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OZET

Yiksek Lisans Tezi

DOMATES OZ NEKROZUNA NEDEN OLAN ETMENLERE KARSI PGPR VE
BIYOAJAN BAKTERILERI KULLANILARAK KONTROLLU KOSULLARDA
BIYOLOJIK MUCADELE IMKANLARININ ARASTIRILMASI

Selma AKTAS

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitls(
Bitki Koruma Anabilim Dali
Fitopatoloji Bilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Recep KOTAN

Farkli bakteriyel patojenlerin sebep oldugu domates 6z nekrozu hastaligr Tiirkiye’de sera
kosullarinda ciddi verim kayiplarina sebep olmaktadir. Bu hastalik i¢in etkili kimyasal kontrol
yontemleri bulunmamakta ve hastaligin kontrolinde sadece kiiltiirel bazi uygulamalar
Onerilmektedir. Bu ¢alismada; epifitik ve endofitik bakterilerinin domateste 6z nekrozu
hastaliginin  kontroliinde imkanlar1 arastirilmistir. Calismada dort farkli cinse (Bacillus,
Pseudomonas, Pantoea and Agrobacterium sp.) ait toplam 14 bitki gelisimini tesvik eden
bakteri ve on farkli cinse (Bacillus, Pseudomonas, Bergeyella, Brevibacillus, Enterobacter,
Micrococcus, Paenibacillus, Pantoea, Salmonella and Stenotrophomonas) ait toplam 132
potansiyel biyoajan bakteri izolatt kullanilmustir. Bu bakteriler daha once yapilan gesitli
calismalarda; yabani ve kiiltiir bitkilerinin toprak alt1 veya toprak {istii aksamlarindan izole
edilerek, yag asit metil esterleri profillerine gore Microbial Identification System (MIS)’i
kullanilarak tanilanmigtir. Potansiyel biyokontrol bakteriler petri denemelerinde patojene karsi
antagonistik ve/veya hiperparasitik 6zelliklerinin belirlenmesi igin test edilmistir. Siv1 tasiyici
materyal kullanilarak, kok uygulamalari igin toplam dokuz bakteri formilasyonu (petri
denemelerinde antagonistik ve/veya hiperparasitik etki gosteren 14 bakteri izolatindan olusan)
ve yapraga sprey uygulamalari i¢in toplam iki bakteri formiilasyonu (daha once yiiriitilen
calismalarda bitki gelisim aktiviteleri belirlenmis 8 bakteri izolatindan olusan) hazirlanmistir.
Sadece tasiyici materyal, ticari mikrobiyal gilibre (BM-MegaFlu) ve bakteri uygulamasi
yapilmayan uygulamalar kontrol olarak kullanilmistir. Bu uygulamalar sera kosullarinda
domates 6z nekrozu hastaliginin kontrolii, bazi bitki gelisim parametreleri ve bitkideki klorofil
miktar1 tizerine etkinlikleri bakimindan test edilmistir. K6k daldirma ve yaprak spreyi seklinde
kullanilan bu bakteriyel formiilasyonlarin birgogunun hem hastalig1 kontrol ettigi, hemde bitki
gelisimi ve bitki klorofil miktarinda artiglara sebep olduklar tespit edilmistir. Sonug olarak; bu
formiilasyon igerisinde bitki gelisim parametreleri ve hastalik kontrolii agisindan en etkili
bulunan B3+BA-A, B3+BA-B ve B4+BA-B uygulamalarimin domates yetistiriciliginde hem
domates 6z nekrozu hastaliginin kontroliinde biokontrol ajan1 hem de bitki gelisiminde
mikrobiyal giibre olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

2014, 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Biyolojik miicadele, biyopestisit, domates, PGPR, 06z
nekrozu, Pseudomonas



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF BIOLOGICAL CONTROL POSSIBILITIES OF
TOMATO PITH NECROSIS USING PGPR AND BIO-CONTROL BACTERIA
IN CONTROLLED CONDITION

Selma AKTAS

Atatiirk University
Natural Sciences Institute
Department of Plant Protection
Department of Phytopathology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Recep KOTAN

Tomato pith necrosis, incited by different bacterial pathogens, causes serious losses to
greenhouse growers in Turkey. There is no effective chemical control method for this
disease and only cultural practices are recommended for preventing the disease. In this study,
we investigated the possibility of biological control of the disease by using both plant growth
promotion bacteria (PGPR) and biological control agents on tomato plants. A total of 14 plant
growth promotion bacteria belonging to four different genera (Bacillus, Pseudomonas, Pantoea
and Agrobacterium sp.) and a total of 132 potential biocontrol bacteria belonging to ten
different genera (Bacillus, Pseudomonas, Bergeyella, Brevibacillus, Enterobacter, Micrococcus,
Paenibacillus, Pantoea, Salmonella and Stenotrophomonas) were used in this study. They were
isolated from under-ground or above-ground of wild and cultivated plants in the previous
studies were identified using fatty acid methyl esters profiles by the Microbial Identification
System (MIS). The potential biocontrol bacterial strains were tested to determine their
antagonistic and/or hyperparasitic properties against the pathogen on Petri plate assays. A total
of nine bacterial formulations (consist of 14 bacterial strains showed antibiosis and/or
hipeparasitic effect on Petri plate) for root applications and two bacterial formulations (consist
of 8 bacterial strains selected by determining plant growth promotion activity in previous study)
for foliar spray applications was prepared using broth carrier material. Only broth carrier
material, trade microbial biofertilizer (BM-MegaFIu) and no bacteria applications were used as
control. These applications were tested for suppressing of tomato pith necrosis disease control
in tomato plants, on the activities of some plant growth parameters and in terms of the amount
of chlorophyll in the plant in greenhouse condution. Many of the bacterial formulations used for
root dipping and foliar spray application suppressed both the disease and provided important
contributions to the development of the plant and caused some increases the amount of
chlorophyll in the plant. Consequently, our results indicated that the most effective formulation
(B3+BA-A, B3+BA-B ve B4+BA-B) caused plant growt and disease suppression of all these
formulations can be used as bio control agent for tomato pith necrosis disease and biofertilizer
for tomato production.

2014, 61 pages
Keywords: Bacillus, Biocontrol, biopestiside, tomato, PGPR, pith necrosis, Pseudomonas
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1. GIRIS

Domates (Lycopersicon esculentum L.); Personatae takiminin Solonacae familyasinin
Lycopersicon cinsine bagl 1liman iklimlerde yillik, tropikal bolgelerde ise ¢ok yillik bir
bitkidir (Seniz 1992). Diinyanin degisik {ilkelerinde farkli ekolojiler de en c¢ok
yetistirilen ve tiiketilen, adaptasyon yetenegi oldukca glcli olan bir sebze tirl olup;
Anavatan1 Orta Amerika ile Gliney Amerika’nin kuzey kesimleri, ekvatorun 30° kuzey
ve giineyinde kalan boélge ve iginde yer alan Peru ve Meksika’dir (Ercan vd 2002).

Peru’dan diger iilkere yayildigi, Tiirkiye’ye ise Adana’dan girdigi bilinmektedir.

Domates; dinyada en ¢ok dretilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim iiriinlerinin
basinda gelir. Insan beslenmesindeki vazgegilmez iiriinlerden olmasi ve gida sanayinde
dondurulmus, konserve, salca, ketcap, tursu gibi ¢ok cesitli kullanim alanlarina sahip
olmasi nedeniyle Tiirkiye igin de biiyiikk 6nem arz etmektedir (Keskin ve Gul 2004;
Gunay 2005). Ucuz ve bol vitamin kaynagi olmasi, besleyici ve lezzetli 6zelliginden
dolay1 diinyanin bir¢ok iilkesinde en cok iiretilen sebzelerden olup; turfanda olarak

yetistirilebilmesi nedeni ile her mevsimde tiiketilebilmektedir.

Ulkemizde hemen her yerde hem acik alanda hem ortii altinda sofralik ve sanayii
domatesi dretilmektedir. Ozellikle Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgelerinde cok genis
alanlarda yetistiriciligi yapilmaktadir (Vural et al. 2000). Sofralik domates iiretimi en
fazla Akdeniz Bolgesi’nde kisin plastik ve cam seralarda, yazin ise tarlalarda
yapilmaktadir. Tirkiye; Diinya domates Uretiminde Cin, Hindistan ve ABD’den sonra
dordiincii sirada yer almakta olup; Diinya taze domates iiretiminin %8’e yakini Tiirkiye

tarafindan kargilanmaktadir (FAO 2010; Keskin 2012).

Turkiye’de 2013 verilerine gore; 199.372 hektar alandan 11.820.000 ton domates
uretimi ger¢eklesmistir. Diinyada ise yine 2013 verilerine gore 4.621.294 hektar alandan
156.477.012 ton iiretim meydana gelmistir. Ulkemiz ortiialt1 {iretim de 2013 verilerine

gore alcak tinelde 14.539 da alandan 82.884 ton, yiksek tiinelde 12.995 da alandan



163.117 ton, cam serada 54.241 da alandan 739.738 ton, plastik serada 171.559 da
alandan 2.215.191 ton iiretim olmustur (TUIK 2013).

Bitkilerde biyotik ve abiyotik faktorlerden kaynaklanan verim kayiplar1 s6z konusudur.
Diinya Gida ve Tarim Tegkilati (FAO) tarafindan yayinlanan istatistiklere gére her yil
diinya tarim firiinlerinin en az %12’lik bir boliimii (tarla ve depo sartlarinda) patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu bitki hastaliklar1 ve %?20’lik bir bolimi ise
boceklerden dolay1r kaybedilmektedir (Agrios 1997). Bu oran az gelismis veya
gelismekte olan {lilkelerde daha fazladir. Verim ve kalite {izerine olumsuz etki eden
biyotik faktorler arasinda; hastalik etmeni olarak bilinen patojenler (funguslar,
bakteriler, vaskuler bakteriler, virtsler ve viroidler), zararlilar olarak bilinen hayvansal
organizmalar (bocekler, akarlar, nematodlar, salyangozlar, simukli bdcekler,
kemirgenler, memeliler ve kuslar) ve yabanci otlar sayilabilir. Hastalik, zararli ve
yabanci otlar; kiltur bitkilerinde %25-30’a varan Uriin kayiplarina neden olmaktadir.
Yapilan arastirmalar; bitki hastaliklarina %60-75 oraninda fungus ve bakteriler, %10-15
oraninda viriis ve viroidler, %10 oraninda ise diger patojenler ve cevresel faktorlerin

sebep oldugunu gostermektedir (Agrios 1997).

Domateste fungal ve viral hastalik etmenlerinin yan1 sira pek ¢ok bakteriyel etmen de

onemli {irlin kayiplarina neden olmaktadir. Bunlar kisaca asagida siralanmustir.

Fungal hastaliklar; domateste kursuni kiif hastaligi (Botrytis cinerea), domates
mildiyosu  hastaligi  (Phytophthora infestans), domates yaprak kiifii hastalig
(Cladosporium fulvum), erken yaniklik hastaligi (Alternaria solani), killeme hastaligi
(Leveillula taurica), kok bogaz1 yanikligr hastaligi (Phytophthora capsici) ve fidelerde
kok ciiriikligii-cOkerten hastaligi (Phythium, Rhizoctonia, Fusarium, Alternaria ve
Sclerotinia tiirleri)’dir. Viral hastaliklar; domates lekeli solgunluk viriis hastaligi
(Tomato spotted wilt tospovirus), domates mozayik viriis hastaligt (Tomato mosaic
tobamovirus), hiyar mozayik virlis hastalifi (Cucumber mosaic cucumovirus)’dir.
Bakteriyel hastaliklar ise; domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig

(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), domates bakteriyel benek hastaligi



(Pseudomonas syringae pv. tomato), domates bakteriyel kara leke hastalig
(Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria), domates bakteriyel solgunluk hastalig
(Ralstonia solanacearu), domateste stolbur (Phytoplasma tlrleri) ve domates 6z
(govde) nekrozu hastaligi (Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas mediterranea, Erwinia
carotovora subsp. carotovora, Erwinia carotovora subsp. Atroseptica ve Erwinia

chrysanthemi)’dir (Scortichini 1992).

Govde-0z nekrozuna sebep olan etmenlerin domateste olusturduklar1 simptomlar gévde,
petiol, yaprak ve meyve olmak iizere tiim toprak istii kisimlarinda goriilmektedir.
Hastalik domates govdesinde lekelenmelere, petiol ve meyve sapinda lezyonlara, 6zde
kahverengilesme ve bosalmaya ve iletim demetinde renk degisimine neden olmaktadir.
Bitkilerde genel bir sararma gdévdenin dis ylizeyinde kahverengimsi siyah lekeler
seklinde gozlenir. Govdenin boyuna kesiti alindiginda govdedeki koyu nekrotik
alanlarin iletim demetleri boyunca yayildigi goriiliir. Hasta bitkilerin alt yapraklarinda
sararma artarak tiim bitkiyi sarar. Bu simptomlardan meydana gelen hastalik bazi
seralarda ciddi zararlara neden olmaktadir. Bitkiler hasada kadar canli kalmakta fakat

meyve tutumu az olmakta ve gelisme gerilemektedir (Aysan vd 2002).

Domatesde govde nekrozuna neden olan etmenlerin olusturdugu hastalik simptomlari
genelde benzer olmasina ragmen dis simptomlarda bazi farkliliklar oldugu Ustiin ve

Saygili (2001) tarafindan bildirilmistir.

Govde nekrozu etmenlerinden biri olan P. viridiflava; yaprak sapinda sararma, alt
yapraklarda solgunluk, govdede budama yerleri yakininda kahverengi-siyah lekelere
neden olmaktadir. Goumas and Moudofaris (1996) ile Goumas et al. (1999)
Pseudomonas viridiflava’nin domates meyvelerinde yiizeysel, yuvarlak, 1.5-2 cm
capinda glimiis renkli lekelere de neden oldugunu rapor etmislerdir. Bu etmenin
ulkemizde domateslerde govde nekrozuna neden oldugu Dogu Akdeniz Bolgesi’nde
Aysan ve Yildiz (2000), Ege bolgesinde Ustiin ve Saygili (2001) tarafindan

bildirilmistir. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde domateslerde gévde nekrozuna neden olan



Pseudomonas tirlerinin %12’si P. viridiflava olarak tanilanmistir (Aysan ve Cinar
2001).

Domates 6z nekrozuna neden olan P. cichorii’nin varlig1 ilk olarak Yeni Zelanda’da
belirlenmistir (Wilkie and Dye 1974). Ulkemizde ise; Ege Bolgesi’nde (Demir ve
Gilindogdu 1988) ve Dogu Akdeniz Bolgesi’nde (Tokgoniil 1995) etmenin varligi
bildirilmistir. Ustiin ve Saygili (2001) Ege Bolgesi domates seralarinda 6z nekrozu
hastaligina neden olan etmenlerden %26’sin1 P. cichorii olarak tanilamigtirlar. Patojen
domates bitkisinin gévdesi iizerinde baslangi¢ noktasindan itibaren 30 cm ve daha fazla
uzunlukta olan koyu yesilden kahverengiye donen diizensiz su emmis lezyonlar
olusturur. Gévde iginde ise iletim demetlerinde renklenme meydana gelir. Ozde
baslangicta agik kahverengi olan nekrozlar daha sonra koyu kahverengiye donmektedir.

Meyve belirtilerine ise rastlanilmamistir (Ustiin ve Saygili 2001).

Diger bir patojen olan P. corrugata Dulnyada ilk defa Scarlett et al. (1978) tarafindan
1971 yilinda Ingiltere’de domates seralarinda rapor edilmistir. Etmenin pek cok iilkede
varlig1 ilerleyen yillarda gesitli arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (Ustiin, 2000).
Hastalik daha sonra italya’da (Fiori et al. 1983), ABD’de San Diago ve Kalifornia’da
(Lai et al. 1983), Florida’da (Jones et al. 1983), Israil’de (Zutra and Kritzman 1983),
Yeni Zelanda’da (Clark and Watson 1986), Japonya’da (Natsuaki and Kagiwata 1986),
Brezilya’da (Neto et al. 1990) ve Arjantin’de (Allippi et al. 2003) rapor edilmistir.
Ulkemizde Ege Bolgesi’ndeki seralardan gelen simptomlu domates bitkilerinde
yapraklarda solgunluk, gdvdede lezyonlar ve 6zde nekrozlar oldugu 1989 yilinda
gbzlenmistir. Hastalik etmeninin P. corrugata oldugu ortaya konulmus olup; bu ¢alisma
ile Turkiye’de ki P. corrugata’un varligi ilk olarak rapor edilmistir (Demir 1990).

Akdeniz Bolgesi’nde ise Bas ve Cinar (1995) hastaligin varligini rapor etmislerdir.

Govde nekrozuna neden olan P. fluorescens’in varligi ise Yunanistan’da Alivizatos
(1984) ve Portekiz’de Jacob (1991) tarafindan rapor edilmistir. Turkiye’de ise ilk defa
Saygili vd (2004) tarafindan P. fluorescen biotip I’in varligi rapor edilmistir. Catara et

al. (2002) italya, Fransa ve Ispanya’da gévde nekrozu simptomu gdsteren bitkilerden



izole ettikleri floresan Pseudomonas tiirleri ile yaptiklar1 ¢aligma sonuglarina gore;
P.corrugata’ya yakin akraba olan yeni bir tirin P. mediteranea olarak
isimlendirilmesini 6nermislerdir. Bu calisma ile domateslerde gévde nekrozuna neden
olan yeni bir bakteri tiirii daha saptanmustir. TUrkiye’de ise ilk defa ile Basim vd (2005)
tarafindan P. mediterranea’nin varlig1 rapor edilmistir. Solaiman et al. (2005); PCR test
metodunu kullanarak P. corrugata’nin mcl-PHA’y1 iiretmesiyle bu iki tiir arasindaki
farkliligim1 ortaya koymuslardir. Tanilanamayan Pseudomonas tdrlerinin de goévde

nekrozuna neden oldugu Yunanistan’da Skoudridakis (1986) tarafindan bildirilmistir.

Erwinia yumusak ¢iiriiklikklerinin domateste patojen oldugu ilk defa 1960’1 yillarin
sonunda ABD’de Teksas’da rapor edilmistir (Speights et al. 1967). Erwinia turleri
bitkinin cesitli gelisme donemlerinde, hasatta, tasinma esnasinda ve depolama sirasinda
urettikleri  pektolitik  enzimler  (pektinliyaz, pektinmetilesteraz, pektatliyaz,
polygalakturonaz, proteaz) ile bitkilerin parankimatik dokularini parg¢alayarak yumusak
cliriikliige neden olurlar. Bu grup igerisinde yer alan en 6nemli tiirler E. c. subsp.
atroseptica (Van Hall, 1902), E. c. subsp. caratovora ve E. chrysanthemi’dir (Jones
1901).

Daha sonra yiiriitilen c¢aligmalarda; E. c. subsp. atroceptica’nin Fransa’da ve
Yunanistan’da (Malathrakis and Goumas 1987); E. c. subsp. caratovora’nin ABD
(Speights et al. 1967), Yugoslavya ve Tayvan (Hsu and Tzeng 1981), Kanada
(Malathrakis and Goumas 1987), Arjantin ve Ispanya’da ve E. chrysanthemi’nin ise
Kolombiya (Victoria and Granada 1981), Kiiba, Yunanistan ve ABD’de (Chellemi et al.
1998) domateste govde nekrozuna neden oldugu bildirilmistir. Domatesin verimini
azaltan ve pazar degerini diistiren etmenlerden biri olan E. chrysanthemi erken dénemde
domates bitkisinde sararma, solgunluk ve yapraklarda su emmis gibi goriinlimlere neden
olur. Hastalik ilerledik¢e bitkide pdrsiime, yumusama, gévde lizerinde homojen olarak
dagilmig grimsi siyah renk bozulmalar1 gézlenmektedir. Bitki boyuna kesildigi zaman
kotii kokan bir s1vi akmakta, iletim demetlerinde ve 6zde kahverengilesme, bosalma ve
yumusama ortaya ¢ikmaktadir. Etmen meyve tutumundan sonra infeksiyon

olusturdugunda meyvede yumusama ve ciiriiklige neden olmaktadir. Ulkemizde



Erwinia yumusak ciiriikliiklerinin domateste varligi Bati Akdeniz Bolgesi’nde Basim ve
Oztiirk (2000), Ege Bolgesi’nde Ustiin ve Saygili (2001), Dogu Akdeniz Bélgesi’nde
ise Cinar ve Aysan (1995) ve Tokgoniil (1995) tarafindan rapor edilmistir.

Tarimsal iiretimi arttirmanin en O6nemli yollarindan birisi ekim alanlarini arttirmak
digeri ise birim alandan saglanan verimi arttirmaktir. Ulkemizde tarima uygun ekim
alanlart son sinirina ulagmistir. Endiistrilesme baskisi altinda ekim alanlarinda 6nemli
bir daralmadan dahi s6z edilebilir. Tarimda bitkisel tiretimi artirmanin yollarindan biri
olan ekim alanlarmi artiramayacagimiz i¢in mevcut alanlarin  korunmasi ve
siirdiiriilebilirlik iizerinde dncelikle durulmalidir. Uretimi arttirmak ve kaybi énlemek
veya en aza indirmek amaci ile kiiltiirel onlemler, fiziksel, kimyasal ve biyolojik

miicadele ad1 verilen degisik teknikler uygulanmaktadir.

Saygili vd (2014) goére; domates govde nekrozunun micadelesinde kilttrel dnlemler
olarak; saglikli tiretim materyali (tohum veya fide) kullanilmasi, budama makaslarinin
temizligine dikkat edilmesi, seralarin iyi havalandirilmasi, fazla gubrelemeden
kaciilmasi ve sanitasyon uygulamalar1 onerilmektedir. Ayrica yaz aylarinda seranin
bos oldugu donemlerde toprak dezenfeksiyonu ve solarizayon gibi uygulamalarin
topraktaki inokulum miktarin1 azaltabilecegi bildirilmektedir. Hastalifa kars1 etkili
hicbir kimyasal preparat yoktur. Gelecekte umut verici ¢aligmalar arasinda bitkide
dayaniklilik mekanizmasin1  uyaran bitki aktivatorlerinin, biyolojik miicadele
elemanlarinin kullanimi yer almaktadir. Yogun sulama ve giibrelemenin ise hastaligi
tesvik ettigi bildirilmektedir (Ustiin ve Saygili 2000). Kullanilan yeni hibrit gesitler,
baz1 fungus ve viriislere dayanikli olurken yiiksek verim icin daha fazla azot ve
potasyum istegine sahiptirler. Boylece de bitki patojenlerinin gelisimini tesvik ederler.
Diger yandan bahar boyunca serada giindiiz gece 1s1 farki bitkide stres yaratabilir ve

bitkileri hastaliga daha duyarli hale getirebilir (Tognoni 1990; Ustiin ve Saygili 2000).

Giliniimiizde dogal kaynaklarin korunmasi ve bozulan ekolojik dengenin yeniden tesisi,

topragin yasatilmasi, flora ve faunanin korunmasi, biyolojik ¢esitliligin devami ve



kimyasal kirlilik ile toksik kalintilarin yok edilmesi insanligin temel amaci olmustur

(Kotan 2002; Cakmakg¢1 ve Erdogan 2005).

Diinyada bakteri igerikli mikrobiyal giibre ve biyopestisitlerin ¢ok sayida ticari preparati
yapilarak tarimda basarili bir sekilde kullanildigi bilinmektedir. Ulkemizde yerli
izolatlardan gelistirilmis bakteri igerikli ruhsatli ticari mikrobiyal giibre preparatlart son
yillarda tarimda bagarili bir sekilde kullanilmaya baglanmasina ragmen ruhsatli herhangi
bir biyopestisit bulunmamaktadir. Bu nedenle hem diinyada hem de iilkemizde biyolojik
miicadele ¢alismalar1 her gecen gin daha da énem kazanmakta ve mucadele ile ilgili

caligmalarin bu yone kaymasina sebep olmaktadir (Kotan 2014, Kotan ve Celik 2014).

Domateste govde-6z nekrozuna sebep olan bakteriyel etmenlerin micadelesinde
kullanilabilecek etkili bir kimyasalin gelistirilememis olmasi biyolojik miicadele gibi
alternatif miicadele yontemlerinin dnemini artirmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile; PGPR
ve biyoajan bakteri kombinasyonlar1 kullanilarak insan ve hayvan sagligimi tehdit
etmeyen, dogal diigmanlara ve yararli faunaya zarar vermeyen ve ayni zamanda topragin
yapisini diizelten, verim ve kaliteyi artiran ¢evre dostu biyopreparatlarin tespiti ve
domates tariminda hem bitki gelisimi agisindan katki sunan hem de hastaligin
kontroliinii  saglayabilecek bakteri igerikli biyoformiilasyonlarin  gelistirilmesi

amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Domates, Tiirkiye i¢in ¢ok dnemli bir sebze olup bu bitkide pek ¢ok bakteriyel hastalik
belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismalarda; Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Sahin
2001b), Ralstonia sp. (Ustiin et al. 2008; Calis et al. 2012), Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Sahin et al. 2002; Calis et al. 2012), Erwinia carotovora subsp.
carotovora and Erwinia chrysanthemi (Aysan et al. 2005a,b), Pseudomonas syringae
pv. tomato (Sahin 2001; Basim et al. 2004), 6z nekrozuna sebep olduklari bilinen
Pseudomonas corrugata (Demir 1990), Pseudomonas mediterraneae (Basim et al.
2005), Pseudomonas fluorescens (Saygili et al. 2004; Saygili et al. 2008), Pseudomonas
cichorii (Mirik et al. 2011) ve Pseudomonas viridiflava (Aysan 2001; Aysan et al.

2004)’nin domateste varligi rapor edilmistir.

Bitkilerde zararli olan bir¢ok fungus ve zararliya karsi miicadelede etkili olan insektisit
ve fungusit gelistirilmistir. Ancak, bitki patojeni bakteriler i¢in gelistirilmis bakterisit
bulunmamaktadir. Bitki patojeni bakterilere karsi tip ve veterinerlikte kullanilan bazi
antibiyotikler etkili bulunmakta, ancak antibiyotiklerin pahali olusu, dayaniklilik
kazandirmasi ve insan-hayvan-g¢evre sagligi yoniinden sorunlar yaratacagi diistincesi ile

tilkemizde kullanilmasi yasaklanmistir (Kotan 2002).

Domates 6z nekrozu hataliginin miicadelesinde de etkili bir kimyasal micadele yontemi
bulunmamaktadir. Kiiltiirel 6nlemler olarak ise; yiliksek nem olusumunu 6nlemek igin
seralarm iyi havalandirilmasi, asirt azot uygulamasindan kaginilmasi, potasyum
uygulamasi yapilmasi, {iriin artiklar1 toplanarak imha edilmeli, hastalikli bitkilerin
hemen uzaklastirilmas1 ve miinavebe onerilmektedir. Bakirli fungusit uygulamalarinin
da hastaligin kontroliinde énemli bir etkisinin bulunmadig: belirtilmektedir (Sabet et al.
2000). Ancak; yapilan bazi ¢alismalarda dayanikli ¢esit kullanimi ve tohum

dezenfeksiyonu yontemlerinin etkili olabilecegi belirtilmistir.



Molan et al. (2010); P. corrugata ile enfekteli domates tohumlarinin sodyum hipoklorid
ve hidrojen peroksit uygulamalar1 ile dezenfeksiyonu arastirmig, tohumlarin %5’lik
sodyum hipoklorid solusyonunda 15 dak ve %1’lik hidrojen peroksit solusyonunda 15
dak bekletilmesini Onermislerdir. Aynm1 ¢alismada; P. corrugata’ya karsi Alambra
¢esidinin dayanikli, Antinea c¢esidinin kismen dayanikli, Agora, Farah ve JV15
cesitlerinin duyarli, Newton ve Red Gold g¢esitlerinin ise ¢ok duyarlt olduklari
belirtilmistir. Bir diger ¢alismada; P. viridiflava ile enfekteli domates tohumlarindan
patojeni elemine etmek igin sicak su (50-55°C) uygulamasinin yaninda %1°lik sodium
hipoklorit, 0.6N hidroklorik asit, %0.2’lik bakir asetat ve 50-100 ppm streptomisin
uygulamalar1 denenmis ve biitiin bu uygulamalarin tohum ¢imlenme oraninda énemli
sayilabilecek bir diislise sebep olmadan patojeni elemine edebildigi belirlenmistir
(Yildiz et al. 2009). Yapilan bir baska ¢alismada; ACE 55 VF ve Nun 2048 ¢esitlerinin
E. carotovora subsp carotovora’ya karsi dayanikli oldugu; test edilen diger toplam 31
domates ¢esidinin hig¢ birisinin P. corrugata, P. viridiflava, P. cichori ve E. carotovora

subsp. carotovora’ya kars1 dayanikli olmadigi belirlenmistir (Ustiin et al. 2009a).

Bitki beslemesi ile hastaliklara duyarlilik arasindaki iligkileri belirlemeye yonelik
caligmalar da son yillarda artarak devam etmektedir. Oz nekrozuna sebep olan P.
corrugata, P. cichorii, P. viridiflava ve E. carotovora subsp. carotovora’ya karst 400
ppm diizeyindeki potasyum uygulamasinin ve 120 ppm kalsiyum uygulamasinin
hastalik siddetinde Onemli diisiislere sebep oldugu ve aymi zamanda verimde de

artiglarin gorildigi belirtilmistir (Ustiin et al. 2009b).

Domates 0z nekrozuna sebep olan patojenlere karsi bitkisel kokenli ekstraklarin
kullanilabilecegine yonelik calismalar da mevcuttur. Yapilan bir calismada; P.
viridiflava, P. corrugata, P. cichorii, E. carotovora var. carotovora ve E. chrysanthemi
patojenlerine kars1 sarimsak, Eucalyptus sp. ve Thymus vulgaris bitki ekstrakti
kullanilmis; filtre ve otoklav edilmis Eucalyptus ekstraklarinin in vitroda bitin
patojenlere karsi antibakteriyel etki gosterdigi, filtre edilmis sarimsak ekstraktinin ise P.
corrugata hari¢ diger tiirlerde etkili oldugu ancak otoklav edilmis ekstraktin etkili
olmadig bildirilmistir (Aysan ve Yildiz 2000).
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Bitki bakteri hastaliklarinin miicadelesinde kiiltiirel 6nlemler ve dayanikli ¢esit kullanmi
sinirlt olup; kullanilan kimyasallarin insan ve hayvan sagligi ile g¢evre lizerindeki
olumsuz etkilerinin her geg¢en giin daha iyi anlasilmasi, tarimsal savas stratejileri
icerisinde biyolojik mucadelenin énemini daha da artirmistir (Kotan vd 2009). Asirt ve
bilingsiz kullanim sonucu artan kimyasal pestisit ve giibrelerin tiiketiminin yol agtig1
sorunlar; kanser, dogum anormallikleri, sinir sistemi zararlari, toksik maddelere bagl
cevre kirliligi, ilaca karsi olusan direng, faydali faunanin yok edilmesi olarak

Ozetlenebilir (Tiryaki vd 2010).

Son yillarda rizosferde dogal olarak bulunan ve bitki kokleri ile faydali etkilesim ig¢inde
bulunan mikroorganizmalarin 6nemi gittikce artmaktadir. Bu mikroorganizmalar
arasinda, Bitki Gelisimini Artiran Kok Bakterileri (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria, PGPR) gerek antagonistik etkileri, gerekse bitki gelisimi ve veriminde

artig saglamalari nedeniyle 6nemli bir yere sahiptir (Gul vd 2008).

Tarimda biyogiibre veya kontrol ajani olarak bakterilerin tarimda kullanilmasi 1990’1
yillardan sonra yayginlagsmistir. Son yillarda biyolojik gilibrelemenin kapsami
genislemis serbest yasayan, bitkisel gelisimi tesvik eden, biyolojik savas ajani veya
biyoglbre olarak kullanilan bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler kullanilmaya
baglanmigtir. S6z konusu bakteriler Serratia, Pseudomonas, Burkholderia,
Agrobacterium, Erwinia, Xanthomonas, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Alcanigenes, Arthrobacter, Acetobacter, Acinetobacter, Achromobacter,
Aerobacter, Artrobacter, Azotobacter, Clostridium, Klebsiellla, Micrococcus,
Rhodobacter, Rhodospirrilum ve Flavobacterium cinslerindeki irklart igermektedir
(Kotan 2014).

Biyopestisitler; geleneksel pestisit risklerini azaltabilen dogal pestisit grubu olup,
mikroorganizma (fungus, bakteri, virlis ve protozoa), yararli bocekler, endopatojenik
nematodlar, yabanci ot patojenleri, bitkisel ve hayvansal kaynakli maddeler, ¢esitli
mineraller gibi birgok dogal maddeden olusan {irinlerdir (Sesan and Oprea 1999).

Biyolojik miicadele olarak da tarif edilen bu yontem; dogal ya da genetik modifiye



11

organizmalar ve bunlarin irettikleri metabolitler kullanilarak patojen veya zararlilarin
ortadan kaldirilmasi veya popiilasyonlarinin baski altina alinmasidir. Biyolojik
miicadelenin mekanizmalari; antibiyosis, rekabet, hiperparazitizm, hipovirulens,

uyarilmis dayaniklilik ve ¢apraz korumadir (Kotan 2002).

Antibiyosis; herhangi bir organizmanin antibiyotik veya benzeri metabolitler
salgilayarak baska bir organizmay1 engellemesi ya da yikima ugratmasi olayma denir.
Trichoderma, Gliocladium, Bacillus ve hatta bazi floresan Pseudomonas’larin
antibiyotik ve benzeri metabolitler salgilayarak patojenleri engelledikleri, ancak
Ozellikle bitkisel tirtinlerin dogrudan tiiketilen organlar iizerinde antibiyotik iiretimine
dayal1 bir biyolojik savasin ilach savasin tasidigi tiim sakincalari tasiyabilecegi, bu
nedenle bu mekanizma ile ¢alisan biyolojik savas sistemlerinin dislanmaya baslandigi
belirtilmektedir (Kotan ve Sahin 2002; Kotan vd 2009).

Diger bir mekanizma olan yer ve besin elementleri agisindan rekabet; biyolojik savas
baglaminda en sorunsuz mekanizmalarinda biri olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Rekabet,
yeterli kaynagin bulunmadigi ortamlarda iki veya daha fazla organizma arasindaki
ortamdan yararlanma Ustlinligi olarak tamimlanmaktadir (Karagbz 2009).
Mikroorganizmalar arasindaki rekabet; karbon, demir, azot, oksijen, karbonhidrat,
mikro besin elementleri, yer ve 151k i¢in s6z konusu olabilmektedir. Biyokontrol iliskide
bu besin elementlerinden karbon ve demir biiyiik dnem arzeder. Ister besin igin, isterse
yer i¢in olsun antagonist X patojen yarismasinda biyolojik savagin basarisini belirleyen
oncelikli faktdr antagonistin hizli ¢ogalmasi ve konukc¢uda hizli kolonize olmasidir. Bu
baglamda floresan Pseudomonas’lar antagonistlerin egsiz bir grubunu olustururlar.
Bunlarin iyi yarismaci Ozellikleri bitki hastaliklariyla biyolojik savasta yepyeni
acilimlar yaratmistir. Gergekte de Campbell, 20 y1l 6ncesinden bile bitki hastaliklariyla
biyolojik savasin gelecegini floresan Pseudomonas’larin belirleyecegini 6ngoérmiistiir

(Kotan ve Sahin 2002; Karagéz 2009).

Hiperparazitizm; parazit olan herhangi bir organizmanin sekonder bir parazit tarafindan

parazitlenmesine denir. Hiperparazitizmde konuk¢u ve parazit arasinda yakin bir iliski
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kurulmas1 gerektiginden bu yodntem dogada cok yavas gerceklesir. Bu nedenle
hiperparazitizm antagonistlerinin bagarisini arttiran bir etken olarak kalmaktadir. Bir
biyolojik savas mekanizmasi olarak hipovirulens, daha az virulent olan mikroorganizma

ve onunla akraba olan virulent bir patojen arasindaki etkilesimidir (Karagdz 2009).

Diger mekanizma olan capraz korunma ise; konukgu doku igindeki virulent bir
patojenin ya bu patojenle akraba olan zayif virulent bir strainle ya da diger iriinlerin
benzer dokularindaki bir patojenle parazitizm, antibiosis, yer ve besin secimi igin
yarisma ya da hifsel interferans gibi mekanizmalardan birisi veya bunlarin
kombinasyonu ile 6nlenmesine yonelik ¢alismalar1 icermektedir. Bu mekanizma ile
saglanan biyolojik savasin en 6nemli 6rnegi turuncggillerde tristeza hastaligina karsi
etmenin hipovirulent irklariyla yapilan capraz bulagtirmalarda agaclarin hastaliktan

korunabilmesidir (Saygili et al. 2008).

Bitki hastaliklariyla biyolojik savasta son yillarin en popiiler aragtirma konusu
konumuna gelen uyarilmis dayaniklilik tizerinde bazi konulara kisaca deginmek gerekir
ise ISR bitkideki dayaniklilik mekanizmasinin patojen olmayan rizobakter izolatlarinin
koklerde kolonize olmasi ile tetiklenmesi, SAR ise dayaniklilik mekanizmasinin

nekrotik patojenler tarafindan tetiklenmesidir (Saygili et al. 2008).

Diinyada ticari olarak iiretilerek piyasaya sunulan bakteri igerikli cok sayida biyopestisit
bulunmaktadir. Ancak, bakteriyel hastaliklardan kok kanseri etmeni Agrobacterium
tumefaciens’e karsi gelistirilen ve igeriginde Agrobacterium radiobacter bulunan No-

Gall ve Galltrol-A en yaygin kullanilanidir.

Bitkilere, biiylime ve gelismeleri ile ilgili hayatsal faaliyetlerini optimum olarak
yiiriitebilmeleri i¢in gerekli olan besin elementlerinin saglanmasi ve alinmasinda rol
oynayan mikroorganizmalarin tarimsal iiretimde kullanilmak tizere hazirlanan ticari
formiilasyonlarina mikrobiyal giibre denir. Mikrobiyal giibreler fungus ve/veya
bakteriyel organizmalardan hazirlanir. Fungal izolatlardan hazirlanan formiilasyonlara

mikoriza, bakteriyel organizmalardan hazirlanan preparatlara ise bakteriyel glbre denir.
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Bitki gelismesi, azot fiksasyonu, fosforun biyolojik olarak almabilir hale gelmesi,
siderofor yardimiyla bitkilerce demirin alinmasi, oksin, sitokinin ve gibberallin gibi
bitkisel hormonlarin iretilmesi ve bitki etilen diizeyinin azaltilmasi gibi
mekanizmalarla, bitki  gelismesini  tesvik  eden  rizobakteriler  tarafindan

duzenlenmektedir (Kotan 2014).

Tiirkiye’de yapilan bir¢ok caligmada kdk bakterilerinin cesitli bitki gruplarinda bitki
gelisimini ve verimini artirici etkisi incelenmis ve basarili sonuglar elde edilmistir
(Esitken et al. 2002; Orhan et al. 2006). Baz1 ¢alismalarda ise bakterilerinin farkli bitki
zararl1 ve patojenlerine kars1 biyolojik savas ajan1 olarak etkinlikleri arastirilmis ve yine
oldukea etkili sonuclar elde edilmistir (Kotan 1998; Sahin vd 2000; Kotan 2002; Aslan
2005; Karagoz 2009; Kotan et al. 2009; Karag6z vd 2014).

Bu caligmalar igerisinde bitki bakteri hastaliklarinin bakteriyel biyoajanlar kullanilarak
kontroliine yonelik yapilan ¢alismalarin sayist da olduk¢a fazladir. Bu g¢aligmalardan
bazilarinda Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria (Kotan 1998; Mirik et al. 2008),
Erwinia carotovora subsp. carotovora (Cinar and Aysan 1995; Altin ve Bora 2001),
Erwinia amylovora (Aysan et al. 1999; Kotan 2002; Ozaktan and Bora 2006), Erwinia
chrysanthemi (Aysan et al. 2003) ve Xanthomonas axanopodis pv. vitians (Karag6z
2009) bitki patojenlerine kars1 in-vitro, sera ve arazi kosullarinda bakteriyel biyoajanlar
kullanilarak basarili sonucglar alinmistir. Bu calismalarda; 6zellikle Bacillus subtilis,
Burkholdria cepacia, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Pantoea
agglomerans strainlerinin  etkili biyokontrol ajan olarak kullanilabilecekleri

belirtilmistir.

Domates bakteriyel patojenler agisindan en cazip bitkilerden birisi olup; ozellikle de
bakteriyel patojenlerden kaynaklanan hastaliklarin kontrolii oldukga zordur. Bu yizden
bakteri izolatlar1 kullanilarak bitki bakteri hastaliklarinin kontroliine yonelik yapilan

biyolojik miicadele ¢aligmalar1 biiyilk 6nem arz etmektedir.
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Aysan ve Cinar (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada; tohum kaynakli bir patojen
olan P. syringae pv. tomato’ya karsi antagonistik bakterilerin etkinligi test edilmis,
denenen izolatlar arasindan segilen 18 izolatin in vitro ¢alismalarda patojenin gelisimini
engelledigi ve bu izolatlarin saks1 denemeleri sonucunda hastalik gelisimini %31-90,

hastalik siddetini ise %5-84 oraninda azalttig1 bildirilmistir.

Bir diger c¢aligmada; actigard ve bazi bakteriyel biyoajanlarin domates ve biber
bakteriyel leke hastaligina sebep olan X. axonopodis pv. vesicatoria’ya karsi hastaligi
Onlemedeki etkinlikleri in-vitro ve sera sartlarinda test edilmistir. Actigard
uygulamasinin hastaligi Onlemede etkili olmasina ragmen bitkilerdeki fitotoksik
etkisinden dolay1 hem yas hem de kuru agirlikta 6nemli derecede diisiise sebep oldugu
belirlenmistir. Ancak, biyolojik ajan olarak kullanilan bakteri uygulamalarinin
hi¢birisinde fitotoksik etki goriillmezken; hastalik siddeti iizerinde 6nemli derecede etkili
olduklari tespit edilmistir (Kotan 1998; Sahin vd 2000).

Oldag vd (2002) tarafindan yiiriitiilen bir bagka ¢alismada ise; domateste X. axonopodis
pv. vesicatoria’ya karsi domates bitkilerinin kok ve yapraklarindan izole edilen toplam
73 bakteri izolat1 test edilmis ve in vivo ¢alismalar icin secilen 23 izolattan 7 tanesinin

hastalik siddetini %77-97.33 oraninda azalttig1 belirtilmistir.

Deng et al. (2013) ise; Paenibacillus polymyxa izolatinin domates bitkisinde sadece
yaprak alan1 indeksi, bitki boyu ve klorofil oraninda artisa sebep olmakla kalmayip ayni
zamanda domates solgunlugu hastaliginin etmeni R. solanacearum kontroliinde de ¢ok

basarili oldugunu belirtmislerdir.

Iletim demetleri vasitasi ile yayilarak sistemik enfeksiyonlara sebep olan domates 6z
nekrozu patojenleri gibi bitki bakteri hastaliklariin kontrolii ¢ok daha zordur. Bu
ylizden son yillarda bitkilerde sistemik dayamiklilik mekanizmasini da harekete
gecirerek hastaliklara karsi dayaniklilik saglayan bakteriyel biyoajanlarin basarili bir

sekilde kullanilabilecegini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur.
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Tiirkiye’de bakteriyel organizmalar veya bitki aktivatorleri kullanilarak domatesde
sistemik enfeksiyon olusturan ve 6z nekrozuna sebep olan bazi bakteri hastaliklariin

kontroliine yonelik pek ¢cok ¢alisma bulunmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada; E. chrysanthemi’ye karsi petri denemelerinde inhibisyon zonu
olusturan 16 aday antagonist organizmanin 13’Unin kontrolli kosullarda domates
fidelerinde hastaligi %33-89 oraninda engelledigi, bu izolatlar arasindan segilen 5
bakterinin ise sera kosullarinda test edildigi ve %74 oraninda basar1 saglandigi
belirtilmistir (Aysan et al. 2003).

P. viridiflava’ya karst ¢esitli mikroorganizmalarin antagonistik  6zelliklerinin
saptanmasi amaciyla yapilan bir aragtirmada; 19 bakteri ve 3 maya olmak iizere toplam
22 izolat aday antagonist olarak kullanilmistir. Aday antagonistler petride ve patates
dilimlerinde patojene karsi test edilmis, toplam 2 izolatin P.viridiflava’ya kars1 petride
inhibisyon zonu olusturdugu; 7 izolatin ise patojenin patates dilimleri Uzerinde
olusturdugu yumusak c¢iiriikliigli tamamen engelledigi tespit edilmistir (Cinar ve Aysan

2002).

P. cichorii’ye kars1 bakirli preparatlar ve bitki aktivatorleri kullanilarak domates 6z
nekrozu hastaligimin kontrol edilebilirliginin arastirildigt bir ¢aligmada; bakirh
preparatlardan bakir hidroksit (Champion), mancozeb ile kombine edilmis bakir tuzu
(Tri-Miltox), rozin asit ve yagi ile kombine edilmis bakir tuzu (Tenn-copp) ve bakir
penta hidroksit (Mastercop); bitki aktivatorlerinden ise harpin (Messenger), bitki ve
maya ekstrakti (ISR 2000) ve asibenzolar-S-metil (Bion)’in etkinlikleri arastirilmistir.
Hastaligin engellenmesinde bakir hidroksitin %66-72, bitki aktivatorlerinin ise %20-58
arasinda etkili olabildikleri tespit edilmistir (Ustiin et al. 2005a).

Ustiin et al. (2005b), bitki aktivatdrii ve bakir bilesikleri kullanarak P. cichorii’nin
kontrol olanaklarint arastirmislardir. Denemeler 2001 ve 2002 yillarinda plastik
seralarda yiiriitiilmiis, bitkilerin seralara sasirtilmasindan 2 ay sonra P. cichorii (108

hlicre/ml) budama yerleri {izerine bakteriyel stispansiyon yapay olarak bulastirilmistir.
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Her parseldeki hastalikli bitki yiizdesine gore hastalik bulagma orani1 degerlendirilmistir.
Her iki yilda da bakir hidroksit, hastalik siddetinde %66-72; bitki aktivatorlerinden

harpin %20, Acibenzolar-S-methyl ise %58 oraninda azalmaya sebep olmustur.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Yararlanilan cihazlar

e (Calisma esnasinda asagidaki cihazlar kullanilmistir.

e Sterilizatér (Niive, TURKIYE, FN 500, SN 303-3051)

e Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

e Inkiibatér (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)

e Mikroskop (Olympus, JAPAN, B x 50, OD0O4368)

e Hematolojik ¢alkalayict (GERMANY, GEL-3025, SN 10365703 F)
e Steril kabin (LABCAIRE)

e (Calkalayict (Thermoshake, Gerhard, GERMANY, SN 4002319)

e Subanyosu (Niive, TURKIYE, ST-402, SN 02-0138)

e Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

e Magnetik karistiric1 (Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083)

e pH metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202)

e Derin dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
e Hassas terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
e Buzdolabi (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

e Saf su cihaz1 (Ateks, 7x35, Eu)

e  Mini karistirict (IKA, U.S.A., M51, SN 03017581)

e  Sicaklik ile nem 6lg¢iim cihazi (Testo)

e Iklimlendirme odas: (Digital ayarlanabilir oda)

e Toprak sterilizatori
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3.1.2. Calismada kullanilan besi yerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

Aragtirma stiresince kullanilan besi yerlerinin ve ¢ozeltilerin hazirlanisi ile ilgili bilgiler

asagida verilmistir:

Nutrient Agar (NA): Hassas terazide 28 g NA karisimi (Oxoid) tartilarak 1 L dH20
igerisine aktarilmig ve hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek
sogumaya birakilmistir. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilerek katilagmaya birakilmistir (Lelliot and Stead 1987). Genel besi yeri olup

bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmstir.

Nutrient Broth (NB): Hassas terazide 13 g NB besiyeri tartilarak (Oxoid) 1 L dH20
icerisine ilave edilmis ve hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildikten
sonra sogumaya birakilmistir (Lelliot and Stead 1987). Genel besi yeri olup bakterilerin

gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

Trypticase Soy Broth (TSB): Hassas terazide 30 g TSB besi yeri tartilarak (Oxoid) 1 L
dH20 igerisine ilave edilip hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril
edildikten sonra sogumaya birakilmistir (Klement et al. 1990). Genel besi yeri olup

bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmstir.

Trypticase Soy Agar (TSA): Hassas terazide 40 g TSA (Merck) tartilarak 1 L dH20
iginde ¢6ziilmiis, daha sonra karisim 121°C’de 15 dk siireyle otoklav edilmistir. Steril
edilen besi yeri oda sicakliginda sogumaya birakilmistir (Klement et al. 1990). Genel

besi yeri olup bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

Stok Besi Yeri: 0,65 g NB karisimina 36 ml gliserol eklendikten sonra son hacim saf su
ile 100 mI’ye tamamlanmistir. Otoklavda steril edildikten sonra aseptik sartlarda 2
ml’lik eppendorf tiiplerine 1,2°’ser ml olarak dagitilmistir. Bakterilerden stok kiiltiir

hazirlarken kullanilmistir.
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%70’lik Etil Alkol: 70 ml etil alkol, sdH2O ile 100 ml’ye tamamlanarak sollisyon
hazirlanmis ve hazirlanan ¢ozeti -20°C’de muhafaza edilmistir. Dezenfeksiyon amaci

ile kullanilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan patojen bakteriler

Antalya’nin Serik Ilcesi’nde seralarda yapilan gozlemlerde domates 6z nekrozu
simptomu (Sekil 3.1) sergileyen bitkilerden alinan domates gévde drneklerinden yapilan
izolasyonlarda iki farkli koloni yapist ve rengine sahip toplam 17 bakteri izole
edilmistir. Bu izolatlar yag asidi metil ester gruplarina gére (MIS Sistemi) ve Biolog
sisteminde tanilanmistir. Yapilan patojenite testlerinde Erwinia chyrisanthemi Ant 17a
ve Pseudomonas viridiflava Ant 7b izolatlarinin oldukga virtilat olduklari belirlenmis ve

calismada patojen bakteri olarak bu izolatlar kullanilmistir.

Sekil 3.1. Patojen bakterilerin izole edildigi 6z nekrozu simptomu goriilen hastalikli
domates govde ornekleri
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3.1.4. Cahismada kullanilan PGPR bakteri izolatlar1

Dog. Dr. Recep Kotan tarafindan 1995 yilindan baslayarak bugiine kadar yapilan ¢ok
sayida arastirma sonucunda biyolojik miicadele ve bitki bliylime ajan1 6zelligine sahip 7
bine yakin bakteri, lilkemizdeki ¢esitli kiiltiir ve yabani bitkilerin toprak {istii aksami
veya kok rizosferinden izole edilmistir. Bu izolatlarin bir ¢ogu daha 6nce yiiriitiilen
calismalarda fosfat ¢0zme, azot fiksasyonu, hormon ve amino asit dretimi bakimindan
test edilmistir (Kotan 1998; Kotan 2002; Kotan vd 2002; Karagtz 2009; Kotan et al.
2009; Erman vd 2010; Turan et al. 2014). Bu izolatlar klasik sistemler ve molekiler
sistemlerden MIS sistemi kullanilarak tamlanmustir. Atatiirk Universitesi, Ziraat
Fakdltesi, Bitki Koruma Bolimi’nde Mikroorganizma Kultir Kolleksiyonu’nda
muhafaza edilen bu izolatlarin birgok bakteriyel ve fungal bitki patojenine ve zararlilara
kars1 biyoajan ve ¢esitli bitkilerde bitki biiylime ajanm1 olarak kullanilabilirlikleri tespit
edilmistir. Bu calismada; daha 6nce yiiriitiilen ¢alismalarin sonuglar1 da dikkate alinarak
cok sayidaki bakteri izolati arasindan toplam 14 bakteri izolati kok daldirmada

olusturulan biyoformiilasyon kombinasyonlarinda kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Saksi denemelerinde kok daldirmada olusturulan biyoformiilasyon
kombinasyonlarinda kullanilan bakteri izolatlar1

Sirano izolat no Bakteri tlri Kaynak
1 TV-6D Bacillus megaterium Erman vd. 2010
2 TV-60D Bacillus megaterium Erman vd. 2010
3 TV-6F Bacillus subtilis Erman vd. 2010
4 TV-11D Pseudomonas flourescens Erman vd. 2010
5 RK-79 Pantoea agglomerans Kotan 2002
6 RK-33 Agrobacterium rubi Kotan 2002
7 RK-92 Pantoea agglomerans Kotan 2002
8 TV-42A Pseudomonas putida Erman vd. 2010
9 TV-67C Bacillus pumilus Erman vd. 2010
10 TV-12E Bacillus subtilis Erman vd. 2010
11 KBA-10 Bacillus megaterium Karagtz 2009
12 TV-87A Bacillus megaterium Erman vd. 2010
13 M-3 Bacillus megaterium Kotan et al. 2009
14 TV-91C Bacillus megaterium Erman vd. 2010
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3.1.5. Caliymada kullanmilan biyoajan bakteri izolatlar

Bitki Koruma Bolimii’nde Mikroorganizma Kiltir Kolleksiyonu’nda muhafaza edilen
mikroorganizmalar arasindan; daha 6nce yapilan biyolojik miicadele ile ilgili pek cok
calismanin sonuglar1 da dikkate alinarak (Kotan 1998; Kotan 2002; Kotan and Sahin
2006; Kotan vd 2009) 28 farkl: tiire ait toplam 132 potansiyel biyoajan bakteri izolati in
vitro Petri ¢calismalarinda kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. In-vitro Petri denemelerinde patojenlere kars test edilen ve etkili bulunan
toplam bakteri tiir ve bu tiirlere ait izolat sayilar

Sira Bakteri tiru E‘;llz: Sira Bakteri tlru E‘;llz:
1 Bacillus megaterium 38 15 Bacillus licheniformis 2
2 Bacillus cereus 17 16 Bacillus mycoides 2
3 Bacillus pumilus 12 17 Bacillus thuringiensis 2
4 Brevibacillus choshinensis 7 18 Bacillus coagulans 1
5 Bacillus atrophaeus 6 19 Bacillus marinus 1
6 Bacillus subtilis 6 20 Bacillus oleronius 1
7  Pseudomonas flourescens 5 21 Brevibacillus centrosporus 1
8 Bacillus psychrosaccharolyticus 4 22 Brevibacillus reuszeri 1
9 Bacillus sphaericus 4 23 Enterobacter agglomerans 1
10 Bacillus-GC group 4 24 Micrococcus luteus 1
11 Bacillus laevolacticus 3 25 Paenibacillus macquariensis 1
12 Bacillus lentimorbus 3 26 Pantoea agglomerans 1
13 Bergeyella zoohelcum 3 27 Salmonella typhimurium 1
14 Pseudomonas putida 3 28 Stenotrophpmonas maltophilia 1
Test edilen toplam bakteri izolat1 sayisi 132

3.1.6. Calismada kullanilan domates cesidi

Saks1 galismalarinda test bitkisi olarak Anamas Tohum firmasina ait (Lycopersicon

esculentum L.) Beton ticari isimli domates ¢esidi kullanilmistir.
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3.1.7. Cahismada kullanilan bakteri izolatlarinin muhafazasi

Her bir bakterinin Nutrient Agar (NA) besiyerinde gelistirilen 24 sa’lik saf kultirtinden
bir 6ze dolusu alinarak, icerisinde 500 pl %30’luk glycerol ve 500 pl LB Broth (1 L
dH20’ya 10 g tryptone, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract ilave edilerek hazirlanmistir)
bulunan eppendorf tiiplere aktarilarak etiketlenmis ve karistiricida karistirilarak daha

sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere —80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Patojen bakteri izolatlarinin MIS ve BIOLOG sisteminde tanilanmasi

Bakterilerin yag asidi metil esterleri izolasyonu MIS sisteminin kullanim klavuzundaki
belirtilen yonteme gore yapilmistir. Tanilanacak bakteriyel strainin stok kiiltiirlinden
steril 6ze alinarak, Triptic Soy Broth Agar (TSBA) kat1 besi yerine 3 fazli ¢izgi ekim
yapilmistir. EKim yapilan petriler, 24-48 sa sireyle 27°C’ye ayarli bir inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Izolatlarin yag asitlerini saf olarak izole edebilmek icin 4
farkli ¢ozelti kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler sira ile Hiicre Pargalama (Saponification)
cozeltisi (cozeltil), Metillestirme (Methylation) c¢ozeltisi (¢ozelti 2), Saflastirma
(Exraction) ¢ozeltisi (¢ozelti 3) ve Bazik yikama (Base Wash) ¢ozeltisi (¢ozelti 4)’dir.
Yag asidi metil esterleri izole edilen 6rnekler MIS cihazi iizerindeki 6rnek depolama
tepsisine yerlestirildikten sonra, cihaz ¢alistirilarak MIS sistem kilavuzunda belirtildigi

gibi analiz edilerek bilgisayar ortaminda tani sonuglar1 alinmistir (Miller 1982).

MIS sisteminde tanilanan bakteriler BIOLOG sistemi yardimi ile de tanilanarak
metabolik enzim profilleri ortaya konulmustur. Bakterilerin Gram &zelliklerinin
belirlenmesi i¢in potasyum hidroksil testi kullanilmistir. Lam {izerine damlatilan %3’liik
potasyum hidroksit sollisyonu (zerine NA’da gelistirilen 24-48 sa’lik bakteri
kiiltiiriinden alan bir 6ze dolusu bakteri KOH soliisyonu ile iyice karigtirilmistir.
Ardindan 6zenin karigima dokunduktan sonra yukari kaldirilmasi ile karisimda sakiz

gibi bir uzamanmn olmast KOH pozitif, olmamasi ise KOH negatif olarak
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degerlendirilmistir. KOH pozitif bakteriler Gram —, KOH negatif bakteriler ise Gram +
olarak degerlendirilmistir. Gram negatif olarak belirlenen bakteri kiiltiirleri Tryptic Soy
Agar (TSA)’a ¢izgi ekim usulii ile ekilmistir. Kiltiirler 27°C’de 16-24 sa sureyle
inkiibasyona birakilmig ve olusan koloniler ekiivyon cubuklar1 ile Salina Tampon
Cozeltisine (%0,5’lik NaCl) aktarilmistir. Vortex cihazinda karistirilarak standart
turbidity tiipiine gore konsantrasyonlar: 108 hiicre/ml’ye ayarlanmistir. Hazirlanan
solisyonlardan pipet ile 150 ml alinarak BIOLOG GN mikroplate tzerindeki her bir
cukurcuga ilave edilmistir. Mikroplateler 4 sa sureyle 27°C’de inkiibe edilerek olusan
renklenme BIOLOG Kinetik Okuyucuda okutulmustur. Ayrica sistemin paket
programindaki bakterilerin metabolik enzim profilleri test edilen izolatin profilleri ile

karsilastirilarak tanilari yapilmistir (Holmes et al. 1994).

3.2.2. Patojen bakteri izolatlarinin domates bitkisinde patojenite testi

Dondurulmus kiiltiirleri yapilarak muhafaza edilen patojen bakteri izolatlar1 E.
chyrisanthemi Ant 17a ve P. viridiflava Ant 7b NA besi ortami igeren petrilere ekilmis,
27°C’de inkiibasyona birakilarak 24 sa’lik taze kiiltiirleri elde edilmistir. Gelisen taze
patojen kiiltiirlerine steril kiirdan daldirilarak domates bitkilerinin gdvdelerine
batirtlmistir. Steril su ile nemlendirilen pamuk ile inokulasyon noktasi sarilarak bitkiler
%70 nem ve 18-20°C sicaklikta, 12 sa gece-giindiiz olarak aydinlatilan bitki biiyiitme
kabinlerine alinarak 3 giin bekletilmistir. Bitkiler 4 sa araliklarla kontrol edilerek

bitkilerdeki solgunluk derecesi saptanmustir.

3.2.3. Potansiyel biyoajan bakteri izolatlarinin petride patojenlere karsi test

edilmesi

Dondurulmus patojen ve potansiyel biyoajan bakteri kiiltiirleri NA besi ortami iceren
petrilere ekilmis, 27°C’de inkiibasyona birakilarak 24 sa’lik taze kultirleri elde
edilmistir. Gelisen taze patojen kiiltlirlerinden steril swap ile alinarak NA besi ylizeyine
cizilmistir. Yine steril swap ile alinan potansiyel biyoajanlar ise petrinin (cap 9 cm) tam

ortasindan ¢izgi ekimle ¢izilmistir. Petriler parafilm ile sarilarak 27°C’de 48 sa slreyle



24

inkiibasyona birakilmistir. Bu silirenin sonunda olusan inhibisyon zonlar1 veya
hiperparazitik etkilerinin degerlendirilmesinde biyoajan bakterinin kolonilerinin petri
yiizeyindeki yayillimi Olgililerek kaydedilmistir (Kotan 2002). Bu islem her biyoajan
bakteri i¢cin 3 kez tekrar edilmis ve bu 3 degerin ortalamasi ve 7 standart sapmasi

siralamada kullanilmagtir.

3.2.4. Saks1 topraginmin hazirlanmasi

Saks1 denemelerinde; organik maddece zengin toprak, torf ve kumdan esit hacimlerde
kanigtirilarak elde edilen karisim bitki gelistirme ortami olarak kullanilmistir. Bu

karigimdan 3 litrelik plastik saksilara esit miktarlarda doldurulmustur.

3.2.5. PGPR ve biyoajan bakteri formiilasyonlarinda kullanilan siv1 tasiyici

Bakteriyel biyoformiilasyonlarda sivi tasiyici olarak; Dog. Dr. Recep Kotan tarafindan
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’ndan tescillendirilen BM-MegaFlu (2013 tarih ve
5943 tescil nolu) isimli ticari karigtm mikrobiyal gilibrenin sivi tasiyicisi kullanilmigtir
(Kotan 2014). Bu iiriin i¢in s1v1 tasiyici olusturulurken uzun siire yiiriitiilen laboratuar
caligmalar1 sonucunda bazi organik maddeler, su ve koruyucu maddelerden olusan bir
sivi tastyict gelistirilmis ve daha once yapilan analizlerde pek c¢ok bakteri i¢in ¢ok
uygun bir siv1 tastyict oldugu gézlenmistir. Bu tasiyici formiilasyonun igerigi; su, cesitli
organik maddeler (deniz yosunu, peynir alti suyu ve bitkisel oziitler) ve icerigindeki
bakteri izolatin1 koruyucu ve homojenizasyonunu saglayicit c¢esitli maddelerden
(carboxymethylcellilose, kalsiyum  karbonat, glyserin, magnezyum silfat)
olusmaktadir. Bu tasiyicida kullanilan maddelerin oranlari iiriiniin gizliligi agisindan

verilmemistir.

3.2.6. PGPR bakteri uygulamalar: ve domates fidelerinin saksilara transferi

Her saksiya 3 bitki olacak sekilde dikimler yapilmis ve her uygulama icin toplam 6

sakst kullanilmigtir. Deneme ayni kosullarda 3 kez tekrar edilmistir. Calismada; hem
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hormon ve amino asit iireten bakterilen bitkilerin sistemik dayaniklilik mekanizmalari
Uzerine etkilerinin arastirilmasi i¢in kok daldirma seklinde; hem de biyoajan bakterilerin
bitkinin toprak {isti aksamina sprey edilerek hastaligi koruyabilme potansiyeli
arastiritlmistir. Kok daldirmada 9 farkli bakteri kombinasyonu ve kontrol olarak da NA
ticari besiyeri, ticari mikrobiyal gibre BM-MegaFlu ve higbir bakteri uygulamasi
yapilmayan uygulama kullanilmistir. PGPR bakteri kiiltiirleri TSB besi ortaminda ayr1
ayr1 gelistirilerek daha sonra kombinasyonu olusturan bakteri Kkiiltiirlerinden esit
hacimlerde alinarak olusturulan karisimdan 1/100 oraninda siv1 tasiyiciya aktarilmis ve
ardindan 48 sa biyoreaktorde inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen bakteri kiiltiirleri
1/100 oraninda musluk suyu ile seyreltilerek kullanilmistir. PGPR uygulamalarinda
yapismay1 kolaylastirmak amaci ile sivi kiiltiirlerin igerisine sukroz (0,01 g/ml) ilave
edilmis ve 1 aylik domates fidelerinin kokleri bu karisima daldirilarak 15 dk
bekletilmistir. Ardindan fideler daha 6nceden hazirlanan saksilara sasirtilmigtir. Saksilar
%70 nem ve 18-20°C sicaklikta, 12 sa gece-giindiiz olarak aydinlatilan bitki biiyiitme

kabinlerine alinarak 10 giin bekletilmistir.

Cizelge 3.3. Saksi denemelerinde kok daldirmada kullanilan bakteri formiilasyonlarinda
kullanilan bakteri izolatlar1 ve kontrol uygulamalar1

Biyoformilasyonlarda kullanilan PGPR bakteri izolatlar:

Amino asit Ureten bakteriler Hormon (reten bakteriler
Bl A-16 RK-79 TV-42A TV-6D
B2 A-16 RK-79 TV-67C TV-6D TV-60D
B3 A-16 RK-79 TV-12E TV-6D TV-60D TV-6F
B4 A-16 RK-79 KBA-10 TV-6D TV-60D TV-6F TV-11D
B5 A-16 RK-79 TV-87A TV-6D
B6 A-16 RK-79 M-3 TV-6D TV-60D
B7 A-16 RK-79 FDG-37 TV-6D TV-60D TV-6F
B8 A-16 RK-79 RK-92 TV-6D TV-60D TV-6F TV-11D
B9 A-16 RK-79 RK-33 TV-6D TV-60D TV-91C

Kullanilan kontrol uygulamalari

Bakteri formiilasyonlarinda kullanilan sivi
tasryici

Tescillendirilmis ticari karisim mikrobiyal
gibre

K3 Kontrol Higbir bakteri uygulamasi yapilmamstir.

K1 Tasiyict

K2 Mega Flu (MF)
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3.2.7. Biyoajan ve patojen bakteri uygulamalar:

In-vitro petri denemeleri sonuglarinda ozellikle gii¢lii hiperparazitik etki gosteren
izolatlar arasindan segilerek olusturulan iki farkli bakteri formiilasyonu in-vivo saksi

denemelerinde biyoajan olarak kullanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Saksi denemelerinde biyoajan olarak kullanilan bakteri formiilasyonlarinda
kullanilan bakteri izolatlar1

No Kullanilan biyoajan bakteri izolatlar

BA-A: TV86E + TV8F + RK31 + TVI9C + TVG6F
BA-B: TVv8lB + TV9%B + RK3l1l + TVI9C + TV17C

Yukarida izah edildigi gibi 6énce TSB besi ortaminda ayr1 ayr1 gelistirilerek daha sonra
kombinasyonu olusturan bakteri kiiltiirlerinden esit hacimlerde alinarak olusturulan
karisgtmdan 1/100 oraninda sivi tasiyicitya aktarilan biyoajan kiiltiirleri 48 sa
biyoreaktorde inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen bakteri kiiltiirleri 1/100 oraninda
musluk suyu ile seyreltilerek bitkiler iizerine 24 sa araliklarla 2 defa sprey edilmistir.
Uciincii giin ise; patojen bakteri izolatlarindan Erwinia chyrisanthemi Ant 17a ve
Pseudomonas viridiflava Ant 7b bakteri izolatlarinin TSB’da hazirlanan 1x108
hiicre/mlI’lik karigimi (1/1oraninda) bitkilere sprey edilmistir. Ardindan iigiincii biyoajan
uygulamasi tekrar edilmistir. Saksilar %70 nem ve 18-20°C sicaklikta, 12 sa gece-
giindiiz olarak aydinlatilan bitki biiylitme kabinlerine alinarak 30 giin boyunca 3 giinde
1 sulama yapilarak bekletilmistir. Kontrol olarak kokleri bakteri igermeyen sivi
tasiyicida bekletilmis fideler, BM-MegaFlu isimli ticari mikrobiyal gubre ve hicbir
uygulama yapilmayan uygulamalar kullanilmistir. Deneme 3 tekerrurli olarak

yuriitilmistir.
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3.2.8. Sonuglarin degerlendirilmesi

Fide dikiminden 30 giin sonra bitki boyu (cm), govde capt (mm), ¢icek sayisi
(cicek/bitki) ve hastalik siddeti (1-5 skalasi) Olglimleri yapilmistir. Hastalik siddeti
degerlendirmesinde 1-5 skalasi kullanilmistir. Bu skalaya gore; 1: Saglhikli bitkiler, 2:
Bitkilerde %25 oraninda porsiime var, 3: Bitkilerde %50 oraninda porsiime var, 4:

Bitkilerde %75 oraninda pdrstime var, 5: Bitkiler tamamen dlmiistiir.

3.2.9. Yaprakta klorofil miktar1 (SPAD degeri)

Tasinabilir klorofil metre yardimiyla bitkilerde biliylime parametreleri ve hastalik siddeti
acisindan yapilan degerlendirmelerde tepe noktasina yakin saglam yapraklardan dl¢iim
alinmistir. Klorofil metre bitkilerin saglam yapraklarindan klorofil igerigi indeks (CCI
Chlorophyll Content Index) 6l¢iimlerini (1 cm ¢apli) 0 ile 200 arasinda yapabilmektedir.

3.2.10. Sonuclarin analiz edilmesi

Saks1 calismalarindan elde edilen sonuglar SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, Version 9.0)’de analiz edilmis, aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplanmigtir. Uygulamalar arasindaki farkligimin onem derecesini belirlemek igin

Duncan testi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Patojen Bakterilerin MIS ve BIOLOG Tam Sonuclarn

MIS ve Biolog sisteminde tanisi yapilan bakterilerin tani sonuglari ve benzerlik
indeksleri Cizelge 4.1°de verilmistir. MIS tan1 sonuglara gore; NA besi ortaminda sar1
renkli koloni olusturan Ant 17a izolatt 0.472 benzerlik indeksinde Erwinia
chyrisanthemi, krem renkli Ant 7b izolati ise 0,930 benzerlik indeksinde Pseudomonas
viridiflava olarak tanilanmistir. BIOLOG tani sonuglar1 ile MIS tani1 sonuglar birbirine
uyumlu ¢ikmis olup; Ant 17a izolat1 0.42 benzerlik indeksinde Erwinia chyrisanthemi
ve Ant 7b izolat1 ise 0.41 benzerlik indeksinde yine Pseudomonas viridiflava olarak

tanilanmistir.

Cizelge 4.1. Caligmada kullanilan patojen bakteri izolatlarinin yag asidi metil esterleri
sonucuna gore MIS ve BIOLOG tan1 sonuglari

izolat no MIS tam sonucu Bl L OLUQOE: {27 Bl Koloni rengi
sonucu

Ant17a  Erwinia chyrisanthemi 0.472 Erwinia chyrisanthemi  0.42 Sar1

Ant 7b Pseudomonas viridiflava 0.930 Pseudomonas viridiflava 0.41 Krem

Bl: Benzerlik indeksi degeri

4.2. Patojen Bakterilerin Domates Bitkisindeki Patojenite Test Sonuglari

Yapilan patojenite testi sonucunda her iki izolatin da (E. chyrisanthemi Ant 17a ve P.
viridiflava Ant 7b) 3 giin sonra bitkilerde tamamen 6liime sebep oldugu ve oldukga

virlilent olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.1).
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Uygulamalardan 3 gun sonra

Sekil 4.1. Patojen bakteri izolatlarinin domates bitkisinde patojenite test sonuglari
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4.3. Potansiyel Biyoajan Bakterilerin Petride Patojen Bakteri Izolatlarina Karsi

Hiperparazitik ve Antibiyosis Etkinlik Sonuclar:

Sonuglar Cizelge 4.3°de verilmistir. Bu sonuclara gore; test edilen toplam 132
bakterinin 121’i petride E. chyrisanthemi Ant 17a izolatina kars1 hiperparazitik ya da
antibiyosis etki gostermistir. Toplam 14 bakteri izolati her iki etkiyi de birlikte
gostermis, 11 bakteri izolat1 ise hicbir etki gostermemistir. Hiperparazitik etkide en
yuksek aktiviteyi gosteren ilk 3 izolat Bacillus-GC group TV-86E, Bacillus sphaericus
TV-85F ve Bacillus pumilus GC subgroup A RK-31; hem hiperparazitik hem de
antibiyosis etkinligi olan izolatlardan Bacillus megaterium TV-95C biyoajan
kombinasyonu i¢in sec¢ilen bakteri izolatlarinin bir kisminini olusturmustur. Bu izolatlar
ortalama olarak 0.73 ile 4.46 cm arasinda hiperparazitik etki olusturmustur. Petri

denemelerine ait gorseller Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Petri denemelerinden bir gérinim
*1: Antibiyosis etki, 2: Etkisiz izolat, 3 ve 4: Hiperparazitik etki
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Cizelge 4.2. in-vitro Petri denemelerinde E. chyrisanthemi Ant 17a patojenine kars1 test
edilen potansiyel biyoajan bakteri izolatlarinin hiperparazitik ve antibiyosis etkinlikleri

Hiperparazitik etki (cm) Antibiyosis etki (cm)

Bakteri izolat no

Ortalama Min-Max Ortalama  Min-Max
Bacillus-GC group TV-86E 4.46+0.16 4.20-5.00 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus sphaericus TV-85F 4.1040.12 3.70-4.30 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus pumilus GC-A RK-31 4.10+0.09 3.80-4.30 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus psychrosaccharolyticus TV-87C 3.96+0.50 2.40-5.00 0.00+0.00  0.00-0.00
Bergeyella zoohelcum TV-81E 3.80+0.16 3.40-4.30 0.00+0.00  0.00-0.00
Bergeyella zoohelcum TV-70B 3.40+0.06 3.30-3.60 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-54D  3.4040.03 3.30-3.50 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bergeyella zoohelcum TV-67A  3.30%0.09 3.00-3.50 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus pumilus TV-83A  3.28+0.68 1.70-5.20 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium RK-280 0.60+0.26 0.00-1.30 1.81+0.30  1.00-2.50
Bacillus megaterium TV-95C 0.73+0.02 0.70-0.80 1.50+0.00 1.50-1.50
Bacillus pumilus TV-67C  0.00+0.00 0.00-0.00 1.40+£0.15 1.10-2.00
Bacillus pumilus TV-73F 0.00+0.00 0.00-0.00 1.36+0.08  1.10-1.50
Bacillus pumilus TV-73A  0.00+0.00 0.00-0.00 1.36£0.04 1.30-1.50
Brevibacillus choshinensis TV-133C  0.35+0.15 0.00-0.70 1.35+0.24  0.80-1.90
Bacillus cereus TV-20D 0.00+0.00 0.00-0.00 1.30£0.00 1.30-1.30
Bacillus cereus TV-81B 1.00£0.00 1.00-1.00 1.26+0.02 1.20-1.30
Bacillus atrophaeus TV-15B 0.00+0.00 0.00-0.00 1.23+0.02  1.20-1.3
Bacillus cereus TV-87E 0.00+0.00 0.00-0.00 1.1840.19  0.50-1.90
Bacillus pumilus GC-B RK-103 0.00+0.00 0.00-0.00 1.18+0.10  0.60-1.80
Bacillus cereus TV-64E 0.00+0.00 0.00-0.00 1.13+0.12  0.80-1.50
Bacillus subtilis TV-130B  0.00+0.00 0.00-0.00 1.03£0.02  1.00-1.10
Bacillus megaterium TV-20E 0.00+0.00 0.00-0.00 1.00+0.09 0.80-1.30
Bacillus cereus TV-78D  0.00£0.00 0.00-0.00 1.00£0.00  1.00-1.00
Bacillus licheniformis RK-36 0.00+0.00 0.00-0.00 0.98+0.05 0.80-1.10
Bacillus megaterium TV-124H 0.00£0.00 0.00-0.00 0.96+£0.04  0.90-1.10
Bacillus megaterium TV-99A  1.66%0.24 1.10-2.30 0.95+0.42  0.00-1.90
Bacillus cereus TV-86D  0.50+0.50 0.00-3.00 0.93+0.02  0.90-1.00
Bacillus cereus TV-85D  0.00+0.00 0.00-0.00 0.90+0.00  0.90-0.90
Bacillus megaterium RK-51 0.00+0.00 0.00-0.00 0.86+£0.16  0.50-1.40
Bacillus psychrosaccharolyticus TV-73B 0.00+£0.00 0.00-0.00 0.83+0.05 0.70-1.00
Bacillus cereus TV-118E  0.00+0.00 0.00-0.00 0.83+0.02  0.80-0.90

Bacillus marinus RK-294 0.00+0.00 0.00-0.00 0.81+0.12  0.50-1.20
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Hiperparazitik etki (cm)

Antibiyosis etki (cm)

Bakteri izolat no

Ortalama Min-Max Ortalama  Min-Max
Pseudomonas fluorescens RK-368 0.00+0.00 0.00-0.00 0.80+0.00  0.80-0.80
Bacillus psychrosaccharolyticus TV-98A  0.90£0.04 0.80-1.00 0.78+0.35  0.00-1.70
Bacillus pumilus GC-B RK-188 0.00+0.00 0.00-0.00 0.76+0.06  0.50-0.90
Bacillus megaterium TV-133E  1.31+0.19 0.90-2.00 0.73+0.32  0.00-1.50
Bacillus subtilus RK-341 0.00+0.00 0.00-0.00 0.71+0.05 0.60-0.90
Bacillus subtilus RK-342 0.00+0.00 0.00-0.00 0.71+0.01  0.70-0.80
Bacillus laevolacticus TV-5C 0.00+0.00 0.00-0.00 0.70+0.03  0.60-0.80
Bacillus laevolacticus TV-10F 0.00+0.00 0.00-0.00 0.70+0.00  0.70-0.70
Bacillus megaterium TV-131B  0.88+0.03 0.80-1.00 0.66+0.29  0.00-1.40
Bacillus pumilus RK-410 0.00+0.00 0.00-0.00 0.53+0.02  0.50-0.60
Brevibacillus choshinensis TV-96C 0.56+0.17 0.00-1.40 0.35+0.10  0.00-0.80
Bacillus megaterium TV-119D 0.60£0.26 0.00-1.20 0.33+0.15 0.00-0.80
Bacillus subtilis TV-90D  1.55+0.21 0.60-2.20 0.30+0.15 0.00-1.00
Pseudomonas putida RK-439 0.70+0.31 0.00-1.50 0.30+£0.13  0.00-0.60
Pantoea agglomerans RK-122 0.71+0.32 0.00-1.50 0.25+0.11  0.00-0.50
Bacillus psychrosaccharolyticus TV-63B 2.93£0.02 2.90-3.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus-GC group TV-88B  2.65+0.79 0.80-4.80 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-62B  2.53+0.02 2.50-2.60 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus mycoides GC-A RK-23 2.33+0.02 2.30-2.40 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-30D  2.25+0.44 1.20-3.50 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-125A 2.10+0.12 1.90-2.50 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus subtilis TV-89E 2.03+0.15 1.70-2.50 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-94D 1.95+0.41 1.00-3.50 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-100A 1.90+0.26 1.20-2.70 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus thuringiensis TV-72F 1.83+0.11 1.60-2.20 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-82D  1.75%0.06 1.60-2.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-76A 1.60+0.13 1.30-2.00 0.00+£0.00  0.00-0.00
Pseudomonas putida TV-89F 1.58+0.23 1.10-2.70 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus lentimorbus RK-12 1.53+0.14 1.20-2.20 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-65A  1.48+0.29 0.70-2.20 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-98B 1.46+0.05 1.30-1.70 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-99E 1.43+0.20 0.90-1.90 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-87A  1.36%0.04 1.30-1.50 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-91C 1.35+0.16 0.90-2.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus-GC group TV-51B 1.33+0.06 1.10-1.50 0.00+0.00  0.00-0.00
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Bakteri

izolat no

Hiperparazitik etki (cm)

Antibiyosis etki (cm)

Ortalama Min-Max Ortalama  Min-Max
Bacillus megaterium TV-132D 1.3040.14 0.90-1.70 0.00£0.00  0.00-0.00
Stenotrophpmonas maltophilia TV-128C  1.2610.04 1.20-1.40 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus oleronius TV-1121  1.25+0.12 0.90-1.60 0.00+0.00  0.00-0.00
Brevibacillus reuszeri TV-104B  1.2340.13 0.90-1.80 0.00+£0.00  0.00-0.00
Paenibacillus macquariensis TV-20B 1.23+0.02 1.20-1.30 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-132B  1.2040.09 0.90-1.40 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-61C 1.20+0.06 1.00-1.30 0.00+£0.00  0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-98G  1.20+0.03 1.00-1.30 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-124E  1.18+0.06 1.00-1.30 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-97A  1.1840.03 1.10-1.30 0.00+£0.00  0.00-0.00
Brevibacillus centrosporus TV-114B  1.1340.24 0.50-2.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus pumilus RK-272 1.11+0.08 1.00-1.50 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-96D  1.11+0.05 1.00-1.30 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus coagulans RK-273 1.07+0.04 0.90-1.40 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus GC-A RK-75 1.06+0.02 1.00-1.10 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-100B  1.06+0.02 1.00-1.10 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus pumilus GC-A RK-230 1.05+0.10 0.70-2.00 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-103D 1.05%0.04 0.90-1.30 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus sphaericus TV-101B  1.03+0.17 0.70-1.80 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-130D 1.03+0.02 1.00-1.10 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus laevolacticus TV-96B 1.00+0.10 0.80-1.30 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus pumilus GC-B RK-187 1.00+0.02 0.90-1.10 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-40D  1.00£0.00 1.00-1.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus lentimorbus RK-295 0.96+0.17 0.60-1.50 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-12G  0.96+0.02 0.90-1.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-106B  0.95+0.05 0.70-1.30 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-93F 0.93+0.09 0.70-1.20 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus sphaericus TV-108F 0.93+0.02 0.90-1.00 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-13C 0.90+0.00 0.90-0.90 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-134B  0.8840.03 0.80-1.00 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus sphaericus TV-106A 0.86%0.08 0.50-1.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-114A 0.86%0.04 0.80-1.00 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-39H 0.86+0.04 0.80-1.00 0.00£0.00  0.00-0.00
Micrococcus luteus TV-84A 0.86+0.04 0.80-1.00 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-95A  0.83%0.05 0.70-1.00 0.00£0.00  0.00-0.00
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Hiperparazitik etki (cm)

Antibiyosis etki (cm)

Bakteri izolat no

Ortalama Min-Max Ortalama  Min-Max
Bacillus megaterium TV-86A  0.83%0.02 0.80-0.90 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus licheniformis TV-117B  0.81+0.06 0.70-1.10 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-109E 0.80+0.03 0.70-0.90 0.00+0.00  0.00-0.00
Pseudomonas fluorescens RK-254 0.80+0.00 0.80-0.80 0.00£0.00  0.00-0.00
Pseudomonas fluorescens RK-374 0.80+0.00 0.80-0.80 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-117A  0.80£0.00 0.80-0.80 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-96E 0.76+0.05 0.60-1.10 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-13A  0.76%0.04 0.70-0.90 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus cereus TV-79B  0.76+0.04 0.70-0.90 0.00+0.00  0.00-0.00
Pseudomonas flourescens TV-16A  0.76%0.02 0.70-0.80 0.00£0.00  0.00-0.00
Bacillus subtilis TV-12H  0.70+0.00 0.70-0.70 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus mycoides TV-132E  0.70+0.00 0.70-0.70 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-110A  0.65%0.06 0.50-0.90 0.00+£0.00  0.00-0.00
Bacillus lentimorbus RK-340 0.63+0.02 0.60-0.70 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-103B  0.61+0.01 0.60-0.70 0.00+0.00  0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-110D  0.60£0.03 0.50-0.70 0.00£0.00  0.00-0.00
Pseudomonas putida TV-105A 0.53+0.02 0.50-0.60 0.00+0.00  0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-92E 0.48+0.06 0.20-0.80 0.00+£0.00  0.00-0.00
Diger 11 izolat 0.00+0.00 0.00-0.00 0.00+0.00  0.00-0.00

Cizelge 4.3 de verilen sonuglara gore; test edilen toplam 132 bakteri izolatinin 43 tanesi

Petride P. viridiflava Ant 7b’ye kars1 hiperparazitik ya da antibiyosis etki gostermistir.

92 izolatin ise hicbir etkisi goriilmemistir. Toplam 4 bakteri izolat1 ise her iki etkiyi de

birlikte gostermistir. Biyolojik kontrol mekanizmalarindan hiperparazitik etki daha

tercih edilen bir mekanizma oldugundan in-vivo saksi calismalarinda en yliksek

etkinlige sahip olan Bacillus pumilus RK-31, Bacillus cereus TV-81B ve Bacillus

laevolacticus TV-96B izolatlar1 biyoajan kombinasyonu igin secilen bakteri izolatlarinin

bir kisminin1 olusturmustur. Bu izolatlar ortalama olarak 2.00 ile 3.43 c¢m arasinda

hiperparazitik etki olusturmustur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. In-vitro Petri denemelerinde P. viridiflava Ant 7b patojenine kars1 test
edilen potansiyel biyoajan bakteri izolatlarinin hiperparazitik ve antibiyosis etkinlikleri

Hiperparazitik etki (cm) Antibiyosis etki (cm)

Bakteri izolat no

Ortalama Min-Max Ortalama Min-Max
Bacillus pumilus GC-A RK-31 3.43+0.18 3.00-4.00 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus cereus TV-81B 3.10+0.15 2.60-3.40 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus laevolacticus TV-96B 2.46x0.14 2.00-2.70 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus cereus TV-79B 2.46+0.05 2.30-2.60 0.00£0.00 0.00-0.00
Pseudomonas flourescens TV-57E 2.36+0.07 2.20-2.60 0.00+0.00 0.00-0.00
Bacillus cereus TV-125A  2.2040.21 1.50-2.80 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-40D 0.00+£0.00 0.00-0.00 1.90+0.09 1.70-2.20
Bacillus atrophaeus TV-92E 0.00+0.00 0.00-0.00 1.53+0.02 1.50-1.60
Enterobacter agglomerans RK-65 1.90+0.03 1.80-2.00 1.30+0.18 1.00-1.90
Bacillus atrophaeus TV-83D 0.00+0.00 0.00-0.00 1.26+0.02 1.20-1.30
Bacillus atrophaeus TV-93F 0.00+0.00 0.00-0.00 1.16+0.10 1.00-1.50
Bacillus cereus TV-85D 0.00£0.00 0.00-0.00 0.90£0.00 0.90-0.90
Bacillus pumilus GC-B RK-103 0.00£0.00 0.00-0.00 0.86+0.04 0.80-1.00
Bacillus cereus TV-86D 0.00£0.00 0.00-0.00 0.86+0.02 0.80-0.90
Bacillus megaterium TV-114A  1.20+0.00 1.20-1.20 0.80+0.00 0.80-0.80
Bacillus megaterium TV-95C 0.00+0.00 0.00-0.00 0.76+0.02 0.70-0.80
Bacillus megaterium TV-3B 1.10+0.11 0.70-1.50 0.61+0.28 0.00-1.50
Bacillus megaterium TV-100B 1.03+0.46 0.00-2.20 0.43£0.19 0.00-1.00
Bacillus cereus GS-A RK-301 1.96+0.12 1.60-2.30 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-54D 1.90+0.06 1.70-2.00 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-117A  1.90+0.00 1.90-1.90 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus subtilis TV-130B  1.83%0.33 0.80-3.10 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus cereus TV-96D 1.73+0.49 0.60-3.10 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus mycoides TV-132E 1.46+0.16 1.00-1.90 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus cereus TV-100A  1.31+0.08 1.10-1.50 0.00+0.00 0.00-0.00
Bacillus thuringiensis TV-50B 1.30+0.00 1.30-1.30 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-122C 1.26+0.07 1.10-1.50 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus-GC group TV-119E 1.23+0.08 1.10-1.50 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-86A 1.23+0.02 1.20-1.30 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus thuringiensis TV-72F 1.20+0.03 1.10-1.30 0.00£0.00 0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-96C 1.16+0.02 1.10-1.20 0.00+0.00 0.00-0.00
Bergeyella zoohelcum TV-81E 1.11+0.09 0.90-1.50 0.00£0.00 0.00-0.00
Bergeyella zoohelcum TV-67A 1.10+0.03 1.00-1.20 0.00£0.00 0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-15A 1.01+0.07 0.80-1.20 0.00+0.00 0.00-0.00
Salmonella typhimurium TV-130F 1.00+0.03 0.90-1.10 0.00£0.00 0.00-0.00
Bacillus lentimorbus RK-12 0.93+0.05 0.80-1.10 0.00+0.00 0.00-0.00

Bacillus cereus TV-87E 0.86+0.05 0.70-1.00 0.00+0.00 0.00-0.00




Cizelge 4.3. (devam)
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Hiperparazitik etki (cm)

Antibiyosis etki (cm)

Bakteri izolat no

Ortalama Min-Max Ortalama Min-Max
Bacillus megaterium TV-97A 0.83+0.05 0.70-1.00 0.00+0.00 0.00-0.00
Bacillus atrophaeus TV-124E 0.80+0.00 0.80-0.80 0.00+0.00 0.00-0.00
Bacillus cereus TV-118E 0.76+0.02 0.70-0.80 0.00+0.00 0.00-0.00
Brevibacillus choshinensis TV-98G 0.70+0.03 0.60-0.80 0.00+0.00 0.00-0.00
Bacillus megaterium TV-78A 0.56+0.04 0.50-0.70 0.00+0.00 0.00-0.00
Bacillus pumilus GS-A RK-410 0.50+0.00 0.50-0.50 0.00+0.00 0.00-0.00
Diger 92 izolat 0.00+0.00 0.00-0.00 0.00+0.00 0.00-0.00

4.4. PGPR ve Biyoajanlarin Saksida Bitki Gelisimi ve Hastahk Siddeti Uzerine

Etkinlik Sonuclar

Uygulamalarin domates bitkisinin bitki boyu, gévde capi, cicek sayisi, klorofil miktari

ve domates 0z nekrozu hastalik siddeti iizerine etkisi Cizelge 4.4’de verilmistir.

Uygulamalara ait sera denemelerinden genel bir goriintii Sekil 4.3°de, uygulamalarin

bitki gelisim parametreleri ve hastalik siddeti {izerine etkisini gosteren gorseller ise

Sekil 4.4’de gorulmektedir.

Sekil 4.3. Uygulamalara ait sera denemelerinden genel bir goriinim
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Cizelge 4.4. Uygulamalarin domates bitkisinde bitki boyu, govde c¢api, cigek sayisi,

klorofil miktar1 ve domates 6z nekrozu hastalik siddeti {izerine (p>0,05) etkisi

Dyouarar BT G o Kol e
B1+BA-A 17,5048,82a  5,16+0,75a-e 11,33+5,31c-f  43,6645,87 b-e  3,33+0,51 gh
B1+BA-B 20,83+3,76 a-c  4,50+1,04 ab 8,5045,46 a-c 39,20+3,56 a 4,00+0,00 1
B2+BA-A 20,16+3,12 a-c  6,33£0,51e-h  10,83+2,78 b-f  43,93+3,63 b-e  2,66+0,51 ef
B2+BA-B 21,16+3,86 a-c  5,50+0,54 b-e  13,50+3,14d-g 40,83+4,71a-c  3,33%0,51 gh
B3+BA-A 28,00+3,79de  6,16+1,47d-g 18,16+1,47 h-k  50,80+1,69 gh 1,00£0,00 a
B3+BA-B 27,66+3,32 de 7,33+0,81 h 19,00+£3,28 -k~ 41,86+3,55 a-d 1,00+0,00 a
B4+BA-A 25,0045,09 b-e  6,83+0,98 f-h  18,50+1,64 h-k  47,76+3,67 e-g  1,33+0,51 ab
B4+BA-B 27,83+4,11de  6,66+1,03 f-h 20,00+4,85 k 52,96+0,83 h 1,00+0,00 a
B5+BA-A 25,50+3,44 c-e 6,66+051f-h 14,16+1,16e-h 4590+1,12d-f 2,66+0,51 ef
B5+BA-B 29,33+1,75e  7,16+0,75gh 18,16+2,92h-k  48,60+3,56 f-g  1,66+0,51 bc
B6+BA-A 20,00+3,22ab  4,83+0,98a-c  8,16+3,06 a-c  41,23t+5,31a-c  3,33+0,51 gh
B6+BA-B 21,83+2,13 a-c  4,50+1,04 ab 7,50£2,50 a-c 39,76+1,83 ab 3,66+0,51 h1
B7+BA-A 20,33+2,42 a-c  5,00+1,09a-d 11,00+1,67 c-f 43,76+1,06 b-e  2,33+0,51 de
B7+BA-B 22,66+3,32a-c 5,00+0,63a-d 11,50+2,94c-f  46,50+3,22 e-f  3,00+0,00 fg
B8+BA-A 20,50+3,39 a-c  4,66+0,81 ab 6,33+1,75 ab 40,86+0,99 a-c ~ 2,33+0,51 de
B8+BA-B 22,16%4,07 a-c  5,33*1,03a-e  10,00+2,60 a-e  40,86+1,91a-c  2,33+1,03 de
B9+BA-A 22,164+2,04a-c  4,16+0,40a  9,00+3,09a-d  45,80+1,35d-f  1,00£0,00 a
B9+BA-B 20,33+2,06 a-c ~ 4,50+0,54 ab 6,16+3,06 a 45,66+2,14 d-f  1,66+0,51 bc
K1 (Tasiyici+BA-A) 21,16+4,35a-c  5,00+0,89 a-d  8,16+3,25a-c  40,83+3,72a-c  3,66+0,51 ht
K1 (Tasiyic1+BA-B) 19,66+3,50 ab 4,16+1,16 a 8,00£2,52 a-c  40,40%1,47 a-c 4,00+0,00 1
K2 (MF+BA-A) 24,83+4,02b-e  6,16+£0,75d-g 16,50+5,46 g-k  53,56%3,75 h 2,00+0,89 cd
K2 (MF+BA-B) 24,66+4,63 b-e  6,00+1,09 c-f  14,66+5,24 f-1  44,60+4,07 c-f  2,66+0,51 ef
K3 (BA-A) 21,50+1,64 a-c  5,16+0,75a-e  8,50+2,34a-c  41,93#3,61a-d 2,66+0,51 ef
K3 (BA-B) 23,16+£2,71b-d  5,16+0,40 a-e  11,33+4,27 c-f 44,13+0,33c-e  2,33+0,51 de
Ortalama 22,83+4,63 5,50£1,24 12,04+5,30 44,39+4,91 2,45%1,05
F 3,988 7,214 9,832 9,792 23,197
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En yiksek bitki boyu B5+BA-B nolu uygulamadan (29,33 cm) elde edilmistir. Bunu
siras1 ile B3+BA-A, B4+BA-B, B3+BA-B ve B5+BA-A nolu uygulamalar takip
etmistir. Bu uygulamalara ek olarak; B4+BA-A, K2 (MF+BA-A) ve K2 (MF+BA-B)
nolu uygulamalardaki bitki boyu da en yiiksek bitki boyu elde edilen B5+BA-B nolu
uygulamadan elde edilen bitki boyundan istatistiki olarak farksiz bulunmustur. Bitki
boyundaki bu artislar, sadece siv1 tasiyict uygulamasi yapilan K1 (Tasiyici+BA-A) ve
K1 (Tasiyici+BA-B) kontrol uygulamalarindan istatistiki olarak 6nemli ¢ikmistir. En
diisiik bitki boyu ise BI+BA-A nolu uygulamadan (17,50 cm) elde edilmis olup; bu
diisiisiin bitki boyunda artisa sebep olan; B5+ BA-B, B3+BA-A, B4+BA-B, B3+BA-B,
B5+BA-A, B4+BA-A, K2+BA-A (MF), K2+BA-B (MF) ve B9+BA-B uygulamalart ile

arasindaki fark istatistiki olarak dnemli bulunmustur (Cizelge 4.4).

En yiiksek govde ¢ap1 B3+BA-B nolu uygulamadan (7,33 mm) elde edilmistir. Bunu
siras1 ile BS+BA-B, B4+BA-A, B4+BA-B, B5+BA-A ve B2+BA-A nolu uygulamalar
takip etmistir. Govde ¢ap1 bakimindan uygulamalarin kendi aralarindaki farkliliklar
istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Gévde ¢apindaki bu artislar sadece sivi tasiyici
uygulamasi yapilan K1 (TasiyicitBA-A) ve K1 (Tasiyici+BA-B)  kontrol
uygulamalarindan istatistiki olarak dnemli ¢ikmistir. En diisiik gévde cap1 ise B9+BA-A
ve K1 (Tasiyici+BA-B) nolu uygulamalardan (4,16 mm) elde edilmis olup; bu diisiisiin
bitki govde capinda artisa sebep olan; B3+BA-B, B5+BA-B, B4+BA-A, B4+BA-B,
B5+BA-A ve B2+BA-A uygulamalar1 ile arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli

olmustur (Cizelge 4.4).

En yiiksek cicek sayisi B4+BA-B nolu uygulamasindan (20 adet ¢igek/bitki) elde
edilmistir. Bunu siras1 ile B3+BA-B, B4+BA-A, B5+BA-B ve B3+BA-A nolu
uygulamalar takip etmistir. Bu uygulamalara ek olarak; K2 (MF+BA-A), K2 (MF+BA-
B) ve B5+BA-A nolu uygulamadaki ¢icek sayisi da en yiiksek ¢icek sayisi elde edilen
B4+BA-B nolu uygulamadan elde edilen ¢igek sayisindan istatistiki olarak farksiz
bulunmustur. Cigek sayisindaki bu artislar, sadece sivi tasiyict uygulamasi yapilan K1
(Tasiyici+BA-A) ve K1 (Tasiyici+BA-B) kontrol uygulamalarindan istatistiki olarak
onemli ¢ikmistir. En diisiik ¢icek sayist ise BO+BA-B nolu uygulamadan (6,16 adet)
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elde edilmis olup; bu diislislin cicek sayisinda artisa sebep olan; basta B4+BA-B,
B3+BA-B, B4+BA-A, B5+BA-B ve B3+BA-A uygulamalari olmak iizere diger 9
uygulamalardan elde edilen degerler ile arasindaki farkin istatistiki olarak Onemli

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Uygulamalardaki klorofil miktarina bakildiginda ise; en yiiksek klorofil miktar1 K2
(MF+BA-A) nolu uygulamadan (53,56) elde edilmistir. Bunu sirasi ile B4-BA-B,
B3+BA-A ve B5+BA-B uygulamalan takip etmistir. Klorofil miktarindaki bu artislar,
sadece s1vi tasiyict uygulamasi yapilan K1 (Tasiyici+BA-A) ve K1 (TasiyicitBA-B)
kontrol uygulamalarindan istatistiki olarak énemli ¢ikmistir. En diisiik klorofil miktari
da B1+BA-B nolu uygulamadan (39,20) elde edilmistir. Bitki boyunda, govde ¢apinda
ve cicek sayisinda onemli artiglara sebep olan B4+BA-B, B3+BA-A, B5+BA-B ve
B4+BA-A uygulamalarindaki klorofil miktarindaki artislar da K1 (Tasiyici+BA-A) ve

K1 (Tasiyici+BA-B) uygulamalarina gore istatistiki olarak ¢cok énemli bulunmustur.

Hastalik siddeti degerlendirilmesinde 1-5 skalasina gore yapilan dlglimlerde; en yiiksek
hastalik siddeti K1 (Tasityici+BA-B)ve B1+BA-B uygulamalarindan (skala 4) elde
edilmistir. K1 (TasiyicitBA-A) ve B6+BA-B uygulamalarindaki hastalik siddeti
degerleri (skala 3.66) de bu uygulamalardan istatistiki olarak farksiz bulunmustur.
Ancak, geri kalan tiim uygulamalar sadece sivi tasiyict uygulamasi yapilan Kl
(Tasiyici+BA-A) ve K1 (Tasiyici+BA-B) kontrol uygulamalarindan elde edilen hastalik
siddeti degerlerine gore istatistiki olarak onemli bulunan diisiislere sebep olmustur. En
diisiik hastalik siddeti ise B3+BA-A (1.00), B3+BA-B (1.00), B4+BA-B (1.00),
B9+BA-A (1.00) ve B4+BA-A (1.33) uygulamalarindan elde edilmistir. PGPR
formiilasyonlarindan olusturularak kok daldirmasinda kullanilan mikrobiyal gubre
solusyonlarina daldirmadan sadece sivi tasiyici uygulamasi ve biyoaajan uygulamasi
yapilan K1 (Tasiyici+BA-A) ve K1 (Tasiyici+BA-B) uygulamasina gore; K2 (MF+BA-
A), K2 (MF+BA-B), K3 (BA-A) ve K3 (BA-B) uygulamalarinda da hastalik siddetinde

istatistiki olarak 6nemli bulunan diisiisler olmustur.
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B1 + BA-A uygulamasi

B4 + BA-A uygulamasi B4 + BA-B uygulamasi

Sekil 4.4. Uygulamalarin bitki gelisim parametreleri ve hastalik siddeti iizerine etkisini
gosteren sera denemelerinden gorseller
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B5 + BA-A uygulamasi

B8 + BA-A uygulamasi

B8 + BA-B uygulamasi

Sekil 4.4. (devam)
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E s

b

B9 + BA-A uygulamasi

K3 (BA-B)

K3 (BA-B)

Sekil 4.4. (devam)
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5. TARTISMA ve SONUC

Domates 0z nekrozu hastaliginin miicadelesinde etkili bir kimyasal miicadele yontemi
bulunmamaktadir. Kiiltiirel 6nlem olarak ise; yiiksek nem olusumunu Onlemek igin
seralar iyi havalandirilmali, asir1 azot uygulamasindan kaginilmali, potasyum
uygulamasi yapilmali, iiriin artiklari toplanarak imha edilmeli, hastalikli bitkiler hemen
uzaklastirilmali ve miinavebe yapilmahdir. Bakirli fungusit uygulamalarinin da
hastaligin kontroliinde 6nemli bir etkisinin bulunmadig1 belirtilmektedir (Sabet et al.
2000).

Kiiresel 1sinma, iklim degisiklikleri, kuraklik ve hizla ¢ogalan niifus neticesinde artan
gida ihtiyaglarina karst saglikli gidaya ulagsmak giderek zorlagsmakta, kullanilan asir
giibre ve kimyasal ila¢ gidalan kirleterek saglikli gida ihtiyacimi artirmaktadir. Bitkisel
iiretimde, asir1 giibre ve kimyasal ilag kullanimi insan saghigini tehdit edici noktaya
gelmektedir. Son yillarda, kullanimlar1 yayginlasan bitki biiyiime ve gelismesine katki
saglayan bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin (PGPR) bitkilerin verim ve kalitesini

artirmasi lizerine ¢alismalar yapilmaktadir.

Bitkilerde hastalik olusturan bakteriyel patojenlerle miicadelenin zaten zor oldugu
bilinmesinin yaninda 6zellikle de iletim demetine kolonize olarak hastalik olusturan
patojenlerle mucadelenin daha da biyiikk zorluklart bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada toprak solarizasyonu ve fumigasyon uygulamalarinin domatesde toprak
orijinli fungal ve bakteriyel patojenlerin kontrolii iizerine etkinligi test edilmis; bu
uygulamalarin pek ¢ok fungal patojeni kontrol ettigi halde Pseudomonas solanacearum
tizerine etkili olmadigi belirlenmistir (Chellemi et al. 1994). Bir diger ¢calismada; bakirh
preparatlar ve bitki aktivatorleri kullanilarak domates 6z nekrozu hastaliginin kontrol
edilebilirligi arastirillmistir. Bakirli  preparatlardan bakir hidroksit (Champion),
mancozeb ile kombine edilmis bakir tuzu (Tri-Miltox), rozin asit ve yagi ile kombine
edilmis bakir tuzu (Tenn-copp) ve bakir penta hidroksit (Mastercop); bitki
aktivatorlerinden harpin (Messenger), bitki ve maya ekstrakti (ISR 2000) ve

asibenzolar-S-metil (Bion)’in Pseudomonas cichorii patojenine karst etkinlikleri
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arastirllmigtir.  Hastaligin  engellenmesinde  bakir  hidroksitin =~ %66-72,  bitki
aktivatorlerinin ise %20-58 arasinda etkili olabildikleri tespit edilmistir (Ustiin et al.
2005). Ancak bakira karsi bakterilerde zamanla bir direncin gelisebildigi, distk
dozlarda etkinligin azaldig1 ve oOzellikle ¢icekli donemde ve nemin yiiksek oldugu
donemlerde yiiksek dozda bakir uygulamalarinin da bitkiler Gizerinde toksik bir etkisinin
oldugu belirtilmektedir (Benlioglu ve Ozakman 1992). Benzer sekilde bitki aktivatdrleri
ile yapilan ¢alismalarda da bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde toksik etkiden
kaynaklanan proplemlerin oldugu gorilmektedir. Kotan (1998) tarafindan X.
axonopodis pv. vesicatoria’ya karsi biber ve domates bitkileri iizerinde yapilan
biyolojik miicadele ¢aligmasinda; bitki aktivatorii olarak Actigard, biyoajan olarak ise
Bacillus subtilis BA-140, Burkholderia cepacia BA-7 ve Pseudomonas putida BA-8
bakteri strainleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda biitiin uygulamalarin sera
kosullarinda kontrole gore hastalik siddetinde 6nemli diislislere neden oldugu ancak
Actigard’in Onerilen dozunun bitkiler (zerinde bir fitotoksik etkiye sebep oldugu

gorilmistir.

Domateste 6z nekrozu hastaligina kars1 dayanikli domates gesitlerinin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalar da yapilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada; ACE 55 VF ve Nun 2048
cesitlerinin E. carotovora subsp carotovora’ya karsi dayanikli oldugu; test edilen diger
toplam 31 domates ¢esidinin hig birisinin P. corrugata, P. viridiflava, P. cichori ve E.
carotovora subsp. carotovora’ya karsi dayanikli olmadigi belirlenmistir (Ustiin et al.
2009a). Oz nekrozuna ¢ok sayida patojenin sebep olmasi, dayamklilik ¢aligmalarinda da
baz1 sorunlarin yasanabilecegini gostermektedir. Bakteri kaynakli iletim demeti
hastaliklarinin miicadelesinde yukarida bahsedilen olumsuzluklarin, bu hastaliklarla

miicadelede biyolojik tiriinlerin dnemli avantajlarinin olabilecegini gdstermektedir.

Domateste 6z nekrozuna sebep olan patojenlerin pek c¢ogunun tohumla tagindigi
bilinmekte ve tohum dezenfeksiyon yontemleri ile patojenin elemine edilmesine yonelik
calismalar da yapilmaktadir (Aysan vd 2002). Yapilan bir ¢alismada; Pseudomonas
viridiflava ile enfekteli domates tohumlarindan patojeni elemine etmek igin sicak su

(50-55°C) uygulamasinin yaninda %1°lik sodyum hipoklorit, 0.6N hidroklorik asit,
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%0.2’lik bakir asetat ve 50-100 ppm streptomisin uygulamalar1 denenmis ve biitiin bu
uygulamalarin tohum ¢imlenme oraninda Onemli sayilabilecek bir diisiise sebep
olmadan patojeni elemine edebildigi belirlenmistir (Yildiz et al. 2009). Yapilan bir
diger ¢alismada ise toprak solarizasyonu ve fumigasyon uygulamalarinin domatesde
toprak orijinli fungal ve bakteriyel patojenlerin kontrolii lizerine etkinligi test edilmis;
bu uygulamalarin pek c¢ok fungal patojeni kontrol ettigi halde Pseudomonas
solanacearum iizerine etkili olmadigi belirlenmistir (Chellemi et al. 1994). Ancak,
organik tarim uygulamalarinda tohum ve toprak dezenfeksiyonunda kullanilan pek ¢ok
dezenfektan maddenin kullanimi yasaklandigi i¢in de yine bu amagla da biyolojik

urunlerin kullanilabilmesi imkanlari tizerinde durulmaktadir.

Bitkilerdeki beslenme noksanliklarinin yani sira abiyotik stres kosullarindan, hastalik ve
zararlilardan kaynaklanan kayiplarin oniline gec¢ilmesinde diinyadaki yeni yaklasim,
kimyasallara alternatif yeni yontemlerin gelistirilmesi olmustur (Saber 2001). Bu
yontemler igerisinde en ¢ok iizerinde durulan ise; tarimda kimyasal giibre ve pestisitlere
alternatif olarak faydali mikroorganizmalarin kullanimidir. Bu mikroorganizmalar
icerisinde bakteriler énemli bir yer tutmaktadir. PGPR bakterileri; havanin serbest
azotunu baglama (Cakmak¢1 et al. 2007a), inorganik fosfat kaynaklarini ¢dzme
(Aslantas et al. 2007; Giines vd 2013), bitki patojenlerini inhibe etme (Kotan vd 2002;
Kotan ve Sahin 2002; Karagoz 2009; Gokge ve Kotan 2014), enzim tiretme (Sahin et al.
2004; Cakmakgi et al. 2007b), biiyiime hormonlari sentezleme (Aslantas et al. 2007) ve
cesitli kompleks karbon kaynaklarini mineralize etme (Kotan and Sahin 2006) gibi

farkl1 mekanizmalara sahiptirler.

Bu calismada, bitki gelisimini tesvik eden ve biyolojik kontrol ajani bakterilerin
domateste 6z nekrozu hastaliginin kontrol imkanlar1 arastirilmistir. Calismada dort
farkli cinse (Bacillus, Pseudomonas, Pantoea and Agrobacterium sp.) ait toplam 14
bitki gelisimini tesvik eden bakteri ve on farkli cinse (Bacillus, Pseudomonas,
Bergeyella, Brevibacillus, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Pantoea,
Salmonella ve Stenotrophomonas) ait toplam 132 potansiyel biyoajan bakteri izolati

kullanilmistir. Potansiyel biyokontrol bakteriler petri denemelerinde patojene karsi
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antagonistik ve/veya hiperparasitik 0zelliklerinin belirlenmesi igin test edilmistir. Kok
uygulamalari i¢in toplam sekiz bakteri formiilasyonu ve yapraga sprey uygulamalari
icin toplam iki bakteri formiilasyonu sera kosullarinda domates 6z nekrozu hastaliginin
kontrolii, bazi bitki gelisim parametreleri ve bitkideki klorofil miktar1 {izerine
etkinlikleri bakimindan test edilmistir. Hem bitki blylme parametreleri (bitki boyu,
govde capi, cicek sayisi ve klorofil miktar) hem de hastalik siddeti agisindan
degerlendirildiginde kok daldirma seklinde uygulanan mikrobiyal giibre uygulamasi ve
toprak iistiinden biyoajan uygulamalarindan olusan B3+BA-A, B3+BA-B ve B4+BA-B

uygulamalarinin en basarili sonucu verdigi goriilmiistiir.

Ticari mikrobiyal giibre uygulamasi ile kok daldirma ve toprak iistiinden biyoajan
uygulamalarindan olusan K2 (MF+BA-A) ve K2 (MF+BA-B) uygulamalarinda da yine
bitki gelisimin ¢ok iyi oldugu ayrica hastalik siddetinde de kontrol uygulamalarindan
K1 (Tastyici+BA-A) ve K1 (Tasiyici+BA-B) uygulamalarina gore istatistiki olarak
onemli derecede azalma oldugu goriilmiistiir. Bitki kok kismina yapilacak bakteri
uygulamalar ile toprak {istii patojenlerine karsi sistemik dayaniklilik mekanizmasina
bagli olarak bir koruma saglanabilecegi bilinmektedir. Yapilan bir caligmada fluorescent
Pseudomonas’lardan P. putida’nin, sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) ile ilgili
olan PR1a proteinlerini sifreleyen genlerin expressionunu tesvik ettigi ispatlanmigtir
(Zdor and Anderson 1992). Yapilan bir baska c¢alismada ise, P. fluorescens
bakterilerinin, Fusarium solgunluk hastaliklarinin etki altina alinmasinda, canli
bakterilerin etkili oldugu kadar, bakteriyel hiicrelerin hiicre ylizeyindeki
lipopolisakkaritlerin de dayanikliligi artirabildigi gozlenmistir (Leeman et al. 1995).
Yine; P. fluorescens, Serratia marcescens ve P. putida bakterilerinin bazi strainleri
hiyar ve turpda patojen olan Colletotrichum lindemuthianum, Hiyar Mozayik Viriisii
(CMV), Pseudomonas syringae pv. lachrymans ve Fusarium oxysporium patojenlerine
karst sistemik dayanikliligi uyardigi saptanmistir (Whipps 2001). Bu nedenle bu
caligmada etkili bulunan izolatlarin 6z nekrozu patojenlerinden bitkideki sistemik
dayaniklilig1 uyararak Erwinia chyrisanthemi ve Pseudomonas viridiflava’nin yanisira
diger pek cok abiyotik ve biyotik faktdrlere karst da bir koruma saglayabilecegi de

distiniilmektedir.
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Tiirkiye’de bakteriyel organizmalar kullanilarak domateste goriilen bazi bakteri
hastaliklarinin  kontroliine yonelik pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada; Erwinia chrysanthemi’ye karsi petri denemelerinde inhibasyon zonu
olusturan 16 aday antagonist organizmanin 13’Unin kontrolli kosullarda domates
fidelerinde hastaligi %33-89 oraninda engelledigi, bu izolatlar arasindan segilen 5
bakterinin ise sera kosullarinda test edildigi ve %74 oraninda basari sagladig
belirtilmistir (Aysan et al. 2003).

Son yillarda PGPR strainlerinin hem mikrobiyal giibre hem de biyolojik miicadele
amaci ile kullanildig1 ¢aligmalara siklikla rastlanmaktadir. Ji et al. (2006) Amerika
Birlesik Devletleri’'nde yaptiklart bir calismada P. s. pv. tomato ve X. a. pv.
vesicatoria’nin domateste neden olduklar1 hastaliklara karst PGPR strainlerini
denemislerdir. Sonugta bazi PGPR strainlerinin arazi sartlarinda bu hastaliklara karsi
bitkideki dayaniklilik mekanizmasini tetiklediklerini ve kok rizosferine uygulanan
PGPR strainleri ile yaprak uygulamalarinda biyoajan olarak kullanilan strainlerin
birlikte uygulanmasi durumunda daha 1iyi sonuglar elde edilebilece§ini One

siirmiislerdir.

PGPR bakterilerinin son yillarda yapilan ¢alismalarda sistemik dayaniklilik
mekanizmasini harekete gecirerek virus hastaliklarina karst da bir koruma saglandigini
gosteren ¢alismalar yaymlanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada; Pseudomonas aeruginosa
ve Stenotrophomonas rhizophilia bakteri izolatlarinin karisindan olusan bir
formulasyonunun sera kosullarinda domatesin toprak iistii aksamina uygulamasi ile bitki
dayaniklilik sistemini aktive ederek Hiyar Mozayik Viriisiine karst %91.3 oraninda bir
koruma sagladigi belirtilmistir (Dashti et al. 2012). Domates bitkisinde pek ¢ok virus
hastaligt mevcut olup ileride yapilacak c¢alismalarda bu c¢alismada etkili bulunan
izolatlarin virus hastaliklar1 tlizerine etkinliklerinin de belirlenmesi 6nemli avantajlar
saglayacag diisiiniilmektedir. Benzer sekilde PGPR bakterileri uygulamalar ile
nematod zararina karsi da etkili sonuglar aliabilecegi sanilmaktadir. Yapilan bir
calismada; hidrojen siyanid Ureten Pseudomonas fluorescens strain CHAO izolatinin

domateste Meloidogyne javanica nematoduna etkinligi test edilmis ve etkili oldugu
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belirlenmistir (Siddiqui et al. 2006). Bu ¢alisma sonucunda bulunan etkili bakteriyel
formiilasyonlarin ileride yapilacak arazi ¢aligmalarinda domates bitkisinde abiyotik ve
diger biyotik etmenlerden kaynaklanacak pek c¢ok =zararin da Onlenebilecegi

diistiniilmektedir.

PGPR ya da biyoajan bakterilerin diger konvensiyonel metotlarla organik tarimda tek
baslaria kullanilabilmesi gibi 6nemli avantajlar1 vardir. Ancak, konvensiyonel tarimda
tek baslarina kullanilabildikleri gibi bazi1 kimyasal pestisitler ile birlikte entegre edilerek
etkinliklerinin daha da artirilabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan bir c¢alismada;
domateste kok hastaligina sebep olan Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici
patojenine kars1 Bacillus megaterium (c96) ve Burkholderia cepacia (c91)
biyoajanlariin tek baslarina ve carbendazin fungusiti ile birlikte kullanilabirliligi test
edilmistir. Carbendazin tek basina hastalik simptomunda %77 etkinlik gosterirken
Bacillus megaterium (c96)’un carbendazin ile birlikte kullanildigt uygulamada
etkinligin %84 oldugu tespit edilmistir (Omar et al. 2006). Yapilan bir diger caligmada
ise; domates tohumlarinin Azospirillum brasilense ile muamele edilmesi veya toprak
iistli aksama sprey edilmesi ile streptomisin siilfat ve bakirli bakterisitlerin P. syringae
pv. tomato patojenine karsi etkinligi test edilmis; A. brasilense ile tohumlarin muamele
edilmesi ve ilerleyen donemlerde tek bir sitreptomisin ve iki bakir uygulamas ile
hastaligin %90’lar diizeyinde azaldig1 belirlenmistir (Bashan and de-Bashan 2002). Bu
tez kapsaminda etkili bulunan izolatlarin ileride yapilacak calismalarda iilkemizde
yaygin olarak kullanilan kimyasal pestisitlere duyarliliklar1 da belirlendikten sonra
dayanikli olduklari pestisit gruplari ile birlikte kullanilabilirliginin arastirilmasi ve daha

etkili sonuglarin elde edilmesi de muhtemeldir.

Bitki hastaliklar1 ile miicadelede alternatif yontemlerden olan biyolojik iiriin kullanimi1
sadece mikrobiyal orijinli iiriinlerden olusmamaktadir. Son yillarda bitkisel kokenli bazi
biyolojik iiriinlerinde bu amagla kullanilabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur. Domates
0z nekrozuna sebep olan patojenlere karst bitkisel kokenli ekstraklarin
kullanilabilecegine yonelik yapilan bir ¢alismada; P. viridiflava, P. corrugata, P.

cichorii, E. carotovora var. carotovora ve E. chrysanthemi patojenlerine karsi sarimsak,
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Eucalyptus sp. ve Thymus vulgaris bitki ekstrakti kullanilmus; filtre ve otoklav edilmis
Eucalyptus ekstresinin in vitroda biitiin patojenlere karsi antibakteriyel etki gosterdigi,
filtre edilmis sarimsak ekstraktinin ise P. corrugata hari¢ diger tiirlerde etkili oldugu
ancak otoklav edilmis ekstrenin etkili olmadigi bildirilmistir (Aysan ve Yildiz 2000).
Bu ¢alisma sonucunda etkili bulunan bakteriyel biyoformiilasyonlarin ileride yapilacak
stvi ya da kat1 tasiyict olusturma ve gelistirme calismalarinda biyoformiilasyonlara bazi
bitkisel icerikli ekstrakt veya ugucu yaglarin karistirilarak biyoformiilasyonlarin
etkinliginin daha da artirilabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada; Allium
cepa L. ve Allium sativum L. ekstraktinin Pseudomonas fluorescens (Pfl and Py15) ve
Bacillus subtilis (Bs16)’in domateste A. solani patojenine karsi tek tek ve birlikte
uygulamalan test edilmis; PGPR ve bitkisel ekstre kombinasyonlarinin bitkilerdeki
sistemik dayanmiklilikta gorev alan enzim diizeylerinde degisikliklere sebep olarak
patojene karsi daha iyi bir koruma sagladigi belirtilmistir (Latha et al. 2009). Daha 6nce
yiriitillen calismalarda Dogu Anadolu Boélgesinden toplanan Origanum, Achillea,
Satureja ve Thymus tiirlerinin ekstre ya da ugucu yaglarinin pek ¢ok bitki patojenine
kars1 hem in vitroda hem de saksi ¢alismalarinda ve tohum dezenfektant1 olarak basarili
sonuglar verdigi goriilmiistiir (Kotan et al. 2010; Dadasoglu 2011, Kotan et al. 2014a;
Kotan et al. 2014b). Bu bitkisel kaynakli ugucu yag veya ekstraklarin PGPR ve biyoajan
bakterileri ile kombine edilerek elde edilecek karisimlarin arazi kosullarinda daha iyi

sonuglar verebilecegi de diisiiniilmektedir.

PGPR bakterilerinin bitki beslenmesine etki ederek hastaliklara kars1 koruma sagladigi
da bilinen bir gergektir. Bitki beslemesi ile hastaliklara duyarlilik arasindaki iligkileri
belirlemeye yonelik calismalar da son yillarda artarak devam etmektedir. Oz nekrozuna
sebep olan P. corrugata, P. cichorii, P. viridiflava ve E. carotovora subsp.
carotovora’ya karst 400 ppm diizeyindeki potasyum uygulamasimnin ve 120 ppm
kalsiyum uygulamasinin hastalik siddetinde 6nemli diisiislere sebep oldugu ve ayni

zamanda verimde de artiglarin gorildiigi belirtilmistir (Ustiin et al. 2009b).

Koke uygulanan PGPR bakterilerinin hastaligi 6nleme basarisinin bu izolatlarin bitki

kok bolgesine kolonizasyonu ile de c¢ok yakindan iligkili oldugu ve domates kok
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bolgesinin bu bakteriler i¢in ¢ok uygun bir ortam oldugu yapilan ¢aligmalar ile teyit
edilmistir (Huang et al. 2013). Daha Once yiiriitilen bazi c¢aligmalarda bu tez
kapsaminda kullanilan bakteri izolatlarinin karbon profillerinin olduk¢a genis oldugu ve
bundan dolay1 rekabetik yeteneklerinin oldukea iistiin olduklari diisiiniilmektedir (Kotan
and Sahin 2006). Bu ustlnltkleri sayesinde etkili biyoformilasyonda bulunan bakteri
izolatlarinin bitkilerin kok sistemine ¢ok iyi kolonize olmasi ile pek ¢ok bitkide problem
olan toprak orijinli fungal patojenlerin de kontroliiniin saglanabilecegi ileride yapilmasi

planlanan ¢alismalarla ortaya cikarilacaktir.

Yapilan bir ¢aligmada; Bacillus tiirleri biyolojik miicadele ¢ok yaygin olarak kullanilan
bakteriler olup bu tirlere ait B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus and B. subtilis
izolatlarinin domateste toprak orijinli fungal patojenlere kars1 da oldukga etkili olduklar1
bildirilmistir (Ajilogba et al. 2013). Toprak patojenlerinin kontrolinde biyoajan
bakterilerinin kitinaz enzimi iiretmesinin Onemli bir etken oldugu bilinmektedir.
Yapilan bir ¢alismada; Pseudomonas sp. DFs1421 izolatinin Ralstonia solanacearum
patojeninden kaynaklanan hastalik siddetinde %36.6-91.7 oraninda Bacillus sp.
DFsl1414 izolatinin ise Fusarium oxysporum f. sp lycopersici kaynakli hastalik
siddetinde %22.5-76.00 oraninda diislise sebep oldugu, bu etkinlik mekanizmasinin
kitinolitik aktiviteden veya antibiyotik etkili maddelerin {iretiminden kaynaklandigi
belirtilmektedir (Rocha and Moura 2013). Senol et al. (2014) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada; bu calismada da kullanilan bazi bakteri izolatlariin kitinaz enzimi tirettigi
tespit edilmistir. Kore’de yapilan bir diger ¢alismada Chung et al. (2008) 500 farkli
izolat1 sebze patojenlerine karsi test etmisler ve secilen bir Bacillus subtilis izolatinin
test edilen 42 sebze patojenin 39 tanesine karsi etkili oldugunu 6ne siirerken, bu izolatin
hiyarda fungal kaynakli Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ve yine biberde fungal
kaynakli Phytopthora capsici’yi baskiladigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da etkili
formiilasyonlar igerisinde agirlikli olarak Bacillus tiirlerinin olmasi olusturulabilecek
ticari formilasyonunun raf dmriiniin uzun olmasi ve uygulama alaninda uzun siire

aktivitelerinin devam edebilmesi agisindan énemlidir.
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Bitkilerin kok bolgesine yapilan PGPR uygulamalarinda azot fiksasyonu, fosfati
cozebilme ve siderofor iiretiminin bitki gelisimi ve verim parametreleri agisindan
onemli katkilar sagladigina yonelik ¢ok sayida c¢alisma vardir. Yapilan bir calismada;
Bacillus amyloliquefacien CM-2 ve T-5 izolatlarinin 5 haftalik siiregte domatesin kok
ve civarina ve sapinin ig¢ine kolonize olarak R. solanacearum’un kontroliinii sagladigi,
ammonia pozitif reaksiyon gosterdigi, indol asetik asit ve siderofor iirettigi ve fosfati
cozerek bitki gelisimi {izerine de onemli katkilar sagladigi belirtilmistir (Tan et al.
2012). Mirik et al. (2008); domates ve biberde X. axonopodis pv. vesicatoria’nin neden
oldugu bakteriyel leke hastaligina karsi 3 farkli Bacillus izolatin1 tek veya kombine
halde kullanmis, hastalik siddetinde sera kosullarinda %11-62, tarla kosullarinda ise
%38-67 oraninda diisiis saglamislardir. Bu uygulama neticesinde gévde capinda %7-20,
kok uzunlugunda %7 -17, kok kuru agirliginda %4.5-23.5, siirgiin kuru agirliginda
%16.5-38.5 ve verimde %11-33 artis elde etmislerdir. Bu ¢alismada kok daldirmada
kullanilan biyoformiilasyonlarin igerisinde bulunan bakteri izolatlarinin serbest azot
fikseri, fosfat ¢oziicli ve/veya siderofor iirettigi bilinmektedir (Kotan 2002; Karag0z
2009; Erman et al. 2010). Hastalik iizerine etkili olan biitiin formiilasyonlarin bitki
gelisimi ve verim parametreleri agisindan artiglara sebep olmast bu 6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir.

Yapilan bu calismada kok daldirma ve yaprak spreyi seklinde kullanilan bu bakteriyel
formiilasyonlarin bir¢ogunun hem hastalig1 kontrol ettigi, hemde bitki gelisimi ve bitki
klorofil miktarinda artiglara sebep olduklar1 tespit edilmistir. Diinyada bu tiir
calismalarin sayist son yillarda hizla artmaktadir. Domateste bakteriyel solgunluguna
sebep olan Ralstonia solanacearum patojenine kars1 yiiriitiilen bir biyolojik miicadele
caligmasinda; test edilen 150 bakteri izolatinin 30’unun in vitro kosullarda patojenin
gelisimini engelledigi, B. cereus BC1AW ve P. putida PP3WT izolatlarinin ise hastalik
gelisimini 6nemli 6l¢iide engelledigi ve bu izolatlarin aynt zamanda bitki kok kuru
agirh@inda da onemli artislara sebep oldugu belirtilmistir (Kurabachew and Wydra
2013). Bir diger ¢alismada; Deng et al. (2013) polymyxa izolatinin domates bitkisinde

sadece yaprak alani indeksi, bitki boyu ve klorofil oraninda artisa sebep olmakta
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kalmayip ayni zamanda domates solgunlugu hastaliginin etmeni R. Solanacearum’un
kontrollinde de ¢ok basarili oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada kullanilan ve etkili olduklar1 belirlenen bakteri izolatlarinin bitki
beslemesi {lizerine etkinlikleri dolayli olarak hastaliga karsi bir diren¢ de saglamis
olabilir. Yapilan bir ¢alismada; 6z nekrozuna sebep olan P. corrugata, P. cichorii, P.
viridiflava ve E. carotovora subsp. carotovora’ya karst 400 ppm diizeyindeki potasyum
uygulamasimin ve 120 ppm kalsiyum uygulamasinin hastalik siddetinde Onemli
diisiislere sebep oldugu ve ayn1 zamanda verimde de artiglarin goriildiigii belirtilmistir
(Ustiin et al. 2009a). Bu calismada en yiiksek ¢icek sayis1 B4+BA-B, B3+BA-B,
B4+BA-A, B5+BA-B, B3+BA-A, K2 (MF+BA-A) ve K2 (MF+BA-B) nolu
uygulamalardan elde edilmistir. Cicek sayisindaki artis ile fosfati ¢6zen bakteriler
sayesinde bitkilerin fosfor yarayishliginin artirilmis olmasi arasinda yakin bir iligki
vardir. Kok daldirma amaci ile olusturulan 9 bakteri kombinasyonunun tamaminda bazi
bakteriler (A-16, RK-79, TV-6D, TV-60D ve TV-6F) ortak kullanilmistir. Etkili
bulunan uygulamalarda farkli olan strainler B. suptilis TV12E (3. formulasyon), B.
megaterium KBAL10 (4. formilasyon) ve B. megaterium TV87A (5. formilasyon)
strainleridir. Daha Once yiiriitiilen pek ¢ok ¢alismada; B. suptilis TV12E, B. megaterium
KBAL10 ve B. megaterium TV87A izolatlarinin degisik bitki gruplarinda bitki gelisim ve
verim parametreleri agisindan onemli katkilarinin oldugu belirlenmistir (Gokge ve
Kotan, 2014; Mohammadi ve Kotan, 2014; Karag6z vd, 2014; Yildirim et al., 2014). Bu
izolatlarin B3+BA-A, B3+BA-B, B4+BA-A, B4+BA-B, B5+BA-A ve B5+BA-B

formiilasyonlarinin 6ne ¢ikmasinda 6nemli bir faktor oldugu sanilmaktadir.

Sonu¢ olarak; bu c¢alismada kullanilan B3+BA-A, B3+BA-B ve B4+BA-B
formiilasyonlarinin domates yetistiriciliginde hem domates 6z nekrozu hastaliginin
kontroliinde biokontrol ajan1 hem de bitki gelisiminde etkili mikrobiyal giibre olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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