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OZET

DOMATES BITKIiLERINDE SORUN TOPRAK KOKENLI BAZI FUNGAL
HASTALIK ETMENLERI iLE MUCADELEDE KOK BAKTERILERININ
KULLANILMA POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Toprak kokenli pek ¢ok bitki fungal hastalik etmenleri, bolgemizde gerek tarla
kosullarinda gerekse seralarda yetistirilen sebzelerde verimi etkileyen en 6nemli biyotik
etmenlerden biridir. Bu ¢aligma ile farkl tiirlere ait antagonistik potansiyele sahip kok
bakteri izolatlar1 (Lysobacter enzymogenes C3R5 ve N4-7) ile bitki biiylimesini tesvik
eden kok bakteri (PGPR) izolatlarinin (Bacillus pumilus T4, Bacillus amyloliquefaciens
IN937a, Pseudomonas fluorescens WCS417r ve Pseudomonas putida 89B-61)
domateste sorun olan Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum gibi toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinin
gelisimlerini  engellemeleri lizerine olan etkinligi ve etki mekanizmalarinin
karakterizasyonu in vitro ve in vivo kosullarda arastirilmastir.

In vitro denemelerde test edilen kok bakteriler arasinda antagonist L. enzymogenes
C3R5 ve N4-7 izolatlar1 tim patojenlerin gelisimlerini ikili kiiltiir testlemelerinde
onemli diizeyde engelleyerek antagonizm gdstermistir. Funguslarin miselyal gelisimi bu
izolatlardan hazirlanan ham kiiltiir filtratlar1 tarafindan da etkili bir sekilde
engellenmistir. PGPR izolatlar1 ve kiiltiir filtratlar1 funguslarin miselyal gelisimini
engellemede basarili olamamakla birlikte ¢ok diisiik diizeylerde engelleme gostermistir.
Antagonist izolatlar, C3RS ve N4-7, ile funguslarin birlikte kiiltiire alindig1 ve miselyal
gelisimin  engellendigi PDA besi yerlerinde gelisen miseller iizerinde yapilan
mikroskobik gozlemlerde fungus hiflerinde kivrilma, kararma, sitoplazmik igeriklerde
pihtilagsma, vakuollesme, sitoplazmik bosalma ve hiicre duvarlarinda erimeler gibi
morfolojik bakimdan olduk¢a 6nemli anormallikler gzlenmistir. Antagonist izolatlarin
sebep oldugu bu tip belirtilerin aksine PGPR izolatlar1 fungal hifler iizerinde herhangi
bir yapisal bozulmalara neden olmamustir.

In vivo c¢alismalarda antagonist ve PGPR izolatlarinin farkli uygulamalarinin
(tohuma kaplama, yaprak yiizeyine piiskiirtme ve fidelerin koklerini bakteri
siispansiyonu i¢ine daldirma seklinde yapilan uygulamalar) bitki biiylimesi iizerine
etkinliginin yani sira bitkilerde hastalik ¢ikisi {izerine olan etkinlikleri arastirilmistir.
Denemelerde kullanilan tiim izolatlar kontrol ile karsilastirildiginda hastaliklarin
bitkilerde ¢ikisini 6nemli diizeyde engelledigi belirlenmistir. Bu etkinlik ayn1 zamanda
in vitro kosullarda misel gelisimini en etkili sekilde engelleyen antagonist izolatlar1 ile
uygulama yapilan bitkilerde olduk¢a belirgindir. Bitki biiylimesi iizerine PGPR
izolatlar1 siirglin uzunlugu, yas ve kuru bitki agirliklarinda 6nemli diizeylerde artisa
neden olarak, bitki biiyiimesinde kontrol ve antagonist uygulamalarina oranla daha
onemli diizeyde etkinlik gostermistir. Bitki biiylimesini artiran en etkili uygulama sekli,
bitki fidelerini topraga sasirtmadan once bakteri siispansiyonlarina daldirma seklinde
yapilan uygulama yontemi olmustur.

2008, 61 sayfa
Anahtar Kelimeler: Domates, biyolojik miicadele, toprak kokenli fungal hastalik

etmenleri
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POTENTIAL USE OF RHIZOBACTERIA IN THE
CONTROL OF SOIL-BORNE FUNGAL DISEASE AGENTS OF TOMATO

Soil-borne fungal plant pathogens are one of the increasingly important biotic
factors, which effect production of field and glasshouse grown vegetable plants growing
in our region. In this study, possible use of antagonist (such as Lysobacter enzymogenes
C3RS5 and N4-7) and Plant Growth Promoting Rhizobacterial (PGPR) (such as Bacillus
pumilus T4, Bacillus amyloliquefaciens IN937a, Pseudomonas fluorescens WCS417r
and Pseudomonas putida 89B-61) isolates was investigated for their ability to promote
plant growth and to suppress disease caused by soilborne fungal disease agents of
tomato plants, such as Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani and Sclerotinia sclerotiorum in vitro and in vivo conditions.

During the in vitro experiments, among the rhizobacterial isolates, antagonist L.
enzymogenes isolates C3R5 and N4-7 showed antagonistic properties against all fungal
pathogens and significantly inhibited hyphal growth to a varying degree in dual culture
tests. The mycelial growth inhibition was also found with a crude preparation of cell-
free culture filtrate from L. enzymogenes isolates C3RS and N4-7. In contrast, PGPR
isolates and their cell-free culture filtrate were unable to be succesful and showed
inconsistent inhibition on mycelial growth. The microscopic observation of fungal
mycelium derived from co-culture of antagonist bacterial isolates C3RS and N4-7 in
PDA petri plates showed that in vitro growth restriction was associated with the
frequent induction of a variety of morphological abnormalities such as, hyphal
swellings, vacuolation, granulation of the cytoplasmic contents, as well as lysis of
hyphae. In contrast to antagonist isolates, PGPR isolates did not cause significant
morphological changes on fungal hyphae.

During the in vivo experiments, antagonist and plant PGPR isolates were evaluated
for plant growth promotion (treatments applied as seed covering, spraying on the leaves
and dipping of the seedlings into suspension) and biologic control of disease caused by
tested soilborne fungal agents. Plants treated with each of the six isolates were
significantly reduced pre-emergence disease severity compared to untreated controls.
This effect was more marked in plants treated with antagonist isolates, which were the
most effective in decreasing mycelial growth in vitro conditions. Significant growth
increases in shoot length, fresh and dry weight of seedlings were also caused by PGPR
isolates which were greater than untreated controls and antagonist isolate treated plants.
The best treatment for plant growth promotion was obtained by dipping seedlings into
the bacterial suspension before transplanting into the soil.

2008, 61 pages

Key Words: Tomato, biological control, soilborne fungal disease agents
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan domates (Solanum lycopersicum L.)
(=syn. Lycopersicon esculentum Mill.), taze, konserve, salga ve kuru olarak
degerlendirilebilen besleyici degeri yiiksek bir sebze tiirtidiir. Tiirkiye’nin toplam
domates tiretimi 2006 yil1 verilerine gére 270.000 ha alandan 9.954.000 ton iiretim ile
Cin ve A.B.D den sonra diinyanin 3. biiyiik domates iireticisi iilkesidir (Anonymous,
2006). Hatay ilinde toplam 355.500 da sebze alanlarinin 79.365 da alaninda domates
yetistiriciligi yapilmaktadir. limizde iiretilen 846.340 ton sebzenin 273.150 tonunu
domates tiretimi olusturmaktadir (Anonim, 2006). Bolgemizde domates yetistiriciligi
daha ¢ok taze tiikketime yonelik olarak gerek oOrtiialti seralarda gerekse acik alanlarda
yapilmaktadir.

Ulkemiz ekonomisi i¢in 6énemli sebzelerden biri olan domatesin verim ve kalitesi
sicaklik, yagis, toprak yapisi gibi abiyotik etkenlerin yani sira, bircok biyotik (fungal,
bakteriyel ve viral hastalik etmenleri) etmen tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir.
Domates bitkisinde goriilen fitoplazma ve viral etmenler arasinda Tomato Yellow Leaf
Curl, Tomato Etch, Tomato Yellow Top, Stolbur, Patates Y Virus (PVY) ve Tobacco
Mosaic Virus (TMV) 6nemli yer tutarken bitki iiretimini ve verimini olumsuz yonde
etkileyen birgok cinse dahil 6nemli bakteriyel hastalik etmenleride bulunmaktadir.
Bunlardan en o6nemlileri domates bakteriyel benek hastaligi etmeni (Pseudomonas
syringae pv. tomato), bakteriyel leke etmeni (Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria),
bakteriyel govde nekrozu ve 0z ¢iriikligi etmenleri (Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas corrugata, Erwinia carotovora subsp. carotovora), bakteriyel solgunluk
etmeni (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)’nin neden oldugu
hastaliklardir (Smith ve ark., 1988; Jones ve ark., 1991).

Domates bitkisinin ekimini ve verimin sinirlayan en énemli biyotik faktorlerden
bir digeri ise yaprak ve toprak kokenli fungal hastaliklardir. Yaprak ve meyvelerde
enfeksiyonlara sebep olan fungal hastalik etmenlerinden Alternaria solani, Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans ve Leveillula taurica domateste erken yaniklik, gri kiif,
mildiyd ve kiilleme hastaliklarina sebep olan, fide doneminde oldugu kadar bitkinin ileri
vejetasyon doneminde de ortaya cikarak gerek yaprak gerekse meyve dokiimlerine ve

gliriimelerine neden olurlar (Smith ve ark., 1988; Jones ve ark., 1991).



Yaprak kokenli hastalik etmenlerinin yani sira toprak kokenli bir¢ok hastalik
etmenleri domates iirliniin verimi ve kalitesi {lizerine 6nemli etkide bulunur (Bruehl,
1987). Toprak kokenli hastalik etmenlerinden Rhizoctonia solani Kiihn. [Rhizoctonia
Kok Ciriikligii], Fusarium oxysporum Schlechtend. [Fusarium Solgunlugu (sariligi)],
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich [Komiir Ciriikligi], Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary [Beyaz Ciiriikliikk] gibi hastalik etmenleri domates
solgunluk, kok ve kok bogazi ciirlikliigii gibi hastaliklara sebep olan, bitkinin fide
doneminde oldugu kadar ileri donemlerinde de ortaya ¢ikan ve erken enfeksiyonlarda
bitki 6limlerine neden olan 6nemli fungal hastalik etmenleridir (Willetts ve Wong,
1980; Sippell ve Hall, 1982; Dixon, 1984; Jones ve ark., 1991).

Domateste sorun olan fungal hastalik etmenleri diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de
ve bolgemizde de sorun oldugu yapilan bir c¢ok sorvey calismalart ile ortaya
konulmustur (Tuncer ve Erdiller, 1990; Eroglu ve Soran, 1992; Yiicel, 1994; Kiran ve
Ertung, 1998; Kordali ve Demirci, 1998; Soylu ve Kurt, 2001; Yildiz ve Doken, 2002;
Can ark., 2004).

Artan diinya niifusunun ihtiyacin1 karsilamak i¢in iiriin miktarinda artisin
saglanmast Oncelikle irlin kayiplarina neden olan hastalik etmenleriyle miicadele
edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Toprak kokenli hastalik etmenlerinden
bazilar1 uygun olmayan iklim kosullarina dayanikli, sklerot adi verilen yapilar
olusturmaktadir. Toprak kokenli patojenlerle miicadelede genellikle dayanikli gesit
ekimi, tohum ilaglamasi ve kiiltiirel tedbirlerin alinmasi Onerilmekle birlikte,
hastaliklara kars1 pek etkili sonu¢ alinamamaktadir. Toprakta gelisen bu tip hastalik
etmenlerinin yeni irklariin ortaya ¢ikmasi sonucu cesitlerin dayanikliligi kisa siirede
kirilmakta, kullanilan ilaglara karsida patojen bagisiklik kazanmaktadir. Toprak
ilaglamasinda kullanilan ilaglardan methyl bromidin tiim diinyada yasaklanmasindan
sonra kullanilan diger pestisitlerin gerek {iriin lizerinde kalint1 birakmasi gerekse insan
ve g¢evre lizerine olan olumsuz etkilerinden dolay1 bu tip hastalik etmenleriyle alternatif

miicadele yollarin aragtirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir (Staub, 1991).

Hastaliklarla alternatif miicadele yollarindan biri olan biyolojik miicadele,
glinlimiizde oldukga ragbet gormekte olup, bir¢ok patojene karsi biyolojik preparatlar
gelistirilerek basarili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir (Paulitz ve Belanger, 2001).

Biyolojik preparat gelistirmenin en 6nemli adimlarindan biri antagonistik potansiyele



sahip mikroorganizmalarin dogadan izolasyonu ve bunlarin patojen gelisimi iizerine
olan etkinliginin arastirilmasidir. Bitki kok bolgesi (rhizosfer) besin acisindan zengin
olmas1 nedeniyle antagonistik kapasiteye sahip fungal veya bakteriyel bir¢ok
mikroorganizmaya konukculuk etmektedir (Chet ve ark., 1990). Buralardan izole edilen
ve Dbiyolojik miicadelede kullanilan saprofitik karakterdeki kok bakterileri
(=rhizobakterler) iiretmis olduklar1 antimikrobiyal maddelerden dolay1 patojen
gelisimini engelliyorsa antagonist bakteri, liretmis olduklar1 hormon veya fenoliklerden
dolayr bitki Dbiiyiimesini tesvik ediyorsa PGPR (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria, PGPRs) olarak adlandirilir. Bu tip 6zellikteki bakterilerden, fluorescent
Pseudomonas (ozellikle Pseudomonas fluorescens, P. putida, P. aeruginosa vb.) ve
Bacillus spp (6zellikle Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumulis vb.) toprak ve
yaprak kokenli fungal bitki patojen etmenlerine karsi oldukga etkili oldugu iilkemizde
ve diinyada yapilan bir ¢ok ¢aligmalarda ortaya konulmustur (Defago, 1993; Asaka ve
Shoda, 1996; VanLoon ve ark., 1998; Duijff ve ark., 1999; Ozaktan ve Bora, 2000; Pal
ve ark., 2000; Siddiqui ve ark., 2000; Soylu ve ark., 2005; Coskuntuna ve Yildiz, 2007;
Yolageldi ve ark., 2007).

Fusarium ve take-all (Gaeumannomyces graminis var. tritici) gibi toprak kokenli
hastaliklarin bastirilmis oldugu topraklarda antagonistik potansiyele sahip fungal ve
bakteri etmenlerin varligi diinyanin bir ¢ok bolgesinde daha Onceden yapilan
arastirmalarla ortaya konulmustur (Scher ve Baker, 1980; Lemanceau ve Alabouvette,
1993; Larkin ve ark., 1996). Bu topraklarda yapilan izolasyonlarda pek ¢ok fluorescent
Pseudomonas ve fitopatojen olmayan saprofit karakterli Fusarium tiirleri belirlenmis
olup, bu mikroorganizmalarin toprak kokenli hastaliklarin bastirilmasinda énemli rol
oynadig1 bildirilmistir. Hastaligin bastirilmis oldugu topraklardan (suppressive soil)
izole edilen antagonist mikroorganizmalarin laboratuar kosullarinda gelistirilen
mikroorganizmalara oranla ortama daha hizli adaptasyon saglamasi ve minimum
diizeyde yetisme sartlarina ihtiya¢c duymasi nedeniyle biyolojik miicadeledeki basari
sanslariin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu tip antagonistlerin patojen gelisimini
engellemede genellikle antibiosis, siderofor iiretimi, karbon kaynagi acisindan besin
rekabeti ve bitkide dayanikliligin tesvik edilmesi gibi bir takim mekanizmalara sahip
oldugu ve bu mekanizmalar1 kullanarak hastaligin {istesinden geldigi bildirilmektedir

(Leong, 1986; Fravel, 1988; Weller, 1988). Toprak kokenli kok bakterilerinin hem bitki



rhizosferlerinde hem de endorhizosferlerde (kok dokusu i¢inde) yasayabildiklerini, bu
ylizden bu tiir bakterilerin bitki koklerinde basarili bir sekilde kolonize olup, sonugcta
toprak kokenli patojenlerle kolaylikla rekabete girip, bunlarin gelisimini engellemede
rol oynadiginit bildirmistir (Weller, 1988). Pek c¢ok Bacillus spp. antimikrobiyal
bilesikler iiretmelerinin yanisira, olumsuz ¢evre kosullarina dayanikli spor
olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu sporlar kolaylikla uygun teknolojilerle biyolojik
preparatlara doniistiiriilerek bitki korumada birgok bitki hastaliginin kontroliinde
kullanilabilmektedir (Emmert ve Handelsmann, 1999). Kok bakterilerinin antagonistik
potansiyellerinin yaninda bitkide bir takim hormonlarin sentezlenmesini harekete
gecirerek bitki biiylimesini tesvik ettigi, sonucta hem bitkinin saglikli olarak geliserek
hastaliklara karsi dayaniklilik kazanmasina, hem de {irlin artisina sebep oldugu
bildirilmistir (Glick, 1995).

Yapilan bu ¢alisma ile farkl tiirlere ait antagonistik potansiyele sahip kok bakteri
izolatlar1 (Lysobacter enzymogenes C3RS5 ve N4-7) ile bitki biiylimesini tesvik eden kok
bakterileri (PGPR) izolatlarinin (Bacillus pumilus T4, Bacillus amyloliquefaciens
IN937a, Pseudomonas fluorescens WCS417r ve Pseudomonas putida 89B-61)
domateste sorun olan toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, ve Sclerotinia sclerotiorum
gelisimlerini engellemeleri iizerine olan etkinligi ve fungal hastalik etmenlerin
gelisimini engellemede kullandiklar1 etki mekanizmalarinin karakterizasyonu in vitro ve

in vivo kosullarda arastirilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Farkh Ulkelerde Domateste Sorun Olan Fungal ve Bakteriyel Hastalik

Etmenleri ile Miicadelede Kok Bakterilerin Kullanimu ile Tlgili Calismalar

Upadhyay ve Jayaswal (1992), yapmis olduklar1 caligmalarinda, antagonistik
bakteriyel izolat Burkholderia cepacia’nin iiretmis oldugu bazi kimyasal maddelerin
fitopatojen fungal etmen hiflerinde yapisal bozulmalara neden oldugunu bildirmistir.

Nemec ve ark. (1996), farkli hastaliklarla miicadelede kok bakterilerinin
kullanilma olanaklarini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, antagonist bakteri Bacillus subtilis
tirline bagl izolatin, tarla denemelerinde domates bitkisinde goriilen Fusarium tag
clirtikliginii %31 oraninda, tarla ve sera denemelerinde turunggillerde Phytophthora
parasitica’nin neden oldugu kok ¢iiriikliigiinii %67, tarla denemelerinde biber bitkisinde
P. capsici'nin neden oldugu kok bogazi yanikligini %69 oraninda azalttigini
bildirmislerdir.

Asaka ve Shoda (1996), domates fidelerinde R. solani’nin neden oldugu ¢okerten
hastaligina kars1 B. subtilis RB14 izolatinin kullanildigi saksi denemelerinde, bakteri
izolatinin sivi kiiltiir, hiicre siispansiyonu ve kiiltiir filtratinin R. solani’yi etkili bir
sekilde baski altina alarak hastalik ¢ikisini engelledigini ortaya koymuslardir. Yaptiklari
kimyasal analizler sonucunda B. subtilis RB14 izolatinin iirettigi iturin A ve surfactin
isimli antibiotiklerin hastalik gelisimini engellemede etkili oldugunu saptamislardir.

Amer ve ark. (1997), antagonist bakteri izolati, B. thuringiensis’in domateslerde
sorun fungal etmenlerden Pythium ultimum ve F. oxysporum hiflerine tutunduktan sonra
tiretmis olduklar1 hiicre duvarini yikan enzimlerin hiflerde erimelere varan morfolojik
bozulmalara neden oldugunu bildirmislerdir.

Mao ve ark. (1998), domates ve biber bitkilerinde R. solani, P. ultimum, S. rolfsii,
F. oxysporum f. sp. lycopersici ve P. capsici gibi toprak kokenli fungal etmenler
tarafindan neden olunan kok ve gdvde hastaliklara karsi biyokontrol etmeni olarak
Pseudomonas cepacia’nin etkinligini arastirdiklari ¢alismalarda, P. cepacia ile muamele
edilmis domates ve biber tohumlarinin patojenle enfekteli topraga ekildikten 40 giin

sonra fidelerin canliigt %94-96 oraninda gergeklesirken, P. cepacia ile muamele



edilmemis tohumlarin ekildigi hastalikli tarlalarda, domates ve biber fidelerinin
canliliginin % 45 oldugunu belirlemislerdir.

Siddiqui ve ark. (2000), topraktan izole edilen antagonist P. aeruginosa izolati ile
yapilan laboratuvar ve tarla denemelerinde domates, nohut ve ay¢igeginde sorun olan
toprak kokenli hastalik etmenlerinden M. phaseolina, R. solani ve F. solani’yi etkili bir
sekilde kontrol altina aldigim1 bildirmislerdir. Ayrica kullanilan antagonist izolatinin
hastalik etmenleri ile birlikte bu bitkilerde sorun olan kok ur nematodunu da kontrol
altina aldigini belirlemislerdir.

Gupta ve ark. (1999), tarafindan patates rizosferinden izole edilen PGPR o6zellige
sahip bakteriler arasinda P. aeruginosa olarak teshis edilen izolati, toprak kokenli
fungal hastalik etmenleri M. phaseolina ve F. oxysporum’a karsi in vitro kosullarda
antifungal etkinliklerini arastirilmugtir. Ikili kiiltiir testlerinde P. aeruginosa izolatinin
M. phaseolina ve F. oxysporum’un miselyal gelisimini %70.5-74.1 arasinda
engelledigini belirlemislerdir. Ayrica yapilan in vitro ¢alismalarda antagonist bakteri
izolatinin patojen gelisimini antimikrobiyal 0&zellikteki hidrojen cyanide (HCN)
maddesini lireterek engelledigini, bitki biiyiimesini ise bitki hormonu olan indole asetik
asit (IAA) tireterek tesvik ettigini bildirmislerdir.

Gupta ve ark. (2001), patates kok bolgesinden izole ettikleri kok bakterisi
Pseudomonas GRC2 izolatinin domateslerde sorun fungal hastalik etmenleri M.
phaseolina ve S. sclerotiorum gelisimini ikili kiiltiir testlemelerinde %73.5-80 gibi
yiiksek oranda engelledigini belirlemislerdir. Engelleme bolgesinden alinan fungal
hifleri elektron mikrsokopu altinda incelediklerinde, M. phaseolina hiflerinde asiri
derecede yapisal bozulmalar, deformasyonlar, sklerot olusumunda engellenme, S.
sclerotiorum hiflerinde benzer hifsel deformasyonlar, pihtilasma ve erimeler seklinde
belirtiler gozlemlemislerdir. Arastiricilarin yapmis oldugu biyokimyasal testlemelerde
fungal etmenlere kars1 gosterilen antagonistik etki ve hifsel bozulmalarin, bakterilerin
tiretmis olduklar antifungal sekonder bilesiklerden (siderofor, ugucu hidrojen siyanid,
hiicre duvar1 yikan chitinase enzimi ve hormon [AA) kaynaklandigini belirlemislerdir.

Barka ve ark. (2002), PGPR o6zellikteki Pseudomonas sp. PsIN izolatinin bitki
biiylimesini tesvik etmesinin yani sira asmada sorun Botrytis cinerea gelisimini in vitro
ikili kiltlir ortaminda etkili bir sekilde baskilayabildigini belirledikleri ¢alismalarinda,

antagonistik etkinin patojen inokulasyonundan 2 giin dnce ekimi yapilan petrilerde



goriildiiglinii tespit etmiglerdir. Bakteri izolatinin fungal hiflere temas ettigi noktalarda
yapilan mikroskobik calismalarda antagonistik etkinin engelleme bolgesindeki fungus
hiflerinde asir1 diizeyde hifsel bozulmalar, sitoplazmik dejenerasyon, pihtilasma ve
sonucta sitoplazmik igerigin hif disina bosalma seklinde belirtiler gdzlemlemislerdir.

Ramamoorthy ve ark. (2002), sera ve tarlada yetistirilen domates ve biberde
¢okertene neden olan Pythium aphanidermatum’u kontrol altina almak i¢in farkli
bitkilerin rizosferinden 20 bakteri izolatin1 izole etmislerdir. P. flourescens ve P. putida
olarak teshis edilen bu izolatlarin in vitro ve in vivo Kkiltir kosullarinda P.
aphanidermatum’un gelisimini etkili sekilde engellemeleri yani sira, uygulama yapilmig
tohumlarda bitki biliylimesinin kontrole gore olduk¢a onemli diizeyde tesvik ettikleri
saptanmigtir. Yapilan biyokimyasal analizler sonucu P. flourescens Pfl izolatinin
domates ve biber tohumlarina uyguladiklarinda bitkinin savunma mekanizmalariyla
iligkili olan enzim ve bilesiklerin tiretimini tesvik ettigini belirlemiglerdir.

Barka ve ark. (2002), baglarda goriilen kursuni kiif etmeni B. cinerea’ya karsi
kullandiklar1 antagonist Pseudomonas spp. izolatlariin in vitro ikili kiiltiir testleri
sonucunda, fungusun miselyal gelisimi 6nemli diizeyde engelledigini belirlemislerdir.
Yapilan mikroskobik gozlemler, antagonist bakteri izolatinin {iiretmis oldugu
antimikrobiyal bilesiklerin, B. cinerea’nin fungal miselyumunda morfolojik bozulmalara
ve protoplazmada erime ve parcalanmalara neden oldugunu gostermistir.

Chaurasia ve ark. (2005), cay bitkisinin kok bolgesinden izole ettikleri antagonist
Bacillus subtilis izolatinin 4 tanesi bitki patojeni, 2 tanesi klinik patojen olmak iizere 6
farkli fungal etmenin misel ve konidial yapilarinda in vitro morfolojik anormalliklere
sebep oldugunu, bu degisikliklerin bakteri tarafindan {iretilen difiize ve ugucu yapidaki
antifungal bilesenlerden kaynaklandigini, ugucu yapida olanlarin etkinliginin difiize olan

bilesiklerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir.



2.2. Ulkemizde Domateste Sorun Olan Fungal ve Bakteriyel Hastalik Etmenler ile

Miicadelede Kok Bakterilerin Kullanimu ile ilgili Calismalar

Mizrake¢r ve Yildiz (1992), domateslerde sorun Botrytis cinerea karsi antagonist
bakteri P. fluorescence’in tekli ve yaprak giibreleri ile ikili kombinasyonlarinin
etkinligini arastirdig1 calismalarinda, kalsiyum tuzlari ile antagonist bakterilerin ikili
uygulamalar1 domateste B. cinerea infeksiyonunu %70.9 oraninda azalttigini
belirlemislerdir.

Sahin ve ark. (2000), biber ve domateslerde sorun olan bakteriyel leke hastaligi
etmeni Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’ya kars1 Actigard (bitki uyaricisi) ve
antagonist bakteri uygulamalrinin hastalik ¢ikisi lizerine olan etkinligini arastirdiklari
caligmalarinda, gerek Actigard gerekse test edilen 3 farkli biyolojik miicadele etmeni
(Burkholderia sp. (BA-7), Pseudomonas sp. (BA-8) and Bacillus sp. (BA-140) nin
hastalik ¢ikisin1 6nemli diizeyde engelledigini bildirmislerdir. Actigard uygulmasinin
bitkide fitotoksite yapmadigini fakat bitki biiylimesini bastirdigint belirledikleri
caligmalarinda biyolojik miicadele etmenlerinin herhangi bir olumsuz etkinlikte
bulunmadigini belirlemislerdir.

Yildiz (2000), B. cinerea etmeninin bakla ve domates bitkilerindeki zararini
onlemek i¢in 185 farkli antagonist bakteri arasinda yapmis oldugu testlemelerde 25 kok
bakteri izolatin bakla bitkisinde, 5 Pseudomonas izolatinin ise domates bitkisinde B.
cinerea enfeksiyonunu engelledigini bildirmistir.

Aysan ve ark. (2003) domateslerde sorun olan bakteriyel gévde ciiriikliigli etmeni
Erwinia chrysanthemi’ye kars1 71 bakteri izolatini test etmisler, bunlardan 14 izolatin
petride bakteri gelisimini engellediini ve bu 14 izolatdan 8 tanesinin ise sera
denemelerinde hastalik ¢ikisini %74 oraninda engelledigini bildirmislerdir.

Tekin (2004), Hatay ilinin farkli biber ekim alanlarinda yetistirilen bitkilerin
rizosferlerinden izole edilen 72 bakteri izolatinin Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina, Phytophthora capsici, Pythium spp., Rhizoctonia solani, ve Sclerotinia
sclerotiorum gibi toprak kokenli fungal etmenlerin gelisimini engellemeleri {izerine olan
etkinlikleri in vitro ve in vivo kosullarda arastirdigi ¢alismasinda, antagonistik 6zellige
sahip bakteri izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunu (%65.8) toprak kokenli hastaliklarin az

siklikta gozlendigi topraklarda yetistirilen biber bitkilerin rizosferlerinden elde etmistir.



Antagonistik bakterilerin in vitro etkinligi, fungus inokulasyonu oncesi 6n inkiibasyon
siiresine bagli olarak artis gostermistir. Kullanilan izolatlarin bakteri siispansiyonlari
sklerot ¢imlenmesini engellerken, bu izolatlara ait kiiltiir filtratlart da funguslarin
miselyal gelisimini etkili bir sekilde bastirmustir. In vitro kosullarda S. sclerotiorum’a
kars1 en yiiksek antagonist potansiyele sahip olan FP6 ve B3 izolatimin in vivo
kosullarda etkinligi, yapay olarak bulastirilmis topraklarda arastirilmistir. FP6 ve B3
izolat1 ile muamele edilmis tohumlarin ekildigi bulasik topraklarda hastalik cikisi,
sirastyla % 73 ve % 79 gibi yiiksek bir diizeyde engellenmistir. Yapilan 30 giinliik
gozlem sonucunda, her iki izolatin hastalik ¢ikisini engellemeleri yani sira, hastaligin
olmadig1 topraklarda bitki biiylimesini kontrol uygulamalarina oranla énemli diizeyde
tesvik ettigi belirlenmistir.

Akkoprii ve Demir (2005), 5 kok bakteri izolat1 (RB 58/1 ve D/2, Pseudomonas
fluorescens biovar II 17, P. putida 21 ve Enterobacter cloacae) ile mikoriza tiirlerinin
domateslerde Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) etmenince olusturulan
fusarium solgunlugu hastaligina kars1 etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bakteri ve
mikoriza uygulamalarin tekli ve kombinasyonlu uygulamalarda etkinligin degistigini,
tekli bakteri uygulamalarinin hastaligi engellemede ¢ok etkili oldugu gibi bitkide kok
gelisiminde tesvik ettigini bildirmislerdir.

Soylu ve ark. (2005), Hatay ilinde hastaligin az siklikta goriildiigi biber ve
domates yetistirciligi yapilan alanlardan izole edilen kok bakterilerin etkinligini toprak
kokenli hastalik etmeni S. sclerotiorum ve R. solani’ye karsi in vitro kosullarda
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, hastaligin az goriildiigii topraklardaki bakteri populasyonu
ve bu bakterilerin antagonistik potansiyellerinin hastaligin daha siklikta goriildiigii
topraklardan elde edilenlere gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Yapilan in
vitro ikili kiltiir testlemelerinde hastaligin az siklikta gorildiigli topraklardan izole
edeilen antagonist bakteri tiirler arasinda floresan Pseudmonas spp ve Bacillus spp.
izolatlar1 hastalik etmenlerini yiiksek oranda engelledigini belirlemislerdir.

Yigit ve Dikilitas (2007), domates fusarium solgunlugu etmenine karsi floresan
Pseudomonas sp. ve diger fungal antagonistlerden saprofit Fusarium sp. ve
Trichoderma harzianum T-22 izolatlarinin tek tek veya kombinasyonlar halinde

uygulandiklar1 zaman hastaligi 6nemli diizeyde engellediklerini, uygulamalar arasinda
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T. harzianum T-22-+fluorescent Pseudomonas sp. kombinasyonunun en iyi korumayi
(%70.2) sagladigini bildirmislertir.

Yildiz ve ark. (2007), domates yapraklarindan izole ettikleri 163 bakteri izolatini
gri kiif etmeni B. cinerea’ya karsi test ettikleri calismalarinda, 4 bakteri izolatinin
hastaligi onemli diizeyde engelledigini ve antagonist kok bakterileri arasindan
Pseudomonas fluorescens olarak teshis edilen kok bakteri izolatinin hastalik ¢ikisini

%78 oraninda engelledigi belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin materyalini Kirikhan, Reyhanli ve Samandag ilgeleri ve kdylerindeki
domates ekim alanlarindan alinan bitki 6rneklerinden izole edilen fungal hastalik etmen
izolatlar1, yurtdisindan temin edilen antagonist ve PGPR ozelliklere sahip kok
bakterileri, c¢esitli laboratuar malzemeleri, besi ortamlari, patojenisite testlerinin
yapilmast ve denemenin kurulmasi i¢in gerekli olan saksilar, torf-perlit, kimyasal

giibreler, domates tohum ve fideleri olusturmustur.

3.2.Yontem

3.2.1. Cahsmalarda Kullanilan Besi Ortamlar ve Icerikleri

Calismada kullanilan tiim ortamlar 121°C’de 15 dk. otoklav edilmistir.
Denemelerde hazir ticari olarak satilan King’s B Agar (KB), Luria Bertani Broth (LB),
Nutrient Agar (NA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortamlari kullanilmis olup bu

ortamlarin igerikleri Ek-1 de verilmistir.

3.2.2. Hastalik Sorveyi

Hatay ilinde 2005 yili Tarim Il miidiirliigii verileri baz almarak domates
iiretiminin yogun olarak yapildigi Kirikhan, Reyhanli ve Samandag ilgeleri ve
koylerindeki ekim alanlari, 2006 yili {iretim sezonunda fungal hastaliklar1 yoniinden
kontrol edilmistir hastaliklt oldugundan kuskulanilan bitki 6rnekleri alinmistir. Hastalik
belirtileri gosteren bitki ornekleri, kese kagidina konulup etiketlenmistir. Daha sonra
hastalikli bitki Oornekleri, hastalik etmeninin belirlenmesi i¢in laboratuara getirilerek

izolasyonlar yapilincaya kadar + 4 °C’de saklanmustir.
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3.2.3. Fungal Hastalik Etmenlerinin izolasyonu ve Tanisi

Hatay ilinin 2006 iiretim sezonunda farkli ilgelerinden temin edilen hastalikli
domates bitkilerinden fungal hastaliklar1 etmenlerini izole etmek icin hastalikli oldugu
diistiniilen bitki drnekleri, akan ¢esme suyu altinda yikanip kok, govde ve yaprak saplari
secgilerek alinmistir. Enfeksiyon nedeni ile nekrozlagsmis ve saglam dokulari igeren
parcalar, temiz bir bisturi ile kesilmistir. 1-2 mm biiyiikliglindeki bu parcalar, % 1’lik
Sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 2 dakika yiizeyden steril edilmistir. NaOCl
¢oOzeltisinden almman bu doku pargalari, steril saf suda 2 kez calkalanip durulandiktan
sonra, steril kurutma kagitlarinda 3-4 saat kurumaya birakilmistir. Her bir bitki
orneginden alinan steril doku pargalari, genel besiyeri olan Patates Dekstroz Agar
(PDA) iizerinde gelistirilmistir. Fusarium tiirlerinin teshislerinde PDA besiyerinin
(koloni morfolojileri, pigmentasyon ve biliylime oranlart baz alinmig) yani sira,
klamidospor iiretimlerinin daha iyi goézlenmesi, tiniform mikro ve makrokonidilerin
olusturmasi nedeni ile Karanfil Yaprak-Pargacik Agar (Carnation Leaf-Piece Agar,
CLA) ve Komada’nin Fusarium-segici besiyerleri (KH,PO4 1 g, KCl 0.5 g,
MgS0,4.7H,0 0.5 g, FesNa-EDTA 0.01 g, PCNB (Pentachloronitrobenzene) 0.75 g, L-
asparagine 2 g, D-galactose 20 g, Agar 15 g, Distile Su 1000 ml. Otoklavdan 6nce pH
%10’1luk fosforik asitle 3.8 ayarlanmustir) iizerinde yapilmistir (Booth, 1977; Sutton,
1980; Nelson ve ark., 1983). Karanfil Yaprak-Parcacik Agar besiyeri, 10 cm c¢apindaki
steril petrilere konulan aseptik alinmus steril kiiciik karanfil yaprak parcaciklari (3-5mm”
biiyiikligiinde) (10-12 par¢a 20ml besiyerine) tizerine 1lik halde (=45 °C) steril %2 lik
su agar besiyeri dokiilmesi ile hazirlanmistir. Besiyerlerinde fungal gelisim sirasinda
bakteriyel bulasmalar1 6nlemek i¢in ortama 50 pgml™ streptomisin siilfat eklenmistir.

Hastalikl1 bitki dokularindan alinan ve ylizey sterilizasyonu yapilmis 1-2 mm
bliyiikliigiindeki parcalar 9 cm’lik her bir petriye 5 adet ekildikten sonra, petriler 27
°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmstir. Inkubasyondan sonra besiyerinde her bir
izolatin gelisen farkli yapilardaki kolonileri secilip, ayni konsantrasyondaki antibiyotik
ile desteklenmis PDA igeren 6-cm’ lik petri kaplarina aktarilmis ve daha sonra 27 °C’de
5-7 giin inkiibe edilmistir.

Gelisen F. oxysporum’un tiir tanisi, Booth (1977), Nelson ve ark. (1983)

tarafindan Gnerilen kriterlere gore gerceklestirilmistir. Buna gore, saf olarak elde edilen
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izolatlarin koloni rengi ve c¢api, makro konidinin u¢ ve dip hiicreleri, biiylkligi ve
sekli, mikrokonidilerin biiyiikliigi ve sekli, fialit durumlari, klamidosporlarinin varligi
gibi 6zellikler esas alinarak belirlenmistir.

Diger fungal hastalik etmenlerinin teshisleri PDA ortaminda gelisen koloniler
lizerinde bliylime, sporulasyon ve mikrosklerot olusumu yoniinden incelemeler
yapilmustir. Toprak kokenli hastalik etmenlerinden R. solani’nin teshisi Sneh ve ark.
(1994), S. sclerotiorum’un teshisi Mordue ve Holliday (1976), M. phaseolina’nin teshisi
Holliday ve Punithalingam (1970) gore yapilmistir. Teshisleri yapilmis tiim izolatlarin
PDA besiyerinde tek spor kiiltiirleri hazirlanmis ve patojenisite kaybi olmaksizin kuru

filtre kagidinda gelistirilerek zarf igerisinde -20°C’de korunmustur.

3.2.4. Patojenisite Calismalar

3.2.4.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Farkli bolgelerden izole edilen fungal izolatlarin patojensite testlemelerinde
bolgede taze tiiketime yoOnelik olarak ekimi yapilan H-177 isimli domates g¢esiti
kullanilmistir. Fungusun kimligini dogrulamak i¢in funguslarin tarla izolatlarina yonelik
gerceklestirilen denemelerde, icinde torf-bahge topragi bulunan 21 cm’lik saksilara
domates tohumlar1 ekilmistir. Fideler saksida 15 giin yetistirildikten sonra ilk gergek
yaprak olusum doneminde, domates ekim alanlarindan izole edilen toprak kokenli

fungal izolatlar ile patojenisite caligmasi yiirtitiilmiistiir.

3.2.4.2. Fungal Inokulum Siispansiyonunun Hazirlanmasi ve Patojenisite

Testlemeleri

F. oxysporum, M. phaseolina R. solani ve S. sclerotiorum, izolatlar1 PDA besiyeri
lizerinde 7 giin boyunca gelismeye birakilmistir. Inokulum siispansiyonu, fungusun
tamamen geliserek yiizeyini kapladigi 4 petri kutusu igeriginin 400 ml steril saf suda
diisiik hizda (200 rpm) 1 dakika karistirilmasiyla hazirlanmstir. Daha sonra hazirlanan
siispansiyonun  konsantrasyonu 10° makrokonidi/ml (F. oxysporum) veya 10’

propagiil/ml (M. phaseolina R. solani ve S. sclerotiorum) olacak sekilde ayarlanmustir.
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Hazirlanan inokulum siispansiyonundan 10 ml alinarak 2 kotiledon yaprak
olusturmus saglikli domates bitkilerinin (3 haftalik) yaralanmis kok bogazi ¢evresine
steril pipetler yardimiyla inokulasyonlar yapilmistir. Diger bir inokulasyon sekli ise
saglikll bir sekilde ¢ikis yapmis 2 yaprakli donemdeki domates bitkilerinin kdk bogazi
bolgesinde veya govde lizerinde steril kiirdan veya bistiiri ile agilan 1mm biiytikliigiinde
yaralarin icerisine fungus kiiltliriinden alinan besi ortamli parcaciklar yerlestirilmis ve
tizerleri parafilm ile sarilmistir.

Uygulama yapilmig bitkiler ve saksilar daha sonra 10.000 likks 1g1k, 24-25°C
sicaklik, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik kosullari i¢eren iklim odasinda 4 hafta
bekletilmistir. Bu silire sonunda her bir bitki, kok bogazi seviyesinden kesilmek suretiyle
iletim demetlerindeki renk degisimleri ve nekroz gibi belirtiler esas alinarak hastalik

olusumu degerlendirilmistir.

3.2.5. Kok Bakterileri ile In vitro Calismalar

3.2.5.1. Ikili Kiiltiir Testlerinde Kok Bakterilerin Fungal Etmenlerin Miselyal
Gelisimlerine Etkinligi

Dr. Ozlem Kilig-EKICI tarafindan ABD’den getirtilen ve daha dnce teshis edilmis
ve farkli bitkilerde hastalik etmenlerine karsi etkinligi ortaya konmus (Van Peer ve ark.,
1991; Kobayashi ve El-Barrad 1996; Wei ve ark., 1996; Murphy ve ark., 2000; Pieterse
ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2002) farkl tiirlere dahil PGPR (Bacillus pumilus T4,
Bacillus  amyloliquefaciens IN937a, Pseudomonas fluorescens WCS417r,
Pseudomonas putida 89B-61) ve antagonist (Lysobacter enzymogenes C3RS ve N4-7)
Ozellige sahip bakteri izolatlarinin, in vitro antagonistik potansiyelleri PDA igeren petri
kaplarinda ikili kiltiir testlemeleriyle belirlenmistir (Landa ve ark, 1997). Bu testlerde
her bir petrinin iki ucuna test edilecek bakteri izolati c¢izilerek 26°C’de 2 giin
inkiibasyona birakilmistir. Bakterilerin gelismesini miiteakiben, PDA besiyerinde
gelismis 7 giinliik fungus kiiltlirlerinin u¢ kisimlarindan alinan 6 mm capinda miselyal
diskler petrilere ¢izgi halinde gelisen bakterilerin 4 cm uzagina yerlestirilerek 26°C’de
gelismeye birakilmistir. Kontrol olarak funguslar, bakterilerin ¢izildigi yere benzer

sekilde disardan kalemle ¢izilerek fungusun bu noktaya ulagmasi beklenmistir. Kontrol
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petrilerinde fungusun isaretli alana ulasmasiyla birlikte, bakterilerin cizildigi tiim
petrilerde bakteriye dogru yonelen fungal miselyal gelisimi (Rb) Olgiilmiis (fungal
etmenlerin gelismesine bagli olarak inokulasyondan 4-7 giin sonra) ve kontrol
petrilerdeki miselyal (Rk) gelismeye gore engelleme oranlarinin %si asagida verilen
%Abbot formiiliine gore hesaplanmustir.

%Engelleme= (Rk-Rb) *100/Rk

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in 6l¢timler 5 farkli petri kabinda yapilmis
olup, deneme 3 farkli zamanda tekrar edilmistir. Olgiimii yapilan petriler 14 giin sonra

tekrar kontrol edilerek antagonizm etkinliginin devamlilig1 belirlenmistir.

3.2.5.2. On Inkiibasyon Siiresinin Bakterilerin Antagonizm Potansiyelleri Uzerine

Olan Etkinligi

On inkiibasyon siiresinin kok bakterilerinin antagonizm potansiyelleri {izerine olan
etkinliginin belirlenmesi ¢alismalarinda, bakteri izolatlart PDA igeren petrilere fungus
inokulasyonundan 1, 24, ve 48 saat dncesinden cizilerek 6n inkubasyona birakilmis ve
daha oOnce yukarda agiklandigi sekilde fungal kiiltiirlerinden alinan diskler petriye
bakterilerin ¢izildigi noktadan 4 cm uzagina yerlestirilerek inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol olarak yalniz fungus ekimi yapilmistir. Degerlendirmeler ikili kiiltiir
testlemelerinde oldugu gibi yapilmis ve patojen gelisiminin kok bakteri izolatlar

tarafindan engellenmeleri (%) hesaplanmustir.

3.2.53. Kok Bakterilerin Sklerot Cimlenmesi Uzerine Olan Etkinliginin

Saptanmasi

S. sclerotiorum tarafindan olusturulan dayanikli fungal yapilar (sklerot) {lizerine
kok bakterisi izolatlarinin etkinligi daha 6nceden bildirildigi gibi yapilmistir (Hoynes ve
ark, 1999). Calismalarda etkili olarak bulunan 2 antagonist bakteri izolatinin (L.
enzymogenes C3RS ve N4-7) yanisira etkinligi bulunmayan 1 PGPR izolati
(Pseudomonas fluorescens WCS417r) kati1 besiyerinden alinarak igerinde 20ml siv1 besi
yeri (Nutrient Broth) bulunan kiiltiir siselerine inokule edilmis daha sonrada orbital

calkalayici ilizerinde 26 °C de 24 saat gelismeye birakilmistir. Daha sonra kiiltiir
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siselerinde gelisen bakteri siispansiyonu 4000 rpm’de +4 °C santriij edilmis ve istteki
stipernatant dokiilerek tizerine 10 mM MgCl, erigi konulmus ve tekrar ayni1 kosullarda
santrifiij edilmistir. Cokeltilen bakteri siispansiyonun iistteki siipernatant tekrar 10 mM
MgCl, erigi ile siispanse edilerek bakteri konsantrasyonu spektrofotometre (Perkin
Emler, Lambda 25, USA) 620 nm dalga boyunda 6l¢iilerek absorbans degeri OD= 0.2
degerine ayarlanmustir (yaklastk 10® cfu/ml).

Daha sonra her bir petriye otoklavda steril edilmis 50 gr dere kumu konularak
lizerine yukarida verilen metoda gore hazirlanmis 10 ml antagonist bakteri
siispansiyonu (10° cfu/ml) dokiilmiistiir. Daha sonra muamele edilmis kum igerisine
%1’ lik NaOCl i¢inde 1 dk bekletilip steril suda yikanarak yiizey sterilizasyonu
yapilmis 25 adet sklerot (her bir petriye) toprak icerisine gomiilmiistiir. Kontrol olarak
sklerotlar, bakteri siispansiyonu yerine (i) steril su ve (ii) fitopatojen bakteri P. syringae
pv. phaseolicola (Pph) izolati ile bulastirilarak kum ig¢ine gomilmistiir. Tim petri
kaplar1 25°C’de 2 hafta inkiibasyona birakildiktan sonra sklerotlar topraktan ¢ikartilip,
once steril suyla daha sonra da %70’lik alkolle yikandiktan sonra steril filtre kagidinda
kurutulmustur. Kurutulmus sklerotlar PDA {izerine ekilmis ve 22°C’de 5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Degerlendirmeler sklerotlarin ¢imlenip ¢imlenmemelerine
gore yapilmis ve uygulamalarinin sklerot ¢imlenmesi {izerine olan % etkisi
hesaplanmistir. Her izolat i¢in 4 petri (toplam 100 sklerot) kullanilmis olup, deneme 2

farkli zamanda tekrar edilmistir.

3.2.5.4. Kok Bakterilerine Ait Kiiltiir Filtratlarimn Fungal Etmenlerin Miselyal
Gelisimi Uzerine Olan Engelleyici Etkisi

Kok bakteri izolatlari daha oOnceden belirtildigi sekilde sivi besi yerinde
gelistirildikden sonra, izolatlarin tiimiiniin konsantrasyonlar: 10' cfu/ml ayarlanmus,
daha sonra bu silispansiyonlar santrifiij tliplerine konularak +4°C’de 8000 devirde 10
dak. santrifiij edilerek canli bakteri hiicreleri dibe ¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan sivi
besiyeri 0.22 um c¢apinda porlart bulunan membran filtreden gegirilerek bakteri kiiltiir
filtrat elde edilmistir. Elde edilen kiiltiir filtratlar1 farkli sulandirma konsantrasyonlarda
(1, 1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100) ayarlandiktan sonra her petriye 4 farkh

konsantrasyonda kiiltiir filtrat1 petrilerin kenar kisimlaria dogru 25 pl damlalar halinde
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konulmustur. Daha sonra bu damlalar iizerine 6nceden PDA besiyerinde gelistirilen 7
giinliik S. sclerotiorum, F.oxysporum, M. phaseolina ve R. solani kiiltiirlerinden alinan
6 mm capindaki miselyal diskler yerlestirilmistir. Kontrol olarak kiiltiir filtrat yerine
steril besiyeri benzer sekilde konulmustur. Tiim petriler uygulamadan sonra 24+1°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Petrilerdeki fungal gelisiminin ¢ap1 Olgiilerek kontroldeki
gelismeye gore % engelleme oranlar1 hesaplanmaigtir.

Kiiltiir filtratlarinin s1v1 besiyerinde gelisen fungal miselyum gelisimine etkinligi
Tambong ve Hofte (2001) tarafindan bildirilen metoda gore arastirilmistir. Yukarida
tarif edildigi sekilde elde edilen farklt bakteri kiltliir filtratlarinin  farkl
konsantrasyonlart (%2 ve %10) steril sivi patates dektroz besiyerine (toplamda 50 ml
hacimli) hazirlanarak, besiyerleri 4 adet 6 mm capinda fungal disklerle inokiile edilmis
ve 24 °C ayarlanmig inkiibatorlii calkalayici tizerinde (200 rpm) 5 giin siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri igerisinde gelisen fungus
miselleri filtre edilerek, elde edilen miselyal iiriin 60 °C etiiv igerisinde kurutulup
tartilmistir. Kontrol uygulamasinda besi yerlerine kiiltiir filtrati eklenmemistir.
Uygulama her bir bakteri-fungus kombinasyonu i¢in 3 tekrarl olacak sekilde yapilmis

ve deneme 2 kez tekrar edilmistir.

3.2.5.5. Kok Bakteri izolatlarmin Fungus Hiflerinin Morfolojik Yapilarinda
Meydana Getirdigi Degisikliklerin Belirlenmesi

Antagonist ve PGPR izolatlarinin bulundugu petrilerde gelistirilen funguslarin
miselleri iizerinde meydana gelebilecek morfolojik degisiklikler faz kontrasthi 11k
mikroskobu (OLYMPUS BX-51) altinda belirlenmistir.

Fungus kiiltiirlerinden alinan diskler oncelikle petrilere aktarildiktan sonra 3 giin
on gelismeye birakilmistir. Petri kaplarinin yarisina ulagsan fungus kiiltiirleri {izerine
antagonist ve PGPR bakteri izolatlarmim 10® cfu/ml konsantrasyonlarda ayarlanmis 24
saatlik siispansiyonlar1 piiskiirtiilerek tekrar 26 °C de inkiibasyona birakilmistir. Fungal
miseller iizerine olusacak morfolojik degisiklikler ~mikroskop incelemeleri
uygulamalardan 1, 2, 4 ve 7 giin sonra, dogrudan besiyeri ilizerinde gelisen miseller

tizerinde yapilmistir. Muamele gormiis fungal yapilar1 151k mikroskobunda incelemek
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icin %50 glycerol icinde preparatlart hazirlanip, fungal hifler iizerindeki yapisal
degisiklikler gézlenmistir (Soylu ve ark., 2007).

3.2.6. Kok Bakterileri ile In vivo Calismalar
3.2.6.1. Bakterilerin Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi

Kok bakterilerinin  domates bitkilerin tohumlarinin ¢imlenmesi, bitki ¢ikisi,
gelismesi tizerine olan etkinligi daha 6nceden bildirildigi gibi yapilmistir (Xiao ve ark.,
2002). Bu amagla kullanilan 1 gr domates tohumu (cv. H-177) % 2 lik NaOCI’de 30 sn
bekletilerek yiizey sterilizasyonu yapilmis ve steril destile suda yikandiktan sonra
petride steril kabin igerisinde bir gece kurumaya birakilmistir. Daha sonra bu tohumlar
tizerine 1 gilinliik siv1 kiiltiirde yetistirilen bakteri izolatlarindan hazirlanan 10 ml bakteri
siispansiyonu (10°® cfu/ml) konarak muamele edilmis ve tekrar 1 gece steril kabin
icerisinde bekletilmistir. Hazirlanan bakteri slispansiyonu igerisine 10 mg/ml dozunda
carboxymethylcellulose (yapistiric) ilave edilmistir. Bu sekilde muameleye tabi
tutulmus domates tohumlar1 igerisinde steril torf-toprak karigimi bulunan viollere
ekildikten sonra iizerine 1 ml bakteri siispansiyonu (10* cfu/ml) daha dokiiliip iizeri
steril torfla kapatilmistir. Kontrol olarak kullanilan tohumlara ylizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra iizerine 1 ml steril Nutrient Broth verilmistir. Daha sonra ekimi
yapilan violler 4 hafta boyunca 12 saat 11k peryoduna sahip iklimlendirilmis yetistirme
odalarina (22 °C karanlik /25 °C aydinlik) alinarak gelismeye birakilmistir. Viollerdeki
tohumlara toprak ylizeyinin kurumasim1 Onleyecek sekilde diizenli olarak steril su
verilmistir. Inokulasyondan 4 hafta sonra kontroldeki bitki ¢ikis1 ve bitki boyu dl¢iilerek
kok bakterilerinin tohum ¢imlenmesi ve bitki biiylimesi iizerine olan etkinligi
kontroldeki degerlere gore hesaplanmistir. Bitkiler daha sonra topraktan sokiiliip,
bitkinin boyu, govde capi, yas ve kuru agirligr gibi gelisme kriterleri kayit edilerek
kontrol uygulamalari ile karsilastirilmistir.

Bir diger uygulamada, tohuma herhangi bir uygulama yapilmamis 4 haftalik
bitkilerin bir kism1 viollerden ¢ikartilip kok bolgesi topraktan arindirilmis (steril su ile
yikanarak) ve bakteri siispansiyonuna (10® cfu/ml) daldirilarak 10 dak. bekletilmis ve
sonra topraga sasirtilmistir. Bagka bir uygulamada ise 4 haftalik diger saglikli bitkiler
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viollerinden ¢ikartildiktan sonra toprag: ile birlikte daha genis saksilara sasirtilmis ve
bitkilerin yaprak ylizeyleri tiim bitki tamamen 1slatilincaya kadar bakteri siispansiyonu
ile piiskiirtme seklinde inokule edilmistir. Her iki uygulmadan sonra, bitkilerin
gelisimleri tohumlara uygulama yapilmig bitkilerde oldugu gibi 4 hafta sonra

degerlendirilmeye alinmistir.

3.2.6.2. Kok Bakterilerinin Bitki Cikis Oncesi Hastahk Gelisimi Uzerine

Etkinliginin Belirlenmesi

Kok bakterilerinin in vivo bitki ¢ikis Oncesi (pre-emergence) etkinliklerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda kullanilan F. oxysporum, M. phaseolina R.
solani ve S. sclerotiorum, izolatlarinin inokulum siispansiyonlar1 boliim 3.2.4.2, kdk
bakterilerinin siispansiyonlar1 ise boliim 3.2.5.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanmustir.

Yiizey sterilizasyonu yapilmis domates tohumlar1 (cv. H-177) iizerlerine %1 lik
carboxymethylcellulose igerisinde hazirlanmis 1 ml bakteri siispansiyonu (10% cfu/ml)
damlatilip steril kabin igerisinde tamamen kuruyuncaya kadar bekletilerek tohum
ylizeylerinin tamamen bakteri ile kaplanmasi saglanilmis, daha sonrada uygulama
yapilmis tohumlar igerisinde steril edilmis torf-bahge topragi (1:1) bulunan violler
lizerine konulup, iizerlerine tekrar 1 ml bakteri silispansiyonu damlatildiktan sonra
tohumlarin hemen c¢evresine bolim 3.2.4.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan 10 ml
fungal inokulum siispansiyonu ile inokule edilmistir (Nielsen ve ark, 1998). Uygulama
yapilmis violler daha sonra iklim odalarinda (22 °C karanlik/25 °C aydinlik) bekletilerek
saglikli ve hastalikli olarak c¢ikis yapan bitkiler degerlendirmeye alinmistir. Kontrol
olarak, sadece steril su ile muamele edilmis tohumlar patojen ile inokule edilmis (pozitif
kontrol) veya edilmemis (negatif kontrol) violere ekimleri yapilmistir. Hastalik

belirtileri gosteren bitkilerden tekrar hastalik etmenleri izole edilmistir.
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3.2.7. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro ve in vivo denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmus ve patojen gelisiminin engellenme oranlart % oranlarina ¢evrilmeden SPSS
istatistik programi kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve
Duncan coklu karsilagtirma testi ile izolatlar arasindaki farkliliklar tespit edilmistir
(P<0.05). Antagonist bakterilerin tohum ¢ikigi, sklerot ¢imlenmesi ve in Vivo
kosullardaki etkinlik ¢aligmalarinda uygulamalar chi-square (y2) testi yapilarak

karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Hatay ilinde domates yetistiriciliginin biiyiik bir alani1 taze tiikketime yonelik olup,
tarla yetistiriciliginin yani sira, 6zellikle Samandag: ilgesinde Ortlialtinda yetistiriciligi
yapilmaktadir. Hatay ilinin 6nemli domates ekim alanlarinda yapilan sérveyler sonucu
hastalikli bitkilerden izole edilip tanilanan fungal etmenlerin morfolojik 6zellikleri ve

bitkilerde gozlenen tipik belirtileri asagida 6zetlenmistir.

4.1. Domates Bitkilerinde Goriilen Toprak Kokenli Fungal Hastaliklar

4.1.1. Fusarium Solgunlugu [Fusarium oxysporum Schlechtend. Fr. f. sp. lycopersici
(Sacc.) W.C.Snyder&H.N.Hans].

Etmenin PDA besiyerinde gelisen kolonisi beyaz-agik pembe rengindedir. Patojen
bolmeli, seffaf yapida miselyal gelisme gdstermekte olup, bélmesiz klamidosporlar (3-5
X 6-14 um) tek tek veya ciftli olarak olusturmaktadir. Uzerinde mikrokonidilerin
olusturuldugu fialitler dallanmis veya dallanmamis yapidadir. Yogun sekilde
olusturulan makrokonidiler 3-5 bélmeli, uzun, ince duvarl, hafif kivrik ve orak seklinde
ve 4-5 x 30-55 pm Oolgiilerindedir. Makrokonidilerin genelde 3 bdlmeli olan1 daha
yaygin sekilde goriilmistiir. Mikrokonidileri yogun sekilde goriilmekte olup, 5-10 x 2.5-
3.0 um boyutlarinda, tek hiicreli bolmesiz diiz veya hafif kivrik, oval veya elipsoid
bobrek seklindedir. Patojenisite testinden sonra hastalikli bitkilerden izole edilen ve

denemelerde kullanilan izolatin PDA ortamindaki goriiniimii Sekil 4.1°de verilmistir.

4.1.2. Rhizoctonia Kok Ciiriikliik Hastahgi [Rhizoctonia solani Kiihn.]

Fungusun besiyerinde olusturdugu miseller baslangicta seffaf, vakuollii ve ¢ok
niikleuslu olup, daha sonra yaslanmaya bagli olarak hifler hafif sari-kahverengine
dontismiistiir. Yan hifler ana hiflerden tipik olarak 90° dik ac1 olusturacak sekilde
dallanma gosterir. Dallanma noktasina yakin yerlerde bolmeler (septum) olusur. Yaslh
kiiltiirlerde (10-15 giinliik) hifler iizerinde tipik klamidosporlarin yani sira sklerot

olusumlar1 da ortaya ¢cikmistir. Patojenisite testinden sonra hastalikli bitkilerden izole
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edilen ve denemelerde kullanilan izolatin PDA besiyerindeki goriiniimi Sekil 4.1°de
verilmistir.

R. solani bitkilerin genellikle fide doneminde iken yikici hasarlara neden olur.
Baslangigtaki hastalik belirtileri govde veya toprak seviyesine yakin yerlerdeki kok ve
kok bogazinda ortaya ¢ikar. Hastaligin en g¢arpici belirtisi tohumlarin ¢imlenmesini
takiben toprak lstiine ¢ikmadan ya da c¢iktiktan sonra O0lmesi ya da fidelerin yana

devrilmesidir. Bu tip belirtiden dolay1 hastalik belirtisi ¢okerten olarak adlandirilir.

4.1.3. Komiir Ciiriikliigii Hastaligi [Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich]

Macrophomina phaseoli’nin geng hifleri renksiz, 8 mikron kalinlikta olup, fazlaca
dallanirlar ve her bir dal ana dala paraleldir. Yaslanmis hiflerin goriiniisii biraz daha
degisiktir. Yash hifler tipik olarak ince bolmelere ve dik dallanma seklinde bir gelisme
gosterir. Bu hifler iistiinde 27°C ' de 2-3 giin i¢inde sklerotlar olusur. Sklerotlar diiz,
parlak, siyah ve sekilsizdir. Patojenisite testinden sonra hastalikli bitkilerden izole
edilen ve denemelerde kullanilan izolatin PDA besiyerindeki goriinimii Sekil 4.1°de
verilmigtir.

Hastalik etmenince olusturulan hastalik belirtilerine gerek fide ¢ikisi Oncesi
gerekse sonrasi rastlamilmistir. Tipik belirtileri gdvde iizerinde kiiciik koyu lezyonlar
seklinde olusumlardir. Yagh bitkilerde tipik koyu lekeli kok ve govde ¢iiriikliikleri, tek
tarafli kurumalar ve yaprak sararmalari seklinde belirtiler gézlenmistir. Hastalik etmeni
tamamen kuruyarak Olmiis yash bitkilerin kok ve govde iizerindeki lezyonlarda

olusturdugu kiictlik siyah renkli sklerotlarin varligi ile kolayca teshis edilebilmistir.

4.1.4. Beyaz Kiif (=Ciiriikliik) hastalig: [Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary]

Hifleri seffaf, bolmeli yapida olup besiyeri iizerinde beyaz renkte miselyal
koloniler olusturmustur. Ekim yapildiktan 7 giin sonra besi yeri lizerinde gelisen
miselyal koloniler {izerinde genellikle petrinin kenarlarindan baslamak iizere daginik
sekilde ve sayida diizensiz yapida i¢i krem-beyaz, dis kismi siyah renkte sklerotlar

olugmaktadir (2-15 x 2-30 mm). Patojenisite testinden sonra hastalikl1 bitkilerden izole
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edilen ve denemelerde kullanilan izolatin PDA besiyerindeki goriiniimi Sekil 4.1°de
verilmistir.

Hastalik belirtileri genellikle ciceklenme sonrasi bitki govdesinde sulu lekeler
seklinde baslayip, enfekteli alanin sulu bir goériiniime donlismesine neden olur. Bu
alanlar lizerinde yogun beyaz renkli miselyal bir gelisme ve daha sonrada miselyal
yapilarin igerinde veya tlizerinde tipik sklerot olusumlar1 gézlenir. Enfekteli alanlarin
daha sonra kuruyarak c¢atlayip, sklerotlarin aciga ciktig1 bircok tarla ve seralarda

yetistirilen hastalikli bitkilerde gézlenmistir.

Sekil 4.1. Bolgede ekimi yapilan domates bitkilerinde sorun olan toprak kékenli fungal
hastalik etmenlerinin koloni morfolojileri. (1) M. phaseolina, (2) S.
sclerotiorum, (3) R. solani ve (4) F. oxysporum etmenlerinin patojenisite
testlemelerinden sonra hastalanan bitkilerden tekrar izole edilen izolatlarin
PDA besiyeri iizerinde olusturduklari koloniler
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4.2. Kok Bakterileri ile In vitro Calismalar

4.2.1. Ikili Kiiltir Testlerinde Kok Bakterilerin Fungal Etmenlerin Miselyal
Gelisimlerine Etkinligi

Her bir kok bakteri izolatinin S. sclerotiorum, F. oxysporum, R. solani ve M.
phaseolina’etmenlerinin miselyal gelisimlerini engellemeleri (antagonistik etkinligi)
ikili kiiltiir testlemeleriyle belirlenmistir (Cizelge 4.1). ikili kiiltiir testlemeleri
sonucunda, antagonist 6zellige sahip L. enzymogenes’in iki izolat1 (N4-7 ve C3RS5) test
edilen tiim fungal etmenlere karsi en yiiksek diizeyde antagonistik potansiyele sahip
olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Test edilen fungal etmenler arasinda M. phaseolina’nin in vitro gelisimi L.
enzymogenes’in C3RS ve N4-7 izolatlar tarafindan sirasi ile % 73.9-74.4 gibi oldukca
yiiksek oranlarda engellenmis oldugu gdzlenmistir. Iki bakterinin etkinligi arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P>0.05). PGPR 6zellikte olan 4 bakteri
izolat arasinda Pseudomonas fluorescens WCS417r ve Bacillus pumilus T4 izolatlari
fungal gelisimi siras1 ile %4.4-6.1 gibi olduk¢a diisiik oranda engellenirken,
Pseudomonas putida 89B-61 ve Bacillus amyloliquefaciens IN937a izolatlar1 %48.9-
49.4 ¢ibi yiiksek oranda engellemislerdir (Sekil 4.2). Degerlendirmelerin yapildig: 5.
giinde diisiik oranlarda engelleme gosteren Pseudomonas fluorescens WCS417r ve
Bacillus pumilus T4 izolatlar1 denemenin 14. giiniinde engellemede basarili olamamus,
sonugta ikili kiiltiir petrilerinde fungal etmenin miselyal gelisimi bakterilerin ¢izildigi
noktalar1 ge¢mis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3)

Fungal etmenler arasinda S. sclerotiorum’nin in vitro gelisimi L. enzymogenes’in
C3RS ve N4-7 izolatlar tarafindan sirasi ile %61.0-57.9 oranlarda engellenmis oldugu
gozlenmistir. PGPR 6zellikte olan 4 bakteri izolatinin hi¢ biri fungal etmenin in vitro
miselyal gelisimini engellemede basarili olamamuslardir. Yapilan gozlemlerde ikili
kiiltiir petrilerinde fungal etmenin miselyal gelisimi bakterilerin ¢izildigi noktalar

geemis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2 ve 4.3)
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Cizelge 4.1. Farkli kok bakteri izolatlarmin in vitro kosullarda fungal hastalik
etmenlerinin gelisimini engelleme potansiyeli

Fungal miselyal gelisimin engellenmesi (%)
on
Fungal etmenler | inkiibasyon C3R5 N4-7 WCS417r 89B-61 T4 IN937a
siiresi (saat)
1 58.9 57.2 1.1 333 2.2 24.4
M. phaseolina 24 61.1 59.4 2.2 42.8 3.3 37.7
48 73.9 74.4 4.4 48.9 6.1 49.4
1 56.4 53.3 0.00 0.0 0.0 0.0
S. sclerotiorum 24 57.9 56.4 0.00 0.5 1.0 0.0
48 61.0 57.9 0.5 1.0 2.6 0.0
1 52.8 50.1 0.00 0.0 1.0 0.0
R. solani 24 54.7 51.7 0.5 2.1 5.1 1.0
48 70.3 68.5 4.1 4.6 7.1 19.4
1 22.7 26.7 16.0 16.7 1.3 10.6
F. oxysporum 24 27.3 31.3 18.0 18.7 2.6 12.0
48 32.7 38.7 24.7 21.3 13.3 21.3

Bakteri izolatlar1 PDA {izerine patojen inokulasyonundan 1, 24 ve 48 saat Once
Engelleme bolgeleri Olgililerek kontrol petrilerdeki gelismeye gore
kiyaslanmis ve engelleme oranlart (%) hesaplanmistir. Elde edilen degerler 5 farkl
petri kabinda Olciimlerin ortalamasi olup, deneme farkli zamanlarda 2 kez tekrar

cizilmistir.

edilmistir.
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S. sclerotiorum’da gozlenen durumun kismen benzer fungal etmen R. solani iginde
gbzlenmistir. R. solani’nin in vitro gelisimi L. enzymogenes’in C3R5 ve N4-7 izolatlar
tarafindan siras1 ile %70.3-68.5 gibi oldukca yliksek oranlarda engellenirken, PGPR
Ozellikte olan 4 bakteri izolatindan Pseudomonas fluorescens WCS417r, Pseudomonas
putida 89B-61 ve Bacillus pumilus T4 fungal etmenin in vitro miselyal gelisimini
engellemede basarili olamamaiglardir (4. giin dl¢climlerine gore sirasi ile %4.1, 4.6 ve 7.2
oranlarinda engelleme gostermislerdir). PGPR 6zellikte olan Bacillus amyloliquefaciens
IN937a izolat1 ise diger PGPR izolatlarinin aksine fungusun miselyal gelisimi %19.49
gibi bir oranda engellemistir (Sekil 4.2). Ikili kiiltiir petrilerinde 14.giin itibar1 ile
yapilan gézlemlerde fungal etmenin miselyal gelisimi S. sclerotiorum’da oldugu gibi
bakterilerin ¢izildigi noktalar1 ge¢mis oldugu goézlenmis olup, sonug itibari ile s6z
konusu PGPR izolatlarinin fungal etmeninin miselyal gelisimini engellemede basarili
olamadigi belirlenmistir (Sekil 4.3).

Fungal etmenler arasinda C3R5 ve N4-7 tarafindan sebep olunan en diisiik
antagonistik etkinlik F. oxysporum etmenine karsi gosterilmistir. F. oxysporum’un in
vitro gelisimi L. enzymogenes’in C3RS ve N4-7 izolatlan tarafindan sirasi ile %32.7-
38.7 oranlarda engellenirken, PGPR 6zellikte olan 4 bakteri izolat1 fungal etmenin in
vitro miselyal gelisimini %1.3-24.7 arasinda degisen oranlarda engellemistir (Sekil 4.2
ve 4.3).
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Sekil 4.2. Kok bakteri izolatlarinin in vitro kosullarda fungal etmenlerin gelisimi
lizerine antagonistik potansiyellerinin ikili  kiiltiir testlemeleri ile
belirlenmesi. Her resimde yer alan petrilerde 4 farkli fungal izolata karsi
testleme yapilmistir. (A) L. enzymogenes C3R5, (B) P. fluorescence
WCS417r, (C) P. putida 89B-61, (D) B. amyloliquefaciens IN937a ve (E)
B. pumilus T4 izolatlar ile inokule edilmis ikili kiiltiir petrilerdeki fungal
gelisim 7 giin sonra gorilintiilenmistir
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Sekil 4.3. Kok bakteri izolatlarinin in vitro kosullarda fungal etmenlerin geligimi
lizerine antagonistik potansiyellerinin ikili kiiltiir testlemeleri ile
belirlenmesi. Her resimde yer alan petrilerde 4 farkli fungal izolata karsi
testleme yapilmistir. (A) L. enzymogenes C3RS5, (B) P. fluorescence
WCS417r, (C) P. putida 89B-61, (D) B. amyloliquefaciens IN937a ve (E)
B. pumilus T4 izolatlar ile inokule edilmis ikili kiiltir petrilerdeki fungal
gelisim 14 giin sonra goriintiilenmistir
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Kok bakterileri ile yapilan benzer c¢alismalarda L. enzymogenes disinda
antagonistik potansiyele sahip bakterilerden floresan Pseudomonas spp. ile Bacillus spp.
izolatlariin gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda sebzelerde sorun olan fungal
hastalik etmenlerinin gelisimlerini etkili bir sekilde engelledikleri bildirilmistir
(Brannen ve Backman, 1994; Buysens ve ark., 1996; Chin-A-Woeng ve ark., 1998;
Gupta ve ark., 1999; Chen ve ark., 2001: Ramamoorthy ve Samiyappan, 2001;
Ramamoorthy ve ark., 2002).

Antagonist 0zellige sahip kok bakteri izolatlarinin bitkilerde sorun olan hastalik
etmenlerinin gelisimini engellemede bir¢ok mekanizma kullandigr bildirilmistir. Bu
mekanizmalardan antibiosis, siderofor lireterek demir i¢in rekabet, bitki bliylimesinin ve
dayanikliligin tesvik edilmesi gibi mekanizmalar bu tip bakteriler tarafindan hastaligin
engellenmesinde kullanilan en 6nemli mekanizmalar olarak belirtilmistir (Scher ve
Baker, 1980; Neilands, 1986; Schppers ve ark., 1987; Fravel, 1988: Weller, 1988;
Tiziin ve Kloepper, 1994). Floresan Pseudomonas spp. simirli demir iyonlarin
bulundugu ortamlarda siderofor lireterek topraktaki demiri bakteri bilinyesine alimini
kolaylagtiracak forma doniistiirmekte, bdylece patojen gelisimini engellemektedir
(Leong, 1986; Neilands, 1986; Becker ve Cook, 1988; Loper, 1988; Nielsen ve ark.,
1998; Duffy ve Defago, 1999; Ongenea ve ark.,1999; Pal ve ark., 2001).

Yapilan bir¢cok caligmalarda antagonist bakteri izolatlarinin hydrogen cyanide
(HCN), phenazine-1-carboxylic acid, 2,4-diacetylphloroglucinol, pyrrolnitrin,
pyoluteorin, oomycin A, subtilin, bacilysn, mycobacillin ve iturin A gibi antimikrobiyal
bilesiklerin yani sira chitinase ve glucanase gibi fungal hiicre duvarim1 yikan enzimler
tireterek patojen gelisimini engelledikleri bildirilmistir (Walker ve Abraham, 1970;
Frindlender ve ark., 1993; Maurhofer ve ark., 1995; Buysens ve ark.,1996; Anjaiah ve
ark., 1998; Robleto ve ark., 1998; Chen ve ark., 2001; Tambong ve Hofte, 2001;
Ramamoorthy ve ark., 2002).
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4.2.2. On Inkiibasyon Siiresinin Bakterilerin Antagonizm Potansiyelleri Uzerine

Olan Etkinligi

Bu amagla kok bakteri izolatlar PDA igeren petrilere fungus inokulasyonundan 1,
24, ve 48 saat Oncesinden ¢izilerek Oon inkubasyona birakilmis ve daha 6nce yukarda
aciklandig1 sekilde fungal kiiltiirlerinden alinan diskler petriye bakterilerin ¢izildigi
noktadan 4 cm uzagina yerlestirilerek inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak yalniz
fungus ekimi yapilmistir. Degerlendirmeler ikili kiiltlir testlemelerinde oldugu gibi
yapilmis ve patojen gelisiminin antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan engellenmeleri
(%) hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Sonuclara bakildiginda anatgonistik potansiyele sahip
olan C3RS ve N4-7 izolatlarinin antagonizm potansiyeli test edildikleri tiim fungal
etmenlere karsi artarken, artis orani 6zellikle R. solani ve M. phaseolina etmenlerinde
yiiksek bulunmustur. C3R5 izolati tarafindan fungal etmen R. solani’nin miselyal
gelisimi, O6n inkiibasyon siiresinin artigina paralel olarak %52.82°den %70.26’oranina
artisla engellenmistir (Cizelge 4.1).

Besi yerinin kimyasal iceriginin ve besi yerinde 6n inkubasyon siiresinin bakteri
tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddelerin tiiri ve miktar1 {izerine olan etkisi yapilan
diger caligmalarda da bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2001; Tekin, 2004; Soylu ve ark.,
2005). Yoshida ve ark., (2001) besi yerlerinde bulunan hazir karbon kaynaklarin
bakterilerce iiretilen antimikrobiyal etkinlige sahip bilesenlerin iiretilmesinde rol
oynadigini1 bildirmis olup, Soylu ve ark (2005) on inkiibasyon siiresinin, iiretilen
antifungal bilesiklerin konsantrasyonlarinin yiikselmesine katkida bulunarak fungal

etmenlerin miselyal gelisimlerinin engellenmesinde rol oynadigini bildirmislerdir.

4.2.3. Kok Bakterilerin Sklerot Cimlenmesi Uzerine Olan Etkinliginin Saptanmasi

Calismanin bu asamasinda, bakterilerin S. sclerotiorum’un sklerot canliligi {izerine
olan etkinlikleri arastirtlmistir. Denemelerde fitopatojen P. syringae pv. phaseolicola
(Pph) yan1 sira, antagonist etkiye sahip L. enzymogenes C3R5 ve N4-7 izolatlar ile
PGPR Pseudomonas fluorescens WCS417r izolati kullanilmistir. Farkli bakterilerle
muamele edilmis sklerotlar nemli kum ortaminda 14 giinliik inkiibasyonu sonucunda

PDA besiyerine ekildiklerinde, sklerot canlilig1 {izerine bakterilerin farkli diizeylerde
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etkilerde bulunduklar1 saptanmistir. PGPR Pseudomonas fluorescens WCS417r izolati
ile muamele edilmis sklerotlarin %10.7 canliligin1 yitirmis olup, fitopatojen izolat P.s.
pv. phaseolicola ile muamele edilmis sklerotlardan sadece %7.4 ¢imlenememistir.
Uygulamalar arasinda en yliksek etkinligi, antagonist L. enzymogenes C3RS ve N4-7
izolatlar1 gostermistir (Sekil 4.4). Bu izolatlarla muamele edilmis sklerotlardan %57-
61.5’1 PDA besiyerinde inkiibasyona birakildiklarinda ¢imlenememistir (Sekil 4.4 ve
Sekil 4.5). iki antagonist izolatin sklerot canlililig1 iizerine olan etkinlikleri arasinda

onemli bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.4. Farkli kok bakteri izolatlarinin sklerot canlilig1 {izerine olan etkisi. Sklerotlar
farkli kok bakteri izolatlar1 (WCS417r, C3R5, N4-7) ve bitki patojeni (Pph)
ile muamele edilmis topraklara ekildikten sonra 25 °C de 14 giin
inkiibasyona birakilmistir. Canlilik testi PDA besiyerine ekilen sklerotlarda,
ekimden 5 gilin sonra kontrol edilerek etkinlik degerleri kontrol
uygulamalarindaki canlilik orani ile hesaplanmistir. Her bakteri izolati igin
100 sklerot kullanilmis olup deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Bar
tizerinde ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli olmadigim1 gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,
P<0.05).
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Sekil 4.5. Farkli kok bakteri izolatlarinin sklerot canliligi iizerine olan etkisi. Sklerotlar
farkli kok bakteri izolatlar1 (WCS417r, C3RS5, N4-7) ve bitki patojeni (Pph)
ile muamele edilmis topraklara ekildikten sonra 25 °C de 14 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Canlilik testi degerlendirmeleri PDA besiyerine
ekilen sklerotlarda, ekimden 5 giin sonra yapilmistir. Canli sklerotlar
cimlenerek miselyal gelisme gdsterirken, canliliini yitirmis olanlar (oklarla
gosterilen) ¢imlenememistir. (A) Pph ile muamele edilmis pozitif kontrol
uygulamasi, (B) L. enzymogenes C3RS5, (C) L. enzymogenes N4-7, (D) P.
fluorescence  WCS417r izolatlar1 ile muamele edilmis topraklarda
inkiibasyona birakilmis sklerotlarin canlilik testi

Hastalik olusumunun az olarak gozlendigi domates ve biber bitkilerinin
koklerinden izole edilen ve Pseudomonas aeroginosa ve Bacillus subtilis olarak teshis
edilen antagonist bakteri izolatlarinin toprakta kiglayan sklerotlarin canliligi iizerine
olan olumsuz etkisi yapilan onceki ¢alismamizda da bildirilmistir (Tekin, 2004; Soylu

ve ark., 2005).
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4.2.4. Kok Bakterilerine Ait Kiiltiir Filtratlarinin Fungal Etmenlerin Miselyal
Gelisimi Uzerine Olan Engelleyici Etkisi

Kok bakteri izolatlarinin kiiltiir filtratlarinin fungal miselyal gelisimi iizerine olan
etkinligi hem PDA besiyeri lizerinde (gelisme capi), hemde sivi besiyerine ilave
edildikten sonra besiyerinde gelisen misel miktarlarima (agirhigl) bakilarak
arastirilmistir. Kullanilan PGPR 6zellikteki izolatlardan (T4, WCS417r ve 89B-61)
elde edilen kiiltiir filtratlar1 kullanilan tiim konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/5, 1/10, 1/20,
1/50 ve 1/100) patojenin miselyal gelisimini PDA besiyeri lizerinde herhangi bir oranda
engelleyemedigi gozlenmistir (Sekil 4.6). Antagonistik potansiyeli yliksek olan L.
enzymogenes izolatlarinin her ikisinden de (C3RS ve N4-7) hazirlanan kiiltiir
filtratlarinin farkli konsantrasyonlar1 M. phaseolina, S. sclerotiorum, F. oxysporum ve
R. solani’nin miselyal gelisimini degisik oranlarda engelledigi gézlenmistir. C3R5 ve
N4-7 izolatlarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin kullanilan konsantrasyonlar1 arasinda
1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100 sulandirma oranlar1 R. solani etmeninin miselyal gelisimini
herhangi bir oranda engellemezken, 1 ve 1/2 konsantrasyonlar misel gelisimini sirasi ile
%100 ve %20 oraninda engellemistir. Ayni izolatlarin kiiltiir filtratlarinin 1/20, 1/50,
1/100 sulandirma oranlar1 S. sclerotiorum, M. phaseolina ve F. oxysporum etmenlerinin
miselyal gelisimini herhangi bir oranda engellemezken, diger konsantrasyonlarda

(1, 1/2, 1/5, 1/10) fungus gelisimini %5 ila %100 oranlarda engellemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Antagonist bakteri L. enzymogenes N4-7 izolatina ait kiiltiir filtratlarinin
farkli fungal etmenlerin miselyal gelisimi {izerine olan etkinligi. Kiiltiir
filtratlar1 farkli sulandirma konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50,
1/100) ayarlandiktan sonra her petriye 4 farkli konsantrasyonda 25 pnl
damlalar halinde konulmus, daha sonra bu damlalar {izerine 6nceden PDA
ortaminda gelistirilen 7 glinlik F. oxysporum (A), M. phaseolina (B), R.
solani (C) ve S. sclerotiorum (D) kiiltiirlerinden alinan 6 mm ¢apindaki
miselyal diskler yerlestirilmistir. Gozlemler ve degerlendirmeler
inokulasyondan 5 giin sonra yapilmistir. Cimlenmenin goriilmedigi diskler
okla gdsterilmistir.

Kiltir filtratlarinin 2 farkli konsantrasyonlarmin (%2 ve %10 v/v) sivi
besiyerlerine ilavesi ile yapilan calismalar PDA besiyeri iizerinde yapilan ¢alismalari
destekler nitelikte sonuclar vermistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.7). Antagonist izolatlardan
C3RS5 in %2 lik ve %10 luk kiiltir filtrat konsantrasyonlarinin bulundugu sivi
besiyerinde gelisen fungus hif agirligi kontrol uygulamalarina oranla S. sclerotiorum
gelisimini sirast ile %36.8 ve %50, R. solani gelisimini sirasi ile %70.8 ve %83.3,
M. phaseolicola gelisimini sirasi ile %47.4 ve %65.9 F. oxysporum gelisimini ise sirast
ile %35.3 ve %47.8 oraninda agirlik kaybina neden olmak sureti ile gelisimlerini
engellemistir (Cizelge 4.2). Benzer etkinlik diger antagonist izolat N4-7 i¢inde

gozlenmistir. Bu izolatin %2 ve %10 luk konsantrasyonlart sirasi ile S. sclerotiorum
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gelisimini %42.1-69.7, R. solani gelisimini %63-72.9, M. phaseolicola gelisimini
%38.3-50.8, F. oxysporum gelisimini ise %34.5-52.9 oraninda agirlik kaybina neden
olmak sureti ile engellemistir (Cizelge 4.3). Diger PGPR izolatlarinin kiiltiir filtratlar
fungal gelisimleri engellemede antagonist bakteri izolatlar1 kadar etkili olmasa da fungal
gelisimi (miselyal agirligl) %2 konsantrasyonda en diisiik -%0.8 (89B-61 izolatinin R.
solani gelisimini engelledigi uygulama) en yiiksek ise %22 oraninda etkinlik (89B-61
izolatinin F. oxysporum gelisimini engelledigi uygulama) gosterdigi belirlenmistir. Bu
izolatlarin kiltlir filtratlarinin %10 konsantrasyonda kullanildigi ortamlarda fungal
gelisimi en disiik %8.2 (T4 izolatinin R. solani gelisimini engelledigi uygulama) en
yiiksek ise %42.6 oraninda etkinlik (89B-61 izolatinin F. oxysporum gelisimini
engelledigi uygulama) gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Benzer amaglarla yapilan 6nceki ¢alismalarda Asaka ve Shoda (1996) domateste
R. solani’ye kars1 B. subtilis izolatinin, Landa ve ark. (1997) nohutta F.oxysporum f.sp.
ciceris’e kars1 Bacillus sp. ve P. chlororaphis izolatlarinin, Gupta ve ark. (1999) M.
phaseolina ve F. oxysporum’a kars1 P. aeruginosa’nin, Yoshida ve ark. (2001) gilekte
Colletotrichum dematium’a kars1 Bacillus amyloliquefaciens RC-2 izolatinin, Bhuiyan
ve ark. (2003) sorgumda C. africana’ya kars1 P. aeruginosa ve P. cepacia’nin kiiltiir
filtratlarinin antagonistik potansiyele sahip oldugunu ve test edilen fungal patojenlerin

konidilerinin ¢imlenmesini 6nemli dl¢iide azalttigini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.2. Farkli kok bakteri izolatlarina ait kiiltiir filtratlarinin in vitro kosullarda sivi besiyerinde fungal hastalik etmenlerinin
miseliyal gelisimini engelleme potansiyeli

Kiiltiir filtrat konsantrasyonlari (%) ve fungal miselyal gelisimin engellenmesi (%)
C3R5 N4-7 T4 WCS417r 89B-61
Fungal etmenler %2 %10 %2 %10 %2 %10 %2 %10 %2 %10
S. sclerotiorum 36.8 50.0 42.1 69.7 9.7 15.7 6.5 22.3 10.3 22.3
R. solani 70.8 83.3 63.1 72.9 3.6 8.2 4.7 15.2 -0.7 28.2
M. phaseolina 47.4 65.9 38.4 50.8 83 15.5 10.8 16.2 53 14.8
F. oxysporum 353 47.8 34.6 52.9 5.8 10.2 5.1 242 22.0 42.5
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Sekil 4.7. Farkli kok bakteri izolatina ait kiiltilir filtratlarinin farkli fungal etmenlerin
miselyal gelisimi lizerine olan etkinligi. Kiiltiir filtratlarinin (L. enzymogenes
C3RS5 (A,C,E,G)ve B. pumilus T4 (B,D,F,H) izolatlarindan elde edilen) sivi
besiyerine eklenen farkli konsantrasyonlarinin (%2 ve %10) fungal miselyal
gelisimi engelleme kapasiteleri F. oxysporum (A-B), M. phaseolina (C-D),
R. solani (E-F) ve S. sclerotiorum (G-H) etmenlerine karsi test edilmistir.
Kiiltiir filtratlarin bulundugu besiyerleri fungal disklerle inokiile edilmis, bu
disklerden gelisen miselyal kitle siiziiliip, kurutulmus ve agirligi 6l¢iilmiistiir
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4.2.5. Kok Bakteri Izolatlariin Fungus Hiflerinin Morfolojik Yapilarinda
Meydana Getirdigi Degisikliklerin Belirlenmesi

Yapilan ikili kiiltiir testlemeleri sirasinda 6zellikle antagonist izolatlarin
bulundugu petrilerde engelleme noktalarina yakin yerlerdeki hiflerde erime seklinde
belirtiler gozlenmis (Sekil 4.8A) olup, bu izolatlarla ve PGPR izolatlara ait
siispansiyonlar farkli fungal miselyal kiiltiirler iizerine damlatilarak inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun 5. ve 10. giinlerinde yapilan gozlemlerde sadece antagonist
izolatlarin siispansiyonlar1 hifler iizerinde erimelere neden olurken, PGPR 6zellikte olan
bakteri siispansiyonun herhangi bir yapisal bozulmaya neden olmadigi gézlenmistir
(Sekil 4.8B ve C).

Antagonist ve PGPR 6zellikte kok bakteri izolatlarin fungal misel yapilar lizerine
etkinligi detayl olarak faz kontrastl 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Antagonist
kok bakteri izolatlar1 L. enzymogenes C3RS ve N4-7 ile funguslarin birlikte kiiltiire
alindig1 ve miselyal gelisimin engellendigi PDA besiyerlerinde inkiibasyonun 5.
giiniinde yapilan mikroskobik gozlemlerde fungus hiflerinde kirilma, karama, kivrilma,
sitoplazmik igerikte pihtilagsma, vakuollesme, sitoplazmik bosalma ve hifsel erimeler
gibi morfolojik bozulmalar ve anormallikler gozlenmistir (Sekil 4.9A,B). Inkiibasyon
stiresi arttikca (inkiibasyonun 10. giiniinde), sitoplazmasi bosalmis misellerin tamamen
koyulasip, siddetli deforme olarak nekrotik bir misel haline doniismiis oldugu
goriilmistiir. (Sekil 4.9C). Bu tiir petrilerin engelleme bolgelerindeki morfolojik
bozulmalarin gozlendigi hiflerin bulundugu yerlerden alinan misellerin tekrar bakterisiz
PDA besiyeri igeren petrilere konuldugunda c¢imlenememesi hiflerin tamamen

canliligini yitirdiginin en kesin delili olmustur.
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Sekil 4.8. Antagonist (L. enzymogenes C3R5) ve PGPR (P. fluorescence WCS417r)
ozellikteki kok bakteri izolatlarimin (A ve B) S. sclerotiorum ve (C) R.
solani’ye ait fungal miselyum {iizerine olan etkinligi. (C) R. solani
kiiltiirinde L. enzymogenes C3R5 ve N4-7 izolatlarina ait bakteri
siispansiyonlart hif {izerinde olusturdugu erimeler ok ile gosterilmistir
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Sekil 4.9. Antagonist L. enzymogenes C3RS izolatinin S. sclerotiorum hiflerinde sebep
oldugu morfolojik degisiklikler (A, B ve C). (A ve B) Inkiibasyonun 5.
giiniinde fungus hifinin sitoplazmik iceriginde gozlenen pihtilagma,
vakuollesme, sitoplazmik bosalma (ok) ve hifsel erimeler. (C) Enfeksiyonun
ilerleyen doneminde (10. giiniinde) gozlenen siddetli yapisal bozulmalar.
(D) Bakterisiz ortamda gelisen saglikli hiflerin mikroskop altindaki
gorinimu

L. enzymogenes bitki patojeni fungus ve diger mikroorganizmlarin hiicre
duvarlarii yikan enzimleri iireten bakteriyel tiirdiir. Bu tiire giren izolatlarin oldukca
yogun miktarda fungus ve oomycetes sinifina giren etmenlerin hiicre duvarlarini eriten
ekstraseliiler kitinaz ve glukanaz enzimleri iirettikleri bildirilmistir. L. enzymogenes bu
enzimlerin yani sira bitki patojenlerinin gelisimini bastiran etkili antibiyotikleri de
tiretirler (Christensen ve Cook, 1978; Folman ve ark., 2003). Son taksonomik
calismalarda L. enzymogenes olarak tanimlanan ve ¢alismalarimizda kullanilan C3RS5
izolat1 (=Stenotrophomonas maltophilia C3) iiretmis olduklar1 ekstraseliiler enzimlerin

etkisi ile ¢im bitkilerinde sorun Bipolaris sorokiniana, P. ultimum, Fusarium
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graminearum ve R. solani, fasulyelerde sorun Uromyces appendiculatus gibi hastalik
etmenlerinin gelisimini etkili bir sekilde bastirdigi yapilan 6nceki caligmalarda da
bildirilmistir (Giesler ve Yuen, 1998; Zhang ve Yuen, 1999; Yuen ve ark., 2001ab;
Ekici-Kili¢ ve Yuen, 2003; Kobayashi ve ark., 2005; Palumbo ve ark., 2005; Jochum ve
ark., 2006). Benzer sekilde anatagonist bakteriler tarafindan fungal hiflerde olusturulan
yapisal bozulmalar diger calismalarla da desteklenmistir (Paul,1999; Benhamou ve
Nicole, 1999)

Upadhyay ve Jayaswal (1992) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, antagonistik
bakteriyel izolat Burkholderia cepacia’nin fitopatojen fungal etmenlerin hiflerinde
benzer yapisal bozulmalara neden oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde Amer ve ark.
(1997) antagonist bakteri izolati, B. thuringiensis’in domateslerde sorun fungal
etmenlerden Pythium ultimum ve F. oxysporum hiflerine tutunduktan sonra iiretmis
olduklar1 enzimler sonucunda hiflerde erimelere ve morfolojik bozulmalara neden
oldugunu bildirmislerdir. Bir diger calisma ile Gupta ve ark. (2001) patates kok
bolgesinden izole ettikleri kok bakterisi Pseudomonas GRC2 izolatinin M. phaseolina
ve S. sclerotiorum hiflerinde asir1 derecede yapisal bozulmalar, deformasyonlar,
pithtilasma ve erimeler seklinde belirtilere neden oldugunu, bu sebeplede fungal
etmenlerin besiyerinde sklerot olusturamadiklarini bildirmiglerdir. Yapmis oldugu
biyokimyasal testlemelerde fungal etmenlere karsi gosterilen antagonistik etki ve hifsel
bozulmalarin, bakterilerin {retmis olduklar1 antifungal sekonder bilesiklerden
(siderofor, ucucu hidrojen siyanid, hiicre duvarini yikan chitinase enzimi ve hormon
IAA) kaynaklandigini belirlemislerdir.

Barka ve ark (2002), PGPR o6zellikteki Pseudomonas sp. PsJN izolatinin bitki
biiylimesini tesvik etmesinin yan1 sira asmada sorun Botrytis cinerea gelisimini in vitro
ikili kiiltiir ortaminda etkili bir sekilde baskilayabildigini, bakteri izolatinin fungal
hiflere temas ettigi noktalarda yapilan mikroskobik ¢alismalarda antagonistik etkinin
engelleme bolgesindeki fungus hiflerinde asir1 diizeyde hifsel bozulmalar, sitoplazmik
dejenerasyon, pihtilasma ve sonugta sitoplazmik igerigin hif digina bosalma seklinde
belirtilerden kaynaklandigini bildirmislerdir. Chaurasia ve ark (2005) cay bitkisinin kdk
bolgesinden izole ettikleri antagonist Bacillus subtilis izolatinin 4 tanesi bitki patojeni, 2
tanesi klinik patojen olmak tizere 6 farkli fungal etmenin misel ve konidial yapilarinda

in vitro morfolojik anormalliklere sebep oldugunu, bu degisikliklerin bakteri tarafindan
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iiretilen difiize olabilen ve ugucu yapidaki antifungal bilesenlerden kaynaklandigini,
ucucu yapida olanlarin etkinliginin difiize olan bilesiklerden daha etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Antagonist izolatlarin sebep oldugu bu tip belirtilerin aksine denemelerimizde
kullanilan PGPR izolatlarinin bulundugu petrilerde yapilan gozlemlerde, bakterilerin
fungus hiflerinin morfolojik yapilarinda herhangi bir sekilde bozulmalara neden
olmadigi, burada gelisen misellerin morfolojik yapilarinin kontrol petrilerinde gelisen

misellerin morfolojik yapisiyla benzer sekilde oldugu belirlenmistir.

4.3. Kok Bakterileri ile In vivo Calismalar

4.3.1. Bakterilerin Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi

Kok bakterilerinin bitki biiylimesi lizerine olan etkinligi bu izolatlarin tohuma
kaplama, yapraga piskiirtme ve fidelerin kok bolgesinin bakteri silispansiyonuna
daldirilmast olmak iizere 3 farkli sekilde arastirilmis, elde edilen sonuglar Cizelge 4.3,
4.4 ve 4.5 de sunulmustur. Bakterilerin tohum ¢imlenmesi ve ¢ikigi {lizerine olan
etkinligi ile kontrol (steril su) uygulamalarinda goriilen tohum ¢imlenmesi ve ¢ikisi
(toprak yiizeyinde goriilmesi) arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir (X%
P>0.05)

Elde edilen sonuglara bakildiginda tohuma kaplama seklinde yapilan uygulamalar
arasinda antagonist bakterilerin bitki boyu, gévde capi ve yas bitki agirligindaki
artislarda etkinligi 6nemli (P>0.05) bulunmazken (siras1 ile boyda %2-3.2, gévde
capinda %0,7-4.2, yas agirlikta %1.6-7.2 diizeylerinde artis), bitki kuru agirliginda
onemli diizeyde artis saglamistir (%11.9-21.9 oranlarinda) (P<0.05). PGPR bakteri
izolatlart (WCS417r, 89B-61, T4 ve IN937a) ise bitki biiyiimesini kontrol ve
antagonist uygulamalarina oranla 6nemli diizeyde artisa neden olmustur. Tohuma
kaplama seklinde uygulama yapilan PGPR izolatlar1 arasinda bitki boyu, gbvde c¢ap,
yas ve kuru bitki agirliginda en fazla artig (sirasi ile %30.4, 13.5, 68.9, 112.5
oranlarinda) T4 izolat1 ile muamele edilmis tohumlardan gelisen bitkilerde gézlenmistir
(Cizelge 4.3). Bu uygulamay: siras1 ile IN937a, WCS417r ve 89B-61 izolatlar

izlemistir.
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Cizelge 4.3. Kok bakteri izolatlarin1 domates tohumlarina (cv. H-177) kaplama seklinde
uygulamanin bitki biiylimesi iizerine olan etkinligi. Degerlendirmeler
uygulama gérmiis tohumlarin ekiminden 4 hafta sonra yapilmigtir

Bitki bityiimesine etkisi (%)

Boy Govde cap1 Taze agirhk Kuru agirhk

Kontrol -a -a -a -a

C3R5 3.2b 4.3a 1.5a 11.8b
N4-7 2.0b 0.7a 7.2ab 21.8c¢
WCS417r 13.3¢c 7.0ab 37.1cd 49.4d
89B-61 12.7¢ 7.6ab 27.5¢ 70.6¢
T4 30.6¢ 13.5¢ 67.9f 112.5¢g
IN937A 19.7¢cd 12.6¢ 53.9¢ 84.4f

Ayni siitun icerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini géstermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi,
P<0.05).

Yesil aksam yiizeyine piiskiirtme seklinde yapilan uygulamalar arasinda
antagonist bakterilerin bitki boyu, gdvde capr ve yas bitki agirligindaki artislarda
etkinligi 6nemsiz (P>0.05) bulunurken (siras1 ile boyda %11-11.7, gévde ¢apinda %3.2-
5.3, yas agirhikta %1.0-6.5 diizeylerinde artig), bitki boyunda 6nemli diizeyde artig
saglamistir (%11.0-11.7 oranlarinda) (P<0.05). PGPR bakteri izolatlar1 (WCS417r,
89B-61, T4 ve IN937a) ise bitki biiyiimesini kontrol ve antagonist uygulamalarina
oranla 6nemli diizeyde artisa neden olmustur (Sekil 4.10). PGPR izolatlar1 arasinda bitki
boyu, gdvde ¢api, yas ve kuru bitki agirliginda en fazla artis (sirasi ile %22.8, 16.9, 31.6
ve 48.6 oranlarinda) IN937a izolat1 ile muamele edilmis bitkilerde goézlenmistir
(Cizelge 4.4). Bu uygulamayi farkli diizeylerde artisa neden olacak sekilde WCS417r,
T4 ve 89B-61 izolatlar izlemistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Kok bakteri izolatlarinin domates fidelerinin (cv. H-177) yesil aksamina
pliskiirtme seklinde uygulanmasinin bitki biiylimesi iizerine olan etkinligi.
Uygulamalar 4 haftalik domates fidelerine yapilmis ve degerlendirmeler
uygulamadan 4 hafta sonra (tohumlarin ekiminden 8 hafta sonra)

yapilmigtir
Bitki biiyiimesine etkisi (%)
Boy Govde ¢ap Taze agirhk Kuru agirhk

Kontrol -a -a -a -a
C3R5 11.0b 3.2a 6.0b 8.9b
N4-7 11.7b 5.2a 1.0a 1.5a
WCS417r 17.9¢c 10.9b 22.4d 52.6¢cd
89B-61 14.9bc 10.6b 13.0c 12.6b

T4 13.6b 14.4b 18.4cd 43.4c
IN937A 22.8cd 16.9bc 31.6e 48.6¢

Aynui siitun igerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigint géstermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,
P<0.05).
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Sekil 4.10. Piuskiirtme seklinde uygulanan farkli kok bakteri izolatlarinin bitki
biliylimesi iizerine olan etkinligi (inokiilasyondan 4 hafta sonra). (A) Toplu
halde tiim izolatlarin bitki biiyiimesi ilizerine olan etkinligi. (B) Kontrol,
antagonist (L. enzymogenes C3R5) ve PGPR izolat1 (B. amyloliquefaciens
IN937a) uygulanmis fidelerdeki gelismenin yakin goriintiisii
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Fidelerin kok bolgelerini topraga sasirtmadan Once bakteri siispansiyonuna
daldirma seklinde yapilan uygulamalarda kullanilan tiim bakteri izolatlar1 bitki boyu,
govde capt ve yas bitki agirligindaki artiglardaki etkinlikleri 6nemli (P<0.05)
bulunmustur (Cizelge 4.5). PGPR bakteri izolatlar1 (WCS417r, 89B-61, T4 ve IN937a)
antagonist izolatlara kiyasla daha fazla oranda artisa neden olmustur (Sekil 4.11). PGPR
izolatlar1 arasinda bitki boyu, govde ¢api, yas ve kuru bitki agirhiginda en fazla artis
(swrast ile %47.8 31.7, 55.1 ve 108.5 oranlarinda) piiskiirtme uygulamasinda oldugu gibi
IN937a izolat1 ile muamele edilmis bitkilerde gozlenmistir (Cizelge 4.5). Bu
uygulamay1 farkli diizeylerde artisa neden olacak sekilde WCS417r, T4 ve 89B-61
izolatlar izlemistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kok bakteri izolatlarinin domates fide (cv. H-177) koklerine daldirma
seklinde yapilan uygulamanin bitki biliyiimesi {izerine olan etkinligi.
Uygulamalar 4 haftalik domates fidelerine yapilmis ve degerlendirmeler
uygulamadan 4 hafta sonra (tohumlarin ekiminden 8 hafta sonra)
yapilmistir

Daldirma uygulamamn bitki biiyiimesine etkisi(%)

Boy Govde cap1 Taze agirhk Kuru agirhk

Kontrol -a -a -a -a
C3RS5 25.7b 12.9b 15.2b 24.3b
N4-7 19.6b 17.5b 24.6¢ 4.4a
WCS417r 46.9¢ 30.6¢ 51.9¢ 98.0c
89B-61 45.1c 29.1c 43.8d 100.5¢
T4 44.5¢ 32.9¢ 51.1e 99.0c
IN937A 47.8¢c 31.8¢c 55.1e 108.5¢

Ayn siitun igerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak énemli olmadigin1 géstermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,
P<0.05).
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Sekil 4.11. Daldirma seklinde uygulanan farkli kok bakteri izolatlarinin bitki biiylimesi
tizerine olan etkinligi (inokiilasyondan 4 hafta sonra). (A) Toplu halde tim
izolatlarin bitki biliylimesi {izerine olan etkinligi. (B) Kontrol, antagonist
(L. enzymogenes C3R5) ve PGPR izolat1 (B. amyloliquefaciens IN937a)
uygulanmis fidelerdeki gelismenin yakin goriintiisii
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Yapilan bir¢ok caligmada, kok bakterilerinin o6zelliklede PGPR izolatlarinin
hastaliklara karsi antagonistik potansiyellere sahip olmalarinin yaninda, bitkide auxin,
gibberellin, IAA ve cytokinin gibi bitkisel hormonlarin sentezlenmesini harekete
gecirerek bitki bilylimesini tesvik ettigini bildirilmistir (Glick, 1995; Patten ve Glick,
1996; Glickman ve ark., 1998). Caligmada kullanilan PGPR kok bakterilerinin 6zellikle
bitki kuru agirliginda meydana getirdigi artis oldukc¢a dikkat ¢ekici bulunmustur. Bitki
besleme calismalarinda degerlendirilen en Onemli gelisme kriterlerinden biriside

bitkilerin kuru agirligindaki artis oranidar.

4.3.2. Kok Bakterilerinin Bitki Cikis Oncesi Hastahk Gelisimi Uzerine Etkinliginin

Belirlenmesi

Kok bakterileri izolatlarmin in vivo kosullarinda hastalik ¢ikis1 iizerine olan
etkinliginin belirlendigi ¢alismalarda, bakterilerle uygulama yapilan tohumlar patojensiz
(negatif kontrol) ve patojenlerle bulasik (pozitif kontrol) topraklara ekildikten sonra
ekimi yapilan tohumlarin ¢imlenip, gelismeleri goézlenmistir. Hastalik belirtileri
gosteren bitkilerden yapilan geri izolasyonlarda fungal etmenler belirti gdsteren
bitkilerden tekrar izole edilmistir (Sekil 4.1).

Herhangi kok bakteri izolatt ile muamele edilmemis tohumlarin hastalik
etmenlerle ile bulastirilmis topraklara ekimi sonucunda (pozitif kontrol) farkli
tekerriirlerde saglikli olarak bitki ¢ikist %30.0 (S. sclerotiorum ile bulasik topraklarda)
ila %38.3 (F.oxysporum ile bulasik topraklarda) arasinda degisiklik gostermistir (Sekil
4.12). Bakteri izolatlar1 ile uygulama gérmemis tohumlarin hastaliksiz topraklara
(negatif kontrol) ekimi sonucunda hemen hemen tiim bitkiler saglikli bir sekilde ¢ikis
yaparak (%93.3) gelismelerini normal bir seklide siirdiirmiislerdir. Bununla birlikte
antagonist karakterdeki L. enzymogenes C3RS ve N4-7 izolatlar1 ile muamele edilen
tohumlardan saglikl bitki ¢ikist ve gelisimi S. sclerotiorum ile bulasik topraklarda sirasi
ile %77.2 ve 82.8, M. phaseolina ile bulasik topraklarda sirasi ile %83.9 ve 77.8, R.
solani ile bulasik topraklarda sirasi ile %77.2 ve 78.3, F. oxysporum ile bulasik
topraklarda sirasi ile %77.2 ve 75.6 arasinda degismistir (Sekil 4.9). Yapilan istatistik
analiz sonucunda her iki izolatin kontrollere oranla hastalik ¢ikisini engellemesi

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (X%, P<0.001). Benzer durum diger PGPR
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karakterdeki izolatlarda da goriilmiistiir. Bu izolatlar ile muamele edilen tohumlardan
saglikli bitki ¢ikis1 ve gelisimi S. sclerotiorum ile bulasik topraklarda %67.2-78.3, M.
phaseolina ile bulasik topraklarda %70.6-82.8, R. solani ile bulasik topraklarda %69.4-
71.7, F. oxysporum ile bulasik topraklarda ise %65.6-74.4 arasinda degismistir. In vivo
calismalardan elde edilen sonuglar antagonist ve PGPR o6zellikteki kok bakterilerin

cimlenen bitki tohumlarini toprak kdkenli fungal hastalik etmenlerin enfeksiyonlarindan

koruyarak hastalik ¢ikisin1  Onledigini, sonucta bitki c¢ikis oranimi arttirdigini
gostermistir.
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Sekil 4.12. Kok bakteri izolatlarinin farkli fungal hastaliklarla bulasik topraklara ekilen

domates tohumlarinin saglikli ¢ikis1 ve gelisimi lizerine olan etkinligi
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Nemec ve ark. (1996), biberde P. capsici, domateste Fusarium spp.’ye kars1 B.
subtilis, Duffy ve Defago (1997) domateste Fusarium spp.’ye karst P. fluorescens
izolatinin, Mao ve ark.(1998) domates ve biberde S. rolfsii, R. solani, P. ultimum, F.
oxysporum. f. sp. lycopersici ve P. capsici’ ye kars1 P. cepacia izolatlarinin, Siddiqui ve
ark. (2000) domateste M. phaseolina, F. oxysporum, R. solani’ye kars1 P. aeruginosa
izolatlarinin, Ramamoorthy ve ark. (2002) biber ve domateste Pythium spp.’ye kars1 P.
fluorescens, P. putida izolatlarinin in vivo kosullarda hastalik ¢ikislarin1 kontrole goére
onemli diizeyde azalttiklarini bildirmislerdir. Benzer sekilde Tekin (2004) hastaligin
bastririlmis oldugu biber tarlalarindan izole ettigi Pseudomonas spp ve Bacillus spp.
tiirlerine ait olan bakteriyel antagonistlerin biber kok hastalik etmnelerinin gelisimlerini
in vitro kosullarinda oldugu gibi in vivo kosullarindada 6nemli diizeylerde baskiladigini

belirlemistir
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, saglikli bitkilerin kok bolgeleri ve bu bolgelerde bulunan topraklar
oldukca zengin ve etkili mikroorganizmalara konukculuk etmektedir. Hastalifin az
goriildiigli  topraklardan izole edilen antagonist mikroorganizmalar laboratuar
kosullarinda gelistirilen mikroorganizmalara oranla gerek ortama daha hizli1 adaptasyon
saglamas1 gerekse minimum diizeyde yetisme sartlarina ihtiyag duymasi nedeniyle
biyolojik miicadeledeki basari sanslarinin daha yiiksek oldugu bilinen bir gercektir
(Larkin ve ark., 1996). Bu sebeple calismalarimizda kullanilan antagonist ve PGPR
ozelliklerdeki kok bakteri izolatlar1 daha 6nceden test edildikleri ve basarili sonuclar
verdikleri bitki patojenlerinin yani sira domateslerin oldugu kadar diger sebzelerinde
onemli hastalik etmenlerinden olan toprak kokenli fungal etmenlere karsi etkinlik
gostermiglerdir. Bu c¢alisma ile bu izolatlarin etki mekanizmalari (mikroskobik
gozlemler), farkli fungal yapilara olan etkinlikleri (s1v1 besiyerinde miselyal gelisime ve
sklerot canliligr iizerine) ilk kez bu calisma ile ortaya konmustur. Yapilan detayl
caligmalarda antagonsit bakterilerin fungal etmenlerin hiflerinde meydana getirdigi
siddetli deformasyonlarin bu izolatlarin baska yayinlarda ortaya kondugu hiicre duvarini
yikict enzimlerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. PGPR o6zellikte oldugu daha
onceden belirlenen izolatlarin in vitro ikili kiltir testlemelerinde engelleme
gostermeyip in vivo kosullarda etkinlik gostermesi bu izolatlarin daha ¢ok bitki
biiylimesini tesvik edici ve/veya bitkide dayaniklilik mekanizmalarini harekete gegirmis
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Gelecekte bu izolatlarin gergekte bu
kimyasallar1 iiretip tiretmediklerinin arastirilmasi bu sorularin cevaplanmasina katkida
bulunacaktir.

Caligmalarda kullanilan tiim fungal etmenlere karst en yiiksek diizeyde
antagonistik veya bitki biiylimesini tesvik edici potansiyele sahip olan kok bakterisi
izolatlarin tektek veya kombinasyonlu igerikler hazirlanarak hastalikla miicadelede
dogrudan kullanilabilecek bir araca (biyolojik preparat) doniistiiriilebilir. Pek cok
Bacillus spp. antimikrobiyal bilesikler iiretmelerinin yani sira, olumsuz c¢evre
kosullarina dayanikli spor olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu sporlar kolaylikla
uygun teknolojilerle biyolojik preparatlara doniistiiriilerek bitki korumada bircok

hastaligin kontroliinde kullanilabilmektedir (Emmert ve Handelsmann, 1999). Bu
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dontisiim gerek bakteri hiicresinin dogrudan kullanilmasi ile gerekse yapilacak olan
kimyasal analizlerle belirlenecek olan bakterilerin {liretmis oldugu antimikrobiyal

metabolit(ler) saflastirilarak sentetik olarak iiretilip biopreparat olarak kullanilabilir.
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Sevgili arkadaglarim Zir. Miih. Sinem ALDEMIR ve Zir. Yiik. Miih. Cigdem
VURAL’a bana vermis olduklari destek ve c¢alismalarimdaki katkilarindan dolay1
tesekkiir ederim.

Tez ¢alismalarina sagladigi maddi desteginden dolayr M.K.U Arastirma Fonuna
da ayrica tesekkiir ederim.

Son olarak tiim 6grenim hayatim boyunca ve 6zel hayatimda maddi ve manevi

destegini hi¢bir zaman esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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OZGECMIS

1982 yilinda Tripoli/Libya’da dogdu. ilk, orta ve lise egitimini Antakya’de
tamamladiktan sonra, 2000 yilinda Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitkisel Uretim Boliimiinii kazandi. 2003 yilinda Bitki Koruma Alt programini tercih
etti. 2005 yilinda bu béliimden mezun oldu. Aym1 yil M.K.U. Fen Bilimleri

Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans 6grenimine basladi.



