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OZET

KOK BAKTERILERININ DOMATES BAKTERIYEL BENEK
(Pseudomonas syringae pv.tomato)
HASTALIGINA KARSI SISTEMiK DAYANIKLILIGI UYARMA
POTANSIYELLERININ (ISR) PHENYL-ALANINE AMMONIA
LYASE(PAL) ENZiMi AKTIiVASYONUYLA ILISKISININ
ARASTIRILMASI

OZEL, Nagihan
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Boliimii
Tez Danigmani: Prof. Dr. Hatice Ozaktan

Temmuz 2010, 42 sayfa

Bu calismanin amaci, kokbakterilerinin bakteriyel benek hastaligi etmeni
Pseudomonas syringae pv.tomato’ya karst domates bitkilerinde sistemik
dayanikliligt uyarma potansiyellerini degerlendirmektir. Calismada saglikh
domates bitkilerinden izole edilen ve daha once P.syringae pv.tomato’ya karsi
etkili bulunan 5 kokbakterisi kullanilmistir. K&kbakterileri tohum bakterizasyonu
yoluyla uygulanarak P.syringae pv.tomato’ya karsi etkililigi saksi testleriyle
degerlendirilmistir. Ayrica, kokbakterileri tarafindan uyarilmis konukgu bitkide
enfeksiyona karst savunma ile iliskili anahtar enzim olan Phenylalanine
Ammonia-Lyase (PAL) aktivasyonundaki degisim kokbakterileri ile tohum
bakterizasyonundan sonra, P.syringae pv.tomato ile inokule edilen domates
bitkilerinin yapraklarinda  arastirnllmistir. Testlenen kokbakterileri patojenin
gelisimini, Kontrol (+) bitkileriyle karsilastirildiginda, %27-77 oraninda
engelleyerek domates bitkisinde sistemik dayaniklilifi uyarma potansiyelleri
oldugunu gostermistir. Konukeu bitkide PAL enzimi aktivitesindeki degisim,
domates bitkilerinde bakteriyel benek hastaligindaki azalma ile PAL enziminin

diizeyindeki artig arasinda paralellik saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki gelisimini artiran kokbakterileri (PGPR),
biyolojik miicadele, domateste bakteriyel benek hasatligi, Pseudomonas syringae

pv.tomato, uyarilmis sistemik dayaniklilik, Phenylalanine Ammonia-Lyase (PAL)
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN THE ACTIVATION
OF PHENYLALANINE AMMONIA-LYASE (PAL) ENZYME AND
INDUCTION OF SYSTEMIC RESISTANCE ON TOMATO PLANTS
AGAINST BACTERIAL SPECK DISEASE OF TOMATO (Pseudomans
syringae pv.tomato) BY RHIZOBACTERIA

OZEL, Nagihan
MSc in Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
July 2009, 42 pages

The objective of this study was to evaluate the possible effects of
inoculation with plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) inducing systemic
resistance on tomato plants against bacterial speck disease of tomato caused by
Pseudomonas syringae pv.tomato. Five different rhizobacteria strains, which were
isolated from healthy tomato plants and effectively inhibited the bacterial speck
disease of tomato plants were tested in this study. The strains of rhizobacteria
were applied as seed bacterization and evaluated for effectiveness to the spray
inoculation of P.syringae pv.tomato onto tomato leaves by pot test. On the other
hand, Phenylalanine Ammonia-Lyase (PAL) activity, which is a defence-related
enzyme, was estimated spectrophotometrically in foliar extracts of tomato plants
grown from seeds that were bacterized with PGPR strains, and inoculated with
P.syringae pv.tomato. Rhizobacteria strains were found to be effective by
showing 27% to 77% reduction in disease severity compared to the treatment
with alone. These results indicated that seed bacterization with PGPR strains
could induce systemic resistance in tomato plants to P.Ssyringae pv.tomato
infection.. The reduction in the incidence of bacterial speck disease of tomato was

found to be correlative to the amount of increased level of PAL.

Key Words: plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), biocontrol,
bacterial speck of tomato, Pseudomonas syringae pv.tomato, induced systemic

resistance, Phenylalanine Ammonia-Lyase (PAL)
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1.GIRiS

Domates, diinyada en cok firetilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim
tiriinlerinin basinda gelmesi, insan beslenmesindeki vazgegilmez iirlinlerden
olmasi ve gida sanayiinde dondurulmus, konserve, salca, ketcap, tursu gibi ¢ok
cesitli kullanim alanlarina sahip olmasi nedeniyle onemli sebzelerin basinda

gelmektedir (Keskin ve Giil, 2004).

Diinya domates iiretiminde AB, Cin ve ABD’den sonra Tiirkiye dordiincii
sirada yer almaktadir. Nitekim 2005 yili itibariyle diinya taze domates {liretiminin
%7,9’u Tiirkiye tarafindan gergeklestirilmistir.(FAO, 2006). Tiirkiye’de yine 2005
yilt itibariyle toplam 1.048803 ha sebze alaninin %24,8’i domates tarimi igin
kullanilmis ve 2005 yilinda toplam 9.700.000 ton domates iiretimi
gerceklestirilmistir (TUIK, 2006).

Tirkiye genelinde agik ve oOrtii alti domates yetistiriciligi son yillarda
onemli derecede artis gostermistir. 2000-2008 yillar1 arasindaki domates iiretim

degerleri Cizelge 1.1 ‘de goriilmektedir.

Cizelge 1.1 Tirkiye genelinde 2000-2008 yillarinda domates iiretim degerleri
(www.tliik.gov.tr ,2009).

Domates Uretimi (ton)

YIL Sofralik Salcahk Toplam
2000 - - 8890000
2001 - - 8425000
2002 - - 9450000
2003 - - 9820000
2004 - - 9440000

2005 7067000 2983000 10050000
2006 6912745 2942132 98547777
2007 6971650 2973393 9945043

2008 7419814 3565541 10985355




Cizelgedeki veriler incelendiginde; Tirkiye genelinde toplam domates
tiretiminin yildan yila artis gosterdigi goriilmektedir. 2000 yil1 verilerine gore
toplam domates tiretimi 8890000 ton iken bu deger 2008 yilinda 10985355 tona
cikmigtir. Buna gore 2008 yilindaki tretim 2000 yilina gore %23 oraninda

artmigtir.

Domates Tiirkiye’de agikta tarla sebzeciligi ve ortli alt1 liretimi seklinde
tiretilmektedir. Domates liretiminde bolgesel yogunlagmaya bagli olarak, domates
isleme sanayii Marmara ve Ege bolgelerinde yogunlagsmistir. Akdeniz Bolgesi ise

daha ¢ok taze tiiketime yonelik sera tipi liretimde yogunlagmistir (Arikbay, 1996).

Tiirkiye ‘de domates verimi 2005 yili itibariyle 3,73 ton/da olup, bu deger
diinya ortalamasinin (diinya ortalamasi2,70 ton/da) iizerindedir. Ancak 25 iiyeli
AB’deki verimden de(AB ortalamasi1 5,87 ton/da) diisiiktir (FAO, 2006).
Tiirkiye’de domates verimi son yillarda kaliteli tohum ve teknolojik iiretim

sistemlerinin kullanilmasina bagli olarak artis gdstermektedir.

2004 yili iiretim sezonu sonunda diinya genelinde 120.000 milyon ton
domates tretimi yapilmis ve bunun ise 9.440 milyon ton’luk kismi iilkemizde
yapilmistir. Meyvesi yenen sebzeler icinde de domatesin Onemi biiyiiktiir.
Ulkemizde toplam meyvesi yenen sebzeler 19. 769. 000 ton’luk bir iiretim payina
sahip iken, domates ise toplam {liretimin % 45 — 50’ sini olusturmaktadir
(http://www.tuik.gov.tr, 2006). Domates, 1- 30 Haziran 2005 tarihleri arasinda
193 bin 266 ton ihracatiyla meyvesi yenen sebze grubu icinde birinci siray1 almis
ve bu ihracattan 120 milyon 699 bin dolar gelir elde edilmistir
(http://www.antalya.bel.tr, 2006). Toplam yas sebze liretim alani igerisinde %
24,8 iiretim miktar1 igerisinde ise % 38,2 ile 6nemli bir yere sahiptir (FAO, 2006).

Domates hem acikta hem de ortli alti yetistiriciligi yapilan bir sebzedir.
Ulkemizde toplam ortii alt1 yetistiriciliginin %50,8> inde domates {iretimi
yapilmaktadir. 2001 yili verilerine gére 143.543 da alanda ortii alti domates
yetistiriciligi yapilmis ve 1.417. 667 ton’luk bir verim elde edilmistir (Keskin ve
ark, 2004).



Domates yetistiriciligindeki olumlu gelismelere paralel olarak hastalik
sorunlar1 da artis gostermektedir. Tohumculuk sektoriiniin gelismesi ve
yurtdigindan hizli tohumluk girisi nedeniyle ozellikle bakteriyel ve viral
hastaliklarda biiytik artis olmustur. Bakteriyel hastaliklarin tohumla bulagabilme
Ozelligi yaninda fideliklerdeki kosullarin bakterilerin gelismesi i¢in uygun olusu
ve sik dikim yapilmasi, hastaliklarin yayilmasinda etkili olmaktadir (Karaca ve

Saygili, 1977).

Domateste sorun olan bakteriyel hastaliklar incelendiginde 3 6nemli etmen
one ¢ikmaktadir. Bunlar; Clavibacter michiganensis subsp. mchiganenssis
(Smith) ‘in neden oldugu Domates Bekteriyel Solgunlugu Hastaligy,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria Doidge Dye‘nin neden oldugu
Bakteriyel Leke Hastalig1 ve Pseudomonas syringae pv. tomato Okabe‘nun neden

oldugu Bakteriyel Benek Hastaligidir (Karaca ve Saygili, 1979).

Bu etmenlerden Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) ilk kez , 1929°da
Amerika Birlesik Devletlerinde Wisconsin’de, 1930’da Florida’da, 1933 yilinda
Formoza adasinda (Japonya) gorilmiistiir (Okabe ,1933). 1931°de Florida’da
yapilan  detayli calismalar ile yeni bir hastalik olarak tanimlanmigtir
(Bryan,1933). Her ne kadar 1930’Iu yillarin basindan beri hastaligin varlig1 bilinse
de 1978’¢ kadar yogun epidemilerine rastlanilmamistir. 1978’de ABD’nin
Georgia eyaletinde 1600 dekarlik fide iiretim alanindaki tiim bitkilerin bu
hastaliktan dolay1 imha edilmesinden sonra hastalik dikkat ¢ekmeye baslamistir.
Fide iiretimlerinin yapildig: tarlada tek bir bitkinin hasta olmas: tehlike teskil
etmektedir. Hastalik uygun kosullarda kisa siirede diger bitkilere hizli bir sekilde
yayilma 6zelligine sahiptir (Smitley ve Mc Carter ,1982;Mc Carter ve ark.,1983).

Hastalik sonralar1 domates yetistirilen tiim iilkelere yayilmistir. ABD’nin
pek cok eyaleti, Israil, Isvigre (Burki,1972). Yeni Zelanda, Avustralya, Kanada,
Yunanistan, Fransa, Cek Cumhuriyeti, Portekiz, Fas, Italya, Sili, Bulgaristan,
Brezilya ve Yugoslavya‘da hastaligin varligi pekcok arastirici tarafindan rapor

edilmistir (Aysan ve ark., 1999).



Ulkemizde ise ilk kez varligi 70’li yillarin sonlarinda Bati Anadolu

Bolgesinde (Saygili,1975) ve Akdeniz Bolgesinde (Cinar,1977) saptanmustir.

Hastaligin ortaya ¢ikisi ile diinyada cesitli iilkelere yayilis1 yaklasik ayni
yillara denk gelmektedir. 80’li yillarda yapilan caligmalarla patojenin tohumla
tagindigr saptanmis (Kim ,1979;Devash ve ark.,1980) ve diinyanin c¢esitli
bolgelerine (Mc Carter ve ark.,1983) oldugu gibi iilkemizde (Karaca ve Demir ,
1988 ; Aysan ve Cinar,2002 ;Geylani ,2004 )de yayilis nedeninin tohumlar oldugu

distiniilmistiir.

Patojenin gelismesi i¢in yiliksek nem ve 13-28°C sicakliga gereksinim
vardir. Bu kosullarda hastalik ¢ok hizli gelisir. Uriindeki verim kaybi iklim
kosullariyla direkt iliskilidir. Ekim ayinda fide dikiminin yapildig: seralarda, iklim
kosullar1 uygun oldugunda hasta bitki oram1 %75 civarinda olabilmektedir.
Siddetli etkilenen bir domates serasinda %12-23’e kadar varan iiriin azalisi
olabilmektedir. Fidelikler, hastalik i¢in olduk¢a uygun yerlerdir. Hasta fideler,
tarlaya veya seraya nakledildiginde etmen oraya da tasinmaktadir. Bazi yillar bu
hastalik {ilkemizdeki fideliklerde sorun olmakta ve fidelerin imha edilmesine

neden olmaktadir (Aysan ve ark.,2005).

Bitkinin tiim toprak iistii kisimlarinda belirti olusturan hastalik 6nce
fidelerin yaprak ve sap kisminda goriilmektedir. Zaman zaman tiim bitkinin
kuruyup Olmesine neden olabilmektedir. Tarla doneminde ise bitkinin
ciceklerinde, sap ve meyvelerinde de belirti olusturmaktadir. Hastalik 1lik nemli
havalarda leke ve kanser bi¢ciminde, serin ve nemli havalarda ise benek bigciminde
belirti verir. Yapraklardaki belirtiler, kahverengi-siyah arasi renkte, etrafi
genellikle sar1 halelerle ¢evrili lekeler seklidedir. Bu lekelerin ¢ap1 1-3 mm. kadar
olup bir yaprak iizerinde ¢ok sayida leke goriilebilmektedir. Zamanla bu lekeler
birleserek yapragin deforme olmasina, kismen ya da biitiiniiyle kurumasina neden
olabilir (Sekil 1.1). Ana govdede, buna bagh dallarda, yaprak ve ¢igek saplarinda
da lekeler goriilmektedir. Ciceklerde goriilen lekeler yapraklardaki kadar belirgin
olmayabilir. Ancak ciceklerin bulagsmasi olduk¢a 6nemlidir. Hastalik 6zellikle ilk
cigeklerde goriildiigiinde meyve tutumu etkilenmekte ve onemli iiriin kayiplarina

neden olmaktadir. Meyvelerdeki lekeler baslangigta oldukca kiiciiktiir, ilerleyen



donemde biiyiirler ve toplu igne basi biiylikliiglinde piistiiller meydana getirirler
(Sekil 1.2). Yiizeysel ve kolayca kaziabilir yapidaki bu piistiiller meyve icine
genellikle ilerlemezler. Sadece armut bigcimli domates meyvelerinde piistiiller
meyve etine bir Ol¢iide girmis durumdadirlar. Lekelerin artmasi ve birlesmesi
sonucu meyvenin sekli bozulur ve pazar degeri diiser (Gindrat and Burki, 1969;
Burki, 1972; Paulin, 1973; Fahy ve Persley, 1983; Thabsim et al., 1987; Saygili,
1989).

Sekil 1.1. Bakteriyel Benek Hastaligi P.syringae pv. tomato ‘nun yapraklarda olusturdugu
lekeler.(www.apsnet.org, 2002)

Sekil 1.2. Bakteriyel Benek Hastaligi P.syringae pv. tomato ‘nun meyvelerde olusturdugu

pustiiller (www.apsnet.org, 2002)

Domateste Bakteriyel Benek hastaligmmin onlenmesi amaciyla kullanilan
bakirl preparatlara karst patojenin hizla dayaniklilik kazandigi, dithiokarbamath
fungisitlerin ise kanserojenik olmalar1 nedeniyle salcada kalinti toleranslarinin
sifir oldugu ve dayanikli ¢esit arayislarinin da patojenin tiim irklarina karsi

basarili olamadig1 bilinmektedir. Son yillarda, patojenik olmayan kokbakterileri



(KB) araciligriyla konukcuda sistemik dayanikliligin uyarilmasmin patojenin
engellenmesinde daha sorunsuz ve kalic1 bir ¢6ziim oldugu bildirilmektedir. Bu
konuda daha énce yiiriitiilen bir TUBITAK projesi sonucunda, saglikli domates
bitkilerinin rizoplaninden izole edilen toplam 129 patojenik olmayan KB straini
(Fluoresent Pseudomonas, Bacillus spp, Serratia marcescens, Enterobacter
cloacae), domates bitkilerinde Bakteriyel Benek hastaligina (Pst) kars
dayanikliligt uyarma potansiyelleri ac¢isindan in vivo’da saksi testleriyle
degerlendirilmis, kok inokulasyonu yoluyla testlenen KB’inden 9’u Pst’nin
gelisimini, Kontrol (+) bitkileriyle karsilastirildiginda, %51 — 71 oraninda
engelleyerek domates bitkisinde sistemik dayamikliligt  uyarma (ISR)
potansiyelleri oldugunu gdstermistir (Ozaktan ve ark.,2005). Sistemik
dayanikliligmm (ISR) uyarildigi bitkilerde savunma mekanizmasinda 6nemli rol
oynayan Phenyl —alanine ammonia lyase (PAL) enziminin aktive oldugu ve
sentezinin arttif1 bilinmektedir. Bu tez projesinin amaci, domates bitkilerinden
izole edilen ve domates bitkilerinde sistemik dayanikliligi uyarma potansiyelleri
oldugu daha once saptanan KB’lerinin, Pst’ye duyarli domates bitkilerinde
zamana ve uyarilmaya bagli olarak PAL enziminin diizeyindeki degisimin
saptanmasi ve PAL enzimi aktivitesi ile hastaligin engellenme diizeyi arasindaki

iliskinin arastirilmasi amaclanmistir.



2.ONCEKi CALISMALAR

Bu tezin  konusunu  olusturan = Domates  Bakteriyel = Benek
Hastaligi(Pseudomonas syringae pv.tomato) ana bulasma kaynagi tohum oldugu
i¢in hastaligin miicadelesinde alinacak olan Onlemler inokulum kaynaklari yok
etmeye yonelik olmalidir. Bu nedenle hastaligin etiyolojisi ve epidemiyolojisinin

bilinmesi anahtar rol oynamaktadir.

2.1 Hastalik Etmeni

Pseudomonas syringae pv.tomato aerobik, gram negatif, cubuk seklinde ve
0.69-0.97x1.8 mp biiyiikliigiinde bir bakteridir. Bu bakteri, King B besi yerinde,
floresan pigment olusturmaktadir. Oksidaz ve arginin dihodrolaz testinde negatif
sonu¢ vermektedir. Levan testinde ve B-glucosidase testlerinde pozitiftir. Karbon
kaynag1 olarak, D(-) tartrate’dan yararlanir, ancak eryhritol veya DL-lactate’dan

yararlanmaz. Patojenin 0 ve 1 olmak {izere 2 1rki bilinmektedir.

2.2 Hastaligin epidemiyolojisi

Hastalik etmeni tohumla taginmaktadir. Tohum kabugu {izerinde yasamini
siirdiiren etmen, tohumun ¢imlenmesi sirasinda populasyonunu arttirir ve tohum

kabugundan fide apeksine veya kotiledon yapraklara gecerek fideyi hastalandirir.

Hasta tohumdan gelisen fidelerin kotiledon yapraklarinda kahverengi lekeler
ortaya ¢ikar. Domates tohumlarinda etmen 20 yil yasamini siirdiirebilir (Bashan

ve ark.,1982).

Patojen tohum disinda bulasik bitki artiklari iizerinde toprakta, yasamini
devam ettirebilir (Karaca ve Saygili,1982;Saygili ve ark.,1985;Aysan ve
C1nar,1998). Bu patojen, civarda bulunan etmenin konukg¢usu olmayan bitkiler ve
yabanci otlarda epifitik olarak bir mevsimden digerine kadar yasamini siirdiirebilir

(Jones ve ark.,1981;Bogatzevska ve Boneva ,1991).



Bu etmen 6zellikle sicaklik ve nem yo6niinden uygun kosullar1 buldugunda
hizla ¢ogalmaktadir. En iyi gelismeyi, 13-28°C’de gosterir. Bitkiye dogal
acikliklardan ve yaralardan giris yapar. Yagmur ve riizgar, hastaligin bir bitkiden
digerine yayilmasinda cok etkilidir. Ozellikle firtmali bir yagmurdan sonra
hastalik ¢cok hizli yayilir. Patojen bitkinin iletim sistemini etkilemez. Hastalik

sistemik degil lokal lezyon hastaligidir (Jones ve ark.1991).

2.3 Hastaligin miicadelesi

Bu hastaligin bu irkina karsi dayanikli ¢esit kullanilarak etkili kontrol
saglanilabilir. Kanada mengeyli olan Ontario 7710 isimli domates ¢esidinin bu
hastaligin 0 rkina kars1 dayanikli oldugu belirlenmistir (Pitblado ve Kerr ,1980).
Bu dayaniklik geni (Pto) istenilen gesitlere aktarilarak hastalik belli bir siire
kontrol edilmistir (Abak ve ark., 1991;Aysan ve ark., 1995). Patojenin diger
iwkinin (Irk 1) ortaya ¢ikisiyla bu dayaniklik genini iceren cesitlerin kullanimi
sinirlanmigtir. Bu etmen tohumla tasindigindan ve tiim diinyada yaygin
oldugundan ilk onlem olarak,saglikli tohum kullanilmalidir. Tohumlara cesitli
fiziksel ve kimyasal tohum uygulamalarinin yapilmasi (Aysan ve ark., 2002),
tohuma cesitli antagonstlerin uygulanmasi (Aysan ve Cinar , 2002) basari

getirmektedir.

Fidelerin yetistirildigi yerler iyice havalandirilmalidir. Fidelik devresinde
hastalik goriilen fideler tarlaya/seraya aktarilmamali ve yok edilmelidir. Bu etmen
nemli kosullarda ¢ok iyi gelistiginden, iiretim alaninda miimkiin oldugunca
yagmurlama sulamadan kaginmalidir. Tarla/sera devresinde de siddetli hastalik
goriilen bitkiler yok edilmeli, bitkilerin miimkiin oldugunca havalanmalari
saglanmalidir. Bu hastalik, iiretim alaninda bitki artiklar1 tizerinde uzun zaman
kalabildiginden, hasat sonu bitki artiklar1 yok edilmelidir. Ayrica en az 2 yil
domates disinda farkli bir bitkiyle miinavebe yapilmali ve topraktaki inokulum
diizeyini baskilamak icin sera gibi kiigiik {iretim yerlerinde yaz aylarinda toprak
solarizasyonu (Erkiligve ark., 1994; Aysan ve ark., 1997; Aysan ve Cinar, 2000)
uygulanmalidir. Bu hastalikla miicadelede kiiltiirel dnlemler yaninda kimyasal
olarak, bakirli ilaglarin kullanim1 basar1 saglamaktadir. Antibiyotik kullanimi ise

iilkemizde yasaktir. Bilindigi gibi domatesler bakirli ilaglara duyarhidirlar.



Bilhassa soguk ve nemli havalarda atilmasindan kagmilamlidir. Ayrica bakir,
domateste kalinti sorunu da yaratacagindan, Ozellikle salga iiretimi icin
yetistiriliyorsa bu ilaglar1 kullanmada daha dikkatli olunmalidir. Ozellikle hasada
yakin donemde ilagclamadan kaginilmalidir. Ayrica bakirli preparatlarin yanlis
kullanilmalar1 sonucu etmenin bu kimyasallara dayamiklilik kazandigi

belirlenmistir (Benlioglu ve Benlioglu, 1998).

Son dénemlerde, uygulamaya konulan bazi biyolojik preparatlar (Wilson ve
ark., 1997;Aysan, 1999) ve bitki aktivatorleri de bu hastaligin savasiminda
onerilmektedir. Bu alternatif yontemlerden birisi de kokbakterilerinin kullanildig:
biyolojik miicadeledir. Bu miicadele yonteminin ¢evre ve insan sagligi acisindan
olumlu yonlerinin gittikce daha iyi kavranmasiyla hastaliklarla biyolojik
miicadele ile ilgili calismalar son yillarda artarak devam etmektedir. Giinlimiizde
yapilan en genis kapsamli tarifiyle; biyolojik miicadele dogal veya genetik yapisi
degistirilmis mikroorganizmalar ya da onlarin iirettikleri metabolitler kullanilarak
patojen mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmast veya populasyonlarinin baski
altina alinmasin1 amaglayan bir tarimsal miicaele yontemidir. Kok bakterileri kok
yluzeyinde yiiksek miktarda bulunan epifitik bakterilerdir. Besinlerini bitki
eksudatlar1 ve lysate’lar olusturur (Lynch ,1976, Rovira 1974). PGPR grubu
bakteriler bitki gelisimini tesvik edici hormonlarin sentezlenmesi, biyolojik azot
fiksasyonu, fosfat ¢Oziiniirligiiniin arttirilmast  ve siderofor iiretimi vb.
mekanizmalarla bitki gelisimini tesvik ederek dolayli olarak hastalik gelisimini
azalttig1 gibi (Vessey, 2003), antibiyosis, yer veya besin icin rekabet ve sistemik
dayanikliligin uyarilmas: gibi mekanizmalarla ise dogrudan patojen gelisimini
engelleyerek veya hastalik siddetini 6nemli Ol¢iide azaltarak etkili olabilmektedir (
Bora ve Ozaktan,1998).Ciinkii bunlarin uygulanmalar bitki gelisimini arttirir ve
stresli kosullar altinda bitkiyi ayakta tutar (Kloepper 1996, Lynch, 1976). Bitki
verimliliginin artig1 zararli mikroorganizmalarin ve toprak kokenli patojenlerin
PGPR tarafindan baskilanmasi sonucu olarak ortaya g¢ikar (Schippers 1988).
Biyolojik giibre olarak bitki biiyiimesini tesvik eden bakterilerin (PGPR) ¢ok
yiliksek bir potansiyele sahip oldugu, cesitli bitki, iklim ve toprak kosullarinda
faydali1 olabilecegi bilinmektedir.
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Biyolojik savas hastalik etmenleriyle antagonistik organizmler arasindaki
etkilesimin bir iirlinli olarak ortaya cikar. Bu etkilesim tiplerinden biride uyarilmis
dayanikliliktir. Uyarilmis dayaniklilik sistemi diger antagonistik iligki tiplerinden
ayrt olarak konukgu iizerinden saglanan bir biyolojik savas olanagini kapsar.
Antagonistin kimi salgilar1 ya da i¢erdigi kimi kimyasal maddeler konukcu bitkide
patojene karst dayaniklilik sistemlerinin caligmasini ya da harekete gegmesini
saglar. Konuk¢unun artan savunma etkinligi patojeni konukguda engeller.
Ozellikle bitki koklerini kolonize eden non-patojenik kdk bakterileri hastaliklart
baskilama ve konukgu bitkide sistemik dayanikliligi uyarma (ISR) ozellikleri
yoniinden on plana ¢ikmustir. Sistemik dayamiklilik kok bakterileri tarafindan
uyarilmigsa Uyarilmig Sistemik Dayaniklilik (Induced Systemic Resistance-ISR)
olarak ifade edilir (Van Loon et al., 1998). Uyarilmig Sistemik Dayaniklilik hem
toprak hem de yaprak patojenlerinin biyolojik savasiminda is goren etkili bir
biyokontrol mekanizmasidir. Cok sayida bitki patojenine karsi etkili olmasinin
yani sira bitkide var olan dayaniklilik mekanizmalarin1 aktive ettigi icin
hastaliklara kars1 dayanikliligin uyarilmas: son yillarda bitki koruma yodntemi
olarak dikkat cekmektedir. Ustelik konuk¢u bitkide dayamiklilk bir kez
tetiklenerek uyarildiktan sonra koruyucu etki diger savasim yontemlerine oranla
genellikle daha kalici olmaktadir. ISR’yi olusturan kok bakterilerinin konukgu
bitkide gelisme ve verim {izerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Bdylece
hastaliklara dayanikliligin yani sira bitki gelisimini arttirici etkilerinin olmasi

biitlinlesik savasim yaklagimindaki tistlinliiklerini gostermektedir.

PAL (Phenylalanine Amonia-Lyase) kokbakterileri tarafindan sistemik
dayanikligin (ISR) uyarilmasinda 6nemli bir enzimdir ve siderofor iiretimi ve
kokbakterileri tarafindan sistemik dayanikliligin uyarilmasi sonucu bitkilerde
tiretimi tesvik edilen PAL (Phenylalanine amonia-lyase) enziminin aktivasyonu
gibi etki mekanizmalar1 saptanarak bu mekanizmalarin hastalik gelisimini
engelleme etkileri belirlenmistir. Domates bitkilerinde bazi kokbakterileriyle
tohum uygulamasindan sonra bakteriyel benek hastal gindaki azalma ile PAL
enziminin diizeyindeki artis arasinda paralellik saptanmistir. PAL enzimi ISR i¢in

anahtar rol oynayan bir enzimdir (Van Loon et al., 1998).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel materyal

Daha once yapilan ¢alismalarda domates bakteriyel benek hastaligina karsi
duyarli oldugu bilinen Rio Grande domates ¢esidi kullanilmistir.(Ozaktan ve ark.,

2005).

3.1.2 Bitki Yetistirme Ortamm

Domates fideleri steril torfta yetistirilmis, fideler 3 hafta sonra steril torf
iceren saksilara sasirtilmig ve besin c¢ozeltisi verilerek gilibre gereksinimi
karsilanmustir.

3.1.3 Cahismada Kullanilan Besi Yerleri

Bakteriyel antagonistlerin gelistirilmesi ile in-vitro ve in-vivo testler icin
King-B besi yeri, kiiltiirlerin stokta, +4 C”de saklanmasi igin NGA (Nutrient

Glyserol Agar) besi yeri kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan besiyerlerinin bilesimleri

King B NGA
(King et al., 1974) (Lelliott and Stead,
20 g. Pepton 1987)
1,5 g. KoHPO4 8 g. Nutrrient Broth
1,5 g. MgS04.7H,0 20 g. Gliserol
10g. Gliserol 20 g. Agar
20g. Agar 1 1t. Saf Su
1 It. Saf Su
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3.1.4 . Calismada kullanilan tampon cozeltiler

Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:6,5 ve %1 polyinylpyrolidone(pvp)
Phenlymethylsulfonyl (PMSF) kullanilmistir.

3.1.5 Calismada kullanmilan test patojeni

Calismada bakteriyoloji laboratuari stoklarinda bulunan, Karacabey’de
sanayi domatesi iiretim alanlarindan izole edilmis ve virulensi yiiksek bir Pst

izolat1 test patojeni kullanilmustir.

3.1.6 Arastirmada kullanilan bakteriyel antagonistler

Daha Once yiiriitiilen bir arastirma projesinde(Ozaktan ve ark., 2005)
saglikli domates bitkilerinin koklerinden izole edilen ve domates bitkilerinde
dayaniklilig1 sistemik olarak uyararak Bakteriyel Benek Hastaligina karsi etkili

bulunan asagidaki antagonistler kullanilmistir:

18/1K(Pseudomonas putida)
62(Serratia marcescens)
66/3 (Bacillus sp.) ve

70 (Pseudomonas fluorescens biovar 1)
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3.2 YONTEM

3.2.1 Arastirmada kullanilan bakteriyel antagonistlerin domates

tohumlarina kaplanmasi ve ekimi

Antagonist KB’leri King B besiyerinde 24+2°C’de 2 giin siireyle
gelistirilmigtir. Petride gelisen kok bakterileri 5 ml %1°lik Carboxy Methyl
Cellulose (CMC) ile siispanse edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. CMC siispansiyonun Petriye Piilverize edilmesi

Bu siispansiyon i¢erisine domates tohumlar1 aktarilmistir.

Sekil 3.2.Siispansiyon igerisine tohumlarin aktarilmasi

120 rpm’de 30 dakika calkalanarak bakterilerin tohum yiizeyine homojen
bir sekilde yapismasi saglanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Antagonistlerle tohum bakterizasyonu
Calkalama isleminden sonra tohumlar igerisinde steril torf bulunan viyollere
ekilerek uygun nem ve sicaklikta iklim odalarina yerlestirilmistir (Sekil 3.4).
Ayrica sadece CMC ile kaplanmisg tohumlar Kontrol (+) ve Kontrol (-) olarak

denemeye dahil edilmistir.

Sekil 3.4: Tohumlarin viyollere ekimi
3.2.2 Patojen Bakterinin inokulasyonu

Iklim odalarinda uygun nem ve sicaklikta yetistirilen KB’leri ile tohum
bakterizasyonu yapilmus bitkilerin ilk gercek yapraklar ¢iktiktan sonra 24+2°C’de
King B besi yerinde gelistirilen 2 giinliik Pst izolati(10* h/ml yogunlukta )
bitkilere piilverize edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Antagonistin bitkilere piilverize edilisi
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3.2.3.Antagonistlerin in vivo kosullarda Pst’ye etkisinin testlenmesi

Domates tohumlarina kaplama seklinde uygulanan KB’leri patojen bakteri
Pst’a karsi in vivo’da biyolojik miicadele potansiyelleri agisindan da
degerlendirilmistir. Bu testler iklim odasinda saks1 testleriyle gerceklestirilmis ve
testler 4 yinelemeli olarak planlanmis, her yinelemede 2-3 yaprakli donemde
bulunan 4 bitki yer almistir. Yukarida belirtildigi sekilde, ilk gercek yaprakli
dénemdeyken Pst siispansiyonu (10° cfu/ml) ile inokule edilen domates bitkileri
saksilara sasirtilarak 3-4 giin siireyle yiiksek oransal nemde tutulmustur (Sekil
3.6). Patojen uygulamasindan 7-10 giin sonra, her tekerriirde yer alan bitkilerin
bilesik yapraklarindaki lezyonlar 0-5 skalasina gore (Sekil 3.7) degerlendirilmis
ve skala degerlerine uygulanan Thousend Heuberger formulii ile % hastalik

siddeti belirlenmistir.

% hastalik siddeti= Y (Skala degeri x skalada degerlendirmeye giren birey sayis—

x100
(En yiiksek skala degeri x toplam birey sayisi)

Boylece her uygulamadaki ortalama hastalik Siddeti (%) saptanmigtir
(Wilson et al., 2001). Tohum bakterizasyonu yapilmamis ancak Pst inokule
edilmis bitkiler Pozitif Kontrol olarak degerlendirilmistir. Tekerriirlerde saptanan
Hastalik Siddeti (%) degerlerine SPSS v.12.0 (SPSS Inc. Chicago, Illunois)
istatistik analiz programu ile, varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Analizden
once hastalik siddeti degerlerine transformasyon uygulanmgtir. Islemler

arasindaki farkliliklar, P=0,05 6nem diizeyinde, DUNCAN testi ile belirlenmistir.



> 3 4 %

Sekil 3.7. Patojenin hastalik siddetini degerlendirmede kullanilan 0 - 5 Skalas1
(0: hi¢ leke yok, 1: 1-3 leke, 2: 4-10 leke, 3: yapraklarda sayica 10°dan ¢ok
leke birlesmis ve yapragin ¥4’ii nekroze olmus, 4: yapraklarin 1/3°li nekroze

olmus, 5:yapraklarin yaridan fazlasi nekroze olmus)

3.2.4 Antagonistlerin Konukcu Bitkide PAL Enzimi aktivitesine

etkisinin testlenmesi

K06k bakterileri tarafindan uyarilan domates bitkisinde, domateste bakteriyel
benek etmeni Pst’ye karsi sistemik dayamiklilik mekanizmasini tetiklemede
anahtar enzim olarak rol oynayan PAL enziminin aktivasyonunu belirlemek
amaciyla yapilan c¢alismada, KB’leri domates tohumlarina kaplama seklinde
uygulanmustir. Ik gergek yaprakli asamaya gelen domates fidelerine patojen
bakteri Pst siispansiyonu (10° cfu/ml) inokule edildikten sonra, iklim odasinda
bulunan domates bitkilerinden 24-48-72 ve 96 saat ara ile alinan yaprak ornekleri
laboratuvara getirilerek her bir O6rnekten 1g tartilmis ve 50ml’lik beherlere
konulmustir (Sekil 3.8). Beherlere konan 6rnekler {izerine sivi azot aktarilmis ve

baget yardimiyla yaprak 6rnekleri toz haline getirilmistir.(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9.Yaprak 6rneklerine sivi azot aktarilmasi

Toz haline getirilen ornekler liyofilizasyon tiiplerine aktarilmig ve enzim

aktiviteleri belirleninceye kadar -20 °C’de saklanmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10.- 20°C’de saklamak iizere hazirlanan kurutulmus yaprak drnekleri

-20 °C’de bekletilen ornekler alinarak tizerlerine 3ml 50mM sodyum fosfat
tampon c¢ozeltisi  (pH:6,5 ve %!l polyinylpyrolidone(pvp) ve 1mM



18

phenlymethylsulfonyl (PMSF) iceren) eklenerek toz halindeki yaprak 6rnekleri 30
sn. beklenerek siispanse edilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11.Yaprak 6rneklerinin siispanse ediligi
Bu stispansiyondan 1,5ul alinarak ependorf tiiplere aktarilmis ve 20.000g’de
+4 °C’de 25 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra silispansiyonun lst kismindan 5 pl alinmis ve
iizerine 500 pl %0,2°1ik phenylalanine soliisyonu ilave edilmistir. Referans olarak
ise 50 pl fosfat tamponu iizerine Sml %0,2’lik L-phenylalanine eklenmis ve 37
°C’ye ayarli su banyosunda 2 saat inkiibe edilmistir. Ayrica farkli ppm dozlarinda
cinnamic asit standarti hazirlanarak 290 nm dalga boyunda absorbans (abs)
degerleri alinmistir. 37 °C’lik su banyosunda 2 saatlik inkiibasyondan sonra Pal
enziminin varliginda L-phenylalanine’nin cinnamic asite donligiim orani 290 nm
dalga boyunda abs degerlerinin alinmasi ile belirlenmistir (Cizelge 3.1). Okumalar
5 dakika boyunca her 30 saniyede bir yapilmis ve elde edilen veriler cinammic
asit standartdindan elde edilen degerler ile karsilastirilarak pg/gram taze
yapraktaki PAL miktar1 belirlenmistir. Elde edilen PAL miktar1 (ng/gram taze
yaprak) degerlerine SPSS v.12.0 (SPSS Inc. Chicago, Illunois) istatistik analiz
programi ile, varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Islemler arasindaki

farkliliklar, P=0,05 6nem diizeyinde, DUNCAN testi ile belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. Farkli ppm dozlarinda cinnamic asit dozlar1 ve abs degerleri

Doz Abs.Degerleri
(290nm)
Sppm 0,319
10ppm 0,689
15ppm 0,977
20ppm 1,126
25ppm 1,283
30ppm 1,454
35ppm 1,564
40ppm 1,610
45ppm 1,675
50ppm 1,688
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4. BULGULAR

4.1. In-vivo Testlerin Sonuclari

Kokbakterilerinin domates tohum bakterizasyonu yoluyla patosisteme
sokulmasi ve ilk gercek yaprakli asamada patojen Pst siispansiyonu ile uygulama
gormesinin domates bitkilerinde bakteriyel benek hastaliginin gelisimine etkisinin
arastirlldigt testlerden elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de toplu olarak
goriilmektedir. Tiim uygulamalarda meydana gelen hastalik siddeti oranlar1 %
olarak belirlenmis, kokbakterileri uygulamasinin K(+)’e gore hastaligi engelleme
oranlar1 (% etki) ayrica belirtilmistir (Cizelge 4.1). Tohum uygulamasi bi¢giminde
gerceklestirilen in vivo saksi denemelerinde antagonist kok bakterileri Pst’yi
Saks1 denemelerinde K(+)’e gore %?27-77 oranlarinda engellemis ve istatistik
analizler sonucu tiim uygulamalar kontrolden farkli ¢ikmistir. Pozitif kontroldeki
ortama hastalik siddeti %27 olarak saptanmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.3). Hastalig
engelleme ve konukc¢u bitkide sistemik dayanikliligt uyarma konusunda en
basarili sonug, Pst’nin domates bitkilerindeki hastalik siddetini %77 oraninda
engelleyen 70 no.lu Pseudomonas fluorescens biovar 1 izolat1 (Sekil 4.2) olurken,
bunu %60 etkililikle 18/1K no.lu Pseudomonas putida izolat1 ve %55 etkililikle
62 no.lu Serratia marcescens izolat: (Sekil 4.4) izlemistir (Sekil 4.5). Istatistiki
acidan ise, en basarisiz kok bakterisi %27 etki diizeyiyle 66/3 no.lu Bacillus spp.
(Sekil 4.6) olmustur.
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Cizelge 4.1: Tohum Bakterizasyonu yoluyla uygulanan KB’lerinin in vivo saksi

testinde Pst’ye karsi etkisine iliskin sonuglar

* =
5 Tekerriirlerde Hastalik §
= s o
g Siddeti (%) '
E g % Etki
S 1 2. 3. |4 | T ’
= S
g tek. tek. tek. | tek. g
£ : =
: £ s
18/1K | 13 17 6 7 10.8 ab** | 60
62 16 8 9 15 12b 55
66/3 16 25 16 21 19.5¢ 27
70 10 6 2 5 6a 77
K(+) |32 22 26 |28 |27¢ ;

*Tohum bakterizasyonu 15.12.2008 tarihinde, fidelerin sasirtilmast ve Pst inokulasyonu
07.01.2009 tarihinde, degerlendirmeler 17. 01. 2009 tarihinde gerceklestirilmistir.
**Tekerriirlerde saptanan ortalama hastalik siddeti (%) degerlerine uygulanan Duncan testi

sonucunda ayni1 harfi tasiyan uygulamalar, P<0.050lasilikla birbirinden farksizdir.

30+
25-
20+
% Ortalama
Hastalik 15
Siddeti
1017
541

18/1K 62 66/3 70 KONTROL+
Uygulamalar

Sekil 4.1.Kokbakterilerinin bakteriyel benek hastaligi etmeni P.syringae pv.tomato’ya karsi
domates bitkilerinde sistemik dayanikliligt uyarma yoluyla biyolojik miicadele

potansiyellerine iligkin sonuglar
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Sekil 4.3. K(+)’nin goriiniimii

Sekil 4. 4. 18/1K no.lu antagonistin Pst’ye etkisi
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Sekil 4. 5: 62 no’lu izolatin Pst’ye karsi etkisi

Sekil 4. 6: 66/3 no.lu antagonistin Pst’ye etkisi

4.2. Kokbakterisi uygulamalarimmn domates bitkilerinde PAL
(Phenylalanine amonia-lyase) enzimi aktivitesine etkisinin belirlenmesi

Alman yaprak orneklerinden 1g tartilarak materyal ve yontem bolimiimde
anlatildig1 sekilde yaprak ekstraktlar1 hazirlanmis ve Pal enziminin varliginda L-
phenylalanine’nin cinnamic asite doniislim oran1 290 nm dalga boyunda abs
degerlerinin alinmasi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler farkli ppm dozlarinda
hazirlanan cinnamic asit standartdindan elde edilen degerler ile karsilagtirilarak
ug/gram taze yapraktaki Pal miktar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.2 ve Sekil 4.7°de goriilmektedir.
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24

diizeyindeki degisim (ng/gram taze yaprak)

yapraklarda Pal

Pst inokulasyonundan sonra zamana bagh
olarak PAL enzimi miktarinda degisim

Testlenen
) (ng/gram taze yaprak)*
Izolatlar

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
18/1k 0,96 ab** | 2,56abc** | 1,87ab** | 5,60 c**
62 0,36 a 2,07 ab 2,6abc 4,39 bc
66/3 0,64 a 1,7 ab 1,84ab 1,52 ab
70 0,33 a 1,58 ab 1,62ab 2,52 abc
K(+) 0,00 a 10,54 d 2,31abc 2,56 abc
K(-) 0,00 a 0,00 a 1.25ab 1,15 ab

*Degerler iki yinelemenin ortalamasidir

Cizelge 4.2. Tohumlarina Kokbakterisi uygulanan domates bitkilerinde patojen

enzimi

**Elde edilen degerlere uygulanan, Duncan Coklu Aralik Testine gore ayni

harfi tagiyan uygulamalar P = 0.05 olasilikla birbirinden farksiz bulunmustur.
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Pal Enzimi
Dizeyindeki [24s
Degisim
(mg/gram taze W48s
yaprak) m72s
[96s

181K 62 66/3 70 K- K+
UYGULAMALAR

Sekil 4.7. Tohumlarina Kokbakterisi uygulanan domates bitkilerinde Pst inokulasyonundan sonra

zamana bagli olarak Pal enzimi diizeyindeki degisim (ug/gram taze yaprak)

Sekil 4.7. incelendiginde patojen uygulanmayan bitki yapraklarindan alinan
Negatif Kontrol orneklerinde istatistik analizlere gore PAL iiretiminde zamana
bagli olarak oOnemli bir fark gozlenmemistir. Ancak Pozitif Kontrol
uygulamalarinda Pal enziminin aktivasyonu, Pst uygulamasindan 48 saat sonra
cok yiiksek diizeyde saptanmis (10,54 pg/gram taze yaprak), daha sonra hizla
diigmiistiir. K(+) orneklerinde Pst uygulamasindan 24 ve 72, 96 saat sonra yapilan
Olciimlerin istatistiksel agidan birbirinden farkli olmadigi goriilmiistiir. Tohum
bakterizasyonu yapilan ve Pst ile inokule edilen bitkilerde inokulasyondan sonra
zamana bagli olarak PAL enziminin aktivasyonundaki degisikliklere bakildiginda;
en yiiksek PAL iiretimi 96. saatte 18/1K no.lu kokbakterisi uygulanan bitkilerde
saptanmig, bunu 62 no’lu KB’si uygualmasi izlemistir (Sekil 4.7).
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5. TARTISMA

Domates tariminda sorun olan en Onemli bakteriyel hastaliklardan,
Domates Bakteriyel Benek Hastaligi (P.syringae pv. tomato) ile savasim
olanaklarimin oldukca kisith oldugu bilinmektedir. Bakirli preparatlara karsi
patojenin hizla dayaniklilik kazanmasi, dithiokarbamatl fungisitlerin kanserojenik
etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve salcada kalinti toleransinin sifir olmasi gerek i¢
pazara gerekse digsatima yonelik yetistiricilikte kimyasal savagim olanaklarini
oldukca kisitlamaktadir. Bu noktada etmenle biyolojik savas ve ozlellikle de
patojenik olmayan bitki gelisimini uyaran kok bakterileri (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria, PGPR) araciligiyla konukcu bitkide sistemik
dayanikliligim uyarilmast (Induced Systemic Resistance-ISR) patojenin

engellenmesinde sorunsuz ve kalic1 bir ¢6ziim olarak dikkat ¢gekmektedir.

Son yillarda bitkisel iiretimde karsilagilan hastaliklarla biyolojik savas
arastirmalarinda sistemik dayanikliligin uyarilmas: konusu, sadece bakteriyel ya
da fungal hastaliklara kars1 etkili bir biyokontrol mekanizmasi olmakla kalmayip,
viruslara hatta  nematod ve boceklere karsi da etkili bulunmasiyla One
cikmaktadir. ISR ’yi olusturan kok bakterilerinin (PGPR) bir bagka avantaji ise
konukgu bitkide gelisme ve verim iizerine olan olumlu etkileridir. Boylece
hastaliklara dayanikliligin yani sira bitki gelisimini arttirict etkilerinin olmasi

biitiinlesik savasim yaklagimindaki iistiinliiklerini géstermektedir.

Sistemik uyarilmis dayanikliligi saptayabilmek i¢in temel yaklasimlar,
bakteriyel siispansiyonu otoklavlanmis topraga karistirmak, sasirtma sirasinda
kokleri bakteriyel siispansiyona daldirmak ya da ekimden 6nce tohumlar1 yiiksek
oranda bakteri ile kaplamaktir (Kloepper, 1996). Konuk¢u bitkide dayanikliligin
uyarildigini ve bu uyarinin sistemik oldugunu sdyleyebilmek icin uyarilmay1
saglayan kok bakterisinin patojenin engellendigi bolgede bulunmamasi ve deney

stiresince bakteri ile ¢ekismeye giren patojenin  tamamen ayr1 kalmasi gerekir

(Van Loon et al., 1998).

Konukgu bitkide antagonist bakteri uygulamasi sonucu hastalik etmeni

bakteriyel patojene (Pst) kars1 sistemik dayanikliligin uyarilmasi konusunda daha
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once yiiriitiilen bir TUBITAK projesi sonucunda, saglikli domates bitkilerinin
rizoplaninden izole edilen toplam 129 non patojenik KB straini (Fluoresent
Pseudomonas, Bacillus spp, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae), domates
bitkilerinde Bakteriyel Benek hastaligina (Pst) karsi dayanikliligt  uyarma
potansiyelleri agisindan in vivo’da saksi testleriyle degerlendirilmis, kok
inokulasyonu yoluyla testlenen KB’inden 9’u Pst’nin gelisimini, Kontrol (+)
bitkileriyle karsilastirildiginda, %51 — 71 oraninda engelleyerek domates
bitkisinde sistemik dayanikliligi uyarma (ISR) potansiyelleri oldugunu
gostermistir (Ozaktan ve ark.,2005). Sistemik dayaniklihigin (ISR) uyarildig
bitkilerde savunma mekanizmasinda oOnemli rol oynayan Phenyl -alanine

ammonia lyase (PAL) enziminin aktive oldugu ve sentezinin arttig1 bilinmektedir.

Bu tez calismasinda, domates bitkilerinden izole edilen ve daha Onceki
caligmalarda Pst’ya karsi biyolojik savas potansiyeli saptanmis olan yararh
bakterilerin domates bitkilerinde zamana ve uyarilmaya bagli olarak PAL
enziminin diizeyindeki degisimin saptanmast ve PAL enzimi aktivitesi ile

hastaligin engellenme diizeyi arasindaki iligkinin arastirilmast amaglanmustir.

Tohuma uygulanan kokbakterisinin yaprakta enfeksiyon olusturan bir
hastalig1 engellemesi ISR’nin en karakteristik 6zelligi olup yapilan bu ¢aligmada
kullanilan kokbakterilerinin  bitkilerde ISR’yi tetiklemesi sonucu hastalik
gelisimini degisen oranlarda engellendigi saptanmustir. {lk kez Van Peer et al.,
(1991) tarafindan tanimlanan ISR genel olarak, bir¢ok kokbakterisinin sahip
oldugu farkli mekanizmlarla bitkilerin sistemik olarak uyarilmasi sonucu patojen
enfeksiyonu sonrasi, hastalikli bitki sayisindaki azalis veya hastalik siddetinde
azalma olarak ifade edilmektedir (van Loon et al., 2006, Loon et al., 1998,

Pieterse, et al., 2002, van).

Bu arastirmada ISR aktivitesi arastirlan 18/1K, 66/3, 62 ve 70 no ‘lu kok
bakterileri tohum bakterizasyonu uygulamasiyla verilmis ve bu tohumlardan
gelisen fidelere Pst inokulasyonu yapilmistir. Bu KB’lerinin domates
yapraklarinda bakteriyel benek gelisimini %27-77 oranida engellemeyi basarmasi,
ISR’nin kanit1 olarak yorumlanabilir. Konuk¢u bitkide sistemik dayanikliligin

varhigim1 sdyleyebilmek icin uyarilmay1 saglayan kok bakterisinin patojenin
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engellendigi bolgede bulunmamasi ve deney siiresince bakteri ile ¢gekismeye giren
patojenin  tamamen ayr1 kalmasi gerektigi kurali (Van Loon et al., 1998) bu
calismada kamtlanmistir. Ustelik; bu calismada KB’leriyle Pst’ye kars1 elde edilen
sonuglar Ozaktan ve arkadaslarmin (2005) elde ettigi sonuglarla da biiyiik dl¢iide
paralellik gostermektedir. Ozaktan ve ark (2005), KB’lerini patosisteme kok
uygulamasi bi¢ciminde vermis, domates bitkilerinin yapraklarina Pst uygulamasi
yapmistir. Bu calismada ise, KB’leri tohum bakterizasyonu seklinde patosisteme
verilmistir. Her iki uygulamada da patojen ve antagonist bakteri klasik biyolojik

savag calismalarinda oldugu gibi karsi karsiya gelmemektedir.

Kok bakterilerinin  bitkide farkli tip patojenlere karst sistemik
dayanikliligt uyararak etkili olabildigi bildirilmektedir. Arabidopsis tizerinde
yapilan bir ¢aligmada fungal ve bakteriyel etmenlere karsi sistemik dayanikliligin
uyarildig1 belirlenmistir. P.fluorescens WCS417R koklere uygulandiginda hem
Fusarium .oxysporum f.sp.raphani hem de Pseudomonas syringae pv. tomato ‘ya
kars1 sistemik dayanikliligi uyarabilmistir. P.fluorescens WCS 417R kontrol ile
karsilagtirildiginda Arabidopsis bitkisinde P.syringae pv.tomato infeksiyonunu
%40 diizeyinde, F.oxysporum f.sp.raphani infeksiyonunu ise %60 diizeyinde
engelleyen en basarili uygulama olmustur. Ozellikle str. WCS 417R ile uyarilmis
yapraklarda P.syringae pv. tomato ’nun kolonizasyonu kontrole gore oldukca
diisiik bulunmustur. Inokulasyondan 4 giin sonra kontrolde P.syringae pv. tomato
kolonizasyonu 1 gr. yaprakta 7x10® hiicreye ulasirken 417R ile uygulama gdrmiis

olan yapraklarda ayni siirede 1x107 hiicreye diismiistiir (Van Wees et al., 1997).

Cesitli patojenlere karsi etkili sonuglarin alindigi ¢esitli ISR ¢aligmalarinda
yogun olarak floresan Pseudomonaslar, ayrica, Bacillus ve Serratia genuslarina ait
bakteriler kullanilmaktadir (Compeau et al., 1998; Van Loon et al., 1998).
Floresan Pseudomonaslar ¢ok hizli kolonize olmalarnt ile avantaj

saglayabilmektedir.

Bu c¢alismada Pst’ya kars1 ISR aktivitesi arastirilan 18/1K, 66/3, 62 ve 70
no ‘lu kok bakterilerinin, sirasiyla, Pseudomonas putida, Bacillus spp., Serratia
marcescens ve P.fluorescens olduklar1 bilinmektedir (Ozaktan ve ark., 2005; Giil
ve ark, 2008). Bu bakteriler, PGPR olarak da isimlendirilmekte olup ISR ‘daki ve
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bitki gelisimindeki rolleri ve 6nemleri iyi bilinmekte, son yillarda bu bakterilerle
ilgili caligmalarin yogunlastig1 dikkati ¢ekmektedir (Beena et al., 2003; Sharath
Cahdra et al., 2003).

PGPR ‘in bakteriyel hastaliklara karst ISR yoluyla koruma sagladigina
iliskin birgok Ornek verilebilir. P.fluorescens str.97 ile fasulye tohumlarinin
uygulama gérmesi Hale Yanikligi hastaligini engellemistir (Alstrom, 1991). Ote
yandan hiyar tohumlariin P.putida str.89B-27 ve Serratia marcescens str.90-166
ile uygulama gormesi Bakteriyel Solgunluk (Erwinia tracheiphila) c¢ikisini
azaltmistir (Van Loon et al, 1998). Yine hiyar tohumlarinin P.putida,
Flavomonas oryzihabitans, S.marcescens ve Bacillus pumilis INR-7 ile
bulastirilmasi Bakteriyel Koseli Yaprak Lekesi lezyonlarini azaltmigtir (Liu et al.,

1995).

Bu arastirmada ISR aktivitesi saptanan 18/K, 70, 66/3 ve 62 no ‘lu kok
bakterilerinin PGPR etkilerinin aragtirildig1 bir ¢aligmada; hiyar, domates ve biber
ile yapilan sera denemelerinde; test edilen PGPR’larin baz1 donemlerde hiyar ve
domateste onemli verim artigina yol actif1 belirlenmistir (Giil ve ark., 2006).
Domateste, kontrole oranla verim artis1 Bacillus spp. strain 66/3’de sonbaharda
%27, ilkbaharda %14 diizeyinde gerceklesmistir. Hiyarda ise, Fusarium
solgunlugunun ortaya ¢iktig1 donemde, S. marcescens strain 62 ile inokule edilen

bitkilerde verimin %30 diizeyinde arttig1 belirlenmistir (Giil ve ark., 2006).

Bu calismada Pst’ya kars1 ISR etkisi test edilen 18/1K, 62, 66/3 ve 70
no.lu KB’lerinin PGPR potansiyellerinin de bulunmasi bunlarin integre {iriin

yonetimi (ICM) yaklasimiyla kullanilmalarini saglayabilir.

Bu tez c¢aligmasinda, in vivo testlerde sistemik dayanikliligt uyardigi
saptanan KB’lerinin domates bitkilerinde zamana ve uyarilmaya bagl olarak PAL
enziminin diizeyindeki degisime etkisinin saptanmasi ve PAL enzimi aktivitesi ile

hastaligin engellenme diizeyi arasindaki iligskinin arastirilmasi da amaglanmistir.

Lignin biyosentezinin ve diger fenolik bilesiklerinin 6nciisii olan PAL

(phenylalanine amonia-lyase) enzimi, abiyotik etkenler ve patojen inokulasyonu
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sonucu bitkilerde sentezlendigi gibi, bircok kokbakterisi tarafindan ISR’nin
uyarildig: bitkilerde de bu enzimin sentezlenmesinde ve miktarinda artis meydana
geldigi bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (De Meyer et al., 1999; Chen et
al., 2000; Silva et al., 2004; Chandra et al., 2007). Bu tez calismasinda PAL
enziminin aktivasyonu, tohumlarina kokbakterisi uygulanmis domates bitkilerinin
yapraklarina patojen inokule edildikten sonra arastirilmistir. Yapilan testlerde, en
yiiksek PAL iiretimi 18/1K nolu kokbakterisi ile tohumlar1 kaplanan bitki
yapraklarinda belirlenmis ve bunu 62 nolu izolatlar izlemistir. Kdkbakterisi
uygulanan bitkilerde zamana bagli olarak PAL seviyesinde artis meydana geldigi
belirlenmistir. Denemeye alinan tiim kokbakterisi izolatlar1 tohumlar1 herhangi bir
muamele gérmemis Negatif Kontrol bitkilerinin yapraklarina gore istatistiki

olarak farkli miktarlarda Pal enzimi iiretmistir.

Bozkurt ve Ozaktan (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada; fasulye
tohumlar1 kokbakterisi ile kaplandiktan sonra yapraklarina patojen bakteri X.
axonopodis pv. phaseoli inokule edilen bitkilerin yapraklarinda en yiiksek PAL
enzimi iretimi patojen inokulasyonundan 72 saat sonra saptanmis olup bu
donemde uygulamalarda 1,230 - 2,120 pg/g bitki arasinda degisen diizeylerde
PAL enzimi saptanmistir. Tiim uygulamalar yalniz patojen inokule edilen bitki
yapraklariyla karsilastirildigina kontrol uygulamasina gore daha yiiksek diizeyde
Pal enzimi iiretmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, Bozkurt va Ozaktan
(2009) tarafindan elde edilen sonuglarla bir 6l¢iide benzerlik gostermekle birlikte,

zamana bagli olarak PAL enziminin aktivasyonu konusunda farklilik saptanmustir.

Tohumlar1 kokbakterileri ile kaplandiktan sonra patojen uygulanan
bitkilerde zamana bagli olarak PAL iiretiminde farkliliklar meydana gelmesi
bir¢cok ¢alismada belirtilmistir. Chen et al., (2000), koklerine farkli kokbakterisi
izolatlar1 ve Pythium aphanidermatum patojen fungusu uygulanan bitkilerde,
kokbakterileri tarafindan ISR’nin uyarilmasi sonucu sentezlenen enzimlerin
varligint arastirmis ve koklerine Pseudomonas strain 13-28-63 nolu kokbakterisi
uygulanan hiyar bitkilerinde patojen inokulasyonundan 48 saat sonra en yiiksek
Pal diizeyi saptanirken, Pseudomonas strain CH33 uygulanan bitkilerde ise
patojen uygulamasindan 96 saat sonra en yiik Pal enzimi iiretimini saptamislardir.

Farkas et al., (1969), tiitin nekroz viriisii (TNV) ile inokule edilen fasulye
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bitkilerinde en yiiksek Pal enzimi {retiminin inokulasyondan 72 saat sonra

meydana geldigini belirlemislerdir.

Tohumlarina kok bakterisi uygulandiktan sonra patojen uygulanan
bitkilerde, daha yiiksek diizeyde Pal enziminin iiretilmesi kokbakterileri taratindan
belirli bir diizeyde uyarilan dayanikliligin patojen inokulasyonu ile tetiklenmesi

sonucu meydana gelebilmektedir (Chen et al., 1996).

Kokbakterileri uygulanan bitkilerdeki Pal enzimi iiretimi ile saksi testleri
denemelerinde tohum uygulamalarinin hastalik  gelisimi  {izerine etkileri
karsilastirildiginda genel olarak Pal seviyesindeki artigla hastalifin engellenmesi

arasinda dogrusal bir iligki gézlenmistir.

Kok bakterilerinin biyokontrol etkisi ile Pal enzimi diizeyleri arasinda
olumlu bir iligski oldugu, ozellikle, 18/1k ve 62 no’lu izolatlar i¢in sdylenebilir.
Ancak 70 no’lu izolat Pst’yi onleme agisindan en dnemli antagonist olmasina
karsin, Pal enzimi aktivasyonu konusunda diger izolatlar kadar yiiksek artig
saptanmamis olmasi, burada Pal enzimi disinda baska yollar ve enzimlerin
varligin1 da gdstermektedir. Daha 6nce yliriitiilen bir calismada 18/1k ve 62 no’lu
kok bakteri izolatlarinin gili¢lii siderofor aktivitesi saptanmistir (Aslan, 2005).
Siderofor iiretimi ISR igin dénemli bir kriterdir. Aslan ve Ozaktan’mn yiiriittiigii
calismada 70 no’lu Pf izolatinin aktivitesinin biyokontrol kokenli degil siderofor
antibiyotik iretiminden kaynaklandigi saptanmistir. Bu antagonistlerin in
vivodaki biyolojik miicadele potansiyellerinin yiiksek olusu konukgu bitkide Pal
enzimini aktive etmelerinin nedeni giiclii siderofor iiretme potansiyellerinde

aranabilir.

Pal enziminin hastalik gelisimi iizerine etkisi ile yapilan baz1 ¢aligmalar
incelendiginde enzim-hastalik  gelisimi iligskisinde farkliliklar  olabildigi
goriilmektedir. Bu ¢alismalardan bazilarinin inceleyecek olursak; Ongena et al.,
(2004), Pseudomonas putida BTP1 kokbakterisi uygulanmis bitkilerin Botrytis
cinerea ile inokulasyonunda, kokbakterisinin hastalik gelisimini engelledigini
fakat bu engellemede Pal enziminin etkili olmadigini, daha ¢ok lipoxygenase

(LOX) ve hydroperoxidase enzimlerinin etkili oldugunu belirlemisler;
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kokbakterisi uygulanan ve daha sonra patojen inokule edilen fasulye
yapraklarinda salgilanan PAL enzimi ile, yalniz patojen inokule edilen kontrol
bitkilerinin yapraklarindaki Pal enzimi miktar1 arasinda herhangi bir fark
gozlenmedigini saptamiglardir. Benzer sekilde Silva et al., 2004, tohumlar1 farkli
kokbakterileri ile kaplanmis domates bitkilerini P. syringae pv. tomato ile ile
inokule ettiklerinde hastalik gelisiminin azaldigini ve yapilan enzim analizlerinde
yaprak ekstraktlarinda peroxidase ve lipoxygenase enzimlerinde artis meydana
gelirken, Pal enzimi aktivitesinde herhangi bir artis olmadigini belirlemislerdir.
Girish and Umesha (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise; kokbakterileri
uygulanmis domates bitkileri bakteriyel kanser etmeni (Clavibacter michiganensis
subs. michiganensis) ile inokule edildiginde, hastalik yogunlugunun yalniz
patojen inokule edilen kontrol bitkisine gore daha diisik oldugunu
belirlemislerdir. Kontrol bitkisinde hastalik yogunlugu %93 iken kokbakterisi
uygulanan bitkilerde ise hastalik yogunlugunun %44-53 arasinda degistigini ve
kokbakterisi uygulanan bitkilerde, kontrol bitkisine gore 4 kat daha fazla Pal
enzimi salgilandigini saptamislardir. Chen et al.,(1996) kokbakterileri uygulanmig
hiyar bitkilerini Pythium aphanidermatum ile enfekte etmisler ve kokbakterileri
tarafindan ISR’nin uyarilmasi sonucu hastalik gelisiminde azalma meydana
geldigini ve bu bitkilerde Pal, peroxidase ve polyphenol oxidase enzimi

aktivitelerinde artig meydana geldigini belirlemislerdir.

Tim bu sonuglar genel olarak degerlendirildiginde enzim aktivasyonunda,
konukgu-patojen-kokbakterisi interaksiyonlarinin énemli oldugu, bitki ¢esidine,
patojene ve kokbakterisi izolatina gore degisiklik gosterebilecekleri sonucuna
varilabilmektedir. Tiiziin (2001) tarafindan da bildirildigi gibi, enzim aktivitesi ve
birikimi; bitki genotipi, fizyolojik kosullar, patojen ve tesvik edici etmen veya

faktore gore degisiklik gosterebilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda Diinyada ve iilkemizde Domates bakteriyel benek hastaligi
oldukga 6nemli iirlin kayiplarina neden yol agmaktadir. Tohumla da tasinabilen bu
hastalik 6zelikle fideliklerde, seralarda ve yazlar1 yagisli gecen bolgelerde zaman
zaman c¢ok etkili goriilmekte ve 6nemli {iriin kayiplarina neden olabilmektedir.
Domateste Bakteriyel Benek hastaliginin 6nlenmesi amaciyla kullanilan bakirl
preparatlara karsi patojenin hizla dayaniklilik kazandigi, dithiokarbamatl
fungisitlerin ise kanserojenik olmalar1 nedeniyle salcada kalinti toleranslarinin
sifir oldugu ve dayanikli ¢esit arayislarinin da patojenin tiim irklarina karsi
basarili olamadig1 bilinmektedir. Son yillarda, patojenik olmayan kdkbakterileri
(KB) araciligiyla konukguda sistemik dayanikliligin uyarilmasinin patojenin
engellenmesinde daha sorunsuz ve kalici bir ¢oziim oldugu bildirilmektedir.
Ozellikle yapilan ¢alismalara bakildiginda tohum ilaglamasi, bakirl preparatlar ile
bitkiye uygulama gibi tek yonlii miicadele yontemlerinin kullanildig1 dikkati
cekmektedir. Bu tez calismasi, Pst’nin in sistemik dayanikliligin uyarilmasi
yoluyla biyolojik savasimi konusunda yapilmis bir 6n c¢alisma niteligi
tasimaktadir. Bu caligmanin bulgulart 1s18inda gelecekte hastalikla miicadele

konusunda yapilmasi gereken ¢aligmalar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Kokbakterileri uygulanan bitkilerdeki Pal enzimi iiretimi ile saksi testleri
denemelerinde tohum uygulamalarinin hastalik gelisimi iizerine etkileri
karsilastirildiginda genel olarak Pal seviyesindeki artigla hastaligin engellenmesi
arasinda dogrusal bir iliski gozlenmistir. Kokbakterilerinin konukgu bitkide
patojene karst ISR mekanizmalarin1 harekete gecirme o6zelliklerinin saptanmis
olmasi, bunlarin etki spekturumunun ve etki siiresinin de uzun olmasin
saglayabilir. Bunlar da gelecekte arastirilmasi gereken konular arasinda yer

almalidir.

Bu patojeni engellemede birden fazla yontemin bir arada kullanildigi
entegre miicadele yontemlerine onem verilmeli, bu amaca yonelik miicadele
programlar1 hazirlanmalidir. Son yillarda, bu anlamda daha c¢ok zararsiz
kimyasallar ve biyolojik uygulamalar gibi alternatif yontemler dikkati

¢ekmektedir.
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Ozellikle, bitki iletim sistemlerine yapilacak uygulamalar (damla sulama
sistemine antagonistlerin ya da kimyasallarin verilmesi vb gibi), sorunu bir dlgiide
hafifletebilir. Bu hastalig1 engellemede, ¢cevre dostu miicadele yontemleri ile imit

var sonuglar alinabilir.

Bakteriyel antagonistlerin basarili olmasi durumunda bunlarin domates
ekosisteminde populasyonlar1 giderek artacagi i¢in dinamik bir savasim stratejisi
gelistirilerek hem tohum, hem de domates fidelerine icirme big¢iminde
uygulamalar yapilarak, domates yetistiriciligini tehdit eden bu hastaliga karsi

etkin bir miicadele yontemi gelistirilebilecektir.
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