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OZET Bitki Koruma

Bu c¢alismada, saghkl turuncggil cesitlerinden izole edilen 48 farklh

antagonist biyolojik miicadele etmeni (BCA) ve bitki gelisimini tegvik Aragtirma Makalesi

eden (PGP) endofit ve epifit bakteri izolatinin turuncgillerde sorun baz

fungal hastalik etmenlerine (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium Makale Tarihgesi

solani, Geotrichum citri-aurantii) kars1 in vitro antagonistik etkinlikleri Gelig Tarihi  :26.03.2024
ve etkinlik mekanizmalarinin belirlenmesi amaglanmigtir. MALDI-TOF Kabul Tarihi :08.05.2024

tanilama c¢alismalar1 sonucunda 33 izolat Gram-pozitif (Bacillus,
Lysinibacillus, Cronobacter, Staphylococcus) 15 izolat ise Gram-negatif

Anahtar Kelimeler

(Acinetobacter, Pseudomonas, Kosakonia, Enterobacter, Herbaspirillum, Antagonist
Klebsiella, Pantoea, Rahnella, Raoultella, Rhizobium, Siccibacter) Biyolojik miicadele
bakteri cinslerine ait tiirler olarak belirlenmistir. Ikili kiiltiir testlerinde Solgunluk,
Bacillus vallismortis YGL73ep, B. thuringiensis YGT22en, B. subtilis Antraknoz,
YGS5en, B. cereus YGK25en ve Pseudomonas chlororapsis YGM82ep Eksi ¢uriuklik

1zolatlar1 G. citri-aurantii, C. gloeosporioides ve F. solan’nin misel
gelisimini %65.5-77.2 oranlarinda engelleyen en etkili antagonist bakteri
izolatlar1 olarak belirlenmigtir. Temsili olarak secilen P. chlororapsis
YGMS82ep, B. vallismortis 73YGep, B. thuringiensis 22YGen ve B.
cererus 25YGen izolatlar1 tarafindan uretilen ugucu organik bilesikler
(VOC’s) fungal etmenlerin in vitro misel gelisimlerini énemli 6lciide
engellemigtir. Test edilen 25 bakteri izolatinin, 20 tanesi siderofor, 24
tanesi amonyak, 19 tanesi protease, 5 tanesi ise hidrojen siyanir
uretiminde pozitif etkinlik géstermistir. Bakteri izolatlarindan 21 tanesi
TAA hormonu tiretmis, 7 izolatin ise fosforu ¢ézebilme yeteneginde oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar, yiiksek diuzeyde antagonist ve PGP
etkinligi gosteren BCA izolatlarinin, turuncggil fungal hastaliklarin
baskilanmasinda biyopreparat, yetistiriciliginde ise biyogilibre olarak
kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermigtir.

Determination of in vitro Biocontrol Efficacy and Mechanisms of Action of Endophytic and Epiphytic

Bacterial Isolates against Some Citrus Fungal Disease Agents

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the in vitro antagonistic
activities and mechanisms of activity of 48 different antagonist biological
control agents (BCA) and plant growth promoting (PGP) endophyte and
epiphyte bacterial isolates against some fungal disease agents
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studies, 33 isolates were identified as Gram-positive (Bacillus,

Lysinibacillus, Cronobacter, Staphylococcus) and 15 isolates were Keywords

identified as Gram-negative (Acinetobacter, Pseudomonas, Kosakonia, Antagonist

Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pantoea, Rahnella, Raoultella, Biological control
Rhizobium, Siccibacter). Bacillus vallismortis YGL73ep, B. thuringiensis Wilt

YGT22en, B. subtilis YGS5en, B. cereus YGK25en and Pseudomonas Antracnose

chlororapsis YGM82ep isolates were found to be the most effective Sour rot

antagonist isolates suppressing mycelial growth of G. citri-aurantii, C.
gloeosporioides and F. solaniby 65.5-77.2% in in vitro dual culture tests.
Volatile organic compounds (VOCs) produced by representative isolates
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P. chlororapsis YGM82ep, B. vallismortis 73YGep, B. thuringiensis
22YGen, and B. cererus 25YGen significantly inhibited 1n vitro mycelial
growth of fungal agents. Of the 25 bacterial isolates tested, 20 isolates
were positive for siderophore, 24 isolates for ammonia, 19 isolates for
protease, and 5 isolates for hydrogen cyanide production. Of the bacterial
isolates tested, 21 isolates produced the hormone IAA and 7 isolates were
found to be capable of solubilizing phosphorus. The results showed that
the BCA isolates with high levels of antagonistic and PGP activities have
the potential to be used as biopreparat for the suppression of citrus fungal
diseases and also as biofertilizer in citrus cultivation.
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GIRIS

Anavatanmi Cin, Giineydogu Asya ve Hindistan olan
turuncggil gunumiizde subtropik iklimlere sahip
neredeyse tim ulkelerde yetigtirilmektedir.
Turuncggiller, diinyada en fazla yetistirilen ve tiikketilen
meyve grubu olup, 9.8 milyon ha alanda 103 milyon
ton uretim gerceklestirilmigtir. Turunggil tiretiminde
ilk siray1 41 milyon tonla Cin almakta olup, bu tlkeyi
18 milyon tonla Brezilya ve 15 milyon ton ile Kuzey
Amerika izlemektedir. Tirkiye, 5 milyon ton ile

turuncgil tretiminde yedinci sirada yer almaktadir
(FAO, 2021).

Turuncggiller yetistirme siiresince oldugu kadar
depolanma kosullar1 sirasinda da birgok toprak ve
hava kokenli fungal hastaliklar tarafindan etkilenir.
Diinyada ve Turkiye'nin énde gelen turunggil tiretim
bolgelerinde sikca goriilen fungal hastaliklar arasinda
antraknoz (Colletotrichum spp) (Guarnaccia ve ark.,
2017; Uysal ve ark., 2022.), Fusarium solgunlugu ve
kok clirtikligi (Fusarium spp.) (Kurt ve ark., 2020),
turuncgil meyvelerinde kahverengi ¢uriklik ve gévde
zamklanmas1 (Phytophthora citrophthora) (Kurbetli
ve ark., 2016), uckurutan (Plenodomus tracheiphilus)
(Krasnov ve ark., 2023), Alternaria kahverengi leke
hastaligi (Alternaria citr) (Giiney ve ark., 2023)
bulunmaktadir. Bahge kogullarinda ortaya g¢ikan
hastaliklarin yani sira, depolama siirecinde de eksi
ciriiklik (Geotrichum citri-aurantin, yesil kif
(Penicillium digitatum) ve mavi kif (Penicillium
italicum) hastaliklar1 turuncgil iiretiminde onemli
ekonomik kayiplara neden olan diger Onemli
hastaliklardir (Uysal & Kurt, 2019;).

Colletotrichum tirleri genellikle antraknoz
hastaligina neden olur ve fungus alemi icinde
Ascomycota subesine, Sordariomycetes sinifina,
Phyllachorales  takimina  ve  Phyllachoraceae
familyasina aittir (Shivas ve ark., 2016). Antraknoz
hastaligi, turunggillerin siirgiinlerinde geriye dogru
kuruma, yapraklarda lekeler, erken dénemde yaprak
ve meyve dokiilmeleri gibi belirtilerle kendini gésterir.
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Hastalik belirtileri, bitkilerin tim vegetatif ve
generatif organlarinda goriilebilir (Wang ve ark.,
2021).

Son yillarda Tirkiyenin turunggil tiretiminin yapildigi
alanlarda Fusarium solanrnin siklikla goéralmeye
baglamasiyla birlikte bu bolgelerdeki agaglarda farklh
kok curiklikleri ve solgunluk belirtileri ortaya
¢ikmigtir. Yeni tesis edilen bahgelerde ve yetigkin
agaclardan olusan bahcgelerde yogun kurumalara ve
solgunluklara rastlanmakta, ileri duzeyde bu tir
hastaliklardan  dolayr agaclarin  sokimu  ile
sonuclanan kayiplar ortaya cikmaktadir (Kurt ve ark.,
2020). Fungal hastalik etmeni, solgunluk, sararma,
nekrozlasma ve yapraklarin dokamu ile birlikte
enfekteli agaclarin hizla 6liimiine neden olur (Leslie &
Summerell, 2006; Yaseen & D’Onghia, 2012; Al-Sadi
ve ark., 2014; Bueno ve ark., 2014).

Geotrichum citri-aurantiinin yol agtig1 eksi ¢uriklik
hastaligi, bol yagisli mevsimlerde meyve tirtinlerinde
buyiik verim kayiplarina sebep olabilir. Bu hastalik,
olgunlasmis veya asir1 olgunlasmis meyvelerde, yesil
ve olgunlasmamigslara kiyasla daha fazla etki
gosterebilir. Ozellikle nemli iklimlerde uzun siiren
dénemlerde ve depolama siiresi uzun olan meyvelerde
bu hastalik ciddi sorunlara yol acabilir (Kara & Soylu,
2020; Soylu ve ark., 2022).

Toprak kokenli patojenlere karg: bazi fungusitlerin ya
tamamen etkisiz ya da yetersiz kaldig1 goérilmektedir
(Kara ve ark., 2024). Baz1 patojenlere karsida hic
ruhsatl fungusit bulunmamaktadir. Bu sebeple bilim
diinyas1 son yillarda biyolojik miicadele etmenlerinin
devreye girmesini hedeflemeleri nedeniyle mevcut
konu lizerine kurgulanmig ¢alismalara yogunlagmigtir
(Soliman & Badeaa, 2002; Kara ve ark., 2020; Kara &
Soylu, 2022; Soylu ve ark., 2022).

Bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel kokenli
hastaliklarla  kimyasal  miicadeleye  alternatif
yollardan biri ise saghikli bitki veya yetistidikleri
topraklardan izole edilen antagonist ve bitki geligsimini
tesvik eden (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB)



KSU Tarim ve Doga Derg 27 (6), 1376-1391, 2024
KSU J. Agric Nat 27 (6), 1376-1391, 2024

Arastirma Makalesi
Research Article

bakteriyel biyokontrol etmenlerinin kullanildig:
biyolojik miticadeledir. Son yillarda, hastaliklarla
biyolojik miicadele kapsaminda PGPR, epifitik
bakteriler ve endofit bakterilerin  kullanimi
artmaktadir. Daha o6nce yapilan c¢alismalarda,
Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacterium,  Clavibacter,  Curtobacterium,
FEnterobacter, Micrococcus, Paenibacillus,
Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia  ve

Stenotrophomonas gibi cesitli bakteriyel cinslere ait
endofit ve epifit karakterli antagonistik bakteri tiirleri
farkli kultir bitkileri ve yabani bitkilerden izole
edilerek biyolojik miicadele ve bitki geligimini tesvik
etme amach calismalarda incelenmistir (Tekiner ve
ark., 2019; Sturz ve ark., 2000; Duman & Soylu, 2019;
Aktan & Soylu, 2020; Soylu ve ark, 2020).

Yapilan bu c¢alismada, farkli turuncgil tirlerine ait
saglikll agaclarin farkli kissmlarindan (1) endofit ve
epifit bakteri izolatlarin izolasyonu, tamilanmasi; (1)
turuncgillerde  sorun  olan  fungal  hastalik
etmenlerinden Geotrichum citri-aurantii,

Colletotrichum gloeosporioides ve Fusarium solan/nin
uzerinde

misel gelisimleri in vitro biyokontrol

—

l"_ =
um citri-aurantii (A), Colletotrichum gloeosporioides (B) ve Fusarium solani
(C) izolatlarinin tek spor kiiltiirleri
Figure 1. Single spore cultures of Geotrichum citri-aurantii (A), Colletotrichum gloeosporioides (B) and Fusarium
solani (C) isolates used in the study

Sekil 1. Cahsmacia kullanilan Geotrich

Endofit ve Epifit Bakteri Izolatlarmin Izolasyonu ve
Secimi

Farkli turunggil gesitlerinden alinan saghkli bitki
ornekleri bahgeden getirildikten sonra kok, gévde,
surgun, yaprak ve gévde olarak gruplandirilmig ve her
gruba ayr1 bir kod verilmistir. Endofit bakteri
izolasyonu igin, bitki 6rneklerinin yiizeyleri muhtemel
fungal/bakteriyel epifit kontaminantlarin
uzaklagtirilmasi amaciyla temiz ¢cesme suyu altinda
yikanmis, daha sonra %70’lik etanol (3 dak.) ve %271ik
sodyum hipoklorit soliisyonunda (2 dak.) bekletilmek
suretiyle ylizey dezenfeksiyonlari tamamlanmistir.
Gerek etanol gerekse sodyum hipoklorit soliisyonunun
dokulardan uzaklagtirilmak amaciyla dokular 3 kez
steril su icinde (her defasinda 2 dak.) durulanmistir.
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etkinliklerinin belirlenmesi; (i) fungal etmenlerin

misel gelisiminin  engellenmesinde ve  bitki
biiytimesinin gelisiminde(PGP) rol oynayan olas1 etki
mekanizmalarinin karakterize edilmesi
amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOD

Fungal Hastalik Etmenleri

Biyoetkinlik ¢alismalarinda kullanilan ve ¢aligmanin
ana materyalini olusturan fungal hastalik etmenleri
Fusarium solani (Cfs®), Colletotrichum
gloeosporioides (LC5) ve GQGeotrichum citri-aurantii
(MKUGca2), HMKU Bitki Saglig1 Klinigi Uygulama ve
Arastirma Merkezi kiltir koleksiyonundan temin
edilmigtir. Bu patojenler Hatay ilinin en fazla
turunggil yetistiriciliginin yapildigi Erzin ilgesindeki
farkli hastalik belirtisi gésteren portakal (Washignton
Navel), mandarin (Owari Satsuma) ve limon (Meyer)
agaclarinin  kok, goévde, surgin, yaprak ve
meyvelerinden Patates Dekstroz Agar (PDA) besi
yerinde izole edilmis (Sekil 1), morfolojik ve molekiiler
olarak tanisi yapilmistir (Kurt ve ark., 2019; Kara ve
ark., 2020; Kurt ve ark., 2020).

=)

Son durulama suyundan alinan 200 pl su 6rnegi besi
yerine yayilarak yilizey dezenfeksiyonun kontroli
yapilmigtir. Yiizey dezenfeksiyonu tamamlanan
saglikli bitki dokular: 0.05 mM MgCl: tampon ¢ozeltisi
bulunan steril havan icerisinde iyice ezildikten sonra
5 dak. Dbekletilmistir. Buradan alinan bakteri
slispansiyonu secici King B (KB) besi yeri iizerine
bagetle yayilmak suretiyle ekimleri yapilmigtir. Epifit
bakterilerin izolasyonunda saghikli bitki kisimlarina
on dezenfeksiyon amach herhangi iglem
yapilmamigtir. Saghkh bitki dokular: 1-2 em boyunda
kesildikten sonra bitki dokulari veya toprak-kok
karisimi (5 gr) dogrudan steril 0.05 mM MgClz tampon
cozeltisi (yaklagik 50 ml) icine konulup, 30 dak. 200
rpm ortibal c¢alkalayici igerisinde c¢alkalamaya
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birakilmig, daha sonra buradan alinan siispansiyonlar
seri olarak sulandirildiktan (102, 103, 104, 105 ve 106)
sonra KB besi igeren petri kaplarina bagetle
yayilmigtir. Baz1 petriler icerisindeki besiyerleri
tzerine saglhikl kok dokular: dogrudan konularak kék
yizeyinden bakterilerin izolasyonlari
gerceklestirilmistir.

Aday epifit ve endofit bakteri izolatlarin bitki patojeni
olup olmadiginin belirlenmesinde tatiin bitkisinde
asir1 duyarlilik testi (HR) ile patates yumusak
ciiriikliik testleri yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
Her iki test sonucunda “negatif” olarak degerlendirilen
aday bakteri izolatlar1 TSA besi yerine ¢izildikten
sonra 37 °C en az 48-72 saat inkiibasyona birakilmis,
burada “gelismeyen” insan patojeni olmadig1 kabul
edilen bakteri izolatlar1 gerek tanilama gerekse in
vitro biyoetkinlik c¢alismalarinda “aday” biyolojik
micadele etmeni izolatlar olarak degerlendirilmeye
alinmigtar.

Bakteri izolatlarinin Tanilanmasi

Aday epifit ve endofit bakteri izolatlarinin tanilanmasi
calismalarinda tutin yapraklarinda HR, patates
dilimleri tizerinde yumusak curiiklik olusturmayan,
ayn1 zamanda 37 °C gelisme géstermeyen aday bakteri
izolatlar: tamilanmigtir. Saf kiiltiirde gelisen tek koloni
izolatlarin tanilanmasi MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany)  yontemi
kullanilarak yapilmigtir. Saf kiilltirden elde edilen ve
TSA besi yerinde 24-36 saat i¢inde gelisen saf bakteri
kolonileri, ethanol-formik asit yontemiyle ekstrakte
edilmis ve her 6rnek noktasina 1 pl HCCA Matrix
soliisyonu eklenmis ve kurutulmustur. Daha sonra,
bakteriler MALDI-TOF MS cihazina yiiklendikten

sonra bakteri izolatlarinin tir teshisleri,
BIOTYPER™ 3.0 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) yazilimi kullanilarak, cihazin

mikroorganizma kutiiphanesindeki standart tiirlerin
spektrumlar: ile eslestirilerek yapilmistir (Aktan &
Soylu, 2020).

Bakteri Izolatlarinin in vitro Kogullarda Antagonistik
Etkileri

Elde edilen bakteri izolatlarinin in vitro biyokontrol

etkinlik  potansiyelleri  G.  citri-aurantii, C.
gloeosporioides ve F. solaniye karsi belirlenmigtir.
Bakteri izolatlarinin fungal etmenlerin misel

gelisimini engelleme (antagonistik) etkinlikleri 9 cm
capinda, icerisinde TSA+PDA (1:1) besi yeri iceren
petri kaplarinda “ikila kultir” testleriyle
belirlenmigtir. Tkili kiltiir testlerinde petrinin st
noktasindan 2 cm gerisine ¢izgi ekim yontemi ile
¢izilmig bakteri izolatlar1 25 °C’de 48 saat on
inklibasyona birakilmisgtir. Bu siirenin sonunda 5
ginlik fungal kultiirlerinden alinan 6 mm ¢apli misel
diskleri gelisen bakteri kolonisinden 4 cm gerisine
yerlestirilmis ve tekrar gelismeye birakilmigtir.
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TSA+PDA besiyerlerine herhangi bir bakteri izolati
¢izilmemis, sadece fungal izolatin yerlestirildigi
petriler “kontrol” olarak kullamilmigtir. Tkili kiltir
testlerinde, “kontrol” petrilerinde bulunan fungal
hastalilk  etmeni  izolatlar  petriyi  tamamen
kapladiklar: zaman (fungal etmenlere gére degismekle
birlikte genelde inokulasyondan 4-5 giin sonra), tiim
petrilerde fungal etmenlerin bakteriye dogru yonelen
misel gelisim (MGu) mesafeleri cetvelle 6lctilmiistiir.
Bakterilerin antagonistik (engelleme) etkinlikleri,
kontrol petrilerdeki misel gelisim uzunluklar1 (MGk)
baz alinarak her bir bakteri izolatin misel gelisimini
engelleme oranlar1 %Abbott formuli kullanilmak
suretiyle hesaplanmistir (Soylu ve ark., 2020).

%Engelleme= (MGk-MGuw)/MGk))*100

Bakteri Izolatlarmin Siderofor ve Proteaz Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarimin siderofor ve proteaz {lretme
potansiyelleri uygun besi yerleri ve yontemlere gore
belirlenmigtir. Siderofor etkinligi Chrom Azurol-S
Agar (CAS) besi yeri tlizerinde (Schwyn ve Neilands,
1987), proteaz enzimi iiretim etkinligi %2 yag1 alinmis
siit tozu (Skimmed Milk Powder, Merck, Darmstadt,
Germany) bulunan Luria Broth Agar (SMLBA) besi
yeri iizerinde belirlenmistir (Perneel ve ark., 2007).
Bakteri kolonileri, steril kiirdan yardimiyla secilerek
her bir izolat i¢in ¢ farkli noktaya inokule edilmistir.
Inokulasyon isleminden sonra, bakteri izolatlar1 26
°C'de 2 gln boyunca inkiibasyona alinmigtir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, CAS besiyerinde "sar1-
turuncu" renkteki engelleme bolgeleri ve SMLBA
besiyerinde '"seffaf" renkteki engelleme bolgeleri
gozlemlenmistir. Bu engelleme bolgeleri, test edilen
bakterilerin siderofor ve proteolitik aktivitesi
oldugunu gostermektedir. Engelleme bolgelerinin ve
bakteri kolonilerinin caplari ayri ayri olgiilmustiir.
Siderofor (Sid-indeks) ve proteolitik (Pro-indeks)
etkinlik indeksleri, engelleme zon ¢apinin bakteri
koloni ¢apina  oranlanmasiyla  hesaplanmigtir
(Vazquez ve ark., 2000). Her bir bakteri izolat1 icin
6lcimler ¢ ayr1 petri kabinda gerceklestirilmis ve
deneme iki farklh zamanda tekrarlanmistir.

Bakteri Izolatlarinin Fosfor G6zme Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Bakterilerin fosforu ¢ézme yetenekleri Pikovskaya
Agar (PVK) besi yerinde tri kalsiyum fosfat Cas(PO.)
bilegiginin  ¢6zilme giddetine gore petrilerde
belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012). PVK besi yeri
uzerine taze bakteri kiiltiirlerinden steril kiirdan ile
alimip 3 farkli noktaya asilandiktan sonra, petriler 26
°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan
5 giin sonra bakteri izolatlarinin gelistigi noktalardaki
kolonilerin etrafinda geligen gseffaf engelleme bolgeleri,
test edilen bakteri izolatinin fosforu ¢6zme
yeteneginde oldugunu gbstermigtir. Bakteri
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izolatlarinin fosfor ¢6zme etkinligi, 6l¢lilen zon ¢apinin
gelisen bakteri kolonisinin c¢apina oranlanmasi ile
fosfor  ¢ozme Indeks  degerleri  (Fos-indeks)
belirlenmistir (Vazquez ve ark., 2000). S6z konusu
testlerde  bakteri izolat1 igin  Olgimler ve
degerlendirmeler 3 ayri petri icerisinde
gerceklestirilmis olup, deneme 2 farklhi zamanda
tekrarlanmagtir.

Bakteri Izolatlarinin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bakterilerin TAA tiretme yetenekleri Glickman ve
Dessaux, (1995) tarafindan tarif edildigi sekilde
Salkowski yontemi kullanilarak tespit edilmistir.
Secilmis  bakteri izolatlarin 48 saatlik taze
kiiltiirlerinden bakteri siispansiyonu (108 hiicre/ml)
hazirlandiktan sonra, 500 ul hacmindeki stispansiyon
L-tryphtophan (3 mg ml-?) igeren 5 ml steril LB besi
yeri bulunan cam tiiplere (10x120 mm) asilanmistur.
Bakteri 1zolatlarinin asilandigi besi yeri igeren tiipler
26 °C ayarl inkiibatérlii orbital ¢alkalayici (200 rpm)
uzerinde 4 gun sireyle tekrar inkiibasyona
birakilmigtir. Tiplerdeki sivi besi yerinde gelisen
bakteri stispansiyonundan alinan 2 ml siispansiyon
sogutmall santrifijde 5000 rpm’de 30 dak. santrifiij
edilmigtir. Sonrasinda, tiiplerin tst kismindan alinan
1 ml siispansiyon steril eppendorf tiplere aktarilmig
ve tizerlerine yaklasik 40 pl fosforik asit eklenmigtir.
Bu karisimin tamami 2 ml Salkowski ¢ozeltisi (150 ml
%98lik H2504, 250 ml of distile H20, 7.5 ml of 0.5 M
FeCls 6H20) iceren steril cam tiiplere aktarilmistir.
Tupler, inkibatorde 25 °Cde 30 dak. karanlikta
inktibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
slispansiyon renginin “agik sari’”dan “kirmizi-pembe”
renge dontsmesi, test edilen bakteri izolatinin besiyeri
iceriginde TAA tirettigini gostermistir. Uretilen TAA
miktarlar1 UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer,
Lamda 25, USA) cihaz1 ile 535 nm dalga boyunda
olciilmiistiir (Patten & Glick, 2002). IAA miktarlar
standart IAA (Merck, Darmstadt, Germany) c¢ozeltisi
ile hazirlanan “standart konsantrasyon egrisiyle”
karsilastirilmak suretiyle pg/ml (ppm) diizeyinde
belirlenmigtir.

Bakteri Izolatlarimin Amonyak (NHs) Uretme
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bakterilerin amonyak (NHs) {iretme etkinlikleri
Cappuccino ve Sherman, (2013) tarafindan bildirildigi
sekilde Pepton Water (PW) besiyelerine Nessler’s
cozeltisi ilave edilmek suretiyle belirlenmistir.
Igerisinde steril 5 ml PW igeren cam tiplere steril 6ze
yardimiyla 2 ginlik taze test edilen bakteri
izolatlarinin kultirinden alinan bakteri kolonisi
bulastirlmigtir. Inokulasyonlarin yapildig: tiipler 150
rpm’e ayarli inktubatorli orbital ¢alkalayicida 26 °C’de
4 gin stireyle inkiibasyona birakilmigtir.
Bulastirmalarin yapildig1 tiiplerde gelisen bakteri
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siispansiyonlarindan 1 ml alinmis, santrifiij (13000
rpm 5 dak) yapilarak siipernatant solsuyonu elde
edilmigtir. Elde edilen stipernatant soliisyonu tizerine
50 pl hacminde Nessler’s ¢ozeltisi ilave edildikten
hemen sonra (2-4 saniye) besi yeri icerisinde {iretilen
“amonyak” birikiminin olup olmadig, tiiplerdeki besi
yeri renginin “ac¢ik sari”dan “kahverengi veya koyu
sar1” renge doniigsmesiyle kalitatif (gézlemle) olarak
tespit edilmigtir.

Bakteri Izolatlarmin Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretim
Potansiyellerinin Belirlenmesi

Castric (1977) tarafindan bildirildigi tizere, 4.4 gr/L
glycine eklenmig TSA besi yerinde gelisen bakteri
hiicreleri tarafindan tiretilen ugucu HCN bilegeni petri
kapaginda bulunan ve pikrik asit/sodyum karbonat ile
1slatilmis (%0.5 pikrik asit (PA) + 2% sodyum karbonat
(Na2CO3): 100 ml steril su+0.5 gr PA+2 gr NasCOs)
filtre kagidi renginin sar1 renkten kahverengi veya
koyu kirmiziya dontsmesiyle kalitatif olarak
belirlenmigtir.

Bakteri Izolatlarimn Ucucu Bilegen(ler)inin in vitro
Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Bakteri izolatlari  tarafindan dretilen ugucu
bilesen(ler)inin in vwitro kosullarda antifungal
etkinlikleri daha onceden bildirilmis “kapali ikili
kiiltiir (sealed plate)” testleri ile belirlenmistir
(Chaves-Lopez ve ark. 2015). Antagonist bakteri
izolat1, iginde TSA besiyeri igeren petrilere ¢izilmis,
fungus izolat1 (6 mm disk) ise icerisinde PDA besiyeri
olan diger petriye yerlestirilmistir. Daha sonra her iki
kapak birbirlerine bakacak sekilde kapatilmis, olusan
ucucu bilesenlerin ortamdan uzaklagsmasi engellemek
amaciyla petri kapaklarinin kenarlari parafilm ile
sarilmigtir. Kontrol uygulmasi olarak TSA besiyeri
uzerine herhangi bir bakteri izolati ¢izilmemis, PDA

iceren  petriye sadece fungus misel diski
yerlestirilmigtir. Uygulama sonrasi petriler 25 °C de
inktibasyona birakilmigtir. Kontrol petrilerinde

bulunan fungus PDA besi yeri uzerinde gelisimi
tamamlandiktan sonra, fungal izolatlarin misel
gelisimi (MGu) caplar1 6lciilmiis ve kontrol
petrilerdeki  misel (MGk) gelisim caplarina
kiyaslanarak % engelleme oranlari hesaplanmigtir.
Her bakteri izolat1 igin 6lgimler 3 ayr1 petri kabinda
gerceklestirilmis olup, denemenin tekerrtrri 2 farklh
zamanda yapilmigtir.

Deneme Deseni ve Istatistik Analizler

Bakterilerin fungal etmenlere karst 1in vitro
antagonistik etkinlikleri ve etki mekanizmalarinin
belirlenmesi ¢aligmalar1 tesadiifi parseller deneme
desenine gore kurulmus, her bir uygulama igin 3
tekerriir kullanilmigtir. Denemelerde elde edilen
veriler, SPSS istatistik programi for Windows Version
17 (SPSS, 2008) kullanilarak tek yonlii varyans analizi
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yapilmis ve uygulamalar arasindaki farkhliklar
Duncan Coklu Karsilastirma Testi (P<0.05) ile analiz
edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Endofit ve Epifit Bakterilerin Izolasyonu

Hatay ilindeki turuncgil bahgelerinden, agaglarin
saglikli toprak alt1 (kok, kék bogaz1 ve kdoklere yakin
topraklar) ve toprak istii (siirgiin, yaprak ve meyve)
aksamlarindan, biyokontrol etkinlik c¢alismalarinda
kullanilmak tlizere toplamda 53 epifit ve 32 endofit
olmak tzere 85 bakteri izolat1 elde edilmigtir. Yapilan
testler sonucunda bitkide ve insanda hastalik etmeni
olmadig1 sonucuna varilan 26 endofit, 451 ise epifit
olmak tizere toplam 71 aday bakteri izolati elde
edilmigtir. ~MALDI-TOF  tanilama  calismalar
sonucunda indeks degeri 1.7 ve lizerinde olan toplam
71 bakteri izolattan, 51 izolat Gram-pozitif, 20 izolat
ise Gram-negatif olarak belirlenmistir. Tir diizeyinde
kesin  teshisi  yapilan ve literatlire  gore
insan/hayvan/gida patojenleri oldugu tespit edilen
(Bordetella petrii, Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp. ve Staphylococcus spp.) tiirlere ait
izolatlar calismalara dahil edilmemis olup, bu izolatlar
disinda kalan 48 aday bakteri izolatlari ile detayli
calismalar yapilmaya karar verilmigtir.

Endofit ve Epifit Bakterilerin Tanilanmasi

Izolasyon calismalari sonucunda bitki ve insan
patojeni olmadig1 belirlenen 48 adet bakteri izolati
elde edilmigtir. Elde edilen 48 izolatin MALDI TOF MS
analizleri sonucunda 22 izolat Bacillus tiirii, 7 izolat
Lysinibacillus, 3 izolat Acinetobacter, 2’ser izolat
Pseudomonas ve Kosakonia, 1’er 1zolat Burkholderia,
Cronobacter, Curtobacterium, Enterobacter,
Herbaspirillum, Klebsiella, Pantoea, Rahnella,
Raoultella, Rhizobium, Siccibacter ve Staphylococcus
cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

Bakteri Izolatlarimin in wvitro Kogullarda Fungal
Etmenlere Kargi Antagonistik Etkileri

Fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimleri farklh
antagonist  bakteriler  tarafindan  engellenme
potansiyelleri in vitro ikili kiltir testlerinde misel
gelisim caplar1 6lgilerek belirlenmig, elde edilen
sonuclar Cizelge 1 ve Sekil 1’de sunulmustur. Test
edilen fungal hastallk etmenlerinden G. citri-
aurantirnin misel gelisimini en yiksek duzeyde
engelleyen izolatlar sirasiyla, %77.2 ile B. vallismortis
YGL73ep, %76.6 ile B. cereus YGK25en, %73.3 ile
Pseudomonas  chlororaphis YGMS82ep  olarak
belirlenmistir (Sekil 2A). Antraknoz hastalik etmeni
C. gloeosporioidesin misel gelisimini en ylksek
diizeyde engelleyen izolatlar sirasiyla %72.7 ile B.
thuringiensis YGT22en, %71.1 ile B. vallismortis
YGL73ep ve B. cereus YGK25en, %65.56 ile P.
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chlororaphis YGMS82ep olarak belirlenmistir (Sekil
1B). Bir diger hastalik etmeni F. solanihin misel
gelisimini en yiiksek diizeyde engelleyen izolatlar ise
sirasiyla, %71.1 engelleme orani ile B. subtilis YGS5en
oldugu belirlenirken, bu izolat1 %70.0 engelleme orani
ile B. cereus YGK25en ve %66.1 engelleme orani ile P.
chlororaphis YGM82ep izolatlar: izlemistir (Sekil 2C).
Misel gelisimini engellemede yliksek diizeyde etkinlik
gosteren izolatlar arasinda oldugu kadar aym tiire ait
izolatlarin da misel gelisimini engellemesi arasinda
istatistiksel olarak o©nemli dizeylerde farkliliklar
goriilmiistiir (Cizelge 1). Bu calismada kullanilan 3
farkl fungal etmene kars1 >%50 antagonistik etkinlik
gosteren 11 endofit ve epifit bakteri izolat arasinda
Gram negatif P. chlororaphis YGM82ep disinda kalan
bakteri izolatlarin tamaminin Gram pozitif Bacillus
spp. ait 1izolatlar oldugu belirlenmistir. Izolatlar
arasinda (. citri-aurantii etmenine karsi >%50
antagonistik etkinlik gosteren toplam 21 izolattan 14
tanesi, C. gloeosporioidese karsi toplam 17 izolattan
15 tanesinin, F. solanrye karsi ise 17 izolattan 13
tanesinin benzer sekilde Bacillus spp. ait izolatlar
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).

Yapilan in witro ikili kultir c¢alismalarinda
antagonistik etkinligi yliksek olarak belirlenen
Bacillus cereus, B. mojavensis, B. vallismortis, B.
subtilis, ve B. thuringiensis gibi epifit ve endofit

kokenli Bacillus spp. turlerinin antimikrobiyal
etkinlige sahip farkli bilesikler tiretme potansiyeline
sahip olmalar1 nedeniyle biyolojik miicadele

calismalarinda en fazla irdelenen bakteriyel turlerdir
(Tariq ve ark., 2020). Soylu ve ark. (2022) tarafindan
yakin zamanda yapilan arastirmada, saglikli turuncggil
agaclarindan elde edilen 16 farkli bakteri izolatinin G.
citri-aurantirnin misel gelisimin engellenmesi in vitro
ikili kiltiir testleriyle ortaya konulmustur. Test edilen
bakteri 1izolatlar1 arasinda, Bacillus spp.'ye ait
izolatlarin misel gelisimini %59.5 ile %78.6 araliginda
engellerken, B. subtilis CM8 (%78.6) izolat1 en yiiksek
antagonistik  etkiyi  gosteren  izolat  olarak
belirlenmistir. Chenniappan ve ark. (2019) tarafindan
yapilan c¢alisma ile zerdecal bitkisinin kok ve
rizomlarindan izole edilen bakteriler 7 farkl rizom kok
curiklugi hastalik etmeni olan Rhizoctonia solani,
Schizophyllum commune, Macrophomina phaseolina,
Fusarium graminearum ve F. solaniye Kkarsi
antagonistik etkinlikleri arastirilmistir. S6z konusu
fungal patojenlere kars1 Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus amyloliquefaciens, B. tequilensis, B. cereus,
B. subtilis tirlerine ait 16 izolatin degisen oranlarda
antagonistik etkinlik gosterdikleri  bildirilmigtir.
Yapilan benzer c¢alismalarda Bacillus spp ait bazi
izolatlarin in vitro ve in vivo kogullarda turuncggillerde
depo hastalik etmenlerinden P. digitatum, P.
crustosum, P. Italicum ve G.citri-aurantiiye karsi
antifungal etkinlik gésterdigi bildirilmistir (Hong ve
ark., 2014; Chen ve ark., 2018; Tian ve ark., 2020).
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Cizelge 1. Antagonist bakteri izolatlarinin in vitro ikili kiiltiir testlerinde 3 farklh fungal etmenin misel gelisimini (mm)?2
engellemede gosterdikleri antagonistik etkinlikleri

Table 1. Antagonistic activity of antagonist bacterial isolates in inhibiting mycelial growth (mm)? of 8 different fungal agents
in in vitro dual culture tests

Fungal etmenler MG:
G. citri-aurantii C. gloesporioides F. solani

Bakteri Izolat: MG MGE MG MGE MG MGE

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
Bacillus vallismortis YGL73ep 13,673A 77,22 17,33abA 71,12 26,00¢tB 56,67
Bacillus cereus YGK25en 14,008bA 76,67 17,33abA 71,12 18,0024 70,00
Pseudomonas clororapsis YGM82ep 16,0024 73,33 20,67bcB 65,55 20,332bB 66,12
Bacillus cereus YGK28ep 17,33bdA 71,12 26,33¢¢B 56,12 27,004¢B 55,00
Bacillus cereus YGM3ep 19,33ceA 67,78 25,334 gB 57,78 21,33a¢cA 64,45
Bacillus cereus YGS13ep 20,004 A 66,67 24,00ctA 60,00 34,0018 43,33
Bacillus cereus YGK31len 22,00e8A 63,33 30,67hiB 48,88 31,33¢kB 47,78
Bacillus thuringiensis YGT22en 22,00¢8B 63,33 16,3324 72,78 28,33¢1C 52,78
Bacillus cereus YGP6en 23,00£hA 61,67 21,00b-dA 65,00 26,00¢tA 56,67
Rahnella aquatilis YGP63ep 23,00fhAB 61,67 22,33¢ceA 62,78 25,33b-eB 57,78
Bacillus cereus YGKL16ep 23,33fhA 61,12 26,00¢¢B 56,67 25,33b-eAB 57,78
Bacillus cereus YGP1len 23,33fhA 61,12 25,33d8A 57,78 31,33¢kA 47,78
Bacillus mojavensis YGM15en 23,33fhA 61,12 25,67¢8B 57,22 29,33¢iC 51,12
Burkholderia cepacia YGM75ep 23,33fhA 61,12 33,33imB 44,45 52,00prC 13,33
Bacillus mojavensis YGL69ep 24,678hA 58,88 30,67hiB 48,88 24,00beA 60,00
Acinetobacter johnsonii YGM76en 25,008hA 58,33 35,6710B 40,55 58,33tC 2,78
Bacillus simplex YGS12ep 26,004 56,67 22,00ceA 63,33 35,33kmB 41,12
Enterobacter xiangfangensis YGM80ep 26,33mA 56,12 32,33mB 46,12 32,00¢'kB 46,67
Rhizobium radiobacter YGM77ep 26,33mA 56,12 31,33h1A 47,78 49,330pB 17,78
Bacillus cereus YGM9en 29,0014 51,67 26,33¢8A 56,12 21,00acA 65,00
Herbaspirillum aquaticum YGM'78ep 29,33vkA 51,12 31,00bkA 48,33 59,67tB 0,55
Bacillus endophyticus YGL74en 31,331 47,78 33,33imA 44,45 59,00tB 1,67
Klebsiella oxycota YGP62en 31,6711 47,22 45,00rrB 25,00 32,67hkA 45,55
Lysinibacillus sphaericus YGM10en 32,67k mA 45,55 36,67moB 38,88 53,00rsC 11,67
Bacillus subtilis YGS5en 32,67kmC 45,55 27,33fhB 54,45 17,3384 71,12
Lysinibacillus sphaericus YGM4ep 33,00!mA 45,00 35,00i0A 41,67 38,33!mB 36,12
Bacillus safaensis YGMS83ep 33,00!mB 45,00 22,33ceA 62,78 55,67rtC 7,22
Lysinibacillus sphaericus YGS35ep 34,331nA 42,78 34,00i0A 43,33 60,00tB 0,00
Lysinibacillus sphaericus YGK24en 36,00m0A 40,00 34,00i0A 43,33 33,3311A 44,45
Lysinibacillus sphaericus YGKL15en 37,00n0A 38,33 37,677n0A 37,22 40,00mnA 33,33
Lysinibacillus sphaericus YGP4en 38,3304 36,12 50,00stB 16,67 57,67stC 3,88
Kosakonia cowanii YGP7en 38,3308 36,12 53,67tuC 10,55 25,33beA 57,78
Pantoea agglomerans YGMS81lep 39,3308 34,45 37,6708 37,22 31,00fkA 48,33
Lysinibacillus sphaericus YGP3en 44,67rB 25,55 47,33rsB 21,12 28,67¢1A 52,22
Bacillus megaterium YGT18ep 48,678 18,88 38,0004 36,67 35,00KA 41,67
Pseudomonas koreensis YGL72ep 48,678 18,88 35,33k 0A 41,12 36,00k nA 40,00
Siccibacter colletis YGP67ep 55,335C 7,78 42,6708 28,88 27,67¢hA 53,88
Bacillus megaterium YGM12en 56,67stA 5,55 49,67stA 17,22 59,00tA 1,67
Bacillus megaterium YGL68ep 56,6758 5,55 35,33koA 41,12 59,33tC 1,12
Cronobacter sakazakii YGKL12ep 57,00stB 5,00 60,00vC 0,00 40,670A 32,22
Acinetobacter Iwoftil YGL60en 60,00stA 0,00 59,33vA 1,12 59,67tA 0,55
Raoultella ornithinolytica YGP64en 60,00stA 0,00 60,0074 0,00 59,33tA 1,12
Acinetobacter Iwoftii YGS37en 60,00stB 0,00 43,672 27,22 45,3304 24,45
Curtobacterium flaccumfaciens YGS25en 60,00stB 0,00 56,67uwA 5,55 57,67stA 3,88
Kosakonia cowanii YGKL17en 60,00stB 0,00 60,00vB 0,00 49,330pA 17,78
Staphylococcus succinus YGL55ep 60,00stB 0,00 51,67tA 13,88 57,33stB 4,45
Bacillus megaterium YGMbep 60,00stC 0,00 43,33prA 27,78 51,67rrB 13,88
Bacillus subtilis YGS19ep 60,00stC 0,00 28,67¢B 52,22 22,33adA 62,78
Kontrol 60,00% 0,00 60,00 0,00 60,002 0,00

Misel gelisimi (mm); MGE: Misel gelisiminin engellenme orani (%)

a Ayni stitun icerisinde yer alan misel gelisim ¢aplarinin ortalama degerlerin yanindaki benzer kii¢iik harfler ile ayni satir igerisinde yer alan
ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadigini gésterir (Duncan Coklu
Karsilastirma Testi, P<0.05). Koyu renkli olarak yazilmis izolatlar testlerde yiiksek etkinlik gosteren izolatlardir
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Sekil 2. Bakteri izolatlarimin ikili kiiltiir testlemelerinde G. citri-aurantii (A), C. gloeosporioides (B) ve F. solani
(C) etmenlerinin misel gelisimlerinin engellenmesi iizerine antagonistik etkinlikleri

Figure 2. Antagonistic activities of bacterial isolates on inhibition of mycelial growth of G. citri-aurantii (4), C.
gloeosporioides (B) and F. solani (C) in dual culture tests

Yapilan biyokimyasal ve molekiiler analizlerde
Bacillus spp. ve Pseudomonas spp. ait antagonist BCA

izolatlarin  fungal hastalik etmenlerine karsi
antagonistik etkinliklerinin 2,4-
diacetylphloroglucinol,  pyrrolnitrin, pyoluteorin,

bacillomycin D, fengycin, hydrogen cyanide, ve litik
enzyme, cellulase gibi antifungal Dbilesiklerden
kaynaklandig belirlenmistir (Tariq ve ark., 2020).

Bakterilerin Fungal Patojenin Misel Geligimini
Engellemede Rol Oyanayan (Antagonistik)
Mekanizmalarin Belirlenmesi

Siderefor tiretim potansiyelleri: Siderofor tiretimi CAS
besi yeri kullanilarak belirlenmigtir. CAS besi yeri
uzerinde bakteriler tarafindan olusturulan engelleme
zonunun bakteri ¢capina oranlanmasiyla elde edilen
siderofor etkinlik indeks degerlerine bakilmistir (Sekil
2). Test edilen tiim izolatlar arasindan en fazla
siderofor tretimi 3.78 indeks degeri ile Pseudomonas
koreensis YGL72ep tarafindan gosterilmis olup bu
izolat1 sirasiyla 2.33 ve 2.30 indeks degerleri ile
sirasiyla Pseudomonas koreensis YGLT72ep, Bacillus
simplex YGS12ep ve Burkholderia cepacia YGM75ep
izolatlar1 izlemistir (Cizelge 2; Sekil 3A).
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Proteaz iiretim potansiyelleri: Mikolitik bir enzim olan
proteaz, baz1 biyokontrol etmeni antagonist bakteriler
tarafindan tretilebilen, fungal hastalik etmenlerinin
hiicre duvar1 yapisinda bozulmalara ve erimelere
neden olan proteolitik enzimlerden biridir (Sekil 3B).
Test edilen izolatlar arasinda en yiiksek proteaz
aktivitesi 1.78 indeks degeri ile Bacillus mojavensis
YGM15en izolat: tarafindan gosterilmigtir. Bu izolat1
sirasiyla 1.61 indek degeri ile B.simplex YGS12ep, 1.59
indeks degeri ile B. cereus YGM3ep izolatlar1 takip
edilmistir (Cizelge 2; Sekil 3B).

Hidrojen siyaniir (HCN) iiretim potansiyelleri:
Yapilan gozlemlere gore 25 izolat arasinda sadece 5
izolatin degisen oranlarda HCN urettigi
belirlenmigtir. En yiksek HCN dretimi Bacillus
megaterium YGT18ep tarafindan tretilirken, bu
izolat1 Pseudomonas chlororaphis YGM82ep ile
Raoultella  ornithinolytica  YGP64en  izolatlari
izlemistir. Bu bakterileri nispeten daha diisuk HCN
uretimine sahip olan B. vallismortis YGL73ep ve P.
koreensis YGL72ep 1zolatlar1 takip etmigstir.
Aralarinda yiiksek oranda antagonistik etkinlik
gosteren B. cereus YGM3ep ve B. thuringiensis
YGT22en gibi  bircok izolatin HCN {retme
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potansiyelinin bulunmadig: tespit edilmistir (Cizelge
2; Sekil 3C).

Amonyak tiretim potansiyelleri: Yapilan gozlemlere
gore test edilen 25 izolattan Acinetobacter johnsonii

YGM76en disinda tamami pepton iceren besiyerinde

degigsen siddetlerde amonyak tretmistir. En yluksek
amonyak Uretimi Burkholderia cepacia YGMT75ep
izolatinca Uretilirken, antagonistik etkiye sahip bircok
turin yuksek oranlarda amonyak turettigi tespit
edilmistir (Cizelge 2; Sekil 3D).

Sekil 3. Bakterilerin (A) CAS Agar iizerinde siderofor, (B) SMLBA besi yeri iizerinde protease enzim, (C) TSA besi
yerinde hidrojen siyaniir, (D) Pepton Water besi yerinde amonyak iiretme etkinlikleri. Etkinlikler bakteri
kolonisi etrafinda ortaya cikan zonlar (ok), filtre kagidinin turuncuya, besi yerinin koyu sar1 renge

déntismesiyle (ok) karakterize edilmistir.

Figure 3. Potential of bacteria to produce siderophore on CAS agar (A), protease enzyme on SMLBA medium (B),
production of hydrogen cyanide on TSA medium (C), production of ammonia on Pepton Water medium.
Efficiencies of bacterial isolates were evident as inhibition zone around bacterial colony (arrow), changes
of colour on filter paper to orange, changes of colour of medium to dark yellow (arrow).

Bakterilerin Bitki Geligimini Tegvik Etmede (PGP)
Rol Oyanayan Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Fosfor ¢ozme potansiyelleri: Bakteri izolatlarin PVK
besiyeri tuzerinde fosfor ¢6zme etkinlikleri tim
izolatlar agisindan degerlendirildiginde Gram negatif
bakteri izolatlarinin Gram pozitif izolatlara oranla
daha yuksek etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Test
edilen izolatlar arasinda en yiiksek fosfor c¢bézme
etkinligi 2.57 fosfor ¢6zme indeks degeri ile Rahnella
aquatilis YGP63ep izolat1 tarafindan gosterilmis olup,
bu izolat1i 2.50 indeks degeri 1ile Raoultella
ornithinolytica YGP64en, 2.27 indeks degeri ile
Pseudomonas koreensis YGL72ep izolatlar izlemigtir
(Cizelge 2; Sekil 4A). Ikili kiiltiir testlerinde yiiksek
antagonistik etkinlige sahip olan K. aquatilisYGP63ep
izolatinin ayni zamanda yiiksek diizeyde fosfor ¢ézme
yetenegininde (2.57) oldugu belirlenmistir. Diger
yvandan K. ornithinolytica YGP64en izolatinin ikili
kiiltlir testlerinde antagonistik etkinligini ¢ok diistik
seviyede olmasina ragmen, fosfor ¢6zme yeteneginin
yiiksek diizeyde (2.27) oldugu belirlenmistir. Bu
durum  antagonistik  etkinligi  ylksek olan
tir/izolatlarin ayni anda bitki gelisimini tesvik etmede
etkin olamayabilecegini géstermistir (Cizelge 2; Sekil
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4A). Kakao agaclarinin kok bélgesinden izole edilen
bakterilerin, kok clrikligi hastaligi etmeni olan
Phytophthora palmivora’ya karsi antagonistik
etkinlikleri arastirildigr ¢alismalarda, Pseudomonas
chlororaphis olarak teghisi yapilan 3 izolatin fungal
etmene kars1 yiksek antagonistik etkinlik gosterdigi,
gosterilen antagonistik etkinliklerinin, siderofor ve
HCN’den kaynaklandigi  bildirilmistir  (Acebo-
Guerrero ve ark., 2015). Ghazy ve ark., (2021) Misir
bitkisinde Cephalosporium maydisin neden oldugu
ge¢ solgunluk  hastaligina karsi PGP  kok
bakterilerinin potansiyelini arastirmiglardir. Alti
izolatin (Bacillus subtilis, B. circulance, B. coagulanse,
B. Ilicheniformis, Pseudomonas fluroscence ve P.
koreensis) hem in vitro hem de in vivo kosullarda
antagonistik etkinlikleri 1ile bakterilerin siderofor
uretme potansiyelleri belirlemiglerdir. Sonucta, en
yiksek antagonistik etki ve siderofor tiretimini yapan
bakterilerin B. subtilis ve P. koreensis oldugunu
bildirmiglerdir. S6z konusu calismada belirlenen P.
koreensis 1izolatinin siderofor {retiminin ylksek
seviyede olmasi mevcut c¢alismadaki sonuglar
destekler nitelikte olmustur.
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Cizelge 2. Secilmis antagonist bakteri izolatlarin fungal etmenlere kars1 gosterdikleri olasi biyokontrol ve bitki
geligimini tegvik eden etkinlik mekanizmalarin belirlenmesi?

Table 2. Determination of possible mechanisms of biocontrol and plant growth promoting activities of selected
antagonist bacterial isolates against fungal agents?

Misel gelisimi engelleyici Bitki geligimini tegvik eden
antagonist mekanizmalar mekanizmalar

Bakteri izolats Sid-ind Pro-ind HCN NHs F“f;’gﬁfszime TAA (pg/ml)
Pseudomonas koreensis YGL72ep 3.78¢ 1.23bd + + 2.27¢ 69.68°
Bacillus simplex YGS12ep 2.33f 1.61f¢ ++ - 0.002 16.88m
Burkholderia cepacia YGM75ep 2.30f 1.09>  +++ - 1.19> 4.464d
Pseudomonas chlororaphis YGM82ep 2.15¢f 1.31be ++ ++ 0.002 49.83n
Raoultella ornithinolytica YGP64en 1.73de  1.51dg ++ ++ 2.504 0.01=2
Lysinibacillus sphaericus YGP3en 1.56¢¢ 0.002 ++ - 0.00a 10.97k
Bacillus cereus YGM3ep 1.55¢¢ 1.59¢¢ + - 0.00a 10.51%k
Bacillus mojavensis YGM15en 1.55¢¢ 1.788 ++ - 0.002 11.36k
Bacillus cereus YGK25en 1.49bd 1.47¢<f + - 0.002 10.31%
Bacillus megaterium YGT18ep 1.45bd  1,22bd + +++ 0.002 6.96¢h
Rahnella aquatilis YGP63ep 1.42bd 1.19b« ++ - 2.57d 9.16%
Curtobacterium flaccumfaciens YGS25en — 1.34bd 1.090 + - 0.002 0.592b
Rhizobium radiobacter YGMT7Tep 1.24bc 0.00a ++ - 0.002 1.84be
Pantoea agglomerans YGMS81lep 1.22bc 1.20b¢ + - 0.002 13.93!
Bacillus vallismortis YGL73ep 1.20b« 1.08b ++ + 0.002 2.39¢
Bacillus subtilis YGS5en 1.16b¢ 1.15b + - 0.002 7.93hi
Staphylococcus succinus YGL55ep 1.14be 1.22bd ++ - 0.002 13.53!
Bacillus cereus YGP1len 1.10b« 1.36bt ++ - 0.002 5.96¢e8
Cronobacter sakazakii YGKL12ep 1.05P 0.002 ++ - 1.090 7.46h
Acinetobacter johnsonii YGMT76en 0.002 0.002 - - 0.002 5.38df
Acinetobacter Iwoftii YGS37en 0.002 0.002 + - 0.00a 7.73hi
Bacillus thuringiensis YGT22en 0.002 1.47¢t ++ - 0.002 6.75fh
Klebsiella oxycota YGP62en 0.00= 0.00a + - 0.002 4.87de
Siccibacter colletis YGP67ep 0.002 0.002 ++ - 1.14b 1.45a¢
Kosakonia cowanii YGP7en 1.93¢f 1.13b ++ - 1.16P 0.02a

Sid-Ind: Siderofor; Pro-Ind: Protease; NHs: Amonyak; HCN: Hidrojen Siyaniir; -, renk degisimi olmadigini, +, +, ++, +++ ise HCN veya amonyak
konsantrasyonun artigina paralel renk degisim siddetindeki artigini gésterir. Kalin olarak yazilmis izolatlar testlerde yiiksek etkinlik gosteren
izolatlardur.

a Ayni slitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yamindaki ayni harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadigim
gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)

S
Sekil 4. Antagoist tri i'z‘(j;t?l’z; min (A) PVK besi yeri
iiretim potansiyelleri (ok).
Figure 4. Potantials of bacterial isolates to solubilise of phosphorus on PVK media (4) and production of IAA in LB medium

containing L-tryptophane (arrow)

= :
nde fosforu ¢ézme, (B) L-tryptophane igeren LB besi yerinde IAA
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Gusain ve ark., (2015) Himalaya daglarindaki yagmur
ormanlarindan izole ettikleri ve Pseudomonas
koreensis, Arthrobacter nitroguajacolicus YB4 ve
Klebsiella oxytoca olarak tanimladiklar1 bakteri
izolatlarinin fosforu ¢ézme, IAA ve siderofor tiretme
potansiyellerinin belirlenmesine yo6nelik yaptiklar
calismalarinda, 4 izolatinda yiiksek dizeylerde
siderofor ve IAA iretme yeteneginde olduklarini, P.
koreensis, A. nitroguajacolicus ve K. oxytoca
izolatlarinin fosforu ¢ozme etkinligininde
bulundugunu, 5 izolatin uygulandigi bitkilerde fosfor
aliminin arttig, bitki biyokiitlelerinde (yas ve kuru
agirhik olarak) ciddi agirhik artislarinin  oldugu
belirlenmigtir.  Aralarinda P.  chloropsis  ve
Pseudomonas spp., ait izolatlarin fungal hastalik
etmenlerinin misel gelisimlerini yiksek dlzeyde
engelledigi, engellemede oOzellikle fenazin, HCN,
siderofor ve TAA urettikleri, ancak topraktaki bagh
fosforu ¢ozmede etkili olamadiklari, fakat aralarindan
5 izolatin toprakta bagli ¢inkoyu ¢6zebildiklerini
boylece bitki gelisimini 6nemli diizeyde tesvik ettikleri
bildirilmistir (Shahid ve ark., 2017; Nandi ve ark.,
2017). Tirkiye’de farkli konukcu-patojen iligkilerin
irdelendigi benzer biyolojik micadele ¢alismalarinda
Pseudomonas ve Bacillus tirlerine ait olan PGPB ve
PGPR izolatlarinin basta toprak kokenli olmak tizere
bir ¢ok o6nemli fungal hastalik etmenlerinin
engellenmesinde ve bitki gelisimini tesvik etmede
siderofor, proteaz, amonyak, HCN gibi antagonsitik;
fosforu ¢6zme, TAA tretme gibi mekanizmalar ile etkili
olduguna yénelik ¢calismalar bulunmaktadir (Soylu ve
ark., 2005; Yildiz ve ark. 2012; Imriz ve ark., 2014;
Atay ve ark., 2020; Aktan ve Soylu, 2020; Kara ve ark.,
2020; Soylu ve ark., 2020; Soylu ve ark., 2021; Soylu ve
ark., 2022; Kara ve Soylu, 2022).

Bakteri Izolatlarmn Ugucu Bilegen(ler)inin in vitro
Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin ugucu bilesen(ler)inin in vitro
antagonistik  etkinliginin belirlenmesine yo6nelik
yapilan calismalarda ikili kiltiir testlerinde 3 farklh
fungal etmene kars1 “yluksek” etkinlik gosteren B.
cereus YGK2ben, B. thuringiensis YGT22en, B.
vallismortis YGL73ep, ve P. chlororaphis YGM82ep
izolatlar: ile calismalar yapilmistir (Cizelge 3, Sekil 5).
Yapilan kapali ikili kiltar test sonuglarina gore 3
farkli fungal etmene kargida en yiksek antifungal
etkinlik P. chlororaphis YGM82ep izolat1 tarafindan
gosterilmigtir. P. chlororaphis YGM82ep izolati
tarafindan uretilen ugucu bilesenler G. citri-aurantii,
C. gloeosporioides ve F. solaninin misel geligimini
sirasiyla %89.2, %82.6, %57.1 oraninda engelledigi
belirlenmigtir. Test edilen Bacillus thuringiensis
YGT22en 1izolat1 ise G. citri-aurantiinin misel
gelisimini %77.7 gibi ylksek oranda engelledigi
gozlenmistir (Sekil 5). Cizelge 3’de sunulan izolatlarin
ugucu bilegsenlerinin antagonistik etkinlikleri, Cizelge
2’de sunulan in vitro ikili kiltir test sonuglariyla
kargilastirildiginda, Pseudomonas  chlororaphis
YGMS82ep 1izolatinin ugucu bilesenlerinin G. citri-
aurantii ve C. gloesporioidese, Bacillus thuringiensis
YGT22en izolatinin ugucu bilesenlerinin G. citri-
aurantirye, Bacillus vallismortis YGL73ep izolatinin
ucucu bilegenlerinin ise F. solanrye kars1 daha yliksek
duizeylerde etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Diger
izolatlarin ugucu bilesenlerinin antifunal
etkinliklerinde in vitro ikili kiltir test sonuclariyla
kiyaslandiginda daha distk etkinlik géstermigtir
(Cizelge 3).

Cizelge 3. Antagonist etkinligi yiiksek izolatlar tarafindan tretilen ucgucu organik bilesenlerinin in vitro ikili
kiltir testlerinde fungal etmenlerin misel gelisiminin engellenmesi tizerine olan antifungal etkinlikleri

Table 3. Antifungal activity of volatile organic compounds produced by isolates with high antagonist activity on
inhibition of mycelial growth of fungal agents in vitro dual culture tests

Fungal etmenler

F. solani G. citri-aurantii C. gloeosporioides

Antagonist bakteri izolatlar MG MGE MG MGE MG MGE
(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)

Kontrol 81.674 - 90,00e 86,33
Pseudomonas chlororaphis YGM82ep 35.002 57.15D 9.674 89.26Y 15.002 82.63Y
Bacillus vallismortis YGL73ep 34.332 57.97Y 46.67¢ 48.14D 73.67¢ 14.67D
Bacillus thuringiensis YGT22en 60.00¢ 26.54D 20.00p 77.78Y 79.67d 7.72D
Bacillus cereus YGK25en 50.00P 38.78D 63.334 29.63D 58.33b 32.44D

MG: Misel gelisimi (mm); MGE: Misel gelisiminin engellenme oram

(%)

Sttun icinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Duncan Coklu

Karsilastirma testine gore 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

D ve Y: Ucucu bilegsen(ler)in antagonist etkinliginin ikili kiiltiir testlemesine gére daha diigiik (D) veya dah yiiksek (Y) diizeyde oldugunu

gosterir.
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Farklh Pseudomonas ve Bacillus tlrlerine ait
antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan besiyerlerine
difiize olabilen (2,4-diacetylphloroglucinol, phenazine-
1-carboxylic acid, phenazine-1-carboxamide,
pyoluteorin, pyrrolnitrin, iturin, surfactin, fengycin
vb.) antimikrobiyal etkinlige sahip bilesenlerin
yanisira ucucu organik metabolitler (VOCs, Volatile
Organic Compounds) iireterek patojen gelisimini
engelledigi/baskiladigina yoénelik bir ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir (Raio & Puopolo, 2021; Dimkic ve ark.,
2022). Calismalarda etkili olarak belirlenen 2.
chlororaphis izolatinin liretmis olduklar: 3-Methyl-1-
butanol, Methanethiol, ve Butanediol gibi ugucu
bilegenlerin sedir agaclarinda fungal etmenlerden S.

cardinale, tath patateste Ceratocystis fimbriata, tiitin
bitkisinde FE. caratovoraya karsi ylksek diizeyde
antifungal ve antibakteriyel etkinlik gosterdigi,
Arabidopsis thaliana bitkiseinde ise kurakliga kars:
bitkinin dayanikliligin artirdig: bildirilmistir (Han ve
ark., 2006; Cho ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2019; Raio
ve ark., 2020). Benzer sekilde, farkli Bacillus spp. ait
antagonist izolatlar tarafindan tiretilen u¢ucu organik
metabolitlerin yapilan in vitrove in vivotestlerle farklh
bitkilerinde hastalik etmeni olan Fusarium spp. karsi
antifungal etkiye sahip olduklar: bildirilmistir (Khalaf
ve Raizada, 2018; Baez-Vallejo ve ark., 2020; Toloza-
Moreno ve ark., 2020; Ezrari ve ark., 2021).

YGT25en

. / YGMS82ep YGT22en

Sekil 5. Farkli antagonist bakteri izolatlarin ait ucgucu bilegsenlerin fungal etmenlerin misel gelisimi {izerine
antagonistik etkinlikleri. (A) Kapali ikili kiiltiir testinde st petri kapaginda bakteri, (B) alt kapaktaki
besiyerinde ugucu bilesenlere maruz kalmig fungal etmenlerin misel gelisimi (ok).

Figure 5. Antagonistic activity of volatile components produced by different antagonist bacterial isolates on
mycelial growth of fungal agents. Mycelial growth of fungal agents (arrow) exposed to bacterial isolates
in the upper petri dish (A) and volatile components in the lower dish in a closed dual culture test (B).

SONUC ve ONERILER

Saglikli turuncgil agaclarinin kok, goévde, slirglin ve
meyvelerinde 1izole edilen endofit ve epifit BCA
izolatlarinin Colletotrichum gloeosporioides,
Geotrichum citri-aurantii ve Fusarium solaniye karsi
antifungal etkinliginin yamisira, BCA izolatlarin
antagonistik ve bitki gelisimini tegvik eden olas1 bazi
mekanizmalar: yapilan ¢aligmalarla ortaya
konulmustur. Test edilen bakteri izolatlarinin sahip
olduklar1 antagonistik ve bitki gelisimini tesvik eden
mekanizmalar1 degerlendirildiginde Bacillus ve baz
Pseudomonas spp. ait BCA izolatlarin oldukca etkili
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oldugu gorilmiistiir. Izolatlarin test edildikleri
mekanizmalardaki etkinlikleri tiirlere veya izolatlara
bagh degisiklik gostermistir. Antagonistik etkinligi
yiksek olan izolatlarin  gOstermis  olduklar
biyoetkinliklerinde  birden  fazla  antagonistik
mekanizmalarin oynadig1 tespit edilmigtir.
Gelecekte bitki hastaliklariyla miicadelede
biyopreparat ve/veya biyogibre olarak kullanilacak
ticari tarimsal Uriinde yuksek etkinlik gosteren bu
izolatlarin karigim halinde biyoformiile edilmesinin en
uygun segenek oldugu degerlendirilmigtir.

rol
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Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.

Cikar Catigmasi Beyani

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar
catismasi olmadigini beyan ederler.
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