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OZET

ELMA AGACLARINDA ATES YANIKLIGI HASTALIGINA NEDEN OLAN
Erwinia amylovora ¢ NIN RIZOBAKTERILER ILE BiYOLOJiIK MUCADELE
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

KAYA, Sevgi

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
1.Tez Damigmani: Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen DONMEZ
2.Tez Danismant: Prof. Dr. irfan CORUH
Aralik 2019, 57 sayfa

Bu ¢alismada 130 PGPR strainin ates yanikligi etmeni Erwinia amylovora’ nin
gelisimi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Patojen olarak Igdir ilinde hastalikli elma
agaclarindan izole edilen 5 Erwinia amylovora straini (E-3, E-20, E-67, E-99 ve E-100 )
kullanilmigtir. In vitro ortamda 130 bakteriden 34 strain patojen lizerinde etkili
bulunmustur. Etkili bulunan BY-6-Pseudomonas putida ve MU-1-Pantoea
agglomerans ’in % 80 hastalig1 engelleme orani ile in vivo ortamda en basarili strainler
oldugu tespit edilmistir. Diger strainlerin ise hastalik gelisimini % 9-60 oraninda
engelledikleri saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik Kontrol, Erwinia amylovora, PGPR, Elma, Ates

Yaniklig1



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF BIOLOGICAL CONTROL POSSIBILITIES BY
USING PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA AGAINST
Erwinia amylovora CAUSES FIRE BLIGT ON APPLE

KAYA, Sevgi

Master Thesis, Plant Protection Main Discipline
1°Thesis Adviser: Assist. Prof. Dr.Mesude Figen DONMEZ
2" Thesis Adviser: Prof. Dr. frfan CORUH
December 2019, 57 pages

In this study, the effect of 130 PGPR strains on the development of Erwinia
amylovora was investigated. Five Erwinia amylovora strains (E-3, E-20, E-67, E-99 and
E-100) isolated from diseased apple trees in Igdir province were used as pathogen. In
vitro, 34 strains out of 130 bacteria were found to be effective on the pathogen. In vivo
BY-6-Pseudomonas putida and MU-1 -Pantoea agglomerans were found to be the most
successful strains with 80% disease inhibition rate. Other strains were found to inhibit
the disease development by 9-60 %.

KeyWords: Biological Control, Erwinia amylovora, PGPR, Apple, Fire Bligt



ONSOZ ve TESEKKUR

Ulkemizde tarimsal iiretimin énemli problemlerinden birisi, tarimsal ilaglarmn
bilingsizce ve dengesiz olarak bitkisel liretimde kullanilmasidir. Bu sorun giiniimiizde
giderek artmis ve insan saglhigini tehdit eder bir duruma gelmistir. Asir1 kimyasal
kullanimi1 sonucunda bitkiler, mikrorganizmalar, dogal diismanlar, hayvanlar ve insanlar
zarar gormiis, ekosistemin dengesi bozulmustur. Yumusak c¢ekirdekli meyve agaclarinda
Erwinia amylovora’nin neden oldugu ates yanikligi hastaligi iilkemizde 6nemli bir
ekonomik sorun teskil etmektedir. Karantinaya tabi bu hastalik i¢in kiiltiirel 6nlemler
yetersiz kalmakta, kimyasal kontrol yontemleri de hem cevreye, hem de basta insanlar
olmak iizere tiim canlilara zarar vermektedir. Bu durumu diizeltebilmek ve daha
yasanilabilir bir diinyada yasamak igin hastaliklara karsi biyolojik kontrol galismalar

yapilmaya baglanmis ve bir¢ok ¢aligmadan olumlu sonuglar alinmstir.

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler ile biyolojik miicadele hakkinda mesleki
birikimleri ile beni bu ¢alismada yonlendirip yardimer olan ve emek gosteren, kiymetli
danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi M. Figen DONMEZ’e, her zaman yanibasimda olan ve

desteklerini esirgemeyen ¢ok degerli aileme tesekkiirii bir borg bilirim.

Sevgi KAYA
Aralik, 2019
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1.GIRIS

1.1. Elmanin Onemi ve Yetistiriciligi

Tiirkiye, diinya tizerindeki cografi konumu sebebiyle ¢ok sayida meyve ¢esidi
icin oldukg¢a elverisli bir iklime sahiptir. Bu bakimdan Tiirkiye, bahce bitkileri
kiiltiirtiniin dogdugu yer ve diinyada yetigmekte olan bircok meyve cesidinin ana
vatan1 konumundadir (Agaoglu ve ark., 1997). Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilmakta olan
meyve ¢esitlerinin 6nemli bir biitiinlinii 1liman iklim meyve tiirleri olusturmaktadir. Bu
meyveler icerisinde yer alan elma, findik, armut, seftali, kayisi, erik, kiraz, ceviz,
kestane, ayva, badem ve antep fistig1 gibi gesitler yaygin bir bi¢imde yetistirilmektedir
(Anonim, 2016).

Elma insanlarin beslenmesi agisindan biiylik 6nem tasimakta, herkes tarafindan
zevkle yenilmektedir. Besin degeri ¢ok yiiksek olan bu meyve fazla oranda C vitamini,
fenolik bilesenler ve kanser riskini, DNA hasarin1 azaltmayr saglayan degerli
antioksidantlar1 yapisinda bulundurmaktadir. Elde edilen meyvenin bir kismi1 taze olarak
tilketildigi gibi, bir kismi da kurutularak degerlendirilmektedir. Konserve sanayinde
cesitli {irlinler halinde islenmekte, icki ve sarap endiistrisinde (sarap, brandy vb.)
kullanilmaktadir. Ayrica surup, marmelat, recel ve pasta iiretiminde, meyve suyu ve
sirke iiretilmesinde oldukca fazla kullanimiyla énem tasimaktadir (Ozgagiran ve ark.,

2011).

Rosaceae familyasindan yer alan elmanin (Malus domestica), ilk olarak Kuzey
Anadolu’ da, Giiney Kafkaslar, Rusya' nin giiney batisinda kalan bolgeler ve Kazakistan'
nin dogusu dolaylarinda ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Tiirkiye’ de ise hemen hemen
tim illerde elma yetistiriciligi yapilmaktadir. Bununla birlikte ticari olarak elma
tiretiminde daha ¢ok Nigde, Isparta, Karaman, Antalya ve Konya illeri 6ne ¢ikmakta ve
bu iller Tirkiye’nin toplam elma {retim alanlarimin %50’sin1 olusturmaktadir.
Tirkiye’de toplam elma tretiminin %20,4’1 Isparta’da gerceklestirilirken, Isparta’y1

Karaman (%13,6) ve Nigde (%12) illeri takip etmektedir (Anonim, 2018).

Diinya’da 2017/18 sezonunda 76.208 milyon ton elma tretilmekte ve bu
tiretimin 44.500 milyon tonu Cin Halk Cumhuriyet’ inde yapilmaktadir. Tiirkiye, diinya

tilkeleri arasinda elma yetistiriciliginde besinci sirada yer almaktadir ve %3,61° lik bir



paya sahiptir. Tirkiye’de 2018 yilinda miktar olarak 3.032.164 ton elma {iretimi
yapilmistir (FAO, 2018).

TUIK’in 2018 yil1 verilerine gore; iilkemizde toplam tarim alan1 yaklasik 38
milyon hektardir. Toplam meyve alani igerisinde ise; yumusak cekirdekli meyve
agaclarinin (elma, armut, ayva, yenidiinya, musmula) toplam alan1 3.457.000 hektar
olup, toplam 95.205.000 adet agacgtan 4.342.569 ton iiriin elde edilmektedir (TUIK,
2018).

Abiyotik (sicaklik, nem, besin elementleri, toprak sartlari, don, dolu, riizgar,
kuraklik vs.) ve biyotik (bocekler, funguslar, bakteriler, viriisler, nematodlar,
mikoplazmalar, yabanci otlar vs.) etmenler, tarim iiriinlerinde meydana gelen verim ve
kalite kayiplarinin en 6nemli sebepleri arasinda yer almaktadir (Lamey and Stack, 1993;
Anonim, 2001; Kotan, 2002). Olumsuz toprak ve iklim sartlarina, patojen
mikroorganizmalarin etkisine maruz kalan bitkilerin alisilmis yasamsal diizenlerindeki
bozulma ve buna bagli bir bicimde meydana gelen, direkt veya dolayli zararlanmalarin
tamamu bitki hastaligi olarak isimlendirilmektedir (Agrios, 1997).

Yumusak cekirdekli meyvelerde ¢esitli faktorlerin etkisi ile meydana gelen
hastalik diizeyi; konukgunun duyarliligi, patojenin saldirganlig1 ve ¢evre sartlarina bagl
olarak degigsmektedir. Ancak, kiiltiirel uygulamalar, genetik tolerans, agacin olgunlugu,
stres sartlari, ekim siklig1 ve dormansi periyodu hastaliklarin epidemi olusturmasinda
anahtar rol oynayan diger faktorlerdir. Biitiin bu faktorlere bagh olarak bitkinin kok,
kok bogazi, govde, ana dallar ve yan dallar, siirgiin, yaprak, tomurcuk ve meyvelerinde

zararlanmalar ve verim kayb1 olmaktadir (Goldberg, 2000).

Yumusak c¢ekirdekli meyve agaglarinda hastalifa neden olan en Onemli
patojenler; Erwinia amylovora (ates yanikligi), Pseudomonas syringae pv. papulans
(kanser), Agrobacterium tumefaciens (kok uru ve kanseri), Aplle mosaicilar viriis (elma
mozaik viriisii), Aplle chlorotic leaf spottricho virus (ACLSV) (elma klorotik yaprak
leke viriisii), Alternaria alternata (elmada alternaria meyve g¢iiriikliigii), Monilinia
fructigena (meyve monilyast (mumya)), Armillaria mellea (meyve agacglarinda
armillaria kok ¢tiriikligii), Venturia inaequalis (kara lekesi hastaligi) ve Podosphaera
leucotricha (kiilleme)’dir (Zwet and Keil, 1979).



Elmanin iilkemizde en c¢ok iiretilen meyve olmasi hastalik ve zararlilar
bakimindan ayr1 bir 6zenin gosterilmesi gerektigini gostermektedir. Bu baglamda ates
yaniklig1 hastaligi, yumusak cekirdekli meyvelerde goriilen en tehlikeli bakteriyel bir
hastalik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hastaligin ekonomik oOnemi ¢ok yiiksektir.
Erwinia amylovora, ozellikle duyarli g¢esitlerin  kullanildigi alanlarda, meyve
plantasyonlarini ve sonugta meyve iiretim miktarint 6nemli derecede etkilemektedir.
Hastaligin kisa siire igerisinde tiim Tiirkiye genelinde yayilmasi ve etkiledigi meyve
plantasyonlarini yangin yerine ¢evirmesi, onun epidemik karakterini ve dnemini daha
iyi agiklamaktadir. Eger etkili ve kalic1 6nlemler alinmazsa, yumusak ¢ekirdekli meyve
ve fidan tiretiminde 6nemli diislisler olabilecektir. Bu nedenle ates yaniklig1 hastaligi,
hem meyvecilik hem de iilke ekonomisi agisindan ele almamiz gereken ¢ok 6nemli bir

sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir (Hacioglu, 1993).

1.2. Ates Yanikh@ Hastahgi (Erwinia amylovora)

Erwinia amylovora’ nin sebep oldugu ates yanikligi hastaligi, yumusak
¢ekirdege sahip meyve agaglariin en tahripkar bakteriyel hastaligidir. Patojenin, Pyrus
ve Malus cinslerinin disinda Rosaceae familyasinin 37 cinsine ait 129 tiirde hastalik
meydana getirdigi bildirilmistir. Bu cinslerden en tahripkar sekilde belirti olusturanlar
ve ekonomik olarak énemli derecede zarar gorenler oncelikle Pyrus ve Malus olmak
tizere Cydonia, Eriobotrya, Cotoneaster, Crataegus, Pyracantha ve Sorbus cinsleridir.
Ozellikle armutlarda biiyiik zararlara neden olan hastalik, diinyada ilk defa belirlenen

bitki bakteri hastalig1 olma 6zelligi tasimaktadir (Zwet and Keil, 1979).

Hastaliga ates yaniklig1 denilmesinin sebebi, patojen bakterinin enfeksiyonundan
sonra agacin yangindan ¢ikmis gibi bir goriiniim almasindandir. Hastalik literatiirde
cicek yanikligi, meyve yanikligi, dal yanikligi, elma yanikligi ve armut yanikligi olarak
da isimlendirilmektedir (Karaca, 1977).

Hastaligin bilinen en eskiye dayanan goézlemleri 1780'de ABD'de Newyork
Hudson Vadisi'ndedir. Bu siireci takiben, hastalik 6nce ABD olmak iizere diinya
lizerinde bulunan tiim iilkelere hizli bir bigimde yayilmistir. Oktem ve Benlioglu,
(1988)' nun iilkemiz icin 1985 yilinda Afyon ili Sultandagi ilgesindeki armut

agaclarindaki ilk tespit raporundan sonra Momol ve Yegen, (1993), Tiirkiye'nin biitiin



armut yetistirme alanlarinda ates yanikligi goriildiigiinii ve ¢ogu bolgemizde zararin

ciddi boyutta oldugunu bildirmislerdir.

Ates yanikligi diinyada kaybi milyonlarca dolar1 bulan bir hastalik olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. ABD'de Kings Conty'de sayis1 43.700 olan armut agacinin tamami
iki yil igersinde telef olmus, San Joaquin vadisindeki armut agaglarinin ise % 95' 1 ates
yanikli§i zarart nedeni ile sokiilmiis ve bolgede bir daha armut yetistiriciligi
yapilmamstir. 1927-1928'de Yeni Zelanda'da elmalardaki siddetli siirgiin enfeksiyonu
sonucu kayip % 100 olarak tespit edilmistir. ABD'de 1936'da toplam armut tiretimi %
14 oraninda azalmistir. 1958-1969 yillarinda Ingiltere'deki toplam kayiplar; 20.000
armut, 20.000 Crataegus, 15.000 Cotoneaster ve 2000 Pyracantha olarak belirlenmistir.
1963'de Kaliforniya'da ates yaniklig1 zarar1 armutta % 14, elmada % 5 kaydedilmis ve
armutlardaki kaybin 20 milyon dolar oldugu ifade edilmistir. 1975'de Hollanda'da
2.000.000'dan ¢ok Cotoneaster, 13.000 Pyracantha, 8.700 Stranvaesia ve 4.500 Sorbus
tahrip olmustur. 1976 yilinda ise Kaliforniya'da, yalnizca armutlarda, 47 milyon dolarlik
kayip oldugu bildirilmistir (Van der Zwet and Keil, 1979; Van der Zwet and Beer,
1991).

1.2.1. Hastalik etmeni

1882 senesinde Burrill tarafindan patojenin ilk bakteriyel tanist yapilmig
Micrococcus amylovorus seklinde adlandirilmistir. Etmene son olarak 1920 senesinde
Winslow et al., tarafindan Erwinia cinsi i¢inde yer verilerek Erwinia amylovora olarak
adlandirilmigtir (Van der Zwet and Keil, 1979).

E.amylovora’ nin taksonomik pozisyonu asagida verilmistir (Anonim, 2014).
Alem: Bacteria
Boliim: Proteobacteria
Sinif: Gammaproteobacteria
Familya: Enterobacteriaceae
Takim: Enterobacteriales
Cins: Erwinia

Tiir: Erwinia amylovora



Ates yanikligi hastaligi etmeni gram negatif, fakiltatif anaeorob, 3,0 nm
uzunlugunda, 0,5-1,0 nm c¢apinda, ¢ubuk seklinde ve peritrik kamgili bir bakteridir.
Laboratuvar ortaminda genel olarak 21- 28 °C arasinda gelisebilen bakterinin, termal
O0lme derecesi 45-50 °C’ dir. Genellikle gelisebildigi ph 6,0-7,5’dir (Schroth and
Hilderbran, 1980). E. amylovora, sakkaroz igeren besiyerlerinde mukoid koloniler
olusturan, birgok seker, organik asit ve seker alkoloidlerini karbon kaynagi olarak
kullanabilen, biiylime faktorii olarak nitrojen ve nikotinik asidin amino kaynaklarina
ihtiya¢ duyan bir patojendir (Schroth et al., 1974; Fahy and Persley, 1983; Agrios,
1997).

Bakteri, nemli havalarda sivi formda veya ipliksi yapida siirgiin, meyve, agac
kabugu gibi ¢esitli bitki kisimlarinda damla seklinde “ooze” ismi verilen bakteriyel
akinti ve strand ismini verdigimiz bakteriyel iplik seklinde yapilar meydana
getirmektedir (Keil and Van der Zwet, 1972; Van der Zwet and Keil, 1979). E.
amylovora, ¢igeklerin stigmalarinda kolonize olurken (Rundle and Beer, 1987), epifitik
olarak yaprak ve siirgiin yiizeyinde (Baldwin and Goodman, 1963), bazen de endofitik
olarak vaskiiler sistemin saglikli parankima dokusunda bulunmaktadir (Keil and Van

der Zwet, 1972; Beer and Opgenorth, 1976).

Hastalik etmeni yumusak cekirdekli meyve agaclarinin cicek, yaprak, dal ve
meyvelerinde 6nemli belirtiler olusturmaktadir. ilkbahar doneminde ne sicak ne de
soguk olan, su orani yiiksek havalarda, ilk simptomlar genel olarak ¢igeklerde
goriilmektedir (Fahy and Persley, 1983). Cigek kisimlar1 basta sulanmis gibi bir
goriinim almakta sonraki siirecte hizli bir sekilde porsiiyerek, once kahverengi sonra
siyah renge donilismekte ve genellikle agacta asili kalmaktadir (Bastas ve Saygili, 2008).
Cigekte goriilen belirtiler yakininda bulunan yapraklara sigramaktadir. Yaprak kisminda
ana damarda ve yapragin kenar kisimlarinda kahverengimsi-siyahimsi goriintiiler
olusmaktadir. Siyahlagsma orani artarken, yaprak kivrilmakta, asagi yone dogru askida
kalmaktadir (Maden, 1989). Bu yapraklar yazin koyu yesil yaprakli sihhatli siirgiinlerde,
zit bir goriinlim olusturmaktadir (Bastas ve Saygili, 2008). Hastaliktan etkilenen
stirgiinler ugtan geriye dogru solmaktadir. Bu siirgiinlerin kabugu kahverengi-siyaha
donmekte, sonra ¢okerek sertlesmektedir. Yanik siirgiinlerde en karakteristik simptom,

stirglinlerin u¢ kisimlarmin ¢oban degnegi ya da kanca gibi bir yapiya donmesidir.



Simptomlar meyve mahmuzlart ve uglardaki dal kisimlarmdan alt tarafa dogru
ilerlemekte ve yan1 basindaki dal kisimlarina gegerek yanikliklar meydana getirmektedir
(Van der Zwet and Keil, 1979; Bastas ve Saygili, 2008).

Meyve enfeksiyonlar ise genellikle sapdan olmaktadir. Irilesmis olan meyveler
sulanmig bir goriintii olusturmakta, sonraki siirecte kahverengimsi bir renge donerek
mumyalasmakta ve son siiregte kararmaktadir. Olmiis olan meyveler uzun siire agacta
asili kalmaktadir (Fahy and Persley, 1983; Maden, 1989). Nemli kosullar altinda, meyve
tizerinde siit rengi yapiskan akint1 goriilmektedir. Akint1 rengi hava ile temas eder etmez
kahverengilesmektedir. Bakteriyel akintiy1r olusturan damlalar birlesip daha biiyiik
damlalar1 olusturmakta ve akarak bitki yiizeyine yayilmaktadir. Son olarak kok kismina
kadar ilerleyen bakteriler biitiin aga¢ ve siirgiinlerinin kuruyup Olmesine neden
olmaktadir (Bastas ve Saygili, 2008). Govde, kok bogazi ve kdklerde meydana gelen bu
hastalik, agacin kisa siirede 6lmesine neden olmakta ve ticari amagli meyvelerin
yetistirildigi bahgelerde, dnemli oranda kayiplara sebebiyet vermektedir (Van Der Zwet
and Beer, 1991; Evrenosoglu ve ark., 2014).

1.2.2. Yasam dongiisii ve epidemiyolojisi

Hastaligin kisa siirede ¢ok hizli yayilmasmin ve ciddi zararlar olusturmasinin
nedeni patojenin yasam dongiisii ve epidemiyolojisi ile ilgilidir. Bakteri daha 6nceki
mevsim doneminde meydana gelen yanikliklarin kenar kisimlarinda, yanikliklarda,
tomurcuklarda ve odun dokularinda kist gecgirmektedir. Genellikle biiyiik dal
kisimlarinda yasamimi gegirmekte ve 1 cm ¢aptan daha minik siirgiinlerde nadiren
kiglamaktadir. Patojen bahar doneminde havalarin 1sinmasiyla, saglikli kaldigi bu
yanikliklarda hareketli duruma gelerek ¢ogalmakta ve yakinindaki saglikli kabuga
gegmektedir. Nem orani fazla ya da yagmurlu havalarda bakteri hiicrelerinin bir kismi
lentiseller ve doku tizerinde bulunan yariklardan disar1 ¢ikmaktadir. Bakteriyel akinti
veya salgt seklinde isimlendirilen bu 0z suyu, milyonlarca bakteri hiicresinden
olugsmaktadir. Ari, sinek, karmca gibi bocek tiirleri bu tatlimsi ve yapiskanimsi akinti
tarafindan cezbedilmekte ve bu vektorler araciligiyla etmen yayilmaktadir. Bazi
durumlarda patojen yanikliklardaki akintidan sigratict yagmur taneleri ile de saglikli
bitkilere bulagabilmektedir. Akintilar suyunu tamamen kaybettigi zaman bakteriyel

strand ad1 verilen havai iplikler olusmakta, bunlar da riizgar vasitasiyla yer degistirerek



inokulum gorevini istlenmektedir (Van der Zwet and Keil, 1979; Bastas ve Saygili,
2008).

Hastalik etmeni nektarda hizli bir bi¢imde ¢ogalmakta, nektartodlara gelerek
cicegin dokularin i¢ kismindan penetrasyon olusturmaktadir. Enfeksiyonlu bir ¢igegi
ziyaret eden arilar nektardaki patojeni, sonra ziyaret ettigi tiim ¢iceklere tasimaktadir.
Patojen ¢igeklerden asagi dogru c¢icegin sap kismina, oradan da meyve mahmuzunun
kabugunun i¢ kismina dogru ilerlemektedir. Mahmuzun enfeksiyonu onun {izerindeki
biitiin ¢i¢eklerin, yapraklarin ve meyvelerin tahribine sebep olmaktadir (Van der Zwet
and Keil, 1979).Yapraklardaki stoma ve hidatodlar patojene igeri girmesi icin kapi
gorevi yaparak yardimci olmasina ragmen yapraktaki hastaliklarin biiyiik kismi bocek,
dolu gibi sebeplerle agilan yarali kisimlardan olmaktadir. Etmen palisad
parankimasindan ¢ok siingerimsi mezofilde daha iyi ve daha hizli gelismekte, damar
parankimasindan petiole gegmekte ve petiol yoluyla govdeye ulasabilmektedir (Bastas

ve ark., 2008).

Geng, taze filizler, filizlerdeki lentiseller, degisik sekillerde acilan yaralar ve
bocekler yoluyla enfekte edilebilmektedir. Aymi zamanda ¢igek ve yaprak
enfeksiyonlart yoluyla da, filizler enfekte olabilmektedir. Filizler igcinde bakteriler
hiicreler arasinda yasamakta ve kisa zamanda kortikal hiicrelerde ¢okme ve
parcalanmaya sebep olmaktadir. Geng filizlerdeki patojen floeme ulasabilmekte ve
buradan yukart dogru filiz ucuna ve yapraklara taginabilmektedir. Enfeksiyonun
ilerlemesi, dokunun sulu olusuna, sicaklik ve rutubete bagli olarak degisiklik

gostermektedir (Bastas ve ark., 2008).

Hastaligin yayilmasinda, genel olarak bocekler en 6nemli sebeplerden biri olarak
kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 77 bocek cinsinin  patojenin
yayilmasinda basarili oldugu belirtilmistir. Bunlardan bazilari: Aphis pomi (Elma afidi),
Aphis mellifera (Bal arisi), Bombus terrestris (Yaban arisi), Byrobiarubrioculus,
Drosophila spp. (Sirke sinegi), Edwardsianarosae, Eriosoma lanigerum (Elma pamuklu
biti), Formica spp. (Karincalar), Haplocampatestudinea (Avrupa elma testereli arisi),
Lygus pratensis, Musca domestica (Karasinek), Panonychus ulmi (Avrupa kirmizi

akar1), Pegomya spp., Psylla pyricola (Armut pisillasi), Scolytus spp. (Yazici bocekler),



Tetranychus spp. (Kirmizi 6riimcek), Vespula spp. (Esek arisi) olarak belirlenmistir
(Van der Zwet and Keil, 1979; Thomson, 2000; Bastas ve Saygili, 2008).

Yagmur, patojenin yayilmasinda onemli bir faktordiir. Bakteriler agacin {ist
kisimlarindan yagmur taneleri ile asagi kisimlara dogru ilerlemektedir. Yagmurun
dolayli bir etkisi de ¢igekler i¢indeki nektar kismiyla ilgilidir. Nemsiz havanin oldugu
durumlarda ¢igekler i¢indeki nektar, bakterinin ¢ogalmasi igin fazlaca konsantredir.
Ancak yagmur tanelerinin etkisiyle konsantre haldeki nektar seyreltik bir duruma gelip
bakterinin ¢ogalmasmi ve enfeksiyonunu kolaylastirmaktadir. E. amylovora’ nin
salgiladig1 bakteriyel iplikgiklerin hava dalgalarinin etkisiyle ¢ok uzak kisimlara kadar
ulastigi ve yagmur taneleriyle konukgularma bulastigi gézlenmektedir (Van der Zwet
and Keil, 1979; Bastas ve Saygili, 2008).

Ates yaniklig1 hastaliginin yayiliminda kuslarin rolii oldugu ve Sturnus vulgaris
(sigircik), Phylloscopus trochilus (biilbiil) gibi gogmen kuslarin bakteriyi {ilkeler
arasinda tasidiklar1 diistiniilmektedir (Van der Zwet ve Beer, 1991; Van der Zwet and
Beer, 1995). Ulkemizde bu hastalign ilk saptandigi Afyon Sultandag ilgesinin yakin
kisimlarinda bulunmakta olan gollerin, glineyden gelen go¢men kuslarin barinma ve
dinlenme yeri oldugu belirlenmis ve 6zellikle Misir ve Kibris'tan go¢ eden kuslarin
hastaligr ilk kez bu bolgeden iilkemize bulastirdiklari kanisma varilmigtir (Oktem ve
Benlioglu, 1988; Bastas ve Saygili, 2008). Ayrica hastalik insanlar, bah¢ede kullanilan
geregler, meyve ya da ¢elikle de bulasabilmektedir. Budamada kullanilan aletler,
simptomlu siirgiinler ve govdenin budanmasindan sonra temizlenmezlerse, hastaligin
cabucak Oteki siirgiinlere ve agaglara aktarilmasina sebep olmaktadir. Hastalik etmeni
ile bulasik olan kiyafetler, botlar ve araglarin tekerleri de hastaligin yayilmasina sebep
olmaktadir (Van der Zwet and Keil, 1979; Bastas ve Saygili, 2008).



Sekil 1.1. Erwinia amylovora’nin yasam dongiisii (Van der Zwet and Beer, 1995).

Sekil 1.1.°de goriildiigii gibi hastaligi olusturan hayat dongiisiiniin asamalari
asagidaki sirayla gergeklesmektedir. Bu agamalar:

1. Bakterinin arilarla ¢i¢ekten ¢igege tasinmasi

2. Bakterinin yara veya stomalardan ¢igek igerisine girmesi

3. Bakterinin hiicre aras1 bosluklarda ¢ogalmasi ve yayilmasi

4. Enfekteli ¢igeklerin kurumasi ve 6lmesi

5. Etmenin diger cigek, meyve, siirgiin ve yapraklara yayilmasi

6. Dallar ve govde tlizerinde yeni kanserlerin olusumu

7. Ates yanikligindan etkilenen yaprak ve stirglinlerin kurumasi

8. Geng agaclarin hastaliktan zarar gérmesi

9. Bakterinin eski kanserlerin kenarlarinda kislamasi

10. Kanserlerin biiyiimesi, dallar1 ve gévdeyi sarmasi ve ooze olusmasi

11. Sizintidaki bakterinin bocekler ve yagmurla yayilmasi



12. E. amylovora etmeni

13. Geng siirgiinlerin direkt enfeksiyonu

14. Bakterinin kabuk dokusundaki hiicreler arasinda ¢ogalmasi ve yayilmasi
15. Etmenle bulasik kabuk dokusunun 6liimii (Tasdemir, 2010).

1.3.Hastaligin Miicadelesi

Hastaliklar bitkisel {iriinlerin verim ve kaliteleri iizerinde biiyiik kayiplara neden
olmakta ve bu kayiplar depolama siiresince de devam etmektedir (Doken ve ark., 2000).
Zamanin 6ngdrdiigii tarimsal metodlarla daha fazla iiriin elde etme ¢abasi gosterilirken,
hastalik ve zararlilardan olusan kayiplarin da daha disiik seviyede tutulmasi
amaglanmaktadir (Toros ve Maden, 1991). Bitki hastaliklarinin olusturdugu kayiplar
bitki, {iriin, patojen, bodlge, ¢evre ve kontrol yontemlerine bagli olarak degisiklik
gostermekte ve uygulanan kontrol yontemleri yasal Onlemler, kiiltiirel miicadele,
kimyasal miicadele, dayanikli bitki kullanimi ve biyolojik miicadele olmak iizere 5
kistmda toplanmaktadir (Bora ve Ozaktan, 1998; Doken ve ark., 2000).

1.3.1.Yasal 6nlemler

Ates yanikliginin yayilmasini 6nlemede ve miicadelesinde etkili olan, en
oncelikli yontemlerden biriSi karantinadir. Bu hastaligin  goriildigii ilkelerden,
Rosaceae familyasina ait bitkilerdeki, meyve, tohum, dal ve o6teki bitki aksamlarinin
alinmamasi en gerekli karantina diizenlemesidir. Avrupa Bitki Koruma Teskilati
(EPPO) Avrupada bulunan iilkeler igin, uymalar1 gereken A2 karantina sayfasindaki
bakterilerin sebep oldugu hastaliklar igerisinde E. amylovora bulunmaktadir. Ayrica
tilkemizde 6968 sayili Zirai Miicadele ve Zirai Karantina ydnetmeliginde girmesi
yasaklanmis bakteriyel hastaliklardan biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Maden ve
Toros, 1991).

1.3.2.Kiiltiirel miicadele

Tim bitki hastaliklariyla miicadelede oldugu gibi ates yanikligi hastaligi ile
miicadelede de bulasik olmayan siirgiin kullanilmasi alinabilecek 6ncelikli tedbirlerden
birisidir. Bilhassa yeni bir bahgenin tesis edilmesi esnasinda biiyiik 6nem tasiyan bu
islem, sonraki donemlerde de patojenin giris yapmasini engelleyen etkili bir ¢oziimdiir

(Zwet and Keil,1979). Inokulumun girisini 6nlemek ve hastaligin yayilimini engellemek
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amactyla hastaliksiz bitkilerden alinan as1 gozleri, fidanlar ya da temiz klon anaglar

kullanilmalidir (Sobiczewski et al., 1997).

Ates yaniklig1 ile en eski miicadele metodlar1 enfekteli ug siirgiinleri, dal
kisimlari ve taze filizleri hastalikli kisimlarin 15-30 cm altindan keserek temizlemeyi
kapsamaktadir. Eger budama, ates yanikligi enfeksiyonu goriiliir goriillmez yapilirsa,
yeni enfeksiyon i¢in inokulum kaynagi olusturan bakteriler genellikle elimine
edilebilmektedir. Yanlizca budama uygulamasinin % 67,42 oraninda etkili oldugu
bulunmustur. Ote yandan Minnesoto'da yapilan bir calismada, haziran basinda
elmalarda yapilan yaz budamasi ates yanikligi enfeksiyonunu onemli 6l¢iide arttirmistir.
Bagka bir ¢alismada ise yanik dallar1 budamanin, kimyasal kontrol programi ile
desteklendiginde daha faydali oldugu bildirilmistir (Zwet and Keil, 1979). Budama
makaslar1 ile patojenin yayilmasini engellemek maksadiyla, yapilan kesimden sonra
makaslar dezenfekte edici bir materyalin igine birakilmalidir. Yaygin olarak evlerde
kullanilan sodyum hipoklorid %10'luk budama aletleriyle bulagmay1 6nlemede basariyla
kullanilmaktadir (Tokgoniil ve Baspinar, 1995).

Eradikasyon olgiileri, armut ve elma bahgelerinin bulundugu alana yakin olan
biitiin yabani, hassas konuk¢u bitkileri (Crataegus, Cotoneaster, Pyracantha,
Stranvaesia ve Sorbus) yok etmektir. Yeterli olmayan oksijenden dolayr kisith kok
gelisiminin yer aldig1 ya da su oraninin asir1 bulundugu arazilerdeki agaglarin, bakteri
girigine duyarlihigmm asir1 oldugu gozlenmektedir. Bu sebeple elma yetistirmek igin
yeni bir arazi segerken verimi yiiksek ve iyi drene edilmis alanlar tercih edilmelidir.
(Zwet and Keil, 1979).

Azotlu giibreler, bitkilerin ¢abuk biiylimesini tesvik ettigi gibi ates yanikligi
hastaligina kargt duyarli hale gelmesine neden olmaktadir. Yapilan bir g¢aligmada,
oransal olarak diisiik karbonhidrath ve yliksek azot iceren elma dokularinin hastaliga
kars1 bitkinin duyarli hale gelmesine neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica korpe siirgiin
ekstrakti ve diisiik karbonhidrat, yliksek azot iceren besiyerinde patojen hizli gelismis,
ancak yliksek oranda karbonhidrat ve diisiik oranda azot icermesi nedeniyle sert siirgiin
ekstrakti iceren besiyerinde ¢ok zayif gelistigi tespit edilmistir. Azot, potasyumla
birlikte kullanildiginda hastaligin siddetinde bir artis gozlemlenmemis, fakat azot-fosfor

ya da azot-fosfor-potasyum karisiminda siirgiinler daha fazla duyarli hale gelmistir.
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Agaglardaki en az duyarlilik fazla kalsiyum uygulananlarda goriilmiis, diisiik orandaki
bor uygulamasi ise duyarliligin azalmasma neden olmustur. Iyi drene edilmemis
arazilerde potasyum oraninin az ve ates yanikliginin daha tahripkar, drenaji1 iyi yapilmis
arazilerde ise potasyumun fazla oranda ve hastaligin daha minimum tahripkar oldugu

gozlenmistir (Zwet and Keil, 1979).

1.3.3. Kimyasal miicadele

Cevreye ve dogal dengeye olan zararl etkilerine ragmen, su anda ates yanikligi
hastaligina en tesirli miicadele yontemlerinden birisi ilaghh miicadele olarak kabul
edilmektedir. Hastaligin miicadelesinde Fosetyl-Al, flumequin, oxolinic asit ve CGA
73089 onemli dlgiide basarilar elde edilen kimyasallar olurken (Vanneste, 2000), bakir
oksikloriir ve maneb karigiminin 6zellikle cicek enfeksiyonlari igin memnun edici
sonuglar verdigi bildirilmektedir (Momol and Yegen, 1993). Ates yaniklig1
kontroliindeki en Onemli gelismelerden biri, 1950' lerde antibiyotiklerin kesfi ve
uygulanmaya baslanmasi olmustur. Genelde, streptomisin siilfat, elma ve armutlarda
hastaligin kontroliinde bakirdan daha iyi sonu¢ vermekte ve meyve paslanmasi
goriilmemektedir. Aragtirmalar sonucu streptomisinin insan ve ¢evre sagligi acisindan
meyvede toksik kalintilarindan endiselenilmesi ve ayrica antibiyotige dayanikli bakteri
strainlerinin olusumu sebebiyle uygulamalar sinirlandirilmistir (Zwet and Keil, 1979;
Moller et al, 1981). Ancak, antibiyotiklerin iilkemizde kullanilmasi halen yasakli
oldugu bilinmelidir. Ancak kisa siireli uygulamalarda bakirl bilesikler ile etkili sonuglar
alinabilmesine ragmen kullanilan bakirli bilesiklerin meyvelerde paslanmaya sebep
oldugu tespit edilmistir (Bastas ve Saygili, 2008). Genelde bakirli bilesiklerin, hastalik
siddetinin diisiik ve orta derecede oldugu durumlarda, daha iyi sonug¢ verdikleri
gorilmistliir, ancak nemli ya da yagisli periyotlar sirasinda uygulandiklarinda
fitotoksiteye sebep olduklart belirlenmistir. Ayrica bilingsiz ve asir1 kimyasal kullanimi
mikroorganizmalarda dayanikli irklarin gelisimi, ekonomik kayiplar, insanlarda akut ve
kronik zehirlenmeler, ¢evre kirliligi, mikrobiyal flora igerisindeki interaksiyonlarin
negatif etkilenmesi ve dogal dengenin bozulmasi gibi birgok olumsuz etkiyi de
beraberinde getirmistir (Moller and Thomson, 1981; Bora ve Ozaktan, 1998; Singh et
al., 1998, Bastas ve Maden, 2004).
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1.3.4. Hastahklara dayanikh bitki kullanimi

Ates yanikligina dayaniklilik agisindan konukgu bitkilerin tiirleri arasinda
farkliliklar oldugu bilinmektedir. Hastaliga direngli, ticari 6nemi yiiksek 5 armut ¢esidi
E. amylovora’ya dayaniklilik derecesine gore, dayaniklidan hassasa dogru Pyrus
ussuriensis, Pyrus calleryana, Pyrus betulafolia, Pyrus pyrifoiia ve Pyrus communis
seklinde bir siralama gdstermektedir (Zwet and Keil, 1979). Ulkemizde genel olarak
armut tirleri patojene karsi hassastir. Elma meyvesinden en fazla hassas olanlar
Jonathan, Rhode Island Greening, Yellow Transparent, ldared, Rome Beauty, klon
anaglarindan ise; M.9, M.26 ve M.27' dir. Suni inokulasyon denemelerinde Tiirkiye'de
tiretimi yapilan elma ¢esitlerinin E. amylovora' ya karsi reaksiyonlarinin belirlenmesi
amactyla yiiriitiilen caligsmalarda testlenen 15 elma c¢esidi i¢inde en duyarli ¢esidin
"Sport Golden" ¢esidi oldugu ortaya konulmustur. Testlenen 22 armut ¢esidinin ise
etmene farkli diizeylerde reaksiyon gosterdigi ancak "Abbefetel" armut cesidinin en
duyarli ¢esit oldugu saptanmistir. Calismada 5 ayva cesidi etmene duyarliligi yoniinden
denemeye alinmis ve "Istanbul" ¢esidi en duyarli ayva cesiti olarak bulunmustur (Demir

ve Giindogdu, 1991).

Ates yaniklig1 hastaligina kars1 dayaniklilik mekanizmasinin karisik bir durum
olmasi ve birden fazla gen tarafindan idare edilebilen poligenik bir 6zellige sahip olmasi
(Layne and Quamme, 1968) sebebiyle islah galismalarinda genel olarak “kontrollii
melezlemeler” kullanilmaktadir (Bell and Zwet, 1982). Diinya iizerinde uzun senelerdir
yapilmakta olan ¢aligsmalar neticesinde ¢ok diisiikk oranda hastaliga dayanabilen gesitler
olusturulmustur ve bu cesitlerin kalite diizeyleri iizerinde yapilan caligmalar hala
siirdliriilmektedir. Tiirkiye’de bu hastaliga karsi dayanikli cesitlerin 1slah edilmesi
lizerine ¢alismalar ¢ok az sayidadir. Genellikle seleksiyon yolu ile elde edilen yerel
cesitler lizerinde dayaniklilik durumlart gézlenmeye ¢alisilmistir. Yapilmakta olan bu
tiir ¢aligmalarda ya bir tane E. amylovora straini kullanildigi ya da dogal hastalikla
secimlerin yapildig1 gézlenmistir. Dayaniklilik ¢alismalarinda patojenin var olan biitiin
farklt genotiplerinin kullanilmas: ile elde edilebilen dayaniklilik giivenilebilirlik

acisindan biiyiik bir 6nem tagimaktadir (Evrenosoglu ve ark., 2010).
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1.3.5.Biyolojik miicadele

Kiiltiirel 6nlemlerin her zaman istenilen sonucu vermemesi, hastalik kontroliinde
tek basma yeterli olmamasi, ¢ok fazla isgiicii gerektirmesi ve iilkemizde kiiltiirel
miicadeleye gereken dnemin gosterilmemesi, ¢evreye ve insan sagligina zararli olmayan
uygun bakterisidlerin yoklugu, ciftcilerin kesin ve kisa siirede sonuca ulagsma yolu
olarak gordiikleri bakirli preparatlarin bilingsiz kullanilmasi hastaligin miicadelesini
giclestirmistir (Aysan ve ark.,, 2008). Normal islah yontemleri kullanilanarak,
bilinmekte olan dayaniklilig1 saglayan genlerin bir bitkiden digerine gonderilmesi uzun
zaman siirdiigii gibi genellikle basarili sonuglar da alinamamaktadir. Bu yolla tek bir
hastalik etmenine karsi dayanikliligi fazla bitki varyeteleri gelistirilmesi miimkiin
olmasina ragmen, ayni zamanda birden fazla bitki hastalik etmenine kars1 dayaniklilig:
yiiksek bir bitki gelistirebilmek olanakli degildir. Kimyasal miicadelenin ise; devamli
olarak kullanilan ilaglara hastalik etmenlerinin dayaniklilik kazanmasi, kullanilan
ilaglarin uzun siireli kullaniminda insan ve hayvan sagliginin bozulmasi, dogal dengeyi
tehdit etmesi ve ireticiler i¢in yiiksek bir maliyet gerektirmesi gibi birden fazla
olumsuz yonleri bulunmaktadir (Aysan ve ark., 2008). Ortaya ¢ikan bu tablo hastaligin
kontroliinde biyolojik miicadele c¢aligmalarinin gerekliligini bizlere gdstermistir. Bu
nedenle giiniimiizde mevcut kontrol stratejilerinden daha ucuz, daha etkili ve hem insan
sagliging, hem de ¢evreye daha dost olan biyolojik kontrol uygulamalarina agirlik
verilmeye baglanmistir. Yapilan en genis kapsamli tarifiyle; biyolojik miicadele dogal
veya genetik yapisi degistirilmis mikroorganizmalar ya da bu mikroorganizmalarin
meydana getirdigi metabolitler kullanilarak hastalik olusturan mikroorganizmalarin
ortadan yok edilmesi veya baski altina alinabilmesini saglayan miicadele
yontemlerinden birisidir. Biyolojik yontemin esas prensibi ve hedefi; insan ve gevre
tizerinde olumlu etkileri olan, maliyeti az, genis spektrumlu ve her zaman ¢esitli ¢evre
kosullarinda kullanilma imkani olan mikroorganizmalarin belirlenmesi, tarla, sera ve
depo sartlarinda bitki patojenlerinin kontrol edilmesinde kullanilabilmesidir. Bu
baglamda siirdiiriilebilir bir tarimsal {iretim i¢in tiim ekosistemi dikkate alarak canlilar
arasinda var olan dogal dengeyi koruyan, g¢evreyi Kirletmeyen ve kalinti sorunu

olusturmayan, tiiretim maliyetini diisiiren biyolojik kontrol uygulamalar1 6n plana

¢ikmaktadir (Ross, 1961).
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Ulkemiz yumusak cekirdekli meyve iiretimi acisindan 6nemli bir potansiyele
sahiptir ve tretimin oldukca fazla oldugu bu sektoriin hastaliklar yoniinden en az
zararlanmasini saglayacak, yeni yontem ve tekniklerin uygulanmasina zemin
hazirlayacak ¢alismalar biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amagla biyolojik miicadele
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan bakteriler genellikle Acinetobacter,
Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Microccocus, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprilum,
Serratia ve Xanthomonas cinslerine ait strainlerden olusmaktadir. Bugilin ticari
formulasyonlar1 hazirlanmig bitki gelisimini arttiran ve giiniimiizde bitki hastaliklarina

kars1 pratikte kullanilan pek ¢ok mikrobiyal pestisit bulunmaktadir (Vessey, 2003).

Biyolojik miicadele elemanlarin1 kullanarak hastaliklardan dolayr olusan
kayiplar onlenebilecegi gibi, milli ekonomiye katki saglanabilecek ve ¢evre dostu bir
miicadele yontemi gelistirilebilmesi miimkiin olabilecektir. Bu faydali organizmalarin
mikrobiyal giibre ve biyopestisit olarak tarimda kullanimina yonelik diinyada ¢ok sayida
calisma yapilmaktadir. Yapilan bu calismalar sadece bilimsel bir makale olarak
yaymlanmakla kalmamakta giinliik hayatta kullanimina yonelikte patentler, tesciller

alinarak piyasaya siiriilmektedir (Gokge, 2013).

Bitkilerde meydana gelen hastaliklarin biyolojik miicadelesi 1920°li senelerde
dikkat ¢ekmeyi basarmistir. Fluoresan Pseudomonas’ lar patojenin gelisimini
engelleyebilme 6zellikleri ve bitkilerin bliyiime hizin1 yiikseltmeleri sebebiyle en ¢ok
calistlan PGPR’ler olmustur. Bitkilerin k6k kisminda yasamimi  siirdiiren
mikroorganizmalarin yani sira yesil bitki aksamlari iizerinde yasamlarini siirdiiren
mikroorganizmalarin da basarili sonuglar verdigi tespit edilmistir. Ozellikle E.
amylovora (Burril) Winslow et. al.’nin biyolojik miicadelisinde yapraklarin alt ve {ist
yiizeylerinde yasamini siirdiiren Pantoae agglomerans (Beijerinck, 1888), sinonim
Erwinia herbicola (Lohnis, 1911), (Dye, 1964)’ dan ¢ok etkili sonuglar elde edilmistir
(Bora ve Ozaktan, 1998).

Elde edilen PGPR’lerin belirli baz1 o6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir.
PGPR’ler bir ya da birden fazla mekanizma ile hastalik olusumunu engelleyebilme

etkisini tagiyabilme ozelligini bulundurmali ve bu gosterdigi etki uzunca bir zaman
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stirebilmelidir. Yasamini gegirdigi alanda 6teki PGPR’ lerle uyum igerisinde bulunmali
ve diger zararsiz mikroorganizmalara olumsuz bir etkilesimi bulunmamalidir. Yetistigi
donem siiresince fazla populasyon olusturup hayatini devam ettirebilme 6zelligine sahip
olmali ve olumlu olmayan doga sartlarinda da hayatim1 siirdiirebilme yeteneginde
olmalidir. Uzerinde yasamini siirdiirdiigii bitkinin birden fazla hastalik etmenine karsi
etkisi olabilmelidir. Farkli doga sartlarinda birakildiginda ya da biyopreparat haline
getirildiginde genlerinde ve bu genlerin yapisinda hicbir sekilde deforme s6z konusu
olmamalidir. Kullanilan pestisitlerden etkilenme orani minimum olmalidir. Antagonist,
kolayca kiiltiire alinip tretilebilmeli ve kitle tiretimi i¢in hizli ¢ogalabilme 6zelligine
sahip olabilmelidir. Bizlerin sagligina zarar verici ikincil tirinler meydana getirmemeli
ve hedeflerinin disinda yer alan canlilara kotii bir etkide bulunmamalidir. Biyopreparat
sekline getirilince, raf émrii ve pazar potansiyeli yiiksek olabilmelidir (Bora ve Ozaktan,
1998).

Son senelerde toprakta kendiliginden var olan ve bitkinin kok kisimlar
vasitasiyla yararli bir etki icerisinde yer alan mikroorganizmalarin 6nemi git gide
biiylimektedir. Bu mikroorganizmalar arasinda, Bitkinin Gelismesini Artirabilen Kokte
bulunan Bakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) hem antagonistik
ozellikleri, hemde bitkinin gelismesi ve iiriin veriminde yiikselme olusturmalari
sebebiyle 6nemli bir konumdadir (Giil ve ark., 2008). PGPR’lerin bitki gelismesini
tesvik mekanizmalarinin bu bakterilerin oksin (Jeon et al., 2003), sitokinin (Garcia de
Salamone et al., 2001), giberallin (Gutiérrez-Manero et al., 2001) ve etilen (Glick et al.,
1995) gibi bitki kaynakli hormonlari salgilanmasi, asimbiyotik olarak azotu (N)
fiksetmesi (Sahin et al., 2004, Cakmakg¢i et al., 2007); mineral fosfati (P)
ayristirabilmesi, dogal fosfat ve Gteki besin elementlerini minerallerine ayirmasi (Jeon
et al., 2003, Aslantag et al., 2007, Giines ve ark., 2013), siderofor, enzim ve
antimikrobiyal bilesikler olusturarak veya rekabet gibi mekanizmalarla patojenene kars1
antagonistik etkilesim gostermesi, genis spekturumlu patojenlere karsi bitkide sistemik
dayanikliligt uyarmasi ve ¢esitli komplex karbon kaynaklarini mineralize etmesi
(Bloemberg and Lugtenberg, 2001; Kurze et al., 2001; Dobbelaere et al., 2002;
Karagoz, 2009) seklinde bilinmektedir. Ayrica potansiyeli yiiksek biyolojik miicadele

elemanlarmin ¢ok sayida hastalik etmenine karsi etkisinin yiiksek olmasinin biyolojik
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miicadelede biiyiik bir avantaj oldugu kaydedilmistir (Whipps, 1992; Zeller and Wolf,
1996; Kucheryava et al. 1999).

1.4.Biyolojik Miicadele Mekanizmalari

Hastalik etmeni ve PGPR arasinda olusan etkilesimlerin 6grenilmesi basarili bir
biyolojik miicadelenin gergeklesmesi icin vazgegilmezdir. Biyolojik miicadelenin
biyokontrol canli ile hastalik etmeni ve g¢evrede bulunan diger mikrobiyal canlilar

arasinda bulunan birlikteligine yonelik bes temel mekanizmasi vardir. Bunlar;

> Antibiyosis

> Yer ve besin elementleri agisindan rekabet
> Hiperparazitism
> Hipoviriilens

> Konukgu bitkide patojenlerin genis bir grubuna ya da abiyotik stres
faktorlerine karsi konukgu bitkideki sistemik dayaniklilik mekanizmalarinin tesvik

edilmesidir (Aysan ve ark., 2008).

Antibiyosis: bir canlinin, antibiyotik veya buna benzer bilesikler iireterek diger
bir canliy1 engelleyebilmesi olayidir. Biyolojik kontrolde tanimlanan ilk antibiyotik
Pseudomonas fluorescens strain 2-79 ve Pseudomonas aureofaciens strain 30-84'den
elde edilen ve bugdayda kara pasin kontroliinde kullanilan phenazine olmustur. Yine
Agrobacterium radiobacter strain K-84'in odun dokusunda irettigi Agrocin 84
antibiyotiginin, bitkilerde tiimér olusumuna sebep olan Agrobacterium tumefaciens'in
kontroliinde kullanildigr bilinmektedir. Biyokontrol organizmalarin birden fazla
antibiyotik liretmeleri sebebiyle farkli antibiyotiklere karsi olusacak dayaniklilik ¢ok
diisiik frekansta olmaktadir. Dogada biyokontrol organizmalar tarafindan iretilen
antimikrobiyal kimyasallara karsi dayamiklilik, kimyasal ilaglara karst olusan
dayanikliliga oranla ¢ok daha yavas olmaktadir. Biyokontrol organizmalar kimyasal
ilaclar gibi genis bir alana yayilarak, patojen veya patojen olmayan genis bir organizma
grubunu etkisi altina almamaktadir. Bu da canlilarda dayamiklilik riskini azaltan bir

faktordiir (Aysan ve ark., 2008).

Yer ve besin elementleri agisindan rekabet; rekabet, yeterince kaynagin olmadigi

alanlarda iki veya daha ¢ok canli arasinda olusan alandan yararlanabilme stiinligii
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biciminde tanimlanmistir (Karagdz, 2009). Biyokontrol iliskide iki besin elementi
biiyiikk 6nem arzeder ki, bunlar karbon ve demir elementleridir. Dogal olarak var olan
veya biyolojik miicadele amaciyla disardan ilave edilen mikroorganizmalar toprakta
bitki kok bolgesine kolonize olmakta ve bitkiler tarafindan salgilanan eksudatlar1 karbon
kaynagi olarak tiiketmektedir. Selliloz, hemiselliloz ve pektin gibi kompleks
karbonhidratlar1 igeren kok musilajlar1 sadece bazi O6zellesmis mikroorganizmalar
tarafindan parcalanabilmektedir. Kompleks karbonhidratlar1 kullanma kabiliyeti olan
organizmalar mikrobiyal rekabette avantajli olduklari i¢in daha i1yi kolonize olmaktadir.
Bu nedenle biyokontrol elemanlarinin patojenlere gore karbon kaynagi kullaniminda
daha iistiin rekabet kabiliyetine sahip olmas1 gerekmektedir (Aysan ve ark., 2008).

Patojen ve antagonist mikroorganizmalar arasindaki iliskide onem arzeden bir
diger besin elmenti de demirdir. Mikroorganizmalar demir ihtiyaglarin1 karsilamada
siderofor ad:1 verilen pigment proteinlerinden faydalanmaktadir. Sideroforlar lipopeptid
yapisinda diisiik molekiil agirlikli proteinler olup, demir iyonlarina (Fe*®) baglanarak
demiri bakteri hiicresine tasirlar. Fluoresent pseudomonas bakteriler, demir oran1 diisiik
topraklarda sari-yesil renkli sideroforlar, pyoverdin ve pseudobactin iretmektedir.
Ozellikle demir elementi bakimindan giigsiiz arazilerde (rhizosfer bdlgesinde) siderofor
tiretebilen mikroorganizmalar, demir alimini engelleyerek patojen organizmanin

demirden faydalanma kabiliyetini azaltmakta ve sonugta patojeni baski altina almaktadir

(Aysan ve ark., 2008).

Hiperparazitism; bir canlinin hiicre duvarlarini eritip yok edebilen ya da
parcalayabilen enzimlerin liretimine baghdir. Bu amacla kullanilan biyolojik miicadele
elemanlar1, meydana getirdikleri hidrolitik enzimler ile hastalik etmenlerinin hiicrelerini
yikima ugratarak patojen gelisimini baski altinda tutmaktadir. Proteaz, selliiloz, $-1,3
glukanaz ve kitinaz gibi hidrolitik enzimleri salgilayabilen birden fazla bakteri ve
fungus hiperparazitik olarak tarimda hastaliklara kars1 miicadelede kullanilabilmektedir
(Aysan ve ark., 2008).

Hipoviriilenslik; hastalik etmeni ile viriilansligi daha az olan canli arasinda
bulunan hibridizasyon sonucunda hastalik etmeninin viriilansliginin diismesi durumudur
(Bora ve Ozaktan, 1998).
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Sonradan  kazanilmig  sistemik  dayaniklilk  mekanizmasi;  gesitli
mikroorganizmalar ~ kullanilarak, = konukg¢u  bitkilerin  sistemik  dayaniklilik
mekanizmalarinin aktif hale getirilmesi esasina dayanan bir baska 6nemli biyolojik
miicadele metotudur. Bu mekanizmayi; SIR ve SAR olmak tizere iki grupta ele almak

mimkindiir.

SIR (Systemic Induced Resistance): Bu sistemde patojen olmayan
organizmalarin bitkide dayanikliga yol agtiklar1 bilinmektedir. Bu sekildeki bir
dayaniklilik, toprakta yasayan PGPR bakterileri (bitki gelisimini uyaran) ile olmaktadir.
Topraktaki bu bakteriler bitki gelisimi ilizerinde olumlu etkiler yaparken, toprakta
yasayan patojenlere karsi da engelleyici etkilerde bulunmaktadir. Yapilan pek cok
caligma bu bakteri gruplarmin kok sisteminde olusturduklart bu dayanikliligin bitkinin
yaprak hastaliklarinda veya sistemik hastaliklarinda etkili olabildiklerini gostermistir.
Bu durum, jasmonik asidin hiicreler arasindaki bosluklarda toplanmasina baglidir ve
patojenite ile ilgili PR proteinlerini kodlayan genlerin aktivasyonu ile karakterize
edilmektedir. Son zamanlarda secilen non- patojenik ve koklere kolonize olmayan
biyokontrol bakterilerinin de sistemik resistanlik mekanizmasimi baslattig

belirtilmektedir (Aysan ve ark., 2008).

SAR (Systemic Aquaried Resistance): SAR yani sistemik kazandirilmig
dayaniklilikta, bir patojen ile bulastirilan bitkide dayaniklilik gelistiginde uyarilma
gergeklesir. Bitki biiylidikge ayni patojene oldugu gibi diger patojenlere de
dayanikliligi devam etmektedir. Salisilik asit (SA) ve benzoik asit (Benzothia- diazole
BTH) tiirevlerinin birer, bitki aktivatorii olarak konukgu bitkilerde patojenite ile ilgili
PR proteinlerinin birikmesine neden oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak bitkilerde
fitoaleksinler olarak adlandirilan diisiik molekiiler agirlikli bu antimikrobiyal maddeler,
enfeksiyonu takiben enfeksiyon noktasinda veya g¢evresinde birikerek bitkilerde
sistemik olarak bir dayaniklilik mekanizmasinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Konukgu bitkileri farkli patojen gruplarina karsi uzun siireli olarak korumasi, sistemik
olusu, hastalik etmenlerinin yeni strain olusturulmasina yonelik daha stabil olmasi ve
uyarilmis direnglilik gosterebilen bitkilerden ekstrakte edilebilen bitki aktivatorleri ile
tohumlarin ilaglanmasi ve piiskiirtme seklinde bitkilere uygulanabilmesi SAR'm bazi

avantajlarini olusturmaktadir (Aysan ve ark., 2008).
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Birgok fluoresent Pseuodomonas’ lar tarafindan iiretilen pyochelin ve salisilik
asit gibi sidereforlarin konukgu bitkinin dayaniklilik mekanizmasini faaliyete gegirerek,
biyokontrol organizma ile patojen arasindaki rekabette, patojen organizmanin aleyhine
bir durum olusturdugu bilinmektedir. Bir diger fluorescent Pseudomonaslardan
Pseudomonas putida'nin, SAR ile alakali olan PRla proteinlerini sifreleyebilen genlerin
expressionunu uyardigi tespit edilmistir (Aysan ve ark., 2008).

Daha dnce yapilan ¢alismalarda Igdir ilinde elma yetistiriciligi yapilan alanlarda
E. amylovora’nin varlig1 tespit edilmis, hatta zararin bazi bahgelerde oldukga biiyilik
oldugu ve agaglarin eradikasyonuyla sonuclandigi goriilmiistiir (Gokge, 2015). Hastalik
karantinaya tabidir ve miicadelesi olduk¢a zordur. Ayrica hastaligin epidemiyolojisi
diisiiniilecek olursa; kuslar ve 77 farkli bocekle kolaylikla tasindigi ve hastaligin hizlica
yayildigi agiktir. Tiim bunlara miicadelesinde kullanilan kimyasallarin bitkilerde
olusturduklar1 fitotoksisite, canli ve ¢evre lizerinde olusturdugu zarar ve etmenin
kimyasallara karsi zamanla dayaniklilik kazanmasi da eklenince konukgu-patojen-
PGPR etkilesimlerini i¢eren biyolojik miicadele ¢alismalarina agirlik verilmesi bir
gereklilik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu diisiinceden hareketle, bu ¢alismada yumusak
cekirdekli meyve agaclarinin en yikici hastaligi olan ates yanikligi hastaligi etmeni E.
amylovora’nin Igdir ilinden izole edilen PGPR’ler ile biyolojik miicadele olanaklarinin

arastirilmasi amacglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Patojen iilkemizde ilk olarak 1985’te Sultandag ilgesinde ve Afyon ilinde
ardindan 1987 senesinde Isparta ve Burdur illerinde tespit edilmistir (Oktem ve
Benlioglu, 1988). Farkli ¢alismalarla bazi bolgelerdeki durum ortaya konmus, Ege
Bolgesi’nde %23,93 ve Dogu Akdeniz Bolgesi'nde %42,37 oraninda bulasiklik
saptanmustir (Tokgoniil ve Cinar, 1991; Demir ve Gilindogdu, 1993). Dogu Anadolu
Bolgesi’nde konuyla ilgili siirvey g¢aligmasi yapilmamis olmasma ragmen, yumusak
cekirdekli meyvelerdeki hastaliklarin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada en
fazla ates yanikliginin sorun oldugu goriilmistiir (Kotan, 2002).Yapilan bu ¢alismalar
hastaligin iilkemizde yumusak c¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan hemen her

bolgede dnemli bir sorun olusturdugunu gostermektedir.

Tiirkiye’de de ates yanikligi ile miicadelede kullanilmak iizere, biyolojik kontrol
stratejilerinin arastirildigi ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Momol, 1990; Momol ve
ark.,1991; Tokgéniil ve Cinar, 1991; Demir ve Giindogdu, 1991; Ozaktan ve Tiirkiisay,
1994; Ozakman, 1995; Tokgoniil ve Baspinar, 1995; Erdogan, 1999; Ozaktan ve ark.,
2001, Kotan, 2002).

Ishimaru et al. (1988), tarafindan yapilan ¢alismada Pantoea agglomerans str.
C9-1 'in iiretmis oldugu, herbicolin 0 ve herbicolin 1 antibiyotiklerinin E. amylovora

nin gelisimini inhibe ettigi saptanmistir.

Vanneste et al. (1990), tarafindan yapilan ¢alismada Pseudomonas flourescens
str. A506 ve Pantoea agglomerans str. C9-lI'nin armut ¢igeklerindeki epifitik
populasyonlar1 tespit edilmistir. Ozellikle Pantoea agglomerans ve Pseudomonas

flourescens strainlerinin digerlerine nazaran daha etkili sonug verdigi belirlenmistir.

Ozaktan ve Tiirkiisay (1994), tarafindan yapilan arastirmada armut agaclarindan
izole edilen epifitik bakterilerin ates yanikligina etkileri in vitro ortamda test edilmis, E.
herbicola’nin %64 niin, flouresant Pseudomonas strainlerinin ise %57’sinin patojene

karsi ¢ok fazla etkili oldugu bulunmustur.

liickey and Travis (1995), tarafindan yapilan ¢aligmada E.amylovora’nin neden
oldugu ¢igek yanikligi enfeksiyonlarina karsi, Pantoea agglomerans’in, Pseudomonas

flourescens 'ten daha etkili oldugu belirlenmistir.
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Zeller and Wolf (1996), tarafindan yapilan ¢alismada farkli bitkilerden yapilan
izolasyon sonucunda elde edilen 80’den fazla bakteri straininin hastaliga karsi
antagonistik aktiviteleri test edilmis, ¢alismalar in vitro ortamda agar diffiizyon testinde,
olgunlagsmamis meyve parcalarinin biyotestinde ve tarla sartlarinda yapilmistir. Cok
sayida bakteri straininin ates yanikligina karsi pozitif antagonistik bir etki gosterdigi
tespit edilmistir. Cok etkili olarak gézlenen Erwinia herbicola’nin E.h.89 nolu straininin
arazi kosullarinda dag musmulas1 bitkisinde %70 kontrol sagladigi belirlenmistir.
Yapilan bu ¢alismada in vitro ve tarla testlerinde strainlerin aktiviteleri arasinda iyi bir
korelasyon goriillmemis ancak, E. herbicola E.h.89 straininin biitiin testlerde iyi sonug

verdigi bulunmustur.

Alay (1997), tarafindan yapilan arastirmada Pantoea agglomerans'in ABD ve
Fransa'daki elma bahgelerinde sorun olan ates yanikliginin kontroliinde streptomycin

kadar iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

Erdogan (1999), tarafindan yapilan arastirmada Isparta ilinde yumusak
cekirdekli meyve agaclarinda ates yanikligima karst antagonist bakterilerin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada 22 fluoresant Pseudomonas straininin in vitro

ortamda patojeni engelledigi belirlenmistir.

Ulke (1999), tarafindan yapilan ¢alismada E. amylovora (Burr.) Winslow et al.
'min neden oldugu ates yanikligi hastaligina karst epifitik bakteri strainlerinin
antagonistik yetenekleri in vitro ve in vivo ortamda arastirilmistir. Adana, Icel, Nigde ve
Karaman illerinde kurulmus olan elma ve armut bahgelerindeki agaglarin yaprak, ¢icek
ve siirgiinlerinden yapilan izolasyonlar sonucu toplam 250 adet aday antagonist bakteri
straini elde edilmistir. Bu strainler, in vitro ortamda antagonistik aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla besi ortam1 ve ham armut meyve dilimleri tizerinde testlenmistir.
Besi ortamu iizerinde strainlerin 28 tanesinin inhibisyon zonu olusturdugu bulunmustur.
En genis inhibisyon zonu olusturan 12 strainden 9 tanesinin  %70' in {izerinde bir
etkiyle ham armut meyve dilimleri {izerinde E. amylovora'nin gelisimini engelledigi
tespit edilmistir. Ayni bakteri srainleri in vivo ortamda antagonistik aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla Pyrus communis ev. Deveci (armut) ve Pyracantha sp. (ates
dikeni)' nin siirgiinleri {izerinde testlenmistir. Armut fidanlar1 {izerinde, 6 antagonist

strainin E. amylovora'nin siirgiin enfeksiyonunu yaklasik %80 oraninda dnledigi tespit
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edilmistir. Bu strainlerden ates yaniklig1 etmeni antagonisti olarak Erwinia herbicola
GSPB 450 straininin patojene karsi etkili streptomycin stilfat (200ppm) kadar basarili

sonug verdigi bulunmustur.

Mercier and Lindow (2001), tarafindan yiiriitilen bir calismada g¢igekler
tizerinde E. amylovora’ya karsi antagonist etki gosteren Strainler belirlenmis ve ates
yaniklig1 hastaligina karsi etkileri arastirilmigtir. Gozlemlenen strainlerden bazilarinin,
hastaligin kontroliinde kullanilan P. flourescens A506’dan daha iyi veya benzer

sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Smith (2001), tarafindan ABD’de E. amylovora’ya karsi kullanilan P.
fluorescens AS506 straininin ticari preparati BlightBan’in erken uyari sisteminin
uyaristyla agaglarda bakteri enfekte olmadan kullanildig: takdirde daha etkili sonuglar
verdigi gozlenmistir. Bu biyokontrol iirlin, ates yanikligina karst gelistirilen ilk ticari

biyokontrol preparat olup 1995 yilinda ticari olarak piyasaya siiriilmiistiir .

Ozaktan ve ark. (2001), tarafindan armut agaclarinda E.amylovora’ya kars1 etkili
PGPR’lerin iiretimi ve biyopreperatlarin gelistirilmesi iizerine yapilan caligmada P.
agglomerans ve P. flourescens’in talk katkili WP biyoformulasyonlari tek basina ve
karistirtlarak kullanilmistir. Calisma Dikili ve Burdur’da ates yanikligi patojenine
enfekteli armut yeistiriciligin yapildig1 arazilerde yiiritiilmistiir. Uygulamalar iki sene
ard arda, agaglarin tam g¢igeklenme donemlerinde yapilmistir. Eh-24 straininden elde
edilen talk katkili WP biyoformulasyonunun hastalik etmeninin ¢i¢eklerdeki
enfeksiyonunu 1999-2000 ‘de % 63 ile % 76 oranlarinda engelleyerek kimyasal

miicadele preparatindan ¢ok daha iyi sonug verdigi saptanmuistir.

Ozaktan ve Bora (2004), tarafindan yapilan calismada Tiirkiye florasmna ait
antagonist Ozellikte Pantoae agglomerans straininin Ege Bolgesi’ndeki armut
alanlarinda Erwinia amylovora’nin neden oldugu ates yanikligi hastaliginin entegre

miicadelesinde basariyla kullanildig: tespit edilmistir.

Biondi et al., (2007), tarafindan armutlarda goriilen ates yanikligima karsi
Bacillus subtilis’in etkisinin arastirildigi ¢alismada 2005-2006 ‘daki deneylerde
Serenade ilacinin (Biyofungusit, litrede 2,5-3,5 gr B. subtilis igeren) enfeksiyonu % 62 -

68’e kadar azalttig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda kullanilan Heliocuivre’nin (bakir
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hidroksit) hastaligt %79 azalttifini, mukayesede kullanilan Spreptomycin’in ise
hastaligr %91-97 azalttig1 belirlenmistir. Arastiricilar bu sonuglara bakarak entegre

kontrol programlarina dahil etmek igin B. substilis ‘in uygun oldugunu belirtmistir.

Ahari et al., (2007), tarafindan E. amylovora’ya kars1 Iran’da yapilan calismada
kimyasal kontrol i¢in bordo bulamaci ve biyolojik kontrol igin P. agglomerans
kullanilmistir. Calisma sonucunda armut agaglarindaki ates yanikligi belirtileri arasinda
ciddi farklar meydana geldigi bildirilmistir. Armut agaclari iizerinde en yiiksek hastalik
orani %75,37 ve en diisiik hastalik orant bordo bulamaci yapilan agaglarda %1,85
bulunmustur. Bakteri uygulamasi yapilan bitkilerde ise %20,62 oraninda hastalik tespit

edilmistir.

Cornea et al. (2007), tarafindan yapilan ¢alismada E. amylovora’ya karsi
antagonistik etki gosteren antagonistleri segmek igin armut ve ayvalarin yaprak ve
ciceklerinden izolasyon yapilmistir. Potansiyel antagonistlerin ates yanikligina karsi
seciminde ¢ok sayida Bacillus ve Pseudomonas cinsi bakteriler teste tabii tutulmustur.
In vitro kosullarda Bacillus spp.’nin iki straini, Pseudomonas’in ¢ straininin
E.amylovora’ya karsi antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir. Tanilama testleri
sonucunda bu strainlerin, Pseudomonas putida P5 ve Pseudomonas aeruginosa P10 ve

P14 oldugu belirlenmistir.

Sundin and Yoder (2009), tarafindan yapilan bir galigmada ates yanikligimin
kontrolii igin bakteriyel antagonistlerden Pseudomonas flourescens A506, P.
agglomerans C9-1, P. agglomerans E325, B. substilis QST 713 strainleri kullanilmistir.
2001 ve 2007 yillar1 arasinda yapilan testlerde ¢igek enfeksiyonlarinda ortalama olarak

azalma gozlenmis, degiskenlik %9,1 ile %36 arasinda tespit edilmistir.

Pusey et al. (2011), tarafindan yapilan ¢aligmada ates yanikliginin kontrolii i¢in
ticari olarak kullanilan P. agglomerans E325’in laboratuvar kosullarinda spesifik olarak
alkalin ve fosfat igerikli bir antibiyotik iirettigi saptanmisg, elma agac¢larinda ¢icek
stigmalar1 ~ lizerinde yapilan c¢aligmalarda E. amylovora’nin  gelismesinin

baskilanmasinda antibiyosis iliskinin oldugu bildirilmistir.

Karabigak (2012), tarafindan yapilan denemede E. amylovora’nin bakteri

strainleri ile biyolojik miicadelesi hem laboratuvar hem de arazi sartlarinda
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arastirilmistir. Tlagh miicadeleye alternatif olarak ii¢ farkli bakteri straini (Pantoea
agglomerans RK-79, Pantoea agglomerans RK-84 ve Pseudomonas putida RK-142), in
vivo ortamda armut ¢i¢cek ve siirgiinlerinde, tarla sartlarinda ise armut siirgiinlerinde
patojene karsi kullanilmistir. Cigekler iizerine yapilan uygulamalarda Pseudomonas
putida RK-142’nin %57 ve Pantoea agglomerans RK-84’1in ise %48 oraninda hastaligi
azalttig1 tespit edilmistir. Siirgiinler iizerinde yapilan uygulamalarda ise; strainlerin
hastalik etmeninin gelisimini engellendigi gbzlenmistir. Ancak bu engellemenin
siirgiinlere yapilan uygulamalarin sayisina gore farklilik gosterdigi ve bir silire sonra
tamamen ortadan kayboldugu gorillmiistiir. Patojene karsi, bakteri strainleri ile
yapilacak koruyucu nitelikteki uygulamalarinin, vejetatif kisimda vejetasyon siiresince

patojen gelisimini engellemede etkili oldugu saptanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanmilan patojen

Calismada Gokge GOK tarafindan 2016 yilinda tamamlanan “Igdir ili elma
bahgelerinde ates yanikligi hastaligina sebep olan Erwinia amylovora (Burr.) Winslow
et al. ( Ea ) etmeninin biyokimyasal ve molekiiler (MIS) yontemle tanis1” isimli yliksek
lisans tez ¢alismasindan elde edilen ve patojenitesi yiiksek olan bes bakteri straini (E-3,
E-20, E-67, E-99, E-100 ) kullanilmustur.

3.1.2. Calismada kullanmilan aday antagonist bakteriler

Igdir Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji
laboratuvari stoklarinda bulunan, azot fikzasyonu, potasyum ve fosfat ¢oziicii 6zellikleri
tespit edilen 130 bakteri straini kulanilmistir. Bu bakteri strainleri; 2  Arthbacter
pascens, 8 Arthbacter oxydans, 3 Arthbacter ourescens, 1 Arthbacter crysollopoietes, 3
Arthbacter globiformis, 5 Brevibacillus choshinensis, 1 Brevibacillus formosus, 3
Brevibacillus centrosporus, 3 Brevibacillus parabrevis, 6 Bacillus thuringiensis, 10
Bacillus viscosus, 8 Bacillus cerus, 2 Bacillus psychrosacchorolyticus, 13 Bacillus
megaterium, 4 Bacillus subtilis, 4 Bacillus atrophaeus, 1 Bacillus alcalophilus, 5
Bacillus pumilus, 5 Bacillus GC group 22, 1 Bacillus coagulans, 3 Lysinibacillus
sphaericus, 3 Herbaspirillumautotrophicum, 4 Herbaspirillum huttiense, 6 Kocuria
rhizophila, 10 Kocuria rosea, 2 Kocuria kristinae, 1 Paucimonas lemoignei, 3
Pseudomonas putida, 1 Pseudomonas pseudoalcaligenes, 1 Pseudomonas fluorescens, 1
Microbacterium esteraromaticum, 3 Pantoea agglomerans, 1 Alcaligenes piechaudii, 2

Bacillus mycoides ve 1 Enterobacter cloacae ‘dan olusmaktadir.
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3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri
Stok kiiltiirde bulunan bakterilerin gelistirilmesinde Nutrient Agar+Sukroz
(NAS), inokulum iiretilmesinde ise Nutrient Agar (NA) ve Nutrient Broth (NB)

kullanilmistir. Besiyerlerinin hazirlanisi agagidaki gibidir:

> Nutrient agar: 1 L distile su igerisine 28 g nutrient agar karisimi
(Oxo1d) ilave edilmistir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildikten sonra 45
°C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

> Nutrient broth: 13 g Nutrient Broth igerigi (Oxoid) 1 L distile su
icerisine eklenmistir. Karisim otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildikten sonra
sogumaya birakilmistir.

> Nutrient sukroz agar (NSA): 23 g nutrient agar (Difco) ve 50 g sukroz
tartitlmis, 1 L H,O’ya ilave edilmistir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril
edildikten sonra 45 °C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere dokiilerek katilasmaya

brrakilmstir.

3.1.4. Cahismada kullanilan test bitkisi
Igdir ilinde yetistirilen ve patojene hassas olan Pink Lady elma agaclarinin

stirglinleri kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. In vitro ortamda aday antagonist strainlerinin E. amylovora® ya Kkarsi

biyokontrol etkisinin belirlenmesi

Test edilen bakteri strainleri -80°C’de muhafaza edilen stok kiiltiirlerden, NAS
kat1 besiyerine 3 fazli ¢izgi ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 24—48 saat siireyle
27 °C’ye ayarl inkiibatorde gelismeleri igin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.2.). E.
amylovora‘nin 48 saatlik kiiltiirinden NA besiyerine swap ile yayilarak ekim
yapilmistir. Ardindan bu petrilere aday antagonist strainleri birbirlerine esit uzaklikta
olacak sekilde dort noktaya ekim yapilmustir. Test 3 tekerriirli olarak yirttiilmistiir.
Petriler bakterilerin gelisimi igin 27 °C* de 48 saat inkubasyona birakilmistir. Aday
antagonist bakterilerin kolonilerinin ¢evresinde Ea gelisiminin engellendigi zon x ve
petri ¢eperine olan mesafe y olgiilerek 0-5 skalasina gore degerlendirilmistir (Sekil
3.3).
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» | Ea kolonileri

-»|Antagonist bakteri

X; Antagonist engelleme

Y; Ea gelisme

Sekil 3.3. Petride aday PGPR strainlerinin antagonistik 6zelliklerinin belirlenmesi
Petride olusan antibiyosis asagidaki skala degerlerine gore belirlenmistir.

0; Engelleme yok
1; x<2mm

2; 2mm<x<y
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3;2mm<x>y
4; y<2mm
5; Y=0

3.2.2. Aday antagonist strainlerinin elma yapraklarinda fitotoksik etkisinin test

edilmesi

In vitro ortamda etkili bulunan 34 straine ait 10°, 10° 107, 10° ve 10> cfu/ml
konsantrasyonda hazirlanan  soliisyonlar elma yapraklarina sprey edilerek
bulastirilmistir. Kontrol amaciyla yaprakli siirgiinlere sadece steril su puiskiirtilmistiir.
Inokulasyon sonras: bitkiler 3 giin polietilen torbalar icerisinde muhafaza edilmistir.
Bakteri inokulasyonu sonucu olusan sararmalar, deformasyon yada nekrotik kisimlarin
olusumu fitotoksik etki olarak degerlendirilmistir. Deneme; laboratuar ortaminda, 3

tekerriirlii olarak kurulmus, her tekeriirde 3 adet yaprakli siirgiin yer almistir.

3.2.3. Patojen ve aday antagonist strainlerine ait siispansiyonlarin hazirlanmasi
NAS besiyerinde cogaltilan bakteri hiicreleri steril 6ze ile alinarak Nutrient
Broth (NB) besiyerine aktarilmis ve bir gece sicaklign 27 °C’ye ayarh calkalayicida 140
rpm¢ de inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan inokulum steril saf su ile seyreltilerek
turbitimetre ile konsantrasyonlar: ayarlanmistir. Inokulum yogunlugu aday antagonist
bakteriler igin 10° cfu/ml, patojen bakteriler icinse 10" cfu/ml olacak sekilde H,O ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

3.24. In vivo ortamda aday antagonist strainlerin E. amylovora‘ ya Kkarsi
biyokontrol etkisinin belirlenmesi

Caligmaya ilkbaharda elma agaglarmin tam olarak yapraklandigi donemde
baglanmistir. Yaprakli saglikli siirgiinler 50 cm uzunlugunda Kesilerek laboratuvara
getirilmistir. Bu stirglinler, i¢inde steril su bulunan steril erlenmayerlerin igerisine
birakilmuistir. Ardindan yapraklara 10° cfu/ml konsantrasyonunda aday antagonist
bakteri strainleri sprey edilmistir. Uygulamadan 48 saat sonra ise, 10 cfu/ml
konsatrasyonundaki 5 patojen bakteri straini (E-3, E-20, E-67, E-99 ve E-100)
kanistirilarak sprey seklinde inokule edilmistir. Inokule edilen siirgiinler polietilen
torbalar icerisinde 3 giin tutulduktan sonra torbalar ¢ikarilmistir. Calisma, laboratuvar

ortaminda, 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Her tekerriir 3 tane yaprakl siirgiinden
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olusmustur. Patojen inokulasyonundan 15 giin sonra her tekerriirde yer alan
yapraklardaki belirtiler 1-5 hastalik skalasina (1; Bitkide herhangi bir simptom yok, 2;
Bitkide bir iki yaprakta birka¢ leke var, 3; Yapraktaki lekeler bir araya gelerek oli
alanlar olusturmus, 4; Cok sayida lekenin bir yaprakta bulunmasi sonucu yaprak 6lmiis,
5; Bitki tamamiyle 6lmiis) gore degerlendirilmistir (Sahin, 1997). Her tekerriirdeki
ortalama % hastalik siddeti Towsend-Heuberger formiilii ile hesaplanmustir. % etkinlik

degerleri ise asagidaki formiile gore saptanmistir.
% Hastalik Siddeti =[Z(SDxBS)]x 100/ESD x TB (3.1)
SD: Skala degeri
BS: Ayni skala degerindeki bitki sayisi
ESD: En yiiksek skala degeri
TB: Toplam bitki sayist

Elde edilen hastalik siddeti (%) sonuglari, Abbott (1925), formiili yardimu ile

kontrole gore % etki degerleri olarak hesaplanmigtir:
% Etki =( X-Y)X*100 (3.2)
X; Kontroldeki Hastalik Siddeti
Y;Uygulamadaki Hastalik Siddeti

Elde edilen verilere, SAS paket programi ile varyans analizi uygulanmis ve
uygulamalar arasindaki farkliliklar P < 0,05 hata olasiligi ile yapilan DUNCAN testiyle

belirlenmistir.
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4.BULGULAR ve TARTISMA

4.1. In vitro Ortamda Aday Antagonist Strainlerinin E. amylovora® ya Kars1

Biyokontrol Etkisinin Belirlenmesi

In vitro ortamda E.amylovora’ ya kars1 antagonistik etkisi test edilen 130 bakteri

straininden 34 tanesi etkili bulunmustur. Etkili bulunan strainlere ait bazi bilgiler

Cizelge 4.1.de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Aday antagonist bakteri strainlerine ait bazi1 6zellikler

STRAIN MIS TANI SONUCU SIMINDEX N K Ca P HR
NO %

BY-6 Pseudomonas putida 83 K* +
BY-10 Bacillus mycoides 61 + +
BY-29 Bacillus megatorium 66 + +
DT-9 Pantoea agglomerans 89 K* +
EP-1 Kocuria rosea 56 K* +
EP-7 Bacillus viscosus 72 K* K*
EP-8 Bacillus megaterium 62 - +
EP-19 Bacillus cereus 43 z K*
EP-20 Bacillus cereus 72 + K*
EP-21 Bacillus thuringiensis kurstaki 69 + z
EP-22 Bacillus cereus 41 A +
MU-1 Pantoea agglomerans 57 + K*
MU-2 Bacillus subtilis 78 K* +
MU-3 Alcaligenes piechaudii 72 + +
NK-18 Bacillus mycoides 55 + K*
SA-5 Bacillus megaterium 51 + +
SA-13 Pseudomonas putida 43 + K*
SA-17 Bacillus GC group 22 63 + +
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Cizelge 4.1. devami

STRAIN MIS TANI SONUCU SIMINDEX N K Ca P HR
NO %

SA-20 Pseudomonas pseudoalcaligenes 50 K'"Z + + -
SK-18 Bacillus cereus 42 z - -z -
SK-39 Microbacteriumesteraromaticum 41 K' + + K' -
SY-4 Bacillus viscosus 44 + - - K -
SY-5 Pseudomonas fluorescens 83 + - -+ -
SY-22 Pseudomonas putida 67 + - -+ -
SY-30 Pantoea agglomerans 45 K - - + -
SY-32 Enterobacter cloacae 80 + + - K -
YO-12  Bacillus mycoides 74 - . .
YO-17 Bacillus viscosus 35 K' - - o+ -
YO-24 Bacillus thuringiensis kurstaki 44 K" - - - -
YO-39 Pseudomonas putida 64 + - -+ -
YS-3 Bacillus cereus 76 K- - Z -
YS-14 Bacillus megaterium 59 + - -+ -
YS-16 Bacillus cereus 64 + - -z -
YS-18 Bacillus alcalophilus 29 + - -+ -

MIS; Mikrobiyal Tam Sistemi, N; azot fiske etme 6zelligi, K; potasyum ¢ézme ozelligi, Ca; kalsiyumu

kullanma 6zelligi, P;fosforu ¢6zme 6zelligi, HR; hipersensetive reaksiyon
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Strainlerden DT-9-Pantoea agglomerans, EP-20-Bacillus cereus, EP-21-
Bacillus thuringiensis, SK-18- Bacillus cereus, SY-30- Pantoea agglomerans, YO-12-
Bacillus mycoides ve YO-39-Pseudomonas putida calismada kullanilan bes E.

amylovora straini i¢in de 5 skala degeriyle en yiiksek etkiyi gostermistir.

Erwinia amylovora’ min E-3 straini iizerinde dort strainin ( MU-1-Pantoea
agglomerans, MU-2-Bacillus subtilis, MU-3-Alcaligenes piechaudii ve YO-24-Bacillus
thuringiensis ), E-20 straini iizerinde yedi strainin ( MU-1-Pantoea agglomerans, MU-
2-Bacillus subtilis, MU-3-Alcaligenes piechaudii, YO-24-Bacillus thuringiensis, SY-4-
Bacillus viscosus, BY-6-Pseudomonas putida ve EP-19-Bacillus cereus ), E-67 straini
tizerinde sekiz strainin (SY-4-Bacillus viscosus, SY-5-Pseudomonas fluorescens, SY-
32-Enterobacter cloacae, EP-8-Bacillus megaterium, EP-19-Bacillus cereus, YS-3-
Bacillus cereus, SA-17-Bacillus GC 22 ve YO-17-Bacillus viscosus), E-99 straini
tizerinde on bes strainin ( EP-1-Kocuria rosea, EP-19- Bacillus cereus, EP-22-Bacillus
cereus, EP-7-Bacillus viscosus, SA-17- Bacillus GC group 22, SA-13- Pseudomonas
putida, SA-20-Pseudomonas pseudoalcaligenes, YS-3-Bacillus cereus, YS-14-Bacillus
megaterium, YS-16- Bacillus cereus, YS-18-Bacillus alcalophilus, YO-17-Bacillus
viscosus, BY-10-Bacillus mycoides, SY-22-Pseudomonas putida ve SK-39-
Microbacterium esteraromaticum), E-100 straini iizerinde ise dort strainin ( YO-24-
Bacillus thuringiensis, EP-8- Bacillus megaterium, BY-10-Bacillus mycoides, BY-29-
Bacillus megaterium ve NK-18 Bacillus mycoides) etkili oldugu tespit edilmistir. 5
skala degeri gosteren bu aday antagonistik bakterilerin patojenden ¢ok daha hizl
geliserek petriyi  kapladiklar1 ve hastalik etmeninin gelismesini engelledikleri
gozlenmistir (Cizelge 4. 2), (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Strain YO-12-Bacillus mycoides ‘in hizli bir sekilde geliserek E-3 patojen

strainini engellemesi

SA-5-Bacillus megaterium, YS-14-Bacillus megaterium ve NK-18-Bacillus
mycoides’in ise antagonistik etki gostererek zon olusturdugu ve sirasiyla E-3, E-3 ve E-
20, E-67 patojenlerinin gelisimini engelledikleri saptanmistir (Sekil 4.5 a.ve Sekil 4.5
b.).
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Sekil 4.5. a) Strain NK-18-Bacillus mycoides’in patojen E-67’ye olan antagonistik
etkisi b) Strain YS-14-Bacillus megaterium’un patojen E-3’e¢ olan
antagonistik etkisi

Yapilan bu c¢aligmada petri denemesinde patojene ait 5 strainin hepsinin
gelisimini engelleyen bakteri strainlerinin ( DT-9-Pantoea agglomerans, EP-20-Bacillus
cereus, EP-21-Bacillus thuringiensis, SK-18-Bacillus cereus, SY-30-Pantoea
agglomerans, YO-12-Bacillus mycoides ve YO-39-Pseudomonas putida ) Bacillus,
Pseudomonas ve Pantoea cinslerine ait tiirler oldugu goriilmektedir. E. amylovora’nin
biyolojik kontroliiniin in vitro ortamda arastirildig: farkli ¢alismalarda da bu cinslere ait
strainlerin basarili bulundugu belirlenmistir. Bu konuda Ishimaru et al., (1988),
tarafindan yapilan arastirmada Pantoea agglomerans C9-1 straininin iiretmis oldugu
herbicolin 0 ve 1 antibiyotikleri sayesinde patojen gelisimini engelledigi saptanmuistir.
Ozaktan ve Tiirkiisay (1994), tarafindan yapilan in vitro caliymada Pseudomonas
strainlerin % 57’sinin E. amylovora’ ya kars1 ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir. Ayn1
konuda Erdogan (1999), tarafindan yapilan arastirmada 22 fluoresan Pseudomonas
straininin in vitro ortamda patojeni engelledigi belirlenmistir. Cornea et al., (2007),
tarafindan yapilan ¢alismada in vitro kosullarda Bacillus spp.’nin iki straini,
Pseudomonas’ a ait ii¢ straininin E.amylovora’ya karsi antagonistik etki gosterdigi
tespit edilmistir. Pseudomonas strainlerinin tanilama testleri sonucunda bu bakterilerin,
Pseudomonas putida P5 ve Pseudomonas aeruginosa P10 ve P14 strainleri oldugu

belirlenmistir. Pusey et al., ( 2011 ), tarafindan yapilan arastirmada ise P. agglomerans
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E-325’in laboratuvar kosullarinda alkalin ve fosfat igerikli antibiyotikler iirettigi ve
E.amylovora’ nin baskilanmasinda bu antibiyotigin antibiyosisle iliskili oldugu
belirlenmistir. Giddens et al., ( 2003 ) ve Hale and Mitchell ( 2002 ) tarafindan yapilan
calismalarda da P. agglomerans‘ in pantocin A, B ve pheazine antibiyotiklerini
tirettikleri ve E. amylovora gelisimini baskiladiklart saptanmistir. Bu tez kapsaminda
secilen tilirlerin farkli arastirmada kullanilan bakteri strainleri ile uyumlu olduklar

gorilmektedir.
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Cizelge 4.2. Bakteri strainlerinin petri iizerindeki antagonistik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

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

izolat X (mm) Y (mm) Skala X (mm) Y (mm) Skala X (mm) Y (mm) Skala X (mm) Y (mm) Skala X (mm) Y (mm) Skala

BY-6 - 3 & 13.50 0 5 - - - - - - - - -
BY-10 - - - - - - - - - 18.17 0 5 15.61 0 5
BY-29 - - - - - - - - - - - - 11.79 0 5
DT-9  18.19 0 5 21.06 0 5 13.42 0 5 18.59 0 5 17.21 0 5
EP-1 - - - - - - - - - 13.47 0 5 - - -
EP-7 - - - - - - - - - 17.07 0 5 - - -
EP-8 - - - - - - 14.63 0 5 - - - 16.98 0 5
EP-19 - - - 14.05 0 5 12.49 0 5 19.53 0 5 - - -
EP-20 14.38 0 5 14.79 0 5 16.57 0 5 17.94 0 5 10.34 0 5
EP-21 1249 0 5 13.52 0 5 15.21 0 5 14.48 0 5 15.74 0 5
EP-22 - - - - - - - - - 18.55 0 5 - - -
MU-1  14.14 0 5 15.01 0 5 - - - - - - - - -
MU-2 1541 0 5 13.23 0 5 - - - - - - - - -
MU-3 1455 0 5 14.79 0 5 - - - - - - - - -
NK-18 - - - - - - 24.05 10.50 3 - - - 8.86 0 5
SA-5 09.07  31.27 2 - - - - - - - - - - - -
SA-13 - - - - - - - - - 14.04 0 5 - - -
SA-17 - - - - - - 16.97 0 5 15.65 0 5 - - -
SA-20 - - - - - - - - - 12.47 0 5 - - -
SK-18 17.10 0 5 12.78 0 5 14.64 0 5 15.11 0 5 15.51 0 5
SK-39 - - - - - - - - - 17.61 0 5 - - -
SY-4 - - - 17.66 0 5 16.35 0 5 20.80 0 5 15.37 0 5
SY-5 3.94 0




Cizelge 4.2. devami

SY-22
SY-30
SY-32
YO-12
YO-17
YO-24
YO-39
YS-3
YS-14
YS-16
YS-18

12.13

13.91

13.39
17.95

16.74

12.03

17.14
15.13

14.99
431

13.55
18.72

3.47
17.21

o o o o

19.24
17.78

21.81
18.39
15.73
15.59
17.17
18.43
14.53
17.78

o

o O o o o o o o

o o1 o1 O

11.78

14.42

13.10
13.26
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4.2. Aday Antagonist Strainlerinin EImada Fitotoksik Etkisinin Test Edilmesi
Bakteri strainlerine ait 10°, 10° 10" ve 10° yogunluktaki soliisyonlarin elma
yapraklarinda toksik etki gosterdigi belirlenmistir. 10° konsantrasyonundaki bakteri
soliisyonunun spreyinden sonra elma yapraklarinda fitotoksik herhangi bir belirti
gdzlenmemistir. Bundan dolay1 calismada aday antagonistler 10° cfu/ml

konsantrasyonda kullanilmistir.

4.3. In vivo Ortamda Aday Antagonist Strainlerin E.amylovora‘ ya Kars1
Biyokontrol Etkisinin Belirlenmesi

Elma siirgiinlerinde kullanilan PGPR’ lerin ates yanikligi hastaliginin geligimine
etkisi Cizelge 4.3°de sunulmustur. Patojen inokule edilen pozitif kontrol uygulamasinda
yer alan bitkilerde hastalik simptomu gozlenmis ve ortalama hastalik siddeti % 100
olarak belirlenmistir. Su sprey edilen negatif kontrol grubunda bulunan bitkilerde ise
hastalik simptomu goériilmemistir. In vitro ortamda etkili bulunan strainlerden BY-6-
Pseudomonas putida ve MU-1-Pantoea agglomerans’m % 80 oraninda hastalig

engelleyerek en yiiksek etkiyi olusturduklar1 gortilmiistiir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Hastalik gelisimini basarili bir sekilde baskiladiklar tespit edilen 11 strainin (
BY-10-Bacillus mycoides, EP-21-Bacillus thuringiensis, EP-22-Bacillus cereus, NK-
18- Bacillus mycoides, SA-13- Pseudomonas putida, SY-22- Bacillus cereus, YO-17-
Bacillus viscosus, YO-24- Bacillus thuringiensis, YS-3- Bacillus cereus, YS-16-
Bacillus cereus ve YS-18-Bacillus alcalophilus ) % 60, iki strainin ( BY-29-Bacillus
megaterium ve MU-3-Alcaligenes piechaudii ) % 49 ve dort strainin ( DT-9- Pantoea
agglomerans, EP-1-Kocuria rosea, SY-4-Bacillus viscosus ve YO-39- Pseudomonas
putida ) % 40 engelleme oranina sahip olduklari belirlenmistir. Diger strainlerin ise
hastalik gelisimini % 9 - % 34 oraninda engelledikleri saptanmistir. SA-5- Bacillus
megaterium ve SY-32-Enterobacter cloacae strainlerinin ise %100 hastalik siddeti ile

pozitif kontrol ile ayn1 grupta yer aldig1 belirlenmistir ( Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.).

Istatistik analizler p < 0,05 onem derecesine gore yapilmistir. Tekerriirlerde

belirlenen ortalama hastalik siddeti degerlerine SAS istatistik paket programi
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kullanilarak varyans analizi yapilmistir. Ardindan yapilan Duncan testi ile istatistiki

olarak 6nemli bulunan bakteri uygulamalar1 farkli renklerle gosterilmistir.

Cizelge 4.3. PGPR’ lerin E. amylovora’nin olusturdugu hastalik siddetine etkisi

STRAIN NO HASTALIK SIDDETI % ETKI
BY-6Pseudomonas putida 20 80
BY-10-Bacillus mycoides 40 60
BY-29Bacillusmegaterium 51 49
DT-9Pantoea agglomerans 60 40
EP-1-Kocuria rosea 60 40
EP-7-Bacillus viscosus 91 9
EP-8Bacillusmegaterium 70 30
EP-19-Bacillus cereus 77 23
EP-20- Bacillus cereus 77 23
EP-21Bacillusthuringiensis 40 60
EP-22-Bacillus cereus 40 60
MU-1Pantoeaagglomerans 20 80
MU-2-Bacillus subtilis 77 23
MU3Alcaligenespiechaudii 51 49
NK-18- Bacillus mycoides 40 60
SA-5-Bacillusmegaterium 100 0
SA-13Pseudomonasputida 40 60
SA-17-Bacillus GC 22 91 9
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Cizelge 4.3. devami

STRAIN NO HASTALIK SIDDETI  %ETKI
SA-20Pseudomonaspseudoalcaligenes 80 20
SK-18-Bacillus cereus 80 20
SK39Microbacteriumesteraromaticum 80 20
SY-4-Bacillus viscosus 60 40
SY-5-Pseudomonasfluorescens 71 29
SY-22-Pseudomonas putida 40 60
SY-30-Pantoea agglomerans 77 23
SY-32-Enterobacter cloacae 100 0
YO-12-Bacillus mycoides 77 23
YO-17-Bacillus viscosus 40 60
YO-24-Bacillus thuringiensis 40 60
Y-39-Pseudomonas putida 60 40
YS-3-Bacillus cereus 40 60
Y S-14-Bacillus megaterium 66 34
YS-16-Bacillus cereus 40 60
YS-18-Bacillus alcalophilus 40 60
NK 0 100
PK 100 0

NK; negatif kontrol, PK; pozitif kontrol



Sekil 4.6. A) Inokulasyon sonucu yapraklarda olusan hastalik belirtisi ve negatif kontrol
B) MU-1-Pantoea agglomerans strainin hastalik gelisimini engellemesi

Sekil 4.7. A) MU-1- Pantoea agglomerans uygulamas: sonrasinda yaprakta hastaligin
engellenmesi B) BY-6-Pseudomonas putida uygulamas: sonrasinda yaprakta

hastaligin engellenmesi
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Cizelge 4.4. PGPR’lerin hastalik siddetine etkisi (A) ve engelleme etkisi (%) (B)

PKONT
SY32
A5
EP7
SA17
SA20
X39
X18
SY30
MUS
EP20
EP19
YO12
SY5
EP8
YSt4
Y039
DT9
Sv4
EP1
BY29
MU3
EP21
SY22
NK18
SA13
YS18
YS3
EP22
YO17
Y024
YS16
BY10
MU1
BY6
NKONT

100.00
100.00
100.00
91.0000
91.0000
80.0000
80.0000
80.0000
77.0000
77.0000
77.0000
77.0000
77.0000
71.0000
71.0000
66.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
51.0000
51.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
20.0000
20.0000
0

(P<0,05)

BY6
MU1
BY10
YS16
EP22
YO17
NK18
EP21
YS18
SA13
Y024
YS3
SY22
MU3
BY29
EP1
Sy4
DT9
Y039
YSt14
EP8
SY5
YO12
EP19
SY30
MU5
EP20
X18
X39
SA20
SA17
EP7
SA5
SY32
PKONT
NKONT

80.0000
80.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
60.0000
49.0000
48.0000
40.0000
40.0000
40.0000
40.0000
34.0000
29.0000
29.0000
23.0000
23.0000
23.0000
23.0000
23.0000
20.0000
20.0000
20.0000
8.0000
8.0000
0

0
0
0

(P<0,05)

Degerler 3 tekerriir ortalamasidir ve aymi renk skalasinda bulunan uygulamalar arasinda faklilik yoktur
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Calisma sonuglart genel olarak degerlendirildiginde E. amylovora® nin neden
oldugu hastaligin baskilanmasinda Pseudomonas ve Bacillus tiirlerine ait strainlerin
daha etkili oldugu goriilmiistiir. % 80 etki ile basarili bulunan strainler P. putida ve
Pantoae agglomerans olarak belirlenmistir. Yine % 60 hastaligi engelleme basarisi
gosteren 11 strainden 2 tanesinin P. putida ve 9 strainin Bacillus cinsine ait bakteriler
oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglarina benzer olarak Vanneste et al., (1990),
tarafindan yapilan c¢alismada da ozellikle Pantoea agglomerans ve Pseudomonas
fluourescens strainlerinin  diger strainlere nazaran daha etkili sonu¢ verdigi
belirlenmistir. Ozaktan ve Tiirkiisay (1994), tarafindan yapilan arastirmada, E.
herbicola’nin %64 niin, fluouresan Pseudomonas strainlerinin ise %57’sinin patojene
kars1 ¢ok daha fazla etkili oldugu bulunmustur. Tiickey ve Travis (1995), tarafindan
yapilan ¢alismada E.amylovora’nin neden oldugu ¢icek yanikligi enfeksiyonlarina karst,
Pantoea agglomerans’ 1, Pseudomonas fluourescens' ten daha etkili oldugu
belirlenmistir. Boudyach et al., (2001), tarafindan Pseudomonas tiirlerinin ¢ok hizl
cogaldiklari, bunun ise kok salgilariyla iligkili oldugunu bu sayede bakterilerin besin
ithtiyaglarinin karsilandigr belirtilmistir. Ayrica iirettikleri antimikrobiyal bilesikler ile
biyolojik kontrolde kullanilabileceklerini bildirmislerdir. Biondi et al., (2007), Bacillus
subtilis’in armutlarda goriilen ates yanikligina karsi etkisinin arastirildigi ¢alismada
2005-2006° daki deneylerde Serenade ilacinin (Biyofungusit, litrede 2,5-3,5 gr B.
subtilis igeren) enfeksiyonu % 62 - 68’¢ kadar azalttig1 tespit edilmistir. Sundin and
Yoder (2009), tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada ise ates yanikliginin kontrolii igin
bakteriyel antagonistlerden Pseudomonas fluourescens A506, P. agglomerans C9-1, P.
agglomerans E325 ve B. substilis QST 713 strainleri kullanilmigtir. 2001 ve 2007 yillar1
arasinda yapilan testlerde cicek enfeksiyonlarinda ortalama olarak azalma gozlenmis,
degiskenlik %09,1 ile %36 arasinda tespit edilmistir. Alay (1997), tarafindan yapilan
aragstirmada da Pantoea agglomerans' in ABD ve Fransa'daki elma bahgelerinde sorun
olan ates yanikliginin kontroliinde streptomycin kadar iyi sonug verdigi tespit edilmistir.
Mercier and Lindow (2001), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada g¢igekler iizerinde E.
amylovora’ya karsi antagonist etki gosteren strainler belirlenmis ve ates yanikligi
hastaligina kars1 etkileri arastirilmistir. Elde edilen P. flourescens strainlerinin patojene
kars1 en yiliksek antagonistik etki gosterdigi saptanmistir. Smith (2001), tarafindan

ABD’de E. amylovora’ya kars1 kullanilan P. fluorescens A506 straininin ticari preparati
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BlightBan’in erken uyar1 sisteminin uyarisiyla agaclarda bakteri enfekte olmadan
kullanildig1 takdirde daha etkili sonuglar verdigi gozlenmistir. Ahari et al., (2007),
tarafindan E. amylovora’ ya kars1 iran’da yapilan ¢alismada kimyasal kontrol igin bordo
bulamaci1 ve biyolojik kontrol i¢in P. agglomerans kullanilmis ve hastaligin kontroliinde
olumlu sonuglar alinmistir. Pusey et al., (2011), tarafindan yapilan ¢alismada ates
yanikligiin kontrolii i¢in ticari olarak kullanilan P. agglomerans E325’in laboratuvar
kosullarinda spesifik olarak alkalin ve fosfat igerikli bir antibiyotik iirettigi saptanmistir.
Karabigak (2012), tarafindan yapilan denemede ise ilagh miicadeleye alternatif olarak 3
farkli bakteri straini (Pantoea agglomerans RK-79, Pantoea agglomerans RK-84 ve
Pseudomonas putida RK-142), patojene karsi kullanilmistir. Cigekler iizerine yapilan
uygulamalarda Pseudomonas putida RK-142’nin % 57 ve Pantoea agglomerans RK-
84’tin ise % 48 oraninda hastalig1 azalttigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar
antagonist bakteri strainlerinin bir ya da daha fazla biyolojik kontrol mekanizmasini
kullanarak hastaligin gelisiminde etkin rol oynadigini gostermektedir. Gorildigi gibi
bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler ates yanikligi hastaligina karsi antagonistlerin
kullanildigi bir¢ok g¢alisma sonucu ile uyumludur. Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda
Pseudomonas ve Pantoea cinslerine ait strainler disinda da ates yanikligi hastaligina
kars1 basarili bakteri strainleri bulunmustur. Zeller and Wolf (1996), tarafindan yapilan
caligmada Erwinia herbicola’nin E.h.89 nolu straininin patojenin gelisimini engelledigi
ve arazi kosullarinda dag mugmulas1 bitkisinde %70 kontrol sagladigi belirlenmistir.
Ulke (1999), trafindan yapilan calismada armut fidanlari {izerinde, alt1 antagonist
strainin E. amylovora'nin siirgiin enfeksiyonunu yaklasik %80 oraninda onledigi tespit
edilmistir. Bu strainlerden ates yanikligi etmeni antagonisti olarak Erwinia herbicola
GSPB 450 straininin patojene kargi etkili streptomycin siilfat (200 ppm) kadar basarili

sonug verdigi bulunmustur.

Biyolojik kontrol ¢aligmalarinda rizobakterilerin kullanimlart in vitro da, serada
ve arazi sartlarinda test edilmekte, ancak arazi calismalarindaki farkli sartlar bazen
sonuglarin dogru bir sekilde alinabilmesini zorlastirabilmektedir. Farkli aragtirmalarda
arazideki pH degisimlerinin, yiiksek sicakligin, az miktarda yagisin, nem ve besinlerin

olmamasi gibi sartlarin kendini gostermesi sonucunda mikroorganizmalarin koloni
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olusturma oranlarmin distiigii, buna baghi olarak antagonistik etkilerin negatif

etkilendigi bildirilmistir (Dobbelaere et al., 2001; Sahin ve ark., 2004 ).
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu tez ¢aligmasi sonucunda 130 bakteri straininin etkisi E.
amylovora’ya karsi test edilmistir. In vitro ortamda 130 bakteri straininden 34 tanesinin
etkili oldugu bulunmustur. 34 strainden ise 3 tanesinin antibiyosis etki gosterdigi, diger
31 strainin ise besi ortaminda ¢ok hizli geliserek patojen bakterinin gelisimini
baskiladig1 tespit edilmistir. Patojen strainlerinin karisim seklinde uygulandigi deneme
sonucunda ise 2 strainin ( BY-6-Pseudomonas putida ve MU-1-Pantoea agglomerans )
% 80, 11 strainin % 60, 4 strainin % 49, 4 strainin % 40 ve diger strainlerin % 9- 34

oraninda hastalik gelisimini engelledigi bulunmustur.

Karsilastigimiz sorunlarin ¢oziimlerini de yasadigimiz ¢evre olusturur, bu
yoniiyle hastalik etmeni ve PGPR arasindaki etkilesim en giizel 6rneklerden birisidir.
Cevre kirliligi sorunlari, tarim arazilerinde kullanilmakta olan kimyasallarin bizlerin
sagliginda, yasadigimiz ortamda meydana getirdigi zararlar, kullandigimiz kimyasallara
belli bir miiddet sonra bagisiklik kazanilmasi ve bizlerin ilagsiz olarak iiretilebilen
meyve ve sebzeleri tiiketme istegi dikkate alindiginda biyolojik kontroliin biitiin diinya
tizerinde 6nemli bir hal aldig1 goriilmektedir. Konuya bu yaklagimla bakildiginda E.
amylovora’ ya karsi etkili bakteri strainlerinin tespiti olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle tez calismasinda elde edilen strainlerini tek veya karisimlar halinde patojenin
kontroliinde entegre miicadelenin bir parcasi olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz. Bu
calisma konusunun devami olarak elde edilen bakteri strainlerinden iyi sonug verenler
elma bahcgelerinde deneme alanlar1 kurularak hastaligi baskilama performanslar
arastirilabilir. Ayrica basarili bulunan bakteri strainleri gerek bitki gelisimini tesvik
etmeleri gerekse farkli konukgu x patojen sistemlerinde hastaliklarin ¢ikisini engelleme

veya hastalik siddetine olan etkileri bakimindan test edilerek 6zellikleri belirlenebilir.
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