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OZET
DOMATES URETIM ALANLARINDAN BAKTERIYEL KANSER VE
SOLGUNLUK (Clavibacter michiganensis subsp. michiganenis) HASTALIGINA
SPESIFiK BAKTERIYOFAJLARIN iZOLASYONU, BIlYOFORMULASYONU VE
BiYOKONTROL AJANI OLARAK KULLANILABILME POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) domates yetistiriciliginde verim
kayiplarina neden olan bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligi etmenidir. Patojen ile
miicadelede mevcut miicadele yontemlerin yetersizligi fajlar ile miicadeleye olan ilgiyi
artirmistir. Bu amagla Canakkale, Izmir ve Bilecik illerinde hastalik belirtisi goriilen
domates ekim alanlarindan toprak ve bitki Ornekleri toplandi. Toplanan o6rneklerden
biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile Cmm izolasyonu ve faj izolasyonu
gergeklestirildi. Abiyotik faktorlere toleransi yiiksek olan fajlar belirlenerek sinerjistik-
antagonistik Ozellikleri belirlendi. Etkinligi belirlenen fajin molekiiler ve morfolojik
karakterizasyonu yapilarak biyokontrol ajani olarak kullanilabilme potansiyeli arastirildi.
Fajin su i¢inde yag formiilasyonu Taguchi metodu ile optimize edildi. Belirlenen optimum
sartlar ile su i¢inde yag formiilasyonu hazirlandi ve Cmm-DB3 {izerindeki inhibe etme
orant in-vitro’da belirlendi. Formiilasyonun etkinligi saksi denemeleri ile gosterildi.
Gergeklestirilen ¢alisma ile, 8 Cmm izolat1 ve Cmm-DB3 iizerinde etkinligi belirlenen 22
adet litik faj elde edildi. Abiyotik faktorlere tolerans: yiiksek Phage33’iin komple genom
analizi yapilarak NCBI veri tabanindaki fajlarla karsilagtirildi ve tiir bazinda eslesme
olmadig1 belirlenerek faj literatiiriine yeni bir faj kazandirildi. Phage33’tin optimum
kosullar ile emiilsiyon formiilasyon hazirland1 ve emiilsiyonun Cmm-DB3 iizerindeki
inhibe etme orani in-vitro’da %80,7 olarak belirlendi. Emiilsiyonun 6. ay sonunda oda
1sinda Cmm-DB3’i inhibe etme oran1 %78,12 iken 4 °C’de ise %79,23 oldugu belirlendi.
Ayrica damlacik boyut analizi sonucu emiilsiyonun polidispers yapida oldugu belirlendi.
Hazirlanan emiilsiyonun saksi denemeleri sonucu Cmm uygulanan saksilarda hastalik
belirtileri %78 iken emiilsiyon uygulanan saksilarda ise %17 oldugu belirlendi.
Phage33’1lin abiyotik faktdrlere olan toleransini artirmak amaciyla emiilsiyon formiilasyonu
ilk kez Taguchi metodu ile optimize edilmis ve patojenin miicadelesinde kullanilabilecek

yerli bir prototip {iriin ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Bakteriyofaj,

Fitopatojen, Biyokontrol



ABSTRACT
ISOLATION, BIOFORMULATION OF BACTERIOPHAGES SPECIFIC TO
BACTERIAL CANCER AND WILTH (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganenis) DISEASE FROM TOMATO PRODUCTION AREAS AND
INVESTIGATION OF THEIR POTENTIAL TO USE AS BIOCONTROL AGENT

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is a bacterial wilt and canker
pathogen that causes yield losses in tomato cultivation. The inadequacy of existing
methods to control the pathogen has increased interest in phage control. For this purpose,
soil and plant samples were collected from tomato growing areas with symptoms of the
disease in the provinces of Canakkale, I1zmir and Bilecik. Cmm isolations and phage
isolations were performed from the collected samples using biochemical and molecular
methods. Phages with high tolerance to abiotic factors were identified and their synergistic-
antagonistic properties were determined. Molecular and morphological characterisation of
the phages whose activity was determined was performed and their potential for use as
biocontrol agents was investigated. The oil-in-water formulation of the phage was
optimised using the Taguchi method. An oil-in-water formulation was prepared with the
optimal conditions determined and the inhibition rate on Cmm-DB3 was determined in
vitro. The efficacy of the formulation was verified by pot experiments. With the study
performed, 22 lytic phages were obtained and their activity on 8 Cmm isolates and Cmm-
DB3 was determined. The complete genome analysis of phage33, which has a high
tolerance to abiotic factors, was compared with the phages in the NCBI database and it was
found that there was no match on a species basis. An emulsion formulation of Phage33 was
prepared under optimal conditions, and the inhibition rate of the emulsion on Cmm-DB3
was determined to be 80.7% in vitro. At the end of the 6th month, the Cmm-DB3 inhibition
rate of the emulsion was determined to be 78.12% at room temperature and 79.23% at 4
°C. Furthermore, when analysing the droplet size, it was found that the emulsion had a
polydisperse structure. As a result of the pot trials with the prepared emulsion, it was found
that the disease symptoms were 78% in the pots where Cmm was applied and 17% in the
pots where the emulsion was applied. In order to increase the tolerance of Phage33 to
abiotic factors, the emulsion formulation was optimised for the first time using the Taguchi
method and a local prototype was introduced that can be used in against the pathogen.

Keywords:  Clavibacter michiganensis subsp.  michiganensis, Bacteriophage,
Phytopathogen, Biocontrol
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KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI

% : Yiizde

°C : Santigrat derece

EPPO : Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii
NCBI : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
VIRIDIC : Virus Intergenomic Distance Calculator

VICTOR : Virus Classification and Tree building Online Resource

MOI : Hiicre Basina Diisen Enfeksiyon Unitesi (Multiplicity of Infection)
ORF : Agik Okuma Cergevesi

U : Unite

RNaz : RNA’y1 Kesen Enzim

DNaz : DNA’y1 Kesen Enzim

dNTP : Deoksi Niikleotit Trifosfat

GC : Guanin ve Sitozin

oD : Optik Yogunluk
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi, tarim iriinlerine olan ihtiyact her gegen giin
arttirmaktadir. Thtiyaglarin karsilanmasi i¢in tarim iiriinlerindeki verim ve kalitenin artirilmasi
gerekmektedir. Domates, diinyada oldugu gibi iilkemizde de yetistiriciligi yapilan ekonomik
degere sahip onemli bir tarim iiriiniidiir. Ulkemizde, Akdeniz ve Ege Bdolgesi basta olmak
iizere hemen hemen tiim bolgelerde domates iiretimi yapilmaktadir. Uretim alanlarindaki
verim ve kalite, ¢esitli mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, fungus ve nematot) ve zararlilarin

(bocekler) olumsuz etkileri ile azalmaktadir.

Clavibacter cinsi, tarimsal dneme sahip iiriinlerde hastalik olusturan patojenleri igerir.
Geleneksel fenotipik ve filogenetik siniflandirmaya gore Clavibacter michiganensis’in cinse
ait tek tiir oldugu X. Li vd. (2018) tarafindan belirtilmistir. Clavibacter michiganensis konakg1
ozgilligi ve morfogenetik ozellikleri dikkate alinarak alt tiirlere ayrilmistir. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (domateste) (Davis vd., 1984); Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (patateste) (Manzer ve Genereux 1981); Clavibacter
michiganensis subsp. nebraskensis (misirda) (Schuster 1975); Clavibacter michiganensis
subsp. tessellarius (bugdayda) (Carlson ve Vidaver, 1982) ve Clavibacter michiganensis
subsp. insidiosus (yoncada) (McCulloch 1925) hastalik yapan alt tiirleridir. Son teknolojik
gelismeler, Clavibacter michiganensis'in yeni alt tiirlerinin izolasyonuna ve tanimlanmasina
olanak saglamistir. Fasulyelerde bakteriyel yaprak sararmasina neden olan Clavibacter
michiganensis subsp. phaseoli (Gonzalez ve Trapiello, 2014) ve biberde bakteriyel kansere
neden olan Clavibacter michiganensis subsp. capsici tanimlanmistir. Tian vd., (2021)
tarafindan yapilan ¢aligmada elde edilen DM1 izolatinin biyokimyasal, fizyolojik, yag asitleri
ve genetik Ozellikleri incelendiginde DM1 izolatinin Clavibacter cinsinin bilinen diger tiir ve
alt tiirlerinden farkli oldugu ortaya konmustur. Clavibacter zhangzhiyongii sekinde

adlandirilarak, cinse ait yeni bir tiir literatiire kazandirilmistir.

Clavibacter michiganesis subsp. michiganensis (Cmm) iilkemizde domates
yetistiriciliginde bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligina neden olarak Onemli verim
kayiplarina neden olan bir patojendir. Patojen, 6zellikle agikta ve ortii alt1 yetistiricilikte ciddi
verim kaybina sebep olmaktadir. Cmm ile enfekte olan bitkiler, konukc¢u bitkinin yasina,
domates ¢esidinin duyarliligina, patojenin viriilansina, sicaklik ve nem dahil olmak iizere
belirli gevresel kosullara bagl olarak c¢esitli semptomlar gosterir ve hastaligin ilerleyen
dénemlerde bitkinin 6liimiine neden olur (Peritore-Galve vd., 2020). Hastalikla miicadelede

kiiltiirel, fiziksel ve kimyasal olarak onlemler alinmaktadir. Kimyasal dnlemler kapsaminda
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bakirl preparatlarin kullanimi, kalint1 problemi ve mikroorganizmalarin bu kimyasallara karsi
gelistirdigi diren¢ gelisimi ile sonu¢lanmaktadir (de Leon vd., 2008). Ayrica bakir igerikli
kimyasallarin uygulanmasi sadece bakteride diren¢ gelisimine neden olmakla kalmayip, ayni
zamanda c¢evrede kalinti sorununa da yol acarak faydali mikroorganizmalara da zarar
vermektedir. Mevcut miicadele yoOntemlerinin yetersizligi ve dezavantajlarindan dolay1
hastalikla miicadelede alternatif miicadele yontemlerine duyulan ihtiyag her gecen giin
artmaktadir. Cevreye, insana ve diger mikroorganizmalara zarar vermeyen ve sadece konak
bakteriyi enfekte etme Ozelligine sahip olan bakteriyofajlar, bakteriyel hastaliklarla

miicadelede oldukga giiclii biyolojik miicadele etmenleridir.

Clavibacter cinsine ait tiirler ve alttiirler incelendiginde, bu tiirlere spesifik sinirl
sayida fajin izole edildigi goriilmektedir. Ayrica konagina karsi miicadele ajani olarak
kullanimlarina dair ¢alismalar da sinirlidir. Patateste halka ¢iiriikliigli hastaligna sebep olan
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicusis’i enfekte etme yetenegine sahip CN1A faji
izole edilmis ve komple genom analizi yapilip NCBI kayd1 yapilmistir. Yapilan ¢aligma ile faj
CN1A’nin sadece genom ozellikleri aydinlatilmis patojene karst miicadele etmeni olarak
kullanilabilme potansiyeli aragtirllmamistir (Kongari vd., 2013). Misir bakteriyel hastalik
etmeni Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis (Cmn)’i enfekte debilen CN77, CN8,
CN11, CNX ve CNRH fajlar1 1969-1973 yillar1 arasinda farkli lokasyonlardan izole edilip
saflagtirtlmistir (Vidaver, 1981). Wittmann vd., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, CN77
endolizin geni Escherichia coli’ ye klonlanip eksprese edilmistir. Enzimin bakteriyolojik
aktivitesi incelenmis ve Clavibacter michiganensis alt tiirleri arasinda siirli konakg1 araligi
gostermekle kalmayip, Clavibacter ile yakindan iliskili bakteri tiirlerini de etkilemedigi tespit
edilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak CN77 endolizinlerinin biyokontrol ajani olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica CN77°nin endolizinlerini igceren 3625 bp’lik litik gen
kaseti dizilenerek NCBI kaydi yapilmisti.  Cmn’nin sebep oldugu hastaliktan misir
tohumlarinin korunmasi i¢in CN8 faj1 kullanilmistir. CN8 faj1 farkli polimerler (polivinilalkol,
polimetilvinileter ve polivinilprilidon) kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin misir
tohumlarinin depolama, ¢imlenme ve hastalik kontrolii iizerindeki etkileri belirlenmis, en
etkili koruma yonteminin polivinilprilidon ile olusturulan formiilasyon oldugu belirlenmistir.
Yapilan ¢alisma ile biyolojik sistemlerle uyumlu olan bakteriyofaj-polimer kaplamalarinin,
tarimda geleneksel uygulamalara alternatif olabilecegi vurgulanmistir (Kimmelshue vd.,
2019). Clavibacter michiganensis alt tiirlerinden olan Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina sebep olan bir patojendir.



Patojeni enfekte etme yetenegine sahip ilk faj olan Clavibacter CMP1 Echandi ve Sun, (1973)
tarafindan izole edilip saflagtirllmistir. Daha sonra, Wittmann vd., (2010) tarafindan fajin
endolizinleri saflagtirilip in-vivo kosullarda etkinligi ortaya konmus ve biyokontol ajani olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir. 2011 yilinda ise fajin komple genom analizi yapilmistir
(Wittmann vd., 2011). Literatiirde domateste patojen olan Cmm’ye karsi baska bir faja
rastlanmamistir. Dolayist ile Cmm iizerinde etkili fajlarin tespiti ve tanimlanmasina yonelik

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Fajlarin dogadan kolayca izole edilmesi, iiretim kolaylig1 ve +4 derecede uzun siire
muhafaza edilebilmeleri 6nemli avantajlaridir. Bu avantajlara ragmen pratikte kullanimlari ile
ilgili baz1 kisitlamalar mevcuttur. Abiyotik faktorler (ultraviyole isinlar, pH ve sicaklik)
bakteriyofajlarin etkinliklerinin azalmasina veya yok olmasina neden olmaktadir (Louws vd.,
2001). Bakteriyofajlarin  enkapsiilasyonu  gergeklestirilerek  olusturulan  koruyucu
formiilasyonlar ile bu kisitlamalar1 ortadan kaldirmak veya azaltmak mimkiindiir (Sadat

Sadatrasul vd., 2017).

Yapilan literatlir incelemesi, Clavibacter cinsi igerisindeki bakterilerin dnemli tarim
zararlhilar1 oldugunu agikca gostermektedir. Bu patojenlerle miicadelede ¢evre dostu ajanlar
olan fajlarm kullanimi oldukca kisithidir. Ulkemiz igin ekonomik degeri yiiksek iiriinlerden
olan domates bitkisinde hastalik olugturan Cmm ile miicadelede, patojen spesifik fajlarin

tespiti ve kontrol ajani olarak kullanilabilme potansiyeli noktasinda ¢aligmalar yapilmalidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Domatesin Onemi

Domates (Lycopersicon esculentum L.) Solanaceae familyasmna ait, Tiirkiye’de ve
Diinya’da yetistiriciligi en yaygm yapilan sebze tiirlerinden biridir (Cemen vd., 2018).
Anavatan1 Orta ve Giiney Amerika kitast oldugu bilinen domates, giiniimiizde diinyanin
bircok iilkesinde yetistirilen, ekonomik degere sahip bir iriindiir. 2020 verilerine gore
diinyada 186,821 milyon ton domates iiretimi yapilmaktadir. Diinya domates iiretiminin
yaklasik %37°lik kismimi Cin karsilamaktadir. Cin 64,76 milyon tonluk domates iiretimi ile
diinyada ilk sirada, Hindistan 20,57 milyon ton ile ikinci, Tiirkiye ise 13,2 milyon ton iiretim

ile Giglincii sirada yer almaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Diinya domates iiretiminde iiretici ilkeler (bin ton) (FAO ,2022)

Ulkeler 2016 2017 2018 2019 2020
Cin 57.313 59.179 60.919 62.870 64.768
Hindistan  18.732 20.708 19.759 19.007 20.573
Tiirkiye 12.600 12.750 12.150 12.842 13.204
ABD 12.877 11.139 12.613 12.162 12.227
Misir 7.321 6.729 6.778 6.814 6.731
Italya 6.438 6.016 5.798 5.778 6.248
fran 5.829 4.895 4.930 5.458 5.787
Ispanya 5.234 5.163 4.769 5.001 4.313
Meksika 4.047 4.243 4.559 4.272 4.137
Diger 46.992 47.202 47.956 48.811 48.833

Domates, yetistiriciligi yapilan bolgelerde ¢iftgilerimiz  i¢in  O6nemli  gelir
kaynaklarindan biridir. 2021 yili TUIK verilerine gére Tiirkiye’de 32 milyon ton sebze
tiretimi i¢inde 13,1 milyon ton ile liretimi yapilan sebze domatestir. Karadeniz Bolgesi yogun
yagis almasi nedeni ile domates iiretimi i¢in ¢ok uygun olmadigindan bu bolge disinda
Akdeniz, Ege ve Marmara Bolgelerinde yogun bir sekilde domates iiretimi yapilmaktadir
(Vural vd., 2000). Domates tiretiminde ilk sirada Akdeniz bolgesi gelirken (32,7%) sonrasinda
Ege bolgesi (24,4%) takip etmektedir. Bu bolgelere ek olarak Marmara bolgesinin dogu ve



batisinda da biiyiik oranda iiretim yapilmaktadir. Iller bazinda siralandiginda Antalya’nin ilk

sirada oldugu goriilmektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Tiirkiye domates iiretiminin illere gére dagilimi (bin ton) (TUIK, 2022)

Iller 2018 2019 2020 2021 2022
Antalya 2.509 2.529 2.751 2.800 2.549
Bursa 1.362 1.492 1.335 1.349 1.431
Manisa 856 922 1.124 1.099 985
[zmir 947 1.014 1.092 1.022 855
Mersin 924 1.039 930 886 854
Konya 249 303 552 542 850
Canakkale 583 605 627 581 612
Mugla 676 701 660 628 553
Balikesir 420 445 486 417 512
Bilecik 71 81 84 82 75
Diger 3.178 3.325 3.370 3.410 3.472
Tiirkiye 12.150 12.842 13.204 13.095  13.000

2.2. Tiirkiye’de Domates Uretimindeki Sorunlar

Ulke niifusumuzun hizla artmasi ve artan niifusun tarimsal iiriinlere olan ihtiyacnin
karsilanabilmesi ic¢in ekim alanlarinda verim ve kalitenin artirilmasi, siirdiiriilebilir bir
sistemin olusturulmas1 gerekmektedir. Bununla birlikte, domates iiretim alanlarinda verim ve
kaliteyi 6nemli olgiide etkileyen abiyotik ve biyotik faktdrler bulunmaktadir. Iklim
degisiklikleri (sicaklik, 151k, riizgar), topragin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, ¢evre kirliligi
(kirleticiler, asit yagmurlari) gibi abiyotik faktorler bitkinin biiyiime ve gelisimini
etkilemektedir. Biyotik faktorler ise bitkinin farkli fenolojik donemlerinde gelisimine etki
eden zararli bocekler [Domates giivesi (Tuta absoluta), Tiitiin beyazsinegi (Bemisia tabaci),
Iki noktali kirmuzi Oriimcek (Tetranychus urticae)], yabanci otlar ve patojen
mikroorganizmalardir  (bakteriler, funguslar, viriisler, nematotlar) (Damicone ve
Brandenberger, 2015).

2.2.1. Patojen Mikroorganizmalar

2.2.1.1. Funguslar
Domates iiretim alanlarinda fungal etmenlerin olusturdugu hastaliklar iiretimde ciddi

kayiplara neden olmaktadir. Domates iiretim alanlarinda goriilen 6nemli fungal hastalik
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etmenleri arasinda Alternaria solani (erken yaniklik etmeni), Septoria lycopersici (septoria
yaprak lekesi), Colletotrichum coccodes (antrakoz), Erysiphe taurica (domateste kiilleme),
Fulvia fulva (yaprak kiifii), Phytophthora infestans (ge¢ yaniklik), Botrytis cinerea (kursun
kiifii) ve Sclerotinia sclerotiorum (govde c¢iriikliigii) bulunmaktadir. Fungal hastaliklarla
miicadelede cesitli stratejiler bulunmaktadir. Temiz fide kullanimi ve ekim nébeti 6ncelikli
stratejiler arasindadir. Bunun yaninda hastalik etmenine gore ¢esitli kimyasallar ve bunlarin
kombinasyonlarinin (maneb, mancozeb, chlorotholonil, bakir oksikloriir, kiikiirtlii bilesikler,

propinep) kullanimi da 6nerilmektedir (Nashwa ve Abo-Elyou, 2012).
2.2.1.2. Nematodlar

Nematodlar, domates bitkisinde énemli bir zararli grubudur. Parazit bir nematod olan
kok digiim nematodlart bunlarin en onemlilerindendir. Toprak altinda yasayan nematodlar
bitkinin toprak alt1 organellerini etkiledigi i¢in tespit edilmesinde ve miicadelesinde zorluklar
yasanabilmektedir. Miicadelede direngli domates tiirlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir.
Parazit nematodlar konukguya ihtiyag duydugundan konukgusu olmayan bitkilerin ekilmesi
zararli popiilasyonunu azaltmaktadir. Bunun yaninda yesil giibre kullanimi, kimyasal
nematosit ve fumigantlarin (metam sodyum, 1,3-dikloropropen aktif bilesenlerini igeren)
kullanim1 6nerilmektedir (B. M. Santos vd., 2006).

2.2.1.3. Viriisler

Viral hastaliklar domates bitkisini farkli oranlarda etkileyerek {irtin kayiplarina sebep
olur. Domates mozaik viriisii (Tomato mosaic tobamovirus), sar1 yaprak kivirciklik virtisii
(Tomato yellow leaf curl viriis), domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt
tospovirus) domateste onemli viral etmenlerdir. Bu etmenlerin en 6nemlisi domates lekeli
solgunluk viriisiidiir. Etmen, vektor bocekler (trips) ile yabanci otlara tagindigindan konukgu
cevresi oldukca genistir. Miicadele stratejileri arasinda bir¢ok yontem bulunmaktadir.
Yetistiricilikte virlisten ar1 sertifikali tohumlar kullanilmasi, dayanikli veya tolerant domates
fidelerinin kullanim1 ve konukg¢u olan bitkilerin yan yana ekilmemesi ile hastalik gelisimi
onlenebilir (Ali vd., 2016).

2.2.1.4. Bakteriler

Bakteriler, domates ekim alanlarinda verimi ve kaliteyi diisliren en 6nemli patojen
mikroorganizmalardir. Bakteriyel etmenler tarafindan enfekte edilen domateste, cevresel
kosullar hastalik gelisimine katki sagladiginda verim ve kalite kayiplarinin 6niine gegmek

oldukc¢a zorlagsmaktadir. Ralstonia solanacearum, Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas

6



syringe pv. tomato, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis domateste hastalik
olusturarak ekonomik kayiplara neden olan en 6nemli fitopatojenlerdir (Griffin vd., 2017,
Nandi vd., 2018). Ralstonia solanacearum domates bakteriyel solgunluk hastaligina,
Xanthomonas vesicatoria bakteriyel leke hastaligina, Pseudomonas syringe pv. tomato
bakteriyel benek hastaligina ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ise bakteriyel
kanser ve solgunluk hastaligina neden olmaktadir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, ilk kez ABD'de 1909'da
bildirildikten sonra diinya ¢apinda yaygin oldugu tespit edilmis ve domates yetistiricileri i¢in
onemli bir sorun haline gelmistir (Peritore-galve vd., 2021). Miicadele edilmedigi takdirde
%99'a varan verim kayiplarina neden olabilecegi bildirilmistir (Francis vd., 2001). Tirkiye’de
domates iiretiminin yaygin oldugu Ege, Akdeniz ve i¢ Anadolu bélgelerinde patojenin yaygin
oldugu, 6zellikle Bati Akdeniz bolgesinde 2003 yilinda Cmm’nin sebep oldugu hastaligin
goriilme sikliginin %26 ile %65 arasinda oldugu rapor edilmistir (Basim ve Basim, 2004).
Hastaligin ilerleyen donemlerinde, bitkilerin %46 ile %93'iniin tamamen solarak kurudugu
bildirilmistir. Bununla beraber, meyvede %210 ile %80 arasinda degisen kiiresel verim
kayiplarina neden olmakla kalmayip meyve agirliginda da %50 azalmaya sebep oldugu
bildirilmistir (Peritore-Galve vd., 2021). Bu nedenlerden dolay1 Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiiti) bolgesinde A2
listesinde yer alan, karantina zararlisi olarak bilinen ve miicadele edilmesi gereken bir

patojendir.
2.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganenis (Cmm), Clavibacter cinsine ait
aerobik, spor olusturmayan gram-pozitif bitki patojeni bir aktinomisettir (Gartemann vd.,
2003). Cmm’nin tanimlanmasinda gram reaksiyonu, katalaz aktivitesi, nisasta hidroliz testi,
H2S iiretimi ve kazein hidrolizi gibi biyokimyasal testler, molekiiler belirteglerin kullanildig:
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve enzim-bagli immunosorbent test (ELISA)
kullanilmaktadir (Kaneshiro vd., 2006). PZR ile tanimlamada kullanilan baz1 primerler ve gen
bolgeleri Tablo 2.3’te belirtilmistir.



Tablo 2.3. Cmm tanimlanmasinda kullanilan bazi primerler

Primer Sekans (5°—3?) Hedef Gen Bolgesi Referans
Cmm-5 GCGAATAAGCCCATATCAA

pat-1 (Dreier vd., 1995)
Cmm-6 CGTCAGGAGGTCGCTAATA
Cmm-3 CCTCGTGAGTGCCGGGAACGTATCC

pCM1 (Thapa vd., 2017)
Cmm-4 CCACGGTGGTTGATGCTCGCGAGAT

cel-578up ATGGCTTCCCTACGATCC
celA (Jahr vd., 2000)
cel-2752low ACAGGGTAGAAGCGGGAGG

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) domateste bakteriyel kanser
ve solgunluk hastaligi olusturan 6nemli bir fitopatojendir (Gleason vd., 1993). Patojenin
isimlendirilmesi yillar icinde degisime ugramistir. ik basta Bacterium michiganense olarak
adlandirilan patojen, daha sonra Aplanobacter michiganense olarak degistirilmistir.
Phytomonas michiganensis, Erwinia michiganensis, Pseudomonas michiganensis ve
Mycobacterium michiganense gibi adlandirmalar yapildiktan sonra Corynebacterium cinsine
dahil edilerek Corynebacterium michiganense olarak isimlendirilmistir (Smith, 1910).
Gleason vd., (1993) bakterinin hiicre duvar yapisinin aydinlatilmasi ile patojeni tekrardan
simiflandirmis ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak isimlendirilmistir.
Patojenin tespiti ilk olarak 1909 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin Michigan
eyaletindeki domates iiretim alanlarinda yapilmistir (Gleason vd., 1993). O yillardan
giniimiize kadar domates yetistiriciligi yapilan pek ¢ok alanda patojenin varligi tespit
edilmistir. 1945°te Dogu Afrika’da, 1960’ta Kuzey Karolina’da, 1962 yilinda ise Kenya’da
ciddi iiriin kayiplarina neden olmustur (Sherf ve MacNab, 1986). Ulkemizde ise ilk kez
Ankara’da (Bremer vd., 1952) tespit edilmistir. Giiniimiizde basta Ege ve Marmara (Karahan,
1965) olmak iizere i¢ Anadolu (Tokgoniil, 1998) ve Akdeniz bdlgesinde (Louws vd., 2001;
Basim ve Basim, 2004) domates yetistiriciligi yapilan alanlarda tespit edilmistir.

Hastalik tohumla yayilirken tohum zar1 ve kabugunu gecerek tohumun i¢ kisimlarina
ulasabilir. Tohuma yiizeysel bulasarak kotiledona, oradan yapraklara son olarak da vaskiiler
sisteme ulasabildigi belirtilmistir (Ozaktan ve Bora, 1991). Hastalik belirtileri, Cmm’nin
domates bitkisine bulas sekline gore farklilik gostermektedir. Patojenin enfeksiyon sekli
sistemik ve lokal olmaktadir. Sistemik enfeksiyonlar tohum veya bitki biinyesinde agilan
yaralardan bitkiye girerek gergeklesir. Lokal enfeksiyonlar ise stoma gibi dogal agikliklardan
bitkiye girerek gerceklesir. Hastalik belirtileri, tohumdan baslayip iletim demetine geger. ilk

belirtiler solgunluk olarak ortaya cikar ve sistemik enfeksiyonlarda bitki geng fide doneminde
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ise hizlica solar ve oliir, yash ise solgunluk belirtileri geng fideye gore daha yavas olur ve
kademeli olarak ilerler. iletim demetlerinden boyuna bir kesik acildiginda iletim demetindeki
degisimler gozle goriiliir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde gdvdede kahverengilesme ve
catlamalar meydana gelir (Gartemann vd., 2003). Gévde de meydana gelen bu kararma ve
catlamalar “Kanser” olarak adlandirilir (Sekil 2.1A) (Ozaktan ve Bora, 1991). Iletim
demetinde meydana gelen hasar bitkinin yeteri kadar su ve besin alamamasina neden olarak
bitkinin solmasina sebep olur. Lokal enfeksiyonlarda, yaprakta kiiciik lekeler ve nekrozlar
olusur. Hastaligin ilerlemesi ile yapraklardaki lekeler genisleyip tim gdévdeyi kaplayabilir
(Cetinkaya Yildiz, 2007).

Patojen, meyve olgunlasmasinda farkliliklar olusturmakla kalmayip meyvenin
olgunlagmadan dokiilmesine neden olur. Meyvelerde olusturdugu hastaligin en tipik belirtisi
3-6 mm c¢aplh kabarik beyaz lekeler seklinde baslayip, ilerleyen donemlerde agik kahverengi
noktalar etrafinda beyazimsi bir halkadir. Olusan bu belirti “Kus Go6zii” lekesi olarak
nitelendirilmektedir (Sekil 2.1B) (Y1ldiz ve Aysan, 2007).

Sekil 2.1. Cmm’nin hastalik belirtileri. A: Cmm’nin gdévde de sebep oldugu hastalik belirtisi
“Kanser”, B: Cmm’nin meyvede sebep oldugu hastalik belirtisi “Kus Gozii”

Kaynak: (Yildiz ve Aysan, 2007)

Patojen, sistemik yayilan bir etmen oldugundan tohumla tasginmakla birlikte latent
doneminde toprakta, toprak iizerine diisen bitki atiklarinda yaklasik iki y1l yasayabilmektedir
(Fatmi ve Schaad, 2002). Hastaligin tasinimi enfekte olmus bitki atiklari, toprak, tohum ve
yabanci otlar ile olmaktadir. Ayrica etmen ile temas eden tohum ekme makinesi, budama

makinesi ve asilama makinesi gibi makineler ile de patojen tasinmaktadir (Gleason vd., 1991).



2.3.1. Patojen ile Miicadele Yontemleri

Fitopatojenler ile miicadelede maksimum diizeyde verim ve kaliteli iiriin elde
edebilmenin yolu bitkilerdeki hastalik etmeninin belirlenmesi ve kontrol altina alinmasi igin
uygun miicadele yonteminin saptanmasidir. Kullanilan miicadele yontemi insan ve g¢evre
saglig agisindan degerlendirilmelidir. Bu anlamda patojen ile miicadele dogru zamanda ve
uygun yontemle yapilmalidir.

Etkili bir miicadele yontemi olmamasina ragmen, oncelikli olarak hastalikli bitkilerin
sokiiliip imha edilmesi, hastalik semptomlari gdsteren seralarda konukcusu olmayan bitki
tirleri kullanilarak iki y1l ekim ndbeti uygulanmasi Onerilen kiiltiirel onlemlerdir. Ayrica
hastalik tohum ile bulastig1 icin iiretimde sertifikali tohum ve fidelerin kullanilmasi da
miicadelede Onerilen yontemler arasindadir.

Diger bir miicadele yontemi ise, bakirli bilesikler kullanilarak yapilan kimyasal
miicadeledir. Bakirli bilesiklerin ve bazi antimikrobiyallerin (hidroksikinolin, streptomisin,
tetrasiklin) hastalik insidansini azaltabildigi ancak bakteriler ile etkili bir sekilde miicadele
saglayamadigi bildirilmistir (de Leon vd., 2008). Ayrica, patojenin kullanilan bakirl
bilesiklere kars1 dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemleri de dahil olmak iizere bir dizi
direng mekanizmasina sahip oldugu bilinmektedir (Sweere vd., 2019). Bakirli bilesiklerin
yogun ve bilingsizce kullanimi direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasina dolayist ile kimyasal
miicadele yonteminin etkinliginin azalmasina yol agmistir. de Ledn vd. (2008) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Cmm ile miicadelede 8-Hydroxy-quinoline ve bakir siilfatin birlikte
kullanim1 hastalik gelisimini kisa vadede dnledigi ancak ilerleyen donemlerde yapraktaki ve
vaskiiler sistemdeki semptomlarda artis gozlendigi, patojenin diren¢ kazandigi ortaya
konmustur. Ayrica 1980’ler ile karsilagtinldiginda yapilan calismalarda bitki patojeni
bakterilerin bakir toleransinin giderek arttigi agikga belirtilmistir (Raymaekers vd., 2020).
Bakir bazli antimikrobiyal pestisitlerin yaygin kullanimi, basta insan sagligini etkilemekle
birlikte bitkiler iizerinde de toksik etkileri mevcuttur. Bakirli bilesiklerin ve bakir oksit
nanopartikiillerinin asir1 uygulanmasi ¢esitli tarimsal {iirtinlerde oksidatif strese, biiylime ve
fotosentetik pigment bozulmasina neden olabilecegi gibi ¢imlenmenin durmasina da neden
olabilmektedir (Rajput vd., 2018; Tahjib-Ul-Arif vd., 2021). Ayrica, bakirli bilesiklerin
kullanimimin Apis mellifera’nin mortalite ve morbiditesini arttirdigina dair g¢aligmalar

mevcuttur (Abolaji vd., 2020).
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Bakirli bilesikler hastalikla miicadelede kullanilmalarina ragmen, hastaligin
miicadelesinde Treticinin etkili bir sekilde kullanabilecegi ruhsathh bir kimyasal
bulunmamaktadir. Ticari 6nemi olan iiriinlere yogun bakir uygulamalarinin yapilmasi toprakta
bakir biriktirerek ¢evre iizerinde olumsuz etki gostermektedir (Ninot vd., 2002).

Kiiltiirel 6nlemlerin yetersizligi, kimyasal miicadele yontemlerinin dezavantajlarindan
dolay1 tarimda kalitenin artirilmasi, ¢evrenin korunmasi ve siirdiiriilebilirligin saglanmasi igin
kimyasal miicadele yontemlerine alternatif, ¢evre dostu, yesil sentez ve biyolojik ajanlari
kapsayan miicadele yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastaliginin miicadelesinde son yillarda &nemli
sonuglarin  alindig1 biyolojik miicadele yontemlerinin kullanilabilirligi c¢aligmalarda
gosterilmistir. Ozaktan ve Bora (1991), domates meyvesinin etli kisimlari, toprak ve ciiriik
meyveleri karistirarak bir fermentasyon ortami elde etmis ve buradan izole ettigi
mikroorganizmalarin Cmm iizerindeki antagonistik etkisini arastirmisti. Cmm ile %100
kaplanmig tohumlara antagonistik bakteri uygulamasi yapilmis ve bu oranin %6 ya diistiigii
belirlenmigtir. Ek olarak yapilan tarla denemelerinde domates fidelerinde solgunluk
belirtilerinin ise baslangigla kiyaslandiginda %75 engellendigi bildirilmistir. Streptomyces
pulcher ve Streptomyces citrefluorescens’in  Cmm iizerindeki antagonistik etkisinin
arastirildigr in vitro ¢alismada, farkli dozlarda hazirlanan antagonistik bakteri filtratlarinin
Cmm gelisimini tamamen engelledigi bildirilmistir. Ayrica, Streptomyces pulcher’in Cmm
tizerindeki etkisinin belirlenmesinde tohum kaplama ve daldirma gibi farkli yontemlerin
tohum ¢imlenmesi ve hastalik siddeti iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Tohum daldirma
yonteminin ¢imlenme oranini kontrol grubuna gore artirdigi, hastalik siddetini ise %57,1
oraninda azalttig1 belirlenmistir (EI-Abyad vd., 1993).

Boudyach vd., (2001) tarafindan domates bitkisinin rizosferinden izole edilip
saflastirilan 178 bakteri izolatindan 3 tanesinin 6ncelikle tohuma ardindan fideye uygulamasi
yapilmis ve Cmm enfeksiyonlarin1 engelledigi belirtilmistir. Ayrica Pseudomonas cinsi
bakterilerin Cmm enfeksiyonlari {izerinde etkili antagonistik ajanlar oldugu belirtilmistir. Bu
caligmaya benzer sekilde Umesha, (2006) yaptigi c¢alismada antagonist Pseudomonas
fluorescens uygulamasinin tohum kalitesini iyilestirdigini, tarlada bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalig1 belirtilerinin azaldigini gostermistir. Slusarski, (2005) yaptig1 ¢alismada 4
farkli antagonistik bakterinin, damlama suyuna verilerek Cmm tizerindeki etkisini test etmis,
sonucta, hastalik siddetinin diistiigli, Uriin miktarinin ise %7-17 oraninda arttigini rapor

etmistir.
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Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda hastalikla miicadelede Bacillus, Lactobacillus,
Paenibacillus, Lactococcus, Pseudomonas, Aureobasidium, Pantoea, Bifidobacterium ve
Saccharomyces cinslerinin besin rekabeti, antibiyotik, siderefor {iretimi ve bitkide
dayanikliligin uyarilmasi gibi farkli etki mekanizmalari ile bitki gelisiminde katki saglamakla
kalmayip ayn1 zamanda patojeni de baskiladigi belirtilmistir (Abo-Elyousr ve Hassan, 2021;
Jang vd., 2022). Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens ve Pantoea
agglomerans gibi toprak orijinli tiirleri igeren {riinlerin amino asit iretme o&zellikleri
nedeniyle bitkinin kok bolgesine yerleserek bitkinin klorofil ve karotenoid igerigini artirmaya
yardimec1 olur. Bitki i¢in faydali olan mikroorganizma sayisinin artmasi bitkinin saglikli
biiyimesine dolayisi ile hastaliga dayanikli hale gelmesine neden olmaktadir (Shoda, 2000).
Ancak uygulama alanlarinda popiilasyonlarinin artmast ve diisiik spesifitesi nedeniyle
uygulandiklar1 alanlarda faydali mikroorganizmalarin da biliylimesini engelleyebildigi
gbzlenmistir. Bu yiizden son yillarda bakteriyel bitki hastaliklariyla mevcut miicadele
yontemlerine alternatif olarak bakteriyofajlarin kullanim1 6nem kazanmistir. Bakteriyofajlarin
bakteri diginda higbir canliy1 enfekte etmemeleri ve sadece konak bakteriye spesifik olmalari
bitki patojeni bakterilerin miicadelesinde kullanilabilme potansiyellerini artirmaktadir.
Bununla birlikte, biyokontol ajani olarak kullanilacak bir fajin lizojeniden sorumlu integraz
geni, antibiyotik diren¢ ve viriilans genlerine sahip olup olmadiginin ortaya konmasi

gerekmektedir.
2.4. Bakteriyofajlarin Kesfi ve Tarihcesi

Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte ederek hiicre iginde ¢ogalabilen viriislerdir (Marks
ve Sharp, 2000). "Bakteriyofaj" kelimesi Antik Yunanca’da bakterion ‘bakteri’ ve phagein,

'vemek' fiilinden tiiretilmistir ve kisaca faj olarak adlandirilmaktadir.

Enfeksiyon sirasinda bakterilere karsi yiiksek bir 6zgiilliik ile karakterize edilirler
(Briissow ve Hendrix, 2002). Fajlar, toprak, diski ve kanalizasyon gibi dogal ortamlarda ¢ok
yaygindir ve mevcut bakteri sayisiyla dogrudan iliskilidir (Suttle, 2007). Sayilar1 yaklasik 102
olan fajlar Diinya'daki en bol "yasam" formlaridir (Buttimer vd., 2017).

Fajlar 1915'te ingiliz patolog Frederick Twort ve Fransiz-Kanadali mikrobiyolog Félix
d'Hérelle tarafindan kesfedilmistir (Salmond ve Fineran, 2015). Ancak ilk gozlemlerin
1896’da Hankin’in, Hindistan’in Jumna ve Ganges nehri sularinda Vibrio cholerae‘ya karsi
antibakteriyel bir etkinin varhigini tespit etmesine dayanmaktadir. Nikolay Fyodorovich
Gamaleya, yaptigi ¢alismalarda benzer bir etkinin Bacillus subtilis {izerinde de oldugunu
tespit etmigstir. Twort’ da bu bilgileri dikkate alarak, fajlarin bakterileri enfekte etme
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yeteneklerini ve bakteriyel enfeksiyona karsi terapotik potansiyellerini  incelemeye
baglamistir. D’Herelle, fajlarin viriis oldugu konusunda ikna olsa da Bordet ve Gratia gibi
donemin 6nemli mikrobiyologlar tarafindan kabul goérmemistir. Fransiz askerleri arasinda
salgin haline gelen dizanteri hastaligi fajlarin varligimin tespitinde baslangi¢ olmustur. Bu
hastalardan elde edilen digki filtratlarinda dizanteri mikrobunun olmamasiyla fajlarin bilinmez
yonleri kesfedilmeye baslanmis ve “goriinmez mikrop” olarak adlandirilmislardir. 1919°1larda
dizanteri tedavisinde fajlarin kullanildigi belirtilmektedir (Ul Haq vd., 2012). Bu ¢aligmalar
ile d‘Herelle fajlar1 ilk izole eden ve karakterize eden kisi olmustur. Dizanteriden sonra tifo
hastaligina karsi da faj tedavisi gelistirilmistir (Atterbury, 2009). 1920'li ve 1930'lu yillarda
Gircistan, ABD ve Fransa’da faj arastirma merkezleri kurularak faj tedavisinin
geligtirilmesine odaklanilmis ve sirketler farkli hastaliklara karsi faj preparatlarini
pazarlamaya baglamigtir. 1940'l1 yillarin baslarinda Helmut Ruska tarafindan fajlarin ilk kez
elektron mikroskobu ile goriintiilenmesi bilim diinyasina biiyiik katki saglamistir (Letarov,
2020).

Antibiyotiklerin Ikinci Diinya Savasindan sonra kesfi fajlarin kullanimma olan ilgiyi
azaltsa da eski Sovyetler Birligi ve diger Dogu Avrupa iilkelerinde yapilan aragtirmalar devam
etmistir (Loc-Carrillo ve Abedon, 2011). 1976’da Walter Fiers grubu tek sarmalli RNA
(ssRNA) genomuna sahip faj MS2’nin genom dizilemesini gerceklestirmistir (Fiers, 1976).
Ayni yillarda, Fred Sanger ve ekibi tarafindan, ilk kez tek sarmallt DNA (ssDNA) genomu
olan faj ®X174 genomunu dizilenmistir (Sanger vd., 1978). 1982'de ise faj A24’tin genom
dizilemesi yapilarak ilk ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) genomu dizilenmistir (Sanger vd., 1982).
Bu galismalar gelecege 151k tutmus ve E. coli' den insana kadar birgok genom projesinin
gerceklesmesine temel olusturmustur. Bu nedenle, faj biyolojisinin yillar igerisinde

anlasilmasi bilim diinyasindaki ilerlemelere 151k tutmustur.
2.4.1. Faj Morfolojisi ve Simiflandirmasi

Fajlarin uzunlugu 24-400 nm arasinda ve genom biiyiikliikleri 18-400 kb arasinda
farklilik gosteren, elektron mikroskopisi ile yapilari incelenebilen organizmalardir. Fajlar
genel olarak, genetik materyalin icinde bulundugu kapsit (bas), boyun, kuyruk, kuyruga
birlesik halde taban plakas1 ve kuyruk liflerinden meydana gelmesine ragmen baz1 fajlar farkli

morfolojik 6zelliklere sahip olabilirler (Sekil 2.2).
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Kuyruk Telleri

Taban Plakast

Sekil 2.2. Tipik bir faj sekli
Kaynak: (Harada vd., 2018)

Kapsit, kapsomer adi verilen protein alt birimlerinin birleserek bir araya gelmesiyle
olusur. Faj kapsitleri genellikle bir veya birka¢ farkli proteinin kopyasindan olusan oldukga
kararli yapilardir. Genellikle ikosahedral simetriye sahiptirler. Niikleik asit ve onu ¢evreleyen
kapsitin olusturdugu yapr ‘niikleokapsit’ olarak adlandirilmaktadir. Fajin enfektif hale
gelebilmesi icin tam bir virlis partikiili olugmasi gerekmektedir. Olusan bu tam viriis
pargacigt da ‘virion’ olarak adlandirilmaktadir. Virionun ana islevi, genomun konak hiicre
tarafindan ifade edilebilmesi igin DNA veya RNA genomunu konake¢i hiicreye ileterek
enfeksiyon dongiisiiniin baslamasidir. Faj kuyrugu ve kapsit, adaptor gorevi goren baglayici
(konnektor) ile birbirine baglanmaktadir. Baglayicilar, birkag proteinden olusan hetero
oligomerlerdir ve fajin yasam dongiisii boyunca bazi gorevleri vardir (Orlova vd., 2003). Bir
tipa gorevi gorerek faj genomunun kapsitten c¢ikisin1 engeller ve yiliksek basing altinda
genomun kapsit i¢erisinden sizmasini onler. Kuyruk igi bos bir tiiptiir ve fajin konak hiicreye
baglandigin1 gosteren sinyal alindiktan sonra konnektdr agilir ve genetik materyalin konaga

salinmasina izin verilir (Plisson vd., 2007).

Kuyruk ve kuyruk fibrilleri, enfeksiyon islemi sirasinda viral niikleik asidin konak
bakteriye girisini saglayan vazgecilmez faj elemanlaridir. Kuyruk hem bir sinyal verici hem
de enfeksiyon sirasinda niikleik asidin konake1 hiicreye iletildigi bir boru hatt1 gérevi goriir.
Kuyruk yapilar1 kisa veya uzun olabilirken, kontraktil ve kontraktil olmayan kuyruklarda
mevcuttur. Uzun kuyruklar tipik olarak sarmal simetri ile diizenlenmis sadece birkag proteinin
birden fazla kopyasindan olugmaktadir. Tiim kuyruk tiirleri, kuyrugun u¢ kismina eklenmis
dis uzantilara sahiptir ve genellikle birkag lif ve bir ug igeren bir taban plakasi veya bakterinin
zar reseptorlerine 6zgiilliigii olan bir igne igerir (Leiman vd., 2010). Taban plakas1 ve kuyruk

lifleri, faj1 bakteri dis zarina baglar ve baglanmay1 geri dondiiriilemez hale getirir. Faj, konak
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hiicre reseptoriine kenetlendiginde (geri doniisiimsiiz baglanmasi) faj konektorii acgilir ve

genom kuyruk tlipinden bakteri hiicresine salinir (Plisson vd., 2007).

Baz1 fajlar kuyruk ve kuyruk fibrillerine sahip olmadiklarindan bu tiir fajlarda kapsit

tizerindeki reseptorler konak hiicreye tutunmadan sorumludurlar.

Fajlarin elektron mikroskobu ile incelenmeleri ve preparat hazirlama tekniklerinin
gelismesi  sayesinde Bradley, (1967) tarafindan 6 gruba ayirilmis ve ‘Brandley
Siniflandirmas1’ olarak adlandirilmistir (Tablo 2.4) (Soykut ve Tunail, 2009).

Tablo 2.4. Bradley simiflandirilmasina gore faj tipleri ve niikleik asit dzellikler

Tip Sekil Niikleik Asit Ozellik Ornek

A —< %  dsDNA (Lineer) Polihedral bas, kasilabilen kuyruk T2, T4, T6

B —_ dsDNA (Lineer)  Polihedral bas, uzun ve kasilamayan kuyruk T1, T5, A T3
C 12\) dsDNA (Lineer) Polihedral bas, kisa kuyruk T3, T7,P22

. Ikozahedral bas, kuyruksuz,

D D ssDNA(Sirkiiler) biiyiik kapsomer »X174, S13
E <> ssRNA (Lineer)  ikozahedral bas, kuyruksuz, kiiciik kapsomer ~ F2R17, Fr, MS2
F 0t sSRNA (Lineer) Flamentoz FE, fd, M13

Ackermann, (2007) tarafindan fajlarin niikleik asit tipleri ve morfolojileri dikkate
almarak ‘“Ackermann Siiflamas1” olarak adlandirilan simiflama modeli gelistirilmistir
(Soykut ve Tunail, 2009). Bu siniflandirmaya gére, Caudovirales takimi altinda on familya
yer almaktadir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.4. Ackermann’in faj siniflandimasi

Sekil Aile Ozellik
O: Myoviridae dsDNA,L ,Kasilabilen Kuyruk,
<:>= Siphoviridae dsDNA,L, Uzun ve kasilmayan kuyruk
O“ Podoviridae dsDNA,L, Kisa kuyruk
O Microviridae sSDNA,C, Polihedral kapsit
@ Corticoviridae dsDNA, C, Polihedral kapsit
© Tectiviridae dsDNA,L,Polihedral kapsit
O Leviviridae sSRNA,L,Polihedral kapsit
© Cystoriviridae dsRNA, L,S, Lipid zarf
= Inoviridae ssDNA,C, Filamentoz
<> Plasmaviridaea dsDNA, C,T, Pleomorfik, Kapsit yok, Lipid zarf

ds:¢ift sarmal, ss: tek sarmal, L:Lineer ,C: Sirkiiler, S:Segmentli, , T:stiper helikal
Kaynak: (Ackermann, 2011)

Uluslararasi Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV)’ nin 2023’te yayinladigi rapora gore,
morfoloji temelli smiflandirmada ciddi degisiklik yaparak Myoviridae, Siphoviridae ve
Podoviridae  aileleri  kaldirilmustir.  Yapilan revizyon ile bakteriyel viriislerin
siniflandirmasinda genom Ozellikleri dikkate alinarak onemli degisiklikleri igeren bir kilavuz
yayinlandi. Ikosahedral kapsit ve dsDNA genomuna sahip kuyruklu fajlar ve arkeal viriisler
Caudovirales yerine Caudoviricetes sinifina dahil edilmistir. Caudoviricetes (Crassvirales,
Kirjokansivirales, Thumleimavirales, Methanobavirales) sinifi artitk dort takima ayrilan 47

aile, 98 alt aile ve 1199 cins icermektedir.

Bu familyalardan Peduoviridae; onceki smiflandirmada Myoviridae familyasina ait
kuyruklu zarfsiz P2 benzeri fajlar1 igermektedir. Mesyanzhinovviridae ise Bordetella,
Pseudomonas ve Xanthomonas cinslerinin suslarii1 enfekte eden litik ve lizojenik

Siphovirisleri kapsar. Straboviridae familyasi ise, T4 benzeri faj gruplarini igermektedir.

Virlislerin  evrimsel iligkilerini dogru bir sekilde yansitan yeni taksonlarin
olusturulmas: ve faj taksonomisinin anlasilmasi i¢in daha duyarli yaklasimlar ve faj dizi

analizi ¢calismalarinin artmasi ile ger¢eklesecektir (Turner vd., 2023).
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2.4.2. Fajlarin Cogalmasi

Fajlar; hiicre ve zar gibi yar1 gecirgen yapilara, ribozom ve mitokondri gibi
organellere, aktif bir metabolizmaya sahip degildirler. Bu nedenle, canli bir hiicrenin
yoklugunda gelisemeyip ¢ogalamadiklarindan hayatlarin1 konak¢1 varliginda devam ettirirler.
Basit yapili canlilardir ve sadece gerekli proteinlerin sentezinde ihtiya¢ duyulan genetik
bilgiyi tasirlar. Bu genetik bilgi ile konak metabolizmasini kendi hiicre bilesenlerini

sentezlemek i¢in degistirirler (Kurtboke, 2012).

Fajlarda zorunlu hiicre i¢i parazitler olduklarindan yasam dongiilerini devam
ettirebilmek igin bakteri hiicresine ihtiya¢ duyarlar (Rakhuba vd., 2010). Hayat dongiileri litik

(virtilan) ve lizojenik (1litman) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.

Fajlarm hayat dongiileri; tutunma, iceri alimma, sentez, replikasyon, genom

paketlenmesi ve salinma olmak tizere 6 basamakta olup bu basamaklar1 tamamlamasi ile olur.
2.4.2.1. Tutunma (Attachment)

Fajin konak hiicre yiizeyine adsorpsiyonu enfeksiyon siirecini baglatir ve faj proteinleri
ile bakteri hiicre yiizeyindeki reseptorler arasindaki etkilesimler ile fajin konakgiy1 tanimasi
saglanir. Bu nedenle faj adsorpsiyonu sadece viriis ile konakg1 arasindaki ilk temas noktasi
olmakla kalmayip ayni zamanda enfeksiyon siirecinde 6nemli bir adimdir. Bu temas fajin
konak o6zgiilligiinii de belirlemektedir. Tutunma; ilk temas, geri doniisiimlii baglanma ve geri
doniisiimsiiz baglanma olarak 3 farkli sekilde gerceklesebilir. Ilk temas, faj ile konak
arasindaki rastgele c¢arpismadir. Geri donlisimlii baglanma da ise faj bakteri yiizey
bilesenlerine tam anlamiyla baglanmaz ve faj konak¢idan ayrilabilmektedir. Bu baglanma tipi,
faj spesifik bir reseptor ararken fajin hiicre ylizeyine yakin temasi seklinde agiklanmistir. Geri
donligiimsiiz baglanma ise, fajin bakterilerin hiicre duvarlarinda, kapsiillerinde veya

flagellalarinda bulunan reseptorlere reseptor baglayici proteinler ile baglanmasidir (Shin vd.,
2012).

Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabakanin kalin olmasi fajlarin reseptorleri
tamimasinda zorluklara neden oldugundan gram pozitif bakterileri enfekte eden fajlar
genellikle hiicre duvarindaki polisakkarit yapilari tanima 6zelligindedir. Gram pozitif bakteri
hiicre duvarinda bulunan tilekoik asitler, fajlarin tutunmasi ig¢in uygun reseptorlere sahiptirler

(Bertozzi Silva vd., 2016) (Tablo 2.6).
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Gram-negatif bakterilerin hiicre zarfinda bulunan flagella, pilli ve kapsiil gibi
yapilarda fajlar i¢in reseptor gorevi géormektedir (Tablo 2.7). Flagella reseptdriinii taniyan faj,
flagellanin sarmal hareketi ile bakteri hiicre duvarina ulasana kadar ylizey boyunca hareket
eder (Guerrero-Ferreira ve Wright, 2013). Fajlarin Kkapsiillere adsorpsiyonuna,
ekzopolisakkaritlerin enzimatik olarak boliinerek fajin hiicre duvarindaki reseptorlere

baglanmasiyla saglanir (Rakhuba vd., 2010).

Kuyruklu ve kuyruksuz fajlarin konaga tutunma yollar1 farklidir. Kuyruklu fajlarin
aksine kuyruksuz fajlar kapsitlerinde yer alan proteinler ile konak hiicreye penetrasyon
gergeklestirir.  Xiang vd., (2009) tarafindan yapilan ¢alisgmada kuyruklu fajlar da kuyruk
fibrillerinin (tail fiber) hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanmada rolii oldugu
belirlenmistir. Faj kuyruk fibrilleri, cesitli bakteriyel konakgilar tarafindan etkili bir sekilde
taninmay1 saglar, bu da fajlarin diinya {izerindeki en bol ve ¢esitli biyolojik varliklar haline

gelmesine neden olmustur (Taslem Mourosi vd., 2022).
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Tablo 2.5. Gram pozitif bazi bakterilerin hiicre duvarindaki reseptorleri

Faj Aile Konak Reseptor Referans
¢LC3  Siphoviridae Lactococcus lactis Hiicre duvari polisakkaritleri (Kongari vd., 2013)
$812  Myoviridae  Staphylococcus aureus Teikoik asit anyonik bolge (Xia vd., 2011)
® 13 Siphoviridae  Staphylococcus aureus Teikoik asit tizerindeki GIcNAc (Xiavd., 2011)
¢SLT  Siphoviridae  Staphylococcus aureus  Lipotilekoik asit gliserofosfat bolgesi (Kaneko vd., 2009)
¢29 Podoviridae Bacillus subtilis Teikoik asit (Xiang vd., 2009)
Bam35 Tectiviridae Bacillus thuringiensis N-asetil-muramik asit (Gaidelyte vd., 2006)
Y Siphoviridae Bacillus anthracis GamR (Davison vd., 2005)
Tablo 2.6. Gram negatif baz1 bakterilerin hiicre duvar reseptorleri
Faj Aile Konak Reseptor Referans
vB -SenM-S16 Myoviridae Salmonella Protein OmpC (Marti vd., 2013)
SPN1S Podoviridae Salmonella Lipopolisakkarit O- antijeni (Shin vd., 2012)
613 Cystoviridae Pseudomonas syringae Lipopolisakkarit kesik O-zinciri (Gaidelyte vd., 2006)
ES18 Siphoviridae Salmonella Protein FhuA (Killmann vd., 2001)
Gifsy-1 Siphoviridae Salmonella Protein OmpC (Ho ve Slauch, 2001)
MPK7 Podoviridae Pseudomonas aeruginosa Tip IV pili (H. W. Bae ve Cho, 2013)
SPN2T Siphoviridae Salmonella FliC (Shin vd., 2012)
Vil Myoviridae Salmonella Vi ekzopolisakkarit kapstil asetil grup (Pickard, 2009)




2.4.2.2. iceri alinma (Penetrasyon)

Fajlar, konak hiicre ylizeyine tutunduktan sonra hiicre duvarini enzimatik aktivite ile
bozarlar ve yiiksek i¢ basing olusturarak genetik materyallerini konake¢ir hiicrenin
sitoplazmasina enjekte eder (Plisson vd., 2007). Kuyruk tipine gore penetrasyon basamagi

bazi farkliliklar gosterir.

Uzun kasilabilen bir kuyruga sahip olan faj T4, E. coli hiicrelerini enfekte eden bir
fajdir. Kilif proteinlerinden olusan kuyrugun ucu taban plakasina baglidir (Leiman vd., 2010).
Taban plakasi hiicre yiizey reseptorlerine baglandiktan sonra, plaka altigen seklini alir ve
kuyruk taban plakasindan kilifa bir kasilma sinyali aktarilarak kilifin kasilmasini tetikler.
Kilif, orijinal uzunlugunun yaklasik yarisina kadar biiziiliir ve iiretilen mekanik kuvvet, i¢
kuyruk tiiplinli, konake¢1 hiicrenin dis zarina niifuz etmeye zorlar. Kilif daha fazla biiziilerek

genetik materyali bakteri sitoplazmasina aktarir (Leiman vd., 2004).

Uzun kasilmayan kuyruga sahip fajlarda konake¢1 6zgiilliigiiniin 6nemli belirleyicisi faj
kuyruk ucu kompleksi (TTC) veya taban plakasi yapilaridir. TTC, reseptor tanima ve genom
salinimi i¢in temel unsurdur ve bir zar protein reseptorii ile arasindaki etkilesimler dogrudan

genomun salinmasini tetikler (Plisson vd., 2007).

Kuyruksuz bir faj olan ®X174, konak LPS (lipopolisakkarit) tabakasina spike proteini
ile tutunduktan sonra kapsid F proteinlerindeki konformasyonel degisiklikler ve viral H
proteinleri tarafindan olusturulan tiipler yoluyla genomunu kapsitten c¢ikarir ve konak

sitoplazmasina aktarir (Sun vd., 2017).
2.4.2.3. Sentez (Eklips)

Faj genomunu konak hiicre sitoplazmasina enjekte ettikten sonra sentez asamasina
gecilir. Genom tipi ve niikleik asit yapilarn farklilik gosterdiginden sentez asamasinda da
farkliliklar mevcuttur. Siphoviridae ailesine ait fajlarin replikasyonu genomlarinda DNA
polimeraz bulundurup bulundurmamalarina gore farklilik gosterir. Siphoviridae familyasina
ait ds lineer DNA genomu bulundurmasi ve litik/lizojenik yasam dongiisiine sahip olmasi

nedeniyle model sistem olarak kullanilan faj A hakkinda bilgi verilmistir.

Hiicreye dogrusal bir bigimde giren birgok faj da oldugu gibi A faji da genomu
cogaltilmadan viral genom uclarmi endoniikleazlardan korumak ve replikasyon dongiisiinii
basglatmak icin dairesel bir forma doniisiir. Dairesel forma donligme tamamlandiginda fajin

litik veya lizojeni durumuna gegis saglanir.
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Faj A, litik/ lizojenik dongiiniin aydinlatilmasinda diizenleyici proteinler (CI ve CRO),
promotorler (pR, pL ve pRM) ve operatdrlerin (oR1, oR2 ve oR3) rolii 6nemlidir. Bu
yapilarin tiimi, bagisiklik bolgesi olarak adlandirilan faj kromozomunun 5.4 kb'lik bir DNA
segmentinde kodlanir. Faj, konak bakteriyi enfekte ettikten hemen sonra Cl ve CRO
proteinleri arasindaki rekabet, fajin litik veya lizojenik yollardan hangisini se¢ecegini belirler.
CI ve CRO proteinlerinden hangisi operatordeki uygun bolgeye baglanirsa kendi proteinin
sentezini indiiklerken diger proteinin sentezini bloke eder. Cl proteinin sentezi artarsa faj
lizogenik dongiiye (konak kromozomuna entegrasyon), CRO proteinin sentezi artar ise faj
litik dongiiye girer (Strauch vd., 2007). Ayrica, Cl kendi sentezini de otomatik olarak
uyarabilir. CI, oR2 operator bolgesine baglandiginda, RNA polimerazin pRM promotoriine
baglanmasini indiikleyerek hiicresel CI konsantrasyonunu arttirir. Yiiksek konsantrasyonlarda
CI, oR3’e baglanarak pRM'yi baskilar. Bu oto-diizenleyici mekanizma ile, lizojenik hiicrede
CI seviyesinin sabit kalmas1 saglanir (Rabiey vd., 2020a) Cro proteininin lizojenik durumdan
litik duruma indiiksiyon sirasinda kritik bir rol oynadigi bilinir. CI'den farkli olarak, Cro'nun
pR, pL ve pRM'yi yalnizca negatif olarak kontrol ettigi bilinmektedir (Robb ve Shahrezaei,

2014). Litik dongiiye giren fajin replikasyonu her iki zincirde es zamanli ilerler.
2.4.2.4. Replikasyon

Lambda DNA replikasyonu tek bir kokende baslar ve bu noktadan itibaren, enfekte
olmus hiicrede onlarca daire birikinceye kadar daireden daireye (circle to circle) replikasyon
olusturmak i¢in ¢ift yonlii olarak ilerler ve daha sonra ise donen daire (rollin cycle) moduna
gecer. Lambda genomunda daireden daireye replikasyon “ori” bolgesinde baglatilir. O proteini
ori bolgesini baglar ve P proteini, O'yu baglamanin yani sira konakg1 replikasyon merkezinin
DnaB alt birimine baglanir. DnaB helikaz etkisi tek sarmalli bdlgeyi genisletir ve oOncii
iplik¢ik sentezi i¢in konak¢1t DnaG primazini gorevlendirir. DnaB. DnaG, oncii iplik sentezi
i¢in konak¢1 DNA Pol III{i uyarir. Iki replikasyon gatali, birlestirilmis &ncii ve gecikmeli iplik
sentezine Katilir ve bu, orijinden uzakta ¢ift yonli replikasyonla sonuglanir. RNA primerleri
Poly A’nin 5°-3° ekzoniikleaz aktivitesini uzaklastirir. Bosluklar ayn1 anda PolA'nin DNA
polimeraz aktivitesi tarafindan doldurulduktan sonra DNA ligaz tarafindan kapatilir (Weigel
ve Seitz, 2006).
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2.4.2.5. Genom Paketlenmesi

Genom paketlemesinin baslatilmas: viral DNA'nin nasil kopyalandigina baglidir.
Kapsit olusumu portal protein (konnektor), scaffolding protein ve major kapsit proteinin
polimerizasyonu ile baslar ve prokapsit (prohead) adi verilen kapsit onciillerini olusturur.
Olgun kapsid ile karsilastirildiginda, prokapsit daha kii¢iik, yuvarlak i¢i bos ve kalin protein
kabuga sahiptir. Portal protein, DNA girisi ve salinimi i¢in oldugu kadar boyun proteinlerinin

basa baglanmasi i¢in de gereklidir.

Prokapsit olusumundan sonra etkinlesen olgunlagsma proteazlari (maturation protease)
genomik DNA igin kapsit iginde yer acar. Genom, ATP hidrolizi ile DNA translokasyon
motoru tarafindan portal tepe noktasi yoluyla prokapsid igine paketlenir. DNA paketlenirken,
kapsit olgun kapsid haline gelir ve faj olgunlasmasinin son agsamasinda dekorasyon proteinleri

dis yiizeye eklenir.

Fajin genom paketlenmesi, biiyiik ve kiigiik terminazlar (terminase large subunit,
terminase small subunit) olarak adlandirilan proteinler ile gerceklesir. ATPaz ve niikleaz
igceren biiyiik terminazin alt birimi DNA béliinmesinden ve prokapsid igine translokasyondan
sorumludur. Kii¢iik terminaz ise paketlemenin baglatiimasinda rol oynar ve biiylik terminazin
ATPaz aktivitesini uyarir. Ilk genom paketleme dongiisii tipik olarak faj DNA'smm spesifik
olarak tanmiyan ve DNA konkatemerinde ilk kesimi yapmak i¢in biiyliikk terminazi
gorevlendiren kiiciik terminaz tarafindan baslatilir. Paketleme dongiisiiniin sonunda biiyiik
terminaz, paketlenmis faj kromozomunu DNA konkatemerinin geri kalanindan ayirmak igin
bir kesim yapar. Motor/DNA kompleksi dolu kafadan ¢ikar ve bir sonraki paketleme
dongiisiinii baslatmak i¢in baska bir DNA igermeyen prokapside baglanir. Portal protein, viriis
olusumu sirasinda DNA'min kapsid igerisine girdigi ve enfeksiyon siireci sirasinda disari
ciktig1 bir kanal olusturur. Ayrica, DNA paketleme motoru ve daha sonra bas tamamlama
proteinleri i¢in bir baglanma bolgesi haline gelir. Kapsit olustuktan sonra Siphoviridae
familyasina ait fajlarda kuyruk bilesenleri faj kapsitinden bagimsiz sekilde kuyrugu olusturur

ve viriyon olusumunun son asamasinda kapsit ile birlesir.

Siphoviridae familyasina ait fajlarin kuyruklari, konak¢inin taninmasindan ve
enfeksiyon siirecinin baglatilmasindan sorumlu olan kuyruk ucu kompleksinden, genomik
DNA i¢in bir kanal olusturan kuyruk tiipinden ve kuyruk diizenegini sonlandirip yeni bir
genom olusturan terminatoér proteinlerden olusur. Siphoviridae kuyruklarinda, 6énce kuyruk
ucu kompleksi birlesir ve kuyruk tiipii protein alt birimlerinin polimerizasyonu i¢in bir
platform gorevi goriir.
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Tape measure protein (TMP) tiim kuyruk tiipiinii kapladigindan sinyal iletiminde
gorevlidir. Kuyruk tiip proteini (tail tube protein) ile de sinyal iletilir, TPM enfeksiyon
sirasinda DNA salinmadan 6nce kuyruk tiipiinden ¢ikar. Kuyruk sonlandirict proteinler (tail
terminator protein), faj diizenegi i¢in kritik Dbilesenlerdir. Sonlandirici proteinlerin

bulunmadig1 kuyruklar kafalara baglanamaz (Fokine ve Rossmann, 2014).

Kuyruk montaji sirasinda taban plakasi, kuyrugun silindirik bdliimiiniin
polimerizasyonunu baglatir. Kuyrugun silindirik kisminin polimerizasyonundan sonra
sonlandirict proteinlerin baglanmasi kuyruk diizenegini tamamlar. Terminator proteinler ise
basa bagli boyun proteinleri ile etkilesime girerek kuyrugun kafa ile iliskisine aracilik eder.

Bas ve kuyruk birlesmesi kendiliginden gergeklesir (Aksyuk ve Rossmann, 2011).
2.4.2.6. Salinma

Endolizinler, holinler ve spaninler faj tireme dongiisiiniin son asamasinda bakteriyel

hiicre lizizini kontrol eden, faj tarafindan kodlanan membran proteinleridir.

Endolizinler, litik dongiiniin sonunda peptidoglikan tabakasinin biiyilk oranda
pargalanmasindan sorumludur. Faj, lizis sisteminde sitoplazmada ¢ok sayida birikir ve
sitoplazmik membrandaki gozenek olusturucu holinler ile periplazmik bosluga salinir. Hiicre
icindeki yiiksek ozmotik basincin da yardimiyla peptidoglikanin ani bozulmasi, hiicre lizisine
ve bununla birlikte yeni olgunlagmis faj parcaciklarinin salinmasina neden olur (Cataldo vd.,

2013).
2.5. Fajlarin Kullanim Alanlar:

Fajlar sahip olduklar1 konak 6zgiilliigli, teshis araglari (faj tipleme), faj goriintiileme
sistemleri ve as1 olarak kullanim potansiyelleri, konak genomuna entegrasyonlari gibi
ozellikleri ile molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarima 6nemli katki sunmaktadirlar.
Antibakteriyellerin dezavantajlar1 nedeni ile giiniimiizde her zamankinden daha fazla ilgi
gormektedirler. Faj terapi insan ve hayvan sagligindan tarimda bitki hastaliklarina kadar

bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
2.5.1. Insan Saghginda Fajlarin Kullanim

Fajlarin asilar igin tasiyici olarak kullanilmalari insan sagligi agisindan en Onemli
kullanim alanidir. Biiyiik 6lgekte tiretim kolayligi, genetik modifikasyonlar1 gerceklestirme

kolaylig1, antijen stabilitesi ve immiinojenikligi, hiicresel ve hiimoral bagisikligi uyarma
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yetenegi gibi 6zellikleri fajlarin as1 gelistirmede kullanilabilme potansiyellerini artirmaktadir
(Adhya vd., 2014).

Insan beslenmesi icin gerekli gidalar1 (et, siit Uriinleri, islenmis iiriinler, sebzeler,
meyveler) kontamine eden bakterilere karsi faj uygulamalari, konak bakteri hiicrelerini
enfekte ederek onlar1 pargalayabilen ve sonug¢ olarak gidada bulunan bakteri popiilasyonunu
ortadan kaldirabilen litik fajlarla yapilmaktadir. Bu alanda yapilan calismalar, Listeria
monocytogenes, Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli, Clostridium ve Staphylococcus
aureus gibi gida kaynakli bakterilerin fajlar ile kontrol edilebilecegini gostermistir. Amerika
Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) tarafindan onaylanan ve Salmonella spp.'ye karsi
etkili alt1 farkli faj igeren SalmoFREE® iiriinii, taze meyve, salatalik, tavuk ve hindi etleri gibi
uriinlerde etkilidir (Magnone vd., 2013). EcoShield® adi ile piyasada mevcut olan iiriin
Escherichia coli ve shiga toksin iireten Escherichia coli'ye (STEC) karst etkili bir faj
preparasyonudur (Vikram vd., 2020). Ayrica, taze iriinlerde, siit tiriinlerinde, baliklarda ve
yemeye hazir gidalarda bulunabilen Listeria monocytogenes'e karsi spesifik bir faj kokteyli
formiilasyonu olan ListShield® gibi Listeria hedefli faj formiilasyonlar1 da mevcuttur

(Svircev vd., 2018).
2.5.2. Hayvan Saghginda Fajlarin Kullanimi

Gida giivenligi ¢iftliklerde ve hayvanciligin yapildigi ortamlarda baslamaktadir. Bu
ortamlarda ¢ok sayida hayvan kapali tutularak siiriiler halinde muhafaza edildiginden bulasici
hastaliklarla ilgili ajanlarin ¢ogalmasi ve hizla yayilmasi beklenen bir durumdur. Bu durumda
hayvanlar, farkli zoonotik bakteriyel patojenler igin rezervuar gorevi gordigiinden besin
zincirine dahil olup insanlarda hastaliklara hatta 6liimlere neden olurlar. Hayvanin mamasina
ve suyuna inokiile edilen faj silispansiyonlar1 veya hayvanin yakin cevresine faj
slispansiyonlarinin indirekt uygulanmasi ile fajlarin patojen biyokontrolii i¢in uygun bir
alternatif haline gelebildigi bildirilmistir (Endersen vd., 2014). Clavijo vd., (2019) yaptig1 bir
calisgmada Salmonella'ya kars1 etkili olan faj preperati SalmoFREE®'in etkinligini
degerlendirmis ve kontrol grubuna kiyasla 34. giinde bakterilerin tamamen inhibe oldugunu
gozlemlemistir. Ma vd., (2012), fajin midenin asidik ortaminda hayatta kalarak etkinligini
gosterebilmesi i¢in Staphylococcus aureus'a kars etkili faj K'y1 kalsiyum karbonatli aljinat ile
kapsiillemis, Kapsiillenmeyen grup ile kiyaslandiginda kapsiillenen fajin mide asidinde daha
uzun siire canli kalabildigini gostermistir. Yapilan ¢alismalar, bununda Otesine gegerek faj
uygulamalarinin transdermal, epidermal, subkutan, epikutanéz ve kas igine uygulanarak

konagin mide asidine maruz kalmadan ve titresinde bir diisiiy yasanmadan organizmaya
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verilebildigini gostermistir (Clavijo vd., 2019). Sonug¢ olarak, yapilan bu ¢alismalar
hayvanlarda hastalik olusturan bakterilere karst fajlarin kullanilabilirligini agik¢a ortaya

koymaktadir.
2.5.3. Bitki Hastaliklarina Karsi Fajlarin Kullanimi

Bitki hastaliklarina karsi fajlar, ilk kez Mallman ve Hemstreet (1924) tarafindan
Xanthomonas campestris pv. campestris in lahanalarda olusturdugu ciiriiklerden elde edilen
filtratlarda tespit edilmistir. Daha sonra, Moore (1926) fajlarin bitki hastaliklarinda kontrol
ajanlar1 olarak kullanilabilecegini ©6ne siirmiis ve fajlarin Erwinia carotovora subsp.
atroseptika’nin neden oldugu musir solgunlugu hastaliginin insidansim diisiirebilecegini
gostermistir. Buna ragmen, faj terapisinin bitki hastaliklarinin kontrolii i¢in giivenilir ve etkili
bir yontem oldugu ispatlanamadigindan gereken ilgiyi gérmemistir. Ayrica, ilerleyen yillarda,
kimyasal kontrol ajanlarmin ortaya ¢ikmasi ve bitki hastaliklarinin  miicadelesinde
kullanilmaya baglamas1 fajlara olan ilgiyi azaltmistir. Giiniimiizde ise kimyasal kontrol
ajanlarinin olusturduklar1 yan etkiler fajlara olan ilgiyi yeniden giindeme getirmistir. Ulkemiz
icin 6nemli gelir kaynag1 olan domateste Pseudomonas spp., Erwinia spp., Xanthomonas spp.
ve Ralstonia spp.’nin sebep oldugu bakteriyel hastaliklarla miicadelede fajlarin kullaniminin
temelleri 1990’1ara dayanmaktadir. Giiniimiizde de domates bakteriyel hastaliklarina karsi faj
caligmalar1 hizla devam etmektedir. Yapilan c¢alismalarda, Xanthomonas vesicatoria ve
Xanthomonas euvesicatoria’ya ile miicadelede spesifik fajlarin kullanimi sadece in-vitro
denemelerde kalmistir (Gasi¢ vd., 2011a; Kizheva vd., 2021). Domateste hastalik olusturan
diger bir zararli olan Ralstonia solonacearum’a spesifik fajlar izole edilip saksi ve sera
denemeleri yapilmistir (Addy vd., 2012; Elhalag vd., 2018; Sahidin, 2018; Umrao vd., 2021)
(Tablo 2.8). Bununla beraber domates bitkisinde hastalifa neden olan Cmm’nin
miicadelesinde fajlarin kullanimi oldukga simirlidir. Cmm’yi enfekte etme yetenegine sahip
Clavibacter CMP1 faj1 ilk olarak 1972'de Kuzey Karolina’da yaz aylarinda Cmm ile yogun
sekilde enfekte olan tarlalarda kuru domates saplarindan izole edilmistir. Daha sonra
Wittmann vd., (2011) tarafindan Clavibacter CMP1 fajinin genom 6zellikleri ortaya koyulmus
ve fajin endolizinleri saflastirildiktan sonra in-vitro denemeler ile sadece konagina karsi
yiiksek 0Ozgiillik gosterdigi belirlenmistir. Bu Sonuglara dayanarak CMP1 fajma ait

endolizinlerin Cmm ile miicadelede kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Ayrica 2018 yilinda Kuzey Amerika’da OmniLytic firmas: tarafindan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’e karsi ‘AgriPhages-Cmm’ isimli ticari formiilasyon
ruhsatlandirilmistir.  Formiilasyon 1x10'2 pfu/L Cmm bakteriyofaji igeren sivi bir
formiilasyondur. Ayni firma tarafindan 2022 yilinda iiriin igerigindeki faj miktar1 3,8x10%
pfu/L olarak revize edilmistir. Cmm’nin miicadelesinde AgriPhage disinda ortaya koyulmus
herhangi bir faj formiilasyonu mevcut degildir. Hali hazirda ticari bir iiriin bulunmasina
ragmen, fajlarin sus spesifik olabilecegi de diisiiniildiigiinde mevcut ticari iriiniin iilkemizde
hastaliga neden olan Cmm suglar1 tlizerindeki etkinliginin diisilk olmasi muhtemeldir. Bu
nedenle, iilkemizde hastaliga neden olan Cmm suslarini enfekte etme yetenegine sahip yerli

faj izolatlarinin tespiti ve biyopreperat olarak gelistirilmesi gerektigi acik¢a goriilmektedir.
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Tablo 2.7. Domates bakteriyel hastaliklarina kars1 faj uygulamalari

Patojen Faj Strateji Sonug¢ Referans
PE26 Plak assay Farkli R.solanacearum tiirleri iizerinde yiiksek etkinlik OmniLytics 2006
Domates iiretim alanl tgel
PE204 Otmiates firetin a an'afing rastgele Hastaligin tamamen inhibisyonu (Y. J. Bae vd., 2012)
uygulama
VRsoP-WF2,
VRsoP-WM?2 Sulama sistemleri ile uygulama Hastalik semptomlarinda ciddi diisiis (Alvarez vd., 2022)
VRsoP-W
Ralstonia ¢RSL1 Saks1 uygulamasi Konak bakteri hiicre yogunlugunda hizli azalma (‘YYamada vd., 2007)
solanacearum ¢spl Tohum uygulamasi Biyofilm olusumunu 6nleme (Umrao vd., 2021)
@RSM3 Saks1 uygulamasi Konak hiicrelerde fizyolojik degisiklikler ve viriilans kayb1 (Addy vd., 2012)
RsPod1EGY Sera denemesi Hastalik semptomlarinda tamamen baskilanma (Elhalag vd., 2018)
J2 Topraktaki patojen miktarinin azaltilmasi ve enfekteli domates
Toprak 1 Bhunchoth vd., 201
J2 + 9RSB2 opra tyguiatiast bitkilerinin solmasinin énlenmesi (Bhunchoth vd., 2015)
Kal D
6 farkli faj Sera kosullarinda rizosfere uygulama Solgunlukta % 20 azalma (Kalpage ve De Costa,

Xanthomonas
campestris pv.
vesicatoria

Xanthomonas
euvesicatoria

Xanthomonas
vesicatoria

Clavibacter
michiganensis
subsp.
michiganensis

Faj karisimi
Faj kokteyli

Faj kokteyli

KoL, Kd2, K3,
K4, K§5,KH6,

StXv1241/1,S
Xv1241/2,
SfXv1241/3

CMP1

Tarla ve sera uygulamalar1 (misir unu,
yagsiz siit tozu ile formiile)
Tarla uygulamasi (harpin, ASM
kombine)

Tarla ve sera uygulamasi

Plak assay

Farkli Xanthomonas vesicatoria suslari
iizerinde plak assay

Cmm {izerinde fajlarin endolizin
aktivitesi

Sera denemelerinde hastalik siddetinde %30-62'ye varan azalma.

Tarla denemelerinde hastalik siddetinde %12-43'e varan azalma

Hastalik ilerlemesinde azalma ve meyve veriminin iyilestirilmesi.

Tarla uygulamalarinda hastalik siddetini %17 oraninda azaltma.
Sera uygulamalarinda hastalik insidansinin azalmasi

59 X. euvesicatoria susunda seffaf plak olusumu.

Baz1 suslarda seffaf plak

Cmm iizerinde endolizinlerin yiiksek etkinligi

2015)
(Flaherty vd., 2000)

(Obradovic vd., 2004)

(Flaherty vd., 2000)

(K. Gasi¢ vd., 2011a)

(Kizheva vd., 2021)

(Wittmann vd., 2010)




2.6. Bitki Hastaliklarina Kars1 Faj Kullanimimin Avantajlan ve Dezavantajlarn

Fajlarin sadece konak bakteri varliginda ¢ogalabilmeleri, bakteri hiicresini enfekte
ettikge popiilasyonunu artirma yetenegine sahip olmalari, toprak, su ve bitki materyallerinden
kolayca izole edilebilmeleri, 6karyotik hiicreler i¢in toksik olmamalari, uygulama alanlarinda
floranin diger {iyeleri tizerinde zarar olusturmamalar1 gibi Ozellikleri faj terapide
kullanilabilme potansiyellerini artirmaktadir (Gill ve Abedon, 2003; Jones vd., 2008;
Choinska-Pulit vd., 2015).

Bu avantajlarin yaninda kontrol ajanm1 olarak kullanilmalarinda karsilagilabilecek iki
onemli sorun mevcuttur. Bunlardan ilki, bakterilerin fajlara karsi direng gelistirebilme
durumudur (Jones vd., 2008). Enfeksiyon dongiisiiniin ¢esitli noktalarinda konak bakteri, fajin
cogalmasini dnlemek icin hiicre yiizeyinde fajin tutunmasini onleyecek stratejiler gelistirebilir
(Koskella vd., 2012). Ornegin, Erwinia amylovora’nin iiretti§i ekzopolisakkaritler (EPS)
hiicre yiizey reseptorlerinden uzakta fiziksel bir bariyer olusturarak fajin tutunmasini engeller
(Hyman ve Abedon, 2010). Bakteriler tarafindan gelistirilen diger mekanizmalar; DNA
replikasyonu ve transkripsiyonunun engellenmesi, CRISPR/Cas immiin sistem ve
restriksiyon-modifikasyon sistemleri, faj proteinlerinin sentezine miidahaledir. Fajlar ise bu
diren¢ mekanizmalar1 ile bas edebilmek icin bakteri hiicre yiizeyindeki EPS’leri taniyip
degradasyon saglama ve bakteriyel restriksiyon modifikasyonlarindan kag¢inmak igin
bakteriyel metilazlar ile genom modifikasyonu gibi bazi stratejiler gelistirmektedir (Labrie
vd., 2010). Ayrica, bakteriyel direncin olusmasini engellemenin bir diger yolu fajlarin kokteyl
seklinde kullanimidir (Kering vd., 2019; Sabri vd., 2021). Tek bir faj tipinin uygulanmasi
(monofaj tedavisi), bakterilerin o faja karsi direng gelistirmesini kolaylastirabildiginden
birden fazla faj tipinin ayn1 anda kullanilmasi (polifaj tedavisi veya faj kokteyli yontemi) faja
direngli bakteriyel mutantlarin gelisimini engelleyebilmektedir (Deveau vd., 2002). Ayrica, faj
kokteyli icerisinde yer alan fajlar, sinerjistik etki gostererek yiiksek patojen lizisine neden
olmaktadir. Yapilan ¢esitli tarla denemelerinde, baz1 faj direngli mutantlarin ortaya ¢iktigi,
enfeksiyonun tam olarak yok edilmesi icin faj kokteyllerinin kullanilmasi gerektigi
bildirilmistir (Ramirez vd., 2020b; Molina vd., 2021). Wei vd., (2017) patateslerde bakteriyel
solgunluk hastaligina neden olan Ralstonia solanacearum'a karsi faj ve faj kokteyli ile
tedavinin etkisini incelemis ve her biri farkli konak spektrumuna sahip altt fajin
kombinasyonu, tek tip fajla karsilastirldiginda hastalik siddetinde yaklasik %40 azalma
saglamistir. Sonug¢ olarak, fitopatojenik bakteriler ile miicadelede fajlarin kullaniminin

ontlindeki bakteriyel diren¢ engeli faj kokteyllerinin kullanilmasi ile 6nlenebilmektedir.
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Fajlarin, biyokontrol ajami olarak kullamimindaki ikinci dezavantaj ise abiyotik
faktorlerden olumsuz etkilenmeleridir. Yapilan in vivo ve in vitro calismalar fajlarin
ultraviyole 1sinlar, yiiksek sicaklik ve toprak pH’sindaki degisiklikler gibi ¢evresel faktorler
nedeniyle inaktive olabilecegini gostermistir (Katarina Gasi¢ vd., 2018). Bu nedenle fajlarin
biyokontrolde basaril1 bir sekilde kullanilabilmeleri igin etkinliklerini korumasi gerektiginden
cesitli uygulama stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir (Balogh vd., 2003). Fajlarin bitki
patojeni bakterilere karsi biyokontrol ajani olarak kullanilmalarinda fajlarin gesitli
koruyucularla karigimi ile elde edilmis kokteyllerin kullanildigi yapilan bazi galismalar

mevcuttur.

Balogh vd., (2003) tarafindan Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’nin
miicadelesinde XYZ fajin1 tek basina ve casecrete (protein polimeri) ile karigtirarak arazi
kosullarinda ayr1 ayr1 denemis ve tek basina faj uygulamasinin %20, casecrete ile karistirilan
fajin ise hastalik gelisimini %43 Onledigi belirlenmistir. Tewfike ve Desoky, (2015)
Xanthomonas axonopodis’e etkili fajlar1 benzer sekilde misir unu ve siit tozu ile karistirarak
etkinliklerini sera ve arazi kosullarinda test etmistir. Sera kosullarinda en yiiksek etkiyi misir
unu ile karistirarak uyguladig: fajlarla (hastalik siddetinde %20,5 azalma), arazi kosullarinda
ise en yiiksek etkiyi siit tozu ile karistirarak uyguladigi fajlarla (hastalik siddetinde %32,2
azalma) elde etmistir. Bunlarin disinda arazi kosullarinda fajlarin etkinligini artirmak iginde
bazi c¢alismalar yapilmistir. Orynbayev vd., (2020) yaptigi in vitro c¢alismada UV
koruyucularin faj canliligi iizerine olan etkisini incelemistir. Yiiksek koruyuculuk saglayan siit
tozu, askorbik asit ve riboflavininin etkinligi sera kosullarinda test edilmis, siit tozu ve
riboflavinin faj canliligini korudugu belirlenmistir. Obradovic vd., (2004) bakirli preparatlar
ve direng azalticilar (harpin protein, acibenzolar-S-methyl) ile fajlarin karistirilarak birlikte
kullanilabilecegini gostermistir. Jagdale ve Kapadnis, (2021) gergeklestirdigi ¢alismada, 4°C
ve 30°C sicakliklarda saklanan farkli sivi formiilasyonlardaki PR$L2 ve SS$LS8 fajlarmnin raf
omriinii ortaya koymustur. Karboksi metil seliiloz (%0,5), ¢oziinebilir nisasta (%0,5%), melas
(%0,5) ve beyazlatici kil (%0,5) kullanarak ayri1 ayri1 sivi formiilasyonlar gelistirmis,
beyazlatic1 kil kullanilan formiilasyonun raf omriinii uzattigr ilk kez rapor edilmistir. Faj
uygulamalarinda diger 6nemli bir konu ise uygulama siklig1 ve zamanidir. Katarina Gasi¢ vd.,
(2018) biber yapraklarinda meydana gelen bakteriyel leke hastalig1 ile miicadelede K®1 faji
ve K®l+bakir hidroksit kombinasyonunu, ayri ayrt uygulamis ve uygulamalarin hastalik
belirtilerini gerilettigini bildirmistir. Ayrica, K®1+bakir hidroksit uygulamasinin sadece faj

kullanilan gruba gore bakteri lizerinde daha etkili oldugu belirlenmistir. Leverentz vd., (2004)
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yaptig1 ¢alismada uygulanacak faj konsantrasyonu ve uygulama zamaninin belirlenmesi i¢in
optimizasyon ¢alismas1 yapmus, uygulanacak faj titresinin en az 102 pfu/ml oldugu ve bakteri
uygulamasindan 1 saat 6nce faj uygulanmasinin en etkili sonucu verdigini gostermistir. Iriarte
vd., (2007) bitki hastaliklar1 ile miicadelede siit tozu ile karistirilan fajin, tek basina kullanilan
faja gore hastalik kontroliinde daha etkili oldugunu, ayrica etkili sonuglar alabilmek icin

uygulamalarin sabah gerceklestirilmesi gerektigini ortaya koymustur.
2.7. Enkapsiilasyon Teknolojisi ve Fajlar

Fajlar1 abiyotik faktorlerden korumak ve stabilitesini artirarak raf Omriinii uzatmak
amaciyla enkapsiilasyon teknolojisi siklikla kullanilir (Obradovic vd., 2004). Enkapsiilasyon
bir maddenin kaplama materyali i¢ine hapsedilmesi esasina dayanan bir teknolojidir.
Hapsedilen kisim i¢ faz, aktif faz veya 6z olarak, kaplama materyali ise dis faz, tasiyici veya
kabuk olarak adlandirilir. Enkapsiilasyon etkinligi ve depolama siiresince stabilitesi biiylik

oranda kaplama materyalinin kompozisyonuna baglidir. Ideal bir kaplama materyali;

- Uriiniin reolojisinde olumsuz bir etkiye neden olmamali,
- Aktif madde ile kimyasal olarak reaktivitesi olmamali,

- Aktif maddeyi olumsuz cevre sartlarina karsi korumali,
- Istenilen solvent ile ¢oziinebilir olmal,

- Ucuz ve kullanimi1 kolay olmalidir. (Desai ve Park, 2005; Madene vd., 2006)

Fajlarin enkapsiilasyonunda, son iriiniin istenen Ozelliklerine bagli olarak aljinat,
pektin, kitosan, maltodekstrin, akasya gami, siikroz, trehaloz, mannitol, seliiloz, kitosan,
karragenan, peyniralti suyu, jelatin, siikroz, riboflavin gibi biyopolimerler kullanilir (Jyothi
vd., 2010; Gbassi ve Vandamme, 2012; Choinska-Pulit vd., 2015). Bununla birlikte kaplama
materyalinin secimi ve enkapsiilasyon yoOntemi birbirine bagimli parametrelerdir.
Enkapsiilasyon yonteminin se¢imi, fajin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ve kullanim alanina
bagli olarak degisebilmektedir. Fajlar protein yapida olduklarindan proteinleri denatiire ettigi
bilinen organik c¢oziiciiler, yiiksek sicaklik, pH ve iyonik kuvvet gibi faktorlere karsi
hassastirlar (Puapermpoonsiri vd., 2010). Ayrica, karistirma ve ¢alkalama sirasindaki kayma
gerilimleri, piiskiirtme sirasindaki atomizasyon ve kurutma sirasinda kuruma gerilimleri dahil
olmak iizere kapsiilleme sirasindaki mekanik gerilimlerin dikkatli bir sekilde

degerlendirilmesi gerekmektedir (Malik vd., 2017).
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Enkapsiilasyon yontemi,

- Uriiniin istenen partikiil boyutu,

- Fajin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

- Kaplama materyalinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

- Kapsiile edilen materyalin kullanim alam

- Endistriyel 6l¢ekte uygulanabilirligi ve

- Uretim maaliyetine gore farklilik gosterebilir (McClements ve Decker, 2000).

2.8. Enkapsiilasyon Yontemleri

Insan saglhiginda fajlarin kullanimi ve enkapsiilasyonu ile ilgili bir¢ok caligma
yapilmigtir (Tablo 2.9). Bununla birlikte, bitki patojeni bakterilerin miicadelesinde
kullanilabilecek fajlar tespit edilmesine ragmen enkapsiilasyonlari ile ilgili calismalar oldukga

kisithdir.
2.8.1. Dondurarak kurutma (Freeze-drying)

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yontemi diisiik basingta ve vakum altinda suyun
siiblime edilerek uzaklastirllmasina dayanan bir enkapsiilasyon yontemidir (Merivaara vd.,
2021). Bu teknik bir¢ok alanda oldugu gibi biyolojik materyaller ve viriisler iginde
uygulanabilecegine dair c¢aligmalar mevcuttur (Puapermpoonsiri vd., 2009; Alfadhel vd.,
2011). Imm ve Chang, (2023) tarafindan yapilan ¢alismada Cronobacter sakazakii’ yi enfekte
etme yetenegine sahip SGO1 faji farkli oranlarda kollajen peptit/trehaloz karigimlari
kullanilarak liyofilize edilmis, %5 kollajen peptidi ve %1 trehaloz karigimi kullanilan
durumda faj stabilitesinin saglandigi, titresinde dnemli bir degisiklik olmadig: belirlenmistir.
Acinetobacter baumannii’yi konak olarak kullanan AB2 fajinin liyofilizasyonunda glikoz,
stikroz, trehaloz, dekstran 500, manitol ve ksilitol kullanilarak kurutma isleminin etkinligi test
edildi. Siikroz kullanilarak gerceklestirilen caligmada faj stabilitesinin ve canliliginin en
yikksek oldugu sonucuna varildi (Zheng, 2023). Yapilan c¢aligmalar, faj {irlinlerinin
liyofilizasyonla enkapsiilasyonlarinin gergeklestirilebildigini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, diistik sicaklik ve basing, yiiksek enerji tiiketimi ve yiiksek bakim/operasyon
maliyetleri nedeniyle enkapsiilasyon teknikleri arasinda en pahali proseslerden biridir (Duan
vd., 2016).

2.8.2. Piiskiirterek Kurutma (Spray-drying)

Piiskiirterek kurutma, sivi 6rnegin (¢Ozelti, emiilsiyon, slispansiyon) sicak kuru gaz ile

temas ederek ortama toz iirlinlerin piiskiirtiilmesine olanak veren bir teknolojidir. Kurutma
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isleminde kuru gaz olarak hava tercih edilir. Piiskiirterek kurutma, ekonomik ve etkili
teknolojisi nedeniyle tercih edilen mikro kapsiilleme islemidir. Bu ydntemin dezavantaji
suyun buharlagmasi igin gereken yiiksek sicakligin fajlar i¢in uygun olmayisidir (Gbassi ve
Vandamme, 2012). Miiller-Merbach vd., (2005) tarafindan yapilan ¢alismada fajlarin termal
strese duyarli oldugundan standart piiskiirtmeli kurutma isleminin fajlar1 etkisizlestirdigi rapor
edilmistir. Matinkhoo vd., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise diisiik sicaklikta sprey
kurutma islemi gerceklestirilerek Burkholderia cepacia'ya spesifik (KS4- M, KS14, ®KZ/D3
ve ®KZ/D3/KS4-M) fajlarin toz formiilasyonlari elde edilmis, diisiik sicaklikta piiskiirterek
kurutma yonteminin kabul edilebilir olan 1 log pfu/mL'den daha diisiik bir titre kaybina yol

actig1 belirlenmistir.
2.8.3. Ekstriizyon (Exrusion)

Ekstriizyon  yontemi  mikroorganizmalarin  hidrokolloid  kapsiil  igerisine
enkapsiilasyonunu saglayan basit, ucuz, biyouyumlu ve yaygin yontemdir. Yontemde
mikroorganizma bariyer Ozellikteki hidrokolloidler i¢ine yavas bir sekilde diflize edilerek
slispansiyon haline getirilir. Daha sonra bir siringa yardimi ile kalsiyum kloriir gibi
sertlestirme ¢ozeltisi icerisine damlatilmasi sonucu elde edilir (Heidebach vd., 2009). Tang
vd., (2013) tarafindan yapilan calismada fajlar1 kapsiillemek igin ekstriizyon yontemi
kullanilmis ve Felix O1 faj1 aljinat peynir alt1 suyu proteini mikrokiirelerinin (AWM) in vitro
koruma ve salim 6zelliklerini arastirmistir. Elde edilen sonuglar, Felix O1 fajinin AWM'de
mikrokapsiillenmesinin, fajin simiile edilmis mide sivisindaki (SGF) hayatta kalma sansini,
yalnizca aljinat iceren mikrokiirelere kiyasla 6nemli 6lgiide iyilestirdigini gosterdi. Serbest
faj, SGF'de dakikalar i¢inde tamamen etkisiz hale getirilirken, AWM'de kapsiillenen faj,
cogunlukla 2 saatlik inkiibasyondan sonra canliligin1 korumustur. Ayrica aljinat matrisine
peynir alt1 suyu proteininin eklenmesi, kapsiillenmis fajin simiile edilmis bagirsak sivisinda

salinmasini 6nemli dlgiide hizlandirmistir.

Bu yontemde kullanilan mikro boncuklarin yavas olusmasi nedeniyle biiylik 6lcekli
iretim i¢in uygun bir enkapsiilasyon teknigi olmadigi disiiniilmektedir (Mortazavian vd.,
2007). Biiyiik olgekli tiretim igin, ekstriizyon proseslerinde farkli teknik modifikasyonlar
gelistirilmistir (¢coklu nozul, doner diskli atomizer). Ancak prosesi optimize etmek igin,
ekstriizyon yoOntemleri kapsiillerin yavas olusumu sinirlamasinin iistesinden gelmeli ve

emiilsifikasyona benzer sekilde partikiil boyutu azaltilmalidir (Mortazavian vd., 2007).
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2.8.4. Emiilsifikasyon

Emiilsiyon, birbiri igerisinde ¢dzliinmeyen iki sividan birinin diger sivi i¢inde kiiciik
kiiresel damlaciklar halinde dagildigi heterojen sistemlerdir. Termodinamik olarak kararsiz
yapiya sahip olduklarindan zamanla par¢alanma egilimindedirler. Emiilsiyonlar; damlaciklar
(dispers faz), siirekli faz ve ara ylizey bolgesi olmak iizere ii¢c kisimdan olusmaktadir. Ara
yilizey her bir emiilsiyon damlasini ¢evreleyen aktif molekiillerdir ve bu molekiiller mevcut
molekiiliin tiirline ve konsantrasyonuna bagli olarak farklilik gostermektedir. Yiizey aktif
maddelerin bir kismi iki fazi1 birbirine baglarken, bazilar1 ise sulu faz icerisinde miseller
halindedir. Ara yiizey esasen yiizey aktif molekiillerden olusan her bir emiilsiyon damlasini
cevreleyen dar bir alandir. Ara yiizey Ozellikleri mevcut molekiillerin tiirline ve
konsantrasyonuna bagli olarak farklilagsmaktadir. Yiizey aktif maddelerin bir kismi stirekli faz
ve kesikli faz1 birbirine baglayan ylizeyde bulunurken kalan kismi sulu faz i¢inde miseller

halinde bulunmaktadir (McClements ve Decker, 2000).

Yag ve suyun konumuna gore emiilsiyonlar su i¢inde yag (oil in water) ve yag icinde
su (water in oil) olarak ayrilmaktadir. Su i¢inde yag emiilsiyonlar siirekli fazin su oldugu ve
yag damlaciklarinin stirekli faz i¢inde dagildig1 emiilsiyonlarken, siirekli fazin yag oldugu ve
su damlaciklarinin bu faz igerisinde dagildigr sistemler ise yag icinde su emiilsiyonlaridir.
Yaglarin oksijen ile temasinin kesildigi su i¢cinde yag formiilasyonlarda yaglar oksidasyondan

korunduklarindan su i¢inde yag emiilsiyonlar daha ¢ok tercih edilmektedir.

Yag fazi, su faz1 ve siirfaktan (emiilgator, yilizey aktif madde) bir emiilsiyonda
bulunmas: gereken temel bilesenlerdir. Kat1 ya da sivi yaglar, mumlar, hidrokarbonlar, yag
asitleri yag fazimi olustururken, Su ve su ile karisabilen hidrofil yapidaki bilesenler ise su

fazin1 olusturmaktadir.

Su i¢inde yag emiilsiyonlarin stabilitesinden, yaglarin bilesimi, emiilgator tiirii ve
emiilgator karisiminin hidrofilik-lipofilik dengesi (HLB), homojenizasyonun hizi ve siiresi
gibi farkli degiskenler sorumludur. Siirfaktan, yag ile etkilesime girdiginde, siirfaktan yag-su
araylizey Uzerinde kendiliginden toplanarak araylizey gerilimini azaltir ve emiilsiyon
stabilitesini artirir. Emiilsifikasyon sisteminin HLB degeri kullanilan yagin HLB degerine
yakin oldugunda, yiizey aktif madde molekiilleri yag-su arayiizeyinde daha yakin diizenlenir
ve bu da daha biiyiik arayiizey film mukavemetini olusturur. Bu nedenle, emiilsifikasyon
sisteminin HLB degeri yaginkine ne kadar yakin ise emiilsiyon 0 kadar stabil olur (Q. Wang
vd., 2023).
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Doymamis emiilgatorler ve yiliksek oranda doymamis bitkisel yaglarla (esas olarak
oleik ve linoleik asit i¢ceren) hazirlanan emiilsiyonlarin, bazt doymamis emiilgatorler ve daha
az doymamig yag asitlerinden olusan bitkisel yaglarla hazirlananlara gore daha stabil oldugu

belirlenmistir (Dnil vd., 2019).

Yag icinde su emiilsiyonunun karistirilarak homojenlestirilmesi, olusan damlaciklar
uygun boyut ve seklini elde etmek icin kritik adimdir. Daha yiiksek homojenlestirme
hizlarinda, ¢ozelti tlizerine daha yiiksek enerji yogunlugu uygulanir ve bu da emiilsiyon
damlacik boyutunu dogrudan azaltir (Mulia vd., 2019). Dagiik fazin damlacik boyutuna ve
termostabilitelerine gore emiilsiyonlar smniflandirilabilirler. Geleneksel emiilsiyonlarda
damlacik ¢ap1 100 nm ile 100 pm arasindadir ve termodinamik olarak kararsizken, mikro
emiilsiyonlar ise ¢ap 2-50 nm araliginda ve termodinamik olarak stabildirler. Nano
emiilsiyonlar, ¢cap1 100 nm ve altinda olan, termodinamik olarak stabil olmayan damlaciklar
olarak (bunun vyerine kinetik olarak stabildirler) karakterize edilirler. Emiilsiyon bazli
formiilasyonlar, damlacik boyutunu degistirerek, yumusaticiyt ve/veya emiilgatorii
degistirerek ve karigima parcacikli bilesenler ekleyerek perkiitandz emilimi tesvik edecek

sekilde degistirilebilir (Jyothi vd., 2010).

Fajlarin emiilsiyonlar i¢inde kapsiillenmesinin, biyoaktivitelerini kolaylastirirken
stabilitelerini arttirdig1 gosterilmistir. Esteban vd., (2014) Staphylococcus aureus spesifik faj
K lizatlarin1 nano emiilsiyon ile kapstillenmistir. Soya fasulyesi yagi-SM tampon karigimindan
nano-emiilsiyonlar hazirlamis ve ortaya c¢ikan damlaciklarin capimmin 17 nm oldugunu
bildirmistir. Dini vd., (2012) %2 sodyum aljinat ve %3 diisiik metoksilenmis pektinden
hazirlanan sulu fazlarin, %10 (h/h) oleik asit yag fazi iceren mikroemiilsiyonlardaki iki E. coli
0157:H7 fajini stabilize etme yetenegini karsilastirmis ve emiilsiyonlar hazirlamustir. iki sulu
faz arasinda diisiik metoksilenmis pektin-oleik asit kullaniminin emiilsiyon basarisini artirdigi

belirlenmistir.

Emiilsiyon, biiylik miktarda bitkisel yaga (kanola, aygicegi ve misir yagi ) eklenen
mikroorganizma, polimer ve emiilgatér karisimindan olusur (Cevik vd., 2021). Igerdikleri
emiilgatorler sayesinde su ile kolaylikla karigtirilarak uygulanabilir. Emiilsifiye edici
maddeler dogal olarak olusan yiizey aktif maddeler (proteinler, polisakkaritler, hidrokolloidler
vb.) ve sentetik yiizey aktif maddeler (gliserol esterler, seliilloz esterler) olarak iki gruba
ayrilirlar (Varzakas vd., 2014).

Enkapsiilasyon c¢esitleri igerisinde iiretim maliyeti, dayaniklilik ve uygulama kolaylig
dikkate alindiginda yag formiilasyonlar1 dikkat ¢ekmektedir.
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2.9. Taguchi Metodu

Bir {irliniin kalitesinin artirilmas: kaliteyi etkileyen faktorlerin ve diizeylerinin
belirlenmesi ile olmaktadir. Uygun sartlar belirlenirken bir¢ok verinin analizi, bunlarin tek ve
kombinasyonlar halinde kullanilan durumunda verdikleri sonuglar dikkate alinmalidir. Faktor
ve diizeylerinin artmasit analizlerde karisiklik yaratmaktadir. Bilim insanlar1 klasik
yontemlerin disinda aragtirmalarinda en fazla bilgiyi en kisa siirede, en diisiik maliyet ve
isgiicliyle elde edebilecekleri pratik ¢oziimlere yonelmektedir. Bu pratik yontemlerden birisini
Japon istatistikgiler Profesér Genichi Taguchi tarafindan hayata gecirilen Taguchi
Metodu’dur. Taguchi metodu farkli faktorlerin diizeylerinin uygun kombinasyonunu
olusturarak deneme sayisini en aza indirerek en iyi kombinasyonu belirlemek i¢in kullanilan
deneysel bir optimizasyon metodudur. Taguchi yonteminde sisteme ait varyasyonu 6l¢gmek
icin, sinyal-giiriiltii oran1 (Sinyal/Noise ratio) kullanilir. Hedeflenen degere bagl olarak 3

farkli S/N orani vardir.

Chang vd., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada piiskiirterek kurutma sirasinda faj
stabilitesini artirmak i¢in eklenen yardimci maddeleri belirlemek icin Taguchi deneysel
tasarim yontemi kullanilmigtir. Trehaloz veya laktoz iceren formiilasyonlar i¢in toplam 4
faktor mannitol igerenler i¢cin 5 faktor dikkate alinmis ve tim faktorler ii¢ seviyede
degerlendirmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismasi sonucu laktozun faj stabilizasyonu

saglamada en uygun madde oldugu sonucuna varilmastir.
2.10. Calismanin Amaci

Bu tez calismasimin amaci iilkemiz ve diinya domates iiretim alanlarinda kalite ve
verim kaybina neden olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e spesifik fajlarin
izolasyonu, karakterizasyonu, biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilme potansiyelinin
arastirtlmasidir. Ayrica, biyokontrol ajani olarak kullanilabilme potansiyeli yiiksek olan fajin
emiilsiyon formiilasyonunun Taguchi metodu ile optimize edilerek {iiretilmesidir. Bdylece
literatlire yeni bir faj kazandirilarak bu fajin biyokontrol ajani olarak kullanilabilme

potansiyeli arastirilacaktir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. Arazi Calismalari

Calisma materyalleri 2021 yili haziran-agustos aylar1 arasinda Izmir (Menderes,
Bergama, Menemen, Torbali ve Foga), Canakkale (Biga, Bayramig¢, Gelibolu, Merkez,
Eceabat) ve Bilecik (Osmaneli, Golpazari, Sogiit, Merkez, Pazaryeri) illerinden toplandi.
Domates lretiminin yogun olarak yapildig: ilgelerde, ii¢ farkli alandan hastalik etmeni
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) ve fajlarin izolasyonu igin toprak ve
hastalik belirtisi gosteren bitkiler toplandi. Her il i¢in toplamda 15 toprak ve 15 hastalikl bitki
materyali (yaprak, meyve ve govde) olmak iizere toplam 30 Ornek toplandi. Tiim arazi
caligmalar1 sonucunda 45 adet toprak 6rnegi ve 45 adet hastalikli bitki materyali laboratuvara
getirildi. Toprak 6rnekleri, hastalik belirtilerinin goriildiigii ekim alanlarinda bitkilerin 30 cm
kok derinliginden alind1 (Akbaba ve Ozaktan, 2021). Hastalik semptomu goésteren domates
bitkilerinin ise govde, yaprak ve meyve kisimlarindan 6rnekler alinarak kurutma kagitlari

arasinda muhafaza edildi. Ornekler buz kutusu igerisinde laboratuvara getirildi.
3.2. Clavibacter michiganengis subsp. michiganensis izolasyonu

Toplanan bitki materyalleri (govde, yaprak ve meyve), yiizeyinde bulunan
mikroorganizmalar1 uzaklastirmak igin %70 etanol ile 2 dakika (dk) yiizey sterilizasyonuna
maruz birakildi. Sterilizasyon sonrasi alkolii uzaklastirmak igin steril distile sudan gegirildi.
Tiim o6rnekler, 2 ml steril su igeren havanlarda ayri ayri ezilerek siispansiyon hale getirildi.
Elde edilen siispansiyondan bir 6ze dolusu alinarak, maya 6zii dekstroz kalsiyum karbonat
agar (YDCA, 10 g maya ekstrakti/L, 20 g glukoz/L, 20 g CaCOs/L, 20 g agar/L) besiyerine
inokiile edilip 30°C'de bir gece inkiibasyona birakildi (Milijasevi¢-Marcic vd., 2012).

Toprak drneklerinden Cmm izolasyonu i¢in, 20 g toprak numunesi, 100 ml steril fosfat
tuz tamponu (PBS) iceren bir Erlenmeyer igerisine aktarilarak oda sicakliginda orbital
calkalayicida 3 saat inkiibe edildi. Ornekler inkiibasyon sonrasi steril gazli bez yardimi ile
stizlildiikten sonra elde edilen siiziintii 10000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Olusan pellet PBS
ile siispanse edilerek seri diliisyon ile 10°® e kadar seyreltildi. Her seyreltikten 100 pL alinarak
YDCA besiyerine yayma ekim yapildi ve 30°C'de bir gece inkiibasyona birakildi. YDCA
besiyerinde, sar1 koloni olusturan Cmm olabilecegi diisiiniilen koloniler saflastirild: (Schaad
vd., 2001). Saflastirilan bakteri izolatlar1 daha sonra -80°C'de %50 gliserol igeren YDC

besiyerinde saklandi.
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3.3. Izolatlarim Morfolojik ve Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.3.1. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Cmm oldugu diisiiniilen izolatlar koloni sekli ve boyutu gibi morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi ic¢in stereomikroskopta incelendi. Lam-lamel arasi preparasyon ile izolatlarin

hiicre sekli 1000x biiytlitmeli 151k mikroskobu kullanilarak belirlendi.

Gram boyama igin her izolat King’s B (20 g/L proteaz pepton, 1,5 g/L KoHPOg4, 1,5
g/mL MgSO4-7H20, 10 mL/L gliserol) siv1 besiyerine inokiile edildi ve 30°C’de sallayicida
gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi. Lamlar alevden
gecirilerek fikse edildi. Hazirlanan preparat, 1 dk kristal viyole ile muamele sonras1 dH2O ile
yikand1 ve liigol eklenerek 1 dk beklendi. Liigol, dH20 ile ortamdan uzaklastirildiktan sonra
aseton ile renksizlestirme islemi gergeklestirildi. Preparatlar dH2O ile yikandiktan sonra 1 dk
safranin ile muamele edildi ve tekrar dH20 ile yikandi. Kurutulan preperatlar mikroskop
altinda incelendi (Claus, 1992).

3.3.2. izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.3.2.1. Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz enzimi {iretim durumlarimin belirlenmesi icin King’s B sivi
besiyerine ekimleri yapildi ve 16-24 saat orbital sallayicida 30°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra lama siv1 kiiltiirden 10 pL damlatildi ve %3’liik hidrojen peroksit

¢Ozeltisi ilave edildi. Olusan gaz kabarciklar1 gézlemlendi (X. Li vd., 2018).
3.3.2.2. Nisasta Hidroliz Testleri

Izolatlarin nisastay1 hidroliz edebilme yeteneklerini belirlemek igin nutrient agar
besiyerine %0,2 ¢ozilinebilir nisasta eklenerek hazirlanan nisasta agar besiyerine izolatlarin
inokiilasyonu gergeklestirdi ve 3 giin boyunca 30°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonrasi petrilere liigol damlatildi ve renk degisimi gézlemlendi (Benson, 1985).
3.3.2.3. Jelatin Hidroliz Testi

[zolatlarin jelatinaz enzimi iiretme durumlarini belirlemek igin %10 jelatin iceren
besiyeri tiiplerde hazirlandi ve igne uglu 6ze ile izolatlarin ekimi yapildi. Tipler 30°C de 7
giin kadar inkiibe edildi. Bu siire sonunda kontrollerle birlikte buz dolabinda 1-2 saat
bekletildi. Izolatlarin jelatini hidrolize edebilme durumlari, buzdolabindan ¢ikarildiginda
jelatinli besiyerinin sivilasmasi veya kat1 halde kalmasi ile belirlendi (dela Cruz ve Torres,
2012).
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3.3.2.4. izolatlarin %5 NaCl Iceren Besiyerinde Gelisme Durumlari

Tian vd., (2021) tarafindan yapilan ¢alismada Clavibacter michigenensis’in %5 NaCl
iceren besiyerinde biiyiiyebildigi rapor edilmistir. Izolatlarimizin tuz iceren besiyerinde
biiyiiyebilme durumlarini belirlemek i¢in %5 NaCl i¢eren nutrient agar besiyeri hazirlandi ve
izolatlarin besiyerine inokiilasyonu gergeklestirildi. Petriler 30°C’de gece boyu inkiibasyona
birakildi.

3.4. Bakteri izolatlarimin Molekiiler Karakterizasyonu
3.4.1. Genomik DNA izolasyonu

Morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyon sonucu Cmm olabilecegi diisiiniilen
izolatlarn genomik DNA izolasyonu ZYMO ZR Mantar/Bakteri DNA Miniprep Kiti
kullanilarak tiretici protokoliine uygun sekilde gergeklestirildi. Kuru agirligi 50-100 mg olan
bakteri hiicreleri 200 uLL PBS iginde siispanse edilerek lizis tiipiine alind1 ve iizerine 750 uL
lizis soliisyonu eklendi. Lizis tiipleri yaklasik 10 dk vortekslendikten sonra 10.000xg de 1 dk
santrifiij edildi. Stipernatant (400 pL) "Zymo-Spin™ |1I-F" kolona alinarak 7000xg de 1 dk
santrifiij edildi. Daha sonra toplama tiipiindeki filtrat tizerine 1200 pL "binding buffer"
eklendi ve "Zymo-Spin™ |ICR" kolona alinarak 10000xg de 1 dk santrifiij edildi. Kolona 200
puL yikama tamponu eklendi 10000xg de 1 dakika santrifiij edildi. Yikama islemi 500 pL
yikama tamponu ile tekrar edildi. Kolona 70 pL eliisyon tamponu eklenip 10.000xg de 30
saniye (sn) santrifiij edilerek DNA elde edildi. DNA konsantrasyonu ve safligi, Nanodrop
(Shimadzu, Tokyo, Japonya) kullanilarak kontrol edildi ve DNA’lar -20°C'de sakland.

3.4.2. pat-1 Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

Cmm’nin plazmid iizerinde bulunan viriilans geni pat-1'in (614b¢) varligi, CMM-5F
(5'-GCGAATAAGCCATATCAA-3) ve CMM-6R (5-CGTCAGGAGGTCGCTAATA-3')
primer ¢ifti kullanilarak PZR ile belirlendi (Dreier vd., 1995). PZR isleminde GoTag DNA
Polymerase (Promega) enzimi kullanildi. Enzim kosullarina goére reaksiyon ve program Tablo
3.1°deki gibi olusturuldu. Amplifikasyon 200 pL’lik tiiplerde "Thermo Thermal Cycler" da
gerceklestirildi. Elde edilen PZR firtinleri 0,5 pg/ml etidyum bromiir iceren %1°lik agaroz
jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi (Gel Logic; 212 Pro) ile goriintiilendi
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Tablo 3.1. PZR reaksiyonu ve programi

PZR Dongiisii Sicakhk Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 56°C 0,5 dk 35
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 72°C 5dk 1

3.5. Patojenite Testi

Cmm izolatlar1 King's B besiyerinde 30°C'de 24 saat biiyiitiildii ve bakteriyel
stispansiyon 4.500 rpm'de 15 dakika santrifiijlendi. Pellet, iic kez PBS ile yikandi ve son
olarak, ODg0o=0,1 (yaklasik 10® cfu/ml) olacak sekilde ayarlandi. Patojenite testi i¢in 2-3
gercek yaprakli domates bitkileri kullanildi ve saksi basina ii¢ bitki kullanilarak deney ii¢
tekrarlt gerceklestirildi. 100 pL bakteri, steril bir siringa kullanilarak yaprak nodiiliinden
enjekte edildi. Pozitif kontrol olarak Cmm-DB3 (Acc. No: OP534745) ve negatif kontrol
olarak saf su kullanildi. Uygulamadan sonra saksilar, %85 bagil nemde ve 25°C'de 16/8 saat
glindiiz/gece foto periyodunda iklim odasina transfer edildi. Hastalik semptomlar: ii¢ hafta
boyunca izlendi ve Cmm enfeksiyonunu dogrulamak icin enfeksiyon belirtisi gosteren
bitkilerden patojen izolasyonu tekrar yapildi (Milijasevi¢-Marcic vd., 2012; Valenzuela vd.,
2018).

3.6. Faj Izolasyonu ve Zenginlestirme

Gergeklestirilen arazi ¢aligmasi ile toplanan numunelerden 10 g tartilarak (toprak/bitki
materyali), 40 ml Ringer soliisyonu igeren steril 250 ml'lik bir Erlenmeyer'de 250 rpm’de
30°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Numuneler, 10.000 xg’de 15 dk 4°C’de santrifiijlendi ve

elde edilen siipernatant steril siringa filtresi (0,22 pm) kullanilarak filtre edildi.

Faj zenginlestirmesi i¢in 10 ml filtrat, 5 ml Cmm-DB3 susu ve 10 ml King’s B
besiyeri Erlenmeyer’de karistirilarak 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra kiiltiir, 5000xg’de 4°C’de 20 dk santrifiijlendi. Siipernatant steril 0,22 pm’lik filtreden
gecirildi.
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3.7. Spot Assay ve Saflastirma

Cmm-DB3'"i enfekte edebilme yetenegine sahip fajlar spot-assay ile belirlendi. 100uL
on bakteri kiiltiirii, 4 ml soft agar (10 g/L tripton, 5 g/L maya extrakti, 6 g/mL KCI, 7g/L agar)
ile karistirilarak ve King’ B besiyeri igeren petri tizerine dokiiliip yaklasik 5 dk katilasmasi
beklendi. Sonrasinda zenginlestirilmis faj filtratindan 10 uL alinarak soft agar igeren petrilere
damlatildi. Petriler 30°C’de gece boyu inkiibe edildi (Rahimi-Midani ve Choi, 2020; K. Wang
vd., 2022).

Inkiibasyon sonras1 olusan plakalar 500 uL SM tamponu (100 mM NaCl, 8 mM
MgS04.7H20, 1 M Tris-HCI, pH 7,5) iginde steril bir pipet yardimi ile toplandi. SM tamponu
icerisinde homojen hale getirilen 6rnekler 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Siipernatant
0,22 um’lik steril filtreden gegirildi. Daha sonra, seri diliisyon yontemi ile seyreltikler
hazirlanarak ¢ift katmanli agar (DLA) plak assay yapildi (Kropinski ve Martha, 2009). 100
puL Cmm-DB3 ve 100 pL faj (her bir diliisyon i¢in ayr1 ayr1) 4 ml soft agar ile karigtirildi ve
King’ B besiyeri iceren petriye dokiildii. Daha sonra gece boyunca 30°C’de inkiibasyona
birakildi. Olusan tek bir plak alinarak bu islem en az ti¢ kez tekrarland1 (Yin vd., 2019; Pekkle
Lam vd., 2022). Saflastirilan fajlarin titresi DLA plak assay yapilarak Baer ve Kehn-Hall
(2014) gore hesaplandi.

3.8. Fajlarin Konak Spektrumunun Belirlenmesi

Cmm-DB3 susu iizerinde etkinligi tespit edilen ve saflastirilan fajlarin konaker araligi,
bu caligmada izole edilen sekiz Cmm susunda test edildi. Negatif kontrol olarak yerel
Acidovorax citrulli ve Pantoea agglomerans suslari kullanildi. King’s B besiyerinde
biiyiitiilen bakteri kiiltiiriinden 100uL alinarak, 48°C’ye sogutulmus soft agara (4 mL) ilave
edildi ve King’s B agar iceren petrilere yayildi. Saflastirilan fajlarin konsantrasyonu (108
pfu/mL) esitlendikten sonra her bir 6rnekten 10 pL katilasan yumusak agara damlatildi ve
kurumaya birakildi. Petriler, plak olusumunu goézlemlemek icin bir gece 30°C’de inkiibe

edildi (Ranjani vd., 2018).
3.9. Fajlarin Sicaklik ve pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Fajlarm (10® pfu/mL) 15°C, 25°C, 30°C, 37°C ve 45°C sicakliklardaki stabilitesi
degerlendirildi. Hazirlanan faj slispansiyonlar1 belirlenen sicakliklara 1 saat maruz birakildi
(Lim vd., 2013). Deneyler ii¢ tekrarli gerceklestirildi. Benzer sekilde, fajlarm (108 pfu/mL)
farkli pH degerlerinde (5, 6, 7, 8 ve 9) stabilitesi, 30°C’de bir saat inkiibasyondan sonra
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degerlendirildi (Czajkowski vd., 2014). Deneyler sonrasi faj titreleri DLA plak assay ile
belirlendi (Baer ve Kehn-Hall 2014).

3.10. Fajlarin Inhibisyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Uc¢ fajin tekli, ikili ve iicli kombinasyonlarmin Cmm-DB3 bakteri biiyiimesi
tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in 96 gozli diiz tabanli bir mikro plaka, 40 uL bir Cmm-
DB3 kiiltiirii (108 cfu/mL) ve 40 pL taze King’s B besiyeri ile asilandi. Daha sonra bakteri,
hiicre basina diisen viriis sayis1t (MOI) 1, 10, 100, 1000 olacak sekilde 40 pL faj ile enfekte
edildi ve mikro plaka orbital calkalayicida 30°C’de inkiibasyona birakildi. Fajlarin ikili ve
ticli kullanildiklart durumda, her bir fajdan esit miktarda eklenerek deney kuruldu (Rabiey
vd., 2020b). Kiiltiiriin optik yogunlugu 600 nm'de 12 saat boyunca her saat 6lgiildii ve her
6lciimden 6nce mikro plaka 5 sn calkaland: (Elisa-Reader, Thermo Scientific) (Alvarez vd.,

2019). Deneyler tig tekrarli gergeklestirildi.
3.11. Phage33’iin Morfolojik ve Molekiiler Karakterizasyonu

Saflastirilan fajlarin konak spektrumu, sicaklik, pH toleranslar1 ve birbirleri tizerindeki
antagonistik-sinerjistik etkileri dikkate alindiginda Phage33’tin 6n plana ¢iktigi goriildii.
Ancak, biyolojik kontrol etmeni olarak kullanilacak fajin morfolojik ve molekiiler bazi
ozelliklerinin (niikleik asit tipi, litik/lizojeni durumlari, integraz genleri) belirlenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle, Phage33’iin gegirimli elektron mikroskobu ile morfolojik, komple

genom analizi ile molekiiler 6zellikleri belirlendi.
3.11.1. Morfolojik Karakterizasyon

Phage33’iin morfolojik karakterizasyonu gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
gergeklestirildi. TEM i¢in 6rnek hazirlama ve goriintiilleme islemi Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Merkezi Arastrma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Phage33 siispansiyonundan 5 pL alinarak karbon kapli “formvar” film gridine
damlatilarak 2 dk bekletildi ve iki defa 5 pL su ile 1 dk yikandi. Daha sonra 3 dakika %2’lik
uranil asetat (10 uL) (pH 4-4,5) ile muamele edildi ve kuramaya birakildi. Hazirlanan 6rnek
100kv 150.000% biiylitme kullanilarak JEOL 1220 JEM gecirimli elektron mikroskobunda
(TEM) goriintiilendi.
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3.11.2. Molekiiler Karakterizasyon
3.11.2.1. Niikleik Asit izolasyonu

Niikleik asit izolasyonu oOncesi yiiksek titrede (yaklasik 10%? pfu/mL) faj elde
edebilmek i¢in 5 pL King’s B besiyeri, 5 uL Cmm-DB3 ve 2,5 uL faj filtrat1 karigtirilarak
30°C de 48 saat orbital galkalayicida inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 4500 rpm’de santrifiij
edildi ve stlipernatant 0,22 um’lik steril siringa filtreden gegirilerek faj stogu hazirlandi. DLA
plak assay ile faj stogunun titresi hesaplandi. Yiiksek titrede hazirlanan 500 uL faj
stispansiyonu tizerine 1,25 uL. DNase ve RNase (20 mg/ml) eklenerek 37°C de 1 saat inkiibe
edildi. Ardindan 1,25 uL proteinaz K (20 mg/mL), 25 pL %10 SDS (%0,5 final
konsantrasyon) ve 0,5 M EDTA pH 8,0 (20 mM final konsantrasyon) eklenerek 60°C’de 1
saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra iki kez fenol:kloroform (1:1) muamelesi yapilarak
santriflij edildi. Siipernatant bir ependorfa toplandi ve hacmin 1/10’u kadar 3 M (pH 7,5)
sodyum asetat ve hacmin 2,5 kat1 kadar soguk etanol eklenerek bir gece -20°C’ de bekletildi.
Son asamada %70 etanol ile yikama islemi yapildi ve pellet TE (Tris-ETDA) tamponunda

¢Ozdiirtiildi.

Phage33’lin genom c¢esidini belirlemek i¢in elde edilen niikleik asit ayr1 ayr1 DNaz ve
RNaz ile muamele edildi. 1 pg niikleik asit, 1 uL 10x reaksiyon tamponu ve 1uL (1U) DNase
ile karistirilarak son hacim DEPC su ile 10 pL’ye tamamlandi. 37°C de 30 dk inkiibasyon
sonrast 1 uL EDTA eklenerek 65°C’de 10 dk bekletildi. RNaz uygulamasi igin 1 pg niikleik
asit, 15u RNase | eklendi ve 37°C de 30 dk inkiibe edildi. Tiim 6rnekler 0,5 pg/mL etidyum

bromiir iceren %1 ‘lik agaroz jelde goriintiilendi.
3.11.2.2. Komple Genom Dizileme

Dizileme Oncesi, izole edilen DNA’nin safligi NanoPhotometer® spektrofotometre,
(IMPLEN, CA, ABD) konsantrasyonu ise Qubit® 2.0 Flurometre ile (Life Technologies, CA,
ABD) Qubit® DNA Test Kiti kullanilarak belirlendi. NEBNext® DNA Library Prep Kit
kullanilarak dizileme kiitiiphaneleri olusturuldu. Genomik DNA, rastgele 150 b¢ boyutunda
fragmentlere ayrilarak uglarina A kuyruk eklendikten sonra Illumina dizileme i¢cin NEBNext
adaptoriiyle (TGAAGCGTTG+CATCGCTTAC) birlestirildi. Olusturulan kiitiiphane, boyut
dagilimi agisindan Agilent 2100 Bioanalyzer ile analiz edildi ve gercek zamanli PZR ile
miktarlar1 belirlendi. Dizileme islemi [llumina Novaseq 6000 platformu ile gerceklestirildi.

Elde edilen ham verilerin FastQC v012.1 yazilimi ile Phred kalite puani belirlenerek kalite
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kontrolii gergeklestirildi (Tablo 3.2). Dizilerin de-novo birlestirilmesi SOAP denovo?2 yazilimi

kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 3.2. Phred kalite kontrol puanlarinin hata oranlar

Phrec_i sk_or Hata intimalleri Dogruluk oram Karakterler
kalitesi
10 10°da 1 %90 #$%8& ()*+
20 100°da 1 % 99 -.112345
30 1000°da 1 % 99.9 6789::h=i?
40 10.000°da 1 % 99.99 @ABCDEFGHLIJ

3.11.2.3. Biyoinformatik Analiz

Phage33’iin tam niikleotid dizisi ve %G+C igerigi VectorBuilder yazilimi ile
belirlendi.  Genomda bulunan tRNA  genlerinin  tespiti  ARAGON  yazilimi
(http://www.ansikte.se/ARAGORN/) kullanilarak belirlendi (Laslett ve Canback, 2004).

Acik okuma ¢ergeveleri (ORF), minimum uzunlugu 100 niikleotit olmak kaydiyla NCBI
ORF bulucusu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gORF/gORE.html) kullanilarak tespit edildi.

Bolgelerin belirlenmesinin ardindan ORF’ler genomda bulunduklari lokasyona gére genomun
5" ucundan baglayarak 3' ucuna gore numaralandirildi. Belirlenen ORF’ler NBCI BlastN
veritabanindaki diziler ile karsilastirilarak Phage33’e ait ORF’ler siniflandirildi. Ayrica, her
bir ORF’nin yakin iliski gosterdigi genom ORF’leri ile olan niikleotit benzerlik yiizdeleri
belirlendi. Bununla beraber, Phage33 ve en yiiksek benzerlik gosteren bes fajin (Xylella phage
Sano, Xylella phage Salvo, Xylella phage Bacata, Stenotrophomonas phage Suzuki,
Xanthomonas phage Seregon) ORF’leri “Gene parity-plot” analizi ile karsilastirilarak
benzerliklerini gosteren haritalar c¢izildi. Analiz sirasinda x ekseni Phage33 gen sirasini y

ekseni karsilastirilan fajin gen sirasini ifade edecek sekilde olusturuldu.

Phage33'in genom bazli filogenisi, NCBI Blast analizi sonucu yiiksek benzerlik
gosteren fajlar ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis faji (CMP1) kullanilarak
VICTOR  (https://victor.dsmz.de) yazilimi ile gergeklestirildi (Meier-Kolthoff ve Goker,
2017). Genomlar arasindaki iliskiler, iki genom arasindaki benzerlikleri ICTV veri tabanini
kullanarak hesaplayan VIRIDIC (Virus Intergenomic Distance Calculator) web sunucusu
kullanilarak analiz edildi (Moraru vd., 2020a).
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Ayrica, cins ve tiir diizeyinde filogeniyi dogrulamak i¢in bazi korunmus proteinlerin
(terminaz biyilik alt birim, major kapsit protein ve portal protein) niikleik asit dizisine
dayanan agaglar ¢izildi. Coklu dizi hizalamalar1 ClustalW ile gergeklestirildi. Filogenetik
agaclar Kimura 2 parametresi Neighbor Joining yontemi kullanilarak 1000 tekrarli olacak
sekilde olusturuldu. Bosluklar ve eksik veriler igeren tim pozisyonlar elendi. Filogenetik
agaclar MEGA 11.0 yazilimi kullanilarak ¢izildi. Baz1 korunmus genlerin niikleik asit dizileri
kullanilarak iki gen arasinda benzerlik VIRIDIC (Virus Intergenomic Distance Calculator)

web sunucusu kullanilarak analiz edildi.
3.12. Emiilsiyon Formiilasyonunun Gelistirilmesi
3.12.1. Deney Tasarimi

Phage33’iin biyokontrol ajani1 olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu
belirlenmesine ragmen arazi kosullarinda etkinligini koruyabilmesi i¢in su icinde yag
emiilsiyonlar1 gelistirildi. Formiilasyonun gelistirilme prosesi Taguchi yontemi ile optimize
edildi. Prosesi etkileyen faktorler ve seviyeleri belirlendi (Tablo 3.3). Dort faktoriin dort farkl
seviyesi i¢in Taguchi Lis ortogonal diizlemi kullanilarak (Tablo 3.4) emiilsiyon

formiilasyonlar1 hazirlandi.

Tablo 3.3. Optimizasyonda kullanilan faktorler ve seviyeleri

Faktorler Seviyel Seviye 2 Seviye 3 Seviye 4
Yag cesidi Misirdzii yagt  Soya fasulyesi yagi  Aycicek yag ~ Findik yagi
Emiilgator orani ] ] . )
(Gliserol: Tween 80) 28 4:6 55 8:2
Emiilsiyon siiresi (dk) 5 10 15 20
Emiilsiyon hiz1 (rpm) 2500 5000 7500 10000

Emiilsiyonlar, icerigi %5 yag, %15 emiilgator ve %80 SM (10° pfu/mL faj iceren)
tamponu olacak sekilde hazirlandi. Su i¢inde yag formiilasyonlarinin hidrofilik-lipofilik denge
(HLB) degeri 8-18 arasinda olmas1 dnerilir. Emiilsiyonda kullanilan yag ¢esidi, emiilgatorler
ve karisimlarinin HLB degerleri Tablo 3.5°te verildi. Kullanilacak emiilgatorler ve yag, filtre
ile steril edildikten sonra aseptik sartlar altinda bakteriyofaj iceren SM tamponuna eklendi.
Homojen bir yap1 olusana kadar homojenizatér yardimiyla belirlenen siire ve hizlarda

karigtirildu.
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Tablo 3.4. Taguchi Lie Tasarimi

verey vapsepar__Eir Bl Emi
1 1 1 1 .
2 1 2 ) ,
3 1 3 3 5
4 1 4 4 .
5 2 1 3 ,
6 2 2 4 .
7 2 3 L .
8 2 4 ) 5
9 3 1 4 5
10 3 2 3 .
11 3 3 ) )
12 3 4 1 ,
13 4 1 ) .
14 4 5 1 .
15 4 3 4 ,
16 4 4 3 .

Tablo 3.5. Emiilsiyonda kullanilan yag ¢esidi, emiilgatorler ve karigimlarinin HLB degerleri

Yag cesidi HBL degeri
Misirdzu yagi 9
Soya fasiilyesi yagi 7
Aygigek yagi 7
Zeytin yag1 7
Emiilgatorler ve karisimlar HBL degeri
Gliserol 3,8
Tween 80 15
Gliserol: Tween80 (2:8) 12,76
Gliserol: Tween80 (4:6) 10,52
Gliserol: Tween80 (5:5) 94
Gliserol: Tween80 (8:2) 6,04
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3.12.2. Emiilsiyonunun inhibisyon Yeteneginin Ol¢iilmesi

Klasik plak assay teknigi sadece tampondaki serbest faj titresinin belirlenmesi igin
kullanilabileceginden hazirlanan emiilsiyonlardaki faj titresi bu teknikle belirlenememektedir
(Esteban vd., 2014). Fajm Cmm-DB3 {izerindeki inhibe edici 6zelligi, bakteriyel

stispansiyonlarin OD' sinde meydana getirdigi azalma ile degerlendirilmektedir.

Emiilsiyonun, Cmm-DB3 bakteri biiyiimesi lizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in 96
gozlii diiz tabanli bir mikro plaka, 40 puL bir Cmm-DB3 kiiltiirii (108 cfu/mL) ve 40 pL taze
King’s B besiyeri ile asilandi. Daha sonra, 40 pL bir Cmm-DB3 kiiltiirii (108 cfu/mL) ve 40
uL taze King’s B besiyeri ile asilandiktan sonra 40 uL emiilsiyon formiilasyondan eklendi.
Mikro plaka orbital ¢alkalayicida 30°C'de inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin optik yogunlugu
600 nm'de 12 saat boyunca her saat 6l¢iildii ve 6l¢iimlerden 6nce mikro plaka 5 sn ¢alkalandi
(Elisa-Reader, Thermo Scientific) (Alvarez vd., 2019). Inkiibasyon sonrasi meydana gelen
inhibisyon oranlar1 belirlendi. Deneyler {i¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Elde edilen
sonuclar Minitab yazimi ile sinyal/giiriiltii orani (biiyiik deger iyi yaklasimi) ve varyans

analizi kullanilarak degerlendirildi.
3.12.3. Dogrulama Deneyi

Yapilan optimizasyon c¢alismasi sonucu sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen
optimum kosullar (misir6zii yagi, gliserol: tween80 (5:5), 10.000 rpm ve 15dk) kullanilarak
bir dogrulama deneyi yapildi. Hazirlanan emiilsiyonun Cmm-DB3’ii inhibe etme oram
3.12.2°de belirtildigi gibi gergeklestirildi. Deney sonuclari, Minitab yazilimi ile elde

edilebilecek tahmini sonug ile karsilastirildi.
3.12.4. Emiilsiyon Formiilasyonun Karakterizasyonu

3.12.4.1. Damlacik Boyutu Dagilimi

Hazirlanan emiilsiyonun karakterizasyonu igin partikiil boyut analizi Bilecik Seyh
Edebali Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
(BARUM) gergeklestirildi. damlacik boyut analizi lazer 1sik saginim prensibine goére ¢alisan
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK) ile geceklestirilerek ortalama boyutu belirlendi
(Esteban vd., 2014).

3.12.4.2. Elektron Mikroskopisi
Emiilsiyon formiilasyonun morfolojisini gozlemlemek i¢in Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde bulunan

taramali elektron mikroskobu kullanildi. Emiilsiyondaki partikiillerin yiizey goriintiisiinii ve
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boyutunu belirlemek i¢in 20 pL emiilsiyon stub lizerine damlatildi ve 37°C’de 24 saat
boyunca kurumaya birakildi. Kurutulan stub, otomatik piiskiirtmeli kaplayic1 platin tozuyla
kaplandi. Kaplanan 6rnek ZEISS/Supra 40VP taramali elektron mikroskobu ile incelenerek

fotograflandi.

3.12.4.3. Raf Omrii

Emiilsiyonun stabilitesinin belirlenmesi i¢in emiilsiyon oda 1sisinda ve +4°C
bekletilerek 0., 1., 3., 6., 9. ve 12. aylarda emiilsiyonun inhibisyon yetenegi 3.12.2°de
belirtildigi gibi hesaplandi ve degerlendirildi.

3.13. Emiilsiyon Formiilasyonun Etkinliginin Belirlenmesi

Emiilsiyon formiilasyonunun yesil aksamda hastalik gelisimini Onleyici etkisi saksi
denemeleriyle belirlendi. Bunun igin, domates tohumlar1 yiizey sterilizasyonuna maruz
birakildiktan sonra viyollere ekimi yapilarak %85 bagil nem ve 25°C'de 16/8 saat
glindiiz/gece foto periyodunda iklim odasinda g¢imlendirildi. Olusan fideler viyollerden
saksilara alindi. Her saksiya 3 fide transfer edildi. Fideler 2-3 gercek yaprakli domates bitkisi
haline gelene kadar biiyiitiildi. Denemeler dort karakterli ve 3 tekerriirli olarak sabah

saatlerinde gercgeklestirildi.

1. Karakter: Kontrol (Bitkilere sulama diginda hic¢bir uygulama yapilmadi.)

2. Karakter: Bakteri uygulamasi (ODeoo=0,1 olacak sekilde hazirlanan bakteri
stispansiyonundan 100 pL ilk yaprak nodiiliinden siringa ile inokiile edildi.)

3. Karakter: Emiilsiyon formiilasyonu + bakteri uygulamasi (108 pfu/mL faj iceren 10
mL emiilsiyon formiilasyon piskiirtiildiikten 1 saat sonra ODegoo=0,1 olarak
ayarlanmis bakteri siispansiyonundan 100 pL ilk yaprak nodiiliinden siringa ile
inokiile edildi.)

4. Karakter: Bos emiilsiyon+bakteri uygulamasi (Faj icermeyen 10 mL emiilsiyon
puskiirtiildiikten 1 saat sonra ODeoo=0,1 olarak ayarlanmis bakteri

stispansiyonundan 100 pL ilk yaprak nodiiliinden siringa ile inokiile edildi.)

Uygulamalardan sonra saksilar, %85 bagil nemde ve 25°C'de 16/8 saat giindiiz/gece foto
periyodunda bir biiylime odasinda tutuldu. Hastalik semptomlari {i¢ hafta boyunca izlendi ve

fotograflandi.
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4. BULGULAR
4.1. Clavibacter michiganengis subsp. michiganensis izolasyonu

Toplanan 6rneklerden toprak ve bitki materyallerinden ayr1 ayr1 patojenin izolasyonu
gergeklestirildi. Toplanan 45 toprak Orneginden 42, 45 bitki orneklerinden ise 28 Ornegin
YDC agarda sar1 pigment iirettigi belirlendi. Toplamda Cmm olabilecegi diisiiniilen YDCA
besiyerinde sar1 koloni olusturan 70 bakteri izole edildi ve saflastirildi. Saflagtirilan bakteri

izolatlar1 -80°C'de %50 gliserol igeren YDC besiyerinde saklandi.
4.2. Izolatlarm Morfolojik ve Biyokimyasal Tanimlamasi

Saflagtirilan 70 izolatin gram boyamalar1 yapildi ve 14 izolatin basil hiicre sekline
sahip gram pozitif bakteri oldugu belirlendi. Daha sonra gram pozitif oldugu belirlenen
izolatlarin katalaz testi, nigasta hidroliz testi, jelatin hidroliz testi ve 5% NaCl biiylime testi
gerceklestirildi ve sonuglar Tablo 4.1°de gosterildi. Izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri Bergey's Manual of Systematic Bacteriology'ye (Brenner vd., 2005) gore
degerlendirildi. Buna gére; DB11, DB12, DB13, DB18, DB23, DB24, DB35, DB38 ve DB42
izolatlarinin Cmm benzeri biyokimyasal ve morfolojik 6zellikler gosterdigi belirlendi (Tablo
4.1). Cmm benzeri 6zellik gosteren izolatlardan DB11, DB12, DB13, DB18’in Bilecik, DB23,
DB24’in Canakkale, DB35, DB38 ve DB42’nin ise Izmir’den izole edildigi goriildii.
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Tablo 4.1. Bakteriyel izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

.. - Nisasta
. Gram  Hiicre Jelatin Katalaz NaCl . :
Izolatlar Lokasyon Boyama Sekli  Testi Testi  (%5) Hidroliz

Testi
DB11 Bilecik + Basil + + + -
DB12 Bilecik + Basil + + + -
DB13 Bilecik + Basil + + + -
DB14 Bilecik + Basil - - - -
DB15 Bilecik + Basil - - - -
DB18 Bilecik + Basil + + + -
DB19  Canakkale + Basil - - - -
DB22  Canakkale + Basil - - - -
DB23  Canakkale + Basil + + -
DB24 [zmir + Basil + + -
DB33 [zmir + Basil - - - -
DB35 [zmir + Basil + + + -
DB38 [zmir + Basil + + + -
DB42 [zmir + Basil + + + -
DB3* + Basil + + + -

*Kontrol izolat1
4.3. Bakteri izolatlarinin Molekiiler Tanimlamasi

Morfolojik ve biyokimyasal o6zellikleri Cmm ile benzer 9 izolatin (DB11, DB12,
DB13, DB18, DB23, DB24, DB35, DB38 ve DB42) DNA izolasyonu yapilip, pat-1 viriilans
genine 0zgii primer ile amplifiye edildi. Agaroz jel elektroforezi sonrasi, DB13 disindaki tiim

izolatlarda 614 bg¢ boyutunda beklenen bantlarin varligi belirlendi (Sekil 4.1).

614 bp

Sekil 4. 1. izolatlarin pat-1 geninin agaroz jel elektroforezi. M: Marker, 1: DB3 (kontrol), 2:
DB11, 3: DB12, 4: DB18, 5: DB23, 6: DB13, 7: DB24, 8: DB35, 9: DB38, 10: DB42
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4.4, Patojenite Testi

Morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler tanimlama sonras1t Cmm olabilecegi diisiiniilen
DBI11, DB12, DB18, DB23, DB24, DB35, DB38 ve DB42’nin patojenite testi yapildi. Ilk
belirtilerin asilama yapildiktan yaklagik 10 giin sonra ortaya ¢iktigi belirlendi (Sekil 4.2).
Yaklasik 15 giin sonra, asilama yerlerinde ve sapin uzunlugu boyunca uzunlamasina catlaklar
gozlendi (Sekil 4.3). Sapin her yerinde kiigiik merceksi kanserler de gozlendi. 25 giin sonra,
baz1 bitkilerin sadece yapraklart tamamen solarken, bazi bitkilerin tamamen solarak kurudugu
goriildii. Ayn1 zamanda, bitkilerin uygulama yapilmayan kontrol grubuna goére daha kiigiik

kaldig1 gozlendi.

Bakteri izolatlarinin viriilansinda da farkliliklar belirlendi. Hastalik belirtileri ilk
olarak DB11, DB23 ve DB38 ile enfekte edilen bitkilerde gozlenirken, DB12 ve DB35 ile
enfekte olmus bitkilerde en son ortaya ¢ikti. Steril su uygulamasi yapilan kontrol grubunda ise

herhangi bir hastalik belirtisi gézlenmedi.

Sekil 4. 2. Patojenite testlerinde kullanilan bitkilerin 10. giindeki goriintiileri. A: Kontrol, B:
Cmm-DB3, C: DB11 izolatlar1 uygulanan bitkiler
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Sekil 4. 3. Patojenite testlerinde kullanilan bitkilerin 15. giindeki goriintiileri. A: Kontrol, B:
Cmm-DB3, C: DB11 izolatlar1 uygulanan bitkiler

4.5. Faj izolasyonu ve Konak Spektrumunun Belirlenmesi

Toplanan 90 &rnekten elde edilen filtratlardan Cmm-DB3 iizerinde litik etki gosteren
22 faj tespit edildi. Fajlarin 14’1 toprak 6rneklerinden 8’i ise hastalikli bitki materyallerinden

izole edildi.

Saflagtirilan fajlarin konak spektrumu, ¢aligmada tanimlanan 8 Cmm (DB11, DB12,
DB18, DB23, DB24, DB35, DB38, DB42) izolat1 iizerinde belirlendi. Faj5, Fajl4, Faj24,
Faj33, Faj39, Faj4l, Faj44, Faj49, Faj6l ve Faj82’nin diger fajlara gore daha genis bir
konakg1 araligina sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.4) (Tablo 4.2). Fajlarin, kontrol olarak
kullanilan Pantoae agglomerans ve Acidovorax citrulli 'de plak olusturmadig goriildii.
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Tablo 4.2. Cmm-DB3 izolatlarinda seffaf plaklar olusturan fajlarin konak¢i1 araligi

Bakteri izolatlar

Faj
. DB11 DB12 DB18 DB23 DB24 DB35 DB38 DB42 P agglomerans  A. citrulii Lokasyon

2 - - - - - - - - - - [-Foca

5 + - - - - + - - - [-Menemen
14 + - - + + + + - - B-Osmaneli
16 - - - - - - - - - - B-Gdlpazari
21 - - - - - - - - - - I- Foca
24 + + - + + + + + - - I-Foga
27 - - - - - - - - - - B-Pazayeri
33 + - - - + + + + - - I-Menderes
34 ] ) ] ; ; - - - - B- Sogiit
39 + - - + - + + - - C-Can
41 + - - + + + + - - C- Eceabat
44 - - - - - + - + - - C- Kumkale
49 + + - + + + + + - - C- Can
43 - - - - - - - - - - C- Kumkale
46 - - - - - - - - - - C-Kumkale
52 - - - - - - - - - - C-Eceabat
57 - - - - - - - - - - B-Merkez
61 + - - + + + + + - - C-Bayramig
71 - - - - - - - - - - C-Bayramig
80 - - - - - - - - - - C-Can
82 + - - - - - + + - - [-Torbali
85 - - - - - - - - - - B-Osmaneli

B: Bilecik, C: Canakkale, I: Izmir



Sekil 4.4. Genis konak araligina sahip fajlarin plak goriintiisii
4.6. Fajlarin Sicaklik ve pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Konak spektrumu genis oldugu belirlenen 10 fajin (Faj5, Fajl4, Faj24, Faj33, Faj39,
Faj4l, Faj44, Faj49, Faj6l ve Faj82) farkli pH ve sicakliklarda stabilitesi degerlendirildi.
Faj33’tin baslangic titresine kiyasla test edilen tim sicakliklarda 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan stabil kaldig1 belirlendi (P>0.05). Faj24’iin titresinde baslangica kiyasla ~1,5
logaritmik (log) birim azalma goriilse de sicaklik toleransinin diger fajlardan daha yiiksek
oldugu tespit edildi (Sekil 4.5). Ote yandan, diger fajlarm sicaklik uygulamasi sonrasi

titresinde baslangica gore ~3 log azalma belirlendi.

pH stabilite testi sonrasi, Faj41’in titresi pH8 ve pH9’da degismezken (P>0.05) diisiik
pH’larda titresinde ~1 log azalma meydana geldi (Sekil 4.6). Faj24 ve Faj33'in titresinde tim
pH’larda baslangic titresine gore azalma goriilmekle birlikte diger fajlardan daha stabil

olduklar1 goriildii.
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Sekil 4.5. Cmm' ye 6zgii fajlarin sicaklik toleransi. Cubuklar {i¢ tekrarin ortalamasini gosterir.

Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gosterir.
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Sekil 4.6. Cmm' ye 6zgii fajlarin pH toleransi. Cubuklar ii¢ tekrarin ortalamasini1 gosterir. Hata

cubuklar1 standart sapmay1 gosterir.

4.7. Fajlarin Cmm-DB3 izolati Uzerindeki inhibisyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Konak spektrumu genis, sicaklik ve pH toleransi yiiksek Faj24, Faj33, Faj41’in Cmm-
DB3 iizerindeki inhibisyon yetenekleri belirlendi. Fajlarin tek basina ve kokteyl seklinde
uygulanmasimin inhibe edici etkisi, Cmm-DB3'in (ODeso=0,1) farkli MOI’lerde enfekte
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edilmesi ile belirlendi. Faj24 ile enfekte edilmis Cmm-DB3%in biiyliimesi MOI=100’de
minimum inhibisyon gosterirken MOI=1000’de bakteriyel biiyiimeyi %46,94 azalttig: tespit
edildi (Sekil 4.7). Phage24'in aksine Faj33, MOI=10 (%57,77) ve MOI=100'de (%57,50)
maksimum inhibisyon gosterirken MOI=1000'de (%33,33) minimum inhibisyon gosterdi
(Sekil 4.8). Faj4l ise en yiiksek inhibisyon etkisini MOI=1'de (%48,33) gosterdi (Sekil 4.9).
Ayrica, D1 (33-41 fajlardan olusan), D2 (24-33 fajlardan olusan), D3 (24-41'den olusan), D4
(24-33-41'den olusan) faj kokteylinin bakteriyel inhibisyonu degerlendirildi ve MOI=1'de en
etkili kokteylin %48,33 ile D2 oldugu belirlendi (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil
4.12). Fajlarin kokteyl seklinde kullanilmalarinin sinerjistik bir etki gostermedigi goriildii.
Faj33’lin inhibisyon yetenegi diger fajlardan daha fazla oldugu i¢in sonraki ¢aligsmalara Faj33
ile devam edildi.
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Sekil 4.7. Faj24 tarafindan farkli MOUI'lerde enfekte edilen Cmm-DB3'{in biiyiime egrileri.

DB3: Kontrol
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Sekil 4.8. Faj33 tarafindan farkli MOI'lerde enfekte edilen Cmm-DB3'{in biiyiime egrileri.

DB3: Kontrol
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Sekil 4.9. Faj41 tarafindan farkli MOI'lerde enfekte edilen Cmm-DB3'iin biiyiime egrileri.

DB3: Kontrol
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Sekil 4.10. Kokteyl D1 (Faj24 ve Faj33) tarafindan farkli MOI'lerde enfekte edilen Cmm-
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DB3'iin biiyiime egrileri. DB3: Kontrol
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Sekil 4.11. Kokteyl D2 (Faj24 ve Faj41l) tarafindan farkli MOI'lerde enfekte edilen Cmm-

DB3'iin biiyiime egrileri. DB3: Kontrol
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Sekil 4.12. Kokteyl D3 (Faj33 ve Faj41) tarafindan farkli MOI'lerde enfekte edilen Cmm-
DB3'iin biiyiime egrileri. DB3: Kontrol
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Sekil 4.13. Kokteyl D4 (Faj24, Faj33 ve Faj41l) tarafindan farkli MOI'lerde enfekte edilen
Cmm-DB3'iin biiytime egrileri. DB3: Kontrol
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4.8. Phage33’iin Morfolojik Karakterizasyonu

Phage33'iin elektron mikroskobu goriintiileri, Uluslararasi Virlis Taksonomi
Komitesi'nin  (ICTV) daha onceden belirledigi taksonomiye gore fajin Siphoviridae
familyasina ait oldugunu gosterdi. Phage33’iin yaklasik 553 nm ¢apinda bir ikosahedral basa
ve yaklagik 1705 nm uzunlugunda uzun, ince, kasilmayan bir kuyruga sahip oldugu

belirlendi (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Phage33'iin gegirimli elektron mikroskopisi (TEM) goriintiisti.
4.9. Phage33’iin Niikleik Asit Izolasyonu

Hazirlanan faj siispansiyonun konsantrasyonu DLA metodu ile hesapland: ve 1,6x10%2
pfu/mL olarak belirlendi. Niikleik asit izolasyonu yapildiktan sonra DNaz ve RNaz
uygulamasi yapildi. Yapilan uygulama sonucu Phage33’iin niikleik asit tipinin DNA olduguna
karar verildi (Sekil 4.15). Faj siispansiyonundan izole edilen DNA o6rnegi ve kalitesi jele
yiiklenerek kontrol edildi (Sekil 4.15). Izole edilen DNA’nin OD260/OD2go orani 1,89
konsantrasyonu da 56,80 ng/uL olarak belirlendi.

Sekil 4.15. Izole edilen DNAnin agaroz jel goriintiisii M: Marker, 1: Phage33 Niikleik asit,2:

RNase uygulanan 6rnek, 3: DNase uygulanan 6rnek
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4.10. Genom Dizilenmenin Kalite Kontrolii

BMLabosis firmasina goénderilen DNA’nin dizilemeye uygun oldugu tespit edildikten
sonra dizileme i¢in olusturulan kiitiiphanenin kalitesi Phred puanlamasina gére kontrol edildi.
Phred kalite puani1 her niikleotitin dogrulugunu sayisal olarak ifade eder. Yiiksek Q degeri
yiliksek dogrulugu gosterir. Kiitiiphanemizin Phred Q degeri 37 olarak belirlendi. Buna gore
dogruluk oranin %99,9’dan fazla oldugu tespit edildi.

4.11. Phage33 Genomunun Ozellikleri

Okunan kisa dizilerin birlestirilmesi (assembly) sonucunda tek parca DNA (kontig)
olusturuldu. Genom biiyiikliigiiniin 56,324 baz ¢ifti, G+C igeriginin ise %62,49 oldugu
belirlendi. Dizinin NCBI (National Center for Biotechnology Information: Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri tabanina kaydi yapildi ve OR548257 erisim numarasiyla
genom dizisi tescillendi. Birbiri ile ¢akismayan ya da kiigiik ¢akigmalari olan 100 bg ve daha
uzun gen bolgesini kodlayan kisimlar potansiyel agik okuma zincirleri (ORF) olarak atandi.
Genomda uzunluklar1 144 ile 4338 baz ¢ifti arasinda degisen ATG kodonuyla baglayan toplam
67 acik okuma gercevesi (ORF) belirlendi. Genomun %90,96'sinin, kodlayan bolge oldugu
goriildii. Genomda tRNA kodlayan genlere rastlanmadi. ORF’lerden 23 tanesi ileri (forward)
yonlii iken digerlerinin geri (revers) yonlii oldugu belirlendi. Belirlenen ORF'lerden 37’sinin
NCBI veri tabanindaki fonksiyonel olarak belirlenen faj ORF’lerine yiiksek homoloji
gosterdigi, geri kalan 30 ORF’nin ise islevleri heniiz tanimlanmayan hipotetik ORF’ler

oldugu tespit edildi. Calismalar sonucu olusturulan genom haritasi Sekil 4.16’da gosterildi.

Phage33’iin ORF niikleotit dizilerinin Blast analizi sonucu benzerlik gosterdigi
Xylella phage Sano (%92,37), Stenotrophomonas phage Suzuki (%88,0), Xylella phage Salvo
(78,31), Xylella phage Bacata (78,26), Xanthomonas phage Seregon (78,25) ile
karsilagtirmas1 Tablo 4.3’te verildi. Ayrica Phage33 ve diger fajlarin karsilagtirmali genomik
ozellikleri Tablo 4.4’de verildi (Ahern vd., 2014; Sullivan vd., 2022).
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Tablo 4.3. Phage33 ve benzerlik gosterdigi fajlarin agik okuma ¢ergevelerinin karsilastirilmasi

ORF Gen Adi Pozisyon Biiyiikliik | Biiyiikliik Sano Suzuki Salvo Bacata Seregon
(nt) (aa) (NC_042344.1) | (MZ326855.1) | (NC 042345.1) | (NC 052973.1) | (ON189048.1)
1 Hipotetik protein 1<321 321 107 - - - - -
2 Hipotetik protein 521<910 390 130 - 4 (94,36) - - -
3 Hipotetik protein 964>1509 546 182 4 (91,78) 5 (78,51) - - -
4 Hipotetik protein 1846<2463 618 203 8 (83,01) - - - -
5 Hipotetik protein | 3326<3550 225 75 10 (90,67) 10 (87,50) - - -
6 Hipotetik protein | 3666<4226 561 187 12 (95,37) 12 (69,38) - - -
7 Hipotetik protein 4356>5684 1329 442 13-14 (93,99) | 13-14 -15(89,51) 52(69,96) 63(69,67)
8 Hipotetik protein 5706>7577 1872 623 - 16(68,64) - - -
9 Hipotetik protein | 7702<8220 519 173 17 (93,82) 18(76,92) - - 59(71,89)
10 Hipotetik protein 8342<8749 408 128 18 (96,25) - 17(83,62) 46(83,62) 58(85,22)
11 Hipotetik protein | 8725>9015 291 97 19 (97,94) 21(97,19) 18(86,22) 45(86,22) 57 (84,19)
12 Hipotetik protein | 8978<9367 390 130 20-21 (81,54) - - - -
13 Hipotetik protein | 9560>10141 582 193 23 (96,74) 24(89,18) 20(77,95) 43(79,46) 53(78,85)
14 | Hipotetik protein | 10147>10305 159 53 24 (96,86) 25(84,28) - - -
15 | Hipotetik protein | 10305>10622 318 106 25 (98,43) 26(85,81) 21(76,92) 42(76,92) 52(75,11)
16 Hipotetik protein | 10709<10978 270 90 26 (99,26) 27(87,55) 22(77,22) 41(77,22) 51(75,77)
17 Hipotetik protein 11001>11360 360 120 - 28(77,69) - - -
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Tablo 4.3’iin devama,

18 | Sistein dioksigenaz | 11357>12067 711 237 28 (99,02) 29 (91,56) 24 (77,32) 39 (78,02) 49 (76,25)
19 | Hipotetik protein | 12103>12657 555 184 29 (99,62) 32 (76,51) 25 (76,85) 37 (78,34) 47 (77,27)
20 | Hipotetik protein | 12741>13253 513 171 30 (88,72) 33 (87,72) 26 (69,11) 36 (68,59) 46 (68,64)
21 | Magz pirofosfat | 13498>13869 372 124 31 (94,61) 34 (94,34) 27 (73,64) 36 (73,37) 45 (72,28)
22 Hipotetik protein | 13937>14209 273 91 32 (87,02) 35 (88,80) - - -
23 | Hipotetik protein | 14262>14783 522 174 33 (81,57) 36 (91,19) 29 (72,54) 33 (72,76) 43 (73,00)
24 | Hipotetik protein | 14792515235 444 148 34 (90,56) 37 (90,56) 30 (78,83) 32 (77,53) 42 (79,95)
25 Kinaz 15228>15965 738 246 35 (94,37) 38 (86,28) 32 (67,74) 31 (68,32) 41 (67,88)
26 | DNA topoizomeraz | 16262>17251 990 330 37 (86,31) 41 (93,91) 33 (81,54) 29 (81,54) 39 (81,17)
27 Hipotetik protein | 17176>17763 588 196 38 (87,10) 42 (91,0) - 28 (76,05) -
28 0-spanin 17802>18266 465 155 39 (95,70) 44 (90,43) - - -
29 Rz spanin 18175<18549 375 125 40 (94,13) 45 (91,20) - - -
30 Holin-antiholin | 18546<19040 495 165 41 (78,02) 46 (96,77) - - -
31 Holin 19040<19462 432 141 42 (86,56) 47 (93,38) - - -
32 Endolisin 19464<20042 579 193 43 (92,57) 48 (90,33) - - -
33 | Tail fiber protein | 20061<20627 567 189 44 (81,50) 49 (85,33) 39 (76,31) 24 (77,47) -
34 TaiL‘;‘zf:mb'y 21108<22070 963 321 45 (73,25) 50 (79,52) 40 (72,78) 22 (72,50) 32 (71,59)
35 TaiL‘;‘gi’:mb'y 22254<22991 738 246 47 (83,11) 52 (85,23) 42 (78,41) 20 (79,14) 30 (78,41)
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36 Tail protein 23018<25546 | 2529 843 48 (89,60) 53 (87,98) 43 (77,81) 19 (77,69) 29 (77,81)
37 Ta'Lfgf:mb'y 25546<26367 822 274 49 (87,10) 54 (87,59) 44 (80,35) 18 (80,47) 28 (80,22)
38 Ta'Lfgf:mb'y 26369<28081 | 1713 571 50 (87,69) 55 (86,94) 45 (77,47) 17 (77,66) 27 (77,47)
39 Yapisal protein | 28083<29003 921 307 51 (88,33) 56 (85,11) 46 (74,62) 16 (74,65) 26 (74,86)
40 Yapisal protein | 29003<30016 | 1014 338 52 (84,65) 57 (85,74) 47 (77,50) 15 (77,11) 25 (77,62)
41 Tail leghttape | 5576 24363 | 4338 1446 53 (91,98) 58 (87,88) 48 (78,13) 14 (78,08) 24 (78,14)
measure proteln
42 Tail leght tape 1 5000 35067 516 172 54 (98,26) 60 (83,33) 50 (73,06) 12 (73,26) 22 (72,20)
measure proteln
Major tail protein
43| ith 1o-like domain | 3190<35978 789 263 56 (92,27) 61 (90,87) 51 (80,79) 11 (80,92) 21 (80,23)
44 Tail terminator | 36009<36425 417 139 57 (98,56) 62 (86,92) 52 (80,72) 10 (80,24) 20 (81,06)
45 | Hipotetik protein | 36514<37149 636 212 58 (97,17) 63 (92,28) 53 (79,28) 9 (79,35) 19 (79,74)
46 Hipotetik protein | 37146<37493 348 116 59 (98,56) 64 (90,80) - - -
47 | Hipotetik protein | 37520<37819 300 100 60 (92,33) 65 (79,62) 55 (74,89) 7 (74,89) 17 (74.36)
48 Ma;fét‘;?rﬁ’s“ 37901<38926 | 1026 342 61 (96,49) 66 (88,63) 56 (88,22) 6 (88,12) 16 (88,01)
49 Decarator protein | 38986<39405 420 140 62 (98,10) 67 (82,03) 57 (78,17) 5 (77,36) 15 (76,60)
50 Hea‘;r@f;:sr:“o” 39472<40866 | 1395 465 63 (96,35) 68 (90,76) 59 (77,95) 4 (77,68) 14 (79,06)
51 Portal protein | 40811<42469 | 1659 553 65 (95,34) 69 (93,31) 60 (85,23) 3 (85,05) 13 (85,29)
Head tail adaptor
52 oein AdIR | 42483<42710 228 76 66 (92,11) 70 (87,72) 61 (77,19) 2 (77,19) 12 (78,51)
53 | Terminaz biiyiik alt | 42717<44840 | 2124 708 67 (95,06) 71 (92,28) 62 (84,6) 1(84,77) 11 (85,19)
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54 Termi”giilfg‘?ﬁk alt | 44833<45411 579 193 68 (94,13) 72 (88,72) 63 (83,33) - 10 (82,99)
55 Helikaz 45398<46519 | 1122 374 69 (95,54) 73 (89,57) 64 (77,88) 68 (76,77) 9 (77,52)
56 Endoniikleaz | 46475>46783 | 309 103 69 (97,73) - - - -
57 Endoniikleaz | 46804<47106 | 303 101 70 (96,37) 74 (86,87) 65 (82,27) 67 (82,08) 8 (83,28)
58 | DNApolimeraz | 47103<49169 | 2067 689 71 (95,21) 75 (89,99) 66 (81,41) 66 (79,67) 7 (81,26)
50 | GP2.5 like ss DNA | 49243<49680 | 438 146 72 (99,54) 76 (83,75) 67 (69,28) 65 (80,27) -

60 | GP2.5 like ss DNA | 49744>50373 630 210 72 (96,66) - - 64 (70,36) -

61 Ekzoniikleaz | 50133<51365 | 1233 411 73 (92,13) 77 (91,65) 68 (79,63) 64 (78,76) 5 (79,04)
63 | Hipotetik protein | 52106<52309 204 68 75 (89,71) 79 (91,18) 70 (90,69) 62 (80,39) 3(89,22)
64 DNAprimaz | 52325554829 | 2505 835 76 (94,66) 80 (92,06) 71 (81,25) 61 (80,27) 2 (81,17)
65 | Hipotetik protein | 54867>55169 | 303 101 77 (95,71) 81 (86,23) 72 (67,10) - 1 (67,47)
66 | Hipotetik protein | 55229<55489 261 87 - 82 (78,54) - - -

67 | Hipotetik protein | 55973<56116 144 48 - 83 (89,44) - - -

OREF uzunluklari niikleotitler (nt) ve aminoasitler (aa) olarak verilmektedir. Phage33 ORF’lerinin Xylella phage Sano, Xylella phage Salvo,

Stenotrophomas phage Suzuki, Xantohomonas phage Seregon ve Xylella phage Bacata’da karsilik gelen ORF’lere benzerlikleri, ORF numaralari

ve parantez icerisinde niikleotit benzerlik oranlari ile gosterilmektedir. Pozisyondaki oklar ORF’nin yoniinii belirtmektedir.




Tablo 4.4. Phage33, Xylella phage Sano, Stenotrophomas phage Suzuki, Xylella phage Salvo,
Xylella phage Bacata ve Xantohomonas phage Seregon’nun genom &zelliklerinin

karsilastirilmast

Ozellikler Phage33 Sano Suzuki Salvo Bacata  Seregon

Genom 56,324 56,147 56,042 55601 56232 55527
uzunlugu (bg)
GCicerigi (%) %6249 %623  %62,6 %630 %625 %63
ORF sayist 68 77 113 72 68 72
Kodlama 90,69 95,4 94,6 96,9 88,8 96,36
ylizdesi
tRNA 0 0 0 0 0 0

Sano: Xylella phage Sano, Suzuki: Stenotrophomonas phage Suzuki, Xylella phage Salvo,
Bacata: Xylella phage Bacata, Seregon: Xanthomonas phage Seregon

Phage33 ve Blast sonucu benzerlik gosterdigi fajlar i¢in “Gene parity-plot” analizi
gergeklestirilerek ORF’lerin dagilim grafikleri ¢izildi. Buna gore, Phage33’tin Xylella phage
Sano ve Stenotrophomonas phage Suzuki ile ortak ORF sayisinin daha yiiksek oldugu
belirlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Phage33 genomunun benzer genomlar ile karsilagtirmali gen dagilim analizi.

Genlerin varlig1 ve goreceli konumu (mavi noktalar) ¢ift yonlii olarak karsilastirildi.
4.12. Genom Icerigi

Phage33 genomunda yer alan genlerin diger dsDNA fajlarinda oldugu gibi
replikasyon, kapsit olusumu, kuyruk olusumu, DNA paketlenmesi, regiilasyon ve

metabolizma, konak lizisi ve hipotetik gen gruplarini igerdigi belirlendi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Phage33 genomunda bulunan genler ve fonksiyonlari

Gen Fonksiyonu Phage33’ de bulunan genler

DNA topoizomeraz (ORF26), helikaz (ORF55), DNA
Replikasyon polimeraz (ORF58), DNA primaz (ORF64), GP2.5 benzeri ss
DNA(ORF59-60)

Major kapsit protein (ORF48), dekarator protein
Kapsit Olusumu (ORF49), head maturation proteaz (ORF50), bas kuyruk
adaptor protein Ad1R (ORF52), yapisal protein (ORF39-40)

Kuruk fiber protein (ORF33), kuyruk birlesme protein
(ORF34-35-37-38), tail protein (ORF36), tail length tape

Kuyruk Olusumu measure protein (ORF41-42), major tail protein with Ig-like
domain (OFR43), tail terminator (ORF44)
. Terminaz biiylik alt inite (ORF53), terminaz kii¢iik alt
DNA paketlenmesi tinite (ORF54), portal protein (ORF51)
Regiilasyon ve Ekzoniikleaz, endoniikleaz, kinaz, Mag Z benzeri pirofosfat,
modifikasyon sistein dioksigenaz

o-spanin (ORF28), Rz-benzeri spanin (ORF29), holin antiholin
Konak Lizisi (ORF30), holin (ORF31), endolizin (ORF32),
putative lipoprotein (ORF62)

ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7, ORFS,
ORF9, ORF10, ORF11, ORF12, ORF13, ORF14, ORF15,
Hipotetik ORF16, ORF17, ORF19, ORF20, ORF22, ORF23, ORF24,
ORF27, ORF45, ORF46, ORF47, ORF63, ORF66, ORF67,
ORF68

4.13. Filogenetik Analiz

NCBI Blast analizi sonucu Phage33 en yliksek benzerligi (%92,37) Xylella phage Sano
ile gosterdi. VICTOR yazilimi kullanilarak ¢izilen filogenetik agagta da Phage33 ile Xylella
phage Sano aymi kolda (cluster) yer aldi (Sekil 4.18A). VIRIDIC analizi ile viriislerin
intergenomik benzerlikleri tespit edildi ve benzer sekilde Phage33 ile Xylella phage Sano
arasinda %85,9 benzerlik belirlendi. Ote yandan, VICTOR ile gergeklestirilen analizler
sonucu olusturulan filogenetik agagta Clavibacter phage CMP1 fajinin dis grup gibi yer aldigi
goriildii. Ayrica, Phage33 ile Clavibacter phage CMP1 arasinda herhangi bir benzerlik
olmadigi VIRIDIC analizi ile de tespit edildi (Sekil 4.18B).
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Sekil 4.18. Phage33 tiim genom niikleotit dizisinin yakindan iligkili fajlar ve Clavibacter

CMP1 ile filogenetik analizi. (A) Tiim genom niikleotit dizisinin VICTOR ile filogenetik

agaci. (B) Fajlarin intergenomik benzerlikleri.

Phage 33’iin major kapsit proteini, portal protein ve terminaz biiyiik alt birim niikleik
asit dizileri kullanilarak, yiiksek benzerlik gosterdigi diger genomlardaki bu genler ile
karsilagtirildi. Neighbor joining metodu ile gergeklestirilen analizler sonucu olusturulan
filogenetik agaclarda Phage33’iin Xylella phage Sano ile ayni kolda (cluster) yer aldigi
goriildi. Phage33, VIRIDIC analizlerinde de Xylella phage Sano’nun major kapsid protein,
portal protein ve terminaz large subunit ile sirasiyla %96,5, %95,8 ve 95,1 benzerlik gosterdi
(Sekil 4.19, 4.20, 4.21).
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Sekil 4.19. Phage33, yakindan iliskili fajlar ve Clavibacter CMP1'in major kapsid proteinine
gore filogenetik analizi. (A) Major kapsid proteininin Neighbor-joining metodu ile filogenetik

agaci (B) Fajlar arasindaki ikili genom arasi benzerlikler.
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Sekil 4.20. Phage33, yakindan iligkili fajlar ve Clavibacter CMP1'in portal proteine gére
filogenetik analizi. (A) Portal proteinin Neighbor-joining metodu ile filogenetik agaci. (B)

Fajlar arasindaki ikili genom aras1 benzerlikler.
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Sekil 4.21. Phage33, yakindan iliskili fajlar ve Clavibacter CMP1'in terminaz biiyiik alt birim
proteinine gore filogenetik analizi. (A) Terminaz biiyiik alt birimin Neighbor-joining metodu

ile filogenetik agaci (B) Fajlar arasindaki ikili genom arasi1 benzerlikler.

Phage33’iin en yiiksek benzerlik gosterdigi Xylella phage Sano ile benzerlik orani
%95 alti oldugundan tiir bazinda bir eslesme olmadigi sonucuna varildi. Phage33, Xylella
phage Sano ile %70 lizeri benzerlik gosterdiginden iki fajin da ayni cinse (Sanoviriis) ait

farkl tiirler oldugu ortaya konmus oldu.

4.14. Emiilsiyon Formiilasyonunun Gelistirilmesi

Taguchi  metodu kullanilarak  emiilsiyon  formiilasyonunun optimizasyonu
gerceklestirildi. Yag cesidi, kullanilan emiilsiyonlarin farkli oranlari, homojenizasyon hizi ve
siiresinin optimizasyonu gerceklestirildi. Lis Taguchi ortagonal dizisi kullanilarak olusturulan

emiilsiyonlarin Cmm-DB3 {izerindeki inhibisyon yetenegi belirlendi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Taguchi L16 ortagonal diizlemine gore bakteri inhibisyonu

Faktorler ve Seviyeleri

Cmm-DB3

Deney Yag Emiilgator Emiilsiyon  Emiilsiyon hiz1 inhibisyon

Cesidi orani siiresi (dK) (rpm) oram (%0)
1 Misirdzii yagi 2:8 5 2500 65
2 Misirdzii yagi 4:6 10 5000 74
3 Misirdzii yagi 555 15 7500 80
4 Misirdzii yagi 8:2 20 10000 75
5 Soya yag1 2:8 15 5000 66
6 Soya yagi 4:6 20 2500 67
7 Soya yag1 55 5 10000 76
8 Soya yag1 8:2 10 7500 75
9 Aycicek yagi 2:8 20 7500 62
10 Aygicek yagi 4:6 15 10000 68
11 Aygicek yagi 55 10 2500 71
12 Aygicek yagi 8:2 5 5000 60
13 Findik yag1 2:8 10 10000 61
14 Findik yag1 4:6 5 7500 62
15 Findik yagi 55 20 5000 72
16 Findik yag1 8:2 15 2500 63

Elde edilen sonuglarin, Minitab 17 yazilimi kullanilarak sinyal/giiriiltii ve varyans
analizi gergeklestirildi. Her faktor icin belirlenen en biiyiik S/N degeri, faktoriin seviyesi i¢in
belirlenen optimum degerdir (Sekil 4.22). Buna gore yag cesidi olarak misirozii yagi,
emiilgator olarak gliserol ve Tween80 (5:5) kullanilip karisiminin emiilsiyon hizi 10.000 rpm

ve siiresinin 10 dk oldugu durumda elde edilen formiilasyonun en ideal oldugu belirlendi.

Kullanilan faktorlerin bakteri inhibisyonuna etkisi, sonuglarin varyans analizi ile
degerlendirilmesi sonucu belirlendi (Tablo 4.7). Faktorlerin etki oranlart Sekil 4.23’de

gosterildi.
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Sinyal/glirtiltii oran1 ve varyans analizi sonuglar1 dikkate alinarak optimum sartlarda

gerceklestirilen dogrulama deneyi sonucunda edilen emiilsiyon formiilasyonun Cmm-DB3

tizerindeki inhibisyon oran1 %80,7 olarak belirlendi. Elde edilen sonu¢ Taguchi yonteminde

belirlenen tahmini sonug ile karsilastirildiginda dogruluk orami %97,45 olarak belirlendi

(Tablo 4.8).
Yag cesidi Emiilgator Emiilsiyon hizi Emiilsiyon siresi
37,6
b
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36,2 ~ /
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‘
36,0
Misirézii Soya Aycicek Fndik 2:8  4:6 55 82 2500 5000 7500 10000 5 10 15 20
yagi yag yagi  yagi
Sinyal gdrdilti orant: Biyiik deger iyi
Sekil 4.22. Emiilsiyona etki eden faktorlerin sinyal giiriiltii orani
Tablo 4.7. Emiilsiyon kosullarina etki eden faktorlerin varyans analizi
Faktorler Kareler Serbestll_k Kareler If P degeri
toplami derecesi ortalamasi degeri
Yag 231,19 3 77,062 12,71 0,033*
Emiilgator 258,69 3 86,229 14,22 0,028*
Emiilsiyon hiz1 32,19 3 10,729 1,77 0,325
Emiilsiyon siiresi 45,69 3 15,229 2,51 0,235
Hata 18,19 3 6,063
Toplam 585,94 15

*Faktoriin 6nemli oldugunu gosterir (p<0,05)
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Sekil 4.23. Emiilsiyonu etkileyen faktorlerin etki orani

Tablo 4.8. Optimum tasarim i¢in tahmin edilen ve belirlenen degerler

Tahmini Ortalamanin Giiven aralig1 Belirlenen
inhibisyon (%) standart hatasi (% 95) inhibisyon orani1 (%)

82,82 2,21 75,74- 89,87 80,7 %97,45

Dogruluk

4.15. Emiilsiyonun Karakterizasyonu

Hazirlanan emiilsiyon farkli boyutlardaki damlaciklardan olustugundan polidispers bir
yapida oldugu belirlendi. Polidispers emiilsiyonlarin boyutlarinin belirlenmesinde partikiil
boyut dagilimi terimi kullanilmaktadir. Yapilan boyut Ol¢limii sonras: emiilsiyondaki
damlaciklarin %68,6’sinin 288,8nm, %?27,2’sinin 1172nm ve %4,1°’nin 5560nm oldugu
belirlendi. Ayrica polidispersite indeksinin’de (PdI) 0,785 oldugu belirlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Emiilsiyonun damlacik boyut dagilimi ve yiizdesi

Oda sicakliginda ve +4°C muhafaza edilen emiilsiyon formiilasyonun 1. ay sonunda
Cmm-DB3 iizerindeki inhibisyon oranlari sirasiyla %79,56 ve %79,8 olarak belirlendi.
Baslangi¢ inhibisyon yiizdesine oranla, oda sicakliginda muhafaza edilen formiilasyonun
inhibisyon oraninda %1,4 diisiis, +4°C muhafaza edilen formiilasyonun inhibisyon oraninda
ise %]1,1 diisis meydana geldi. 3.ay sonunda ise emiilsiyonun Cmm-DB3 {izerindeki
inhibisyon orani sirasi ile %78,93 ve %79,51 olarak belirlendi. 6. Ay sonundaki emiilsiyonun
inhibisyon oranlarina bakildiginda ise %78,12 ve %79,23 olarak belirlendi. Baslangi¢
inhibisyon oranlari ile karsilagtirildiginda, 6 ay sonunda buzdolabinda saklanan emiilsiyonun

inhibisyon oraninda %]1,82 diisiis meydana geldigi belirlendi. Raf omrii takibi devam
etmektedir.
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Damlacik boyut analizi sonucu polidispers yapida oldugu belirlenen emiilsiyonun
elektron mikroskopisi goriintiileri de birbirinden farkli boyutta yapilarin oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.25)

Sekil 4.25. Emiilsiyon faj formiilasyonunun mikroskobik goriintiileri. A: Taramali elektron

mikroskobu goriintiisii. B: Isik mikroskobu goriintiisii (400x)

4.16. Emiilsiyonun Yesil Aksam Uzerindeki Etkinliginin Belirlenmesi

Yapilan saks1 denemelerinde kontrol grubu olarak kullanilan su uygulanan bitkilerde
hi¢bir hastalik belirtisi goriilmedi. Cmm-DB3 uygulanan bitkilerde govdede kararmalar ve
yapraklarda lezyonlar goriildii. Bitkinin yapraklarmmin %78’inde hastalik belirtisi goriildii.
Emiilsiyon uygulanan bitkilerde govdede kararma goriinmezken bitki yapraklarinin
%17’sinde hastalik belirtisi gézlemlendi. Bos formiilasyon uygulanan bitkilerde ise gévde
kararmalarina ek olarak yapraklarin %61’inde lezyonlara rastland1 (Sekil 4.26). Emiilsiyon

formiilasyonun hastalik belirtilerini %78,2 oraninda diislirdiigii saks1 denemeleri ile belirlendi.
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Kontrol

Faj icermeyen formiilasyon Emiilsiyon formiilasyon
+ -
Cmm Uygulamasi Cmm Uygulamasi

Sekil 4.26. Emiilsiyon formiilasyonun saks1 denemeleri
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5. TARTISMA

Son yillarda fajlarin bakteriyel bitki hastaliklar1 ile miicadelede etkili bir biyokontrol
ajan1 olma potansiyeline sahip olduklari yapilan caligmalarla gosterilmistir. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, domates bitkisinde bakteriyel solgunluk ve kansere
neden olan 6nemli bir fitopatojendir. Bu galismada, rizosfer topraklarindan ve domates
bitkilerinin filosferlerinden fajlar izole edilmis ve Cmm'ye karsi biyokontrol ajani olarak
kullanilabilme potansiyelleri degerlendirilmistir. Toplanan (45 toprak ve 45 domates filosferi)
90 ornekten 22 faj izole edilmistir. izole edilen fajlarin 14'Qi rizosfer topragindan, digerleri
filosfer tabakasindan elde edilmistir. Onceki calismalarda, fajlar genellikle enfekte bitkilerin
yakinindaki toprak orneklerinden elde edilmistir. Gasi¢ vd., (2011b), biber ekim alanlarinda
toprak, yaprak, meyve ve kok orneklerinden elde ettigi 25 fajin 22’sini topraktan izole
etmistir. Bununla birlikte, James vd. (2020) kiraz tarlalarindan 140 6rnek (60 toprak, 60
yaprak ve 20 kabuk numunesi) toplamis ve filosfer tabakasindan on farkli faj tespit etmistir.
Fajlarin, filosfer tabakasindan nadiren izole edilmesi UV radyasyona ve sicakliga duyarli

olmalari ile iliskilendirilmektedir.

Literatiirde tanimlanan Cmm izolatlarinin YDC agar iizerinde sar1 renkli koloni
olusturmalarinin karakteristik 6zellikleri oldugu bildirilmistir (X. Li vd., 2018). Bununla
birlikte, jelatinaz ve katalaz enzimi iretebilirken amilaz enzimi {iretemedigi yapilan
caligmalar ile ortaya konmustur. Kesin tanimlama saglamamakla, morfolojik ve biyokimyasal
bu 6zelliklerin, tanimlamada yardimci olabilecegi bildirilmistir (J. R. Lamichhane vd., 2011).
Gergeklestirdigimiz ¢alismada, enfekte bitki materyallerinden elde edilen 90 bakteri
izolatindan 70’inin Cmm benzeri sar1 pigment iireten koloniler olusturdugu, bunlar i¢cinde de
sadece dokuz izolatin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile Cmm’ye benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. DB13 izolat1 hari¢ sekiz izolatin Cmm oldugu pat-1 viriilans geni varlig1 ve
patojenite testleri ile dogrulanmistir. Geleneksel PZR ile pat-1 geninin varlign Cmm
tanimlamasinda Malliarakis vd. (2023) tarafindan da kullanilmigtir. Ayrica, Cmm'nin
tanimlanmasi i¢in geleneksel PZR' ye alternatif bir strateji olarak farkli molekiiler yaklagimlar
da onerilmistir. Morcia vd., (2023) tarafindan Cmm'nin pat-1 gen dizisine dayali dijital ¢ip
PZR gelistirilmis, farkli molekiiler tekniklerle de molekiiler tanimlama igin pat-1 geninin

markdr olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen izolatlar ile yapilan konak spektrumu calismasinda
filosferden izole edilen sekiz fajdan dordii ile rizosferden izole edilen on dort fajdan altisinin

diger fajlara gore daha genis bir konak spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica,
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beklendigi gibi, fajlarimiz, Acidovorax citrulli ve Pantoea agglomerans iizerinde herhangi bir
etki gdstermemistir. Onceki ¢aligmalarda, fajlarin aym tiiriin yalnizca birkag susunu enfekte
edebildigini bildirmistir (Gill ve Abedon, 2003). Bununla beraber, Ramirez vd. (2020a) izole
ettigi sekiz fajdan besinin, 65 R. solanacearum susunun yarisindan fazlasinin biiylimesini
engelledigini gostermistir. Nakayinga vd., (2021) tarafindan 140 Xanthomonas fajindan
52'sinin dar konak spektrumuna sahipken, 88 tanesinin genis konak spektrumuna sahip oldugu
belirtilmistir. Dahas1 Khawaja vd., (2016) Pseudomonas aeruginosa JHP fajimnin farkli
cinslerden (S. enterica, A. baumanii, P. vulgaris ve E. coli) bakterileri de enfekte edebildigini
gostermistir. Biyolojik miicadele agisindan bakildiginda, kullanilacak fajin bitkide hastalik
yapan tiir ve suslar disinda etkili olmasi istenen bir durum degildir. Ciinkii toprakta bitkinin

biliylime ve gelismesine dnemli katkilar sunan bakteriler de mevcuttur.

Biyolojik miicadele agisindan diger 6nemli konu fajlarin abiyotik streslere toleransidir.
Bu nedenle, biyolojik miicadelede kullanilacak fajlarin sicaklik ve pH gibi faktorlere
direncinin belirlenmesi alan uygulamalar1 agisindan 6nemlidir. Bu faktorler, adsorpsiyon ve
cogalmada temel rol oynadigi i¢in fajin hayatta kalmasi ve stabilitesini siirdiirmesi igin kritik
oneme sahiptir. Caligmamizda, en fazla izolatta etki gosterdigi belirlenen on fajin (iki faj
filosferden ve sekiz faj rizosfer topragindan) farkli pH ve sicakliklara toleransi arastirilmistir.
Yalnizca topraktan izole edilen Phage33’iin, baslangic titresine kiyasla uygulanan tim
sicakliklarda kararli kaldig1 belirlenmistir. Ilging bir sekilde, diger fajlar icin titrede 6nemli
azalma gozlenmesine ragmen azalma genellikle her sicaklikta istatistiksel olarak aynidir.
Fajlarin sicaklik toleranslarinin oldukg¢a degisken oldugunu gosteren g¢aligsmalar mevcuttur.
Fujiwara vd. (2011) R. solanacearum'un ii¢ farkli fajinin 28°C'nin altinda stabil oldugunu,
bunlardan biri olan RSL1'in test edilen en yiiksek sicakliklarda (37 ve 50°C) diger fajlardan
daha fazla stabilite gosterdigini bildirmistir. Kazantseva vd. (2022) Pseudomonas syringae'yi
enfekte eden Pf-10 fajinin 30-60°C arasinda %100 stabilite gosterdigini ancak sicaklik 70°C
ve lizerine ¢iktiginda canliliginin tamamen kayboldugunu belirlemistir. Sicaklik toleransinin
faj morfolojisi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. H. Ackermann vd., (2004) kuyruklu ve
kapsid capt 100 nm’den biiylik olan fajlarin yiliksek sicakliklara daha direngli oldugunu
belirtmistir. Fajlarin izole edildikleri ortam ile sicaklik toleranslari arasinda da iligki
bulunmaktadir. Lin vd., (2010) kaplicalardan izole edilen Thermus TSP4 fajinin yiiksek
sicakliklarda stabil kalabildigini ve bu durumun olduk¢a uzun ve esnek olan kuyruk yapisi ile

iliskili oldugunu bildirmistir. M. Li vd., (2016) ise Mingyong buzullarindan aldigi su
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orneklerinden izole ettigi fajlarin diisiik sicakliklarda etkinligini korudugunu, 40°C ve iizeri

sicakliklarda ise faj titresinde 6nemli azalma meydana geldigini gostermistir.

Faj stabilitesini etkileyen bir diger onemli faktdr ortamim pH’sidir. Onceki galismalar,
fajlarin notr veya hafif alkali kosullar altinda stabil kalabildigini, diisiik ve yiiksek pH’larin
ise faj titrelerinde 6nemli azalmaya yol agtigin1 gostermistir. P. syringae pv. tomato'nun fajlari
olan Eir4 ve Eisa9’tin pH 7 ve pH 9'da stabilitesini korudugu, pH 4 ve pH 12'de faj
titrelerinin 6nemli Ol¢iide azaldigi bildirilmistir (Korniienko vd., 2022). Bilindigi {izere
bakteriyofajlarin enfeksiyon siirecinde ilk basamak, konak hiicre yiizeyindeki bir reseptore ve
bakteri hiicre duvarini zayiflatmak i¢in fajin lizoziminin Kullanilmasidir. Bu basamakta,
ortamin pH’si, lizozim veya diger kapsid proteinlerini etkileyerek fajin konak hiicre
tizerindeki reseptor bolgelerine baglanmasini onleyebilir (Leverentz vd., 2004). Bununla
birlikte az sayida da olsa diisiik ve yiiksek pH ortamlarinda stabilitelerini koruyan fajlar
mevcuttur. Kizheva vd. (2023) yaptig1 bir ¢alisgmada, Xanthomonas euvesicatoria'ya 6zgii
fajlarin pH 2 ve pH 12’de bile etkili olduklarini bildirmistir. Calismamizda izole edilen
fajlardan Phage41, pH 8 ve pH 9'da tamamen stabil iken, pH diisiisii ile faj titresinin de

onemli 6l¢iide azaldig1 sonucuna varilmistir.

Genis bir konak araligina, yiiksek pH ve sicaklik toleransina sahip fajlarin bitki
patojenlerini  kontrol etmede daha basarili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, arazi
kosullarinda Cmm'yi kontrol etme potansiyeli daha yiiksek olan Phage24, Phage33, Phage4l
ve bunlarin kombinasyonlar1 ile farkli MOT’lerde (1, 10, 100 ve 1000) enfeksiyon
gergeklestirilerek inhibisyon oranlar1 karsilastirilmistir. Ug fajin da Cmm biiyiimesini kontrole
kiyasla Onemli Olglide inhibe ettigi gorilmistir. Phage33 ile maksimum inhibisyon
MOI=10'da goézlenirken minimum inhibisyon MOI=1'de gbzlenmistir. Phage33 ve Phage41l'in
birlikte kullanim1 MOI=1'deki en yiiksek inhibisyon etkisi gdsterirken, Phage33'iin tek basina
daha yiiksek inhibisyona sebep oldugu belirlenmistir. Bu da kombinasyonun sinerjistik etki
gostermediginin bir kamitidir. Onceki calismalarda, faj kokteyllerinin fajin tek basina
kullanimindan daha etkili oldugu gosterilmistir. R. solanacearum’a karst kullanilan alt1 faj
iceren faj kokteyli P’nin fajlarin tek kullanimindan daha etkili oldugu sonucuna varilmistir
(Wei vd., 2017). Ramirez vd. (2020a) M5 ve M8 faj kokteylinin, muz bitkisinde Moko
hastaligina neden olan R. solanacearum'un siddetini tek bir fajdan daha fazla azalttigini
gostermistir.  Bu  calismalarin  aksine fajlarin  tek basmma  kullanimlarmin  faj
kombinasyonlarmdan daha etkili oldugunu gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Pseudomonas

syringae pv.tomato'ya spesifik fajlarin bireysel etkilerinin kombinasyonlarindan daha yiiksek
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oldugu bildirilmistir (Akbaba ve Ozaktan, 2021). Faj kokteyllerinde kullanilacak fajlarin tipi,
konak bakterinin susu, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon siiresi ve MOI faj-faj etkilesimini
belirleyen 6nemli faktorlerdir (Chan vd., 2013; Nikolich ve Filippov, 2020). Niu vd., (2021)
E.coli O157’yi enfekte eden dort fajin farkli kombinasyonlarinin (T1+T5+ rV5; T1+T5;
T1+T4+T5+rV5; T1+T4+T5 ve T4+T5) etkinligini test ettigi ¢alismada, kombinasyonlarin
inhibisyon orani ile TS5 fajinin tek basmma meydana getirdigi inhibisyon oranmin benzer
oldugunu, T4+T5+rV5 ve T5+rV5 kombinasyonlarinin MOI=0,01 oldugunda ve E. coli O157

3081 susu kullanildiginda fajlar arasinda antagonistik etkinin goriildiigiinii bildirmistir.

Yapilan caligsmalar, Phage33’tin Cmm enfeksiyonlarin1 dnleme potansiyeline sahip
oldugunu gostermesine ragmen morfolojik ve molekiiler 6zelliklerinin (kapsid yapisi, kuyruk
varligi, lizojeni ve integraz genleri ile toksik genlere sahip olup olmamasi) belirlenmesi
onemlidir. Bu amagla Phage33’iin elektron mikroskopisi ile morfolojik, komple genom analizi

ile de molekiiler 6zellikleri ortaya konmustur.

Elektron mikroskopisi, Ackermann (2007) tarafindan yapilan siniflandirmaya goére
Phage33’iin Siphoviridae familyasinin karakteristik 6zellikleri olan ikosahedral bas ve uzun
non-kontraktil kuyruga sahip oldugunu gostermistir. Fajin kapsitinin ~55 nm ¢apinda,
kuyrugunun ~170 nm uzunlugunda oldugu tespit edilmistir. ICTV tarafindan 2023 yilinda
yayimlanan rapora gore faj taksonomisinde degisiklige gidilmis olup Siphoviridae familyasi
kaldirthip familyaya ait fajlar Caudoviricetes takimima dahil edilmistir. Bu nedenle

Phage33’iin morfolojik 6zellikleri Caudoviricetes takimindan oldugunu gostermektedir.

Komple genom analizi ile Phage33’{in genom boyutunun 56,324 b¢ ve G+C igeriginin
%62,49 oldugu belirlenmistir. Fajin komple genom analizi sonucu elde edilen niikleotid dizisi
NCBI veri tabaninda benzerleri ile karsilastirildiginda, Xylella phage Sano ile %92,37
benzerlik gdstermistir. Daha sonraki eslesmeler ise Stenotrophomonas phage Suzuki
(88.04%), Xylella phage Salvo (%78.31), Xylella phage Bacata (%78,26), Xanthomonas
Phage Seregon (%78,25)’dur. Phage33’iin en yakin benzerlik gosterdigi bes tiiriin de
Caudoviricetes takimina ait oldugu belirlenmistir (Ahern vd., 2014; Clavijo-Coppens vd.,
2021; Erdrich vd., 2022; Sullivan vd., 2022). Bununla beraber, Phage33 ve BLASTn sonucu
benzerlik gosterdigi fajlar VIRIDIC analizi ile degerlendirildiginde, Phage33 en yiiksek
benzerligi, Xylella phage Sano (%85,9) ve Stenotrophomonas phage Suzuki (%81,7) ile
gostermistir. Diger fajlar Xylella phage Salvo, Xylella phage Bacata ve Xanthomonas phage
Seregon ile olan benzerligi ise sirasiyla, %61,5, %61,9 ve %61,5 olarak tespit edilmistir.

ICTV’ ye gore BLASTn sonucunda tiim genom benzerligi %95 ve tizeri olan genomlar ayni
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tir olarak degerlendirilirken, %70 ve lizeri benzerlik gosteren genomlar ayni cins olarak
degerlendirilmektedir (Turner vd., 2021). Bu durumda, BLASTn ve VIRIDIC sonuglarina
gore Phage33, Xylella phage Sano ve Stenotrophomonas phage Suzuki ile Sanoviriis Cinsi
icerisinde yer almakta, Xylella phage Salvo, Xylella phage Bacata ve Xanthomonas phage
Seregon ise bunlardan farkli olarak Salvoviriis cinsi igerisinde yer almaktadir. Bu iKi
biyoinformatik aragtan elde edilen benzerlik ylizdelerinin farkli olmasi kullandiklar
algoritmalar kaynaklidir. VIRIDIC, ICTV tarafindan prokaryotik viriislerin taksonomisinde
kullanilmas1 6nerilen bir aractir. Clinkd, iki genom arasindaki hizalanmis bazlarin sayisini her
iki genomun uzunluguna goére normallestirir. Bu sayede, uzak genomlar arasindaki benzerligi
daha iyi tahmin eden bir veri tabanidir (Moraru vd., 2020b). Bu nedenle, Phage33’iin Xylella
phage Sano ve Stenotrophomonas phage Suzuki ile ayn1 cins igerisinde yer alan farkli tiirler
olduklar1 diisiiniilmektedir. Ote yandan, Phage33’iin NCBI veritabaninda yer alan Clavibacter
CMP1 faj1 ile herhangi benzerlik gostermedigi BLASTn ve VIRIDIC analizi ile ortaya
cikmistir. Clavibacter CMP1 fajinin tiim genom verileri 2009 yilinda NCBI’a yiiklenmistir.
Kayitli ORF’ler incelendiginde fajlar i¢in zorunlu bir protein olan kapsit proteinine ait ORF
kaydi bulunmamaktadir. Wittmann vd., (2011) tarafindan genomda yer alan gpl5 proteinin
Mu-like major kapsit proteinine benzerlik gosterdigi i¢in muhtemel kapsit proteini oldugu
bildirilmistir. Ayrica, belirlenen 74 ORF igerisinde 65 tanesi hipotetik protein oldugu ortaya
konmustur. Bu nedenle, Phage33, Cmm enfekte eden fajlar igerisinde genom ozellikleri
ayrintili bir sekilde ortaya konan ilk fajdir. Bununla birlikte, bitki hastaliklarina sebep olan
Clavibacter michiganensis alt tiirleri igerisinde sadece Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus U enfekte etme yetenegine sahip CN1A fajinin komple genom analizi yapilmistir

(Kongari vd., 2013).

VICTOR yazilimi ile gerceklestirilen filogenetik analiz sonucunda da bu veriler
dogrulanmistir. VICTOR ile olusturulan filogenetik agacta Phage33, Xylella phage Sano ve
Stenotrophomonas phage Suzuki ayni dalda yer alirken, Xylella phage Salvo, Xylella phage
Bacata ve Xanthomonas phage Seregon da ayr1 bir dalda yer almaktadir. BLASTnN
sonuglarinda benzerlik tespit edilemeyen Clavibacter CMP1 faj1 ise agacta dis grup olarak yer

almistir.

Biyoinformatik araglar kullanilarak Phage33 genomunda 67 ORF belirlenmis olup 37
tanesinin islevleri tanimlanarak kategorize edilmistir DNA baglama proteini (Terminase
small/large subunit), kapsit ve kuyruk morfogenezinden sorumlu genler tiim fajlarda

korunmus olarak bulunurlar (Stamereilers vd., 2016). Phage33 genomunda da bu genlerin
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varlig1 tespit edilmis, Siphoviridae faj genomlarinda oldugu gibi, bu genlerin Phage33’te de
genomun On ucunda bulundugu belirlenmistir (Casjens, 2005). DNA replikasyon,
metabolizma ve regiilasyon genleri ile konak iligkili genler ise bazi fajlarda bulunurken
bazilarinda bulunmamaktadir. Bu genler korunmamais olarak nitelendirilmektedir. Bu durum,
DNA replikasyonunda ve transkripsiyonel diizeyde gesitlilik ve yeni gen diizenleme
mekanizmalarina isaret etmektedir (Stamereilers vd., 2016). Phage33 genomunda bulunan
korunmamis genler de Siphoviridae familyasina uygun olarak genomun son kisimlarinda yer
almaktadir. Replikasyon ve regiilasyondan sorumlu genlerin bazilar1 Phage33 genomunda
bulunurken, lizojeniden sorumlu integraz ve viriilans genleri genomda bulunmamaktadir. Bu
da Phage33’iin litik bir faj oldugunu ve biyokontrol ajani olarak kullanilabilme potansiyelinin

oldugunu gostermektedir.

Literatiir arastirmalarinda faj genomunda bulunan konak hiicre lizisinden sorumlu
enzimler olan spaninlerin genellikle gram negatif bakterileri konak olarak kullanan faj
genomlarinda bulundugu belirtilmistir (Ahern, Das, Bhowmick, vd., 2014; Abeysekera vd.,
2022). Buna ragmen, Han vd., (2023) tarafindan yapilan ¢alismada gram pozitif bir bakteri
olan Arthrobacter sp.’yi enfekte eden SWEP2 fajinin genomumda da spanin genlerinin
varligin1 tespit etmistir. Benzer sekilde, gram pozitif bir bakteri olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’i enfekte eden Phage33’lin genomunda spanin genleri
bulunmaktadir. Bu genleri genomda bulunduran fajlarin gram negatif bakterileri de enfekte
edebilme yeteneginin olabilecegi diisiiniilmektedir. o-spanin ve i-spanin genleri Xylella
phage Sano’da ayr1 ayri bulunurken, Xylella phage Salvo’da overlap yapmistir (Ahern vd.,
2014). Phage33’ de cins bazinda benzerlik gosterdigi Xylella phage Salvo gibi spanin genleri
overlap yapmistir. Bu durumlar bize faj genomlarinin diizenlenmesi ve genom 6zelliklerinin
anlasilmas1 hakkinda bilgi vermektedir. Phage33 genomunda tRNA kodlayan genlerin
bulunmamasi, protein sentezini tamamlamak i¢in konak tRNA’sina tamamen baglh oldugunu

gostermektedir.

Fajlarin morfolojik ve molekiiler yapilarinin aydinlatilmast biyokontrolde etkili bir
ajan olarak kullanilabilme potansiyelleri hakkinda da bilgi vermektedir. Faj stabilitesi
degiskendir ve abiyotik faktorlerden etkilenme potansiyelleri yiiksektir. Kuyruklu fajlarin
sicaklik, pH ve UV radyasyon gibi abiyotik faktorlere kars1 dayanikliligi kuyruksuz fajlara
gore daha yliksektir (Pereira vd., 2022). Abiyotik faktorlerden olan UV radyasyonun, serbest
faj parcaciklarinin protein yapilarini bozarak, niikleik asit yapisim1 degistirmesi sonucu faj

enfektivitesini azaltarak serbest fajlara dogrudan zarar verdigi bilinmektedir (Luo vd., 2022).
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RNA genomlu fajlar ile karsilastirildiginda, DNA genomlu fajlar timin dimerlerinden dolay1
UV radyasyonuna kars1 daha duyarhdir. Yiikksek A+T icerigine sahip faj genomlar1 daha
yiiksek dimer (T-T) olusturma potansiyeline sahip olduklarindan UV toleranslar1 diisiiktiir
(Mojica ve Brussaard, 2014). Ayrica ¢ift zincirli faj genomlariin (dsDNA, dsRNA) tek
zincirli (ssDNA, ssRNA) faj genomlarina gére UV radyasyona karst daha direngli oldugu
bildirilmistir.

Elektron mikroskopisi ve komple genom analizi Phage33’iin kuyruklu dsDNA faji
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica G+C (%62,3) igeriginin A+T igeriginden fazla oldugu
belirlenmistir. Kuyruk yapisina sahip olmasi, cift zincirli genoma sahip olmasit ve A+T
iceriginin az olmasi Phage33’iin biyokontrol de kullanilabilme potansiyelini artirmaktadir.
Fajlarin laboratuvar kosullarinda gercgeklestirilen ¢alismalarda avantajlari ortaya konmakla
birlikte arazi kosullarinda istenen sonucu vermedigi goriilmektedir. Bu nedenle, faj

formiilasyonlarinin olusturularak abiyotik faktorlerden korunmasi onerilmektedir (Jagdale ve

Kapadnis, 2021; Singh vd., 2021; Bai vd., 2022)

Emiilsiyon formiilasyonlar uygulama kolayligi ve diisiik maliyeti ile en ¢ok tercih
edilen formiilasyon tiplerinden biridir. Bu amagla, Phage33’lin emiilsiyon (su icinde yag)
formiilasyonu gelistirilmistir. Formiilasyon gelistirme siirecinde, kullanilan yag ve
emiilgatoriin ¢esidi ile emiilsifikasyon hizi ve siiresi Taguchi yontemi ile optimize edilmistir.
Bu y6ntem biyolojik ortamlara daha 6nce uygulanmis olup basarili sonuglar alinmistir (Kallel
vd., 2002; Eski vd., 2018; Sahoo vd., 2023). Ayrica, E. coli ve S. enterica bakteriyofajlarinin
iiretim stirecine etki eden inkiibasyon siiresi ve sicakligi Taguchi yontemi ile optimize edilerek
faj titresi 100 kat artirllmustir (Hari Narayana Kola vd., 2023). Ayrica, P. aeruginosa fajlarinin
puskiirterek kurutma stirecinde kullanilan koruyucu maddelerin oranlari Taguchi yontemiyle
optimize edilmistir (Chang vd., 2017). Tabare vd., (2021) ise P. aeruginosa fajlarinin
1slanabilir toz formiilasyonlarin1 gelistirdigi ¢alismada sprey kurutucunun giris sicaklig ile
gaz akis hiz1 ve kaplama materyalinin oranini Taguchi yOntemiyle optimize etmistir.
Phage33’lin emiilsiyon formiilasyonunun optimizasyonu sonucu, misirozii yagi ve
Tween80:Gliserol (5:5) kullanilarak 10 dk. ve 10000 rpm karistirma hizinda olusturulan

formiilasyonun en etkili formiilasyon oldugu belirlenmistir.

Formiilasyonun etkinligi in vitro denemelerle belirlenmis ve emiilsiyon
formiilasyonunun bakteri iizerindeki inhibisyon etkisinin Phage33’iin tek basina kullanildig:
durumdan fazla oldugu ortaya konmustur. Emiilsiyon formiilasyonlarin, fajlar1 abiyotik

faktorlerden korudugu gibi enfeksiyon siirecine de katki sundugu diisliniilmektedir. Faj ile
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bakterinin bulundugu ortamda, fajin kuyruk fiberleri ile bakteri hiicre yiizeyindeki reseptorleri
bir araya getiren biyokimyasal interaksiyonlar ve ayiran elektrostatik itme kuvveti mevcuttur.
Emiilsiyon formiilasyonlar, ortamdaki itme kuvvetini ortadan kaldirarak faj ile bakteri

arasindaki etkilesimi artirmaktadir (Esteban vd., 2016).

Fajlar, formiilasyonlarda kullanilan yag ve yiizey aktif maddelerin emiilsifikasyonu ile
olusan matriks yapinin igine gomiilii oldugundan UV radyasyondan korunurlar (Esteban vd.,
2014; Choinska-Pulit vd., 2015). Emiilsiyon formiilasyonda kullanilan Tween80 ve misir 6zii
yagmin UV koruyucu 6zelligi oldugu bilinmektedir (Nguyen vd., 2012). Tween 80, yiiksek
emiilsifiye edici aktivitesi nedeniyle su icinde yag emiilsiyonlarda yaygin olarak kullanilan
kiigiik molekiillii bir yiizey aktif maddedir (Udomrati vd., 2020). Born vd. (2015) UV
absorblayict olarak Tween80 dahil olmak fiizere toplam 8 madde kullanarak Erwinia
amylovora Y2 fajin1 254 nm dalga boyunda 1s1ga 30, 60, 120 ve 300 saniye maruz biraktiktan
sonra faj titresini belirlemistir. Tween80, fajin enfektivitesinde negatif bir etki gdstermemis
hatta koruyucu kullanilmayan faja oranla yarilanma &mriinde Onemli bir artis saglamistir.
Bununla birlikte, UV koruyucu etkinin maruziyet siiresine bagli oldugu ve 300 saniyeden
sonra yarilanma siirelerinde 6nemli azalmalar oldugu tespit edilmistir. Gorzynski vd., (2023)
Mycobacterium abscessus spesifik 27 faji Tween80 (%5) ile muamele edip etkinlik denemesi
gerceklestirdiginde fajlardan 3 tanesinin litik aktivitesinde diisiis meydana geldigini
gozlemlemistir. Bu durumun, Tween80’in bakteri yiizey glikolipitlerini geri doniisiimlii olarak
uzaklastirmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir. Caligmalar, formiilasyonlarda kullanilan
Tween80’in fajin UV toleransimi artirdigini, bu durumun kullanilan konsantrasyonla iligkili

oldugunu ortaya koymustur.

Formiilasyonlarda emiilsifiye edici ajan olarak kullanilan maddelerden biri de
gliseroldiir. Bu 6zelliginin yaninda Santos vd., (2009) tarafindan yapilan ¢alismada fajlarin
etkinligini artirdig1 belirtilmistir. Besiyerine farkli oranlarda (%5, %10 ve %Z20) eklenen
gliseroliin fajlarin etkinliginde meydan getirdigi degisim olusan plak ¢aplari degerlendirilerek
belirlenmis, %5 gliserol kullanilmas1 durumunda baslangica gore plak ¢apinin arttigi, %10 ve
%20 gliserol kullanildiginda ise plak capmin azaldigr ortaya konmustur. Bu durum,
formiilasyonlarda kullanilacak maddelerin konsantrasyonlarimin da sonucu etkiledigini
gostermektedir. Taguchi yOntemi ile gergeklestirilen optimizasyon, formiilasyonda %7,5
gliserol kullanilmasinin emiilsiyonun etkinligini artirmada etkili olabilecegini ortaya
koymustur. Bununla beraber, literatiirde yer alan ¢alismalar, gliseroliin faj etkinligini anlamli

bir sekilde artirmadigini gostermektedir (Becker vd., 2009; Abdelsattar vd., 2021).
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Fajlarin formiilasyonlarinda kullanilan maddeler ayni zamanda depolama siirecinde
fajlarin stabil kalmalarini ve etkinliklerini korumalarini saglar. Genellikle notr pH ve diisiik
iyon igerigi, faj formiilasyonlarinin +4°C’de stabil olmalarin1 saglar. Ancak, bakteriyofajlar
arasinda bu durum farklilik gosterebilir. Gonzalez-Menendez vd., (2018) Staphylococcus
fajlarii farkli sicakliklarda cesitli stabilizorler kullanarak (%15 gliserol, %11 siit tozu)
muhafaza etmistir. philPLA-RODI faj1 gliserol iceren ortamda, -20°C’de 24 ay muhafaza
edildikten sonra faj titresinde yaklasik 1 logio azalma meydana gelirken ayni kosullarda
philPLA-C1C fajmin titresinde ~3,6 logio azalma meydana gelmistir. Daha diisiik
sicakliklarda ise (-80°C ve -196°C) kullanilan stabilizor fark etmeksizin fajlarin titresinde bir
degisiklik meydana gelmemistir. 20°C’de siit tozu kullanilarak muhafaza edilen philPLA88
fajinin titresinde alt1 ay boyunca bir degisiklik meydana gelmezken 12. ayda fajin etkinligini
tamamen kaybettigi belirlenmistir. Xiao vd., (2022) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada,
%30 gliserol ve %10 DMSO’nun Vibrio cholerae VP3 fajin1 4°C ve -20°C'de korudugu, -
80°C’de ise faj titresinde onemli bir diisiis meydana geldigi bildirilmistir. Benzer sekilde,
kuyruklu 5 faj (JHP, RLP, RSP, SaPL ve IttPL) %15 gliserol igeren ortamda farkli
sicakliklarda (37°C, 25°C, 4°C, -20°C ve -80°C) saklanmis ve 24 ay sonunda, 4°C haric test
edilen tiim sicakliklarda, faj titresinde ortalama ~10 logio azalma meydana gelmistir. Oda
sicakliginda ve +4°C muhafaza edilen Phage33 emiilsiyon formiilasyonunun 1. ay sonunda
Cmm-DB3 iizerindeki inhibisyon oranlar1 ile baglangic inhibisyonu arasinda Onemli
farkliliklar olmadig belirlenmistir.

Emiilsiyon formiilasyonlarin stabilitesine etki eden faktorlerden biri de damlacik boyut
dagilimidir. Emiilsiyonlar homojen goriinimlii  heterojen sistemlerdir.  Genellikle,
emiilsiyonlar farkli boyutlardaki damlaciklardan meydana geldiginden polidispers yapidadir
(Glingor vd., 2013). Polidispersite indeksi (PDI) 0 ile 1 arasinda degisebilir ve PDI degeri
0,3’den diisiik emiilsiyonlar tek boyutta damlaciklar (monodispers) igerirken 0,3’den biiyiik
degerler ise emiilsiyonun farkli boyutta damlaciklar igerdigini gosterir (Danaei vd., 2018).
Phage33 emiilsiyonun polidispersite indeksinin 0,78 oldugu dolayisi ile hazirlanan
emiilsiyonun farkli boyutlarda damlaciklar igeren polidispers bir yap1 oldugunu goéstermistir.
Elektron mikroskopisi goriintiileri de emiilsiyonun farkli boyutlarda damlaciklar icerdigini

gostermektedir.
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In-vitro kosullarda kontrollii olarak gergeklestirilen denemelerde basarili sonuglar
alinmasina ragmen saksi, sera veya arazi kosullarinda genellikle ayni sonuclar elde
edilememektedir. Bu nedenle gelistirilen emiilsiyon faj formiilasyonunun etkinligi saksi
denemeleri ile gosterilmistir. Iklim odasinda 16/8 saat foto periyotta gergeklestirilen
denemelerde Phage33 formiilasyonunun Cmm-DB3 uygulanan saksilarla karsilastirildiginda
hastalik belirtilerini %78,2 azalttig1 ortaya konmustur. Tewfike ve Desoky (2015) tarafindan
gergeklestirilen ¢alismada, X. axonopodis izolatlarinin biber bitkisinde meydana getirdigi
hastaligr onlemede siit tozu ve musir unu ile formiile edilmis faj kokteyllerinin hastalik
belirtilerini sirasiyla %70 ve %65 azalttigini1 bildirmistir. Orynbayev vd. (2020) Xanthomonas
campestris pv. campestris’in lahanalarda neden oldugu siyah damar ¢iiriikliigii hastaliginin
kontroliinde %0,75 yagsiz siit tozu ile formiile edilmis DB1 fajim1 kullanmistir. Bitkilerdeki
enfeksiyon orani uygulama yapilmayan kontrol grubunda %13,6, formiile faj uygulanan
grupta ise %2,9 olarak rapor edilmistir. Formiilasyonlar, fajlar1 UV radyasyondan koruyarak
filosferdeki kaliciliklarini artirir ve dolayli olarak yiiksek etkinlik saglarlar. Ancak, formiile
edilmemis fajlarin da uzun siire etkinlik gosterebildigini bildiren c¢aligmalar da mevcuttur.
Katarina Gasi¢ vd., (2018) sera kosullarinda biber bakteriyel leke hastaligi etmeni X.
euvesicatoria’nin kontrolii i¢in formiile edilmemis K®1 fajim1 kullanmis ve herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol grubuna oranla, faj uygulanan bitkilerde hastalik belirtilerinde
%350 azalma rapor edilmistir. Ayrica, ¢calismada bakteri inokiilasyonundan 6nce ve sonra
gergeklestirilmis faj uygulamasinin sonuglari arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.
Ancak, baz1 ¢aligmalar faj uygulamalarinin gergeklestirilme zamaninin da 6nemli oldugunu
gostermektedir. Leverentz vd. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada faj kokteyli uygulamasi
bakteri uygulamasindan 6nce ve sonra yapilmistir. Bakteri uygulamasindan 1 saat Once
gergeklestirilen faj uygulamasinin daha etkili oldugu bildirilmistir. Faj formiilasyonlarinin
bitki hastaliklarinin siddetini azaltmada basarili oldugu goriilmektedir. Faj formiilasyonlar
her ne kadar abiyotik faktorlerden koruma saglasa da bu durum maruziyet siiresi ile iligkilidir.
Dolayisiyla formiilasyonun bitkilere uygulanma zamani da etkinliklerinin artirilmasinda
onemli bir parametredir. Faj uygulamalarinin sabah erken saatlerde veya aksam geg¢ saatlerde
yapilmasi fajin sicaklik, pH ve UV radyasyonun zararli etkilerine minimum maruz kalmasina
sebep olacagindan fajlarin filosferdeki kaliciliklarmi artirmaktadir. Ozellikle sera ve arazi

kosullarinda gergeklestirilecek uygulamalarda bu durum dikkate alinmalidir.
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Sonug olarak, yapilan literatiir taramasinda Tokat, Antalya ve Mersin illerindeki
domates iiretim alanlarindan Cmm izolasyonu yapildigi belirtilmesine ragmen (Baysal vd.,
2011; Belgiizar, 2016; Sen vd., 2012), gergeklestirdigimiz tez calismasi ile Tiirkiye’nin
batisinda bulunan Canakkale, izmir ve Bilecik illerinden ilk kez Cmm izole edilmistir. Ayrica,
in-vitro kosullarda etkili oldugu belirlenen Cmm spesifik Phage33, izmir ilinden izole
edilmistir. NCBI veri tabanina kayitli Clavibacter CMP1 faji disinda bugiine kadar Cmm
spesifik bir fajin komple genom analizi yapilmamis olup bu tez calismasi ile Phage33’iin
komple genom analizi yapilarak faj literatiiriine yeni bir faj tiirii kazandirilmis ve sahip oldugu
ozellikler ile biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecegi teyit edilmistir. Ayrica,
Phage33’iin abiyotik faktdrlere olan toleransini artirmak amaciyla emiilsiyon formiilasyonu
ilk kez Taguchi metodu ile optimize edilmis ve patojenin miicadelesinde kullanilabilecek yerli

bir prototip iirlin ortaya konmustur.
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6. ONERILER

Bu ¢alisma ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in sebep oldugu
domates bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligina karsi spesifik fajlarin emiilsiyon
formiilasyonlar1 gelistirilerek etkinligi gosterilmis oldu. Tez calismasindan elde edilen

sonuglar dogrultusunda gelecek caligsmalar i¢in asagidaki dneriler sunulmustur.

1. Phage33’in komple genom analizi sonucu belirlenen hipotetik proteinlerin

gorevlerinin ortaya konabilir.

2. Rekombinant DNA teknolojisinden faydalanarak Phage33’iin arazi kosullarinda

etkinligini artirilabilir.

3. Hazirlanan emiilsiyonun arazi kosullarinda Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis iizerinde etkinligi denebilir.

4. Hazirlanan emiilsiyon formiilasyonun {ireticilerin kullanimina sunulabilmesi igin

ruhsatlandirma ¢aligmalar yapilabilir.
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