biyolojik miicadele

Determinations of in vitro Antagonistic Effects of Microbiomes Isolated from Vermicompost Against
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ABSTRACT Research Article

In this study, in vitro antagonistic potentials of bacterial microbiomes,

obtained from earthworm fertiliser, vermicompost, were investigated on Article History

inhibitions of mycelial growth of major foliar and soilborne fungal Received - 05.08.2019
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Botrytis cinerea, Verticilium dahliae. Total of 69 putative bacterial

biocontrol agent (BCA) isolates were obtained from commercial Ié.esiwo'rdi 1
vermicompost lots. Among them, 28 bacterial isolates (49.12% of total lologica GO
Antagonist

isolates) were inhibited mycelial growth of S. sclerotiorum by 1.72- X
75.43%, M. phaseolina by 1.67-65.83%, B. cinerea by 3.44-57.18%, v Scil-borne
dahliae by 2.28-58.74%, respectively. Majorities of bacterial isolates Fungal diseases
were identified as Bacillus spp. Certain isolates of Bacillus spp. have

caused noticeable morphological changes on mycelia of S. sclerotiorum.

Antagonistic potentials of bacterial isolates were found to increase by

pre-incubation time prior the fungal inoculation. Due to high

antagonistic properties, efficient isolates of Bacillus spp. may be used as

biocontrol agent against soilborne diseases as an alternative to

pesticides to promote organic and sustainable agriculture.
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Vermikomposttan Izole Edilen Mikrobiyomlarin in vitro Antagonistik Etkilerinin Belirlenmesi. KSU Tarim ve
Doga Derg 23 (1): 7-18. DOI: 10.18016/ksutarimdoga.vi.601936.
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GIRIS

Turkiye, dinyada orti alt1i ve acik alanda sebze
yetigtiriciligi yapilan iilkeler arasinda 6nemli bir yere
sahiptir. Turkiye'nin 2018 yili TUIK verilerine gore
8.206.680 dekar alanda yapilan sebze turetimi sonucu
30.032.827 ton iiriin elde edilmistir (Anonim, 2018).
Turkiye'nin bolgelere gore sebze liretim miktarlarina
bakildiginda ise Akdeniz Bolgesi 1.587.635 da alanda
yapilan 9.460.978 ton sebze Uretimi ile Tirkiyenin
toplam sebze tiretiminin %31.5 gibi biuytuk bir
bslimiini karsilamaktadir (Anonim, 2018). Bu bélge
igerisinde Hatay ili, sebze tretimi acisindan Antalya,
Mersin ve Adana illerinden sonra dérdiincii sirada
bulunmaktadir (Anonim, 2018).

Bolgemizde ve Turkiye’de sebze uretimini sinirlayan
ve 6nemli Uriin kayiplarina neden olan faktorlerden
birisi, bitki patojeni fungal hastalik etmenlerinin
olusturdugu hastaliklardir. Orti alt1 ve acik alanda
yapilan sebze yetistiriciligi sirasinda karsilasilan
toprak patojenlerinden Sclerotinia sclerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Verticilium dahliae ile
hava kokenli Botrytis cinerea tim dinyada ve
Turkiye'de sebzelerde solgunluk, kok ve kok bogazi
curikliga ve yamkhk ve kursuni kuf gibi
hastaliklara neden olmaktadirlar. Hastalik etmenleri,
bitkinin fide doéneminde oldugu kadar ileri
donemlerinde de ortaya ¢ikmak suretiyle erken
infeksiyonlarda bitki o6limlerine yol acan o6nemli
fungal tirlerdir (Yiicel, 1994; Kiran ve Ertunc, 1998;
Soylu ve Kurt, 2001; Katan, 2017; Koivunen ve ark.,
2018).

Bu patojenlerden S. sclerotiorum, V. dahliae ve M.
phaseolina toprakta olusturduklar1 dayanikl yapilar
olan sklerotlarla toprakta uzun yillar konukgulari
olmaksizin canli kalabilmektedirler (Punja ve Rahe,
1992; Mihail, 1992; Sneh ve ark., 1997; Katan ve ark.,
2012; Malcolm ve ark., 2013; Katan, 2017). Ozellikle
1liman iklim bélgelerinde ve inokulumun fazla oldugu
orta alt1 ve acik alan sebze yetistiriciligi yapilan
alanlarda  6nemli  Uriin  kayiplari meydana
getirebilmektedirler.

Ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olan toprak
ve hava kokenli fungal hastaliklarin miicadelesinde
genelde pestisitler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Toprak kokenli fungal patojenler, tarim
ekosistemlerinin iretkenligini sinmirlayan, dayanikh
veya tolerant cesit ve sentetik fungusit kullanimi zor
etmenlerdir. Cevre dostu fungusitlerin yetersizligi,
patojenlerde fungisit dayaniklihiginin ortaya g¢ikisi ve
patojen popiilasyonlarinin konuk¢u dayaniklhiligini
kirmast (Mc Donald ve Linde, 2002) alternatif
micadele yontemleri gelistirilme ¢abalarinin altinda
yatan nedenlerdendir. Diinyada toprak
dezenfeksiyonunda en etkili fumigant olarak
kullanilan metil bromid’in yasaklanmasi da alternatif
kontrol metodlarinin arastirilma ihtiyacini daha da

arttirmigtir (Katan, 1999; Martin, 2003). Hayvan
giibresi, yesil giibre, kompost ve torf (turba) gibi
organik materyallerin kullanimi hem geleneksel hem
de biyolojik  sistemlerde toprak yapis1 ve
verimliliginin saglanmasinin yani sira bu topraklarda
yetigen urlinlerde toprak koékenli patojenlerin neden
oldugu hastaliklarin gériilmesini azaltmasi agisindan
onerilmektedir (Gamliel ve Stapleton, 1993; Magid ve
ark., 2001; Conklin ve ark., 2002; Cavigelli ve Thien,
2003; Litterick ve ark., 2004; Noble ve Convertry,
2005; Gamliel ve Stapleton, 2012). Bu alanda toprak
kalitesini arttiran degisik aerobik kompostlarin yani
sira, solucandan elde edilen vermikompost veya
vermikest olarak bilinen (solucan digkisi; giibresi)
urunler ¢ok biiytik 6nem kazanmagtir.

Solucan tarafindan iglenen organik atiklarin son
urinu olarak ortaya ¢ikan vermikestin bir ortam veya
topraga karistirildiginda bu ortamlarin fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyal 6zelliklerini arttirdig: ve bitki
gelisimini uyardig1 bilinmektedir (Arancon ve ark.,
2004; Atiyeh ve ark. 2000). Farkli bitkisel ve
hayvansal orijinlere sahip kompost materyallerinin
bitki beslemeye etkisinin yam sira 6zellikle toprak
kokenli bitki patojenlerinin gelisimi ve baskilanmasi
uzerine etkinliklere sahip olduklarinin belirlenmesi
(Hadar, 1991), s6z konusu materyallerin organik
tarim uygulamalarina yonelik calismalarda yogun
olarak kullanilmasina neden olmustur (Boehm ve
ark., 1993). Yapilan calismalarda Vermikompost
iceriginin %97’sini bitki tarafindan biiylime sirasinda
dogrudan alinabilir formdaki azot, fosfor ve potasyum
gibi 6nemli bitki besin elementlerinin olusturdugu
bildirilmistir (Hoitink ve ark., 1997). Biiyiikbas
hayvan gibresinden tretilen vermikompostlarin
uygulandigr topraklarda Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Phytopthora nicotiana var.
nicotianae ve Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ve
Plasmodiophora brassicae gibi baz toprak kokenli
patojenleri bastirdign bildirilmistir (Szczech, 1993;
Szczech, 1999; Devi ve ark., 2013; Barocio-Ceja ve
ark., 2013; Pandya ve ark., 2017). Vermikompostun
cimlenme oOncesinde, sirasinda ve sonrasinda sebep
olduklar1 enfeksiyonlar sebebiyle buyik ekonomik
kayiplardan sorumlu toprak ve hava koékenli bitki
hastaliklarin1 baskilama kapasitesinin arastirildig:
saks1 denemelerinde, Rhizoctonia, Fusarium (Simsek-
Ersahin. 2007), Pythium ve Verticillium (Edwards ve
Arancon, 2004) gibi toprak kékenli patojenlerin sebep
oldugu hastaliklar: etkili sekilde kontrol edebildigini
ortaya koymustur. Vermikompost uygulamasinin
dogrudan uygulandigi topraklarda hastalik
etmenlerinin geligimini baskiladigi1 bu ¢aligmalarda,
fungal etmenlerin gelisimlerinin engellenmesinde rol
oynayan etki mekanizmalar1 izerine yapilmis detaylh
bir ¢calismaya rastlanilmamagtir.

Bu c¢alismada solucan giibresi olarak bilinen
vermikompost’tan farkh tiirlere ait biyolojik miicadele
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etmeni (BCA) bakteri izolatlarin izolasyonu, teshisi
ve bu izolatlarin sebzelerde genis konuk¢u dizilime
sahip olan yaprak ve toprak kokenli fungal hastalik
etmenlerinden B. cinerea, S. sclerotiorum, M.
phaseolina ve V. dahlia€ya kars1 antagonistik etkileri
in vitro kogullarda arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOD
Fungus ve Vermikompost Materyali

Denemede Sclerotinia sclerotiorum izolati domates
bitkisinden (Tiibitak 1080304 nolu projeden), M.
phaseolina izolat1 biber bitkisinden (MKU BAP 06-M-
0202 nolu projeden), V. dahliae ve B. cinerea
izolatlar1 1se patlican ve domates bitkilerinden
(Tibitak TOGTAG 3104 nolu projeden) elde
edilmigtir. Bu izolatlar deneme siiresince saf kiultiir
olarak +4°C’de veya uzun sireli olarak —20°C’de
saklanmistir.

Calismada kullanilmis olan vermikompost materyali
ise Bionat firmasindan saglanmigtir.

Vermikomposttan Aday Antagonist Bakteriyel
Izolatlarin Elde Edilmesi

Vermikompost’dan aday antagonist bakteri
izolatlarinin mikrobiyal poptlasyonlar: ve

izolasyonlar1 250 ml’lik erlenler icerisindeki 90 ml
steril saf suya 10 g kompost Orneginin ilave
edilmesiyle belirlenmistir. Erlenler 20 dk. stireyle 200
rpm hizla orbital ¢alkalayicida ¢alkalandiktan sonra
seri halinde seyreltilmis (10! ile 109 siispansiyonlar
(200 pl) Nutrient Agar (NA, Merck, Germany),
Pseudomonas F Base Agar (KBA, Merck, Germany),
Tryptic Soy Bean Agar (TSBA, Merck Germany) besi
ortamlara yayilarak 25°C’de 48 saat inkiibe
edilmigtir. Bakterilerin ekimi yapilan petriler
uzerinde gelisen izolatlarin koloni morfolojilerine gére
ve aday izolatlar ortamda gelisen populasyonu temsil
edecek gekilde rastgele sec¢ilmis ve daha sonra tek
koloniden saflastirilmistir. Her bir koloni bir izolat
olarak degerlendirilmistir.

Antagonist Bakteriyel Izolatlarmn Tams:

Vermikomposttan izole edilen aday antagonist
bakteri izolatlarinin 6ncelikle klasik ve biyokimyasal
testlemeler ile 6n teshisleri yapilmigtir. Saflagtirilan
tim bakteri izolatlarina gram boyama, oxidaz testi,
hareketlilik, spor olusumu ve katalaz testleri
uygulanmigtir (Lelliott ve Stead, 1987). Icerisinde
KBA Dbesi ortami bulunan petrilerde gelisen
bakterilerin 366 nm’lik UV 1gsik altinda tutularak
ozellikle floresan Pseudomonas spp. ait bakteri
izolatlarin ayrimi1 amaci1 ile kullanilmigtir. Tim
bakteri izolatlar1 rutin analizler i¢in +4°C’de
buzdolabinda petri kaplari igerisinde, uzun siireli
saklamalar i¢inse %20’lik gliserol igerisinde —80°C’de
derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

On teshisleri yapilmig izolatlarin kesin tiir
teshislerinde yag asit metil ester (FAME) ve MALDI-
TOF tanilama sistemleri kullamlmistir (Sasser,1990;
Ahmad ve ark., 2012). TSBA kat1 besi ortamlarina 4
fazli ¢izgi ekim yapilmis bakteri izolatlarin yag asit
metil ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu,
saflagtirilmasi ve analizleri Sasser (1990) tarafindan

bildirildigi gibi yag asit metil esterlerinin
saflagtirilmasini miiteakip, yag asitlerinin
metillestirilmesi adimlar1i uygulanmak suretiyle

yapilmistir. Bakterilere ait yag asitleri metil esterler
gaz kromotografisi (Agilent Technologies 6890N
Network GC System) ile izolatlarin yag asiti
profillerine gore ayristirillmasi sonucu tanilar
Sherlock MIS (Microbial Identification System)
RTSBA 6.0 yazilimi1 (Microbial Microbial ID, Inc.,
Newark, Delaware) ile yapilmigtir.

Bakteriyel aday antagonist izolatlarin tanisi ayrica
son yillarda mikrobiyolojik tanilamada hizli ve
giivenilir en son teknolojilerden olan matriks yardimli
lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus sureli kiitle
spektroskopi (MALDI-TOF MS) cihazi ile (Bruker
Microfleks LT Biotyper, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) ile teyit edilmistir. MALDI-TOF sistemi
dogrudan bakteriden lazer ile elde edilen protein
profillerinin cihaz tarafindan kiitiiphanesinde taniml
izolatlar ile karsilastirilma prensibine dayanan en
son teknolojik bir tanilama sistemidir. Saf kilturden
alinan ve kati TSA besi ortaminda gelisen 1 gunliikk
bakteri kolonisinden alinan 6rnekler ethanol/formik
asit yontemi ile muamele edildikten sonra (Pavlovic
ve ark., 2012) cihazin érnek tablasina (target)
yiklenerek cihazin kutiphanesindeki
mikroorganizmalar ile BioTyper™ 1.1 software
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) yazilimi ile
kargilagtirmak sureti ile teghisleri yapilmistir.

Titiinde Agim Duyarhlik (HR= Hypersensitive
Reaction) ve Patates Yumugak Ciiriikliik Testi

Vermikomposttan elde edilen aday bakteriyel
izolatlarin patojen/saprofit durumlarinin belirlenmesi
amac1 ile tiitiinde asir1 duyarhlik testi (HR)
yapilmigtir (Lelliot ve Stead, 1987). HR testinde NA
besi yerinde 2 gunlik bakteri kiiltiirleri steril saf su
icerisinde 108 hiicre ml! (0D=0.13) yogunlukta
siispanse edilerek tiitin yapraklarinin dokusu
igerisine enjekte edilmigtir. Negatif kontrol olarak
yapraklara steril saf su inokule edilmis, pozitif
kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
izolat1 kullanmilmigtir. Inokulasyondan 2 glin sonra
degerlendirme yapilarak inokulasyon noktasinda
doku c6kmesine neden olan izolatlar HR (+) olarak
kabul edilmistir. HR testi negatif olan izolatlara ayni
zamanda patates dilimi yumusak curiklik testi
uygulanmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
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Izole Edilen BCA Izolatlarin Fungal Etmenlerin
Misel Gelisimi Uzerine Antagonistik Etkilerinin
Belirlenmesi

Secilen aday BCA Dbakteriyel izolatlarin hastalik
etmenlerinin misel gelisimini engelleme (antagonize
etme) potansiyelleri PDA iceren petri kaplarinda
onceden bildirildigi gibi ikili kiltiir testlemeleriyle
belirlenmistir (Soylu ve ark., 2005). Bu testlerde her
bir petrinin ucuna test edilecek bakteriyel izolat
cizilerek 26°C’de 2 giin 6n inkiibasyona birakildiktan
sonra PDA besi ortaminda gelismis 7 giinliikk patojen
fungus kultiirlerinin u¢ kisimlarindan alinan 6 mm
capinda misel diskleri besi yerinde gelismis aday
antagonist bakteri izolatlarinin 4 cm uzagina
yerlestirilmis ve  26°C'de  tekrar  gelismeye
birakilmigtir. Kontrol petrilerine herhangi bir
antagonist bakteriyel izolat c¢izilmemistir. Kontrol
petrilerinde  patojen fungusun igaretli alana
ulagsmasiyla birlikte bakterilerin ¢izildigi tim
petrilerde bakteriye dogru yonelen fungal misel
gelisimi (MGu) 6lciilmiis (fungal etmenlerin
gelismesine bagh olarak inokulasyondan 4-7 gin
sonra) ve kontrol petrilerdeki misel (MGk)
gelismesine gore % engelleme oranlarinin asagida
verilen formile gore hesaplanmigtir.

%Engelleme = (MGk-MGu)/MGk)*100
Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in ol¢iimler 3

farklh petri kabinda yapilmig, deneme 2 farkh
zamanda tekrar edilmigtir.

On inkﬁbasyop Siiresinin Bakterilerin Antagonist
Potansiyelleri Uzerine Olan Etkinligi

Antagonist  bakteriyel izolatlarin  antagonistik
potansiyelleri lizerine 6n inkiibasyon siiresinin olan
etkinliginin belirlenmesi amaciyla yapilmisg

calismalarda, farkli izolatlar PDA iceren petrilere
fungus inokulasyonundan 1, 24, 48 ve 72 saat
oncesinden ¢izilerek 6n inkubasyona birakilmig, daha

sonra  Macrophomina  phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum ve Botrytis cinerea kilturlerinden
alinan fungal diskler ikili kiltir petrilerinde
bakterilerin ¢izildigi noktadan 4 cm uzagina
yerlegtirilerek inkiibasyon igin gelismeye
birakilmigtir. Kontrol olarak sadece fungus ekimi
yapilmistir. Degerlendirmeler ikili kultar

testlemelerinde oldugu gibi yapilmig ve patojen
gelisiminin antagonist bakteri izolatlari tarafindan
engellenmeleri (%) hesaplanmigtir.

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in &lgimler 3

farkli petri kabinda yapilmig, deneme 2 farkl
zamanda tekrar edilmigtir.

Antagonist Bakteri Izolatlarm Fungus Hifleri
Uzerinde Olugturdugu Morfolojik Degigikliklerin
Belirlenmesi

Antagonist izolatin bulundugu petrilerde gelistirilen

10

funguslarin miselleri lizerinde meydana gelebilecek
morfolojik degisiklikler Nomarski-faz kontrasth 1sik
mikroskobu (Olympus BX-51, Tokyo, Japan) altinda
belirlenmigtir.

In wvitro ikili kultir testlemeleri sirasinda bazi
petrilerde gelisen fungus  Thiflerinde gobzlenen
morfolojik degisikliklerin mikroskop incelemeleri
uygulamalardan 7 giin sonra, dogrudan besi ortami
uzerinde gelisen miseller Uzerinde yapilmigtir.
Muamele gormis fungal yapilar1 Nomarski-faz
kontrasthh 1s1k mikroskobunda incelemek igin %50
glycerol i¢inde preparatlar: hazirlanmisg, lacto phenol-
tryphan blue ile boyanarak yapisal degisiklikler
belirlenmistir (Soylu ve ark., 2010).

Deneme Deseni ve Istatistik Analizler

Tim denemeler tesadiuf bloklar1 deneme desenine
gore kurulmus olup, patojen gelisiminin engellenme
oranlar1 % oranlarina cevrilmeden SPSS istatistik
programi (SPSS Statistics 17.0) kullamilarak tek
yonli ANOVA ile Varyans Analizi yapilmis ve
izolatlar arasindaki farklihk Duncan  Coklu
Karsilastirma Testi (Duncan’s Multiple Range Test)
ile tespit edilmistir (p<0.05).

BULGULAR ve TARTISMA
Vermikomposttan Izole Edilen Antagonist Bakteri
Izolatlarin Karakterizasyonu ve Tanilanmasi

Vermikompostlardan segici ve genel besi yeri
uzerinde yapilan izolasyonlarda genel populasyonu
temsil eden farkli morfolojik yapida 49 bakteriyel
izolat elde edilmistir(Cizelge 1). Bakteriyel izolatlar
arasindan 13 izolat tiutiinde HR pozitif veya patates
dilimleri Gzerinde yumusak clriikliige neden olmalar:
sebebiyle bitki patojeni olarak kabul edilmis ve bu
yluzden de denemelerden gikartilmistir. HR ve patates
dilimi yumusak c¢iirtikliik testinde negatif sonu¢ veren
toplam 36 izolattan 28 izolatin tanisi1 yapilabilmisg, 8
izolatin teshisi FAME analizleri sonucu kiitiphanede
herhangi bir tir ile eslesememistir. FAME analizi
yapilmig tirlerin teghisleri MALDI-TOF analizler ile
teyit edilmigtir. Elde edilen izolatlara cins diizeyinde
bakildiginda biiyiik bir kisminin Bacillus spp. (23
adet ile toplam izolatin %82.1) cinsi igerisinde yer
almistir (Cizelge 1).

Teshisi yapilabilen 28 bakteriyel izolat arasindan
Bacillus spp. ait olarak 12 adet Bacillus pumilis
(BV1-2, BV1-3, BV1-4, BV1-8, BV1-14, BV1-15, BV2-f,
V2-g, BV3-C, BV3-D, BV3-G, BV3-K), 4 adet Bacillus
cereus (BV1-16, BV2-e, BV2-h, BV3-B), 2 adet
Bacillus Ilicheniformis (BV3-H, BV3-L), 2 adet
Bacillus megaterium (BV2-a, BV2-a), 2 adet Bacillus
thuringiensis-israelensis (BV1-13, BV2-d), 1 adet
Bacillus subtilis (BV1-12) izolat1 tanimlanmigtir.
Bacillus spp. yanisira diger aday antagonistlerden 1
adet Virgibacillus pantothenticus (BV1-1), 1 adet
Acetobacter  pasteurianus  (BV1-6), 1 adet
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Photorhabdus Iuminescens-luminescens (BV3-A),1
adet Stenotrophomonas maltophilia (BV1-7),1 adet
ise Salmonella typhimurium (BV1-10) izolat1 izole
edilerek tanilamalar1 yapilmigtir.

Aday Antagonist Bakterilerin in vitro Biyokontrol
Etkinliklerinin Belirlenmesi

Tanis1 yapilan 28 aday antagonistlerin farkli hastalik
etmenlerine karg1 gosterdigi antagonistik etkinligi
ikili kiiltiir testlemeleriyle belirlenmistir (Cizelge 2,
Sekil 1). Test edilen 28 izolatin in vitro antagonistik
etkinligi test edildigi fungal tiirlere gore degisiklik
gostermigtir.

Cizelge 1. Vermikompost glibresinden izole edilen
FAME ve MALDI-TOF ile tanis1 yapilan
antagonist bakteri izolatlar:

Table 1. Antagonist bacterial 1solates which obtained

from vermicompost and identified by FAME

and MALDI-TOF
Izolat No Tir Ad1
BVi-1 Virgibacillus pantothenticus
BV1-2 Bacillus pumilus
BV1-3 Bacillus pumilus
BVi-4 Bacillus pumilus
BV1-6 Acetobacter pasteurranus
BV1-7 Stenotrophomonas maltophilia
BV1-8 Bacillus pumilus
BV1-10 Salmonella typhimurium
BV1-12 Bacillus subtilis
BV1-13 Bacillus thuringiensis-israelensis
BV1-14 Bacillus pumilus
BV1-15 Bacillus pumilus
BV1-16 Bacillus cereus
BV2-a Bacillus megaterium
BV2-b Bacillus megaterium
BV2-d Bacillus thuringiensis-israelensis
BV2-e Bacillus cereus
BV2-f Bacillus pumilus
BV2-g Bacillus pumilus
BV2-h Bacillus cereus
BV3-A Photorhabdus luminescens-luminescens
BV3-B Bacillus cereus
BV3-C Bacillus pumilus
BV3-D Bacillus pumilus
BV3-G Bacillus pumilus
BV3-H Bacillus licheniformis
BV3-K Bacillus pumilus
BV3-L Bacillus licheniformis

Test edilen aday antagonistlerin S. sclerotiorumun
misel gelisiminin  engellenmesi {izerine olan
etkinligine bakildiginda izolatlar arasinda en etkili
izolatin %75.43 engelleme orani ile Bacillus pumilus
BV1-8 izolatinin oldugu, bu izolat1 %72.97 engelleme
orani ile Bacillus megaterium BV2-b ve %72.15
oranlarla Bacillus pumilus BV1-2 ve BV1-3
izolatlarinin izledigi tespit edilmistir. S. sclerotiorum
misel gelisimini en digiik oranda engelleyen aday
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antagonist 1izolat ise %1.72 oranla Acetobacter
pasteurianus BV1-6 izolat1 olmustur (Cizelge 2, Sekil
1.

Test edilen aday antagonistlerin M. phaseolinanin
misel gelisiminin engellenmesi tizerine etkinligine
bakildiginda 1izolatlar arasinda en etkili izolatin
%65.83 engelleme oram ile Bacillus pumilus BV1-8
izolatinin oldugu, bu izolat1 %61.67 engelleme oranm
ille Virgibacillus pantothenticus BV1-1 ve %57.5
oranlarla Bacillus pumilus BV2-g izolatlarinin
izledigi tespit edilmistir. M. phaseolina misel
gelisimini en disik oranda engelleyen aday
antagonist izolat ise %1.72 oranla Stenotrophomonas
maltophilia BV1-7 izolat1 olmustur (Cizelge 2, Sekil
1.

Test edilen aday antagonistlerin B. cinereanin misel
gelisiminin engellenmesi uzerine etkinligine
bakildiginda izolatlar arasinda en etkili izolatin
%57.18 engelleme orani ile Bacillus pumilus BV3-C
izolatinin oldugu, bu izolati %56.34 engelleme oram
ille Bacillus subtilis BV1-12 ve %53.82 oranlarla
Bacillus megaterium BV2-b izolatlarinin izledigi
tespit edilmigtir. B. cinereanin misel gelisimini en
dusik oranda engelleyen aday antagonist izolat ise
%3.44 oranla Acetobacter pasteurianus BV1-6 izolati
olmustur (Cizelge 2, Sekil 1).

Test edilen aday antagonistlerin V. dahliaenin misel
gelisiminin  engellenmesi  {izerine etkinligine
bakildiginda izolatlar arasinda en etkili izolatin
%58.74 engelleme orani ile Bacillus subtilis BV1-12
izolatinin oldugu, bu izolat1 %56.57 engelleme oram
ile Bacillus licheniformis BV3-L ve %52.23 oranlarla
Bacillus cereus BV1-16 izolatlarimin izledigi tespit
edilmistir. V. dahliaémin misel gelisimini en disik
oranda engelleyen aday antagonist izolat ise %2.28
oranla Stenotrophomonas maltophilia BV1-7T izolati
olmustur (Cizelge 2).

Ikili kiltir testlemelerinde etkinlikleri belirlenen
farkli turlere ait bakteri izolatlarin genel olarak
degerlendirildiginde Bacillus spp. baglh izolatlarin
genel anlamda test edilen tiim fungal hastalik
etmenlerinin misel geligimi lizerine olan antagonistik
etkinliginin yiliksek diizeyde oldugu, Acetobacter
pasteurianus ve Stenotrophomonas maltophilia
izolatlarin ise etkinliginin olduk¢a disiik diizeyde
engelleme gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2).
Bacillus pumilus BV1-8 izolat1 en gii¢li antagonistik
etkinligi S. sclerotiorum ve M. phaseolina
etmenlerine kars1 gostermistir. Bir baska B. pumilis
izolat1 BV1-12, V. dahliae etmenine kars1 en yiliksek
etkinlik gosterirken, yaprak kékenli hastalik etmeni
olan B. cinereaya kars1 B. subtilis BV1-12 izolat1 en
etkili izolat olarak tespit edilmistir (Cizelge 2).

Calismada elde edilen izolatlar tiir diizeylerinde
incelendiginde endospor ilretme kabiliyetinde olan
Bacillus spp. ait izolatlarin (6zellikle Bacillus subtilis,
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B. megaterium, B. thuringiensis, B. pumilis, B.
cereus) test edilen fungal etmenlerin yamisira farkh
konukgu bitkilerde diger tohum, toprak ve yaprak
kokenli hastalik fungal ve bakteriyel etmenlerine
karg1 ylksek diizeylerde antagonistik etkinlikler
gosterdigi, antagonistik  etkinliklerin = genelde
antimikrobiyal bilegiklerin  (siderofor, proteaz,
amonyak gibi) yanisira, biyosiirfektant,
antimikrobiyal peptidler, mikolotik enzimlerden
chitinaz, B-1,3-glucanase and B-1,4-glucanase gibi
enzimlerden kaynaklandig: bildirilmistir (Huang and
Chen, 2004; Soylu ve ark., 2005; Araujo ve ark. 2005;

Chung ve ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn
ve ark., 2008; Gupta ve ark.,2006; Senthilkumar ve
ark., 2009; Kumar ve ark., 2012; Kara ve ark., 2016;
Aktan, 2018; Soylu ve ark., 2018; Bozkurt ve Soylu,
2019; Duman ve Soylu, 2019).

On inkﬁbasyop Siiresinin Bakterilerin Antagonist
Potansiyelleri Uzerine Olan Etkinligi

Antagonist bakteri izolatlarinin 6n inkibasyon
stiresiyle antagonistik potansiyelleri arasindaki iligki,
fungal etmenlere kars1 en yiiksek dizeyde etkinligi

Cizelge 2. Vermikompostlardan elde edilen farkli bakteri izolatlarinin in vitro kosullarda fungal hastalik
etmenlerinin misel gelisimini engelleme potansiyeli
Table 2. Potential of different bacterial isolates obtained from vermicomposts to suppress mycelial growth of

fungal disease agents in vitro conditions

Fungal Misel Geligimi (cm) ve % Engelleme

M. phaseolina S. sclerotiorum B. cinerea V. dahliae
pastert MG (cm) %MGE MG (em) %MGE MG (m) %MGE MG (cm) % MGE
BVi-1 1.532b 61.67 1.87c-e 54.14 2.47cd 37.87 1.53a-c 50.05
BV1-2 1.77ad 55.83 1.13ab 72.15 2.13a-c 46.26 1.57a-c 48.97
BV1-3 2.20d¢ 45.00 1.13ab 72.15 2.27be 42.91 1.502b 51.14
BVi-4 2.50fh 37.50 1.332b 67.24 2.07ac 47.94 1.63ad 46.80
BV1-6 3.10 22.50 4.00! 1.72 3.83h 3.44 1.502b 51.14
BV1-7 3.93i 1.67 3.67k 9.91 3.33fe 16.04 3.00K! 2.28
BV1-8 1.372 65.83 1.002 75.43 2.07ac 47.94 2.23fh 27.25
BV1-10 3.43t 14.17 3.50ik 14.00 2.80de 29.47 2.67k 13.14
BV1-12 1.97be 50.83 2.13¢f 47.58 1.732 56.34 1.272 58.74
BV1-13 2.13c8 46.67 1.93de 52.50 2.87df 27.79 2.00dg 34.85
BV1-14 2.17¢8 45.83 1.172b 71.33 2.13a¢c 46.26 1.73be 43.54
BV1-15 2.03¢t 49.17 1.27ab 68.88 2.33be 41.23 1.70be 44.63
BV1-16 2.67h 33.33 3.63K 10.73 3.53¢h 11.00 1.472b 52.23
BV2-a 1.90b-e 52.50 1.402c 65.60 1.97ac 50.46 1.93¢f 37.02
BV2-b 1.87be 53.33 1.102b 72.97 1.83ab 53.82 2.23fh 27.25
BV2-d 2.30eh 42.50 1.83¢ce 54.95 2.30be 42.07 2.03d¢ 33.77
BV2-e 2.07¢c8 48.33 3.30ik 18.92 2.13a¢c 46.26 2.03d¢ 33.77
BV2-f 1.97be 50.83 2.074f 49.22 2.03ac 48.78 2.23fh 27.25
BV2-g 1.70ac 57.50 1.60bd 60.69 2.47cd 37.87 2.07ee 32.68
BV2-h 2.67h 33.33 3.47ik 14.82 3.27e8 17.72 2.40s1 21.82
BV3-A 2.07c¢ 48.33 2.20ee 45.95 2.904Af 26.95 2.23fh 27.25
BV3-B 2.17c¢ 45.83 3.03ik 25.47 2.93df 26.11 2.80i1 8.79
BV3-C 2.17cg 45.83 2.27eh 44.31 1.70a 57.18 2.60h7 15.31
BV3-D 1.97be 50.83 2.30¢1 43.49 2.17a¢c 45.42 2.20fh 28.34
BV3-G 2.07cg 48.33 2.43f1 40.21 2.20ac 44.58 2.03d¢ 33.77
BV3-H 2.53sh 36.67 2.63¢7 35.30 2.93df 26.11 1.502b 51.14
BV3-K 2.13¢¢ 46.67 2.70h7] 33.66 2.07ac 47.94 2.009g 34.85
BV3-L 2.13c8 46.67 2.774 32.02 2.804de 29.47 1.332b 56.57
Kontrol 4.000 - 4.07! 3.97h 3.07

Ayni siitun icerinde yer alan ortalama misel gelisim (MG) degerlerin yanindaki aym harfler uygulamalar arasidaki farkin
istatistiksel olarak énemli olmadigini gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,<0.05). MGE: Misel Gelisimin

Engellenmesi
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Sekil 1. In vitro ikili kiiltiir testlerinde farkli antagonist bakteri izolatlarin S. sclerotiorum (A), M. phaseolina (B) ve B.
cinerea (C) fungal etmenlerinin misel gelisimini (0k) engelleme potansiyelleri. Bakteri izolati ile fungus misel
gelisimi arasindaki engelleme bélgesi (*) bakteri izolatlarina gore degisiklik gostermistir.

Figure 1. Figure 1. Potential inhibition of mycelial growth (arrow) of S. sclerotiorum (A), M. phaseolina (B) and  B. cinerea
(C) fungal agents by different antagonist bacteria isolates in in vitro dual culture test. The inhibition region (*)
between the bacterial isolate and fungal mycelium development varied according to bacterial isolates.

Cizelge 3. Fungal etmenlerin misel gelisiminin (cm) engellenmesi (%) iizerine antagonist bakteri izolatlarinin 6n

inkiibasyon stiirelerinin etkisi

Table 3. Effect of preincubation times on suppression (%) of mycelial growth (cm) of fungal disease agents by

antagonist bacterial isolates

Bakteriyel Izolatlar, Fungal Misel Geligimi (cm) ve % Engelleme

inkii(‘g:syon BV1-12 BV1-13 BV3-K

Fungal Etmenler siiresi (saat) MG MGE MG MGE MG MGE
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)

Kontrol 3.97f - 3.97f - 3.97f -
1 2.57e 35.35 2.40de 39.55 2.23cd 43.74
M. phaseolina 24 2.13b¢  46.26 2.23cd 43.74 2.17vd 45.42
48 2.07bc 47.94 2.17bd 45.42 2.10be 47.10
72 1.832 53.82 2.03a¢ 48.78 1.97ab 50.46

Kontrol 4.00¢f - 4.00¢f - 4.00¢f -
1 2.37¢ 40.83 2.27¢ 43.33 2.93e 26.67
S. sclerotiorum 24 2.27¢ 43.33 2.20¢ 45.0 2.87de 28.33
48 2.17bc 45.83 1.872 53.33 2.83de 29.17
72 1.93ab 51.67 1.802 55.0 2.63d 34.17

Kontrol 4.00¢ - 4.00¢ - 4.00¢ -
1 2.13cd 46.67 3.13f 21.67 2.27d 43.33
B. cinerea 24 1.97bc 50.83 3.07t 23.33 2.20cd 45.0
48 1.80ab 55.0 2.93ef 26.67 2.10cd 47.5
72 1.672 58.33 2.73¢ 31.67 1.93ac 51.67

Her fungal etmen icin hesaplanan ortalama misel gelisim (MG) degerlerinin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak o6nemli olmadigini gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi,<0.05). MGE: Misel

Geligsimin Engellenmesi

belirlenen farkli Bacillus tirlerine ait izolatlardan B.
subtilis BV1-12, Bacillus thuringiensis-israelensis
BV1-13 ve Bacillus pumulis BV3-K ile S
sclerotiorum, M. phaseolina ve B. cinerea etmenlerine
kars1 arastirilmigtar.

Test edilen fungal etmenlerden V. dahliaeénmin besi
ortaminda diger etmenlere kiyasla oldukc¢a yavas
gelismesi nedeni ile bu g¢alismada yer almamigtir.
Elde edilen sonuclar 6n inkiibasyon siiresiyle (1, 24,
48 ve 72 saat) bakterilerin antagonistik potansiyelleri
arasinda pozitif bir iligkinin oldugunu, her 3 aday
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antagonist izolatin fungal gelisimini engelleme
etkinliginin 6n inkiibasyon siiresinin uzunluguna
baglh olarak arttig1 gostermistir (Cizelge 3)..

On inkibasyon siiresinin, tretilen antifungal
bilesiklerin  konsantrasyonlarinin  yiikselmesine
katkida bulunarak fungal etmenlerin miselyal
gelisimlerinin engellenmesinde rol oynadigi yapilan
diger patojen-antagonist calismalarinda da
bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2001; Tekin ve ark.,
2004; Soylu ve ark., 2005; Yilmaz, 2008; Sonmez,
2018).
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Antagonist Bakteri Izolatlarin Fungus Hiflerinin bozulmalar ve anormallikler gbézlenmigtir.
Morfolojik Yapilarinda Meydana Getirdigi Inkiibasyon siiresi arttikca (inkiibasyonun 10.

Degigikliklerin Belirlenmesi

Bazi aday antagonist bakteri izolatlarin ikili kaltir
petrilerinde engelleme boélgesine yakin noktalardaki
fungus hiflerinin morfolojik yapilarinda 6nemli
degisikliklere neden olmustur. Ozellikle Bacillus
subtilis BV1-12,Bacillus  thuringiensis-israelensis
BV1-13 ve Bacillus megaterium BV2-a, Bacillus
cereus BV2-e izolatlar1 fungal hastalik etmeni S.
sclerotiorum hifleri tizerinde engelleme noktalarina
yakin yerlerde kararmalara neden oldugu net bir
sekilde gozlenmistir (Sekil 2). Bu bolgelerden alinan
misellerden yapilan preparatlar faz kontrasth igik
mikroskobu altinda incelendiginde, engelleme
noktalarina yakin yerlerdeki fungus hiflerinde
kararma (Seki 2A ve C), kivrilma, sitoplazmik
icerikte pihtilasma  (koagilasyon), vakuollesme,
sitoplazmik icerigin digariya bosalmasi (Sekil 2B ve
D) ve sonucta hifsel erimeler gibi morfolojik

C

giiniinde), sitoplazmasi bogalmis misellerin tamamen
koyulasip, siddetli deforme olarak nekrotik bir misel
haline dontismiis morfolojik yapisal degisiklikler
gorilmiistir (Sekil 2A-D). Bu tir petrilerdeki
engelleme bolgelerindeki morfolojik bozulmalarin
gozlendigi hiflerin bulundugu yerlerden alinan
misellerin tekrar bakterisiz PDA besi ortami iceren
petrilere konuldugunda c¢imlenememesi hiflerin
tamamen canhhgini yitirdiginin en kesin delili
olmustur. Yapilan 6nceki ¢alismalarda farkli fungal
turlerin hiflerinde gézlenen yapisal degisikliklerinden
sorumlu olan mekanizmalarin basinda bu calismada
da tamilanmig ayni tiirlere ait bakteri izolatlarinca
olusturulan  chitinases, dehydrogenase, B-1,3-
glucanase, B-1,4-glucanase, lipases, phosphatases,
proteases gibi ekstraseliiler hiicre duvarini yikan
mikolotik enzimlerden kaynaklandigi bildirilmigtir.

Sekil 2. In vitro ikili kiiltiir testlerinde antagonist bakteri izolat1 Bacillus megaterium BV2-a (A) ve Bacillus thuringiensis-
israelensis BV1-13 (C) izolatlarinin engelleme bélgelerine yakin noktalardaki S. sclerotiorum miselleri {izerinde
neden oldugu kararma (A ve C) ve sitoplazmik icerigin disari bogsalmasi (B ve D) seklindeki morfolojik degisiklikler
(0k). (E ve F) Kontrol petrilerinde saghkli gelisen misellerin goriiniimii (ok).

Figure 2. Morphological changes in the (B and D) release of cytoplasmic content (arrow) and (A and C) darkening (arrow) on
S. sclerotiorum mycelia at points close to the inhibition sites caused by antagonist bacterial isolates Bacillus
megaterium BV2-a (A) and Bacillus thuringiensis-israelensis BV1-13 (C) in vitro dual culture tests. (E and F) The
appearance of healthy mycelia in control petri plates (arrow).
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Antagonist bakteriler tarafindan salgilan ve hiicrede
deformasyona neden olan antifungal metabolit(ler)in
fungus miselleri lizerinde “geri doénlsiimsiiz hicre
membran zararlanmasina” (Irreversible Membran
Damage, IMD) neden olmak suretiyle hiicre
6limlerine neden oldugunu gostermektedir. IMD za
rarlanmas1 sonucu hiicre i¢inde biriken veya
sentezlenen antimikrobiyal sekonder bilesikler
sonucunda hiicre kararak nekrotiklegir, organeller
hiicre i¢inde butinligini ve fonksiyonelligini
kaybeder, hiicre iginde vakuollesmeler goérilerek
sonucta hiicre canlihigim yitirir (Woods ve ark., 1988).
Bu tur bakteri izolatlarca olusturulan mikolotik
enzimler aralarinda Botrytis cinerea ve Sclerotinia
sclerotiorum yer aldign Macrophomina phaseoll,
Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum,
Phytophthora sp., Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia
solani ve Pythium ultimum gibi toprak ve yaprak
kokenli 6nemli bitki hastalik etmenlerinin geligimini
baskilamada rol oynadig1i yapilan oOnceki birgok
calismada bildirilmistir (Huang ve Chen, 2004;
Araujo ve ark., 2005; Gupta ve ark., 2006; Chung ve
ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn ve ark.,
2008; Senthilkumar ve ark., 2009; Xiao ve ark., 2009;
Kumar ve ark., 2012; Kara ve ark., 2016; Jadhav ve
ark., 2017; Yang ve ark., 2018; Aktan, 2018; Soylu ve
ark., 2018; Sénmez, 2018).

SONUC ve ONERILER

Kompostlar ve kompost karisimlari mikrobiyal ve
besin yoniinden oldukc¢a zengin ve etkili biyokontrol
etmeni mikroorganizmalara konukg¢uluk eden organik
materyallerdir. Turkiye’de yetistiriciligi yapilan
sebzelerin 6nemli fungal hastalik etmenleri olan S.
sclerotiorum, M. phaseolina, V. dahliae gibi etkin bir
micadele imkani bulunmayan veya B. cinerea gibi sik
sik pestisit uygulamasindan dolayr ilaglara direng
geligtiren etmenlerin micadelesinde antagonistik
potansiyele sahip mikroorganizmalarin etkin bir rol
oynayabilecegi distinilmektedir.

Yapilan in wvitro etkinlik calismalarinda 6zellikle
Bacillus spp. baghh antagonist izolatlarin patojen
gelisimini oldukga etkili bir sekilde baskilamisg
olmasi, bu izolatlarinin hastalik etmenlerinin farkh
sebzelerde sebep oldugu kayiplari engellemede
kullanilabilecek bir araca dogrudan (biyolojik
preparat) déniistiiriilebilecegi diisiiniilmektedir.

Kompostlardan izole edilen mikroorganizmalarin
laboratuar kosullarinda geligtirilen
mikroorganizmalara oranla gerek ortama daha hizh
adaptasyon saglamasi gerekse minumum dizeyde
yetisme sartlarina ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
biyolojik miicadeledeki basari sanslarinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Larkin ve ark., 1996;
Sonmez, 2018). Pek ¢ok Bacillus spp., antimikrobiyal
bilesikler Uretmelerinin yam sira, olumsuz c¢evre
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kogullarina dayanikli spor olusturabilme yetenegine
sahiptir. Bu sporlar kolaylikla uygun teknolojilerle
biyolojik preparatlara donustirilerek birgok bitki
hastaliginin kontroliinde kullanilabilmektedir
(Emmert ve Hendelsmann, 1999). Bu antagonistlerin
test edildikleri hastalik etmenlerine karsi in vivo
kogullarda etkinliklerinin arastirilmasiyla biyolojik
preparat olarak kullanima en uygun olan izolatin

se¢cimi  mumkin olacaktir. Ayrica yapilacak
calismalar ile antagonist bakteri biyokontrol
etmenlerin hastalig: ¢gikigim engellemede

kullandiklari mekanizmalarin belirlenmesi tizerine
calismalarin sirdiirilmesi projenin yaygin etkisini
daha da artiracaktir.
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