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BAZI BAKTERIYEL FORMULASYONLARIN HIYARDA
PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. LACHRYMANS’A VE BITKIi
GELISIMINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI

AKBIYIK, Ash

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
Ocak 2022, 80 sayfa

Bu tez calismasinda hiyar yetistiriciliginde dnemli iiriin kayiplarina yol agan
bakteriyel koseli yaprak lekesi hastaligi etmeni Pseudomonas syringae pv.
lachrymans (Psl)’a kars1 daha 6nceden yiiriitiilmiis olan ¢alismalardan biyolojik
savas agisindan basarili bulunan ve hiyar yetistiriciligi sirasinda bitki gelisimi ve
verimini artirdiklar1 saptanan alt1 farkli yararli bakterileri izolatindan elde edilen
liyofilize 1slanabilir toz formulasyonlar ile c¢alisilmistir. Altt  farkl
biyoformulasyonun farkli doz serileri teksel ve kombinasyon halinde in vivo
kosullarda, saks1 denemeleriyle, bitki bliyiime odasi kosullarinda, Psl’ye karsi
biyokontrol acisindan etkisi degerlendirilmistir. Tohum uygulamasi bi¢iminde
verilen biyoformulasyonlardaki bakterilerin bitkide kolonizasyonunun izlenmesi de
hedeflenmistir. Sonug olarak; Psl i¢in in vivo saksi denemeleri sonucunda 41 nolu
P. putida, 83 nolu P. agglomerans, 99 nolu B. thuringiensis, 101 nolu P. putida 103
nolu P. fluorescens 112 nolu P. fluorescens olarak tanimlanan alt1 farkli bakteriyel
formulasyonlar arasindan en basarili uygulamanin 83 nolu P. agglomerans izolati
oldugu ve bunu 99 nolu B. thuringiensis izolatmn izledigi saptanmistir. Ozellikle
83 ve 99 nolu bakteriyel formulasyonlarin hiyarda bitki biiyiime parametrelerine de
olumlu etkisinin oldugu sonucuna varilmistir. Formulasyonlar1 yapilan bakteri

izolatlarinin da bitki dokularinda basartyla kolonize oldugu gézlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, hiyar,

biyoformiilasyon, yararli bakteriler, biyolojik miicadele.






ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME BACTERIAL
FORMULATIONS ON PSEUDOMONAS SYRINGAE PV.
LACHRYMANS AND PLANT GROWTH OF CUCUMBER PLANTS

AKBIYIK, Ash

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OZAKTAN
January 2022, 80 pages

In this thesis, it had been studied with the freeze-dried wettable powder
formulations obtained from six different beneficial bacterial strains, which were
found successful during previous studies for biological control of Pseudomonas
syringae pv. lachrymans (Psl), the causal agent the bacterial angular leaf spot
disease, and also promotion of plant growth and yield of cucumber The effects of
different dose series of six different bioformulations single and in combination at
in vivo conditions, in terms of biocontrol against Psl has been evaluated by pot
experiments under climate room conditions. It was also aimed to monitor the
colonization of the bacteria in the bioformulations applied by seed application in
the plant tissues. Consequently, as a result of in vivo pot experiments for Psl, it has
been determined that the most successful application was P. agglomerans strain 83,
followed by B. thuringiensis strain 99 among the six different bacterial formulations
defined as P. putida strain 41, P. agglomerans strain 83, B. thuringiensis strain 99,
P. putida strain 101, P. fluorescens strain 103 and P. fluorescens strain 112. It was
concluded that formulations obtained from bacterial strains 83 and 99 especially
had a positive effect on plant growth parameters in cucumber. It has also been
observed that the bacterial strains that were formulated successfully colonized in

the plant tissues.

Keywords: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, cucumber,

bioformulation, beneficial bacterias, biological control.






Xi
ONSOzZ

Ulkemiz, hiyar iiretiminde dordiincii sirada yer almaktadir. Ortii alt1 hiyar
yetistiriciliginde pestisitler ve kimyasal giibreler yogun olarak kullanilmaktadir. Bu
kimyasallarin kullanim1 giivenli gida teminini giiclestirmekte ve iirlinlerimizin
ihracatinda sorun yasanmasmma neden olmaktadir. Son yillarda, iyi tarim
uygulamalar1 kapsaminda; bitki gelisimini arttirma ve bitki hastalik ve zararlilariyla

biyolojik miicadelede yararli bakteri preparatlarinin kullanimi artmaktadir.

Ortii alt1 hiyar yetistiriciliginde sorun olan, nemli iiriin kayiplarma yol agan
hiyar bakteriyel kdseli yaprak lekesi hastaligina karsi daha once yiiriitillen Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimiinde yiiriitiilen ve sonuglanan
TUBITAK COST 1110 505 no.lu projesinde biyolojik savas agisindan basarili
bulunan ve hiyar yetistiriciligi sirasinda bitki gelisimi ve verimini artirdiklar
saptanan yararl bakteriyel endofitlerin pratige aktarilmasini saglamak amaciyla
117 0820 nolu TUBITAK - 1003 proje calismasi gerceklestirilmistir. Bu yiiksek
Lisans tez ¢alismas1 da TUBITAK projesi kapsaminda yiiriitiilmiistiir. Bu nedenle,
TUBITAK ’a, lisansiistii tez ¢aligmasina sagladigi bu katki ve desteklerden &tiirii

icten tesekkiir ederiz.

[ZMIR
07/01/2022 Asli AKBIYIK
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1. GIRIS

Hiyar (Cucumis Sativus L.), tarihte 5000 yildir varlig1 bilinen ve orijini
Hindistan olup Cucurbitales takiminda yer alan, kabakgiller (Cucurbitaceae)
familyasindan tek yillik bir bitkidir (Cizelge 1.1). Diinyada ve iilkemizde hem ortii
alti hemde agikta yetistiriciligi yapilan sebze tiirlerinden birisidir. Orta Cag’da
Avrupa‘da kiiltiire alinmakla birlikte 1494 yilinda ilk kez Haiti‘de Kolomb
tarafindan yetistirilerek yeni diinyaya tanitilmis ve pek ¢ok tilkede kiiltiire alinmistir
(Robinson, 1999).

Cizelge 1.1. Hiyarin bilimsel siniflandiriimasi

Alem : Plantae (Bitkiler)

Boliim : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Simif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim : Cucurbitales

Familya : Cucurbitaceae (Kabakagiller)

Cins : Cucumis

Tiir : Cucumis sativus L.

Tiirkiye’de 2018 yilinda, meyvesi i¢in yetistirilen sebzeleri goz Oniinde
bulundurdugumuzda en ¢ok fliretilen sebzelerin domates, karpuz, biber, hiyar ve
kavun oldugu gorilmektedir (Cizelge 1.2). Hiyar bu siralamada dérdiincii sirada
yer almaktadir (TUIK, 2018).

Cizelge 1.2. Tiirkiye'de 2018 yilinda, meyvesi i¢in yetistirilen sebzelerin iiretim
miktarlar1 (TUIK, 2018)

Sebze tiirii Uretim miktari (Ton)
Domates 12.150.000

Karpuz 4.031.174

Biber 2.554.974

Hiyar 1.848.273

Kavun 1.753.942

Patlican 827.380

Fasulye (taze) 580.949

Kabak (sakiz) 474.527

Bezelye (taze) 107.344

Balkabag1 87.207




Hiyar meyvesi kalori acisindan diisiik, vitamin ve mineral madde agisindan

zengin bir sebzedir (Cizelge 1.3). Bu 6zellikleri ile hiyar, taze olarak tiiketilmesinin

yan1 sira, konserve sanayinde, tursuluk tiretimde, kozmetik sanayinde ve birgok

alanda ekonomik 6neme sahip olmaktadir (Sevgican, 1999).

Cizelge 1.3. 100 g taze hiyar meyvesinin kimyasal ve besin igerigi

Icerigi Miktar
Su %95
Enerji (cal) 15
Protein (g) 0.9
Yag (9) 0.1
Karbonhidrat (g) 3.4
Kalsiyum (mg) 25
Fosfor (mg) 27
Sodyum (mg) 6
Potasyum (mg) 160
Vitamin Al (Ul) 250
Thiamine (mg) 0.03
Riboflavin (mg) 0.04
Niasin (mg) 0.8
Askorbik asit (mg) 11
B2 Vitamin (mg) 0.16
B6 Vitamin (mg) 0.57
C Vitamin (mg) 52

Hiyar tiretiminde lider {ilkelerin {iretim miktarlar1 Cizelge 1.4’de verilmistir

(FAO, 2017). Tiirkiye ise, Diinya’da Cin, iran ve Rusya’dan sonra en ¢ok hiyar

tiretilen tilkeler arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. Hiyar liretiminde lider iilkelerin iiretim miktarlar1 (FAO, 2017)

Sira  Ulke Uretim  miktar
(ton)

1 Cin 64.824.643

2 Iran (Islam Cumhuriyeti 1.981130

3 Rusya 1.940010

4 Tiirkiye 1.827782

5 Amerika Birlesik Devletleri 1.012378

6 Meksika 956005

7 Ukrayna 896280

8 Ozbekistan 813591

9 Ispanya 634824

10 Japonya 559500
Diinya 83.753.861




Diinya pazarinda yogun olarak talep edilen hiyar, 2018 TUIK verilerine gore
Tiirkiye’de toplam 1.848.273 ton iiretim yapilmis (Cizelge 1.5), bunun 1.701.735
tonu sofralik hiyar, 146.538 tonu tursuluk hiyar ve 42.631 tonu acur hiyardan
olusmaktadir (TUIK, 2018).

Cizelge 1.5. Tiirkiye’de yillara gére hiyar iiretim miktarlar1 (TUIK, 2018)

Yillar Uretim miktari (ton)  Yillar Uretim miktari (ton)
2001 1.740.000 5010 1.739.101
2002 1.670.000 2011 1.749.174
2003 1.783.120 2012 1.741.878
2004 1.725.000 2013 1.754.613
2005 1.745.000 2014 1.780472
2006 1.799.613 2015 1.822.636
2007 1.670.459 2016 1.811.681
2008 1.682.776 2017 1.827.782
2009 1.735.010 2018 1.848.273

Ekolojik kosullarin uygun olmasi sebebiyle Tiirkiye’de ortii alti hiyar
yetistiriciligi 6zellikle kiy1 bolgelerimizden Akdeniz bolgesi ve Ege bolgelerinde
yapilmaktadir. Yogun iiretim sonucu Tirkiye’de ve Diinyada, toprak kirliligi,
toprak yorgunlugu, kontrolsiiz ve gereksiz giibre kullanimi, toprak sterilizasyonu
gibi sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Toprak kaynakli pek ¢ok patojenler,
seralarda yetistirilen bitkilerde hastaliklara yol agmaktadir. Bu problemleri asmak
icin dlinyada topraksiz tarim sistemlerine yonelim hizla artis gostermektedir.
Ornegin, Hollanda’da topraksiz tarima yaklasik %75 oraninda bir gecis yapilirken;
Kanada’da bu oranin tamamina yakin oldugu bildirilmektedir. Tiirkiye’de ise,
topraksiz tarim sistemleri ile tiretimin yapilmas1 1990’lara uzanmakta ve 2004 yili
itibari ile yaklagik 750 da alanda iiretim yapildig: bildirilmektedir (Gtil vd., 2000;
Giil, 2005; Tiizel vd., 2005).

Cucurbitaceae (Kabakgiller) familyasinda bilinen 200°den fazla hastalik ile
karsilagilmaktadir (Zitter et al., 2010). Hiyar bitkisinin verimi ve kalitesi birgok
fungal, bakteriyel ve viral hastalik tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir
(Pohronezny et al., 1977). Diinyada hiyar yetistiriciliginde yaygin olarak goriilen,

fungal, viral ve bakteriyel etmenlerin bazilar1 Cizelge 1.6’da verilmistir.



Akbaba, (2014)‘den uyarlanmistir).

Cizelge 1.6. Diinyada hiyar yetistiriciliginde liriin kayiplarina neden olan 6nemli
fungal, viral ve bakteriyel etmenlerden bazilar1 (Akkoprii, (2012) ve

FUNGUS

Alternaria alternata f.sp.
cucurbitae
Colletotrichum orbiculare

Phomopsis sclerotioides

Cercospora citrullina

Corynespora cassiicola

Pseudoperonospora
cubensis

Fusarium oxysporum f.sp.

cucumerinum

Botrytis cinerea
Cladospc_>rium
cucumerinum
Didymella bryoniae
Sphaerotheca fusca
Erysiphe orontii
Leveillula taurica
Pythium spp.
Sclerotinia sclerotiorum
Septoria cucurbitacearum
Ulocladium cucurbitae

Verticillum dahliae

VIRUS

Cucumber mosaic virus
(CMV)

Zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV)

Cucurbit aphid-borne
yellows virus (CABYYV)

Beet pseudo yellows
virus (BPYV)
Cucumber vein
yellowing virus (CVYV)

Cucumber yellow
stunting disorder virus
(CYSDV)

Melon necrosis spot
virus (MNSV)

Tobacco necrosis virus
(TNV)

Cucumber geen mottle
mosaic virus (CGMMV)

BAKTERI

Pseudomonas syringae
pv. lachrymans
Xanthomonas campestris

Erwinia carotovora ssp.
Caratovora
Erwinia tracheiphila

Agrobacterium sp.

Cizelge 1.6°da belirtilen bakteriyel etmenler icerisinde diinyada en yaygin
goriilen ve ekonomik anlamda kayiplara neden olan hastalik etmeni Pseudomonas
syringae pv. lachrymans’in (Psl) sebep oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke
Hastaligidir (Raajmakers et al., 1995; Anonim, 2002; EPPO 2004).



Hiyarda bakteriyel koseli yaprak leke hastaligi, 1915 yilinda Smith and Brayn
tarafindan dilinyada ilk defa ABD’de, bakteriyel etmen olarak tanimlanmigtir
(Agios, 2005; Tiirkiisay, 1998; Zitter et al., 2010). Ilk olarak ABD‘de
belirlenmesinin ardindan Ingiltere, Rusya, Japonya, irlanda, Israil, Cin ve Tiirkiye
dahil olmak tizere bir¢ok Asya, Avrupa ve Afrika {ilkesinde hastaligin
gozlemlendigi bildirilmistir (Bradbury, 1986).

Etmen; aerobik, gram negatif, ¢cubuk seklinde ve bes polar flagellaya sahip
bir bakteridir. Bakterinin gelisimi igin gerekli olan optimal sicaklik araligi
25-27 °C’dir. Maksimum 35 °C, minumum ise 1 °C’dir. Hiyar koseli yaprak leke
hastaliginin olusumunda gevre faktorlerinin, 6zellikle sicaklik ve yiiksek nemin ¢ok
onemli oldugu bildirilmistir (Carsner, 1918; Tirkiisay, 1998; Agrios, 2005; Zitter
et al., 2010). Etmenin sebep oldugu tipik biiyiik kdseli lezyonlarin, nispeten nemin
%90°dan yiiksek oldugu seviyelerde ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Watanabe and
Ohuchi, 1983). Etmenin bitki kalintilarinda ve tohumda 32 ay kadar canli
kalabildigi tespit edilmistir. Etmenin ekonomik 6neme sahip baglica konukgulari
ise; hiyar, kavun, kabak, acur ve balkabagidir (Agios, 2005; Tiirkiisay, 1998; Zitter
et al., 2010).

Hiyar koseli yaprak leke hastaligi, kotiledon, yaprak, govde ve meyvede
belirti olusturmaktadir (Nazir vd., 2010). Oncelikle yaprak yiizeyinde kiigiik
dairesel lekeler olarak belirti vermektedir. Ardindan kiigiik dairesel lekeler hizlica
biiyiir. Bu biiyiime, yaprak damarlarina kadar diizensiz bir sekilde ilerler ancak
damarlari asamamasi nedeniyle lekeler kdseli bir goriiniim almaktadir. Enfekteli
bolgeler hastalik baglangicinda suda 1slanmis gibi goziikmektedir. Suda 1slanmis
gibi goziiken bu alanlar daha sonra nekroz olup, yirtilmaktadir. Yaprak yiizeyinde
biiyiik, sekilsiz delikler olusur (Sekil 1.1). Olusan bu delikler hastalik igin giris
kapist olusturarak ciiriik¢iil fungus ve bakterilerin girisini kolaylastirmaktadir.
Bunun sonucunda ise biitiin meyvenin ¢iiriimesine neden olduklar1 saptanmistir
(Zitter et al., 2010; Agios, 2005). Ayrica meyvelerde dairesel, kiigiik ve genellikle
yiizeysel lekelerin bazen doku igine kadar ilerleyerek biitiin meyveyi ¢lriittiigi
gbzlenmis olup bunun sonucunda meyve sayisinda ve agirhiginda, %37 ile %40
oranlarinda tiriin miktarinda azalmaya ve nispeten bazi hiyar meyvelerinin de pazar

degerinin diismesine neden olduklari bildirilmistir (Pohronezny et al., 1977).



Sekil 1.1. PsI’nin hiyar yapraklarinda olusturdugu leke, yirtilma, 6liim bi¢imindeki
hastalik belirtileri.

Tiirkiye’de, uzun zamandan beri varligi bilinen etmen Ps/’nin (Karaca ve
Demir, 1988; Ozaktan ve Bora, 1994b) tanilanmasina ve miicadelesine yonelik bazi
calismalar yapilmistir (Karaca ve Demir, 1988; Tiirkiisay, 1998; Ozaktan ve Bora,
1994a; 1994b; Ozgen vd., 2005; Aksoy, 2006). Bat1 Anadolu bdlgesinde yapilan
bir calismada; hastalik siddetinin %32°‘ye kadar ulastig1 belirlenmis, hastaliin
yayginlik oraninin ise %30,5 oldugu saptanmistir (Tiirkiisay, 1998).

Hastalikla miicadelede kiiltirel onlemler olarak, etmenden ari temiz tohum
ve dayanikli ¢esit kullaniminin yani sira, Cucurbitaceae (Kabakgiller) familyasina
ait olmayan bitkiler ile {irlin rotasyonu, hastalikli bitki atiklarini ortamdan
uzaklastirilmasi, ozellikle de seralarda hiyar yetistiriciliginde oransal nemi %80-
90‘1n altina diislirmek ve vektorlerle miicadele hastaligin yayilmasini 6nleyebilecek
en Onemli baslica kiiltiirel onlemler arasinda yer almaktadir (Tiirkiisay ve Saygil,
2008). Kimyasal miicadelede ise Maneb, Mancozeb ve bakirli bilesiklerden
faydalanilabilinecegi bildirilmektedir (EPPO, 2004; Anonim, 2002). Hastalikla
miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin her zaman istenilen sonucu verememesi, kimyasal
miicadelenin ise insan sagligi ve cevreye olan olumsuz etkileri nedeniyle bu
hastaligin kontroliinde biyolojik miicadele ¢aligmalarinin 6nemli bir alternatif

olacagi distiniilmektedir.

Son zamanlarda biyolojik savas kapsaminda bitki gelisimini artiran bakteriler
(Plant Growth Promoting Bacteria -PGPB-) toprak ve bitki sagliginin
yonetilmesinde dikkat ¢ekmektedir (Bashan and Holguin, 1998). Bu bakterilerin
kullandiklar1 mekanizmalar, ekolojik nislerinde bulunan diger mikroorganizmalarla
rekabet halinde olarak, patojenlere karsi engelleyici allelokimyasallar iireterek,

patojenlere ve abiyotik strese karsi bitkide sistemik dayanikliligi (Induce Systemic



Resistance -ISR-) uyarmak olarak belirtilmektedir (Mayak et al., 2004; Nowak and
Shulaev, 2003).

PGPB'lerin en ¢ok ¢alisilan grubunu, rhizosferde bulunan ve kok ylizeyini
kolonize eden bitki gelisimini artiran rhizobakterilerin (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria-PGPR-) olusturdugu bildirilmistir (Kloepper et al., 1978, 1999). Bu
rhizobakteriler, Indol Asetik Asit (IAA) gibi fitohormonlari tireterek ve bitkide
fitohormon sentezini etkileyerek dogrudan ve dolayli olarak bitki gelisimini
uyarabildikleri bildirilmistir (Brown, 1974; Tien vd., 1979; Barbieri vd., 1986;
Jacobson vd., 1994; Holland, 1997; Lazarovits and Nowak, 1997; Lee vd., 2004).
Siderofor iiretimi ve fosfatin ¢ozlinebilirligi aktivitesi gibi mekanizmalar ile
minerallerin bitkiye alinimini kolaylastirabilmektedirler (Davison, 1988; Murty and
Ladha, 1988; Costa and Loper, 1994; Verma vd., 2001; Wakelin vd., 2004). Ayrica
don zarar1 ve bitki patojenlerine karsi bitki duyarliligini diizenleyerek bitki biiyiime
ve gelisimini tesvik edebilmektedirler (Fredrickson and Elliot, 1985; Gagné vd.,
1989; Xu vd., 1998; Schippers vd., 1990; Pirttila vd., 2004). Tiim bunlarin yaninda
antagonizm, rekabet veya bitkinin kendi savunma sistemlerinin devreye girmesini
uyararak bitkilerin hastaliklara dayanikliligini arttirarak bitki gelisimini tesvik

edebilmektedirler (Compant vd., 2010).

Son yillarda, iyi tarim uygulamalar1 kapsaminda; bitki gelisimini arttirma ve
bitki hastalik ve zararlilariyla biyolojik miicadelede yararl bakteri preparatlarinin
kullanimi artmaktadir. Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji laboratuvarin da bitki hastaliklariyla biyolojik savas ve bitki verimini
arttirmada basarilt olan genis bir yararl bakteri koleksiyonu bulunmaktadir. Bu
yiikek lisans tez ¢aligmasinin ana hedefi, ortii alt1 hiyar yetistiriciliginde sorun olan,
onemli {irlin kayiplarina yol agan bakteriyel koseli leke hastalik etmeni Ps/’a karsi
daha 6nce yiiriitiilen projelerde biyolojik savas acisindan basarili bulunan ve hiyar
yetistiriciligi sirasinda bitki gelisimi ve verimini artirdiklari saptanan yararli
bakterilerin pratige aktarilmasini saglamaktir. S6z konusu yararli bakteriler, bu
alanda ytiriitiilen bir bagka proje kapsaminda ucuz substratlar kullanilarak genis
Olcekte tretilmis, 1slanabilir toz (WP) liyofilize formulasyonlar1 elde edilmis ve
canlilik / raf omrii agisindan gerekli testlerden gecmistir. Bu yiiksek lisans tez

caligmasinda; iilkemizin oOrtii alti hiyar yetistiriciliginde sorun olan, dnemli {iriin



kayiplarina yol agan bakteriyel koseli yaprak leke hastalik etmeni olan Ps/’a karsi
biyolojik savas agisindan basarili bulunan ve hiyar yetistiriciligi sirasinda bitki
gelisimi ve verimini artirdiklar1 saptanan sézkonusu bakteriyel preparatlarin farkl
doz serilerinin teksel ve kombinasyon halinde in vivo kosullarda, saksi
denemeleriyle Psl’ye karsi biyokontrol agisindan etkisinin, patojenin varliginda ve
yoklugunda bitki gelisimine etkisinin arastirilmasit ve s6z konusu bakteriyel
preparatlardaki aktif organizmanin bitki igerisindeki kolonizasyonunun izlenmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Hastalik Etmeni (Psl) ile Ilgili Yapilan Calismalar

[k arastiricilar Smith and Brayn (1915) ABD’de, hiyarda bakteriyel kdseli
yaprak lekesi etmeni Pseudomonas syringae pv. lachrymans’t tanilamaya yonelik
caligmalar yapmislardir. Bu ¢alismalar1 gerceklestirirken etmenin konukgusu
tizerinde olusturdugu gozyasi benzeri bakteriyel akintilardan ilham alarak,
Latincede gozyasi anlamina gelen ‘‘lachrymans’ adimi kullanarak etmeni ilk
Bacterium lachrymans olarak adlandirmislardir. Etmen sonrasinda birgok kez farkli
isimler almis olmakla birlikte son olarak Young and Wilkie’ tarafindan 1978’de
Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl) olarak adlandirilmistir (Bradbury,
1986). Gliniimiizde ise Hiyar koseli yaprak leke hastaligi etmeni Psl’1n taksonomik

smiflandirmasi Cizelge 2.1°de yer almaktadir (Kado, 2010).

Cizelge 2.1. Psl etmeninin taksonomik siniflandiriimasi

Domain : Bacteria

Sube : Proteobacteria

Simif : Gammaproteobacteria

Takim : Pseudomonadales

Familya : Pseudomonadaceae

Cins : Pseudomonas

Tiir : Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl)

ABD’de goriilen en siddetli hastaliklardan biri olarak degerlendirilmis olan
hiyarda bakteriyel koseli yaprak leke hastalii giinlimiizde ise Japonya, Rusya,
[srail, Ingiltere, Iran ve Tiirkiye olmak iizere bircok Afrika ve Avrupa iilkelerinde

goriildiigii saptanmistir (Bradbury, 1986).
2.2 Hastalik Etmeni (Psl)’nin Ozellikleri ile Ilgili Yapilan Calismalar

Hastalik etmeni olan Psl Cucurbitaceae (Kabakgiller) familyasina 6zellesmis
olup konukgulari; hiyar (Cucumis sativus); karpuz (Citrullus lanatus); kavun,
miskavunu, kis kavunu (Cucumis melo); lifkabagi (Cucumis acutangulus) seklinde
siralanabilmektedir (Bradbury, 1986).
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Psl'in hiyar ve kavundan izole edildigi kolonilerin beyaz goriiniimlii, yavas
gelisim gosteren, saydam ve beef-ekstrakt agarda diizensiz kenarlar1 olan dairesel
koloniler olusturdugunu ve bol miktarda yesil floresan pigment {irettigi

bildirilmistir (Smith, 1946).

Kagiwata (1990), baz1 Psl izolatlarin morfolojik 6zelliklerini ¢alismis ve bu
izolatlarin tiimiiniin; gram negatif, aerobik, 5 polar kamg¢1 bulundurup bunun sadece
biri ile hareketini saglayabildikleri, spor formu olmayan diiz cubuk seklinde ve 0,8

X 1-2 um boyutlarinda oldugunu saptanmaistir (Zitter et al., 2010).

Braun-Kiewnick and Sands (2001), Pseudomonas‘larin &zelliklerini
arastirdiklar1 ¢aligmada; Psl’in adonitol, D(-) tartarate, L-lactate, anthranilate ve
DL-homoserine‘den yararlanma 6zelliklerinin negatif, Psl’in pectate lyase, beta-
glucosidase, polygalacturonase, arbutin hidrolizi ve aesculin, jelatinin
pargalanmasi, levan olusumu, buz g¢ekirdegi olusumu ve D-mannitol, insitol, D-
sorbitol, trigonalline, D-quinate, erythritol, L(+) tartarate, glutarate and
DLglycerate‘dan karbon kaynagi olarak yararlanabilme 6zelliklerinin ise pozitif

oldugu bildirilmistir.

Psl’in siikrozdan levan iiretimi, tiitiinde hipersensitif reaksiyon verme,
arginine dihydrolase Ozelliklerinin pozitif oldugunu, oksidaz, nisasta hidrolizi,
patateste pektolitik aktivitenin ve gluconate' dan 3 giin igerisinde 2-ketogluconate

iretme Ozelliklerinin ise negatif oldugu saptanmistir (Bradbury, 1986).

Psl izolatinin farkli hiyar yapraklarindan izole edilen ¢esitli molekiiler
yontemlerle genetik karekterizasyonu yapilmistir. Bunun yaninda izolatin
patojenisite ve biyokimyasal oOzellikleri de belirlenmistir. Bu c¢alismalara ait
sonuglarin ise etmenin populasyonunun genetik bir gesitlilige bagli oldugunu ortaya

¢cikmistir (Olczak-Woltman et al., 2007).

Psl izolatlar1 tizerinde yiiriitiilen bir bagka ¢alismada ise; serolojik testlerde
bir farklilik yok iken, molekiiler testler ile floresan pigment olusumu ve levan

olusumu gibi biyokimyasal testlerde izolatlar arasinda farkliliklar saptanmistir.
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Etmen izole edilen konukgularda ayni reaksiyonlar1 verirken, hiyardan elde edilen

bazi izolatlar, kavun ve kabakta patojenisite gdstermemisdir (Fatmi et al., 2008).

Hiyar koseli yaprak leke hastaligi, kotiledon, yaprak, govde ve meyvede
olusturdugu belirti birgok bilim insani1 tarafindan arastirilmistir (Nazir et al., 2010).
Ik goriilen simptomlardan biri kotiledonlarin en ucundan baslayan doku
cokiislerinin gozlenmesidir (Keppler and Novacky, 1986). Yaprak simptomlari ise
ylzeyde kiigiik dairesel sekilde belirti gostererek sonrasinda bu lekelerin hizlica
bliylidiigli ve sinirlandirilmis acgisal olarak koseli bir yapiya doniistigi
belirlenmistir (Sekil 2.1b). Bu lekelerin goriinimii basta suda 1slanmis sekilde
(Sekil 2.1a) belirti versede sonrasinda yaprak altlarinda bakteriyel akinti seklinde
de (Sekil 2.1c¢) belirti vermistir. Olusan lekelerin bulundugu bolgeler zamanla
yirtilarak, kuruyarak, dokiilerek ve biiyiik delikler olusturarak yaprak
deformasyonuna neden olmaktadir (Jindal, 1994; Verma and Sharma, 1999).

Sekil 2.1. Psl’nin hiyar yapraklarinda olusturdugu belirti a) damarlarla sinirlanmig
alanda suda haglanmis belirti b) nekrotik yaprak belirtisi ve bu
alanlardaki yirtilmalar c) yaprak sapinda bakteriyel akinti.

Yapilan bir c¢alismada, 1-8 mm c¢apinda koseli, burusuk, kahverengi
lezyonlarin bir arada oldugu ve nemli donemlerde ise bakteriyel akint1 gozlendigi
kaydedilmistir (Hellmers, 1950). Psl’nin diizensiz yaprak lekeleri olusturmasinn
yani sira hiyar gévdesinde solgunluga da sebep olmaktadir. Etmenin sistemik olarak
konuk¢unun biiyiime ucuna kadar ulagsmasi ve biiyiime ucunu olumsuz etkileyip
sararip Olmesine yol agmaktadir (Sekil 2.2a) (Saleh and Korobko, 1981; Zitter et
al., 2010).
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Meyvelerde de kiiciik ve genellikle dairesel 1-3 mm c¢apinda lekeler
gozlenebilir. Meyve ve govde tizerinde lezyon gelisiminin yaninda bakteriyel akinti
olusumuda dikkat cekmektedir. Meyve i¢ ¢liriikliigii derinlere ilerleyerek meyvenin
etli kisimlaria dogrusal bir sekilde (Sekil 2.2b) uzanabilir (Agios, 2005; Zitter et
al., 2010). Etmen daha ¢ok gen¢ meyvelere saldirdiktan hemen sonra meyvenin
dokiilmesine, sekilsizlesmesine, pazar degerinin kaybolmasi gibi olumsuzluklara

sebep olmaktadir (Chand and Walker, 1964b).

Hastaliktan etkilenen bu boélgeler suda 1slanmis ve kahverengi bir goriiniim
olusturmustur. Olusan bu goriiniim sonrasida doku 6liimleri ve catlaklar meydana
gelerek ciiriik¢iil fungus ve bakteriler i¢in bir giris kapist olusmus ve sonrasinda

biitiin meyvenin ¢lirlimesine yol agmustir.

Arastiricilar  tarafindan  patojenin  yetiskin - meyvelerde de hastalik
lezyonlarinin goriildiigii ve ayn1 zamanda olusan bu catlaklar sayesinde dokuya
giris yapip meyvenin ¢iiriimesine yol actig1 bildirilmistir (Wiles and Walker, 1951;
Verma and Sharma, 1999).

Sekil 2.2. PsI’nin hiyar meyvelerinde ve yapraklarinda olusturdugu hastalik
belirtileri a) solgunluk belirtisi ve biliylime ucunun infeksiyonu
b) Meyvede olusan ¢iiriime belirtisi.

Hiyar koseli yaprak leke hastaligi etmeni Psl; genel olarak tohum kaynakli
olup kisi enfekteli bitki kalintilarinda veya bulagik tohumda gecirmektedir
(Kritizman and Zutra, 1983). Ayrica bitki kalintilarinda ve kurumus yapraklarda
2,5 yil canliligimin siirdiirdiigii saptanmistir (Agrios, 2005; Lelliott and Stead, 1987;
Zitter et al., 2010). Etmen, tohumdan kotiledonlara kotiledonlardan yapraklara bitki
boyunca ilerliyebilmektedir. Etmen bitkiye dogal agikliklardan ve yaralardan giris
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yapabilmektedir. Patojen, yapraklardan yapraklara, bitkilerden bitkilere si¢rayan su
damlalar1 ve vektorler araciliyla bitkiye ulasabilir ve sonrasinda sistemik olarak

bitkiye yayilmaktadir.

Sera ve tarlada yapilan denemeler sonucunda enfekteli tohumlarin hastaligi
genis alanlara yayarak o alanlarin olumsuz etkilendigi bildirilmistir (Carsner,
1918). Gilbert and Gardner (1918), bitki artiklarinda yasamini siirdiiren etmenin ise
20 aylik depolama siiresi ardindan tekrardan hastalik olusturabildigini tespit

etmislerdir.

Hastaligin olusumunda ¢evre faktorleri arasindan 6zellikle sicaklik ve nem
olduk¢a 6nemlidir (Carsner, 1918; Agios, 2005). Ps/'in en iyi gelisim sicaklig
25 °C ile 27 °C arasindadir, sicaklik 36 °C ve ilizerinde ise bakterinin gelisimi
sinirlanarak olumsuz etkilenmektedir. PslI’nin dona kars1 hassasiyetininde olduk¢a
fazla oldugunu tespit etmislerdir (Smith and Bryan, 1915). Farkli ¢gevre kosullarinda
etmen yaprak yiizeyinde cok hizli bir sekilde populasyon olusturarak, yayilim
gosterdigi tespit edilmistir (Brien and Lindow, 1989).

Nem orani diisiik kosullar altinda olan etmenin bitki i¢cindeki populasyonu
lezyonla kapli bir yaprakta 2,8 x10* CFU/g olarak bildirilirken nem orami yiiksek
yapraklarda uygulama yapildiginda ise ilk 12 saatte Psl’nin populasyon hizlinda bir
artis oldugunun tespiti yapilmistir (Haas and Rotem, 1976).

Yiiriitiilen bir baska calismada ise etmenin 10° CFU/g yaprak lezyonu

olusturma durumunda tarlada belirti tespit edilmistir (Rouse et al., 1985).

2.3 Hastahk Etmeni (Psl)’nin Yasam Déngiisii ile Ilgili Yapilan

Cahismalar

Hastalik etmeni bitki artiklariyla topraga gecerek 1-2 yil canliligini
koruyabilmekte, ancak bitki artiklar1 olmadiklarinda toprakta uzun siire
yasayamamaktadirlar. Kis1 bulasik tohumlarda ve enfekteli bitki kalintilarinda

gecirebilen bu etmen, ayrica bitki kalintilarinda 2,5 yi1l canliligini koruyabildigi
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bildirilmistir (Kritizman and Zutra, 1983; Agios 2005; Zitter et al., 2010;
Akkoprii’den, 2012).

Hastalik etmeni ile bulasik tohum primer enfeksiyon kaynagidir. Patojen
tohumda en az 16 ay canli kalabilmektedir. Sekonder enfeksiyonlar stomalar,
hidatot ve yaralar yoluyla olmaktadir. Hastalik yagmur, yagmurlama sulama ve
bakim iglemleri sirasinda yayilir. Yayilmasinda sulama suyu en 6nemli rolii oynar.
Ik ve nemli iklim kosullari hastaligin olusumunu tesvik etmektedir. (Teknik
Talimatlar, 2008). Bu sebeplerden dolay1 iyi bir hastalik yo6netimi yapilmasi

oldukca dnemlidir.
2.4 Hastahik Etmeninin Miicadelesi ile Tlgili Yapilan Calismalar
2.4.1 Kiiltiirel onlemler ile ilgili yapilan ¢alismalar

Kiiltiirel onlemlerin en basinda dayanikli cesit yetistiriciligi, rotasyon,
hastaliktan ari tohum kullanmak ve hastalikli bitki artiklarinin uzaklagtirilmasi gibi
yontemler gelmektedir. Bu yontemler ise PsI’in miicadelesi iginde 6nemli bir yere

sahiptir.

Klossowka (1976), duyarli ve gesitli tolerant hatlar arasindaki ¢aprazlamalar
sonucuyla olusan F1, F2 ve F3 nesillerinin analizleri, patojene kars1 dayanikliligin
cok fazla sayida resesif genetik faktorler araciligiyla kontrol edildigi saptanmaistir.
Bir bagka caligmada ise, Psl’ye tek bir resesif gen (pl) tarafindanda kontrol
edilebildigi tespit edilmistir (Dessert et al., 1982).

Psl’a karst dayaniklilik, 2375 c¢esidin dogal ve yapay olmak {izere
inokulasyonu gergeklestirilmistir. Yiiksek dayaniklilik gosteren gesitler ise; Jaipur
Balan, Summer, F1 Femglass, F1 Sampson ve M549410 olmustur. Calipso yerel
bir ¢esit ve F1 Femglass dayankli bir ¢esit olarak tespit edilmistir. (Medvedev and
Medvedeva, 1989). Calipso ¢esidi tiim strainlere dayaniklilik gosterirken sadece
strain 16’ya kars1 duyarlilig1 olustugu bildirilmistir (Krivchenko and Medvedeva,
1985).
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Hansen (2009), patojenle bulasik olmayan yerlerde hastaliktan ari tohum
yetistirmenin, Cucurbitaceae familyasinda olmayan bitkiler ile hastalikla bulasik
yerlerde 2 yillik {iriin rotasyonu yapilmasi, asir1 sulamanin 6nlenmesi bu hastaligin
siddetini ve yayilimini azaltacagini bildirmistir. Ayrica bazi ticari hiyar ¢esitlerinin

Psl’ye kars1 dayaniklilik sagladigi saptanmustir.

Bitkide nitrojen konsantrasyonu fazla ise Psl’ye karsi daha duyarli oldugu
bildirilmistir (Van Gundy and Walker, 1957). Yapilan bir bagka ¢alismada ise bazi
kornison ¢esitleri tolerant olarak saptanmustir (Ozaktan ve Bora, 1994a). Buna
benzer bir ¢calismada ise bazi kornison ¢esitleri az duyarli ve tolerant bulunurken,

sofralik ¢esitlerin ise az duyarli oldugu bildirilmistir (Tirkiisay, 1998).

2.4.2 Kimyasal miicadele ile ilgili yapilan ¢alismalar

1950’lerin basinda bitkisel tiretimde antibiyotikler ve 6zellikle streptomycin
kullanilmaya baslanmistir. Bir siire sonra Psl’ye karsi dayaniklilik olusumu
gerceklesmistir (Yano et al., 1978). Giinliimiizde hala ABD basta olmak {izere yasal
olarak antibiyotik kullanimi devam etmektedir ayrica antibiyotikler; meyve, sebze
ve kiiltiir bitkilerindeki bakteriyel hastaliklarin kontroliinde de kullanildig: tespit

edilmistir.

Hastaligin kimyasal miicadelesinde ise en yaygin; bordo bulamaci, bakir
hidroksit, bakir siilfat vb. gibi bakirli bilesiklerin ve agir metallerin kullanilmasidir.
Daha kiiciik alanlarda ozellikle sera i¢in uygulananlar ise; streptomycin ve
tetracycline gibi antibiyotikler, bakir veya diger organik bakterisitlerdir. Bitkilerde
en yaygm sekilde kullanilan antibiyotiklerin basinda oxytetracycline ve
streptomycin gelmektedir. Bitki patojenlerinin dayanikliligt Oxytetracycline de
ender goriilirken Xanthomonas campestris, Erwinia amylovora ve Pseudomonas
tiirlerinin streptomycin’e dayanikli strainlerinin ortaya ¢ikmasi, hastalik kontroliinii
gittikce zorlastirmaktadir. Streptomycin’e dayaniklt genlerden bir kisminin
topraktan, insanlardan ve hayvanlardan izole edilen genlerin benzerlik gosterdigi

ve bu durumun plazmit ile iliskilendirildigi bildirilmistir (McManus et al., 2002).



16

Tarimda antibiyotik kullanimlarindaki zorluk ise uzun yillar 6nce etmenin
dayaniklilik kazanmasi sonucu ve insan sagliina olumsuz etkisi dolayisiyla
yasaklanmasi1 ve kullanilmasina sinir konulmasidir (Stall and Thayer, 1962; Conlin

and McCarter, 1983; Brisset et al., 1991; Wimalajeewa et al., 1991).

Antibiyotiklerden streptomycin ve tetracycline Psl’in in vitro kosullar altinda
patojen gelisimini engelleyebildigini bildirmislerdir (Knosel, 1965). Japonyadan
alinan 121 Psl izolat 6rnegi ile ¢alisma sonucunda, 52 Psl izolat orneginin
streptomycin ve chloramphenicol‘un dayaniklilik gosterdigini bildirmislerdir
(Mukai et al., 1976). Yine Japonyada 1978 yili igerisinde streptomycin ve
dihydrostreptomycin’e dayaniklilik goésteren Pseudomonas syringae pv.
lachrymans izolatlarinin orani ise %77.3 artmistir (Yano et al., 1978). Ayrica
Japonyada streptomycin‘e dayanikli ve duyarli Psj izolat 6rneklerinin in vitro da
gelisimini engelleyen Myomycin adi verilen bir antibiyotik bulunmustur
(Yoneyama et al.,, 1978). Bir baska g¢alismada ise Agrimycin-100, trimiltox
(mancozeb + bakiroksiklorit + bakir karbonat), bakir oksiklorit, streptomycin siilfat
laboratuvarda ki ¢alismalar sonucunda sirayla %96.7, 87.7, 84.3 ve 76.7 Psl’nin
gelisimini engelleyebildikleri saptanmistir (Khlaif and Abu-Blan, 1994). Psl ile
kimyasal miicadelede Manep ve Mancozeb Onerilse de daha ¢ok tercih edilenler
bakirli preparatlardir (Tiirkiisay, 1998; Bora, 2001; Agrios, 2005; Zitter et al.,
2010).

Psl ile miicadelede kiiltiirel miicadelenin her zaman istenilen derecede hizli
sonu¢ vermemesi ve kimsayal miicadelenin insan saglig1 basta olmak ilizere hedef
dis1 diger canlilara ve cevreye olumsuz etkilerinin yaninda bu bakterilerin
antibiyotik ve bakira kars1 direng gelistirdikleri tespit edildiginden dolay1 hastalik
kontrolii i¢in yeni metotlara ihtiya¢ duyulacag: bildirilmistir (Scheck et al., 1996;
Sundin and Bender 1993; Vidaver, 2002). Bu noktada biyolojik miicadelenin

onemli derecede alternatif olacag diistiniilmektedir.

2.4.3 Biyolojik miicadele ile ilgili yapilan ¢alismalar

Bitki ile iligkili olan mikrobiyal organizmalar hem {iriin verimini artirmasi

hem de stres faktorlerine karsi dayanikliligi artirmasindan dolay1 giiniimiizde tercih
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edilmeye baglamistir (Yang et al., 2009). Uzun yillar etkisinin devam etmesi ve
bunun yaninda insan sagligini, ¢evreyi ve hedef disi1 diger canlilari, olumsuz bir
sekilde etkilememesi sebebiyle biyolojik miicadele kapsaminda yapilan
arastirmalar her gegen giin olumlu yonde gelisim gostermektedir (Paulitz and

Bélanger, 2001, Nicot et al., 2011).

Biyolojik miicadelede bitki gelisimini uyaran bu kok bakterilerinin (PGPR)
kullanimi bir diger yandan sentetik uyaricilar ile birlikte bitki gelisimini arttirmada
veya bitkilerin dayaniklilik sistemlerini uyararak bitkileri hastaliklara kars1 direngli
hale getirmesinde biiylik bir etkisinin oldugu bildirilmistir (Kloepper 2003; Van
Loon and Bakker, 2006; Saharan and Nehra 2011).

2.4.3.1 Bitki gelisimini arttiran yararh bakteriler (PGPR) ile ilgili

yapilan calismalar

Bitki biiyiimesi ve gelisimini destekleyici mikroorganizmalar olarak bitki ile
iliskili bakteriler tizerinde ¢ok fazla literatiir bulunmaktadir (Glick, 1995; Hallman
etal., 1997; Rovira, 1965; Sturz et al., 2000; Welbaum et al., 2004). Yararli serbest
yasayan toprak bakterileri; bitki gelisimini tesvik eden rhizobakteriler veya
PGPR’lar olarak adlandirilirlar (Kloepper et al., 1989). PGPR’larin dogrudan ve
dolayli olarak bitki gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir (Kloepper, 2003; Antoun
ve Prévost 2006; Saharan ve Nehra 2011). Son yillarda biyolojik miicadelede,
cogunlukla bitkilerin yetistirildigi ortamlarda bulunan ve birgok bitki tiirii ile iligki
icerisinde bulunan bitki gelisimini tesvik eden bakteriler (Plant Growth Promoting
Bacteria -PGPB-) dikkat ¢ekmektedir (Bashan and Holguin, 1998). Kok yiizeyini
kolonize eden aynmi zamanda rizosferde bulunan bu bitki gelisimini arttiran
rhizobakterler PGPB'lerin en ¢ok ¢alisilan grubunu olusturmaktadir (Kloepper and
Schroth, 1978; Kloepper et al., 1999). PGPR’larin toprak mikroflorasinin yaklasik

olarak %2-5’ini olusturduklar1 tahmin edilmektedir (Antoun and Prévost 2006).

Bitki hormonlar1 ve bakteriyel uyaricilarin iiretilmesi ve bunun yaninda
bitkilerdeki etilen seviyesinin diisiiriilmesi, azot fiksasyonu, ¢éziinmeyen formdaki
fosfat ve mikrobesin elementlerinin serbest hale ge¢mesiyle bitkilerdeki hastalik

diren¢ mekanizmalar1 PGPR’larin  dogrudan etki mekanizmalari oldugu
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bildirilmistir (Ryu et al., 2004; Antoun and Prévost 2006; Fuentes-Ramirez and
Caballero-Mellado 2006; Saharan and Nehra 2011). PGPR’larin dolayli etki
mekanizmalari ise faydali simbiyotik iliskilerin uyarilmasi veya toprakta bulunan
ksenobiyotiklerin ayristirilmasi yoluyla gergeklesebildigi bildirilmistir (Kloepper,
et al. 1991; Antoun and Prévost 2006; Saharan ve Nehra 2011).

Stankiewicz et al. (1989), biyolojik miicadele kapsaminda Psl‘a karsi
yiiriitiilen bir c¢alismada; koklerden, yapraklardan, meyvelerden elde edilmis
saprofitik bakteriyel ve fungal antagonistlerin in vitro 6n ¢alismalarindan gegerek
sonra bu antagonistlerin tohum ve yaprak uygulamalar ile saksida ve tarlada
denemesinin yliiriilmiis oldugu ve bu etmene karsi etkinliginin arastirildigi
bildirilmistir. Bu ¢alsmanin sonucunda; Bacillus, Brevibacterium, Enterobacter ve
Saccharomyces gibi mikroorganizmalarin hiyar rhizosfer ve filosferinde bulunan
biyolojik miicadele eleman1 olma potansiyeline sahip olabilecekleri bildirilmistir.
Enterobacter sp. Mikroorganizmalarin ise hastaligi kontrol altinda tutmada
kimyasal miicadele kadar etkin oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar hastalik
baskilama mekanizmasi olarak antibiyosis ve besin i¢i rekabetinde etkili oldugunu

bildirmislerdir.

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler ile alakali iilkemizde smirl sayida
calisma bulunmaktadir. Calismada topraksiz tarim sisteminde hiyar, biber ve
domates’in gelisimi iizerine PGPR’larin olas1 etkileri arastirilmistir. Calismada
kullanilan PGPR bakterileri; 18/1K: Pseudomonas putida, 21/1K: Enterobacter
cloacae, 62: Serratia marcescens, 70: P. fluorescens, 66/3: Bacillus sp., 180: P.
putida alti adet dogal izolat ve Bacillus amyloliquefaciens FZB24, Bacillus
amyloliquefaciens FZB42 iki tanede ticari PGPR preparati iizerinde calismalar
yiiriitiilmiistiir. izolatlarin in-vitro’da IAA (indol Asetik Asit) {iretimi ve fosfat
¢ozebilme yetenekleri saptanmustir. P. putida, S. marcescens ve P. fluorescens ile
uygulama gérmiis hiyar bitkileri kontrole gore degerlendirildiginde P. putida %42;
S. marcescens %43; P. fluorescens %20 oraninda bir verim artig1 sagladigi
gozlenmistir. Kullanilan bu bakterileri izolatlarinin; bitki gelisimine, kok
kolonizasyonuna, bitki besin maddesi alimina ve verime olan etki parametreleri ile

degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu Bacillus spp., P. putida ve P.
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fluorescens’'in topraksiz tarim g¢aligmasindaki biitiin bitkilerde ve buna ek olarak

sebze yetistiriciliginde olumlu bir etkisinin oldugu bildirilmistir (Giil vd., 2008).

Kim et al. (2011), bitki gelisimini tesvik eden bakterileri farkli sekillerde
siniflandirildigini bildirmislerdir. Bu 6zellige sahip bakterilerin belirli guplar i¢inde
yogunlastigi gozlenmistir. PGPR bakterilerinin ise kiiltiire alinabilecek taksonomik
guplar i¢cinde yer alabilecekleri diisliniilmektedir. Kore’de yiiriitiilen bir ¢alismada,
7638 bakteri izole edilmistir, izole edilen bu bakteriler ise suni ortamlarda
gelistirilebilen PGPR’larin  genetik cesitliligini  ortaya ¢ikarma amaciyla
yapilmustir. Izole edilen bu bakteriler sonrasinda hiyar fidelerinde uygulanarak
denemesi yapilmistir. Elde edilen bu bakterilerden, Gam-pozitif PGPR’lar iki grup
icinde ayrilmislardir: diisiik ve yiiksek G+C oranina sahip Actinobacteria irklarinin,
Gam-negatif PGPR’ler ise; a-proteobakteriler, [ proteobakteriler, ve v-
proteobakterler olmak {iizere ii¢ grup ic¢inde yer almislardir. Bu galigmalarin
sonunda sec¢ilmis olan 90 PGPR izolatinin %76’ s1 Gam—pozitif ve %24’i Gam-
negatif olarak belirlenmistir. 32 tiirle Bacillus sp. en genis grupta yer alirken

Paenibacillus’tan 19, ve Pseudomonas’tan ise 11 tiir belirlenebilmistir.

Calismada duyarli (22-46 F1) ve tolerant (Crispina F1) hiyar (Cucumis
sativus) ¢esitlerinde kok bakterileri (KB) ve Acibenzolar S-Methyl (ASM) yoluyla
uyarilan bitki dayanikliliginin hiyar koseli yaprak leke hastaligi etmeninin (Psl)
populasyonuna ve topraksiz tarim sisteminde verime olan etkileri arastirilmistir. En
basarili kok bakteri izolat1 P. putida strain AA11/1’in ve ASM uygulamasinin
zamana bagli olarak Psl populasyonuna olan etkisi saksi denemeleriyle
gozlemlenmistir. ASM, duyarli ve tolerant hiyar ¢esidinde Psl populasyonunu ve
hastalik siddetini Pozitif Kontrole gore azaltmistir. Kok bakteri izolat1 P. putida
strain AA11/1 ise, duyarli ve tolerant hiyar ¢esidinde, Psl populasyonunu
etkilemeksizin, hastalik siddetini Pozitif Kontrole gore engellemistir. KB ve ASM
uygulamalari, topraksiz tarim sisteminde, duyarli hiyar gesidinde (22-46 F1)
hastalik siddetini Pozitif Kontrole gore, sirasiyla %33 ve 58, tolerant hiyar
cesidinde (Crispina F1) ise %17 ve 56 oraninda engellemistir. Hastalik baskisinin
olmadig1 kosulda, KB uygulamas1 pazarlanabilir verimi duyarh ve tolerant ¢esitte
Negatif Kontrole gore, sirasiyla, %33 ve 67 oraninda artiran en iyi uygulama

olmustur. ASM uygulamas1 ise, Negatif Kontrole gore verimde bir fark
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yaratmamistir. P. putida strain AA11/1 no’lu KB izolatinin in vitro’da Indol 3
Acetic Acid (60 pg/ml) ve yiiksek diizeyde siderofor iiretme yeteneginede sahip
oldugu bildirilmistir (Akkoprii, 2012).

2.5 Yararh Bakteri Formiilasyonlarimin Gelistirilmesi Konusunda

Yapilan Calismalar

Formiilasyon, belirli bir {iriinii olusturmak i¢in ¢esitli maddelerin hassas
oranlarda birlestirilmesi prosesidir. Bir ya da daha fazla yararli organizmanin,
organik veya inorganik bir tastyici ve/veya substrat ile formiile edilerek, yararlt
organizmanin laboratuvardan, iiretim ortamindaki bitkiye tasinip uygulanabilirligi
saglanabilen formuna da biyoformiilasyon denir. Baslangictan, liretimin sonuna

kadar olan bu siireci kapsayan boliime ise proses gelistirme denmektedir (Monteiro

et al., 2005; Junker, 2004).

Biyopestisitler,  bakteriler, viriisler, funguslar, nematodlar  gibi
mikroorganizmalara veya bitki 6zleri ile yar1 kimyasallar (6rn; bocek feromonlari)
dahil olmak tiizere dogal olarak olusan maddelere dayanan aktif bilesenlerin,
formiile edilmis formudur. Biyopestisitlerin uygulanmasi, mahsuliin korunmasi i¢in
kullanilan tiim pestisitlerin yalnizca yiizde birkagiyla sinirlidir. Pahali {iretim
yontemleri, zayif depolama kararliligi, ¢evresel kosullara duyarlilik, etkinlik
sorunlari, vb. gibi bu duruma katkida bulunan bir¢ok faktor vardir. Biyopestisitlerin

aktivitesini genisletmek en 6nemli alan haline gelmektedir (GaSi¢ and Tanovi¢;
2013).

Biyopestisitlerin aktif bilesenleri, ¢ogu sentetik pestisitlerle aym1 sekilde
formiile edilmektedir. Cogu biyopestisit, canli organizmalara dayanir.
Yasayabilirligi bu organizmalarin formiilasyon islemi ve saklama sirasinda kabul
edilebilir seviyelerde tutulmasi gerektigi 6zellikle belirtilmistir. Uygulama aninda,
organizmalarin aktif olabilmeleri i¢in hareketsiz durumlarindan yeniden
canlanmalar1 gerekir. Bu sebeple biyopestisit iiriinlerinin formiile edilmesindeki
problemler oldukga fazladir, canli kalabilme kabiliyetinin kapsamli bir sekilde
anlasilmasi1 bu konuda ilerlebilmek icin oldukca gereklidir (Seaman, 1990;

Boyetenko, 1998).
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David et al. (2018), biyopreparat formiilasyonunun basarisini etkileyen en
onemli unsur, tagtyict madde igerigindeki canli hiicre sayisinin miktaridir. Bu
sebeple biyopreparat iiretiminde kullanilacak mikroorganizmanin etkili olabilmesi;
tasiyicit materyalde popiilasyon seviyesinin optimum degere ulastirilmasi ve hayatta
kalma siiresinin belirlenmesi gibi 6énemli unsurlar arasindadir. Mikrobiyal giibre
veya pestisitlerde tagiyict materyal kullaniminin, mikroorganizmay1 dis etkenlere
kars1 korudugu bildirilmistir. Ayrica tagityici maddenin ve iiretim ortami maliyetinin
minimuma indirilmesi ve suda ¢dziinebilirliginin maksimum olmasi da 6nemli
unsurlar  arasindadir.  Biyoformiilasyonun, depolanma asamasinda da
mikroorganizmanin canliligini koruyabilmesi, pH ve nem igerigi gibi durumlar1 da
olduk¢a Onemlidir. Biyopreparatin etkinligi bu unsurlar ile yiiksek derecede
etkilenmektedir. Bu sebeple biyoformiilasyon {iriiniiniin raf Omriinii uzatacak
sekilde tasarlanmasi ve uygun tipte tasiyict se¢imi yapilmasi olduk¢a Oneme

sahiptir.

Biyopestisitler arasinda kullanilan Bacillus thuringiensis, bocekleri kontrol
altinda tutmak i¢in kullanilan birgok yontemden daha yaygindir. Pazar degeri
yiiksek bir tirtin, B. thuringiensis biiyiik 6l¢iide suyun uzaklastirilmasiyla konsantre
edilmeli ve tirliniin 6mriini, verimliligini ve nakliye kolayligin1 iyilestirmek icin
formiile edilmelidir. Jelatinize tapyoka nisastas: ve siit tozu, askida kalabilirligi
olumlu yonde etkilemis olup, ancak kurutulmus formiile edilmis {iriiniin

1slanabilirligini olumsuz etkilemistir (Kumar et. al., 2014).

Bagka bir ¢alismada misir nisastasi ile yapilan B. thuringiensis biyopreparati
dayaniklilik ve esneklige sahip film olusturma 6zelligine sahip oldugu saptanmustir.
Amilaz ve amilopektinden olusan nisasta ise, suda pisirildiginde jelatinlesme ve
sogudugunda da ¢oziinemez forma ge¢me Ozelligine sahiptir. Ulasilabilir ve ucuz
olan, 6nceden islenip jelatinlestirilmis nisastanin B. thuringiensis ve soguk su ile
karistirilmas1 ile elde edilen preparat, gerekli olan 1sil islemlerin, nisastanin
mikroorganizmayla bulusmasindan 6nce uygulanmis olmasi sebebiyle, islenmemis
nigasta kullanimi ile karsilastirildiginda, mikroorganizmanin canlilik kaybinin
olmadig1 goriilmektedir. Elde edilen preparatin yeniden kurutulup 6giitiilmesinin
ardindan raf omrii takip edildiginde ise 4 ay boyunca mikroorganizmanin canlilik

kaybina ugramadigr bildirilmistir. Calisma gelecek c¢aligmalar i¢in umut verici
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nitelikte olmustur (Dunkle and Shasha, 1988; Bartelt et al., 1990; McGuire et al.,
1990; McGuire and Shasha, 1995).

McKinley et al. (1989), Baz1 mikroorganizmalar sivi formiilasyonlarda
gelisebilir ve bu gelisimler genellikle alkali ortamlar ile notral ortamlarda
gozlenmistir. Kontaminasyona sebep olan mikroorganizmalar, formiilasyon
icerisindeki organizmanin antagonisti olabilmektedir, bu da ortaya ¢ikan metabolit
artiklarindan dolayi, formiilasyonda pH degisimlerine ve yararli organizma igin
zararli enzimler iretilmesine sebep olabilmektedirler. Mikrobiyal faaliyetler
sonucu olusan gazlar, {liriiniin a¢ilmadan dnce veya agildig1 sirada patlamasina
sebep olabilir. Uriinii kontaminasyondan korumak icin, pH degerini potansiyel
kontaminantlarin lireyemeyecegi aralikta tutmak yararhidir ancak bu koruyuculuk
uygulama sonrast devam etmemektedir. Formiilasyon yapilirken kullanilacak
iiriinlerin igerisine antibiyotik gibi Ttriinler eklenirken, insanlara ve diger
omurgalilara etki edecek tibbi problemler dikkate alinmalidir. Buna ek olarak
iirlinlin kurutulmasi ile bircok kontaminasyon riskinden kag¢inilmasi amaglanmistir
(Jones and Burges, 1998). Soguk ortamda saklama islemi de kontaminasyon riskini
azaltmaktadir ancak maliyeti arttirmasi sebebiyle, biyopreparatin kimyasal
alternatiflerle rekabet giiciinli azaltacagi i¢in, gelismekte olan {ilkelerde pratikte

miimkiin olmayabilir.

Formiilasyon sekli 1slanabilir toz (WP: Wettable Powder) olan
biyoformiilasyon tiretilirken canlilik kaybini en aza indirme noktasinda, kurutma en
onemli agamalardan biridir. Kurutma asamasi i¢in dogru bir yontem secildiginde
canlilik kaybt en aza indirilmis olup aym zamanda diirlinlin raf Omri
uzatilabilmektedir. Canlilik kayb1 sorununa ¢6ziim olarak, havayla ve dondurarak
kurutma (liyofilizasyon) yontemlerinin alternatif olacagi bildirilmistir (Kosanke et
al., 1992). Uriin igerisinde su miktar1 ne kadar az olursa, iiriiniin raf 6mrii o kadar
uzun olmaktadir; tiriin igerisinde bulunan bakteriler dormant fazda bulundugundan

kontaminantlara kars1 elverissiz ve uygulamaya uygun hale gelmektedir (Bashan,

1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Cahismada kullanilan test bitkisi
Calismada Istanbul Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. Sti tarafindan temin

edilen standart bir ¢esit olan Beith Alpha hiyar (Cucumis sativus L.) gesidi test
bitkisi olarak kullanilmistir (Sekil 3.1).

Cucumis sativus L.
Hiyar Beith Alpha
Cucumber

Sekil 3.1. Beith Alpha hiyar (Cucumis sativus L.) tohumu ambalajt.

3.1.2 Cahismada kullamlan test patojeni

Calismada, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Fitopatoloji Anabilim Dal1 Bakteriyoloji laboratuvari stoklarinda bulunan ve
patojenisite testleri ile yiiksek viriilenslige sahip oldugu belirlenen Pseudomonas

syringae pv. lacrymans (Psl) izolat1 (Sekil 3.2) test patojeni olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.2. Pseudomonas syringae pv. lacrymans (Psl) izolatinin King B besiyerinde
koloni gelisimi.

3.1.3 Cahsmada kullanmilan bakteriyel formiilasyonlar

Calismada ortii alt1 hiyar yetistiriciliginde sorun olan hiyar bakteriyel koseli
yaprak lekesi hastalik etmenine (Pseudomonas syringae pv. lachrymans)’a karsi
daha once yliriitiilen projelerde sera kosullarinda denenerek basarili bulunan ve
verimi artiran (PGPR), kesin tanist yapilmig; 112 ve 103 nolu Pseudomonas
fluorescens izolatlari, 101 ve 41 nolu Pseudomanas putida izolatlari, 99 nolu
Bacillus thrungiensis izolat1 99 ve 83 nolu Pantoea agglomerans izolatinin ucuz
substratlar kullanilarak genis Ol¢ekte reaktorde iiretimleri yapilarak elde edilen

liyofilize 1slanabilir toz (WP) formulasyonlar1 kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada hiyarda bakteriyel koseli yaprak lekesi hastalik etmenine
(Psl) kars1 etkisi arastirilan liyofilize WP bakteriyel formiilasyonlar

Kodu | Izolat Tiirii Izoleedil | 37°C’de Tiitiinde Patateste | Etkili Etkimekaniz PGPR
No digikonu | gelisme HR pektolitik | Oldugu masl Etki
keu aktivite patojen
41 (Pp30)** | P. putida Kavun - - - FOM, ISR, Huyar,
FON Rekabet Kavun
83 Pa83 p. agglomerans | Hiyar - - - FOC ISR, Hiyar
PSL Rekabet
LD
99 (Bt99)! B. thrungiensis | Hiyar - - - FOC ISR, Hiyar
PSL Rekabet
LD
101 (18/1k)? P. putida Domates | - - - PST ISR, Domates
Rekabet
103 (Pf70)>% | P. fluorescens Hiyar - - - PSTFOC | ISR, Huyar,
Rekabet Kavun
112 (Pf112)' | P. fluorescens Hiyar - - - FOC ISR, Huyar,
PSL Rekabet Kavun
LD

! Ozaktan ve ark., 2015. Bakteriyel Endofitlerin Hiyar Yetistiriciliginde Biyogiibre ve Biyopestisit Olarak
Kullanilma Olanaklari. TUBITAK-COST 1110505 no.lu proje kesin raporu

2 Giil ve ark.,2008. Onemli Sera Sebze Tiirlerinde Baz1 Kok Bakterilerinin Bitki Gelisimi, Verim ve Besin Maddesi
Alimina Etkileri. TUBITAK TOVAG 1050571NO.LU PROIJE kesin rp.

% Giil A., F. Kidoglu, H. Ozaktan, Y. Tiizel, 2013. Rhizobacteria promoted yield of cucumber plants grown in
perlite under Fusarium wilt stress. Scientia Horticulturae 153:22-25

4 Bora, T., Ozaktan H., Gore E., Aslan E., 2004. Biological Control of Fusarium oxysporum f. sp. melonis by
Wettable Powder Formulations of the two Strains of Pseudomonas putida. Journal of Phytopathology 152(8-
9):471 — 475

5 Ozaktan, H., Ozsar1 P., Akbaba M., Karsavuran Y., 2016. Using of endophytic bacteria for biological control of
potato beetle (Leptinotarsa decemlineata) and plant growth promaotion.

Transferring knowledge of tritrophic interaction to field application of microbes, 29-30 September, 2016.

Bielefeld-Germany
FOC: Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum’, FORC: F.oxysporum f.sp. radiciscucumerinum’, FON:

F.oxysporum f.sp. niveum, FOM: F.oxysporum f.sp. melonis, PST: Pseudomonas syringae pv. tomato, PSL.:

Pseudomonas syringae pv. lachrymans, LD: Leptinotarsa decemlineata

*

3.1.4 Cahsmada kullamilan besi yerleri

Calismada, P. syringae pv. lachrymans’in kiiltire alinmasi ve Yararl
Bakteri’lerin bitki icerisindeki kolonizasyonlarinin izlenmesi i¢in King B (Cizelge

3.2) ve Triptik Soya Agar (TSA) (Cizelge 3.3) ortamlar1 kullanilmistir.

Cizelge 3.2. King B ortamui i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

1000 ml King-B besiyeri
Kimyasallar | Miktarlari King’s B Kullanim
Pepton 209 (ll<inl%5eztl) Amaci
al.,

K2HPO, 159 Bakteriyel
MgS0.7H,0 | 1,59 etmenlerin
Gliserol 10 ml izolasyonu,
Agar 16 g pigment

olusumu
Ph 7’ye ayarlanir ve 121°C’de 20 dk.
Otoklavlanir.
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Cizelge 3.3. Triptik Soya Agar (TSA) genel besiyeri ve yararli bakteri’lere
Rifamycin (200 ppm)’e dayanikliik kazandirilmast  ve
kolonizasyonun incelenmesi i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari

1000 ml TSA besiyeri

Kimyasallar | Miktarlar TSA + Kullanim

Triptic soy 30g Rifamycin | Amaci

broth (200ppm) _

Agar 16g _Kolonlzasy_onun

121°C*de 20 dk. Otoklavlanr. pelenmesi ve

Rifamycin | 200 mg bakterilere

Rifamycin 3-5 ml alkolde ¢oziildiikten sonra Rifampicine

sterilize edilmis 50 °C’ye kadar sogutulmus TSA (200 ppm)’e

ortamina eklenir. dayaniklilik
kazandirilmasi

3.1.5 Calismada kullamlan yetistirme orami ve Kosullar:

Bitkilerin yetistirilme ortam1 ve kosullart Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimiine ait ayarlanabilir sicaklik ve 151k sistemine sahip olan iklim
odasinda gergeklestirilmistir. Calismada tohum ekimi igin 45 gozli viyoller
kullanilmig olup bitki yetistirmek igin ise 10*10*8 cm capinda saksilar ve

yetistirme ortami olarak steril torf kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. In vivo denemelerinde kullanilan steril torf ile doldurulmus viyollerin ve
tohum ekiminin goriiniimii.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteriyel Formulasyonlarla In Vivo Testler

3.2.1.1 Bakteriyel formulasyonlarin Psl’a biyokontrol etkilerinin

denenmesi

Bakteriyel formulasyonlarin Psl’a biyokontrol etkilerinin denenmesi i¢in
oncelikle saglikli hiyar (cv. Beith Alpha) tohumlar1 6nce iyice yikanmis (Sekil 3.4)
ve tohumlar1 Sodyum Hipoklorit (%1) ile yiizey dezenfeksiyonu uygulanmistir.

Sekil 3.4. Tohumlarin yiizey dezenfeksiyonu uygulamasi (Tohumlar 1,5 dakika
NaOCTI’de bekletilip sonrasinda 1’er dakikalik saf durulama suyunda 2
kere durulanarak, kurutma kagitlarina alinmistir.)

Tohumlar kurutma kagidinda bir gece boyunca kurutulduktan sonra Carboxy
Methyl Cellulose (%1°’lik CMC) ile uygulama gormiis (Sekil 3.5) ve farkli doz
serilerinde bakteri formulasyonu (10°, 108 cfu/ml) ile 30 dakika siireyle 121 rpm’de
calkalanarak kaplanmistir (Sekil 3.6). Kaplama isleminden sonra kurutma kagitlar
arasinda tutulan tohumlar beklemeye alinmistir. Kontrol (-) tohumlari ise sadece

Carboxy Methyl Cellulose (%1°lik CMC) ¢ozeltisi ile kaplanmustir.
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Sekil 3.5. Carboxy Methyl Cellulose (%1°lik CMC) gériiniimii.

Cizelge 3.1°de ozellikleri belirtilen bakteriyel preparatlar, hiyarda Psl’ye
kars1 bitki biiyiime odasinda biyopestisit olarak etkileri agisindan teksel olarak
farkl1 doz serilerinde (10° ve 10® cfu/ml) tohum kaplama (Sekil 3.6) ve yesil aksam
uygulamasi bi¢iminde gergeklestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.6. Biyoformiilasyonlarla tohum kaplama asamasi ve uygulama gormiis
tohumlarin 30 dakika siireyle 121 rpm’de calkalayicidaki bekletilmesi.

Tohum bakterizasyonu igin farkli dozdaki (10° ve 108 cfu/ml) bakteriyel
biyoformulasyonlarla uygulama goérmiis hiyar tohumlari, torf iceren viyollere
ekilmistir (Sekil 3.7). Iki gercek yaprakli asamaya gelince saksilara sasirtilmistir
(Sekil 3.7).



Sekil 3.7. In vivo denemelerinde kullanilan steril torf ile doldurulmus saksilarin ve
iki gercek yaprakli asamaya gelen hiyar fidesinin sasirtma goriiniimii.

Yesil aksam uygulamasi igin ise; viyollerde bulunan, 2 gercek yaprakli
asamaya gelmis hiyar fideleri saksilara sasirtildiktan sonra, biyoformulasyon
siispansiyonlar1 farkli dozda (10° ve 108 cfu/ml) her bitki basma 10 ml olacak
sekilde uygulanmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Yesil aksam uygulamasi (bitki basmna 10 ml olacak sekilde
uygulanmistir).

Sekil 3.9. Kok i¢irme uygulamasi (bitki basima 20 ml olacak sekilde igirme
bi¢iminde uygulanmaistir).
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Bakteriyel formulasyonlarla yesil aksam uygulamasi goren hiyar fidelerine
24 saat sonra, 107 cfu/ml (OD 600 nm: 0,05, Sekil 3.11) yogunlugundaki patojen
Psl siispansiyonu yapraklara piiskiirtme bigiminde uygulanmistir (Sekil 3.12).

Sadece Psl uygulanmis hiyar bitkileri pozitif kontrol olarak, herhangi bir uygulama

gormemis hiyar bitkileri ise negatif kontrol olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.10. Psl patojeninin yogunlugunun spektrofotometrede 6l¢timii.

Psl inokulasyon sonrasi bitkiler seffaf plastik torbalar altinda yiiksek oransal
nemde (%80-90) 3 giin siireyle inkubasyona birakilmistir (Sekil 3.12), 3 giin

sonunda posetler ¢ikartilmistir.

Sekil 3.12. Psl inokulasyonunu takiben 3 giin siireyle yiiksek oransal nemin
saglanmas.
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Psl patojeni uygulamasindan 14 giin sonra, 0-4 skalasina gore bitkilerdeki

hastalik siddeti degerlendirilmistir (Cizelge 3.4).

Elde edilen skala degerleri Thousend Heuberger formiilii* yardimi ile hastalik
siddeti (%) degerlerine doniistiiriilmiistiir. Elde edilen sonuglar pozitif kontrol
uygulamalariyla karsilastirilarak biyopreparatlarin Psl’ye etkisi ABBOTT (%)

formiilii ile degerlendirilmistir.

Cizelge 3.4. Hastalik siddetinin degerlendirilmesinde kullanilan 0-4 skalas1

Skala degeri Aciklama

0 Hastalik belirtisi yok

1 Yapragin % 0-25’inde hastalik belirtisi

2 Yapragin % 26-50’sinde hastalik belirtisi

3 Yapragin % 51-75’inde hastalik belirtisi

4 Yapragin % 76-100’iinde hastalik belirtisi veya 6liim

Elde edilen hastalik siddeti (%) sonuglari, Abbot formiilii* yardimi ile

kontrole gore % etki degerleri olarak hesaplanmistir.

Y (SkaladegerixSkalada degerlendirilenbitki say1s:)
Toplam bitki say1s1 XxEnyiksek skala degeri

vo®
®e

Sekil 3.13. Psl'nin olusturdugu hastalik siddetinin belirlenmesi i¢in kullanilan 0-4

skalasinin (0: belirti yok, 1: 0 > %25, 2: %25 > %50, 3: %50 > %75, 4:
%75 > %100 ) yapraktaki gortiniimleri.

* 9% Hastalik siddeti= x 100
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Biyoformulasyonlarin biyokontrol etki denemeleri 5 tekerriirli ve her
tekerriirde 1 bitki yer alacak sekilde Tesadiif parselleri deneme desenine gore
planlanmistir. Deneme sonunda bu bitkiler sokiilerek, yesil aksam ve kok i¢in yas
agirlik ve kuru agirlik (68°C’de etiivde 72 h kurutma sonrasi elde edilen degerler,

Sekil 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18) degerlendirmesi yapilmistir.

Sekil 3.16. 68 °C’de etiivde 72 h kurutma islemi.
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Sekil 3.18. Kok kuru agirlik tartimlari.

Boylece, bakteriyel formulasyonlarin denendigi hastalik etmenine ve bitki

gelisimine karsi en etkili olduklar1 doz da belirlenmistir.

3.2.1.2 Bakteriyel formulasyonlarin bitki gelisimine etkilerinin

denenmesi

Cizelge 3.1’de ozellikleri belirtilen bakteriyel formulasyonlarin hastalik
baskis1 olmaksizin hiyarda bitki biiyiime odasinda biyogiibre olarak bitki biiyiime
ve gelismesine etkileri agisindan teksel ve kombinasyon halinde farkli doz
serilerinde (10° ve 10® cfu/ml) denenmistir. Denemelerde biyoformulasyonlar,
sirastyla, tohum kaplama, kok i¢irme ve yesil aksam uygulamasi (Sekil 3.6, Sekil
3.8, Sekil 3.9) bi¢iminde gergeklestirilmistir. Tohum bakterizasyonu i¢in farkli

dozdaki (10° ve 108 cfu/ml) bakteriyel biyoformulasyonlarla uygulama gérmiis
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hiyar tohumlar steril torf igeren 45 gozlii viyollere ekilmistir (Sekil 3.3). Iki gercek
yaprakli asamaya gelince saksilara sagirtilmistir (Sekil 3.7). Kok icirme uygulamasi
icin, iki gercek yaprak asamasina gelmis ve saksilara sasirtilan hiyar fidelerine,
farkli dozda (10° ve 108 cfu/ml) biyoformulasyon siispansiyonlar1 her bitki basina
20 ml olacak sekilde icirme bigiminde uygulanmistir (Sekil 3.9). Yesil aksam
uygulamasi igin ise; 2 gercek yaprakli asamaya gelmis hiyar fideleri saksilara
sasirtildiktan sonra, biyoformulasyon siispansiyonlar1 farkli dozda (10° ve 108
cfu/ml) her bitki basina 10 ml olacak sekilde uygulanmistir (Sekil 3.8).
Biyoformulasyonlarin bitki gelisimine etki denemeleri 5 tekerriirli ve her
tekerriirde 1 bitki yer alacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore
planlanmistir. Uygulama goren bitkiler saksilara sasirtildiktan sonra, yaklasik 27-
30 giin siireyle gelismeleri izlenip ve bu siire sonunda degerlendirilmistir. Herhangi
bir uygulama gormemis bitkiler Negatif kontrol olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglar negatif kontrol uygulamalariyla karsilastirilarak biyopreparatlarin
bitki gelisimine etkisi ABBOTT (%) formiilii ile degerlendirilmistir (Cizelge 3.4).
Deneme sonunda bu bitkiler sokiilerek, yesil aksam ve kok i¢in yas agirlik ve kuru
agirlik (68°C’de etiivde 72 h kurutma sonrasi elde edilen degerler) degerlendirmesi
yapilmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18). Boylece;
biyoformulasyon uygulamalarinin hiyar bitkilerinin yesil aksam yas ve kuru
agirliklarina etkisinin olup olmadigi ve biyogiibre olarak kullanilabilecekleri en

uygun doz ve uygulama bi¢imi belirlenmistir.

3.2.1.3 Secilen formulasyonlarin teksel ve kombinasyon olarak Psl’ye

etki denemesi

Bakteriyel formulasyonlarin Psl’a biyokontrol etkilerinin denemesi sonucu
elde edilen veriler dogrultusunda Cizelge 3.1°de ozellikleri belirtilen 99 nolu B.
thrungiensis ve 83 nolu P. agglomerans preparatlarinn, ii¢ farkli dozunun (107,108
ve 10° cfu/ml) teksel ve kombinasyon halinde denenmesine karar verilmistir.
Oncelikle yikanmis hiyar tohumlarma yiizey dezenfeksiyonu uygulanmustir (Sekil
4.1) Tohumlar kurutma kagidinda bir gece boyunca bekletildikten sonra Carboxy
Methyl Cellulose (%1’lik CMC) ile uygulama gérmiis ve 30 dakika siireyle 121
rpm’de calkalanarak kaplanmistir. Kaplama isleminden sonra kurutma kagitlart

arasinda tutulan tohumlar beklemeye alinmistir. Kontrol (-) tohumlar1 ise sadece
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Carboxy Methyl Cellulose (%1°lik CMC) ¢ozeltisi ile kaplanmistir. Denemelerde
biyoformulasyonlar tohum kaplama (Sekil 3.6) ve yesil aksam uygulamasi (Sekil
3.8) bi¢iminde gerceklestirilmistir. Bakteriyel biyoformulasyonlarla uygulama
gormiis hryar tohumlar, steril torf igeren viyollere ekilmistir (Sekil 3.3). iki gercek
yaprakli asamaya gelince saksilara sasirtilmistir (Sekil 3.7). Yesil aksam
uygulamasi i¢in hiyar fideleri saksilara sasirtildiktan sonra, biyoformulasyon
siispansiyonlar1 farkli dozda (107,108 ve 10° cfu/ml) her bitki basina 10 ml olacak
sekilde uygulanmistir (Sekil 3.8). Yesil aksam uygulamasindan 24 saat sonra, 10’
cfu/ml (OD600nm: 0,05) yogunlugundaki patojen Psl siispansiyonu hiyar
fidelerinin yapraklarma piskiirtme bigiminde uygulanmigtir. Sadece Psl
uygulanmis hiyar bitkileri pozitif kontrol olarak, herhangi bir uygulama gérmemis
hiyar bitkileri ise negatif kontrol olarak degerlendirilmistir. Psl inokulasyonundan
sonra, seffaf plastik torbalar yardimiyla 3 giin siireyle yiiksek oransal nem
saglanmistir. Biyoformulasyonlarin biyokontrol etki denemeleri 5 tekerriirlii ve her
tekerriirde 1 bitki yer alacak sekilde Tesadiif parselleri deneme desenine gore
planlanlanmistir. Psl inokulasyonundan 14. giin sonra 04 sikalasmna gére (Ozaktan
ve Bora, 1994; Tiirkiisay;1998) hastalik siddeti degerlendirilmistir. Elde edilen
skala degerler1 Thousend Heuberger formiili* yardimi ile hastalik siddeti (%)
degerlerine doniistiiriilmiistiir. Elde edilen sonuglar pozitif kontrol uygulamalariyla
karsilagtirilarak biyopreparatlarin  PSL’ye etkisi ABBOTT (%) formiili ile
degerlendirilmistir (Cizelge 3.4) (Sekil 3.13). Deneme sonunda bu bitkiler
sokiilerek, yesil aksam ve kok igin yas agirlik ve kuru agirlik (68°C’de etiivde 72 h
kurutma sonrasi elde edilen degerler) degerlendirmesi yapilmustir (Sekil 3.14, Sekil
3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18). Psl baskisina ragmen, hiyar bitkilerinde
biyoformulasyon uygulamalarinin yesil aksam yas ve kuru agirliklarininda, kok yas
ve kuru agirliklarinda etkisinin olup olmadigi da degerlendirilmis ve bakteriyel
formulasyonlarin denendigi hastalik etmenine ve bitki gelisimine karst en etkili

olduklar1 doz belirlenmistir.

3.2.2 In Vivo testlerden basariyla gecen bakteriyel formulasyonlarin

bitki icinde kolonizasyonunun izlenmesi

Tohum bakterizasyonu, koklere i¢irme (Sekil 3.9) ve yesil aksama piiskiirtme

(Sekil 3.8) bi¢iminde ve farkli doz serilerinde uygulanan (10° ve 108 cfu/ml)
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biyoformulasyonlarin aktif organizmasi olan bakterilerin zamana bagli olarak bitki
icinde tutunma ve kolonizasyonu saksi denemeleriyle bitki biiylime odasinda

arastirilmistir.

Sekil 3.19. Hiyar tohumunun gelisim asamalari.

Hiyar bitkilerinde biyoformulasyonlarin aktif organizmasi yararli bakterilerin
populasyonunu izlemek amaciyla, testlenecek bakterilerin rifamycin (200 ppm)’e
dayanikli olan paralelleri laboratuvar stoklarimizda mevcuttur. Rifamycin’e
dayanikli  bakteri izolatlarin 6zel olarak kiigiik  Olgekte iiretilen
biyoformulasyonlar1  hiyar  bitkilerine  uygulandiktan  sonra  bitkideki

kolonizasyonlar1 agagida belirtilen donemler boyunca izlenmistir.

Cizelge 3.5. Bakteriyel formulasyonlarin bitki icerisinde kolonizayonunu takip
etmek amaciyla uygun goriilen 6rnek alinma zamanlari

Tohum bakterizasyonu sonras1 (cfu/tohum)
Kotiledon donemi (cfu/ bitki)

Ik gergek yaprak (cfu/bitki)

Ikinci gergek yaprak (cfu/bitki)

o ~ w D oE

Ucgiincii gercek yaprak (cfu/bitki)
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Bitki ve tohum ornekleri 2 kez steril sudan gegirilerek kurutma kagitlart
arasinda kurutulmus ve steril polietilen torbalara konularak stomaker yardimiyla

ezilmistir (Sekil 3.20a), (Sekil 3.20e).

Sekil 3.20. Bitki icerisinde kolonizasyonunu belirlemek i¢in kullanilan yontemin
asamalarindan bir gOriiniim; a) tohum uygulama asamasi, b)
calkalayicida karistirilma asamasi, c) koklere icirme uygulamasi
sonrasindaki asama, d-e) yesil aksama piiskiirtme uygulamasindan
sonraki asama, f-g) bitki ekstraksiyonundan seyreltme serileri
hazirlanma asamasi.

Bitki kesitlerinin agirliklarinin 10 kat1 steril saf su bu torbalara konularak 30
dakika 120 rpm de calkalayicida karistirilmistir (Sekil 3.20b). Elde edilen bu
siispansiyondan seyreltme basamaklari olusturularak Rifampicine (200 ppm) igeren

TSA ortamina 20 pl damlatilarak ekimler yapilmistir (Sekil 3.20f).

Denemeler Tesadiif Parselleri deneme desenine gore, her Ornekleme
doneminde Ornekler 3 tekerriirlii olarak alinacak sekilde kurularak ve
biyoformulasyondaki bakterilerin zamana bagli olarak kolonizasyonu ve

populasyon degisimi (cfu/g bitki, cfu/g tohum) degerlendirilmistir.
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3.2.3 istatistiksel analizler

Tez ¢alismasi1 kapsaminda analizlerin sonucunda elde edilen veriler, SPSS
(SPSS Inc. PASW Statistics versiyon 25.0) istatistik paket programu ile tek yonlii
varyans analizine tabi tutulmustur. Gruplar arasindaki 6nemli farkliliklar %5 hata

olasiligi ile yapilan Duncan testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Biyoformulasyonlarla In vivo Bitki Biiyiime Odas1 Kosullarinda

Saks1 Denemeleri Sonuglari

Tez ¢alismasinda, bakteriyoloji laboratuvar: stoklarinda bulunan, daha 6nce
canlilik ve raf omrii testlerinden gegen liyofilize 1slanabilir toz (WP) bakteriyel
formulasyonlarin biyopestisit ve biyostimulant 6zellikleri testlenmistir. Testlenen
ve lretimi yapilan bu bakteriyel formiilasyonlarin (6 adet), test patojeni olarak
kullanilarak (Psl) *ye kars1 etkinligi in vivo kosullar altinda degerlendirmistir. Bu

in vivo denemeleri sonucunda elde edilen bulgular bu kisimda agiklanmustir.
4.1.1 Bakteriyel formulasyonlarin Psl’a etki testi sonuclar:

Bakteriyel formulasyonlar oncelikle teksel olarak bakteriyel hastalik etmeni
olan Psl’a kars1 bitki biiyiime odasi kosullarinda in vivo’da biyokontrol etkisi en
yiiksek 2 doz serisi (10® ve 10° cfu/ml) dikkate almarak testlenmistir (Sekil 4.1).
Deneme sonunda bu bitkiler degerlendirilereck hastalik siddetine etkileri

belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. Bitki biiyiime odas1 in vivo deneme goriiniimil.

Cizelge 4.1°de goriildigii gibi, testlenen tiim bakteriyel formulasyonlar her

iki doz serisinde de istatistiksel olarak pozitif kontrolden farkli grupta yer alarak



40

etkili bulunmustur. Her iki doz serisinde Psl’a kars1 de en basarili biyoformulasyon
uygulamasi 83 olurken (Sekil 4.3), bunu 99 (Sekil 4.4), 103 (Sekil 4.6), 112 (Sekil
4.7) ve 41 (Sekil 4.2) nolu izolatlar izlemistir.

Cizelge 4.1. Formulasyonu yapilan yararli bakterilerin farkli doz serilerinin, teksel
uygulanmalar1 durumunda, hiyarda bakteriyel koseli yaprak lekesi
etmeni Psl’a karst bitki biiylime odasi kosullarinda in vivo’da
biyokontrol etkisi

Biyoformulasyon no | Farkli doz serilerinde saptanan | Pozitif Kontrole gore etki
ortalama hastalik siddeti (%) (Yo)***
108 cfu/ml* 10° cfu/ml* 108 cfu/ml 10° cfu/ml
41 10.28 a** 5.20 ab** 71.45 85.56
83 3.33a 1.00a 90.75 97.23
99 7.16a 7.52 ab 80.12 79.12
101 1950 b 14.58 b 45.84 59.50
103 6.00 a 2.66 a 83.34 92.62
112 7.16 a 4.33a 80.12 87.98
Pozitif Kontrol 36.00 c 36.00c
Negatif Kontrol 0.00 0.00

*degerler 5 tekerriir ortalamasidir
**Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki fark P< 0.05’e gore 6nemsizdir.
***degerler Abbott’a gore uygulamalarin Pozitif kontrolden farkini gostermektedir.

Sekil 4.2. 41 no’lu izolatmn in vivo’da Psl’a etkisinin pozitif kontrol uygulamasiyla
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.3. 83 no’lu izolatin in vivo’da Psl’a etkisinin pozitif kontrol uygulamasiyla
karsilagtirilmast.

Sekil 4.4. 99 no’lu izolatin in vivo’da Psl’a etkisinin pozitif kontrol uygulamasiyla
karsilagtirilmast.

Sekil 4.5. 101 no’lu izolatin in vivo’da Psl’a etkisinin pozitif kontrol uygulamasiyla
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.6. 103 no’lu izolatin in vivo’da Psl’a etkisinin pozitif kontrol uygulamasiyla
karsilastirilmasi.

Sekil 4.7. 112 no’lu izolatin in vivo’da Psl’a etkisinin pozitif kontrol uygulamasiyla
karsilastirilmasi.

Bu sonuclar dogrultusunda, farkli genuslardan olma &zellikleri de dikkate
alinarak Psl i¢in 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis

formulasyonlarinin kombinasyon halinde denenmesine karar verilmistir.
4.1.2 Bakteriyel formulasyonlarin bitki gelisimine etki testi sonuclari

Formulasyonlarin hastalik baskisi olmaksizin bitki gelisimine etkisi; elde
edilen 6 farkli bakteri biyoformiilasyonlarmnin iki farkli dozunun (10° ve 108 cfu/ml)
tohum kaplama ve kok i¢irme uygulamasi yapilarak bitki gelisiminin bitki biiylime
odasinda izlenmesi ve fide sasirtma asamasindan sonraki 27-30 giinliik bitkilerde
yesil aksam ve kok yas/kuru biyomas tartimlarimin yapilmast seklinde
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler herhangi bir uygulama gérmemis negatif
kontrol bitkilerinden elde edilen yas ve kuru agirlik degerleriyle karsilastirildiginda

elde edilen veriler Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3°de toplu olarak goriilmektedir.
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Cizelge 4.2°deki bitki yas agirlik verilerinden, genel olarak, biyoformulasyon
uygulamalarinin kok yas agirlig iizerine olumlu bir etkisinin olmadig: istatistiksel
olarak anlasilmaktadir. Ancak, biyoformulasyon uygulamalar arasinda 41, 83, 99
ve 112 nolu bakterilerin yesil aksam yas agirhi§in1 negatif kontrol degerleriyle
karsilastirildiginda, uygulama dozu dikkate alinmaz ise, %12 -53 oraninda artirdig,
genel olarak 108 cfu/ml uygulama dozunun, 41, 83, 99 ve 112 nolu bakterilerin yesil

aksam yas agirligini artirdigi istatistiksel olarak saptanmistir.

Cizelge 4.2. Formulasyonu yapilan yararli bakterilerin, teksel olarak, farkli doz
serilerinin hiyarda bitki biiyiime odasi kosullarinda bitki (kok ve yesil
aksam) yas agirligina (biyomasa) etkisi

Uygula | Farkli doz serilerinde bitki yas agirhig (g/bitki)* Negatif Kontrole gore etki (%)***

ma no
Kok yas agirligr (g/bitki) | Yesil aksam yas agirhigr | Kok yas agirligina | Yesil aksam yas

(g/bitki) etki (%) agirligina etki (%)
108 cfu/ml | 10° cfu/ml | 108 cfu/ml | 10° cfu/ml | 108 10° 108 10°
cfuml | cfu/ml | cfu/ml | cfu/ml

41 0.3 ab** 0.31 a** 8.41cd** 9.36cd** -- -- 20 34

83 0.16 ab 0.38 a 7.82 cd 9.51cd -- -- 12 36

99 0.36 bc 1.06 b 9.74 de 9.86 d - -- 39 41

101 0.21ab 0.17 a 4.93 ab 344 a -- -- -- --

103 0.18 ab 0.25a 5.01 ab 5.86 ab -- -- -- --

112 0.55¢ 0.47a 10.70 e 6.95 bc -- -- 53 --

K@) 2.64d 2.64c 6.99 bc 6.99 bc -- -- -- --

*degerler 5 tekerriir ortalamasidir

**Duncan coklu karsilagtirma testine gore ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki fark P< 0.05’e gore 6nemsizdir.

***degerler Abbott’a gore uygulamalarin Negatif kontrolden farkini gostermektedir.

Cizelge 4.3’deki bitki kuru agirlik verilerinden, genel olarak,
biyoformulasyon uygulamalarinin kok kuru agirligi iizerine olumu bir etkisinin
olmadig istatistiksel olarak anlagilmaktadir. Ancak, biyoformulasyon uygulamalari
arasinda 41, 83, 99 ve 112 nolu bakterilerin yesil aksam kuru agirligini, negatif
kontrol degerleriyle karsilastirildiginda, uygulama dozu dikkate alinmaz ise, %9-

43 oraninda artirdig1, genel olarak 108 cfu/ml uygulama dozunun, 99 ve 112 nolu

bakterilerin yesil aksam kuru agirligini artirdigy istatistiksel olarak saptanmaigtir.
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Cizelge 4.3. Formulasyonu yapilan yararli bakterilerin, teksel olarak, farkli doz
serilerinin hiyarda bitki biliylime odas1 kosullarinda bitki (kok ve yesil
aksam) kuru agirligina (biyomasa) etkisi

Uygula | Farkli doz serilerinde bitki kuru agirhigi (g/bitki)* | Negatif Kontrole gore etki (%)***
ma no
Kok kuru agirhigr | Yesil aksam  kuru | Kok kuru agirligina | Yesil aksam kuru
(g/bitki) agirhig (g/bitki) etki (%) agirligina etki (%)
108 cfu/ml | 10° cfu/ml | 108 cfu/ml | 10° 108 10° 108 10°
cfu/ml_ | cfu/ml | cfu/ml | cfu/ml | cfu/ml
41 0.07 c** 0.06 abc** | 0.53 b** 0.63 - - - 13
C**
83 0.06 bc 0.11 cde 0.50b 0.61c - - - 9
99 0.08 c 0.16 e 0.67c 0.68¢ - - 20 21
101 0.02a 0.02a 0.29a 0.20a - - -- --
103 0.04 ab 0.04 ab 0.32a 037ab | -- - -- --
112 0.12d 0.08 bcd 0.80d 0.50bc | -- - 43 -
K () 0.13d 0.13 de 0.56 bc 0.56 ¢ - -

*degerler 5 tekerriir ortalamasidir

**Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki fark P< 0.05’e gore 6nemsizdir.

***degerler Abbott’a gore uygulamalarin Negatif kontrolden farkini géstermektedir.

Sekil 4.8. 41 no’lu izolatin yesil aksam bitki gelisimine etkisi.
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Sekil 4.9. 41 no’lu izolatin kok bitki gelisimine etkisi.

Sekil 4.11. 83 no’lu izolatin kok bitki gelisimine etkisi.



46

Sekil 4.12. 99 no’lu izolatin yesil aksam bitki gelisimine etkisi.

-NK-‘”W
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Sekil 4.14. 101 no’lu izolatin yesil aksam bitki gelisimine etkisi.
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Sekil 4.15. 101 no’lu izolatin kok bitki gelisimine etkisi.

Sekil 4.17. 103 no’lu izolatin kok bitki gelisimine etkisi.
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Sekil 4.19. 112 no’lu izolatin kok bitki gelisimine etkisi.

4.1.3 Secilen formulasyonlarin teksel ve kombinasyon olarak Psl’ye etki

denemesi sonuclari

4.1.1 boliimiinde yiiriitiilen denemelerden elde edilen veriler dogrultusunda
Psl denemesi i¢in 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis
formiilasyonlarinin ii¢ farkli dozunun (107,108 ve 10° cfu/ml) teksel ve

kombinasyon halinde denenmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.4°de 83 ve 99 nolu formulasyonlarin teksel ve karisim halinde 3

farkli dozunun Psl’ a kars1 etkisi ile ilgili elde edilen veriler goriilmektedir.
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Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi tiim uygulamalar ve denendigi dozlar1 teksel

ve kombinasyon halinde Pozitif Kontrolden istatistiksel olarak farkli grupta yer

almugtir. Genelde biyoformulasyon uygulamalarimin 10°, 108 ve10 cfu/ml dozunda

da basarili olduklar1 dikkati gekmektedir. 83 nolu P. agglomerans preparatt hem tek

basmna hem de

B. thuringiensis preparati ile birlikte kullanildiginda, Psl’mn yaprak

belirtilerini ortalama %54-76 oraninda engelleyen en basarili uygulamalar

olmustur.

Cizelge 4.4. Secilen yararli bakterilerin farkli doz serilerinin, teksel ve
kombinasyon seklinde uygulanmalart durumunda, hiyarda
bakteriyel koseli yaprak lekesi etmeni Psl’a karst bitki biiyiime
odasi kosullarinda in vivo’da biyokontrol etkisi

Uygulamalar Uygulama dozu | Ortalama  hastalik | K (+)’e gore etki

(cfu/ml) siddeti (%)* (%)***
83 107 11.42 bed** 52

108 9.08 bc 58

10° 5.64b 76
99 107 18.22d 23

108 13.47 cd 43

10° 11.85cd 50
83 +99 107 16.90d 28

108 10.92 be 54

10° 8.98 bc 62
Pozitif Kontrol 23.63¢ -
Negatif kontrol 0.00 a --

*degerler 5 tekerriir ortalamasidir

**Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore aymi siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki fark P< 0.05’e gore onemsizdir.

***degerler Abbott’a gore uygulamalarin Pozitif kontrolden farkini gostermektedir.

Sekil 4.20. 83 nolu Pantoea agglomerans’m 10’ uygulama dozunun yesil aksamd
Psl gelisimine etkisi.
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Sekil 4.21. 83 nolu Pantoea agglomerans’in 10 uygulama dozunun Psl varliginda
kok gelisimine etkisi.

Sekil 4.22. 83 nolu Pantoea agglomerans’in 108 uygulama dozunun yesil aksamda
Psl gelisimine etkisi.

Sekil 4.23. 83 nolu Pantoea agglomerans’in 108 uygulama dozunun Psl varliginda
kok gelisimine etkisi.
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Sekil 4.24. 83 nolu Pantoea agglomerans’in 10° uygulama dozunun yesil aksamda
Psl gelisimine etkisi.

Sekil 4.25. 83 nolu Pantoea agglomerans’in 10° uygulama dozunun Psl varliginda
kok geligimine etkisi.

Sekil 4.26. 99 nolu Bacillus thuringiensis 10’ uygulama dozunun yesil aksamda Psl
gelisimine etkisi.
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Sekil 4.27. 99 nolu Bacillus thuringiensis 107 uygulama dozunun Psl varliginda kok
gelisimine etkisi.

Sekil 4.28. 99 nolu Bacillus thuringiensis 108 uygulama dozunun yesil aksamda Psl
gelisimine etkisi.

Sekil 4.29. 99 nolu Bacillus thuringiensis 10® uygulama dozunun Psl varliginda kok
gelisimine etkisi.
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Sekil 4.30. 99 nolu Bacillus thuringiensis 10° uygulama dozunun yesil aksamda Psl
gelisimine etkisi.

Sekil 4.31. 99 nolu Bacillus thuringiensis 10° uygulama dozunun Psl varliginda kok
gelisimine etkisi.

Sekil 4.32. 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis 10’
uygulama dozunun yesil aksamda Ps| gelisimine etkisi.
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Sekil 4.33. 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis 10’
uygulama dozunun Psl varliginda kok gelisimine etkisi.

Sekil 4.34. 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis 10®
uygulama dozunun yesil aksamda Psl gelisimine etkisi.

Sekil 4.35. 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis 108
uygulama dozunun Psl varliginda kok gelisimine etkisi.
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Sekil 4.36. 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis 10°
uygulama dozunun yesil aksamda Psl gelisimine etkisi.

Sekil 4.37. 83 nolu Pantoea agglomerans ve 99 nolu Bacillus thuringiensis 10°
uygulama dozunun Psl varliginda kok gelisimine etkisi.

4.2 In vivo Testlerden Basariyla Gegcen Bakteriyel Formulasyonlarin

Bitki icinde Kolonizasyonunun izlenmesi

Rifampicine (200 ppm) ile etiketlenen 83, 99 ve 112 nolu yararli bakteri
izolatlar1 i¢in PSI’nin zamana bagli olarak, hiyar bitkilerinin farkli donemlerinde

sistemik olarak tasiabilmesi ve kolonizasyonundaki degisimler arastirilmistir.
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Cizelge 4.5. Bakteriyel formulasyonlarin bitki i¢ince kolonizasyonunun izlenmesi

Uygulamalar | Ornekleme dénemlerinde saptanan bakteri popiilasyonu*
Tohum Kotiledon Ilk gergek Ikinci 3. gercek
bakterizasyonu donemi (cfu/ | yaprak gergek yaprak
sonrasi bitki) (cfu/bitki) yaprak (cfu/bitki)
(cfu/tohum) (cfu/bitki)
83 1x106 2x10° 1x10° 1x10° 1.6x10°
99 1x108 5x10% 5x10° 1x10% 1x10%
112 2x10° 1x10° 2.5x108 1x10° 1x10°
Negatif - - 1x10%™ --
kontrol

*Degerler 3 tekerriir ortalamasidir
**maya benzeri koloniler goriilmiistiir

Sekil 4.38. 83, 99 ve 112 nolu bakteriyel preparatlarin kolonizasyonunun izlenmesi.

In vivo saks1 denemeleri sonucunda Psl’a basarili bulunan 83, 99 ve 112 nolu
bakteri izolatlarinin bakteriyel formulasyonlarin tohumlara uygulanmasindan 24 h
sonra ortalama 4x10°-2x10° cfu/tohum diizeyinde bir bakteri populasyonu ile
bakterilerin tohum icine girdigi saptanmistir. Kotiledon déneminde de bitki igsel
dokularmda 5x10%-5x10° cfu/bitki diizeyinde bir bakteri populasyonunun
saptanmasi, bu bakteri izolatlarinin tohumdan yeni gelisen bitkiye dogru kolonize
oldugunu gostermistir. Ik gergek yaprak asamasinda bakterilerin hryar bitkisinde
populasyonu 1x10°-5x10°8 cfu/g bitki diizeyini korumustur (Cizelge 4.5). Ikinci
gercek yaprak asamasinda da bakterilerin popiilasyonu 1x10%-1x10° cfu/bitki
diizeyini korumustur. Genel anlamda formulasyonu yapilan bakteri izolatlar1 hiyar

bitkisinde bagariyla kolonize oldugu gézlenmistir.
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5. TARTISMA

Ulkemizde hem ortii alt1 hemde agikta yetistiriciligi yapilan sebze tiirlerinden
biri olan hiyarin ekonomik iiriin kayiplarina neden olan hastaliklarinin basinda Psl
gelmektedir (Zitter et al., 2010). Bolgemizde bakteriyel koseli yaprak lekesi
hastaligi Cucurbitaceae’lerin 6nemli hastaliklarindandir (Akbaba ve Ozaktan,
2018). Hastaligin sebep oldugu bu zararlar, hiyar yetistiriciligi i¢in hastaligin

Onemini ortaya ¢ikarmuistir.

Hastaligin miicadeledesinde kullanilan kimyasallarin basta insan sagligina
sonra da cevreye olumsuz etkilerinden dolay:1 alternatif miicadele ydntemleri
arayisina girilmistir. Biyolojik miicadelenin c¢evre dostu ve Onemli alternatif
miicadele yontemi olmasi, bitki hastaliklarina kars1 yararl bakterilerin kullanimi
yeni bir yaklagim olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Lilley et al., 1996). Biyolojik
miicadele kapsaminda, bir¢ok bitki tiirii ile iligkili olan yaygin olarak bitkilerin
yetistirildigi ortamlarda bulunan bitki gelisimini destekleyen bakteriler (PGPB)
dikkat gekmistir (Bashan and Holguin, 1998). Hastalik etmeni bakteriler biyolojik
miicadeleye etkili bir alternatif olabilecegi kabul edilmektedir. Bu YB’lerin
patojenlerin biyolojik kontroliiniin yan1 sira, ayn1 zamanda biiylimeyi de artirma
gibi konukgu bitkiler tizerinde olumlu etkilere sahip olabilecegi bildirilmistir (Ryu
vd., 2003; Sturz vd., 1999).

EB’lerin biyolojik savas elemani ve bitki biiylimesini artiric1 olarak
kullanilabilecek ideal adaylar olabilecegi bilinmektedir. Ozaktan ve ark., (2015)
tarafindan yiirtitiilen calisma kapsaminda; agik ve Ortli altinda yetistirilen hiyar
bitkilerinden izole edilen EB’ler Psl’a karsi biyokontrol aktiviteleri ve hiyar
bitkisinde verim artirici etkileri agisindan basarili oldugu saptanmistir. Bu
calismada EB’ler agisindan dikkati ¢eken bir diger durum, hiyar bitkilerinin igsel
dokulariin EB popiilasyonu agisindan varsilligi olmustur. Bu ¢alismada; daha 6nce
yiiriitiilen ¢caligmalarda hiyar bitkilerinden izole edilen YB’ler Psl’a kars1 biyolojik
miicadele aktiviteleri ve hiyar bitkisinde verim artirict etkileri in vitro ve in vivo
(saks1 ve sera) denemelerle saptanmis ve basarilt bulundugu bildirilmistir. Bu
YB’lerden 83 nolu P. agglomerans ve 99 nolu B. thuringiensis in mevcut ¢alisma

kapsaminda uygun biyoformulasyonlar1 elde edilerek, deneysel olarak bitki
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biliylime odasi ile sera kosullarinda denenerek biyolojik miicadele ve biyogiibre

olarak bir potansiyelleri oldugu gozlenmistir (Ozaktan ve ark., 2015).

Endofitler bir¢ok yollarla bitki biliylimesini tesvik edebilmektedirler. Bu
yollar arasinda fosfat1 par¢alama (Verma vd., 2001; Wakelin vd., 2004), indol
asetik asit, sitokinin iiretimi (Lee vd., 2004) ve siderofor tiretimi bulunmaktadir.
Ayrica EB’ler bitkiler igin gerekli vitaminleri saglamak (Pirttild vd., 2004),
stomalarin agilmasiin diizenlenmek, kok morfolojisini degistirmek, minerallerin
alimu ile birlikte azot birikimi (Compant vd., 2005a) saglamak gibi aktivitelere de
sahiptir. Ayrica, hastalik baskisi altinda EB izolatlarinin PGPR o6zelliklerinin
devreye girdigi ve hastaligin verime olan olumsuz etkisini azalttig1 6ne siiriilmiistiir
(Bashan ve Holguin, 1997; Gupta vd., 2015). EB strainlerinin iirettigi etilen, oksin
ve sitokinin gibi bitki bilylime diizenleyicileri, bitki biiylime ve gelismesinin
degisimine sebep olan faktorler olarak degerlendirilmektedir (Arshad ve
Frankenberger, 1991; Leifert vd.,1994). Bu ¢calismada hiyar bitkisinde bitki gelisimi
ve Psl’a biyolojik miicadele aktivitesi agisindan testlenen 83 no.lu P. agglomerans
izolatinin Ozaktan ve ark., (2015) tarafindan gerceklestirilen 2 farkli dénemdeki
sera denemesinde negatif kontrole oranla biyokiitle ve verimde artis saglamasi ve
Psl’a da etkili bulunmasi dikkati ¢ekmistir. Bu izolatin en belirgin 6zelligi in
vitro'da yiiksek diizeyde IAA (45 ug/ml) iiretmesi ve giiclii siderofor salgilama

yetenegi gostermesi, bitki bliylime parametresi kanitlari olarak kabul edilmistir.

Biyolojik kontrolde bakteriyel metabolitlerin, uyarilmis sistemik dayaniklilik
(ISR) olarak adlandirilan bir siire¢ ile bitkilerin patojenlere karst dayanikliligini
arttirarak, bitkileri etkilemesi de dnemli rol oynamaktadir. SAR, sinyal molekiilii
olarak bilinen salisik asit’e bagimlidir. Ayrica PR-1, PR-2 and PR-5 gibi bir dizi
patogenesiz ile iliskili proteinin sistemik uyarimi ve salisilik asit seviyelerindeki
artisa baglh olarak ortaya ¢ikmaktadir (Hammerschmidt, 2009). ISR ise jasmonik
asit ve etilen ile baglantilidir. Ayrica PR-3, PR-4, PDF1.2 gibi proteinler, kitinazlar,
kitini baglayan proteinler ve defencin'lerin sistemik olarak diizenlenmesinin
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Edrawa, 2005; Ellis and Turner, 2001). Arastiricilar
PR1’1 SAR belirteci olarak kullanmaktadirlar. PR’lerden PR3 ve PR 8 (Cucumber

chitinase type III)’in, kitinazin fungal miselyal yapisin1i bozdugu bilnmektedir.
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PR&’in PR3 ten farkli olarak SA degil de JA pathway’i ile tetiklendigi
bildirilmektedir (Edrawa, 2005, Shoresh, 2005; VVan Loon 2007).

PAL (phenylalanine ammonia-lyase), phenylpropanoid biosentez yolunun ilk
enzimidir. Phenylpropanoid yolu lignin ve fenollerin 6nciillerini olusturur. PAL
enzimi enfeksiyon sonrasinda ekspresyonu hizla artan anahtar bir enzimdir. PAL
geninin ekspresyonu biotik ve abiotik faktorlerden yaralama, UV 15181, patojenlerle
enfeksiyon ve elisitorlerle inkiibasyon ve agir metal tuzlariyla indiiklenir (Levee ve
Seguin, 2001). Ozaktan vd (2015), PAL1 geninin EB izolatlar1 (83, 99 nolu) ile
birlikte Psl inokiilasyonundan sonra en fazla ifade artis1 gosterdigini RealTime PCR
ile kanitlamistir. SA ile regiile olan PALI geninin aktivasyonu bitkide ISR’yi
tetikledigi diistiniilmektedir. Bitki Lipoxygenases (LOX) genleri multigenik bir
aileye sahip olup patojenlere ve yaralanmalara kars1i bitki savunma
mekanizmalarinda 6nemli rol oynarlar (Marla ve Sing, 2012). Ozaktan vd (2015),
JA ile regiile olan LOX geninin ifadesinin 99 nolu EB izolati ile birlikte Psl
inokiilasyonundan sonra en yiiksek ifade profili gdsterdigini, 83 nolu EB izolat1 ile
Psl inokiilasyonundan 2 saat sonra LOX geninin ifadesinin maksimum diizeye
ulagtigin1  saptamistir. Elde ettigimiz sonuglar 1s181inda; LOX geninin
aktivasyonunun ISR’1n tetiklenmesinde etkili oldugunu 6ne siirebiliriz. Boylece;
bir dnceki ¢aligmada biyolojik miicadele ve bitki gelisimi agisindan basarili bulunan
83 ve 99 nolu bakteri izolatlarinin ISR/SAR’in determinantlarinin molekiiler
kanitlarin1 saglamasi bize bu bakterilerin etki mekanizmasimi da agiklamada

yardime1 olmaktadir (Ozaktan vd., 2015).

EB’ler uygulandiklar1 noktalardan asagi ve yukari dogru tasinabilir, icsel
dokularda kolonize olabilir ve vaskuler silindir icerisine herhangi bir patojenin
girisini engelleyebildigi bildirilmistir. EB izolatlarinin kolonizasyon ve popiilasyon
dinamigi sonuclarina bakildiginda; bitki dokusu i¢inde farkli bakterilerin farkli
popiilasyon diizeylerine ulasabilecegi ve basarili bir tohum bakterizasyonunun
basarili bir biyolojik miicadele ve kolonizasyon ig¢in yeterli olacagi izlenimini
vermektedir. Tiim bu ¢aligsmalar sonucunda biyolojik miicadelenin son hedefi ise,
etkili mikroorganizmalarin genis Olgekte tretilerek canlilik ve raf omiirlerinin
korunabildigi uygun formulasyonlara doniistiiriilebilmesi biyopreparat {iretimi i¢in

kacinilmazdir.
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Biyopreparat tiretimi gelistirilebilmesi i¢in hazir besiyeri olarak kullanilan
sentetik besiyerlerinin biiyiik 6lgekli ticari biyopreparat liretiminde ekonomik
olarak kullanmak pek miimkiin degildir. Bunun en biiyiik sebebi ise pahali
olmasidir. Uretilen formiilasyonlarin ticarilestirilebilmesi icin  YB’lerin
gelistirilecegi besiyerinin ucuz ve ayni1 zamanda ulasilabilir olmas1 en ¢ok dikkat
edilmesi gereken konulardan biridir. Ozaktan ve ark. (1999)’min Ates Yaniklig
hastaligina kars1 yurittiigii, Pantoea agglomerans ve Pseudomonas fluorescens’in
talk katkili WP biyoformiilasyonlarini1 iirettikleri ¢alismada bakteriyel biyo-
kiitlenin elde edilmesi asamasinda ucuz ve ulasilabilirlik ilkelerini saglayan siit
tozu, melas ve siit tozutmelas karigimi gibi substratlarla hazirladiklart sivi
besiyerleri kullanilmigtir. Ayni1 zamanda iiriin performansi iizerindeki etkili
formiilasyonlar ise gelistirilmesi gereken en Onemli alan haline geldigi
bildirilmistir. Uriin formiilasyonu olduk¢a hedefe &zeldir ve bu sebeple
formiilasyonlarin gelistirilmesi olduk¢a zordur. Bunun nedeni, formiile edilen
iirlintin gerekli iyi fiziksel 6zelliklerinin ve kullanim kolayliginin yani sira, ayni
zamanda biyolojik miicadele etmeni depolama ve uygulama sirasindaki islevsel

ozellikleri oldugu bildirilmistir (Woods, 2003).

Daha o6nce yiiriitiilen bir calismada, hiyar bitkilerinden izole edilen 83 ve 99
nolu EB’lerden elde edilen liyofilize WP formulasyonlar Psl’a karsi biyolojik
miicadele aktiviteleri ve hiyar bitkisinde gelismeyi artirici etkileri agisindan basaril
bulunmustur. Yapilan denemeler sonucunda P. putida ile uygulama gérmiis hiyar
bitkileri kontrolle karsilastirildiginda, hastalik ¢ikisinda %40 oraninda bir azalis
olmus ve buradaki etkinin siderofor etkiden kaynaklandig1 anlagilmistir (Scher ve
Baker,1982). 83 nolu P. agglomerans izolatindan elde edilen liyofilize formulasyon
ile uygulama goren hiyar tohumlarindan gelisen saglikli bitkilerde bu bakterinin
populasyon yogunlugu 10°-10° cfu/g bitki diizeyinde, 99 nolu B. thuringiensis
izolatinda ise 10°-10° cfu/g bitki diizeyinde saptanmistir. Bakteri izolatlarinin
ulastig1 bu degerler, Raaijmakers vd., (1995) tarafindan 6ne siiriilen esik deger olan
10° cfu/g bitki degerine genel olarak ulastiklarmi gostermektedir. Bu esik deger
ozellikle ISR agisindan 6nem tasimaktadir. 83 nolu P. agglomerans izolati liyofilize
WP fomulasyon halinde tohum ve kok i¢irme uygulamasi bigiminde Psl’a kars1 en

basarili formulasyon olmustur. Test edilen bakteriyel izolatlarin formulasyon haline
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getirildikten sonra da bitki i¢cinde kolonize olarak literatiirde belirtilen ve istenen

popiilasyon yogunluklarina ulagabilmesi de tezin amacina ulastiginin gostergesidir.

Fisher vd., (1992) tarlada misir bitkilerinde EB’lerin dagilimini incelemisler
ve bitkilerin topraga yakin olan boliimlerinde iist kismlarmma gore daha yogun
kolonize oldugunu bildirmislerdir. Genel olarak, kokbogazi ve kok dokulari,
endofit bakterilerin say1 ve biyogesitlilik agisindan zengin oldugu alanlardir. Farkli
bitki dokularinda endofit bakterilerin popiilasyonlarinm 103-10° cfu/g ve ender
olarak 107 cfu/g ile sinirl oldugu bildirilmistir (Chanway, 1998). Endofit bakteriler
arasindaki yiiksek biyogesitliligi Mundt ve Hinkle (1976) ile Mc Inory ve Klopper
(1995) belirtmistir. Birgok bitki tiirii i¢in bitki dokularinda EB’lerin popiilasyon
yogunlugu 1x103-1x10° cfu/g arasinda degismistir (Frommel vd., 1991; Dong vd.,
1994; Lamb vd., 1996; Quadt-Hallmann ve Kloepper, 1996). Baslangigtaki
inokulum miktarindan bagimsiz olarak, endofitik popiilasyonlar bitki dokularina
bagli olarak optimal biiyiikliige ulasma egilimlidir. Endofitik Pseudomonas sp. ile
inokule edilmis olan patateslerde, kok popiilasyonunun final popiilasyon yogunlugu
1x10° cfu/cm olup baslangi¢ popiilasyonuna gore artis gdsterirken, gdvde final
popiilasyon yogunlugu, 3.3x10° cfu/cm baslangic popiilasyonundan, 1.9x103

cfu/cm popiilasyon yogunluguna dogru diisiis gostermistir (Frommel vd., 1991).

Akpinar., (2020) Ege Universitesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda 5 farkli YB preperat1 olan biyoformiilasyon caligmalarinin ilk
basamagi olan NB’da yapilan iiretim sonucunda elde edilen canlilik degerlerinin,
ucuz substratlardan karbon kaynagi olarak melas ve misir surubu; azot kaynagi
olarak maya ve soya unu kombinasyonlar1 kullanilarak yapilan tiretimden elde
edilen canlilik degerleriyle karsilastirildiginda, benzer degerlerde sonuclar alinmig
olmast ve canlilik kaybinin goézlemlenmemis olmasi, lretilen biyopreparatin

gelecekte ticarilestirilebilmesi agisindan énemli bir sonug oldugu kanitlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma da baz1 bakteriyel formulasyonlarin, hiyar bitkisinde bakteriyel
koseli yaprak leke hastaligina (P. syringae pv. lachrymans) ve bitki gelisimine
etkisi arastirilmig ve belirlenmistir. Caligmalarindan elde edilen bulgular

dogrultusunda asagida sonug ve Oneriler degerlendirilmistir.

1. Ulkemizde rtii alt1 ve agikta yetistiriciligi yapilan hiyar’in ekonomik iiriin
kayiplarina neden olan hastaliklarinin basinda Psl gelmektedir. Psl igin in
vivo saks1 denemeleri sonucunda en basarili bulunan uygulama 83 nolu P.
agglomerans olmustur, bunu 99 nolu B. thuringiensis izolati izlemistir.

2. Calismada biyolojik preparatlarin bitki gelisimine etkisi de arastirilmistir.
PGPR olarak nitelendirilen bu yararli bakterilerden bitki gelisimine
etkinligi en yiiksek preparat 83 nolu P. agglomerans izolati olarak
belirlenmistir.

3. 83 ve 99 gibi liyofilize WP biyoformulasyonlarla tohum uygulamalari,
bitki patojeni bakteri Psl’a biyolojik miicadele preparati olarak etkisinin
yanisira, bitki gelisim parametrelerini de uygulama gdérmemis negatif
kontrole kiyasla olumlu etkilemistir.

4. Bu sonuglara bakilarak bakteri formulasyonlarinin hiyar seralarinda
biyogiibre olarak kullanilabilecegi ve verimi arttirabilecegi 6n
goriilmektedir.

5. Genel anlamda 83 nolu P. agglomerans formulasyonu hiyar bitkisinde
basartyla kolonize olarak popiilasyonunu logaritmik anlamda artirmis ve
biyolojik miicadele elemanlar1 i¢in istenen esik degerin iizerinde bir
poplilasyon yogunlugu elde edilmistir. Bdylece biyolojik savas elemanlari
ve biyoformulasyonlar i¢in bir kriter daha gerceklesmistir.

6. Bakteriyel formulasyonlarin, bitki dokular1 igerisinde kolonize
olabilmeleri, ekstrem g¢evre kosullarindan korunmalarina da olanak
saglamaktadir. Bu baglamda, kontrollii ortamlarda etkin bulunan bu
mikroorganizmalarin tarla kosullarina tasinmasi ve adapte edilebilmesi
konusunda da ¢aligsmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

7. Bu bakteri formulasyonlarinin biiyilik 6lgekte iiretim ve formulasyonlar

konusunda endiistrinin yatirim yapmasi gerektigi ve bu konuda endiistriye
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teknolojik ve bilimsel anlamda destek (know-how) saglanmasi
gerekmektedir.

. Bitki korumaya yonelik daha giivenlinir iiriinlere duyulan gereksinim giin
gectikce onem kazanmaktadir. Bu sebeple iyi etkinlik ve stabiliteye sahip
biyoformulasyonlarin pratikte kullanimi i¢in biirokratik anlamda

ticarilegsme engelleri agilmalidir.
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[Ikogretim ve lise dgrenimini Salihli’de tamamladi. 2012 yilinda Siileyman
Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii lisans egitimine hak
kazand1. 2012-2013 y1li egitim déneminde bir y1l boyunca Ingilizce hazirlik egitimi
aldi. 2013-2014 yili egitim donemini Siileyman Demirel Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii dénem birincisi olarak tamamladi. 2013 yilinda
Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii'ne yatay gecis yapt1. 2018
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