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OZET

SiLISYUM DiOKSiTVVE BAZI ENpOFiT BAKTERILERIN FASULYEDE ADIi
YAPRAK YANIKLIGI HASTALIGINA (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)
VE BITKIi GELiSIMi UZERINE ETKILERI

CELIK, Ruken
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Ahmet AKKOPRU
Temmuz 2021, 47 sayfa

Bu tez ¢alismasinin amaci; silisyum dioksid (SiO2) ve baz1 endofit bakterilerin
(EB) tekli ve ikili inokulasyonlarmin fasulyede Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli’nin (Xap) neden oldugu adi yaprak yanikligina ve bitki gelisimine etkilerinin
belirlenmesidir. Onceki calismalar ile farkli bakteriyel patojenlere karsi etkinligi
belirlenip, baz1 6zellikleri tespit edilmis 5 EB ¢alismada kullanilmistir. Torf ve perlit
(1/1) karisimindan olusan yetistirme ortaminda iklim odasi kosullarindaki (14 saat
aydinlik, 25+2 C) bitkilerin yapraklarina patojen piilverize edilerek, EB bakteriler ise
bitkilere kok bogazindan igirme yoOntemiyle uygulanmistir. Yapilan 6n in vivo
calismalar ile hastalik kontrolii ve bitki gelisim parametrelerine gore en basarili EB
secilmistir. Ayrica SiO2’in farkli uygulama sekli ve dozlarinin hastalik siddeti ve bitki
gelisimine olan etkilerine gdre en uygun olanlar1 belirlenmistir. Igirme yontemi ile
uygulanan 30 mM SiO2in %41 diizeyinde hastaligi kontrol ettigi belirlenmistir. En
basarili EB izolati V30G2’nin hastalik gelisimini teksel olarak %41 diizeyinde
baskilayabildigi gozlenmistir. SiO2 ve V30G2 (Pseudomonas caspiana) izolatinin
birlikte kullaniminin hastalik gelisimini %52 oraninda baskiladig1 ve bitki gelisimine
pozitif etkileri oldugu tespit edilmistir. Ayrica klorofil igerigini 6nemli diizeyde
arttirarak, bitki biyomasina pozitif katkilarda bulundugu goézlenmistir. Sonug olarak
uygun kombinasyonlar ile EB ve SiO2’un birlikte kullaniminin hastalik kontroliine ve
bitki gelisimine pozitif katkis1 olabilecegi belirlenmistir. Bu yolla biyolojk savasimin
etkinliginin  arttirllarak  pestisit ve sentetik glibre girdisinin azaltilabilecegi
diistinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyolojik kontrol, Bitki dayanikliligi, Endofit bakteri,
Fasulye, Silisyum, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.






ABSTRACT

EFFECTS OF ENDOPHYTE BACTERIA AND SILICATE ON COMMON
BACTERIAL BLIGHT (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) DISEASE IN
COMMON BEAN

Celik, Ruken
M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet AKKOPRU
July 2021, 47 pages

The aim of this thesis study is to evaluate the effects of Silicon dioxide (SiO2)
and Endophyte Bacteria (EB) single and both of them application on Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Xap) and on plant growth. Five EBs, whose effectiveness
against different bacterial pathogens and some properties were determined in previous
studies, were used the study. The mixture of peat and perlite (1/1) was used as the
growing medium. Xap and EB were applied by pulverization and drenching method,
respectively, in the climate chamber conditions (14 hours of light, 2542 C). The most
successful EB isolate was selected according to disease control and plant growth
parameters with the preliminary in vivo studies. In addition, the appropriate dose and
application method of SiO, were determined by its effects on disease and plant growth.
It was determined that 30mM SiO. dose and root drenching method controlled the
disease at the level of 41%. Furthermore, it was observed that the most successful EB
isolate, V30G2, was able to suppress disease development by a singly application at the
rate of 42%. Also, both applications have positive effects on plant growth. The
combined use of SiO2 and V30G2 isolate suppressed the development of the disease by
52%. In addition, the combination significantly increased the total chlorophyll content
and making positive contributions to the plant biomass. As a result, appropriate
combinations of EB and SiO> together can contribute positively to disease control and
plant growth. In this way, it is thought that the efficiency of biological control of plant
disease can be increased, and the input of pesticides and synthetic fertilizers can be

reduced.

Keywords: Beans, Biological control, Endophyte bacteria, Plant resistance,

Silicon, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.
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1. GIRIS

Baklagiller (Leguminosea) ¢igekli bitkiler i¢inde yer alan en kapsamli bitki
grubu olarak bilinip yaklasik olarak 700 cins ve 18.000 tiirden olugmaktadirlar. Skalasi
boyle genis olan baklagiller, hayvan ve insan beslenmesinde, ila¢ endiistrisinde,
mobilya, kagit, boya ve regine yapiminda, kozmetik sanayii gibi bir¢ok alanda da
kullanilmaktadir. Ayrica koklerde bulunup nodul olusturan ve biyolojik azot
fiksasyonuna yeteneginde olan faydali bakteriler vasitasiyla da toprak verimliliginin
arttirlmasinda onemli etkileri bulunmaktadir (Ozdemir, 2002). Baklagiller familyasi
icinde yer alan bitkilerden en Onemlilerinden birisi de fasulye (Phaseolus vulgaris
L)’dir. Anavatan1 Orta Amerika’dir. Amerika kitasinin kesfi ile de 6nce Avrupa
ardindan diger 1liman bolgelere yayilmistir (Graham ve Ranalli, 1997). Besin igeriginin
olduk¢a zengin olmasi nedeniyle de diinya iizerinde en ¢ok tiiketilen baklagillerin

basinda gelmektedir (Duman, 2019) (Cizelge 1.1).

Cizelgel.1. Fasulyenin besin igerigi ve miktarlart (100 g/dane)

Besin Icerigi Icerik Miktar1  Besin I¢erigi Icerik Miktar
Su 10.1¢ Sodyum 8 mg

Protein 2109 Cinko 2.6 mg
Toplam yag 119 Bakar 0.8 mg
Karbonhidrat 64.2 9 Manganez 1.4 mg
Kalsiyum 130.0 mg Selenyum 13 mg

Demir 6.8 mg Thiamin 0.8 mg
Magnezyum 182.0 mg Riboflavin 0.2 mg

Fosfor 415.0 mg Vitamin B-6 0.5 mg
Potasyum 1.464.0 mg Pantothenic acid 1.0 mg

Diinya Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) nun istatistiklerine gore; Diinya
genelinde 27.536.829 hektar alanda kuru fasulye ekilmis ve toplam 31.405.912 ton iiriin
elde edilmistir. Ayrica 2019 yilinda 1.649.711 ha alanda taze fasulye ekimi yapilmis ve
26.981.784 ton verim almmustir (FAO, 2021). Ulkelerdeki iiretim durumlarma
bakildiginda, kuru fasulye yetistiriciliginde Hindistan 6.390.000 ton {iretim ile ilk siray1
alirken, bu {ilkeyi 5.466.166 ton ile Myanmar, 3.033.017 ton ile Brezilya, 1.625.900 ton
ile ABD ve 1.322.214 ton ile Cin Halk Cumhuriyeti takip etmistir. Tirkiye ise 239.000



ton dretim ile ilk 10 iilke i¢inde yer almamustir. Taze fasulye yetistiriciliginde durum
oldukg¢a farkli olmus, Cin 19.281.055 ton iiretim ile ilk sirayr alirken, ikinci sirayi
915.591 ton ile Endonezya, 3. siray1 675.188 ton ile Hindistan, 4. siray1 630.347 ton ile
Tirkiye ve 5. siray1 313.596 ton ile Tayland takip etmistir.

Ulkemizde en fazla iiretimi yapilan sebze tiirlerinden birisi olan fasulyenin hem
sahil hem de i¢ bolgelerimizde yetistiriciligi yapilmaktadir. Uretimi genellikle tarla
sartlarinda agikta bodur ve sirik tiplerle yapilmaktadir. Fasulye hem taze hem de kuru
olarak degerlendirilmesinin yanisira konserve edilerek, dondurularak, giineste ve yapay
yollarla yesil olarak kurutularak da tiiketilmektedir. Tiirkiye’de yetistirmek i¢in tercih
edilen fasulyelerin neredeyse tamami Phaseolus vulgaris L. tiirii i¢inde yer almaktadir
(Ozdemir, 2002). Tiirkiye 2018 yetistirme sezonuna bakildiginda bdlgelerin hemen her
yerinde taze ve kuru olarak iiretilen fasulye; en fazla Orta/ic Anadolu bdlgesinde
yetistirilmis, bu bolgeyi Ege/Marmara, Akdeniz, Karadeniz ve diger (Trakya,
Gilineydogu ve Dogu Anadolu) bolgeleri izlemistir

Istatiksel veriler incelendigi zaman Tiirkiye’de birim alandan elde edilen verimin
yetersiz diizeyde oldugu goriilmektedir. Bu durumun nedenleri: ¢iftgilerin iiriin
yetistiriciliginde uygulama tekniklerinde sik¢a yaptiklari yanligliklar, bolgeye adapte
olmus yiiksek verimli ¢esitlerin kullanilmamasi ve genel hastalik ve zararlilarin neden
oldugu kayiplardir (Balkaya ve ark., 1999).

Fasulye tretimi ve kalitesi diger kiiltlir bitkilerinde oldugu gibi bir¢ok
bakteriyel, fungal ve viral patojenler tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir
(Nywall, 1989).

Diinyada ve iilkemizde Fasulye iiretim alanlarinda yaygin olarak goriliip
ekonomik olarak 6nemli kayiplara sebep olan en 6nemli bakteriyel hastalik etmenlerinin
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), Xanthomonas axonopodis phaseoli var.
fuscans, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp), Pseudomonas syringae pv.
syringae (Pss) ve Curtobacterium flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens (Cff) oldugu
bildirilmektedir (Coyne ve Schuster, 1976; Schwartz ve Galvez, 1980; Goto, 1992;
Sigee, 1993; Hall, 1994; Howard ve ark., 1994).

Bunlarin disinda fasulyede ikincil derecede dnemli kayiplara sebep olan diger
fitopatojen bakteriyel hastalik etmenleri; Xanthomonas phaseoli var. sojense (bakteriyel

sigil), Agrobacterium tumefaciens (kok uru), Bacillus lathyri, Rhodococcus fascians (ur



hastalig1), Erwinia lathry, Pseudomonas aptata (yaprak lekesi), Pseudomonas
coadunata (depo hastaligl), Pseudomonas ovalis (depo hastaligi), Pseudomonas
solanacearum, Pseudomonas tabaci (vahsi yaniklik), Erwinia carotovora (yumusak
clirtikliik), Pseudomonas viridiflava (yaniklik), Xanthomonas phaseoli pv. vignicola
(yaprak yanikligi) ve Xanthomonas alfalfae (bakteriyel alfaalfa yaprak lekesi)’dir
(Valladeres-Sanches ve ark., 1979; Schwartz ve Galvez, 1980; Schuster ve Coyne,
1981; Ertekin, 2016)

Fasulye adi yaprak yanikligina neden olan Xanthomonas axonopodis. pv.
phaseoli ilk kez 1893 yilinda gbzlenmis ve Smith tarafindan 1897 yilinda izole edilmis
ve tanilanmistir (Zaumeyer, 1930). Giinlimiizde etmenin varligi diinyada ticari olarak
fasulye tiretimi yapilan pek ¢ok iilkede ¢esitli calismalarla rapor edilmistir (Coyne ve
Schuster, 1974; Malin ve ark., 1983; Bradbury, 1984; Naumann ve Karl, 1985;
Bradbury, 1986; Arnaudsantana ve ark., 1991; Torres ve ark., 2009; Popovi¢ ve ark.,
2010; Osdaghi, 2014).

X. axonopodis pv. phaseoli Proteobacteria Subesi, GammaProteobacteria sinifi,
Xanthomonadaceae familyasi, Xanthomonas cinsi igerisinde yer alir. Gram negatif,
aerobik, tek polar kamgiya sahip, ¢ubuk seklinde, HR pozitif, 40 °C’de gelisim gosteren,
konveks YDC agar lizerinde sari koloniler olusturan bir bakteridir (Rudolph, 1993;
Vauterin ve ark., 1993). Hastalik gelisimi i¢in optimal sicaklik 28-32 °C’dir (Saettler,
1989; Opio ve ark., 1992). Etmen 1liman ve tropikal iklim kosullarinda siklikla ortaya
cikip fasulye ekim alanlarinda ciddi verim kayiplarma sebep olur (Seattler, 1989;
Gilbertson ve Maxwell, 1992). Patojenin bitkiye stoma, hidatod gibi dogal agikliklar
yoluyla giris yapar. Bitkiye giris yapan bakteri yapraklarda hiicreler arasi bosluklara
yerlesip orta lamelin erimesine sebep olur, govdeye ise hipokotil ve epikotildeki
stomalardan, yapraklardaki vesikiiler sistemlerden veya infekteli kotiledonlardan
tasinabilmektedir (Ertekin ve ark., 2016). Hastalik etmeni kis1 enfekteli bitki
artiklarinda veya tohumlarda gegirir. Serin ve nemli iklim kosullar1 hastaligin yayilmasi
ve enfeksiyon siddetinin artmast i¢in olduk¢a uygundur. (Anonim, 2008).

Patojen bitkinin tiim toprak iistii aksamlarinda enfeksiyona neden olur, fakat
yaprak ve bakladaki belirtiler daha siddetlidir. Patojen enfeksiyonundan sonra 4 ila 10
giin icinde ortaya ¢ikan yaprak belirtileri 1slaklik seklinde baslayan lezyonlar halinde

belirir. Bakteri hiicrelerinin ¢ogalmaya baslamasiyla birlikte bu 1slakliklar genisleyerek



yiizeyi kaplar ve daha sonra nekrotik bir hal alirken etrafinda hastaligin tipik simptomu
olan dar, ince limon saris1 renginde bir hale olusumu gozlenir (Rudolph, 1993; Vidaver,
2012). Yapragin kenarlar1 ile damar aralarinda gozlenen lezyonlar zamanla genisleyip
birleserek yaniklik belirtilerine doniisiir. Patojen yaprak belirtilerinin yan1 sira
meyvelerde de hastalik belirtilerine sebep olur. Meyvedeki simptomlar bitki gelisme
donemine bagh olarak sekil ve biiyiikliik bakimindan degisiklik gdsterip genel olarak
dairesel, hafif ¢okiik, koyu kirmizi-kahve renktedir ve etrafinda kirmizi renkte sinir
olusur. Ortamdaki nemin yiiksek oldugu durumlarda lezyonlar agik sar1 bakteriyel akinti
(eksudat) ile kaplanmaktadir. Govdede olusan lezyonlar ise koyu kirmizi renkte olup,
kusak gibi govdeyi sararak sonugta govde kirilmalarina sebep olabilir. Tohumda
bulunan patojen tohum kabugunda ya da hilumda yer alip beyaz tohumlarda sarimsi1 ya
da kahverengi simptoma sebep olur. Enfeksiyonun siddetli oldugu durumlarinda ise
tohumlar biizismekte, zayif ¢cimlenme &6zelligi gostermektedir (Ertekin ve ark., 2016).
Hastalik miicadelesinde genellikle; dayanikli gesit tercihi, hastaliktan ari ve
sertifikali tohum kullanimi, hasat ve diger islemler sirasinda kullanilan alet ve
ekipmanlarin ¢esitli kimyasallarla (chlorine dioxide, sodium hypochlorite vb.)
dezenfeksiyonu, hasat sonrasi tarlada bulunan enfekteli bitki artiklarinin toplanarak
imha edilmesi, bakirli bilesikler ile yaprak ilaglamasi ve tohumlara antibiyotik
uygulamasi gibi yontemler onerilmektedir (Schwartz ve ark., 2007; Bozkurt, 2009)
Hastalik miicadelesinde tercih edilen kimyasal ilaglamalar o6zellikle meyve
enfeksiyonlarini engellemede yetersiz kalmaktadir (Weller ve Saettler, 1976) ve tatmin
edici sonuglar vermemektedir (Opio ve ark., 1996; Park ve ark., 1999; Erding ve ark.,
2018). Antibiyotiklerin kullanimi da bir¢ok iilkede yasaklanmistir, ¢ilinkii hastalik
etmeninde antibiyotik ve bakirli preparatlara karst kisa siirede dayaniklilik
gozlenmektedir. Tarimsal liretimde kalite ve verimi artirmak amaciyla kullanilan bu
kimyasallarin uzun vadede olusturabilecegi hasarinin farkina varan arastirmacilar
yillardir kimyasallara alternatif ¢dziimler arayisi icindedirler (Imriz ve ark., 2014).
Hastaliklarla kimyasal miicadeleye alternatif cevre dostu yontemlerden birisi de
‘biyolojik miicadele’dir. Biyolojik miicadele, hastalikli bitkileri korumak i¢in hastalik
baskilayict mikroorganizmalardan yararlanmay1 igerir. Biyolojik savas elemanlari ile
yapilan hastalik baskilanmasi; patojen, bitki, biyokontrol elemani, bitki ¢evresinde ve

tizerindeki mikrobiyal topluluk ve fiziksel c¢evre arasindaki etkilesim sonucu ortaya



cikmaktadir. S6z konusu miicadele yonteminin ¢evre ve insan sagligl agisindan olumlu
yonleri yapilan calismalarin son yillarda artarak devam etmesiyle gittikge daha iyi
kavranmaktadir (Duman, 2019).

Biyolojik miicadelede son yillarda PGPB olarak adlandirilan, g¢ogunlukla
bitkilerin yetistirilme ortamlarinda bulunan ve bitkiler ile etkilesim igerisine giren, bitki
gelisimini tesvik eden bakteriler 6nem kazanmaktadir (Bashan ve Holguin, 1997).
PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) terimi ilk olarak 1978 yilinda Kloepper ve
Schroth tarafindan biyolojik miicadelede kullanilan bakteriler i¢in tanimlanmistir
(Kloepper ve Schroth, 1978). Bitki gelisimini tesvik edici 6zellige sahip bu bakteriler
(PGPB) topraga ve bitki rizosferine 6zgii olup tohumun ¢imlenmesi, bitkinin toprak
suyundan daha iyi faydalanmasi, bitki kok sisteminin gelisiminin artmasini saglayabilir
(Siddiqui, 2006). Ayrica bu bakteriler dogrudan veya dolayli olarak bitki patojenlerinin
biyolojik kontroliinde etkili olabilmektedirler. Siderefor iiretimi, fosfat ¢oziiniirliigiiniin
arttirllmasi, biyolojik azot fiksasyonu, bitki gelisimini tesvik edici hormonlarin
sentezlenmesi, vb. yollarla bitki gelisimini dogrudan etkileyebilir (Vessey, 2003) veya
antibiyosis, yer veya besin i¢in rekabet ve sistemik dayanikliligin uyarilmasi vd.
biyolojik savas mekanizmalar ile de dolayli olarak etkileyebilir (Bora ve Ozaktan,
1998). Endofitler, patojenlere karsi bazi mekanizmalari kullanmak suretiyle bitki
savunmasini ve gelisimini etkileyerek bitki icin yararli veya notr olabilirler (Hallmann
ve ark., 1997; Schulz ve Boyle, 2006; Siilii, 2020).

PGPB grubu bakterileri icerisinde yer alan ve yasaminin en az bir dénemini
bitkilerin i¢sel dokularinda endofitik olarak siirdiiriilebilen bakteriler vardir (Hardoim
ve ark., 2008; Siilii ve ark., 2016). Bu gruba Endofitik Bakteriler (EB) denmektedir
(Hardoim ve ark., 2008). Genel olarak endofit bakteriler, yiizey dezenfeksiyonu
yapilmis bitkilerin meyve, ¢igek, yaprak, govde, kok ve tohumlarindan izole edilip
(Lilley ve ark., 1996) bitkilere gozle goriilir herhangi bir zarari olmayan yararh
bakterilerdir (Siilii ve ark., 2016). Yeryiiziinde bulunan yaklasik 300.000 bitki tiiriinden
her bir bitki bir veya daha fazla endofite ev sahipligi yapmaktadir. Endofitler, bitkilerde
lokal ya da sistematik olarak hiicreler arasinda kolonize olabilirler (Ryan ve ark., 2008).
EB’ler bitki i¢ dokusu igerisinde bulunup tasinabilmeleri sayesinde antagonist

baskilardan daha az etkilenip, biyotik ve abiyotik stres faktorlerinden korunmaktadirlar.



Ayrica ihtiyag duyduklar1 besine ulagma yolunda karsilastiklar: rekabet daha az diizeyde
olmaktadir. (Sturz ve ark., 2000; Hardoim ve ark., 2008).

Endofit bakterilerin yanisira son yillarda bitkilerin gelisim ve fonksiyonlar
tizerine silisyum elementinin dogrudan veya dolayli olumlu etkilerinden dolay1 diinyada
silisyuma artan bir ilgi olusmustur. Yapilan bir¢ok c¢alisma, silisyumun bitki biiylimesi
ve saglig1 lizerine yararli etkilerinin oldugunu ortaya koymustur (Savant ve ark., 1997).

Silisyum (Si) elementi %27.7 oraninda yerkabugunda bulunup miktar
bakimindan oksijenden sonra ikinci sirada yer almaktadir (Kim ve ark., 2002). Oda
sicakliginda kati halde olup toprakta SiO2 ve degisik silikat mineralleri halinde
bulunmaktadir. Silisyumun bitkiye yarayish formlara doniismesi silikat minerallerinin
ayrigsmasiyla olur (Loué, 1986; Temiir, 2016)

Silisyum Ozellikle asir1 sicaklik ve kuraklik stresi gibi uygun olmayan iklim
sartlari, mineral toksisitesi ve yipranma gibi abiyotik; bitki hastaliklar1 ve bdcek
zararlilar1 gibi biyotik streslere karsi bitkiyi koruyan ve gelisimini artiran potansiyel
etkilere sahiptir (Sistani ve ark., 1997; Ma, 2004). Akiimiilator bitki olarak
degerlendirilen ¢eltik, sucul ¢ayirlar gibi bazi bitkiler silisyumu dokularinda %1-5’den
daha fazla miktarlarda biriktirmektedirler. Domates, salatalik, misir, arpa, soya fasulyesi
gibi baz bitkiler ise dokularinda %1’den daha az oranda silisyum biriktirmektedirler ve
silisyumun dolayl etkileri altinda bulunmaktadirlar. Yani stres kosullarinin olmadigi
normal toprak sartlarinda saglikli gelisirken, stresin olugmaya baslamasiyla birlikte
toprakta yeteri kadar silisyum da bulunmaz ise yasamsal fonksiyonlari bozulmaktadir.
Bitkiler silisyumun toprakta yeterli miktarda bulunmasi durumunda ise stres sartlari
altinda olsalar bile herhangi bir fonksiyonel bozukluk gostermemektedirler (Takahashi
ve ark., 1990; Savant ve ark., 1999).

Bitki bilinyesinde bulunan silisyum immobil durumda oldugu igin
transpirasyonla bitkinin iist yapraklarina kolaylikla taginabilir. Silisyum 6zelikle yaprak
kiitikiil tabakasinin altinda birikerek yapraklarin daha dik durmasini saglar, fotosentetik
aktiviteyi artirir ve transpirasyonu iyilestirir. Bunlarin yaninda bitki sapinin stabilitesini
giiclendirerek yatmaya kars1 bitkinin direncini artirir ve fide dikimi sonras1 kardeslenme

sayisii artirir (Liang ve ark., 2007).



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli ile ilgili ¢calismalar

Fasulye bakteriyel yaniklik etmeni 1995 yilina kadar Xanthomonas campestris
pv. phaseoli olarak adlandirilmaktaydi. Vauterin ve ark. (1995) tarafindan yapilan
DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalariyla Xanthomonas axonopodis’in bir patovari
olarak smiflandirilip Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) olarak
isimlendirilmistir

Hastalik etmeni 1892 ile 1928 yillar1 arasinda Kuzey Amerikadaki fasulye
yetistiriciligi yapilan bircok alanda yayin olarak goriilmiistiir. 1899- 1941 yillan
arasinda da Bulgaristan, Italya, Cin, Isvigre, Avusturalya, Fransa, Romanya, Ispanya,
Filipinler, Madagaskar, Avusturya, Somali, Norveg, Misir, Macaristan, Yugoslavya, ,
Rusya, Japonya, Hindistan ve Sudan’da hastaliga rastlanmistir (Bozkurt, 2009).
Giinlimiizde ise hastalik etmenine Antartika kitas1 disinda biitiin kitalarda yaygin olarak
rastlanmaktadir. (Anonim, 2012; Tungtiirk, 2017)

Ulkemizde ise ilk defa Sonmezalp tarafindan 1966 yilinda belirlenen hastalik
etmeni Kayseri, Yozgat, Nigde ve Dogu Anadolu’nun bazi alanlainda goriilmiistiir.
(Bozkurt, 2009; Tungtiirk, 2017). Bastas ve Sahin, (2017) I¢ Anadolu Bolgesi'nde
yaptiklar1 arastirmalarda Xap'nin %11.11 ile en sik goriilen bakteriyel patojenler
arasinda oldugunu bildirilmislerdir. Oztiirk ve Aksoy (2018) Tiirkiye'deki toplam taze
fasulye iretiminin yaklasitk %20'sini karsilayan Samsun ilinde Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Xap) (adi yaniklik) ve Pseudomonas savastonoi pv.
phaseolicola (Psp) (hale yanikligi)’nin varligina yonelik arastirmalar yapilmiglardir.
Calisma sonunda bolgede her iki hastalik etmeninin varligint molekiiler ¢alismalarla
kanitlamislardir.

Enfekteli tohum, bitki artiklar1 ve konukgusu olan bitki tiirlerinde canli kalabilen
hastalik etmeni konukc¢usu olmayan tiirlerde de canli kalabilme yetenegindedir (Saettler,
1991). Enfekte olmus tohumlarda 30 yila kadar da canliligimi koruyabilen etmen
(Trujillo and Saettler, 1980) tohum yoluyla uzun mesafelere de taginip yeni alanlarda

epidemiye sebep olabilmektedir. (Bozkurt, 2009)



Patojenin bitkiye giris yerleri dogal agiklik olan stoma ve hidatodlara ek olarak
yaralardir. Hastalik etmeni konukgu bitkinin interseliiler alanlarinda kolonize olur ve
hizla c¢ogalmaya baglayarak 10-14 giin igerisinde sekonder enfeksiyonlari
olusturabilecek yogunluga ulasir (Saettler, 1991).

Gilbertson ve Maxvell (1992) yaptiklari calismada goriilebilir simptomlarin
ortaya ¢ikabilmesi icin bakterinin 10°-10° CFU/g (bitki dokusu) yogunluga ulasmasi
gerektigini bildirmektedirler ve hastalik etmeninin gelisebilmesi i¢in gerekli olan
optimum sicakliklar 23-32°C olup, 35,5°C’nin iizerindeki sicakliklarda hastalik gelisimi
durmaktadir (Sonmezalp, 1966; Saettler, 1989; Bozkurt, 2009)

Tunctiirk (2017) Gina fasulye c¢esidi lizerinde yaptigi caligmada 10 PGPR
izolatinin fasulyede Xap etmenine karsi etkilerini aragtirmigtir. Calismada kullaninlan
tim PGPR izolatlarmin kontrole gére onemli derecede hastalik siddetini azalttigini
saptanmistir. Kokte fosfor, karotenoid, klorofil a ve toplam klorofil miktarlarinda PGPR
izolatlarinin Xap bulastirilmasina ragmen 6nemli 6l¢iide artis sagladigi belirlenmistir

Bozkurt (2009), Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’de goriilen bakteriyel yaniklik
etmeni Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli‘ye karsi, fasulye bitkisinden izole edilen
93 antagonist bakteri izolatinin biyokontrol etkinliklerini arastirmis; kapsiil inokulasyon
testleri, in vitro, in vivo ve tarla denemelerin sonucunda hastaligin biiyliik oranda
baskilandigini ve 1000 dane agirliginda artig goriildiigiinii tespit etmistir.

Silva ve ark. (2008), farkli Pseudomonas izolatlarinin Xap’ye olan etkisini
arastirmiglardir. Calisma in vitro antibiyosis testleri ve fasulye tohumlarina antagonist
bakteri uygulamasi seklinde yapilmistir. Antagonistik bakterileri tohum uygulayip
bitkiler 3 yaprakli doneme geldikten sonra yapraklara Xap'yi inokule etmislerdir.
Calisma sonunda sadece patojen uygulamasi yapilan kontrol grubunda hastalik siddeti
%100 olarak belirlenirken, en etkili izolat %39.1°lik hastalik siddeti meydana
getirmistir.

Reynolds ve ark. (1987), Xap ile enfekte edilen fasulyelere tarla kosullarinda
kiikiirt dioksidi (SO2) 3 aylik gelisim periyodu boyunca 0-1 ppm dozunda haftada 2-3
kez 3 saatlik siireyle uygulayip hastalig1 yiiksek oranda engellemislerdir fakat verimde
de azalma meydana geldigini bildirmislerdir.

Abo-Elyousr (2006), in vitro ve sera kosullarinda Bion ve BioZell-2000 B’nin

Xap’ye kars1 etkinligini arastirmistir. Calisma sonunda her iki kimyasalin da in vitroda



patojen tizerinde herhangi bir engelleyici etkisinin bulunmadigini, sera kosullarinda ise
uygulamasi yapilan bu kimyasallar tarafindan bitkilerde SAR’in uyarilmasi sonucu
hastalik siddetinde %45-50 oraninda bir azalma meydana geldigini bildirmistir.

Gediik ve ark. (2020) 12 farkli bor bilesiginin Xap tizerindeki etkilerini in vitro
ve in vivo kosullarda incelemislerdir. In vitro denemelerle elde edilen bor bilesiklerinin
MIC degerlerine gore in vivo kosullarda uygulamalar yapilmis ve kontrole gore
(%81.15) en diisiik hastalik siddetine sahip bilesikler; sodyum tetrafloraborat (%13.88)
ve potasyum tetrafloraborat (%15.38) olarak belirlenmistir. En yiiksek hastalik siddeti

ise borik asit uygulamasi (%78) ile elde edilmistir.

2.2.Biyokontrol ajanlari ile yapilan ¢alismalar

Bitki gelisimini tesvik edici bakterilerin, gelismeyi tesvik mekanizmalar1 tam
olarak agiklanamamis ancak bu bakterilerin N fikse ettigi, bitkisel hormon iiretebildigi,
fosfat ¢ozebildigi, enzim aktivitesini arttirdigl, stres etileni miktarin1 azalttigi,
antibiyotik ve enzim gibi bilesikler sentezleyerek veya rekabet gibi mekanizmalarla
patojenlere kars1 antagonistik etki gosterdigi bilinmektedir (Cakmakg1 ve ark., 2012).

Azcon-Aguilar ve Barea (1997), bitki patojenlerinin biyolojik kontroliiniin
tarimin  siirdiirebilirligi  agisinda anahtar bir uygulama oldugunu belirtmislerdir.
Bakteriler, funguslar, nematodlar gibi =zararli organizmalara karsi antagonistik
etkinlikleri bilinen, ekosistemlerin ortak bilesenleri olan rizosferdeki organizmalar gibi
dogal kaynagin yonetiminin temel alinmasi gerektigini belirtmistir. PGPR
uygulamalariyla ¢cimlenme orani, kok gelismesi, verim, yaprak alani, klorofil orani, azot
orani, protein orani, kok ve govde agirlig1 artmakta, yapraklarin yaslanmasi1 gecikmekte
ve bazi hastaliklara dayaniklilik saglamaktadir (Cakmakgi, 2005).

Yang ve ark. (2009), rizosferde bulunan bakterilerle bitkinin biyotik stres
kosullarina toleransini incelemisler. Bunun sonucunda PGPR’larin sistemik toleransi
uyardig1 ve tarim topraklarinda nitrat ve fosfat birikimini Onleyerek topraktan gelen
besin alimin arttirtp giibre ihtiyacini azalttig1 sonucuna varmiglardir. Giibre ihtiyacinin
azalmasiyla beraber su kirliligine etkilerinin azalacag1 ve giftgiler i¢cin daha tasarruflu

bir yol olacagini belirtmislerdir.
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Cetinkaya-Yildiz ve Aysan (2014), domateste bakteriyel solgunluk hastaligina
kars1 kimyasal uygulamalara alternatif olabilecek kok bakterilerin (PGPR) kullanilma
olanaklarmi arastirmiglardir. Calismalarinda kullanilacak aday izolatlar1 en fazla fosforu
¢ozme ve azotu baglama oOzelliklerine gore se¢mislerdir. Segilen izolatlarin in vivo
kosullarda hastalig1 baskilayabilme potansiyelleri arastirilmistir. Sonug olarak, basaril
bulunan PGPR izolatlarinin hastalik gelisimini sirastyla, ortalama %38 ve %54 oraninda
azalttigini tespit etmislerdir.

Akat ve Ozaktan (2011), domates bitkilerinden izole ettikleri kok bakterilerini
domates bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’e karsi etkilerini in vitro ve in vivo kosullarda arastirmislardir. In vitro
denemelerde testlenen izolatlarin %401 patojeni 2-37 mm arasinda engelleme zonlari
olusturarak baskilamistir ve en etkili izolatlarin floresan Pseudomonaslar oldugu tespit
edilmistir. In vivo denemeler iki farkli donemde tekrarlanmstir. ilk denemede kullanilan
antagonistik bakteriler hastalig1 %54-86 oraninda engellerken. Ikinci denemede %50-60
oraninda engellemistir.

Farkli bircok bitki patojen sisteminde yiiriitiilen arastirmalar, PGPR ve
biyokontrol yetenegine sahip bakterilerin yer aldiklar1 gruplari;; Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Burkholderia, Bacillus ve Serratia olarak bildirilmistir (Kloepper ve ark., 1989; Antoun
ve Prévost, 2005; Podile ve Kishore, 2006; Kim ve ark., 2011). Bu guplar igerisinde
yiiksek etkinlikleri sayesinde en ¢ok ¢alisilan grup PGPR ve biyokontrol 6zelliklerinin
molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaciyla Pseudomonaslar
olmustur (Simons ve ark., 1996; Ligon ve ark., 2000; Bloemberg ve Lugtenberg, 2001;
Lugtenberg ve ark., 2001; Preston, 2004; Buddrus-Schiemann ve ark., 2010).

Duman ve Soylu (2019), saglikli fasulye bitkilerinden izole edilen endofit
bakterilerin fasulye hale yanikligi etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp)
tizerine biyokontrol etkinliklerini ve bitki gelisimini tesvik etmedeki etkili
mekanizmalarmi in  vitro kosullarda karakterize etmisleridir. Segilen bakteri
izolatlarinin, Psp’ye karst degisen oranlarda engelleme zonu olusturdugu
belirlemislerdir. Deneme sonuglarina goére, en yiiksek engelleme zonu Pseudomonas
gessardii izolat1 tarafindan, en diisiik engelleme zonu ise Bacillus licheniformis

tarafindan olusturulmustur.
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Ongena ve ark. (2004), Fasulyede Borytis cinerea’a kars1 Pseudomonas putida
BTP1 uygulayip dayanikliligin uyarilmasi sonucu hastalifin  engellendigini
bildirmisleridir. Calismada kok bakterisi tarafindan ISR’nin uyarilmasi sonucu meydana
gelen enzimatik degisiklikleri incelemislerdir. Sonugta yapraklarda PAL ve SA
seviyesinde herhangi bir artis meydana gelmezken patojen inokulasyonundan sonra
lipogenaz ve hidroperoksidaz liyaz enzimlerinde yiiksek diizeyde artis meydana
geldigini bildirmislerdir.

Fakhraei (2015), endofit bakterilerin hiyar solgunluk etmeni Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum’'u engelleme ve bitki gelisimini artirma potansiyelleri
sera ve saksi denemelerinde arastirmistir. Calismada kullanilan EB izolatlar1 siderofor,
Indol Asetik Asit (IAA) iiretimi, fosfor ¢dzme yetenegi ve antibiyozis ozelikleri
acisindan testlenmistir. In vitro testlerde basarili bulunan EB izolatlar1 saksi
denemelerinde kullanilmak tizere se¢ilmistir. Se¢ilen izolatlarin %25°1 hiyar bitkilerinde
hastalik gelisimini %32-62 oraninda engellemistir. Bu izolatlar arasindan basarili
bulunan ve sera denemesine segilen iki izolat da hastalik etmenini %49-52 oraninda
sinirlandirmastir.

Mirik (2005), biberde bakteriyel leke hastaligi ile ¢alismis ve hastalik etmeni
olan Xanthomonas axonopodis pv. vesicatora‘ya karsi bitki biiylime diizenleyici
rizobakterlerin biyolojik kontrol olanaklarini arastirmistir. Uygulamalar sonunda
hastalik siddetinin % 65 oraninda azaldigi ve degisen oranlarda bitki biiyiimesinin
arttigin1 gozlemlemistir.

Akbaba ve Ozaktan (2014), bitkilerin kok, gévde, yaprak gibi dokularindan izole
edilen endofit bakterileri, Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in biyolojik kontrolii
icin kullanmiglardir. Calisma sonunda bazi izolatlarin P. syringae pv. lachrymans’in
sebep oldugu hastaligi basarili bir sekilde baskiladigi belirlenmistir. Ayrica kok ve
siirglin dokularindaki EB popiilasyonlarinin patojen uygulamasindan sonra da
azalmadigin1 goézlemlemislerdir.

Sabate ve ark. (2017), 105 Bacillus sp. izolatlarinin fasulye bitkisine etkilerini
incelenmis ve en basarili B14 izolatimin Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiurum,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani ve Macrophomina phaseolina’nin sebep oldugu
hastaliklar1 %60-80 arasinda engelledigini belirlemislerdir. Kullanilan izolatlarin etki

mekanizmasinin da bakteri tarafindan sentezlenen ve antagonistik etkiye sahip farkli
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lipoproteinler olabilecegi bildirilmektedir. Nitekim yapilan bagka bir calismada;
Phythium ultimum "un sporangiumlarinin soya ve bezelye tohumlarindan sizan etanol ve
acetaldehydin’in hifsel gelismesini tesvik ettigi goriilmiistiir. Bezelye ve soya
tohumlarinin Pseudomonas putida NIR ile muamelesi ortamdaki etanolii karbon
kaynagina doniistiirerek patojen organizmanin sporangial iiremesi ve hif gelisimini

zayiflatilatarak hastalik kontroliiniin saglandigi belirlenmistir (Paulitz, 1991).

2.3.Silisyum ile yapilan ¢calismalar

Bir¢ok bilim insami tarafindan silisyumun bazi bitki tiirlerinin gelisimi i¢in
gerekliligi, bilyliimeye ve verim artisina yarari, biyokimyasal reaksiyonlar1 diizenledigi,
tuz, agir metaller (Mn, Al vb.) ve patojenlere karsi bitki direncini arttirdigi
belirlemislerdir (Inanaga ark., 2002; Rodrigues ve ark., 2003; Datnoff ve Rutherford,
2004; Datnoff ve ark., 2005).

Gelismekte olan bitkilere yapilan silisyum uygulamasi; bitki kuru agirligini,
yaprak kalinligini, kok tazeligini koruyup, yapraklardaki klorofil miktar1 ve bazi
fotosentik enzimlerin aktivitelerinde artis saglamaktadir (Adaita ve Besford, 1986).
Ayrica ikincil dallanma, panikula, basakg¢ik, kok filizleri ve yapraklarin sayisini artirma;
tohumun dolmasini, dis kabugun sekillenmesini, g¢ekirdek kalitesini artirmaktadir
(Cheng, 1982; Savant ve ark., 1997). Miyake ve Takahashi (1983), hiyar bitkisine,
Bradbury ve Ahmad (1990), Prosopis juliflora'a silisyum uygulamalarinin bitki
gelisimini arttirdigini gézlemlemislerdir.

Silikat uygulamasinin bitkilerde hiicre duvarinda Si birikimi meydana getirdigi
ve olasi bir fiziksel bariyer olusturdugu hipotezi mevcuttur. Si kokten yapraga dogru
hiicreler arasi bosluklarda silikat polimerizasyonu meydana getirerek hareket
edebilmekte ve yaprak ve ksilemlerin epidermal hiicre duvarlarinda da birikebilmektedir
(Samuels ve ark., 1991; Fawe ve ark., 2001; Kim ve ark., 2002). Ayrica, bitkilerde
peroksidaz, polifenoloksidaz, phenylalanine ammonialyaz ve lipoxy-genaz enzimlerin
aktivitelerini de arttirmak suretiyle patojen penetrasyonlarina kars1 mekanik bir bariyer
de olusturabilmektedir (Chérif ve ark., 1994; Fauteux ve ark., 2005; Cai ve ark., 2008;
Shetty ve ark., 2011; Polanco ve ark., 2012). Bu nedenle, Si uygulamalar1 bitki

hastaliklarini 6nlemede alternatif uygulamalar arasinda gosterilebilmektedir.
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Oral ve ark. (2020), farkli tuz dozu uygulamalar1 altinda yetistirdikleri fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) bitkisine silisyum uygulamalar1 yapip bitkideki fizyolojik ve
biyokimsayal parametreler iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calisma sonunda tuz
stresinin incelenen bitki parametrelerinde istatistiksel olarak azalmaya sebep oldugu,
silisyum uygulamalarinin ise azalan parametrelere istatistiksel olarak olumlu etki ettigi
gbzlemlenmistir.

Domates bakteriyel benek (Pseudomonas syringae pv. tomato) hastaligi ile
miicadelede yapraklara uygulanan Si savunma enzimine etkisi olamadan hastalik
belirtilerinin azalmasinda yol agmigtir (Andrade ve ark., 2013; Belal, 2017)

Tesfagiorgis ve ark. (2014), hem sera hem de arazi sartlarinda potansiyel
biyokontrol ajanlarinin ve ¢o6ziiniir silisyumun (Si), kabak bitkisinde Podosphaera
xanthii’ nin neden oldugu kiillemenin tizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Serada,
biitlin biyokontrol ajanlarinin hastalik seviyesini %90’a kadar azaltip, kiillemenin
onemli Olglide kontroliini sagladigini tespit etmislerdir. Tek basina Si uygulamalari ise
kiillemeyi %35 kadar azaltmis ve ¢ogu biyokontrol ajaninin etkisini artirmistir.

Shetty ve ark. (2011), giil bitkisine yaptiklari 3.6 mM’lik silisyum (Si+)
uygulamasinin giil kiillemesinin neden oldugu enfeksiyona karsi antimikrobiyal asitler
ve flavanoidlerin = yogunlugunu arttirdigim1  bildirmislerdir. Bununla beraber
fenilpropanoid (fenilalalin amonyak liyaz, sinamil alkol dehidrojenaz ve kalkon sentaz)
sentezindeki anahtar enzimlerin konsantrasyonu artmistir. Fenolik bilesiklerdeki bu
artigin, Si uygulamasi (Si2) yapilmayan bitkilerle kiyaslandiginda hastalik siddetinde
%46°11k bir azalma sagladig belirlenmistir.

Wu ve ark. (2015), domates bitkisine uygulanan silikat ve kadmiyumun
domates yapraklarindaki protein igerigine olan etkilerini arastirmiglardir. Sadece
kadmiyum uygulamasinda protein icerigi yiiksek c¢ikarken kadmiyum ile kombine
uygulanan silikat protein iceriginde bir azalmaya sebep olmustur. Benzer bir ¢alismada
ise potasyum silikat uygulamasinin yonca bitkisindeki protein igerigine olan etkisini

arastiran ibrahim ve ark. (2015) bitkideki protein miktarinda artis gdzlemlemislerdir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal ve bitki yetistirme ortam

Calismada test bitkisi olarak duyarli oldugu bilinen Fasulye (Phaseolus vulgaris
L.) cv. Gina gesidi kullanilmistir. Fasulye tohumlari esit miktarda karistirtlmis torf ve
perlit doldurulmus 250 ml’lik plastik bardaklara ekilmistir (Sekil 3.1). iklim odas1 14
saat aydinlik (25+2 °C), 10 saat karanhik (182 °C) ve yaklasik % 50 nispi nem
sartlarinda gelismeye birakilmistir. Bitkilerin besin elementi ihtiyaclarini karsilamak

amaciyla caligma siiresince diizenli olarak Hoagland besin soliisyonu verilmistir

(Cizelge 3.1).

Sekil 3.1. Calismada kullanilan plastik bardaklar

Cizelge 3.1. Bitkilerin besin ihtiyaglari1 karsilamak amaciyla kullanilan Hoagland
besin soliisyonunun igerigi (Hoagland ve Arnon, 1950)

A besin soliisyonu (%)* B besin soliisyonu (%)*
Toplam Azot (N) 10.3 Toplam Azot (N) 2.1
Amonyum (NHa) 1.6 Nitrat (NO3) 2.1

Potasyum Oksit (K20) 7.5 Fosfor Pentaoksit (P20s) 6.4
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Cizelge 3.1. Bitkilerin besin ihtiyaglarini karsilamak amaciyla kullanilan Hoagland
besin soliisyonunun igerigi (Hoagland ve Arnon, 1950) (devam)

A besin soliisyonu (%)* B besin soliisyonu (%)*

Kalsiyum (Ca) 8.6 Magnezyum (Mg) 1.6

Demir DTPA (Fe) 0.3 Mangan (Mn) 0.1
Cinko (Zn) 0.01
Bor (B) 0.03
Bakir (Cu) 0.003
Molibden (Mo) 0.004

3.1.2. Silisyum dioksit, patojen ve endofit bakteri izolatlar

Patojen olarak Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bakteriyoloji
laboratuvari stoklarinda bulunan ve viriilensligi 6nceden belirlenmis Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Xap) izolatt kullanmilmistir (Akkoprii, 2020). Silisyum,
silisyum dioksit (SiO2) formunda ticari olarak elde edilmistir. Endofit bakteriler ise
onceki ¢alismalar ile etkinlikleri veya ozellikleri belirlenmis olan izolatlardan (Babier,
2019; Cakar, 2019; Olur, 2019) (Cizelge 3.2) secilip Van Yiiziincii Y1l Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Bakteriyoloji laboratuvari kiiltiir stoklarindan elde edilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan ve 6nceki ¢alismalar ile Babier ve Akkoprii (2020) ve
Olur (2019) tarafindan karekterizasyonu yapilan EB izolatlarmin ve

ozellikleri.
izolat kodu ve tiirii ACC-d  Sid P IAA
(mm)  (mm)  (ppm)
V30G2 Pseudomonas caspiana - 4.50 + -
V31lY4 Pseuodomonas spp. + 2.25 - 25.03
WCS365  Bacillus fluorencens ND 6 + 8
V40K?2 Bacillus velezensis + 7.00 - 1.38
G116S2 ND - 1.25 + ND

*ACC-d: 1-aminokloropropan-1-karboksilat deaminaz Sid: Siderefor aktivitesi, P: Fosfataz aktivitesi,
IAA: indol-3-asetik asit. +: 6zellige sahip, - : dzellige sahip degil ND: Belirlenmemis
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3.1.3. Kullanilan besiyerleri

Tez calismasinda kullanilan patojen (Xap) ve bakteriyel biyokontrol ajanlarinin
(EB) ¢ogaltilmas1 ve in vitro etkinlik testleri i¢in Kings B besiyeri (KB) kullanilmigtir
(Cizelge 3.3). izolatlarin stok olarak uzun sureli saklanmast icin ise % 15 gliserol katkili

Nutrient Broth (NB) ortami kullanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. King’B besi yerinin bilesenleri ve miktarlari

Besi yeri Kimyasallar Miktar (1000 ml)
Pepton 209
Gliserol 10 ml
King’B K2HPO4 159
(King ve ark., 1954)  MgSO4.7H20 1.5¢g
Agar 16 9

121°C 20 dk otoklavlandi

Cizelge 3.4. % 15 gliserol katkili Nutrient Broth besiyerinin bilesenleri ve miktarlari

Besi yeri Kimyasallar Miktar (1000 ml)
Nutrient Broth (NB) Nutrient Broth 8gr
(Lelliott ve Stead, 1987)  Gliserol 20ml

121°C 20 dk otoklavlandi

3.1.4. Arastirmanin gerceklestirildigi laboratuvarlar ve iklim odasi

Caligmalar in vivo ve in vitro ortamlarda gergeklestirilmistir. In vivo ¢alismalar
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii iklim odalarinda, laboratuvar ¢alismalari ise

Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.
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3.2. Yontem

3.2.1. In vitro ¢calismalar

3.2.1.1. In vitro da EB’nin Xap’ye kars1 antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda belirli karakterleri ve etkinlikleri onceki ¢alismalar
ile belirlenmis olan V30G2, V31Y4, WCS365, V40K2 ve G116S2 EB izolatlar
kullanilmistir (Babier, 2019; Cakar, 2019; Olur, 2019). Bu ¢alismada EB izolatlarinin in
vitro calismalarda Xap'’ye karsi antagonistik etkileri test edilmistir. Xap’nin 24-48
saatlik kiiltiiriinden hazirlanmis olan yaklasik olarak 107 CFU/mL (ODe0o:0,01)
yogunlugundaki stispansiyondan 100 pl alinarak KB besi yeri yiizeyine konarak steril
baget yardimiyla yayilmistir. Besi yerinin yilizeyi kuruduktan sonra EB izolatlarinin 24
saatlik kiiltiirlerinden igne uclu 6ze yardimiyla bir miktar alinarak nokta ekim
yapilmistir. Yapilan calismanin sonuglari; 24-48 saat sonra EB kolonileri etrafinda
Xap 'nin gelisimini engelledigi zonun ¢ap1 dlgiilerek belirlenmistir. Caligma 3 tekerriirli

olarak yuriitilmiis ve her tekerriirde 2 petri kullanilmistir.

3.2.1.2.Silisyum dioksitin etkinliklerinin belirlenmesi

KB besiyeri iizerine 100ul EB ve Xap siispansiiyonlar1 farkli petrilere yayilarak
kurumas1 beklenmistir. Kuruduktan sonra besiyeri yiizeyine disk yerlestirilip iizerine
silisyum dioksit stispansiiyonu damlatilmigtir. 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra
disklerin gevresindeki EB ve Xap’nin gelisip gelismedigi gozlenerek varsa olusan zonun

cap1 Ol¢iilmiistiir.



19

3.2.2. In vivo ¢alismalar

3.2.2.1. Endofit bakterinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

In vitro’da Xap’ye kars1 antagonistik etkileri belirlenmis olan 5 adet EB in vivo
calismalarda kullanilmak tizere se¢ilmistir. Endofit bakteriler KB besi yerine ekilerek
24 saat, 27 °C’de gelistirilmistir. Gelisen bu kolonilerden alinan Ornekler
spektrofotometrede 108 CFU/mL yogunluguna ayarlanmis ve bakteriyel siispansiyon
hazirlanmistir. Hazirlanan EB siispansiyonlar1 20 ml alinarak bitkilerin kok bogazindan
icirme yolu ile fasulye fidelerine uygulanmistir. Uygulamalar fasulye bitkilerinin
ekiminden 8 giin sonra ilk, 10 giin sonra ikinci olmak iizere iki kere gergeklestirilmistir.
EB uygulamasi yapilmayan gruplara ayni miktar ve yontemle sadece su verilmistir

(Sekil 3.2).

Conmnn JB LN

Sekil 3.2. Spektrofotometrede bakteri yogunlugunun belirlenmesi ve endofit bakterilerin
uygulanmasi

3.2.2.2. Silisyum dioksitin hazirlanmasi ve bitkiye uygulanmasi

Calismada kullanilacak silisyum dioksitin bitki gelisimini arttiracak ve hastalik
siddetine etki edecek en uygun doz ve yontemini belirlemek iizere Oncelikle bir 6n

calisma yapilmistir. SiO2 kullanma talimatinda belirtilen 6.08 gr/mol formiiliine gére 1
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litre suya 30 mM i¢in 4.31 gr, 15 mM i¢in ise 2.15 gr eklenerek siispansiyon
hazirlanmistir (Sekil 3.3). Uygulamalar bitki ekiminden 9 giin sonra yapraga piilverize
etme (Sekil 3.3) ve igirme seklinde yapilmstir (Sekil 3.3). SiO2 uygulamasi yapilmayan

gruplara sadece su verilmistir.

Sekil 3.3. Uygulama i¢in hazirlanmis SiOz (a), icirme uygulamasi (b) ve piilverize
uygulamasi (C)

3.2.2.3. Patojenin hazirlanmasi ve bitkiye bulastirilmasi

Xap nin 48 saatlik kiiltiiriinden bolim 3.2.1 de anlatildigi gibi silispansiyon
hazirlanmis ve yogunlugu spektrofotmetrede 108 CFU/mL’e ayarlannustir. Hazirlanan
sispansiyon bitki ekiminden 11 giin sonra el piilverizatori yardimiyla yapraklara
puskiirtme yoluyla esit bir sekilde uygulanmistir. Patojen uygulamasi yapilmayan
gruplardaki bitkilerin yapraklarina da sadece su piiskiirtiilmiistiir. Uygulamanim hemen
ardindan bitkileri yiiksek nispi neme maruz birakmak amaciyla bitki yetistirme kabini
seffaf polietilen ortiiyle kapatilip ilk 24 saat 1s1iksiz ortamda kalmalar1 saglanmistir
(Sekil 3.4). Sonraki 24 saatte ise 1giklar agilip polietilen ortii yine kapali birakilmig ve

patojen uygulamasindan 48 saat sonra polietilen ortii agilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4. Polietilen 6rtii altinda nispi neme maruz birakilan bitkiler

Sekil 3.5. 48 saat sonra polietilen Ortiisii kaldirilan bitkiler

3.2.2.4. Endofit bakteri, patojen ve silisyum dioksitin birlikte uygulanmasi

Iklim odalarinda yetistirilen fasulye bitkilerinin ilk iiglii yapraklar agtif1 zaman
yani ekiminden 8 giin sonra ilk EB uygulamasi, 24 saat sonra ise SiO2 uygulamasi
yapilmistir. SiO2 uygulamasindan 24 saat sonra ikinci EB uygulamasi yapilip son olarak
24 saat sonra patojen uygulamasi yapilmistir.

Caligma tesadiif parselleri deneme desenine gore her grup 10 tekerriirden ve her
bitki bir bitkiden olusacak sekilde 8 farkli uygulama grubundan olusmustur (Cizelge
3.5).
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Cizelge 3.5. Calismada olusturulan uygulama gruplar

Uygulama gruplari

1)NK 5)PK(Xap)
2)EB 6)EB+Xap

3) SiO2 7) SiOz+Xap
4)EB+ SiO2 8)EB+SiO2+Xap

*NK: Negatif kontrol; herhangi bir uygulama yapilmamis grup, PK: Pozitif kontrol; yalnizca patojen
(Xap) uygulanmig grup, EB: Endofit bakteri uygulanmis grup, SiO-: Silisyum dioksit uygulanmis grup

3.2.3. Calismaya ait degerlendirmeler

3.2.3.1. Hastalik siddetinin belirlenmesi

Patojen uygulamasindan 21 giin sonra deneme sonlandirilmistir. Hastaligin
siddetinin belirlenmesi igin ¢alisma sonunda Xap 'nin bitkide meydana getirdigi belirtiler
Akkoprii’nlin - (2020) oOnerdigi ve asagida belirtilen 1-5 skalast kullanilarak

degerlendirilmistir.

1: Hastalik belirtisi yok

2: Yapragin %1-5’1 nekroz veya teksel lekeler

3: Yapragin % 6-25’inde belirti ve nekroz,

4: Yapragin % 26-50’sinde belirti ve nekroz

5: Yapragin > % 50’sinde belirti ve nekroz veya yapragin dlimii (Sekil 3.6)

A

Sekil 3.6. Skala degerine gore hastalik belirtileri (soldan saga 1-5)
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Elde edilen skala degerleri Thousend Heuberger formiilii yardimiyla hastalik siddeti (%)
degerlerine doniistiiriilmiistir.

> (Skala degeri x skala degerindeki yaprak sayis1)
Toplam Yaprak sayis1 x En yiiksek skala degeri

x100

Hastalik Siddeti (%)=

Kontroldeki deger — Uygulama deger

Yiizde Etki=
Kontroldeki deger

3.2.3.2. Bitkinin morfolojik parametrelerinin degerlendirilmesi

Bitki yaprak sayis1 denemenin sonlandirildigr 21. Giinde sayilarak belirlenmistir.
Sonra Fasulye bitkileri toprak ylizeyinden kesilerek yas agirliklarr tespit edilmistir
(Sekil 3.7). Daha sonra kokler sokiilerek temizlenmis ve kok yas agirliklar: 6l¢tilmiistiir
(Sekil 3.8). Yas agirliklar1 tespit edilen bitki kok ve yesil aksam Ornekleri aliiminyum
folyo kaplara konularak 65-70 °C*de 48 saat siiresince etiivde kurutulduktan sonra kuru
agirliklart belirlenmistir (Sekil 3.9) (Kagar, 1984).

Sekil 3.7. Yesil aksam yas agirlik dl¢limii Sekil 3.8. Kok yas agirlik 6l¢iimii

Sekil 3.9. Orneklerin kurutulmasi
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3.2.3.3. Toplam klorofil 6l¢iimii

Xap, SiO2, EB ile muamele edilmis ve kontrol kosullarinda yetistirilen fasulye
fidelerinin {ist yapraklarindaki toplam klorofil miktarin1 belirlemek amaciyla Minolta
marka SPAD metre cihazi ile her bitkide ii¢ yapraktan okumalar yapilmis, {i¢ okumanin

ortalamasi alinarak klorofil miktarlar1 belirlenmistir (Sekil 3.10)

Sekil 3.10. SPAD metre cihazi ile klorofil 6l¢iimii

3.2.3.4. istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen verilerin istatistiki olarak degerlendirilmesinde

SPSS-24 paket programi kullanilarak DUNCAN ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir.



4. BULGULAR

4.1.In vitro Calismalar

4.1.1. EB’in Xap’ye kars1 antagonistik etkisinin belirlenmesi

Boliim 3.2.1.1°’de anlatildig1 gibi yapilan calismanin sonucunda elde edilen
verilere gore patojen gelisimini en ¢ok engelleyen iki izolat sirasiyla zon yarigap: 13,5

mm ile V40K2 ve zon yarigapt 10 mm ile V30G2 olmustur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. King’B besi yerinde EB’nin Xap’ye antagonistik etkisi.
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4.1.2. Silisyum dioksitin Xap’ye kars1 antagonistik etkisinin belirlenmesi

Bolim 3.2.1.2°’de anlatildigi gibi yapilan c¢alismanin sonuglari 48 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére in vitro’da

silisyum dioksitin fark yaratacak herhangi bir etkisine rastlanmamustir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. EB izolatlar1 V40K2, V30G2 ve Xap iizerine SiO; etkisi
4.2.1n vivo Calismalar
4.2.1.EB Secim calismalari

EB’lerin Xap’e karsi biyokontrol aktivitelerinin belirlenmesi

Iklim odasinda yetistirilen fasulye bitkilerine ikinci EB uygulamasindan 24 saat
sonra patojen uygulanmis ve patojen inokulasyonundan 21 giin sonra hastalik siddeti
tespit edilmis, bitkilerin yesil aksam yas/kuru agirliklar1 ve yaprak sayilari
belirlenmistir.

G116S2 kodlu EB uygulamasinda %10.44 degeri ile en disiik hastalik siddeti
seviyesi gozlenmis ve PK’e gore hastaligi %42.41 oraninda baskiladig tespit edilmistir.
Buna karsilik WCS365 grubu hastaligi %19.52 oraninda baskilayarak hastalik siddetini
en az baskilayan grup olmustur. Sonuglar genel olarak ele alindiginda ise biitiin EB
uygulamalarinin hastalik siddetini baskiladigi fakat bu sonuglarin istatistiki 6nem

araliginda olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. EB uygulamalarimin Xap’nin olusturdugu fasulye adi yaprak yanikligi
hastaligi iizerine etkileri. Hastalik siddeti 1-5 skalasina gore
degerlendirilerek % hastalik siddeti ve etki degerleri belirlenmistir

Grup Hastalik siddeti % EtKi
PK (Xap) 18.1343.23 -

V40K 2+Xap 13.65+2.47 24.71
V30G2+Xap 10.62+2.70 % 41.42
G116S2+Xap 10.54+1.90 % 41.86
WCS365+Xap 14.59+1.36 % 19.52
V31Y4+Xap 13.36+2.60 % 26.30

*: Duncan ¢oklu karsilastirma testine gbre aym siitundaki ayni harfler arasindaki fark onemsizdir.
(p<0.05). 6d: Istatistiki 6nem araliginda degil

EB’lerin bitki gelisimine olan etkilerinin belirlenmesi

EB uygulamalarimin bitki gelisimine olan etkileri incelendiginde biitiin
uygulamalar herhangi bir uygulama yapilmayan NK grubuna gore Yaprak sayisinda
(YS) azalma meydana getirmistir. En fazla azalma G116S2 kodlu EB uygulamasinda
meydana gelirken NK grubuna en yakin sonu¢ V31Y4+Xap uygulamasindan alinmistir.
Patojen uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplar incelendiginde ise uygulama gruplari
genel olarak kendi aralarinda istatistiki olarak fark olusturmazken, NK’e gore bu
azalmalar 6nemli bulunmustur.

Uygulamalarin Yesil aksam Yas Agirlik (YAYA) degerlerine olan etkilerine
bakildigi zaman genel olarak NK grubuna kiyasla bir azalma meydana gelmistir.
Uygulamalardan patojenle muamele edildikten sonra elde edilen veriler incelendiginde
V31Y4 grubu patojen muamelesi yapildiktan sonra istatistiki olarak onemli derecede
bitki gelisiminde artis meydana getirmistir. Genel olarak yesil aksam yas agirliginda
meydana gelen azalmalar kismen Onemli bulunmazken G116S2, V31Y4 ve
G116S2+Xap uygulamalarindaki azalmalar ise istatistiki 6nem araliginda bulunmustur
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. EB’lerin hastalik baskisi altinda YS, YAYA ve YAKA iizerine olan etkileri

GRUP YS YAYA(Q) YAKA(Q)
NK 17.87+0.35% 6.38+0.14 ® 0.69+0.03 2
V40K?2 14.80+0.48 cde 5.28£(0.28 bed 0.50+0.03 ©

V30G2 14.30+0.39 % 5.33+0.36 P« 0.50+0.04 ©
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Cizelge 4.2. EB’lerin hastalik baskisi altinda YS, YAYA ve YAKA iizerine olan etkileri

(devam)

GRUP YS YAYA(Q) YAKA(Q)
G116S2 14.10+0.52 ¢ 4.96+0.43 © 0.49+0.03
WCS365 16.40+0.54 2bcd 5.74+0.25 2bcd 0.58+0.01 ¢
V31Y4 15.30£0.70 Pede 4.73+0.32 ¢ 0.46+0.04 ¢
PK(Xap) 16.00+0.70 2bcde 6.69+0.42 2 0.66+0.05
V40K2+Xap 15.40+0.97 bede 5.74+0.28 @bcd 0.52+0.03 ¢
V30G2+Xap 14.30+0.93 % 5.55+0.42 P 0.46+0.05 ©
G116S2+Xap 14.90+0.58 Pede 4.95+0.28 0.46+0.03 ¢
WCS365+Xap 16.66+0.37 8¢ 5.74+0.24 2bcd 0.54+0.03 b°
V31Y4+Xap 17.10+1.00 ® 5.99+0.44 ab¢ 0.55+0.05 b¢

*: YAYA: Yesil aksam yas agirlik, YAKA: Yesil aksam kuru agirlik, Y'S: Yaprak sayisi
**: Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore aymi siitundaki ayni harfler arasindaki fark onemsizdir.

(p<0.05).

4.2.2.Silisyum dioksitin dozu ve uygulama yonteminin belirlenmesi

Si0 'in biyokontrol aktivitesinin belirlenmesi

Calisma sonuglart incelendigi zaman S15Y+Xap uygulamasi 19.17 degeri ile PK
grubuna gore hastaligt %5.73 attirmigtir. S30K+Xap uygulamasi ise 10.71 degeri ile
hastalig1 %40.92 oraninda baskilamistir. Hastalik siddetinde degisiklikler s6z konusu

olsa bile sonuglarin istatistiki nem araliginda olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Silisyum dioksitin hastalik siddeti {izerine etkileri

Gruplar Hastalik siddeti % etki
PK (Xap) 18.13+3.23 % -
S15K+Xap 13.86+1.73 % 23.55
S15Y+Xap 19.17+3.99 % -5.73
S30K+Xap 10.71+2.86 % 40.92
S30Y+Xap 17.97+3.49 ® 0.88

0d: istatistiki onem araliginda degil

*Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore aymi siitundaki ayni harfler arasindaki fark Onemsizdir.
(p<0.05).
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SiO» bitki gelisimine olan etkilerinin belirlenmesi

Calisma sonunda silisyum dioksit uygulamasinin yaprak sayisi, yesil aksam yas
agirlik ve yesil aksam kuru agirlik lizerindeki etkileri incelenmistir.

SiO; uygulamalarinin YS tizerindeki etkileri incelendiginde 30 mM’lik dozda
icirme (S30K) seklinde yapilan uygulama 20.25 degeri ile NK ve diger uygulama
gruplarina kiyasla en yiiksek etkiyi gostermistir. 15 mM’lik dozda patojenle muamele
edilerek yapilan her iki uygulama da (S15K+Xap ve S15Y+Xap) silisyum dioksitin
teksel uygulamalarina nazaran yaprak sayisinda artis saglamistir. Buna karsin 30
mM’lik uygulamalarin (S30K+Xap ve S30Y+Xap) yaprak sayisinda azalmaya sebep
oldugu gozlenmistir. Patojen uygulanmis muamele gruplart kendi aralarinda
kargilastirildigi zaman ise S30K+Xap ve PK diger uygulamalara nazaran yaprak

sayisinda artis saglamustir fakat yalnizca S30K i¢in veriler istatistiki nem araligindadar.

YAYA’nda en etkili sonu¢ 7.80 ile yine 30 mM’un koklere i¢irme yoluyla
uygulanan (S30K) gruptan elde edilmistir ve bu verinin istatistiki olarak da onemli
oldugu belirlenmistir. Silisyumun 30 ve 15 mM’un yapraklara piilverize edilerek
uygulandugi gruplarda (S15Y ve S30Y) ise sirasiyla 5.60g ve 5.85g ile NK’e gore
azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir. Fakat bu sonuglarin istatistiki 6nem araliginda
olmadigi belirlenmistir. Patojen uygulamasi yapilan gruplara bakildiginda PK grubu
NK’e gore artig saglamistir. Yaprak wuygulamalart her iki dozda da teksel
uygulamalarina gore yesil aksam yas agirliginda artisa sebep olurken, kok bogazindan
icirme yoluyla yapilan uygulamalar YAYA’nda azalmaya sebep olmustur. Fakat

meydana gelen bu degisikliklerin istatistiki 6nem araliginda olmadigi belirlenmistir.

Tekli uygulama gruplarindan S15K, S15Y ve S30Y NK’e gore YAKA’nda
azalma meydana getirmistir fakat elde edilen sonuclar istatistiki olarak 6nemli
bulunmamustir. S30K ise NK disindaki biitiin uygulama gruplarina kiyasla istatistiki
olarak Onemli derecede artis saglamistir. ikili uygulamalara bakildigi zaman ise
S30K+Xap uygulamasi 0.56g degeri ile patojenle muamele edilmemis gruba gore
azalma meydana getirmistir. Diger {i¢ uygulama patojensiz gruba gére YAKA’nda artis
saglamistir. Uygulamalar genel olarak artis ve azalis saglamasina ragmen sonuclar

istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.4).



Cizelge 4.4. Silisyum dioksitin patojen baskis1 altinda YS, YAYA, YAKA iizerine

30

etkileri
Gruplar YS YAYA YAKA
(Adet) )] @)

NK 17.87+0.35 ° 6.38+0.14 ™ 0.69+0.03
S15K 14.75+0.41 © 6.81+0.31 0.53+0.03 ©
S15Y 14.62+0.62 5.60+0.22 ¢ 0.54+0.03
S30K 20.25+0.61 2 7.80+0.46 2 0.79+0.05 2
S30Y 16.00+0.70 b° 5.85+0.37 ¢ 0.58+0.03 ™
PK(Xap) 16.00:£0.70 P 6.69+0.42 b¢ 0.66+0.05 ™
S15K+Xap 15.62+0.53 ¢ 5.91+0.46 ™ 0.59+0.05 ™
S15Y+Xap 15.1420.67 ¢ 5.79+0.22 P 0.57+0.03 "
S30K+Xap 16.62+1.11 b¢ 5.64+0.38 ¢ 0.56+0.05 P°
S30Y+Xap 15.75+0.88 ¢ 6.02+0.32 ¢ 0.62+0.05 "

*: YAYA: Yesil aksam yas agirlik, YAKA: Yesil aksam kuru agirlik, Y'S: Yaprak sayisi
**: Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore aymi siitundaki ayni harfler arasindaki fark onemsizdir.
(p<0.05).

4.2.3. Secilen endofit bakteri ve SiO2’un birlikte bitki gelisimi ve hastalik siddeti

uizerine etkisinin belirlenmesi

En basarili EB ile SiO2 en uygun doz ve uygulama metodunun birlike bitki
gelisimi ve hastalik siddeti lizerine etkisi iklim odasinda kosullarinda torf yetistirme
ortaminda smanmustir. Onceki calismalarda etkinligi belirlenmis olan ve nispeten
basarili bulunan V30G2 kodlu EB izolat1 bu ¢alisma i¢in se¢ilmistir. Bunun yanisira 6n
denemelerde etkinligi olduk¢a net olarak ortaya ¢ikan koke icirme metoduyla uygulanan
30 mM SiO2 dozu bu ¢alisma igin se¢ilmistir.

Yapilan uygulamalarin bitki gelisim parametrelerine olan etkileri incelendiginde
PK grubu YAYA ig¢in en diisiik sonucu vermistir. Hemen ardindan EB+Xap uygulamasi
4.82’lik deger ile ikinci en diisiik sonucu vermistir. YAYA’na gore Si uygulamasi bu
degerlendirmede EB’den daha diisilk sonu¢ vermis ve agirlikta azalmaya sebep
olmustur. Fakat sonuglar istatistiki olarak 6nemli bulunmamustir.

YAKA’nda uygulama yapilmayan NK grubuna goére biitiin uygulama gruplari
azalmaya sebep olmustur. En ¢ok azalma 0.51g’lik deger ile sadece patojen uygulamasi
yapilan PK grubunda goriilmiistir. Hemen ardindan ise EB’nin teksel ve patojenle

kombine seklinde yapilan uygulamasi NK’e gore azalmaya sebep olmus ve her ikisi de
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0.55g degerini olusturmustur. Genel olarak sonuglarda degisiklikler meydana gelmis
olsa da PK disindaki uygulamalarin olusturdugu degisiklikler istatistiki olarak 6nemli
bulunmamaistir

KYA’nda EB+SiO; uygulama grubu 1.64 degeri ile NK grubuna gore artis
saglamig ve en iyi sonucu vermistir. PK de dahil hi¢bir uygulama kok agirliginda
azalmaya sebep olmamis NK grubuna gore hepsi artis saglamistir. Meydana gelen bu
artiglar NK grubuna gore istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

KKA olgtimlerinde SiO2 disindaki biitiin uygulamalar NK’e gére azalmaya
sebep olmustur. SiO; uygulamasi da artisa sebep olmamakla birlikte azalmaya da sebep
olmamig ve NK ile aym1 sonuglari vermistir. En fazla azalma 0.05g ile yine PK
grubunda gézlenmistir. Sonuglarin istatistiki 6nem araliginda olmadig: tespit edilmistir

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Uygulama gruplarimin yesil aksam ve kok yas ve kuru agirliklart tizerine

olan etkileri

Gruplar YAYA(Q) YAKA(Q) KYA(Q) KKA(Q)
PK(Xap) 4.57+0.30° 0.51+0.03" 1.060.04° 0.05+0.00P
NK 6.66+:0.242 0.68+0.022 0.52+0.09° 0.08+0.00?
V30G2 5.86+0.49% 0.55+0.07% 1.2140.21% 0.06+0.00%°
SiO2 5.72+0.54% 0.58+0.05% 1.62+0.152 0.08+0.002
V30G2+SiO 6.49+0.452 0.66+0.06%° 1.64+0.18? 0.07+0.01%°
V30G2+Xap 4.82+0.41° 0.55+0.04% 1.11£0.21° 0.06+0.00%°
SiO2+Xap 5.52+0.44% 0.63+0.05% 0.97+0.06" 0.06+0.00%
V30G2+SiO2+Xap 5.80+0.35% 0.65+0.03% 1.18+0.08° 0.07+0.00%

*: YAYA: Yesil aksam yas agirlik, YAKA: Yesil aksam kuru agirlik, KYA: Kok yas agirlik, KKA: Kok
kuru agirlik

**: Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni siitundaki ayni harfler arasindaki fark onemsizdir.
(p<0.05).

Uygulamalardan NK’e gore yaprak sayisini en fazla PK grubu azaltmustir.
V30G2+SiOz+Xap kombine uygulamasi ise 19.90 degeri ile en etkili sonucu vererek
yaprak sayisinda artis saglamistir. V30G2 uygulamasi da ikinci en iyi sonucu vermistir.
Fakat sonugclar istatistiki 6nem araliginda degildir.

Klorofil 6l¢timlerinde NK ve PK’e gore SiO2+Xap kombine uygulamasi klorofil
miktarini arttirmis onun disindaki biitiin uygulamalar azalmaya sebep olmustur. PK
grubu diger biitiin olgimlerle paralellik gostererek yine en diisilk sonucu vermistir.

Genel olarak elde edilen sonuglar istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Uygulamalarin yaprak sayis1 ve klorofil iizerindeki etkileri

Gruplar YS Klorofil

PK (Xap) 16.00+0.86° 34.60+0.96 °
NK 18.80+0.66% 39.29+1.162
V30G2 19.30+1.27% 36.85+1.93
SiO2 17.40£1.05% 37.36+1.29%
V30G2+SiO2 17.40+1.44%® 39.21+1.742
V30G2+Xap 18.44+0.95% 36.36+0.74
SiOz+Xap 19.11+1.08% 40.53+1.092
V30G2+SiO+Xap  19.90+0.482 37.9840.69

*: YS: Yaprak sayisi

**: Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni siitundaki ayni harfler arasindaki fark Onemsizdir.

(p<0.05).

Uygulamalarin hastalik siddetine etkisi incelendiginde PK grubuna goére hepsi
hastalik siddetinde azalma saglamistir. SiOx+Xap 25.14 degeri ile hastaligi % 7.36
oraninda azaltarak en az etkili uygulama olmustur. V30G2+Xap hastaligi % 16.24
oraninda azaltmigtir. Fakat bu azalmalar istatistiki olarak 6nem araliginda degildir.
Hastalig1 baskilama konusunda en etkili grup V30G2+SiO,+Xap uygulamasi olmustur

ve hastaligr % 52.24 oraninda baskilamistir. Elde edilen bu azalma istatistiki olarak

onemli bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Uygulama gruplarinin hastalik siddetine olan etkileri

GRUPLAR Hastalik siddeti % etki
PK(Xap) 27.14+3.242 -
V30G2+Xap 22.73£2.62° 16.24
SiO2+Xap 25.14+4.26° 7.36
V30G2+SiO2+Xap 12.96+1.96° 52.24

**: Duncan ¢oklu kargilagtirma testine goére ayni siitundaki ayni harfler arasindaki fark O6nemsizdir.

(p<0.05).



5. TARTISMA VE SONUC

Bitkisel tiretim ve hastalik yoOnetimi sirasinda yardim alinan kimyasallarin
kullanimi bir¢ok yonden ¢evre ve insan sagligini tehdit etmektedir. Dolayisiyla daha az
sorun teskil edebilecek, daha avantajli yontemlere ilgi giderek artmakta ve ¢alismalar da
bu yonde ivme kazanmaktadir. Bundan hareketle yiiriitiilen ¢alismada fasulye liretim
alanlarinda karsilasilan ve ciddi verim kayiplarina sebep olan fasulye adi yaprak
yanikligi hastaliina karsit etkinligi diger patosistemlerde Onceki c¢aligmalarca
belirlenmis olan endofit bakteri ile bitkide verim ve kaliteyi arttirdigr bilinen silisyum
dioksitin teksel ve birlikte uygulamalarinin etkileri arastirilmustir.

EB sec¢imi i¢in yapilan in vitro testlerde V30G2 ve V40K2 kodlu izolatlar
Xap’ye karst engelleme zonu olusturarak etkinlik gdstermistir. EB izolatlarin 6nceki
caligmalar ile elde edilen in vitro karekterizasyon ve antagonistik -etkinlikleri
belirlenmistir. Fakat bu sonuglar in vivo testlerin sonuglar1 ile tam olarak uyumlu
olmadig1 gozlenmistir. Elad (2002) bu konuya deginmis ve biyolojik ¢alismalarda in
vitro ve in vivo calismalarin her zaman ayni sonuglar1 vermeyebilecegini bildirmistir.
Calismamizda basta hastalik siddeti ve diger paremetrelerden elde ettigimiz sonuglar
1s18inda V30G2 izolat galismanin sonraki asamalarinda kullanilmak tizere segilmistir.
Secilen izolat Babier (2019)’in EB iizerine yapmis oldugu antagonistik testlerde Xap de
dahil olmak tiizere bircok bitki patojeni bakteriye karsi etkili oldugunu belirlenmistir.
Ayrica fosfataz aktiviteleri ve siderofor {iretim kabiliyetine sahip oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 3.2).

In vivo caligmada Xap’nin neden oldugu hastaligin tipik simptomlarina
rastlanmistir. Belirtiler ilk olarak inokulasyondan sonra 10-12 giin i¢inde yapraklarin
yiizeyinde gozlemlenmis ve agik sar1 renkli lekeler halinde oldugu kaydedilmistir.
Hastalik belirtileri yapilan diger ¢alismalarda da ortalama 7-14 giin igerisinde ortaya
cikmistir ve ortak bir hastalik seyri gézlemlenmistir. (Darrase ve ark., 2007; Bozkurt,
2009; Ertekin, 2016; Belete, 2017; Sahin, 2019).
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EB se¢im c¢alismalarinda kullanilan izolatlarin %19-42 arasinda hastalik
gelisimini azalttig1 belirlenmistir. V30G2 ile yapilan ikinci denemede ise bu kontrol etki
%16.24 oraninda kalmistir. Hsieh ve ark. (2005), cevresel kosullarin biyokontrol ajanlar
basarilarin1 etkileyebilecegini bildirmektedirler. izolatin etkinligindeki degisikligi bu
cercevede yorumlamak uygun olacaktir.

Bunun yani sira yapilan birgok ¢alisma gostermektedir ki bitki hastaliklar ile
miicadelede EB’lerin kullanimi basarili sonuglar vermekte ve bu mikroorganizmalar
biyolojik savas elemani olarak da basarili bir sekilde de kullanilmaktadir (Linderman,
1996; Sturz ve Nowak, 2000; Yildiz, 2009). Bozkurt (2009), yaptig1 ¢calismada fasulye
bitkisinden izole edilen antagonistik bakterilerin kapsiil testlerinde hastaligi %42-72,
saks1 denemesinde %32-67, tarla denemesinde ise %30-55 oranlarinda engelledigini
gostermistir. Calismada, kullanilan antagonistik bakterilerin IAA iirettigi, fosfati ¢ozme
yetenegine sahip oldugu ve PAL seviyesinde artis meydana getirdigini bildirmistir.
Unlii ve Aysan (2011), sardunya bakteriyel yaniklik etmeni Xanthomonas axonopodis
pv. pelargonii’nin biyolojik miicadelesi igin Sardunya yetistirilen alanlardan toplanan
234 aday PGPR izolati arasindan fosforu yiiksek oranda ¢6zebilen iki tanesi yaprak
enfeksiyonunu %88-100 oraninda azaltirken bir tanesi de gévde enfeksiyonunu % 63
oraninda engellemistir. Cetinkaya-Yildiz ve Aysan (2014), domateste bakteriyel
solgunluk hastaligina kars1 kimyasal uygulamalara alternatif olabilecek kok bakterilerin
(PGPR) kullanilma olanaklarin1 arastirmiglardir. Calismalarinda kullanilacak aday
izolatlar1 en fazla fosforu ¢ézme ve azotu baglama ozelliklerine gore se¢cmislerdir.
Secilen PGPR izolatlarinin hastalik gelisimini sirasiyla, ortalama %38 ve %54 oraninda
azalttigini tespit etmislerdir.

Caligmamizda kullanilan SiO; uygulamalarinin doz belirleme ¢aligmalarinda
hastalik siddetinde %40.92 daha sonraki c¢alismada ise %7.36’lik oranda azalma
meydana getirdigi gézlenmistir. Bu amagla yiiriitiilen birgok ¢alisma da paralel sonuglar
vermis ve Si uygulamalarmin etkinligini ortaya koymustur. Dannon ve Wydra (2004),
Ralstonia solanacearum’un neden oldugu bakteriyel solgunluga karsi domatese silikat
uygulamas1 yapip bakteriyel solgunluk belirtilerinin  %56,1 oraninda azaldigini
kaydetmistir. Diego ve Wydra (2007), benzer bir ¢alisma daha yapip bakteriyel
solgunluk belirtilerinin azalmasinda hiicre duvari ve ksilemin yapisinda meydana gelen

degisimden kaynaklandigini 6ne stirmiislerdir.
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EB+SiO, kombine uygulamasi da hastalik kontroliinde en etkili sonucu vermis
ve hastaligi %52.24 oraninda baskilamistir. Elde edilen sonuglar Tesfagiorgis ve ark.
(2014), tarafindan hem sera hem de arazi sartlarinda potansiyel biyokontrol ajanlarinin
ve ¢ozinir silisyumun (Si) kabak bitkisinde Podosphaera xanthii’ nin neden oldugu
kiillemenin tizerindeki etkilerini aragtirdiklar1 calisma ile benzerlik gostermistir.
Yiiriitiilen ¢aligmada tekli uygulamalarin kiillemeyi azaltip, 6nemli dl¢iide kontroliinii
sagladigin1 tespit etmislerdir. Ayrica Si uygulamalarinin da hastalik kontroliiniin
yanisira ¢ogu biyokontrol ajaninin etkisini artirarak %70’e varan hastalik kontroliinii
sagladigini tespit etmislerdir. De Curtis ve ark (2012), Blumeria graminis f. sp.
tritici’'nin sebep oldugu kiillemeye karsi biyokontrol ajanlarini, direng indiikleyiciler ve
fungusitlerle kombine ederek kullanmislardir. Biyokontrol ajani olarak Rhodosporidium
kratochvilova, Cryptococcus laurentii ve Aureobasidium pullulans strainleri, direng
indiikleyici olarak da kalsiyum silikat ve kalsiyum kloriir kullanmiglardir. Calisma
sonunda kullanilan biyokontrol ajanlarinin hastalik siddetini yaklasik %89 oraninda
azalttigin bitki gelisiminde de %35 artis meydana getirdigini saptamislardir. Ayrica en
iyi sonuglar biyokontrol ajanlarinin, kalsiyum silikat ile kombine uygulamalarinin
sonucunda elde edilmistir. Bunun sebebini silikonun patojene dogrudan toksisitesi
Ozelligi gostermesi ve konukgu bitki dokusunda biyokimyasal savunma tepkilerinin
ortaya c¢ikmasiyla iligskilendirmislerdir. Qin ve Tian (2005), sodyum metasilikat
formunda kullandiklar1 Si'nin tek basimna ve biyokontrol ajani1 olan Cryptococcus
laurentii (Kufferath) Skinner ile kombinasyon halinde Penicillium expansum Link ve
Monilinia fructicola iizerine olan etkilerini arastirmiglardir. Si tekli uygulamasi hastalik
siddetini %63.4-%86,6 oranlarinda azaltirken, kombine uygulamasi1 konuk¢u bitki
dokusunda C. laurentii'nin popiilasyon yogunlugunu 2.4 kat arttirmistir ve hastalik
siddetinde azalma meydana getirmistir. P. expansum ve M. fructicola patojenlerinin
spor ¢imlenmesi ve germ tiip uzamast Si tarafindan inhibe edilmistir. Ayrica PAL
birikimi meydana getirdigi ve lignin biyosentezini indiikledigi gozlemlenmistir.
Calismamizdaki SiO2 uygulamalarinin patojen iizerine dogrudan etkisi gézlenmemistir.
Fakat EB’nin etkinligini artirdig1, savunma tepkimelerini ortaya ¢ikarmis olabilecegi ve
bu sebeplerle ti¢lii kombinasyonun en etkili sonucu verdigi diistiniilmektedir.

Arastirmacilar bitkide gelisimi arttirdig1 bilinen bakterilerin bitki gelisimi tesvik

etkisinin yani sira hastaliklara karsi biyolojik savastaki etkinliklerinin daha 6n planda
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olduklarini bildirmektedirler (Kloepper, 1993; Lemanceau ve ark., 2000; Lucas ve ark.,
2000; Parmar ve Dudarwal, 2000). Kado (1992), tarafindan endofit bakteriler igin ‘bitki
dokularinda konukg¢usuna zarar vermeden yasayabilen fakat bazen fayda da saglamayan
bakteriler olarak tanimlanmistir. Karagoz (2009), yiiriitiilen ¢alismanin aksi sonuglari
elde etmis ve bakterileri kullanarak marulda bakteriyel leke hastaligini kontrol edip ayni
zamanda marul gelisimini arttirdigini belirlemistir. Bitki gelisimini arttiran bakterilerin
basta azot fiksasyonu olmak iizere, fosfat1 ve kalsiyumu ¢6zme, demir alimina yardimci1
olma, hormon, amino asit ve organik asit tiretimi gibi etkileri sayesinde bunlari
yapabildikleri bildirilmektedir (Gokge ve Kotan, 2016).

Calismamizin sonuglarma goére KYA’inda patojen uygulamasi da dahil biitiin
uygulama gruplar1 NK’e gore artis saglamistir. Bitki gelisiminde 6nemli bir faktor olan
fosfor elementi gogunlukla toprakta bitkilerin alamayacagi formdadir. Bazi PGPR’lar
fosfat1 ¢6ziindiirebilir ve bu sayede ortamda bulunan organik fosforu inorganik fosfora
dontistiiriip  bitkiler tarafindan alinabilir duruma getirir (Vessey, 2003).  Bitki
gelisimindeki artis fosforun PGPR tarafindan alinabilir hale getirilmesi sayesinde
gerceklesebilir (Glick, 1995; Lucy ve ark., 2004). Tunctiirk (2017), fasulye lizerine
yaptig1 bir ¢calismada PGPR+Xap kombine uygulamalarin1 sadece PGPR uygulamasi
yapilan grupla kiyasladigi zaman kok fosfor miktarini arttirdigini saptamistir. Babier
(2019), izole ettigi 191 EB arasindan fosfati ¢oziindiirme yeteneginin %20 diizeyinde
oldugunu belirlemistir. Bozkurt (2009), fasulyede Xap ye kars1 antagonistik etki ve bazi
in vitro testler ile meyve teslerine gore tarla ¢alismasi igin segilen 14 izolatin 12’sinin
fosfati ¢o6ziindiirme yetenegine sahip oldugunu gozlemlemistir (Bozkurt, 2009).
Pseudomonas, Bacillus ve Rhizobium cinsi kok bakterilerinin yiiksek derecede fosfat
¢ozme yeteneginde sahip olabilecekleri saptanmistir (Antoun, 2003). Bu tez
caligmasinda da kullanilan V30G2 kodlu EB izolatinin Pseudomonas cinsinde yer aldigi
ve fosfat c¢ozme yeteneginde sahip oldugu Babier (2019), tarafindan yapilan
calismalarda ortaya konmustur (Cizelge 3.2). Calismamizda da fasulye kok gelisimini
bu yolla arttirdig: diisiiniilebilir.

SiO2 uygulamalarinin da kdok gelisiminde artis meydana getirdigi gozlenmistir.
Fosfor eksikligi olan toprakta yetisen bitkilere silisyum uygulanmasi bitki biinyesindeki
fosfor konsantrasyonunu artirmaktadir. Artan fosfor kazanimi koklerden gévdeye fosfor

tasimasina yardimci olmaktadir (IRRI (International Rice Research Institute), 1965).
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Celtik yetistirilen toprakta diisiik fosfor miktar1 oldugu durumlarda silisyum
giibrelemesi yapildig1 takdirde fosfor gerekliligini azaltmaktadir (Blair ve ark., 1990;
Ma ve Takahashi, 1990b) ve bitki i¢in mevcut fosfor miktar1 artmaktadir (Ma ve
Takahashi, 1990a).

Bitki hastaliklari ile savasta bagvurulan biyolojik miicadele yontemleri cok emek
isteyen, etkili sonuglarini gérmek uzun zaman alan, farkli alanlarda etkileri de degisiklik
gosterebilen yontemlerdir. Dolayisiyla uygulanacak olan ¢alismada her daim basarili
sonuglar almak miimkiin olmayabilir. Bu baglamda yapilmasi planlanan sonraki
calismalarda da bu durum g6z oniine alinarak arastirmalar bu yonde ivme kazanmalidir.

Yapilan bu tez ¢alismasi ile Fasulye’de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli’nin
biyolojik kontroliinde endofit bakterilerin ve diren¢ indiikleyici olarak kullanilan
silisyum dioksitin {imit var sonuglar verdigi ortaya konmustur. Uygulamalarin bazi bitki
gelisim parametrelerinde artiy meydana getirdigi ve bitki hastaliklariyla miicadelede
potansiyeli yiiksek uygulamalar olarak tercih edilebilecegi tespit edilirken, kombine
uygulamalarin tekli uygulamalara gore daha fazla etkinlik gosterdigi gbézlemlenmistir.
Silisyum dioksitin endofit bakterinin etkinligini arttirdigit ve bazi biyokimyasal
reaksiyonlar1 indiikledigi bu sebeple basarili sonuglar alindigi diisiiniilmektedir. Fakat
calismada kullanilan ve basarili oldugu belirlenen EB izolatinin ve silisyum dioksit
dozunun ikili kombinasyonlarinin daha kapsamli arastirilmasi, denemenin doga
sartlarinda tekrarlanarak etkilerinin sinanmasi ve basari saglanan uygulama gruplarinin

etki mekanizmalarinin daha detayli aragtiritlmasi gerekmektedir.
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