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OZET

SICAKLIK STRESININ KOKBAKTERILERININ BIiTKi GELISIMINI

ARTIRMA VE BIiYOKONTROL OZELLIKLERINE ETKISI

FILiZ, Senem

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
Temmuz 2011,80 sayfa

Ekonomik  nedenlerden  dolayr  iilkemiz  seralarinda  domates
yetistiriciliinde, en Onemli abiyotik stres faktorii sicakliktir. Biyotik stres
faktorlerinin basinda ise toprak kaynakli fungal ve bakteriyel patojenlerin yol
actig1 hastaliklar gelmektedir. Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(FORL)’den kaynaklanan fungal kok ve kokbogazi ciiriiklugti ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ‘den kaynaklanan bakteriyel
solgunluk etmenleri yetistiricilikte 6nemli sorunlardir. Son yillarda bu hastaliklara
karst biyolojik savasin alternatif bir miicadele yontemi olabilecegi ifade
edilmektedir. Bu c¢alismanin amaci, domates bitkilerinden izole edilen
kokbakterilerinin yani sira bakteriyoloji laboratuari stoklarinda bulunan, cesitli
konukg¢u X patojen sisteminde biyolojik savas a¢isindan etkililigi kanitlanmis 10
adet antagonist bakterinin bitki gelisimini artiric1 6zellikleri ve Cmm ve FORL’a
kars1 biyolojik savas potansiyelleri tizerine farkli sicaklik rejimlerinin (16°C, 24°C
ve 36°C) in vitro kosullarda etkisinin saptanmasidir. /n vitro ‘da farkh
sicakliklarda TAA {tretimi agisindan yapilan testlerde IAA iiretiminin sicaklik
stresinden etkilenmedigi saptanmustir. Diisiik ve yiiksek sicakliklar, optimum
sicaklia gore fosfataz enzimi {retimini olumsuz etkilemistir. Testlenen
kokbakterilerinin optimal sicakliga oranla HCN iiretimi de sicaklik stresinden
olumsuz etkilenmistir. CAS agar ortaminda 24°C ‘de kokbakterilerinde siderofor
tiretimi  gozlenirken 16°C ve 36°C ‘de kokbakterileri hi¢ siderofor

tretememislerdir. /n vitro tohum ¢imlenme testinde ise TR 2/1 ve TR 21/1
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numarali kokbakterilerinin ¢imlenmeye etki yoniinden ©6n plana c¢iktif1
saptanmistir. Cmm ve FORL ‘a kars1 biyokontrol 6zellikleri yoniinden testlenen
bakterilerin in vitro biyokontrol aktivitesi genel olarak diisiik ve yliksek

sicakliklardan olumsuz etkilenmistir.

Anahtar Soézciikler: kokbakterileri, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici, Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis, domates, biyokontrol, sicaklik
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ABSTRACT

THE EFFECT OF DIFFERENT TEMPERATURE STRESS ON THE
ABILITIES OF PLANT GROWTH PROMOTING AND BIOCONTROL OF

RHIZOBACTERIA (PGPR)

FILIZ, Senem
MSc in, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
July 2011, 80pages

In our country, because of economical reasons the most important abiotic
stress factor is temperature in tomato growing in the greenhouses. Besides that,
the main biotic stress factor is soil born fungal and bacterial pathogens related
diseases. Diseases that caused by Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(FORL) and Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) are the most
important problems in commercial tomato production. Therefore, in recent years,
biological control could be an alternative method against these diseases. This
study was conducted to determine the effect of different temperatures (16°C, 24°C
and 36°C) on in vitro plant growth promoting and biocontrol potential of
rhizobacteria which were isolated from tomato plant. Out of ten rhizobacteria
strains showed effectiveness in terms of biological control against Cmm and
FORL and plant growth promotion in different host X-pathogen system. It was
determined that IAA production was not effected from low and high temperature.
According to the results from the optimum temperature, the low and high
temperatures were adversely affected the production of phosphatase enzyme.
Also, HCN production was adversely effected by low and high temperatures. On
CAS agar media, siderophore was produced by rhizobacteria at 24°C. At 16°C
and 36°C, the bacteria couldn’t produce siderophore on CAS agar plate.

According to in vitro seed germination test result, TR 2/1 and TR 21/1 were
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succeed in terms of seed germination. /n vitro biocontrol activity against FORL

and Cmm was adversely effected at low and high temperature.

Key Words: Rhizobacteria, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tomato,

biocontrol, temperature
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1. GIRiS

Solanaceae (Patlicangiller) familyasindan olan domates (Lycopersicum
esculentum Mill.), iilkemiz ekonomisinde ¢ok onemli yeri olan tek yillik bir
bitkidir. Domates, yetistiriciligi yapilan bolgelerde c¢iftcimizin 6nemli gelir
kaynaklarindan birisini olusturmaktadir. Ozellikle Marmara, Ege ve Akdeniz

bolgelerinde biiyiik boyutlarda domates yetistirilmektedir (Vural ve ark, 2000).

Iklim degisikliklerine kars1 dayanikli olmasi yaninda kolay yetistiriciligiyle
de bir¢ok iiretici tarafindan tercih edilen domates, toplam ekilis alani, {iretimi ve
ticareti agisindan da Tirkiye’de yaz sebze grubunun en 6nemli iriinlerinden
birisini olusturmaktadir. Domatesin diinya’daki {iretim miktar1 5.227.883 ha
alanda 129.649.883 tondur. Tiirkiye tiretim miktar1 bakimindan 10.985.400 ton ile
Cin ve Amerika’dan sonra 3. sirada yer almakla birlikte, yetistirme alani
bakimindan 300.000 ha alanla diger domates iireticiligi yapan lilkeler arasinda 4.
siradadir. Nitekim 2010 yili itibariyle diinya taze domates tiretiminin %7,7’si

Tirkiye tarafindan gerceklestirilmistir (FAO, 2010).

Tirkiye 2007 yilinda 10.000.000 tona yakin domates iireterek Avrupa
domates tireticisi tilkeler i¢inde birinci siraya yerlesmistir. Tiirkiye'nin arkasinda
kalan Italya ise 6-7 milyon ton domates iiretmektedir. Bu iki iilkeyi sirayla
Ispanya, Yunanistan, Portekiz, Fransa, Hollanda, Romanya, Polonya ve Belgika
takip ederken Ispanya ve Yunanistan disindaki iilkeler domates iiretiminde 1
milyon tona bile ulasamamiglardir. Biitiin bunlara ragmen Tiirkiye domatesinin
cok az bir kismin1 ihrag edebilmektedir. 700.000 ton domates iireten Hollanda bile
Tirkiye'den daha fazla domates ihracati yapmaktadir. Tiirkiye’nin 2007 yilindaki
ithracat1 372.094 tondur (FAO, 2009).

Ulkemizdeki toplam 1.048.803 ha sebze alaniin %24.8°i domates iiretimi
icin kullanilmaktadir (TUIK,2006). Bu miktar acikta ve ortiialinda yapilan
yetistiricilik alanlarmi kapsamaktadir. Bu yetistiricilik sekilleri bolgelere gore
farklilik gostermektedir. Marmara ve Ege Bolgeleri sanayiye yonelik iiretim
yaparken, Akdeniz Bolgesinde taze tiiketime yonelik oOrtlialti yetistiriciligi

yogunlasmstir. Ortiialti domates yetistiriciliginde 2.067.738 ton ile domates ilk
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sirada yer alirken bunu sirasiyla hiyar, karpuz, biber ve patlican takip etmektedir

(Ozalp ve Aktas, 2008).

2001 yili verilerine gore 143.543 da alanda oOrtiialt1 domates yetistiriciligi
yapilmis ve 1.417.667 ton'luk bir verim elde edilmistir (Keskin ve ark., 2003)
(Cizelge 1.1). Domates, iilkemizin hemen her bolgesinde yetisen, son yillarda da
iretimi Ozellikle sera sartlarinda kesintisiz yaz-kis devam eden bir sebzedir.
Ulkemizde, 10.985.355 ton {iretim miktar1 ile kiiltiirii en fazla yapilan sebze

durumundadir (Anonim 2008).

Cizelge 1.1. 1995-2009 yillari itibari ile Tiirkiye ortiialti domates tiretim miktar1 (Ton) ( TUIK,

2009)
Villar I"Jreti(lf} (l:l/f)iktarl Villar I"Jreti(rrrll‘ (l:l/f)iktarl
1995 873878 2003 1940494
1996 944777 2004 1960185
1997 1011361 2005 2023888
1998 1213715 2006 2067738
1999 1273623 2007 2451062
2000 1375103 2008 2382731
2001 1417667 2009 2657461
2002 1632175

Tiurkiye’de {retilen domatesin bliyiik bir c¢ogunlugu dis piyasaya
gonderilmektedir. Uriinlerin dis piyasaya gonderiliyor olmasi kaliteyi 6n plana
cikarmaktadir. Ulkemizde domates yetistiriciligi agik alanlarda veya ortiialtinda,
toprakli veya topraksiz kiiltiirde olmak tizere farkli sekillerde yapilmaktadir. Son
yillarda ortiialt1 sebze yetistiriciligi tiim diinyada oldugu gibi {ilkemizde de hizla
artmakta ve gelismektedir. Bunun en 6nemli sebepleri; {iriinlerin tiim y1l boyunca
ticaretinin  yapilabilmesi, = marjinal  alanlarin  tariom  alan1  olarak
degerlendirilebilmesi, kaliteli tirtinlere duyulan talebin artmasi, ekonomik olarak
etkin kaynak (arazi, su, is¢ilik vb.) kullanimi ve depolama olanaklar1 oldugu
belirtilmektedir (Gtil ve ark., 2003).

En yogun tarimsal faaliyet alani olan seracilikta birim alandan alinan verimi
arttirmak amaci ile yogun bir sekilde kullanilan sentetik kimyasal ilaclar, glibreler
ve bitki biiylime maddelerinin insan ve g¢evre sagligini tehdit ettiginin farkina

varilmast ile birlikte, gliniimiizde diger tarimsal faaliyetlerde oldugu gibi,
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seracilikta da siirdiirtilebilirligin saglanmast Oncelikli hedef haline gelmistir

(Tuzel ve ark., 2005).

Seraciliktaki yeni gelismeler bu sektorde stirdiiriilebilirligi saglamaya
yonelik gayretler ile baglantili olarak ortaya c¢ikmistir. Seralarin yapisal
ozelliklerinin iyilestirilmesi, iklimlendirme ve alternatif enerji kaynaklarindan
faydalanma, kontrollii kosullarda fide tiretimi, topraksiz tarim, entegre hastalik ve
zararli yonetimi, toprak fumigasyonu, solarizasyon ve solarizasyonla birlikte
cevre dostu preparatlar kullanmak siirdiiriilebilirligi saglamak i¢in faydali

olabilmektedir.

Stres faktorleri, bitkileri yasamlarinin herhangi bir déneminde ortaya
cikarak etkileyen cevresel etmenlerdir. Dogada c¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik
cevre etmenleri bitkilerde strese neden olmaktadir. Biyotik ve abiyotik stres
etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya ¢ikan degisimler de stres olarak
tanimlanmaktadir. Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak
bitkilerde bliytime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, tirtinde nitelik ve
nicelik kaybina, bitkinin veya organlarmin oliimiine yol acabilmektedir. Stres

faktorleri biyotik ve abiyotik olarak gruplanmaktadir.

Abiyotik ve biyotik stres faktorleri domates tiretimini 6nemli derecede
etkilemektedir. Ulkemiz seralarinda domates yetistiriciliginde, en 6nemli abiotik
stres faktort sicakliktir. Toprak kaynakli fungal ve bakteriyel patojenlerin yol
actig1 hastaliklar ise biyotik faktorlerin basinda gelmektedir. Fungal patojen olan
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL)’den kaynaklanan kok ve
kokbogazi ciirtikliigli, domates seralarinda yeni fakat yikici etkisi olan 6nemli bir
sorun haline gelmistir. Bu hastaliga yakalanan bitkilerin, gévde kisminda ve
koklerinde ¢iirlimeler meydana geldigi belirtilmektedir (Jones et al., 1991; Agrios,

2005) (Sekil 1.1a ve Sekil 1.1b).

Domatesin {ilkemizde ve tiim diinyada yaygin ve 6nemli fungal hastalig1
olan Fusarium kok ve kokbogazi ¢uirtikligii (Jarvis and Shoemaker, 1978), ilk kez
1969 yilinda Japonya’ da serada yetistirilen domateslerde goriilmiis olup (Sato
and Araki, 1974), Turkiye ‘de patojene ilk kez 1998 yilinda Adana’ da bir

domates serasinda rastlanmistir (Can ve ark., 2004).



) (2)

Sekil 1.1. FORL’un domates bitkisinin

a) kok bolgesinde ve b) kok bogazinda meydana getirdigi zarar.

Domateste Bakteriyel Kanser ve Solgunluk hastaligit (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis) (Cmm), diinyada ve lilkemizde domates
yetistiriciliginin en 6nemli sorunlarindan ve en biiyiik ekonomik kayiplara neden
olan bakteriyel patojenlerden birisidir (Gleason et al, 1993; Ozaktan, 1991; Akat
ve Ozaktan, 2008) (Sekil 1.2). Bu hastaliklara kars1 dayanikli cesit ve anag
sayisinin azligl, ayrica klasik pestisit uygulamalari ile bu hastaliklarin kontrol

altina alinamamasi, alternatif uygulamalarin 6nemini arttirmaktadir.

Sekil 1.2. Domates bitkisinde Cmm’in iletim demetlerinde meydana getirdigi kahverengilesme.
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Topraklarda bakteri, mantar, aktinomiset, protozoa ve alg olmak {izere
bircok mikroorganizma grubu bulunmaktadir. Bitki gelisimini tesvik eden, bitki
kokleri ile faydali etkilesim i¢inde bulunan ve biyolojik savas ajani1 olarak
kullanilan mikroorganizmalara bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler (PGPR)
ad1 verilmektedir. Bitki Gelisimini Artiran Kok Bakterilerinin bitki gelisimi ve
verimi lizerine olumlu etkilerinin oldugu, biyotik ve abiyotik stres kosullarina
kars1 bitkilerde dayanikliligi arttirdig1 ve patojenlere karst biyolojik miicadelede
kullanilabilecekleri bilinmektedir (Reddy et al., 2000; Kloepper et al., 2004a).
PGPR’lar ile ilgili ¢alismalara 1978 yilinda baslanmustir. Ulkemizde ise PGPR
calisgmalar1 son yillarda baslamis olup sayica ¢ok azdir ve ozellikle iki

tiniversitede (Atatiirk Universitesi ve Ege Universitesi) yogunlagmustir.

Yillardan beri tizerinde calisilan bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler
(Planth Growth Promoting Rhizobacteria), bitkilerde hastalik olusturan pek cok
bakteriyel, fungal ve viral etmene kars1 bitkide bulunan dogal dayaniklilig1 tegvik
ederek koruma sagladigi bir yandan da bitki biiylimesini artiric1 6zelliklerinden
dolay1 tercih edildigi bilinmektedir (Backman et al., 1997; Weller, 1988; Wei et
al., 1996).

PGPR’lar genel olarak Acinetobacter, Achromobacter, Aereobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia ve Xanthomonas cinsleri igerisinde yer almakta olup genellikle bitkinin
kok bolgesine yerleserek toprak kokenli patojenlerin gelisimini sinirlamaktadirlar

(Montesinos 2002; Cakmake1 2005).

Bu tez projesinin amaci, domates bitkilerinden izole edilen kokbakterilerinin
yan1 sira bakteriyoloji laboratuar: stoklarinda bulunan, ¢esitli konuk¢u X patojen
sisteminde biyolojik savas a¢isindan etkililigi kanitlanmis antagonist bakterilerin
bitki gelisimini artirict 6zellikleri ve Cmm ve FORL’a karst biyolojik savas
potansiyelleri {izerine farkli sicaklik rejimlerinin (16°C, 24°C ve 36°C) in vitro
kosullarda etkisinin testlenmesidir. Boylece, optimal sicaklik kosullarinda PGPR
ve biyolojik savas potansiyeli saptanan kokbakterilerinin, diisiik ve yliksek
sicaklik stresi karsisinda gelisme, PGPR ve biyolojik savas potansiyellerindeki

degisimlerin in vitro kosullarda arastirilmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu tezin konusunu olusturan Domates Bakteriyel Solgunluk etmeni
Clavibacter — michiganensis  subsp. michiganensis (Cmm) ve domates
yetistiriciliinde onemli sorun olan toprak kaynakli fungal etmenlerin basinda
gelen Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) ‘un domates
yetistiriciligi acisindan 6nemi, domates yetistiriciliginde en 6nemli abiotik stres
faktorii olan sicaklik ve bitki gelisiminde onemli yer tutan Bitki Gelisimini
Artiran Kok Bakterileri  (Plant Growth Promoting Rhizobacteria —PGPR)

konulart ayr1 basliklar halinde literatiir 6zetleri verilmistir.

2.1. Sicaklik Stresinin Ortiialti Domates Yetistiriciligine Etkisi

Domates, Ekvatordan Alaska’ya kadar genis bir iklim araliginda
yetistirilebilmektedir. Bu durum farkli ¢cevre kosullarina adapte olabilen ¢esitlerin
gelistirilmesiyle miimkiin olmustur. Cok degisik ¢evre kosullar1 ve kullanimlara
adaptasyon gosteren ¢esitlerin gelistirilmesi, Lycopersicon cinsinde mevcut biiyiik
genetik  varyabilite zenginliginin bir yansimast oldugu bildirilmektedir
(Tigchelaar, 1986). Ulkemizde oldugu gibi diinyanin degisik bolgelerinde bitkisel
iiretimi en ¢ok sinirlayan ¢evresel stres etmenlerinden biri ekstrem sicakliklardir.
Bu problemin en ¢ok etkiledigi bitkilerden biri domatestir. Domatesin 6zellikle
ekstrem sicakliklar, tuzluluk, kuraklik ¢evre kirliligi gibi bir ¢cok ¢evresel stres
kosullarina hassas oldugu bilinen bir gercektir. Genellikle sicakliklar 35°C’yi
asinca tohumun c¢imlenmesi, fide gelisimi, meyve tutumu ve olgunlasmasi

olumsuz yonde etkilendigi belirtilmektedir (Kaloo, 1988).

Kaloo, (1991)‘ya gore domatesin yiiksek sicakliklara en hassas oldugu
donemin meyve tutumu safhasit oldugu bildirilmektedir. Yiiksek sicakliklarda
meyve tutumundaki azalmanin baslica sebepleri arasinda stigma uzamasi (Charles
and Harris, 1972; Rick and Dempsey, 1969; Rudich et al., 1977) , diisiik polen
canlilig1t (Charles and Harris, 1972; Dempsey,1970; El Ahmadi and Stevens,
1979), polen tiipi gelisiminin yavas olmasi (Weaver and Timm, 1989), anter

konisinin a¢ilmasi (Levy et al., 1978) sayilabilir.
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Sicaklik, tilkemiz seralarinda domates yetistiriciliinde en 6nemli abiyotik
stres faktoriidiir. Seralarda, topraksiz yetistiricilikte de bitkilerin stres kosullarina
dayanimini  arttrimak  icin  faydali mikroorganizmalarin  kullanilmalari
arastirilmaktadir (Koohakan and ark., 2004; Van Os and Alsanius, 2004; Woitke
and Schnitzler, 2005; Deniel and ark., 2006).

Diisiik sicaklik stresi, domateste cogunlukla 15 °C altinda ortaya ¢ikmakta
ve bitkilerde stresin siddetine bagli olarak ciddi boyutlarda biiyiime
bozukluklarina ve verim azalmasina neden olmaktadir. Ozellikle sera kosullarinda
yetistirilen domateslerde, duisiik sicaklik stresinden kaynaklanan ciddi boyutlarda
verim dusikligli ortaya g¢ikmaktadir. Bu problemler ¢imlenme asamasindan
meyve olusumu ve meyve kalitesine kadar olan biiylime ve gelisme siiregleri
icinde ortaya cikabilmektedir. Diisiik sicaklik stresine kars1 dayaniklilikta domates
genotipleri arasinda 6nemli bir varyasyonun oldugu da bilinmektedir (Walker and
McKersie, 1993; Venema and ark., 2000; Koroleva and ark., 2000). Sera
kosullarinda optimum verim ig¢in, {retim doneminde harcanan giderlerin
bircogunu 1sitma giderleri olusturmaktadir. Ozellikle don tehlikesinin oldugu bazi
glinlerde tireticilerin tamamina yakini, ilkel 1sitma yontemlerini kullandiklari i¢in

1sitma giderleri ylikselmektedir.

Domates 1lik ve sicak iklimlerden hoslanir. Giinesli sicak iklimlerde
domates meyveleri sekerce zengin, renkleri koyu ve olgun olur. Domates yaz
mevsimi serin ve c¢ok bulutlu gecen yerlerde tam olgunlasamaz. Bitkiler
(-2)-(-3)°C sicaklikta 6lebilirler. Bundan dolayi ilkbaharda don tarihleri gegmeden
fideler disariya c¢ikartilmamalidir. Fidelerin yetistirildigi dénemde en uygun
sicakliklar giindiiz 18-22°C, gece 13-14°C’dir. Kok gelisimi i¢in ise toprak
sicakliginin 12-15°C’nin tizerinde olmasi gerektigi bildirilmektedir (Abak ve ark.,
2000). Bu donemde gece sicakliginin diisiik olmasi erkencilik agisindan
sakincalidir. Domates en iyi gelisimini 15-28°C arasindaki sicakliklarda gosterir.
30°C’nin {lizerindeki sicakliklarda da bitki gelismesi devam eder fakat dollenme
olmaz, c¢igekleri dokiliir, cekirdeksiz kiigiik meyveler meydana gelir. Gece-
giindiiz sicakliklar1 arasindaki fark hem meyve baglamay: olumlu yonde etkiler
hem de olgunlasan meyvede renk maddeleri olusumunu saglar. Domatesin
btuytime doéneminde yiiksek nem olumlu etki yaparken, meyve olgunlagmasi

doneminde ise hastalik ve zararlilarin artmasina yol agmaktadir.
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2.2. FORL ‘un Ortiialti Domates Yetistiriciligi Acisindan Onemi

Ulkemiz seralarinda domates yetistiriciliginde, en 6nemli abiotik stres
faktorii sicakliktir. Toprak kaynakli fungal patojenlerin yol ac¢tig1 hastaliklar ise
biyotik faktorlerin basinda gelmektedir. Fungal patojen olan Fusarium oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici (FORL)’den kaynaklanan kok ve kokbogazi ciirtikliigi,

domates seralarinda son yillarda 6nemli bir sorun haline gelmistir.

Domates bitkisinde ekonomik anlamda verim kayiplari; ¢okerten, fide
yanikligi, kok ve kok bogazi cliriikligil, kok kahverengilesmesi ve solgunluk gibi
problemler toprak kokenli patojenlerden kaynaklanan hastaliklardan dolay1

meydana geldigi belirtilmektedir (Yiicel, 1989; Akkopri ve ark., 2005).

Hastalik etmeni FORL, toprakta ve genellikle bitki artiklar1 iginde
klamidospor formunda yasar. Saglikli bitkilere bulasma, hastalikli bitkilerin
tizerinde olusan mikrokonidiumlar veya topraktaki klamidosporlardan olur.
Yagmur damlalari, sulama suyu, riizgar ve hava hareketlerinin etmenin
tasinmasinda etkili oldugu bildirilmektedir (Jones et al., 1991; Agrios, 2005).
FORL, domates fidelerinde belirtisiz olarak veya ¢ok hafif belirtilerle ve ayrica
fide yetistirme ortamlar1 ile de tasinabildigi belirtilmektedir (Brammall and
McKeown, 1989; Hartman and Fletcher, 1991).

Fusarium kok ve kokbogazi ciiriikliigiine yakalanan domates bitkileri,
govdelerinin alt kisminin ve koklerinin c¢lirlimesi nedeniyle solar ve oliirler.
Meyve tutumu déneminde yaslh yapraklarin kenarlarinin sararmasi ile ortaya ¢ikan
ilk belirtileri, bu yapraklarin solmasi1 ve kurumasi takip etmektedir. Bu asamadan
sonra belirtiler, daha gen¢ yapraklara dogru ilerler ve biitiin kok sistemi
hastaliktan etkilenmektedir. Govde tizerinde, toprak seviyesinde veya altinda
kenarlar1 genellikle pembe veya kirmizi renkte nekrotik lezyonlar olugur. Nemli
havalarda (sisli, yagmurlu vb.) bitki tizerindeki etmenin sporlarinda artis meydana
gelir ve lezyonlar disaridan igeriye dogru gelisir. Baz1 bitkilerde sapin ig¢inde,
topraktan yukariya kadar uzanabilen bir renk degisikligine de rastlanmaktadir.
Hastalanan domates bitkilerinde bazen kisa boy ve hizli solma gibi belirtiler

olusmasina ragmen bazilarinda solgunluk yavas gelisir ve bitkilerin hasat
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donemine kadar canliligint stirdiirdiigii belirtilmektedir (Jones et al., 1991; Agrios,

2005).

Hem tarla hem de sera domates yetistiriciliginde kayiplara yol agabilen
Fusarium kok ve kokbogazi cuirtikliigii (Jarvis and Shoemaker, 1978), ilk kez
1969 yilinda Japonya’ da serada yetistirilen domateslerde goriilmiistiir (Sato and
Araki, 1974). Bu belirtilere neden olan patojen o giinlerde, domateslerde Fusarium
solgunlugunun etmeni F. oxysporum f. sp. lycopersici’nin yeni bir 1rki olarak
tanimlanmistir. Ancak daha sonra Jarvis ve Shoemaker (1978) bu fungusu, F. o. f.
sp. lycopersici’ den farkliliklarini ortaya koyarak yeni bir ‘forma specialis’ olarak
onermisler ve F. o. f. sp. radicis-lycopersici olarak da adlandirmislardir. Fusarium
kok ve kokbogaz ciiriikliigiiniin Ingiltere’ de %20-60, Japonya’ da %30-40 iiriin
kayiplarinin oldugu, Tunus’ta ise kayiplarin %90’a ulastig1  bildirilmektedir
(Hibar et al., 2006; Omar et al., 2006; Horinouchi et al., 2007).

Hastalik, Tiirkiye de ilk kez 1998 yilinda Adana’ da bir domates serasinda
goriilmiis, 1999-2001 yillar1 arasinda da Tuzla (Adana) ve Erdemli (icel)’de

domates seralarinda da bulundugu saptanmistir (Can ve ark., 2004).

Bu hastaliklara kars1 dayanikli ¢esit ve anag¢ sayisinin azligi, ayrica klasik
pestisit uygulamalar1 ile bu hastaliklarin kontrol altina alinamamasi, bu hastaliga
kars1 alternatif uygulamalarin 6nemini arttirmaktadir.Bu sebeplerden dolayr bu
hastaliga kars1 biyolojik savas, alternatif bir uygulama olarak karsimiza
cikmaktadir. Trichoderma harzianum, Fusarium equiseti, patojen olmayan
Fusarium sp., Bacillus subtilis; B. megaterium, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas chlororaphis ve P. fluorescens’ in domateste Fusarium kok ve
kokbogaz ¢iiriikliigiinii baskilamakta etkili antagonistler oldugu bildirilmektedir.
(Marois et al., 1981; Sivan et al., 1987; Hibar et al., 2005; Horinouchi et al., 2007;
Louter and Edgington, 1990; Komado, 1994; Bolwerk and Lugtenberg, 2006;
Phae et al., 1992; Omar et al., 2006; Duffy and Defago 1997; Chin-A-Woeng et
al., 1998; Dekkers et al., 2000).

Fusarium  oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’nin  kontroliinde
Pseudomonas  fluorescens WCS365 ile T. harzianum T22’nin birlikte
kullanilmasimin hastaligi engellemede etkiyi arttirabilecegi bildirilmektedir

(Bolwerk, 2005). Hastalig1 kontrol etmek icin test edilen bio-fungisitlerin
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(Trichoderma harzianum strain T22, Pythium oligandrum, Bacillus subtilis strain
QST 713, Bacillus pumilus strain QST 2808) patojenin bulagmasindan oOnce
uygulanmalar1 durumunda etkili olduklari belirtilmektedir (Hibar et al., 2006).

2.3. Cmm’nin Ortiialti Domates Yetistiriciligi Acisindan Onemi

Ulkemizde domates yetistiriciliginin yapildigi her bolgede goriilebilen
Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunlugu (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis) ilk kez Bremer et al (1952) tarafindan Ankara ilinde tespit
edilmistir. Sonraki yillarda (Karahan, 1965), i¢ ve Giiney Anadolu' da (Karaca ve
Saygil1 ,1977), Marmara ve Ege Bolgesinde (Ulukus, 1982), Elazig, Diyarbakir
ve Mardin' de (Cmar, 1980), Cukurova Bolgesi'nde, (Oktem, 1984), Ankara ve
Eskisehir' de (Kahveci ve Giircan, 1993) bulundugu bildirilmektedir.

Cmm, domates bitkisinde hem kalite hem de kantite de 6nemli miktarlarda
azalmaya neden olmaktadir. Sherf ve Macnab (1986) bakteriyel solgunluk
hastaligim1 domatesin en korkulan ve yikict hastaliklarindan biri olarak
tanimlamakta ve 1960 yilinda Kuzey Carolina, Kenya ve Ontario’da %60-80’nin
tizerinde {riin  kayiplar1 ile  sonug¢lanan  epidemiler  olusturdugunu
bildirmektedirler. Etmen, diinyada domates tiretiminin yapildigi hemen hemen her
alanda goriilmektedir. Chang (1992a) fidelerin tarlaya sasirtilmasi esnasinda
enfektelenen domates bitkilerinde %31-83 oraninda enfeksiyon olustugunda,
toplam tiriin miktarinda ise %46 oraninda azalma oldugunu bildirmistir. Etmen,
Amerika Birlesik Devletlerinin Midwest (1930°’lu ve 1980’li yillar), Ontario
(1960’11 ve 1980’11 yillar) ve Kuzey Carolina (1960’11 yillar) eyaletlerinde ¢esitli
yillarda meydana getirdigi epidemilerde {iretici bazinda %80’nin iizerinde,
bolgesel olarak ise %5-10 oraninda iiriin kaybina neden olmustur (Gleason et al.,
1993). Ricker ve Riedel (1993) yaptiklar1 ¢calismada, fideler tarlaya sasirtilmadan
once etmen tarafindan enfektelendiginde cevre sartlarina bagli olarak iiriin

miktarmin %63-93 oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Cmm, domates bitkisinin yoklugunda toprakta 2 yila kadar, bitki
artiklarinda 3 yila kadar, odunlasmis domates govdesinde ise 10 aya kadar canli

kalabilmektedir. Etmen, dogal acikliklardan giris yapabilecegi gibi yaralar yoluyla
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da bitkileri enfekte eder. Etmenin bitkiyi hastalandirabilmesi i¢in nemin, énemli

bir olgiit oldugu belirtilmektedir (Fatmi and Schaad, 1988).

[lk tespitinden bugiine kadar 6nemini kaybetmeyen bu patojeni 6nlemek igin
yapilan uygulama ya da miicadele yontemleri arasinda kiiltiirel 6nlemler, sicak su
uygulamalari, toprak uygulamalar1 ve dayanikli ¢esit, bakirli preparatlarla
ilaglama ve tohum uygulamalar1 sayilabilir. Hastaliga kars1 alinabilecek miicadele
onlemleri, Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin primer inokulum
kaynaginin tohum kabugu veya embriyoda bulunan bakteri olmasi nedeniyle
tohumdaki patojeni elimine etmeye yonelik olmalidir (Ozaktan ve Bora, 1991).
Ancak uygulanabilirligi kabul edilmis olan tohum uygulamalari da Cmm'e karsi
her zaman etkili olmayabilecegi bildirilmektedir (Thyr et al, 1973; Shoemaker and
Echandi, 1976).

Son yillarda Cmm' e karsi biyolojik savasin alternatif bir miicadele yontemi
olabilecegi belirtilmektedir. Domateste Bakteriyel Kanser ve Solgunluk hastaligi
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) (Cmm), diinyada ve iilkemizde
domates yetistiriciliinin en ©6nemli sorunlarindan ve en biiyiikk ekonomik
kayiplara neden olan bakteriyel patojenlerden birisidir (Gleason et al., 1993;
Strider, 1967). Infekteli tohum, bakterinin birincil bulasma kaynagidir. Hastalik
bitki igerisinde iletim demetleri boyunca sistemik olarak yayilir. Solgunluk ve
kanser lezyonlar1 ¢igeklenme doneminde belirgin olmaya baslar. Ancak, bu
asamadan sonra hastalig1 onlemek olanakli degildir. Cmm'e kars1 tolerant ya da
dayanikli domates ¢esidi arayislar1 da sonugsuz oldugu bildirilmektedir (Gleason

etal., 1993).

Cmm 'in bir diger inokulum kaynagimin toprak oldugu ve bu etmenin
toprakta belirli kosullarda canliligini stirdiirebildigi belirtilmektedir (Bryan, 1930;
Grogan and Kendrick,1953) . Cmm 'in diger bir bulasma kaynaginin ise; budama,
koltuk alma gibi kiiltiirel islemlerin (Ark, 1944; Farley, 1973) yan sira yagmur,
su ve pestisit damlaciklarinin oldugu bildirilmektedir (Strider, 1969(a); Sasaki and
Umekawa, 1986; Sasaki, 1987).
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2.4. PGPR’ larin Biyokontrole ve Bitki Gelisimine Etkisi

Bakterilerin bitki gelisimi ve verimini artirabilecegi ¢ok uzun bir siiredir
bilinmektedir. Bu organizmalar arasinda en ¢ok bilinenleri, tarimda muhtemel ve
pratik kullanim1 olan Rhizobium cinsleri oldugu belirtilmektedir. Rhizobium gibi
simbiosis etkisi olmayan diger bakteri tiirlerinin ¢ogunun bitki gelisimini artirdigi
pek bilinmemekteydi. 1970’lerin ortasinda; baz1 bakterilerin, 6zellikle
Pseudomonas’larin toprak kaynakli patojenleri kontrol altina alabileceginin ve
dolayl olarak bitki gelisimini artirabileceginin kesfedilmesi, bitki metabolizmast
ve sonucta gelisimini direkt olarak etkileyen Azospirillum tiirlerinin yeniden
farkina varilmasi ile gerceklesmistir. Bitki Gelisimini Uyaran Kokbakterileri
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria —PGPR-) terimi ilk kez Kloepper ve
Schroth (1978) ve Kloepper et al., (1980) tarafindan kullanilmistir.

Bitkide gelismeyi uyaran kokbakterileri genelde Pseudomonas, Bacillus,
Lactobacillus, Paenibacillus, Pantoae gibi genuslarda yer almaktadirlar.
Pseudomonas ve Bacillus genuslarinda ¢aligmalar yogunlagsmakla beraber
(Compant et al., 2005), ticari preparatlar Bacillus genusunda daha fazla oldugu

bildirilmektedir (Kloepper et al., 2004b).

Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan bu bakteriler arasinda en ¢ok
calisilan kismu kok yiizeyine kolonize olan ve kok g¢evresindeki toprakla yakin
iliskide bulunan rizobakteriler olusturmaktadir ve bunlar Bitki Biiylime
Diizenleyici Rizobakteriler (PGPR) olarak isimlendirilmektedir. Bir kissm PGPR
ise bitkilerin yaprak yiizeyinden ya da erkek organ c¢evresinden elde edilebilirler.
Bu bakteriler bitkinin farkli kisimlarindan elde edilseler de bitki biiyiimesini
saglamak, bitkiyi stresten korumak ve patojenleri kontrol altinda tutmak i¢in ayn1
mekanizmalar1 kullandiklar1 belirtilmektedir. Bunlar; yasam alani1 ve besin i¢in
rekabet, gelisim engelleyici kimyasallarin iretimi ve bitkide tesvik edilmis

dayanikliligin harekete ge¢irilmesini kapsamaktadir (Compant et al., 2005).

PGPR’lerin bitkilerdeki etki mekanizmalart dogrudan ve dolayli olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. PGPR grubu bakteriler bitki gelisimini tesvik edici
hormonlarin sentezlenmesi, biyolojik azot fiksasyonu, fosfat ¢ozliniirliigiiniin

arttirilmasi ve siderofor tiretimi gibi farkli mekanizmalarla bitki gelisimini tesvik
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ederek dolayli olarak hastalik gelisimini azalttig1 gibi (Vessey, 2003); antibiyosis,
yer veya besin ic¢in rekabet ve sistemik dayanikliligin uyarilmasi gibi
mekanizmalarla ise dogrudan patojen gelisimini engelleyerek veya hastalik
siddetini onemli Ol¢tide azaltarak etkili olduklar1 belirtilmektedir (Bora ve

Ozaktan, 1998).

PGPR’larin bitkide biiylimeyi artirirken ya da patojen gelisimini engelleyici
rol oynarken kullandiklart mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamistir. Fakat
genel olarak; indol asetik asit, giberallik asit, sitokinin ve etilen gibi bitkisel
hormonlarin iiretimi veya bunlarin konsantrasyonlarmin degistirilmesi;topraktaki
serbest azotun baglanmasi; siderefor, B-1,3-glukanaz, kitinaz, antibiyotik ve
siyanit Uretimi ile patojenlerin gelisiminin engellenmesi; toprakta alinamayacak
formdaki fosfor ve diger besin elementlerinin aliminin saglanmasi ve besin

rekabeti yoluyla oldugu diistiniilmektedir (Cattelan et al., 1999).

Bitki gelisimini uyaran kokbakterileri fungal, bakteriyel ve viral patojenlere
karst biyolojik savas ajanm1 olarak pek c¢ok bitki tirtinde kullanildiklar
bilinmektedir (Van Loon et al., 1998). Rekabet, antibiosis ve dayanikliligin tesvik
edilmesi gibi farkli mekanizmalar yoluyla biyolojik kontrol gerceklesmektedir
(Kloepper and Schroth, 1981a; Wei et al., 1991; Van Loon et al., 1998). Bazi
PGPR’lar zararli mikroorganizmalar i¢in Fe’i demiri azaltan siderofor liretmekte
ve sonugta bu zararli mikroorganizmalarin patojenisitesini azaltmaktadirlar.
Ayrica, antibiyotikler ve HCN gibi patojenlere zararli maddeler iireterek toprakta
zararlt mikroorganizmalar1 baski altina aldiklar1 bildirilmektedir. (Thomashow

and Weller, 1988 ve 1995; Schippers, 1992; Maurhofer et al., 1994).

Bitki gelisiminde fosfor onemli bir elementtir. Fosfor ¢oziicii bakterinin
(Bacillus megaterium) domates bitkisinin verimi ve fosfor alimi {izerine etkilerini
belirlemek ic¢in yapilan bir ¢alismada, fosfor ¢oziicti bakterinin bitkide verim ile
fosfor, demir, ¢inko ve bakir alimmi arttirdigr bildirilmektedir (Turan ve ark.,

2004).

Kokbakterilerinin bitkilerde gelismeyi uyarilabilmesi i¢in koklere kolonize
olmasinin sart oldugu belirtilmektedir (Kloepper and Beauchamp, 1992). Bacillus

subtilis izolatlari, rizobakter metobolitlerinin domates fidelerinin biyotik ve
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abiyotik  stres faktorlerine kars1  dayaniklilik/toleransim1  tesvik  ettigi

bildirilmektedir (Bochow and Dolej, 1999).

Bu bakterilerin 6zellikle toprak kaynakli patojenlere kars1 biyolojik savasta
cogu kez etkili olduklar bilinmektedir (Kloepper, 1993; Lemanceau et al., 2000;
Parmar and Dadarwal, 2000). Toprak kokenli patojenlerin biyolojik kontroliinde
cyanogenic P. fluorescens 1rklarinin kullanilabilecegi bildirilmektedir (Piotrowska

and Kozdroj, 1999; Clemente et al., 2000).

Biitlin bitkiler patojen saldirilarina kars1 dogal bir savunma mekanizmasina
sahiptirler. Patojen saldirisindan 6nce bitki cesitli sekillerde uyarilarak savunma
mekanizmasini  baglatir ve boylece hastalik olusumu azaltilabilir ya da
engellenebilir. Ozellikle floresan Pseudomonas’lar toprak kokenli hastaliklarin
engellenmesinde en etkili rizosfer bakterileri olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar.
PGPR’lar sistemik dayaniklilig1 tesvik edebilme yetenegine de sahiptirler. Bunun
icinde antibiyotik {ireterek bitkileri patojen saldirilarima karst koruma ya da
siderefor oOzellikleri ile patojen mikroorganizmalarin topraktaki demiri
kullanmalarmi  engelleme gibi  ¢esitli  mekanizmalar1  kullanabildikleri
belirtilmektedir (Van Loon et al., 1998). Azot ve fosfor, bitki i¢in gerekli en
Oonemli besin elementleri arasinda yer almaktadir. Fakat bitkiler her zaman,
toprakta serbest halde bulunan azotu ve fosforu kullanamazlar. Toprakta serbest
halde bulunan azotu ve alinamayan formdaki fosforu bitkilerin alabilecegi forma
dontistirmek PGPR’larin etki mekanizmalar1 arasinda yer aldigr bildirilmektedir

(Cakmakg1, 2005).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cahsmada Kullanilan Test Patojeni Bakteri ve Fungus

Calismada bakteriyel patojen olarak bakteriyoloji laboratuari stoklarinda
bulunan, seralardan izole edilmis, kesin tanis1 yapilmis virulensi yiiksek bir Cmm
straini kullanilmistir. Calismada kullanilan fungal test patojeni fungus ise Dr.
Lalehan YOLAGELDI nin kiiltiir stoklarindan saglanan virulensi yiiksek bir 27.2

nolu, Fethiye’de domates serasindan izole edilen bir FORL strainidir.

3.2. Cahsmada Kullanilan Besi Yerleri

Bakteriyel antagonistlerin ve patojen bakterinin izolasyonunda ve inokulum
tiretiminde King B besiyerinden; bu izolatlarin stokta, buzdolabinda +4°C ‘de
saklanmasinda ise NGA (Nutrient Glyserol Agar) besiyerinden yararlanilmistir.
Fungusun inokulumunun c¢ogaltilmasinda ve korunmasinda ise PDA (Patates
Dextrose Agar) ortamindan yararlanilmistir. Bakteriler TAA testi i¢in % 0.5 L-
Tryptophan igceren Nutrient Broth (NB) ve Fosfataz testi i¢cin Pikovskaya
ortamindan modifiye edilmis olan NBRIP (National Botanical Research Institute’
phosphate growth medium) Besi Yeri ve Bakteriyel sideroforlarin saptanmasinda

ise CAS Agar besi yeri kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan besiyerleri ve bilesimleri (11t suya gore)

Besiyeri ad1 Kullanim amaci Icerigi
20g pepton
. ] 1.5¢ MgS04.7H20
King B Izolasyon, floresan pigment
1.5 g K2HPO4
(King et al., 1954) olusumu )
10g gliserol
16g agar
8g nutrient broth
NGA Bakteriyel kiiltiirlerin stok )
20g gliserol
(Lelliott and Stead, 1987) olarak saklanmasinda
16g agar
Bakteriyel inokulumun sivi )
NB ) ) 8g nutrient broth
kdltiir olarak tiretilmesinde
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Cizelge 3.1. (devam). Denemelerde kullanilan besiyerleri ve bilesimleri (11t suya gore)

Besiyeri ad1 Kullanmim amaci icerigi
60,5mg CAS
10ml (1mM
FeCl13.6H20+10mM HCL)
CAS A 72,9mg HDTMA
gar . . 30,32¢g Pipes (Freeacid)
Bakteriyel sideroforlarin ’
(Schwynn and Neilands, 12g NaOH(%50w/v)
saptanmasinda 3g KH2PO4
1987) 5gNaCl
10g NH4C1
20mM MgS04
ImM CaCI2
15g Agar
20g Glukoz
Kokbakterilerinin fosfataz Sg Ca3(PO4)2
0.5g (NH4)2S04
NBRIP agar enzimi aktivitelerinin 0,2g KCI
saptanmasinda 0,25g MgSO4
0,5g Yeast extract
20g. Agar
Kokbakterilerinin Indol-3-
NB L asetik asit iiretme 8g nutrient broth
o o 250mlIL-Tryptophan (%5)
aktivitesinin saptanmasi i¢in
8.0g Nutrient Broth
Kokbakterilerinin Cmm’e 2.0g Yeast extract
NBYA (Vidaver, 1967) kars1 biyokontrol etkilerinin | 2-08 K2HPO4
0.5¢ KH2PO4
saptanmasinda 2.5g Glucose
15.0g Agar
Kokbakterilerinin Levan .
SNA (Lelliot and Stead, 1987) 13gNutrient Agar
olusumunun saptanmasinda 50.0g Sukroz

3.3. Cahsmada Kullanilan Kokbakterileri

Daha once yiiriitiilen bir arastirma projesinde saglikli domates bitkilerinin
koklerinden izole edilen ve Bakteriyoloji laboratuari stoklarinda bulunan 50’nin
tizerinde kokbakterisi arasindan 10 adeti bu tez ¢alismasinda kullanilmak iizere

secilmistir. Bu kok bakterilerine iligkin bilgiler Cizelge 3.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kokbakterileri

izolat no Tiir
TR 2/1 FP
TR 6/1 FP
TR 171 FP
TR 18/1 FP
TR 21/1 FP
TR 23/1 FP
TR 39/2 FP
70 FP
S5/4ep FP
14/ 1y FP

*FP: Floresan Pseudomonas

34. In vitro Kosullarda Kokbakterilerinin PGPR Aktivitesinin

Saptanmasi

PGPR’larin gelisme ve verim artirict etkileri birtakim salgilari tiretme
yetenekleriyle iliskili oldugu i¢in 6ncelikle bu tez calismasinda kullanilan kok
bakterilerinin se¢ilmesinde asagidaki parametrelere bakilmistir. Asagidaki

parametreler 24°C *de arastirilmustir.
3.4.1.Indol Asetik Asit (IAA) aktivitesi

Kokbakterileri tarafindan IAA tretimi L-TRP (tryptophane)’nin varliginda
kolorimetrik olarak belirlenmistir (Asghar et al., 2002). Bu amacgla 250ml’lik
erlenlere 20ml NB besiyeri konarak otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon
isleminden sonra bu besiyerlerine Sml bakteri filtresinden (0,2um) gegirilen L-
TRP (%0,5) ilave edilmistir. L-TRP eklenen sivi besiyerlerine kokbakterileri
100ul (10°cfu/ml) inokule edilerek 24°C’de 120rpm’de inkiibasyona birakilmistir,

Inokulasyondan 24 saat sonra siispansyon santrifiij tiiplerine aktarilarak
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6000rpm’de 10dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 tist kisimdaki siipernatant

alinarak whatman (No:2) filtre kagidindan gegirilmistir.

Filtrasyon isleminden sonra, filtrat ependorf tiiplere konarak 10000rpm ’de
5 dk. santrifiij edilmistir. Islem sonrasi siipernatanttan 3ml almarak steril tiip
icerisine aktarilmis {izerine 2ml Salkowski ayract (2ml 0,5M FeCI;+98ml + %35
HCIO,) eklenerek renk olusumu i¢in 30dk bekletilmistir. Siire sonunda, ornekler
spektrofotometrede 535nm’de okunarak absorbans (Abs) degerleri belirlenmistir.
Elde edilen Abs degerlerini rakamsal verilere doniistiirebilmek icin farkli ppm
dozlarinda IAA siispansiyonu hazirlanarak bir IAA standart egrisi olusturulmustur

(Sekil 3.1).

V9999996044

ax

L1 & a4 L

Sekil 3.1. Farkli IAA dozlarinda 535nm’de okunan Absorbans degerleri.

3.4.2. HCN iiretiminin saptanmasi

Triptic Soya Agar (TSA) igeren petrilere 4.4 g/l glycine iceren soliisyon
eklenmis (%10 oraninda) ve bakteriler inokule edilmistir. Petriler 28°C ’de 3 giin
inkubasyona birakilmistir. Bakteri kolonileri 6ze ile alinarak tekrar ayni igerikteki
besiyerine aktarilmis ve %0.5 picric asit - %2 sodyum karbonat soliisyonu bir
parca filtre kagidina emdirilerek petri kapaginin i¢ ylizeyine yerlestirildikten sonra
petriler ters cevrilmigstir. Petriler 24°C ’de 3-5 giin siireyle inkubasyona
birakilmistir. Filtre kagidindaki saridan- kahverengi turuncuya dogru renk
degisikligi cyanide iiretiminin gostergesi olarak kabul edilmistir (Bakker and

Schippers,1987).
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3.4.3.Fosfataz (P) aktivitesi

In vitro’da kokbakterilerinin fosfatt ¢ozme aktivitesini testlemek igin
modifiye edilmis Pikovskaya (PVK) ortami (Pikovskaya,1948) igeren petri
kaplarina kokbakterileri 3 noktaya ekim seklinde inokule edilmis 244+2°C’de 14
giin inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi sonunda kolonilerin ¢evresinde
fosfat aktivitesine bagl olarak olusan erime zonlar1 6l¢iilerek *0-4 skalasina gore

degerlendirilmistir (Nautiyal, 1999; Schwynn and Neilands, 1987).

*(-4 Skalas1

0: erime bolgesi yok
1: <1.0 mm

2: 1.1-4.0 mm
3:4.1-8.0 mm

4: >8.0 mm
3.4.4.Siderofor iiretme aktivitesi

Hem PGPR hem de biyokontrol aktivitesi i¢in 6nemli bir belirleyici olan
siderofor tiretimi CAS Agarda arastirilmistir (Schwyn and Neilands, 1987). CAS
agar yonteminde, KB ortaminda yetistirilen (24-48 saat) antagonist bakterileri
CAS agar icerikli petrilere nokta ekimi ile inokule edilmis ve bu petriler
24+1°C’de inkiibasyona birakilarak antogonist bakteriler tarafindan siderofor

tiretimine bagli olarak olusan sar1 zonlar *0-4 skalasina gore degerlendirilmistir.

* (0-4 Skalas1 (CAS Agarda mm olarak sari zon olusumu)
0: renk degisikligi yok

1: <1.0 mm

2: 1.1-4.0 mm

3:4.1-8.0 mm

4: >8.0 mm
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3.4.5.Kokbakterilerinin in vitro’da tohum cimlenmesine etkisi

Icinde %1°lik su-agar besiyeri bulunan petrilere, PGPR aday: bakterilerle
(%1.5 CMC-Carboxy Methyl Cellulose-) ile silispanse edilmis bakteri
stispansiyonu) kaplanmis domates tohumlar1 (Kardelen F1) ekilmistir. Her izolat 3
petride yinelenmistir. Kontrol (-) tohumlar1 ise sadece CMC (Carboxy Methyl
Cellulose) c¢ozeltisi ile kaplanmistir. 24°C’de 7 giinlik inkubasyondan sonra
radisil ve hipokotil uzunlugu 6lciilerek vigorite indeksi saptanmistir (Gerhardson

etal., 1985).

3.5. In vitro Kosullarda Kokbakterilerinin FORL’a ve Cmm’e Kars1

Biyokontrol Etkilerinin Belirlenmesi

In vitro kosullarda bakteriyel antagonistle optimal sicaklik derecelerinde
(24°C) patojen FORL ve Cmm ile karsilastirilmistir. Karsilastirma denemesi
FORL i¢in PDA igeren 90 mm’lik petri kaplarinda karsilikli ekim yapilarak
gerceklestirilmistir. Patojenin miselyal gelisimindeki engellenme %’si, petri
kaplarina tek basina ekilmis (Kontrol) FORL un gelisme ¢api ile karsilastirilarak
bulunmustur. Caligmada yer alan diger bir test patojeni olan Cmm’e karsi
biyokontrol etkisi testlenen kokbakterileri nokta ekim ile Nutrient Broth Yeast
Extract Agar (NBYA) besiyerine birbirine esit uzaklikta 4 noktaya ekilmis , 48
saat siireyle inkubasyona birakildiktan sonra bu petrilere, 10° cfu/ml
konsantrasyonunda patojen Cmm siispansiyonu (600 nm’de OD: 0.45) piilverize
edilerek inkubasyona birakilmistir (Jetiyanon and Kloepper, 2002; Boudyach et
al., 2001). Kokbakterilerinin g¢evresinde olusan engelleme zonlart mm olarak
Olctilmiistiir. Boylece bakteriyel antagonistlerin optimal sicaklik diizeylerinde

bakteriyel ve fungal patojene karsi1 biyokontrol aktiviteleri degerlendirilmistir.

3.6. PGPR ve Biyokontrol Ozellizi Saptanan Kokbakterilerinin

Degisik Sicaklik Rejimlerinde Gelisiminin izlenmesi

In vitro PGPR aktivitesi testlerinden basariyla ¢ikarak bitki gelisimini
uyarma ve biyolojik savas potansiyeli bulunan kokbakterilerinin yiiksek ve diisiik
sicaklik stresi altinda gelisme durumlar1 inkubatérde izlenmistir. Bakteriler King

B besiyeri iceren petri kaplarina ¢izgi ekimle ekilmistir. Farkli sicaklik
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derecelerinde (16, 36°C) inkubasyona birakilan kokbakterilerinin gelisme durumu
7 gln siireyle izlenmis ve biiylime/gelisme kinetigi 24 °C’deki gelisme durumu ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu deneme her bir petri kabi bir tekerriir

olmak tizere 3 tekerriirlii olarak diizenlenmistir.

3.7. Sicakhik Stresine Dayanan Kokbakterilerinin Degisik Sicakhik
Rejimlerinde in vitro PGPR ve Biyokontrol Ozelliklerinin

Testlenmesi

In vitro kosullarda PGPR ve biyokontrol aktivitesi saptanan ve
dustik/ytiksek sicaklik stresinde basariyla gelisebilen kokbakterilerinin ekstrem
sicaklik kosullarinda (16 ve 36°C) bu 6zelliklerinde bir sapma olup olmadig: 3.4
ve 3.5. boliimiinde belirtildigi sekilde yeniden testlenmistir.

3.8. Testlenen Kokbakterilerinin Tanis1

Arastirmada izole edilen kok bakterilerinin Gram Reaksiyonu (King et al.,
1954), Oksidaz Testi (Kovacs, 1956), Patatesin Pektolize Olmasi (Dickey and
Kelman, 1988), Arginine Dihydrolase Testi (Thornley, 1960), Tiitinde Asir
Duyarlilik Testi, Anaerobik gelisme (Hugh and Leifson, 1953) ve Jelatinin

Hidrolizi (Stvilagsmasi) ve Levan Olusumu gibi temel testler dikkate alinmustir.
3.8.1.KOH ile Gram reaksiyonun belirlenmesi

Taze hazirlanan %3’liikk potasyum hidroksit (KOH) soliisyonundan lam
tizerine bir damla damlatildiktan sonra izolatlarin 48 saatlik kiiltiriinden 6zeyle
alinan bakteri, sollisyona dairesel hareketlerle karistirilmistir. 15-20 saniye sonra
0ze yukart kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olugmasi gram

negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990).

3.8.2.Oksidaz testi

% 1 oraninda glukoz iceren nutrient agar besiyerinde gelisen 24-48 saatlik
kolonilerden, 6ze ile bir miktar alinir ve filtre kagidi tizerine damlatilan %1 ° lik
Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride (Sigma) ‘e iyice siiriiliir. Bu

islemin ¢ok kisa bir siirede yapilmasi gereklidir. Bu islemin sonucunda bakteri
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soliisyon karisimi1 10 saniye sonra maviye doniisiirse pozitif; 60 saniye sonra

maviye doniismezse negatif olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956).
3.8.3. Anaerobik gelisme

Tartilan maddeler saf suda ¢oziiniip, PH degeri 7.1 ‘e ayarlanmistir (Cizelge
3.4). 13 cm ’lik tiiplere 4,5 ml basal yeri konulmus ve otoklavda 121°C *de 20
dakika sterilize edilmistir. Ayrica, %10 ¢ luk glukoz soliisyonu hazirlanip filtreden
gecirilerek sterilize edilmistir. Bu soliisyondan, steril bir ortamda, basal yeri
tizerine 0.5 ml eklenmistir. Her izolat i¢in 2 tiip asilanmistir ve tizeri 5 mm
kalinliginda steril parafinle kaplanmistir. Normalde mavi olan renk, eger
anaerobik gelisme olursa, yani pozitif ise, sar1 renge doniismistir (Hugh and

Leifson, 1953).

Cizelge 3.3. Anaerobik gelisme icin kullanilan besiyeri

Litrede
Peptone 20¢g
NaCl 1.0g
KH,PO4 03¢g
Agar 30¢g
Bromthymol blue (%1 ‘lik soliisyon) 3.0 ml

3.8.4.Levan olusumu

Nutrient Agar ortamma %5 oraninda Sakkaroz eklenerek hazirlanan
Sakkaroz nutrient agar (SNA) besiyerine ¢izgi ekim yapildiktan sonra 25°C *de 3-
4 giin inkiibe edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Lelliot and Stead, 1987).
3.8.5. Patatesin pektolize olmasi

Patateslerin yiizeysel sterilizasyonu i¢in once, deterjanli suda fircalanarak
yikanmis ve daha sonra %1’lik NaOCI’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCI’yi
uzaklastirmak icin 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir
bisturi ile kabuklar1 soyulmustur. Steril 1slak filtre kagidi igceren steril petri i¢ine
kabugu soyulmus bir cm kalinligindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze
dolusu kiiltiirii patates dilimi {izerine bulastirllmistir. 25°C ’de iki giinliik

inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmistir. Inokule edilen bolgedeki
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yumusama pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak Erwinia
caratovora subsp. caratovora (GSPB 1405) kullanilmistir (Lelliot and Stead,
1987).

3.8.6. Tiitiinde asir1 duyarhlik testi

Tiitlin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi yapragimin alt ylizeyine
damar aralarina kullanilan izolatlarn 10® hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu
bir enjektor yardimi ile infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra inokule edilen
alanlarda olusan nekrotik goriinim pozitif olarak kabul edilmistir (Klement and

Goodman, 1967).
3.8.7.Jelatinin hidrolizi ( sivilasmasi)

Bu testte asagidaki besiyeri kullanilmaktadir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Jelatin hidrolizi testinde kullanilan besiyeri

Litrede
Peptone 5g
Beef extract 3g
Gelatin 120 g

Karisim tartildiktan sonra, jelatinin erimesi i¢in 50°C ‘de su banyosuna
konur ve sonra bu ¢ozelti 5 veya 10 ml olarak tiiplere konur, 121°C ‘de otoklavda
15 dakika sterilize edilir. Tiiplere, bakteri ¢ubuk igne ile asilanir ve 20°C ‘de 7- 14
giin bekletilir. Kontrolde 6nce 30 dakika kadar +4°C ‘de buzdolabinda bekletilir.

Tiiplerdeki jelatin akici halde ise pozitif,
Tiplerdeki jelatin kat1 halde ise negatif olarak degerlendirilmistir.

3.8.8. Arginine Dihydrolase Testi

Bu testte Thornley 2A Besi yeri kullanilmistir (Cizelge 3.5) (Thornley,
1960).
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Cizelge 3.5. Thornley 2A Besiyeri

Litrede
Peptone ( Difco) lg
NaCl 5¢g
K,HPO4 03g
Agar 3g
Phenol red 00lg
L+HCI Arginine 10g
Damuitik su 1000 ml

Verilen miktarlar tartilip, agar disinda erlende eritilir ve PH degeri 7.2  ye
ayarlanir. Sonra agar {lizerine dokiilerek eritilir ve tiiplere 3 ml konur, tiipler
otoklavda sterilize edilir. Sonra tiipler 6ze ile bakteri kiiltiirii ile asilanir ve
tiiplerin lizerine 2 ml steril parafin konur ve 7-15 giin siireyle 27°C ’de inkubatore

konur.

Kontrol; pembe-kirmizi olursa pozitif, normal renk olan ten rengi (acik

pembe) olarak kalirsa negatif olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Kosullarda Kékbakterilerinin Optimal Kosullarda PGPR

Aktivitesinin Saptanmasi Sonuclari

In vitro bulgular bashig1 altinda, 50 ‘nin {izerinde bakteri arasindan segilen
10 antagonist bakteri ile yapilmis olan IAA testi, HCN Uretimi, Fosfataz
Aktivitesi, CAS Agarda Siderofor Uretme Aktivitesi ve Tohum Cimlendirme

testi sonuglar1 verilmistir.
4.1.1.TAA testi sonuclari

Calismalar sonunda PGPR aday1 olan 10 bakteri ile yapilan IAA testine ait

veriler Cizelge 4.1’ de verilmektedir.

Cizelge 4.1. In vitro kosullarda 24 °C ‘de kokbakterileri ile yapilan IAA testi sonuglari (ug/ml)

izolat no IAA miktar1 (ug/ml)
TR 2/1 2,47
TR 6/1 27,13
TR 17/1 16,81
TR 18/1 13,1
TR 21/1 8,85
TR 23/1 13,45
TR 39/2 1,46
70 2,15
S5/4ep 0,85
14/1y 1,54
Kontrol 0

IAA testleri sonucunda izolatlar 0.85-27.13 upg/ml arasinda degisen
oranlarda TAA tretmisler ve en yiiksek TAA tretimi TR 6/1 nolu antagonist
bakteri izolatinda saptanmis, bunu TR 17/1 ve TR 23/1 izolatlar izlemistir (Sekil
4.1). S5/4ep nolu izolat ise en diisiik IAA {ireten antagonist oldugu saptanmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Baz1 bakteri strainlerinde IAA testi sonuglarinin goriintiisii.
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Sekil 4.2.Antagonist bakterilerin in vitro’da IAA tiretim miktarlar1.

4.1.2.HCN iiretimi sonuclari

Optimal kosullarda PGPR aday1 olan 10 bakteri ile yapilan HCN {iretimi

sonuclar1 Cizelge 4.2 ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.2. 24 °C “de kokbakterilerinin HCN iiretimi sonuglart

izolat no 24°C

TR 2/1 -

TR 6/1 -

TR 17/1 +

TR 18/1 -

TR 21/1 -

TR 23/1 -

TR 39/2 -

70 -

S5/4ep -

14/1y +

Kontrol -

+: Giglit HCN diretimi, -: HCN tiretimi yok

Bakterilerin optimum gelisme sicakligi olan 24 °C sonuglari incelendiginde,
TR 17/1 ve 14/1y numarali bakterilerin HCN iirettigi, diger kokbakterilerinin
HCN iiretmedigi goriilmektedir (Sekil 4.3). 24 °C ‘de calismada kullamlan kok
bakterilerinden iki bakteri (TR 17/1 ve 14/1y) HCN {iretmistir.

Sekil 4.3. HCN {iretimi testinin bazi strainlerdeki gértntiisi.

4.1.3.Fosfataz aktivitesi testi sonuclari

Antagonist bakterilerin optimal kosullarda fosfataz enzimi tiretimleri PVK
ortammna nokta ekimi yapilan bakteri izolatlarinin etrafinda olusan zonlarin
Ol¢tilmesi ile yapilmistir. Elde edilen veriler 0-4 skalasina gore degerlendirilmistir

(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Fosfat ¢coziintirliigii testinde olusan erime boélgeleri (mm) ve skala degerleri verileri

izoLATNO | 24 Cdeortalama erime Skala degerleri
zonu (mm)*

TR 2/1 6,44 3
TR 6/1 2.00 2
TR 17/1 0.00 0
TR 18/1 233 2
TR 21/1 1.33 2
TR 23/1 1.67 2
TR 3972 0.00 0
70 6.44 3
S5/4ep 10,22 4
14/1y 0.00 0

*Erime bolgeleri 3 yinelemenin ve her yinelemede 3 ayr1 noktada yapilan 6l¢timlerin (mm)
ortalamasidir.

Fosfat1 ¢ozebilme testinde en yliksek erime bolgesi S5/4ep nolu antagonist
bakteri izolatinda saptanmis ve bunu sirast ile 70 ve TR 2/1 nolu izolatlar
izlemistir (Sekil 4.4). izolatlar arasinda TR 17/1, TR 39/2 ve 14/l1y nolu

izolatlarda ise erime bolgesi saptanmamustir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.4. S5/4ep nolu izolatin PVK ortaminda olusturdugu erime bolgeleri.

4.1.4.CAS agarda siderofor iiretme aktivitesi testi sonuclari

Hem PGPR hem de biyokontrol aktivitesi i¢in 6énemli bir belirleyici olan

siderofor tiretimi CAS Agar besiyeri kullanilarak belirlenmis ve elde edilen
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degerler Cizelge 4.4’de verilmistir. Elde edilen veriler 0-4 skalasina gore

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4. Kokbakterilerinin 24 °C ‘de CAS Agarda siderofor iiretme aktivitesi sonuglart

izoLaTNo | 24 Clde 0“2‘:;‘;‘:;““ genishigi Skala degerleri

TR 2/1 12.7 4
TR 6/1 8.2 4
TR 17/1 6.3 3
TR 18/1 5.7 3
TR 21/1 5.8 3
TR 23/1 5.3 3
TR 39/2 12 4
70 48 3
S5/4ep 6.7 3
14/1y 6.7 3

* Erime bolgeleri 3 yinelemenin ve her yinelemede 3 ayr1 noktada yapilan 6l¢timlerin (mm)
ortalamasidir.

Bakterileri optimum gelisme sicakliginda CAS Agar ‘a ektikten sonra 7 giin
inkubasyona birakilmistir. Bunun sonucunda, 4. giin ve 7. giin Olgtimleri
yapilmistir. CAS agarda, 10 antagonist bakteri izolat1 da siderofor tiretimine bagl
olarak sar1 renkli zon olusturmustur. 7. giin sonug¢larina gore en giiclii siderofor
tireten izolat TR 2/1 ve TR 39/2 olarak belirlenmis bunu sirasi ile TR 6/1, S5/4ep,
14/1y, TR 17/1, TR 21/1, TR 18/1, TR 23/1 ve 70 numarali izolatlar izlemistir
(Sekil 4.5).

Sekil 4.5. CAS agarda antagonist bakterilerin siderofor tiretiminden kaynaklanan zonlar.
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4.1.5. Tohum cimlendirme testi sonu¢lari

Icinde %1°lik su-agar besiyeri bulunan petrilere, PGPR aday: bakterilerle
(%1.5 CMC-Carboxy Methyl Cellulose-) ile silispanse edilmis bakteri
stispansiyonu kaplanmis domates tohumlar1 (Kardelen F1) ekilmistir. Her izolat 3
petride yinelenmistir. Kontrol (-) tohumlar1 ise sadece CMC (Carboxy Methyl
Cellulose) ¢ozeltisi ile kaplanmistir. 24°C’de 7 giinliikk inkubasyondan sonra
radisil ve hipokotil uzunlugu olctilmiistiir. Cizelge 4.5 ‘de 10 izolatla yapilan

tohum ¢imlendirme testine ait sonuglar sunulmaktadir.

Cizelge 4.5. Kokbakterilerinin 7 giin sonunda 24°C’de in vitro’da domates tohumlarinin

cimlenmesine etkisi

izolat no Radisil (mm) Hipokotil (mm) Vlgoi;giiz;lllk)
TR 2/1 58,133 78 13613
TR 6/1 54,2 70,333 11637
TR 171 44,467 61,933 10640
TR 18/1 43,967 76,6 10877
TR 21/1 58,033 72,5 13053
TR 23/1 52,967 63,333 11630
TR 39/2 40,133 70,6 10740
70 37,5 69,833 10733
S5/4ep 40,8 42 8280
14/1y 56,267 55,4 11167
Kontrol 45,633 61,967 10755

7 giin sonunda petrilerde ¢imlenen bitkilerin radisil ve hipokotil uzunlugu
Ol¢timleri yapilip vigor (canlilik) indeksi degerleri hesaplandiktan sonra kontrolle
karsilastirildiginda TR 2/1 ve TR 21/1 numaral izolatlarin ¢imlenmeye etki
yoniinden 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir (Sekil 4.6). Bunlart TR 6/1, TR 23/1,
14/1y, TR 18/1 numarali izolatlar izlemistir. TR 39/2, 70, TR 17/1 ve S5/4ep nolu

izolatlarin canlilik (vigour) indeksi degerleri kontrolden diisiiktiir.
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KONTROL
\. TR 21/1

Sekil 4.6. TR 21/1 nolu izolatin tohum ¢imlendirme testi sonucu.

4.2. In vitro Kosullarda Kokbakterilerinin Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (FORL) ’a ve Cmm ’e Kars1 Biyokontrol

Etkilerinin Belirlenmesi Sonuclari

Calisma kapsaminda kullanilan 10 antagonist bakteri aday1 24°C’de Cmm’e

ve FORL ’a kars1 in vitro biyokontrol aktivitesi agisindan testlenmistir.

4.2.1. In vitro kosullarda kokbakterilerinin Cmm’e kars1 biyokontrol

etkilerinin belirlenmesi sonuclari

Domateste Bakteriyel Solgunluk etmeni Cmm’e karsit bakteriyel
antagonistlerin in vitro etkileri asagidaki ¢izelgede goriilmektedir (Cizelge 4.6). In
vitro *da gerceklestirilen test sonucuna gére TR 21/1 nolu izolat 17 mm’ lik
engelleme zonu ile en basarili antagonist bakteri olurken, bunu TR 17/1 ve S5/4ep
izlemistir (Sekil 4.8). Toplam 7 adet antagonist aday1 bakteri ise in vitro *da Cmm
’e karst hicbir etki gosterememistir. Cizelge 4.6 ’da en etkili izolatin TR21/1
oldugu anlagilmaktadir.
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Inhibasyon Zonu {mm}
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TR2/1 TR6/1 TR17/1 TR18/1TR21/1TR23/1TR39/2 70

S5/4ep 14/1y

izolat no

Sekil 4.7. In vitro testler sonucunda bakterilerin Cmm’e kars1 olusturduklar1 engelleme zonlari.

In vitro testler sonucu bakteriyel antagonistlerin Cmm ’e karst in vitro

etkililikleri Sekil 4.7°de goriilmektedir. /n vitro test sonuglarina gore, 3 izolat

ortalama 3-17 mm arasinda degisen engelleme zonlari olusturarak Cmm ’in

koloniyal gelisimini basariyla engellemistir.

Sekil 4.8. TR 21/1 no.lu antagonistin Cmm’ e olan in vitro etkisi.
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4.2.2.In vitro kosullarda kokbakterilerinin FORL’> a karsi biyokontrol

etkilerinin belirlenmesi sonuclari

In vitro kosullarda bakteriyel antagonistler optimal sicaklik derecelerinde

(24°C) patojen FORL ‘a karsi in vitro biyokontrol aktivitesi testlenmistir. Bu

amagla PDA ‘da bakteri ve patojen ikili olarak ekilmistir. Bu ¢alismada kullanilan

10 kokbakterisi 24°C de 27.2 nolu patojen izolatiyla karsilastirilmistir (Cizelge

4.7).

Cizelge 4.7. Antagonist aday1 bakterilerin FORL ‘a kars1 in vitro etkililik testi sonuglari

Ortalama FORL Koloni Cap1

% Engelleme

IZOLAT (mm) 27.2 27.2
TR 21 53,80 421
TR 6/1 50,00 10,98
TR 171 40,67 27,60
I 47,00 16,32
TR 211 48,00 14,54
TR 231 55,67 0,89
TR 3972 53,17 5,34
=0 52,00 7,42
S5 51,89 7,62
_— 50,33 10,39
. 56,17 0,00

In vitro test sonuglarma gore, 27.2 no. ‘lu patojen FORL izolatinin projede

kullanilan kokbakterilerinin etkisiyle koloni ¢apindaki degisim izlendiginde; TR
23/1, TR 2/1, TR39/2, 70, S5/4ep, 14/1y ve TR 6/1 no.’lu izolatlar patojenin

miseliyal gelisimini engeleyemezken, TR 21/1, TR 18/1 ve TR 6/1 nolu izolatlarin

in vitro kosullarda FORL’un koloni gelisimini engelleme potansiyelleri oldugu

izlemektedir. En diisitk FORL koloni ¢apimni TR 17/1 nolu izolat olusturmustur

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. TR 17/1 no.lu izolatin in vitro ‘da FORL ‘a kars etkililik testi sonucu.

¥ % Engelleme 27,2
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Sekil 4.10. Antagonist aday1 bakterilerin FORL ‘a karst in vitro etkililik testi sonuglart.

PGPR’lerin 27.2 izolatina karsi hastalifi engelleyici etkisinin %0.89 ile
%27.60 arasinda degisen oranlarda oldugu ve en yiiksek etkiyi %27.60 ile TR
17/1 bakterisinin gergeklestirdigi saptanmistir. TR 18/1 ve TR21/1 bakterilerinin
sirastyla %16.32 ve %14.54 engelleyici etkisi oldugu saptanmistir. En disiik
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etkiyi ise %0.89 ile TR 23/1 nolu antagonist bakteri izolati1 oldugu saptanmistir
(Sekil 4.10).

TR 17/1 nolu izolat hem Cmm hem de FORL ‘a kars1 engelleyici etkisi en
yikksek olan antagonist bakteri izolatidir. Fakat yapilan tanilama testleri
sonucunda, TR 17/1 nolu izolatin bitki patojeni oldugu saptanmistir. TR 18/1, TR
21/1 nolu kokbakterilerinin hem Cmm ‘nin gelisimini basariyla engellemesi hem
de 27.2 nolu patojen izolatima karst olan engelleyici etkisinden dolay1
kokbakterileri arasinda biyokontrol 6zelligi fazla olan izolatlardir. S5/4ep nolu
antagonist bakteri izolatt Cmm ‘nin gelisimini engellemesine ragmen FORL ‘a

kars1 ayn1 basariy1 saglayamamaistir.

4.3. Kokbakterilerinin Farkhh  Sicaklik Derecelerinde Gelisimi

Sonuclar

Farkli sicaklik derecelerinde (16°C, 24°C ve 36°C) inkubasyona birakilan
kokbakterilerinin gelisme durumu 7 giin silireyle izlenmis ve biiytime/gelisme
kinetigi 24°C’deki gelisme durumu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir

(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kokbakterilerinin farkli sicaklik derecelerinde gelisim sonuglari

SICAKLIGA TOLERANS (°C)
izolat no 16°C 24 C 36°C
TR 2/1 +++ +++ +++
TR 6/1 +++ +++ +++
TR 1711 +++ +++ +++
TR 18/1 +++ +++ -+
TR 21/1 +++ +++ -+
TR 23/1 +++ +++ +++
TR 39/2 +++ +++ +++
70 +++ +++ +++
S5/4ep +++ +++ +++
14/1y +++ +++ -+

+++: %100 gelisme
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Cizelge 4.8 incelendiginde, farkli sicakliklarda biitiin petrilerde %100
gelisme olmustur. Test edilen kokbakterilerinin gelisimi 16-36°C’lar arasinda

farklilik géstermemistir.

4.4. Sicakhk Stresine Dayanan Kokbakterilerinin Degisik Sicaklik
Rejimlerinde in vitro PGPR ve Biyokontrol Ozelliklerinin

Testlenmesi Sonug¢lari

4.4.1.S1cakhik stresine dayanan kokbakterilerinin degisik sicakhk

rejimlerinde in vitro PGPR o6zelliklerinin testlenmesi sonuclari

Bu baslik altinda, calismada kullamilan 10 adet bakteri ile 16°C ve 36°C “de
yapilmig olan IAA testi, HCN Uretimi, Fosfataz Aktivitesi ve CAS Agarda

Siderofor Uretme Aktivitesi sonuglar verilmistir

4.4.1.1. TAA testi sonuclari

Farkli sicakliklarda PGPR aday1 olan 10 bakteri ile yapilan IAA testine ait

veriler Cizelge 4.9 ’de verilmektedir.

Cizelge 4.9. Farkli sicaklik derecelerinde antagonist bakterilerin in vitro’da IAA itretim miktarlar

(ng/ml)
TAA miktar: (ug/ml)
izolat no 16 °C 24°C 36°C
TR 2/1 11,92 2,47 20,15
TR 6/1 24,69 27,13 36
TR 17/1 24,23 16,81 35
TR 18/1 10 13,1 18,46
TR 21/1 8,46 8,85 23,23
TR 23/1 25,76 13,45 38,15
TR 39/2 6,92 1,46 10,23
70 11,15 2,15 16,23
SS5/4ep 10,38 0,85 15
14/1y 24,61 1,54 34,84
Kontrol 0 0 0
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IAA testleri sonucunda 16°C “de izolatlar 6.92-25.76 pg/ml arasinda degisen
oranlarda IAA iretmisler ve en yiiksek TAA iiretimi TR 23/1 nolu antagonist
bakteri izolatinda saptanmis, bunu TR 6/1,14/1y ve TR 17/1 izolatlar1 izlemistir.
TR 39/2 nolu izolatin ise en diisiik IAA {ireten antagonist oldugu saptanmistir.
36°C sonuglar1 incelendiginde, en yiiksek TAA iiretimi TR 23/1 nolu antagonist
bakterisidir. Bunu TR 6/1, TR 17/1 ve 14/1y nolu izolatlar izlemistir. TR 39/2
nolu izolat ise en diisiik IAA tireten kokbakterisi oldugu saptanmustir. 36°C “de
izolatlar 10.23-38.15 pg/ml arasinda degisen oranlarda IAA iiretmislerdir. Cizelge
4.9 °de goriildugt gibi IAA aktivitesi 24°C e oranla 16 ve 36°C sicakliklarda
farkliliklar gostermistir. IAA iiretimi en fazla olan TR 6/1 nolu izolat 24°C ‘de
27.13 pg/ml; 16 °C’de 24.69 pg/ml ve 36°C “de 36.0 pg/ml IAA iiretmistir. 24°C
‘de TAA iiretimi en diisiik olan S5/4ep izolat1 16°C *de 10,38 pg/ml, 36°C *de ise
15.0 pg/ml oraninda IAA tretimine sahiptir. Diislik sicakliklara oranla yiiksek

sicakliklar kokbakterilerinin IAA tiretimine olumlu yonde etki etmistir.

Toplam 10 test bakterisinden farkli sicakliklarda TAA salgilama yetenegi
bakimindan 6n plana ¢ikan ilk 4 bakteri TR 6/1, TR 17/1, TR 23/1 ve 14/1y

numarali izolatlardir.

4.4.1.2. HCN iiretimi sonuclari

Cizelge 4.10. Farkli sicakliklarda kokbakterilerinin HCN {iretimi sonuglari

o 0 0 0
izolat no 16 C 24°C 36 C

TR 2/1 - - -

TR 6/1 - - -

TR 17/1 + + +

TR 18/1 - - -

TR 21/1 - - -

TR 23/1 - - -

TR 39/2 - - -

70 - : -

S5/4ep - - -

14/1y - + -

Kontrol - - -

+: Guglit HCN tiretimi, -: HCN {iretimi yok
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Cizelge 4.10 incelendiginde, 24°C “de iki antagonist bakteri izolat1 (TR 17/1
ve 14/1y), 16°C ve 36°C ’de ise bir izolatin (TR 17/1) HCN iirettigi saptanmustir.
TR 17/1 numarali bakteri izolati 16°C, 24°C ve 36°C ‘de de HCN iiretmistir.
Toplam 10 test bakterisinden farkli sicakliklarda HCN iiretme bakimindan 6n
plana ¢ikan bakteri izolatlart TR 17/1 ve 14/1y numarali izolatlardir (Cizelge 4.2
ve Cizelge 4.10).

4.4.1.3. Fosfataz aktivitesi testi sonuclari

Antagonist bakterilerin farkli sicakliklarda (16°C, 24°C ve 36°C) fosfataz
enzimi tretimleri Pikovskaya (PVK) ortaminda nokta ekimi yapilan bakteri
izolatlarinin etrafinda olusan zonlarin 6lgiilmesi ile yapilmistir. Elde edilen veriler

0-4 skalasina gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 ‘den anlasildig1 iizere 16°C ve 36°C “de ortalama erime zonu
genisligini karsilastirdigimizda 16°C ‘de herhangi bir gelisme goriilmemistir.
36°C ‘de ortalama zon genisligine baktigimizda calismada kullamlan kok
bakterilerinden en ¢ok zon olusumu sirasiyla S5/4ep, TR 18/1, 70, TR 21/1 ve TR
2/1 ‘de gorulmustiir. Bunlart TR 6/1 ve TR 23/1 numarali kokbakterileri
izlemistir. [zolatlar arasinda TR 17/1, TR 39/2 ve 14/1y numarali izolatlarda erime
bolgesi saptanmamustir. Cizelge 4.11 *de goriildiigii gibi fosfataz enzimi tiretimleri
24°C ’e oranla 16°C ve 36°C sicakliklarda fosfataz enzimi iiretimi genel olarak
olumsuz etkilenerek diismiistiir. TR 17/1, TR 39/2 ve 14/1y nolu izolatlarda 16°C,
24°C ve 36°C ‘de herhangi bir zon olusumu goézlenmemistir (Cizelge 4.3 ve

Cizelge 4.11).

4.4.1.4. CAS agarda siderofor iiretme aktivitesi testi sonuclari

Hem PGPR hem de biyokontrol aktivitesi i¢in énemli bir belirleyici olan
siderofor iiretimi farkli sicakliklarda (16°C, 24°C ve 36°C) CAS Agarda
arastirilmis ve bulunan sonuglar Cizelge 4.12 ‘de verilmistir. Elde edilen veriler 0-

4 skalasina gore degerlendirilmistir
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Cizelge 4.12 ‘den anlasildig: gibi, farkli sicakliklarda CAS Agarda kok
bakterilerinin olusturdugu ortalama zon  genisligine baktigimizda yiiksek
sicaklikta yani 36°C ‘de 7 giin inkubasyona birakilmis ve herhangi bir zon
olusumu goézlenmemistir (Sekil 4.11a). 16°C sonuglart diger sonuglarla
karsilastirildiginda 24°C “ye gore daha az zon olusumu gériiliirken 36°C 'ye gore
ise bazi izolatlarda zon olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.4 ve 4.11). 16°C ‘de en
fazla zon olusumu TR 17/1 ‘de oldugu bulunmus, bunu TR 21/1, TR 23/1, TR
39/2, TR 2/1, TR 18/1 ve 14/1y numarali izolatlar takip etmistir. 16°C ve 36°C *de
TR 6/1, 70 ve S5/4ep numarali izolatlar CAS Agar ortaminda siderofor {iretimine
bagli sar1 renkli zon olusumu gdzlenmemistir. 16°C ‘de 7 izolatta zon olusumu
gbzlenmis olup 36°C “de ise izolatlarda herhangi bir zon olusumu goriilmemistir.
24°C ’e oranla 16°C ve 36°C sicakliklarda genel olarak CAS Agar ortaminda

siderofor tiretimi olumsuz etkilenerek dusmiistiir (Sekil 4.11).

Te. &

a) Te o/

a)36 °C ve b) 24°C ‘de CAS Agarda siderofor tiretimi goriintiisii.

4.4.2.S1cakhik stresine dayanan kokbakterilerinin degisik sicakhk
rejimlerinde in vitro biyokontrol ozeliklerinin testlenmesi

sonuclari

4.4.2.1. Kokbakterilerinin degisik sicaklik rejimlerinde Cmm’e karsi

bivokontrol etkilerinin belirlenmesi sonuclari

Domateste Bakteriyel Solgunluk etmeni Cmm’e karst Bakteriyel

antagonistlerin in vitro etkileri 16°C ve 36°C ‘de gozlemlenmistir. Calismada
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kullanilan antagonist aday1 bakteriler 16°C ve 36°C ‘de in vitro® da Cmm’ e karst

hi¢bir etki gosterememistir.

4.4.2.2. Kokbakterilerinin degisik sicaklik rejimlerinde FORL’ a karsi

bivokontrol etkilerinin belirlenmesi sonuclari

In vitro test sonuclarma gore, 27.2 no.‘lu patojen izolatinin c¢alismada
kullanilan kokbakterilerine karsi 16°C, 24°C ve 36°C * de olusturdugu ortalama
FORL koloni capt degerleri ve hastaligi % engelleme degerleri Cizelge 4.13 ‘te

verilmistir.

Cizelge 4.13. Kokbakterilerinin farkli sicaklik derecelerinde FORL un gelisimine olan etkisi
(izolat: 27.2)

Farkl sicakliklarda FORL koloni ¢capi (mm) ve engelleme %’si
16 °C 24°C 36°C
iZOLAT Ortalama Ortalama Ortalama
NO FORL % FORL % FORL %
Koloni Engelleme Koloni Engelleme Koloni Engelleme
Capi 27.2 Cap 27.2 Capi 27.2
(mm) 27.2 (mm) 27.2 (mm) 27.2
TR 2/1 22,22 53.80 4,21
28.0 49.4 16,83
TR 6/1 18,33 50.00 10,98
29.4 58.0 2,35
TR 17/1 38,88 40.67 27,60
22.0 32.0 46,12
TR 18/1 26,11 47.00 16,32
26.6 33.4 43,77
TR 21/1 62,77 48.00 14,54
13.4 26.0 56,22
0,89
12,77 55.67 ’
LS 2R 314 34.6 4175
5,34
1,66 53.17 ’
LI e 35.4 42.6 2828
70 20,55 52.00 7,42
28.6 50.6 14,81
S5/4 5,55 51.89 7,62
P 34.0 50.6 14,81
141 -18,33 50.33 10,39
y 42.6 36.6 38,38
0,00
0,00 56.17 ’
LCOINEOLY 36.0 59.4 0,00
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In vitro test sonucglarina gore, 16°C ve 36°C ‘de en diisik FORL koloni
capint TR 21/1 nolu izolat olusturmustur. 16°C ‘de bunu, TR 17/1, TR 18/1, TR
2/1 ve 70 nolu izolatlar izlemektedir. 14/1y nolu izolat kontrolden daha fazla
koloni gelisimi saglamistir. 36°C ‘de en diisiik FORL koloni ¢apin1 TR 21/1 nolu
izolat olusturmustur. Bunu sirasiyla, TR 17/1 ve TR 18/1 nolu izolatlar

izlemektedir (Cizelge 4.13).

27.2 izolatma karst 16°C ‘de en yiiksek etkiyi, %62,77 ile TR 21/1
bakterisinin gerceklestirdigi saptanmistir. TR 17/1 ve TR 18/1 nolu bakterilerinin
sirasiyla %38.88 ve %26.11 engelleyici etkisi oldugu saptanmistir. En disiik
etkiyi ise 14/1ly ve TR 39/2 nolu antagonist bakteri izolatlar1 oldugu saptanmistir
(Sekil 4.13).

PGPR’lerin 27.2 izolatina karst 36°C ‘de en yiiksek etkiyi, %56.22 ile TR
21/1 nolu bakterisinin gergeklestirdigi saptanmistir. Bunu, TR 17/1 ve TR 18/1
nolu izolatlar izlemektedir. En dusiik etkiyi ise %2.35 ile TR 6/1 nolu antagonist

bakteri izolat1 oldugu saptanmistir (Cizelge 4.13).

TR 17/1, TR 18/1ve TR 21/1 nolu kokbakterileri farkli sicakliklarda
patojenin miseliyal gelisimini engellemeyi basaran en etkili izolatlar olarak 6ne

cikmaktadir.

In vitro test sonuglarina gore, 27.2 no. ‘lu patojen FORL izolat1 diistk
sicakliktan olumsuz etkilenirken, yiiksek sicaklik derecelerinde optimal sicaklik
derecesine yakin bir gelisme gostermis, dolayisiyla yiiksek sicaklik stresinden
etkilenmemistir. Farkli sicakliklarda kokbakterilerinin FORL 'a kars1 biyokontrol
etkileri degerlendirildiginde; diisiik ve yiiksek sicaklik stresi altinda patojenin
koloniyal gelisimi optimum sicaklik degerlerine gore daha az olmustur (Sekil

4.12).
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Sekil 4.12. Kokbakterilerinin farkli sicaklik derecelerinde FORL’a etkisi.

4.5. Bakteriyel Antagonistlere Uygulanan Tanilama Testi Sonuclar:

Bu tez calismasi i¢in secilen 10 antagonist bakterinin ( TR 2/1, TR 6/1, TR
17/1, TR 18/1, TR 21/1, TR 23/1, TR 39/2, 70, S5/4ep, 14/1y) tanisina doniik
olarak yapilan fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglart ve bu sonuglara gore
bakterilerin tiirline iliskin bulgular Cizelge 4.14 *de verilmistir. . Antagonist aday1
PGPR’larin genelde Gram (-) ve Floresan pigment vermesi nedeniyle 6ncelikle
floresan Pseudomonaslar1 ayirt etmede anahtar testler olan LOPAT testler

uygulanmis, daha sonra bazi biyokimyasal testlere ge¢ilmistir.
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Cizelge 4.14’ den anlasildig1 gibi, ¢alisma kapsaminda kullanilan 10 bakteri
izolatindan 9 ‘u KB ’de floresan pigment tretirken 1 ’i (TR 18/1) zayif
pigmentasyon olusturmustur. Ayrica, Gram reaksiyonu sonucunda biitiin

bakterilerin Gram (-) oldugu saptanmistir.

LOPAT testi sonuclarina gore, SNA besiyerinde TR 17/1 no’ lu izolat
Levan olusturmus ve pozitif olarak degerlendirilmistir. Diger 9 izolat SNA

besiyerinde kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler olusturmamustir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Levan olusumu testinde olusan kalin, mukoid koloniler (TR 17/1).

Yapilan Oksidaz testi sonucunda, TR 18/1 oksidaz negatif ve bunun

haricindeki biitiin izolatlar oksidaz pozitif olarak bulunmustur.

Patatesin pektolize olmasi testi sonucuna gore, TR 17/1 numarali bakteri
patatese inokule edildikleri noktalarda yumusama belirtisi gostermisler ve bu da
pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.14). Geri kalan izolatlarda yumusama ve

bakteri inokule noktalarda renk degisimi goriilmedigi i¢in sonug negatiftir.
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TR17/1 £1 Kontrol

Sekil 4.14. Bakteri kiiltirli inokule edilen bolgedeki yumusama.

Arginine dehydrolase testi sonucuna gore, ortam pembe-kirmizi olursa
pozitif, normal renk olan ten rengi (acik pembe) olarak kalirsa negatif olarak
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda TR 17/1 negatif, diger 9 izolat ise pozitif

sonug vermistir (Sekil 4.15).

a) b) e
Sekil 4.15. Arginine Dehydrolase Testi sonucu tiiplerde goriilen renk degisimleri.
(a) pozitif, (b) negatif.
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Tiitlin testine gore, TR 17/1 no’ lu izolat yaprakta nekrotik belirtiler verdigi
icin reaksiyon pozitif olarak degerlendirilmistir. TR 17/1 disindaki biitiin izolatlar
bu teste negatif sonug vermistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Tiittinde asir1 duyarlilik testinde bakteri enjekte edilen yerdeki nekrotik gortiniim.

Yapilan Jelatinin Hidrolizi (Sivilagmasi) testine goére, hazirlanan ortam
kontrolden 6nce 30 dakika kadar +4°C ‘de buzdolabinda bekletilir. Ttiplerdeki
jelatin akic1 halde ise pozitif, tiiplerdeki jelatin kati halde ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Jelatinin Hidrolizi testinin sonucuna gore, TR 2/1, TR 6/1, TR
17/1, TR 18/1, TR 39/2 pozitif; TR 21/1, TR 23/1, 70, S5/4ep ve 14/1y numarali
izolatlar negatif olarak bulunmustur (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Jelatin Sivilagmasi testi sonucu tiiplerde meydana gelen

a)pozitif (14/1y) ve b )negatif (TR 2/1) goriiniim.
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Anaerobik gelisme testi sonucunda, TR 18/1 numarali bakteri normalde
mavi renk olan ortami sartya doniistirdiigii yani anaerobik gelisme oldugu icin
pozitif olarak kabul edilmis, diger izolatlarda boyle bir belirti goriilmedigi i¢in
negatif olarak degerlendirilmislerdir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Anaerobik gelisme testinde normalde mavi olan rengin sartya dontismesi.

Cizelge 4.14° de yer alan karbon kaynaklarindan yararlanma baglig1 altinda;
gliserol, mannitol, sorbitol, sucrose, L-arabinose tesleri yapilmistir. Yapilan
gliserol testi sonucuna gore, biitiin izolatlar pozitif sonu¢ vermistir. Mannitol
testinde TR 23/1 ve 14/1y numaral izolatlar bu teste negatif sonuc verirken, diger
izolatlar pozitif sonu¢ vermistir. Sorbital testi sonucunda, TR 17/1, TR 23/1 ve
14/1y numarali izolatlar negatif sonu¢ verirken diger 7 izolat pozitif sonug
vermistir. Sucrose testinde, TR 17/1 numarali izolat bu teste negatif sonug
verirken, diger 9 izolat pozitif sonug¢ vermistir. L- arabinose testinde, TR 17/1 ve
TR 18/1 numarali izolatlar negatif sonug, kalan diger 8 izolat bu teste pozitif

sonug vermistir.

Cizelge 4.14’de yer alan referans bakterilere iliskin test sonuglariyla
projemizde yer alan bakteriyel izolatlarin s6z konusu testlere vermis oldugu
reaksiyon karsilastirildiginda; 3 izolat (TR 2/1, TR 6/1, TR 39/2) Pseudomonas

fluorescens biovar 3, 1 izolat (14/1y) Pseudomonas fluorescens biovar 5, 4 izolat
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(TR 21/1, TR 23/1, 70, S5/4ep) Pseudomonas putida olarak tanilanmistir.
TR17/1’1n patateste pektolitik aktivite gostermesi ve Tiitlinde HR testinde pozitif
sonu¢ vermesi nedeniyle, bu bakteri Pseudomonas marginalis olarak
tanilanmistir. S6z konusu bakteri izolatinin bitki patojeni olabilecegi diistincesiyle
daha ileriki ¢aligmalarda bu bakteriye yer verilmemesine karar verilmistir. TR18/1

nolu izolatin tanisi i¢in ise; ek testlere ve yapilabilirse PCR ile tanilanmasina

gereksinim duyulmaktadir.
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5. TARTISMA

5.1. PGPR ‘larin Bitki Gelisimindeki Rolii

Bakteriler, rizosfer florasi igerisinde en yaygin olarak bulunan tiirdiir. Bu
bolgede bulunan ve PGPR grubu olarak bilinen bir grup kokbakterisinin g¢esitli
bitkilerde gelismeyi ve verimi arttirici etkileri oldugu bilinmektedir. PGPR’larin
bitki gelisimini tesvik ettigi ¢esitli laboratuar ve tarla denemeleriyle ortaya
konulmustur. Kokbakterilerinden Pseudomonas putida ve Pseudomonas
fluorescens kanola, marul ve domatese uygulandiginda kok ve goévde boyunu
arttirdigi belirtilmektedir (Hall et al., 1996; Glick et al., 1997). Benzer sekilde
Pseudomonas uygulamasi seker pancarinda kok ve seker verimini artirdigi
(Cakmake1 et al., 2001), 1spanakta ise gelismeyi tesvik ettigi bildirilmektedir
(Urashima and Hori, 2003). PGPR ‘nin salgiladiklar1 fitohormonlarla kok
gelisimini arttirmalariin yaninda, bazi sistemlerle direkt olarak kok solunumunu
etkiledikleri, bunun sonucunda da kok gelisimini arttirdiklart bilinmektedir. Son
zamanlarda Pseudomonas tiirleri biyokontrol etmenler olarak daha fazla dikkat
cekmektedir. P. flourescens ve P. putida irklar1 patates tohumu, sekerpancari ve
turpta uygulandiginda bitki gelisiminin daha iyi oldugu bildirilmektedir (Burr et
al,1978). Calismamizda, 24°C’de 6zellikle TR 2/1 ve TR 21/1 numarali antagonist

bakteri izolatlar1 ¢imlenmeye etki yoniinden 6n plana ¢iktigi goriilmektedir.

Abiyotik ve biyotik stres faktorleri domates iiretimini 6nemli derecede
etkilemektedir. Sicaklik, serada domates tiretiminde sorun olan en énemli abiyotik
stres faktoriidiir. Domates 6zellikle ekstrem sicakliklar, tuzluluk, kuraklik ¢evre
kirliligi gibi bir ¢cok cevresel stres kosullara karsi hassastir. Yiiksek sicakliklarda
tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, meyve tutumu ve olgunlasmasi olumsuz yonde
etkilenmektedir. Diisiik sicaklik stresi, 15 °C ‘nin altinda ortaya ¢ikmakta ve
diistik sicaklik bitkilerde ciddi boyutlarda biiytime bozukluklar1 ve verim
azalmasma neden olmaktadir. Ozellikle ortiialtinda yetistirilen domateslerde,
disiik sicaklik stresinden kaynaklanan ciddi boyutlarda verim distkligi ortaya
cikmaktadir Patojenlerin yol actigi hastaliklar ise biyotik faktorlerin basinda

gelmektedir. Bacillus subtilis 1izolatlari, rizobakter metobolitlerinin domates
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fidelerinin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi dayaniklilik/toleransini

tesvik ettigi belirtilmektedir (Bochow and Dolej, 1999).

Bu tez calismasinda, in vitro bitki gelisimini tesvik edici etkide antagonist
bakterilerin; IAA tretimi, fosfat ¢coziiniirligii, HCN {iretimi, siderofor tiretimi ve
tohum ¢imlenmesi {izerine olan etkileri temel alinmistir. PGPR ‘nin
fitohormonlarla kok gelisimini arttirmalarinin yaninda, bazi sistemlerle direkt
olarak kok solunumunu etkiledikleri ve kok gelisiminin arttigi belirtilmektedir
(Sarig et al., 1992; Vedder-Weiss et al., 1999). Bitki gelisimini tesvik eden
bakteriler tarafindan iiretilen en yaygin hormonun IAA oldugu ve bu hormonun
bitkilerde kok olusumu, hiicre boliinmesi ve hiicre biiylimesinde etkili oldugu
bilinmektedir. (Salisbury, 1994; Vessey, 2003). Bu baglamda, ¢alismada 10
bakteri izolatinnin farkli sicakliklarda (16°C, 24°C ve 36°C) IAA salgilayip
salgilamadig1 in vitro olarak test edilmistir. Buna gore, 16°C, 24°C ve 36°C ‘de
kok bakterileri farkli miktarlarda TIAA salgilamislardir. Rizosferden elde edilen
bakterilerin % 80 ’inin TAA salgiladig1 ve bunlarin bu yeteneklerinin bakteri tiirii
ve strainine gore degisken oldugu bilinmektedir (Patten and Glick, 2000).
Optimum sicaklhiga gore , IAA aktivitesi sicaklik stresinden genel olarak olumlu
etkilenmistir. Diisiik sicakliklara oranla yiiksek sicakliklar kokbakterilerinin TAA
tiretimine olumlu yo6nde etki etmistir. Bunun nedeni, bazi enzimlerin

aktivasyonunun yiiksek sicaklikta artmasindan kaynaklanmaktadir.

Bitki gelisiminde bir diger 6nemli faktor ise fosfor olup bu element genel
olarak toprakta bol miktarda bulunmasina ragmen bitkiler tarafindan kullanilamaz
formlarda bulunmaktadir. Bir grup PGPR ise tiretmis olduklar1 fosfataz enzimi ile
toprakta bulunan organik fosforu inorganik fosfora doniistiirerek bitkiler
tarafindan alinabilmesini sagladigi bilinmektedir (Vessey, 2003). Fosfor ¢oziicli
bakterinin (Bacillus megaterium) domates bitkisinin verimi ve fosfor alimi
tizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, fosfor ¢oziicii bakterinin bitkide
verim ile fosfor, demir, ¢inko ve bakir alimini arttirdigi bildirilmektedir (Turan ve
ark., 2004). Calismamizda 10 antagonist bakteri izolatinin farkli sicakliklarda
(16°C, 24°C ve 36°C) fosfataz enzimi lretip iiretmedigi in vitro olarak test
edimigtir. Optimum sicakliga (24°C) gore dusiik sicaklik, antagonist bakteri
izolatlarinin fosfataz enzimi {iretimini olumsuz etkilemistir. Diisiik sicaklikta

(16°C) calismamizda kullandigimiz 10 bakteriden higbiri fosfataz enzimi
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tiretememistir. Dislik sicakliklarda fosfor ¢oziinmez formda bulunmaktadir. Bu
sebepten dolayi, diisiik sicakliklarda fosfataz enzimi iiretimi gergeklesmemistir.
Calismamizda yapmis oldugumuz fosfat ¢oziinirliigii testi sonuglarina gore,
diusiik ve yiiksek sicakliklarin optimum sicakliga gore fosfataz enzimi {iretme

miktarinda farkliliklar olusturdugu sonucuna varilmistir.

HCN iretimi biyokontrol agisindan 6nemli bir parametredir. Hidrojen
siyanid ¢ok ugucu ve 300 ppm oraninda havada bulunmasi durumunda yetiskin bir
insan1 ¢ok kisa silirede oldiirebilecek diizeyde oldukg¢a zehirli kimyasal bir
bilesiktir. Mikroorganizmalar tarafindan dogrudan glycine ve cyanogenic
glycosidlerden {retildigi bilinmektedir (Knowles,1976). Bazt PGPR’lar zararh
mikroorganizmalar i¢in antibiyotikler ve HCN gibi patojenlere zararli maddeler
drettikleri bilinmektedir. Boylece, toprakta zararli mikroorganizmalar1 baski
altinda tuttuklar1 belirtilmektedir (Thomashow and Weller, 1988 and 1995;
Schippers, 1992; Maurhofer et al., 1994).

Floresan Pseudomonas ‘larin irettikleri ikincil bir metabolit olan HCN ‘nin
funguslar1 baski altinda tutan bir trtin oldugu bilinmektedir. Pseudomonas
fluorescens CHAO izolatinin, tiitiin siyah kok ¢tirtikliigii (Thielaviopsis basicola)
hastaligimi baski altina alma yeteneginin HCN {retiminden kaynaklandigi
bildirilmektedir (Keel et al., 1989). Patateslerde verim distikligliniin mikrobiyal
bir metabolit olan hidrojen siyanidden kaynaklanabilecegi belirtmektedir (Bakker
and Schippers, 1987). Arastiricilar ¢alismalarinda patates rizosferinden izole
ettikleri Pseudomonas’larin %50’sinin in vitro ’da siyanid trettigini, SuM HCN
‘nin in vitro ’da patates koklerinde sitokrom oksidaz ile ilgili olarak %40 ’a varan
oranda solunumu engelledigini, in vifro ’da siyanid iiretiminin ortamdaki Fe®
konsantrasyonuna bagli olarak degistigini ve topraktaki siderofor {ireten

bakterilerin siyanid iireten bakterilerle Fe™ rekabetine girdigi bildirilmektedir.

Calismamizda 10 bakteri izolatinin farkli sicakliklarda HCN {iretip
tiretmedigi in vitro olarak test edimistir. Toplam 10 test bakterisinden 24°C ‘de
TR 17/1 ve 14/1y numarali izolatlarin; 16°C ve 36°C ‘de TR 17/1 numarali
izolatin  HCN {irettigi saptanmistir. TR 17/1 numarali bakteri izolatinin her

kosulda 16°C, 24°C ve 36°C ‘de HCN iirettigi saptanmustir.
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Cileklerdeki Verticillium solgunlugunu kontrol etmek amaciyla yapilan bir
calismada, ¢ilek koklerinden izole edilen Pseudomonas ve Streptomyces cinsi
bakteriler kullanilmistir (Berg et al.,2000a). In vitro deneme sonuglarinda,
Verticillium’un yaninda R. solani ve P. Cactorum ’a kars1 da antifungal etki
gosteren Pseudomonas ’larin hepsinin HCN irettigi saptanirken, Streptomyces
’lerin higbirinin HCN {iretmedigi belirlenmistir. Ayrica ¢alismada tiim izolatlarin

siderofor olusturdugu da belirtilmektedir.

Biyolojik savasta etkili kriterlerden bir tanesi de antagonist bakterilerin
siderofor olusturmasidir. Kok bolgesindeki diger fungus ve bakteri
populasyonlarinda 6nemli 6l¢iide azalmalara neden olan faktorlerden biri olan
siderofor {iiretimi, siirli demir iyonlar1 i¢in mikroorganizmalarin rekabete
girmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Pseudomonas cinsi, topraktaki demir igin
sideroforlar1 sayesinde bitki patojenleri ile rekabete girerek hastaliklari baski
altina alabilen en 6nemli bakteri tiirlerini icerdigi bilinmektedir (De Weger et al.,
1986). Bakterilerin {irettikleri sideroforlar sayesinde toprakta bulunan demir
ayiklanarak kendileri i¢in gerekli olan alinabilir besin elementi haline
dontstiirilmektedir (Neilands, 1995; Milagres et al.,, 1999). Kok bolgesinde
kolonize olan ve bitki gelisimini arttirict etkisi bulunan 30 floresan
Pseudomonas’in siderofor tiretimi {izerine yapilan bir calismada tiim izolatlarin
siderofor trettigi belirtilmektedir (De Weger et al.,1986). Bu iiretimin ortamdaki
sinirl miktardaki demir (Fe™) ile bir iliskisinin oldugu ve antagonistik etkinin
bliyiik oranda bundan kaynaklandigi,elde ettikleri iki adet siderofor liretmeyen
mutantin da antagonistik aktivitesinin biiyiik oranda diistiigli belirtilmektedir.
Calismalarimizda degerlendirdigimiz 10 izolatin Pseudomonas genusunda yer
aldigr distiniildiigiinde, sekonder metabolit {iretim testi sonucunun diger

arastiricilarin ¢alismalari ile bir paralellik gosterdigi goriilmektedir.

Hem PGPR hem de biyokontrol aktivitesi i¢in 6nemli bir belirleyici olan
siderofor tiretimi spesifik bir ortam olan CAS Agarda arastirilmistir (Schwyn and
Neilands, 1987). Bu tez calismasinda, 10 bakteri izolatinin farkli sicakliklarda
(16°C, 24°C ve 36°C) CAS agarda siderofor iiretip tiretmedigi in vitro olarak test
edilmistir. Optimum sicaklikta, tez ¢alismamizda kullandigimiz biitiin bakterilerde
sar1 renkli zon olusumu goriilmiistiir. 36°C ~ de kokbakterilerinin CAS agarda

siderofor tiretmedikleri saptanmis olup, CAS agarda herhangi bir zon olusumu
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gozlenmemistir. CAS agarda siderofor {iretimi sonuglarina gore, optimum
kosullara gore bakterilerin diisiik ve yiiksek sicakliklarda siderofor iiretimi
olumsuz etkilendigi sonucuna varimustir. Ozellikle, yiiksek sicaklik siderofor
tiretimini olumsuz etkilemis olup kullanilan kokbakterilerinden hi¢biri 36 °C ‘de
gelisme gosterememistir. Diistik sicakliklarda F ¢ ¢oziinemez formda bulundugu
icin dusiik sicakliklarda optimum sicaklifa gore siderofor iiretimi olumsuz

etkilenmistir.

Bakteriyoloji laboratuarimizda yapilan bir biyolojik savas ¢alismasinda elde
edilen sonuclara gore; 35 adet antagonist bakterisinden CAS Agar ortaminda 24°C
‘de 14 izolat siderofor tiretimine bagli olarak sar1 renkli zon olustururken, 21
izolatta ise zon olusumu gozlenmemistir (Bozkurt ve Ozaktan, 2009). Bu tez
kapsaminda, 24°C ‘de tim bakteri izolatlar1 farkli miktarlarda CAS agarda sari

renkli zon olusturmustur.

PGPR grubu bakteriler bitkilerde ¢imlenmeyi, bitki boyunu toplam agirligs,
ciceklenmeyi ve verimi arttirici etkide bulunduklar1 bilinmektedir (Chen et al.,
1996; Almonacid et al., 2000; Pal et al., 2000; Romeiro, 2000). Bu tez
calismasinda, 24°C ’de izolatlardan ozellikle TR 2/1 ve TR 21/1 numarali
antagonist bakterilerin ¢imlenmeye etki yoniinden 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir.
TR 39/2, 70, TR 17/1 ve S5/4ep nolu izolatlarin canlilik (vigour) indeksi degeri
kontrolden diisiik oldugu saptanmistir. Kontrole gore en yiiksek canlilik indeksi
TR 2/1 ve TR 21/1 numaral izolatlar elde edilmistir. SE34 numarali bir Bacillus
izolatinin nohutlarda ¢imlenmeyi kontrole gore %63 artirdigi bilinmektedir
(Reddy et al., 2003). Bu calismada kullanilan 10 izolattan 4 tanesinde ise
kontrolden daha az ¢imlenme ve gelisme goriilmiistiir. Bu sonucta, kaynaklarda

rastlanan bir durumdur (Raji and Nair,2003).

5.2. PGPR ‘larin Biyokontrol Ozelligi ile ilgili Bilgiler

In vitro Kosullarda Kokbakterilerinin Cmm’e Karsi1 Biyokontrol Etkileri:

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), domates iiretimini
diinya ¢apinda sinirlayan en 6nemli bakteriyel etmenlerden biridir (Gleason et al.,
1993). Cmm, domates bitkisinde hem kalite hem de kantite de dnemli miktarda

azalmaya neden oldugu bilinmektedir. Bakteriyel solgunluk hastaligi domatesin
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en korkulan ve yikici hastaliklarindan biri olarak tanimlamaktadir (Sherf and
Macnab, 1986). Etmen, c¢esitli yontemlerle baskilanmaya c¢alisilmis fakat
kullanilan yontemlerle tam olarak basari saglanamamistir. Bu nedenlerden dolay1
son yillarda Cmm ’e karsi biyolojik savasin alternatif bir miicadele yontemi
olabilecegi bilinmektedir. Hastalikla miicadelede etkin bir yontemin olmayis1 bizi
alternatif yontemleri arastirmaya yonlendirmis olup, bu kapsamda domates
bakteriyel solgunluk hastaliginin PGPR’lar ile miicadele olanaklar1 arastirilmistir.
Cmm ’e karst antagonist bakterilerin kullanim olanaklarinin arastirildigi bir
calismada; 79’u Aktinomiset, 9’u floresan Pseudomonas ve 2’si Bacillus olmak
tizere toplam 90 adet antagonist bakteri izolati elde edilmistir. Bunlardan 27
tanesinin in vitro petri denemeleri sonucunda etkili oldugu bildirilmektedir

(Tokgoniil ve Cinar, 1999).

Domates rizosfer ve rizoplane ’inden izole edilen antagonistlerin Cmm
infeksiyonunu basariyla engelledigi ve bu antagonist bakterilerinin genelde
flourosent Pseudomonas’ lar oldugu bildirilmektedir (Boudyach et al., 2001).
Calismalarimizda kullandigimiz 10 antagonist adayr kokbakterisi flouresent
Pseudomonas ‘tir. Bu tez kapsaminda, 24°C’de 3 izolat ortalama 3-17 mm
arasinda degisen engelleme zonlar1 olusturarak Cmm ’in koloniyal gelisimini
basariyla engellemistir. Toplam 7 antagonist aday1 bakteri ise in vitro’ da Cmm ’e
kars1t hicbir etki gosterememistir. Cmm ’in koloniyal gelisimini basariyla
engellemede en etkili izolatin TR21/1 oldugu saptanmistir. Bakteriyoloji
laboratuarimizda yapilan bir biyolojik savas calismasinda elde edilen sonuglara
gore, Gram (+) bakteri tlirlerinin Cmm ’e karst daha etkili olduklari, optimal
kosullarda yaklasik 28- 37 mm’ lik engelleme zonlar1 olusturduklari saptanmaistir.
Flourosent Pseudomonas ’larin ise 35 en no.lu zeytinden izole edilen endofitik
bakteri izolat1 hari¢, genelde, in vitro ‘da 8- 12 mm’ lik engelleme zonlar
olusturarak ortalama bir etki spektrumuna sahip oldugu bildirilmektedir (Akat ve
Ozaktan, 2008). Calismada kullanilan antagonist aday: bakterilerin diisiik ve
yiiksek sicakliklarda in vitro’ da Cmm ’e karst higcbir etki gosteremedigi
saptanmistir. Bu ¢alisma ile hastalik etmeninin gelisiminin engellenmesinde
denenen aday PGPR izolatlarindan optimum kosullarda ii¢ izolatin antagonistik

etki mekanizmasina sahip olduklar1 sonucuna varilmstir.
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In vitro Kosullarda Kokbakterilerinin FORL ‘a Kars1 Biyokontrol
Etkileri:

PGPR’ler ¢ogunlukla dogal olarak hastaliklar1 baskilayic1 topraklarda
yetisen saglikli bitkilerin koklerinden izole edildikleri bilinmektedir. Dogal olarak
hastaliklar1 baski altina alan topraklardan izole edilen irklar (genelde fluoresans
Pseudomonas spp.) bitki gelisimini toprak kaynakli patojenleri baski altinda
tutarak diizenledikleri belirtilmektedir (Pieterse et al., 2001). Bu hastaligin
kontroliinde kimyasal miicadelenin tam olarak etki etmemesi biyolojik savasin
hastalikla miicadelede alternatif bir uygulama olarak uygulanabilecegini
gostermektedir. Ispanya’da ticari olarak domates iiretimi yapilan bir tarladan izole
edilen Pseudomonas chlororaphis PCL1391°in Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici’ye baskilamada basarili oldugu bildirilmektedir (Chin-A-Woeng et al.,
1998). Domates koklerinde kolonizasyonunu basarili olan Pseudomonas
chlororaphis PCL1391’nin proteaz, kitinaz ve lipaz gibi c¢esitli hidrolitik
enzimleri salgiladigi, HCN ve antifungal bir bilesik olan fenazin karboksamid
(phenazine-1-carboxamide, PCN) irettigi saptanmistir. PCN {iretim yetenegi
olmayan mutant P. chlororaphis PCL139’in, domates kok ve kok bogazi
curtikligtine karsi biyokontrol yetenegini kaybettiginin belirlenmesi {izerine,

PCN’nin biyokontrolde 6nemli bir rolii oldugu belirtilmektedir.

Bu calismada, in vitro kosullarda bakteriyel antagonistle farkli sicaklik
derecelerinde patojen FORL karsilastirilmistir. Boylece bakteriyel antagonistlerin
farkli sicaklik diizeylerinde fungal patojene karsi biyokontrol aktiviteleri
degerlendirilmistir. 24°C ‘de hastalig1 engellemede en yiiksek etkiyi TR 17/1 nolu
bakterinin gergeklestirdigi saptanmistir. Diisiik ve yiiksek sicakliklarda en yiiksek
etkiyi TR 21/1 nolu bakteri gostermistir. Bunu TR 17/1 ve TR 18/1 nolu izolatlar
izlemistir. TR 17/1, TR 18/1ve TR 21/1 nolu kokbakterileri farkli sicakliklarda
patojenin miseliyal gelisimini engellemeyi basaran en etkili izolatlar oldugu
saptanmistir. 27.2 no.‘lu patojen FORL izolatt diisiik sicakliktan olumsuz
etkilenirken, yiiksek sicaklik derecelerinde optimal sicaklik derecesine yakin bir
gelisme gostermis, dolayisiyla yliksek sicaklik stresinden etkilenmemistir. Farkli
sicakliklarda  kok  bakterilerinin  FORL ’a karsi  biyokontrol etkileri
degerlendirildiginde; diistik ve yliksek sicaklik stresi altinda patojenin koloniyal

gelisimi optimum sicaklik degerlerine gore daha az olmustur. Elde edilen sonuglar
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TR 17/1 nolu izolatin iyi bir biyokontrol elemani oldugunu gostermistir. Fakat
yapilan tanilama tesi sonuglarina gore bu bakterinin bitki patojeni (Pseudomonas

marginalis) oldugu sonucuna varilmistir.

PGPR grubu bakterilerin genelde bitki gelisimini uyarmak ve biyokontol
saglamak gibi 6nemli temel islevleri oldugu belirtilmektedir (Kloepper., 1993).
Bu sonuglar dogrultusunda, TR 21/1 nolu kokbakterisinin hem Cmm ‘nin
gelisimini basariyla engellemesi hem de 27.2 nolu patojen izolatina karsi olan
engelleyici etkisinden dolay1 iyi bir biyokontol ajanmi olabilecegi sonucuna
vartlmigtir. Siderofor tiretimi, hem PGPR hem de biyokontrol aktivitesi i¢in
onemli belirleyici bir 6zellik oldugu bilinmektedir (Schwyn and Neilands, 1987).
TR 21/1 nolu bakterinin, giiclii bir siderefor {iretme yetenegi oldugu i¢in iyi bir

biyokontrol ajan1 olabilecegi saptanmistir.

Bu calismanin amaci, domates bitkilerinden izole edilen kokbakterilerinin
yan1 sira bakteriyoloji laboratuari stoklarinda bulunan, cesitli konuk¢u X patojen
sisteminde biyolojik savas agisindan etkililigi kanitlanmis 10 adet antagonist
bakterinin bitki gelisimini artirict 6zellikleri ve Cmm ve FORL’a kars1 biyolojik
savag potansiyelleri tizerine farkli sicaklik rejimlerinin (16°C, 24°C ve 36°C) in
vitro kosullarda etkisinin saptanmasidir. Boylece, optimal sicaklik kosullarinda
PGPR ve biyolojik savas potansiyeli saptanan kokbakterilerinin, disiik ve yliksek
sicaklik stresi karsisinda gelisme, PGPR ve biyolojik savas potansiyellerindeki

degisimleri in vitro kosullarda arastirilmistir.

Elde edilen bu sonuglar, antagonist bakterilerin biyokontrol etki
mekanizmalarinda bir veya birden fazla faktoriin rol oynadigini gostermektedir.
Bu sekildeki farkli mekanizmalarla patojen gelisiminin engellenmesi antagonist
bakterilerin genel o6zellikleri olup, antagonist bakterilerin birden fazla etki
mekanizmasia sahip olabilecegi bildirilmektedir (Van Loon et al.,, 1998;

Audenaert et al., 2002; Blanco and Bakker, 2007; Hofte and Bakker, 2007).

Bu tez c¢alismasi sonucunda, kokbakterilerinin biyokontrol ve bitki
gelisimini arttiric1 etkilerinden sorumlu olan salgilart i¢in sicaklik 6nemli bir
faktor olarak karsimiza ¢ikmustir. Ozellikle kis aylarinda 1sitmasiz seralarda
kokbakterilerinin PGPR ve biyokontrol 6zelliklerinde énemli gerilemeler oldugu

kag¢imilmazdir.
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6. SONUC

Biyotik ve abiyotik stres faktorleri domates iiretimini énemli boyutlarda
etkilemektedir. Sicaklik, serada domates tiretiminde sorun olan en 6nemli abiyotik
stres faktortdiir. Fungal etmenlerden Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (FORL) ve bakteriyel etmenlerden Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) domates iretimini siirlayan iki 6nemli patojendir. Bu
hastaliklarin miicadelesine yonelik olarak tiim diinyada farkli yontemler
uygulanmasima ragmen tam olarak basarili sonuglar alinamamistir. Kimyasal
miicadele, cevre ve insan sagligi problemini, ilaglara karsi patojenlerin
dayaniklilik gelistirmesi problemlerini de beraberinde getirmektedir. Bu da yeni
alternatif uygulamalarin 6nemini arttirmaktadir. PGPR, kimyasallarin kullanimia
bir alternatif olarak bitkisel gelismeyi ve verimi artirict 6nemli bir role sahiptir.
Miicadeledeki bu tiir olumsuzluklar dikkate alinarak bu projeyle, antagonist
bakterilerin bitki gelisimini artirict 6zellikleri ve Cmm ve FORL ’a karsi biyolojik
savas potansiyelleri lizerine farkli sicaklik rejimlerinin in vitro kosullarda etkisi

arastirilmis ve umutvar sonuclar alinmastir.

Bitkisel tiretim ve zararhlarin kontroliinde gelisigiizel kimyasal giibre ve
pestisit kullanim1 sonugta toprak sagliginin bozulmasi, ¢evre kirlenmesi, patojen
ve zararli popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Yetistiricilik
acisindan ¢evre ile uyumlu ve giivenilir bir teknolojiyi olanakli kilan biyolojik
preparatlar benimsenmeli ve etkilerinin giivenilir olmas1 gerekmektedir.
Mikroorganizmalarin, kimyasal giibreler ve pestisitlerin olusturdugu problemleri
cozmede alternatif olmalar1 nedeniyle dogal c¢ift¢ilik ve organik tarimda
kullanilmalar1 yaygimlagmistir. Yapilan bu calismada sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde, antagonist bakteriler ile biyolojik miicadelenin etkili bir
yontem oldugu, kullanilan antagonist bakteri izolatlarinin gerek biyokontrol
gerekse bitki gelisimini tesvik edici etkide, farkli etki mekanizmalar ile
hastaliklarin gelisimini engelledigi belirlenmistir. Test edilen kokbakterilerinin
PGPR aktivitesi ve hastalik etmenlerine karsi biyokontrol aktivitesinin diisiik ve
yiiksek sicaklik stresinden etkilendigi de bu tez ¢alismasinin tartisiimasi gereken

bir sonucudur.

Sonug olarak belirtmek gerekirse, 10 izolatla yapilan bu ¢alismada;
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» In vitro ‘da farkli sicakliklarda IAA {retimi agisindan yapilan
testlerde, TAA {retiminin sicaklik stresinden etkilenmedigi
saptanmistir. Diisiik ve yiiksek sicakliklar, optimum sicakliga gore
fosfataz enzimi iiretimini olumsuz etkiledigi saptanmistir. Testlenen
kokbakterilerinin optimal sicaklifa oranla HCN iiretimi de sicaklik
stresinden olumsuz etkilenmistir. CAS agar ortaminda 24°C ‘de
kokbakterilerinde siderofor iiretimi gozlenirken, 16°C ve 36°C ‘de
kokbakterileri hi¢ siderofor iiretememislerdir. /n vitro tohum
cimlenme testinde ise TR 2/1 ve TR 21/1 numarali kokbakterilerinin

cimlenmeye etki yoniinden 6n plana ¢iktig1 saptanmustir.

» Cmm ve FORL ‘a kars1 biyokontrol 6zellikleri yoniinden testlenen
bakterilerin in vitro biyokontrol aktivitesi genel olarak diisiikk ve
yiiksek sicakliklardan olumsuz etkilenmistir. TR 21/1 nolu
kokbakterisinin in vifro ‘da hem Cmm ‘nin gelisimini basariyla
engellemesi hem de 27.2 nolu patojen izolatina kars1 olan engelleyici
etkisinden dolay1 biyokontrol elemani olarak art1 degeri oldugunu

ortaya koymustur.

Biitiinlesik tiriin yonetimi ag¢isindan c¢alismamizda kullanilan bakteriler
onem tasimaktadir. Calismalarimizda etkili bulunan antagonist bakterilerin
patojenlere karsit bircok etki mekanizmasina sahip olmalari, laboratuvar
kosullarinda kolaylikla gelistirilebilmeleri, diger kokbakterilerine goére daha
yiiksek oranda gelisme gosterebilmeleri gibi 6zellikleri sayesinde tarimda

biyolojik savas ajani olarak kullanilmaya elverislidirler.
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