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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Elma Kok Uru Hastaligi Etmeni Rhizobium radiobacter’e Kars1 Epifit ve Endofit Bakteri
Izolatlarinin Antagonistik Potansiyellerinin Belirlenmesi

Determination of Antagonistic Potential of Epiphytic and Endophytic Bacterial Isolates
Against Apple Crown Gal Disease Agent Rhizobium radiobacter

i. Adem BOZKURT, Soner SOYLU"

Oz

Rhizobium radiobacter (=Agrobacterium tumefaciens) tarafindan neden olunan kok uru (Tag gal) hastalig1 diinya
genelinde yaygin olarak yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin yani sira, bag, sebze ve siis bitkilerinin en
onemli hastaliklarindan biridir. Hastalik 6zellikle elma dahil birgok meyve fidanliklarinda ve geng meyve
bahgelerde urlu bitkilerde gelisme geriligi sonucu iiriin kaybi seklinde ortaya ¢ikan 6nemli diizeylerde ekonomik
kayiplara neden olur. Hastaligin kontroliinde fidanlarin kdklerinin dikim 6ncesi ¢esitli kimyasallara daldirilmast,
toprak fumigasyonu, toprak solarizasyonu ve biyolojik micadele yontemleri kullanmilmaktadir. Bu ¢aligmada
elma koklerinden izole edilen epifit ve endofit bakterilerinin kok ur hastaligi etmenine karsi antagonistik
etkinligi belirlenmistir. Caligmada elma agaclarimin kok ve kok bogazi bolgelerinden 85 aday epifitik ve
endofitik bakteri izolat1 elde edilmistir. Aday antagonist bakteri izolatlarin hastalik etmeni R. radiobacter’i
baskilama yetenegi oncelikle in vitro ikili kiiltiir testi ile belirlenmistir. ikili kiiltiir testlerinden elde edilen
sonuglara gore Pseudomonas, Pantoea, Serratia and Bacillus cinslerine dahil farkl: tiirlere ait 12 izolat, besi
ortami iizerinde patojene karst ortalama 5.0-27.3 mm ¢apinda arasinda degisen engelleme zonlart olusturmustur.
Patojen gelisiminin engellenmesi {izerine farkli diizeylerde antagonistik etkinlik gosteren Pseudomonas
putida’nin 3 izolat1 (1-4en, 1-12en, 1-13en) havug dilimi iizerinde yari in vivo etkinlik ¢aligmalari i¢in segilmistir.
Pseudomonas putida 1-4en izolat1 diger izolatlara kiyasla havug dilimi iizerinde ur olusumunu 6nemli diizeyde
baskilamistir. Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar Pseudomonas putida izolatlarimin Rhizobium radiobacter’in
neden oldugu kok bogazi ur hastaligina karsi biyolojik miicadele ajani olarak kullanilabilecek bir potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Biyolojik mucadele, EIma, Rhizobium radiobacter, K6k ur hastaligi, Antagonist bakteri

Abstract

Crown gal disease, caused by Rhizobium radiobacter (formerly known as Agrobacterium tumefaciens), is one of
the most important bacterial plant disease of stone fruits, pome fruits, grape vine, vegetable and ornamental
plants distributed worldwide. Disease causes considerable damage in nursery and young orchards of variety of
plants including apple where grower may suffer serious economic losses as galled plants show growth reduction
and vyield. Different control measures have been used against crown gall as a dipping of rooted plants into
chemicals, soil fumigation, soil solarization and biological control. The aim of this study was to determine
biocontrol efficacies of epiphytic and endophytic bacteria, obtained from apple roots and crowns, against crown
gall disease agent. Eighty five putative epiphytic and endophytic antagonist bacterial isolates were obtained from
the apple rhizosphere, roots and crown. By using dual culture test, putative antagonist bacterial isolates were
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screened for their ability to suppress disease agent R. radiobacter in vitro conditions. According to the results
obtained from the preliminary dual culture test, 12 isolates, belonging to different bacterial species of
Pseudomonas, Pantoea, Serratia and Bacillus genus were found to cause clear inhibition zones of 5.0-27.3 mm
diameter. Among the tested antagonist isolates, three different bacterial isolates of Pseudomonas putida 1-4en, 1-
12en and 1-13en were then chosen for semi in vivo studies which were conducted on carrot slice assay. Among
these isolates, the most efficient bacterial isolate 1-14en significantly suppressed gall formation on carrot slices.
Results of this study revealed that antagonist bacterial isolates of Pseudomonas putida has potential as biocontrol
agent for crown gall disease caused by Rhizobium radiobacter

Keywords: Biological control, apple, Rhizobium radiobacter, crown gall, Antagonist Bacteria
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Extendend Summary

Crown gal disease, caused by Rhizobium radiobacter (formerly known as Agrobacterium tumefaciens), is

one of the most important and distributed bacterial disease of pome and stone fruits trees worldwide. Disease is
responsible for nursery and field losses among a large variety of plants including apple. Although several control
strategies are used for management of crown gall disease including chemicals, pre-plant application of soil
sterilant, solarisation and soil amendments, its effective control is still very difficult owing to the lack of
effective chemicals. Bacterial microbiomes are numerically the most abundant organisms in soil, nearby roots
and inside the healthy plant tissues, and majority of them have been reported to possess great potential for the
biological control of soil-borne and other plant diseases. The aim of the present study was to explore the
potential of putative endophytic and epiphytic bacterial microbioms for their efficacy to control gall formation in
vitro and semi in vivo conditions.
In order to isolate and screen biocontrol potentials of antagonistic bacteria against disease agent, major apple
orchards were surveyed and samples were taken from root regions of the healthy apple trees without visible gall
symptoms. Following isolation from the surface and inner parts of plant roots, total of 35 endophytic and 50
epiphytic bacteria were isolated on the basis of their morphology. Among all tested putative antagonist bacterial
isolates, 1 epiphytic 11 endophytic antagonist bacterial isolates clearly produced variable inhibition zones (5.0-
27.3 mm in diameter). According to fatty acid methyl ester (FAME) profile, 6 isolates were identified as
Pseudomonas putida, other five isolates as Pseudomonas fluorescens, Pantoea agglomerans, Sphingomonas
yanoikuyae, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens and Serratia marcescens. Among the tested antagonist
bacterial isolates, the most effective three P. putida isolates (1-4en, 1-12en and 1-13en) were selected to reveal
their antagonistic potentials against bacterial disease agent in semi in vivo conditions. P. putida isolates 1-4en, 1-
12en and 1-13en were significantly reduced the gall incidence (75.0%, 54.17% and 20.83%, respectively) on
carrot slices.

As far as we know, this is the first study to report that P. putida, P. agglomerans, S. yanoikuyae, B.
amyloliquefaciens and S. marcescens have biocontrol potential against R. radiobacter. Bacterial isolates, having
antagonistic activities, could be considered as potential sources of environmental friendly bioactive metabolites
as well as promising candidates to develop new biological control agent for controlling crown gall disease.
Identification of the bioactive metabolites, their ability for root colonization, survival in the rhizosphere and their
mechanisms of action of effective biocontrol agents should be further investigated in the field conditions.
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Anavatan1 Kafkasya ve Hazar denizi kiyilar1 olarak bildirilen elma, giinlimiizde kuzey yar1 kiirede yer alan
hemen biitiin 1liman iklime sahip tilkelerde yetistiriciligi yapilan 6nemli bir meyvedir (Juniper ve ark., 1998).

Diinyada elma, armut, ayva ve yenidiinya meyvelerini kapsayan yumusak c¢ekirdekli meyve tiirlerinin {iretim
alan1 6.410.586 ha olup, toplamda 75.315.918 ton iiriin elde edilmektedir. Elma meyvesi 4.933.841 ha’lik alanda
83.139.326 ton’luk iretimiyle yumusak ¢ekirdekli meyveler igerisinde %76.98’lik orani ile birince siray1 alirken,
diinya meyve iretimi igerisindeki payr %9.48’dir (Anonymous, 2017). Diinyada en fazla elma dretiminin
yapildig1 ilk 5 iilke Cin, A.B.D., Tiirkiye, Polonya, Hindistan ve iran’dir. Ulkemiz 175.357 ha iiretim alanda
3.032.164 ton elma iiretim ile diinyada elma yetistiriciliginde tigiincii sirada yer almaktadir (Anonymous, 2017).

Mineral madde vitamin igerigi bakimindan zengin ve énemli bir meyve olan elma uretimi ve verimi fungal,
bakteriyel ve viral hastalik etmenleri tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir. Ulkemiz ve diinya genelinde
yetistiriciligi yapilan elma tiretimini engelleyen bakteriyel hastaliklardan biriside Rhizobium radiobacter (syn=
Agrobacterium tumefaciens) etmeninin neden oldugu kok ve kok bogazi uru hastaligidir (Lippincott ve ark.,
1981). Hastalik etmenin aralarinda yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve agaclar1 basta olmak tizere, otsu ve odunsu
sebze, meyve ve siis bitkilerinin yer aldigi 750 den fazla konuk¢usu bulunmaktadir (Kado, 2002). Toprak
kokenli olan hastalik etmeni, 6zellikle meyve fidanlarinin koék ve kok bogazlarinda fidan dikimi, budama,
kiiltiirel 6nlemler, don veya zararlilar tarafindan neden olunan yaralardan bitkiye girmek suretiyle asir1 hiicre
bolunmeler sonucu kok ve kok bogazinda tiimor (ur) olusumuna neden olur. Timoérlerin gbzlendigi hiicreler
biiylidiikge etrafindaki saglikli hiicrelere basing uygulayarak bu hiicrelerin bozulmasina veya ezilmesine neden
olmaktadir. Ksilem dokusunun ezilmesi sonucu bitkilerde iist kisimlara su tasinmasinda %80’e varan oranda
azalma meydana gelmektedir (Moore ve ark., 2001; Agrios, 2005). Enfekteli bitkilerde biiyiikliigiine ve sayisina
baglt olarak olusturulan urlar sonucu fidanliklarda fidan gelisimi baskilanirken, yeni tesis edilmis bahgelerde
ciddi verim kayiplar1 ortaya ¢ikmaktadir (Kado, 2002). Ulkemizde R. radiobacter’in neden oldugu kok bogazi ur
hastaligi giil (Aysan ve Sahin, 2003) ve kayisida (Aysan ve ark., 2003a) rapor edilmistir. Hastaligin iilkemiz
elma agaglarinda varhig: ilk defa Karaca tarafindan saptanmis (Karaca, 1966) olup Akdeniz bélgesindeki elma
agaclarinda varligi yapilan ¢aligmalarla da bildirilmistir (Bozkurt ve Soylu, 2011; Yiizbasioglu, 2014).

Hastaligin miicadelesinde genel olarak hastaliksiz fidan kullanimui, tesis edilecek bahge topragmin hastalik
etmeninden ari olmasi, toprak solarizasyonu, hastaliga kars1 dayanikli anaglarin segilmesi gibi kiiltiirel dnlemler
Onerilmektedir (Anand ve Mysore, 2006; Gupta ve Kamal, 2006; Horuz ve ark., 2018). Son yillarda igerisinde
aktif madde olarak Agrobacterium rhizogenesis K84 veya K1026 izolatlar1 bulunan biyolojik preparat yaklagik
olarak 30 yildan buyana hastalikla miicadelede biyolojik ajan olarak bir ¢ok iilkede kullanilmaktadir (Lopez ve
ark., 1989, Farrand, 1990; Moore ve Canfield, 1996; Rhouma ve ark., 2008). Bu izolat uzun yillar basarili bir
sekilde kullanilmasina ragmen A. rhizogenesis K84’te bulunan ve agrocin 84 isimli bakteriosin Uretiminin
etkilenmesi, dayanikliliktan sorumsu olan pAg84 geninin konjugal transfer yolu ile patojenik A. tumefaciens
izolatlarma aktarilmasi sonucunda hastalik etmeni agrocine karsi dayanikli hale gelmistir (Stockwell ve ark.,
1996; Penyalver ve Lopez, 1999). Bu tiir olumsuz nedenlerden dolayr hastaligin biyolojik miicadelesinde farkli
cinslere ait aday antagonist bakteri(ler)in arastirilmast 6nem arz etmektedir. Genel olarak epifitik olarak kok
yiizeyinde veya endofitik olarak hiicreler arasi bosluklarda veya iletim demetlerinde kolonize olan ve bitki
gelisimini tesvik eden bakteriler olarak adlandirilan (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) bakteriyel
izolatlar, antibiyosis, siderofor iretimi, bitkilerde sistemik dayanikliligin uyarilmasi, hormon olusturmak
suretiyle bitki gelisiminin tesvik gibi farkli mekanizmalar1 sayesinde bir¢cok bitki hastaliginin miicadelesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (van Loon ve ark., 1998; Vessey, 2003; Kara ve ark., 2016; Santoyo ve ark., 2016;
Sili ve ark., 2016; Soylu ve ark., 2018).

Ulkemizde son yillarda artan tiiketici talebine karsilik olarak elma dikim alanlar1 hizla artmakta olup, yeni
tesis yapilan bahgelerde fungal ve bakteriyel hastaliklar sorun olarak karsilasilmaktadir. Yapilan bu ¢aligmada
Hatay ilinin en yogun elma yetistiriciliginin yapildigi Yayladag: ilgesindeki elma agaglarinda sorun oldugu
belirlenen (Bozkurt ve Soylu, 2011) kdk bogazi uru hastaligina kars1 epifitik ve endofitik antagonist bakterileri
ile biyolojik miicadele olanaklari in vitro ve yari in vivo kosullarda arastirilmugtir.

Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan patojen bakteri izolat1

Calismada kullanilan bakteri izolati Hatay ili, Yayladag: il¢esinde yetistiriciligi yapilan elma agaglarindan
izole edilmistir (Bozkurt ve Soylu, 2011). Hastalik etmeni Yag Asiti Metil Ester (FAME) analizleri sonucu R.
radiobacter (syn. Agrobacterium tumefaciens) olarak tanilanan atel6 izolati, havug dilim testi ve kalango
bitkilerinde (Kalanchoe blossfeldiana) patojenite testleri sonucu viriilensligi belirlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. (A) Elma kok ve kok bogazlarinda olusan tipik hastalik belirtisi olan urlar (ok). (B) Hasta bitkilerdeki urlardan izole
edilen bakteri izolatinin teshisinde kullamlan FAME analizi. (C) Kalanso ve (D) havug diliminde patojenite testler sonucu olusan ur
belirtileri(ok)

Figure 1. (A) Typical gall symptoms produced on apple crown (arrow). (B) FAME analysis used for identification of bacterial
isolates obtained from gall symptoms. Typical gall symtoms (arrows) on Kalanchoe (C) and carrot slice (D) following pathogenicity
tests.

Aday epifit ve endofit bakterilerin izolasyonu

Aday epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlar1 hastaligin goriildiigii bahgelerdeki saglikli elma agaclarinin
koklerinden izole edilmistir. Endofit bakteri izolasyonu amaciyla 10-15 cm derinlikteki kok ornekleri ilk
asamada -¢esme suyu ile yikanmis ve ardindan 3 dak. %70’lik etil alkolde, 2 dak. %2’lik sodyum hipoklorit
soliisyonunda bekletildikten sonra tekrar %70’lik etil alkole daldirilmis ve 5 kez steril su ile yikanarak yiizey
sterilizasyon yapilmistir. Sterilizasyonun safligin1 kontrol etmek amaciyla son yikama suyundan 100 pl aliarak
King B (KB) besi yerine steril bagetle yayilmig ve petri kaplari 24-27°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakilarak
bakteriyel gelismenin olup olmadigi kontrol edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda herhangi bir bakteriyel
gelisme goriilmeyen &rnekler endofit bakterilerin izolasyonunda kullamlmak iizere +4 °C bekletilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan bitki ornekleri 0.05 mM MgCl, icerisinde ezilmis ve elde edilen ekstraktan farkli
sulandirma serileri hazirlanarak KB besi yerlerine 100 pl oraninda eklenerek steril baget ile yayillmis ve 24-
27°C’de 2 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Epifit bakterilerin izolasyonunda ise kok ornekleri 1-2 cm boyunda kesildikten sonra dezenfeksiyon amagh
herhangi bir islem uygulanmaksizin dogrudan steril 0.05 mM MgCl2 tampon ¢ozeltisi i¢ine konulmus ve 30 dak.
200 rpm ortibal ¢alkalayici icerisinde ¢alkalamaya birakilmistir. Siire sonunda siispansiyondan farkli sulandirma
serileri hazirlanarak KB besi yerlerine 100ul oraninda eklenerek steril baget ile yayilmig ve 24-27°C’de 2 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen farkli morfolojik goriiniislii epifit ve endofit bakteriler her &rnegi temsil
edecek sekilde tek koloniden segilmis, calismalarda kullanilmak iizere KB besi yeri i¢eren petri kabinda (6 cm)
veya egik agarda +4°C de kisa siireli veya %40 steril Gliserol igeren Cryo Eppendorf tiipler icerisinde -80°C’de
saklanmustir.

Aday antagonist bakteriler ile tiitiinde asir1 duyarhlik testi (HR= Hypersensitive Reaction)
Elma koklerinden izole edilen ve patojen bakteriye karsi etkinligi belirlenen aday epifit ve endofit

bakteri izolatlarnin bitki patojeni olup olmadiklarinin belirlenmesi amaci ile saflastirilan izolatlarla tiitiinde asir1
duyarlhilik testi (HR) yapilmustir. HR testinde 2 giinliik bakteri kiiltirleri 10° hiicre/ml (OD=0.13) yogunlukta
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siispanse edilerek tiitiin yapraklarina enjekte edilmistir. Negatif kontrol olarak yapraklara steril saf su inokule
edilmis, pozitif kontrol olarak Bitki Sagligi Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden saglanan bitki patojeni
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Psp22 nolu izolat kullanilmustir. inokulasyondan 24-48 saat sonra
inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim hastalik etmeni pozitif olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead,
1987).

Aday antagonist bakteriler ile yamusak ciiriikliik testi

Aday antagonist bakteri izolatlarin patates dilimi iizerinde yumusak ¢iiriikliik testine tabi tutulmustur
(Lelliot ve Stead, 1987). Yiizey sterilizasyonu yapilmig patates yumrularindan aseptik olarak kesilen 2 cm
kalmhigindaki dilimler %3’lilk NaOCI’de 1 dakika bekletilerek dezenfekte edilmistir. Patates dilimleri daha
sonra steril 1slak filtre kagidi igeren steril petriler icine yerlestirilmistir. Hazirlanmis olan patates dilimleri
iizerine antagonist bakteri izolatlar1 agilan kiiciik yaralanmis doku igerisine bulastirilmigtir. Bulastirilmis
dilimlerin yer aldig1 petriler 26 °C 2 giin inkiibasyona birakilmis, daha sonra inokulasyon noktasinda ¢iirlimelerin
varlig1 yoniinden degerlendirme yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Referans izolat olarak Bitki Sagligi Klinigi
Kiltir Koleksiyon Merkezinden saglanan Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum Ecc8 izolati
kullanilmistir.

Anatgonist bakterilerin in vitro biyokontrol etkinliklerinin belirlenmesi

[zolasyonlar sonucu elde edilen aday antagonist bakteri izolatlarmnin in vitro biyokontrol etkinlikleri KB
besi yerinde ikili karsilastirma (agar difiisyon) testi ile belirlenmistir (Sekil 2). Antagonistik etkinligi
belirlenecek aday epifit ve endofit izolatlarinin 24 saatlik kiiltiirinden KB besiyeri igeren petrilere (9 cm)
birbirinden esit uzaklikta olmak tizere 3 noktaya ekim yapilmig ve 244+2°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
KB besi yerinde gelisen antagonist bakteri izolatlari iizerine 24 saatlik patojen siispansiyonu (10° hiicre/ml)
piilverize edilmistir (Aysan ve ark., 2003b). Kontrol olarak antagonist bakteri yerine bitki patojeni P. syringae pv.
phaseolicola Psp22 nolu izolat kullamlmistir. Tkili kiiltiirlerin bulundugu petriler 24+2°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmig ve 48 saat sonunda besiyerinde patojen gelisiminin engellenmesi sonucu olusan engelleme zonlari ile
antagonist bakteri izolatlarimin koloni ¢aplar 6lgiilerek indeks degerleri belirlenmistir (Ullah ve ark, 2017). Her
bir bakteri izolat1 i¢in 3 petri kullanilmig ve deneme 2 kez yinelenmistir.

Antagonist bakterilerin yari in vivo biyokontrol etkinliklerinin belirlenmesi

In vitro biyokontrol etkinliklerinin belirlendigi ¢alismalarda farkli diizeylerde etkili bulunan izolatlarin
yari in vivo biyokontrol etkinlikleri tarafimizca gelistirilen havug dilimi testi ile belirlenmistir. Bu
yontemde %70’lik etil alkol ile yiizey sterilizasyonu yapilan kalin havu¢ meyveleri steril bir bigak ile 2 cm
kalinliginda dilimlenerek igerisinde steril saf su ile nemlendirilmis steril kurutma kagitlart bulunan 15 cm
capindaki steril cam petrilere yerlestirilmistir. Havug dilimlerinin {izerine in vitro testlerde degisen oranlarda
antagonistik etkinlik gosteren bakteri izolatlarmdan 50 pl (10® hiicre/ml) inokule edilmistir. inokulasyondan 2
saat sonra kok bakterisi inokule edilen dilimlerin {izerine patojen bakteri inokule edilmig ve 27+2°C’de 14 giin
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol uygulamasi olarak antagonist bakteri izolati yerine 50 pl steril besi yeri
konduktan sonra tizerine R. radiobacter ate16 izolati inokule edilmis (pozitif kontrol) ve yalniz steril su inokule
edilmis (negatif kontrol) dilimler kullanilmistir.

Antagonist bakteri izolatlarinin tamlanmasi

Tiitliinde HR ve patates diliminde yumusak ciiriiklik testlerinde negatif sonu¢ vermis, biyokontrol
etkinlik ¢aligmalarinda farkli diizeylerde patojen gelisimini engelleyen antagonist bakteri izolatlarinin tanist Yag
asitleri metil ester (FAME) 6zelliklerine gore yapilmistir (Janse, 1991). Bu yonteme gore, steril bir 6ze ile test
edilecek bakteri kulturlerinin tek kolonilerinden alinarak Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine 4 fazli ¢izgi ekim
yapilmistir. Kiiltiirler 27°C’de 14 saat inkiibasyon sonrasi bakteri kiiltlirlerinin 3. ve 4. fazlarindan steril 6ze ile
alinarak teflon kapakli steril cam tiiplere aktarilmistir. Izolatlarin yag asitleri 4 farkli ¢ozeltinin kullanildig1 4
asamada yapilmistir. Hiicrelerin pargalanmasi agsamasinda, tiiplere transfer edilen bakteri hiicrelerinin iizerine
¢ozelti 1’den (45 g NaOH, 150 ml metanol ve 150 ml damitik su) 1 ml eklenmis ve 5 dak. 100 °C su banyosunda
bekletildikten sonra tekrar su banyosuna konarak ve 25 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiipler soguk su
banyosunda hizli bir sekilde sogutulmustur. Metillestirme asamasinda, siispansiyonun iizerine ¢ozelti 2’den 2 ml
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(325 ml 6 N HCI ve 275 ml metil alkol) eklenmis ve 5-10 saniye tiip karistirict ile karistirtldiktan sonra 10
dakika 80 °C’lik su banyosunda bekletilmis ve siire sonunda tiipler hizla sogutulmustur. Saflagtirma agamasinda,
drneklerin uzerine ¢ozelti 3’den 1.25 ml (200 ml heksan ve 200 ml metil tert-butil eter) eklenmis ve tiiplerin agzi
sikica kapatildiktan sonra tiipler dairesel dongii hareketi yapan bir karigtirict ile ters-diiz edilerek 10 dakika
boyunca karistirilmistir. Islem sonunda olusan iki fazdan alttaki faz pastor pipeti ile uzaklastirilmis ve iistteki faz
bir sonraki agsama i¢in saklanmistir.

Bazik yikama agamasinda ise tiiplerin iizerine ¢dzelti 4’den (10.8 g NaOH ve 900 ml damitik su) 3 ml
eklenmis ve tiipler bir dnceki asamada oldugu gibi 5 dakika boyunca ters-diiz edilerek calkalanmustir. Islem
sonrasi olusan iist fazin 2/3’lik kismi pastor pipeti ile alinarak gaz kromotografi (GC) tiiplerine aktarilmis ve yag
asitleri metil esterler GC (Agilent Technologies 6890N Network GC System) ile izolatlarin yag asiti profillerine
gore tanilar1 Sherlock MIS (Microbial Identification System) 4.5, Microbial ID, Inc., Newark, Delaware
bilgisayar programi ile yapilmistir.

istatistik analiz

Tum in vitro denemeleri tesadlf parselleri deneme desenine gore, her bir uygulama icin 3 tekerrlr olacak
sekilde kurulmustur. Farkli antagonist bakteri uygulamalarinin yapildig1 petrilerdeki engellenme bolgelerinin
6l¢tim degerleri (mm) ve havug dilimleri iizerinde kayit edilen indeks degerleri SPSS istatistik programi (SPSS
Statistics 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak tek yonliit ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve
uygulamalar arasindaki farklilik Duncan’s Multiple Range Testi ile analiz edilmistir (P<0.05).

Bulgular
Aday epifit ve endofit bakterilerin izolasyonu

Yayladagi il¢esinin yogun elma yetistiriciligi yapilan Sebenoba mahallesinde kok ur hastaliginin degisik
siddette gozlendigi bahgelerdeki saglikli fidanlarin kdk ve kdkbogazi gevresinden yapilan izolasyonlar sonucu
KB besi yeri iizerinde 6rnekleri temsil edecek sekilde 35 adet endofit ve 50 adet epifit olmak (izere toplam 85
bakteri izolati elde edilmistir. Elde edilen tiim aday bakteri izolatlar: tiitiin yapraklarinda HR, patates dilimi
tizerinde yumusak c¢liriikliik testlerine tabi tutulduktan sonra, her iki testte negatif sonug¢ verdikleri gdzlenmis
olup, tim izolatlar biyokontrol etkinlik ¢alismalarinda kullanilmstir.

Aday antagonist bakteri izolatlarinin in vitro biyokontrol etkinliklerin belirlenmesi

In vitro biyokontrol denemelerinde tutiinde HR ve patates curukliik testlerinde negatif sonug veren 85 aday
antagonist bakteri izolatlar1 arasinda 1 epifit ve 11 endofit olmak (izere toplam 12 adet aday antagonist bakteri
izolati, hastalik etmeni R. radiobacter’e karsi ikili kiiltiir testlerinde besi yeri lizerinde 5.0 ila 27.3 mm ¢apinda
degisen engelleme zonlari (0.3-2.7 indeks degerleri) olusturmustur (Cizelge 1, Sekil 2).

Cizelge 1°de verildigi gibi hastalik etmenini besi ortaminda engelleme oranlarina gére en basarili izolatin
27.3 mm engelleme zonu ile P. putida 1-4en nolu endofit bakteri izolat1 olup bunu sirasi ile 14.3 ve 14.0 mm
engelleme zonlar ile P. putida 1-12en ve 1-8en nolu endofitik bakteri izolatlar1 izlemistir. izolatlar arasinda
Pantoea agglomerans 1-10en, Pseudomonas putida 1-13en, 1-20en, Bacillus amyloliquefaciens 5-25en ve
Serratia marcescens 5-4ep izolatlar1 her ne kadar engelleme zonu olusturmus olsa da istatistiksel olarak kontrol
ile ayn1 grup i¢inde yer almustir.
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Sekil 2. Farkh endofit bakterilerin in vitro ikili Kiiltiir testlerinde gosterdigi patojeni engelleme zonlar: (0k).

Figure 2. Typical inhibition zones (arrow) caused by different endophytic bacteria against pathogen in vitro dual culture tests.

Cizelge 1. Saghkh bitkilerden elde edilen epifit ve endofit antagonist bakteri izolatlarinin R. radiobacter’e karst in vitro
antagonistik etkinlikleri

Table 1. In vitro antagonistic efficacies of different epiphytic and endophytic antagonist bacterial isolates obtained from healthy
plants against R. radiobacter

izolat no Bakteri Tiir Ismi Engelleme zon capi Engelleme
(mm)? indeksi®

1-4en Pseudomonas putida 27.3h 2.07d
1-8en Pseudomonas putida 14.0g 1.37c
1-9en Pseudomonas fluorescens 13.0fg 1.32bc
1-10en Pantoea agglomerans 7.0bc 1.18bc
1-12en Pseudomonas putida 14.3g 1.38c
1-13en Pseudomonas putida 8.0cd 1.22bc
1-20en Pseudomonas putida 5.0b 1.15bc
1-21en Sphingomonas yanoikuyae 9.7de 1.12b
5-3en Pseudomonas putida 10.3e 1.24bc
5-22en Bacillus suptilis 11.0ef 1.32bc
5-25en Bacillus amyloliquefaciens 6.0bc 1.21bc
5-4ep Serratia marcescens 6.7bc 1.26bc
Kontrol Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 0.00a 0.00a

#Ayn1 siitun iginde yer alan ortalama engelleme zon ¢apt (mm) degerlerin yanindaki benzer harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

® indeks degeri engelleme zon ¢apinin bakteri izolatlarinin koloni ¢aplarina kiyaslanmak suretiyle belirlenmistir.
Siitun i¢inde yer alan ortalama indeks degerlerin yanindaki benzer harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

Cizelge 1’de goriildiigi gibi ikili kiiltiir testleri sonucu farkli oranda engelleme zonu olusturan 11 izolat,
FAME yontemi kullanilmak suretiyle yag asit metil ester profillerine gore tanilanmis olup, tanilama galigmalari
sonucunda patojen gelisimini degisen oranlarda engelleyen 12 farkli antagonist izolattan 6 tanesinin
Pseudomonas putida oldugu, digerlerinin ise 1’er izolat ile Pseudomonas fluorescens, Pantoea agglomerans,
Sphingomonas yanoikuyae, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens ve Serratia marcescens oldugu
belirlenmistir.
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Antagonist bakterilerin yar in vivo biyokontrol etkinliklerinin belirlenmesi

Antagonist bakterilerin yar1 in vivo biyokontrol etkinliklerinin belirlenmesi havug dilimleri iizerinde yapilan
caligmalar ile belirlenmistir. Yar1 in vivo biyokontrol etkinlik ¢alismalarinda, in vitro ikili kiltir etkinlik
caligmalarinda farkli diizeylerde etkinlik gosteren Pseudomonas putida’nin 3 farkli bolgeden elde edilen izolati
(P. putida 1-4en, 1-12en ve 1-13en izolatlar1) kullanilmigtir. Antagonist bakterilerin hastalik etmeni tizerindeki
biyokontrol etkinlikleri, uygulamalardan 2 hafta sonra pozitif kontrol uygulamasindaki ur olusumlar1 ile
karsilastirilmak suretiyle ile belirlenmistir (Cizelge 2, Sekil 3).

Cizelge 2. Epifit ve endofit bakterilerin yar1 in vivo kosullarda ur olusumu iizerine olan antagonistik etkinligi

Table 2. Antagonistic efficacies of epiphytic and endophytic bacterial isolates on gall formation semi in vivo conditions

izolat no Ur olusum siddeti %Engelleme
P. putida 1-4en 1.20a 75.00
P. putida 1-12en 2.20b 54.17
P. putida 1-13en 3.80c 20.83
R. radiobacter ate6 (Kontrol) 4.80d -

Ayni siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

Sekil 3. Farkl endofit bakterilerin havug dilimleri iizerinde hastalik ¢ikisi iizerine etkinligi. (A) 1-4en izolati, (B) 1-12en ve (C) 1-
13en izolatlari ile birlikte inokule edilen havug dilimi iizerinde degisen siddetlerde ur seklinde olusan hastalik belirtileri (ok). (D)

Sadece patojenle inokule edilmis kontrol uygulamasi.

Figure 3. Efficacies of different endophytic bacteria on disease suppressions on carrot slices. Occurrence of different level of gall
formation on carrot slices following treatment with (A) 1-4en, (B) 1-12en and (C) 1-13en isolates (arrow). (D) Shows typical gall

symptom on carrot slice following pathogenicity test (control treatment).

Inokulasyondan sonra yapilan degerlendirmede inokule edilen havug dilimleri iizerinde in vitro ¢aligmalarda
en etkili izolat olan P. putida 1-4en ile inokule edilen yerlerde hastalik etmenin olduk¢a diisik diizeyde ur
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olugturdugu gozlenirken (Sekil 3a), diger izolatlarda artan siddetlerde ur olusumlari tespit edilmistir (Sekil 3b-c).
Cizelge 2°de goriilecegi gibi, test edilen P. putida 1-4en, 1-12en ve 1-13en izolatlar1 uygulandiklari havug
dilimleri tizerinde kontrole oranla ur olusumunu sirasiyla %75, %54.17 ve %?20.83 oranlarinda azalttig1
belirlenmistir. Yalnizca patojenle inokule edilmis havu¢ dilimi iizerinde olduk¢a yogun siddette ur olusumu
gozlenmis olup (Sekil 3d), s6z konusu 3 izolatta kontrole kiyasla ur ¢ikisi ve siddeti iizerinde olduk¢a dnemli
diizeyde engelleme gostermistir (Cizelge 2).

Sonug

Bitkilerin endosphere olarak bilinen igsel doku bdlgesi birgok faydali veya zararli mikroorganizmalara
konukguluk eder. Bu bdolgelerde en fazla bildirilen antagonist bakteri tirlerinin Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea ve Microbacterium cinslerine dahil tiirler oldugu
bildirilmistir (Sturz ve ark., 2000; Rosenblueth ve Martinez-Romero 2006; Romero ve ark., 2014; Bozkurt ve
Soylu, 2016; Suli ve ark., 2016; Kara ve ark., 2016; Soylu ve ark., 2018). Elma dahil oldukg¢a genis konukgu
dizilimine sahip olan kok ur hastaligi etmeni R. radiobacter ile biyolojik miicadele konusunda oldukga kisith
sayida caligma mevcuttur. Hastalikla biyolojik miicadelede genellikle R. radiobacter K84 veya K1026
izolatlarinin kullanildigi ¢calismalar (Moore ve Warren, 1979; Penyalver ve ark., 2000) disinda hastalik etmeni ile
biyolojik miicadele avirulent Rhizobium vitis, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aureofaciens izolatlarmim antagonistik etkinlik gosterdiginin belirlendigi bildirimler bulunmaktadir (Khmel ve
ark., 1998; Gupta ve Khosla, 2007; Rhouma ve ark., 2008; Kawaguchi ve ark., 2012). Epifitik ve endofitik
PGPB izolatlarinin bulunduklari yer agisindan hangisinin avantajli veya etkili oldugu hususlarda birgok tartisma
bulunmaktadir (Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006). Bununla birlikte doku iginde yasayan endofit PGPB
izolatlarinin kdk bolgesinde serbest olarak yasayan, pek ¢ok cevre faktorleri ile etkilesime giren epifit PGPB
izolatlarina kiyasla bitkiye daha fazla avantaj sagladigina dair pek ¢ok caligma bulunmaktadir (Coutinho ve ark.,
2015; Santoyo ve ark., 2016).

Caligmamizda elma kok ur hastaligi etmenine karsi antagonistik etkinligin arastirildigi 85 izolat arasinda
yiiksek engelleme etkinligi genellikle endofit karakterli izolatlarin gdsterdigi, epifit bakteri izolatlarin biiytik bir
¢ogunlugunun ise etkinlik gosteremedigi belirlenmistir. Hastalik etmenine karsi saglikli bitkilerden elde edilen
Pseudomonas, Bacillus, Pantoae, Sphingomonas ve Serratia spp ait endofit ve epifit bakteri izolatlarin in vitro
ve yarl in vivo biyokontrol etkinliklerin belirlendigi ¢alismalarda antagonist izolatlar arasinda 6nemli istatistiksel
farkliliklarin oldugu, P. putida’nin farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin diger izolatlara kiyasla genelde
yitksek diizeyde antagonistik etkinlik gosterdigi belirlenmigtir. Yapilana onceki ¢aligmalarda Pseudomonas,
Bacillus, Pantoae, Sphingomonas ve Serratia spp ait bircok bakteri izolatimn daha c¢ok fungal hastalik
etmenlerine karsi antagonistik ve PGPB etkinlige sahip oldugu ortaya konulmus olup (Kim ve ark., 1998; Berg
ve ark., 2005; Soylu ve ark., 2005; Garcia ve Romeiro 2011; Lopez-Reyes ve ark., 2014; Kara ve ark., 2016;
Matilla ve Krell, 2018; Soylu ve ark., 2018), test edilen P. putida, Pantoea agglomerans, Sphingomonas
yanoikuyae, Bacillus amyloliquefaciens ve Serratia marcescens izolatlarmin R. radiobacter etmenine karsi
antagonist etkinligi ilk kez bu calismada belirlenmistir. Kheirandish ve Harighi (2015) tarafindan yapilan
caligmada patates yumrularinin kok bolgelerinden elde edilen 52 bakteri izolat1 arasinda aralarinda Pseudomonas
putida Ppl17 bulundugu, Pseudomonas fluorescens Pfll, P. fluorescens Pfl16, Paenibacillus sp. Pb28 ve
Enterobacter sp. En38 gibi 8 izolatin bakteriyel solgunluk hastaligi etmeni Ralstonia solanacearum in vitro ve in
vivo kosullarda engelledigini bildirmistir. Hidrojen siyaniir (HCN), siderofor ve protease P. putida’nin hastalik
gelisimini engellemede kullandigi engelleme mekanizmalar olarak belirlenmistir. Caligma sonuglari P.putida’nin
sahip oldugu antagonistik etkinliginin yanisira bitki gelisiminide onemli diizeyde tesvik etmesi nedeniyle
hastalikla miicadelede ¢ok yiiksek kullanilma potansiyelinin bulundugunu bildirilmistir. Tajalipour ve ark. (2014)
kompostlardan elde edilen 120 izolat arasinda aralarinda P. putida, P. reactants, P. fluorescens ve Bacillus
subtilis tiirlerine dahil 36 antagonist bakteri izolatimin mantar kahverengi leke hastaligi etmeni Pseudomonas
tolaasii’ye kars1 in vitro ve in vivo kosullarda antagonistik etkinlik gosterdigini bildirmiglerdir. Antagonist
izolatlarn in vivo hastalik ¢ikisinin %12.9-60.0 arasinda engelledigi bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada ayni bu
caligmada elde edildigi gibi aym tiire ait izolatlar arasinda gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda hastalik
etmenine kars1 degisen oranlarda etkinlikler gosterdigi bildirilmistir. Gerami ve ark (2013) armut agaglarinin 3
farkli gelisme doneminden elde ettikleri 20 izolat arasinda Pseudomonas fluorescens (E10), Pantoea
agglomerans (Abp2), Pseudomonas putida (En) ve Serratia marcescens tirlerine dahil 4 antagonist bakteri
izolatinin ates yaniklig1 hastalig1 etmeni Erwinia amylovora’ya karsi in vitro ve in vivo kosullarda antagonistik
etkinlik gosterdigini bildirmislerdir. Antagonist izolatlarm in vivo hastalik ¢ikisinin %23-60 arasinda engelledigi
bildirilmistir.

Ulkemizde sdz konusu hastalik etmeni R. radiobacter ile yapilmis biyolojik miicadele calismasi
bulunmamaktadir. Kiisek ve Cinar (2012) asmada kok ur hastaligi etmeni A. vitis’e kars: epifitik olarak izole
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edilmis toplam 464 izolat arasinda PGPB 6zellik gosteren Ga7/3-6, Gal0/2-5, Os1/3-1, OsD1/3-1 ve HaD6/3-1
izolatlarinin asmada ur olusumunu %45-98 oraninda azalttigini bildirmiglerdir.

Antagonist bakteri izolatlariin in vitro ve in vivo kosullarda gostermis oldugu patojen gelisimini
engellemede kullanilan mekanizmalar {izerine ¢alismamiz olmasa da, yiiksek dlzeyde antagonistik etkinlik
gosteren Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Pantoae spp. ait bakteri izolatlarin daha 6nce yapilmig ¢aligmalarda
farklt hastalik etmenlerinin gelisimini engellemede kullandig1 antagonistik mekanizmalarin basta protease,
chitinase, glucanase gibi litik enzimler olmak iizere, farkli kimyasal yapida antibiyotikler, fenolikler, siderofor,
HCN, amonyak gibi bilesiklerin sorumlu oldugu bildirilmistir (Hallmann ve ark., 1997; Tabarraei ve ark, 2011;
Gupta ve ark., 2015).

Sonug olarak galigmada antagonistik aktiviteleri in vitro ve in vivo galismalarla ortaya konmus, tiir diizeyinde
tanilanmig bakteriyel izolatlar, basta kok ur hastaligina karsi olmak iizere diger 6nemli bakteriyel ve fungal
hastaliklarla miicadelede gelecek vaat eden biyolojik kontrol ajani adaylar1 olarak diisiiniilebilir. Bu izolatlarin
dogrudan kullanilmasinin yant sira hastaligi engellemede rol oynayan bilesiklerin benzer amag¢ dogrultusunda
kullanilmak iizere potansiyel yeni biyoaktif metabolit kaynaklar1 olarak da degerlendirilmelidir. Burada izole
edilen antagonistik bakterilerin biyoaktif metabolitlerini tanimlamak, etkili biyolojik kontrol ajanlar1 olarak etki
mekanizmalarini belirlemek, rizosferde kok kolonizasyonu ve hayatta kalma kabiliyetlerinin belirlenmeleri gibi
caligmalarin gelecekteki test edilmesi ayri bir 6nem arz etmektedir.

Tesekkiir

Bu caligma Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunca (MKU BAP-10820)
desteklenmistir.
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