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Aims: The aim of this study was to determine the potentials of biological
control efficacies of epiphytic bacteria isolated from parsley roots against
parsley bacterial leaf spot disease agent Pseudomonas syringae pv apii
(Psa) in in vitro and in vivo conditions.

Methods and Results: 48 candidate bacterial isolates were isolated from
the root areas of healthy parsley plants. The diagnosis of bacterial isolates
was made with MALDI-TOF. In addition to the antagonistic effects of 40
isolated and diagnosed bacterial isolates against the disease agent in vitro
conditions, antagonistic and plant growth-promoting mechanisms such as
siderophore, indole acetic acid (IAA), protease, ammonia production and
phosphorus dissolution potentials were determined.

In in vivo efficacy trials, bacterial isolates prevented disease development
by 16-58 % in plants that were applied in different ways (seed coating, seed
coating + leaf spraying and leaf spraying applications) and the most
effective isolate was determined to be Bacillus simplex PANT91. When
different applications are compared, it is determined that seed coating +
leaf applications were found generally more effective than other
applications in terms of preventing disease outflow.

Conclusions: In this study, it was determined that biological control with
antagonist bacteria may be effective against parsley bacterial spot disease
(Psa).

Significance and Impact of the Study: Since there is no known effective
chemical control against the disease and antibiotic use is prohibited in
many countries, It is inevitable to investigate alternative biological control
methods against this disease. It is believed that these isolates can be
effective against parsley bacterial spot disease and can be used as a
biological control agent.

Atif / Citation: Varhan, R, Bozkurt, IA (2021) Maydanoz bakteriyel yaprak leke hastaligi (Pseudomonas syringae pv. apii) ile
biyolojik miicadelede antagonist bakterilerin kullanim olanaklarinin arastirilmasi. MKU. Tar. Bil. Derg. 26(3)
: 649-660. DOI: 10.37908/mkutbd.917150

GiRiS beslenme ve ekonomi agisindan yapragl yenen sebzeler

arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Ekonomik anlamda
Diinya genelinde 455 cins ve yaklasik 3000’den fazla tiirii ticari maydanoz (retimi gin gectikce artmaktadir.
bulunan Apiaceae (Umbellifera) (Hickey ve King, 1997, Anavatani tam olarak bilinmemekle beraber Akdeniz
Kizilaslan-Hancger, 2017) familyasinda yer alan maydanoz Bolgesi olabilecegi kabul edilmektedir (Ceylan, 1987).

(Petroselinum crispum (Mill.) Nym. Ex. A. W. Hill) saglik, Tirkiye’de 2019 yilinda maydanoz Uretimi 75.562 dekar
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alanda 92.954 ton olarak gerceklesmis olup, bu alanin
36.898 (% 48.83) dekari ve liretimin 50.544 (% 54.38)
tonu Hatay ilinde gergeklestirilmistir (Anonim, 2020).
Akdeniz Bolgesi ve Ozellikle Hatay ili icin nemli bir sebze
olan maydanoz bitkisinde verim ve kaliteyi olumsuz
etkileyen bircok hastallk etmeni bulunmaktadir.
Maydanoz koklerinde clrtklige neden olan Sclerotinia
sclerotiorum (Lib) de Bary, Rhizoctonia solani Kiihn,
Fusarium spp, ¢okertene neden olan Pythium spp. ve
Rhizoctonia spp, ve yesil aksamda hastalik olusturan
Alternaria radicina Meier, Drech., and Eddy, Sclerotinia
sclerotiorum, Cercospora spp. Septoria petroselini Desm
ve Plasmopara petroselini énemli fungal hastaliklardir
(Raid ve Roberts, 2004; Kurt ve Tok, 2006; Soylu ve ark.,
2010; Kurt ve ark., 2017).

Maydanozlarda bakteriyel hastaliklar olarak ise
Pseudomonas syringae pv. apii (Psa) ve Pseudomonas
syringae pv coriandricola bildirilmektedir (Minchinton ve
ark., 2006; Bull ve ark. 2011; Xu ve ark. 2013). Ulkemizde
Maydanoz Bakteriyel Leke Hastaligina neden olan
patojenin Pseudomonas syringae pv. apii oldugu ilk kez
Bozkurt ve ark., (2016) tarafindan bildirilmistir. Her iki
patojende maydanoz disinda Apiacea familyasindan
kisnis ve kerevizde de hastalik olusturmaktadir
(Pernezny ve ark., 1997; Cazorla ve ark., 2005;
Cerkauskas, 2009; Bull ve ark., 2011; Gupta ve ark.,
2013). Patojen ile enfekteli bitkilerde belirtiler genellikle
benzer olup hastaligin ilk dénemlerinde enfeksiyon
noktasinda kicgik, suyla islatilmis gibi ve yapragin her iki
tarafindan gorilebilen yaprak lekeleri seklindedir. Bu
lekeler genellikle yaprak damarlariile sinirli olup hastalik
ilerledikce dizensiz, koseli lekelere donlismekte ve
lekelerin etrafinda sari bir hale meydana gelmektedir. Bu
lekeler enfeksiyon ilerledikge kurumakta ve hastaligin
siddetine gore maydanoz yapraklarinin blyik bir kismini
veya tamamini kurutmaktadir (Bozkurt et al., 2016) (Sekil
1).

Hastaligin micadelesinde genel olarak; enfekteli
alanlardan temin edilen tohumlarin Uretim materyali
olarak kullanilmamasi, tarla igerisinde olusabilecek asiri
nemi azaltabilmek icin yabanci ot kontrolii yapilmasi ve
stk ekimden kaginilmasi, ekim dncesi tohumlarin 50°C’de
25 dakika bekletilerek tohum vylzeyindeki inokulum
yogunlugunun azaltilmasi, asirt azotlu glbreleme
yapilmamasi, yaprak ylizeyinde uzun siire islakhk
olusturmayacak sekilde sulama yapilmasi gibi kiiltlrel ve
fiziksel miicadele yontemleri onerilmektedir
(Minchinton et al., 2006; Bozkurt ve Horuz, 2019).
Hastaligin miicadelesinde 6nerilen herhangi bir kimyasal
bulunmamaktadir.

Hastallk etmenine karsi bilinen etkili bir kimyasal
miicadele olmamasi ve antibiyotik kullaniminin bircok
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Ulkede vyasak olmasi sebebiyle alternatif micadele
yontemlerinin arastiriimasi kaginilmazdir.

Bozkurt etal., 2016
1. Psa ile enfekteli maydanoz vyapraklarinda
meydana gelen hastalik belirtileri (ok).
Figure 1. Disease symptoms on parsley leaves infected
with Psa (arrow).

Sekil

Bitki patojeni bakteriyel ve fungal hastalik etmenleri ile
farkli Glkelerde oldugu kadar tlkemizde bitki ucucu yag
ve ana bilesenlerin kullaniimasi, kompost uygulamalari,
bitki aktivatorlerinin  kullanilmalari, nanoteknolojik
antibakteriyel  bilesiklerin  gelistiriimesi  seklindeki
yaklasimlar gibi kimyasallara alternatif miicadele
yontemlerinin  arastirlmasina son yillarda agirlik
verilmistir (Kara ve ark., 2020; Bozkurt ve ark., 2020;
Sahin ve ark. 2021). Bitki bakteriyel hastaliklarla
kimyasallara alternatif micadele yontemlerinden birisi
de faydali mikroorganizmalarin kullanildigi biyolojik
miicadeledir. Biyolojik mlicadele etmeni (BME) olarak en
yaygin kullanilan mikroorganizmalardan biri olan
bakteriler, bitkilerde bulunduklari ve kolonize olduklari
yerlere goére endofit ve epifit olarak iki sekilde
isimlendirilmektedirler (Bozkurt ve Soylu, 2019; Duman
ve Soylu, 2019). Epifit bakteriler bitkilerin ¢icek, yaprak,
meyve ve slirgiin gibi toprak Usti ve kok gibi toprak alti
kisimlarinda kolonize olabilen ve bitkilere herhangi bir
zarari olmayan bakteriler olarak tanimlanabilmektedir
(Hallmann ve ark., 1998). Endofit bakterilerin farkli
bircok tanimi olmakla beraber yaygin olarak; bitki
dokularinda kolonize olabilen ve herhangi bir simptoma
ve bitkide zarara neden olmayan bakteriler olarak
tanimlanmaktadir (Holliday, 1989; Schulz ve Boyle, 2006;
Sulii ve ark., 2016).

Bu c¢alisma ile Maydanoz Bakteriyel Yaprak Leke
Hastaliginin saglikh maydanoz koklerinden izole edilen
biyolojik miicadele etmeni (BME) bakteriler ile biyolojik
miicadele olanaklari in vitro ve in vivo kosullarda
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arastirilmistir. Literatlr taramalarinda bu hastaliga karsi
daha 6nceden yapilmis herhangi bir biyolojik miicadele
¢alismasina rastlanilmamis olup, bu c¢alisma bir ilk
niteligindedir.

MATERYAL ve YONTEM

Calismada, test bitkisi olarak D’Giant Italiana maydanoz
cesidi kullanilmistir. Test patojeni olarak Hatay Mustafa
Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bélimii
bakteriyoloji  laboratuvari  kiltlir  koleksiyonunda
bulunan Maydanoz Bakteriyel Yaprak Leke Hastalig
etmeni Pseudomonas syringae pv. apii PM-16 (Bozkurt
ve ark., 2016) izolati kullanilmistir.

Saglhikli maydanoz kéklerinden aday antagonist
bakterilerin izolasyonu ve tanisi

Survey calismalari Hatay ili ve ilgelerinde maydanoz
Uretimi yapilan alanlarda gergeklestirilmistir. Bakteriler
saglikhh  maydanoz bitkilerinin  koklerinden izole
edilmistir. Alinan kok 6rneklerinden 10 gr tartilarak 90 ml
0.05 mM MgCl, tampon c¢ozeltisi icerisinde 30 dk.
calkalayicida tutulduktan sonra silispansiyondan 100 pl
alinarak King B (KB) besiyeri iceren petrilere bagetle
yayilip 24+2 °C'ye ayarli inklbatorlere yerlestirilmistir.
inkiibasyondan 48 saat sonra petride gelisen koloniler
saflastirilarak UV isik altinda (366 nm) floresans pigment
olusturmalarina ve potasyum hidroksit (KOH) testi ile
gram reaksiyonlarina gore gruplandiriimistir. Saflastirilan
bakteriler Nutrient Gliserol Agar (NGA) besiyerine
ekilerek +4 °C’'de saklanmistir. Bakteri izolatlarinin tanisi
Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamani kiitle spektrometresi (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry)
(MALDITOF-MS) ile Duman ve Soylu (2019) tarafindan
bildirilen yonteme gore yapilmistir.

Aday antagonist bakteri ile tiitiinde asiri duyarhiik (HR)
ve patateste yumusak ¢iiriikliik testi

Titlinde asirn duyarhlik testi ve patates dilimlerinde
yumusak c¢lrlklik testi aday antagonist bakteri
izolatlarinin bitki patojeni olup olmadigini belirlemek
amaciyla yapilmistir. HR testinde NA besi yerinde 24-48
saat gelistirilen aday antagonist bakteri kultirlerinden
102 hicre mlt (0D=0.13) yogunlukta hazirlanan
siispansiyonlar  steril enjektér vyardimiyla titln
yapraginin damar aralarina enjekte edilmistir. Pozitif
kontrol olarak Psa izolati negatif kontrol olarak ise
yapraklara  steril saf su inokule edilmistir.
inokulasyondan 2 giin sonra inokulasyon noktasinda
doku c¢okmelerine ve nekrotik alanlara neden olan
izolatlar HR (+) olarak kabul edilmistir.
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Yumusak c¢uriklik testi icin tiitiin HR negatif cikan aday
BME bakteri izolatlari ile patates dilimlerinde yumusak
curuklik testleri yapilmistir. Patatesler dezenfekte
edilmek amaciyla %3’lik NaOCl'de 1 dk. bekletilmis,
kabuklari soyulduktan sonra %70 alkol ile dezenfekte
edilmis ve alevde steril edilmis bigak ile ikiye ayirdiktan
sonra 1 cm. eninde dilimlenmistir. icinde steril islak filtre
kagidi bulunan steril petrilere patates dilimleri
yerlestirilmistir. Steril kiirdan yardimiyla patates dilimleri
Uzerine bakteri izolatlari inokile edilmistir (Sekil 3).
Bakteri izolatlari ile bulastirilmis patates dilimlerinin
bulundugu petriler 25+1°C’de inkiibasyona birakilmistir.
inokulasyondan 1 giin sonra bakteri izolatlarinin inokiile
edildigi noktada yumusama gorilmesi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif
kontrol bakterisi olarak Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bo&limii
bakteriyoloji  laboratuari  kiltir  koleksiyonunda
tanilanmis olan Pectobacterium caratovorum subs.
caratovorum (Pcc) izolati kullanilmistir.

Antagonist bakterilerin In vitro biyokontrol ve bitki
gelisimini tesvik etme mekanizmalarinin belirlenmesine
yonelik calismalar

Antibiyosis testi

Aday antagonist bakteri izolatlarinin 24 saatlik
kiltirinden KB besi yeri iceren 9 cm capli petrilere
birbirinden esit uzakhkta olmak tzere, 4 noktaya ekim
yapilmistir ve 2511 °C'de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir.  inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri
kolonileri Gzerine 24 saatlik Psa kiltiiriinden hazirlanan
patojen slspansiyonu (10® hiicre ml?) pulverize
edilmigtir. Petriler 251 °C'de 48 saat inkiibasyona
birakilmis ve 48 saat sonunda KB besi yerinde patojen
gelisiminin engellenmesi sonucu olusan engelleme
bolgelerinin ¢apinin bakteri kolonisinin capina béliinmesi
ile A-indeks degerleri hesaplanmistir (Ullah ve ark.,
2017). A-index = engelleme bélgesi capi (mm) / bakteri
koloni ¢apr (mm)

Siderofor iiretiminin belirlenmesi

Hem bitki gelisimini tesvik edici etki hem de biyokontrol
aktivitesi icin 6nemli bir belirleyici olan siderofor tretimi
Blue-CAS Agar besi yerinde Schwyn ve Neilands, 1997'ye
gore belirlenmistir. Siderofor etkinin varligini belirlemek
icin 2 glinlik taze kultlirden steril kiirdan yardimiyla test
edilecek bakteriden alinan inokulum, CAS agar ortami
bulunan 9 cm. capl petrilere birbirinden esit uzaklikta 3
noktaya ekim vyapilmis ve petriler 25+1°C'de 7 giln
inklibasyona  birakilmistir.  Antagonist  bakteriler
tarafindan siderofor liretimine bagh olarak olusan sari-
turuncu zonlar ve bakteri kolonisinin caplari 6l¢tlmustir.
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Meydana gelen zon caplari ve bakteri kolonisi ¢caplari her
izolat igin siderofor ¢ozlinlrlik indeksi (S-indeks)
formiliine gore hesaplanarak olcllmustir (Ullah ve ark.,
2017). Deneme 2 kez tekrarlanmistir. S-index = sari-
turuncu alanin ¢apt (mm) / bakteri koloni ¢capi (mm)

Fosfor ¢6zme potansiyellerinin belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin fosfati ¢ozme etkinligi,
trikalsiyum fosfat iceren Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri
iceren petrilerde belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012).
Pikovskaya (PVK) agar iceren petrilere aday bakteri
izolatlari nokta ekim ile inokule edilmis ve 25+1 °C’'de 7
giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
bakteri kolonilerini etrafinda fosforun ¢ézlilmesine bagl
olarak olusan seffaf zonun ve bakteri kolonisinin ¢aplari
Olgllerek F-indeks degerleri hesaplanmistir (Ullah ve
ark., 2017). F-index: erime bolgesinin capi (mm) / bakteri
koloni ¢apr (mm)

Indol Asetik Asit (IAA) iiretiminin belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin IAA Uretme potansiyelleri L-
tryphtophan’nin  varliginda Salkowski  yontemi
kullanilmak suretiyle belirlenmistir (Glickman ve
Dessaux., 1995). IAA (retimi spektrofotometrik olarak
UV-vis spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA)
ile belirlenmistir. Ornekler 535 nm dalga boyunda
okunarak absorbans degerleri saptanmistir. Elde edilen
absorbans degerleri saf IAA (Merck, Darmstadt,
Germany) c¢ozeltisi ile hazirlanan IAA konsantrasyon
standart egrisiyle karsilastirlmak suretiyle (Aktan ve
Soylu, 2020) aday bakteri izolatlarinin IAA {iretim
miktarlari pg/ml olarak belirlenmistir.

Proteaz enzimi iiretimi

Aday antagonist bakteri izolatlarinin proteaz enzimi
Uretme potansiyelleri, icerisinde %2 yagi alinmis siit tozu
(Skimmed Milk Powder, Merck, Darmstad, Germany)
bulunan LB (SMLBA) besi yerinde Perneel ve ark., (2007)
tarafindan bildirilen ydnteme gore belirlenmistir. SMLBA
besi yerinde protez Uretimine baglh olarak bakteri
kolonileri etrafinda olusan seffaf bolgelerin ve bakteri
kolonilerinin ¢api Olgllerek Pro-indeks degerleri
hesaplanmistir (Ullah ve ark., 2017). Pro-index: erime
bolgesinin capi (mm) / bakteri koloni ¢capi (mm)

Aday antagonist bakteri izolatlarinin in vivo saksi
testleri ile biyokontrol etkinliklerinin belirlenmesi

Saksi testlerinde aday antagonist bakteriler patosisteme
a) Tohum uygulamasi, b) Yaprak uygulamasi c)
Tohum+Yaprak uygulamasi seklinde uygulanmistir.
Deneme Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiltesi, Bitki Koruma Bolimi’nde bulunan giindiiz
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ortalama 26.5+2°C ve gece 21+2°C sicakliga ve yaklasik
%70-80 bagil neme sahip ait cam serada ylrittlmustar.
Denemede her izolat igin 5 saksi kullaniimis ve deneme 2
kez yinelenmistir.

KB besiyerinde gelisen 2 glinlik antagonist bakteriler 5
ml %1’lik Carboxy Methyl Cellulose (CMC) ile siispanse
edilmistir. Bu slispansiyon icerisine tohum uygulamasi ve
tohum+yaprak uygulamasina tabi olan maydanoz
tohumlari aktarilip ( her uygulama igin 50 tohum / 5 ml
CMC) 120 rpm’de 30 dk. calkalanarak tohumlarin bakteri
ile kaplanmasi saglanmistir (Callan ve ark., 1997).
Muamele edilmis tohumlarin saksilara ekimi yapilmistir.
Tohumlarin ¢cimlenmesinden yaklasik 2 hafta sonra (3-5
gecek yaprakhh donemde) yaprak ve yaprak+tohum
uygulamasina tabi olan maydanoz bitkilerine KB besi
yerinde gelistirilen 2 giinliik antagonist bakteriler (108
hiicre ml) tim yesil aksamlarini kaplayacak sekilde
piilverize edilmistir. inokulasyondan 1 giin sonra tohum
uygulamasi, yaprak uygulamasi ve tohum+yaprak
uygulamasina tabi olan maydanoz bitkilerinin KB besi
yerinde gelistirilen 2 glinlik patojen bakteri (10%hiicre
ml?) yine ayni sekilde pilverize edilmistir. Kontrol (+)
uygulamasinda hicbir muamele gérmemis tohumlardan
elde edilen bitkilere patojen bakteri (108 hiicre ml?)
pllverize edilmistir. Olusan hastalik belirtileri patojen
inokulasyonundan 14 gin sonra 0-4 skalasina goére
degerlendirilmis ve Tawsend Heuberger* formili ile %
hastalik siddeti belirlenmistir.

0-4 skalasi

0 - Yapraklarda nekrotik leke yok

1 - Yapraklarda 1-2 nekrotik leke

2 - Yapraklarda 3-5 nekrotik leke

3 - Yapraklarda 5 ve uzeri nekrotik leke
4 - Yapraklarda birlesik nekrotik leke

¥ (Skala degerix skalada degerlendimmeve giren birey sayisy)

9 hastalik siddeti= X100

(En viiksek skaladegerix toplam birey sayisi)

Deneme deseni ve istatistik analizler

Denemeler tesadlf parselleri deneme desenine gore
kurulmus olup, istatistik analizler SPSS istatistik programi
(SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonli ANOVA ile
varyans analizi yapilmis ve izolatlar arasindaki farklilik
Duncan Coklu Karsilastirma testi ile belirlenmistir
(P<0.05).
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BULGULAR ve TARTISMA

Aday antagonist bakterilerin izolasyonu ve tanisi
izolasyon calismalarinda morfolojik olarak birbirinden
fakl olabilecegi diisiiniilen 40 adet bakteri izole edilerek
saflastinlmistir. izole edilerek saflastirilan bakteri
izolatlarinin tanisi MALDI-TOF ile yapilmistir.  Tani
sonuglarina gore cins dizeyinde ilk sirayr 12 izolatla
Pseudomonas alirken, bunu 8 izolatla Arthrobacter, 7
izolatla Bacillus, 3 izolatla Lactobacillus, 2 izolatla
Microbacterium ve 1’er izolatla Acinetobacter,
Aeromicrobium, Mycobacterium, Sphingobacterium,
Sinomonas, Escheria, Pantoea ve Stenotrophomonas
cinslerine dahil izolatlar izlemistir.

Tiitiinde agsir1 duyarliik (HR) ve patates yumusak
cliriikliik testi

Tutin vyapraklarinda asirt  duyarhlik tepkimesinin
belirlenmesi testinde pozitif kontrolde tipik HR belirtileri
meydana gelirken negatif kontrol ve antagonist adayi
izolatlarin inokule edildigi alanlarda herhangi bir belirti
meydana gelmemistir (Sekil 2).

Sekil 2. Tatln HR testi sonucu meydana gelen HR pozitif

(siyah ok) ve HR negatif (kirmizi ok) reaksiyonlar.

Figure 2. HR positive (black arrow) and HR negative (red

arrow) reactions that occur as a result of the
tobacco HR test.

Pektolitik enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
yapilan patates dilimlerinde yumusak clrikliik testinde
degerlendirmeler inokulasyondan 1 giin sonra
yapilmistir. inokulasyon noktasinda meydana gelen

yumusama pozitif olarak kabul edilmistir. Test
sonucunda Pcc inokule edilen pozitif kontrolde
yumusama meydana gelirken antagonist adayi

bakterilerin inokule edildigi alanlarda ve negatif kontrol
uygulamasinda yumusama meydana gelmemistir (Sekil
3).
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Aday antagonist bakteri izolatlarinin antibiyosis testi
ile 6n eleme ¢alismalar

Antagonistik etkinin belirlenmesinde 11 bakteriyel izolat
antagonistik etki gdostermez iken, 29 izolat ise patojen
gelisimini engellemede farkh oranlarda antagonistik etki
gOstermistir.

——

Sekil 3. Yumusak ciriklik testinde pozitif kontrol (K+),
aday antagonist bakteriler ve negatif kontrol (K-
) uygulamalarinda meydana gelen belirtiler.

Figure 3. Positive control (K+), candidate antagonist
bacteria and negative control (K-) symptoms in
potato soft rot test.

Antibiyosis testinde en vyiksek A-indeks degeri
Pseudomonas thivervalensis PANT107 (5.08) izolatinda
belirlenmis olup bunu Pseudomonas brassicacearum
PANTS83 (4.17) ve Bacillus simplex PANT91 (2.94) izolati
izlemistir (Sekil 4, Cizelge 1). istatistik analiz sonuglari
degerlendirildiginde ise Pseudomonas thivervalensis
PANT107 ve Pseudomonas brassicacearum PANT83
izolan diger tim uygulamalardan farkli grupta yer
almistir fakat bu iki izolat arasinda duncan ¢oklu testine
gore p=0.05 araliginda fark olmadigi belirlenmistir. Bir
diger izolat olan Bacillus simplex PANT91 izolati ise
Pseudomonas kiloensis PANT63 (1.67), Bacillus simplex
PANT64 (1.63), Pseudomonas brassicacearum PANT710
(2.05) ve Pseudomonas brassicacearum PANT87 (1.78)
izolatlari ile Duncan Coklu Karsilastirma testine goére
p=0.05 araliginda ayni grupta yer almis olup, istatistiki
olarak aralarinda bir fark belirlenmemistir.
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Sekil 4. Antagonist bakteri izolatlarinin patojen gelisimini
engellemesi sonucu olusan engelleme bolgeleri
(ok).

Figure 4. Inhibition zones formed as a result of antagonist
bacteria isolates inhibiting the growth of
pathogenic bacteria (arrow).

Pseudomonas  thivervalensis  ve Pseudomonas
brassicacearum ilk defa Arabidopsis ve kanola
bitkilerinin rizosferinden izole edilmislerdir (Achouak ve
ark., 2000). Yapilan bazi calismalarda P. thivervalensis ve
P. brassicacearum gibi bazi Pseudomonas tirlerinin
pyoluteorin Urettigi belirlenmistir. Pyoluteorin dogal bir
antibiyotik olup antimikobiyal ve herbisidal etki
gosterebilmektedir (Ramette ve ark., 2011). Bakteriyel
hastaliklara olan etkiye bakildiginda ise Pseudomonas
brassicacearum J12 izolatinin domateslerde bakteriyel
solgunluk etmeni Ralstonia solanacearum’un gelisimini
etkili bir sekilde inhibe ettigi ve sera denemelerinde
hastalik gelisimini %45 oraninda baskiladigi saptanmistir
(Zhou ve ark., 2012).

Bir diger etkili izolat olan Bacillus simplex ise birgok
fungal ve bakteriyel bitki patojenine karsi etkili olup
biyolojik micadele ¢alismalarinda vyaygin olarak
kullanilan bir bakteri tiridir (Krzyzanowska ve ark.,
2012; Campos ve ark., 2010; Schwartz ve ark., 2013;
Soylu ve ark., 2020; Atay ve ark., 2020; Kara ve ark.,
2020). Yakin zamanda yapilan Elma Koék Uru Hastaligi
etmeni Rhizobium radiobacter’e karsi epifit ve endofit
bakteri izolatlarinin antagonistik potansiyellerinin
arastinldigr  bir diger c¢alismamizda Pseudomonas,
Pantoea, Serratia ve Bacillus cinslerine dahil farkl tirlere
ait 12 izolat, ikili kaltur testlerinin yapildigl besi ortami
Uzerinde patojene karsi ortalama 5.0-27.3 mm ¢apinda
arasinda degisen engelleme zonlari olusturmustur
(Bozkurt ve Soylu, 2019).

Siderofor iiretiminin belirlenmesi

Distik molekdl agirhkli bir element olan siderofor
ozellikle demirin  sinirh oldugu alanlarda birgok
mikroorganizma ve bitki tarafindan (Gretilmektedir
(Schwyn and Neilands, 1987). Mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen sideroforlar bitkilerin demir alimini
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arttirarak bitki gelisimini tesvik ettigi icin dolayh olarak
veya antimikrobiyal 6zelliklerinden dolayi ise dogrudan
hastaliklarla micadelede etkili olabilmektedir. Ayrica
demirin az oldugu alanlarda antagonist bakterilerin
siderofor Uretimi ile patojen mikroorganizmalar ile
rekabete girmesi, dogrudan patojeni engellemese de
dolayh olarak patojen popiilasyonunun azalmasina
neden olabilmektedir.

CAS agar ortamina nokta ekim vyapilan bakteri
kolonilerinin etrafinda olusan sari veya turuncu alanlar
(Sekil 5) siderofor pozitif olarak kabul edilmistir.
Siderofor (retim testinde en vyiksek indeks degeri
Pseudomonas thivervalensis PANT107 (2.86) izolatinda
belirlenirken bunu sirasi ile antagonistik etkinlik
sonuglarina benzer Bacillus simplex PANT91 (2.31) ve
Pseudomonas brassicacearum PANT83 (2.07) izolatlari
izlemistir (Cizelge 1).

istatistik analiz sonuglarina gére Arthrobacter ilicis
PANTS59, Stenotrophomonas sp PANTS82,
Microbacterium phyllosphaerae PANT92 ve Bacillus
megaterium PANT101 izolatlari dusliik oranlarda
siderofor Uretmekle beraber hi¢ siderofor liretmeyen
Pseudomonas thivervalensis PANT88 izolati ile ayni
grupta yer almis olup istatistiki olarak 0Onemsiz
bulunmustur.

PANT 94

Sekil 5. CAS blue agar ortaminda bakteri izolatlarinin
siderofor Uretimleri sonucu olusan sari turuncu
alanlar (ok).

Figure 5. Yellow-orange areas (arrow) formed as a result
of siderophore production of bacterial isolates in
CAS blue agar medium.

Fosfor ¢6zme potansiyellerinin belirlenmesi

Fosfor ¢ozunurliik testinde 17 bakteri izolati etkisiz
bulunmus olup, 12 izolat ise 1.03-4.44 arasinda degisen
oranlarda fosfor ¢ozme etkisi gostermistir. En yliksek
fosfor ¢6zme indeksi Pseudomonas kilonensis PANT63
(4.44) nolu bakteri izolatinda saptanirken bunu sirasi ile
Pseudomonas thivervalensis PANT107 (3.66),
Pseudomonas  brassicacearum  PANT710  (3.55),
Pseudomonas jessenii PANT34 (3.04) ve diger izolatlar
izlemistir (Sekil 6, Cizelge 1). Bitkilerin saglikli bir sekilde
blyuylp gelismesi icin gerekli olan major elementlerden
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bir tanesi de fosfordur. Topraga karisan fosfor kisa
zamanda toprak parcgaciklarinin temas vyizeyleri ile
reaksiyona girerek daha az ¢ozlnir ve daha az yarayisli
bilesikler haline dontsir (Karaman, 2012). Topraktaki
¢Ozlnebilir fosfor konsantrasyonu 1 ppm veya daha az
orandadir (Ozyilmaz ve Benlioglu, 2012). Toprakta bitki
kokleriyle simbiyotik olarak yasayan antagonist
bakteriler, ¢6zlinemez durumundaki bu fosfor
bilesiklerini ¢ozerek bitkilerin yararlanabilecek forma
dontstardrler.

Sekil 6 Bakteri izolatlarinin fosforu ¢6zmeleri sonucu
olusan erime bolgeleri (ok).
Figure 6. Clearing zones formed as a result of bacterial
isolates dissolving phosphorus (arrow).

indol asetik asit iiretiminin belirlenmesi

IAA Uretiminin belirlenmesi testlerinde en yiksek 1AA
Uretimi Arthrobacter oxydans PANT53 (27.73 ug/ml)
izolatinda saptanirken, bunu sirasi ile Pseudomonas
brassicacearum PANT83 (20.40ug/ml) ve Bacillus
simplex PANT91 (19.88 ug/ml) izolatlari izlemistir
(Cizelge 1).

Bitkilerin bliyime ve gelismesini diizenleyen en énemli
faktorlerden bir tanesi de hormonlardir. Bu hormonlarin
en bilineni de indol-3- asetik asittir (IAA). IAA bitkide kok

gelisimi, kok ylzey alaninin genislemesi, bitki besin
elementlerin bitkiye alinmasi, hiicre bollinmesi gibi
bircok etkinligi bulunmaktadir (imriz ve ark., 2014).
Yapilan bir¢cok ¢alismada (Samuel ve Muthukkaroppan,
2011; imriz ve ark., 2014) farkli tirlere ait PGPR
izolatlarinin 1AA Urettigi tespit edilmistir.

Genel olarak toprak kokenli olup Artemisia sp,
Chenopodium sp, Solanum nigrum, su sUmbuli gibi
yabanci otlardan, ceviz ve mese gibi agaclardan izole
edilen Arthrobacter cinsi bakterilerin yiksek dizeyde
IAA Urettigi ve bugday, soya ve piring bircok bitkide bitki
gelisimini arttirdigi yapilan bircok calismada bildirilmistir
(Soleimani ve ark. 2018, Xu ve ark., 2018; Li ve ark.,2018;
Soylu ve ark., 2018; Khan ve ark., 2019). Yapilan bu
¢alismasinda da en yliksek IAA Uretiminin Arthrobacter
oxydans PANT53 izolatinda saptanmasi Arthrobacter
cinsine ait fakli tlrlerle yapilmis olan galismalar ile
paralellik géstermektedir (Duman ve Soylu, 2019).

Proteaz iiretiminin belirlenmesi

Proteaz testinde 8 izolat degisen oranlarda proteaz
Uretirken 21 izolatta ise proteaz Uretimine
rastlanmamistir.  En  ylksek  proteaz  lretimi
Pseudomonas brassicacearum PANT83 (2.51) izolatinda
belirlenirken bunu sirasi ile Bacillus simplex PANT64
(2.12)  Pseudomonas  jessenii  PANT34  (2.04)
Pseudomonas thivervalensis PANT107 (2.00) ve digerleri
izlemistir (Cizelge 1). Proteazlar, dogada bitkisel,
hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin dekompozisyonunda
onemli rol oynamaktadirlar ve boylece besin dénglisini
saglamakta ve ayrica bitkilerin besinleri alabilmelerini
saglamaktadirlar (Anonim, 2019).

Cizelge 1. Aday antagonis bakteri izolatlarinin in vitro biyokontrol etki mekanizmalari ve indeks degerleri
Table 1. In vitro biocontrol mechanisms and index values of candidate antagonist bacteria isolates

izolat Bakteri Tiir isimleri A-indeks  S-indeks  F-indeks Pro- IAA
indeks
PANT15 Pseudomonas flavescens 1.212b" 1.471b« 0,00° 0.00? 11.419h
PANT21 Acinetobacter pittii 0.79% 1.23bcd 0,00° 0.00° 3.26%
PANT24 Microbacterium lacticum 0.84% 1.17b« 0,00° 0.00? 1.71%®
PANT34 Pseudomonas jessenii 0.80% 1.81b¢ 3,04% 2.04¢ 12.41°"
PANT39 Mycobacterium avium 1.18%° 1.28bcd 2,00¢ 1.57¢ 9.74%
PANT44 **S. multivorum 1.31%b 1.10% 0,00°? 0.00°? 14.6187
PANT46 Sinomonas atrocyanea 1.39%b 1.11b° 0,007 0.00? 5.02%¢
PANTS52 Pseudomonas kilonensis 1.46%° 1.64bc 0,00? 0.00? 7.92¢
PANT53 Arthrobacter oxydans 1.14ab 2.02¢d 0,002 0.002 27.73™
PANT59 Arthrobacter ilicis 1.332b 1.012b¢ 1,35b¢ 0.00°? 9.34¢%
PANT510 ***A, polychromogenes 1.34%° 1.34b< 1,53b¢ 0.00? 10.448%f
PANT63 Pseudomonas kilonensis 1.67% 1.59b¢d 4,44f 0.73° 0.412
PANT64 Bacillus simplex 1.63b° 1.31bcd 1,03° 2.12¢ 14.6087
PANT66 Escherichia vulneris 1.39%° 1.92b 1,12° 0.00? 15.561k
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Cizelge 1 (devami). Aday antagonis bakteri izolatlarinin in vitro biyokontrol etki mekanizmalari ve indeks degerleri
Table 1 (continued). In vitro biocontrol mechanisms and index values of candidate antagonist bacteria isolates

PANT72 Lactobacillus gasseri 1.00%° 1.89b¢ 0,007 0.00? 18.56"
PANT75 Pantoea agglomerans 0.79% 1.49b 0,00? 0.00? 11.43%h
PANT78 ***¥%p_brassicacearum 1.242b 1.67b 0,00? 0.00? 15.39Mk
PANT710 ***¥%p_brassicacearum 2.05%¢ 1.67b 3,55% 1.51¢ 13.43¢1
PANTS2 Stenotrophomonas sp 1.34% 0.81% 0,00? 0.00? 10.6798
PANTS3 **¥%p_hrassicacearum 4.17¢ 2.07¢% 2,83¢ 2.51¢ 20.40'
PANT87 ***¥%p_brassicacearum 1.78b¢ 1.18b< 0,00? 0.00? 10.98%¢
PANTS88 ***%p_thivervalensis 1.342b 0.00? 0,00°? 0.00? 437"
PANTI91 Bacillus simplex 2.94¢ 2.31¢% 0,00°? 1.74% 19.88'
PANT92 ***%%\1. phyllosphaerae 1.60° 0.922b¢ 0,00? 0.00? 4.30%
PANT99 Bacillus megaterium 1.30% 1.40b< 1,12° 0.00? 14.40%
PANT101 Bacillus megaterium 1.442b 0.882c 0,00? 0.00? 7.36
PANT102  Bacillus simplex 1.47% 1.415 0,00? 0.00? 10.01%
PANT106  Bacillus megaterium 1.32%° 1.24b< 1,31b¢ 0.00? 9.38¢%
PANT107 ****p_thivervalensis 5.08¢ 2.86° 3,66° 2.00¢ 17.04"
Kontrol 0.00° 0.00? 0.00? 0.00? 0.00?

* Her stitunda yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkl harfler, izolatlar arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir.

**S:Sphingobacterium, ***A:Arthrobacter, ****P:Pseudomonas, *****M:Microbacterium

Aday antagonist bakterilerin in vivo saksi testleri ile
biyokontrol ézelliklerinin belirlenmesi

In vivo saksi testlerinde oOncelikli olarak in vitro
antibiyosis testlerinde daha sonra ise diger testlerde
etkili olarak saptanan Pseudomonas brassicacearum
PANT 83, Bacillus simplex PANT91 ve Pseudomonas
thivervalensis PANT107 izolatlari kullaniimistir. Patojen

inokulasyonundan 14 giin sonra yapraklarda olusan
belirtiler 0-4 skalasina gore degerlendirilmistir. Tim
muamelelerde meydana gelen hastalik siddeti oranlari %
olarak belirlenmis, antagonist bakterilerin pozitif
kontrole gore hastaligi engelleme oranlari (% etki) ayrica
belirlenmistir (Cizelge 2.).

Cizelge 2. In vivo saksi testlerinde farkl antagonist bakteri uygulamalarinin hastalik siddeti tGzerine etkileri
Table 2. Effects of different antagonist bacteria applications on disease severity in in vivo pot tests

izolat Tohum Tohum + Yaprak Yaprak

%h.s* %etki %h.s %etki %h.s %etki
PANTS3 5.10°" 47.19 4.55° 56.51 5.20° 46.15
PANT91 4.10° 57.54 4.05° 58.56 4.25° 55.99
PANT107 5.40° 43.26 5.31° 44.08 8.05° 16.64
K(+) L L — 9.66° = emeeeeee- 9.66° -

*Hastalk Siddeti

**Her sttunda yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, izolatlar arasindaki farkin istatistiki olarak énemli oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 2 incelendiginde, aday antagonist bakteri
izolatlari ve patojen bakteri uygulanan bitkilerde hastalik
siddeti %4.05-8.05 oranlarinda tespit edilirken yalniz
patojen inokule edilen bitkilerde hastalik siddeti %9,66
olarak belirlenmistir. Uygulamalarda meydana gelen
hastalik siddetlerine gore yapilan istatistik analizlerde
Pseudomonas thivervalensis PANT107 yaprak
uygulamasi pozitif kontrolle ayni grupta yer alirken diger
tim uygulamalar pozitif kontrolden farkli bulunmus ve
ayri grupta yer almistir. Hastaligin engelleme oranlarina
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bakildiginda Bacillus simplex PANT91 izolati tohum,
tohum+yaprak ve yaprak uygulamalarinda hastalik
gelisimini %57.54, %58.56 ve %55.99, Pseudomonas
brassicacearum PANT83 izolati %47.19, %56.51 ve
%46.15, Pseudomonas thivervalensis PANT107 izolati ise
%43.26, %44.08 ve %16.64 oranlarinda engellemistir.

Ug farkli uygulama karsilastirildiginda ise genel olarak
tohum+yaprak uygulamasinin diger uygulamalara gore
daha etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 7).

Calismada elde edilen tim sonuglar birlikte
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degerlendirildiginde 6zellikle in vitro antibiyosis ve diger
testlerin cogunda etkili olarak saptanan Pseudomonas
brassicacearum PANTS83, Bacillus simplex PANT91 ve
Pseudomonas thivervalensis PANT107 numarali 3 aday
bakteri izolati in vivo saksi testlerinde kullanilmistir.
Bakteri izolatlari patosisteme tohum, tohum+yaprak ve
yaprak olarak 3 sekilde uygulanmistir. Tim izolatlarin her
3 uygulamada da hastalik gelisimini %16-58 oraninda
engelledigi saptanmistir. Tohum, tohum+yaprak ve
yaprak uygulamalari karsilastirildiginda genel olarak
tohum+yaprak uygulamalarinin diger uygulamalara gére
daha etkili oldugu belirlenmistir. Hastaligin engelleme

PANY 23

PANT)

Sekil 7. Saksi denemeleri sonucunda farkli bakteri ve K (+)
uygulamasinda meydana gelen  hastalik
belirtileri.

Figure 7. Disease symptoms occurring in pot trials with

different bacteria and K (+) applications.

oranina bakildiginda tohum, tohum+yaprak ve yaprak
uygulamalarinda en iyi orani Bacillus simplex PANT91
izolati oldugu saptanmis, bunu sirasiyla Pseudomonas
brassicacearum PANT83 ve Pseudomonas thivervalensis
PANT107 izolati izlemistir.

Son yillarda kimyasallarin asiri kullanimi sonucu toprak
ve cevre Kkirliligi artmakta ve tarim alanlari hizla
azalmaktadir. Stirdirlebilir tarim igin cevreyi ve topragi
kirleten kimyasallarin kullanimi azaltiimali ve kontrol
altina alinmalidir.

Yapilan bu c¢alismada elde edilen sonuglar maydanoz
bakteriyel leke hastaligi etmenine (Psa) karsi
miicadelede antagonist bakteriler ile biyolojik
miuicadelenin etkili olabilecegi tespit edilmistir.

OzET

Amag: Bu ¢calismanin amaci, maydanoz kdklerinden izole
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edilen epifit bakterilerin in vitro ve in vivo kosullarda
Maydanoz Bakteriyel Yaprak Leke Hastaligi etmeni
Pseudomonas syringae pv apii (Psa)’ ye karsi biyolojik
miicadele potansiyellerinin belirlenmesidir.

Yéntem ve Bulgular: Saglkli maydanoz bitkilerinin kok
bolgelerinden 48 adet aday antagonist bakteri izolat
izole edilmistir. Bakteri izolatlarinin tanist MALDI-TOF ile
yapilmistir. izole edilen ve tanisi yapilan 40 bakteri
izolatinin in vitro kosullarda hastalik etmenine karsi
antagonistik etkilerinin yani sira siderofor, indol asetik
asit (IAA), proteaz, amonyak (iretimi ve fosfor ¢ézme
potansiyelleri gibi etki mekanizmalari belirlenmistir.
Antagonistik etkinin belirlendigi antibiyosis testinde en
yliksek indeks degeri Pseudomonas thivervalensis
PANT107 (5.08) izolatinda belirlenmis olup bunu
Pseudomonas brassicacearum PANT83 (4.17) ve Bacillus
simplex PANT91 (2.94) izolati izlemistir.

in vivo etkinlik denemelerinde bakteri izolatlari farkli
(tohum kaplama, tohum kaplama+yaprak puskiirtme ve
yaprak plskiirtme uygulamalarti) sekillerde
uygulandiklari bitkilerde hastalik gelisimini % 16-58
oraninda engellemis olup, en etkili izolatin. Bacillus
simplex PANT91 oldugu belirlenmistir. Uygulamalar
karsilastirildiginda  genel  olarak  tohum+yaprak
uygulamalarinin hastalik c¢ikisini engelleme agisindan
diger uygulamalara goére daha etkili oldugu
belirlenmistir.

Genel Yorum: Yapilan bu ¢alismada elde edilen sonuglar
Maydanoz Bakteriyel Leke Hastaligi etmenine (Psa) karsi
miicadelede antagonist bakteriler ile biyolojik
micadelenin etkili olabilecegi tespit edilmistir
Calismanin Onemi ve Etkisi: Hastallk etmenine karsi
bilinen etkili bir kimyasal micadelesi olmamasi ve
antibiyotik kullaniminin birgok Ulkede yasak olmasi
sebebiyle alternatif biyolojik miicadele yontemleri
arastirlmasi  kaginilmazdir.  Yapilacak  galismalar
sonucunda bu izolatlarin maydanoz bakteriyel leke
hastaligina karsi etkili olabilecegi ve biyolojik miicadele
elemani olarak kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Maydanoz, bakteriyel yaprak lekesi,
Pseudomonas syringae pv apii, biyolojik miicadele,
Bacillus simplex.
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CIKAR CATISMA BEYANI
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢catismasi
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olmadigini beyan ederler.

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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