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Oz: Bu galisma, in vitro ve in vivo kosullarda farkli kaynaklardan izole edilen bakteri strainlerinin Erwinia amylovoranm
gelisimini engelleme potansiyellerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Patojen olarak Igdir ilinde hastalik semptomu gdsteren
elma (Malus domestica L.) agaglarindan izole edilen 5 E. amylovora straini kullamlmigtir. /n vitro ortamda patojene kars1 130
bakteri test edilmis ve bunlardan 34’ etkili bulunmustur. /n vivo ortamda 34 bakterinin biyokontrol etkisi siirglin inokulasyonu
ile test edilmistir. Pseudomonas putida strain BY-6 ve Pantoea agglomerans MU-1 strainlerinin hastalig1 % 80 oraninda
engelleyerek en basarili strainler oldugu tespit edilmistir. Diger strainlerin ise % 9-60 oraninda hastalik geligimini
engelledikleri saptanmistir. Biyokontrol etkinligi tespit edilen strainlerin in vitro etki mekanizmalari (ACC-deaminaz, HCN
ve siderofor iiretimi, proteaz, seliilaz ve kitinaz aktiviteleri) belirlenmistir. Elde edilen bulgular, etkili bulunan strainlerin
patojenin entegre miicadele programina dahil edilmesiyle hastalik kontroliinde olumlu sonuglar alinabilecegi gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Malus domestica L., biyokontrol, bitki gelisimini tesvik eden bakteriler, Erwinia amylovora, biyokontrol
mekanizmalar1

Biological Control of Fire Blight Disease in Apple (Malus domestica L.)
Trees with Rhizobacteria

Abstract: This study was conducted to determine the potential of bacterial strains isolated from different sources under in
vitro and in vivo conditions to inhibit the growth of Erwinia amylovora. Five E. amylovora strains isolated from apple (Malus
domestica L.) trees showing disease symptoms in Igdir-Tiirkiye province were used as pathogen. 130 bacteria were tested
against the pathogen in vitro and 34 of them were found to be effective. The biocontrol effect of 34 bacteria was tested by
shoot inoculation under in vivo conditions. Pseudomonas putida strain BY-6 and Pantoea agglomerans strain MU-1 were
found to be the most successful strains, preventing the disease by 80%. It was determined that other strains prevented the
development of the disease by 9-60%. The in vitro mechanisms of action (ACC-deaminase, HCN and siderophore production,
protease, cellulase and chitinase activities) of strains with biocontrol activity were determined. The findings show that positive
results can be obtained in disease control by including effective strains in the integrated control of the pathogen.

Keywords: Malus domestica L., biocontrol, plant growth promoting bacteria, Erwinia amylovora, biocontrol mechanisms

1. Giris hemen tiim illerde yetistiriciligi yapilmakta ve en
cok dretilen meyvelerin basinda gelmektedir
(Sevindik ve ark., 2019). Taze olarak tiikketiminin
yani sira, kurutularak da kullanilmakta ve gida
endistrisinde  ¢esitli  {irlinlerin  hammaddesi

Rosaceae familyasindan yer alan elma (Malus
domestica L.), insan beslenmesi acisindan biiyiik
oneme sahip bir meyvedir. Tiirkiye’de hemen

*: Bu calisma; Igdir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan kabul edilen birinci yazara ait “Elma Agaglarinda Ates Yanikligi Hastaligina Neden
Olan Erwinia amylovora’nin Rhizobakteriler ile Biyolojik Miicadele Olanaklarinin Arastirilmasit” isimli Yiiksek Lisans Tez ¢calismasindan tiretilmistir.
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olusuyla da onem tagimaktadir (Satora ve ark.,
2008). Bununla birlikte, elma yetistiriciliginde
iiretimi negatif yonde etkileyerek verim kayiplarina
neden olan pek ¢ok hastalik bulunmaktadir. Bu
hastaliklar icerisinde Erwinia amylovora’nin sebep
oldugu ates yanikligi, yumusak cekirdekli meyve
agaclarinin en tahripkar bakteriyel hastaligi olup,
belirlenen ilk bitki bakteri hastalig1 olma &zelligini
tagimaktadir. Ayrica ates yanikligi, diinyada kayb1
milyonlarca dolar1 bulan bir hastalik olarak da 6n
plana ¢ikmaktadir (Bastas ve Saygili, 2008;
Vrancken ve ark., 2013; Wallis ve Cox, 2020).

Patojen, elma agaclarinin; ¢igek, meyve, dal ve
yapraklarinda 6nemli belirtiler olusturmaktadir.
Baslangigta sulanmis bir goriiniime sahip olan
cicekler, porsiiyerek hizla kahverengilesmekte ve
genellikle agagta askida kalmaktadir. Hastaliktan
etkilenen siirgiinler ugtan geriye dogru solmakta,
kahverengi-siyaha donmekte, sonra ¢okerek
sertlesmektedir. Yapraklarin kenar kisimlarinda ve

ana damarlarinda kahverengimsi-siyahimsi
goriintiiler olugmakta, yaprak kivrilmakta, asagi
yone dogru askida kalmaktadir. Meyveler
kahverengileserek mumyalasmakta ve

kararmaktadir. Nemli kosullarda, meyve iizerinde
yapigkan bakteriyel akintt goriilmekte ve akinti
hava ile temas edince kahverengilesmektedir
(Bastas ve Saygili, 2008). Elma agacmin diger
aksamlarinda da belirtiler gosteren bu hastalik,
agacin kisa stirede 6lmesine neden olmakta ve ticari
amagli yetistiricilik yapilan bahgelerde, onemli
oranda iriin kayiplar1 meydana getirmektedir
(Evrenosoglu ve ark., 2014).

Hastaliklar, tarimsal {iretimde verim ve kalitede
biiylik kayiplara neden oldugundan, bu kayiplarin
minimum seviyede tutulmasi dnem tagimaktadir.
Erwinia amylovora A2 karantina zararlilart
listesinde yer aldigindan (Anonymous, 2023),
miicadelesinde en etkili ydntemlerin basinda
karantina gelmektedir (Doken ve ark., 2011).
Almabilecek oncelikli tedbirlerden bir digeri de
hastaliktan ari {iiretim materyali kullanmaktir
(Bastas ve Saygili, 2008). Kiiltiirel iglemlerde
kullanilan alet ve ekipmanlarin dezenfekte
edilmesi, elma ve armut bahgelerinin bulundugu
alanlarda biitiin yabani, hassas konukcu bitkilerin
yok edilmesi, yetistiricilik i¢in verimi yiiksek ve iyi
drene edilmis alanlarin tercih edilmesi de 6nemlidir.
Fakat kiiltiirel 6nlemler hastalik kontroliinde tek
basmna yeterli olmamakta ve ¢ok fazla is giicii
gerektirmektedir (Chen ve ark., 2018). Hastaligin
miicadelesinde kisa siirede sonuca ulagsma yolu
olarak goriilen bakirli bilesikler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bilingsiz ve asir1 kimyasal
kullamimi ¢evre kirliligi, dayanikli strainlerin
gelisimi, mikroflora igerisindeki iliskilerin olumsuz

etkilenmesi, insan sagligmin ve dogal dengenin
bozulmasi gibi birgok negatif etkiyi de beraberinde
getirmektedir (Kokoskova ve ark., 2011). Bu
nedenle siirdiiriilebilir bir tarimsal {iretim i¢in tiim
ekosistemi dikkate alarak canlilar arasinda var olan
dogal dengeyi koruyan, ¢evreyi kirletmeyen, kalinti
sorunu olusturmayan ve girdi maliyetini azaltan
biyokontrol uygulamalart 6n plana ¢ikmaktadir
(Khalid ve ark., 2017). Bu uygulamalar igerisinde
bakterilerin biyopestisit ve mikrobiyal giibre olarak
tarimda kullanimi ile elde edilen basarili sonuglar
dikkat  ¢ekmektedir. Bu konuda  yapilan
caligmalarda E. amylovora’ya karst Bacillus,
Pantoea ve Pseudomonas cinslerine ait strainlerin
biyokontrol etkinligi arastirilmis ve bu strainlerin
patojen gelisimini engellemede oldukca etkili
olduklar1 belirlenmistir (Cornea ve ark., 2007;
Sundin ve ark., 2009; Dagher ve ark., 2020).
Pantoea agglomerans E325’in {irettigi bazi
antibiyotiklerle patojen gelisimini baskiladig1
(Pusey ve ark., 2011), Pantoea agglomerans NY 60
straininin streptomycin kadar basarili sonug verdigi
rapor edilmistir (Dagher ve ark., 2020).

Daha 6nce yapilan arastirmalarda Igdir’da elma
yetistiriciligi yapilan bahgelerde E. amylovora
tespit edilmis, bazi bahgelerde oldukca biiyiik
zarara neden oldugu ve agaclarin imha edildigi
goriilmiistir (Gok, 2016). Hastaligin karantinaya
tabi olmasi, kuslar ve boceklerle kolaylikla
taginabilmesi ve miicadelede kullanilan
kimyasallarin olusturdugu zararlar da géz Oniinde
bulunduruldugunda, patojen x bitki gelisimini
tesvik eden bakteri x konukgu interaksiyonunu
iceren biyokontrol arastirmalarina agirlik verilmesi
bir gereklilik olarak ortaya ¢ikmigtir. Bu
diisiinceden  hareketle, bu  c¢alismada
E. amylovora’nm Igdir ilinden izole edilen bakteri
strainleri ile biyokontrol olanaklarinin arastirilmasi
ve etkinligi tespit edilen strainlerin antagonistik etki
mekanizmalarinin belirlenmesi amaglanmastir.

2. Materyal ve Yontem

Calismada, Igdir’da varligi tespit edilen, yag asit
metil ester analizi (YAME) ve biyokimyasal
testlerle tanist yapilan (Gok, 2016) yiksek
virtilenslige sahip bes E. amylovora straini (E-3,
E-20, E-67, E-99, E-100) patojen olarak
kullanilmistir.  1gdir  Universitesi, Fitopatoloji
laboratuvar kiiltiir kolleksiyonunda bulunan, azotu
fikse etme, potasyum ve fosfat ¢dzme Ozellikleri
bilinen 130 strain ise aday antagonist bakteri olarak
kullanilmistir. Patojene hassas oldugu bilinen ve
Igdir ilinde yetistirilen Pink Lady elma ¢esidi
sirglinleri de c¢alismanin bitkisel materyalini
olusturmusgtur.

122

Tirkiye Tarimsal Arastirmalar Dergisi - Turkish Journal of Agricultural Research

10(2): 121-130



ASAN ve ark.

2.1. Erwinia amylovora’ya kars1 aday antagonist
bakteri strainlerinin biyokontrol etkisinin in
vitro ortamda belirlenmesi

Patojen ve aday antagonist bakteri strainleri,
sukroz igeren Nutrient Agar (NA, Oxoid)
besiyerinde 27 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Gelisen E. amylovora strainleri steril
ekiivyon c¢ubuk ile NA besiyerine yayilmistir;
ardindan aday antagonist bakteri strainleri patojen
ekimi yapilan besiyerinin iizerinde birbirine esit
uzaklikta olacak sekilde dort noktaya inokule
edilmistir (Kotan, 2002). Ardindan Petriler
bakterilerin gelisimi i¢in 27 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Bakterilerin patojen
gelisimini engellendigi alan (x) ve Petri ¢eperine
olan mesafe (y) Olciilmis ve Petride olusan
antibiyosis 0-5 skalasma (0: Engelleme yok; 1: x<
2mm2,2 mm<x <y 29 3,2 mm<x>y4, y<2mm
5; Y= 0) gore belirlenmistir (Bozkurt, 2009).
Caligma 3 tekerriirlii olarak yiiritiilmiistiir.

2.2. Antagonist bakteri strainlerinin elma
yapraklarinda fitotoksik etkisinin test
edilmesi

In vitro biyokontrol etkisi belirlenen strainlerin
10%, 108,107, 10° ve 10° hiicre ml"' konsantrasyonda
soliisyonlar1 hazirlanmis ve elma yapraklarina sprey
seklinde inokule edilmistir. Kontrol grubunda yer
alan siirgiin yapraklarma steril su uygulanmistir.
Inokulasyondan sonra bitkiler 3 giin polietilen
torbalar icerisinde muhafaza edilmistir. Inkiibasyon
peryodunu takiben olusan sararmalar, nekrotik
alanlar ve deformasyon olusumu toksik etki olarak
kaydedilmistir. Calisma 3  tekerriirli  olarak
ylritilmiistiir.

2.3. Antagonist bakteri strainleri ve patojene ait
inokulumun hazirlanmasi

Sukroz igceren NA besi ortaminda ¢ogaltilan
bakteriler steril 6ze ile almmarak Nutrient Broth
besiyerine aktarilmig ve inkiibasyon igin 140 rpm
dk! da 27 °C’ye ayarli galkalayicida bir gece
birakilmistir. Turbitimetre ile inokulum
konsantrasyonu antagonist bakteriler i¢in 10° hiicre
ml!, patojen igin 107 hiicre ml™! olarak ayarlanmistir
(Pusey ve ark., 2011).

24. Antagonist bakteri strainlerinin
E. amylovora’ya Kkars1 biyokontrol etkisinin
in vivo ortamda belirlenmesi

Caligmaya ilkbaharda elma agaglarmin tam
olarak  yapraklandigi donemde baslanmistir.
Saglikli siirgiinler 50 cm uzunlugunda kesilerek
laboratuvara getirilmis ve steril su igeren
erlenmayerlere birakilmistir. Ardindan in vitro
biyokontrol etkinligi tespit edilmis olan 34 bakteri
strainine ait 10° hiicre ml! konsantrasyondaki

soliisyonlar yapraklara puskiirtiilmiistiir.
Uygulamadan 48 saat sonra, 107 hiicre ml’!
konsantrasyondaki 5 patojen bakteri straini (E-3,
E-20, E-67, E-99 ve E-100) karistirilarak yapraklara
sprey edilmistir. Negatif kontrol grubunda yer alan
bitkilere sadece sdH»O, pozitif kontrol grubunda
bulunan bitkilere ise sadece patojen uygulanmistir.
Inokulasyondan sonra siirgiinler nemli bir ortam
saglanmasi amaciyla polietilen torbalar igerisinde 3
giin tutulmustur. Patojen inokulasyonundan 15 giin
sonra yapraklarda olusan belirtiler 1-5 hastalik
skalasina (1= Yapraklarda simptom olmamasi,
2= Yaprakta birka¢ lekenin  bulunmasi,
3= Yapraktaki lekelerin birleserek nekrotik alanlar
olugturmasi, 4= Yaprakta cok sayida lekenin
bulunmasi sonucu yapraklarin 6lmesi,
5= Yapraklarin tamammin  6lmesi) gore
degerlendirilmistir. Calisma 3 tekerriirlii olarak
yiiriitiilmiistir. Her tekerriirdeki ortalama hastalik
siddeti indeksi (HSI, %) Towsend ve Heuberger
(1943) formiiliine gore hesaplanmistir (Esitlik 1).

HSi= [(SDxBS)]*x100/ESDXTB (1)

Esitlik 1°de SD, skala degerini; BS, ayn1 skala
degerindeki bitki sayisini; ESD, en yiiksek skala
degerini; 7B, toplam bitki sayisini ifade etmektedir.

Esitlik 2’de belirtilen Abbott (1925) formiili
yardimu ile etki oran1 (%) hesaplanmustir.

Etki Orani= (X-Y) x 100 / X Q)

Esitlik 2’de X, kontroldeki hastalik siddeti
degerini; Y, uygulamadaki hastalik siddeti degerini
ifade etmektedir.

Elde edilen hastalik siddeti verileri, SAS
(Statistical Analysis System) paket programi
(versiyon 9.4) (Anonymous, 2013) ile varyans
analizine tabi tutulmus ve uygulamalar arasindaki
farkliliklar p<0.05 hata pay1 ile yapilan DUNCAN
testiyle belirlenmistir.

2.5. Biyokontrol etkinlik gosteren strainlerin
antagonistik etki mekanizmalarinin
belirlenmesi

Bakteri strainlerinin siderofor iiretimi Schwyn
ve Neilands (1987) tarafindan Onerilen Crom
Azurol S (CAS) agar besi ortami kullanilarak
belirlenmigtir. Bakteri kolonisi etrafinda olusan

portakal renkli zon pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmis ve zon c¢aplart Olgiilerek
ortalamalar1  almmistir.  Antagonist  bakteri

strainlerinin  bitkilerde zararli etilen {retimini
baskilayan 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid
deaminase (ACC-deaminaz) enzimini iretebilme
yetenekleri Penrose ve Glick (2003)’in belirttigi
yonteme gore Dworkin ve Foster (DF) besi ortami
kullanilarak test edilmis ve besi ortaminda bakteri
kolonisinin ~ gelisimi  pozitif sonu¢ olarak
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degerlendirilmistir. Bakker ve Schippers (1987)
yontemine gore bakterilerin hidrojen siyanid (HCN)
iiretimi belirlenmis ve bakteri ekiminden sonra 2
glin inkiibasyona birakilan Petrilerin kapaklarina
yerlestirilen filtre kagitlarinda meydana gelen renk
degisimi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir.
Antagonistik bakterilerin kitinaz aktivitesi ise
Faramarzi ve ark. (2009) tarafindan onerilen
yonteme gore belirlenmigtir. Bakteri strainlerinin
proteaz enzim aktivitesini belirlemek amaciyla
Skim Milk Agar (SMA) besi ortami kullanilmistir
(Ullah ve ark., 2017). Petriler ekimden sonra 5 giin
inkiibasyona birakilmis ve bakteri kolonileri
etrafinda olusan zon capi 6l¢iilmiistiir. Andro ve

ark. (1984) tarafindan Onerilen besi ortami
kullanilarak  antagonist  bakterilerin  seliilaz
iretimleri tespit edilmigtir. Bakteri kolonisi

etrafinda olugan sar1 renkli alan pozitif sonug olarak
kabul edilmis ve ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

Tablo 1. Bakteri strainlerinin bazi 6zellikleri
Table 1. Some properties of bacterial strains

3. Bulgular

In vitro’da E. amylovora’ya karst 130 bakteri
straininden 34 tanesinin antagonistik etki gosterdigi
bulunmustur. Etkisi belirlenen strainlere ait bazi
bilgiler Tablo 1°de verilmistir.

Test edilen strainlerin in vifro antagonistik
etkisine ait sonuglar Tablo 2’de sunulmustur. Tablo
2’de yer alan degerler incelendiginde, E-3 strainine
kars1 13, E-20 strainine karsi1 14, E-67 strainine
kars1 16, E-99 strainine kars1 24 ve E-100 strainine
kargt 13 strainin etkili oldugu goriilmistir. En
yiikksek skala degerine sahip bu antagonist
bakterilerin patojenden daha hizli geliserek
antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir. /n vitro
biyokontrol etkinligi test edilen strainlerden
Pantoea agglomerans strain DT- 9, Bacillus cereus
strain EP-20, B. thuringiensis strain EP-21,
B. cereus strain SK-18, Pantoea agglomerans strain

Bakteri tiirleri Strain no BI (%) A P Ka F H
Pseudomonas putida BY-6 83 K+ - - + -
Bacillus mycoides BY-10 61 + - - + -
Bacillus megatorium BY-29 66 + - - + -
Pantoea agglomerans DT-9 89 K+ - - + -
Kocuria rosea EP-1 56 K+ - - + -
Bacillus viscosus EP-7 72 K+ - - K+ -
Bacillus megaterium EP-8 62 - - - + -
Bacillus cereus EP-19 43 7+ + + K+ -
Bacillus cereus EP-20 72 + - - K+ -
Bacillus thuringiensis kurstaki EP-21 69 + - - Z+ -
Bacillus cereus EP-22 41 Z+ - - + -
Pantoea agglomerans MU-1 57 + - - K+ -
Bacillus subtilis MU-2 78 K+ - - + -
Alcaligenes piechaudii MU-3 72 + - - + -
Bacillus mycoides NK-18 55 + - - K+ -
Bacillus megaterium SA-5 51 + - - + -
Pseudomonas putida SA-13 43 + - - K+ -
Bacillus GC group 22 SA-17 63 + - - + -
Pseudomonas pseudoalcaligenes SA-20 50 K+ Z+ + + -
Bacillus cereus SK-18 42 Z+ - - Z+ -
Microbacterium esteraromaticum SK-39 41 K+ + + K+ -
Bacillus viscosus SY-4 44 + - - K+ -
Pseudomonas fluorescens SY-5 83 + - - + -
Pseudomonas putida SY-22 67 + - - + -
Pantoea agglomerans SY-30 45 K+ - - + -
Enterobacter cloacae SY-32 80 + + - K+ -
Bacillus mycoides YO-12 74 + - - - -
Bacillus viscosus YO-17 35 K+ - - + -
Bacillus thuringiensis kurstaki YO-24 44 K+ - - - -
Pseudomonas putida YO-39 64 + - - + -
Bacillus cereus YS-3 76 K+ - - 7+ -
Bacillus megaterium YS-14 59 + - - + -
Bacillus cereus YS-16 64 + - - 7+ -
Bacillus alcalophilus YS-18 29 + - - + -

YAME: Yag asit metil ester, BI: Benzerlik indeksi, A: Azot fikse etme 6zelligi, P: Potasyum ¢ozme 6zelligi, Ka: Kalsiyumu kullanma 6zelligi, F: Fosforu
¢ozme ozelligi, H: Hipersensetive reaksiyon, K+: Kuvvetli pozitif, Z+: Zayif pozitif
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Tablo 2. Bakteri strainlerinin in vitro ortamda antagonistik etkilerinin degerlendirilmesi
Table 2. Evaluation of the antagonistic effects of bacterial strains in vitro

Strain E-3 E-20 E-67 E-99 E-100

X y sd X y sd y sd X y sd X y sd
BY-6 - - - 1350 0 5 - - - - - - - -
BY-10 - - - - - - - - 1817 0 5 1561 0 5
BY-29 - - - - - - - - - 11.79 0 5
DT-9 18.19 0 5 2106 0 5 1342 0 5 1859 0 5 1721 0 5
EP-1 - - - - - - 1347 0 5 - - -
EP-7 - - - - - - - - - 1707 0 5 - - -
EP-8 - - - - - - 1463 0 5 - - - 1698 0 5
EP-19 - - - 1405 0 5 1249 0 5 1953 0 5 - - -
EP-20 14.38 0 5 1479 0 5 1657 0 5 1794 0 5 1034 0 5
EP-21 12.49 0 5 1352 0 5 1521 0 5 1448 0 5 1574 0 5
EP-22 - - - - - - - - 1855 0 5 - - -
MU-1 14.14 0 5 1501 0 5 - - - - - - - -
MU-2 15.41 0 5 1323 0 5 - - - - -
MU-3 14.55 0 5 1479 0 5 - - - - - - - -
NK-18 - - - - - - 2405 1050 3 - - - 88 0 5
SA-5 9.07 3127 2 - - - - - - - - - -
SA-13 - - - - - - - - - 1404 0 5 - -
SA-17 - - - - - - 16.97 0 5 1565 0 5 - - -
SA-20 - - - - - - - - - 1247 0 5 - - -
SK-18 17.10 0 5 1278 0 5 14.64 0 5 1511 0 5 1551 0 5
SK-39 - - - - - - - - - 1761 0 5 - - -
SY-4 - - - 1766 0 5 1635 0 5 208 0 5 1537 0 5
SY-5 - - - - - . 0 5 - - - - -
SY-22 - - - - - - - - - 1924 0 5 - - -
SY-30 12.13 0 5 1674 0 5 1499 0 5 1778 0 5 11.78 0 5
SY-32 - - - - - - 4.31 0 5 - - - - - -
YO-12 13.91 0 5 1203 0 5 1355 0 5 2181 0 5 1442 0 5
YO-17 - - - - - - 18.72 0 5 1839 0 5 - - -
YO-24 13.39 0 5 - - - - - - 1573 0 5 1310 O 5
YO-39 17.95 0 5 1714 0 5 347 0 5 1559 0 5 1326 0 5
YS-3 - - - 1513 0 5 1721 0 5 1717 0 5 - - -
YS-14 7.46 3155 2 - - - - - 1843 0 5 - - -
YS-16 - - - - - - - - 1453 0 5 - -
YS-18 - - - - - 1778 0 5 - - -

X: Zon, y: Petri ¢eperine olan mesafe, sd: skala degeri. Tabloda yer alan degerler mm cinsinden olgiilmiistiir.

SY-30, B. mycoides strain YO-12 ve Pseudomonas
putida strain YO-39’un calismada yer alan bes
E. amylovora strainine kars1 5 skala degeriyle en
yiiksek etkiyi gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 2).

Bakteri strainlerinin fitotoksik etkisi
degerlendirildiginde 10°, 108, 107 ve 10° hiicre ml"!
konsantrasyondaki  soliisyonlarin  yapraklarda
toksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Konsantrasyonu 10° hiicre ml! olan bakteri
soliisyonunun spreyinden sonra yapraklarda
herhangi bir fitotoksik belirti gdzlenmemistir.
Bundan dolay1r caligmada antagonist bakteriler
10° hiicre mI"! konsantrasyonda uygulanmustir.

Antagonist bakterilerin in vivo ortamda hastalik
gelisimine etkisi Sekil 1°de verilmistir. Pozitif
kontrol uygulamasinda yer alan bitkilerde hastalik
siddeti ortalamast % 100 olarak belirlenmistir.
Negatif kontrol grubunda ise hastalik simptomu
gozlenmemistir. Strainlerden Pseudomonas putida
strain BY-6 ve Pantoea agglomerans strain

MU-1"in % 80 oraninda en yiiksek biyokontrol etki
gosterdikleri tespit edilmistir. Strainlerden onbir
tanesinin (NK-18, EP-21, EP-22, BY-10, SA-13,
SY-22, YS-3, YS-16, YS-18, YO-17 ve YO-24,)
% 60, iki tanesinin (BY-29 ve MU-3) % 48-49 ve 4
tanesinin (EP-1, DT-9, SY-4 ve Y0O-39) % 40
oraninda hastalig1 engelledigi belirlenmigtir. Test
edilen diger strainlerin hastaligi % 9 ila % 34
arasinda  degisen  oranlarda  engelledikleri
bulunmustur. iki strainin (SA-5 ve SY-32) ise
% 100 hastalik siddetine neden olarak pozitif
kontrol ile ayni grupta yer aldigi belirlenmistir
(Sekil 1).

Antagonist bakteri strainlerinden in vivo
ortamda patojene kars1 biyokontrol aktivitesi tespit
edilen ve % 30 ve iizeri etki gosteren 21 strainin
biyokontrolde rol oynayan etki mekanizmalari
hazirlanan spesifik besiyerlerinde belirlenmistir.
Strainlere ait test sonuglar1 Tablo 3°te sunulmustur.
Test edilen strainlerden Bacillus megaterium strain
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PKONT 100.0 m BY6 80.0 \il I
SY32 100.0 MU1 80.0

SAS 100.0 I BY10 60.0

EP7 91.0 YS16 60.0

SA17 91.0 I EP22 60.0

SA20 80.0 YO17 60.0

SK39 80.0 NK18 60.0

SK18 80.0 EP21 60.0

SY30 77.0 YS18 60.0

MU2 77.0 SAI3 60.0

EP20 77.0 Y024 60.0

EP19 77.0 YS3 60.0

YO12 77.0 SY22 60.0

SY5S 71.0 M3 49.0 [
EP8 71.0 I BY29 48.0 ]
YS14 66.0 [ || 40.0

Y039 60.0 SY4 40.0

DT9 60.0 DT9 40.0

SY4 60.0 Y039 40.0

EP1 60.0 YS14 0
BY29 51.0 EPS 29,

MU3 51.0 I SYs 29.0 I
EP21 40.0 M || YO12 23.0 M
SY22 40.0 EP19 23.0

NK18 40.0 SY30 23.0

SA13 40.0 M2 23.0

Y518 40.0 EP20 23.0 L
Y83 40.0 SK18 20.0 il
EP22 40.0 SK39 20.0

YO17 40.0 SA20 20.0 i
Y024 40.0 SA17 8.0 [|
YS16 40.0 EP7 8.0

BY10 40.0 ] sas 0 1
M1 20.0 SY32 0

BY6 20.0 |] PKONT 0

NKONT 0 [1 || nxoNT 0 |

Sekil 1. (a) Antagonist bakterilerin hastahk siddetine etkisi, (b) hastahg: engelleme oram”
Figure 1. (a) Effect of antagonist bacteria on disease severity, (b) disease inhibition rate”

*: Degerler ti¢ tekerriir ortalamasidir, Ayni renk grubunda bulunan uygulamalar arasinda farklilik yoktur, NKONT: Negatif Kontrol, PKRONT: Pozitif
Kontrol

Tablo 3. Bakteri strainlerinin biyokontrol etki mekanizmalarina ait test sonuglar
Table 3. Test results of the biocontrol mechanism of action of bacterial strains

Bakteri strainleri ACC-deaminaz Siderofor HCN Proteaz Seliilaz Kitinaz
Pseudomonas putida BY- 6 7+ 12.0 + 325 325 -
Bacillus mycoides BY-10 - 5.0 7+ 11.0 - -
Bacillus megaterium BY- 29 K+ 5.7 - 30.5 - -
Pantoea agglomerans DT- 9 7+ 12.0 + - - +
Kocuria rosea EP- 1 + - - 18.0 - -
Bacillus megaterium EP- 8 7+ 21.2 7+ 26.0 30.0 -
Bacillus thuringiensis EP- 21 - - - 435 20.5 7+
Bacillus cereus EP- 22 - 14.5 + 39.0 222 -
Pantoea agglomerans MU- 1 7+ 223 K+ 40.6 28.5 -
Alcaligenes piechaudii MU- 3 + - - 15.5 - -
Bacillus mycoides NK- 18 - 26.5 - 37.5 - 7+
Pseudomonas putida SA- 13 + 38.0 + 35.0 - -
Bacillus viscosus SY- 4 - 11.1 - 9.0 - -
Pseudomonas putida SY- 22 7+ - K+ 54.6 21.0 7+
Bacillus viscosus YO- 17 - 29.5 - 19.5 - -
Bacillus thuringiensis YO- 24 + 21.0 + 40.5 16.2 +
Pseudomonas putida YO- 39 - - + 12.4 - -
Bacillus cereus YS- 3 7+ - - TK 27.6 -
Bacillus megaterium YS- 14 Z+ 6.1 7+ 24.0 27.5 -
Bacillus cereus YS- 16 7+ - - 42.5 15.0 +
Bacillus alcalophilus YS- 18 + 6.1 + 35.5 26.8 -

TK: Tamamen Petriyi kaplamis, K+: kuvvetli pozitif, Z+: Zayif pozitif, degerler mm olarak 6lgiilmiistiir.
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BY-29’un en yiiksek ACC-deaminaz ve
Pseudomonas putida strain SA-13’lin en yiiksek
siderofor iiretimine sahip oldugu tespit edilmistir.
Pantoea  agglomerans  strain ~ MU-1  ve
Pseudomonas putida strain SY-22 strainlerinin
kuvvetli hidrojen siyanid iirettigi belirlenmistir. En

yiiksek proteaz aktivitesi Pseudomonas putida
strain SY-22, en yiksek selillaz aktivitesi ise
Pseudomonas putida strain BY-6’da tespit
edilmistir. Strainlerden 6 tanesinin ise (YS-16,
Y0-24, SY-22, NK-18 ve DT-9) kitinaz
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Sekil 2).

Sekil 2. Test edilen strainlerin; (a) Siderofor iiretimi, (b) ACC-deaminaz iiretimi, (¢) HCN iiretimi,
(d) Proteaz aktivitesi, (e) Seliilaz aktivitesi, (f) Kitinaz aktivitesi
Figure 2. Tested strains; (a) Siderophore production, (b) ACC-deaminase production, (¢) HCN production,
(d) Protease activity, (e) Cellulase activity, (f) Chitinase activity

4. Tartisma ve Sonuc¢

Yapilan bu g¢alismada in vitro ortamda 5
E. amylovora straininin hepsinin  gelisimini
engelleyen bakteri strainlerinin Pantoea, Bacillus
ve Pseudomonas cinslerine ait tiirler oldugu
belirlenmistir. In vitro ortamda E. amylovora’nin
biyokontroliiniin arastirildigr ¢aligmalarda da bu
cinslerde bulunan bakterilerin basarili sonuclar

verdigi belirlenmistir. Ornegin Pantoea
agglomerans C9/1’in  herbicolin 0 ve 1
antibiyotiklerini  ireterek patojen  gelisimini

engelledigi (Ishimaru ve ark., 1988), Pantoea
agglomerans E-325’in alkalin ve fosfat igeren
antibiyotikler irettigi ve bu antibiyotiklerin
antibiyosisle iliskili oldugu belirlenmistir (Pusey ve
ark., 2011). Giddens ve ark. (2003) tarafindan
yapilan caligmada pantocin A, B ve pheazine
antibiyotiklerini iireten Pantoea agglomerans’m
E. amylovora gelisimini baskiladiklart saptanmuistir.
Ayni konuda Erdogan (1999) tarafindan yapilan
calismada, 22 fluoresan Pseudomonas straininin
patojen gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir.
Cornea ve ark. (2007) tarafindan Bacillus’a ait iki,
Pseudomonas’a ait 3 straininin (Pseudomonas
putida P5, Pseudomonas aeruginosa P10 ve P14)
antagonistik etki gdstererek E. amylovora
gelisimini engelledigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma

kapsaminda basarili  bulunan tiirlerin  farkli
arastirmalarda tespit edilen bakteri strainleri ile
uyumlu olduklari gérilmektedir.

Mevcut  ¢alismanin  in vivo  sonuglari
degerlendirildiginde % 40-80 oraninda hastalik
gelisimini  engelleyen strainlerin 3 tanesinin
Pseudomonas, 2 tanesinin Pantoea ve 11 tanesinin
Bacillus cinslerinde yer aldigi tespit edilmistir.
Pantoea agglomerans ve Pseudomonas putida
tiirlerinin % 80 etki ile en basarilt strainler oldugu
bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglarina benzer
olarak Dagher ve ark. (2020) tarafindan yapilan
calismada ozellikle Pantoea agglomerans NY60
straininin ates yaniklig1 hastaligin1 % 70 oraninda
engelledigi belirlenmistir. Pseudomonas tiirlerinin
hizli bir sekilde gelistikleri, bu durumun kok
salgilartyla iliskili oldugu belirtilmistir. Ayrica
sentezledikleri  antimikrobiyal bilesikler ile
biyolojik kontrolde kullanilabilecekleri
bildirilmistir (Boudyach ve ark., 2001). Biondi ve
ark. (2007) B. subtilis igeren Serenade’nin
E. amylovora enfeksiyonunu % 62-68’¢ kadar
azalttigr tespit edilmistir. Yapilan bir bagka
calismada ise B. substilis QST713, Pseudomonas
fluourescens A506, Pantoea agglomerans C9/1 ve
E325 strainlerinin % 9.1-36 oraninda ¢igek
enfeksiyonlarmi azalttigi tespit edilmistir (Sundin
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ve ark., 2009). Mercier ve Lindow (2001)
tarafindan Pseudomonas flourescens strainlerinin
E. amylovora’ya kars1 en yiiksek antagonistik etki
gosteren tlir oldugu belirlenmigtir. Karabigak
(2012) tarafindan Pantoea agglomerans RK-84’iin
ise % 48 ve Pseudomonas putida RK-142’nin % 57
oraninda hastalig1 azalttig1 rapor edilmistir.

Mevcut caligmada patojene karsi antagonistik
etki gosteren strainlerin her birinin 2 ve daha fazla
biyokontrol etki mekanizmasina sahip oldugu
belirlenmistir. Hastalik gelisimini % 80 engelledigi
tespit edilen Pseudomonas putida BY-6 ve Pantoea
agglomerans MU-1"in 6 biyokontrol
mekanizmasindan 5’ine (ACC-deaminaz, siderofor,
HCN, proteaz ve kitinaz) sahip oldugu saptanmustir.
Dagher ve ark. (2020) tarafindan da Pantoea
agglomerans NY60 ve NY130 strainlerinin hiicre
dist  inhibitér maddeler iireterek, dogrudan
etkilesimle en giiglii antagonistik aktivite gosteren
tirler oldugu belirlenmistir. Yapilan bagka bir
calismada Pantoea strainlerinin antimikrobiyal
madde iiretimi ile £. amylovora’ya karsi biyolojik
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Smits ve ark.,
2011). Bu galismada antagonistik etki gosteren
strainlerin ~ 14’nlin =~ ACC-deaminaz  irettigi
bulunmustur. ACC-deaminaz {ireten bakterilerin,
cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin
bitkilerde olusturdugu =zararin azaltilmasinda
onemli bir yere sahip oldugu yapilan farkli
caligmalarda ortaya konulmustur (Cakmake1, 2009;
Kardas ve Okmen, 2014). Bazi Bacillus ve
Pseudomonas  tlrlerinin  siderofor  iiretme
etkinliklerinin arastirildig1 bir baska ¢alismada da
test edilen tim tirlerin siderofor irettigi
belirlenmistir (Giiney, 2014). Bu ¢alismada da test
edilen strainlerden 14 tanesinin siderofor iretimi
tespit edilmistir. Bu ¢aligmada biyokontrol etki
gosteren strainlerden 12°sinin  HCN  {irettigi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara paralel olarak,
son yillarda yapilan c¢aligmalarda HCN gibi
antimikrobiyal madde ve siderofor {iretebilen
bakteri strainlerinin patojen gelisimini baskilayarak
biyokontrolde etkili olduklar1 bildirilmistir (Blumer
ve Haas, 2000; Duman, 2020). Mevcut ¢aligmada
test edilen 21 strainden 20’sinde proteaz, 11’inde
seliilaz ve 6’sinda kitinaz aktivitesi tespit edilmistir.
Proteolitik aktiviteye sahip (Harrison ve Bonning,
2010) ve seliillaz, kitinaz gibi litik enzimleri
iretebilen  bakterilerin  patojen  gelisimini
engelleyerek  biyokontrolde  etkili  olduklari
bildirilmistir (Kundan ve ark., 2015; Widnyana,
2019). Cesitli aragtirmalarda yiiksek sicaklik, nem
ve besinlerin yeterli olmamasi, topraktaki pH
farkliliklar1 gibi nedenlerle mikroorganizmalarin
koloni olusturma hizinin diistiigii, buna bagli olarak
antagonizmin azaldig: bildirilmistir (Dobbelaere ve
ark., 2001; Sahin ve ark., 2004).

Tarimsal tretimde kullanilan kimyasallarin
insan sagliginda, ekosistemde meydana getirdigi
zararlar, mikroorganizmalarda meydana gelen
dayaniklilik problemi ve insanoglunun ilagsiz sebze
ve meyve tiketim talebinin artmas: dikkate
alindiginda, biyokontroliin diinya genelinde 6nemli
bir konu oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
E. amylovora’ya kars1 etkili bakteri strainlerinin
tespiti olduk¢a Onem tasimaktadir. Yiiriitilen bu
calismada alinan sonuglar Pseudomonas, Pantoea
ve Bacillus cinslerinde yer alan strainlerin ates
yaniklig1 hastaligini % 60-80 arasinda engelledigini
gostermektedir. Patojenin kontroliinde biyokontrol
etkileri tespit edilen strainlerin tek ve/veya
kombinasyonlar seklinde entegre miicadelenin bir
parcast olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz.
Ayrica gerek elma bahgelerinde gerekse farkl
konuk¢u x patojen sistemlerinde basarili bulunan
bakteri strainlerinin arastirilmast hastaliklarin
kontroliinde fayda saglayacaktir.
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