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OZET

ADAY ANTAGONIST BAKTERI iZOLATLARININ PSEUDOMONAS SYRINGAE
PV. SYRINGAE’YE KARSI ETKISININ BELIRLENMESI

Akin IBAR

Bitki Koruma Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa MIRIK
Pseudomonas syringae pv. syringae’nin sebep oldugu bakteriyel dal yanikligi hastalig1 kiraz
agaclarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu ¢alismada 2019*2020 yillar1
arasinda Tekirdag ili kiraz tiretim alanlarindan ¢igek ve yapraklardan toplam 37 adet aday
antagonist bakteri izolatinin ve Prof. Dr. Mustafa MIRIK in kiiltiir koleksiyonunda bulunan 40
adet antagonist bakteri izolatinin in vitro ve yari in vivo kosullarda Pseudomonas syringae pv.
syringae tlizerine antibakteriyel etkisi arastirllmistir. Yapilan denemeler sonucunda 5 adet
antagonist bakteri izolatin %16.67-75 oraninda patojeni baskiladigi belirlenmistir. Etkili
bulunan KA1, KAS, KA7, KA18 ve KA36 kodlu antagonist bakteri izolatlart MALDI-TOF MS
yontemi ile Bacillus mycoides, Pseudomonas chlororapsis, B. simplex, B. cereus ve P. gessardii
olarak tanilanmistir. KAS kodlu izolat hastalik gelisimini %75 oraninda baskilayarak en yiliksek

antibakteriyel etkili izolat olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel dal yaniklig1, Kiraz, Antagonistik aktivite



ABSTRACT

DETERMINATION OF EFFECT POTENTIAL ANTAGONIST BACTERIAL
ISOLATES AGAINST PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. SYRINGAE

Akin IBAR

Department of Plant Protection
M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa MiRiK

Bacterial canker, caused by Pseudomonas syringae pv. syringae (P. s. pv. syringae ) is
economically important diseases of sweet cherry trees. In this study, antibacterial effect of 77
isolates consisted of 37 out of 77 isolates obtained from blossom and leaves and 40 isolates
from the collection of Prof. Dr. Mustafa MIRIK were investigated against Pseudomonas
syringae pv. syringae under in vitro and semi-in vivo conditions. According to in vitro and
semi-in vivo test, 5 antagonist bacteria isolates were suppressed the pathogen ranged from
%16.67 to %75. When these effective antagonist isolates were identified as Bacillus mycoides,
Pseudomonas chlororapsis, B. simplex, B. cereus and P. gessardii by MALDI-TOF MS,
respectively. The most effective result was determinedas P. chlororapsis namely KAS inhibited

pathogen growth as %75.

Keywords: Bacterial canker, Sweet cherry, Antagonist activity
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TESEKKUR

Yiiksek lisans hayatimin her doneminde benden hi¢bir zaman destegini esirgemeyen,
bana siirekli dogruyu gosteren, verdigi fikirlerle beni her zaman bir adim 6ne gegiren, tez
konumun belirlenmesinde, ¢alismanin her agamasinda benden yardimini esirgemeyen saygi
deger danisman hocam Saym Mustafa MIRIK’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tez
caligmalarim boyunca her zaman yanimda olan benden yardiminmi esirgemeyen Ars. Gor. Dr.
Cansu OKSEL’e tesekkiirlerimi sunarim. Ziraat miihendisi Mazlum VURAL’a tesekkiirlerimi
sunarim. Yiiksek lisans egitimi tamamlamam konusunda is planlamalarimda bana yardimci
olup destegini benden hi¢ esirgemeyen her zaman yanimda olan Midiirim Ziraat Yiksek
Miihendisi Yal¢in SARIKAYA’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Beni her daim her kosulda
destekleyip yaptiklar1 biiyiik fedakarliklarla bu giinlere getiren canim aileme tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Birgok meyvecilik kiiltiirii ve meyvenin anavatani olan Tiirkiye meyvecilik tariminda
onem kazanmis iiziim, incir, armut, elma, ayva, erik gibi bircok meyvenin yetismesinde ev
sahipligi yapmistir. Bunun sebebi meyvelerin sagladiklari kalorinin yaninda i¢inde barindirdig:
vitamin, tuz ve asitler ile insan beslenmesinde ve sagliginda 6nemli bir rol oynamasidir

(Gergekgioglu ve ark. 2006)

Kirazda bircok meyve gibi iilkemiz sinirlar i¢inde yetismektedir. Karadeniz ve Hazar
Denizi arasinda kalan bolge kirazin anavatani olarak bilinmektedir. Diger kitalar ile Avrupa’ya
kirazin taginmasi kuslar, diger hayvanlar ve gd¢menlerin tagimasiyla gergeklesmistir. Kiraz
yetistiriciligi iilkemizin her bolgesinde yapilmakla birlikte iiretilen kirazin biiyiik bir boliimii

taze olarak tiiketilmektedir (Burak 2003).

Iyi bir kiraz {iretimi icin kiraz agaclari sicak bir bilyiime sezonu ile birlikte kis
doneminde bir siire dinlenme ve yagmursuz bir hasat donemi istemektedir. Kis dinlenme
doneminde soguga dayanim gosteren kiraz agaclarinda ana dallar ve govde -26°°C, ¢icek
tomurcuklar1 -2.4°°C’ye dayanabilmesine ragmen c¢iceklenme doneminde bu sinirmn -2°°C
oldugu goriilmektedir. Iliman iklim meyveleri arasinda en erken olgunlasan tiir olan kiraz
agacglarinin verime geg¢mesi i¢in 5-6 yasina ulagmasi gerekmekle birlikte 25-30 yillik bir
ekonomik Omrii vardir. Gelisiminde en etkileyici faktoriin sicaklik olmasiyla birlikte gerek ¢ok

diisiik gerek cok yiiksek sicakliklara dayanamamaktadir (Burak 2003).

Tiirkiye’nin kiraz yetistiriciliginde birinci oldugu ¢izelge x de goriilecegi gibi kiraz
yetistiriciligi diinyanin farkli bolgelerine yayilmistir. Diinya kiraz tretiminin %27.8’ini
Tiirkiye, %11.3’{inii Amerika Birlesik Devletleri (ABD), %8.86’sin1 Iran karsilamaktadir.
Tiirkiye 2018 yilinda 639.564 ton kiraz liretimiyle birinci sirada yer alirken, ABD 312.430 ton

liretimiyle ikinci sirada ve Ozbekistan ise 172.035 ton iiretimiyle iigiincii sirada yer almaktadir.



Cizelge 1.1: Kiraz Uretiminde Onde Gelen Ulkelerin Kiraz Uretim Miktarlar: (FAO 2019)

Kiraz Uretiminde 6nde gelen iilkelerin kiraz iiretim miktarlar1 (TON)

2014 2015 2016 2017 2018

Uretim Alam
Tiirkiye (da) 790.420 814.090 847.460 854.870 840.870
Uretim (ton) 445.556 535.600 599.650 627.132 639.564

Uretim Alam
ABD (da) 363.000 363.530 363.000 365.400 343.980
Uretim (ton) 329.852 306.991 315.454 398.140 312.430

Uretim Alam
Ozbekistan (da) 75.970 78.460 90.010 98.300 121.610
Uretim (ton)  80.000 90.000 110.466 136.609 172.035

Uretim Alam
Sili (da) 169.330 205.910 244.980 251.090 301.790
Uretim (ton) 85.367 105.109 126.134 129.508 155.935

Uretim Alam
iran (da) 207.480 213.000 178.120 168.980 170.240
Uretim (ton) 133.987 136.000 140.081 135.723 137.268

Uretim Alam

Italya (da) 297.660 301.230 291.130 292.740 291.560
Uretim (ton) 110.766 111.119 94.888 118.259 114.798
Uretim Alam

Ispanya (da) 255.940 264.920 269.460 275.920 273.680
Uretim (ton) 118.220 94.145 100.503 114.433 106.584




Cizelge 1.2: Tiirkiye’de 2009-2019 yillar1 arasi kiraz alan, iiretim ve verim miktarlar1 (TUIK
2020)

Tiirkiye’de 2009-2019 yillar1 arasi kiraz alan,

iiretim ve verim verileri

Uretim Alam (da) Uretim (ton) Verim

(da/kg)
2009 624.585 417.694 669
2010 670.459 417.905 623
2011 699.846 438.550 627
2012 744.138 470.887 633
2013 764.594 494,325 647
2014 790.420 445,556 564
2015 814.078 535.600 658
2016 847.461 599.650 708
2017 854.009 627.132 734
2018 840.866 639.564 761
2019 834.474 664.224 796

2020 827.000 724.000 875




Son yillarda tilkemizde gerek agac sayis1 gerek iiretim olarak stirekli artig gdstermekte
olan kiraz iiretimi ¢izelge 1.3 de goriildigi gibi 2010 yilinda meyve veren 14740 agactan
417.905 ton iken 2019 yilinda 211.115 agactan 664.224 tona yiikselmistir.

Cizelge 1.3: Tiirkiye’de 2010-2019 yillarinda kiraz agag sayisi ve iiretim miktarlar1 (TUIK
2019)

Meyve Veren Meyve Vermeyen Toplam Uretim

Agac Agacg Agac (Ton)
2010 14.740 7.409 22.149 417.905
2011 15.836 7.553 23.389 438.550
2012 16.916 7.264 24.180 480.748
2013 17.922 7.236 25.158 494.325
2014 19.087 7.232 26.319 445.556
2015 20.616 6.614 27.230 535.600
2016 21.314 6.447 27.761 599.650
2017 21.587 6.332 27.919 627.132
2018 20.880 6.060 26.940 639.564
2019 21.115 5.917 27.032 664.224

Cizelge 1.4’te goriildiigii gibi iilkemizde kiraz tiretimi farkli illerde yapilmakla beraber
Konya, Manisa ve Izmir {iretimin en yogun yapildig1 yerler olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Tekirdag ilinde ise yillik kiraz iiretimi yaklasik 3 ton civarindadir.



Cizelge 1.4: Tirkiye’de il bazli kiraz {iretimi

Diger

Konya 1Izmir Bursa Manisa Amasya Afyon Isparta iller
Alan(da) 66.762 118.649 60.115 96.482 23.149 35.768 53.762 359.481
2015 Uretim (ton) 44.085 68.376 28.470 39.713 34.390 28.246 13.768 278.552
Alan(da) 66.635 120.974 62.496 98.855 25.291 42.152 54.268 431.058
2018 Uretim (ton) 55.426 46.574 32.468 46.648 25.008 40.387 55.657 297.482
Alan(da) 67.044 120.845 60.786 98.770 25.921 42.043 55.330 383.270
2017 Uretim (ton) 56.294 68.509 34.524 43.638 39.694 35.818 33.353 315.302
2018 ,f\lan(da) 70.987 119.865 60.109 96.533 25.751 43.493 53.319 370.809
Uretim (ton) 68.204 57.892 52.235 47.348 36.444 41.043 36.275 300.123
Alan(da) 70.543 119.920 59.880 96.004 25.841 43.743 51.330 367.213
2019 Uretim (ton) 68.213 66.136 60.854 48.465 38.542 37.282 36.533 308.199

Ulkemizde bu kadar yogun kiraz iiretimi yapilirken bu iiretimleri tehdit eden birgok

biyotik ve abiyotik sorunlar vardir. Fitopatolojik sorunlar arasinda mumya (monilya)
hastaligina sebep olan Monilina laxa, yaprak delen hastaligina sebep Stigmina carpophila, dal
yaniklig1 nedeni olan Necteria galligena, bakteriyel kanser hastalik etmeni olan Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum gibi hastalik etmenleri tiriin

kalitesi, tirtin kayiplar1 ve aga¢ 6liimlerine neden olurlar.

Diinya kiraz iiretimi yapilan biitiin alanlarda yaygin olarak goriilen Pseudomonas
syringae pv. syringae’nin neden oldugu dal kanseri miicadelesinin zor olmasi sebebiyle her yil
onemli kayiplar ortaya cikmaktadir. Fidan {iretim alanlarinda ise sistemik enfeksiyonlar
sonucunda fidan 6liimleri ger¢eklesmektedir. Pseudomonas syringae pv. syringae’den dolay1
her y1l Almanya’da agaglarin yaklasik %30°u &liirken benzer kayiplar Italya ve diger Avrupa
tilkelerinde de goriilmektedir (Kennelly ve ark. 2007).

Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
hastaliga neden olan patojen bakteriler olmakla beraber diiz ya da egik ¢ubuk seklinde, 1 veya
2 kamgiya sahip gram negatif hiicre yapisinda, eni 0.5-1 pm, boyu 1.5-4.0 um arasinda ve
DNA’sinin %58-71 molii G+C igermektedir (Schaad ve ark. 2001). 1902 yilinda Van Hall
tarafindan hastalikli bir leylak (Syringae vulgaris) bitkisinden ilk Pseudomonas syringae

izolatini izole etmistir.



Hastalik etmeni olarak bilinen Pseudomonas syringae pv. syringae’nin genis bir
konukgu dizisi vardir. Bunlarin basinda kiraz ve kayisi olmakla beraber bunun disinda 80 kadar
meyve tiirii ve turunggil, armut, badem, disbudak, ceviz, giil, leylak, zakkum, mese, sogiit
bitkiler ve birgok otsu bitkide de hastalik yaparlar. Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

ise badem, kiraz ve erige 6zellesmistir (Agrios 2005).

Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
etmeni hastalik belirtisi agac cesidi, aga¢ yasi, bitki dokusu, izolatin viriilensligi ve gevre
kosullaria gore degisiklik gosterirken agacin kok hari¢ biitlin organ ve yapilarinda ortaya

¢ikarak hastalik olusturur (Gasic, Prokic, Ivanovic, Kuzmanovic ve Obradovic 2012).

Hastalik etmeni siirgiinlerde geriye dogru 6liim, yaprak ve meyve lekeleri, ¢igek demeti
yaniklig1, meyve miktarinda azalmalar, bitki odun dokusunda kanser ve zamklanmaya neden
olur (Kennelly vd., 2007).

Hastaliga kars1t farkli gesitlerde yapilan g¢aligmalar sonucunda hastalik etmeninin
kompleks yapisindan dolayi farkli gesitlerde etmene kars1 dayaniklilik goriilmiistiir (Farhadfar,
Keshavarzi, Bouzari, Monghadam ve Soleimani, 2016). Bircok arastirmaci hastaligin epifitik
ve endofitik olmasi nedeniyle miicadelesinin zorlastigin1 bildirmistir (Hattingh, Roos ve
Mansvelt, 1989; Kennely vd., 2007). Hastaliga kars1 bakirli preparat kullanimi ise hastalik

miicadelesini belli oranda kontrol altina almistir (Stone ve Baker 2010).

Hastalik etmeni Tiirkiye’de 1966 yilinda ilk kez Karaca tarafindan rapor edilmistir.
Sonrasinda Pseudomonas syringae pv. syringae hastalik etmeni Antalya, Mersin ve Adana’da
turuncggillerde (Mirik vd., 2005), Erzurum ve ilgelerinde kayis1 agaclarinda (Gérmez 2011),
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise kirazda Marmara ve Ege bolgesinde tespit
edilmistir (Ertimurtas ve Ozaktan 2014; Mirik, Oksel ve Biilbiil, 2015).

Tekirdag kiraz liretim alanlarinda arazi ¢ikislari sonucu yapilan ¢aligmalarda hastalik
yayginliginin %20-57, hastalik siddetinin ise %20-85 arasinda oldugu tespit edilmistir (Mirik
vd., 2015).

Pseudomonas syringae’nin iiretim alanlarinda miicadelesi zordur. Patojen hem geng
hem de yagh agaclar 6ldiirme yeteneginde oldugu i¢in diinya ¢capinda 6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Sistemik enfeksiyonlar ve geng agaclarin 6liimii fidanliklarda siirekli bir sorundur.
Meyve yetistiriciligi yapilan bir¢ok iilkede ise, sert ¢cekirdekli meyve agaglarinin yetistiriciligini
engelleyen en 6nemli hastaliklardan biridir (Kennelly vd., 2007).



Bu calisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz {iretiminin yapildig1 Merkez, Yenigiftlik
ve Marmara ereglisi bolgelerinde toplamda 11 kiraz bahgesi gezilmis, 37 hastalik sliphesi olan
ornek toplanmistir. Yapilan izolasyon sonucu elde edilen izolatlarin patojenitesi LOPAT ve
GATTa testleri, karbon kaynaklarindan asit olusumu gibi klasik testlerle tanisi yapilarak

pseudomonas syringae olup olmadigi tanimlanmustir.
1.1. Literatiir Ozeti

Pseudomonas syringae’nin neden oldugu bakteriyel kanser hastaligi diinyada kiraz
iretimi yapilan her yerde yaygin olarak goriilmekte ve kiraz iiretimini 6nemli Olgiide
etkilemektedir. Pseudomonas syringae ilk olarak 1902 yilinda Van Hall tarafindan leylak
(Syringae vulgaris) bitkisinden izole edilmistir.

Patojen kiraz agacinin yaprak, siirgiin, meyve ve ¢iceklerde ¢esitli simptomlara neden
olmaktadir. Hastaligin karakteristik belirtileri ¢icek demeti yanikligi, siirgiinlerde geriye dogru
6liim, yaprak ve meyve lekeleri, odun dokularinda a¢ik yaralar (kanser) ile birlikte zamklanma
ve genel olarak meyve miktarinda azalmalar seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Kennelly et al. 2007).
Patojenin bitkide sebep oldugu hastalik belirtileri; izolatin viriilensligine, ¢evre kosullarina,
konukgu bitkinin yasina, varyetesine ve bitkidokusuna gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir

(Gasic, Prokic, lvanovic, Kuzmanovic ve Obradovic, 2012).

Pseudomonas syringae pv. syringae iilkemizde; Antalya, Mersin ve Adana’da
turuncgillerde (Mirik ve ark. 2005), Erzurum ve ilgcelerinde kayis1 agaclarinda (Goérmez 2011),
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise Marmara ve Ege Bolgesinde kirazda, ayni
zamanda Ege Bolgesinde bademlerde goriilmektedir (Anonim 2008). Hastalik etmeninin
Tekirdag bolgesinde kiraz iiretim alanlarinda varligi yapilan survey c¢alismalar ile

belirlenmistir (Biilbiil 2014).

Pseudomonas syringae patojenik varyetelerinin tanilama calismalarinda, LOPAT
(Levan tipte koloni olusumu, Oksidaz reaksiyonu, Patateste pektolitik aktivite, Arginin
dehidrolaz aktivitesi, Titlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu testi), GATTa testleri (Gelatine
hidrolizi, Aesculin hidrolizi, Tyrosin ve Tartaric asit aktivitesi), karbon kaynaklarindan asit
olusumu testi gibi klasik yontemlerin yani sira, patojenisite ve patolojik temelli fitotoksinlerinin
dikkate alindig1 in vitro’da syringomycin iiretimi ve buz ¢ekirdegi olusturma aktivitesinin (ice
nucleation activity, INA) saptanmas1 gibi yontemler de kullanilmaktadir. Ayrica, molekiiler

yontemlerle de izolatlarin tanilar1 desteklenmektedir (Ertimurtas ve ark. 2014, Biilbiil 2014).



(Mirik vd. 2015) kiraz dal yanikliina sebep olan etmenin fenotipik ve genotipik
karekterizasyonunu belirlemek i¢in yaptiklari galismada LOPAT ve GATTa test sonucuna gore
29 adet izolatt Pseudomonas syringae pv. syringae, 20 izolat1 Pseudomonas syringae pv.

morsprunorum olarak tanimlamastir.

Hastalik ile miicadelede, fidan tiretiminde saglikli {iretim materyali kullanilmali, bahge
tesis edilirken sertifikal1 fidan kullanilmali, kurumus ve belirti bulunana dallar sonbaharda
ilaglamadan once enfekteli kismin 30-60 cm altindan kesilerek imha edilmeli, budama aletleri
stk stk %10’luk sodyum hipoklorite daldirilarak dezenfekte edilmeli, yabanci ot temizligi
yapilmalidir. Hastaligin kimyasal miicadelesi i¢in bordo bulamaci kullanilmalidir (Anonim,

2019).

Yapilan caligmalar; bakir kullanimimin cevreye, canlilara, bitki gelisimi ve toprak
faunasi tizerinde olumsuz etkilere yol agtigini; fitotoksiteye, meyve iizerinde kalint1 problemine
ve patojenlerde dayaniklilik mekanizmasinin uyarilmasina sebep oldugunu ortaya koymaktadir

(Mernington, Rogers ve Zweite, 2002; Vannesta et al., 2003).

Hastalik ile miicadelede biyolojik miicadele altinda antagonist bakteri izolatlarinin
kullanimi, alternatif bir yontem sunmaktadir. Antagonist bakteriler antimikrobiyal bilesenler,
siderefor ve bitkide sistemik kazanilmis dayaniklilik mekanizmasini aktif edilmesini saglayarak

patojen popiilasyonu ve gelisimini baski altina alabilmektedir (Berg ve Hallmann 2006;

Reinhold-Hurek ve Hurek, 2011; Zachow et al., 2015)

Yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinda sorun olan Pseudomonas syringae pv. syringae
ile biyolojik miicadele olanaklarinin arastirilmasina yonelik yapilan bir calismada, meyve
agaclarinin toprak tistli kisimlarindan 35 farkli cins ve 62 tiire ait toplam 206 adet bakteriyel
izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin antagonistik aktivitesi ve patojen gelisimi lizerine
olan antagonistik aktiviteleri in vitro ve in vivo galismalar ile test edilmistir. Test edilen
izolatlarin sadece 71’inin in-vitro testlerde patojene karsi antagonistik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu izolatlardan 22’si in-vitro’da ikili kiiltiir petri denemelerinde 50 mm’nin
tizerindeki inhibisyon zonu olusturmus ve potansiyel antagonist olarak segilmistir. Segilen bu
izolatlar in-vivo sartlarda Golden delicious elma siirgiinleri kullanilarak test edilmistir. Calisma
sonucunda testlenen antagonistik bakterilerin patojenin sebep oldugu hastaligi 6nemli dlgiide
azalttigim1 gostermistir. Calismada en etkili bulunan antagonist bakteri tiirleri Pantoea

agglomerans, Leclercia adecarboxylata, Pseudomonas putida, Curtobacterium flaccumfaciens,



Erwinia rhapontici, Alcaligenes piechaudii, Serratia liquefaciens olarak tanilanmistir (Kotan ve

Sahin, 2006).
1.1.1. Cahymanin Amaci ve Kapsam

Bu ¢alismanin amaci, kiraz iiretim alanlarinda bakteriyel kansere sebep olan Pseudomonas
syringae pv. syringae’ye karsi etkili bir antagonist bakterilerin in vitro ve in vivo sartlarda

etkiligini belirlemektir.



2.MATERYAL ve METOT
2.1.Materyal

Patojen Izolat: Calismada Tekirdag ili kiraz iiretim alanlarindan izole edilmis olan Naipl

izolat1 kullanildi.

Aday Antagonist izolatlar: Calismada kullanilacak aday antagonistler Tekirdag ili kiraz

bahgelerinden izole edildi.

Besi Yerleri: Caligmalarda patojen ve aday antagonist izolasyonu igin genel besi yeri olarak
Nutrient Agar (NA), aday antagonist izolasyonu i¢in Pseudomonas F Agar (PSF) (Lelliott ve
Stead, 1987) besi yeri kullamlmustir. Izolatlarin +4°C’ de uzun siire muhafazas: i¢in Yeast

Ekstrakt Kalsiyum Karbonat Agar (YDCA) (Lelliot ve Stead, 1987) besi yeri kullanildi.

Alet ve Ekipman: Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji laboratuvarinda mevcut bulunan otoklav, inkiibator, etiiv, pH metre, orbital
calkalayici, hassas terazi, manyetik karistirici, spektrofotometre, steril kabin, saf su cihazi, buz

dolabi tez ¢alismasinda kullanildi.

2.2. Metot

2.2.1 Kiraz Dal Kanseri hastaliginin biyolojik miicadelesine yonelik in vitro ¢calismalar
2.2.1.1. Kiraz yaprak ve ciceklerinden aday antagonist izolasyonu

2019-2020 yillar1 Mart-Temmuz aylarinda Tekirdag ili kiraz bahgelerine yapilan
surveylerde, saglikli agaglardan yaprak ve ¢igek ornekleri alinacak ve kagit torbalara konularak
laboratuvara getirildi. Aday antagonist bakteri izolasyonu i¢in PSF besi ortami kullanildi.
Izolasyon icin 10 g yaprak ve cicek drnegi tartilarak 90 ml nutrient broth igerisinde 2-3 saat
sireyle 150 rpm hizla orbital calkalayicida c¢alkalanacaktir. Daha sonra yaprak ve ¢icek
siispansiyonundan 1’er ml alinarak igerisinde 9 ml nutrient broth bulunan tiiplere aktarildi. Her
bir 6rnekten ayr1 ayri seyreltme serisi hazirlandi. Seyreltme serilerinin -4, -5 ve -6’sindan 100
ul alinarak 3 tekerriirlii olacak sekilde PSF igeren petrilere baget ile yayilacaktir. Petriler 48-72
saat 25 °C’ de inkiibe edilecektir. Petrilerde gelisen farkli renk ve tipteki koloniler saflastirilip
tiitlin testi yapildi.
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2.2.1.2. Aday antagonistlerin tiitiinde asir1 duyarhlik reaksiyonlarinin belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarinin 24 saatlik kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak 9 ml
nutrient broth ile karistirild1 ve steril bir siringa ile tiitiin yapragmin damar arasina enjekte
edildi. 24 saat sonra tiitiin yapraklarinda damar arasinda su emmis leke, nekroz olusumu
gosteren izolatlar patojen oldugu i¢in elendi, herhangi bir belirti gostermeyen izolatlar daha
sonraki calismalarda kullanilmak tizere YDCA besi yerinde inkiibe edilip +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

2.2.1.3. Aday antagonistlerin in vitro’da Pseudomonas syringae pv. syringae’e karsi

antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarinin Pseudomonas syringae pv. syringae’e karsi
etkinligini belirlemek i¢in ikili kiiltiir testleri yapildi (Krishnamurthy ve Gnanamarickam, 1998;
Mirik, 2005; Kiisek, 2007; Cetinkaya-Y1ldiz, 2007; Horuz, 2014). Elde edilen aday antagonist
izolatlar NA besi yerinde gelistirilecek ve gelisen kiiltiirlerin her biri petride 120 derecelik
aciyla birbirinden uzak ¢izilerek ii¢ noktaya nokta ekimi yapilacaktir. Petriler 25 °C’de 24 saat
inkiibe edilerek aday antagonistlerin gelisimi saglanacaktir. 24 saat sonra patojenin 1x108
hiicre/ml konsantrasyondaki siispansiyonu esit mesafeden petrilere piiskiirtiilerek patojenin esit
olarak yayilmasi saglandi. 25°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra petrilerde olusan engelleme
alanlar olgtilerek aday antagonist izolatlarin etkinligi belirlenecektir. Petri denemeleri in vitro

kosullarda ti¢ tekerriirlii olarak kuruldu.

2.2.1.4. Aday antagonistlerin in vivo’ da Pseudomonas syringae pv. syringae’ye karsi

antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarunin Pseudomonas syringae pv. syringae karsi in vivo
kosullarda etkinligini belirlemek i¢in saglikli kiraz ¢igek demetleri kullanildi (Lelliott ve Stead,
1987). Cicek demetleri koparilarak icerisinde su bulunan siselere yerlestirilecektir. Aday
antagonist bakteri izolatlarn 24 saatlik kiiltiirinden 10® hiicre/ml konsantrasyonunda
siispansiyon hazirlanarak cicek demetlerine piiskiirtiildii. Cigek demetleri nem ¢emberinde
tutuldu. Aday antagonist uygulamasindan 24 saat sonra, Pseudomonas syringae pv. syringae
izolatin 1x10® hiicre/ml yogunlugunda konsantrasyonu hazirlanarak c¢icek demetlerine
puskiirtiilecektir. Deneme her bir aday antagonist i¢in 3 tekerriirlii olarak kuruldu. Kontrol
olarak saf su kullanildi. Uygulamadan 8-10 giin sonra ¢i¢cek demetlerinde olusan lekelenmeler,
olusturulan 0-4 skala degerine (0:%0-, 1:9%10-25, 2:%25-50, 3: %50-75, 4: %75-100) gore
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etkili olan antagonist izolatlar belirlendi. Elde edilen sonuglara gére uygulamalar arasindaki
farklilik Duncan’s Multiple Range Testi ile analiz edildi (P<0.05).

Sekil 2.1: Patojenin sebep oldugu ¢igek simptomlarinin skala degerleri
2.2.1.5. Antagonist Izolatlarin Tanis1

Deneme sonucuna gore etkili olan antagonist izolatlarin tanist MALDI-TOF ile Hatay
Mustafa Kemal Universitesi, Bitki Saglhigi Klinigi Laboratuvarinda, Prof. Dr. Soner
SOYLU’nun denetiminde yapildi. MALDI-TOF MS yontemi analiz edilecek
mikroorganizmalarin protein yapilarinin kiitle spektrometresindeki iyonizasyon degerine gore
veri tabaninda kayith diger mikroorganizmalar ile karsilastirilarak tanisi yapild: (Pavlovic ve
ark., 2012).
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3. BULGULAR

3.1. Kiraz Dal Kanseri hastaliginin biyolojik miicadelesine yonelik in vitro ¢alismalar
3.3.1.1 Kiraz yaprak ve ¢i¢ceklerinden aday antagonist izolasyonu

Tekirdag ili kiraz iiretim alanlarindan toplanan ¢icek ve yaprak orneklerinin izolasyonu
icin nutrient agar besi ortami bulunan petrilere yayma ekim yapilmistir. Petri kabinda farkli
renkte ve tipte gelisen koloniler secilerek NA besi ortaminda saflastirilma islemi
gerceklestirilmis ve tiitiinde HR testi yapilmistir. Test sonucu negatif olan 29 adet izolat ve
Prof. Dr. Mustafa Mirik’in kiiltiir koleksiyonunda bulunan 40 adet izolat, ikili kiiltiir

denemelerinde Pseudomonas syringae pv. syringae karsi kullanilmustir.

Cizelge 3.1: Tekirdag ili kiraz iiretim alanlarindan izole edilen antagonist izolatlar ve 6zellikleri

No Izolat  Ahndig Yer Bitki Morfolojik Koloni  Tiitiin HR
Adi Materyali Gelisimi Reaksiyonu
1 KA-1 Naip Cicek Krem -
2 KA-2 Naip Cicek Krem -
3 KA-3 Naip Cicek Krem -
4 KA-4 Naip Cigek Krem -
5 KA-5 Naip Yaprak Krem -
6 KA-6 Naip Yaprak Koyu krem -
7  KA-7 Naip Yaprak Krem -
8 KA-8 Naip Yaprak Krem -
9 KA9  Kumbag Cigek Krem -
10 KA-10 Kumbag Cicek Krem -
11 KA-11 Kumbag Cicek Krem -
12 KA-12 Barabros Yaprak Krem -
13 KA-13 Barbaros Cicek Krem-beyaz +
14 KA-14 Barbaros Cicek Beyaz -
15 KA-15 Marmaraereglisi Yaprak Mat beyaz -
16 KA-16 Marmaraereglisi Cicek Krem-beyaz +
17 KA-17 Maramaraerelisi Yaprak Mat beyaz -
18 KA-18 Marmaraereglisi Yaprak Mat beyaz -
19 KA-19 Maramaraerelisi Cicek Krem-beyaz +
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Cizelge 3.1 devami

20 KA-20 Marmaraereglisi Cigek Krem-beyaz +
21 KA-21 Marmaraereglisi Cicek Krem-beyaz +
22 KA-22 Marmaraereglisi Cigek Krem-beyaz +
23 KA-23  Yenigiftlik Cicek Krem -
24 KA-24  Yenigiftlik Cigek Krem-beyaz -
25 KA-25 Yenigiftlik Cicek Krem-beyaz -
26 KA-26  Yenigiftlik Cicek Krem-beyaz +
27 KA-27  Yenigiftlik Cigek Krem-beyaz +
28 KA-28  Yenigiftlik Cigek Mat beyaz -
29 KA-29 Yenigiftlik Yaprak Mat beyaz -
30 KA-30 Yenigiftlik Yaprak Mat beyaz -
31 KA-31 Yenigiftlik Yaprak Beyaz -
32 KA-32 Yenigiftlik Yaprak Beyaz -
33 KA-33  Yenigiftlik Cigek Beyaz -
34 KA-34  Yenigiftlik Cicek Beyaz -
35 KA-35 Yenigiftlik Cicek Beyaz -
36 KA-36  Yenigiftlik Cigek Beyaz -
37 KA-37  Yenigiftlik Cicek Beyaz -

3.3.1.2. Aday antagonistlerin in vitro’ da Pseudomonas syringae pv. syringae’e karsi

antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Elde edilen aday antagonist bakterilerin Pseudomonas syringae pv. syringae {izerine
antibakteriyel etkisini gézlemlemek igin ikili kiiltiir yontemi kullanilmugtir. Ikili kiiltiir testi ile
aday antagonist izolatlarin patojeni baskilama yetenekleri olusturduklari1 engelleme alani ile
belirlenmistir. Cizelge 3.1’ de goriildiigi gibi etkili olan 5 izolattan 3 tanesi yapraktan 2 tanesi

cigek orneklerinden elde edilmistir.
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Cizelge 3.2: Aday antagonist bakteri izolatlarinin olusturdugu engelleme alani (mm)

No Izolat Ad1 Inhibisyon zonu

Tekerriir

1 2 3 Ort.
1 KA-1 4 3 6 4.33
2 KA-2 - - -
3 KA-3 - - -
4 KA-4 - - -
5 KA-5 5 3 3 3.66
6 KA-6 - - -
7 KA-7 7 5 5 5.66
8 KA-8 = = =
9 KA-9 - - -
10 KA-10 = - -
11 KA-11 - - -
12 KA-12 - - -
13 KA-13 - - -
14 KA-14 - - -
15 KA-15 - - -
16 KA-16 - - -
17 KA-17 - - -
18 KA-18 8 4 5 6.33
19 KA-19 - - -
20 KA-20 - - -
21 KA-21 - - -
22 KA-22 - - -
23 KA-23 - - -
24 KA-24 - - -
25 KA-25 - - -
26 KA-26 - - -
27 KA-27 - - -
28 KA-28 - - -
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Cizelge 3.2 devamu

29 KA-29 -
30 KA-30 -
31 KA-31 -
32 KA-32 -
33 KA-33 -
34 KA-34 -
35 KA-35 -
36 KA-36 2 2.33
37 KA-37 -
38 MMA-1 -
39 MMA-2 -
40 MMA-3 -
41 MMA-4 -
42 MMA-5 -
43 MMA-6 -
44 MMA-7 -
45 MMA-8 -
46 MMA-9 -
47 MMA-10 -
48 MMA-11 -
49 MMA-12 -
50 MMA-13 -
51 MMA-14 -
52 MMA-15 -
53 MMA-16 -
54 MMA-17 -
55 MMA-18 -
56 MMA-19 -
57 MMA-20 -
58 MMA-21 -
59 MMA-22 -
60 MMA-23 -



Cizelge 3.2 devami

61 MMA-24 - - -
62 MMA-25 - - -
63 MMA-26 - - -
64 MMA-27 - - -
65 MMA-28 - - -
66 MMA-29 - - -
67 MMA-30 - - -
68 MMA-31 - - -
69 MMA-32 - - -
70 MMA-33 - - -
71 MMA-34 4 - -
72 MMA-35 - 4 ’
73 MMA-36 - - -
74 MMA-37 = = E
75 MMA-38 - = -
76 MMA-39 = - -
77 MMA-40 - - -

Aday antagonistlerin patojenin gelisimini 2.33-6.33 mm arasinda degisen engelleme alani
olusturdugu goriilmiistiir. Calismada 77 adet aday antagonist kullanilmis fakat sadece 5 adet
izolatin Pseudomonas syringae pv. syringae iizerine antibakteriyel etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Sekil 3.1.: Antagonist izolatlarin in vitro kosullarda etkinliklerinin test edilmesi

17



3.3.1.3. Aday antagonistlerin in vivo’ da Pseudomonas syringae pv. syringae’ye Karsi

antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Cicekli kiraz siirgiinlerine yapilan uygulamalardan 10 giin sonra antagonistik izolatlarin
ciceklerdeki hastalifi %16.67-75 arasinda baskiladigi saptanmistir. Cigeklere KAS kodlu
antagonistik izolat uygulandiginda ¢igeklerdeki enfeksiyonu %75 oraninda baskilayarak
istatistiki analiz sonucunda tek bir grupta yer almistir. KA36 kodlu antagonistik izolat
uygulandiginda ¢igek enfeksiyonunu %50 oraninda baskiladigir goériilmiistiir. Bu izolatlar en
etkili antagonistler olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3). Cigeklere uygulanan 5 izolat hastaligi
%16.67-75 oraninda baskilayarak Pseudomonas syringae pv. syringae’ye karsi etkili izolatlar
olarak belirlenmislerdir. Bu izolatlar istatistiki analiz sonucunda dort farkli grupta yer
almiglardir. Degerlendirmelerde sadece patojen uygulamasi yapilan pozitif kontrolde ortalama
hastalik oran1 %100 olarak belirlenmis ve negatif kontrol olarak saf su uygulanmis ¢igeklerde

hastalik belirtisi goriilmemistir.

Cizelge 3.3: Antagonist izolatlarin Pseudomonas syringae pv. syringae’nin sebep oldugu

hastalik siddeti tlizerine etkilerinin belirlenmesi

Izolat ad1 Hastalik skala degeri
1 2 3 HASTALIK SIDDETI
KA1l 2 3 2 %58.33
KAS 2 1 1 %25
KA7 3 3 3 %75
KA18 3 3 4 %83.33
KA36 2 2 2 %50
Patojen 4 4 4 %100
Kontrol 0 0 0 0

3.3.1.4. Antagonistik izolatlarin Tams

MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde yapilan tanilama sonucunda KA1 kodlu antagonist
kiitiiphanedeki izolatlarla karsilastirildiginda 2.088 skorla Bacillus mycoides, KA5 kodlu izolat
1.778 skorla Pseudomonas chlorapsis, KA7 kodlu izolat 1.728 skorla Bacillus simplex, KA18
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kodlu izolat 1.966 skorla Bacillus cereus ve KA36 kodlu izolat 1.741 skorla Pseudomonas

gessardii olarak tanilanmuistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Sert ¢cekirdekli meyve agaglari i¢in 6nemli hastalik etmenlerinden birisi olan Pseudomonas
syringae pv syringae’nin sebep oldugu bakteriyel dal kanseri, iilkemiz i¢in ekonomik 6neme
sahip kirazin kalite ve verimi iizerinde etkili olarak pazar degerini diisiirmektedir. Bakteriyel
hastalik etmenleri ile miicadele genel olarak kimyasal kullaniminin siirli olmasi ve hastalik
etmeni Pseudomonas syringae pv. syringae epifitik hayat donemine sahip olmasi, miicadelesini

oldukca zorlagtirmaktadir (Kennelly ve ark. 2007).

Son zamanlarda kimyasal kullanimin ¢evreye ve insan sagliina olan yan etkileri ele alindigin,
cevre dostu alternatif miicadele yoOntemlerinin arastirilmasina yonelik caligmalar 6nem
kazanmaktadir. Bakteriyel hastalik etmenleri ile miicadelede son yillarda ¢evreye dost alternatif
miicadele yontemleri {izerine ¢calismalar yiiriitiilmektedir. Bu amacla bitki ugucu yag ve ekstrakt
uygulamalari, ¢esitli bitki aktivatorleri ve antagonist bakteriler ile hastaligin kontrol altina
alinabilmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir (Oksel 2014; Bastas 2015; Aktepe 2017;
Karabiiyiik 2018).

Calismada, kiraz tiretim alanlarinda bakteriyel dal yanikligina sebep olan Pseudomonas
syringae pv. syringae ile miicadele antagonist bakterilerin etkinligi arastirilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen KAS kodlu antagonist bakteri izolat1 Pseudomonas chlororapsis olarak
tanilanmis ve hastaligi %75 oraninda baskilamistir. KA36 ve KAl kodlu Pseudomonas
gessardii ve Bacillus mycoides izolatlari %50 ve %41.67 oraninda patojenin gelisimini

engellemislerdir.

Biyolojik miicadele ¢alismalarinda Pseudomonas ve Bacillus icerikli biyopreparatlarin gesitli
fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerinin gelisimini baskiladig1 bildirilmistir (Thomson, 1986).
Pseudomonas cinsi bakterilerin indolasetik asit ve siderefor iireterek bitki gelisimini tesvik
ettigi ve bakteri ve funguslara kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi diistiniilmektedir (Mandryk
ve ark. 2007). Yapilan c¢alismalar Bacillus spp. izolatlar1 kullanilarak ile Ralstonia
solanacearum, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, Xanthomonas
arboricola pv. fragariae ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria karsi biyolojik miicadele

caligmalarin timit var sonuglar ortaya koydugu tespit edilmistir (Mora ve ark. 2015).

Lana Filho ve ark. (2013), domates fidelerinde Pseudomonas syringae pv. tomato ile
miicadelede Bacillus amyloliquefaciens ve B. pumilus’un %84-97 oraninda etkili oldugunu

bildirmislerdir. Farkli Bacillus spp. izolatlar1 ile yapilan ¢aligmalarda seker pancari
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yapraklarinda Pseudomonas syringae pv. syringae’den kaynaklanan doku nekrozlarinin %92

oraninda azaldig1 tespit edilmistir (Nikolic ve ark. 2018).

Yapilan ¢alismalar ile paralel olarak yiiksek lisans tezinde elde edilen sonuglar, Pseudomonas
ve Bacillus cinsi antagonist bakteri izolatlarinin kiraz dal yaniklik etmeni Pseudomonas
syringae pv. syringae {iizerinde antibakteriyel etki gosterdigini ortaya koymaktadir
Pseudomonas syringae pv. syringae hastalik etmeni ile biyolojik miicadele ¢alismalari in vitro
Ve yart in vivo olarak yapilmistir. Bu ¢alismada kiraz tiretim alanlarinda ¢igek ve yapraklardan
elde edilmis olan 37 adet aday antagonist ve Prof. Dr. Mustafa MIRIK’in koleksiyonunda
bulunan 40 adet antagonis bakteri izolatinin Pseudomonas syringae pv. syringae’ye karsi anti
bakteriyel etkisi denenmis ve 5 adet antagonist bakteri izolatt hem in vitro hemde yar1 in vivo

calismalarinda patojenin gelisimini baskilamistir.

Elde edilen sonuglar, patojen Pseudomonas syringae pv. syringae ile kiraz iiretim
alanlarinda miicadelede patojenin gelisiminin baskilanacagina yonelik imit var sonuglar1 isaret

etmekte ve yapilacak arazi calismalari i¢in alt yap1 hazirlamaktadir.
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