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Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. genis konukgu araligina sahip toprak kokenli bir
hastalik olup miicadelesi olduk¢a zordur. Bundan dolayi, ¢calismamizda 2021 yilinda
Konya’'nin Cumra ilgesinden alinan fasulye bitkilerinin farkli aksamlarindan (gigek, govde,
kok ve yaprak) ve topraktan elde edilen toplam 71 bakterinin hastaliga karsi in vitro
etkinliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. ikili kiiltir testlerinde %60 ve {zerinde etki
gosteren bakteriler icin bazi biyokimyasal testler (Hidrojen siyanid aktivitesi, fosforu
¢6zme yetenegi, siderofor sentez kabiliyeti, indol asetik asit tiretebilme yetenekleri ve
ACC deaminaz aktivitelerinin belirlenmesi) uygulanmistir. Deneme sonucunda
degerlendirmeler yapilmis ve bu testler puanlandirilarak en yiksek etkiyi gdsteren
bakteriler daha sonraki calismalarda kullaniimak Gzere segilmistir. Macrophomina
phaseolina’ya karst ikili kiiltir denemelerinde basarili olan izolatlar; yapraktan izole edilen
Bacillus pumilus DP 25 (%91), rizosferik Bacillus subtilis DP 143.6 (%86) ve rizosferik
Bacillus cereus DP 145.1 (%100) olmustur. Yiksek diizeyde etkili olan bu izolatlarin
fosforu ¢ozme kabiliyetleri, siderofor sentez yetenekleri ve indol asetik asit kabiliyetleri
pozitif olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Macrophomina, Siderofor, in vitro, Fasulye

ABSTRACT

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid is a soil-borne disease with a wide host range and
is very difficult to control. In our study, a total of 71 bacteria were obtained from
different parts (flower, stem, root and leaf) of bean plants and soil taken from Cumra
district of Konya in 2021 and in vitro efficacies of bacteria against disease were
determined. Some biochemical tests (hydrogen cyanide activity, phosphorus
solubilization ability, siderophore synthesis ability, indole acetic acid production ability
and determination of ACC deaminase activities) were applied for bacteria that had an
effect of 60% or more in double culture tests. At the end of the experiment, we were
evaluated our data and these tests were scored and the bacteria showing the highest
effect were selected for use in further studies. Isolates that were successful in dual
culture tests against Macrophomina phaseolina were Bacillus pumilus DP 25 (91%),
rhizospheric Bacillus subtilis DP 143.6 (86%), and rhizospheric Bacillus cereus DP 145.1
(%100) isolated from leaves. Phosphorus solubility, siderophore synthesis abilities and

indole acetic acid abilities of these highly effective isolates were determined as positive.
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Giris

Macrophomina  Phaseolina  (Tassi) Goid,
hastalik seyri ve konukcgu ile etkilesimi nedeniyle
bircok bitki tiirinde komdr ¢lirikligi hastaligina
neden olan polifag bir fungal hastalik etmenidir
(Schwartz ve ark., 2005; Reznikov ve ark., 2019).
Fasulyede 6zellikle fidelerin kdk, yaprak ve gévde
gibi
getirdigi
oldukca

kisimlarinda dayanikli yapilar meydana

icin kimyasal olarak micadelesinin

zor olmasinin kullanilan
topragin

bozmaktadir. Bundan dolayi entegre miicadelede

yaninda

pestisitler mikrobiyal  dengesini
biyolojik miicadele tekniklerinin kullaniimasi
bir
ve

alternatif
ark., 2021).
Ayrica, M. phaseolina enfeksiyonu fasulyenintane

strdirdlebilir tarima

olusturmaktadir (Marquez
veriminde %10,8 ve protein igeriginde %12,3
azalmaya neden olmaktadir (Kaushik ve ark.,
1987).
yetistiriciliginin yapildigi alanlarda varlig yapilan

Hastalik etmeninin Ulkemizde fasulye

¢alismalarla ortaya konulmustur (Vural ve Soylu,
2012).

Biyolojik yaklasimlar arasinda toprakta veya
bitkilerde
antagonistik etkileri ile bitkilerde hastaliklarin

bulunan mikroorganizmalarin

onlenmesine yardimci olmalari popller hale
gelmistir. Biyokontrol etkisi, bazi bakteri tirleri
tarafindan hidrojensiyanir (HCN), siderofor, siklik
lipopeptitler, indol-3-asetik asit (IAA) lretimi ve
fosfat

sergileyen

¢OzUnarlGgl aktivite
cesitli
harekete gecirilmektedir. (Keshavarz-Tohid ve
ark., 2017; Bahroun ve ark., 2018) ve bu 6zellikler

uygun

gibi
mekanizmalar

antifungal
tarafindan

bakterinin se¢im semasinda yiksek
performans olarak kabul edilmektedir.
Bojorquez-Armenta ve ark. (2021) fasulyenin
rizosfer (kok) bolgesinden elde edilen 37 bakteri
izolatinin M. phaseolina’ya karsi antagonistik
aktivitelerini arastirmislar ve 4 Bacillus spp.
izolatinin (BA97, BN17, BN20 ve BR20) M.
%62.5-85

etkiledigini belirlemislerdir. Sendi ve ark. (2020)

phaseolina  gelisimini oraninda
Tunus’ta fasulye ekim alanlarindan 90 endofitik ve
rizosferik bakteri izolati toplamistir. 12 bakteri

izolatinin patojen olarak kullanilan Fusarium sp.,
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Macrophomina sp. ve Alternaria sp. gelisimlerini
%71 oraninda engellediginive en etkili turlerin ise
Bacillus amyloliquefaciens, Agrobacterium fabrum
ve Pseudomonas lini oldugunu bildirmislerdir.
kok
azaltmadaki basarisin yani sira fasulye Gretimini

Antagonist  bakterilerin curukligina
iyilestirme potansiyeli de yapilan c¢alismalarda
gorilmiustir (Siddiqui ve ark., 2001).

Tarimda Bacillus cinsinin B. amyloliquefaciens,
B. licheniformis, B. pumilus ve B. subtilis gibi farkh
turleri potansiyel biyokontrol ajanlari olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu bakteriler cok
metabolitleri iturinler,

cesitli (lipopeptitler,

fengisinler, polimiksinler, kurstakinler,
basitrasinler gibi) sentezleme 6zellikleri sayesinde
antagonistik aktiviteye sahip olmakta ve boylece
patojenik mikroorganizmalara karsi engelleyici
etkinlik gostermektedirler (Banat ve ve ark., 2010;
Béchet ve ark., 2012; Cawoy ve ark., 2014; Soylu
ve ark., 2022). Ayrica olumsuz gevre kosullarina
karsi dayaniklilik saglayan direngli sporlar Gretme
dolayi

depolanmasinda kullanilmalarini mimkin hale

yeteneklerinden ticari drtinlerin
getirmektedir (Francis ve ark., 2010).

Bu calismada Konya’nin Cumra ilcesinden
alinan fasulye bitkilerinin farkh aksamlarindan
(cicek, govde, kdk ve yaprak) ve topraktan elde
edilen bakterinin M. phaseolina’ya karsi in vitro
da antagonistik etkinlikleri ve biyokimyasal testler
uygulanarak gosterdikleri etki mekanizmasinin

belirlenmesi amaglanmistir.
Materyal ve Metot
Test patojeni

Test
Macrophomina phaseolina izolati

patojeni olarak kullandigimiz
(daha once
patojenisite denemeleriyapilarak patojen oldugu
tespit edilen) Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Mikoloji
temin edilmistir.

laboratuvar kultir koleksiyonundan

Endofitik ve rizosferik bakteriler

Fasulye bitkisinin farkl dokularindan (yaprak,
cicek, kok ve govde) ve topraktan izole edilen
denememizde

biyoajanlar kullanilmistir.
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Calismamizda etkili oldugu tespit edilen
bakterilerin tir isimleri ve kodlari Cizelge 1'de

verildigi gibidir.

Cizelge 1. Teshis edilen bakteriler ve kodlari
Table 1. Diagnosed bacteria and their codes

Bakterinin Kodu Bakterinin Tir adi
Bacteria's Code Species name of bacteria

DP 25 Bacillus pumilus
DP 143.6 Bacillus subtilis
DP 145.1 Bacillus cereus

Biyoajan bakterilerin izolasyonu

Topraktan izolasyonda 10 gr elenen toprak
Uzerine 90 ml saf su eklenmis ve ardindan
calkalayicida 30 dakika boyunca calkalanmistir.
Olusan soliisyon 10°-10° oraninda seyreltildikten
sonra 35 ul ndtrient agar iceren petrilere
yayilmistir.

Bitki dokularindan izolasyonda bitki materyali
iyice cesme suyunda yikandiktan sonra %1 lik
NaOClI dakika

bekletilmis, ardindan bir pens yardimiyla 3 kez

solusyonunda 1 boyunca
steril saf sudan gecirilmistir. Bitki dokulari steril
kurutulduktan
belirli

yerlestirilmistir. 24-48 saatlik inkliibasyon siiresi

kurutma kagitlarinda sonra

nutrient agar Uzerine aralikla
sonunda kontrol edilen petrilerde gelisen bakteri
kolonileri saf kiiltir elde edilene kadar nitrient
agara cizilmistir. Hem rizosferik hem de endofitik
bakteriler %30’ luk

saflastirildiktan  sonra

gliserolde -20 °C’de saklanmistir.

Biyokimyasal Testler
Bakterilerin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi

Bakterilerin antifungal aktivitelerinin tespitinde
ikili kaltdr (dual kaltldr) yontemi kullaniimistir.
Denemede kullanilan

Macrophomina izolati,

Macrophomina’'nin  mikrosklerotlarinin  steril
kiirdanlara sardirilmasi suretiyle uzunsireli olarak
saklanmistir. Bu nedenle taze kilturler elde
edilirken bu kirdanlardan Streptomycin siilfat
iceren PDA ortamina bir pens yardimiyla alinarak
yerlestirilmis ve 7 giin boyunca 27 °C’de inkiibe
edilmistir. Elde edilen bu fungal kiltirler dual
kiltir calismalarinda kullaniimistir.

ikili kiiltirde kullanilacak bakterilerise 27 °C’de

24-48 saat boyunca inkibe edilmistir. ikili kiltiir
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yonteminde  patojen, merkezine

ardindan

petrinin

yerlestirilmis, bakteriler patojenin
etrafina 3 cm’lik bir gember olusturacak sekilde
cizilmistir. 7 giin 27 °C’de gelisen Macrophomina
ve bakteri kiltirleriningelisimleri hesaplanmistir.

Hesaplamada;

% Engelleme= (1-(Muamelenin gelisimi/Kontrol
gelisimi)) x100

formulu kullanilmistir (Tariq ve ark., 2010).

Bakterilerin

fosfati  ¢é6zme  yeteneklerinin
belirlenmesi
Elde ettigimiz bakterilerin fosfati ¢6zme
yeteneklerini belirlemek amaciyla trikalsiyum
fosfat (1948)

kullanilmistir. Nitrient agarda 24-48 saat inkilibe

iceren  Pikovskaya besiyeri

edilen bakteri kiltirlerinden hazirlanan 108
hiicre/ml yogunluktaki solusyonlardan petrilerin
merkezine ekim yapilmistir. inkibatérde 27 °C’de
3 giln boyunca bekletildikten sonra petrilerde
meydana gelen acik renkli alan pozitif olarak
degerlendirilmistir.
Bakterilerin Indol-3-asetik asit (IAA) sentez
yeteneklerinin belirlenmesi

Indol -3- asetik asit testi cesitli arastiricilarin
kullandig yontemlerden dizenlenerek
uygulanmistir (Akbaba, 2014; Ambrosini ve
Passaglia, 2017; Babier ve Akkopri, 2017; Aktan
ve Soylu, 2020; Kaya Ozdogan, 2020). Bakterileri
gelistirmek amaciyla kullanilan 1g/l oraninda L-
triptofan iceren LB besiyerine 10°® hicre/ml
yogunlukta bakteri eklenmistir. Bakteriler 30
°%C’de 3 giin 200 rpm’de inkiibe edilmis, 5000
rom’de 30 dakika santriflij edildikten sonra 1 ml
supernatant lizerine 2 damla ortofosforik asit
damlatilmistir. Ardindan bu karisim lzerine 4 ml
Salkowski ayraci eklenmistir. 30 dakika sonunda
meydana gelen pembe renk pozitif olarak

degerlendirilmistir.

HCN iiretiminin belirlenmesi
Elde edilen
aktiviteleri Bakker ve Schippers (1987)'a gore

bakterilerin hidrojen siyanid

yapilmistir. Tryptic Soy Agar iceren besiyerinin
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kapak kismina Pikrik asit- karbonat solusyonuna
batirilan filtre kagitlari yerlestiriimis bakteriler 3-5
giin 28 °C’de gelistirilmistir. Kagidin renginin
petrilerdeki

kahverengi-turuncuya donlsttgi

bakterilerin siyanid aktivitesi pozitif olarak

degerlendirilmistir.

ACCD aktivitelerinin belirlenmesi

Bu test Ambrosini ve Passaglia (2017)’ya gore
yapilmistir. kullanilmistir.
Petrilerin Gzerine 50 pl 0.5 M ACC yayilmigtir. Her
bir bakteri hem ACC iceren hem de

icermeyen DF besiyerine cizilmistir. 27 °C’de 48-

Testte DF besiyeri
izolati

72 saatlikinkiibasyonutakiben ACC’libesiyerinde,
ACC icermeyen besiyerine gore daha iyi bakteri
gelisiminin gozlemlenmesi pozitif olarak kabul
edilmistir.

Siderofor sentez yeteneklerinin belirlenmesi
Bakterilerin siderofor Uretimine iliskin testler
Schwyn ve Neilands (1987)’e gére yapilmistir. 102
hicre/ml yogunlukta hazirlanan bakterilerden
Blue-CAS Agara nokta ekim yapilmistir. Gelisen
bakteri kolonilerinin g¢evresindeki turuncu-sari
renkli zonlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tartili derecelendirme sistemine gére bakterilerin
degerlendirilmesi

8 farkli tarladan alinan fasulye ornekleri ve
toprak orneklerinden vyapilan izolasyonlar
sonucunda elde edilen bakteriler dncelikle dual
kiltir galismalarinda patojene karsi etkili olan
orneklerden secilmistir. Cizelge 2’de belirtildigi
gibi tartih derecelendirme sistemindeki diger
parametrelere gore degerlendirilen bakterilerden
bu sisteme gbre en ylksek puanlamaya sahip olan

bakteriler daha etkili olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 2. Tartili derecelendirme puan tablosu
Table 2. Weighed grading score table

Test Sonuglarina
Verilen Puan
Score Given to
Test Results

In Vitro Testler
In vitro Tests

Indol Asetik Asit (IAA) Salgilama Testi 15
Fosfatin (P) Cozunurligu Testi 10
Siderofor Salgilama Testi 20
ACC Aktivite Testi 20
in vitro Biyokontrol Etki Testi 25
HCN Uretimi 10

Toplam 100

Aragtirma Bulgulari ve Tartisma

Fasulyenin farkli aksamlari ve topraktan elde
edilen bakteriler

Bakteri elde etmek amaciyla 8 fakli tarladan
toprak ve saglkli fasulye o6rnekleri alinmistir.
Yapilan izolasyonlar sonucunda fasulyenin farkli
aksamlarindan (yapragindan 24, ciceginden 14,
govdesinden 17, kokinden 8 bakteri izolati) ve
topraktan (8 adet bakteri izolati) toplam 71
bakteri saflastirilmistir.

in vitro calisma sonuglarina gore etkililigi
yuksek olan Ui¢ bakterinin teshisleri yapilmis ve
Bacillus cinsine ait bu bakteriler Bacillus pumilus,
subtilis ve Bacillus olarak

Bacillus cereus

tanimlanmustir.

Izolatlarin antagonistik aktiviteleri

Tum izolatlarin antagonistik aktivitelerini
amaciyla  ikili  kaltir  testleri
Toplam 71 bakteriden 25’
farkl
etkilemis olup 6’st fungal gelisimi tamamen
baskilamistir. 25 bakteriden 24’G %70 in lizerinde
etkili olurken, 4’0 ise %60-70 arasinda etkili

olmustur. Bakteriler degerlendirilirken yapilan

belirlemek
uygulanmistir.
Macrophomina

gelisimini diizeylerde

tim biyokimyasal testlerin sonuclari bir butln
olarak degerlendirildiginden %100 etki gosteren
bakterilerde etki dlzeyleri arasinda farkhliklar
%60-100
inhibe etme

kiltirlerde
patojeni
yetenegi gorilmustir (Cizelge 3). 6 izolatin en
yuksek (%100) etkiye sahip oldugu
ciriimesini durdurabilecek basariyr gosterdigi

gozlemlenmistir.  ikili
arasindaki oranlarda
kémur

tespit edilmistir. Bitkilerin farkli kisimlarindan elde
edilen bakterilerin dual kiiltirde engelleme
ylzdelerinin ortalamalari degerlendirildiginde
govdeden elde edilen bakteriler %94.17 oraninda
cicekten elde edilenler ise %92 etkili olmustur.
Kokten izole edilen bakteriler inhibisyon zonu
olusturmamistir. Rizosferik bakteriler yaklasik %81

oraninda etki gdstermislerdir.
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Cizelge 3. En iyi 25 bakterinin ikili kiltar (Dual) testi
Table 3. Dual culture (Dual) test of the best 25 bacteria

Bakteri Kodu Elde Edildigi Bitki %Engelleme Orani %O0rtalama Engelleme Orani
Bacteria Code Aksami ya da toprak
Plant Part or soil from Blocking Rate% Average Blocking Rate%
which it is obtained

1 | DP25 Cigek 91 92
2 DP64 93

3 DP6 64

4 DP31 81

5 DP32 92

6 DP33 Yaprak 60 78.29
7 DP55 86

8 DP56 65

9 DP68 100

10 DP81 100

11 DP 102 86

12 DP105 79

13 DP107 Govde 100 94.17
14 DP122 100

15 DP123 100

16 | DP141.1 92

17 | DP 1431 72

18 DP143.2 65

19 DP143.5 79

20 | Dpl43.6 Toprak 86 80.7
21 DP145.1 100

22 DP145.3 88

23 DP 146.2a 73

24 DP148.1 74

25 DP148.3 78

Indol-3-asetik asit (IAA) iiretimi

Farkh dizeylerde antifungal aktivite gosteren
25 bakterinin IAA Gretim durumlari ve miktarlar
edildiginde 13 IAA  Urettigi
belirlenmistir. Uretim miktarlari 1.4- 9.8 ppm

test izolatin

arasinda degisim gostermistir. Maksimum [AA

Cizelge 4. 1AA Ureten Bakteri izolatlari ve Gretim miktarlarn

Uretimi 9.8 ppmile DP 143.2 izolatiiken, bu izolati
DP 122 (8.1 ppm), DP 6 (8 ppm) ve DP 56 (8 ppm)
takip etmektedir (Cizelge 4). 12 izolat ise IAA
negatif olarak

Uretimi yoninden

degerlendirilmistir.

Table 4. Bacterial isolates producing IAA and their production amounts

Sira No Bakteri Kodu 1AA testi (ppm) Sira No Bakteri Kodu IAA testi (ppm)
Sequence No. Bacteria Code 1AA test (ppm) Sequence No. | Bacteria Code IAA test (ppm)
1 DP6 8 14 DP122 8.1
2 DP25 7.3 15 DP123 -

3 DP31 - 16 DP141.1 -

4 DP32 - 17 DP 143.1 -

5 DP33 6.5 18 DP143.2 9.8
6 DP55 6.7 19 DP143.5 -

7 DP56 8 20 Dp143.6 7.1
8 DP64 1.4 21 DP145.1 6.7
9 DP68 - 22 DP145.3 -

10 DP81 - 23 DP 146.2a -
11 DP 102 - 24 DP148.1 6.8
12 DP105 6.9 25 DP148.3 6.9
13 DP107 -

46




Kogak ve Salman, 2023. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 27(1): 42-51

Siderofor liretimi

Denememizde  kullandigimiz  bakterilerin
siderofor (retip Uretmediklerini ve miktarini
belirlemek amaciyla CAS Blue agar kullaniimistir.
Bakterilerin nokta ekimleri yapilmis ve bakteri

gelisiminin cevresinde meydana gelen turuncu-

sari renkli zon pozitif olarak degerlendirilmistir.
Buna gore 22 bakterinin 2-32 mm g¢apinda zon
siderofor
Elde
edilen bakterilerin ortalama siderofor tretimi ise
11.77’dir.

olusturdugu ve sonu¢ olarak

Uretebildikleri gozlenmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Siderofor lireten bakteriizolatlari ve siderofor Gretme diizeyleri
Table 5. Siderophore producing bacterial isolates and siderophore production levels

Sira No Bakteri Kodu Siderofor Uretimi (mm) Sira No Bakteri Kodu Siderofor Uretimi (mm)
Sequence Bacteria Code Siderophore Production Sequence Bacteria Code Siderophore Production
No. (mm) No. (mm)
1 DP6 6 14 DP122 8
2 DP25 4 15 DP123 -
3 DP31 14 16 DP141.1 15
4 DP32 13 17 DP 143.1 15
5 DP33 4 18 DP143.2 11
6 DP55 8 19 DP143.5 9
7 DP56 32 20 Dp143.6 11
8 DP64 - 21 DP145.1 3
9 DP68 13 22 DP145.3 14
10 DP81 17 23 DP 146.2a 12
11 DP 102 10 24 DP148.1 2
12 DP105 - 25 DP148.3 27
13 DP107 11
Ortalama 11.77
HCN belirleme Bakteriyel izolatlarin biyokimyasal testlerde

Hidrojen siyanid aktivitesi degerlendirilen 25
bakteriden 4’G (DP 123, DP141.1, DP143.2 ve

DP143.5) filtre kagidinin rengini kahverengi-
turuncuya  degistirdiginden HCN  Urettigi
gozlenmis ve pozitif olarak kabul edilmistir
(Cizelge 6).

ACC deaminaz aktivitesi

Taranan izolatlar arasinda sadece DP68 ve DP
31'in  ACC deaminaz
belirlenmistir (Cizelge 6).

Uretimi pozitif olarak

Fosfat ¢6ziindirliigii
Elde
¢ozUnGrlugi

14’G  fosfor

pozitif

edilen bakterilerden

agisindan olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 6).
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gosterdikleri aktivitelere o6rnek teskil eden
gorseller Sekil 1’de verilmistir.

Tartih derecelendirme sistemine gore
degerlendirme

Tartili derecelendirme sisteminde biyokimyasal
ve dual kiltur test sonuclari puanlanarak bir tablo
olusturulmustur (Cizelge 6). Buna gore 70 puan
bazalinmisve DP 25, DP 143.6, DP 145.1 izolatlari

en yiksek aktiviteyi gostererek teshisleri

yapilmistir. Buna gore sirasiyla Bacillus pumilus,

Bacillus subtilis ve Bacillus cereus olarak

tanimlanan bakterilerin dual kiltir testlerinin
yaninda genel olarak biyokimyasal deneme
(siderofor Uretme, fosforu cozme ve IAA lretimi)

sonuglari da pozitif gtkmistir.
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Sekil 1. Bakteriyel izolatlarin 6rnek biyokimyasal aktivite gorinimleri. a) Fosfor ¢ozlnirlGga, b) Siderofor
olusumunu, c-1) HCN olusumu negatif, c-2) HCN olusumu pozitif, d) IAA Uretim skalasi, e) ACC deaminaz
aktivitesi

Figure 2. Sample biochemical activity views of bacterial isolates. a) Phosphorus solubility, b) Siderophore formation,
c-1) HCN formation negative, c-2) HCN formation positive, d) IAA production scale, e) ACC deaminase
activity

Cizelge 6. Tartili derecelendirme sistemine gbre 60 puan ve Uzerinde etki gdsteren bakteriler
Table 6. Bacteria showing 60 points or more according to the scaled grading system

Bakteri Kodu ACC Siderofor Uretme Fosforu Cozme IAA testi HCN Dual
Bacteria kabiliyetleri Testi
Code Siderophore generation Phosphorus IAA testi HCN Dual
ACC capabilities Dissolving Test
1 DP6 - + - + - +
2 DP25 - + + + - +
3 DP31 + + - - - +
4 DP32 - + - - - +
5 DP33 - + + + - +
6 DP55 - + - + - +
7 DP56 - + + + - +
8 DP64 - - + - +
9 DP68 + + - - - +
10 | Dbps1 - + + - +
11 DP 102 - + + - - +
12 DP 105 - - - + - +
13 DP 107 - - - - - +
14 DP122 - + - + - +
15 DP 123 - - - - + +
16 DP141.1 - + - + +
17 DP143.1 - + - - +
18 DP143.2 - + - + + +
19 DP143.5 - + + R ¥ +
20 Dp143.6 - + + - +
21 DP145.1 - + + - +
22 DP145.3 - + + - - +
23 DP146.2a - + + - - +
24 DP148.1 - + + - +
25 Dp148.3 - + + - +
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Arastirmamizdayapmisoldugumuz tim testler
degerlendirilerek bakteriizolatlarindan en yiksek
etkiyi gosterenler MALDI-MS analizi (Uysal ve ark,
2019) ile Bacillus cinsi olarak tanimlanmistir.
Saglikli
agaclarinin farkh bitki kisimlarindan izole edilen

sebze bitkilerinin  yanisira meyve
Bacillus cinsine dahil bakteri tirlerinin toprak ve
yaprak kokenli bitki hastalik etmenlerine karsi
yliksek duzeyde antifungal etkilerinin farkh

kimyasal yapisinda metabolitleri sentezleme
yeteneginden kaynaklandigi, bu ylzden bu tiirlere
hastalikla

miicadelede o6nemli bir 6neme sahip oldugu

ait izolatlarin  tarimda biyolojik
onceden yapilmis calismalarla ortaya konulmustur
(Sabaté ve ark., 2020; Kara & Soylu, 2022).
Potansiyel biyokontrol ajani olmalarinin yaninda
bu tirler bitki buylimesini tesvik eden oksinler,
IAA, siderofor ve lipopeptitler gibi metabolitleri
sentezleyerek, fosforu c¢ozerek de bitki saghgini
iyilestirdikleribilinmektedir (Sabaté ve ark., 2018;
Aktan & Soylu, 2019). Cok sayida calisma bu
etkinin lipopeptit sentezinden kaynaklandigini
bildirmistir (Singh ve ark., 2008; Cawoy ve ark.,
2014; Li ve ark., 2014; El Arbive ark., 2016; Kumar
ve ark., 2016; Torres ve ark., 2017). Correa ve

arkadaslar (2014) fasulyede M. phaseolina ile

enfekteli topraklarda biyokontrol ajani
olarak B. cereus’un etkisini incelemisler ve
kontrole kiyasla bitki UGzerindeki patojenin

siddetini ve ilerlemesini %14 ve %28 oraninda
azalttigini belirlemislerdir. Calismamizda bakteri
izolatlarinin yiksek antifungal (%100) aktivite
gostermeleri potansiyel biyoajan olabileceklerini
Baska bir B.
subtilis BN1’'inde fasulye kok curiklGgiu hastalig

gostermektedir. calismada da
ile iliskili M. phaseolina’ ya karsi biyokontrol
potansiyelinin oldugu tespit edilmistir (Singh ve
ark., 2008).

Bacillus spp. ¢cok cesitli

faydali maddeleri

sentezleyebilmeleri nedeniyle glvenli
mikroorganizmalar olarak kabul edilir (Stein,
2005). Bu bakteriler kok buylmesini ve doku
farklilasmasini etkileyen 6nemlifitohormonlardan
biri olan indol-3-asetik asidi (IAA) sentezlerler
(Babalola, 2010). Bacillus spp. in vitro da énemli

dizeyde IAA lretmektedir (Singh ve ark., 2008).
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Calismamizdaki tiim izolatlar (l¢ tanesi harig) L-
IAA Uretimi
gelistirildiklerinden benzer bulgular gézlenmistir.

triptofan iceren LB besiyerinde

Bitki beslemede temel diger bir besin maddesi
de demirdir, bitki dogal ortamlarda bu elementin
bitki tarafindan alinimi olduk¢a zordur. Bacillus
cinsi bakteriler 6zellikle demiri tutabilen ve onu
¢ozlindlrebilen, ardindan bitkiye ¢oziinir demir
saglayan, boylece biiylimesini tesvik ederken ayni
zamanda fitopatojen fungus ve bakterilerin
blylimesini sinirlandiran selat gibi davranan
sideroforlari sentezlemektedirler (Babalola, 2010;
Atay ve ark, 2020; ark.,
2021). Gahsmamizda DP56 daha
yliksek miktarda siderofor tretimi (32 mm) bitki

Soylu ve

tarafindan

bluylimesini tesvik edici Ozelliklerini ve cesitli

fitopatojenlere karsi antagonistik dogasini
kanitlamaktadir. Hedef fitopatojenlerin radyal
bliylimesinde azalmaya  bagl

kitinolitik
laminarinaz, sellilaz, HCN, antibiyotikler, siderofor
ve besin rekabeti gibi antimikrobiyal maddelerin
Uretiminden kaynaklanabilmektedir (Chung ve

ark., 2008; Singh ve ark., 2008).

inhibisyon

bolgelerinin  olusumu enzimler,

Sonuglar

Sonug olarak calismamizda yapilan IAA, fosfor
¢6zme, ACCD Uretimi ve siderofor Uretebilme
bitkilerin belirli

fasulyede M.
phaseolina enfeksiyonunakarsi bitki bagisikliginin
gelistirilmesinin yani sira dogal, kalici, dayanikli ve

yeteneklerinin tespiti

savunmalarint  tetikleyerek

sistemik koruma sagladig sonucuna

varilabilecegimizi gostermistir. Elde ettigimiz
rizosferik ve endofik bakterilerin bayik bir
cogunlugunun ticari fasulye vyetistiriciliginde
fitopatojen funguslara karsi biyokontrol ajani
olarak hareket edebilecegi ayni zamanda saglkl
toprak, besin ve faydali mikroorganizmalar
acisindan faydali olabilecegi ve boylece tarimsal
Uretimi iyilestirmek igin gerekli toprak kalitesinin
de katkida

iyilestirilmesine saglayacagl

gorilmdistir.
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