TOKAT iLINDEN ELDE EDIiLEN RiZOBAKTERILERIN
DOMATES BAKTERIYEL KANSER VE SOLGUNLUK
HASTALIGI UZERINE ETKIiSININ BELIRLENMESI

IBRAHIM CIiNER

YUKSEK LiSANS TEZi
BiTKi KORUMA ANA BIiLiM DALI
Dr. Ogr. Uyesi Sabriye BELGUZAR
Temmuz - 2019
Her hakki sakhdir



T.C.
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

TOKAT ILINDEN ELDE EDILEN RiZOBAKTERILERIN DOMATES

BAKTERIYEL KANSER VE SOLGUNLUK HASTALIGI UZERINE ETKISININ

BELIRLENMESI

IBRAHIM CINER

TOKAT
Temmuz - 2019

Her hakki saklidir



iBRAHIM CIiNER tarafindan hazitlanan “Tokat ilinden Elde Edilen
Rizobakterilerin Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastahgn Uzerine
Etkisinin Belirlenmesi” adli tez c¢alismasinin savunma smavi 12 Temmuz
2019tarihinde yapilmis olup asagida verilen Jiiri tarafindan Oy Birligi / ©y-Coklugu ile
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Ana Bilim

Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.
Jiiri Uyeleri imza

Danigsman

Dr. Opr. Uyesi Sabriye BELGUZAR
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi

Uye
Dr. Ogr. Uyem Siimer HORUZ
Erciyes Universitesi

Uye -
Dr. Ogr. Uyesi Murat OZTURK
Yozgat Bozok Universitesi




TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak kurallarina
uyuldugunu, bagkalarinin eserlerinden yararlamlmasi durumunda bilimsel normlara uygun
olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin bagka bir yerden ahmmadiim,
kullamlan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadifini, tezin herhangi bir kismimmn bu
universite veya bagka bir tiniversitedeki bagka bir tez ¢aligmasi olarak sunulmadifinmi beyan

ederim.

IBRAHIM CINER

12 Temmuz 2019




OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

TOKAT iLINDEN ELDE EDIiLEN RiZOBAKTERILERIN DOMATES
BAKTERIYEL KANSER VE SOLGUNLUK HASTALIGI UZERINE
ETKIiSiNIN BELIRLENMESI

IBRAHIM CINER

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESI SABRIYE BELGUZAR)

Bu ¢alisma, Tokat ili domates {iretim alanlarinda domatesin toprak rizosfer bolgesinden
elde edilen, fosforu ¢ézme ve azotu indirgeme yetenekleri yiiksek olan rizobakterilerin
domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeni Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis [(Smith) Davis ve ark.] {izerine olan etkilerini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Calismada 12 adet rizobakteri izolati kullanilmistir. Yapilan in vitro
calismada, rizobakteri izolatlar1 Cmm {izerinde %13.16-88.44 arasinda degisen
oranlarda antagonistik etki gostermistir. In vitro caligmalar sonucu patojen bakteri
tizerinde yiiksek etkiye sahip olan rizobakteri izolatlarindan se¢im yapilmis, rizobakteri
izolatlar1 ile saks1 ¢aligmasi ve tohum uygulamalar yliriitilmiistiir. Saks1 ¢alismalarinda
ilk denemede Pseudomonas koreensis (R-8) uygulamasi hastaligi %52.78 oraninda,
ikinci denemede P. koreensis+P. thivervalensis (R-9+R-8) uygulamasi %44.56 oraninda
engellemistir. Patojenin uygulanmadigr sadece rizobakteri izolatlarinin uygulandigi
denemede ise rizobakteri izolatlarmnin bitki gelisimi {izerinde olumlu bir etkisinin
olmadigi belirlenmistir. Cmm ile bulasik tohumlarda rizobakteri izolatlar1 ilk denemede
hastalik etmenini %60.97-82.92 oraninda, ikinci denemede ise %51.51-78.78 oraninda
baskilamistir. Patojenin uygulanmadigi sadece rizobakteri izolatlarinin uygulandigi
tohumlardan gelisen fidelerde de rizobakteri izolatlarinin sadece kok uzunlugunda artis
sagladiklar1 goriilmiistiir. Yapilan bu c¢alisma sonucu saksi denemeleri ve tohum
uygulamalarinda Cmm {izerinde en yiiksek etkiye sahip olan rizobakteri izolatlar ile
tarla denemelerinin yiiriitiilmesi gerekmektedir.

2019, 83 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
rizobakteri, biyolojik miicadele, Tokat



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE EFFICACY OF RHIZOBACTERIA OBTAINED
FROM TOKAT PROVINCE ON TOMATO BACTERIAL CANCER AND WILT
DISEASE

IBRAHIM CINER

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. SABRIYE BELGUZAR)

This study was performed to determine the effects of rhizobacteria with higher
phosphorus dissolving and nitrogen reducing abilities, which obtained from soil
rhizospher of tomato plant in tomato production area in Tokat province, on Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis [(Smith) Davis et al.] (Cmm) causal agent of
tomato bacterial cancer and wilt disease. Twelve rhizobacteria isolates were used in this
study. In vitro study, antagonistic effects of the rhizobacteria isolates on Cmm ranged
from 13.16 to 88.44%. Based on the result of in vitro studies, rhizobacteria isolates with
high effect on Cmm were selected and pot trails and seed applications were carried out
with rhizobacteria isolates. In the first pot experiment, Pseudomonas koreensis (R-8)
application resulted in 52.78% disease reduction, and P. koreensis+P. thivervalensis (R-
9+R-8) combinations also caused 44.56% disease reduction. In the rhizobacteria isolates
treatment alone without the pathogen, the rhizobacteria isolates did not have a positive
effect on plant growth. In seeds contaminated with Cmm, rhizobacteria isolates
suppressed the disease at the rate of 60.97-82.92% in the first trial and 51.51-78.78% in
the second trial. It was observed that the rhizobacteria isolates increased only the root
length of the seedlings grown from the rhizobacteria isolates coated seeds without the
pathogen. As a result of study, rhizobacteria isolates with the highest effect on Cmm in
pot experiments and seed applications must carry out on field experiments.

2019, 83 PAGES

KEYWORDS: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, rhizobacteria,
biological control, Tokat



ONSOZ
Domates yetistiriciligi iilkemizin her bolgesinde oldugu gibi, Tokat ilinde de
tireticilerimizin en 6nemli gelir kaynaklarindan birisidir. Domates iiretiminde domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis) 6nemli iriin kayiplarina neden olmaktadir. Hastalik ile miicadelede
kiltiirel onlemlerin yetersiz kalmasi ve etkili bir kimyasal maddenin olmamasindan
dolayr alternatif miicadele yontemleri dnem kazanmaktadir. Giiniimiizde ozellikle
toprak kokenli hastaliklara karst rizobakterilerin kullanimi arastirma konularindan

birisidir.

Yiiriitiilen yiiksek lisans calismasinda, Tokat ili domates iiretim alanlarindan elde edilen
rizobakterilerin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e olan etkileri
arastirilmistir. Calismada kullanilan rizobakteri izolatlar1 hastalik etmeni tizerinde farkli
oranlarda etki gostermistir. Yapilan saks1 denemeleri sonucunda etkili olan rizobakteri

izolatlarinin tarla denemelerinin yapilmasi planlanmaktadir.

Tim bu calisma boyunca her zaman yanimda olan, bana bilgileri ile yol gosteren,
yardimlarinit esirgemeyen, damsman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Sabriye

BELGUZAR’a sonsuz tesekkiirler.

Yiiksek Lisans Tezi jiiri iiyelerinden Sayin Dr. Ogr. Uyesi Siimer HORUZ ve Dr. Ogr.
Uyesi Murat OZTURK hocalarima bilgi ve deneyimlerini paylastiklar1 igin

tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma esnasinda verdigi tavsiyeler ve yardimlardan dolayr Bolim Baskanimiz Sayin

Prof. Dr. Yusuf YANAR ve diger Bitki Koruma B6liimii hocalarima minnettarim.

Calismamin her asamasinda bana yardimci olan Ziraat Mithendisi Yusuf YIKILMAZ,
Merve CETIN, Mehmet BAYRAM, Asli YAVUZ, Ars. Gor. Bahadir SIN ve Ars. Gor.
Zeliha EROGLU’na tesekkiirii bir borg bilirim.



Hayatimin her asamasinda oldugu gibi; yiiksek lisans ¢alismam esnasinda da maddi,
manevi desteklerini ve sevgisini hi¢ esirgemeyen, sevgili annem ve babam iyi ki
varsiniz. Sevgisiyle daima yanimda olan her ihtiyacim oldugunda elinden geleni yapan
canim kardeslerim Taner ve Berkay’a tesekkiirler.

ibrahim CINER

12 Temmuz 2019
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), tiretimi yapilan boélgelerde fireticilerin 6nemli
gelir kaynaklarindan birisidir. Ulkemizde taze olarak ve isleme yapilarak ayn1 zamanda
ham madde olarak da kullanilmaktadir. Uretim miktar acisindan domates tiretiminde;
Tiirkiye (12 600 000 ton), Cin (57 582 954 ton), Hindistan (18 732 000 ton) ve Amerika
Birlesik Devletleri (12 936 420 ton)’nden sonra dordiincii sirada yer almaktadir
(Anonim, 2016). Tiirkiye, iklim olarak farkli 6zelliklere sahip oldugundan sofralik ve
sanayi domates {iretimi hem acik alanda hem de Ortii altinda yapilabilmektedir.
Tiirkiye’de 2017 yilinda toplam domates iiretimi 12 750 000 tondur (Anonim, 2018).
Bolgesel dagilimdadomates tiretiminde ilk siray1 toplam tiretimde %31’lik bir pay ile
Akdeniz Bolgesi almaktadir. Akdeniz Bolgesi’nde sofralik domates gesitlerinin ortii alt
iiretimi yaygindir. Ikinci sirada %25°lik bir pay ile Ege Bélgesi ve ardindan %22’lik bir
pay ile Marmara Bolgesi yer almaktadir. Gilineydogu Anadolu Projesi'ni takiben
Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde de domates {iretimi artmis ve iilke tiretiminin %9 unu
olusturur hale gelmistir. Diger bolgelerimizin hepsi ise tiretime %13’lik tiretim pay ile
katki saglamaktadir (Abak, 2017).

Ulke ekonomisinde bu kadar éneme sahip domates bitkisi, iiretimin her asamasinda bazi
hastaliklar ile kars1 karsiya gelmekte ve bu hastaliklar iiriinde 6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Acgik alanda ve Ortii altinda domates {lretimini engelleyen Onemli
hastaliklardan birisi Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis ve
ark.’in neden oldugu domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligidir. Sistemik ve
lokal enfeksiyonu ile domates iiretiminde dnemli verim kayiplarina sebep olmaktadir.
Ozellikle tohum ile gelen bir enfeksiyonda tek tarafli solgunluk ile baslayan belirtiler
iletim demetleri boyunca ilerlemekte ve bitkide asama asama 6liim ger¢eklesmektedir.
Fide donemi hastaligin en hassas donemlerindendir. Geng fidelerde hizli bir 6lim
gerceklesir. Meyvelerde olusan kus gozii olarak ifade edilen kiiciik, beyaz bir hale ile
cevrili kahverengimsi lekelerde hastaligin tipik belirtilerindendir (Cetinkaya Yildiz ve
ark., 2019).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1 diinyada domates tiretimi yapilan tiim
bolgelerde kaydedilmistir (Anonim, 2019). Hastalik etmeninin bazi yillarda Amerika

Birlesik Devletleri’'nde %80’nin {izerinde epidemi yaptigir bildirilmistir (Forster ve



Echandi, 1973; Gleason ve ark., 1993). Tim Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de
domates yetistiriciligi yapilan alanlarda hastalik etmenine rastlanilmistir. Ulkemizde I¢
Anadolu, Giiney Dogu Anadolu, Marmara, Ege, Dogu Akdeniz, Bati Akdeniz ve Dogu
Anadolu bolgelerinde domates tretim alanlarinda degisik oranlarda hastalik
olusturmustur (Tokgoniil, 1998; Cimar, 1980; Basim ve ark., 2004; Sahin ve ark., 2002).
Tokat ilinde ise 2011 ve 2012 yillarinda domates liretiminin yogun olarak yapildigi
Merkez, Pazar, Turhal, Niksar ve Erbaa il¢elerinde domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaliginin bulunma oranlar1 tespit edilmistir. Belirtilen yillarda yapilan
arazi stirveylerinde 2011 yilinda hastaligin tarlada bulunma oran1 ortalama %9.64, 2012

yilinda ise ortalama %4.98 olarak rapor edilmistir (Belgilizar ve ark., 2016a).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis sistemik yayilan bir hastalik etmenidir
ve Ozellikle enfekteli tohumlar ile tasinir. Hastalik etmeninin ilk inokulum kaynagi
tohumdur ve hastalig1 baslatacak yetenege sahiptir. Hastalik etmeninin epidemiyolojisi
ile ilgili yapilan galismalarda diisiik bir tohum bulagsma oranimin (1-5 tohum/1000 fide)
bile iiretim alanlarinda 6nemli bir epidemiyi baglattig1 belirlenmistir (Chang ve ark.,
1991). Tokat ilinde hastalik etmeninin tohum, bitki artig1 ve bulasik topraktaki yasam
siiresini belirlemek amaciyla yiiriitiilen ¢calismada da, etmenin bulasik tohumlarda 370.
giine kadar canl kalabildigi belirlenmistir (Belgiizar ve ark., 2018). Hastalik etmeninin
tiretim alanlarina taginma yollarindan birisi de bulasik fidelerdir. Enfekteli fidelerin
dikimi ile iiriin miktarinda %63-93 oraninda bir azalmanin goriildiigii tespit edilmistir
(Ricker ve Riedel, 1993). Belgiizar ve ark. (2019), 2013-2018 yillarinda Tokat iline
gelen domates fidelerinde hastalik etmeninin epifitik popiilasyonunu belirlemislerdir.
2013 yilinda toplanan domates fidelerinde hastalik etmeni ile bulasiklik oran1 %18.62,
2015 yilinda %8.53, 2016 yilinda %4.25 olarak belirlenmistir. 2017 ve 2018 yillarinda
ise bolgeye giris yapan fidelerde bulasiklik orani (%) onemli diizeyde azalmistir.
Hastaligin iiretim alanlarima tasinmasinda ve yayilmasinda bulasik bitki artiklari,
yabanci otlar, bulagik toprak, kullanilan budama makaslari, diger alet-ekipmanlarin da

rolii bliyiiktiir (Cetinkaya Y1ldiz ve ark., 2019).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi ile miicadelede etkili bir kimyasal
uygulama yoktur. ilk olarak temiz tohum ve fide kullanimi &nemlidir. Ozellikle

baslangi¢ inokulum kaynaklarni azaltmak etkin yontemlerdendir. En 6nemli kiiltiirel



onlemlerden birisi de arazi icerisinde diger bitkilere bulagmalar1 6nlemek i¢in budama
makaslarmin dezenfeksiyonudur. Kullanilan budama makaslarinin veya diger aletlerin
%1°’lik NaCl ile dezenfeksiyonu yapilmalidir. Ortii alti iiretimde ve fideliklerde
havalandirma iyi bir sekilde yapilmalidir. Buna ilaveten budama koltuk alma gibi
tarimsal iglemler sonrast bakir uygulamasi hastaligin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.
Tohumlarin hidroklorik asit, bakir asetat ile muamelesi hastalik etmenini yok etmek icin
kullanilabilir (Fatmi ve ark., 1991; Ozaktan, 1991). Polen-propolis ekstraktlari, gesitli
bitki tiirlerinden elde edilen ekstrakt ve ucucu yaglar, bitki aktivatorleri ve
organik/inorganik giibreler, cesitli kimyasal bilesenler hastaligt Onlemek igin
kullanilabilir (Daferera ve ark., 2003; Baysal ve ark., 2003; Soylu ve ark., 2009; Basim
ve ark., 2005; Milijasevic ve ark., 2009; Belgiizar ve ark., 2016b; Yanar ve ark., 2016).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi ile miicadelede kiiltiirel 6nlemler
yeterli gelmemektedir, ayn1 zamanda kimyasal miicadelede hastaliga karsi etkili bir
maddede bulunmamaktadir. Bundan dolay: hastalik ile miicadeleye alternatif olarak
farkli yontemler arastirilmaktadir. Hastaliga karst bitki gelisimini tesvik eden
rizobakterilerin kullanilmas1 da bu yontemler icerisindedir. Bitki biiylime diizenleyici
veya bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria-
PGPR) bitki kdklerinin bulundugu toprak rizosferinde yogun olarak bulunan ve toprakta
fizyokimyasal aktiviteleri gerceklestiren mikroorganizmalardir. PGPR‘lar bitki kokleri
ile yakin iligki icerisindedir ve bitkinin gelisimini olumlu yonde etkilerler. PGPR’larin
bitkiler iizerinde direkt ve indirekt etkileri vardir. Azot baglamasi, fosforu ¢ézmesi,
fitohormon iiretmesi, enzim iiretmesi PGPR’larin direkt mekanizmalarindandir. Uretmis
olduklar1 sekonder metabolitler ve antibiyotiklerle 6zellikle toprak kokenli patojenleri
baskilamasi, biyo-kontrol ajani olma Ozellikleri indirek mekanizmalarindandir.
PGPR’lar farkli bakteri cinsleri igerisinde yer alabilir. Ozellikle Pseudomonas cinsi en
etkili rizobakterilerdir. Pseudomonas cinsi bakterileri toprak rizosferinde hizli bir
sekilde ¢ogalirlar ve kdke yayilirlar. Buna ilaveten bitkiyi stresten koruyarak, bitki kok
ve boy gelisimini tesvik eder, verimi artirir ve hastalik etmenlerine karst da bitkileri

korur (Imriz ve ark., 2014).

Cesitli bakteriyel, viral ve fungal bitki hastaliklarinin biyolojik miicadelesinde

PGPR’larin kullanim ile ilgili in vitro ve in vivo kosullar altinda yiiriitiilen birgok



calisma bulunmaktadir (Park ve Kloepper, 2000; Nejad ve Johnson, 2000; Silva ve
ark.,2003; Anith ve ark., 2004; Guo ve ark., 2004; Mirik, 2005; Kiisek, 2007; Liu ve
ark., 2011; Yildiz ve ark., 2012). Aym sekilde domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligina sebep olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile PGPR’larin
etkilesimi iizerine yapilan bazi laboratuar, sera ve tarla denemeleri de bulunmaktadir
(Tokgoniil ve Cinar, 1999; Boudyach ve ark.,2001; Utkhede ve Koch, 2004; Girish ve
Umesha, 2005; Cetinkaya-Yildiz, 2007; Yuan ve ark., 2009; Amkraz ve ark., 2010;
Kasselaki ve ark., 2011). Bu ¢alismalardan, Boudyach ve ark. (2001), Souss- Massa/Fas
domates iiretim alanlarindan 178 adet antagonist bakteri izolat1 toplamiglardir. Cesitli
testlerle tanilamalar1 yapilan bakteri izolatlarmin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile olan etkilesimi sera denemesi ve tohum uygulamalar1 yapilarak
denenmistir. Tohumlara izolatlarin uygulanmasi ve tekrar koklere bakterilerin verilmesi

ile hastalik siddetinde azalma saglanmistir.

Cetinkaya-Yildiz (2007), Adana, Antalya, Hatay, Osmaniye, Mersin ve Mugla illeri
domates ftretim alanlarindan topladigi toprak orneklerinden 499 adet PGPR elde
etmistir. Yapilan sakst denemelerinde 8 bakteri izolatinin domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligin1 baskiladigini belirlemistir. Etkili olan bakteri izolatlar1 ile
yiiriitiilen tarla denemelerinde 3 bakteri izolatinin ve kombinasyonlarinin Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in hastalik siddetini %43 oraninda azalttigi ve

PGPR uygulanan bitkilerde gelisiminde arttigin1 belirlemistir.

Akat ve Ozaktan (2011) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada da, Ege Bolgesi’nden
toplanan 49 adet epifitik ve endofitik bakteri izolatinin Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’e olan etkilerine bakilmistir. In vitro testlerde antagonistlerin
%40’ Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis iizerinde etkili oldugu ve
ozellikle fluoresan Pseudomonas izolatlarinin diger izolatlara gore patojen iizerinde
daha yiiksek etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Yiiriitiilen saks1 denemelerinde tohum
bakterizasyonu ve koke uygulama seklinde yapilan uygulamalarda hastalik olugumu

%80-97 oraninda engellenmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda, Tokat ili domates iiretim alanlarindan elde edilen, fosfati

indirgeme ve azotu baglama 6zellikleri yiiksek olan rizobakterilerin domates bakteriyel



kanser ve solgunluk hastaligina sebep olan Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis’e olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastahg Hakkinda Genel Bilgiler

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliina sebep olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis [(Smith) Davis ve ark.] (Cmm) Prokaryota alemi,
Firmicutes bolimii, Thallobacteria smifi, Microbacteriaceae familyasi, Clavibacter
cinsi igerisinde yer almaktadir (Agrios, 2005). Sistemik ¢aligmalar siiresince etmen
Bacterium michiganense, Aplanobacter michiganense, Pseudomonas michiganensis,
Phytomonas michiganensis, Mycobacterium michiganensis ve Corynebacterium
michiganense olarak isimlendirilmistir. Gleason ve ark. (1993) tarafindan Clavibacter
cinsi igerisinde tanimlanmistir. Patojen gram pozitif bakterilerin grubunda yer
almaktadir. Nutrient agar besi yerinde sar1 renkli, yar1 secici SCM besi yerinde de ortasi

koyu gri, etrafi agik renkli haleli koloniler olusturur.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tiim diinyada ortii alt1 ve agik alanda
domates iiretimini sinirlandiran en tahripkar bakteriyel etmenlerden birisidir (Gleason
ve ark., 1993). Ozellikle bitkinin gen¢ donemleri bu patojene karsi olduk¢a hassastir.
Sicak ve nemli havalarda patojen daha etkili olur ve daha ciddi zararlara yol acabilir
(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008). Patojen Solanaceae familyasinda bir¢ok kiiltiir
bitkisinde hastalik yapabiliyor olsa da ekonomik olarak zarara neden oldugu tek kiiltiir
bitkisi domatestir (Gleason ve ark., 1993). Bunlara ek olarak Solanaceae familyasinda

yer alan pek ¢ok yabanci ot etmenin konukgusudur (Sherf ve Macnab, 1986).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi ilk olarak Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) tespit edilmistir (Gleason ve ark., 1993). Ilk tespit edildigi 1909
yilindan bu yana yapilan arastirmalar sonucunda Asya, Avrupa, Afrika, Kuzey ve
Giliney Amerika kitalarinda yer alan pek ¢ok domates iiretim alaninda hastaliga
rastlanilmistir  (Anonim, 2019; Sekil 2.1). Domates iiretim alanlarinda hastaliktan
kaynakl1 %80’in iizerinde {iriin kayb1 gergeklesmistir (Sherf ve Macnab, 1986). Kuzey
Karolina’da tiretimde %70’lik bir azalma, Fransa’da da 9%20-30’luk bir iirin kaybi
yasanmustir (Rat ve ark., 1991).



Yayihm @ O Mevcut @ Gegis Bolgesi

Sekil 2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in dagilimi1 EPPO
(European and Mediterranean Plant Protection Organization-IMI, 2019-
WWW.eppo.int)

Hastalik etmeni Diinya’da oldugu gibi lilkemizde de domates iiretim alanlarinda ciddi
{iriin kayiplarma sebep olmaktadir. Oktem (1984) tarafindan yapilan c¢alismada,
Ankara’nin bazi ilgelerinde %100 hastalik ile bulasik tarlalara rastlanilmistir. Oktem ve
Benlioglu (1993) tarafindan yapilan diger bir ¢caligmada da, Orta Anadolu Bolgesi’nde
13 ilde (Ankara, Bolu, Burdur, Cankiri, Eskisehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Konya,
Nevsehir, Nigde, Yozgat ve Zonguldak) yapilan arazi siirveylerinde domates bakteriyel
kanser ve solgunluk hastalik etmenine rastlanilmistir. Kahveci ve Giircan (1993)
tarafindan Antalya ilinde yapilan calismada da, Alanya, Elmali, Kas, Korkuteli,
Kumluca, Manavgat, Merkez ve Serik il¢elerinde hem sera hem de tarla domateslerinde
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis etmeni belirlenmistir. Ozyilmaz
(2001), Aydin ilinde yaptigi ¢alismada %1-10 oraninda hastalik yaygmliginin oldugunu
ifade etmistir. Sahin ve ark. (2002) ise Dogu Anadolu Bélgesi’'nde Oltu, Ispir ve
Yusufeli ilgelerinde hastalik yaygmligini %100 olarak belirlemistir. Basim (2002),
Isparta ve ¢evresindeki 40 seranin  Clavibacter  michiganensis  subsp.
michiganensisvbhastalik etmeni ile bulasik oldugunu belirlemistir. Basim ve ark. (2004)
tarafindan Antalya ve Isparta ilinde yapilan calismada da, farkli domates gesitlerinin

yetistirildigi seralarda hastalik yayginliginin %26-65 arasinda degisen oranlarda oldugu



saptanmustir. Cetinkaya-Yildiz (2007), tarafindan Mersin ve Adana illerinde yapilan
siirvey calismalarinda hastalik yayginliginin %15-25 arasinda degisen oranlarda oldugu
belirlenmistir. Samsun ilinde domates iiretim alanlarinda Aksoy (2002) tarafindan
yapilan calismada %0.64 oraninda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
hastalik etmenine rastlanilmistir. 2015-2016 yillarinda Oztiirk (2017) tarafindan Samsun
ili Bafra ve Carsamba illerinde domates iiretim alanlarinda yapilan ¢alismada da, 20
koyde 80 adet arazide siirvey yapilmistir. Toplam 144 hastalikli bitki 6rneginden 126
tane izolat elde edilmistir. Yapilan morfolojik, fizyolojik, molekiiler ve patojenisite
testleri sonucu 28 tane bakteri izolat1 patojen olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda
12 izolat Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak tanilanmistir. Tokat
ilinde ise Saygi (2010) domates bakteriyel solgunluk hastaliginin Tokat ili domates
tiretim alanlarinda %1.65°1ik bir siklikta oldugunu ortaya koymustur. Belgiizar ve ark.
(2016a) tarafindan 2011 ve 2012 yillarinda yapilan ¢alismada ise, Tokat ilinde
hastaligin bolgede bulunma oranlart 2011 yilinda Merkez’de %88.88, Niksar’da
%54.54, Erbaa’da %52.38, Turhal’da %46.15 ve Pazar’da %18.18 olarak, 2012 yilinda
ise Erbaa’da %61.90, Merkez’de %52.85, Turhal’da %47.72, Pazar’da %44.44 ve
Niksar’da %0 olarak belirlenmistir (Sekil 2.2). Hastalikli bitki 6rneklerinden yapilan
izolasyonlar sonucu elde edilen izolatlar yapilan. biyokimyasal testler, serolojik
(ELISA), molekiiler (PCR) ve yag asit metil ester (FAME) analizleri ile Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis olarak tanilanmistir.

Sekil 2.2. Tokat ili domates iiretim alaninda domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaliginin goriildiigii bir arazi (Belgiizar, 2014)



Hastalik etmeni Ozellikle ekonomik anlamda domates bitkisinde zarar meydana
getirmekte ve hem sistemik hem de lokal enfeksiyon yapmaktadir. Tohum veya agilan
yaralar ile enfeksiyon baglar ise sistemik enfeksiyon olusmakta ve hastalifin tipik
belirtisi olan tek tarafli solgunluk meydana gelmektedir (Sekil 2.3). Govde solgunlugu
seklinde ilerlemenin gorildigi bitkilerin iletim demetlerinde sarimsi-kahverengimsi

renk acilmasi, ¢atlaklar, 6zde koflasma belirtileri goriiliir (Sekil 2.4).

Sekil 2.3. Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin tipik belirtisi-tek tarafli
solgunluk (Belgiizar, 2014)



Sekil 2.4. Domates bitkisinin iletim demetlerinde belirlenen kahverengilesme ve
koflasma (Belgiizar, 2014)

Hastalik etmeni dogal agikliklar veya govde tizerindeki ince tiiylerin kirilmasi ile girig
yapar ise lokal enfeksiyon meydana getirmekte ve tiim yapragin veya govdenin
biiziistiigli, kahverengilesmesi ve kurumasi seklinde nekrozlarin olustugu simptomlar
meydana getirmektedir. Lokal enfeksiyon sonucu meyveler iizerinde olusan ve kus gozii
olarak ifade edilen simptom da hastaligin karakteristik belirtisidir. Kii¢iik, beyaz bir

hale ile ¢evrili olan bu lekeler meyvenin pazar degerini diisiirmektedir (Sekil 2.5)

Sekil 2.5. Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeninin domates
meyvesinde olusturdugu tipik belirti-kus g6zii simptomu (Belgiizar, 2014)
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis etmeni tohum, toprak, bitki artiklari,
sera malzemeleri, yabanci otlar gibi birgok yerde yasamini siirdiirebilmektedir. Domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi iletim demetleri boyunca ilerlemekte ve
sistemik olarak tohum kabugu veya tohum zarini gecerek tohumlar1 enfekte etmektedir
(Patino-Mendez, 1964). %1°lik bir tohumdan bulagsmanin olmasi domates bitkilerinde
%54’liikk bir enfeksiyona sebep olmustur (Strider, 1967). Belgiizar ve ark. (2018),
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohumdaki yasam siiresini
belirlemek amaciyla yaptiklart ¢alismada, ilk olarak Alsancak RN F1 domates
tohumlarint rifampicin antibiyotigine dayanikli Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolati ile bulastirmislardir. Hastalik etmeni ile bulasik tohumlar her ay
antibiyotikli besi yerlerine ekilmis ve patojen ile enfekteli tohum orani belirlenmistir.
Buna ilaveten tohumlar torfa ekilerek gelisen fidelerde hastalik belirtileri takip
edilmistir. Elde edilen bulgulara gore, hastalik etmeni ile bulagik domates tohumlarinda
inokulasyonun yapildigr ilk giin (0. giin) %]100’lik bir patojen ile bulasiklik
belirlenmistir. Her ay yapilan izolasyonlarda bulasiklik orani azalmis ve 370. giinde
%]17’lik bir bulasiklik tespit edilmistir. Bu tarithten itibaren yapilan izolasyonlarda

hastalik etmenine rastlanilmamaistir.

Hastalik etmeninin diger yasam alanlarindan birisi bulasik toprak ve bitki artiklaridir.
Toprakta belirli kosullar altinda canliligini siirdiirebilir. Washington ve New York’da
patojen 11 ay (Byran, 1930), Italya’da dort yil (Ciccarone ve Carili, 1948) canliligini
sirdiirmiis ve yapilan calismalarda 6zellikle nem ve sicaklik degisikliginin patojenin
yasam siiresi lizerinde etkili oldugu ifade edilmistir. Bulasik bitki artiklar1 toprak
yizeyinde kaldiginda patojen daha uzun siire canli kalabilmektedir (Chang ve
ark.,1992; Fatmi ve Schaad, 2002). Toprak yiizeyinde bulunan bitki artiklarinda patojen
24 ay, toprak i¢ine gomiilen artiklarda 7 ay canli kalabilmistir (Gleason ve ark.,1991).
Belgiizar ve ark. (2018) tarafindan Tokat ilinde domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastalik etmeninin epidemiyolojisine yonelik yapilan caligmada, patojen ile bulasik
toprak teneke kutular i¢inde deneme alanina gomiilmiis, yaz ve kis aylar1 boyunca
toprak oOrnekleri alinarak bakteri yogunlugu hesaplanmistir. Yapilan izolasyonlar
sonucunda bulasik topraklarda patojen yaz aylarinda 15 giin, kis aylarinda 30 giin canl

kalabilmistir. Bitki artiklarindaki yasam siiresi ile ilgili yapilan ¢alismada da, patojen ile
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bulasik bitki artiklar1 birer tiilbent igerisinde topraga gomiilmiis ve her ay bitki artig
orneginden izolasyon yapilarak bakteri yogunluklar1 belirlenmistir. Bir y1l boyunca her
ay yapilan izolasyonlarda ilk ay hastalik etmeni tespit edilirken diger aylarda bulasik

bitki artiklarinda hastalik etmenine rastlanilmamustir.

2.2. Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastahginin Miicadelesine Yonelik
Yapilan Calismalar

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina karsi etkili bir miicadele yonteminin
olmamasindan dolay1 ¢ok sayida tlilkede 6nemli kayiplar meydana gelmektedir. Hastalik
etmeni ile miicadelede yapilan ¢alismalara bakildiginda, Hausbeck ve ark. (2000)
tarafindan 1995 ve 1996 yillarinda yapilan ¢alismada, bitkilere bakir hidroksit, bakir
hidroksit+mancozeb, streptomycin ve streptomycin+bakir hidroksit uygulanmistir.
Yapilan uygulamalarda Mancozeb etkili bulunmus olsa da, meyve lekeleri iizerinde

hi¢bir uygulama etkili olmamustir.

Boudyach ve ark. (2001) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi
antagonistik bakterilerin etkilerini arastirmiglardir. Yiiriitilen c¢alismada, toprak,
rizosferve rizoplaneden elde edilen 178 adet bakteri izolatinin Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in gelisimini 2-30 mm arasinda degisen oranlarda
engelledigi ve saksi denemesinde 3 bakteri izolatinin tohum uygulamasi seklinde

uygulandiginda hastali§i tamamen engelledigi goriilmiistiir.

Hastalik ile miicadelede dayanikli ¢esit gelistirmeye yonelik yapilan bir calismada, Bati
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii (BATEM) gen havuzundaki domates hatlarinin
hastalik etmenine dayaniklilik durumlar belirlenmistir. Domates fidelerine gévdeden
patojen enjekte edilmis ve 8-10 giin sonra bitkide degerlendirme yapilmistir.
Yurtdisindan temin edilen LA2157 ve LA407 materyallerinin dayanikliligi onaylanmus,
fakat enstitiiye ait 3 saf BATEM hatt1 hassas olarak belirlenmistir (Kabas ve ark., 2009).
Benzer sekilde Francis ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada da, LA407 ve
Solanum peruvianum kaynakli LA2157’yi en iyi dayaniklilik kaynagi olarak
belirlemislerdir. Dayaniklilik genleri ile yapilan c¢aligmalarda da en etkin Kantitatif
Ozellik Lokusu (Quantitative Trait Locus-QTL)'nun 7. kromozomda oldugu
belirtilmistir (Van Heusden ve ark., 1999). Kabas ve ark. (2016) tarafindan bakteriyel

kansere dayanikli genleri tasiyan hatlar1 gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismada, hassas
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hat AK1 (Solanum esculentum) ile dayanikli LA2157 (Solanum peruvianum)
melezlenmis ve F1 hibrit elde etmek embriyo kurtarma ve oviil kiltiirii teknigi
kullanilmistir. Yapilan calismada 30 meyveden embriyo kurtarma metodu ile 30 saglikl
embriyo ¢ikartilmis ve kiiltlire alinmistir. Sera ¢alismasinda da BC1 ve BC2 bitkilerinde
govde inokulasyon metodu kullanilarak dayamiklilik testlemeleri yapilmustir.
Dayaniklilik i¢in 14 Tiirk Cmm izolat1 karistmi kullanilmistir. Calisma sonucunda
toplam 80 BC3 dayanikli bitki, ¢esit 1slah caligmalarina aktarilmistir. Calismanin
devami olarak Kabas ve ark. (2018) 78 genotip ile yaptiklar1 ¢alismada 3 genotip
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karst dayaniklilik gostermistir.
Solanum peruvianum ve Solanum chmielwskii tolerant olarak, Solanum habrochaites ise

orta derecede tolerant olarak belirlenmistir.

Tiirkiisay ve Tosun (2005) tarafindan bitki aktivatorlerinin etkisi ile ilgili yapilan bir
calismada, HuwaSan TR 50 aktivatoriiniin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’e olan etkisi petri g¢alismasi, tohum ve fide uygulamalar1 seklinde
denenmistir. HuwaSan TR 50 aktivatorii petri ¢alismalarinda hastalik etmeninin
gelisimini %61.3 oraninda, tohum uygulamalarinda %73.5 oraninda ve fidelere

uygulandiginda %80.0 oraninda hastalik olusumunu engellemistir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligina ve kok bogazi ciiriiklik hastaliklarina olan etkilerinin arastirildigi bir
calismada, 0.16 ul/ml konsantrasyonundaki diisiik dozda bile hastalik etmenlerinin
gelisimi engellenmistir. Ozellikle tar¢in, kekik, rezene ve reyhan bitki ucucu yaglar
yiiksek antimikrobiyal etki gdstermistir (Tanovic ve ark.,2007). Benzer bir ¢alismada,
Yilmaz ve ark. (2014) baz ticari sabit ve ucucu yaglarin domates bakteriyel kanser ve
solgunluk etmeni iizerine antibakteriyel etkilerini arastirmislardir. Ugucu yaglarin
antibakteriyel etkisi, inhibisyon zon ¢aplari (mm) dikkate alinarak agar kuyu difiizyon
yontemine gore belirlenmistir. Toplam 34 ugucu yagdan 18 adeti Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis iizerinde %67 ve iizerinde engelleyici etki

gostermistir.

Belgiizar ve ark. (2016b) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise, kekik bitkisinden elde
edilen su ekstraktt ve ugucu yagmin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

tizerindeki antibakteriyel etkisi arastirllmistir. Elde edilen ugucu yag 3 farkli yontemde
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(besi yerine katilmasi, petri kab1 kapagina yapistirtlmis kurutma kagitlarina ugucu yag
damlatilmasi1 ve besi yerinde agilan kuyucuklara ugucu yagin damlatilmasi) ve 4 farkl
dozda (5, 10, 15 ve 20 pl/ml) uygulanmistir. Elde edilen verilere goére, ugucu yag
caligmasinda, petri kabi kapagina yapistirllmis kurutma kagitlarina ugucu yagin
damlatilmasinin en etkili yontem oldugu ve 20 pl dozda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in gelisimini %100 oraninda engelledigi belirlenmistir. Yanar ve
ark. (2016) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise, Origanum vulgare, O. syriacum,
O. onites, Mentha piperita, M. dumetorum, M. spicata ve Lippia citriodora bitki
tirlerinden elde edilen ugucu yaglar Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e
karsi denenmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore, farkli dozlarda
uygulanan  ugucu  yaglar igerisinde  Clavibacter = michiganensis  subsp.

michiganensisiizerinde en etkili olanlar O. vulgare ve L. citriodora tiirleri olmustur.

Rezene (Foeniculum vulgare Mill. var. vulgare) ve dereotu (Anethum graveolens L.)
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin gida ve tohum kokenli patojen bakteriler
tizerindeki etkinliklerinin arastirildigi  diger bir calismada, rezene ucgucu yagi
Stapylococcus aureus iizerinde, dereotu ugucu yagi da Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis iizerinde en yiiksek antibakteriyel etki gostermistir (Soylu ve ark., 2009).

Bitki ekstraktlarinin ~ Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi
antibakteriyal etkilerinin incelendigi bir calismada, Talibi ve ark. (2011) Fas’tan
topladiklar1 15 familyaya ait 40 tibbi ve aromatik bitkinin etkinligine bakmiglardir. Petri
denemelerinde testlenen 40 bitkinin hepsinin patojen {izerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Ozellikle Rubus, Anvillea ve Pistacia bitki cinsleri hastalik etmeni
tizerinde daha etkili olmugtur. Bu ekstraklarin tohuma uygulanmasi ile hem bakteri

yogunlugu azalmis hem de kontrolle kiyaslandiginda tohum ¢imlenme oran1 artmistir.

Hidroklorik asitin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina olan etkisinin
arastirildig1 bir caligmada da, direkt hastalik etmenine, hastalik etmeni ile bulasik ve
enfekteli tohumlara asit uygulamasi yapilarak asitin patojen iizerindeki -etkisine
bakilmistir. Yiiriitiilen ¢alismada, tohumlar 30 dk hidroklorik asit i¢erisinde bekletilmis
ve daha sonra hastalik etmeni ile inokule edilmistir. 12 ay sonra yapilan izolasyonlarda
asit ile muamele goren tohumlarda hastalik etmeninin popiilasyonu onemli Olgiide

azalmistir. Dogal ve enfekteli tohumlar 7-10 dk boyunca %5’lik HCI soliisyonunda
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bekletilerek asit ile muamele edildiginde patojen tohumlardan tamamen yok edilmese

de 6nemli 6l¢iide hastalik yogunlugu azalmistir (Pradhanang ve Collier, 2009).

Tokgoniil ve Cinar (1999) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e kars1 igel,
Adana ve Hatay ili domates iiretim alanlarindan elde ettikleri 90 adet antagonistik
bakterinin etkilerini arastirmislardir. In vitro kosullarda etkili olan 7 antagonist izolat ile
yapilan tohum uygulamalar1 ile %100’lere varan bir etki goriilmiistiir. Ozellikle

Actinomycetes, Pseudomonas ve Bacillus cinsleri en etkili grup olarak belirlenmistir.

Yuan ve ark. (2009) Zhejiang Universitesi Huajiachi kampiisiinden elde ettikleri
Streptomyces spp. HL-12 bakteri izolatimin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’e olan etkilerini arastirmiglardir. Besi yerinde ve toprakta yiiriitiilen
calismada diisilk kadmiyum varliginda 24 saati takiben en yiliksek engelleme orani

belirlenmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi: Bacillus subtilis, Trichoderma
harzianum, lizozim, vermikompost, Rhodosporodium diobovatum’unetkisinin
arastirildigi bir caligmada, domates bitkisinde hastalik siddeti %74’lere varan oranlarda
azalmistir (Utkhede ve Koch, 2004). Bacillus pumilus INR7, Bacillus pumilus SE34,
Bacillus pumilus T4, Bacillus subtilis GBO3, Bacillus amyloliquefaciens IN937a ve
Brevibacillus brevis IPC11 kullanilarak yapilan bir ¢alismada da, IN937a, GBO3 ve
IPC11 izolatlari hem tohum ¢imlenmesi hem de gelisimi {izerinde artirici etki gostermis,
hem de serakosullarinda yiiriitiilen ¢alismada domates bakteriyel kanser ve solgunluk

hastaliginin gelisimini azaltmigtir (Girish ve Umesha, 2005).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in biyolojik miicadelesine yonelik
yapilan diger bir ¢alismada da, 303 adet floresan Pseudomonas izolatinin etkisine
bakilmistir. Domates bitkilerinin kok bolgesinden ve rizosferden elde edilen izolatlar
icerisinde en yiiksek antagonistik etki domates koklerine kolonize olan bakteri
izolatlarinda olmustur. Calismada fluoresan Pseudomonas’larin 06zellikle rizosfer
topraklarinda daha baskin oldugu gériilmiistiir. Rifampicin, nalidixic asit, ampisilin ve
chloramphenicol ile dayanikli hale getirilen 42 izolattan 28’inin koklerde kolonize
oldugu ve yapilan kotileden yaprak testinde 42 izolattan 8’inin domates bakteriyel

kanser ve solgunluk hastalik oranini ve hastalik belirtilerini azalttig1 goriilmiistiir. Etkili
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olan 8 izolat ile sera kosullarinda tohum ve kok uygulamalari seklinde yapilan
caligmalarda da tiim izolatlarin hastalik gelisimini 6nemli Slgiide engelledigi tespit

edilmistir (Amkraz ve ark., 2010).

Bitki aktivatorii ve giibrelerin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi
tizerindeki etkilerine yonelik yapilan saksi ¢alismasinda ISR-2000, Messenger, Auxigro,
Herbagreen ve Regalia aktivatorleri, tarla ¢aligmasinda da ISR-2000 aktivatorii hastalik
etmeni iizerinde daha etkili olmustur. Ozellikle bitki aktivatérii ile organik ve inorganik
giibrelerin kok+yesil aksam kombinasyonuseklinde uygulanmasi ile hastalik iizerinde

daha yiiksek etki tespit edilmistir (Soykan, 2010).

Tohum uygulamalarinin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e olan
etkilerine yonelik yapilan bir calismada da, Tireng-Karut (2011) tohum kdokenli
inokulumun azaltilmasinda farkli tohum uygulamalarinin etkinliklerini aragtirmistir.
Antagonist bakteri, Serenade, ISR 2000, sodyum hipoklorit, iziim sirkesi, elma sirkesi,
sicak su ve laktik asit domates tohumlarina uygulanmis hem hastalik etmeni iizerindeki
etkinligine hem de tohumun ¢imlenme giiciine bakilmistir. Yiiriitiilen ¢alismada tohum
uygulamalar1 patojen yogunlugunu %77-100 arasinda degisen oranlarda azaltmistir.
Yapilan uygulamalardan da 6zellikle iiziim sirkesi ve elma sirkesi uygulamalar1 diger

uygulamalara gore daha basarili olmustur.

Kasselaki ve ark. (2011), Bacillus spp., bakir hidroksit, asitlendirilmis nitrit, kompostun
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir.
Tohum dezenfeksiyon metoduna gore yapilan ¢aligmada, bakir hidroksit, kompost ve
bazi Bacillus tiirlerinin hastalik etmeni tiizerinde %100 oraninda etkili oldugu

gorilmiistiir.

Bitki biiyime diizenleyici rizobakterilerin domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastalig1 lizerindeki etkilerine yonelik yapilan diger bir ¢alismada da, Adana, Antalya,
Hatay, Osmaniye, Mersin ve Mugla illeri domates iiretim alanlarindan toplanan toprak
orneklerinden 499 adet bakteri izolat1 izole edilmistir. Bu izolatlardan 8 tanesinin
yiiriitiilen saksi ¢aligmalarinda hastaligi baskiladigi goriilmiistiir. Daha sonra 8 izolat
icerisinden hastalik iizerinde en etkili olan 3 izolat ve kombinasyonlart ile tohum

uygulamalar1 ve 2 izolat ve kombinasyonlar1 ile de tarla denemeleri yiiriitilmistiir.
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Bakteri uygulamalarinin yapildig: bitkilerde hem bitki gelisimi artmis hem de hastalik
siddeti tarla kosullarinda ortalama %43 oraninda azalmistir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan,
2014).

Aksoy ve ark. (2017) tarafindan yapilan in vitro ve in vivo calismalarda, domates
fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi Pseudomonas
putida (CKPp9)’nin bitki bitylime diizenleyici karakterizasyonu belirlenmistir. P. putida
uygulanmis fidelerde diger uygulamalara gore Onemli bir farklilik belirlenmistir.
Hastaliga dayaniklilikta CKPp9 ile fenolik bilesikler arasindaki iliski HPLC analizleri
ile ortaya konulmustur. CKPp9 uygulanmis, CmmGo-2 uygulanmis ve Negatif kontrol
bitkilerinde klorogenik asit, kafeik asit, katesin ve rutin miktar1 birbirinden farkli olarak
belirlenmistir. Maksimum katesin birikimi, CKPp9+ CmmGo-2 uygulanmis bitkilerde
digerlerine gore 10 kat daha fazla goriilmiistiir. Yapilan ¢alismada domates fidelerinde
fenolik bilesiklerin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi

biyokimyasal bariyer oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullamlan rizobakteri izolatlar:

Calismada BAP 2016/22 nolu proje kapsaminda Tokat ili domates iiretim alanlarindan
aliman toprak orneklerinden elde edilen ve MALDI-TOF MS ile tanilanan ve fosfati
indirgeme, azotu baglama ozellikleri yiiksek olan rizobakteri izolatlar1 kullanilmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan rizobakteri izolatlar

Izolat kodu Stok kodu Izolatin tiir ad1

R-1 S-4-a/3 Pseudomonas thivervalensis
R-2 Kb-2-a/3 Acinetobacter calcoaceticus
R-3 S-3-a/12 Arthrobacter oxydans

R-4 S-3-a/4 Pseudomonas kilonensis
R-5 S-2-b/10 Pseudomonas monteilii

R-6 S-2-a/9 Pseudomonas koreensis

R-7 S-4-a/4 Pseudomonas chlororaphis
R-8 S-2-b/4 Pseudomonas koreensis

R-9 Gy-4-a/11 Pseudomonas thivervalensis
R-10 P-3-a/5 Pseudomonas brassicacearum
R-11 Kb-2-a/8 Pseudomonas koreensis
R-12 Gy-4-a/2 Pseudomonas thivervalensis

3.1.2. Caliymada kullanilan patojen bakteri

Calismada Tokat ili domates iiretim alanlarinda hastalikli domates bitkilerinden izole
edilen ve biyokimyasal ve molekiiler testler ile tanilanan PK-Cmm-1 kodlu bakteri

izolat1 kullamilmistir (Belgiizar, 2014).

3.1.3. Calismada kullanilan besi yeri

Calismada King B besi yeri (King ve ark., 1954) kullanilmistir.
King B besi yeri;

Proteose peptone 209
Gliserin 10 mi
di-potassium hydrogen phosphate (K;HPO,) 159
Magnesium sulfate heptahydrate (MgS0,4.7H,0) 15¢g
Agar 15¢
Saf su 1000 mi
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3.1.4. Caliymada kullamlan biyopreparat

Bakteri izolatlari ile karsilastirma olarak ProBio (Bacillus subtilis, Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp., Streptococcus thermophilis, Saccharomyces cerevisiae) (SCD
PROBIOTICS Firmasi) adli bir biyopreparat kullanilmistir.

3.1.5. Calismada kullanilan domates tohumu ve fidesi

Saksi caligmalarinda ve tohum uygulamalarinda Tokat ilinde yaygin olarak kullanilan

Alsancak RN F1 domates ¢esidi kullanilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. In vitro cahsmalar

Nutrient broth ve gliserol (%40) icerisinde stok kiiltiir halinde -20°C’de muhafaza
edilmekte olan 12 adet rizobakteri izolat:1 ve PK-Cmm-1 kodlu patojen bakteri King B
besi yerine ¢izilerek gelisimi saglanmistir. 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden steril bir
kiirdan yardimiyla alinarak (Sekil 3.1), 90 mm c¢aplt petrilerdeki King B besi yerine
nokta halinde ekim yapilmistir (Sekil 3.2). Rizobakteri izolatlarinin ekiminden 24 saat
sonra ise 10% hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan PK-Cmm-1 patojen bakteri, bakteri
izolatlarmin tizerine bir el spreyi ile piskirtilmistir (Sekil 3.3). Kontrol olarak
rizobakteri izolatlarmin  ekilmedigi besi yerlerine sadece patojen bakteri
puskiirtilmiistiir. Uygulama yapilan petriler parafilm ile kapatilarak 72 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda rizobakteri izolatlarmin etrafinda
olusan engelleme bolgeleri Olgiilerek degerlendirme yapilmigtir.  Rizobakteri
izolatlarinin Cmm iizerindeki etkisi % engelleme orani olarak belirlenmistir. Calisma

bes tekerriirlii olarak kurulmustur.
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Sekil 3.1. Rizobakteri izolatlarinin steril kiirdan ile alinmasi

Sekil 3.2.Ug nokta halinde rizobakteri izolatlarinin besi yerine ekimi
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Sekil 3.3. Patojen bakteri Cmm’nin besi yerine piiskiirtiilmesi

3.2.2. In vivo ¢alismalar

Saksi calismasi

Rizobakterileri izolatlarimin domates bakteriyel solgunluk hastaligi iizerine etkisinin

belirlenmesi

In vitro caligmalar sonucu patojen bakteri lizerinde yiiksek engelleme etkisine sahip
olan rizobakteri izolatlar1 secilerek, tekli uygulama, ikili ve tiglii kombinasyonlar
halinde saksi ¢aligmasi yiiriitiilmiistiir. Calisma Tokat Gaziosmanpasa Universitesi,
Arastirma ve Uygulama Merkezi, Bitki Koruma Boliimii hastalik serasinda ytirtitiilmiis

olup, 2 kez tekrarlanmistir. Calismalarda yapilan uygulamalar Cizelge 3.2°de verildigi

gibidir.

Cizelge 3.2. Saksi ¢calismalarinda yapilan uygulamalar

Pozitif Kontrol

Sadece Cmm uygulamasi

Sadece Cmm uygulamasi

Negatif Kontrol

Steril saf su uygulamasi

Steril saf su uygulamasi

ProBio

Hazir biyopreparat

Uygulamalar 1. saks1 ¢alismasi 2. saks1 ¢calismasi
1 | Tekli uygulama R-9 -
2 | Tekli uygulama R-6 R-6
3 | Tekli uygulama R-8 R-8
4 | Ikili kombinasyon R-9+R-8 R-9+R-8
5 | Uglii kombinasyon R-7+R-4+R-9 -
6
7
8

Hazir biyopreparat
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King B besi yerinde 25°C’de 48 saat gelistirilen rizobakteri izolatlariin yogunlugu
saline buffer (%0.85 NaCl) ile spektrofotometre kullanilarak 600 nm dalga boyunda 0.5
absorbans degerine ayarlanmistir. Hazirlanan uygulama siispansiyonlart (Sekil 3.4)
icerisine domates fidelerinin kokleri 1 saat daldirilarak (Sekil 3.5) koklere bakterilerin
kolonizasyonu saglanmistir. Karsilastirma olarak ProBio preparati firmanin onerdigi
dozda uygulanmigtir. Uygulama yapilan bitkiler daha sonra steril toprak, torf ve perlit
(1:1:0,5 v/v) karisimi olan saksilara sasirtilmistir (Sekil 3.6). Sasirtma isleminden 5 giin
sonra, rizbakteri izolatlarindan hazirlanan siispansiyonlar sulama suyu seklinde tekrar
uygulanmistir. Bu uygulamadan iki giin sonra (ilk uygulamadan 7 giin sonra), bitkilere
patojen bakteri uygulamasi yapilmistir. Bu asamada, 10° hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanan Cmm siispansiyonundan 100 pl alinarak steril bir enjektdr yardimiyla
bitkilerin gévde kabuk altina patojen inokulasyon islemi yapilmistir (Sekil 3.7). Pozitif
kontrol grubu bitkilere rizobakteri izolatlar1 uygulanmamis olup, sadece patojen
inokulasyonu yapilmistir. Negatif kontrol olarak ise sadece steril suya daldirilan bitkiler
kullanilmigtir. Patojen inokulasyonundan sonra bir giin boyunca bitkiler nemli naylon
torba icerisinde tutularak nem c¢emberine alinmistir. Nem c¢emberinden ¢ikartilan
bitkilerde giinliik olaraksimptom gelisimleri takip edilmistir. Saks1 ¢aligmalari tesadiif

parselleri deneme desenine gore sirasiyla 5 ve 8 tekerriirlii olarak kurulmustur.

Sekil 3.4. Uygulama yapilan rizobakteri izolat siispansiyonlari
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Sekil 3.6. Daldirma isleminden sonra saksilara sasirtilan fideler
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Sekil 3.7. Patojen bakteri Cmm’nin bitkilere uygulanmasi

Pozitif kontrollerde inokulasyonlardan yaklasik 35-40 giin sonra bitkilerde hastalik
degerlendirilmesi yapilmistir. Bitkilerdeki hastalik siddeti Francis ve ark. (2001)’nin
belirledigi skalaya gore yapilmistir. Bitkilerdeki solgun yaprak sayisi, yaniklik ve
kanser dokusunun olusumuna gore skala degerleri belirlenmistir. Bitki saglikli ise 0,
bitki tamamen kurumus-6lmiis ise 5 olarak deger verilmistir. Belirtilerin varligina gore
skala degerleri birim diizeyinde artirilmistir. Rizobakterilerin domates bakteriyel kanser
ve solgunluk hastaligini % engelleme etkisi Abbott formiilii [(kontroldeki hastalik
siddeti - uygulamadaki hastalik siddeti) / kontroldeki hastalik siddeti] x 100 kullanilarak
yapilmistir. Hastalik siddetine ilaveten bitkilerde saglikli ve hastalikli yapraklar
sayilmais, bitki boyu, iletim demetlerindeki lezyon boyu, bitki yas ve kuru agirlik verileri
de alinmistir. Ayrica bitkilerde hastalikli dokulardan re-izolasyon islemi yapilarak re-
izolatlar elde edilmis ve yapilan morfolojik gozlemler ve Gram reaksiyon testi ile

izolatlarin Cmm oldugu belirlenmistir.

24



Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki gelisimine etkisinin belirlenmesi

Rizobakteri izolatlariin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina olan
etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitiilen saksi ¢alismalarina paralel olarak rizobakteri
izolatlarinin bitki gelisimi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla da 2 kez saksi
calismasi yiiriitiilmiistiir. Calismalar, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Arastirma ve
Uygulama Merkezi Bitki Koruma Boliimii hastalik serasinda Alsancak ¢esidi domates
fideleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismanin bu kisminda da Cizelge 3.2°de
verilen uygulamalar (PK uygulamasi hari¢) yapilmistir. King B besi yerinde 25°C’de 48
saat geligtirilen rizobakteri izolatlarinin yogunlugu saline buffer (%0.85 NaCl) ile
spektrofotometre kullanilarak 600 nm dalga boyunda 0.5 absorbans degerine
ayarlanmistir. Hazirlanan uygulama siispansiyonlar1 igerisine domates fidelerinin
kokleri 1 saat daldirilarak koklere bakterilerin kolonizasyonu saglanmistir. Uygulama
yapilan bitkiler steril toprak, torf ve perlit (1:1:0,5 v/v) karistmi olan saksilara
sasirtilmigtir. Sasirtma isleminden 5 gilin sonra, hazirlanan rizobakteri siispansiyonlari
sulama suyu seklinde tekrar uygulanmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine
gore sirasiyla 5 ve 7 tekerriirlii olarak kurulmustur. Giinliik bakim-sulama islemleri
takip edilmis ve yaklasik 2 ay sonra deneme sonlandirilmistir. Deneme alanindaki tiim
bitkilerde bitki boyu, gévde ¢api, dal ve meyve sayisi, bitki yas ve kuru agirligi, kok yas

ve kuru agirhig alimmastir.

Tohum Uvygulamalari

Domates tohumlarinin patojenle inokulasyonu

Calismada ilk olarak Alsancak RN F1 ¢esidi domates tohumlar1 yiizeysel
dezenfeksiyona tabi tutulmustur. Bu asamada tohumlar 6nce 30 saniye %70’lik alkolde
daha sonra 15 dakika %50’lik hipoklorikasit igerisinde bekletilmis ve 3 kez steril saf
sudan gegirilmistir. Daha sonra Cmm izolatindan spektrofotometrede 600 nanometrede
0.2 absorbans degerinde 1.4x10° hiicre/ml yogunlugunda siispansiyon hazirlanmustir.
Yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulan tohumlar patojen siispansiyonu igerisinde 5 saat
vakum ve 3 saat daldirma yontemleri kullanilarak patojen bakteri ile inokule edilmistir
(Sekil 3.8, Sekil 3.9). Patojen bakteri ile bulastirilan tohumlar bir gece boyunca steril
kabinde bekletilmistir (Sekil 3.10; Belgiizar, 2014).
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Sekil 3.8. Patojen bakteri Cmm’nin vakum yontemi ile tohumlara inokulasyonu

Sekil 3.9. Patojen bakteri Cmm’nin vakum yontemi ile tohumlara inokulasyonunun
yakindan goriintimii
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Sekil 3.10. Patojen bakteri Cmm inokule edilen tohumlarin steril kabinde kurumaya
birakilmasi

Rizobakteri izolatlarinin tohuma uygulanmasi

Calismanin bu kisminda, saksi denemesinde kullanilan ve Cmm {izerinde baskilama
etkisi yiiksek olan rizobakteri izolatlarindan tekli uygulama, ikili ve Tgli

kombinasyonlar yapilarak tohum uygulamasi yapilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Tohuma yapilan uygulamalarda kullanilan rizobakteri izolatlart

Uygulamalar
1 | Tekli uygulama R-9
2 | Tekli uygulama R-6
3 | Tekli uygulama R-8
4 | Ikili kombinasyon R-6+R-8
5 | Uglii kombinasyon | R-9+R-6+R-8
6 | Pozitif Kontrol Sadece Cmm uygulamasi
7 | Negatif Kontrol Steril saf su uygulamasi

Rizobakteri izolatlar1 King B besi yerine ¢izilerek 26°C’de 48 saat gelistirilmistir.
Spektrofotometre  yardimiyla (Agpo:0.3) bakteri izolatlarindan 10°  hiicre/ml
yogunlugunda siispansiyon hazirlanmistir. Cmm ile bulasik 100’er adet tohum, bakteri
izolatlarindan hazirlanan siispansiyonlar igerisine konulmus, 30 dakika 150 rpm’de

calkalanarak tohuma bakteri uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.11, Sekil 3.12). Sadece
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Cmm ile bulastirilmis tohumlar kontrol olarak kullanilmistir. Herhangi bir uygulamanin
yaptlmadigr steril saf su ile muamele edilen tohumlar da negatif kontrol olarak
belirlenmistir. Uygulama yapilan tohumlar bir gece boyunca steril kabinde
bekletilmistir (Belgiizar, 2014). Tohumlar kuruduktan sonra 100 adet tohum her bir
petriye 10’ar adet olmak {iizere 10 petriye yerlestirilerek (Sekil 3.13) 3-5 giin
inkiibasyona birakilmis ve besi yerinde tohumlarin etrafinda olusan sar1 renkli
kolonilerin tespiti ile Cmm ile bulasik tohum sayist belirlenmistir. Kontrol grubundaki
Cmm ile bulastirilan tohumlardaki bulasik tohum sayisi, uygulama gérmiis tohumdaki
bulagiklik sayist ile Karsilagtinlmistir (Tireng-Karut, 2011). Calisma 2 kez

tekrarlanmistir.

Sekil 3.11. Cmm ile inokule edilmis tohumlarin rizobakteri izolatlar1 ile bulastiriimasi
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Sekil 3.12. Rizobakteri izolatlarina daldirilan tohumlarin ¢alkalanmasi

Sekil 3.13. Uygulama yapilan tohumlarin besi yerine ekimi
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Rizobakteri izolatlarinin tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimine etkisinin belirlenmesi

Cmm ile bulasik olmayan saglikli 100’er adet domates tohumuna Cizelge 3.3.”de verilen
(pozitif kontrol uygulamasi harig) rizobakteri izolatlarinin uygulamasi yapilarak tohum
¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerine olan etkisi arastirilmistir. Rizobakteri izolati ve
kombinasyonlar1 ile muamele goérmiis tohumlar, igerisinde torf bulunan viyollere
ekilmis ve Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Arastirma ve Uygulama Merkezi, Bitki
Koruma Boliimii serasinda ¢imlenmeye birakilmistir. Kontrol grubuna herhangi bir
rizobakteri izolat uygulamasi yapilmamigtir. Viyoller giinliik kontrol edilerek ¢imlenen
tohum sayilar1 kaydedilmistir. Kontrol grubundaki ¢imlenen tohum sayisi, rizobakteri
uygulamasi yapilan tohumdaki ¢imlenme orani ile karsilastirilarak degerlendirme
yapilmistir (Tireng-Karut, 2011). Cimlenmeyi takiben 35 giin sonra fideler hasat
edilmis, bitki boyu, kok uzunlugu, bitki yas ve kuru agirhigi, kok yas ve kuru agirligi

alinmistir.

3.3. istatistiki Analizler

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS istatistik 25 paket programi kullanilarak
varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi ile p<0.05 6nem diizeyinde belirlenmistir. Ayni istatistiki grupta yer

alan uygulamalar ayni1 harf ile ifade edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. In vitro Cahismalar

Rizobakteri izolatlarinin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeni Cmm
tizerindeki etkinligini belirlemek amaciyla yiiriitiilen in vitro ¢alismada, besi yerine
rizobakteri izolatlar1 nokta halinde ekilmis ve rizobakteri izolatlarinin iizerine 4.5x10°
hiicre/ml yogunlugunda patojen bakteri Cmm piiskiirtiilmiistiir. Inkiibasyon siiresi
sonunda rizbakteri izolatlarinin etrafinda olusan engelleme alani bir kumpas yardimiyla
olgtilerek kontrol grubu ile kiyaslanmigtir. Rizobakteri izolatlarinin Cmm iizerindeki
etkileri (%) Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Rizobakteri izolatlarinin Cmm tizerindeki etki orani (%)

Rizobakteri izolat kodu |Bilimsel ad1 Engelleme orani (%)
R-1 Pseudomonas thivervalensis 64.41
R-2 Acinetobacter calcoaceticus 55.11
R-3 Arthrobacter oxydans 55.36
R-4 Pseudomonas kilonensis 77.48
R-5 Pseudomonas monteilii 66.82
R-6 Pseudomonas koreensis 80.48
R-7 Pseudomonas chlororaphis 69.67
R-8 Pseudomonas koreensis 72.87
R-9 Pseudomonas thivervalensis 88.44
R-10 Pseudomonas brassicacearum |39.63
R-11 Pseudomonas koreensis 39.63
R-12 Pseudomonas thivervalensis 13.16

Cizelge 4.1°de goriildiigii iizere, rizobakteri izolatlarinin domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalik etmeni {izerine etkileri degerlendirildiginde, testlenen 12 adet
rizobakteri izolati hastalik etmeni Cmm iizerinde %13.16-88.44 arasinda degisen
oranlarda bir engelleme gostermistir. Hastalik etmeni iizerinde en yiiksek etki R-9 kodlu
Pseudomonas thivervalensis izolatinda (%88.44) ve R-6 kodlu Pseudomonas koreensis
(%80.48) izolatinda belirlenmistir. Testlenen 12 izolattan 9 adedi patojen iizerinde
%350’nin iizerinde engelleme gostermistir. R-10, R-11 ve R-12 kodlu rizobakteri
izolatlar1 hastalik etmeni tizerinde diislik etki gostermistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3, Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Pseudomonas chlororapsis (R-7) izolatimin Cmm iizerinde olusturdugu
inhibisyon alani

Sekil 4.2. P. koreensis (R-6) izolatinin Cmm {izerinde olusturdugu inhibisyon alani
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Sekil 4.4. P. thivervalensis izolat1 ile Cmm arasindaki etkilesim (engelleme olmamustir.)

Yapilan in vitro calismaya benzer bir sekilde, Tokgéniil ve Cinar (1999) Icel, Adana ve
Hatay illerinde domates yetistiriciligi yapilan alanlardan bitkinin rizosfer ve rizoplan
bolgelerinden izole ettikleri 90 tane antagonist bakteriyi Cmm’ye kars1 denemislerdir. In

vitro kosullarda yiiriitiilen ¢alismada, antagonistik etkinin belirlenmesi i¢in bakteri
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izolatlar1 besi yerine nokta halinde ekilmis, 48 saat gelistirildikten sonra, Cmm
siispansiyonu bir el piilverizatorii ile besi yerine piiskiirtiilmiistiir. 72 saat sonra,
antagonist izolatlar ¢evresinde olusan engelleme zonlar1 Olglilmistir. 79 adet
Actinomeycetes, 9 adet floresan Pseudomonas, 2 adet Bacillus cinsi bakteri izolat1 ile
yapilan ¢alismada, 41 izolat 0.1-0.5 cm arasinda, 27 izolat 0.6-1.0 cm arasinda ve 18
izolat 1.1-2.1 cm arasinda degisen oranlarda bir engelleme zonu olusturmus, 4 izolatta
etki goOstermemistir. Yiritilen in vitro calismada o&zellikle Actinomycetes grubu

bakterilerin patojen iizerinde yiiksek etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Antagonistik bakterilerin Cmm’ye olan etkilerini belirlemeye yonelik yapilan diger bir
calismada da, Boudyach ve ark. (2001) Souss- Massa/Fas domates iiretim alanlarindan
izole ettikleri 178 adet antagonist bakteri izolatini domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligina karsi denemislerdir. Bakterileri bitkinin rizoplanindan ve kok
parcalarin1 da igeren rizosfer bolgelerinden elde etmislerdir. In vitro kosullarda
yiiriitiilen ¢alismada, 10° hiicre/ml yogunlugundaki antagonistik bakteri izolatindan 0.01
ml siispansiyon damlatilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra patojen bakteri Cmm
slispansiyonu besi yerine puskiirtiilmiistiir. 24 saat inkiibasyondan sonra, olusan zon
Ol¢iilmiis ve engelleme zon bdlgesine gore siniflandirma yapilmistir. Yiriitiilen
caligmada, 178 bakteri izolatinin hepsi in vitro kosullarda Cmm’ye kars1 engelleyici etki
gostermistir. Besi yerinde 2-30 mm ¢apinda engelleme zonu belirlenmistir. Bacillus
tirleri ve Actinomycetes izolatlarindan bazis1 belirgin bir sekilde zon olusturmustur.
Gram negatif bakterilerinin ¢ogunlugunun ¢ok belirgin bir engelleme zonu
olusturmadig goriilmiistiir. 23 adet bakteri, hastalik etmeni tlizerinde 25-30 mm arasinda

degisen oranlarda yiiksek bir engelleme gostermistir.

Yaptigimiz ¢alismada 12 rizobakteri izolatindan 3 tanesi diger rizobakteri izolatlaria
gore Cmm tizerinde diisiik etki gostermistir. Cetinkaya-Y1ldiz (2007) tarafindan yapilan
caligmada da, testlenen 8 adet PGPR izolatinin Cmm {izerinde antagonistik etkiye sahip
olmadigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada Adana, Antalya, Hatay, Osmaniye, Mersin
ve Mugla illerinden elde edilen ve fosforu indirgeme 6zelligi ve azotu baglama yetenegi
yiiksek olan 8 adet PGPR izolat1 King B besi yerinin iist kismina diiz bir ¢izgi halinde
ekilmis ve 24 saat gelisime birakilmistir. Siire bitiminde hastalik etmeni PGPR’a dik
olarak dort noktadan diiz bir ¢izgi halinde ekilmistir. 25 *C’de inkiibe edilen petrilere 96
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saat sonra Cmm ile PGPR arasinda olusan engelleme alani 6l¢iilmiistiir. Diger yapilan
calismalardan farkli olarak kullanilan 8 adet PGPR izolatindan higbirisinin Cmm

tizerinde etkili olmadigi belirlenmistir.

Domates bitkisinin rizosfer bolgelerinden elde edilen floresan Pseudomonas’larin
Cmm’ye olan antagonistik aktivitelerinin arastirildigi diger bir c¢alismada da, 10°
hiicre/ml yogunlugundaki antagonistik bakteri stispansiyonundan 10 pl besi yerine
damlatilmis, 24 saat 26°C’de inkiibasyondan sonra 10® hiicre/ml yogunlugundaki
patojen bakteri siispansiyonu besi yerine sprey edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra besi yerinde olusan inhibisyon zonlar1 dl¢iilmiistiir. Calisma sonucuna gore, 303
adet bakteri izolatindan 210 tanesinin Cmm iizerinde etkili oldugu ve 2-40 mm arasinda

degisen oranlarda zon olusturduklari belirlenmistir (Amkraz ve ark., 2010).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina benzer sekilde Mirik (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada da, PGPR’larin biber ve domates bakteriyel yaprak lekesi
hastalik etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ya etkileri arastirilmistir.
Adana, Mersin, Osmaniye, Kahramanmaras ve Hatay illerinde biber tiretim alanlarindan
189 adet aday PGPR izolat1 elde edilmistir. Yapilan testlemeler sonucu 11 izolatin
fosfat1 indirgeme yeteneginin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu izolatlardan segilen 3
bakterinin (H8-8, M1-3 ve M3-1) Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria tizerindeki
antagonistik ve siderefor etkilerine bakildiginda M1-3 ve M3-1 izolatlarinin siderefor
etkisini kullandigi, H8-8’in ise siderefor etkisinin olmadigi belirlenmistir. Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria tizerinde antogonistik etkide, H8-8 izolatinin 0.05 cm, M1-3

izolatinin 0.21 cm ve M3-1 izolatinn 0.27 cm engelleme zonu olusturdugu gorilmiistir.

4.2. In vivo ¢calismalar
4.2.1. Saksi ¢alismalar

Rizobakteri izolatlarinin domates bakterivel kanser ve solgunluk hastaligi ilizerindeki

etkisi

In vitro ¢alismalar sonucu hastalik etmeni Cmm iizerinde yiiksek etkiye sahip olan
rizobakteri izolatlart domates bitkisine uygulanmis ve domates bakteriyel kanser ve

solgunluk hastaligi tizerindeki etkisi belirlenmistir. 1. saksi ¢alismas1 Mart-Mayis 2018
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tarihleri arasinda, 2. saksi ¢aligmasi Mayis-Temmuz 2018 tarihleri arasinda Bitki
Koruma Boliimii hastalik serasinda gerceklestirilmistir. Saks1 ¢alismalarinda patojen
bakteri uygulamasindan yaklasik 14 giin sonra pozitif kontrol bitkilerinde tek tarafli
solgunluk seklinde belirtiler gozlenmeye baslanmigtir. Bu tarihten itibaren giinliik
bitkiler kontrol edilmis, haftalik solgun yaprak sayilari alinmistir. Rizobakteri izolat
uygulamasindan yaklasik 45 giin sonra denemeler sonlandirilmistir. Pozitif kontrol
bitkileri ve rizobakteri izolatlarinin uygulandigi bitkilerde hastalik siddeti belirlenmis,
bitki boyu, lezyon boyu o6l¢iilmiis, bitki yas ve kuru agirligi, kok yas ve kuru agirhig
alimmustir. Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de 1. saksi ¢alismasina ait veriler, Cizelge 4.3. ve

Cizelge 4.4.de 2. saksi ¢alismasina ait veriler verilmistir.

Cizelge 4.2. Rizobakteri izolatlarinin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi
tizerine etkisi (1. saksi ¢aligmasi)

Uygulamalar Hastalk | Etki orami | Lezyon boyu | Etki orani
siddeti | (%) (cm) (%)

1] PK 3.6° 0.0 10.00° 0.0

2 | NK 0.00° 100 0.00° 100

3| R-9 3.2° 11.12 9.6 4

4| R-6 2.8° 22.23 8.3 17

5| R-8 2.9 19.45 3.5% 65

6 | R-9+R-8 1.7%® 52.78 6.2%° 38

7| R-7+R-4+R-9 | 3.3° 8.34 5.7% 43

8 | ProBio 2.4% 33.34 4.1%® 59

*Ayni siitun icerisinde ortalamalar yanindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli
olmadigint gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilagtirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.2.°de goriildigi tizere, patojen Cmm’nin uygulandigi pozitif kontrol
bitkilerinde tek tarafli solgunluk, kuruma ve 6liim gibi domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligina ait belirtiler gozlemlenmis ve yapilan degerlendirmelerde
ortalama 3.6 oraninda hastalik siddeti belirlenmistir. Herhangi bir uygulamanin
yapilmadigr negatif kontrol bitkilerinde herhangi bir hastalik belirtisine rastlanmamis
olup, hastalik siddeti 0.0 olarak belirlenmistir. Bitkilerdeki hastalik siddeti
degerlendirildiginde, rizobakteri izolatlarinin uygulandigi bitkilerde 1.7-3.3 arasinda
degisen oranlarda hastalik siddeti belirlenmis olup, yapilan tim rizobakteri izolat
uygulamalarinda pozitif kontrol bitkilerinden daha diisiik oranda bir hastalik siddeti
belirlenmistir. Ozellikle R-9 ve R-8in ikili kombinasyonu ile yapilan uygulamada

ortalama 1.7 oraninda diisiik bir hastalik siddeti belirlenmis olup (Sekil 4.7), yapilan

36



kombineli uygulama hastaligi %52.78 oraninda baskilamistir. ProBio uygulamasinda da

hastalik belirtileri goriilmiis olup, 2.4 oraninda hastalik siddeti saptanmustir (Sekil 4.5).

Uygulama yapilan bitkilerde govde kismi bir bigak ile kesilerek iletim demetleri
boyunca sarimsi, kahverengimsi renkte olusan lezyon boyu Olclilmiistiir. Patojen
bakterinin uygulandigi pozitif kontrol bitkilerinde lezyon boyu 10.00 cm olarak
Ol¢iilmiistiir. Negatif kontrol bitkilerinde herhangi bir sararma, kahverengilesme
seklinde lezyon tespit edilmemistir. Rizobakteri izolatlarinin uygulandig: bitkilerde de
3.5-9.6 cm araliginda bir lezyon ol¢iilmiistiir. Domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaliginin tipik belirtisi olan iletim demetlerindeki sararma, kahverengilesme,
tereklesme veya koflasma belirtisi lizerinde 6zellikle uygulama yapilan R-8 kodlu
rizobakteri izolat1 en diisiik lezyon boyu (3.5 cm) ile en etkili izolat olarak belirlenmis
olup, hastalig1 %65 oraninda baskilamistir. Ayni sekilde ProBio uygulanan bitkilerde de
pozitif kontrol bitkilerinden daha diisiik oranda (4.1 cm) bir lezyon goriilmiis olup,

hastalig1 %59 oraninda engelledigi belirlenmistir (Sekil 4.6).

Antagonistik bakterilerin domates bakteriyel kanser iizerine etkilerinin arastirildigi bir
calismada da, in vitro kosullarda Cmm {izerinde etkili olan antagonistik bakteriler ile
sera kosullarinda denemeler yiiriitiilmiistiir. Boudyach ve ark. (2001) tarafindan yapilan
calismada, antagonistik bakteriler ile muamele edilen tohumlar ekilmis, 3 hafta sonra
saksilara sasirtma iglemi esnasinda fidelerin kok bolgesine 10®  hiicre/ml
yogunlugundaki Cmm siispansiyonu sprey edilmistir. Saksilara dikilen bitkilerde,
patojenin uygulandigi pozitif kontrol bitkilerinde 8. glinden sonra tipik belirtiler
goriiliirken, antagonistik bakterilerin uygulandigi fidelerde 16. giinden itibaren
goriilmeye baglanmistir. Yapilan ¢alismada, 15 izolattan floresan Pseudomonas grubuna
dahil olan 3 tane izolatin kontrolle kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide hastalig1 baskiladig:
belirlenmistir.  Tohum  uygulamasina ilaveten, sasirtma esnasinda Cmm
inokulasyonundan énce fide kokleri 3 dk 10° hiicre/ml yogunlugunda antagonistik
bakteri siispansiyonuna daldirildiginda ise, 15 izolattan 10 tanesinin hastaligi daha
yiiksek oranda baskiladigi belirlenmistir. Yiiriitiilen ¢caligmada antagonistik bakterilerin
tohuma uygulamasina ilaveten koke uygulanmalarinin hastalifi onlemede daha etkili

olacag1 vurgulanmustir.
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Benzer bir ¢alismada, Amkraz ve ark. (2010) antagonistik bakterileri hem tohuma
uygulama hem de tohum uygulamasin takiben kdke daldirma seklinde uygulamislardir.
Patojenin uygulandigr tohumlarda 15 gilin sonra tipik simptomlar goriiliirken,
antagonistik bakterilerin uygulandig: bitkilerde 70 gilin sonra simptomlar goriilmistiir.
Pozitif kontrol bitkilerinde hastalik yogunlugu 65.448.2, bakterilerin uygulandig
bitkilerde ise hastalik yogunlugu 11.0£1.2-25.5+1.0 araliginda belirlenmistir.
Antagonistik bakteri uygulamalari domates bakteriyel kanser hastaligini %61-83.19
arasinda degisen oranlarda engellemistir. Yapilan calismada 6zellikle floresan
Pseudomonas’larin kdoke kolonizasyonlarinin yiiksek oldugu ve tohum uygulamalarini
takiben kok daldirma seklinde antagonistik bakteri uygulamalarinin gerceklestirilmesi

ile Cmm’nin %100’e varan oranlarda azaltilabilecegi vurgulanmigtir.
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Sekil 4.5. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerdeki hastalik

siddeti (1;PK, 2;NK, 3; R-9, 4; R-6, 5; R-8, 6; R-9+R-8, 7; R-7+R-4+R-9,
8;Probio) (1. saks1 ¢aligmasi)
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Sekil 4.6. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig bitkilerde lezyon boyu
(1;PK, 2;NK, 3; R-9, 4; R-6, 5; R-8, 6; R-9+R-8, 7; R-7+R-4+R-9, 8; ProBio)
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Sekil 4.7. NK, PK ve R-9+R-8 uygulamalarinin yapildig: bitkilerdeki hastalik siddeti
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Cizelge 4.3 Rizobakteri izolatlarinin, Cmm ile inokuleli bitkilerde bitki boyu, bitki yas
ve kuru agirhigi, kok yas ve kuru agirligi tizerine etkisi (1. saksi ¢alismast)

Uygulamalar Bitki boyu | Bitki yas | Bitki kuru | Kok Yas | Kok Kuru
(cm) agirhg (9) | agirhg () Agirhgi (9) | Agirhg (g)

1| PK 36.1%" 30.74%" 8.45% 10.8" 1.07"

2 | NK 41.12%® 33.12° 10.41° 20.04% 1.98

3| R-9 34.2® 21.7® 5.94° 13.179 1.05°

4 | R-6 32.5%® 27.24% 7.62° 21.86° 1.64°

5| R-8 41.00® 33.13° 10.16° 16.11%¢ 1.68°

6 | R-9+R-8 38.3® 25.9%® 8.05°% 13.284 1.15°

7 | R-7+R-4+R-9 | 32.1° 18.77° 5.66° 14.16% 1.09°

8 | ProBio 36.2® 21.5® 6.63° 11.2¢ 1.04°

*Aym siitun igerisinde ortalamalar yamindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli
olmadigini gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.3’de goriildigii gibi, uygulama yapilan bitkilerde bitki boyu o6l¢limii
yapildiginda rizobakteri izolatlarinin uygulandigi, patojenin inokule edildigi bitkilerde
32.1-41.00 cm arasinda degisen oranlarda bitkilerde boylanma goriilmiistiir. Bitki boyu
negatif kontrol bitkilerinde ortalama 41.12 cm, pozitif kontrol bitkilerinde ortalama 36.1
cm olarak Sl¢iilmistiir. Yapilan tiim uygulamalarin istatistiki olarak pozitif kontrol ve
negatif kontrol bitkilerinden farkli grupta yer almadig1 ve bdylece bitki boyu iizerinde
olumsuz bir etki géstermedigi (p<0.05) saptanmistir (Sekil 4.8).

Cmm ile inokule edilen bitkilerde rizobakteri izolatlarnin bitki yas agirligina olan
etkisine bakildiginda, pozitif kontrol bitkilerinde bitki yas agirligi 30.74 g olarak,
negatif kontrol bitkilerinde 33.12 g olarak belirlenmistir. Rizobakteri izolatlarinin
uygulandig1 bitkilerde bitki yas agirligt 18.77-33.13 g arasinda degisen oranlarda
belirlenmigtir. En iyi sonu¢ negatif kontrol ile ayni degere sahip olan R-8 kodlu
rizbakteri izolatimin uygulandig: bitkilerde goriilmiistiir. Uclii kominasyonlarin
uygulandig1 bitkilerde bitki yas agirh@inda diistis gozlenmistir (Sekil 4.9). Cmm ile
inokule edilen bitkilerde rizobakteri izolatlarinin bitki kuru agirligina olan etkisine
bakildiginda, uygulamalarin hepsinin ayni grupta oldugu ve istatistiki olarak birbirinden
farksiz olmadigi (p<0.05) belirlenmistir. Pozitif kontrol bitkilerinde bitki kuru agirlik
8.45 g olarak, negatif kontrol bitkilerinde 10.41 g olarak belirlenmistir. Rizobakteri
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izolatlarinin uygulandig1 bitkilerde bitki kuru agirlik 5.66-10.16 g arasinda degisen
oranlarda belirlenmistir (Sekil 4.10).

Cmm ile inokule edilen bitkilerde rizobakteri izolatlarinin bitkilerde kok yas agirligina
olan etkisi incelendiginde, pozitif kontrol bitkilerinde kok yas agirligr 10.8 g olarak,
negatif kontrol bitkilerinde ise pozitif kontroliin iki kati seklinde 20.04 g olarak
belirlenmistir. Rizobakteri izolatlarinin uygulandig bitkilerde ise kok yas agirligi 13.17-
21.86 g arasinda degisen oranlarda belirlenmistir. En iyi sonu¢ R-6 kodlu rizobakteri
izolatinin uygulandigi bitki koklerinde tespit edilmistir. ProBio uygulanan bitkilerin kok
yas agirlig1 da pozitif kontrol ile ayni istatistiki grup igerinde yer almistir (Sekil 4.11).
Koklerin kuru agirliklar incelendiginde, uygulamalar arasinda farkliliklarin olmadigi ve
birbirine yakin oranlarda agirliga sahip olduklari belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.8. Rizobakteri izolati ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerde bitki
boyu (1;PK, 2;NK, 3;R-9 4;R-6, 5;R-8, 6;R-9+R-8, 7;R-7+R-4+R-9,
8; ProBio) (1. saksi ¢alismast)

41



35,00 |

30,00

Bitki yas adirhg

25,00 |

20,00 |

15,00 |

o]
(%]

4 5

[e)]
-
oo

Uygulamalar

Sekil 4.9. Rizobakteri izolatt ve Cmm uygulamalarinin yapildig1 bitkilerin yas agirlig
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saks1 ¢alismast)
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Sekil 4.10. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerin kuru agirligi

(1;PK, 2;NK, 3;R-9 4;R-6, 5;R-8, 6;R-9+R-8, 7;R-7+R-4+R-9, 8; ProBio)
(1. saksi1 ¢alismasi)
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Sekil 4.11. Rizobakteri izolati ve Cmm uygulamalarinin yapildigi bitkilerde kok yas
agirhigr (1;PK, 2;NK, 3;R-9 4;R-6, 5;R-8, 6;R-9+R-8, 7;R-7+R-4+R-9, 8;
ProBio) (1. saks1 ¢alismasi)
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Sekil 4.12. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerde kok kuru
agirlhigr (1;PK, 2;NK, 3;R-9 4;R-6, 5;R-8, 6;R-9+R-8, 7;R-7+R-4+R-9, 8§;
ProBio) (1. saks1 ¢alismasi)
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Cizelge 4.4. Rizobakteri izolatlarinin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig

tizerine etkisi (2. saksi ¢aligmasi)

Uygulamalar | Hastahk | Etki oram | Lezyon boyu | Etki orani

siddeti | (%) (cm) (%)

1| PK 3.68" 0.0 25.12%" 0.0

2 | NK 0.00° 100 0.00° 100

3| R-6 2.06" 41.84 24.25° 3.46

4| R-8 2.04° 44.56 26.25° -4.49

5 | R-9+R-8 2.06° 41.84 30.43° -21.13

6 | ProBio 3.31% 10.5 28.06° -11.70

*Aym siitun igerisinde ortalamalar yamindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli
olmadigint gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.4’de goriildiigii lizere, 1. saksi calismasina benzer sekilde pozitif kontrol
bitkilerinde domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina ait belirtiler gézlenmis
olup, bitkilerdeki hastalik siddeti ortalama 3.68 olarak belirlenmistir. Yapilan tekli ve
ikili kombinasyon halindeki uygulamalarda ise hastalik siddeti 2.04-2.06 arasinda
degisen oranlarda belirlenmistir. Yapilan uygulamalardan R-8 kodlu rizobakteri izolat
uygulamasi %44.56 oraninda, R-6 kodlu rizobakteri izolat uygulamasi %41.84 oraninda
hastaligi engellemistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). R-9 ve R-8 kodlu rizobakteri
izolatlarinin kombinasyonu ile yapilan uygulamalar 1. saksi calismasi ile paralellik

gostermis ve hastalik iizerinde yakin degerde etkiye sahip olmustur (Sekil 4.13).

Yapilan ilk saks1 denemesinin aksine uygulamalarin higbiri bitki iletim demetlerindeki
lezyon boyu {iizerinde etkili olmamistir. Yapilan tiim uygulamalarin basarisiz oldugu
gorilmiistiir. Pozitif kontrol bitkilerinde ortalama 25.12 c¢cm oraninda bir lezyon boyu

goriilmiistiir.  Yapilan diger rizobakteri izolat uygulamalarinda ve ProBio

uygulamasinda pozitif kontrolden daha yiiksek oranda bir lezyon boyu o6l¢iildiiglinden
etkili olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Rizobakteri izolatt ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerdeki
hastalik siddeti (1;PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2. saks1
caligmast)
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Sekil 4.14. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerde lezyon boyu
(1;PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2. saks1 ¢aligsmasi)
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Sekil 4.16. NK, PK ve R-6 uygulamalarinin yapildig: bitkilerdeki hastalik siddeti
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Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaliginin gelisimi iizerine yapilan diger bir ¢alismada, PGPR’lar %80.5°1ik bir oranda
Cmm’yi engellenmistir. Cetinkaya-Yildiz (2007), fosforu indirgeme ozelligi yiiksek
olan 7 adet, azotu baglama yetenegi yiiksek olan 1 adet izolat segerek, 8 adet PGPR
izolat1 ile saks1 ¢aligmasi yliriitmiistiir. Besi yerinde gelistirilen bakterilerden hazirlanan
siispansiyonlar 600 nm’de 0.3 absorbans degerine ayarlanmistir. Fideler 15 dk bakteri
siispansiyonlarina daldirilmistir. Daha sonra fideler fosforca fakir topraga dikilmistir.
Bir hafta sonra patojen uygulamasi yapilan bitkilerde yaklasik 60 giin sonra deneme
sonlandirilmistir. iklim odasinda ve serada 2 kez yiiriitiilen calismada, en basarili izolat

%80.5’lik bir engelleme orani ile N6.6.21 kodlu PGPR izolati olmustur.

Benzer bir ¢alismada, biber ve domates bakteriyel yaprak lekesi hastaligina karsi
PGPR’larin etkilerine bakilmistir. Mirik (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, biber
tiretim alanlarindan elde edilen PGPR’lardan tekli uygulama, ikili ve igli
kombinasyonlar halinde 10™ hiicre/ml yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmis ve
biber fideleri 15 dk siispansiyonlara daldirilmigtir. Bir hafta sonra patojen uygulamasi
yapilarak gelisime birakilmigtir. Degerlendirme sonucunda patojenin uygulandig
pozitif kontrol bitkilerinde ortalama 3.32 hastalik siddeti belirlenirken, tglii
kombinasyonda 1.25 oraninda hastalik siddeti belirlenmistir. Yapilan uygulamanin
hastaligi %62 oraninda baskiladigr goriilmiistiir. Aym1 zamanda yapilan g¢aligmada
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria ile enfekteli biber bitkilerinde PGPR’lardan
M1-3 ve M3-1’in tekli uygulamalarinin bitki boyunda %18 oraninda artig sagladigi
gorilmistir. Govde capinda her iki uygulama birlikte yapildiginda artis (%74)
saglanmustir. Ozellikle PGPR’lar bitki yas ve kuru agirhigmi yiiksek oranda artirmustir.
Bitki yas agirliginda %43-165 oraninda, kuru agirlikta da %250 oraninda yiiksek bir

etki goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Rizobakteri izolatlarinin, Cmm ile inokuleli bitkilerde bitki boyu, bitki yas
ve kuru agirhigi, kok yas ve kuru agirligi iizerine etkisi (2. saks1 ¢alismasi)

Uygulamalar | Bitki boyu | Bitki yas | Bitki kuru | Kok Yas | Kok Kuru
(cm) agirhgi (g) | agirhg (g) | Agirhg Agirhg
(9) (9)
1| PK 45.37" 25.71% 8.82°" 6.83" 1.03"
2 | NK 25.12° 43,632 19.12° 12.91° 2.65%
3| R-6 32.62" 34.95% 0.80™ 0.71% 1.60°
4| R-8 35.5° 42.18 13.67° 12.62° 2.49%
5| R-9+R-8 34.62° 36.38% 10.41°¢ 14.47° 3.08?
6 | ProBio 30.12" 26.61° 7.80° 0.37%° 1.16%

*Ayni siitun icerisinde ortalamalar yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin Gnemli
olmadigint gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Yiritilen 2. saksi ¢alismasinda negatif kontrol grubu bitkilerinde ortalama 25.12 cm
boyunda bir bitki gelisimi goriiliirken pozitif kontrol bitkilerinde bunun tam tersi
bitkiler daha uzun boylu olmustur. Yapilan rizobakteri izolatlarinin ve ProBio
uygulamalarinin Cmm ile enfekteli bitkilerde bitki boyu iizerinde etkiye sahip olmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.17).

Cmm ile inokule edilen bitkilerde rizobakteri izolatlarmin bitki yas agirligina olan
etkisine bakildiginda, pozitif kontrol bitkilerinde bitki yas agirhigr 25.71 g olarak,
negatif kontrol bitkilerinde 43.63 g olarak belirlenmistir. Rizobakteri izolatlarinin
uygulandig1 bitkilerde bitki yas agirhigi 34.95-42.18 g arasinda degisen oranlarda
belirlenmistir. 1. saks1 ¢alismasinda oldugu gibi bitki yas agirlig1 lizerinde en basarili
rizobakteri R-8 kodlu rizobakteri izolati olmustur. Ikili kominasyonlarin uygulandig
bitkilerde bitki yas agirligi daha diisiik olarak belirlenmistir (Sekil 4.18). Rizobakteri
izolatlarinuin, Cmm ile inokule edilen bitkilerde bitki kuru agirligina olan etkisine
bakildiginda, uygulamalarin birbirine benzer oranlarda etkili oldugu belirlenmistir.
Pozitif kontrol bitkilerinde bitki kuru agirlik ortalama 8.82 g olarak, negatif kontrol
bitkilerinde ortalama 19.12 g olarak belirlenmistir. Rizobakteri izolatlarinin uygulandigi
bitkilerde bitki kuru agirlik 9.80-13.67 g arasinda degisen oranlarda belirlenmistir (Sekil
4.19).

Cmm ile inokule edilen bitkilerde rizobakteri izolatlarinin bitkilerde kok yas agirligina
olan etkisi incelendiginde, pozitif kontrol bitkilerinde kok yas agirligr 6.83 g olarak,

negatif kontrol bitkilerinde ise diger saks1 ¢alismasinda oldugu gibi pozitif kontroliin iki
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kat1 12.91 g olarak belirlenmistir. Rizobakteri izolatlarinin uygulandig: bitkilerde ise
kok yas agirligi 9.71-14.47 g arasinda degisen oranlarda belirlenmistir. ProBio
uygulanan bitkilerin kok yas agirligi da pozitif kontrol ile ayni istatistiki grup icerinde
yer almigtir (p<0.05) (Sekil 4.20). Koklerin kuru agirliklart incelendiginde, uygulamalar
arasinda farkliliklarin oldugu ve 6zellikle kok yas agirliginda oldugu gibi kuru agirlikta
da R-9+R-8 ikili kombinasyonun daha etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.17. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerde bitki boyu
(1;PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2. saks1 ¢alismasi)
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ekil 4.18. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildig: bitkilerin yas agirligi
kil 4.18. Rizobakteri izol C ygulamal yapildigi bitkilerin yas agirhig
(1;PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2. saks1 ¢alismasi)
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Sekil 4.19. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarinin yapildigi bitkilerin kuru agirlig
(1;PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2.saks1 ¢aligmasi)
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Sekil 4.20. Rizobakteri izolati ve Cmm uygulamalarinin yapildigi bitkilerde kok yas
agirhigi(1;,PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2.saksi

caligmast)
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Sekil 4.21. Rizobakteri izolat1 ve Cmm uygulamalarmin yapildig1 bitkilerde kok kuru
agirh@i(1;PK, 2;NK, 3; R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6; ProBio) (2.saksi
caligmast)

Antagonistik bakterilerin domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla yiiriitiilen diger bir ¢aligmada da, Tokgoniil ve Cinar
(1999), Adana, igel ve Hatay illerinde domates iiretimi yapilan arazilerde saglikl

bitkilerden aldiklar1 6rneklerden 90 adet bakteri izolat elde etmislerdir. Ilk olarak in
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vitro kosullarda 90 adet izolat Cmm’ye karsi denenmis ve 90 izolattan en yiiksek etkiye
sahip olan 7 adet izolat secilerek saksi ¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Domates tohumlarina
bakteriler uygulanmis ve steril toprak, torf ve kum karigimi iceren saksilara ekimi
yapilmigtir. Calisma, temiz toprak ve patojenle bulastirilmis toprak olmak tizere iki
kisimda yapilmistir. Daha sonra rifampicin antibiyotigine dayanikli Cmm izolatindan
hazirlanan siispansiyondan 10 ml saksilara verilmistir. Yaklasik 8 hafta sonra hasta ve
saglam bitki seklinde bitkiler degerlendirilmistir. /n vivo saks1 calismalarnda 7
antagonistik bakteri domates bakteriyel solgunluk hastaligini temiz toprakta %45.57-
100 arasinda degisen oranlarda, patojen ile bulagik toprakta %64.58-100 arasinda

degisen oranlarda engellemistir.

PGPR’larin Cmm ile enfekteli domates bitkisinde bitki gelisimine olan etkisine yonelik
yapilan bir ¢alismada da, PGPR’larin bitki boyuna, gévde ¢apina, dal sayisina, bitki yas
ve kuru agirhigmabakilmistir (Cetinkaya-Yildiz, 2007). Yapilan sera c¢alismasinda
N6.6.21. kodlu PGPR izolat1 pozitif kontrole gére bitki boyunu %30.3 oraninda
artirmistir. Iklim odasi denemesinde bu deger daha diisiik cikmustir. Ayrica ayni
uygulama bitki boyunu %-4.6 oraninda azaltmistir. Yapilan ¢alismada bitki govde
capinda en etkili izolat %17.3’1iik bir artis ile Y1.6.7 kodlu izolat da goriilmiistiir. Bitki
yas agirligia etkisi incelendiginde de PGPR’larin %2-39.8 oraninda bir artis sagladigi,
Y 6.4 kodlu 1zolatin ise bitki kuru agirligint %49.4 oraninda artirdig belirlenmistir. Ayni
sekilde PGPR uygulamalarindan Y1.6.7 uygulamasi bitkide dal sayismi %17.8 ve
%30.3 oraninda artirmustir. Iklim odas1 ve serada yiiriitiilen saks1 calismalarinda bitki
gelisiminde artis oldugu gibi bazi uygulamalarda bitki gelisimi lizerinde azalmalarda

tespit edilmistir.

Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki gelisimine etkisi

Sera denemesi seklinde yiiriitiilen ¢alismada, patojen ile enfekteli olmayan sadece
rizobakteriler ile muamele gormils domates bitkilerinde bakterilerin bitki gelisimi
lizerine olan etkisi incelenmistir. Rizobakterilerin bitki gelisimi lizerine etki ¢alismalari
hastalik etmenine olan etki calismalar1 ile ayni donemde ve ayni kosullar altinda
yiritilmistir. Bitkilerde bakim, sulama islemleri giinliik takip edilmis ve yaklasik 60
giin sonra deneme sonlandirilmistir. Denemeler sonlandirilirken bitki boyu ve govde

capi Ol¢iilmiis, dal ve meyve sayilmis, bitkinin yas ve kuru agirligi, koklerin yas ve kuru
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agirhiklart alinmustir (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24). 1. saks1 ¢alismasina ait veriler
Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de, 2. saks1 caligmasina ait veriler ise Cizelge 4.8 ve Cizelge

4.9’da verilmistir.

Sekil 4.23. Deneme sonunda bitki boyu 6l¢iimii
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Sekil 4.24. Deneme sonunda bitki yas agirliklarinin terazide tartiimasi

Cizelge 4.6. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki boyu, dal ve meyve sayisi
tizerine olan etkisi (1. saks1 caligmast)

Uygulamalar Bitki Etki | Govde | Etki Dal Etki | Meyve | Etki
Boyu | oran | Cap oram | Sayis1 | oran | Sayis1 | oram
(cm) 1(%) | (cm) (%) (adet) | 1(%) | (adet) | (%)
1[NK 76.00 [ 0.0 [3.60" |0.0 17.80° 0.0 [1.60 0.0
2 | R-9 74.00* | -2.7 | 3.50° -2.85 17.00° | -4.70 | 3.40® |52.94
3| R-6 74.00° | -2.7 | 3.70° 2.70 17.80* | 0.0 2.40™ | 33.33
4| R-8 83.00° | 8.43 [3.30® |-9.09 18.60° | 4.30 | 3.60® | 5555
5| R-9+R-8 79.80° | 4.76 | 3.40®° |-588 18.40° | 3.26 | 3.80a | 57,89
6 | R-7+R-4+R-9 | 78.40° [ 3.06 |3.00° |-20 17.60% | -1.13 | 2.00° | 20
7 | ProBio 79.80* | 4.76 | 3.70° 2.70 17.00° | -4.70 | 2.00° 20

*Aym siitun igerisinde ortalamalar yamindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli

olmadigint gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.6’da goriildiigi lizere, domates bitkisinin bitki boy gelisimi {izerine en yiiksek
etki (%8.43) R-8 kodlu rizobakteri izolat uygulanmasi ile elde edilmistir. Negatif
kontrol bitkilerinde ortalama 76 cm uzunlugunda boy goriiliirken, R-8 kodlu
rizobakterinin uygulandig: bitkilerde 83 cm uzunlugunda bitki boyu goriilmistiir. R-9

ve R-6 kodlu rizobakteri izolat uygulamalari domates bitkisinde bitki boyunun gelisimi

tizerinde etkili olmamustir (Sekil 4.25).
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Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki goévde c¢apina olan etkisine
bakildiginda, R-6 kodlu uygulama disinda diger uygulamalarin higbiri basarili
olmamistir. Istatistiki olarak yapilan uygulamalarin kontrol bitkileri ile ayn1 grup
icerisinde yer aldig1 goriilmiistiir (p<0.05). G6vde ¢ap1 iizerinde istatistiki olarak farkli
grupta yer alan li¢li kombine uygulamast %-20 oraninda azalmaya sebep olmustur

(Sekil 4.26).

Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde dal sayisi {izerine olan etkisi
incelendiginde, yapilan uygulamalarin istatistiki olarak birbiri ile ayni oldugu
goriilmistiir (p<0.05). R-8 kodlu rizobakteri izolatinin uygulandig: bitkilerde ve R-9+R-
8 kombinasyonunun uygulandigi bitkilerde dal sayisinda sirasiyla %4.30 ve %3.26

oraninda artig gozlenmis olup, basarili uygulamalar olarak belirlenmistir (Sekil 4.27).

Rizobakteri izolatlarinin bitki gelisimi tizerine olan etkisi meyve olusumunda ¢ok etkili
bir sekilde goriilmiistiir. Negatif kontrol bitkilerinde ortalama 1.6 adet meyve meydana
gelirken, diger yapilan tiim uygulamalarda negatif kontrol bitkilerinden daha fazla
sayida meyve olusmustur. Yapilan rizobakteri izolat uygulamalar1 %20-57.89 arasinda
degisen oranlarda meyve sayisi iizerinde artis gostermistir. En yiiksek etki R-9+R-8
kombineli uygulamada gorilmiistiir (Sekil 4.28). ProBio uygulamasinin yapildigi
bitkilerde de %20’lik bir artis gozlenmistir.
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Sekil 4.25. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki boyuna olan etkisi (1;NK,
2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saksi
caligmast)
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Sekil 4.26. Rizobakteri izolatlariin domates bitkisinde gévde ¢apina olan etkisi (1;NK,
2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saksi
caligmast)
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Sekil 4.27. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde dal sayisina olan etkisi (1;NK,
2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saksi
caligmast)
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Sekil 4.28. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde meyve sayisina olan etkisi
(LI;NK, 2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1.
saks1 ¢alismasi)

Cizelge 4.7. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki yas ve kuru agirlik, kok
yas ve kuru agirlik {izerine olan etkisi (1. saks1 ¢caligsmasi)

Uygulamalar Bitki Yas | Etki Bitki Etki Kok Etki Kok Etki
Agirh@ orani Kuru orani Yas orani Kuru orani
(9) (%) Agirhgr | (%) Agirhgr | (%) Agirhgr | (%)

(9) (¢)) (9)

1] NK 143.03" [ 0.0 84.08° | 0.0 37.32" | 0.0 3.58" 0.0

2 | R-9 13357 | -7.08 70.25° |-19.68 | 36.11® | -3.35 3.31° -8.15

3| R-6 117.06™ -22.18 | 7458 |-12.73 |28.85° |-29.35 | 2.70° -32.59

4 | R-8 131.55%° | -8.72 77.00° | -9.19 30.02° |-2431 |2.90° -23.44

5 | R-9+R-8 151.96° 5.87 88.24° | 4.71 35.43*° | -533 3.39° -5.6

6 | R-7+R- 106.03° -3489 |67.87° |-2388 [30.30° |[-23.16 | 2.88° -24.30

4+R-9
7 | ProBio 116.26™ -23.02 |6358° |-32.24 |4051® |[7.87 3.20° -11.87

*Aym siitun igerisinde ortalamalar yamindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli
olmadigini gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilagtirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.7°de 1. saks1 calismasinda yapilan uygulamalarin bitkinin yas ve kuru agirhigs,

kok yas ve kuru agirligr iizerine olan etkisi verilmistir. Bitkinin yas ve kuru agirliklar

tizerinde etkili olan tek uygulama R-9+R-8 ikili kombinasyonun uygulandig: bitkilerde

goriilmiistiir. R-9+R-8 uygulamasi bitkinin yas agirhiginda %5.87 oraninda, bitki kuru
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agirhiginda %4.71 oraninda bir artig saglamigtir. Diger uygulamalar bitkinin yas ve kuru

agirliklari tizerinde azaltici bir etki sergilemistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30).

Saks1 caligmasinda yapilan tiim rizobakteri izolat uygulamalari bitki kdk gelisimi
tizerinde basarili olamamistir. Negatif kontrol bitkilerinde koklerin yas agirligi ortalama
37.32 g, kuru agirhig 3.58 g olarak belirlenmistir. Yapilan uygulamalarda ise koklerin
yas ve kuru agirliklar1 negatif kontrol bitkilerinden daha diisiik oranda belirlenmistir.
Sadece ProBio uygulamasi bitki yas agirhigimi artirici etki gostermistir (Sekil 4.31, Sekil
4.32).
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Sekil 4.29. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde yas agirliga olan etkisi(1;NK,

2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saksi
caligmast)
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Sekil 4.30. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde kuru agirliga olan etkisi (1;NK,
2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saksi

caligmast)
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Uygulamalar
Sekil 4.31. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde kok yas agirliga olan etkisi

(1;)NK, 2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saks1
caligmast)
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Sekil 4.32. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde kok kuru agirliga olan etkisi
(1;NK, 2;R-9 3;R-6, 4;R-8, 5;R-9+R-8, 6;R-7+R-4+R-9, 7; ProBio) (1. saks1
caligmast)

PGPR’larin domates bitkisinde bitki gelisimine olan etkilerine yonelik yapilan benzer
bir ¢aligmada da, PGPR izolatlarindan hazirlanan silispansiyonlara domates fidelerinin
kok bolgeleri daldirilmis ve gelisen bitkilerde bitki boyuna, govde ¢apina, dal sayisina,
bitki yas ve kuru agirligina bakilmistir. Cetinkaya-Yildiz (2007) tarafindan sera
kosullarinda yiiriitiilen saks1 denemesinde 8 adet PGPR izolatindan N6.6.21 kodlu
izolatin %6.4 oraninda, R3.3.5 kodlu izolatin ise %6 oraninda bitki boyunda artis
sagladig1 goriilmistiir. Yapilan ¢alismada ayn1 zamanda N6.6.21 kodlu izolatin gévde
capinda%®8.5 oraninda, bitki yas agirhiginda %22.9 oraninda ve bitki kuru agirlik
tizerinde %29.2 oraninda artis sagladig1r goriilmis olup, bitki gelisiminde en basarili
izolat olarak belirlenmistir. Yapilan ¢aligsmada, bitki dal sayis1 lizerinde de %21.4 artig
saglayan R2.1 kodlu izolat bagarili bulunmustur. Yapilan bazi uygulamalarin ise bitki

gelisimini azaltici etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki boyu, gévde capi, dal ve
meyve sayisi lizerine olan etkisi (2. saks1 ¢alismasi)

Uygulamalar | Bitki Etki Govde | Etki Dal Etki Meyve | Etki
Boyu Oram | Cap1 Oram | Sayist | Oram | Sayis1 | Oram
(cm) (%) |[(cm) | (%) (adet) | (%) (adet) | (%)

1| NK 65.70" 0.00 3.70° |0.00 20.00 | 0.00 2.20° ]0.00

2| R-6 69.07° 4.87 3.50° -5.71 16.28° | -22.85 | 2.42° 9.09

3| R-8 70.33° 6.58 3.66° -1.09 17.16* | -16.55 | 1.83° -20.21

4 | R-9+R-8 65.92° 0.33 3.85° 3.89 18.42° | -8.57 1.71° -28.65

5 | ProBio 59.57° -10.29 | 3.64° -1.64 18.85% | -6.10 0.42° -423.80

*

Ayni siitun icerisinde ortalamalar yanindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin Gnemli
olmadigint gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Yiiriitillen ikinci saksi ¢alismasinda, rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki
boyuna, bitkide gdvde capina, olusan dal ve meyve sayisina etkisi Cizelge 4.8’de
verilmistir. Bitki boyu {izerinde en basarili uygulama R-8 kodlu rizobakteri izolatinda
olmustur. Bitki boyunda %6.58°lik bir artig saglamistir. Negatif kontrol bitkilerinde
ortalama 65.70 cm boylanma goriilirken, R-8 uygulamasinda 70.33 cm boylanma
goriilmiistiir. Ikinci etkili uygulama R-6 kodlu rizobakteri izolat uygulamasinda (%4.87

boy artis1) goriilmistiir (Sekil 4.33).

Yapilan uygulamalarin bitki govde c¢apma olan etkisine bakildiginda, tiim
uygulamalarin istatistiki olarak negatif kontrol ile ayni grupta oldugu, gdévde capi
tizerinde etkili olmadiklar1 goriilmiistiir (p<0.05). Uygulamalar arasinda sadece R-9+R-

8 kombineli uygulamada %3.89’luk bir artis belirlenmistir (Sekil 4.34).

Rizobakteri izolatlarmin domates bitkisinde dal sayist lizerine olan etkisi
incelendiginde, birinci denemenin aksine yapilan uygulamalar dal sayis1 lizerinde etkili
olmamistir. Aksine yapilan uygulamalar %-6.10-%-22.85 oraninda bir azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.35). Rizobakteri izolatlarinin meyve sayisina olan etkisi de ayni
sekilde birinci denemede daha olumlu ¢ikmustir. ilk denemede meyve sayisinda artis
olurken, ikinci denemede azalma goriilmiistiir. Yalnizca R-6 kodlu rizobakteri izolat

uygulamasinda %9.09 oraninda bir artis saglanmistir (Sekil 4.36)
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Sekil 4.33. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki boyuna olan etkisi (1;NK,
2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2. saks1 ¢alismasi)
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Sekil 4.34. Rizobakteri izolatlarinn domates bitkisinde govde ¢apina olan etkisi (1;NK,
2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2. saksi1 ¢alismasi)
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Sekil 4.35. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde dal sayisina olan etkisi (1;NK,
2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2. saks1 ¢alismasi)
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Sekil 4.36. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde meyve sayisina olan etkisi
(1;NK, 2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2. saks1 ¢alismasi)



Cizelge 4.9. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde bitki yas ve kuru agirligi, kok
yas ve kuru agirligi lizerine olan etkisi (2. saksi ¢aligmast)

Uygulamalar Bitki Yas | Etki Bitki Etki Kok Etki Kok Etki
Agirhg Oram Kuru Oram Yas Orani Kuru Oram
(9) (%) Agirhgr | (%) Agirh@ | (%) Agirhg | (%)
(9) (9) 9
1] NK 105.76% 0.00 51.62" | 0.00 38.61° | 0.00 5.20° 0.00
2 | R-6 130.11° 18.71 75.32° | 31.46 4358 | 11.40 5.10° -1.96
3| R-8 119.44° 11.45 62.22% | 17.03 37.69° | -2.44 3.99° -30.32
4 | R-9+R-8 117.76° 10.19 62.52° | 17.43 55.96 | 31.00 6.32° 17.72
5 | ProBio 84.89" 2458 | 38.00° |-35.84 |6250*° | 38.22 10.15* | 48.76

Aym siitun igerisinde ortalamalar yamindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli
olmadigint gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.9°da ikinci saksi ¢alisma sonucunda rizobakteri izolatlariun bitkideki yas ve
kuru agirliga, koklerdeki yas ve kuru agirhiga olan etkileri verilmistir. Yapilan tiim
rizobakteri izolat uygulamalarinin bitkinin yas agirhginda %10.19-18.71 arasinda
degisen oranlarda artis sagladigi goriilmiistiir. Negatif kontrol bitkilerinde ortalama
105.76 g oraninda bir yas agirlik belirlenirken, R-6 kodlu rizobakteri izolatinin
uygulandig: bitkilerde ortalama 130.11 g oraninda bir yas agirlik goriilmiis olup, bitki
yas agirligi iizerinde etkili bir uygulama olarak belirlenmistir (Sekil 4.37). Rizobakteri
izolatlarinin bitkide kuru agirliga olan etkisine bakildiginda, yas agirlik uygulamasina
paralel olarak tiim rizobakteri izolat uygulamalar1 basarili uygulamalar olarak
goriilmiistiir. Istatistiki olarak negatif kontrol grubundan farkl bir grupta yer almislardir
(p<0.05). Bitkinin kuru agirlig1 iizerinde %17.03-31.46 arasinda degisen oranlarda bir
etki gostermiglerdir. En etkili uygulama R-6 kodlu rizobakteri izolat uygulamasinda
goriilmiistiir. Negatif kontrol bitkilerinde ortalama 51.62 g kuru agirlik goriiliirken, R-6
kodlu rizobakteri izolatinin uygulandigi bitkilerde 75.32 g kuru agirhk gorilmistiir
(Sekil 4.38).
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Yapilan uygulamalarin bitkide koklerde yas ve kuru agirliga olan etkisine bakildiginda,
R-9 + R-8 ikili kombinasyonlu uygulama en basarili uygulama olarak belirlenmistir.
Negatif kontrol bitkilerinde kok yas agirligr ortalama 38.61 g, kok kuru agirlig
ortalama 5.20 g olarak belirlenmistir. R-9 + R-8 kodlu uygulamada ise kok yas
agirliginda %31.00 oraninda artig saglanmig ve 55.96 g kok yas agirligt belirlenmistir.
Kuru agirlikta ise %17.72’1ik bir artis saglanmistir. Kok yas ve kuru agirlik tizerinde en
etkili uygulama ProBio olmustur. Kok yas agirhginda %38.22 oraninda, kuru
agirliginda %48.76 oraninda bir artis saglamistir (Sekil 4.39, Sekil 4.40).
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Sekil 4.37. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde yas agirliga olan etkisi (1;NK,
2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2.saks1 ¢alismasi)
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Sekil 4.38. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde kuru agirliga olan etkisi (1;NK,
2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2.saks1 ¢alismasi)
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Sekil 4.39. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde kok yas agirliga olan etkisi
(1;NK, 2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2. saksi ¢alismasi)
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Sekil 4.40. Rizobakteri izolatlarinin domates bitkisinde kok kuru agirliga olan etkisi
(1;NK, 2;R-6, 3;R-8, 4;R-9+R-8, 5; ProBio) (2. saksi ¢alismasi)

PGPR’larin domateste, bitki gelisimine yOnelik yapilan calismaya benzer sekilde,
PGPR’larin saglikli biber bitkisinde gelisime olan etkilerine de bakilmistir. Mirik
(2005), biber fidelerine kokten PGPR uyguladiginda bitki boyunda, govde c¢apinda,
bitki yas agirhiginda, bitki kuru agirliginda ve kok uzunlugunda kontrole gore sirasiyla
%8, %74, %31, %14 ve %65 oraninda artis saglamistir. Kok kuru agirliginda ise

olumsuz bir etki yaptiklar1 belirtilmistir.

4.2.2. Tohum uygulamalari

Cmm ile bulagik tohumlarda rizobakteri izolatlarinin patojen bakteri tizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, uygulamalardan 3 giin sonra degerlendirmeler
yapilmistir. Sadece patojen bakteri ile bulasik pozitif kontrol tohumlarinin etrafinda sar1
renkli bakteri kolonileri belirlenmistir. Herhangi bir uygulamanin yapilmadigi negatif
kontrolde ise tohumlarin etrafinda bakteri gelisimi gézlenmemistir. Rizobakteri izolat
uygulamalarinda ise tohumlarin etrafinda hem patojen bakteri hem de diger uygulama
yapilan rizobakterinin gelisimi goézlenmistir. Cizelge 4.10°da tohum uygulamasi

sonrasinda patojen ile bulasiklik orani (%) verilmistir.
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Cizelge 4.10.Tohum uygulamasinda tohumlardaki patojen ile bulasiklik orani (%)

Patojen ile bulasiklik oram
Uygulamalar 1. deneme 2. deneme

Bulasikhik Etki oram | Bulasikhk Etki oram

orani (%) (%) orani (%) (%)
Negatif Kontrol |0 100 0 100
Pozitif kontrol 82 0.0 66 0.0
R-9 14 82.92 32 51.51
R-6 26 68.29 22 66.66
R-8 32 60.97 24 63.63
R-6+R-8 31 62.19 18 72.72
R-9+R-6+R-8 26 68.29 14 78.78

Cizelge 4.10°da goriildiigii iizere, herhangi bir uygulamanin yapilmadigi negatif kontrol
grubu domates tohumlarinda bulasiklik %0 olarak belirlenmistir. Sadece patojenin
uygulandigr domates tohumlarinda ise ilk denemede %82 oraninda, ikinci denemede
%66 oraninda bir bulagiklik goriilmiistiir. Rizobakteri izolatlarinin uygulandigi
tohumlarda ise her iki denemede de %14-32 arasinda degisen oranlarda bulasiklik tespit
edilmistir. Ilk denemede patojen ile bulasik tohumlar iizerinde en etkili izolat %82.92
etki orani ile R-9 kodlu uygulamada goriilmiistiir. R-9 kodlu uygulamadan sonra ikinci
basarili uygulama R-6 kodlu uygulama ve ii¢lii kombinasyon uygulamalarinda (%68.29)
belirlenmistir. R-6 ile R-8 kodlu rizobakteri izolatlar1 ile olusturulan ikili
kombinasyonda ise %62.19 oraninda etki belirlenmistir. En son olarak da R-8
rizobakteri izolat uygulamasi bulasik tohumlar tizerinde %60.97 oraninda etki
gostermistir. Yapilan ikinci denemede ise en basarili uygulama i¢lii kombinasyon
uygulamasinda belirlenmis olup, %78.78 oraninda bir etki goriilmiistiir. Bu uygulamayi
takiben ikili kombinasyon %72.72 oraninda etkili olmustur. Daha sonra %66.66 etki ile
R-6, %63.63 etki oran1 ile R-8 ve son olarak da %51.51 ile R-9 kodlu rizobakteri

izolatolmustur.

Rizobakteri izolatlarinin tohum cimlenmesi ve fide gelisimine etkisi

Cmm ile bulasik olmayan saglikli domates tohumlarinda ¢imlenme ve fide gelisimi
lizerine rizobakteri izolatlarinin etkisinin bakildigi bu g¢alismada, ekimi yapilan tiim
tohumlar ¢imlenmis ve tohum ekiminden 35 giin sonra hasat islemi gergeklestirilmistir.

Uygulamanin yapildigr tohumlardan gelisen fidelerde bitki boyu ve kdék uzunlugu
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Olciilmiis, bitkilerde yas ve kuru agirlik alinmistir. Cizelge 4.11°de rizobakteri
izolatlarinin uygulandigi tohumlardan gelisen fidelerde bitki boyu, kok uzunlugu, bitki

yas ve kuru agirlig verilmistir.

Cizelge 4.11. Rizobakteri izolatlarinin fide gelisimine etkisi

Uygulamalar | Bitki Etki Kok Etki Bitki Etki Bitki Etki
boyu orani uzunlugu | oram Yas Orani Kuru Oram
(cm) (%) (cm) (%) Agirh@ | (%) Agirhgr | (%)
1| NK 8.12* 1 0.00 9.16° 0.00 E)g.gﬂa 0.00 E)g.)lla 0.00
2 | R-6 8.27% | 181 10.58? 13.42 | 0.70° -24.28 | 0.09° -22.22
3| R-8 8.08% | -0.49 10.83% 15.42 | 0.81% -7.40 0.10% -10
4 | R-9+R-8 7.95° | -2.13 10.83° 15.42 | 0.74° -17.56 | 0.10° -10
5 | ProBio 7.37%° | -10.17 9.37% 2.24 0.72% -20.83 | 0.10° -10

*Aym siitun igerisinde ortalamalar yamindaki aymi harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli
olmadigim gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Cizelge 4.11°da goriildigi tizere, negatif kontrol bitkilerinde bitki boyu ortalama 8.12
cm iken, rizobakteri izolatlarinin uygulandig1 tohumlardan gelisen fidelerde bitki boyu
7.95-8.27 cm araliginda olmustur. Rizobakteri izolatlar igerisinde sadece R-6 kodlu
rizobakteri izolat uygulamasi etkili sonu¢ vermis ve %1.81 oraninda bir artis
goriilmistiir (Sekil 4.41). Rizobakteri izolatlarinin kok uzunluguna etkisi ise daha
yiiksek olmustur. Negatif kontrol bitkilerinde ortalama 9.16 cm uzunlukta bir kok
goriliirken, rizobakteri izolatlarinin uygulandigi bitkilerde 10.58-10.83 cm araliginda
bir kok uzunlugu goriilmiistiir. En yiiksek etki R-8 kodlu tekli uygulamada ve R-8+R-9
kodlu ikili kombanisyon uygulamasinda (%10.83) goriilmistiir (Sekil 4.42). Yapilan
hi¢bir uygulama bitki yas ve kuru agirlik iizerinde etkili olmamais olup, tiim uygulamalar
bitki yas ve kuru agirlik tizerinde istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer almistir

(p<0.05) (Sekil 4.43, Sekil 4.44).
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Sekil 4.41. Tohum uygulamalarinda rizobakteri izolatlariin bitki boyuna olan etkisi
(L;NK, 2;R-9, 3;R-6, 4;R-8, 5;R-6+R-8, 6;R-9+R-6+R-8)
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Sekil 4.42. Tohum uygulamalarinda rizobakteri izolatlarinin kok uzunluguna olan etkisi
(1;NK, 2;R-9, 3;R-6, 4;R-8, 5;R-6+R-8, 6;R-9+R-6+R-8)
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Sekil 4.43. Tohum uygulamalarinda rizobakteri izolatlarinin bitki yas agirligina olan
etkisi (1;NK, 2;R-9, 3;R-6, 4;R-8, 5;R-6+R-8, 6;R-9+R-6+R-8)
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Sekil 4.44. Tohum uygulamalarinda rizobakteri izolatlarmin bitki kuru agirligina olan
etkisi (1;NK, 2;R-9, 3;R-6, 4;R-8, 5;R-6+R-8, 6;R-9+R-6+R-8)

Domates bakteriyel solgunluk hastaliginin biyolojik miicadelesinde antagonist

bakterilerin kullanimima yonelik yapilan diger bir tohum c¢alismasinda da, Cmm ile

inokule edilmis domates tohumlarina antagonist bakteriler uygulanmistir. Antagonist

bakterilerden hazirlanan siispansiyonlar ayni oranda %1 lik carboxyl cellulose ile

karnigtirllmis ve hastalik etmeni ile bulasik domates tohumlar1 bu karisim igerisine



konularak ¢alkalanmigtir. Uygulama yapilan tohumlar bir gece kurutulmus ve ertesi giin
besi yerine ekilmis ve 10 giin inkiibasyona birakilmistir. Tohum g¢evresinde Cmm’nin
gelistigi tohumlar patojen ile bulagik olarak belirlenmistir. Deneme sonucuna goére, 27
antagonist bakteri izolati, hastalik etmeni ile bulaslk tohumlarda patojen gelisimini
farkli oranlarda engellemistir. Ozellikle Actinomycetes grubu izolatlarindan KDA-10,

EA-1 en etkili izolatlar olmustur (Tokgoniil ve Cinar, 1999).

Girish ve Umesha (2005) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada da, Bacillus subtilis
GBO03, B. amyloliquefaciens IN937a ve Brevibacillus brevis IPC11 PGPR izolatlarinin
Cmm’ye olan etkileri incelenmistir. Domates tohumlari 108 hiicre/ml yogunlugundaki
PGPR Kkiiltiirleri ile 24 saat muamele edilmistir. Tohum ekiminden 8 giin sonra gergek
yapraklar ¢iktiginda, bitkiler 1x10® hiicre/ml yogunlugunda Cmm ile inokule edilmistir.
Calisma sonucunda PGPR’larin hastaligi 6nemli 6lgiide azalttig1 belirlenmistir. Kontrol
grubu bitkilerde hastalik yogunlugu %93 olarak goriiliirken, IN937a, GBO3 ve IPC11
uygulanan bitkilerde hastalik yogunlugu sirasiyla %44, %58 ve %54 olarak
belirlenmistir. Yiriitilen ¢alismada aym1 zamanda PGPR’larin tohum ¢imlenmesi
tizerindeki etkilerine de bakilmistir. Bacillus subtilis GB03, B. amyloliquefaciens
IN937a ve Brevibacillus brevis IPC11 bakterilerine ilaveten Bacillus pumilis INR7,
SE34, T4 bakterileri de olmak tlizere 6 adet PGPR‘in tohum gelisimi iizerine etkileri
incelenmistir. Manadapalli PKM-1 cesidi domates tohumlar1 24 saat 10® hiicre/ml
yogunlugundaki bakteri siispansiyonlari ile muamele edilmistir. Cimlendirme testine
gore 7 gilin sonra ¢imlenen tohumlar sayilmis, kok ve siirglin uzunlugu 6l¢iilmiistiir. 6
izolattan 4 tanesi (SE34, IPC11, GB03 ve IN937a) kontrole gore tohum c¢imlenme
oranin1 artirmistir. En yiiksek etki IN937a (%83) izolatinda goriilmistiir. Yapilan
calismada PGPR‘larin kok uzunlugunda etkili olmadigi fakat siirgiin uzunlugu ve

canlilik indeksini artirdig1 belirlenmistir.

PGPR’larin bitki gelisimine etkilerinin belirlenmesi i¢in Cetinkaya-Yildiz (2007)
tarafindan yapilan viyol ¢alismasinda da, viyollere ekilen saglikli domates tohumlarina
10 giin boyunca PGPR izolatlar piiskiirtiilmiistiir. Iki kez tekrarlanan ¢aligmada Y1.6.7
ile N6.6.21 izolatlarindan olusan ikili kombinasyonuygulamas: fidenin bitki boyunda
%28’lik bir artis saglamistir. Bu ikili uygulama ayni zamanda bitki govde ¢apinda, dal

sayisinda, bitki yas ve kuru agirlifinda da artis saglamistir. Yapilan bazi uygulamalarin
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ise fidelerde gelisim iizerinde etkili olmadigi hatta azaltici etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Petri caligmalari, saks1 denemeleri ve tohum uygulamalarinda kullanilan rizobakteriler
veya antagonistik bakteriler tiim uygulamalarda hastaligi baskilamada ve bitki gelisimi
lizerinde aym etkiyi gostermeyebilir. Besi yerinde yiiksek etkiye sahip olan, en biiylik
engelleme zonu olusturan antagonistik bakteriler her zaman en etkili biyolojik miicadele
ajani olmayabilir, diger bir ifade ile in vitro antagonizm ile arazide bitki hastaliginin
baskilanmasinda bir iligki goriilmeyebilir (Weller, 1998; Bernett ve ark., 1999).
Yiriittiigiimiiz bu ¢aligmada da oldugu gibi, in vitro denemede etkili olan R-4 ve R-7
kodlu rizobakteriler saksi ve tohum calismalarinda etkisiz olmustur. Ozellikle in vitro
testler sonucu bitki gelisimi ve tohumdan fide gelisimi iizerinde etkili olabilecegini
diisiindiigiimiiz izolatlar bitki boyunda, govde capinda, yas ve kuru agirliklarda etkili
olamamugtir. Yapilan ¢ogu caligmada in vitro ve in vivo ¢alismalarda birbiri ile ¢elisen
sonuclar ¢ikabilmektedir. Tokgoniil ve Cinar (1999) tarafindan yapilan ¢alismada da
antogonistik etkiye sahip Actinomyces KDA10 ve SA-1 izolatlar petride diisiik oranda
patojeni engellerken, tohum {iizerinde patojen bakterinin gelisimini yliksek oranda

engellemistir.

Ayrica yiiriittiigiimiiz c¢alismada, sakst denemesinde ve tohum uygulamalarinda
rizobakteri izolatlarinin bitki ve fide gelisimi iizerinde yiiksek oranda etkili olamadiklar
goriilmiistiir. Fakat PGPR’larin, antagonistik bakterilerin gesitli bitkilerde hem tohum
uygulamalarinda hem de kok uygulamalarinda bitki gelisiminde olumlu etki yaptiklari
cok sayida ¢alismada belirtilmistir (Anith ve ark., 2004; Mirik, 2005; Cakmakg ve ark.,
2006; Esitken ve ark., 2006). Bu durumun nedenlerinin; uyguladigimiz rizobakteri
izolatlarinin yogunluklarmin yeterli olmadigi, kok bolgesinde yeterince kolonize
olamadiklari, birden fazla uygulamanin yapilmasi gerektigi diisliniilmektedir. Ayrica
yapilan ¢alismalarda PGPR’larin tekli uygulamalarindan ziyade kombinasyonlar halinde
uygulanmalar1 daha yiiksek etki meydana getirmistir (Ramamorthy ve ark., 2001,
Romero ve ark., 2003; Orhan ve ark., 2006). Bizim c¢alismamizda da ilk saksi
denemesinde R-9+R-8 ikili kombinasyon uygulamasi diger tekli uygulamalara gore

hastalik siddeti iizerinde daha etkili olmustur. Ayni1 zamanda tohum uygulamalarinin

73



ikinci tekrarinda da ikili ve li¢lii kombinasyonlar bulagik tohum oraninda hastaligi

baskilamada daha basarili uygulamalar olarak belirlenmistir.
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5. SONUC

Domates iiretiminin en biiyiikk problemlerinden Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis hastalik etmeninin neden oldugu domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastalig1 ile miicadelede etkin bir kimyasalin bulunamamasindan dolay1r biyolojik
miicadele kapsaminda rizobakteri izolatlarinin kullanimi 6nem arz etmektedir.
Giliniimiizde bitkisel iiretimde Kalitenin ve verimin artirilmasi ve tarimsal ilaglarin
kullaniminin azaltilmasi i¢in biyolojik miicadele kapsaminda bitki hastaliklarina karsi
antagonistik  bakterilerin  ve/veya bitki biiyiime diizenleyici rizobakterilerin
kullanilmalar1 onemli arastirma konularindan Dbirisidir. Bitki  hastaliklarinin
baskilanmasi ve saglik bitki gelisiminin saglanmasi agisindan bu bakteriler ile yapilan
calismalar timit vericidir.

Tokat ili domates iretim alanlarindan elde edilen rizobakteri izolatlarinin domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi lizerine olan etkisini belirlemek amaciyla

yapilan bu ¢alismada elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

Calismada 12 adet rizobakteri izolati kullanilmistir. Rizobakteri izolatlar1 Tokat ili
domates iiretim alanlarindan domates bitkisinin rizosfer bolgelerinden toplanmis ve
fosforu ¢ozme, azotu kullanma yetenegi yiiksek olan rizobakteriler arasindan
secilmigtir. Calismada patojen bakteri olarak Tokat ili domates iiretim alanlarinda
hastalikli domates bitkilerinden izole edilen ve ¢esitli biyokimyasal testler ve molekiiler

test (PCR) ile tanilanan PK-Cmm-1 patojen izolat1 kullanilmistir.

Caligma in vitro ve in vivo kosullar altinda yiirtitiilmistiir. In vitro kosullarda rizobakteri
izolatlar1 hastalik etmeni iizerinde %13.16-88.44 arasinda degisen oranlarda bir etki
gostermistir. In vitro calismada Pseudomonas thivervalensis R-9 izolati1 patojen izolat

Cmm iizerinde en basaril1 rizobakteri izolat1 olarak belirlenmistir.

In vivo kosullar altinda yiiriitiilen sakst ¢aligmasi ve tohum uygulamalarinda in vitro
caligmalarda yiiksek etkiye sahip rizobakteri izolatlarindan se¢im yapilmistir. Yiiriitiilen
saks1 calismalarinda domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi, birinci saksi
calismasinda 9%52.78, ikinci saksi c¢alismasinda %44.56 oraninda engellenmistir.
Yiriitilen tohum uygulamalarinda ise patojen ile bulasik tohumlarda rizobakteri

izolatlarinin etkisine bakilmis ve birinci denemede %82.92, ikinci denemede %78.78
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oraninda hastalik etmeni baskilanmistir. Patojen uygulamasinin yapilmadigi sadece
rizobakteri izolatlarinin uygulandigi saksi calismalarinda ve tohum uygulamalarinda

bitki gelisimi ve fide gelisiminde rizobakteri izolatlarinin etkili olmadig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, elde edilen bu bulgular dogrultusunda, saksi ¢alismasinda ve tohum
uygulamalarinda en basarili bulunan rizobakteri izolatlar1 ile tarla denemeleri
yiriitiilerek domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi tizerindeki etkinliklerinin

belirlenmesi gerekmektedir.
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